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缩略词

本文中使用了下列缩略词：

3-D：三维

ABC：抗生物素蛋白-生物素复合物

AC：非典型类癌

ADC：腺癌

AEC：3-氨基-9-乙基咔唑

AFP：甲胎蛋白

ALK：间变性淋巴瘤激酶

AMP：分子病理学协会

AP：酸性[或碱性]磷酸酶

AUC：曲线下面积

BALT：支气管相关淋巴组织

BAP1：BRCA1 相关蛋白 1
BET：溴结构域及超末端结构

β-HCG：β 人绒毛膜促性腺激素

BRAF：B-raf 原癌基因

BRD：含溴结构域及超末端结构 (BET) 域的蛋白质

CA IX：碳酸酐酶IX
CAMTA1：钙调蛋白结合转录激活因子 1
CAP：美国病理学家学院

CDK4：细胞周期蛋白依赖性激酶 4
CE：符合欧洲标准

CEA：癌胚抗原

CK5/6：细胞角蛋白 5/6
CLSI：临床和实验室标准协会

CMPT：纤毛黏液结节性乳头状肿瘤

CMV：巨细胞病毒

CRC：结直肠癌

CSA：催化信号放大

CSA-II：催化信号放大

CT：计算机断层扫描

ctDNA：循环肿瘤 DNA
DAB：3,3'-二氨基联苯胺

DAPI：4',6-二脒基-2-苯基吲哚



xi缩略词

EBUS-FNA：内镜超声引导下经支气管细针穿刺

ECT2：上皮细胞转化 2
EDTA：乙二胺四乙酸

EGFR：表皮生长因子受体

EHE：上皮样血管内皮瘤

ELISA：酶联免疫吸附测定

EMA：上皮膜抗原

EQA：外部质量评估

ER：雌激素受体

ETV4：ETS 变异转录因子 4
EZH2：zeste 基因增强子同源物 2
FDA：美国食品药品监督管理局

FFPE：福尔马林固定石蜡包埋

FISH：荧光原位杂交

FNA：细针穿刺抽吸

FOB：柔性纤维支气管镜检查

GCDFP：囊性病变液蛋白

GFAP：胶质纤维酸性蛋白

GI：胃肠道

H&E：苏木精和伊红

hASH1：人类无刚毛鳞甲复合体同源物 1 (human achaete-scute homolog-1)
HBs：乙型肝炎表面抗原

HCC：肝细胞癌

HepPar1：肝细胞石蜡 1
HER2：人类表皮生长因子受体 2
HIAR：热诱导抗原修复

HiDAC：高剂量阿糖胞苷

HMW：高分子量

HNF4α：肝细胞核因子 4α
HPV：人乳头瘤病毒

HQ：3-羟基-2-喹喔啉

HRP：辣根过氧化物酶

IC：免疫细胞

ICAPC：免疫组织化学关键检测性能控制

IFN-γ：干扰素 γ
IHC：免疫组织化学

IL-8：白细胞介素-8
IMA：浸润性粘液腺癌

IMT：炎性肌纤维母细胞瘤

INI1：整合酶相互作用物 1
INSM1：胰岛素瘤相关蛋白 1
irPRC：免疫相关病理反应标准

ISH：原位杂交

IVD：体外诊断

KRAS：Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因同源物

LAG-3：淋巴细胞激活基因 3
LCA：白细胞共同抗原

LCNEC：大细胞神经内分泌癌
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LDT：实验室开发的测试

LMW：低分子量

LSAB：标记的链霉亲和素-生物素

MDM2：小鼠双分钟 2 同源物/E3 泛素蛋白连接酶

MEK：丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 激酶

MET：MET 原癌基因

MIBI：基于多离子束的电离

MiTF：小眼炎转录因子

MPM：恶性胸膜间皮瘤

MPNST：恶性周围神经鞘瘤

MPR：主要病理反应

mRNA：信使 RNA
MSA：肌肉特异性肌动蛋白

MSI：微卫星不稳定性

MTAP：甲基硫腺苷磷酸化酶

MYB：成髓细胞原癌基因，转录因子

NCAM1：神经细胞粘附分子 1
NE：神经内分泌

NEC：神经内分泌癌

NEN：神经内分泌肿瘤

NGS：下一代测序

NKX3.1：NK3 同源框 1 基因

NOS：没有特别说明

NRG1：神经调节蛋白

NSCC：非小细胞癌

NSCLC：非小细胞肺癌

NSE：神经元特异性烯醇化酶

NTRK：神经营养性酪氨酸受体激酶基因

NUT：睾丸核蛋白

OTP：骨科同源异型盒蛋白

P13KCA：磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸3-激酶催化亚基α基因

PAS：高碘酸-希夫

PBMC：外周血单个核细胞

PCNA：增殖细胞核抗原

PCR：聚合酶链反应

Pd-1：程序性细胞死亡蛋白 1
PD-L1：程序性死亡配体 1
PEComa：血管周围上皮样细胞肿瘤

PET：正电子发射断层扫描

PMA：佛波肉豆蔻酸酯醋酸酯

PR：孕激素受体

PSA：前列腺特异性抗原

PSAP：前列腺特异性酸性磷酸酶

PSMA：前列腺特异性膜抗原

RB：视网膜母细胞瘤

RET：ret 原癌基因

ROC：接收器操作特性

ROS1：C-ros 致癌基因 1



xiii缩略词

RT-PCR：逆转录聚合酶链反应

SALL4：spalt 样转录因子 4（或 sal 样蛋白 4）
SCC：小细胞癌

SCLC：小细胞肺癌

SFT：孤立性纤维瘤

SLBx：外科肺活检

SMA：平滑肌肌动蛋白

SP-A、SP-B：表面活性蛋白 A、表面活性蛋白 B
SQCC：鳞状细胞癌

STAS：通过肺泡腔传播

STAT6：信号转导和转录激活因子 6
SUVmax：最大标准化吸收值

TBBx：经支气管活检

TBNA：经支气管针吸活检术

TC：典型类癌

TdT：末端脱氧核苷酸转移酶

TFE3：转录因子 E3
TIM-3：含粘蛋白结构域的蛋白 3
TKI：酪氨酸激酶抑制剂

TLE1：转导样增强子蛋白 1
TMB：肿瘤突变负荷

TNBC：三阴性乳腺癌

TPS：肿瘤比例评分

TTF1：甲状腺转录因子 1
UIP：普通间质性肺炎

英国 NEQAS：英国国家外部质量评估服务机构

VEGF：血管内皮生长因子

WHO：世界卫生组织

WT：野生型

WT1：维尔姆斯瘤蛋白

ZEB1：锌指结构 E-box 结合蛋白 1



xiv

关键问题和简短回答摘要

标题 关键问题 简短回答

第 5 章

小型标本免疫组织化学 5.1 是否应在所有小活检中进行免疫

组织化学 (IHC)？
病理学家的形态学印象应推动最初的诊断方法：如果活检显示

鳞状细胞癌（即角化型）或腺癌（即腺体形成）的明确形态学

分化，则鼓励病理学家做出相应的诊断，而不是强制应用确认

性 IHC。

5.2 何时应进行 IHC 以对非小细胞癌 
(NSCC) 进行分类？

对于低分化癌（通常为实体生长型）应进行 IHC 检查。 

5.3 对 NSCC 进行分类的最佳首选标

志是什么？ 
p40 和甲状腺转录因子 1 (TTF1) 的组合对于将 NSCC 分为腺癌和鳞

状细胞癌具有最佳的敏感性和特异性。

5.4 还有哪些肿瘤标志物有助于 
NSCC 的分类？

天冬氨酸蛋白酶 A 和细胞角蛋白 5/6 (CK5/6) 可能会改善某些 
NSCC 的分类，未另行指定 (NOS)。对于 TTF1、p40、CK5/6 和天

冬氨酸蛋白酶 A 呈阴性的低分化肿瘤，应添加泛角蛋白。

5.5 神经内分泌 (NE) 肿瘤的最佳标志

物是什么？

应添加一组 NE 标志物（嗜铬粒蛋白、突触素、CD56 和/或胰岛

素瘤相关蛋白 1 (INSM1)）以确认 NE 表型。此外，增殖标志物有

助于具有明显挤压伪影的小活检。

5.6 小活检有哪些具有挑战性的诊

断场景？

与小活检相关的伪影，包括细胞保存不良、挤压伪影和变形， 

很可能混淆良性结构的解释，因为它们掩盖了肿瘤细胞的形

态特征。组织学和免疫组织化学染色的仔细关联是必要的。

5.7 应如何处理活检标本以优化预测

性生物标志物检测结果？

每个实验室都应制定详细的组织利用方案，以确定预测性标志物

第 6 章

已切除的主要肺癌分类

中的免疫标志物

6.1 日常实践中区分腺癌和鳞状细胞

癌的最佳标志物组合是什么？

在日常实践中，TTF1 和 p40 足以对大多数 NSCC 进行亚型分型，

而无需定义形态特征或 NE 形态。当怀疑有转移或更罕见的变异

时，可以扩展该小组。 

6.2 免疫标志物在腺鳞癌诊断中的作

用是什么？

当 TTF1 和 p40 的 IHC 突出显示 2 个不同的肿瘤细胞群时，它们有

助于诊断腺鳞癌。

6.3 IHC 在肉瘤样癌中的作用是什

么？

细胞角蛋白的免疫反应性有助于支持多形性癌的恶性梭形或巨细

胞癌模式。罕见亚型中的 IHC 可以确认异源性成分，或在母细胞

瘤中，可确定胎儿腺癌成分。

6.4 IHC 在大细胞癌诊断中的作用是

什么？

在没有 TTF1、napsin A 或 p40 染色的粘液胭脂红阴性未分化癌

中，在考虑 SMARCA4 缺失性癌后，可以诊断为大细胞癌。



xv关键问题和简短回答摘要

标题 关键问题 简短回答

第 7 章

甲状腺转录因子 1 7.1 TTF1 克隆间肺腺癌染色是否有

差异？

TTF1 的染色性能因克隆而异。在最常用的抗体中，8G7G3/1 是识

别肺腺癌最具特异性的抗体。

7.2 多大程度的 TTF1 染色被认为是

阳性测试结果？

TTF1 的局灶阳性被认为是一种阳性反应，表明在适当的临床环境

中的肺腺癌，并且不同克隆的最佳临界值有所不同。

7.3 TTF1 免疫染色分析前有什么考

虑因素吗？

关于 TTF1 免疫染色有一些特定的分析前考虑因素，主要与用酒

精基固定剂固定并经过某些脱钙剂的标本染色减少或缺失有关。

第 8 章

肺癌中 p40 和 p63 的免

疫组织化学

8.1 在什么情况下应该使用 p40 而不

是 p63？ 
p40 应该用于识别形态学上未分化的鳞状细胞癌，因为它在这种

情况下表现出优于 p63 的准确性。

8.2 在什么情况下应该使用 p63 而不

是 p40？
如果在肿瘤的鉴别诊断中考虑睾丸核蛋白 (NUT) 癌，那么 p63 可
能比 p40 更有用。

8.3 什么程度的 p40/p63 阳性反应应

被视为阳性？

鳞状细胞癌中 p40（和 p63）通常呈弥漫性强阳性，至少 50% 的
细胞核表达应视为阳性结果。 

第 9 章

细胞角蛋白标志物 9.1 什么是全细胞角蛋白染色，它们

在肺癌诊断中的作用是什么？

当肿瘤形态未分化时，全角蛋白染色可以确定癌症的诊断。 

9.2 CK5 或 CK5/6 是否是肺鳞状细胞

癌的敏感和特异性标志物？

CK5/6 没有足够的敏感性和特异性，因此不应单独用于诊断

肺鳞癌。 

9.3 CK7 是否应该用于区分肺腺癌和

鳞状细胞癌？

CK7 不应用于区分肺腺癌和鳞状细胞癌。 

9.4 CK7 弥漫性阳性但 TTF1 和 p40 阴
性的 NSCC 是否应被视为“可能是

腺癌”？

仅 CK7 不足以确定肺腺癌的诊断。 

9.5 CK7 染色有助于区分肺腺癌和间

皮瘤吗？

CK7 不能区分肺腺癌和恶性间皮瘤。 

9.6 哪种细胞角蛋白抗体更适合小细

胞肺癌 (SCLC) 染色？

当用于识别 SCLC 时，优选全细胞角蛋白抗体。 

9.7 CK20 在肺癌诊断中的作用是

什么？

CK20 阳性不排除肺来源的粘液腺癌。 

9.8 间皮瘤应使用哪种细胞角蛋白

抗体？

全细胞角蛋白和 CK5/6 与其他间皮瘤标志物一起用于诊断

间皮瘤。 

9.9 细胞角蛋白在胸腺瘤诊断中的作

用是什么？

全细胞角蛋白在鉴别诊断来自其他纵隔病变的胸腺瘤方面非常

有用。 

第 10 章

神经内分泌标志物 10.1 在神经内分泌肿瘤的分类中，

哪些 IHC 标志物有助于支持神经内

分泌形态学？

嗜铬粒蛋白、突触素、CD56 和 INSM1 是支持 NE 形态的有用 NE 
标志物。

10.2 在神经内分泌肿瘤 (NEN) 的鉴别

诊断中，哪些非 NE 标志物可以帮助

进行肿瘤分类？

泛角蛋白和低分子量角蛋白（而非高分子重量角蛋白）在 NEN 中
应该是阳性的。
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标题 关键问题 简短回答

10.3 NE 标志物应何时应用于 NSCC？ NE 标志物应仅在存在 NE 分化的形态学特征时使用。在可能难以

评估 NE 形态的小样本中，当 2 个或更多标志物为阳性时可能会

有更大的特异性。

第 11 章

增殖标志物 11.1 什么时候应该在诊断中使用增

殖标志物？

增殖标志物，如 Ki-67，可用于小型压碎活检或细胞学样本，以帮

助区分类癌肿瘤和高级别 NE 癌，因为压碎且保存不良的细胞可

以模拟高级别肿瘤。在原发性胸部 NE 肿瘤或任何其他胸部肿瘤

的常规诊断评估中，不需要增殖标志物。 

11.2 Ki-67 在区分典型类癌和非典型

类癌中的作用是什么？

目前，Ki-67 的常规评估在区分典型和非典型类癌方面还没有确

定的作用。 

11.3 活检样本的增殖指数与手术标

本的一致性程度如何？

小活检和切除标本之间 Ki-67 增殖指数的一致性尚未得到很好的

表征。 

11.4 Ki-67 在 NSCC 中的预后作用是

什么？

评估 Ki-67 作为 NSCC 预后标志物没有确定的临床作用。 

11.5 Ki-67 免疫组化抗体重要吗？ MIB1 克隆是评估 Ki-67 最常用的抗体，尽管比较胸部肿瘤中不同

克隆的数据很少。

11.6 如何评估 Ki-67 没有确定的标准化方法来评估胸部肿瘤中的 Ki-67。 

第 12 章

细胞学中的免疫组织

化学

12.1 细胞学样本的哪一部分最适合

免疫染色：细胞块涂片、风干涂片

还是乙醇固定涂片 

所有细胞学制备，包括细胞块和乙醇固定和风干的载玻片，主要

可用于免疫染色。福尔马林固定的细胞块是最直接和最常用的。

免疫染色细胞学标本需要严格的方案优化、验证和质量控制， 

特别是在非细胞块制备中。

12.2 细胞学肺癌标本中预测性免疫

组织化学生物标志物检测的可靠性

如何？

细胞学标本可用于预测性程序性死亡配体-1 (PD-L1)、间变性淋巴

瘤激酶 (ALK) 和 c-ros 致癌基因 1 (ROS1) IHC，细胞块是目前推荐

的制备方式。非细胞块载玻片上这些预测性 IHC 的有限数据很有

希望，但需要进一步确认。 

第 13 章

肺腺癌变体的免疫标

志物

13.1 浸润性粘液腺癌 (IMA) 的免疫特

征是什么？ 
IMA 经常表达肠道分化标志物，包括 CDX2 和肝细胞核因子 4α 
(HNF4α) 以及 CK7，而 TTF1 和 napsin A 的表达有限。

13.2 免疫染色对 IMA 的诊断有用

吗？ 
IHC 可用于区分 IMA 与非恶性实体和非 IMA 肺腺癌，尽管 IMA 与
肺外原发肿瘤，特别是上消化道 (GI) 原发肿瘤或胰胆管原发肿瘤

的转移之间的区分可能极具挑战性。

13.3 肺胶体腺癌的免疫特征是什

么？ 
一组 IHC（CK7、CK20、TTF1、napsin A、CDX2 和其他肺外部位

特异性标志物）可用于区分肺胶体腺癌和肺外部位转移性粘液

腺癌。 

13.4 区分肺肠型腺癌和转移性结直

肠腺癌的最佳 IHC 组合是什么？ 
一组 IHC（包括 CK7 和 SATB2）可能有助于区分肺肠型腺癌和转

移性结直肠腺癌。 

13.5 低级别和高级别胎儿肺腺癌的

免疫特征是什么？

低级别胎儿型腺癌的特征是 β-连环蛋白的异常核定位，通常在

特征性桑葚小体 (morule) 中，而高级别胎儿型腺癌通常表达癌胚

蛋白：甲胎蛋白、glypican 3 和/或 sal 样蛋白 4 (SALL4)。此外，

可能需要一组 IHC（包括 TTF1 和 PAX8）来区分肺胎儿型肺腺癌

和转移性子宫内膜腺癌。 
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标题 关键问题 简短回答

第 14 章

其他罕见肿瘤的免疫

标志物

14.1 IHC 是否有助于诊断肺泡腺瘤？ 虽然主要是苏木精和伊红 (H&E) 诊断，但 IHC 可用于突出肿瘤性

肺细胞和间充质基质。

14.2 p40 IHC 在纤毛黏液结节性乳头

状肿瘤 (CMPT) 的诊断中是否有作

用，可将其与腺癌区分开来？ 

基底细胞标志物，如 p40、p63 和 CK5/6，有助于识别 CMPT 中的

双上皮细胞层。

14.3 NUT 癌的免疫特征是什么？ 除了 NUT 表达外，还经常表达角蛋白和基底细胞标志物，但也可

能发现 TTF1 和上皮膜抗原 (EMA)。

14.4 NUT 在 NUT 癌中的表达模式

是什么？ 
超过 50% 的肿瘤细胞中的核斑点模式是 NUT 癌的特征性和诊断

性特征。NUT 免疫染色是敏感的 (87%) 和特异的（排除精原细胞

瘤后 100%）。 

14.5 免疫标志物可用于区分硬化性

肺泡细胞瘤和腺癌吗？ 
免疫染色可能有助于诊断硬化性肺泡细胞瘤，通过帮助识别具

有不同免疫特征的 2 个细胞区室；角蛋白和 TTF1 是这种区别的

关键因素。 

14.6 免疫标志物有助于诊断肺粘液

表皮样癌吗？ 
p63、p40 或 CK5/6 的 IHC 用途有限，可能会突出表皮样细

胞成分。 

14.7 免疫染色是否有助于肺腺样囊

性癌的诊断及其与非小细胞癌和小

细胞癌的区别？ 

与粘液表皮样癌一样，腺样囊性癌的诊断通常基于 H&E 染色。然

而，当 CD117 可以突出导管/管腔细胞而 p63 和 S100 染色肌上皮/
外周细胞时，IHC 可能有助于识别双细胞群，尤其是在形态学上

具有挑战性的样本中。 

14.8 免疫组织化学染色是否有助于

诊断肺上皮-肌上皮癌？ 
与其他唾腺型肿瘤一样，IHC 仅有助于在 H&E 染色切片的正确形

态背景中识别定义病变的不同细胞群。

第 15 章

胸肉瘤免疫标志物 15.1 哪些免疫标志物可用于诊断

所谓的 SMARCA4 缺失性胸部恶性

肿瘤？

胸部 SMARCA4 缺失性未分化恶性肿瘤显示 SMARCA4 (BRG1) 的免

疫染色缺失或显著降低。

15.2 在评估胸部肿瘤时，何时应考

虑 SMARCA4 染色？

SMARCA4 染色应在形态学未分化、相对单调、不粘或横纹肌样肿

瘤中进行，而不是更普遍地在形态学未分化癌中进行。

15.3 哪些免疫标志物可用于证明血

管内皮分化？ 
ERG 和 CD31 是有用的内皮标志物。其他标志物，如 CD34 和 FLI1， 

可能有用，但不太确定。

15.4 哪些免疫标志物可用于对恶性

血管内皮瘤进行亚型分型？

钙调蛋白结合转录激活因子 1 (CAMTA1) 和转录因子 E3 (TFE3) 的 
IHC 是易位的替代物，可用于血管肿瘤亚分类。

15.5 哪些免疫标志物可用于区分滑

膜肉瘤及其模拟物？

细胞角蛋白和转导蛋白样增强蛋白 1 (TLE1) 的 IHC 相关阴性，可

有助于滑膜肉瘤的诊断。但是，疑难病例可以通过荧光原位杂交 
(FISH) 或分子检测来确认。

15.6 哪些免疫标志物可用于评估孤

立性纤维瘤 (SFT)？ 
信号转导和转录激活因子 6 (STAT6) 使用单克隆抗体，是 SFT 的敏

感且相对特异的标志物。

15.7 免疫标志物是否有助于炎性肌

纤维母细胞瘤的诊断？

在正确的形态学背景下，ALK 或 ROS1 的 IHC 有助于 IMT 的诊断。

15.8 哪些免疫标志物可用于评估多

形性梭形细胞肉瘤？

多种标志物可以帮助对梭形细胞肉瘤进行分类，包括 MDM2、
肌肉标志物和 H3K27me3，但都可以在超过 1 种肿瘤类型中具有

反应性。
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15.9 哪些免疫标志物可用于评估圆

形细胞肉瘤？

圆形细胞肉瘤的标志物可能有助于诊断，但与更常见的实体如小

细胞癌仍有一些重叠。流行病学考虑因素（年龄）和肿瘤位置可

能会有所帮助，必要时还可以进行 FISH 和分子检测。

15.10 哪些免疫标志物有助于区分血

管周围上皮样细胞肿瘤 (PEComa) 及
其模拟物？ 

PEComa 通常细胞角蛋白呈阴性，而 HMB45、melan A 和酪氨酸

酶 A 呈阳性。

第 16 章

用于区分转移性肿瘤的

免疫标志物

16.1 IHC 对区分转移性鳞状细胞癌和

原发性肺鳞状细胞癌有用吗？ 
没有 IHC 标志物能够可靠地帮助区分肺中转移性鳞状细胞癌和原

发性鳞状细胞癌。需要临床病理相关性。 

16.2 哪些 IHC 标志物可用于区分胃

肠道来源的转移性肿瘤和原发性肺

肿瘤？

细胞角蛋白 (CK7/CK20)、肺 (TTF1/napsin A) 和胃肠 (CDX2) 道标志

物的 IHC 组合可用于确认胃肠道起源的转移。在 TTF1/napsin A 阴
性肿瘤中，CDX2 阳性表明胃肠道转移。在 TTF1/napsin A/CDX2 
阴性肿瘤中，CK7/CK20 谱可能有帮助，但通常需要临床和放射学

相关性来确认起源。

16.3 哪些 IHC 标志物可用于区分乳

腺来源的转移性癌和原发性肺癌？

对于任何有乳腺癌病史的患者，建议尽可能与原发乳腺肿瘤的组

织学特征进行比较。在大多数情况下，包括 TTF1 和/或napsin A 
和雌激素受体/孕激素受体 (ER/PR) 或 GATA3 在内的肺和乳腺标志

物的组合可以提供明确的答案。当临床相关时，GATA3 应与乳房

珠蛋白结合以排除乳房外恶性肿瘤，如膀胱癌。在三阴性乳腺癌 
(TNBC) 中，推荐结合肺标志物与 GATA3 和 SOX10 来区分转移性

乳腺癌和原发性肺癌。

16.4 哪些 IHC 标志物可用于区分女

性生殖道起源的转移性癌和原发性

肺癌？

当肺肿瘤的鉴别诊断包括转移性女性生殖道癌时，应与原发性肺

腺癌一样谨慎使用 TTF1，这些肿瘤也可能表达 TTF1。PAX8 染色

有助于识别女性生殖道起源的转移性肿瘤。

16.5 哪些 IHC 标志物可用于区分尿

路上皮来源的转移性癌和原发性

肺癌？

CK7、CK20 和 GATA3 的组合在区分转移性尿路上皮癌和肺鳞状细

胞癌中最有用。 

16.6 哪些 IHC 标志物可用于区分肾

源性转移癌和原发性肺癌？

PAX8 和 TTF1 可用于区分转移性肾细胞癌 (PAX8+/TTF1-) 和原发性

肺腺癌 (PAX8-/TTF1±)。Napsin A 在这种情况下没有用，因为它在

不同比例的肾细胞癌中表达。 

16.7 哪些 IHC 标志物可用于区分前列

腺来源的转移性癌和原发性肺癌？

阴性 CK7、CK20 和 TTF1 与前列腺标志物（如 NK3 同源框 1 
[NKX3.1]）的阳性染色相结合，可用于识别转移性前列腺癌。 

16.8 哪些 IHC 标志物可用于区分肝

源性转移癌和原发性肺癌？

肝细胞标志物（例如精氨酸酶 1 和肝细胞石蜡 1 [HepPar1]）与阴

性 CK7 和肺标志物的组合可用于识别转移性肝细胞癌。 

16.9 哪些 IHC 标志物可用于区分甲

状腺源性转移癌和原发性肺癌？

PAX8 和 TTF1 阳性以及不存在 napsin A 的组合可用于识别转移性

甲状腺癌。

第 17 章

间皮瘤和免疫组织化学 17.1 区分上皮样恶性胸膜间皮瘤 
(MPM) 与癌的最佳标志物是什么？ 

钙视网膜蛋白和维尔姆斯瘤蛋白 (WT1) 是诊断上皮样 MPM 的最

佳阳性间皮标志物。Claudin 4、MOC31、单克隆 CEA、B72.3 和 
Ber-EP4 与位点特异性标志物相结合，最能区分癌与上皮样 MPM。 



xix关键问题和简短回答摘要

标题 关键问题 简短回答

17.2 区分肉瘤样 MPM 和肉瘤样癌的

最佳标志物是什么？ 
肉瘤样 MPM 可通过阳性细胞角蛋白和间皮标志物诊断，最常见

的是 D2-40 和钙视网膜蛋白，而癌标志物为阴性。如果细胞角蛋

白为阴性，鉴别诊断应包括肉瘤，并应考虑扩大特定基因融合/
重排的检查。

17.3 细胞角蛋白在 MPM 诊断中的作

用是什么？ 
细胞角蛋白染色有助于突出全层胸膜细胞结构、缺乏分区以及存

在间皮细胞侵入胸壁脂肪组织。 

17.4 哪些免疫组织化学标志物可用

于区分良性和恶性间皮增生？ 
BRCA1 相关蛋白 1 (BAP1) IHC 和甲基硫腺苷磷酸化酶 (MTAP)（作

为 CDKN2A 纯合缺失的替代物）有助于区分手术和液体标本中的

良恶性间皮增生。 

第 18 章

胸腺肿瘤和免疫组织

化学

18.1 诊断胸腺瘤的最佳标志物是

什么？

角蛋白和末端脱氧核苷酸转移酶 (TdT) 的组合是诊断胸腺瘤的最

佳组合。CD1a 或 CD99 也可用于标记胸腺未成熟淋巴细胞。

18.2 还有哪些标志物可以用来突出

胸腺上皮细胞？

多克隆 PAX8 和 p40/p63 可以添加到角蛋白和 TdT 小组中， 

用于表征胸腺瘤。

18.3 IHC 如何帮助胸腺瘤的分类？ 角蛋白染色可以揭示上皮细胞的模式，这有助于区分 B1 和 B2 胸
腺瘤。

18.4 如何区分胸腺瘤和胸腺癌？ 在小活检标本中鉴别诊断世界卫生组织 (WHO) B3 型胸腺瘤和胸

腺癌具有挑战性。TdT 阳性淋巴细胞的存在有利于胸腺瘤的诊

断。CD5 和/或 CD117 阳性表达有助于胸腺癌的诊断以及与肺鳞

状细胞癌的鉴别诊断。

18.5 哪些染色可用于诊断生殖细

胞瘤？

SALL4 是一种泛生殖细胞瘤标志物，应包含在一个小组中以处

理这些肿瘤。一旦阳性 SALL4 提示生殖细胞瘤，OCT3/4、KIT 
(CD117)、CD30 和 glypican 3 可用作精原细胞瘤和非精原细胞瘤

的分类器。组织学检查后应包括其他标志物并相应添加。 

第 19 章

免疫组织化学在预测

性生物标志物检测中

的应用

19.1 IHC 在检测表皮生长因子受体 
(EGFR) 改变方面是否有作用？

EGFR WT IHC 目前没有常规推荐的临床用途。在特定情况下偶尔

会使用 IHC 来检测有限范围的突变 EGFR 蛋白。

  19.2 IHC 在检测带有 ALK 基因重排的

肿瘤中的作用是什么？

ALK IHC 在晚期非小细胞肺癌 (NSCLC) 患者的 ALK 预测性生物标志

物检测中具有关键作用。

  19.3 IHC 在检测带有 ROS1 基因重排

的肿瘤中的作用是什么？

ROS1 IHC 是一种成熟的技术，用于富集晚期 NSCLC 患者群体，

以通过替代分子方法确认 ROS1 基因重排。

  19.4 IHC 在识别具有神经营养性酪氨

酸受体激酶 (NTRK1-3) 基因重排的肿

瘤中是否起作用？

辅助检测 NTRK1-3 基因重排的 IHC 测试是一项新兴技术，但没有

确定的作用。

  19.5 IHC 检测在任何其他可靶向基因

组改变的预测性生物标志物检测中

是否有任何作用？

IHC 测试在识别具有其他可靶向改变的患者方面没有既定

的作用。

  19.6 PD-L1 IHC 在选择 NSCC 患者进

行免疫治疗方面的作用是什么？ 
尽管正在积极寻找用于 NSCC 免疫疗法的替代生物标志物，但 
PD-L1 IHC 似乎很有可能继续作为 NSCC 临床样本与抗程序性细胞

死亡蛋白 1 (PD1) 和 PD-L1 免疫疗法。然而，关于不同的检测方

法、样本类型、肿瘤与免疫细胞中的表达以及 IHC 数据应如何用

于临床决策等问题仍然存在。

  19.7 IHC 能否用于评估肿瘤微环境以

选择患者进行免疫治疗？

未来如何评估和使用肿瘤微环境因素仍有待确定。这必须基于可

靠的证据和临床试验。
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简介

Yasushi Yatabe, Keith M. Kerr, Alain C. Borczuk, Wendy A. Cooper 
Sanja Dacic, Andre L. Moreira 和 Ming Sound Tsao

免疫组织化学 (IHC) 是病理诊断的基石，是迄今为止应用最广泛的辅助技术，用于

疾病的识别和分类。在过去的 30 年里，病理学家利用这项强大的技术改变了我们在

病理医学领域，特别是在肿瘤病理学领域的诊断方式。虽然组织化学技术和电子显

微镜仍然占有一席之地，但 IHC 是解决问题的首选技术。

免疫组织化学标志物现在是为肺癌和其他胸部恶性肿瘤提供更准确诊断的关键。

许多问题在癌症诊断的许多领域都很常见，例如使用角蛋白和其他上皮标志物来识

别和诊断癌，使用淋巴标志物来识别淋巴增生性疾病并进行分类，以及在诊断转移

到肺部的肿瘤时使用器官特异性标志物，在形态不足的情况下，免疫表型对确保正

确诊断至关重要。神经内分泌标志物对于诊断肺部神经内分泌肿瘤非常重要，例

如，区分小细胞肺癌 (SCLC) 与非小细胞家族的肿瘤的病例（见下面的讨论），因

为它们的治疗方法有很大的不同。诊断大细胞神经内分泌癌也需要神经内分泌标志

物，以确认具有适当形态的肿瘤的神经内分泌分化。IHC 是诊断恶性间皮瘤的基础

部分，甚至可以在非常小的样本中进行准确的诊断，并在这一诊断具有特殊法医学

意义的领域提供更大的诊断安全性。要想更好地了解胸腺瘤的形态分类，必须先了

解某些细胞角蛋白的表达，还有与胸腺 T 细胞有关的抗原，IHC 也可以在这种情况

下对小的诊断样本作出更安全的诊断。

然而，肺癌个性化医疗的发展和不同抗癌疗法（根据患者肿瘤的特定病理特征开

具处方）的出现，使 IHC 具有非常特殊和额外的作用，超越了将 IHC 作为诊断辅助

工具的传统观点。

如前所述，与晚期非小细胞肺癌 (NSCLC) 的替代方案不同，IHC 在分离小细胞肺

癌 (SCLC) 时是有用的，晚期小细胞肺癌是用铂/依托泊苷药物组合进行治疗的。铂/
培美曲塞联合疗法被批准用于晚期非鳞状细胞肺癌患者，使 IHC 在决定晚期非小细

胞肺癌患者的治疗选择方面发挥了关键作用。在大多数晚期患者的小活检和细胞学

类型样本中，有 25% 到 40% 的 NSCLC 病例无法准确分型，仅在形态学上被标记为 
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NSCLC-未另行指定 (NOS)。在根据 NSCLC 亚型引入不同的化疗方案之前，这种情况

不会阻碍治疗，NSCLC-NOS 的诊断在临床上是可以接受的。当治疗选择建立在特定

诊断的基础上时，IHC 成为完善 NSCLC-NOS 诊断的关键工具，通过明智地使用甲状

腺转录因子 1 (TTF1) 来预测腺癌组织学以及使用 p63 或 p40 来预测鳞状组织学，从而

将 NSCLC-NOS 的患病率降低到 10% 以下。这一原则现已纳入世界卫生组织 (WHO) 
对肺部肿瘤的分类中。

在 2015 年发布的世卫组织分类中，IHC 也被赋予了更基本的作用。在手术切除

的肿瘤中，这些相同的标志物（p40 和 TTF1）的存在在定义鳞状细胞和腺癌时被赋

予了与经典形态学特征相同的地位。因此，根据 p40 或 TTF1 IHC 染色阳性，可能

有三分之二的病例（以前被称为大细胞癌）通过 IHC 被重新诊断为鳞状细胞癌或腺

癌。

最后，虽然不是这本图谱的重点，但 IHC 在确定治疗预测生物标志物方面发挥了

关键作用，根据这些标志物，患者可以接受治疗范围不断扩大的靶向治疗，主要针

对成瘾致癌驱动因子和对特定肿瘤生长至关重要的其他分子因素。考虑到这些靶点

在腺癌中发生的倾向，NSCLC 的初始亚型诊断对于确保分子检测病例的准确分型也

是至关重要的。肺癌免疫治疗的发展使 IHC 在确定适合患者治疗方法方面发挥了更

重要的作用。

很明显，为了给胸部恶性肿瘤患者提供最好和最准确的诊断，病理学家必须了

解 IHC 的原理，如何使用，何时使用，以及如何恰当地解释所执行的分析结果。

在本图谱中，国际肺癌研究协会病理学委员会的成员以发表在 Journal of Thoracic 
Oncology（《胸部肿瘤学杂志》）（Yatabe 等，2019）上的一篇综述文章为基础，对

与胸部肿瘤诊断相关的 IHC 的许多方面进行了简明而全面的综述。我们非常希望读

者能发现本图谱是帮助他们工作的有用工具。

参考文献

Yatabe Y, Dacic S, Borczuk AC, et al. Best practice rec-
ommendations for diagnostic immunohistochemistry 
in lung cancer. J Thorac Oncol. 2019;14(3):377-407.
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使用免疫组织化学准确诊断胸部
肿瘤的临床意义

Harvey I. Pass 和 Balazs Halmos

免疫组织化学在肺部结节和肺癌分期诊断检查中的价值

不确定性肺部结节的肺癌诊断

并不是每个患者都需要恶性肿瘤的组织学验证，外科医生才会认为这个结节是可以

手术的。术前活检很少用于具有正在发育或生长的实性成分的高危个体的部分实性

结节，特别是在有其他恶性特征提示的情况下，即正电子发射断层扫描/计算机断层

扫描 (PET/CT) 的最大标准化摄取值 (SUVmax)。然而，在一些病例中，组织学的绝

对确认是有用的，特别是在排除良性过程的情况下，或者对于有胸外恶性肿瘤病史

的患者，建议在切除前记录转移情况。其中，细针抽吸或组织芯活检和特异性肺癌

免疫组织化学 (IHC) 检测组合的补充对于确定适当的治疗或许很有价值。IHC 补充

对于确定活检中是否存在异常情况也至关重要，包括肿瘤是否是伪装成肺癌的良性

结节，或者将小细胞肺癌与神经内分泌谱中的其他实体区分开来。区分空洞性病变

（可能是真菌或霉菌引起的）和空洞性癌，是组织学和特殊染色（包括 IHC）可以

极大地改变处方疗法的另一个例子。

肺癌诊断

IHC 在某些情况下对肺癌的诊断和明确分类至关重要。外科医生的职责是为正确的

诊断进行手术，并向患者保证进行了完整的切除手术。如果外科医生对恶性肿瘤有

明确的术前诊断，并且恶性肿瘤的类型以及与异常病理相关的任何相关分期细节得

到了正确诊断，则明显可以避免治疗中的错误。外科医生要处理针对胸部各种情况
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的经皮穿刺和细针抽吸检查，包括肺癌、伪装成肺癌的良性结节以及纵隔和胸膜肿

瘤。为了指导外科医生的决定，活检特异性不仅取决于病理学家正在处理的标本的

大小和苏木精-伊红染色的模式识别，还取决于区分良性疾病与恶性疾病和恶性肿瘤

类型的特定 IHC 检测组合。

淋巴结状态与 IHC
在疑似或确诊了肺癌的患者中，根据大小或 PET 敏感性对可疑腺病进行免疫组织化

学检查可能具有显著的适用性。根据使用细胞角蛋白鸡尾酒或其他肺癌 IHC 标志物

检测到的微转移情况，外科医生可以确定让患者接受诱导方案还是先进行手术。此

外，在有慢性淋巴细胞性白血病/小淋巴细胞性淋巴瘤或其他惰性淋巴瘤病史的患者

中，确认可疑淋巴结肿大与淋巴瘤而非肺癌有关可能需要流式细胞术和淋巴瘤 IHC 
检测组合。

判断错误和伪装身份

已发表的胸部肿瘤学文献中有很多“差点弄错”或切除后才被确定为“意外”的

手术案例。已有多份报告指出，IHC 可将感染，例如克雷伯氏菌病（McCartney 
等，2014 年)、放线菌病（Papakonstantinou 等，2019 年）和巨细胞病毒 (CMV)
（Allen 等，2005 年）与肿瘤区分开来。一直以来，人们容易将脱屑性间质性肺炎

与肺腺癌相混淆，后者有盘状区，空隙中有大量细胞（Raparia 等，2014 年；Mutton 
等，1998 年）。IHC 和细胞角蛋白染色在区分这类病例的诊断方面是非常有

价值的。

间皮瘤

对疑似胸膜疾病患者的鉴别诊断需要使用多抗体检测组合，以决定是否适合进行手

术。使用 BRCA1 相关蛋白 1 (BAP1) 染色缺失，以及钙网膜蛋白和维尔姆斯瘤蛋白 
(WT1) 等抗体染色的存在，再加上腺癌和鳞状标志物缺乏染色，对专门治疗间皮瘤

的胸外科医生有帮助（见第 17 章）。有恶性肿瘤史的胸腔积液患者也可能被误认为

患有间皮瘤，原发肿瘤的 IHC 与胸膜疾病的 IHC 相匹配，可以排除细胞减灭术。虽

然围绕手术治疗间皮瘤的使用存在争议，但做出正确的 IHC 诊断是最重要的。将间

皮瘤与其他胸腔恶性肿瘤区分开来，可以对这种疾病进行专门的治疗，也可以使患

者了解疾病的病因，这具有潜在的法律和经济意义。认识到更具侵袭性的肉瘤样组

织学也可以使临床团队避免采取治疗干预，例如广泛的手术，这些干预在这一亚组

中的益处有限，可能只会使患者面临过度治疗的病态情况。
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神经内分泌癌

推动临床决策的一个非常重要的病理区别是神经内分泌癌的亚型（见第 10 章）。通

过正确的 IHC 测试来评估神经内分泌 (NE) 分化和 Ki-67 染色可能有助于正确的分

类，从而优化治疗方案。典型（低级 NE 肿瘤）和非典型（中级）癌一般按照为低

级胃肠道 (GI) NE 肿瘤制定的指南进行治疗，包括生长抑素类似物、mTOR 抑制剂

（依维莫司）（Yao 等，2011 年)、血管内皮生长因子 (VEGF) 靶向药物（舒尼替尼）

（Raymond 等，2011 年），以及最近的肽受体放射性核素疗法（Strosberg 等，2017 
年）。对于更具侵袭性的、高级别 NE 恶性肿瘤，如大细胞 NE 癌和小细胞癌，传统

的治疗方法是联合化疗和最近的整合治疗，并显示出检查点抑制剂治疗的有效性。

这些联合疗法促使阿特珠单抗联合卡铂/依托泊苷化疗和帕博利珠姆单抗获批用于治

疗广泛期小细胞肺癌（Horn 等，2018 年；Chung 等，2020 年)。

其他胸部恶性肿瘤

对胸腺恶性肿瘤（包括浸润性胸腺瘤、胸腺癌和类癌）进行正确的亚型分型，可以

选择最佳治疗方法、预后和进一步参与实验研究。世界卫生组织 (WHO) 最近的分类

承认了 IHC 研究在正确的亚型分配中的重要作用（Marx 等，2014 年；见第 18 章)。 

胸腺恶性肿瘤治疗的一个独特方面是副肿瘤综合征，最近的研究表明，在这类肿

瘤中，使用检查点抑制剂治疗的潜在严重免疫不良事件的发生频率很高（Lippner 
等，2019 年)。考虑到潜在的靶向分子改变，其他具有潜在治疗相关性的新出现的亚

群是睾丸核蛋白 (NUT) 癌（Stathis 等，2016 年；见第 14 章）和 SMARCA4 缺失性胸

腔内恶性肿瘤（Le Loarer 等，2015 年；见第 15 章）。尽管被列为非小细胞肺癌，

但识别肺肉瘤样癌还是很重要的，因为它具有侵袭性，而且携带 MET 14 外显子改

变的频率很高（Liu 等，2016 年），以及对 Met 靶向和免疫治疗都有反应（Schrock 
等，2017 年）。

转移性疾病

肺部病变或肺门/纵隔/锁骨淋巴结肿大的鉴别诊断的一个关键区别是其他器官的转移

性疾病（见第 16 章）。临床医生和病理学家之间的仔细沟通对于确保向病理学家转

达病例的关键历史、临床和放射要素，从而指导其诊断检查至关重要。尽管对转移

性恶性肿瘤进行正确诊断至关重要，但在已知的肺部恶性肿瘤病例中，浪费组织进

行一系列多余的 IHC 研究，其中进行活检是为了让生物标志物研究能够指导治疗，

这样可能会产生严重的负面后果。最近的研究表明，除了 IHC 研究之外，扩大分子

检测可能有助于识别原发部位/肿瘤的同步性（Chang 等，2019 年）。
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关于使用 IHC 选择治疗方案的特殊注意事项

辅助治疗选择的预后标志物

目前 WHO 对腺癌的组织学分类定义了与复发和死亡几率增加相关的亚型（Warth 
等，2012 年；Tsao 等，2015 年）。然而，并不是所有的微乳头状/实体疾病的患者

都会出现早期复发现象，必须研究其他更准确的预测方法。某些微观形态学问题，

如淋巴血管侵犯、内脏胸膜侵犯、通过肺泡腔 (STAS) 扩散，以及高级别的核特征也

与更具侵袭性的表型相关；然而，这些特征不能成功预测复发情况，这是它们不被

视为辅助治疗的绝对适应症的一个原因。匹配的特征（始终与复发和/或死亡有关）

与增加潜在有益疗法的合理需要之间的这种相互关系也受到过度治疗患者和引起毒

性并发症的可能性的影响。25 年前，人们就希望单抗体或多抗体 IHC 预测能够提高

复发预测的准确性，当时对 271 例早期肺癌患者的 erbB-2（人表皮生长因子受体 2 
[HER2]/neu）、p53 和 Ki-67 的癌蛋白进行染色（Harpole 等，1995 年）。自此，已

经有数百篇关于基于 IHC 预后标志物的报告发表，但对实践并没有产生明确的影响

（Zhu 等，2006 年；Woodard 等，2016 年；Seymour 等，2019 年)。这在很大程度

上可以归因于所使用的 IHC 方法缺乏标准化，包括所用抗体的来源和质量、染色方

案、评分算法和“截断值”，以及分析数据的统计方法。结果不一致也可能是由一

些研究中的样本量小造成的，因为其中包括的案例不太具有代表性。制度和出版偏

见也可能起到重要作用（Zhu 和 Tsao，2014 年）。这些研究大多缺乏验证集，并且

未能通过多变量分析来证明单组 IHC 测试是事件的独立预测因子。

预测 IHC 生物标志物

Hung 和 Sholl（2018 年）的一项综述详细说明了哪些靶向融合和突变伴随着特定的 
IHC 抗体。间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 重排可以用克隆 D5F3 (Roche Tissue Diagnostics) 
和 5A4 (Leica) 进行检测，其敏感性和特异性大于 95%，可以作为独立的检测方法用

于选择基于 ALK 疗法的患者（Lindeman 等，2018 年；Tsao 等，2016 年）。c-ros 癌
基因 1 (ROS1) 重排与 ALK 一样，最常见的是可以通过荧光原位杂交 (FISH) 进行诊

断；Hung 和 Sholl（2018 年）强调，尽管克隆 D4D6(Cell Signaling Technology, Inc.) 
的敏感性可以达到 95%，但不同研究中的特异性有所不同。因此，ROS1 IHC 应该得

到其他平台对阳性结果的确认（Lindeman 等，2018 年)；然而，ROS1 IHC 阴性结果

可以被认为是可靠的，可以排除 ROS1 易位。对于 L858R 和 19 号外显子 E746-A750 
缺失的表皮生长因子受体 (EGFR) 突变特异性抗体，其临床表现各不相同，总敏感

性为 59%，特异性为 98%（Ragazzi 等，2016 年）。假阳性的 IHC 结果已经被记录

下来（Kitamura 等，2010 年），EGFR 突变特异性 IHC 结果阴性的肿瘤应使用分子

方法重新检测 EGFR 突变。因此，EGFR 突变特异性抗体不应用作治疗的独立测试

（Lindeman 等，2018 年）。更多详情将在第 19 章进行讨论。
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鳞状细胞肺癌

鳞状细胞癌依然能在非小细胞肺癌中占据相当大的比例，并且与吸烟史高度相关，

通常表现出中级/高级的肿瘤突变负担以及可明显通过检查点抑制剂治疗受益。出于

几个方面的考虑，病理区分仍然非常重要。首先，针对抗 VEGF 单克隆抗体贝伐珠单

抗在晚期非小细胞肺癌患者中的初步研究强调了实质性的毒性，即咯血风险较高，

有致死风险，尤其在鳞状细胞肿瘤患者中较常见（Johnson 等，2004 年；表 2-1）。 

这种高风险是否与生物学或解剖学特征有关（通常有空洞的中心型大肿块风险最

高，这在鳞状组织学中更为常见）目前尚不清楚；然而，由于贝伐珠单抗的批准仍

仅限于非鳞状肿瘤，毒性问题确实让人担忧，如果考虑使用贝伐珠单抗，则组织学

确认十分重要。第二，鳞状细胞肺癌的分子遗传学与腺癌有很大的不同，一般情况

下，确定腺癌的常见可操作发现的可能性很低。因此，一般来说，不推荐对鳞状细

胞癌进行前期分子检测。这里的关键注意事项是，罕见的非吸烟者鳞状细胞肺癌亚

群需要进行腺癌类型的检测，因为合格率和可操作性都很高（Sholl，2017 年）。此

外，如果很有可能通过混合型组织学从非常小的样本中鉴定出鳞状组织学，那么进

行分子检测时要谨慎，尽管由于样本类型的巨大异质性，很难为这一子集制定明确

的指导方针。鳞状细胞癌的 EGFR 受体表达几乎一致呈强阳性，事实上，SQUIRE 
（质量改进报告卓越标准）研究表明，抗 EGFR 单克隆抗体耐昔妥珠单抗联合铂类

表 2-1. 根据基因改变的潜在治疗方法

诊断（测试） 可能需要的治疗 可能排除的治疗

鳞状 NSCLC 耐昔妥珠单抗（抗 EGFR mAb） 贝伐珠单抗（抗 VEGF mAb）

非鳞状 NSCLC 培美曲塞、贝伐珠单抗 

EGFR 突变 EGFR TKIs 免疫治疗

ALK 易位 ALK TKIs 免疫治疗

ROS1 易位 ROS1 TKIs

BRAF V600E BRAF/MEK 联合疗法

NTRK1/2/3 易位 TRK 抑制剂疗法

MET 14 外显子跳跃改变 MET TKIs

RET 易位 RET TKIs

ERBB2/HER2 突变 实验期 ERBB2 抑制剂

PD-L1 阳性 单药免疫疗法

NUT 癌 实验期 BET/HiDAC 抑制剂

SMARCA4-缺失性胸肉瘤 实验期 EZH2 抑制剂

缩略词：ALK = 间变性淋巴瘤激酶；BET = 溴结构域和末端外结构域；BRAF = B-raf 原癌基因；EGFR = 表皮 生长因子受体；EZH2 = zeste 

基因增强子同源物 2；HER2 = 人类表皮生长因子受体 2；HiDAC = 大剂量阿糖胞苷；MEK = 丝裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 激酶；MET = 

MET 原癌基因；NSCLC = 非小细胞肺癌；NTRK = 神经营养性酪氨酸受体激酶；NUT = 睾丸核蛋白；PD-L1 = 程序性死亡配体-1；RET = 

ret 原癌基因；ROS1= c-ros 致癌基因 1；TKI = 酪氨酸激酶抑制剂；VEGF = 血管内皮生长因子。
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的双重化疗对于晚期鳞状非小细胞肺癌 (NSCLC) 具有明显的统计学优势，这一疗法

已获得美国食品和药物管理局 (FDA) 的批准；但由于临床疗效有限和成本较高，一

般不采用这种治疗方法（Thatcher 等，2015 年）。例如，最近的基因组学和蛋白质

组学研究突出了鳞状细胞肿瘤中关键的分子定义的肿瘤亚群，其特征是具有潜在治

疗意义的氧化途径的改变（Stewart 等，2019 年）。

非鳞状非小细胞肺癌

从治疗的角度来看，随着抗多靶点抗叶酸培美曲塞的引入，对“非鳞状”非小细胞

肺癌（主要由大多数腺癌组成，大细胞癌的比例随着时间的推移而缩小）的正确分

类变得越来越重要。一系列的研究证明，培美曲塞在晚期 NSCLC 患者的二线和一

线治疗中都有很好的活性和耐受性，有些研究的子集分析表明，鳞状细胞癌患者的

活性存在组织学差异，活性较差（Scagliotti 等，2008 年）。相反，在晚期非鳞状肿

瘤患者中，铂/培美曲塞联合化疗已成为全球最常用的一线化疗方案，也被广泛用于

辅助治疗（Scagliotti 等，2011 年）。最终基于前面的研究，这种广泛使用和备受青

睐的化疗药物被批准仅用于非鳞状肿瘤；因此，对于临床医生和患者来说，尽可能

地由病理学家做出这种区分仍然很重要，尽管不可否认的是，这种构造是人为的，

并且仍存在争议。免疫疗法的引入并没有降低这一区别的重要性，因为基于高度阳

性的 KEYNOTE-189 研究，非鳞状非小细胞肺癌最常用的化疗/免疫疗法组合仍然以

培美曲塞为基础（Gandhi 等，2018 年）。维持性培美曲塞治疗通常仅用于晚期非鳞

状非小细胞肺癌患者，而鳞状细胞肿瘤不推荐使用维持性化疗（Ciuleanu 等，2009 
年）。此外，鉴于腺癌和大细胞癌中可操作的分子改变的频率要高得多，需要继续

进行正确的组织学分类和区分（Chan 等，2019 年）。

分子检测与组织管理

自从发现激活 EGFR 基因突变可以确定对 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂具有极高敏感性的

分子定义的肿瘤亚群（Lynch 等，2004 年）以来，已经有大量的知识表明，为了对

晚期非小细胞肺癌进行最佳的前期治疗，需要完成广泛的分子基因分型。这至少包

括 EGFR/ALK/ROS/B-RAF 原癌基因 (BRAF) 检测，其中有高质量的证据表明可以在前

期使用高效的分子靶向疗法（Lindeman 等，2018 年；Halmos，2018 年）。最近令人

振奋的数据显示，神经营养性酪氨酸受体激酶 (NTRK) 抑制剂对 NTRK1/2/3 融合阳性

癌症具有极好的活性，以及 FDA 随后批准将其用于治疗此癌症，对这种可操作但罕

见的改变进行测试也变得非常重要（Drilon 等，2018a）。关于 MET 14 外显子跳跃

改变（Drilon 等，2020 年）和 RET 易位（Subbiah 等，2018 年）的可操作性的新数
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据完善了目前的目标群体。最后，HER2 改变（Pillai 等，2017 年）、Kirsten 大鼠肉

瘤病毒癌基因同源物 (KRAS) G12C 突变（Lanman 等，2020 年）以及 神经调节蛋白 
(NRG1) 融合（Drilon 等，2018b）现在是当前研究的重点，有希望的数据表明，检

测这些基因至少可以让患者参与正在进行的临床试验。总而言之，要正确完成基因

分型，并及时获得可信的阳性和阴性结果以指导患者治疗，需要制定制式的反射测

试方案。这表明多重检测，最好是下一代测序 (NGS) 检测比单基因检测方法有潜在

的优越性。这些问题也要求在组织管理方面进行专门的协调和极度关注，以最大限

度地改善临床相关测试的结果，而不是浪费组织，这会导致基因分型不完整和失去

治疗机会，或者可能增加风险和/或患者成本，导致需要进行进一步的侵入性手术。

然而，即使在 NGS 测试的时代，IHC 在现实实践中也可能会起一些作用（Tsao 和 
Yatabe，2019 年）。

PD-L1 测试

在过去的几年里，检查点抑制剂已经改变了肺癌治疗的现状。目前，几乎所有晚期

非小细胞肺癌和广泛期小细胞肺癌患者的护理标准都包括抗程序性细胞死亡蛋白-1 
(PD1) 或抗程序性死亡配体-1 (PD-L1) 联合化疗，或者对于 PD-L1 肿瘤比例评分 (TPS) 
呈阳性的非小细胞肺癌患者单独使用帕博利珠姆单抗（Alexander 等，2020 年）。此

外，免疫疗法，即抗 PD-L1 抗体，得瓦鲁单抗，被批准并广泛用于无法通过同步放

化疗切除的 III 期非小细胞肺癌的最终治疗（Antonia 等，2018 年）。目前正在进行

大量的临床研究，以扩大免疫疗法在这些情景中的效用，并进一步评估免疫疗法在

早期治疗中的作用，在早期治疗中，免疫疗法对治愈的影响可能会更大。

虽然检查点抑制带来的益处是明确的，但如何丰富患者群体以获得更大的益处或

减少毒性仍然没有明确的定义。在众多正在评估的生物标志物中，PD-L1 IHC 仍然是

唯一有效的生物标志物。目前批准的用途是确定帕博利珠姆单抗对于晚期非小细胞

肺癌 (NSCLC) 的前期治疗资格情况。对于 PD-L1 IHC TPS 评分为 50% 或更高的患者

群体，帕博利珠姆单抗优于双药化疗。对于得分在 1% 到 49% 之间的患者群体，帕博

利珠姆单抗的疗效似乎与双药化疗相似，但毒性较小（Lantuejoul 等，2020 年）。根

据 KEYNOTE-189/407和 IMpower-150/130 研究的结果，大多数患者的治疗标准不再

是双药化疗，而是化疗/免疫治疗，因此需要正确看待和谨慎解释这些结果（Gandhi 
等，2018 年；Paz-Ares 等，2018 年；Horn 等，2018 年）。目前，PD-L1 检测在小细

胞肺癌的治疗中还没有明确的作用，无论 PD-L1 IHC 测试结果如何，FDA 都批准了

得瓦鲁单抗用于 III 期 NSCLC（尽管亚组分析表明，对于 PD-L1 TPS 评分为 0 的患
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者，即便有益处，也是有限的）（Gray 等，2020 年）。IMpower 系列研究评估了抗 
PD-L1 抗体阿特珠单抗的使用情况，重点关注了一种不同的 PD-L1 IHC 评分系统，

包括免疫细胞阳性 (TC/IC)（Vennapusa 等，2019 年）。新的结果表明，在 TC/IC 评
分较高的患者中，单药免疫疗法也有类似的丰富益处。

尽管 PD-L1 IHC 检测在抗体选择、评分系统和时间/肿瘤内异质性方面存在许多

问题（Rimm 等，2017 年；Lantuejoul 等，2020 年），但基于前面的考虑，它仍然

是一种临床相关的检测方法，推荐用于所有晚期 NSCLC 患者，无论是鳞状还是非

鳞状。出现进一步的生物标志物以优化患者选择的希望还是很大的，这是基于：(1) 
肿瘤遗传学，例如肿瘤突变负荷 (TMB)（组织或循环肿瘤 DNA [ctDNA]）(Vokes 
等，2019 年）、微卫星不稳定 (MSI)（低频率对肺癌的影响较小）和单基因标志物 

（例如 STK11/KEAP1 作为免疫治疗疗效的阴性预测因子 [Skoulidis 等，2018 年]）；

或 (2) 选择性免疫相关基因 RNA 表达的免疫标记（Socinski 等，2018 年）。然而，还

没有一个达到推荐日常使用的验证水平。

肺癌治疗模式演变中关于 IHC 研究的新思考

新辅助治疗后的组织学评估

随着新辅助治疗越来越多地用于治疗所选择的较晚期患者群体或用于机会窗试验的

疗效评估，在诱导后切除术时，在诱导后切除术时对治疗反应的病理解释采取更标

准化的方法至关重要。Hellman 及其同事（2014 年）和 Blumenthal 及其同事（2018 
年）的精彩评论强调了 0 至 10% 残余活力细胞作为主要病理反应 (MPR) 类别的准

确性，这最初由 Pataer 及其同事（2012 年）描述为新辅助治疗试验中生存的替代指

标。残存活动性疾病的量化可能需要具体考虑个体所接受的治疗类型，即是化疗还

是免疫治疗。免疫治疗相关反应的特征促使了特异性免疫相关病理反应标准 (irPRC) 
的提出（Cottrell 等，2018 年）。显然，MPR 评估必须标准化，可能包括局部淋巴结

的反应，国际肺癌研究协会 (IASLC) 关于 MPR 评估的建议刚刚公布（Travis 等，2020 
年)。然而，在解释残余肿瘤床时，可以使用多重免疫荧光平台（Parra 等，2018 年）

和所关注的特定区域的数字空间分析（Beechem，2020 年）对标准化进行微调。

获得性耐药和组织学转化

靶向治疗极大地改善了对携带可操作改变的晚期非小细胞肺癌患者的护理；然而，

在这种情况下，普遍存在获得性耐药问题。虽然在表皮生长因子受体突变的肺癌环

境中最容易理解获得性耐药性，但同样的范式似乎适用于所有其他可使用有效分子
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靶向治疗的疾病亚群（Attarian 等，2017 年；Lim 和 Ma，2019 年）。一般来说，获

得性耐药是受肿瘤中的次生遗传或表观遗传变化驱动的，据预测，这些变化可影响

以下三个方面：

1.  通路的改变，通常是靶基因的次级突变，经常影响靶蛋白的药物结合特性。最

著名的例子是第一代或第二代 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂普遍出现门控开关 EGFR 
T790M 突变（Kobayashi 等，2005 年）。这样的次级突变可能对下一代药物敏

感，因此可以量身制定治疗方案。

2.  旁路改变，例如，MET 扩增，代表了使用阻断两种通路的联合靶向治疗的潜在

可操作性改变（Nguyen 等，2009 年）。

3.  组织学转化，最常见的是肿瘤的小细胞转化，这些肿瘤通常携带 TP53、视网

膜母细胞瘤 (RB) 或磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸3-激酶催化亚单位α(PIK3CA) 共同突

变。这种小细胞类肿瘤会对小细胞定向治疗方案做出反应，这就要求进行适当的

检测。

最近，还观察到鳞状细胞癌和肉瘤样癌的其他组织学转化的频率越来越高

（Schoenfeld 等，2020 年）。总体而言，分子重采样的价值越来越大，有助于提高理

解水平、优化实验试验设计，最重要的是，改善患者的日常护理。虽然目前分子检

测最初往往是通过 ctDNA 检测进行的，但当 ctDNA 检测没有信息，或怀疑存在组织

学转化时，通常仍需要进行组织检测。在这种情况下，肿瘤学家和病理学家之间的

仔细沟通对于合理区分可用组织的优先顺序至关重要，这些组织可用于常规 IHC 检
测，以正确诊断恶性肿瘤和组织转化，为通常基于 NGS 的检测平台保存组织，以仔

细定义不断增长的潜在获得性耐药改变的范围。

结论

在诊断过程中，为了实行谨慎的组织管理，对组织保留的需求与日俱增。此外，有

些组织核心被认为是理想的，可以满足在整个诊断过程中应用最佳实践的研究要

求，只要安全可行，就可以获得组织。谨慎地利用 IHC 研究是一个关键因素，可以

最大限度地提高诊断率、最大限度地减少重复手术的需要，从而提高效率和改善治

疗启动的周转时间。
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免疫组织化学原理

Erik Thunnissen 和 Alain C. Borczuk

简介

免疫组织化学 (IHC) 是一种可将组织学切片中的蛋白质可视化的技术；对细胞学标本

中的细胞采取类似的方法被称为免疫细胞化学。在 IHC 中，一抗的可变区识别抗原

并与其结合，抗原通常是蛋白质表位。这些表位可以反映二级和三级蛋白质结构，

但现在更多的是针对 4-25 个氨基酸的多肽开发单克隆抗体（Saper，2009 年），使抗

原修复后福尔马林固定组织的检测更加可行。与一抗结合的二抗和随后的化学反应

被用于可视化表位的定位，这一过程被称为信号增强。利用显微镜在组织范围内检

测 IHC 染色的位置。IHC 染色可位于一个或多个亚细胞区域，如细胞膜上、细胞质

中或细胞核内。IHC 是一种快速且相对便宜的方法，被大多数病理学家所青睐，主

要是因为它可以评估组织结构和肿瘤细胞（Tsao 等，2017 年）。

免疫组织化学的协议和程序

IHC 分析部分的主要步骤包括：(1) 表位修复，(2) 一抗孵育，以及 (3) 信号增强和可

视化系统（Taylor 和 Rudbeck，2013 年）。组织学切片通常放置在带有特殊涂层的

载玻片上，在 IHC 过程中，切片要始终粘附在载玻片上。进行表位修复是为了恢复 

（揭示）在固定过程中可能被掩盖的抗原。这些技术中的大多数都涉及结合加热和

高或低 pH 来逆转固定引起的蛋白质交联；更激进的方法是使用蛋白酶将蛋白质裂解

成更小的肽表位。由于在信号增强和可视化步骤中使用了外源酶，可能的、功能相

似的内源酶的效果会被阻断步骤所阻断。
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一抗的可变区与目标蛋白质的表位相结合。在孵育过程中，一抗在缓冲液中稀

释，便于结合。标准化这一孵育步骤的温度和时间对于稳定结果十分重要。

在直接 IHC 方法（见第 4 章）中，一抗还带有一个用于可视化的标记。然而，组

织切片中表位的浓度必须非常高，才能使用这项技术在显微镜下检测到信号。

在间接 IHC 方法（见第 4 章）中，需要进行第二次孵育，即二抗的可变区与一抗

的恒定区结合。二抗携带一种用于可视化的酶。间接 IHC 方法提供了更强的信号增

强，这意味着可以检测到比直接方法更低表位浓度的蛋白质（Prinsen 等，2003 年）。

一个相对较新的进展是使用含有若干二抗和酶的葡聚糖聚合物进行可视化。这种信号

增强方法（就像多个灯泡而非一个灯泡）的效果比间接 IHC（酶标记二抗）方法强 10 
至 20 倍，使更低的表位浓度变得可见。

在用增强剂孵育和清洗后，加入显色溶液。溶液中的可溶性色原通常是无色

的。在增强步骤中加入的酶（如辣根过氧化物酶或碱性磷酸酶）将色原转移到不溶

性底物中，该底物沉淀在一抗–二抗复合物的位置，即蛋白质的位置。这种沉淀物

的大小取决于细胞中表位的数量和位置，当可见时，最低等于光学显微镜的分辨率

（500 nm 或 0.5 μm），但也可以累积填充整个细胞质（20-30μm）。

在 IHC 可视化步骤和清洗后，进行核反染色，这有利于识别细胞核和底层组织结

构。主要步骤中间的清洗步骤旨在洗掉未结合的产品和溶剂，保持组织学切片的背

景清洁。

随后，对显微载玻片上的切片进行脱水，并覆盖上封固剂（耐火指数为 1.5，与

玻璃相同）和薄玻璃盖片。这会使组织切片的上方和下方形成平行的玻璃面，避免

了“水中棒”的弯折效应。

评价和解释

2003 年，Prinsen 及其同事展示了不同增强系统的表位浓度和信号强度之间的关系，

如图 3-1 所示。S 型曲线强度的差异可以半定量地分为阴性、阳性 (+)、双阳性 (++) 
或三阳性 (+++)。一旦达到了最大强度 (+++) 稳定期，进一步增加表位浓度不会增加

强度。阴性和 +++ 之间的范围相当窄，根据扩增系统的不同，表位浓度的范围在 2-4 
倍之间。虽然酶联免疫吸附试验 (ELISA) 可以作为定量蛋白质检测方法，但 IHC 仅在

线性动态范围（S 形曲线的陡峭部分，即 + 和 ++ 之间)是定量的。因此，IHC 充其量

是半定量的，而且只在曲线的这个范围内。因此，信号可能会变得饱和和非定量。
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在间变性淋巴瘤激酶 (ALK) IHC 的
商业检测中使用额外的酪胺信号放大

可以得到定性的 IHC（因此在陡峭的 S 
型曲线上有一条几乎垂直的直线）：这

种设置中的 IHC 测试结果纯粹是定性

的，要么是阴性，要么是阳性（Wynes 
等，2014 年）。更强的扩增系统可能

偶尔会导致背景染色增加，可能出现假

阳性结果（Ibrahim 等，2016 年）。

染色强度的测定具有主观因素，实

际上可以通过使用具有固有的相关空

间分辨率的连续显微镜物镜作为建立

强度水平的物理辅助来降低主观因素。

该方法首次应用于人类表皮生长因子受体 2 (HER2) 检测，可能会使强度评分更均匀

（Ruschoff 等，2010 年）。使用 2.5 倍或 5 倍显微镜物镜可以清楚地看到强染色 (+++)； 

中度染色 (++) 需要使用 10 倍或 20 倍物镜才能看清楚；弱染色 (+) 只有使用 40 倍物

镜才能看到（Ruschoff 等，2013 年）。

兔、鼠单克隆抗体

尽管小鼠单克隆抗体被广泛使用，但兔单克隆抗体的性能特点使其越来越受人们青

睐。具体来说，兔的免疫系统对在小鼠系统中没有反应的人类肽有反应，而且一般

来说，兔产生的抗体亲和力更高。小肽尤其如此，它们被用作抗体以产生抗原（Rief 
等，1998 年；Weber 等，2017 年）。

实验室自建检测

对于诊断性和预测性测试，有许多商业检测方法可供选择。预测性测试的定价远远

高于诊断性测试，诊断性商业检测一般比实验室自建检测 (LDT) 更昂贵。在大多数

实验室预算有限的情况下，考虑到预测性测试的费用较高，鼓励使用 LDT 来代替商

业检测。

商业检测的优势在于，IHC 检测/试剂盒的大多数方面都经过了严格的检测，而

且已经选择了检测条件以便及时提供稳定的检测结果。需要开发 LDT 以达到相同的

标准。

IHC 的标准化

理想情况下，与 ELISA 类似，IHC 检测应该有一个参考或校准标准，但 IHC 在日

常病理中并没有这种标准。标准化是必需的，因为样品制备的不一致性（分析前变

量）和试剂验证不充分（分析变量）可能会影响（通常会削弱）IHC 测试结果。

10
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图 3-1.免疫组织化学 (IHC) 中表位浓度与信号增强的关系AU 
= 任意单位。（经 Prinsen 等人许可后修改，2003 年）
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分析前变量列表至少包括：固定剂类型；置于固定剂中的时间；脱水剂、清洗剂

和石蜡浸渍的试剂和条件；以及载玻片干燥和储存条件（Engel 和 Moore，2011 年）。 

在固定期间，中性缓冲福尔马林在小样本中的渗透速度可能相对较快 (1 mm/h)（Howat 
和 Wilson，2014 年），但在塌陷肺（肺泡壁之间有多层薄空气层）中的渗透速度要慢

得多 (0.2 mm/h)（van Seijen 等，2019 年）。固定延迟可能会降低蛋白质的稳定性，从

而妨碍 IHC（van Seijen 等，2019 年）。固定延迟的不利影响也可见于苏木精和伊红染

色切片，例如基底膜上皮脱落，以及细胞核固缩或接近固缩（Radonic 等，2019 年）。

这些样品不应用于 IHC 的分析验证。组织处理将在第 5 章中更详细地讨论。

在开始开发 LDT 时，高表位浓度的对照样品是很有用的，因为它在可能的初始

次优条件下应该是阳性的。当此对照为阳性，而阴性对照（例如，除一抗步骤外的

全部步骤）为阴性时，具有较低表位浓度的样品对于微调 LDT 是有用的。

监测日常表现以及验证 IHC 检测的最佳样本是抗原表位浓度足够接近阈值的样

本，这种样本即为阳性（通常用 + 表示）。特定仪器上 IHC 程序的自动化（例如，

控制孵育温度和时间）在很大程度上提高了条件的稳定性和 IHC 结果的稳健性，有

助于获得一致的结果。

IHC 的验证

根据 College of American Pathologists（CAP，美国病理学家协会）对非预测性（诊断

性）IHC 检测的初步分析验证指南，实验室应至少检测 10 个阳性组织和 10 个阴性组

织（Fitzgibbons 等，2014 年）。当实验室医疗主任确定无需 20 个验证案例就足以作

为特异性标志物（例如，稀有抗原，意味着罕见阳性病例）时，需要记录做出该决

定的理由。出于诊断目的，当样本的质量足够进行 IHC 检测时，与试验分析的符合

率应该很高（最好是 100%，意味着敏感性和特异性都是 100%）。

当考虑到（连续的）临床样本时，并非总是可控的分析前因素可能会起作用，这

也解释了这样一种建议：“对于临床上使用的每一种检测方法的初始验证，实验室

应在新测试和比较测试或预期结果之间达到至少 90% 的总体一致性”（Fitzgibbons 
等，2014 年）。

对于实验室自建的所有预测性标志物分析的初步分析验证，根据 CAP 的要求，实

验室应检测至少 20 个阳性和 20 个阴性病例（Fitzgibbons 等，2014 年）；根据临床和

实验室标准协会 (CLSI) 的要求，应检测 50 个阳性和 50 个阴性样本（Garrett 等，2008 
年）。这些数字有一个任意要素，后者的置信区间较低。其他指南没有涉及到这个

问题，或者没有那么明确。两种（CAP 和 CLSI）指南都提到了要与比较测试达到 
90% 的一致性。然而，这两种指南都有一个缺陷：一致率取决于病例的构成。诊断
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性测试的分析/技术验证和预测性测试的临床验证之间的区别在于，后者与特定治疗

的预测反应相关。在这方面，LDT IHC 测试验证必须确定测试的目的，因为正确的

验证要求抗原检测的对照样本和工作范围是适合检测的。这种“合乎目的”的概念

非常重要，因为基于这一原则，同一抗体可能需要不同的验证。例如，为了在正确

的工作范围内进行诊断，检测乳腺癌与淋巴细胞中的 GATA3 可能需要根据抗原水平

的差异而采用不同的方案（Cheung 等，2017a）。除了最初的验证外，LDT 还可能需

要重新验证，包括新的抗体批次、新的抗体克隆或更改方案或检测设备。

对于非小细胞肺癌 (NSCLC) 的程序性死亡配体-1 (PD-L1) IHC，在至少 50% 的肿

瘤细胞中，任何强度的膜染色都被视为阳性，这种预测性测试直接得到了来自 3 期
随机临床试验的临床数据的验证（Reck 等，2016 年）。从概念上讲，使用 3 期研究

的样本（已知的患者结果）进行临床验证，并将其与新的 PD-L1 检测的性能进行比

较，这是一个前进的方向。然而，来自这些研究的肿瘤组织（主要是小活检）的可

用性是有限的，并且禁止广泛的检测。另一种方法是将待验证的试验与 3 期研究中

使用的相同商业 PD-L1 检测进行比较，因为研究验证的阈值与临床结果有关。这种

方法的假设是，商业检测在时间和地点上都是可靠的。

最近，关于如何进行 PD-L1 IHC 临床验证的更具体指南已经公布 
(Thunnissen,2019a)。为此，关键样本（Thunnissen 等，2018 年；Thunnissen，2019 
b）是合适的，其表位浓度接近验证检测的阈值。一种实用的方法是在大约 20 
至 40 个连续的临床样本上以配对的方式对概念 LDT 和汇编诊断测试进行染色 
(Thunnissen,2019b)。如果这两种检测方法没有太大偏差，大约 80% 至 90% 的样品在

整个载玻片上都是一致的。至少表现出病灶不一致性（包括病灶强度差异）的 2 或 
3 个样本可用于 LDT 的进一步滴定；例如，通过提高或降低一抗浓度。因此，新的 
PD-L1 测试应在与临床验证测试（比较测试）相同的强度下呈阳性。这一程序可被

称为预测性检测的间接临床验证。

如果两种 PD-L1 检测方法之间的偏差较大，通常概念 LDT 的染色程度要低于商

业检测，或者根本没有染色。更多不一致样本随后可用于进一步改进概念 LDT，还

可以考虑采取更严格的适应方法，例如修改 IHC 方法的表位修复和/或信号增强步

骤。为了促进这一过程，仔细的组织管理是很有帮助的（Bubendorf 等，2017 年），

例如预先切割若干备用部分以进行额外的 PD-L1 测试。随后，可以在初始切割后的

几天或几周内对合适的样品进行重复测试。

实际上，这一关键样本的选择过程利用了 PD-L1 的异质性：有些肿瘤细胞可能是

阴性的，而其他彼此相距不远的肿瘤细胞在同一切片上可能是阳性的。同样，有些

肿瘤细胞的 PD-L1 表达强度可能较高，而另一些肿瘤细胞的表达强度可能较低。
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具有高表位浓度的样本可达到最大的染色水平 (+++)，与大多数其他 PD-L1 检测

相比，很可能呈阳性（Fitzgibbons 等，2014 年）。这样的样本对于检测日常实践中

的变异不太有用，这一观点也可能适用于作为外部阳性对照的胎盘中的高表位浓度

（Dodson 等，2019 年），尽管胎盘是美国食品和药物管理局 (FDA) 批准的检测方法

（VENTANA PD-L1 [SP263] 检测，药品说明书）中推荐的阳性对照。要验证 IHC 测
试，只使用具有高表位浓度的样本可能会产生错误的安全感。用作对照的样本必须

符合测试的目的（Cheung 等，2017a）。

表位浓度很低的样品在任何 PD-L1 检测中都呈阴性。因此，表位浓度高、极低或

不存在的病例对于比较 PD-L1 测试性能没有帮助。如果对 50% 的 PD-L1 阴性样本和 
40% 的 PD-L1 强阳性样本进行检查，那么这两项测试实现 90% 的一致性的先验几率

会很高。同样，与诊断性外科病理学研究中的 kappa 值 (0.6-0.7) 相比，这两项 IHC 检
测的 kappa 值非常高 (>0.8)。因此，这种类型的病例选择会导致大多数检测呈现出一

致性，而对于更广泛的样本，这还有待观察。

以前曾有人对分析检测验证“免疫组织化学关键检测性能控制 (ICAPC)”进行了

描述（Torlakovic 等，2015 年），作为 4 篇系列论文的一部分，内容涵盖了 IHC 诊断

环境的若干方面（Cheung 等，2017a，2017b；Torlakovic 等，2015 年，2017 年）。 

ICAPC 和“关键”样本之间的不同之处在于，后者有与临床反应相关的阈值，虽然

这一点（无意中）也可能适用于某些 ICAPC，但并不适用于所有 ICAPC。此外，

大多数实验室可以在小系列 (~ n = 20-40) 的 NSCLC 病例中检测到关键样本，而 
ICAPC，例如异种移植，并不总是很容易在每个实验室获得。预测性检测的间接临

床验证这一术语相比旧术语诊断验证更适合预测性 IHC 验证，这不仅是因为其与临

床治疗相关，而且也便于与医院管理层进行讨论：每个诊断类别中的预测性检测是

诊断性测试的“附加项”（需要在现有诊断预算基础上加上额外预算），以便对本

质上不同的治疗方案提供建议。

质量保证

除了前面讨论的内部质量保证措施外，外部质量保证对于确保 IHC 充分发挥作用至

关重要。外部质量评估 (EQA) 的目的是在独立组织（EQA 提供者）的支持下确定诊

断性或预测性测试的性能。基本上，EQA 提供者在不同的实验室分发测试样本，并

评估测试结果，例如，真阳性、假阳性、真阴性和假阴性。为了取得成功，实验室

需要获得一定数量的正确测试结果（van Krieken 等，2013 年）。
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在某些国家，实验室有义务参与并达到可接受的水平。参与 EQA 的好处是对检

测结果进行独立验证。有时，IHC 检测的缓慢恶化可能会在不知不觉中发生，特别

是在缺乏最佳检测样本（即稳定的低阳性 [+] 样本）的情况下。在这种情况下，可以

通过参加 EQA 来发现这种表现不佳的情况。

最初，预测性 EQA 的提供者在当地范围内采取行动（Thunnissen 等，2011 
年；Normanno 等，2011 年，2013 年；Scheel 等，2016 年）。十多年来，EQA 已经在

国际层面得以实施，包括欧洲病理学会（Tembuyser 等，2014 年；Keppens 等，2018 
年）、英国国家外部质量评估服务（UK NEQAS）（Ibrahim 等，2016 年；Dodson 
等，2019 年）、NordiQC（Vyberg 和 Nielsen，2016 年）、CAP 等（Patton 等，2014 
年）。在最初的几轮 EQA 中，LDT 测试的得分可能较低，但经过一段学习期后，LDT 
在随后几轮 EQA 中的表现可与 FDA 批准的检测方法相当（Adam 等，2018 年）。

结论

IHC 是一款强大的诊断工具，其方案在检测与病理肿瘤分类和器官来源相关的抗原

方面已经变得十分强大。然而，基本技术是定性的，而不是定量的，但半定量的评

估可以通过仔细的方案构建和验证来实现。验证方法越来越明确，并可以在诊断和

预测领域支持 LDT。
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免疫组织化学中的技术
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简介

近几十年来，免疫组织化学技术以及自动化和增强通过免疫组织化学染色所获得信

息的技术都取得了重大进展。本章回顾了检测和扩增系统、自动染色机、数字成像

和形态测量的应用，以及免疫组织化学的新兴技术。

免疫组织化学的基本原理

抗体与抗原的结合可以用荧光标记（即免疫荧光）或显色底物来检测。由于绝大多

数胸部肿瘤临床免疫组织化学染色使用的是显色标记而不是荧光标记，本章重点介

绍显色技术。

早期的免疫组织化学迭代通常使用与辣根过氧化物酶 (HRP) 或酸性（或碱性）磷

酸酶 (AP) 等酶结合的抗体（Nakane 和 Piells，1966，1967），使色原的酶能够沉积在

抗体结合位点上。虽然现在有多种显色底物可用，但最常用的是 3,3'-二氨基联苯胺 
(DAB) 和 3-氨基-9-乙基咔唑 (AEC)，前者通过 HRP 产生棕色沉淀物，后者产生红色

沉淀物。

目标检测可以通过直接或间接方法进行。在直接检测中，对抗原的一抗进行标记

以进行检测（图 4-1A）。然而，由于直接检测的敏感性有限，且通常只适用于高表

达的蛋白质，所以间接检测技术更常用于临床应用。在间接方法中，一抗是未标记

的，被标记以进行检测的是靶向生成一抗的物种的二抗（图 4-1B）。多个二抗分子

可以与单个一抗分子结合，从而可实现一定程度的信号放大并提高检测敏感性。间

接方法还支持使用少量的针对特定物种的二抗（例如，抗小鼠、抗兔）检测许多不

同的抗原，而无需标记每个一抗，也无需因一抗的标记而对抗原结合产生潜在的负

面影响。
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还制定了一些通过额外的信号放大以进一步提高敏感性的策略，包括以下内容。

亲和素/链霉亲和素-生物素-检测酶复合物

这些复合物包括亲和素-生物素复合物 (ABC) 和标记链霉亲和素-生物素 (LSAB) 方法

（图 4-1C）。在这两种方法中，生物素化的二抗与一抗结合后，加入生物素化的检

测酶（例如 HRP、AP）以及亲和素（ABC 法）或与链霉亲和素偶联的检测酶（LSAB 
法），大大增加了检测酶分子的数量和抗原结合位点的色原沉积。这些方法的局限

性是亲和素或链霉亲和素与组织内的内源性生物素或凝集素之类的分子结合，可能

导致较高的非特异性背景染色。

聚合物和其他非生物素检测复合物

为了规避一些与生物素方法相关的问题，人们开发了一些非生物素的检测方法 

（图 4-1D）。基于聚合物的方法将多个二抗和检测酶分子连接到葡聚糖聚合物主链

直接方法

A

B

C

D

E

图 4-1.免疫组织化学检测的各种方法。(A) 直接法，使用酶标记的一抗。(B) 两步法，使用半抗原标记的

二抗，特异于一抗。(C) 基于亲和素/链霉亲和素的检测方法，使用生物素标记的二抗将一抗与亲和素、

链霉亲和素和酶的大型复合物连接。(D) 基于聚合物的检测方法，通过与聚合物偶联的二抗。(E) 酪酰胺

扩增法，使用生物素化的酪酰胺沉积到组织酪氨酸侧链上，该侧链因抗体标记的过氧化物酶的自由基形

成而激活。
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上，构成了广泛使用的检测试剂盒的基础，包括 EnVision (Agilent Dako) 试剂盒和 
ultra View Universal DAB 检测试剂盒 (Roche Tissue Diagnostics)。由于聚合复合物的

尺寸较大，可能会抑制组织的渗透，有些方案在一抗和聚合物之间使用二抗（连接

物）来提高敏感性，这是 Dako PD-L1 IHC 22C3 pharmDx 检测所使用的一种方法。

OptiView 检测系统 (Roche Tissue Diagnostics) 采取了一种不同的非生物素的方

法，其中二抗采用多分子的非内源性合剂（3-羟基-2-喹喔啉 [HQ]）标记，然后用与 
HRP 偶联的抗 HQ 抗体进行检测（Nitta 等，2013 年）。

催化信号放大方法

在催化信号放大 (CSA) 方法中，通常用于产生色原的 HRP 酶先用来催化另一种化学

反应，该化学反应可沉积更多的结合位点以募集更多酶分子（图 4-1E）。例如，如

果存在过氧化氢，则 HRP 氧化生物素化的酪胺会产生一种自由基物种，该物种会与

生物素反应并使生物素在周围组织中沉积。然后，使用这种沉积的生物素并添加亲

和素或链霉亲和素-生物素-酶复合物即可募集更多的检测酶分子，与前面描述的传

统 ABC 方法相比，信号放大可达 1000 倍（Ramos-Vara，2017 年）。OptiView 扩增

系统 (Roche Tissue Diagnostics) 采用了这种策略的一个变体，即用 HQ-酪胺代替生物

素化的酪胺，该系统与 OptiView 检测系统一起用于 VENTANA ALK (D5F3) CDx 检测

（Nitta 等，2013 年）。

自动免疫组织化学染色剂

人工操作的免疫组织化学是一个时间和劳动密集型的过程，每块染色玻片都需要多

达 100 次的人工参与，每次都有可能出现变化和错误。大部分或所有这些步骤的自

动化极大地减少了技术人员染色所需的时间，从而降低成本，同时通过确保个体内

和个体间更大的一致性来提高质量。

自 20 世纪 80 年代末报道了第一台用于免疫细胞化学染色的机器人工作站以来

（Brigati 等，1988 年），自动免疫组织化学染色机已在临床实验室得到普遍应用。

目前已有多个平台，每个平台都有各自的优势和劣势，没有一个自动染色机好到可

以用于所有场合（表 4-1）。相反，实验室必须选择最能满足其特定需求和要求的自

动染色剂（Prichard，2014 年；Myers，2008 年）。就这方面而言，考虑因素可能包

括以下几点。

尺寸

自动染色机有各种尺寸，可以是台式设备，也可以是落地式设备，这取决于可用

空间。
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开放式系统与封闭式系统

有些自动染色机在试剂选择或方案方面具有更大的灵活性（开放式系统），而另一

些则限制了可使用的试剂和方案的类型或来源（封闭式系统）。开放式系统更适用

于需要为大量标志物制定和优化新的染色方案的场合（例如研究和设计场合），而

封闭式系统则更倾向于通过使用标准化的试剂和方案最大限度地提高可重复性和减

少动手操作时间。

通量和批次大小

在评估自动化平台时，通量通常是一个主要考虑因素，通常被认为是载玻片容量和

运行时间的函数。然而，除了处理的载玻片的数量之外，其他考虑因素可能包括需

要运行的各种测试和协议的数量，因为不同的平台针对批量大小提供了不同程度的

灵活性，其中批量中所有载玻片的染色协议应该是相似的，以便优化加载用于染色

的新载玻片的能力和运行时间。

其他功能

不同的自动染色机可能提供其他不同的功能，例如，载玻片烘烤、脱蜡、加热（用

于抗原修复）和原位杂交 (ISH)。虽然这些额外功能可以提高一致性，减少动手操作

表 4-1.几种常用自动免疫组织化学平台的比较

台式 落地式

Agilent 
Dako Leica

Agilent 
Dako Leica Roche Roche

Autostainer Bond Max Omnis Bond III
BenchMark 

XT
BenchMark 

ULTRA

自动染色步骤

 载玻片烘烤 否 是 否 是 是 是

 脱蜡 否 是 是 是 是 是

 片上加热 否 是 是 是 是 是

 片上原位杂交 否 DNA/RNA DNA/RNA DNA/RNA DNA/RNA DNA/RNA

尺寸

  尺寸（宽 × 深  
× 高），厘米

89 × 66  
× 68

76 × 77.5  
× 70.3

150 × 80  
× 177

79 × 80.6  
× 137.8

89 × 66  
× 153

112 × 84  
× 159

载玻片管理  

 载玻片容量 48 30 60 30 30 30

 批次大小，载玻片 4 × 12 3 × 10 12 × 5 3 × 10 1 × 30 30 × 1 

  免疫组织化学 (IHC) 的处理

能力/24 小时

144 90 165 90/120 90 90

试剂

 位置 42 36 60 36 35 35

 温度控制 否 否 是 否 否 否

 开放系统 是 一抗 一抗 一抗 一抗 + 酶 一抗 + 酶

改编自 De Wiest 和 van Hecke，2017 年。
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时间，但它们可能会延长运行时间。有关自动染色机的其他详细信息可以在文献中

找到（Prichard，2014 年；Myers，2008 年）。

数字成像和形态测定分析

快速、准确的数字化全玻片组织学制备的突出进展也使形态学和免疫组织化学在

病理学实践中发挥着越来越多的作用。苏木精和伊红染色或免疫组织化学的数字

化载玻片（也被称为虚拟载玻片）目前被用于多种目的，包括初级诊断、生物标

志物评估、临床会议、远程病例评估、第二诊断咨询、教育和研究以及病例储存

（Pantanowitz 等，2013 年；Evans 等，2018 年；Liu 和 Pantanowitz，2019 年）。目

前，多个数字化载玻片成像平台已投入商业使用，有些已获得监管部门的批准和/或
临床使用许可（Liu 和 Pantanowitz，2019 年）。这使得数字化病理学在世界范围内得

到越来越多的采用，有些机构完全依靠虚拟载玻片运作。数字化样本的可用性也促

使人们使用计算工具进行更详细的形态分析和变量的定量评估。这些发展扩大了免

疫组织化学的范围，但也带来了新的问题和挑战。

用于初级诊断和生物标志物评估的数字化免疫组织化学

数字化载玻片在临床中的使用与负责管理各自站点或机构的监管环境有关，世界各

地区的监管部门在定义和要求上存在差异（Pantanowitz 等，2013 年；Evans 等，2018 
年；Garcia-Rojo 等，2019 年；Zhao 等，2015 年）。例如，数字化病理学在 2017 年
首次获得了美国食品药品监督管理局 (FDA) 的监管批准，可用于外科病理学的初步

诊断，这是基于对苏木精-伊红标本显微诊断的非劣势研究（Evans 等，2018 年）。

数字化免疫组织化学载玻片的使用代表了另一种潜在的临床应用，但它并不适用于

初级诊断。一般来说，免疫组织化学通过鉴别分化标志物或检测预后或预测性生物

标志物来完善或补充诊断（见下文“定性与定量分析”部分）。因此，只要达到适

当的实验室和检测验证以及质量控制要求，便可使用 FDA 认可的或非 FDA 认可的平

台进行免疫组织化学载玻片的数字化分析，例如实验室自建检测。在美国，数字化

免疫组织化学测试需要达到 College of American Pathologists（CAP，美国病理学家协

会）的标准，包括对准确性、精确性和可重复性的评估（Evans 等，2018 年）。数字

化病理系统获得了欧盟的体外诊断（例如 Conformité Européenne [CE]）认证，使其得

以在临床上获得广泛使用，包括免疫组织化学和用于自动评估生物标志物的特定软

件（Garcia-Rojo 等，2019 年）。

定性与定量分析

免疫组织化学载玻片的解释通常是基于光镜下色原反应的定性或半定量的视觉估

计，并结合形态学特征进行分析。大多数分化标志物，如角蛋白、甲状腺转录因子 1 
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(TTF1) 和 p63/p40，需要一个相对简单的二元评估（例如，阳性或阴性）。预测性或

伴随性生物标志物，如程序性死亡配体-1 (PD‑L1)、间变性淋巴瘤激酶 (ALK)、c-ros 
癌基因 1 (ROS1)、人表皮生长因子受体 2 （ERBB2，也称 HER2）或激素受体，都需

要更复杂的评估，包括数量和/或染色强度的表达。病理学家评估的主观性提供了许

多优势，例如分析的简单性、效率和成本效益。然而，实验室间的一致性和

病理学家间的一致性也有局限性。

克服这种局限性的策略包括建立基于专家的标准化分析和评分指南（Lindeman 
等，2018 年；Wolff 等，2018 年；Lantuejoul 等，2019 年；Jain 等，2019 年；Tsao 
等，2016 年）。定量图像分析（如果操作正确）可以产生精确和高度可重复的组

织标志物读数（Aeffner 等，2019 年）。大多数先进的图像分析工具使用特征提取

和机器学习分割算法，以获得基于特定样本区域、细胞或非细胞物体的局部信息。

尽管实现跨病例的准确组织分割和事件量化面临许多挑战，但是用于数字化免疫

组织化学载玻片评分的多种自动定量分析算法早已建立，并且获得了监管机构（例

如 FDA）的批准用于评估乳腺癌的生物标志物（例如雌激素受体 [ER]、孕激素受

体 [PR]、HER2 和 Ki-67）。据我们所知，目前还没有临床级别的自动免疫组织化学

评分设备或算法来检测胸部/气道恶性肿瘤的生物标志物。然而，目前有多种商业

和开源软件可用来开展组织生物标志物的定量分析（例如，Aperio ImageScope、In
Form、Halo、QuPath、Cyto-mine、Orbit、ImageJ/SlideJ 和 Visiopharm）。图 4-2 显
示了使用组织细胞/组织分割和 2 个不同商业平台的自动细胞计数对非小细胞肺癌进

行 PD-L1 定量评分的例子。为了支持进行自动 PD-L1 免疫组织化学评估的可行性，

最近有研究在使用了商业仪器或定制软件后报告称，在肺癌标本中，基于病理学

的评分具有较高的一致性（Taylor 等，2019 年；Althammer 等，2019 年；Widmaier 
等，2020 年）。

机器学习、人工智能和载玻片解读

通过机器学习策略，我们可以迭代、快速、客观和统计控制的方式分析复杂的数

据；以最小的人为干预识别模式；促进不同单位/维度的变量的整合；并利用电脑

模拟增强策略提高数据集的价值（Esteva 等，2019 年；Bera 等，2019 年）。机器学

习可应用于数字化病理学，以实现组织分割和标志物/细胞计数以外的高级任务，

包括识别亚视觉形态测量模式、集成诊断和获得预后/预测结果。具体来说，使用

卷积神经网络的深度学习分析在图像表示的模式识别方面显示出了突出的潜力，

在目标分类方面达到了人类水平。为此，一种深度学习算法最近被证明能够分析数



29免疫组织化学中的技术

字化苏木精-伊红染色标本，准确预测非小细胞肺癌病例的 PD-L1 状态（Sha，2019 
年）。此外，生成式对抗网络已被用于肺癌核芯穿刺活检的自动数字化 PD-L1 免

疫组织化学评分（Kapil 等，2018 年）。建立基于人工智能的数字化载玻片自动诊

断（包括免疫组织化学）的工作正在进行中，多家研究此概念的公司已成立（例如 
PathAI、Paige、Protisa 和 SpIntellX 等）。

免疫组织化学中的新兴技术和平台

最近的进展集中在通过同时进行多个靶点的染色/检测来提高免疫组织化学分析的通

量。多重免疫荧光已经成为一个主导平台，因为它可以克服色原免疫组织化学的动

态范围限制，避免了在光镜下准确分离不同比色底物信号这方面的困难（表 4-2）。 

此外，免疫荧光允许使用带通滤波器和光谱分离策略从不同的荧光通道有选择地获

取标志物特异性信号，有利于线性/定量目标测量（Carvajal-Hausdorf 等，2015 年）。 
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图 4-2. 程序性细胞死亡配体 1 染色的非小细胞肺癌的自动化组织分析 (PD-L1)。(A-C) 用 PD-L1（克隆 
E1L3N）染色的非小细胞肺癌标本，提交给 (A) 自动细胞分割或用 InForm 软件 (Akoya Biosciences) 进行 
(C) 组织分割。(B-D) 用 PD-L1 染色的非小细胞肺癌标本，提交给 (B) 自动细胞分割 (D) 或使用 Halo 软件 
(Indica Labs) 进行组织分割。在 C 和 D 中，红色表示肿瘤区，绿色表示基质区。Bar = 300 µm。(E-F) 图表

显示了使用手工计数或自动图像分析软件 (E) 对标题中的所有细胞或 (F) 对那些 PD-L1 阳性的细胞进行计

数的相关性。R2  = 线性回归系数。
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当前的多重定量免疫荧光方案允许使用商业试剂和/或仪器对不同波长的多达 6 至 7 种
标志物进行同时检测和信号量化。自动化多重免疫荧光平台已成功用于对福尔马林

固定石蜡包埋的肺癌标本中的肿瘤和免疫相关标志物进行客观和局部测量（Velcheti 
等，2014 年；Carvajal-Hausdorf 等，2015 年；Schalper 等，2015 年）。此外，多重免

疫荧光方案可以同时识别不同的分析物，包括蛋白质和信使 RNA (mRNA) 转录本。

为此，已在肺癌活检组织中成功检测到肿瘤蛋白标志物和 PD-L1 或 IL-8 (IL-8) mRNA 
转录本（Velcheti 等，2014 年；Sanmame 等，2017 年）。图 4-3 显示了同时映射 5 个
免疫相关蛋白或 mRNA 靶点的多重荧光面板的代表性图像。最近，我们将质谱技术

和显微镜结合起来，使用 30 至 40 个 1μm 分辨率的靶点（理论上 > 150 个）对组织

样本进行定量研究（Giesen 等，2014 年）。这种技术被称为质谱成像法（表 4-2）， 

也被称为元素免疫组织化学法，使用的是与镧系元素偶联的一抗，现已投入商用 
(Hyperion, Fluidigm Corporation)。使用金属偶联抗体和基于多离子束的电离 (MIBI, 
IONpath) 等类似技术也有报道，并正在商业化（Angelo 等，2014 年）。预计在不久

的将来，高通量、定量和靶点的空间分辨分析将与先进的计算策略相结合，这将显

著增强病理学家的医疗设备，进而增强诊断和生物标志物评估。

结论

免疫组织化学技术的最新进展扩大了对抗原表位、浓度（敏感度）和各种分子的检

测范围。此外，自动染色机有利于高通量、可靠和可重复的染色，这些都是临床实

表 4-2. 组织分析平台的特性

平台 免疫组织化学 免疫荧光法 质谱成像法

信号生成 吸光率 光发射 质量标签离子流

合适的 FFPE 样本 是 是 是

线性/定量输出 否 是 是

标志物的最佳数量 1-2 1-6 30-35

动态范围 1 log 2.5 logs 4-5 logs

最高分辨率 200 nm 200 nm 1 µm

信号外溢 +++ ++ +

信号放大 ~300-3000 tags/ab (HRP-TSA) ~300-3000 tags/ab (HRP-TSA) ~160 atoms/ab

分析通量 <0.5 min/mm2 组织 0.5-1 min/mm2 组织 1-2 h/mm2 组织

缩略词：ab = 抗体；FFPE = 福尔马林固定石蜡包埋；HRP = 辣根过氧化物酶；TSA = 酪胺信号放大。
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践中所需要的。目前，各种数字成像技术不断涌现，其中许多技术显示出良好的效

果，这表明免疫组织化学技术正得到进一步发展。
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小标本的免疫组织化学

Lynette M. Sholl 和 Claudia Poleri

简介

据估计，70% 的原发性肺癌是通过小活检和/或细胞学标本进行诊断和分期的。获取

肺部肿瘤组织的技术方法包括经胸穿刺活检和/或细针穿刺 (FNA)、支气管内或经支

气管活检和/或 FNA，以及恶性积液情况下的胸水穿刺（Ofiara 等，2012 年）。细胞

学标本的具体原则将在第 12 章中进行更详细的讨论。刚刚描述的小活检来自于微创

手术，相对于手术活检，病人的不适感和风险都有所降低。然而，小活检对最佳诊

断和下游的生物标志物检测构成了几个潜在的挑战。首先，这些标本的体积较小，

可能会造成可评估肿瘤细胞数量和下游分子检测核酸数量不足的挑战。第二，肺部

原发部位活检可被良性细胞大量污染，如正常肺实质、支气管上皮或胸膜组织，这

对诊断和分子检测敏感性都有影响。第三，小活检经常会出现类似伪影的挤压和组

织变形，这是在获取组织的过程中的一个功能。最后，这些标本仅代表整个肿瘤的

一小部分，可能无法反映肿瘤异质性的程度。本章重点介绍小活检的处理方法，重

点介绍免疫组织化学 (IHC) 在诊断和治疗预测中的作用，以及在实践中优化该工具

的建议。

是否应在所有小活检中进行 IHC？
由于分子谱在选择晚期非小细胞癌 (NSCC) 患者进行靶向治疗方面的本质，病理

学家必须认识到保留肿瘤组织进行生物标志物检测的必要性，同时仍然能够得

出最准确和具体的诊断。最初在 2011 年提出的诊断策略构成了目前命名的基础

（Travis 等，2011 年，2013 年，2015 年），并强调对疑似 NSCC 的患者明智地使用 
IHC（图 5-1）。
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简要回答

简而言之，病理学家的形态学印象应驱动最初的诊断方法：如果活检显示鳞状细胞

癌（即角化型）或腺癌（即腺体形成）的明确形态学分化，则鼓励病理学家做出相

 1 
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图 5-1. 肺癌小活检和/或细胞学样本的检查算法。不需要对具有腺癌或鳞状细胞癌经典形态的样本进

行免疫组织化学 (IHC) 检测。如果有神经内分泌的形态，可以根据标准对肿瘤进行分类。对于没有明

确的腺癌、鳞状细胞癌或神经内分泌 (NE) 形态的病例，应进行 IHC 检查。ADC = 腺癌；CK = 细胞角蛋

白；EGFR = 表皮生长因子受体；FOB = 柔性纤维支气管镜检查；LCNEC = 大细胞神经内分泌癌；NOS = 
未另行指定；NSCC = 非小细胞癌；SCLC = 小细胞肺癌；SLBx = 外科肺活检；SQCC = 鳞状细胞癌；TBBx = 
经支气管活检；TTF1 = 甲状腺转录因子 1。（改编自 Travis 等，2011 年）



35小标本的免疫组织化学

应的诊断，而不是强制应用确认性 IHC。当然，这是假设临床背景支持原发性肺癌

的诊断，并适时考虑了潜在的模拟（转移性疾病，间皮瘤）。

何时应进行 IHC 对 NSCC 进行分类?
对于低分化癌（没有腺癌或鳞状细胞癌的形态学证据）的活检，很难做出可靠的形

态学诊断。在这种情况下，如未另行指定 (NOS)，假设至少在形态学上排除了小细

胞癌，那么病理学家就只能诊断为 NSCC。在这一点上，应该利用 IHC 来确定组织

更可能代表腺癌还是鳞状细胞癌（或其他）。此时，使用 IHC 与 NSCC-NOS 的诊

断频率大大降低有关（Loo 等，2010 年；Nicholson 等，2010 年；Mukhopadhyay 和 
Katzenstein，2011 年；Zhao 等，2014 年），并为治疗的临床医生在选择治疗和/或要

求预测性生物标志物测试时提供更大的信心。

简要回答

对于低分化癌（通常为实体生长型）应进行 IHC 检查。此模式见于腺癌和非角化性

鳞状细胞癌。

对 NSCC 进行分类的最佳首选标志是什么？

选择某些抗体和克隆的基本原理在本图谱的其他部分有详细介绍。简而言之，NSCC 
诊断的最佳一线 IHC 组合只包括甲状腺转录因子 1 (TTF1) 和 p40（Travis 等，2013 
年；Yatabe 等，2019 年）。表 5-1 提供了根据阳性程度对这些染色进行解释的指南。

图 5-2 和图 5-3 展示了通过 IHC 进一步表征的形态上未分化的肿瘤的示例。

简要回答

p40 和 TTF1 的组合对将 NSCC 分为腺癌和鳞状细胞癌具有最佳的敏感性和特异性。

还有哪些肿瘤标志物有助于 NSCC 的分类？

天冬氨酸蛋白酶 A 在识别腺癌方面与 TTF1 相对应（Tran 等，2016 年），作为细胞

质标志物，它可以与核染色剂 p40 复用，因此 IHC 分析只需要一张载玻片（Nishino 

表 5-1. 非小细胞癌 (NSCC) 的初步诊断免疫组织化学组合 (NSCC) 诊断。

在小活检或细胞学标本上

TTF1 p40 诊断 评论

+a 到 +++ − 或 + NSCC，多见于腺癌 当同一细胞群染色时

− >50% 时为 + NSCC：多见于鳞状细胞癌

− 10% 至 <50% 时为 + NSCC、NOS

+a 到 ++ 任何范围 NSCC、NOS，可能的腺鳞癌 当单独的细胞群染色时

缩略词：NOS = 没有特别说明；TTF1 = 甲状腺转录因子 1。
a 局灶性肿瘤细胞染色。
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等，2016 年）。然而，由于解释天冬氨酸蛋白酶 A 染色的挑战，一般不推荐一线使

用（Yatabe 等，2019 年）。如果 TTF1 和 p40 染色缺少信息或信息不明确，有限的二

线 IHC 标志物组合，包括天冬氨酸蛋白酶 A、细胞角蛋白 5/6 (CK5/6)，偶尔可以为

诊断提供信息（Travis 等，2015 年）。细胞角蛋白 7 是肺腺癌和肺部鳞状细胞癌的不

良鉴别因素。不建议用于此目的（Yatabe 等，2019 年）。对 NSCC-NOS 应考虑分子

研究，因为不能排除腺癌的诊断。对于 NSCC-NOS，空型，没有显示 TTF1 或 p40 染
色的，应加入泛角蛋白染色。

简要回答

天冬氨酸蛋白酶 A 和 CK5/6 可能改善一些 NSCC-NOS 的分类。对于 TTF1、 

p40、CK5/6 和天冬氨酸蛋白酶 A 为阴性的低分化癌，应加入泛角蛋白。

A B C

图 5-2. 非小细胞癌 (NSCC)，多见于腺癌。(A) 常规 H&E 切片上可见低分化癌，实体生长，无腺体、鳞

状或神经内分泌分化的形态学证据。癌细胞为 (B) p40 阴性，(C) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 弥漫性阳性。

A B C

图 5-3. 非小细胞癌 (NSCC)，多见于鳞状细胞癌。(A) 在常规 H&E 切片上可见低分化癌，实体生长，广泛

坏死。癌细胞为 (B) p40 弥漫性阳性，(C) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阴性。
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神经内分泌肿瘤的最佳标志物是什么？

神经内分泌肿瘤，特别是类癌家族肿瘤和小细胞癌，通常来自中央气道，可采用支

气管内或经支气管活检方法。肿瘤细胞非常脆弱，在取样过程中容易被人为挤压。

此外，小细胞癌、类癌、良性结构（如淋巴组织）和其他小而圆的蓝色细胞肿瘤 

（基底样鳞状癌、淋巴瘤、肉瘤）的形态可能显示出很大程度的重叠。因此，当出

现这种差异时，IHC 通常是确定诊断的关键。本图谱后面将详细介绍相关标志的详

细信息。这里介绍了一些基本注意事项。

如果细胞类似淋巴细胞，并且怀疑是支气管相关淋巴组织 (BALT)，仅用白细胞

共同抗原染色就足以确认这一诊断（图 5-4）。BALT 组织在成人肺中很常见，在气

道分支点可能很突出（Churg 等，2005 年）。

角蛋白染色可以用来确认上皮性肿瘤的诊断；然而，小细胞癌可能很少是阴性

的，或者只是局灶性阳性。神经内分泌标志物染色包括突触素、嗜铬粒蛋白、CD56 
和/或胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 可用于确认神经内分泌分化，但在高达 10% 的病

例中呈阴性（Travis 等，2015 年）（图 5-5）。

类癌缺乏小细胞癌所特有的恶性特征（非典型性、频繁的有丝分裂、片状坏死）。 

在有限且保存不良的样本上，Ki-67 IHC 或许可以证实类癌的增殖率很低，或者在小细

胞癌中增殖率很高（神经内分泌标志物，参见第 10 章）。

与其他肺癌不同，小细胞癌在形态上类似于基底样鳞状细胞癌；p40 阳性表达将

支持后者的诊断。

简要回答

应增加一组神经内分泌标志物（嗜铬素、突触素、CD56 和/或 INSM1）以确认神经

内分泌表型。此外，增殖标志物有助于具有明显挤压伪影的小活检。泛角蛋白标志

A B

图 5-4. (A) 小的粉碎和剥落的气道活检，常规 H&E 检查发现有保存不良的小蓝细胞。(B) 白细胞共同抗原 
(LCA)-CD45 的弥漫染色证实了支气管相关淋巴组织 (BALT) 的形态学印记。
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物可以区分神经内分泌肿瘤和淋巴瘤。加入 p40 可以避免将基底样鳞状细胞癌和高

级别神经内分泌癌相混淆的陷阱。

小活检有哪些具有挑战性的诊断场景？

与小活检相关的伪影（包括细胞保存不良、压碎伪影和扭曲）既可能混淆对良性结

构的解释，也可能掩盖肿瘤细胞的形态特征。在某些情况下，IHC 可能有助于突显

良性或恶性细胞群。在其他情况下，病理学家必须完全依靠形态学线索和背景。在

支气管内活检中区分保存不良的粘膜下腺或反应性内皮细胞和浸润性腺癌是一项挑

战。TTF1 染色会突显浸润性腺癌，但当使用高特异性克隆 (8G7G3/1) 时，良性气道

壁成分应为阴性（图 5-6）。

相反，病理学家不应过度解读包裹的或相邻的 TTF1 阳性反应性肺细胞作为腺癌

诊断的指示物（图 5-7）。仔细交叉参照连续切片中的苏木精伊红 (H&E) 染色可确保

评估适当人群的免疫反应性。

简要回答

仔细将组织学和免疫组化染色联系起来是必要的，以避免活检伪影对后者的误解。

应如何处理活检标本以优化预测性生物标志物检测结果？

分子检测的准确性在很大程度上取决于接受检测的标本的质量。样本质量，例如蛋

白质和核酸的保存和数量，既取决于肿瘤的固定属性（大小、浸润性质、炎症浸润

程度、肿瘤坏死等），也取决于更可控的变量，如活检套件和病理实验室的样本处

理。许多关键的分析前变量在本图谱的其他部分进行了讨论；活检相对独特，因为

它们具有微妙的性质，需要快速固定以防止样品干燥和降解。骨活检通常需要在酸

A B

图 5-5. (A) H&E 检查发现支气管活检包含小细胞癌。(B) 胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 多灶性阳性核染色。
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性或螯合溶液中进行脱钙步骤，然后才能在组织学实验室进行常规载玻片处理。

酸溶液（盐酸、甲酸）会降解蛋白质和核酸，并会通过 IHC、聚合酶链式反应 (PCR) 
和基于测序的分子测试严重削弱反应性（Lindeman 等，2013 年；Maclary 等，2017 
年）。螯合溶液，如含有乙二胺四乙酸 (EDTA) 的溶液，对于小活检组织的脱钙相对

有效，可以更好地保存蛋白质的抗原性和核酸完整性，对 IHC 和分子研究的负面影

响较小（Schrijver 等，2016 年）。

在疑似非小细胞肺癌的准备工作中，最重要的是病理学家要考虑后续预测生物

标志物检测的潜在需要，包括程序性死亡配体-1 (PD-L1) IHC、间变性淋巴瘤激酶 
(ALK)、c-ros 癌基因 1 (ROS1) 荧光原位杂交 (FISH) 或 IHC，以及表皮生长因子受体 
(EGFR) 和 B-raf 原癌基因 (BRAF)序列变异的分子分析，以及一系列其他潜在的治疗

A B

图 5-6. (A) 气道壁罕见高度非典型细胞混合慢性炎症；(B) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 染色剂突显了浸润的
肿瘤细胞。

A B C

图 5-7. (A) 非小细胞肺癌，未另行指定，广泛存在于淋巴管内（箭头）；(B) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 突
显相邻的反应性肺细胞。(C) 注意淋巴管内的阴性细胞（箭头）（在 A 组合的 × 400 放大镜下最明显）。

突显泛角蛋白的肿瘤细胞染色（未显示）。
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目标（Lindeman 等，2018 年）。因此，正确使用诊断性 IHC 至关重要。实验室的工

作流程应适应于管理可能需要大量和多样化的临床测试的小标本（图 5-8）。

一些实验室主张建立“分子优先”的活检方案（Aisner 等，2016 年），该方案会

将样本标记为在组织学实验室中进行专门处理，包括单个活检片段的单独包埋和表

面处理，以及预先的载玻片切割方案，以确保有足够的未染色载玻片可用于诊断和

预测性 IHC 以及分子和/或细胞遗传学测试。来自新鲜核心活检的触摸印记或涂片也

可用于分子分析（Roh，2019 年）。由于这种方法更加费时费力，病理学实验室必须

与获得这些活检的临床医生合作，以确保在收到标本时明确基因组检测的适应症和

潜在需求。

最低的预测性生物标志物测试要求因靶点和有关的检测方法而异。PD-L1 
pharmDx IHC 检测的配套诊断标签需要至少 100 个肿瘤细胞；在肿瘤细胞少于 100 
个的标本中，PD-L1 肿瘤比例得分可能会被低估（Gagne 等，2019 年）。ALK FISH 
检测 (Abbott/Vysis) 需要 50 个肿瘤细胞核。然而，ALK IHC 不需要最低数量的肿瘤

核；ROS1 IHC 也是如此，它可以作为 ROS1 融合检测的筛选工具。越来越多的分

子方法，如基于 DNA 和 RNA 的下一代测序分析，即使在有大量良性细胞污染的小

样本中也能检测到融合事件。基于 RNA 的融合检测（包括针对 ALK、ROS1、ret 原
癌基因 [RET]、神经营养性酪氨酸受体激酶 [NTRK1-3]）可能在有限的样本中是一
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图 5-8. 小活检制备建议的实验室流程概述。ALK = 间变性淋巴瘤激酶；CK5 =细胞角蛋白 5；EGFR = 表皮

生长因子受体；FISH = 荧光原位杂交；INSM1 = 胰岛素瘤相关蛋白 1；PD-L1 = 程序性死亡配体 1；ROS1 
= c-ros 致癌基因 1 蛋白；TTF1 = 甲状腺转录因子 1。
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种特别强大的工具，因为它被优化为检测表达的转录，它可能在肿瘤细胞中以非常

高的水平存在，因此即使在次优标本中也能检测到（Davies 等，2018 年；Benayed 
等，2019 年）。

简要回答

小型活检在患者管理中发挥着关键作用。因此，每个实验室应制定详细的组织利用

方案，以确定预测性标志物。了解每种生物标志物的局限性、陷阱和要求是建立有

效工作流程的首要条件。

结论

免疫组织化学染色是对低分化癌进行分类的有力工具，特别是在活检标本中，程序

性伪影和采样可能会成为问题。

病理学家应采用推荐的组合和算法，对预测标志物进行分类和确定，以提高小活

检材料的利用率，从而实现准确的诊断以及确定预测性生物标志物。
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已切除的主要肺癌分类中的免疫标志物

Sabina Berezowska, Andrew G. Nicholson, William D. Travis, 
Alain C. Borczuk 和 Ming Sound Tsao

简介

在大约 60% 的活检（Nicholson 等，2010 年；Loo 等，2010 年）和 80% 的切除术中，

存在确定的形态学模式和特征就足以诊断为主要类型的非小细胞癌 (NSCC)。对于腺

癌来说，这些模式是表皮型、尖锐型、乳头型、微乳头型、筛型结构，和/或粘蛋白

的产生和标志环形态等特征（Travis 等，2011 年）。对于鳞状细胞癌，这些是角质化

和具有细胞间桥的鳞状珍珠形成。如果缺乏这些特征，且粘蛋白染色呈阴性，则应

采用免疫组织化学染色，以便对 NSCC 进行进一步分型。这种根据免疫组织化学表

达谱对形态未分化的肿瘤进行分型的概念在 2015 年世界卫生组织 (WHO) 的分类中

获得了推荐（Travis 等，2015 年）。在小型活检和细胞学标本中，用于诊断或预测性

标志物检测的染色剂数量应保持在最低水平，以尽可能多地保留用于分子分析的组

织（如第 5 章所讨论），在切除术中，应限制在准确分类所需的最低限度。

日常实践中区分腺癌和鳞状细胞癌的最佳标志物组合是什么？

在形态上未分化的切除的非小细胞癌中，没有神经内分泌形态（图 6-1A 和 B），

区分腺癌和鳞状细胞癌的最有用和经常足够的面板由甲状腺转录因子 1 (TTF1; clone 
8G7G3/1) 和 p40（Yatabe 等，2019 年）。排除转移性疾病的问题，TTF1的表达将

肿瘤的特征定为肺腺癌，而不是其他主要的非鳞状细胞癌类别（图 6-1C 和 D）。

TTF1 是一种核标志物，在 75% 到 80% 以上的非粘液原发性肺腺癌中表达，它取决

于克隆，克隆 8G7G3/1 的特异性比克隆 SPT24 高，但敏感性较低（Ordonez，2012 
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年；Kadota 等，2015 年；Kashima 等，2014 年）。局灶性 TTF1（克隆 8G7G3/1）阳

性足以判定肿瘤 TTF1 阳性，且反应性可能较弱。（TTF1 将在第 7 章详细讨论。）

p40 (ΔNp63) 是鳞状细胞分化的核标志。在 TTF1 阳性的肿瘤中可以观察到局灶性或

弱阳性的 p40，这些病例仍应归类为腺癌。

天冬氨酸蛋白酶 A 可能是诊断原发性肺肿瘤 TTF1 阴性病例中腺癌的一个有价值

的标志物，因为鳞状细胞癌一直被报道为天冬氨酸蛋白酶 A 阴性（Kadota 等，2015 
年；Whithaus 等，2012 年）。天冬氨酸蛋白酶 A （单克隆）显示为颗粒状的细胞质

形态（图 6-2）。它在 II 型肺细胞、肺泡巨噬细胞、肾小管、外分泌腺体和胰腺导管

中表达。单克隆抗体比多克隆抗体更受欢迎，因为它的特异性更高（Mukhopadhyay 
和 Katzenstein，2012 年）。然而，如果 TTF1 呈阳性，则不建议使用它，因为大多数

肺腺癌会同时表达 TTF1 和天冬氨酸蛋白酶 A。
在形态上未分化的非小细胞癌的同一肿瘤细胞中 TTF1 和 p40 共同表达的情况

下，即使是 TTF1 弱阳性也足以将肿瘤分型为腺癌。

A B

C D

E F

图 6-1. 利用甲状腺转录因子 1 (TTF1) 和 p40 对切除的肺癌中的低分化癌细胞进行分类。这种固体模式的

腺癌用 TTF1 而不是 p40 染色。TTF1 阳性的肿瘤中  p40 染色较弱，并不表示腺鳞病组织学：(A, C, E) × 10
，(B, D, F) × 40，（A 和 B）H&E，（C 和 D）TTF1-8G7G3/1，和（E 和 F）p40。
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鳞状细胞癌在 50% 以上的肿瘤细胞中强烈表达 p40，而且必须是 TTF1 阴性

（图 6-3）。p63 显示出与 p40 相似的敏感性，但特异性较差（Bishop 等，2012 年）， 

如果有 p40，则不应该使用。细胞角蛋白 5/6 (CK5/6) 也可作为鳞状分化的额外标

志物，但单独使用时不能区分腺癌和鳞状细胞癌（Righi 等，2011 年；Rekhtman 
等，2011 年；Warth 等，2012 年）。

棘皮鳞状细胞癌可能会与腺癌混淆，在某些情况下可能会与上皮性血管肉瘤混

淆。在这些病例中，TTF1 和 p40 的组合对确认鳞状细胞癌非常有用（图 6-4），如

果两者都是阴性，则需要扩大检查范围。

由于其特异性低，细胞角蛋白 7 (CK7) 阳性不应被用来区分腺癌和鳞状分化

（图 6-5）。尽管 CK7 在 91% 至 100% 的肺腺癌中呈阳性，但鳞状细胞癌可能表现出

A BA B

图 6-2. 天冬氨酸蛋白酶 A 可能是诊断甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阴性的原发性肺部肿瘤病例中腺癌的一个

有价值的标志物。天冬氨酸蛋白酶 A（单克隆）显示颗粒状、细胞质模式（插入 × 40）。× 20 (A) H&E 
和 (B) 天冬氨酸蛋白酶 A。

A B

C

图 6-3. 没有 (A) 角质化或 (B) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 表达的高度浸润的、形态上未分化的肿瘤，

如果它们显示出强烈的 p40 阳性，如图所示，则可被分型为鳞状细胞癌。× 20 (A) H&E，(B) TTF1， 

和 (C) p40。
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强烈和弥漫性的 CK7 阳性，据报道占 5% 至 77% 的病例（Warth 等，2012 年；Mukho-
padhyay 和 Katzenstein，2012 年；Johansson，2004 年；Noh 和 Shim，2012 年；Righi 
等，2011 年；Koh 等，2014 年；Gurda 等，2015 年）。关于细胞角蛋白用途的深入

讨论见第 9 章。

并非所有具有鳞状分化的原发性肺癌，如 p40 强烈表达或角质化都代表鳞状细

胞癌。一些形态上未分化的肿瘤有很强的 p40 表达，可能代表了睾丸核蛋白 (NUT) 
癌（Haack 等，2009 年）。角质化的典型病灶可能只出现在切除标本中（图 6-6） 

（见第 14 章）。肺内胸腺瘤也可表现为弥漫性强 p40 表达。

在形态上未分化的肿瘤中，小于 10% 的肿瘤中的局灶性 p40 或弱免疫反应性不

应被解释为鳞状分化。在这种情况下，应归类为具有不确定免疫组化特征的大细胞

癌，而不是非角化性鳞状细胞癌。

简要回答

在日常实践中， TTF1 和  p40 足以对大多数非小细胞癌进行分型，而不需要定义形态

学特征或神经内分泌形态学。当怀疑有转移或更罕见的变异时，可以扩展该小组。

免疫标志物在腺鳞癌诊断中的作用是什么？

腺鳞癌的诊断需要切除标本中每个成分的至少 10%。与组织形态学诊断的腺癌和鳞

状细胞癌一样，在由形态学上明确的鳞状细胞癌和腺癌成分组成的腺鳞癌病例中，

A B

C D

图 6-4. 由于治疗结果，在不确定的情况下，应用免疫组织化学验证非小细胞癌 (NSCC) 亚型的门槛应该

很低。（A 和 B）该肿瘤的皮肤棘层松解生长模式指向了腺癌。然而，免疫组织化学表达模式具有强烈

的 (C) p40 阳性和 (D) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阴性，证实是鳞状细胞癌。（A、C 和 D）× 20，(B) × 40；
（A 和 B）H&E，(C) p40 和 (D) TTF1。
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不需要对 2 种不同的成分进行免疫组织化学确认（Travis 等，2015 年）。当其中一个

或两个成分为低分化时，免疫组织化学有必要支持这一诊断，以显示 2 个明确分化

的成分。1 个 TTF1 和 1 个 p40 阳性（图 6-7）。当 TTF1 和 p40 在同一肿瘤细胞中共

同表达时，此类病例应归类为腺癌。

A B

C D

图 6-5. 非角化性鳞状细胞癌，有 (B) p40 表达，(C) 没有甲状腺转录因子 1 (TTF1)，(D) 强而均匀的细胞角蛋

白 7 (CK7) 表达。利用额外的免疫标志物和病史，排除了尿道癌的转移。(A-D) × 30；(A) H&E，(B) p40， 

(C) TTF1 和 (D) CK7。

A B

C D

图 6-6. 睾丸核蛋白 (NUT) 癌是通过 NUT 基因重排定义的，可使用现有的具有斑点状核阳性的单克隆 NUT 
抗体检测。角质化可能只是局灶性的。(A) × 40，(B-D) × 20；（A 和 D）H&E, (B) p40 和 (C) NUT。
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简要回答

TTF1 和 p40 的免疫组织化学在突显 2 个不同的肿瘤细胞群时，对腺鳞癌的诊断会有

帮助。

免疫组织化学在肉瘤样癌中的作用是什么？

诊断多形性癌需要确定腺癌、鳞状细胞癌或大细胞癌与纺锤形或巨细胞癌的结合

（图 6-8A 和 C）。在这种情况下，使用 TTF1 和 p40 可能有助于确定癌变成分的特

征。纺锤形细胞或巨细胞癌成分往往只有细胞角蛋白阳性，这对纯纺锤形细胞或巨

细胞癌的分类可能有帮助（图 6-8B 和 D）。锌指 E 盒结合蛋白 1 (ZEB1) 的核免疫反

应性已在这些肿瘤的肉瘤成分中进行了报道（Matsubara 等，2014 年；Viswanathan 
等，2019 年），但其在诊断方面的确切作用仍不确定（图 6-8E）。在某些情况下，

可能需要广谱细胞角蛋白而不是单一的细胞角蛋白来确认肿瘤的上皮来源。

胚胎瘤的诊断需要结合胎儿型腺癌与肉瘤，通常是恶性软骨或骨骼肌的异源性成

分。因为这是一个 β-连环蛋白突变的肿瘤，它显示 β-连环蛋白的核免疫反应性，

就像在胎儿型腺癌中看到的那样（见图 13-5）。

卡西诺肉瘤的诊断包括癌和异源性肉瘤成分的结合。在这种情况下，免疫组织化

学的使用可能仅限于表征或确认异源性元素，如肌原蛋白或 MYOD1，以确认横纹肌

肉瘤成分。

A B

C

图 6-7. 2 个肿瘤成分被清楚地划定，左边是具有 p40 表达/甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阴性的鳞状细胞癌成

分，右边是具有 p40 阴性/TTF1 表达的腺癌成分。× 20；(A) H&E，(B) p40 和 (C) TTF1。
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简要回答

细胞角蛋白的免疫反应性有助于支持多形性癌的恶性梭形或巨细胞癌模式。罕见亚

型中的免疫组织化学可以确认异源性成分，或在母细胞瘤中，可确定胎儿腺癌成

分。

免疫组织化学在大细胞癌诊断中的作用是什么？

按照目前 2015 年 WHO 分类的定义，大细胞癌是一种未分化的非小细胞癌，没有形

态学（图 6-9A）或免疫组织化学特征，可以进一步分型。因此，大细胞癌是一种排

A B

C D

E

图 6-8. 免疫组织化学在肉瘤中的应用。(A) 多形性癌显示鳞状成分和 (B) 纺锤形细胞成分中的细胞角蛋白

反应性。(C) 利用 (D) 细胞角蛋白免疫反应性确认为巨细胞癌。尽管其诊断用途仍不确定，但 ZEB1 免疫

组织化学显示在多形性癌的肉瘤成分中存在核染色。(A, B, E) × 20；（C 和 D）× 40；（A 和 C）H&E，
（B 和 D）细胞角蛋白 AE1/AE3 和 (E) ZEB1。
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除性诊断，因此只能在切除标本上考虑。除免疫染色阴性外，粘蛋白染色也需阴性

以进一步排除实体腺癌。

在大细胞癌中，TTF1 和 p40 必须为阴性。TTF1 可能只突显了衬托着预先存在的

肺泡壁的肺细胞（图 6-9B）。天冬氨酸蛋白酶 A 也应该是阴性的（图 6-9C），p40 
只突显支气管基底细胞层（如果存在），作为内部阳性对照（图 6-9D）。大细胞癌

或腺癌中可见到微弱和局灶性的 p63 阳性，是非特异性的（图 6-9E）。特别是，它

不足以将肿瘤分型为鳞状细胞癌。

这种诊断需要切除标本，因此，在选择进行免疫组织化学的区块时，应审查所有

的肿瘤载玻片，通过审查苏木精和伊红 (H&E) 染色，确定可能显示腺癌或鳞状细胞

癌的最佳区块。

如果固体肿瘤的 TTF1 和 p40 的初步检查结果为阴性，应进行额外的染色以确认

肿瘤是癌（细胞角蛋白染色）而不是黑色素瘤、淋巴瘤或肉瘤，并应根据临床情况

和形态学特征考虑进行排除转移的检查（见第 16 章）。

A B

C D

E

图 6-9. 大细胞癌。(A) 形态上未分化的非小细胞癌 (B) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阴性，(C) 天冬氨酸蛋白

酶 A，(D) p40 和 (E) p63。× 40；(A) H&E，(B) TTF1，(C) 天冬氨酸蛋白酶 A (D) p40 和 (E) p63。
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此外，根据组织学特征，可考虑用 SMARCA4 对未另行指定 (NOS)/大细胞癌进行

染色。研究表明，在 80% 的病例中，SMARCA4 缺陷的肺腺癌为 TTF1 阴性（Agaimy 
等，2017 年；Herpel 等，2017 年）。然而，这不能与 SMARCA4 缺陷的胸部肿瘤相

混淆（见第 15 章）。

简要回答

在没有 TTF1、天冬氨酸蛋白酶 A 或 p40 染色的粘液胭脂红阴性未分化癌中，在考虑 
SMARCA4 缺失性癌后，可能会被诊断为大细胞癌。

结论

在日常实践中， TTF1 和  p40 足以对大多数非小细胞癌进行分型，而不需要定义形态

学特征或神经内分泌形态学。当怀疑有转移或更罕见的变异时，可以扩展该小组。
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甲状腺转录因子 1
Prudence A. Russell, Jin-Haeng Chung 和 Yasushi Yatabe

简介

甲状腺转录因子 1 (TTF1) 是一种 38 kDa 核蛋白，属于 NKX2-1 基因家族的同源域转录

因子，由 14q13 染色体上的 NKX2-1 基因编码 (Ordonez, 2012b)。它是肺部和甲状腺发

育所必需的。在正常的肺中，TTF1 会刺激 Club（以前称为 Clara）细胞分泌蛋白和

肺部特异性表面活性剂蛋白的产生，并在 II 型肺细胞和 Club 细胞的细胞核中表达，

提供了一个有用的阳性内部控制 (Ordonez, 2012b)。TTF1 是临床实践中最有用和最广

泛使用的抗体之一。它通常被用于 2 个主要的临床病理环境，即区分原发性肺腺癌和

其他原发部位的癌，以及在形态不确定的非小细胞癌 (NSCC) 中鉴别诊断肺腺癌和鳞

状细胞癌。这 2 种环境需要 TTF1 染色的特异性，这涉及到与敏感性的权衡。此外，

在精确医学时代，确定肺部与非肺部原发部位以及区分肺腺癌和鳞状细胞癌，对于

指导晚期 NSCC 患者的治疗决策具有极其重要的意义。后一个问题将在第 5 章中进

行更广泛的探讨。冒着陈述明显事实的风险，值得病理学家记住的是，TTF1 会在甲

状腺上皮肿瘤中广泛表达。在高达 90% 的小细胞肺癌、三分之二的大细胞神经内分

泌癌和纺锤形细胞类癌中也发现了 TTF1（见第 6 章）（Travis 等，2015a，2015b）。

本章探讨了 TTF1 在区分肺腺癌和肺外腺癌（尤其是在检查小样本时）以及鳞状

细胞癌方面的关键作用，重点探讨了最广泛使用的 TTF1 克隆之间的染色差异以及 
TTF1 阳性所需的阳性反应程度。还研究了有关 TTF1 免疫染色的前期分析问题。
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TTF1 克隆间肺腺癌染色是否有差异？

市面上有许多不同的 TTF1 克隆，包括兔和山羊多克隆抗体；小鼠单克隆抗体，包

括 8G7G3/1、SPT24、BGX-397A、SMP150 和 5S143 克隆；以及兔单克隆抗体，包

括 SP141、EP15844、C12-I 和 G21-G克隆 (Ordonez, 2012b)。然而，小鼠单克隆抗体 
8G7G3/1 和 SPT24 以及最近上市的兔单克隆抗体 SP141 在临床实践中应用最为广泛

（Ordonez，2012a，2012b；Smits 等，2015；Klebe 等，2016；Tran 等，2016）， 这

里重点介绍。

首先看一下报告的不同克隆检测肺腺癌的敏感性和特异性，最近的一项综述发

现，在 37 项已发表的研究中，76.7% 的肺腺癌病例在 8G7G3/1 克隆中呈阳性，而 
7 项研究中 81.3% 的肺腺癌病例在 SPT24 克隆中呈阳性 (Ordonez, 2012b)。唯一一项

比较所有 3 个广泛使用的 TTF1 克隆的研究发现，89% 的肺腺癌对 8G7G3/1 染色呈

阳性，93% 对 SPT24 染色，93% 对 SP141 染色，以 1% 的染色为界限表示阳性反应

（Vidarsdottir 等，2018 年）。这些结果强调了 8G7G3/1 克隆对肺腺癌的检测敏感性

低于 SPT24 和 SP141 克隆（图 7-1）。

A B C

D E F

G H I

图 7-1. 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 在非肿瘤性肺组织（[A-C] 周围实质和 [D-F] 支气管上皮）和 (G-I) 实体腺

癌中染色，如分组 A、D 和 G 所示，使用 8G7G3/1；如分组 B、E 和 H 所示，显示 SPT24；以及如分组 
C、F 和 I 所示，显示 SP141。各克隆的强度不同，因为检测系统和扩增程序不同（8G7G3/1 的 Dako Flex 
系统；SPT24 和 SP141 的 OptiView DAB IHC 检测试剂盒）。然而，在周围实质和腺癌中的阳性分布是相

同的，相反，在支气管上皮中的染色程度不同。
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考虑到肺腺癌与其他原发部位的腺癌的区别，最近的一项评论比较了 SPT24 
和 8G7G3/1 克隆，发现一小部分来自肺部以外的原发部位的腺癌可能是 TTF1 阳

性 (Ordonez, 2012b)。这些主要部位包括女性生殖道（图 7-2）、乳腺、结肠和胃，

据报道，SPT24 克隆的染色率高于 8G7G3/1 克隆（表 7-1）。值得注意的是，据推

测，SPT24 克隆对 TTF1 蛋白有更强的结合力，与 8G7G3/1 克隆相比，它的核阳性

更均匀，细胞质染色的不可预测性更小，后者可显示肝细胞和肝癌细胞质的非特

异性染色（Bae 等，2018 年；Pan 等，2004 年；Smits 等，2015 年）。与 8G7G3/1 
克隆相比，SPT24 更强的结合力被认为是其在非肺癌部位染色增加的原因（Smits 
等，2015 年；Compérat 等，2005 年）。另外，一些非肿瘤性的基底支气管上皮细

胞也可被 SPT24 染色；因此，在使用这种克隆时，特别是当组织严重破碎时，应将

肿瘤细胞的阳性染色与非肿瘤细胞中发现的阳性染色区分开来（图 7-3）（另见第 5 
章的进一步讨论）。很少有文献研究较新的 SP141 克隆的染色性能。然而，现有的

表 7-1. TTF1 在女性生殖道、乳腺、结肠和胃等非肺原发部位肿瘤中的表达a

原发性癌

8G7G3/1 SPT24

n 阳性，n (%) n 阳性，n (%)

卵巢癌 615 22 (3.6%) 161 16 (9.9%)

子宫内膜腺癌 215 17 (7.9%) 68 19 (27.9%)

宫颈腺癌 92 3 (3.3%) 39 6 (15.4%)

宫颈鳞状癌 7 0 (0%)

乳腺癌 297 4 (1.5%) 580 13 (2.4%)

结肠腺癌 594 11 (1.8%) 258 15 (5.8%)

胃腺癌 170 3 (1.8%) 110 1 (0.9%)

a 克隆 8G7G3/1 和 SPT24 的数据是根据 Ordonez 2012b 的数据修改的。

TTF1 SPT24 TTF1 8G7G3/1

A B C

图 7-2. 转移到肺部的卵巢癌的甲状腺转录因子 1 (TTF1) 表达。(A) 肿瘤细胞 (H&E) 显示与(B) SPT24 和 (C) 
8G7G3/1 克隆的阳性反应。妇科肿瘤中的 TTF1 表达可能是转移瘤和原发性肺腺癌鉴别诊断中的一个陷

阱。
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研究（Vidarsdottir 等，2018 年；Klebe 等，2016 年；Bae 等，2018 年；Prabhakaran 
等，2019 年）似乎都表明，SP141 克隆具有与 SPT24 克隆类似的特征，与 8G7G3/1 
克隆相比，检测肺腺癌的特异性较低（表 7-2）。

在肺腺癌与鳞状细胞癌的鉴别诊断中，最近的几项研究发现 TTF1 在肺鳞状细

胞癌中的阳性表达比例总体较低，但 SPT24 克隆的报告比例较高，8G7G3/1 克隆

的报告比例低得多或没有染色（表 7-2；图 7-4）（Vidarsdottir 等，2018 年；Or-
donez，2012a；Matoso 等，2010 年；Kadota 等，2015 年；Kashima 等，2014 年）。

使用 SP141 克隆也有类似的发现（Vidarsdottir 等，2018 年；Klebe 等，2016 年），在

少数鳞状细胞癌中观察到了阳性，而使用 8G7G3/1 克隆则全部为阴性（表 7-3）。鉴

于 TTF1 免疫组织化学 (IHC) 目前在 2015 年世界卫生组织 (WHO) 分类中定义低分化

A B

C D

图 7-3. (A) 非肿瘤性支气管上皮细胞的片段 (H&E)，其中 (B) 克隆 SPT24 为阳性，但 (C) 克隆 8G7G3/1 为阴

性。(D) p40 染色的阳性细胞与 SPT24 阳性细胞重叠，表明支气管基底细胞会与克隆 SPT24 反应。

表 7-2. 3 个广泛使用的 TTF1 克隆在 3 个已发表的研究中对非肺原发部位（包括结肠和前列腺）TTF1 
表达的研究结果

8G7G3/1 SPT24 SP141

n 阳性，n (%) n 阳性，n (%) n 阳性，n (%)

Vidarsdottir 等，2018 年 结肠癌 166 3 (2%) 166 7 (4%) 166 7 (4%)

Bae 等，2018 年 结肠癌 1319 0 (0%) 1319 68 (5%) 1319 68 (5%)

Prabhakaran 等，2019 年 结肠癌 104 2 (2%) 104 6 (5.7%) 104 6 (5.7%)

Prabhakaran 等，2019 年 前列腺癌 112 6 (5.3%) 112 31 (28%) 112 26 (23%)
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腺癌的特征方面具有重要作用（Travis 等，2015a），这些抗体克隆性能的差异变得

更加重要（见第 6 章）。另外，一项调查 TTF1 在肺鳞状细胞癌中表达的研究发现，

使用信号放大系统（催化信号放大 [CSA]-II 检测系统），肺鳞状细胞癌中的 SPT24 
阳性率增加，作者认为该系统有可能区分肺部原发性鳞状细胞癌，以及从头颈部等

原发部位转移到肺部的癌症（Kashima 等，2014 年）。在这种方法能够用于临床实

践之前，还需要更多的数据。

总的来说，现有文献似乎表明，与 SP141 和 SPT24 克隆相比，8G7G3/1 克隆在使

用 TTF1 的两种常见临床病理情况下，包括区分原发性肺腺癌与非肺部部位的腺癌，

以及肺腺癌与鳞状细胞癌的鉴别诊断，对肺腺癌的检测特异性都有所提高。

简要回答

TTF1 的染色性能因克隆而异。在最常用的抗体中，8G7G3/1 是识别肺腺癌最具特异

性的抗体。

表 7-3. 所有 3 个广泛使用的 TTF1 克隆在肺部鳞状细胞癌组织中的TTF1表达

鳞状细胞癌

8G7G3/1 SPT24 SP141

n 阳性，n (%) n 阳性，n (%) n 阳性，n (%)

Vidarsdottir 等，2018 年 201 0 (0%) 201 12 (6%) 201 16 (8%)

Klebe 等，2016 年 12 0 (0%) 12 5 (42%)

Ordonez，2012a 85 0 (0%)

Matoso 等，2010 年 97 1 (1%) 97 14 (16.8%)

Kadota 等，2015 年 449 0 (0%) 448 27 (6%)

Kashima 等，2014 年 38

38 

1 (3%) 使用 EnVisiona

4 (11%) 使用 CSA-IIc

38 
38

5 (13%) 使用 EnVisionb 

20 (53%) 使用 CSA-IIb

a EnVision 由 Dako 公司生产。

b 该研究直接比较了 8G7G3/1 克隆和 SPT24 克隆在相同系列病例中的情况。

c CSA-II 由 Roche Tissue Diagnostics 生产。

A B C

图 7-4. (A) 根据抗体克隆，甲状腺转录因子 1 (TTF1) 在肺部原发性鳞状细胞癌中的表达。(A) H&E 染色

显示分化良好的鳞状细胞癌。(B) 克隆 SPT24 染色呈阳性反应与(C) 克隆 8G7G3/1 染色呈弱阳性或阴

性反应。
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多大程度的 TTF1 染色被认为是阳性检测结果？

在刚才提到的两种常见的临床病理情况下，TTF1 的局灶性阳性被认为是一种阳性反

应。然而，这就提出了病灶染色的定义问题（即 1% 比 10% 比 50% 等），以及不同

的克隆体是否对此有影响。从现有的文献来看，用来表示阳性反应的染色量可能会

受到所用的 TTF1 克隆的影响。

通过使用 8G7G3/1 和 SPT24 克隆，Smits 和同事发现，当两个克隆使用相同的阳

性临界值时，在所有的临界值下，克隆之间存在着明显的差异，导致 8G7G3/1 在高

临界值下的敏感性较低，SPT24 在低临界值下的特异性较低（Smits 等，2015 年）。

在确定了 8G7G3/1 的染色大于 5% 和 SPT24 的染色大于 50% 的每个克隆的最佳临界

值后，敏感性（8G7G3/1 为 0.79，SPT24 为 0.82）或特异性（8G7G3/1 为 0.98，SPT24 
为 0.98）没有明显差异（Smits 等，2015 年）（图 7-5）。

在最近的一项研究中（Vidarsdottir 等，2018 年）调查了所有 3 个广泛使用的克

隆，以区分非鳞状肺癌与肺鳞状细胞癌和肺转移，接收器工作特征 (ROC) 曲线分析

表明，8G7G3/1 和 SPT24 克隆的最佳临界点是 1% 染色（8G7G3/1 曲线下面积 [AUC] 
为 0.92，SPT24 的 AUC 为 0.94），而 SP141 克隆的最佳临界点为 10% 染色（AUC 为 
0.93）。在进行 ROC 分析时，为了将肺腺癌与其他肺癌和肺转移区分开来，有必要

将 SPT24 的染色率提高到 10%，SP141 的染色率提高到 50%（SPT24 和 SP141 克隆

的 AUC 均为 0.93），而 1% 的染色率仍然是 8G7G3/1 克隆的最佳临界点（AUC 为 
0.93）。

因此，根据这些最近的研究，表明与 TTF1 阳性反应的局灶性染色量在 3 个最

广泛使用的克隆中似乎有所不同（图 7-1）。有必要进行进一步的调查来验证这些

发现，但似乎表明更特异的 8G7G3/1 克隆的阳性反应的最佳临界点比更敏感的克隆 
SPT24 和 SP141 的最佳临界点小得多。建议病理学家在实验室选择、使用和解释特定

的 TTF1 克隆时考虑这些报道的最佳临界点的差异，以确保在适当的临床背景下检测

肺腺癌的同等可靠性。在实践中，当使用 8G7G3/1 克隆时，任何强度的阳性反应都

可能被视为“阳性”，特别是在小样本中使用时。

A B

图 7-5. (A) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 在低分化癌细胞中的染色 (H&E)。(B) 即使有这样的阳性程度，对于克

隆 8G7G3/1，该标本也应该被视为 TTF1 阳性。



59甲状腺转录因子 1

简要回答

TTF1 的局灶阳性被视为一种阳性反应，表明肺腺癌发生在适当的临床环境中；但

是，最佳临界值会因克隆而异。

TTF1 免疫染色分析前有什么考虑因素吗？

关于 TTF1 免疫染色，有几个分析前的考虑，其中一些值得特别提及。最近的一项研

究发现，在用酒精基固定剂（包括 CytoLyt）固定的细胞学标本以及用甲酸或盐酸等

脱钙剂固定的外科病理标本中，TTF1 染色出现了减少或消失（Gruchy 等，2015 年）

。在只用常规的 10% 缓冲福尔马林固定的标本中没有看到 TTF1 染色的减少。重要

的是要认识到，IHC 方案必须在与测试组织经历相同分析前条件的对照组织上进行

验证，包括在酒精基固定剂中的固定和脱钙处理，即使使用较温和的乙二胺四乙酸 
(EDTA) 基溶液时也是如此。为 10% 缓冲福尔马林固定的组织制定的 IHC 方案在用于

酒精固定的组织时可能会得到不太理想的结果。

有趣的是，在手术切除的肺腺癌标本中可能观察到 TTF1 表达的染色梯度，这意

味着固定性较差可能与特定染色方案的表位检测较差有关。

简要回答

关于 TTF1 免疫染色，有一些特定的分析前考虑因素，主要与酒精基固定剂固定的标

本中染色减少或缺失有关，并受到某些脱钙剂的影响。

结论

TTF1 的染色性能在不同的抗体克隆中是不同的，所以病理学家应该了解其特点，并

根据实验室中使用的克隆做出明智的决定。鉴于该标志物在肺癌分类的几个方面发

挥了关键作用，这一点至关重要，这对治疗有重大意义。
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肺癌中 p40 和 p63 的免疫组织化学

Teh-Ying Chou 和 Wendy A. Cooper

简介

p63 基因是 p53 肿瘤抑制基因的同源物，它是上皮细胞发育所需的祖细胞群增殖或分

化所必需的（Nobre 等，2013 年）。p63 基因位于染色体 3q27-29，包含 15 个外显子，

并与 p53 表现出显著的序列和结构同源性。与 p53 一样，p63 基因编码一个 N 端转录

结构域、一个核心 DNA 结合结构域和一个羧基多聚体结构域。p63 通常在皮肤、食

道、扁桃体、尿道、宫颈外口和阴道的分层上皮的基底细胞和祖细胞以及胸腺、前列

腺、乳腺和支气管的腺体结构的基底细胞中表达（Di Como 等，2002 年）。

p63 亚型由几种变体组成，分为两大类（TAp63 和 ΔNp63），它们在 N 端结构上

有所不同（Nylander 等，2002 年）。TAp63 异构体含有一个与 p53 同源的反式激活能

力的 TA 结构域，能调节生长抑制基因的表达。然而，ΔNp63 亚型包含一个替代性

的转录失活的 ΔN 结构域，它被认为能拮抗 TAp63 和 p53 的活性，从而起到癌蛋白

的作用。p63 抗体可识别 TAp63 和 ΔNp63 亚型，因此是一种泛 63 标志物。相比之

下，p40 抗体是针对 ∆Np63 亚型的，无法识别 TAp63 亚型。

在什么情况下应该使用 p40 而不是 p63？
病理实验室中最广泛使用的 p63 抗体克隆是 4A4，它对鳞状细胞癌的敏感度高达 94% 
到 100%。然而，p63 免疫组织化学的主要局限性是特异性低，因为在肺腺癌 (16%-
65%) 和其他恶性肿瘤（如大细胞淋巴瘤，高达 50%）（Bishop 等，2012 年），以及

一些软组织肿瘤中很少表达（Jo 和 Fletcher，2011 年）。虽然在非鳞状肿瘤中的表达

通常是在少数细胞中呈弱到中等程度，但在极少数情况下可以观察到强烈和弥漫的

表达。
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一些研究表明，p40 对鳞状

细胞癌具有与 p63 相当的高敏感

度，但特异性更高，是识别鳞

状细胞分化的可靠标志（图 8-1 
和 8-2）（Kriegsmann 等，2019 
年）。多克隆和单克隆 p40 抗

体（克隆 BC28）都在实验室中

使用，一项研究显示，多克隆

和单克隆抗体的敏感性和特异

性相当，具有高度一致性（Tran 
等，2016 年）。p40 在鉴定鳞状

细胞癌方面比 p63 的精度更高。

然而，应该记住的是，如果肿

瘤中有鳞状分化的形态学证据（角质化或细胞间桥），则不需要免疫组织化学 (IHC) 
来确认。在小活检样本中形态未分化的非小细胞肺癌中，鳞癌标志物和腺癌标志物

都应该用于肿瘤亚型的尝试（例如，p40 和 TTF1）。如果在同一个肿瘤细胞中同时

有 p63/p40 和 TTF1 的表达，那么 TTF1 的表达胜过 p63/p40 的表达，并且肿瘤更有

可能是腺癌（Travis 等，2013 年）。一项研究发现，在无性淋巴瘤激酶 (ALK) 阳性的

腺癌中经常检测到 TTF1 和 p63 的共同表达，但没有观察到 TTF1 和 p40 的共同表达

（Sakai 等，2013 年）。

简要回答

p40 应该用于识别形态学上未分化的鳞状细胞癌，因为它在这种情况下表现出优于 
p63 的准确性。

p40 p63HE

图 8-1. 低分化的鳞状细胞癌显示 p40 和 p63 的强烈弥漫性表达。HE = 苏木精-伊红。

p40p63

图 8-2. p63 对鳞状细胞癌没有特异性。低分化的肺腺癌，显示 p63 强
弥漫性表达，无 p40 表达。
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在什么情况下应该使用 p63 而不是 p40？
在某些情况下，p63 和 p40 的不和谐表达出现在睾丸核蛋白 (NUT) 癌中，p63 呈弥漫

性表达，而表达 p40的细胞很少（图 8-3）。这可能导致在使用 p40 时出现诊断上的

误区，特别是在活检的情况下。因此，在 NUT 癌被列为鉴别诊断的情况下，除了评

估形态学和其他IHC标记外，p63 可能比 p40 更有用（有关NUT 癌的详细信息，见第 
14 章）。

简要回答

如果在肿瘤的鉴别诊断中考虑 NUT 癌，那么 p63 可能比 p40 更有用。

什么程度的 p40/p63 阳性反应应该被视为阳性？

在鳞状细胞癌中，p40 和 p63 通常呈强而弥漫的阳性（图 8-1）。p40 和 p63 的临界

值应该是在 50% 以上的肿瘤细胞核中呈阳性，才能被认为是鳞状细胞癌的特异性。

不到 10% 的细胞核阳性不能单独用于诊断分类，因为在腺癌和其他类型的肿瘤中

可以看到局灶性和弱阳性的 p40 或 p63 的。10% 至 50% 的阳性范围是一个需要考虑

的问题，这取决于临床背景和染色强度，以及形态学特征和其他免疫组织化学结果

HE NUT

p40 p63

图 8-3. 睾丸核蛋白 (NUT) 肺癌显示局灶性 p40 和弥漫性 p63 表达。HE = 苏木精-伊红。
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（图 8-4）。其他鳞状分化的 IHC 标志物，如细胞角蛋白 5/6 (CK5/6)，在有问题的

病例中可以作为有用的备份（Loo 等，2010 年）（见第 9 章）。值得注意的是，鳞状

细胞癌的角质化成分通常是 p40 阴性的，因此该成分的阴性染色并不能排除鳞状细

胞癌的诊断。然而，鉴于角质化是鳞状细胞癌的诊断标准，在这种情况下不需要 p40 
免疫染色。

简要回答

鳞状细胞癌中 p40（和 p63）通常呈弥漫性强阳性，至少 50% 的细胞核表达应视为阳

性结果。

结论

在日常实践中，如果形态学特征不充分，p40 比 p63 更适合用来鉴别鳞状细胞癌或鳞

状分化（表 8-1）。阳性的临界点应该是 50% 以上的肿瘤核出现染色，因为局灶性

A B C

图 8-4. 肺癌中 p40 的不同表达水平。(A) 鳞状细胞癌，有强烈的弥漫性 p40 染色。(B) 腺癌，约 10% 的核
有斑点状染色。(C) 腺癌，只有非常局部的 p40 染色（<5% 的核）。

表 8-1. 鳞状细胞癌 (SQCC) 中 p40 和 p63 的比较研究

研究

总

计，n
SQCC, 

n

p40 p63

克隆 敏感性，% 特异性，% 克隆 敏感性，% 特异性，%

Bishop 等，2012 年 470 81 5-17 100 98 4A4 100 60

Nonaka，2012 年 200 50 p40 100 100 4A4 100 82

Pelosi 等，2013 年 141 27 Poly 100 97 4A4 100 78

Ao 等，2014 年 154 77 Poly 81 90 4A4 94 80

Koh 等，2014 年 184 59 Poly 93 98 7JUL 80 98

Tatsumori 等，2014 年 580 158 5-17 97 97 4A4 97 73

Kadota 等，2015 年 469 449 5-17 100 85 4A4 100 60

Tran 等，2016 年 557 167 BC28 94 96 4A4 95 87

Micke 等，2016 年 656 192 BC28 97 98 4A4 97 74

Affandi 等，2018 年 70 35 BC28 77 100 DAK-p63 86 63

Kriegsmann 等，2019 年 1244 569 BC28 94 97 4A4 94 84
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或弱阳性不能诊断为鳞状细胞癌。在有问题的病例中应考虑附加的鳞状标志物，如 
CK5/6。区分鳞状细胞癌和其他类型的肿瘤还应该考虑到形态学特征和其他 IHC 标志

物（例如，未分化的非小细胞癌 [NSCC] 中的 TTF1）。
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细胞角蛋白标志物

Deepali Jain, Sylvie Lantuejoul, Ming Sound Tsao 和 Alain C. Borczuk

简介

细胞角蛋白是构成上皮细胞细胞骨架的中间丝。超过 20 种类型的角蛋白在一组成对的碱

性/I 型 (CK1-8) 和酸性/II 型 (CK9-20) 角蛋白中表达（Winter 和 Schweizer，1981 年；Eichner 
等， 1985 年；Ordonez 等，2013 年）。在每个类别中，它们被分为低分子量 (LMW) 和高

分子量 (HMW) 角蛋白。一些细胞角蛋白在特定的器官或组织中表达，其表达一般会在肿

瘤转化后会保持。CK1 至 CK6（碱性）和 CK9-17（酸性）是表达于鳞状上皮和基底上皮细

胞的高分子角蛋白，而低分子角蛋白是 CK7 和 CK8（碱性）以及 CK18-20（酸性），表达于

包括腺上皮在内的简单上皮（Winter 等，1980 年）。由于临床上使用细胞角蛋白表达谱来确

定各种肿瘤的来源，因此本章描述了不同的细胞角蛋白在肺部肿瘤诊断中的价值。

什么是全细胞角蛋白染色，它们在肺癌诊断中的作用是什么？

AE1/AE3、KL1、MNF116 和 OSCAR 是与不同类型的 LMW 和 HMW 角蛋白反应的

抗体鸡尾酒。表 9-1 显示了一些常用的与不同类型细胞角蛋白反应的单克隆抗体克隆

（Ordonez，2013 年）。在肺部，它们在腺癌和鳞状细胞癌中显示出弥漫性的细胞质阳性

（Tan 和 Zander，2008 年）（图 9-1A 和 B）。核周和点状表达是小细胞癌的特征（图 9-1C 
和 D），但也可能发现弥漫性的细胞质染色（Thunnissen 等，2017 年）。这些全细胞角蛋白

抗体鸡尾酒在肿瘤形态上未分化并带有癌、黑色素瘤、淋巴瘤、间皮瘤和肉瘤的鉴别诊断

时很有用（图 9-1E 和 F）。角蛋白染色的弥漫性和强烈的细胞质阳性实际上确定了癌的诊

断。一部分淋巴瘤、滑膜肉瘤、上皮样肉瘤、血管肉瘤和平滑肌肿瘤会显示角蛋白表达。在

这些情况下，应进一步做线粒体特异性标记。
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表 9-1. 角蛋白抗体的常用克隆及其对多种角蛋白的反应性

抗体克隆 对角蛋白的反应性 

AE1/AE3 CK1-8、10、14-16

CAM5.2 CK8、CK7（程度较轻）

KL1 CK1、K2、CK5-8、CK11、CK14、CK16-K18

Lu5 CK1、CK5、CK6、CK8、CK14、CK18、CK19

MNF116 CK5、6、8、17

OSCAR CK7、8、18 和 19

Pan-CK CK4-K8、CK10、CK13-CK16、CK18

34βE12 CK1、5、10、14

A B

C D

E F

图 9-1. 全细胞角蛋白抗体有助于将形态未分化的肿瘤识别为癌症。（A 和 B）肺腺癌，（C 和 D）小细胞癌，以

及（E 和 F）未分化非小细胞癌。(A, C, E) 苏木精-伊红和 (B, D, F) 泛角蛋白 AE1/AE3。
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简要回答

当肿瘤在形态学上未分化时，全细胞角蛋白染色可以确定癌的诊断。

CK5 或 CK5/6 是否是肺鳞状细胞癌的敏感和特异性标志物？

细胞角蛋白 5 和 6 是相关蛋白；细胞角蛋白 5/6 (CK5/6) 抗体能检测到这两种蛋白，而 CK5 
的特异性更强。CK5/6 对支气管和支气管基底（储备）细胞进行染色会呈现细胞质和膜状

模式。CK5/6 抗体对手术标本的鳞状细胞癌诊断的整体敏感性和特异性分别为 98% 和 
82%。然而，敏感性下降到 90%，而当染色是弥漫性的时候，特异性达到 97%（Rekhtman 
等，2011 年；Whithaus 等，2012 年）。值得注意的是，CK5/6 在 25% 的切除的鳞状细胞癌

中可能为局灶性、弱阳性或缺失，在 18% 的腺癌中可能会表达（Rekhtman 等，2011 年）。 

因此，更敏感和特异的标志物，如 p40，应改为用于诊断肺鳞状细胞癌（Wang 等，2002 
年；Tatsumori 等，2014 年；Walia 等，2017 年；Jain 等，2014年）。此外，CK5/6 还能对

间皮细胞和间皮瘤进行染色（Ordonez，2013 年；King 等，2006 年）。因此，在胸膜活检

中，CK5/6 阳性应结合其他间皮细胞染色，如钙网膜蛋白、维尔姆斯瘤蛋白 (WT1) 和鳞状

细胞标志物 (34βE12, p40) 阴性，以分别建立对间皮瘤和鳞癌的正确诊断。

简要回答

CK5/6 没有足够的敏感性和特异性；因此不应单独用于诊断肺鳞状细胞癌。

CK7 是否应该用于区分肺腺癌和鳞状细胞癌

细胞角蛋白 7 (CK7) 在传导性气道的支气管上皮、支气管上皮、I 型和 II 型肺细胞以及 
Club（以前被称为 Clara）细胞中表达。CK7 还能对粘膜下的血清粘液腺进行染色。其表

达模式为细胞质。CK7 对几乎所有的肺腺癌都有染色作用，敏感性超过 90%-100%（Chu 
等，2000 年）（图 9-2A-C）。值得注意的是，粘液性变体在较少的病例中显示阳性 (50%-
90%)。然而，超过三分之一（Vidarsdottir 等，2019 年）的鳞状细胞癌对 CK7 呈阳性，从而

使其在肺内的血统鉴别中的特异性降低（图 9-2D-F）。因此，不建议用 CK7 来区分腺癌和

肺鳞状细胞癌。此外，CK7 不是肺部来源的特异性，因为它也可能见于其他器官系统的腺

癌，如胰胆管、胃、卵巢和乳腺（Chu 等，2000 年）。因此，需要一个更重要的包括甲状腺转

录因子 1 (TTF1) 和 p40 的完整组合来对非小细胞癌进行分类，必要时还需要额外的标志

物，如天冬氨酸蛋白酶 A。细胞角蛋白图谱对挑战低分化的病例很重要，如上节所讨论。

简要回答

CK7 不应被用来区分肺腺癌和鳞状细胞癌。
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CK7 弥漫性阳性但 TTF1 和 p40 阴性的非小细胞癌是否应被视为“

可能是腺癌”？

CK7 对腺癌不是特异性的，因为它在鳞状细胞癌中也可显示阳性。因此，不鼓励使用 CK7 
对非小细胞癌进行亚型鉴定（Yatabe 等，2019 年）。这类癌症最好被视为非小细胞癌，未另

行指定 (NSCC, NOS)。

简要回答

仅凭 CK7 不足以确定肺腺癌的诊断。

A B

C D

E F

图 9-2. 细胞角蛋白 7 (CK7) 不是肺腺癌所特有的。(A, B, C) 腺癌和 (D, E, F) 低分化鳞状细胞癌。（A 和 D）苏
木精-伊红，（B 和 E）CK7，(C) 甲状腺转录因子 1 (TTF1)，和(F) p40。
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CK7 染色有助于区分肺腺癌和间皮瘤吗？

CK7 也可能在上皮样间皮瘤中强烈表达，因此，它对区分腺癌和间皮瘤没有用（Tot，2001 
年）。大约 90% 的间皮瘤病例为 CK7 阳性（Tot，2001 年）。值得注意的是，CK7 在大多数

胸腺癌、前列腺癌、肝细胞癌、大多数结肠腺癌和肾透明细胞癌中缺失（Chu 等，2000 年）

（见第 16 章）。

简要回答

CK7 不能区分肺腺癌和恶性间皮瘤。

哪种细胞角蛋白抗体更适合小细胞肺癌染色？

CK7 和 CK5/6 不是诊断小细胞肺癌 (SCLC) 的有用染色剂。CK7 在小细胞癌中不是阴性

就是局灶性阳性，只有约一半的 SCLC 染色（图 9-3）（Chu 等，2000 年）。HMW 细胞角蛋

白，如 34βE12，在神经内分泌肿瘤中为阴性，包括小细胞和大细胞神经内分泌癌（Sturm 
等，2001 年；Zhang 等，2005 年；Lyda 和 Weiss，2000 年）。

简要回答

当用于识别 SCLC 时，优选全细胞角蛋白抗体。

CK20 在肺癌诊断中的作用是什么？

细胞角蛋白 20 (CK20) 只在不到 5% 的正常支气管上皮细胞中表达。侵袭性粘液腺癌、胶质

和肠型腺癌以及其他具有粘液特征的肺部腺癌通常与 CK7 共同表达 CK20（图 9-4）。在 

A B

C D

图 9-3. 小细胞癌最好用广谱全细胞角蛋白抗体染色。(A) 苏木精-伊红，(B) AE1/AE3，(C) 细胞角蛋白 7 (CK7)， 

(D) 细胞角蛋白 5/6 (CK5/6)。
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90% 以上的病例中，为斑点状表达。CK20 在 SCLC 中基本上为阴性，只有大约 10% 的病

例为阳性（Chu 等，2000 年）。在这些罕见的 CK20 阳性 SCLC 病例中，应做其他免疫组织

化学 (IHC)，如 TTF1 和神经丝蛋白，以排除转移性 Merkel 细胞癌（Bobos 等，2006 年）。

简要回答

CK20 阳性并不排除肺部粘液腺癌的可能。

间皮瘤应使用哪种细胞角蛋白抗体？

AE1/AE3、CAM5.2 和 MNF116 对识别几乎所有的上皮样和大多数肉瘤性间皮瘤都有

用（见第 17 章）。大约 5% 到 10% 的肉瘤性间皮瘤对广谱细胞角蛋白呈阴性（Attanoos 
等，2000 年；Klebe 等，2008 年）。CK5 或 CK5/6 在 75% 至 100% 的上皮样间皮瘤中表达；

然而，CK5/6 在肉瘤性间皮瘤中的低敏感性限制了其在后者诊断中的效用（Cury 等，2000 
年；Husain 等，2018 年）。

简要回答

全细胞角蛋白和 CK5/6 与其他间皮瘤标志物一起用于诊断间皮瘤。

细胞角蛋白在胸腺瘤诊断中的作用是什么？

细胞角蛋白在纵隔病变的小活检中发挥了重要作用，以区分 B 型胸腺瘤和淋巴瘤以及 A 
型胸腺瘤和梭形细胞瘤（见第 18 章）。一般来说，皮质和髓质上皮细胞都会表达全细胞

角蛋白和 CK19。然而，CK10 和 CK14 仅限于成熟的髓质上皮细胞和 Hassall 小体。A 型

A B

C

图 9-4. 肺部侵袭性粘液腺癌可同时表达细胞角蛋白 7 (CK7) 和细胞角蛋白 20 (CK20)。(A) 苏木精-伊红，(B) 
CK7，和 (C) CK20。
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和 AB 型胸腺瘤对除 CK20 外的所有酸性角蛋白均呈阳性。B 型胸腺瘤的泛细胞角蛋白 
(AE1/AE3) 呈阳性，CK20 除外。CK20 在罕见的胸腺腺癌中表达（Kuo，2000 年）。

简要回答

全细胞角蛋白在鉴别诊断来自其他纵隔病变的胸腺瘤方面非常有用。

结论

肺癌是上皮性的，表达所有类型的细胞角蛋白，因此，对于具有挑战性的低分化肿瘤，鼓

励对广谱细胞角蛋白进行 IHC，以确定其上皮性来源。然而，由于大多数角蛋白的非特异

性，并且为了保存肿瘤组织以进行进一步的分子检测，不建议在肺癌病例的小活检中进行

常规使用（表 9-2）。CK7 在区分肺癌的不同亚型以及区分肺腺癌和肺外转移癌方面没有

作用。HMW 细胞角蛋白在鳞状细胞癌中的表达更具特异性；然而，一小部分腺癌也表达 
HMW 细胞角蛋白。小细胞癌表现为典型的全角蛋白核周和点状分布，但也可见弥漫性胞

浆染色。SCLC 的 CK5/6、CK7 和 CK20 通常为阴性。了解细胞角蛋白模式和特征分析对其

在肺癌诊断中的明智使用非常重要。
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神经内分泌标志物

Mary Beth Beasley, Mauro Papotti 和 Alain C. Borczuk

简介

肺原发性神经内分泌肿瘤 (NEN) 包括中低级典型类癌 (TC)、非典型类癌 (AC) 和
高级神经内分泌癌 (NEC)、大细胞神经内分泌癌 (LCNEC) 和小细胞肺癌 (SCLC)
（Travis 等，2015a）。可能表现出神经内分泌 (NE) 分化的较罕见的肿瘤，如睾丸

核蛋白 (NUT)、中线癌（Stathis 等，2016 年）、原始神经外胚层肿瘤（Weissferdt 和 
Moran，2012 年；Marino-Enriquez 和 Fletcher，2014 年）以及促结缔组织增生性小圆

细胞肿瘤（Parkash 等，1995 年）也可能发生在肺部（罕见肿瘤的免疫标志物将在第 
14 和 15 章讨论）。

有一组 NE 标志物，包括嗜铬粒蛋白 A、突触素和神经细胞粘附分子 1
（NCAM1，也被称为 CD56）是最常用的用于识别 NEN 的标志物（Travis 
等，2015a，2015b；Yatabe 等，2019 年）。最近，胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 在
标记 NEN 的整个光谱方面显示出高度的敏感性和特异性（Mukhopadhyay 等，2019 
年；Rooper 等，2017 年；Rosenbaum 等，2015 年）。其他标志物也可能具有实用

性，这在下一节中讨论。对于免疫组织化学 (IHC) 染色阳性由什么构成，NE 标志物

没有明确的分界线，应该根据形态学特征、样本类型和阳性反应的程度进行解释。

同样，对于应该使用一个还是多个标志物也没有达成共识。一般来说，结合 NE 形

态学特征（器官样嵌套、玫瑰花样结构、栅栏样）和 NE 标志物的阳性染色，可诊断 
NEN。不同的组织亚型阳性反应的程度和/或强度可能不同，大约 5% 到 10% 的 SCLC 
可能对嗜铬粒蛋白、突触素和 CD56 呈阴性。相反，大约 10% 到 20% 的非小细胞肺

癌 (NSCLC)，即腺癌或鳞状细胞癌，没有明显的 NE 形态，表现出一个或多个标志物

的阳性染色（Travis 等，2015a；Yatabe 等，2019 年）。这类肿瘤被称为“神经内分
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泌分化的非小细胞癌”；然而，研究表明，这一发现对于治疗、结果或预后并没有

任何意义，这类肿瘤应该归为非小细胞肺癌进行治疗（Travis 等，2011 年）。有时，

肿瘤具有 NE 分化的形态特征，但缺乏嗜铬粒蛋白、突触素或 CD56 的表达，这种肿

瘤被称为“具有 NE 形态的非小细胞癌”（Travis 等，2015a）。

在神经内分泌肿瘤的分类中，哪些 IHC 标志物有助于支持神经内分泌

形态学？

常用神经内分泌免疫染色

常用的 NE 免疫染色见图 10-1 和 10-2。

嗜铬粒蛋白 A 和 突触素

嗜铬粒蛋白 A 和突触素是 NE 分化的真正标志物。嗜铬粒蛋白 A 包含在密集的核心

颗粒中，而突触蛋白则存在于突触小泡中。这两种标志物的染色都是细胞质的（Loy 
等，1995 年）。嗜铬粒蛋白 A 在 90% 至 100% 的 TC、60% 至 70% 的 AC 和 LCNEC 
中呈阳性，而 SCLC 中的阳性率仅为 25% 左右。突触素，无论何种级别，在大约 70% 
到 80% 的肺部 NEN 中突触蛋白是阳性的，但在高级别 NEC 中，突触素一般较弱且

弥漫性较差（Yatabe 等，2019 年）。

CD56 (NCAM)
CD56 尤其对高级别 NEC 的敏感性要高于嗜铬粒蛋白或突触素，但对 NE 分化的

特异性不如嗜铬粒蛋白、突触素或 INSM1（Rooper 等，2017 年；Pelosi 等，2017 

A B

C D

图 10-1. 类癌肿瘤的神经内分泌标志物。(A) 突触素呈弥漫性和强烈的细胞质免疫反应，(B) 嗜铬粒蛋

白，以及(C) CD56/NCAM。(D) 胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 可见强烈的弥漫性核染色。
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年；Lantuejoul 等，1998 年）。阳性染色通常是膜性的。CD56 可在各种正常细胞上

表达，包括神经元、胶质细胞、各种造血细胞（自然杀伤细胞、γδ-T 细胞、活化

的 CD8 + T 细胞和树突状细胞），以及骨骼肌。此外，CD56 在高达 30% 的非小细

胞肺癌以及一些间叶性肿瘤、多发性骨髓瘤、肉瘤和一些间皮瘤中表达（Lantuejoul 
等，2000 年；Agaimy 和 Wunsch，2008 年；Olsen 等，2006 年）。因此，CD56 阳性

应在上皮分化和 NE 形态学特征的背景下进行解释。

INSM1
INSM1 通常被证明是一种对整个 NEN 谱高度敏感和特异的标志物。研究表明，关

于 INSM1 是否比嗜铬粒蛋白、突触素和/或 CD56 或它们的组合更具敏感性和/或特

异性，结果各不相同（Kriegsmann 等，2020 年）。到目前为止，INSM1 已被证明

是稳定可靠的标志物，特别是在小细胞肺癌中，其中嗜铬粒蛋白等标志物可能是阴

性的，而且核染色使其更加容易解释。此外，考虑到 CD56 在许多肿瘤类型中的表

达，INSM1 可能比 CD56 更具特异性（Mukhopadhyay 等，2019 年；Nakra 等，2019 
年；Rooper 等，2017 年；Rosenbaum 等，2015 年；Roy 等，2019 年）。

其他神经内分泌标志物

人类无刚毛鳞甲复合体同源物 1 (hASH1) 被认为是 NE 细胞的谱系标志，因为它是 
NE 分化的胚胎核决定因素，因此对 NEN 具有高度特异性。该标志物的总体敏感性

A B

C D

图 10-2. 小细胞肺癌的神经内分泌标志物。与类癌相比，小细胞肺癌神经内分泌标志物的免疫反应性可

能更弱、更不均匀。(A) 嗜铬粒蛋白呈片状，程度由弱至中度。(B) 突触素的感受性很弱，呈“点状和环

状”，而非弥漫性。(C) 胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 表现出不规则但呈中度的核染色。(D) CD56 细胞质

和胞膜染色。
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较低，因为 hASH1 通常在类癌中丢失或表达较差；然而，在高级别肿瘤，特别是小

细胞肺癌中仍保留着该标志物（Miki 等，2012 年；Ye 等，2016 年）（图 10-3）。

同源框蛋白 (OTP) 被认为在下丘脑 NE 系统的发育中起作用。细胞质染色通常是

非特异性的，但核染色对 NE 分化具有高度特异性（Nonaka 等，2016 年）。OTP 在
类癌中优先表达，在 SCLC 中很少表达（Hanley 等，2018 年；Viswanathan 等，2019 
年）。虽然对肺癌的研究最为广泛，但在其他部位的 NE 肿瘤中也有关于 OTP 表达

的报道，包括前列腺和卵巢（Roy 等，2019 年），尽管数据是矛盾的，其他研究显

示 OTP 染色仅在肺部 NE 肿瘤中呈阳性（Nonaka 等，2016 年）（图 10-3）。

Leu7 (CD57) 作为 NE 标志物有一定的作用，但其敏感性低，对 NE 分化没有特

异性。与 CD56 相似，Leu7 在各种造血细胞中呈阳性，另外在各种神经鞘瘤、纺

锤形细胞胸腺瘤、滑膜肉瘤和一些甲状腺乳头状癌中也呈阳性（Uherova 等，2003 
年；Miettinen，1993 年）。

神经元特异性烯醇化酶 (NSE) 具有高敏感性，但特异性很低，因此一般不推荐作

为评估肺部 NEC 的标志物（Travis 等，2015a）。

简要回答

嗜铬粒蛋白、突触素、CD56 和 INSM1 是支持 NE 形态的有用 NE 标志物。

A B

C D

图 10-3. 神经内分泌肿瘤的其他标志物。(A) p40 的核免疫反应性突出了合并的小细胞癌和鳞癌的鳞状成

分。(B) 人类无刚毛鳞甲复合体同源物 1 (hASH1) 在小细胞肺癌中呈核免疫反应性。(C) 在类癌肿瘤中，

同源框蛋白 (OTP) 显示出特异性的核免疫反应性，而(D) 小细胞肺癌仅表现出非特异性胞质反应性。
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在 NEN 的鉴别诊断中，哪些非神经内分泌标志物可以帮助进行肿瘤分类？

广泛的细胞角蛋白鸡尾酒，如 AE1/AE3 和低分子量角蛋白 CAM5.2（细胞角蛋白 
8 [CK8] 和一些细胞角蛋白 7 [CK7]）会对大多数 NEN 进行染色，无论其级别如何 

（图 10-4）。据报道，大约 10% 的 NEN 是阴性的（Rekhtman，2010 年），尤其是对 
AE1/AE3，尽管可能会对其他细胞角蛋白如 CAM5.2 进行染色。SCLC 通常表现为“

边缘和点状”的细胞角蛋白染色模式，特别是 CAM5.2（Travis 等，2015a）。虽然 
CK7 可能在数量不等的肺部 NEN 中呈阳性，但 CK20 染色阳性应该会增加患梅克尔

细胞癌的可能性（Cheuk 等，2001 年）。大分子细胞角蛋白，如 CK34βE12，在肺

部 NEN 中一般为阴性，NE 标志物阴性的阳性染色通常表明存在基底鳞状细胞癌，

其形态可能与高级别神经上皮细胞相似（Sturm 等，2001 年，2003 年）。p40 或 p63 

A B

C D

E F

图 10-4. 神经内分泌肿瘤中的细胞角蛋白。（A 和 B）大分子细胞角蛋白 (A) 在这个大细胞神经内分泌

癌中呈阴性，气道上皮呈阳性，而 (B) 突触素突出肿瘤。（C 和 D）该类癌对细胞角蛋白 AE1/AE3 (C) 呈
阴性。如果诊断需要，可以尝试使用 CAM5.2，AE1/AE3 阴性肿瘤的一个子集是 CAM5.2 阳性，如 (D) 所
示。如 (E) 所示，小细胞肺癌中的细胞角蛋白染色呈斑点状和点状，但在 (F) 中也可见更多弥漫的胞浆/
膜染色。
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的弥漫性阳性染色支持鳞状细胞癌的诊断。一小部分高级别 NEC 可能显示 p63 的病

灶染色，很少显示 p40 的染色，但不应出现弥漫性染色（Rekhtman 等，2016 年） 

（图 10-4）。

简要回答

泛角蛋白和低分子量角蛋白（而非高分子量角蛋白）在 NEN 中应该呈阳性。

NE 标志物应何时用于非小细胞癌？

NE IHC 标志物应仅在存在 NE 分化的形态学特征时使用。如前所述，在无 NE 形态

的非小细胞肺癌（伴有 NE 分化的非小细胞癌）中，NE 标志物可能呈不同比例的阳

性（图 10-5）。因此，由于在没有 NE 形态的情况下，NE 标志物阳性的临床意义缺

乏数据支持，一般不建议对缺乏 NE 形态的肿瘤进行 NE 标记。此外，偶发肿瘤可能

显示 NE 形态，但缺乏嗜铬粒蛋白、突触素或 CD56（具有 NE 形态的非小细胞癌）

染色（Travis 等，2015a，2015b；Yatabe 等，2019 年；Rekhtman，2010 年；Zacharias 
等，2003 年）。INSM1 的加入至少可以在一些肿瘤中解决这一问题，但它对疑难病

例的补充还需要进一步研究（图 10-6）。

在小活检或细胞学标本中，NE 的形态学特征可能更难辨别，在小活检中做

出 LCNEC 的明确诊断可能特别困难。目前，如果在非小细胞肺癌中检测到 NE 标
志物的阳性染色，并且存在 NE 形态，则建议给出“非小细胞癌 (NSCC)，倾向于 

A B

C D

图 10-5. 非神经内分泌、小细胞肺癌（具有 NE 分化的非小细胞癌）的神经内分泌标志物。(A) 鳞状细胞

癌 CD56 呈中度和多灶性免疫反应。(B) 伴有多灶性突触素反应性的腺癌。(C) 大细胞癌中可见局灶性嗜

铬粒蛋白反应性。(D) 胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 在鳞状细胞癌中表现为局灶性染色，程度较弱。
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LCNEC”的诊断（Travis 等，2015a）。如果肿瘤缺乏 NE 形态，建议给出 NSCC 诊
断，并对 NE 染色的阳性作出说明。鉴于大多数肺癌都是通过小活检或细胞学诊

断的，考虑到与其他 NSCLC 相比在治疗策略上的潜在差异，在小活检中正确识别 
LCNEC 比较困难（Travis 等，2015a）。在 LCNEC 的小活检中可能没有明显的 NE 形
态，其存在与活检的大小相关。根据 Derks 及其同事（2019 年）的一项研究，2 个或 
3 个 NE 标志物（嗜铬粒蛋白、突触素、CD56）的阳性染色的敏感性为 80%，特异性

为 99%。这需要进一步的验证，而在算法中加入 INSM1 的影响也同样值得研究。

类癌的诊断在小活检上一般是直接了当的；然而，有丝分裂的数字和坏死区分的 
TC 和 AC 可能不存在，因此亚型的诊断最好在切除的标本上进行。增殖标志物 Ki-
67 的作用将在第 11 章详细讨论，但目前 Ki-67 在区分 TC 和 AC 方面没有作用。然

而，Ki-67 在小活检中对区分高级别 NEC 和类癌肿瘤非常有用，尤其是在形态不理想

的情况下（Travis 等，2015a；Pelosi 等，2014 年，2017 年）。

简要回答

NE 标志物应仅在存在 NE 分化的形态学特征时使用。在可能难以评估 NE 形态的小

样本中，当 2 个或更多标志物为阳性时可能会有更大的特异性。

结论

在具有 NE 形态的肿瘤中，嗜铬粒蛋白、突触素、CD56 和 INSM1 的组合是有用的 
IHC 标志物，可以确认 NE 分化。在高级别肿瘤中，标志物可能更加集中或缺失，因

此可能需要将标志物结合起来使用。在 NE 形态难以评估的小样本中，2 个阳性标志

物可能比单个标志物更具特异性。在疑难病例中，大分子细胞角蛋白、低分子量角

蛋白和 p63/p40 的组合可能有助于与非 NE 形态学模拟物的鉴别诊断。

A B

图 10-6. 具有神经内分泌形态的非小细胞肺癌。(A) 在 CD56，嗜铬粒蛋白和突触素的阴性染色后，肿瘤

预先被诊断为具有神经内分泌形态的非小细胞肺癌。最近，(B) 使用胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1) 可重新

分类为大细胞神经内分泌癌。
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增殖标志物

Fernando Lopez-Rios, Masayuki Noguchi 和 Wendy A. Cooper

简介

有许多与增殖相关或细胞周期调节的标志物，如 Ki-67、增殖细胞核抗原 (PCNA)、拓扑

异构酶、MCM 和上皮细胞转化因子 2 (ECT2)。其中，Ki-67 免疫组化染色是一种广泛使

用的评估肿瘤增殖活性的方法。Ki-67 是一种 DNA 结合蛋白，由位于人类 10 号染色体

上的 MKI67 基因进行编码。Ki-67 在细胞周期的所有活动期都有表达，但在G0期不表达

（Chirieac，2016 年；Rekhtman 等，2019a）。

什么时候应该在诊断中使用增殖标志物？

虽然评估 Ki-67 增殖率有助于确定高度增殖的肿瘤，但原发性胸部肿瘤无需 Ki-67 作为

诊断标准评估。有丝分裂计数评估是对肺部神经内分泌肿瘤进行分类和分级的必要条

件，但这种评估有时候很难进行，尤其是在小碎块活检或次优细胞学标本中。在这些情况

下，Ki-67 增殖标志物有助于区分类癌和高级别神经内分泌癌（大细胞神经内分泌癌和小

细胞癌）（Yatabe 等，2019 年）（图 11-1）。Ki-67 增殖指数阈值 20% 被认为是非典型类癌

的上限（Travis 等，2015 年），高级别神经内分泌癌的下限是 40% 至 50%（Yatabe 等，2019 
年）。然而，从实用的角度来看，小细胞肺癌通常表现出 50% 至 100% 的非常高的 Ki-67 增
殖率（Travis 等，2015 年；Rekhtman，2010 年）（图 11-2）。

简要回答

增殖标志物，如 Ki-67，可用于小型压碎活检或细胞学样本，以帮助区分类癌肿瘤和高级别

神经内分泌癌，因为压碎且保存不良的细胞可以模拟高级别肿瘤。在原发性胸部神经内分

泌肿瘤或任何其他胸部肿瘤的常规诊断评估中不需要增殖标志物。



86 IASLC 诊断免疫组织化学图谱

Ki-67 在区分典型和非典型类癌中的作用是什么？

在肺部（和胸腺）类癌中，根据 2015 年世界卫生组织 (WHO) 的分类，通过评估有丝分裂

比率和有无坏死来区分典型类癌和非典型类癌（Travis 等，2015 年）。这种分类无需 Ki-67 
即可诊断胸部神经内分泌肿瘤或或对其进行分级。虽然这有些争议，因为肠胰腺神经内

分泌肿瘤的常规评估都会使用 Ki-67（Marchevsky 等，2018 年；Naheed 等，2019 年），但

发生在不同解剖位置的神经内分泌肿瘤的生物学不一定相同（Pelosi 等，2014 年），而且

对于肺神经内分泌肿瘤，Ki-67的支持性数据相对缺乏。类癌可以显示一定范围的 Ki-67 
染色（有些数据表明 Ki-67 增殖指数范围在典型类癌中为 2.3%-4.15%，在非典型类癌中

为 9%-17.8%）（Pelosi 等，2014 年）。最近，单独使用 Ki-67 标记指数（< 10%，介于 10% 和 
19% 之间，≥ 20%）或结合组织学（Ki-67 < 5% 的典型类癌，Ki-67 ≥ 5% 的典型类癌，以及

非典型类癌）的几个三方分类与预后有关（Marchevsky 等，2018 年；Pelosi 等，2019 年）。 

最近一项对 165 个类癌的研究发现，Ki-67 指数（使用数字算法进行评估）在非典型类癌 

（相比于典型类癌）中显著增加，是队列中唯一有意义的疾病复发预测因子（Dermawan 
和 Farver，2020 年）。

简要回答

目前，Ki-67 的常规评估在区分典型和非典型类癌方面还没有确定的作用。

活检样本的增殖指数与手术标本的一致性程度如何？

在比较不同标本类型的增殖指数时，现有的大多数证据都与类癌有关。在小活检和切除标

本中，类癌的增殖指数可能不同（图 11-3）。目前对于一致性程度存在争议，部分原因是缺

乏标准化的评分方法（参见“如何评估 Ki-67”部分）（Fabbri 等，2017 年；Boland 等，2020 

A B

图 11-1. 显示为低增殖指数的 Ki-67 染色有助于从形态上模仿高级别神经内分泌肿瘤的压碎活检中识别类癌

肿瘤：(A) H&E，× 400；(B) Ki-67，× 400。
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图 11-2. 肺神经内分泌肿瘤的谱系包括（A 和 B）典型类癌，（C 和 D）非典型类癌，（E 和 F）大细胞神经内分

泌癌，以及（G 和 H）小细胞癌；（左栏）H&E，× 400 和（右栏）Ki-67（MIB-1 克隆）× 400。
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年），Ki-67的异质性，以及这些肿瘤的生物学特征，与原发肿瘤相比，转移样本中经常出现

更高的 Ki-67 和有丝分裂率（Rekhtman 等，2019b）。

简要回答

小活检和切除标本之间 Ki-67 增殖指数的一致性尚未得到很好的表征。

Ki-67 在非小细胞肺癌中的预后作用是什么？

有些研究和荟萃分析表明，Ki-67 水平高是小细胞肺癌患者的负面预后因素（Wei 等，2018 
年；Yatabe 等，2019 年；Chirieac，2016 年）。缺乏基于 Ki-67 标准化评估的高质量数据，以

及缺乏明确的临床实用价值，阻碍了其在常规临床实践中的使用。

简要回答

评估 Ki-67 作为非小细胞癌预后标志物的临床作用尚未确定。

Ki-67 免疫组织化学抗体重要吗？

目前市面上有几种 Ki-67 抗体（Biocompare，日期不详）。MIB-1 克隆是最常用的，尽管目

前还没有高质量的数据来比较不同抗体克隆在肺部肿瘤中的表现（Pelosi 等，2014 年）。 

CytoLyt 固定剂的使用抑制了 MIB-1 的免疫反应性，因此 Ki-67 30-9 克隆最近被推荐用于 
CytoLyt 固定的细胞块（Buonocore 等，2019 年）。或者，中性缓冲福尔马林中的固定剂可

以避免这个问题（图 11-4）。如果正确执行抗原活化（热诱导表位检索），固定不足（< 6 小
时）可能比过度固定更不利于 MIB-1 染色。

简要回答

MIB-1 克隆是评估 Ki-67 最常用的抗体，尽管比较胸部肿瘤中不同克隆的数据很少。

A B

图 11-3. 该类癌在 (A) 初次支气管活检中的标记指数为 8.96%，在 (B) 手术切除标本中的标记指数为 
17.25%。Ki-67（MIB-1 克隆），× 400。
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如何评估 Ki-67？
肺部神经内分泌肿瘤（或任何胸部肿瘤）的标准评分方法尚未建立，也缺乏比较不同方

法的可重复性研究。大多数研究都集中于类癌肿瘤（Rekhtman 等，2019b；Marchevsky 
等，2018 年；Boland 等，2020 年），并使用热点法和人工计数阳性细胞（Marchevsky 
等，2018 年）。在表达均匀的肿瘤中，Ki-67 增殖指数的单一数值可以根据 (1) a × 20 射
野或 2 mm2 区域显示的核 Ki-67 染色的细胞百分比，或 (2) 500 至 2000 个细胞来计算

（Rekhtman 等，2019b；Pelosi 等，2019 年）。在异质性的情况下，使用热点和 Ki-67 平
均值（Rekhtman 等，2019b）。使用经过验证的核算法进行自动量化可能有助于标准化

（Boland 等，2020 年），但这种方法并不广泛使用。

简要回答

没有确定的标准化方法来评估胸部肿瘤中的 Ki-67。

结论

目前，常规使用免疫组织化学增殖标志物对肺神经内分泌肿瘤（或其他胸部肿瘤）的诊断

评估没有作用。在神经内分泌肿瘤的小型压碎活检或不理想的细胞学标本中，Ki-67 有

助于区分类癌和高级别神经内分泌癌，避免落入过度诊断高级别神经内分泌肿瘤的诊

断陷阱。
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细胞学中的免疫组织化学

Lukas Bubendorf, Yuchen Han 和 Andre L. Moreira

简介

在细胞学标本中进行高精度免疫染色的能力是至关重要的，因为高达 40% 的肺癌诊

断是仅通过细胞学做出的。细胞学不仅等同于组织学，用于小细胞肺癌 (NSCC) 的亚

型划分，而且是一种极具吸引力的微创方法，可以收集肿瘤材料，用于复发或转移

疾病的重复生物标志物的分析（Sigel 等，2011 年）。经支气管超声内镜引导的细针

穿刺 (EBUS-FNA) 是最有价值的细胞学技术之一。然而，其他方式，如胸腔 FNA，
支气管分泌物或刷检，支气管肺泡灌洗和胸腔积液，或远处转移位点的 FNA 也很重

要。与组织学相比，细胞学的主要差异和挑战在于分析前条件的更大变异性和组织

结构的缺乏。随着 NSCC 中出现的预测生物标志物的数量不断增加，免疫组织化学 
(IHC) 已被用作荧光原位杂交 (FISH) 和分子检测的快速且划算的替代方法，用于筛

查其中几种改变 （Jain 等，2019 年）。最近的几篇出版物阐述了细胞学中 IHC 检测

的现状和挑战（Zhou 和 Moreira，2016 年；Bubendorf 等，2017 年；Yatabe 等，2019 
年；Jain 等，2019 年）。对细胞学肺癌标本进行免疫组织化学检测的必要性是毋庸

置疑的。

细胞学样本的哪一部分最适合免疫染色：  
细胞块涂片、风干涂片还是乙醇固定涂片？

细胞块标本

原则上，可以将细胞学制备分为细胞块细胞学和非细胞块细胞学。细胞块是最容易获

得的免疫染色细胞学形式，因为可以像处理福尔马林固定石蜡包埋 (FFPE) 组织标本

一样对其进行处理，这种处理方法可以对免疫染色方案进行优化（图 12-1A 和 B）。 

研究表明，细胞块和匹配的组织标本之间不同标记的高度一致，这一结果支持了这一
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点（Yatabe 等，2019 年）。然而，缺乏预固定方法和制备方案的国际标准仍然是细胞

块的一个主要问题（Jain 等，2014 年；Saqi，2016 年）。目前，用于制备细胞块的方

法超过 10 种，在美国最常见的方法是血浆凝血酶、HistoGel (Thermo Fisher Science)、 

Cellient 自动细胞块系统 (Hologic)（Crapanzano 等，2014 年），以及这些方法的改

进版（Rekhtman 等，2018 年）。几乎所有方案的最后一步都相同，即将颗粒固定在 

A B

C D

E F

图 12-1. (A) 使用 3,3'-二氨基联苯胺 (DAB) 色原 (BenchMark ULTRA, × 400) 在超声内镜引导 (EBUS) 下的经支

气管针吸活检 (TBNA) 的细胞块上发现甲状腺转录因子 1 (TTF1)-阳性非小细胞肺癌 (NSCC)。(B) 使用 DAB 
色原 (BenchMark ULTRA, × 400) 在 EBUS-TBNA 细胞块上发现天冬氨酸蛋白酶 A 阳性的 NSCC。(C-F) 使用3-
氨基-9-乙基咔唑 (AEC) 色原 (Leica Bond) 对先前乙醇固定的涂片和巴氏染色涂片进行 IHC。(C) EBUS-TBNA
中 TTF1 阳性的 NSCC (× 400)。(D) 细胞刷检中的 p40 阳性鳞状细胞癌 (× 630)。(E) 纤毛呼吸道细胞下的 
p40 阳性良性基底细胞 (× 400)。(F) CD56 在膜性突起小细胞肺癌中的表达 (TBNA, × 400)。
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10% 的缓冲福尔马林中，并将其加工成 FFPE 块。固定的范围很广，细胞材料可以固

定在 10% 的缓冲福尔马林中，也可以在用福尔马林固定之前预先固定在乙醇或甲醇溶

液中，甚至是纯固定在 95% 的乙醇中。

尽管根据之前的一项调查（Fischer 等，2014 年），大量的传输介质、预固定剂和

细胞块协议似乎不会导致免疫染色的系统性问题，但最近的分析指出了与细胞块分

析前因素有关的具体挑战，特别是乙醇或甲醇预固定（Zhou 和 Moreira，2016 年）。 

除了在 CytoLyt 固定剂中甲状腺转录因子 1 (TTF1) 无表达或几乎无表达外（Gruchy 
等，2015 年），在 Cellient (Hologic) 细胞块系统上测试的 30 种抗体中，近一半 (43%) 
的抗体未能通过使用 BenchMark XT 自动 IHC/ISH 染色仪为 FFPE 组织标本制定的条

件而进行的初步验证（Sauter 等，2016 年）。此外，认识到抗体克隆和预固定条件的

影响可以防止在评估诊断 IHC 时出现重大问题。图 12-2 突出了在常用的 Ki-67 克隆

中酒精基固定剂的影响（Buonocore 等，2019 年）。

虽然 FFPE 细胞块已经成为针对 IHC 分析的主要细胞学制备类型，但它们也有一

些局限性。细胞块比非细胞块制备更耗时、更昂贵，在技术上也更具挑战性，而且

A

C

B

图 12-2. (A) 神经内分泌肿瘤细胞块的 H&E 染色切片、嗜铬粒蛋白和突触素染色均为阳性。标本用乙醇 
(B) 和福尔马林 (C) 固定，并进行免疫染色。(B) Ki-67（克隆 MIB-1）的 IHC 染色显示该标志物的低阳性，

表明是低级别类癌。(C) Ki-67（克隆 30.9）的 IHC 染色在 50% 以上的肿瘤细胞中呈阳性，表明是高级别

的神经内分泌 (NE) 肿瘤。（图片由纪念斯隆-凯特琳癌症中心的 Dr. N. Rekhtman 提供）。
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并不是所有患者和所有实验室都能获得细胞块（Nambirajan 和 Jain，2018 年；Hendry 
等，2020 年）。

非细胞块标本

非细胞块细胞学标本的制备多种多样，包括风干和酒精固定涂片、离心涂片标本 
(Cytospin, Thermo Fisher Scientific)、ThinPrep (Hologic) 或 SurePath (Becton Dickinson) 
液体标本。多种分析前条件和制备方法使得非细胞块标本的免疫染色标准化比细胞

块标本的标准化更具挑战性。非细胞块细胞学中使用最广泛的固定剂包括基于乙醇

的 Saccomanno（50% 乙醇和 2% 聚乙二醇），Delaunay（等量乙醇和丙酮混合 0.5 mL 
1 M 三氯乙酸），以及商用喷雾固定剂，而基于甲醇的 CytoLyt 或 PreservCyt 溶液 

（后者正针对 ThinPrep 液基细胞学载玻片制备系统进行优化）可用作防腐剂和传输

介质。基于乙醇的 CytoRich Red 收集液 (Thermo Fisher Scientific) 也含有福尔马林。所

有这些固定剂和传输介质对于免疫染色都可能是有问题的，并且有些抗体经常得到

与组织学不一致的结果（Gong 等，2003 年；Skoog 和 Tani 2011 年；Sauter 等，2016 
年；Gorman 等，2012 年；Buonocore 等，2019 年）。

然而，对于免疫组织化学，在英国国家外部质量评估服务 (UK NEQAS)，几乎

所有非福尔马林固定剂，包括 Delaunay、甲醇和乙醇溶液，以及基于乙醇和福尔

马林的 CytoRich Red，都产生了与单独使用福尔马林相似的免疫染色质量（Kirbis 
等，2011 年）。因此，实验室可以根据自身需要使用这些固定剂中的任何一种，

唯一要注意的是在临床应用之前，需要严格重新验证免疫组织化学程序。事实

上，有很好的证据表明，通过对分析因素进行适当修改，非细胞块制备的 IHC 可

以等同于 FFPE 组织或细胞块切片的 IHC（Abendroth 和 Dabbs，1995 年；Leung 和 
Bedard 1996 年；Denda 等，2012 年；Kalhor 等，2006 年；Savic 等，2013 年；Rus-
sell-Goldman 等，2018 年；Lozano 等，2019 年）。许多对非细胞块标本应用免疫染

色的实验室使用诊断性巴氏染色载玻片（Fischer 等，2014 年；Schmitt 等，2011 年） 

（图 12-1C-F）。

之前的巴氏染色不会对免疫染色反应产生负面影响，因此可以对可用的载玻片进

行分类以进行免疫染色，并标记重点目标区域。使用风干直接涂片和细胞学标本所

获得的结果并不相同，有些作者报告称完全没有染色（Fischer 等，2014 年；Liu 和 
Farhood，2004 年），而有些作者则报告称在福尔马林后固定的未染色载玻片上成功

进行了 IHC（Fulciniti 等，2008 年；Roh 等，2012 年）和/或酒精/甲醇-丙酮（Skoog 
和 Tani，2011 年）。巴氏染色的复染色通常会在内源性过氧化物酶阻断和/或抗原修

复期间褪色（Denda 等，2013 年）。在 IHC 前，非细胞块细胞学的预染载玻片需要

在二甲苯中浸泡，以溶解永久的安装介质并去除盖玻片。这一过程需要几个小时才

能获得新鲜标本，但在回顾性研究中可能需要几天时间，具体取决于存档时间的长
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短。如果用盖玻片适当密封，先前染色的酒精固定细胞学载玻片中的表位可以在至

少 1 到 2 年的档案期内保持完好（Vlajnic 等，2018 年）。热诱导抗原修复 (HIAR) 对
于发现酒精固定的巴氏染色涂片中所有核抗原和部分细胞质和膜抗原的表位反应性

至关重要（Denda 等，2012 年）。HIAR 可以改善 ThinPrep 标本上某些抗原的 IHC 染
色（Zhang 等，2012 年）和福尔马林固定后的风干涂片的染色（Roh 等，2012 年）。

与 FFPE 组织相比，较短的 HIAR 时间对于细胞学涂片来说通常是足够的。HIAR 应
针对每个抗体分别进行优化。

使用自动染色平台可以提高 IHC 结果的标准化和可重复性，但关于非细胞块制

备的公开数据仍然很少。有些实验室使用 Leica Bond 自动染色仪（Vlajnic 等，2018 
年）、BenchMark XT/ULTRA 平台（Jain 等，2018 年；Martinez 等，2013 年；Lozano 
等，2019 年），或 Dako 自动染色仪（Noll 等，2018 年）。外部质量评估对于保持高

免疫染色质量也很重要。事实上，英国 NEQAS 已经启动了一个外部质量评估项目，

以帮助规范和提高细胞学免疫染色的质量（Kirbis 等，2011 年）。

简要回答

所有细胞学制备，包括细胞块，乙醇固定和风干的载玻片，主要可用于免疫染色。

福尔马林固定的细胞块是最直接和最常用的。免疫染色细胞学标本需要严格的方案

优化、验证和质量控制，特别是在非细胞块制备中。

细胞学肺癌标本中预测性免疫组化生物标志物检测的可靠性如何？

在预测性生物标志物检测时代，人们对细胞学 IHC 的兴趣陡然增加，要么作为治疗的

选择性生物标志物（例如，程序性死亡配体-1 [PD-L1] 和间变性淋巴瘤激酶 [ALK]）， 

要么作为后续分子检测的预筛选方法（例如，c-ros 致癌基因 1 [ROS1] 和神经营养性

酪氨酸受体激酶 [NTRK]）。PD-L1 显然是这一发展的主要驱动力，过去几年中关于

细胞学 PD-L1 检测的出版物数量大大增加就是证明（Gosney 等，2020 年）。经过验

证的预测性 IHC 检测是针对组织学标本的，而细胞学标本在相关的靶向药物或免疫

检查点抑制剂的临床试验中尚未进行分析（Thunnissen 等，2018 年）。然而，随着

主要产生细胞学样本的微创诊断程序的进展，在临床实践中，对细胞学样本的预测

性生物标志物测试的需求越来越大（Jain 等，2019 年）。由于处理技术的不同，当对

细胞学标本进行有效的 IHC 检测时，需要重新验证检测结果（Fitzgibbons 等，2014 
年）。正如前面所讨论的，细胞学样本分析前因素的较大变异性使得细胞学中免疫

组织化学的标准化具有挑战性。

PD-L1 IHC
细胞块 PD-L1 检测已经成为一种常见的诊断实践，使用的是为组织标本开发的分

析和方案。事实上，近对 9 项合格研究的综述显示，PD-L1 IHC 的高成功率和细胞



96 IASLC 诊断免疫组织化学图谱

块与匹配的组织学之间的高一致性等不断累积的事后证据证明了这种做法是正确的

（Gosney 等，2020 年）。相比之下，非细胞块样本只有新兴数据，但却指向相同的

方向（Noll 等，2018 年；Jain 等，2018 年；Capizzi 等，2018 年；Lozano 等，2019 
年；Munari 等，2019 年）。

在组织学标本中，PD-L1 染色阳性定义为任何强度的肿瘤细胞的完全环状或部分

线状胞浆膜染色。肿瘤细胞中只有胞浆染色在评分时不被视为阳性。细胞块切片也

是如此（图 12-3A 和 B）。然而，在非细胞块的细胞学标本中，膜染色不太明显，

因为细胞膜是完整的，不像 FFPE 组织切片那样被切割（Bubendorf 等，2017 年）。

因此，水平定向细胞膜的 PD-L1 染色可以表现为类似于细胞质染色的弥漫表面染色 

（图 12-4）。对背景巨噬细胞和炎性细胞导致的 PD-L1 阳性的高估可能发生在细胞

块和非细胞块标本中，尤其是在以单细胞为主的肿瘤细胞夹杂着炎症细胞和间皮细

胞的渗出标本中（图 12-3C 和 D 和 12-4D）。在相应的切片上进行 TTF1 和/或泛白

细胞标志物（如 CD45）等确认性免疫染色，有助于确认肿瘤细胞的 PD-L1 阳性的

评分。考虑到 PD-L1 IHC 免疫组化解释的这些固有困难，以及 PD-L1 表达的已知异

A B

C D

图 12-3. 使用 BenchMark ULTRA VENTANA PD-L1 (SP263) 检测法对细胞块非小细胞肺癌 (NSCC) 标本进行程

序性死亡配体 1 (PD-L1) IHC 检测。(A) 所有肿瘤细胞或 (B) 大部分肿瘤细胞（恶性积液；× 400，每例）

有明显的膜性染色。(C-D) PD-L1 阴性的腺癌细胞聚集物和混合的局灶性色素组织细胞，其中大多数呈 
PD-L1 弱阳性（H&E 和 PD-L1，FNA：× 400，每例）。
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质性，应避免对肿瘤细胞少于 100 的细胞学样本进行检测（Hendry 等，2020 年），

而有些人甚至建议肿瘤细胞至少为 400 个（Dong 等，2020 年）。与肿瘤细胞评分相

比，对细胞学标本进行可靠的免疫细胞 (IC) 评分几乎是不可能的，因为缺乏组织结

构背景，因此不应该实施。

A B

C D

E F

图 12-4. 在 Leica Bond 上使用 PD-L1 实验室自建检测 (LDT) 对乙醇固定和巴氏染色的 NSCC 细胞学标本进

行程序性死亡配体 1 (PD-L1) IHC。(A) 带有膜状突起的 PD-L1 阳性肿瘤细胞（VENTANA PD-L1 [SP263] 检
测，× 400）。(B) 带有弥漫性胞浆染色的多形性肿瘤细胞（VENTANA PD-L1 [SP142] 检测，× 630）。(C) 
带有胞浆类染色和局灶性膜状突起的肿瘤细胞 (Leica 73-10, × 400)。(D) PD-L1 阴性肿瘤细胞，以巨噬细

胞为内阳性染色对照（VENTANA PD-L1 [SP263] 检测，× 400）。(E) 粘蛋白和肿瘤细胞的非特异性弱染色

均为 PD-L1 阴性（VENTANA PD-L1 [SP263] 检测，× 200）。(F) 分离的胎盘绒毛滋养层细胞作为 PD-L1 阳
性对照（VENTANA PD-L1 [SP263] 检测，× 400）。
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ALK、ROS1 和 pan-TRK IHC
用 IHC 检测 ALK 或 ROS1 蛋白的过表达是一种行之有效的方法，可以筛查 NSCC 以
进行后续 FISH 或进一步评估不确定的 FISH 结果（在第 19 章详述）。与组织学标本

一样，ALK IHC 法同样适用于细胞学标本（图 12-5）。对于细胞学 ALK IHC 的大多

数研究都是在 FFPE 细胞块上进行的（无需修改 IHC 程序），使用 5A4 或 D5F3 克隆

和各种自动化染色平台上（Jain 等，2019 年）。这些研究一致表明，FISH 对 ALK 重
排具有 100% 的敏感性，尽管特异性不一 (83%-100%)。乙醇固定的非细胞块制剂也已

由 ALK IHC 进行了测试。除了有 2 项研究报告了对酒精固定的涂片有 100% 的敏感性

外，其他研究报告的 IHC 敏感性相对较差，从 66% 到 86% 不等（Jain 等，2019 年）

。后面的研究都没有使用高度敏感的 VENTANA ALK (D5F3) CDx 检测法，这是大多

数细胞块研究中所使用的检测方法。

如第19 章所述，ROS1 IHC 对组织标本和细胞块中 ROS1 重排的肺癌进行预筛查是

非常准确的。对于细胞学涂片和 Cytospin 标本，当在 Leica Bond 自动免疫染色仪上使

用 D4D6 兔单克隆抗体 (Cell Signaling Technology, Inc.) 时，情况似乎也是如此（Vlajnic 
等，2018 年）（图 12-6）。对于细胞学标本，目前还没有关于新的 VENTANA ROS1 
(SP384) 兔单克隆一抗方面的数据。ROS1 IHC 高度敏感，但缺乏特异性（Hung 和 
Sholl，2018 年）。该抗体染色巨噬细胞和反应性肺细胞，在非 ROS1 重排的腺癌中显

示出一定的反应性，因此建议通过 FISH 或下一代测序来确认结果。

NTRK1-3 重排检测是一种肿瘤诊断性生物标志物，用于选择接受 NTRK 抑制剂

治疗的患者，已成为 NSCC 和其他实体肿瘤的另一项必要检测。由于 NTRK 重排在 
NSCC 中的发生率非常低 (< 0.5%)，推荐采用 IHC 进行预筛查。使用抗 pan-TRK 抗
体 EPR173 的 pan-TRK IHC 已被证明在组织标本中具有敏感性和特异性。现在可以

使用一种用于 FFPE 肿瘤组织的商业 Ventana 体外诊断 (IVD) 检测方法（Hechtman 
等，2017 年）。可以预见的是，pan-TRK 也将对细胞学样本进行研究，但目前还没

有这方面的数据（图 12-7）。

A B

图 12-5. 两例间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 重排的肺腺癌的 IHC。用 5A4 抗体 (Novocastra) 对 (A) 有肺腺癌恶

性积液的细胞块（BenchMark ULTRA，3,3’-二氨基联苯胺 [DAB]，× 200）和 (B) 先前用乙醇固定和巴氏

染色的支气管针吸活检 (TBNA) 样本（Leica Bond，3-氨基-9-乙基咔唑 [AEC]，× 400）进行实验室自建检

测 (LDT)。
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简要回答

细胞学标本可用于预测 PD-L1、ALK 和 ROS1 
IHC，细胞块是目前推荐的制备方法。非细

胞块载玻片上这些预测性 IHC 的有限数据很

有希望，但需要进一步确认。

结论

毋庸置疑，细胞学标本是肺癌辅助检测的有

用和不可或缺的资源，无论是出于诊断还是

预测的目的，包括 IHC。FFPE 细胞块是首选

A B

C D

E F

图 12-6. ROS1 IHC。(A-B) 使用 Optiview DAB IHC 检测试剂盒在 BenchMark ULTRA 上进行检测的细胞块和 
(C-F) 使用 D4D6 抗体 (Cell Signal Technology, Inc.) 在 Leica Bond （AEC 作为色原）上进行检测的之前用乙

醇固定的巴氏染色标本。(A) 使用 D4D6 抗体 (Cell Signaling Technology, Inc., × 200) 的恶性积液与 c-ros 致
癌基因 1 (ROS1) 重排的肺腺癌。(B) 使用 VENTANA ROS1 (SP384) 兔单克隆一抗检测非 ROS1 重排、Kirsten 
鼠肉瘤病毒癌基因同源物 (KRAS) 突变的肺腺癌的非特异性 ROS1 染色 (× 400)。(C-D) ROS1 重排的肺腺癌

胞浆染色均匀（× 400，每例）。(E) 以 ROS1 重排的非小细胞癌 (NSCC) 细胞系 HCC78 为阳性染色对照 (× 
200)。(F) ROS1 阴性、出血性 NSCC (× 400)。

图 12-7. 证实有 CLIP1-NTRK1 基因融合的肺腺癌的

细胞。用 Abcam pan-TRK 抗体 EPR17341 进行阳性

免疫组化（细胞块，× 400）。（图片由卢塞恩的 
Joachim Diebold 提供）
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且最常用的格式，可以使用基于组织的 IHC 协议将其集成到现有技术工作流程中。

虽然 IHC 检测在经验丰富的实验室中对非细胞块细胞学标本也有效果，但还需要进

行进一步的工作。
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肺腺癌变体的免疫标志物

Mari Mino-Kenudson 和 Sanja Dacic

简介

肺腺癌变体包括浸润性粘液腺癌 (IMA)、胶体腺癌、肠型腺癌和胎儿型腺癌。它们具

有特征性的细胞形态学特征，通常不需要采用免疫组织化学法 (IHC) 来诊断。然而，

肺外转移可能具有相同的组织学特征。因此，IHC 可能有助于区分原发性肿瘤和转

移性肿瘤，而临床病理相关性往往是形成正确诊断的必要条件。此外，IHC 可能有

助于排除非恶性模拟物，从而确认 IMA 的诊断。

浸润性粘液腺癌

IMA 诊断通常是基于特征性的细胞形态：高柱状细胞，胞浆内有丰富的粘蛋白和/或
杯状细胞，这类细胞由大量肿瘤细胞组成，呈鳞状生长模式。因此，通常不需要通

过 IHC 做出诊断，但在某些情况下，IHC 可能有助于确诊。这些情况包括：(1) 支持

小组织样本的诊断；(2) 与非恶性病变相区分，包括支气管周围粘液化生和纤毛黏液

结节乳头状肿瘤（细支气管腺瘤）等。此外，普通型腺癌很少产生大量的粘液，可

能会与 IMA 相混淆。由于 IMA 的免疫特征与胰胆管和胃肠道 (GI) 原发腺癌相同，因

此 IMA 与肺外部位产生粘液的肿瘤的鉴别会具有一定的难度。

浸润性粘液腺癌的免疫特征是什么？

大多数 IMA 对甲状腺转录因子 1 (TTF1) 和天冬氨酸蛋白酶 A 呈阴性或仅局灶性免疫

反应，而几乎所有病变都表达细胞角蛋白 7 (CK7)（图 13-1）。同时，CK20 和肠道转

录因子 CDX2 在 40% 到 50% 的 IMA 中呈阳性（Yatabe 等，2019 年）。有趣的是，
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大多数 IMA，特别是那些缺乏 TTF1 表达的 IMA，会对肝细胞核因子 4α (HNF4α) 
产生反应。HNF4α 是在肝胆和胃肠道中发现的另一种核转录因子（Sugano 等，2013 
年）。

免疫染色对浸润性粘液腺癌的诊断有用吗？

肺外部位的粘液腺癌在转移到肺部时可能表现出一种多毛状的生长模式；因此，仅

从形态学的角度来区分原发肺 IMA 和这些肿瘤是极具挑战性的。遗憾的是，IHC 在

A B

C D

E F

图 13-1. (A) 浸润性粘液腺癌，表现为高柱状细胞，胞浆内有丰富的粘蛋白和分散的杯状细胞，呈腺泡

状和细毛状。(B) 病变细胞的细胞角蛋白 7 (CK7) 呈弥漫性阳性，(C) CK20 呈局灶性阳性。(D) 肝细胞核

因子 4α (HNF4α) 免疫染色突出了几乎所有的肿瘤细胞核，而 （E，箭头）甲状腺转录因子 1 的核表达 
(TTF1) 和 (F) CDX2 仅限于肿瘤细胞亚群。CK20 和 CDX2 倾向于在一处共生。值得注意的是，(E，箭头)背
景肺细胞表现出强烈的 TTF1 核表达。
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这方面可能并无用处，因为 IMA 经常表达肠道分化标志物，包括 CDX2 和 HNF4α 
以及 CK7，这些都是胰胆和上消化道原发肿瘤共有的标志物。然而，显著的 TTF1 表
达支持肺原发性肿瘤。

不过，IHC 可以用来区分 IMA 与非恶性实体。例如，在寻常型间质性肺炎 (UIP) 
患者发生的肺癌中，IMA 占很大比例（Masai 等，2016 年；Calio 等，2017 年），

而粘液性化生（通常与UIP 中发现的细支气管周围化生/牵引性细支气管扩张有关）

可能会模仿 IMA。鉴于 IMA 的形态通常分化良好，在间质纤维化背景和/或小活检

标本中诊断 IMA 可能具有挑战性。在这种情况下，一组 TTF1 (± 天冬氨酸蛋白酶 
A)、p40 和 HNF4α 染色可能有用。非肿瘤性增生保留 p40 表达的基底细胞，而不

表达 HNF4α。纤毛黏液结节乳头状肿瘤是另一种重要的鉴别诊断，因为它具有丰

富的粘液池，存在粘液细胞，以及多样化的生长模式，这与 IMA 非常相似（Lu 和 
Yeh，2019 年）。p40+ 基底细胞的缺失以及一组排列在肺泡壁或形成腺体的粘液细

胞中纤毛的缺失，可以支持 IMA 的诊断（Chang 等，2018 年）。

图 13-2E 和 F 显示了另一例间质纤维化患者的 IMA。纤维间质背景下可见轻度

不规则的粘液腺，但未见明显的细胞学异型性，支气管周围化生伴有或不伴有粘蛋

白（图 13-2E，箭头）。p40 免疫组织化学染色显示支气管和肺泡实质内有阳性细胞

核，并伴有支气管周围化生（图 13-2F）,而粘液腺组的 p40（无基底细胞）呈完全阴

性，作证了 IMA 的诊断。

简要回答

肠系膜上皮瘤常表达肠道分化标志物 CDX2、HNF4α 和 CK7，而 TTF1 和天冬氨酸

蛋白酶 A 的表达有限，因此，IMA 与肺外原发肿瘤，特别是上消化道或胰胆原发肿

瘤转移之间的鉴别可能极具挑战性，且无临床病理相关性。不过，IHC 可以用来区

分 IMA 与非恶性实体和非 IMA 腺癌。

胶体腺癌

胶体腺癌是一种极其罕见的肿瘤，其特征是黏蛋白堆积，上皮稀少，与胃肠道、卵

巢和乳腺的粘液腺癌有相似的组织学特征。因此，可能需要 IHC 来帮助诊断肺原发

性肿瘤。

胶体腺癌的免疫特征是什么？

胶体腺癌通常对肺腺癌和肠腺癌标志物都有反应性（图 13-3）。TTF1、天冬氨酸蛋白

酶 A 和 CK7 分别在 60%、50% 和 90% 的肿瘤中表达，而 CDX2 和 CK20 分别在 70% 和 
90% 的肿瘤中表达（Rossi 等，2004 年；Zenali 等，2015 年；Yatabe等，2019 年）。如
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A B

C D

E F

图 13-2. (A-D)浸润性粘液腺癌的核心活检结果显示，在肺泡壁内或在(A)轻度纤维间质背景下，有成群

的带有轻度细胞异型性的粘液细胞。甲状腺转录因子 1 (TTF1) 免疫染色突出了肺细胞，而粘液细胞对(B) 
TTF1 或(C)p40 没有反应。相反，绝大多数粘液细胞表现为(D)肝细胞核因子 4α (HNF4α) 核表达，证实

为浸润性粘液腺癌。（E 和 F)间质纤维化患者的另一例浸润性粘液腺癌。直径 1.5 厘米，边界不清的胸

膜下结节，由粘液腺组成，腺体轮廓稍不规则，但纤维间质背景无明显的细胞学异型性，支气管周围化

生伴有或不伴有粘液(E，箭头)。p40 免疫染色显示支气管和肺泡实质内有阳性细胞核，并伴支气管周围

化生(F)，而粘液腺组的 p40（无基底细胞）呈完全阴性，证实为浸润性粘液腺癌。
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A B

C D

E F

图 13-3.(A) 胶体腺癌由一个粘液池、扩张和破坏的肺泡组成，(B)罕见的粘液细胞散在灶性排列的肺泡

间隔内。(C，箭头）免疫组织化学显示甲状腺转录因子 1 (TTF1) 在肿瘤细胞中呈阴性核表达，胞浆表达

较弱。后者对鉴别诊断没有帮助。(D)肿瘤表现为弥漫性 CK7 表达和 (E，箭头）局灶CK20 表达。(F)CDX2 
也突出了大多数肿瘤核。这种肺和肠道标志物的混合表达模式是胶体腺癌的特征。
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果将这些标志物与 GATA3、雌激素受体 (ER) (乳房胶质癌)和 PAX8（卵巢黏液性癌）

结合起来，可能有助于区分肺原发肿瘤和其他部位的转移。遗憾的是，在这种情况

下，IHC 无法始终提供明确的结论，因为并不是所有的转移性肿瘤都复制了原发部位

的表达模式。因此，临床病理相关性始终很重要。

简要回答

一组 IHC（CK7、CK20、TTF1、napsin A、CDX2 和其他肺外部位特异性标志物）可

用于区分肺胶体腺癌和肺外部位转移性粘液腺癌。

肠型腺癌

肠型腺癌是一种罕见的肺腺癌变体，类似于发生在结肠直肠的腺癌。因此，诊断需

要排除结直肠原发部位的转移（Travis 等，2015 年）。仔细的临床病理相关性和IHC 
检查是有帮助的。

区分肺肠型腺癌和转移性结直肠癌的最佳IHC 组合是什么？

不出所料，肺肠型腺癌通常表达肠道标志物。一半的肿瘤表达 CK20 和 CDX2，而 
TTF1 和天冬氨酸蛋白酶 A 的表达只限于三分之一的病例。在这种情况下，将 CK7 
和 SATB2 纳入 IHC 组合可能有帮助，尽管数据显示鉴别能力可能很弱。CK7 通常

在大约 85% 的肺腺癌中呈强弥漫性，但在高达 27% 的结直肠腺癌中呈弱局灶性，

而 SATB2 的情况通常相反；在 85% 的结直肠癌 (CRC) 中呈强弥漫性，在大约 14% 
的肺腺癌中呈弱局灶性（Lin 等，2013 年；Jurmeister 等，2019 年；Gu 等，2019 
年；Zhang 等，2019 年；Bian 等，2017 年；Matsushima 等，2017 年）。

简要回答

一组 IHC（包括 CK7 和 SATB2）可能有助于区分肺肠型腺癌和转移性结直肠腺癌 

（图 13-4）。

胎儿型腺癌

胎儿型腺癌类似于胎肺的假腺期，其特点是腺体结构复杂，由富含糖原的无纤毛细

胞组成。关于低级别和高级别的胎儿型腺癌，已经有相关描述。低级别腺癌在疏松

的纤维粘液间质背景下表现出低的核异型性和桑椹状形成，而高级别的腺癌则表现

出更突出的核异型性，缺乏桑椹状、坏死，并过渡到普通型腺癌的一个次要组成部

分（Travis 等，2015 年）。可能需要一组 IHC 来区分肺胎儿型肺腺癌和转移性子宫

内膜腺癌。
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低级别和高级别的胎儿型腺癌的免疫特征是什么？

低级别胎儿型腺癌表达 TTF1，并显示出异常的 β-连环蛋白核定位，通常位于桑

葚胚中，而高级别形式保留了 β-连环蛋白的胞浆膜染色，TTF1 的表达仅见于大约 
50% 的高级别肿瘤中（图 13-5 和 13-6）。90% 以上的低级别肿瘤携带对突触素和/或
嗜铬粒蛋白有免疫反应的神经内分泌细胞，而只有大约 50% 的高级别肿瘤含有这种

细胞（Nakatani 等，2002 年，2004 年；Morita 等，2013 年；Suzuki 等，2015 年）。

A B

C D

E F

图 13-4. 肠型腺癌示例。(A) 肿瘤由高大的柱状细胞组成，有高色素的核形成腺体。管腔坏死也很明

显。(B) 几乎所有肿瘤细胞都对细胞角蛋白 7(CK7) 呈阳性反应；(C) 部分肿瘤细胞有 CK20 表达；(D) 甲
状腺转录因子 1 (TTF1) 仅突出包裹的肺细胞，而不突出肿瘤细胞。(E) 绝大多数肿瘤细胞对 CDX2 也有反

应，但 (F，箭头)仅有一小部分显示 SATB2 弱表达。CK7 和 SATB2 的这种表达模式与原发性肺肿瘤一致。



110 IASLC 诊断免疫组织化学图谱

有趣的是，高级别胎儿型腺癌经常表达癌胚蛋白，例如甲胎蛋白、glypican 3 和/或 sal 
样蛋白 4 (SALL4)（Morita 等，2013 年；Suzuki 等，2015 年）。无论是低级别还是高

级别的胎儿型腺癌都不表达 ER、孕激素受体 (PR) 或 PAX8，这些表达通常见于子宫

内膜腺癌。

简要回答

低级别胎儿型腺癌的特征是 异常的 β-连环蛋白核定位，通常在桑葚胚中中，而高级

别胎儿型腺癌通常表达癌胚蛋白：甲胎蛋白、glypican 3 和/或  SALL4。此外，可能需

要一组 IHC（包括 TTF1 和 PAX8）来区分肺胎儿型肺腺癌和转移性子宫内膜腺癌。

结论

一组 IHC 可用于诊断肺部胶体腺癌或肺部肠型腺癌（CK7、CK20、TTF1、天冬氨酸

蛋白酶 A、CDX2 和 SATB2）以及区分胎儿型腺癌和转移性子宫内膜腺癌（TTF1 和 
PAX8）。而仅根据形态学和 IHC，区分 IMA 和来自胰胆管或胃肠道部位的转移瘤可

A B

C D

图 13-5. (A，箭头）低级别胎儿型肺腺癌，其特征是腺体结构复杂，由富含糖原的无纤毛细胞和与(B)
β-连环蛋白核表达相关的桑椹状结构组成。(C)大多数肿瘤细胞呈不同强度的甲状腺转录因子 1 (TTF1) 
核染色，(D)突触素突出肿瘤中分散的神经内分泌细胞群。肿瘤细胞雌激素受体 (ER)、孕激素受体 (PR) 
和 PAX8（未显示）均为阴性。
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能极具挑战性。相反，当病变组织有限，或鉴别诊断中存在非恶性实体时，将 IHC 
与 TTF1、p40 和/或 HNF4α 相结合可能有助于诊断 IMA。
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其他罕见肿瘤的免疫标志物

Anja C. Roden 和 Yuko Minami

简介

除了前面几章已经讨论过的一些肿瘤外，其他罕见的原发性肿瘤发生在胸部，从良性病变

（如支气管腺瘤）到恶性肿瘤（如睾丸核蛋白 [NUT] 癌和唾腺型肿瘤）。及时诊断这些肿

瘤对于患者的治疗和管理非常重要，对于这些肿瘤的一个亚群而言，尽早加入临床试验也

很重要（例如，用于治疗 NUT 癌的含溴结构域及超末端结构 [BET] 域家族抑制剂 [Salati 
等，2019 年]）。其中一些肿瘤，如肺腺瘤或硬化性肺泡细胞瘤，主要通过苏木精-伊红 
(H&E) 诊断，但另一些需要免疫染色来确定诊断或确认 H&E 印记，特别是在较小的活检

中。此外，有些肿瘤可能难以与形态学上的模拟物区分开来；腺癌经常被列入肺泡腺瘤、硬

化性肺泡细胞瘤或细支气管腺瘤/纤毛黏液结节乳头状肿瘤 (CMPT) 的鉴别诊断中。其中

一些肿瘤是由基因改变定义的（表 14-1）。然而，免疫组织化学 (IHC) 在某些情况下确实可

以发挥作用。

IHC是 否有助于诊断肺泡腺瘤？

甲状腺转录因子 1 (TTF1)、泛角蛋白、上皮膜抗原 (EMA) 和表面活性蛋白 A (SP-A) 突出

显示单层平坦、立方或扁平的 II 型肺细胞（图 14-1B，箭头），这些细胞排列在囊肿内，

覆盖在富含纺锤体的间质上。这些间质细胞（图 14-B，箭头）可能表达 CD34，也可能表达 
S100 和平滑肌肌动蛋白 (SMA)。肺泡腺瘤一般为 H&E 诊断，但 IHC 可用于确诊或将这

种肿瘤与缺乏角蛋白阳性囊衬细胞的淋巴管瘤以及硬化性肺细胞瘤区别开来。在肺泡腺

瘤中，TTF1 只对囊肿衬里细胞进行染色，而在硬化性肺泡细胞瘤中，腔细胞和间质细胞
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都表达 TTF1（见“免疫标志物可用于区分硬化性肺泡细胞瘤和腺癌吗？”）（Sak 等，2007 
年；Burke 等，1999 年；De Rosa 等，2012 年）。

简要回答

虽然主要是 H&E 诊断，但 IHC 对突出肺泡腺瘤的肿瘤性肺细胞和间充质基质是有价值的

（图 14-1）。

p40 IHC 在 CMPT 的诊断中是否有作用，可将其与腺癌区分开来？

与鳞状细胞分化相关的基底细胞标志物，包括 p40、p63 和细胞角蛋白 5/6 (CK5/6)，突出了

病变柱状细胞下完整的基底细胞层（图 14-2B，箭头），这有助于将 CMPT 与缺乏基底细胞

层的腺癌区分开来。Ki-67 增殖指数低，据悉，CMPT 中肿瘤细胞核染色值小于 1% 到小于

5%，单个病例的增殖指数为 10%（Lu 和 Yeh，2019 年；Shao 等，2019 年，Kataoka 等，2018 
年）。MUC5AC 和 EMA 在纤毛细胞中有不同程度的表达。CK7、CK20、TTF1、天冬氨酸

蛋白酶 A 和 CDX2 通常对这种区分没有帮助，因为与肺腺癌相似，CMPT 中纤毛柱状细胞 
(图 14-2B，箭头）和杯状细胞表达 CK7，大多数也呈 TTF1 阳性；而 CK20、CDX2 和天冬

氨酸蛋白酶 A 通常为阴性（Shao 等，2019 年；Kashima 等，2019 年；Lu 和 Yeh，2019 年）。

简要回答

基底细胞标志物，如 p40、p63 和 CK5/6，有助于识别 CMPT 中的双上皮细胞层（图 14-2）。

NUT 癌的免疫特征是什么？

部分 NUT 癌可能对角蛋白、鳞状分化的标志物和其他标志物呈阴性（图 14-3A-D）。然
而，许多这些肿瘤至少显示出各种角蛋白的局灶性表达，包括泛角蛋白 (77%)、OSCAR 角
蛋白和 CK7，以及与鳞状分化有关的标志物，如 p40、p63 (90%) 和 CK5/6。它们有时可

表 14-1.罕见胸部肿瘤高度特异性的基因改变

肿瘤 基因改变

存在基因改变的肿

瘤，% 针对致癌基因的抗体

支气管肺粘液表皮样癌 t(11;19)(q21;p13)  
CRCT1-MAML2a

67-100 无

NUT 癌 t(15;19)(q14;p13.1) BRD4-NUTb

BRD3-NUT

与其他非 BRD 基因（如 NDSD3、 

ZNF532）c的 NUT 变异体融合

70-86 (BRD4-NUT) NUT（克隆 C52B1）

腺样囊性癌d t(6;9)(q22-23;p23-24)  
MYB-NFIB

41-50 MYB (59%)e

缩略词：BRD = 含溴结构域及超末端结构 (BET) 域的蛋白质；MYB = 成髓细胞原癌基因，转录因子；NUT = 睾丸核蛋白。

a Roden 等，2014 年；Achcar Rde 等，2009 年；Huo 等，2015 年。

b French 等，2003 年；Chau 等，2016 年。

c French 等，2014 年；Alekseyenko 等，2017 年。

d Roden 等， 2015 年；Brill 等，2011 年。

e Vallonthaiel 等，2017 年；Poling 等，2017 年。
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能在表达 p63 的相同肿瘤细胞中表达 TTF1，这可能意味着 NUT 癌，尽管这也可以见于

分化不良的腺癌（见第 8 章）。有些 NUT 癌细胞也表达 EMA (75%)、CD34，和/或 CD99
（Evans 等，2012 年）。NUT IHC 阳性足以做出诊断，但可以通过荧光原位杂交 (FISH) 或
逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR) 确认 NUT 重排（图 14-4）（French，2012 年）。

A B

C D

E

KeratinTTF1

CD34

图 14-1. 肺泡腺瘤。(A) 低倍镜下可见肺泡腺瘤的囊性外观，(B) 再加上空间内衬的鞋钉细胞（箭头），尽管

基质的组织学（箭头）可能会引起与淋巴管瘤或硬化性肺泡细胞瘤的区别。(C) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 和
(D) 细胞角蛋白的染色突出了衬里细胞的肺细胞分化。(E) 间质细胞 TTF1 阴性，CD34 通常为阳性。放大倍数 
(A) H&E，×40；(B) H&E, ×400；(C) TTF1（克隆 SPT24），×400；(D) pankeratin（克隆 AE1/AE3），×400；和 (E) 
CD34，×400。
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简要回答

除了 NUT 表达外，还经常表达角蛋白和基底细胞标志物，但也可能发现 TTF1 和 EMA。

NUT 在 NUT 癌中的表达模式是什么？

简要回答

NUT 癌的特征和诊断依据是超过 50% 的肿瘤细胞呈核斑点模式（Haack 等，2009 
年；French，2018 年）（图 14-4）。NUT 免疫染色具有敏感性 (87%) 和特异性（排除精原细

胞瘤后 100%）[French，2018 年])。

A B

C D

E F

Ki-67

MUC5AC

p40

TTF1

图 14-2. 纤毛黏液结节乳头状肿瘤(A) 这些肿瘤在低倍镜下看起来边界模糊，但没有包膜(B) 包含具有双层 

（箭头）的上皮衬里空间（箭头）。(C) 通过 p40 染色可以突出这一点。衬里细胞 (C) Ki-67 指数低，(D)  甲状腺

转录因子 1 (TTF1) 阳性。纤毛细胞可能为 MUC5AC 阳性。放大倍数 (A) H&E，×12.5；(B) H&E，×400；(C) p40， 

×400；(D) Ki-67，×400；(E) TTF1（克隆 SPT24），×400；和 (F) MUC5AC，×400。
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A B

C D

E F

OSCAR Keratin

G H

TTF1p40

图 14-3. 睾丸核蛋白 (NUT) 癌。(A) 该细胞瘤的特征是（E 和 F）上皮样细胞不粘连，间质呈透明状，坏死，局灶

性鳞状分化。(C) 细胞角蛋白的免疫组织化学 (IHC) 可以是灶性的，也可以是阴性的，但 （G 和 H）p40 和甲状

腺转录因子 1 (TTF1) 在同一细胞中可以呈双阳性。放大倍数 （A 和 E）H&E，×40；（B、C 和 F）H&E， ×400； 

(D) 角蛋白（克隆 OSCAR），×400；(G) p40，×400；和 (H) TTF1（克隆 SPT24），×400。
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免疫标志物可用于区分硬化性肺泡细胞瘤和腺癌吗？

H&E 表面立方细胞（图 14-5B，箭头）上两个不同的细胞群的识别，在形态和免疫表型上

与 II 型肺细胞和基质圆形细胞（图 14-5B，箭头）相似，对于诊断和鉴别该肿瘤与腺癌非

常重要。有区别地突出这两种细胞群并因而有助于与腺癌进行区分的标志物包括泛角蛋

白 (AE1/AE3)、天冬氨酸蛋白酶 A 以及表面活

性蛋白（SP-A 和 SP-B）标志物（如果有），它们

几乎选择性地突出表面细胞成分（表 14-2）。
虽然在 Rodriguez-Soto 等人 (2000） 的研究中

显示，孕激素受体在大多数情况下只突出圆形

细胞成分，但这一点尚未得到证实。TTF1 在这

两种成分中都有表达，虽然它可能总体上对硬

化性肺泡细胞瘤的诊断有用，但它无助于与肺腺

癌的鉴别（Devouassoux-Shisheboran 等，2000 
年；Schmidt 等，2012 年）。

A

NUT

图 14-4. 睾丸核蛋白 (NUT) 免疫组化染色。超过 
50% 的细胞有核染色，通常呈斑点状。(A) 放大倍数  
×600。

A B

C D

TTF1Pankeratin

图 14-5. 硬化性肺泡细胞瘤。(A) 低倍镜显示硬化性和乳头状结构，高倍镜 (B)  显示间质圆形细胞群（箭头）

和上皮衬里（箭头）。(C) 细胞角蛋白染色仅在衬里细胞呈阳性，而 (D) 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 则同时突出

圆形细胞和衬里细胞。放大倍数 (A) H&E，×40；(B) H&E，×400；(C) 泛角蛋白（克隆 AE1/AE3），×400；和 (D) 
TTF1（克隆 SPT24），×400。
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简要回答

免疫染色可能有助于诊断硬化性肺泡细胞瘤，通过帮助识别具有不同免疫特征的 2 个细

胞区室；角蛋白和 TTF1 是这种区别的关键因素（图 14-5）。

唾腺型肿瘤

免疫标志物有助于诊断肺粘液表皮样癌吗？

低级别粘液表皮样癌的诊断通常基于 H&E 染色，显示存在 3 种细胞类型—粘液（图 14-6B，
箭头）、表皮（图 14-6B，箭头）和中间细胞，并且缺乏角质化。如有必要，可通过 MAML2 重
排研究确认诊断（表 14-1）。在小活检或高级别粘液表皮样癌中，诊断可能具有一定的难度。

在这些病例中，当 p63、p40和 CK5/6 突出显示表皮样细胞亚群，且 TTF1 和天冬氨酸蛋白酶

呈阴性时，免疫染色可以帮助诊断（Roden 等，2014 年；Huo 等，2015 年）。粘蛋白染色，如粘

液胺或阿新蓝/高碘酸希夫 (PAS)，可以用来突出粘液细胞中的胞质粘蛋白。肺粘液表皮样癌

中 p40 的敏感性可能低于 p63（Roden 等，2014 年）。同样，如果有疑问，应该进行 MAML2 
重排研究以确定诊断（Roden 等，2014 年；Huo 等，2015 年）。

简要回答

p63、p40 或 CK5/6 的 IHC 用途有限，可以会突出表皮样细胞成分（图 14-6）。TTF1 和天冬

氨酸蛋白酶应为阴性。

表 14-2. 硬化性肺泡细胞瘤细胞成分表达的抗原。 

抗体

表面立方细胞 基质圆细胞

细胞染色a ≥ 10% 或 1% 的 % 病例

TTF1 97a-100b,c 92a-100b,c

泛角蛋白 100 1

CAM5.2 73 17

角蛋白 903 0 0

CK7 100 31

Pro SP-A, p 92 0

Pro SP-B, p 100 0

天冬氨酸蛋白酶 A 100b 17d

缩略词：CK7 = 细胞角蛋白 7；SP-A = 表面活性蛋白 A；SP-B = 表面活性蛋白 B；TTF1 = 甲状腺转录因子 1。
a 未提供克隆。

b 1% 的细胞染色。

c 克隆 8G7/G3/1。
d 在 1%-25% 的细胞中。

来源：Devouassoux-Shisheboran 等，2000 年；Schmidt 等，2012 年。
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免疫染色是否有助于肺腺样囊性癌的诊断及其与非小细胞癌和小细胞癌的区别？

一般来说，腺样囊性癌的诊断可以通过 H&E 染色来实现（图 14-7）。为了帮助确认诊断，可

以对通常表达 CD117 和 EMA 的导管/管腔细胞进行免疫染色，而肌上皮/外周细胞对 p63、 

S100、SMA、肌肉特异性肌动蛋白 (MSA) 和钙蛋白 (Calponin) 呈阳性（Roden 等，2015 
年；Nambodiripad， 2014 年）。角蛋白对区分这两种细胞成分没有帮助，因为它在两种

细胞中都有表达。CD117、p63 和 S100 可能有助于确定疑难病例的诊断，如实体模式或小

活检，因为这些染色不同程度地突出了两种不同的细胞群。然而，鉴别诊断为腺样囊性癌

的其他肺癌也可能表达（至少局灶性表达）这些标志物。MYB 基因重排研究和/或 MYB 
蛋白免疫染色对部分病例可能有帮助，尽管后者仍需要在更大规模的研究中加以验证 

（表 14-1）（Roden 等，2015 年；Brill 等，2011 年；Vallonthaiel 等，2017 年；Poling 等，2017 
年）。

简要回答

与粘液表皮样癌一样，腺样囊性癌的诊断通常基于 H&E 染色。然而，当 CD117 可以突出

导管/管腔细胞而 p63 和 S100 染色肌上皮/外周细胞时，IHC 可能有助于识别双细胞群，

尤其是在形态学上具有挑战性的样本中。

A B

C D

TTF1p40

图 14-6. 粘液表皮样癌。低倍变囊性实性嵌套瘤 (A) 在高倍镜下 (B) 显示均匀的上皮样细胞（箭头）和粘液

阳性细胞（箭头）。(C) p40 的免疫组织化学 (IHC) 在部分细胞亚群呈阳性，突出了双细胞群，但 (D) 甲状腺转

录因子 1 (TTF1) 在该肿瘤中呈阴性。放大倍数 (A) H&E，×40；(B) H&E，×400；(C) p40，×400；和 (D) TTF1， 

×400。
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免疫组织化学染色是否有助于诊断肺上皮-肌上皮癌？

肺上皮-肌上皮癌由 2 个细胞群组成，即对角蛋白呈阳性的上皮细胞（图 14-8B-E，箭头）

和对 p63、p40、S100、SMA、MSA 呈阳性，以及对角蛋白、CD117 和胶质纤维酸性蛋

白 (GFAP) 呈弱阳性的肌上皮细胞(图 14-8B-E，箭头)（Dimitrijevic 等，2015 年；Gule-
ria 等，2019 年）。上皮细胞很少表达 TTF1和 SP-A（所谓肺细胞性腺肌上皮瘤 [Chang 
等，2007 年]）。p63、S100、角蛋白、CD117 和粘蛋白可以帮助区分这种肿瘤和粘液腺癌；但

是，由于免疫特征相似，与腺样囊性癌的区分可能具有挑战性（图 14-8）。

简要回答

与其他唾腺型肿瘤一样，IHC 仅有助于在 H&E 染色切片的正确形态背景中识别定义病变

的不同细胞群。

结论

在罕见胸部肿瘤中，IHC 在与常见肿瘤的鉴别诊断中最有用。但不可避免的是，因为大多

数病理学家不熟悉这种罕见实体，所以需要借助于 IHC 的帮助来提供支持性证据。有些

罕见胸部肿瘤由两种或两种以上的细胞成分组成，虽然通常可以在切除标本中通过 HE 鉴
定，但在小活检、高级别肿瘤或有实体生长模式时，这可能比较困难。此外，许多这样的肿

A B

C D

p63CD117

图 14-7. 腺样囊性癌。(A) 该细胞肿瘤具有典型的结构完好的腺体结构，具有(B) 双衬里，（C 和 D）CD117 和 
p63 染色突出的腺体结构。放大倍数 (A) H&E，×40；(B) H&E，×400；(C) CD117，×400；和 (D) p63，×400。



122 IASLC 诊断免疫组织化学图谱

瘤，如唾腺型肿瘤或 NUT 癌，并不具有胸部肿瘤特异性，可在身体其他部位看到。这些肿

瘤的免疫表型与发生在其他部位的肿瘤相同，因此必须通过临床病理相关性来排除转移性

疾病。肺部或胸部没有特异性标志物可以帮助区分。

A B

C D

E

p63Pankeratin

S100

图 14-8. 肺上皮-肌上皮癌。(A) 这个由弥漫性腺体形成的肿瘤(B) 有双层，外层显示双层群体（箭头），(B) 外
层（箭头）显示与肌上皮细胞一致的透明细胞。(C) 泛角蛋白染色的是管腔群体（箭头），而非基础群体（箭

头），而(D) p63 和 (E) S100 突出显示的是基础群体（箭头），而非管腔群体（箭头）。放大倍数 (A) H&E，×40； 

(B) H&E，×400；(C) pankeratin，×400（克隆AE1/AE3）；(D) p63，×400；和 (E) S100，×400。
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胸肉瘤免疫标志物

Akihiko Yoshida 和 Anja C. Roden

简介

胸腔内有多种肉瘤表型的肿瘤，包括肉瘤样癌、肉瘤样间皮瘤和真肉瘤。诊断工作

始于临床放射学背景下的传统组织学；然而，在大多数情况下，免疫组织化学 (IHC) 
对于诊断评估是必要的。分子分析对于诊断具有特殊遗传异常的肿瘤也是有帮助

的，有时也是必要的，例如滑膜肉瘤（SS18-SSX 融合）和尤文肉瘤（EWSR1-ETS 融
合）。起源于胸腔的肉瘤性间皮瘤很可能是肉瘤样癌或肉瘤样间皮瘤。因此，对

肉瘤的诊断应该非常谨慎，特别是当形态学和免疫表型与老年患者的特定类型肉

瘤不一致时。肉瘤样癌和间皮瘤一般呈细胞角蛋白阳性，应使用广谱抗角蛋白，

如 AE1/AE3 进行检测。然而，有些肉瘤也可能呈细胞角蛋白阳性，因此，需要更具

特异性的标志物来进行分化。有些肉瘤样癌和肉瘤样间皮瘤的分化很差，甚至无法

通过免疫组化检查找到其来源，如果缺乏背景信息，可能难以将其与真正的肉瘤进

行区分。

哪些免疫标志物可用于诊断所谓的 SMARCA4 缺失性胸部恶性肿瘤？

虽然最初提出的术语，即 SMARCA4 缺失性胸肉瘤在文献中被广泛使用（Le Loarer 
等，2015 年；Perret 等，2019 年；Sauter 等，2017 年；Yoshida 等，2017 年），但最

近的数据表明其中许多病例都起源于上皮（Rekhtman 等，2020 年），这引发了关于

适当术语的争议。2020 世界卫生组织 (WHO) 分类使用的术语是胸部 SMARCA4 缺失

性未分化肿瘤。
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除了经典的组织学之外，该实体的定义特征是 SMARCA4 (BRG1) 缺失。与内

皮细胞或炎症细胞等内部阳性对照相比，SMARCA4 的表达通常完全丧失（Perret 
等，2019 年；Sauter 等，2017 年；Yoshida 等，2017 年）。此外，SMARCA2 (BRM) 
染色在绝大多数情况下是缺失的（Perret 等，2019 年；Yoshida 等，2017 年），

但 SMARCB1（整合酶相互作用物 1 [INI1]）的表达总是会被保留。病例可以表达 
spalt 样转录因子 4（sal 样蛋白 4 [SALL4]）、CD34 或 SOX2（Perret 等，2019 年；Y-
oshida 等，2017 年），SALL4 表达可能会导致误诊为生殖细胞瘤。细胞角蛋白通常

A B

C D E

GF

图 15-1. (A) 胸部肿瘤 SMARCA4 缺失性未分化肿瘤。(B) 在完整的阳性对照如内皮细胞或炎症细胞

中，SMARCA4 的表达通常完全丧失。(C) 在绝大多数病例中，SMARCA2 (BRM) 染色丢失。SMARCB1 
（整合酶相互作用物 1）[INI1]) 的表达始终保持不变。许多病例表达 (D) spalt 样转录因子 4（sal 样蛋白 4 
[SALL4]）和 (E) CD34。(F) 细胞角蛋白应该是局灶性的或阴性的，(G)claudin-4 应该是阴性的。
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以局灶性方式表达，弥漫性强固相胞浆细胞角蛋白染色非常罕见，建议诊断为癌

或间皮瘤。Claudin-4 在大多数情况下呈阴性。例外病例可能表达甲状腺转录因子 
1 (TTF1)。它们的睾丸细胞核蛋白 (NUT)、 

肌间线蛋白、肌细胞生成素和 S100 均为阴

性。SMARCA4 表达缺失并非特定于胸部 
SMARCA4 缺失性未分化肿瘤，因为它可见

于各种器官的癌症，包括肺癌、卵巢小细胞

癌、高钙血症型和中枢神经系统的一组非典

型畸胎样横纹肌样瘤（图 15-1A-G）。

在一小部分病例中，与对照细胞相

比，SMARCA4 染色可能显著减少，但仍

然可见（Yoshida 等，2017 年；Rekhtman 
等，2020 年），如图 15-2 所示。

简要回答

胸部 SMARCA4 缺失性未分化肿瘤显示 SMARCA4 (BRG1) 的免疫染色缺失或显著降

低 (BRG1)。

在评估胸部肿瘤时，何时应考虑 SMARCA4 染色？

肺腺癌、大细胞癌和多形性癌的小部分亚型缺乏 SMARCA4 免疫反应性（Matsubara 
等，2013 年；Oike 等，2013 年；Yoshimoto 等，2015 年）。这种亚型癌往往表现组

织学分化差，通常呈 TTF1 阴性。这些肿瘤不符合胸部 SMARCA4 缺失性未分化肿瘤

的组织学标准，因为它们缺乏未分化的组织学，这些组织学由相对单调的轻度松散

的圆形细胞组成（有或没有横纹肌样成分），类似于恶性横纹肌样瘤或上皮样肉瘤

的近端变体（图 15-3）。当有明显的上皮分化，如粘连片、腺体形成、乳头状结构

图 15-2. 与内部对照相比，SMARCA4 染色可能会减

少，但却可见。

A B

图 15-3. (A and B) 一个明确的癌症病例显示缺少 SMARCA4 染色。
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或角质化时，SMARCA4 染色不是常规的诊断指征。最近的一项研究也发现了少量的

复合肿瘤，包括并列的明确的癌细胞成分（Rekhtman 等，2020 年）。

简要回答

SMARCA4 染色应在形态学未分化、相对单调、不粘或横纹肌样肿瘤中进行，而不是

更普遍地在形态学未分化癌中进行。

哪些免疫标志物可用于证明血管内皮分化？

血管内皮标志物的可靠组合是 ERG 和 CD31，它对 95% 以上的血管内皮瘤进行染色

（Miettinen 等，2011 年）。内皮瘤的 ERG 核表达通常是弥漫的，而且很强，而有

些癌的核 ERG 表达通常是阴性的或至多是局灶性的弱表达。CD31 的表达通常在内

皮细胞中呈弥漫性和膜状。（图 15-4）。其他内皮标志物包括  CD34、FLI1 和因子 
VIII 相关抗原，但它们的敏感性和特异性不够，因此不推荐作为内皮分化的决定性

标志物。

CD31 也在巨噬细胞/组织细胞中表达（图 15-5）。肿瘤浸润性组织细胞 CD31 的
强表达不应被误解为肿瘤的反应性和内皮分化的证据（McKenney 等，2001 年）。 

A B C

图 15-4. 上皮样血管肉瘤(A)，免疫组织化学染色(B)CD31弥漫性膜染色，和(C)ERG 强核染色。

图 15-5. 肺泡巨噬细胞免疫组织化学检测 CD31。 图 15-6. 上皮样血管肉瘤细胞角蛋白免疫组织化学

染色呈阳性。
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ERG 在血淋巴细胞、软骨细胞、上皮样肉瘤、前列腺癌亚群和尤文肉瘤中也有表

达。

细胞角蛋白的表达在上皮样血管内皮肿瘤中相对常见，不应作为上皮分化的证据

（图 15-6）。

简要回答

ERG 和 CD31 是有用的内皮标志物。其他标志物，如 CD34 和 FLI1，可能有用，但不

太确定。

哪些免疫标志物可用于对恶性血管内皮瘤进行亚型分型？

血管肉瘤和上皮性血管内皮瘤 (EHE) 是 2 种不同的恶性血管内皮肿瘤，可能产生于

肺部和胸膜。通常，形态学可以区分这 2 种实体。除了在这两种肿瘤中发现的内皮

细胞标志物外，没有其他针对血管肉瘤的特异性标志物。

95% 以上的 EHE 携带 WWTR1-CAMTA1 融合，因此，钙调蛋白-结合转录激活因

子 1 (CAMTA1) IHC 在肿瘤细胞核内呈弥漫性表达。（Shibuya 等，2015 年；Doyle 
等，2016 年）（图 15-7）。

A B

图 15-7. (A)上皮样血管内皮瘤 (EHE)，显示(B)钙调蛋白结合转录激活因子 1 (CAMTA1) 强核表达。

A B

图 15-8. (A)TFE3 重排上皮样血管内皮瘤 (EHE)，显示(B)转录因子 E3 (TFE3) 核反应性。
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其余不到 5% 的 EHE 携带 YAP1-TFE3 融合，因此，它们对核转录因子 E3 (TFE3) 
的反应性是弥漫性阳性（图 15-8） （Antonescu 等，2013 年）。

有些 EHE 表现出侵略性的组织学，其 CAMAT1 反应性（在上皮性血管肉瘤中缺

乏）有助于解决鉴别诊断（图 15-9）。

简要回答

CAMTA1 和 TFE3 的 IHC 是易位的替代物，可用于血管肿瘤亚分类。

哪些免疫标志物可用于区分滑膜肉瘤及其模拟物？

滑膜肉瘤的细胞角蛋白和/或上皮膜抗原 (EMA) 在 80% 到 90% 的病例中呈阳性，EMA 
染色通常比细胞角蛋白染色更广泛（Pelmus 等，2002 年）（图 15-10）。相反，许

多其他具有肉瘤样组织学的肿瘤（如肉瘤样癌）可能表达 EMA 和细胞角蛋白，因

此，对于滑膜肉瘤的诊断，不能过度依赖这些标志物。与孤立性纤维瘤相比，滑膜

肉瘤通常呈 CD34 阴性（Pelmus 等，2002 年），它们缺乏信号转导和转录激活因子 6 
(STAT6) 染色。p40有助于区分滑膜肉瘤和 A 型胸腺瘤。在 90% 的滑膜肉瘤中观察到中

度到强度的转导蛋白样增强蛋白 1 (TLE1) 的核表达（图 15-10C）；然而，这并不完全

是特异性的（Terry 等，2007 年；Kosemehmetoglu 等，2009 年；Foo 等，2011 年）。 

与背景内皮细胞和炎症细胞的完整强度相比，90% 的病例中的 SMARCB1 (INI1) 
的表达有所降低，这被认为是梭形细胞肿瘤中滑膜肉瘤的特异性（Ito 等，2016 
年；Arnold 等，2013 年）（图 15-10D）。

许多滑膜肉瘤表达 CD56（Hartel 等，2007 年），少数病例突触素呈阳性（Satoh 等，2015 
年），这种表型可能会导致误诊为神经内分泌癌，特别是在小活检中。（图 15-11）。

A B

图 15-9. (A)具有侵袭性形态的上皮样血管内皮瘤 (EHE) 显示(B)钙调蛋白结合转录激活因子 1 (CAMTA1) 染
色阳性。这证实了该诊断。
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简要回答

细胞角蛋白和 TLE1 的 IHC 相关阴性，可有助于滑膜肉瘤的诊断。但是，疑难病例可

以通过荧光原位杂交 (FISH) 或分子检测来确认。

A B

C D

图 15-10. 滑膜肉瘤免疫组织化学。(A)单相滑膜肉瘤对于(B)细胞角蛋白呈局灶性阳性，但显示出(C)分裂

蛋白 1 (TLE1) 核表达的弥漫性转导素样增强子。与内皮细胞相比，SMARCB1（整合酶相互作用物 1 [INI1]） 

的减少是一种已知的染色模式，如 (D) 所示。

A B C

图 15-11. (A)具有小细胞形态的滑膜肉瘤，其中(B)角蛋白和(C)突触素的阳性在这种情况下可以模拟小细

胞癌。
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哪些免疫标志物可用于评估孤立性纤维瘤？

几乎所有孤立性纤维瘤 (SFT) 都携带特异融合 NAB2-STAT6。这种融合导致 STAT6 
蛋白在细胞核中异常积聚，很容易被检测到强烈的核 STAT6 免疫染色（图 15-12A 
和 B）。这种反应性在 SFT 的广泛组织学范围内都能观察到，并被认为是一种高度敏

感和特异的诊断标志物（Doyle 等，2014b；Yoshida 等，2014 年）。CD34 在 90% 以
上的 SFT 中呈阳性表达，但染色可为局灶性，甚至缺失，尤其在恶性 SFT 中。虽然 
bcl-2 通常是阳性的，但这种标志物没有特异（图 15-12C 和 D）。

STAT6 IHC 的性能明显会受到固定的影响。例如，大型切除标本往往只在外围

显示反应性，而样本中心是阴性的（图 15-13A），需要仔细寻找阳性区域（Yoshida 
等，2014 年）。

虽然可以通过单克隆 STAT6 抗体进行明确的解释（Cheah 等，2014 年），但在非 
SFT 肿瘤中，多克隆 STAT6 抗体有时会在细胞质和细胞核中产生模糊反应，应谨慎

进行解释（图 15-13B）。由于 STAT6 扩增，一小部分去分化脂肪肉瘤 (~10%) 显示出 
STAT6 免疫反应性（Doyle 等，2014a）（图 15-13C）。

简要回答

STAT6 使用单克隆抗体，是 SFT 的敏感且相对特异的标志物。

A B

C D

图 15-12. (A)孤立性纤维瘤，(B)核信号转导和转录激活子 6 (STAT6)，和(C)阳性 CD34。然而，CD34 在某

些情况下是阴性的(D)，特别是恶性肿瘤。



133胸肉瘤免疫标志物

免疫标志物是否有助于炎性肌纤维母细胞瘤的诊断？

大约 60% 到 70% 的炎性肌纤维母细胞瘤 (IMT) 携带 ALK 融合，并有许多不同的配对

基因（图 15-14）。有些融合（例如 PPFIBP1-ALK）表达低水平的间变性淋巴瘤激酶 
(ALK) 蛋白，因此为了实现最佳检测，建议使用高灵敏度的 ALK 克隆，如 D5F3、1A4 

A B

C

图 15-13. 信号转导和转录激活因子 6 ( STAT6) 免疫组织化学的缺陷。(A)固定可导致肿瘤组织中的周

边染色模式。(B)未分化的多形性肉瘤，用多克隆试剂显示细胞质浆/细胞核 STAT6 反应性，不应将其

解释为孤立性纤维肿瘤 (SFT) 的诊断阳性。(C)去分化脂肪肉瘤，STAT6 多焦点染色，胞浆和细胞核均

有分布。

A B

图 15-14. (A)炎性肌纤维母细胞瘤对(B)间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 呈免疫阳性。这见于 ALK 易位阳性病例 
(60%-70%)。
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或 5A4（Takeuchi 等，2011 年）。在肺内梭形细胞肿瘤中，ALK 表达对 IMT 没有特

异性。除了 ALK 重排的非小细胞肺癌 (NSCLC) 的肉瘤样分化（Mason 等，2016）， 

其他肿瘤，如横纹肌肉瘤和血管瘤样纤维组织细胞瘤，也可能表达 ALK，尽管缺乏

融合基因（Cheah 等，2019 年；Yoshida 等，2013 年）。IMTS 不同程度地表达平滑

肌肌动蛋白 (SMA) 和/或肌间线蛋白，反映肌成纤维细胞分化。SMA 和肌间线蛋白的

共同表达并不一定表示平滑肌的分化。IMTs 可呈细胞角蛋白阳性，这不应该导致误

诊为上皮性肿瘤（Coffin 等，1995 年）。

小部分 ALK 阴性的 IMTs 亚群携带替代的 c-ros 致癌基因 1 (ROS1) 或神经营养性酪

氨酸受体激酶 (NTRK) 重排，这些亚群可分别通过 ROS1（图 15-15）和 pan-TRK IHC 
进行检测（Hornick 等，2015 年；Yamamoto 等，2019 年）。

简要回答

在正确的形态学背景下，ALK 或 ROS1 的 IHC 有助于 IMT 的诊断。

哪些免疫标志物可用于评估多形性梭形细胞肉瘤？

几乎所有去分化脂肪肉瘤都携带 MDM2 基因的高水平扩增，80% 的病例都存在 CDK4 
共扩增。在超过 90% 的病例中，小鼠双微体 2 同源/E3 泛素蛋白连接酶 (MDM2) 
和细胞周期蛋白依赖性激酶 4 (CDK4) 的免疫组织化学共表达反映了这一点（图 
15-16）（Binh 等，2005 年）。单纯的 MDM2 或 CDK4 的表达对基因扩增没有特异

性，MDM2 反应性本身可以在 20% 的其他肉瘤类型中看到（Binh 等，2005 年）。此

外，肉瘤样癌或间皮瘤可能显示 MDM2 过表达，因此，有必要与形态学和其他标志

物相关联。

大约 70% 的内膜肉瘤（包括心脏内膜肉瘤 [Neuville 等，2014 年]）携带 MDM2 扩
增，因此，MDM2 免疫染色为阳性（Bode-Lesniewska 等，2001 年）（图 15-17）。

A B

图 15-15. (A）这种具有 c-ros 致癌基因 1 (B) (ROS1) 蛋白易位的炎性肌纤维母细胞瘤 (IMT) 显示 ROS1 免
疫反应性。
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然而，缺乏 MDM2 扩增或 MDM2 过表达并不能排除诊断。内膜肉瘤通常表现为未分

化的多形性肉瘤组织学；然而，有一部分病例在形态学和免疫表型上都显示出异源

性分化。

平滑肌肉瘤表现为平滑肌分化，表现为对 SMA、肌间线蛋白和高分子量钙结合

蛋白的反应性。在大多数情况下，除了经典的组织学，这些标志物中至少有 2 个是

阳性，高分子量钙结合蛋白是其中最具特异性的（图 15-18）。

只有一半的恶性周围神经鞘瘤 (MPNST) 显示出对 S100 蛋白和/或 SOX10 的免疫反

应性，并且染色往往比较弱，呈局灶性。因此，弥漫性强的 S100 或 SOX10 染色表明

存在其他诊断，如细胞性分裂症或肉瘤性恶性黑色素瘤。MPNST 经常携带编码基因 
SUZ12 或 EED 的失活改变，这些基因是多瘤抑制复合体 2 的关键成分，因此，组蛋

白 H3 第 27 位赖氨酸三甲基化消失了。这种现象直观地表现为 H3K27me3 的表达缺

失（图 15-19），可见于大约 50% 至 60% 的 MPNSTs，其模拟物（如滑膜肉瘤）与之

不同，保留了 H3K27me3（Schaefer 等，2016 年；Asano 等，2017 年；Prieto-Granada 
等，2016 年）。

A B C

图 15-16. (A）肺部去分化脂肪肉瘤显示(B)对于 MDM2 和(C)CDK4 的免疫反应性。

A B

图 15-17. (A)肺动脉内膜肉瘤（图像中动脉介质位于上方）对(B)核 MDM2 呈阳性。
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简要回答

多种标志物可以帮助对梭形细胞肉瘤进行分类，包括 MDM2、肌肉标志物和 
H3K27me3，但都可以在超过 1 种肿瘤类型中具有反应性。

哪些免疫标志物可用于评估圆形细胞肉瘤？

大多数尤文肉瘤都显示 CD99 表达。虽然 CD99 阳性本身可见于许多肿瘤中，但弥漫

性强膜性 CD99 染色仍有助于尤文肉瘤的进一步检查。这些肿瘤也可能表达 CD56、
突触素和/或胰岛素瘤相关蛋白 1 (INSM1)，并且在大约 20% 的病例中呈细胞角蛋白

阳性，使其更难与小细胞癌进行区分。更具特异性的尤文肉瘤标志物包括 NKX2-2 和 
PAX7（Toki 等，2018 年）(图 15-20）。

然而，NKX2-2 在一部分胰腺和胃肠道来源的小细胞癌和神经内分泌肿瘤中呈

阳性，应根据临床组织学背景谨慎使用（Hung 等，2016 年；Yoshida 等，2012 年） 

（图 15-21）。

与尤文肉瘤不同，CIC-重排肉瘤在 80% 到 90% 的病例中显示出核 Wilms 瘤 1 
(WT1) 和 ETS 变异转录因子 4 (ETV4) 的表达（Yoshida 等，2016 年；Hung 等，2016 
年）。CIC-重排肉瘤有时表现为上皮样形态，并伴有分散的细胞角蛋白表达，许多

A B

图 15-19. (A)恶性周围神经鞘瘤 (MPNSTs)，伴(B) H3K27me3 核缺失。

A B

图 15-18. (A) 平滑肌肉瘤对(B)高分子量钙结合蛋白呈阳性。
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病例除 WT1 外还表达钙网膜蛋白，导致可能误诊为间皮瘤（Yoshida 等，2016 年）

（图 15-22）。

促结缔组织增生性小圆细胞肿瘤很少发生在胸膜。它们显示出细胞角蛋白和肌间

线蛋白的共同表达。这些肿瘤的特点是只有在使用 WT1（C 端）抗体时才有 WT1 核
表达，而 WT1（N 端）的染色呈阴性（Barnoud 等，2000 年）（图 15-23）。

横纹肌肉瘤源发于胸腔的情况很罕见。横纹肌肉瘤的肌原蛋白和/或 MYOD1 通常

呈阳性，此外还有肌间线蛋白（图 15-24）。

肺泡横纹肌肉瘤的细胞角蛋白（图 15-25A）、CD56（图 15-25B）和突触

素（图 15-25C）可能呈阳性，这可能导致误诊为小细胞癌（Bahrami 等，2008 
年；Wallace 等，2019 年）。

简要回答

圆形细胞肉瘤的标志物可能有助于诊断，但与更常见的实体如小细胞癌仍有一些重

叠。流行病学考虑因素（年龄）和肿瘤位置可能会有所帮助，必要时还可以进行 
FISH 和分子检测。

A B C

图 15-20. (A)尤文肉瘤，伴(B)强膜性 CD99和(C)核 NKX2-2 表达。

A B

图 15-21. (A)小细胞癌呈(B)NKX2-2阳性，这是尤文肉瘤的诊断陷阱。
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A B

C D E

图 15-23. (A)促结缔组织增生性小圆细胞肿，(B)细胞角蛋白 AE1/AE3 阳性，(C)肌间线蛋白，(D)Wilms 肿
瘤 1 (WT1) N 端仅显示核染色阴性的胞质反应性，(E)WT1 C 端显示阳性核染色。

A B

C D

图 15-22. (A)CIC重排肉瘤，伴(B)膜性 ETS 易位变体 4 (ETV4)，(C)核 Wilms 瘤 1 (WT1) 和(D)钙蛋白阳性表

达。
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哪些免疫标志物有助于区分 PEComa 及其模拟物？

PEComa （血管周上皮样细胞瘤的同义词是透明细胞瘤或糖瘤）通常表达黑色素

细胞标志物，包括 HMB45（局灶性颗粒细胞质染色模式）、黑色素 A、酪氨酸酶 
A、CD68（克隆 KP1）和组织蛋白酶 K；还有一个亚群表达 S100 和/或小眼炎转录因

子 (MiTF)。一般来说，这些肿瘤的角蛋白和 TTF1 均为阴性。这些染色剂有助于将

这种肿瘤与可能显示透明细胞特征的癌症区分开来，如鳞状细胞癌、实体型腺癌或

转移性透明细胞肾细胞癌。与 PEComas 相比，淋巴管肌瘤病的病变细胞更广泛地表

达 SMA，有时也表达肌间线蛋白，而对 S100 呈阴性（Calio 等，2018 年；Thway 和 
Fisher，2015 年；Lantuejoul 等，1997 年）（图 15-26）。

简要回答

PEComa 通常对细胞角蛋白呈阴性，而对 HMB45、melan A 和酪氨酸酶 A 呈阳性。

结论

虽然原发性胸部肿瘤和肉瘤很少见，但它们可以模仿肺和纵隔的许多其他肿瘤，因

此需要在诊治其他肿瘤时加以考虑。此外，肉瘤经常转移到胸腔，有时是在原发肿

瘤治疗多年之后。IHC 在鉴别许多此类肿瘤方面很有价值，通常需要应用一系列免

A BA B

图 15-24. (A)肺泡横纹肌肉瘤，(B)肌原蛋白阳性。

A B C

图 15-25. (A)肺泡横纹肌肉瘤，细胞角蛋白阳性，(B)CD56 和(C)突触素。
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疫染色，因为大多数标志物对单个肿瘤实体都不具有特异性。此外，在一些肿瘤

中，尽管 IHC 可以帮助诊断，但最终的诊断可能需要使用分子研究（如滑膜肉瘤或

尤文肉瘤）。
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用于区分转移性肿瘤的免疫标志物

Yasushi Yatabe, Phillipe Joubert, Sabina Berezowska,  
Daisuke Matsubara 和 Wendy A. Cooper

简介

鉴别原发性肺癌和肺外转移癌是诊断病理学实践中的一项重要任务。临床病史和与

任何已知既往肿瘤的形态学比较很重要；然而，免疫组织化学 (IHC) 为解释提供了

强有力的支持，特别是当以前的资料无法审查或形态学评估结果不明确的时候。在

本章中，我们回顾了肺部转移性肿瘤的常见类型和部位，重点介绍了 IHC 和原发性

肺肿瘤的区别。

IHC 对区分转移性鳞状细胞癌和原发性肺鳞状细胞癌有用吗？

由于来自不同部位的肺部鳞状细胞癌缺乏明显的形态学特征，因此区分原发于肺鳞

状细胞癌和起源于其他器官的转移性肺部鳞状细胞癌非常具有挑战性。此外，肿瘤

的生长模式和角质化程度可能会改变，特别是在化疗和/或放射治疗之后。目前还没

有 IHC 标志物可以可靠地帮助区分肺内的原发性和转移性 SQCC，且需要临床病理

联系。基因检测比较肺和肺外肿瘤的分子谱可以帮助区分，但这在常规临床实践中

往往不可行。当鉴别诊断为来自口咽、宫颈内膜、外阴、肛门和阴茎转移性 SQCC 
时，检测高危人类乳头状瘤病毒 (HPV) 很有帮助，因为这些部位的肿瘤通常是 HPV 
阳性（Plummer 等，2016 年）。在肿瘤组织中检测 HPV（例如，使用 HPV RNA 或 
DNA 原位杂交或其他分子技术）非常有利于这些部位的转移，因为 HPV 感染被认

为是原发性肺部 SQCC 的例外。p16 IHC 是 HPV 的替代标志物；然而，尽管没有 
HPV 感染，但大约 20% 的原发性肺非小细胞癌 (NSCC) 有弥漫性和强烈的 p16 表达

（Bishop 等，2012 年；Chang 等，2015 年），因此这种方法并不完全可靠。图 16-1 
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为口咽癌 HPV+ 肺转移的一个示例，p16 IHC 阳性。在评估 p16 时应使用严格的诊断

标准，根据美国病理学家学会评估口咽部 SQCC 的指南（Lewis 等，2018 年），当至

少有 70% 的细胞核和细胞质表达至少中等强度时，应考虑阳性 16。

简要回答

没有 IHC 标志物能够可靠地帮助区分肺中转移性鳞状细胞癌和原发性鳞状细胞癌。

需要临床病理相关性。

哪些 IHC 标志物可用于区分胃肠道来源的转移性肿瘤和原发性肺肿瘤？

胃肠道 (GI) 是肺转移的最常见来源，占所有肺外来源的肺部病变的 35% 以上

（Casiraghi 等，2011 年）。当评估任何潜在的肺转移时，强烈建议对任何先前

胃肠道肿瘤的病理进行形态学检查，以比较其形态学特征。一般来说，细胞角蛋

白 7 (CK7) 和细胞角蛋白 20 (CK20) 的 IHC 是有作用的，因为大多数肺部腺癌显示 
CK7+/CK20- 图谱，而下消化道癌表现出一致的 CK7-/CK20+ 免疫表型（Jagirdar， 
2008 年；Bahrami 等，2008 年）。然而，在胰胆管和上消化道（胃和食道）癌

中，CK7/CK20 的标记是不同的，人们可以看到混合的表型，包括 CK7-/CK20+、 

CK7+/CK20- 和 CK7+/CK20+（Selves 等，2018 年）。添加肺部（甲状腺转录因子-1 
[TTF1]和/或天冬氨酸蛋白酶 A 和胃肠道 (CDX2) 特异性 IHC 染色有助于确认肺与胃

肠道起源（Bahrami 等，2008 年；Jagirdar， 2008 年）。TTF1 和单克隆天冬氨酸蛋白

酶 A 染色在大约 80% 的肺腺癌中呈阳性，在消化道癌中很少表达（Turner 等，2012 
年；Bishop 等，2010 年；Rekhtman 和 Kazi， 2015 年；Ordonez， 2012b；Ye 等，2011 
年）。相反，CDX2 在较低比例的肺腺癌中表达，但在绝大多数下消化道癌中呈强阳

性和弥漫性阳性，而在胰胆管癌和上消化道癌中表现出不同的免疫反应性（Cowan 
等，2016 年；Werling 等，2003 年；Kaimaktchiev 等，2004 年）（图 16-2）。 

p16

A B

图 16-1. 有人类乳头瘤病毒 (HPV+) 口咽癌病史患者肺部病变的针刺活检标本。(A) 形态学特征不能区分

转移性肺鳞状细胞癌和原发性肺鳞状细胞癌。(B) 弥漫性和强烈的 p16 免疫组织化学 (IHC) 染色表明是转

移性口咽癌。然而，p16 在没有 HPV 感染的原发性肺癌中也可能过度表达，需要进一步的分子检测来确

认 HPV 的存在，才能更明确地诊断。
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值得注意的是，CDX2 可以在肺腺癌的肠道变异中表达（Nottegar 等，2018 年）。 

在这些病例中，TTF1 和天冬氨酸蛋白酶 A 染色通常都是阴性的，但 CK7 标记在大

多数病例中可见，这可能有助于与结肠转移区别。在这种情况下，临床上必须排除

原发性胃肠道肿瘤。CDX2、TTF1 和 CK7/CK20 标志物在原发性肺浸润性粘液腺癌

（CK7+，通常为 CK20+、CDX2+ 和 TTF1-）中也有不同程度的表达，强调了临床

和放射学相关性的重要性（Selves 等，2018 年）。一种新的 IHC 标志物肝细胞核因

子 4α (HNF4α) 在大多数原发性肺浸润性粘液腺癌中表达，但由于它是一种主要

的肠道分化转录因子，它也会在胃肠道和胰腺癌中表达，因此对区分它们没有帮助

（Sugano 等，2013 年）。

鉴于其高度特异性，TTF1 或 CDX2 的表达也有助于确认分化良好的神经内分泌

肿瘤的来源。（Kyriakopoulous 等，2018 年）。在 91% 和 83% 的转移性空肠和阑尾神

经内分泌肿瘤中显示了 CDX2 免疫染色，但在十二指肠 (31%)、胃 (14%)、胰腺 (16%) 
和直肠 (29%)肿瘤中较少出现（Erickson 等，2004 年；Srivastava 和 Hornick，2009 
年）。TTF1 对肺类癌也显示出很高的特异性，尽管对这些肿瘤的敏感性有限，在 
33% 到 46% 之间（Sriastava 和 Hornick，2009 年；Chan 等，2012 年；Zhang 等，2014 
年）。值得注意的是，鉴于 TTF1 和 CDX2 标志物在小细胞癌中的特异性和敏感性有

限，它们对小细胞癌并无用处（Kaufmann 和 Dietel，2000 年；Agoff 等，2000 年）。

H&E H&E

CK20 CDX2

500 µm

500 µm500 µm

5 mm

A B

C D

图 16-2. （A 和 B）结肠腺癌的肺转移，其特征是筛状腺和脏性坏死 (H&E)。正如预期的那样，肿瘤显示

（C 和 D）细胞角蛋白 20 (CK20) 和 CDX2 均呈强阳性。
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简要回答

细胞角蛋白 (CK7/CK20)、肺部（TTF1/天冬氨酸蛋白酶 A）和胃肠道 (CDX2) 标志

物的 IHC 组合可用于确认胃肠道来源的转移。在 TTF1/天冬氨酸蛋白酶 A 阴性肿

瘤中，CDX2 阳性表明胃肠道转移。在 TTF1/天冬氨酸蛋白酶 A /CDX2 阴性肿瘤

中，CK7/CK20 图谱可能会有帮助，但通常需要临床和放射学相关性来确认起源。

哪些 IHC 标志物可用于区分乳腺来源的转移性癌和原发性肺癌？

鉴于乳腺癌的高发病率，以及乳腺癌患者发展为第二种非乳腺恶性肿瘤（包括肺

癌）的风险较高，区分原发性肺腺癌和转移到肺部的乳腺癌是临床上经常遇到的情

况（Mellemkjaer 等，2006 年）。乳腺癌是肺部第三常见的上皮转移类型（Casiraghi 
等，2011 年），临床病理相关性在区分原发性和转移性肿瘤方面的重要性怎么强调

都不为过。如果可以，回顾以前的乳腺病变病理以进行比较非常有用。然而，在组

织病理学上区分乳腺转移瘤和原发性非小细胞肺癌可能是一个挑战，特别是对于分

化不良的病变。

绝大多数肺癌和乳腺癌都有相似的细胞角蛋白表达谱 (CK7+/CK20-)，通常需要

额外的免疫染色来确认组织发生（Chu 等，2000 年）。除了雌激素和孕激素受体，

有助于乳腺转移的有用染色是 GATA3 阳性染色（敏感性：32%-100%；特异性：71%-
93%)，乳腺珠蛋白（敏感性：26%-84%；特异性：85%-100%），和巨囊性病的液

状蛋白 15 (GCDFP-15)（敏感性：15%-74%；特异性：93%-100%)（Hsu 等，2016 
年）。在分化良好的癌症中，TTF1 和/或天冬氨酸蛋白酶 A 染色阴性与雌激素受

体/孕激素受体 (ER/PR) 阳性的组合可以区分乳腺转移，其敏感性和特异性可以接受

（Yang 和 Nonaka，2010 年；Yatabe 等，2019 年；Provenzano 等，2016 年）。在这种

情况下，添加天冬氨酸蛋白酶 A 仅能略微增加 TTF1 单独的敏感性和特异性，并且仅

在有限数量的病例中有帮助（Yang 和 Nonaka，2010 年）。

总体而言，GATA3 染色有助于识别乳房来源，因为与 ER、PR、乳腺珠蛋白

或 GCDFP-15 相比，GATA3 染色显示出更高的敏感性（Sangoi 等，2016 年；Gown 
等，2016 年；Ni 等，2018 年）。然而，需要注意的是，GATA3 的特异性较低，因为

它会在其他非乳腺癌中表达，特别是尿路上皮癌，在较小程度上也表达在胰腺癌、

一些皮肤癌和其他癌症中（Miettinen 等，2014 年）。GATA3（Vidarsdottir 等，2019 
年）和 ER（Yang 和 Nonaka，2010 年）仅在肺腺癌中罕见表达，而一小部分乳腺癌

可能表达 TTF1 (Ordonez，2012b)。因此，对于有肺部病变且无乳腺癌病史的患者，

建议将 GATA3 与对乳腺癌有较高特异性的 IHC 染色相结合，如乳腺珠蛋白（Yang 和 
Nonaka，2010 年）。

最近，SOX10 已成为确认三阴性乳腺癌 (TNBC) 转移的有用的标志物，因为它

显著提高了单独检测 GATA3 的特异性（图 16-3）。这些肿瘤约占乳腺癌的 10% 至 
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20%，其特点是肺转移风险较高，且缺乏 ER/PR 和人表皮生长因子受体 2 (HER2)
（Foulkes 等，2010 年）。TTF1/天冬氨酸蛋白酶 A（阴性）、GATA3（敏感性

为 30.4%）和 SOX10（敏感性为 62.3%）免疫阳性组合已被证明可识别绝大多数 
TNBC（Tozbikian 和 Zynger，2019 年；Laurent 等，2019 年）。

简要回答

对于任何有乳腺癌病史的患者，建议尽可能与原发乳腺肿瘤的组织学特征进行比

较。在大多数情况下，包括 TTF1 和/或天冬氨酸蛋白酶 A 和 ER/PR 或 GATA3 在内

的肺和乳腺标志物的组合可以提供明确的答案。当临床相关时，GATA3 应与乳房

珠蛋白结合以排除乳房外恶性肿瘤，如膀胱癌。在 TNBC 中，推荐结合肺标志物与 
GATA3 和 SOX10 来区分转移性乳腺癌和原发性肺癌。

250 µm 250 µm

250 µm

250 µm250 µm

250 µm

50 µm

H&E

Mammaglobin

GATA3 SOX10
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图 16-3. (A-F) 三阴性乳腺癌的肺转移。(B) 甲状腺转录因子-1 (TTF1) 和 (C) 雌激素受体 (ER) 均为阴性。(D) 
乳腺珠蛋白的局灶阳性（箭头和插入），以及 (E) GATA3 和 (F) SOX10 的强烈和弥漫性阳性。
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哪些 IHC 标志物可用于区分女性生殖道来源的转移性癌和原发性肺癌？

肺部女性生殖道转移癌的诊断可能具有挑战性，因为 10% 至 20% 的子宫颈、子宫

内膜和卵巢腺癌显示 TTF1 表达，即使使用更特异的抗体克隆（Kubba 等，2008 
年；Siami等，2007 年）（图 16-4）。 TTF1 阳性在宫颈和子宫内膜的中肾和中肾

样腺癌中尤其高（Pors 等，2018 年；McFarland 等，2016 年）。此外，包括女性生

殖道在内的所有高级别神经内分泌癌，无论其来源如何，TTF1 均可能呈阳性。为

了区分转移性女性生殖道癌和原发性肺癌，PAX8 是有用的，因为大多数女性生殖

道癌（不包括宫颈鳞状细胞癌）呈阳性，而肺癌几乎总是呈阴性（Laury 等，2011 
年；McHugh 等，2019 年）。在其他部位的肿瘤中也可以看到 PAX8 的表达，包括肾

脏、胸腺和甲状腺 (Ordonez，2012a)。

简要回答

当肺肿瘤的鉴别诊断包括转移性女性生殖道癌时，应与原发性肺腺癌一样谨慎使用 
TTF1，这些肿瘤也可能表达 TTF1。PAX8 染色有助于识别女性生殖道起源的转移性

肿瘤。

哪些 IHC 标志物可用于区分尿路上皮来源的转移性癌和原发性肺癌？

肺部是膀胱转移最常见的部位之一（Goldman 等，1979 年；Wallmeroth 等，1999 
年；Babaian 等，1980 年），尿路上皮癌是最常见的膀胱癌类型，占肿瘤的 90% 以
上（Moch 等，2016 年）。评估形态特征并与任何已知的原发肿瘤进行比较可能

不足以确定原发部位，因为一些肺部非角化型 SQCC 在形态上与传统的尿路上皮

癌相似（Travis 等，2015 年）。此外，高达 60% 的尿路上皮癌会表现出鳞状分化

（Amin，2009 年）。区分转移性尿路上皮癌和原发性肺癌可能很困难，特别是在分

化不良的肿瘤中，但一些研究表明，免疫组织化学标志物可能是一种有用的辅助手

段。

A B

H&E TTF1

图 16-4. （A 和 B）子宫颈转移性腺癌，甲状腺转录因子-1 (TTF1) 表达。
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CK7、CK20 和 GATA3 在尿路上皮癌中的阳性表达率比肺 SQCC 高（分别为 100% 
比 33%、54% 比 7% 和 78% 比 23%）（图 16-5），相反，CK14 和桥粒芯糖蛋白 3 在肺 
SQCC 比尿路上皮癌更有可能呈阳性（分别为 77% 比 32% 和 87% 比 11%）（Gruver 
等，2012 年）。

Uroplakin III 对尿路上皮癌具有特异性，但敏感性不是很高（只有 14% 阳性）

（Gruver 等，2012 年）。据报道，在尿路上皮癌中，Uroplakin II 是一个比 Uroplakin 
III 更敏感的标志物（Li 等，2014 年；Hoang 等，2015 年），但这个标志物的作用

还没有完全确定。在大多数尿路上皮癌和肺部 SQCC 中，鳞状标志物 p40 和 p63 呈
阳性（Gruver 等，2012 年；Gailey 和 Bellizzi，2013 年），而PAX8 呈阴性（Laury 
等，2011 年），这使得这些 IHC 标志物在区分这些肿瘤类型方面没有帮助。

简要回答

CK7、CK20 和 GATA3 的组合在区分转移性尿路上皮癌和肺鳞状细胞癌中最有用。

哪些 IHC 标志物可用于区分肾源性转移癌和原发性肺癌？

转移性肾癌可能会模拟原发性非小细胞肺癌，除了与任何已知的原发肿瘤进行形

态学比较外，IHC 还有助于区分。虽然天冬氨酸蛋白酶 A 在肾癌中可呈阳性表达 

（乳头状癌中约 80%，常规透明细胞癌中约 40%），但肾细胞癌在大多数情况下

会表达 PAX8 (>90%)（图 16-6），而在肺腺癌中的表达很罕见 (0%-2%)。此外，

100 µm

100 µm 100 µm

100 µm GATA3

CK20CK7

A B

C D

图 16-5. (A-D) 转移性尿路上皮癌 ([A]H&E) 表达 (B) GATA3、(C)细胞角蛋白 7 (CK7) 和 (D) 细胞角蛋白 20 
(CK20) 的频率高于肺部鳞状细胞癌。
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几乎所有肾透明细胞癌（这是最常见的转移到肺部的亚型）都是碳酸酐酶 IX (CA 
IX) 呈阳性。TTF1 会在大多数肺腺癌中表达，但在肾细胞癌中为阴性（Bishop 
等，2010 年）。CD10 对识别转移性肾细胞癌没有用，因为它也会在各种癌症中表

达，包括肺腺癌（Gurel 等，2012 年）。

简要回答

PAX8 和 TTF1 可用于区分转移性肾细胞癌 (PAX8+/TTF1-) 和原发性肺腺癌 (PAX8-/
TTF1±)。天冬氨酸蛋白酶 A 在这种情况下没有用，因为它不会在不同比例的肾细胞

癌中表达。

哪些 IHC 标志物可用于区分前列腺来源的转移性癌和原发性肺癌？

转移性前列腺癌是一种相对常见的实体，在一项对 1589 例尸检病例的研究中，肺是

仅次于骨骼的第二大转移部位 (46%)（Bubendorf 等，2000 年）。形态学特征可能有

助于确定肿瘤的前列腺起源，在肺转移病变中，肿瘤通常表现为微腺泡或管状乳头

状模式（Copeland 等，2002 年）（图 16-7）。

有几个有用的 IHC 标志物可以识别肺转移瘤的前列腺起源。低分子量细胞角

蛋白 CK7 和 CK20 是有帮助的，因为前列腺癌 CK7 和 CK20 通常都为阴性 (>80%)
（Bassily 等，2000 年）（图 16-8）。此外，TTF1 在前列腺癌中几乎总是阴性

（Goldstein，2002 年）。

前列腺特异性抗原 (PSA)、前列腺特异性酸性磷酸酶 (PSAP) 和前列腺特异性膜抗

原 (PSMA) 多年来一直被用作前列腺癌的敏感性和特异性细胞质标志物，尽管在低分

化癌中染色强度通常较弱（Chuang 等，2007 年；Varma 和 Jasani，2005 年）。在转

A B

PAX8

图 16-6. （A 和 B） 肾细胞癌转移 ([A] H&E)。肿瘤模拟肺腺癌，具有针状和实体生长模式。 

然而，患者有肾透明细胞癌的病史。(B) PAX8 免疫组织化学 (IHC) 显示强烈的核染色，表明是转移性肾

细胞癌。
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移性前列腺癌中，PSMA 的检出率约为 85%，PSA 的检出率约为 80%，PSAP 的检出

率约为 60%（Kristiansen 等，2017 年；Steffens 等，1985 年）。

NK3 同源框 1 (NKX3.1) 是一个受雄激素调节的同源域基因，在前列腺上皮中有特

征性的表达（Abate-Shen 等，2008 年）。NKX3.1 IHC 是前列腺癌 （>98% 阳性）的

一种高度敏感的核标志物，多项研究报告 NKX3.1 是一种比 PSA 和 PSAP 更敏感、特

异性更强的标志物（Gurel 等，2010 年；Gan 等，2019 年）（图 16-9）。

简要回答

阴性 CK7、CK20 和 TTF1 与前列腺标志物（如 NKX3.1）阳性染色可用于识别转移性

前列腺癌。

A B

2.5 mm 100 µm

图 16-7. （A 和 B）典型的肺内转移性前列腺癌。(A) 边界清楚并有淋巴侵入的肿瘤。(B) 伴有筛状腺形成

的微腺泡模式。

250 µm 250 µmCK7 CK20

图 16-8. （A 和 B）转移性前列腺癌在大多数情况下都不表达细胞角蛋白 7 (CK7) 和细胞角蛋白 20 
(CK20)。

100 µm 100 µmPSA NKX3.1

A B

图 16-9. 转移性前列腺癌：(A)前列腺特异性抗原 (PSA) 为阳性，(B) NKX3.1 细胞核强阳性。
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哪些 IHC 标志物可用于区分肝源性转移癌和原发性肺癌？

肺部转移性肝细胞癌 (HCC) 的诊断在某些情况下可能具有挑战性，因为 HCC 可能

模拟低分化的非小细胞肺癌。p40、CK7 和神经内分泌标志物在 HCC 中均呈阴性，

而 TTF1 可显示胞浆异常反应，而非细胞核染色。肝细胞石蜡 1 (HepPar1)、精氨酸酶 
1 和磷脂酰肌醇聚糖 3 是识别 HCC 的有用 IHC 标志物（图 16-10 和图 16-11），其

中精氨酸酶 1 和 HepPar1 对高分化肿瘤最敏感，精氨酸酶 1 和磷脂酰肌醇聚糖 3 对
低分化肿瘤最敏感（Nguyen 等，2015 年）。然而，最近有报道（Haninger 等，2014 
年；Chandan 等，2016 年）发现了类似于肝癌的原发性肝样腺癌，并且 HepPar1、精

氨酸酶 1 和甲胎蛋白 (AFP) 呈阳性。需要仔细的临床病理对照和 CK7 染色阳性才能

区别肺肝样腺癌和转移性肝细胞癌。

简要回答

肝细胞标志物（例如精氨酸酶 1 和 HepPar1 与阴性 CK7 和肺部标志物的组合可用于

识别转移性肝细胞癌。

A B

图 16-11. 肝细胞癌表现为 (A) 精氨酸酶-1和 (B) 磷脂酰肌醇聚糖 3 强染色。

HEP-PAR1

A B

图 16-10. （A 和 B）肝细胞癌的肺转移 ([A]H&E)。肿瘤细胞的实体生长类似于高级别非小细胞癌 
(NSCC)。然而，该肿瘤 p40、甲状腺转录因子-1 (TTF1)、细胞角蛋白 (CK7) 和神经内分泌标志物均为阴

性。(B) 肝细胞石蜡 1 (HepPar1) 阳性(免疫组织化学 [IHC]）可诊断为转移性肝细胞癌 (HCC)。患者血清乙

肝表面抗原 (HBs) 抗体阳性。
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哪些 IHC 标志物可用于区分甲状腺源性转移癌和原发性肺癌？

转移性甲状腺癌可能与非小细胞肺癌 (NSCLC) 具有重叠的形态学特征。尽管 TTF1 在
大多数甲状腺癌（除间变性癌，大多数呈阴性）和大多数肺腺癌中都有表达，但天

冬氨酸蛋白酶 A 在甲状腺肿瘤中通常呈阴性（Nonaka 等，2008 年；Bishop 等，2010 
年）。PAX8 是一种核标志物，在甲状腺、甲状旁腺、胸腺、肾脏和女性生殖道来源

的肿瘤中表达，但在肺腺癌中呈阴性 (Ordonez, 2012a)（图 16-12 和 16-13）。

简要回答

PAX8 和 TTF1 阳性以及不存在天冬氨酸蛋白酶 A 的组合可用于识别转移性甲

状腺癌。

A B

C D

图 16-12. 甲状腺转录因子 1 (TTF1) 阳性的肿瘤很少需要额外的免疫组织化学检查，这取决于病史。（A 
和 B）该嗜酸细胞性肿瘤 ([A] H&E) 表现为 (C) TTF1 强表达。(D) 天冬氨酸蛋白酶 A（单克隆）为阴性。

A B

图 16-13. 在图 16-12 所示的病例中，在提供甲状腺肿块的临床信息后，以重点方式进行额外的免疫染

色。(A) PAX8 和 (B) 甲状腺球蛋白免疫组化 (IHC) 阳性证明这是甲状腺肿瘤转移。
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结论

尽管对肺部任何肿瘤进行彻底的形态学评估，以及获得准确的临床病史，并与其他

部位的任何肿瘤的病理进行比较，对于区分原发肿瘤和转移瘤是至关重要的，但这

种方法可能不足以得出明确的诊断。准确区分肺内原发性和转移性肿瘤对于适当的

患者治疗至关重要，在许多情况下，需要 IHC 来确认或排除肺转移。目前还没有完

全准确的 IHC 标志物来确定肿瘤的来源，病理学家需要意识到不同的 IHC 标志物的

优点、局限性和缺陷，这些标志物可以用来实现更准确的诊断。
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间皮瘤和免疫组织化学

Mauro Papotti, Andrew G. Nicholson 和 Sanja Dacic

简介

恶性胸膜间皮瘤 (MPM) 是一种高度恶性的原发性胸膜肿瘤，其形态呈异质性，分为

上皮样、肉瘤样及双相三种亚型。诊断应该通过免疫表型标志物的评估来确认，因

为它与其他肿瘤，特别是经常转移到该部位的癌在形态上有重叠。国际指南建议，

至少应该通过免疫组织化学 (IHC) 对 2 个阳性间皮瘤标志物和 2 个非间皮瘤标志物

进行评估。根据恶性增生的上皮样或肉瘤样形态的不同，这一目的的理想标志物组

合可能有所不同（Galateau-Salle 等，2016 年；Churg 等，2018 年；Chapel 等，2019 
年；Nicholson 等，2020 年）。标志物组合的选择不受样本类型的影响（胸膜活检对

比手术标本对比渗出细胞学)，因为它们在福尔马林固定和酒精固定的样本中都表现

良好。

区分上皮样恶性胸膜间皮瘤 (MPM) 与癌的最佳标志物是什么？

大量的免疫组化标志物可用于上皮样 MPM 与腺癌的鉴别诊断。上皮样 MPM 会弥漫

且频繁强烈地表达大多数“间皮瘤相关”标志物。阳性间皮瘤标志物的最佳组合之

一是钙网膜蛋白和 Wilms 肿瘤蛋白 1 (WT1)，据报道诊断准确率高达 87%，其次是

细胞角蛋白 5/6 (CK5/6) 和 D2-40。诊断腺癌最常用的标志物有 claudin 4、MOC31、
单克隆癌胚抗原 (CEA)、B72.3、Ber-EP4 和 BG8。甲状腺转录因子 1 (TTF1) 和天冬氨

酸蛋白酶 A 有助于肺腺癌的诊断。可以根据形态学和临床病史考虑其他标志物，如 
CDX2（胃肠道）、PAX8（肾细胞、胸腺癌、卵巢）、NKX3.1（前列腺）或乳腺标

志物，如巨囊性疾病液体蛋白 (GCDFP) 和乳腺珠蛋白。对于鳞状细胞癌，p40 或 p63 
的强烈且弥漫性核阳性是非常有用的，因为间皮瘤很少出现局灶性阳性。
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上皮样 MPM 中钙网膜蛋白染色通常强烈且弥漫，包括核和胞浆（图 17-1）， 

据报道，其敏感性为 97%，特异性为 87%（Galateau-Salle 等，2016 年；Le Stang 
等，2020 年）。大约 5% 到 10% 的腺癌可以表达钙网膜蛋白，但染色通常较弱且具

有局灶性，而且倾向于胞浆。

WT1 在上皮样 MPM 中呈弥漫性核表达，据报道，敏感性为 88%，特异性为 94%
（Le Stang 等，2020 年）。WT1 抗体可能与胞浆蛋白，包括内皮细胞的胞浆蛋白发

生交叉反应，这种反应性不应被误解为 MPM 相关。相反，只有任何强度的核反应

A B

C D

E F

图 17-1. (A) 上皮样间皮瘤中的弥漫性胞浆和胞核钙网膜蛋白表达，(B) 广泛的脂肪组织被单细胞或小簇

的浸润。(C) 在另一个上皮样间皮瘤病例中，钙网膜蛋白仅有微弱的局灶性表达。(D) 一个腺癌病例，

钙网膜蛋白表达较弱，但“癌”标志物 (E) BerEP4 和 (F)  甲状腺转录因子 1 (TTF1) 证实了腺癌的诊断。
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性应被视为间皮瘤的指标（Husain 等，2018 年）（图 17-2）。WT1 在肺腺癌中呈阴

性，而某些癌，特别是卵巢癌，可呈阳性。

D2-40（平足蛋白）在 90%-100% 的上皮样 MPM 中呈膜状，常为弥漫性染色，敏

感性为 94%，特异性为 68%（Le Stang 等，2020 年；He 等，2017 年）（图 17-2）。

它还会对淋巴管染色。大约 15% 的肺腺癌可以呈局灶性阳性。

简要回答

钙网膜蛋白和维尔姆斯瘤蛋白 (WT1) 是诊断上皮样 MPM 的最佳阳性间皮标志

物。Claudin 4、MOC31、单克隆 CEA、B72.3 和 Ber-EP4 与部位特异性标志物组合，

最能区分癌与上皮样 MPM。

区分肉瘤样 MPM 与肉瘤样癌的最佳标志物是什么？

胸膜肉瘤样瘤的检查除细胞角蛋白和间皮瘤标志物外，还应包括一组间充质标志

物，如肌间线蛋白、S100 蛋白、肌原蛋白、信号转导和转录激活因子 6 (STAT6)、 

CD34、ERG、CD31、FLI1，以及黑色素瘤标志物（HMB45 和 melan A）（Galateau-
Salle 等，2016 年）。肿瘤标志物，如 claudin 4、MOC31、Ber-EP4 和 CEA，在肉瘤

样瘤的鉴别诊断中帮助不大，不需要包括在小组中，特别是在组织有限的情况下

（Husain 等，2018 年）。在与肉瘤样癌的鉴别诊断中，器官部位和分化特异性标志

物，如 TF1 和 p40，可能会有所帮助。

肉瘤样间皮瘤几乎总是至少局部染色细胞角蛋白，包括 AE1/AE3、CAM5.2 和

全细胞角蛋白抗体 OSCAR 和 KL1（图 17-3A）。全细胞角蛋白在高达 7% 的肉瘤样 
MPM 中可能呈阴性（Klebe 等，2010 年）。单纯的细胞角蛋白阳性表达不能区分肉

瘤样癌或某些肉瘤，但应作为检查的第一步，并应与其他间皮和非间皮标志物一起

解释。（Marchevsky 等，2017 年）。在某些情况下，如果有多个块，应该染色以显

示细胞角蛋白的表达。

A B

图 17-2. (A) Wilms 肿瘤蛋白 1 (WT1) 在上皮样间皮瘤中的核表达强度可变，可能是弥漫性的，也可能是

局灶性的。值得注意的是，小血管内皮细胞也表达 WT1（箭头）。(B) D2-40 在大多数上皮样间皮瘤细

胞中常有较强的膜染色。与 WT1相似，该标志物标志物内皮细胞，主要位于淋巴管（箭头）。
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D2-40（平足蛋白）是支持肉瘤样 MPM 诊断的可靠选择，因为它在突出肿瘤性间

皮瘤细胞膜方面具有更高的敏感性（Churg 等，2018 年；Chapel 等，2019 年；Nich-
olson 等，2020 年）（图 17-3B）。此类间皮标志物对确定肉瘤样 MPM 的诊断最有

用，并且在大约 74% 的病例中呈阳性（Marchevsky 等，2017 年）。在肉瘤样 MPM 
中，与淋巴管的区别可能是有挑战性的，特别是在少见的梭形细胞散布在促结缔组

织间质的病例中。在肉瘤样 MPM 病例中，内皮反应性不应被误解为肿瘤相关。此区

别非常重要，因为在极少数病例中，D2-40 可能是唯一阳性的间皮瘤标志物（虽然为

局灶性表达)，缺乏钙网膜蛋白、WT1，甚至缺乏细胞角蛋白反应性。

钙网膜蛋白在大约 54% 的肉瘤样 MPM 中的表达更为不规则，它可能为局灶性，

甚至缺失（图 17-4A 和 B）。核染色被认为对间皮瘤更具特异性。WT1 会在大约 45% 
的肉瘤样 MPM 中表达（Marchevsky 等，2017 年）。核反应性，在某些情况下可能很

弱，但被认为是具有特异性的（Galateau-Salle 等，2016 年）（图 17-4C）。

最近，GATA3 IHC 被认为是区分肉瘤样癌和结缔组织增生性 MPM 与肉瘤样肺癌

的标志物（Berg 和 Churg，2017 年）。GATA3 在间皮瘤中呈强烈而弥漫性表达，而

肉瘤样癌大部分呈阴性或染色较弱或呈斑片状。

简要回答

肉瘤样 MPM 可通过阳性细胞角蛋白和间皮标志物诊断，最常见的是 D2-40 和钙网膜

蛋白，而癌标志物为阴性。如果细胞角蛋白为阴性，鉴别诊断应包括肉瘤，并应考

虑检查特定的基因融合/重排。

细胞角蛋白在 MPM 诊断中的作用是什么？

细胞角蛋白通常在 MPM 的所有组织学亚型中都有表达，对上皮样 MPM 的敏感性为 
100%（Le Stang 等，2020 年）。它在排除肉瘤时很有用，但有两点需要注意：第一

种是罕见的肉瘤可能表达细胞角蛋白（包括血管肉瘤和滑膜肉瘤），第二种是罕见

的肉瘤样 MPM 病例缺乏细胞角蛋白的表达 (7%)（Klebe 等， 2010 年）。

A B

图 17-3. (A) 广谱细胞角蛋白（如克隆 AE1/AE3）在肿瘤梭形细胞中强表达；(B) D2-40 在肉瘤样间皮瘤中

呈局灶性表达，典型的梭形或椭圆形肿瘤细胞膜染色。
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据报道，在细胞角蛋白亚型中，CK5/6 在大多数腺癌中特异性染色 MPM（图 17-5A）。 

然而，重要的是要记住，同样的细胞角蛋白亚型也会在不同解剖部位的鳞状细胞癌中表

达，因此它在与鳞状细胞癌转移的区别中的应用价值有限。

细胞角蛋白在慢性胸膜炎的反应性间质和单纯上皮样 MPM 周围的间质中也有

表达（图 17-5B 和 C），但随着成纤维细胞间质的成熟，角蛋白在远离表面的地方

逐渐减少。因此，就绝对表达而言，该标志物在区分间皮瘤和反应性（非典型）

间皮细胞增生方面没有价值，其在间质中的表达本身也不支持双相性 MPM 的诊断

（Galateau-Salle 等，2016 年）。然而，它有助于鉴别浸润到胸壁脂肪组织的肿瘤细

胞，而常规苏木精-伊红 (H&E) 染色不容易发现这些肿瘤细胞。

细胞角蛋白染色有助于鉴别肉瘤样间皮瘤，因为纤维基质内有不规则的染色

模式，特别是在胸膜的深层，而反应性胸膜炎中梭形细胞的染色倾向于远离表面

（图 17-6）。因此，在将样品放入切片盒中进行切片时，确定样品的方向很重要。

A B

C

图 17-4. 钙网膜蛋白在这 2 例肉瘤样间皮瘤中有不同程度的表达，表现为 (A) 弥漫性和 (B) 局灶性反应

性。在某些情况下，只有罕见的单个细胞会表达这个标志物。有时，染色可能很弱(A)，并可能被解释

为非特异性或伪影，但相关的核阳性可能是一个有用的陷阱，即染色是真实的。(C)一个肉瘤样间皮瘤

示例，梭形肿瘤性细胞核内 Wilms 肿瘤蛋白 1 (WT1) 表达强弱。
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简要回答

细胞角蛋白染色有助于突出全层胸膜细胞结构、缺乏分区以及存在间皮细胞侵入胸

壁脂肪组织。

哪些免疫组织化学标志物可用于区分良性和 恶性间皮增生？

大量研究支持 BRCA1 相关蛋白 1 (BAP1) 在良性不典型间皮增生和间皮瘤的鉴别诊断

中的应用。BAP1 是一种去泛素化蛋白，具有肿瘤抑制功能，能够在细胞增殖和生长

抑制中发挥作用。它会在所有正常细胞的细胞核中表达。位于染色体 3p21 上的 BAP1 
基因的体细胞改变导致肿瘤细胞中蛋白表达的缺失，大约 65% 的上皮样和 20% 的肉

瘤样 MPM 都会出现这种情况（Hida 等，2017 年；Churg 等，2018 年；Galateau-Salle 
等，2018 年）。最新建议，不要将该标志物与其他形态学和免疫表型数据分开使用

（Nicholson 等，2020 年）。

除了罕见的 BAP1 胚系改变外，BAP1 免疫反应性在所有脂肪、血管和结缔组织的

非肿瘤细胞中都保持不变（图 17-7）。

A B

C

图 17-5. (A) 高分子细胞角蛋白（如CK5/6）在上皮样间皮瘤细胞簇中强表达，并可与某些非肿瘤性间质

细胞弱而灶性染色有关。（B 和 C）广谱细胞角蛋白（如 AE1/AE3 克隆）和特异性克隆（如 CK5/6）同

时染色肿瘤和良性反应性间皮细胞，因此该标志物对间皮瘤与反应性异型性明显的良性病变的鉴别诊断

价值有限。此双相间皮瘤 (B) 的上皮样和梭形肿瘤细胞，以及硬化性机化胸膜炎 (C) 的反应性基质细胞

均强表达细胞角蛋白。
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BAP1 IHC 可用于区分反应性不典型间皮增生和 MPM。BAP1 染色的缺失也有助

于建立细胞学标本中上皮样 MPM 的诊断（图 17-8）。

BAP1 IHC 对双相 MPM 的诊断也有一定帮助。它在上皮样肿瘤细胞中缺失，而

未在间质细胞中缺失，这与双相 MPM 的诊断相矛盾，即使在存在非典型梭形细胞的

情况下也是如此，因为这反而代表了基质反应（图 17-9）（Righi 等，2016 年；Gala-
teau-Salle 等，2018 年；Wu 等，2017 年）。

然而，解释应该谨慎，因为偶尔的双相间皮

瘤可能显示上皮样成分和间质成分之间不一

致的结果（Bueno 等，2016 年）。在这些情

况下，其他辅助检测，如甲基硫腺苷磷酸化

酶 (MTAP) IHC 或荧光原位杂交 (FISH) 检测 
CDKN2A 纯合缺失可能会有帮助。

MTAP IHC 最近被认为是 CDKN2A/p16 基
因突变的替代标志物。位于染色体 9p21 上

的 CDKN2A 基因纯合缺失是恶性间皮细胞

增殖的一个公认的标志，在大约 70% 的上皮

样和几乎 100% 的肉瘤样 MPM 中缺失（Illei 

A B

C D

图 17-6. (A 和 B) 反应性纤维性胸膜炎的细胞角蛋白表达突出分区（表面细胞增多，胸壁深层细胞减少）

和良性间皮细胞的水平分布，(C 和 D) 恶性肉瘤样增生表现为占据整个胸膜厚度的间皮细胞随意生长模

式。 

图 17-7. BRCA1 相关蛋白 1 (BAP1)在这例上皮样间

皮瘤中缺失，肿瘤细胞无核染色，非肿瘤间质细胞

完整表达。
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等，2003 年；Chiosea 等，2008 年；Husain 等，2018 年）。MTAP 是一种参与嘌呤代

谢的酶，其基因位于非常接近 CDKN2A 的 9p21.3 位点，据报道在高达 100% 的 MPM 
中与 CDKN2A 串联发生缺失。

A B

图 17-8. 胸腔积液标本中有散在的不典型间皮细胞和淋巴细胞。(A) 形态学上，这种胸腔积液被解释为不

典型。(B) 然而，BRCA1 相关蛋白 1 (BAP1) 在同一组间皮细胞中的表达缺失证实它们确实为恶性。

A B

C D

图 17-9. (A) 疑似双相间皮瘤的病例，其上皮样细胞成分与 (B) 明显不典型间质有关。(C) BRCA1 相关蛋白 
1 (BAP1) 仅在上皮样成分缺失。(D) BAP1 在非典型间质细胞中的完整表达有利于其反应性而非肿瘤性，

从而支持上皮样间皮瘤的最终诊断（伴有非典型间质反应）。
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在正常人细胞和 30% 的野生型上皮样 MPM 病例中，MTAP 在正常细胞和肿瘤细

胞的胞浆和细胞核中均有表达（图 17-10A）。

MPM 细胞中的基因缺失与细胞核和胞浆免疫反应性的丧失有关（图 17-10B）， 

其中肿瘤性间皮细胞（阴性）可以与间质细胞（如果是反应性的而不是肿瘤性

的，间质细胞保持其核表达）区分开来。当存在时，在所有肿瘤细胞中都观察到 
MTAP 缺失，只有 10% 的病例被发现在一小部分细胞中部分缺失（Berg 等，2018 
年；Chapel 等，2020 年）。

据报道，在高达 23% 的反应性间皮细胞增生中也有 MTAP 缺失（Zimling 
等，2012 年），这一发现没有得到其他作者的证实（Hida 等，2017 年），如果反应

性与炎症细胞（内部对照）的强度相同或更高，则被解释为阳性。

简要回答

BAP1、IHC 和 MTAP（CDKN2A 纯合缺失的替代物）有助于鉴别手术标本和积液标

本中的良性和恶性间皮增生。

结论

IHC 对于确认恶性间皮瘤的诊断是必要的，因为许多病例具有法医学意义。对于上

皮样间皮瘤，在形态学、放射学和临床典型病例中，建议使用 2 个间皮瘤标志物和 
2 个癌标志物进行诊断。如果结果不一致，则应使用额外的标志物。对于肉瘤样间皮

瘤，应进行细胞角蛋白染色，辅以间充质和间皮标志物的经验性使用，抗体的选择

可能反映形态学特征。通常，由于特异性和敏感性远低于上皮样肿瘤，组织病理学

的结论是概率的平衡，需要多学科的投入。BAP1 和 MTAP（作为 CDKN2A/p16 纯合

缺失的替代物）IHC 有助于区分恶性间皮细胞增生和良恶性间皮细胞增生，并有助

于在积液和有限的组织标本中建立恶性间皮瘤的诊断。

A B

图 17-10. (A) 带有野生型 CDKN2A 基因的乳头状间皮瘤在所有肿瘤细胞和间质细胞中都广泛表达甲硫腺

苷磷酸化酶 (MTAP)。(B) 一个伴有 MTAP 缺失的乳头状间皮瘤的示例。乳头状柄内的肿瘤细胞呈阴性，

而非肿瘤性间质细胞正常表达该蛋白。
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胸腺肿瘤和免疫组织化学

Andre L. Moreira 和 William D. Travis

简介

胸腺肿瘤很少见，估计在普通人群中的患病率接近 1%（Araki 等，2015 年；Siesling 等，2012 
年）。对这些病变患者的治疗结合了临床、实验室和影像学特征，以确定鉴别诊断、疾病范

围，最重要的是，组织病理学分类。前纵隔病变，包括那些累及胸腺的病变，在病因上是不

同的，这增加了部位的复杂性。本章支持使用免疫组织化学染色鉴别诊断最常见的前纵隔

肿块，并集中于胸腺上皮病变（胸腺瘤、胸腺癌）和生殖细胞肿瘤的鉴别诊断。

诊断胸腺瘤的最佳标志物是什么？

尽管组织学分类不同，但所有胸腺瘤都表现出相似的免疫组织化学反应模式。胸腺瘤由胸

腺上皮细胞（角蛋白阳性）和胸腺未成熟淋巴细胞（来自末端脱氧核苷酸转移酶 [TdT]、 

CD1a 或 CD99 的阳性细胞）组成（Marx 等，2014 年）（图 18-1）。这种组合在适当的形态

学背景下可诊断为胸腺瘤。不推荐进行角蛋白 7 和 20 的染色，因为胸腺瘤这两种标志物

都可能呈阴性（Chu 等，2000 年；Pomplun 等，2002 年）。淋巴瘤可以累及纵隔，并进入世

界卫生组织 (WHO) B1 和 B2 型胸腺瘤的鉴别诊断。一个陷阱是急性淋巴母细胞淋巴瘤，

这在年轻人中更常见，肿瘤细胞 TdT 阳性；然而，所有的淋巴瘤都缺乏角蛋白阳性细胞。

简要回答

角蛋白和 TdT 的组合是诊断胸腺瘤的最佳组合。CD1a 或 CD99 也可用于标记胸腺未成熟

淋巴细胞。
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还有哪些标志物可以用来突显胸腺上皮细胞？

胸腺上皮细胞 p40/p63（Su 等，2015 年；Marx 等，2014 年）和 PAX8（Ordonez，2012 
年；Asirvatham 等，2014 年）阳性，两者均染色细胞核（图 18-2）。后者也可以在胸腺的

神经内分泌肿瘤中呈阳性，但胸腺肿瘤的反应只有在使用多克隆 PAX8 抗体时才能看到

（Toriyama 等，2014 年）。

简要回答

多克隆 PAX8 和 p40/p63 可以添加到角蛋白和 TdT 小组中，用于表征胸腺瘤。

免疫组织化学如何帮助胸腺瘤的分类？

免疫组织化学染色可能会提高 WHO B 型胸腺瘤分类的重复性（图 18-3）。B1 胸腺瘤呈网

状分布，角蛋白阳性细胞呈网状分布（图 18-1B），而 B2 胸腺瘤呈成簇状角蛋白阳性细胞。

简要回答

角蛋白染色可以揭示上皮细胞的模式，这有助于区分 B1 和 B2 胸腺瘤。

100 px 100 px

100 px 100 px

A B

C D

图 18-1. (A) 世界卫生组织 (WHO) B1 型胸腺瘤 H&E 染色切片，显示纤维带、小叶生长模式和丰富的淋巴细

胞。上皮细胞不是很明显。(B) 角蛋白 (AE1/AE3) 免疫组织化学染色显示胸腺上皮细胞呈网状分布。(C) TDT 
免疫组织化(学染色突显胸腺淋巴细胞。(D) CD1a 免疫组织化学染色突显胸腺淋巴细胞，核心活检为 B2 型胸

腺瘤。
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如何区分胸腺瘤和胸腺癌？

B3 胸腺瘤和胸腺癌的鉴别诊断可能很有挑战性，特别是在小活检中。诊断依赖于肿瘤细

胞的形态学特征，但免疫组化 (IHC) 有助于诊断（图 18-4）。世卫组织 B3 型胸腺瘤与 TdT 
阳性淋巴细胞相关，而胸腺癌与胸腺淋巴细胞无关，因此 TdT 或 CD1a 免疫组织化学染

色在这些癌症中为阴性（Weissferdt 等，2016 年；Marx 等，2014 年）。大多数胸腺癌是鳞

状细胞癌；因此，这些肿瘤 p40/p63 和 PAX8 呈阳性。虽然这些标志物不是特异性的，但

阳性反应能够提示胸腺起源。此外，60% 到 70% 的胸腺癌上皮细胞会表达 KIT (CD117) 
和 CD5，而肺癌中缺乏 KIT 和 CD5 双阳性。这 4 个标志物可以提高胸腺癌与 B3 胸腺瘤

和肺鳞癌的鉴别诊断效率（Asirvatham 等，2014 年；Su 等，2015 年；Kriegsmann 等，2015 
年）。

100 px 100 px

A B

图 18-2. (A) PAX8 免疫组织化学染色突出胸腺上皮细胞。(B) B2 型胸腺瘤核心活检组织中 p40 免疫组织化学

染色突出胸腺上皮细胞。

100 px 100 px

A B

图 18-3. (A) 世界卫生组织 (WHO) B 型胸腺瘤的 H&E 染色切片。(B) 角蛋白免疫组织化学染色 (AE1/AE3) 显示

成簇的上皮细胞，符合 B2 型胸腺瘤的分类标准。与图 18-1B 相比，该图显示了 B1 型胸腺瘤中角质蛋白阳性

细胞的网状结构。
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简要回答

在小活检标本中鉴别诊断 WHO B3 型胸腺瘤和胸腺癌具有挑战性。TdT 阳性淋巴细胞的

存在有利于胸腺瘤的诊断。CD5 和/或 CD117 阳性表达有助于胸腺癌的诊断以及与肺鳞状

细胞癌的鉴别诊断。

哪些染色可用于诊断生殖细胞瘤？

纵隔生殖细胞肿瘤的诊断在很大程度上依赖于临床、影像学和组织学信息。生殖细胞肿

瘤在年轻成年男性中很常见（Calaminus 和 Joffe，2016 年），并与卵黄囊肿瘤和绒毛膜癌

的血清标志物如甲胎蛋白 (AFP) 和绒毛膜促性腺激素 (β-HCG) 的升高有关（Salem 和 
Gilligan，2011年），尽管没有精原细胞瘤、畸胎瘤或胚胎癌的血清标志物。生殖细胞肿瘤

的组成成分可以通过组织学和 IHC 来确定，因为每种肿瘤都有特定的免疫反应模式，

但畸胎瘤除外，因为这种肿瘤没有特异性标志物。为了与其他肿瘤相区别，sal 样蛋白 4 
(SALL4) 在包括畸胎瘤在内的生殖细胞肿瘤中的表达最为广泛（图 18-5）。尽管有一些急

性淋巴细胞性 B 细胞白血病和急性髓性白血病也呈阳性，但 SALL4 表达会提示纵隔生殖

细胞肿瘤的诊断。在临床上，精原细胞瘤和非精原细胞瘤之间的区别很重要；因此，为了区

分精原细胞瘤，推荐使用 OCT3/4、KIT (CD117)、CD30 和磷脂酰肌醇聚糖 3 作为标志物

（图 18-5）（Ulbright 等，2014），而大多数肿瘤是混合性生殖细胞肿瘤，包含肿瘤的任意

组合。OCT3/4 在精原细胞瘤和胚胎性癌中呈阳性表达，在卵黄囊肿瘤（图 18-6）和绒毛

A B

C
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图 18-4. (A) 胸腺癌 H&E 染色切片，核心活检，纤维间质内可见成簇的上皮细胞。(B) CD5 和 (C) CD117 免疫

组化染色，显示 (B) 上皮细胞胞膜和胞浆阳性反应。上皮性肿瘤细胞 p40 也呈阳性，未见与肿瘤相关的TDT
阳性淋巴细胞（未显示）。
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膜癌中呈阴性表达。CD117 在几乎所有精原细胞瘤中均有表达，但在胚胎性癌中呈阴性表

达，在卵黄囊肿瘤中表达不同。CD30 在大多数胚胎性癌中呈阳性表达（图 18-7），但在其

他生殖细胞肿瘤中呈阴性；而磷脂酰肌醇聚糖 3 在卵黄囊肿瘤和大多数绒毛膜癌中可见，

但在胚胎性癌和精原细胞瘤中通常为阴性。大多数卵黄囊肿瘤为 AFP 阳性，但这可能是局

灶性的。绒毛膜癌也表达人绒毛膜促性腺激素（图 18-8）（Ulbright 等，2014 年）。与睾丸

相反，纵隔生殖细胞肿瘤可以呈细胞角蛋白阳性（Suster 等，1998 年；Weissferdt 等，2015 
年），因此角蛋白阳性并不能立即表明是上皮性肿瘤（图 18-9）。

简要回答

SALL4 是一种泛生殖细胞瘤标志物，应包含在一个小组中以检查这些肿瘤（Camparo 
和 Comperat，2013 年）。一旦阳性 SALL4 提示生殖细胞瘤，OCT3/4、KIT (CD117)、 

CD30 和磷脂酰肌醇聚糖 3 可用作精原细胞瘤和非精原细胞瘤的分类器（Cheng 
等，2007 年；Weissferdt 等，2019 年）。其他标志物应在组织学检查后纳入并相应添加

（Ulbright，2005 年；Weissferdt 等，2015 年）。

A B

C D
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图 18-5. (A) 纵隔精原细胞瘤 H&E 染色切片，核心活检。由淋巴细胞包围的大肿瘤细胞巢。(B) 精原细胞瘤的

泛生殖细胞肿瘤标志物 SALL4（核染色）、OCT4（未显示）、(C) CD117 和 (D) D2-40 呈阳性。
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结论

胸腺肿瘤是一种罕见的肿瘤，包括多种组织学亚型。IHC 为胸腺肿瘤的鉴别诊断提供了实

质性的帮助，特别是在小活检标本中。除了本章讨论的胸腺上皮肿瘤和生殖细胞肿瘤外，

淋巴瘤、神经内分泌肿瘤和其他一些罕见的肿瘤也可能发生在胸腺。其他地方描述了与这

些肿瘤的鉴别诊断（Marx 等，2015 年）。

A B

C D
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图 18-6. (A) H&E 染色的纵隔卵黄囊肿瘤切片，形成类似胚胎结构的组织学模式。卵黄囊肿瘤 (B) SALL4 阳
性，(C) OCT4 阴性。卵黄囊肿瘤也呈磷脂酰肌醇聚糖 3 (D) 阳性，通常呈斑片状分布。肿瘤的甲胎蛋白也呈阳

性（未显示）。

A B

图 18-7. 胚胎癌 H&E 染色切片，细胞块。(A) 肿瘤细胞比卵黄囊肿瘤更大，更具多形性。(B) 胚胎性癌 CD30 阳
性。肿瘤细胞 SALL4 和 OCT4 也呈阳性（未显示）。
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免疫组织化学在预测性生物标志
物检测中的应用

Keith M. Kerr, Ming Sound Tsao, Fred R. Hirsch 和 Ignacio I. Wistuba

简介

正如本书其他部分所广泛讨论的，免疫组织化学 (IHC) 在很大程度上与组织切片中

蛋白质的检测有关。相反，除了少数例外，使肿瘤对分子靶向药物敏感的细胞致癌

改变通常与 DNA 和/或 RNA 水平的基因改变有关。尽管如此，发挥致癌活性的是发

生了改变的蛋白质，药物的靶点正是这种蛋白质，而不是改变的核酸序列。

人类表皮生长因子受体 2 (HER2) IHC 在 20 世纪 90 年代初引入乳腺癌检测是一

个困难的过程，这使得许多肿瘤学家普遍对 IHC 保持警惕。非小细胞癌 (NSCC) 中，

一些基于 IHC 的生物标志物（胸苷酸合成酶、表皮生长因子受体 [EGFR] 和 MET）
时而出现时而消失，但其中一些可能会再次出现（见以下章节）。然而，最近，程

序性死亡配体 1 (PD-L1) IHC 已经将这项技术坚定地确立为 NSCC 生物标志物检测

的核心。

IHC 在检测 EGFR 改变方面是否有作用？

在寻找生物标志物以选择 EGFR 酪氨酸激酶抑制剂 (TKI) 治疗患者的过程中，针对 
EGFR 野生型 (WT) 蛋白的 IHC 分析进行了研究，直到发现从这些药物中受益的是一

组更特殊的患者，这些患者在 EGFR 的 TK 区域具有一系列激活和致敏突变（Clark 
等，2006 年；Eberhard 等，2008 年）。在 FLEX 试验中，EGFR WT IHC 有效地选择

了更有可能受益于抗 EGFR 单克隆抗体西妥昔单抗的患者（Douillard 等，2014 年）， 

但该药物未能获得监管部门的批准，因此 EGFR WT IHC 检测从未进入过常规临床实

践。该生物标志物也用于另一种抗 EGFR 单克隆抗体治疗药物耐昔妥珠单抗的试验，

但未能证明有效的患者选择（Diaz-Serrano 等，2019 年）。
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抗体可用于 IHC 检测，以检测 EGFR 
L858R 21 号外显子突变的突变 EGFR 蛋白和某

些 19 号外显子缺失突变蛋白。虽然抗 L858R 
蛋白的敏感性和特异性是可以接受的，但临

床实践中发现的 19 号外显子缺失的范围使

得抗体无法识别所有突变的蛋白，因为抗

体只检测到 19 号外显子中的 15 个碱基对缺

失，而没有其他致敏缺失（Cooper 等，2013 
年；Chen 等，2014 年）。因此，所有 19 号
外显子缺失突变的敏感性都很低，并且低于

临床实践中常规可接受的水平。然而，这些 
IHC 检测用于不可能进行突变序列检测的临

床实践中，或者突变检测的周转时间较长导

致需要 1 至 2 天周转时间的 IHC 检测的临床

实践中（图 19-1）。在美国病理学家学会 (CAP)、国际肺癌研究协会 (IASLC) 和分子

病理学协会 (AMP) 给出的最新版本的分子检测指南中，不建议将这种使用 IHC 进行 
EGFR 突变检测的方法作为常规做法（Lindeman 等，2018 年）。

简要回答

EGFR WT IHC 目前没有常规推荐的临床用途。在特定情况下偶尔会使用 IHC 来检测

有限范围的突变 EGFR 蛋白。

IHC 在检测带有 ALK 基因重排的肿瘤中的作用是什么？

间变性淋巴瘤激酶 (ALK) IHC 在检测 ALK 基因重排患者中起着关键作用。它有时被

用作筛查工具，但当 VENTANA ALK (D5F3) CDx 检测被用作治疗决定测试时，它

也被美国食品和药物管理局 (FDA) 接受，而没有实际的直接证据证明 ALK 基因重排

（Lindeman 等，2018 年）。

携带 ALK 基因重排的 NSCC 肿瘤细胞胞浆中的 ALK 蛋白略有升高。除一些神

经组织外，ALK 蛋白在正常成人组织中不存在（Hallberg 和 Palmer，2013 年）。

因此，ALK-IHC 筛查被认为是一种识别 NSCC 患者的快速、廉价的方法，提交这

些患者的样本以进行确认性荧光原位杂交 (FISH) 或其他分子检测。这有助于实验

室不必进行大量昂贵的 FISH 检测，就可以确定仅在大约 4% 的测试人群中所存在

的分子异常。ALK1 克隆通常用于诊断 ALK 蛋白水平较高的间变性淋巴瘤，研究证

明，在 ALK 重排的 NSCC 中发现较低水平的 ALK 蛋白不够敏感（Mino-Kenudson 
等，2010 年）。采用 5A4 和 D5F3 抗 ALK 克隆的检测方法已经得到开发，几项研究

表明，这些检测方法可用于筛查 NSCC 样本人群和识别 ALK 基因重排病例（图 19-2 

图 19-1. 一位 86 岁妇女乳房核心活检发现转移性

肺腺癌。肿瘤 EGFR 19 号外显子缺失突变特异性

抗体阳性 (E746_A750del- clone 6B6, Roche Tissue 
Diagnostics [罗氏公司组织诊断])。
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和 19-3）（Tsao 等，2016 年）。尽管敏感性一般来说是足够的，取决于任何特定实

验室开发的检测 (LDT) 的检测化学，但特异性较低，特别是当 IHC 阳性处于较低

水平时（Tsao 等，2013 年；Blackhall 等，2014 年；von Laffert 等，2014 年；Minca 
等，2013 年；Selinger 等，2013 年；Nitta 等，2013 年）。为此，最好将这种检测作

为筛查工具，选择患者进行确认性 FISH 或其他分子检测（Lindeman 等，2018 年）。 

然而，癌症护理团队可能会验证他们自己的 ALK IHC LDT 检测。如果这项检测具有

可接受的高特异性，且得到相关监管机构的准许，他们可能会选择直接使用它来做

出治疗决策。然而，应该指出的是，在一些外部质量保证计划中，ALK LDTs 测试的

结果还达不到可接受的结果（Ibrahim 等，2016 年）。VENTANA ALK (D5F3) CDx 
检测方法具有高敏感性和特异性，经批准可用于晚期 NSCC 患者 ALK TKIs 的治疗选

择。该检测方法在检测系统中采用了酪酰胺放大步骤，消除了 ALK 重排的 NSCC 样
本染色的动态范围，产生了有效的二进制读数：阳性或阴性。VENTANA ALK (D5F3) 
CDx 检测与 NSCC 中 ALK 基因重排的存在高度相关（Nitta 等，2013 年）。

在 NSCC 的 ALK 重排测试过程中，出现了一个有趣的转折，现在来自学术研究

和 Alex 试验的证据表明，与重排呈阳性但 IHC 呈阴性的患者相比，拥有ALK 基因

A B

图 19-2. (A) 肺核心活检显示腺泡型腺癌。(B) 该肿瘤存在间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 基因重排，实验室建立

的 5A4 克隆检测显示 ALK 免疫组化 (IHC) 呈强阳性。

A B

图 19-3. 肺腺癌间变性淋巴瘤激酶 (ALK) 在 (A) 手术活检和 (B) 胸腔积液细胞块中用 VENTANA ALK (D5F3) 
CDx 检测呈强而弥漫染色。荧光原位杂交 (FISH) 检测均显示 ALK 基因重排。
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重排的肿瘤患者和 IHC 阳性的肿瘤患者显示

出更高的应答率（van der Wekken 等，2017 
年；Mok 等，2017 年）。这是有道理的，因

为蛋白质是致癌的部分，也是药物的靶点。

同时，这也表明 ALK IHC 在经下一代测序 
(NGS) 检测到 ALK 基因重排的患者中可能发

挥作用（见“结论”）。

最后，如上所述，在没有 FISH 或分子确

认的情况下使用 ALK IHC 时要注意。在没

有基因重排的情况下，高达 20% 的高级别肺

神经内分泌癌有时表现为强烈的弥漫性 ALK 
IHC 阳性（图 19-4）。偶尔，基于甲状腺转

录因子 1 (TTF1) IHC 阳性，这类肿瘤可能会

被误诊为腺癌，特别是在小样本、形态学有问题的样本中（Kondoh 等，2019 年）。

简要回答

ALK IHC 在晚期 NSCC 患者 ALK 预测生物标志物检测中起着关键作用。

IHC 在检测带有 ROS1 基因重排的肿瘤中的作用是什么？

与 ALK 检测相比，c-ros 肿瘤基因 1 (ROS1) 基因重排检测不太成熟。目前还没有配套

的诊断 ROS1 IHC 检测可用，尽管 ROS1 IHC 的使用已得到很好的认可和推荐，但该

方法仅应用作丰富检测人群的筛查工具，以进行 ROS1 基因重排的 FISH 或分子检测

（Lindeman 等，2018 年；Tsao 等，2016 年）。 

因此，根据定义，目前使用的所有 ROS1 
IHC 测试都是 LDTs。D4D6 克隆在临床上使

用频率较高。已公布的数据表明，有可能开

发一种足够灵敏的分析方法（图 19-5），但

特异性通常低于最好的 ALK IHC 检测方法

（Bubendorf 等，2016 年；Selinger 等，2017 
年）。ROS1 蛋白水平在重排肿瘤的不同部

位可能是不同的，这可能会导致活检抽样错

误，而且在存在某些重排的情况下，ROS1 的
表达可能非常低，这使得一些融合基因有可

能被 IHC 筛查遗漏。相反，在没有 ROS1 融合

的情况下，一些腺癌可能表现为局灶性中到

图 19-5. 用基于 D4D6 的方法对肺腺癌组织中 c-ros 
癌基因 1 (ROS1) 进行弥漫染色。该病例在荧光原位

杂交(FISH)检测中显示 ROS1 基因重排。

图 19-4. 经 VENTANA ALK (D5F3) CDx 检测小细胞癌

支气管内膜活检标本呈阳性。荧光原位杂交 (FISH) 
检测未见重排。
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强阳性（图 19-6）。数据显示，在 ROS1 IHC 阳性病例中，可能只有 20% 的病例发现 
ROS1 基因重排（Tsao 等，2016 年）。最近，抗 ROS1 SP384 克隆已经面世（罗氏组织

诊断），也是一种有效的筛查工具（图 19-7）（Huang 等，2019 年；Conde 等，2019 
年；Hofman 等，2019 年）。

到目前为止，还没有数据表明治疗反应和 IHC 阳性之间的关系，但这肯定值

得研究。

简要回答

ROS1 IHC 是一种成熟的技术，用于富集晚期 NSCC 患者群体，以通过替代分子方法

确认 ROS1 基因重排。

IHC 在识别 NTRK1-3 基因重排的肿瘤中是否起作用？

与以前的改变相比，在 NSCC 中检测神经营养酪氨酸受体激酶 (NTRK) 融合基因的经

验更少，但 IHC 阳性筛查范式再次出现。情况尤其如此，因为 NTRK 重排在 NSCC 
中极其罕见 (0.1%-1%)（Farago 等，2018 年），对于许多实验室来说，例如使用独

立的 FISH 检测来筛查所有相关病例是不可行的。数据有限，但使用克隆 EPR17341 
（图 19-8）(Abcam) 的泛 TRK IHC 已显示与通过其他方式发现的 NTRK1-3 基因重排

的存在相关，并代表了一种可行的筛查策略（Hechtman 等，2017 年）。针对 NSCC 
生物标志物检测这一困难领域的方法仍在开发中，但一些建议现已公布（Penault-
Llorca 等，2019 年；Marchio 等，2019 年）。NTRK IHC 阳性也可能出现在没有基因

重排的神经内分泌肿瘤中（图 19-9）(K.M.Kerr，个人观察）。

图 19-6. 肺核心活检显示以 D4D6 为基础的 c-ros 
癌基因 1 (ROS1) 阳性染色的腺癌。荧光原位杂交 
(FISH) 检测未见基因重排。

图 19-7. 带有 c-ros 癌基因 1 (ROS1) 基因重排的肺腺
癌，使用 SP384 克隆进行 ROS1 染色呈阳性。这个
病例很好地显示了这类病例中常见的染色强度和颗
粒性的变异性。
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简要回答

辅助检测 NTRK1-3 基因重排的 IHC 测试是一项新兴技术，但没有确定的作用。

IHC 检测在任何其他可靶向基因组改变的预测性生物标志物检测中是否有任

何作用？

许多国家批准将 B-RAF 原癌基因蛋白 (BRAF) 和 MEK 激酶抑制剂用于 BRAF V600E 
突变患者（Planchard 等，2017 年；Planchard 和 Johnson，2018 年；Leonetti 等，2018 
年）。已批准的用于识别接受此类治疗的患者的方法是某种形式的测序。用于 IHC 
检测的抗体可用于鉴定 V600E 突变蛋白。虽然这些药物有时用于恶性黑色素瘤患

者，但不推荐用于 NSCC 患者（Lindeman 等，2018 年）。

MET 的 IHC 检测被引入作为一种假定的选择性生物标志物，与抗 MET 单克隆

抗体治疗性奥纳妥珠单抗一起使用（Spigel 等，2017 年）。尽管基于 SP44 克隆的分

析显示，MET 的高水平表达似乎确实丰富了患者的预后，但该疗法未能获得监管部

门的批准。最近，NSCC 中 MET 基因在 2 种特殊情况下再次成为人们关注的药物靶

点：从新开始的 MET 基因扩增，或者更重要的是，在 EGFR TKI 治疗后复发的耐药

机制的背景下，作为 MET 靶向治疗的生物标志物（Salgia，2017 年；Wang 等，2019 
年）。这种治疗方法也正在研究中，患者的肿瘤携带 MET 基因外显子 14 及其周围

的广泛突变，这些突变导致转录和致癌驱动过程中跳过外显子 14，因为 MET 蛋白的

降解受损（Salgia，2017 年；Paik 等，2015 年）。在这两种情况下，尤其是在 MET 
14 号外显子跳跃的情况下，人们已经推断，蛋白质水平的升高可能是一种 IHC 标志

物，可以用于筛查肿瘤以进行 MET 靶向的分子检测。到目前为止，文献似乎表明，

尽管 MET 的 IHC 阳性与基因组变化的存在有关，但迄今所研究的 IHC 方法不够敏

图 19-8. 肺腺癌 pan-TRK 免疫组化染色呈阳性。 图 19-9. 肺大细胞神经内分泌癌显示泛 TRK 免疫组

织化学 (IHC) 阳性，但无神经营养酪氨酸受体激酶 
(NTRK) 基因重排的证据。
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感和特异，不足以用作筛查工具，许多病例将被遗漏（Baldacci 等，2020 年；Guo 
等，2019 年）。在这种情况下，MET IHC 在 NSCC 的未来是不确定的。

虽然 HER2-IHC 作为乳腺癌的预测性诊断试验已经得到了很好的证实，但目前

它在肺癌检测中还没有被批准的作用。HER2 突变在肺癌中很少见，但蛋白过度表

达更为常见。最近的数据提高了对这些患者群体进行有效靶向治疗的可能性（Smit 
等，2020 年）。虽然 HER2 IHC 不是当前测试方案的一部分，但这种情况在未来可

能会改变。

RET 原癌基因 (RET) 的基因重排是肺癌治疗的一个很有前途的靶点，尽管很少

见，但有几种新的药物能有效地对抗出现这种改变的 NSCC。按照已经为描述的 
ALK、ROS1 和 NTRK 检测的范式，RET IHC 也有意义和可能的价值，但目前还没有

数据。

NRG1 基因重排是在 NSCC 病例中发现的，特别是在侵袭性粘液腺癌中，EGFR 
TKI 治疗显示出了良好的疗效。在这些病例中已发现 NRG1 蛋白的 IHC 阳性，但这

种检测的作用尚未确定（Nagasaka 和 Ou，2019 年；Trombetta 等，2018 年）。

在小细胞癌中，DLL3 的 IHC 检测最近被作为抗体-细胞毒药物偶联物罗伐珠

单抗 Tesiine 的富集策略（Morgensztern 等，2019 年）。由于试验结果令人失望

和相当大的毒性，该药物目前没有获得监管部门的批准（Morgensztern 等，2019 
年；Mullard，2019 年）。

简要回答

如上讨论，IHC 测试在识别具有其他可靶向改变的患者方面没有既定的作用。

PD-L1 IHC 在选择 NSCC 患者进行免疫治疗方面的作用是什么？

PD-L1 的 IHC 现在已经在 III 和 IV 期 NSCC 的常规生物标志物检测算法中得到了很

好的确立。这个主题已经在其他地方得到了广泛的审查，包括在 IASLC 肺癌 PD-L1 
免疫组织化学检测图谱（Tsao 等，2017 年）中。在这里，仅对一些要点进行简要回

顾。

PD-L1 IHC 的表达一直显示出能够丰富 NSCC 患者群体，从而受益于抗程序性细

胞死亡蛋白 1 (PD1) 或 PD-L1 药物。在任何强度的细胞膜上表达 PD-L1 的肿瘤细胞

所占比例越大，患者受益的可能性就越高（图 19-10）。在 NSCC 患者中研究的大多

数药物的 PD-L1 IHC 生物标志物只关注在肿瘤细胞中的表达，但阿替利珠单抗是基

于 PD-L1 的 SP142 克隆和 PD-L1 在肿瘤和免疫细胞中的表达而开发的（图 19-11）
（Fehrenbacher 等，2016 年）。

尽管 PD-L1 表达水平和临床结果之间的剂量-反应关系在二线或更高免疫疗法的

临床试验中得到了保留，但在这种情况下，只有帕博利珠姆单抗 (pembrolizumab) 的
处方需要 PD-L1 肿瘤比例评分 (TPS) 大于或等于 1%（Herbst 等，2016 年）。其他获

批的抑制剂可以不考虑 PD-L1 的表达；这种情况下的测试被认为是互补的（Brahmer 
等，2015 年；Borghaei 等，2015 年；Fehrenbacher 等，2016 年）。使用一线帕博利珠
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姆单抗 (pembrolizumab) 单一疗法需要 PD-L1 IHC TPS 达到 50% 或更高，22C3 和 SP263 
检测（参见以下段落）都被批准为该设置中的配套诊断（Reck 等，2016 年；VEN-
TANA PD-L1 [SP263] 检测）。无论 PD-L1 表达情况如何，一线帕博利珠姆单抗 (pem-
brolizumab) 和含铂双药化疗的组合应用获得了监管部门的批准，尽管根据 PD-L1 
IHC TPS 的不同，结果存在很大差异；而且该诊断方法被普遍认为是对个别患者进

行细微治疗选择的有用的补充诊断方法（Mok 等，2019 年；Peters 等，2019b）。 

在第三阶段 NSCC 中，PD-L1 抑制剂度伐利尤单抗 (duvalumab) 被批准在放化疗后使

用。在美国，这一批准与 PD-L1 表达无关，尽管受益的可能性更大与 PD-L1 TPS 更
高相关（Antonia 等，2017，2018 年）。在欧洲，对太平洋试验数据的一项有争议

的事后分析显示，低于 1% 的 TPS 队列中没有总体生存益处，因此欧洲药品管理局 
(European Medicines Agency) 要求 PD-L1 IHC 测试和 TPS 大于或等于 1% 的患者使用 
Pacific 方案（Peters 等，2019a）。

包括前面提到的批准适应症在内的 5 种抗 PD1 或 PD-L1 药物处于开发的最高级

阶段，它们是帕博利珠姆单抗 (pembrolizumab)、纳武单抗 (nivolumab)、度伐利尤

单抗 (durvalumab)、阿替利珠单抗 (atezolizumab) 和阿维单抗 (avelumab)。其中每一

个都是通过分别使用抗 PD-L1 IHC 克隆 22C3、28-8、SP263、SP142 和 73-10 进行 

A B

C D

图 19-10. （A 和 B）低分化腺癌表现为强烈而广泛的膜编程死亡配体 1 (PD-L1) 阳性。(C) 鳞状细胞癌

表现为肿瘤细胞膜可变染色的特征性模式。转移性非小细胞癌 (NSCC) 在支气管内超声 (EBUS) 细胞学细

胞块中显示非常局灶性肿瘤细胞染色，但也 (D) 染色于巨噬细胞和细胞碎片。用 Dako 22C3 pharmDx 
法染色。
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PD-L1 IHC 检测的临床试验而发展起来的。

不同的 PD-L1 检测方法的多样性在肿瘤学家

中引起了一些困惑，在病理学上也引起了恐

慌。病理学面临的主要难题是要做哪些检查

的问题？大多数实验室无法合理地提供所有

这些化验，那么是否可以进行单次检测，然

后将结果用于所有之前的临床适应症？这些

经过试验验证的检测方法有多大的相似性？

包括 IASLC BluePrint 研究在内的多项化验

比较研究表明，22C3、28-8 和 VENTANA 
PD-L1 (SP263) 检测在评估 NSCC TPS 方

面的一致性可以接受（Hirsch 等，2017 
年；Scheel 等，2016 年；Ratcliffe 等，2017 
年；Hendry 等，2018 年；Adam 等，2018 

年；Tsao 等，2018 年；Rimm 等，2017 年；Torlakovic 等，2020 年）。VENTANA 
PD-L1 (SP142) 检测一直显示较低的 TPS 评分，而 73-10 检测的敏感性明显更高；在

阿维单抗 (avelumab) 试验中，80% 的 TPS 被认为等同于 22C3 检测的 50%（Barlesi 
等，2018 年）。还有一些新出现的数据表明，VENTANA PD-L1 (SP263) 检测实际上

可能比 22C3 检测更敏感，尽管其程度和意义仍不清楚（Hendry 等，2018 年；Mu-
nari 等，2018 年）。

一些实验室将使用他们自己的 PD-L1 LDT 检测，而不是商业试验验证的检测。

虽然这些 LDT 可以达到试验验证化验的技术性能（Adam 等，2018 年；Neuman 
等，2016 年；Roge 等，2017 年），但不能保证他们会这样做，并且需要严格的内部

和外部质量保证验证（Cheung 等，2019 年）。

细胞学类型的样本没有在上述任何临床试验或商业化验开发中使用。因此，人

们一直不愿使用细胞学类型的材料进行临床 PD-L1 检测。然而，现在有大量文献

表明，使用试验验证的分析方法，将细胞学与来自同一肿瘤的组织活检样本进行比

较，对 TPS 进行 PD-L1 评估具有可接受的同等性能（Heymann 等，2017 年；Buttner 
等，2017 年；Skov 和 Skov， 2017 年；Gosney 等，2020 年；Yatabe 等，2019 年）。细

胞学类型的样本在固定、处理和准备染色的方式上存在差异，因此需要仔细关注这

些分析前的步骤，而标准化将有助于将这些研究观察结果转化为常规临床实践。建

议使用细胞学类型样本进行临床 PD-L1 检测的实验室对其内部程序进行内部验证，

以确保同等性能。

简要回答

尽管正在积极寻找用于 NSCC 免疫疗法的替代生物标志物，但 PD-L1 IHC 似乎极有

可能继续作为抗 PD1 和 PD-L1 免疫治疗所需的 NSCC 临床样本评估的一部分。然

而，关于不同的检测方法、样本类型、肿瘤与免疫细胞中的表达以及 IHC 数据应如

何用于临床决策等问题仍然存在。

图 19-11. 在肺实性腺癌周围的间质免疫细胞中，程

序性死亡配体 1 (PD-L1) 染色明显，未见肿瘤细胞阳

性。用 VENTANA PD-L1 (SP142) 染色。
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IHC 能否用于评估肿瘤微环境以选择患者进行免疫治疗？

IHC 有可能在细胞水平上评估肿瘤炎症的程度，或评估其他可能暗示 NSCC 对当前

免疫疗法的敏感性或耐药性的调节分子。然而，相关数据相对较少，而且所有这些

因素都还处于研究阶段，因为没有一个因素被批准用于治疗。CD8 IHC 已被用于评

估肿瘤炎症（Conde 等，2018 年），多重 IHC 正在探索作为在同一肿瘤样本中同时

评估多个细胞因子的一种方式（Lu 等，2019 年）。

简要回答

未来如何评估和使用肿瘤微环境因素仍有待确定。这必须基于可靠的证据和临床试

验。

结论

IHC 是一种相对简单、廉价但功能强大的工具，用于直接研究临床 NSCC 样本中蛋

白质的状态，通常是致癌成分和药物靶点。NSCC 个性化治疗中的分子革命主要集中

在基因组改变上，过多的突变和其他基因组数据在科学上具有诱惑力和说服力。然

而，前面的讨论清楚地表明，使用 IHC 的蛋白质组学评估在 NSCC 诊断中仍然起着

关键作用，以确保患者接受最有效的治疗。随着我们 NSCC 患者肿瘤中临床相关生

物标志物数量的增加，使用多路并行 NGS 作为基因组生物标志物信息、突变、融合

基因甚至基因拷贝数的“一站式商店”的吸引力也在增加。随着 NGS 成为标准的分

子测试平台，上述 IHC 的使用是否会减少或消失？目前在一些中心的实践肯定是这

样的，但是关于与 ALK 基因重排相关的蛋白质表达的重要性的数据又如何呢？有没

有可能出现一种范式，即 NGS 检测到的融合基因需要展示蛋白质，以便更好地预测

药物疗效？这是一个中肯而合乎逻辑的问题。制药公司赞助的试验或科学界是否会

提供数据给我们一个答案还有待观察。
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总结观点

Keith M. Kerr, Alain C. Borczuk, Wendy A. Cooper, Sanja Dacic,  
Andre L. Moreira, Yasushi Yatabe 和 Ming Sound Tsao

本图谱广泛地说明了免疫组织化学 (IHC) 在胸腔恶性肿瘤诊断中的重要地位。这项技

术在我们的患者组织样本采集的诊断过程中的每一个环节都发挥着作用。

我们描述了 IHC 的基本原理和生化基础，以及 IHC 技术在许多不同情况下对胸

部恶性肿瘤诊断的贡献，回顾了世界卫生组织 (WHO) 分类的实质，以及如何在手术

切除的病例和小活检和细胞学样本中做出诊断。WHO 分类和本图谱中的后一部分至

关重要，因为在肺癌领域，至少三分之二的患者在确诊时患有晚期疾病，因此，病

理学家只有少量的活检和/或细胞学样本可用于诊断性和预测性生物标志物测试。

这本图谱还提供了关于我们最常用的个体标志物和各种可用的克隆的具体讨论。

市场上用于识别同一实体的克隆体之间可能发生的变化是相当重要的，代表了一个

有时被病理学家低估的问题。如果不了解克隆的特征和特异性，克隆之间的差异可

能会导致误解和误诊。此外，我们的大多数诊断 IHC 检测基本上都是实验室自建检

测，这意味着在检测数量方面，实验室之间可能会有相当大的差异。因此，在临床

使用之前，应对每个标志物的检测方案进行强有力的实验室内部验证。其他问题可

以通过参与 IHC 外部质量保证 (EQA) 计划来确定和纠正。

现代病理诊断实践在很大程度上依赖于 IHC。在一个可利用大量 IHC 标志物来

识别无数大分子的时代，接受培训的病理学家可能会在可能并不真正需要的情况下

只是“因为可以”而使用这项技术，但 IHC 所能提供的更高诊断确定性始终受到欢

迎。相反，正如 Juan Rosai 在 David J.Dabb 的诊断免疫组织化学（Dabbs，2010 年）

第三版序言中富于表现力地指出的那样，在常规诊断中过度使用或过度依赖 IHC 可
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能会将病理学家引向歧途。我们的 IHC 标志物很少对任何特定的诊断具有特异性，

而这些诊断标志物中的绝大多数都是生理学表达。因此，最重要的是，IHC 的发现

总是会结合肿瘤形态学来考虑。

肺癌的诊断也是如此，特别是在小样本诊断的情况下。WHO 分类和其他地方强

调了不过度使用 IHC 的重要性（Lindeman 等，2018 年），因为在初始诊断中进行过

多的 IHC 可能会造成后续的预测性生物标志物检测，特别是分子检测（荧光原位杂

交除外）没有足够的材料，这些检测需要的材料通常比 IHC 所需的更多。这是许多

肿瘤学家和患者面临的主要问题（Cane 等，2015 年）。

IHC 未来可能会发生怎样的变化？毫无疑问，将会出现更多的克隆和标志物。我

们对 IHC 的大部分评估是定性的，而不是定量的。随着数字病理学的兴起，人们可

以设想采用一种更容易量化 IHC 标志物表达的方法。在肺癌诊断中，Ki-67 的评估可

能是这种技术可以提供帮助的一个示例，但需要证据来证明，我们使用的任何标志

物都有更准确和更细粒度的表达数据，这实际上可能具有诊断价值。如果发生这种

情况，那我们的 IHC 技术变得更加标准化和更加受控将变得更加重要。

更多的标志物和更多的复杂表达谱的排列，但只有少量的可用组织会构成挑战。

快速的技术进步使基于明视野和免疫荧光的多重 IHC 技术在临床和常规诊断中成为

可能。这可以为从有限的组织中榨取更多信息提供解决方案。与数字技术相结合，

这些技术可以提供迄今为止很难生成的协同表达的空间数据。随着数据复杂性的增

加，以及随着更多数据点（标志物）的添加，发现的排列数量也在增加，人工智能

平台可能会发挥越来越大的作用。然而，这种方法要从研究转向常规实践，其临床

价值仍有待证明。通常会存在这样的风险，即我们检测肺癌样本的技术和能力远远

领先于肿瘤学的发展，而肿瘤学则可以利用这些额外的数据。这就是为什么研究和

临床实践之间的衔接会如此重要。也许更有可能的是，在免疫治疗的复杂领域以及

异常信号通路和调节蛋白的相互作用中，在由成瘾性致癌基因驱动的细胞中，这种

多重 IHC 的发展可能会在预测性生物标志物测试中发现更大的价值，特别是当肿瘤

对靶向治疗产生抗药性时，而不是在肺癌诊断和分类的初始阶段。

然而，基因组学和蛋白质组学很可能在肺癌的诊断和分类中发挥越来越大的作

用。2015 年 WHO 分类出现了关键变化，将 IHC 标志物的表达纳入了鳞状细胞和

腺癌的基本定义。随着重要的肺癌临床亚型在分子水平上被识别和定义，我们可以

预见到更多这样的变化。然而，由于 IHC 使用最少的组织材料对特定标志物的表达

提供单细胞分辨率，并且蛋白质是最终的致癌效应和治疗靶点，这项技术将继续在

诊断和生物标志物检测领域发挥关键作用（Tsao 和 Yatabe，2019 年）。因此，了解 
IHC 的工作原理，以及哪些因素可能会干扰检测性能将变得更加重要。
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IHC 是一种非常有价值和强大的技术，如果正确和恰当地应用，可以极大地提

高肺癌和其他胸部肿瘤的诊断准确率。通过帮助确定治疗方案，这一点已被清楚地

证明是对我们患有这种具有生物多样性但往往致命的疾病的患者是有益的。我们希

望，此图谱不仅能够为病理学家提供资源，也能为任何其他对肺癌及其治疗感兴趣

的人提供资源。这本关于肺癌诊断 IHC 的书增加了由国际肺癌研究协会 (IASLC) 提
供的一系列诊断图谱，并且肯定还会有其他新的标题紧随其后。
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附录 A：抗体列表

抗体名称 功能 物种 克隆
图谱参考
页面

肌动蛋白，  
平滑肌

SMA（alpha 平滑肌肌动蛋白） 鼠 1A4 113, 120-121, 
134-135, 139

鼠 ASM-1

AE1/AE3 全细胞角蛋白 鼠 AE1/3 49, 67-68, 71-
73, 79, 115, 
118, 122, 125, 
138, 159-160, 
162, 168-169

鼠 AE1/AE3/PCK26

ALK 间变性淋巴瘤激酶基因产物，p80 鼠 ALK1 6-8, 17, 25, 28, 
39-40, 62, 95, 
98-99, 133-
134, 176-178, 
181, 184

鼠 5A4

兔 D5F3

B72.3 TAG-72（肿瘤相关糖蛋白 72） 鼠 B72.3 157, 159

BAP1 BRCA1 相关蛋白 1，其产物通过乳腺癌 1 型易感蛋白 
(BRCA1) 的 RING 指域与后者结合，作为肿瘤抑制因子

鼠 C4 4, 162-166

Ber-EP4 Ep-CAM 鼠 Ber-EP4 157, 159

34βE12 细胞角蛋白，主要与细胞角蛋白 1、5、10 和 14（高分子
量角蛋白）反应。

鼠 34βE12 68-69, 71, 73

鼠 鸡尾酒 
(34βE12+p63)

BG8, Lewis y Lewis y 血抗原 鼠 F3 157

CAM5.2 CK8, CK7（程度较轻） 鼠 CAM5.2 68, 72, 79-80, 
119, 159, 173

鼠 5D3

钙网膜蛋白 一种 29 kD 的钙结合蛋白，是所谓的 EF-hand 蛋白家族的
成员，也包括 S-100 蛋白

鼠 CAL6 4, 69, 136, 138, 
157-161

鼠 DAK-Calret 1

兔 DC8

兔 SP65

连环蛋白 β-连环蛋白 鼠 β-连环蛋白 1 48, 109-112

鼠 14

鼠 17C2

p120 连环蛋白 鼠 98

兔 EP66
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抗体名称 功能 物种 克隆
图谱参考
页面

CD5 见于胸腺细胞、T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞亚群表面的 I 型跨
膜糖蛋白，可作为受体调节 T 细胞的增殖。

鼠 4C7 69, 169-170

兔 SP19

CD31 (PECAM-1) 血小板和内皮细胞粘附分子 1 (PECAM1) 鼠 JC70A 128-129, 159

鼠 1A10

CD34 在干细胞附着于骨髓细胞外基质或基质细胞中发挥作用 鼠 QBEnd 10 113, 115, 123, 
126, 128-130, 
132, 159鼠 MY10

CD45 白细胞共同抗原 鼠 2B11+PD7/26 37, 96

鼠 RP2/18

CD56 (NCAM) 神经细胞粘附分子 1 鼠 123C3 37, 75-78, 80-
82, 92, 130, 
136-137, 139兔 MRQ-42

鼠 CD564

CD99 (MIC2) MIC2 基因产物，尤文氏肉瘤标志物 鼠 12E7 115, 136-137, 
167

鼠 O13

鼠 PCB1

CD117 (KIT) KIT 原癌基因，受体酪氨酸激酶 鼠 EP10 120-121, 169-
171

兔 多克隆

兔 9.7

CDK4 C细胞周期蛋白依赖性激酶 4 鼠 DCS-31 134-135

CDX2 尾型同源框 2 鼠 DAK-CDX2 104-105, 107-
110, 114, 144-
146, 154-157兔 EPR2764Y

兔 EP25

CEA 癌胚抗原 鼠 CEA31 157, 159

鼠 COL-1

鼠 II-7

鼠 TF3H8-1

嗜铬粒蛋白 A 嗜铬粒蛋白/分泌粒蛋白家族神经内分泌蛋白的成员，存在
于神经元和内分泌细胞的分泌小泡中

鼠 DAK-A3 36, 76, 111

鼠 LK2H10

鼠 5H7

兔 EP1030Y

CK5/6 细胞角蛋白 5/6 鼠 D5/16B4 36, 41-42, 45, 
51, 64-65, 69, 
71-73, 114-
115, 119, 156-
157, 161-162

CK5/6/8/18 细胞角蛋白，多 (5/6/8/18), NCL-CK5/6/8/18,  
NCL-L-CK5/6/8/18 和 RTU-CK5/6/8/18

鼠 5D3/LP34 67-68, 79

CK7 细胞角蛋白 7 鼠 OV-TL12/30 45-47, 51, 
67-73, 79, 103-
105, 107-110, 
114, 119, 144-
146, 149-152, 
154

鼠 RN7

兔 SP52

CK20 细胞角蛋白 20 鼠 Ks20.8 71-73, 79, 104-
105, 107-110, 
114, 144-146, 
149-151

鼠 PW31

兔 SP33
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抗体名称 功能 物种 克隆
图谱参考
页面

CK OSCAR 广谱细胞角蛋白 鼠 OSCAR 67-68, 114, 
117, 159, 173

Claudin 4 构成上皮细胞紧密连接的完整膜蛋白 鼠 3E2C1 126, 157, 159

肌间线蛋白 中间丝 鼠 D33 127, 134-135, 
137-139, 159

鼠 DE-R-11

D2-40 平足蛋白 (D2-40) 鼠 D2-40 157, 159-160, 
166, 171

EMA 上皮膜抗原 鼠 E29 113-116, 120, 
130

鼠 GP1.4

ER 雌激素受体 鼠 6F11 13, 28, 31, 108, 
110-111, 146-
147, 186兔 SP1

雌激素受体α链 鼠 1D5

兔 EP1

雌激素受体β1 鼠 PPG5/10

GATA3 GATA 结合蛋白 3 鼠 HG3-31 19, 108, 146-
147, 149, 155-
156, 160, 166鼠 L50-823

GCDFP15 囊性病变液蛋白 15 鼠 23A3 155-156

兔 EP1582Y

磷脂酰肌醇聚糖 3 细胞表面硫酸肝素蛋白多糖的成员 鼠 GC33, 1G12 110, 152, 170-
172

鼠 IG12

H3K27me3 组蛋白 H3 赖氨酸 27 三甲基化 兔 C36B11 135-136, 142

HMB45 黑色素瘤相关抗原 鼠 HMB45 139-140, 159

鼠 三重鸡尾酒  
(HMB45+A103 
+T311) 

HNF4α 肝细胞核因子 4α 鼠 H1415 106, 145, 156

兔 C11F12

ISMN1 胰岛素瘤相关蛋白 1 鼠 A-8 37-38, 75-77, 
81, 136

Ki-67 与细胞增殖相关的核蛋白 鼠 MIB-1 5-6, 28, 37, 81, 
85-89, 93, 114, 
116, 190鼠 MM1

鼠 K2

兔 30-9

KL1 全细胞角蛋白 鼠 KL1 67-68, 159

Lu5 全细胞角蛋白 鼠 Lu5 68

MDM2 核定位 E3 泛素连接酶，通过靶向肿瘤抑制蛋白，如 p53，
促进肿瘤的形成

鼠 IF2 134-136

MNF116 CK5/6/8/17 鼠 MNF116 67-68, 72

MOC31 Ep-CAM/上皮特异性抗原 鼠 MOC31 157, 159

MTAP 甲基硫代腺苷磷酸化酶，被用作 p16 同源性缺失的替代
标志物

鼠 2G4 163-166
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抗体名称 功能 物种 克隆
图谱参考
页面

天冬氨酸蛋白酶 A 天冬氨酸蛋白酶 A1 家族的成员 鼠 MRQ-60 35-36, 40-41, 
44-45, 50-51, 
69, 92, 103, 
105, 108, 110, 
114, 118-119, 
124, 144-147, 
149-150, 153-
154, 156-157

鼠 IP64

兔 多克隆

NKX3.1 NK3 同源框 1，它编码一个含有同源盒的转录因子，在前
列腺组织中作为上皮细胞生长的负调控因子

兔 EP356 151, 154-155, 
157

NUT 睾丸核蛋白 兔 C52B1 5, 7, 14, 46-47, 
51, 63, 75, 82, 
113-118, 122-
124, 127

OCT3/4 POU 第 5 类同源框 1，编码含有 POU 同源结构域的转录因
子，该结构域在胚胎发育和干细胞多能性中起关键作用 

鼠 N1NK 170-171

p16 周期蛋白依赖性激酶抑制剂 2A，CDKN2A 鼠 E6H4 143-144, 163, 
165-166

鼠 G175-405

鼠 JC8

p40 TP63 产物的异构体，也称为 ΔNP63 鼠 BC28 2, 28, 35-38, 
41-48, 50-51, 
56, 60-65, 
69-70, 74, 78, 
80-81, 92, 
105-106, 111, 
114-117, 119-
121, 130, 149, 
152, 157, 159, 
168-170

p63 TP63 产物 鼠 4A4 2, 28, 41-42, 
45, 50-52, 60-
65, 74, 80-81, 
100, 114-115, 
119-122, 149, 
156-157, 168-
169

鼠 鸡尾酒 
(34βE12+p63)

鼠 DAK-p63

鼠 7JUL

PAX8 配对框 8，一种调节甲状腺发育的转录因子 鼠 MRQ-50 108, 110-111, 
148-150, 153-
157, 168-169, 
174

鼠 PAXR1

S100 钙结合蛋白  兔 多克隆 113, 120-122, 
127, 135, 139, 
159

SALL4 Spalt 样转录因子 4，编码锌指转录因子，被认为会在外展
运动神经元的发育中发挥作用

鼠 6E3 110-111, 126, 
170-173

SMARCA4/BRG1 SWI/SNF 相关，基质相关，染色质肌动蛋白依赖的调节因
子，亚家族 a，成员 4，编码为 SWI/SNF 家族蛋白的一个
成员

鼠 G-7 5, 7, 12, 51, 
125-128

兔 EPNCIR111A

SMARCB1 (BAF47, 
hSNF5, INI1)

SWI/SNF 相关，基质相关，染色质肌动蛋白依赖的调节因
子，亚家族 b，成员 1，是解除抑制染色质结构的复合物
的一部分

鼠 25/BAF47 126, 130-131

SOX10 SRY-box 转录因子 10 编码 SOX（SRY 相关 HMG-box）转录
因子家族成员，参与调节胚胎发育和决定细胞命运。

兔 SP267 135, 146-147

鼠 多克隆
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抗体名称 功能 物种 克隆
图谱参考
页面

STAT6 信号转导和转录激活因子 6，编码为 STAT 转录因子家族的
一个成员

兔 多克隆 130-133, 159

兔 多克隆 (SC-20)

兔 YE361

突触素 脑和内分泌细胞中小突触囊泡的整体膜蛋白 鼠 DAK-SYNAP 37, 40, 75-81, 
93, 109-110, 
130-131, 136-
137, 139

鼠 27G12

兔 MRQ-40

兔 SP11

TTF1 甲状腺转录因子 1，又称 NKX2-1；是调节甲状腺和肺部发
育的转录因子

鼠 8G7G3/1 2, 28, 34-36, 
38-40, 43-48, 
50-51, 53-59, 
62, 65, 69-70, 
72, 92-93, 96, 
103-111, 113-
121, 127, 139, 
144-148, 150-
153, 158-159, 
178

鼠 SPT24

兔 SP141

WT1 维尔姆斯瘤蛋白 鼠 6F-H2 4, 69, 136-138, 
157-160

鼠 WT49
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附录 B：制造商

本图集注明了以下制造商及其产品。每个制造商都有多个分支机构；大多数制造商在世界

各地都有办事处。

Abcam
英国剑桥

Abnova
中国台湾台北

Active Motif
美国加利福尼亚州卡尔斯巴德

Agilent Dakot
美国加利福尼亚州圣克拉拉

BD Biosciences
美国加利福尼亚州圣何塞

BioLegend
美国加利福尼亚州圣地亚哥

Cell Signaling Technology, Inc.
美国马萨诸塞州丹佛斯

Invitrogen - Thermo Fisher Scientific
美国加利福尼亚州卡尔斯巴德

Leica Biosystems
美国伊利诺伊州布法罗格罗夫

Nichirei Bioscience
日本东京

Roche Tissue Diagnostics
美国亚利桑那州图森 

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
美国德克萨斯州达拉斯

Sigma-Aldrich
美国密苏里州圣路易斯

Signet Laboratories, Inc.
美国马萨诸塞州戴德姆

https://abcam.com
https://abnova.com
https://www.activemotif.com/catalog/556/antibodies
https://www.agilent.com
https://www.bdbiosciences.com
https://www.biolegend.com
https://www.cellsignal.com/
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/invitrogen.html
https://www.leicabiosystems.com/
https://www.nichirei.co.jp/bio/english/
https://diagnostics.roche.com/global/en/about/roche-tissue-diagnostics.html
https://www.scbt.com/home
https://www.sigmaaldrich.com/united-states.html
https://signetlabs.com/
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