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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件由浙江数理医学学会提出并归口。

本文件起草单位：微邦（武汉）医疗健康产业有限公司、深圳市诺高实验器材有限公司、广州大学

物理与材料科学学院联合起草。

本文件主要起草人：钱峰，汪建阳，李涵，王显科，杨芳宇，冯骥良。

本文件参与起草人：高志成，童英，王贝晗，舒清明，罗琳，邹宇量，崔新伍，王哲，周建华，邵

春奎，邓晖，陈军，陈兵，黄代斌，林志标，岑子祥，王文雄等。
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免疫组化染色显色校准质控方法

1 范围

本文件规定了免疫组化染色显色校准方法相关的术语和定义、缩略语、方法原理、试剂和材料、仪

器和设备、通用质控物制备、IHC实验步骤、免疫组化染色显色校准（MCC）和免疫组化染色质控数据。

本文件适用于病理医生或研究人员进行免疫组化染色反应的显色校准质控管理、对组织免疫化学反

应的验证与评估，形成免疫组化显色结果最终的质量控制规范。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 22576-2008 医学实验室质量和能力的专用要求

GB/T 37864-2019 生物样本库生物质量和能力通用要求

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

显色 coloration

在免疫组化染色中使用DAB显色剂使标记HRP（辣根过氧化物酶）的抗体经过反应后产生肉眼可见的

颜色的化学反应。

通用质控物 allpurpose quality control object; AQCO

适用于免疫组化染色的系列鼠兔蛋白混合物组合：①该类蛋白混合物特异性与二抗结合；②该类蛋

白混合物不与其一抗、二抗结合；③该蛋白混合物可与任何鼠兔属一抗结合，配合封闭剂排除未结合的

一抗。通用质控物可用作参照对象，具有规定特性，足够均匀和稳定，已被证实符合标称特性检查的预

期用途。
注：通用质控物涉及免疫学技术创新应用，具体原理详见附录A。

通用质控载玻片 allpurpose quality control slides; AQCS

通用质控物（3.2）被预先铺贴于粘附载玻片上，用蜡膜封存，该载玻片用于任何组织标本的免疫

组化染色。

免疫组化染色显色校准质控方法 method of calibrating coloration for IHC; MCC

在免疫组化染色中使用通用质控载玻片（3.3）,依据给定的操作指南来校准组织标本的显色情况。

显色校准 calibrating coloration

在免疫组化染色中，通过比对组织标本与同步染色的通用质控物显色情况，排除不合格因素，评估

显色质量；同时可用已知抗原浓度的通用质控物（3.2）显色作为颜色深浅标准，辅助校准组织标本的

显色程度。

质控数据 quality control data

用于判定检验结果是否符合预期的数据，包括且不限于抗原修复结果、一抗效价、二抗效价、显色

结果（阴性、弱阳性和/或阳性）等。
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假阳性结果 false-positive results

分析物为阴性的样本或患者，检测结果为阳性。

假阴性结果 false-negative results

分析物为阳性的样本或患者，检测结果为阴性。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

AQCO:通用质控物(Allpurpose Quality Control Object)

AQCS:通用质控载玻片(Allpurpose Quality Control Slides)

IHC:免疫组织化学染色/免疫组化染色(Immunohistochemistry)

MCC:免疫组化染色显色校准质控方法(Method of Calibrating Coloration for IHC)

PBS:磷酸盐缓冲液(Phosphate Buffered Saline)

5 试剂和材料

通用质控物

5.1.1 每片免疫组化染色时使用新的通用质控载玻片，通用质控物和与患者标本同步染色。

5.1.2 通用质控物应至少提供阳性、阴性对照功能。

5.1.3 通用质控物宜设置多个（4 个以上）梯度抗原浓度靶点提供组织标本的显色参考标准，如：强

阳性（+++）、阳性（++）、弱阳性（+）、阴性等。见图 1。

图 1 通用质控物靶点

5.1.4 通用质控物应提供组织标本内抗原修复情况、一抗效价、二抗效价等评估功能，提供有效的质

控信息。

5.1.5 通用质控物应提供显色背景颜色亮度值（0～255）的功能，来校准不同光源条件下观察结果产

生的差异，以通用质控物阴性靶点亮度值=255 作为校准参考。见图 2。
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图 2 背景颜色亮度值调整示意

试剂

5.2.1 鼠属或兔属一抗工作液（EDTA 热修复）。

5.2.2 羊属二抗工作液（一抗来源于小鼠或兔）。

5.2.3 使用推荐的二抗封闭液之一：Bovine IgG（牛 IgG）、BSA（牛血清蛋白）、Donkey IgG(驴 IgG)。

5.2.4 PBS（pH 值=7.2~7.4，含 0.05%吐温-20）。

5.2.5 EDTA 抗原修复液（50×，使用时稀释至 1×）。

5.2.6 3% H2O2。

5.2.7 DAB 显色液（辣根过氧化物酶型，pH=7.5~7.6）。

5.2.8 苏木素染色液（0.01%）。

6 仪器

免疫组化染色机应具备热修复模块，且能够按本文件给定的IHC操作步骤设置相同的运行程序。

7 通用质控物制备

依次制备蛋白总含量相同但成分比例不同的鼠、兔、驴来源 IgG 蛋白混合液。

基于鼠、兔 IgG 中的相同 Fcyr1 位点制备通用型抗原蛋白混合液。

使用蛋白 3D 打印技术打印出不同梯度浓度蛋白混合液标靶点。见图 3。

使用甲醛固定后，石蜡干封。

图 3 蛋白混合液梯度比例
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8 IHC 操作步骤

铺贴有标本组织的通用质控载玻片脱蜡至水。

常规抗原修复（修复温度不高于 97℃）。

PBS 浸泡 5min×2 次,蒸馏水浸泡 3min×2 次。

3% H2O2 室温孵育 5min～0min，以消除内源性过氧化物酶的活性。

蒸馏水冲洗，PBS 浸泡 5min×2 次。

滴加一抗工作液（鼠属或兔属），37℃孵育 1h～2h 或 4℃过夜。

PBS 冲洗 5min×3 次，滴加封闭液，室温孵育 10min。

PBS 冲洗 5min×3 次，滴加二抗工作液（羊属），37℃孵育 10～30min。

PBS 冲洗 5min×3 次，DAB 显色 3～5min。

自来水充分冲洗，苏木素复染，脱水，透明，封片。

9 免疫组化染色显色校准（MCC）

人工诊断

9.1.1 观察通用质控物显色情况，外观形态有无机械性破损，显色是否正常，正常显色应为梯度深浅

的二抗显色与一抗显色以及阴性不显色（透明）。

9.1.2 观察组织标本的显色情况，外观有无机械性破损，染色是否清晰。

9.1.3 通用质控物显色作为内参靶标显色，比对组织标本与通用质控物的显色情况，评估、校准出组

织标本真实、正确的显色，完成最后的阅片诊断。见图 4。

——若免疫组化显色结果为组织无显色，二抗内参从左至右棕黄色显色梯次减弱，阴性对照无显

色，一抗内参无显色，则判定本次染色过程一抗失效或没有正确的一抗，染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织无显色，二抗内参、阴性对照、、一抗内参均无显色，则判定本

次染色过程抗原修复出现问题（完全丢失抗原信息）染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织显色，二抗内参从左至右棕黄色梯次减弱且仅 100%浓度靶标显色，

阴性对照无显色，一抗内参仅高浓度靶标显色，则判定本次染色过程一抗、二抗均存在效价

问题，染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织显色，二抗内参从左至右棕黄色显色梯次减弱，阴性对照无显色，

一抗内参无显色，则判定本次染色过程出现一抗非特异性染色，染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织弱显色，二抗内参从左至右棕黄色显色梯次减弱但强度明显降低，

阴性对照无显色，一抗内参梯次显色但强度明显降低，则判定本次染色过程一抗、二抗均存

在效价损失，染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织弱显色，二抗内参无显色，阴性对照无显色，一抗内参梯次显色

但强度明显降低，则判定本次染色过程抗原修复出现问题（丢失大部分抗原信息）、二抗均

存在效价损失，染色质量为不合格。

——若免疫组化显色结果为组织显色，二抗内参从左至右棕黄色显色梯次减弱，一抗内参梯次显

色，则判定本次染色过程正常，染色质量为合格。
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图 4 MCC 判读指南

电脑软件或人工智能诊断

9.2.1 使用数字病理玻片扫描仪将待分析的免疫组化染色玻片扫描为数字图像，图像内容应包括组织

标本与通用质控物的全部轮廓。见图 5。

图 5 通用质控载玻片扫描范围

9.2.2 根据通用质控物提供的显色背景颜色亮度值（0～255），将数字图像的背景颜色校准为标准光

源下产生的正确显色，以通用质控物阴性靶点亮度值=255 作为校准参考。见图 6。
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图 6 显色背景颜色亮度调节指示

9.2.3 病理医生利用电脑软件或人工智能，根据通用质控物提供的抗原浓度信息和对应的显色程度作

为参考，计算组织标本的相对光密度与相对抗原浓度，有效评估组织标本内真实的抗原情况。

10 免疫组化显色校准数据

免疫组化染色质控数据的储存信息应包括但不限于：

a) 标本基础信息：住院号、病理号、患者姓名、患者年龄、患者性别、患者联系方式、临床诊

断、既往史、取材部位；

b) 单位基础信息：医院名称、送检科室、送检医生、联系方式；

c) 标本接收时间、IHC 操作时间、报告出具时间；

d) 试剂耗材品牌型号、批次、批号；

e) 手工染色或免疫组化自动染色机信息；

f) 一抗、二抗有效浓度验证记录；

g) 抗原修复结果评估；

h) 一抗效价评估；

i) 二抗效价评估；

j) 显色质量评价。
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A
A

附 录 A

（资料性）

通用质控物技术原理

A.1 通用质控物技术原理

A.1.1 该类蛋白混合物（鼠、兔）与通用型羊属二抗发生特异性结合，无法与鼠、兔属一抗发生结合。

A.1.2 该类蛋白混合物由100%驴蛋白组成，与鼠、兔属一抗和通用型羊属二抗均不会发生结合。

A.1.3 该类蛋白混合物使用一种结构物与鼠、兔属一抗体上的一个 Fcyr1 点结合，该位点为非特异性

位点，鼠、兔属一抗体均具有相同的氨基酸序列与结构。替代抗原结合模式见图A.1。

图 A.1 替代抗原结合模式图
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