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\Ê (

,

0<5

基因状态#比

较不同切片方法及不同结果判读人员的经验区别%方法
!

$$

例乳腺癌石蜡包埋组织分组切片和观察判读#观察
!

组(由技术人
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是人类表皮生长因子受体
(

!其编码基因位

于
!1

f

(!

!编码相对分子质量为
!+$g!)

* 跨膜蛋白!具有细胞

内酪氨酸激酶活性!调节细胞的生长发育及分化#目前已证实

($Z

"

*)Z

的晚期乳腺癌患者肿瘤有
\Ê (

基因的扩增或过

度表达!对一般化疗方案无效!肿瘤易早期复发且患者生存期

缩短!靶向治疗药物
\<?6<

F

7.0

自问世并成功用于临床!已使

很多
\Ê (

高表达的患者受益!这提示准确测定
\Ê (

基因

状态至关重要-

!

.

#目前美国
4W%

批准临床上进行检测的方法

有
(

种(一为免疫组织化学$

.==508S./786S<=./7?

J

!

A\&

%检测

蛋白表达!二为荧光原位杂交$

]:58?</6<07.02/.75S

J

D?.I.Q92

7.80

!

4AM\

%检测基因扩增!但二者各有特点!规范操作程序十

分必要#笔者采用前瞻性分析!观察了本院
$$

例女性乳腺癌

石蜡包埋组织
4AM\

和
A&\

检测
\Ê (

)

0<5

的基因状态和蛋

白表达!比较不同取材方法以及结果判读人员对检测的影响!

旨在发现影响检测重复性和准确性的因素!为临床进一步应用

该技术提供依据#

$

!

资料与方法
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!

一般资料
!

选取华中科技大学同济医学院附属荆州医院

*

+#(

*

国际检验医学杂志
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年
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月第
**

卷第
*

期
!
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!
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!

L8,*

#

基金项目(卫生部科研基金课题$

d@G())12*2))!
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年
*

"

!(

月确诊的
$$

例乳腺癌患者#$

!

%入选标准(

-

E&N;

体力评分
&

!

/

.

可获得足够病理标本的
$"'

期乳癌

患者/

/

如行乳癌根治术"改良根治术或保乳手术!腋窝淋巴结

清扫数目应超过
!)

个/$

(

%排除标准(

-

已行新辅助化疗"放疗

及或内分泌治疗/

.

腋窝淋巴结清扫数目不足
!)

个/

/

E&N;

体力评分
%

!

分#

$,%

!

标本的获取
!

对于可手术患者!通过手术获得标本!包括

原发病灶的标本和淋巴结的标本#不能手术患者通过粗针穿

刺的方法获得标本#所选标本采用中性福尔马林固定!石蜡包

埋切片后行
4AM\

检测#所采用的试剂盒为购自北京金菩嘉

公司的
>97SK

J

/.80\Ê2(WL%>?8D<@.7

!内含
\<?2(

)

0<5

WL%

探针及
&E>!1

探针#

$,&

!

切片方法
!

$$

例患者随机分为
(

组!未观察组
()

例!患

者石蜡组织由技术人员选定区域后切片
*

张!切片厚度为
3

*

=

!

!

张用于
\E

染色!

(

张用于
4AM\

和
A\&

检测/观察
!

组

*$

例!患者石蜡组织先切片做
\E

染色!由一般病理医师根据

病理图像选定区域后切片
(

张!用于
4AM\

和
A\&

检测#观察

(

组(上述
(

组患者出现
A\&

$

Y

)

!a

%!

4AM\

$

a

%或
A\&

$

(a

)

*a

%!

4AM\

$

Y

%时!由专科病理医师根据病理图像选定区域后

重新切片
(

张检测#

$,'

!

4AM\

和
A\&

检测
!

采用独立盲法检测分析#

$,',$

!

操作流程
!

A\&

操作流程(

M2>

免疫组化法#组织脱

蜡!水化!抗原修复!过氧化物酶阻断!滴加非免疫性动物血清!

第一抗体!第二抗体!链霉菌抗生物素
2

过氧化物酶溶液!

W%T

显色!苏木素!氨水返蓝!脱水!透明!封片后观察#

4AM\

操作

流程(参照文献-

(

.#

$,',%

!

结果判断

$,',%,$

!

判断标准
!

A\&

(参照&乳腺癌
\Ê (

检测指南'

-

*

.

(

$

Y

%(无染色或少于
!)Z

细胞膜染色/$

!a

%(

'

!)Z

细胞有不

完整胞膜染色/$

(a

%(

'

!)Z

细胞有较弱但完整的胞膜染色/

$

*a

%

'

!)Z

细胞有较强的完整胞膜染色#$

Y

%和$

!a

%为无

或低表达!$

(a

%和$

*a

%为过表达#

4AM\

(在
!)

)

3)

倍物镜下观察信号!选择细胞核大小一

致"核边界完整"

W%>A

染色均一"细胞核孤立无重叠"绿色着

丝粒信号清晰的区域!在
!))

倍物镜下!通过特异的单通道滤

光片随机计数
*)

个细胞内信号#正常细胞(单个间期细胞核

中红色及绿色信号各
(

个#

\Ê (

基因扩增异常细胞(单个间

期细胞核中红色信号大于
(

个#

9̂7.8

值计算(

9̂7.8

值
c*)

个细胞核中核中红色信号总数)
*)

个细胞核中绿色信号总数!

9̂7.8

$

!,+

提示该样本无
\Ê (

基因扩增/

9̂7.8

%

(,(

提示

样本中
\Ê (

基因扩增/若
9̂7.8

%

()

或众多信号连接成簇

时!可不用计算!即视为基因扩增/

9̂7.8

在
!,+

"

(,(

时!可以

选择增加计数细胞至
!))

个!或者重新本次实验来判断最终结

果#若遇到
\Ê (

基因扩增在不同癌细胞中存在异质性时!

要于另一癌区域再计算
*)

个癌细胞核中的红绿信号值!报告

其最大值!并加以注释#

$,',%,%

!

判断方法
!

所有样本均由一般病理医师读片!

A\&

$

(a

和)
*a

%!

4AM\

$

Y

%或
4AM\

$

a

%!

A&\

$

Y

"

!a

%患者!重

新切片检测后!由
(

位专科病理医师!共同判读分析!并复核前

次结果!分别记为结果
!

和结果
(

!

(

次结果有差异时!以结果

(

为准#

$,(

!

配对
@9

FF

9

分析
!

A\&

$

Y

)

!a

%为阴性组!$

(a

)

*a

%为

阳性组!以
4AM\

结果为标准!应用
M>MM!*,)

统计软件进行配

对
@9

FF

9

分析!比较
(

种切片方法对
\Ê (

)

0<5

检测一致性

的影响$

@!

!

@(

%#

@

值范围为
Y!

"

!

#

@

值为
)

表示判读的

一致性由机遇造成/负值表示判读的一致性低于机遇造成的一

致性/大于
)

的
@

值对应的判读重复性如下(

),))

"

),()

一致

性低!

),(!

"

),3)

一致性中下!

),3!

"

),#)

一致性中等!

),#!

"

),+)

一致性较好!

),+!

"

!,))

一致性极好#

%

!

结
!!

果

%,$

!

$$

例患者
\Ê (

检测
A\&

$

Y

%

(#

例!$

!a

%

+

例!$

(a

%

"

例!$

*a

%

!(

例!

4AM\

检测
!*

例$

a

%!阳性率
(*,#3Z

$

!*

)

$$

%!除观察
!

组
!

例患者
A\&

$

Y

%)

4AM\

$

a

%外!其余
A\&

$

Y

%和$

!a

%患者与
4AM\

结果一致性好!

A\&

$

(a

%和
A\&

$

*a

%未观察组与
4AM\

检测的相符率分别为
**,**Z

和

$),))Z

/观察
!

组分别为
**,**Z

和
!)),))Z

/应用
M>MM

!*,)

统计软件进行配对
@9

FF

9

分析!观察
!

组$

@!c),31+

%优

于未观察组$

@(c),#$"

%#

表
!

!!

未观察组和观察
!

组乳腺癌患者
4AM\

和
A\&

!!!

检测结果及配对
@9

FF

9

分析

分组
4AM\

A\&

$

Y

%

A\&

$

!a

%

A\&

$

(a

%

A\&

$

*a

%

配对
@9

FF

9

分析

未观察组
4AM\

$

Y

%

+ 3 ( * @!c),31+

4AM\

$

a

%

) ) ! * <!c),)!

观察
!

组
4AM\

$

Y

%

!1 3 3 ) @(c),#$"

4AM\

$

a

%

! ) ( #

<(c+,1(g!)

Y$

表
(

!!

!)

例患者不同取材方法及判读人员
4AM\

和
A\&

检查结果比较

组别 病例号 一般病理医生判读结果
专科病理医师判读结果

结果一 结果二

未观察组
$ A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

+ A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

a

%

!! A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

a

%

!# A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

*a

%

4AM\

$

a

%

() A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

观察
!

组
$ A\&

$

Y

%

4AM\

$

a

%

A\&

$

a

%

4AM\

$

a

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

a

%

!) A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

!a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

!a

%

4AM\

$

Y

%

!( A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

*( A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

*3 A\&

$

(a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

!a

%

4AM\

$

Y

%

A\&

$

!a

%

4AM\

$

Y

%
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%,%

!

共有
!)

例
A\&

$

Y

)

!a

%!

4AM\

$

a

%或
A\&

$

(a

)

*a

%!

4AM\

$

Y

%!重新切片检测后!

#

例结果不同$见表
(

%!其中
*

例

为取材误差!

*

例为判读误差!

*

例取材误差均出现在技术人员

取材组#

&

!

讨
!!

论

4AM\

技术是
()

世纪
+)

年代末期发展起来的一种非放射

性原位杂交技术!具有高稳定性"高准确性和高灵敏性的特点#

近年来!

4AM\

技术越来越多的应用于肿瘤基因的检测-

32$

.

!特

别是在乳癌患者
\Ê (

)

0<5

基因检测方面!目前被认为是检

测
\Ê (

的金标准!但其试剂价格昂贵!技术要求高!目前大

多数学者认为
A\&

是筛查
\Ê (

基因状态的首选方法!而

4AM\

用于结果的确认!二者的准确性和一致性一直是人们关

注的焦点#

既往的有关研究中!人们注意到!

A\&

检测时有关固定!

抗体$包括抗原修复%!技术$如
A\&

"

4AM\

和
&AM\

%!染色方

法以及操作者经验等的差异是很普遍的-

#

.

!而
4AM\

检测也受

到多种因素的影响!在不同实验室间存在差异-

1

.

#这些研究多

为回顾性分析!本文采用前瞻性分析!观察了
$$

例未经治疗的

女性乳腺癌石蜡组织
\Ê (

基因状态!比较了不同取材方法

和结果判读人员对
4AM\

和
A\&

检测的影响#

本组结果显示!未观察
\E

染色取材时!

A\&

与
4AM\

检

测结果一致性低于观察组!且这种误差容易出现在
\Ê (

)

0<5

表达阳性的患者中#

C8<I<?

等-

+

.发现肿瘤组织存在异质性!

而这种异质性将导致检测结果发生差异#为了避免这些误差!

&乳腺癌
\Ê (

检测指南'

-

*

.指出!应该选择与
\E

染色相同

的区域观察
A\&

和
4AM\

结果!本文结果显示在取材检测

\Ê (

)

0<5

基因之前!观察
\E

染色!准确地了解肿瘤组织的

状态!可以减少由于取材误差造成的差异#

A\&

和
4AM\

的结果判读一直是人们关注的重点!认为是

影响结果准确性和一致性的重要因素!

A\&

的结果判定属于

经验性诊断!即使采用
\<?6<

F

V</7

-

"

.

!其重复性为中等或以

下/

4AM\

虽然有一定的量化标准!但对于比值为
!,+

"

(,(

之

间的病例依然存在误差#美国
%M&N

)

&%>

乳腺癌
\Ê (

检

测专家组对这种人为因素干扰也很关注!提出
A\&

和
4AM\

的结果判读应由有经验的工作者完成!以保证结果的准确性和

一致性-

!)

.

#本组观察
!

组
$

号"

!)

号和
*3

号病例!一般病理

医师与专科病理医师判读结果有差异!表明结果判读在不同经

验的医师间是不同的!这一结论也与
d8:]]

等-

!!

.一致#

\Ê (

基因的表达状态直接影响患者的预后判断!指导临

床用药!因此国际社会对
\Ê (

检测标准化非常重视#

())#

年我国发布了&乳腺癌
\Ê (

检测指南'

-

*

.

!之后美国"英国"

加拿大等-

!)2!*

.相继推出了本国的指南性文件!在文件中对于

检测流程每个环节和实验室要求等方面都制定了详细的标准

化方案和判读标准#在本文的研究中!笔者发现即使排除了药

物和样本保存等方面的影响!

4AM\

和
A\&

检测乳腺癌患者

\Ê (

基因依然受到制片"结果断读等多种因素影响#实验室

应制定标准化的操作程序!严格按照程序进行操作!才可得到

准确而可靠的结果#
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