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甲状腺乳头状癌 ＳＴＲ基因座突变分析
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　 　 摘　 要　 目的　 应用显微切割技术探讨甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ，ＰＴＣ）常染色体ＳＴＲ基因
座的突变类型及突变规律，为ＰＴＣ肿瘤组织在法医学组织身源鉴定中的应用提供理论基础。方法 　 收集２０１１
年１月至８月济宁医学院附属医院４１例ＰＴＣ患者的甲状腺手术切除组织，制作冰冻切片，应用激光捕获显微切
割技术分离肿瘤细胞与肿瘤旁正常间质细胞，分别提取两种细胞的ＤＮＡ，采用华夏白金ＰＣＲ试剂盒及Ｇｏｌｄｅｎ
ｅｙｅ ２０Ａ试剂盒对上述样本进行ＰＣＲ扩增，扩增产物进行电泳和基因分型，最后对比分析肿瘤细胞与正常间质
细胞ＳＴＲ分型结果。结果　 ４１例标本中有１５例发生ＳＴＲ基因座突变（共计２２个），分别为：增加等位基因（１
个）、新等位基因的出现（７个）、杂合性完全丢失（３个）以及杂合性部分丢失（１１个）。ｖＷＡ、Ｄ１６Ｓ５３９、Ｄ８Ｓ１１７９、
Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ５Ｓ８１８、Ｄ１３Ｓ３１７、Ｄ１０Ｓ１２４８和Ｄ１Ｓ１６５６基因座均未发现突变。结论 　 ＰＴＣ肿瘤组织存在ＳＴＲ基因座
突变，在应用ＰＴＣ肿瘤组织的实际检案中需谨慎；本研究筛选出的８个未发生突变的ＳＴＲ基因座可作为ＰＴＣ肿
瘤组织身源鉴定的备选基因座。
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　 　 短串联重复序列（ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲ ）
是由２ ～ ６个核苷酸为单位重复串联形成的长度小
于４００ ｂｐ的基因片段，不同个体重复次数的差异
形成了ＳＴＲ基因座的高度遗传多态性［１２］。同时，
因其分布广泛、等位基因片段短、扩增及分型方法
简单易行等优点已成为目前国际法医学界最常用
的遗传标记［１］。

法医学鉴定工作中经常遇到一类特殊案件：活
检或手术切除的肿瘤组织成为唯一的参照样本。
然而突变是肿瘤的重要分子标志，ＳＴＲ基因座突变
使肿瘤组织的基因型不能很好地代表该肿瘤来源
个体的基因型，也使肿瘤组织参与的案件成为法医
学鉴定的难点。

甲状腺癌是最常见的内分泌系统恶性肿瘤，发
病率居全身恶性肿瘤第五位，已成为增长速度最快
的恶性肿瘤［３］。甲状腺乳头状癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙ ｔｈｙｒｏｉｄ
ｃａｎｃｅｒ，ＰＴＣ）是甲状腺癌最常见的病理亚型，约占
６０％ ～ ７０％ ［４６］。本文选区鲁西南这一ＰＴＣ高发
地区，应用显微切割技术分析ＰＴＣ肿瘤组织ＳＴＲ
基因座的突变类型及规律，认识ＰＴＣ肿瘤组织
ＳＴＲ基因座突变的客观存在，从而筛选出较为稳定
的ＳＴＲ基因座，以便于ＰＴＣ肿瘤组织这类特殊检
材在法医学鉴定工作中的应用。
１　 资料与方法
１． １　 一般资料

收集济宁医学院附属医院２０１１年１月至８月期
间经术后病理确诊ＰＴＣ且未经放化疗治疗的４１例
患者的甲状腺肿瘤组织。组织取材后置于－ ８０℃冰
箱冷冻保存。
１． ２　 仪器与试剂

ＣＭ１８５０型冰冻切片机（Ｌｅｉｃａ公司，德国）；激
光捕获显微切割系统（ＭＭＩ公司，瑞士）；９７００型
ＰＣＲ扩增仪（ＡＢ公司，美国）；ＡＢＩ３５００型遗传分
析仪（ＡＢ公司，美国）；ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒＩＤＸ分析软件
（ＡＢ公司，美国）；华夏白金ＰＣＲ试剂盒（ＡＢ公
司，美国）和Ｇｏｌｄｅｎｅｙｅ ＤＮＡ身份鉴定系统２０Ａ试

剂盒（基点认知公司，中国），除性别基因座外两试
剂盒共有１９ 个相同的ＳＴＲ基因座：Ｄ１９Ｓ４３３、
Ｄ５Ｓ８１８、Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ１８Ｓ５１、Ｄ３Ｓ１３５８、Ｄ１３Ｓ３１７、
Ｄ７Ｓ８２０、Ｄ１６Ｓ５３９、ＣＳＦ１ＰＯ、ｖＷＡ、Ｄ８Ｓ１１７９、ＴＰＯＸ、
ＴＨ０１、Ｄ２Ｓ１３３８、ＦＧＡ、Ｐｅｎｔａ Ｅ、Ｐｅｎｔａ Ｄ、Ｄ６Ｓ１０４３、
Ｄ１２Ｓ３９１。
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 组织切片染色和激光捕获显微切割　 将组
织标本８μｍ连续切冰冻切片４ ～ ６片贴附于ＭＭＩ
显微切割专用覆膜载玻片（ＭＭＩ公司，瑞士）上；将
载玻片置于丙酮中固定１ｍｉｎ后浸入苏木素染液染
核２ｍｉｎ，１％盐酸酒精分化、１％氨水反蓝；伊红染
色４０ｓ，每一步间用蒸馏水冲洗３０ｓ；经梯度酒精脱
水；入二甲苯中透明；通风橱晾干后立即进行显微
切割。在ＭＭＩ激光捕获显微切割系统视野中分别
切割收集肿瘤细胞及癌旁正常间质细胞约５ × １０４
个。
１． ３． ２　 ＳＴＲ扩增及分型检测　 Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取
ＰＴＣ肿瘤细胞和癌旁正常间质细胞的ＤＮＡ。采用
重复实验和两种试剂盒相互验证的方法扩增上述
所提取的ＤＮＡ，扩增体系和反应条件参照相关试
剂盒说明书进行。应用ＡＢＩ ３５００型自动遗传分析
仪对扩增产物进行电泳，然后使用ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ＩＤ
Ｘ分析软件进行ＳＴＲ分型。
１． ４　 统计学方法

应用ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡软件对２３个ＳＴＲ
基因座进行吻合度检验。采用计数法统计各种突
变类型的突变率，应用ＳＰＳＳ１７． ０统计软件进行统
计学分析，检验水准α ＝ ０． ０５。
２　 结果
２． １　 激光捕获显微切割ＰＴＣ细胞

Ａ、Ｂ分别是ＰＴＣ肿瘤细胞经显微切割前后的
对比图片（图１）。
２． ２　 ＳＴＲ分型结果验证

经验证，ＳＴＲ分型结果一致且正确。两试剂盒
中７个共有基因座的分型结果：Ｄ３Ｓ１３５８（１５、１６）、
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ｖＷＡ（１７、１８）、Ｄ１６Ｓ５３９（１３）、ＣＳＦ１ＰＯ（１０）、ＴＰＯＸ
（９、１１）、Ｄ１３Ｓ３１７（１１、１２）、Ｄ７Ｓ８２０（１１、１２）。

图１　 激光捕获显微切割ＰＴＣ患者组织样本（× ２００）
２． ３　 基因平衡（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ）吻合度验证结果

４１例患者各基因座基因型的观察值与期望值
无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５），符合Ｍｅｎｄｅｌ遗传规律。
见表１。

表１　 ＰＴＣ患者２３个ＳＴＲ基因座ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
吻合度测验分析表

基因座 χ２ Ｐ 基因座 χ２ Ｐ 基因座 χ２ Ｐ

ＣＳＦ１ＰＯ １． ６３４ ０． １９７ Ｄ７Ｓ８２０ ０． ００１ ０． ９７０ Ｄ１９Ｓ４３３ ３． ７８４ ０． ０７

Ｄ１Ｓ１６５６ ０． ８７９ ０． ３４８ Ｄ８Ｓ１１７９ ０． １６１ ０． ６８８ Ｄ２１Ｓ１１ １． ２１１ ０． ２７１

Ｄ２Ｓ４４１ ２． ０９２ ０． １３８ Ｄ１０Ｓ１２４８ ０． ００６ ０． ９３８ Ｄ２２Ｓ１０４５ ２． １９６ ０． １３８

Ｄ２Ｓ１３３８ ０． ００７ ０． ９３２ Ｄ１２Ｓ３９１ ０． ３６５ ０． ５４０ ＦＧＡ ０． ５８４ ０． ４４８

Ｄ３Ｓ１３５８ ０． １０２ ０． ７７９ Ｄ１３Ｓ３１７ ０． ００２ ０． ９６１ Ｐｅｎｔａ Ｄ ２． １３０ ０． １４４

Ｄ５Ｓ８１８ １． ７９６ ０． １８０ Ｄ１６Ｓ５３９ １． １８５ ０． ２７６ Ｐｅｎｔａ Ｅ ０． ００５ ０． ９４３

Ｄ６Ｓ１０４３ ０． １８６ ０． ７３３ Ｄ１８Ｓ５１ ２． １３３ ０． １４４ ＴＨ０１ ０． ２３９ ０． ６２５

ＴＰＯＸ ０． ６３６ ０． ４２５ ｖＷＡ ０． ３４５ ０． ５５７

２． ４　 ＳＴＲ突变类型
肿瘤细胞与癌旁正常间质细胞相比，出现了４

种ＳＴＲ突变类型：Ａａｄｄ、Ａｎｅｗ、ｐＬＯＨ、ＬＯＨ。见图２。

　 　 注：Ａａｄｄ，增加等位基因；Ａｎｅｗ，新等位基因；ｐＬＯＨ，部
分杂合性丢失；ＬＯＨ，完全杂合性丢失；Ｎ：正常细胞；Ｔ：肿
瘤细胞

图２　 ４种ＳＴＲ突变类型
２． ５　 ＰＴＣ肿瘤细胞的不同突变类型的检出率

４种突变类型中ｐＬＯＨ的检出率最高。见表
２。

表２　 ４种突变类型的突变检出率
突变类型 ＳＴＲ突变率（％） 　 ９５％ＣＩ
ｐＬＯＨ １１ （１． １７） １． ８６ ～ ０． ４８
ＬＯＨ ３ （０． ３２） ０． ６８ ～ － ０． ０４
Ａａｄｄ １ （０． １１） ０． ３２ ～ － ０． １０
Ａｎｅｗ ７ （０． ７４） １． ２９ ～ ０． １９
ＳＴＲＧＡ １１ （１． １７） １． ８６ ～ ０． ４８

　 　 注：ＳＴＲＧＡ包括ＬＯＨ，Ａａｄｄ，Ａｎｅｗ
２． ６　 ＰＴＣ肿瘤细胞ＳＴＲ突变类型在基因座上的
分布

Ｐｅｎｔａ Ｅ基因座ＭＳＩ检出率最高，ＣＳＦ１ＰＯ、
Ｐｅｎｔａ Ｅ基因座ＳＴＲＧＡ检出率最高，ｖＷＡ、Ｄ１６Ｓ５３９、
Ｄ８Ｓ１１７９、Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ５Ｓ８１８、Ｄ１３Ｓ３１７、Ｄ１０Ｓ１２４８和
Ｄ１Ｓ１６５６基因座均未发现突变。见表３。

表３　 ＳＴＲ突变类型在基因座上的分布
基因座 不同突变类型的检出率／ ％

ｐＬＯＨ ＬＯＨ Ａａｄｄ Ａｎｅｗ
ＭＳＩ

ＳＴＲＧＡ
／ ％

总突变
率／ ％

Ｄ３Ｓ１３５８ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４） ２ （４． ８８）
ｖＷＡ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ１６Ｓ５３９ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
ＣＳＦ１ＰＯ ０ （０． ００） １ （２． ４４） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） ２ （４． ８８） ２ （４． ８８）
ＴＰＯＸ ２ （４． ８８） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ２ （４． ８８）
Ｄ８Ｓ１１７９ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ２１Ｓ１１ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ１８Ｓ５１ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４）
Ｐｅｎｔａ Ｅ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ２ （４． ８８） ２ （４． ８８） ２ （４． ８８） ２ （４． ８８）
Ｄ２Ｓ４４１ ０ （０． ００） １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４）
Ｄ１９Ｓ４３３ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４）
ＴＨ０１ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４）
ＦＧＡ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４） ２ （４． ８８）
Ｄ２２Ｓ１０４５ １ （２． ４４） １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） ２ （４． ８８）
Ｄ５Ｓ８１８ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ１３Ｓ３１７ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ７Ｓ８２０ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４）
Ｄ６Ｓ１０４３ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４） ２ （４． ８８）
Ｄ１０Ｓ１２４８ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ１Ｓ１６５６ ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００）
Ｄ１２Ｓ３９１ ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４） ０ （０． ００） １ （２． ４４） １ （２． ４４） １ （２． ４４）
Ｄ２Ｓ１３３８ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４）
Ｐｅｎｔａ Ｄ １ （２． ４４） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） ０ （０． ００） １ （２． ４４）

３　 讨论
为保证突变结果的客观存在本研究对ＰＴＣ肿

瘤组织的来源进行了严格筛选，将已确诊为ＰＴＣ
且未经放化疗治疗作为纳入指标。由于一些研究
发现即使在癌前病变的组织中也可检测到ＬＯＨ的
发生［７８］，因此我们选取癌旁正常间质细胞作为对
照组，确保了对照组基因无突变；并且采用重复实
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验和两种试剂盒相互佐证、补充的方法，确保ＳＴＲ
分型结果准确性的同时，更全面获得了ＰＴＣ肿瘤
细胞ＳＴＲ基因座的突变情况。

肿瘤组织是一个复杂的整体，除肿瘤细胞外还
含有一些研究非必需的甚至会对研究结果造成影
响的细胞，如：间质细胞、炎细胞及淋巴细胞［９］。
因此，由整块肿瘤组织得出的实验结果重复性、可
靠性差，不能真实的反应肿瘤细胞自身的基因状
态［９１０］。本研究应用显微切割技术快速、准确的分
离出ＰＴＣ组织中的肿瘤细胞和癌旁正常间质细
胞，得到了均一的肿瘤研究个体，排除非肿瘤细胞
对基因研究的干扰，确保了实验结果的可靠性。

本研究发现了Ａａｄｄ、Ａｎｅｗ、ｐＬＯＨ及ＬＯＨ ４种
ＳＴＲ突变类型，与先前文献报道一致［１１１５］。本文结
果显示，ｐＬＯＨ的检出率最高，然而ｐＬＯＨ的发生
不改变ＳＴＲ基因座的分型，因此不影响法医学组
织身源鉴定结果的正确性。Ａａｄｄ和Ａｎｅｗ通称为微卫
星不稳定（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ），是由错配
修复基因缺陷所导致。ＬＯＨ是由引物结合区突变
或模板链卷曲所导致。ＭＳＩ与ＬＯＨ均可引起基因
型的改变（ＳＴＲＧＡ），这种改变会使组织身源鉴定结
果面临误判的风险，因此应用肿瘤标本作为ＤＮＡ
分型来源时应谨慎［１６１８］。Ｃｅｃｃａｒｄｉ等［１５］研究的６８
例原发肿瘤样本中１５个ＳＴＲ基因座均存在ＳＴＲＧＡ，
其中ｖＷＡ、ＦＧＡ和Ｄ１８Ｓ５１的检出率最高，分别为
１３ （１９． １％）、１３ （１９． １％）、１２ （１７． ６％）。本文结
果中ＴＲＧＡ在ＣＳＦ１ＰＯ、Ｐｅｎｔａ Ｅ基因座检出率最高，
ＭＳＩ在Ｐｅｎｔａ Ｅ基因座的发生率最高。在肿瘤细胞
中ＭＳＩ的总发生率为１９． ５２％，高于Ｌａｗｅｓ等［１９］报
道的所有类型甲状腺癌的ＭＳＩ发生率（８ ～ １０％），
这可能与我们选取ＰＴＣ高发地区，以及激光显微
切割“提纯”肿瘤细胞技术的应用有关。

本实验所研究的２１个基因座中有８个未发现
ＳＴＲ 突变，分别为ｖＷＡ、Ｄ１６Ｓ５３９、Ｄ８Ｓ１１７９、
Ｄ２１Ｓ１１、Ｄ５Ｓ８１８、Ｄ１３Ｓ３１７、Ｄ１０Ｓ１２４８和Ｄ１Ｓ１６５６，
其中６个基因座包含在美国联邦调查局所规定的
１３个必需基因座中，因此市面上多数ＳＴＲ复合扩
增试剂盒均适用于ＰＴＣ 肿瘤组织身源鉴定。
Ｚｈａｎｇ等［１６］在所研究的７５例肺癌组织中，发现２１
个基因座中仅Ｄ２Ｓ４４１和Ｐｅｎｔａ Ｅ基因座未发生突
变。Ｖａｕｈｋｏｎｅｎ等［１２］研究发现４１例胃肠道恶性肿
瘤组织样本中，１５个基因座仅有ＴＨ０１一个基因座
未发生ＳＴＲＧＡ。因此，相比于肺癌及胃肠道恶性肿

瘤，ＰＴＣ肿瘤组织的稳定性更高，肿瘤组织身源鉴
定的应用价值更大。

综上，本文阐述了ＰＴＣ肿瘤细胞中ＳＴＲ基因
座的突变类型和突变规律，同时筛选出了８个未发
生突变的ＳＴＲ基因座，为指导ＰＴＣ肿瘤组织在法
医鉴定工作中的应用提供理论依据。
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００４．

［１７］Ｐｅｌｏｓｏ Ｇ，Ｇｒｉｇｎａｎｉ Ｐ，Ｒｏｓｓｏ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｅｎｓｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＳＴＲ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｉｎ
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｇｒｅｓｓ Ｓｅｒｉｅｓ，２００３，１２３９ （２００３）：７１９
７２１． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ Ｓ０５３１５１３１（０２）００５００９．

［１８］Ｖａｕｈｋｏｎｅｎ Ｈ，Ｖａｕｈｋｏｎｅｎ Ｍ，Ｓｉｐｐｏｎｅｎ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａ
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＲｓ ｉｎ ａ Ｆｉｎｎｉｓｈ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｔｕｍｏｕｒｓ：ａ ｓｔｕｄｙ ｕｓｉｎｇ ｆｏｕｒ Ｘｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｍａｒｋｅｒｓ
（ＤＸＳ７４２３，ＤＸＳ８３７７，ＡＲＡ，ＤＸＳ１０１）［Ｊ］． Ａｎｎ Ｈｕｍ
Ｇｅｎｅｔ，２００４，６８（Ｐｔ ６）：５５５５６２． ＤＯＩ：１０． １０４６ ／ ｊ． １５２９
８８１７． ２００４． ００１３４． ｘ．

［１９］Ｌａｗｅｓ ＤＡ，ＳｅｎＧｕｐｔａ Ｓ，Ｂｏｕｌｏｓ ＰＢ． Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｏｒ
ｔａｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａ
ｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｓｐｏｒａｄｉｃ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｅｕｒ Ｊ Ｓｕｒｇ Ｏｎｃｏｌ，２００３，２９
（３）：２０１２１２．

（收稿日期　 ２０１９０４０９）
（本文编辑：甘慧敏）
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