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ＩＨＣ和ＦＩＳＨ检测乳腺癌组织ＨＥＲ２基因扩增及蛋白表达


周海丰１，范玉宏１，武雪亮２，孙喜斌３，王立坤４，梁晚平１△，刘运江５

（１．河北北方学院附属第一医院乳腺外科，河北张家口０７５０００；２．河北北方学院附属第一医院血管腺体外科，

河北张家口０７５０００；３．河北北方学院附属第一医院检验科，河北张家口０７５０００；４．河北北方

学院附属第一医院超声医学科，河北张家口０７５０００；５．河北省肿瘤医院乳腺中心，河北石家庄０５００００）

　　摘　要：目的　分析比较荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）与免疫组织化学（ＩＨＣ）检测乳腺癌组织 ＨＥＲ２基因扩增或蛋白表达情况。

方法　选择２００８年１月至２０１２年５月行改良根治术的乳腺癌患者１１０例，对手术切除的乳腺癌组织均予以ＦＩＳＨ与ＩＨＣ检测，

对检测结果进行比较分析。结果　１１０例乳腺癌组织中 ＨＥＲ２蛋白表达为（＋＋＋）者２５例（２２．７３％）；（＋＋）者４４例

（４０．００％）；（＋）者２６例（２３．６４％）；（－）者１５例（１３．６４％）。１１０例乳腺癌组织中 ＨＥＲ２基因扩增２８例（２５．４５％），无扩增８２

例（７４．５５％）。ＩＨＣ检测阳性（＋＋＋）与ＦＩＳＨ的阳性符合率一致，ＩＨＣ检测阴性（＋／－）与ＦＩＳＨ的阴性符合率一致，ＩＨＣ检测

可疑阳性（＋＋）与ＦＩＳＨ结果比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。但ＩＨＣ检测结果与ＦＩＳＨ检测结果的总符合率为８９．２９％

（２５／２８），两种检测方法呈正相关（χ
２＝８４．８９，犘＜０．０１）。结论　ＩＨＣ阳性及阴性表达，与ＦＩＳＨ检测结果具有较好一致性。ＩＨＣ

可疑阳性表达，与ＦＩＳＨ检测结果的一致性较差，提示ＩＨＣ检测可疑阳性标本需再以ＦＩＳＨ检测。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏａｎａｌｙｚｅａｎｄｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ＦＩＳＨ）ａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ（ＩＨＣ）ｆｏｒ
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２５ｃａｓｅｓ（２２．７３％）ｗｅｒｅｔｈｅＨＥＲ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（＋＋＋），４４ｃａｓｅｓ（４０．００％）ｗｅｒｅ（＋＋），２６ｃａｓｅｓ（２３．６４％）ｗｅｒｅ（＋）ａｎｄ
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２＝８４．８９，犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＩＨＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｈａｓｂｅｔｔｅｒｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅＦＩＳＨｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅＩＨＣｓｕｓｐｉ

ｃｉｏｕｓｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｔｈｅＦＩＳＨｒｅｓｕｌｔｓｉｓｐｏｏｒ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｓｕｓｐｉｃｉｏｕｓｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅＩＨＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｎｅｅｄｓｔｏ

ｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅＦＩＳＨｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｇｅｎｅｓ，ｅｒｂＢ２；ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　乳腺癌作为女性常见的恶性肿瘤之一，严重地威胁到妇女

的生命健康。临床上对于乳腺癌的治疗遵循着早发现，早诊断

的原则［１］。然而，预后却始终受到多方面因素的影响。ＨＥＲ２

作为乳腺癌治疗的重要因子，其过度表达或基因扩增直接关系

到患者的激素、化学治疗效果以及预后，对临床治疗有重要的

意义［２３］。本文通过对１１０例行改良根治术的乳腺癌患者资

料，分析比较荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）与免疫组织化学（ＩＨＣ）检

测乳腺癌组织 ＨＥＲ２基因扩增或蛋白表达情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择河北北方学院附属第一医院乳腺外科

２００８年１月至２０１２年５月行改良根治术的乳腺癌患者１１０

例，均为女性，年龄３２～６９岁。采用恶性肿瘤诊疗规范乳腺癌

９９２１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期

 基金项目：河北省科技厅指导性计划资助项目（０８２７６１０１Ｄ７０）。　作者简介：周海丰（１９７９－），主治医师，硕士研究生，主要从事乳腺疾

病诊治与基础研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１５５３０３９６５４９；Ｅｍａｉｌ：ＤＭ９６９８９＠ｅｙｏｕ．ｃｏｍ。



图１　　ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白（＋＋＋）　　图２　　ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白（＋＋）　　图３　　ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白（＋）

图４　　ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２蛋白（－）　　图５　　ＦＩＳＨ检测 ＨＥＲ２基因扩增阳性　　图６　　ＦＩＳＨ检测 ＨＥＲ２基因扩增阴性

病理分类：其中浸润性导管癌３３例，浸润性小叶癌１４例，髓样

癌２１例，小管癌１０，导管内癌１８例，原位癌１４例。其中有淋

巴结转移者４８例，无淋巴结转移者６２例。肿瘤直径小于２ｃｍ

者３９例，２～５ｃｍ者６３例，大于５ｃｍ者８例。所有标本采用

１０％甲醛进行固定，石蜡包埋，标本组织切片厚度以４～５μｍ

为准。１１０例患者在术前均未接受任何治疗。

１．２　方法

１．２．１　ＩＨＣ检测　本次实验采用ＩＨＣ，其中兔抗人 ＨＥＲ２

多克隆抗体购自武汉博士德公司。一抗工作浓度为１∶１００，

二抗为１∶２００。标本统一行ＩＨＣ链霉菌抗生物蛋白过氧化

物酶连结法（ＳＰ）实验，ＳＰ与３，３二氧基联苯胺（ＤＡＢ）试剂盒

均购自北京中山金桥公司，按照试剂盒操作说明进行。

１．２．２　ＦＩＳＨ 检测　ＦＩＳＨ 是用于１７号染色体着丝粒和

ＨＥＲ２基因扩增情况下乳腺癌诊断的一类新技术，与ＩＨＣ相

比更为准确，被认为是 ＨＥＲ２基因监测的金标准。实验步骤

如下：（１）提取细胞核，从石蜡包埋组织中提取细胞核，对包埋

组织进行 ＨＥ染色；显微镜下确定肿瘤细胞的密集部位，石蜡

切片，厚度以２０μｍ为准。（２）细胞核阵列制作，利用细胞阵列

技术将ＩＣＨ检测中 ＨＥＲ２阴性标本的血细胞排列在同一张

切片上。（３）ＦＩＳＨ，细胞阵载玻片浸入固定液体中固定１ｈ，取

出在２５℃中干燥；置入ｐＨ＝６．０的柠檬酸盐缓冲液中微波加

热１０ｍｉｎ；置入２×ＳＳＣ溶液中，３７℃，１５ｍｉｎ；０．４％胃蛋白酶

中适当消化；分别用７０％、８５％、１００％乙醇脱水处理２ｍｉｎ；置

入４５～５０℃烤箱中蒸发乙醇；加入１０μＬＨＥＲ２／ｎｅｕＤＮＡ探

针；封口胶封闭，３７℃孵育６～１５ｈ；清洗探针，行４′，６二脒基

２苯基吲哚二盐酸盐（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）

染色。

１．２．３　阳性结果的判定标准　以细胞膜呈现清晰棕褐色或棕

黄色为阳性。ＨＥＲ２定位于细胞膜或细胞质，按照阳性细胞

百分比定性。３位研究人员对结果进行判读，每张切片至少观

察１０个高倍视野（４００倍）中大于或等于５００个细胞。采用

ＤＡＫＯＨｅｒｃｅｐｔＴｅｓｔ评分系统：（－）表示无细胞染色或少于

１０％细胞膜较弱染色；（＋）表示１０％肿瘤细胞膜部分较弱染

色；（＋ ＋）表示 １０％ 肿瘤细胞膜完全较弱或中等染色；

（＋＋＋）为大于１０％的肿瘤细胞膜完全强染色。按照阳性细

胞占所观察细胞的比例行半定量分级：阳性反应小于１０％为

（－），１０％～３０％为（＋）。＞３０％～５０％为（＋＋），＞５０％为

（＋＋＋）。以（－）、（＋）及（＋＋）计入阴性表达，（＋＋＋）记

为阳性表达［４］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，ＨＥＲ

２与临床病理指标关系的比较，采用行Ｘ列表进行χ
２ 检验，以

α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＨＣ检测结果　１１０例乳腺癌组织中 ＨＥＲ２蛋白表达

为（＋＋＋）者２５例（２２．７３％），（＋＋）者４４例（４０．００％），

（＋）者２６例（２３．６４％），（－）者１５例（１３．６４％），见图１～４。

２．２　ＦＩＳＨ检测结果　１１０例乳腺癌组织中 ＨＥＲ２基因扩增

２８例（２５．４５％），无扩增８２例（７４．５５％），见图５～６。

２．３　两者结果比较　本组实验中ＩＨＣ检测（＋＋＋）后行

ＦＩＳＨ检测的符合率为９６．００％（２４／２５），ＩＨＣ检测（＋＋）后行

ＦＩＳＨ检测的符合率为４．５５％（２／４４），ＩＨＣ检测（＋）后行

ＦＩＳＨ检测的符合率为９６．１５％（２５／２６），ＩＨＣ检测（－）后行

ＦＩＳＨ检测的符合率为９３．３３％（１４／１５）。即ＩＨＣ检测阳性

（＋＋＋）与ＦＩＳＨ的阳性符合率一致，ＩＨＣ检测阴性（＋／－）

与ＦＩＳＨ的阴性符合率一致，ＩＨＣ检测可疑阳性（＋＋）与

ＦＩＳＨ结果的一致性较差。但ＩＨＣ与ＦＩＳＨ 检测结果的总符

合率为８９．２９％（２５／２８），两种检测方法呈正相关（χ
２＝８４．８９，

犘＜０．０１），见表１。

表１　　１１０例乳腺癌样本ＩＨＣ与ＦＩＳＨ结果比较（狀）

ＩＨＣ检测结果
ＦＩＳＨ检测结果

阳性 阴性
合计

＋＋＋ ２４ １ ２５

＋＋ ２ ４２ ４４

＋ １ ２５ ２６
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续表１　　１１０例乳腺癌样本ＩＨＣ与ＦＩＳＨ结果比较（狀）

ＩＨＣ检测结果
ＦＩＳＨ检测结果

阳性 阴性
合计

－ １ １４ １５

合计 ２８ ８２ １１０

３　讨　　论

国内外在研究 ＨＥＲ２基因表达方面的实验或临床的文献

都普遍存在样本容量较小的问题［５］，部分还出现了结论不一致

甚至相悖的现象，对于 ＨＥＲ２检测主要靠显微镜等设备来观

察，很大程度上局限于观察者个人的经验和状态，同时检测结

果也并没有标准、客观的依据，对于 ＨＥＲ２基因检测方法的选

择依旧存在较大的争议，尽管ＩＨＣ检测应用范围较广，但却存

在明显的不足，而ＦＩＳＨ 的应用却因价格问题迟迟得不到定

论［６］。而针对ＩＨＣ和ＦＩＳＨ法在ＨＥＲ２基因检测中的优劣势

比较，可分析此两种检测方法的差异所在，完善 ＨＥＲ２实验室

检测的标准，提高检测结果的准确率，力求为临床提供一种简

便、便宜、准确、迅速的检测方式［７８］。

ＩＨＣ因有组织标本所需量小、操作简便、要求不高、价格

低廉、实验过程短、染色片易于保存、阅片快等优势，使得其仍

为评价ＨＥＲ２状态的首选检测方法
［９１０］。虽然ＩＨＣ具有上述

优势，但因标本处理中使得蛋白容易破坏等因素使得ＩＨＣ的

准确性易受到影响。ＦＩＳＨ 有别于ＩＨＣ的主要特点为结果的

定量判读，其避免了主观上的误差，且有高度的可靠性与重复

性［１１］。聂克克等［１２］研究表明，ＦＩＳＨ检测 ＨＥＲ２蛋白有很高

的假阳性及假阴性，ＦＩＳＨ 有效性及准确性显著高于ＩＨＣ，可

在临床广泛推广应用。ＨＥＲ２基因扩增与腋窝淋巴结阳性相

关。韩晓红等［１３］研究表明，ＦＩＳＨ和ＩＨＣ两种方法检测 ＨＥＲ

２表达状态具有较高的一致性，结合实际情况包括费用仪器等

限制，在ＩＨＣ作为初筛的基础上，仍然推荐ＦＩＳＨ 作为检测

ＨＥＲ２基因扩增的标准方法。ＦＩＳＨ 技术检测乳腺癌患者

ＨＥＲ２基因表达状态可为临床指导用药和预后评价提供更可

靠的依据。张宏等［１４］研究表明，ＩＨＣ可作为筛查乳腺癌患者

ＨＥＲ２的首选方法，当 ＨＥＲ２蛋白表达为（－）或（＋＋）时，

ＩＨＣ和ＦＩＳＨ 检测的一致性较高；而对于ＩＨＣ 为（＋）或

（＋＋）的患者应再进行ＦＩＳＨ检测，以确定 ＨＥＲ２基因表达。

宋宝等［１５］研究表明，ＦＩＳＨ较ＩＨＣ检测 ＨＥＲ２表达准确性更

高，尤适用于对ＩＨＣ（＋＋）的患者判断 ＨＥＲ２的表达。乳腺

癌原发灶与转移灶之间 ＨＥＲ２的表达存在一定的不一致性，

本文研究结果表明，ＩＨＣ检测阳性（＋＋＋）与ＦＩＳＨ的阳性符

合率一致，ＩＨＣ检测阴性（＋／－）与ＦＩＳＨ的阴性符合率一致，

ＩＨＣ检测可疑阳性（＋＋）与ＦＩＳＨ 结果的一致性较差。但

ＩＨＣ与ＦＩＳＨ检测结果的总符合率为８９．２９％（２５／２８），两种检

测方法呈正相关（χ
２＝８４．８９，犘＜０．０１）。

综合上述，ＩＨＣ阳性及阴性表达，与ＦＩＳＨ 检测结果具有

较好一致性。ＩＨＣ可疑阳性表达，与ＦＩＳＨ 检测结果比较，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示ＩＨＣ检测可疑阳性标本需

再以ＦＩＳＨ检测，而阳性与阴性标本可无须再检。
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