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细针穿刺细胞学联合多基因检测在甲状腺结节
诊断中的应用效果研究
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(航空总医院病理科,北京
 

100012)

  [摘要] 目的 研究超声引导下细针穿刺标本中BRAF、RAS、TERT基因的表达特点及其在甲状腺结节

术前诊断中的应用价值。方法 回顾性分析航空总医院甲状腺结节细针穿刺标本537例。每例标本的细胞涂

片和液基细胞制片行巴氏染色,并依据Bethesda分级系统判读结果。穿刺组织采用实时荧光定量PCR分析基

因突变情况。结果 Bethesda
 

Ⅰ类结节65例(12.10%),Ⅱ类153例(28.49%),Ⅲ类84例(15.64%),Ⅳ类9
例(1.68%),Ⅴ类73例(13.59%),Ⅵ类153例(28.49%)。BRAF

 

V600E突变220例(40.97%),NRAS突变

21例(3.91%),KRAS突变6例(1.12%),HRAS突变2例(0.37%)。其中BRAF
 

V600E与KRAS共突变1
例。BRAF

 

V600E基因突变与患者细胞学诊断结果具有相关性(P<0.05);年 龄 较 小 者 更 易 发 生BRAF
 

V600E突变(P<0.05);相较于女性患者,男性更易发生BRAF
 

V600E突变(P<0.05);甲状腺左叶的结节更

易发生KRAS突变(P<0.05)。结论 在甲状腺细针穿刺标本中,BRAF
 

V600E基因突变最常见,在RAS基

因突变中NRAS突变居多。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

BRAF,RAS
 

and
 

TERT
 

genes
 

in
 

ultrasound-guided
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

specimens
 

and
 

their
 

application
 

value
 

in
 

the
 

preoperative
 

diagnosis
 

of
 

thyroid
 

nodules.Methods A
 

retrospective
 

analysis
 

was
 

performed
 

on
 

537
 

cases
 

of
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

speci-
mens

 

of
 

thyroid
 

nodules
 

in
 

the
 

Aviation
 

General
 

Hospital.The
 

cell
 

smear
 

and
 

liquid-based
 

cell
 

section
 

prepara-
tion

 

from
 

each
 

specimen
 

conducted
 

the
 

Papanicolaou’s
 

stain
 

and
 

the
 

results
 

were
 

interpreted
 

according
 

to
 

the
 

Bethesda
 

grading
 

system.The
 

gene
 

mutation
 

situation
 

in
 

punctured
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

by
 

real-time
 

quantita-
tive

 

PCR.Results There
 

were
 

65
 

cases
 

(12.10%)
 

of
 

Bethesda
 

class
 

Ⅰ
 

nodules,153
 

cases
 

(28.49%)
 

of
 

class
 

Ⅱ,84
 

cases
 

(15.64%)
 

of
 

class
 

Ⅲ,9
 

cases
 

(1.68%)
 

of
 

class
 

Ⅳ,73
 

cases
 

(13.59%)
 

of
 

class
 

Ⅴ
 

and
 

153
 

cases
 

(28.49%)
 

of
 

class
 

Ⅵ.There
 

were
 

220
 

cases
 

(40.97%)
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

mutation,21
 

cases
 

(3.91%)
 

of
 

NRAS
 

mutation,6
 

cases
 

(1.12%)
 

of
 

KRAS
 

mutation
 

and
 

2
 

cases
 

(0.37%)
 

of
 

HRAS
 

mutation.Among
 

them,

there
 

was
 

BRAF
 

V600E
 

and
 

KRAS
 

co-mutation
 

in
 

1
 

case.BRAF
 

V600E
 

gene
 

mutation
 

had
 

the
 

correlation
 

with
 

cytological
 

diagnostic
 

results
 

(P<0.05),BRAF
 

V600E
 

mutation
 

was
 

more
 

likely
 

to
 

occur
 

in
 

younger
 

ones
 

(P<0.05),and
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

was
 

more
 

common
 

in
 

males
 

than
 

in
 

females
 

(P<0.05).KRAS
 

mutation
 

was
 

more
 

likely
 

to
 

occur
 

in
 

nodules
 

in
 

the
 

left
 

lobe
 

of
 

the
 

thyroid
 

gland
 

(P<0.05).Conclusion BRAF
 

V600E
 

gene
 

mutation
 

is
 

the
 

most
 

common
 

among
 

thyroid
 

fine
 

needle
 

puncture
 

specimens,and
 

the
 

NRAS
 

mu-
tation

 

is
 

in
 

the
 

majority
 

for
 

RAS
 

gene
 

mutations.
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  甲状腺结节是内分泌系统最常见的症状之一,约

5%的甲状腺结节为恶性,10%~30%为不确定或可

疑恶性结节。尽管大部分甲状腺乳头状癌生长缓慢,
预后良好,但仍有部分患者病情进展迅速,易发生淋

巴结转移[1],因此术前的准确评估尤为重要。目前,
术前诊断甲状腺结节最常用的方法是超声引导下细

针穿刺活检[2]。较无超声引导的细针穿刺细胞学检

查而言,其定位准确,具有较高的灵敏度及准确率。
但甲状腺细针穿刺的细胞结果存在一定的局限性,仍
存在19.7%~30.0%的结节无法明确诊断[3]。随着

分子标志物研究的深入,基因突变分析在甲状腺结节

的术前诊断中受到越来越多的重视。研究表明,甲状

腺细 针 穿 刺 细 胞 学 联 合 基 于 PCR 技 术 的 BRAF
 

V600E基因检测可提高诊断准确率[4]。此外,还有其

他类型的基因突变在甲状腺肿瘤的发生、发展中起到

重要 作 用,RAS 家 族 基 因 (包 括 KRAS、NRAS、

HRAS)突变是仅次BRAF
 

V600E的常见突变,其中

NRAS基因突变最多[5]。在侵袭性更强的甲状腺乳

头状癌中常能检测到TERT驱动基因的突变[6]。甲

状腺癌的驱动基因突变除了与不同的病理亚型相关

外,还有年龄特异性[7]。然而,目前甲状腺结节中多

种驱动基因的表达特点与年龄、性别及病理分型等的

相关性数据较少。本研究回顾性分析BRAF、RAS、

TERT等基因在超声引导下细针穿刺活检标本中的

表达特点,并结合细胞学涂片和液基制片结果,评估

多基因联合检测在甲状腺结节术前诊断中的应用价

值,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2020年5月至2022年9月在航空总医院进

行超声引导下细针穿刺活检的537例患者作为研究

对象。每例患者的穿刺组织均进行传统涂片、液基细

胞制片及多基因联合检测。纳入标准:(1)首次进行

超声引导下甲状腺细针穿刺检查;(2)术前未接受任

何与甲状腺结节相关的辅助性治疗;(3)无用药过敏

史。排除标准:(1)病变资料不全,不接受随访;(2)患
有严重精神疾病或不配合检查;(3)处于妊娠期;(4)
合并其他恶性肿瘤或凝血功能障碍。本研究经本院

伦理委员会审核批准(HK2022-44)。

1.2 方法

1.2.1 细胞学涂片及薄层液基细胞制片结果

在超声引导下进行甲状腺细针穿刺。首先涂片2
张,并立即于95%乙醇中固定。将穿刺物注入含有新

柏氏细胞保存液(美国豪洛捷公司)的离心管中保存,
采用膜式液基细胞自动制片机进行制片。传统涂片

和液基薄层制片行巴氏染色,并按照Bethesda分级系

统进行判读。细胞判读结果可分为6类:(1)Ⅰ级,标
本无法诊断(ND)或不满意(UNS);(2)Ⅱ级,良性病

变(BL);(3)Ⅲ级,意义不明确的细胞非典型性病变

(AUS)或滤泡性病变(FLUS);(4)Ⅳ级,滤泡性肿瘤

(FN)或可疑滤泡性肿瘤(SFN);(5)Ⅴ级,可疑恶性肿

瘤,包括可疑乳头状癌(SPTC);(6)Ⅵ级,恶性肿瘤、
乳头状癌(PTC)等。

1.2.2 多基因联合检测及结果判定

将液基制片剩余的穿刺物进行基因检测。核酸

浓度测定使用NanoDrop
 

Onec超微量紫外分光光度

仪(美国赛默飞世尔科技公司),基因突变分析采用

ABI
 

7500
 

PCR仪器(美国赛默飞世尔科技公司),以
扩增阻滞突变系统多聚酶链式扩增(ARMS-PCR)进
行检测,试剂盒为人类 KRAS/NRAS/BRAF基因突

变联合检测试剂盒和人类TERT/HRAS联合检测试

剂盒(厦门艾德生物医药科技股份有限公司),覆盖

BRAF
 

V600E、NRAS
 

exon2/3外显子的3个位点、

KRAS
 

exon2/3/4外显子的12个位点、HRAS
 

61号

密码子的6个位点及TERT启动子。操作方法参照

试剂盒说明书。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0软件对数据进行统计分析,计量

资料以x±s表示,组间比较采用t检验;计数资料以

例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 细胞学结果

患者年龄为21~79岁,中位年龄为44岁。男

149例(27.75%),女388例(72.25%)。传统涂片和

液基细胞制片经同一病理医师按照Bethesda分级系

统判读。其中,Ⅰ级65例(12.10%),镜下见炎细胞、
组织细胞及少量滤泡上皮细胞(见图1A、B)。Ⅱ级

153例(28.49%),高倍视野下可见大量红细胞、稀薄

胶质及单层片状均匀分布的滤泡上皮细胞(见图1C、

D)。Ⅲ级84例(15.64%),可见增生的滤泡上皮细

胞,细胞核略大,轻度拥挤,核膜不规则,可见少量核

沟,未见明确核内包涵体(见图1E、F)。Ⅳ级9例

(1.68%),有大量嗜酸性滤泡上皮细胞,可见微滤泡

结构(见图1G、H)。Ⅴ级73例(13.59%),大量滤泡

细胞,细胞拥挤,核增大,不规则,可见核沟及个别核

内包涵体(见图1I、J)。Ⅵ级153例(28.49%),可见

大量拥挤的滤泡上皮,部分呈乳头状排列,细胞核增

大,淡染,可见核沟和核内包涵体(见图1K、L)。

2.2 基因检测结果

所有纳入分析的样本中,BRAF
 

V600E突变220
例,突变频率为40.97%。RAS基因突变29例,突变
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频率为5.40%;其中突变频率最高为NRAS
 

3号外显

子,突变频率为3.91%(21/537);KRAS
 

2号外显子

突变频率为1.12%(6/537),HRAS
 

3号外显子突变

频率为0.37%(2/537)。共检测到1例 BRAF与

KRAS 的 共 突 变。BRAF/KRAS/NRAS/HRAS/

TERT均未检测到突变者有289例(53.82%)。

2.3 不同临床特征的各项突变情况比较

BRAF
 

V600E突变在性别、年龄、Bethesda分级

等方面比较,差异均有统计学意义(P<0.05);KRAS
突变在不同甲状腺部位方面比较,差异有统计学意义

(P<0.05);NRAS突变在Bethesda分级Ⅲ级的占比

较高[7.14%(6/84)],但与其他分级比较差异无统计

学意义(P>0.05),见表1、2。

  A、C、E、G、I、K为Ⅰ~Ⅵ级的液基制片,巴氏染色;B、D、F、H、J、L为Ⅰ~Ⅵ级的细胞涂片,巴氏染色。

图1  不同分级的巴氏染色液基制片及细胞涂片(10×)

表1  不同特征的BRAF
 

V600E、KRAS突变情况比较(n)

项目 n
BRAF

 

V600E突变

阴性 阳性 χ2 P

KRAS突变

阴性 阳性 χ2 P

性别 8.593 0.003 0.940 0.759

 男 149 73 76 147 2

 女 388 244 144 384 4

年龄 40.692 <0.001 0.580 0.446

 ≤44岁 275 126 149 271 4

 >44岁 262 191 71 260 2

部位 4.042 0.133 8.711 0.013

 甲状腺左叶 232 143 89 228 4

 甲状腺右叶 294 165 129 293 1

 甲状腺峡 11 9 2 10 1

Bethesda分级 332.442 <0.001 8.725 0.121

 Ⅰ级 65 64 1 62 3

 Ⅱ级 153 149 4 152 1

 Ⅲ级 84 61 23 83 1

 Ⅳ级 9 9 0 9 0

 Ⅴ级 73 18 55 73 0

 Ⅵ级 153 16 137 152 1
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表2  不同特征的NRAS、HRAS突变情况比较(n)

项目 n
NRAS突变

阴性 阳性 χ2 P

HRAS突变

阴性 阳性 χ2 P

性别 0.169 0.681 0.496 0.481

 男 149 144 5 148 1

 女 388 372 16 387 1

年龄 0.012 0.913 2.107 0.147

 ≤44岁 275 264 11 275 0

 >44岁 262 252 10 260 2

部位 0.471 0.790 0.071 0.965

 甲状腺左叶 232 223 9 231 1

 甲状腺右叶 294 282 12 293 1

 甲状腺峡 11 11 0 11 0

Bethesda分级 16.374 0.060 5.038 0.411

 Ⅰ级 65 64 1 65 0

 Ⅱ级 153 145 8 151 2

 Ⅲ级 84 78 6 84 0

 Ⅳ级 9 7 2 9 0

 Ⅴ级 73 70 3 73 0

 Ⅵ级 153 152 1 153 0

3 讨  论

  甲状腺结节可发生于任何年龄阶段。目前,临床

对甲状腺结节评估常用B超、CT、核素显像等,但这

些检查只能显示出病变形态,难以确定其性质。超声

引导下细针穿刺活检可准确把握穿刺深度及方向,提
高活检取材成功率,患者易于接受。传统细胞学涂片

直接用乙醇固定,可保留细胞的近似结构及形态,但
细胞丢失率高、红细胞过多、涂片不均匀及过度干燥

等均会对诊断结果产生影响。液基薄层细胞学技术

将穿刺物制成均匀单层的细胞薄片,可避免红细胞及

胶质的干扰,但液基薄层制片对标本组织结构形态的

保存效果不及传统涂片,淋巴细胞分散。本研究采用

超声引导下细针穿刺活检联合传统涂片和液基薄层

制片,可提高甲状腺结节诊断准确性。
细针穿刺细胞学检查是术前判断甲状腺结节良

恶性的重要手段,但仍存在20%~30%的结节难以确

定其良恶性,其中包含Bethesda分级系统中的Ⅲ~Ⅴ
级,这类结节难以定性为滤泡性肿瘤或恶性肿瘤,在
诊断上具有一定的主观性和经验性[8]。部分结节由

于体积很小,不易被精确取样,会导致有效细胞量不

足,无法明确诊断。相较于单独使用细胞学检查,术
前联合BRAF

 

600E突变分析可明显提高甲状腺结节

检测的准确性,尤其是具有不典型核特征的结节[9]。
本研究将穿刺针中剩余组织进行基因检测,采用扩增

阻滞突变系统法,灵敏度较高,试验流程较短,便于质

量控制,1次试验可完成多个基因检测,应用广泛。本

研究中检测到的BRAF
 

V600E突变,与之前研究中

报道的阳性率吻合[10]。BRAF
 

V600E突变在≤44岁

人群中的占比[54.18%(149/275)]高于>44岁人群

[27.10%(71/262)],差异有统计学意义(P<0.05),
提示年龄较小者更易发生突变;BRAF

 

V600E突变在

男性中 的 占 比[51.01%(76/149)]明 显 高 于 女 性

[37.11%(144/388)],与其他文献报道相符[11]。
对于性质不能确定的甲状腺结节,BRAF

 

V600E
突变检测是目前实际临床工作中开展最广泛的分子

分析。然而,多基因联合检测会对甲状腺结节患者的

全程管理可能发挥更积极的作用[12]。在甲状腺肿瘤

中,RAS基因是仅次于BRAF
 

V600E的基因突变,其
广泛存在于甲状腺滤泡癌和甲状腺乳头状癌的滤泡

亚型中,在甲状腺乳头状癌的经典亚型中也会发生,
被认为是对甲状腺癌的发展起重要作用的基因之

一[13]。在本研究中共检测到 RAS突变29例,其中

NRAS突变频率最高为72.41%(21/29),这与以往的

研究结果相似[14]。本研究检测到BRAF与KRAS共

突变1例。有研究表示,
 

RAS基因在肿瘤的发生、发
展中发挥了重要作用,可导致肿瘤的侵袭性增加、预
后更差及不良生存率[15]。但也有很多研究报道,RAS
基因突变的甲状腺癌不具备较强的侵袭性,与淋巴结

转移也无明显相关性[16]。RAS基因突变的预后价值

存在争议,因此RAS突变分析不适合作为一个独立
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预测因素。有研究提出,当患者存在 RAS基因与

BRAF共突变时,其恶性风险更高,预后更差[17],RAS
基因的联合检测可为甲状腺结节的术前良恶性评估

及治疗方案的选择提供帮助。
有研究报道,TERT启动子突变会导致甲状腺肿

瘤不良预后[18]。相较于单突变,BRAF
 

600E基因和

TERT启动子的共突变会发挥协同作用,导致患者的

生存曲线急剧下降[19]。有文献提到,在良性的甲状腺

结节中均未检测到TERT启动子突变,而在甲状腺癌

结节中可以检测到,且与BRAF
 

V600E联合检测之

后,可明显提高对甲状腺结节的诊断灵敏度[20]。本研

究未检测到TERT突变,可能跟入组样本有关。
在甲状腺肿瘤中,常常会发生 BRAF

 

V600E、

RAS及TERT等多基因的共突变,且往往都预示着

较差的预后。因此,针对术前的甲状细针穿刺活检标

本,细胞学及多基因联合检测有助于评价甲状腺结节

的良恶性,也可为术后患者的预后及治疗提供更多有

价值的参考信息。本研究存在一定的局限性,由于入

组患者的手术信息不够全面,未能深入分析基因突变

信息与淋巴结转移等临床特征的关系,这也是未来工

作分析的重点。
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