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  [摘 要] 目的 探讨免疫组织化学联合抗体在浆膜腔积液中鉴别增生性间皮细胞和转移性腺癌细胞的

应用价值。方法 选取2017-2020年该院病理科收集的有增生性间皮细胞及腺癌细胞的浆膜腔积液标本208
例,采用细胞石蜡技术并进一步运用免疫组织化学标记方法检测特异性抗体CEA、MOC-31、Ber-Ep4、CK5/6、

WT1、Calretinin的表达水平。选取的恶性浆膜腔积液病例均经常规细胞学检出恶性肿瘤细胞,且细胞学诊断

均与临床诊断或原发灶组织病理学诊断相符。其中转移性腺癌135例,反应性增生间皮细胞71例,间皮瘤2
例。结果 间皮细胞与腺癌细胞本身有质的区别,但在细胞学诊断中增生性间皮细胞与腺癌细胞单从形态上

常难以分辨。增生性间皮细胞CEA、MOC-31、Ber-Ep4、CK5/6、Calretinin、WT1的表达水平与腺癌细胞比较,
差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 应用细胞石蜡技术结合免疫组织化学联合抗体检测对鉴别浆膜腔积

液中增生性间皮细胞与转移性腺癌细胞有极大帮助,在细胞病理学诊断中具有极高的应用价值。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

immunocytochemistry
 

combined
 

with
 

anti-
body

 

on
 

the
 

differential
 

diagnosis
 

between
 

proliferative
 

mesothelial
 

cells
 

and
 

metastatic
 

adenocarcinoma
 

cells
 

in
 

serous
 

cavity.Methods A
 

total
 

of
 

208
 

serosal
 

cavity
 

effusion
 

specimens
 

with
 

proliferative
 

mesothelial
 

and
 

adenocarcinoma
 

cells
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

pathology
 

department
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

2017
 

to
 

2020.The
 

expression
 

of
 

specific
 

antibodies
 

CEA,MOC-31,Ber-Ep4,CK5/6,WT1
 

and
 

Calretinin
 

were
 

detected
 

by
 

cell
 

paraffin
 

technology
 

and
 

immunocytochemical
 

labeling.Malignant
 

tumor
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

routine
 

cytolo-
gy

 

in
 

all
 

cases
 

of
 

malignant
 

serosal
 

effusion,and
 

the
 

cytological
 

diagnosis
 

was
 

consistent
 

with
 

clinical
 

diagnosis
 

or
 

primary
 

histopathological
 

diagnosis.There
 

were
 

135
 

cases
 

of
 

metastatic
 

adenocarcinoma,71
 

cases
 

of
 

reactive
 

hyperplasia
 

mesothelioma
 

and
 

two
 

cases
 

of
 

mesothelioma.Results There
 

are
 

qualitative
 

differences
 

between
 

mesothelial
 

cells
 

and
 

adenocarcinoma
 

cells,but
 

it
 

is
 

often
 

difficult
 

to
 

distinguish
 

proliferative
 

mesothelial
 

cells
 

from
 

adenocarcinoma
 

cells
 

in
 

cytological
 

diagnosis.The
 

expressions
 

of
 

CEA,MOC-31,Ber-Ep4,CK5/6,Cal-
retinin

 

and
 

WT1
 

in
 

proliferative
 

mesothelial
 

cells
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

of
 

adenocarcinoma
 

cells,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

use
 

of
 

cell
 

paraffin
 

technology
 

combined
 

with
 

immunocytochemistry
 

and
 

antibody
 

detection
 

is
 

of
 

great
 

help
 

in
 

differentiating
 

proliferative
 

mesothelial
 

cells
 

from
 

metastatic
 

adenocarcinoma
 

cells
 

in
 

serosal
 

effusion,and
 

has
 

high
 

application
 

value
 

in
 

cytopathologi-
cal

 

diagnosis.
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  晚期恶性肿瘤首发症状常表现为浆膜腔积液,而
常规细胞学涂片阳性检出率较低[1]。浆膜腔积液中

增生性间皮与腺癌细胞往往难以鉴别,容易造成漏

诊,甚至误诊。提高浆膜腔积液细胞检出率,以及鉴
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别细胞良、恶性与患者的临床分型、后续治疗及预后

密切相关[2]。近年来,随着新技术的应用和细胞学制

片技术的加强,细胞块联合免疫标记、分子检测等均

大大提高了阳性检出率[3-4]。本研究对可疑异型腺上

皮的208例浆膜腔液体进行细胞石蜡包埋切片,并运

用一组联合抗体进行免疫组织化学(IHC)染色,探讨

了免疫细胞化学联合标记鉴别浆膜腔积液中腺癌细

胞与增生性间皮细胞的应用价值,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017-2020年本院病理科收

集的有增生性间皮及腺癌细胞的浆膜腔积液标本

208例,其中男111例,女97例;年龄19~96岁;胸腔

积液161例,腹腔积液45例,心包积液2例。选取的

恶性浆膜腔积液病例均经常规细胞学检出恶性肿瘤

细胞,且细胞学诊断均与临床诊断或原发灶组织病理

学诊断相符,其中转移性腺癌135例,反应性增生间

皮细胞71例,间皮瘤2例。

1.2 方法

1.2.1 细胞石蜡切片制备 将存档的浆膜腔积液倒

入50
 

mL离心管中,2
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃上清

液,加入95%乙醇,2
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃上清

液,取沉渣放入包埋盒中,10%中性甲醛固定,常规石

蜡包埋,切片4
 

μm,烘箱65
 

℃烤片60
 

min备用。

1.2.2 苏木精-伊红(HE)及IHC染色 常规切片脱

蜡,进行HE染色,中性树胶封片。特异性抗体CEA、

MOC-31、Ber-Ep4、CK5/6、WT1、Calretinin均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司,使用全自动IHC染色

机染色,严格按试剂盒说明书步骤操作。

1.2.3 结果判定 免疫标记结果均由2名中级专业

技术职务的病理医师独立阅片。CK5/6定位于细胞

质,CEA、Ber-Ep4定位于细胞膜和细胞质,MOC-31、

Calretinin定位于细胞核和细胞质,WT1定位于细胞

核、核周及细胞质。着色定位明确,呈棕黄色颗粒为

阳性细胞。有异型细胞、无着色或着色小于5%者为

阴性,着色5%~25%者为弱阳性,着色大于25%~
50%者为阳性,着色大于50%者为强阳性。

1.3 统计学处理 应用SPSS20.0统计软件进行数

据分析,计数资料以率或构成比表示,组间比较采用

χ2 检验。P<0.05表示差异有统计学意义。间皮瘤

数量较少,故与增生性间皮细胞合并进行统计。灵敏

度=真阳性病例数/(真阳性病例数+假阴性病例数)

×100%。特异度=真阴性病例数/(真阴性病例数+
假阳性病例数)×100%。

2 结  果

2.1 HE染色特点 208例恶性浆膜腔积液镜下观

察为腺癌细胞102例,细胞有明显异型性,呈圆形或

椭圆形,核质比较高,核偏位,核仁大而清晰,染色质

呈粗颗粒状。癌细胞平铺或呈小乳头状、梁状等立体

结构。增生性间皮细胞46例,常聚集成团,细胞核较

正常间皮细胞稍增大、深染,核浆比略增大。细胞形

态多样,呈圆形、类圆形等,细胞之间常见“开窗”现
象。难以诊断60例,需鉴别为间皮细胞反应性增生、
间皮瘤或腺癌细胞。

 

2.2 腺癌与增生性间皮细胞免疫标记情况 细胞石

蜡行连续切片且免疫标记的染色背景清晰、蛋白阳性

定位准确,易于判断。CEA、Ber-Ep4定位于细胞膜和

细胞质,在腺癌细胞中的阳性率分别为81.5%(110/

135)、80.0%(108/135);MOC-31定位于细胞核和细

胞质,在腺癌细胞中的阳性率为95.6%(129/135)。
而在增生性间皮细胞中CEA、Ber-Ep4、MOC-31阳性

率分别仅为5.5%(4/73)、12.3%(9/73)、5.5%(4/

73)。CEA、Ber-Ep4、MOC-31在腺癌细胞和增生性

间皮细胞中的表达比较,差异均有统计学意义(P<
0.05)。CK5/6定位于细胞质,在增生性间皮细胞中

的阳性率为79.5%(58/73);WT1定位于细胞核,在
增生性间皮细胞中的阳性率为75.3%(55/73);Cal-
retinin定位于细胞核和细胞质,标记间皮细胞时伴有

较强的胞膜着色,在增生性间皮细胞中的阳性率为

90.4%(66/73)。而在腺癌细胞中CK5/6、WT1、Cal-
retinin阳性率分别仅为20.5%(15/73)、24.7%(18/

73)、9.6%(7/73)。CK5/6、WT1、Calretinin在增生

性间皮细胞和腺癌细胞中的表达比较,差异均有统计

学意义(P<0.05)。见表1,图1、2。
表1  6种免疫标记在转移性腺癌细胞与增生性间皮

   细胞中的表达比较[n(%)]

项目
转移性腺癌细胞

(n=135)
增生性间皮细胞

(n=73)
χ2 P

Calretinin 109.11 0.001

 阳性 21(15.6) 66(90.4)

 阴性 114(84.4) 7(9.6)

WT1 111.46 0.001

 阳性 7(5.2) 55(75.3)

 阴性 128(94.8) 18(24.7)

CK5/6 77.63 0.001

 阳性 23(17.0) 58(79.5)

 阴性 112(83.0) 15(20.5)

Ber-Ep4 88.17 0.001

 阳性 108(80.0) 9(12.3)

 阴性 27(20.0) 64(87.7)

MOC-31 166.74 0.001

 阳性 129(95.6) 4(5.5)

 阴性 6(4.4) 69(94.5)
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续表1  6种免疫标记在转移性腺癌细胞与增生性间皮

   细胞中的表达比较[n(%)]

项目
转移性腺癌细胞

(n=135)
增生性间皮细胞

(n=73)
χ2 P

CEA 110.49 0.001

 阳性 110(81.5) 4(5.5)

 阴性 25(18.5) 69(94.5)

2.3 免疫标记在腺癌细胞与增生性间皮细胞中表达

的灵敏度与特异度 在腺癌细胞中CEA表达的灵敏

度为81.5%,特异度为97.5%;Ber-Ep4表达的灵敏

度为80.0%,特异度为87.7%;MOC-31表达的灵敏

度为95.5%,特异度为97.5%。在增生性间皮细胞

中CK5/6表达的灵敏度为79.5%,特异度为83.0%;

WT1表达的灵敏度为75.3%,特异度为94.8%;Cal-
retinin表达的灵敏度为90.4%,特异度为84.4%。

  注:A.胸腔积液涂片中的腺癌细胞(HE,200×);B.胸腔积液细胞块中的腺癌细胞(HE,200×);C.癌细胞CEA阳性(EnVision法,IHC,

200×);D.癌细胞Ber-Ep4阳性(EnVision法,IHC,200×);E.癌细胞 MOC-31阳性(EnVision法,IHC,200×)。

图1  胸腔积液中腺癌细胞 HE及CEA、Ber-Ep4、MOC-31
 

IHC染色

  注:A.腹腔积液涂片中增生的间皮细胞(HE,200×);B.腹腔积液细胞块中增生的间皮细胞(HE,200×);C.间皮细胞CK5/6阳性(EnVision,

IHC,200×);D.间皮细胞 WT1
 

阳性(EnVision法,IHC,200×);E.间皮细胞Calretinin
 

阳性(EnVision法,IHC,200×)。

图2  腹腔积液中增生性间皮细胞 HE及CK5/6、WT1、Calretinin
 

IHC染色
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3 讨  论

  浆膜腔积液是常见的临床表现,其产生的原因很

多,较多见的良性因素有炎症、结核、肝硬化等;常见

恶性因素有转移性肿瘤、恶性间皮瘤、淋巴瘤等,其中

转移性肿瘤为最常见的形成因素[5-6]。常规浆膜腔积

液沉渣涂片虽简单、经济,但诊断恶性浆膜腔积液的

灵敏度较低,往往需多次送检才能确诊。浆膜腔积液

离心沉淀后行细胞石蜡包埋切片不仅提高了检出细

胞的数量,避免了细胞形态破坏,还可反复、连续切

片,用于其他辅助检查。由于增生性间皮细胞呈不典

型性,恶性肿瘤细胞也可分化好,异型性小,从而导致

假阳性或假阴性结果。IHC染色在浆膜腔积液病理

学检查中不仅可鉴别细胞良、恶性,还能进一步判断

肿瘤细胞类型及组织来源[7]。日常病理诊断中以 HE
染色形态学观察为主,IHC染色为辅,同时,多个抗体

联合应用、相互补充,是理想的诊断方法,也可为临床

晚期患者寻找原发灶提供可靠的线索[8]。
本研究对208例浆膜腔积液进行石蜡包埋,并采

用CEA、Ber-Ep4、MOC-31、Calretinin、WT1、CK5/6
 

6种抗体组合用于浆膜腔积液的细胞学病理诊断及鉴

别诊断,结果显示,CEA 标记腺癌细胞的灵敏度为

81.5%,特异度为97.5%,标记间皮细胞阳性率仅

5.5%。CEA在大多数腺癌细胞中表达,广泛存在于

各种腺上皮源性肿瘤中[9],而在增生性间皮细胞和间

皮瘤中表达较少,甚至不表达,是较常用的鉴别诊断

标记。Ber-Ep4[10]除表层鳞状上皮、肝细胞和壁细胞

外,所有上皮均表达,而间皮瘤通常不表达。本研究

结果 显 示,Ber-Ep4 在 腺 癌 细 胞 中 的 灵 敏 度 为

80.0%,特异度为87.7%。MOC-31[10]又称为EGP-2
(上皮糖蛋白-2),是上皮细胞的分子标记,非上皮来源

的细胞不表达。因此,MOC-31极有助于确定浆膜腔

积液细胞是否为上皮来源。本研究结果显示,MOC-
31在 腺 癌 细 胞 中 的 灵 敏 度 为 95.5%,特 异 度 为

97.5%,而在增生性间皮细胞中表达极低。且CEA、

Ber-Ep4、MOC-31在腺癌细胞与增生性间皮细胞中

的表达存在显著差异,提示这3种抗体联合检测对识

别腺癌细胞非常可靠。Calretinin[11-12]是一种存在于

神经元细胞中的钙结合蛋白,间皮细胞中也有表达,
腺癌细胞中极少表达,是最具特异性的鉴别间皮细胞

的标记。本研究结果显示,Calretinin标记增生性间

皮细胞的灵敏度为90.4%,特异度为84.4%。CK5/

6[12]是高相对分子质量细胞角蛋白(分别为58×103、

56×103),多表达在鳞状上皮生发层细胞、肌上皮细

胞和间皮细胞,不表达在腺上皮细胞。因此,可用于

腺癌和鳞状细胞癌、腺癌和间皮瘤的鉴别诊断。本研

究结果显示,CK5/6标记增生性间皮细胞的灵敏度为

79.5%,特异度为83.0%。WT1[11-12]正常表达于肾、
支持细 胞、子 宫 蜕 膜 细 胞 及 卵 巢 颗 粒 细 胞 等,在

Wilm's瘤、后肾腺瘤、间皮瘤中常阳性表达,可作为

腺癌细胞与间皮细胞的鉴别诊断。本研究结果显示,

WT1标记增生性间皮细胞的灵敏度为75.3%,特异

度高达94.8%,在腺癌细胞中表达极少。且Calreti-
nin、WT1、CK5/6在增生性间皮细胞与腺癌细胞中的

表达存在显著差异,提示这3种抗体联合检测是识别

增生性间皮细胞的可靠标记。除了上述研究的CEA、

MOC-31、Ber-Ep4、CK5/6、WT1、Calretinin
 

6种抗体

是鉴别浆膜腔积液中增生性间皮细胞与腺癌细胞的

可靠指标外,文献又报道了新的特异性抗体zeste同

源物增强子2,一种参与肿瘤进展的转录抑制因子,在
多种恶性肿瘤中广泛存在异常免疫表达,是诊断恶性

浆膜腔积液细胞的特异性抗体,在未来的临床诊断工

作中有待进一步实践应用[13]。
综上所述,运用细胞石蜡包埋技术并IHC联合抗

体检测对鉴别增生性间皮细胞与腺癌细胞帮助很大,
特别是对浆膜腔积液中难以分辨的增生性间皮细胞

和高分化腺癌细胞更有价值。CEA、MOC-31、Ber-
Ep4、CK5/6、WT1、Calretinin是鉴别浆膜腔积液中增

生性间皮细胞与腺癌细胞较为理想的抗体组合,虽然

各个抗体的灵敏度和特异度存在一定的局限性,但联

合检测能有效提高细胞学诊断的正确率,大大增加了

其实际应用价值。
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