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　　［摘要］　目的　应用色素原位杂交法（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＩＳＨ）检测ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达乳腺癌患者
的 ＨＥＲ２基因扩增状态，为乳腺癌的临床诊治提供依据。方法　收集 ＨＥＲ２蛋白弱阳性（）表达乳腺癌患者石蜡切片标本
１８７例，采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＨＥＲ２ＣＩＳＨＴＭ检测试剂盒，根据美国临床肿瘤学会／美国病理医师学会推荐标准，分析标本

ＨＥＲ２基因状态及其与雌激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）表达的相关性。结果　乳腺癌 ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达标本 ＨＥＲ２
基因扩增阳性率为５３．４８％（１００／１８７），基因扩增阳性者ＥＲ、ＰＲ阳性表达率分别为４４．００％、４６．００％；ＨＥＲ２基因扩增阴性率

为４６．５２％（８７／１８７），基因扩增阴性者ＥＲ、ＰＲ阳性表达率分别为７０．７３％、７８．０５％。ＨＥＲ２基因扩增结果与性激素受体（ＥＲ、

ＰＲ）表达明显负相关（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达乳腺癌患者有必要进一步明确其基因扩增状态，ＣＩＳＨ可有
效检测此类患者的 ＨＥＲ２基因扩增状态。
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　　乳腺癌是我国女性最常见的恶性肿瘤，发病率逐年上

升，上海地区的发病率约６０／１０万［１］。ＨＥＲ２表达是一项独

立的预后预测因素，２０％～３０％的乳腺癌（特别是浸润性导

管癌）患者存在 ＨＥＲ２基因扩增和（或）蛋白过表达，此类患

者生存期短，易复发和转移，常规化疗不敏感［２３］。人源化抗

ＨＥＲ２单克隆抗体曲妥珠单抗（ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ，Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）等

靶向药物的发明和应用为此类患者带来了福音，但是治疗效

果与 ＨＥＲ２表达状态明确相关。因此，ＨＥＲ２基因表达状态

的准确检测和评估十分重要，是治疗方案选择和预判化疗效

果的重要指标。本研究采用色素原位杂交法（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ

ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＩＳＨ）检测 ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达乳

腺癌患者 ＨＥＲ２基因扩增状态，为乳腺癌的临床靶向治疗的

指导提供依据。

１　材料和方法

１．１　标本来源及一般资料　２００７年１月至２００９年５月经

免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）法检测 ＨＥＲ２
蛋白表达弱阳性（）的我院病理科活检的女性乳腺浸润性

导管癌石蜡包埋组织标本，共计１８７例。患者年龄２０～８１
岁，中位年龄为４７岁。

１．２　免疫组织化学检测　石蜡切片ＩＨＣ染色操作采用Ｅｎ

Ｖｉｓｉｏｎ二步法，ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂盒及一抗 ＨＥＲ２（Ａ０４８５）、ＥＲ
（１Ｄ５）、ＰＲ（ＰｇＲ６３６）均购自丹麦Ｄａｋｏ公司。ＨＥＲ２蛋白表

达结果判断采用美国临床肿瘤学会／美国病理医师学会（ＡＳ

ＣＯ／ＣＡＰ）工作组推荐方案［４］，ＥＲ、ＰＲ结果判定为两个等级：

阴性（０～２０％）、阳性（２０％～）。

１．３　ＣＩＳＨ法检测 ＨＥＲ２基因扩增状态　地高辛标记的

ＨＥＲ２原癌基因原位杂交探针和检测试剂盒（ＳｐｏｔＬｉｇｈｔ

ＨＥＲ２ＣＩＳＨＴＭ）为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，购自上海太阳

生物技术有限公司。操作参照试剂盒说明书进行，结果判断

采用ＡＳＣＯ／ＣＡＰ工作组推荐方案（表１）［４］。

１．４　统计学处理　计数资料采用χ
２检验，检验水平（α）为０．０５。

表１　ＡＳＣＯ／ＣＡＰ工作组推荐的显色原位杂交法ＨＥＲ２检测结果判断标准［４］

ＨＥＲ２基因状态 ＣＩＳＨ检测结果

阴性（无扩增） 在所选计数区中５０％以上的癌细胞核有４个以下信号点
交界性 在所选计数区中５０％以上的癌细胞核有４～６个信号点
阳性（扩增） 在所选计数区中５０％以上的癌细胞核有６个以上信号点或簇状信号点

２　结　果

２．１　ＨＥＲ２基因扩增状态检测结果　ＣＩＳＨ检测结果（图１）

表明：ＨＥＲ２蛋白表达弱阳性（）的１８７例标本中１００例存

在 ＨＥＲ２基因扩增，５例交界性，８２例无扩增，ＩＨＣ和ＣＩＳＨ
两种方法的符合率为５３．４８％。
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图１　乳腺癌组织ＨＥＲ２基因ＩＨＣ和ＣＩＳＨ检测结果

Ａ：ＨＥＲ２蛋白表达弱阳性（ＩＨＣ法）；Ｂ：ＨＥＲ２基因无扩增，细胞核

内有１～２个扩增信号（ＣＩＳＨ法）；Ｃ：ＨＥＲ２基因扩增，细胞核内有

簇状扩增信号（ＣＩＳＨ法）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．２　ＨＥＲ２基因扩增状态与性激素受体表达的相关性　
ＨＥＲ２基因扩增的１００例标本中，ＥＲ和ＰＲ阳性者分别为４４
例（４４．００％）和４６例（４６．００％）。而在 ＨＥＲ２基因无扩增的

８２例标本中，ＥＲ和 ＰＲ阳性率分别为７０．７３％（５８／８２）和

７８．０５％（６４／８２）。ＨＥＲ２基因无扩增组和扩增组的性激素受

体（ＥＲ、ＰＲ）表达水平差异有统计学意义（χ
２
ＥＲ＝１７．４３，ＰＥＲ＜

０．０１；χ
２
ＰＲ＝１９．３５，ＰＰＲ＜０．０１；表２）。同时，在 ＨＥＲ２基因无

扩增的８２例标本中，５５例（６７．０７％）为ＥＲ和ＰＲ双阳性，１５
例（１８．２９％）为ＥＲ和ＰＲ双阴性；而在 ＨＥＲ２基因扩增的标

本中，ＥＲ和ＰＲ双阳性者仅占３６．００％（３６／１００），ＥＲ和ＰＲ
双阴性者占４６．００％（４６／１００），两者差异具有统计学意义

（χ
２＝１８．８９，Ｐ＜０．０１，表３）。

表２　乳腺癌ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达病例ＨＥＲ２
基因扩增状态与性激素受体表达相关性

（ｎ）

ＨＥＲ２
基因状态 Ｎ

ＥＲ
阳性 阴性

ＰＲ
阳性 阴性

扩　增 １００ ４４ ５６ χ２＝１７．４３ ４６ ５４ χ２＝１９．３５
无扩增 ８２ ５８ ２４ Ｐ＜０．０１ ６４ １８ Ｐ＜０．０１
合　计 １８２ １０２ ８０ １１０ ７２

表３　乳腺癌ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达病例ＨＥＲ２
基因扩增状态与性激素受体共表达相关性

（ｎ）

ＨＥＲ２
基因状态 Ｎ

性激素受体表达状态

ＥＲ＋
ＰＲ＋

ＥＲ＋
ＰＲ－

ＥＲ－
ＰＲ＋

ＥＲ－
ＰＲ－

无扩增 ８２ ５５ ３ ９ １５
扩　增 １００ ３６ ８ １０ ４６
合　计 １８２ ９１ １１ １９ ６１

　χ２＝１８．８９，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

　　ＨＥＲ２（ｃｅｒｂＢ２）是一种具有酪氨酸激酶样活性的跨膜糖

蛋白（ｐ１８５），属表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）家族，参与酪氨酸

激酶信号转导，调控细胞增殖。ＨＥＲ２基因状态不仅是预测

乳腺癌患者预后的独立因素，同时还是 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ治疗和辅

助化疗的重要参考指标［１］，所以准确检测非常重要。免疫组

织化学（ＩＨＣ）方法是目前临床上首选的评估 ＨＥＲ２基因过

表达的方法，具有操作简便、成本低等特点，但是只有 ＨＥＲ２
蛋白表达强阳性（）者才能应用 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ进行治疗。而对

于临床上大量的 ＨＥＲ２蛋白表达为弱阳性（）的病例，Ｈｅｒ

ｃｅｐｔｉｎ的使用则有待进一步明确 ＨＥＲ２基因扩增状态，因为

ＨＥＲ２基因扩增与患者生存率和 Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ疗效的相关性更

好。

　　目前检测 ＨＥＲ２基因扩增的方法主要有荧光原位杂交

（ＦＩＳＨ）和色素原位杂交（ＣＩＳＨ）。ＦＩＳＨ 结果可靠，被誉为

“金标准”，但需要昂贵的试剂和专门设备，操作方法复杂且

标本不能长期保存［５６］。ＣＩＳＨ 技术是一种检测基因扩增状

态的新方法［７］，综合利用了ＦＩＳＨ的原位杂交技术和ＩＨＣ的

酶显色技术，可以准确检测乳腺癌标本中 ＨＥＲ２基因扩增状

态，具有操作简单、不需要昂贵的仪器设备、普通光学显微镜

下能观察判断、有组织结构、可长期保存结果等特点，且其结

果与ＦＩＳＨ有较高的符合性［８１０］，已于２００８年７月通过美国

食品药品管理局（ＦＤＡ）认证。

　　本研究采用ＩＨＣ试剂盒Ａ０４８５检测女性乳腺浸润性导

管癌患者石蜡包埋组织切片的 ＨＥＲ２蛋白表达情况，２年多

共筛选出１８７例弱阳性表达病例。为了明确 ＨＥＲ２基因扩

增状态，本研究进一步进行ＣＩＳＨ检测。结果显示，在 ＨＥＲ２
蛋白表达弱阳性的１８７例标本中，１００例存在 ＨＥＲ２基因扩

增，５例交界性，８２例无扩增，总体符合率为５３．４８％，与国内

外 ＣＩＳＨ 检 测 结 果［５，１１］ 相 似，但 高 于 文 献 报 道 的

ＦＩＳＨ１８％～４４％的符合率［１２］。本研究结果提示，ＨＥＲ２蛋

白表达弱阳性（ＩＨＣ）的患者应进一步做ＣＩＳＨ或ＦＩＳＨ检

测以明确 ＨＥＲ２基因扩增状态。不可否认，ＣＩＳＨ 有缺少内

对照（无Ｃｅｐ１７等对照）和低水平扩增时难以判断（存在主观

平面和显色落差等原因）的缺点［５６］，为此，ＡＳＣＯ／ＣＡＰ联合

工作组推荐的原位杂交结果判定标准将此类难以判读的病

例判断为交界性。我们在实际应用中发现，该方案在不影响

总体判断准确性的同时，降低了结果判读的难度，提高了

ＣＩＳＨ技术的临床适用性和可重复性。本组病例中仅５例结

果判定为交界性，有进一步行ＦＩＳＨ检测的必要，但此类病例

仅占２．６７％，不影响ＣＩＳＨ的临床实用和推广。

　　为了探讨 ＨＥＲ２蛋白弱阳性（ＩＨＣ）患者的 ＨＥＲ２基

因扩增状态与性激素受体（ＥＲ、ＰＲ）表达水平的相关性，本研

究进一步对相关因素进行了统计学分析。统计结果提示乳

腺浸润性导管癌标本 ＨＥＲ２基因扩增状态与性激素受体

（ＥＲ、ＰＲ）表达明显负相关，与文献［５，１３］结果相似。

　　综上所述，ＨＥＲ２蛋白弱阳性表达（ＩＨＣ）的乳腺癌病

例有必要进一步明确肿瘤中 ＨＥＲ２基因扩增状态，以实现临

床针对性的靶向治疗，而ＣＩＳＨ是检测乳腺癌 ＨＥＲ２基因扩

增状态的一项可靠技术。
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