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前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

本文件是GB/T XXXXX《分子体外诊断检验 福尔马林固定及石蜡包埋组织检验前过程的规范》的第1

部分。GB/T XXXXX已经发布了以下部分： 

――第1部分：分离RNA； 

――第2部分：分离蛋白质； 

――第3部分：分离DNA。 

本文件等同采用ISO 20166-4:2021《分子体外诊断检验 福尔马林固定及石蜡包埋组织检验前过程

的规范 第4部分：原位检测技术》。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由国家药品监督管理局提出。 

本文件由全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会（SAC/TC136）归口。 

本文件起草单位：XXXXX 

本文件主要起草人：XXXXX 
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II 

引 言 

 

 

目前分子体外诊断（包括分子病理学）在医学上取得了重大进展。并且随着用于分析的组织形态学

和生物标志物（如人体组织和体液的蛋白质、DNA、RNA和/或代谢物（葡萄糖））的新技术出现，预计

会有进一步的进展。 

在病理学上，大多数诊断是基于福尔马林固定和石蜡包埋（FFPE）组织切片的原位染色。在个体化

医学的背景下，在形态学评价的经典组织学染色（如苏木精和伊红）基础上，应用了越来越多的其他原

位检测技术，如免疫组织化学或原位杂交，以及分离生物分子的分子分析。例如，许多监管机构批准的

肿瘤辅助诊断是基于FFPE组织切片的原位检测技术。随着个性化医疗和新技术的发展，如多标记免疫染

色和基于计算机的数字图像分析（如玻片扫描仪），对分析前程序的标准化提出了新的要求，以获得可

重复的定性和定量结果。 

在包括标本采集、组织处理、包埋、运输、储存、切片和原位检测预处理的检验前过程中，生物分

子的图谱和/或完整性及其在组织原位检测的定位、数量和可检测性可能会发生巨大变化。这使得诊断

或研究中原位检测的结果不可靠甚至不可能的，因为随后的检验将不代表分子的体内状态，而是代表检

验前过程中产生的人为图谱或形态。 

因此，需要通过使用不同的原位检测技术对FFPE组织标本的整个检验前过程进行标准化，以便对

FFPE组织切片进行形态学和生物分子的原位检测。 

有多项科学证据表明，检验前阶段的若干因素会影响原位检测的结果（如特异性或敏感性方面的质

量或数量），从而对诊断结果产生重大影响。 

本文件基于这些工作来组织和标准化福尔马林固定和石蜡包埋（FFPE）组织在各种原位检测中的步

骤，即检验前阶段。本文件用于原位检测技术的检验前阶段，适用于原位检测技术的整个领域。 

包括但不限于： 

经典组织学染色，如苏木精-伊红染色（H&E）； 

组织化学技术，如脂质染色，过碘酸雪夫染色（PAS），Perls普鲁士蓝反应，Feulgen反应，酶组

织化学； 

使用抗体（多克隆，单克隆或重组抗体）或其他亲和结合剂的免疫组织化学染色（IHC）或免疫荧

光染色； 

基于杂交的技术，如RNA或DNA原位杂交（ISH）技术（如荧光原位杂交（FISH）、显色原位杂交（CISH）

或银增强原位杂交（SISH））； 

可以定位到FFPE切片特定区域的分离生物分子的分子分析（如原位测序、成像质谱）。
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分子体外诊断检验  福尔马林固定及石蜡包埋组织检验前过程的规

范 第 4部分：原位检测技术 

1 范围 

本文件提供了用于生物分子（如代谢物、蛋白质、DNA和/或RNA等）的形态和结构定性和/或（半）

定量原位检查的福尔马林固定和石蜡包埋组织(FFPE)标本的检验前操作说明，包括采集、处理、记录、

运输、储存及加工。 

本文件适用于原位检测技术的体外诊断检查，其中包括由病理学实验室（组织病理学实验室）以及

分子病理学实验室和其他医学实验室进行的实验室自建项目。它也适用于实验室客户、体外诊断开发商

和制造商、生物样本库以及从事生物医学研究的机构和商业组织以及监管机构。 

本文件不适用于从FFPE组织中分离的RNA、蛋白质和DNA的检验前阶段。ISO 20166-1、ISO 20166-2

和ISO 20166-3《分子体外诊断检验——分离RNA、蛋白质和DNA检验前过程的规范》分别介绍了这些内

容。 

对细针吸取物（FNAs）的检验前过程采取了专用措施。CEN WI 00140128、CEN WI 00140126和CEN WI 

00140129《分子体外诊断检查——从细针吸取物（FNA）分离的细胞RNA、蛋白质和基因组DNA的检验前

操作规范》分别介绍了这些内容。 

注： 国际、国家及地区法规要求同样适用于本文件的特定主题。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

 

3 术语和定义 

ISO 15189界定的以及下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

亲和性结合分子affinity binder 

包括亲和体、多肽、抗体（3.3）片段或其他与生物分子（3.6）及细胞结构相互作用的小分子，可

用于原位检测（3.27）技术。 

3.2  

环境温度 ambient temperature 

未经调节的周围空气的温度。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.2） 

3.3  
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抗体antibody 

由B淋巴细胞产生和分泌的蛋白质（3.37）（免疫球蛋白），对被识别为外来（抗原（3.4））的分

子作出反应，并能与该特定抗原（3.4）结合。 

（来源：ISO 16577:2016, 3.10, 修改：删除了注释1） 

3.4  

抗原antigen 

刺激抗体（3.3）产生并与之反应的物质。 

（来源：ISO 15089:2000, 3.5） 

 

3.5  

抗原修复/表位修复antigen retrieval/epitope retrieval 

通过中和福尔马林固定（3.19）、组织处理（3.47）和组织石蜡包埋（3.33）引入的修饰，暴露抗

原（3.4）/表位（3.14），并恢复其与免疫组织化学（3.25）检测中所用抗体（3.3）结合的特性。 

3.6  

生物分子biomolecule 

生物体内产生的有机分子，参与生物体的维持和代谢过程。 

注： 有机分子的实例为蛋白质（3.37）、碳水化合物、脂质或核酸。 

3.7  

清洗clearing 

组织处理（3.47）过程中的一个步骤，将福尔马林固定的组织从脱水（3.10）试剂转移到清洁剂（例

如二甲苯）中，以制备用于浸渍（3.26）的组织。 

3.8  

冷缺血 cold ischemia 

组织自人体取出后至稳定或固定前的存在状况。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.5） 

3.9  

脱钙decalcification 

使用化学试剂从骨或其他钙化组织中去除矿物质（无机钙）的技术，将硬组织成分调整到石蜡（3.32）

的柔软度，以便切片。 

3.10  

脱水dehydration 

将福尔马林固定的组织浸泡在一系列浓度不断增加的脱水试剂溶液中，最后用无水（100%）溶液处

理，从而去除水分的组织处理（3.47）步骤。 

3.11  

偏倚deviation 

偏离批准的说明、程序和/或方法或既定标准。 
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（来源：ISO 15378: 2017, 3.7.5，修改：“批准（3.7.1）标准操作程序（SOP）（3.7.10）”替

换为“说明、程序和/或方法”） 

3.12  

诊断diagnosis 

从其体征和/或症状中识别健康或疾病状态，诊断过程可以通过各种检验(3.15)对个体状况进行分

类，分成不同的类别或亚类，以便做出关于治疗和预后的医学决策。 

（来源：ISO 20166-1:2018, 3.7） 

3.13  

DNA（脱氧核糖核苷酸）deoxyribonucleic acid 

以单链(ssDNA)或双链(dsDNA)形式存在的脱氧核糖核苷酸聚合体。 

（来源：ISO 22174:2005, 3.1.2） 

3.14  

表位epitope 

抗原（3.4）生物分子（3.6）上的抗体（3.3）结合位点。 

3.15  

检验examination 

分析检测analytical test 

以确定一个特性的值或特征为目标的一组操作。 

注： 从使用抗体（3.3）、核酸探针或染料的原位检测（3.27）开始、包括各种用于定性或定量检验的参数测试或

化学操作的过程。 

（来源：ISO 15189:2012,3.7，修改：原来的注释1至3被删除，加入新的注释1，“分析测试”被

添加为首选术语） 

3.16  

检验制造商（分析测试制造商）examination manufacturer/analytical test manufacturer 

制造和/或生产特定分析测试（3.15）的实体。 

3.17  

FFPE组织（福尔马林固定及石蜡包埋组织）FFPE tissue 

经福尔马林固定（3.18、3.19）、组织处理（3.47）和石蜡包埋（3.33）于组织盒的组织标本（3.36）

/样本（3.42）。 

3.18  

福尔马林formalin 

质量分数为37%的饱和甲醛水溶液（相当于体积分数为40%）。 

（来源：ISO 20166-1: 2018, 3.11） 

3.19  

福尔马林固定formalin fixation 

用标准缓冲福尔马林溶液（3.45）处理样本（3.42）使其稳定。 



GB/TXXXXX—XXXX/ISO 20166-4:2021 

4 

（来源：ISO 20166-1: 2018, 3.12） 

3.20  

福尔马林色素/酸性福尔马林血红素色素/酸性血红素formalin pigment/acid formalin haematin 

pigment acid/hematin 

黑色至棕色的无定形至微晶颗粒，从福尔马林固定组织中制备的组织切片中所含的人工颗粒。是由

于该组织中甲酸浓度增加，甲酸作用于血红蛋白而产生。 

3.21  

取材/肉眼检验grossing/gross examination 

裸眼检查病理标本以获得诊断信息，同时进行进一步的显微镜下检验（3.15）。 

（来源：ISO 20166-1:2018, 3.13） 

3.22  

组织化学技术histochemical technique(s) 

用于生物分子（3.6）可视化和表征的原位检测（3.27）技术，涉及与生物分子（3.6）中特定基团、

自由基或化学键的化学反应，并提供生物分子（3.6）在组织切片（3.49）中原位定位的信息。 

注： 生物分子（3.6）的示例为碳水化合物、脂质、其他代谢物、蛋白质（3.37）、氨基酸、核酸、色素或酶等。 

3.23  

组织学染色histological staining 

原位检测（3.27）技术通过组织学染色（例如苏木精-伊红（HE）、嗜铬苯胺蓝（CAB））来制备组

织切片（3.49），以突出组织切片（3.49）的特征并增强组织切片（3.49）的对比度。 

3.24  

均质homogeneous 

结构和组成一致。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.31） 

3.25  

免疫组化/IHC immunohistochemistry/IHC 

原位检测（3.27）技术，利用抗体（3.3）与生物组织或细胞中的抗原（3.4）/表位（3.14）特异

性结合的原理，使用明场显微镜观察抗原（3.4）（例如蛋白质（3.37））。 

3.26  

浸染/石蜡浸染impregnation/impregnation with paraffin 

组织处理（3.47）中的一个步骤，更换清洗剂和用熔融石蜡（3.22）渗透组织。 

3.27  

原位检测in situ detection 

在载玻片切片上精确定位特定生物分子（3.6）的技术。 

示例：用于蛋白质（3.37）检测的免疫组化技术（3.25），用于核酸检测的原位杂交（3.30），组织学染色（3.23），

组织化学技术（3.22），MALDI 成像质谱，成像质谱，原位拉曼光谱。 
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3.28  

原位检测系统/检测系统in situ detection system/etection system 

用于在组织切片（3.49）可视化分子与靶标结合的一组试剂。 

注1：分子可以是抗体（3.3），亲和性结合分子（3.1）和核酸等。 

注2：原位检测（3.27）最常见的是基于酶和荧光基团的检测系统。 

3.29  

原位检验/分析性原位测试 in situ examination/analytical in situ test 

基于原位检测（3.27）的检验（3.15）。 

3.30  

原位杂交/ISH in situ hybridization/ISH 

原位检测（3.27）技术，利用互补核酸探针与生物组织或细胞中的RNA（3.38）或DNA（3.13）片段

特异性结合的原理，使用明场或荧光显微镜观察核酸（如DNA（3.13）或RNA（3.38））。 

3.31  

不合格nonconformity 

不满足要求。 

（来源：ISO 9000:2015,3.6.9，修改：删除了注释1） 

3.32  

石蜡paraffin/paraffin wax 

从蒸馏物中获得的产品，主要由饱和烃混合物组成，在室温（3.41）下为固体，用于福尔马林固定

组织标本（3.36）/样本（3.42）的石蜡包埋（3.33）。 

3.33  

石蜡包埋paraffin embedding/embedding in paraffin 

在组织处理（3.47）后进行的步骤，将组织样本（3.42）放入熔化的石蜡（3.32）中，获得坚硬的

周围基质，以便可以切割出薄的显微镜切片。 

3.34  

翻译后修饰post-translational modification 

在核糖体完成蛋白质（3.37）翻译后，由酶催化蛋白质（3.37）的修饰，可以是向蛋白质（3.37）

共价添加功能基团，例如磷酸化和去乙酰化。是蛋白质（3.37）功能成熟所必需的蛋白水解加工和/或

折叠过程。 

3.35  

检验前过程pre-examination process（统一按GB/T 22576.1-2018） 

分析前阶段preanalytical phase 

分析前工作流程preanalytical workflow 

按时间顺序从临床医生的申请开始，包括检验（3.15）申请，病人的准备和身份识别，原始样本（3.36）

的采集，运送到医学实验室和在实验室内进行运输，评估，组织处理（3.47），包埋，FFPE块储存（3.46）
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和取出、切片（包括安装在载玻片上并干燥）、未染色载玻片组织切片（3.49）的储存（3.46）（如适

用）和原位检测（3.27）技术的前处理步骤，并在分析检验（3.15）开始时结束。 

注： 原位检测（3.27）的检验前阶段包括影响预期检验（3.15）结果的准备流程，例如抗原/表位修复（3.5）和预

杂交过程。 

（来源：ISO 15189:2012,3.15，修改：附加了一个术语，细节增多） 

3.36  

蛋白质protein 

一种生物分子（3.6），由一条或多条通过肽键连接的氨基酸序列组成。 

（来源：ISO 20166-2:2018,3.14，修改：术语“生物大分子”替换为“生物分子”） 

3.37  

RNA（核糖核酸）RNA ribonucleic acid 

以单链或双链形式存在的核糖核苷酸聚合物。 

（来源：ISO 22166-1:2018,3.20） 

3.38  

RNA图谱RNA profile 

在没有任何损失、抑制或干扰的情况下测量的样本（3.42）中独立RNA（3.38）分子的数量。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.19） 

3.39  

RNase（核糖核酸酶）RNase ribonuclease 

催化RNA（3.38）降解成更小组分的酶。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.21） 

3.40  

室温room temperature 

本文件中是指18℃-25℃。 

注： 当地或国家法规可能定义不同。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.22） 

3.41  

样本sample 

从原始样本(3.42)中提取的一个或多个部分。 

（来源：ISO 15189:2012,3.24，修改：删除了例子） 

3.42  

原始样本/标本specimen/primary sample 

假定代表整体的，用于检验(3.15)、研究和分析的一种或多种数量或性质的体液、呼吸的空气、毛

发或组织的离散部分。 

（来源：ISO 15189:2012,3.16，修改：此处使用的术语和定义没有原始注释） 

3.43  
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标本容器specimen container 

组织标本（3.36）收集后转移到其中进行进一步分析前工作流程（3.35）步骤（例如转移、固定）

的容器。 

3.44  

稳定性stability 

在特定条件下储存时，样本（3.42）材料在特定时间段内保持规定属性的能力。 

注： 本文件涉及的分析物是原位和组织内的生物分子（3.6）。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.24，修改：重新定义了注释1） 

3.45  

标准缓冲福尔马林溶液/中性缓冲福尔马林/NBF standard buffered formalin solution/neutral 

buffered formalin/NBF 

10%福尔马林(3.18)水溶液，即pH为 6.8-7.2、质量分数为3.7%（相当于体积分数为4%）的甲醛水

溶液。 

注： 标准缓冲福尔马林溶液通常含有少量甲醇以抑制甲醛的氧化和聚合。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.25） 

3.46  

储存storage 

在适宜的条件下维持生物材料的预期用途。 

3.47  

组织处理tissue processing 

FFPE组织（3.17）形成包括四个连续步骤：组织固定、脱水（3.10）、清洗（3.7）和石蜡浸染（3.26）。 

3.48  

组织处理器tissue processor 

用于组织固定、脱水（3.10）、清洗（3.7）和石蜡浸染（3.26）的自动化仪器。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.27） 

3.49  

组织切片tissue section 

使用专用切片切割设备（即切片机）切割组织产生的非常薄的组织片。 

注： 使用切片机切割FFPE组织（3.17），生成薄片（µm），将其安装在载玻片上，用于原位检测（3.27）技术。 

3.50  

验证validation 

在提供客观证据的整个过程中，确认已满足特定预期用途的要求。 

注：  “经验证的”用于指代相应的状态。 

（来源：ISO 9000:2015,3.8.13，修改：删除了注释1至3） 

3.51  

确认verification 
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通过提供客观证据，确认已满足特定要求。 

注1：术语“已确认的”用于表示相应的状态。 

注2：确认可以包括以下活动： 

进行替代计算， 

将新的设计规范与类似的经验证的设计规范进行比较， 

进行测试和演示，以及文件发布前审核。 

（来源：ISO 9000:2005,3.8.4） 

3.52  

热缺血warm ischemia 

失去正常血液供应的组织从身体内移除前的状态。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.29） 

3.53  

工作流程workflow 

完成任务所需的一系列结构化的活动。 

（来源：ISO 20166-1:2018,3.30，修改：增加了“结构化的”） 

4 一般注意事项 

关于医学实验室质量管理体系的一般说明，特别是标本采集、接收和处理（包括避免交叉污染）参

见ISO 15189、ISO/IEC 17025或ISO/IEC 17020。ISO/TS 20658和ISO 20387（样本库）也适用。有关实

验室设备、试剂和消耗品的要求应遵循ISO 15189。ISO/IEC 17025或者ISO/IEC 17020也适用。 

检验前，检验和检验后过程的所有步骤（即整个工作流程）都会影响诊断或研究的结果。因此，应

验证和确认整个工作流程。具体来说，这包括检验前的所有过程，例如检验申请、患者准备和识别、原

始样本的采集、运输到实验室及在实验室内的运输、固定、处理、包埋、切片和储存。 

当分析前的工作流程不被控制时（如手术过程造成的热缺血持续时间和状况），应予以记录。应对

分析前工作流程进行风险评估，包括其对分析测试性能的潜在影响，并应建立缓解措施以实现所需的分

析测试性能。 

注1：正常血液供应的中断因情况而异。因此，热缺血持续时间及其影响取决于具体情况，也可能取决于动脉血液

供应的解剖结构。 

在将组织固定在标准缓冲福尔马林溶液中之前，生物分子的原位/亚细胞定位、数量、构象和结合

状态可能会发生变化，例如生物分子降解、洗涤、交联和随后的合成改变（例如基因诱导、基因下调、

RNA降解、蛋白质翻译后修饰的变化以及生化途径和能量状态的变化）。这些效应取决于热缺血和冷缺

血的持续时间，以及福尔马林固定前的环境温度。此外，在不同患者/供体的组织中效应可能有所不同。 

一般来说，组织标本固定前的热缺血和冷缺血持续时间越长，环境温度越高，生物分子图谱和原位

/亚细胞定位发生变化的风险就越高。 

注2：生物分子的数量、修饰和原位/亚细胞定位也可能有所不同，这取决于组织的来源和类型、潜在疾病、手术程

序、药物治疗方案以及用于麻醉或治疗伴随疾病的药物、以及组织自体内取出后所处的不同环境条件。长时

间的冷缺血导致蛋白质和磷酸化蛋白含量的变化[5,6,48]。将标本低温（如4℃）保存能够减弱这种影响[7]。

RNA图谱可能会发生显著变化（例如基因诱导、基因下调、RNA降解）[8,9]，这取决于热缺血和冷缺血持续时

间以及福尔马林固定前的温度。较长的热缺血和冷缺血持续时间所导致的DNA、序列或拷贝数的改变（例如比

较基因组杂交（CGH）图谱）是未知的[10]。DNA甲基化模式会随着缺血而改变[11]。 
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在相关情况下，应记录热缺血持续时间（如大肿瘤切除）。如果无法避免冷缺血（如福尔马林固定

前向实验室运输的过程），应记录其持续时间，并记录标本容器周围的温度。 

福尔马林固定（包括福尔马林溶液的质量、样品体积与福尔马林溶液体积的比率、固定的持续时间

和温度）和其他检验前过程会影响形态学[12]，引起生物分子的修饰，并导致影响原位检测结果的次优

分析测试性能。这些检验前过程包括组织处理[13]、FFPE组织块的储存[13]、切片（包括载玻片类型的

选择、切片厚度、干燥和未染色载玻片组织切片的储存）。在原位检测试验的质量控制和应用中应考虑

到这一点。如需减少此类问题对原位检测试验的影响，可优化FFPE组织的分析测试和/或载玻片固定FFPE

组织切片的预处理（例如抗原修复，预杂交;见6.10.3）。 

由于分子变性[14]、蛋白质交联、表位丢失或“掩蔽”、抗体与表位结合的空间位阻干扰[3,15]），

导致FFPE组织中的免疫反应性改变或丧失，会影响免疫组化。有证据表明，多数抗原（表位）即使不能

完全恢复，也可以通过抗原修复得到基本恢复[16,17]。因此，可以进行抗原修复以恢复FFPE组织中的

免疫反应性和/或通过福尔马林固定、组织处理和包埋来“回收”被“掩蔽”或修饰的表位。由于最佳

的抗原修复程序取决于所采用的分析前条件，因此应在整个分析前和分析工作流程中验证抗原修复要求。 

注3：广泛的抗原修复可引起形态假象。 

原位杂交会受到生物分子特性（如核酸完整性，核酸-核酸相互作用或核酸-蛋白质相互作用）的影

响，可以采用针对特定分析前条件进行优化的预杂交程序来逆转这种影响。因此，应在整个分析前工作

流程验证预杂交程序的要求。 

在整个检验前过程，应采取预防措施避免不同标本/样本之间的交叉污染（如在可行的情况下，使

用一次性材料或在处理不同标本/样本之间进行适当的清洁程序），并避免标本/样本混在一起。 

应制定并遵守整个检验前过程的安全说明。标本采集、运输和处理的安全要求应符合相关ISO标准，

如ISO 15189和ISO 15190。 

如果由于不满足患者需求而未按照制造商的说明使用商业产品，则实验室应验证并确认其预期用途。

其使用的责任和风险由用户承担。参见附件A。 

5 实验室外 

5.1 标本采集 

5.1.1 概述 

标本采集应考虑预期检验的要求（如疾病状况，标本大小）（参见Clause 6）。 

实验室应与临床/手术室和医生合作，制定患者/标本供者所需文件、标本收集、标本容器的选择和

标签以及标本运输程序的说明。 

参见ISO 15189。 

5.1.2 标本供者/患者的信息 

应该包括标本供者/患者的身份信息，其形式可以是姓名或代码。 

应包括但不限于： 

a) 标本供者/患者的相关健康状况，例如健康状况、疾病类型、伴随疾病、人口统计信息（如性

别、年龄）； 

b) 组织采集前的常规医学治疗和特殊治疗信息，例如麻醉剂、药物、外科手术或诊断程序； 

c) 标本供者/患者的知情同意。 

5.1.3 标本信息 

应包括但不限于： 
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a) 手术标本：根据检验需求，可通过将缺血相关的血管结扎/钳制时间点（通常为动脉钳制时间）

记为体内缺血（热缺血）开始，以切除标本并从体内取出为结束（见 6.6），从而计算出热缺

血持续时间。为了记录热缺血持续时间，需与手术室工作人员合作； 

注： 活检组织的热缺血可忽略不计。 

b) 尸检标本：估计的死亡时间点（用于确定尸检间隔）；从体内取出组织的时间点和日期[以计

算冷缺血持续时间，最后以固定开始结束（见 6.2）]，以及取出方法（例如，芯针活检、切

除、采集用活检装置）； 

c) 组织类型和来源、组织状况（如病变、未病变）的描述，包括外科医生、放射科医生或病理

学家在手术室内外所做的任何标记；文件还应包括负责标本收集的人员身份（如姓名或代码）。 

5.1.4 标本处理、储存及运输前准备 

应执行以下步骤： 

a) 将标本从体内取出后，记录对其进行任何添加或修改，例如用于样本定向的标记（例如：油

墨标记、缝线）、切口、避免标本干燥的措施（如用等渗缓冲液保湿以防止标本表面干燥）； 

b) 根据适用的运输法规选择和使用用于运输的标本容器和包装袋（如可密闭容器、真空包装、

冷却箱、储运箱），所使用的标本容器应能安全关闭。当使用预先装有标准缓冲福尔马林溶

液的标本容器时，应遵循制造商的说明； 

c) 选择和使用福尔马林固定程序（如 6.2 所述），或在实验室内对组织进行福尔马林固定时，

选择和使用稳定程序（如真空包装、冷却方法）进行运输；根据 6.2 所述，如果福尔马林固

定在实验室外开始，则应记录时间和日期； 

注： 当组织解冻后，意外地冷冻组织（如错误地使用冷藏包）可能会导致生物分子降解及影响生物分子形态特征； 

d) 标本容器的标签[例如患者 ID，注册号，医院入院号，样本类型及数量，器官组织来源]和附

加记录信息[5.1.2, 5.1.3, 5.1.4 a)-c)中规定的信息]。应将两个患者标识视为正确识别患

者/标本供者所需的最少信息量。标本容器的标签[例如使用自粘标签，手写体，射频识别设

备（RFID），预先贴标签的容器，条形码]，应确保标本或样本的可追溯性。 

标本从体内取出后，应立即转移到标本容器中。然后维持容器温度在2℃~8℃，最大限度地减少形

态和/或生物分子的变化。 

来自同一患者/供体的、具有相似特征（宏观外观，组织类型，疾病状态和解剖位置）的几个标本

可以放入一个标本容器/容器隔室中。 

应监控和记录标本容器周围的温度（例如不同房间储存的温度、运输温度；参见5.2）。如果无法

测量温度，则应估算温度并记录下来（如环境温度，室温或2℃~8℃）。 

5.2 运输要求 

在标本尚未放入标准缓冲福尔马林溶液之前，应立即置于湿冰上或维持温度在2℃~8℃情况下进行

运输，以尽量减少形态和生物分子的变化。 

注： 有证据表明，在将样本保存于生物库或用于组织病理学评估之前，在运输过程[18]中将样本置于4℃真空塑料

袋中，可以稳定组织形态和生物分子。 

如果标本本在实验室外已经放入标准缓冲福尔马林溶液中，运输过程中的温度不应超过室温。 

以适当的方式监控和记录温度（例如通过温度记录仪进行）（参见5.1.4）。 

与说明的任何偏离均应加以描述并形成文件。 

6 实验室内 

6.1 标本接收 
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应记录标本接收人员的身份信息（如姓名或编号）。 

记录标本到达的日期和时间，检查和记录所接收标本状况（例如标签、包括温度在内的运输条件、

组织类型和标本数量、容器泄漏或破裂）。 

与既定运输程序的任何偏差都应记录在案（参见5.2）。应制定处理不合格事件的程序。另请参阅

ISO 15189相关信息。 

6.2 福尔马林固定标本/样本 

本步骤适用于标本和从一个标本中取出的一个或多个部分。 

固定剂选用标准缓冲福尔马林溶液。 

注1：在某些国家，标准缓冲福尔马林溶液也称中性缓冲福尔马林（NBF）。 

至少每周检查一次标准缓冲福尔马林溶液的pH值，并且在使用前和新配制批次都应检查其pH值。 

注2：福尔尔马林不稳定（如甲醛可以氧化为甲酸）[19]。 

注3：使用存放时间过久的福尔马林溶液会导致甲酸的形成，从而降低pH值。并可能导致福尔马林色素，其在组织

学切片中以黑色至棕色的无定形至微晶颗粒形式存在，是由酸作用于血红蛋白产生的[20]。 

应执行以下步骤： 

a) 记录将组织标本或样本放入标准缓冲福尔马林溶液中的时间点（以便于计算总固定持续时间，

该时间以组织处理期间将样本转移到脱水试剂为终点；参见 6.6）； 

注1：福尔马林固定的总时间可能会影响进一步的检查，例如免疫组化技术[21]、基于核酸的分子检查[22,23]。最

佳福尔马林固定时间可能因组织类型和大小而异[48]。对于较大的手术标本，例如切除的肝脏，由于甲醛从

组织表面渗透到内部，在肉眼检验之前可能会出现固定不均匀。 

注2：对于手术标本，使用福尔马林固定超过24h导致交联强度升高，这可能会影响抗原决定簇的原位检查（例如免

疫组化）[24]。在许多情况下，抗原修复可以逆转这些作用[17]，但是广泛的抗原修复也会导致人工伪像（例

如非特异性、假阳性染色及形态学）。 

注3：由于福尔马林固定开始于组织边缘，过短的福尔马林固定（在固定状态下）会导致福尔马林和酒精的混合固

定。在组织处理过程中，未固定的组织中心会因酒精（凝结）而发生固定[25]。 

注4：制造商的安全数据表（MSDS）包含处理标准缓冲福尔马林溶液的重要信息。 

注5：甲醛是一种致癌的、有害的化合物，可以穿透组织并对生物分子进行化学修饰，其对于身体不同部位的危害

分级可能不同。 

b) 选择用于固定的容器 

1) 用于标本/样本固定的容器的容量应保证标本可以完全浸没在标准缓冲福尔马林溶液中。

并且标准缓冲福尔马林溶液用量与组织的比例至少为 10：1（体积比）[10]。如果原始标

本容器的容量未达到 10:1 的体积比，则应将标本转移到更大的容器中，以达到该比例。

更换的较大容器的标签应与原始样本容器的标签相同。标签可以采用独特的实验室标本

识别号（病理病例号）； 

注1：用于原位RNA检验的标本，通常使用15:1～20:1（体积比）[47]。 

注2：有证据表明，在使用适当的装置或适当的取材时，可以采用较低的福尔马林与组织体积比（例如2：1或1：1）

[26-28]。 

2) 对于较大的标本，为确保其完全被福尔马林固定，应进行特殊的组织处理方法，如实体

器官的切口（如二等分）或中空器官的开口。在这种情况下，应定期更换标准缓冲福尔

马林溶液； 

3) 应遵循制造商的说明使用预先装满标准缓冲福尔马林溶液的标本容器； 

4) 用于固定的标本容器应能安全关闭。 

c) 应记录福尔马林溶液的组成、福尔马林固定方法（如浸泡固定或超声组织固定）和使用条件

（如持续时间、温度）。 
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注： 传统的浸泡固定通常在环境温度下进行。福尔马林注射、灌注及超声后有明显的免疫组化染色优势[24,29,30]。 

6.3 标本的病理学评估和样本的选择 

6.3.1 概述 

应参照当地、国家或地区的法规。 

需进行组织病理学诊断的离体组织标本的病理学的评估和记录以及从标本中选择用于进一步加工

的样本应由具有行医资格的病理学医生（如获委员会认证的）完成，或在其监督或负责下完成。 

注： 特别是在疾病状况下，组织的分子特征通常不是均匀分布的。如在肿瘤的中心和浸润边缘可以激活不同的分子

机制，并且肿瘤可以由不同分化等级的区域组成。 

6.3.2 宏观评估 

在福尔马林固定之前和/或之后对手术标本进行宏观评估时，应检查患者/供者身份信息（如姓名或

编号），患者/供者的出生日期，住院号和/或病理学病例号及标本的临床信息（例如类型，大小，数量）

（见5.1.2和5.1.3）。 

手术标本和所有宏观发现应根据各自医学会（如病理学学会）的说明，并结合临床信息和问题（如

病历或临床医生的要求）进行适当描述。应描述标本的解剖学定位。必要时可标记切除边缘和其他重要

区域，有助于以后的显微镜检查。以上应记录在案。 

注：  上述评估或记录也可在实验室外进行，如手术室。 

6.3.3 样本的选择 

应由具有行医资格的病理学医生（如获委员会认证的）或在其监督下为形态学、生物分子的原位检

测以及进一步研究目的选取合适的标本部分。原位检测的代表性样品应根据各医学会的器官/疾病特定

说明进行采集（即取样），并记录在案。此外，对于某些原位检测技术（如免疫组织化学），应尽可能

从含有肿瘤和邻近非肿瘤组织的肿瘤边界采集样本。 

注1： 根据地方规定，病理学专家也可在实验室外（如手术室）选择合适的标本部位（参见5.1.3）。 

如果从体内取出的组织标本不需进行组织病理学诊断，那么该标本的评估及记录、样本的选择与记

录可以由病理医生以外、其他具有资格的人员完成。 

应将照片和示意图记录在案。 

样本的大小应与组织盒相适宜（最大约为3cm x 2cm x 0.5cm）。 

如果标本和所选样本尚未用福尔马林固定，则应立即将其放入标准缓冲福尔马林溶液中，并按6.2

所述步骤进行。 

如果标本在实验室外，已被放置于福尔马林中（见6.2），则应将所选样本转移到组织盒中，并立

即转移到标准缓冲福尔马林溶液中，以避免样本干燥。如果所选样本尚未固定，则应在福尔马林中进行

后固定，这可以在组织盒内进行。 

当将从标本中取出的样本转运入组织盒时，应记录转运时间点。组织盒中一个或多个样本（如淋巴

结）的定位说明应到位并遵循。 

注2：原位检测的样本在组织盒和包埋模具中的方向决定了样本的哪个部分首先被制成切片。将感兴趣的组织表面

放置在盒中进行固定，并且当将组织放置在包埋模具中进行包埋时保持该方向。如果将多个组织（例如不同

水平的前哨淋巴结）放入一个固定盒中，并放入模具中进行包埋时，放置位置通常与组织病理学诊断有关。 

每个组织盒贴有唯一标识符（如病理病例号、盒号、组织缩写）。在后续所有程序中，不可擦除标

识符。唯一标识符应可被人识别，并可辅以由自动打印机手动或电子打印的条形码。 

唯一标识符的最少应包括：实验室标本识别号（病理病例号）——包括年份、节段类型（手术、细

胞学等）；标本标识符——字母或数字；块标识符——字母或数字。 
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可以使用其他标识符（例如实验室名称或标识符，用于区分不同组织类型、固定剂和/或病理信息

的彩色编码暗盒）。 

如果将从同一标本中取出的多个样本装在同一组织盒中，并且这些样本具有不同特征（如组织类型、

疾病状态、定位），则应记录在案。 

6.4 术中冷冻样本的后固定 

必要时，可将冷冻标本（如进行冷冻切片诊断后）放入标准缓冲福尔马林溶液中进行后固定，以备

随后进行石蜡包埋（如6.2所述）。 

如果FFPE样本/标本来源于冷冻组织，则应记录在案。 

术中检验所用的残余组织应加工成石蜡切片，与冷冻切片结果进行比较。 

6.5 样本脱钙/软化 

一些样本，如骨、含骨或其他钙化的（如肿瘤）或较硬的（如角化）样本可能需要脱钙或软化，以

获得足够质量的FFPE组织切片用于原位检测技术。 

脱钙和/或软化应根据制造商说明或基于验证和确认程序的书面说明进行。说明应包括但不限于脱

钙剂/软化剂的类型和浓度，以及脱钙/软化的温度和持续时间。应将进行脱钙和/或软化的样本记录在

案。 

注意1：有证据表明脱钙程序会对原位检测造成影响[24,31-33]。使用不同脱钙试剂（如强无机物

（如盐酸）或弱有机酸（如甲酸））的不同脱钙方法（如在烘箱/水浴中培养或超声波加速）会对原位

检测技术造成不同的影响[24,30]。脱钙是在福尔马林完全固定后、组织处理和包埋前进行的。 

如果在福尔马林固定后进行脱钙，应记录组织从福尔马林溶液转移到脱钙使用的第一种试剂（如脱

钙剂或洗涤液）的日期和时间点，以便计算总固定时间。 

如果标本在脱钙后再次转移到福尔马林中，该时间点被记为继续固定的开始时间。 

注意2：某些脱钙剂可能需要先将福尔马林洗净后再转移到脱钙剂中，另一些则需要先将福尔马林

洗净后再转移到脱水剂中（如将EDTA脱钙的组织样本直接放入70％（体积）的酒精中会导致EDTA沉淀）

[34]。 

6.6 组织处理及石蜡包埋 

6.6.1 概述 

组织处理应包括：脱水、清洗、石蜡浸渍等步骤，然后进行石蜡包埋。有些经验证的操作说明不包

括清洗步骤。 

注1： 组织处理和石蜡包埋可影响已固定组织的形态和生物分子完整性。尤其是组织处理不充分（例如脱水不足、

石蜡浸渍不完全）会导致组织伪像并损害原位检测（例如染色弱、降解导致抗原丢失、非特异性反应[24]）。 

组织处理应该在自动组织处理器中进行。如果手动进行组织处理（这与原位检测制造商的说明并不

矛盾），则应遵循实验室自建的经验证和确认的程序。 

应存在组织处理和石蜡包埋的书面流程，并指明方法（如手动或自动）、仪器（如组织处理器和组

织包埋器的类型）、试剂（如脱水剂和石蜡的类型）和步骤/程序（试剂的使用顺序、浓度、持续时间

和温度）。在没有制造商说明或其他正当理由的情况下，应按照原位检测制造商说明或经实验室验证和

确认的程序进行，并进行记录。附录B提供了指南示例。 

应记录标本或样本从福尔马林转移到脱水剂（如含酒精溶液）的时间点和日期，以计算总固定时间。 

根据组织处理器制造商的说明进行自动组织处理时，需定期更换所有试剂，并应记录在案（包括更

换日期和更换的试剂类型）。 

注2： 组织处理过程中的脱水剂和清洁剂被先前步骤的残留物稀释，会导致从组织中去除水分的效率降低。特别是
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在储存期间，若组织中残留的水分不能被石蜡替代，组织则易降解[10,35]。更换间隔取决于组织处理的次数

和上一次更换的日期。 

注3： 有的组织处理器具有自动试剂管理系统，用于测量试剂量并提示用户已达到试剂的浓度阈值；有的组织处理

器利用升高温度和/或微波能量减少处理时间。 

6.6.2 脱水和清洗 

脱水应使用一系列浓度逐渐增加至无水试剂（100％）的脱水剂（例如乙醇）溶液（见附录B）。 

注1： 在组织处理过程中，通常使用乙醇作为脱水剂取代组织中的水，导致组织脱水。由于脱水和清洗不完全而产

生的残余水分会影响组织（包括生物分子）在储存期间的质量和稳定性[10,13,25,35]。 

注2： 可以使用酒精或非酒精脱水剂（如乙醇、异丙醇、甲醇、乙二醇和变性醇），不同脱水剂可能对原位检查产

生不同的影响[24,36]。 

注3： 脱水过度会导致组织收缩，使组织变硬变脆；长时间暴露于大多数的清洁剂会导致组织变脆[36]；快速脱水

（如不采用浓度递增的脱水剂）可促使组织/细胞变形。 

6.6.3 石蜡浸渍和石蜡包埋 

石蜡的种类、浸渍和包埋的时间和温度会影响生物分子质量。应使用成分标准化、熔化温度低的石

蜡。 

注1：通常石蜡低熔化温度为50℃~56℃之间。有证据表明，高熔点（65℃） 聚合石蜡可以影响原位检测（如IHC）

[24]。 

石蜡包埋的书面步骤（见6.1.1）应说明标本/样本在组织盒中正确定位。 

注2：标本/样本在组织盒中的方向不正确会导致在切片过程中遗漏或损坏诊断上重要的组织元素。它还会影响切片

的难易程度，从而影响组织切片的质量。 

注3：某些组织可能需要特殊定向（如血管等管状结构，需切割管腔横截面；，如皮肤或肠等上皮组织，需切割所

有相关层，并避免在切片过程中压迫组织）。 

注4：在组织处理和包埋过程中，可使用相关产品（如凝胶、海绵、垫、纸）稳定标本/样本在组织盒中的位置和方

向。 

含有包埋组织的组织盒应通过适当方法（例如包埋用冷板）快速冷却。 

注5：石蜡的快速冷却可确保形成小的晶体结构，进行FFPE组织切片时会产生较少的人工伪像[36]。 

6.7 FFPE组织块储存 

已包埋的、福尔马林固定的组织完全冷却后，可以直接切片（见6.8）进行后续原位检测或存储。 

FFPE组织一般存在多种储存方式，例如以FFPE组织块形式储存、或以（置于载玻片、未染色）切片

形式储存（见6.8）[37]。 

FFPE组织块的储存时间及条件（例如湿度，温度，暴露于氧气）会随着时间的流逝而对原位检测结

果产生影响[13,37,38]。虽然存储几乎不影响形态，但随着存储时间的增加，生物分子的完整性、免疫

反应性和核酸原位杂交信号会降低，特别是多年储存的FFPE组织块[13,24,38]。 

为了减少对于生物分子完整性、免疫反应性和核酸原位杂交信号的影响，FFPE组织块应在室温或最

好在较低温度下干燥保存[46]。 

注1：较低的储存温度（例如2℃至8℃、–20℃）可减缓RNA [39,40,46]、DNA和蛋白质的降解以及免疫反应性随时

间的流逝。 

注2：如果未将FFPE组织干燥储存和/或组织处理不充分，可能会增加生物分子的降解和免疫反应性的丧失，并且会

刺激真菌和细菌的生长。 

注3：用石蜡覆盖切好的FFPE块有利于长期储存。 
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应建立一个系统用于长期保存FFPE组织。储存位置、储存温度、样本/标本的取出、样本/标本的用

途、样本/标本的归还都应记录在案。 

6.8 FFPE组织块的切片及载玻片切片的储存 

免疫组化和原位杂交的FFPE切片应新鲜切取，如果无法避免存放载玻片切片，则应将其干燥存放在

4℃或更低的温度。不得超过原位检测制造商说明书或实验室说明书中规定的总储存时间限制。应记录

应用的储存条件（如湿度、温度、防止暴露于氧气的措施（例如在氮气下储存或用石蜡覆盖））。应记

录储存开始日期（即切片/黏附在载玻片日期），以便计算总储存时间。 

注1： 将切片暴露于空气可导致生物分子氧化，从而导致抗原改变。 

注2： 未染色切片在储存期间比FFPE块更容易发生生物分子降解；载玻片未染色FFPE切片的保存会影响抗原的免疫

组化染色。并非所有抗原因抗原衰变都受到一样的影响，大多数抗原保存1个月～2个月没有不利影响，然而

某些抗原保存1周～3周后，会削弱检测能力[24]。 

载玻片的类型（如电化载玻片、黏附载玻片）、FFPE组织切片的厚度、干燥（如持续时间、温度及

方法）和未染色载玻片的储存（如持续时间、条件）都可能影响原位检测的结果[24,30]，并应符合原

位检测制造商的说明。如果不具备原位检测制造商的说明，或者未解决上述所有因素，则实验室应验证

和确认程序，并提供及遵循书面说明。 

如果由原位检测的外部人员切割切片，则应提前阐明诸如载玻片类型和粘合性、切片厚度或原位检

测方法对切片储存时间的敏感性等问题。 

在条件允许时，载玻片上应清楚地标明组织盒上的信息，并附加染色/检测系统上的信息。如果从

一个FFPE块上切下多个部分并安装到不同的载玻片上，则这些切片的顺序应包括在标签中（即载玻片号）。

一张载玻片只能放一名患者的切片。这不适用于对照切片。 

标签应与预期的原位检测兼容（如能经受原位检测期间使用的试剂和温度）。如果要对染色的切片

进行数字化处理，则载玻片标签应为人和机器可识别的（如条形码）。应在切片时进行标记，并与相应

FFPE组织块的标签相匹配。 

RNA原位检测技术要求与组织切片接触的设备（如切片机刀片、载玻片）和试剂（水浴箱中的水）

不含RNase。 

切片前应对FFPE组织块进行修剪。 

用于原位检测的切片厚度应符合原位检测制造商或实验室说明书的规定。 

注3：常用切片的厚度为2μm～5 μm，部分原位检测技术和/或组织类型可能需要其他厚度。FFPE组织块温度，旋

转速度，间隙角设置等因素会影响所达到的实际厚度。 

切片机的维护或服务应定期进行并记录在案（包括但不限于所服务的仪器和服务日期）（请参阅ISO 

15189）。 

水浴箱的水温应比石蜡的熔点低5℃至10℃，并避免过热。应将使用前温度记录在案。水浴箱应在

每块组织块（如：组织薄片）孵育之后进行清洁，以除去组织碎片和碎屑。 

在使用时，如果将FFPE组织块浸泡在可能影响原位检测的液体（例如用于表面脱钙或组织软化的液

体）中，应进行记录。 

应记录载玻片FFPE组织切片的干燥温度、持续时间和方法（例如烘箱干燥，（强制）风干，自动染

色机干燥模块）。 

注4：干燥温度和持续时间会根据组织的类型有所不同。原位检测技术的建议干燥时间/温度为60℃处理1小时。已

证明温度高于68℃会降低IHC染色强度[24]，导致形态改变（如核）或生物分子丢失（如脂肪）[41]。 

6.9 载玻片切片的脱石蜡和再水化 

载玻片固定的组织切片应在原位检测前不久进行脱石蜡处理，或在必须进行的预处理之前（参见第

6.10节）（如IHC的抗原修复或ISH的预杂交）进行脱石蜡处理。鉴于原位分析测试的不同分析性能，可



GB/TXXXXX—XXXX/ISO 20166-4:2021 

16 

能需要对脱蜡切片进行再水化（如用组织学染色液染色或用抗体孵育）或省略再水化（如某些原位杂交

试验）。如果需要再水化，则应在脱蜡后直接进行。 

如果原位检查制造商提供了脱蜡和再水化说明，则应遵循。 

如果原位检查制造商未提供脱石蜡和再水化说明，实验室应根据检验性能规范制定并验证其自身的

脱石蜡和再水化说明。这应包括但不限于试剂类型、方法（如手动、自动）、装置（如烘箱、自动染色

机）、持续时间和温度。应提供并遵循书面和必要的图示说明。 

注1： 自动染色机搭载多种功能，可用于载玻片切片的干燥、脱石蜡和再水化。 

注2： 不完全脱石蜡会影响某些原位检测技术[42]，脱蜡过程中的高温也会对某些原位检测技术造成影响。 

6.10 用于原位检测技术的载玻片切片的预处理 

6.10.1 概述 

一些原位检测技术和分析测试可能需要对载玻片上脱石蜡和再水化的FFPE组织切片进行预处理，以

逆转福尔马林固定、组织处理和包埋造成的修饰（例如暴露抗原/表位和靶核酸）。预处理往往整合在

原位检测技术中。 

6.10.2 基于抗体或其他亲和结合剂的原位检测技术的预处理 

对于基于抗体或其他亲和结合剂的原位检测技术（如免疫组化、免疫荧光染色），预处理可能包括

抗原修复（如热诱导表位修复（HIER））。 

如果原位检查制造商提供了关于抗原修复的说明，则应遵循这些说明。 

如果原位检查制造商未提供关于抗原修复的说明，则检验实验室应设计、指定、开发、验证和确认

程序。这应包括但不限于抗原修复的类型（如热诱导或蛋白水解诱导的抗原决定簇修复），设备（例如

所使用的自动染色机、微波炉、水浴箱和压力锅）以及抗原修复的试剂（例如缓冲液的类型和pH、酶的

类型和浓度），持续时间和条件（例如持续时间、温度和瓦特）[3]。应为每个分析测试制定有关预处

理程序的说明并遵守。 

应将所应用的预处理程序记录在案。 

6.10.3 基于杂交的原位检测技术的预处理 

对于基于杂交的原位检测技术（如荧光或显色原位杂交），预处理包括组织和细胞的透化、靶标的

暴露和封闭（也称为预杂交）。 

如果原位检查制造商提供了关于预处理的说明，则应遵循这些说明。 

如果原位检查制造商未提供关于预处理的说明，则检验实验室应设计，指定，开发，验证和确认程

序。应包括但不限于预处理试剂（如酶和缓冲液的类型和浓度）、步骤、持续时间、温度和装置。应为

每个分析测试制定有关预处理程序的说明并遵守。 

应将所应用的预处理程序记录在案。 

6.10.4 其他原位检测技术的预处理 

在经典的组织学染色和组化技术之前通常无需任何预处理。其他原位检测方法，例如可以映射到

FFPE切片特定区域的生物分子的分子分析（如原位测序、成像质谱分析）可能需要对组织切片进行特殊

预处理。 

6.11 原位检测分析前阶段的质量评估 

质量评估应遵循检验制造商的说明。如果说明未包含有关质量评估的信息，则实验室应制定并验证

质量评估程序。质量评估可包括但不限于组织切片（如切片厚度、变形、褶皱及包括染色质外观在内的
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细胞形态）以及生物分子的质量和完整性的质量评估。生物分子的质量和完整性可通过使用对分析前步

骤敏感的抗原的抗体或通过对从切片中分离的生物分子的质量评估（如从切片中分离的RNA的完整性）

来评估。 

组织切片内的某些结构可作为原位检测试验的内部阳性和阴性对照。对于免疫组化检查，阳性对照

组应与患者切片放置在相同的载玻片上。数字化原位检测图像（如使用玻片扫描仪生成）的分析比显微

镜分析需要更严格的分析前质量标准。在对FFPE组织进行原位检测、将玻片数字化、并通过数字图像上

的机器学习算法进行分析时，需要更严格的分析前质量标准。 

比如，病理学专家可识别固定或切割导致的人工伪像，并在诊断时适当考虑这些因素。而机器学习

算法产生的结果可能受到严重影响，从而导致错误的评估[49]。 
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A  
A  

附 录 A  

（资料性） 

有关实验室开发的原位检测试验的验证和确认的建议 

用于验证的案例应反映与临床检测案例相同的检验前过程。 

关于验证实验室开发的原位检测试验的检验前程序的分析示例： 

1. 将新试验结果与形态学和预期结果相关联； 

2. 针对同一组织，将新试验结果与以前在同实验室用有效分析法所得的试验结果进行比较； 

3. 针对相同组织集，将新试验结果与在另一实验室使用验证分析测试所得的试验结果进行比较； 

4. 将新试验结果与先前确认的非免疫组化试验结果进行比较； 

5. 如果存在正式能力测试程序所得的组织分级结果，则将新试验结果与其比较[43,44]。 
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B  
B  

附 录 B  

（资料性） 

组织处理的操作指南示例 

注意：不同组织类型（如脑组织）和标本类型（如活检标本和手术标本）的组织处理持续时间和温

度有所不同[45]。 

 1. 3.7%（质量比）标准缓冲福尔马林溶液环境温度处理2h 

 2. 3.7%（质量比）标准缓冲福尔马林溶液环境温度处理1h 

 3. 70%（体积比）乙醇环境温度处理1h 

 4. 95%（体积比）乙醇环境温度处理1h 

 5. 100%（体积比）乙醇环境温度处理45min 

 6. 100%（体积比）乙醇环境温度处理1h 

 7. 100%（体积比）乙醇环境温度处理1h 

 8. 清洗剂（二甲苯）环境温度第一次处理1h 

 9. 清洗剂（二甲苯）环境温度第二次处理1h 

 10. 蜡（石蜡）第一次58℃处理30min 

 11. 蜡（石蜡）第二次58℃处理1h 

 12. 蜡（石蜡）第三次58℃处理1.5h 
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