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摘要 乳腺癌是一种严重危害女性健康的恶性肿瘤，对其致病基因的检测有助于肿瘤早期诊断、精准治疗及预后评估 . 本文

总结了近年来乳腺癌相关的热点基因，并对相关基因的分子诊断技术、检测方法及应用进行了综述 . 首次评述了数字PCR

方法用于乳腺癌分子检测的进展 . 全面对比不同分子诊断技术的差别与优缺点，为乳腺癌关键基因的检测提供指导建议与理

论支持，并对未来发展趋势做出展望 .
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1 引 言

乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，严重危害女性

群体的健康，主要发生于绝经前后的女性［1］ . 中国

乳腺癌发病率居女性恶性肿瘤首位，占全身性恶性

肿瘤的7%~10%，且发病率逐年上升，呈现年轻化

的趋势［2］ . 采用准确有效的检测方法，对乳腺癌的

原癌基因和抑癌基因进行检测，可以实现对乳腺癌

的早期诊断、精准治疗，并对跟踪肿瘤的复发和转

移及预后评估提供重要的评价指标［3-7］ .

随着分子生物学技术的发展，临床分子诊断取

得了飞跃式的发展，它已成为肿瘤诊断中最具有发

展潜力的领域 . 目前常用的分子诊断技术包括生物

芯片、聚合酶链反应、高通量测序等 . 相比于传统

乳腺CT检测等方法，分子诊断技术具有特异性更

强、检测更灵敏、准确性更好、操作更简便等优

势 . 采用分子生物学技术对乳腺癌致病基因进行检

测、分型、功能分析，将有助于尽早发现肿瘤的发

生与转移，提高靶向药物的治疗，并对肿瘤预后评

估提供客观依据 . 然而每种检测方法在检测的灵敏

度和准确性方面不尽相同，目前鲜有针对其不同检

测方法进行全面对比的评述，因此本综述整理不同

原理的分子诊断技术在乳腺癌原癌基因及抑癌基因

检测中的研究现状及进展，并对其发展趋势进行

展望 .

2 乳腺癌相关基因

2.1 原癌基因

在现有乳腺癌相关基因中，被研究最为广泛的

原癌基因主要为MYC、RAS以及HER2等（表 1） .

MYC基因在细胞增殖、细胞转化和凋亡中起着重

要作用 . 当正常基因扩增、重排或过度表达后，

MYC基因被激活，在RAS癌基因协同作用下，细

胞无限增殖形成恶性肿瘤 . RAS基因家族有 3个成

员，分别为 HRAS、 KRAS 和 NRAS. HRAS 基因

mRNA 水平和蛋白质水平的过度表达与乳腺癌密

切相关［8］，其常发生于乳腺癌的早期阶段 .

HER2 即人类表皮生长因子受体 2，列属于表

皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，

EGFR）家族，是一种具有跨膜酪氨酸激酶活性的

生长因子受体，定位于染色体 17q12. 美国临床肿

瘤学会根据临床检验结果、国际研讨以及美国食品

和药物管理局的调查结果将 IHC 检测结果为 3+、

FISH结果中HER2基因拷贝数大于 6个基因拷贝、
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或者 HER2/CEP17 比值为>2.2，定义为 HER2 阳性

肿瘤［9］ . 有研究发现抗 HER2 靶向治疗也可使

HER2基因突变患者从中受益［10-11］ .

2.2 抑癌基因

抑癌基因与原癌基因相互制约，其在体内可抑

制细胞的无限增殖，以达到防止细胞癌变的目的，

然而当抑癌基因缺失或突变后，细胞增殖不受到调

控，将形成肿瘤 . 乳腺癌相关的抑癌基因主要有

TP53、CDKN1A、CDKN2A、CDKN1B、NME1 以

及BRCA1基因等（表1） .

目前在抑癌基因的研究中，对TP53基因的研

究较为深入 . 该基因位于17p13，编码53-ku核磷酸

化蛋白质，在正常细胞中通过细胞周期阻滞、

DNA修复和凋亡来维持基因组的完整性，阻止细

胞病变［12］ . 当TP53基因突变后，可引起细胞的癌

变和转化，现已发现位于 TP53基因第 4外显子的

72密码子（codon 72）多态性与多种肿瘤的易感性

相关，对乳腺癌患者术后接受放化疗的疗效及术后

生存期有直接关联［13］ .

CDKN1A （别名 P21） 基因定位于染色体

6p21.2，通过与 TP53 蛋白结合，激活 CDKN1A 转

录 . CDKN1A蛋白可抑制细胞周期依赖性激酶和增

殖细胞核抗原产生，其异常表达会对细胞的增殖与

分化产生影响［14］，从而导致肿瘤的发生 . 此外

CDKN1A可用来作为乳腺癌患者的预后判断［3］，评

估乳腺癌细胞的转移潜能及分化情况 . 但CDKN1A

的表达在不同组织差异较大，这可能是由于

CDKN1A除了受TP53刺激诱导外，也可能受其他

途径影响而被抑制或激活 .

CDKN2A （别名 P16）基因位于 9p21.3，由 2

个内含子及 3个外显子组成 . CDKN2A基因的表达

产物直接参与细胞增殖的负调节，其编码的产物为

P16蛋白，该蛋白质是作用于细胞分裂周期关键酶

之一的CDK4抑制因子，阻止细胞进入 S期 . 一旦

CDKN2A基因缺失或者突变，则不能抑制CDK4活

性，导致细胞进入恶性增殖［15］ .

CDKN1B （别 名 P27） 基 因 位 于 染 色 体

12p13.1，由 1个无功能外显子和 2个外显子及 1个

内含子组成 . 在乳腺癌中，其抑制细胞周期并使细

胞周期停滞在G1期 . 有研究［5］表明，CDKN1B基

因对肿瘤的增殖分化有着调控作用，CDKN1B 蛋

白表达降低也与乳腺癌临床预后不良紧密相关 .

NME1 （别名 NM23）基因是一种肿瘤转移抑

制基因，其主要功能是抑制肿瘤细胞的转移，在人

基因组中存在着两个 NME1 基因，即 NM23-H1 和

NM23-H2，它们都定位于 17q21.33. NME1 基因的

低表达与黑色素瘤、乳腺癌、结肠癌和肝癌等多种

上皮癌晚期转移及临床预后不良有关［6］ . 在乳腺癌

中，NME1蛋白表达水平与腋淋巴结转移情况呈负

相关 .

BRCA1基因位于人染色体 l7q21.31，与遗传性

乳腺癌直接相关，是一种具有抑制恶性肿瘤发生的

基因，BRCA1基因突变者，乳腺癌发病率为50%~

85%. 有研究者对BRCA1预后影响因素进行多变量

分析后发现，BRCA1 在肿瘤细胞核以及细胞质中

的表达存在缺失或减少，BRCA1 失调可能在早期

分化良好的肿瘤以及分化不良的激素受体阴性肿瘤

中发挥作用［7］，这可以作为肿瘤早期诊断的依据 .

Table 1 Breast cancer related gene
表1 乳腺癌相关基因

乳腺癌

相关基因

原癌基因

抑癌基因

名称

MYC

H-RAS

HER2

TP53

CDKN1A

CDKN2A

CDKN1B

NME1

BRCA1

别名

c-Myc、bHLHe39、MYCC

HRAS1

ERBB2、NEU、CD340、HER-2

p53、LFS1

P21、CIP1、WAF1、SDI1、CAP20、p21CIP1、p21Cip1/Waf1、p21

P16、CDK4I、Ink4a、MTS 1、CMM 2、ARF、P19、p14、INK 4、p16INK4a、p19Arf、p14ARF

P27、KIP1、P27KIP1

NM23、NM23-H1、NDPKA

RNF53、BRCC1、PPP1R53、FANCS

染色体位置

8p24.21

11p15.5

17q12

17p13.1

6p21.2

9p21.3

12p13.1

17q21.33

l7q21.31



·226· 2020；47（3）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

3 分子诊断技术

3.1 基于原位杂交的诊断技术

在乳腺癌检测中，以原位杂交为主要代表的核

酸分子杂交技术最为常用，其根据核酸分子具有变

性和复性的特点，使来源不同的 DNA （或 RNA）

片段，按碱基互补配对形成杂交双链分子，通过已

知序列探针对特异性的靶序列进行检测 . 基于原位

杂交法的检测技术除生物芯片外还包括荧光原位杂

交法（fluorescence in situ hybridization，FISH）和

亮视野原位杂交，通常被使用的亮视野原位杂交包

括 显 色 原 位 杂 交 （chromogenic in situ

hybridization，CISH） 和银增强原位杂交 （silver-

enhanced in situ hybridization，SISH）（表2） .

3.1.1 生物芯片

生物芯片包含基因芯片及蛋白质芯片等，基因

芯片在乳腺癌的基因检测中较为常见，该技术根据

分子杂交的原理，将大量探针密集固定在硅片、玻

璃、尼龙膜等载体上制作成微小的检测芯片，再与

带有荧光标记的 DNA 或其他分子样品进行杂交，

通过检测其信号强度来获得目标基因序列及数量信

息 . 美国Affymetrix公司于1991年制作出了第一张

基因芯片，Vranic 等［16］利用 Affymetrix 基因芯片

研究了HER2、CEP17基因与17号染色体上其他位

点的关系 . 研究结果表明，CEP17信号数量的增加

可能代表 17 号染色体的中心体区域的局部增益，

而不是 FISH 分析中所意味的多聚体 17. Leivonen

等［17］使用 miRIDIAN microRNA mimic 文库 v.10.1

（共810个miRNA模拟物）以20 nmol/L浓度在384

孔板上用SilentFect转染细胞，将孵化处理后的细

胞裂解并打印在硝酸纤维素包覆的微阵列快速载玻

片上，使用Array-Pro分析仪微阵列分析软件来对

miRNA裂解物进行分析 . 结果显示，miR-342-5p和

miR-744 在 HER2 阳性乳腺癌中显著下调，miR-

342-5p 在体外对 HER2 阴性对照细胞的生长无影

响，从而证明其特异性地抑制了HER2阳性细胞的

生长 . Tennis等［18］对使用Affymetrix P53基因芯片

在 420 个样本中成功扩增出的 392 例肿瘤进行分

析，其中 138 例 （35%） 乳腺肿瘤有 TP53 突变，

88%位于外显子 5~8上，11例在第 9外显子，3例

在第4外显子，2例在第10外显子，1例在第3外显

子 . 同时对139例肿瘤（增加了一种新的扩增产物，

以避免样品处理过程中导致基因芯片检测到突变的

伪迹） 的 TP53 基因外显子 5~9 进行了人工测序，

验证了Affymetrix基因芯片的实用性，并为乳腺癌

的突变图谱提供了新的数据 .

3.1.2 荧光原位杂交（FISH）
FISH技术是在同位素标记探针的基础演变而

来，其原理是使用荧光素来标记核酸探针，然后将

探针与靶 DNA 杂交 . 由于同源互补，核酸探针将

与靶DNA形成杂交体，经过洗涤便可在荧光显微

镜下进行观察 . 在乳腺癌中，多用 FISH 技术对

HER2 基因的扩增情况进行检测 . 赵坡等［19］使用

FISH技术对 1 699例乳腺癌HER2基因扩增情况及

17号染色体多体状态进行检测，发现在乳腺癌中

HER2基因扩增的阳性表达率为 52.6%，17号染色

体多体的阳性表达率为12.7%，二者之间呈现正相

关 . 在使用赫赛汀处理后，检测到HER2基因与 17

号染色体多体预后结果明显优于未用药组，该研究

证明了 FISH 检测在临床应中可以明显改善预后

结果 .

3.1.3 显色原位杂交（CISH）
CISH原理与FISH技术相同，不同之处在于将

标记探针的基团用地高辛和生物素代替了荧光 .

Gupta 等［20］对 CISH 和 FISH 技术进行了对比，使

用这两种方法对 31 例浸润性乳腺癌进行了分析，

其中26例检测结果相同，根据判读结果认为CISH

相比FISH更准确实用 . 国内也有学者［21］通过对比

CISH与 IHC对检测乳腺癌HER2/neu基因状况和蛋

白质表达的结果，发现CISH与 IHC和FISH结果高

度一致 . 但张伟等［22］在研究 FISH 与 CISH 对检测

乳腺癌HER2基因扩增的敏感性与准确性实验中发

现，两种检测方法的符合率为 87.5%，FISH 法敏

感性和准确性较高 .

3.1.4 银增强原位杂交（SISH）
银增强原位杂交基于银沉淀技术，将金属银固

定在靶位点，使用二硝基苯标记检测 HER2 的探

针，银染原位杂交二硝基苯染色液显色，同时用地

高辛标记检测参考基因的探针，使用地高辛红染显

色液显色［23］，其结果在普通的光学显微镜下便可

进行观察 . Bartlett 等［24］分析了来自 8 个不同实验

室对45例乳腺癌样本检测的结果，其中有6个实验

室采用 SISH 成功分析了 94.8% 的病例，SISH 与

FISH 诊 断 HER2 扩 增 的 符 合 率 达 到 了 96.0%.
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Pehlivanoglu 等［25］ 使用 60 例样本对 FISH 和 SISH

法进行对比分析，通过 FISH 法检测到其中 HER2

扩增的样本有 7 例（13.7%），通过 SISH 法检测到

的HER2扩增样本有 8例（15.7%），两种方法表现

出良好的一致性，验证了SISH法在乳腺癌基因检

测方面的可行性 .

3.2 实时荧光定量PCR（qPCR）
qPCR是在PCR反应过程中加入荧光基团，在

扩增过程中荧光信号不断积累，从而实时监测PCR

过程，再通过标准曲线对结果进行定量分析（表2） .

Jacquemier 等［26］尝试通过 SISH、CISH 以及 qPCR

代替 FISH检测，研究包括 10对引物：HER2的外

显子 8 和 26、染色体 17 多聚体 TAOK1、UTP6、

MRM1、MKS1、SSTR2 和二倍体对照 TSN、LAP3

和ADAMTS16. 基于HER2/CEP17比值或HER2拷贝

数所得结果，通过将 3种替代技术与 FISH进行比

对，发现一致性极高， SISH的符合率分别为 97%

和 98%，灵敏度为 99%到 95%；CISH的符合率分

别为 98%和 75%，灵敏度为 89%到 80%；qPCR的

符合率为95%和93%，灵敏度为89%到90%. qPCR

相比于普通的定性 PCR具有检测时间短、操作简

单等优势，其可在45~70 min内得到检测结果，并

且在前处理后，将样本插入到仪器中，不需要其他

的转移操作，便可以得到结果 . 终点定量PCR仅可

在循环终点进行荧光检测，而qPCR在扩增的过程

中便可根据样品荧光值的变化进行实时检测，大大

提升了结果的精确度 .

3.3 数字PCR（dPCR）
dPCR是一种基于单分子扩增技术可实现对核

酸分子绝对定量的技术，主要采用微流控或者微滴

化的方式，将核酸溶液稀释后分散至芯片的微反应

器或微滴中，形成独立的反应室；通过调整加入的

核酸分子个数，使每个反应室的核酸模板数符合泊

松分布；经过 PCR循环扩增后，含有核酸模板的

反应室就会显示出荧光信号；通过阳性反应室比例

和反应室的体积，便可计算出起始核酸样本中目标

Table 2 Molecular diagnostic method
表2 分子诊断方法

分子诊断技术

原位杂交

实时荧光定量PCR

（qPCR）

数字PCR（dPCR）

高通量测序

等温核酸扩增技术

生物传感器

生物芯片

荧光原位

杂交（FISH）

显色原位

杂交（CISH）

银增强原位

杂交（SISH）

操作

耗时

短

长

长

短

短

短

长

短

短

成本

高

高

低

低

高

高

高

低

低

材料

相关监测芯片、分析平

台等

相关探针及染料、光学

显微镜、FISH图像分析

软件等

相关探针及染料、放大

系统检测试剂、光学显

微镜等

SISH相关试剂盒、染色

机、组织芯片仪等

引物探针、荧光定量分

析仪等

引物探针、PCR仪、微

滴式数字PCR系统等

相关反应芯片、测序

仪、基因组分析平台等

恒温仪器等

相关仪器等

操作

难度

难

难

难

难

易

易

难

低

低

优点

敏感、高通量、特异性强

准确、稳定

信号稳定、切片储存方便、可做

组织学评价

误差小、快速准确、可直接观察

组织形态

敏感、重复性好、特异性好、通量

高、污染可能性低

绝对定量、重复性好、精密度及

灵敏性高、判读结果准确、可进

行无创检测

通量高、耗时短、精准定量、污

染可能性极低.

应用范围宽、设备要求低

灵敏度高、特异性高、非入侵性

缺点

可能有错误核酸或杂质掺入

结果缺少组织形态学上的参

考、切片难以长期保存、标

本需求量大

对中低丰度突变样本的检测

灵敏性低、结果易受主观因

素影响

需外标、对Ct值难确定的样

本分析结果较差

成本高

操作复杂、数据分析难度

大、分析平台要求高

相关技术的细节要求高、成

熟度低

寿命短、需联动其他诊断技

术才能发挥最大价值
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基因拷贝数，而不需要采用外标（表2）［27］ . Whale

等［28］ 采用 MCF-7、 SK-BR-3、 T-47D 三株不同

HER2基因扩增水平的乳腺癌细胞系基因组DNA，

RNase P作为参考基因，来对比dPCR与qPCR拷贝

数检测的精准度 . 在对正常女性基因组检测时，二

者拷贝数比值分别为 1.03和 1.00，没有显著差别；

两种方法在测定 MCF-7 与 T-47D 基因组中，其结

果也没有显著差别（P=0.71，P=0.52）；但在具有

较高的 HER2 基因扩增的 SK-BR-3 基因组中，

dPCR检测的HER2∶RNase P比值为 7.15，明显低

于 qPCR 检测的 HER2∶RNase P 比值 9.43 （P =

0.00005） . 此外作者基于泊松分布和二项分布建立

了一个模型，以确定dPCR的内在变异，并使用该

模型证明了在低浓度 DNA 模板中，dPCR 对 CNV

的测量灵敏度要优于 qPCR. Heredia［29］ 等通过

dPCR对采用福尔马林固定石蜡包埋的临床乳腺肿

瘤样本进行检测，成功将 HER2+与 HER2-分离，

认为液滴数字PCR技术可用于乳腺癌基因HER2的

定量检测，而且这种方法的准确性不依赖于实验人

员的判断和实验条件 .

3.4 高通量测序

高通量测序技术（high-throughput sequencing）

相比于第一代测序技术 Sanger 测序，可以一次并

行对几十万到几百万条DNA分子同时进行序列测

定（表 2） . 由于其大幅缩短了测序时长，在保持

较高准确性的同时降低了成本，能够对一个物种的

基因组和转录组进行全面细致的分析，具有划时代

的意义，故也称下一代测序技术（next-generation

sequencing， NGS） 或 深 度 测 序 （deep

sequencing） . Hortobagyi 等［30］通过 NGS 技术分析

182个癌症相关基因的外显子序列和基因拷贝数变

异，发现依维莫司联合依西美坦在维持绝经后激素

受体阳性（HR+）、HER2阴性（HER2-）的晚期乳

腺癌患者生活质量的同时，将无进展生存率

（PFS）提高了一倍以上，该研究证实了大规模应

用 NGS 和随后的相关分析对此类试验的可行性 .

Sarah-jane等［31］使用NGS技术对30例患者中11例

共 44份血浆样本进行循环肿瘤DNA （ctDNA）检

测，以追踪其体细胞突变和结构变异，其中有 33

例样本被检测出（80%），同时使用dPCR对其余的

19例患者的97份血浆样本进行检测，结果中有80

份样本被检测出（82%） . 从整体结果来看，30例

样本中29例（97%）得到检测，并且141份血浆样

本中 115份（82%）检测到了 ctDNA，这两种技术

的检测结果显示出了良好的一致性 .

Roy-chowdhuri 等［32］通过 NGS 技术分析了来

自 354名患者的 415个乳腺癌样本，这些样本包含

乳腺癌的46个常见致癌基因 . 该研究在62.1%的患

者中共检测到 281 个体细胞非同义突变，其中

TP53基因突变最为常见，突变频率高达38.8%，表

明乳腺癌可能具有针对靶向治疗的潜在可行突变 .

基于NGS技术的突变分析可以为靶向癌症治疗提

供有用的信息 . Uji等［4］采用NGS技术对 115例乳

腺癌患者的TP53基因进行突变分析，并采用DNA

微阵列技术检测 TP53 突变相关基因表达特征 . 发

现TP53突变与体积大、组织学分级高、孕酮受体

呈阴性、HER2阳性表达的肿瘤相关性更显著，并

证实NGS对TP53突变的检测比Sanger测序更为敏

感，且TP54基因突变与预后不良显著相关 .

3.5 等温核酸扩增技术

除分子诊断技术外，近年来等温核酸扩增技术

也被用于乳腺癌诊断中，其只需恒温装置便能进行

快速且高效的扩增反应（表 2） . 该技术包含环介

导等温扩增 （LAMP）、依赖核酸序列型扩增

（NASBA）、滚环扩增 （RCA）、单引物等温扩增

（SPIA）、链置换扩增（SDA）、交叉引物等温扩增

（CPA）、新型等温多自配引发扩增 （IMSA） 等，

其中依赖核酸序列型扩增作为一种发明较早的等温

核酸扩增技术被人们所熟知 . Lamy 等［33］ 通过

NASBA 方法与 qPCR、ELISA 两种方法对比检测

HER2 mRNA 后，发现结果具有高度的一致性

（AUC ROC 0.92，敏感性 90%，特异性 89.7%；

AUC ROC 为 0.98，敏感性为 100%，特异性为

91.5%），这表明NASBA适合于评估乳腺肿瘤样本

中HER2的扩增情况，该方法具有快速、高灵敏度

和标准化的特点，可作为小肿瘤检测技术的补充 .

近年来，在众多等温检测技术中，环介导等温扩增

技术具有广泛的应用范围，Hao等［34］建立了一种

RT-LAMP检测乳腺癌患者前哨淋巴结转移的方法，

并将该方法与美国食品药品监督管理局批准的乳腺

淋巴结（BLN）检测及常规病理检查结果进行对

比，结果的一致性为 95.4% （166/174） . 统计分析

表明，两种方法结果一致 （kappa=0.890， P<

0.001） . 与病理检查相比，该方法的检测结果（敏

感性= 81.3%，特异度= 89.7%，kappa=0.691，P<

0.001）与BLN法相似（敏感性= 87.5%，特异度=

84.9%，kappa=0.668，P<0.001） . 此外，该方法可

在术中完成，对手术策略的选择具有重要意义，其
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快速的检测优势可能被引入到POCT方法中 .

3.6 生物传感器

随着医疗研究对临床检测要求的提升，生物传

感器进入到研究者的视野中，并得到飞速的发展，

该方法基本原理是将被分析物浓度转化为电信号，

根据信号强度反应被分析物状态 . 其操作性简单快

捷、成本低廉、具有非入侵性、高灵敏度及高特异

性的优势（表 2） . 根据生物传感器所采用的敏感

材料特性不同，大体可以分为光学生物传感器、电

化学生物传感器及质量型生物传感器［35］ . 以电化

学生物传感器为例，Pacheco 等［36］研制了一种用

于 HER2-ECD 定量的电化学分子印迹聚合物传感

器，该传感器的浓度范围为10~70 ng/L，检测限为

1.6 ng/L. 通过对比不同蛋白质生物学标志物的分析

结果，确定了其具有高度的特异性 . 同时，通过对

人血清中生物学标志物的分析结果，证明了其在早

期临床监测以及病情跟踪方面具有很大的使用

价值 .

4 分子诊断技术对比

基因芯片技术在高通量检测方面具有极大优

势，可以在有限的实验次数中检测众多基因在特定

实验体系中的变化规律，其缺点在于其不能对待检

测基因在多细胞类型组织中的精确定位进行判断，

而原位杂交技术可以克服此缺点 . 在中国2019年出

版的《乳腺癌Her2检测指南》［37］中，将 IHC检测

后浸润癌细胞的状态分为了 4 类，其中对呈现

IHC2+状态的结果建议更换样本或者使用原位杂交

进一步检测 . 该指南同时将双探针 FISH 检测的结

果根据HER2/CEP17比值是否<2.0进行区分，并提

出相应建议 . 但无论哪种检测结果，当出现 IHC与

原位杂交结果不一致时，需进行发生原因的合理分

析，选用其他的检测方法进行多方面验证 .

FISH可以分析HER2的扩增状态，具有良好的

敏感性和特异性，通常与染色体 17 着丝粒结合，

识别HER2基因的拷贝数，被认为是金标准，然而

该技术的操作性十分复杂［38］，对环境及设备要求

较高，而且费用昂贵 . CISH和SISH技术［39］是近年

来引入的用于检测HER2基因状态的新技术，CISH

检测技术具有敏感稳定的特点，其显色剂可清晰显

示目标基因，并且组织杂交片可长期保存，试剂价

格也相对便宜，操作技术重复性较好［40］，但检测

结果可能与FISH存在差异 . SISH检测应用全自动

仪器操作，虽然其成本与FISH相当［23］，但大大减

少了人为误差，具有操作快速便捷、结果准确的

优势 .

qPCR是一种快速、灵敏、精确度高的定量技

术，可满足大多数的研究需求，其通过标准曲线对

未知模板进行定量分析，在指数期测量可实现更加

准确的定量，但对于拷贝数变异、突变检测、基因

相对表达这些通过 Ct 值很难准确判断的分析中，

其检测效果逊色于 dPCR. dPCR是一种可实现对目

标基因绝对定量的技术，相较于qPCR，dPCR无需

依赖于外标，可直接读出DNA分子的个数，是对

起始样品的绝对定量 . 其次，qPCR在实验室之间

和实验室内部的检测技术差异性可能很高［41］，而

dPCR 由于其测定结果的精密度与扩增的变化无

关［28］，所以在试验结果上的差异要明显较小［42-43］，

提高了试验结果的重复性与准确性，更方便于实验

室之间方法的标准化 . 虽然目前仅有少量文献报道

应用 dPCR 检测乳腺癌 HER2 基因的拷贝数变

异［29］，但笔者认为该方法与临床指南中推荐的

FISH方法相比，操作更简单、灵敏度更高，可以

显著缩小 FISH 等方法无法判断的灰区 . 更重要的

是 dPCR方法可以准确、客观的判断HER2基因拷

贝数变异，无需依赖个人经验的判断，还可以实现

无创检测 . 这些优势势必会快速推动 dPCR方法在

乳腺癌诊断中的应用，使得乳腺癌分子诊断结果更

准确和更客观 .

等温扩增技术和生物传感器检测技术由于其具

备耗时短、方便携带等优势，逐渐发展为即时检验

POCT （point-of-care testing）的理想候选技术 . 虽

然已有技术发展成商业产品，但其具体细节仍缺少

标准化的规范，且市场的成熟度较低 . 此外，随着

测序技术的高速发展，高通量测序技术在乳腺癌基

因检测方面得到广泛应用，虽然其具有高通量、耗

时短等优点，但这种检测方法实验操作较为复杂，

对数据分析难度大、对分析平台要求极高、往往需

要专门的生物公司对初始结果进行分类处理、其检

测的周期也比较长、成本较高，相比适用于早期诊

断的数字 PCR，NGS 技术更适用于未知序列或突

变、高通量多位点的检测方面 .

5 总结与展望

近年来，对乳腺癌原癌基因以及抑癌基因的研

究越来越广泛，所取得的成果也对乳腺癌的临床监

测与预后诊断提供了很大的帮助 . 但由于各种检测

方法的不确定性，以及目前还缺少对相关检测的统
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一标准，例如对HER2基因突变检测，虽然已有报

道抗HER2的靶向治疗药物可使部分HER2基因突

变患者从中受益［10-11］，但尚未有预测HER2靶向治

疗疗效的常规检测方法，所以对不同分子诊断技

术，建立业内共同认可的标准方法将成为主流趋

势 . 笔者认为，dPCR以其无创、灵敏、准确、客

观的优势有望成为靶向用药筛选和靶向治疗疗效监

测的主流方法 . 针对不同基因以及不同患者的临床

情况，选用一种或多种更为高效、精准的分子诊断

方法，共同发挥优势，弥补不足，将有助于乳腺癌

个体化的研究诊断，并为临床治疗提供更为准确的

信息 .
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Abstract Breast cancer is a malignant tumor which can seriously endanger women's health. The detection of its

pathogenic genes is helpful for the early detection, accurate treatment and prognosis evaluation of the tumor. This

paper summarizes the hot biomarkers related to breast cancer in recent years and reviews the molecular diagnostic

techniques, detection methods and applications of related genes. The development of digital PCR in molecular

detection of breast cancer was reviewed for the first time. The advantages and disadvantages of different

molecular diagnostic techniques were comprehensively compared in this paper. It provides a guidance for the

detection of oncogenes in breast cancer, and makes a forecast for future trends.
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