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［摘 要］ 目的：探讨葡萄糖转运体1（glucose transporter 1，GLUT1）基因检测在术前鉴别甲状腺良恶性结节中的价值。方法：采

用RT⁃qPCR检测112例甲状腺结节（42例良性，70例恶性）和52例结节周边正常甲状腺细针穿刺（fine needle aspiration，FNA）标本

中GLUT1 mRNA的表达量，然后采用免疫组织化学方法检测术后病理组织中GLUT1蛋白的表达情况。构建受试者工作特征（re⁃
ceiver operating characteristic，ROC）曲线评价GLUT1基因对甲状腺癌的诊断价值。结果：甲状腺结节FNA标本中可以检测出

GLUT1 mRNA的表达，且其与术后免疫组化GLUT1蛋白的表达水平相一致。PCR结果表明GLUT1基因在良性结节与正常甲状腺

细胞之间的表达水平无显著性差异（P > 0.05）。与良性结节相比，甲状腺癌中GLUT1基因表达水平显著增高（P < 0.001）。GLUT1
基因诊断甲状腺癌的敏感性、特异性及ROC曲线下面积（AUC）分别为62.9%、92.9%和0.797。甲状腺癌中GLUT1基因表达与年

龄、性别、肿瘤大小、结节数目、BRAFV600E突变和淋巴结转移均未见明显相关性（P > 0.05），但与AJCC分期显著相关（P < 0.001）。
结论：GLUT1基因检测对甲状腺癌的诊断具有较高的特异性，可作为术前鉴别甲状腺良恶性病变的重要参考指标。
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［Abstract］ Objective：The aim of the study was to investigate the diagnostic value of glucose transporter 1（GLUT1）gene expression
in differentiating malignant thyroid nodules from benign ones. Methods：Reverse transcription Quantitative Real⁃time PCR（RT⁃qPCR）
was used to detect the expression of GLUT1 mRNA in 112 thyroid nodules（42 benign nodules and 70 malignant ones）and 52
peripheral normal thyroid cells of fine needle aspiration（FNA）specimens. Furthermore，immunohistochemistry（IHC）was used to
detect the expression of GLUT1 protein in postoperative thyroid nodule tissues. Receiver operating characteristic（ROC）curve was
plotted to evaluate the diagnostic performance of GLUT1 gene in diagnosing thyroid carcinoma. Results：The expression of GLUT1
mRNA can be detected in FNA specimens，and it was in line with the expression of GLUT1 protein in IHC. PCR results showed that
there was no significant difference in the expression of GLUT1 mRNA between benign nodules and normal thyroid cells（P > 0.05）.
Compared to benign nodules，the expression of GLUT1 mRNA in thyroid cancer increased significantly（P < 0.001）. The sensitivity，
specificity and area under the curve（AUC）of GLUT1 gene in the diagnosis of thyroid cancer were 62.9%，92.9% and 0.797，
respectively. The expression of GLUT1 gene in thyroid cancer was not correlated with sex，age，tumor size，number of nodules，
BRAFV600E mutation or lymph node metastasis（P > 0.05），but significantly correlated with AJCC staging（P < 0.001）. Conclusion：
GLUT1 gene detection had high specificity in diagnosing thyroid cancer，making it an important reference for the preoperatively
differentiation of benign and malignant lesions.
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甲状腺结节是内分泌科常见的疾病，随着现代

超声技术的提高，其检出率高达19%~68%［1］。判断

其良恶性是指导临床下一步治疗的关键。目前，细

针穿刺细胞（fine⁃needle aspiration，FNA）检查是术

前鉴别甲状腺良恶性结节的金标准。Bethesda甲状

腺细胞病理报告系统（Bethesda system for reporting
thyroid cytopathology，BSRTC）是近来国际上比较公

认的甲状腺细胞病理学诊断指南。然而，当BSRTC
结果提示Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ或Ⅴ类时，结节的性质仍不能明

确诊断，上述结节分别占 2%~16%、2%~18%、2%~
25%和 1%~6%［1］。针对上述问题，较多学者着眼于

寻找合适的分子标志物辅助诊断。多项研究通过

免疫组化、Western blot及RT⁃PCR证明葡萄糖转运

体 1（glucose transporter 1，GLUT1）在人甲状腺癌术

后组织及甲状腺癌细胞系中的表达量明显高于良

性甲状腺结节［2-4］。然而，GLUT1基因在甲状腺结节

术前 FNA标本中的表达及其在术前预测甲状腺癌

风险方面的价值尚未见报道。本研究通过检测

FNA标本中GLUT1基因mRNA的表达，比较GLUT1
基因在良恶性甲状腺结节中的表达差异及其与临

床特征的相关性，并进一步分析 GLUT1 基因在

BSRTCⅠ、Ⅲ、Ⅳ及Ⅴ类结节中鉴别良恶性结节的价

值，进而探究GLUT1基因在术前预测甲状腺癌中的

作用。

1 对象和方法

1.1 对象

选取 2016年 1月—2017年 12月在南京医科大

学第一附属医院超声诊断科行 FNA检查的甲状腺

结节。收集所有病例的一般临床资料（包括患者年

龄、性别、结节最大径、结节数目和手术结节的AJCC
分期［5］）、FNA病理结果及BRAFV600E突变结果。入选

标准：①实性结节；②直径≥5 mm的结节；③甲状腺

影像报告和数据系统（thyroid imaging reporting and
data system，TIRADS）3 级及以上的结节。排除标

准：①样本mRNA浓度或纯度不达标的结节；②细

胞学结果为BSRTC Ⅱ类，随访 1年及以上，但三维

超声提示任何一个维度的最大径增加超过 20%且

尚未手术的结节；③细胞学结果为 BSRTC Ⅰ、Ⅲ、

Ⅳ、Ⅴ或Ⅵ类且未手术的结节。最终，110例患者共

112个结节满足标准。手术者以术后组织病理学结

果作为判断良恶性的标准。细胞学结果为BSRTC
Ⅱ类的结节经超声随访 1年，直径未见明显增大者

视为良性结节。另外，选取在本单位手术的术后标

本 16例采用免疫组化检测GLUT1蛋白的表达。本

研究经医院伦理委员会审批通过（2012⁃SR⁃057）。
1.2 方法

1.2.1 FNA与细胞学诊断

穿刺方法与本课题组之前的研究一致［6］。穿刺

标本部分用于膜式液基薄层细胞学检测，部分置于

500 μL TRIzol中用于RNA的提取，剩余样本置于

180 μL细胞裂解液中，用于 BRAFV600E基因突变检

测。另外，再单独穿刺结节周边正常甲状腺细胞

（距甲状腺结节≥10 mm）置于500 μL TRIzol中。检

查前均获得患者本人知情同意并签署知情同意

书。所有FNA结果由1位经验丰富的病理科医生根

据BSRTC［7］进行诊断，结果分为6大类，分别是Ⅰ类

（取材不能诊断或不满意）、Ⅱ类（良性）、Ⅲ类（不确

定）、Ⅳ类（滤泡性肿瘤/可疑滤泡性肿瘤）、Ⅴ类（可

疑恶性）和Ⅵ类（恶性）。

1.2.2 DNA提取及BRAFV600E基因突变检测

DNA提取采用FFPE 样品 DNA 分离试剂盒（离

心柱型，南京艾德公司），方法同本课题组之前的研

究［6］。用Nanodrop®ND⁃2000分光光度计检测DNA
浓度和纯度，DNA纯度要求 OD260/OD280在 1.8~
2.0 之间。BRAFV600E 检测：按照人类 BRAF 基因

V600E突变检测试剂盒（南京艾德公司）说明书进行

操作。ABI7900实时荧光定量PCR仪进行扩增，反

应条件为：预变性（95 ℃ 5 min）；15 个循环退火

（95 ℃ 25 s，64 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s）；31个循环延伸

（93 ℃ 25 s，60 ℃ 35 s，72 ℃ 20 s）。若样本CT值<
28时为阳性（突变型），否则为阴性（野生型）。

1.2.3 mRNA提取和RT⁃qPCR扩增

根据试剂说明书用 TRIzol（Invitrogen 公司，美

国）提取甲状腺结节 FNA 标本中总 RNA，Nano⁃
drop®ND⁃2000分光光度计检测mRNA的浓度和纯

度，然后再用 5×Prime Script® RT Master Mix试剂盒

（TaKaRa 公司，日本）将 mRNA 逆转为 cDNA。在

StepOnePlus 荧光定量 PCR 仪（ABI，美国）上进行

qRCR 扩增，以 SYBR® Premix Ex TaqTM（TaKaRa 公

司，日本）为反应体系，以β⁃Actin为内参。引物设计

如下：GLUT1上游引物 5′⁃GGCCAAGAGTGTGCTA⁃
AAGAA⁃3′，下游引物 5′⁃ACAGCGTTGATGCCAGA⁃
CAG⁃3′；β ⁃Actin 上游引物 5′ ⁃CATGTACGTTGC⁃
TATCCAGGC⁃3′，下游引物 5′⁃CTCCTTAATGTCAC⁃
GCACGAT⁃3′。反应条件如下：95 ℃ 20 s 预变性；

95 ℃ 5 s，60 ℃ 31 s，40 个循环。所有样本均重复

3次。在PCR仪上进行扩增，得到CT值，再采用2-ΔΔCt
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法对基因进行相对定量分析。

1.2.4 免疫组织化学法检测GLUT1蛋白的表达

取甲状腺结节术后石蜡包埋组织进行连续4 μm
切片。人GLUT1抗体是兔源性抗体（福州迈新生物

公司，RAB⁃0526）。常规脱蜡，柠檬酸进行抗原修

复，1%Triton X⁃100促使细胞通透，3%过氧化氢消除

内源性过氧化物酶，用山羊血清封闭后，滴加一抗

4 ℃湿盒中孵育过夜，再加入二抗，37 ℃避光孵育

30 min。滴加DAB显色液，在显微镜下控制显色，最

后用Harris苏木素染核 5 min，酒精梯度脱水，中性

树胶封片后在显微镜下观察并采集图片。结果判

定：棕黄色颗粒表示免疫组化阳性信号。根据Rem⁃
mele等［8］报道，免疫染色评分=染色强度×染色阳性

细胞比例，染色强度分为0~3分：无，弱，中，强；染色

阳性肿瘤细胞比例分为 0~4分：0%，<10%，11%~
50%，51%~80%，>80%。最终免疫组化的结果分为：

阴性-（0分），弱阳性+（1~3分），中等阳性++（4~8
分），强阳性+++（9~12分）。

1.3 统计学方法

数据经SPSS 23.0分析处理，定量资料结果以均

数± 标准差（x ± s）表示，组间比较用方差分析和

LSD⁃ t 检验。定性资料用χ2检验，相关性分析用

Spearman等级相关。采用MedCalc 15.2.2构建受试

者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲
线，选择GLUT1 mRNA相对表达量诊断甲状腺癌的

截断值，并计算敏感性、特异性及曲线下面积（area
under the curve，AUC）。P ≤ 0.05表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 临床特点

本研究入选110例共112个结节，研究人群和结

节的一般临床资料见表1。恶性结节共70例，良性结

节共 42例及与之匹配的部分结节周边正常甲状腺

细胞 52例。恶性患者的年龄明显小于良性患者

（P < 0.01）。性别、结节数目及 BRAFV600E突变在良

恶性结节之间的差异均有统计学意义（P < 0.05）。

所有结节中，86例手术切除，病理结果为乳头状癌

70例，结节性甲状腺肿 15例和滤泡性腺瘤 1例。

细胞学结果为BSRTC Ⅰ类结节共5例（均为良性），

BSRTC Ⅱ类结节共28例（均为良性），BSRTC Ⅲ类结

节共13例（8例良性，5例恶性），BSRTC Ⅳ类结节1例
（良性），BSRTC Ⅴ类结节共 15 例（均为恶性）和

BSRTC Ⅵ类结节共50例（均为恶性）。

2.2 FNAC标本中GLUT1基因的表达水平与术后

免疫组化GLUT1蛋白表达的相关性分析

选取以上FNAC检测后行手术切除的部分患者

甲状腺结节术后病理组织石蜡切片标本 16例（4例
结节性甲状腺肿，12例甲状腺乳头状癌），运用免疫

组化检测GLUT1蛋白的表达。免疫组化结果提示

GLUT1蛋白在正常甲状腺组织呈阴性表达，结节性

甲状腺肿呈阴性或弱阳性表达，甲状腺癌中呈阳性

表达（图 1A~D）。良性结节及甲状腺癌中 GLUT1
蛋白表达程度见图 1E。此外，GLUT1蛋白表达与

术前 FNAC标本中mRNA表达水平呈正相关（P <
0.001，图 2）。

2.3 GLUT1基因在良性结节、甲状腺癌及结节周边

正常甲状腺细胞中的mRNA表达水平

GLUT1基因在正常甲状腺细胞、良性结节和甲

状腺癌之间mRNA相对表达水平的差异具有统计

学意义。与正常细胞及良性结节相比，甲状腺癌中

GLUT1基因的表达均显著增高（P < 0.001）。甲状

腺癌中GLUT1 mRNA 的相对表达量是良性结节的

1.94倍。而GLUT1基因在良性结节组和正常甲状

腺细胞组之间的表达无明显差异（图3A）。此外，构

建ROC曲线，选择Youden指数最大值（Ymax=2.34）作

为鉴别良恶性结节的截断值，此时的敏感性、特异

性及 AUC（95% CI）分别为 62.9%，92.9%和 0.797
（0.711~0.867，图3B）。GLUT1基因在甲状腺癌中的

表达与年龄、性别、肿瘤大小、结节数目、BRAFV600E、

表1 研究人群及结节的临床资料

Table 1 Clinal features of the study population and nod⁃
ules

指标

性别［n（%）］

男

女

年龄（岁）

结节最大径d（mm）
甲状腺功能

FT3（pmol/L）
FT4（pmol/L）
TSH（mIU/L）

结节数目［n（%）］

单发

多发

BRAFV600E［n（%）］

野生型

突变型

良性（n=42）

1（2.4）
41（97.6）

48.12 ± 10.96
20.96 ± 11.28

04.34 ± 0.79
16.14 ± 4.04
01.90 ± 1.40

21（50.0）
21（50.0）

042（100.0）
0（0.0）

P值

<0.001

<0.01
>0.05

>0.05
>0.05
>0.05
<0.05

<0.001

恶性（n=70）

21（30.0）
49（70.0）

40.66 ± 13.06
17.89 ± 13.42

04.55 ± 0.77
16.56 ± 2.79
02.35 ± 1.38

21（30.0）
49（70.0）

11（15.7）
59（84.3）
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淋巴结转移均无显著相关性（P > 0.05），而与肿瘤的

AJCC分期明显相关（P < 0.001），即GLUT1基因的

表达随AJCC分期的增高而增加（表 2）。进一步探

究GLUT1基因在BSRTC Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ及Ⅴ类结节中诊

断甲状腺癌的价值。结果发现GLUT1基因在恶性

结节中的表达显著高于良性结节，其诊断甲状腺癌

的敏感性、特异性及AUC（95% CI）分别为 75.0%、

85.7%和0.857（0.694~0.953，图4）。
3 讨 论

与正常组织细胞不同，肿瘤细胞即使在氧气充

足的条件下，其糖酵解依然异常活跃，葡萄糖经过

一系列酶促反应生成丙酮酸，进而产生乳酸及能

量，该过程叫作有氧糖酵解，也称为“瓦博格效应

（Warburg Effect）”［9］。由于糖酵解产能效率远不及

有氧氧化，因此恶性肿瘤细胞必然需要摄取大量葡

萄糖进入细胞内，从而满足肿瘤细胞生长的高代谢

需求。而细胞摄取葡萄糖主要依赖于细胞膜上的

GLUT1。越来越多的研究显示，GLUT1在甲状腺癌

中的表达水平也明显上调［3-4］。

在本研究中，采用RT⁃qPCR技术检测甲状腺结

节FNA标本中GLUT1 mRNA的表达情况，并且发现

其与术后免疫组化GLUT1蛋白表达水平相一致。

PCR结果显示甲状腺癌中GLUT1的表达量明显高

于正常甲状腺组及良性结节组，而GLUT1的表达在

良性结节与正常甲状腺细胞之间无明显差异，这与

A：正常甲状腺组织（×200）；B：结节性甲状腺肿（×200）；C：无淋

巴结转移的甲状腺癌（×200）；D：有淋巴结转移的甲状腺癌（×200）；

E：GLUT1蛋白在良性结节和甲状腺癌中的表达程度。

图1 甲状腺组织中GLUT1蛋白的表达

Figure 1 The expression of GLUT1 protein in thyroid tis⁃
sues
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图 2 术后免疫组化 GLUT1蛋白表达与术前 FNA标本

GLUT1 mRNA表达的相关性

Figure 2 Correlation between the expression of immuno⁃
histochemical GLUT1 protein and the relative
expression of GLUT1mRNA in FNA specimens
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图3 GLUT1基因在正常甲状腺细胞、良性甲状腺结节及甲

状腺癌中的相对表达量（A）及诊断甲状腺癌的ROC
曲线（B）

Figure 3 Relative expression of GLUT1 in normal thyroid
cells，benign nodules and thyroid cancers（A）
and receiver operating characteristic（ROC）
curve of GLUT1 gene in diagnosing thyroid can⁃
cer（B）
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Matsuzu等［2］采用RT⁃PCR检测甲状腺结节术后标本

GLUT1 mRNA表达水平相一致，也与甲状腺结节术

后标本免疫组化及Western blot中GLUT1蛋白表达

情况相一致［3-4］。而Chandan等［10］运用免疫组化检

测术前 FNA标本中GLUT1的表达，发现GLUT1蛋

白在甲状腺癌FNA标本中表达均呈阴性，其原因可

能是术前FNA标本过少而免疫组化的灵敏度较低以

至不能检测出微量蛋白表达，而本研究中采用的qP⁃
CR的灵敏度显著高于免疫组化。

有研究发现KRAS或BRAFV600E突变可通过上调

GLUT1的表达量，进而提高甲状腺癌对葡萄糖的摄

取率。因此，GLUT1过表达被认为是癌细胞代谢特

征的调节器［11］。Durante等［12］研究发现与BRAFV600E

野生型甲状腺癌相比，BRAFV600E突变型甲状腺癌中

的GLUT1 mRNA表达显着增加。而本研究中并未

发现 BRAFV600E 突变型甲状腺癌的 GLUT1 表达比

BRAFV600E野生型甲状腺癌高，这可能受研究人群差

异及本中心较高的BRAFV600E突变率的影响。关于

GLUT1基因表达是否与淋巴结转移具有相关性，其

中有一研究提示GLUT1基因在有淋巴结转移组中

的表达水平稍高于没有淋巴结转移组，而组间差异

没有统计学意义［2］。在本研究中也未发现GLUT1表
达水平与淋巴结转移的相关性。Jozwiak等［3］发现

GLUT1表达与甲状腺癌的临床分期密切相关，临床

分期越高，GLUT1基因的表达越高。本研究也提示

临床分期高的GLUT1基因的表达量比分期低的表

达量高。研究还进一步分析了 GLUT1 在 BSRTC
Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ及Ⅴ类结节中鉴别良恶性结节的作用，结

果发现GLUT1在该类结节中仍具有一定诊断价值，

这提示GLUT1基因可作为术前FNA检测的辅助诊

断方法。然而多项研究表明GLUT1表达与甲状腺

癌的分化程度密切相关，GLUT1在甲状腺低分化癌

或未分化癌中的表达最高［13-14］，其表达越高表明甲

状腺癌的增殖能力越强［11］。另外，有研究显示与

GLUT1 阴性表达的甲状腺乳头状癌患者相比，

GLUT1阳性表达的甲状腺乳头状癌患者的生存时

间要低［15］。值得注意的是，并不是所有甲状腺癌中

GLUT1的表达都会增高，GLUT1的表达还受到肿瘤

微环境的影响，可能在肿瘤坏死区周边或缺氧区的

与AJCCⅠ期相比，*P < 0.001；与AJCC Ⅱ期相比，#P < 0.05。

表2 甲状腺癌中GLUT1基因表达水平与临床或病理特征

的关系

Table 2 The relationship between GLUT1 mRNA rela⁃
tive expression of thyroid carcinoma and clini⁃
cal or pathological features

临床或病理特征

年龄

<55岁
≥55岁

肿瘤大小

d≤20 mm
20 mm<d≤40 mm
d>40 mm

性别

男

女

结节数目

单发

多发

BRAFV600E

野生型

突变型

淋巴结转移

未转移

转移

AJCC分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ/Ⅳ期

甲状腺癌

数目

56
14

56
08
06

21
49

21
49

11
59

46
24

60
06
04

P值

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

>0.05

<0.001

mRNA相对

表达量

2.72 ± 1.29
3.88 ± 2.38

2.96 ± 1.60
3.29 ± 1.97
2.48 ± 1.41

3.03 ± 1.40
2.92 ± 1.72

2.71 ± 1.11
3.06 ± 1.80

2.73 ± 1.16
2.99 ± 1.70

2.81 ± 1.81
3.22 ± 1.16

2.69 ± 1.27
3.70 ± 1.37
5.84 ± 3.44*#
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图4 GLUT1基因在BSRTC Ⅰ+Ⅲ+Ⅳ+Ⅴ类结节中鉴别良

恶性病变的价值

Figure 4 The value of GLUT1 gene in diagnosing malig⁃
nancy in BSRTC Ⅰ，Ⅲ，Ⅳ and Ⅴ nodules
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表达最高［16］，即GLUT1阴性表达不能完全排除甲状

腺癌的可能。

本研究尚存在一定局限性。首先，选取的样本

是超声提示恶性可能需要进行穿刺来明确诊断的

结节，整体恶性率偏高。再者部分BSRTC Ⅱ类结节

并未手术，是通过超声随访评估其良恶性，可能会

导致部分甲状腺癌被漏诊。另外，本研究纳入的甲

状腺癌主要是乳头状癌，可以扩大样本进一步研究

GLUT1基因在不同类型甲状腺癌中的表达量，进而

分析不同类型甲状腺癌的诊断截断值。

综上所述，本研究通过对 GLUT1基因在甲状

腺结节 FNA标本中的定量分析表明，GLUT1基因

对甲状腺癌的诊断具有较高的敏感性及特异性，

为甲状腺结节术前良恶性鉴别提供新的辅助诊断

方法。
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