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  [摘要] 目的 探讨甲状腺结节穿刺物中 miRNA-221、miRNA-125的表达及意义。方法 2016年6月

至2018年8月收集青海大学附属医院肿瘤外科二科收治的138例经细针穿刺细胞学检查(FNAB)后仍不确定

良恶性的甲状腺结节患者,采用TaqMan荧光探针检测甲状腺结节穿刺物中 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p
的表达。所有患者进行甲状腺结节切除手术,明确病理学诊断。结果 138例甲状腺结节穿刺物中 miRNA-
221-3p、miRNA-125b-5p均有表达。miRNA-221-3p表达量良性组0.825,恶性组4.305;miRNA-125b-5p表达

量良性组1.085,恶性组2.690;恶性组表达量较良性组均明显上调(P<0.01)。检测 miRNA-221-3p、miRNA-
125b-5p诊断恶性甲状腺结节的临界值分别为1.445

 

0、1.845
 

0,miRNA-221-3p或 miRNA-125b-5p诊断恶性

甲状腺结节的灵敏度分别为0.864、0.750,特异度分别为0.745、0.777,miRNA-221-3p联合 miRNA-125b-5p
诊断恶性甲状腺结节的灵敏度为0.705,特异度为0.904。结论 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的检测有助

于评估甲状腺结节的良恶性。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

miRNA-221
 

and
 

miRNA-125
 

in
 

the
 

puncture
 

samples
 

of
 

thyroid
 

nodules.Methods One
 

hundred
 

and
 

thirty-eight
 

patients
 

with
 

thyroid
 

nodules
 

who
 

were
 

still
 

unclearly
 

diagnosed
 

by
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

biopsies
 

(FNAB)
 

in
 

the
 

second
 

department
 

of
 

on-
cology

 

surgery
 

of
 

the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Qinghai
 

University
 

from
 

June
 

2016
 

to
 

August
 

2018
 

were
 

collect-
ed,and

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miRNA-221-3p
 

and
 

miRNA-125b-5p
 

in
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

samples
 

of
 

thy-
roid

 

nodule
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

TaqMan
 

fluorescent
 

probe.All
 

patients
 

conducted
 

the
 

resection
 

op-
erations

 

of
 

thyroid
 

nodules
 

for
 

clearing
 

the
 

pathological
 

diagnosis.The
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

benign
 

group
 

(n=94)
 

and
 

malignant
 

groups
 

(n=44),and
 

the
 

statistical
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

using
 

the
 

Mann-
Whitney

 

test.Results Both
 

miRNA-221-3p
 

and
 

miRNA-125b-5p
 

in
 

fine
 

needle
 

aspiration
 

samples
 

were
 

ex-
pressed.The

 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-221-3p
 

was
 

0.825
 

in
 

the
 

benign
 

group
 

and
 

4.305
 

in
 

the
 

malignant
 

group,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-125b-5p
 

was
 

1.085
 

in
 

the
 

benign
 

group
 

and
 

2.690
 

in
 

the
 

malig-
nant

 

group.Compared
 

with
 

the
 

benign
 

group,the
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

malignant
 

group
 

were
 

significantly
 

up-regulated
 

(P<0.01).The
 

cut-off
 

values
 

by
 

testing
 

miRNA-221-3p
 

and
 

miRNA-125b-5p
 

to
 

diagnose
 

malig-
nant

 

thyroid
 

nodule
 

were
 

1.445
 

0
 

and
 

1.845
 

0
 

respectively.The
 

sensitivities
 

for
 

diagnosing
 

malignant
 

thyroid
 

nodule
 

simply
 

according
 

to
 

miRNA-221-3p
 

and
 

miRNA-125b-5p
 

were
 

0.864
 

and
 

0.750
 

respectively,the
 

speci-
ficity

 

were
 

0.745
 

and
 

0.777
 

respectively,while
 

the
 

sensitivity
 

and
 

the
 

specificity
 

of
 

miRNA-221-3p
 

combined
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with
 

miRNA-125b-5p
 

for
 

diagnosing
 

malignant
 

thyroid
 

nodule
 

were
 

0.705
 

and
 

0.904
 

respectively.Conclusion
 The

 

test
 

of
 

miRNA-221-3p
 

and
 

miRNA-125b-5p
 

is
 

helpful
 

for
 

evaluating
 

the
 

benign
 

or
 

malignant
 

nature
 

of
 

thyroid
 

nodules.
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  随着超声检查的普及和诊断技术的提高,甲状腺

结节成为最常见的内分泌疾病和临床难题[1-2]。如何

在术前快速、有效地明确甲状腺结节的良恶性困扰着

外科医生。细针穿刺细胞学检查(fine-needle
 

aspira-
tion

 

biopsy,FNAB)是术前评估甲状腺结节灵敏度、
特异度最高的方法[3-4],但仍有20%~30%的病例不

能明确诊断[5]。已有研究发现甲状腺癌组织中 miR-
NAs表达紊乱[6],本文选择FNAB后良恶性未能明

确的甲状腺结节患者,检测穿刺物中 miRNA-221、
miRNA-125的表达量,研究其与甲状腺结节良恶性

诊断的相关性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2016年6月至2018年8月青

海大学 附 属 医 院 肿 瘤 外 科 二 科 收 治 的 138 例 经

FNAB后良恶性不明确的甲状腺结节患者。入组标

准:(1)甲状腺结节经超声引导下FNAB提示甲状腺

细胞病理学Bethesda报告系统中Ⅲ类或Ⅳ类;(2)穿
刺物足够检测2种微小核糖核酸;(3)无其他肿瘤性

疾病;(4)全身麻醉下进行甲状腺结节切除手术;(5)
组织病理学资料及病历资料完整。排除标准:(1)凝
血功能障碍;(2)细胞学诊断考虑甲状腺细胞病理学

Bethesda报告系统中Ⅰ类、Ⅱ类、Ⅵ类;(3)伴有其他

肿瘤性疾病;(4)穿刺物不能满足检测2种微小核糖

核酸;(5)未进行手术,组织病理学资料不完整;(6)病
历资料不完整。
1.2 实验试剂与仪器 RNA保存溶剂Trizol(美国

Invitrogen公司,货号:15596026),总RNA提取试剂

盒 miRNeasy
 

Mini
 

Kit(德国 QIAGEN 公司,货号:
217004),反转录试剂盒 TaqMan

 

MicroRNA(美国

ABI公司,货号:4366596),荧光定量PCR扩增试剂

盒TaqManTM
 

Universal
 

Master
 

Mix
 

II,no
 

UNG(美
国ABI公司,货号:4440043),Mastercycler􀆿

 

ep
 

real-
plex型实时荧光定量 PCR 仪(德国 Eppendorf公

司),miRNAa定量扩增试剂盒TaqMan􀆿
 

MicroRNA
 

assays(美国ABI公司),无RNA酶、无DNA酶、无热

源的枪头、离心管等(美国Axygen公司)。
1.3 方法

1.3.1 穿刺物 2%利多卡因局部麻醉下进行穿刺

操作。在实时超声引导下采用细针(22~25G)进行甲

状腺结节穿刺,显示针尖在实性病灶内后重复提插数

次完成取材,每个结节穿刺2~3次。拔出穿刺针后,
立即将细针穿刺物涂于载玻片上制作薄层涂片2张,
固定,送细胞学检查。剩余穿刺物直接置入RNA保

存溶剂
 

Trizol中保存,放入-80
 

℃超低温冰箱保存。
1.3.2 检测 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的表

达 按照文献提供的标准方法对甲状腺结节穿刺物

进行RNA提取,反转录,每个样本均应用TaqMan荧

光探 针 检 测 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的 表

达量。
1.3.3 病理学诊断 在气管插管全身麻醉下施行手

术。患者仰卧、取颈部过伸位。先进行甲状腺结节切

除手术,根据术中冰冻病理诊断结果确定原发病灶手

术范围:单侧甲状腺腺叶次全切除术、单侧甲状腺腺

叶切除术或全甲状腺切除术。病理科医生将手术切

除的甲状腺结节制作成石蜡切片:包括取材、固定、脱
水、透明、浸蜡、包埋、切片、烤片和脱蜡、染色、封片等

步骤。两名副主任医师以上职称的病理科医师进行

诊断。其中良性甲状腺结节94例,恶性甲状腺结节

44例。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0

 

统计软件进行分

析。计量资料以中位数(四分位数间距)表示,采用

Mann-whitney秩和检验,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p在甲状腺结

节中的表达 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的表

达在恶性组中相对于良性组均明显上调,差异有统计

学意义(P<0.001),见表1。
表1  良恶性甲状腺结节中 miRNA-221-3p、miRNA-

   125b-5p的表达量[M(Q25,Q75)]

组别 n miRNA-221-3p miRNA-125b-5p

良性组 94 0.825(0.520,1.735) 1.085(0.570,1.793)

恶性组 44 4.305(1.985,8.365) 2.690(1.665,3.970)

Z -6.378 -5.542

P <0.001 <0.001

2.2 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p诊断恶性甲

状腺结节的灵敏度和特异度 miRNA-221-3p诊断恶

性甲状腺结节的CUT-OFF值为1.445
 

0,miRNA-
221-3p表达量低于1.445

 

0认为是良性结果,高于

1.445
 

0则认为是恶性结果,灵敏度为0.864,特异度

为0.745,约登指数为0.609,AUC为0.804,见表2、
图1。miRNA-125b-5p诊断恶性甲状腺结节的CUT-
OFF值 为 1.845

 

0,miRNA-125b-5p 表 达 量 低 于

1.845
 

0认为是良性结果,高于1.845
 

0则认为是恶

性结果,灵敏度为0.750,特异度为0.777,约登指数
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为0.527,AUC为0.763,见表3、图2。
表2  miRNA-221-3p诊断恶性甲状腺结节

   的灵敏度和特异度(n)

金标准
miRNA-221-3p

- +
合计

- 70 24 94

+ 6 38 44

合计 76 62 138
 

图1  miRNA-221-3p诊断恶性甲状腺结节的

ROC曲线

表3  miRNA-125b-5p诊断恶性甲状腺结节

   的灵敏度和特异度(n)

金标准
miRNA-125b-5p

- +
合计

- 73 21 94

+ 11 33 44

合计 84 54 138
 

图2  miRNA-125b-5p诊断恶性甲状腺结节的

ROC曲线

2.3 miRNA-221-3p联合miRNA-125b-5p诊断恶性

甲状腺结节的灵敏度和特异度 联合检测 miRNA-
221-3p、miRNA-125b-5p进行诊断,即 miRNA-221-
3p表达量高于1.445

 

0且 miRNA-125b-5p表达量高

于1.845
 

0,甲状腺结节为恶性。灵敏度为0.705,特
异度为0.904,约登指数为0.609,AUC为0.804,见
表4、图3。

表4  miRNA-221-3p联合 miRNA-125b-5p诊断恶性

   甲状腺结节的灵敏度和特异度(n)

金标准
miRNA-221-3p联合miRNA-125b-5p

- +
合计

- 85 9 94

+ 13 31 44

合计 98 40 138

图3  miRNA-221-3p联合 miRNA-125b-5p
诊断恶性甲状腺结节的ROC曲线

3 讨  论

FNAB是甲状腺结节术前最精准的病理诊断方

式,灵敏度89%~98%,特异度92%[7],用于术前鉴

别甲状腺结节的性质。诊断标准采用甲状腺细胞病

理学Bethesda报告系统。FNAB后仍有20%~30%
不能明确诊断。FNAB诊断不明确甲状腺结节是指

甲状腺细胞病理学Bethesda评分系统中Ⅲ类意义不

明确的细胞非典型性病变或意义不明确的滤泡性病

变及Ⅳ类滤泡性肿瘤或可疑滤泡性肿瘤。因存在恶

性风险,对于这部分甲状腺结节,临床医生均会建议

患者进行甲状腺结节切除手术。然而,手术切除的甲

状腺病变经组织病理学证实84%为良性[8]。因此,临
床需要新的诊断技术提高FNAB后良恶性诊断不明

确甲状腺结节的确诊率,从而减少未明确甲状腺结节

的良恶性而进行的诊断性甲状腺切除手术。高分辨

率超声能够确定甲状腺结节的囊实性质、个数、大小、
纵横比、硬度、包膜是否完整、有无血流信号及淋巴结

的状态。本文甲状腺结节FNAB在超声实时引导下

进行。对于囊实性甲状腺结节,依靠触诊引导进行的

穿刺检查不能准确刺入实性部分,获得的细胞数目

少,诊断价值不高;而超声引导下甲状腺结节FNAB
使穿刺目标更为准确,提高囊实性病变实性部分的取

材成功率,同时有利于穿刺过程中对重要组织结构的

保护、判断穿刺后有无血肿。与触摸甲状腺结节穿刺

相比,超声引导下能获得更好的代表性样本,诊断准
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确率高[9]。
近年来,采用细针穿刺获取物检测分子标记物进

行甲状腺结节诊断取得了很大进步。已有研究显

示[10-12],分析BRAF、RAS、TERT、TP53等基因的突

变可预 测 甲 状 腺 恶 性 病 变。但2015版 甲 状 腺 癌

ATA指南并未推荐用于细针穿刺后未能明确良恶性

的甲状腺结节患者[3]。miRNA是一类由19~25个

核 苷 酸 组 成 的 细 胞 内 源 性 表 达 的 非 编 码 小 分 子

RNA,广泛存在于脊椎动物、果蝇、线虫等各种生物

中,具有高度保守性。CASTAGNA等[13]分析了甲状

腺结节细针穿刺物中11种微小核糖核酸的表达,认
为 miRNA146b、miRNA-221、miRNA-222在恶性或

可疑恶性甲状腺结节中的表达高于良性甲状腺结节。
DETTMER等[14]应用 miRNA 芯片检测发现,在滤

泡状甲状腺癌(FTC)肿 瘤 组 织 中 miR-182/-183/-
221/-222/-125a-3p 的 表 达 增 加,miR542-5p/-574-
3p/-455/-199a

 

的表达下降。AGRETTI等[15]报道,
miR-30d、miR-125b、miR-26a、miR-30a5p

 

在未分化

甲状腺(ATC)组织中的表达明显低于正常对照甲状

腺组织,miR-146b、miR-221、miR-222
 

在
 

ATC
 

组织

中的表达明显高于多结节甲状腺肿组织,且
 

miR-221
 

和
 

miR-222
 

在石蜡包埋
 

PTCs、FTCs、ATCs
 

等甲状

腺肿瘤组织中明显高表达。因此,了解甲状腺癌中特

异性
 

miRNAs
 

表达谱的变化,有望应用于甲状腺癌

的诊断、高危人群的普查、
 

肿瘤预后评价、预测肿瘤转

移和复发。
本研究发 现,miRNA-221-3p良 性 组 表 达 量 为

0.825,恶性组表达量为4.305;
 

miRNA-125b-5p良性

组表达量为1.085,恶性组表达量为2.690。恶性组

中miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的表达量相对于

良性组均明显上调。miRNA-221-3p诊断的灵敏度

0.864,特异度0.745;miRNA-125b-5p诊断的灵敏度

0.750,特异度0.777;miRNA-221-3p联合 miRNA-
125b-5p诊断时灵敏度0.705,特异度0.904。这提示

甲状腺结节患者在FNAB后不能判定良恶性的情况

下,进一步检测 miRNA-221-3p、miRNA-125b-5p的

表达量有助于评估甲状腺结节的良恶性,减少不必要

的诊断性甲状腺手术,可以避免患者额外承受的病

痛,有利于减少医疗资源的浪费。
本研究的不足:(1)研究的微小核糖核酸的种类

少,增加种类是否有助于确定甲状腺结节的良恶性有

待于进一步研究;(2)细针穿刺物中 miRNA-221-3p、
miRNA-125b-5p检测与患者的病理学特征结合是否

能够进一步提高术前评估甲状腺结节的良恶性有待

于下一步研究;(3)研究病例数少,诊断甲状腺结节恶

性的阈值需进一步确定。
综上所述,在FNAB不能确定甲状腺结节的良恶

性时,进一步检测miRNA-221-3p、miRNA125b-5p的

表达量有助于临床医生评估甲状腺结节良恶性,减少

不必要的诊断性甲状腺手术。但 miRNA-221-3p、
miRNA-125b-5p的表达量达到多少阈值具有更佳的

灵敏度和特异度需要增大病例数进一步研究。
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本研究存在一定的局限性:(1)研究排除了有心

血管疾病、肾病及糖尿病史的患者,其普遍性及适用

性受到限制。(2)DASH 饮食采用非控制式干预,个
体差异较大,且膳食资料为患者口述或问卷调查,真
实性及准确性不足。(3)膳食干预持续时间较短,缺
乏DASH膳食对SUA长期影响的结论。(4)未研究

DASH膳食对痛风患者的影响,因此不能明确观察到

的亚组效应是否适应于痛风患者。后期将继续扩大

样本量,采用多中心随机对照交叉设计,在严格控制

基线水平及误差的基础上,多层次深入探讨 DASH
膳食对SUA的影响。
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