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【摘要】 非小细胞肺癌 （NSCLC） 靶向治疗药物的选择依据驱动基因检测结果，细胞学标本是

NSCLC 驱动基因检测的重要标本类型，而建立在病理评估基础上的细胞学标本上清液游离核酸检

测，其准确性与肿瘤组织标本接近，但实验室内及实验室间检测标本的制备方法、检测方法和质

量控制措施等均需要进一步统一和规范，故此制定 NSCLC 细胞学标本上清液驱动基因规范化检测

指南，并在驱动基因检测的适用范围、标本类型、细胞学标本上清液制备流程和检测方法推荐等

方面达成共识，规范并推动细胞学标本上清液驱动基因检测工作，完善 NSCLC 驱动基因检测临床

实践。
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【Abstract】 Targeted therapeutic strategy options are depended on the driver genes detection, and 

cytology is one of important specimen for genomic profiling in non-small cell lung cancer (NSCLC). 

Accumulating evidence suggests, based on pathological evaluation, that the accuracy of detecting cell-

free nucleic acid from cytology specimen supernatants is similar to that of tumor tissue specimen. 

However, preparation of specimen, method of detection and quality control, etc. are inconsistent and 

need to be further unified and standardized. Therefore, guideline for standardized driver genes 

detection of cytology specimen supernatants in NSCLC is developed, and consensuses including 

clinical applications, specimen types, preparation procedures for cytology specimen supernatants, 

detection method choices , etc. have been reached in driver genes detecting for NSCLC. The purpose 
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of this guideline is to standardize and promote driver genes detecting in cytology specimen 

supernatants and improve the clinical practice in genotyping for NSCLC.
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肺癌在世界范围内死亡率居第 1 位，发病率居

第 2 位，中国调查数据显示肺癌发病率和死亡率均

居第 1 位［1-2］。肺癌根据组织学类型可分为非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）和小细胞

肺 癌（small cell lung cancer，SCLC），其 中 NSCLC

占比为 85%。国内外肿瘤临床诊疗指南均推荐，在

诊断 NSCLC 后需进行驱动基因检测。

中国 NSCLC 患者携带驱动基因变异比例超过

70%，进行驱动基因检测的临床需求大［3］。传统驱

动基因检测所需的标本类型包括手术切除、活检和

细胞学标本，“液体活检”技术建立后，外周血也成为

可进行驱动基因检测的标本之一，但因针对外周血

进行游离 DNA（cell free DNA，cfDNA）检测灵敏度

低（70%）等问题，仅被认为是补充检测标本［4］。

细胞学标本是 NSCLC 进行病理诊断及分子检

测的重要标本类型，随着“液体活检”技术的进一步

成熟，已有一定数量研究的结果证实，应用细胞学标

本的无细胞上清液（以下统称细胞学标本上清液）可

进行 NSCLC 驱动基因检测，并且经过病理评估，细

胞学标本上清液 cfDNA 检测的灵敏度与肿瘤组织

标本接近［5-8］。NSCLC 细胞学标本上清液类型多

样，基本为无创或微创操作可获得的标本，标本获取

容易，且检测准确率和灵敏度远高于外周血标本，具

有良好的临床应用价值，是一种值得推广的临床检

测标本。但由于针对 NSCLC 细胞学标本上清液的

驱动基因检测，目前在临床开展尚不广泛且缺乏规

范，实验室内及实验室间检测标本的制备方法、检测

方法和质量控制措施均需要进一步统一和规范，故

制定本指南，为规范并推动细胞学标本上清液分子

检测工作，更好地完成 NSCLC 驱动基因检测临床

实践提供参考。

一、NSCLC 细胞学标本上清液驱动基因检测

的意义

既往已经发表的 NSCLC 诊疗指南及不同驱动

基因检测的共识，均对推动 NSCLC 分子检测规范

化起到了不可或缺的作用。2023 年第 2 版美国国立

综 合 癌 症 网 络（National Comprehensive Cancer 

Network，NCCN）指南［9］把推荐检测基因的数量增

加 至 9 种 ，包 括 表 皮 生 长 因 子 受 体（epidermal 

growth factor receptor，EGFR，Ⅰ类）、间变淋巴瘤激

酶（anaplastic lymphoma kinase，ALK，Ⅰ类）、Kirsten

鼠 肉 瘤 病 毒 基 因 同 系 物（Kirsten rat sarcoma viral 

oncogene，KRAS）、v-ROS 鸟类 UR2 肉瘤病毒致癌

基 因 同 源 物 1（v-ROS avian UR2 sarcoma virus 

oncogene homolog 1，ROS1）、快速加速纤维肉瘤同

源 体 B（rapidly accelerated fibrosarcoma homolog 

B，BRAF）、神经营养性原肌球蛋白相关激酶 1/2/3

（neurotrophic tropomyosin-related kinase 1/2/3，

NTRK1/2/3）、间 质 上 皮 转 换 因 子（mesenchymal 

epithelial transition factor，MET） 、转 染 重 排

（rearranged during transfection，RET）和人表皮生长

因 子 受 体 2（human epidermal growth factor 

receptor-2，HER-2）基因，在推荐用于检测的标本类

型中，除了肿瘤组织和细胞学标本外，由于外周血检

测的灵敏度问题（假阴性率约 30%），外周血检测

cfDNA 仍然强调仅在特定的临床情况下应用，包括

患者不适合进行有创组织活检和获取组织量不足

以进行分子检测或所有推荐分子靶标的检测等［10］。

中 国 临 床 肿 瘤 学 会（Chinese Society of 

Clinical Oncology，CSCO）NSCLC 指南［11］推荐检测

基因根据患者的临床分期而有所不同，可手术切除

Ⅱ～Ⅲ期非鳞 NSCLC 术后检测 EGFR 基因突变以

指 导 辅 助 治 疗 ；不 可 手 术 切 除 Ⅲ ～ Ⅳ 期 非 鳞

NSCLC，Ⅰ级推荐进行 EGFR 和 BRAF 基因突变，

ALK、ROS1、RET 和 NTRK 融合基因及 MET 基因

14 外显子跳跃突变检测，而 KRAS 突变、HER-2 扩

增/突 变 和 MET 扩 增 或 过 表 达 为 Ⅱ 级 推 荐 检 测 。

CSCO 指南针对外周血循环肿瘤 DNA（circulating 

tumor DNA， ctDNA）检 测 的 意 见 与 NCCN 指 南

相同。

2018 年 美 国 病 理 医 师 学 会（College of 

American Pathologists，CAP）、国 际 肺 癌 研 究 会
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（International Association for the Study of Lung 

Cancer，IASLC）和 分 子 病 理 学 会（Association for 

Molecular Pathology，AMP）［12］发 表 的 指 南 中 ，关

于 NSCLC 患者驱动基因检测标本选择的专家意

见与 NCCN 及 CSCO 指南一致。

综 上 所 述 ，国 内 外 重 要 NSCLC 临 床 诊 疗 指

南均规定，在明确病理诊断的前提下，NSCLC 患

者应使用手术切除、活检组织学或细胞学标本完

成驱动基因检测，并且对外周血标本的临床应用

场 景 进 行 了 限 定 。 近 年 来 ，国 内 外 相 关 研 究 及

NSCLC 驱动基因检测的专家共识中，将细胞学标

本上清液和外周血共同归属于“液体活检”标本，

并 提 出 细 胞 学 标 本 上 清 液 的 检 测 效 能 可 能 优 于

外周血标本，但目前尚缺乏阐述细胞学标本上清

液 驱 动 基 因 检 测 意 义 和 流 程 的 临 床 共 识 及

指南［13］。

二、细胞学标本上清液驱动基因检测的适用

范围

主要问题：NSCLC 细胞学标本上清液驱动基

因检测的临床应用场景？

专 家 共 识 ：获 取 细 胞 学 标 本 后 ，首 先 需 进 行

病 理 评 估 。 在 制 备 细 胞 学 涂 片 和 细 胞 学 蜡 块 的

同 时 留 取 细 胞 学 标 本 上 清 液 。 细 胞 病 理 学 诊 断

为 NSCLC 后 ，应 对 细 胞 学 标 本 中 的 肿 瘤 细 胞 比

例 进 行 评 估 ，当 肿 瘤 细 胞 比 例 ≥10% 时 ，选 择 细

胞学涂片或细胞学蜡块进行驱动基因检测；当肿

瘤细胞比例＜10% 时，建议应用细胞学标本上清

液进行驱动基因检测。

强 烈 推 荐 ：在 病 理 评 估 前 提 下 ，低 肿 瘤 细 胞

比例标本（肿瘤细胞比例＜10%），包括体腔积液

（胸腔积液、心包积液和腹腔积液）和肺泡灌洗液

等，强烈推荐应用无细胞标本上清液进行驱动基

因检测。

推荐：在病理评估前提下，（1）标本中找到肿

瘤 细 胞 的 痰 液 和 脑 脊 液 推 荐 应 用 细 胞 学 标 本 上

清 液 进 行 驱 动 基 因 检 测 ；（2）低 肿 瘤 细 胞 比 例 细

针穿刺及粗针穿刺标本（肿瘤细胞比例＜10%）推

荐 应 用 穿 刺 细 胞 学 悬 液 标 本 上 清 液 进 行 驱 动 基

因检测。

证 据 列 举 ：基 于 既 往 发 表 相 关 研 究 的 结 果 ，

本指南推荐获取细胞学标本后，首先进行病理评

估 ，确 定 病 理 诊 断 及 肿 瘤 来 源 ，细 胞 病 理 学 诊 断

名称需参照第 5 版世界卫生组织胸部肿瘤分类，

包 括 来 源 于 肺 的 腺 癌 、鳞 癌 、含 腺 癌 成 分 的 癌 及

非 小 细 胞 癌 -非 特 指 型（non-small cell cancer-not 

otherwise specified，NSCC-NOS）等。细胞病理学

评估的内容除病理学诊断外，需包括肿瘤细胞比

例评价，并根据肿瘤细胞比例选择应用细胞学蜡

块或细胞学标本上清液进行驱动基因检测。

研究结果显示，采用肿瘤标本进行驱动基因

检 测 时 ，肿 瘤 细 胞 比 例 对 于 检 测 结 果 有 较 大 影

响 ，已 发 表 的 驱 动 基 因 检 测 共 识 指 出 ，二 代 测 序

（next generation sequencing，NGS）方 法 对 肿 瘤 细

胞 比 例 的 要 求 为 ≥20%，而 非 NGS 方 法 ，包 括 多

基 因 联 合 检 测 的 扩 增 阻 滞 突 变 系 统 聚 合 酶 链 式

反 应（amplification refractory mutation system-

polymerase chain reaction，ARMS-PCR）和 液 滴 数

字 PCR（droplet digital PCR，ddPCR）等 要 求 肿 瘤

细胞比例≥10%［13-16］。但采用细胞学标本上清液

检 测 ，肿 瘤 细 胞 比 例 对 检 测 结 果 的 影 响 不 大［17］。

本指南推荐细胞学标本中找到肿瘤细胞，且比例

＜10%，选 择 细 胞 学 标 本 上 清 液 进 行 驱 动 基 因

检测。

需要指出的是通过病理评估确定病理诊断，

进而应用细胞学标本上清液进行分子检测，是细

胞 学 标 本 上 清 液 区 别 于 外 周 血 标 本 分 子 检 测 的

优势所在，即为“具有可检测前评估性”。研究结

果 显 示 ，经 病 理 评 估 后 ，找 到 肿 瘤 细 胞 的 细 胞 学

标 本 上 清 液 驱 动 基 因 检 测 的 灵 敏 度 远 高 外 周 血

标本，接近肿瘤组织标本［18-20］。

三、适合应用细胞学标本上清液进行驱动基

因检测的标本类型

主要问题：可以应用细胞学标本上清液进行

分子检测的细胞学标本类型？

专 家 共 识 ：在 病 理 评 估 前 提 下 ，进 行 细 胞 学

标 本 上 清 液 分 子 检 测 的 合 适 的 细 胞 学 标 本 类 型

包 括 体 腔 积 液（胸 腔 积 液 、心 包 积 液 和 腹 腔 积

液）、脑 脊 液 、肺 泡 灌 洗 液 、痰 液 和 穿 刺 细 胞 学 悬

液 ，按 照 标 准 化 流 程 制 备 细 胞 学 标 本 上 清 液 ，在

保护上清液中游离核酸质量的基础之上，进行驱

动基因检测。

强烈推荐：体腔积液标本（胸腔积液、心包积

液和腹腔积液）细胞学标本上清液中游离核酸质

量 较 好 ，强 烈 推 荐 在 确 定 的 临 床 应 用 场 景 下（肿

瘤细胞比例＜10%），选择细胞学标本上清液进行

多基因驱动基因检测。
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推 荐 ：在 病 理 评 估 后 ，脑 脊 液 、肺 泡 灌 洗 液 、

痰液和穿刺细胞学标本中找到癌细胞，推荐应用

细胞学标本上清液游离核酸进行驱动基因检测。

证据列举：既往报道应用细胞学标本上清液

进行驱动基因检测的标本类型包括体腔积液（胸

腔 积 液 、心 包 积 液 和 腹 腔 积 液）、脑 脊 液 、肺 泡 灌

洗 液 、痰 液 和 穿 刺 细 胞 学 悬 液 等 ，研 究 结 果 以 体

腔积液类最为丰富，标本类型以恶性胸腔积液证

据积累最多。在早期的文献中多数是针对 EGFR

单 基 因 检 测 ，随 着 驱 动 基 因 检 测 数 量 的 不 断 增

加，基于 NGS 的检测方法被更多地应用于细胞学

标本上清液检测［20-26］。将细胞学标本上清液与细

胞 沉 渣 和 外 周 血 检 测 的 结 果 进 行 比 较 ，结 果 显

示，细胞学标本上清液在检测 cfDNA 方面的灵敏

度和准确率均存在显著优势［27-31］。有研究结果显

示，其他类型标本包括脑脊液、肺泡灌洗液、痰液

和 穿 刺 细 胞 学 悬 液 标 本 在 检 测 cfDNA（无 论 是

EGFR 单 基 因 ，还 是 多 基 因）方 面 的 可 质 控 性 、可

行 性 和 准 确 性 方 面 均 可 满 足 临 床 检 测

要求［6-8，32-33］。

尽管细胞学标本上清液中 cfDNA 在 NSCLC

驱动基因检测中有较好表现，但对于融合类结构

变 异（structure variation，SV）仍 然 存 在 检 测 灵 敏

度低的缺点，所以有研究者提取恶性胸腔积液上

清液中 cfRNA，在 RNA 水平上进行融合类 SV 检

测，该类研究目前主要针对恶性胸腔积液标本上

清液进行，并可能进一步扩展到其他细胞学标本

类 型 ，成 为 未 来 细 胞 学 标 本 上 清 液 检 测 发 展 的

方向［5，34］。

四、不同类型的细胞学标本上清液制备流程

主要问题：不同类型的细胞学标本上清液制

备流程？

专家共识：细胞学标本上清液制备需在满足

病理诊断的前提下进行，应在制备细胞学涂片和

细 胞 学 蜡 块 的 同 时 留 取 细 胞 学 标 本 上 清 液 。 针

对不同细胞学标本上清液的制备，需以稳定获得

足够量游离核酸应用于驱动基因检测为目的，需

尽可能避免使用甲醛、乙酸等可能破坏游离核酸

的溶液，以免降低细胞学标本上清液中游离核酸

溶 解 度 及 质 量 。 痰 液 标 本 上 清 液 制 备 过 程 中 化

痰处理，需采用无甲醛的试剂。裂解红细胞处理

过程需在留取细胞学标本上清液后进行。

强 烈 推 荐 ：根 据 细 胞 学 标 本 类 型 ，强 烈 推 荐

采 用 不 同 的 细 胞 学 标 本 上 清 液 制 备 流 程 ，分 为 3

类 。（1）体 腔 积 液（胸 腔 积 液 、心 包 积 液 和 腹 腔 积

液）和 脑 脊 液 标 本 ；（2）痰 液 和 肺 泡 灌 洗 液 标 本 ；

（3）穿 刺 细 胞 学 悬 液 标 本（细 针 穿 刺 和 粗 针 穿

刺）。具体制备流程见附件 1 及图 1。

推 荐 ：在 细 胞 学 标 本 上 清 液 制 备 过 程 中 ，推

荐 应 对 cfRNA 进 行 保 护 ，实 现“cfDNA & cfRNA

双检”的分子检测策略。

证据列举：传统细胞学标本前期处理的目的

是为制备细胞学涂片或细胞学蜡块，以便进行细

胞 学 病 理 形 态 学 诊 断 。 前 期 处 理 过 程 包 括 标 本

固 定 、黏 液 去 除 和 裂 解 红 细 胞 等 过 程 ，而 应 用 细

胞学标本上清液进行分子检测时，应在细胞学制

片 和 蜡 块 制 备 之 前 ，收 集 细 胞 学 标 本 上 清 液 ，用

于驱动基因检测。

既往研究结果显示，含有甲醛的细胞固定液

以 及 乙 酸 等 裂 解 红 细 胞 试 剂 可 能 使 细 胞 学 标 本

上清液中游离核酸质量受到影响，从而降低细胞

学标本上清液驱动基因检测灵敏度［8］，而标本中

含 有 的 红 细 胞 并 不 影 响 cfDNA 的 质 量 及 检 测 准

确 性［17］。 细 胞 学 标 本 上 清 液 制 备 需 在 满 足 病 理

诊断前提下进行，因此本指南推荐应在制备细胞

学 涂 片 和 细 胞 学 蜡 块 的 同 时 留 取 细 胞 学 标 本 上

清液，痰细胞学标本上清液制备过程中需化痰处

理，应采用无甲醛的试剂［8］，其他类型的细胞学标

本 制 片 时 如 需 裂 解 红 细 胞 应 在 留 取 细 胞 学 标 本

上清液后进行。

五 、细 胞 学 标 本 上 清 液 驱 动 基 因 检 测 技 术

推荐

主要问题：检测细胞学标本上清液驱动基因

的技术？

专家共识：适用于外周血 cfDNA 驱动基因检

测 的 方 法 均 可 用 于 细 胞 学 标 本 上 清 液 驱 动 基 因

检 测 。 需 强 调 ，实 验 室 采 用 的 检 测 技 术 须 经 验

证 ，确 定 其 检 测 效 能 ，并 通 过 检 测 准 确 性 评 估 后

方可应用于临床标本检测。

强烈推荐：具有开展 NGS 技术能力的实验室，

强 烈 推 荐 应 用 NGS 技 术 进 行 细 胞 学 标 本 上 清 液

cfDNA 驱动基因检测，检测过程须进行严格检测前、

检测中和检测后质量控制。NGS 下机数据质控需

达到样本测序数据 Q30≥80%，覆盖度≥95%，样本

热点测序数据覆盖深度≥1550×的比例≥90%。

推 荐 ：在 不 具 有 开 展 NGS 技 术 的 实 验 室 ，推
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荐 采 用 灵 敏 度 高 的 PCR 技 术 进 行 细 胞 学 标 本 上

清 液 cfDNA 单 基 因 或 多 基 因 驱 动 基 因 检 测 ，如

ARMS-PCR、SuperARMS-PCR 和 ddPCR，检测灵 敏

度 要 求 最 低 检 测 限（limit of detection，LOD）≤
0.2%。推荐在有效保护cfRNA基础之上，进行cfDNA

和 cfRNA 双提，应用多基因联检试剂盒，同时进行

cfDNA 水 平 单 核 苷 酸 变 异/插 入 缺 失（single 

nucleotide variant / insertion-deletion，SNV/Indel），和

cfRNA 水平融合类 SV 检测，注意检测前须对 cfRNA

浓度和质量进行控制。

证 据 列 举 ：既 往 发 表 的 相 关 文 章 中 ，多 数 选

择 NGS 方法在 cfDNA 水平上进行多基因驱动基

因检测，采用的 NGS 检测所包含的基因数量从数

个 到 数 百 个 不 等［17，21，35-36］。 从 检 测 结 果 分 析 上 ，

SNV/Indel 类基因变异检测的灵敏度和特异度均

较高，与配对肿瘤组织标本接近，但融合类 SV 的

检 测 灵 敏 度 存 在 一 定 局 限 性 。 一 项 检 测 痰 液 的

研 究 结 果 显 示 ，融 合 类 SV 的 检 测 灵 敏 度 为 50%

左右［7］。未来探索 cfDNA 和 cfRNA 双提取，同时

进行 NGS 方法“cfDNA & cfRNA 双检”是提高细

胞学标本上清液融合类 SV 检测灵敏度的方向。

除 NGS 外，仍有研究应用 ARMS-PCR 和 ddPCR

多基因联检方法进行细胞学标本上清液多基因联

合检测，研究均基于 cfDNA 和 cfRNA 双提取。SNV/

Indel 基因变异应用 cfDNA 检测，而融合类 SV 应用

cfRNA 检测，采用此种检测策略，ALK 融合基因检

测的灵敏度可达 100%［5，29，34］。

cfRNA 的 浓 度 和 完 整 性 对 后 续 检 测 成 功 率

和 检 测 方 法 选 择 至 关 重 要 ，提 取 游 离 核 酸 前 ，需

对细胞学标本上清液的 cfRNA 进行保护，cfRNA

保 护 剂 已 有 相 应 市 场 化 产 品 。 获 得 cfRNA 后 常

规 进 行 逆 转 录 ，驱 动 基 因 检 测 前 需 对 所 提 取 的

cfRNA 进行质控。研究结果显示，推荐实时定量

PCR（real time quantitative PCR，RT-qPCR）方 法

检 测 内 参 基 因 ，循 环 阈 值（cycle threshold ，CT）

≤23.5 为保护成功，或应用 Agilent 2100 生物分析

仪对 cfRNA 完整性进行测定。

六、“cfDNA & cfRNA 双检”在细胞学标本上

清液驱动基因检测中存在的一些问题

由于 NSCLC 驱动基因检测涉及的基因数量

和基因变异的类型均较多，包括了 SNV、SV、剪切

点 变 异 和 拷 贝 数 变 异（copy number variation，

CNV）等 ，所 以 不 同 检 测 方 法 可 能 均 有 不 可 回 避

的局限性，比如 DNA 水平的 NGS 方法可能对 SV

类及 CNV 类变异检测的准确性在一定程度上存

在缺陷，而“cfDNA & cfRNA 双检”是目前认为比

较理想的检测策略。

基于既往研究和临床检测的结果，尽管恶性

胸腔积液标本中存在质量较好的 cfRNA，可以实

现 应 用 cfDNA 进 行 SNV/indel 类 检 测 ，而 同 时 应

用 cfRNA 进行 SV 类检测，所谓“cfDNA & cfRNA

双 检 ”的 检 测 方 案 。 但 细 胞 学 标 本 上 清 液 中

cfRNA 提 取 的 量 、稳 定 性 和 完 整 性 ，仍 限 制 着 该

项 技 术 应 用 于 常 规 临 床 检 测 。 检 测 前 针 对 细 胞

学标本上清液 cfRNA 保护液配方的研发，可能是

解决该问题的关键。

有研究结果显示，应用检测灵敏度高的多基

因联合检测（RT-qPCR）和 ddPCR 技术，可以较好

完 成“cfDNA & cfRNA 双 检 ”工 作 ，而“cfDNA & 

cfRNA 双检”的 NGS 技术仍需进一步充分验证。

尽管基因变异在细胞学标本上清液检测的灵

敏度和准确率均较高，但针对 CNV 和其他相关指标

［如肿瘤突变负荷（tumor mutation burden，TMB）和

微卫星不稳定性（microsatellite instability，MSI）等］

的检测方法和判读标准还需进一步研究。

七、不同类型细胞学标本上清液驱动基因检

测的流程推荐

将细胞学标本上清液分为 3类：（1）体腔积液（胸

腔积液、心包积液和腹腔积液）和脑脊液；（2）痰液和肺

泡灌洗液；（3）穿刺细胞学悬液（细针穿刺和粗针穿刺）。

3种标本均需制备细胞学标本上清液、细胞学涂片或

细胞学蜡块进行病理质控，确定为 NSCLC 细胞病理

诊断后，评估肿瘤细胞比例，对肿瘤细胞比例＜10%的

细胞学标本，取 10 ml制备的细胞学标本上清液，5 ml

用于提取 cfDNA，可采用 DNA 水平的 NGS方法进行

多基因检测，或采用 ARMS-PCR和 SuperARMS-PCR

进行单基因检测。另 5 ml加入 cfRNA保护液后，用于

提取 cfRNA，进而采用“cfDNA & cfRNA 双检”方案，

选择 ARMS-PCR或 ddPCR进行多基因联检方法进行

驱动基因检测（图 1）。

八、报告内容

专家共识：应使用经过有关权威机构认证后的

试剂进行的驱动基因检测，应出具分子病理检测报

告。细胞学标本上清液驱动基因检测的分子病理

报告的内容包括：（1）患者基本信息；（2）病理诊断；

（3）检测标本情况。其中病理质控信息须明确标注，
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包括细胞病理诊断、肿瘤细胞比例；（4）检测方法选

择、核酸提取及检测试剂盒、简单介绍检测方法和试

剂盒所涵盖的检测基因；（5）检测结果。准确报告检

测基因变异情况，包括变异形式；（6）对检测结果的

简单解读；（7）免责声明。

九、细胞学标本上清液驱动基因检测目前存在

的问题与未来展望

细胞学标本上清液驱动基因检测需要基于病

理评估前提完成，适用于低肿瘤细胞比例细胞学标

本（肿瘤细胞比例＜10%）。国内外研究结果均显

示，应用该类标本检测驱动基因的灵敏度显著优于

外周血标本，与肿瘤组织标本接近，同时也避免了外

周血标本检测前无法进行病理质控的缺陷，具有良

好的临床应用前景。

尽管有诸多优势，但应用细胞学标本上清液进

行驱动基因检测仍然存在一定的问题，首先目前检

测的开展尚不广泛，操作过程无标准化流程；其次经

权威机构认证可应用于开展该技术的检测试剂并

不多，开展该技术需要做严格的实验室自建技术验

证工作。

未来应进一步提高对开展细胞学标本上清液

驱动基因检测意义的认识，逐步建立并完善相关的

规范化操作流程与质量控制标准，不断研发经相关

机构认证的可应用于细胞学标本上清液分子检测

的高质量试剂，推动细胞学标本上清液分子检测更

多、更广泛地开展，为广大肿瘤患者的精准治疗提供

更大的支持。

免责声明  本指南依据现有医学证据及实践经

验由专家组成员共同讨论形成，目的是推动细胞学

标本上清液分子检测工作。未来在新的临床研究

证据补充指南内容的前提下，可对指南内容进行修

改 和 更 新 。 进 行 实 验 室 自 建 检 测（laboratory 

developed test，LDT），应本着政策许可、自愿和对检

测效能充分验证原则，对检测结果负责并具有完全

解释权。本指南发表属医学领域专家意见，不涉及

任何商业目的及行为。

参加本指南制定的专家（按姓氏汉语拼音排

序）：车南颖（首都医科大学附属北京胸科医院病理

科）；陈东（首都医科大学附属北京安贞医院病理

科）；陈光勇（首都医科大学附属北京友谊医院病理

科）；陈岚（国家老年医学中心  中国医学科学院老年

医学研究院  北京医院病理科）；韩昱晨（上海市胸科

医院病理科）；何磊（国家老年医学中心  中国医学科

学院老年医学研究院  北京医院病理科）；何淑蓉（国

家老年医学中心  中国医学科学院老年医学研究院  

北京医院病理科）；金木兰（首都医科大学附属北京

朝阳医院病理科）；李琳（国家老年医学中心  中国医

学科学院老年医学研究院  北京医院肿瘤内科）；李

晓光（国家老年医学中心  中国医学科学院老年医学

研究院  北京医院肿瘤微创治疗中心）；梁智勇（中国

医学科学院  北京协和医学院  北京协和医院病理
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家老年医学中心  中国医学科学院老年医学研究院  

北京医院病理科）；刘志艳（上海市第六人民医院病

痰液标本
≥3 ml

肺泡灌洗液标本
10 ml

1∶1加入细胞学标本
上清固定液，混匀

加入1 ml化痰液
振荡混匀

1∶1加入细胞学标本
上清固定液，混匀

加入2 ml化痰
液振荡混匀

体腔积液标本、
脑脊液标本
10～100 ml

粗针穿刺标本

细针穿刺标本 加入20 ml生理盐水制备成穿刺细胞悬液

加入20 ml生理盐水，混匀

无细胞上清
（10 ml）

离心
2 000 rpm
 5 min

提取cfDNA

5 ml上清液，
1∶1 加入RNA保护液

5 ml上清液 

细胞/组织标本 诊断NSCLC

≤10%

提取
cfRNA

NGS
ARMS - PCR、ddPCR多基因

DNA&RNA双提双检

肿瘤细胞比例
≥20%

10%～20%

提取细胞/组织
DNA+RNA

高灵敏PCR联检

参考组织标本基
因检测

病理质控

肿瘤细胞比例 肿瘤细胞比例

图 1    NSCLC 细胞学标本上清液驱动基因检测流程

注：NSCLC：非小细胞肺癌；cfDNA：细胞游离 DNA；cfRNA：细胞游离 RNA；NGS：二代测序；ARMS-PCR：扩增阻滞突变系统聚合酶链

式反应；ddPCR：液滴数字聚合酶链式反应
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附件 1：细胞学标本上清液制备流程

分为 3类

（1）体腔积液（包括胸腔积液、心包积液和腹腔

积液）和脑脊液标本：取 10～100 ml 标本离心，离心

条件为 2 000 rpm，5 min，留取上清液，-20℃冻存。

如为血性标本，裂解红细胞过程需在留取细胞学标

本上清液后进行。

（2）肺泡灌洗液和痰液标本：取肺泡灌洗液标本

10 ml，1∶1加入细胞学标本固定液（要求无甲醛成分），

混匀，再加入 1 ml化痰液（0.5 mol/L 二硫苏糖醇），化

痰处理，振荡混匀，离心条件为 2 000 rpm，5 min，留取

上清液，-20℃冻存；收集痰液标本≥3 ml，1∶1加入细

胞学标本固定液，加入 2 ml化痰液，化痰处理，振荡混

匀，观察化痰效果至充分化痰，离心条件为 2 000 rpm，

5 min，留取上清液，-20℃冻存。

（3）穿刺细胞学悬液标本：将细针穿刺标本加

入 20 ml 生理盐水中，制备成穿刺细胞悬液，离心

条件为 2 000 rpm，5 min，留取上清液，-20℃冻存；

将 粗 针 穿 刺 标 本 组 织 条 加 入 20 ml 生 理 盐 水 中 ，

混匀，离心条件为 2 000 rpm，5 min，留取上清液，

-20℃冻存。
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