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摘 要:目的 探讨荧光原位杂交(FISH)实验流程构建与优化。方法 采用FISH 法检测人类表皮生长因子受体2
(HER-2)基因扩增情况,优化胃蛋白酶消化时间。采用25例乳腺癌标本进行试剂性能验证。采用10例正常人乳腺标

本构建本实验室阈值。结果 胃蛋白酶消化时间8~10min为宜,25例乳腺癌标本11例有 HER-2基因扩增,本实验室

HER-2基因部分缺失阈值为2.34%,扩增阈值为4.77%。结论 HER-2基因扩增检测(FISH法)构建成功。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheprocessconstructionandoptimizationoffluorescenceinsituhy-
bridization(FISH). Methods Theamplificationofhumanepidermalgrowthfactorreceptor2(HER-2)was
detectedbyFISHmethodanddigestiontimeofpepsinwasoptimized.Reagentperformancewasverifiedin25
breastcancersamples.Tennormalhumanbreastspecimenswereusedtoconstructourlaboratorythreshold. 
Results Theoptimaldigestiontimeofpepsinwas8~10minutes.Elevenofthe25breastcancersampleshad
HER-2geneamplification,andHER-2genepartialdeletionthresholdvaluewas2.34% andamplification
thresholdvaluewas4.77%inourlaboratory. Conclusion HER-2geneamplificationtest(FISH method)
hasbeensuccessfullyconstructed.
  Keywords: insituhybridization,fluorescence;pepsin;humanepidermalgrowthfactorreceptor2;ex-

perimentalprocess

  随着我国精准医学的蓬勃发展,分子病理诊断广

泛地应用于临床诊疗,越来越多的医院开始构建自己

的分子诊断实验室。在这个背景下,我院病理诊断与

研究中心也逐步构建、完善分子诊断实验室。众所周

知,分子病理诊断主要是指基于疾病组织和细胞等标

本的分子遗传学检测[1]。检测的结果直接关系到临床

疾病的诊断、临床分期、个体化治疗及预后的评估,其
重要性不言而喻。那么对新构建的分子诊断实验室,
如何在技术上优化,以便准确判读出检验结果,是本文

需要探讨的问题,结合本实验近期在构建免疫荧光杂

交实验———人类表皮生长因子受体2(humanepider-
malgrowthfactorreceptor-2,HER-2)基因构建过程

中遇到的问题及处理方法,为今后同行构建荧光原位

杂交(fluorescenceinsituhybridization,FISH)实验方

法提供解决思路。

1 材料与方法

1.1 病例资料 选取2018年1月~9月我院病理科

已知乳腺癌存档组织蜡块25例;患者均为女性,年龄

范围在28~70岁,平均年龄为50.3岁。所有组织标

本均用10%中性福尔马林固定,并进行石蜡包埋,所
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有标本均经过HE染色检查确诊为乳腺癌;其中依据

免疫组织化学法(Immunohistochemistry,IHC)检测

结果分别为:IHC0级5例,IHC1+级5例,IHC2+
级10例,IHC3+级5例。各切取3μm切片一张,裱
于防脱玻片上,61℃烘烤过夜,常温保存备用。另选取

10例已知正常乳腺标本,年龄范围在28~54岁,平均

年龄为50.3岁,切取3μm切片一张,用于构建HER-
2阴性阈值。

1.2 试 剂、探 针、试 剂 盒  HER-2/neu(17q12)/

CSP17探针、组织预处理试剂盒、原位杂交用蛋白酶

(胃蛋白酶工作液)均购于广州安必平医药科技股份有

限公司。

1.3 仪器 切片机,LeicaRM2245;摊烤片机,Histo-
lineTec2602SlideDriver;电热恒温培养箱,上海精宏

实验设备有限公司DND-9052型;数显型恒温水浴锅,
上海跃进医疗器械有限公司DK-8D;原位杂交仪,美
国雅培ThermoBrite原位杂交仪;荧光显微镜,奥林巴

斯BX53型。

1.4 胃蛋白酶对样本消化时间的优化 选择同一蜡

块,取四张玻片,分别于37℃条件下消化6min、8
min、10min、12min,终止消化后,以4′,6-二脒基-2-苯
基吲哚(4′,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI)染色在

荧光显微镜下观察消化效果。

1.5 试剂性能验证及结果判读标准 选择上述不同

IHC级别的标本,共25例,按照优化后条件行FISH
检测。结果判读参照乳腺癌 HER2检测指南(2014
版)[2]选择至少2个视野,随机计数至少20个浸润细

胞。①当 HER-2/CEP17比值≥2.0时,HER-2为阳

性;HER-2/CEP17比值<2.0,但平均 HER-2拷贝数

≥6.0时,HER-2阳性;HER-2信号连接成簇时,可不

计数,直接视为基因扩增。②当 HER-2/CEP17比值

<2.0,且平均拷贝数/细胞<4.0时,HER-2阴性。

③当HER-2/CEP17比值<2.0,平均 HER-2拷贝数

在4.0~6.0之间,结果判为不确定。

1.6 HER-2阴性阈值建立 取上述正常乳腺标本,
行FISH 检测,每张随机计数100个细胞,计算出现

FISH阳性细胞的总数及百分比,统计百分比的平均

值及标准差,阴性阈值= 平均值(M)+3×标准差

(SD)[3]。

2 结果

2.1 胃蛋白酶对样本消化时间的结果 不同消化时

间,经DAPI染色后镜下呈现出不同的细胞形态(见表

1及图1所示)。结果所示,标本消化时 间 在8~
10min之间较为适宜,考虑到标本大小,可在此范围内

适当调整消化时间。

表1 胃蛋白酶消化后细胞的形态学变化

消化时间 细胞核形态

6min 核完整,边缘完整,折光性强

8min 核完整,边缘完整,呈网格状

10min 核完整,边缘略呈锯齿状,呈网格状

12min 核皱缩,边缘呈锯齿状

图1 不同消化时间细胞核DAPI染色的形态

注:1为消化6min;2为消化10min;3为消化12min

2.2 HER-2基因检测结果 从表2可见,HER-2蛋

白表达(IHC)检测结果与 HER-2基因结果相符率较

高,与文献报道相似[4],但其中IHC2+病例中 HER-
2基因扩增阳性率较高,与文献报道的检出率有差异,
可能与标本抽样例数少有关,不能排除抽样误差。图

2为HER-2基因检测结果的图片。

表2 乳腺癌 HER-2基因(FISH法)、

蛋白表达(IHC法)检测结果

HER-2蛋白 n
HER-2基因

未见扩增 扩增

0 5 5 0
+ 5 4 1
++ 10 5 5
+++ 5 0 5
合计 25 14 11

 

图2 HER-2基因检测结果

注:1为未见 HER-2基因扩增;2为 HER-2基因点状扩增;3为

HER-2基因簇状扩增

2.3 HER-2基因阴性阈值建立 依据阴性阈值构建

方法计算得 HER-2基因部分缺失阈值为2.34%,扩
增阈值为4.77%。

3 讨论

随着靶向药物的不断研发,目前临床上能进行靶
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向治疗的肿瘤种类越来越多。而分子病理检测协助临

床医生筛选哪些患者适用靶向治疗,其诊断质量的优

劣直接决定患者的治疗方式和效果[5-6]。FISH 法检

测患者基因突变,是分子病理的一种重要的检测手段,
具有检测周期短、检测结果准确等优点。在检测过程

中,标本处理、实验条件的优化、阈值的构建等因素对

检测结果的准确判读有较大影响,因此,在实验流程的

构建与优化过程中,应格外重视。

3.1 标本处理 标本规范化处理是分子诊断的基础

和重要保障。为保障临床样本的规范处理,我科室安

排专人全程跟踪,保障标本在离体30min内固定。固

定液统一采用10%中性甲醛固定液,并保障固定液充

足(固定液∶标本≥10∶1),固定时间依据标本大小固

定约6~48h(大标本每隔1cm切开固定)。此外病理

科一般都采取双休制度。针对周五取材的标本,应安

排人员周六进行包埋,以保证标本固定时间适宜。

3.2 胃蛋白酶消化时间的优化 FISH 实验中的一

个关键步骤是蛋白酶对标本中蛋白的消化程度。蛋白

酶消化得当,标本的细胞核膜打开,杂交探针能顺利进

入细胞核内与目的基因杂交,从而判读目的基因的状

态。若消化不足,可导致探针无法进入细胞核内进行

杂交反应;若核膜消化过度,细胞核皱缩,核酸外溢,无
法以单个细胞核为基础判读目的基因的状态。胃蛋白

酶的消化时间,需要通过预实验进行探索和优化。笔

者选取了4个时间点进行优化,终止消化以后,以DA-
PI染色,在荧光下观察细胞形态。酶消化时间6min
时,细胞核呈圆形且折光性强,说明细胞核完整,不利

于探针进入。当酶消化在8min时,大部分细胞的核

边缘完整,核呈网格状,说明核膜已经打开,有利于探

针进入。当酶消化在10min时,细胞核均呈网格状,
部分细胞核边缘呈锯齿状。当酶消化在12min时,大
部分细胞核呈锯齿状,核皱缩明显。因此,我们认为胃

蛋白酶在8~10min内较为适宜,此外依据标本大小

可适当调整消化时间。

3.3 试剂性能验证及结果判读 目前检测HER-2状

态的方法有:IHC、FISH、ISH 等,其中FISH 法是检

测HER-2基因的金标准。相对于IHC法,FISH检测

的费用较高,在一定程度上给患者造成负担。根据

2018年美国《NCCN乳腺癌筛查和诊断临床实践指

南》[7]HER-2检测方法推荐,HER-2蛋白IHC0和1
+,判为 HER-2基因扩增阴性;HER-2蛋白IHC2
+,HER-2基因扩增不确定,需要进一步做FISH 检

测HER-2基因扩增状态;HER-2蛋白IHC3+,判为

HER-2基因扩增阳性。本次试验选取我院已经确诊

为乳腺癌并且HER-2蛋白IHC检测结果为0、1+、3

+级别的标本各5例,2+级别标本10例,进行试剂性

能验证。在荧光显微镜下细胞核内红绿两色探针清晰

可见,易于判读。检测结果显示IHC0级无 HER-2
基因扩增,IHC1+级有1例扩增,IHC2+级有5例

扩增,IHC3+级5例均扩增。根据基因表达的原理,
当存在基因扩增的情况下,其蛋白表达量一般会相应

增加。在某些情况下细胞基因扩增,但基因转录和翻

译受抑,导致其蛋白表达下调,反之亦然。此次检查结

果,HER-2蛋白与基因检测结果基本一致,说明试剂

检测性能良好。

3.4 实验室阈值的构建 阈值是体外诊断试剂的重

要指标之一,也是临床判断被检测样本是否异常的重

要依据。在采用FISH检测方法检测时,不同类型的

标本,不同的信号导致结果解释和判读的差异,其最有

利依据是本实验阴性阈值的建立。一般临床实验构建

阈值的基础是以阴性标本5例以上,每例至少计算

100个细胞,计数异常信号类型细胞数量,取其平均值

再加上三倍标准差而得。此次依据阴性阈值构建方法

计算得HER-2基因部分缺失阈值为2.34%,扩增阈

值为4.77%,在为今后判读HER-2结果提供依据。
最后,随着科学技术的发展,运用于临床病理检测

手段日益丰富,但不论何种检测技术,都必须有高度负

责的责任心,严谨的工作态度,严格按照实验操作进

行。同时应在工作中不断总结工作经验,优化实验方

法,方可获得优良、可靠的检测结果。
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