
254

Варненски медицински форум, т. 13, 2024, приложение 2						      МУ-Варна

ИМУНОХИСТОХИМИЧНИТЕ ИЗСЛЕДВАНИЯ - ОСНОВЕН 
МЕТОД ЗА ДИАГНОСТИЦИРАНЕ НА ЗЛОКАЧЕСТВЕНИ 

НОВООБРАЗУВАНИЯ. РОЛЯ НА МЕДИЦИНСКИЯ 
ЛАБОРАНТ В ПАТОХИСТОЛОГИЧНАТА ДИАГНОСТИКА

Красимира Динкова, Калоян Върляков, Павлина Тенева

Катедра „Здравни грижи“, Медицински колеж,  
Тракийски университет – Стара Загора

IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES: A BASIC METHOD 
FOR DIAGNOSING MALIGNANT NEOPLASMS.  

THE ROLE OF THE MEDICAL LABORATORY TECHNICIAN 
IN PATHOHISTOLOGICAL DIAGNOSIS
Krasimira Dinkova, Kaloyan Varlyakov, Pavlina Teneva

Department of Health Care, Medical College, Trakia University, Stara Zagora, Bulgaria

РЕЗЮМЕ

Патохистологичната диагноза е важен етап 
от диагностично-лечебния процес на всеки паци-
ент. Тя се поставя от лекар патолог, който на 
базата на различни хистологични изследвания 
определя наличие или не на злокачествено ново-
образувание, стадий, степен на инвазия, наличие 
на метастази. Всички тези изследвания се из-
вършват от патохистологичния лаборант. 

Имунохистохимичното изследване (ИХХ) е 
задължително за диагностицирането на реди-
ца туморни заболявания, като в много случаи е и 
определящо за лечението на пациента. Това из-
следване е дълъг и многоетапен процес, като от 
лаборанта се изисква познаване на всеки един де-
тайл от него. Фиксацията на материала, об-
работката до парафиново блокче, антигенно-
то възстановяване, инкубацията на антитяло 
- всички тези етапи са рискови за протичането 
на имунохистохимичната реакция. 

Познаването на антителата, както и на 
търсените антигени е ключово за избора на про-
токол за работа. Лошото съхранение на анти-
телата, както и неправилното им разреждане 
е предпоставка за получаване на фалшиво отри-
цателни или фалшиво положителни резултати. 
При обработката на тъканите за подготовка 
на микроскопските препарати те преминават 
през фиксиращ разтвор, най-често формалин, 
който „маскира“ по-голяма част от антигените 
в тъканите. Термичното възстановяване е неиз-

ABSTRACT

Pathohistological diagnosis is a critical stage in the 
diagnostic and treatment process for every patient. It 
is performed by a pathologist who, based on various 
histological examinations, determines the presence or 
absence of a malignant neoplasm, its stage, degree of 
invasion, and the presence of metastases. These stud-
ies are facilitated by the pathohistological laboratory 
technician.

Immunohistochemical examination is essential for 
diagnosing many tumor diseases and is often decisive 
for determining the patient’s treatment. This research 
involves a long and multi-stage process, requiring the 
laboratory technician to have detailed knowledge of 
each step. Fixation of the material, processing it into 
a paraffin block, antigenic recovery, and antibody in-
cubation are all critical stages that can impact the suc-
cess of the immunohistochemical reaction.

Knowledge of the antibodies and the antigens being 
targeted is crucial for selecting the appropriate proto-
col. Poor storage of antibodies or their improper dilu-
tion can lead to false-negative or false-positive results. 
During tissue processing for microscopic preparation, 
tissues are passed through a fixing solution, most com-
monly formalin, which “masks” many antigens. Ther-
mal recovery is a necessary step for unmasking such 
antigens. Using an inappropriate antigen retrieval 
buffer can result in incorrect results. The incubation 
time of the antibody and the temperature at which the 
reaction occurs must align with both the antibody’s 
sensitivity and specificity.
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явяват знанията и уменията на хистологичните 
лаборанти. 

Развитие на ИХХ
Изготвянето на хистологичен препарат и 

провеждането на ИХХ е дълъг процес, обхва-
щащ редица етапи, при които тъканите са под-
ложени на различни химични влияния. На пър-
во място е фиксирането на тъканта, което поз-
волява запазване на прижизнената структура, но 
в същото време потиска активността на антиге-
ните. Качеството на ИХХ реакцията в много го-
ляма степен зависи от степента на увреждането 
на антигените, както и от възможностите за тях-
ното повторно активиране. През 90-те години на 
XX век се разработват техники за възстановява-
не на антигенната активност, които се подобря-
ват и до днес (3). Познаването на различните тех-
ники за антигенно възстановяване (AR), плюсо-
вете и минусите при тяхното използване предос-
тавя големи възможности за откриване на почти 
неограничен брой антигени в тъканите. Изборът 
на метод за AR зависи както от търсения анти-
ген, така и от предварителната обработка на из-
следваната тъкан. Това се отнася до вида на из-

ВЪВЕДЕНИЕ

Имунохистохимичните методи днес са сред 
основните в морфологичната диагностика. На-
предъкът в области като имунология и молеку-
лярна биология предоставят и нови възможнос-
ти пред хистопатологичната диагностика. Иму-
нохистохимията представлява сложно съчетава-
не на хистологията с химия и имунология, при 
което на базата на реакцията „антиген-антитяло“ 
селективно се откриват протеини или молекули 
с антигенни свойства. Това дава възможности 
както за диагностициране на злокачествени но-
вообразувания, така и за определяне на стадий 
на развитие на туморния процес, степен на инва-
зия, метастазиране. Днес все по-често имунохис-
тохимията служи и за определяне на терапията 
на пациента, като предоставя възможности и за 
персонализирано лечение. Всичко това определя 
ИХХ като ценен инструмент в ръцете на лекаря 
патолог. Прецизното извършване на тези изслед-
вания е гарант за поставяне на точна диагноза и 
е предпоставка за прилагане на максимално под-
ходящата терапия. Във връзка с това ключови се 

бежен етап при търсенето на такива антигени. 
Използването на неподходящ буфер за антиген-
но възстановяване може да доведе до неправилно 
отчетени резултати. Времето за инкубация на 
антитялото и температурата, при която ще 
протече реакцията, трябва да е съобразено как-
то с чувствителността на антитялото, така 
и с неговата специфичност.

Визуализацията на имунохистохимичната 
реакция се извършва най-често с 3,3‘ диамино-
бензидин тетрахлорид (DAB) хромоген, който 
дава кафява оцветка. Препоръчително е извърш-
ване на контрастно оцветяване с хематокси-
лин, който оцветява ядрата в синьо. Използва-
нето на алкохол в този финален етап може да 
доведе до загуба на реакцията, затова се прила-
га оцветяване с хематоксилин, който не съдър-
жа спирт в състава си, най-често хематоксилин 
на Майер.

Целта на настоящият обзор е да се разгле-
дат основните етапи при извършването на иму-
нохистохимичните изследвания, като се обърне 
внимание на най-често допусканите грешки и се 
предложат различни варианти за тяхното от-
страняване или недопускане.

Ключови думи: имунохистохимия, антитяло, 
антигенно възстановяване, визуализация

Visualization of the immunohistochemical reac-
tion is most commonly performed using 3,3’-diamino-
benzidine tetrachloride (DAB) chromogen, which pro-
duces a brown color. Counterstaining with hematox-
ylin, which stains nuclei blue, is recommended. The 
use of alcohol in this final stage can cause the loss of 
the reaction. Therefore, hematoxylin without alco-
hol in its composition, such as Mayer’s hematoxylin, 
is preferred.

The purpose of this review is to examine the main 
stages involved in immunohistochemical studies, high-
lighting common errors and offering potential solu-
tions for their prevention or correction.

Keywords: immunohistochemistry, antibody, antigen 
retrieval, visualization
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ползвания фиксатор, както и неговото pH, кол-
ко време биопсията е престояла след вземането, 
преди да бъде фиксирана, както и времето, кое-
то тъканта е престояла във фиксатора. Всички 
тези изисквания поставят въпроса за въвеждане 
на стандартизация при обработката на биопсич-
ни материали за имунохистохимични изследва-
ния (13). Най-често използваният фиксатор в хи-
рургичната практика е 10% формалин. Препоръ-
чително е използването на неутрално буфери-
ран формалин в болничните заведения, което ще 
даде възможност за относително уеднаквяване 
степента на увреждане на антигените в изследва-
ните материали, независимо от мястото на тях-
ната обработка. Продължителността на фикса-
цията също трябва да е в определени граници - 
от 6 до 72 часа. Минимумът от 6 часа е времето, 
за което формалинът прониква в тъканите, дена-
турира белтъците и настъпват химически про-
мени, които предпазват тъканите от вредно въз-
действие на микроорганизми. Престой по-дълъг 
от 72 часа прави материала по-твърд и трошлив, 
което влошава качеството на изготвените впо-
следствие микроскопски препарати, а също така 
може да доведе до необратимо увреждане на тъ-
канните антигени (1). Днес в практиката успешно 
се прилагат два метода за антигенно възстановя-
ване - ензимно антигенно възстановяване (PIER) 
и термично антигенно възстановяване (HIER). 

Ензимното антигенно възстановяване се при-
лага при фиксирани с формалин тъкани. Под 
въздействието на алдехидите в тъканите се об-
разуват кръстосани връзки между протеини-
те. Използването на протеолитични ензими спо-
собства прекъсването на тези връзки, възстано-
вявайки антигенната активност. Две от най-ва-
жните условия за успешно протичане на тази ре-
акция са температурата, при която протича ин-
кубационният процес, и времето за инкубация. 
Обичайната температура за активация на про-
теолитичните ензими варира между 25℃ и 37℃. 
Времето за инкубация е доста вариабилно, като 
е в пряка зависимост от продължителността на 
фиксацията. При тъкани, фиксирани в рамките 
на 6–12 часа, са необходими 5 минути, но време-
то за инкубация може да се удължи до 30 мину-
ти при тъкани, фиксирани над 72 часа (4). Еди-
ният от недостатъците на PIER е свързан имен-
но с този факт - невъзможност да се прилага при 
ретроспективни проучвания, тъй като няма ме-
тодика, с която да се определи времето, за кое-
то тъканите са били подложени на въздействие-
то на алдехиди (8). Друг съществен недостатък е 
невъзможността за прилагане на този метод при 

тъкани, фиксирани с алкохол. Ензимното анти-
генно възстановяване, съчетано с алкохолна фи-
ксация, води до лизиране на протеините и поч-
ти пълна загуба на срезите върху предметното 
стъкло (11). 

Тези недостатъци подтикват учените към 
търсенето на други методи. Такъв се явява тер-
мичното антигенно възстановяване, при който 
под влияние на висока температура се разруша-
ват напречните връзки между протеините и ан-
тигенната активност в тъканите се възстановява. 
Този метод е приложим както за светлинна ми-
кроскопия на фиксирани с формалин и включе-
ни в парафин тъкани за (FFPET), така и за тъка-
ни, фиксирани в неалдехидни фиксатори, а също 
така и за електронна микроскопия, ин ситу хи-
бридизация (ISH) и флуоресцеинова ин ситу хи-
бридизация (FISH) (20). При термичното анти-
генно възстановяване депарафинираните срези 
се поставят в буферен разтвор и се загряват до 
температура от около 96–98℃, без да се позволя-
ва завиране на течността. В зависимост от търсе-
ния антиген производителите на антитела пре-
поръчват използване на различни буфери, като 
най-често се използва цитратен буфер с pH 6 или 
TRIS буфер с pH 9. Използването на дестилирана 
вода не се препоръчва, тъй като се получава сил-
но неспецифично оцветяване (5,6,12,17). 

Загряването на буфера при термичното ан-
тигенно възстановяване може да се извърши в 
различни уреди, в зависимост от оборудването 
в съответната лаборатория. Може да се използва 
обикновен котлон с тенджера с вода, в която се 
поставя кюветата с буфер и предметните стъкла. 
При тази ситуация за правилното протичане на 
целия процес на възстановяване се изисква мно-
го време и постоянен контрол на температурата 
от страна на лаборанта. 

По-малко времеемко, но нуждаещо се от из-
ключително внимание е използването на микро-
вълнова печка. В този случай кюветата с буфера 
и предметните стъкла се поставя директно, без 
водна баня. Проблемът е в това, че трудно може 
да се контролира процесът на загряване, без да се 
допусне завиране. Освен това тук също се изис-
ква и постоянен контрол на температурата, без 
да се допуска падане под 93℃. Рискът от извира-
не на течността при този метод на HIER е голям, 
а това може да доведе до опорочаване на получе-
ните резултати (9,12,15). 

Много фирми вече предлагат специални уре-
ди за AR, при които загряването става автома-
тично, температурата се контролира чрез про-
грамиране, а времето за възстановяване се отчи-
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та отново автоматично от апарата, след достига-
не на зададената температура.

Производителите на антитела дават препоръ-
ки относно киселинността/алкалността на буфе-
ра за антигенно възстановяване, но те не посоч-
ват продължителността на процеса. Това се дъл-
жи на факта, че различните уреди изискват раз-
лично време, и се налага всяка лаборатория да 
оптимизира на времето за AR. 

Познаването на антителата, формите на про-
изводство и начините на тяхното съхранение е 
задължително за хистологичния лаборант. На 
пазара се срещат три основни форми на антитела:
1.	 Готов за употреба разтвор. Това е най-удоб-

ната форма за лаборанта, тъй като при него 
не се изисква допълнително разреждане, т.е. 
не съществува риск от грешка. Като недос-
татък можем да посочим по-краткия срок на 

годност на такъв тип разтвор.
2.	 Концентриран разтвор. Антителата са при-

дружени с инструкция за разреждане, но съ-
гласно нея то може да варира в широки гра-
ници - от 1:20 до 1:1000. В зависимост от сти-
ла си на работа всяка лаборатория прави по 
3 експериментални разреждания, като изби-
ра оптималното, което дава добро оцветява-
не с нисък фон. Тези форми на производство 
на антителата имат по-голям срок на годност 
и се предпочитат, когато се касае за по-рядко 
използвани антитела в съответната лаборато-
рия. Недостатъкът при тях е възможността 
лаборантът да допусне грешка при разрежда-
нето, в резултат на което се получават неточ-
ни резултати.

3.	 Лиофилизирани антитела. Тези антитела 
имат много голям срок на годност преди пър-
вото им разреждане. Освен това те са много 
удобни за транспортиране, защото нямат из-
исквания към температурата, при която се 
съхраняват в това състояние. Тук недостатъ-
кът е, че съществува двоен риск от допуска-
не на грешка при разреждането, като особено 

голям е рискът от неправилно първично раз-
реждане, което обрича всички проби, извър-
шени с тази изходна концентрация (14,18). 
Тъй като реакцията „антиген-антитяло“ е 

„невидима“, се налага пробите да преминат през 
допълнителни детекционни реагенти, които след 
взаимодействие със специфичен хромоген обра-
зуват цветна утайка на мястото на реакцията. В 
зависимост от използваната детекционна систе-
ма се подбира и съответният хромоген. При ИХХ 
реакциите най-често използваните детекционни 
системи са на базата на HRP (хрян-пероксидазен 
ензим) или алкална фосфатаза. При всяка от тях 
има риск от реакция с ендогенни ензимни актив-
ности, което ще доведе до фалшиво положител-
на реакция (10). За избягването на тази грешка се 
прилагат блокиращи реактиви, които потискат 
съответните активности (табл. 1).

Предпоставки за възникване на грешки
Правилният подбор на метод за AR, както и 

подходящ буфер при HIAR е от съществено зна-
чение за качеството на ИХХ реакцията и нейно-
то отчитане (2). При AR в неподходяща среда се 
получава непълно антигенно разкриване, което 
води до фалшиво отрицателна реакция (фиг.1). 

На фиг. 1 наблюдаваме проба от пациент с рак 
на гърдата, изследван за естрогенен рецептор. На 
фиг. 1a на пробата е приложено термично анти-
генно възстановяване с неподходящ буфер и ре-
акцията, която се наблюдава е видимо по-слаба 
от реакцията на фиг. 1b, където AR е извършено 
с препоръчания от фирмата буфер. При такава 
грешка, допусната от лаборанта, лекарят непра-

Ензимна активност Блокиращ реактив
Ендогенна пероксидаза 4% H2O2 в метанол
Ендогенна алкална фосфатаза Левамизол 
Ендогенен биотин Авидин 

Неспецифични протеинови свързвания
Говежди неимунен серум 
Желатин
Обезмаслено мляко

Табл. 1. Потискане на ендогенни активности в тъканните срези

Фиг. 1



Имунохистохимичните изследвания - основен метод за диагностициране на злокачествени новообразувания...

258

вилно отчита резултатите, в резултат на което на 
пациента се прилага неподходящо лечение.

Изборът на термично или ензимно антигенно 
възстановяване също е критично за резултата от 
ИХХ реакцията (2). Въпреки че по-голямата част 
от антигените се повлияват по-добре от HIER, 
има някои антигени, при които е задължително 
използването на PIER (фиг. 2).

На фиг. 2a наблюдаваме резултата от термич-
но възстановяване на Collagen IV, където ре-
акцията е видимо по-слаба от фиг. 2b, с прило-
женото по изискванията ензимно антигенно 
възстановяване.

При провеждане на ИХХ реакция в търсене 
на слабо експресирани антигени се препоръч-
ва използването на високочувствителни детек-
ционни системи (фиг. 3).

Фиг. 3 демонстрира експресия на BrCA в тъ-
канта, като на фиг. 3а е използвана по-слабо 
чувствителна детекционна система и се откри-
ва слаба експресия на антигена, докато при фи-
гура 3b с използването на система за усилване на 
сигнала се отчита силно положителна реакция, 
което води до откриване на метастаза от мама-
рен карцином в черния дроб.

Финалният етап от ИХХ изследването е кон-
трастирането. То се прилага с цел да се улесни 
микроскопирането, като подпомага не само до-
брото фокусиране, а и позволява на патолога 
бързо и лесно да се ориентира в търсените учас-
тъци от пробата. В този етап рискът от страна на 
лаборанта е непознаване на хромогена, с който се 
работи. Най-често използваният хромоген - 3,3‘ 
диаминобензидин тетрахлорид (DAB), е спирт-
но разтворим. Ако проба, финализирана с DAB, 
бъде обработена впоследствие със спиртнораз-

творима контраоцветяваща боя, същинската ре-
акция ще се размие и пробата ще бъде погреш-
но отчетена като негативна. Тъй като DAB дава 
кафява оцветка на реакцията, препоръчително е 
използването на хематоксилин като контрасти-
раща боя, което оцветява ядрата в син цвят. Из-
ползването на контрастираща боя в цвят близък 
до цвета на същинската реакция ще доведе до 
сливане на структурите и затруднение при отчи-
тане на резултатите.

В табл. 2 обобщаваме някои от на-често сре-
щаните проблеми при извършване на ИХХ из-
следвания, причините за тяхното възниква-
не и ще предложим варианти за справяне с тях 
(7,10,16,19). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Имунохистохимията е често срещано допъл-
нение в патологията за морфологична диагноза, 
изследователска дейност и изучаване на патоге-
незата на туморите. Правилната интерпретация 
на имунохистохимичния анализ е от изключи-
телно значение, но тя е пряко зависима от техни-
ката на изпълнение на всяка проба. Компетент-
ният хистологичен лаборант трябва да познава 
добре често възникващите различни проблеми и 
да притежава богат набор от компетенции, кои-
то позволяват тяхното отстраняване или предо-
твратяване. От съществено значение е знания-
та за качеството на използваните реактиви и ан-
тителата, както и имунохистохимичните техни-
ки да бъдат оптимизирани, както и постоянно 
осъвременявани.
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Проблем Причина Отстраняване

Липсваща или 
слаба реакция

Слаба 
активност на 
антитялото

Изпробване на нова партида от същото антитяло

Оптимизиране на условията за съхранение на антителата

При концентрирани антитела - подготовка на аликвотни части за 
еднократно разреждане

Избягване на многократно размразяване/замразяване на партидите

Неподходящ 
титър на 
антитялото

Контролни проби с поне 3 различни титъра при първоначално 
въвеждане в употреба на всяко антитяло с цел оптимизиране спрямо 
останалите работни условия
Експериментално инкубиране при различни температури (стайна, 37°С, 
4°С) и време (от 20 минути до 24 часа, ако е наложително - и повече)

Слаба експресия 
на търсения 
антиген

Използване на положителна контрола

Използване на по-чувствителни визуализиращи системи с усилване на 
сигнала

Увредени 
епитопи

Смяна на буферния разтвор при прилагане на HIER
Смяна на техниката за AR- PIER срещу HIER

Неспецифично 
или високо 
фоново 
оцветяване

Висока 
концентрация 
на антитялото

Контролни проби с поне 3 различни титъра при първоначално 
въвеждане в употреба на всяко антитяло, с цел оптимизиране спрямо 
останалите работни условия

Експериментално инкубиране при различни температури (стайна, 37°С, 
4°С) и време (от 20 минути до 24 часа, ако е наложително - и повече)

Неспецифични 
свързвания

Удължаване на времето на инкубация с блокиращия разтвор
Подбор на подходящ блокиращ буфер спрямо използваната детекционна 
система
Използване на положителна и отрицателна контролна тъкан
Оптимизиране на измиването на пробите след всяка инкубация
Оптимизиране  температурата на инкубиране с антитялото

Нарушена 
клетъчна 
морфология

Увреждане 
по време на 
антигенното 
възстановяване

При използване на HIER техника - оптимизиране на рН на буфера за AR, 
температурата и времето на варене
При използване на РIER техника - смяна на протеолитичния ензим, 
промяна на времето за инкубация с ензима

Неясна тъканна 
структура

Оптимизиране на времето за фиксиране на тъканните проби или вида на 
фиксатора
Стриктно спазване на протоколите за изготвяне на FFPET
Изготвяне на срези от парафиново блокче с дебелина не повече от 4-5 μm

Таблица 2. Причини за някои често срещани проблеми и тяхното отстраняване
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