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内蒙古地区甲状腺乳头状癌中BRAF V600E基因的表达及意义

（1. 内蒙古医科大学，内蒙古 呼和浩特 010059；2. 内蒙古医科大学附属医院 甲乳外科，内蒙古 呼和浩特 010050）

【摘 要】目的 测定内蒙古地区汉族与蒙古族甲状腺乳头状癌（papillary thyroid carcinoma，PTC）患者BRAF

V600E突变率及分布情况，进而评估基因突变与临床病理特征的关系。方法 从内蒙古医科大学附属医院甲乳外科

及病理科收集2017年1月至2019年12月行手术治疗的20例汉族与40例蒙古族甲状腺乳头状癌患者的临床资料及

存档石蜡组织进行基因检测及分析。结果 蒙古族PTC患者BRAF V600E突变率显著高于汉族患者，组间差异有统

计学意义（P <0.05）。蒙古族BRAF V600E突变与PTC患者是否合并桥本、淋巴结转移及被膜侵犯有关，而与年龄、

性别、肿瘤直径、病灶数目、有无钙化无关。结论 内蒙古地区蒙古族与汉族BRAF V600E突变率不同，蒙古族患者

BRAF V600E突变与PTC患者是否合并桥本、淋巴结转移及被膜侵犯有关，这些发现可为PTC患者手术方案的制订

及预后评估提供参考。
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甲状腺癌是内分泌系统中最为常见的恶性肿

瘤，其中甲状腺乳头状癌（papillary thyroid carcinoma，

PTC）又是甲状腺癌中最常见的亚型[1]。随着人们的

健康意识及诊疗水平的提高，PTC的发病率也呈现出

明显上升趋势。虽然PTC的生物学行为温和，且患者

预后良好，但也具有一定的侵袭与复发倾向，影响患

者的生存质量。因此，PTC的诊疗方法成了近年来

研究的重点内容。BRAF V600E突变是PTC最常见

的分子标志物，有助于PTC患者的诊断和预后评

估。BRAF 突变激活有丝分裂活化蛋白激酶

（MAPK）通路，导致细胞增殖、去分化和凋亡的增加，

其中T1799A点突变最为常见，使密码子 600 上的缬

氨酸被谷氨酸替代（V600E）。BRAF V600E突变在

不同人群中有所差异。研究表明，不同国家、不同地

区PTC患者BRAF V600E突变情况是有差别的，而

BRAF V600E突变情况在内蒙古地区汉族和蒙古族

人群中尚未被明确研究[2]。因此，本研究主要评估内

蒙古地区汉族与蒙古族BRAF V600E基因突变情况。

1 材料与方法

1.1 样本收集

从内蒙古医科大学附属医院甲乳外科及病理

科收集2017年1月至2019年12月行手术治疗的20

例汉族与40例蒙古族甲状腺乳头状癌患者的临床

资料及存档石蜡组织进行基因检测及分析。病例

纳入标准：（1）蒙古族患者的三代及三代以上均为

纯蒙古族，汉族患者的三代及三代以上均为纯汉

族；（2）所有PTC患者的标本均经两名高年资病理

医师再次读片证实；（3）所有PTC患者均未合并其

他良、恶性肿瘤。60例原发PTC患者组织标本均于

术中切取制作。所有组织样本都经过福尔马林浸

泡，石蜡包埋。60例PTC患者中，8例男性汉族患

者，12例女性汉族患者；22例男性蒙古族患者，18例

女性蒙古族患者。从患者病历中收集以下临床信

息：年龄（＜45岁或≥45岁），性别，肿瘤直径（cm），

是否合并桥本，病灶数（单发或多发），有无钙化，有

无淋巴结转移，以及是否有被膜外侵犯。

1.2 BRAF V600E基因测定及结果判断

1.2.1 脱蜡 取适量石蜡样本到1.5 mL离心管中，加

入1 mL脱蜡剂，涡旋振荡，放入金属浴56℃ 2 min；放

入离心机14000 rpm离心2 min；弃掉废液，加入1 mL

无水乙醇，涡旋振荡。放入离心机14000 rpm离心2min；

弃掉废液，晾干。

1.2.2 DNA提取（QIAGEN FFPE提取试剂盒）加

入180 μLATL 裂解液，20 μL蛋白酶K，涡旋振荡，
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放入金属浴56℃ 1~3 h，结束后转到金属浴90℃ 1 h；

加入200 μL AL，涡旋振荡，短暂离心；加入200 μL

无水乙醇，涡旋振荡，短暂离心；将液体全部转移到

QIAamp MinElute Column 吸附柱中，放入离心机

13000 rpm 离心 1 min；弃掉废液，吸附柱中加入

500 μL AW1洗液（使用前确认已加入无水乙醇），

放入离心机13000 rpm离心1 min；弃掉废液，吸附

柱中加入500 μL AW2洗液（使用前确认已加入无

水乙醇），放入离心机13000 rpm离心1 min；将吸附

柱放入新的套管，放入离心机 13000 rpm 离心 2

min；将吸附柱放入1.5 mL离心管中开盖晾干2 min；

加入50 μL ATE洗脱液，室温放置2 min，放入离心

机13000 rpm离心1 min，收集DNA待测浓度。

1.2.3 DNA浓度测定（YEASEN Qubit dsDNA）荧光

染料与dsDNA Buffer试剂配比1：199；分装199 μL到
200 μL EP管中，加入1 μL待测DNA；选用Qubit3.0

仪器测定 DNA 浓度；NanoDrop 测定 OD260/OD280

在1.8~2.0之间。

1.2.4 基因突变检测（鑫诺美迪 B-raf基因V600E

突变检测试剂盒（PCR-荧光探针法））将 DNA 稀

释浓度至 10 ng/μL；每个样本两个反应管：M（突

变）：B-raf PCR反应液P 12.5 uL+引物探针混合液

（M）6.5 μL+纯化水4 μL、W（外控）：B-raf PCR反应

液P 12.5μL+引物探针混合液（W）6.5μL+纯化水4μL；
每管加入 2 μL稀释 DNA，涡旋振荡，短暂离心。

PCR扩增程序：UDG酶反应37 ℃2 min 1循环；预变

性 95 ℃3 min 1循环；变性 94 ℃ 15 s；退火、延伸、

荧光信号采集 60 ℃35 s（与变性同步45循环）；仪器

冷却 25 ℃ 1 min；荧光收集：靶基因FAM；内标VIC。

1.2.5 基因突变结果判定 依次确定各反应管突变

Ct值（CtM）和外控Ct值（CtW）：△Ct值（CtM-CtW）≤
8且CtW≤35：满足判断条件，即可确定为对应突变

型（1%-100%突变）。△Ct 值（CtM-CtW）＞8 且

CtW≤35：满足判断条件，即可确定为野生型或低于

1%突变。△Ct值（CtM-CtW）≤8且CtW＞35：外控

FAM信号出现明显扩增，但CtW＞35，且突变检测

孔FAM信号出现明显扩增曲线，并且在突变判读范

围内，即使CtW＞35，该样本无需重复检测，检测结

果仍为突变型。

1.3 统计学方法

实验数据使用SPSS 26.0软件分析处理，使用卡

方检验及 Fisher’s 精确检验 BRAF V600E 突变与

PTC临床病理特征之间的关系。检验水准为α=0.05，
统计学意义界定为P < 0.05。

2 结果

2.1 内蒙古地区汉族与蒙古族BRAF V600E突变

率的比较

20 例汉族 PTC 患者标本中 12 例出现 BRAF

V600E突变，突变发生率为60.00%（12/20）。40例蒙

古族PTC患者标本中35例出现BRAF V600E突变，突

变发生率为87.50%（35/40）。蒙古族PTC患者BRAF

V600E突变率明显高于汉族PTC患者BRAF V600E

突变率，组间差异有统计学意义（P＜0.05）（表1）。

2.2 蒙古族人群基本信息及临床病理特征

40例蒙古族PTC患者标本中，BRAF V600E突

变率为87.50%（35/40），其与PTC临床病理参数的关

系见表 2。男性突变率为 86.36%（19/22），女性为

88.89%（16/18），两者差异无统计学意义（P＞0.05）。

年龄<45岁组突变率为90.91%（20/22），年龄≥45岁

组突变率为83.33%（15/18），两者差异无统计学意义

（P＞0.05）。肿瘤最大径>1 cm突变率90%（9/10），

肿瘤直径≤1 cm者突变率为86.67%（26/30），两者差

异无统计学意义（P＞0.05）。合并桥本者突变率为

80.00%（15/30），未合并桥本者突变率为100%（20/20），

二者差异有统计学意义（P ＜0.05）。单发灶突变率

为85.71%（12/14），多发灶突变率为88.46%（23/26），

差异无统计学意义（P＞0.05）。PTC伴有钙化组突

变 率 为 94.44%（17/18），不 伴 钙 化 组 突 变 率 为

81.82%（18/22），差异无统计学意义（P ＞0.05）。有

淋巴结转移者突变率为96.43%（27/28），无淋巴结转

移者突变率66.67%（8/12），有淋巴结转移者突变率

显著高于无淋巴结转移，两者组间差异有统计学意

义（P＜0.05）。有被膜外侵犯者突变率为100.00%

（19/19），无被膜外侵犯者突变率为76.19%（16/21），

与BRAF V600E突变有明显相关性（P ＜0.05）。

3 讨论

本研究初步测定内蒙古地区汉族与蒙古族PTC

表1 内蒙古地区汉族与蒙古族PTC患者BRAF V600E突变的比较

族别

汉族

蒙古族

V600E(%)

突变型

12（60.00）

35（87.50）

野生型

8（40.00）

5（12.50）

χ2

5.941

P

0.022*

注：与对照组比较*P＜0.05，**P＜0.01
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患者BRAF V600E突变频率及分布情况，进而评估

基因突变与PTC临床病理特征的关系。本研究首

次报道了内蒙古地区蒙古族PTC患者BRAF V600E

突变率，并对蒙古族患者BRAF V600E突变与PTC

临床病理特征的关系进行描述，见表2。

BRAF V600E突变在不同国家、不同民族具有

不同的突变率[3]。已有研究表明，中国汉族PTC患

者BRAF V600E 突变的频率约为28.00%~85.00%[4]，

与 本 研 究 中 内 蒙 古 地 区 汉 族 PTC 患 者 BRAF

V600E 突变率相似，为60.00%（12/20）。然而，本研

究中内蒙古地区蒙古族PTC患者BRAF V600E 突变

的频率为87.50%（35/40），明显高于内蒙古地区汉

族PTC患者。这种基因突变率的差异可能与碘摄

入量及遗传因素有关。Kim等[5]认为碘缺乏和碘过

量均是PTC患者BRAF基因突变发生的重要危险因

素。胡传祥等[6]也认为BRAF V600E突变的频率可

能与碘摄入水平有关。内蒙古地区蒙古族是传统

的游牧民族，具有独特的饮食文化，其饮食以肉类

和奶制品为主，肉类和奶制品的含碘量很高，这种

高碘饮食可能使蒙古族PTC患者具有较高的BRAF

V600E突变率，但还需要进一步研究证实。内蒙古

地区蒙古族患者与汉族患者相比具有较高的BRAF

V600E突变率还可能与遗传因素有关，但各种地理

和种族群体之间BRAF V600E突变水平的不同还有

待进一步深入研究鉴定。

近年来，学术界为揭示 BRAF V600E 突变与

PTC患者临床病理特征之间的关系进行了多项研

究，但研究结果差异性较大。例如李林平等[7]通过

多因素回归分析发现BRAF V600E突变与性别、肿

瘤直径、是否侵袭被膜，颈部淋巴结是否转移及

TNM分期有关，与年龄和病灶数无关。吴文年等[8]

研究发现BRAF V600E突变与淋巴结转移有关，与

患者年龄、性别、肿瘤直径、癌灶数目、是否合并桥

本氏甲状腺炎、临床肿瘤分期无关。而乔伟昌等[9]

通过对175例PTC患者进行研究发现BRAF V600E

突变的PTC患者较未突变的PTC患者肿瘤多灶性

的比例更大，且未发现BRAF V600E突变与PTC患

者肿瘤直径、包膜侵犯及淋巴结转移有关。本研究

回顾性分析了40例蒙古族患者BRAF V600E突变

与PTC临床病理特征之间的关系，结果显示，BRAF

V600E基因突变与是否合并桥本氏甲状腺炎、淋巴

结转移及被膜侵犯有关，而与患者的性别、年龄、肿

瘤直径、病灶数目、有无钙化无关。

研究表明，桥本氏甲状腺炎是PTC发生的独立

危险因素，患有桥本氏甲状腺炎的患者中PTC的发

病率更高，但 PTC 合并桥本氏甲状腺炎患者的

BRAF V600E 突变率更低、预后更好[10~12]。本研究发

现蒙古族PTC患者中未合并桥本氏甲状腺炎的患

者较合并桥本氏甲状腺炎的患者BRAF V600E突变

率高。这提示我们，对于未合并桥本氏甲状腺炎的

PTC患者，应密切监测其病情进展。

PTC的手术治疗包括甲状腺手术和区域淋巴结

清扫手术[13]，其中，区域淋巴结清扫手术方式包括中

央区淋巴结清扫和侧颈区淋巴结清扫[14]。但是，国

际上对于CN0 期 PTC 是否应预防性清扫颈侧区淋

巴结仍存在争议。美国甲状腺协会建议只对术前

或术中诊断为中央区淋巴结转移的PTC进行中央

区淋巴结清扫。而我国建议在术中有效保留甲状

旁腺和喉返神经的情况下，对PTC患者行病灶同侧

中央区淋巴结清扫术。本研究发现伴有淋巴结转

表2 蒙古族人群基本信息及临床病理特征

名称

性别

女

男

年龄

≥45

＜45

肿瘤直径

≤1

＞1

病灶数

单发

多发

钙化类型

无

有

合并桥本

无

有

淋巴结转移

无

有

被膜侵犯

无

有

V600E（%）

突变型

16（88.89）

19（86.36）

15（83.33）

20（90.91）

26（86.67）

9（90.00）

12（85.71）

23（88.46）

18（81.82）

17（94.44）

20（100.00）

15（50.00）

8（66.67）

27（96.43）

16（76.19）

19（100.00）

野生型

2（11.11）

3（13.64）

3（16.67）

2（9.09）

4（13.33）

1（10.00）

2（14.29）

3（11.54）

4（18.18）

1（5.56）

0（0.00）

15（50.00）

4（33.33）

1（3.57）

5（23.81）

0（0.00）

总计

18

22

18

22

30

10

14

26

22

18

20

30

12

28

21

19

χ2

0.058

0.519

0.076

0.063

1.443

5.714

6.803

5.170

P

1.000

0.642

0.076

1.000

0.355

0.047*

0.022*

0.049*

注：与对照组比较*P＜0.05，**P＜0.01
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移的蒙古族PTC患者更容易发生BRAF V600E突

变，因此，术前检测PTC是否发生BRAF V600E突变

可以为术中是否行预防性淋巴结清扫提供可靠指

导。多项研究还证实，PTC发生被膜侵犯或淋巴结

转移时，患者的复发率更高，预后更差，且更容易发

生 BRAF V600E 突变 [15~17] 。本研究也发现 BRAF

V600E突变与被膜侵犯的关系。因此，术前检测

BRAF V600E突变不仅可以为手术方案的制订提供

参考，还能更准确地评估患者的预后及复发风险。

这些发现对蒙古族甲状腺乳头状癌患者个体

化治疗方案的制订具有重要意义。但是本研究样

本量少，且为单中心回顾性研究，故存在一定的局

限性，实验结果的准确性需要大样本、多中心的前

瞻性研究进一步证实。
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