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乳腺癌ＨＥＲ２基因扩增检测方法———显色原位杂交法的应用及优化
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［摘要］　目的：应用显色原位杂交技术（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＩＳＨ）检测乳腺癌组织人表皮生长因子受体２（ｈｕ

ｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）基因扩增情况，并对操作方法进行优化。方法：选择免疫组织化学（ＩＨＣ）Ｅｎ

Ｖｉｓｉｏｎ法检测结果２＋及以上的６０例乳腺癌组织作为研究对象，应用ＣＩＳＨ技术检测其ＨＥＲ２基因扩增情况，分析二者结果

的相关性；总结ＣＩＳＨ操作经验，优化操作方法。结果：４４例标本ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白表达为３＋，其中４０例ＣＩＳＨ检测呈

现ＨＥＲ２基因高倍扩增，４例无扩增；基因扩增与蛋白表达的符合率为９１％。１６例ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２表达为２＋标本基因扩增

与蛋白表达的符合率为５０％。ＩＨＣ与ＣＩＳＨ符合率为８０％（４８／６０），二者明显相关（Ｐ＜０．０１）。操作过程中应严格控制切片

厚度，一般要求４～５μｍ；杂交变性一定要彻底，杂交后的洗涤温度和时间也很重要，最好控制在７０～７５℃；要严格控制苏木精

衬染时间；每次实验最好有阳性对照片，可以有效进行质量控制。结论：ＣＩＳＨ检测乳腺癌ＨＥＲ２基因扩增的结果与ＩＨＣ检

测的蛋白表达结果符合率较高，可作为乳腺癌ＨＥＲ２基因检测的一项新技术；但在具体操作时，应注意严格控制切片厚度、消

化及杂交后洗涤温度与时间以及苏木精衬染时间等因素。

［关键词］　显色原位杂交技术；乳腺肿瘤；人表皮生长因子受体２；ｃｅｒｂＢ２基因
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　　原癌基因人类表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）基因，即ｃｅｒｂＢ２基因，定

位于染色体１７ｑ１２２１．３２上，编码相对分子质量为１８５０００
的跨膜受体样蛋白，具有酪氨酸激酶活性［１］。Ｖｏｃａｔｕｒｏ等［２］

研究发现２０％～３０％乳腺癌患者肿瘤组织存在 ＨＥＲ２基因

异常扩增或蛋白过表达，对此类患者进一步应用 ＨＥＲ２蛋白

人源性单克隆抗体ｔｅａｓｔｕｚｕｍａｂ（ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）进行靶向治疗，

可以取得较好疗效。因此，直接评估乳腺癌患者ＨＥＲ２基因
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扩增和蛋白表达程度显得尤为重要。

　　显色原位杂交（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＣＩＳＨ）

技术是近年来发展的一种新的组织化学方法，可以较好地评

估ＨＥＲ２基因的扩增水平［３］。因此，本研究选择免疫组织化

学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）ＥｎＶｉｓｉｏｎ法检测结果２＋
及以上的６０例乳腺癌组织作为研究对象，应用ＣＩＳＨ 技术

检测其中ＨＥＲ２基因扩增情况，分析二者结果的相关性，进

一步评价ＣＩＳＨ技术在乳腺癌组织ＨＥＲ２基因扩增检测中

的应用价值；同时总结操作经验，分析其操作过程中的注意

事项，优化操作方法。

１　材料和方法

１．１　 主 要 试 剂 及 仪 器 　 ＨＥＲ２ 原 位 杂 交 试 剂 盒

（Ｃａｔ＃８４０１４６；Ｌｏｔ＃６０８８２７３６ＳｐｏｔＬｉｇｈｔ○Ｒ ＨＥＲ２ＣＩＳＨＴＭ

Ｋｉｔ）购自美国Ｚｙｍｅｄ公司，包括１Ｌ加热预处理液（室温，

ｐＨ７．０），５ｍｌ预处理酶试剂（用前复温至室温），０．４ｍｌ地

高辛标记ＳｐｏｔＬｉｇｈｔ○ＲＨＥＲ２探针（－２０℃保存），５００ｍｌ

ＳＳＣ缓冲液（室温），３ｍｌＣＡＳ阻断试剂（室温），３ｍｌ小鼠抗

地高辛抗体试剂（４℃），３ｍｌ抗小鼠多聚物连接试剂（４℃），１

ｍｌ浓缩液ＤＡＢ（２０×）、１ｍｌ浓缩底物缓冲液（２０×）、１ｍｌ浓

缩０．６５％过氧化氢（２０×）。兔抗ｃｅｒｂＢ２多克隆抗体和

ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂购自丹麦ＤＡＫＯ公司；杂交用盖玻片购自美

国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　标本来源及入选标准　选择２００６年１０月至２００７年

１０月我院普通外科手术切除的乳腺癌组织标本６０例，其中

浸润性导管癌５０例、浸润性小叶癌５例、浸润性导管癌与浸

润性小叶癌混合型３例和浸润性小管癌２例。所有标本经

１０％中性甲醛溶液固定备用。所有标本经免疫组织化学

ＥｎＶｉｓｉｏｎ法［４］检测，ＨＥＲ２蛋白表达为２＋及以上。ＩＨＣ染

色结果判断标准：超过１０％的肿瘤细胞有强、完整的胞膜棕

褐色着色为强阳性（３＋）；超过１０％的肿瘤细胞有轻到中等

程度的胞膜着色为阳性（２＋）；超过１０％的肿瘤细胞有微弱、

不完整胞膜着色为弱阳性（１＋）。

１．３　ＣＩＳＨ法检测 ＨＥＲ２基因扩增　ＣＩＳＨ 法参照原位杂

交试剂盒说明书进行，略加改进。

１．３．１　切片预处理　４～５μｍ石蜡切片５８℃烤片４～１８ｈ，

常规脱蜡至水，加热预处理（ＣＩＳＨＴＭ中最严格的步骤：切片

放入预处理液９８℃加热１５ｍｉｎ，转移至室温蒸馏水中洗３×

２ｍｉｎ），滴加已复温的酶预处理液（视组织固定时间、固定液

种类和组织类型调整酶消化时间）室温孵育５～１０ｍｉｎ，蒸馏

水洗３×２ｍｉｎ，梯度乙醇脱水（７５％、８５％、９５％、１００％Ⅰ、

１００％Ⅱ各２ｍｉｎ），自然干燥或电吹风吹３０ｓ。

１．３．２　变性与杂交　每片滴加地高辛标记的 ＨＥＲ２探针

１０～１５μｌ，用专用杂交盖片覆盖９５℃变性６～１０ｍｉｎ，冰上

速冷５～８ｍｉｎ；３７℃，５０％甲酰胺ＰＢＳ湿盒中杂交过夜（超

过１０ｈ）；洗涤：准备２只直式染色缸，并装满ＳＳＣ缓冲洗涤

液，１只室温，另１只放入预热到７０～７５℃的水浴锅中（超过

２张切片时，每多１张切片，温度提高１℃，但不超过８０℃），

在室温ＳＳＣ中洗涤切片２～５ｍｉｎ，后移入热ＳＳＣ中洗５～８

ｍｉｎ，转入室温蒸馏水洗３×２ｍｉｎ。

１．３．３　免疫组织化学染色　该步骤全部在室温中进行。切

片放入３％Ｈ２Ｏ２甲醇溶液中１０ｍｉｎ，用 ＴＰＢＳ（０．０１％

Ｔｗｅｅｎ２０＋０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．５ＰＢＳ）洗涤３×２ｍｉｎ；加

ＣＡＳ阻断试剂１０ｍｉｎ；倾去阻断试剂１０ｍｉｎ，不必洗涤；加入

小鼠抗地高辛抗体３０～４０ｍｉｎ；用ＴＰＢＳ洗涤３×２ｍｉｎ；加

入抗小鼠多聚物连接试剂，３０～５０ｍｉｎ；用ＴＰＢＳ洗涤，在洗

涤过程中准备ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２（１ｍｌ蒸馏水中加入浓缩ＤＡＢ底

物缓冲液、浓缩０．６５％Ｈ２Ｏ２和浓缩ＤＡＢ各１滴）；切片上滴

加ＤＡＢ液，室温下避光显色３０ｍｉｎ，流水洗２ｍｉｎ。

１．３．４　复染及封片　苏木精衬染组织１ｍｉｎ左右，复染时

间因不同组织而异，染色不宜过深，避免掩盖阳性信号，流水

冲洗２ｍｉｎ；系列乙醇脱水（７５％、８５％、９５％、１００％Ⅰ、１００％

Ⅱ各２ｍｉｎ）二甲苯洗２×２ｍｉｎ；树胶封片；用４０×１０倍显微

镜观察染色结果。

１．４　ＣＩＳＨ法染色结果判断标准　参照乳腺癌ＨＥＲ２基因

检测指南［５］，ＣＩＳＨ 检测结果分为无扩增、低拷贝和高

拷贝。　　　　　

　　无扩增：单体中大于５０％肿瘤细胞核每个细胞核内出现

３～５个信号颗粒，单一信号点呈光滑、卵圆形；二倍体中大于

５０％肿瘤细胞核每个细胞核内出现１～２个信号颗粒，单一

信号点呈光滑、卵圆形。

　　低拷贝：大于５０％的肿瘤细胞核每个细胞核内出现５～
１０个信号颗粒，或小的团块状阳性颗粒，或多点和小的团块

状阳性颗粒的混合物。小的团块状阳性颗粒不规则，颗粒直

径较点状单一信号颗粒大３～５倍。同时观察癌周正常上皮

细胞的阳性颗粒，以作参考。

　　高拷贝：大于５０％的肿瘤细胞核内出现１０个及以上的

信号颗粒，或大的团块状阳性颗粒，或多点和大的团块状阳

性颗粒的混合物。大的团块状阳性颗粒不规则，其颗粒直径

较点状单一信号颗粒大５倍以上。同时观察癌周正常上皮

细胞的阳性颗粒，以作参考。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件，相关性分析采用

Ｋｅｎｄａｌｌ等级相关分析。

２　结　果

２．１　ＨＥＲ２蛋白表达免疫组化结果　ＩＨＣ阳性信号定位于

细胞膜，偶尔伴有胞质内着色（图１Ａ、１Ｂ、１Ｃ）。６０例标本中

４４例为３＋，１６例为２＋。

２．２　ＨＥＲ２基因扩增结果及其与蛋白表达结果的相关性分

析　ＣＩＳＨ染色结果清晰可见，胞核内可见棕色散在细小点

状（无或低拷贝扩增）或聚集成团块状的粗大不规则颗粒（高

拷贝扩增），除特异性杂交信号外，核内外无非特异性着色，

背景干净清晰。

　　４４例标本ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白表达为３＋，其中４０例

ＣＩＳＨ检测呈现ＨＥＲ２基因高倍扩增（图１Ｄ、图１Ｅ），４例无

扩增（图１Ｆ）；基因扩增与蛋白表达的符合率为９１％。１６例

标本ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２表达为２＋，其中８例 ＣＩＳＨ 检测

ＨＥＲ２基因呈高倍扩增，８例无扩增；基因扩增与蛋白表达的

符合率为５０％。ＩＨＣ与ＣＩＳＨ总符合率为８０％（４８／６０），二

者明显相关（Ｐ＜０．０１）。
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图１　乳腺癌组织ＨＥＲ２免疫组化及ＣＩＳＨ染色结果

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ（ＡＣ）ａｎｄｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ＤＦ）ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＥＲ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
ＡＣ：ＩＨＣＨＥＲ２３＋；ＤＥ：Ｈｉｇｈａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｆ：Ｎｏａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ，Ｂ，Ｄ）；×２００（Ｃ，Ｅ，Ｆ）

３　讨　论

　　目前，常用免疫组织化学和荧光原位杂交法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）观察乳腺癌组织 ＨＥＲ２蛋白表

达和基因扩增水平，其中ＦＩＳＨ法是目前检测ＨＥＲ２基因扩

增的“金标准”，但其荧光衰变速度快，难以长期保存；结合形

态学观察比较困难，影响对结果的判断；且需要配备昂贵的

荧光显微镜，不利于其推广使用［６］。免疫组织化学方法虽然

简便廉价，但无法准确评估 ＨＥＲ２基因的扩增状况，不少免

疫组织化学阳性患者并不存在 ＨＥＲ２基因的异常扩增［７］。

ＣＩＳＨ技术是近年来发展的一种新的组织化学方法，是对

ＦＩＳＨ方法的重大改进，可以用ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２显示，永久保存

结果，扩增产物可以进行定位，且费用相对低廉，利于推广，

有效克服了ＦＩＳＨ法的上述缺陷，是目前相关研究的新热

点［１３］。然而，ＣＩＳＨ技术应用时间不是很长，相关技术还不

很成熟，对其应用价值的评价还有一定争议。因此，本研究

应用ＣＩＳＨ技术检测６０例乳腺癌标本中ＨＥＲ２基因扩增水

平，并与 ＨＥＲ２蛋白表达结果进行对比，进一步评价其在乳

腺癌组织ＨＥＲ２基因扩增检测中的应用价值；同时总结操作

经验，分析操作过程中的注意事项，优化操作方法。

　　Ｖｏｃａｔｕｒｏ等［２］研究发现，ＦＩＳＨ 和ＣＩＳＨ 技术的阳性符

合率较高，证实ＣＩＳＨ技术检测ＨＥＲ２基因的可信度高。国

内外其他研究结果［６１０］也表明ＦＩＳＨ与ＣＩＳＨ的检测符合率

高。本研究应用ＣＩＳＨ方法检测６０例ｃｅｒｂＢ２蛋白表达２＋
及以上的乳腺癌标本中 ＨＥＲ２基因的扩增率，结果显示，６０
例乳腺癌标本中，ＨＥＲ２基因扩增率为８０％（４８／６０），其中

ｃｅｒｂＢ２蛋白水平在３＋以上的标本４４例，其 ＨＥＲ２基因扩

增率为９１％（４０／４４），略高于上述研究结果。这可能与本研

究选用ｃｅｒｂＢ２蛋白表达２＋及以上的乳腺癌标本，并对检

测方法进行优化（如严格控制消化时间，适当延长二抗和多

聚物的孵育时间）等因素有关。

　　国外研究［８１１］认为，相比较ＦＩＳＨ 方法，ＣＩＳＨ 法对组织

形态结构要求更严格。这是因为ＦＩＳＨ方法是采用２种荧光

探针，为双色，可以很直观地对结果作出判断；而ＣＩＳＨ方法

的结果是单色，要数扩增颗粒，首先要定位准确，才能判断细

胞核，这也可能会降低其阳性率。我们总结操作经验，认为

可以通过对目前ＣＩＳＨ方法进行优化改进来提高其阳性检测

率和可观性。具体改进包括：（１）石蜡切片厚度要求４～５

μｍ，太薄的切片经热处理和酶消化后会导致细胞核结构消失

或模糊，无法准确判断结果。（２）杂交变性一定要彻底，９５℃

５～８ｍｉｎ，迅速移到—２０℃冰盒上５～８ｍｉｎ，否则会出现假阴

性。（３）杂交后的洗涤温度和时间也很重要，洗涤温度控制

在７０～７５℃为好，温度应在水浴锅中预热至７５℃，再将切片

插入洗５ｍｉｎ即可，否则也会使细胞核模糊，影响杂交信号判

读，无法数阳性信号颗粒。（４）苏木精衬染要严格控制，试剂

盒内说明书要求苏木精衬染细胞核８～１０ｓ，经观察最佳复

染时间为４０～６０ｓ，因不同组织而异，染色不宜过深，避免掩

盖阳性信号。（５）在设置阳性切片的情况下，抗地高辛一抗

和多聚物酶结合物二抗孵育时间可适当延长２０～５０ｍｉｎ，以

保证杂交信号更加明显，还可以适当减少每张切片杂交液

５～１５μｌ，降低实验成本。每次实验最好有阳性对照片，可以

有效进行质量控制。

　　综上所述，ＣＩＳＨ检测乳腺癌 ＨＥＲ２基因扩增的结果与

ＩＨＣ检测的蛋白表达结果符合率较高，可作为乳腺癌 ＨＥＲ２
基因检测的一项新技术，但在具体操作时，应注意严格控制

切片厚度、消化及杂交后洗涤温度与时间以及苏木精衬染时
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贾泽军

·消　息·

《军医大学学报（英文版）》（ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｓｏｆＰＬＡ）可在全文数据
库ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ检索浏览

　　由第二、三、四军医大学及南方医科大学（原第一军医大学）合办的《军医大学学报（英文版）》是国内外公开发行的医药卫

生类综合性英文期刊（ＣＮ３１１００２／Ｒ，ＩＳＳＮ１０００１９４８），是中国英文版科技论文统计源期刊，并被纳入中文科技期刊数据库、

中国期刊网、万方数据库，已被美国《化学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、波兰《哥白尼索引》等检索系统收录。

　　从２００７年开始，本刊电子版由全球著名的科技出版集团爱思唯尔（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ）负责海外发行。目前，期刊全文已进入

ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ全文数据库，期刊网址ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｌｓｅｒｖｉｅｒ．ｃｏｍ／ｌｏｃａｔｅ／ｊｍｃｐｌａ。ＳｃｉｅｎｃｅＤｉｒｅｃｔ（ＳＤ）是全球市场占有率最高的

科技与医学期刊全文出版平台之一，其上的论文具有和其他世界主流在线科技与医学期刊的“引用文献”及“被引用文献”的链

接功能。本刊进入ＳＤ全文数据库，不仅可增加刊发论文的可见度和被引频次，帮助作者了解所做工作被国际同行的关注程

度，也有助于期刊不断提高学术质量。

　　编辑部热忱欢迎生物医药领域的专家学者及科研工作人员踊跃投稿！
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