
■背景资料
近年来 ,  随着分
子 病 理 的 发 展 , 
使每个患者能精
准分型、精准治
疗. 因此, 规范胃
癌HER2和化疗
药物的检测是正
确指导用药的保
证 .  通过检测化
疗药物敏感性标
志物来选择化疗
方案 ,  进行胃癌
个体化治疗将成
为必然趋势. 
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Abstract
AIM: To invest igate the signif icance of 
combined detection of HER2 gene amplification 
and markers of chemosensitivity in gastric 
cancer.

METHODS: Immunohistochemistry (IHC), 
fluorescence in situ hybridization (FISH) and 
fluorescence RT-PCR were used to detect 
HER2 protein expression in 120 cases of 
gastric cancer, HER2 gene amplification, and 
ERCC1, TUBB3, and TYMS  mRNA expression, 
respectively.

RESULTS: The positive rate of HER2 expression 
was 40.8% (49/120), and the rates of strong 
positivity (+++), moderate positivity (++), and 
weak positivity (+) were 10.8% (13/120), 14.2% 
(17/120), and 15.8% (19/120), respectively. The 
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■研发前沿
由于临床上化疗
药物的选择存在
盲目性 ,  导致患
者在接受化疗后
未能受益 ,  反而
因诸多不良反应
影 响 生 活 质 量 , 
并延误治疗时机. 
免疫组织化学法
和实时定量PCR
检测技术检测胃
癌判断标准 ,  以
便更好地为抗肿
瘤药物治疗过程
中受益提供量化
的参考指标. 

rate of HER2 gene amplification was 38.8% 
(19/49). With regards to ERCC1, TUBB3, and 
TYMS mRNA expression, 41 cases showed 
moderate or low expression of only one gene, 
45 cases showed moderate or low expression 
of two genes, 19 cases showed moderate or low 
expression of three genes, and 15 cases showed 
no moderate or low expression of the genes. Of 
19 cases showing moderate or low expression of 
the three genes, 11 cases received chemotherapy 
combined with trastuzumab treatment. Follow-
up results showed that HER2 gene status and 
ERCC1, TUBB3, and TYMS gene expression 
were positively related to treatment response. 
In 5 cases with strong HER2 expression, HER2 
gene amplification, and low expression of 
ERCC1, TUBB3, and TYMS, overall survival 
was 19.1 mo.

CONCLUSION: HER2 testing in gastric cancer 
has great heterogeneity, and simultaneous 
detection of HER2 protein expression, HER2 gene 
amplification and markers of chemosensitivity 
provides an important reference index for 
antitumor drug therapy.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨胃癌HER2 基因扩增与化疗药物
敏感性标志物的联合检测及意义. 

方法: 采用免疫组织化学、荧光原位杂交和
实时定量PCR检测技术对120例胃癌HER2
蛋白表达、H E R2 基因扩增与E R C C1 、

TUBB3、TYMS基因mRNA表达水平. 

结果: HER2蛋白表达率40.8%(49/120), 其
中HER2蛋白3+, 占10.8%(13/120). HER2
蛋白2+,  占14.2%(17/120) .  H E R2蛋白
1+, 占15.8%(19/120). H E R2 基因扩增率
38.8%(19/49). ERCC1、TUBB3、TYMS基
因mRNA表达检测, 其中单基因中、低表达

41例、双基因中、低表达45例, ERCC1、
TUBB3、TYMS 基因均中、低表达19例、

均无中、低表达15例. HER2 基因扩增49例
和ERCC1、TUBB3、TYMS 基因中、低表
达19例的患者中有11例接受了化疗联合曲
妥珠单抗治疗, 随访结果显示HER2 基因状
态与ERCC1、TUBB3、TYMS 基因低表达
联合治疗效果呈正相关, 其中本组5例HER2
蛋白3+广泛型又是HER2 基因簇状扩增、

ERCC1、TUBB3、TYMS 基因低表达的患
者总生存期长达19.1 mo. 

结论: 胃癌HER2检测有很大的异质性, 同时
检测HER2蛋白表达、HER2 基因扩增和化
疗药物敏感性标志物联合检测, 能更好地为
抗肿瘤药物治疗过程中受益提供重要的参
考指标; 胃癌靶向与化疗药物的联合检测来
选择个体化方案有推广价值. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 由于胃癌有很大的异质性, 治疗前同

时检测HER2蛋白表达、HER2基因扩增和化疗

药物敏感性标志物联合检测, 能更好地为抗肿

瘤药物治疗过程中受益提供重要的参考指标.
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0  引言 

“精准医学”火热, 提倡异病同治, 一个患者

在不同阶段需要调整方案, 随着分子病理的发

展, 使每个患者能精准分型、精准治疗[1,2]. 近
年来, 针对信号转导、生长因子及其受体, 人
们研发几种新型药物, 并且已取得了重要成

果, 其表达的蛋白产物为人表皮生长因子受

体2, 后者的高表达可活化细胞信号转导系统, 
导致细胞转化、增殖[3,4]. 乳腺癌中HER2是一

种广泛采用的治疗靶点[5-7], 越来越多的证据表

明, HER2是胃癌的重要标志物, 高HER2表达

的肿瘤患者最为受益[8-11]. 与乳腺癌相比, 胃癌

表现出独特的免疫染色特性, HER2阳性病例

中有较高的肿瘤异质性, 因此, 规范胃癌HER2
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■相关报道
胃癌HER2检测
与 乳 腺 癌 不 同 , 
其检测结果受到
诸 多 因 素 的 影
响, HER2检测规
范和细化便于用
药 效 果 的 指 导 , 
HER2检测的范
围和强度划分为
广 泛 、 部 分 和
灶性 ,  能提示指
导、评估靶向药
物的受益情况. 

是正确指导用药的保证. 另外, 化疗又是中晚

期胃癌患者的主要治疗选择, 由于临床上化疗

药物的选择存在盲目性, 导致患者在接受化疗

后未能受益, 反而因诸多不良反应影响生活质

量, 并延误治疗时机. 胃癌常见的化疗药物包

括氟尿嘧啶类、铂类和紫杉类. 我们采用免

疫组织化学法(immunohistochemistry, IHC)技
术检测胃癌HER2蛋白表达、荧光原位杂交

(fluoresce in situ  hybridization, FISH)技术检测

胃癌HER2基因状态, 实时定量PCR检测(real-
time quantitative PCR, qRT-PCR)技术检测氟尿

嘧啶类、铂类和紫杉类胃癌常用药物表达, 探
讨FISH、IHC和qRT-PCR技术检测胃癌判断标

准, 以便更好地为抗肿瘤药物治疗过程中受益

提供量化的参考指标, 来指导个体化的选择. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集洛阳市第150中心医院于2011-02/
2013-09外科手术切除的胃及食管胃连接部根

治标本120例, 组织学诊断标准按照文献胃肿

瘤病理学[12]和2010年版世界卫生组织(World 
Health Organization, WHO)消化系肿瘤胃癌组

织学分类[13]. 本组年龄25-74岁, 平均年龄62.4
岁. 手术离体后标本均在30 min内固定, 经新

鲜配置的40 g/L甲醛固定8-48 h, 固定液与组

织体积比为10∶1. 切取肿瘤组织4-6块(常规

切取近端、远端切缘, 肿瘤及临近胃黏膜等

处组织标本块不包括在内), 包括最深浸润点

及最邻近浆膜层. 分别进行HE、IHC、FISH
和qRT-PCR技术检测. 试剂: 美国美国食品和

药品管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)批准的HER2免疫组织化学染色试剂盒, 
HER2 Hercep TestTM Kit pharmDxTM Kit均购

自Dako Cytomation公司. 试剂、探针Paraffin 
Pretreatment KitⅡ试剂盒, 其中主要含有预处

理溶液和蛋白酶溶液; Path VysionTM HER2探
针试剂盒; 人ERCC1、TUBB3、TYMS基因

表达相对定量检测试剂盒(PCR-荧光探针法), 
ERCC1、TUBB3、TYMS PCR反应液、引物

探针混合液、阳性质控品、阴性质控品, 以及

内参PCR反应液、内参引物探针混合液、内

参阳性质控品、内参阴性质控品. 不同批次之

间同一组分不可以相互替换.
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色: 染色阳性强度的结

果判读: 每例4-6张切片中肿瘤细胞的细胞膜

均无染色, 结果为0; 肿瘤细胞微弱或隐约可

见膜染色者, 结果为1+; 肿瘤细胞的基底膜、

侧面膜或完整性的膜有弱至中度染色者, 结
果为2+; 肿瘤细胞的基底膜、侧面膜或完整

性的膜有强阳性染色者, 结果为3+. 染色阳性

面积的结果判读: 每例4-6张切片中肿瘤细胞

的细胞膜均无着色为阴性, ≥80%为广泛型、

79%-21%为部分型、≤20%为局灶型. 
1.2.2 FISH技术检测: 试剂、探针及FISH操作

步骤: 石蜡包埋胃癌组织切片的预处理程序、

操作步骤按照文献及试剂盒说明进行[9]. FISH
结果判断: 主要是根据IHC检测切片的HER2
阳性区域, 进行FISH技术检测. 首先在HE染色

切片上确认癌细胞阳性区域, 然后在×10物镜

下, 于FISH切片上找到HE的同一视野, 在×40
物镜下观察整张切片, 75%以上癌细胞核中都

有杂交信号视为结果满意, 然后换成×100物
镜, 计数至少30个边界完整、孤立无重叠的癌

细胞. HER2基因状态评价标准: 随机计数30个
癌细胞核中HER2基因拷贝数与17号染色体数

量的比值, 17号染色体比值>2.2为阳性结果, 
提示样本中HER2基因发生扩增, 比值<1.8为
阴性结果, 提示该样本无HER2基因扩增. 如果

HER2基因拷贝数在1.8-2.2之间时, 可选择其

他肿瘤组织区域再进行30个肿瘤细胞计数. 
1.2.3 qRT-PCR技术: 石蜡切片样品应含有足够

比例的肿瘤细胞, 样品无蛋白或DNA污染, 商
品化的RNA提取试剂盒处理样本, 操作步骤

按照试剂盒说明书进行. ERCC1、TUBB3、
TYMS阳性质控品和内参阳性质控品、校准

RNA质控品无需抽提, 使用前室温融化, 涡
旋振荡10 s, 2000 r/min离心15 s. 确定反应数

(待检样本数1加质控品数; 待检样本数2加质

控品数). 将阴性质控品、已处理样本、校准

RNA质控品和阳性质控品分别取6 μL加入到

ERCC1 PCR反应管和内参PCR反应管中, 盖
紧管盖, 2000 r/min离心15 s, 将管壁上的液体

全部甩至管底, 避免产生气泡, 再次2000 r/min
离心15 s, 然后立即进行PCR扩增反应. 高、

中、低划分为, 低表达为<37.5%; 中表达为

37.5%-62.5%之间; 高表达为>62.5%. ERCC1低
表达和中表达选用DDP(C), TUBB3低表达和

中表达选用Docetaxel(D), TYMS低表达和中表

达选用5-氟胞嘧啶(F)组成敏感的化疗方案.
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■创新盘点
HER2是胃癌的
重要标志物 ,  高
HER2表达的肿
瘤患者最为受益, 
在胃癌靶向治疗
中还必须同时化
疗药物敏感性标
志物的检测 ,  通
过检测化疗药物
敏感性标志物来
选 择 化 疗 方 案 , 
进行胃癌个体化
治疗将成为必然
趋势.

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件分析, 
应用t检验和χ2检验比较两组HER2基因状态; 
HER2基因扩增与ERCC1、TUBB3、TYMS基因

mRNA表达水平. P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃癌组织形态学 胃癌120例, 其中乳头状

腺癌24例(19.0%)、腺管状腺31例(22.9%)、
黏液腺癌19例(16.1%)、低黏附性腺癌11例
(12.4%)、混合性腺癌35例(29.6%). 混合性腺

癌包括乳头状腺癌、腺管状腺、黏液腺癌和

低黏附性腺癌等不同组织学结构混合. 本组病

例均为pT2-4期. 
2.2 胃癌HER2蛋白表达率及其表达特点 胃癌

HER2蛋白表达率与组织学类型的关系如表1. 
H E R2蛋白阳性表达定位在细胞膜 ,  表达率

40.8%(49/120), 其中HER2阳性3+广泛型3例(图

1A)、部分型7例(图1B)、局灶型3例(图1C), 占
10.8%(13/120). HER2蛋白2+广泛型5例、部分

型7例、局灶型5例, 占14.2%(17/120). HER2阳
性1+广泛型7例、部分型8例、局灶型4例, 占
15.8%(19/120). 胃癌HER2蛋白表达的显著特

点是异质性, 每例4-6张切片中只有广泛型、部

分型、局灶型和阴性的任何一种类型者, 称为

单信号型, 占63.3%(31/49), 每例4-6张切片中同

时有HER2阳性3+、HER2阳性2+、HER2阳性

1+和阴性的2种或2种以上者称为多信号型, 占
36.7%(18/49)(表2). 
2.3 17号染色体高拷贝数和HER2基因扩增及其

特点 HER2基因扩增率38.8%(19/49)(表3). HER2
蛋白3+者占92.3%(12/13)、HER2蛋白2+者占

35.3%(6/17)和HER2蛋白1+者占5.3%(1/19). 19

A

B

C

图  1  胃管状腺癌HER2蛋白阳性3+(En Vision×40). A: 广

泛型; B: 部分型; C: 局灶型.

A

B

C

图  2  FISH法检测HER2 基因(×1000). A: 胃乳头状腺癌, 

HER2基因簇状扩增; B: 胃低分化腺癌, HER2基因大颗粒

扩增; C: 胃低分化腺癌, HER2基因点状扩增. 红色为探针

信号, 绿色为17号染色体. 
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■应用要点
胃癌在所有的实
体瘤中是预后较
差, 异质性很强, 
药物敏感性较差, 
是对个体化要求
较强的肿瘤 ,  在
临床研究和临床
实践中必须关注
这些患者以及肿
瘤特征合理的个
体化的选择药物, 
才有可能使患者
真正获益 ,  并延
长生存.

例HER2基因扩增中的形态类型: HER2基因簇状

扩增(图2A)14.3%(7/19)、大颗粒状扩增(图2B)
10.2%(5/19)、点状扩增(图2C)6.1%(3/19)和高

多体8.2%(4/19). 
2.4 ERCC1、TUBB3、TYMS基因mRNA表达

结果及其与HER2 基因扩增的关系 ERCC1、
TUBB3、TYMS三种基因中单基因中、低表

达41例(图3A); 双基因中、低表达45例(图3B); 
三基因均为中、低表达19例(图3C); 三基因均

无中、低表达15例(13.3%). HER2基因扩增与

ERCC1、TUBB3、TYMS基因mRNA表达的关

系(表4). 
2.5 HER2 基因扩增联合ERCC1、TUBB3、

TYMS基因mRNA表达水平方案与单纯化疗方

案比较 HER2基因扩增联合ERCC1、TUBB3、
T Y M S 基因m R N A表达水平方案称联合方

案, 仅用化疗药的称单纯化疗(D C F f方案化

疗). HER2基因扩增49例和ERCC1、TUBB3、
TYMS基因中、低表达19例的患者中有11例接

受了化疗联合曲妥珠单抗治疗(表5). 

3  讨论

近年来, 靶向HER2蛋白的单克隆抗体: 曲妥珠

单抗(trastuzumab; 商品名赫赛汀, Herceptin)
被证实能提高原发性和转移性HER2阳性乳腺

癌患者的生存率[14,15]. 为准确挑选最适宜的患

     类型   n                                                     IHC

面积/强度   - 1+ 2+ 3+ 阳性n (%)

乳头状腺癌   24 ≥80% 1 1 2 4(16.7)

21%-79% 1 2 2 5(20.8)

≤20% 0 1 1 2(8.3)

阴性 13

管状腺癌   31 ≥80% 2 2 1 5(16.1)

21%-79% 3 1 2 6(19.4)

≤20% 0 2 1 3(9.7)

阴性 17

黏液腺癌   19 ≥80% 0 1 0 1(5.3)

21%-79% 1 1 1 3(15.8)

≤20% 1 1 0 2(10.5)

阴性 13

低黏附性癌   11 ≥80% 0 1 0 1(9.1)

21%-79% 0 1 1 2(18.1)

≤20% 1 0 0 1(9.1)

阴性   7

混合性腺癌   35 ≥80% 4 0 0 4(11.4)

21%-79% 3 2 1 6(17.1)

≤20% 2 1 1 4(11.4)

阴性 21

合计 120 71(59.2) 19(15.8) 17(14.2) 13(10.8) 49(40.8)

表  1  120例胃癌HER2 基因蛋白表达与组织学类型的关系

     类型 广泛型 部分型 局灶性 合计n (%)

单信号型1 11 13 7 31(63.3)

多信号型2   4   9 5 18(36.7)

合计n(%) 15(30.6) 22(44.9) 12(24.5) 49(100.0)

1每例4-6张切片中只有广泛型、部分型、局灶性的任何一种类型; 2每例患者的4-6张切片中有

阴性, 同时又有HER2阳性3+、HER2阳性2+、HER2阳性1+的广泛型、部分型和局灶型的2种

或2种以上者.

表  2  HER2蛋白阳性强度和面积分布的特点
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■同行评价 
本 文 设 计 新 颖 , 
临床思路和分组
设计合理 ,  统计
处理较好 ,  有一
定的临床意义.

者接受治疗, 同时避免某些患者不必要的用

药, 2007年美国临床肿瘤协会(American Society 
of Clinical Oncology, ASCO)/美国病理医师学

院(College of American Pathologist, CAP)公布

了在2007年版ASCO/CAP HER2检测指南[16]基

础上的更新版[17], 对乳腺癌HER2检测的技术路

线、结果判读标准、质量控制等多方面提出

了新要求, 是具有循证医学意义的参考, 标志着

HER2的检测向标准化迈进了一大步. 而在胃癌

中, 相关研究起步稍晚. 新近一项包括中国在内

的24个国家参与的全球多中心Ⅲ期临床试验

(ToGA)揭示了曲妥珠单抗对HER2阳性晚期胃

癌和胃食管交界癌患者的疗效[16,18,19], 随后FDA
批准了该药联合化疗治疗HER2阳性转移性胃

癌和胃食管交界癌患者[16,17]. 目前, 国内外一般

采用IHC法检测HER2蛋白表达状态. 在胃癌

中, 不同研究[20-22]报道的HER2蛋白过表达率不

一致, 大部分集中在6.8%-34.0%. 胃癌HER2检测

与乳腺癌不同, 其检测结果受到诸多因素的影

响, 包括标本的术前处理、固定、检测的试剂

及方法、实验室的质量控制、染色结果的判读

等[23-26]. 本研究采用IHC和FISH技术联合检测

120例胃癌, HER2蛋白表达率40.8%(49/120), 
其中H E R 2蛋白 3 + ,  占 1 0 . 8 % ( 1 3 / 1 2 0 ) . 
H E R2蛋白2+, 占14.2%(17/120). H E R2蛋
白1+,  占15.8%(19/120) .  H E R2 基因扩增

率38.8%(19/49)(表3).  H E R2蛋白3+者占

92.3%(12/13)、HER2蛋白2+者占35.3%(6/17)

     
HER2强度(n )

HER2蛋白表达 HER2 基因扩增状态

范围  n 簇状 大颗粒状 点状 高多体 扩增n (%)

3+(13) 广泛型   3 2 1 1 1 12(92.3)

部分型   7 2 1 1 1

局灶型   3 0 0 0 0

2+(17) 广泛型   5 1 1 1 1   6(35.3)

部分型   7 1 1 0 1

局灶型   5 0 0 0 0

1+(19) 广泛型   7 0 1 0 0 1(5.3)

部分型   8 1 0 0 0

局灶型   4 0 0 0 0

总计 49 7(14.3) 5(10.2) 3(6.1) 4(8.2) 19(38.8)

表  3  HER2蛋白阳性与HER2 基因扩增结果比较

     
表达水平 n

HER2 基因状态

簇状 大颗粒状 点状 高多体

单基因中、低表达   41 2 2 1 1

双基因中、低表达   45 3 2 1 2

三基因均为中、低表达   19 1 0 1 1

三基因均无中、低表达   15 1 1 0 0

合计 120 7 5 3 4

表  4  HER2 基因扩增与ERCC1 、TUBB3 、TYMS 基因mRNA表达水平的关系

     
分组

HER2 基因

状态49例

三基因均为

中、低表达

PFS和OS的平均值(mo)

中位PFS 中位OS

联合方案 11 11 9.1 16.7

DCFf方案 38 8 5.6 12.1

表  5  11例HER2 基因扩增接受单纯化疗与化疗联合曲妥珠单抗治疗的结果对比

OS: 整体生存期; PFS: 无进展生存期.
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和HER2蛋白1+者占5.3%(1/19). 19例HER2
基因扩增中的形态类型: H E R2 基因簇状扩

增 (图2A)14.3%(7/19)、大颗粒状扩增 (图

2B)10.2%(5/19)、点状扩增(图2C)6.1%(3/19)
和高多体8.2%(4/19). 由此 ,  我们提出检测

HER2蛋白结果划分为广泛型、部分型和局灶
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图  3  ERCC-1 、TuBB3 、TYMS 基因mRNA表达结果. A: 单基因低表达, 显示ERCC-1 基因低表达, TuBB3 和TYMS 基因

高表达; B: 双基因低表达, 显示ERCC-1 和TYMS 基因低表达, TuBB3 基因高表达; C: 三基因低表达, 显示ERCC-1 、

TYMS和TuBB3基因低表达.
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型和HER2基因扩增结果划分为簇状、大颗粒

状、点状和高多体性, 能更好地为靶点的抗肿

瘤药物治疗过程中受益提供量化的参考指标. 
只有提供检测报告的完整性, 临床才有可能实

施有效的个体化治疗. 
目前, 胃癌的化疗多采用联合方案, 通常

采用氟尿嘧啶类、铂类和紫杉类常用药. 三药

联合的化疗方案属于较为强烈的化疗方案; 而
单药或两药联合的化疗属于非强烈的方案. 三
药联合的生存优势明显, 但不良反应较大[27,28]. 
由于胃癌在所有的实体瘤中是预后较差, 异质

性很强, 药物敏感性较差, 是对个体化要求较

强的肿瘤, 在临床研究和临床实践中必须关注

这些患者以及肿瘤特征合理的个体化的选择

药物, 才有可能使患者真正获益, 并延长生存. 
使得人们更加关注胃癌的高度异质性, 如何实

现细胞毒药物和靶向药物在进展期胃癌中的

个体化治疗成为大家讨论的热点[28,29]. 本研究

采用IHC、FISH和qRT-PCR技术联合对胃癌

靶向和化疗药物的检测, 对HER2基因扩增的

49例和ERCC1、TUBB3、TYMS基因中、低

表达的19例患者中的11例, 采用西妥昔单抗联

合奥沙利铂, 亚叶酸钙、氟尿嘧啶方案; 并进

行了27 mo随访. 随访结果显示HER2基因状态

与ERCC1、TUBB3、TYMS基因低表达联合

治疗效果呈正相关, 其中本组5例HER2蛋白3+
广泛型又是HER2基因簇状扩增、ERCC1、
TUBB3、TYMS基因低表达的患者总生存期

长达19.1 mo. 采用了靶向药物的维持治疗, 无
进展生存期9.1 mo; 客观缓解率显著改善; 疾
病控制率. 胃癌HER2检测有很大的异质性, 同
时检测HER2蛋白表达、HER2基因扩增和化

疗药物敏感性标志物联合检测, 能更好地为抗

肿瘤药物治疗过程中受益提供重要的参考指

标; 胃癌靶向与化疗药物的联合检测来选择个

体化方案有推广价值. 
总之, 规范胃癌HER2检测与化疗药物敏

感性标志物检测标准的判别是正确指导用药

的保证. 胃癌组织中HER2检测有很大的异质

性, HER2检测规范和细化便于用药效果的指

导, HER2检测的范围和强度的广泛、部分和

灶性的划分提示指导、评估靶向药物的受益

情况. 在胃癌靶向治疗中还必须同时化疗药物

敏感性标志物的检测, 通过检测化疗药物敏感

性标志物来选择化疗方案, 进行胃癌个体化治

疗将成为必然趋势. 
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