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  摘 要:目的 探讨肿瘤蛋白P53(TP53)、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(BRAF)、配对盒基因8-过氧化物酶体

增殖物激活受体γ(Pax8-PPARγ)在甲状腺癌中的表达及疗效预测价值。方法 将2020年4月至2022年4月

该院收治的150例甲状腺癌患者纳入研究。检测患者甲状腺癌组织及癌旁组织中TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA的表达水平,分析其与临床病理因素的关系,基于受试者工作特征(ROC)曲线及决策曲线分析TP53、

BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平预测131I治疗效果的价值。结果 甲状腺癌组织中的 TP53、BRAF、

Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平高于癌旁组织(P<0.05)。甲状腺癌患者淋巴结转移、肿瘤最大径、包膜浸润与

TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平有关(P<0.05)。采用放射性131I清除术后残留的甲状腺组织(简

称清甲)失败患者组织TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平均高于清甲成功患者(P<0.05)。ROC曲

线分析显示,TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA联合预测甲状腺癌患者清甲失败的曲线下面积优于三者单独

预测(P<0.05)。决策曲线显示,三者联合预测甲状腺癌清甲失败发生的净收益率优于单一预测(P<0.05)。
结论 TP53、BRAF、Pax8-PPARγ在甲状腺癌组织中呈高表达,联合检测有助于预测131I治疗效果,为临床确

定合理治疗方案及时机提供参考。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

prognostic
 

value
 

of
 

tumor
 

protein
 

P53
 

(TP53),

serine/threonine
 

protein
 

kinase
 

(BRAF),paired
 

box
 

gene
 

8
 

antibody-peroxisome
 

proliferator-activated
 

recep-
tor

 

gamma
 

(Pax8-PPARγ)
 

in
 

thyroid
 

cancer.Methods A
 

total
 

of
 

150
 

patients
 

with
 

thyroid
 

cancer
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

April
 

2020
 

to
 

April
 

2022
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.The
 

expression
 

levels
 

of
 

TP53,BRAF
 

and
 

Pax8-PPARγ
 

mRNA
 

in
 

thyroid
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

detected,and
 

their
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

factors
 

was
 

analyzed.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

and
 

decision
 

curve
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

TP53,BRAF,Pax8-PPARγ
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

in
 

predicting
 

the
 

response
 

to
 

131I
 

treatment.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

TP53,BRAF,and
 

Pax8-PPARγ
 

mRNA
 

in
 

thyroid
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancerous
 

tissues
 

(P<0.05).Lymph
 

node
 

metastasis,maximum
 

tumor
 

diameter,and
 

peritumoral
 

infiltration
 

in
 

thyroid
 

cancer
 

patients
 

were
 

associated
 

with
 

TP53,BRAF,and
 

Pax8-PPARγ
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

TP53,BRAF,and
 

Pax8-PPARγ
 

mRNA
 

in
 

the
 

tissues
 

of
 

patients
 

who
 

failed
 

redioiodine
 

remnent
 

ablation
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

who
 

succeeded
 

(P<0.05).The
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

combination
 

of
 

TP53,BRAF,and
 

Pax8-
PPARγ

 

mRNA
 

predicted
 

the
 

failure
 

of
 

to
 

remove
 

the
 

residual
 

thyroid
 

tissues
 

after
 

redioiodine
 

remnent
 

abla-
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tion
 

using
 

radioactive
 

131I
 

in
 

thyroid
 

cancer
 

patients
 

with
 

larger
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

than
 

those
 

predicted
 

by
 

the
 

three
 

alone
 

(P<0.05).The
 

decision
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

net
 

return
 

rate
 

of
 

the
 

combined
 

prediction
 

of
 

the
 

three
 

factors
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

the
 

single
 

prediction
 

(P<0.05).Conclusion TP53,BRAF,and
 

Pax8-
PPARγ

 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

thyroid
 

cancer
 

tissue,and
 

the
 

combined
 

detection
 

can
 

help
 

predict
 

the
 

effect
 

of
 

131I
 

treatment
 

and
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

determination
 

of
 

reasonable
 

treatment
 

plan
 

and
 

time.
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  甲状腺癌平均年增长率约6.6%,现已跃居为发

病率升高最快的实体肿瘤[1]。手术联合131I是目前治

疗甲状腺癌重要手段,可有效延缓病情进展,但其疗

效具有较明显个体差异性,部分患者易出现复发、转
移,甚至死亡。基因突变、异位及甲基化可刺激肿瘤

相关信号通路,诱发甲状腺癌细胞癌变[2-3]。丝氨酸/
苏氨酸蛋白激酶(BRAF)可通过刺激BRAF/MEK/

ERK信号转导通路参与肿瘤形成,仅在甲状腺癌与

甲状腺癌起源的未分化癌中发生突变[4]。肿瘤蛋白

P53(TP53)突变影响细胞生长、凋亡、DNA修复,促
进肿瘤形成,在甲状腺癌发生、发展中扮演重要角

色[5]。配对盒基因8-过氧化物酶体增殖物激活受体γ
(Pax8-PPARγ)是配对盒基因编码区染色体2q13断

裂点与过氧化物酶体增殖物激活受体γ编码区3q13
断裂处融合形成新基因,在甲状腺良恶性结节中均有

表达,但关于其在甲状腺癌鉴别及疗效评估中研究报

道 较 少[6]。本 研 究 拟 分 析 TP53、BRAF、Pax8-
PPARγ在甲状腺癌中的表达及131I治疗中的价值,以
期为临床确定合理诊治方案提供参考,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 将2020年4月至2022年4月本院

收治的150例甲状腺癌患者纳入研究,男52例,女98
例,年龄20~65岁,平均(49.92±4.41)岁。纳入标

准:(1)符合甲状腺癌诊断标准[7],结合细胞病理学检

查证实为甲状腺乳头状癌(甲状腺恶性肿瘤中最常见

的病理类型);(2)行甲状腺癌根治术且于术后拟行首

次131I治疗。排除标准:(1)患其他恶性肿瘤;(2)有其

他甲状腺疾病;(3)有严重心脑血管疾病;(4)有凝血

功能障碍;(5)临床资料缺失。患者及家属均对本研

究知情同意并签署知情同意书。本研究经医院伦理

委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 组织TP53、BRAF、Pax8-PPARγ表达水平检

测 取甲状腺癌组织及癌旁组织约30
 

mg,采用Tr-
izol法提 取 总 RNA,反 转 录 为cDNA,采 用 SYBR

 

Green
 

Ⅰ染料行实时荧光定量PCR(qPCR)扩增反

应。TP53引 物 序 列 为 F:5'-TTGCCGTCCCAAG-
CAATGGATGA-3',R:5'-TCTGGGAAGGGACA

 

GAAGATGAC-3';扩增程序为95
 

℃
 

5
 

min,95
 

℃
 

30
 

s、53
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

30
 

s,共35个循环。BRAF引物

序列为F:5'-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA-
3',R:5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3';扩
增程序为95

 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

30
 

s、56
 

℃退火30
 

s、72
 

℃
 

45
 

s,共38个循环。Pax8-PPARγ引物序列为F:

5'-GTCCGGACTCAGATCTCGAGCTATGCCT-
CAACAACTCCATCAG-3', R:5'-GATCCCGGG

 

CCCGCGGTACCGTACAAGTCCTTGTAGATCTC
 

CTG-3';扩增程序为95
 

℃
 

10
 

min,94
 

℃
 

30
 

s、55
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

60
 

s
 

共30个循环。U6为内参基因,反转

录引物序列为5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGT-
CAT-3'。PCR 引 物 序 列 为 F:5'-GCTTCGGCAG-
CACATATACTAAAAT-3',R:5'-CGCTTC

 

AC-
GAATTTGCGTGTCAT-3'。采 用 2-ΔΔCt 法 计 算

TP53、BRAF、Pax8-PPARγ的相对表达水平。Trizol
试剂盒由美国Invitrogen公司提供。qPCR检测试剂

盒及TP53、BRAF、Pax8-PPARγ引物由广州复能基

因有限公司提供。7500荧光定量PCR仪由美国ABI
公司提供。

1.2.2 采用放射性131Ⅰ清除术后残留的正常甲状腺

组织(简称清甲) 治疗前,停服甲状腺激素、低碘饮

食4周,待促甲状腺激素(TSH)>30
 

μIU/mL接受首

次131I治疗。术后4周,口服131I(安盛科兴药业有限

公司,国药准字 H20057721),剂量(350~650)×1010
 

Bq,治疗7
 

d后服用左甲状腺素钠片(德国默克公司,
国药准字 H20090234),100

 

mg/d,结合血浆TSH调

整服药剂量,确保临床分期Ⅰ期患者TSH 始终低于

0.10
 

mol/L,Ⅱ、Ⅲ期患者 TSH 维持在0.05~0.10
 

mol/L。

1.2.3 首次清甲成功标准 首次131I治疗后1周进

行全身碘扫描及局部断层融合显像检查,无甲状腺残

留或放射性浓聚。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理。符合正态分布且方差齐的计量资料以x±s
表示,非正态分布数据经自然对数转换成正态分布的

计量资料,同一个体癌组织与癌旁组织的比较采用配

对t检验,两组间比较采用独立样本t检验,多组间比
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较用单因素方差分析,两两比较用SNK-q 检验。绘

制受试者工作特征(ROC)曲线分析各指标预测效能。
采用R4.1.0统计分析软件中的rmda软件包绘制决

策曲线,根据软件提示选取因变量和自变量,分析各

指标单一或联合在临床决策中应用价值。P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 甲 状 腺 癌 及 癌 旁 组 织 TP53、BRAF、Pax8-
PPARγ

 

mRNA 表 达 水 平 比 较  甲 状 腺 癌 组 织

TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平高于癌

旁组织,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 甲状腺癌患者临床病理因素与 TP53、BRAF、

Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平的关系 甲状腺癌患

者淋巴结转移、肿瘤最大径、包膜浸润均与 TP53、

BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA 表 达 水 平 有 关(P <
0.05)。见表2。

表1  甲状腺癌及癌旁组织TP53、BRAF、Pax8-

  PPARγ
 

mRNA相对表达水平比较(x±s)

组织类型 n TP53
 

mRNA BRAF
 

mRNA
Pax8-PPARγ

 

mRNA

甲状腺癌组织150 0.54±0.05 0.82±0.26 1.24±0.26

癌旁组织 150 0.30±0.03 0.12±0.04 0.76±0.08

t 52.511 32.590 21.611

P <0.001 <0.001 <0.001

表2  甲状腺癌患者临床病理因素与TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平的关系(x±s)

临床病理因素 n
TP53

 

mRNA

检测水平 t/F

BRAF
 

mRNA

检测水平 t/F

Pax8-PPARγ
 

mRNA

检测水平 t/F

性别 1.166 1.129 1.328

 男 52 0.55±0.05 0.85±0.21 1.17±0.22

 女 98 0.54±0.05 0.80±0.28 1.27±0.28

年龄(岁) 1.348 0.722 1.632

 <55 77 0.54±0.05 0.81±0.29 1.27±0.29

 ≥55 73 0.55±0.04 0.84±0.21 1.20±0.23

肿瘤最大径(cm) 9.818** 5.728** 28.138**

 <4 102 0.52±0.03 0.69±0.18 1.09±0.16

 ≥4 48 0.59±0.03 1.09±0.16 1.54±0.15

淋巴结转移 13.331** 13.141** 16.387**

 有 50 0.59±0.03 1.09±0.18 1.52±0.16

 无 100 0.52±0.03 0.69±0.18 1.09±0.17

临床分期 173.295** 182.503** 297.164**

 Ⅰ期 48 0.49±0.03 0.56±0.16 0.95±0.12

 Ⅱ期 75 0.55±0.02 0.86±0.11 1.27±0.10

 Ⅲ期 27 0.60±0.03 1.18±0.16 1.64±0.16

包膜浸润 13.537** 13.041** 16.291**

 是 51 0.59±0.03 1.08±0.16 1.53±0.15

 否 99 0.52±0.03 0.69±0.18 1.09±0.16

  注:**表示P<0.001。

2.3 清 甲 成 功 和 失 败 患 者 TP53、BRAF、Pax8-
PPARγ

 

mRNA表达水平比较 甲状腺癌患者经首

次131I治疗后,61例清甲失败,89例清甲成功。清甲

失败患者组织TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表

达水平均高于清甲成功患者(P<0.05)。见表3。

2.4 ROC曲线分析 将甲状腺癌患者131I治疗的效

果作为状态变量(1=清甲失败,0=清甲成功),组织

TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平作为检

验变量,绘制 ROC曲线,结果显示 TP53
 

mRNA、

BRAF
 

mRNA、Pax8-PPARγ
 

mRNA、三者联合预测

甲状腺癌患者清甲失败的 AUC分别为0.726(95%
CI:0.647~0.796)、0.822(95%CI:0.752~0.880)、

0.743(95%CI:0.666~0.811)、0.916(95%CI:

0.860~0.955),其中三者联合的预测价值最高(P<
0.05)。见图1。

2.5 决策曲线分析 以净收益率为纵坐标,高风险

阈值为横坐标,绘制决策曲线,当高风险阈值为0.2~
0.9时,三者联合预测甲状腺癌清甲失败的净收益率
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优于 TP53、BRAF、Pax8-PPARγ(P <0.05)。见

图2。
表3  清甲成功和失败患者组织TP53、BRAF、Pax8-

   PPARγ
 

mRNA相对表达水平比较(x±s)

治疗效果 n TP53
 

mRNA BRAF
 

mRNA
Pax8-PPARγ

 

mRNA

清甲失败 61 0.58±0.02 1.05±0.16 1.48±0.17

清甲成功 89 0.51±0.03 0.66±0.17 1.06±0.18

t 15.948 14.133 14.355

P <0.001 <0.001 <0.001

图1  TP53
 

mRNA、BRAF
 

mRNA、Pax8-PPARγ
 

mRNA单独及联合预测甲状腺癌患者清甲

失败的ROC曲线

图2  决策曲线

3 讨  论

  甲状腺肿瘤分子病理学研究取得较大进展,多分

子联合检测可在超声引导下细针穿刺细胞学基础上

准确划分结节恶性风险,提高甲状腺癌诊断效能,有
助于患者预后的改善。Pax8-PPARγ、BRAF、TP53
均为甲状腺肿瘤分子病理学研究的热点分子,但上述

分子与甲状腺癌疗效的关系研究较少。

Pax8-PPARγ是配对盒基因8(Pax8)与过氧化物

酶体增殖物激活受体γ(PPARγ)基因重排融合结果,
其中Pax8可通过调控甲状腺球蛋白、甲状腺过氧化

物酶表达促进甲状腺细胞分化。PPARγ可调控细胞

增殖分化、促细胞凋亡及肿瘤形成,在甲状腺细胞生

长、分化、转录过程中发挥关键作用。尽管目前已有

Pax8-PPARγ在甲状腺癌中的研究[8],但关于其致癌

作用机制尚未完全阐明,本研究发现甲状腺癌组织中

Pax8-PPARγ
 

mRNA表达水平高于癌旁组织,Pax8-
PPARγ可抑制PPARγ被噻唑烷二酮激活,参与细胞

周期调控,增强细胞增殖能力,干扰细胞正常分化,抑
制甲 状 腺 特 异 性 基 因 表 达[9]。本 研 究 发 现 Pax8-
PPARγ与淋巴结转移、肿瘤最大径、包膜浸润有关,
说明该融合基因表达的患者甲状腺癌恶性程度高,更
易出现淋巴结转移、包膜浸润,但上述结果与陈庆毫

等[10]的研究结果存在一定差异,考虑与患者异质性、
病例数量较少有关,具体原因及机制有待后续研究。
既往研究显示,Pax8过表达可抑制甲状腺癌细胞增

殖,促进钠/碘转运(NIS)蛋白表达,增强摄碘能力,改
善其预后[11]。然而本研究结果显示,清甲失败患者

Pax8-PPARγ表达水平高于清甲成功患者,与上述观

点相悖,推测 原 因:Pax8-PPARγ融 合 基 因 可 影 响

Pax8、PPARγ功能,随着其表达增加,可促进肿瘤细

胞增殖分化,抑制NIS蛋白表达,降低摄碘能力及131I
治疗效果。ROC曲线分析显示,Pax8-PPARγ预测甲

状腺癌清甲失败 AUC为0.743,说明Pax8-PPARγ
或许不能作为临床实际工作中的单一预测因子,建议

与其他指标联合应用。

BRAF属于特异性较强甲状腺癌基因,BRAF基

因突变是甲状腺癌常见基因突变,以第15位外显子

上单个碱基因错义突变为主,可引起翻译蛋白600位

密码子所对应的缬氨酸由谷氨酸代替,生成活化蛋白

激酶,促进甲状腺癌发病[12-13]。动物实验表明,BRAF
基因突变可介导小鼠甲状腺细胞转化,诱发甲状腺

癌[14]。本研究结果显示,甲状腺癌组织BRAF
 

mR-
NA表达水平高于癌旁组织,而且与淋巴结转移、肿瘤

最大径、包膜浸润密切有关,表明BRAF参与甲状腺

癌发生、发展,其过表达可增加酶活性,刺激下游信号

通路,促使肿瘤细胞过度增殖、分化,最终导致肿瘤癌

变[15]。本研究还发现,清甲失败患者BRAF
 

mRNA
水平高于清甲成功患者,其预测甲状腺癌患者清甲失

败的AUC为0.822,可为临床学者评估甲状腺癌131I
治疗效果提供有利参考依据,有助于后续治疗方案的

调整。

TP53突变是指该基因第72位密码存在G/C多

态性。既往的研究探讨了TP53基因突变与甲状腺癌

关系,但研究结果极具争议性,有学者认为TP53基因

突变与甲状腺癌无关[16],有学者则认为 TP53基因

Arg72Pro位点突变与甲状腺癌密切相关[17],特别是
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在亚洲人群中。在此背景下,本研究分析了TP53在

甲状腺癌患者中的表达,发现甲状腺癌组织 TP53
 

mRNA表达水平高于癌旁组织,其表达水平与包膜浸

润、肿瘤最大径等有关。分析原因:TP53基因突变可

刺激 Wnt-5α信号转导通路,引起细胞增殖特征性变

化,进而出现增殖失控,促进肿瘤发生、发展,积极有

效治疗显得十分重要[18]。有研究表明,甲状腺癌患者

预后大多良好,但仍有10%~15%患者复发,约5%
患者对131I治疗无反应,最终死亡[19]。本研究探讨了

TP53与甲状腺癌131I治疗效果关系,发现TP53
 

mR-
NA预测甲状腺癌患者清甲失败的AUC仅为0.726,
可见TP53单独预测甲状腺癌131I治疗效果的价值

有限。
由于TP53、BRAF、Pax8-PPARγ

 

mRAN单独预

测甲状腺癌131I疗效的价值不高,本研究采用三者联

合预测甲状腺癌患者清甲失败的价值,AUC高达

0.916,接近于1,提示三者联合预测效能好,可为本病

疗效评估提供参考。然而ROC曲线着重关注各检测

指标的灵敏度、特异度,针对低灵敏度、高特异度指

标,虽具有较大AUC,但在早期筛查中可能会出现假

阴性,无法直接代表临床患者受益[20-21]。因此,本研

究引入决策曲线,发现三者联合预测甲状腺癌清甲失

败发生的净收益率优于单独预测,后续治疗中可通过

检测TP53、BRAF、Pax8-PPARγ
 

mRAN表达来预测

清甲失败风险,结合具体情况加强治疗强度,提高131I
治疗效果。

综上所述,TP53、BRAF、Pax8-PPARγ在甲状腺

癌组织中呈高表达,联合检测有助于预测131I治疗效

果,为临床确定合理治疗方案及时机提供参考。受限

于临床实际,本研究病例源自同一家医院,病例数少,
同时三者均突变是否会造成更差预后尚不得知,日后

仍需开展多中心、大样本的前瞻性研究。
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的不良围生结局发生率有一定作用。建议对孕前

BMI≥28.0
 

kg/m2、患有GDM 的高危型孕妇进行重

点监测以降低高危型孕妇发生不良围生结局的风险。
综上所述,高危型孕妇血清sFkn、CXCL12水平

与GDM的发生密切相关,并且对高危型孕妇者围生

结局具有一定预测价值,而且两者联合预测的效能更

高。本研究也存在不足之处,例如研究样本来自单中

心,不具备全面性。为了更好地评估本研究的结论,
还需要扩大样本量,采用多中心研究,延长时间。
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