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免疫组织化学双重染色检测肺组织p63、ck7表达在非小细胞肺癌

临床诊断和转移中的应用

罗教秀 1，储兵 1，陈杰伟 2，林绮璐 1

（1. 中山市人民医院病理科，广东 中山 528403；2. 中山大学肿瘤防治中心病理科，广州 510000）

[摘 要]  目的：探讨免疫组织化学双重染色(简称双染)检测抑癌基因p63、细胞角蛋白(cytokeratin，ck)7在非小

细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)临床诊断和转移中的应用。方法：收集中山市人民医院 2020年 3月至

2021 年 3 月经外科手段活检的 96 例 NSCLC 患者的肺癌组织和癌旁组织作为研究对象。采用免疫组织化学双染法

检测 2种组织中 p63、ck7的表达水平，并进一步分析其与NSCLC患者临床病理特征及转移的关系。结果：p63在

鳞状细胞癌、有淋巴结转移、临床分期较高病例中的阳性表达率均明显高于其在腺癌、无淋巴结转移、临床分期

较低病例中的阳性表达率(均P<0.05)。ck7在腺癌中的阳性表达率高于其在鳞状细胞癌中的阳性表达率(95.12% vs 

21.82%，P<0.05)。在区分肺鳞状细胞癌与肺腺癌时，p63对肺鳞状细胞癌的敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预

测值及准确度分别为 90.91%、65.85%、78.13%、84.38%及 80.21%；ck7对肺腺癌的敏感度、特异度、阳性预测值、

阴性预测值及准确度分别为95.12%、78.18%、76.47%、95.56%及85.42%。结论： p63高表达于肺鳞状细胞癌，ck7

高表达于肺腺癌，二者可作为肺癌组织学分型的重要依据。
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7 detected by immunohistochemical double staining in the clinical diagnosis and metastasis 

of non-small cell lung cancer (NSCLC).

Methods: The lung cancer tissues and adjacent tissues of 96 patients with NSCLC who 

underwent surgical biopsy in Zhongshan People’s Hospital from March 2020 to March 

2021 were collected. The expression levels of p63 and ck7 in the 2 tissues were detected 

by immunohistochemical double staining, and the relationship between them and 

clinicopathological characteristics and metastasis of NSCLC patients was further analyzed.

Results: The positive expressions of p63 in squamous cell carcinoma, lymph node 

metastasis, and high clinical stage were significantly higher than those in adenocarcinoma, 

no lymph node metastasis, and lower clinical stage (all P<0.05). The positive expression 

rate of ck7 in adenocarcinoma was 95.12%, which was higher than 21.82% in squamous 

cell carcinoma (P<0.05). In the distinction between lung squamous cell carcinoma and lung 

adenocarcinoma, the sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive 

value, and accuracy of p63 for lung squamous cell carcinoma were 90.91%, 65.85%, 

78.13%, 84.38%, and 80.21%, respectively. The sensitivity, specificity, positive predictive 

value, negative predictive value, and accuracy of ck7 for lung adenocarcinoma were 

95.12%, 78.18%, 76.47%, 95.56%, and 85.42%, respectively.

Conclusion: p63 is highly expressed in lung squamous cell carcinoma, and ck7 is highly 

expressed in lung adenocarcinoma, both of them can be used as an important basis for the 

histological classification of lung cancer.

KEY WORDS     immunohistochemistry; p63; cytokeratin 7; non-small cell lung cancer; metastasis

肺癌是全球发病率和病死率最高的恶性肿瘤，

我国2020年统计学数据[1]显示：肺癌在男性恶性肿瘤

中的发病率和病死率均居首位，在女性恶性肿瘤中

发病率和病死率分别居于第2位和第1位。非小细胞

肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)是我国肺癌

的主要组织学分型，占肺癌总发生率的 80%~85%，

其主要包含鳞状细胞癌和腺癌[2]。研究[3] 显示：

NSCLC 的临床治疗效果与其组织学分型密切相关，

不同组织学分型的肺癌治疗方案差距明显。因此，

对肺癌早期进行组织学分型是正确实施治疗方案的

重要前提条件。免疫组织化学法是NSCLC早期组织

学分型中极其重要的辅助手段，其常用的标志物有

甲 状 腺 转 录 因 子 -1(thyroid transcription factor-1，

TTF-1)、p63、细胞角蛋白 (cytokeratin， ck)5、 ck7

等[4-5]。但免疫组织化学单染常存在活检组织标本难

以获取，组织小、不能进行多个切片，出现无组织

可切、可用的困境。免疫组织化学双重染色(以下简

称双染)可在同一张组织切片中同时标记 2种不同抗

原，为病理诊断提供了更加直观和详实的依据，同

时对于珍贵的穿刺标本来说可有效提高其切片的利

用率。根据细胞分布、构型等特征，辅助诊断肿瘤

分型[6]。基于此，本研究回顾性分析 NSCLC 患者的

肺癌组织和癌旁组织标本，通过免疫组织化学双染

检测组织中 p63和 ck7的表达，以论证 2种指标诊断

NSCLC组织分型的价值，并探究其与转移的关系。

1 对象与方法 

1.1　对象　

收集中山市人民医院 2020 年 3 月至 2021 年 3 月

经外科手段活检的96例NSCLC患者的肺癌组织和癌

旁组织作为研究对象。所有肺癌组织均由中山市人

民医院2名病理科副主任级别以上医师确诊。

病例纳入标准：1)原发性肺癌；2)符合 NSCLC

的诊断标准[7]，病理证实为 NSCLC，腺癌、鳞状细

胞癌辨别参照《WHO 2004年版肺癌组织学分类与临

床意义》 [8]；3)初次接受根治手术或姑息性根治手

术，术前未行其他形式的抗肿瘤治疗，如放射治疗、

化学治疗、靶向药物治疗等。病例排除标准：1)合并

其他系统的恶性肿瘤；2)合并严重心、肝、肾、脑等
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疾病；3)合并免疫系统疾病、感染性疾病；4)临床资

料不完整。本研究经中山市人民医院医学伦理委员

会审批(审批号：K2021-154)。

1.2　检测方法　

所有标本经 10% 甲醛固定，常规脱水，石蜡包

埋后行 3 μm 切片，并将石蜡切片常规烤片(60 ℃，

60 min)。具体操作步骤如下。1)脱蜡至水。2)抗原

修复。3)将切片放置于辣根过氧化物酶(horseradish 

peroxidase，HRP)和碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，

AP)阻断液中孵育10 min，用蒸馏水冲洗 2次。4)用含

0.05% 吐 温 20 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate buffer 

saline，PBS)冲洗 4 次，每次 2 min。5)添加第一抗

体：加入合适比例的 p63 和 ck7 的第一抗体混合物

于切片上，于 37 ℃温箱中孵育 60 min；用PBS冲洗

4次，每次2 min。6)添加第二抗体：滴加试剂盒提供

的第二抗体混合物，再次于 37 ℃下孵育 30 min；

PBS冲洗同上。7)添加AP工作液，观察镜下显色情

况。第一抗体 p63 单克隆抗体(兔抗人)、ck7 单克隆

抗体(鼠抗人)购自上海长嘉生物科技有限公司，第二

抗体双染试剂盒 [DS-0003；抗小鼠免疫球蛋白

(immunoglobulin G， IgG)/HRP+抗兔 IgG/AP]购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。

1.3　结果判读　

由2名副主任及以上病理科医师在不清楚患者病

理结果的前提下进行阅片和判读，结果不一致时请

第 3 位更高级别医师进行判读，并给出最终结果。

p63阳性表达定位于细胞核，染色呈红色；ck7阳性

表达定位于细胞质，染色呈棕色。随机选择5个高倍

镜(×400)视野，计数每个视野中阳性细胞数，阳性细

胞率=(阳性细胞数/每视野细胞总数)×100%。对阳

性细胞率进行评分：0分，阳性细胞率为<5%；1分，

5%≤阳性细胞率<25%；2 分，25%≤阳性细胞率<

50%；3 分，50%≤阳性细胞率<75%；4 分，阳性细

胞率>75%。免疫组织化学染色结果评分，ck7 染

色评分标准：0分，无着色；1 分，浅黄色；2 分，棕

黄色；3 分，棕褐色。p63染色评分标准：0分，无着

色；1分，浅红色；2分，深红色；3分，红棕色。将

上述2项评分相乘作为表达结果：0分(−)，1~4分(+)，

5~8分(++)，9~12分(+++)。

1.4　统计学处理　

应用SPSS 24.0统计学软件进行数据分析。计数

资料采用例(%)表示，组间对比采用 χ2检验；计量资

料采用均数±标准差(x±s)表示。P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结   果 

2.1　患者一般资料　

共纳入96例患者，其中男66例，女30例，年龄为

38~76(56.47±9.12)岁。有吸烟史62例，无吸烟史34例。

组织学分型：腺癌41例，鳞状细胞癌55例。TNM分

期：I期14例，II期44例，III期26例，IV期12例。有

淋巴结转移54例，无淋巴结转移42例。

2.2　肺癌组织与癌旁组织p63、ck7表达水平　

p63在肺癌组织中的阳性表达率为66.67%，明显

高于其在癌旁组织的 4.17%。ck7在肺癌组织中的阳

性表达率为53.13%，明显高于其在癌旁组织的3.13%

(表1，图1)。

2.3　p63、ck7在 NSCLC 组织中的表达及其与患者

临床病理特征的关系　

在 NSCLC 组织中，p63 的表达与性别、年龄均

无明显相关性(均 P>0.05)，与组织学分型、淋巴结

转移及临床分期均显著相关(均P<0.05)。p63在鳞状

细胞癌、有淋巴结转移、临床分期较高的 NSCLC

组 织 中 的 阳 性 表 达 率 分 别 为 90.91%、 87.04%、

89.47%，明显高于其在腺癌、无淋巴结转移、临床

表1   p63、ck7在肺癌组织和癌旁组织的阳性表达率比较

Table 1   Comparison of positive expression rates of p63 and ck7 in lung cancer tissue and adjacent tissue

检测组织

肺癌组织

癌旁组织

ck：细胞角蛋白。

p63/[例(%)]

−
32 (33.33)

92 (95.83)

+

4 (4.17)

4 (4.17)

++

7 (7.29)

0 (0.00)

+++

53 (55.21)

0 (0.00)

ck7/[例(%)]

−
45 (46.87)

93 (96.87)

+

3 (3.13)

3 (3.13)

++

6 (6.25)

0 (0.00)

+++

42 (43.75)

0 (0.00)
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分 期 较 低 的 NSCLC 组 织 中 的 34.15%、 40.48%、

51.72%(均 P<0.05)。ck7 的表达与性别、年龄、淋

巴结转移、临床分期均无明显相关(均 P>0.05)，与

组织学分型显著相关(P<0.05)。其中，ck7在腺癌中

的阳性表达率为 95.12%，高于其在鳞状细胞癌中

21.82%的阳性表达率(表 2)。

2.4　p63与ck7检测对肺癌组织学分型的价值　

在区分肺鳞状细胞癌与肺腺癌中，p63 对肺

鳞状细胞癌的敏感度、特异度、阳性预测值、阴

性 预 测 值 及 准 确 度 分 别 为 90.91%、 65.85%、

78.13%、 84.38% 及 80.21%； ck7 对肺腺癌的敏感

度、特异度、阳性预测值、阴性预测值及准确度

分 别 为 95.12%、 78.18%、 76.47%、 95.56% 及

85.42%。

A CB

图1   ck7与p63在肺癌组织中的表达

Figure 1   Expression of ck7 and p63 in lung cancer tissues

A: Expression of ck7 in lung adenocarcinoma (brown, ×400); B: Expression of p63 in lung squamous cell carcinoma (red, ×400); 

C: Immunohistochemical double-staining. ck: Cytokeratin.

表2   p63、ck7在NSCLC组织中的表达及其与患者临床病理特征的关系

Table 2   Expression of p63 and ck7 in NSCLC tissues and their relationship with clinicopathological characteristics of 

patients

临床特征

性别

男

女

年龄/岁

>60

≤60

组织学分型

腺癌

鳞状细胞癌

淋巴转移

有

无

临床分期

I~II

III~IV

ck：细胞角蛋白；NSCLC：非小细胞肺癌。

p63/[例(%)]

+

41 (62.12)

23 (76.67)

38 (64.41)

26 (70.27)

14 (34.15)

50 (90.91)

47 (87.04)

17 (40.48)

30 (51.72)

34 (89.47)

−

25 (37.88)

7 (23.33)

21 (35.59)

11 (29.73)

27 (65.85)

5 (9.09)

7 (12.96)

25 (59.52)

28 (48.28)

4 (10.53)

χ2

1.964

0.352

34.058

23.048

14.722

P

0.161

0.553

0.001

0.001

0.001

ck7/[例(%)]

+

36 (54.55)

15 (50.00)

33 (55.93)

18 (48.65)

39 (95.12)

12 (21.82)

29 (53.70)

22 (52.38)

27 (46.55)

24 (63.16)

−

30 (45.45)

15 (50.00)

26 (44.07)

19 (51.35)

2 (4.88)

43 (78.18)

25 (46.30)

20 (47.62)

31 (53.45)

14 (36.84)

χ2

0.171

0.484

50.686

0.017

2.542

P

0.679

0.486

0.001

0.897

0.111
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3 讨   论 

在临床工作中，通过肺鳞状细胞癌和肺腺癌在

光镜下的形态特征(如腺体形成、胞浆内黏蛋白、角

化等)可鉴别两者，但低分化肺癌不具备典型形态特

征，尤其是活检小标本分型较困难，需利用免疫组

织化学法进行鉴别。研究[9]表明 30%~40% 的活检小

标本需进行免疫组织化学法进行区分。随着免疫组

织化学检测技术的发展，免疫组织化学双染因其对

比直观、诊断信息量大、更利于电镜观察等特点被

临床病理科医师所青睐[10]。研究[11]显示：对子宫颈活

检细胞蜡块进行 p16/Ki-67免疫组织化学双染具有较

高的敏感度和特异度，其在宫颈癌癌前病变的筛查

中具有较高价值，尤其是对于标本量少的组织具有

显著优势。本研究将免疫组织化学双染应用于

NSCLC患者的临床诊断中，取得较好诊断效果。

在本研究中，p63在肺癌组织中的阳性表达率为

66.67%，明显高于其在癌旁组织中的 4.17%；ck7在

肺癌组织中的阳性表达率为 53.13%，明显高于其在

癌旁组织中的3.13%。由此表明p63、ck7参与肺癌的

发生、发展，可作为肺癌发生和发展的标志物。

p63属于 p53抑癌基因家族成员之一，选择性表

达在鳞状上皮细胞化生的细胞中。研究[12]表明：p63

在肺鳞状细胞癌中高度且稳定表达，敏感度在 90%

以上。本研究发现：p63的表达与患者性别、年龄无

明显相关性，与肿瘤的组织学分型、淋巴结转移及

临床分期有显著相关性。其中，p63在鳞状细胞癌中

的阳性表达率为90.91%，高于其在腺癌中的34.15%；

p63在有淋巴结转移的阳性表达率为87.04%，高于其

在无淋巴结转移中的40.48%；p63在临床分期较高的

阳性表达率为 89.47%，高于其在临床分期较低中的

51.72%。由此表明，p63与肺鳞状细胞癌的发生、发

展有关，可用于鳞状细胞癌的鉴别，p63与是否存在

淋巴结转移及临床分期呈正相关。有研究[13]显示：

p63与肿瘤分期正相关，随着肺鳞状细胞癌TNM分

期的增加，其阳性表达率增高。分析原因可能是：

p63是 p53基因家族成员之一，选择性表达于鳞状上

皮细胞潜能的肌上皮细胞、基底层细胞和副基底层

细胞，如宫颈细胞、泌尿道细胞、表皮细胞中[14]。肺

鳞状细胞癌是支气管黏膜柱状细胞损伤后基底鳞状

细胞化生、不典型增生的结果，p63可在其中高度且

稳定表达。肺癌TNM分期级别越高，基底细胞鳞状

化生越典型，p63表达越高。研究[15]显示 p63也可表

达于肺腺癌中，其阳性表达率为 16%~65%。在本研

究中，p63在肺腺癌中的阳性表达率为34.15%，此与

既往研究结果一致。黄花英等[16]在研究甲状腺转录因

子 -1(thyroid transcription factor-1，TTF-1)，Ki-67 及

p63蛋白在NSCLC中的表达及意义时发现：p63表达

与淋巴结转移及分化程度有关，p63与肺癌的转移及

预后有一定的相关性。

ck7 是高度表达于腺上皮和移行上皮细胞中的

ck，在非肺源性的恶性肿瘤中，广泛表达于前列腺、

膀胱、扁桃体鳞状细胞癌等恶性肿瘤中[17-18]。研究[19]

显示：ck7 在肺腺癌中的敏感度可达 100%，常作为

肺腺癌诊断与鉴别诊断的首选指标。在本研究中，

ck7 阳性表达率为 53.13%，其表达与患者性别、年

龄、淋巴结转移、临床分期无关，与肿瘤的组织学

分型有关。其中，ck7 在腺癌中的阳性表达率为

95.12%，高于在鳞状细胞癌中的 21.82%。由此表明

ck7与肺腺癌的发生有关，可用于肺腺癌的诊断与鉴

别诊断，ck7与肺癌淋巴结转移、临床分期无关。王

贵良等[20]的研究结果与本研究结果一致。这是因为

ck7高度表达于腺上皮和移行上皮细胞，而肺腺癌是

起源于支气管腺体的恶性肿瘤，是支气管腺腔结构

形成的结果。ck7 与 p63 呈负相关，考虑与 ck7 在肺

腺癌高表达而p63在肺鳞状细胞癌高表达有关。

本研究还显示：p63对肺鳞状细胞癌的敏感度为

90.91%，准确度为80.21%；ck7对肺腺癌的敏感度为

95.12%，阴性预测值为 95.56%，准确度 85.42%。由

此表明 p63、ck7在区分肺鳞状细胞癌与肺腺癌中具

有较高价值。

综上所述，免疫组织化学双染 p63、ck7检测在

NSCLC 中具有重要意义，其色彩鲜艳，对比鲜明，

结果直观，易于判读，是可行的组织病理学分型方

法，具有较好的肺癌分型价值。但本研究亦有一定

的局限性，如本研究样本量较少，仅针对免疫组织

化学双染进行探讨，未与单染进行对比。后期可加

大样本量，进一步分析比较常规免疫组织化学单染

p63、ck7与免疫组织化学双染在NSCLC的价值。
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