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  摘 要:目的 探讨使用甲状腺细针穿刺(FNA)残留物标本检测
 

BRAF
 

V600E突变的可行性及其联合细

胞学诊断在甲状腺乳头状癌中的诊断价值。方法 回顾性收集2017年3月至2018年12月的1
 

674例进行甲

状腺FNA、具有完整细胞学诊断及FNA残留物标本BRAF
 

V600E突变检测结果的患者信息,其中876例患者

进行了手术切除且有组织病理诊断结果。同时对128例手术患者的配对术后切除组织进行BRAF
 

V600E突变

检测。结果 所有术后甲状腺乳头状癌患者的BRAF
 

V600E突变率为86.6%(733/846)。FNA残留物的

BRAF
 

V600E突变检测结果与配对术后切除组织的BRAF
 

V600E突变检测结果一致性极好(Kappa=0.890,
P<0.001)。BRAF

 

V600E突变和细胞学诊断联合检测可将灵敏度由单独细胞学诊断的83.5%提高到

97.2%,准确度由83.7%提高到96.5%。结论 甲状腺FNA残留物标本BRAF
 

V600E突变检测联合细胞学

诊断可提高甲状腺乳头状癌诊断的灵敏度和准确度。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

feasibility
 

of
 

detecting
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

by
 

using
 

residual
 

fine-needle
 

aspiration
 

(FNA)
 

needle
 

rinses
 

and
 

the
 

diagnostic
 

value
 

combined
 

with
 

cytological
 

diagnosis
 

in
 

pa-
pillary

 

thyroid
 

carcinoma
 

(PTC).Methods The
 

cytological
 

diagnosis
 

and
 

residual
 

FNA
 

needle
 

rinses
 

for
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

detection
 

results
 

of
 

1
 

674
 

patients,who
 

underwent
 

thyroid
 

FNA
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chongqing
 

Medical
 

University
 

from
 

March
 

2017
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

collected
 

retrospectively.
A

 

total
 

of
 

876
 

patients
 

received
 

a
 

postoperative
 

diagnosis.For
 

128
 

of
 

the
 

surgical
 

patients,paired
 

surgical
 

tis-
sue

 

samples
 

were
 

collected
 

to
 

perform
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

detection.Results There
 

were
 

86.6%
 

(733/846)
 

PTC
 

nodules
 

harbored
 

the
 

BRAF
 

V600E
 

mutation.Most
 

paired
 

residual
 

FNA
 

needle
 

rinse
 

samples
 

and
 

surgical
 

tissues
 

received
 

consistent
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

results
 

showing
 

almost
 

perfect
 

agreement
 

(Kappa=0.890,P<0.001).A
 

combination
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

detection
 

and
 

FNA
 

cytology
 

improved
 

the
 

sensitivity
 

of
 

PTC
 

diagnosis
 

from
 

83.5%
 

to
 

97.2%,and
 

accuracy
 

from
 

83.7%
 

to
 

96.5%.Conclusion A
 

combination
 

of
 

residual
 

FNA
 

needle
 

rinses
 

for
 

BRAF
 

V600E
 

mutation
 

detection
 

and
 

FNA
 

cytological
 

diagno-
sis

 

could
 

improve
 

the
 

sensitivity
 

and
 

accuracy
 

of
 

diagnosis
 

of
 

PTC.
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  随着超声检查技术的发展,越来越多的甲状腺结

节被检出[1],根据Bethesda分类系统进行细针穿刺

(FNA)细胞学诊断被认为是最经典的术前鉴别甲状

腺结节良恶性的方法[2],然而仍有10%~40%接受

FNA细胞学诊断的患者无法获得确诊[3-5]。因此,联

合其他的检查方法进一步明确甲状腺结节的良恶性,
提高诊断的灵敏度和准确度显得非常必要。有研究

表明,BRAF
 

V600E突变是甲状腺乳头状癌(PTC)中
最常见的分子改变,存在于36%~80%的PTC中,对

PTC有较高的特异度[6]。FNA细胞学诊断的同时进
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行BRAF
 

V600E突变检测有助于检出PTC、指导手

术及避免不必要的手术。目前,BRAF
 

V600E突变检

测使用的标本主要为额外进行 FNA 获取的标本、
FNA涂片、细胞块和术后切除组织等[7-10]。而使用

FNA残留物标本进行BRAF
 

V600E突变检测,不用

额外进行穿刺,可以最大限度地利用有限的穿刺物。
因此,本 研 究 探 讨 了 使 用 FNA 残 留 物 标 本 检 测

 

BRAF
 

V600E
 

突变的可行性及其与细胞诊断学联合

在PTC中的诊断价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性收集重庆医科大学附属第一

医院2017年3月至2018年12月收治的1
 

674例进

行甲状腺FNA的患者信息,均具有完整细胞学诊断、
FNA残留物标本BRAF

 

V600E突变检测结果,患者

包括男353例,女1
 

321例;年龄13~89岁,平均

(45±12)岁。其中876例患者进行了手术切除且有

组织病理诊断结果,包括男208例,女668例,平均年

龄(43±12)岁。同时有128例手术患者的配对术后

切除组织进行了BRAF
 

V600E突变检测。
1.2 方法

1.2.1 甲状腺FNA和细胞学诊断 在超声引导下

进行甲状腺FNA,每例患者穿刺2~3针。穿刺液制

作成酒精固定的涂片,并使用 HE染色。病理医师根

据Bethesda分类系统进行细胞学诊断:(1)标本无法

诊断或不满意;(2)良性病变;(3)意义不明确的细胞

非典型病变或滤泡性病变(AUS/FLUS);(4)滤泡性

肿瘤或可疑滤泡性肿瘤(FN/SFN);(5)可疑恶性

(SM);(6)恶性[5]。
1.2.2 标本制备和DNA提取 使用5

 

mL生理盐

水冲洗针头内剩余物质,残留物储存于EP管中。按

照核酸提取试剂盒(成都新百基生物科技有限公司)
说明书提取FNA残留物DNA。将术后切除组织制

成5
 

μm厚的切片5张,由病理医师在显微镜下标记

切片中肿瘤细胞比例>50%的区域,并刮取、加入EP
管中,按照核酸提取试剂盒(厦门艾德生物医药科技

股份有限公司)说明书提取术后组织DNA。将FNA
残留物和术后组织提取出的DNA使用紫外分光光度

计(美国赛默飞 NanoDrop
 

One)进行浓度和纯度检

测,并将DNA浓度稀释至0.4
 

ng/μL。
1.2.3 扩增阻滞突变系统 PCR(ARMS-PCR)检
测 使用人类BRAF

 

V600E突变检测试剂盒(厦门

艾德生物医药科技股份有限公司)进行BRAF
 

V600E
突变检测,每个反应体系包含5

 

μL
 

DNA和35
 

μL试

剂。使用 Cobas
 

Z480实时荧光 定 量 PCR 仪 进 行

ARMS-PCR,反应流程如下:第1阶段1个循环,95
 

℃
 

5
 

min;第2阶段15个循环,95
 

℃
 

25
 

s、64
 

℃
 

20
 

s、
72

 

℃
 

20
 

s;第3阶段31个循环,93
 

℃
 

25
 

s、60
 

℃
 

35
 

s、72
 

℃
 

20
 

s。待测标本的内控(HEX/VIC)信号有明

显的扩增曲线且Ct值为13~21,则确定检测有效。

当标本的FAM信号Ct值等于或低于28时为BRAF
 

V600E突变型,高于28为BRAF
 

V600E野生型。
1.3 统计学处理 以术后病理诊断作为金标准计算

灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值和准确度。
使用SPSS25.0统计软件进行数据处理及统计分析,
计数资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检

验。FNA残留物与术后切除组织的BRAF
 

V600E突

变检测结果采用Kappa 一致性检验分析二者的一致

性。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同特征患者的BRAF
 

V600E突变检测结果

比较 男性患者BRAF
 

V600E突变率明显高于女性

患者,差异有统计学意义(χ2=4.398,P=0.036),年
龄≤50岁患者BRAF

 

V600E突变率明显高于年龄>
50岁患者,差异有统计学意义(χ2=20.404,P<
0.001)。918例(54.8%)患者检测到BRAF

 

V600E
突变,6个类别细胞学诊断标本的BRAF

 

V600E突变

率不 同,差 异 有 统 计 学 意 义 (χ2=792.872,P<
0.001),进一步分析显示恶性患者的BRAF

 

V600E
突变率最高,其他依次为SM和AUS/FLUS患者,标
本无法诊断或不满意、良性病变和FN/SFN患者的突

变率较低。见表1。
表1  不同特征患者的BRAF

 

V600E突变检测结果

   比较[n(%)]

特征 n
BRAF

 

V600E
突变型

BRAF
 

V600E
野生型

χ2 P

性别 4.398 0.036

 男 353 211(59.8) 142(40.2)

 女 1
 

321 707(53.5) 614(46.5)

年龄(岁) 20.404 <0.001

 ≤50 1
 

121 658(58.7) 463(41.3)

 >50 553 260(47.0) 293(53.0)

细胞学诊断 792.872 <0.001

 标本无法诊断

 或不满意
73 1(1.4) 72(98.6)

 良性病变 345 16(4.6) 329(95.4)

 AUS/FLUS 383 179(46.7) 204(53.3)

 FN/SFN 22 0(0.0) 22(100.0)

 SM 266 203(76.3) 63(23.7)

 恶性 585 519(88.7) 66(11.3)

2.2 876例手术患者的BRAF
 

V600E突变及病理特

征 876例手术患者中,PTC
 

846例,良性病变30例,
良性病变中结节性甲状腺肿8例,滤泡性腺瘤7例,
桥本氏甲状腺炎5例,正常组织5例,透明样变3例,
亚急性甲状腺炎1例,纤维组织增生伴炎性细胞浸润

1例。术后病理诊断和相应的FNA 细胞学诊断及

BRAF
 

V600E突变检测结果见表2。846例患者的术
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后病理诊断为PTC的患者中733例(86.6%)患者为

BRAF
 

V600E 突 变 型。在 138 例 细 胞 学 诊 断 为

AUS/FLUS的手术患者中,131例术后病理诊断为

PTC,BRAF
 

V600E突变检测在AUS/FLUS手术患

者中的灵敏度为84.7%,准确度为84.1%;在5例细

胞学诊断为FN/SFN的手术患者中,1例术后病理诊

断为PTC,为BRAF
 

V600E野生型。
表2  876例手术患者的BRAF

 

V600E突变检测

   结果、细胞学诊断和术后病理诊断[n(%)]

细胞学诊断 n
术后病理

诊断为PTC

术后病理诊断为PTC
中BRAF

 

V600E突变

标本无法诊断或不满意 5 3(60.0) 0(0.0)

良性病变 19 5(26.3) 5(100.0)

AUS/FLUS 138 131(94.9) 111(84.7)

FN/SFN 5 1(20.0) 0(0.0)

SM 206 205(99.5) 173(84.4)

恶性 503 501(99.6) 444
 

(88.6)

合计 876 846(96.6) 733(86.6)

2.3 FNA 残留物和配对术后切除组织的 BRAF
 

V600E突变检测结果 128例手术患者的配对术后

切除组织的 BRAF
 

V600E 突变检测结果见表3,
Kappa 一 致 性 检 验 显 示,配 对 术 后 切 除 组 织 的

BRAF
 

V600E突变检测结果与FNA残留物的BRAF
 

V600E突变检测结果具有极好的一致性(Kappa=
0.890,P<0.001)。
表3  FNA残留物和配对术后切除组织的BRAF

 

V600E
   突变检测结果(n)

配对术后切除组织

FNA残留物

BRAF
 

V600E
突变型

BRAF
 

V600E
野生型

合计

BRAF
 

V600E突变型 111 2 113

BRAF
 

V600E野生型 1 14 15

合计 112 16 128

2.4 BRAF
 

V600E突变检测、细胞学诊断单独及二

者联合的灵敏度及准确度 对于诊断PTC,BRAF
 

V600E突 变 检 测 和 细 胞 学 诊 断 的 灵 敏 度 分 别 为

86.6%和83.5%,特异度分别为80.0%和90.0%,准
确度 分 别 为86.4%和83.7%,见 表4。将 BRAF

 

V600E突变检测和细胞学诊断联合使用后,诊断PTC
的灵敏度上升至97.2%,且准确度达到最高(96.5%)。

表4  BRAF
 

V600E突变检测、细胞学诊断单独及二者联合的诊断价值[%(n/n)]

项目 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值 准确度

BRAF
 

V600E突变检测 86.6(733/846) 80.0(24/30) 99.2(733/739) 17.5(24/137) 86.4(757/876)

细胞学诊断 83.5(706/846) 90.0(27/30) 99.6(706/709) 16.2(27/167) 83.7(733/876)

联合检测 97.2(822/846) 76.7(23/30) 99.2(822/829) 48.9(23/47) 96.5(845/876)

3 讨  论

  近年来,PTC的发病率呈逐年上升趋势,FNA细

胞学诊断以其微创、经济、准确度高的优势成为术前

诊断甲状腺结节最常用的方法。本研究中单独使用

细胞学诊断的准确度为83.7%,与文献[11-12]报道

一致。然而,由于标本取材不满意、细胞数量偏少、制
片过程不当、形态学不典型及病理医师经验的差异

等,单独使用细胞学诊断PTC仍存在16.5%的假阴

性率和10.0%的假阳性率。如何正确处理细胞学诊

断中无法明确诊断的患者是临床诊治的难点,而分子

诊断技术的发展有助于 PTC的术前诊断,其中与

PTC关系最密切的分子标志物是BRAF
 

V600E突

变。BRAF
 

V600E突变为第1
 

799位点的胸腺嘧啶

突变为腺嘌呤,导致第600位编码氨基酸由缬氨酸变

为谷氨酸,诱导BRAF蛋白活化,从而引起 MAPK信

号通路不断激活,细胞无限增殖、分化,最后导致PTC
的发生、发展[13]。研究表明,BRAF

 

V600E突变较少

存在于甲状腺滤泡癌和良性病变中,显示出较高的特

异度,为PTC的诊断提供了新的思路[14-15]。
本研究中PTC患者的BRAF

 

V600E突变率高达

86.6%,与国内隋燕霞等[16]、张亚丽等[17]的研究结果

一致,也与韩国 KIM 等[18]报道的81.4%相似。因

此,术前检测BRAF
 

V600E突变成为除细胞学诊断

外的有效方法。对128例手术患者的残留物标本与

配对术后切除组织的BRAF
 

V600E突变检测结果进

行比对,具有极好的一致性(Kappa=0.890,P<
0.001),证明利用 FNA 残留物可以代替额外进行

FNA获取的标本、FNA涂片、细胞块和术后切除组织

等,使检测简便、快速,同时也避免了额外进行FNA、
延长操作时间和增加感染、出血等不良反应。

联合BRAF
 

V600E突变检测和细胞学诊断后灵

敏度由单独细胞学诊断的83.5%提高至97.2%,准
确度 由 83.7% 提 高 至 96.5%,阳 性 预 测 值 高 达

99.2%,与ZHAO等[19]的研究结果相符。目前,临床

一般认为BRAF
 

V600E突变型的患者有着更高的恶

性风 险,建 议 进 行 甲 状 腺 全 切 术,而 对 于 BRAF
 

V600E野生型的患者仍不能排除PTC诊断,但可采

取更为经济保守的治疗方式[2,20]。联合诊断后灵敏度

和准确度的提高主要得益于增加了细胞学诊断不确

定(AUS/FLUS)患者的BRAF
 

V600E突变检出率
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(46.7%)。BRAF
 

V600E突变检测在进行了手术的

AUS/FLUS患者中的灵敏度为84.7%,准确度为

84.1%。因此,增加BRAF
 

V600E突变检测有助于

明确甲状腺结节的良恶性,指导临床制订具体的手术

计划,以及减少不必要的检查,如诊断性甲状腺手术、
术中冰冻和重复FNA等,特别是对于细胞学诊断不

确定的患者。
本研究也存在一些不足:首先,术后诊断为良性

病变的患者偏少,这可能是由于本研究为回顾性研

究,外科医生在选择手术患者时会结合BRAF
 

V600E
突变检测、细胞学诊断、超声检查及甲状腺触诊结果,
仅选择恶性风险高的患者进行手术,以避免不必要的

手术。对于未实行甲状腺手术无术后病理诊断结果

的患者,还需要进行包含长期超声和FNA随访的研

究,以进一步证实BRAF
 

V600E突变检测的诊断价

值。其次,FN/SFN患者的数量较少,这可能是由于

病理医师在出具细胞学诊断结果时比较谨慎,导致

AUS/FLUS患者的数量更多,而FN/SFN患者数量

偏少。
综上 所 述,甲 状 腺 FNA 残 留 物 标 本 可 用 于

BRAF
 

V600E突变检测,其可以最大限度地利用有限

的穿 刺 液 提 供 更 多 的 诊 断 PTC 的 依 据。BRAF
 

V600E突变检测联合细胞学诊断可提高PTC诊断的

灵敏度和准确度。
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