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FISH 技术检测乳腺浸润性癌 HER-2 基因状态的操作要点及结果

分析
李桂凤
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【摘 要】：目的：归纳 FISH技术检测乳腺浸润性癌 HER-2基因状态的操作要点，分析其检测价值。方法：选取 2025年 1月—

12月我院病理科存档的 253例乳腺浸润性癌石蜡包埋标本为研究对象，均完成 IHC 与 FISH检测。记录 FISH检测阳性率，对比

IHC 与 FISH结果的一致性，总结操作异常问题与优化要点。结果：253例标本均成功完成 FISH检测，HER-2基因扩增阳性 34

例，阳性率为 13.44%。IHC0/1+组、2+组、3+组与 FISH结果的符合率分别为 96.20%、82.81%、80.43%，总体一致性 Kappa值为

0.675，差异有统计学意义（P<0.001），呈中等一致性。首次检测异常发生率为 11.07%，经针对性优化后均获得合格结果。结论：

FISH是评估 HER-2基因扩增状态的金标准方法，规范操作流程、精准把控关键节点是保障检测质量的核心。
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引言

乳腺癌位居全球女性恶性肿瘤发病首位，近年来我国浸润

性乳腺癌新发病例持续攀升，且患者年龄日趋年轻化，已然构

成影响女性健康的重大公共卫生挑战[1]。人表皮生长因子受体

2（Human epidermal growth factor receptor-2；HER-2）作为关

键预后标志物及靶向干预靶标，在乳腺癌诊疗中地位突出[2]。

当前临床实践中，HER-2 状态判定主要依赖免疫组织化学法

（ Immunohistochemical method； IHC）和荧光原位杂交法

（Fluorescence in situ hybridization；FISH）[3]。基于此，本研

究依托本院 253例浸润性乳腺癌组织样本的 FISH实操经验，

系统归纳各阶段关键技术节点。

1 资料与方法

1.1一般资料

选取 2025年 1月—12月我院病理科存档的 253例乳腺浸

润性癌石蜡包埋标本为研究对象。所有患者均为女性，年龄

28～78岁，平均年龄（52.47±9.83）岁；病理类型分布：扩增

阳性 34例：32例非特殊型浸润性癌，1例浸润性大汗腺癌，1

例浸润性微乳头状癌；扩增阴性 219例：196例非特殊性浸润

性癌，9例浸润性小叶癌，3例粘液癌，1例浸润性大汗腺癌，

1例浸润性微乳头状癌，10例混合性癌。根据 IHC初筛结果分

组：IHC0/1+组 79例，IHC2+组 128例，IHC3+组 46例。

纳入标准：①经组织病理学确诊为原发性乳腺浸润性癌[4]；

②石蜡标本保存完好，有足够的肿瘤组织用于检测；③临床病

理资料完整；④标本固定规范，均为 10%中性福尔马林固定；

⑤标本类型包含手术切除标本、微创及穿刺活检标本。

排除标准：①标本固定不规范、自溶严重或蜡块保存不当；

②肿瘤组织过少，无法满足检测计数要求；③复发转移或术前

接受过新辅助治疗的标本；④临床资料不全。

1.2方法

1.2.1仪器与试剂

采用广州安必平医药科技股份有限公司的 HER-2/CEP17

FISH探针试剂盒，配套原位杂交仪、尼康（Nikon）荧光显微

镜、恒温水浴锅、梯度乙醇、二甲苯、胃蛋白酶工作液、2×SSC

洗涤液、0.1%NP-40/2×SSC洗涤液、DAPI复染剂等。所有试

剂均在有效期内，严格按照说明书配制与使用。

1.2.2操作流程与核心要点

切片与烤片：将石蜡标本连续切片，厚度控制在 3-5μm，

贴于防脱载玻片上。将切片置于 65±5℃恒温箱中烘烤 12-16

小时，取出后自然冷却。

脱蜡与水化：将切片依次放入室温两缸二甲苯中浸泡 2次，

每次 10min；随后依次放入室温无水乙醇、90%乙醇、70%乙

醇各 3min，最后放入室温纯化水中浸泡 3min，用无绒纸巾吸

取多余水分。

预处理与蛋白酶消化：将玻片放入 100±5℃纯化水中煮片

25min，取出后室温晾干；随后滴加胃蛋白酶工作液，37℃恒

温消化 3-15min，消化完成后放入室温 2×SSC 洗涤液中洗涤

3min。

脱水与变性杂交：将玻片依次放入室温 70%乙醇、90%乙

醇、无水乙醇各 2min，取出玻片，室温晾干后滴加 10μLHER-2

探针，加盖盖玻片，轻压使杂交液均匀分布，避免产生气泡，

橡皮胶泥封边，完全覆盖盖玻片和载玻片接触的部位。将玻片

放入原位杂交仪中，湿润原位杂交仪适度条，插入湿条，盖上

杂交仪上盖，设置“Denat&Hyb”程序，，85℃变性 5min，随

后 37℃恒温杂交 10-18h。

杂交后洗涤：洗涤前 30分钟将 2×SSC，0.1%NP-40/2×SSC，

放入 37±1℃的恒温水浴锅中，测量以确保温度合适。关闭杂交
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仪电源，将玻片取出，轻轻撕去橡皮胶，移去盖玻片，放入

37±1℃2×SSC 中 10min，再放入 37±1℃0.1%NP-40/2×SSC 洗

涤液中 5min，取出玻片，室温 70%乙醇中 3min，暗处自然干

燥玻片。

复染与封片：室温，滴加 10ulDAPI复染剂到盖玻片，载

玻片目标区域朝下，轻放于盖玻片上，轻压，避免产生气泡。

在暗处存放，后置于荧光显微镜下观察。

1.2.3结果判读

在清晰的肿瘤区域，找到至少 2个浸润癌区域，随机计数

至少 20个浸润癌细胞。当计数 HER2基因状态出现如下情况

时：a）HER2/CSP17 比值<2.0且平均 HER2 拷贝数/细胞<4.0

时，为 HER2 基因无扩增；b）HER2/CSP17 比值<2.0 且平均

HER2拷贝数/细胞<6.0,但≥4.0时为HER2FISH结果不确定；c）

HER2/CSP17比值<2.0，但平均 HER2 拷贝数/细胞≥6.0 时，

为 HER2基因扩增；d）HER2/CSP17比值≥2.0时，为 HER2

基因扩增；e）若众多 HER2 信号连接成簇时可不计数，即为

HER2基因扩增[5]。

1.3观察指标

（1）统计 FISH检测的 HER-2基因扩增阳性率。

（2）以 FISH结果为金标准，对比 IHC不同分级与 FISH

结果的符合率，分析两种方法的一致性。

（3）记录操作过程中出现的异常结果类型、发生原因，

总结对应操作优化要点。

1.4统计学分析

采用 SPSS22.0统计学软件处理数据。计数资料以例数、

百分比（%）表示，两种检测方法的一致性采用 Kappa检验，

Kappa值≥0.75为一致性较好，0.40~0.74为一致性中等，<0.40

为一致性较差。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FISH检测 HER-2基因扩增结果

253例乳腺浸润性癌标本均完成 FISH检测，最终获得有

效结果 253例，检测成功率 100%。见表 1。

表 1 287例乳腺浸润性癌 HER-2基因 FISH检测结果

检测结果 例数 占比(%)

扩增阳性 34 13.44

扩增阴性 219 86.56

合计 253 100.00

2.2 FISH与 IHC检测结果的一致性对比

经 Kappa 检验，两种方法总体一致性 Kappa 值为 0.675

（P<0.001），呈中等一致性。见表 2。

表 2 FISH与 IHC检测结果对比（例）

IHC 结果 例数 FISH 阳性 FISH 阴性 符合率(%)

0/1+ 79 3 76 96.20

2+ 128 22 106 82.81

3+ 46 9 37 80.43

合计 253 34 219 86.56

2.3 FISH操作常见问题与原因分析

所有异常标本经针对性优化操作流程后重新检测，均获得

清晰合格的结果。见表 3。

表 3 FISH检测常见异常问题分布与原因

异常类型 例数 占比(%) 主要原因

肿瘤细胞出现空洞､信号点丢失 23 9.09 消化过度

肿瘤细胞重叠 5 1.98 消化不足

结果合格 225 88.93 -

合计 253 100.00 -

3 讨论

本组首次检测异常发生率为 11.07%（28/253），经针对性

优化后都得到合格结果。这组数据能说明 FISH检测的操作要

求很高，近 90%标本可一次成功，仍有超过 1/10 的标本需要

二次处理。异常类型的分布有明确的规律性，每种异常都指向

特定的操作环节，想要建立标准化质控体系，可从这些特定环

节入手调整。以下结合本组数据分析异常包括：

（1）肿瘤细胞出现空洞，信号点丢失（9例，占 3.56%）。

这种情况是消化过度的典型表现。蛋白酶消化的本质，是利用

胃蛋白酶水解细胞核周围的蛋白质，提升核膜通透性，方便探

针进入[6]。但消化时间过长或是酶浓度过高时，蛋白酶水解核

膜蛋白之外，还会进一步破坏核内的染色质结构，导致 DNA

从核骨架脱离，杂交信号也跟着丢失，显微镜下能看到细胞核
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内出现空洞，信号点稀疏甚至消失[7]。这说明，消化时间不能

设定为固定值，要根据标本的固定时间，组织硬度随时调整[8]。

（2）肿瘤细胞重叠（5例，占 1.98%）。肿瘤细胞重叠，

本质是消化不足导致细胞核没能充分分散，多个细胞核在显微

镜下堆叠在一起，没法分辨单个细胞的信号归属和信号弱不一

样，信号弱是看不到信号，细胞重叠是看到了信号，但分不清

楚属于哪个细胞[9]。

本组数据显示，按照常规流程操作依旧有 11.07%的标本达

不到要求，需要重新调整消化条件才能符合标准。这个比例在

可接受范围内，但提醒实验室要把首次成功率当成长期优化的

质控指标，积累本实验室的标本特征数据，比如固定时间分布，

还有标本类型构成，慢慢缩小消化条件的经验范围，把首次成

功率提升到 95%以上。以 IHC2+组举例，这一组的符合率为

82.81%，也就是说约有 17%的 IHC2+患者要经 FISH检测才能

最终确认阴性或阳性。FISH检测的质量控制是实验室内部的

工作，也直接关系到患者治疗决策与临床安全。建议在检测报

告里增加“质控备注”字段，标注本批次实验的信号质量等级，

是否存在异常和对应的处理方式，给临床医师解读结果提供额

外的质量参考信息。

综上所述，FISH方法被公认为评估乳腺浸润性癌 HER-2

基因扩增状态的权威检测手段，检测结果有很高的准确性与特

异性，免疫组化结果模糊时，会用其来做最终确认，能帮医生

确定靶向治疗方案，可推广应用。
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