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摘   要 目的：探讨甲状腺乳头状癌（PTC）组织中 BRAFT1799A 基因点突变情况及其与 PTC 临床病理特征之间

的关系。

方法：选取 97 例 PTC 组织以及 52 例 PTC 癌旁正常组织与 49 例结节性甲状腺肿组织，采用巢式 PCR

法检测甲状腺组织中 BRAFT1799A 基因位点突变情况，分析 BRAFT1799A 基因位点突变与 PTC 临床病理因

素的关系。

结果：97 例 PTC 组织中，59 例（60.82%）出现 BRAFT1799A 位点突变，而癌旁正常组织与结节性甲状

腺肿组织均无 BRAFT1799A 位点突变，差异有统计学意义（P<0.05）。BRAFT1799A 位点突变与 PTC 患者性别、

年龄、肿瘤大小无明显关系（均 P>0.05），与肿瘤临床分期、肿瘤多发灶、包膜外侵犯、淋巴结转移、

规范化治疗 6 个月甲状腺球蛋白值及远处转移密切有关（P<0.05）。PTC 组织进行亚型分型结果显示，

嗜酸细胞型 1 例，高细胞亚型 1 例，普通型 46 例，滤泡型 49 例；普通型与滤泡型突变率差异无统计

学意义（63.04% vs. 61.22%，P>0.05）。

结论：PTC 中 BRAFT1799A 位点突变率高，且 BRAFT1799A 位点突变可能与 PTC 术后的复发转移密切相关。
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with clinicopathologic features of PTC.

Methods: Ninety-seven samples of PTC tissue along with 52 samples of normal thyroid tissue adjacent to 

PTC and 49 samples of nodular goiter tissue were collected. The BRAFT1799A gene mutations in these tissues 

were determined by nested PCR. The relations of BRAFT1799A gene mutation with clinicopathologic factors 
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甲状腺癌（thyro id  carc inoma，TC）是临床

上最为常见的一种内分泌系统恶性肿瘤[1]，甲状腺

乳头状癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）是

其 最 为 常 见 的 一 种 ， 约 占 T C 的 8 0 % [ 2 ]。 近 年 来 ，

我国PTC发病率呈现明显逐年攀升趋势，严重影响

了我国居民的身体健康及生命安全[3]。目前，PTC

发病机制尚未完全阐明。有研究 [4]表明，BRAF基

因突变与PTC患者年龄、肿瘤分期、淋巴结转移等

特 征 密 切 相 关 ， 但 国 内 研 究 相 对 较 少 ， 且 研 究 结

果尚缺乏一致性。本研究纳入2016年1月—2017年 

1月期间我院病理科收集的PTC患者的组织为研究

对 象 ， 探 讨 P T C 组 织 中 B R A F T 1 7 9 9 A基 因 点 突 变 情

况，及其与PTC患者临床病理特征之间的关系，试

图为开展以BRAF T1799A为靶点的PTC分子生物学治

疗提供一定的理论依据。

1　资料与方法

1.1  研究对象

选取2016年1月—2017年1月期间我院病理科

提 供 的 9 7 例 P T C 组 织 为 研 究 对 象 ， 所 有 标 本 均 经

病理学证实为PTC 组织。其中男26例，女71例；

年龄16~63岁，平均年龄（46.27±7.65）岁；肿

瘤-淋巴结-转移（tumor-node-metastasis，TNM）

分期I~II期者45例，III~IV期者52例；有淋巴结转

移者36例，无淋巴结转移者61例；随访发现有远

处转移者30例，无远处转移者67例。纳入标准：

⑴  所 有 标 本 患 者 均 为 于 我 院 行 甲 状 腺 全 切 术 + 颈

部 淋 巴 结 清 扫 术 者 ， 且 经 病 理 学 确 诊 为 P T C 者 ；

⑵ 临床资料完整者；⑶ 切除组织前未经任何放化

疗或者内分泌治疗；⑷ 术后均在我院行规范131I清

甲治疗 [5]者；⑸ 患者及家属了解本研究，并同意

签署知情同意书者。排除标准：⑴ 合并其他恶性

肿瘤者；⑵ 肿瘤已发生远处转移，再次行手术治

疗者；⑶ 妊娠期及哺乳期妇女；⑷ 既往垂体疾病

等不稳定性原发系统性疾病者；⑸ 伴有肝脏、肾

脏、肺脏、心脏等严重疾病者；⑹ 研究依从性差

者。选取同期52例癌旁正常组织及49例结节性甲

状腺肿组织作为对照，52例取癌旁正常组织的PTC

患者中，男16例，女36例；年龄17~60岁，平均年

龄（45.28±6.94）岁。49例结节性甲状腺肿患者

中 ， 男 1 4 例 ， 女 3 5 例 ； 年 龄 1 8 ~ 6 1 岁 ， 平 均 年 龄

（46.32±7.31）岁。3组年龄、性别等一般资料比

较，差异无统计学意义（均P>0.05）。

本 研 究 经 本 院 伦 理 委 员 会 批 准 进 行 ， 临 床 标

本采集符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》[6]。

1.2  主要试剂与仪器

DNA FFPE Tissue Kit（56404），购自于德

国QIAamp公司；PCR Mastermix，购自于BioTeke

公司；引物由上海生工生物技术公司合成；Cycle-
Pure Kit 100，购自于美国Omega公司；3530测序

仪，购自于美国AMI公司。

1.3  方法

采用巢式PCR法检测甲状腺组织中BRAFT1799A

基因位点突变情况。应用DNA FFPE T i s sue  K i t

（ 5 6 4 0 4 ） 提 取 甲 状 腺 组 织 D N A ， 测 定 所 得 D N A

of PTC were analyzed. 

Results: In the 97 samples of PTC tissue, BRAFT1799A gene mutation was found in 49 samples (60.82%), while 

no BRAFT1799A gene mutation was found in samples of normal thyroid tissue adjacent to PTC and nodular goiter 

tissue, and the difference had statistical significance (P<0.05). In PTC patients, the BRAFT1799A gene mutation 

showed no significant relation with the gender, age and tumor size (all P>0.05), but was significantly related to the 

clinical stage, multiple foci, extra-capsular invasion, lymph node metastasis, thyroglobulin value after six months 

of standardized treatment and distant metastases (all P<0.05). Subtype classification of PTC showed that one case 

was eosinophilic cytoplasm variant PTC, one case was tall cell variant PTC, 46 cases were conventional PTC, and 

49 cases were follicular variant PTC; there was no significant difference in mutation rates of the BRAFT1799A gene 

between conventional PTC and follicular variant PTC (63.04% vs. 61.22%, P>0.05).

Conclusion: There is a high mutation rate of BRAFT1799A gene in PTC, and the BRAFT1799A gene mutation may 

probably have a close relation with the postoperative recurrence and metastasis of PTC. 

Key words	 Thyroid Neoplasms; Carcinoma, Papillary; raf Kinases; Mutation

CLC number: R736.1	
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浓 度 后 保 存 于 - 2 0  ℃ 冰 箱 中 。 B R A F 上 游 引 物 ：

5' -GGC CAA AAA TTT  AAT CAG TGG A -3 '，

下 游 引 物 ： 5 ' - T C A  T A A  T G C  T T G  C T C  T G A 

T A G  G A - 3 ' 。 巢 式 P C R 反 应 体 系 ： 第 1 次 P C R ：

PCR Mastermix  12.0  μL，DNA 1 μL，上游引物

（ 2 5  µ M ） 1  μ L ， 下 游 引 物 （ 2 5  µ M ） 1  μ L ，

ddH2O 10 μL。第2次PCR：PCR产物DNA 1 μL，

P C R  M a s t e r m i x  1 2 . 0  μ L ， 上 游 引 物 （ 2 5  µ M ）

1 μL，下游引物（25 µM）1 μL，ddH2O 10 μL。

按 照 以 下 反 应 条 件 进 行 扩 增 ： 9 4  ℃ 预 变 性 ，

5  m i n ； 9 4  ℃ 变 性 ， 4 5  s ； 5 6  ℃ 退 火 ， 4 5  s ；

72 ℃延伸，45 s；35个循环，72 ℃延伸10 min。

所得PCR产物经Cycle-Pure Kit  100纯化后，应用

测序部分检测试剂盒，利用3530测序仪对其进行

测 序 操 作 ， 具 体 操 作 严 格 按 照 试 剂 盒 及 仪 器 使 用

说明进行。

1.4  统计学处理

利用统计学软件SPSS 19.0进行研究数据统计

学分析，计数资料采用例数（百分率）[ n （%）]

表 示 ， 组 间 比 较 采 用 χ 2检 验 ； 计 量 资 料 采 用 均

数±标准差（ x ± s ）表示，组间比较采用 t 检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  不同甲状腺组织 BRAFT1799A 位点突变率比较

97例PTC组织中，59例出现BRAFT1799A位点突

变（图1），突变率为60.82%，而癌旁正常组织与

结节性甲状腺肿组织均未见BRAFT1799A位点突变，

差异有统计学意义（P=0.000）（表1）。

A A A ATA G G T G AT T T T G G Y C TA G C TA C A G T G A A AT C T C G AT G G A
70                               80                              90                           100

图 1　BRAFT1799A 位点测序图（绿色为突变峰；红色为野生峰）
Figure 1　Sequencing of the BRAFT1799A gene (mutation peaks 

shown in green and wild type peaks shown in red)

表 1　不同甲状腺组织 BRAFT1799A 位点突变率比较 [n（%）]
Table 1　Comparison of the BRA FT1799A gene mutations among 

diff erent thyroid tissues [n (%)]

组织 n BRAFT1799A 位点
野生型 突变型

PTC 组织 97 38（39.18） 59（60.82）
癌旁正常组织 52 52（100.00） 0（0.00）
结节性甲状腺肿组织 49 49（100.00） 0（0.00）

χ2 87.509
P 0.000

2.2  BRAFT1799A 位点突变与 PTC 临床病例特征之

间的关系

BRAFT1799A位点突变与PTC患者性别、年龄、

肿瘤大小无明显关系（均 P > 0 .05），与肿瘤临床

分 期 、 肿 瘤 多 发 灶 、 包 膜 外 侵 犯 、 淋 巴 结 转 移 、

规范化治疗6个月甲状腺球蛋白（Tg）值及远处转

移有明显关系（均P<0.05）（表2）。

表 2　BRAFT1799A 位点突变与 PTC 临床病例特征之间的关

系 [n（%）]
Table 2　Relations of BRA FT1799A gene mutation with the clinical 

characteristics of the PTC patients [n (%)]

临床病理参数 n BRAFT1799A

位点突变
χ2 P

性别
　男 26 14（53.85）

0.726 0.394
　女 71 45（63.38）
年龄（岁）
　≥ 40 49 32（65.31）

0.835 0.361
　＜ 40 48 27（56.25）
肿瘤直径（cm）
　＞ 1 78 51（65.38）

0.652 0.401
　≤ 1 19 13（68.42）
临床分期
　I~II 期 45 20（44.44）

9.452 0.002
　III~IV 期 52 39（75.00）
形态学分型
　单灶 42 17（40.48）

12.872 0.000
　多发灶 55 42（76.36）
包膜外侵犯
　有 54 42（77.78）

14.693 0.000
　无 43 17（39.53）
淋巴结转移
　有 36 31（86.11）

15.361 0.000
　无 61 28（45.90）
规范化治疗 6 个月 Tg（ng/mL）
　≥ 2.0 50 42（84.00）

23.260 0.000
　＜ 2.0 47 17（36.17）
远处转移
　有 30 28（93.33）

24.517 0.000
　无 67 30（44.78）
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2.3  不同 PTC 组织分型 BRAFT1799A 位点突变率

比较结果

对PTC组织进行具体亚型分型，结果显示，嗜

酸细胞型1例，高细胞亚型1例，普通型46例中，

29例出现BRAFT1799A位点突变，突变率为63.04%，

滤泡型49例中，30例出现BRAFT1799A位点突变，突

变率为61.22%，普通型与滤泡型突变率比较，差

异无统计学意义（P>0.05）（表3）。两种组织分

型HE染色结果见图2。

表 3　不同分型 PTC 组织 BRAFT1799A 位点突变率比较 [n（%）]
Table 3　Comparison of the BRAFT1799A gene mutations between 

PTC tissues of different classifications [n (%)]

亚型 n BRAFT1799A 位点
野生型 突变型

普通型 46 17（36.96） 29（63.04）
滤泡型 49 19（38.78） 30（61.22）

χ2 0.033
P 0.855

3　讨　论

PTC是临床TC中最为常见的一种类型，其主

要 临 床 表 现 为 颈 部 疼 痛 、 肿 块 、 吞 咽 困 难 、 声 音

嘶 哑 以 及 呼 吸 困 难 等 [ 7 ]， P T C 肿 瘤 生 长 缓 慢 ， 缺

乏 早 期 特 征 性 症 状 ， 但 其 恶 性 程 度 较 高 ， 且 具 有

多 中 心 发 生 倾 向 ， 因 此 在 其 表 现 出 明 显 症 状 时 ，

往 往 已 进 展 为 中 晚 期 ， 此 时 治 疗 疗 效 往 往 不 尽 人

意 。 目 前 ， 临 床 治 疗 P T C 手 段 以 手 术 切 除 及 放 射

性碘治疗为主[8]，但PTC晚期手术切除较为困难，

且 对 于 放 化 疗 敏 感 性 较 低 ， 因 此 ， 阐 明 P T C 发 病

机 制 ， 从 基 因 层 面 上 寻 找 P T C 诊 断 及 治 疗 新 靶 

点 [ 9 ]， 是 目 前 临 床 亟 待 解 决 的 关 键 性 问 题 。 近 年

来 ， 基 因 学 改 变 与 P T C 发 病 机 制 的 关 系 被 国 内 外

学者争相报道 [10-17]，其中BRAF基因突变与PTC发

病之间的关系，是目前研究的重要热点之一 [ 11]。

既往研究 [12]表明，大多数PTC发生是由NTRK1、

R E T / P T C 以 及 丝 氨 酸 - 苏 氨 酸 激 酶 致 癌 信 号 通 路

激活所致。BRAF基因是RAF激酶家族亚型成员之

一，位于人类染色体7q34上，是丝裂原活化蛋白

激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）

通 路 下 游 中 信 号 最 强 的 激 动 子 [ 1 7 ]。 B R A F 基 因 属

丝 氨 酸 - 苏 氨 酸 激 酶 类 ， 其 发 生 基 因 突 变 可 激 活

MAPK信号通路，在机体细胞生长、增殖、分化、

凋亡中起重要调节作用。BRAF基因位点突变异常

激活MAPK信号通路时，可导致机体细胞生长、增

殖分化调节失控，诱发肿瘤发生。研究[18-19]表明，

BRAF基因位点突变主要集中于PTC中，最为常见

突变位点为第15外显子T1799A位点颠换突变，所

致编码产物由缬氨酸变为谷氨酸（V600E），该位

点编码产物异位导致BRAF基因持续性激活MAPK

信号通路，从而导致肿瘤发生 [ 20]。目前，国 内外

有关BRAF基因T1799A位点突变与PTC临床病理特

征 之 间 的 相 关 性 尚 存 在 一 些 争 议 ， 可 能 与 不 同 样

本 量 、 流 行 病 学 因 素 、 初 诊 病 情 评 估 差 异 等 多 种

因素有关。

本研究纳入2016年1月—2017年1月期间我院

病 理 科 9 7 例 P T C 组 织 为 研 究 对 象 ， 试 图 探 讨 P T C

组织中BRAF T1799A基因点突变情况，及其与PTC临

床 病 理 特 征 之 间 的 关 系 ， 结 果 发 现 ， 在 9 7 例 P T C

组 织 中 ， 5 9 例 出 现 B R A F T 1 7 9 9 A位 点 突 变 ， 突 变 率

为60.82%，明显高于癌旁正常组织及结节性甲状

腺肿组织，说明BRAF T1799A位点突变仅在PTC组织

中出现，提示BRAF T1799A位点突变可能是PTC发生

A B

图 2　PTC 亚型分型 HE 染色结果（×400）　　A：普通型；B：滤泡型
Figure 2　HE staining for subtype classification of PTC (×400)　　A: Conventional PTC; B: Follicular variant PTC
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的重要因素之一，参与PTC发生。Cañadas -Garre

等 [21]研究结果显示，BRAFT1799A位点突变是PTC中

最 为 普 遍 的 遗 传 学 改 变 ， 其 诊 断 特 征 性 使 其 成 为

了 提 高 甲 状 腺 细 针 穿 刺 活 检 诊 断 准 确 性 最 具 潜 力

的遗传工具，支持本研究观点。颜康康等 [ 22]研究

结果显示，BRAF基因位点突变与PTC临床病理分

期 、 多 灶 性 、 淋 巴 结 转 移 、 疾 病 复 发 密 切 相 关 。

本研究结果显示，BRAF T1799A位点突变与PTC患者

性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 大 小 无 明 显 关 系 ， 与 肿 瘤 临 床

分 期 、 肿 瘤 多 发 灶 、 包 膜 外 侵 犯 、 淋 巴 结 转 移 、

规范化治疗6个月Tg值及远处转移密切相关，与上

述观点一致。Tg值、远处转移均是检测TC术后复

发及转移的有效临床指标[23]，BRAFT1799A位点突变

与PTC患者术后规范化治疗6个月Tg值及远处转移

密切相关，提示其突变对于PTC复发或转移具有一

定预测作用，故其可作为客观判断PTC预后效果、

复 发 及 转 移 的 有 效 指 标 。 因 此 ， 临 床 上 对 于 术 前

或术后病检BRAFT1799A位点突变的患者，应在术后

定 期 复 查 并 严 密 监 测 各 项 指 标 的 变 化 情 况 ， 以 便

及 时 发 现 病 情 进 展 。 还 有 研 究 [ 2 4 ]指 出 ， 术 前 U S -
FNAB联合多分子标志物的检测可提高其诊断PTC

的敏感性及特异性，可见BRAFT1799A位点突变对于

术前诊断也有临床价值。本研究对PTC组织进行具

体亚型分型，结果显示，嗜酸细胞型1例，高细胞

亚型1例，普通型46例，滤泡型49例，且普通型与

滤 泡 型 突 变 率 比 较 无 显 著 性 差 异 ， 提 示 该 突 变 位

点不特异性的高发于PTC普通型或者滤泡型中。

综上所述，BRAFT1799A位点突变与PTC临床分

期 、 肿 瘤 多 发 灶 、 包 膜 外 侵 犯 、 淋 巴 结 转 移 、 规

范化治疗6个月Tg值及远处转移密切有关。可见，

术前检测BRAFT1799A位点突变，对于阳性病例给予

高 度 警 惕 ， 术 中 可 通 过 扩 大 手 术 切 除 范 围 等 对 其

进 行 更 为 积 极 的 有 效 治 疗 ， 术 后 严 密 追 踪 此 类 患

者 ， 督 促 其 复 查 ， 以 便 及 时 发 现 病 情 变 化 ， 以 期

改 善 预 后 ， 使 更 多 P T C 患 者 受 益 。 尽 管 本 研 究 进

一步地证实了BRAF T1799A位点突变检测对于PTC患

者 预 后 具 有 积 极 的 作 用 ， 但 仍 存 在 样 本 量 较 少 等

缺陷，在后续研究中将扩大样本量，从BRAFT1799A

位 点 突 变 对 在 术 前 诊 断 、 术 中 切 除 范 围 、 术 后 预

后等维度来充分论证其突变的临床指 导 意 义 ， 以

完 善 本 研 究 结 果 的 不 足 和 缺 憾 ， 为 改 善 P T C 患 者

的 生 活 质 量 提 供 大 样 本 或 多 中 心 研 究 成 果 ， 以 更

好 地 为 临 床 诊 断 、 治 疗 P T C 患 者 提 供 切 实 可 行 的 

依据。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计 ( 分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究 )；实验

设计 ( 应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等 )；临床试验设计 ( 应交代属于第几期临

床试验，采用了何种盲法措施等 )。主要做法应围绕 4 个基本原则 ( 随机、对照、重复、均衡 ) 概要说明，尤其要交代如何控

制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05( 或 P<0.01) 时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性 ( 或非常显著性 ) 的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称 ( 如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的

方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等 )，统计量的具体值 ( 如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等 ) 应可能给出具体的 P 值 ( 如

P=0.0238)；当涉及到总体参数 ( 如总体均数、总体率等 ) 时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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