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本发明涉及一种循环肿瘤细胞表面标志分

子HER2的检测方法，包括以下步骤：将全血用红

细胞裂解液处理，分离出有核细胞，并用甲醛进

行固定；先通过肿瘤免疫荧光标志物细胞角蛋白

抗体anti-CK进行阳性筛选，用Her2一抗孵育所

有细胞，然后用标记有FITC荧光基团的Her2二抗

孵育，再用细胞核荧光染料DAPI标记出所有细

胞；采用高通量多色成像分析，选择CY5、FITC和

DAPI的滤光片，观察通道表面荧光颜色，即实现

对循环肿瘤细胞表面标志分子Her2的检测；本发

明同现有技术相比，该检测方法简便、快速、经

济，无创，灵敏度高，特异性好，能够解决现有技

术检测HER2的不足，值得推广应用。
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1.一种循环肿瘤细胞表面标志分子HER2的检测方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)将全血用红细胞裂解液处理，分离出有核细胞，并用甲醛进行固定；

2)先通过肿瘤免疫荧光标志物细胞角蛋白抗体anti-CK进行阳性筛选，用Her2一抗孵

育所有细胞，然后用标记有FITC荧光基团的Her2二抗孵育，再用细胞核荧光染料DAPI标记

出所有细胞；

3)采用高通量多色成像分析，选择CY5、FITC和DAPI的滤光片，观察通道表面荧光颜色，

即实现对循环肿瘤细胞表面标志分子Her2的检测。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤2)的具体反应条件如下：

a.向细胞固定后的培养皿中加入含4-6％脱脂奶粉的PBS溶液，4℃避光孵育40-70min；

b.吸除脱脂奶粉PBS溶液后，沿壁加入PBST清洗若干次；

c.向封闭液中加入肿瘤免疫荧光标志物细胞角蛋白抗体anti-CK和Her2一抗，抗体来

源为abcam公司，混合均匀后沿壁加入培养皿中，4℃避光孵育过夜；

d.吸除混合液，向封闭液中加入标记有FITC荧光基团的Her2二抗，抗体来源为abcam公

司，混匀后沿壁加入培养皿中，4℃避光孵育40-70minh；

e.吸除抗体，用PBST清洗若干次，加入DAPI，常温避光孵育20-40min。

3.如权利要求2所述的方法，其特征在于：条件b中，PBST中含0.02wt％Tween-20的PBS。

4.如权利要求1所述的方法，其特征在于：步骤3)中，观察通道表面荧光颜色，显蓝色的

则DAPI+，不显蓝色则DAPI-，显绿色则Her2+，不显绿色则Her2-，显红色则CK+，不显红色则

CK-；根据荧光显色，将DAPI+且CK+的点认为是循环肿瘤细胞CTC，若该循环肿瘤细胞CTC上

存在Her2+，那么该循环肿瘤细胞CTC为Her2+CTC。
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循环肿瘤细胞表面标志分子HER2的检测方法

[技术领域]

[0001] 本发明属于分子生物学领域，具体地说是一种循环肿瘤细胞表面标志分子HER2的

检测方法。

[背景技术]

[0002] 人类表皮生长因子受体2(her-2)是乳腺癌最主要的原癌基因之一，又称为c-

erbB-2基因，定位于人类染色体17q21，编码分子量为185KD具有酪氨酸激酶活性的跨膜蛋

白。亚洲有25％的病人从HER2靶向治疗中受益。在乳腺癌诊治过程中，HER-2是重要的预后

指标和靶向HER-2药物的预测指标，约18％～20％的乳腺癌病人会出现HER-2的过表达，准

确分析HER-2状态是乳腺癌病人预后判断以及制定有效治疗方案的先决条件，对乳腺癌的

诊疗具有重要的指导作用。

[0003] 目前，检测HER2的方法主要有ELISA、IHC、FISH、CISH、RT-PCR等，临床常规的HER-2

检测手段包括免疫组化(IHC)和荧光原位杂交(FISH)。IHC法检测的是细胞膜上HER-2蛋白

的表达情况，而FISH法则是检测HER2的基因扩增水平。IHC和FISH为美国FDA针对曲妥珠单

抗(Herceptin)治疗而推荐的用于石蜡组织的检测方法，FISH法是在Her2探针的基础上，以

17号染色体着丝粒探针(CEP17)作为内参，为目前Her2检测的“金标准”。

[0004] 虽然目前HER2的临床检测一定程度上满足了乳腺癌临床诊断治疗的需求，但是随

着临床治疗理念的不断发展，IHC和FISH的一些不足也成为乳腺癌诊疗所面临的新的问题。

主要表现在以下方面：

[0005] (1)IHC虽然具有检测成本低、操作简单、耗时短、可实现自动化检测和染色后切片

便于存档等优点，但IHC易受到受检组织固定时间、固定液的选择、抗体试剂盒的选择和染

色结果判读的主观性等诸多因素影响；

[0006] (2)FISH方法特异性、稳定性都更高，但FISH价格昂贵、操作步骤繁杂、不能观察组

织形态学且染色后样本不能长期保存；

[0007] (3)如存在一些IHC与FISH均为不确定结果，则无法明确HER2状态；

[0008] (4)肿瘤异质性导致IHC和FISH无法避免假阴性的结果；

[0009] (5)部分病人无法提供组织标本，或者组织标本无法满足检测的基本要求，另外，

检测所需组织标本要通过手术获取，取材繁琐且对患者影响较大；

[0010] (6)临床研究表明，患者病情发展及治疗过程中也会发生HER2状态的变化，IHC和

FISH技术都无法对病人进行实时动态监测。基于此，为更好的指导乳腺癌患者的个体化治

疗，亟需寻找新的检测方法以便对IHC和FISH结果补充参考，同时也能够对HER2状态实时动

态监测，及时调整治疗方案。

[0011] 循环肿瘤细胞是由原发灶脱落，进入血循环后，在远处器官或原发脏器定居，形成

转移灶。循环肿瘤细胞CTC检测作为液体活检的热门领域，在肿瘤诊断、治疗和监控等方面

的临床表现已逐渐崭露头角，是目前最具发展潜力的肿瘤无创诊断和实时疗效监测手段，

临床应用价值极其显著。
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[0012] 因此，若能提供一种检测循环肿瘤细胞表面Her2的方法，将具有非常重要的意义。

[发明内容]

[0013] 本发明的目的就是要解决上述的不足而提供一种循环肿瘤细胞表面标志分子

HER2的检测方法，该检测方法简便、快速、经济，无创，灵敏度高，特异性好，能够解决现有技

术检测HER2的不足。

[0014] 为实现上述目的设计一种循环肿瘤细胞表面标志分子HER2的检测方法，包括以下

步骤：1)将全血用红细胞裂解液处理，分离出有核细胞，并用甲醛进行固定；2)先通过肿瘤

免疫荧光标志物细胞角蛋白抗体anti-CK进行阳性筛选，用Her2一抗孵育所有细胞，然后用

标记有FITC荧光基团的Her2二抗孵育，再用细胞核荧光染料DAPI标记出所有细胞；3)采用

高通量多色成像分析，选择CY5、FITC和DAPI的滤光片，观察通道表面荧光颜色，即实现对循

环肿瘤细胞表面标志分子Her2的检测。

[0015] 进一步地，步骤2)的具体反应条件如下：a.向细胞固定后的培养皿中加入含4-6％

脱脂奶粉的PBS溶液，4℃避光孵育40-70min；b.吸除脱脂奶粉PBS溶液后，沿壁加入PBST清

洗若干次；c.向封闭液中加入肿瘤免疫荧光标志物细胞角蛋白抗体anti-CK和Her2一抗，抗

体来源为abcam公司，混合均匀后沿壁加入培养皿中，4℃避光孵育过夜；d.吸除混合液，向

封闭液中加入标记有FITC荧光基团的Her2二抗，抗体来源为abcam公司，混匀后沿壁加入培

养皿中，4℃避光孵育40-70minh；e.吸除抗体，用PBST清洗若干次，加入DAPI，常温避光孵育

20-40min。

[0016] 进一步地，条件b中，PBST中含0.02wt％Tween-20的PBS。

[0017] 进一步地，步骤3)中，观察通道表面荧光颜色，显蓝色的则DAPI+，不显蓝色则

DAPI-，显绿色则Her2+，不显绿色则Her2-，显红色则CK+，不显红色则CK-；根据荧光显色，将

DAPI+且CK+的点认为是循环肿瘤细胞CTC，若该循环肿瘤细胞CTC上存在Her2+，那么该循环

肿瘤细胞CTC为Her2+CTC。

[0018] 本发明同现有技术相比，首次将CTC检测和HER2标志物检测结合起来，通过对血液

进行红细胞裂解，利用纳米技术使剩余有核细胞(主要是CTC和淋巴细胞)全部平铺富集在

纳米基底上固定，然后用细胞核荧光染料DAPI标记出所有细胞，之后通过肿瘤免疫荧光标

志物细胞角蛋白抗体anti-CK进行阳性筛选，由于CTC表面具有HER2的特异性表达，用HER2

一抗孵育所有细胞，再用标记有FITC荧光基团的二抗孵育，最后通过高通量技术扫描，最终

实现对循环肿瘤细胞表面标志分子HER2的检测；此外，本发明所述的循环肿瘤细胞表面标

志分子HER2的检测方法简便、快速、经济，无创，灵敏度高，特异性好，解决了现有技术检测

HER2的不足，值得推广应用。

[附图说明]

[0019] 图1为检测循环肿瘤细胞HER2阳性表达的示意图。

[具体实施方式]

[0020] 下面结合具体实施例对本发明作以下进一步说明：

[0021] 实施例1
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[0022] 图1为检测循环肿瘤细胞HER2阳性表达的示意图。其中，图1中a为蓝色荧光通道，

使用DAPI标记细胞核，显蓝色的则DAPI+，说明是个完整的细胞，不显蓝色则DAPI-，不是完

整的细胞；图1中b为绿色荧光通道，标记HER2蛋白，显绿色则HER2+，不显绿色则HER2-；图1

中c为红色荧光通道，标记CK蛋白，显红色则CK+，不显红色则CK-。图1中d为三个通道的合

成。

[0023] 本实施例以检测临床肝癌样本循环肿瘤细胞表面HER2表达一例，具体包括以下步

骤：

[0024] 1)全血处理：

[0025] a.向2mL全血中加入200μL  1×红细胞裂解液，室温放置15min，期间均匀摇晃。

[0026] b.200RCF离心5分钟，吸除上清，保留细胞。

[0027] c.向离心管中加入2mL  1％FPBS(V(FBS):V(PBS)＝1:99)，混匀后于200RCF离心5

分钟，去上清。

[0028] 2)细胞全富集：

[0029] a .加入1mL  FPBS混匀后转入处理好的培养皿中，将培养皿置于37℃摇床中培养

45min。

[0030] b.培养后将培养皿置于4℃冰箱中，静置1min。

[0031] 3)细胞固定：

[0032] a.吸除FPBS，向培养皿中加入4％甲醛后置于4℃静置1min。

[0033] b.吸除甲醛，加入1mL甲醇，置于-20℃20min。

[0034] c.吸除甲醇，每次用2mL  PBS清洗三次。(注：每次加入液体时，沿培养皿壁加入，避

免将细胞冲起。

[0035] 4)封闭及抗体孵育：

[0036] a.向培养皿中加入1mL  5％(m/V)含0.02％Tween-20的脱脂奶粉(用PBS配制)，4℃

避光孵育1h。

[0037] b.吸除脱脂奶粉后，沿壁加入2mL  PBST(含0.02％Tween-20的PBS)清洗4次，每次

5min。

[0038] c.向500μL封闭液中加入1μL  anti-CK(购自abcam公司)，再加入2μL  HER2一抗(购

自abcam公司)，混合均匀后沿壁加入培养皿中，4℃避光孵育过夜。

[0039] d .吸除混合液，向500μL封闭液中加入5μL标记有FITC荧光基团的HER2二抗(购自

abcam公司)，混匀后沿壁加入培养皿中，4℃避光孵育1h。

[0040] e.吸除抗体，用PBST清洗三次，加入1mL细胞核染料DAPI(4,6-联眯-2-苯基吲哚)，

常温避光孵育30min。

[0041] 5)扫描：吸除抗体，用2mL  PBST清洗三次，加入1mL  PBS扫描。

[0042] 对上述临床肝癌样本，采用高通量多色成像分析，选择CY5、FITC和DAPI的滤光片，

观察通道表面荧光颜色，显蓝色的则DAPI+，不显蓝色则DAPI-，显绿色则HER2+，不显绿色则

HER2-，显红色则CK+，不显红色则CK-，根据荧光显色，将DAPI+且CK+的“点”认为是CTC，如果

该CTC上存在HER2+，那么该CTC为HER2+CTC(图1)，否则，则不是。该检测方法简便、快速、经

济，无创，灵敏度高，特异性好。

[0043] 本发明并不受上述实施方式的限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理
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下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范

围之内。
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图1
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