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非小细胞肺癌恶性胸水中癌细胞
重排检测及其临床意义

王莉，韩永红，曾娟，李军
（华中科技大学同济医学院附属武汉中心医院 肿瘤科，湖北 武汉 430014）

摘要：目的 探讨非小细胞肺癌（NSCLC）患者恶性胸水（MPE）中癌细胞 4- 基因重排的可行性及

与其病理特征之间的关系。方法 选取 138例伴有MPE的 NSCLC患者，用瑞氏染色法鉴定MPE中的癌细胞，

用免疫组织化学法鉴定肿瘤组织中 4- 基因重排，运用微流控芯片技术检测 NSCLC患者MPE中癌

细胞，采用荧光染色法确定癌细胞，采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测 ALK基因重排状态。结

果 在 138例 NSCLC患者中，肿瘤组织免疫组织化学（IHC）染色有 10例 4- 基因阳性，qRT-PCR

检测到 10例 4- 融合基因重排。IHC和 qRT-PCR的一致性为 100%，两者敏感性和特异性均为 100%。

ALK基因重排状况与患者 EGFR突变等差异有统计学意义（ <0.05），而与病理分型、原发部位、临床分期及淋

巴结转移等差异无统计学意义（ >0.05）。结论 qRT-PCR检测 NSCLC患者MPE中癌细胞 4- 融

合基因是筛选 基因重排方法的一种补充，值得在临床中推广。
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Detection of gene rearrangement in
NSCLC cells and its clinical significance
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Abstract: Objective To investigate the application of detecting echinoderm microtubule -associated
protein-like 4-anaplastic lymphoma kinase ( ) gene rearrangement by qRT-PCR in non-small cell
lung cancer cells (NSCLC), and to evaluate the relationship between gene rearrangement and
clinical relevance. Methods A total of 138 patients confirmed with NSCLC in malignant pleural effusion
(MPE) were recruited in this study. Cancer cells in MPE were identified by Wright's staining and microfluidic
chip technology. gene rearrangement in cancer cells was determined by Immunohistochemistry
(IHC), and quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Results Ten out of 138 (7.25% )
patients were identified with rearrangement by IHC, who were also verified by qRT -PCR.
Sensitivity and specificity of IHC and qRT -PCR were 100% . The gene rearrangement was
correlated with EGFR mutation ( < 0.05), while no relation between the gene rearrangement and
tumor characters including histological type, site of primary onset, clinical stage and lymphatic metastasis ( >
0.05). Conclusions qRT-PCR is a reliable method for detection of rearrangement detection in
NSCLC.

Keywords: non-small-cell lung cancer; malignant pleural effusions; echinoderm microtubule-associated
protein-like4 -anaplastic lymphoma kinase

第 27卷第 24期 中国现代医学杂志 Vol. 27 No.24
2017年 10月 China Journal of Modern Medicine Oct. 2017

34· ·



肺癌每年新发病例约 150万，其中，约 85%为非

小细胞肺癌（non small cell lung cancer，NSCLC），

肺癌是全世界癌症相关性死亡的首要原因。化疗是

治疗恶性肿瘤最重要的手段之一，然而肿瘤细胞对化

疗药物产生耐药使得效果不尽人意。靶向药物在肿

瘤临床中应用越来越广泛，棘皮动物微管相关类蛋白

4（echinoderm microtubule-associated protein-like4，

4）基因和间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lym-

phoma kinase， ）融合基因，被证实为 NSCLC 的

一个重要致癌驱动因子，也是克唑替尼的主要治疗

靶基因[1]。恶性胸水（malignant pleural effusions，MPE）

是中晚期 NSCLC的一种常见的严重并发症，约 15%

的肺癌患者在诊断时就出现 MPE，而且 50%的

NSCLC患者 MPE为细胞学检查阳性。临床上获得

MPE具有微创、反复多次及易于操作等特点，使得

MPE可能替代肿瘤组织用于基因检测，但是 MPE中

癌细胞数量较少，还混有炎症细胞、间皮细胞等，

MPE中癌细胞纯度较低。笔者用微流控芯片技术提

取 MPE中的癌细胞，然后用实时荧光定量聚合酶链

反应（quantitative real time polymerase chain reaction，

qRT-PCR）检测 EML4-ALK重排，探讨检测MPE中癌

细胞 4- 重排能否作为一种非组织来源的

替代方法。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选取 2012年 4月 -2014年 4月在本院入住的

患者 138例经组织病理学证实Ⅲ-Ⅳ期的 NSCLC。

其中，男性 98例，女性 40例。详细记录患者的病理

分型、原发部位、临床分期、淋巴结转移及表皮生长

因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR）

突变等资料。本研究经医院伦理委员会的批准和受

试对象知情同意。

1.2 恶性胸水中癌细胞的鉴定

取 50 ml恶性胸水行常规的瑞氏染色，紫色为癌

细胞，由 2位有经验的病理医师在荧光显微镜下独立

观察细胞染色情况，有分歧时由第 3人协助判定。

1.3 NSCLC癌组织中 4- 基因免疫组织

化学染色

术中取得的肿瘤组织或者纤维支气管镜活检取

得的组织，采用 EnVision二部法。所用一抗克隆号为

D5F3，一抗和二抗（购自瑞士罗氏公司），操作采用

全自动免疫组织化学（免疫组化）染色机进行。

1.4 恶性胸水中癌细胞捕获和释放

在诊断性或治疗性排放恶性胸水时取最后一管

恶性胸水 50 ml，以 3 000 r/min离心 10 min，取沉淀

物再悬浮于 1 ml磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer

saline，PBS）中备用。微流控纳米芯片的制作和修饰

过程请参见文献[2]，每个芯片加上 250μl的 Strep-

tavidin（浓度为 250 μg/ml），置于 4℃冰箱过夜；组

装芯片，并用 0.5 ml的 PBS冲洗 1次，流速为 0.5 ml/h；

用注射器加入 500μl浓度为 200μg/ml的上皮细

胞黏附分子，在常温下孵育 45 min，再用 0.5 ml 的

PBS冲洗 1次；将 1 ml的恶性胸水以 0.5 ml/h的速

度流过芯片，最后用并用 0.5 ml的 PBS冲洗 1次，流

速为 0.5 ml/h，卸载芯片并保存在 4℃冰箱中。

1.5 免疫组化染色

将捕获癌细胞的芯片用 4%的甲醛溶液固定

15 min，然后用 200μl的 PBS冲洗。对样品进行免

疫组化染色，其中先用异硫氰酸荧光素标记的细

胞角蛋白抗体（200 μg/ml）200 μl在常温下孵育

45 min，然后用 200μl的 PBS轻轻冲洗芯片；再用

花氰染料 5荧光染料标记的白细胞共同抗原 CD45

抗体（200 μg/ml）在常温下孵育 45 min，然后用

200μl的 PBS轻轻冲洗芯片；最后用 4'，6-二脒基 -

2-苯基吲哚（10μg/ml）200μl在常温下孵育 10 min，

然后用 200μl的 PBS轻轻冲洗芯片。对固定在纳米

芯片上特异性捕获的癌细胞和非特异性捕获的白细

胞，用荧光显微镜进行鉴别确认。

1.6 qRT-PCR检测 4- 基因重排

将捕获在纳米芯片上的癌细胞用胰酶处理后，

可释放出高纯度的癌细胞。然后提取癌细胞的总核

糖核酸（ribonucleic acid，RNA），每例样品提起 30～

300 ng 的 RNA 在 42℃孵育 1 h 和 95℃孵育 5 min

后逆转录为互补脱氧核糖核酸，然后置于冰中冷却。

qRT-PCR依据试剂公司操作说明书进行操作。在每

个样本的 qRT-PCR进行以下 4个反应[3]。所有的 4

个实验在 Mx3000P qRT-PCR设备执行（美国安捷

伦科技公司）。qRT-PCR 程序进行如下：初始在

95℃下变性 5 min，随后 95℃保持 25 s，在 64℃保持

20 s，72℃保持 20 s，循环 15次；93℃保持 25s，60℃

保持 35 s，72℃保持 20 s，循环 31次。定量判断根据

融合荧光信号强度。测定得 Ct值≤30周期被认定

癌细胞中检测到 4- 基因重排。用看家基因

确保 RNA的完整性。阳性对照和阴性对照确保试验
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A：黑色箭头处为癌细胞团；B：黑色箭头处为癌细胞团

图 1 恶性胸水中癌细胞 （瑞氏染色×400）

A B

Cy5-）和恶性胸水中的白细胞（DAPI+/FITC-/Cy5+）。见

图 2。

2.4 NSCLC癌组织中 4- 基因免疫组织

化学染色结果

在 138例 NSCLC中，对癌组织行免疫组化染色，

附表 NSCLC患者不同临床病理特征 4- 融合基因重排阳性率的比较

临床病理特征 例数（ =138）
EML4-ALK重排

χ2值 值
阳性例数 阳性率 /% 阴性例数

病理分型

腺癌 105 6 5.71 99 1.533 0.216

非腺癌 33 4 12.12 29

原发部位

左 59 4 6.78 55 0.033 0.855

右 79 6 7.59 73

临床分期

Ⅲ 57 3 5.26 54 0.568 0.451

Ⅳ 81 7 8.64 74

淋巴结转移

有 86 6 6.97 80 0.025 0.875

无 52 4 7.69 48

EGFR突变

有 21 4 19.05 17 5.132 0.023

无 117 6 5.12 111

效率。

1.7 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 与 GraphPad Prism

5.0统计软件，计数资料以率（%）表示，采用χ2检

验， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC 患者恶性胸水中癌细胞 4-

融合基因重排与临床病理特征的相关性

不同病理分型、不同原发部位、不同临床分期以

及淋巴结转移有无间的 4- 融合基因重排

阳性率的比较，经χ2检验，差异均无统计学意义；

EGFR突变有无间 4- 融合基因重排阳性率

的比较，经χ2检验，差异有统计学意义（χ2=5.132，

=0.023）。见附表。

2.2 NSCLC患者恶性胸水中癌细胞的鉴定结果

对恶性胸水中癌细胞经瑞氏染色后，通过荧光

显微镜观察拍照，癌细胞为紫色且细胞直径范围为

10～40μｍ，见图 1。

2.3 NSCLC患者恶性胸水中癌细胞的鉴定结果

对捕获的癌细胞行免疫组化染色，通过荧光显

微镜观察拍照，可以明确鉴别出癌细胞（DAPI+/FITC+/

图 2 恶性胸水中的癌细胞和白细胞
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A 阴性 B 阳性

图 4 恶性胸水中癌细胞 qRT-PCR检测

4- 基因重排

A：NSCLC组织常规病理染色（HE×100）；B： 4- 基因免

疫组化染色（×100）

图 3 NSCLC癌组织中 EML4-ALK基因

免疫组化染色结果

A B

阳性表达的判定标准：肿瘤细胞胞质内出现强染色

颗粒，发现有 10 例 4- 基因重排阳性

7.25%（10/138），阳性染色。见图 3。

2.5 qRT-PCR检测 4- 基因重排结果

恶性胸水中癌细胞用 qRT-PCR检测 4-

基因重排，其中，有 10例为阳性，剩余为阴性，阳性

率为 7.25%（10/138），阴性和阳性结果见图 4。

3 讨论

4- 融合基因由第 2 号染色体短臂插

入形成，其嵌合产物可导致 ALK酪氨酸激酶持续高

表达，从而激活下游 PI3K/AKT、MAPK等信号通路，

导致肿瘤的发生和转移[4]。在临床上应用 ALK抑制

剂克唑替尼已对 融合基因阳性的 NSCLC的患

者产生获益 [5-7]，克唑替尼治疗 ALK 阳性的 NSCLC

患者客观有效率高达 60% [7]。而 NSCLC中

阳性率为 3%～8% [8]。因此，筛选NSCLC 中

重排阳性率高的目标人群进行靶向治

疗具有重要的临床意义。

免疫组化检测 基因重排具有价廉

和省时的特点，已被广泛应用于临床。WANG等[9]研

究发现，通过 IHC法和 FISH法检测 MPE中

基因重排的结果是完全一致的。JIANG等[10]在

肿瘤组织中两种方法检测结果也一致。在本研究中，

用免疫组化检测肿瘤组织中 重排阳性

率为7.25%（10/138），用 qRT-PCR检测 MPE中癌细

胞的 重排阳性率为 7.25%（10/138）。免疫

组织化学和 qRT-PCR 两种检测方法一致率为

100%，敏感性为100%（10/10），特异性也为 100%（128/

128）。本研究结果表明，用 qRT-PCR检测 MPE中癌

细胞 重排是一种非组织来源的 EML4-

ALK检测替代方法。

获取肿瘤组织常代表某个时间点[11]，有时甚至

无有效组织可用，因此用 IHC法对肿瘤组织的染色

检测 重排存在一定的局限性。与组织样

品的检测相比，MPE的获得具有微创、反复多次及易

于操作等特点 [12-15]，用 qRT-PCR 检测 MPE 中癌细

胞 重排可以实时动态反映患者的状况，

可以用于靶向治疗药物疗效监测等。本研究中采用

微流控芯片技术获得 MPE 中癌细胞纯度高，

qRT-PCR 也是一个敏感高效的方法，因此用

qRT-PCR 检测 MPE 中癌细胞 重排在

临床实践中具有极大的推广应用价值。

综上所述，笔者的研究结果表明，基于 MPE中

癌细胞的 检测与基于肿瘤组织的

检测具有高度的一致性，证实利用 MPE

中癌细胞检测 重排是一种可行和可靠

的非组织来源的替代方法。在肿瘤临床中获得 MPE

具有微创、反复多次及易于操作等优点，检测 MPE

中癌细胞的 重排不但可以指导 NSCLC

的靶向治疗，而且可以用于动态监测药物的反应和疾

病的进展情况，值得在临床工作中进一步推广。
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