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免疫磁珠阴性法富集恶性胸腔积液中 

肿瘤细胞方法的建立 

杨俊俊 徐兴祥 闭凌峰 LIN Ping 钱桂生 

【摘要】 目的 建立免疫磁珠阴性法富集 性胸腔积液肿瘤细胞的方法，探讨该方法富集胸腔 

积液中肿瘤细胞的敏感性 、特异性及其应用价值。方法 将 5、1O、20、50、100个 4，6一二眯一2苯Ⅱjl哚 

(DAPI)染色的肺腺癌细胞系 A549细胞分别加入 20 ml心力衰竭患者的胸腔积液中[约含(1～10)x 

10 个细胞]，通过免疫磁珠阴性法富集癌细胞，荧光显微镜检测体外加入癌细胞的回收率。收集 

2010年7月至 2011年 7月江苏省苏北人民医院呼吸科 53例患者的胸腔积液，其中包括经活检病理 

证实的 36例肿瘤患者的胸腔积液标本 ，男 25例，女 11例，年龄 40～78岁，平均(63-4-9)岁；17例非肿 

瘤患者的胸腔积液标本 ，男 8例，女9例 ，年龄 25～81岁，平均(53±18)岁。应用免疫磁珠阴性法及 

密度梯度离心法富集 53份胸腔积液标本并涂片，然后分别应用瑞姬染色 、免疫荧光染色及荧光原位 

杂交(FISH)法进行肿瘤细胞鉴定。结果 分别加人 5、10、20、50、100个经 DAPI染色的肺腺癌 A549 

细胞的回收率分别为 75％、78％ 、82％、85％和 88％ ，平均回收率为 81．6％。应用免疫磁珠 阴性法联 

合瑞姬染色检测恶性胸腔积液中肿瘤细胞的阳性率为 8l％ (29／36)，免疫磁珠阴性法联合免疫荧光 

染色检出表达细胞角蛋白 18(CK18)和 DAPI阳性 、白细胞共同抗原(CD )阴性细胞的阳性率均为 

100％，免疫磁珠阴性法联合荧光原位杂交(FISH)检l叶f肿瘤细胞的阳性率为 86％(31／36)；密度梯度 

离心法联合瑞姬染色检m肿瘤细胞的阳性率为 61％ (22／36)。免疫磁珠 阴性法联合瑞姬染 色或 

FISH与密度梯度离心法联合瑞姬染色比较 ，差异均有统计学意义(X =4．00，P：0．039；x =5．818， 

P=0．012)。良性胸腔积液患者应用免疫磁珠阴性法联合瑞姬染色或 FISH、密度梯度离心法联合瑞 

姬染色均未检 肿瘤细胞 ，而应用免疫磁珠阴性法联合免疫荧光染色检 CK18及 DAPI阳性、CD 

阴性细胞的阳性率为 100％。结论 应用免疫磁珠阴性法富集胸腔积液肿瘤细胞的方法可行 ，且该方 

法联合瑞姬染色或 FISH对恶性胸腔积液的诊断具有较高的敏感性和特异性，对于良恶性胸腔积液 

的鉴别具有重要意义；而联合 CKI8、DAPI、CD 标记的免疫荧光染色不能有效鉴别胸腔积液中的肿 

瘤细胞和间皮细胞，还需寻找更特异的肿瘤细胞抗体标志物。 
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【Abstract】 Objecfive To establish a method(negative enrichment by immun0magnetic beads)for 
detection of tumor cells in pleural effusions and to evaluate the sensitivity and specificity of the method for 

clinical application．Methods Five，10，20．50 and 100 A549(1ung adenocareinoma)cells were labeled 

with DAPI and added into 20 ml pleural effusions I containing (1—10)×10。cells l from heart failure 

patients．followed by immunomagnetie negative enrichment method．Recovered cancer cells were enumerated 

using a fluorescent uficroseope．Tumor cells were enriched from pleura1 effusion samples by means of density 

gradient eentrifugation and negative enrichment by immunomagnetic beads method，followed by identification 
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with cytology analysis(Wright’s Giemsa’s staining)，immunofluorence staining(IF)and fluorescence in 

situ hybridization(FISH)using centromere DNA probes of chromosome 7 and 8．Cytology，IF and FISH 

evaluations were performed in 53 pleural effusion samples．including 36 cases of malignant disease(25 male 

and l1 female patients aging 40 to 78 years，mean age(63±9)and 17 cases of benign disease(8 male and 

9 female patients aging 25 to 81 years，mean age(53±18)．Results After DAPI staining and mixing with 
pleural effusions from heart failure patients． the cell recovery rates of A549 ceils evaluated under 

fluorescence microscope were 75％ ，78％ ，82％ ，85％ ，88％ ，and the average recovery rate was 81．6％ ． 

Using negative enrichment method and density gradient eentrifugation combined with cytology analysis，the 

positive rates of tumor cells in 36 malignant pleural effusion samples were 81％ (29／36 1 and 61％ 

(22／36)，respectively(x =4．O0，P=0．039)．Using negative enrichment method combined with IF，the 

positive rate of CK18(+)，DAPI(+)，CD45(一)cells was 100％．Moreover，using negative enrichment 

method combined with FISH analysis．the positive rate of tumor ceils was 86％ (3 1／36)，much higher than 

that using density gradient centrifugation combined with cytology analysis(X =5．818，P：0．012)．In 17 
cases of benign pleural effusions，using negative enrichment method combined with IF，the positive rate was 

100％ ．But other methods didn’t find cancer cells from benign pleural effusions． Conelusions It was 

applicable to enrich tumor cells from pleural effusions using negative enrichment method by immunomagnetic 

beads． This method combined with cytology analysis or FISH significantly enhaneed the sensitivity and 

specificity of tumor cell detection in pleural effusions．But it was difficuh to distinguish cancer cells from 

mesothelial cells using immunofluorenee staining with CK18，DAPI and CDd labe1． More specific markers 

were needed to recognize tumor cells from pleural effusions． 

【Key words】 Nanoparticles； Pleural effusion，malignant； 

目前，诊断恶性胸腔积液的金标准是脱落细胞 

的病理学检查，但常规脱落细胞检查恶性胸腔积液 

的检出率较低，因此临床上良恶性胸腔积液的鉴别 

存在困难，需要寻求一种新的胸腔积液中肿瘤细胞 

的富集方法，从而提高恶性胸腔积液的检出率。免 

疫磁珠技术主要用于细胞的分离和纯化，包括免疫 

磁珠阳性捕获法和阴性富集法，常用于外周血循环 

中肿 瘤细胞 (circulating tumor cells，CTC)的 富 

集 J̈。其中免疫磁珠阴性富集法的敏感性和特异 

性均较高，其原理是通过免疫磁珠技术去除白细胞、 

红细胞及蛋白等成分，使 目标细胞得以纯化，从而提 

高外周血循环中肿瘤细胞的检出率。目前国内尚未 

见免疫磁珠阴性法用于恶性胸腔积液中肿瘤细胞的 

富集。本研究利用免疫磁珠阴性法富集恶性胸腔积 

液中的肿瘤细胞，以提高肿瘤细胞的检出率，对良恶 

性胸腔积液的鉴别诊断及其治疗有重要意义。 

对象与方法 

1．对象：收集 2010年 7月至2011年 7月江苏 

省苏北人民医院呼吸科 53例患者的胸腔积液，其中 

包括经活检病理证实的36例肿瘤患者的胸腔积液 

标本，男 25例，女 11例，年龄40～78岁，平均(63± 

9)岁；17例非肿瘤患者的胸腔积液标本(结核性渗 

出性胸膜炎 11例，肺炎旁积液 6例)，男 8例，女 

9例，年龄 25～81岁 ，平均(53±18)岁。另有 5例 

心力衰竭患者的胸腔积液用于回收率验证试验。本 

研究获得本院临床研究伦理委员会批准，患者均签 

署知情同意书。严格按照无菌操作对患者行胸腔穿 

刺术或闭式引流术，用无菌离心管取 100 ml胸腔积 

液，尽快送检并于 1 h内富集肿瘤细胞。 

2．主要试剂与仪器：癌细胞系为人肺腺癌细胞 

系A549，来自美国模式培养集存库(ATCC)。抗 白 

细胞共同抗原(CD )标记的纳米磁珠、抗细胞角蛋 

白18(CK18)．Alexa488抗体、抗 CD ．Alexa594、细 

胞核荧光染料 4，6一二眯．2苯吲哚(DAPI)、含人 7，8 

号染色体特异性 DNA片段探针、达尔伯克改良伊格 

尔培养基(DMEM培养基)、灭活胎牛血清、PBS缓 

冲液、单核细胞分离缓冲液(CS1、CS2、CS3)及固定 

液均由美国加州大学圣地亚哥分校林平教授无偿提 

供。条形磁力架(美国Promega公司)、垂直混悬仪 

(宁波新芝公司)、电子显微镜及荧光显微镜(Et本 

Nikon公司)等。 

3．细胞培养：将人肺腺癌细胞系 A549置于含 

10％小牛血清、100 U／ml青霉素和 100 mg／L链霉 

素的达尔伯克改 良伊格 尔培养基 (DMEM)中， 

5％ CO，、37％孵箱中培养，每 4～5天传代 1次， 

传6代。 

4．回收试验：将培养的肺腺癌 A549细胞与适 

量 DAPI混匀并置于培养箱中孵育2 h，然后在荧光 

显微镜下计数，将倍比稀释至 5、10、20、50、100个细 

胞的2O l细胞液，分别加到20 ml心力衰竭患者的 

胸腔积液中[约含(1～10)x 10。个细胞]，然后通过 

免疫磁珠阴性法富集，之后在双盲的情况下由其他 

技术人员对回收的肿瘤细胞在荧光显微镜下计数， 

每份样本重复 3次。回收率(％)=20 ml胸腔积液 

中回收肿瘤细胞数／实际加入 20 ml胸腔积液中肿 
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瘤细胞数 X 100％。 

5．胸腔积液中肿瘤细胞富集实验：(1)免疫磁 

珠阴性法：按参考文献[2]中循环肿瘤细胞的富集 

方法并做部分改动，取45 ml胸腔积液离心(1900 r／ 

min，室温，5 rain)，弃上清至 5 ml，加 CS1缓冲液至 

45 ml，轻 柔 颠 倒混 匀 离 心 (1900 r／min，室温， 

5 rain)，弃上清至 12 ml并将细胞沉淀混匀后加 CS2 

红细胞裂解液至 45 ml，将其置于垂直混匀仪混匀 

3—7 min，离心(1900 r／min，室温，5 min)，弃上清至 

1—2 ml，轻轻混匀后补加 CS1至 5 m1，按每 1O 个 

白细胞加40 l磁珠比例加入抗 CD 纳米磁珠，混 

匀后置于水平摇床上室温孵育20 min；后将所有液 

体轻轻叠加至 3 ml CS3顶层，离心(1500 r／min，室 

温，5 min)后可见 3层溶液，轻柔吸取最上 2层溶 

液，移至新的 l5 ml离心管内，加 CS1至 14 ml，轻柔 

颠倒混匀后离心(2300 r／rain，室温，5 min)，弃上清 

至 300 Ixl；加人 1 ml CS1，混匀沉淀细胞，将液体转 

移至2 ml离心管中，靠于条形磁力架上2～3 min后 

将液体移至 1．5 ml离心管中，离心(3400 r／min，室 

温，3 min)，去上清至300 1，然后进行细胞计数，取 

适量细胞与固定液混匀后加入适量 CS1缓冲液稀 

释至 10 及 10。个细胞／10 l的密度，并取 10 l细 

胞悬液进行涂片，室温至涂片干燥，分别用于荧光原 

位杂交(FISH)法检测、瑞姬染色及免疫荧光染色。 

(2)密度梯度离心法：将 53份胸腔积液标本(每份 

标本45 m1)同时用密度梯度离心法富集，用于同免 

疫磁珠阴性法比较，富集方法参考文献[3]。离心 

后取单个核细胞层细胞至新管，PBS洗涤细胞 2次 

(1300 r／min，室温，5 min)，弃上清，用 1 ml PBS重 

悬细胞，然后进行细胞计数，取适量细胞与固定液混 

匀后加入适量 CS1缓冲液稀释至 10。个细胞／10 txl 

的密度，并取 10 l细胞悬液进行涂片，室温至涂片 

干燥，进行瑞姬染色，光镜下观察。 

6．免疫荧光染色检测阳性肿瘤细胞：按参考文 

献[2]的方法，细胞涂片经 PBS缓冲液润洗 5 min， 

0．1％Trion X．100膜通透 5 min，PBS洗涤 3次，以 

2％BSA—PBS室温封闭 30 min，加 1：200稀释的 

CK18和 1：400稀释的 CD 荧光抗体，室温孵育 

60 min，0．2％BSA．PBS溶液洗涤 3次，每次 3 min， 

避光晾干，加5 l DAPI复染、封片。免疫荧光染色 

鉴定 阳性 肿瘤细胞的标准：CK18和 DAPI阳性 、 

CD 阴性，且细胞核与细胞质的比例较大者判定为 

肿瘤细胞。 

7．FISH检测胸腔积液肿瘤细胞 7，8号染色体 

拷贝数：按参考文献[4]的方法，将 l0 个细胞密度 

的涂片通过杂交前标本处理后进行原位杂交及检 

测，荧光显微镜下观察。FISH检测肿瘤细胞 的标 

准：计数涂片上的细胞 7，8号染色体着丝粒探针的 

信号，剔除破损、重叠、边界不清及具有明显非特异 

性杂交背景和信号模糊不清的细胞，杂交信号 >2 

个判断为拷贝数增多，视为超二倍体细胞。 

8．统计学分析：用 SSPS 16．0软件进行统计分 

析。应用 MeNemar试验分析不同富集及检测方法 

对胸腔积液肿瘤细胞检出率的差异。P<0．05为差 

异有统计学意义。 

结 果 

1．体外肺腺癌 A549细胞回收试验结果 ：肺腺 

癌 A549细胞在不同倍比稀释的5个批次的回收试 

验中均能有效回收癌细胞，其回收率分别为 75％、 

78％、82％、85％及 88％，平均回收率为 81．6％。 

2．免疫荧光染色鉴定胸腔积液中肿瘤细胞的 

结果 ：经免疫磁珠阴性法富集后通过免疫荧光染色 

呈现 CK18和 DAPI阳性、CD 阴性的细胞被判定为 

阳性肿瘤细胞(图 1～4)。36份恶性胸腔积液及 17 

份良性胸腔积液标本经富集及免疫荧光染色后均出 

现 CK18及 DAPI阳性、CD 阴性细胞，应用免疫荧 

光染色检测阳性细胞的敏感度达 100％。 

3．瑞姬染色鉴定胸腔积液中肿瘤细胞的结果： 

经免疫磁珠阴性法及密度梯度离心法富集后，通过 

瑞姬染色观察细胞形态，判定肿瘤细胞(图5—8)。 

经瑞姬染色后肿瘤细胞形态具有明显的恶性肿瘤细 

胞形态，体积较大，细胞核与细胞质比例失调。36 

例恶性胸腔积液经免疫磁珠阴性法富集瑞姬染色后 

有 29例找到肿瘤细胞，阳性率为 81％；经密度梯度 

离心法富集瑞姬染色后有 22例找到肿瘤细胞 ，阳性 

率为61％。其中21例恶性胸腔积液经两种方法富 

集后瑞姬染色均找到肿瘤细胞，6例恶性胸腔积液 

经两种方法富集后瑞姬染色均未找到肿瘤细胞； 

1例恶性胸腔积液经密度梯度离心法联合瑞姬染色 

检测为阳性，而免疫磁珠阴性法联合瑞姬染色为阴 

性。免疫磁珠阴性法联合瑞姬染色同密度梯度离心 

法联合瑞姬染色相比，差异有统计学意义 (x = 

4．00，P=0．039)。17例良性胸腔积液中两种方法 

富集后均未找到肿瘤细胞。 

4．FISH鉴定胸腔积液中肿瘤细胞的结果：经免 

疫磁珠阴性法富集后，利用7，8号染色体着丝粒探 

针标记细胞 ，通过杂交信号判断是否存在超二倍体 
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简单 、快捷，但阳性率低，仅为33％ ～72％ J，容易漏 

诊，且不利于判断肿瘤细胞的来源。其他常用的胸 

腔积液肿瘤细胞富集检测方法有密度梯度离心法 

(连续／不 连续 密 度梯 度 法 )和 免疫 磁珠 阳性 

法 。。 ，较常规脱落细胞学检查均具有较高的阳性 

率。王文秀等 应用免疫磁珠阳性法与常规离心 

涂片法分别对 30例癌症患者的胸腔积液和腹水进 

行脱落细胞检查，两组的阳性率分别为 63．3％及 

23．3％，差异有统计学意义(P<0．01)。并且富集 

后的细胞较纯，可进行后续肿瘤细胞生物学特性分 

析，可确定肿瘤细胞的来源。但免疫磁珠阳性法富 

集检测肿瘤细胞需要特异性的肿瘤细胞抗体，不仅 

成本较高，对于部分不表达特异性抗体或抗原抗体 

难以结合的肿瘤细胞容易漏诊，造成假阴性；并且经 

抗体抗原反应后 ，肿瘤细胞的生物学特性会受到一 

定影响，从而影响其后续生物学特性分析的准确性。 

对于密度梯度离心法而言，由于肿瘤细胞具有异质 

性，当收集某一密度或某一段密度上的细胞时，容易 

丢失一部分肿瘤细胞，从而造成假阴性，且富集后的 

肿瘤细胞纯度不高，易掺杂其他非肿瘤细胞 ，如单核 

细胞或淋巴细胞等。目前，胸腔积液中各种肿瘤分 

子标志物的联合检测及 DNA倍体分析等对良恶性 

胸腔积液的鉴别有一定的辅助作用 ，但多因价格 

昂贵或特异性不高易出现假阳性而使其应用受到限 

制。对于部分高度可疑恶性肿瘤的患者，胸腔积液 

中肿瘤细胞的检出可以减少一些有创的检查，如胸 

腔镜胸膜活检，既可减轻患者的痛苦，也可节省开 

支，因此探索一种敏感性和特异性均较高的肿瘤细 

胞检测方法十分必要。免疫磁珠阴性法起初用于外 

周血循环中肿瘤细胞的富集及检测 ，其敏感性及 

特异性均较高，原理是通过免疫磁珠技术去除无关 

细胞而使 目标细胞得以纯化，从而提高外周血循环 

中肿瘤细胞的检测率；并且阴性法富集后的肿瘤细 

胞纯度较高，且没有被抗体触及而处于自然状态，从 

而可进行一系列后续分析测定。近期 Liu等 首次 

报道了应用免疫磁珠阴性法富集胸腔积液及腹腔积 

液中的肿瘤细胞，利用该方法富集了3例胸腔积液 

及 4例 腹 水标 本，并 通 过上 皮 细胞 黏 附 分 子 

(EpCAM)、CK7，8及 CD 的表达情况进行肿瘤细胞 

检测，最后通过细胞培养进行鉴定，结果显示胸腔积 

液及腹水中均存在 EpCAM阴性、CK阳性 、CD 阴 

性的肿瘤细胞 ，且占很大比例；并且对应患者的外周 

血中同样存在 EpCAM 阴性、CK阳性、CD 阴性及 

EpCAM阳性、CK阴性、CD 阴性的肿瘤细胞。这说 

明对于实验中的上皮源性肿瘤来说，肿瘤细胞存在 

异质性，并不一定完全表达上皮源性标记，从而进一 

步证实了免疫磁珠阳性法的局限性及免疫磁珠阴性 

法的优势所在。虽然 Liu等 的研究通过细胞培养 

方法证实了 EpCAM阴性 、CK阳性、CD 阴性细胞 

的肿瘤起源，但实验中没有利用良性胸腔积液进行 

对比，无法完全证明 EpCAM阴性 、CK阳性、CD 阴 

性的细胞均是肿瘤细胞，可能存在部分问皮细胞。 

在本研究中我们应用免疫磁珠阴性法联合免疫荧光 

染色检测良恶性胸腔积液中的肿瘤细胞，其敏感度 

达 100％，但后经瑞姬染色及 FISH证实其特异性 

差 ，CK表达阳性的细胞并非都是肿瘤细胞，其中部 

分为问皮细胞，因此单纯应用上皮细胞源性抗体检 

测无法 区分二者。 

本研究中建立的免疫磁珠阴性法通过人腺癌 

A549细胞系回收试验证实平均回收率为 81．6％， 

方法较稳定。因恶性胸腔积液 中肿瘤细胞来源丰 

富，无特异性肿瘤相关抗原，而同时应用几种相对特 

异性的抗体检测价格较昂贵。本研究中的免疫磁珠 

阴性法通过对胸腔积液中CD 的标记并去除无关 

细胞，从而提高了肿瘤细胞的纯度及检出率。本方 

法较免疫磁珠阳性法成本低，且实验中不涉及肿瘤 

细胞抗原抗体反应，突破了肿瘤检测受特异性抗体 

的限制，无需考虑肿瘤细胞的来源。 

应用免疫磁珠阴性法联合瑞姬染色或 FISH对 

恶性胸腔积液中肿瘤细胞的检出率均明显高于密度 

梯度离心法联合瑞姬染色，其原因为免疫磁珠阴性 

法利用包被有抗 CD 抗体的免疫磁珠与 CD 特异 

性结合后，在磁场作用下将胸腔积液中的白细胞去 

除，同时利用红细胞裂解液及缓冲液去除胸腔积液 

中红细胞及蛋白成分，从而提高肿瘤细胞的纯度，理 

论上保留了所有的肿瘤细胞，但未去除间皮细胞，仍 

需有经验的病理科医生对反应性的间皮细胞和肿瘤 

细胞进行鉴别。而应用密度梯度离心法部分肿瘤细 

胞易被白细胞黏附包绕，富集后肿瘤细胞纯度不高， 

易致病理科医生漏诊。本研究中有 1例恶性胸腔积 

液经密度梯度离心法联合瑞姬染色检测为阳性，而 

免疫磁珠阴性法联合瑞姬染色及 FISH均为阴性， 

分析原因可能与下列因素有关：(1)患者胸腔积液 

中肿瘤细胞含量较少，且混匀不充分，大部分聚集于 

进行密度梯度离心法的标本中；(2)洗脱过程中肿 

瘤细胞发生丢失。 

本研究还从分子遗传学角度分析利用7，8号染 

色体着丝粒探针和 FISH技术检测胸腔积液超二倍 
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体肿瘤细胞，结果显示应用免疫磁珠阴性法富集后 

经 FISH检测胸腔积液中肿瘤细胞的敏感性和特异 

性均高于密度梯度离心法，而经免疫磁珠阴性法富 

集后应用瑞姬染色或 FISH检测二者结果无统计学 

差异，这更体现了免疫磁珠阴性法的优势所在。在 

本研究中我们还发现，1例患者已确诊为结核性胸 

腔积液，经临床及常规实验室检查未发现肿瘤诊断 

依据，应用密度梯度离心法及免疫磁珠阴性法富集 

后联合瑞姬染色均未找到肿瘤细胞，而免疫磁珠阴 

性法联合FISH检测可见超二倍体细胞，但因无病 

理证实也未找到原发灶，故给予患者正规抗结核治 

疗 ，并定期随访，3个月后患者复查胸部 CT见患侧 

胸腔积液及右上肺斑片状阴影较前明显吸收，但可 

见到结节影，考虑到之前 FISH检测找到超二倍体 

细胞，因此同患者沟通后行 CT引导下肺穿刺活检 

术，术后病理示腺癌。另 1例患者为右侧乳糜样胸 

腔积液，经各项检查未能确诊，胸部 CT提示纵隔淋 

巴结肿大，但多次送检胸腔积液均未找到肿瘤细胞， 

后经密度梯度离心法及免疫磁珠阴性法联合瑞姬染 

色也未找到肿瘤细胞，但免疫磁珠阴性法联合 FISH 

可见超二倍体细胞，遂建议患者行气管镜针吸活检 

术，术后病理示低分化癌，但一直未找到原发病灶。 

由上述 2例可见，通过染色体数 目分析，FISH检测 

能更早发现尚未 出现形态学变化的肿瘤细胞。 

FISH检测的优势为：(1)从分子遗传学角度分析细 

胞染色体数目的变化，较普通细胞学检查能更早发 

现肿瘤细胞，尤其是病变早期尚未出现形态学变化 

者；(2)由于肿瘤细胞的异质性及病理科医生经验 

的限制，普通细胞学检查容易漏诊，而 FISH检测能 

直接反映细胞的遗传学变化，较为客观。FISH检测 

可作为普通细胞学检查的有效辅助手段，对于临床 

上可疑肿瘤及良恶性疾病鉴别诊断困难的病例有辅 

助作用。由于本研究中病例尚少，且多数病例均为 

晚期患者，未能完全体现出 FISH的优势。另外，研 

究中有4例患者经活检病理证实为恶性胸腔积液， 

但应用密度梯度离心法及免疫磁珠阴性法联合瑞姬 

染色或 FISH均未检测到肿瘤细胞，分析原 因可 

能为胸腔积液中肿瘤细胞较少，洗脱过程中发生 

丢失。 

总之，本研究建立的免疫磁珠阴性法富集鉴定 

胸腔积液中肿瘤细胞的方法可行，且具有较高的敏 

感性和特异性，利于良恶性胸腔积液的鉴别诊断，且 

富集后的肿瘤细胞纯度较高，信息量大，一方面有助 

于判断肿瘤细胞来源及细胞分化程度 ，另一方面可 

进行肿瘤细胞其他生物学活性分析，如耐药基因、增 

殖活性检测等，有望成为肺癌甚至其他实体瘤组织 

的替代标本，从而用于指导肺癌及其他实体瘤患者 

个体化治疗方案的选择及实时疗效评估，具有重要 

的临床应用价值。 
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