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Abstract
AIM: To compare immunohistochemistry (IHC) 
and fluorescence in situ hybridization (FISH) for 
detection of HER-2/neu gene status in gastric 
cancer.

METHODS: HER-2 protein expression was ex-
amined by IHC in 775 gastric adenocarcinoma 
specimens. The amplification of HER-2 gene in 
gastric cancer specimens which were demon-
strated to be HER-2 (2+) and (3+) by IHC was 
detected by FISH.

RESULTS: There are 60 cases of gene amplifica-
tion in 86 HER-2 (3+) specimens (69.77%), and in 
26 cases of HER-2 (3+) specimens without gene 

amplification, 10 (38.46%) cases of chromosome 
17 polyploidy were detected. However, there are 
only 6 cases of gene amplification in 43 HER-2 
(2+) specimens (13.95%), and in 37 cases of 
HER-2 (2+) specimens without gene amplifica-
tion, 20 (54.05%) cases of chromosome 17 poly-
ploidy were detected.

CONCLUSION: IHC can be used for initial de-
tection of HER-2 gene status. HER-2 (3+) and 
HER-2 (2+) cases should be further detected by 
FISH to analyze HER-2 gene status. Chromo-
some 17 polyploid should be considered in the 
evaluation of HER-2 gene status.

Key Words: Gastric cancer; Human epidermal 
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cence in situ  hybridization; Detection
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摘要
目的: 比较荧光原位杂交(FISH)法与免疫组织
化学(IHC)染色法检测胃癌组织HER-2基因状
态的一致性.

方法: 选择本课题组前期IHC染色法检测775
例胃腺癌标本中HER-2蛋白表达为(2+)及(3+)
的病例, 应用FISH法对HER-2基因扩增情况进
行验证.

结果: FISH结果显示, 86例HER(3+)标本中, 
60例存在HER-2基因扩增, 符合率69.77%; 26
例阴性病例中10例为多倍体, 占38.46%. 43
例H E R-2(2+)的病例中, 6例(13.95%)存在
H E R-2基因扩增 ;  37例阴性病例中20例为
多倍体, 占54.05%. 全组扩增效果不满意率
1.97%(3/152).

结论: IHC可作为HER-2状态的初步筛查方法, 
对于IHC检测HER-2(3+)及HER-2(2+)拟行靶
向治疗的病例仍有必要进一步行FISH检测, 以
确定HER-2基因状态, 同时在评价HER-2基因
状态时, 要考虑17号染色体多体的影响因素.

®

■背景资料
抗 H E R - 2 单 抗
Herceptin现已广
泛 应 用 于 晚 期
乳腺癌的靶向治
疗, 相关文献报道
其在胃癌的治疗
中也已显示出了
一 定 的 疗 效 .  寻
求准确、快速的
检测胃癌组织中
HER-2状态的方
法, 为胃癌的靶向
治疗提供可靠的
参考依据是临床
的迫切需要.

■同行评议者
徐宁志 ,  研究员 , 
中国医学科学院
肿瘤研究所细胞
生物与分子生物
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0  引言

胃癌病例诊断时大部分都已处于晚期, 且治疗

效果多欠理想. 随着靶向药物在胃癌中大规模

临床试验的开展, 为胃癌的治疗提供了新的思

路. 人类表皮生长因子受体2(human epidermal 
growth factor-2, HER-2)基因作为胃癌靶向治疗

靶点的作用也因此成为学术界关注的焦点. 伴
随而来的是基因检测准确性的问题. 本课题组

前期采用免疫组织化学(immunohistochemistry, 
IHC)染色法对大宗胃癌病例HER-2蛋白表达情

况进行了研究, 初步获得了我国胃癌人群HER-2
蛋白表达的数据[1]. 本文拟采用荧光原位杂交

(fluorescence in situ  hybridization, FISH)法对经

IHC证实HER-2表达(2+)以上的病例进行验证, 
了解IHC与FISH两种方法检测胃癌组织HER-2
基因状态的一致性, 以期寻找出检测胃癌组织

中HER-2基因状态的最佳实验方法, 为临床更

进一步实施靶向治疗提供指导性意见.

1  材料和方法

1.1 材料 本课题组前期对2006-01/2009-08中国

人民解放军南京军区福州总医院病理科经手

术切除, 病理证实为胃腺癌标本775例进行了

HER-2蛋白的IHC染色检测. 本实验选择前期经

IHC检测为HER-2(3+)病例88例, HER-2(2+)病例

44例, HER-2(+)病例10例, HER-2(-)病例10例共

152例行FISH检测. IHC染色方法、所用试剂及

IHC结果判断参照相关文献[1]. 原位杂交试剂

包括: DNA FISH探针、2×SSC缓冲液、蛋白酶

K、10% NP-40、DAPI复染剂等均购自北京金

菩嘉医疗科技公司.
1.2 方法 
1.2.1 FISH实验步骤: 在IHC染色的标本切片中

选取实验区域, 对照切片划出蜡块实验部分; 从
蜡块中切取5 μm切片3张, 置于防脱玻片上; 将
组织切片置于烤箱中(65 ℃)烘烤过夜; 二甲苯

脱蜡和梯度酒精水化; 酸性亚硫酸钠还原30-40 
min(水浴50 ℃); 两缸2×SSC缓冲液洗2遍, 每缸

各5 min; 蛋白酶K消化(水浴37 ℃)(消化时间需

要镜下DAPI复染后判断, 时间15-30 min, 视具体

病例而定, 含有黏液、纤维多的组织及细胞小

的病例需要消化的时间更长); 两缸2×SSC缓冲

液洗2遍, 每缸各5 min; 依次过700 mL/L乙醇、

850 mL/L乙醇、1000 mL/L乙醇各3 min, 自然晾

干; 配制探针: 将探针盒离心, 取2 μL探针加8 μL
缓冲液, 震荡, 离心, 制成10 μL探针混合物; 探针

与样本杂交: 将10 μL探针混合物滴加于玻片杂

交区, 加盖盖玻片, 用进口橡皮胶封边, 将玻片

置于杂交盒中过夜杂交; 次日, 取出切片, 除去

封边胶, 放进46 ℃水浴箱中2×SSC漂洗2次, 每
次10 min; 然后放进46 ℃水浴箱中10% NP-40中
漂洗1次, 5 min; 后移至700 mL/L中漂洗1次, 3 
min, 取出切片, 自然晾干; 加10 μL DAPI复染剂, 
盖上盖玻片, 放置10 min. 立即荧光显微镜下计

数信号.
1.2.2 结果判断: 计数30个细胞, 统计Ratio值(Ra-
tio值 = 30个细胞核中红信号总数/30个细胞核中

绿信号总数). Ratio<1.8为阴性结果, 提示该样本

无HER-2基因扩增; Ratio>2.2为阳性结果, 提示

样本中HER-2基因发生扩增; Ratio在1.8-2.2, 增
加计数细胞至100个, 或重做FISH实验来判断最

终结果; 如出现异常细胞聚集, 或出现多个细胞, 
每个细胞核中红色信号>10-15个, 则判断为阳性

结果. 每个细胞核中绿色信号>2.25个, 判断为染

色体多体.

2  结果

2.1 HER-2基因扩增: 86例IHC(3+)病例中60例
FISH检测存在HER-2基因扩增, 阳性符合率为

69.77%. 43例IHC(2+)病例中6例FISH检测存在

HER-2基因扩增, 阳性符合率为13.95%. 随机挑

选的IHC(+)的10例病例中1例存在HER-2基因扩

增, IHC(-)的10例病例均未见HER-2基因扩增(图
1-3).
2.2 单倍体与多倍体: 26例IHC(3+)而FISH阴性

病例中10例为多倍体, 占38.46%; 16例为单倍

体, 占61.54%. 37例IHC(2+)而FISH阴性病例

中20例为多倍体, 占54.05%; 17例为单倍体, 占
45.95%(图1-3).
2.3 扩增不满意: IHC(3+)病例中有2例扩增效果

不满意(图4); IHC(2+)1例扩增效果不满意. 总的

扩增不满意率为1.97%(3/152).

3  讨论

HER-2系表皮生长因子受体家族的第2个成员. 

■研发前沿
随着靶向药物在
胃癌中大规模临
床试验的开展, 为
胃癌的治疗提供
了新的思路. 人类
表皮生长因子受
体2(HER-2)基因
作为胃癌靶向治
疗靶点的作用也
因此成为学术界
关注的焦点.
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定位于人类染色体17q21上, 编码相对分子质量

为185 000 Da的单链跨膜糖蛋白, 即P185. 包括

胞内区、跨膜区和胞外区. HER-2不需要配体结

合[2], 是其他HER家族异源二聚体的首选组成部

分. 当人体中HER-2基因大量扩增, 会引起其蛋

白产物P185的过度表达, HER-2受体异源二聚

体形成数量增加, 引起细胞内酪氨酸激酶活性

增加, 发生酪氨酸自身磷酸化, 激活多种信号转

导途径, 使细胞大量增殖, 同时抑制凋亡, 从而

发生癌变[3]. 在乳腺癌、卵巢癌、胃癌、肺腺癌

等许多恶性肿瘤中存在HER-2基因扩增或蛋白

的过度表达, 其中20%-30%的浸润性乳腺癌患

者出现HER-2基因的扩增和/或HER-2蛋白的过

表达[4-6]. 文献报道胃癌中HER-2基因的扩增率

为7.1%-42.6%[7-13], 过表达率为6.8-34%[7,9,10,13-22]. 
由于HER-2基因编码的蛋白位于细胞表面, 容
易与抗体接近, 因此适合成为抗肿瘤免疫治疗

的靶位. 目前与HER-2相关的靶向治疗药物主

要有赫赛汀(Herceptin)和拉帕替尼(lapatinib)等. 
Herceptin活性成分为曲妥珠单抗(trastuzumab), 
是一种重组DNA衍生的人源化单克隆抗体, 选
择性的作用于HER-2过度表达的肿瘤细胞. 曲妥

珠单抗经美国FDA批准, 目前主要用于晚期转

移性乳腺癌的临床治疗及与其他药物联合应用

治疗手术后HER-2阳性的乳腺癌. 在胃癌治疗方

面, Herceptin在HER-2阳性的胃癌治疗方面的作

用也正在得到更进一步的证实. ToGA研究的临

床Ⅲ期实验结果显示[23], 在标准化疗药物中添

加Herceptin后, 能显著延长HER-2阳性的晚期和

不适合手术的胃癌患者的生存期. 不仅使患者

的存活期由11.1 mo提高到了13.5 mo, 而且未出

现明显的不良反应. 基于ToGA研究结果, 据报

道, 欧盟委员会已批准对HER-2阳性转移性胃癌

化疗患者使用Herceptin. 罗氏公司也已向FDA提

交了Herceptin与化疗药物联合治疗中晚期胃癌

的补充性生物制品许可申请. 随着对靶向治疗

药物研究的深入, HER-2状态的检测也就显得尤

为重要, 针对准备行靶向治疗的病例, 如何获得

HER-2状态检测最实用可靠的依据将是临床及

病理科所关注的问题.
目前常用的HER-2检测方法主要有IHC和

FISH两种. 关于应用FISH检测大宗病例胃癌组

织中HER-2基因状态国内还少有报道. 因此应用

FISH与IHC等检测HER-2基因状态实验方法的

结果是否一致, 可能导致两者出现差异的原因, 
以及检测HER-2基因的最合适方法等问题还需

进一步探讨.
IHC和FISH方法各有优缺点. IHC技术由于

具有简便、廉价、快速等特点, 更易推广, 是目

前病理学实验室检测HER-2状态的首选方法. 但
该技术存在一些潜在问题, 如组织固定与处理

容易使蛋白质受损, 抗原修复过程引起敏感性

A B

图  1  HER-2基因扩增(FISH法×1 000). 单个细胞内出现成簇

(>15个)的红色信号. A: 多倍体; B: 单倍体.

A B

图  2  HER-2基因扩增(FISH法×1 000). Ratio值>2.2. A: 多倍

体; B: 单倍体.

A B

图  3  HER-2基因无扩增(FISH法×1 000). Ratio值<1.8. A: 多

倍体; B: 单倍体.

图   4   实 验 失 败
(FISH法×1 000) . 
未 见 红 、 绿 信 号

表达. 

■创新盘点
本文采用大宗病
例研究, 综合评价
HER-2基因扩增
与胃癌HER-2蛋
白表达及靶向治
疗的关系.
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和特异性的差别, 抗体的批次存在差异, 染色结

果的观察具有主观性, 癌组织染色体非整倍体

等遗传学特征性改变导致的IHC假阳性问题等

使HER-2检测结果存在着一定的不确定性. 与
蛋白质相比, DNA的稳定性则好得多. 因此应用

FISH检测HER-2基因扩增是目前国际上公认诊

断HER-2状态的金标准, 具有快速、准确及灵

敏度高等特点. FISH方法运用荧光基团标记特

异性的DNA探针, 再将标记了荧光信号的探针

与待测样本进行原位杂交, 在荧光显微镜下对

荧光信号进行辨别和计数, 最终通过荧光信号

的颜色和数目的异常与否, 客观地量化了检测

结果. 具有在实验操作过程中受到的影响较小, 
可以消除多倍体的干扰, 结果定量判读, 尽量避

免了主观上的误差等优点. 据报道, HER-2基因

定位在17号染色体上, 17号染色体多体可影响

HER-2基因扩增的判读[24]. 17号染色体出现多

倍体时, HER-2基因亦同步扩增, 当然这并不是

HER-2基因真正扩增, 而是由于17号染色体多体

引起, 属于假阳性结果; 因此检测HER-2基因扩

增必须同时有17号染色体作为参考, 这样可以避

免因为17号染色体多体产生的假阳性结果. 此外, 
FISH检测还存在实验过程较复杂, 实验时间长, 
探针费用较昂贵, 荧光信号容易淬灭等缺点.

关于在胃癌组织中F I S H与I H C方法检测

HER-2基因状态的对比的大样本实验还比较少. 
Yano等[9]研究了200例手术切除标本, 认为应用

IHC方法有23%病例有HER-2蛋白过表达, FISH
方法有27%病例存在HER-2基因扩增, 两者符合

率86.7%[(2+)为58.5%, (3+)为88.2%]. Hofmann
等[13]分析了168个病例, IHC与FISH的一致性达

93.5%, 其中11例病例FISH阳性, 而IHC阴性(0- 
+)或可疑(2+). 认为系腺上皮基底膜外侧的染色

(不完整的膜染色)以及胃癌肿瘤异质性更为常

见的原因导致IHC与FISH检测结果的偏差. 另一

组[25]关于胃癌IHC与FISH一致性的研究结果为

86.9%. 国内宋岩等[26]报道HER-2/neu蛋白过表

达的病例中76%存在基因扩增. HER-2研究全国

协作组[27]认为在胃癌中HER-2应用IHC方法评

分(3+)的病例显色原位杂交(chromogenic in situ  
hybridization, CISH)基因扩增符合率均>90%, 
IHC评分(2+)的基因符合率明显降低. 提示胃

癌中HER-2评分(3+)过表达主要原因是源于基

因扩增. 由于蛋白过表达与基因扩增不相符, 导
致IHC检测结果高于CISH检测结果, 可能与17
号染色体的多体以及IHC的假阳性等因素有关. 

也有其他研究支持17号染色体多体是造成IHC
“2+”/“3+”而FISH检测阴性的主要原因[28,29].

本实验应用F I S H方法检测经I H C证实为

(3+)、(2+)及部分(0)、(+)胃癌HER-2基因状态. 
实验显示胃癌组织IHC HER-2(3+)的88例中有

2例FISH扩增效果不满意, 60例存在HER-2基因

扩增, HER-2基因扩增符合率为69.77%, 低于国

外的报道. 在FISH检测阴性的26例病例中, 有
10例(38.46%)为多倍体, 16例(61.54%)为单倍

体. IHC HER-2(2+)的44例中1例FISH扩增效果

不满意, 6例FISH检测存在HER-2基因扩增, 阳
性符合率为13.95%. 37例阴性的病例中有20
例(54.05%)为多倍体, 17例(45.95%)为单倍体. 
HER-2蛋白表达与基因扩增的符合率较国外报

道低, 考虑可能与本组胃癌中17号染色体多体

出现的比例较高, 导致IHC HER-2(3+)及(2+)的
病例HER-2基因扩增符合率低于有关国外文献

报道. 17号染色体多体在胃癌IHC HER-2(2+)的
病例中更多见, 实验结果提示IHC HER-2(2+)的
病例有必要再行FISH检测以进一步证实基因扩

增情况. 同时由于关于17号染色体多体的判断

标准不一, 有些文献以>3个绿色信号/每个细胞

核为标准, 有些文献以>2.25个绿色信号/每个细

胞核为标准, 本文以>2.25个绿色信号/每个细胞

核为标准, 这可能是多倍体百分比率较高的原

因之一. 由此可见, 准确评价染色体多体的影响

还需要统一的定义[30]. 扩增效果不满意的病例

考虑可能与标本未及时固定、固定液配比及蜡

块保存情况等因素有关.
由于实验经费等原因, 我们暂时无法将IHC 

HER-2(0)及(+)的病例全部进行FISH检测. 因此, 
IHC HER-2(0)及(+)的病例HER-2基因扩增情况还

无法确切统计. 我们随机挑选各10例病例行FISH
检测, 发现IHC(+)的病例中基因扩增率为10%, 与
IHC(2+)病例的扩增率接近. 由此可见, 胃癌中

IHC(+)病例基因扩增情况也是值得重视的.
IHC HER-2强阳性表达与FISH检测HER-2

基因扩增的结果间存在一定的不一致性, IHC
可作为H E R-2状态的初步筛查方法 ,  但对于

IHC(2+)及IHC(3+)的胃癌患者, 特别对那些靶向

治疗的候选患者, 仍有必要应用FISH方法检测

其HER-2基因状态, 为Herceptin等靶向药物的使

用提供指导.
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