
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201610404343.3

(22)申请日 2014.09.26

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 106092703 A

(43)申请公布日 2016.11.09

(62)分案原申请数据

201410500701.1 2014.09.26

(73)专利权人 南通大学

地址 226019 江苏省南通市啬园路9号

(72)发明人 王海英　储成存　鄂群　

(74)专利代理机构 南通市永通专利事务所(普

通合伙) 32100

代理人 葛雷

(51)Int.Cl.

G01N 1/30(2006.01)

G01N 1/31(2006.01)

G01N 33/53(2006.01)

(56)对比文件

CN 2338749 Y,1999.09.15,

CN 201740686 U,2011.02.09,

CN 202757821 U,2013.02.27,

Chaojun Song，et.al.Ultrahigh spacing 

tissue arrays for screening hybridoma by 

immunohistochemistry.《Journal of 

Immunological Methods》.2009,第343卷

A. Moreau,et.al.Approach to 

automation in immunohistochemistry.

《Clinica Chimica Acta 》.1998,第278卷

审查员 李婷

 

(54)发明名称

操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检

测中的应用

(57)摘要

本发明公开了一种操作方便的组化笔在细

胞爬片免疫组化检测中的应用，将细胞接种于载

玻片式培养皿中进行细胞爬片，细胞培养结束后

进行免疫细胞组织化学染色鉴定；所述载玻片式

培养皿设有培养皿体和皿盖，培养皿体型号分单

孔室和多孔室两种；各孔室面积大于载玻片，皿

体底直接作为载玻片使用，皿体底外侧面设有与

载玻片尺寸对应的长方形框痕线凹沟，在外力作

用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出。

本发明适用于玻璃切片的各种免疫组织化学染

色实验，可显著减少抗体和试剂用量，避免染色

时液体流淌和扩散，提高操作速度。尤其可适用

于细胞爬片或细胞涂片的实验研究中进行大规

模，大样本多组别的免疫组化染色。
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1.一种操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检测中的应用，其特征是：将细胞接种

于载玻片式培养皿中进行细胞爬片，细胞培养结束后进行免疫细胞组织化学染色鉴定；所

述载玻片式培养皿设有培养皿体和皿盖，培养皿体型号分单孔室和多孔室两种；各孔室面

积大于载玻片，皿体底直接作为载玻片使用，皿体底外侧面设有与载玻片尺寸对应的长方

形框痕线凹沟，在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出，获得有培养细胞

面形同载玻片的皿底，备用于各种免疫组织化学检测；

所述免疫细胞组织化学染色鉴定依次包括下列步骤：

（1）用冰丙酮固定  15  min或4%多聚甲醛固定；

（2）流水漂洗，用PBS清洗标本  3次；

（3）用  0.5%Triton  X-100孵育  10  min；

（4）0．3%H2O2孵育10  min；

（5）用PBS清洗标本  3次后，热风充分干燥  ；

（7）用免疫组化笔将油墨在细胞爬片上画分2-20个分隔染色区；

（8）空气充分干燥；

（9）  用正常二抗血清封闭孵育10  min；

（10）在各细胞染色区分别滴加小鼠或兔抗第一抗体孵育30～60  min；

（11） 吸除各细胞染色区液体并用PBS清洗标本3次；

（12）滴加酶联小鼠或兔第二抗体工作液孵育30～60  min；

（13）PBS清洗标本3次；

（14）DAB显色，避光，镜下观察；

（15）蒸馏水洗；

（16）苏木素衬染  ；

（17）盐酸酒精分化，自来水洗；

（18）水性封固剂封片；

所述免疫组化笔包括笔筒，笔筒内设置海绵样的圆柱体笔芯，笔筒内灌注有油墨，海绵

样的圆柱体笔芯前端设置木质笔芯；海绵样的圆柱体笔芯放置在笔筒中，笔筒为长方体或

圆柱体，笔筒口外侧有螺纹与内笔帽的内螺纹匹配吻合；笔筒中放置不锈钢珠一个，摇晃笔

筒时作搅和油墨的作用；所述内笔帽起封闭笔筒口，防止油墨挥发保持其液相状态和联接

外笔帽的作用，其内表面有与笔筒口吻合的内螺纹，可旋盖笔筒口，内笔帽的外表面设有与

外笔帽内口缘匹配吻合的锁口凹，圆柱体笔芯末端一侧设有油墨刷；外笔帽的内口缘周设

有锁口凸，与内笔帽的锁口凹匹配吻合，起封闭内笔帽和固定内笔帽为一体开启笔筒口，并

起提出油墨刷的作用。

2.根据权利要求1所述的操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检测中的应用，其特

征是：在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出前，先用锐利刀具沿线凹沟

划、勾，然后在皿底面稍加用外力可将皿体的单孔槽底脱出。

3.根据权利要求1或2所述的操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检测中的应用，其

特征是：多孔室培养皿的一个角呈斜面形式，方便方位标识。

4.根据权利要求3所述的操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检测中的应用，其特

征是：培养皿盖的一个角呈与培养皿呈斜面的角配合的斜面形式；培养皿盖与培养皿吻合
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口周缘的交错深度≥10mm。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 106092703 B

3



操作方便的组化笔在细胞爬片免疫组化检测中的应用

[0001] 本申请是申请号：201410500701.1、申请日：2014.9.26、名称：“多用途免疫组化笔

在细胞爬片免疫组织化学检测中的应用”的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种免疫组化笔在细胞爬片免疫组织化学检测中的应用。

背景技术

[0003] 用特异性抗体对组织切片及其细胞爬片中某些化学成分分布的标记及其含量进

行 组 织 和 细 胞 原 位 定 性 、定 位 或 定 量 研 究 ，这 种 技 术 称 为 免 疫 细 胞 化 学

（immunocytochemistry）技术。

[0004] 通常细胞爬片免疫组织化学检测是对单张细胞爬片一片一片进行染色操作，一般

只能对单样本做一种抗体，蛋白及基因的检测，难以胜任大规模，多样本及多组别的医学实

验科学研究。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种适用于各种免疫组织化学染色实验，可显著减少抗体

和试剂用量，避免染色时液体流淌和扩散，提高操作速度的多用途免疫组化笔在细胞爬片

免疫组织化学检测中的应用。

[0006] 本发明的技术解决方案是：

[0007] 一种多用途免疫组化笔在细胞爬片免疫组织化学检测中的应用，其特征是：将细

胞接种于载玻片式培养皿中进行细胞爬片，细胞培养结束后进行免疫细胞组织化学染色鉴

定；所述载玻片式培养皿设有培养皿体和皿盖，培养皿体型号分单孔室和多孔室两种；各孔

室面积大于载玻片，皿体底直接作为载玻片使用，皿体底外侧面设有与载玻片尺寸对应的

长方形框痕线凹沟，在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出；

[0008] 所述免疫细胞组织化学染色鉴定依次包括下列步骤：

[0009] （1）用冰丙酮固定  15  min或4%多聚甲醛固定；

[0010] （2）流水漂洗，用PBS清洗标本  3次；

[0011] （3）用  0.5%Triton  X-100孵育  10  min；

[0012] （4）0．3%H2O2孵育10  min；

[0013] （5）用PBS清洗标本  3次后，热风充分干燥  ；

[0014] （7）用免疫组化笔将油墨在细胞爬片上画分2-20个分隔染色区；

[0015] （8）空气充分干燥；

[0016] （9）  用正常二抗血清封闭孵育10  min；

[0017] （10）在各细胞染色区分别滴加小鼠或兔抗第一抗体孵育30～60  min；

[0018] （11） 吸除各细胞染色区液体并用PBS清洗标本3次；

[0019] （12）滴加酶联小鼠或兔第二抗体工作液孵育30～60  min；
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[0020] （13）PBS清洗标本3次；

[0021] （14）DAB显色，避光，镜下观察；

[0022] （15）蒸馏水洗；

[0023] （16）苏木素衬染  ；

[0024] （17）盐酸酒精分化，自来水洗；

[0025] （18）水性封固剂封片。

[0026] 所述油墨由下列重量百分比的组分混合组成：松香2~6%，蜂蜡18~26%，石蜡3~8%，

异丙醚5~10%，二氯甲烷5~10%，汽油25~30%，二硫化碳12~17%，四氯化碳2~6%，氯仿2~6%，环

已酮2~6%；上述各组分用量之和为100%；

[0027] 或所述油墨由下列组分混合组成：聚苯乙烯2~4%，DMF9~11%，THF9~11%，松香2~4%，

蜂蜡13~16%，石蜡2~4%，异丙醚4~6%，二氯甲烷4~6%，汽油18~22%，二硫化碳9~11%，四氯化碳

9~11%，氯仿1~2%，环已酮1~2%，煤油2~4%，松节油1~2%；上述各组分用量之和为100%；

[0028] 或所述油墨由下列组分混合组成：硬脂酸30~36%，苯15~20%，46℃石蜡9~15%，异丙

醚7~11%，二硫化碳15~20%，氯仿15~20%；上述各组分用量之和为100%。

[0029] 在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出前，先用锐利刀具沿线凹

沟划、勾，然后在皿底面加用外力可将皿体的单孔槽底脱出。

[0030] 所述免疫组化笔包括笔筒，笔筒内设置海绵样的圆柱体笔芯，笔筒内灌注有油墨，

海绵样的圆柱体笔芯前端设置木质笔芯；海绵样的圆柱体笔芯放置在笔筒中，笔筒为长方

体或圆柱体，笔筒口外侧有螺纹与内笔帽的内螺纹匹配吻合；笔筒中放置不锈钢珠一个，摇

晃笔筒时作搅和油墨的作用；所述内笔帽起封闭笔筒口，防止油墨挥发保持其液相状态和

联接外笔帽的作用，其内表面有与笔筒口吻合的内螺纹，可旋盖笔筒口，内笔帽的外表面设

有与外笔帽内口缘匹配吻合的锁口凹，圆柱体笔芯末端一侧设有油墨刷；外笔帽的内口缘

周设有锁口凸，与内笔帽外表面的锁口凹匹配吻合，起封闭内笔帽和固定内笔帽为一体开

启笔筒口，并起提出油墨刷的作用。

[0031] 多孔室培养皿的一个角呈斜面形式，方便方位标识；培养皿盖的一个角呈与培养

皿呈斜面的角配合的斜面形式；培养皿盖与培养皿吻合口周缘的交错深度≥10mm。

[0032] 本发明有利于免疫组化的染色，染色步骤与常规免疫组织化学相似，但样本处理

的温度，时间，试剂浓度等标准一致，标记的一抗种类多，可比性和可靠性均显著提高！处理

的样本数量多，高效快捷。PBS清洗、血清孵育、标记二抗，衬染（苏木素）等不需要分隔的实

验操作可同步进行处理，方便快捷，实验条件标准一致且易控制。采用大面积细胞爬片进行

细胞培养  其处理的温度，时间，试剂浓度等标准一致，使实验结果的可比性和可靠性均显

著提高。细胞培养皿孔槽的数量减少，操作方便，高效快捷。特定的油墨配方充分保证了工

作效果。适用于各种免疫组织化学染色实验，包括；石蜡组织切片，冰冻组织切片和细胞爬

片的免疫组织化学染色实验，可显著减少抗体和试剂用量，避免染色时液体流淌和扩散，提

高操作速度；尤其可适用于细胞爬片或细胞涂片的实验研究中进行大规模，大样本多组别

的的免疫组化染色。

[0033] 该组化笔适用于玻璃为载体的组织切片和聚苯乙烯材质载体的细胞爬片上进行

各种免疫组织化学染色实验，可显著减少抗体和试剂用量，避免染色时液体流淌和扩散，提

高操作速度。可进行大规模，多样本及多组别的医学实验科学研究。
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附图说明

[0034] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步说明。

[0035] 图1是本发明培养皿的结构示意图  。

[0036] 图2是免疫组化笔的结构示意图。

[0037] 图3是皿体底脱出示意图。

具体实施方式

[0038] 一种多用途免疫组化笔在细胞爬片免疫组织化学检测中的应用，将细胞接种于载

玻片式培养皿中进行细胞爬片，细胞培养结束后进行免疫细胞组织化学染色鉴定；所述载

玻片式培养皿设有培养皿体1和皿盖2，培养皿体型号分单孔室和多孔室两种；各孔室面积

大于载玻片，皿体底3直接作为载玻片使用，皿体底外侧面设有与载玻片尺寸对应的长方形

框痕线凹沟4，在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出；

[0039] 所述免疫细胞组织化学染色鉴定依次包括下列步骤：

[0040] （1）用冰丙酮固定  15  min或4%多聚甲醛固定；

[0041] （2）流水漂洗，用PBS清洗标本  3次；

[0042] （3）用  0.5%Triton  X-100孵育  10  min；

[0043] （4）0．3%H2O2孵育10  min；

[0044] （5）用PBS清洗标本  3次后，热风充分干燥  ；

[0045] （7）用免疫组化笔将油墨在细胞爬片上画分2-20个分隔染色区；

[0046] （8）空气充分干燥；

[0047] （9）  用正常二抗血清封闭孵育10  min；

[0048] （10）在各细胞染色区分别滴加小鼠或兔抗第一抗体孵育30～60  min；

[0049] （11） 吸除各细胞染色区液体并用PBS清洗标本3次；

[0050] （12）滴加酶联小鼠或兔第二抗体工作液孵育30～60  min；

[0051] （13）PBS清洗标本3次；

[0052] （14）DAB显色，避光，镜下观察；

[0053] （15）蒸馏水洗；

[0054] （16）苏木素衬染  ；

[0055] （17）盐酸酒精分化，自来水洗；

[0056] （18）水性封固剂封片。

[0057] 所述油墨由下列重量百分比的组分混合组成：松香2~6%，蜂蜡18~26%，石蜡3~8%，

异丙醚5~10%，二氯甲烷5~10%，汽油25~30%，二硫化碳12~17%，四氯化碳2~6%，氯仿2~6%，环

已酮2~6%；上述各组分用量之和为100%；

[0058] 或所述油墨由下列组分混合组成：聚苯乙烯2~4%，DMF9~11%，THF9~11%，松香2~4%，

蜂蜡13~16%，石蜡2~4%，异丙醚4~6%，二氯甲烷4~6%，汽油18~22%，二硫化碳9~11%，四氯化碳

9~11%，氯仿1~2%，环已酮1~2%，煤油2~4%，松节油1~2%；上述各组分用量之和为100%；

[0059] 或所述油墨由下列组分混合组成：硬脂酸30~36%，苯15~20%，46℃石蜡9~15%，异丙

醚7~11%，二硫化碳15~20%，氯仿15~20%；上述各组分用量之和为100%。
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[0060] 在外力作用下可将皿体的底部沿长方形框痕线凹沟脱出前，先用锐利刀具沿线凹

沟划、勾，然后在皿底面加用外力可将皿体的单孔槽底脱出。

[0061] 所述免疫组化笔包括笔筒5，笔筒内设置海绵样的圆柱体笔芯6，笔筒内灌注有油

墨，海绵样的圆柱体笔芯前端设置木质笔芯10；海绵样的圆柱体笔芯放置在笔筒中，笔筒为

长方体或圆柱体，笔筒口外侧有螺纹与内笔帽7的内螺纹匹配吻合；笔筒中放置不锈钢珠8

一个，摇晃笔筒时作搅和油墨的作用；所述内笔帽起封闭笔筒口，防止油墨挥发保持其液相

状态和联接外笔帽的作用，其内表面有与笔筒口吻合的内螺纹，可旋盖笔筒口，内笔帽的外

表面设有与外笔帽9内口缘匹配吻合的锁口凹，圆柱体笔芯末端一侧设有油墨刷11；外笔帽

的内口缘周设有锁口凸，与内笔帽外表面的锁口凹匹配吻合，起封闭内笔帽和固定内笔帽

为一体开启笔筒口，并起提出油墨刷的作用。内笔帽上设置油墨交流孔12。

[0062] 多孔室培养皿的一个角呈斜面形式，方便方位标识；培养皿盖的一个角呈与培养

皿呈斜面的角配合的斜面形式；培养皿盖与培养皿吻合口周缘的交错深度≥10mm。
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免疫组化染色。
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