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【摘要】 近年来针对HER2阳性乳腺癌的抗HER2治疗在临床上取得了良好疗效，新的抗HER2
药物也越来越多用于临床。与此同时，HER2检测中也出现了一些新进展和新问题。本指南以《乳腺

癌HER2检测指南（2014版）》为基础，补充相关领域的更新，旨在提高HER2检测的准确性和可重复

性、更有效地评估乳腺癌患者的预后，并选择适合抗HER2靶向治疗的乳腺癌患者。

正确检测和评定乳腺癌的HER2蛋白表达和

基因扩增状态对乳腺癌的临床治疗及预后判断至

关重要［1⁃2］。2006 年我国《乳腺癌 HER2 检测指

南》［3］的发布对提高乳腺癌HER2检测水平起到了

积极作用。我国病理学专家和临床专家于2009年
和 2014 年联合发布了《乳腺癌 HER2 检测指南

（2009 版）》［4］及《乳腺癌 HER2 检测指南（2014
版）》［5］，强调了HER2检测结果的判读标准、检测的

技术路线、内外部质量控制等，对提高我国乳腺癌

HER2检测的标准化水平起到了积极推动作用。

近年来针对HER2阳性乳腺癌的抗HER2治疗（曲

妥珠单抗、拉帕替尼）在临床上取得了良好疗效，新

的抗HER2药物如帕妥珠单抗、T⁃DM1、吡咯替尼等

也越来越多用于临床。与此同时，HER2检测中也

出现了一些新进展和新问题［6⁃11］。本指南以《乳腺

癌HER2检测指南（2014版）》为基础，补充相关领

域的更新，旨在提高HER2检测的准确性和可重复

性，更有效地评估乳腺癌患者的预后，并选择适合

抗HER2靶向治疗的乳腺癌患者。

一、检测方法

推荐采用免疫组织化学（immunohistochemis⁃
try，IHC）法检测HER2蛋白的表达水平，应用原位

杂交（in situ hybridization）法检测HER2基因扩增

水平。原位杂交包括荧光原位杂交（fluorescence
in situ hybridization，FISH）和亮视野原位杂交。常

用的亮视野原位杂交方法有显色原位杂交

（chromogenic in situ hybridization，CISH）［12⁃13］和银

增 强 原 位 杂 交 （silver⁃enhanced in situ
hybridization，SISH）［14⁃15］。上述检测方法各有优缺

点，本指南推荐 IHC与原位杂交相结合的检测策

略。近年来有报道部分HER2基因突变患者也能

从抗HER2靶向治疗中获益［16⁃17］，但HER2基因突

变检测尚未作为预测HER2靶向治疗疗效的常规

检测方法。HER2 基因 mRNA 相关研究也有报

道［18］，也尚未用于临床常规检测。

二、检测时机及临床病理联系

所有乳腺原发性浸润性癌都应进行HER2检

测。只要能获取肿瘤组织，对复发灶和转移灶也应

该进行HER2检测。加强临床病理沟通有助于对

HER2检测结果的正确诠释和对抗HER2靶向治疗

疗效的客观评价。临床医师和病理医师应该注意

HER2检测结果是否与组织病理学特征相符，如下

列组织学类型通常为HER2阴性，包括组织学分级

为Ⅰ级的浸润性导管癌、经典型浸润性小叶癌、小

管癌、黏液癌、筛状癌、髓样癌、分泌性癌、低级别腺

鳞癌、腺样囊性癌等［9，19］。上述肿瘤如HER2检测

结果为阳性，则视为检测结果与组织病理学特征不

符合，需要核实诊断或重新检测。

三、HER2检测流程

乳腺癌标本一般可先做 IHC检测。IHC 3+判
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断为HER2阳性，IHC 0和1+则判断为HER2阴性。

IHC 2+者需进一步应用原位杂交的方法进行HER2
基因扩增状态检测，也可以选取不同的组织块重新

检测或送其他实验室进行检测。

四、组织标本的制备

1.标本的类型：（1）手术切除标本；（2）粗针穿

刺活检标本；（3）麦默通活检标本；（4）大于 100个

癌细胞的细胞学标本。

2.标本的固定：所有乳腺癌标本离体后都应尽

快固定（1 h内）。固定时应将标本每隔 5～10 mm
切开，并可在组织间嵌入纱布或滤纸等物。固定液

量与所浸泡组织的比例应足够。固定时间以 6～
72 h为宜。

3.固定液类型：3.7%中性（磷酸缓冲）甲醛固

定液。

4.组织切片：（1）未染色的切片置于室温不宜

超过6周，以防抗原丢失。（2）用于 IHC染色者切片

厚度以 3～5 μm为宜，原位杂交法以 4～5 μm为

宜。（3）完成检测的切片，IHC和亮视野原位杂交可

按常规长期保存，FISH结果应立即照相存档并长

期保存，FISH切片建议于-20 ℃保存至少3个月备

查。（4）各种检测方法均应有 HE 染色切片作为

比对。

五、染色要求与结果判读

建议使用我国国家药品监督管理局批准的检

测试剂盒，对自行组配的检测系统则必须经过严格

的内、外部质量控制，建立完善的实验室标准操作

程序（SOP），并与权威机构批准的检测试剂盒进行

比对，以保证检测结果的可靠性。

（一）IHC
1.观察程序：应首先在低倍镜下观察整张切

片，判断染色是否满意及是否存在HER2表达的异

质性。正常乳腺上皮不应出现强的细胞膜着色。

只评定浸润癌的着色情况，原位癌的着色不能作为

评定对象。当原位癌伴有微浸润时，若 IHC切片中

能判断微浸润癌的HER2状态，应予以报告。若

IHC切片中微浸润病灶过少，难以评估HER2状态

时可予以备注。观察细胞膜着色的浸润癌细胞的

比例及着色强度，若出现细胞质或细胞核着色提示

IHC染色效果不理想或组织处理不佳，建议调整染

色条件或更换组织后再行染色。判读时应避开组

织边缘及组织处理不佳（如伴明显挤压）的癌组织。

2.结果判断及注意事项：结果判读标准（按每

张切片计；图 1）：0：无着色或≤10%的浸润癌细胞

呈现不完整的、微弱的细胞膜染色；1+：>10%的浸

润癌细胞呈现不完整的、微弱的细胞膜染色；2+：有
2种情况，第一种为>10%的浸润癌细胞呈现弱⁃中
等强度的完整细胞膜染色；第二种为≤10%的浸润

癌细胞呈现强而完整的细胞膜染色；3+：>10%的浸

润癌细胞呈现强、完整且均匀的细胞膜染色

（图 2）。对于 2+的病例，应该用原位杂交做进一

步检测，也可以选取不同的组织块重新检测或送条

件更好的实验室进行检测。当出现下列情况时

HER2状态为无法判断（indeterminate），包括标本处

理不当、严重的组织挤压或边缘效应、检测失败等。

应在报告中注明HER2状态无法判断的可能原因，

并建议再次获取标本进行HER2检测。在乳腺浸

润性微乳头状癌和部分有分泌现象的乳腺癌中，常

呈特殊的基底及侧膜U型染色模式。此时若呈现

弱⁃中等强度的细胞膜染色，应判为HER2 2+，并需

要行原位杂交检测进一步明确HER2状态［7，9］。若

浸润癌的细胞膜已呈很深的棕褐色U型染色，可等

同于完整的细胞膜染色［20］。建议HER2的 IHC检

测报告中包括如下内容：患者信息（包括姓名、性

使用经过验证的 IHC方法进行HER2检测（浸润性癌）

对照显示正确染色

>10% 的浸润癌细胞
呈现强、完整、均匀的
细胞膜染色

>10%的浸润癌细胞呈现弱-中等强度的、
完整细胞膜染色或≤10%的浸润癌细胞呈
现强而完整的细胞膜染色

IHC 3+
阳性

IHC 2+
不确定

IHC 1+
阴性

IHC 0
阴性

进一步行原位杂交检测
或更换标本检测

>10%的浸润癌细胞呈
现不完整的、微弱的细
胞膜染色

无染色或≤10% 的浸润
癌细胞呈现不完整的、微
弱的细胞膜染色

图1 HER2免疫组织化学检测判断标准
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别、年龄、门诊/住院号）、送检医师姓名、送检日期、

病理编号、标本部位和类型、抗体类型、检测方法、

是否使用图像分析、对照设置情况、样本量是否适

合评估、判读结果（0、1+、2+、3+）。
3.质量控制：包括标本的制备、抗体的选择、抗

原修复方法、染色及其他相关实验室技术，均应严

格按 SOP进行。IHC自动染色系统更易达到标准

化，但也应进行严格的比对试验和程序优化。IHC
染色须设立阳性对照和阴性对照，以不同染色强度

的组织芯片作为外对照为最佳。被检测切片中癌

旁正常乳腺上皮细胞是很好的阴性内对照。利用

计算机图像分析或人工智能有利于判断的准确性

和可重复性，但必须经过病理医师确认其结果，且

设备使用前必须进行校验。

（二）FISH
FISH技术通过荧光标记的DNA探针与细胞核

内的DNA靶序列杂交。在荧光显微镜下观察并分

析细胞核内杂交于DNA靶序列的探针信号，以获

得细胞核内染色体（或染色体片段）上基因状态的

信息。目前进行HER2基因状态检测的探针多为

同时含有HER2基因和该基因所在的第 17号染色

体着丝粒（CEP17）序列的双探针，也可采用仅含有

HER2基因的单探针。

1.观察程序：应在低倍镜下观察整张 FISH切

片，初步判断检测质量（如观察标本内血管内皮细

胞、正常乳腺上皮细胞或淋巴细胞信号是否正常）

以及是否存在HER2基因扩增的异质性。建议至

少在2个代表性区域内计数≥20个浸润癌细胞，细

胞数量过少的微浸润灶不宜行FISH检测。可以参

照 IHC切片先确定可能存在扩增的浸润性癌区域，

然后于高倍镜（60倍或 100倍物镜）下通过特异通

道滤光片观察HER2和CEP17信号，并进行信号计

数和比值计算。

2.结果判读及注意事项：应选择细胞核大小一

致、核的边界完整、4′6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI）
染色均一、细胞核无重叠、信号清晰的肿瘤细胞进

行判读。随机计数至少20个浸润癌细胞核中的双

色信号。在观察信号时，应根据情况随时调节显微

镜的焦距，准确观察位于细胞核不同平面上的信号

以免遗漏。双探针FISH的判读标准分以下 5种情

况（图 3，4）：（1）第 1组，HER2/CEP17比值≥2.0，且
平均HER2拷贝数/细胞≥4.0：此种情况判为 FISH

图2 浸润性乳腺癌HER2免疫组织化学染色结果，图A～D分别示 0，1+，2+，3+ 高倍放大

使用经过验证的双探针原位杂交方法进行HER2检测（浸润性癌）

对照片显示预期结果

HER2/CEP17比值≥2.0 HER2/CEP17比值<2.0

第1组
平均HER2拷贝数≥4.0

信号/细胞

第2组
平均HER2拷贝数< 4.0

信号/细胞

第3组
平均HER2拷贝数≥6.0

信号/细胞

第4组
平均HER2拷贝数≥
4.0且<6.0信号/细胞

第5组
平均HER2拷贝数<

4.0信号/细胞

原位杂交阳性 原位杂交阴性 原位杂交阳性 需备注, 参见正文 原位杂交阴性

图3 HER2双探针原位杂交检测判断标准
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阳性。若众多HER2信号连接成簇时可直接判断

为 FISH阳性。（2）第 2组，HER2/CEP17比值≥2.0，
平均HER2拷贝数/细胞<4.0：建议对此种情况增加

计数细胞，如果结果维持不变，则判为FISH阴性。

建议在报告中备注：在现有的临床试验数据中，缺

乏充分依据显示此部分患者能从抗HER2靶向治

疗中获益，对此组特殊人群尚需积累更多循证医学

依据［21⁃22］。（3）第 3组，HER2/CEP17比值<2.0，平均

HER2拷贝数/细胞≥6.0：建议对此种情况增加计数

细胞，如果结果维持不变，则判为FISH阳性。研究

显示，若采用第 17 号染色体上的其他探针替代

CEP17，此组病例中相当一部分的检测结果转变为

HER2/第 17号染色体替代探针的比值>2.0，平均

HER2拷贝数/细胞≥6.0。此组特殊人群宜有更多

循证医学依据的积累［21⁃22］。（4）第4组，HER2/CEP17
比值<2.0，平均HER2拷贝数/细胞≥4.0且<6.0，现
有的循证医学依据显示，若HER2的 IHC结果非

3+，此类 FISH结果的患者能否从抗HER2靶向治

疗中获益目前尚不确定，需等待更充分的循证医学

依据［23⁃24］。此种情况建议重新计数至少 20个细胞

核中的信号，如果结果改变，则对两次结果进行综

合判断分析。如仍为上述情况，需要在FISH报告

中备注：此类患者HER2状态的判断需结合 IHC结

果，若 IHC结果为3+，HER2状态判为阳性。若 IHC
结果为0、1+或2+，HER2状态应判为阴性。（5）第5
组，HER2/CEP17比值<2.0，平均HER2拷贝数/细
胞<4.0：此种情况判为FISH阴性。单探针FISH的

判读标准同CISH（见后文）。

无论上述哪一种情况，若出现 IHC与原位杂交

检测结果不一致的病例，建议进行多学科讨论，分

析原因，并制定相应的治疗策略。必要情况下，还

需和患者进行充分的沟通。建议在HER2的FISH

检测报告中包括如下内容：患者信息（包括姓名、性

别、年龄、门诊/住院号）、送检医师姓名、送检日期、

病理编号、标本部位和类型、探针信息、检测方法、

是否使用图像分析、对照设置情况、样本量是否适

合评估、判读结果（包括评估的细胞数量、平均

HER2拷贝数/细胞、平均CEP17拷贝数/细胞、平均

HER2拷贝数/平均CEP17拷贝数的比值）、检测结

论（如阳性、阴性、需结合 IHC结果、无法判读）。

3.质量控制：（1）内对照：使用上述同时含有

HER2基因和CEP17序列的混合探针时，组织中≥
75%的细胞核显示出双色信号视为杂交成功，并且

双色信号互为对照，癌与非癌细胞互为对照。出现

下列情况时应视为FISH检测失败，包括：①对照样

本未出现预期结果；②浸润癌病灶太小；③可计数

信号的细胞<75%；④>10%的荧光信号位于细胞核

外；⑤细胞核结构难以分辨；⑥有强的自发荧光。

（2）外对照：应选择已知FISH阳性和阴性的标准片

（或采用试剂盒提供的对照片）作为外对照，且杂交

染色结果与预期相符。（3）如有可能，建议设置低扩

增对照。

4.关于第 17号染色体数目：FISH双探针检测

中加入CEP17探针的目的是为了在检测HER2基

因的同时检测第 17号染色体数目，从而将第 17号
染色体的非整倍体与单纯的HER2基因扩增（尤其

是低水平扩增）区分开［25］。但近年来的研究显示整

条第 17号染色体的多体罕见，CEP17的增加并不

能代表整条第 17号染色体多体［26⁃27］。部分乳腺癌

中第 17号染色体存在HER2基因和着丝粒的共同

扩增［28］。越来越多的学者认为，与HER2/CEP17比
值相比，HER2拷贝数对于HER2基因扩增的判断

更为重要［29］。因此在HER2的FISH检测结果中除

报告HER2/CEP17比值外，还应分别报告HER2拷
贝数和CEP17的数值。有文献报道可使用多个第

17号染色体上的其他基因探针替代 CEP17进行

FISH检测，以此来解决FISH结果特殊的困难病例

的判读问题［24，27］。但这种检测经常会由于采用多

个不同探针而获得多个不同结果，最后如何综合判

断缺乏依据，因此目前不推荐常规应用。

5.关于HER2基因的异质性：浸润性乳腺癌中

HER2表达或扩增可存在异质性。虽然目前HER2
基因异质性的临床意义尚不明确，但它可导致 IHC
与原位杂交、原发灶与转移灶、穿刺标本与手术切

除标本的检测结果不一致［30⁃31］。在原位杂交计数

之前，应观察整张切片或使用 IHC切片确定可能存

图4 浸润性乳腺癌HER2双探针荧光原位杂交检测结果，

图A示阳性；图B示阴性 FISH法 高倍放大
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在的HER2扩增区域。需要强调的是，即使存在异

质性，但只要扩增细胞连续、均质，且占浸润癌10%
以上，就应明确报告为原位杂交阳性。可补充报告

不同细胞群（>10%）的计数值（包括计数的细胞总

数、HER2 拷贝数、CEP17 数值、HER2 /CEP17 比

值），并报告扩增细胞群占所有浸润癌细胞的比例。

（三）SISH
SISH中目前运用最广泛的是双色原位杂交

（dual⁃color in situ hybridization，DISH）［15，32］。在此

检测中通过二硝基苯（DNP）标记的探针检测

HER2，并利用银染原位杂交 DNP染色液进行显

色。用地高辛标记探针检测CEP17，采用地高辛红

染显色液。可在光镜下观察DISH结果，其中HER2
在肿瘤细胞的细胞核中表现为黑色信号，CEP17为
红色信号。也可采用仅针对HER2基因的单探针

SISH。

1.观察程序：结合HE染色，选定含有浸润性乳

腺癌的靶区进行观察。选定区域内的大部分细胞

需同时显示黑色和红色信号，且这些信号没有被非

特异性背景染色覆盖。在 4倍物镜下扫描整张切

片，观察是否存在HER2扩增的异质性以及标本质

量。然后于高倍镜（40倍或60倍物镜）下观察结果

并进行信号计数和比值计算。建议至少在 2个代

表性区域内计数≥20个浸润癌细胞。

2.结果判读：（1）应选择细胞核大小一致、核的

边界完整、细胞核无重叠、红色和黑色两种信号清

晰的细胞。随机计数至少20个浸润癌细胞核中的

双色信号。（2）当存在HER2信号簇时，可根据单个

拷贝大小估计拷贝数。双探针SISH的判读标准见

双探针 FISH（图 3），单探针 SISH 的判读标准同

CISH（见后文）。报告格式可参照FISH检测。

3.质量控制：（1）内对照：可以乳腺组织中的正

常细胞（如成纤维细胞、血管内皮细胞、淋巴细胞、

正常乳腺上皮细胞）的HER2信号和CEP17信号作

为内对照。出现下列情况时应视为检测失败，包

括：①对照未出现预期结果；②浸润癌病灶太小；

③缺乏红色染色或黑色染色；④斑点伪影干扰计

数；⑤严重消化过度或细胞核中空泡干扰计数；

⑥非特异性背景染色强，干扰计数。（2）外对照：建

议在每次染色过程中都加入阳性和阴性对照，以用

于确认试剂质量和仪器功能。

（四）CISH
在CISH检测中多使用地高辛标记的探针，在

石蜡切片上进行原位杂交反应，再用鼠抗地高辛抗

体和辣根过氧化物酶⁃抗鼠抗体进行免疫结合，二

氨基联苯胺显色后，在普通显微镜亮视野下观察

HER2基因信号。也有关于双探针 CISH的报道。

CISH检测可以同时显示基因状态与组织形态学，

且检测切片可长期保存。

1.观察程序：结合HE染色，选定含有浸润性乳

腺癌的靶区进行观察，区域内的大部分细胞需有棕

色信号，且这些信号没有被非特异性背景染色覆

盖。在低倍镜下观察整张切片，确定标本质量及是

否存在HER2扩增的异质性。然后于高倍镜（40倍
或60倍物镜）下进行信号计数。建议至少在2个代

表性区域内计数≥20个浸润癌细胞。

2.结果判读：（1）应选择细胞核大小一致、核的

边界完整、细胞核无重叠、信号清晰的细胞。随机

计数至少 20 个浸润癌细胞核中的 HER2 信号。

（2）判读标准：肿瘤细胞平均HER2拷贝数/细胞<
4.0为 CISH阴性；肿瘤细胞平均HER2拷贝数/细
胞≥6.0为CISH阳性。平均HER2拷贝数/细胞为≥
4.0且<6.0：现有的循证医学依据显示，若 IHC结果

非 3+，此类CISH结果的患者能否从抗HER2靶向

治疗中获益目前尚不确定，需等待更充分的循证医

学依据。此种情况建议重新计数至少20个细胞核

中的信号，如果结果改变，则对两次结果进行综合

判断分析。如仍为上述情况，建议在CISH报告中

备注：此类患者HER2状态的判断需结合 IHC结

果，若 IHC结果为3+，HER2状态判为阳性。若 IHC
为0、1+或2+，HER2状态判为阴性。

3.质量控制：（1）内对照：可以乳腺组织中的正

常细胞（如成纤维细胞、血管内皮细胞、淋巴细胞、

正常乳腺上皮细胞）的HER2信号作为内对照。出

现下列情况时应视为检测失败，包括：①对照未出

现预期结果；②浸润癌病灶太小；③缺乏细胞核内

的棕色信号；④严重消化过度或细胞核中空泡干扰

计数；⑤非特异性背景染色强，干扰计数。（2）外对

照：建议在每次染色过程中都加入阳性和阴性对照

（可采用试剂盒提供的质控对照片），用于确认试剂

质量和仪器功能。

六、实验室要求

HER2蛋白和基因扩增的检测均应在内、外部

质量控制良好的病理实验室进行，必须严格按照指

南要求的程序操作，以保证结果的可靠性和准确

性。不具备HER2检测条件的单位应按照指南规

定妥善地准备好标本，提供给有质量保证的病理实

验室进行检测。实验室内、外部质量控制和SOP的
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主要要求如下。

1.开展乳腺癌HER2检测的实验室有责任确

保其检测结果的可靠性和准确性。无论哪一种检

测方法的开展均需要通过严格的比对验证，也可通

过参加有关外部质量控制活动（建议每年进行1～
2次）来实现。

2.内部质量控制工作包括定期对相同组织的

不同批次染色结果进行重复性分析，每次染色设置

阳性、阴性对照，如有可能还应设置低表达/低扩增

对照。检测相关的仪器和设备需定期维护、校验。

3.应建立完善的SOP，并做好检测情况的记录

和存档工作。

4.任何操作程序和试剂的变化均应重新进行

严格的比对验证。

5.从事乳腺癌HER2检测的技术人员和病理

医师应进行必要的培训和能力评估。

总之，准确的HER2检测是保障乳腺癌患者得

到正确治疗的基石。影响HER2检测的各种因素

贯穿于检测前、检测中及检测后的多个环节，规范

化的操作程序和标准化的结果判读能提高HER2
检测的准确性和可重复性。在HER2检测过程中

一定要重视多学科合作的重要性，加强临床与病理

的沟通交流有助于对HER2检测结果的正确判断

及对治疗疗效的客观评价。
免责声明：本指南只代表本编写组观点，供各临床病理

实验室结合各单位实际情况参照使用。随着科学知识的迅
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