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  近年来,甲状腺癌的发病率明显增加,已成为发

病率增加速度最快的恶性肿瘤之一,在女性恶性肿瘤

中排名第4[1]。甲状腺癌有4种病理类型:甲状腺乳

头状癌(PTC)、甲状腺滤泡癌(二者合称分化型甲状

腺癌)、甲状腺髓样癌以及甲状腺未分化癌,其中PTC
最常见。PTC的总体病死率较其他恶性肿瘤低,预后

较好,但部分患者接受了手术和放射性碘治疗后仍出

现复发和转移。虽然超声、细针穿刺细胞学(FNAC)
诊断等检查手段使大部分甲状腺结节得到明确诊断,
但仍有部分患者存在漏诊或过度治疗的情况。随着

基因组、蛋白质组等组学技术和医学前沿技术用于肿

瘤的病因和治疗靶点的研究,多种分子标志物被分析

鉴定与应用。利用分子诊断技术对肿瘤进行分子分

型和个体化用药指导显得非常重要。本文就甲状腺

结节细针穿刺进行细胞学诊断的同时利用分子诊断

技术对相关基因检测进行综述,目的是更深层次地理

解各项分子诊断技术的优缺点,指导临床选择最合适

的分子诊断试验,以达到临床效益的最大化。
1 甲状腺细胞学诊断的局限性

随着医疗水平的发展,越来越多的甲状腺结节被

检出,大部分甲状腺结节为良性病变,仅少数为恶性。
甲状腺FNAC是术前鉴别结节良恶性结节最经典的

方法。该技术是在超声引导下,将细针穿刺进病变组

织,利用负压吸引出细胞,将吸引物涂片染色后在显
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微镜下观察细胞形态,根据Bethesda报告系统进行细

胞学诊断。Bethesda报告系统共包含6个类别:Ⅰ,
标本无法诊断或取材不满意;Ⅱ,良性病变;Ⅲ,意义

不明确的细胞非典型病变,或意义不明确的滤泡性病

变(AUS/FLUS);Ⅳ,滤泡性肿瘤或可疑滤泡性肿瘤
 

(如为许特尔细胞型需备注)(FN/SFN);V,可疑恶性

(SM);Ⅵ,恶 性[2]。其 中 AUS/FLUS、FN/SFN 和

SM这3种类别为细胞学诊断不确定的结节。由于最

新的2017版甲状腺细胞病理学Bethesda报告系统增

加了具有乳头状核特征的非浸润性甲状腺滤泡性肿

瘤(NIFTP)的诊断,并且不再将其判定为甲状腺癌,
则修改后的 AUS/FLUS、FN/SFN和SM 结节的恶

性风 险 分 别 为6%~18%、10%~40% 和 45% ~
60%[2]。尽管Bethesda报告系统的推广使得甲状腺

细胞学诊断的定义更加规范,但各个机构给出的6个

类别的恶性风险存在差异,且细胞病理医师的经验不

同,诊断一致率仅70%左右,因此仍有约10%~40%
的结节无法获得明确的良恶性诊断[3]。分子诊断的

出现有助于明确甲状腺结节的诊断,指导临床管理,
从而避免不必要的手术。
2 甲状腺癌的分子标志物

2.1 BRAF基因 BRAF基因即鼠类肉瘤滤过性病

毒致癌同源体B1,是位于人类第7号染色体长臂的原

癌基因,是丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)RAS-RAF-
MEK-ERK信号通路的一环,编码的BRAF蛋白属于

丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶,在细胞生长、分化和凋亡方

面有重要作用[4]。BRAF基因有多种突变类型,其中

最常见的是V600E突变,即第1799位置的胸腺嘧啶

突变为腺嘌呤,从而使第600位密码子编码的缬氨酸

转变为谷氨酸;BRAF
 

V600E突变导致BRAF激酶

形成活性构象,持续激活 MAPK通路的下游信号分

子,同时抑制抑癌基因的作用,导致细胞不断分裂、增
殖形成肿瘤细胞[5]。有文献报道BRAF

 

V600E突变

可增加基因组的不稳定性,引起TSH信号通路激活,
从而使细胞更具有侵袭性[6]。BRAF

 

V600E突变还

可以导致钠碘同向转运体启动子的组蛋白去乙酰化,
使钠碘同向转运体基因沉默,导致PTC患者富集碘

能力减弱,对131I治疗的敏感性降低[7]。
BRAF

 

V600E是PTC中最常见的分子改变,对
于PTC具有高度特异性,存在于36%~80%的乳头

状癌中,研究表明其不存在于甲状腺滤泡癌、髓样癌

和良性病变中[8]。最新版的Bethesda报告系统中建

议对于细胞学无法诊断的病例可进行分子诊断[2]。
有研究发现中国PTC患者的BRAF

 

V600E突变率高

达87.7%,BRAF
 

V600E诊断乳头状癌的特异度和

阳性预测值均高达100%[9]。鉴于BRAF
 

V600E突

变对于PTC的高度特异性,许多学者认为一旦存在

BRAF
 

V600E突变,几乎就可以诊断为 PTC[10-11]。
一项包含88个研究的Meta分析显示,联合FNAC和

BRAF
 

V600E突变检测可将灵敏度由81.4%提高至

87.4%,假阴性率由8%降至5.2%;进一步分析显

示,BRAF
 

V600E突变检测的诊断价值在不同细胞学

诊断不确定分类中的价值不同,BRAF
 

V600E突变检

测在SM 和 AUS/FLUS结节的灵敏度(59.4%和

40.1%)明显高于FN/SFN结节(19.5%),ROC曲线

分析也证实BRAF
 

V600E突变检测在SM 和 AUS/
FLUS结节中的诊断价值更高[11]。

BRAF
 

V600E蛋白激酶具有促进细胞增殖、生长

和分裂的功能,因而受到广泛关注,大量研究探讨

BRAF
 

V600E突变与各项临床病理特征的关系。体

外试验显示出BRAF
 

V600E突变与PTC侵袭性特征

高度一致的结果,而临床试验呈现出截然相反的结

果,使得BRAF
 

V600E突变能否作为PTC的侵袭性

标志物仍有争议。大多数研究认为BRAF
 

V600E突

变与更差的临床病理特征有关,如淋巴结转移、远处

转移、更差的肿瘤分期、侵袭性亚型、肿瘤大小、男性、
老年等有关,因此推荐在甲状腺全切术基础上进行中

心淋巴结清扫,同时术后予以更严格的放射性碘治疗

和密切的随访[12]。然而一些研究未发现存在上述关

联[13]。这些研究存在差异可能是由研究纳入的样本

量、患者的流行病学特征、乳头状癌亚型、用于分子检

测的标本种类和检测方法等不同造成的。
2.2 RAS基因 RAS基因包括3种类型(HRAS、
NRAS、KRAS),其通过调节 MAPK 和 PI3K-AKT
通路从而调控细胞增殖、分化。RAS基因突变是甲状

腺结节中第2常见的分子改变,可发生在多种类型的

甲状腺 肿 瘤 中,包 括 甲 状 腺 腺 瘤、甲 状 腺 滤 泡 癌、
PTC、滤泡变异性PTC和甲状腺未分化癌等。研究

显示RAS突变在分化较差的甲状腺癌和甲状腺未分

化癌中的发生频率更高,表明其更倾向于和肿瘤的进

展而不是肿瘤的起源有关[14]。在PTC中,RAS基因

突变很少与BRAF突变同时存在,显示出其具有独立

的促进乳头状癌发生、发展的作用[15]。由于甲状腺滤

泡癌的诊断条件必须包括包膜和(或)血管侵犯,仅凭

FNAC诊断很难做出明确诊断。有研究发现,甲状腺

滤泡癌和滤泡变异性PTC中RAS基因突变的频率

要高于BRAF基因突变,因此联合RAS和BRAF基

因突变检测有助于提高甲状腺滤泡癌和滤泡变异性

PTC的检出率[16]。部分RAS基因突变的甲状腺结

节经术后病理证实为甲状腺腺瘤,从而增加了 RAS
基因突变假阳性的概率,但研究表明携带有RAS基

因突变的甲状腺腺瘤患者后期易发展为分化较差和

更具侵袭性病理特征的甲状腺癌。一项 Meta分析显

示在诊断不明确的甲状腺结节中,RAS基因突变检测

的特异度和阳性预测值分别为93.5%和78%[17]。
2.3 RET/PTC基因重排 RET基因是一种原癌基

因,编码的 RET蛋白为酪氨酸蛋白激酶受体;RET
蛋白主要在甲状腺滤泡旁细胞或C细胞中表达,而在

甲状腺滤泡细胞中是否表达仍有争议[18]。RET基因

可与多种异源基因发生融合,产生至少13种不同的
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RET/PTC重排类型,从而激活RAS-RAF-MAPK信

号通路,导致细胞不断增殖、分化,形成肿瘤细胞[18]。
RET/PTC重 排 最 常 见 的 类 型 为 RET/PTC1 和

RET/PTC3,二 者 占 比 达 90% 以 上。研 究 表 明,
RET/PTC重排在儿童患者和有放射性物质接触史的

患者中发生频率较高[19]。放射性物质可导致 DNA
双链断裂,增加DNA结构的不稳定性,从而有利于

RET基因和其他非相关基因发生基因重排[20]。
2.4 PAX8/PPARγ基因重排 PAX8/PPARγ在甲

状腺癌中的发生频率较低,单独出现PAX8/PPARγ
重排对甲状腺癌的诊断价值有限,但其对甲状腺癌的

包膜侵 犯 和 血 管 浸 润 有 一 定 的 提 示 意 义。关 于

PAX8/PPARγ的研究数据较少,一项 Meta分析显示

11项 研 究 中 共 有20个 结 节 存 在 PAX8/PPARγ,
PAX8/PPARγ的阳性预测值为55%[21]。
3 甲状腺分子诊断技术的进展

3.1 7种基因联合检测 约70%的甲状腺癌可出现

以下至少一种分子改变:BRAF、NRAS、HRAS、KRAS、
RET/PTC1、RET/PTC3和PAX8/PPARγ[10]。联合检

测这7种分子标志物有助于提高细针穿刺抽吸(FNA)
的特异度和阳性预测值,从而辅助诊断甲状腺癌。但

其灵敏度不够,未检测到突变不能排除甲状腺癌。
NIKIFOROV等[10]在细胞学诊断不明确的甲状腺结

节中检测了以上7种分子标志物,结果显示在AUS/
FLUS、SFN/FN结节和SM 结节中的灵敏度分别是

63%、57%和68%,特异度分别是99%、97%和96%。
在AUS/FLUS、SFN/FN、SM 结节中检出任何一种

突变提示恶性风险分别高达88%、87%、95%,然而未

检出突变仍然提示 AUS/FLUS、SFN/FN、SM 结节

分别存在5.9%、14%、28%的恶性风险。2015年的

美国甲状腺学会(ATA)指南出版之前,临床上对7种

基因试验阳性者建议直接进行甲状腺全切术,而不是

叶切除术,可减少诊断性叶切除术后证实为恶性者进

行二次手术的概率。而2015年的 ATA指南推荐小

于4
 

cm的甲状腺癌即使7种基因试验检出任何突

变,仍可进行叶切除术,这进一步减弱了7种基因试

验在临床手术决策中的作用。
3.2 Afirma基因表达分类器(GEC) 根据美国国

家癌症研究所提出的评估诊断检测方法的指南,一种

好的检测方法应该将95%的病例排除在癌症之外。
细胞学诊断结果为良性的阴性预测值高达97%,理想

的分子诊断测试也应达到这一标准。Afirma
 

GEC使

用微阵列芯片技术测试了167种基因的 mRNA表达

活性,包括了用于鉴别良性(Afirma
 

GEC结果为阴

性)和可疑恶性(Afirma
 

GEC结果为阳性)结节的

142种基因以及用于筛选罕见肿瘤(如转移性甲状腺

癌、甲状腺髓样癌、嗜酸性肿瘤等)的25种基因。AL-
EXANDER等[22]开展了一项大样本、多中心、前瞻性

的研究,结果显示通过Afirma
 

GEC检测基因的表达

能降低超过一半以上不必要的甲状腺癌手术率。良

性的Afirma
 

GEC结果在细胞学诊断不明确的结节中

的灵敏度和阴性预测值分别是92%和93%。该研究

表明Afirma
 

GEC基因表达检测结果为良性的预测准

确性与细胞病理学检查为良性结果的预测准确性是

相似的,但其特异度和阳性预测值仅为52%和47%,
无法正确地识别出恶性病灶。

虽然已有多项研究证实了Afirma
 

GEC在降低不

必要的甲状腺癌手术率方面的价值,但仍有部分研究

质疑Afirma
 

GEC在临床实践中的效益。针对细胞学

诊断为许特尔细胞型的甲状腺结节,研究显示Afirma
 

GEC的特异度降低,假阳性率增加,限制了其在这一

特殊类型结节中的应用。BRAUNER等[23]进行的研

究显示,43例Afirma
 

GEC结果为可疑恶性的许特尔

细胞型患者进行了手术,术后仅6例患者为恶性,即
86%(37/43)的患者进行了不必要的手术。有研究发

现使用Afirma
 

GEC并没有明显地改变临床手术的决

策,仅8.4%(23/273)的患者根据 Afirma
 

GEC的结

果改变了临床治疗方案[24]。不同的研究结论存在差

异可能是由于各个机构的甲状腺结节恶性率、贝塞斯

达系统各分类占比、许特尔细胞型占比、随访时间等

不同所致。
3.3 ThyroSeq 随着癌症基因组图谱的绘制及高通

量测序(NGS)技术的发展,7种基因联合检测和Afir-
ma

 

GEC的局限性将被逐渐克服。2014年,表现优异

的基于 NGS技术的 ThyroSeq
 

v2测定板被应用于

FN/SFN结节,其可检测15种点突变和42种基因融

合,结果显示 ThyroSeq
 

v2的灵敏度和特异度可达

90%和93%,阳性预测值和阴性预测值分别为83%
和96%[25]。之后又评估了 ThyroSeq

 

v2在 AUS/
FLUS结节中的诊断价值,灵敏度和特异度分别为

90.9%和92.1%,阳性预测值和阴性预测值分别为

76.9%和97.2%[26]。ThyroSeq
 

v2同时有着较高的

灵敏度和特异度。最新版的 ThyroSeq
 

v3将检测基

因数增加至112,包括5种分子改变形式:点突变、插
入/缺失、基因融合、拷贝数改变和异常基因表达,将
其应用于FNA标本中得到的灵敏度为98.0%,特异

度为81.8%,正确度为90.9%[27]。随着ThyroSeq版

本中检测基因数量的增加,该试验的灵敏度也逐渐提

高,显示出更高的临床应用价值。
4 分子诊断面临的挑战

4.1 带乳头状细胞核特征的非侵袭性滤泡型甲状腺

肿瘤(NIFTP)概念的提出 2015年,NIKIFOROV
等人提出了NIFTP这一新的组织病理学诊断,其原

来被称为非浸润性包裹性滤泡亚型PTC,NIFTP不

再被认为是甲状腺癌,而仅具有极低度恶性潜能。
NIFTP与滤泡亚型乳头状癌最主要的区别点是NIF-
TP不具有血管或包膜侵犯,主要诊断标准还包括包

裹性或界限清楚、滤泡生长模式和乳头状癌的核特征

等。按照新的诊断标准,43.5%的滤泡亚型乳头状癌

和4.4%的乳头状癌现在应该被诊断为NIFTP,导致
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了术后恶性率的降低[28]。一项研究分析了增加NIF-
TP诊断对甲状腺细胞病理学Bethesda报告系统各

个类别恶性率的影响,结果显示 AUS/FLUS、FN/
SFN结节和SM结节的术后恶性率降低最明显,分别

降低了20%、30.8%和31.9%[29]。本综述中的部分

研究发生在NIFTP诊断提出之前,因此,我们需要对

上述分子检测的实际用途保持谨慎,未来需要更多包

含NIFTP类别的研究,校准分子检测的诊断价值。
4.2 分子标志物与病理的关系 分子标志物阴阳性

与术后病理良恶性之间的关 系 并 不 精 确。BRAF
 

V600E突变是PTC中最特异的指标,其在良性病变

中不存 在,但 不 是 所 有 的 乳 头 状 癌 均 携 带 BRAF
 

V600E突变,未检出BRAF
 

V600E突变不能排除乳

头状癌。而RAS突变、RET/PTC、PAX8/PPARγ在

良性病变中的概率分别达48%、68%、55%[30]。因此

良性病变可以携带突变,恶性病变可以不携带突变。
在967个细胞学诊断不确定的甲状腺结节中,检出任

一突变的恶性率为89%,而未检出任何突变的恶性率

仍有11%。因此目前的分子检测试验的诊断价值仍

未达到理想标准,需要进一步提升分子检测技术的检

测性能。
4.3 随访时间 部分研究中分子检测结果为阴性的

病例没有进行手术获得术后病理结果这一金标准,仅
凭长期随访就确定为良性,当随访时间没有达到足够

长时,可能会将患者误分类为良性,因此需要多中心、
大样本、长期的前瞻性研究随访细胞学不确定、分子

检测呈阴性的结节的性质以期更客观地评价分子检

测的诊断价值。
4.4 标本采集和转运 大部分分子检测试验需要进

行额外细针穿刺获取专门用于分子检测的穿刺液标

本,并且需要保存在专用的细胞保存液中。已有研究

探讨了使用穿刺针残留物标本进行分子检测的可行

性,未来将朝着低样本量、高通量方向逐渐发展。分

子检测试验存储和转运的要求也较普通检验项目更

为严格,如有偏差可能会影响试验结果。由于大部分

分子检测试验仅在大型医疗机构及发达地区开展,这
无疑增加了标本转运时间及报告发布周期。未来分

子检测试验的普及将克服这些挑战。
5 小结与展望

细胞学诊断不确定的病灶是甲状腺结节诊断中

的最大难点。尽管这部分结节大多数术后为良性,但
单独依靠细胞形态学通常难以诊断。分子诊断的出

现可以提供更多的危险分层信息,以指导临床决策。
分子标志物的分析不仅仅可用于诊断,其在预后及治

疗方面的作用也日益显著,可为放射性碘治疗和全身

治疗提供信息。进一步了解导致甲状腺癌的分子突

变,可能有助于开发针对高危患者的新药,改变携带

特定突变患者的治疗方法,更有针对性地进行危险分

层和预后讨论。
甲状腺癌病理诊断和分子诊断面临的挑战和机

遇正变得越来越明显。与此同时,精准医疗是临床应

用的发展趋势,其需要准确度高和快速的测试,从而

有效地消除传统医学的反复试验和错误。同时,临床

医师、病理医师和检验医师应知道,任何试验都存在

优势和不足。对于不确定的甲状腺结节,必须综合考

虑所有临床资料和实验室结果才能做出最终决策。
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  新生儿血小板减少症(NTP)是新生儿常见的出 血性疾病,其发病率占所有新生儿的1%~5%,但在
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