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(57)摘要

本发明提供一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫

组化分析试剂盒及其使用方法和应用，涉及多重

免疫组化技术领域，本发明所述多重免疫组化分

析试剂盒，其中限定了单克隆抗体组包括CD3单

克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68单克隆抗体、

CD56单克隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单克隆抗

体和PDL1单克隆抗体中的两种以上、不超过六

种。本发明所述多重免疫组化分析试剂盒以给予

免疫检查点抑制剂后的人或动物离体组织为样

本进行检测，进而用于判断免疫检查点抑制剂对

霍奇金淋巴瘤的作用有效性。本发明还提供了一

种所述多重免疫组化分析试剂盒的使用方法，能

够有效的在同一组织上标记不超过六种免疫检

查点，多种标记之间无交叉反应。
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1.一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒，包括单克隆抗体组、抗原修复液、辣

根过氧化物酶标记的二抗、过氧化氢、荧光基团标记的酪氨盐与核染色剂；

所述单克隆抗体组包括：CD3单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68单克隆抗体、CD56单克

隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单克隆抗体和PDL1单克隆抗体中的两种以上、不超过六种；

所述荧光基团的种类数量与单克隆抗体组中单克隆抗体种类的数量一致。

2.根据权利要求1所述的多重免疫组化分析试剂盒，其特征在于，所述试剂盒还包括防

猝灭剂、洗涤剂和封闭剂。

3.根据权利要求2所述的多重免疫组化分析试剂盒，其特征在于，所述洗涤液为TBST缓

冲液。

4.根据权利要求1所述的多重免疫组化分析试剂盒，其特征在于，所述核染色剂为DAPI

染色剂。

5.根据权利要求1或4所述的多重免疫组化分析试剂盒，其特征在于，所述荧光基团选

自520-FITC、570-Cy3、620-Cy3.5、650-Cy5和690-Cy5.5的两种以上。

6.一种权利要求1～5任意一项所述多重免疫组化分析试剂盒的使用方法，包括以下步

骤：

(1)将待测组织与所述单克隆抗体组中的任意一种单克隆抗体混合，孵育，洗涤，得到

抗原-一抗复合物；

(2)抗原-一抗复合物与辣根过氧化物酶标记的二抗混合，孵育，洗涤，得到抗原-一抗-

二抗复合物；

(3)抗原-一抗-二抗复合物、任意一种荧光基团标记的酪氨盐和过氧化氢混合，孵育，

洗涤，得到荧光标记复合物；

(4)荧光标记复合物与抗原修复液混合，微波处理，洗涤，得到荧光标记复合物；

所述微波处理的条件包括：750～850w处理1～3min，再以200～300w处理12～20min；

(5)以荧光标记复合物作为待测组织重复步骤(1)～(4)，重复至所述单克隆抗体组中

的单克隆抗体全部与待测组织结合过为止，得到多重标记复合物；

其中，步骤(1)中的单克隆抗体与其他任意一次步骤(1)采用的单克隆抗体种类均不相

同，步骤(3)中荧光基团标记的酪氨盐与其他任意一次步骤(3)采用的荧光基团标记的酪氨

盐均不相同；

(6)向步骤(5)所得的多重标记复合物中添加核染色剂，孵育，洗涤，封片，以连续光谱

成像、检测。

7.根据权利要求6所述的使用方法，其特征在于，所述洗涤重复2～3次；所述孵育温度

为35～42℃。

8.根据权利要求6所述的使用方法，其特征在于，所述步骤(1)中单克隆抗体使用时稀

释倍数为50～500倍；所述步骤(2)中，辣根过氧化物酶标记的二抗的用量为50～200μL/样

品。

9.根据权利要求6所述的使用方法，其特征在于，当所述多重免疫组化分析试剂盒还包

括防猝灭剂时，所述步骤(7)中洗涤后添加防猝灭剂，再进行封片。

10.权利要求1～5任意一项所述的多重免疫组化分析试剂盒在预测免疫检查点抑制剂

对霍奇金淋巴瘤有效性中的应用。
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一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒及其使用方法

和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及多重免疫组化技术领域，尤其涉及一种霍奇金淋巴瘤的多重  免疫组

化分析试剂盒及其使用方法和应用。

背景技术

[0002] 淋巴瘤是起源于淋巴造血系统的恶性肿瘤，按病理可以分为霍奇金淋巴  瘤和非

霍奇金淋巴瘤。2015年中国淋巴瘤估计新发病例数为8.8万。霍奇金淋 巴瘤依据形态学和

免疫表型分为结节性淋巴细胞为主型霍奇金淋巴瘤和经  典型霍奇金淋巴瘤(classical 

hodgkin  lymphoma，cHL)两大类，后者再分为  富含淋巴细胞型、混合细胞型、结节硬化型和

淋巴细胞削减型4个亚型。根  据一项包含10002例中国淋巴瘤患者的病理分型分析中，霍奇

金淋巴瘤的比  例为8.54％，其中cHL占霍奇金淋巴瘤总体93.56％。霍奇金淋巴瘤一线治疗 

的治愈率约为85％，15％的患者为复发或难治性霍奇金淋巴瘤。对于复发或  难治性cHL，欧

美国家的二线标准治疗为大剂量化疗联合自体造血干细胞移  植。由于国内的患者对移植

治疗接受度低、医疗资源有限，接受自体造血干  细胞移植的患者十分有限，中国复发或难

治性cHL患者二线治疗通常为化疗。

[0003] 免疫检查点是一类免疫抑制性的分子。它们的生理学功能是调节免疫反  应的强

度和广度，从而避免正常组织的损伤和破坏。而肿瘤细胞往往利用免  疫检查点的特性来逃

避免疫细胞的攻击。目前已经通过临床验证的免疫检查  点包括CTLA-4和PD1/PD-L1，其中

靶向PD1/PD-L1的免疫检查点抑制剂因较  好的安全性和较广的适应症具备更好的临床应

用前景。PD-1/PD-L1的结合对  于调节T细胞激活和维持外周免疫耐受发挥重要作用。当T细

胞不表达PD-1  时，T细胞与抗原递呈细胞相互作用，使T细胞活化扩增并分泌活化细胞因

子，  作用于肿瘤细胞则表现为对肿瘤细胞的杀伤；活化后的T细胞开始表达PD-1，  当其与

抗原递呈细胞或肿瘤细胞上的配体PD-L1结合后，PD-1传递的抑制信  号就会抑制T细胞的

增殖和活化细胞因子的分泌，使T细胞功能降低，多数肿  瘤细胞即通过这种机制逃避免疫

细胞攻击；如果用药物阻断PD-1和PD-L1间 的相互作用，就可以恢复T细胞的活性和杀伤癌

细胞的能力。

[0004] 免疫抑制PD-1/PD-L1通路可能在cHL疾病发生发展起到重要作用，一项  研究报道

了cHL中肿瘤细胞(Reed  Sternberg  cell，RS细胞)PD-L1的表达情  况。在这项研究中，结节

硬化性cHL阳性率为65％(87/134)，混合细胞性  cHL为81％(60/74)，富含淋巴细胞性cHL为

90％(9/10)，淋巴细胞削减性  cHL为67％(4/6)。cHL中RS细胞PD-L1的高表达通常由9p24.1

位点(该位  点包含PD-L1、PD-L2和JAK2基因)的拷贝数异常引起。一项包含108例cHL 的研

究中，采用FISH检测PD-L1和PD-L1的拷贝数，发现多倍体为5％(5/108)，  拷贝数增加为

61％(56/108)，扩增为39％(36/108)。JAK2可激活下游的  转录因子(STAT)，进一步增加PD-

L1的表达。此外，EB病毒感染也可引  起PD-L1表达增加。由于PD-L1的表达可以引起RS细胞

的免疫逃逸，因此阻 断PD-L1/PD1通路的信号可能促进解除免疫抑制，促进免疫系统对RS
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细胞的  清除。

[0005] 所以，检测霍奇金淋巴瘤微环境中免疫细胞亚群及免疫检查点分子的情  况，对于

预测患者应用免疫检查点抑制剂药物是否有效是非常有利的。

[0006] 目前，检测霍奇金淋巴瘤微环境中免疫细胞亚群及免疫检查点分子主要  采用免

疫组化法。现有的免疫组化常用二氨基联苯胺(即3,3，  -diaminobenzidine，DAB)显色，其

原理是因为二氨基联苯胺是过氧化物酶 的生色底物，在过氧化氢的存在下失去电子而呈

现出颜色变化积累，形成棕  褐色不溶性产物。DAB主要和蛋白质的NH2或SH基团结合，形成

稳定的NN  键或NS键，然后DAB中的显色基团就能显示出颜色，标记到已经暴露的蛋  白质

上，从而显示目标细胞的蛋白质分布及种类等。现有技术在一张切片上  一般标记一个分

子。虽然目前有一些多重标记的免疫组化染色方法，但是这  些多重组化染色方法在洗脱时

会对前一轮形成的染色造成影响，往往需要添  加染色增强剂等，检测结果不够精确。

发明内容

[0007] 本发明为了解决现有技术无法有效预测免疫检查点抑制剂是否对肿瘤  相关组织

起到了有效抑制作用的问题，提供了一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫 组化分析试剂盒，根据

该试剂盒的检测结果可以有效地判断免疫检查点抑制  剂有效性，灵敏度高、特异性好。

[0008] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0009] 本发明提供了一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒，包括单克  隆抗体

组、抗原修复液、辣根过氧化物酶标记的二抗、过氧化氢、荧光基团  标记的酪氨盐与核染色

剂；

[0010] 所述单克隆抗体组包括：CD3单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68  单克隆抗体、

CD56单克隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单克隆抗体和PDL1  单克隆抗体中的两种以上、不超

过六种；

[0011] 所述荧光基团的种类数量与单克隆抗体组中单克隆抗体种类的数量一 致。

[0012] 优选的，所述试剂盒还包括防猝灭剂、洗涤剂和封闭剂。

[0013] 优选的，所述洗涤液为TBST缓冲液。

[0014] 优选的，所述核染色剂为DAPI染色剂。

[0015] 优选的，所述荧光基团选自520-FITC、570-Cy3、620-Cy3.5、650-Cy5  和690-Cy5.5

中的两种以上。

[0016] 本发明还提供了一种上述技术方案所述多重免疫组化分析试剂盒的使  用方法，

包括以下步骤：

[0017] (1)将待测组织与所述单克隆抗体组中的任意一种单克隆抗体混合，  孵育，洗涤，

得到抗原-一抗复合物；

[0018] (2)抗原-一抗复合物与辣根过氧化物酶标记的二抗混合，孵育，洗涤，  得到抗原-

一抗-二抗复合物；

[0019] (3)抗原-一抗-二抗复合物、任意一种荧光基团标记的酪氨盐和过氧化  氢混合，

孵育，洗涤，得到荧光标记复合物；

[0020] (4)荧光标记复合物与抗原修复液混合，微波处理，洗涤，得到荧光 标记复合物；

[0021] 所述微波处理的条件包括：750～850w处理1～3min，再以200～300w处  理12～
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20min；

[0022] (5)以荧光标记复合物作为待测组织重复步骤(1)～(4)，重复至所  述单克隆抗体

组中的单克隆抗体全部与待测组织结合过为止，得到多重标记 复合物；

[0023] 其中，步骤(1)中的单克隆抗体与其他任意一次步骤(1)采用的单克 隆抗体种类

均不相同，步骤(3)中荧光基团标记的酪氨盐与其他任意一次  步骤(3)采用的荧光基团标

记的酪氨盐均不相同；

[0024] (6)向步骤(5)所得的多重标记复合物中添加核染色剂，孵育，洗涤，  封片，以连续

光谱成像、检测。

[0025] 优选的，所述洗涤重复2～3次；所述孵育温度为35～42℃。

[0026] 优选的，所述步骤(1)中单克隆抗体使用时稀释倍数为50～500倍；所  述步骤(2)

中，辣根过氧化物酶标记的二抗的用量为50～200μL/样品。

[0027] 优选的，当所述多重免疫组化分析试剂盒还包括防猝灭剂时，所述步骤  (7)中洗

涤后添加防猝灭剂，再进行封片。

[0028] 本发明还提供了前述技术方案所述的多重免疫组化分析试剂盒在预测 免疫检查

点抑制剂对霍奇金淋巴瘤有效性中的应用。

[0029] 本发明取得的有益效果：

[0030] 本发明提供了一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒，其中限定  了单克

隆抗体组包括CD3单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68单克隆抗  体、CD56单克隆抗体、LAG3

单克隆抗体、PD1单克隆抗体和PDL1单克 隆抗体中的两种以上、不超过六种。本发明提供的

多重免疫组化分析试剂盒 以给予免疫检查点抑制剂后的人或动物离体组织为样本进行检

测，可在同一 组织样品中同时标记多个免疫细胞标志物、肿瘤细胞标志物以及免疫检查点 

分子，根据试剂盒的检测结果计算CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和CD56+/CD68+PDL1+五

种指标：当CD68+、CD3+LAG3+、PD1+低于cutoff  值时，CD3+/CD68+、和CD56+/CD68+PDL1+高于

cutoff值时，则判断该免疫  检查点抑制剂对霍奇金淋巴瘤中的免疫检查点的抑制作用高，

有效性好；反 之若CD68+、CD3+LAG3+、PD1+高于cutoff值时，CD3+/CD68+、和CD56+/CD68+PDL1+

低于cutoff值时，则判断该免疫检查点抑制剂对霍奇金  淋巴瘤中的免疫检查点的抑制作

用低，有效性差。

[0031] 本发明还提供了上述技术方案所述霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析  试剂盒的

使用方法，首先以单克隆抗体组中的其中一种单克隆抗体标记待测  组织，形成抗原-一抗

复合物；再以辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗结合  一抗，形成抗原-一抗-二抗复合物；添

加过氧化氢和其中一种荧光基团标记 的酪氨盐后，在过氧化氢存在的情况下，荧光基团标

记的酪氨盐在HRP催  化下形成含有共价键键合位点的酶促产物(带有荧光基团)，与周围

(包括  抗原、一抗和二抗上)的蛋白残基(色氨酸、组氨酸和酪氨盐残基等)结合，  这样在抗

原-一抗结合部位将聚集大量的含有荧光基团标记的酶促产物，因  而抗原(一抗所识别的

免疫检查点)数量越多则其结合的酶促产物越多，带  有的荧光基团也就越多，进而其检测

信号越强。

[0032] 将酶促反应得到的荧光标记进行微波处理可分离抗原与一抗(单克隆抗  体组中

的单克隆抗体)的结合，洗脱后即可去除单克隆抗体；由于酶促产物  与抗原为共价键结合，

微波处理对酶促产物和抗原结合的影响较小，不会影  响标记在抗原上的荧光信号强度，从
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而实现了在确保上一轮荧光标记信号不  丢失的情况下彻底去除上一轮抗体，不会对下一

轮单克隆抗体标记造成干  扰。采用不同的单克隆抗体和不同的荧光基团标记的酪氨盐，按

照上述方法  重复进行，即可实现在同一待测组织上标记多个分子，无需担心交叉反应，  检

测结果准确，最多可以同时标记六种不同的免疫标志物。将多重标记后的  待测组织进行染

色、封片，利用多光谱成像检测待测组织中的免疫标志物浓  度即可。

[0033] 可见，采用本发明提供的使用方法能够实现在同一待测组织上标记多个  分子，并

且消除了前一轮多克隆抗体的干扰，检测的准确度高、检测效率高。

附图说明

[0034] 图1为Panel  1的多光谱成像图谱；

[0035] 图2为Panel  2的多光谱成像图谱；

[0036] 图3为Factor  importance森林图、ROC曲线图；

[0037] 其中图左为森林图，图右为ROC曲线图。

具体实施方式

[0038] 本发明提供了一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒，包括单克  隆抗体

组、抗原修复液、辣根过氧化物酶标记的二抗、过氧化氢、荧光基团  标记的酪氨盐与核染色

剂；

[0039] 所述单克隆抗体组包括：CD3单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68  单克隆抗体、

CD56单克隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单克隆抗体和PDL1  单克隆抗体中的两种以上、不超

过六种；

[0040] 所述荧光基团的种类数量与单克隆抗体组中单克隆抗体种类的数量一 致。

[0041] 在本发明中，所述多重免疫组化分析试剂盒中优选的还包括防猝灭剂、  洗涤剂和

封闭剂。

[0042] 在本发明中，所述单克隆抗体组中的各个单克隆抗体用于分别识别待检  测的免

疫检查点。在本发明中，所述单克隆抗体组优选的包括CD3单克隆  抗体、CD30单克隆抗体、

CD68单克隆抗体、CD56单克隆抗体、LAG3单  克隆抗体、PD1单克隆抗体和PDL1单克隆抗体六

种，所述六种单克隆抗体  共同检测的灵敏度高、特异性强。

[0043] 在本发明中，所述单克隆抗体组中的各种单克隆抗体优选的为相同种属  的动物

制备而成的，例如均为鼠源单克隆抗体、兔源单克隆抗体等。本发明  对所述单克隆抗体组

中的各种单克隆抗体的制备方法无特殊限定，采用市售  商品或常规方法自行制备均可。

[0044] 在本发明中，所述抗原修复液用于修复抗原，防止免疫组化染色时不能  完全标

记。本发明对所述抗原修复液的来源无特殊限定，采用本领域市售商  品或已知配方均可，

本发明的具体实施例中采用Perkin  Elmer生产的Opal  7-color  Manual  IHC  Kit作为抗原

修复液。

[0045] 在本发明中，辣根过氧化物酶标记的二抗用于与所述单克隆抗体组中的  单克隆

抗体结合，其中的辣根过氧化物酶在有过氧化氢存在的情况下，用于  催化荧光基团标记的

酪氨盐生成带有共价结合位点的酶促产物，该酶促产物 能够与蛋白残基结合，从而使荧光

基团标记在待测组织上。本发明对所述辣  根过氧化物酶标记的二抗来源无特殊限定，采用

说　明　书 4/12 页

6

CN 109541217 A

6



市售商品即可，在本发明的 具体实施例中采用HRP标记的山羊抗鼠IgG聚合物。

[0046] 在本发明中，所述过氧化氢为辣根过氧化物酶的酶促反应提供条件。本  发明对所

述过氧化氢的来源无特殊限定。

[0047] 在本发明中，所述荧光基团标记的酪氨盐作为反应底物，从而生成酶促  反应，利

用酶促产物与抗原中的蛋白残基结合，进而将酶促产物带有的荧光  基团标记在待测组织

上，并且荧光基团标记数量与采用的一抗所识别的标志  物数量成正比，进而实现对待识别

的抗原定量检测。本发明优选的，所述荧  光基团标记优选的选自520-FITC、570-Cy3、620-

Cy3.5、650-Cy5和690-Cy5.5 中的至少两种以上。

[0048] 在本发明中，所述核染色剂优选为DAPI染色剂。在本发明中，所述的  核染色剂用

于标记细胞核。

[0049] 在本发明中，还包括防猝灭剂，所述防淬灭剂起到抗荧光衰减以及防止  荧光猝灭

的作用。本发明对所述防猝灭剂的种类无特殊限定，采用本领域市  售商品即可。在本发明

的具体实施例中，所述防猝灭剂优选为Boble  Ryder 抗荧光衰减封片剂。

[0050] 在本发明中，所述封闭液用于封闭抗原，提高检测精确度。本发明对所  述封闭液

的种类无特殊限定，本发明的具体实施例中采用Perkin  Elmer生成 的Antibody  Diluen/

Block作为封闭液。

[0051] 在本发明中，所述洗涤剂用于在检测过程中的洗涤步骤，本发明对所述  洗涤剂优

选为TBST缓冲液。

[0052] 本发明提供的霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒针对霍奇金淋 巴瘤的免

疫检查点抑制情况进行设计，提供了对应的单克隆抗体组进行识  别，特异性强，灵敏度高。

[0053] 本发明还提供了一种上述技术方案所述多重免疫组化分析试剂盒的使  用方法，

包括以下步骤：

[0054] (1)将待测组织与所述单克隆抗体组中的任意一种单克隆抗体混合，  孵育，洗涤，

得到抗原-一抗复合物；

[0055] (2)抗原-一抗复合物与辣根过氧化物酶标记的二抗混合，孵育，洗涤，  得到抗原-

一抗-二抗复合物；

[0056] (3)抗原-一抗-二抗复合物、任意一种荧光基团标记的酪氨盐和过氧化  氢混合，

孵育，洗涤，得到荧光标记复合物；

[0057] (4)荧光标记复合物与抗原修复液混合，微波处理，洗涤，得到荧光 标记复合物；

[0058] 所述微波处理的条件包括：750～850w处理1～3min，再以200～300w处  理12～

20min；

[0059] (5)以荧光标记复合物作为待测组织重复步骤(1)～(4)，重复至所  述单克隆抗体

组中的单克隆抗体全部与待测组织结合过为止，得到多重标记 复合物；

[0060] 其中，步骤(1)中的单克隆抗体与其他任意一次步骤(1)采用的单克 隆抗体种类

均不相同，步骤(3)中荧光基团标记的酪氨盐与其他任意一次  步骤(3)采用的荧光基团标

记的酪氨盐均不相同；

[0061] (6)向步骤(5)所得的多重标记复合物中添加核染色剂，孵育，洗涤，  封片，以连续

光谱成像、检测。

[0062] 在本发明中，所述待测组织优选为霍奇金淋巴瘤的组织切片，更优选的，  所述组

说　明　书 5/12 页

7

CN 109541217 A

7



织切片为石蜡切片。在本发明中，当所述待测组织为霍奇金淋巴瘤组  织石蜡切片时，本发

明在待测组织与单克隆抗体混合前还进行脱蜡和水化， 具体包括以下步骤：

[0063] A、将霍奇金淋巴瘤组织石蜡切片在50～70℃下烘烤100～150min，得到  烘烤切

片；

[0064] B、烘烤切片以二甲苯萃取两次，无水乙醇萃取两次，质量分数95％乙  醇溶液萃取

一次，质量分数85％乙醇溶液萃取一次，质量分数80％乙醇溶液  萃取一次，质量分数75％

乙腈溶液萃取一次，得到脱蜡水化后的霍奇金淋巴  瘤组织作为待测组织。

[0065] 本发明优选的，所述步骤B中二甲苯的每次萃取时间优选为8～12min；  无水乙醇

的每次萃取时间优选为3～8min；质量分数95％乙醇溶液、质量分  数85％乙醇溶液、质量分

数80％乙醇溶液和质量分数75％乙腈溶液独立地萃 取时间优选为3～8min。

[0066] 在本发明中，若本发明所述的多重免疫组化分析试剂盒还包括封闭液，  则先将待

测组织以封闭液进行封闭后再与单克隆抗体混合，所述封闭液的用  量优选为50～150μL/

样品，更优选为100μL/样品。

[0067] 本发明将待测组织与所述单克隆抗体组中的任意一种单克隆抗体混合，  孵育，洗

涤，得到抗原-一抗复合物。在本发明中，所述单克隆抗体组中的  各种单克隆抗体反应顺序

无任何限定，选择任意一种即可。

[0068] 在本发明中，所述单克隆抗体为购买的市售单克隆抗体原液，使用时将  所述单克

隆抗体稀释50～500倍后使用；在本发明中，优选的采用抗体稀释/  封闭液(opalTM试剂盒)

稀释单克隆抗体。在本发明中，所述单克隆抗体的  用量为100～300μL/样品。

[0069] 在本发明中，所述孵育温度优选为35～42℃，更优选为37℃；在本发明 中，当所述

多重组化免疫分析试剂盒中包括洗涤液时，所述洗涤优选的用洗  涤液洗涤；在本发明中，

所述洗涤优选的重复2～3次；在本发明中，所述洗  涤时间每次优选为3～10min，更优选为

5min。本发明下述步骤所述孵育的温  度和洗涤方式均相同，不再赘述。

[0070] 在本发明中，所述孵育时间优选为50～80min，更优选为60min。

[0071] 得到抗原-一抗复合物后，本发明将抗原-一抗复合物与辣根过氧化物酶  标记的

二抗混合，孵育，洗涤，得到抗原-一抗-二抗复合物。

[0072] 在本发明中，所述辣根过氧化物酶标记的二抗优选为HRP标记的山羊  抗小鼠IgG

聚合物。在本发明中，所述辣根过氧化物酶标记的二抗为购买的  市售商品。在本发明中，所

述辣根过氧化物酶标记的二抗使用量优选为  50～200μL/样品，更优选为100μL/样品。

[0073] 在本发明中，所述孵育时间优选为8～15min，更优选为10min。

[0074] 得到抗原-一抗-二抗复合物后，本发明将抗原-一抗-二抗复合物、任意  一种荧光

基团标记的酪氨盐和过氧化氢混合，孵育，洗涤，得到荧光标记复 合物。

[0075] 在本发明中，所述过氧化氢优选的以信号放大液形式提供，所述信号放  大液为市

售商品，其中混合有过氧化氢。本发明优选的将市售信号放大液稀  释80～120倍后使用，更

优选为稀释100倍。在本发明中，所述荧光基团标  记的酪氨盐优选的购自市售商品，在本发

明的具体实施例中采用市售的  OpalTM  7-色荧光染色试剂盒内的荧光基团标记的酪氨盐；

本发明优选的，  使用是将各荧光基团标记的酪氨盐稀释50～150倍后使用，更优选的稀释

100  倍；本发明优选的，所述荧光基团标记的酪氨盐使用量优选为稀释后溶液  80～150μL/

样品，更优选为100μL/样品。
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[0076] 在本发明中，所述孵育时间优选为8～15min，更优选为10min。

[0077] 得到荧光标记复合物后，本发明将荧光标记复合物与抗原修复液混合，  微波处

理，洗涤，得到荧光标记复合物；所述微波处理的条件包括：750～850w  处理1～3min，再以

200～300w处理12～20min。在本发明中，所述微波处理  条件优选的包括：80w预热5min，再

800w处理2min，最后240w处理15min。

[0078] 在本发明中，所述抗原修复液来自市售商品，在本发明的具体实施例中  采用

OpalTM7-色荧光染色试剂盒内的抗原修复液；所述抗原修复液的用量优  选为150～300mL/

样品，更优选为200mL/样品。

[0079] 在本发明中，所述荧光标记复合物在微波处理下，与抗原结合的单克隆  抗体被解

离，通过洗涤即可去除脱离的单克隆抗体以及HRP标记的二抗，  不会影响下一轮反应的进

行，防止多重标记时相互干扰。

[0080] 得到荧光标记复合物后，本发明以得到的荧光标记复合物作为待测组  织，重复上

述单克隆抗体识别至得到荧光标记复合物的步骤，重复至所述单  克隆抗体组中的所有单

克隆抗体均与待测组织结合过为止，得到多重标记复 合物。

[0081] 在本发明的重复过程中，每一轮重复时采用的单克隆抗体均与其他任意  一轮采

用的单克隆抗体种类不同；相应地，每一轮重复时采用的荧光基团标  记的酪氨盐中的荧光

基团也与其他任意一轮的种类不同。从而实现采用不同 的荧光基团分别标记不同的单克

隆抗体的目的，最终呈像时可一同检测。

[0082] 得到多重标记复合物后，本发明向步骤(5)所得的多重标记复合物中  添加核染色

剂，孵育，洗涤，封片，以连续光谱成像、检测。

[0083] 在本发明中，所述核染色剂的添加量优选为80～150μL/样品，更优选为  100μL/样

品。

[0084] 在本发明中，所述孵育时间优选为5～10min，更优选为8min。

[0085] 在本发明中，当所述多重组化免疫试剂盒还包括防猝灭剂时，在所述孵  育、洗涤

后添加防猝灭剂，再加盖盖玻片进行封片。

[0086] 在本发明中，所述多重免疫组化分析试剂盒能满足现有组织学光谱成像  仪器对

多个分子同时成像，即多光谱成像。

[0087] 多光谱成像依赖于光谱数据采集和光谱拆分计算两个过程。

[0088] 光谱数据采集：多光谱数据采集的技术手段有很多种，比如光栅分光、  棱镜分光、

液晶可调谐滤波器分光等等。运用PerkinElmer公司的Vectra系  统(液晶可调滤波器，

LCTF)过滤采集特定波段的光谱信号。LCTF由液晶  材料组成，通过调整附加的电压改变光

线在晶体中的光程，选择性输出特定  波长的光信号，实现分光的目的。CCD曝光配合LCTF的

连续滤波，就可以 准确记录不同波长段的图像信号。

[0089] 光谱拆分：光谱图像的每个像素点信号都是不同荧光染料和样本自发信  号的叠

加，以每种染料的光谱特征曲线为标准，通过数学方法对光谱图像中  叠加的信号进行还原

运算，从而获得单通道图像的过程称为光谱拆分计算。  光谱拆分计算是整个光谱成像不可

缺少的重要环节，直接影响数据结果的准  确性。

[0090] 使用“纯光谱拆分算法”可以拆分多达10色叠加的颜色信号，将光谱图  像中隐藏

的“纯”染料信号准确的解析出来，得到每种染料在图像中的特异分  布。而且可以将"真实
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的目标信号"从自发荧光背景中抽提出来，得到超高信  噪比的图像，让弱表达的荧光信号

得以从背景中显现出来。

[0091] 分析软件能在组织上的同一个坐标位置上共定位至少4个分子，检查是  否有抗原

分子同时表达在一个细胞上。

[0092] 本发明还提供了前述技术方案所述的多重免疫组化分析试剂盒在预测 免疫检查

点抑制剂对霍奇金淋巴瘤有效性中的应用；在本发明中，当所述多  重组化免疫分析试剂盒

用于预测免疫检查点抑制剂的有效性时，以给予免疫  检查点抑制剂后的人或动物的霍奇

金淋巴瘤离体组织切片。

[0093] 在本发明中，所述应用中，所述多重免疫组化分析试剂盒的单克隆抗体  组为CD3

单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68单克隆抗体、CD56单克 隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单

克隆抗体和PDL1单克隆抗体。

[0094] 具体的，本发明以给予免疫检查点抑制剂后的人或动物的霍奇金淋巴瘤  离体组

织切片作为样品，按照上述技术方案所示的方法以前述技术方案所述  冲多免疫组化分析

试剂盒进行检测，检测得到待测样品中所含CD3、CD68、  CD56、LAG3、PD1和PDL1中任意两项

以上的免疫检查点含量，将所得含  量分别计算CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和CD56+/

CD68+PDL1+五个指标中的一个或多个，将所得指标的值与其对应的治疗相关cutoff值比 

较，若计算所得指标高于cutoff值，则判断给予的免疫检查点抑制剂有效性  高，反之则有

效性低。

[0095] 在本发明中，所述CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和

[0096] CD56+/CD68+PDL1+五个指标的cutoff值依次为13.45，4.29，7.67，10.31和  14.78。

当CD68+、CD3+LAG3+、PD1+分别低于13.45、7.67、10.31时，  CD3+/CD68+、和CD56+/CD68+PDL1+

分别高于4.29、14.78时，则判断该免  疫检查点抑制剂对霍奇金淋巴瘤中的免疫检查点的

抑制作用高，有效性好； 反之若CD68+、CD3+LAG3+、PD1+高于13.45、7.67、10.31时，CD3+/CD68
+、  和CD56+/CD68+PDL1+低于4.29、14.78时，则判断该免疫检查点抑制剂对  霍奇金淋巴瘤

中的免疫检查点的抑制作用低，有效性差。

[0097] 利用本发明所述多重免疫组化分析试剂盒对免疫检查点抑制剂有效性  预测的特

异性强、灵敏度高，可加速药物的筛选。

[0098] 下面结合实施例对本发明提供的技术方案进行详细的说明，但是不能把  它们理

解为对本发明保护范围的限定。

[0099] 实施例1

[0100] 选取临床疗效为完全缓解(complete  response，CR)和疾病稳定(stable 

disease，SD)的两组霍奇金淋巴瘤肿瘤组织按如下步骤进行免疫细胞、肿瘤  细胞及免疫检

查点分子检测的多重免疫组化分析。CR组11例，SD组12例；  每例患者2张切片，分别用于两

个panel分析。两个panel共标记7个分子。  Panel  1及染色顺序为：CD3、CD68、PDL1、CD56、

CD30，Panel  2及染色  顺序为：CD3、PD1、PDL1、LAG3、CD30。Panel  1和panel  2的一抗、二 

抗、荧光染料信息如表1：

[0101] 表1  Panel  1和panel  2的一抗、二抗、荧光染料信息
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[0102]

[0103] 实施例操作步骤：

[0104] 1.将石蜡切片放置在60℃恒温箱中烘烤120分钟；

[0105] 2.脱蜡和水化：二甲苯(10min)→二甲苯(10min)→无水乙醇(5min×2 次)→95％

乙醇(5min×2)→90％(5min)→85％乙醇(5min)→80％乙醇(5min)  →75％乙醇(5min)；

[0106] 3.蒸馏水冲洗2次5min；

[0107] 4 .抗原修复：用OpalTM  7-色荧光染色试剂盒内抗原修复液微波修复，  80w预热

5min，800w高火2min，240w中低火15min(美的微波炉M1-231A)；

[0108] 5.室温自然冷却；
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[0109] 6.洗涤：TBST缓冲溶液洗3次，5min/次；

[0110] 7.封闭：用封闭液(厂家Perkin  Elmer；商品名Antibody  Diluent/Block)，  室温

封闭10min；

[0111] 8.一抗孵育：滴加单克隆抗体(一抗工作液100～300μL)，37℃孵育  1h；样本A和样

本C染色顺序为：CD3单克隆抗体、CD68单克隆抗体、PDL1  单克隆抗体、CD56单克隆抗体、

CD30单克隆抗体(panel  1)。样本B和  样本D染色顺序为：CD3单克隆抗体、PD1单克隆抗体、

PDL1单克隆抗体、  LAG3单克隆抗体、CD30单克隆抗体(panel  2)；

[0112] 9.洗涤：TBST缓冲溶液洗3次，5min/次；

[0113] 10.二抗孵育：滴加HRP标记的山羊抗小鼠IgG、，37℃孵育10min；

[0114] 11.洗涤：TBST缓冲溶液洗3次，5min/次；

[0115] 12.荧光显色：滴加TSA稀释后的opal荧光染色，室温10min；各荧  光染料的波长和

对应的标志物如表1所示。

[0116] 13.洗涤：TBST缓冲溶液洗3次，5min/次；

[0117] 14.抗体依次染色：第一个抗体染色结束，后续每个抗体均需重复步  骤4)到步骤

13)，依次标记所有抗体；

[0118] 15.微波处理：重复步骤4)到步骤6)；

[0119] 16.DAPI染色，室温5～10min；

[0120] 17.洗涤：TBST洗3次，5min/次；

[0121] 18.封固：防淬灭剂封片(Boble  Ryder抗荧光衰减封片剂)。

[0122] 根据以上操作步骤，完成对23例霍奇金淋巴瘤肿瘤组织切片的免疫细  胞标志物、

肿瘤细胞标志物及免疫检查点分子的多重标记。运用PerkinElmer 公司的Vectra系统进行

连续光谱采集，并做图像处理和观察分析。CR组、  SD组的多光谱成像图谱每个panel展示一

张图(样本A和样本B为panel  1，  样本C和样本D为panel  2)，如图1和图2所示；

[0123] 表2图1中样本A和样本B(panel  1)多光谱成像图谱

[0124]

标志物 CD3 CD68 PDL1 CD56 CD30 

颜色 绿色 白色 红色 橙色 洋红色 

[0125] 表3图2中样本C和样本D(panel  2)多光谱成像图谱

[0126]

标志物 CD3 PD1 PDL1 LAG3 CD30 

颜色 绿色 橙色 红色 白色 洋红色 

[0127] 对肿瘤区域各分子统计分析，2组患者中免疫细胞标志物、肿瘤  细胞标志物及免

疫检查点分子的阳性表达百分比统计结果如下表4 所示：

[0128] 表4肿瘤区域中各分子的阳性表达百分比统计结果(％)

说　明　书 10/12 页

12

CN 109541217 A

12



[0129]

[0130]

[0131] 采用Mann-Whitney试验对CR组和SD组进行单因素分析，得到特征因  子的cutoff

值，即CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和  CD56+/CD68+PDL1+五个指标的cutoff值依次为
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13.45，4.29，7.67，10.31和  14.78。

[0132] 采用随机森林算法对CR组和SD组进行多因素分析。对每一棵决策树，  选择相应的

袋外数据计算袋外数据误差，记为errOOB1。随机对袋外数据所  有样本的特征X加入噪声干

扰，再次计算袋外数据误差，记为errOOB2。特  征X的重要性＝∑(errOOB2-errOOB1)/k。重

要因子的确定方法为：计算每  个特征的重要性并降序排序。重要因子为特征数的top 

20％。

[0133] ROC曲线的绘制：对每一棵树，测定样本的真阳性率和假阳性率。以  真阳性率(灵

敏度％)为纵坐标，假阳性率(1-特异度％)为横坐标绘制ROC 曲线。CR组和SD组的多因素分

析结果：Factor  importance森林图、ROC 曲线如图3所示；

[0134] 从多因素分析结果来看，区分CR组与SD组的重要因子在肿瘤区域内  有5个，分别

为CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和  CD56+/CD68+PDL1+。ROC曲线中，红色点表示该点的

Youden指数最大  (Youden指数＝灵敏度+特异度-1)，即灵敏度和特异度最好。AUC＝0.90, 

P＝0.000，表示具有统计学意义。当一位受试者检测了以上5个指标。根据  单因素分析结

果，CD68+、CD3+/CD68+、CD3+LAG3+、PD1+和  CD56+/CD68+PDL1+的cutoff值分别为13.45，4.29，

7.67，10.31和14.78。

[0135] 当CD68+、CD3+LAG3+、PD1+分别低于13.45、7.67、10.31时，  CD3+/CD68+、和CD56+/

CD68+PDL1+分别高于4.29、14.78时，则判断该免  疫检查点抑制剂对霍奇金淋巴瘤中的免疫

检查点的抑制作用高，有效性好  (获得CR的机会)；反之若CD68+、CD3+LAG3+、PD1+高于

13.45、7.67、  10.31时，CD3+/CD68+、和CD56+/CD68+PDL1+低于4.29、14.78时，则判断 该免疫

检查点抑制剂对霍奇金淋巴瘤中的免疫检查点的抑制作用低，有效性  差。

[0136] 由此可见，多重免疫组化同时标记多个免疫细胞标志物、肿瘤细胞标志  物及免疫

检查点分子对于预测患者应用免疫检查点抑制剂药物是否有效是 非常有利的。

[0137] 实施例2

[0138] 一种霍奇金淋巴瘤的多重免疫组化分析试剂盒，包括单克隆抗体组、抗  原修复

液、封闭液、TBST缓冲液、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG、过  氧化氢、荧光基团标记的酪

氨盐和DAPI染色剂；

[0139] 所述单克隆抗体组为：CD3单克隆抗体、CD30单克隆抗体、CD68单  克隆抗体、CD56

单克隆抗体、LAG3单克隆抗体、PD1单克隆抗体和  PDL1PDL1PDL1单克隆抗体；

[0140] 所述荧光基团的种类为：520-FITC、570-Cy3、620-Cy3.5、650-Cy5和  690-Cy5.5。

[0141] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普  通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润  饰，这些改进和润饰也

应视为本发明的保护范围。
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