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·论著·

　　卵巢癌是女性生殖系统常见恶性肿瘤之一，具有

隐匿性，早期不易被发现，且具有易转移、预后差等

特点。尽管卵巢癌对手术和化学治疗提高生存率，但

易复发及化疗耐药。分子靶向药物治疗选择性高，不

良反应轻，成为恶性肿瘤治疗越来越重要的组成部

分。ALK蛋白在肺癌中诊断中有意义，ALK的靶向药物

于2013年我国FDA批准了克唑替尼用于临床治疗非小

细胞肺癌(NSCLC)。当前很少的文献涉及探讨ALK在卵

巢癌的作用，本文采用传统免疫组化学抗ALK(5A4)结

合罗氏抗ALK(D5F3)增强免疫组化法检测ALK基因在卵

巢恶性肿瘤的表达，探讨ALK与卵巢恶性肿瘤发生、

发展的关系。
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【摘要】目的 探讨全自动免疫组化法与手工免疫组化法检测ALK(anaplastic lymphoma kinase, ALK)在卵巢癌中的表达，

并对两者进行比较。方法 选取53例卵巢癌组织的石蜡病理，应用抗体ALK(D5F3)全自动IHC法联合抗ALK(5A4)手工

IHC法分别检测卵巢癌中ALK蛋白水平，并对两种方法进行比较。结果 抗ALK(D5F3)检测发现ALK在卵巢癌组织中表

达，阳性率9.43%(5/53)，而抗ALK(5A4)组化法未检测出卵巢癌组织中有ALK蛋白表达。结论 ALK蛋白在卵巢癌中有

表达，抗D5F3全自动IHC法优于抗5A4手工免疫组化法，抗D5F3联合全自动免疫组化法敏感度更高。
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[Abstract] Objective  To investigate the detection and comparison of ALK (ALK) in ovarian cancer by automatic 
immunohistochemistry and manual immunohisto-chemistry. Methods  The paraffin pathology of 53 ovarian cancer 
tissues was selected, and ALK protein levels in ovarian cancer were detected by ALK (D5F3) automatic IHC method 
combined with ALK (5A4) manual IHC method, and the two methods were compared. Results  Anti-alk (D5F3) 
test showed that ALK was expressed in ovarian cancer tissues with a positive rate of 9.43% (5/53), while anti-alk 
(5A4) histochemistry method did not detect the expression of ALK protein in ovarian cancer tissues. Conclusion 
ALK protein is expressed in ovarian cancer. The automatic IHC method against D5F3 is superior to the manual 
immunohistochemical method against 5A4.
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　　1材料与方法

　　1.1 临床资料  选择2016年7-2019年3月在我科

就诊的53例经病理确诊的卵巢癌患者，年龄19-66

岁，平均年龄42.3岁。所有患者均未进行放化疗。每

列标本的病理组织学诊断均由2位病理科医师重新复

核，并确定肿瘤百分比不能少于10%。

　　1.2 方法

　　ALK抗体试剂：一、即用型兔单克隆D5F3抗体

和OptiView DAB免疫组化试剂盒以及增强扩增试剂

盒。所用仪器为罗氏公司Ventana BenchMark XT全

自动免疫组化染色仪。二、即用型快捷免疫组化
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MaxVisionTM 3试剂盒(鼠/兔)，抗体克隆号与编号相

对应：MAB-0281鼠单抗(克隆号5A4)手工IHC染色。

　　公司提供的阳性片作为对照。

　　1.3 结果判定  ALK阳性：肿瘤细胞中存在有棕

黄色颗粒状胞浆染色(任何百分比的阳性肿瘤细胞)。

应当排除已知的染色元素。ALK阴性：肿瘤细胞内不

存在棕黄色颗粒状胞浆染色。

　　如免疫细胞化学呈阳性反应，提示卵巢癌细胞中

有ALK蛋白表达，且主要位于细胞质。

　　2结果

　　53例卵巢癌全自动抗D5F3染色5例着色，阳性率

9.43%(5/53)，手工抗5A4免疫组化法均未着色，见表

1。5例D5F3染色的卵巢癌病理分型中，全部属于上皮

性肿瘤，其中2例为浆液性囊腺癌，1例为粘液性囊腺

癌，2例为子宫内膜样癌，生殖细胞肿瘤和混合生殖

细胞肿瘤未见染色。不同病理类型ALK表达情况详见

表2。

　　3讨论

　　检查结果显示Ventana全自动免疫组化方法对

53例标本进行ALK蛋白检测发现卵巢癌组织中有ALK

表达，检测阳性率为9.4%(5/53)。D5F4抗体未在卵

巢组织检测出。与印永祥等研究结果比较，其使用

D5F4抗体在卵巢癌组织ALK的表达阳性率为1.64%     

(1/61)
[1]
基本一致。与Mino-Kenudson等

[2]
报道常规手

工ALK IHC 法无法用于临床筛查，其灵敏度低的研究

结果一致。53例中有卵巢子宫内膜样癌2例，卵巢浆

液性癌2例，卵巢粘液性癌1例。手工免疫组化法未在

卵巢组织中检测出ALK表达，因此，说明 Ventana全

自动免疫组化法更灵敏。中国ALK基因阳性NSCLC诊断

专家共识(2013)指出常规IHC检测结果无论阳性信号

强弱如何，均需另行Ventana进行最终验证
[3]
，可见

全自动检测方法的可靠性。抗体D5F3(Ventana)较手

动IHC检测ALK蛋白状态更敏感。ALK(D5F3)全自动IHC

法是较好地ALK筛查手段之一。

　　分析Ventana(D5F3)全自动免疫组化法的优点

在于引入了增强DAB染色液+扩增盒，①因染色增强

而被检测出ALK蛋白的表达，手工IHC因缺少增强及

扩增盒。②ALK蛋白在卵巢癌组织中弱表达，导致

卵巢癌组织ALK基因未被检测出。因此研究方法及

选择合适的试剂也是临床研究的关键。也有研究表

明
[4]
中未采用染色仪和信号扩增激素，手工IHC染色

灵敏度和染色强度均下降。其通过4种不同抗体分

别是D5F3(Ventana)抗体D5F3(Cell Signaling)抗

体、1A4/1H7(OriGene)抗体、5A4(Abcam)抗体检测

NSCLC，采用手工IHC与全自动IHC染色的比较，以

D5F3染色结果为标准，4种手工抗体与全自动结果的

一致性分别为96.7%、91.7%、96.7%、76.7%。4种抗

体手工IHC着色的阳性细胞数量均下降(30%～100%)，

染色强度减弱。《指南》也推荐抗体D5F3联合全自动

IHC检测方法灵敏度高，可应用于临床诊断
[5]
。

　　 1 9 9 4年 A L K在间变性大细胞淋巴瘤基因

(anaplastic large cell lymphoma，ALCL)的一个

亚型中被发现
[6]
。随后，在多种肿瘤非小细胞肺癌、

前列腺癌、肉芽肿性皮肤松弛症
[7-9]

中发现ALK基因重

排。因此认为ALK是强致癌基因
[10-11]

。朱翔
[12]

等525

例肺癌病例中ALK IHC阳性率为5.14%(27/525)。沈   

勤
[13]

等采用Ventana-IHC筛查NSCLC的ALK阳性检出率

为6.7%(38/566)。

　　化疗耐药是有效治疗卵巢癌的重大障碍。为了克

服耐药和提高卵巢癌患者的总生存期，靶向治疗已成

为研究最前沿。克唑替尼是第一个针对ALK的靶向治

表1 两种不同检测方法的比较

           D5F3          5A4

阳性             5           0

阴性            48          53

            53          53

表2 不同病理类型ALK表达情况

病理类型        例数       ALK阳性

上皮性肿瘤 　 　

   浆液性         14      2

   粘液性         12      1

   子宫内膜样         6      2

   透明细胞         1      0

   浆粘性肿瘤         1      0

生殖细胞肿瘤  

   畸胎瘤         3      0

   无性细胞瘤         2      0

   卵黄囊瘤         2      0

混合型生殖细胞肿瘤  

   性索间质肿瘤         6      0

   纯型间质肿瘤         0      0

   1.颗粒细胞         3      0

   2.卵泡膜瘤         2            0

   卵泡膜-纤维瘤 1      0
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疗药物。国内学者如Ren H
[14]

等使用无偏和全球磷酸

化蛋白质组学的方法，在69例中国原发性卵巢肿瘤组

织中发现4例肿瘤组织中ALK异常表达和磷酸化。并

报道了ALK在卵巢浆液性癌有2%到4%的阳性率。邓梅  

君
[15]

等应用抗ALK(5A4)鼠克隆抗体IHC法检测人卵巢

癌细胞系SKOV3细胞中有ALK蛋白表达，但其对克唑替

尼治疗不敏感，即对克唑替尼表现为原发耐药。多种

研究均表明卵巢中均有ALK表达。目前卵巢癌没有很

好的靶向治疗药物。ALK的靶向药物目前有色端替尼

是针对ALK突变。目前治疗用于肺非小细胞肺癌能否

用于ALK阳性表达的卵巢癌患者有待于进一步研究。

　　综上所述，ALK蛋白在卵巢癌中有表达，推荐抗

体D5F3联合全自动IHC检测方法灵敏度高，可应用于

临床诊断。本研究希望为卵巢癌患者提供临床治疗依

据，以保障患者的靶向治疗，卵巢癌细胞是否对ALK

抑制剂敏感有待增大样本进一步研究。
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