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检测乳腺癌C('J" 蛋白表达和基因扩增在临床病理诊断及分子靶向治疗中的应用及意义& 方法!用免疫组化"BCD#和显色原位

杂交技术"DB/C#检测 K# 例乳腺癌石蜡包埋组织标本中C('J" 蛋白的表达及基因扩增情况!比较两种方法的结果以及与临床病理

的关系& 结果!C('J" 蛋白过表达与C('J" 基因扩增之间密切相关& 结论!两者综合结果的判定对乳腺癌患者的临床治疗有明

确的指导意义!可用于临床赫塞汀"C?@>?L=7:#分子靶向治疗病例的筛选&
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!!原癌基因 C('J"[>J?@FWJ"[:9?与 PJ?@FW原癌基

因有高度同源性!定位于 $M\$"J"$!其具有酪氨酸激酶

活性!现已证实在 "#] 5̂#]的乳腺癌病人中 C('J"

基因扩增或蛋白过表达!而大量研究表明C('J" 的过

表达与乳腺癌病程的进展及不良预后有关$$J"%

!随着现

代分子生物学及其相关学科的发展!目前对 C('J" 基

因的研究已越来越受到国内外学者的重视!同时乳腺

癌的治疗策略也发生了极大的变化!通过抑制细胞活

化信号的传递来治疗有 C('J" 基因扩增的乳腺癌的

药物赫塞汀"C?@>?L=7:#已通过美国_U*认证!并已成

功应用于临床治疗!疗效显著$5J%%

& 以往多采用免疫组

化"BCD#方法检测 C('J" 蛋白的表达!显色原位杂交

"DB/C#技术是近年来对 C('J" 基因检测的一种新方

法!我们运用这两种检测技术对 K# 例乳腺癌标本的

C('J" 蛋白和基因进行检测!通过两者综合结果的判

定!为临床筛选赫塞汀用药病例及选择治疗方案提供

了可靠的依据&

@A材料与方法

$4$!材料

$4$4$!标本!!收集我院 "#$# 年下半年手术切除乳腺癌石

蜡标本 K# 例!其中浸润性导管癌 %` 例!导管内癌 $" 例!患者均

为女性!年龄 5N M̂# 岁!平均 %5 岁!有 %K 例浸润性导管癌病例

发生局部或腋窝淋巴结转移!标本均经 $#]中性甲醛固定处

理&

$4$4"!试剂!!BCD检测试剂采用小鼠抗人C('J" 单克隆抗

体工作液!即用型非生物素免疫组化 (:17<72: 检测试剂盒

"aB,J66#"#!均购自福州迈新生物技术有限公司& DB/C检测

试剂采用 bA8?/.2,JT7E;=C('" DB/C即用型试剂标准试剂

盒!为美国bA8?G公司产品!购自北京中杉生物技术有限公司&

$4"!方法

$4"4$!免疫组化法"BCD#!!常规切片脱蜡后入 .W/ 液!组

织片入 (U,*LC`4# 枸橼酸缓冲液中行高压修复!切片浸入

5]C

"

-

"

$# 87:& .W/液充分洗涤后滴加一抗于切片上!5M c

烤箱孵育 6# 87:!.W/液洗 N 87: d5 次!二抗室温孵育 5# 87:'

.W/充分洗涤后 U*W显微镜下观察显色!达到信号强度后终

*MK5*
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止显色!苏木素衬染!脱水!透明!封片&

$4"4"!显色原位杂交法"DB/C#!!常规石蜡切片 %

!

8!自然

干燥后 K# c烤片 % ;!脱蜡至纯水!入预处理液中加热!6` c以

上煮沸 "# 87:后!立即入室温下纯水洗 " 87: d5 次'胃酶消化

` 87:后梯度酒精脱水!自然干燥晾干!每张切片滴加C('J" 探

针 $N

!

3!盖玻片封闭以免加热时蒸发!6N c变性 N 87:!5M c

.D'杂交仪过夜!常温 //D液洗涤后入 M# c //D液 N 87:!纯

水洗 " 87: d5 次!5]C

"

-

"

甲醇溶液 $# 87:!.W/ 洗 " 87: d5

次!滴加阻断剂室温 $# 87:!不必洗涤!甩去后直接滴加鼠抗

UB)抗体!室温 5# 87:!.W/ 洗!滴加 C'.J抗鼠抗体!室温 5#

87:!.W/洗!U*W显色室温 5# 87:!水洗后!苏木素复染!梯度

酒精脱水!透明!封片& 每次实验均设立阴)阳性对照&

$45!结果判定标准

$454$!BCD检测结果判定!!按照迈新公司提供的分级标

准!参考C?@>?L=?<=标准$N%进行评定& 全部瘤细胞中细胞膜无

染色或少于 $#]的肿瘤细胞膜染色为" O#'大于 $#]的瘤细

胞呈现微弱)不完整的细胞膜着色" e#'瘤细胞细胞膜呈现大

于 $#]轻度至中度完整染色结果为" ee#'瘤细胞细胞膜大于

$#]完全强染色结果为" eee#&

$454"!DB/C基因检测结果的判定!!大部分"大于 N#]#肿

瘤细胞核内有 $ N̂ 个 C('J" 基因信号颗粒视为无扩增!大部

分"大于 N#]#肿瘤细胞核内有 % K̂ 个基因信号颗粒视为低

拷贝扩增!大部分肿瘤细胞"大于 N#]#每个核内有 N 个或以

上的信号点!或超过 N#]的肿瘤细胞中出现大簇团的信号为高

拷贝扩增& 对于难以判定的标本!采用选定区域计数细胞 5# ^

K# 个的信号颗粒来进行判读&

$4%!统计学处理

!!采用非参数检验法判断 C('J" 蛋白表达和基因扩增及二

者与淋巴结转移间的相互关系!!f#4#N 为有统计学意义&

%A结果

"4$!C('J" 蛋白的表达和C('J" 基因扩增的关系

!!K# 例乳腺癌标本组织经 BCD检测 C('J" 蛋白表达病例

中!$K 例强阳性" eee#!其 C('J" 基因扩增阳性率为 6%]

"$N[$K#!高拷贝扩增为 $" 例!低拷贝扩增 5 例!无扩增 $ 例'

$6 例阳性 " ee#病例中!C('J" 基因扩增阳性率为 K5]

"$"[$6#!低拷贝扩增 $" 例!无扩增 M 例'$# 例弱阳性病例中!

C('J" 基因扩增阳性率 $#]"$[$##!低拷贝扩增 $ 例!6 例无

扩增'$" 例阴性病例中!基因扩增率为 #"#[$N#& 本研究结果

显示!C('J" 基因扩增与 C('J" 蛋白表达各组分布中!阳性率

差别明显!差异有统计学意义"!f#4#N#!表明 C('J" 蛋白的

阳性表达和C('J" 基因扩增成正相关&

"4"!C('J" 蛋白表达)基因扩增与淋巴结转移

!!本研究 K# 例乳腺癌标本中!%N 例"MN]#C('J" 蛋白表达

阳性!均为为浸润性导管癌!为浸润性导管癌病例的 6%]

"%N[%`#'C('J" 蛋白表达病例中伴淋巴结转移癌组的分布为

`#]"5M[%K#'而未伴淋巴结转移癌组的分布为 "$]"5[$%#&

$" 例导管内癌 C('J" 蛋白表达均为阴性"#[$"#& 本研究 K#

例乳腺癌中伴淋巴结转移组C('J" 蛋白表达阳性率"`#]#与

未伴淋巴结转移组阳性率 ""$]#比较!差异有统计学意义

"!f#4#N#!见表 $'本组 K# 例乳腺癌中!"` 例"%M]#C('J" 基

因扩增阳性!其中 $" 例 C('J" 基因高拷贝扩增均为浸润性导

管癌!为浸润性导管癌的 "N]"$"[%`#'C('J" 基因扩增病例

在伴淋巴结转移癌组的分布为 N%]""N[%K#'而在未伴淋巴结

转移癌组的分布为 "$]"5[$%#& $" 例导管内癌C('J" 基因扩

增均为阴性"#[$"#& 本研究 K# 例乳腺癌中伴淋巴结转移癌组

C('J" 基因扩增阳性率"N%]#与未伴淋巴结转移癌组""$]#

比较!差异有统计学意义"!f#4#N#!见表 $&

表 @A!"#$% 蛋白表达)基因扩增与乳腺癌转移的关系

C('J" ""!]# C('J" 基因扩增""!]#

项目
例数

""# 阳性 阴性 阳性 阴性

伴淋巴结转移 %K

5M"`##

!

6""##

"N"N%#

!

"$"%K#

未伴淋巴结转移 $% 5""$# $$"M6# 5""$# $$"M6#

!

(与未伴淋巴结转移组比较!!f#4#N

BA讨论

!!C('J" 基因表达增高与原发性肿瘤的组织学或

细胞核分级差!阳性淋巴结水平)肿瘤体积大)肿瘤细

胞增殖活性高和U+*多倍体相关!与肿瘤雌激素受体

及孕激素受体表达呈负相关$K%

& 临床上!C('J" 过表

达的乳腺癌患者往往生存率低)病情进展迅速)易复发

及转移)对化疗耐药)化疗缓解期缩短$M%

!同时其能作

为独立的乳腺癌预后因素!C('J" 过表达的患者无病

生存"U_/#和总生存"-/#较短$`%

& "##" 年美国 _U*

批准了一种全新药物C?@>?L=7:的使用!这种是一种人

源化的针对C('J" 受体的单克隆抗体!它能通过抑制

肿瘤细胞生长信号的传导进而抑制肿瘤生长)减少 /

期肿瘤细胞数目!下调肿瘤细胞表面的C('J" 蛋白及

减少血管内皮生长因子产生等途径发挥作用!临床应

用显示C?@>?L=7:能有效治疗 C('J"[:9?高表达的乳

腺癌$6J$"%

!提高患者生活质量& C?@>?L=7: 也被用于其

他系统肿瘤!如头颈肿瘤!还有希望用于进展期或转移

性胰腺癌的治疗$$5J$N%

&

!!免疫组化是一项较为成熟的技术!已在临床病理

上普遍应用& BCD能检测组织中蛋白的表达强度及蛋

白定位!还具有较好的组织形态学的信息!但作为一项

半定量技术并易受诸多因素的影响& 本研究中 BCD

检测C('J" 蛋白阳性率为" e^eee#MN]!能较好

地显示其细胞膜定位& 而 C?@>?L=7: 发挥作用需要肿

瘤细胞表面的C('J" 蛋白!但由于BCD可能存在假阳

性!其灵敏度及阳性预测值有多高尚不确定!因此并非

所有细胞膜表达 C('J" 蛋白的患者都需要接受 C?@J

*`K5*
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>?L=7: 的治疗& 弱阳性病例则需从基因水平检测

C('J" 以确定细胞膜 C('J" 蛋白阳性的细胞其细胞

核中基因的情况&

!!DB/C是将癌基因探针用地高辛或生物素标记!利

用过氧化物酶或碱性磷酸酶的反应使在光学显微镜下

检测石蜡组织8'+*的表达水平& 本研究结果示!在

乳腺癌中 DB/C检测 C('J" 基因扩增阳性率为 %M]!

与BCD阳性率相比较低!这提示我们BCD可能存在扩

大C('J" 蛋白表达阳性率的可能!我们进一步分析比

较了两种方法结果的差异!随着C('J" 蛋白表达的增

加!C('J" 基因扩增增加!具有统计学意义!表明

C('J" 蛋白高表达主要由其基因扩增引起& 数据显

示BCD强阳性组" eee#!DB/C阳性率为 6%]!BCD

弱阳性组" e^ee#!DB/C阳性率为 %N]!BCD阴性

组" O#!DB/C阳性率为 #& 数据表明强阳性及阴性表

达与C('J" 基因扩增与否有良好的一致性'C('J" 弱

阳性表达一致度只有 %N]!所以并不能反应C('J" 蛋

白表达的真实情况!应进一步从基因水平检测 C('J"

情况!以正确指导临床用药&

!!本研究应用 BCD和 DB/C联合检测乳腺癌中

C('J" 蛋白及基因的表达!得出 C('J" 蛋白高表达由

基因的扩增引起!BCD检测 C('J" 蛋白强阳性或阴性

可直接指导临床对C?@>?L=7:的应用!弱阳性病例则需

行基因检测才可指导临床赫塞汀"C?@>?L=7:#分子靶

向治疗病例的筛选&
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欢迎使用+局解手术学杂志,稿件远程处理系统

!!为提高编辑)出版工作效率!缩短论文发表周期!加强作者)读者)编者及审稿专家的联系!+局解手术学杂志,开通了互联网在

线投稿)审稿)查询系统!本系统包括作者在线投稿查稿)专家在线审稿)编辑在线办公 5 部分& 即日起作者可通过网站投稿并查询

稿件处理情况!审稿专家可实现网上审稿& 网址为 ;==L([[ZZZ4X@I2<4>284>:& 本刊编辑部欢迎广大作者)读者访问本刊网站并使

用该系统&

!!如果您在投稿中遇到什么问题!或者对本系统及网站有好的意见和建议!请及时联系我们!谢谢您的大力支持-
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