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(57)摘要

本发明公开了一种乳腺细胞免疫化学染色

试剂盒及检测方法，所述检测方法包括以下步

骤：步骤1 .染色液配置；染色剂1：PBS液，第一抗

体为兔抗人雌激素受体、兔抗人孕激素受体、均

为细胞核着色，兔抗人CerbB‑2单克隆抗体，为细

胞膜着色，第二抗体为快捷免疫细化Elivision

试剂盒，DAB试剂盒；染色剂2：氮基三乙酸、葡萄

糖酸、山梨糖醇、氨基醇、多聚甲醛、KC1及缓冲

液；步骤2.组织切片：取受检者乳腺标本，经浓度

为10％的中性甲醛进行固定，取病变组织，经酒

精梯度脱水。本发明减少血清中的干扰物质产生

假阳性影响，提高检测的准确性和特异性，提高

检测灵敏度检测准确性高、假阴性率低，染色方

法操作简便、染色结果清晰可见、易判读。
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1.一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法，其特征在于，所述检测方法包括以

下步骤：

步骤1.染色液配置；

染色剂1：PBS液，第一抗体为兔抗人雌激素受体、兔抗人孕激素受体、均为细胞核着色，

兔抗人CerbB‑2单克隆抗体，为细胞膜着色，第二抗体为快捷免疫细化Elivision试剂盒，

DAB试剂盒；

染色剂2：氮基三乙酸、葡萄糖酸、山梨糖醇、氨基醇、多聚甲醛、KC1及缓冲液；

步骤2 .组织切片：取受检者乳腺标本，经浓度为10％的中性甲醛进行固定，取病变组

织，经酒精梯度脱水，二甲苯透明、石蜡浸润包埋，制成蜡块，切片，厚度在2～3um之间，而后

展片，保证切片展开充分，然后采取APES防脱片处理过的载玻片捞片，最后在65℃条件下温

箱烤片，持续2～4小时；

步骤3.免疫细化染色：烤片完成后，使用甲醛固定剂，将组织样本固定在载玻片或离心

管中，以保持其形态结构并保护目标蛋白，将固定的组织样本进行渗透处理，使用渗透剂，

Triton  X‑100使抗体能够进入细胞内，将与目标蛋白特异性结合的一对抗体溶液添加到组

织样本中，其中一个抗体可与蛋白特定的表位结合，另一个抗体则用于检测该结合，用缓冲

液洗涤样本，以去除未结合的抗体和其他非特异性结合的物质，通过使用荧光素或酶底物

来放大与特定抗体结合的信号，荧光素通常通过荧光显微镜观察，而酶底物可以在显微镜

下形成颜色反应，使用荧光显微镜或普通光学显微镜观察组织样本，并记录目标蛋白的表

达情况。
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一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及试剂盒技术领域，尤其涉及一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测

方法。

背景技术

[0002] 乳腺癌是一种常见的恶性肿瘤，主要发生在女性乳房组织中，但也可罕见地发生

于男性，以下是对乳腺癌的一些基本信息：原因：乳腺癌的具体原因尚未完全明确，但可能

与遗传、生活方式和环境因素等多种因素有关。某些基因突变和家族遗传倾向可以增加乳

腺癌的风险。其他可能的风险因素包括年龄、激素水平、肥胖、饮食不良、乳腺疾病史、长期

使用激素替代疗法等，症状：早期乳腺癌可能无明显症状，但随着病情的发展，常见的症状

可能包括乳房肿块、乳房皮肤改变(如凹陷、皮肤增厚、皮肤红肿等)、乳房疼痛或不适、乳头

溢液、乳房肿胀、淋巴结肿大等，诊断：乳腺癌的诊断通常包括乳房检查、乳腺超声、乳腺X光

摄影(乳腺钼靶或乳腺钼铊摄影)和乳腺组织活检等。这些检查有助于确定病变的性质和分

期，并指导后续治疗方案的选择，治疗：乳腺癌的治疗方案多样，包括手术切除、放疗、化疗、

内分泌治疗和靶向治疗等。具体的治疗方案将根据患者的个体情况、肿瘤特征和分期确定，

旨在达到根治、生存延长和改善生活质量的目标，预防与早期筛查：乳腺癌的预防措施包括

保持健康的生活方式、定期乳房自我检查、定期体检和参与乳腺癌筛查项目等。对于高风险

人群或家族遗传倾向较明显的人群，可能需要进行更频繁的筛查和早期检测，重要的是要

及早发现和诊断乳腺癌，以便尽早开始适当的治疗，并与医生密切合作制定个性化的治疗

计划。如果怀疑乳腺癌，请及时咨询医生以获取专业建议和指导，乳腺细胞免疫细化染色是

一种常用的实验技术，用于检测和定位乳腺组织中特定蛋白质的表达和分布情况，这项技

术可以提供有关乳腺细胞类型、增殖活性、分化程度和蛋白质表达水平等方面的信息；

[0003] 现有的乳腺细胞免疫化学染色方法的染色剂易与非靶标磷酸化蛋白结合，非特异

性结合和背景干扰较多，血清中的干扰物质易产生假阳性，检测灵敏度低，染色操作麻烦，

为此我们提出一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法来解决上述问题。

发明内容

[0004] 本发明的目的是为了解决现有技术中存在的问题，而提出的一种乳腺细胞免疫化

学染色试剂盒及检测方法。

[0005] 为了实现上述目的，本发明采用了如下技术方案：

[0006] 一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法，所述检测方法包括以下步骤：

[0007] 步骤1.染色液配置；

[0008] 染色剂1：PBS液，第一抗体为兔抗人雌激素受体、兔抗人孕激素受体、均为细胞核

着色，兔抗人CerbB‑2单克隆抗体，为细胞膜着色，第二抗体为快捷免疫细化E1ivision试剂

盒，DAB试剂盒；

[0009] 染色剂2：氮基三乙酸、葡萄糖酸、山梨糖醇、氨基醇、多聚甲醛、KC1及缓冲液；
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[0010] 步骤2.组织切片：取受检者乳腺标本，经浓度为10％的中性甲醛进行固定，取病变

组织，经酒精梯度脱水，二甲苯透明、石蜡浸润包埋，制成蜡块，切片，厚度在2～3um之间，而

后展片，保证切片展开充分，然后采取APES防脱片处理过的载玻片捞片，最后在65℃条件下

温箱烤片，持续2～4小时；

[0011] 步骤3.免疫细化染色：烤片完成后，使用甲醛固定剂，将组织样本固定在载玻片或

离心管中，以保持其形态结构并保护目标蛋白，将固定的组织样本进行渗透处理，使用渗透

剂，Triton  X‑100使抗体能够进入细胞内，将与目标蛋白特异性结合的一对抗体溶液添加

到组织样本中，其中一个抗体可与蛋白特定的表位结合，另一个抗体则用于检测该结合，用

缓冲液洗涤样本，以去除未结合的抗体和其他非特异性结合的物质，通过使用荧光素或酶

底物来放大与特定抗体结合的信号，荧光素通常通过荧光显微镜观察，而酶底物可以在显

微镜下形成颜色反应，使用荧光显微镜或普通光学显微镜观察组织样本，并记录目标蛋白

的表达情况15～20分钟，最后经PBS液清洗3次，DAB显色，复染，封片。

[0012] 本发明中有益效果如下：

[0013] 1、免疫细化染色结果显示，病变组织结构完整，未发生明显的脱片状况，阴性与阳

性存在鲜明的对比，阳性物质定位十分准确，背景干净并且十分清晰，没有非特异性染色，

结果稳定可靠，具有高度的敏感性，且特异性也较强；

[0014] 2、细胞染色液可以快速修复细胞抗原充分暴露抗原决定簇，同时提高细胞膜通透

性，利于抗体分子进入细胞结合抗原，避免与除Ki67抗体以外的非靶标磷酸化蛋白结合，增

强信噪比，降低非特异性结合和背景干扰；减少血清中的干扰物质产生假阳性影响，提高检

测的准确性和特异性；稳定Ki67抗体稳定性，提高检测灵敏度检测准确性高、假阴性率低，

染色方法操作简便、染色结果清晰可见、易判读。

具体实施方式

[0015] 下面将对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施

例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。

[0016] 实施例1

[0017] 一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法，检测方法包括以下步骤：

[0018] 步骤1.染色液配置；

[0019] 染色剂：PBS液，第一抗体为兔抗人雌激素受体、兔抗人孕激素受体、均为细胞核着

色，兔抗人CerbB‑2单克隆抗体，为细胞膜着色，第二抗体为快捷免疫细化Elivision试剂

盒，DAB试剂盒；

[0020] 步骤2.组织切片：取受检者乳腺标本，经浓度为10％的中性甲醛进行固定，取病变

组织，经酒精梯度脱水，二甲苯透明、石蜡浸润包埋，制成蜡块，切片，厚度在2～3um之间，而

后展片，保证切片展开充分，然后采取APES防脱片处理过的载玻片捞片，最后在65℃条件下

温箱烤片，持续2～4小时；

[0021] 步骤3.免疫细化染色：烤片完成后，使用甲醛固定剂，将组织样本固定在载玻片或

离心管中，以保持其形态结构并保护目标蛋白，将固定的组织样本进行渗透处理，使用渗透

剂，Triton  X‑100使抗体能够进入细胞内，将与目标蛋白特异性结合的一对抗体溶液添加

到组织样本中，其中一个抗体可与蛋白特定的表位结合，另一个抗体则用于检测该结合，用

说　明　书 2/5 页

4

CN 118091127 A

4



缓冲液洗涤样本，以去除未结合的抗体和其他非特异性结合的物质，通过使用荧光素或酶

底物来放大与特定抗体结合的信号，荧光素通常通过荧光显微镜观察，而酶底物可以在显

微镜下形成颜色反应，使用荧光显微镜或普通光学显微镜观察组织样本，并记录目标蛋白

的表达情况15～20分钟，最后经PBS液清洗3次，DAB显色，复染，封片；

[0022] pET‑23a(+)表达载体

[0023] 原始序列：

[0024] ATGGAGCCGGCGGCGGGGAGCAGCATGGAGCCTTCGGCTGACTGGCTGGCCACGGCCGCGGCCCGGGG

TCGGGTAGAGGAGGTGCGGGCGCTGCTGGAGGCGGGGGCGCTGCCCAACGCACCGAATAGTTACGGTCGGAGGCCG

ATCCAGGTCATGATGATGGGCAGCGCCCGAGTGGCGGAGCTGCTGCTGCTCCACGGCGCGGAGCCCAACTGCGCCG

ACCCCGCCACTCTCACCCGACCCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTTCCTGGACACGCTGGTGGTGCTGCACCG

GGCCGGGGCGCGGCTGGACGTGCGCGATGCCTGGGGCCGTCTGCCCGTGGACCTGGCTGAGGAGCTGGGCCATCGC

GATGTCGCACGGTACCTGCGCGCGGCTGCGGGGGGCACCAGAGGCAGTAACCATGCCCGCATAGATGCCGCGGAAG

GTCCCTCAGACATCCCCGAT；

[0025] 优化后基因序列：

[0026] atgGCGAGCatgACCGGCGGCCAGCAGatgGGCCGTGGCAGCGAATTCatgGAACCGGCGGCGGGCAG

CAGCatgGAACCGAGCGCGGATTGGCTGGCGACCGCGGCGGCGCGTGGCCGTGTGGAAGAAGTGCGTGCGCTGCTG

GAAGCGGGCGCGCTGCCGAACGCGCCGAACAGCTATGGCCGTCGTCCGATTCAGGTGatgatgatgGGCAGCGCGC

GTGTGGCGGAACTGCTGCTGCTGCATGGCGCGGAACCGAACTGCGCGGATCCGGCGACCCTGACCCGTCCGGTGCA

TGATGCGGCGCGTGAAGGCTTTCTGGATACCCTGGTGGTGCTGCATCGTGCGGGCGCGCGTCTGGATGTGCGTGAT

GCGTGGGGCCGTCTGCCGGTGGATCTGGCGGAAGAACTGGGCCATCGTGATGTGGCGCGTTATCTGCGTGCGGCGG

CGGGCGGCACCCGTGGCAGCAACCATGCGCGTATTGATGCGGCGGAAGGCCCGAGCGATATTCCGGATAAGCTTGC

GGCGGCGCTGGAACATCATCATCATCATCAT；

[0027] 优化后氨基酸序列：

[0028] MASMTGGQQMGRGSEFMEPAAGSSMEPSADWLATAAARGRVEEVRALLEAGALPNAPNSYGRRPIQVM

MMGSARVAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGARLDVRDAWGRLPVDLAEELGHRDVAR

YLRAAAGGTRGSNHARIDAAEGPSDIPDKLAAALEHHHHHH*；

[0029] 在癌细胞胞质或胞膜上出现黄染颗粒视为染色结果为阳性，其中颗粒呈现淡黄

色，且均匀视为染色结果呈现弱阳性+；颗粒呈现黄色，分布较不均匀视为染色结果呈现中

度阳性++；颗粒呈现深黄或者是褐色，块状视为染色结果呈现为强阳性+++；

[0030] 乳腺组织切片没有出现收缩或者是干裂现象，组织结构细胞形态观察清晰，乳腺

癌细胞、炎症细胞均可获得清晰的辨别，经HE染色后，颜色鲜艳，细胞核呈现为鲜明的蓝色，

细胞质伊红染色，呈现深浅不同的粉红色，细胞核呈现不同程度的蓝色，对比度鲜明，免疫

细化染色结果显示，病变组织结构完整，未发生明显的脱片状况，阴性与阳性存在鲜明的对

比，阳性物质定位十分准确，背景干净并且十分清晰，没有非特异性染色。结果稳定可靠，具

有高度的敏感性，且特异性也较强。

[0031] 实施例二

[0032] 一种乳腺细胞免疫化学染色试剂盒及检测方法，所述检测方法包括以下步骤：

[0033] 步骤1.染色液配置；

[0034] 染色剂：氮基三乙酸、葡萄糖酸、山梨糖醇、氨基醇、多聚甲醛、KCl及缓冲液；
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[0035] 步骤2.组织切片：取受检者乳腺标本，经浓度为10％的中性甲醛进行固定，取病变

组织，经酒精梯度脱水，二甲苯透明、石蜡浸润包埋，制成蜡块，切片，厚度在2～3um之间，而

后展片，保证切片展开充分，然后采取APES防脱片处理过的载玻片捞片，最后在65℃条件下

温箱烤片，持续2～4小时；

[0036] 步骤3.免疫细化染色：烤片完成后，使用甲醛固定剂，将组织样本固定在载玻片或

离心管中，以保持其形态结构并保护目标蛋白，将固定的组织样本进行渗透处理，使用渗透

剂，Triton  X‑100使抗体能够进入细胞内，将与目标蛋白特异性结合的一对抗体溶液添加

到组织样本中，其中一个抗体可与蛋白特定的表位结合，另一个抗体则用于检测该结合，用

缓冲液洗涤样本，以去除未结合的抗体和其他非特异性结合的物质，通过使用荧光素或酶

底物来放大与特定抗体结合的信号，荧光素通常通过荧光显微镜观察，而酶底物可以在显

微镜下形成颜色反应，使用荧光显微镜或普通光学显微镜观察组织样本，并记录目标蛋白

的表达情况；

[0037] pET‑22b(+)表达载体

[0038] 原始序列：

[0039] ATGGAGCCGGCGGCGGGGAGCAGCATGGAGCCTTCGGCTGACTGGCTGGCCACGGCCGCGGCCCGGGG

TCGGGTAGAGGAGGTGCGGGCGCTGCTGGAGGCGGGGGCGCTGCCCAACGCACCGAATAGTTACGGTCGGAGGCCG

ATCCAGGTCATGATGATGGGCAGCGCCCGAGTGGCGGAGCTGCTGCTGCTCCACGGCGCGGAGCCCAACTGCGCCG

ACCCCGCCACTCTCACCCGACCCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTTCCTGGACACGCTGGTGGTGCTGCACCG

GGCCGGGGCGCGGCTGGACGTGCGCGATGCCTGGGGCCGTCTGCCCGTGGACCTGGCTGAGGAGCTGGGCCATCGC

GATGTCGCACGGTACCTGCGCGCGGCTGCGGGGGGCACCAGAGGCAGTAACCATGCCCGCATAGATGCCGCGGAAG

GTCCCTCAGACATCCCCGAT；

[0040] 优化后基因序列：

[0041] ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCAT

GGAACCGGCGGCGGGCAGCAGCATGGAACCGAGCGCGGATTGGCTGGCGACCGCGGCGGCGCGCGGCCGCGTGGAA

GAAGTGCGCGCGCTGCTGGAAGCGGGCGCGCTGCCGAACGCGCCGAACAGCTATGGCCGCCGCCCGATTCAGGTGA

TGATGATGGGCAGCGCGCGCGTGGCGGAACTGCTGCTGCTGCATGGCGCGGAACCGAACTGCGCGGATCCGGCGAC

CCTGACCCGCCCGGTGCATGATGCGGCGCGCGAAGGCTTTCTGGATACCCTGGTGGTGCTGCATCGCGCGGGCGCG

CGCCTGGATGTGCGCGATGCGTGGGGCCGCCTGCCGGTGGATCTGGCGGAAGAACTGGGCCATCGCGATGTGGCGC

GCTATCTGCGCGCGGCGGCGGGCGGCACCCGCGGCAGCAACCATGCGCGCATTGATGCGGCGGAAGGCCCGAGCGA

TATTCCGGATAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCAC；

[0042] 优化后氨基酸序列：

[0043] MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMEPAAGSSMEPSADWLATAAARGRVEEVRALLEAGALPNAPNSYGR

RPIQVMMMGSARVAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGARLDVRDAWGRLPVDLAEELG

HRDVARYLRAAAGGTRGSNHARIDAAEGPSDIPDKLAAALEHHHHHH*；

[0044] 细胞染色液可以快速修复细胞抗原充分暴露抗原决定簇，同时提高细胞膜通透

性，利于抗体分子进入细胞结合抗原，避免与除Ki67抗体以外的非靶标磷酸化蛋白结合，增

强信噪比，降低非特异性结合和背景干扰；减少血清中的干扰物质产生假阳性影响，提高检

测的准确性和特异性；稳定Ki67抗体稳定性，提高检测灵敏度检测准确性高、假阴性率低，

染色方法操作简便、染色结果清晰可见、易判读。
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[0045] 以上所述，仅为本发明较佳的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于此，

任何熟悉本技术领域的技术人员在本发明揭露的技术范围内，根据本发明的技术方案及其

发明构思加以等同替换或改变，都应涵盖在本发明的保护范围之内。
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