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(57)摘要

本发明公开了一种组织切片的免疫组化操

作方法，包括以下步骤：1)封闭内源性过氧化氢

酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟；2)染

色：采用苏木素染色2分钟；3)滴加I抗：滴加I抗

50ul，室温静置40分钟-1小时；4)滴加II抗：滴加

II抗40—50ul，室温下静置或37℃1小时。本发明

所采用的技术方案改变了常规操作步骤为在滴

加I抗、II抗之前采用苏木素染色，利于滴加I抗、

II抗后抗体显色。本发明操作步骤简单，仅对现

有操作步骤的操作顺序及采用的试剂、操作的时

间进行改变，即可实现现有操作效果的改变，染

色后滴入抗体，便于把握组织的大小和位置。
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1.一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于，包括以下步骤：

1)封闭内源性过氧化氢酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟；

2)染色：采用苏木素染色2分钟；

3)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置40分钟-1小时；

4)滴加II抗：滴加II抗40—50ul，室温下静置或37℃1小时；

所述步骤1)在对组织切片进行封闭内源性过氧化氢酶的操作前还包括对组织切片进

行切片、拷片、脱蜡、水化操作。

2.根据权利要求1所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述拷片具

体操作方法为将组织切片在60℃下烘烤10—15分钟。

3.根据权利要求1所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述水化的

具体操作方法为：将组织切片置于二甲苯中浸泡8分钟，更换二甲苯后再浸泡8分钟，然后依

次在无水乙醇、95％乙醇、70％乙醇中分别浸泡10分钟。

4.根据权利要求1所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述步骤1)

封闭内源性过氧化氢酶操作中，采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟，然后依次采用蒸馏水

清洗6分钟，PBS漂洗6分钟。

5.根据权利要求1所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述步骤4)

中所加入的II抗为生物素化II抗。

6.根据权利要求1所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述步骤4)

滴加II抗后还包括滴加III抗，滴加温度为37℃，滴入后静置40分钟。

7.根据权利要求6所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述步骤4)

滴加II抗与滴加III抗的操作步骤之间还包括采用PBS缓冲液对组织切片冲洗，共清洗3次，

每次4分钟。

8.根据权利要求7所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述的组织

切片滴加III抗后还包括采用DAB显色剂显色操作步骤。

9.根据权利要求8所述的一种组织切片的免疫组化操作方法，其特征在于：所述DAB显

色剂的浓度为25mg/ml，其由250mgDAB和10mlPBS配制而成。
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一种组织切片的免疫组化操作方法

技术领域

[0001] 本发明涉及实验室检验分析方法，具体涉及一种组织切片的免疫组化操作方法。

背景技术

[0002] 免疫组化是应用免疫学抗原抗体反应原理，即抗原与抗体特异性反应原理，通过

化学反应使标记抗体的显色剂如荧光素、酶、金属离子、同位素等显色来确定反应组织细胞

内抗原，对其进行定位、定性及定量的研究。

[0003] 而对于免疫组化操作，实验人员在操作过程中经常遇到组织切片修复处理后没有

颜色，在进行滴加I抗、II抗时，不知道具体滴加的位置和组织，只能采取大面积滴加，从而

导致滴加的结果不准确，不能对组织细胞内的抗原进行定位，也无法开展后续的定性、定量

研究操作。

[0004] 因此，一个免疫组化实验要经过多次操作，并且对整个实验操作可能影响实验结

构的环节进行一一排除，工作量大，极大的降低了工作效率。

[0005] 基于此，实验室研发人员在多次问题的实践操作中设计了一种组织切片的免疫组

化操作方法。

发明内容

[0006] 本发明所要解决的技术问题是：操作人员采用现有组织切片的操作方法，在滴加

抗体时无法把握滴加的位置。现提供一种组织切片的免疫组化操作方法，通过调整现有操

作方法的操作步骤，解决了免疫组化操作滴加抗体时，工作效率低，滴加结果不准确等技术

问题。

[0007] 本发明的通过下述技术方案实现：

[0008] 一种组织切片的免疫组化操作方法，包括以下操作步骤：。

[0009] 1)封闭内源性过氧化氢酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟；

[0010] 2)染色：采用苏木素染色2分钟；

[0011] 3)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置40分钟-1小时；

[0012] 4)滴加II抗：滴加II抗40—50ul，室温下静置或37℃下静置1小时。

[0013] 现有实验室进行免疫组化操作方法的步骤一般包括切片、拷片、脱蜡、修复、内源

性酶阻断、滴I抗、滴II抗、显色、复染、封片，而采用该操作方法滴加抗体，结果组织切片几

乎透明，难以肉眼观察，且很难把握滴加抗体时的的位置和抗体的量，需要使用更多的试

剂，同时导致整个操作过程的结构不准确。

[0014] 发明人针对现有的操作方法进行反复试验操作，发现采用本发明技术方案，改变

操作步骤在内源性酶阻断操作与滴加I抗、II抗之间增加染色操作步骤，可消除内源性酶的

活性，同时便于后续滴加I抗、II抗后抗体显色，从而确定组织细胞内抗原，对抗原进行定

位、定性及定量研究。

[0015] 进一步地，步骤1)在对组织切片进行封闭内源性过氧化氢酶的操作前还包括对组
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织切片进行切片、拷片、脱蜡、水化操作。所述切片、拷片、脱蜡、水化操作步骤均为对组织切

片进行封闭内源性过氧化氢酶操作前需进行的操作。

[0016] 进一步地，所述拷片具体操作方法为将组织切片在60℃下烘烤10—15分钟。

[0017] 进一步地，所述水化的具体操作方法为：将组织切片置于二甲苯中浸泡8分钟，更

换二甲苯后再浸泡8分钟，然后依次在无水乙醇、95％乙醇、70％乙醇中分别浸泡10分钟。

[0018] 进一步地，所述步骤1)封闭内源性过氧化氢酶操作中，对组织切片依次采用蒸馏

水清洗6分钟，PBS漂洗6分钟。

[0019] 进一步地，所述步骤4)中所加入的II抗为生物素化II抗，在37℃下静置40分钟。进

一步地，所述步骤7)加入II抗后用PBS漂洗6分钟。

[0020] 进一步地，所述步骤4)中所加入的II抗为生物素化II抗，在37℃下静置40分钟。

[0021] 进一步地，所述步骤4)滴加II抗后还包括滴加III抗，滴加温度为37℃，滴入后静

置40分钟。

[0022] 进一步地，所述步骤4)滴加II抗与滴加III抗的操作步骤之间还包括采用PBS缓冲

液对组织切片冲洗，共清洗3次，每次4分钟。

[0023] 进一步地，所述的组织切片滴加III抗后还包括采用DAB显色剂显色操作步骤。

[0024] 进一步地，所述DAB显色剂的浓度为25mg/ml，其由250mgDAB和10mlPBS配制而成。

[0025] 本发明与现有技术相比，具有如下的优点和有益效果：

[0026] (1)本发明所采用的技术方案改变了常规操作步骤在滴加I抗、II抗之前采用苏木

素染色，利于滴加I抗、II抗后抗体显色。

[0027] (2)本发明操作步骤简单，仅对现有操作步骤的操作顺序及采用的试剂、操作的时

间进行改变，即可实现现有操作效果的改变，染色后滴入抗体，便于把握组织的大小和位

置。

[0028] (3)本发明方法简单，操作方便，且能有效的解决实验检验分析中一些技术细节问

题，利于实验规范操作，具有较强的实际应用价值，且能够避免实验试剂的浪费，也尽量减

少了实验中的一些误差。

具体实施方式

[0029] 为使本发明的目的、技术方案和优点更加清楚明白，下面结合实施例，对本发明作

进一步的详细说明，本发明的示意性实施方式及其说明仅用于解释本发明，并不作为对本

发明的限定。

[0030] 实施例1：

[0031] 一种组织切片的免疫组化操作方法，包括以下操作步骤：1)封闭内源性过氧化氢

酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟；

[0032] 2)染色：采用苏木素染色2分钟；

[0033] 3)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置40分钟；

[0034] 4)滴加II抗：滴加II抗40—50ul，室温下静置。

[0035] 本实施例中所未涉及的对组织切片的切片、拷片、脱蜡、水化、抗原修复、显色、封

片等其他常规实验操作步骤内容为本领域的公知常识，不再赘述。

[0036] 实施例2：
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[0037] 一种组织切片的免疫组化操作方法，包括以下操作步骤：1)切片、拷片：将组织切

片在60℃下烘烤20min；

[0038] 2)脱蜡和水化：将组织切片置于二甲苯中浸泡10分钟，更换二甲苯后再浸泡10分

钟，然后依次在无水乙醇、95％乙醇、70％乙醇中分别浸泡5分钟；

[0039] 3)封闭内源性过氧化氢酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟，然后依次采用蒸

馏水清洗6分钟，PBS漂洗6分钟；

[0040] 4)染色：采用苏木素染色2分钟后用盐酸酒精分化；

[0041] 5)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置1小时或4℃过夜或37℃1小时；

[0042] 6)滴加II抗：滴加II抗50ul，37℃1小时；

[0043] 7)滴加III抗，滴加温度为37℃，滴入后静置40分钟。

[0044] 实施例3：

[0045] 一种组织切片的免疫组化操作方法，包括以下操作步骤：1)切片、拷片：将组织切

片在60℃下烘烤20min；

[0046] 2)脱蜡和水化：将组织切片置于二甲苯中浸泡10分钟，更换二甲苯后再浸泡10分

钟，然后依次在无水乙醇、95％乙醇、70％乙醇中分别浸泡5分钟；

[0047] 3)封闭内源性过氧化氢酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟，然后依次采用蒸

馏水清洗6分钟，PBS漂洗6分钟；

[0048] 4)染色：采用苏木素染色2分钟后用盐酸酒精分化；

[0049] 5)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置1小时或4℃过夜或37℃1小时；

[0050] 6)滴加II抗：滴加II抗50ul，37℃1小时；

[0051] 7)采用PBS缓冲液对组织切片冲洗，共清洗3次，每次4分钟。

[0052] 8)滴加III抗，滴加温度为37℃，滴入后静置40分钟。

[0053] 实施例4：

[0054] 一种组织切片的免疫组化操作方法，包括以下操作步骤：

[0055] 1)切片、拷片：将组织切片在60℃下烘烤20min；

[0056] 2)脱蜡和水化：将组织切片置于二甲苯中浸泡10分钟，更换二甲苯后再浸泡10分

钟，然后依次在无水乙醇、95％乙醇、70％乙醇中分别浸泡5分钟；

[0057] 3)封闭内源性过氧化氢酶：采用0.3％过氧化氢甲醇浸泡30分钟，然后依次采用蒸

馏水清洗6分钟，PBS漂洗6分钟；

[0058] 4)染色：采用苏木素染色2分钟后用盐酸酒精分化；

[0059] 5)滴加I抗：滴加I抗50ul，室温静置1小时或4℃过夜或37℃1小时；

[0060] 6)滴加II抗：滴加II抗50ul，37℃1小时；

[0061] 7)采用PBS缓冲液对组织切片冲洗，共清洗3次，每次4分钟。

[0062] 8)滴加III抗，滴加温度为37℃，滴入后静置40分钟；

[0063] 9)显色：采用DAB显色剂，常温下显色。

[0064] 其中DAB显色剂的浓度为25mg/ml。

[0065] 以上所述的具体实施方式，对本发明的目的、技术方案和有益效果进行了进一步

详细说明，所应理解的是，以上所述仅为本发明的具体实施方式而已，并不用于限定本发明

的保护范围，凡在本发明的精神和原则之内，所做的任何修改、等同替换、改进等，均应包含
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在本发明的保护范围之内。
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