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면역조직화학  염색 방법에 따른 상피세포 성장 수용체 단백(EGFR)의 
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In the last 5 years the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) has emerged as one of the most 
important targets for drug development in oncology. Monoclonal antibodies targeting the external domain of 
EGFR have been shown to have clinical benefits in colorectal and head and neck cancer when combined 
with chemotherapy and/or radiation. Also the targeting of the epithelial growth factor receptor (EGFR) 
kinase domain using the closely related inhibitors gefitinib and erlotinib has generally been ineffective 
against solid tumors, many of which over express the receptor. We found that there were some differential 
expressions according to primary antibodies of the EGFR protein which being used as one of the histological 
tumor markers for non-small cell lung cancer (NSCLC). We also found that there are some differential 
expressions according to antibodies, the pH of the antigen retrieval (AR) buffer solutions and kinds of 
enzymes. There were some differential expressions according to the secondary antibodies and the detection 
systems. We analyzed the correlations between the immunohistochemical expressions of the EGFR protein 
and the gene mutations of the EGFR. The differences between automatic stainers and manual staining 
methods were also evaluated.
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I. 서     론

면역조직화학 염색방법은 1941년 Coons 등에 의해서 

보고된 이후 감염  신생물 질환에 한 진단에 가치 있

는 도구로 다양하게 사용되어져왔다(Ramos-Vara, 2005). 
일차 항체의 종류에 따라서 항원부활을 시행하여 염색성

이 향상된 것과 변화가 없는 것과 오히려 염색성이 감소

된다는 결과  포르말린에 고정된 시간이 오래 될수록 

염색성이 하되며 한 microwave를 이용하여 열처리하

면 염색성이 좋다는 결과를 얻었다는 보고도 있으며 (Shi 
등, 1991), 면역조직화학  염색을 하기 하여 라핀블

럭에서 편을 잘라서 탈 라핀을 하고 실온에 오랫동안 

방치하면 염색성이 하된다는 보고도 있다(Lee 등, 
2006). 최근 5년간 상피세포 성장 수용체(Epidermal 
Growth Factor Receptor: EGFR)는 종양학 분야에서 신약

개발을 한 가장 요한 목표로 두되었다. EGFR의 외

부 역을 목표로 한 단클론항체는 화학  치료와 방사선

치료와 함께 잘룩곧창자암, 두경부암종에서 임상 으로 

큰 유익을 가져왔으며, 최근 다양한 고형암종에서 높게 

발 되는 것으로 알려진 EGFR을 항암치료의 표 으로 

하는 다양한 연구가 시행되어져 왔다. EGFR이 활성화되

면 tyrosine kinase를 통한 세포내 신호 달경로를 통해 

암세포의 증식이 유도되는데 각종 항암제는 이 tyrosine 
kinase를 억제함으로써 암세포 증식을 억제한다(Lee 등, 
2004). 

본 실험은 종합병원 규모에서 비소세포폐암의 조직학

 진단 표지자로 사용되는 EGFR 단백의 면역조직화학

 염색시 다양한 변수와 차이가 있을 것으로 생각되어 

일차항체의 제조회사에 따른 발 정도의 차이와 항원부

활 완충용액(antigen Retrieval solution; AR solution)과 효

소들의 종류  pH의 정도에 따른 발 의 차이  일차 

항체에 반응하는 이차 항체와 검출시스템에 따른 발 의 

차이를 알아보고자 하 다. 한 EGFR의 면역조직화학

 발  정도와 유 자  돌연 변이와의 상 계, 그리

고 수기 방법과 자동면역염색기와의 차이도 동시에 알아

보고자 하 다.

II. 재료  방법

1. 실험재료

1) 환자검체

면역조직화학  검사를 하여 2004년 남 학교병

원에서 폐암으로 수술 받은 후 adenocarcinoma로 진단받

은 라핀 포매된 폐암조직  EGFR에 양성인 조직과 

음성인 조직을 각각 5장씩 박 하여 silane coated slide에 

부착하여 60℃ 배양기에서 40분간 건조한 후 항원성유지

를 하여 탈 라핀 하지 않고 그 로 구시내 5개 종합

병원 병리과에 동시에 보냈으며, EGFR단백 발 정도와 

EGFR 유 자 돌연변이와 상 계를 보기 하여 2006
년부터 2007년에 걸쳐 남 학교병원 병리과에 비소세

포성폐암(NSCLC)으로 진단 받고 EGFR 유 자 돌연변

이 검사를 의뢰한 환자의 제된 라핀 블록 92 건을 순

서 로 조사하 다.

2) 수동면역조직화학  염색을 한 항원부활 용액

(AR Solution) 
가장 합한 항원부활 용액을 찾기 하여 citrate 

buffer pH 6.0(Zymed, USA), EDTA pH 8.0(Zymed, USA), 
pH 9.0(DakoCytomation, Denmark), pepsin (Zymed, 
USA), proteinase K(DakoCytomation, Denmark)를 사용하

여 120℃에 10분간 고압증기 멸균하 다. 

3) 구시내 5개 종합병원에서 사용하는 EGFR 1차 항

체의 제조회사와 항원부활방법  자동면역염색기

의 검출시스템은 Table 1과 같다. 

2. 면역조직화학  염색법

Table 1에서 보는 바와 같이 1차 항체는 Zymed 3개소, 
Neomarker 1개소, Sigma 1개소 다. 5개 종합병원  1
개 병원만 자동면역염색기를 사용하지 않고 수동으로 

EnVision HRP 방법을 사용하 고, 3개병원이 자동면역

염색기(Ventana Meical Systems, Inc., USA)를 사용하

으며 1개병원은 Bond Polymer Intense Detection System
을 사용하 다. 발색은 DAB 용액을 사용하 고 Mayer 
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Hospital Primary Ab. Dilution Raio AR Solution Detection System
A Zymed 1:100 pepsin, 10min Dako REALTMEnVisionTM HRP
B Neomarker 1:100 CC1, 12 min  95℃, 100℃ Ventana Medical Systems, Inc., USA
C Sigma 1:6,000 CC1, 12 min in 95℃, 100℃ Ventana Medical Systems, Inc., USA
D Zymed 1:200 protease 1, 4 min Ventana Medical Systems, Inc., USA
E Zymed 1:400 epitope retrieval solution I BondMax, VISION-BIOSYSTEM

Table 1. Detection system and information of primary antibodies for EGFR

hematoxylin으로 조염색하 다. 자동면역염색기에서는 

Bluing solution을 사용하 다. EGFR 단백 발 정도의 등

은 tyrosine kinase의 family인 Her2/neu와 같이 grade 0, 
grade 1, grade 2, grade 3으로 분류하 다.

3. 통계학  분석

EGFR단백의 발 정도와 EGFR 유 자 돌연변이, 다형

성과의 상 계를 보기 하여 SPSS 12.0K를 이용하여 

이변량분석법을 시행하 다. 

III. 결      과

1. 항원부활완충용액별 EGFR 단백의 수동 면역조직

화학  염색 결과

자동염색기에서는 항체와 검출방법과 환경이 다르므로 

객 인 결과의 기 가 어려워 수동으로 동일한 조건

(120℃ 10분)에서 6가지의 항원부활 완충용액과 함께 가

열처리하여 EGFR 단백질의 면역조직화학  발 정도를 

찰하 으며 그 결과 Fig. 1에서 보는 바와 같이 pH 9.0
에서 가장 좋은 결과를 얻었다. 그 다음은 proteinase K, 
pepsin 순으로 효소를 처리한 결과가 citrate buffer pH 
6.0, EDTA pH 8.0, citrate buffer pH 6.0 용액에 90℃ 40
분간 처리한 결과 보다 발 정도가 높게 나타났다. 이 실

험의 결과를 볼 때 조직학  고정을 하여 10% formalin
을 사용하는데 이로 인하여 감추어진 항원결합부

(antigen binding fragment)를 항원부활완충용액의 pH와 

온도, 각종 단백질을 분해하는 효소가 결정한다고 볼 수 

있다. EGFR 단백의 경우, pH는 산성보다 알칼리로 갈수

록 단백분해를 더 많이 하는 것으로 보 으며 단백을 많

이 분해하는 만큼 조직학  형태의 유지는 다소 떨어져 

보 다. 이러한 결과는 새로운 항체들(novel antibodies)의 

정도 리를 해서는 반드시 양성과 음성 조군을 사용

하여 최소한 6가지의 항원부활완충용액과 열처리(어떤 

종류는 열처리를 하지 않아야 하는 경우도 있음)를 하여 

최 의 항원부활용액과 온도를 찾아내어야 할 것으로 사

료된다.

2. EGFR 단백의 자동면역조직화학  염색기(Auto- 

immunohistochemical stainer)와 수동면역조직화

학  염색의 결과

각 병원별 면역조직화학  염색결과는 Fig. 2에서 보는 

바와 같이 수동면역염색법(EnVisionTM HRP, Fig. 2의 C, 
H)과 자동염색기의 검출(Fig. 2, A, F; B, G; D, I; E, J)방
법에서 polymer를 이용하는 자동면역염색기와 별 다른 

차이를 발견하지 못하 으나 검출방법에 따라서 일차항

체의 희석배율을 증가시켜 원가 감에는 크게 기여하는 

것으로 생각된다. 자동면역염색기를 사용한 1개소의 병

원 (Fig. 2, D and I)에서는 다소 과염색 되었다. 3개 병

원에서 같은 장비로 염색하 는데 다른 결과를 보 다. 
이것은 같은 장비에 염색을 하 지만 일차 항체의 순도

나 품질에 따라서 발 의 차이가 다르게 나타난 결과로 

해석되었다. 이 실험결과 일차항체의 선택이 아주 요하

다는 것을 시사한다. 어떤 병원에서는 3개의 같은 자동염

색기를 사용하면서 protease를 4분간 처리하여 항원부활

완충용액으로 사용한 결과 좋은 결과를 볼 수 있었다(Fig. 
2, B and G). 이것은 자동면역염색기라도 제조회사에서 

제공하는 것만으로 부족하다는 것을 알 수 있었다. 한 

자동면역염색기에서 제공하는 항원부활완충용액 외에 사
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Fig. 1. Immunohistochemical expression of EGFR protein by antigen retrieval conditions (×100).
A: Citrate Buffer 6.0,   B: EDTA 8.0,   C: pH 9.0,   D: Pepsin,   E: Proteinase K,   F: 90℃ 40min in Citrate Buffer 6.0

Fig. 2. Immunohistochemical expression of EGFR protein according to each hospital.
A, B, C, D, E : ×40, F, G, H, I, J : ×200

용자가 효소(protease, proteinase-K, pepsin, trypsin) 등을 

직  제조하여 사용가능하도록 되어 있음에도 효소를 사

용하지 않아서 결과가 잘 나오지 않는 경우도 있었다. 따
라서 일차항체에서 제공하는 정보를 기 하여 항원부활

완충액을 사용하여야 하지만 가장 합한 것은 아니라는 

것 일 수도 있음을 시사한다.

3. EGFR 단백의 발 정도와 돌연변이 정도와의 

상 계 

Table 2와 같이 EGFR의 단백발 정도가 높을수록 돌

연변이가 일어난다는 것이 통계학  유의성이 있는 것

(p=0.000)으로 나타났다. EGFR IHC Grade 3에서 각각 

돌연변이 정도가 가장 높았고, 92   adenocarcinoma 
군에서 가장 높게(70%) 나타났으며 squamous cell car-
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IHC grade n SCC ADC Others Mutation
Negative 11(12%) 2(2.1%) 9(10%) 0 0
Positive 81(88%) 12(13%) 64(70%) 5(5%) 24(26%)

0 11 2 9 0 0
1 19 0 19 0 0
2 17 3 13 1 2
3 45 9 32 4 22

p value 　 　 　 　 0.000
Total 92 14 73 5 24

SCC; Squamous Cell Carcinoma,   ADC; Adenocarcinoma

Table 2. Relationships between EGFR immunohistochemical
expression and EGFR gene mutation in NSCLC

cinoma에서 13%로 나타났다. 기타 군에는 undiffer-
entiated large cell carcinoma가 1 , carcinoma, non-small 
cell type, sarcomatoid feature가 1 , carcinoma, non-small 
cell type가 1 , undifferentiated large cell carcinoma가 1

, sarcomatoid carcinoma, cw giant cell carcinoma 1 가 

포함되었다. 

IV. 고      찰
 
면역조직화학  염색을 시행함에 있어 다양한 조건들

을 검하고 시행하여야 한다. 가장 요한 것은 조직의 

고정상태 부터 검하여야 하며 고정제로 인하여 숨겨진 

항원항체의 결합부 를 부활하는 다양한 조건들, 즉 완충

용액의 종류, pH, 효소의 처리 유무, 온도 등 다양한 조건 

하에서의 조 을 하는 일이다. 조 조직도 항체제조회사

에서 제공하는 조직을 양성 조군으로 하여 일차항체의 

당한 농도를 선택하여야 한다. 아무리 좋은 장비를 갖

추고 있다고 하더라도 기본 인 처리와 항원항체의 결

합조건이 맞지 않으면 실패를 보기가 쉽다. EGFR 단백 

뿐만 아니라 라핀포매 조직을 이용한 새로운 항체의 

발 을 보기 한 면역조직화학  염색을 시행 할 경우 

항상 양성 조와 음성 조를 이용, 항원부활을 한 최

의 완충액을 찾아내고 2차 항체  검출방법을 선택한 후 

지속 인 정도 리를 하여야 할 것으로 사료된다. 아직도 

많은 병원에서 불편하게 수동염색을 하고 있지만 독에

는 불편함이 없는 것으로 단되며 일정하게 염색이 되

어야 하는 항상성은 자동염색기에 비교하여 떨어질 것으

로 사료된다. 한 검출방법도 자동면역염색기를 사용하

는 병원이 증가되고 있는 추세이다. 가장 큰 차이 은 2
차 항체의 구조자체가 다르다. 즉 수동염색의 biotin이 

labeling된 2차 항체, dextran Ig PO complex 에 비교하여 

자동염색기에는 부분 polymer가 부착된 항체와의 차이

가 특이도와 민감도를 다르게 하는 것이다. 최근에는 수

동염색에 사용하는 polymer가 부착된 검출시스템도 상품

화되어 매되고 있다. 자동염색기를 이용하면 항상 일정

한 염색성과 뛰어난 결과를 얻을 수 있다. 그러나 가장 

기 인 항원부활방법을 제 로 시행하지 않으면 아무

리 좋은 장비에서 좋은 검출시스템을 갖추어도 결과는 

엉터리로 나타날 수 있다. 본 실험에서 알 수 있었던 것

은 자동염색기를 사용하는 ○○병원에서는 항원부활완충

액(AR solution)을 다양하게 용하여 최 의 조건을 찾

아야 함에도 불구하고 장비회사에서 제공하는 항원부활

용액만을 사용하여 좋은 결과를 얻지 못한 곳도 있었다. 
항원부활완충용액을 사용하여야 할 경우, 일차항체 제조

회사에서 추천하는 완충용액이나 효소를 사용하면 조건

을 잡는데 도움을 주지만, 다른 완충용액과 조건에서 더 

좋은 결과를 얻은 경우도 있었다. 인체조직에 진단용으로 

사용되지 않는 동물실험용 항체의 경우에는 항원부활용

액을 추천하지 않는 회사도 많다. 따라서 일차 항체의 특

성을 잘 악하여 항원부활완충용액을 선택하여야 하며 

다양한 종류의 항원부활용액을 구비하여 최 의 조건을 

찾아야만 할 것이다. 때로는 항원부활이나 효소처리가 불

필요한 항체도 있다. 자동면역염색기기를 사용함으로서

의 장 은 polymer를 사용하여 biotinylated Ab보다 1차 

항체의 희석비율을 몇 배로 높일 수 있어 원가가 감이 

되고 1차 항체의 조건 조 만 제 로 되면 노동력이나 질

인 면에서 수동염색보다 훨씬 좋은 결과를 얻을 수 있

을 것으로 사료된다. 한 제조회사에 따라서 polymer의 

크기도 요한 요소 의 하나이다. 이 실험 결과 면역조

직화학  염색 시 검사자는 면역학, 조직학, 화학이 합하

여 만들어진 면역조직화학에 한 정확한 지식을 갖추어

야 한다는 것과 한 조직세포학회차원에서 표 화와 정

도 리가 정기 으로 반드시 시행되어야 할 것이다. PCR
이나 FISH는 분자병리학회에서 정도 리를 하고 있으나 
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면역조직화학  염색은 한병리학회에서 정도 리를 하

고 있기는 하지만 아주 드물게 시행되고 있어 정기 인 

정도 리가 필요하다. EGFR의 경우 Immunohistochemistry 
등 도 어떤 병원에서는 5 등 으로 분류하는 곳이 있고 

어떤 병원에서는 4 등 으로 분류하는 곳이 있어 표 화

가 필요할 것으로 사료된다. 
EGFR 단백발 의 정도와 EGFR 유 자 돌연변이로 

상 계를 본 결과 통계학  유의성이 있는 것(p=0.000)
으로 나타났다. Her2/neu의 발 정도와 FISH에서의 증폭 

유무를 이용하여 환자의 치료에 용하고 있는 것을 볼 

때 이것은 EGFR 단백의 면역조직화학  염색결과가 조

직학  진단과 후에 요한 결과를 제공한다고 본다. 
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