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　　[摘要]　目的:分析甲状腺乳头状癌(papillarythyroidcarcinoma,PTC)多基因检测结果与临床特征的关系。
方法:纳入2021年8月-2022年5月在上海交通大学医学院附属仁济医院接受甲状腺切除手术的患者,使用8
基因试剂盒检测肿瘤组织,分析基因突变与病例特征的相关性。结果:161例患者中BRAF V600E、RET/PTC1
和TERT 启动子突变比例分别为82.0%、6.8%和4.3%,BRAF V600E 突变常见于男性患者(P=0.023),

TERT 启动子突变肿瘤直径大(P=0.019)、多灶性比例高(P=0.050)、淋巴结转移多(P=0.031)。在89例完

成术前穿刺BRAF V600E检测的患者中,术前穿刺检测与术后试剂盒检测结果具有较强一致性(Cohenκ=
0.694,95%CI:0.482~0.906,P<0.01)。观察获得苏木精-伊红染色切片的80例患者,基因突变类型以BRAF
V600E为主,经典或滤泡型分布较多,TERT 启动子突变和RET/PTC1融合则分别以高细胞/柱状/靴钉型和弥

漫硬化型为主要病理亚型。单因素方差分析显示不同病理亚型间的患病年龄(P=0.029)和肿瘤直径(P<0.01)
存在差异。结论:多基因试剂盒作为一种简便易行的PTC临床检测手段,能够补充识别BRAF V600E点突变以

外的重要基因事件,为术后患者提供更多预后信息及随访提示。
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Abstract　Objective:Toanalyzetheclinicalsignificanceofmultigeneassayinpapillarythyroidcarcinoma
(PTC).Methods:Patientswhounderwentthyroidectomyinatertiaryhospitalfrom August2021toMay2022
wereenrolled.Theeight-genepanelwasusedtodetectthetumortissueofpatients,andthecorrelationbetween
genemutationsandclinicalfeatureswasanalyzed.Results:Among161patients,mutationrateofBRAF V600E,

RET/PTC1andTERT promotorwere82.0%,6.8% and4.3%,respectively.BRAF V600E mutationwas
morecommoninmalepatients(P=0.023).TERTpromotor-mutatedtumorshadalargediameter(P=0.019),a
highproportionofmultifocallesions(P=0.050),andalargenumberoflymphnodemetastases(P=0.031).A-
mong89patientswhocompletedpreoperativeBRAFdetection,therewasastrongconsistencybetweenthepreop-
erativeaspirationtestandpostoperativepanel(Cohenκ=0.694,95%CI:0.482-0.906,P<0.01).Inthehe-
matoxylin-eosinsectionsobtainedfrom80patients,BRAF V600Ewasstillthemaintypeofgenemutation,and
theclassical/folliculartypewasmoredistributed.TERTpromotorandRET/PTC1mutationwerethemainge-
neticeventsfortall-cell/columnar/hobnailtypeanddiffusesclerosingtype,respectively.One-way ANOVA
showedthatthereweredifferencesindiagnosisage(P=0.029)andtumorsize(P<0.01)amongdifferentpatho-
logicaltypes.Conclusion:AsasimpleandfeasibleclinicaldetectionmethodforPTC,themultigeneassaycan
supplementtheidentificationofimportantgeneticeventsotherthanBRAF V600E,andprovidemoreprognostic
informationandfollow-uphintsforpostoperativepatients.
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　　甲状腺乳头状癌(papillarythyroidcarcino-
ma,PTC)是最常见的内分泌系统恶性肿瘤之一,

世界人口标化发病率约为10.37/10万人,占所有

类型恶性肿瘤第7位[1],好发于年轻人群。放射暴

露和三级亲属以内的甲状腺癌史是PTC目前已知

的危险因素,其发生和发展涉及多种遗传和表观遗

传改变。BRAF V600E、RAS 等基因的点突变以

及RET 融合是PTC最为常见的突变类型,与不同
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的疾病风险相关[2-3]。随着 PTC相关基础转化研

究的不断进展,越来越多的分子标记物应用于临

床,指导诊断和治疗决策的制定。成人患者 PTC
的BRAF 突变率超过80%[4],而在良性结节中几

乎为零。因此,当细针抽吸活检(fineneedleaspi-
ration,FNA)的 细 胞 学 检 查 结 果 不 能 确 定 时,
BRAF 突变检测的加入能够较大提升 FNA 的敏

感性。《甲状腺癌RET 基因检测与临床应用专家

共识(2021版)》也提出,推荐在儿童青少年和转移

性或手术不可切除的PTC人群中检测RET 基因

重排/融合或点突变,用于评估恶性程度及指导靶

向药物的选择[5]。在单基因检测的良好应用下,多
基因检测试剂盒应运而生[6],例如 ThyroSeq能够

通过检测FNA样本中百余种基因事件的发生,高
效地判断各类甲状腺癌和甲状旁腺肿瘤[7],避免不

必要的重复穿刺和手术所带来的损伤。正是由于

多基因检测的实用性和便捷性,目前国产试剂盒也

已逐步在术前诊断中推广使用,本研究对术后标本

进行分析并判断其预后价值,为拓展多基因检测的

临床应用提供证据。
1　资料与方法

1.1　临床资料

本研究为单中心、前瞻性观察队列,选取2021
年8月-2022年5月在上海交通大学医学院附属仁

济医院头颈外科接受甲状腺切除手术的178例患

者,其中161例纳入统计学分析,男44例,女117例;
年龄19~74岁,平均(42.3±13.0)岁。剔除的17例

患者包括住院信息缺失2例、良性肿瘤或副神经节

瘤2例,甲状腺滤泡癌3例、甲状腺未分化癌1例、
甲状腺髓样癌1例、PTC复发或转移7例、提出

RNA质量差且无法检测1例。
1.2　纳入与排除标准

入组标准:①年龄≥18周岁;②术前诊断恶性肿

瘤并接受手术治疗。排除标准:①除去病理检查所

需,剩余组织量不满足检测要求;②患者或家属无法

理解研究目的或拒绝入组。研究经上海交通大学医

学院附属仁济医院医学伦理委员会审批,且已获得

患者或家属的知情同意。
1.3　临床特征及病理信息

患者的临床特征均从医院信息系统中调阅,除
记录年龄、性别、家族史、恶性肿瘤史之外,还需记录

肿瘤的最大直径、多灶性、病理类型、腺体外侵犯、中
央区及侧颈区淋巴结转移情况。若患者术前在

FNA中接受BRAF 分子检测,也将收集相应结果。
其中,桥本甲状腺炎定义为甲状腺抗过氧化物酶抗

体或球蛋白抗体升高,或病理见弥漫性淋巴细胞浸

润伴生发中心。苏木精-伊红染色(HE)切片借阅自

病理科,由两位研究者参照2022年世界卫生组织第

5版PTC病理分型独立判读,分组为滤泡/经典型、

高细胞/柱状/靴钉型、弥漫硬化型,其余病理亚型不

纳入统计学分析。
1.4　基因检测

采用甲状腺癌8基因检测试剂盒(荧光 PCR
法),将部分手术切除所得的肿瘤组织装入含有10
倍体积RNAstore保存液的离心管中,确保样本完全

浸入保存液中,置于-20℃或-80℃保存,每周提取

一批次RNA进行PCR检测。检测位点包括BRAF
V600E点突变、TERT 启动子区域(TERTpromotor,
TERTp)C228T/C250T 位 点 突 变、KRAS 基 因

G12C/G12V/Q61R位点突变、NRAS 基因 Q61R位

点突变、HRAS 基因 Q61R位点突变、CCDC6(第1
或8号外显子)-RET(第12号外显子)基因(RET/
PTC1)融合、PAX8(第10号外显子)-PPARG(第2
号外显子)基因融合和 ETV6(第4号外显子)-
NTRK3(第14号外显子)基因融合。该试剂盒放置

6个月后,性能稳定:各变异位点的阳性参考品检测

为阳性;阴性参考品检测为阴性;精密度参考品检测

为阳性;检测限参考品(5ng/μL野生型基因组DNA
的背景下能检出至少1%的BRAF 基因、RAS 基因

和TERT 基因突变;RNA能检出至少500拷贝的融

合突变)检测为阳性。
1.5　统计学方法

采用IBMSPSS25.0统计学软件进行分析。满

足正态分布的计量资料以■X±S 表示,使用t或t'检

验或单因素方差分析及 Tukey检验;计数资料以频

数(%)表示,使用χ2 检验。采用Cohenκ系数分析

进行一致性检验。所有检验均为双侧,当P<0.05
为差异有统计学意义。
2　结果

161例患者平均肿瘤直径为(1.1±0.7)cm,微
小癌(肿瘤直径≤1cm)占比59.6%,41.6%的患者

并发桥本甲状腺炎,中央区淋巴结转移率为51.6%,
侧颈区淋巴结转移率为28.0%。12例患者报告了

家族遗传史,5例伴有其他恶性肿瘤病史,包括肺癌、
乳腺癌及结肠癌等。8基因检测结果显示BRAF
V600E点突变率最高(82.0%),其次是RET/PTC1
融合突变(6.8%)和TERTp突变(4.3%)。在7例

TERTp突 变 患 者 中,6 例 为 TERTp 和 BRAF
V600E双突变,其中 C228T 和 C250T 各有3例。
RAS 突变仅检测到2例,分别是 NRAS Q61R和

HRASQ61R突变。ETV6-NTRK3融合1例,其余

基因未检测到突变病例。
BRAF V600E突变在男性患者中常见,同时更

倾向于多灶性。突变情况与肿瘤大小、腺体外侵犯

和淋巴结N分期差异无统计学意义。TERTp突变

PTC表现出肿瘤直径大、多灶性比例高和淋巴结转

移多的特点,见表1。在TERTp未突变患者中发现

RET/PTC1融合患者均伴有桥本甲状腺炎(P<
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0.01),其余临床特征差异无统计学意义。为比较术

前FNA与术后基因试剂盒检测对BRAF 突变的检

测效能,在89例完成术前BRAF 检测的患者中两者

Cohenκ系数为0.694(95%CI:0.482~0.906,P<
0.01),具有较强一致性。

在所获得的80例患者 HE染色切片中,基因突

变类型以BRAF 为主,经典或滤泡型分布较多,
TERTp突变和RET/PTC1融合则分别以高细胞/
柱状/靴钉型和弥漫硬化型为主要病理亚型(表2)。

单因素方差分析显示不同病理亚型间的患病年龄(P
=0.029)和肿瘤直径(P<0.01)存在差异。Tukey
检验结果表明,从经典或滤泡型到高细胞/柱状/靴

钉型,年龄减小4.3岁(95%CI:-4.22~12.91,P=
0.449),肿瘤最大径增加0.8cm(95%CI:0.42~
1.25,P<0.01);从经典或滤泡亚型组到弥漫硬化亚

型组,年龄减小10.0岁(95%CI:1.03~18.98,P=
0.025),肿瘤最大径增加0.6cm(95%CI:0.21~
1.09,P<0.01)。

表1　基因突变及未突变组临床资料比较

BRAF
阴性

(n=29)

BRAF
阳性

(n=132)
P

TERTp
阴性

(n=154)

TERTp
阳性

(n=7)
P

RET/PTC1
阴性

(n=144)

RET/PTC1
阳性

(n=10)
P

一般资料

　女/男/例 26/3 91/41 0.023 111/43 6/1 0.675 102/42 9/1 0.346

　年龄/岁 41.0±14.242.6±12.8 0.561 42.1±13.046.7±12.5 0.361 42.4±12.9 38.5±15.6 0.367

　家族史/例 0 12 0.126 12 0 1.000 12 0 1.000

　恶性肿瘤病史/例 0 5 0.586 5 0 1.000 5 0 1.000
肿瘤体积

　肿瘤最大径/cm 1.0±0.7 1.1±0.7 0.482 1.1±0.7 1.7±1.0 0.019 1.1±0.7 0.9±0.5 0.459

　微小癌(最大径≤
1cm)/例(%) 19(65.5) 77(58.3) 0.475 94(61.0) 2(28.6) 0.187 88(61.1) 7(70.0) 0.824

病理特征/例(%)

　多灶 6(20.7) 50(37.9) 0.078 51(33.1) 5(71.4) 0.050 49(34.0) 2(20.0) 0.342

　腺体外侵犯 4(13.8) 18(13.7) 1.000 20(13.1) 2(28.6) 0.247 20(13.9) 0(0.0) 0.437
淋巴结分期/例(%)

　N0 10(34.5) 64(48.5) 0.188 73(47.4) 1(14.3) 0.031 70(48.6) 3(30.0) 0.198

　N1a 7(24.1) 35(26.5) 41(26.6) 1(14.3) 39(27.1) 2(20.0)

　N1b 12(41.4) 33(25.0) 40(26.0) 5(71.4) 35(24.3) 5(50.0)

合并桥本甲状腺炎/
例(%) 23(79.3) 44(33.3) <0.001 67(43.5) 0(0.0) 0.042 57(39.6) 10(100.0)<0.001

表2　不同病理亚型间临床资料比较

滤泡或经典型 高细胞/柱状/靴钉型 弥漫硬化型 F P
突变事件/例

　BRAF (n=67) 39 16 12 - -

　TERTp(n=3) 1 2 0 - -

　RAS (n=1) 0 0 1 - -

　RET/PTC1(n=5) 2 0 3 - -

　无(n=8) 7 1 0 - -
临床特征

　年龄/岁 43.9±13.7 39.6±12.8 33.9±8.1 3.707 0.029

　肿瘤最大径/cm 1.0±0.6 1.8±0.7 1.6±0.5 14.485 <0.001　

　多灶/例(%) 20(41.7) 5(29.4) 6(40.0) - 0.668

　腺体外侵犯/例(%) 9(18.8) 3(17.6) 3(20.0) - 0.986

　颈侧区淋巴结转移/例(%) 10(20.8) 7(41.2) 9(60.0) - 0.013
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3　讨论

BRAF 基因编码丝氨酸苏氨酸激酶属于 RAF
蛋白家族,能够激活 MAPK 通路,是 PTC中最常

见的基因突变[8]。BRAF V600E 突变提示 PTC
预后较差,包括腺外侵犯、淋巴结转移等临床侵袭

性表现,这与疾病复发和放射性碘治疗不敏感等密

切相关[9-10]。本研究中,虽然BRAF V600E与大

部分进展性临床表现的相关性差异无统计学意义,
但在肿瘤多灶性中表现出了一定的趋势,因此在接

受甲状腺次全切除的BRAF V600E突变患者的术

后随访中,仍需注意对侧腺体新生结节的性质。当

前,BRAF 基因检测已广泛用于术前 FNA 中,起
着辅助细胞病理诊断的作用,而BRAF 对于临床

的直接指导意义并不显著,提示在BRAF 之外,尤
其是当BRAF 检测为阴性时,探索其他特殊分子

改变的临床特征同样重要。
TERT 基因编码端粒酶逆转录酶,参与端粒

酶逆转录活性功能区的构成。TERTp突变产生

新的ETS转录因子家族结合位点,增加TERT 转

录。文献报道TERTp在PTC中突变率为5%~
15%,滤泡癌中为10%~35%,低分化癌中为20%
~50%,未分化癌中为 30% ~75%[11]。TERTp
突变的PTC患者一般表现为肿瘤直径较大、易发

生远处转移和复发率高[12]。TERTp基因突变与

肿瘤的恶性程度密切相关,可与BRAF 基因突变

协同作用,增加肿瘤侵袭性和死亡率。通过团队先

前的 Meta分析,发现在单独 BRAF 突变、单独

TERTp突变和BRAF 与TERTp双突变的三类

患者中淋巴结转移、远处转移和疾病复发持续等不

良预后因素逐层增加,能够对治疗和术后随访起到

提示 作 用[13]。以 8 基 因 试 剂 盒 测 得 的 大 部 分

TERTp突变的患者均同时伴有BRAF 突变,表现

出更强的肿瘤进展性。在桥本甲状腺炎患者中,
BRAF V600E和TERTp突变比例明显降低,与
既往研究中桥本甲状腺炎增加PTC患病风险同时

又抑制肿瘤进展的“双刃剑”作用相符合[14],其中

的分子机制值得进一步探究。
RET是一种跨膜糖蛋白受体酪氨酸激酶,由

原癌基因RET 编码。RET 融合发生在多种恶性

肿瘤中,最常见的是 PTC 和非小细胞肺癌[15]。
RET 融合后,N 端蛋白片段包含的聚合结构域使

得RET蛋白能够不依赖配体而二聚化,从而催化

自磷酸化反应,持续激活下游信号通路[16]。发生

RET/PTC1或RET/PTC3融合的 PTC 患者一

般发病年龄比较年轻,部分患者与辐射暴露相关。
本研究中,RET/PTC1在临床特征方面无显著特

点,但与桥本甲状腺炎的并发有紧密联系。目前认

为,其中可能的原因一方面是RET/PTC 能够增

加促炎性细胞因子和趋化因子的表达,另一方面慢

性炎症引起的自由基释放和细胞增生也为RET/
PTC 融合的发生提供有利条件[17]。

在2022年世界卫生组织甲状腺肿瘤分类概述

中,除了更新PTC亚型的定义,还强调了生物标志

物的诊断和预后价值[18-19]。浸润性滤泡型PTC是

一类BRAF 样病变,具有经典型PTC的浸润性生

长模式,但缺乏突出的乳头结构,与滤泡性生长为

主的经典型PTC的区分仍然存在争议,因此在本

研究中不做细分。在诸多亚型中,高细胞/柱状/靴

钉型与侵袭性临床表现最为密切,表现为肿瘤体积

增大、淋巴结转移增多,绝大多数为BRAF 突变,
也有部分为TERTp、TP53等突变[20]。另一类特

征性的病理亚型为弥漫硬化型[21],以致密硬化、淋
巴细胞广泛浸润、大量沙砾体和鳞状化生为特点,
其分 子 特 征 主 要 为 RET/PTC 融 合,其 次 为

BRAF V600E突变。有文献报道,弥漫硬化型占

所有PTC 的0.7%~6.6%,低于本研究所得的

18.8%,这可能与取材因素导致纳入的肿瘤体积较

大有关,同时合并桥本甲状腺炎的比例在文献报道

的20%~50%范围内处于较高水平也可能影响这

一亚型的计数结果[17]。此外,在8基因检测均为

阴性的PTC中,经典或滤泡型是主要的病理亚型,
整体临床特征进展性弱,复发风险更低。

由于病例数尚少、随访时间较短,暂时无法得

出PTC基因突变与患者预后间的直接相关性,但
基于TERTp、RET/PTC1等基因突变与肿瘤直

径、淋巴结转移、侵袭性病理亚型等不良预后因子

的关联,仍然能够提示临床对于这类患者长期随访

的必要性;另一方面,术后检测能够减少术前穿刺

不准确和标本体积小带来的误差,对于人群整体的

基因突变情况有一个全面的认识,也为术前检测基

因的选择和未来前瞻性临床研究提供参考。同时,
本中心成人PTC患者ETV6-NTRK3和PAX8-
PPARG 的融合率低,而其他文献报道中常见的

TP53等基因突变并未设计在本试剂盒中,略有不

足。因此,未来也需综合成本,进一步调整更适合

于中国人群的多基因检测策略。
本研究分析了PTC常见突变基因的临床特征

和病理特点,阐明了多基因检测的重要意义,也验

证了术前 FNA 中BRAF 突变检测的良好效能。
多基因检测作为一种简便易行的PTC临床检测手

段,能够补充识别BRAF V600E点突变以外的重

要基 因 事 件,为 术 后 患 者 提 供 更 多 预 后 及 随

访信息。
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