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术中组织印片细胞DNA倍体分析在甲状腺疾病

中的诊断意义
：l：
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[摘要] 目的探讨术中组织印片细胞DNA倍体分析对甲状腺疾病良恶性的诊断价值，提高术中快速诊断的准

确率。方法对549例甲状腺术中冷冻标本进行术中组织印片细胞DNA倍体分析及冷冻切片诊断，并与术后常

规石蜡切片诊断、免疫组化及BRAF V600E基因突变检测结果进行比较。结果549例甲状腺术中冷冻切片确诊

536例，确诊率97．6％；术中组织印片细胞DNA倍体分析确诊543例，准确率98．9％；二者联合确诊545例，确诊

率99．3％。结论将冷冻切片联合组织印片细胞DNA倍体分析应用于甲状腺疾病手术中快速病理检查，能减少

误诊，提高快速诊断的准确率。
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Abstract： 0bj∞廿Ve To jnvesligate lhe diagllosis value of DM气ploidy analysjs of jntra叩erafive fhyrojd tjssue fouch

preparation，and to impmve the accuracy of the mpidly intraoperative diagnosis“the thyroid lesions．Methods 549

cases of the thyIDid lesions were detected by touch preparation cytology and f如zen section during operation，and the results

were compared with the postoperative histopathologic diagnosis， immune phenotype and the status of BRAF V600E gene

mutation．1tesults 536 cases were diagnosed pmperly with frozen section(536／549，97．6％)，543 were diagnosed

exactly with DNA ploidy analysis of intmoperative thyroid tissue on touch pIeparation cytology(543／549，98．9％)，and

545 cases were diagnosed properly by combination of touch preparation and frozen section (545／549， 99．3％)．

Conchlsion Both DNA ploidy analysis of touch preparation cytology and ftozen section applied during opeIation can

increase the accuracy of r印idly intraoperative diagnosis for the thyroid lesions．

Key words：Thymid lesions；Intraoperative pathologic diagnosis；DNA ploidy analysis

术中快速冷冻病理检查是目前手术中病理诊断

最快的一种方法，术中快速冷冻病理诊断结果是临

床医生明确肿瘤的良、恶性或交界性的依据。甲状

腺疾病在内分泌系统中较为常见，在时间较短的术

中冷冻中，有些甲状腺标本无论是在临床上、大体

上、还是在显微镜下均较难确定其良、恶性。恶性肿

瘤细胞的DNA倍体往往是非整倍体，通过全自动细

胞图像分析系统进行细胞DNA倍体分析在甲状腺

疾病的诊断、疗效评价和预后评估中具有重要价

值。1，2I。本文通过冷冻切片、术中组织印片细胞

DNA倍体分析对甲状腺疾病病变的性质进行判断，

并探讨冷冻切片联合组织印片细胞DNA倍体分析

在甲状腺良恶性肿瘤中的诊断价值及意义。

1材料与方法

1．1 材料收集2014旬1—2015．06间空军总医院手

术切除的甲状腺冷冻标本549例，其中男性121例，

女性428例；年龄15～85岁，平均年龄49．5岁，中位

年龄50岁。甲状腺良性病变372例，甲状腺恶性病

变177例。术中送检标本均做冷冻切片、术中组织印

片细胞DNA倍体扫描分析，并与最终石蜡、免疫组化

诊断及BRAF V600E基因检测结果进行对比。
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1．2方法

1．2．1组织印片细胞DNA倍体分析按常规书页

状切开标本，用载玻片在新鲜标本的典型病变组织

处轻轻按压数次，使病变组织的切面与载玻片均匀

密切接触，避免推拉和过度按压，黏取适量细胞，制

成细胞学印片，迅速用95％乙醇固定2～3 min，水

洗后苏木精染色1 min，流水冲洗30 s，0．5％盐酸乙

醇分化，流水冲洗30 s，1％氨水溶液返蓝，流水冲洗

30 s，梯度乙醇脱水，中性树胶封片。经过快速DNA

苏木精染色后的印片用全自动细胞图像分析仪进行

扫描、分析得出术中送检标本DNA倍体诊断结果，

此种方法比Feulgen染色操作简便且用时短，能在

20 min内迅速完成，适于术中冷冻诊断¨’。

1．2．2冷冻及常规组织病理方法术中标本经冷

冻后切片、HE染色；常规标本经充分取材、脱水、石

蜡包埋、切片、HE染色。病理诊断疑为恶性的标本

进行免疫组化染色及BRAF V600E基因突变检测，

准确判断病变的良、恶性。

1．2．3 BRAF V600E基因检测 在177例恶性病

变中随机选取30例，在372例良陛病变中随机选取

20例，分别于显微镜下标记典型病变区域，切片时

选取相关区域，避免选择钙化区。切取4¨m厚组

织切片7张，放人洁净的EP管中，每一例均使用一

个新的切片刀，酒精消毒有关器具。将组织切片加

入250 uJ Buffer rIL，90℃孵育30～60 rnin，室温放置

1耐n，12000 mp离心2 rnin，小心穿过石蜡层，吸取

200山包含组织的液体到另一个新的1．5 IIll EP管中，

然后加入20山蛋白酶K，颠倒混匀。应用QIA砌p
DNA F唧Tissue I<it试剂盒，对样本进行DNA提取，
所提取DNA用紫外线分光光度计测定浓度及纯度；使

用武汉友芝友生物制药有限公司生产的检测试剂盒，

对BRAF基因15号外显子V660E突变基因进行实时

荧光PCR检测，方法依据试剂盒说明书。

1．2．4免疫组化采用EnVision两步法，所用一抗

Ki．67、p53、CKl9、1T11F．1、CK34BEl2、CDl0和CD56

均为北京中杉金桥生物科技有限公司产品，

EnVision试剂盒购自Dako公司，实验操作步骤严格

按照说明书进行。

1．3结果判定 由2位高级职称病理医师对冷冻

切片与DNA倍体分析结果进行双盲诊断，并分别统

计诊断的准确率，然后联合分析DNA倍体扫描和冷

冻切片结果，做出最终诊断。剩余标本经石蜡常规

切片诊断作为对照。

2结果

2．1 549例术中甲状腺疾病冷冻切片、组织印片细

胞DNA倍体分析、两者联合诊断结果、石蜡诊断结

果见表1。冷冻切片确诊率97．6％，DNA倍体分

析准确率98．9％，二者联合确诊率99．3％。

表1 549例术中甲状腺病变组织印片细胞DNA倍体分析和冷冻切片诊断结果比较

2．2 BRAF V600E基因突变检测 见表2。

表2 50例术后甲状腺病变BRAF vl舢E

基因突变的检测结果

2．3冷冻诊断诊断结果分为确诊(良、恶性与最

终诊断一致)、延迟(不能确定诊断，需待石蜡切片、

免疫组化及BRAF基因突变检测确诊)和误诊(假

阴性或假阳性)3类。冷冻切片确诊536例(图1)，

延迟诊断9例(常出现于滤泡上皮乳头状增生，确

定有无癌变)(图2)，误诊4例(甲状腺乳头状癌，

误诊为甲状腺腺瘤伴轻度非典型增生)。

2．4印片细胞DNA倍体分析 阴性诊断标准：正

常二倍体(2C)细胞为主，未见异倍体细胞及异倍体

细胞峰；阳性诊断标准：出现3个或以上>5c细胞

或出现异倍体细胞峰。在DNA倍体诊断中凡有>

5C细胞的玻片，需要在显微镜下再逐一核查，以排

除系统将污染物或重叠的核误认为癌细胞或异常细

胞。分析结果：①173例为阳性(图3)，其中假阳性

1例。②376阴性病例未见>5c DNA倍体异常细

胞(图4)，其中假阴性5例。

2．5免疫组化 肿瘤细胞Ki石7(1％～7％)p53、

CKl9(图5～6)、TTF一1、CK34BEl2、CDl0和CD56

均(+)。
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图l冷冻切片，甲状腺滤泡上皮增生图2冷冻切片，甲状腺滤泡上皮乳头状增生图3可见大量>5c细胞，扫描结

果(+)，提示恶性图4未见>5C细胞，扫描结果(一)，提示良性图5。6石蜡切片，甲状腺滤泡上皮乳头状增生，细

胞异型性明显、可见核沟及毛玻璃样核，诊断恶性；瘤细胞cKl9(3+) EnVision法图7．8石蜡切片，术后多取材未见

不典型增生，诊断良性；瘤细胞cKl9(一) EnVision法

3讨论

甲状腺癌是内分泌系统中一种比较常见的恶性

肿瘤，每年甲状腺癌的新发病例占所有癌症发病的

l％～5％，女性甲状腺癌的发病高于男性，约为男性

的3倍，甲状腺癌的发病年龄相对较年轻，发病率随

年龄的增长而升高。甲状腺患者的早期症状不明

显，多数患者通过体检发现甲状腺结节，手术切除后

经病理诊断证实为甲状腺癌。甲状腺乳头状癌最为

常见，在甲状腺恶性肿瘤中占90％【4J。甲状腺肿瘤

切除术中，尤其在术前疑为甲状腺癌的患者或具有

隐匿性的甲状腺微小癌，术前常漏诊，术中冷冻切片

检查尤为重要。临床外科医师往往根据冷冻切片检

查结果决定手术切除范围，选择恰当的手术

方式‘5I。

术中冷冻切片由于其诊断速度快，能够完整地

观察病变的组织结构，具有细胞学检查不可替代的

优势和作用，对临床有很好的指导作用，大大降低了

二次手术率∞J。由于术中送检冷冻标本时会发生

形态改变，加上微小癌病变组织体积较小，冷冻取材

时较难发现，临床上易误诊。本文549例标本中，延

迟及误诊的13例皆由术中冷冻切片的这些局限性

所造成。虽然术中标本冷冻时会产生形态学上的改

变，但细胞中的DNA含量不变。

印片细胞学诊断由Dudgcon等"1在1927年首

次应用于术中冷冻，在甲状腺疾病的诊断中，国外有

学者认为术中冷冻病理检查不是主要的手段，应该

主要依靠细胞学检查方法。Tan硎等旧1比较分析了

103例甲状腺患者，印片细胞学确诊率为96％，冷冻

切片确诊率为95％，可见印片细胞学诊断具有优

势一j。本文通过对549例甲状腺标本联合应用组织

印片细胞DNA倍体分析和术中冷冻切片诊断的结

果分析得出，这种联合诊断方法一方面提高了术中

快速病理诊断的准确率，另一方面又克服了术中快

速冷冻切片的局限性，并且此诊断方法快速简捷易

于推行⋯。

甲状腺良性及增生性病变中，DNA倍体分析结

果显示大部分细胞为二倍体细胞，在增生性病变中

可见少量的四倍体细胞¨0'¨J。在甲状腺癌病例中，

DNA倍体分析结果显示有数量不等>5C异倍体细

胞¨2。。在术中冷冻延迟诊断和误诊的病例中，5例

冷冻诊断甲状腺滤泡上皮乳头状增生，不除外癌变，

待石蜡切片；DNA倍体扫描查到3个以上>5C异

倍体细胞，二者联合诊断为甲状腺乳头状癌，经石蜡

切片、免疫组化鼬一67(2％+)、CKl9(1+)、rrI’F-1

(2+)、Cl(34BEl2(+)、MC(一)及BRAF V600E基

因突变检测(+)证实为甲状腺乳头状癌。4例冷冻

诊断甲状腺滤泡上皮增生，不除外局灶癌变的标本，

DNA倍体扫描均未查到>5c异倍体细胞，再次回

顾冷冻切片联合DNA倍体扫描结果诊断为甲状腺

腺瘤，石蜡切片(图7)，免疫组化Ki-67<l％(+)，

CKl9(一)(图8)、TTF一1、CK34BEl2和BRAF

V600E基因突变检测(一)，与二者联合诊断为甲状

腺腺瘤一致。4例冷冻诊断甲状腺滤泡乳头上皮增
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生，符合腺瘤，但DNA倍体扫描查到3个以上>5c

异倍体细胞，二者联合诊断为甲状腺乳头状癌。

由此可见DNA倍体扫描结果能够真实地反应

细胞的生物学特性，准确地判断肿瘤的良、恶性。3

例因为术中冷冻未充分取材，导致出现假阴性结果，

另2例假阴性结果是由于纤维组织及炎细胞较多，

印片细胞数量较少，导致结果呈假阴性。1例假阳

性结果经石蜡、免疫组化及BRAFV600E基因突变

检测结果证实为甲状腺不典型腺瘤，由此说明该甲

状腺良性病变的细胞DNA倍体也可发生改变¨3。。

DNA倍体分析与石蜡结果比较后我们得出甲

状腺病变良恶性可以通过DNA倍体扫描分析做出

准确的诊断，也表明在甲状腺癌组织中细胞已发生

了DNA倍体改变。

综上所述，组织印片细胞DNA倍体分析是术中

快速病理诊断准确而可靠的方法之一。印片细胞学

可以多点取材；冷冻切片能观察完整的组织结构，因

此二者联合诊断，能够有效地提高甲状腺术中冷冻

病理诊断的准确率。
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