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　　我国肺癌的发病率和病死率均位居恶性肿瘤的首位［１］，

其中非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占
８５％［２］。ＢＲＡＦ是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）／细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ）信号通路的关键调节因子［３］。

ＮＳＣＬＣ中ＢＲＡＦ基因突变率为１５％～５５％，其中以ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变（Ⅰ类突变）为主，占所有 ＢＲＡＦ基因突变的
３０％～５０％［３－５］。ＢＲＡＦ突变ＮＳＣＬＣ患者预后不良，且常规
的化疗或免疫治疗临床获益有限［６］。国内外临床研究显示：

ＢＲＡＦ抑制剂（达拉非尼）与丝裂原活化细胞外信号调节激
酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ，
ＭＥＫ）抑制剂（曲美替尼）联用，在初治和经治的ＢＲＡＦＶ６００
突变的晚期 ＮＳＣＬＣ患者中均显示良好的疗效及生存获
益［７－８］。基于此，该联合疗法已获得中国、美国、欧洲、日本

等多个国家和地区的批准，用于治疗ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的转
移性ＮＳＣＬＣ，并纳入国内外权威指南推荐。

精准靶向治疗依赖 ＢＲＡＦ基因突变状态的精准检测。
目前，推荐用于 ＢＲＡＦ基因突变检测的方法包括 ＲＴＰＣＲ、
Ｓａｎｇｅｒ测序和二代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）。
然而，ＲＴＰＣＲ和 ＮＧＳ等分子检测平台在我国存在普及率
低、检测费用高、检测周期长等检测困境，一定程度上限制了

其在ＢＲＡＦ基因突变检测中的广泛应用。
免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）可以在蛋白

水平检测 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ基因突变状态，相比于 ＲＴＰＣＲ和
ＮＧＳ等分子检测，ＩＨＣ具有平台普及率高、检测费用低、检测
难度低、检测周期短等优势，且国内外多项研究结果显示，使

用 ＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）检测 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与 ＲＴ
ＰＣＲ／ＮＧＳ等分子检测对比，其灵敏度、特异性和一致性均较
高［９－１４］，因此目前多瘤种指南、专家共识都推荐 ＩＨＣ可作为
筛选ＢＲＡＦ靶向治疗潜在获益人群的补充筛查手段［１５］。

虽然研究表明 ＢＲＡＦＩＨＣ检测具有较好的灵敏度和特
异性，但在临床实践中开展 ＢＲＡＦＩＨＣ检测仍存在较多问
题，如试剂选择、染色条件及结果判读等。针对上述问题，本

共识编写专家委员会结合文献进展、国内多中心研究结果、

专家实践经验及委员会成员讨论意见，最终形成此共识，以

期为临床开展ＢＲＡＦＩＨＣ检测提供一定的实践指导，进而帮
助临床筛选出更多ＢＲＡＦ靶向治疗潜在获益ＮＳＣＬＣ患者。

１　 ＢＲＡＦ基因突变检测的临床意义

１．１　分子检测作为伴随诊断筛选 ＢＲＡＦ靶向治疗潜在获
益人群　全球注册研究结果显示，达拉非尼联合曲美替尼一
线治疗晚期ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变阳性 ＮＳＣＬＣ患者的客观缓解
率（ｏｖｅｒａｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｒａｔｅ，ＯＲＲ）为６４％，中位无进展生存期
（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）为１４６个月，中位总生存期
（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）为２４６个月［８］；二线及后线治疗研究

者评估的ＯＲＲ为６８４％，中位ＰＦＳ为１０２个月，中位ＯＳ为
１８２个月；５年随访数据显示：一线治疗组的４年和５年生
存率分别为３４％和２２％，后线治疗组的４年和５年生存率
分别为２６％和１９％［１６］。基于此研究数据，ＦＤＡ批准达拉非
尼联合曲美替尼用于治疗 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的转移性
ＮＳＣＬＣ，并批准 ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＯｎｅＣＤｘ和 ＯｎｃｏｍｉｎｅＤｘＴａｒｇｅｔ
Ｔｅｓｔ为伴随诊断。中国注册研究中，达拉菲尼联合曲美替尼
全线治疗 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变阳性 ＮＳＣＬＣ患者的 ＯＲＲ为
７５％，中位ＰＦＳ和中位ＯＳ尚未达到［１７］；真实世界数据比较

达拉非尼联合曲美替尼、化疗及免疫检查点抑制剂一线治疗

ＢＲＡＦ突变晚期ＮＳＣＬＣ患者，达拉非尼联合曲美替尼治疗组
的中位ＰＦＳ为２５个月，１２个月的 ＰＦＳ率为６７％，２４个月的
ＰＦＳ率为５２％［１８］。ＮＭＰＡ批准达拉非尼联合曲美替尼用于
治疗ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的转移性 ＮＳＣＬＣ，未同步批准 ＢＲＡＦ
基因突变伴随诊断产品，但已有多个包含ＢＲＡＦ基因的ＮＧＳ
或ＲＴＰＣＲ检测产品获得ＮＭＰＡ批准。
１．２　ＩＨＣ检测可作为补充筛查手段协助筛选 ＢＲＡＦ靶向
治疗潜在获益人群　ＩＨＣ是病理诊断常规检测之一，具有平
台普及率高、检测周期短、成本低等优势。目前，国内外多项

研究结果显示，ＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）检测 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突
变与分子检测一致性高［９－１１，１４，１７，１９］。因此，ＮＣＣＮ皮肤黑色
素瘤指南（２０２３）表示ＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）可用于大规模
初筛以确定 ＢＲＡＦ突变状态；ＮＣＣＮ结肠癌指南（２０２２）指
出，ＩＨＣ可作为ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变检测的可选项用于药物治
疗指导；ＮＣＣＮＮＳＣＬＣ指南（２０２３）指出，ＩＨＣ检测 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ已有一些研究证据，但开展前需经过广泛的实验室验
证；《中国晚期非小细胞肺癌 ＢＲＡＦ突变诊疗专家共识》指
出ＩＨＣ可作为ＢＲＡＦ突变检测的补充筛查方法［１５］。

共识１：分子检测作为伴随诊断可指导 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突
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变转移性ＮＳＣＬＣ的靶向治疗方案选择。ＩＨＣ检测可作为补
充筛查手段协助筛选ＢＲＡＦ靶向治疗潜在获益人群。

２　ＮＳＣＬＣＢＲＡＦＩＨＣ检测的适用人群

２．１　晚期ＮＳＣＬＣ患者　ＢＲＡＦ基因突变主要发生于肺腺
癌患者，肺鳞状细胞癌患者也可出现ＢＲＡＦ及其他驱动基因
突变，患者可能从相应的靶向治疗中获益，目前《非小细胞肺

癌ＮＣＣＮ肿瘤临床实践指南２０２３》［２０］《中国临床肿瘤学会
（ＣＳＣＯ）非小细胞肺癌诊疗指南２０２３》［２１］及《中国晚期非小
细胞肺癌ＢＲＡＦ突变诊疗专家共识》［１９］中均推荐诊断为晚
期ＮＳＣＬＣ的患者均行ＢＲＡＦ基因检测。对于不可切除或晚
期ＮＳＣＬＣ病例，活检组织或细胞学蜡块样本可能是唯一可
用于分子检测的样本类型，对于有多基因检测需求的病例建

议优先选择多基因ＲＴＰＣＲ联检或ＮＧＳ；法国一项单中心研
究表明，当组织切片中的肿瘤细胞含量有限时，使用 ＢＲＡＦ
ＩＨＣ检测的灵敏度优于ＰＣＲ［１２］，因此，对于分子检测受限或
肿瘤细胞含量不足以开展ＲＴＰＣＲ或ＮＧＳ检测的病例，建议
使用ＩＨＣ补充筛查ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变状态。此外，如有ＰＤ
Ｌ１、ＡＬＫ等其他ＩＨＣ检测需求也可同步进行ＢＲＡＦＩＨＣ检测；
为避免样本浪费同时节约检测时间，建议优化活检样本切片

流程，一次性切取能够满足诊断及分子检测需求的白片量。

共识２：推荐所有诊断为晚期 ＮＳＣＬＣ（包含腺癌和鳞状
细胞癌）的患者进行 ＢＲＡＦ基因检测，优先推荐多基因 ＲＴ
ＰＣＲ联检或ＮＧＳ检测，对于分子检测受限或肿瘤细胞含量
不足以开展ＲＴＰＣＲ或ＮＧＳ检测的病例建议使用 ＩＨＣ补充
筛查ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变状态，如有其他ＩＨＣ检测需求也可同
步进行ＢＲＡＦＩＨＣ检测（图１）。

图１　ＮＳＣＬＣＢＲＡＦＩＨＣ检测的适用人群和样本类型：组织学样

本不可获得情况下可尝试细胞学蜡块样本，但使用细胞学蜡块样本

进行ＢＲＡＦＩＨＣ检测尚缺乏充足的验证数据；ＮＳＣＬＣ．非小细胞肺癌

２．２　可手术的ＮＳＣＬＣ患者　由于 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与患
者预后不良相关，建议手术切除后组织病理确诊为肺腺癌

（包括含腺癌成分）的 ＮＳＣＬＣ患者均进行 ＢＲＡＦＩＨＣ检测，
并推荐将ＢＲＡＦＩＨＣ加入肺腺癌ＩＨＣ常规套餐，肺鳞状细胞
癌及其他ＮＳＣＬＣ在同时有其他ＩＨＣ检测项目需求时可考虑
加做ＢＲＡＦＩＨＣ检测。

共识３：对于手术切除后组织病理确诊为肺腺癌（包括

含腺癌成分）的 ＮＳＣＬＣ病例推荐将 ＢＲＡＦＩＨＣ加入肺腺癌
ＩＨＣ套餐中进行常规检测，肺鳞状细胞癌及其他 ＮＳＣＬＣ病
例在同时有其他 ＩＨＣ检测项目需求时可考虑加做 ＢＲＡＦ
ＩＨＣ检测（图１）。

３　ＮＳＣＬＣＢＲＡＦＩＨＣ检测适用的标本类型

　　临床实践中ＢＲＡＦＩＨＣ检测的样本类型包括组织学样
本和细胞学蜡块样本。目前，国内外关于ＢＲＡＦＩＨＣ检测与
分子检测一致性研究大多使用组织学样本（包括活检样本

及手术切除样本），结果显示 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）
检测与分子检测一致性高，灵敏度为９０５％～１０００％，特异
性为９５２％～１０００％［９－１４］；仅有个别研究使用细胞学蜡块

样本：一项研究针对２０１例初诊为 ＮＳＣＬＣ病例的恶性胸腔
积液细胞学蜡块样本进行 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）检
测，其中 １７１例同时进行了 ＮＧＳ检测（ＮＧＳ检测 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ阳性病例仅有 ７例），与 ＮＧＳ检测结果相比，ＢＲＡＦ
ＩＨＣ检测的灵敏度、特异性和一致性均为１００％［１４］。但由于

针对细胞学蜡块样本进行ＢＲＡＦＩＨＣ一致性的研究有限，且
现行研究纳入的阳性病例数极少，使用细胞学蜡块样本进行

ＢＲＡＦＩＨＣ检测的可靠性尚有待开展大样本研究进一步验
证。

共识４：推荐首选组织学样本（活检样本和手术切除样
本）进行ＢＲＡＦＩＨＣ检测，组织学样本不可获得情况下可尝
试细胞学蜡块样本，但使用细胞学蜡块样本进行 ＢＲＡＦＩＨＣ
检测尚缺乏充足的验证数据，在病理报告中需备注说明。

４　ＢＲＡＦＩＨＣ检测的试剂和平台

４．１　检测试剂　目前国内外尚无ＢＲＡＦＩＨＣ伴随诊断抗体
获批，已备案抗体中仅 １个 ＶＥＮＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ
（ＶＥ１）获得了ＮＭＰＡ医疗器械备案（Ⅰ类）；另外有超过４０
个抗体完成了省级备案。目前国内外已经发表的一致性研

究中，ＢＲＡＦＩＨＣ检测主要使用的是ＶＥ１抗体。针对不同抗
体之间的比较目前尚缺乏相关数据。

４．２　检测平台　ＩＨＣ检测自动化平台包括 ＶＥＮＴＡＮＡ
ＢｅｎｃｈＭａｒｋ（ＵＬＴＲＡ／ＧＸ／ＵＬＴＲＡ ＰＬＵＳ）、ＤａｋｏＡｕｔｏｔｉｍｅｒ
Ｌｉｎｋ４８、ＬｅｉｃａＢｏｎｄⅢ／Ｍａｘ平台。ＢＲＡＦＩＨＣ检测采用ＶＥＮ
ＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）抗体联合 ＯｐｔｉＶｉｅｗＤＡＢＩＨＣ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ，临床实践中主要使用 ＶＥＮＴＡＮＡＢｅｎｃｈＭａｒｋ
ＵＬＴＲＡ平台检测。

共识５：推荐使用ＶＥＮＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）抗
体联合 ＯｐｔｉＶｉｅｗＤＡＢＩＨＣＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ进行 ＢＲＡＦＩＨＣ检
测，检测平台为ＶＥＮＴＡＮＡＢｅｎｃｈＭａｒｋ平台。选择其他抗体
及检测平台需进一步的研究数据支持。

５　ＮＳＣＬＣＢＲＡＦＩＨＣ检测的判读标准

　　关于ＮＳＣＬＣＢＲＡＦＩＨＣ的判读标准，各研究中 ＶＥ１抗
体染色阳性定位均为肿瘤细胞胞质颗粒状着色，但不同研究

判读标准中对着色强度和阳性细胞占比的定义有所不同。
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５．１　限定阳性细胞占比和着色强度　Ｈｏｆｍａｎ等［１２］的研究

中将ＶＥ１抗体阳性定义为≥８０％肿瘤细胞胞质强着色（３
＋），任何形式的细胞核着色均为阴性，结果显示 ２１例经
ＮＧＳ／焦磷酸测序确定为ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的病例ＩＨＣ结果
均为阳性。

５．２　限定阳性细胞占比，不限定阳性着色强度　Ｓａｓａｋｉ
等［１０］和Ｇｏｗ等［１１］将 ＶＥ１抗体阳性结果定义为≥５０％肿瘤
细胞胞质阳性，不区分着色强度。Ｓａｓａｋｉ等［１０］的研究中５例
分子检测为ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的病例 ＩＨＣ结果均为阳性［２
例表现为３＋（≥９０％肿瘤细胞胞质阳性），１例表现为２＋
（≥９０％肿瘤细胞胞质阳性），２例表现为１＋（≥５０％肿瘤
细胞胞质阳性）］；Ｇｏｗ等［１１］的研究中２９例 ＲＴＰＣＲ／Ｓａｎｇｅｒ
检测为ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变的病例中２８例ＩＨＣ结果判定为阳
性，１例（１＋）阳性肿瘤细胞约１０％ＩＨＣ结果判读为阴性导
致假阴性结果。

５．３　二元判读标准　Ｇａｒｃｉａ等［１４］、Ｉｌｉｅ等［９］和 Ｙｕａｎ等［２２］

研究将ＶＥ１抗体阳性结果定义为肿瘤细胞胞质弥漫颗粒状
着色。其中Ｇａｒｃｉａ等［１４］在此基础上另将高背景着色、弱和

（或）灶状胞质着色定义为不确定结果，结果显示１７１例中
存在６例不确定结果，其中２例分子检测确定为存在 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变，４例ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变阴性；２例分子检测阳性
病例ＩＨＣ结果均为胞质弱着色。Ｙｕａｎ等［２２］采用二元判读

标准（不限定阳性细胞占比和阳性着色强度），对比“≥８０％
强阳性”及“≥５０％阳性”两种阳性判读标准，使用二元判读
标准判读准确性更高，灵敏度和特异性均为１００％（４０６例手
术切除样本），ＡＵＣ值为１０００（后两种标准灵敏度分别为
４２４％和９２４％；ＡＵＣ值分别为０７１２和０９６２）。

根据上述多项研究结果可见ＮＳＣＬＣ中使用ＶＥ１抗体检
测的ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变病例多为胞质弥漫颗粒状着色，弱至
强着色均可出现，少数病例尽管着色强度弱或呈局部区域着

色，只要是特异性着色均应视为阳性结果；对阳性肿瘤细胞

占比或者着色强度的限制在一定程度上会导致假阴性结果

的存在。因此，结合国内多中心研究及临床实践，推荐使用

二元法对ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）检测结果进行评估，
阳性结果定义为：肿瘤细胞质特异性弥漫颗粒状着色（图

２）；阴性结果定义为肿瘤细胞胞质无着色、非特异性着色或
其他定位不当的着色（图３）。
　　共识６：推荐 ＮＳＣＬＣ采用 ＶＥＮＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ
（ＶＥ１）抗体进行ＢＲＡＦＩＨＣ检测，结果采用二元法（阳性／阴
性）判读；阳性标准：肿瘤细胞胞质特异性弥漫颗粒状着色，

无论着色强度和（或）阳性占比；肿瘤细胞胞质无着色、背景

非特异性着色及任何定位不当（细胞核阳性或细胞核质均

阳性以及黏液着色）均为阴性结果。

６　ＩＨＣ检测ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变与分子检测的一致性

６．１　ＮＳＣＬＣ中 ＢＲＡＦＩＨＣ检测的灵敏度　ＮＳＣＬＣ中
ＢＲＡＦＩＨＣ检测的灵敏度较高，文献报道的灵敏度范围为
９０５％～１０００％［９－１４］。Ｉｌｉｅ等［９］研究结果显示 ＢＲＡＦＩＨＣ 

（ＶＥ１单克隆抗体）与 ＮＧＳ比较的灵敏度为 ９０５％（１９／

２１）。Ｓｅｔｏ等［１３］研究结果显示ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）
与 ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ比较的灵敏度为 ９２９％（１３／１４）。Ｇｏｗ 

等［１１］研究结果显示 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）与 ＲＴ
ＰＣＲ／Ｓａｎｇｅｒ比较的灵敏度为 ９６６％（２８／２９），２９例 ＲＴ

ＰＣＲ／Ｓａｎｇｅｒ检测阳性病例，ＩＨＣ结果显示１例为阴性，该例

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

图２　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）阳性和阴性图片：Ａ～Ｆ．阳性示例，着色强度由强至弱；Ｇ、Ｈ．阴性示例，含支气管腔缘纤毛作内对照
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为气管镜活检样本，呈１０％肿瘤细胞弱阳性着色，按该研究
判读标准判定为阴性，从而导致 ＩＨＣ与分子检测结果不一
致。国内多中心研究［２２］报道 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克隆抗体）
与ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ比较的灵敏度为９７２％（１３７／１４１），１４１例
ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ检测阳性病例中，ＩＨＣ结果显示４例为阴性，均
为活检样本；手术样本 ＩＨＣ和 ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ检测一致率达
１００％。国内单中心真实世界数据［２３］报道 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１
单克隆抗体）与 ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ比较的灵敏度为９３５％（２９／
３１），特异性为 ９９９％（５８００／５８０４）。另外 Ｇａｒｃｉａ等［１４］、

Ｈｏｆｍａｎ等［１２］和 Ｓａｓａｋｉ等［１０］研究显示 ＢＲＡＦＩＨＣ（ＶＥ１单克
隆抗体）与分子检测一致性为１００％。各研究汇总数据参见
表１。
６．２　ＮＳＣＬＣ中 ＢＲＡＦＩＨＣ检测的特异性　ＮＳＣＬＣ中
ＢＲＡＦＩＨＣ检测特异性较高，文献报道的特异性范围为
９５２％～１０００％［９－１４］。ＶＥ１抗体特异性识别 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ
突变蛋白，对 ＢＲＡＦ野生型、ＢＲＡＦ非 Ｖ６００Ｅ突变及其他

ＮＳＣＬＣ常见驱动突变极少有交叉反应。各研究汇总数据参
见表１。

７　ＢＲＡＦＩＨＣ检测的质控要点

７．１　内部质控
７．１．１　检测前　ＩＨＣ检测 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ前样本处理要求与
其他ＩＨＣ检测项目相同，检测样本需经１０％中性福尔马林
及时固定，手术切除标本固定２４～４８ｈ（不超过７２ｈ），活检
标本和用于制作细胞学蜡块的细胞学组织固定６～２４ｈ；白
片制作要求为３～４μｍ厚的涂胶白片，尽量现切现染，储存
时间延长可能导致假阴性结果。

７．１．２　检测中　使用ＶＥＮＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）抗
体联合ＯｐｔｉＶｉｅｗＤＡＢＩＨＣＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ进行 ＩＨＣ检测，检测
平 台 选 用 ＶＥＮＴＡＮＡ ＢｅｎｃｈＭａｒｋ（ＵＬＴＲＡ／ＧＸ／ＵＬＴＲＡ
ＰＬＵＳ），严格遵照商业化试剂盒说明书要求规范化检测。要
求设置阳性对照组织、阴性对照组织及阴性试剂对照，其中

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

图３　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）非特异着色及定位不当着色示例图片：Ａ、Ｂ．背景非特异着色；Ｃ、Ｄ．细胞核阳性；Ｅ、Ｆ．细胞核质阳性；Ｇ、Ｈ．黏液吸附

着色

表１　ＮＳＣＬＣ国内外一致性研究数据和判读标准

文献 样本量　ＩＨＣ抗体、检测平台 对比方法 　灵敏度 　特异性 阳性判读标准

Ｉｌｉｅ等［９］ ４５０ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＮＧＳ ９０．５％（１９／２１） １００％（４２９／４２９） 肿瘤细胞胞质弥漫强颗粒状着色

Ｓａｓａｋｉ等［１０］ ２６ ＶＥ１Ａｂ，Ｄａｋｏ ＲＴＰＣＲ １００％（５／５） ９５．２％（２０／２１） ≥５０％肿瘤细胞胞质阳性着色
Ｇｏｗ等［１１］ ９９ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＲＴＰＣＲ／Ｓａｎｇｅｒ ９６．６％（２８／２９） ９８．６％（６９／７０） ≥５０％肿瘤细胞胞质阳性着色
Ｈｏｆｍａｎ等［１２］６１８ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＮＧＳ １００％（２１／２１） １００％（５９７／５９７） ≥８０％肿瘤细胞阳性着色，３＋
Ｓｅｔｏ等［１３］ ２１９ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＮＧＳ ９２．９％（１３／１４） １００％（２０５／２０５） 　　　　　－
Ｇａｒｃｉａ等［１４］ １６５ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＮＧＳ １００％（７／７） １００％（１５８／１５８） 肿瘤细胞胞质弥漫强颗粒状着色

Ｙｕａｎ等［２２］ ４９３ ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ ９７．２％（１３７／１４１） １００％（３５２／３５２） 肿瘤细胞胞质特异性弥漫颗粒状着色

Ｗａｎｇ等［２５］ ５８３５ＶＥ１Ａｂ，ＶＥＮＴＡＮＡ ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ ９３．５％（２９／３１） ９９．９％（５８００／５８０４）　　　　　－

　　ＲＴＰＣＲ．实时荧光定量聚合酶链式反应；ＮＧＳ．二代测序；Ａｂ．抗体
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阳性对照组织及阴性对照组织应选用既往检测为 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ阳性及阴性的 ＮＳＣＬＣ蜡块切片制作，建议阳性对照
组织及阴性对照组织与待检组织切片捞至同一张玻片上运

行。此外，对于肺癌病例，正常支气管腔缘纤毛可作为阳性

内对照，其原因是用于生成ＶＥ１抗体的合成肽与多个轴索动
力蛋白重链蛋白（如 ＤＮＡＨ２、ＤＮＡＨ７、ＤＮＡＨ１２）的区域之间
具有显著的序列同源性，后者为纤毛的主要构成部分［１９］；原

则上要求每例待检病例均应设置一张阴性试剂对照，使用待

检组织连续切片采用阴性试剂质控抗体代替 ＶＥ１一抗进行
检测，建立背景可接受的非特异性着色强度基线；临床批量

检测的情况下，每一轮检测至少包含一张阴性试剂对照。

７．１．３　检测后　（１）准确的结果判读：在正式结果评估前，
仔细评估阳性对照组织、阴性对照组织及阴性试剂对照是否

合格，对照染色合格的情况下，依据二元法判读标准对 ＩＨＣ
切片进行评估，注意定位不当着色及背景非特异性着色的干

扰；（２）严格的判读培训：既往研究及临床实践过程中突出存
在的判读问题表现为对肿瘤细胞胞质弱着色、定位不当着色

以及背景非特异性着色的把握，为避免假阴性及假阳性结果

的产生，判读医师应在正式参与ＢＲＡＦＩＨＣ结果报告前接受
严格的判读培训，仔细把握判读要点及可能存在的判读陷

阱；（３）规范化报告：采用二元法判读标准进行结果报告，即
阴性或阳性，建议同时对对照组织染色情况进行报告，如

ＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）：阳性（对照组织染色良好）。如使用非
ＶＥＮＴＡＮＡａｎｔｉＢＲＡＦＶ６００Ｅ（ＶＥ１）抗体进行检测，在报告中
需备注说明。

７．２　外部质控　实验室应定期参加室间质评活动，确保检
测流程的规范性和检测结果的准确性。

共识７：ＢＲＡＦＩＨＣ检测应严格遵照商业化试剂盒说明
书要求规范化检测，设置阳性对照组织、阴性对照组织及阴

性试剂对照。建议阳性对照组织及阴性对照组织与待检组

织切片捞至同一张玻片上运行，临床批量检测的情况下，每

一轮检测至少包含一张阴性试剂对照。ＢＲＡＦＩＨＣ检测判读
医师应在正式参与 ＢＲＡＦＩＨＣ结果报告前接受严格的判读
培训；规范化报告，建议同时对对照组织染色情况进行报告

并注明所使用的抗体。

８　ＢＲＡＦＩＨＣ检测其他注意事项

８．１　影响ＢＲＡＦＩＨＣ检测灵敏度的可能因素
８．１．１　样本处理不当　Ｉｌｉｅ等［９］研究中，２例ＮＧＳ确认阳性
的患者ＩＨＣ报告为阴性，２例均表现为ＴＴＦ１阴性和ＣＫ７局
灶阳性，提示可能是样本处理不当引起的假阴性。建议实验

室严格按照内部质控检测前、中、后要求进行标本处理和检

测，确保检测结果的准确性。

８．１．２　同时携带抗体识别区域ＢＲＡＦ缺失突变　
的研究中１例ＮＧＳ检测为阳性的病例ＩＨＣ检测结果显示阴
性，进一步分析发现该例同时携带 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ和 Ｋ６０１＿
Ｗ６０４缺失突 变，ＶＥ１抗 体 识 别 多 肽 序 列 为 ５９６６０６
ＧＬＡＴＥＫＳＲＷＳＧ，ＢＲＡＦＫ６０１＿Ｗ６０４缺失突变会导致 ＶＥ１

Ｓｅｔｏ等［１３］

抗

体无法识别突变蛋白从而导致假阴性。这种共突变的情况

较为罕见，在临床实践中遇到类似病例需综合分子检测结果

和免疫组化结果进行结果解释。

８．１．３　ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变丰度较低　Ｙｕａｎ等［２２］的研究中

１４１例ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ检测阳性病例中，ＩＨＣ检测４例为阴性：
其中２例ＮＧＳ检测结果显示ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变丰度较低，分
别为０４１％和３２０％，需要使用灵敏度更高的方法确认突
变是否存在；此外，较低的突变丰度可能提示携带 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ突变的肿瘤细胞属于亚克隆，此类患者能否从 ＢＲＡＦ
靶向治疗中获益尚缺乏研究数据，建议综合临床治疗信息审

慎对待，必要时组织跨学科会诊讨论。

８．１．４　阳性肿瘤细胞占比较低　如前文判读标准部分所
述，ＢＲＡＦＩＨＣ阳性判读标准不区分阳性细胞占比，满足肿瘤
细胞胞质特异性弥漫颗粒状着色的均应判读为阳性。

８．２　影响ＢＲＡＦＩＨＣ检测特异性的可能因素
８．２．１　目前市场可及的 ＢＲＡＦＩＨＣ抗体仅能特异性识别

８．２．２

Ｖ６００Ｅ　 例如 ＶＥ１抗体，识别的多肽序列是 ５９６６０６
ＧＬＡＴＥＫＳＲＷＳＧ。Ｓｅｔｏ等［１３］研究中针对 ＢＲＡＦ野生型和
ＢＲＡＦ非 Ｖ６００Ｅ突变，ＩＨＣ（ＶＥ１）与 ＲＴＰＣＲ／ＮＧＳ比较特异
性为１０００％（２０５／２０５，其中 ＢＲＡＦ野生型１８０例，ＢＲＡＦ非
Ｖ６００Ｅ突变２５例）。

　ＩＨＣ（ＶＥ１）与ＮＳＣＬＣ常见驱动基因突变极少存在交
叉反应　Ｇｏｗ等［１１］研究中５２例携带 ＮＳＣＬＣ常见驱动基因
突变样本（１４例 ＥＧＦＲ突变，１０例 ＡＬＫ融合，９例 ＫＲＡＳ突
变，５例ＲＯＳ１融合，５例ＭＥＴ１４外显子跳跃突变，５例ＨＥＲ２
插入突变和４例ＲＥＴ融合）ＶＥ１特异性良好，仅１例ＡＬＫ融
合样本ＩＨＣ显示为中等强度的细胞核质着色，为定位不当着
色，按本共识判读标准应为ＩＨＣ阴性。
８．２．３　ＢＲＡＦＩＨＣ检测与分子检测结果不一致处理建议　
ＩＨＣ检测结果与分子检测结果不一致时，通常情况下以分子
检测结果为准，但也需结合具体情况具体分析。Ｈｏｆｍａｎ
等［１２］的研究中，使用ＩＨＣ前瞻性检测６９９例ＮＳＣＬＣ样本，检
出２４例ＢＲＡＦＶ６００Ｅ阳性病例，使用ＰＣＲ法进行验证，结果
显示２０例阳性，４例阴性。进一步分析发现４例 ＰＣＲ检测
阴性样本肿瘤细胞含量均 ＜５％，此时 ＰＣＲ的灵敏度较低可
能会导致分子检测结果呈现假阴性，因此，这种情况下建议

使用灵敏度更高的分子检测方法，如数字 ＰＣＲ进行验证；或
在评估肿瘤含量＜５％时优先采用 ＩＨＣ检测；必要时可通过
重新取样、检测获得准确的检测结果。
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