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·新技术新方法·

【摘要】 目的 初步探讨脑脊液循环肿瘤细胞检测技术在非小细胞肺癌脑膜转移诊断中的应用价

值。方法 共 5例经脑脊液细胞学确诊的非小细胞肺癌脑膜转移患者，腰椎穿刺采集脑脊液后分别行

肿瘤标志物免疫荧光染色⁃染色体荧光原位杂交（TM⁃iFISH）、脑脊液细胞学和肿瘤标志物检测。结果

TM⁃iFISH检测显示脑脊液循环肿瘤细胞数目为 18 ~ 1823 个/7.50 ml，而脑脊液细胞学检查仅 2例发现肿

瘤细胞，肿瘤标志物检测 5例均高于血清正常值范围。MRI增强扫描可见脑膜转移癌之典型征象。结

论 TM⁃iFISH技术用于检测脑脊液中恶性肿瘤细胞较传统方法具有一定优势，可能成为一种新的脑脊

液肿瘤细胞检测方法，但其敏感性和特异性尚待扩大样本量进一步证实。
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【Abstract】 Objective To observe a new technology for the detection and enumeration of
cerebrospinal fluid (CSF) circulating tumor cells (CTCs) in the diagnosis of non ⁃ small cell lung cancer
(NSCLC) with meningeal metastasis (MM). Methods Five cases of NSCLC with MM that were diagnosed
by CSF cytology were selected, and 20 ml CSF samples were obtained by lumbar puncture for every patient.
The tumor marker immunostaining⁃fluorescence in situ hybridization (TM⁃iFISH) technology was adapted to
detect enrichment and enumeration of circulating tumor cells in 7.50 ml CSF samples; CSF cytology was
checked in 10 ml CSF samples; CSF tumor markers were detected in 2.50 ml CSF samples. All of 5 cases
were examined by MRI enhancement scan. Results TM ⁃ iFISH detection found circulating tumor cells
numbers ranging 18-1823/7.50 ml. Only 2 cases of patients with CSF cytology examination showed the
tumor cells. The results of CSF tumor markers in all samples were higher than normal serum tumor
markers detection results. The enhanced MRI scan of 5 cases revealed typical signs of MM. Conclusions
The TM ⁃ iFISH test showed certain advantages in the detection of malignant tumor cells in CSF. This
technology may be a new method of detection and enumeration of tumor cells in CSF, but more studies are
needed to prove its sensitivity and specificity.

【Key words】 Neoplasm circulating cells; Cerebrospinal fluid; Carcinoma, non ⁃ small ⁃ cell lung;
Neoplasm metastasis; Meningeal neoplasms; In situ hybridization, fluorescence

脑膜转移癌（MM）亦称脑膜癌病（MC），系指原 发灶中的肿瘤细胞在脑膜和脊髓蛛网膜下隙弥漫

性播散或局灶性浸润的中枢神经系统转移癌，常继

发于白血病、淋巴瘤、肺癌和乳腺癌［1］。未经治疗的

脑膜转移癌患者中位生存期仅 4 ~ 6周，经综合治疗

后也仅可达 3 ~ 5 个月［2］。目前，早期诊断脑膜转移

癌尚属医学难题，明确诊断主要依据中枢神经系统

典型症状、脑脊液细胞学检查和 MRI增强扫描。其
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中，脑脊液细胞学检查为诊断“金标准”，但存在敏

感性低、仅能定性不能定量等缺点［3］。寻找一种更

为灵敏的方法来检测脑膜的潜在转移是十分必要

的 。 近 年 研 究 表 明 ，血 液 中 的 循 环 肿 瘤 细 胞

（CTCs），即脱落进入血液的实体肿瘤细胞与肿瘤转

移、耐药、预后和复发等存在极大的关联性［4⁃5］。循

环肿瘤细胞属于非血源性上皮细胞，其中大多数细

胞表达上皮细胞特有的标志物细胞角蛋白（CK），并

可同时某一染色体（如第 8 号染色体）数目异常（呈

非二倍体即单倍体或多倍体）。肿瘤标志物免疫荧

光染色⁃染色体荧光原位杂交（TM⁃iFISH）平台能够

通过富集和分析技术有效鉴别生物体液样本中的

各种非血源性上皮细胞并计数，具有高敏感性、高

特异性之特点。在本研究中，我们选择天津市环湖

医院肿瘤介入科 5例已经脑脊液细胞学明确诊断的

非小细胞肺癌脑膜转移患者，采用 TM⁃iFISH技术检

测其脑脊液中的循环肿瘤细胞，探索脑膜转移癌的

新型诊断方法。

对象与方法

一、研究对象

选择 2014 年 3-5 月在我院治疗的非小细胞肺

癌脑膜转移患者 5 例，均符合以下条件：（1）经组织

学或细胞学确诊为非小细胞肺癌。（2）经脑脊液细

胞学确诊为脑膜转移癌。（3）实验室检查凝血时间、

血小板计数于正常值范围。（4）颅内高压症状经脱

水治疗得以控制。（5）可耐受腰椎穿刺术采集脑脊

液。（6）排除合并脑膜瘤、室管膜瘤、脊膜瘤等脑脊

膜病变患者。（7）患者及家属知情同意并签署知情

同意书。

二、检测方法

1. 肿瘤标志物免疫荧光染色⁃染色体荧光原位

杂交检测 患者入组后均经腰椎穿刺采集脑脊液

20 ml，其中 7.50 ml 储存于 TM⁃iFISH 检测专用试管

内，常温保存，3 d内送检。（1）富集细胞（免疫磁珠阴

性选择法）：以包被抗 CD45 抗体的免疫磁珠剔除

CD45 阳性白细胞，然后制备成 100 μl的细胞悬液。

（2）细胞分析（细胞计数和核酸检测）：固定 100 μl细
胞悬液滴片，采用 FISH 技术以第 8号染色体着丝粒

探针 CEP8 检测染色体数目、抗 CK18 抗体（验证捕

获的细胞为上皮细胞）和抗 CD45抗体（验证捕获的

细胞为非白细胞）。再行免疫荧光染色和 4’，6⁃二

脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）染色（验证捕获的细胞为有

核细胞），于 OLYMPUS⁃BX53 型荧光显微镜（日本

Olympus公司）下进行细胞计数，重复检测 5次，取平

均值。其余 12.50 ml 脑脊液中 10 ml 于标本采集当

日行肿瘤细胞学检测，2.50 ml行肿瘤标志物检测。

2. 判断标准 循环肿瘤细胞若为非血源性上皮

细胞，则不表达血源性上皮细胞表面标志物 CD45。
于荧光显微镜下的红色通道寻找不表达 CD45的非

血源性裸核细胞，即胞核周围不显示红色光环；橙

色通道中出现 CEP8 荧光信号显示橙色亮点，亮点

数目即为第 8 号染色体数目，大多数循环肿瘤细胞

第 8 号染色体呈多倍体；然后转换至绿色通道下观

察细胞是否表达 CK18，呈绿色荧光者为阳性细胞；

于蓝色通道下观察 DAPI 染色，呈蓝色荧光者为阳

性细胞。因此，当脑脊液循环肿瘤细胞标志物呈现

DAPI+、CD45-、CK18+或 CK18-、CEP8+时，即表示肿瘤

细胞为非血源性上皮细胞，其染色体可呈单倍体、

二倍体或多倍体；而呈现 DAPI +、CD45 +、CK18-、

CEP8+时，则表明循环肿瘤细胞为血源性白细胞，绝

大多数染色体呈二倍体。

结 果

本组共计 5 例非小细胞肺癌脑膜转移患者，男

性 2 例，女性 3 例；年龄 52 ~ 64 岁，中位年龄 52 岁。

原发肿瘤病理类型均为腺癌，合并脑实质转移 3例、

脑膜转移 5 例；表现为持续性头痛（5 例）、颅内高压

症状（3例）、脑膜刺激征（2例）、马尾综合征（2例，表

1），入院时头部 MRI 增强扫描均显示脑膜转移征

象。所有患者脑脊液标本均顺利通过 TM⁃iFISH 检

测，共发现 18 ~ 1823 个/7.50 ml 肿瘤细胞（图 1）；脑

脊液细胞学检查仅 2 例发现肿瘤细胞但未能计数，

脑脊液肿瘤标志物均高于血清正常值范围（表 2）。

讨 论

脑膜转移癌是指原发灶的肿瘤细胞转移并弥

漫浸润软脑膜、蛛网膜下隙引起的脑组织、脑神经

和脊髓损害［1］。早期诊断、早期治疗可有效延缓因

病情进展而导致的神经功能缺损［2］。目前，国内诊

断脑膜转移癌主要采取以下标准：（1）具有明确的

肿瘤病史。（2）新发神经系统症状与体征。（3）具有

典型的 MRI 表现。（4）脑脊液细胞学发现肿瘤细

胞。凡具备前两项及第 3或 4项中任意一项者即可
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明确诊断。然而，首次脑脊液细胞学检查阴性率高

达 45%，再次检查灵敏度可达 80%，3次及以上检查

并不能增加阳性检出率［6］。MRI增强扫描的特异性

几乎达 100%，其典型表现为脑膜增厚或伴结节、脑

膜线形或条索状强化、脑膜弥漫性强化，有时可见

“脑膜尾征”等直接征象，并伴脑实质容量减小、脑

水肿、脑室周围水肿等继发性改变，但存在 65%的

假阴性率和 10%的假阳性率［7］。肿瘤标志物系指在

肿瘤发生和增殖过程中，由肿瘤细胞生物合成、释

放或宿主对肿瘤类反应的一类物质，是重要检查指

标。目前，临床用于检测肺癌的肿瘤标志物有癌胚

抗原（CEA）、神经元特异性烯醇化酶（NSE）和细胞

角蛋白 19 片段（CYFRA21⁃1）。王鹏等［8］对 35 例肺

癌脑膜转移患者进行血清和脑脊液肿瘤标志物检

测，认为肿瘤标志物可以用于诊断脑膜转移癌，尤

其对脑脊液细胞学和 MRI 难以明确诊断的患者具

有重要临床意义。但脑脊液肿瘤标志物检测仍存

在诸多问题，例如敏感性高而特异性低，无统一的

图 1 荧光显微镜观察显示，肿瘤细胞胞核 DAPI染
色阳性（蓝色），白细胞 CD45表达阳性（环绕胞核的
红圈）；肿瘤细胞 CK18 呈高表达（绿色），染色体数
目为二倍体或三倍体 × 400
Figure 1 Fluorescence microscope showed tumor
cells contained DAPI staining positive nuclei (blue);
white blood cells (WBCs) were positive for CD45
(red circles around the nuclei). Tumor cells were
found high expression of CK18 (green), as well as
visible diploid or triploid of chromosomes. × 400

Case
1
2
3
4
5

Sex
Female
Male

Female
Male

Female

Age(year)
52
52
52
62
64

Pathologic type
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma

Metastasis
Brain, leptomeningeal
Brain, leptomeningeal
Leptomeningeal
Brain, leptomeningeal
Leptomeningeal

Clinical symptom
Headache, symptom of high intracranial pressure, meningeal irritationsymptoms
Headache, cauda equina syndrome
Headache, symptom of high intracranial pressure, meningeal irritationsymptoms
Headache
Headache, symptom of high intracranial pressure, cauda equinasyndrome

表 1 5例非小细胞肺癌脑膜转移患者的临床特点

Table 1. The clinical characteristics of 5 patients of NSCLC with MM

Case
1
2
3
4
5

MRI enhancement scan
Leptomeningeal metastasis
Leptomeningeal metastasis
Leptomeningeal metastasis
Leptomeningeal metastasis
Leptomeningeal metastasis

CSF TM⁃iFISHanalysis (/7.50 ml)
246
29

1823
18

720

Cytological CSFanalysis
-
-
+
-
+

CSF tumor marker analysis
CEA (ng/ml)

13.16
0.20

10.53
6.11

68.49

NSE (μg/L)
10.21
18.81
9.18
8.70

17.32

CYFRA21⁃1 (μg/L)
2.65
5.31
1.91
2.15

110.40

表 2 5例非小细胞肺癌脑膜转移患者的各项检测结果

Table 2. The results of different testing methods of 5 patients of NSCLC with MM

+，positive，阳 性；-，negative，阴 性；CSF，cerebrospinal fluid，脑 脊 液；TM ⁃ iFISH，tumor marker immunostaining ⁃ fluorescence in situ
hybridization，肿瘤标志物免疫荧光染色⁃染色体荧光原位杂交；CEA，carcinoembryonic antigen，癌胚抗原；NSE，neuron⁃specific enolase，
神经元特异性烯醇化酶；CYFRA21⁃1，cytokaratin 19 fragment，细胞角蛋白 19片段
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下期内容预告 本刊 2014年第 9和 10期报道专题为神经免疫性疾病，重点内容包括：神经免疫学发展史；自身抗体测定及意

义；糖皮质激素在神经免疫性疾病中的临床应用；神经精神狼疮自身免疫发病机制；系统性红斑狼疮神经系统损害诊断与治

疗；多发性硬化生物学标志物；干扰素⁃β治疗复发⁃缓解型多发性硬化的系统评价；抗水通道蛋白 4抗体阳性的多发性硬化临床

特征；脂肪间充质干细胞免疫调节作用及其对实验性自身免疫性脑脊髓炎和多发性硬化的影响；视神经脊髓炎 IgG检测及临

床意义；视神经脊髓炎临床及机制探讨；视神经脊髓炎性脱髓鞘疾病；神经眼科与神经免疫；一氧化碳中毒迟发性脑病临床与

免疫；颈髓炎性假瘤诊断与治疗；吉兰⁃巴雷综合征病例报告并文献复习；伴其他自身免疫性疾病的重症肌无力临床分析；重症

肌无力危象；环磷酰胺治疗伴胸腺瘤的重症肌无力；急性脊髓炎转归；糖皮质激素受体基因 rs61757411与重症肌无力发病相关

性分析；重症肌无力合并多发性硬化一例报告并文献复习

正常参考值范围，对原发肿瘤不能定性，以及脑转

移、脑损伤、脑炎等对血⁃脑屏障的破坏等。我们认

为，脑脊液细胞学检查及 MRI增强扫描早期诊断脑

膜转移癌的敏感性均较差，脑脊液肿瘤标志物检测

敏感性高而特异性差。因此，寻找更灵敏的检测方

法是十分必要的。在本研究中，5 例脑膜转移癌患

者既往经脑脊液细胞学明确诊断，仅 2 例脑脊液细

胞学发现肿瘤细胞，提示该项检查方法具有相当大

的随机性，且不能对肿瘤细胞计数；MRI增强扫描提

示脑膜转移癌的典型征象，具有较高的特异性，但

存在 10%的假阳性率，因此 MRI增强扫描亦非诊断

脑膜转移癌的可靠方法；脑脊液肿瘤标志物表达水

平不同程度升高，提示该方法具有较高的敏感性。

由于目前尚未确定脑脊液肿瘤标志物之正常参考

值范围，故本研究仅以血清正常参考值作为标准，

其中 3例患者存在脑实质转移，可能系血⁃脑屏障破

坏所致，因此单纯以脑脊液肿瘤标志物检测来诊断

脑膜转移癌也是不可靠的。

TM⁃iFISH 平台通过富集和分析技术在生物体

液样本中有效鉴别各种非血源性上皮细胞，对鉴别

循环中的肿瘤细胞具有较高的敏感性和特异性。

有研究显示，该类技术可用于检测脑脊液循环肿瘤

细胞，其诊断乳腺癌、恶性黑色素瘤脑膜转移敏感

性和特异性良好［6，9］。本组 5 例患者均经 TM⁃iFISH
检测发现特异性肿瘤细胞，即 DAPI+、CD45-、CK18+

或 CK18-、CEP8 +细胞，而且肿瘤细胞计数为 18 ~
1823 个/7.50 ml。表明 TM⁃iFISH平台对脑脊液循环

肿瘤细胞具有较高的敏感性和特异性，并可对肿瘤

细胞计数，在脑膜转移癌的诊断中较脑脊液细胞

学、脑脊液肿瘤标志物和 MRI 增强扫描更具优势。

本研究脑脊液细胞学检查呈阳性反应的 2 例患者，

TM⁃iFISH 检测肿瘤细胞计数高于其余 3 例患者，脑

脊液细胞学检查阳性是否与 TM⁃iFISH 检测肿瘤细

胞计数相关，尚待进一步探讨。由于本研究样本量

小，未设立非脑膜转移癌对照组，目前仅能作为今

后临床研究设计的参考。

综上所述，TM⁃iFISH技术可能成为一种诊断脑

膜转移癌的新方法，但其诊断敏感性和特异性尚待

进一步扩大样本量加以证实。
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