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摘
!

要"目的
!

优化免疫组织化学法检测三阴乳腺癌"

0V'.

#组织中
]81+,

抗原实验条件!实现检测技术

标准化%方法
!

"%

例诊断为
0V'.

的组织标本!使用标准免疫组织化学检测
]81+,

抗原%针对不理想的结果

对实验条件进行调整!直至获得最佳结果%使用图像分析软件对阳性染色细胞计数分析%结果
!

通过对脱蜡$

孵一抗$分化时间控制等因素的优化!得到更为理想的免疫组织化学结果%阳性细胞数和总细胞数通过软件灰

度值分析来获得%最终
"%

例标本均为
]81+,

阳性高表达%结论
!

改良的免疫组织化学染色法对
0V'.

组织

中
]81+,

抗原检测结果较传统法更加精准$结果更为可靠%

关键词"三阴乳腺癌&

!

免疫组织化学&

!

]81+,

中图法分类号"
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]81+,

!!

乳腺癌$

'.

%是女性最常见的恶性肿瘤#其发病率

在世界各地均呈上升趋势#并趋于年轻化(-临床医

师癌症杂志.

"%*!

年公布的全球癌症统计数据!

"%*"

年全球女性
'.

新发病例数超过
*+,2,

万#占女性新

发癌症的
"!2"3

#病死率约为
+52!n

)

*1"

*

(三阴性乳

腺癌$

0V'.

%作为
'.

的一种特殊亚型#具有局部复

发早+全身转移快+整体预后差等特点#且由于缺乏雌

激素受体$

W/

%+孕激素受体$

-/

%及人表皮生长因子

受体$

&W/

%而对内分泌治疗及靶向治疗无效(因此#

准确的早期诊断对
0V'.

的治疗和预后判断具有极

其重要的意义)

4

*

(

]81+,

是判断细胞增殖状态的核抗原#近年研究

表明其与
'.

的预后密切相关#因而学者们一致建议

将
]81+,

作为
W/

+

-/

+

&W/1"

以外的第
$

个用于
'.

分型+指导治疗及评估预后的生物标记)

$

*

(进一步对

照研究指出#

0V'.

中
]81+,

的表达显著高于非三阴

乳腺癌$

V0V'.

%#

]81+,

也被作为
0V'.

病理诊断

的重要指标之一#用于指导治疗+判断预后)

!1+

*

(因

此#

]81+,

免疫组织化学检测定性的准确性在临床诊

疗指导中具有极为重要的意义)

,

*

(然而#与另外
4

种

受体的标志物不同#

'.

组织中
]81+,

尚欠缺统一的免

疫组织化学检测指南(鉴于其检测过程中干预因素

较多+各种条件需要加以控制#本研究旨在探讨检测

条件#排除影响因素#得到标准化的检测流程和理想

的检测结果(

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

收集本院
"%*!

年
*"

月至
"%*+

年
+

月术后病理结果
W/

+

-/

+

&W/1"

均为阴性的
'.

标

本
"%

例#癌灶直径
%

"BD

(

"%

例标本患者年龄
4"

!

+!

岁#中位年龄
!42+

岁&组织学类型!浸润性癌
*"

'

%$%*

'

检验医学与临床
"%*5

年
$

月第
*+

卷第
#

期
!

U?K6;F.H89

!

7

G

I8H"%*5

!

)(H2*+

!

V(2#

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

#*,%"%##

%(

!!

作者简介!张琰#女#硕士研究生#主要从事临床诊断研究工作(

!

#

!

通信作者#

W1D?8H

!

<(9

>

B@C9H8E

"

*+42B(D

(



例#导管内癌
#

例&组织学分级!

#

级
$

例#

$

级
,

例#

)

级
5

例&淋巴结转移
*,

例#无转移
4

例(所有病例

术前均接受放化疗(标本的使用均得到医院伦理委

员会的批准(

$2/

!

仪器与试剂
!

Ĥ

J

D

G

C<'b!4

带照相系统生物

显微镜&恒温水浴箱&真空干燥机&电磁炉&不锈钢锅&

粉剂型抗原修复液$柠檬酸法%&磷酸盐缓冲液$

-'S

#

G

&,2$

!

,2+

#粉剂%&即用型快捷免疫组织化学
6?E1

)8<8(9

06试剂盒$鼠"兔%&

X7'

显色试剂盒&苏木素体

细胞染色液&

]81+,

抗体试剂$免疫组织化学法%(以

上试剂购自福州迈新公司(二甲苯&乙醇$

*%%3

+

#!3

+

,!3

%&

43

过氧化氢&中性树胶(

$2'

!

方法

$2'2$

!

标准免疫组织化学法检测
0V'.

组织
!

$

*

%

脱蜡和水化!二甲苯冲洗
"

次#每次
!D89

#

*%%3

乙醇

!D89"

次#

5!3

乙醇
4D89*

次#

#!3

乙醇
4D89*

次#

#%3

乙醇
4D89*

次#

,!3

乙醇
4D89*

次#用
-'S

$

G

&,2$

%冲洗
4

次#每次
!D89

($

"

%抗原修复!按照

试剂说明书#将抗原修复粉末加入水中#煮沸(将片

子放到沸水中
*!

!

"%D89

#自然冷却
"%D89

以上#

-'S

冲洗
4

次#每次
!D89

(除去
-'S

($

4

%封闭+灭

活内源性过氧化物酶!

43&

"

^

"

$新鲜配制%#

4,Z

孵

育
*%D89

#

-'S

冲洗
4

次#每次
!D89

&除去
-'S

($

$

%

滴加一抗$

>

H

JG

8B?914

%

*

滴#

4,Z*2!@

孵育#

-'S

冲

洗
4

次#每次
!D89

#除去
-'S

($

!

%加
D?E:8<8(9

试剂

*

滴#室温
*!D89

#

-'S

冲洗
4

次#每次
!D89

#除去

-'S

($

+

%加上新鲜配制的
X7'

显色液#室温下显色

!

!

*%D89

#显微镜下掌握染色程度($

,

%自来水冲洗

*%D89

($

#

%苏木素复染
*%<

#自来水冲洗
!D89

(

%2,3

盐酸乙醇分化
!<

#流水冲洗返蓝
*%D89

&在显

微镜下观看细胞着色情况#决定是否需要再次复染与

分化($

5

%梯度乙醇脱水#

,!3

乙醇
!D89

#

#%3

乙醇
!

D89

#

#!3

乙醇
!D89

#

5!3

乙醇
!D89

#

*%%3

乙醇
!

D89

(二甲苯冲洗
"

次#每次
!D89

($

*%

%还沾有少量

二甲苯时#滴加中性树脂#盖上盖玻片#赶走气泡(

$2'2/

!

探索针对
0V'.

组织免疫组织化学染色的最

佳条件
!

镜下观察#对欠理想的实验结果$脱片+染色

弱+非特异性染色强%#分析原因#逐步调整染色条件(

$

*

%对于整体染色差+图像模糊#考虑为常规条件下脱

蜡不彻底(对脱蜡步骤调整为第
*

道
*%D89

#第
"

道

!D89

#第
4

道
4D89

($

"

%对于非特异染色强#经排除

可能的影响因素#包括冲洗不充分+更换新鲜封闭液+

延长封闭时间#最终确定为一抗孵育条件所引起(尝

试在室温+干燥箱+恒温水浴锅
4

种环境下进行一抗

孵育($

4

%对于背景颜色深+抗原染色不明显#主要考

虑为苏木素复染与乙醇分化冲洗时间掌握欠佳#采用

镜下控制的办法#根据着色程度调整时间(

$2'2'

!

图像分析
!

使用图像分析软件
Ĥ

J

D

G

C<

B;HHS;9<X8D;9<8(9

#打开标本的拍照图片#将图片分成

红+绿+蓝
4

个通道(蓝色通道计算阳性细胞个数#设

置阈值为
*4!

#点击1自动计算2后计算出每个阳性细

胞的灰度值及阳性细胞个数#导出结果至
WEB;H

表格(

红色通道计算总细胞个数#设置阈值为
*#%

#同法计算

图片中细胞总个数#导出结果至
WEB;H

表格(阳性染

色结果定量分别通过阳性细胞百分数与阳性染色强

度两种标准(阳性细胞数
$

*$3

为低表达#

%

*$3

为

高表达&阳性细胞表达率
$

!3

为阴性$

T

%#

!3

!$

"!3

为 弱 阳 性 $

[

%#

"!3

! $

!%3

为 阳 性

$

[[

%#

%

!%3

$

[[[

%为强阳性(

/

!

结
!!

果

/2$

!

标本脱蜡时间对
]81+,

染色结果的影响
!

标本

常规脱蜡+水化#但染色结果较差(基本无阳性染色#

显微镜下主要色调为蓝青色#图像模糊#看不到细胞

核染色$图
*7

%(考虑为脱蜡效果不佳#经调整脱蜡

工序及时间$第
*

道
*%D89

#第
"

道
!D89

#第
4

道
4

D89

%后#观察染色效果良好$图
*'

%#背景着色均匀#

同时优化时间成本(

/2/

!

一抗封闭条件对
]81+,

染色结果的影响
!

一抗

封闭条件分别采用室温+真空干燥箱+

4,Z

恒温水浴

箱#染色前用吹风机烤片
*!D89

#可明显降低脱片概

率(室温下+真空干燥箱中进行一抗封闭#均产生较

强的非特异性染色$图
*.

%&恒温水浴箱中进行一抗

封闭#镜下见阳性染色的棕褐色核抗原和蓝染的细胞

核#境界清晰+分布有序(同时脱片率低#染色结果最

好$图
*X

%(

/2'

!

二抗显色系统对
]81+,

染色结果的影响
!

二抗

封闭显色系统#在不同的实验条件下经对比#室温下+

真空干燥箱+恒温水浴箱中孵育染色等#对最后染色

结果无明显影响(

/21

!

分化时间对
]81+,

染色结果的影响
!

X7'

显

色+苏木素染色冲洗后#常规使用盐酸酒精分化并冲

洗返蓝(但背景染色太深#抗原染色不明显$图
*W

%(

因苏木素复染与盐酸乙醇分化+冲洗时间不固定#应

该镜下控制#根据着色程度调整时间#最后应水洗返

蓝(通过调整不同化色时间#经对比时间控制在
"

!

4

秒为宜#镜下观察根据着色程度水洗返蓝$图
*N

%(最

终染色效果良好#镜下观察背景与抗原均各自染上不

同颜色#细胞结构清晰#抗原着色明显易辨#易于镜下

结果判断$图
*̀

+

&

%(

/22

!

图像分析
!

"%

例
'.

患者组织标本#免疫组织

化学染色后图像分析软件摄取全色图片$图
"

%#蓝色

通道观察染色结果$图
47

%#根据灰度值标示阳性染

色细胞$图
4'

%&红色通道观察结果$图
4.

%#根据灰度

值标示细胞总数$图
4X

%(软件计数得到每份标本的

平均灰度值及阳性细胞数$表
*

%#以及阳性表达程度

结果(定量指标!平均灰度值为
***2$4d*42%#

&阳性

细胞比例为$

$"24#d"!2!+

%

3

(方法一!低表达阳性

率为
%

#高表达阳性率为
"%

&方法二!阳性程度$

T

%为

"

#$

[

%为
5

#$

[[

%为
+

#$

[[[

%为
4

(检测得到所

有的
0V'.

标本均
]81+,

阳性高表达(

'

*$%*

'

检验医学与临床
"%*5

年
$

月第
*+

卷第
#

期
!

U?K6;F.H89

!

7

G

I8H"%*5

!

)(H2*+

!

V(2#



!!

注!

7

为第
*

次免疫组织化学
]81+,

染色#脱蜡不完全$

\"%

%&

'

为经过
4

道时间递减的脱蜡后染色结果$

\"%

%&

.

为室温下"真空干燥箱中进

行一抗封闭#非特异性染色较强$

\"%

%&

X

为恒温水浴箱中以抗封闭效果$

\"%

%&

W

为常规使用盐酸乙醇分化后效果#背景染色较深#抗原染色不明

显&

N

为调整分色时间后的染色效果$

\*%

%&

`

+

&

为逐步调整染色条件后的最终染色结果$

\"%

#

\$%

%

图
*

!!

]81+,

细胞染色

表
*

!!

标本中
]81+,

染色后细胞的平均灰度与阳性细胞百分比

项目 标本
*

标本
"

标本
4

标本
$

标本
!

标本
+

标本
,

标本
#

标本
5

标本
*%

平均灰度值
*%$2!5! *%+2$," **"2,%$ **%2+", **"2%$ *%"2*5" *%*24!4 5#24!" 55255# *%4245

阳性细胞比例$

3

%

*#2#" "52*+ 4+25# !!2+* $52,# 4$2*$ $,2#5 "%245 +,25$ ",2,#

项目 标本
**

标本
*"

标本
*4

标本
*$

标本
*!

标本
*+

标本
*,

标本
*#

标本
*5

标本
"%

平均灰度值
*"$2!** *%52!"! **%2*4+ **+2*55 *%#2%+, ***2"54 **"2+$" **52+" *"%2+"# **$2"""

阳性细胞比例$

3

%

*52!# *+2#" $+2+% $,2#+ 4+2!* 4,2*5 +$2%% "*2*4 ",2!% !52"5

图
"

!!

免疫组织化学染色

!!

注!

7

为软件蓝色通道图像$

\$%

%&

'

为软件蓝色通道图像#红色

标记阳性染色细胞$

\$%

%&

.

为软件红色通道图像$

\$%

%&

X

为软件红

色通道图像#红色标记细胞总数$

\$%

%

图
4

!!

]81+,

细胞染色后图片分析

'

!

讨
!!

论

!!

理想肿瘤标记物必须具有高灵敏度+准确度和特

异度#增殖细胞核抗原
]81+,

广泛应用在肿瘤的研究

中#而近年来
]81+,

作为
0V'.

诊治和预后的独立指

标#越来越受到关注)

#15

*

(

]81+,

抗原可能在正常
'.

和非癌性
'.

组织中表达#但是表达率极低#一般小于

43

#然而在
0V'.

中表达率很高#并且显著高于
V01

V'.

(祝玉祥等)

*%

*报道#

0V'.

的
]81+,

阳性表达率

为
#+2!3

#而非
0V'.

的只有
,52%3

(张晓锋等)

**

*

报道#对
!""

例
V0V'.

与
+*

例
0V'.

作了各方面

的研究#

0V'.

的
]81+,

阳性表达率高达
5%2"3

#

V01

V'.

则为
,5253

#徐婷等)

*"

*研究中发现#

]81+,

阳性

表达 在
0V'.

与
V0V'.

中 分 别 是
+#2"3

与

$,2*3

#表达率总体偏低#但是
0V'.

与
V0V'.

之

间的
]81+,

阳性率差异有统计学意义$

<

$

%O%!

%(本

研究中#利用软件计数方式得到
0V'.

肿瘤组织切片

的
]81+,

阳性细胞百分比最高值为
+,25$3

#最低值

为
*+2#"3

#较所参考文献中得出的结论偏低#考虑可

能与本次研究的标本量偏小有关(

具体的表达水平和阳性水平的评判标准在各地

区的报道不一样#本研究主要采用
"%**

年瑞士
S=2

?̀HH;9

共识)

*4

*里面提到的
*$3

作为
]81+,

阳性细胞

表达高低的标准)

*$

*

#以及
';;<H;

J

免疫分级法#根据

阳性细胞表达率在组织内
$

!3

为阴性$

T

%#

!3

!$

"!3

为弱阳性$

[

%#

"!3

!$

!%3

为中等阳性$

[

[

%#

%

!%3

为强阳性$

[[[

%(根据这两种标准对

'

"$%*

'

检验医学与临床
"%*5

年
$

月第
*+

卷第
#

期
!

U?K6;F.H89

!

7

G

I8H"%*5

!

)(H2*+

!

V(2#



检测结果进行判定#得到了近似结果(

制订一个免疫组织化学染色判断结果的规范化

标准是必不可少的#只有结果判读标准统一了#才能

在临床诊断中充分发挥免疫组织化学染色的作用#为

临床医生提供准确+可靠的数据信息(本研究中#通

过对特异性抗原标记物检测过程中的一些关键步骤

进行时间+温度和湿度等条件的对比观察#进而对标

准化的免疫组织化学检测方法进行了改良)

*!

*

(使用

4

道工序脱蜡#时间递减#既保证了效果#又节约了时

间成本(而一抗封闭#较传统的室温下操作#恒温水

浴箱中染色可以达到更好的阳性染色#而时间可以缩

短至
!%D89

(苏木素对细胞核的染色#盐酸乙醇分化

的时间控制在
"

!

4<

为宜#镜下冲洗并动态观察#根

据实际着色效果判断是否需要复染(本改良方法来

自于-

9̂B(

>

;9;

.#经过适当调整#通过彻底脱蜡使染

色效果更好+背景着色更均匀#通过恒温一抗封闭使

细胞境界更清晰#降低非特异染色#通过镜下控制苏

木素复染与乙醇分化时间和水洗返蓝#使背景与抗原

均很好地着色#细胞结构清晰#抗原着色明显易辨#多

数情况按本操作中的改良条件操作#一次就可以达到

理想的观察效果)

*+

*

(

综上所述#尽管免疫组织化学已经为一项很成熟

的实验技术#然而在标准化上仍存在充满争议的关键

性问题(本实验以
W/

+

-/

+

&W/1"

均为阴性的临床

'.

标本进行
]81+,

免疫组织化学染色#得到高阳性

表达结果#有力证实了其可以作为
0V'.

的特异性标

志物(本结果初步为临床及病理医生+科研人员提供

了一个可靠的免疫组织化学检测方法的参照标准(

接下来#本课题将通过更大的标本量以进一步验证#

同时对
0V'.

淋巴结转移+组织学分级+导管浸润及

肿瘤临床分期进行深入探讨(
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