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01PART ONE
质量管理概述

Conception of Quality Management



The College of American Pathologists (CAP)对质量控制的定义



免疫组化染色“质量”的基本考量

是否能检测到存在的抗原？——敏感性

如果抗原不存在是否能得到阴性结果？——特异性

最佳信躁比（ signal-to-noise ratio）



02PART TWO
组织固定和处理

TISSUE FIXATION AND PROCESSING



组织固定

组织应尽快切开固定

冷藏会延迟、但不能防止组织自溶

抗原降解导致假阴性

非特异性结合导致高背景着色

冷缺血时间对膜抗原免疫组化染色
影响尤其明显（<1h）

30min

2h

overnight

Thaer Khoury,Appl Immunohistochem Mol Morphol,2012



延迟固定对免疫组化的影响

HER2 ER



组织固定

固定时间：推荐固定6-24小时

固定液种类：10%中性磷酸缓冲福尔马林

固定3小时 固定6小时 固定8小时

Goldstein NS,et al. Appl Immunohistochem Mol Morphol. 2007 



03PART THREE
抗体和检测系统评价

ANTIBODY AND DETECTION SYSTEM 
EVALUATION



抗体

开展新的检测项目之前，应查阅文献、外部质量控制报告和网络资源选择合适
的抗体

单克隆抗体：特异性好，敏感性较差

    多克隆抗体：敏感性高，易产生交叉反应或非特异性着色

    即用型抗体（ready to use,RTU)：稳定、重复性好；在过程优化中灵活性较差



检测系统

检测系统对免疫组化染色质量的影响与抗体同样重要

亲和素-生物素检测系统已经逐渐被废弃

非特异性着色

假阳性

酶/抗体偶联聚合物检测系统



04PART FOUR
流程优化和标准化
PROTOCOL STANDARDIZATION AND 

OPTIMIZATION



流程标准化
流程标准化的目的：增加准确性和可重复性，减少各轮检测间的差异

要求：制定详细的SOP，并严格执行
最佳抗体稀释度
一抗孵育时间和温度
最佳抗原修复方法和时间
检测系统
推荐的对照组织
预期的结果阳性模式

自动化能够达到较高的标准化程度

流程的标准化要求组织固定和处理的标准化，其他组织固定方法应予重新
确证和优化

具体到抗原克隆和货号



Goldstein NS,et al. Appl 
Immunohistochem Mol Morphol. 
2007 

流程优化

目标：稳定、高质量的染色

优化是一个经验性的过程

参考产品说明书的推荐

参考其他实验室、文献、外部
质量控制报告

各个实验室都有适合自己的最
优方案，无法照搬

推荐使用弱表达抗原的组织来进
行流程的优化



ER免疫组化染色，热修复

抗原修复液：PH 6 抗原修复液：PH 3

Bussolati, et al. J Clin Pathol, 2008



05PART FIVE

抗体验证
VALIDATION OF THE IHC ASSAY



目的：确保检测的准确性、可靠性、可重复性

               确保检测发挥预期的功效

新的检测项目、新抗体、新克隆号、新货号、新方法、新设备在投入临床

诊断的使用之前均应进行验证

进行验证的标本数量没有统一要求

对于仅评价为阴性/阳性的抗体：至少25例
    阴性5例，高表达至少10例，低表达至少10例
对于结果评价更复杂的抗体，例数要求更多

对于提示预后和治疗的关键性抗体，验证要求更为严苛



推荐采用的验证方法

Fitzgibbons, et al.Arch Pathol Lab Med, 2010



抗体验证表单



06PART SIX

日常质控
DAILY QUALITY CONTROL



日常质控

日常质控是免疫组化质量管理的关键

内容：

设置对照

发现并分析标本和对照的非预期的染色模式

早期发现抗体敏感度和特异度降低的征象

分析原因并及时解决

记录问题和解决的方法及结果

如何发现？谁来发现？



对照
对照组织的固定和处理程序应该与待检样本的程序一致

阳性对照

表达目标抗原，且表达强度明确的组织

用弱阳性对照比强阳性对照更能反映敏感度、减少假阴性

内对照

阴性对照

已知不表达目标抗原的组织

也可以使用阳性对照组织块中不表达目标抗原的部分

春卷对照



空白对照：除一抗外，所有程序均与常规染色一致

                      用无关抗体、缓冲液等替代一抗

同一组织同时做不同标记时，可以互为空白对照

目的：观察非特异性背景着色

               识别色素、含铁血黄素、脂褐素等易与阳性染色混淆的区域

注意：对照蜡块提前切片储存可能会导致抗原丢失

              建议每张切片设对照



外对照 

ER 扁桃体 PR 宫颈管 PR 宫颈

Allison, et al. Arch Pathol Lab Med, 2020



内对照 ER染色

Allison, et al. Arch Pathol Lab Med, 2020



多组织对照



春卷多组织对照



推荐阳性对照

l 羊膜（GATA-3）
l 甲状腺（TG，TTF-1）
l 前列腺（PSA，p63）
l 肺（CK7，Napsin A，TTF-1）
l 子宫肌层（ER，PR，肌肉标记物）

l 大肠（部分CK，CGA，CEA，CDX2，CR）

l 扁桃体（部分CK，大多数CD抗体，p63，p53，Ki67）
l 脑（GFAP，SYN，S100，CD56，CDK4）
l 胸腺（TdT，CD1a）
l HBsAg+的肝（HBsAg，Arginase-1，Hep-Par1，部分CK，SMA，部分CD抗

体）

l HER2+的乳腺癌（HER2，GATA3，Mammaglobin，GCDFP-15）



Appl Immunohistochem Mol Morphol 2015 Jan;23(1):1-18



07PART SEVEN

质量监测
QUALITY ASSURANCE MONITORS



实验失败（重复实验）的原因记录和分析

外部质量控制

对不常用的抗体进行监控管理

实验室所有的管理文件和操作流程都应每年进行整理



外部质量控制

  CAP (http://www.cap.org/apps/cap.portal)
HistoQIP, jointly offered by CAP and the National Society for 

Histotechnology (http://www.nsh.org/content/all-abouthistoqip)
The United Kingdom National External Quality Assessment Service 

(http://www.ukneqas.org.uk)
NordiQC (http://www.nordiqc.org)
The Canadian Immunohistochemistry Quality Control group
PQCC
各级质控中心



08PART EIGHT

结果报告
 PATHOLOGY REPORTS



具有预后和治疗意义的标记



其他标记

依据免疫组化标记的诊断运用来报告

阳性细胞种类：肿瘤、间质、肿瘤中的某种成分……
阳性细胞百分比：p53、Ki-67……
阳性细胞的分布：局灶、弥漫（S100）……
阳性模式：胞膜、胞浆、胞核、核旁点状（β-catenin、EMA……）
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