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یکی از مهم ترین تکنیک های تشخیصی در پاتولوژیایمونوهیستوشیمی

است که بر اساس

آنتی بادی–واکنش اختصاصی آنتی ژن

(Antigen–Antibody Reaction)

. عمل می کند

این روش امکان شناسایی  و آشکارسازی ویژگی های اختصاصی بافت ها را 
در سطح سلولی و

نحوه توزیع  و . بافتی  با ریاجنت های نشاندار و قابل مشاهده فراهم می کند
. محل آنتی ژن را در داخل سلول و بافت را آشکار می کند 

و نقش کلیدی در تشخیص، طبقه بندی، تعیین پیش آگهی و

.انتخاب درمان بیماران دارد

،بر اساس گایدلاین های معتبرمثل

College of American Pathologists (CAP)  وWHO

جزء جدایی ناپذیر تشخیص تومورهای بدخیم و بسیاری از بیماری های

غیرنئوپلاستیک است

Presentation title 2

مقدمه و اهمیت 
ایمونوهیستوشیمی



:مفاهیم پایه

آنتی ژن

و آنتی بادی

اتصالقابلیتوداردوجودسلولیابافتدرکه،پروتئینیاغلب،مولکولی :(Antigen)آنتی‌ژن

 .داردراآنتی‌بادیبهاختصاصی

.می‌شودنامیده (Epitope)اپی‌توپآنتی‌ژنبهآنتی‌بادیاتصالمحل

پی‌توپابهاختصاصیبه‌طورکهایمونوگلوبولین‌هاخانوادهازپروتئینی :(Antibody)آنتی‌بادی

.می‌شودمتصلآنتی‌ژن



انواع آنتی بادی 

(Monoclonal)مونوکلونال-

.‌از‌گونه‌های‌هیبریدی‌موش‌و‌خرگوش‌تهیه‌میشود‌ :

CAPگایدلاین‌هایدرتوصیه‌شده،مناسبتکرارپذیری،بالااختصاصیت

والبته‌‌احتمال‌منفی‌کاذب‌بالاتر‌

از‌گونه‌های‌مختلف‌به‌دست‌می‌اید‌مخلوطی‌از‌آنتی‌بادی :(Polyclonal)پلی‌کلونال-
.های‌مختلف‌بر‌علیه‌یک‌آنتی‌ژنند‌

،بالاترحساسیت

و‌مثبت‌کاذب‌بیشتر‌بیشتر Cross-reactivityاحتمالاما

حیاتیاهمیت (Specificity)اختصاصیتو (Sensitivity)حساسیتبینتعادل IHCدر
.دارد



روش های 

ایمونوهیستوشیمی

:مستقیم‌

آنتی‌بادی‌اولیه‌خودش‌لیبل‌دارد

و‌مستقیم‌به‌آنتی‌ژن‌(‌HRPمثلا‌)

.‌می‌چسبد‌

سریع‌-

حساسیت‌پایین‌-



روش های 

ایمونوهیستوشیمی 

:غیر‌مستقیم‌

ژن‌آنتی‌بادی‌اولیه‌از‌طرفی‌به‌آنتی

یبل‌و‌از‌طرفی‌‌به‌آنتی‌بادی‌ثانویه‌ل

.دار‌می‌چسبد‌

ترسیگنال‌قویتر‌و‌حساسیت‌بیش-

رایج‌ترین‌روش-

کمی‌زمانبرتر‌-

کاربردی‌برای‌اغلب‌مارکرهای‌-

روتین‌پاتولوژی



یک روش تقویتی
(amplified)

بر پایه یک کمپلکس 
آنتی _پراکسیداز )آنزیمی 

است( پراکسیداز 

روش های 

ایمونوهیستوشیمی 



چه آنتی ژن 
های سلولی 

مورد 
ر شناسایی قرا

می گیرند ؟

هسته ای

 سیتوپلاسمی

 غشایی

 لیپیدها

پروتئینها



بالینیکاربردهای
بیومارکرهای

ایمونوهیستوشیمی

کاربردهای‌بالینی‌IHC  بر‌

:استزیرمواردشامل،ASCO-CAPو NCCNاساس

(Differential Diagnosis)تومورهاافتراقیتشخیص-1

poorly differentiatedتومورهایمنشأتعیین-2

Ki-67مانند(Prognostic markers)پیش‌آگهیبیومارکرهای-3

:(Predictive markers)درمانبهپاسخپیش‌بینی‌کنندهبیومارکرهای-4

ER،PR،HER2 پستانسرطاندر

PD-L1 مختلفتومورهایدر

ایمونوتراپیو (Targeted Therapy)هدفمنددرمان‌هایبرایبیمارانانتخاب-5





ایمونوهیستوشیمیتکنیک

پیش‌آنالیتیکمرحله

(Pre-analytical Phase):

.می‌دهدرخپیش‌آنالیتیکمرحلهدر IHCخطاهای٪60ازبیش،CAPاساسبر‌

:(Fixation)فیکساسیون-1

استانداردفیکساتیو

10% Neutral Buffered Formalin

بافتنوعبهبستهساعت 48تا 6توصیه‌شدهزمان

.می‌شودآنتی‌ژنرفتنبینازیاکاهشباعثو‌طولانی‌نامناسبفیکساسیون

:پارافین‌گذاریوپروسسینگ-2

.باشدیکنواختواستانداردبایدپارافیننفوذوکلیرینگ،دهیدراسیون

:نمایندهبلاکانتخاب-3

انتخابلی‌داخ(‌کنترل)و‌با‌ملاحظاتی‌مثل‌حضور‌‌المانهای‌شاهد‌نکروزکمترینوتوموریسلولبیشترینبابلاکی
.می‌شود



ایمونوهیستوشیمیتکنیک

آنالیتیکمرحله(Analytical Phase):

:برش گیری از بلوک بافت مورد نظر . 1

میکرون4–2: ضخامت استاندارد

2-DeparaffinizationوRehydration

.استضروریآنتی‌ژنبهآنتی‌بادیدسترسیبرایپارافینوکس کاملحذف

.درجه وگزیلول  به عنوان حلال آلی انجام میشود 100دپارافینه با فور 

زولی رهیدراتاسیون با قرار گیری  تدریجی بافت در الکلهای با غلظت ن
انجام می شود و آب از الکل به بافت منتقل %( 100-95-80-70)

شیب غلظت تدریجی مانع شوک اسمزی و آسیب بافت . میشود 
. می شود 

آنتی بادی ضروری  –ایجاد محیط هیدروفیل برای  واکنش آنتی ژن 
.است



مرحله بازیابی

::(Retrieval)ریتریوالآنتی‌ژن-3

میشودایجاد(CROSS-LINKS)متقاطعپیوندهایفرمالینبافیکساسیوندر
بادیآنتیباواکنشوگرددمیژنیآنتیهایتوپاپیشدنپنهانباعثکه
.کندمیمختلرا

ضاییفساختاربازاراییوپیوندهااینشدنشکستهباعثرتریوالژنآنتی
.میشودتوپهااپیشدنآشکاروپروتئینها

.یابدمیافزایشIHCآمیزیرنگشدتوحساسیتنتیجهدر

:روشدو

آنزیمی

حرارتی

تکنیک
:ایمونوهیستوشیمی



مرحله بازیابی

:(EIER)آنزیمی-

قدیمیبافتهایوحرارتبهحساسوخاصژنهایآنتیمورددرفقط-

اوردایجسشناحتمال-

:روشرایج‌ترین:(HIER)حرارتی-

ممبرانوسوایهستهویژهبهژنهاآنتیاغلبمناسب-

تکرارقابلویکنواخت-

ایجادباعثاوررتریوالیااسلایدرویازبافتشدنجداباعث:محدودیت

BACKGROUND

دقیقه30مدتبهجوشماریبندروشدهرقیقرتریوال-

مقطرآبباشستشوواتاقدرمایدردقیقه30مدتبههالامشدنسرد–



BLOCKING

4-BLOCKING

روی لام قرار میگیرد و بعد پراکسیدازدقیقه محلول 10

یا   Citrateبافرازاستفاده

EDTA  استفاده می شود یا آب مقطر برای شستشو .

عالغیرفرااندوژنپراکسیدازآنزیم،اکسیدازپرمحلولمرحلهایندر
آنتیبرمنفیتاثیراینکهبدونشودکاذبمثبتادجایمانعتاکندمی
.باشدداشتههدفژن

.استواکنشبرایمناسبPHبامحیطایجادهمبافروظیفه



مارکر‌/‌اولیهآنتی‌بادینکوباسیونیا-5

.شوداستانداردسازیبایدزمانودما،غلظت

و‌بعد‌شستشو‌با‌آب‌مقطر‌(‌ساعت2معمولا‌)

تکنیکادامه‌
:ایمونوهیستوشیمی

مارکرگذاری‌



ادامه تکنیک 
یایمونوهیستوشیم

:

آشکارسازی 

(Detection System)آشکارسازیوثانویهآنتی‌بادی-6-

.آنتی‌بادی‌به‌سیگنال‌قابل‌مشاهده‌تبدیل‌می‌شود‌–اتصال‌آنتی‌ژن‌-

.‌دآنتی‌بادی‌ثانویه‌که‌به‌آنزیم‌متصل‌است‌به‌آنتی‌بادی‌اولیه‌متصل‌میشو-

-

CAPاساسبرسیستمترینتوصیه‌شدهPolymer-basedروش

دقیقه‌ای‌30معمولا‌دو‌مرحله‌

رای‌ببا‌ایجاد‌چندین‌محل‌اتصال‌تقویت‌سیگنال‌آنتی‌بادی‌:‌)آمپلی‌فایر)محلول‌اول‌با‌
آنتی‌بادی‌ثانویه

: HRPمحلول‌پلی‌مردوم‌و‌

ویت‌متصل‌به‌آنزیم‌باعث‌تقپلیمری‌متصل‌به‌چند‌مولکول‌آنتی‌بادی‌به‌صورت‌
.‌‌سیگنال‌و‌یکنواختی‌رنگ‌میشود‌



ادامه تکنیک
:ایمونوهیستوشیمی

کروموژن

:(Chromogen)کروموژن-7

 DAB(دی‌آمینوبنزیدین‌)

.استقهوه‌ایرنگباکروموژنشایع‌ترین

HRP را‌اکسید‌می‌کند‌و‌رسوب‌قهوه‌ای‌‌نامحلول‌در‌محل‌آنتی‌ژن‌ایجاد‌می‌کند.

دقیقه‌5کوتاه‌‌در‌حد‌

سپس‌شستشو‌/یک‌قطره‌کروموژن‌و‌یک‌سی‌سی‌بافر



تکنیک 
ایمونوهیستوشیمی

کروموژن 

:(Chromogen)کروموژن-6

 DAB(دی‌آمینوبنزیدین‌)

را‌اکسید‌می‌کند‌و‌رسوب‌قهوه‌ای‌‌ HRP.‌استقهوه‌ایرنگباکروموژنشایع‌ترین
آنتی‌بادی‌ایجاد‌می‌کند‌–نامحلول‌در‌محل‌اتصال‌آنتی‌ژن‌

سپس‌شستشو‌/یک‌قطره‌کروموژن‌و‌یک‌سی‌سی‌بافر/‌دقیقه‌5کوتاه‌‌در‌حد‌



ادامه تکنیک 
ایمونوهیستوشیمی

Counterstain -8

وهسته‌ایمورفولوژیمشاهدهبرایهماتوکسیلین

.‌ایجاد‌توازن‌رنگ‌بین‌آنتی‌ژن‌قهوه‌ای‌کروموژن‌‌و‌بافت‌زمینه‌انجام‌می‌گیرد‌

حدود‌دو‌دقیقه‌

سپس‌‌شستشو‌‌

آبگیری‌با‌‌شیب‌صعودی‌الکل‌جهت‌آمادگی‌بافت‌برای‌چسبیدن‌به‌لامل‌

مونته‌کردن‌لام‌هاو‌سپس‌



ایمونوهیستوشیمیدرکیفیکنترل

(Quality Control)

کیفیکنترل

 .استبقیه‌گایدلاین‌هوCAPالزاماتجزء

بافت‌استاندارد‌ثابت‌و‌شناخته‌شده‌که‌همراه‌با‌هر‌ران‌به‌کار‌می‌رود‌:‌کنترلهای‌خارجی‌

:(Positive Control)مثبتکنترل‌‌
مثبت‌شدنش‌نشان‌دهنده‌عملکرد‌صحیح‌واکنش‌است‌.استقطعیآندرآنتی‌ژنبیانکهبافتی

Negative Control):)منفیکنترل
.و‌غیراختصاصی‌بودن‌رنگ‌‌را‌بررسی‌می‌کند‌ backgroundانجام‌می‌شود‌و‌اولیهآنتی‌بادیحذفبا‌

:(Internal Control)داخلیکنترل
 .دارندآنتی‌ژنبیانکهاسلایدهماندرموجودطبیعییو‌المانهاسلول‌ها

External Quality Assurance:
.در‌دنیا‌رایج‌استآزمایشگاهعملکردپایشبرای UK NEQASمانندبرنامه‌هاییدرشرکت



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 هسته ای:

Ki67 :     سلولهای زونا پرولیفرای طحال یا گره لنفاوی

:ER/ PR  پستان طبیعی یا کارسینوم اندومتر



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 سیتوپلاسمیک:

CK   در اپی تلیوم کولون یا پوست و...

SMA   در ماهیچه ی صاف روده و رحم



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 (  ممبرانوس )غشایی

HER2    :  در کارسینوم پستان یا معده ای که

HER2  مثبت باشد

CD 20  : سلولهایB  در گره لنفی



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 واسکولار / اندوتلیال :

Cd31 , CD34, Factor VIII  : اندوتلیوم عروق



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 گلیال / نورال:

GFAP : مغز یا نخاع طبیعی



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

 لنفوئید / هماتوپویتیک

CD3    لنفوسیت هایT  در گره لنفی

CD45لنفوسیت ها



انواع کنترل 
مثبت برای 

مارکرها 

Special /Rare 

سلولهای ملانوسیت یا اعصاب محیطی         : S100

: Chromogranin / Synaptophysin 

پانکراس یا تومور نورواندوکرین 



الگوریتم 
QC

طبق 
CAP 

اسلایدهای کنترل مثبت و منفی تهیه شود -1

انجام شودSOPطبق IHCران کاری -2

:کیفیت رنگ آمیزی کنترل ها بررسی شود -3

.  کنترل مثبت رنگ درست و لوکالیزه گرفته باشد-

.باشد backgroundکنترل منفی هیچ رنگی نداشته یا با حداقل -

اسلایدهای بیماران ارزیابی شود -4

اگر کنترل ها قابل قبولست نتایج بیماران هم معتبر است 

رار دهیماگر کنترل مشکلدارست باید تکرار با اصلاح تکنیک را مدنظر ق

.برای هر ران  جز الزامات حرفه ای است  QCثبت -5

SOP  استاندارد و به روز برای هر آنتی بادی ضروری است.



شایعخطاهایواشکالات

شایع‌خطاهایواشکالات(Troubleshooting)

:ضعیفرنگ‌آمیزی .1

و‌طولانینامناسبفیکساسیون-
ناکافیریتریوالآنتی‌ژن-

:اختصاصیغیررنگ‌آمیزی .2

-آنتی‌بادیبالایغلظت
-Blocking ناکافی

3-Background بالا:
ناکافیشست‌وشوی-
نامناسبآشکارسازیسیستم-



رفع‌/‌راهکار‌ علت‌شایع‌ نما‌‌‌‌‌ مشکل‌

-Antigen retrieval مناسب‌

بررسی‌آنتی‌بادی‌

افزایش‌زمان‌یا‌غلظت‌آنتی‌بادی‌

اپی‌توپ‌پنهان-

(cross-link)

عالغیرف/آنتی‌بادی‌اولیه‌ضعیف-

زمان‌کوتاه‌انکوباسیون‌-|‌

ال‌سیگنال‌کم‌یا‌غیرفع Weak / no staining 

Peroxidase / Protein block

شستشو‌کافی‌با‌بافر‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌
کاهش‌غلظت‌آنتی‌بادی‌

پراکسیداز‌اندوژن‌فعال-

اتصال‌غیر‌اختصاصی‌-

آنتی‌بادی‌‌
شستشوی‌ناقص‌-

رنگ پراکنده و خارج 
از محل آنتی ژن

High background / non-

specific 

مرطوب نگه داشتن اسلاید 
استفاده از جار 

خشک شدن بافت -
نفوذ ناکافی محلولها -

رنگ‌ناهمگن‌در‌بافت‌ Patchy / uneven staining 

شستشوی کامل 
اجتناب از خشک شدن لبه ها 

تجمع کروموژن در لبه ها -
شستشو ناکافی -

رنگ شدید در 
حاشیه برش 

Edge artifact 

مثبتبا‌بار‌الکتریکی‌استفاده‌از‌اسلایدهای‌

زمان‌و‌دمای‌مناسب‌

Fixation ضعیف‌

گرما‌یا‌انکوباسیون‌طولانی

Poor adhesion 

برش‌جدا‌شده‌از‌لام‌ Tissue detachment / loss 



Post-analysis

مرحله بعد از پایان رنگ آمیزی  IHC

بررسی درستی تکنیک قبل از تفسیر تشخیصی• 

تکنسیننقش مهم • 



اولین سؤال آیا رنگ قابل اعتماد است؟–

کنترل مثبت رنگ گرفته؟• 

کنترل منفی بدون رنگ است؟• 

بافت سالم مانده؟• 

نتیجه غیرقابل گزارش→❌اگر 



بررسی کنترل ها–

:کنترل مثبت• 

محل درست؟• 

شدت قابل قبول؟• 

:کنترل منفی• 

عدم رنگ اختصاصی• 

اعتبار تست= رنگ در کنترل ها • 



محل رنگ آمیزی –

(Localization)

هسته ای •  Nuclear) → ER, PR, Ki-67

سیتوپلاسمی •  Cytoplasmic) →CK, Vimentin

غشایی •  Membranous) → HER2, CD20

خطای تکنیکی= رنگ در محل غلط ❗



شدت رنگ 

بدون رنگ= 0• 

ضعیف+ = 1• 

متوسط+ = 2• 

قوی+ = 3• 

شدت را توصیف می کند، تشخیص با پاتولوژیست است: تکنسین



الگوی رنگ آمیزی

• Diffuse → اکثر سلول ها

• Focal → بخشی از سلول ها

• Patchy →نامنظم

بررسی مجدد تکنیک→الگوی غیرمنتظره 



Background و آرتیفکت

• background  زیاد→blocking ناکافی

شستشوی ناکافی→رسوب دانه ای • 

over-counterstain→رنگ هسته غیرواقعی • 



H&Eمقایسه با –

IHC  باید با مورفولوژیH&E همخوانی داشته باشد

artifactمشکوک به = رنگ در سلول اشتباه • 



چه زمانی اسلاید رد می شود؟

کنترل مثبت منفی شده• 

بافت جدا شده• 

رنگ غیر اختصاصی شدید• 

• background شدید

نیاز به تکرار ️➡ IHC



نقش تکنسین در تفسیر

تضمین کیفیت رنگ• 

گزارش مشکلات تکنیکی• 

آماده سازی اسلاید قابل اعتماد برای پاتولوژیست• 

Post-analysis  = تضمین اعتبار نتیجهIHC



کلیدیپیام‌هایوجمع‌بندی

کلیدیپیام‌هایوجمع‌بندی

.‌‌خطاهاستازپیشگیریراهبهترینمنظم Validationومستندسازی،CLSIاساسبر‌

.استهدفمنددرمانومورفولوژیبینپلیایمونوهیستوشیمی
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