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　　［摘要］　目的　评估４种孕激素（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）抗体（ＥＰ２、ＳＰ２、１Ｅ２、１６）在非特殊型
浸润性乳腺癌（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｖａｓｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓ，ＮＳＩＢＣｓ）组织中的表达，为ＰＲ判读及ＮＳＩＢＣｓ患者治
疗筛选出最佳抗体。方法　采用免疫组化法检测１９５例ＮＳＩＢＣｓ组织芯片中４种ＰＲ抗体的表达情况，
分析比较与雌激素（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）抗体表达构成比、着色细胞百分比、染色强度、Ａｌｌｒｅｄｓｃｏｒｅ
（Ａｓｃｏｒｅ）评分及４个抗体一致性等指标。结果　１９５例ＮＳＩＢＣｓ中４种ＰＲ抗体与ＥＲ的构成比（ＥＲ±／
ＰＲ±）之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。不考虑 ＥＲ表达，４种 ＰＲ抗体同时阳性或阴性（ＰＲ＋／－）
ＮＳＩＢＣｓ比例较高（８１．５４％～９０．７７％），且相互的一致性较好（κ值为０．６３４～０．８０４）。进一步分析４种
ＰＲ抗体的肿瘤细胞平均着色细胞数、平均阳性细胞百分比评分、平均染色强度、平均Ａｓｃｏｒｅ等指标，显
示１Ｅ２各项指标明显高于其他３种抗体（Ｐ＜０．０５），而 ＥＰ２、ＳＰ２、１６三者之间差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。结论　ＮＳＩＢＣｓ中１Ｅ２着色阳性率及强度等均高于ＥＰ２、ＳＰ２、ＲＰ１６，是较理想的ＰＲ抗体。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，占女性肿瘤性
死亡病因的首位［１］。根据激素受体及人表皮生长因

子受体 ２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，
ＨＥＲ２）状态，乳腺癌分为 ４个亚型［２］，即 ＬｕｍｉｎａｌＡ、
ＬｕｍｉｎａｌＢ、ＨＥＲ２过表达及三阴性。而孕激素受体
（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）在 ＬｕｍｉｎａｌＡ和 ＬｕｍｉｎａｌＢ
分型中起关键作用。２０１３年，ＰＲＡＴ等［３］对ＬｕｍｉｎａｌＡ
型乳腺癌进行免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）检
测，证明ＰＲ＞２０％的患者无病生存期更长。该结论被
Ｇａｌｌｅｎ国际专家联盟采用，通过强调 ＰＲ的阈值把
ＬｕｍｉｎａｌＡ型乳腺癌定义为雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）＋、ＰＲ＞２０％、ＨＥＲ２－、Ｋｉ６７＜１４％，预示患
者有复发风险；ＬｕｍｉｎａｌＢ型 （ＨＥＲ２－）乳腺癌定义为
ＥＲ＋、ＨＥＲ２－，并满足以下任一条件：Ｋｉ６７≥２０％，ＰＲ－或＜
２０％，该类型乳腺癌具有高复发风险［４］。因此，ＰＲ对
乳腺癌分型及预后有重要意义［３］。

　　乳腺癌在接受辅助或新辅助治疗前必须明确激素
受体状态［５］，激素受体ＥＲ和ＰＲ免疫组化结果判读为
阴性或阳性，按ＥＲ和ＰＲ状态分为４组，分别为ＥＲ＋／
ＰＲ＋、ＥＲ＋／ＰＲ－、ＥＲ－／ＰＲ＋和 ＥＲ－／ＰＲ－［６］。ＰＲ阳性
（ＥＲ＋／ＰＲ＋及 ＥＲ－／ＰＲ＋）患者优先使用他莫昔芬［７］，

而ＰＲ阴性（ＥＲ＋／ＰＲ－）患者常对他莫昔芬产生耐药，
可优先使用芳香酶类药物治疗［８］。

　　由于ＰＲ状态对乳腺癌的分型、治疗及预后均意
义重大，选择合适 ＰＲ抗体是精确判读至关重要的前
提。已有大量对 ＰＲ不同克隆号抗体进行的研究，如
ＰｇＲ６３６［９］、１６［９］、１Ｅ２［１０］、ＳＰ２［１０］等，克隆号不同存在
对组织前处理的反应效果不同、ＩＨＣ的敏感性及染色
阳性率不一致以及非特异性着色等现象［９－１０］。众多

ＰＲ抗体中，１Ｅ２使用最广泛。ＴＲＯＸＥＬＬ等［９］对１２００个
试验室的 ＰＲ抗体进行总结发现 １Ｅ２的使用率达到
６１％。我科ＩＨＣ检测ＰＲ（１Ｅ２）结果中ＥＲ－／ＰＲ＋组乳
腺癌病例数量偏多，即使经过重复检测结果依然如此。

我们提出２个问题：１Ｅ２是否值得继续使用？它与目
前国内其他试验室所用 ＰＲ抗体有无区别？因此，本
研究选用４个ＰＲ抗体（ＳＰ２、１Ｅ２、１６及 ＥＰ２），对石蜡
包埋非特殊型浸润性乳腺癌（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｖａｓｉｖｅ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓ，ＮＳＩＢＣｓ）组织芯片进行 ＩＨＣ检测，比较
４种抗体的表达情况，筛选出敏感性较好抗体，为临床
病理ＰＲ判读及ＮＳＩＢＣｓ患者内分泌治疗、预后判断提
供依据。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　收集福建医科大学附属第一医院２０１０年１月１日
至２０１２年１月１日 ＮＳＩＢＣｓ手术标本１９５例，均为女
性患者，年龄 ２４～８６（５０．２３±１０．７１）岁。病例按照
ＷＨＯ（２０１２）乳腺肿瘤的标准诊断［１１］，且由 ２位高年
资主治以上医师对 ＨＥ诊断结果进行审核。纳入标
准：①初次及再次审核均诊断为非特殊型浸润性癌；
②女性患者。排除标准：①新辅助化疗后的非特殊型
浸润性癌；②复审存在争议的病例。
１．２　方法
　　标本离体后０．５ｈ内１０％中性缓冲福尔马林固定
（＞６ｈ，＜７２ｈ），石蜡包埋；制备５×６（５列６排）空白蜡
块，采用手动组织芯片制作枪（购自广州秀威科技有

限公司）按直径２ｍｍ的大小进行目标蜡块取样，依次
植入空白蜡块；按３μｍ厚度切片，行 ＨＥ及免疫组化
染色；４种ＰＲ免疫组化抗体均为工作液［ＥＰ２（兔单克
隆抗体，北京中杉金桥生物技术有限公司）、ＳＰ２（兔单
克隆抗体，福州迈新生物技术开发有限公司）、１Ｅ２（兔
单克隆抗体，Ｒｏｃｈｅ公司）和 １６（鼠单克隆抗体，北京
中杉金桥生物技术有限公司）］，ＥＲ（工作液，克隆号
ＳＰ１，Ｒｏｃｈｅ公司）；均采用 Ｖｅｎｔａｎａ全自动免疫组化仪
检测。

１．３　评判标准
　　ＥＲ、ＰＲ免疫组化结果由 ２位高年资主治以上医
师对切片的染色强度及阳性细胞百分率进行分级评

分，采用半定量的 Ａｌｌｒｅｄｓｃｏｒｅ评分系统，具体如下：
①阳性细胞比例按照０、＜１％、１％～１０％、＞１０％～３３％、
＞３３％～６６％、＞６６％分成６个等级，对应的阳性细胞比
例评分为０～５分；②染色强度分成无、弱、中及强阳性
４个等级，染色强度评分分别为０～３分；③阳性细胞比
例评分与染色强度评分相加，其中≥３分为染色阳性。
１．４　统计学分析
　　应用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行分析。４个 ＰＲ
抗体与ＥＲ构成比（ＥＲ±／ＰＲ±）比较采用 χ２检验。各
抗体表达的一致性采用Ｋａｐｐａ（κ）系数检验。４个 ＰＲ
抗体的染色模式采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ相关样本检验。各抗
体之间的染色模式比较采用 Ｆｒｉｄｅｍａｎ组间比较。双
侧检验，检验水准α＝０．０５。
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Ａ：ＨＥ染色下组化染色定位异常病例的光镜图像；Ｂ：１Ｅ２强阳性及细胞核定位；Ｃ：ＥＰ２中等阳性及细胞核伴少量细胞质定位；
Ｄ：ＳＰ２中强阳性及细胞核定位；Ｅ：１６弱中等阳性及细胞核伴明显细胞质阳性

图１　ＮＳＩＢＣｓ组织芯片中４种ＰＲ抗体的定位及染色强度

２　结果

２．１　４种ＰＲ的免疫组化定位及染色强度情况
　　几乎所有 ＮＳＩＢＣｓ病例４种 ＰＲ抗体均定位于细
胞核，但染色强度及着色细胞数等存在差异。极个别

病例的个别抗体染色定位异常（图１）。
２．２　４种ＰＲ与ＥＲ阳性及阴性病例构成比（ＥＲ±／ＰＲ±）

比较

　　１９５例ＮＳＩＢＣｓ的４种ＰＲ与ＥＲ判读结果分４组，
即ＥＲ＋／ＰＲ＋、ＥＲ＋／ＰＲ－、ＥＲ－／ＰＲ－、ＥＲ－／ＰＲ＋，统计
结果显示各组间差异无统计学意义（Ｐ＝０．２３６，表１），
仅ＰＲ（１Ｅ２）抗体ＥＲ±／ＰＲ＋病例数较其他ＰＲ抗体多。
不考虑ＥＲ表达情况，对４种ＰＲ抗体同时阴性或阳性
病例数及一致性检测，显示１Ｅ２与 ＥＰ２、１６、ＳＰ２同时
评判为阴性或阳性（ＰＲ＋／－）比例分别为 ８６．６７％
（１６９／１９５）、８３．０７％（１６２／１９５）、８１．５４％（１５９／１９５），
一致性较好（κ值分别为０．６９４、０．６４５、０．６３４），而ＥＰ２
与１６、ＳＰ２相同表达（ＰＲ＋／－）的比例分别为 ９０．７７％
（１７７／１９５）、８７．１８％（１７０／１９５），一致性很好（κ值分别
为０．８０４、０．７５３），１６与 ＳＰ２同时阴性或阳性（ＰＲ＋／－）
为８７．６９％（１７１／１９５），一致性也很好（κ＝０．７８３）。
２．３　４种 ＰＲ抗体阳性病例着色情况、染色强度及

Ａｓｃｏｒｅ评分
　　与ＥＰ２、ＳＰ２、１６阳性表达率（均＜５０％）比较，１Ｅ２
阳性率最高（１０８／１９５，占５５．８％），同时阳性细胞百分
比＜２５％的比例最少（３５．２％），＞７５％的比例最多
（３８．９％），且ＡＳｃｏｒｅ评分＜３分的比例最少（１１．１％），具

体见表２。

表１　１９５例ＮＳＩＢＣｓ的ＥＲ与４种ＰＲ阴阳性例数比较　
［例（％）］

组别 １Ｅ２ ＥＰ２ ＳＰ２ １６
ＥＲ＋／ＰＲ＋ ９７（４９．７） ８８（４５．１） ８６（４４．１） ８４（４３．１）
ＥＲ＋／ＰＲ－ ３４（１７．４） ４３（２２．１） ４５（２３．１） ４７（２４．１）
ＥＲ－／ＰＲ－ ５３（２７．２） ６０（３０．８） ６０（３０．８） ６１（３１．３）
ＥＲ－／ＰＲ＋ １１（５．６） ４（２．１） ４（２．１） ３（１．５）

表２　４种ＰＲ阳性ＮＳＩＢＣｓ病例着色细胞数、染色程度及
Ａｓｃｏｒｅ评分情况　［例（％）］

指标 １Ｅ２ ＥＰ２ ＳＰ２ １６
阴性 ８７（４４．２） １０３（５２．８） １０４（５３．３） １０８（５５．４）
阳性 １０８（５５．８） ９２（４７．２） ９１（４６．７） ８７（４４．６）

着色细胞比例

　１％～２５％ ３８（３５．２） ５０（５４．３） ４９（５３．３） ５４（６２．１）
　＞２５％～５０％ ２１（１９．４） １６（１７．４） ９（１０．０） １２（１３．８）
　＞５０％～７５％ ７（６．５） ９（９．８） １１（１２．３） ５（５．７）
　＞７５％ ４２（３８．９） １７（１８．５） ２２（２４．４） １６（１８．４）
染色强度

　弱 ２６（２４．１） ４７（５１．１） ４４（４８．４） ４３（４９．４）
　中 １９（１７．６） ２２（２３．９） ２４（２６．４） ２０（２３．０）
　强 ６３（５８．３） ２３（２５．０） ２３（２５．３） ２４（２７．６）
ＡＳｃｏｒｅ
　３ １２（１１．１） ２３（２５．０） ２６（２９．２） ２７（３１．０）
　４ １４（１３．０） １８（１９．６） １１（１２．４） １５（１７．２）
　５ ８（７．４） １５（１６．３） １５（１６．９） １３（１３．８）
　６ １９（１７．６） １１（１２．０） １４（１５．７） １４（１６．１）
　７ １５（１３．９） １４（１５．２） ９（１０．１） ７（８．０）
　８ ４０（３７．０） １１（１２．０） １４（１５．７） １２（１３．８）
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２．４　４种ＰＲ抗体的平均着色情况、染色强度及Ａｓｃｏｒｅ
评分比较

　　结果显示，１Ｅ２的平均着色细胞数、平均阳性细胞
百分比评分、平均染色强度及平均Ａｓｃｏｒｅ评分均明显
高于ＥＰ２、ＳＰ２、１６（Ｐ＜０．０１），而 ＥＰ２、ＳＰ２、１６之间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表３）。

表３　４种ＰＲ染色阳性患者的着色细胞数、百分比评分、
染色强度及Ａｓｃｏｒｅ评分比较

抗体
阳性

例数

平均着色

细胞数（％）
平均百分

比评分

平均染

色强度

平均

Ａｓｃｏｒｅ
１Ｅ２ １０８ ５１．３４ ３．８７ ２．３４ ６．２１
ＥＰ２ ９２ ３４．１７ａ ３．３５ａ １．７２ａ ５．０９ａ

ＳＰ２ ９１ ３７．８０ａ ３．４０ａ １．７７ａ ５．１２ａ

１６ ８７ ３０．３７ａ ３．１６ａ １．７８ａ ４．９４ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与１Ｅ２比较

３　讨论

　　通过对１９５例 ＮＳＩＢＣｓ组织芯片进行 ４种 ＰＲ抗
体（１Ｅ２、ＥＰ２、ＳＰ２、１６）ＩＨＣ染色及比较，显示兔单克隆
抗体１Ｅ２平均着色细胞数、平均百分比评分、平均染
色强度、平均Ａｓｃｏｒｅ明显高于其他３个抗体，是较理
想的ＰＲ抗体。
　　兔单克隆ＰＲ抗体１Ｅ２阳性率高、受固定延时等
因素影响小［９－１０］。尽管兔单克隆与鼠单克隆抗体均是

临床病理试验室及科研常用免疫组化选择，但有研究

认为兔单克隆 ＰＲ抗体具有更高的敏感性及可靠
性［１２］。本研究１９５例ＮＳＩＢＣｓ染色 ＰＲ的整体阳性率
约５０％，其中兔单克隆抗体 ＥＰ２为４７．２％（９２／１９５）、
ＳＰ２为４６．７％（９１／１９５）、１Ｅ２为５５．８％（１０８／１９５），鼠
单克隆抗体１６为４４．６％（８７／１９５），与文献报道的 ＰＲ
阳性率（５４．７％～７５．５％）基本类似［１３］。不仅抗体的不

同克隆号会导致ＩＨＣ结果有差别，其他因素也对组化
结果产生不同影响，如标本预处理过程（固定液类型、

标本固定时间）、分析因素（稀释、对照样本）等影

响［１３］。延长福尔马林固定时间会使ＥＲ／ＰＲ表达评分
下降，但１Ｅ２受固定影响最小［９］。本试验所用ＮＳＩＢＣｓ
手术标本取材后均经中性福尔马林固定过夜（２４～４８ｈ），
但４种 ＰＲ阳性率有差别且 １Ｅ２阳性率最高，说明
１Ｅ２受固定时长影响最小。
　　１Ｅ２与其他３个抗体的一致性及 Ａｓｃｏｒｅ评分不
同，敏感性更高。本研究结果表明 １Ｅ２与 ＥＰ２、ＳＰ２、
１６等３个抗体一致性中等（κ值分别为０．６９４、０．６４５、
０．６３４），而ＥＰ２与 １６、ＳＰ２（κ值为 ０．８０４、０．７５３）、１６
与ＳＰ２（κ值为０．７８３）一致性较好。关于 κ值意义的

解释目前并无统一标准，常用分段解释如下：κ＜０．２，
差；０．２１～０．４，弱；０．４１～０．６０，中；０．６１～０．８，好；０．８１～
１．００，非常好［１３］。所用４个抗体间的κ值中等（０．６１～
０．８），且４个ＰＲ抗体与ＥＲ表达的阴性及阳性病例构
成比差异无统计学意义（Ｐ＝０．２３６），说明４个 ＰＲ抗
体对ＮＳＩＢＣｓ组织的着色整体是一致的。此外，４个
ＰＲ抗体对ＮＳＩＢＣｓ组织染色（＋／－）构成比无明显统计
学意义（Ｐ＞０．０５），然而肿瘤细胞平均着色细胞数、平
均百分比评分、平均染色强度、平均 Ａｓｃｏｒｅ等４个因
素分层比较中１Ｅ２各项评分最高，且进一步组间分析
显示１Ｅ２与其他３个抗体（ＥＰ２、ＳＰ２、１６）比较均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），但后三者之间无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。综上，１Ｅ２比其他３个抗体（ＥＰ２、ＳＰ２、１６）对
ＮＳＩＢＣｓ组织有更高的敏感性和可靠性。
　　本试验还发现 ３个问题：①１Ｅ２、ＥＰ２、ＳＰ２、１６等
４个抗体均存在少量的 ＥＲ－／ＰＲ＋病例，其中 ＥＰ２、
ＳＰ２、１６分别为２．１％、２．１％和１．５％，１Ｅ２达到 ５．６％
（１１／１９５）。ＥＲ－／ＰＲ＋病例组客观存在的。ＨＷＡＮＧ
等［６］对８１０５８７例乳腺癌患者行激素受体免疫组化研
究的结果中 ＥＲ－／ＰＲ＋型乳腺癌占 １６．７％（１３５４４１／
８１０５８７），且该型患者预后比 ＥＲ＋／ＰＲ±组患者差。
ＨＵＡＮＧ等［１４］对 １３６２例乳腺癌 ＨＥＲ２状态研究中
ＥＲ－／ＰＲ＋病例占５．３％。ＰＲ存在多个亚型，但 ＰＲ抗
体常结合 ＰＲＡ和 ＰＲＢ亚型。ＣＡＬＨＯＵＮ等［１５］认为

１Ｅ２可结合 ＰＲＡ、ＰＲＢ、ＰＲＣ等 ３个亚型，１６仅结合
ＰＲＡ、ＰＲＢ等 ２个亚型，这可能是 １Ｅ２敏感性高的原
因之一。本试验１１例１Ｅ２（ＥＲ－／ＰＲ＋）中，ＰＲ染色强
度为１％～９７％不等，仅１例阳性率为 ９７％，其他均≤
３５％，１１个病例平均染色强度３０．１％。１Ｅ２（ＥＲ－／ＰＲ＋）
病例与其他激素状态组（ＥＲ＋／ＰＲ－、ＥＲ＋／ＰＲ＋、
ＥＲ－／ＰＲ－）在临床病理及分子机制方面的差别需收集
更多病例进一步分析。②本研究结果显示 ＰＲ（１Ｅ２、
ＥＰ２、ＳＰ２、１６）等４个抗体一致性，与 ＣＡＬＨＯＵＮ等［１５］

验证４个ＰＲ抗体（１Ｅ２、１Ａ６、１６、６３６），以及ＴＲＯＸＥＬＬ
等［９］分析的 ４个 ＰＲ抗体（１Ｅ２，１６，ＰｇＲ６３６，ＰｇＲ
１２９４）一致性的结论一致，即ＰＲ的多个克隆号抗体一
致性好，但 １Ｅ２对乳腺癌有更高的亲和力，且使用最
广泛。③有１例 ＮＳＩＢＣ组织显示 ＰＲ抗体（１６、ＥＰ２）
的ＩＨＣ结果细胞核及细胞质阳性，该现象并未在其他
文献中提及，仅 ＩＢＲＡＨＩＭ等［１０］报道 ＳＰ２出现细胞质
假阳性和非特异性染色。

　　最后，虽然国内乳腺病理专家并未对 ＰＲ抗体进
行推荐［１６］，本试验也提示 ４个 ＰＲ抗体（１Ｅ２、ＥＰ２、
ＳＰ２、１６）ＩＨＣ表达一致性较好，均可用于乳腺癌临床
病理诊断，但兔单克隆抗体 １Ｅ２比其他 ３个抗体
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（ＥＰ２、ＳＰ２、１６）敏感性及染色强度等方面更好、无非特
异性染色，具有更好的临床病理使用价值。
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