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摘 要!#目的$ 探讨乳腺癌中荧光原位杂交%

?DV<

&检测
<=>!!

基
因的扩增和免疫组织化学%

D</

&检测
<=>!!

蛋白表达在临床诊断及
分子靶向治疗中的应用'#方法$ 采用

?DV<

与
D</

检测
WK

例乳腺癌
组织中

<=>!!

基因的扩增与
<=>!!

蛋白表达' #结果$

WK

例浸润性
乳腺癌中!

?DV<

检测
<=>!!

基因扩增阳性
$W

例 %

IKX

&!

D</

检测
<=>!!

蛋白表达%

P"Y

&

&K

例!

<=>!!

蛋白表达%

YY

&的
!

例!

<=>!!

蛋白表达%

YYY

&的
%

例'#结论$

?DV<

检测
<=>!!

基因的扩增与
D</

检测
<=>!!

蛋白表达 %

YY"YYY

& 有较高的一致性' 对于
D</

检测
<=>!!

%

P"YY

&表达时!必须进一步
?DV<

检测'

主题词!荧光原位杂交"免疫组织化学"

<=>!!

"乳腺肿瘤
中图分类号!

>OIO:U

文献标识码!

G

文章编号!

#SO#P#OKZ

#

!"$!

$

"&P"I"SP"I

乳腺癌是目前威胁妇女健康和生命的重要恶性肿瘤之

一' 随着分子生物学技术及相关学科的发展!人类表皮生长

因子
!

%

<=>!!

&已成为乳腺癌治疗及预后的研究热点'

<>=!

!

是定位于人类染色体
$O[$!P!$:I

的原癌基因!编码一种具

有酪氨酸激酶活性的跨膜生长因子受体' 研究发现约有
I"X

的浸润性乳腺癌和
O"X

的导管原位癌中可发现
<=>!!

的过

表达#

$

!

!

$

' 乳腺癌患者
<=>!!

高水平表达不仅提示预后!同时

也对临床治疗方案的选择有指导作用
8

尤其是针对
<=>!!

过

度表达的免疫治疗
<2*52\@1+

的临床应用 #

I]W

$

!目前临床上常

用免疫组化法%

1EE)+(013@(502E13@*7

!

D</

&检测
<=>!!

受体

蛋白的表达!其费用低(简便(对材料和设备要求不高!因此

被广泛应用!但也有其局限性'荧光原位杂交%

.-)(*2352+52 1+

31@)!07A*1B1C,@1(+

!

?DV<

&被认为是检测
<=>!!

基因的金标准!

但其价格贵!对设备要求高' 因为只有
<=>!!

过度表达的乳

腺癌患者用
<2*52@1+

单抗治疗才有效! 且该药物比较昂贵!

故对
<=>!!

表达情况的检测至关重要' 本实验探讨
?DV<

和

D</

联合检测乳腺癌患者
<=>!!

的表达!为选择靶向治疗药

物方案及预后的判断提供可靠的依据'

$

材料与方法

!!!

一般资料

收集
!""O

年
W

月至
!""%

年
I

月内蒙古医学院附属医院

普外科手术切除的女性浸润性乳腺癌标本
W"

例!年龄
!&"SU

岁!平均年龄
&O:W

岁' 术前均未接受放化疗' 标本离体后立即

取材!并用
$"X

中性甲醛固定!常规石蜡包埋!

&"S"E

切片'

!"#

实验试剂

<=>!!

兔抗人多克隆抗体%货号
,AS!&US

&(免疫组织化

学
V^

染色试剂盒%货号
ND_!UO$K

&购自福建迈新生物工程有

限公司'

?DV<

检测用
<=>!!

探针购自北京金菩嘉医疗科技

公司!内含
`a^<=>!!H/V^ $O

%

/V^ $O

为对照探针&探针(缓

冲液及
Fb^D

复染剂' 荧光显微镜为日本奥林帕斯公司产品

cGZW$d

'

!"$

实验方法

#:I:# D</

检测

采用
V^

免疫组织化学方法检测 ' 石蜡包埋组织切片

%

&"E

&经常规脱蜡至水!按试剂盒操作说明进行!微波抗原修

复!

<=>!!

抗体(%

!:W"6HE-

稀释&!

^GV

代替一抗作阴性对照!

FbG

显色!苏木精复染!二甲苯透明!中性树胶封片'

#:I:! ?DV<

检测

标本预处理程序严格按照说明书进行' 将标本固定于

#KX

中性甲醛
!&"&%08

石蜡包埋后标出杂交区域' 切片厚
&"

S"E8SW"OW#

烤片' 二甲苯脱蜡至水化
8

室温下依次以
#KKX

(

%WX

和
OKX

乙醇各
!E1+

脱水
8

去离子水中浸
IE1+

'

WK$

下浸

入
IKX

酸性亚硫酸钠
IKE1+8!%VV/

缓冲液洗片
!

次后放入

IO$

蛋白酶
N

溶液
&"#KE1+

' 再次洗片后置入
K:#E(-Ha </-8

室温下浸泡
WE1+

' 洗片后玻片依次置于
P!K$OKX

(

%WX

和

#KKX

乙醇中脱水各
!E1+

' 室温下浸入丙酮
!E1+8

空气中自然

干片'置
&S$

烤片机上预热
!"WE1+

后与探针杂交'若探针混

合物尚未完成变性! 玻片可置于
&S$

烤片机上较长时间预

热' 探针混合准备及变性)室温下将
O"-

杂交缓冲液(

#"-

去

IKS
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离子水!

!!'

探针加入到微量离心管中" 离心
()

" 涡旋混匀后

再次短暂离心" 将离心管置于
*(!"$!

水浴中变性
+,-.

" 探

针与样本杂交#将
$"!'

变性后的探针混合物滴于杂交区域$

立即加盖盖玻片$用橡皮胶封边$置于预热的湿盒中$

&!!

保

温过夜杂交" 玻片洗涤#移去盖玻片$分别用
&/!

的
+"0

甲酰

胺
1!#223

溶液洗涤
(

遍$各
$4,-.

$用
&/!

的
!$223

溶液洗

涤
$

遍
$",-.

$ 用
&/!

的
!$223546#789%&4

溶液洗涤
$

遍

+,-.

"将玻片室温浸泡在
*40

乙醇中
(,-.

取出"暗处自然干

燥玻片" 将
$+!' :;9<

复染剂滴加于杂交区位置$立即盖上

盖玻片$ 暗处放置
#4,-.

后$ 使用
=>?@9A2

荧光显微镜观

察$用冷光源的
33:

成像系统$用不同的滤片分别在同一视

野拍摄出红色!绿色!蓝色的荧光信号$

9BCDC)BCE

软件融合各

自得到的图像" 乳腺癌组织杂交的细胞中有
*+7

的细胞核显

示出双色信号时$为试验成功"

!"#

结果判断标准

<F3G

按照福建迈新生物工程有限公司提供的分级标准进

行结果判读" 全部癌细胞中细胞膜均无染色或
&(47

癌细胞膜

染色者结果为%

H

&'﹥
(47

癌细胞膜不完整染色者结果为%

I

&'

﹥
("0

癌细胞膜轻度至中度完整染色者结果为%

JJ

&'﹥
("0

癌细胞膜完整强染色者结果为%

JJJ

&$并按照
!""/

年(乳腺癌

FKL%!

检测指南)标准将
M

!

J

归为阴性$其余为阳性"

N<2F

#计数
("

个细胞核大小一致!核的边界完整!

:;9<

染色均一!细胞核孤立无重叠!绿色着丝粒信号清晰的双色

信号癌细胞"统计
LOD-C

值*

LOD-C

值
P("

个细胞核中红信号总

数
5("

个细胞核中绿信号总数+"

LOD-C&$6%

为阴性结果$提示

该样本无
FKL%!

基因扩增'

LOD-C

﹥
!6!

为阳性结果$ 提示样

本中
FKL%!

基因发生扩增'

LOD-C

在
$6%'!6!

之间时$ 可以选

择增加计数细胞至
$""

个或重做
N<2F

实验来判断最终结

果" 若众多信号连接成簇时可不计算$ 即视为基因扩增'若

FKL%!

基因扩增在不同癌细胞中存在异质性时$在另一癌区

域再计算
!"'("

个癌细胞核中的红!绿信号比值$计算其最

大值$并加以注释,

(

-

" 在观测信号时$应根据情况随时调整显

微镜的焦距$准确观测位于细胞核不同平面上的信号以免遗

漏$并注意
Q

!

期细胞内的基因拷贝数目特征,

/

-

"

!"$

统计学处理

实验数据采用
2922$(6"

软件进行统计分析
R<F3

与
N<2F

采用
SOEEO

一致性检验分析$

9&"6"+

认为两种方法检验具有

一致性"

!

结 果

N<2F

结果
+"

例浸润性乳腺癌中$

N<2F

检测
FKL%!

基

因扩增
$+

例$占总例数的
("T

'

<F3

检出
FKL%!

蛋白*

J

+的

!!

例$*

JJ

+的
!

例$*

JJJ

+的
%

例$按乳腺癌
FKL%!

检测指

南 $

JJ'JJJ

为阳性 $ 本组
<F3

检测
FKL%!

蛋白阳性率为

!40

" 见表
#

!图
#U/

"

FKL%!

蛋白表达
#%

例*

M

+中有
#

例基因扩增$

!!

例*

J

+

中有
/

例基因扩增$

!

例*

JJ

+均有扩增$

%

例*

JJJ

+中有
/

例

扩增" 此结果表明
<F3

检测
FKL%!

蛋白和
N<2F

检测
FKL%!

基因扩增有较高的一致性*

"P46/&!R9P46444

+"

表
# +4

例乳腺癌
FKL%! <F3

和
N<2F

检测结果比较

<F3

例数
N<2F

无扩增 扩增 扩增率*

0

+

*

M

+

#% #* # #*6+

*

J

+

!! #/ / !*6(

*

JJ

+

! 4 ! #4464

*

JJJ

+

% ! / *+64

合计
+4 (+ #+ (464

图
# FKL%!

蛋白表达!

M

"!

<F3$&44

"

图
! FKL%!

蛋白表达!

JJ

"!

<F3$&44

"

图
( FKL%!

蛋白表达!

JJJ

"!

<F3$&44

"

(4*
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图
< =>?!!

基因扩增!

@AB="$"""

"

C

讨 论

=>?!!

自从被发现以来就一直是人们研究关注的热点!

随着研究的不断深入以及技术方法的不断改进!

=>?!!

与乳

腺癌的发病"发展"激素和
=2*52DE1+

治疗及预后越来越密切

相关!检测
=>?!!

基因及其表达产物已成为常规# 目前美国

食品及药物管理局
F@GHI

批准用于
=>?!!

检测的方法有
!

种$即检测
=>?!!

蛋白的免疫组化法
FA=/J

和检测
=>?!!

基

因的荧光原位杂交法
F@AB=J

!

@AB=

方法因其高度敏感性和特

异性及高度重复性和可靠性在
=>?!!

基因检测中被当作金

标准用于
=>?!!

基因检测%

K

&

!与其他实验技术一样也受到一

些因素的影响如标本固定时间长"烤片温度过高"蛋白消化

不当"变性温度差异
8

都会使信号减弱或无信号'而
A=/

技术

具有简便"廉价快速等特点!而成为目前病理学实验室检测

=>?!!

蛋白表达的首选方法! 但由于
A=/

本身的因有特点
8

在标本的固定和处理中蛋白易受到破坏!抗原修复时提高了

灵敏度而降低了特异性!不同批号抗体之间的差异!以及结

果平分的主观判断等因素!都将影响
A=/

的准确性( 鉴于上

述这些影响因素!

A=/

和
@AB=

检测
=>?!!

状态时结果不尽

一致( 我们采用
A=/

和
@AB=

方法检测
=>?!!

蛋白和基因状

态( 检查发现
A=/

)

L#M

*及
FMMMJ

与
@AB=

检测结果一致性较

好'而
A=/FMMJ

与
@AB=

检测结果完全一致!与国内外文献%

%

&报

道相差较大(

本实验
@AB=

法检测和
=>?!!

基因的扩增结果阳性比例

为
CNO

!与国内外实验室
!NOPCNO

的结果一致%

%

&

( 有研究表

明!对于
@AB=

检测阳性患者
8A=/

检测阴性患者!其
=2*52DE1+

治疗后的生存是与
@AB=

检测阳性+

A=/

检测阳性患者的生

存期一致!而
@AB=

法检测阴性!

A=/

检测阳性患者!治疗后

的生存与
@AB=

法检测阴性"

A=/

检测阴性患者的生存期一

致( 这说明
A=/

检测存在假阳性!目前研究认为主要与
$K

号

染色体多体有关%

Q

&

(

综上所述!

A=/

和
@AB=

两种方法结果之间有很好的相

关性( 对于
A=/

)

L#M

*

=>?!!

表达时!必须进行
@AB=

检测'

A!

=/FMMJ

的患者!也应增做
@AB=

检查( 因此!该实验证实只要

严格按照规范法的实验流程及建立科学规范质量控制体系!

@AB=

技术应用于乳腺癌
=>?!!

基因的检测是切实可行的(
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