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HER2 检测试剂盒（免疫组化法）说明书 

 

【产品名称】 

通用名称：HER2 检测试剂盒（免疫组化法） 

  英文名称：HercepTest™ for Automated Link Platforms 

 

【包装规格】 

50 测试/盒 

 

【预期用途】        

用于常规经福尔马林固定、石蜡包埋的乳腺癌组织的组织学评估和 HER2 的过表达的半

定量检测。以及经福尔马林固定、石蜡包埋的胃腺癌组织切片，包括胃食管连接处肿瘤中的

HER2 的过表达检测。 

该抗体着色为棕色 DAB 染色，定位于细胞膜。是一种半定量免疫组化分析方法，适用

于考虑接受曲妥单抗治疗患者的辅助评价方法。 

人 HER2 基因（也称之为 ERBB2 或 NEU）编码蛋白通常称之为 HER2 或 p185HER2。

HER2 蛋白是一种膜受体酪氨酸激酶，与表皮生长因子受体（EGFR 或 HER1）具有同源性

(1-8)。HER2 蛋白通常由各种表皮细胞表达，是一种正常组织成分（8）。 

部分乳腺癌患者，HER2 蛋白过表达是其恶性转化及肿瘤进展过程的一部分（9）。乳腺

癌细胞的表面过表达 HER2，提示可能是抗体治疗的一个靶点。曲妥单抗是一种人源的单克

隆抗体（10），该抗体能够 HER2 蛋白高亲和力结合，而且，体内和体外研究已经证实，这

种结合可以抑制过表达 HER2 蛋白的细胞的生长。 

大量研究结果表明胃癌中 HER2 蛋白过表达，HER2 基因扩增（31）。无论是 IHC 还是

FISH 检测结果中，大约 20%的胃癌患者 HER2 阳性。体内和体外前期临床研究表明，曲妥

单抗在不同的胃癌模型上被证实有效，从而带动了多项临床研究（31-35）。在一项 III 期

BO18255 临床研究中，ToGA 试验，HER2-阳性患者，以及不能手术治疗局部进展期胃癌，

胃部复发性/转移性胃癌，或胃食管连接处癌，这些患者被随机地分配接受 5-FU 或卡培他滨

以及顺铂治疗，既可以单独应用也可以与曲妥单抗联合应用。在一项 III 期 BO18255 临床研

究中，ToGA 试验，不能手术治疗局部进展期胃癌，胃部复发性/转移性胃癌，或胃食管连接

处癌等 HER2-阳性患者被随机地分配接受 5-FU 或卡培他滨以及顺铂治疗，可单独应用也可

与曲妥单抗联合应用。 联合治疗的患者整体生存率（OS）有显著性差异（36,37）。曲妥单

抗是一种人源化的单克隆抗体（10），可与 HER2 蛋白高亲和力结合，体内和体外研究均显

示，其可抑制肿瘤细胞的生长（32-35）。 

 

【检测原理】 

    HercepTest™检测试剂盒包含对常规处理的、石蜡包埋的样本进行两步法免疫组化染色

所需要的全部试剂。兔抗人 HER2 蛋白一抗孵育后，该试剂盒采用基于葡聚糖技术的即用型

显色试剂。该试剂包含羊抗兔二抗和偶联至葡聚糖多聚体骨架上的辣根过氧化酶分子。因此，

不需要再依次使用连接抗体，人免疫球蛋白显色试剂和胎牛血清之间的交叉反应也因为使用

固相吸附材料而消除。依次填加的色素原的酶转换，也使得显色反应发生于抗原所在部位。

标本需要复染和封片。反应结果在光学显微镜下观察。质控玻片包含 3 个福尔马林固定、石

蜡包埋的人类乳腺癌细胞系，染色强度分别在 0、1+、以及 3+，提供用于对染色结果进行

评估。这些细胞的染色强度与其所表达的受体密度一致。 
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【主要组成成分】 

1. 所提供的试剂：代码 SK001 

    以下所列举的材料足够用于 50 个测试（50 张切片与抗 HER2 蛋白一抗孵育，50 张切片
与相应的阴性质控试剂孵育）。测试数是根据每张切片使用 200 微升的试剂，抗原修复液除
外。该试剂盒所提供的材料足够用于最多 10 次免疫组化染色。 

数量   说明 
 

1×22 mL 

 

过氧化物酶阻断剂。 

3%的过氧化氢，含有15 mmol/L的叠氮钠（NaN3）。 

1×12 mL 

 
兔抗人HER2多克隆抗体。 

即用型亲和分离的抗体,保存在0.05 mol/L Tris/HCl, 0.1 mol/L NaCl, 1%BSA, 酒
石黄(Tartrazin), 专利蓝V(Patentblue V), 15 mmol/L NaN3, pH 7.2溶液中。 

免疫原：合成的HER2蛋白的C-末端（细胞质部分）片段部分，并偶联至血蓝蛋
白上。 

特异性：HER2蛋白 

纯化方法：该抗体采用固相的HER2蛋白肽段亲和分离。 

1×22 mL 

 
显色试剂。 

辣根过氧化物酶偶联的葡聚糖聚合物和亲和分离的的羊抗兔免疫球蛋白。保存在

Tris/盐酸缓冲液内，该缓冲液内含1.1% NaCl ，3.5% 聚乙二醇（PEG）及2% BSA， 

0.05% 氨基安替比林和0.05% 酪蛋白。 

1×10 mL 

 
阴性质控试剂。 

与HER2抗体等价蛋白浓度下的正常兔血清免疫球蛋白成分，保存在0.05 mol/L 

Tris/HCl, 0.1 mol/L NaCl, 15 mmol/L NaN3, pH 7.2，并含有1%BSA稳定剂的溶液
内。 

2×22 mL 

 

DAB底物缓冲液。 

50 mM咪唑, 1mM N, N'-乙基双 (2-[2-羟基苯基]甘氨酸) (EDHPA), 0.1%乙基苯基
聚乙二醇（Nonidet P-40）, 0.02% 过氧化氢, 0.01% 氯化苯二甲烃铵,  pH 7.5。 

1×1mL 

 

DAB 显色液。 

5% 3, 3’-二氨联苯胺四盐酸显色剂溶液。 

3×500mL 

 
抗原修复液（包含清洗剂）（10×）。 

0.1 mol/L柠檬酸盐缓冲液，1% 吐温-20，pH 5.7。 

2 × 5  
 

 

质控切片 
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每张切片包含3个福尔马林固定的、石蜡包埋的乳腺癌细胞系，代表了不同的
HER2表达水平：MDA-231（0），MDA-175（1+），以及SK-BR-3（3+）。质控切
片已经进行了热处理，以便使组织切片能够更好地黏附至玻片上。任何对质控切
片的其它热处理均可能影响组织切片与玻片的黏附性能，而影响染色效果。 

10 ×  

试剂瓶 
 

用户可充填式试剂瓶，12 mL容量。 

每瓶可容纳12毫升的试剂。瓶内装有显色液时（也可以参阅试剂制备部分），使
用前应该混匀。此瓶以单独的包装袋提供。 

提示：所有的试剂配方均专用于本测试。根据指定的方法进行测试，不能进行替换。 

 

2. 必需但未提供的材料 

1) Dako洗脱缓冲液，代码 S3006 

2) 复染：苏木素染色液，如用于Dako公司Automated Link平台的苏木素缓冲液，（代码 

SK308） 

3) 盖玻片 

4) 蒸馏水或去离子水 

5) 干燥箱，能够保持在60ºC或较低的温度。 

6) 乙醇，纯乙醇和95% 

7) 光学显微镜（4-40倍物镜放大率） 

8) 封片剂，诸如Dako Faramount (代码S3025) 或Dako Glycergel (代码C0563) 

9) 用于过程控制的阳性或阴性组织（参阅质控切片部分） 

10) 载玻片，SuperFrost Plus防脱载玻片,  多聚赖氨酸包被载玻片,  或Dako 硅烷载玻片 

(代码S3003) 

11) 二甲苯，甲苯，或二甲苯替代品 

     SK001 用于 Dako 公司组织染色机，更多信息及使用说明请参考 Dako 公司组织染色

机说明书。 

 

【储存条件及有效期】 

  有效期 9 个月。 

未上机时，2～8℃保存。HercepTest™过氧化物酶阻断剂，HercepTest™显色剂，

HercepTest™DAB底物缓冲液，以及HercepTest™DAB色素原2～8℃暗处保存。 

载机稳定性为24°C，80小时。 

开瓶稳定性如下: 

    制备的底物显色液在 2～8℃下可稳定保存 5 天。 

    未使用的稀释后的抗原修复液，室温下存放效期为 1 周（7 天），2～8℃条件下存放效

期为 1 个月（31 天）。 

不要在瓶上标记的效期后使用。如果试剂未按说明书指定的条件存储，用户须对存储条

件进行有效性确认（14a，14b）。注意，质控玻片也必须2～8℃保存。 

尚没有证据显示该产品不稳定。因此，在对患者标本进行检测时，应同时运行阳性和阴

性质控。如果异常的染色结果不能用实验室检测过程变化解释，怀疑是抗体的问题质量所导

致，请与我们的技术支持人员联系。 

  生产日期，失效日期：见标签。 

 

【适用仪器】 

组织染色机（AutoStainer link 48） 

 

【样本要求】 

用于免疫组化染色的活检标本必须进行保存处理。标准的组织处理方法应该适用于所有

标本（15）。 
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对于胃腺癌标本，包括源自活检，剪切，或手术切除的胃食管结合部癌，必须正确处理

以保存组织用于免疫组织化学染色。当检测小的活检标本时，确认完整的肿瘤形态学，并保

存有足量的肿瘤细胞用于IHC评价。如果对活检标本进行HercepTest™检测，需不同肿瘤区

域的的多个标本（7-8）来评价活检的标本，以确保对HER2蛋白的评价更为客观。 

 

石蜡包埋的组织切片 

组织标本应保存在中性福尔马林缓冲液（对于乳腺癌组织标本：或Bouin’s固定液）内

常规处理并石蜡包埋以备使用。例如，活检标本厚度应该在3-4毫米之间，在中性福尔马林

缓冲液内固定18-24小时。在胃癌ToGA临床试验中活检标本固定6-8小时（请参阅（36））。

经一系列酒精和二甲苯脱水、透明，然后在不超过60º的熔化石蜡内浸蜡。如果存储于温度

较低的环境内（15-25ºC），经适当固定和包埋的表达HER2蛋白的组织在切片和封片前可无

限期保存（15，16）。在美国，1988年颁布的临床实验室改善法案，CFR第42款493.1259（b）

要求“实验室自检查之日起必须保留染色后的切片至少10年，相应的组织蜡块自检查之日起

至少2年”（16）。 

组织标本应该切割成为4-5微米厚的切片并固定于玻片上，室温下干燥至少12小时（直

至干燥），或37ºC过夜或60ºC条件下1小时。注意：在≥60ºC的环境超过1小时，可能会导致膜

相关蛋白HER2免疫反应活性的降低或丧失（17）。 

为了保留免疫原性，封闭在载玻片（SuperFrost Plus，多聚-赖氨酸或硅烷化玻璃切片）

上的组织，当在室温（20-25ºC）下存储时应该在4-6周内进行染色（18）。需要进行HER2蛋

白表达评价并确认肿瘤是否存在的切片，也应该同期准备。建议至少准备5张切片，1张切片

用于观察肿瘤是否存在，2张切片用于HER2蛋白表达的评价（1张与兔抗人HER2蛋白抗体孵

育，1张与阴性对照试剂孵育），另外2张切片备份保存。为了保留免疫原性，封闭在载玻片

（SuperFrost Plus，多聚-赖氨酸或硅烷化玻璃切片）上的组织，当一直在室温（20-25ºC）下

保存时应该在4-6周内进行染色（18）。 

HercepTest™对脱钙组织的应用效果尚未验证，不推荐使用。 

参阅Dako公司的“教育指南：免疫组化染色方法”（19），更详细的标本制备信息，请参

阅参考文献15和16部分。 

 

【检测方法】 

   1.染色前的组织处理 

为获得最理想的结果，在0.01 mol/L的柠檬酸盐缓冲液内进行抗原修复是必须的。

HercepTest™试剂盒内已提供此抗原修复液。该方法涉及到将固定在玻片上的组织切片放入

盛有0.01 mol/L的柠檬酸盐缓冲液的带刻度的水浴箱内或Dako免疫组化预处理系统（PT 

Link）内，在要求的温度内(95–99 °C) 进行热修复（20）。位于海拔高度较高的实验室应该

应确定保持所需温度的最佳方法。 

其它的抗原修复法也进行了测试，但未获得理想的重复性。未能按照以上给出的方法操

作可能会影响检测结果。 

 

  2.试剂配制： 

在染色前可以很方便地制备相应的试剂： 

抗原修复液 

用蒸馏水或去离子水按照1：10的比例配制足够的抗原修复液，用于既定的染色过程。

未使用的稀释后的溶液，室温下存放效期为1周，2-8ºC条件下存放效期为1个月。若溶液变

浑浊，应丢弃。更详细的资料请参阅Dako公司的Automated Link Platform用户指南。 

洗脱缓冲液 

用蒸馏水或去离子水按照1：10的比例配制足量的清洗缓冲液。若溶液变浑浊，应丢弃。

更详细的资料请参阅Dako公司的Automated Link Platform用户指南。 

底物 –显色液（DAB） 

在用户可充填式试剂瓶内制备底物-显色液，每1毫升的DAB底物缓冲液内添加25微升的
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DAB显色液并混匀。制备的底物显色液在2-8º下可稳定保存5天。该溶液在使用前应该充分

混匀。溶液内出现的任何沉淀不影响染色效果。 

用户可充填式试剂瓶中装入混合后的底物-显色液后，在使用前必须在Dako公司的

Automated Link Platform工作平台上进行设定。更详细的信息，请参阅Dako公司的Automated 

Link Platform工作平台用户指南。 

提示：DAB显色液的颜色在透明至浅棕黄色之间。颜色的变换不会影响产品的染色性

能。请按照说明书进行稀释。向DAB底物缓冲液内添加过量的DAB显色液可能会导致阳性

标记的褪色。 

复染 

DAB染色反应的最终显色反应在酒精和水溶液内。DAB染色反应的终产物难溶于乙醇

和水。苏木素染色液（代码SK308）用于复染。必要的步骤和孵育时间已经在Dako Link的

软件内设定。无须制备其它试剂。 

封片剂 

推荐使用非水溶性，永久封片剂。但是，水溶性封片剂也可以使用。推荐使用Dako 

Faramount水溶性封片剂，即用型（代码S3025）或Dako Glycergel™封片剂（代码C0563），

用于水溶性封片。液化的glycergel在使用前应该预热至大约40（± 5）ºC。 

 

  3. 检测步骤 

方法要点 

用户应该仔细阅读使用说明书，并熟悉所有成分和试剂的使用方法（参阅注意事项部

分）。 

在染色过程中的任何阶段均不能使切片干燥。组织切片干燥可能会增加非特异性着色。 

染色过程中的所有必需的步骤和孵育时间在Dako Link软件内均进行了设定。参阅 Dako 

Automated Link Platform(s)相关资料中有关程序方案，放置载玻片和试剂详细说明等。如果

染色过程被中断，切片可保存在缓冲液中，接着进行一抗孵育，在室温（20-25 ºC）下1小

时不会影响染色的效果。 

脱蜡及再水化 

在进行染色前，组织切片必须脱蜡，以清除包埋介质并重新水化。避免脱蜡不完全。包

埋介质残留将会导致非特异性染色的增加。这些操作步骤应该在室温（20-25 ºC）下进行。 

1) 将切片浸入二甲苯染缸中，孵育5（±1）分钟。更换染缸再重复1次。 

2) 除去过量的液体，并将切片浸入纯乙醇内3（±1）分钟。更换染缸再重复1次。 

3) 除去过量的液体，并将切片浸入95%的乙醇内3（±1）分钟。更换染缸再重复1次。 

4) 除去过量的液体，并将切片浸入蒸馏水或去离子水内30秒。 

按照切片染色规程中抗原修复部分中所描述的内容开始染色。 

二甲苯和酒精溶液应该在使用40张切片后更换。也可以使用甲苯或二甲苯替代品，诸如

Histoclear。 

提示：本试剂盒所使用的试剂和说明书已经进行了相应的最佳优化。对试剂进一步的稀

释或改变孵育温度可能会导致错误或不一致的结果。用户所在实验室组织处理及技术方法的

差异，可能会导致使用曲妥单抗疗法患者选择的错误。 

染色规程 

所有必要的步骤及孵育时间在Dako公司的全自动连接工作平台上Automated Link 

Platform(s)的软件内进行了设定。脱蜡，水化及抗原修复后，设备将按照以下流程对切片进

行处理。 

步骤 1：抗原修复 

将抗原修复液（参阅试剂制备部分）倒入免疫组化预处理系统 Dako PT水槽或染色缸

中，例如Coplin染色缸。 

Dako 免疫组化预处理系统PT Link：将抗原修复液倒入免疫组化预处理系统水槽内预热

至85ºC。一经加热抗原修复液即呈雾状。将室温下脱蜡的切片放置到在自动染色系统支架上，
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浸入预热的抗原修复溶液内。将免疫组化预处理系统Dako PT Link加热至97ºC，并在97ºC条

件下孵育40（±1分钟）。使切片在免疫组化预处理系统Dako PT Link内冷却85 ºC。从免疫组

化预处理系统Dako PT Link内取出装有切片的支架。使染色缸在工作台上打开盖子继续冷

却。采用清洗缓冲液清洗切片。更详细的信息，请参阅Dako PT Link用户指南。 

Coplin染色缸：将装有抗原修复液的染色缸置于水浴锅内。加热水浴锅，使修复液的温

度达95-99ºC。一旦抗原修复液成云雾状外观，盖上染色缸盖子，使温度稳定在一个水平上，

并避免蒸发。将室温下脱蜡的切片浸入染色缸中预热的抗原修复液内。将水浴箱和抗原修复

液的温度调回95-99ºC。并在95-99ºC条件下孵育40（±1分钟）。从水浴箱内取出装有切片的

染色缸。室温下使切片在抗原修复液内冷却20（±1）分钟。倒出抗原修复液后用洗脱缓冲液

清洗切片。 

为了获得最佳的性能，在染色前，抗原修复后，将切片在洗脱缓冲液内浸泡5-20分钟。 

提示，抗原修复液为一次性使用品，不要重复使用。 

步骤 2：染色过程 

抗原修复后，将切片放置于支架上，并将支架放置于Dako Automated Link Platforms上。

机器将进行染色过程，添加适量的试剂，监控孵育时间，并在每次添加试剂之前清洗切片。

试剂的孵育时间已经在Dako Link软件内预先进行了相应的设定。 

步骤 3：复染 

采用苏木素染色液（代码SK308）进行玻片复染。Dako软件内提供了两种染色方案。一

种染色方案包括苏木素染色液复染，而另外一种染色方案不包括苏木素染色液复染。苏木素

染色液的孵育时间在包括复染的方案内已预先设定。有关程序设定方案更详细的资料，请参

阅于Dako Automated Link Platforms用户指南。 

步骤 4：封片 

推荐使用非水溶性，永久封片剂。但是，水溶性封片剂也可以使用。Dako Faramount

水溶性封片剂，即用型（代码S3025）或Dako Glycergel™封片剂（代码C0563），用于水溶性

封片。 

提示：可方便时再读片。但是，如果用的是水溶性的封片剂，暴露于强光下1周可能会

退色。为了最大限度地减少退色，应该将切片于室温（20-25ºC）下暗处存储。 

 

3.质量控制  

实验室在组织标本固定，处理，以及包埋过程中与本方法的差异可能会导致染色结果的

显著性差异，除了Dako公司提供的质控切片，定期常规的室内质控是必须的。 

在美国，有关质控问题，可以参阅美国病理学院（College of American Pathologists，CAP) 

认证项目内有关免疫组化的相关问题，也可以参阅CLSI（正式的名称为NCCLS）有关免疫

组化质量控制，已经批准的指南（23）及标准24内附加的资料。 

组织：跟患者标本一样固定和处理 

 

特异性抗体及检测系统 非特异性抗体*或同样用于特

异性抗体的缓冲液检测系统 

阳性质控： 

包含可检测到目的抗原的组织

或细胞（位于患者的组织）。理想的

质控应该是弱阳性的染色组织，由

于这些组织对抗体或抗原降解最敏

感 

控制所有的分析步

骤。采用 HER2 蛋白染色

对试剂和方法进行评价 

检测非特异性染色背景 

阴性质控： 

阴性的组织或细胞（位于患者

检测意外的抗体与

细胞或细胞成分的交叉

检测非特异性染色背景 
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表 1：日常质控的目的。 

 

* 特异性抗体是来自同一物种的血清标本，但是并不直接针对同一靶抗原。 

检测非特异性抗体结合，例如，与组织内抗体的Fc段结合。 

 

质控切片（提供） 

每一片所提供的质控切片内包含3个福尔马林固定，石蜡包埋的人类乳腺癌细胞系，染

色强度评分为0，1+，和3+。每次染色需要一张切片。Dako公司提供的细胞系染色质控切片

旨在对染色有效性进行评价。 

阳性质控组织 

质控应该是新鲜的尸检/活检/手术标本，并和患者标本同样的方法尽快固定、处理和石

蜡包埋。阳性组织质控可标示出组织制备正确，染色技术适当。每次染色运行应包括每个测

试条件的阳性质控组织的检测。 

阳性质控组织应该给出弱阳性的染色结果，以便能够检测到一抗灵敏度的微弱变化。试

剂盒内提供的质控切片或标本如果处理方法与患者标本的处理方法不同，仅能够对试剂的性

能进行评价，并不能确认组织制备方法的优劣。前述的HER2蛋白2+过表达侵入性（浸润性）

人类乳腺癌组织，可作为理想的阳性质控组织。 

提示：已知的阳性质控组织仅能用于监控标本处理和测试试剂的性能，并不能用于辅助

患者标本的特定诊断。如果阳性质控标本未能显示适当的阳性染色，患者标本的检测结果应

是无效的。 

阴性质控组织 

阴性质控组织（已知HER2蛋白表达阴性）的固定，处理，以及包埋方法与患者标本一

致，在每次染色运行时用以确认一抗的特异性，并能够提供特异性染色的背景。结肠，肝脏

或甲状腺组织为合适的阴性质控组织。多数组织切片内不同细胞类型的多样性提供了内部阴

性质控部位（这种对照应该由用户确认）。正常的乳腺腺管细胞也可以作为内部质控。 

如果阴性质控组织或内部阴性质控出现了特异性染色，患者标本的检测结果应是无效

的。 

有关质控切片详细资料，请参阅Dako Automated Link Platforms用户指南。 

非特异性阴性质控试剂 

用所提供的非特异性阴性质控试剂代替一抗，检测每一个患者标本切片评估非特异性染

色，可对抗原部位的特异性染色给出更好的解释。阴性质控试剂孵育时间应和一抗的孵育时

间一致。 

分析性能验证 

在诊断过程中染色系统初次使用之前，用户应该在一系列室内质量控制的组织上进行分

析性能确认，与已知的免疫组织化学性能特征相比较，这些性能特征反映在已知的阳性和阴

性组织上。参阅既往质量控制方法内所述的具有代表性的已知阳性和阴性组织。参考本产品

说明书内既往所述的质量控制方法，以及 CAP 认证项目有关免疫组化及/或 CLSI（正式名

称为 NCCLS）免疫组化质量保证部分，已经批准的指南（23）。这些质量控制程序应该对每

个新批号的抗体或分析参数的变化都是可重复的。对于乳腺癌检测，已经明确 HER2 蛋白表

达强度 0-3+的乳腺癌，及阴性组织，如结肠，肝脏，或甲状腺组织是合适的分析验证组织。

组织或阳性质控组织内） 反应 

患者组织 检测特异性染色 检测非特异性背景染色 

由 Dako 公司提供质控切片 只控制染色过程  
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对于胃癌检测，已经明确 HER2 蛋白表达强度 0-3+的胃腺癌组织，包括胃食管结合部癌组

织，及阴性组织，如结肠，肝脏，或甲状腺组织是合适的分析验证组织。 

 

4. 故障处理  

参阅 Dako 公司的参考手册内的故障处理部分（19），有关校正措施，或发现异常染色
直接与 Dako 公司的技术支持人员联系。 

问题 可能的原因 建议措施 

1.  切片无染色 1a. 程序设定错误。试剂未按正确顺

序使用。 

1b. 清洗液内含有叠氮钠。 

 

1c. 组织切片在脱蜡和热诱导抗原

修复前对组织过度加热，也可

能会导致 HER2 蛋白免疫反应

性的丧失。 

1a. 检测玻片的处理日志确认程序

选择正确。 

1b. 仅能采用 Dako 公司的清洗缓冲

液，代码 S3006. 

1c. 在室温下空气内组织切片干燥

至少 12 小时，或直至其干燥。

相应地，37°C 过夜干燥或 60°C

干燥至多 1 小时。组织切片在温

度升高的环境内干燥必须在有

校准功能的烤箱内进行，热量的

分布必须均一（17）。 

2.  切片染色弱 2a. 抗原修复不充分。 

 

2b. 试剂孵育时间不够。 

 

2c. 所用的固定方法不合适。 

 

2d. 组织切片在脱蜡和抗原修复前

固定时加热过渡导致免疫反应

性丧失。 

2a. 检查切片抗原修复日志，确认已

经进行了正确的抗原表位修复。 

2b. 设和切片日志确认试剂孵育时

间是否正确。 

2c. 确认患者的组织没有过渡固定，

或没有使用适当的固定剂。 

2d. 在室温下空气内组织切片干燥

至少 12 小时，或直至其干燥。

相应地，37°C 过夜干燥或 60°C

干燥至多 1 小时。组织切片在温

度升高的环境内干燥必须在有

校准功能的烤箱内进行，热量的

分布必须均一（17）。 

3.  切片背景染色

过重。 

3a. 未能彻底脱蜡。 

3b. 在组织固定到玻片上之前添加

淀粉。 

 

3c. 切片未能充分清洗。 

 

3d. 在染色过程中切片干燥。 

 

3e. 使用不适当的固定方法。 

 

3f. 试剂与组织非特异性结合。 

3a. 采用新鲜配制的溶液脱蜡。 

3b. 避免使用淀粉添加剂将组织粘

附到切片上。许多添加剂有免疫

反应性。 

3c. 检查切片日志，确认切片已经过

充分清洗。 

3d. 确认向玻片上添加的试剂体积

是否正确。 

3e. 确保使用批准的固定剂。替代固

定剂可能会导致背景染色过深。 

3f. 检查标本的固定方法及是否有坏

死。 
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4.  组织脱片。 4a. 使用不正确切片。 4a. 采用硅烷化玻片，诸如Dako公司

的硅烷化玻片，（代码 S3003），

SuperFrost Plus或多聚赖氨酸包

被的玻片。 

 

问题 导致问题的原因 建议采取的措施 

5.  特异性染色过

强。 

5a. 使用的固定方法不适当。 

 

5b. 试剂孵育时间过长。 

 

5c. 使用不适当的洗脱缓冲液。 

5a. 确保仅能使用批准的固定剂和

固定方法。 

5b. 审核切片日志，确认试剂孵育时

间正确。 

5c. 只能使用 Dako 洗脱缓冲液，代

码 S3006。. 

6.  质控切片细胞

系 1+弱阳性。 

6a. 采用的抗原修复方案不正确。 

 

6b. 未能与底物显色液（DAB）反应。 

 

6c. 质控切片降解。 

6a. 审核切片日志，确认是否进行了

正确的抗原修复。 

6b. 审核运行日志，确认显色剂制备

是否正确。审核切片日志，确认

显色剂孵育时间是否正确。 

6c. 检查试剂盒有效期，以及试剂盒

包装上的存储条件。 

7.  当加热时，抗

原修复溶液是

否呈云雾状外

观。 

7.  当加热溶液时，是否转化成云

雾状外观。 

7.  这是正常的现象，不影响染色效

果。 

8.  存 储 过 程 中

（未加热时），

抗原修复液即

呈 云 雾 状 外

观。 

8.  溶液存储条件错误或溶液已经

超过了有效期。 

8.  检查试剂盒外包装上的存储条

件，丢弃过期的抗原修复液。 

提示：如果问题不能归咎于任何上述原因，或按照建议的纠正措施操作，问题仍未能解决，

请与 Dako 公司的技术支持联系，寻求进一步的帮助。有关染色技术和标本制备的其他详细资料，

可以在 Dako 公司操作手册（19）（可从 Dako 公司获取），Atlas 免疫组织化学（29）以及免疫过

氧化物技术手册内找到。也可以参阅肿瘤诊断的实用方法。 

 

【检测结果的解释】 

针对乳腺癌 

1) 染色结果的解释  

    HER2 蛋白过表达仅检测膜的染色强度和方式，应该采用表 2 内给出的评分标准进行评

价。由病理学家在光学显微镜下对切片进行评价。采用 10 倍放大的光学显微镜用于免疫组

化染色的评价及打分是合适的。用 20-40 倍放大的光学显微镜对染色打分进行确认。细胞质

的染色为非特异性染色，不列入膜染色强度的评价（8）。为了帮助 0，1+，2+，以及 3+染

色强度的鉴别，请参阅 Dako 公司的“HercepTest™解释手册 – 乳腺癌”- 染色强度图例。 

只对侵润性乳腺癌患者的标本进行评分。如果同一标本内既有原位癌又有浸润癌，只对

浸润癌评分。 
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表2：细胞膜染色强度标准 

染色判读 评分（报告给主治

医生） 

HER2 蛋白过表达评

价（报告给主治医

生） 

没有观察到染色或低于 10%肿瘤细胞

膜染色 

0   阴性 

超过 10%的肿瘤细胞弱的膜染色或几

乎难以察觉的膜染色。这些细胞仅是

部分膜染色。 

1+   阴性 

超过 10%的细胞弱到中等完整的膜染

色。 

2+    弱阳性 

超过 10%的肿瘤细胞细胞膜强染色 3+    强阳性 

HercepTest™针对HER2蛋白过表达的检测结果为阴性（染色强度为0和1+），弱阳性（染

色强度为2+），以及强阳性（染色强度为3+）。HercepTest™并非用于为患者和医生提供预

后诊断信息，也不能针对该目的进行评价。 

每轮染色，切片均需按照表3内给出的顺序进行检查，确定每轮染色结果的有效性，以

此对样本组织的染色强度进行半定量评价。 

表3：切片评估的顺序。 

读片顺序 基本原理 

1.  包含 3 个细胞

系的质控切片 

SK-BR-3 质控细胞系呈现 3+的棕色细胞膜染色（边缘），质

控细胞系 MDA-175 部分棕色边缘染色，MDA-231 质控细胞

系无染色，表明是一次有效染色。 

在 MDA-175 质控细胞系内也可以观察到少数至中等数量的

弱阳性 1+染色，呈不均一及不连续型膜染色。该细胞系也可

观察到在细胞质的 Golgi（高尔基）体区城点状免疫染色。 

MDA-231 质控细胞系内棕色染色（HER2 蛋白染色为阴性）

表明分析过程存在非特异性染色。分析结果可能因为过度染

色而无效。 

2.  阳性质控组织

切片 

应该能够观察到棕色的膜染色。细胞质染色和阴性组织染色

应该不超过 1+。 

3.  阴性质控组织

切片 

阴性质控组织切片上未出现特异性染色，证明试剂盒对相应

的细胞/细胞成分没有交叉反应。如果在阴性质控组织切片上

出现了特异性膜染色，该患者的标本染色结果应该考虑是无

效的。 

4.  采用阴性质控

试剂所进行患

者标本切片染

色 

缺乏特异性膜染色证明针对靶抗原的一抗标记为特异性标

记。 

用阴性质控试剂处理过的标本细胞质内的深棕色或棕色染

色，诸如结缔组织，白细胞，红细胞，或坏死组织，应是非

特异性背景染色，应该在相应的数据报告单内给出注释。 

5.  用一抗进行的

患者组织切片

染色 

当在标本内检测到 HER2 蛋白过表达时，应该以棕色环形出

现于一抗处理后的肿瘤细胞膜上。 
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1.  质控切片（提供）：用于 HercepTest™染色的质控切片应该首先进行观察，以确认所有

的试剂功能正常。在细胞膜上存在棕色（3, 3’-二氨基联苯胺,  DAB）反应产物应该认为是

阳性反应。 

3+质控细胞系 SK-BR-3 存在环形的棕色细胞膜染色（环型），1+质控细胞系 MDA-175

存在部分的棕色环形，以及 0 质控细胞系 MDA-231 没有染色，表示该染色为有效染色。如

果任何质控细胞系的染色超过了这个标准，现有标本的染色结果应该是无效的。 

2.  阳性质控组织：阳性质控组织切片应该随后检查。该切片确认固定方法和抗原修复

的有效性。采用完整的细胞系解释染色的结果，因为坏死和变性的细胞通常会出现非特异性

染色（25）。染色应该在肿瘤组织内观察到棕色，呈细胞膜染色。细胞质的棕色染色及标本

内阴性组织染色强度评分不应该超过 1+。 

3.  阴性质控组织：阴性质控组织切片应该在阳性质控组织切片检测后进行，以确认一

抗标记靶抗原的特异性。阴性质控组织内缺乏特异性抗原染色证明该试剂盒与细胞系/细胞

成分没有交叉反应。如果阴性质控组织出现特异性染色，患者标本的检测结果应为无效。相

应地，阳性质控组织的阴性部分可以作为阴性质控组织，但这需要用户进行确认。值得注意

的是在多数正常上皮组织可以观察到弱反应（染色强度为 0~1+）。可能的阴性质控组织包括：

结肠，肝脏和甲状腺。 

非特异性染色，如果存在，将呈弥散形外观。点状散在的结缔组织染色也可在福尔马林

固定过度的组织切片上观察到。 

4+5. 患者组织：最后对用 HercepTest™染色的患者组织进行检测。阳性染色强度的判

定应该在阴性质控试剂染色的非特异性着色背景下进行。由于进行任何免疫组织化学分析，

阴性的结果意味着抗原未能被检测到，抗原在所分析的细胞 /组织内缺乏。参阅有关

HercepTest™免疫反应性的总结和解释，局限性，以及性能参数特殊信息部分。 

 

2) 对 HercepTest™染色结果解释的其他推荐信息 

多数转移性乳腺癌 HER2 蛋白过表达的结果获得 0 或者 3+评分。当这些患者中的多数

已经全切 or 全部切除，少数 1+和 2+的病例依然难以确定。在您的实验室可用下列指南进行

HercepTest™染色结果解释。 

1. 评价质控细胞系以确认分析性能。 

2. 评价阳性和阴性质控片的结果。 

3. 苏木素伊红（H&E）对样本的染色结果可以作为初次评价。（在 HercepTest™染色背

景下肿瘤细胞可能不明显。病理学家要求进行苏木素伊红染色以确定组织中是否存

在肿瘤细胞）。HercepTest™应该同一蜡块一对（连续）切片上进行。 

4. HER2 蛋白过表达切片染色应该在首先在低倍镜下进行。大部分的阳性细胞可以在

低倍放大下清晰地观察到。 

5. 保存完好，染色充分的标本区域应用于阳性肿瘤细胞数目的检测。 

6. 一般而言，患者的评分应在低倍镜下清晰判读。如果在低倍镜下 1+/2+的判读困难，

通常评分记为 1+。 

7. 为了确认膜染色，采用 20-40 倍的物镜放大倍数。 

8. 如果大多数肿瘤细胞有完整的膜染色，染色结果是 2+或 3+，需用 20-40 倍的放大镜

进行评分确认。 

9. 对于多数 3+患者，至少有 80%的肿瘤细胞为阳性染色，膜染色强度强。 

10. 如果标本中有接近 10%临界值的肿瘤细胞阳性，推荐至少计数 100 个肿瘤细胞，以

确定染色细胞的百分数。 

11. 如果肿瘤细胞完整膜染色在弱和中等之间但计数超过 10%，标本的评分应该为 2+。

这种情况下其余的肿瘤细胞多数伴有不完整的膜染色。 

12. 如果有低于 10%的肿瘤细胞有完整的环形膜染色，尽管其他肿瘤细胞可能显示不完

整的膜染色，评分应该为 1+。 

13. 如果有低于 10%的肿瘤细胞有完整的或不完整的环形膜染色，积分应该为 0。 
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针对胃癌 

1）染色结果的解释  

HER2蛋白过表达仅检测膜的染色强度和方式，应该采用表9内给出的评分标准进行评

价。由病理学家在光学显微镜下对切片进行评价。采用10倍放大的光学显微镜用于免疫组化

染色的评价及打分是合适的。用5-40倍放大的光学显微镜对染色打分进行确认。细胞质的染

色为非特异性染色，不列入膜染色强度的评价（8）。为了帮助0，1+，2+，以及3+染色强度

的鉴别，请参阅Dako’s公司的“HercepTest™解释手册 – 胃癌”- 染色强度图例。 

只对胃腺癌，包括胃食管癌患者的标本进行评分。如果同一标本内既有肠上皮化生又有

胃腺癌，只对胃腺癌评分。对于HercepTest™切片染色结果，推荐每簇肿瘤细胞应该至少包

括5个肿瘤细胞。在至少染色阳性的5个肿瘤细胞簇中，相邻的HER2染色阳性肿瘤细胞至少5

个。 

表 9：HER2 免疫组织化学 HER2 细胞膜染色的解释及评分 

积分 

 

手术切除标本染色模式 活检标本染色模式 HER2 蛋白

过表达评价 

0 无反应性或低于 10%肿瘤细胞膜染

色 

任何（或<5 团）肿瘤细胞无反应

性或无膜反应性。 

阴性 

1+ ≥10%肿瘤细胞肉眼可见的弱或微弱

的膜染色；这些细胞仅部分膜染色 

肿瘤细胞团（>5 个肿瘤细胞）弱

或微弱的膜染色，不考虑染色的

肿瘤细胞所占的比例 

阴性 

2+ ≥10%的肿瘤细胞完整的弱到中等的

染色。 

肿瘤细胞团（>5 个肿瘤细胞）弱

至中等强度的染色，不考虑基底

膜或侧位膜反应性细胞所占的比

例 

不确定 

3+ ≥10%肿瘤细胞的细胞膜强染色，基

底膜或侧位膜反应性 

肿瘤细胞团（>5 个肿瘤细胞）细

胞膜强染色，不考虑基底膜或侧

位膜反应性细胞所占的比例 

强阳性 

指南的制定是基于 Hoffmann 等的观点（39）。 

HercepTest™针对HER2蛋白过表达的检测结果为阴性（染色强度为0和1+），不确定（染

色强度为2+），以及强阳性（染色强度为3+）。HercepTest™不用于为患者和医生提供预后信

息，此用途未评价。 

每轮染色，切片均需按照表10内给出的顺序进行检查，确定每轮染色结果的有效性，以

此对样本组织的染色强度进行半定量评价。 

 

表10：切片评估的规则。 

读片规则 基本原理 

1.  包含 3 个细胞

系的对照玻片 

3+质控细胞系 SK-BR-3 呈现 3+的棕色细胞膜染色（边缘），

1+质控细胞系 MDA-175 部分棕色边缘染色，0 质控细胞系 

MDA-231 无染色，表明是一次有效染色。 



P04605CN_01 

P04605CN_01_SK00121-2CN/2017.02  13/26 

在 MDA-175 质控细胞系内也可以观察到少数至中等数量的

弱阳性 1+染色，呈不均一及不连续型膜染色。该细胞系也可

观察到在细胞质的 Golgi 体区成点状免疫染色。 

0 质控细胞系 MDA-231 内棕色染色（HER2 蛋白染色为阴性）

表明分析过程存在非特异性染色。分析结果可能因为过度染

色而无效。 

2.  阳性质控组织

切片 

应该能够观察到棕色的膜染色。细胞质染色和阴性组织染色

应该不超过 1+。 

3.  阴性质控组织

切片 

阴性质控组织切片上没有特异性染色，证明试剂盒对相应的

细胞/细胞成分没有交叉反应。如果在阴性质控组织切片上出

现了特异性膜染色，该患者的标本染色结果应该考虑是无效

的。 

4.  采用阴性质控

试剂所进行患

者标本切片染

色 

缺乏特异性膜染色证明针对靶抗原的一抗标记为特异性标

记。 

用阴性质控试剂处理过的标本细胞质内的深棕色或棕色染

色，诸如结缔组织，白细胞，红细胞，或坏死组织，应是非

特异性背景染色，应该在相应的数据报告单内给出注释。 

5.  用一抗进行的

患者组织切片

染色 

当在标本内检测到 HER2 蛋白过表达时，应该以棕色环形出

现于一抗处理后的肿瘤细胞膜上。 

 

1.  质控切片（提供）：用于 HercepTest™染色的质控切片应该首先进行观察，以确认

所有的试剂功能正常。在细胞膜上存在棕色（3, 3’-二氨基联苯胺,  DAB）反应产物应该认

为是阳性反应。 

3+质控细胞系 SK-BR-3 存在环形的棕色细胞膜染色（环型），1+质控细胞系 MDA-175

存在部分的棕色环形，以及 0 质控细胞系 MDA-231 没有染色，表示该染色为有效染色。如

果任何质控细胞系的染色超过了这个标准，现有标本的染色结果应该是无效的。 

2.  阳性质控组织：阳性质控组织切片应该随后检查。该切片确认固定方法和抗原修复

是有效的。采用完整的细胞系解释染色的结果，因为坏死和变性的细胞通常会出现非特异性

染色（25）。染色应该在肿瘤组织内观察到棕色，呈细胞膜染色。细胞质的棕色染色及标本

内阴性组织染色强度评分不应该超过 1+。 

3.  阴性质控组织：阴性质控组织切片应该在阳性质控组织切片检测后进行，以确认一

抗标记靶抗原的特异性。阴性质控组织内缺乏特异性抗原染色证明该试剂盒与细胞系/细胞

成分没有交叉反应。如果阴性质控组织出现特异性染色，患者标本的检测结果应为无效。相

应地，阳性质控组织的阴性部分可以作为阴性质控组织，但这需要用户进行确认。值得注意

的是在多数正常上皮组织可以观察到弱反应（染色强度为 0~1+）。可能的阴性质控组织包括：

结肠，肝脏和甲状腺。 

非特异性染色，如果存在，将呈弥散形外观。点状散在的结缔组织染色也可在福尔马林

固定过度的组织切片上观察到。 

4+5. 患者组织：最后对用 HercepTest™染色的患者组织进行检测。阳性染色强度的判

定应该在阴性质控试剂染色的非特异性着色背景下进行。由于进行任何免疫组织化学分析，

阴性的结果意味着抗原未能被检测到，抗原在所分析的细胞 /组织内缺乏。参阅有关

HercepTest™免疫反应性的总结和解释，局限性，以及性能参数特殊信息部分。 

2）对 HercepTest™染色结果解释的其他推荐信息 

胃腺癌，包括胃食管结合癌患者 HER2 蛋白过表达评分范围从 0 至 3+。当 0 和 3+的患

者已经全切 or 全部切除，少数 1+和 2+的病例依然难以确定。 

在您的实验室可用下列指南进行 HercepTest™染色结果解释。 

1. 评价质控细胞系以确认分析性能。 



P04605CN_01 

P04605CN_01_SK00121-2CN/2017.02  14/26 

2. 评价阳性和阴性质控片的结果。 

3. 苏木素伊红（H&E）对样本的染色结果可以作为初次评价。（在 HercepTest™染色背

景下肿瘤细胞可能不明显。病理学家要求进行苏木素伊红染色以确定组织中是否存

在肿瘤细胞）。HercepTest™应该同一蜡块一对（连续）切片上进行。 

4. HER2 蛋白过表达切片染色应该在首先在低倍镜下进行。大部分的阳性细胞可以在低

倍放大下清晰地观察到。 

5. 对于 1+的患者，采用 40 倍物镜放大倍数确认细胞膜的染色。 

6. 对于 2+的患者，采用 10 到 20 倍物镜放大倍数确认细胞膜的染色。 

手术标本  

1. 保存完好，染色充分的标本区域应用于阳性肿瘤细胞数目的检测。 

2. 如果多数肿瘤细胞显示完整的，基底或侧面膜染色，染色强度应该为 2+或 3+。 

3. 手术标本中大于或等于 10%的肿瘤细胞显示完整的，基底或侧面膜强染色，标本染

色强度应该为 3+。 

4. 手术标本中大于或等于 10%的肿瘤细胞显示完整的弱至中等程度的，基底或侧面膜

染色，标本染色强度应该为 2+。 

5. 手术标本中大于或等于 10%的肿瘤细胞部分细胞膜着色，强度为弱或微弱，标本染

色强度应该为 1+。 

6. 手术标本中只有低于 10%的肿瘤细胞染色，无论染色的模式如何（如，完整的，基

底侧面或侧面部分细胞膜），该标本染色强度均为零。 

7. 没有染色，染色强度评分为 0。 

 活检标本 

1. 至少有 5 个染色的肿瘤细胞组成的细胞团，由 5 个连续的 HER2 蛋白染色肿瘤细胞

构成。 

2. 至少有 5 个染色的肿瘤细胞组成的细胞团，其染色呈强的完整性，基底侧面或侧面

膜染色，评分应该为 3+，不考虑染色肿瘤细胞所占的比例。 

3. 至少有 5 个染色的肿瘤细胞组成的细胞团，其染色呈弱至中等强度完整的基底侧面

或侧面膜染色，评分应该为 2+，不考虑染色肿瘤细胞所占的比例。 

4. 至少有 5 个染色的肿瘤细胞组成的细胞团，其染色呈微弱/弱的可见部分膜染色，评

分应该为 1+，不考虑染色肿瘤细胞所占的比例。 

5. 如果该活检标本上没观察到染色，评分为 0。 

6. 如果膜染色（不考虑染色强度）少于 5 个肿瘤细胞团，评分为 0。 

 

【检测方法的局限性】 

1） 一般局限性  

1. 免疫组织化学是一种多步骤的诊断方法，要求在适当的试剂选择；组织的筛选，固
定和处理；免疫组织化学切片的制备；以及染色结果的解释时均需经过特殊的培训。 

2. 组织染色的结果取决于在染色前对组织的处理或加工。不适当的固定，冷冻，冻融，
清洗，干燥，加热，切片，或其他组织或液体的污染均可能导致人为的误差，抗体
封闭，或假阴性的结果。不一致的结果可能是由于固定或包埋方法的不同所致，或
可能由于组织内部变化导致。 

3. 过度或不完整的复染也可能会导致对结果的误判。 

4. 对任何阳性结果或阴性结果的临床解读，必须在临床表现的范围内解释，并结合形
态学及其他病理组织学标准。对任何染色或缺乏染色的临床结果的解释，必须通过
形态学观察，以及其他诊断测试并进行适当质控下进行。对染色结果进行解释是病
理学家职责，他们熟悉抗体、试剂、以及使用方法。染色必须在有资质的实验室，
在病理学家的监督下进行，由其负责审核染色结果并确保阳性和阴性质控的准确。 

5. 感染乙肝病毒患者，且乙肝病毒表面抗原（HBsAg）阳性患者的组织，用辣根过氧
化物酶染色时可能会表现为非特异性染色（26）。 

6. 试剂可能会与既往未测试过的组织产生非预期反应。非预期反应即便是在已测试过
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的组织也不可能完全排除，由于抗原在新生组织上抗原表达的生物多样性所致，或
由于其他病理组织所导致（27）。出现非预期反应，请联系 Dako 公司的技术支持。 

7. 假阳性的结果可能是由于蛋白质的非免疫性结合或与底物反应所致。也可能会导致
假性过氧化物酶活性（红细胞），以及内源性过氧化物酶活性（细胞色素 C）（27）。 

8. 染色过程需在程序设定的室温（20-25°C）下进行。 

2）产品特性的局限性 

1. 质控细胞系 MDA-175 上的抗原易于随时间而降解。评价质控玻片的结果应该结合质
控玻片的有效期。MDA-175 细胞的阴性染色结果可能仅仅是表明质控切片上抗原已
经降解。质控切片必须 2-8°C 储存。 

2. 假阴性的结果也可能是由于组织内的抗原随时间而降解。在室温（20-25°C）储存时，
标本应该在切片后 4-6 周内进行染色。 

3. 不要用其他批号的试剂，或来其他厂商的试剂替换试剂盒内的试剂。 

4. 假阳性的结果可能源自对细胞质染色的评价。当评定染色结果时，仅对细胞膜染色
强度进行读取。 

5. 染色的质控切片只用于染色运行的确认，不能用作组织切片染色结果的评分依据。 

6. 偶见强病灶染色（3+），即所谓的“热点”。可能是固定及/或组织处理不均一所致。推
荐用同一标本的另一个蜡块进行染色。 

7. 用 HercepTest™中的固定剂固定标本而不是用中性福尔马林缓冲液或 Bouin’s 固定
剂，其结果尚未确认。 

8. 乳腺组织中的正常上皮组织染色强度应该在 0 和 1+之间。如果正常上皮染色高于 1+，
应重复检测。值得注意的是正常扁桃体和食管上皮的染色强度可能会达到 2+。 

9. 需要注意的是正常的扁桃体和食管上皮细胞染色强度可能达到 2+。 

10. 应该避免对活检组织边缘碎裂的胃癌标本判读，这些标本的结果是容易受人为因素
的影响染色结果。 

 

 

【产品性能指标】乳 腺 

 

临床比对研究 

 

“研究用免疫组化试剂（CTA）”用于为曲妥单抗临床研究选择合适的患者，该试剂现

已不再使用，HercepTest™是为替代 CTA 而研发的产品。 

HercepTest™检测 HER2 蛋白过表达的性能通过对 548 例乳腺癌采用 HercepTest™与

CTA 染色进行比对分析来完成。这些患者中没有参加曲妥单抗临床研究的患者。结果显示，

这两种检测方法对这些患者的检测具有 79%的符合率。 

这些一致性结果也表明，HercepTest™检测结果为 3+，非常有可能对应于 CTA 上的阳

性结果，这些患者可能符合临床试验的入选标准（2+或 3+）。HercepTest™检测 2+的结果与

CTA 的检查结果并不一致。大约 42%（53/126）的 HercepTest™检测为 2+的结果采用 CTA

检测结果为阴性（0~1+），这些患者不能入选参加曲妥单抗临床试验。 

HercepTest™对 HER2 过表达的检测结果分为阴性（染色强度 0 和 1+），弱阳性（2+染

色强度），强阳性（3+染色强度）。 

 

HercepTest™与 CTA 的结果比较。 

样本包括 274 例 HER2 蛋白阳性（2+或 3+）适用曲妥单抗治疗的合适患者以及相同数

量的 HER2 蛋白表达阴性的乳腺癌患者。表 4 是结果的 2x2 列联表，其中 0 和 1+为阴性，

而 2+和 3+为阳性。 

表 4：HercepTest™结果与 CTA 结果（标本数）的一致性 2x2 表。 
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 临床试验 
总计 

阳性 阴性 

HercepTest 阳性 

阴性 

216 

58 

59 

215 

275 

273 

 总计 274 274 548 

一致性：79%（76%~82%）95%置信区间。 

HercepTest™结果与临床试验结果的整体双向一致性为 79%（431/548），双侧 95%

的置信区间为 76~82%。两种测试方法之间 21%的患者不一致。 

HercepTest™结果报告范围为 0-3+，HER2 蛋白过表达分为阴性（染色强度 0 和 1+），

弱阳性（2+染色强度）和强阳性（3+的染色强度）。 

表 5：HercepTest™结果与 CTA 结果的一致性 3x3 表。 

  CTA   

 3+  2+  0 -1+  总计  

HercepTest  3+  107  36  6  149  

 2+  16  57  53  126  

 0 -1+  8  50  215  273  

 总计  131  143  274  548  

这个 3x3 一致性的研究结果表明，在 HercepTest™检测结果为 3+，非常有可能与

CTA 的阳性结果一致，可能符合曲妥单抗临床研究的入组标准（2+和 3+）。其中 2+的

HercepTest™检测结果 与 CTA 的分析结果可能并不一致。大约为 42%（53/126）的

HercepTest™分析结果 2+，但 CTA 分析结果为阴性（0~1+），可能不能入组参加曲妥单

抗临床试验。 

 

准确性 

HercepTest™也在两台显微镜上对来自石蜡包埋的 168 例乳腺癌组织进行了测试。

这些肿瘤组织已经采用其他 5 种不同的方法对 HER2 基因扩增或蛋白过表达进行了测

定，包括室内 Southern blot，荧光原位杂交（FISH）用于 DNA 扩增，Northern blot RNA

分析，Western blot，以及在冰冻组织上免疫细胞化学分析（28）。结果见表 6。 

 

表 6. HercepTest™结果与基因扩增与 HER2 蛋白过表达联合分析的结果（OE）比

较。 

 参考 OE 分类   

 +             - 总计  

HercepTest  +  43  0  43  

 - 26  99  125  

 总计  69  99  168  

 

阳性一致率：43/69 = 62% 
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阴性一致率： 99/99 = 100% 

阳性（2+和 3+）和阴性（0 和 1+）总体符合率 85%(142/168)（95%的置信区间为 78-89%）。

5 种分析方法均证实为阴性的患者中没有 1 例 HercepTest™检测结果为阳性，而 5 种联合分

析方法检出更多的阳性例数。 

重复性 

批内重复性 

在 1 个实验室内对 5 个不同 ICC 强度染色评分标本进行了重复染色。每个标本采用随

机双盲法重复染色 3 次。该方案在自动染色系统上进行。所有标本给出了 100%的重复性结

果。 

批间重复性 

批间重复性在 3 个实验室内 4 天中对 5 例不同的 ICC 强度标本进行染色评分，采用随

机双盲法，在自动染色系统上进行。阳性结果比阴性结果具有更好的重复性，在同一个实验

室内出现了 2 例标本评分出现 1+和 2+之间的差异。2+和 3+的标本重复性为 100%。 

室间的重复性 

室间重复性测试在三所地理位置不同的实验室间进行，对 40 例随机双盲的各种 ICC 染

色强度标本进行评分。新鲜切片同时提供给每个实验室用于自动染色系统，并由病理专家进

行评分，采用阳性/阴性评分，0 和 1+为阴性，2+和 3+确定为阳性。室间一致性的百分比为

83%~90%之间。与进行 CTA 检测的参考实验室检测结果进行比较，阴性结果（0 和 1+）之

间存在 12.5%（15/120）的差异。阴性结果（2+和 3+）之间存在 10%（12/120）的差异。 

 

免疫反应性 

表 7 是 HercepTest™检测一组正常组织的免疫活性的结果。所有的组织均为福尔马林固

定、石蜡包埋的的组织，并按照说明书给出的方法进行用 HercepTest™进行测试。 

表 7：HercepTest™对正常组织反应性的检测结果总结。 

组织类型 阳性组织部分及染色 

分布模式 (检测编号)  

肾上腺 (3)  内分泌细胞,  细胞质 (2+ 染色强度)  

骨髓 (1)  无 

脑组织/小脑 (3)  无 

脑组织/小脑 (3)  无 

乳腺 (3)  乳腺 (1+ 染色强度)  

子宫颈(3)  上皮,  (1/3 组织,  2+ 染色强度)  

结肠 (3)  上皮,  表面,  细胞质 (1/3 组织,  1+ 染色强度),   

 基底膜上皮上皮(1/3 组织,  1+ 染色强度)  

食管 (3)  无 

心脏 (3)  无 

肾脏 (3)  肾小管 (2+ 染色强度)  

肝脏 (3)  无 

肺 (3)  支气管上皮(2/3 组织,  1+ 染色强度)  

间皮细胞 (3)  无 

卵巢 (3)  无 

胰腺 (3)  Duct 上皮(1/3 组织,  1+ 染色强度)  

甲状旁腺 (3)  无 

外周神经 (3)  无 



P04605CN_01 

P04605CN_01_SK00121-2CN/2017.02  18/26 

垂体 (3)  内分泌细胞,  细胞质 (3+ 染色强度)  

前列腺 (3)  P前列腺 (1/3 组织,  1+ 染色强度)  

唾液腺 (3)  无 

骨骼肌 (3)  无 

皮肤 (3)  基底膜上皮 

小肠 (3)  基底膜上皮,  细胞质 (1/3 组织,  1+ 染色强度)  

脾脏 (3)  无 

胃 (3)  无 

睾丸 (3)  无 

胸腺 (3)  无 

甲状腺 (3)  无 

扁桃体 (3)  鳞状上皮 (1+ 染色强度)  

子宫 (3)  上皮,  表面 (1+ 染色强度)  

所有报告的染色组织均为膜染色，除非另外说明。每种组织类型的所有 3 个标本均

有同样的染色强度，除非另外说明。 

 

【产品性能指标】胃 

 临床比对研究 

 

曲妥单抗的安全性和有效性在临床研究 ToGA 中得以证实（37,38）。在 ToGA 中，3803

例患者进行了 HER2 蛋白表达检测的入组检测。该临床研究同时采用 IHC 方法 

(HercepTest™，Dako)和 FISH 方法 (HER2 FISH（pharmDx™, Dako)检测 HER2 基因的表达

水平。共获得 3665 例有效结果。 

ToGA 研究显示按照试验方案设定的标准，样本经由 IHC 或 FISH 检测，22.1%的进展

期胃癌患者 HER2 阳性。 

 

这项研究是HER2阳性患者开放标记，随机，多中心III期临床，患者为不能手术的晚期

癌症，复发性及/或转移性胃腺癌或胃食管连接处癌患者。 

在ToGA实验中，HER2阳性被定义为IHC阳性（3+）(HercepTest™, Dako) 及/或 HER2 

FISH (HER2/CEN17 ≥ 2.0) 阳性(HER2 FISH pharmDx™ Kit, Dako)。 

患者入组后，被随机分配接受化疗（5-FU或卡培他滨以及顺铂）或化疗加曲妥单抗治

疗。本研究的一级研究终点为患者存活（OS）。 

在这项研究中，共594例患者被随机选中，584例患者接受了研究用药物，并参加最终分

析数据。化疗联合曲妥单抗的一级研究终点统计结果显示优于单纯化疗的治疗结果。OS中

位数从11.1个月增加至13.8个月（p = 0.0046），危险度为0.74（95%的置信区间为：0.60-0.91）。

有关OS的Kaplan-Meier曲线结果见图1。 

生存概率 
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图1. OS的Kaplan-Meier曲线（n = 584） 

一旦数据可用，预先指定的分析亚组通过HER2蛋白表达状态可以进行相应的分析。根

据IHC评分的结果，两个新的HER2蛋白亚组已经明确定义： 

第 1 组（“低表达 HER2 表达组”）：                              IHC 0/FISH+ and IHC 1+/FISH+ (n=131) 

第 2 组（“高表达 HER2 表达组”）： IHC 2+/FISH+ 和 IHC 3+ (FISH + 或 FISH- 或 FISH 没有结果 (n=446) 

对“HER2高表达组”（n=446）的OS的初步分析进行多重比较后发现联合用药组的获益

更为明显。化疗联合曲妥单抗的患者的平均OS增加至16.0个月，而单纯化疗的患者仅11.8个

月。该分析的危险度降低至0.65（95%CI:0.51-0.83）。有关OS的Kaplan-Meier曲线 “HER2蛋

白高表达组”见图2。 

 

 

 

 

图2. “HER2蛋白高表达组” OS的Kaplan-Meier曲线（n = 446）. 

治疗组 
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ToGA试验表明， IHC和FISH都能够有效预测化疗联合曲妥单抗的疗效，统计分析结果

表明， HER2蛋白 (IHC2+/FISH+ 和 IHC3+)高表达患者治疗获益更多，这可以通过该蛋白

是曲妥单抗的靶蛋白来解释。有关ToGA试验更详细的资料，请参阅曲妥单抗说明书。 

 

重复性 

批内重复性 

在同一实验室内对 3 个不同 IHC 强度标本进行了重复染色。每个标本采用随机双盲法

重复染色 3 次，在自动染色系统上进行。所有标本达到 100%的重复性结果。 

另一组批内重复性在同一实验室对 11 个不同 IHC 评分的标本进行分析。每个标本重复

3 次，用手工染色。所有标本得到 100%的重复性结果。 

 

批间和室间重复性 

HercepTest™检测了 60 例取自胃或胃食管结合处的不同的胃癌标本，这些标本为手术切

除及活检标本，检测在不连续的 5天里在 3个研究中心进行。60例样本均匀分布在三个HER2

状态, 由 6 位病理学家进行了总共 2040 例 HER2 评分。 

 

日间一致性（阴性，不确定，阳性）范围从83.1%~98.3%。60例样本中的47例符合率为

≥ 90%。由表11可见，3个研究中心日间一致性符合率分别为91.2%, 92.5% 以及 92.5%。

  

室间一致性结果为82.7%, 75.0% 以及 88.0%。根据Fisher检验，不同中心之间结果没有

差异。 

 

每个研究中心的不同病理学家之间的评分一致性分别为88.0%, 83.6% 以及 81.0%（表

13）。 

 

结论是，日间、室间及不同人员评分之间具有很好的一致性。 

 

表 11. 每天之间整体一致性百分数 – 60 例次比较中的 12 例次 

 观察者 1 观察者 2   平均 

  一致性 CI95 LL1 一致性 CI95 LL1 一致性 

中心 1  第 天1 vs 第 2天  85.0 74.4 93.3 84.9 
91.2 

第 3 天vs 第 4天  93.3 84.9 93.3 84.9 

中心 2  第 1天 vs 第 2 天 95.0 87.3 83.1 72.0 
92.5 

第 3 天vs 第 4 天 96.7 89.7 95.0 87.3 

中心 3  第 1天 vs 第 2 天 90.0 80.5 91.7 82.7 
92.5 

第 3 天vs 第 4 天 96.7 89.7 91.7 82.7 

1C195LL： 95%置信区间下限 

表 12. 中心之间整体一致性以百分数表示 

 
一致性  CI95 LL1  

平均 

一致性 

中心1 vs 中心2  第 1天 vs 第 1  83.3  72.4  

82.7  

第 2天vs 第 2天 85.0  74.4  

第 3天vs 第 3天 85.0  74.4  

第 4天vs 第 4天 81.7  70.5  

第 5天vs 第 5天 78.3  66.7  

中心1 vs 中心3  第 1天vs 第 1天 80.0  68.6  

75.0  

第 2天vs 第 2天 73.3  61.2  

第 3天vs 第 3天 78.3  66.7  

第 4天vs 第 4天 68.3  55.9  

第 5天vs 第 5天 75.0  63.0  
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中心2 vs 中心3  第 1天vs 第 1天 88.3  78.5  

88.0  

第 2天vs 第 2天 86.7  76.4  

第 3天vs 第 3天 90.0  80.5  

第 4天vs 第 4天 86.7  76.4  

第 5天vs 第 5天 88.3  78.5  

1C195LL： 95%置信区间下限 

表 13. 不同观察人员之间一致性百分比 

 

一致性  CI 95 LL1  
平均 

一致性  

中心 1  

第 1 天 91.7  82.7  

88.0  

第 2天 91.7  82.7  

第 3天 93.3  84.9  

第 4天 83.3  72.4  

第 5天 80.0  68.6  

中心2  

第 1天 86.4  76.0  

83.6  

第 2天 83.3  72.4  

第 3天 83.3  72.4  

第 4天 83.3  72.4  

第 5天 81.7  70.5  

中心3  

第 1天 80.0  68.6  

81.0  

第 2天 78.3  66.7  

第 3天 80.0  68.6  

第 4天 78.3  66.7  

第 5天 90.0  80.5  

1C195LL： 95%置信区间下限 

 

【注意事项】   

1. 供体外诊断使用。 

2. 仅能由专业人员使用。 

3. 本产品中含有叠氮化钠（NaN3）——剧毒性纯净化合物。虽然在本产品中的浓度很
低不能归为危险品，但是叠氮化钠可与铅及铜管道发生反应，生成极具爆炸性的金
属叠氮化合物。请使用大量清水冲洗处理，以防在管道中形成金属叠氮化合物（21）。 

4. HercepTest™过氧化物酶阻断剂，含有3%的过氧化氢。可根据需要向专业用户提供
其安全性数据表。 

5. HercepTest™兔抗人HER2蛋白抗体，HercepTest™显色剂，以及HercepTest™阴性对
照试剂，均含有动物源性材料。 

6. 任何生物来源的产品，在使用前均需进行适当的处理。 

7. 质控玻片和标本，在固定前后，以及所有与这些材料接触的材料，均应该进行适当
的处理，因为这些材料可能会导致病原体的传播，应该按照相应的注意事项处理
（22）。绝对不能用口通过移液管移取试剂，避免皮肤和粘膜接触到试剂和标本。如
果试剂接触到某些敏感区，应该用大量的水清洗。 

8. 应该最大限度地减少试剂微生物污染，不然会导致非特性染色的增加。 

9. 未能按照指定的孵育时间，温度，或方法操作，可能会导致错误的染色结果。如果
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在超过60ºC的环境中干燥超过1个小时，可能会导致膜特异性HER2蛋白免疫反应的
下降或缺失（17）。 

10. 该试剂已经进行了最佳浓度的稀释。进一步的稀释可能会导致抗原染色的缺失。 

11. 所有的试剂配方均专用于本试剂盒。为了进行指定的检测，无须使用替代产品。 

12. HercepTest™显示剂及HercepTest™DAB色素原如暴露于强光下会产生不良影响。不
要将相应的成分存储于在强光下，比如阳光直射的地方。 

13. 为正确解释从胃腺癌，包括胃食管结合部癌上活检标本的HercepTest™染色结果，推
荐每一簇至少有5个肿瘤细胞染色。由至少5个肿瘤细胞染色成簇，构成了5个相互连
接的HER2蛋白染色阳性的肿瘤细胞。 

14. 由于胃癌活检标本的异质性，在多块活检组织上进行IHC染色（7-8）就显得尤为重
要，这些活检组织最好来自于肿瘤的不同位置，从而获得可靠的结果。 

15. 穿戴适当的个人防护装置，避免与眼睛和皮肤接触。 

16. 未使用的溶液应该按照当地，州，或联邦法律法规处理。 

17. 专业用户使用的安全数据清单必要时可以申请。 

18. HercepTest™DAB色素原，包含1-5%的二氨联苯胺，四盐酸盐（联苯-3, 3’, 4, 4’- 二
氨基联苯胺，盐酸盐），并被标记为： 

有害产品 

危险及安全防护要求 

R40  有限证据显示有致癌性 

R43 可能会导致皮肤接触的过敏 

R68  能会导致难以逆转的副作用。 

R35  材料及其容器必须按照安全的方法处理。 

R36/R37 穿戴合适的防护服和手套。 

19.石蜡的残留可能会导致假阴性的结果。 

 

根据一般规律，低于18岁的人不应该使用本产品。用户必须仔细阅读相应的使用方法，

熟悉产品的危险性，以及必须的安全说明（按照欧共体指令94/33EC）。有关更详细的资料，

请参阅材料安全数据清单（MSDS）。 

美国：3, 3’-二氨基联苯 (DAB)可能吸入有害，如果吞服或与皮肤接触，可能会导致损

伤。该材料对眼睛和皮肤有刺激。如果导致皮肤接触，应该用肥皂和足量的水进行冲洗。 

提示：尽管二氨基联苯结构上与二胺基联苯有关，并没有证据显示二氨基联苯具有致癌

性。有关处理问题，请于当地管理部门联系。 
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【基本信息】 

注册人/生产企业名称：Dako Denmark A/S 

住所：Produktionsvej 42, DK-2600 Glostrup, Denmark 

生产地址：Produktionsvej 42, DK-2600 Glostrup, Denmark 

联系电话：+45 44 85 95 00 传真：+45 44 85 95 95 

售后服务单位名称：安捷伦科技（中国）有限公司  

联系电话：8008203278 

代理人的名称：安捷伦科技（中国）有限公司 

住所：北京市朝阳区望京北路 3 号研发中心（一期）3 层 3-1 至 3-3 室 

联系电话：8008203278  传真：010-64392765 

 

【医疗器械注册证编号/产品技术要求编号】 

国械注进 20173400640 

【说明书核准日期及修改日期】 

核准日期：2017-3-8 

【标识的解释】 

 目录号 
 

温度范围 
 

批号 
 

易碎：轻拿轻放 

 体外诊断医疗设备 
 

保存于暗处 
 

有效期内使用 
 

有害成分 

 参见使用说明书 
 

可供测试的数目 
 

制造商   

 


