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EnVision System在免疫组织化学方法中应用的体会

Experiences of application of EnVision System in immunohistochemical assays

刘丽梅 ,柳凤轩　　(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　介绍 EnVision System 这种免疫组织化学染色技术的新方法。方法　分别用 EnVision System 与S-P两种染色方法
在40例活检组织中的各种抗体(CD44 、Cytokeratin 、ER、PR、GFAP、Vimentin)标记进行对比观察。结果　EnVision System 法的灵敏度 、

阳性强度都优于 S-P法 , 而且非特异性着色浅 ,背景低 , 时间短。结论　相对于 S-P法 , EnVision System 法的确是一种灵敏度高 、低背
景 、快速 、操作方便的免疫组化染色新方法 ,值得在医院外科病理诊断中推广应用。

　　免疫组织化学是利用已知的特异性抗体与抗原的
特异性结合来检测组织或细胞内某种物质的性质 ,并
利用酶作用于底物所产生的颜色反应来显示某种物质

的分布与细胞内定位的一种技术。自 Nakane(1966)建
立免疫酶标技术以来 ,这门技术得到了迅速的发展 ,在
科研和临床诊断已被广泛应用 。现对 EnVision 免疫组

化新方法进行介绍。

1　材料和方法

1.1　材料
　　本院活检标本共 40例 , 其中乳腺癌 10例 、脑胶质瘤 10例 、

肠癌 10例 、胃癌 10例。 10%甲醛固定 ,常规脱水 , 石蜡包埋 , 所
有标本均取 3～ 4μm 厚切片 4 张备用。

1.2　试剂
　　第一抗体细胞角蛋白(Cytokeratin)、神经胶质原纤维酸性蛋
白(Glial fibrillary acidic protein , GFAP)、雌激素受体(Estrogen re-

ceptor, ER)、孕激素受体(Progesterone receptor, PR)、细胞粘附分

子(CD44)、波形蛋白(Vimentin)以及 S-P 试剂盒(广谱型)均为
Maxim 公司产品;EnVisionTM试剂盒 , 编号为 K4001 , 购自丹麦

DAKO 公司。以上试剂均为即用型。

1.3　方法
　　乳腺癌分别染 ER、PR;脑胶质瘤分别染 GFAP、Vimentin;肠

癌染 CD44;胃癌染 Cytokeratin。每例用 1 张进行 EnVision 法染

色 ,另一张进行 S-P法染色。阴性对照由 PBS 代替一抗 , 由已知
阳性标本切片作阳性对照。

　　EnVisionTM法:(1)石蜡切片常规脱蜡到水。(2)预处理组织

切片(根据第一抗体具体说明而定)。(3)3%H2O2 消除内在过

氧化物酶 5 min , 蒸馏水漂洗 , PBS漂洗(4)一抗孵育 30 min , PBS

漂洗3×5 min。(5)EnVisionTM孵育 10 ～ 30 min , PBS 漂洗 3×5

min。(6)DAB-H2O2 显色 2 ～ 10 min , 流水冲洗。(7)苏木素复

染 ,常规封片。 S-P法:参照使用说明书进行。

2　结果

　　阳性物质呈棕黄色 , 因被检测组织所用一抗不同 , 分别定
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位于细胞膜(CD44);细胞浆(Cytokeratin);细胞核(ER、PR);细

胞浆(GFAP);细胞浆(Vimentin)。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( )。 EnVisionTM法与 S-P 法比较 ,

见表 1、2。

表 1　EnVisionTM法与 S-P法染色结果比较

EnVisionTM法 S-P 法
第一抗体 n

- +  ～  - +  ～  

CD44 10 2 5 3 3 4 3

Cytokeratin 10 10 2 8

ER 10 1 9 1 3 6

PR 10 2 8 1 4 5

GFAP 10 1 3 6 1 2 7

Vimentin 10 1 9 2 8

表 2　两种方法染色时间的比较(t/min)

项别 EnVisionTM法 S-P 法
石蜡切片脱蜡至水 30 30

3%H2O2 10 10

抗原修复或酶消化 20 20

血清 15

特异性一抗 30 60

生物素二抗 30

多聚物酶结合物(Streptavidin-HRP) 30 30

DAB 5 5

复染 、封片 5 5

合计 130 205

3　讨论

　　常用的免疫组化如 S-P法或 ABC 、LSAB法均为三

步法 ,虽可获得比较满意的结果 ,但染色步骤多 ,所需
时间长。在医院常规病理诊断中 ,需要及时 、准确为患
者提供诊断报告 , 应用近年丹麦 DAKO 公司推出的

EnVisionTM免疫组化新方法我们能达到这个效果。
　　EnVisionTM是两步法 ,该方法中的第二抗体是将特

异性的抗体和辣根过氧化物酶(HRP)通过一个多聚葡
聚糖骨架联接成一个多聚体(即 EnVision)。由于多聚
体结构的特异性 ,可以连接更多的鼠 、兔的免疫球蛋
白 ,增强信号扩大系统 ,使第二抗体充分和第一抗体结
合 ,具有更高的敏感性。EnVisionTM法是将传统的二抗
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与三抗分别孵育合成一次孵育 ,第二抗体不存在生物
素 ,因而避免了内源性生物素干扰 ,不会出现交叉反应
的现象 , 因此 EnVisionTM法背景染色优于 S-P 法或
LSAB法。此外 ,EnVisionTM法是两步法 ,只需第一抗体
和第二抗体分别孵育 10 ～ 30 min ,即可显色镜下观察
结果 ,反应时间大大地缩短。用时只需滴加 ,省去了抗
体的配置 、稀释 、测试等步骤。通过 60例的各种抗体

(CD44 、Cytokeratin 、ER、PR 、GFAP 、Vimentin)应用进行了
对比观察以及一年来我科在临床病理诊断中的应用我

们认为 , EnVisionTM法与 S-P 法或 LSAB法相比 ,的确是
一种灵敏度高 、低背景 、快速 、操作方便的免疫组化染
色新方法 ,值得在医院外科病理诊断中推广应用。
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脑桥中央髓鞘溶解症 1例报道

A case report of central pontine myelinolysis

黄　文 ,周华东 ,陈曼娥　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所脑血管病二科 , 重庆 400042)

　　患者 ,女 , 63 岁 , 因“反复中上腹隐痛 3 年 , 加重 1 月”入当

地医院。当时查体神经系统无明显阳性体征。患者因长期慢
性胃炎导致营养不良。患者入院后第 2 天大便后 , 出现四肢无

力 ,进行性加重 ,初尚能言语 , 后发展致四肢迟缓性瘫痪 , 不能
言语 ,精神科会诊 , 诊断为“亚木僵状态” ,头颅 MRI 提示脑桥基

底部基本对称的长 T1 , 长 T2信号 , 转入神经内科治疗 , 再次头
颅MRI 检查提示脑桥基底部对称性的长 T1 长 T2 信号 ,诊断为

桥脑中央髓鞘溶解症。 给予营养神经 , 改善循环 , 清除自由基
等治疗。出院时 ,患者构音不良 , 双下肢肌力 Ⅴ级 , 右上肢为 Ⅴ
级 ,左上肢为Ⅳ级 , 伴左上肢疼痛 , 双侧病理症(+)。此次因

“左上肢疼痛无力”到我院神经内科就诊。入院时查:神志清
楚 ,构音不良 , 咽反射灵敏 ,无明显面瘫 , 双下肢肌力Ⅴ级 ,右上

肢Ⅴ级 ,左上肢Ⅳ级 , 感觉检查均正常 , 共济检查除左上肢因无
力较差外 , 其他均正常。双侧病理征(+), 颈抵抗二横指 ,
Kernig 征(-), Brudzinski 征(-)。入院后给予营养神经 、改善

脑循环 、针灸理疗等治疗 , 左侧上肢痛消失 , 肌力恢复到 Ⅴ级
弱 ,好转出院。患者因经济原因未做 MRI 复查。

讨论

　　桥脑中央髓鞘溶解症(Central pontine myelinolysis , CPM)是一

种临床少见而危重的疾病 , 由 Adams于 1959 年首次报道[ 1] , 临
床表现与脑桥梗塞极相似 ,很难将两者区分开来 。CPM 诊断依

据中最具特异性的表现为影像学 ,MRI可见桥脑及其他地方对

称弥散的长 T1、长 T2信号 , 而脑室系统形态对称无变形 、中线
结构无移位。

　　CPM 的发病机制尚不清楚 , 一般认为是低血钠造成 , 也有
人认为是纠正低血钠速度过快。 Schmidt等[ 2]报道酗酒患者出
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现低血钠时 ,即使纠正钠的速度很慢 , 也可出现 CPM , 因此认为

酗酒是 CPM的诱因。 Laureno等[ 3]通过向狗重复注射垂体后叶

加压素和腹腔注水使狗呈严重低血钠状态 , 然后用高渗盐水纠
正低血钠状态。在血钠恢复正常的同时 , 狗出现了四肢僵直性

无力。将狗解剖后发现在桥脑和桥脑外出现与人 CPM 在病灶

分布和组织学特性相一致的改变。如果只有低血钠状态或缓

慢纠正低血钠状态 ,则不出现上述情况。Mckee 等[ 4]认为血中

极度高渗状态比快速或过度纠正低血钠状态在 CPM 发病中更

有意义。总之 ,本病的发病机制可能与脑内某些区域 , 特别是

桥脑基底部中央区对某些代谢缺陷存在着特殊易损伤性有关。

　　预防该病的发生 , 多数作者强调纠正低钠不可过快 , 慎重
应用高渗盐水 , 应限制液体总入量。目前该病尚无特殊治疗 ,

脱水疗法及纠正电解质紊乱可以试用 , 同时应加强营养和控制
感染。该病的预后较差 ,但也有完全康复的报道。
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