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摘 要! $目的% 应用荧光原位杂交技术&

B9C(

#分析乳腺癌
()*!!

基因状态' $方法% 采用双
色

B9C(

技术检测
$""

例浸润性乳腺癌
()*!!

基因"分析
B9C(

和免疫组织化学!

9(=

(检测结
果"分析

$M

号染色体多倍体比率及其与
()*!!

基因扩增的关系' $结果%

$""

例浸润性乳腺
癌标本中"

()*!!

蛋白
9(= %N !$

例者中
B9C(

检测均为阳性)

9(= !N OP

例者中
B9C(

检测为
阳性的占

M!Q

"

9(= #N #&

例者
B9C(

检测为阳性的占
!&Q

'

#M

号染色体多倍体的比率为
R#Q

'

#M

号染色体二倍体与多倍体标本中"

()*!!

基因扩增的比率分别是
MOQ

和
OPQ

"差异
无统计学意义&

6S&L%%&

('$结论% 乳腺癌
9(=

检测
()*!!

为
#N T !N

者需进一步行
B9C(

检测
确定

()*!!

基因状态)应用双色
B9C(

方法能准确*全面评估
()*!!

基因状态'

关键词+荧光原位杂交&

B9C(

()

()*!!

基因)乳腺癌)染色体
中图分类号!

*M%MLP

文献标识码!

+

文章编号!
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乳腺癌中人表皮生长因子受体
!

&

()*!!

(蛋白高表达"是由于染色体
$MV#!T!#

基因

拷贝数增加所导致'

()*!!

高表达促进细胞增殖"

且与预后密切相关W#X

' 曲妥珠单抗&赫赛汀(是一种

人源化单克隆免疫球蛋白
F

抗体"专门针对
()*!!

蛋白胞外区域而研发"能使
()*!!

阳性乳腺癌患者

获得显著生存益处W!X

' 然而"曲妥珠单抗不仅价格昂

贵"而且具有一定的毒副作用"因此"在治疗之前确

定患者是否会受益显得尤为重要'目前认为"曲妥珠

单抗只对
()*!!

阳性的浸润性乳腺癌有效' 因此受

益人群的选择是基于对
()*!!

状态的准确评估'

现已形成标准化
()*!!

检测流程和判读标准

来指导临床治疗W%X

' 尽管如此"

()*!!

靶向治疗受益

与否的选择有时仍然会引起争议' 本文从方法学角

度对乳腺癌
()*!!

基因状态进行评估"期望能够进

一步指导临床治疗'

#

材料与方法

!"!

研究对象

#&&

例浸润性乳腺癌标本来源于本院
!&#&

年
R

月至
!&##

年
Y

月临床送检的手术切除和穿刺标本"

其免疫组化&

/,,A54Z/;341Z7,/;38?

"

9(=

(评分在
#N

以上'

!"#

研究方法

采用
9(=

和荧光原位杂交 &

0.A487;17517 /5 ;/3A

Z?>8/[/\23/45

"

B9C(

(两种方法检测
()*!!

基因状态'

#]!]$

免疫组织化学!

9(=

"方法

采用
@2^4

公司
(7817-_7;3

试剂盒" 依据检测

说明"

'TR!,

厚的石蜡组织切片"常规脱蜡*脱苯后

入纯水"置入抗原修复液&

#&,I

的柠檬酸缓冲液"

-(SOL&

(中高压
!LR,/5

"缓慢冷却至室温"

%Q (

!

`

!

处理
R,/5

" 封闭内源性过氧化物酶"

6<C

冲洗后特

异性一抗室温 &

!R#

左右( 孵育
O&,/5

"

6<C

冲洗后

)5a/;/45

二抗室温孵育
#R,/5

"

6<C

冲洗后
@+<

显
收稿日期"

!&##U##U&!

通讯作者!宋 纯$
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表
$

乳腺癌
&'(!!

基因扩增与蛋白表达检测结果比较

)*+&

正常
扩增
总数

*&,

$- !- %-

总数

.

!

$/

!"

01

21

3

!$

!$

!.

4!

$""

表
!

不同
&'(!!

基因扩增患者中
,'5$4

多倍体检测结果

&'(!!

例数
,'5$4

二倍体 多倍体

正常
扩增
总数

!.

4!

$""

$!

%4

01

$2

%6

6$

色
$37

! 最后"自来水终止反应"充分水洗后苏木精

对比染色"常规脱水#透明#封片"同时设置阳性#阴

性对照!

根据
89:;

公司的说明" 以膜的染色强度进行

评分" 即
3

$ 无着色或
<$3"

浸润性肿瘤细胞染色%

$=

$

>$3"

浸润性肿瘤细胞呈微弱#不完整的膜染色%

!=

$

>$3"

浸润性肿瘤细胞呈弱到中度的完整膜染

色%

%=

$

>$3"

的浸润性肿瘤细胞呈强的完整膜染色!

对于异质性明显的肿瘤" 如同一切片中同时存在

$=

#

!=

#

%=

的情况"以高级别评分!

*&,

评分
3

和
$=

的被界定为阴性" 而
!=

和
%=

被界定为
&'(!!

基因

的过度表达阳性反应!

$?!@!

荧光原位杂交!

)*+&

"方法

$@!@!@$

双色
)*+&

探针

&'(!! 8AB

探针试剂盒 &

59CD EF7G;H &'(!!

8AB 5I;JK LGC

'购自美国
BJJ;CCMEF7G7

公司"经美国

)8B

批准可用于临床
&'(!!

的定量扩增检测"由定

位于染色体
#4N$$?!ON$!

的
&'(!!

基因&红色荧光

标记'和定位于
$4P$$?$ON$$?$

的
$4

号染色体着丝

粒计数探针
,'5$4

&绿色荧光标记'组成!

$?!?!?!

杂交过程

依据
EF7G7

公司
&'(!!

的检测方法"

0O6!Q

厚

的石蜡组织切片经二甲苯脱蜡
%

次 &

$"QGHM

次'"无

水乙醇脱苯
!

次&

6QGHM

次'"自然干燥! 干燥后"将玻

片置于预处理液
"

&

."#

'中
$"QGH

"取出擦干置于

蛋白酶中
%4#

消化
$"$2"QGH

" 入纯水
6QGH

之后甩

干或擦干"置于甲醛固定液中
$"QGH

"纯水洗涤
!

次

&

6QGHM

次'"洗涤后甩干或擦干"依次置于
4""

乙醇"

.6"

乙醇"

$"""

乙醇中各
!QGH

" 再置于
4""

甲酰胺

&

4!%$#

'中变性
6QGH

"再依次置于
4""

乙醇"

.6"

乙醇"

$"""

乙醇中各
!QGH

"避光滴加
$"!R

探针于标

本中央" 压盖片" 避免气泡" 封胶后
%4#

放置
$2$

$.D

!次日晨"避光将玻片取出后迅速扯去封片胶"置

于
"?%"A5!0"

&常温'中"晃去盖片后再置于
4!%$#

预热的
"?%"A5!0"

中
!QGH

&中间晃动几次'!将玻片

取出后避光#自然干燥! 最后"将
$"!R 8B5*

滴于标

本中央"盖玻片封片"

S!3#

避光孵育
!3QGH

! 荧光显

微镜下观察#分析结果!

#@!@!@% &'(!!

扩增定量标准

依据
B+,TM,B5

判读标准"每例乳腺癌样本在

浸润性癌区域随机计数
!3

个癌细胞核中的双色信

号" 以
&'(!!M,'5#4

比值作为
&'(!!

的扩增的定

量标准"

&'(!!M,'5#4

比值越大" 提示扩增程度越

强 !

&'(!!M,'5#4 &!@!

提 示 扩 增 阳 性 "

&'(!!M

,'5#4'#@.

提示扩增阴性"二者比值介于
#@.O!@!

之

间为可疑结果"此时再计数
!3

个细胞核中的信号或由

另外一个分析者重新计数"若仍为临界值"则在
)*+&

检测报告中注明"或重复进行
)*+&

或
*&,

检测!

#@!@!@0

多倍体判读标准

以
,'5#4

信 号 的 平 均 计 数 进 行 判 断 " 若

,'5#4&!@!6

个
M

细胞则判别为多倍体!

!"#

统计学处理

数据分析采用
+5++#4@3

软件进行统计学分析"

用四格表卡方检验分析二倍体与多倍体扩增比率之

间差异是否具有统计学意义"

5'3@36

为差异有统计

学意义!

!

结 果

$"! )*+&

和
*&,

检测结果

应用
*&,

的方法检测
&'(!!

蛋白的过度表达"

13"

&

13M#33

'样本呈阳性"其中
21

例
*&,

评分
!=

"

!#

例
*&,

评分
%=

%另
#3

例
*&,

评分
#=

!

应用双色
)*+&

的方法检测
&'(!!

基因扩增"

4!"

&

4!M#33

'的样本扩增!

!#

例
*&,

评分
%=

样本中

!#

例扩增 &

#33"

'"

21

例
*&,

评分
!=

样本中
01

例

&

4#"

'扩增"

#3

例
*&,

评分
#=

样本中
!

例&

!3"

'扩

增"见表
#

!

$"$ &'(!!

基因扩增与
#4

号染色体着丝粒状态的

关系

应用
)*+&

方法检测
#4

号染色体着丝粒状态"

6#U

&

6$M$33

' 的样本呈多倍体" 其中
%6

例 &

21U

'

论 著
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&'(!!

基因扩增!

)

"#

*'+$,

扩增!

)

"

&'(!!

扩增!

-

"#

*'+#,

扩增!

)

"

&'(!!

基因扩增!

)

"#

*'+#,

扩增!

-

"

&'(!!

扩增!

-

"#

*'+#,

扩增!

-

"

图
#

常见的
&'(!!

基因
./0&

检测信号

&'(!!1*'+#,"!2!

#

345

!

341$66

" 的样本呈二倍体$

其中
%,

例!

,75

"

&'(!!1*'+$,"!2!

% 二倍体与多倍

体标本中
&'(!!

基因扩增比率无统计学意义差异

!

+862%%6

"% 见表
!

%

!"# &'(!!

基因
./0&

检测信号

在我们的研究中$

!95

!

!91$66

" 样本
&'(!!

基

因正常!图
$:

&

*

"$

,!5

!

!91#66

"样本
&'(!!

基因扩

增!图
#;

&

<

"$其中$

#

例!

#5

"

&'(!!1*'+#,

共扩增

尚未检测到
*'+#,

缺失信号%

%

讨 论

曲妥珠单抗的治疗方案!赫赛汀"能够明显改善

伴有
&'(!!

扩增的乳腺癌患者的预后=3>

% 因此$选择

适当的方法进行
&'(!!

状态的有效评估$从而确定

受益人群显得尤为重要% 目前$ 最常用的两种评估

&'(!!

状态的方法是应用
/&*

方法来检测
&'(!!

蛋白的表达及应用
./0&

方法来检测
&'(!!

基因的

扩增%

研究表明$

/&*

检测的结果显示
&'(!!

蛋白表

达呈阴性!

/&*

评分
"1$ -

"或者强阳性!

/&*

评分
%

-

"均具有较高的准确性=?@,>

$但
/&*

检测的结果显示

&'(!!

蛋白表达呈弱阳性!

/&*

评分
! -

"则具有相

对较高的假阳性率$ 这一结果归因于

多种因素$包括抗体的选择&固定的方

法以及评分系统的标准化等=9

$

4>

%

一种替代的检测
&'(!!

基因的

方法是
./0&

%由于
./0&

可以生成数

值结果并且可以评估每个细胞的信

号分布$因此具有客观性的优点% 但

是$

./0&

方法不但价格昂贵$而且操

作繁琐并需要专门的仪器设备$因此

常规应用
./0&

的方法检测
&'(!!

基因是不切实际的%目前的建议仍然

是使用
/&*

的方法进行
&'(!!

基因

扩增的初步筛选$ 对
/&*

评分
!-

的

结果进一步行
./0&

检测来准确评

估%

/&*

和
./0&

之间具有很高的相

关性$但并不完全一致$不同实验室

结 果 之 间 的 一 致 性 也 不 同 %

ABCDBEBFGBF

等=#6>汇总了
#6

余家
/&*

!-

病例
./0&

检测的阳性率$其结果

从
95@33235

不等%

在我们的研究中$ 应用
/&* &HIJHEKHCD

试剂盒

检测乳腺癌
&'(!!

蛋白的过度表达$

4"#

!

4"1$""

"

的样本呈阳性$其中
74

例!

,,#

"

/&*

评分
!-

$

!$

例

!

!%#

"

/&*

评分
%-

% 这种较高的
&'(!!

基因过度表

达率是由于样本选择并不是采取随机原则所造成

的% 应用
./0&

的方法检测
&'(!!

基因扩增$

,"#

!

,"1$""

" 的样本
&'(!!

扩增$

74

例
/&*

评分
!-

样

本中有
34

例!

,$#

"扩增$

!$

例
/&*

评分
%-

样本中

有
!$

例扩增!

$""#

"% 在
$"

例
/&*

评分
$-

样本中

有
!

例扩增!

!"#

"$这一阳性率显著高于国外相关

报道% 有报道显示$

%5@$"5

病例
/&*

检测
&'(!!

蛋白表达阳性而
./0&

检测
&'(!!

基因未扩增=7L##>

%

./0&

方法检测
&'(!!

基因包括两种方法'一

是采用单色探针标记
&'(!!

基因$通过计数癌细胞

核中荧光信号数来评价
&'(!!

基因是否扩增#二是

采用双色探针分别标记
&'(!!

基因和
#,

号染色体

着丝粒 !

*'+#,

"$ 通过计算两种信号总数比值

!

&'(!!1*'+#,

"来判断
&'(!!

基因是否扩增% 多数

文献认为采用双色探针标记更能真实地反映
&'(!

!

基因的扩增状态% 通过
&'(!!1*'+#,

比例可以区

分
&'(!!

基因拷贝数增加是由于
&'(!!

基因扩增

所致$或是由于
#,

号染色体多倍体所致% 尽管文献

论 著
!!,
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上常见
$&

号染色体多倍体的报道!我们的研究中也

沿用了多倍体的概念!然而
$&

号染色体着丝粒的扩

增并不等同于
$&

号染色体的扩增 '$!(#%)

" 因此!不同

*+,-

判读标准难免会产生差异性结果!比如
-./!!

基因轻度扩增而
0.1$&

拷贝数明显增加的样本

#

!2342

$!其应用双色探针的标准判读是阴性结果

而单色探针的标准判读则是阳性结果'$5($6)

%在我们的

研究中! 应用
*+,-

的方法检测
0.1#&

状态!

6#2

&

6#7$8"

$的样本呈多倍体!其中
%6

例&

942

$

-./!!7

0.1$&"!:!

'

542

&

547$""

$的样本呈二倍体!其中
%&

例&

&92

$

-./!!70.1$&"!:!

'二倍体与多倍体标本中

-./!!

基因扩增比率分别是
&92

和
942

!两者差异

无统计学意义&

1;":%%"

$%值得说明的是(第一!我们

没有临界值的结果!也未见
0.1$&#$

的样本'第二!

5

例#

52

$

-./!!70.1$&#$:<

而
-./!!"9

!此
5

例样

本
+-0

评分均为
!=

% 对于这样的病例!我们又该如

何选择判读的标准! 值得进一步探讨% 尽管如此!

0.1#&

拷贝数的增加仍然具有重要的临床意义!比

如预测蒽环类药物对乳腺癌患者的化疗疗效等'#9(#&)

%

不仅如此! 双色
*+,-

标记还可以区分
-./!!

基因 扩增 的 信 号 模 式 ! 如
0.1#&

缺 失 )

-./!!7

0.1#&

共扩增% 文献报道! 共扩增是一种罕见的情

况!其比率是
#2

或者更低'#<)

%我们的研究中!检测到

#

例&

#2

$共扩增样本!这与文献报道一致% 通常情

况下!

0.1#&

与
-./!!

位点有足够远的距离!因此!

多数样本
-./!!

扩增而
0.1#&

并不扩增% 然而!有

时伴随着
-./!!

扩增!

0.1#&

部分区域也存在扩

增!从而可见成簇的
-./!!

和
0.1#&

信号出现% 研

究显示! 这似乎是邻近
0.1#&

和
-./!!

基因位点

的一个复杂易位!同时伴随着二者信号的共同放大'#4)

%

此时!

-./!!

和
0.1#&

的信号相当! 这种情况等同

于
-./!!

的真正扩增! 可以由
-./!!

持续过表达

来进一步证实%因其特征性的信号模式!共扩增可以

很容易与多倍体相区分%由于处在同一条染色体上!

共扩增时可见成簇覆盖的
-./!!

以及
0.1#&

信

号% 与此相反! 多倍体时可在肿瘤细胞细胞核中见

到
-./!!

和
0.1#&

信号随机分布% 本研究中尚未

检测到
0.1#&

缺失的样本! 而文献报道
0.1#&

缺

失的比例是
!2362

'!8)

%

乳腺癌是一种具有不同分子亚型的遗传异质性

疾病!其基因组具有不稳定性!常见的遗传学改变包

括染色体重排)基因扩增和缺失等'!#3!6)

% 现已证实某

些遗传学改变 &如低分化导管内癌或小叶癌
#9>

缺

失 '!9(!&)

$与肿瘤不同的病理类型或组织学分级相关!

-./!!

基因扩增具有指导用药和预测预后的价值'!<3%")

%

曲妥珠单抗或酪氨酸激酶抑制剂治疗
-./!!

阳性

的乳腺癌!

1?/1

抑制剂治疗伴随
@/0?$

)

@/0?!

的基因突变的乳腺癌和卵巢癌% 关于
-./!!

基因异

常的信号的临床意义将是我们进一步研究的方向%
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