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HER2 基因扩增检测试剂盒（荧光原位杂交法） 

说明书 

 

【产品名称】 

通用名称：HER2 基因扩增检测试剂盒（荧光原位杂交法） 

英文名称：FISH detection Kit for the amplification of HER2 gene 

【包装规格】 

      10 人份/盒、20 人份/盒 

【预期用途】 

本产品用于检测福尔马林固定、石蜡包埋人乳腺癌组织样本

中的HER2基因扩增情况。指导乳腺癌的治疗和预后评估，不用于

乳腺癌的筛查或诊断[1]。 

【检测原理】 

荧光原位杂交法（Fluorescent In Situ Hybridization，FISH）

能够使细胞中特定的核苷酸片段通过荧光而清楚的呈现，FISH 试

验过程中包含了双链 DNA 的解链，荧光标记的 DNA 探针能够与

目标序列结合[2-3]。杂交完成之后，多余的探针被清洗掉，同时，

细胞核被复染剂 4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)染色会发出蓝色的

荧光。本试剂盒包含一组探针：HER2(红色)位点和 CEP17（绿色）

位点及 DAPI 复染液。 

正常细胞信号方式：每个细胞显示两个绿色信号及两个红色

信号。 

异常细胞信号方式：细胞中若出现三个及以上红色信号且绿

色信号不小于两个。 

【主要组成成分】 

试剂 
规格 

主要成分 
10 人份 20 人份 

HER2 /CEP17 探针 100μl 200μl 荧光标记探针 

DAPI 0.5ml 0.5ml DAPI/抗褪色液、甘油 

 

【储存条件及有效期】 

HER2 /CEP17 探针及 DAPI 于-20℃避光、密封储存； 

开封后，探针及 DAPI 24 小时内可在 2-8℃避光、密封储存；

24 小时内不能使用完的，请放置于-20℃±3℃避光、密封储存； 

自生产之日起有效期为一年。 

【适用仪器】 

本试剂盒探针杂交需在杂交仪上进行杂交，如 ThermoBrite。 

本试剂盒探针需在荧光显微镜下观察并分析结果。所需荧光

显微镜的配置包括： 

物镜：在 FISH 分析上，使用 100×消色差浸油类型物镜可取

得满意效果。 

镜油：在浸油式物镜上使用的镜油应为低水平自发荧光配方，

并专门在荧光显微镜上使用。 

滤光片：建议客户处客使用探针前向滤片组供应商了解所使用

的滤片组的详细情况，以便选择与标记荧光染料相适应的滤片组。 

绿色荧光：激发波长为 496nm，发散波长为 520nm 

橘红色荧光：激发波长为 551nm，发散波长为 572nm 

【样本要求】 

福尔马林固定、石蜡包埋的乳腺癌组织或细胞。样本应根据

实验室标准程序进行采集，试剂盒检验样本的选择应由病理学专业

人员执行。样本应避免与酸、强碱接触，并避免过热。 

建议切片厚度不超过 4μm 左右。 

【检验方法】 

一、样本收集及玻片制备： 

1、样本于常温下在10%中性福尔马林缓冲液中固定6~48小时，为

了达到最佳的和均匀的固定与石蜡包埋效果，样本大小不宜超过

0.5cm
3。 

2、标准操作和石蜡包埋，使用高质量的石蜡。渗透和包埋应在低

于65℃下进行。 

3、切成4μm厚度的切片。 

4、切片捞于黏性玻片。 

二、玻片预处理程序： 

1. 56-65℃左右烤片三小时以上（过夜）。 

2. 提前预热胃蛋白酶处理液，使其温度达到 37℃保温备用。 

3. 二甲苯中室温放置切片 10 分钟，重复该步骤两次。 

4. 100%乙醇中室温放置切片 5 分钟，重复该步骤一次。 

5.依次 85%、70%乙醇中室温处理切片 3 分钟。 

6.去离子水洗 2 分钟，重复 3 次。 

7.用微波炉将适量的预处理缓冲液煮沸后，然后使其处于保温状态，

放入切片修复 20mins，或是在高压锅内加入适量的预处理缓冲液，

高压修复 5min。。 

8. 取出玻片，用去离子水洗涤三次。将切片直接放入蛋白酶消化液

中，消化 15±10mins。 

注：根据不同的组织（细胞）类型及切片厚度，消化时间有所不同，

一般来讲，建议预实验找到样本的最佳消化时间。 

9. 去离子水清洗 2mins，三次。 

10. 脱水：70%，85%，100%乙醇溶液中依次处理各 2 分钟，晾干。 

三．FISH操作步骤 

警告和预防:荧光基团遇强光会产生光漂白现象。将含有荧光基团的试剂与玻

片避光有助于减少此效应。所有需避光的步骤均在暗处进行。 

FISH 实验操作过程中请注意防护，试剂勿与皮肤直接接触。 

（一）标本变性与杂交 

1. 将含有的HER2/CEP17探针的杂交液从冰箱取出，瞬时离心，用

移液器取10μl至各个样本。滴加至目标区域； 

2. 样本盖上盖玻片，避免气泡；封片胶封片； 

3. 将玻片放入杂交仪，80℃（±2℃）变性6分钟，40℃过夜杂交。 

注意：杂交期间片子不能干！ 

（二）杂交后的处理 

1、提前30min将洗涤液I水浴加热到73±1℃，小心除去封片胶； 

2、将切片置于洗涤液II溶液中，放置5-10min，除去盖玻片； 

3、将切片置于洗涤液I洗液（水浴加热到73±1℃）中，上下提拉切

片1-3s，放置2mins； 

4、室温条件下，将切片置于洗涤液II洗液中，上下提拉1-3s，处理

切片3mins； 

5、在70%、85%的乙醇溶液中依次放置2mins。 

6. 避光晾干样本。 

注：考普林缸中每次最好同时放置4张切片，当最后一张玻片放入

考普林缸时开始计时。 

（三）观察 

1. 滴加10 μl DAPI复染液到切片组织上，盖上盖玻片，避免气泡，

暗处-20℃处理15分钟。 

2. 于荧光显微镜下观察计数。 

3.长期保存应放于-20℃。 

五、 FISH检测结果分析 

   计数 30 个细胞，统计 Ratio 值（Ratio 值＝30 个细胞核中红信

号总数/30 个细胞核中绿信号总数）。 

常见异常类型：HER2 位点扩增. 

1、正常细胞：单个间期细胞核中红色及绿色信号各 2 个。 

2、HER2 基因扩增异常细胞：单个间期细胞核中红色信号大于

2，且绿色信号不少于 2 个。 

结果分析注意事项： 

1、样本需随机计数细胞。 

2、计数细胞必须是各通道信号均清晰可辨的细胞。 

3、杂交不均匀的区域不要分析。 

4、细胞核轮廓不清或有重叠的不要分析。 

5、背景深影响信号判断的区域不要分析。 

6、计数结果需有两个参与人员独立完成，结果一致方可认定。 

7、在分析石蜡切片时，分析的区域应在肿瘤细胞集中的部位（需

由病理科医师认定）。 

8、如果超过 25％的细胞核内信号太弱，则该区域不要进行分析。 

9、如果超过 10％的细胞质内有信号，则该区域不要进行分析。 

【参考范围】 

HER2/CEP17 探针包含 2 种 DNA 探针，在中期染色体与间期

核上均能杂交产生明亮的显微镜下肉眼可识别信号。HER2 DNA 

探针杂交到人类 17 号染色体长臂（17q11.2-q12）, 荧光信号为红色。

对照探针为 CEP17，探针杂交信号位于人类 17 号染色体
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17p11.1-q11.1，覆盖整个着丝粒区域，荧光信号为绿色。 

当 HER2/CEP17比值≥2.0为阳性结果，提示该样本HER2基因扩增；

当 HER2/CEP17 比值＜2.0，但平均 HER2 拷贝数/细胞≥6.0 也为阳

性结果；扩增细胞应均质、连续，且占浸润癌的 10%以上。 

当 HER2/CEP17 比值＜2.0 且平均 HER2 拷贝数/细胞﹤4.0 为阴性

结果； 

当 HER2/CEP17 比值＜2.0 且平均 HER2 拷贝数/细胞﹤6.0，但≥4.0

为 HER2 FISH 结果不确定； 

【检测结果的解释】 

1. 需要特别注意的是对于 HER2/CEP17 比值≥2.0，但平均

HER2拷贝数/细胞﹤4.0的病例是否应该视为 FISH阳性目前尚存一

定争议。建议对这部分病例在报告中加以备注，提示目前的认识争

议，建议临床医师参考免疫组织化学检测结果并与患者进行必要的

沟通。 

2. 当 HER2/CEP17 比值＜2.0 且平均 HER2 拷贝数/细胞﹤6.0，但

≥4.0 为 HER2 FISH 结果不确定，需要通过其他诊断方法，或者重

新进行 FISH 试验并结合免疫组化结果做出判断； 

【检测方法的局限性】 

本试剂盒采用荧光原位杂交技术用于乳腺癌患者HER2基因

扩增检测，不能用于其他基因突变方式的检测。 

【注意事项】 

1、供体外检测使用。 

2、本试剂盒实验操作过程中，需戴乳胶手套操作，避免试剂接触

肌肤。 

3、实验过程中的废弃样本及实验废弃物，需作为医疗废物统一回

收处理 

4、实验过程中的常见问题及处理方法： 

问

题 
可能的原因 推荐的解决方案 

无

信

号

或

信

号

微

弱 

标本及探针

变性不充分 

确保玻片进行变性时温度在80±2℃； 

将玻片变性时间延长2-4分钟。 

未添加探针 探针充分解冻，短暂离心，确保移液器吸取到探针试剂。 

探针添加数

量不足 

确保移液器吸取准确，探针加入量到达10ul，请不要稀释探

针。 

使用前确保探针解冻充分并达到室温。 

玻片干燥不

充分 
探针滴加至玻片前，确保玻片上的乙醇溶液已经完全挥发。 

探针干燥太

快 

探针滴加后应立即将盖玻片覆盖目标区域； 

进行洗脱时，一次只能移除一张玻片上的盖玻片，并且在移

除下一张之前立即将玻片浸入洗脱液中。 

杂交时盖玻

片下有气泡

形成 

放盖玻片时要覆盖探针表面，轻轻挤压以便挤出气泡。 

杂交条件不

合适 

确保遵守杂交所规定的时间和温度； 

橡皮胶封片时勿留缝隙； 

根据情况，调整杂交时间和湿度。 

洗脱液或洗

脱条件不正

确 

确保按照产品说明书要求配制洗脱液； 

确保洗脱液的温度达到洗脱步骤所规定温度； 

玻片浸入洗脱液前移去盖玻片。 

探针或标本

玻片储存不

正确 

确保探针-20℃避光保存； 

将未杂交玻片干燥后置于-20℃长期保存或者室温短期保存

（一般不超过两星期）； 

将杂交后玻片置于-20℃避光保存。 

观察时所选

用的滤片组

不合适 

使用正确滤片组观察探针荧光情况。 

详情请咨询河南赛诺特生物技术有限公司技术服务部门。 

显微镜构造

及物镜不适

宜观察FISH

标本，或者

滤片组损伤 

请联系显微镜制造商。 

玻

片

背

景

过

强 

标本制作前

玻片清洗不

够干净 

将玻片浸入无水乙醇中，滴片前用无绒纸巾擦干。 

杂交后洗脱

不充分 

确保洗脱液按说明书配制； 

确保按说明书操作； 

确保洗脱液温度正确； 

移去盖玻片，重复洗脱步骤。 

洗脱液使用

时间太长或

不正确储存 

确保洗脱液2-8℃储存，配制7天后或者经常使用的洗脱液应

丢弃。 

问

题 
可能的原因 推荐的解决方案 

染

色

体

形

态

扭

曲 

在标本制备

阶段玻片干

燥过快 

降低烤片机温度，延长室温下玻片干燥时间，室温下老化至

少24小时；勿在高温下烘烤玻片。 

标本变性过

度 

确保变性温度调整为80±2℃； 

缩短变性时间1-3分钟。 

标本变性前

老化不足 
滴片后室温下放置老化至少24小时。 

标本变性前

未充分干燥 
玻片变性前乙醇梯度脱水。 

复

染

过

弱 

复染过弱 

移去盖玻片, 室温下将玻片置于1×洗脱液0.1NP-40/2×SSC

中浸泡5分钟。 将玻片依次置于70％、85％和100％的乙醇

溶液中各1分钟进行梯度脱水后再复染。 

复染液陈旧

或过度光照 

确保复染液-20±5℃避光保存； 

确保复染液未失效。 
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【生产企业】 

企业名称：河南赛诺特生物技术有限公司 

住    所：郑州高新技术产业开发区翠竹街 1 号 109 号 

售后服务单位：河南赛诺特生物技术有限公司 

电话：0371-56596916 

传真：0371-56596918 
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