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乳腺癌组织HER2基因扩增的检测方法
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3. 徐州医科大学附属医院检验科，江苏 徐州 221000)

[摘　要]	 目的：评价高分辨率熔体聚合酶链反应(high-resolution melt polymerase chain reaction，HRM-PCR)

检测HER2基因扩增的有效性及其与荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization，FISH)和免疫

组织化学(immunohistochemistr y，IHC)检测法的一致性。方法：采用HRM-PCR法检测HER2阴性

及阳性细胞株，评估检测方法的有效性；检测98例已行FISH和/或IHC的临床样本，并与FISH和

IHC结果进行比较。结果：HRM-PCR检测可以有效区分HER2阴性及阳性细胞株(P<0.05)，具有较

好的可重复性；检测98例临床样本显示，阴性和阳性样本检测结果差异有统计学意义(0.18±0.14 

v s  1 . 4 2 ± 0 . 8 8，P < 0 . 0 1 )，与 I H C的一致性为8 0 . 3 3 % ( k a p pa = 0 . 6，P < 0 . 0 1 )，与F I S H的一致性为

87.88%(kappa=0.7，P<0.01)，结论：HRM-PCR是一种可靠有效的检测HER2基因扩增的方法，与

FISH和IHC均有较好的一致性。
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Abstract Objective: To evaluate the detection of HER2 gene amplification effectiveness by high-resolution melt 

polymerase chain reaction (HRM-PCR) and compare with fluorescence in situ hybridization (FISH) and/

or immunohistochemistry (IHC). Methods: HRM-PCR was used to test 98 clinical samples which has 

detected by FISH and/or IHC, and the results of FISH and IHC were compared. Results: HER2 negative 

and positive cell lines can be distinguished by HRM-PCR (P<0.05) with well repeatability. The difference 

between negative and positive samples results was signif icant (0.18±0.14 vs 1.42±0.88, P<0.01), 

and 80.33% consistency with IHC (kappa=0.6, P<0.01), 87.88% with FISH (kappa=0.7, P<0.01). 
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乳 腺 癌 己 成 为 全 球 女 性 发 病 率 最 高 的 恶

性 肿 瘤 。 研 究 [ 1 ]表 明 ： 1 5 % ~ 2 0 % 的 乳 腺 癌 患 者

H E R 2 表 达 阳 性 ， 对 这 部 分 病 人 使 用 抗 H E R 2
单 抗 药 物 可 以 获 得 较 大 的 收 益 ， 而 H E R 2 阴 性

病 人 则 无 法 获 益 ， 因 此 对 于 H E R 2 基 因 扩 增 表

达 的 检 测 显 得 尤 为 重 要 。 目 前 ， 临 床 常 用 的

检 测 方 法 主 要 有 荧 光 原 位 杂 交 ( f l u o r e s c e n c e  
i n  s i t u  h y b r i d i z a t i o n ， F I S H ) 和 免 疫 组 织 化 学

( i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y ， I H C ) 。 然 而 ， 这 两

种 方 法 存 在 着 一 定 的 局 限 性 。 I H C 检 测 H E R 2 蛋

白 表 达 目 前 最 常 用 ， 它 采 用 带 显 色 剂 标 记 的 特

异 性 抗 体 在 组 织 细 胞 原 位 通 过 抗 原 抗 体 反 应 和

组 织 化 学 的 呈 色 反 应 ， 对 相 应 抗 原 进 行 定 性 、

定 位 、 定 量 检 测 ， 其 主 要 优 点 在 于 操 作 简 便 、

价 格 低 廉 、 判 读 方 便 、 便 于 保 存 等 ， 但 是 检 测

的 过 程 缺 乏 标 准 化 ， 结 果 易 受 组 织 处 理 、 不 同

抗 体 的 敏 感 性 影 响 。 而 F I S H 则 通 过 荧 光 标 记 的

D N A 探 针 与 细 胞 核 内 的 D N A 靶 序 列 杂 交 ， 利 用

荧 光 检 测 体 系 对 待 测 D N A 进 行 定 性 、 定 量 及 相

对 定 位 分 析 ， 其 主 要 优 点 在 于 检 测 冷 冻 组 织 或

甲 醛 固 定 、 石 蜡 包 埋 组 织 的 H E R 2 基 因 扩 增 的

稳 定 性 较 好 ， 不 受 组 织 处 理 等 影 响 。 但 是 检 测

费 用 昂 贵 ， 荧 光 淬 灭 而 致 结 果 无 法 长 期 保 存 ，

操 作 难 度 大 、 时 间 长 。 因 此 ， 寻 找 一 种 新 的 更

加 可 靠 、 便 捷 的 检 测 方 法 成 为 了 目 前 研 究 的 热

点 。 高 分 辨 率 溶 解 曲 线 法 聚 合 酶 链 反 应 ( h i g h -
r e s o l u t i o n  m e l t  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ，

H R M -P C R ) 是一种新近发明的P C R 方法 [ 2 ]。通过

在双重P CR中，两对引物在指数期扩增时可以很

好 地 反 映 底 物 模 板 之 间 拷 贝 数 的 相 对 关 系 ， 而

通过对 d N T P 浓度、循环数等因素的限制，使两

者 在 竞 争 性 扩 增 中 维 持 在 可 以 反 映 底 物 模 板 拷

贝 数 相 对 关 系 的 阶 段 而 达 到 平 台 期 ， 此 时 ， 通

过 对 产 物 的 高 分 辨 熔 解 曲 线 分 析 产 生 的 熔 解 峰

可 以 很 好 地 反 映 底 物 模 板 中 两 种 基 因 拷 贝 数 的

关 系 ， 从 而 进 一 步 通 过 归 一 化 分 析 处 理 软 件 对

内 参 熔 解 峰 进 行 归 一 化 处 理 ， 直 观 地 分 析 不 同

模板中基因扩增变异的情况。本研究基于 H R M -
P CR法，通过对乳腺癌组织样本的回顾性研究，

评 价 H R M - P C R 法 检 测 H E R 2 基 因 扩 增 的 可 靠 性

和与F I SH及 I H C的一致性。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  样本

收集9 8例于2 0 1 3年1月至2 0 1 5年1 2月在徐州

医科大学附属医院甲乳外科进行就诊的浸润性乳

腺癌患者的病例标本，所有样本已行有关H E R 2 的

IHC和/或FISH检测。按石蜡包埋组织提取试剂盒

[DP331，天根生化科技(北京)有限公司]说明提取

样本DNA，采用紫外分光光度计检测DNA浓度与

纯度，−80 ℃保存备用。本研究经徐州医科大学附

属医院伦理委员会批准。所选用样本均为经病理

诊断由病理科留存的肿瘤蜡块，FISH及I HC诊断

结果以经病理医师签发的病理诊断结果为准。

1.1.2  标准样本

采用正常人群外周血DNA作为标准样本。

1.2.3  乳腺癌细胞系

乳 腺 癌 H E R 2 阳 性 细 胞 系 S K - B R - 3  D N A 和
HER2阴性细胞系ZR-75-1 DNA均购自于中国科学

院细胞所。

1.2  方法

1.2.1  引物设计

选择H E R 2 和内参R P P H 基因核酸序列的高保

守区设计H E R 2 和内参基因的靶多核苷酸引物，保

证两者扩增效率一致，内参表达稳定。引物及内

参序列见表1。

1.2.2  HRM-PCR 检测

目 的 基 因 和 内 参 基 因 在 同 一 管 内 完 成 ， 每

例 样 本 设 3 个 平 行 管 ， 每 例 样 本 重 复 检 测 3 次 ，

Conclusion: HRM-PCR is a reliable and effective method to detect HER2 gene amplification which has a 

high consistency with FISH/IHC.

Keywords HER2 gene; HRM-PCR; breast cancer; fluorescence in situ hybridization; immunohistochemistry

表1 引物序列

Table 1 Primers sequencing

基因 引物序列(5'→3')

HER2-F CACCCTAGAGTAACTTGATGCCT

HER2-R AAGGAATTGAACTTTGCCTGTG

RPPH-F GCAGGAGATGCCGTGGAC

RPPH-R GGGTACCTCACCTCAGCCAT
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每次检测设一组空白管和一组标准样本管。采用

LightCycler 96实时荧光PCR仪进行扩增，  PCR在

1 0  μ L反应体系中进行：1 0 × b u f f er (含2 5  m m o l / L 
MgCl2，500 mmol/L Tris-HCl(pH=8.3)，1 mg/mL 
BSA 1 μL，62.5 μmol/L 1 μL，10 pmol/L正、反向引

物各0.5 μL，Taq DNA 聚合酶 1 U，样本模板1 μL，

加超纯水至10 μL，PCR反应条件：95 ℃  5 min；

95 ℃  10 s，66 ℃，30 s，35个循环；循环后设置

65~97 ℃，每0.07 ℃读取荧光值生成高分辨熔解

曲线。

1.2.3  熔解曲线归一化处理

采用天隆归一化处理软件对数据进行，通过

软件分别获得待测样本和标准样本的目的基因与

内参基因溶解峰高比，按下列公式计算每例样本

的峰高比值差(以下简称比值差)：

样本峰高比值差=σi=1
n 样本峰高比−标准品峰高比 i

n

1.3  统计学处理

所有数据结果采用SPSS 19.0进行统计分析，

比值差采用均数±标准差(x±s)表示，正态分布采用

Shapiro-Wilk检验，计量资料使用方差分析，计数

资料采用kappa一致性检验，以P<0.05为差异有统

计学意义。

2  结果

2.1  基本信息

共98例样本纳入统计，全部行I HC检测，1+
为 3 4 例， 2 + 为 3 7 例， 3 + 为 2 7 例； 6 6 例行 F I S H 检

测，阴性45例，阳性21例。

2.2  检测方法评估

采 用 H E R 2 阳 性 细 胞 株 S K - B R - 3 细 胞 D N A ，

1 0  ng遗传背景5 % S K-B R - 3细胞D N A和H E R 2阴性

细胞株 Z R - 7 5 - 1 细胞 D N A 对检测方法进行评估，

阳 性 细 胞 株 组 ， 5 % 阳 性 细 胞 株 组 和 阴 性 细 胞 株

组 的 比 值 差 分 别 为 1 . 2 2 ± 0 . 0 4 5 ， 0 . 1 8 ± 0 . 0 1 7 ，
−0.03±0.015，阳性细胞株组、5%阳性细胞株组与

阴性细胞株组差异存在统计学意义(P<0.05)。

2.3  HRM-PCR 法检测结果

结 果 显 示 ： F I S H 检 测 为 阴 性 的 4 5 例 样

本 ， 比 值 差 在 − 0 . 2 6 ~ 0 . 3 9 ， 样 本 数 据 呈 正 态 分

布 ( Z = 0 . 8 0 4 ， P = 0 . 5 4 ； 图 1 ) ， 比 值 差 均 值 为

0.18±0.13，根据C28-A2，可以x±2SD确定为临床

参考值，确定比值差>0.45时判定为阳性。结果显

示：98例临床样本的比值差在−0.27~4.66，其中64
例判定为阴性，比值差为0.17±0.14，34例判定为

阳性，比值差为1.42±0.88，两者差异具有统计学

意义(P<0.01，图2)。

2.4  HRM-PCR 与 IHC 比较

3 4 例 P C R 判 定 H E R 2 扩 增 为 阳 性 的 样 本 中

I H C ( 1 + ) 8例、 I H C ( 2 + ) 3例、 I H C ( 3 + ) 2 3例，6 4
例PCR判定H E R 2 扩增为阴性的样本中IHC(1+)26
例、IHC(2+)34例、IHC(3+)4例，比较IHC检测为

1+和3+样本与PCR的一致性，结果显示两者一致

性一般(kappa=0.6，P<0.01，表2)。

图1 HER2阴性样本比值差分布

Figure 1 Distribution of HER2 negative sample of difference 

peak height ratio

图2 98例乳腺癌临床样本比值差分布

Figure 2 Distribution of 98 breast cancer clinical sample of  

difference peak height ratio
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2.5  HRM-PCR 与 FISH 比较

66例进行FISH检测的样本，PCR判定H E R 2扩

增为阳性的样本中FISH阳性14例，FISH阴性1例，

P C R 判 定 H E R 2 扩 增 为 阴 性 的 样 本 中 F I S H 阳 性 7
例，FISH阴性44例，两者一致性较好(kappa=0.7，
P<0.01；表3)。

3  讨论

人表皮生长因子受体2(H E R 2 /neu)基因位于

染色体1 7 q 2 1，编码分子质量为1 8 5  k D的跨膜蛋

白，具有跨膜酪氨酸酶活性，是人表皮生长因子

受体家族成员之一。近年来，研究 [1]发现H E R 2 阳

性的乳腺癌患者浸润性强，无病生存期短，预后

差；临床研究 [3]还发现H E R 2 检测结果对是否适合

针对 H E R 2 的靶向治疗、内分泌治疗和化疗方案

的选择起指导作用。因此，选择一种快速、有效

的对 H E R 2 扩增状态检测的方法成为近年来研究 
的热点。

采用HRM-PCR检测拷贝数变异是一种新近报

道 [2]的方法。本研究采用此方法检测H E R 2 基因扩

增变异，并与FISH和I HC的检测结果进行对比。

首先检测HER2阴性细胞ZR-75-1和HER2阳性细胞

SK-BR-3，结果显示：本方法可以有效区分H E R2

阴 性 与 阳 性 细 胞 株 中 H E R 2 扩 增 状 态 ， 进 一 步 考

虑到肿瘤的异质性，本研究使用人基因组DNA对 

SK-BR-3细胞DNA进行稀释，结果发现在5%的细胞

浓度下，本方法依然可以有效地检测出SK-BR-3细

胞的扩增。因此，本法检测HER2细胞扩增状态拥

有较好的灵敏度。

通过临床判定为HER2阴性的样本探索建立临

床参考值，并与临床常用的检测方法I HC和FISH
的检测结果进行比较。众所周知，I HC和FISH目

前被广泛使用于H E R 2 基因扩增的检测 [1]，FISH是

一种以组织为基础的细胞遗传学技术。其通过检

测基因拷贝数来评价HER2  DNA扩增的水平。IHC
是以组织为基础的蛋白检测方法，可利用抗HER2

单克隆抗体来检测H E R 2 基因扩增相关的HE R2蛋

白水平高表达。然而，在临床应用中，这两种检

测方法依然存在着许多局限性， I H C检测中大量

的模棱两可的结果需要FISH进行确定，而FISH检

测复杂的检测技术和高昂的检测成本限制了这一

技术的使用 [4-5]。尽管有研究 [6]显示，FISH和IHC
具 有 较 高 的 一 致 性 ； 但 也 有 一 项 大 型 前 瞻 性 研 
究 [7]显示：由中心实验室FISH确诊的地方实验室

IHC诊断结果仅有79%的一致性，而中心实验室与

地方实验室在IHC的诊断一致率为77.5%，FISH一

致率为92%。因此，近年来，许多研究将眼光投向

P CR的方法来寻找一种更为可靠、便捷的检测方

法。Eger vari等[8]采用两种定量PCR法检测H E R 2 基

因扩增情况，均显示出与FISH有较高的一致性，

因此 P C R 成为一种可能的新的对 H E R 2 基因扩增

的检测方法。本研究通过归一化后高分辨熔解峰

比值与标准品的差值来判断样品中HER2的扩增情

况，在纳入研究的98例已行FISH或者I HC的组织

样本进行回顾性研究发现，在61例IHC确定为阴性

(1+)和阳性(3+)的样本中，80.33%的样本PCR检测

结果与之一致，66例已行FISH的样本，87.88%的

样本PCR检测与之一致，均显示出较高的一致性。

然而，仍有12例和8例样本与IHC和FISH不一致。

研究 [ 9 - 1 0 ]显示：肿瘤组织在其内部具有一定的异

质性，不同取材部位往往会导致检测结果的不一

致，因此，是否是这种不一致导致检测结果的不

一致，值得进一步研究。

综上所述，HRM-PCR作为一种新的基因拷贝

数扩增的检测方法，对于HER2基因拷贝数扩增具

有较高的检测效率和一致性，是一种可行的检测

方法。因此，需要进一步通过更多的临床前瞻性

研究证实这一方法是否可以应用于临床检测HER2

基因扩增情况等，以期尽早应用于临床。

表2 PCR与IHC检测结果比较

Table 2 Comparison of  PCR and IHC test results

PCR
IHC

合计
1+ 2+ 3+

阴性 26 34 4 64

阳性 8 3 23 34

合计 34 37 27 98

表3 PCR与FISH检测结果比较

Table 3 Comparison of PCR and FISH test results

PCR
FISH

合计
阴性 阳性

阴性 44 7 52

阳性 1 14 14

合计 45 21 66
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