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Abstract: Objective  To detect the amplification of HER2 gene by fluorescence in situ hybridization(FISH), 
and explore the correlation between HER2 gene amplification and clinicopathological characteristics. 
Methods  We collected 325 cases of breast cancer with HER2(++) in the Affiliated Tumor Hospital of 
Xinjiang Medical University from January 2013 to December 2015. All paraffin-embedded specimens were 
detected by IHC and FISH respectively for the expression of HER2 protein and amplification. And we 
analyzed the relationship between HER2 gene amplification and clinicopathological characteristics of patients. 
Results  HER2(++) of all groups was detected immunohistochemically. And the amplification rate of HER2 
gene was 12.9%(42/325). Univariate analysis on 12 clinicopathological indexes showed that the amplification 
status of HER2 gene was significantly correlated with hormonal status, tumor diameter and P53, rather than 
ki67 expression, histological grade, tumor number or other factors. Conclusion  The negative expression of 
estrogen and progesterone, tumor diameter >2 cm and positive P53 expression are the independent factors to 
predict IHC HER2(++) amplification by FISH.
Key words: Breast cancer; Hormone receptor; HER2; Immunohistochemistry; Fluorescence in situ 
hybridization(FISH)  
摘  要：目的  使用荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization, FISH）检测HER2基因扩增情况，

并探讨影响HER2基因扩增的因素及其与临床病理特征的关系。方法  收集新疆医科大学附属肿瘤医

院2013年l月至2015年12月间IHC检测HER2（++）的乳腺癌病例325份，均采用IHC和FISH两种方法分

别检测所有患者的石蜡标本HER2表达和扩增情况，并分析HER2扩增状态与患者各临床病理特征的

关系。结果  全组患者经IHC检测HER2表达均为（++），FISH检测HER2扩增率为12.9%（42/325），

对12项临床和病理指标进行单因素分析显示：HER2扩增状态与激素状态、肿瘤直径、P53显著相关

（P<0.05），而与ki67表达、组织学分级、肿瘤个数等因素均无关（P>0.05）。结论  雌孕激素表达均

阴性、肿瘤直径>2 cm、P53表达阳性是预测FISH检测IHC HER2（++）扩增的独立因素。
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0  引言 
临床研究[1]显示，HER2蛋白过表达和基因扩

增的乳腺癌患者具有生存期较短、肿瘤负荷大、

增殖指数高、激素受体阴性比例高、淋巴结转移

率高、以及对放化疗和内分泌治疗较高耐药性等

临床及病理特点。赫赛汀（Herceptin）是一种针对

HER2的高度人源化的单克隆抗体，对于HER2蛋
白过表达或基因扩增的患者，赫赛汀在术前新辅

助化疗、术后辅助化疗、甚至局部晚期乳腺癌和

（或）发生远处转移的病例中均能一定程度地提

高治疗有效率[2]。因此，HER2蛋白过表达或者基
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因扩增不仅是乳腺癌患者的独立预后因素之一，

同时也是分子靶向治疗的重要指标。明确HER2状
态对于判断预后及指导治疗的意义不言而喻。

目前，检测HER2表达的方法主要有免疫组织

化学（IHC）、荧光原位杂交（FISH）、比色原

位杂交（CISH）、银染原位杂交（SISH）和实时

荧光定量RT-PCR法等，其中临床最常用的是IHC
法和FISH法。IHC法主要检测HER2的蛋白表达

水平，FISH法主要检测HER2的基因扩增水平，

NCCN乳腺癌诊疗指南提出：FISH法是目前检测

HR2基因扩增的金标准[3]。根据中国乳腺癌HER2
检测指南（2014版）所建议的方法规定：IHC检测

HER2（+++）即可认定为HER2阳性，而对于IHC
检测HER2（++）的标本有必要进一步行FISH检测

以确认有无HER2基因扩增。报道[4-5]显示，FISH检

测HER2（++）阳性率介于8%~27%之间，本研究

通过回顾性研究对比分析两种检测方式的一致性

以及扩增状况的HER2基因与临床病理相关因素之

间关系，探讨分析影响FISH检测 HER2（++）扩

增的因素。

1  资料与方法
1.1  一般资料

选取新疆医科大学附属肿瘤医院2013年l月至

2015年12月收检的乳腺癌标本，HER2检测来源均

为手术或粗针穿刺的石蜡标本。入组标准：（1）
可获得足够病理标本的Ⅰ~Ⅳ期乳腺癌患者；

（2）如行乳腺癌根治术、改良根治术或保乳手

术，腋窝淋巴结清扫数目应超过10个；（3）IHC
法检测HER2（++）患者。排除标准：（1）已行

新辅助化疗、放疗及内分泌治疗的；（2）腋窝

淋巴结清扫数目不足10个；（3）IHC 检测HER2  
0、+、+++的患者。共纳入325例，均为女性。收

集患者的临床和病理资料，包括雌孕激素受体状

态、ki67、组织学分级、肿瘤直径、肿瘤个数、

有无淋巴转移、有无脉管瘤栓、病理类型、月经

状态、临床分期、年龄、P53表达状况共12项以及

HER2的IHC及FISH检测结果。所有的IHC和FISH
结果均参照2016版ASCO/CAP HER2检测指南统一

检测和判读[6]。

1.2  试剂和方法 
IHC法：将组织用13%中性福尔马林液35℃固

定2 h，酒精梯度脱水（酒精浓度由低到高）、组

织透明、浸蜡、包埋、制片，先后用二甲苯、酒

精（酒精浓度由高到低）脱蜡，入水洗片，PBS缓

冲液（pH7.4）冲洗3次，每次3 min；微波修复抗

原，加入过氧化酶阻断溶液（试剂A），室温孵育

15 min，PBS缓冲液冲洗3 min×3次；加入非免疫

性动物血清（试剂B），室温孵育10 min，加入一

抗，室温孵育60 min，PBS缓冲液冲洗5 min×3次，

加入链霉菌抗生素-过氧化酶溶液（试剂D），室

温孵育10 min；PBS缓冲液冲洗3 min×3次，切片

加新配二氨基联苯（DAB）显色溶液，显微镜下

观察3~10 min，阳性显色为棕黄色，自来水冲洗，

苏木精对比染色，0.1%氨水或PBS缓冲液冲洗返

蓝，DAB溶液显色，梯度酒精脱水干燥，二甲苯

透明，中性树胶固封。

IHC结果判读：按照2017年ASCO/CAP最新

评分标准：IHC（+++）：>10%浸润癌细胞呈现完

整、均匀的细胞膜强染色；IHC（++）：>10%浸润

癌细胞呈现不完整和（或）弱至中等强度细胞膜

染色或≤10%浸润癌细胞呈现强而完整的细胞膜染

色；IHC（+）：>10%的浸润癌细胞呈现不完整的、

微弱的细胞膜染色；IHC（0）：无染色或≤10%浸

润癌细胞呈现不完整的、微弱的细胞膜染色。

FISH：组织切片，65℃过夜烘烤，二甲苯室

温脱蜡2次，每次10 min，随后浸入100%乙醇中5 
min，复水后50℃下30%酸性亚硫酸钠处理20~30 
min，氯化钠、柠檬酸钠水溶液（2×SSC）漂洗2
次，每次5 min，浸泡在蛋白酶K工作液中37℃下

孵育7~8 min，2×SSC溶液漂洗后依次经-20℃预冷

的70%、85%、100%乙醇各2 min脱水，丙酮浸泡

2 min，干燥，加盖玻片至56℃ 3 min；将玻片在变

性溶液中浸泡5 min，预冷的70%、85%、100%乙

醇中各3 min梯度脱水，45℃~50℃预热2~5 min后
与探针在42℃保温箱中过夜杂交；玻片用甲醛胺

洗涤，暗处自然干燥后经二眯基苯基吲哚荧光染料

（DAPI）复染，暗处放置20~30 min后荧光显微镜

下选用合适的滤玻片观察。

FISH结果判读：（1）阳性结果：单探针平均

HER2拷贝数≥6.0信号因子/细胞，双探针HER2/
CEP17≥2.0；且平均HER2基因拷贝数≥4.0信号/细
胞；（2）阴性结果：单探针平均HER2基因拷贝

数<4.0信号因子/细胞，双探针HER2/CEP17比值

<2.0，且平均HER2基因拷贝数<4.0信号因子/细胞。

1.3  统计学方法

采用SPSS19.0软件进行统计学分析，各项指

标首先进行单因素分析（Pearson χ2或Fisher’s检
验），对有统计学意义的指标再行多因素Logistic
回归分析。检验水准α=0.05。
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2  结果
2.1  单因素分析

FISH和IHC检测HER2状态结果对比：实际

统计病例325例，IHC的结果均为HER2（++），

FISH结果提示HER2扩增率为12.9%（42/325）。

对12项临床和病理指标进行单因素分析显示：

HER2扩增状态与激素状态、肿瘤直径、P53显著

相关，而与ki67表达、组织学分级、肿瘤个数、

有无淋巴结转移、有无脉管瘤栓、病理类型、

绝经状态、临床分期、年龄等因素均无相关性

（P>0.05），见表1。
2.2  多因素分析

多因素Logistics回归分析系显示：雌孕激素

阴性、肿瘤直径>2 cm、P53阳性是预测FISH检测

HER2（++）扩增的独立因素，见表2。

3  讨论
早在20世纪初期，临床诊治过程中公认的乳

腺癌预后的指标有TNM分期、腋窝淋巴结转移情

况、组织学类型以及激素受体表达状况。但是单

纯通过上述指标尚无法反映所有乳腺癌的预后情

况。例如，虽然大部分淋巴结阴性患者预后优于

淋巴结阳性患者，但是仍有大约1/3腋窝淋巴结阴

性患者会发生远处转移，而且预后更差。因此，

寻找新的生物学预后指标成为热门。直到1987
年，Salmon等[7]首次报道伴有HER2基因扩增和过

表达的淋巴结转移的乳腺癌患者不仅复发和生存

时间明显缩短，而且HER2阳性的乳腺癌患者平均

生存期也比同期HER2阴性的乳腺癌患者短3~5年
左右。因此，准确判断HER2状态，在乳腺癌治疗

中有着非常重要的作用。

本研究主要选取本院收治的原发乳腺癌确诊

病例，采用国际上通用的IHC及FISH两种方式分

别检测，免疫组织化学法测定HER2均为（++），

同时又进行二次FISH检测，结果显示扩增率仅有

12.9%（42/325），扩增率低于文献[8]报道。但这

也从一定程度上说明，临床上存在较多免疫组织

化学测定HER2（++）可以不必要进行FISH检测，

避免浪费大量的医疗资源，加重医疗成本。但如

何将这部分为IHC检测HER2（++）同时FISH检测

扩增的病例挑选出来，尤为重要。

本回顾性研究通过单因素分析发现，HER2基
因扩增状态与激素状态、肿瘤直径、P53显著相

关，同时多因素Logistic回归分析也发现雌孕激素

阴性、肿瘤直径>2 cm、P53阳性是预测FISH检测

IHC HER2（++）扩增的独立危险因素。该结论与

相关文献[5,9]报道一致，但国内有研究[10]显示HER2
基因扩增与肿瘤大小无关，与本研究的结论不一

致。Bansal等[11]研究显示，HER2与PR、ER间存在

负相关的关系，与本研究的结论一致。方宇等[12-13]

还报道HER2基因扩增还可能与组织学分级、淋巴

结阳性、绝经后状态等因素相关，但本研究并未

表1  FISH检测HER2(++)扩增情况及与临床病理资料关系
Table1  HER2(++) amplification and its relationship with 
clinicopathological data detected by FISH 

Factors Total χ2 PNo amplifi-
cation

Amplifi-
cation

Hormone status 11.068 0.004
  ER- PR-   56 18   74
  ER+ or PR+   38   4   42
  ER+ PR+ 189 20 209
Ki67 0.293 0.589
  <20%   50   6   56
  ≥20% 233 36 269
Histological grade 2.811 0.245
  Ⅰ   12   0   12
  Ⅱ 240 35 275
  Ⅲ   31   7   38
Tumor size(cm) 5.041 0.025
  ≤2 126 11 137
  >2 157 31 188
Number of tumors 0.103 1.000
  Single lesion 266 40 306
  Multiple lesions   17 2 19
Lymph node metastasis 0.096 0.869
  No 142 20 162
  Yes 141 22 163
Vascular tumor
  thrombus

0.093 0.847

  No 215 31 246
  Yes   68 11   79
Pathological type 3.332 0.649
  Invasive ductal
   carcinoma

262 42 304

  Invasive lobular
   carcinoma

   9 0    9

  Mucinous
   carcinoma

   8 0     8

  Small tube cancer    1 0     1
  Other    3 0     3
Menstruation state 0.130 0.738
  Not menopausal 170 24 194
  Menopausal 113 18 131
Clinical stage 0.491 0.573
  Ⅰ,Ⅱ 208 33 241
  Ⅲ,Ⅳ   75   9   84
Age(years) 0.147 0.722
  <35     16   3   19
  ≥35 267 39 306
P53 9.357 0.004
  Negative 207 21 228
  Positive 76 21 97
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发现，也可能与样本量过小有关，需要扩大样本

含量深入研究。巩雷等[14]研究提示p53蛋白过表达

与肿瘤浸润性生长及预后不良相关，与HER2表达

有一定的相关性，在患者预后的判定中起着重要

作用，与本研究结论一致。

综上所述，结合实际情况，包括费用、仪器

等限制，HER2状态的检测可采用IHC进行筛查，

但IHC评分为（++）时，FISH仍是目前检测HER2
有无扩增的最佳方法，在进行FISH检测病例筛选

时，上述研究指标具有一定的参考价值，可以帮

助预测HER2有无扩增，从而提高FISH检测的准确

性，下一步的研究可以建立相关风险预测模型，对

一些没有扩增的病例可以避免检测从而降低医疗

成本。由于受到多方面条件限制，中国大陆地区仍

没有相对客观的HER2扩增率统计，相信通过此方

面的深入研究，对乳腺癌患者HER2状态的准确判

断将会使得乳腺癌治疗的有效性大大提升。
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表2  影响HER2扩增的Logistic多因素分析
Table2  Logist ic  mult ivariate analysis  for HER2 
amplification 
Variate B S.E Wals P OR 95%CI
ER- PR-   1.114 0.372   8.982 0.003 3.046 1.470-6.312
Tumor 
 diameter
 >2 cm

-0.115 0.711   6.572 0.037 0.891 0.221-3.590

P53+   1.050 0.351   8.958 0.003 2.858  1.437-5.685
Constant -3.070 0.699 19.293 0 0.046 　　


