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液基细胞学联合免疫细胞化学在痰液 
脱落细胞诊断非小细胞肺癌中的应用

陈江帆　李春英　孙秀娟　郑绍光

柳州市柳铁中心医院病理科，广西 柳州 545007

　　［摘要］　背景与目的：肺癌中非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)发病率最高，NSCLC

痰液脱落细胞学诊断已成为肺癌早期诊断的重要辅助手段。本研究旨在探讨液基细胞学和免疫细胞化学方法在

NSCLC恶性痰液脱落细胞学标本的分类与诊断中的应用价值。方法：应用液基薄层细胞学自动涂片技术方法筛

查到可疑肿瘤细胞及肿瘤细胞的恶性痰液标本共530例进行细胞包埋连续切片，分别作NSCLC肿瘤细胞标志物细

胞角蛋白7(cytokeratin-7，CK7)、细胞角蛋白5/6(cytokeratin-5/6，CK5/6)、甲状腺转录因子-1(thyroid 

transcription factor-1，TTF-1)、P63、上皮膜抗原(epithelial membrane antigen，EMA)免疫细胞化学染

色。结果：530例NSCLC恶性痰液患者确诊为肺腺癌265例，鳞癌246例，腺鳞癌19例。TTF-1和CK7在腺癌中有明

显高表达，阳性表达率为92.45%(245/265)和91.70%(243/265)；CK5/6和P63在鳞癌中有明显高表达，阳性表

达率为97.15%(239/246)和99.59%(245/246)。结论：液基细胞学与免疫细胞化学技术相结合在痰液标本诊断

中有很重要的临床意义，CK7、CK5/6、TTF-1、P63、EMA联合可用于NSCLC恶性痰液的分类与诊断，值得在临床

细胞病理学诊断中推广应用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The non-small cell lung cancer (NSCLC) has been the highest disease 
incidence in lung cancer, sputum cytology diagnosis has become an important adjunct to the early diagnosis of lung 
cancer. The purpose of this study was to investigate the value of thinprep cytological and immunocytochemical method 
in differentiatial diagnosis of exfoliated cells of malignant sputum in NSCLC. Methods: Sputum samples were detected 
with thinprep cytology test, a total of 530 cases suspicious tumor cells and malignant tumor cells sputum specimens 
were randomly selected in continuous paraffin-embedded sections, respectively, NSCLC tumor cell markers CK7, 
CK5/6, TTF-1, P63, EMA were evaluted by immunocytochemical staining. Results: Of the 530 cases of malignant 
sputum, these were confirmed 265 cases of lung adenocarcinoma, 246 cases of squamous carcinoma, 19 cases of 
adeno-squamous carcinoma. Moreover, TTF-1 and CK7 were significantly higher expressed in adenocarcinoma, the 
positive rates were 92.45% (245/265) and 91.70% (243/265); CK5/6 and P63 were significantly higher expressed in 
squamous carcinoma, the positive rates were 97.15% (239/246) and 99.59% (245/246). Conclusion: Liquid-based 
cytology combined with immunocytochemistry had important clinical value in classification and identification of 
sputum samples, the combination of CK7, CK5/6, TTF-1, P63, EMA can be used for classification and identification of 
malignant sputum samples between NSCLC, is worthy of promoting in clinical cytopathology diagnosis.
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　　痰液细胞病理学检查是临床病理学检查的主

要手段之一，也是帮助临床查找病因、了解病

情进展的重要方法。膜式超薄液基细胞学检测技

术是近年应用于临床细胞病理学诊断的一项新技

术，免疫细胞化学在脱落细胞学检查中具有重



《中国癌症杂志》2014年第24卷第3期 183

要意义，有研究表明，液基细胞学联合免疫细

胞化学检查在恶性肿瘤细胞诊断中具有重要意 

义［1-2］。本研究应用TCT联合免疫细胞化学方

法，检测痰液标本中难以明确诊断的非小细胞

肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)，探讨

NSCLC的分类与诊断。

1　材料和方法
1.1　临床资料

　　收集柳州市柳铁中心医院2012年7月—2013
年7月门诊及病房患者痰液标本1 680例，嘱患

者早晨咳痰之前漱口、刷牙以避免食物残渣和

细菌的污染。指导患者深呼吸后用力咳痰，重

复数次，咳出肺深部的痰液，尽量选择带有血

丝部分或者黏液部分的痰液收集在塑料盒内送

检。应用液基细胞学检测技术初检，从筛查到

可疑瘤细胞及瘤细胞标本中选取530例，其中男

性321例，女性209例，年龄≤50岁者192例，

>50岁者338例，全部患者最后经CT、磁共振及

组织病理学确诊均为NSCLC。

1.2　主要试剂

　　CK7、CK5/6、TTF-1、P63、EMA鼠抗人

单克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二

抗均购自福州迈新生物技术开发有限公司。

1.3　实验方法

1.3.1　液基细胞学检测技术

　　将痰液标本倒入液基细胞学检测专用保存

杯内，每10 mL加入l mL黏液松解剂DTT(二硫

苏糖醇)，混合后在震荡器上震荡15 min，如混

合液中仍有凝结，可再增加DTT，直至黏液完

全溶解。将溶解后的痰液倒入50 mL离心管中，

2 000 r/min离心5 min后，弃上清液，加入50 mL
泰普细胞清洗液继续2 000 r/min离心5 min后，

吸取适量沉淀物加入泰普细胞保存瓶，静置 

10 min，用泰普液基细胞仪制成薄层细胞涂

片，95％的酒精固定10 min，巴氏染色。

1.3.2　细胞包埋切片技术

　　痰液按照液基细胞学步骤加入DDT震荡

离心并加入细胞清洗液再次离心后，弃上清

液，加入95％乙醇固定8 h。弃上清液后加入

二甲苯透明0.5~1.0 h，向透明后的细胞团块

中 加 入 液 体 石 蜡 浸 透 ， 一 般 需 经 3 次 ， 每 次 

0.5~1.0 h，将浸透石蜡的细胞团块放入新包埋

器中并倒入熔化的新蜡，待石蜡凝固后，进行 

4 μm厚连续切片。

1.3.3　免疫细胞化学技术

　　常规石蜡包埋切片后，采用链霉素抗生物

素蛋白－过氧化物酶法(streptavidin-peroxidase，

S-P)进行免疫细胞化学染色。切片常规烤片，

脱蜡，水化，0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液高温

高压抗原修复3 min；内源性过氧化物酶阻断

液37 ℃温育30 min；非免疫性羊血清37 ℃温育 

40 min；一抗4 ℃温育过夜，CK7、CK5/6、

TTF-1、P63、EMA稀释比例为1∶100；辣

根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 鼠 二 抗3 7  ℃温 育 

30 min；链霉素亲和素过氧化物酶溶液37 ℃温

育30 min；新配置的DAB溶液显色；苏木素复

染，中性树胶封片。各步之间用pH值为7.4左右

的PBS冲洗3次，每次5 min。用PBS代替一抗作

阴性对照，用已知阳性肺癌切片作阳性对照。

　　免疫细胞化学结果判定标准：细胞核、细

胞质或细胞膜中出现棕黄色颗粒的细胞为阳性

细胞，每张切片在光镜下随机选取5个视野，每

个视野计数100个肿瘤细胞。着色强度分为：无

色为0分，浅黄色或黄色为1分，棕黄色为2分。

阳性细胞数分为：<10%为0分，10%~50%为1
分，>50%为2分，两项得分相乘结果>2为阳性

(+)，≤2为阴性(-)。
1.4　统计学处理

　　应用SPSS 13.0统计软件进行数据处理，采

用四格表资料χ2检验(不满足条件时用Fisher确切

概率法)分析各组计数资料，P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　　果

2.1　液基细胞学检测结果

　　镜下显示细胞散在分布或聚集成团块状排

列，核异型性明显，核质细腻，N/C比例失调，

核大小不等，液基细胞学检测初步诊断为可疑

瘤细胞；而非可疑瘤细胞则以坏死脱落的黏膜
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上皮细胞为主，伴有或不伴有部分炎性细胞(图
1A、B、C)。
2.2　免疫细胞化学染色结果

　　对液基细胞学检测筛查到可疑瘤细胞的痰

液标本，做石蜡细胞包埋切片，进一步做免疫

细胞化学染色(图1D、E、F、G、H)。

2.3　组织学常规染色结果

　　肺腺癌瘤细胞异型性明显，镜下可见腺

腔形成，肿瘤细胞排列成管状或腺样结构(图

2A)。肺鳞癌镜下可见角化珠和或细胞间桥，肿

瘤细胞核位于细胞中央，不规则而深染，有一

个或多个小核仁，细胞质丰富，肿瘤细胞呈散

在分布或黏附性聚集(图2B)。

表 1　530例NSCLC中免疫细胞化学指标的阳性表达

Tab. 1    The  positive expression of immunocytochemistry in 530 cases of NSCLC

[n(%)]
Item Adenocarcinoma Squamous carcinoma Adeno-squamous carcinoma P value

TTF-1  245(92.45)     11(4.47)   7(36.84) ＜0.05
CK5/6     26(9.81) 239(97.15)   9(47.37) ＜0.05
P63     10(3.77) 245(99.59) 11(57.89) ＜0.05
CK7 243(91.70)   41(16.67)   8(42.11) ＜0.05
EMA 218(82.26) 198(80.49) 15(78.95) ＞0.05

图 1　痰液中NSCLC细胞液基细胞学和免疫细胞化学图片

Fig. 1    The sputum cells’ images of NSCLC by thinprep cytological and immunocytochemistry

 A: Adenocarcinoma cells of sputum (papanicolaou stain, ×200); B: Squamous carcinoma cells of sputum (papanicolaou stain, ×200); C: 
Exfoliated cells of benign sputum (papanicolaou stain, ×200); D: TTF-1 expression in the nucleus of adenocarcinoma cells (S-P, ×400); E: CK7 
expression in the cytoplasm of adenocarcinoma cells (S-P, ×400); F: EMA expression in the cytoplasm of adenocarcinoma cells (S-P, ×400); G: 
CK5/6 expression in the cytoplasm of squamous carcinoma cells (S-P, ×400); H: P63 expression in the nucleus of squamous carcinoma cells (S-P, 
×400).

图 2　NSCLC组织学图片

Fig. 2    The images of NSCLC tissue

 A: Adenocarcinoma tissue of lung (HE, ×200); B: Squamous 
carcinoma tissue of lung (HE, ×200).

2.4　免疫组化结果分析

　　TTF-1在肺腺癌、肺鳞癌、腺鳞癌标本内

的表达率分别为92.45%、4.47%、36.84%，差

异有统计学意义(P<0.05)；CK5/6在肺腺癌、肺

鳞癌、腺鳞癌标本内的表达率分别为9.81%、

97.15%、47.37%，差异有统计学意义(P<0.05)；

P63在肺腺癌、肺鳞癌、腺鳞癌标本内的表达

率分别为3.77%、99.59%、57.89%，差异有统

计学意义(P<0.05)；CK7在肺腺癌、肺鳞癌、腺

鳞癌标本内的表达率分别为91.70%、16.67%、

42.11%，差异有统计学意义(P<0.05)；EMA在肺

腺癌、肺鳞癌、腺鳞癌标本内的表达率分别为

82.26%、80.49%、78.95%，差异无统计学意义

(P>0.05，表1)。
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3　讨　　论

　　近年来，肺癌的发病率及病死率逐年升

高，每年新增17%的肺癌患者和将近25%的患

者死亡［3］。NSCLC在肺癌中占80%，患者放

疗化疗的效果并不明显，5年生存率<15%［4］。

痰液脱落细胞学检查是早期诊断肺癌的重要方

法之一，具有简便易行、安全无痛、无创、可

重复多次检查，是防癌普查的重要手段之一。

多年来应用的传统痰液制片方法存在着一些不

利因素，如背景不清晰、细胞涂片厚薄不一、

坏死细胞碎屑较多、加之黏液的干扰常将肿瘤

细胞遮盖掩蔽等。液基细胞学检测技术是近年

应用于临床细胞病理学诊断的一项新技术。液

基细胞学检测应用于痰液，能够最大限度的利

用标本，并通过消黏、离心将痰液中的黏液和

炎性细胞等与肿瘤细胞分离，利用特有的薄层

涂片技术将细胞集中到一个2 cm大小背景的范

围内，涂片背景干净，细胞分布均匀，结构清

晰。液基细胞学检测变革了标本采集和处理方

法，而且提高了制片质量，改善了观察效果；

细胞图像清晰，层次分明，核膜核仁及染色质

等细胞细微结构清晰，三维立体感突出，从而

减少了可疑例数，明确了诊断［5］。我们根据

TCT检查结果可以初步筛选出异型增生和可疑

瘤细胞痰液标本，但不能准确地对NSCLC分类

以及鉴别诊断，还需进一步做免疫细胞化学 

染色。

　　本研究中530例痰液首先经液基细胞学检

测筛查到可疑肿瘤细胞或肿瘤细胞，然后经

石蜡包埋切片，标记NSCLC肿瘤细胞标志物抗

体CK7、CK5/6、TTF-1、P63、EMA，最终

CK7、TTF-1、EMA联合表达证实为肺腺癌265
例，CK5/6、P63、EMA联合表达证实为肺鳞

癌246例，CK7、CK5/6、TTF-1、P63、EMA
联合表达证实为肺腺鳞癌19例。值得注意的

是，所有NSCLC痰液标本中，未发现TTF-1和

CK5/6同时阴性表达者。其中TTF-1和CK7在肺

腺癌中有明显高表达阳性表达率分别为92.45%

和91.70%，而在肺鳞癌中低表达或不表达，

阳性表达率分别为4.47%和16.67%；CK5/6和

P63在肺鳞癌中有明显高表达阳性表达率分别

为97.15%和99.59%，而在肺腺癌中低表达或

不表达，阳性表达率分别为9.81%和3.77%，

与最近Mukhopadhyay等［6］研究结果趋于一

致。EMA在NSCLC各类型中阳性表达率差异

无统计学意义(P>0.05)。TTF-1又称甲状腺转

录因子1是一种组织特异性核转录因子，选择

性的表达于Ⅱ型肺泡细胞、细支气管上皮细

胞、甲状腺滤泡细胞、甲状腺滤泡旁C细胞等

区域。TTF-1在原发性肺癌中主要表达于肺腺

癌和NSCLC中，在其他组织类型肺癌中表达

较少甚至不表达［7］。CK5/6主要表达于鳞状

上皮和导管上皮的基底细胞，可用于鳞癌和腺

癌的鉴别诊断［8］。P63基因是P53基因家族的

新成员，其表达直接或间接影响细胞的增殖

活性［9］。正常肺组织中，P63表达于支气管

储备细胞，而不表达于纤毛细胞、肺泡上皮

细胞或非上皮细胞。P63的表达可以解释上述

某些细胞具有鳞状上皮化生或其来源的肿瘤具

有鳞状细胞分化的特征。相反，不表达P63的

肿瘤(如肾肿瘤、结肠肿瘤等)很少发生鳞状上

皮化生。P63基因可能对肺鳞状细胞发生、发

展起到一个特别重要的作用。研究发现，P63
主要表达于肺鳞状细胞癌中，阳性表达率高于 

90%［10］。CK7多在卵巢、肺、乳腺的上皮细胞

质中表达，可作为肺腺癌分化的客观指标 。一

般非上皮来源的细胞无表达，在卵巢、乳腺和

肺的腺癌呈阳性反应。CK7主要用于肿瘤的鉴

别诊断，判断转移部位肿瘤细胞的来源［11］。

EMA又称上皮膜抗原是从人乳脂小体膜中分离

出来的一种蛋白质，广泛存在于各种上皮细胞

系结构。研究表明EMA在乳腺癌、胰腺癌、

肺鳞癌、肺腺癌、恶性间皮瘤等上皮源性肿

瘤中表达，是一种上皮性肿瘤的标志物［12］。

因此，联合应用CK7、CK5/6、TTF-1、P63、

EMA等抗体，可用于NSCLC恶性痰液的分类与

诊断。

　　以上研究表明，在痰液中运用TCT技术联合

免疫细胞化学方法检测有助于NSCLC的分类与
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鉴别诊断，值得在临床细胞病理学诊断中推广 

应用。
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