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数字聚合酶链反应技术对甲状腺结节术前良恶性的鉴别诊断价值*
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  摘 要:目的 探 讨 数 字 聚 合 酶 链 反 应(dPCR)技 术 在 甲 状 腺 结 节 术 前 良 恶 性 鉴 别 诊 断 中 的 价 值。
方法 收集2019年6月至2022年9月在该院进行超声引导下细针穿刺细胞学检查(FNAC)且接受手术治疗

的甲状腺结节患者穿刺液标本141份,采用dPCR和扩增阻滞突变系统(ARMS)-PCR检测
 

BRAF
 

V600E基因

突变,dPCR同时检测NRAS
 

Q61R基因突变、TERT基因启动子C228T和C250T突变。以患者术后病理检

测结果为金标准,比较几种方法的准确率,评价dPCR技术在甲状腺结节术前良恶性鉴别诊断中的价值。
结果 141份穿刺 液 标 本 中,dPCR对BRAF

 

V600E的 检 出 率 为69.50%(98/141),ARMS-PCR对BRAF
 

V600E的检出率为64.54%(91/141),差异有统计学意义(P<0.05);dPCR检测NRAS
 

Q61R、TERT
 

C228T、
TERT

 

C250T在甲状腺乳头状癌(PTC)中的突变检出率分别为15.32%(17/111)、12.61%(14/111)和1.80%
(2/111)。单独使用dPCR检测BRAF

 

V600E鉴别诊断甲状腺结节良恶性的准确率为89.36%,明显高于
 

ARMS-PCR
 

(84.40%)
 

和FNAC(77.30%),差异均有统计学意义(P<0.05)。dPCR(BRAF
 

V600E)+FNAC
的诊断准确率为97.16%,dPCR多基因[BRAF

 

V600E+NRAS
 

Q61R+TERT(C228T+C250T)]+FNAC的

诊断准确率为97.87%,均高于单独dPCR(BRAF
 

V600E)、dPCR(多基因)的诊断准确率,差异均有统计学意义

(P<0.05)。结论 dPCR可检测出
 

ARMS-PCR漏检的基因突变位点,也可以弥补FNAC的不足,该技术联

合FNAC可提高甲状腺结节术前良恶性鉴别诊断的效能。
关键词:数字聚合酶链反应; 甲状腺结节; 术前诊断; BRAF

 

V600E; 甲状腺乳头状癌
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(dPCR)
 

technique
 

in
 

the
 

preoperative
 

diagnosis
 

of
 

benign
 

and
 

malignant
 

thyroid
 

nodules.Methods A
 

total
 

of
 

141
 

samples
 

of
 

fine-nee-
dle

 

aspiration
 

from
 

patients
 

with
 

thyroid
 

nodules
 

who
 

underwent
 

ultrasound-guided
 

fine-needle
 

aspiration
 

cy-
tology

 

(FNAC)
 

and
 

underwent
 

surgery
 

in
 

Shanghai
 

Sixth
 

People's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Shanghai
 

Jiao
 

Tong
 

University
 

School
 

of
 

Medicine
 

from
 

June
 

2019
 

to
 

September
 

2022
 

were
 

collected.dPCR
 

and
 

amplification
 

bloc-
king

 

mutation
 

system
 

(ARMS)-PCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

BRAF
 

V600E
 

gene
 

mutations.dPCR
 

simultaneously
 

detected
 

NRAS
 

Q61R
 

gene
 

mutation,and
 

TERT
 

gene
 

promoter
 

C228T,C250T
 

mutations.The
 

value
 

of
 

dPCR
 

technology
 

in
 

the
 

preoperative
 

benign
 

and
 

malignant
 

diagnosis
 

of
 

thyroid
 

nodules
 

was
 

evaluated
 

by
 

using
 

the
 

patient's
 

postoperative
 

pathology
 

results
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

and
 

comparing
 

the
 

accuracy
 

of
 

the
 

several
 

meth-
ods.Results Among

 

the
 

141
 

puncture
 

fluid
 

samples,the
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

by
 

dPCR
 

was
 

69.50%
 

(98/141),and
 

that
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

by
 

ARMS-PCR
 

was
 

64.54%
 

(91/141),with
 

a
 

statistically
 

signif-
icant

 

difference
 

(P<0.05).The
 

mutation
 

detection
 

rates
 

of
 

dPCR
 

detection
 

of
 

NRAS
 

Q61R
 

gene
 

mutation,
TERT

 

gene
 

promoter
 

C228T
 

and
 

C250T
 

mutations
 

in
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma
 

(PTC)
 

were
 

15.32%
 

(17/111),12.61%
 

(14/111)
 

and
 

1.80%
 

(2/111)
 

respectively.dPCR
 

alone
 

for
 

BRAF
 

V600E
 

detection
 

for
 

di-
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agnosis
 

of
 

benign
 

and
 

malignant
 

thyroid
 

nodules
 

had
 

an
 

accuracy
 

of
 

89.36%
 

for
 

benign
 

and
 

malignant
 

thyroid
 

nodules,which
 

was
 

significantly
 

greater
 

than
 

ARMS-PCR
 

(84.40%)
 

and
 

FNAC
 

(77.30%),the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

diagnostic
 

accuracy
 

of
 

dPCR
 

(BRAF
 

V600E)
 

combined
 

with
 

FNAC
 

was
 

97.16%,and
 

the
 

diagnostic
 

accuracy
 

of
 

dPCR
 

multigene
 

testing
 

[BRAF
 

V600E+NRAS
 

Q61R+
TERT

 

(C228T+C250T)]
 

combined
 

with
 

FNAC
 

was
 

97.87%,which
 

were
 

superior
 

to
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

dPCR
 

alone
 

for
 

BRAF
 

V600E
 

detection
 

and
 

multigene
 

testing,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

dPCR
 

technique
 

can
 

detect
 

gene
 

mutation
 

sites
 

missed
 

by
 

ARMS-PCR
 

and
 

can
 

also
 

compensate
 

for
 

the
 

missed
 

detection
 

by
 

FNAC,this
 

technique
 

combined
 

with
 

FNAC
 

can
 

improve
 

the
 

effi-
cacy

 

of
 

preoperative
 

benign
 

and
 

malignant
 

diagnosis
 

of
 

thyroid
 

nodules.
Key
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polymerase
 

chain
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nodule; preoperative
 

diagnosis; BRAF
 

V600E; papillary
 

thyroid
 

carcinoma

  甲状腺结节是内分泌系统的常见病和多发病[1],
且发病率逐年上升[2]。甲状腺乳头状癌(PTC)占甲

状腺癌的
 

85%~90%[3-4]
 

。甲状腺结节术前良恶性的

鉴别与临床干预措施直接相关,因此,提高甲状腺结

节良恶性鉴别的准确性具有重要意义。超声引导下

的细针穿刺细胞学检查(FNAC)是目前区分甲状腺结

节良恶性的主要手段,具有较高的灵敏度和特异度,
但仍有25%~30%的结节(分类为Bethesda

 

Ⅲ~Ⅴ
级)无法通过FNAC确定其性质[5]。美国国立综合癌

症网络(NCCN)临床实践指南指出,无法通过FNAC
明确的疑似肿瘤,分子诊断可辅助其良恶性鉴别[6]。
甲状腺恶性肿瘤常见的突变基因包括

 

BRAF、NRAS、
TERT等[7]。BRAF

 

V600E突变是诊断PTC的重要

分子标志物[8]
 

。有文献指出,BRAF
 

V600E、
 

RAS和

TERT基因共同出现突变时,PTC患者一般预后不

良[9]。因此,术前多基因突变检测联合FNAC更有助

于提高甲状腺恶性肿瘤的诊断准确性及预测侵袭性。
目前,BRAF

 

V600E突变的检测主要采用免疫组化

法、扩增阻滞突变系统(ARMS)法和测序法。然而,
这些方法在突变细胞较少的穿刺标本中可能不够灵

敏。因此,对于肿瘤细胞含量较低的标本,需要一种

更加灵敏和准确的检测方法。数字聚合酶链反应
 

(dPCR)具有灵敏度高、特异度高、标本用量少、对抑

制物耐受性强等特征,突变检测率可达0.1%,在特定

条件下甚至可以低至0.01%[10-12]。本研究拟采用

dPCR对141例甲状腺结节患者穿刺液标本进行

BRAF
 

V600E、NRAS
 

Q61R、TERT
 

C228T和C250T
基因突变检测,评价dPCR技术在甲状腺结节术前良

恶性鉴别诊断中的临床价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年6月至2022年9月在

本院接受超声引导下FNAC及手术治疗的甲状腺结

节患者141例为研究对象,其中男46例,女95例,年
龄28~87岁。纳 入 标 准:(1)

 

术 前 进 行 FNAC,
FNAC

 

Bethesda分级Ⅱ~Ⅵ级;(2)接受手术治疗且

临床资料完整。排除标准:(1)
 

妊娠或哺乳期女性;
(2)合并糖尿病、自身免疫性疾病及恶性肿瘤;(3)

 

FNAC
 

Bethesda分级Ⅰ级。所有研究对象均对本研

究知情同意,本研究经本院医学伦理委员会批准(批
号:2022-111)。
1.2 方法

1.2.1 FNAC FNAC根据《超声引导下甲状腺结

节细针穿刺活检专家共识及操作指南(2018版)》[13]

进行 操 作。根 据 《甲 状 腺 癌 诊 疗 指 南 (2022 年

版)》[14],采用甲状腺细胞病理学Bethesda
 

报告系统,
将诊断分为6级:Ⅰ级,不能诊断/不满意;Ⅱ级,良
性;Ⅲ级,意义不明的非典型细胞/意义不明的滤泡性

病变;Ⅳ级,滤泡性肿瘤/可疑滤泡性肿瘤;Ⅴ级,可疑

恶性;Ⅵ级,恶性。
1.2.2 ARMS-聚合酶链反应(PCR)及dPCR (1)

 

DNA提取。FNAC细胞保存于新鲜组织储存液中,
采用组织/胸腔积液DNA核酸提取试剂盒(厦门艾德

生物医药科技股份有限公司)提取DNA。使用SMA
 

4000紫外分光光度计(厦门艾德生物医药科技股份有

限公司)检测所提取的 DNA 水平,并监测 DNA 质

量,要求吸光度(A)260/A280 在1.8~2.0,DNA水平

在1.5~10.0
 

ng/μL,于-20
 

℃冰箱中保存备用。
(2)ARMS-PCR检测BRAF

 

V600E突变。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,试剂盒检测基因突变的灵敏度为

1%),在LC
 

480
 

Ⅱ
 

PCR仪(德国罗氏公司)上进行

BRAF
 

V600E突变检测。反应体系(50
 

μL):45
 

μL
反应混合液,5

 

μL
 

DNA 模板。扩增程序:95
 

℃
 

5
 

min;95
 

℃
 

25
 

s、64
 

℃
 

20
 

s、72
 

℃
 

20
 

s,15个循环;93
 

℃
 

25
 

s、60
 

℃
 

35
 

s、72
 

℃
 

20
 

s,31个循环
 

;60
 

℃采集

荧光信号。结果判读:内参通道Ct值在13~21为扩

增有效;标本FAM 信号扩增曲线呈S形曲线且Ct
值<30,则为突变阳性;Ct值≥30则为突变阴性。
(3)

 

dPCR 技术检测 NRAS
 

Q61R、BRAF
 

V600E、
TERT

 

C228T、TERT
 

C250T突变。试剂与仪器由江

苏圣极基因科技有限公司提供。采用人类 NRAS/
BRAF基因突变联合检测试剂盒(试剂盒检测基因突

变的灵敏度为0.1%)进行BRAF
 

V600E和 NRAS
 

Q61R基因突变检测,反应体系(30
 

μL):6.0
 

μL
 

5×
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NB
 

Snp
 

Buffer,0.5
 

μL
 

Snupp
 

Taq酶,13.5
 

μL
 

NB联

检检测体系,10.0
 

μL
 

DNA模板。采用人类 TERT
基因突变检测试剂盒进行TERT

 

C228T和C250T突

变检测,反应体系(30
 

μL):15.0
 

μL
 

2×TERT
 

GC
 

Reaction
 

Buffer,0.5
 

μL
 

Snupp
 

Taq 酶,4.5
 

μL
 

TERT检测体系,10.0
 

μL
 

DNA模板。根据制造商说

明书,在Bio
 

Digital青-dPCR液滴制备仪上进行芯片

液滴制备,在Bio
 

Digital青-dPCR芯片扩增仪上进行

扩增。NRAS/BRAF、TERT扩增程序:50
 

℃
 

5
 

min;
90

 

℃
 

5
 

min;96
 

℃
 

10
 

s、60
 

℃
 

35
 

s,50个循环;25
 

℃
采集荧光信号。在Bio

 

Digital青-生物芯片阅读仪上

读取芯片,并用配套的数据分析系统进行结果分析。
结果判读:标本内参通道阳性点数≥200个为扩增有

效;荧光通道阳性点数≥3个判断为阳性。
1.3 统计学处理 采用SPSS27.0统计软件进行数

据处理及统计分析。多基因检测[BRAF
 

V600E+
NRAS

 

Q61R+TERT(C228T+C250T)]及联合检测

采用并联的方法判断结果。计数资料以例数或百分

率表示,以术后病理结果为金标准,计算各方法的灵

敏度、特异度、准确率,各方法的灵敏度、特异度、准确

率比较采用配对χ2 检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 术前采用不同检测方法与术后病理检测的鉴别

诊断价值比较 141例穿刺液标本中,FNAC结果

Bethesda分级为Ⅱ级34例,Ⅲ~Ⅴ级24例,Ⅵ级83
例。术后病理检测诊断良性病变30例;恶性肿瘤111
例,且均为PTC。以术后病理检测结果为金标准,比
较术前FNAC、

 

ARMS-PCR、dPCR(BRAF
 

V600E)3
种方法单独使用对甲状腺结节术前良恶性的鉴别诊断

价值,结果显示,使用dPCR(BRAF
 

V600E)鉴别诊断甲

状腺结节术前良恶性的灵敏度和准确率优于FNAC及

ARMS-PCR,差异均有统计学意义(P<0.05)。进一步

比较dPCR(BRAF
 

V600E)+FNAC和dPCR(多 基

因)+FNAC鉴别诊断甲状腺结节良恶性的价值,结果

显示,dPCR(BRAF
 

V600E)+FNAC的准确率为97.
16%,dPCR(多基因)+FNAC的准确率为97.87%,与
dPCR(BRAF

 

V600E)、dPCR(多基因)比较,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表1、2。
表1  141份穿刺液标本术前采用不同方法检测与术后

   病理检测的鉴别诊断结果(n)

方法
术后病理

恶性 良性

FNAC(Bethesda分级)

 Ⅱ 7 27

 Ⅲ~Ⅴ 23 1

 Ⅵ 81 2

ARMS-PCR(BRAF
 

V600E)

续表1  141份穿刺液标本术前采用不同方法检测与术后

   病理检测的鉴别诊断结果(n)

方法
术后病理

恶性 良性

 阳性 90 1

 阴性 21 29

dPCR

 BRAF
 

V600E

  阳性 97
 

1

  阴性 14 29

 NRAS
 

Q61R

  阳性 17
 

0

  阴性 94 30

 TERT(C228T+C250T)

  阳性 14
 

0

  阴性 97 30

 多基因

  阳性 99
 

1

  阴性 12 29

 dPCR(BRAF
  

V600E)+FNAC

  恶性 108
 

1

  良性
  

3 29

 dPCR(多基因)+FNAC

  恶性 109
 

1

  良性
 

2 29

  注:多基因为 BRAF
 

V600E+NRAS
 

Q61R+TERT(C228T+
C250T)。

表2  术前采用不同检测方法与术后病理检测的

   诊断价值比较(%)

方法 灵敏度 特异度 准确率

FNAC 72.97 93.33* 77.30*

ARMS-PCR 81.08 96.67* 84.40*

dPCR(BRAF
 

V600E) 87.39 96.67 89.36

dPCR(多基因) 89.19 96.67 90.78

dPCR(BRAF
 

V600E)+FNAC 97.30#△ 96.67 97.16

dPCR(多基因)+FNAC 98.20#△ 96.67 97.87

  注:多基因为 BRAF
 

V600E+NRAS
 

Q61R+TERT(C228T+
C250T);与dPCR(BRAF

 

V600E+NRAS)比较,*P<0.05;与dPCR
(BRAF

 

V600E+NRAS)比较,#P<0.05;与dPCR(多基因)比较,
△P<0.05。

2.2 dPCR与 ARMS-PCR检测甲状腺结节患者穿

刺液BRAF
 

V600E突变的结果比较 141份穿刺液

标本 中,dPCR 对 BRAF
 

V600E 突 变 的 检 出 率 为

69.50%
 

(98/141),ARMS-PCR对BRAF
 

V600E突

变的检出率为64.54%(91/141),差异有统计学意义

(χ2=5.14,P=0.016)。单独使用dPCR检测BRAF
 

V600E鉴 别 诊 断 甲 状 腺 结 节 良 恶 性 的 准 确 率 为

89.36%,明显高于ARMS-PCR
 

(84.40%)
 

和FNAC
(77.30%),差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05)。见
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表2、3。
其中,ARMS-PCR法漏检7份标本,而被dPCR

法检 测 出 BRAF
 

V600E 阳 性 突 变。对 上 述7 份

ARMS-PCR漏检的标本进一步分析发现,FNAC
 

Be-
thesda分级为Ⅱ级1例、Ⅴ级3例、Ⅵ级3例;术后病

理检测的诊断结果均为恶性肿瘤。其中4份标本因

BRAF
 

V600E突变率在0%~1%,小于ARMS-PCR
的检出下限(<1%),ARMS-PCR未能检出。另外,3
份标本虽然突变率高于1%,但 ARMS-PCR仍未检

出。见表4。141份穿刺液标本来源患者中,30例患

者术后病理检测的诊断结果为良性病变,
 

dPCR和

ARMS-PCR均未检测到BRAF
 

V600E阳性突变。
2.3 dPCR对NRAS基因和TERT基因启动子的突

变检出情况 dPCR检测
 

NRAS
 

Q61R基因突变、
TERT基因启动子C228T和C250T突变,在111例

PTC 中 突 变 检 出 率 分 别 为 15.32%
 

(17/111)、
12.61%

 

(14/111)和1.80%
 

(2/111)。见表5。
表3  dPCR与ARMS-PCR检测BRAF

 

V600E
   突变的比较(n)

dPCR
ARMS-PCR

阳性 阴性
合计

阳性 91 7 98

阴性 0 43 43

合计 91 50 141

表4  ARMS-PCR漏检的7份标本基本信息

标本编号 Bethesda分级 术后病理 dPCR ARMS-PCR DNA水平
 

(ng/μL) dPCR检出突变率(%)

200529803 Ⅴ级 恶性 阳性 阴性 3.05 1.004

200717806 Ⅴ级 恶性 阳性 阴性 4.75 8.601

210514805 Ⅵ级 恶性 阳性 阴性 5.75 0.691

210604802 Ⅵ级 恶性 阳性 阴性 6.00 2.097

210625807 Ⅴ级 恶性 阳性 阴性 4.20 0.781

211029804 Ⅵ级 恶性 阳性 阴性 6.35 0.630

211105804 Ⅱ级 恶性 阳性 阴性 8.35 0.533

表5  dPCR对NRAS基因和TERT基因启动子的

   突变检出情况

项目 PTC(n) 阳性(n) 检出率(%)

NRAS
 

Q61R 111 17 15.32

TERT
 

C228T 111 14 12.61

TERT
 

C250T 111 2 1.80

3 讨  论

甲状腺细针穿刺细胞的分子检测可以在FNAC
的基础上提高甲状腺结节术前诊断的准确性,能更准

确地划分结节的恶性风险,特别是能优化FNAC
 

Be-
thesda

 

Ⅲ~Ⅴ级结节的恶性风险分层,避免不必要的

手术[15-16]。本研究结果显示,dPCR联合FNAC可提

高甲状腺结节术前良恶性诊断的效能,弥补FNAC的

不足。
BRAF

 

V600E基因突变在PTC中最为常见,突
变发生率为65%~80%[17-18]。在本研究中,

 

dPCR检

测PTC的BRAF
 

V600E突变率为88.29%
 

(111例

PTC中检出98例),高于文献报道,可能与dPCR的

高灵敏度有关。本研究结果显示,141份穿刺液标本

中,dPCR检测BRAF
 

V600E的检出率
 

(69.50%)
 

高

于ARMS-PCR
 

(64.54%),差异有统计学意义(P<
0.05)。

以术后 病 理 检 查 结 果 作 为 金 标 准,单 独 使 用

dPCR检测BRAF
 

V600E鉴别诊断甲状腺结节良恶性

的准确率为89.36%,明显高于ARMS-PCR(84.40%)
和FNAC(77.30%),差异有统计学意义(P<0.05);
dPCR(BRAF

 

V600E)+FNAC的鉴别诊断准确率为

97.16%,优于单独使用dPCR(BRAF
 

V600E)的鉴别诊

断准确率,差异有统计学意义(P<0.001)。NRAS在

PTC中的发生频率为10%~20%[19],TERT启动子

突变频率在PTC中为10%~15%,C228T突变频率

高于 C250T[19-20]。在本研究中,dPCR 检测 NRAS
 

Q61R基因突变率(15.32%)、TERT
 

启动子C228T
和C250T的突变率(12.61%和1.80%)与上述文献

报道接近[19-20]。dPCR(多基因)检测到阳性突变99
例,多于dPCR单独检测的BRAF

 

V600E突变,由此

表明,术前多基因检测比单基因检测能更有效地检测

到基因突变。dPCR(多基因)+FNAC鉴别诊断甲状

腺结节良恶性的准确率(97.87%)明显高于dPCR
(BRAF

 

V600E)、dPCR(多基因),差异均有统计学意

义(P<0.05)。由此证明,dPCR联合FNAC提高了

甲状腺结节良恶性鉴别诊断的效能,在一定程度上也

能弥补FNAC的漏检。
此外,本研究还发现有7例恶性患者的穿刺液标

本被ARMS-PCR漏检,而采用dPCR可检出BRAF
 

V600E突变。其中有4份标本dPCR可以检测到突

变率<1%的基因突变,低于ARMS-PCR所能检测的
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最低限度。因此,ARMS-PCR对低突变含量标本存

在漏检现象,而dPCR
 

能够很好地弥补这个缺陷,更
准确地诊断。并且,这7份标本来源患者中,有1例

FNAC
 

Bethesda分级为Ⅱ级(良性),3例Ⅴ级(可疑

恶性),此4例患者术后病理检查均为恶性,这表明在

FNAC结果为良性及无法确定良恶性的甲状腺结节

中,dPCR比 ARMS-PCR可以更有效地检测到基因

突变,提示甲状腺肿瘤。
综上所述,dPCR可检测出

 

ARMS-PCR漏检的

基因突变位点,具有高灵敏度、高准确度的优点,可同

时检测多个基因的多种变异类型。但dPCR也有一

定的局限性,在操作方面,其自动化程度有待提高;检
测成本方面,dPCR使用的耗材使检测成本相对较高。
本研究纳入的标本量有限,PTC在甲状腺癌中占比极

高,且超声检查结果提示高风险的人群才会进行

FNAC和手术治疗。本研究纳入的恶性肿瘤经术后

病理检查诊断均为PTC,因此,在分析基因突变与甲

状腺结节临床病理特征的相关性中可能存在偏倚。
结果表明,dPCR联合FNAC可提高甲状腺结节术前

良恶性诊断的效能,弥补FNAC的不足,在临床应用

方面具有明显优势。dPCR多基因检测有利于提高分

子诊断在甲状腺肿瘤分类中的作用,对甲状腺肿瘤的

精准诊断和临床确定个性化治疗方案有指导意义。
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