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A PA A P桥 联 酶 标 技 术

李增鹏 (大坪医院 病理科 )

当前免疫组化技术由于方法上的不断改进和革新
,

正以惊人 的速度向前发展
。

多年来在

实际应用中大多数人都采用辣根过氧化物酶作用于底物呈现颜色
,

但用碱性磷酸酶
、

抗碱性

磷酸酶 (简称 A P A A P ) 者少有报道
。

我室在使用该试剂后
,

经反复试疆和对比取得了 满意

的染色效果
。

现介绍如下
:

1 试 荆

第一抗体C E A (北京生物制品所 ) M C 。 (结肠癌单克隆抗体 )

第二抗体 (羊抗鼠抗血清 ) (军科三所 )

第三抗体A P A A P和底物液
。

(军科三所 )
。

2 标记过程

( 1 ) 石蜡切片 ( 5 协m ) 常规脱蜡
,

水 化 , ( 2) 0
.

1%胰蛋 白酶和。 .

1%氯化钙消化 20 m沐 , ( 3 )

3 %正常羊血清浸浴 l o m i 。 , ( ` ) 第一抗体 ( l : 5 0 ) ` ℃ 过夜 , ( 5 ) 第二抗休温育3 o m i n , ( 6 ) A P A A p

复合物温育 30 m in , ( 7 ) 1 %坚固红底物液 (配方见后 ) 显色 , ( 8 ) 需 要 时进行对比染色
,

甘油明胶

封固
。

上述 1
、

4
、

5
、

6 各步骤后
,

均用 P B S液洗
。

底物工作液
:

坚固红 T R盐 Zm g

a 一

蔡酚 A S
一

B l磷酸盐 l m g

T r i s缓冲液 Zm l

二甲基甲酞胺 40 川

注
:

配制时先将 a 一

蔡酚 A S
一

B l磷酸盐溶于 40 川二甲基甲酞胺
,

再加T r is 缓冲液
。

临用前 10 m in 加坚固

红 T R盐 (底物液中
,

坚固红含量每 1 m l底物液中含坚固红 1 m g)
。

3 染色结果

A P A A P染色终产物颜色为玫瑰红色
,

胞膜一圈着 色
。

显 示 胞 浆抗原的细胞浆着色
.

核为复染之颜

色
。

4 讨 论

4
.

1 基本原理 本试剂系 1 种碱性磷酸酶
、

抗碱性磷酸酶复合物
。

其基本原理与 P A P法类

似
,

是一抗与组织中的抗原结合
。

第二抗体起桥抗作用
, 1个 F ab 段联接第一抗体

,
另 1个

Fab 段联接碱性磷酸酶抗体 (第三抗体 ) 与碱性磷酸酶的复合物 ( A P A A )P
,

通过 A P A A P

复合物中的碱性磷酸酶催化底物显色以鉴定抗原物质
。

4
.

2 坚 固红反应 原理 坚固红为重氮盐的 1种
, 其反应原理可分为两步

,

即初级反应和次级

反应
。

初级反应是以蔡酚 A S
一

BI 磷酸盐物质的衍生物作底物 , 而次级反应是以重氮盐坚固红

为捕捉剂
,

与初产物发生偶联反应
,
形成不溶或微溶于水的偶氮染料

,
沉淀于反 应 部 位

,

达到显色定位的目的
。

我们取 19 7 7年~ 1 9 8 8年的蜡块用 P A P
、

A B C
、

A P A A P 3 种方法染色同一腊 块 比 较
,

结果 A P A A P法敏感性和阳性率高于其它 2种方法
,

具颜色鲜艳
,

对比明显等优点
。

曾有人

认为要比酶标抗体间接法高 4 倍~ 5 倍
,
而且非特异染色淡

,

内源酶干扰少
,
染色后阳性和
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阴性细胞均保持良好的形态结构
。

对一些甲醛固定石蜡包埋组织中的微量抗原也能得到很好

的效果
。

若用恒冷切片效果更佳
。

因用坚固红作用底物液
,
使其反应的最终产物颜色为玫瑰

红色 ,
容易与组织或组织中的色素颗粒鉴别

, 避免了 D A B产物 (棕褐色 )难与色素区别的缺

点
。

当前国内多数单位用 D A B作底物显色剂
,

但D A B是 l 种致癌性较强的晒试剂
, 常致操作

者恐惧
,
且不易处理

,

尤其对显微摄影及幻灯 片的制作
,
效果往住不好

,
反之

,
A P A A P法

则无此隐患
,
其优越性就显得更为突出

。

另外该法还可用于双标和多标
。

目前应用较多的是

P A P
一
A P A A P和 A B C 一 A P A A P双标记

,
也有已 应 用到免疫金银染色上

。 、

4
.

3 注意事项

4
.

3
.

1 底物液临用前 3 o m in 配制
。

染色时间在显微镜下控制
,

显色时间一般在 15 m in ~ 30 m in

都能获得较满意的效果
。

4
.

3
.

2 第一抗体可根据 自己的需要进行搭配
。

最好是分装保存
, 以免冻融 次数 多减 少 试

剂的效价
。

4
.

3
.

3 在 P BS中尽量充分洗涤
,

有微量振荡器效果更好
。

4
.

3
.

4 对抗原较弱的组织可将二抗和 A P A A P复合物重复 1 次
, 可增强染色深度

。

4
.

3
.

5 显色后不脱水
, 用甘油明胶封片

。

切片放在 4 ℃下保存半年效果仍然很好
。

在 复染

中可根据 自己的习惯进行对比染色
,

如
: M a

ye
r氏苏木素

、

甲基绿或伊文斯蓝均可
。

4
.

3
.

6 灭活内源性过氧 化物酶可省略
,
因 A P A A P染色 除小肠组织内都不受内源性过 氧 化

酶的干扰
。

(本文承蒙高奉得教授修改
,
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临床常用孕激素制剂生物活性比较

陶晓靖 何世荣 (西南医院 妇产科 〕

在妇产科疾病的临床诊治中
, 孕激素制剂的应用非常广泛

,
尤为孕酮 (黄体酮 )

、

甲孕

酮 (安宫黄体酮 )
、

甲地孕酮 (妇宁片 )
、

氯地孕酮
、

炔诺酮 (妇康片 ) 及 1 8
一

甲基炔诺酮

等
。

孕激素必须与特异性受体结合后才能发挥其生物活性
。

我们测定并比较了临床常用几种

孕激素制剂与人子宫内膜及大鼠子官雌激素胞浆受体 ( E R
。 ) 和 孕激素胞浆受体 ( P Rc) 的

结合能力
,

为指导恰当的临床用药提供了理论依据
。

材 料 和 方 法

研 完付象 ( 1 ) 人子宫内膜
:

20 例正常妇女增生期子宫内膜
,

用小号刮匙刮取 50 nI ` ~ 300 m ` ( 2 )


