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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨细胞核微阵列技术及组织微阵列技术用于检测乳腺癌组织

中 HER鄄2 基因扩增和蛋白表达状态。 方法摇 将 248 例乳腺癌普通组织蜡块制成组织

微阵列组,应用免疫组织化学法(IHC)和荧光原位杂交法(FISH)分别检测 HER鄄2 基因

和蛋白表达。 两种检测方法的一致性采用检验,并以 FISH 检测结果为金标准,绘制

IHC 检测乳腺癌 HER鄄2 表达的 ROC 曲线图。 结果摇 248 例乳腺癌 FISH 与 IHC 检测结

果一致性分析显示:Kappa= 0. 711,P = 0. 000,两种检测方法的一致性尚可。 IHC 检测

乳腺癌 HER鄄2 ROC 曲线下面积为 0. 888,P = 0. 000,约登指数为 0. 700,准确率为

87. 9% 。 IHC(++)中4 例为 17 号染色体单体型,占 FISH 阳性病例总数的 5. 26% (4 /
76)。 IHC(+++)中 5 例为 17 号染色体多倍体型,FISH 检测均为阴性,占 FISH 阴性总

例数的 2. 9% (5 / 172)。 IHC 的检测可以较好地反映出 FISH 的结果。 结论摇 细胞核微

阵列及组织微阵列技术用于检测乳腺癌 HER鄄2 基因状态有着节约实验成本、同一性

好、结果可靠的优点。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To investigate the usage of nuclei and tissue microarrays

technique in detecting HER鄄2 gene amplification and protein expression in breast carcinoma.
Methods摇 Two hundred and forty鄄eight breast carcinoma paraffin embedded tissue blocks
were used to construct tissue microarray groups. Fluorescence in situ hybridization (FISH)
and immunohistochemistry ( IHC) were used to detect the expressions of HER鄄2 gene and
protein. The detection results of the two methods were analyzed using Kappa test. Taking the
results obtained from FISH analysis as the gold standard, the ROC curve of IHC detecting
HER鄄2 expression was drawn. Results 摇 The Kappa test of the two methods showed an
acceptable consistency (Kappa=0. 711,P=0郾 000). The area under the ROC curve of IHC
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detecting HER鄄2 expression was 0. 888 (P=0. 000), the Youden爷s index was 0. 700 and an
accuracy was 87. 9% . Four of the IHC(++) cases had haplotype of chromosome 17, with a
positive rate of 5. 26% (4 / 76) of the FISH positive cases. Five of the IHC(+++)cases had
polyploid of chromosome 17, with a negative rate of 2. 9% (5 / 172) of the FISH negative
cases, indicating IHC results could better reflect FISH results. Conclusions 摇 Nuclei and
tissue microarrays technique can be used in detecting HER鄄2 gene amplification and protein
expression, and has the advantages of low cost and relatively reliable results.

揖Key words 铱 摇 tissue microarray; immunohistochemistry; fluorescence in situ
hybridization; HER鄄2; breast carcinoma

摇 摇 乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一,近年来乳腺癌发病率不断上升,而
且有年轻化趋势,严重威胁女性健康[1鄄2]。 HER鄄2 基因过度表达已被证实与乳

腺癌患者的预后及化疗、激素治疗的效果密切相关[3]。
检测 HER鄄2 基因状态的方法很多,包括蛋白水平和基因水平[4]。 检测

HER鄄2 状态最客观的方法是荧光原位杂交法 ( fluorescence in situ hybri鄄
dization, FISH)检测基因扩增和免疫组织化学法( immunohistochemistry, IHC)
检测蛋白的表达情况[5]。 笔者在相关检测过程中发明了细胞核阵列方法(发
明专利号:ZL 2005 1 0100216. 6) [6]进行 FSIH,同时采用组织微阵列组[7]的方

法进行 IHC 检测,使所有检测在同一条件下进行, 更具可比性,同时节约了实

验成本,实验结果更可靠。

1摇 材料与方法

1. 1摇 临床标本

收集沈阳军区总医院 2008 年 5 月 ~ 2010 年 5 月病理诊断明确的乳腺癌

标本 248 例,患者均为女性,平均年龄 48. 3 岁(31 ~ 84 岁),所有病例均经手

术治疗。
1. 2摇 主要仪器及试剂

荧光显微镜: 奥林巴斯BX61 型(日本Olympus 公司); 组织微阵列仪: MTA1鄄
Manual Tissue Arrayer(德国 Beecher Instruments 公司); FISH 图像采集系统:CX13
(黑白)(CCD 瑞士 Baumer 公司); 显微切割仪: AG 22331 Micro Dissector(德国

Eppendorf 公司); 探针:HER鄄2 / neu DNA 探针及 CEP17 探针和杂交缓冲液购于美

国 Vysis 公司。 免疫组织化学 SP 试剂盒购自北京中山生物技术有限公司; HER鄄2
单克隆抗体购于福州Maxim 公司。
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1. 3摇 细胞核阵列 FISH 检测 HER鄄2 基因扩增

1. 3. 1摇 从石蜡包埋组织中提取细胞核: 先对石蜡包埋组织进行 HE 染色,在
显微镜下确定肿瘤细胞密集的部位,切 20 滋m 厚石蜡切片,对照 HE 染色片,
利用显微切割仪切除非肿瘤组织及坏死组织,按照文献[5]所述的方法进行

细胞核提取。
1. 3. 2摇 细胞核阵列的制作: 为了使所有待测样品在同一条件下检测及节约

探针,笔者发明了利用细胞制作阵列的技术,一次将 100 例样品的细胞排列在

同一切片上进行实验[6]。
1. 3. 3摇 荧光原位杂交:将预制的细胞阵列玻片浸入固定液中固定 1 h。 将玻

片取出,空气中干燥后置 pH6. 0 的柠檬酸盐缓冲液中,微波加热 10 min,取出

置 2 伊SSC 溶液中,37 益 置 15 min,0. 4% 胃蛋白酶中适当消化,梯度乙醇

(70% ,85% ,100% )脱水,各 2 min。 移出玻片于 100%乙醇中,以纸巾吸干乙

醇,置 45 益 ~50 益烤箱中蒸发乙醇。 加 10 滋l HER鄄2 / neu DNA 探针及 CEP17
探针,按探针说明书混合,快速加一盖玻片,以封口胶封闭切片,以防蒸发,37 益
孵育 6 ~16 h,去除盖片,按照供应商建议的强度和清洗条件洗涤探针,略干后

DAPI (4忆,6鄄Diamidino鄄2鄄phenylindole dihydroch lor鄄ide,4忆,6鄄二氨基鄄2鄄苯基吲

哚) 复染,置荧光显微镜下观察杂交结果。
1. 4摇 组织微阵列 IHC 法检测乳癌 HER鄄2 蛋白的表达

首先制作全部标本的组织微阵列蜡块,然后采用常规 SP 法进行免疫组织

化学染色,检测 HER鄄2 蛋白的表达。 为保证 IHC 和 FISH 检测的一致性, 在

进行 FISH 和 IHC 时选取的是同一蜡块标本。
1. 5摇 结果判断

免疫组织化学染色结果参照美国食品和药品管理局(FDA)标准[8]:光镜

下观察以细胞膜棕黄染色为阳性,分为 0 ~ 3 级:0 级为无细胞染色或<10 %
的肿瘤细胞胞膜较弱染色;1 级为逸10 %的肿瘤细胞胞膜部分较弱染色;2 级

为大于 10 %的肿瘤细胞胞膜完全较弱到中等染色; 3 级为大于 10 %的肿瘤

细胞胞膜完全、均一强染色。 所有结果均经两次重复观察,计分不一致者经再

次观察确认。 美国的一项调查显示,IHC 检测假阳性率平均为 18% ,FISH 为

13% [9],因此 2007 年美国 FDA 重新制定了乳腺癌 IHC 及 FISH 的标准,这一

标准将乳癌 IHC(+++)定义为大于 30%的肿瘤细胞呈现强的、完整的细胞膜

着色,显然这一标准是为了减少假阳性率而制定的。 本研究目的是了解采用

新的组织微阵列技术及细胞核阵列技术 IHC 与 FISH 的一致性,为了便于同
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以往发表的文献进行对比,因此仍采用传统旧的标准。
荧光原位杂交结果判断[9]:HER鄄2 基因检测的探针同时含有 HER鄄2 基因

(标记为橘红色荧光)和该基因所在的 17 号染色体着丝粒(标记绿色荧光)序
列的混合探针。 杂交的组织、细胞中有 75% 的细胞核显示出双色信号时,视
为试验成功。 且红、绿信号互为对照,癌与非癌细胞互为对照。 具体操作:
(1)红色信号的总数与绿色信号的总数比值逸2 时,为 HER鄄2 基因扩增,否则

为无扩增;(2)若红、绿两信号的比值>20 或众多信号连接成簇时可不计算,即
视为基因扩增;(3)若比值介于 1. 8 ~ 2. 2 之间,则需要再计算 20 个细胞核中

的信号或由另外一个分析者重新计数。 如仍为临界值,则在检测报告中注明;
(4)若 HER鄄2 基因扩增在不同癌细胞中存在异质性时,应在另一乳腺癌组织

区域再计算 20 ~ 30 个癌细胞核中的红、绿信号值,报告其最大值,并加以注

释;(5)在肿瘤细胞核中仅有一个绿色信号的病例诊断为 17 号染色体单倍

体;(6) 红色荧光信号的总数与绿色荧光信号的总数比值<2 且绿色荧光信号

逸3 为 17 号染色体多倍体型。
1. 6摇 统计学处理

统计学处理采用 SPSS 11. 5 软件,两种方法检测结果的比较采用一致性

Kappa 检验。 以 FISH 检测结果为金标准,绘制 IHC 检测乳腺癌 HER鄄2 ROC
曲线;P<0. 050有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 IHC 检测结果

248 例乳腺癌标本中,IHC( -)为 90 例, IHC( +)为 49 例, IHC( ++)为

37 例, IHC(+++)为72 例。 根据 IHC 结果判断标准,阴性 176 例,阳性 72 例,
阳性率为 29. 0 % (表 1,图 1)。

表 1摇 248 例乳腺癌 HER鄄2 的 FISH 与 IHC 检测结果

IHC
FISH

- +
总数

- 85 5 90

+ 46 3 49

++ 28 9 37

+++ 13 59 72

总数 172 76 248

IHC:免疫组织化学检验; FISH:荧光原位杂交检验
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a:HER鄄2 (-); b: HER鄄2(+) ; c: HER鄄2(++); d:HER鄄2(+++)

图 1摇 乳腺癌组织 HER2 的免疫组织化学检测结果(SP 法摇 伊100)

2. 2摇 FISH 检测结果

248 例乳腺癌病理标本中,FISH 阴性 172 例 (图 2a), FISH 阳性 76 例

(图 2b)(表 1),FISH 阳性率为 30. 6 % 。

a:三色 FISH 观察到 HER鄄2 基因,无扩增(HE 染色摇 伊1000);

b:三色 FISH 观察到 HER鄄2 基因扩增(HE 染色摇 伊1000)

图 2摇 荧光原位杂交(FISH)结果
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2. 3摇 IHC 与 FISH 的结果比较

248 例乳腺癌 FISH 与 IHC 的检测结果见表 1。 将 IHC(-) ~ (++)合并后

行一致性检验,Kappa=0. 711,P=0. 000(表 2), IHC 检测阳性者 FISH 检测结

果也趋向阳性。 同时以 FISH 检测为金标准,以 IHC 为变量指标绘制 ROC 曲

线图,测得曲线下面积为 0. 888,P = 0. 000,以 IHC(+++)为诊断界值,其准确

率为 87. 9% (图 3,表 3)。 通过 IHC 的检测可以较好的反映出 FISH 结果。

表 2摇 两种方法检测乳腺癌 HER鄄2 状态一致性分析

IHC
FISH

- +
总数 Kappa 值 P 值

-

+

159

13

17

59

176

72
0. 711 0. 000

总数 172 76 248

IHC:免疫组织化学检验; FISH:荧光原位杂交检验

P=0. 000,ROC 曲线下面积=0. 888

图 3摇 免疫组织化学检测乳腺癌组织中 HER鄄2 的 ROC 曲线

表 3摇 IHC 检测乳腺癌 HER鄄2 的 ROC 曲线下面积及其他指标

IHC
FISH

+ -
A 灵敏度 特异度 约登指数 准确率 P 值

+

-

59

13

17

159
0. 888 0. 776 0. 924 0. 700 87. 9% 0. 000

摇 摇 IHC:免疫组织化学检验; FISH:荧光原位杂交检验; A:ROC 曲线下面积

2. 4摇 17 号染色体单体型与多倍体型

摇 摇 IHC(++)中 4 例为 17 号染色体单体型,其 FISH 检测结果均为阳性(红色
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荧光信号的总数与绿色荧光信号的总数比值逸2 且绿色荧光信号<1),占
FISH 阳性病例总数 5. 26% (4 / 76)。 IHC(+++)中5 例为 17 号染色体多倍体

型,FISH 检测均为阴性(红色荧光信号的总数与绿色荧光信号的总数比值<2
且绿色荧光信号逸3),占 FISH 阴性总例数 2. 9% (5 / 172)。

3摇 讨论

笔者自己研究出了细胞阵列技术(发明专利号:ZL 2005 1 0100216. 6)并将

其用于 FISH 检测[6],一次可以完成 100 例样本的检测,并且所用探针量与传统

方法做 1 例检测的量相同,大大降低了检测成本。 利用细胞核阵列进行 FISH 检

测,所有病例均在同一条件下进行,可比性强,结果更为可信。 通过这种方法同

样克服了利用包埋组织进行 FISH 成功率低,高背景的缺点。 制作细胞核阵列

提取细胞时利用的是整张切片,因此所分析的细胞应该包含了多个癌浸润部位,
且每个阵列点中细胞数可达 500 个[6],可以达到 FISH 检测的要求。

由于在本实验中采用了新的提取细胞核的方法,并且采用了较厚的组织切

片,这样可以保证完整的细胞核占绝对优势,因此在检测 HER鄄2 基因状态时可

以避免假阴性的产生。 在进行 HER鄄2 免疫组织化学分子检测时采用组织微阵

列组技术,使所有组织在同一条件下进行实验,保证了实验结果的准确性[7]。
本实验对 248 例病理诊断为乳腺癌的组织分别行 IHC 和 FISH 检测,两种

方法检测的结果进行一致性检验得出的结果:Kappa = 0. 711,P = 0. 000。 IHC
(+++)共 72 例,其中有 59 例 FISH 为阳性,说明大多数 HER鄄2 蛋白过度表达

的肿瘤,其 HER鄄2 基因存在扩增。 有 13 例 IHC(+++)而 FISH 阴性的病例,文
献报道这类患者预后与 IHC 阳性患者相近似,但没有明确提出是否应用靶向

药物治疗[10]。 分析除了基因扩增外,还可能存在转录和翻译水平的调控,导
致 HER鄄2 蛋白过度表达,另外肿瘤对靶向药物的敏感性同时还受到肿机体免

疫机能等条件的影响[11]。
在 FISH 阳性结果病例中 8 例 IHC( - ~ +),占 FISH 阳性结果总数的

10. 5% (8 / 76),与文献报道的比率相符[12]。 观察 FISH 染色切片并计数细胞

核红色荧光信号,均在 4 ~ 8 之间。 提示这部分患者为基因低水平扩增。 以

FISH 检测结果为金标准,IHC 检测的 ROC 分析显示,曲线下面积为 0. 888,
P=0. 000;以 IHC(+++)为诊断界值,其准确率是 87. 9% 。 这说明通过 IHC 的

检测可以较好的反映出 FISH 的结果。
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本组 17 号染色体单体型病例 FISH 染色均是阳性,文献报道这类患者与

整倍体 FISH 阳性患者的预后明显不同,对靶向药物治疗不敏感[13]。 提示当

IHC(++)时有必要进行 FISH 检测来评价 HER鄄2 基因状态。 认为 17 号染色

体单体型的细胞核内红绿荧光信号比值大于 2,但是每个细胞核内红色信号

绝对数小于整倍体,导致 HER鄄2 基因在转录、翻译水平上低于整倍体 FISH 阳

性病例,可能出现乳腺癌细胞膜 HER鄄2 蛋白表达较低,而致 IHC 染色弱阳性

或阴性可能。 另外,17 号染色体单体型染色体本身是个畸变染色体,可能是

乳腺癌 HER鄄2 基因一个特殊亚型,因而有不同的预后。
IHC 检测方法与 FISH 检测方法是通过两个不同途径来检测乳腺癌细胞

HER鄄2 蛋白表达和 HER鄄2 基因状态,FISH 检测虽精确、稳定,但试剂昂贵、要
求条件苛刻,主要反映细胞遗传信息;而 IHC 检测敏感、试剂相对廉价,主要

反映细胞功能状态。 目前许多学者过于看重 FISH 检测方法。 本实验证明

IHC 检测结果能够较好地反映 FISH 检测结果,在检测过程中需排除是否为

17 号染色体单倍体。
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