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EDTA抗原修复缓冲液在 ER 、PR免疫组化染色中的应用

Application of EDTA in immunohistochemical staining of ER and PR

刘丽梅 ,柳凤轩 ,段光杰　　(第三军医大学附属西南医院病理学研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　选择能显示最佳的 ER、PR染色效果的抗原修复液。方法　分别采用柠檬酸和 EDTA两种抗原修复液

对50 例乳腺癌切片进行微波抗原修复 , 比较二者对 ER、PR免疫组化检测效果的影响。结果　经 EDTA 修复后 , 乳腺癌

ER、PR染色++ +++者分别为 44.0%(22 50)、64.0%(32 50), 显著高于经柠檬酸修复的染色效果 24.0%(12 50)、

24.0%(12 50), 且前者背景清晰。结论　乳腺癌 ER、PR免疫组化染色采用 EDTA进行微波抗原修复后 , 染色阳性强度明

显优于经柠檬酸修复者 ,值得推广应用。

　　检测组织切片上某些肿瘤细胞的雌激素受体(Es-

trogen receptor , ER)和孕激素受体(Progestogen receptor ,

PR),对指导临床内分泌治疗及推测肿瘤预后有重要

意义。要做好雌 、孕激素受体(ER、PR)免疫组化染色 ,

抗原修复是一个重要的步骤 ,修复液的选择会直接影

响 ER、PR的免疫组化染色质量 ,本实验通过对柠檬酸

和EDTA两种抗原修复液进行分析和比较 ,旨在探讨

显示最佳的 ER、PR染色结果的抗原修复液 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　收集本院手术切除有明确病理诊断的乳腺癌共 50 例 , 均

用10%的福尔马林固定 , 常规脱水石蜡包埋 , 5 μm 连续切片 ,

每例各切 4张(共 200张)。

1.2　修复液
　　0.01 mol L的柠檬酸钠缓冲液(pH 6.0);EDTA抗原修复液

0.001 mol L的乙二胺四乙酸钠(pH 9.9)。

1.3　试剂
　　抗 ER、PR 单抗 , EnVisionTM System 试剂盒均购自 DAKO 基

因公司 ,均为即用型抗体。 APES 胶购自 Sigma公司。

1.4　操作步骤
　　①5 μm 厚石蜡切片 ,常规脱蜡至蒸馏水洗。 ②微波抗原修

复:50 例病例分为两组 , 一组为 0.01 mol L 柠檬酸缓冲液(pH

6.0);另一组为乙二胺四乙酸钠溶液(0.001 mol L EDTA , pH

9.9)作为抗原修复液 , 分别置切片于两组抗原修复液中 , 于中

火档微波(92 ℃)处理 2×5 min ,蒸馏水洗置于 PBS 中。 ③3%

甲醇 H2O2 , 10 min 蒸馏水洗。 ④特异性一抗 ER、PR(4 ℃过

夜), PBS 漂洗 3×5 min。 ⑤EnVisionTM 37 ℃孵育 30 min , PBS 漂

洗 3×5 min。 ⑥DAB 显色 、苏木精复染 , 常规封固。
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2　结果

　　ER、PR表达均定位于胞核 , 以胞核呈棕黄色颗粒为阳性。

染色结果判断标准:无阳性细胞着色或阳性细胞数<10%为阴

性(-);阳性细胞数 10%～ 25%为弱阳性(+);阳性细胞数 25%

～ 50%为中阳性(++);阳性细胞数>50%为强阳性(+++)。

经 EDTA 微波抗原修复处理过的切片 , ER、PR染色强度明显强于

经柠檬酸钠修复者 , 而且背景清晰, 结果见图 1 , 2 , 表1。

图 1　经 EDTA处理后 ,乳腺癌细胞 ER 强阳性 ,且背景清晰

(EnVision×400)

图 2　经柠檬酸处理后乳腺癌细胞 ER弱阳性　(EnVision×400)
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表 1　两种抗原修复液对乳腺癌组织 ER、PR 抗原修复效果的比较

ER PR
组别 n

- + ++ +++ - + ++ +++

CB 50 13 25 11 1 6 33 10 2

EDTA 50 8 20 19 3 2 16 23 9

CB:柠檬酸缓冲液;EDTA:乙二胺四乙酸钠

3　讨论

　　ER和 PR是调节性器官细胞生长发育的雌激素

和孕激素的受体 ,有文献报道雌激素刺激乳腺管生长 ,

孕激素刺激乳腺腺泡生长 。当乳腺管内上皮细胞异型

增生而癌变时 ,癌细胞仍保留其ER和 PR ,这意味着这

些细胞功能仍然存在 ,还保留着激素依赖性生长的特

性 ,ER 、PR阳性率高 ,说明细胞分化好 ,恶性程度低 ,

对各种治疗有效 ,尤其对内分泌治疗敏感性高 ,与病人

的预后和治疗有密切关系 。因此 ,对乳腺癌 ER 、PR的

检测 ,已作为许多病理科常规检测项目 。

　　外检组织经过甲醛固定 ,脱水 ,透明及浸蜡过程 ,

组织中的抗原成分已被破坏或封闭 ,为了充分暴露抗

原 ,普遍采用微波或高压锅使封闭的抗原成份暴露 ,其

原理尚不清楚
[ 1]
。由于组织中含有钙离子 ,与蛋白质

形成牢固的复合物 ,产生了许多羟基(-OH)、羧酸根

(-COOH
-
)、磷酸根(PO4

3-
)。Morgan等

[ 2]
报道在福尔

马林固定过程中钙离子和其它二价离子与蛋白质形成

紧密复合物封闭抗原 ,怎样使这些离子螯合成沉淀可

能是抗原热修复的关键。因而抗原修复液的选择就显

得很重要 。在热修复中 ,我们使用两种修复液:0.01

mol L柠檬酸缓冲液 、0.001 mol L EDTA ,于微波抗原修

复发现阳性强度 EDTA 明显强于柠檬酸 , 这可能与

EDTA是一种强螯和剂 ,能与钙离子和其它二价离子

有效结合 ,形成螯合双价金属离子盐(螯合剂),使钙离

子与蛋白质解聚 ,充分暴露抗原决定簇 。柠檬酸盐与

二价离子的结合力较差 ,故阳性强度较 EDTA(pH 9.9)

组弱。在染色中 ,我们亦发现抗原修复的 pH 值很重

要 ,而与溶液的浓度关系不大。Shi等
[ 3]
强调修复缓冲

液的 pH 对某些抗原的修复十分重要 ,要获得满意的

结果 ,必须选择抗原修复的最适 pH 。

　　通过对上述两种抗原修复液的比较 ,我们认为用

EDTA抗原修复液作为 ER 、PR的抗原修复液 ,结合En-

Vision
TM
System 免疫组化染色

[ 4]
,其染色阳性强度优于

柠檬酸 ,可以获得理想的结果 ,值得推广应用 。
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文章编号:1000-5404(2003)17-1585-02　 个案与短篇
99
Tc

m
-MIBI显像诊断异位甲状旁腺腺瘤合并结节性甲状腺肿 1例

Ectopic parathyroid adenoma nodular goiter diagnosed with
99
Tc

m
-MIBI scintigraphy:

a case report

李前伟　　(第三军医大学附属西南医院核医学中心 ,重庆 400038)

　　患者 , 女 , 19 岁 ,因反复发作性游走性大关节疼痛 2 年 , 加

重伴乏力 1月于 2001 年 6 月 13 日收入我院内分泌科 。查体:

皮肤紧张 , 甲状腺右叶外侧可扪及 2 cm×1.5 cm 结节 , 随吞咽

上下移动 ,质中 , 无压痛 ,双膝关节内侧轻压痛 , 下肢肌力Ⅳ级 ,

余无异常。实验室检查:血清甲状旁腺激素(PTH)1 730 ng L

　　作者简介:李前伟(1963-),男 ,贵州省安顺县人 ,博士 ,副主任医师 ,副教授 ,

主要从事肿瘤分子核医学显像与治疗方面的研究 ,发表论文 8篇。
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(正常参考值<200 ng L), 血钙 2.88 mmol L, 碱性磷酸酶 2 972

IU L ,无机磷 1.02 mmol L;磷重吸收率降低(76.93%), 磷廓清率

增加(14.07%);骨密度测定示重度骨质疏松 , X 线平片示骨质

疏松;99Tcm-MIBI(555 MBq)双时相显像 , 早期(15 min)左叶甲状

腺轮廓清楚 ,紧邻右叶下极见一局限性放射性浓聚影 , 延迟相

(90 min)上述浓聚影对比明显增强 ,提示该部位存在代谢异常增

高的组织 ,结合临床判断为异位甲状旁腺腺瘤 ,见图 1A。临床诊

断甲状旁腺腺瘤伴功能亢进 ,继发性骨质疏松。遂转外科手术
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