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乳腺癌患者中20%~30%人表皮生长因子受

体2（human epidermal growth factor receptor 2，

HER2）阳性，该类型乳腺癌具有恶性程度高、

侵袭性强、预后差等特点。抗HER2靶向药物能

有效地降低HER2阳性乳腺癌患者复发和转移的

风险，延长生存期，改善预后［1］，HER2状态

是乳腺癌重要的预后评估指标和抗HER2治疗选

择的主要预测指标。众多国内外指南和共识［2-7］

均推荐可获取肿瘤组织的乳腺癌患者采用免疫

组织化学法（immunohistochemistry，IHC）检

测HER2受体蛋白的水平，采用荧光原位杂交法

（fluorescence in situ hybridization，FISH）检测

HER2基因的扩增水平。

但由于肿瘤的时空异质性广泛存在，肿瘤

组织的取样可能造成组织检测结果不能反映肿瘤

全貌，仅对主要病灶进行IHC检测可能影响部分

患者的治疗决策［8-9］。部分组织样本不可得的晚

期乳腺癌患者，由于无法进行组织活检，亦可能

错过靶向治疗的机会。另外，组织样本处理欠

规范、IHC和FISH检测技术自身的挑战也可能导

致组织检测出现假阴性结果，从而导致这部分患

者无法接受靶向治疗并从中获益［10-11］。循环肿

瘤DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）能够

反映短时间内的体内肿瘤负荷，实时、动态监测

药物疗效，可作为组织样本检测的有效补充，有

助于避免由于肿瘤异质性带来的组织样本检测假

阴性结果，并且由于液体活检样本易获取，对于

不能获取组织样本的晚期乳腺癌患者，可通过

ctDNA进行疗效的动态监测和管理，优化治疗方

案，对缓解晚期乳腺癌患者的临床症状、延长生

存期及改善生活质量有重要意义［12-14］。

从大量循环游离DNA（c i rcu la t ing- f ree 
DNA，cfDNA）、血细胞中筛选出肿瘤相关

DNA存在一定难度，数字聚合酶链反应（digital 
polymerase chain reaction，dPCR）是近年来发展

起来的一种定量分析技术，该技术具有灵敏度

高、特异度高和绝对定量的优势［7，15-16］，外周

血HER2基因检测（dPCR法）作为一种辅助诊断

的手段，有望使更多的患者从靶向治疗中获益。

结合最新的研究数据和理念，专家就HER2基因

扩增检测（dPCR法）在乳腺癌治疗中使用的目

的与适应证、操作规范与质控标准、临床价值与

展望等方面的热点问题进行深入研讨，联合发布

本共识，旨在让临床医师更好地利用HER2基因
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检测（dPCR法）结果，使更多患者从HER2靶向

治疗中获益。

1  HER2基因扩增检测（dPCR法）的目的与适

应证

1.1  HER2基因扩增检测（dPCR法）的目的

专家组首先明确了在当前临床实践中，外

周血HER2基因扩增检测（dPCR法）应从实际的

临床需求出发，以为组织检测提供有效补充为

目的。HER2基因扩增检测（dPCR法）具有较高

的检测准确度和精密度：使用HER2基因扩增检

测试剂盒（dPCR法）检测HER2基因扩增系列

参考品的结果与其预期拷贝数的线性相关系数

R=0.999 9，系列参考品检测结果的变异系数均不

超过3%［15］。其检测结果能准确地反映HER2状

态，适用于乳腺癌患者伴随诊断和动态监测。

1.2  适合进行HER2基因扩增检测（dPCR法）的

对象

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）可用

于乳腺癌患者抗HER2治疗的伴随诊断和抗HER2
治疗过程中的动态监测。此外，也适用于其他肿

瘤患者抗HER2治疗的检测需求，检测样本类型

为组织和外周血样本，具体如下。

1.2.1 组织样本检测结果阴性或组织样本不可

得的初治晚期或复发转移乳腺癌患者，可使用

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）检测外周

血样本中的HER2基因状态

由于肿瘤的时空异质性，组织样本HER2检

测的阴性结果也许并不能反映肿瘤的全貌。回

顾性研究［17］表明，HER2在乳腺癌原发灶和转

移灶中表达的不一致率高达18.7%，这种情况在

肿瘤较大或体内存在多个肿瘤的情况下更为明

显，在发生远处转移的乳腺癌患者中，HER2扩

增状态在原发灶和转移灶之间的不一致率高达

30.0%［10，17］。且原发灶HER2检测结果阴性，后

续HER2检测结果为阳性的患者，在基础治疗方

案上增加了抗HER2的靶向治疗后，其无病生存

期（disease-free survival，DFS）显著长于对照组

（P＜0.000 1）［18］。另外，Neratinib的一项Ⅱ期

单臂临床试验［19］结果显示，从转移性乳腺癌患

者ctDNA中检测HER2基因状态，与组织检测结

果相比，其灵敏度可达79%，特异度为100%。

这不仅说明肿瘤液体活检的必要性，也是肿瘤液

体活检测检作为伴随诊断的有力证据。液体活检

较传统的组织活检具有良好的依从性、标本易获

取、检测周期短、可进行动态监测的优势［13］。

对于组织结果阴性或组织不可得的初治晚期或复

发转移乳腺癌患者，推荐在ctDNA中检测基因突

变的情况，有助于患者获得更准确的伴随诊断结

果，进行动态管理及寻找可能的治疗方案［12］。

HER2基因扩增检测（dPCR法）最新临床

研究结果［20］显示，晚期乳腺癌患者外周血样本

dPCR检测结果与同源组织样本IHC联合FISH的

检测结果的阳性符合率可达43.75%，阴性符合

率为84.38%，总符合率为66.96%。组织检测结

果阴性的部分样本中有15.87%的外周血样本检

测结果为阳性（表1）。将患者分为初诊Ⅲ期、

初诊Ⅳ期和复发转移3组，3组患者ctDNA dPCR
检测结果与同源组织样本IHC联合FISH检测结果

的一致性（表2）：检测灵敏度由初诊Ⅲ期受试

者的37.93%上升到初诊Ⅳ期的41.67%，复发转

移受试者的灵敏度最高，为51.61%，表明受试

者体内肿瘤负荷情况会影响外周血检测结果，肿

瘤负荷越高，外周血检测灵敏度越高。dPCR检

测特异度由初诊Ⅲ期受试者的92.68%降到初诊Ⅳ

期的85.96%，复发转移受试者的特异度最低，为

67.86%。由此可见，由于肿瘤的空间异质性，对

于复发转移的患者，如果只选取单一或某些病变

组织部位的样本进行检测也许并不能反映患者体

内整体的肿瘤基因表达情况，可能会造成片面的

诊断结果。

专家建议：①  HER2基因扩增检测试剂盒

（dPCR法）与组织样本检测金标准（IHC联合

FISH）检测对组织样本检测具有同等作用，同

样适用于乳腺癌患者组织样本中HER2状态的检

测。② 对于初治晚期（Ⅲ、Ⅳ期）的乳腺癌患

者，组织检测阴性或组织样本不可得时，可使用

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）在外周血

中进行检测。术后复发或转移乳腺癌患者，同

样可使用HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）

在外周血中进行检测，检测结果为医师提供参
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考，为患者寻找可能的治疗方案，避免错失治疗 
时机。

1.2.2 有实时、动态监测乳腺癌患者体内HER2
基因状态或药物疗效需求的患者，可使用HER2
基因扩增检测试剂盒（dPCR法）检测外周血样

本中HER2基因状态

ctDNA能够反映短时间体内肿瘤负荷的变

化，实时、动态监测药物疗效，同时在保证高灵

敏度和特异度的同时，能够早于影像学评估病情

进展时间，在HER2阳性患者的肿瘤负荷监测、

药物疗效监测等方面发挥重要作用［5，21-22］。 
多项研究［19，22］证实，在ctDNA中检测HER2基因

状态的可行性，并且在HER2靶向治疗过程中，

ctDNA中HER2扩增水平的变化与疗效相关，且

早于影像学评估的进展时间［15］。，提示HER2基

因扩增检测试剂盒（dPCR法）对ctDNA的检测

结果，评估进展的时间不晚于影像学评估的进展

时间。

表1  dPCR检测外周血样本结果与同源组织IHC联合FISH检测结果的一致性分析

Tab. 1 Consistency analysis between the results of peripheral blood samples detected by dPCR and the results of homologous tissue 

IHC combined with FISH

Detection result of dPCR

Detection results of gold standard for tissue sample detection (ICH 
combined with FISH) Total

Positive Negative

Positive 42 20 62

Negative 54 106 160

Total 96 126 222

表2  不同疾病分期患者数字PCR检测外周血样本结果与同源组织IHC联合FISH检测结果的一致性分析

Tab. 2 Consistency analysis of peripheral blood samples detected by dPCR and homologous tissue IHC combined with FISH in patients 

with different disease stages

Item Newly diagnosed stage Ⅲ patients 
(n=70)

Newly diagnosed stage Ⅳ patients 
(n=93)

Patients with recurrence and 
metastasis (n=59)

Sensitivity 37.93% (11/29) 41.67% (15/36) 51.61% (16/31)

Specificity 92.68% (38/41) 85.96% (49/57) 67.86% (19/28)

Total consistent rate 70.00% (49/70) 68.82% (64/93) 59.32% (35/59)

Kappa 0.331 2 0.296 0 0.192 7

专家建议：① HER2基因扩增检测（dPCR
法）可用于多线治疗的HER2阳性乳腺癌患者疗

效的动态监测，为判断患者能否从靶向治疗中获

益提供参考。② 对于未行HER2靶向治疗的HER2
阴性患者，每个随访周期也可使用HER2基因

扩增检测试剂盒（dPCR法）在外周血中进行检

测，通过对ctDNA的监测，尽早发现HER2基因

扩增状态，可为患者治疗方案的管理提供参考。

1.2.3 适用于其他肿瘤患者抗HER2治疗的检测

需求

胃癌是全球常见的恶性肿瘤，近年来，分

子靶向治疗的兴起为胃癌患者提供了新的治疗

策略和方法［23］，对于HER2阳性的胃癌患者，

抗HER2治疗效果显著优于单纯化疗，且安全性 
好［24］。IHC和FISH是目前检测胃癌患者组织样

本中HER2状态的推荐方法［23］。HER2基因扩增

检测（dPCR法）临床研究［25］中，261例胃癌受

试者组织样本dPCR检测结果与组织样本检测金

标准（IHC联合FISH）检测的一致性分析结果

显示，dPCR检测的灵敏度达96.15%，特异度为

94.26%，总体符合率分别为94.64%，提示胃癌患

者组织样本HER2基因扩增检测（数字PCR法）

与组织样本检测金标准具有同等效果。

抗体药物偶联物（antibody drug conjugate，

ADC）型药物DS-8201目前已经被批准用于治疗

前期接受过两种或两种以上抗HER2治疗的HER2

卢仁泉，等  外周血HER2基因扩增检测（数字PCR法）在抗HER2治疗中的应用共识
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阳性晚期复发转移的乳腺癌、胃癌和肺癌患者的

后线治疗。DS-8201对于HER2阳性的乳腺癌、

HER2低表达的乳腺癌、晚期胃癌、HER2表达

的结直肠癌、HER2表达/突变的非小细胞肺癌和

其他实体瘤等均疗效显著［26］。HER2基因扩增

检测（dPCR法）满足相关肿瘤患者的HER2基

因状态检测需求以及对DS-8201疗效动态监测的 
需求。

专家建议：① 对于组织检测阴性或复发转

移的胃癌患者，如临床或病理学检查认为有可

能因样品预处理过程等原因造成假阴性，可使用

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）在外周血

中进行再次检测。② 其他晚期多线治疗的肿瘤

患者，临床有抗HER2治疗的需求时，亦可使用

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）在组织和

外周血中进行HER2基因状态的检测。

2  HER2基因扩增检测（dPCR法）的操作规范

与质控标准

2.1  检测实验室总体要求

开展HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）

检测HER2基因扩增的实验室应符合中国国家卫

生健康委员会《临床基因扩增检验实验室工作

规范》，原则上dPCR临床检测实验室应分为3个

隔开的工作区域：① 试剂贮存和准备区，② 标
本制备区，③ dPCR扩增区和扩增产物分析区。

每一区域都应有专用的仪器设备。与上述特定实

验区有关的各个房间及设备物品必须有明确的标

识，以避免不同工作区内的设备物品，如加样

器、试剂等的移出或不同的工作区间发生混淆。

进入各个工作区必须按单一方向进行，即从试剂

贮存和准备区到标本制备区再到dPCR扩增区和

扩增产物分析区。实验室各区应制定相应标准操

作规程和严格的质控文件。由省级临床基因扩增

实验室验收合格的实验室方可进行试验。

2.2  检测流程及操作规范

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）适用

于HER2基因扩增的检测，其检测过程分为样本

采集、核酸纯化及定量、dPCR检测和出具报告

4个阶段。用户需根据产品使用说明书针对整个

操作流程形成标准操作流程（standard operation 

procedure，SOP）并对SOP进行验证，验证后对

操作人员进行培训后方可开展检测。

2.2.1 样本采集、保存及转运

甲醛溶液固定、石蜡包埋组织样本要求肿瘤

含量不低于10%，需采用4%甲醛溶液固定，严格

按照《临床技术操作规范病理学分册》进行石蜡

包埋。每例样本切5~10 μm的切片10张，其中1张

切片用于确定肿瘤组织样本中肿瘤细胞比例，可

采用临床常用方法；余下的1~9张切片用于提取

样本DNA。切片及刮取肿瘤组织过程中，要避免

不同病例组织间的交叉污染。

外周血样本由于常规采血管中cfDNA的半

衰期仅2 h，需使用PAXgene Blood ccfDNA Tube
（德国Qiagen公司）以保持cfDNA的稳定。按使

用说明书采集血样，采集到血样之后立即轻轻翻

转采血管混合8~10次。常温条件下可以保存5 d。

2.2.2 核酸纯化

核酸纯化和定量应使用厂家使用说明书中

推荐的、经临床验证的产品，以保证提取到的核

酸的纯度及稳定性。纯化及定量过程因样品量而

异，通常为2~3 h。已纯化的核酸建议当天进行定

量和检测，避免冻融。若核酸浓度较低，需浓缩

后再行dPCR检测。剩余核酸应在-20 ℃保存。

2.2.3 dPCR检测

芯片式dPCR检测包括检测反应液的配制，

上样至dPCR芯片上并密封。PCR过程在平板式

PCR扩增仪上完成，扩增时间约3 h。完成扩增的

样品在芯片阅读仪上读取结果。

核酸样本的起始用量对于检测结果的准确性

和可靠性至关重要。在使用HER2基因扩增检测

试剂盒（dPCR法）检测时，应使每个微孔中只

获得单个模板分子。故以5 ng DNA为核酸用量

为佳［15］，在此上样量下，目标区域的拷贝数在

200~2 000拷贝/μL的范围内，这是dPCR定量精

密度和准确度最高的区域。对于组织样本检测结

果，当HER2基因拷贝数/内参基因拷贝数比值＞

1.8时，为HER2基因扩增（HER2检测阳性）；

对于外周血样本检测结果，当HER2基因拷贝数/ 
内参基因拷贝数比值>1.3时，为HER2基因扩增

（HER2检测阳性）。
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2.2.4 检测结果分析报告

检测过程中应使用HER2基因扩增检测试剂

盒（dPCR法）中的阳性和阴性质控品作为试剂

盒性能验证和操作流程的质控手段，以确保试剂

满足检测要求及检测过程的规范。

针对HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）

检测有对应的软件实现阈值自动划分、结果自动

判读，避免人工判读带来的偏差，保证结果的客

观性和一致性。分析软件还包括严格的内部质控

条件，避免由于实验操作或上样量过低造成的结

果偏差，可很好地保证临床试验样本数据分析的

精密度和准确度，满足实验人员直接上传数据、

下载检测报告的需求。

检测报告单的内容应包括但不限于：

① 患者基本信息：如患者姓名、性别、年

龄、临床诊断信息等；② 样本信息：样本来源与

类型、接收时间、报告时间等；③ 检测信息：如

检测项目与位点、检测技术和质控信息等；④ 检
测结果：样本识别号、检测基因名称及被检测的

变异类型（如HER2基因扩增）、检测结果（动

态监测结果为检测信号比值，伴随诊断检测结果

为阴性或阳性）；⑤ 检测方法的局限性：检测方

法在样本检测中存在的局限性或不确定结果的可

能性。

专家建议：临床检测实验室应保证HER2基

因扩增检测（dPCR法）报告的充分性，包括但

不限于患者及其样本相关信息、检测相关信息、

结果及其临床意义、局限性、准确性等，检测基

因类型和位点的变异情况、临床意义、必要的参

考文献和可追溯性等。结果解释的责任属于临床

检测实验室，检测结果在临床决策中的应用应由

临床医师或多学科专家讨论决定。因dPCR手动

操作时间少，为尽快为患者提供治疗方案，建议

从样本接收到发出检测报告的总时间不超过2个

工作日。

2.3  质控标准

HER2基因扩增检测试剂盒（dPCR法）用于

检测甲醛溶液固定、石蜡包埋组织样本及外周血

血浆样本中HER2的扩增状态。质控标准如下：

⑴ 甲醛溶液固定、石蜡包埋组织样本的肿瘤

含量需大于10%。纯化并定量的基因组DNA浓度

不低于1 ng/μL；

⑵ 外周血样品不得有溶血，或在PAXgene 
Blood ccfDNA Tube中保存时间超过7 d。纯化并

定量的游离DNA浓度不低于1 ng/μL；

⑶ 检测过程中试剂盒的阳性和阴性质控品的

检测结果符合预期。

⑷ dPCR反应完成后，确认芯片有效孔数不

低于16 000，高质量孔数比例不低于85%，VICTM

荧光信号阳性的微孔数不低于200。

如以上质控标准中任何一项不满足，可能影

响检测结果，需要重新检测或重新取样。

专家建议：为保证检测的成功率及检测结果

的正确性，需对样本预处理和检测各环节进行严

格质控。

3  临床价值与展望

近年来，帕妥珠单抗、拉帕替尼、匹罗替尼

和恩美曲妥珠单抗等新的抗HER2药物不断成功

上市，包括HER2阳性患者新辅助治疗的应用，

均在乳腺癌的治疗中取得了良好效果［3，27］。对

患者HER2基因状态检测的灵敏度和准确度，对

临床医师制订治疗方案及改善HER2阳性患者的

预后均有重大意义。

肿瘤的时空异质性决定了HER2基因扩增

组织活检也许不能完全反映肿瘤中HER2基因状

态，并且因为穿刺的局限性，也导致无法随着

患者治疗的进展而进行多次组织活检。此外，

除肿瘤时空异质性之外的原因，如胃癌手术标

本没有及时固定、FISH检测其自身的挑战［3］，

同样会造成组织活检的假阴性结果。dPCR作为

一种新型临床检测方法，其绝对定量的性能及

优异的检测精密度，给在DNA水平针对HER2扩

增进行检测带来了新的机会［7-8］。HER2基因扩

增检测（dPCR法）除了可以解决组织样品因为

样品预处理不规范带来的假阴性结果之外，更重

要的是作为组织样本检测的有效补充，通过对外

周血样本的1次或多次检测，避免因为时空异质

性带来的假阴性结果。同时，HER2基因扩增检

测（dPCR法）通过外周血样本检测结果动态监

测HER2扩增变化，可早于实体瘤疗效评价标准
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（Response Evaluation Criteria in Solid Tumor，
RECIST）评估的影像学进展［5，21-22］。

未来对组织检测结果为阴性的初治晚期和复

发转移乳腺癌患者外周血样本中HER2状态的复

检，可能避免由于肿瘤的空间异质性造成的“漏

检”，使这类HER2阳性乳腺癌患者能受益于靶

向治疗。另外，对未行抗HER2治疗患者的每个

随访周期外周血中HER2状态的动态监测，则可

提示临床医师积极调整治疗策略，避免患者错过

靶向治疗的最佳时机［22］。另外，HER2基因扩增

检测（dPCR法）的应用，亦使除HER2阳性的晚

期胃癌、非小细胞肺癌、结直肠癌等患者，有机

会从类似DS-8201药物治疗中获益。本共识亦将

根据dPCR后续临床研究结果、技术更新和实践

进展进行更新，为进一步优化HER2检测、提高

检测结果的灵敏度和准确度提供指导和建议。
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