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【摘　要】　目的　探讨晚期非小细胞肺癌患者胸水液基细胞学蜡块中 ALK 新抗体 D５F３检测的临床价值.方法　选

择２００例经胸膜活检确诊的非小细胞肺癌且胸水发现癌细胞患者的胸水,将其制成液基细胞学蜡块,应用 ALK 新型抗体

D５F３检测该基因蛋白表达情况,分别从阴性、阳性 (１~３＋)对比其在两种标本中的表达异同.结果　２００例液基细胞学

蜡块标本检测显示,９例 ALK阳性 (１~３＋),１９１例 ALK (－),阳性率４􀆰５％.阳性胸水的组织学类型均为腺癌,其中,

１例 (＋),５例 (２＋),３例 (３＋);≤６０岁的６例,＞６０岁的３例 (中位年龄５１岁),差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);

男性５例,女性４例.与同一患者的胸膜活检标本 ALK表达情况完全一致,符合率为１００％.结论　ALK蛋白阳性多见于

晚期肺腺癌中较年轻的患者,D５F３新抗体在晚期 NSCLC患者的胸膜活检组织及胸水液基细胞学蜡块中表达情况一致.胸

水液基细胞块可作为检测 ALK蛋白的样本.对原发性肺腺癌合并胸膜转移出现恶性胸腔积液的患者,可根据胸腔积液沉渣

包埋标本 ALK蛋白表达指导临床靶向治疗.
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ClinicalvalueofD５F３inhydrothoraxfluidbasedcytologicalwaxblockinpatientswithadvancednonＧsmallcell
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【Abstract】　Objective　ToanalyzetheclinicalvalueofALKnewantibodyD５F３intheapplicationofhydrothoraxliquidＧ
basedcytologicalwaxblocksinpatientswithadvancednonＧsmallcelllungcancer．Methods　Thepleuraleffusionsof２００patients
diagnosedasnonＧsmallcelllungcancerbypleuralbiopsyandwithcancercellfoundinthepleuraleffusionwerechosen,and
weremadeintoliquidbasedcytologywaxblock．ALKD５F３newantibody(CSTcompany)wasappliedtodetectthegeneprotein
expression．Thesimilaritiesanddifferencesoftheexpressioninthetwokindsofspecimenswerecomparedrespectivelyfromthe
negativeandpositive (１Ｇ３＋)．Results　Theresultsshowedthat９caseswereALKpositive(１Ｇ３＋)and１９１caseswereALK
negative (－)．Therewereonecase (＋),fivecases (２＋)andthreecases (３＋)．ThereweresixpatientsagedlessthanoreＧ
qualto６０yearsold,threepatientsagedoldthan６０yearsoldandthemedianagewas５１,withstatisticallysignificantdifference
(P＜０􀆰０５)．Therewerefivemalesandfourfemales．Theexpressionofpleuralbiopsyspecimenwascompletelyconsistentwith
thatofthesamepatient,andthecoincidenceratewas１００％．Conclusion　ALKproteinpositivityismorecommoninyounger
patientswithadvancedlungadenocarcinoma,andD５F３expressionisconsistentinpleuralbiopsytissuesandhydrothoraxcytoＧ
logicalwaxblocksofadvancedNSCLCpatients．HydrothoraxＧbasedcellscanbeusedassamplestodetectALKprotein．ForpaＧ
tientswithmalignantpleuraleffusionduetoprimarylungadenocarcinomacomplicatedbypleuralmetastasis,ALKproteinexＧ
pressioncanbedetectedaccordingtopleuraleffusionsedimentembeddedspecimenstoguideclinicaltargetedtreatment．
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　　肺癌是全世界死亡率最高的恶性肿瘤,每年新

增肺癌人群超过６５万人,其中８０％~８５％为非小

细胞肺癌 (NSCLC),其治疗以铂类药物化疗为

主,临床疗效不到１５％[１].随着基因组学研究的不

断发展,分子靶细胞已成为治疗 NSCLC的研究热

点,其中棘皮动物微管相关蛋白样４Ｇ间变性淋巴瘤

激 酶 (echinoderm microtubuleＧassociatedproteinＧ
like４Ｇanaplasticlymphomakinase,EML４ＧALK)
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是继EGFR肺癌 EGFR 基因之后发现的肺癌分子

新靶点[２Ｇ３],临床上对如何筛选该靶点阳性的患者

成为关注的主要问题[４].肺癌的诊断主要依靠小活

检或细胞学标本的病理分析,晚期肺癌患者常常出

现胸水.本 研 究 收 集 ２００ 例 经 胸 膜 活 检 确 诊 的

NSCLC,且胸水有癌细胞的样本,将其制成液基

细胞学蜡块,应用 ALK 新型抗体 D５F３检测该基

因蛋白在胸膜活检标本和液基细胞学蜡块中的表达

情况,进而评估该指标检测的临床应用价值.

１　资料与方法

１􀆰１　一般临床:收集２０１５年７月至２０１８年１月

我科经胸膜活检确诊的２００例 NSCLC且胸水发现

癌细胞的胸水样本,将其制成液基细胞学蜡块.其

中,男性９５例,女性１０５例;年龄为３２~９２岁,
中位年龄６６岁;腺癌１９７例,鳞癌３例.由两名

有经 验 的 病 理 科 医 生 对 CK５/６,P４０,TTFＧ１,

CK７,MOC３１,NapsinA 等免疫组化染色结果阅

片,确认 NSCLC病理类型.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　液基细胞蜡块及胸膜活检标本制作:１)液

基细胞蜡块制作:取胸腔积液置于有保存液的５０
mL试管中,试管底部接触震荡器,震荡３０s,使

细胞完全混匀于标本瓶保存液中,３０００r/min离

心１０min,弃上清液,用吸管吸取５０mL离心管

底部的细胞团,挤出于对应号码的小宣纸上,静置

１０min,在细胞团上滴一滴伊红染色液,包好、常

规脱水,石蜡包埋、切片,HE 染色、光镜观察.

２)胸膜活检标本均经１０％ 中性福尔马林固定,常

规脱水,石蜡包埋,４μm 厚切片,HE染色,光镜

观察.

１􀆰２􀆰２　免疫组织化学分析:每批染色将已知阳性

片作为阳性对照,正常胸膜组织为阴性内对照.免

疫组化染色采用 EliVision 两步法.选择 TTFＧ１、

CKＧ７、NapsinA、CK５/６、P４０和 MOC３１作为转

移性肺腺癌诊断和鉴别诊断指标.所有抗体及二抗

试剂盒均购自福州迈新生物技术开发有限公司.

ALK (D５F３)XP兔单抗试剂购自美国 CST 中国

分公 司,EliVision 试 剂 盒 购 自 福 州 迈 新 公 司.

ALK (D５F３)抗体按１∶１００稀释,新鲜配制DAB
显色剂显色.染色步骤按照试剂盒说明书进行手工

操作.

１􀆰２􀆰３　 结 果 判 读:CKＧ７、Napsin A、CK５/６、

MOC３１以胞质着棕黄色为阳性,TTFＧ１、P４０以

细胞核着棕黄色为阳性.D５F３的判读标准:肿瘤

细胞明确无着色为 (－);＞５％肿瘤细胞呈微弱或

模糊的胞质着色为 (＋);＞５％肿瘤细胞呈中等强

度胞质着色为 (２＋);＞５％肿瘤细胞呈颗粒状胞

质强着色为 (３＋).由两名有经验的病理科诊断医

生进行D５F３结果判读.判读时应排除以下非特异

染色因素,如组织中浸润的淋巴细胞非特异性着色

以及在肿瘤坏死区域、分泌黏液区的背景染色.注

意排除假阳性,如包膜着色无意义.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS１７􀆰０统计学软件进

行分析处理.计数资料以频数表示,采用χ２ 检验,
以P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　组织及细胞形态观察:胸膜活检组织可见肿

瘤细胞巢团状分布,呈腺样、筛孔样、乳头状或实

性 (图①,封三).液基细胞学蜡块中细胞形态表

现为腺癌细胞大小不一,多堆叠成团或呈花瓣样、
花环样排列,也有单个散在癌细胞,细胞核大而深

染,染色质不均匀,胞质部分有空泡 (图②,封

三).鳞癌细胞大小不一,多排列成小片状或单个

散在,细胞呈梭形,部分看见角化,细胞排列具有

一定的极向.

２􀆰２　免疫组织化学染色:患者胸腔积液沉渣包埋

标本 CKＧ７ 肿 瘤 细 胞 胞 质 阳 性 (图 ③,封 三),

TTFＧ１肿瘤细胞核阳性 (图④,封三),NapsinA
肿瘤细胞胞质阳性 (图⑤,封三),MOC３１肿瘤细

胞胞质阳性 (图⑥,封三),证实为原发性肺腺癌

胸膜转移产生的恶性胸腔积液,CK５/６阴性除外恶

性间皮瘤;CK５/６细胞胞浆阳性,P４０细胞核阳

性,证实为鳞癌胸膜转移产生的恶性胸腔积液.

２􀆰３　ALK蛋白表达:２００例液基细胞学蜡块标本

检测显示,９ 例 ALK 阳性 (１~３＋,图 ⑦,封

三),１９１例 ALK (－),阳性率４􀆰５％.阳性胸水

的组织学类型均为腺癌,其中,１例 (＋),５例

(２＋),３例 (３＋);≤６０岁的６例,＞６０岁的３
例 (中位年龄５１岁),差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０５);男性５例,女性４例.与同一患者的胸膜

活检标本 ALK 表达情况完全一致 (图⑧,封三),
符合率为１００％.

３　讨论

ALK融合基因是具有致瘤性的变异基因,其

具有独特的临床病理特征和相对高的阳性率.２００７
年,Soda等[４]首次在１例６２岁肺腺癌患者的手术

切除标本中发现了 ALK 融合基因,随后该基因迅

速成为肺癌分子靶向治疗领域的研究热点.Shaw

􀅰４􀅰 福建医药杂志２０１９年２月第４１卷第１期　FujianMedJ,February２０１９,Vol􀆰４１,No􀆰１



等[５]发 现,肺 腺 癌 ALK 融 合 基 因 的 阳 性 率 为

１３％,其已成为晚期 NSCLC临床治疗的新靶点[６].

ALK融合基因表达常见于年轻、不吸烟或少吸烟

肺腺癌患者,偶见于腺鳞癌患者[７].国内外学者报

道,ALK 融 合 基 因 在 腺 癌 中 阳 性 率 为 ３％ ~
１３％[８Ｇ１０].本研究２００例胸水细胞学蜡块中 ALK
阳性９例,阳性率为４􀆰５％,与文献报道的相符;

ALK阳性患者比阴性患者更年轻,无明显性别差

异,这也与以往报道一致[１０Ｇ１１].本组患者中,胸水

及胸膜活检中腺癌的类型远远高于鳞癌 (腺癌１９７
例,鳞癌３例),ALK阳性率在腺癌中也显著高于

鳞癌.
针对 ALK融合基因的小分子抑制剂克唑替尼

是一种 ATP竞争性酪氨酸酶抑制剂,对 ALK阳性

的晚期 NSCLC患者临床疗效较好,中位无进展生

存期长,客 观 有 效 率 较 高[１２].临 床 上 如 何 寻 找

ALK阳性患者是急需解决的问题,目前的方法主

要是对手术的组织标本进行检测确定;然而临床实

践中,许多患者均为晚期,晚期患者常伴发胸水,
只能得到小活检标本或细胞学标本.有文献报道,
晚期肺癌患者常伴发胸水,对于取得组织困难但又

迫切希望进行个体化治疗的患者,积液细胞块可作

为一种新的检测标本来源[１３].基于我国肺癌患者

众多,“中国间变性淋巴瘤激酶 (ALK)阳性非小

细胞肺癌诊断专家共识 (２０１３版)”指出细胞学标

本可用于 ALK检测,细胞块 (cellblock)样本可

用于FISH 或IHC法检测[１４].
本研究对２００例同一患者的胸膜活检标本及胸

水液基细胞学蜡块进行 ALK 检测,对比其在两种

不同来源标本的表达情况,发现 ALK 蛋白阳性表

达的结果一致.
综上所述,胸水液基细胞学标本具有取材方式

微创、可以当场评价,并立即补充取材以确保充足

的肿瘤细胞量等优点;对无法获得组织标本的晚期

肺腺癌患者,胸腔积液沉渣包埋标本可用于 ALK
蛋白表达检测,为是否 进 行 分 子 靶 向 治 疗 提 供

参考.

参考文献

[１]徐风华,郭荣荣,李欣,等．非小细胞肺癌患者 ERCC１表达与

铂类药物化疗敏感性的相关性的系统分析 [J]．中国临床药理

学与治疗学,２０１３,１８ (１):４５Ｇ５０．
[２]ZhuJ,CaiL,Yang H,etal．Echinoderm microtubuleＧ

associatedproteinＧlike４ＧanaplasticlymphomakinaserearrangeＧ

mentandepidermalgrowthfactorreceptormutationcoexisting

inChinesepatientswithlungadenocarcinoma [J]．Thoracic

Cancer,２０１４,５ (５):４１１Ｇ４１６．
[３]石远凯,孙燕．非小细胞肺癌分子靶向治疗的发展趋势 [J]．中

华肿瘤杂志,２０１４,３６ (７):４８１Ｇ４８４．
[４]SodaM,ChoiYL,EnomotoM,eta１．Identificationofthe

transformingEMIA．ALKfusiongeBeinnonsmallcelllung

cancer [J]．Nature,２００７,４４８ (７１５３):５６１Ｇ５６６．
[５]ShawAT,YeapBY,MinoＧKenudsonM,etal．ClinicalfeaＧ

turesandoutcomeofpatientswithnonＧsmallＧcelllungcancer

whoharborEMIAＧALK [J]．JClinOncol,２００９,２７ (２６):

４２４７Ｇ４２５３．
[６]王丽杰,郭其森．EMIAＧALK 融合基因———晚期非小细胞肺

癌临床治疗新靶标 [J]．中华肺部疾病杂志:电子版,２０１４,

７ (１):９４Ｇ９７．
[７]GridelliC,SolangeP,SgambatoA,etal．ALKinhibitorsin

thetreatmentofadvanced NSCLC [J]．CancerTreatRev,

２０１４,４０ (２):３００Ｇ３０６．
[８]朱翔,李红威,曹宝山,等．５２５例肺癌中 ALK 阳性病例临

床病理特征研究及检测方法探讨 [J]．中国肺癌杂志,２０１４,

１７ (３):２２６Ｇ２３２．
[９]XiaN,AnJ,JiangQ Q．etal．AnalysisofEGFR,EMIAＧ

ALK,KRAS,andcＧMET mutationsinchineselungadenocaＧ

reinoma patients [J]．Exp Lung Res,２０１３,３９ (８):

３２８Ｇ３３５．
[１０]陈学敬,周立娟,董宇杰,等,Ventana全自动免疫组化法检

测不同来源肺腺癌 ALK蛋白表达一致性的研究 [J]．诊断病理

学杂志,２０１６,２３ (４):２５９Ｇ２６２．
[１１]陈颖,高丽丽,王彦丽,等,间变性淋巴瘤激酶阳性肺腺癌细

胞病理学特点初探 [J]．中华病理学杂志,２０１５,４４ (９):

６２８Ｇ６３２．
[１２]SolomonBJ,MokT,Kim D W,etal．Firstlineerizotinib

versuschemotherapyinALK．positivelungcancer [J]．NEngl

JMed,２０１４,３７１ (２３):２１６７Ｇ２１７７．
[１３]杨红,王影,覃胜,等．浆膜腔积液细胞块对提高细胞学诊断

及开展基因检测的价值 [J]．中华临床医师杂志:电子版,

２０l３,７ (２１):９４８９Ｇ９４９３．
[１４]张旭超,陆舜,张力,等．中国间变性淋巴瘤激酶 (ALK)阳

性非小细胞肺癌诊断专家共识 (２０１３版) [J]．中华病理学杂

志,２０１３,６ (４２):４０２Ｇ４０６．

􀅰５􀅰福建医药杂志２０１９年２月第４１卷第１期　FujianMedJ,February２０１９,Vol􀆰４１,No􀆰１


