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2种免疫细胞化学染色方法在脑脊液
转移性肺腺癌诊断中的应用
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摘要 目的：探讨2种免疫细胞化学染色方法在脑脊液转移性肺腺癌诊断中的应用。方法：收集2016年1月至2023年12月有

肺腺癌病史并脑脊液转移的病例11例，行脑脊液细胞学检查；对照组为11例脑脊液转移性肺腺癌的苏木精—伊红染色或巴氏

染色样本，实验组为相应对照组重制片或褪色后行免疫细胞化学染色的样本，同时分析11例病例的临床资料、细胞学形态、诊

断方法及免疫细胞化学染色结果。结果：对照组镜下见数个异型细胞聚集成团或单个细胞散在分布，细胞胞浆中等到丰富，细

胞核大、深染，部分细胞可见明显核仁，实验组做TTF-1、NapsinA免疫细胞化学染色证实为转移性肺腺癌。结论：肺腺癌脑膜

转移患者预后极差，脑脊液细胞学的明确诊断对临床意义重大；在脑脊液标本量有限且仅有极少量异型细胞的情况下，重制片

或褪色后行免疫细胞化学染色，能做出明确诊断，以辅助临床进行治疗。
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Abstract Objective: To investigate the application of two immunocytochemical staining methods in the diagno-

sis of cerebrospinal fluid metastatic lung adenocarcinoma. Methods: From January 2016 to December 2023, 11

patients with a history of lung adenocarcinoma and cerebrospinal fluid metastasis were collected for cerebrospi-

nal fluid cytology. The control group included 11 cases of metastatic lung adenocarcinoma in cerebrospinal fluid

stained with hematoxylin and eosin or Papanicolaou staining, and the experimental group included the re- pre-

pared or faded samples of the corresponding control group for immunocytochemical staining. The clinical data,

cytological morphology, diagnostic methods and immunocytochemical staining results of the 11 cases were ana-

lyzed. Results: In the control group, several atypical cells were observed in clusters or single cells scattered, with

moderate to abundant cytoplasm, large and dark nuclei, and some cells had obvious nucleoli. In the experimental

group, the metastatic lung adenocarcinoma was confirmed by TTF-1 and NapsinA immunocytochemical staining.

Conclusion: The prognosis of patients with leptomeningeal metastasis from lung adenocarcinoma is extremely

poor. The definite diagnosis of cerebrospinal fluid cytology is of great significance for clinical practice. When the

amount of cerebrospinal fluid specimens is limited and there are only a small number of atypical cells, immunocy-

tochemical staining after re-preparing or fading can make a definite diagnosis to assist clinical treatment.
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脑膜转移是恶性肿瘤严重的并发症，死亡率

高，发生率约为 5%，多来源于肺癌、乳腺癌和恶性

黑色素瘤[1]。非小细胞肺癌脑膜转移的发生率约为

3.4%～3.8%[2]，其中肺腺癌最常见，通常缺乏特异性

的临床及影像学表现。脑脊液肿瘤细胞检测是诊

断软脑膜转移的金标准，可明确有无脑膜转移，虽

然敏感度仅为57.1%[3]，但临床意义重大。异型细胞

量极少的情况下光镜无法确诊，也无法包埋细胞块

做后续工作。本文旨在研究实用易操作的技术方

法，采用可重制片或将玻片褪色后复染免疫细胞化

学染色方法（immunocytochemical staining，ICC）进

一步明确诊断。

1 材料与方法

1.1 一般资料 本文为多中心研究，收集 2016年

1月至 2023年 12月有肺腺癌病史并脑脊液转移的

病例，其中西安大兴医院2例、成都市第一人民医院

2例、西京医院7例，共11例，其中男8例，女3例，年

龄 41～72岁，中位年龄 54岁。均行脑脊液细胞学

检查，对照组为11例脑脊液转移性肺腺癌的苏木精

—伊红（HE）染色或巴氏染色样本，实验组为相应对

照组重制片或褪色后行 ICC的样本，镜下异型细胞

量少，实验组做 ICC证实为转移性肺腺癌，见表 1。

病例序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

年龄/岁

58

50

47

58

54

41

72

63

55

47

46

性别

男

男

男

男

女

男

男

男

女

男

女

病史

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

临床表现

恶心、呕吐

行走不稳

头痛、恶心

头痛、呕吐

头痛

癫痫发作

头痛

恶心、呕吐

头痛

头痛，中枢系统感染

恶心呕吐

头部CT

无异常

无异常

提示脑转移

无异常

无异常

无异常

无异常

提示脑转移

无异常

无异常

无异常

制片及染色方式

HE染色，褪色后 ICC

HE染色，褪色后 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色,重制片 ICC

巴氏染色,重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

巴氏染色，重制片 ICC

ICC

TTF-1（+）

TTF-1（+）、NapsinA（+）

TTF-1（+）

TTF-1（+）、NapsinA（+）

TTF-1（+）、NapsinA（+）

TTF-1（+）

TTF-1（+）、NapsinA（+）

TTF-1（+）

TTF-1（+）、NapsinA（+）

TTF-1（+）

TTF-1染色失败

表1 患者一般情况、临床表现、制片染色方式及 ICC结果

1.2 脑脊液制片及 ICC 制作方法 （1）脑脊液穿

刺：腰椎穿刺术，脑脊液单次采集标本量 1～2 mL；

（2）液基薄层甩片法制片：将脑脊液全部加入液基

细胞制片仓内，以 1 250 r/min离心 5 min，将脑脊液

中的细胞全部甩至载玻片上（黏附胶片，保证褪色

过程中细胞不丢失）；（3）固定：离心完成后将含有

细胞的载玻片立即放置95%乙醇固定15 min；（4）染

色：HE细胞染色或巴氏染色；（5）诊断：阅片仅见个

别异型细胞，需要做 ICC证实；（6）褪色：病例 1、病

例2脑脊液细胞量很少，无法重新制片，只能将原来

HE切片褪色重新做 ICC：①将原HE切片放置二甲

苯中静置，直至盖玻片松动，轻轻去下盖玻片再将

载玻片放置二甲苯缸内静置 10 min，脱去切片上的

封片树胶；②将二甲苯中的切片取出放置在新的二

甲苯缸中，洗去多余的树胶，将切片树胶脱干净；

③将带有二甲苯的切片放置在无水乙醇中，洗去切

片中的二甲苯，此步骤可以重复两次，直至二甲苯

洗干净；④将切片静置在95%乙醇中10 min×2次，

脱去切片中的伊红；⑤将切片静置在 85%乙醇中

10 min×2次，脱去切片中的伊红；将切片静置在75%

乙醇中 10 min×2 次，脱去切片中的伊红；⑥水洗

1 min，洗去乙醇；⑦将切片放置在盐酸分化液（1%

盐酸）中，脱去苏木精，边褪边观察，直到切片中无

色为止；⑧水洗，晾片，切片晾干为止。病例 3～病

例10重新制片行 ICC；（7）ICC：①烤片：切片室温自

然干燥，在55 ℃烤片机上略微烤片（1～2 min），ICC

不用脱蜡，将切片放置蒸馏水中浸泡待用；②修复：

将切片放在装有EDTA抗原修复液内（pH 9.0）的锅

内，液体为沸腾状态，盖上锅盖，继续加热10 min，时

间到以后将锅从电磁炉中取下，用自来水冲洗冷却

至室温，锅内温度低至室温后取出切片；③水洗：用

免疫组化笔在玻片上圈出细胞区域，用PAS缓冲液

清洗3次；④封闭：3%过氧化氢水溶液处理10 min，

灭活内源性过氧化物酶的活性；⑤一抗：在圈内滴
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加一抗 TTF- 1 或 NapsinA 100 μL，室温静置 1 h；

⑥水洗：用PAS缓冲液清洗 3次；⑦二抗：在圈内滴

加二抗 100 μL，室温静置 20 min；⑧水洗：用 PAS缓

冲液清洗3次；⑨显色：滴加DAB显色液100 μL，静

置 5 min；⑩水洗：用PAS 缓冲液清洗 3次；􀃊􀁉􀁓复染：

常用苏木精复染 5 s即可；􀃊􀁉􀁔复染后自来水清洗数

秒；􀃊􀁉􀁕脱水、透明、封片。因细胞片是自然风干，一

定注意烤片时间及温度，且不能使用高压修复，防

止掉片。

2 结 果

2.1 褪色后 ICC染色结果 病例 1和病例 2，液基

制片后行HE染色，显微镜下观察到数个异型细胞

聚集成团或单个细胞散在分布（图 1A1、图 1A2、图

2C1、图 2C2），细胞胞浆中等至丰富，核大且深染，

部分细胞可见明显核仁。由于这两例样本的细胞

量极少，因此选择将HE染色的玻片褪色后行TTF-1

染色，结果显示核强阳性表达（图 1B1、图 1B2、图

2D1、图2D2）。由于病例1样本量过少，无法进行重

制片操作；而对于病例2，剩余样本进行了液基重制

片，并进一步染 NapsinA，结果显示胞浆颗粒状阳

性。这一方法的优势在于能够同时观察HE细胞形

态和 ICC染色结果。结果显示，病例 1 TTF-1染色

阳性，病例 2 TTF-1和NapsinA染色均阳性，结合患

者的肺腺癌病史，证实脑脊液中的异型细胞为肺腺

癌细胞转移。

2.2 重制片 ICC染色结果 病例3~病例11均为外

院病例，采用液基制片和巴氏染色方法。显微镜下

观察到大多数异型细胞以单个散在分布为主，细胞

胞浆丰富，细胞核大，深染，且核膜不规则（图 3E1、

图 3E2）。与HE染色相比，巴氏染色细胞核仁不明

显。将剩余的脑脊液样本重制片后行 ICC染色，结

果显示，TTF-1在病例8和病例9中呈核阳性，NapsinA

在病例4中显示胞浆颗粒状阳性（图 3F1、图 3F2）。

结合患者的肺腺癌病史，证实了脑脊液中的异型细

胞为肺腺癌细胞转移。

2.3 ICC染色结果汇总 在细胞量极少的情况下，

可将原片褪色后行 ICC染色；而在细胞量充足的情

况下，可重制片行 ICC染色。最终结果显示，11例

病例中有 10例TTF-1染色阳性，5例NapsinA染色

阳性，均证实了脑脊液中的异型细胞为肺腺癌细胞

转移。在本研究中，2例因细胞量少选择了褪色后

ICC染色，9例细胞量充足的样本则进行了重制片

ICC染色。

2.4 组织学结果 显微镜下可见异型腺体在纤维

间质中浸润性生长（图 4G）。通过免疫组织化学染

色（IHC），TTF-1染色结果为阳性（图4H），进一步证

实该患者为肺腺癌。

A1、A2：对照组见单个异型细胞，胞浆丰富，核增大深染

（HE×40）；B1、B2：实验组异型细胞TTF-1阳性（ICC×40）。

图1 病例1的脑脊液细胞学染色表达情况

C1、C2：对照组见单个分布的的异型细胞，核大深染，核

膜稍不规则，核仁明显（HE×40）；D1、D2：实验组异型细胞

TTF-1阳性（ICC×40）。

图2 病例2的脑脊液细胞学染色表达情况
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E1、E2：对照组见单个分布的的异型细胞，胞浆丰富，核

大深染，核膜稍不规则（巴氏×40）；F1、F2：实验组异型细胞

NapsinA阳性（ICC×40）。

图3 病例4的脑脊液细胞学巴氏染色及NapsinA染色表达

情况

G：组织学结果，肺腺癌，异型腺体浸润性生长（HE×

40）；H：TTF-阳性（ICC×20）。

图4 病例1肺腺癌的组织学形态及TTF-1染色表达情况

3 讨 论

肺癌最常见的亚型是肺腺癌[4]，病因目前尚不

明确，容易发生于女性及吸烟者，脑膜转移是其最

严重的并发症之一，任何阶段均可发生脑膜转移[5]，

肺腺癌常转移至胸膜引起胸痛及胸腔积液，但本研

究发现病例2首发症状为神经系统侵犯导致的行走

不稳，全方位检查确诊为肺腺癌脑转移。60%的脑

膜转移可能由脑实质中的转移性病灶直接侵犯引

起或经血管转移至脑膜引起[6]，最终确诊依靠脑脊

液中的肿瘤细胞。脑脊液通常送检量极少，仅 1～

2 mL，且提取困难，导致脑脊液细胞学阳性率偏

低。目前认为脑脊液样本量是影响细胞病理学检

测的重要因素，并且良好的制片可以辅助提高脑膜

转移癌的诊断。对于提高脑脊液细胞学阳性率，薄

层液基细胞学技术已在大多数检测细胞学标本泛

使用[7]，它具有更高的细胞回收率和更好的保存作

用，残留液体也可在如免疫细胞化学评估和分子中

继续应用。正常情况下脑脊液细胞量少，以个别淋

巴细胞、单核细胞为主，本研究镜下见少量单个核

大、深染的细胞，胞浆丰富，核染色质粗糙，核膜稍

不规则，异型细胞量过少光镜无法做出明确诊断。

由于脑脊液是所有细胞学中标本量最少的，无法进

行常规包埋和琼脂包埋。TTF-1、NapsinA是肺腺癌

最常用的免疫标志物 [8]，TTF-1 表达率高达 75%～

85%，呈弥漫一致的核的强阳性表达；NapsinA表达

率高达70%～90%，胞浆颗粒状阳性表达，因此本研

究将原片褪色后或剩余样本重新制片后选取最常

用的肺腺癌标记物TTF-1、NapsinA进行标记，除病

例 11 TTF-1染色失败外，其余 10例结果均显示阳

性，其中 5例行NapsinA染色，结果均阳性，结合临

床肺腺癌病史、形态学及 ICC，最终诊断为肺腺癌转

移。

病例 1、病例 2 染色方法的优势是可以同时观

察同一肿瘤细胞的HE形态及 ICC结果，对比更明

显，判读结果更精准。因阳性细胞量极少，HE染色

玻片中极少量异型细胞单个散在分布，为防止操作

过程中单个细胞脱落影响诊断结果，有以下几点注

意事项：（1）制片时采用黏附胶片提高细胞与玻片

的黏附性，防止细胞脱落；（2）褪色步骤中玻片在

95%乙醇固定液中固定两轮共20 min；（3）ICC开始

前玻片不建议高温烤片需自然晾干；（4）减少修复

时间，组织学切片修复20 min，脑脊液单个细胞仅需

10 min；（5）修复后自来水冲洗缩短冷却时间，减少

玻片在修复液中停留的时间。病例1 的TTF-1染色

胞浆有极弱的阳性，我们考虑存在少量非特异性着

色，对于如何消除或减弱泛染现象，分析具体原因：

（1）3%过氧化氢水溶液处理时间不足，未完全灭活

内源性过氧化物酶的活性；（2）加一抗时，抗体浓度

稍高；（3）室内温度超过25 ℃。病例2步骤1时间延

长，结果正常未出现非特异性着色。

临床表现方面，由于肿瘤细胞在软脑膜中的播

散，导致脑脊液循环受阻，因而产生颅内压增高以

及大脑脑膜损害等相应表现[9]，但是表现并不特异，

如头痛、恶心、呕吐、视觉障碍、听力损失和神经认

知障碍等。脑膜转移癌影像学一经确诊提示预后
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极差[10]，但目前有脑膜转移症状阳性的患者中，影像

学阳性率不足20%。本文病例1的3次影像学报告

均无明显阳性表现，患者意识淡漠经脑脊液细胞学

确诊为肺腺癌转移，5个月后意识丧失，重度昏迷，

抢救无效死亡。病例 2确诊肺腺癌颅内转移 20个

月仍存活，可能与积极治疗有关。一旦出现肿瘤脑

膜转移，临床应予以高度重视。

肺腺癌一旦发生脑膜转移患者生存期短、预后

极差[11]，在影像学确诊率极低的情况下，脑脊液细胞

学的明确诊断对临床意义重大。在脑脊液标本量

有限且仅有极少量异型细胞的情况下，重新制片或

褪色后行 ICC染色，能做出明确诊断辅助临床进行

治疗。
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