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摘要

免疫組織化學染色法（immunohistochemistry; IHC）是運用免疫反應（immune response）中，抗原（antigen; Ag）

和抗體（antibody; Ab）間的專一結合性，並藉抗體上所呈現的訊號，來觀察細胞或組織切片中，是否有目標

抗原存在。這項單純的概念一直到1941年，才首次用帶螢光色素（fluorochrome）的抗體，在組織切片中，觀

察到肺炎雙球菌（diplococcus pneumoniae）。自此之後的七十年當中，各類的相關技術不斷地被改良。本文針

對其中關鍵性的突破，包括單株抗體（monoclonal antibody; mAb）問世、石蠟組織（paraffin tissue）抗原修復

（antigen retrieval）和偵測訊號強化等，加以闡述。歷經數十年的改進後，免疫組織化學染色法已是今日臨床醫

學和研究上，相當常用的重要工具，它不但具有很好的特異性（specificity）和靈敏度（sensitivity），也更為簡

便快速和成本低廉。（生醫2012;5(2):105-111）

關鍵字：免疫組織化學染色法（immunohistochemistry; IHC）、單株抗體（monoclonal antibody; mAb）、抗原修復

（antigen retrieval）、辣根過氧化物酶（horseradish peroxidase; HRP）、二氨基聯苯胺（diaminobenzidine; DAB）

、卵白素（avidin）、鏈黴親和素（streptavidin）、生物素（biotin; 維他命H）

前言

免疫組織化學染色法（immunohistochemistry; 

IHC）或簡稱免疫組化，正如其名稱所示，是結合了

三個不同領域的專業―免疫學（immunology）、組

織學（histology）與化學（chemistry）―所發展出

來的一項技術。它能在組織切片、細胞抹片或培養

檢體上，運用免疫反應（immune response）中抗原

（antigen; Ag）和抗體（antibody; Ab）間的專一結合

性，並在抗體上呈現可供偵測的訊號（reporter），

以便觀察檢體中是否有目標抗原的存在。

免疫組化的理論想法早在1930年之前就被

談論，但一直到1941年才實現以帶有螢光色素

（fluorochrome）的抗體，在組織切片中成功觀察到

肺炎雙球菌（diplococcus pneumoniae）抗原的存在。
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自此之後，一直到最近幾年裡，免疫組化技術不斷地

被推陳出新。由於免疫組化實驗的常規操作步驟，以

及許多應注意的細節，已有很多資料可供參考，因此

本文中將不再重複，僅針對過去七十年中的一些關鍵

性突破，加以詳述。期望藉由這段科技發展重要里程

碑的串聯，能帶給讀者不同的感受與激盪。

單株抗體的問世

免疫組化的基礎是建立在抗原和抗體的專一性

結合，因此，「抗體」顯然扮演極重要的角色。免

疫組化所用的抗體可分為多株（polyclonal）和單株

（monoclonal）兩類型。早期使用的均屬多株抗體，

其製造是將純化後的抗原，注射至動物體中引發免疫

反應，然後再從動物血中，獲取含所需抗體的免疫血

清。它們是由多個B淋巴細胞株，所產生的抗體混合

物，這類抗體會與抗原上的多種抗原位（epitope）結

合，因此，特異性（specificity）較差，也較易引起

交叉反應（cross reaction）。單株抗體則是從已被免

疫的動物體中，篩選一個符合需求的B淋巴細胞，再

運用細胞融合雜交瘤（hybridoma）技術備製所要的

抗體。這類抗體僅辨識抗原的某單一抗原位，所以用

它進行免疫組化實驗時，其特異性強，敏感性也高。

（圖一）

在免疫學的發展里程中，有幾項重要發現與抗

體關係最直接。首先是Paul Ehrlich（德國，1854-

1915；獲1908年諾貝爾獎）於1897年最早描繪

出今日抗體的雛型概念。1948年Astrid Fagraeus

（瑞典，1913-1997）指出抗體的製造者是漿細

胞（plasma cell）。1959-1962年間基於Rodney R. 

Porter（英國，1917-1985）和Gerald M. Edelman

（美國，1929-至今）的研究，確立了今日「Y

字型抗體」的分子結構，他們並分享1972年諾

貝爾獎尊榮。他們指出抗體是由一對輕鏈（light 

chain）和另外一對重鏈（heavy chain）所組成，

其間以二硫鍵（disulf ide bond）將它們聯結在

一起（圖二）。在Y形上半部的V處兩邊，分別

由一條輕鏈及一條重鏈所組成，代表的是可變區

（variable region，或稱Fab），負責與目標抗原的

抗原位結合。而Y形下半部的其他重鏈部份是恆定

區（constant region，或稱Fc），它將與其它抗體、

補體（complement）或帶有Fc受體（receptor）的

免疫細胞結合。現在免疫組化所使用抗體，幾乎

都是單株類。單株抗體的備製是基於Niels K. Jerne

（瑞典，1911-1994）、César Milstein（英國，

1927-2002）和Georges J.F. Köhler（德國，1946-

1995）三位學者長期研究，並於1975年所確立的技

術。他們三位也併列為1984年的諾貝爾獎得主1,2。 

圖二、抗體結構中的可變區會與目標抗原位進行專一

性結合（彩圖詳見本刊網頁）

圖一、單株抗體在辨識目標抗原位的專一性遠優於多

株抗體（彩圖詳見本刊網頁）
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石蠟組織抗原修復

免疫組化的存在是為了觀察組織或細胞上的

「目標抗原（target antigen）」。凡具有抗原性

的物質，只要能夠為抗體所辨識與結合的，基本

上都可以進行免疫組化檢測。抗原的類型可以

是蛋白質（protein）、多肽（polypeptide）、核

酸（nuclear acid）、部份類酯（lipoid）、多醣

（polysaccharide）、激素（hormone）、各種病

原體（pathogen）（如寄生蟲﹝parasite﹞、細菌

﹝bacterium﹞、病毒﹝virus﹞等）、受體、神經遞質

（neurotransmitter）等。如何讓目標抗原能順利的與

其對應抗體完成專一性結合，也是免疫組化所必須重

視的關鍵。

早期的免疫組化運作，多侷限於培養細胞和冰

凍組織切片，部份原因是與目標抗原無法順利和對

應抗體結合有關。而病理作業通常包括組織切片和

細胞抹片兩類檢體。前者又包括石蠟切片（paraffin 

section）和冰凍切片（frozen section），其中石蠟切

片尤其常用。石蠟切片的病理組織，通常需經過福馬

林固定，再進行石蠟包埋（formalin-fixed, paraffin-

embedded; FFPE），如此處理後的病理組織，可長期

性地保存其原來形態，並適合各種染色觀察3。除常

規病理診斷使用外，也是許多回顧性研究的珍貴材

料。因此，如何在石蠟切片上，可靠地進行免疫組化

實驗，就格外為大家重視。

但組織經福馬林固定後，會使細胞內的抗原產

生改變，進而封閉部份抗原位，同時蛋白間也會發

生交叉聯結（cross-linking），使更多抗原位被隱蔽

住3。因此在進行免疫組化實驗前，要有「抗原修復

（antigen retrieval）」的步驟，往往是藉由破壞前述

分子間的交聯，來恢復抗原的原本空間形態，使其抗

原位重新露出，以利對應抗體的結合。冰凍切片和細

胞抹片因為沒有這類阻礙，所以在免疫組化實驗的發

展過程中，比較容易成功。

在各類企圖解決抗原修復的方法中，最先被廣

泛採用的是1975年所提出的酵素消解（enzymatic 

digestion）法4，隨後有許多不同的酵素（enzyme）

被用來進行抗原修復，但這類方式終究只能達成一部

份抗原的修復，卻又會同時破壞組織原本的形態，因

此，並不理想。直到1991年發現的加熱方式5，它可

以輕易地改善前述的缺點。隨後有多種類似的改良做

法被報導。有關加熱修復抗原的原理雖有許多報導，

但迄今仍無被廣泛認同的說法。由於加熱修復抗原的

效果好、簡單又便宜，自然成為今日病理作業的主流

選擇6。

偵測訊號的強化

最早的免疫組化運用發表於1941年，當時是以

有螢光標示的抗體，在組織切片中觀察到肺炎雙球

菌抗原的存在7。他們當時所用的技術，現在稱之為

「直接型檢測法」，或稱一階式檢測法（one-step 

method）（圖三）。每個抗原位置只被一個對應抗體

所結合，而該抗體上也只攜帶一個螢光色素，因此靈

圖三、與抗原結合後的抗體可藉其上的各種訊號來進

行觀察（彩圖詳見本刊網頁）
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敏度（sensitivity）並不好。此外，這種方法若運用

在石蠟組織切片上，其檢測效果更是不理想。

以上缺失在1966年，才由美、法兩國學者，

分別提出解決的辦法。他們將上述抗體所攜帶的

螢光色素，以一種會誘發呈色反應的過氧化物酶

（peroxidase）來取代8,9。這項技術性的改善，使得

免疫組化實驗，在常規病理FFPE組織切片的運用上，

獲得重大的突破，也因此加速了相關研發的腳步。

現今病理作業中，已有多種可被用來誘發呈色反

應的酶（簡稱訊號酶），其中最常用的是辣根過氧化

物酶（horseradish peroxidase; HRP），也有一些實驗

室採用鹼性磷酸酶（alkaline phosphatase; ALP）。抗

體所攜帶的HRP會在含過氧化氫（hydrogen peroxide; 

H2O2）情況下，使原本無色的基質（substrate）產

生有顏色的沉積物，以便於在光學顯微鏡下觀察。

最常用的基質是二氨基聯苯胺（diaminobenzidine; 

DAB），它會呈現穩定的褐色，而且長期不褪色。另

一較少用的基質是3-胺基-9-乙基咔唑（3-Amino-9-

ethylcarbazole; AEC）它會呈現紅色，但容易褪色，且

需要特別的處理10。

在1966年之後的一段時間裡，主要是想辦法增

加抗體上訊號酶的數量，因此發展出「間接型檢測

法」。初期採用直接「堆砌式」的做法，包括使用

二級抗體（secondary Ab），甚至三級抗體（tertiary 

Ab），分別稱之二階與三階式檢測法（two or three-

step method）（圖四）。每一級抗體均產自於不同的

動物，且上一級的抗體可與下一級的抗體做專一性的

結合。由於最終抗體群變大了，其上訊號酶的數量也

就相對增加，進而提高目標抗原處所呈現的訊號。

後來發展出另類新的做法，即過氧化物酶-抗過氧化

物酶（peroxidase-antiperoxidase; PAP）和鹼性磷酸

酶-抗鹼性磷酸酶（alkaline phosphatase-antialkaline 

phosphatase; APAAP）兩種染色法11,12。他們相當於

「堆砌式」中的三級抗體，先另外處理，使之攜帶較

多訊號酶。但此攜帶酶的抗體群，與一級抗體均來自

相同的動物。而二級抗體的角色是將此前述兩者連接

在一起（圖五）。

或許是在這種概念延伸下，徐世銘教授在美國

的研究室，於1981年率先報導「卵白素-生物素複合

物（avidin-biotin complex; ABC）」的技術，並證實

圖四、最早用來增強訊號的做法是逐步堆砌式增加訊

號抗體（彩圖詳見本刊網頁）

圖五、橋樑式抗體導入訊號抗體群的方式也曾用來增

強訊號（彩圖詳見本刊網頁）
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它可顯著增強免疫組化的偵測訊號，因而大幅改善

實驗的靈敏度13（圖六）。有趣的是ABC方法中的幾

個主角，其相關性質與功能，多年前便已知曉。在

1941年就已知卵白素（avidin）是一種萃取自卵蛋白

（ovalbumin; OVA）的醣蛋白（glycoprotein; GP）14 

；另一種極類似的物質為鏈黴親和素（streptavidin; 

SA）也於1964年被發現，它可由st rep tomyces 

avidinii（S. avidinii）此種鏈黴菌中獲得15,16。生物素

（biotin; 維他命H）也大約在此前後，被發現其特殊

的結構中，有四處可分別與卵白素或鏈黴親和素，以

及訊號酶（如HRP和ALP等）結合17-19。

值得注意是，採用生物素攜訊號酶的免疫組

化方法，現在很多病理實驗室幾乎已不再使用卵

白素的ABC方法，但也許還用鏈黴親和素類的方法

（labeled streptavidin-biotin; LSAB），這是因為卵白

素具有嚴重非專一性背景干擾。由於卵白素的等電

點（isoelectric point; pI）為10，所以在組織常態酸

鹼值下，它與外源凝集素（lectin）類物質和其他帶

負電荷的組織成份，具有很好的親和性之故。鏈黴親

和素的pI值接近中性，所以上述類背景干擾的缺失較

少。但LSAB方法在很多狀況下，還是會有背景干擾

狀況，主要是因為某些組織細胞中，特別是肝臟和

腎臟，就存在有大量的生物素（統稱內源性生物素

﹝endogenous biotin﹞）10。

為解決上述的困擾，另一類完全不涉及生物素

的方法（biotin-free polymeric visualization systems; 

BFPS），也就在十多年前被開發出來。這類方法中

最早的產品，為DAKO公司所發展的EPOS（Enhanced 

Polymer One Step）系列。它是藉一龍骨狀的葡萄聚

糖（dextran）骨架（backbone）合成物（例如酵母葡

聚多醣體﹝glucopolysaccharide; GPS﹞）同時攜帶抗

體及70個訊號酶結合而成。由於訊號酶數量多，隨

後的呈色訊號自然也就較強。此系列葡萄聚糖上的

抗體，可直接與組織切片上的目標抗原形成複合體，

即所謂直接型一階式反應。其缺點是所攜帶之抗體為

第一階抗體，因而只能用來檢測其鎖定的目標抗原，

也限制了其運用範疇。但有研究報告指出，當冷凍切

片診斷需要免疫組化協助時，它恐怕是一項不錯的選

擇20-22。DAKO繼續開發的EnVision™+Kits系列，即以

二階式間接反應方式，將葡萄聚糖上的抗體改為第二

階性質，來擴張其運用範疇（圖七）23,24。然而，它

圖六、抗體群訊號的強化也可採用生物素與卵白素等

複合物（彩圖詳見本刊網頁）

圖七、葡萄聚糖骨架的方式是藉攜帶大量訊號酶來增

強訊號（彩圖詳見本刊網頁）
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還是有缺失，因為整個葡萄聚糖及所承載的抗體和訊

號酶，因分子結構很大，所以不容易接近某些目標抗

原，因而導致較差或偽陰性（false-negative）的實驗

結果。

為解決上述以葡萄聚糖為骨架的缺點，近年來

已有多家廠商，提供另類新系統。基本上它們是藉

由化學技術操作，將數個訊號酶，形成體積較小的

聚合物，稱之微聚合體（micropolymer）或密質聚

合體（compact polymer）等（圖八），如Advance

（DAKO）、NovoLink（Leica）、OptiView（Ventana/

Roche）、ImmPRESS（Vector）、SuperPicTure/

PicTure Max（Zymed）、Super Sensitive non-biotin

（Biogenex）、Mouse/Rabbit Polydetector HRP/DAB

（Cell Marque）等。值得注意的是，這類BFPS商品試

劑，顯然有快速取代LASB染色法的傾向25-27。

結語

免疫組化歷經數十年不斷地改進後，現在已成

為今日臨床醫學和生物研究上的重要工具。它不

但具有很好的特異性和靈敏度，也更為簡便快速

和成本低廉。實驗結果可以呈現多種螢光色彩，

或是經化學反應後，顯現不同的可見光顏色。搭

配光學顯微鏡（light microscope）或螢光顯微鏡

（fluorescence microscope），甚至共焦顯微鏡

（confocal microscope）的觀察，可研判組織或細胞

中，是否存有目標抗原，以及其存在的位置，也能為

目標抗原進行半定量測定。如果搭配顯微分光光度

計（microspectrophotometer）、圖像分析儀（image 

analyzer）等特殊設備，還能進行更客觀的半定量測

定。

在臨床上運用免疫組化染色進行病理診斷時，除

了必須做好相關的品質管制（quality control; QC）和

品質保證（quality assurance; QA）外，一定要特別注

意兩件事，首先，在運用免疫組化染色前，基本的

H&E染色切片評估，一定要先做好，千萬不可本末倒

置。其次，是在運用免疫組化染色協助診斷時，往往

需要針對數種目標抗原進行染色，因此，如何選擇合

適的抗體，也是一門大學問，若缺乏恰當的認知，往

往因浮濫使用，而浪費許多資源，甚至可能會誤導診

斷28。所幸，目前已有很多的網路資料29，可供即時

查詢。
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