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免疫过氧化物酶染色法在常规H E染色切片中的应用

姚夭泉 张哉恨 高广正 (新桥医院 病理科 )

自从酶标记抗体法 ( A v r a m e s 1 9 6 9 ) ( ` ’ 、

P A P法 ( S t e r n 一
b e r g e r 1 9 7 0 ) ( 2 ’ 和 A B C法

( H s
u)

更“ ’
问世以来

,

已被广泛地应用于科研和病理诊断工作中
。

这些方法一般用于检测组织

中各种抗原 的表达常需用未经染色的切片
。

可是
,

有时由于具有病理诊断意义的组织块已用

毕而不能重新取材切片或因会诊邮来仅是 1 张 H E染色的切片
。

在此种情况下
,

为了进一步

明确诊断而又需作免疫组化染色来确定其组织中的某种抗原
,

其 唯 一 的办法只能利用现有

H E切片如何进行处理再行免疫染色
。

W
a l d e r ( 1 9 5 4 ) `弓 ’

和M i l i
o s J ( 1 9 5 7 ) ( 5 )相继采用 P A P法和 A B C 祛在常规 H E染色切片

上成功地进行了免疫染色
。

但W al de
r采 用的P A P法未能在 H E 切片上表达 S

一

1 00 蛋白
。

作者

分别染用 M iil os 的酸酒精液和本科的高锰酸钾草酸液两种方法处理 H E切片
,

应用双 P A P法

进行免疫染色成功地显示了组织中的相关抗原
。

其效果与未经染色的切片基本一致
,

具有实

用价值
。

在国内尚未见有报道
,

故将方法介绍如下
。

材料与方法

1
。

1 材料来 源及制备

人体恶性肿瘤组织 (结肠癌
、

乳腺癌
、

恶性黑色素瘤
、

食道癌
、

淋 巴结转移性癌
、

恶性神经鞘瘤
、

多形

性胶质瘤
、

组织细胞增生症 X
、

节细胞神经瘤等 ) 均为我科档案材料
。

组织为20 %福马林液固定
,

常规石蜡

包埋
。

切片 4卜m
,

常规H E染色
。

1
.

2 主要试 剂 (表 1 )

表 1 主要试 剂

抗体 来源 方法

K er at 泣 ( P ) 上海医科大学免疫室 双 P A P法

G F A (P M ) 重庆医科大学病生教研室 双 P A P法

C E A ( M ) 无锡制药二厂 双 P A P法

M c3 ( M ) 西安四军 医大一院消化系 双 P A P法

S 一 0 0 ( P ) D a K o公司 双 P A P法

C o n A V e e t o r L a b A B C法

往
. ( )P 多克隆抗体 , ( M ) 单克隆抗体 , ( M C 3 ) 结肠癌单克隆抗体

。

1
。

3 免疲组化染 色步骤
1

.

3
.

1 脱色前处理
: ( 1 ) 将 H E染色切片放入二甲苯中

,

除去盖玻片
。

( 2 )无水酒精
、

95 %酒精
、

自来水
、

蒸馏水分 别洗涤
。

1
.

3
。

2 脱色处理方法 ( 2 种 ) : ( 1 ) 切片放入。 .

5 % 盐酸 酒 精 (7 0 % ) 液处理 1 m i n
~ Z m i n ,

水

洗
。

( 2) 切片用。 .

25 %高锰酸钾液处理 Zm i n ~ 4 m i n ,

水洗
,

入 2 %草酸液处理 3 05 至切片呈无色
,

水洗
.

1
.

3
.

3 染色步骤
:

按我们改良的V ac c a(
` ,的双 P A P法进行

。

简述如下
: ( i ) 将已脱色处理的切片用

P B S洗涤
。

( 2 ) 胰酶液消化 5 7℃ 3 o m i n 。

( s ) P B S洗 2 m i n x s
。

(峨) 3 % H : O : 液处理 i o m i n ,

室温
.

( 6 ) P B S洗 2 m i n x 3
。

( 6 ) 滴加 3 %正常羊血清 3 7 ℃ 3 o m i n 。

( 7 ) 滴加第一抗体 魂℃ 过夜
。

( 8 ) 同

( 6 )
。

( 9 ) 滴加第二抗体 3 7℃ 3 o m i 。
。

( 10 ) 同 ( 5 )
。

( 1 2 ) 滴加第三抗体3 7℃ s o m i n 。

( 1 2 ) 同
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5 3 2

( 6)
。

( 3 1 )重复 ( 。 )~ ( 3 1 )
。

( 14 D A B )显色
,

镜下控制
。

( 1 5 ) 水洗
,

滴加M
a y e r , s 苏木素液

6 m in
,

水洗至蓝色
。

( 1 6 ) 常规脱水透明封固
。

用相同的肿瘤组织未经 H E染色的切片作比较
,

其条件与上述相一致
。

以 P B S替代一抗作阴性对照
。

2 结果
2

.

1 H E脱色处理的切片与未经染色的切片其免疫染色结果基本一致
。

只 是 前 者背景染色略深些
。

2
.

2 酸酒精脱色与高锰酸钾草酸液脱色比较
,

其结果基本一致
。

只是前者背景染色略大于后者
。

3 讨论

免疫过氧化物酶技术在 H E切片上的应用
,

国外有 些学者 曾作过尝试
。

如 M iil os 等采用

敏感的 A B C法
,

将 H E切片用酸酒精先脱色处理再行免疫染色
,

30 多种抗血清均获成功
。

而

W al de
r
等采用单 P A P法

,

直接在 H E切片上作免疫染色
,

但效果不如未经 H E染色者
,

且背

景深
,

其中 S
一

1 00 蛋白免疫组化染色未获成功
。

我们就现有条件
,

在W al d er 方法基础上进行

改进
。

受试验的6种抗血清
,

以完全相同的条件在 H E脱色的切片上作免疫标记
,

并 与 未经

E H染色切片作对照
,

均获成功
。

结果基本一致
。

我们主要作了以下儿点改进
:

( 1 ) 采用

较敏感的双 P A P法 ; ( 2 ) 免疫染色前先进行脱色和蛋白酶消化
,

使 抗 原重新暴露和减轻

背景染色
,

提高了免疫反应效果
; ( 3 ) 将一抗孵 育时间由室温 30 m in 改为 4 ℃ 冰箱过 夜

,

既提高了一抗的稀释度又节省 了昂贵的一抗
,

减轻了背景非特异性结合
。

我们将酸酒精与高锰酸钾草酸液作了比较
,

结果两种方法均较理想
,

染色基本一致
。

只

是前者背景略深
,

可能与前者脱色不彻底有关
。

而后者脱色时应控制其浓度
,

我们认为 0
.

25 %

高锰酸钾和 2 %草酸液为合适浓度
。

免疫过氧化物酶技术中
,

目前以 A B C法最敏感
,

其次为双 P A P 法与单 P A P法 ( 7 ) ,

但前者

尚需进 口
,

应用受到限制
。

而 P A P试剂国内已商品化
,

应用方便经济
。

我们也用存档 10 多年

的H E切片
,

本方法同样能显示相关抗原
。

该技术值得推广
,

尤 其在无法重新获得未染色切

片的情况下更有价值
。
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