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摘  要 

目的：构建基于实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative real-time polymerase chain reaction, qPCR)
的结直肠癌HER2扩增检测作为荧光原位杂交(Fluorescence in situ hybridization, FISH)的补充。方法：

首先构建基于qPCR平台检测HER2和RPPH1基因拷贝数的流程，然后根据3σ原则并基于30例正常对照

样本的检测结果制定临床结直肠癌样本HER2扩增阳性的判定标准，并在临床样本中进行验证。结果：根

据30例正常对照样本的检测结果制定了临床样本HER2扩增阳性的判定标准，即RPPH1和HER2的Ct差值

大于1.6。27例结直肠癌样本的检测及判定结果显示，qPCR与FISH的检测结果具有良好一致性(Kappa值
为0.509)，qPCR检测FISH阳性样本的灵敏度60%，特异性90.9%。此外，qPCR检测FISH阳性或FISH阴

性结直肠癌患者的HER2扩增水平均显著高于正常对照人群。结论：通过qPCR技术检测结直肠癌HER2扩
增具有可行性，但仍需进一步优化检测流程并在更多临床样本中加以验证。 
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Abstract 
Objective: To construct a quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) based HER2 ampli-
fication detection method for colorectal cancer as a supplement to fluorescence in situ hybridization 
(FISH). Methods: Firstly, the process of detecting the copy number of HER2 and RPPH1 genes based on 
qPCR platform was constructed, and then the criterion for judging the amplification of HER2 in clinical 
samples was established according to the 3σ principle and based on the detection results of 30 nor-
mal control samples. Finally, it is verified in colorectal cancer samples. Results: The judgement crite-
ria for HER2 amplification in clinical samples was established, that is, the difference of threshold cy-
cle(Ct) between RPPH1 and HER2 was greater than 1.6. The results of 27 colorectal cancer samples 
showed that the detection results of qPCR and FISH were in good agreement (Kappa value was 0.509), 
and the sensitivity of qPCR in detecting FISH positive samples were 60% with specificity of 90.9%. In 
addition, the amplification level of HER2 in FISH-positive or FISH-negative colorectal cancer patients 
detected by qPCR was significantly higher than that in normal control population. Conclusion: It is 
feasible to detect HER2 amplification of colorectal cancer by qPCR technology, but it is still neces-
sary to further optimize the detection process and verify it in more clinical samples. 
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1. 引言 

结直肠癌是常见消化道肿瘤之一。据 2020 中国癌症统计报告显示，我国结直肠癌发病率和死亡率在

全部恶性肿瘤中分别位居第 2 和第 5 位，其中新发病例 55.5 万例，死亡病例 28.6 万例[1] [2]。结直肠癌

的早期症状并不明显，早癌筛查和精准治疗是降低我国结直肠癌患者死亡率的两个重要途径。在结直肠

癌治疗中，尤其针对中晚期患者，靶向治疗发挥着越来越重要的作用，人表皮生长因子受体 2 (human ep-
idermal growth factor receptor-2, HER2)是其中一个重要的治疗靶点[3] [4]。 

HER2 作为表皮生长因子受体家族的重要成员之一，具备内在酪氨酸激酶活性。当 HER2 发生受体

聚合后，会导致自身酪氨酸残基的磷酸化，进而启动下游多条信号通路，最终导致细胞的异常增殖及

肿瘤的发生发展。目前已有很多靶向 HER2 的药物用于治疗 HER2 扩增/过表达的肿瘤患者。多中心临

床试验结果显示，帕妥珠单抗联合曲妥珠单抗可用于 HER2 扩增的转移性结直肠癌的治疗[5]；此外，

以抗体药物偶联物(antibody-drug conjugates, ADC)为作用机制的 DS-8201 对 HER2 表达的转移性结直

肠癌患者也具有一定疗效[6]。关于 HER2 表达水平在肿瘤术后辅助治疗效果的预测价值，目前主要在

乳腺癌中开展了相关研究，而探索 HER2 用于预测结直肠癌辅助疗效的研究较为匮乏[7]。随着美国食
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品药品监督管理局(Food and Drug Administration, FDA)批准全球首款靶向 HER2 结直肠癌的重磅新药图

卡替尼联合曲妥珠单抗的组合疗法上市，HER2 扩增/表达水平对结直肠癌辅助治疗效果的预测意义有

待探索和明确。 
荧光原位杂交技术(fluorescence in situ hybridization, FISH)和免疫组化(immunohistochemical, IHC)是

目前检测 HER2 扩增/过表达的主要方法，FISH+或 IHC 3+是常用的 HER2 阳性判定标准。临床研究显示，

HER2 靶向药物新型 ADC DS-8201 对 HER2 低表达(IHC 2+/ISH-或 IHC 1+)的乳腺癌患者同样有效，该研

究结果扩大 HER2 阳性判定范围的同时也提出了新的问题，即如何更准确地识别 HER2 靶向药物的适用

人群。虽然 IHC 和 FISH 是临床 HER2 检测的常规方法，但二者存在各自局限性，因此基于定量聚合酶

链反应(quantitative polymerase chain reaction, qPCR) [8] [9]、液滴数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR) [10] 
[11]的 HER2 基因扩增检测以及基于实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(Real-Time Quantitative Reverse 
Transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR)的 HER2 基因表达检测[12]相关研究越来越多。对于临

床 FISH 与 IHC 检测结果不一致以及临床样本质量不符合 FISH 或 IHC 质控标准的情况，基于 PCR 的检

测方法可以作为 HER2 的辅助诊断方法，但这些方法的 HER2 阳性判定标准及其与 FISH、IHC 检测结果

的一致性都需要进一步验证。 
为明确不同的 HER2 扩增/表达检测方法的结果一致性，并探究 HER2 扩增/表达对结直肠癌术后辅助

治疗疗效的预测价值，本研究开展回顾性研究，拟纳入至少 40 例接受手术切除治疗的结直肠癌患者并收

集福尔马林固定、石蜡包埋的组织样本(Formalin Fixed Paraffin Embedded, FFPE)，分别使用 IHC、FISH、

qPCR 技术检测结直肠癌组织中 HER2 表达与扩增情况，进而系统分析不同方法检测 HER2 结果的一致

性。该研究有望为临床 HER2 检测提供一种新的辅助方法，同时也为结直肠癌术后辅助治疗效果的预测

提供一种新的潜在标志物。 

2. 材料与方法 

2.1. 患者与样本来源 

本研究收集近 5 年于开化县人民医院接受结直肠癌手术且留存有 IHC 检测报告的结直肠癌患者手术

组织石蜡标本。所有标本均遵循标准化流程进行福尔马林固定、石蜡包埋和常规处理，并根据世界卫生

组织(WHO)组织学诊断标准完成病理诊断。该研究方案已通过开化县人民医院伦理委员会的批准(伦理批

件号：2023-伦审研第(03))。所有实验均严格遵照《赫尔辛基宣言》及临床研究相关指南和规定执行。研

究中所有标本均来自病理组织库，仅用于本研究的回顾性分析。所有标本的获取均符合伦理要求，不会

对患者造成潜在伤害。为保障患者隐私与信息机密性，所有样本均按实验室登录号进行编码，且不可识

别患者的身份信息。 

2.2. 方法 

2.2.1. FISH 检测 
使用德诺杰亿(北京)生物科技有限公司的 HER2 基因扩增检测试剂盒(荧光原位杂交法)进行 FISH 分

析。检测流程如下：首先制备厚度为 3 微米的 FFPE 组织切片，以 CSP17 对照探针为参考，用于评估 HER2
基因拷贝数；然后使用 OLYMPUS (奥林巴斯) BX53 型号显微镜观察切片中荧光信号；使用 CCD 相机获

取图像，并使用 Imstar 全自动荧光原位杂交扫描分析系统进行分析。信号计数环节严格遵循以下标准：

在切片上选取 2 个及以上具有代表性的区域，每个区域至少计算 30 个细胞核，该计数结果由计数人员在

不考虑其他测试结果的情况下进行。HER2 基因扩增的阳性判定标准为：在大于 50%的肿瘤细胞中，

HER2/CSP17 比值 ≥ 2.0。 
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2.2.2. DNA 提取 
在肿瘤 FFPE 样本中提取 DNA 时，通过 HE 染色来评估和筛选出肿瘤细胞含量足够的样本，从而间

接确保后续 DNA 提取和基因检测的有效性。使用新型无苯石蜡包埋组织基因组 DNA 提取试剂盒(北京

百泰克：DP7121)从 FFPE 样品中分离 DNA。具体步骤包括：使用独特的裂解/结合液迅速裂解细胞和灭

活细胞内核酸酶，然后基因组 DNA 在高离序盐状态下选择性吸附于离心柱内硅基质膜，再通过一系列快

速的漂洗–离心步骤将细胞代谢物、蛋白等杂质去除，最后使用低盐的洗脱缓冲液将纯净基因组 DNA 从

硅基质膜上洗脱。 

2.2.3. qPCR 检测 
使用罗氏 Lightcycler 96 对 HER2 和 RPPH1 基因进行 qPCR 检测。用于 qPCR 的寡核苷酸引物和探针

的序列均来自于擎科生物(北京市北京经济技术开发区经海三路 105 号院 3 号楼西半单元)，具体引物和探

针序列如下：RPPH1-F：AGCTTGGAACAGACTCACGG；RPPH1-R：AATGGGCGGAGGAGAGTAGT；
RPPH1 探针：CCTGCGGGGTACCTCACCTCAGCCA；HER2-F：CCATGCGGGGTAGAACCTTT；HER2-
R：CGCAGTTAGCGCCTACCATA；HER2 探针：CCTGTTCACCACTCTACCTCCAGCACA。qPCR 反应

条件如下：PCR 反应在 96 孔板上进行，反应体系构建需同时包含 HER2 靶基因反应混合物与内参基因反

应体系，总反应体积设定为 20 μL 体积，包含 2 μL 基因组 DNA 模板、0.6 ul 正向引物和 0.6 μL 反向引物、

0.4 μL 杂交探针和 10 μL 通用混合试剂(TAKARA 探针法多重 qPCR 试剂 RR393A)，剩余用无菌水补齐。

qPCR 反应程序设置如下：首先是在 95℃下持续预变性 30 s，然后进入循环扩增阶段，共进行 40 个循环，

每个循环包含两步反应：95℃变性 5 s 和 58℃退火延伸 30 s。 

2.3. 统计分析 

使用 GraphPad Prism5.0 软件完成统计分析。采用费舍尔精确检验分析分类变量之间相关性，采用

Mann-Whitney/Kruskal-Wallis 检验分析连续变量与分类变量之间的相关性以及不同组间数据的差异显著

性，采用 Kappa 分析评估不同 HER2 检测方法之间的结果一致性。 

3. 结果 

3.1. 患者临床特征 

共 40 例结直肠癌患者，年龄分布在 45~89 岁，男女比例为 5:3，结肠癌和直肠癌的占比为 11:9。在

40 例结直肠癌中，绝大多数是隆起型浸润性中分化腺癌(35%)和溃疡型浸润性中分化腺癌(50%)。大部分

患者术后未接受任何治疗，其余患者主要接受辅助化疗(奥沙利铂 + 卡培他滨)。术前血清肿瘤标志物检

测结果显示，仅癌胚抗原存在部分异常(表 1)。Fisher’s 精确检验结果显示，性别、肿瘤位置、肿瘤类型与

HER2 IHC 检测结果无显著关联。Mann-Whitney/Kruskal-Wallis 检验结果显示，年龄与 HER2 IHC 检测结

果无显著关联。 
 

Table 1. Clinical characteristics of patients 
表 1. 患者临床特征 

临床特征  患者数量(比例) 

年龄 

<60 9 (22.5%) 

60~69 9 (22.5%) 

70~79 17 (42.5%) 
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续表 

 ≥80 5 (12.5%) 

性别 
男性 25 (62.5%) 

女性 15 (37.5%) 

肿瘤位置 
结肠 22 (55.0%) 

直肠 18 (45.0%) 

肿瘤类型 

隆起型浸润性中分化腺癌 14 (35.0%) 

溃疡型浸润性中分化腺癌 20 (50.0%) 

其他 6 (15.0%) 

术后方案 

化疗(奥沙利铂 + 卡培他滨) 12 (30.0%) 

化疗(奥沙利铂 + 氟尿嘧啶类) 2 (5.0%) 

化疗 + 靶向治疗(卡培他滨 + 贝伐珠单抗) 1 (2.5%) 

靶向治疗(仓伐替尼) 1 (2.5%) 

无 24 (60.0%) 

HER2 IHC 

0 6 (15.0%) 

1+ 22 (57.5%) 

2+ 9 (20.0%) 

3+ 3 (7.5%) 

术前 CEA 

正常(0.0~5.0 不吸烟|0.0~10.0 吸烟) 32 (80.0%) 

异常 7 (17.5%) 

未检测 1 (2.5%) 

术前 CA125 

正常(0.0~30.2) 38 (95.0%) 

异常 1 (2.5%) 

未检测 1 (2.5%) 

术前 CA199 

正常(0.0~37.0) 38 (95.0%) 

异常 1 (2.5%) 

未检测 1 (2.5%) 

注：HER2：人表皮生长因子受体 2；IHC：免疫组织化学；CEA：癌胚抗原；CA125：糖类抗原 125；CA199：糖类

抗原 199。 

3.2. IHC 和 FISH 检测一致性分析 

本研究对 40 例结直肠癌患者的手术组织石蜡样本分别开展 IHC 和 FISH 检测，其中 IHC 检测 HER2
表达，FISH 检测 HER2 基因扩增，具体检测结果见表 2。IHC 检测结果显示，在 40 例样本中，HER2 蛋

白表达以低水平为主，其中 0/1+的比例高达 70%，3+的比例仅为 7.5%。FISH 检测结果显示，在 40 例样

本中 HER2 基因扩增阴性占比达 85%，仅少数样本表现为 FISH 阳性。比较 IHC 和 FISH 两种检测方法

的结果发现，IHC 0 和 3+分别对应 FISH 阴性和阳性，而 IHC 1+几乎全部都是 FISH 阴性，IHC 2+中有

22.2%为 FISH 阳性，提示 IHC 2+尚不能直接判定为阴性，还需要通过 FISH 进一步验证。 
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Table 2. Consistency analysis of results between IHC and FISH 
表 2. IHC 和 FISH 检测结果的一致性分析 

IHC 检测 
FISH 检测，数量(%) 

FISH 阳性 FISH 阴性 

0 0 (0) 6 (100) 

1+ 1 (4.5) 21 (95.5) 

2+ 2 (22.2) 7 (77.8) 

3+ 3 (100) 0 (0) 

注：IHC：免疫组织化学；FISH：荧光原位杂交。 

3.3. qPCR 检测阳性判定标准的制定 

qPCR检测中HER2扩增阳性的判定标准制定流程如下：首先选取 30例正常对照人群石蜡组织样本，

提取其基因组 DNA，使用探针法检测样本中 HER2 和 RPPH1 基因的循环阈值(Ct 值)，然后计算每例样

本的 HER2 和 RPPH1 基因的 Ct 差值( 1 2Ct RPPH HERCt Ct∆ = − )及 Ct∆ 的平均值(Mean)和标准差(SD)，最后

将临床样本 HER2 基因扩增的阳性判定标准设为 Ct∆  > (Mean + 3*SD)。30 例正常对照样本的检测结果

显示，内参基因 RPPH1 的 Ct 值范围为 25.0~31.1，靶基因 HER2 的 Ct 值范围为 24.3~31.9， Ct∆ 值范围

为−1.6~0.7 (符合正态分布)，进一步计算 Mean 为−0.5，SD 为 0.7，带入以上公式，最终确定阳性判定标

准为 Ct∆  > 1.6。 

3.4. qPCR 与其他检测方法的一致性分析 

Table 3. Consistency analysis of results between qPCR and FISH 
表 3. qPCR 和 FISH 检测结果的一致性分析 

FISH 检测 
qPCR 检测，数量(%) 

qPCR 阳性 qPCR 阴性 

阳性 3 (60) 2 (40) 

阴性 2 (9.1) 20 (90.9) 

注：FISH：荧光原位杂交；qPCR：实时荧光定量聚合酶链反应。 

 
Table 4. Consistency analysis of results between qPCR and IHC 
表 4. qPCR 和 IHC 检测结果的一致性分析 

IHC 检测 
qPCR 检测，数量(%) 

qPCR 阳性 qPCR 阴性 

0 0 (0) 4 (100) 

1+ 0 (0) 14 (100) 

2+ 3 (50) 3 (50) 

3+ 2 (66.7) 1 (33.3) 

注：IHC：免疫组织化学；qPCR：实时荧光定量聚合酶链反应。 

 
在本研究中，13 例结直肠癌石蜡样本由于提取的 DNA 质量未达到要求，未进行后续 qPCR 检测，
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最终共 27 例结直肠癌石蜡样本完成了 qPCR 检测。对比 qPCR 和 FISH 检测结果显示，Kappa 值为 0.509，
表示两种检测结果具有中度一致性(表 3)。比较正常对照、FISH 阴性结直肠癌、FISH 阳性结直肠癌之间

的 qPCR 检测结果显示，整体结直肠癌(无论 FISH 检测结果如何)的 ΔCt 值，以及 FISH 阳性、FISH 阴性

结直肠癌患者的 ΔCt 均显著高于正常对照人群，但 FISH 阳性与 FISH 阴性结直肠癌患者之间的 ΔCt 没有

显著差异(P 值 = 0.0981，图 1(A))。对比 qPCR 和 IHC 检测结果显示出同样的趋势，Kappa 值为 0.419 (表
4)，整体结直肠癌患者的 ΔCt 值，以及 HER2 低表达(0/1+)、HER2 高表达(2+/3+)结直肠癌患者的 ΔCt 均
显著高于正常对照人群，但 HER2 低表达(0/1+)与 HER2 高表达(2+/3+)结直肠癌患者之间没有显著差异(P
值 = 0.0896，图 1(B))。 

 

 
注：***对应P值小于 0.0001；**对应的P值等于 0.0011。
ΔCt 是 RPPH1 与 HER2 的 Ct 差值。 

Figure 1. Difference of qPCR detection results between 
different groups. (A) Grouping based on FISH results; (B) 
Grouping based on IHC results 
图 1. 不同分组之间的 qPCR 检测结果的差异。(A) 基
于 FISH 检测结果分组；(B) 基于 IHC 检测结果分组 
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4. 讨论 

近年来，HER2 靶向药在恶性肿瘤治疗中的应用得到了广泛关注，FDA 已正式批准图卡替尼(tucatinib)
联合曲妥珠单抗用于治疗接受氟尿嘧啶、奥沙利铂和伊立替康为基础的化疗后病情进展的 RAS 野生型、

HER2 阳性的不可切除或转移性结直肠癌成人患者。CSCO 结直肠癌诊疗指南也明确推荐，对于接受标准

治疗失败后的患者，可接受抗 HER2 治疗。目前，结直肠癌中 HER2 的检测方法和判断标准主要参考各

临床研究数据确定。例如，在 HERACLES 研究中，将 HER2 阳性定义为“50%以上的肿瘤细胞呈现 3+”，

如果染色强度为 2+，或者仅有 10%~50%的细胞呈现 3+染色，则需进一步使用 FISH 方法进行验证。FISH
方法将 HER2 阳性定义为“50%的肿瘤细胞中 HER2/CEP17 比值 ≥ 2”[13]。研究数据显示，IHC 2+的病

例中，绝大多数(80%~85%)实际上并没有基因扩增，称为“IHC 2+/FISH 阴性”[14]，这些患者不能从

HER2 靶向治疗中获益；小部分患者(15%~20%)存在基因扩增，称为“IHC 2+/FISH 阳性”，这些患者有

资格接受 HER2 靶向治疗。导致 IHC 与 FISH 检测结果不一致的原因较多，除肿瘤异质性、样本质量参

差不齐以外，核心机制在于 HER2 蛋白表达水平受多重调控：其不仅受基因拷贝数影响，还受转录、翻

译和蛋白降解等转录后调控机制的影响，因此导致蛋白表达与基因扩增状态不完全一致。 
IHC 具有技术操作简单、成本较低、技术成熟的特点，已广泛应用于各级医疗机构；FISH 检测则受

限于技术操作复杂、成本较高、判读复杂等缺点，目前难以在县域医院普及。基于这一临床需求，本研

究研发了一种基于 qPCR 平台的 HER2 扩增检测方法作为 FISH 的补充。qPCR 的核心优势在于其具有高

通量、自动化、快速、成本相对较低且能提供精确的定量数据的特点[15]。虽然 FISH 和 qPCR 两种检测

方法均是从 DNA 水平进行检测，但技术路径存在一定的差异：FISH 通过荧光探针杂交，直接计算肿瘤

细胞中 HER2 基因信号与第 17 号染色体着丝粒(CEP17)信号的比值(HER2/CEP17 ratio)及平均每个细胞的

HER2 基因拷贝数进行相关判断，而 qPCR 则是通过选取 HER2 基因和对照基因 RPPH1 的某个片段设计

特异性引物和探针，并根据 Ct 值差异判断是否存在 HER2 扩增[16]-[18]。为了确定 qPCR 检测 HER2 基

因扩增阳性的判定标准，我们采用“3σ 准则”(正态分布数据的统计规律)：对于服从正态分布的数据，

约 99.73%的数值会落在均值(μ) ± 3 倍标准差(σ)的区间内，超出此范围的数据概率不足 0.3%，可判定为

异常值。基于此，最终将阳性判定标准设定为：Ct 差值(CtRPPH1-CtHER2) > 均值(μ) + 3 倍标准差(σ)。 
在本研究中，基于 qPCR 平台的 HER2 扩增检测与 FISH 检测结果具有中度一致性(Kappa 值 = 0.509)；

进一步评估 qPCR 的诊断效能发现，其检测 FISH 阳性样本的灵敏度为 60%，特异性为 90.9%。不同人群

的 qPCR 比较结果显示，结直肠癌患者(无论是 FISH 阳性还是 FISH 阴性)的 HER2 扩增水平显著高于正

常对照人群，但目前 qPCR 检测方法仍不够灵敏，其区分 FISH 阳性和 FISH 阴性的准确率仍需要进一步

提高。导致 qPCR 和 FISH 结果不一致的原因包括以下两个方面：1. FISH 检测需要避开纤维间质、炎症

细胞和正常上皮细胞，精准选择浸润性癌的区域进行计数，而 qPCR 则是提取整个组织块的混合 DNA，

若样本中肿瘤细胞比例低，HER2 扩增的信号会被大量非扩增的正常细胞 DNA“稀释”，导致假阴性结

果[19]。2. 针对 17 号染色体拷贝数增加而非特异 HER2 基因扩增的情况，FISH 检测会因 HER2/CEP17
比值未达到阳性标准而阴性；qPCR 检测的 HER2 和 RPPH1 基因分别位于 17 号染色体和 14 号染色体，

17 号染色体多倍体会导致 HER2 基因拷贝数相对升高，因此 qPCR 结果会显示阳性[20]。另外，本研究

中临床样本数量较少，尤其是 HER2 扩增阳性样本，这可能导致两种检测方法的一致性结果不够精确，

后续研究还需扩大样本量，进一步验证 qPCR 检测方法的准确性。 

5. 结论 

综上所述，本研究初步研发了一款基于 qPCR 平台的 HER2 扩增检测方法，该方法检测结果与 FISH
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检测结果具有较好的一致性，可作为 FISH 检测的潜在补充手段，为 HER2 扩增检测提供更多选择。未来

我们将进一步对其进行优化，并探索其检测结果对结直肠癌患者术后辅助治疗及预后的预测价值。 
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