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摘     要             背景与目的：近年来，甲状腺微小乳头状癌 （PTMC） 发病率迅速增长，该病总体预后良好，但仍有少

部分具有高侵袭特征，是造成疾病进展和死亡的主要原因。然而 PTMC 高侵袭性的评估与预测因素仍

有待确定。因此，本研究探讨甲状腺球蛋白 （Tg） 和过氧化物酶抗体 （TPOAb） 在 PTMC 高侵袭患者中

的变化，以及两者与鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B1 （BRAF）、端粒酶逆转录酶 （TERT） 突变特征

的关系。

方法：选择 2018 年 5 月—2020 年 8 月承德医学院附属医院甲状腺外科收治的 76 例 PTMC 高侵袭患者与

59 例甲状腺良性结节患者，以及 63 例健康体检者，比较三组对象的 Tg 和 TPOAb 水平差异；分析 Tg、

TPOAb 水平与 PTMC 高侵袭患者临床病理特征的关系；检测 PTMC 高侵袭患者的 BRAF、TERT 基因突变

情况，并分析两种突变与 Tg、TPOAb 水平的相关性。

结果：Tg、TPOAb 水平在健康体检者、甲状腺良性结节患者、PTMC 高侵袭患者中依次升高，差异均有

统计学意义 （均 P<0.05）；Tg、TPOAb 水平与 PTMC 高侵袭患者临床分期及淋巴结转移明显有关 （均 P<

0.05）；76 例 PTMC 高侵袭患者中，BRAF 与 TERT 均突变患者 17 例 （22.37%）。BRAF 联合 TERT 突变率

与 PTMC 高侵袭患者肿瘤最大直径>5 mm 的比例明显增高 （P<0.05）；相关性分析结果显示，PTMC 高侵

袭患者 BRAF 突变与 Tg、TPOAb 水平呈正相关性 （r=0.635、0.491，均 P<0.05）。

结论：Tg 和 TPOAb 水平在 PTMC 高侵袭患者中升高，且两者升高与患者的不良临床病理特征以及 BRAF

突变密切相关。
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甲 状 腺 微 小 乳 头 状 癌 （papillary thyroid 

microcarcinoma，PTMC） 是指肿瘤直径<10 mm 的甲

状 腺 癌 ， 临 床 又 称 为 隐 匿 性 甲 状 腺 癌[1]。 PTMC 发

病 机 制 复 杂 ， 普 遍 认 为 与 碘 缺 乏 、 放 射 性 及 促 甲

状 腺 激 素 慢 性 刺 激 有 关 ， 多 数 患 者 发 病 早 期 临 床

症状缺乏典型性，随着病程延长可出现微小结节、

无 压 痛 、 质 地 较 硬 ， 导 致 临 床 诊 疗 难 度 较 大[2-3]。

尽 管 大 部 分 PTMC 呈 惰 性 特 征 ， 但 仍 有 少 部 分

PTMC 具有高侵袭特征，出现中央区、颈侧区淋巴

结转移，甚至远处转移。高侵袭性 PTMC 是造成疾

病 进 展 和 死 亡 的 主 要 原 因 。 甲 状 腺 球 蛋 白

（thyroglobulin，Tg） 和过氧化物酶抗体是慢性淋巴

细胞性甲状腺炎 （chronic lymphocytic thyroiditis，CLT）

典型标志物[4-5]。Tg 是甲状腺滤泡上皮细胞合成分

泌 的 有 功 能 的 糖 蛋 白 复 合 物 ， 主 要 作 用 是 促 进 甲

状 腺 激 素 的 合 成 与 存 储[6]。 而 TPOAb 抗 体 （thyroid 
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peroxidase antibody， TPOAb） 是 过 氧 化 物 酶 体 的 标

志 物 ， 广 泛 存 在 于 过 氧 化 物 酶 中[7-8]。 孙 少 坤 等[9]

研究证实，PTMC 高侵袭是一个多基因驱动的恶性

肿 瘤 ， 而 鼠 类 肉 瘤 滤 过 性 毒 菌 致 癌 同 源 体 B1

（BRAF）、 端 粒 酶 逆 转 录 酶 （TERT） 在 疾 病 的 发

生、发展中发挥了重要的作用。其中，BRAF 属于

活 化 蛋 白 激 酶 的 一 种 ， 在 人 体 内 炎 症 级 联 反 应 作

用 下 ， 将 激 活 相 应 的 信 号 通 路 ， 造 成 癌 细 胞 异 常

增殖[10]；而 TERT 属于端粒酶的催化亚基，常见的

突变分别为 1295 228C>T 和 1295 250C>T，均能增强

TERT 启 动 的 转 录 活 性 ， 促 进 PTMC 高 侵 袭 的 发 生

及 发 展[11-12]。 因 此 ， 本 研 究 探 讨 Tg 和 TPOAb 在

PTMC 高侵袭患者中的变化，并分析两者与 BRAF、

TERT 突变特征的关系。

1     资料与方法 

1.1 样本量计算　

根 据 研 究 的 目 的 及 意 义 ， 采 用 简 单 抽 样 方 法

抽 取 样 本 量 ， 利 用 公 式 计 算 样 本 量 ： n=Z²σ²/△²
+Z²σ²/△²。 其 中 ，n为 样 本 量 ， Z 为 标 准 正 态 分 布

值，σ 为总体标准差，△为容许误差；针对 PTMC

高度侵袭特点，增加 10.0% 的失访率，确定病例为

76 例。

1.2 临床资料　

选择 2018 年 5 月—2020 年 8 月承德医学院附属

医院甲状腺外科在 PTMC 高侵袭患者 76 例，其中男

45 例 ， 女 31 例 ； 年 龄 36~74 岁 ， 平 均 （56.21±

3.49） 岁 ； 体 质 量 指 数 （BMI） 18~29 kg/m2， 平 均

（22.19±3.42） kg/m2； 肿 瘤 直 径 3~9 mm， 平 均

（5.29±1.31） mm； 侵 犯 神 经 5 例 ， 侵 犯 血 管 2 例 ；

多灶性 53 例，双侧性 39 例；选择同期治疗的 59 例

甲状腺良性结节患者，以及同期 63 例健康体检者

（正常组） 为对照。良性结节患者中，男 34 例，女

25 例 ， 年 龄 35~76 岁 ， 平 均 （56.64±3.53） 岁 ；

BMI 19~30 kg/m2， 平 均 （22.32±3.46） kg/m2； 病 程

1~7 个月，平均 （3.59±0.74） 个月。健康体检者中，

男 41 例 ， 女 22 例 ； 年 龄 35~73 岁 ， 平 均 （56.76±

3.53）岁；BMI 19~31 kg/m2，平均（22.35±3.51）kg/m2。

1.3 纳入及排除标准　

纳入标准：⑴ 符合 PTMC 诊断标准[13]，经病理

检 查 确 诊 ， 根 据 肿 瘤 大 小 、 局 部 侵 犯 程 度 、 淋 巴

结转移情况判定为高侵袭型[14]；⑵ 符合甲状腺良

性 结 节 诊 断 标 准[15]， 病 情 稳 定 ， 均 能 进 行 沟 通 交

流；⑶ 能配合完成标本采集，并完成 Tg、TPOAb、

BRAF、 TERT 突 变 测 定 ， 患 者 均 可 耐 受 ； 排 除 标

准 ： ⑴ 其 他 部 位 恶 性 肿 瘤 或 肿 瘤 直 径 >1.0 cm 者 ；

⑵ 既 往 存 在 131I 治 疗 或 头 颈 部 照 射 史 者 ； ⑶ 中 途

放弃诊疗或中转上一级医院者；⑷ 不明原因出血

或近期使用抗凝药物者。

1.4 方法　

1.4.1 生化与临床指标　⑴ 甲状腺良性结节患者、

PTMC 高侵袭患者入院后次日早晨，空腹状态下取

外周血 5 mL；健康体检者体检当天采集外周空腹

血 5 mL，10 min 离心，速度 3 800 r/min，血清分离

后置于低温下，备用。⑵ 采用全自动化学发光免

疫 分 析 仪 （型 号 ARCHITECT i4000sr Sy） 测 定 各 组

Tg 和 TPOAb 水平。参考值：Tg 参考值为 5~40 μg/L；

TPOAb 水平参考值：0~5.61 U/mL[16-17]。⑶ 查阅观察

组 病 理 资 料 ， 统 计 患 者 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 最 大 直

径、临床分期及淋巴结转移等情况。

1.4.2 BRAF、TERT 突变测定　⑴ 肿瘤细胞 DNA 提

取 。 取 PTMC 高 侵 袭 患 者 病 理 组 织 ， 常 规 制

备 4 μm 切 片 ， 采 用 Chelex-100 法 提 取 肿 瘤 细 胞

DNA， 并 向 每 个 标 本 收 集 管 中 加 入 浓 度 为

5%Chelex-100 溶液 200 μL，然后加入 4 μL PK 溶液

与 2 μL DTT 溶液，充分振荡后置于 56 ℃恒温振荡

器中过夜，然后置于 100 ℃下完成 8~10 min 保温，

待上述操作完毕后，将其移入普通 EP 管中，3 min

离心，速度 13 000 r/min，取上清，备用[18-19]。⑵ PCR

检 测 。 观 察 组 患 者 采 用 实 时 荧 光 PCR 技 术 检 测

BRAF、TERT 基因突变情况，具体方法如下。检索

NCBI 提 供 的 BRAF、 TERT 基 因 序 列 ， 引 入 合 成 于

上海生物公司设计并合成 （表 1）。待上述操作完

毕 后 ， 设 定 PCR 反 应 体 系 ， BRAF 基 因 采 用 普 通

PCR 试 剂 盒 ， TERT 基 因 采 用 2×Phanta Turto Master 

Mix 试剂盒。将扩增的 PCR 产物置于浓度为 1.5% 琼

脂 糖 中 电 泳 ， 进 一 步 确 定 PCR 产 物 质 量 。 扩 增 完

毕 后 将 获 得 的 PCR 产 物 进 行 测 序 ， 获 得 测 序 峰 图

和粗劣，并与正常基因组 DNA 序列进行对比，确

定是否发生突变。

1.5 质控方法　

所 有 患 者 血 液 标 本 采 集 均 由 承 德 医 学 院 附 属

医院同一组检验人员完成，且标本采集后均于 2 h

内 完 成 指 标 的 测 定 ； 标 本 检 测 时 均 由 同 一 组 检 验

科 医 生 、 根 据 试 剂 盒 与 仪 器 要 求 完 成 ， 准 确 记 录

数 据 ； 以 双 人 录 入 形 式 计 算 数 据 ， 降 低 人 为

误差[20]。

1.6 统计学处理　

采 用 SPSS 26.0 软 件 处 理 ， 计 数 资 料 用 例 数

（百分比） [n（%） ]表示，行 χ2 检验；所有计量资

料 均 符 合 正 态 分 布 ， 用 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表

示，行独立 t 检验，采用 Pearson 相关性分析软件对

PTMC 高侵袭患者 Tg 和 TPOAb 水平与 BRAF、TERT

突变进行相关性分析；P<0.05 差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 三组对象Tg和TPOAb水平比较　

PTMC 高侵袭患者 Tg 和 TPOAb 水平高于良性结

节组和健康体检者 （均 P<0.05）；良性结节组 Tg 和

TPOAb 水平高于健康体检者 （P<0.05）（表 2）。

2.2 Tg、TPOAb水平与PTMC高侵袭患者临床病理

特征的关系　

统计分析结果显示，Tg 和 TPOAb 水平与 PTMC

高 侵 袭 患 者 的 性 别 、 年 龄 及 肿 瘤 直 径 无 明 显 关 系

（均 P>0.05）， 而 与 患 者 的 临 床 分 期 及 淋 巴 结 转 移

明显有关 （均 P<0.05）（表 3）。

表1　BRAF、TERT基因引物合成及设计

表2　三组对象的Tg和TPOAb水平 （x̄ ± s）

注：1）与健康体检者，P<0.05；2）与甲状腺良性结节比较，P<0.05

表3　Tg、TPOAb水平与PTMC高侵袭患者临床病理特征的关系 （x̄ ± s）
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1.5 质控方法　

所 有 患 者 血 液 标 本 采 集 均 由 承 德 医 学 院 附 属

医院同一组检验人员完成，且标本采集后均于 2 h

内 完 成 指 标 的 测 定 ； 标 本 检 测 时 均 由 同 一 组 检 验

科 医 生 、 根 据 试 剂 盒 与 仪 器 要 求 完 成 ， 准 确 记 录

数 据 ； 以 双 人 录 入 形 式 计 算 数 据 ， 降 低 人 为

误差[20]。

1.6 统计学处理　

采 用 SPSS 26.0 软 件 处 理 ， 计 数 资 料 用 例 数

（百分比） [n（%） ]表示，行 χ2 检验；所有计量资

料 均 符 合 正 态 分 布 ， 用 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表

示，行独立 t 检验，采用 Pearson 相关性分析软件对

PTMC 高侵袭患者 Tg 和 TPOAb 水平与 BRAF、TERT

突变进行相关性分析；P<0.05 差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 三组对象Tg和TPOAb水平比较　

PTMC 高侵袭患者 Tg 和 TPOAb 水平高于良性结

节组和健康体检者 （均 P<0.05）；良性结节组 Tg 和

TPOAb 水平高于健康体检者 （P<0.05）（表 2）。

2.2 Tg、TPOAb水平与PTMC高侵袭患者临床病理

特征的关系　

统计分析结果显示，Tg 和 TPOAb 水平与 PTMC

高 侵 袭 患 者 的 性 别 、 年 龄 及 肿 瘤 直 径 无 明 显 关 系

（均 P>0.05）， 而 与 患 者 的 临 床 分 期 及 淋 巴 结 转 移

明显有关 （均 P<0.05）（表 3）。

表1　BRAF、TERT基因引物合成及设计

引物信息

BRAF

TERT

引物名称

M-GAPDH-S
M-GAPDH-A

M-Pkm-S
M-Pkm-A

引物序列（5'→3'）
CCT CGT CCC GTA GAC AAA ATG
TGA GGT CAA TGA AGG GGT CGT
CTG TGG AGA TGC TGA AGG AGA TG
CCC TTT GTA TCC AGA GCC ACC

片段长度（bp）
133

178

退火温度（℃）

60
60
60
60

表2　三组对象的Tg和TPOAb水平 （x̄ ± s）

组别

PTMC 高侵袭患者

甲状腺良性结节患者

健康体检者

F

P

例数（n）

76
59
63
—

—

Tg（μg/L）

56.37±5.131），2）

23.51±4.211）

23.49±3.29
14.193

0.000

TPOAb（U/mL）

12.73±1.811），2）

8.29±1.391），2）

4.53±0.99
9.682
0.000

注：1）与健康体检者，P<0.05；2）与甲状腺良性结节比较，P<0.05

表3　Tg、TPOAb水平与PTMC高侵袭患者临床病理特征的关系 （x̄ ± s）

指标

性别

男

女

年龄（岁）

≤45
>45

肿瘤最大直径（mm）

≤5
>5

临床分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

淋巴结转移

是

否

例数（n）

45
31

51
25

48
28

54
22

16
60

Tg（μg/L）

55.96±6.39
56.72±7.27

55.93±6.37
56.71±7.23

55.78±7.19
56.13±8.24

46.72±5.79
59.29±8.76

63.98±8.52
26.28±4.98

t

1.219

0.783

1.104

8.102

17.525

P

0.568

0.541

0.673

0.000

0.000

TPOAb（U/mL）

12.01±2.15
12.89±2.19

12.90±2.23
12.32±2.18

12.57±2.19
12.94±2.21

8.41±1.86
15.39±2.14

17.39±2.84
9.05±1.98

t

1.591

1.092

1.638

6.193

12.141

P

0.436

0.54

0.773

0.000

0.000
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2.3 PTMC高侵袭患者BRAF、TERT突变特征　

76 例 患 者 均 完 成 BRAF、 TERT 突 变 测 定 ， 患

者中 53 例发生 BRAF 突变，突变率为 69.74% （53/76）；

突 变 点 多 位 于 第 15 外 显 子 第 1799 位 点 的 点 突 变

（T1799）， 均 为 杂 合 性 突 变 ； 21 例 患 者 TERT 发 生

突变，突变率为 27.63% （21/76），突变位点均位 于

C228T （图 1）。BRAF 与 TERT 均突变患者 17 例，突

变率为 22.37%。PTMC 高侵袭患者 BRAF 联合 TERT

突 变 率 与 性 别 、 年 龄 、 临 床 分 期 和 淋 巴 结 转 移 无

明显关系 （均 P>0.05），与肿瘤最大直径明显有关

（P<0.05）（表 4）。

2.4 PTMC 高侵袭患者 BRAF、TERT 突变与 Tg 和

TPOAb关系　

Pearson 相关性分析结果显示，PTMC 高侵袭患

者 BRAF 突 变 与 Tg 和 TPOAb 水 平 呈 明 显 正 相 关 性

（r=0.635、 0.491， 均 P<0.05）； TERT 突 变 与 Tg 和

TPOAb 无明显相关性 （均 P>0.05）（表 5）。

3     讨　论 

Tg 和 TPOAb 均 为 人 体 自 身 免 疫 性 甲 状 腺 疾 病

较为典型的抗体，对于甲状腺疾病患者常伴有 Tg 和

TPOAb 水 平 增 高[21]。 分 化 型 甲 状 腺 癌 患 者 Tg 和

TPOAb 阳 性 率 均 高 于 健 康 人 群 ， 由 此 看 出 ， Tg 和

TPOAb 能直接参与甲状腺癌的发生和发展[22-23]。本

研究中，PTMC 高侵袭患者 Tg 和 TPOAb 水平高于良

性 结 节 组 和 健 康 体 检 者 ； PTMC 高 侵 袭 患 者 Tg 和

TPOAb 水 平 与 临 床 分 期 及 淋 巴 结 转 移 有 关 ， 由 此

看 出 ， Tg 和 TPOAb 在 PTMC 高 侵 袭 患 者 中 呈 高 表

达 ， 其 表 达 水 平 能 反 映 患 者 疾 病 严 重 程 度 ， 可 为

临 床 诊 疗 提 供 参 考 依 据 。 李 欣 等[24] 研 究 表 明 ： Tg

高表达是 PTMC 高侵袭的独立危险因素，但是亦有

研究显示，Tg 高表达与 PTMC 高侵袭无关，对肿瘤

预后亦无价值。Tg 主要由甲状腺分泌产生，是合

成 甲 状 腺 激 素 的 自 动 流 水 线 ， 且 在 流 水 线 Tg 上 ，

碘 、 酪 氨 酸 组 成 甲 状 腺 激 素 ， 其 表 达 水 平 能 反 映

甲状腺的完整性[25]。临床上，通过测定 Tg 能帮助

鉴 定 为 体 内 甲 状 腺 激 素 升 高 ， 还 是 外 缘 补 充 甲 状

腺 引 起 ， 或 甲 状 腺 破 坏 、 甲 状 腺 激 素 增 多 等 引

起[26]。 沈 爱 玲 等[27] 研 究 表 明 ： Tg 被 认 为 是 甲 状 腺

体 形 完 整 性 的 特 殊 标 志 物 ， 亦 是 分 化 型 甲 状 腺 癌

的 肿 瘤 标 志 物 ， 可 作 为 分 化 型 甲 状 腺 癌 患 者 治 疗

预 后 的 重 要 标 志 物 。 而 过 氧 化 物 酶 是 甲 状 腺 微 粒

体 的 主 要 抗 原 物 质 ， 其 功 能 与 甲 状 腺 素 的 合 成 有

关 。 从 大 的 角 度 来 说 ， 过 氧 化 物 酶 是 甲 状 腺 微 粒

的主要抗原物质，其功能与甲状腺素的合成有关，

对于甲状腺疾病的诊断、疗效考核具有价值[28]。

BRAFV600E 是 最 为 常 见 的 变 异 基 因 ， 能 直 接 参

与 PTMC 高侵袭的发生和发展，对于其发病机制普

遍 认 为 是 通 过 激 活 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （MAPK）

通 路 ， 促 进 细 胞 的 不 断 增 殖 ， 从 而 直 接 参 与 肿 瘤

的发生。黄禹豪等[29] 研究表明：PTMC 高侵袭患者

BRAFV600E 基 因 突 变 率 为 78.46%， 特 异 性 为

100.00% 。 本 研 究 中 ， BRAF 与 TERT 均 突 变 患 者

17 例 （22.37%），本研究 BRAFV600E 基因突变率略低

表4　BRAF 联合 TERT 突变与 PTMC 高侵袭患者临床病理

特征的关系[n （%） ]

指标

性别

男

女

年龄（岁）

≤45
>45

肿瘤最大直径（mm）

≤5
>5

临床分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

淋巴结转移

是

否

非突变

（n=59）

32（54.24）
27（45.76）

41（69.49）
18（30.51）

43（72.88）
16（27.12）

39（66.10）
20（33.90）

12（20.34）
47（79.66）

突变

（n=17）

13（76.47）
4（23.53）

10（58.82）
7（41.18）

5（29.41）
12（70.59）

15（88.24）
2（11.76）

4（23.53）
13（76.47）

χ2

1.495

0.747

6.493

0.982

0.547

P

0.782

0.894

0.032

0.549

0.418

C T A G C T A C A G A G A A A T C T C G A G C C C A G C C C C T T C C G G G GC C T C 

A B

图1　PTMC 高侵袭患者 BRAF、TERT 突变特征　　A：

PTMC 高侵袭患者 BRAF 突变位点；B：PTMC 高侵袭

患者 TERT 突变位点  

表5　PTMC 高 侵 袭 患 者 BRAF、 TERT 突 变 与 Tg 和

TPOAb关系[r （P） ]

相关性

BRAF 基因突变

TERT 突变

Tg
0.635（0.023）
0.214（0.571）

TPOAb
0.491（0.035）
0.154（0.986）

于既往研究，可能与研究中纳入病例数较少有关，

需进一步研究与探讨。TERT 基因启动子突变的位

点 主 要 为 C228T 和 C250T， 且 前 者 最 为 常 见 。

Chandekar 等[30] 结 果 表 明 ： TERT 在 PTMC 高 侵 袭 患

者 中 突 变 率 为 7.50%~27.0%， 与 本 研 究 结 果 相 似 。

本研究中，PTMC 高侵袭患者 BRAF 联合 TERT 突变

率 与 肿 瘤 最 大 直 径 有 关 ； Pearson 相 关 性 分 析 结 果

表 明 ， PTMC 高 侵 袭 患 者 BRAF 突 变 与 Tg 和 TPOAb

水平呈正相关。因此，临床上对于 PTMC 高侵袭患

者，应加强 Tg 和 TPOAb 水平测定，了解患者甲状

腺 功 能 ， 并 了 解 BRAF、 TERT 突 变 情 况 ， 以 指 导

临床诊疗。

综上所述，Tg 和 TPOAb 在 PTMC 高侵袭患者中

呈 高 表 达 ， 且 两 者 升 高 与 患 者 的 不 良 临 床 病 理 特

征以及 BRAF 突变密切相关。
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