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　　摘　要：目的　探讨乳腺癌患者癌细胞ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７表达的应用价值及质量控制。方法　采用细针吸取细胞

学涂片或术中细胞学印片获取标本，联合免疫细胞化学染色，研究５３例乳腺癌患者癌细胞ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７的生物学

表达，并与免疫组织化学染色进行对照分析。结果　５３例乳腺癌患者 ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７的生物学表达分别为

７３．５８％、５８．４９％、５６．６０％、６８．６３％、８１．１３％，ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７阳性病例和阳性强度，免疫细胞化学染色与免疫组织

化学染色之间差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　免疫细胞化学染色可替代免疫组织化学染色，在乳腺癌的术前诊断、治疗

方案的选择、以及预后的判断具有重要的意义。全过程的质量控制是做好乳腺癌免疫细胞化学染色的关键。
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　　乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，发病率呈逐年上升趋

势，严重威胁着女性的身体健康，早期及时的诊治乳腺癌是提

高患者生存期最重要的因素［１］。近些年来，有学者采用细胞学

的方法，观察乳腺癌患者ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７的指标，

以求了解乳腺肿瘤性质和生物学表达，达到合适选择治疗方案

的目的［２］。本文采用细针针吸细胞涂片／术中细胞印片获取标

本，以及联合免疫细胞化学染色技术对５３例乳腺癌患者ＥＲ、

ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７的生物学表达及其临床应用价值进行

了研究，并探讨乳腺癌免疫细胞化学染色的质量控制。现将有

关结果分析如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５３例乳腺癌患者系本院门诊或住院的女性

病人，年龄２６～７４岁，平均５２．２岁。肿块部位发生在左侧乳

腺２９例、右侧乳腺２４例，肿块大小在０．５～８．０ｃｍ，同侧腋窝

淋巴结转移２７例。所有病例均经术后病理学证实。

１．２　取材方法　门诊首诊患者，局部消毒采用７～８号针头作

细针吸取细胞学检查，将抽吸物制成涂片；住院患者在做手术

中冰冻快速检查同时，切取较小病变组织作细胞学印片。

１．３　检测方法　取涂片／印片，根据制片的数量多少，有选择

性的作ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７免疫细胞化学染色。ＥＲ、

ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７染色检测试剂盒由福州迈新生物技术

开发有限公司提供。采用ＳＰ两步法进行免疫细胞化学染色，

浓缩型ＤＡＢ显色试剂盒，操作步骤按照说明书进行。具体染

色方法如下：预先准备好经 ＡＰＥＳ处理过的载玻片，将制成的

细胞学涂片／印片均经过１０％中性福尔马林固定１０ｍｉｎ，然后

用３％双氧水室温孵育１０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶的活

化，蒸馏水浸泡２ｍｉｎ；高压修复１．５ｍｉｎ；滴加一抗，室温放置

１ｈ，磷酸盐缓冲液冲洗５ｍｉｎ×３；滴加 Ａ试剂，室温孵育３０
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ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液冲洗３ｍｉｎ×３；滴加 Ｂ液，室温孵育２０

ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３；ＤＡＢ溶液显色，自来水终止显色；苏

木素复染细胞核、脱水、透明、封片。用已知的阳性片作为阳性

对照，以０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为阴性

对照。然后在显微镜下观察ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７免疫

细胞化学染色结果，并与组织病理学对照。结果判断标准［７］：

（１）ＥＲ、ＰＲ、Ｐ５３、Ｋｉ６７免疫细胞化学染色阳性物质均定位于细

胞核，以癌细胞核内见棕黄色颗粒为阳性细胞。无细胞着色为

阴性（－）；阳性细胞数小于或等于２５％为弱阳性（＋）；阳性细

胞数２６％～５０％为中等阳性（＋＋）；阳性细胞数大于５０％为

强阳性（＋＋＋）。（２）、ＣｅｒｂＢ２免疫细胞化学染色阳性物质

定位于细胞膜，以出现明显棕褐色物质为阳性。无细胞着色为

阴性（－），阳性细胞数小于１０％，但膜染色不完全为弱阳性

（＋）；阳性细胞数１０％～３０％，膜染色完全，为中等阳性（＋

＋）；阳性细胞数大于３０％，膜染色完全，为强阳性（＋＋＋）。

１．４　统计学处理　患者细胞学涂片／印片作ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ

２、Ｐ５３、Ｋｉ６７免疫细胞化学染色的结果与手术切除组织的免疫

组织化学染色的结果进行对照研究。应用ＳＰＳＳ１６．０软件进

行统计学分析。两种方法阳性病例采用配对χ
２ 检验，阳性反

应强度一致性采用Ｋａｐｐａ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　５３例乳腺癌免疫细胞化学染色与免疫组织化学染色结

果对比分析　由表１可见，采用免疫细胞化学染色，ＥＲ、ＰＲ、

ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７ 阳 性 率 分 别 为 ７３．５８％、５８．４９％、

５６．６０％、６８．６３％、８１．１３％，ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３免疫细胞

化学染色阳性例数均略高于免疫组织化学染色例数，Ｋｉ６７免

疫细胞化学染色与免疫组织化学染色例数相等。各项检测指

标免疫细胞化学染色与免疫组织化学染色比较，经χ
２ 检验两

者之间差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　５３例乳腺癌免疫细胞化学染色与免疫

　　组织化学染色结果对比（狀）

检测项目 狀
免疫细胞

化学法（＋）

免疫组织

化学法（＋）
犘

ＥＲ ５３ ３９ ３８ ＞０．０５

ＰＲ ５３ ３１ ２８ ＞０．０５

ＣｅｒｂＢ２ ５３ ３０ ２７ ＞０．０５

Ｐ５３ ５１ ３５ ３３ ＞０．０５

Ｋｉ６７ ５１ ４３ ４３ ＞０．０５

２．２　５３例乳腺癌免疫细胞化学染色与免疫组织化学染色强

度对比分析　由表２可见，５３例乳腺癌免疫细胞化学染色与

免疫组织化学染色强度对比分析，ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７

两方法比较，强度一致性分别为３４、２５、２４、３０和３８例，强度不

一致分别为４、３、３、３和５例，且ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７

强度不一致表现为免疫细胞化学染色高于免疫组织化学染色

一个等级，但各项指标免疫细胞化学染色与免疫组织化学染色

比较，经 ｋａｐｐａ检验两者之间差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），见表２。

综合上述两组对比分析，采用术前细针吸取细胞学方法或

术中印片细胞学的方法获取检验标本，做与乳腺癌有关生物学

指标的免疫细胞化学染色，可代替病理的免疫组织化学染色。

表２　　乳腺癌免疫细胞化学染色与免疫组织化学

　　　染色强度对比分析（狀）

检测项目 阳性 强度一致 强度不一致 犘

ＥＲ ３８ ３４ ４ ＞０．０５

ＰＲ ２８ ２５ ３ ＞０．０５

ＣｅｒｂＢ２ ２７ ２４ ３ ＞０．０５

Ｐ５３ ３３ ３０ ３ ＞０．０５

Ｋｉ６７ ４３ ３８ ５ ＞０．０５

３　讨　　论

３．１　免疫细胞化学染色技术在乳腺癌诊断中的应用价值　检

测患者ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７等生物学指标的表达与

否，在乳腺癌诊断与治疗中具有十分重要的意义。传统的是术

后免疫组织化学染色方法进行检测，随着科学的进步和人们认

识的提高，在患者术前利用免疫细胞化学染色（ＩＣＡ）检测与肿

瘤诊断、治疗以及预后判断有关的生物学指标，具体是采用针

吸细胞学（ＦＮＡ）制片或其他方法获取某一组织的细胞或细胞

簇涂片，进行免疫细胞化学染色，从而得到肿瘤某些生物学指

标参数的方法。国外学者采用ＩＣＡ方法检测乳腺癌的生物学

表达其特异性和精确性高达９５％以上
［３４］。国内研究相继报

道，陈婉娴等采用针吸细胞 ＨＥ染色涂片，经退色处理开展免

疫细胞化学染色取得了满意的效果［５］。宋安辉等［２］、王焱等［６］

相继开展了乳腺癌患者性激素受体ＣｅｒｂＢ２的免疫细胞化学

染色技术，并用于术前判断乳腺癌的预后并指导治疗。本文是

采用细针针吸细胞学涂片或术中细胞学印片获取标本开展免

疫细胞化学染色，其结果显示ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７的

阳性例数和阳性强度略高于术后免疫组织化学染色，与文献

［２，８］报道的相似，但经统计学处理，各项指标比较差异均无统

计学意义（犘＞０．０５）。免疫细胞化学染色检测的 ＥＲ、ＰＲ、

ＣｅｒｂＢ２等某些生物学指标已应用于乳腺癌的诊断、治疗、预

后分析中［６］。因此，开展细针针吸细胞学或术中印片细胞学，

联合免疫细胞化学染色，可以代替免疫组织化学染色技术，在

术前／术中对乳腺癌诊断、治疗方案的选择以及预后的判断意

义十分重大。

３．２　免疫细胞化学染色技术在乳腺癌诊断中的质量控制　乳

腺癌免疫细胞化学染色的质量控制主要有：（１）正确的取材，制

作良好的细胞学涂片或印片是做好 ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、

Ｋｉ６７染色的前提。在制片过程中要注意不要用力过猛，防止

细胞退变变形，退变变形的细胞其抗原也会不同程度的受损，

影响染色结果；而且制片时应尽量均匀的涂抹每张玻片，力求

使细胞以单细胞层的状态平铺在玻片上，防止涂片上细胞层过

厚，过厚的细胞层易出现假阴性的结果。（２）正确的固定细胞

学标本，是做好ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ２、Ｐ５３、Ｋｉ６７染色的基础。固

定的目的是最大限度的保存细胞的抗原性［９］。乳腺癌的细胞

学涂片固定液一般采用１０％的中性福尔马林效果较好。实验

证明，乳腺癌的ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２等染色用中性福尔马林可以降

低假阴性的发生率，其效果强于９５％的乙醇。（３）做好乳腺癌

细胞的抗原修复过程，是保证ＥＲ、ＰＲ、ＣｅｒｂＢ（下转第１９２７页）
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乙肝携带状态而不接受治疗。

ＴＢＡ和ＡＬＴ是反映肝损伤的有效指标，在常规实验室检

测中，升高的ＡＬＴ水平提示肝细胞损伤，并与乙肝感染患者

发生肝硬化的风险息息相关。国内许多学者已开展相关研

究［５７］，本研究中分析了ＴＢＡ、ＡＬＴ水平与 ＨＢＶ感染模式的

关系，患者血清ＴＢＡ水平与 ＨＢＶ感染模式无关（犘＞０．０５）。

而血清ＡＬＴ水平以大三阳活性最高，小三阳次之，１，５阳性组

最低（犘＜０．０５），可见ＡＬＴ活性可在一定程度上反映 ＨＢＶ复

制及传染性强弱。本研究同时分析了３种不同乙肝感染模式

中ＤＮＡ拷贝数分别与 ＴＢＡ 、ＡＬＴ的相关性，结果显示在

ＨＢｅＡｇ阴性患者中 ＨＢＶＤＮＡ拷贝数与血清 ＡＬＴ水平存在

显著正相关关系（犘＜０．０５），即随着ＤＮＡ拷贝数的增加，血清

ＡＬＴ水平增高。在大三阳患者中 ＨＢＶＤＮＡ与血清 ＡＬＴ都

处于较高水平，而在小三阳和１，５阳性的患者中 ＨＢＶＤＮＡ

检测不仅可以直观反映病毒复制状态，而且与肝脏损害程度呈

正相关关系。国外有研究认为在 ＨＢｅＡｇ阴性的感染者中

ＡＬＴ水平高于正常值上限的０．５倍与进展性肝纤维化相关，

并且男性ＡＬＴ＞３０ＩＵ／Ｌ或女性 ＡＬＴ＞１９ＩＵ／Ｌ加上 ＨＢＶ

ＤＮＡ高于１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ说明患者为活动性慢性乙肝患者
［８］。

ＨＢＶ感染的临床表现众多，若在国内同样建立起 ＨＢＶＤＮＡ

和ＡＬＴ的临界值将对乙肝患者病情的综合判断以及长期管

理具有重要意义。
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２、Ｐ５３、Ｋｉ６７染色成功的关键。乳腺癌的抗原修复，一般采用

高压热修复法，操作过程中要注意修复的压力和时间的控制；

取出细胞学涂片前，要等待缓冲液冷却后方可进行后续的操作

过程，否则容易造成脱片；柠檬酸盐缓冲液的量必须保证所有

细胞学涂片都能浸泡到，用过的缓冲液应弃掉，不能重复使用。

（４）做好显色反应过程的质量控制，也是确保检测结果可靠性

的重要环节。ＤＡＢ显色时间长短，由于不同的标本，细胞的分

化程度的差异化，细胞抗原含量不尽相同，其显色的时间不可

能完全一致。对于抗原含量较多的标本，应防止显色时间过长

而导致的背景着色和非特异性染色。此外，注意ＰＢＳ冲洗要

充分，滴加试剂要足量等环节的控制。（５）、做好乳腺癌标本的

免疫细胞化学染色各项目的阳性对照和阴性对照，包括内、外

对照试验。此外，新购进的试剂一定要做预试验，找出最理想

的抗体效价。做好检测试剂保存条件（如温度）的管理工作，杜

绝使用过期试剂。

总之，乳腺癌免疫细胞化学质量控制是多方面的，应从标

本的采集、制作、固定、抗原修复、染色反应以及试剂的管理等

工作入手，注重细节管理，操作力求做到标准化、规范化。加强

全过程的质量管理工作，才能确保检测结果的准确性和可

靠性。
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