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安徽省皖南地区甲状腺乳头状癌患者

BRAF 和 K鄄ras 基因突变的调查

沈丽娟1,吴平平2,钟芳芳1,倪摇 勇3,王朝圣4,孙雪松3

[摘要]目的:调查安徽省皖南地区甲状腺乳头状癌(PTC)的主要基因突变。 方法:收集 PTC 石蜡包埋组织 33 例,进行 DNA
提取,聚合酶链反应法扩增和基因测序检测鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B1 基因(BRAF)中的缬氨酸(V)被谷氨酸(E)替
代(V600E)和 K鄄ras 基因的 12 和 13 密码子基因突变。 所有患者术前均采用发光免疫法检测血清总三碘甲状腺原氨酸、游离

三碘甲状腺原氨酸、总四碘甲状腺原氨酸、游离四碘甲状腺原氨酸和促甲状腺激素。 结果:33 例样本中有 13 例检测出 BRAF
基因 V600E 突变,突变率 39. 4% ;而 K鄄ras 基因的 12 和 13 密码子没有发现突变;BRAF 基因 V600E 突变与患者性别、年龄和

肿瘤直径无关;BRAF 基因突变患者血清总三碘甲状腺原氨酸、游离三碘甲状腺原氨酸和促甲状腺激素水平均低于基因非突

变患者(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),基因突变患者血清游离四碘甲状腺原氨酸水平明显高于非突变患者(P < 0. 01),而两者总四碘

甲状腺原氨酸水平差异无统计学意义(P > 0. 05)。 结论:BRAF 基因 V600E 突变是皖南地区 PTC 患者的高发基因突变。
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[Abstract] Objective:To investigate the major mutations in patients with papillary thyroid carcinoma at Wannan region of Anhui.
Methods:Thirty鄄three paraffin鄄embedded samples were collected. After extraction of DNA,the glutamate replaced valine(V600E) of v鄄
raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1(BRAF) gene,and the mutations in 12 and 13 codon of K鄄ras gene were detected using
polymerase chain reaction and gene sequencing. Serum total triiodothyronine, free triiodothyronine, total tetraiodothyronine, free
tetraiodothyronine and thyroid stimulating hormone of all the cases were measured by luminescentimmunoassay before operation.
Results:V600E mutation of BRAF was detected in 13 of the 33 cases(39. 4% );Meanwhile,no mutation in 12 and 13 codon of K鄄ras
gene was detected. There was no significant association between V600E mutations of BRAF and the gender,age or diameter of the
tumor. The levels of serum triiodothyronine,free triiodothyronine and thyroid stimulating hormone in patients with V600E mutation of
BRAF were significantly lower than those in patients without V600E mutation of BRAF(P < 0. 05 to P < 0. 01). The levels of serum free
tetraiodothyronine in patients with V600E mutation of BRAF were significantly higher than those in patients without V600E mutation of
BRAF(P < 0. 01); the level of serum total tetraiodothyronine had no significant difference between the two groups (P > 0. 05).
Conclusions:V600E mutation of BRAF gene is the major mutation in papillary thyroid carcinoma patients at Wannan region of Anhui
[Key words] papillary thyroid carcinoma;mutation;v鄄raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1;K鄄ras gene

摇 摇 甲状腺癌是最常见的内分泌系统恶性肿瘤,占
头颈部肿瘤的首位,其中甲状腺乳头状癌(papillary
thyroid carcinoma, PTC) 最为常见, 约占 80% [1]。
PTC 患者的 5 年生存率较高,但临床研究[2] 表明

10 年后的复发率约为 15% ,是 PTC 患者死亡的主

要原因。 有研究[3] 认为,PTC 的发生、发展、肿瘤转

移以及复发与相关基因突变存在密切的关联。 因此

相关肿瘤基因突变的研究已经成为目前 PTC 研究

的热点。 相关研究[4 - 6] 已经初步揭示了 PTC 患者

可能发生的基因突变,例如鼠类肉瘤滤过性毒菌致

癌同源体 B1(BRAF)基因点突变、RET 原癌基因重

排、PAX8 / PPAP 重排和 K鄄ras(KRAS)基因点突变

等。 其中,BRAF 基因中的缬氨酸(V)被谷氨酸(E)

398蚌埠医学院学报 2014 年 7 月第 39 卷第 7 期



替代( V600E) 突变最为常见, KRAS 的 12、13 和

61 密码子的突变频率也较高[7]。 本次研究旨在调

查安徽省皖南地区的病例,积累当地 PTC 的基因突

变记录,同时探讨 PTC 患者临床指标与基因突变之

间可能的相关性。

1摇 材料与方法

1. 1摇 标本来源 摇 收集 2012 年安徽省芜湖市中医

院,芜湖市第二人民医院 PTC 石蜡包埋组织 33 例,
其中男 5 例,女 28 例,年龄 26 ~ 81 岁。
1. 2摇 主要仪器和试剂摇
1. 2. 1摇 试剂摇 引物由南京金斯瑞生物科技有限公

司合成,DreamTaq Master Mix 购自 Fermentas,DNA
marker 购自南京金斯瑞生物科技有限公司。 其它试

剂和溶剂均为分析纯。
1. 2. 2摇 仪器摇 ABI7500 型聚合酶链反应(PCR)仪;
净化工作台(苏州净化设备有限公司);高速冷冻离

心机 ( Sigma 1 ~ 14K);三恒电泳仪 (上海博彩生

物)。
1. 3 摇 引物设计 摇 BRAF 基因引物根据序列 NG_
007873. 2(GenBank ID)设计,KRAS 基因引物根据

序列 NG_007524. 1 设计,设计时以 Primer Premier 5
软件评估引物的解链温度等参数。 引物序列见

表 1。

表 1摇 PCR 引物序列

引物名称 序列
长度 /
bp

Tm 值 /
益

目的

片段 / bp

BDCDBR鄄F
BDCDBR鄄R

CTC TTC ATA ATG CTT GCT CTG ATA GGA
GAC AAC TGT TCA AAC TGA TGG GAC C

27
25

63. 0
63. 8

167

BDCDKR鄄F
BDCDKR鄄R

AGG TAC TGG TGG AGT ATT TGA TAG TGT
CCT CTA TTG TTG GAT CAT ATT CGT C

27
25

59. 4
59. 3

209

1. 4摇 基因突变检测摇
1. 4. 1 摇 石蜡组织 DNA 提取 摇 取石蜡组织切片

15 张,加 1 ml 二甲苯,37 益作用 3 h,10 000 r / min
离心 3 min,倾去二甲苯。 重复 3 次。 梯度乙醇水

化,先 100%乙醇 1 ml,室温 30 min,10 000 r / min 离

心 3 min,去上清液;再依次使用 95% 、75% 、50%乙

醇水化。 用 1 伊 SSC 500 滋l 洗涤沉淀,12 000 r / min
离心 3 min。 干燥沉淀后加石蜡消化液 400 滋l,
20 mg / ml的 Proteinase K 20 滋l,混匀,55 益 消化

120 h。 98 益煮沸 10 min,灭活 Proteinase K,置冰上

迅速冷却,10 000 r / min 离心 5 min。 取上清液加等

量的酚 -氯仿,颠倒混匀成乳白色,14 000 r / min 离

心 10 min。 取上清液,加 2 倍体积冰无水乙醇及

1 / 10的乙酸钠 ( pH 5. 2),颠倒混匀。 置 - 20 益
30 min,14 000 r / min 离心 10 min,弃上清液。 沉淀

用 1 ml 70%的乙醇洗涤,14 000 r / min 离心 5 min,
自然干燥沉淀,最后加 20 滋l TE 溶解 DNA。
1. 4. 2 摇 PCR 检测 摇 PCR 反应体系如下:DreamTaq
Master Mix(2 伊 )25 滋l,Primer(F + R,10 滋mol)1 滋l,
DNA 模板 1 滋l,加水补足 50 滋l。 反应条件:预变性

95 益 3 min;变性 95 益 15 s,退火 55 益 30 s,延伸

72 益 31 s,35 个循环;最后 72 益延伸 10 min。 PCR
完成后取 2 滋l 产物于 2 %的琼脂糖凝胶电泳,90 V
30 min,观察并记录结果。
1. 4. 3摇 测序摇 PCR 产物由南京金斯瑞生物科技有

限公司进行纯化和测序,测序引物分别为 BDCDBR鄄
F 和 BDCDKR鄄F。
1. 5摇 观察指标摇 观察 PTC 患者 PCR 扩增情况,基
因突变检测结果和 BRAF 基因突变与血清总三碘甲

状腺原氨酸(TT3)、总四碘甲状腺原氨酸(TT4)、游
离三碘甲状腺原氨酸(FT3)、游离四碘甲状腺原氨

酸(FT4)和促甲状腺激素(TSH)水平的关系。
1. 6摇 统计学方法摇 采用 t(或 t忆)检验和四格表确切

概率法。

2摇 结果

2. 1摇 PCR 扩增结果摇 BRAF 和 KRAS 的 PCR 扩增

结果见图 1、2,获得靶片段。
2. 2摇 基因突变检测结果摇 33 例 PTC 患者样本中检

出 13 例 BRAF 的 1799T > A,即 V600E,突变频率为

39. 4% ,其中 5 例男性患者 2 例突变,女性患者突变

率为 39. 3% ,差异无统计学意义(P > 0. 05)。 BRAF
基因在肿瘤直径臆1 cm 的 PTC 患者中突变率为

20. 0% ,直径 > 1 cm 者为 47. 8% 。 年龄臆45 岁的

PTC 患者中 BRAF 基因突变率为 42. 1% , > 45 岁患

者为 35. 7% ,差异均无统计学意义(P > 0. 05) (见
表 2)。 突变的测序图谱见图 3。 33 例样本中未检

测到 KRAS 基因 12 和 13 密码子突变。
2. 3摇 PTC 患者 BRAF 基因突变与血清 TT3、TT4、
FT3、FT4 和 TSH 水平的关系 摇 在 33 例 PTC 患者

中,BRAF 基因突变患者血清 TT3、FT3 和 TSH 水平

均低于基因非突变患者(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),基因

突变患者血清 FT4 水平明显高于非突变患者(P <
0. 01),而两者 TT4 水平差异无统计学意义 (P >
0. 05)(见表 3)。
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表 2摇 PTC 患者临床指标与 BRAF 基因突变的关系(n)

临床指标 n BRAF V600E 突变率 / % P

性别

摇 男

摇 女

5
28

2
11

2 / 5
39. 3

1. 000

年龄 / 岁
摇 臆45
摇 > 45

19
14

8
5

42. 1
35. 7

0. 736

肿瘤直径 / cm
摇 臆1
摇 > 1

10
23

2
11

20. 0
47. 8

0. 246

摇 表 3 摇 PTC 患者中 BRAF 基因突变与血清 TT3、TT4 和

FT3、FT4、TSH 的关系(x 依 s)

BRAF 基因 n
TT3 /

(ng / ml)
TT4 /

(ng / ml)
FT3 /

(pg / ml)
FT4 /

(pg / ml)
TSH/

(mIU / ml )

突变 13 1. 73 依 0. 16 105. 87 依 6. 11 4. 58 依 0. 18 12. 46 依 0. 47 2. 11 依 0. 12

未突变 20 1. 91 依 0. 07 103. 65 依 4. 18 4. 72 依 0. 16 11. 71 依 0. 67 3. 36 依 0. 46

t — 3. 83* 1. 24 2. 34 3. 51 11. 56*

P — <0. 01 > 0. 05 < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 *示 t忆 值

3摇 讨论

摇 摇 甲状腺癌起源于滤泡细胞,PTC 是其最常见的

类型,PTC 的发生与丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)
通路密切相关。 MAPK 信号通路包括 ERK( p42 /
p44 MAPK)、SAPK / JNK、p38 MAPK 及 ERK5。 上述

通路可通过调节多种不同的基因和其他辅助调节基

因启动子的主要调节元件,调控细胞生长、发育和细

胞间的功能同步等多种生理及病理过程,在通路异

常激活时可致肿瘤发生。
近年研究[10]发现,甲状腺癌的发生包含了一系

列高发的遗传学事件:RET 基因重排与 PTC 密切相

关;抑癌基因 p53 的失活与甲状腺癌有关;原癌基因

erbB鄄2 基因突变也可在甲状腺癌组织中检测到。
BRAF 基因为 RAF 家族成员,位于 7 号染色体,含
18 个外显子,是 RET 和 RAS 的下游信号分子,是编

码 B 型有丝分裂原激活的蛋白激酶依赖性激酶的

激酶。 有研究[8]证明,BRAF 基因第 15 位外显子上

的 1799T > A 突变导致 BRAF 中的 V600E,进而持

续激活 BRAF 激酶,造成 MAPK 通路持续活化,细胞

无限制分裂、增殖,进而形成肿瘤。
本研究对 33 例 PTC 患者的癌组织进行了基因

突变检测,其中 13 例发现了 BRAF 的 V600E,突变

率为 39. 4% ,与文献[3] 报道较为一致。 我们发现

BRAF V600E 在 PTC 患者的性别、年龄、肿瘤的大小

间差异均无统计学意义(P > 0. 05)。 有学者[9] 分

析,PTC 肿瘤的大小可能与 BRAF 的 V600E 有关,
肿瘤体积大的患者预后较差。 我们认为本研究中患

者样本数量相对不充分可能是造成上述研究结果差

异的主要原因。 本研究还发现 BRAF V600E 突变

PTC 患者血清 TT3、FT3、FT4 和 TSH 水平与未突变

者差异均有统计学意义(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),而两

者血清 TT4 水平差异无统计学意义(P > 0. 05)。 我

们认为 BRAF V600E 突变可能是引起滤泡细胞分泌

改变的原因之一。 高水平 TSH 的长期刺激是 PTC
的诱因之一,但是 BRAF 突变阳性患者的血清 TSH
水平显著低于未突变的患者,提示 BRAF 突变是比

TSH 更强的 PTC 诱发因素。
KRAS 基因突变在 PTC 中也较为常见,主要集

中于 12、13 和 61 密码子,但是不同学者的研究结果

差异较大,Goutas 等[10]分析了希腊人群 PTC 的基因

突变,证明 KRAS 的 12 密码子突变率为 54. 5% ,而
Fukushima 等[11]仅在滤泡状甲状腺癌组织中发现

KRAS 存在 Q61R 突变,在 PTC 中未发现 KRAS 突
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变。 在我们研究中也没有发现 KRAS 的 12、13 密码

子突变,与 Fukushima 等[11]研究结果近似,提示 PTC
中 KRAS 的突变在不同人种或者地域间存在差异,
需要更多的研究来证明。

PTC 的 BRAF 基因突变与甲状腺过氧化酶和

Na + / I鄄同向转运体基因的低表达有关,对 BRAF 突

变基因型的 PTC 患者术后行131 I 放射性辅助治疗可

能无效。 因此,检测 BRAF 基因突变对于 PTC 患者

的治疗具有重要的指导意义。
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