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本发明属于生物病理检测领域，具体涉及一

种用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物

及其制备方法，所述阳性参照物中组织碎片形态

完整，且大小适合观察，节省抗体试剂，避免了由

于阳性组织蜡块切片太大，搅碎引起组织形态不

完整、不便于实验观察的缺陷；且通过HE染色选

取代表性病变组织块，组织阳性表达区域集中，

染色阳性定位准确，质控作用好，能够保证实验

结果的准确性及科学性，检测结果有充分的可比

性；同时，制作方法非常简单、方便，一次操作就

能够制备出大量的、能够供多次检测使用的阳性

参照物，大大节省了人力和成本，适用于临床批

量工作，提高了检测效率。
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1.一种用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物，由以下方法制备得到：

步骤1：将已知原位杂交或免疫组化染色阳性的肿瘤组织用福尔马林缓冲液固定，切成

1.0-2.0cm×1.0-2.0cm、厚度为0.3-0.4cm的组织块，脱水、浸蜡,石蜡包埋制得阳性组织蜡

块，HE染色定位，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

步骤2：将石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡液注入包埋模具

中，冷却，制得空白蜡块，用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打孔；

步骤3：用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡块穿

刺取样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷却，

烫熔表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为4-10um的薄片，二甲苯溶解石蜡，离

心，弃上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-

100％乙醇稀释至每毫升溶液中含500-1000个组织片段，制得阳性参照物。

2.如权利要求1所述的阳性参照物，其特征在于：步骤1中所述的福尔马林缓冲液的浓

度为10％。

3.如权利要求1所述的阳性参照物，其特征在于：步骤1中所述的组织块为1 .5cm×

1.5cm、厚度为0.3cm。

4.如权利要求1所述的阳性参照物，其特征在于：步骤1中所述的脱水为全自动密闭式

脱水机脱水。

5.如权利要求1所述的阳性参照物，其特征在于：步骤1中所述HE染色定位的方法是将

阳性组织蜡块切片，HE染色，显微镜观察有代表性病变组织，定位。

6.如权利要求1-5任一项所述的阳性参照物，其特征在于：步骤2和3中所述的组织芯片

穿刺针的直径为1.0mm。

7.如权利要求1-5任一项所述的阳性参照物，其特征在于：步骤4中所述的薄片厚度为

4-8um；优选地，步骤4中所述的薄片厚度为6um。

8.如权利要求1-7任一项所述的阳性参照物，其特征在于：步骤4中所述的阳性参照液

的浓度为每毫升溶液中含700-800个组织片段。

9.权利要求1所述的阳性参照物的制备方法，包括以下步骤：

步骤1：将已知原位杂交或免疫组化染色阳性的肿瘤组织用福尔马林缓冲液固定，切成

1.0-2.0cm×1.0-2.0cm、厚度为0.3-0.4cm的组织块，脱水、浸蜡,石蜡包埋制得阳性组织蜡

块，HE染色定位，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

步骤2：将石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡液注入包埋模具

中，冷却，制得空白蜡块，用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打孔；

步骤3：用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡块穿

刺取样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷却，

烫熔表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为4-10um的薄片，二甲苯溶解石蜡，离

心，弃上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-

100％乙醇稀释至每毫升溶液中含500-1000个组织片段的阳性参照物，4℃保存备用。

10.如权利要求9所述的制备方法，包括以下步骤：
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步骤1：将已知原位杂交或免疫组化染色阳性的肿瘤组织用10％福尔马林缓冲液固定，

切成1.0-2.0cm×1.0-2.0cm、厚度为0.3-0.4cm的组织块，全自动密闭式脱水机脱水、浸蜡,

石蜡包埋制得阳性组织蜡块，将所得的阳性组织蜡块切片，HE染色，显微镜观察有代表性病

变组织，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

步骤2：选用高纯度的石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡液注

入包埋模具中，室温下使蜡块自然冷却,制得空白蜡块，待其凝固且稍软时,用内径为1.0mm

的组织芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打孔，各孔间距紧凑排列，相距1mm，每排打4个孔，共

计5排；

步骤3：用内径为1.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡块穿刺取

样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷却，烫熔

表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为6um的薄片，二甲苯溶解石蜡，离心，弃

上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-100％乙

醇稀释至每毫升溶液中含700-800个组织片段的阳性参照物，4℃保存备用。
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一种用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物及其制备

方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物病理检测领域，具体涉及一种用于原位杂交或免疫组化检测的阳

性参照物及其制备方法。

背景技术

[0002] 在目前临床组织病理诊断和形态学的研究中，原位杂交和免疫组织化学染色已经

成为不可或缺的病理诊断辅助技术，在全球临床病理检测中已经得到广泛应用，成为了临

床病理检测常规工作中不可缺少的部分。这两种常规检测方法不仅提高了病理诊断的准确

性，同时也渗透到了临床和基础学科，在探讨疾病的病因学、发病机制及科研工作中起到了

不可估量的作用。如EBER原位杂交检测在多种恶性肿瘤特别是鼻咽癌的病理诊断中起着十

分重要的作用，能够确定病毒与组织和细胞的关系，在确定EBV与疾病关系时，EBER原位杂

交已成为公认的标准检测方法；又如在乳腺癌组织中，ER、PR及C—erbB-2的免疫组化检测

可为患者的预后判断、个体化治疗和靶向治疗方案的选择提供帮助。

[0003] 但由于原位杂交和免疫组化的染色过程比较复杂，影响染色结果的因素也很多，

如一些实验条件的差别及其他技术因素的影响，使得最终的染色结果差别很大，从而影响

到病理诊断的结果，目前提高原位杂交和免疫组化染色技术水平的需要越来越迫切，而且

任重道远。在日常的病理检测中，为保证结果的稳定和可信，常用的方法是在病理检测中设

置阳性对照对实验过程进行质控。临床常用的阳性质控方法主要有两种:一种是每次在对

待检组织进行检测时，都使用和待检组织同样的方法将已知表达为阳性的组织(简称阳性

组织)制成蜡块，然后将制备的阳性对照蜡块和待检组织蜡块裱在同一张载玻片上，进行检

测，该方法阳性对照与待检组织实验条件一致，具有结果可比性好和误差小等优点，但该方

法每进行一次检测，均需要制备阳性对照蜡块，不仅需要耗费大量的阳性对照组织、试剂

等，而且操作繁琐，工作量大，大大降低了检测效率；另一种是组织微阵列(TMA)技术，通过

一次性将多个阳性组织转移到一个新石蜡块上，构建高通量阳性组织阵列的方法在一定程

度上提高了检测效率，但依然存在制作过程烦琐，所占的面积较大，需耗费大量抗体试剂等

缺点，制约其在临床上的推广应用。

发明内容

[0004] 针对现有技术的不足，本发明的一个目的是提供一种用于原位杂交或免疫组化检

测的阳性参照物，所述阳性参照物镜下观察组织形态完整，使用方便，保存时间长，制备方

法简单，节约试剂成本。

[0005] 本发明的另一个目的是提供一种用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物的

制备方法，所述方法仅需一次操作即可制备出能够供多次检测使用、组织形态完整且保存

时间长的阳性参照物，实验操作简单方便、成本节约且大大提高检测效率。

[0006] 为实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：
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[0007] 一种用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物，由以下方法制备得到：

[0008] 步骤1：将已知原位杂交或免疫组化染色阳性的肿瘤组织用福尔马林缓冲液固定，

切成(1.0-2.0)cm×(1.0-2.0)cm、厚度为(0.3-0.4)cm的组织块，脱水、浸蜡,石蜡包埋制得

阳性组织蜡块，HE染色定位，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

[0009] 步骤2：将石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡液注入包埋

模具中，冷却，制得空白蜡块，用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打

孔；

[0010] 步骤3：用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡

块穿刺取样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷

却，烫熔表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

[0011] 步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为4-10um的薄片，二甲苯溶解石蜡，

离心，弃上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-

100％乙醇稀释至每毫升溶液中含500-1000个组织片段的阳性参照物，4℃保存备用，所述

的95％乙醇、95-100％乙醇是指乙醇体积分数为95％、95-100％的乙醇水溶液。

[0012] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤1中所述的福尔马林缓冲液的浓度为10％。

[0013] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤1中所述的组织块为1.5cm×1.5cm、厚0.3cm。

[0014] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤1中所述的脱水为全自动密闭式脱水机脱水。

[0015] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤1中所述HE染色定位的方法是将阳性组织蜡

块切片，HE染色，显微镜观察有代表性病变组织，定位。

[0016] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤3中所述的组织芯片穿刺针的直径为1.0mm。

[0017] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤4中所述的薄片厚度为4-8um；优选地，步骤4

中所述的薄片厚度为6um。

[0018] 根据本发明所述的阳性参照物，步骤4中所述的阳性参照物的浓度为每毫升溶液

中含700-800个组织片段。

[0019] 本发明提供的通过组织芯片穿刺针对阳性组织蜡块上代表性病变区域穿刺取样，

制备成组织芯片蜡块后，再切薄片制备成液态阳性参照物的方法制备得到的阳性参照物，

具有以下优点：首先，得到的阳性参照物组织碎片形态完整，且大小适合观察，节省抗体试

剂，避免了由于阳性组织蜡块切片太大，搅碎引起组织形态不完整、不便于实验观察等缺

陷；其次，通过HE染色选取代表性病变组织块，组织阳性表达区域集中，染色阳性定位准确，

质控作用好，能够保证实验结果的准确性及科学性，检测结果有充分的可比性；再次，制作

方法非常简单、方便，一次操作就能够制备出大量的、能够供多次检测使用的阳性参照物，

大大节省了人力和成本，适用于临床批量工作，提高了检测效率，整个阳性参照物的制备大

约需要40min，以用200张4-10um石蜡切片制备阳性参照物为例，按每次用时滴加5ul计算，

可用2000次左右，该溶液制备完成后，可等份分装，方便存储，4度保存半年或-20℃保存两

年染色阳性强度没有任何改变。

[0020] 本发明人发现，组织芯片穿刺针的直径、步骤4中所述薄片的厚度和阳性参照物的

浓度对阳性参照物的实验效果影响很大，当组织芯片穿刺针的直径小于0.8mm或步骤4中所

述薄片的厚度小于4um时，制得的阳性参照物中组织以碎片的形式存在，缺乏完整性；当组

织芯片穿刺针的直径大于2.0mm或步骤4中所述薄片的厚度大于10um时，制得的阳性参照物
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中组织容易压落、折叠、堆积，不便于实验观察；此外，阳性参照物中组织片段的浓度小于每

毫升溶液中含500个组织片段，则组织太分散，不集中，容易扩散到待测组织上，造成污染；

阳性参照物中组织片段的浓度大于每毫升溶液中含1000个组织片段时，阳性参照物不易扩

散，易压落，组织折叠、堆积严重，不便于观察。本发明人通过大量实验发现，当组织芯片穿

刺针的直径为0.8-2.0mm时，组织切片的厚度为4-10um时，用95％的乙醇溶液稀释至每毫升

溶液中含500-1000个组织片段时，能够得到阳性参照物中组织相对集中，不易折叠和重叠，

组织形态完整便于观察，尤其是组织芯片穿刺针的直径为1.0mm，薄片的厚度为6um时，浓度

为每毫升溶液中含700-800个组织片段时得到的阳性参照物在使用时，阳性参照物中组织

分布相对集中，而又不重叠，组织形态完整，染色结果准确可靠。

[0021] 本发明人经过大量实验发现，阳性参照物中稀释液的种类对实验效果影响较大，

如果稀释液中乙醇浓度低于95％，组织片段无法分散均匀，组织重叠、掉片；当稀释液中乙

醇浓度为95-100％时，组织片段分布相对集中，又不重叠，组织形态完整，染色结果准确可

靠，且制得的阳性参照物4℃下保存半年或-20℃保存两年染色阳性强度没有任何改变。

[0022] 第二方面，本发明提供上述用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参照物的制备方

法，包括以下步骤：

[0023] 步骤1：将已知免疫组化或原位杂交染色阳性的肿瘤组织用福尔马林缓冲液固定，

切成(1.0-2.0)cm×(1.0-2.0)cm、厚度为(0.3-0.4)cm的组织块，脱水、浸蜡,石蜡包埋制得

阳性组织蜡块，HE染色定位，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

[0024] 步骤2：将石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡液注入包埋

模具中，冷却，制得空白蜡块，用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打

孔；

[0025] 步骤3：用内径为0.8-2.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡

块穿刺取样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷

却，烫熔表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

[0026] 步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为4-10um的薄片，二甲苯溶解石蜡，

离心，弃上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-

100％乙醇稀释至每毫升溶液中含500-1000个组织片段的阳性参照物，4℃保存备用。

[0027] 在一个具体的实施方案中，本发明提供的用于原位杂交或免疫组化检测的阳性参

照物的制备方法，包括以下步骤：

[0028] 步骤1：将已知免疫组化或原位杂交染色阳性的肿瘤组织用10％福尔马林缓冲液

固定，切成(1.0-2.0)cm×(1.0-2.0)cm、厚度为(0.3-0.4)cm的组织块，全自动密闭式脱水

机脱水、浸蜡,石蜡包埋制得阳性组织蜡块，将所得的阳性组织蜡块切片，HE染色，显微镜观

察有代表性病变组织，选择阳性组织蜡块上代表性病变组织区域；

[0029] 步骤2：选用高纯度的石蜡和蜂蜡按质量比50:1的比例混合熔化成蜡液，将所得蜡

液注入包埋模具中，室温下使蜡块自然冷却,待其凝固且稍软时,用用内径为1.0mm的组织

芯片穿刺针在空白蜡块中穿刺打孔，各孔间距紧凑排列，相距1mm，每排打4个孔，共计5排，

制得空白蜡块；

[0030] 步骤3：用内径为1.0mm的组织芯片穿刺针在步骤1所得的代表性病变组织蜡块穿

刺取样后置入步骤2所得的空白蜡块穿刺孔中，加热使加入的病变组织与蜡块融合，冷却，
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烫熔表面,加上塑料组织包埋框和石蜡液，冷冻，脱模制得组织芯片蜡块；

[0031] 步骤4：将步骤3所得的组织芯片蜡块切成厚度为6um的薄片，二甲苯溶解石蜡，离

心，弃上清液，100％乙醇洗涤，离心，弃上清液，95％乙醇洗涤，离心，弃上清液，加入95-

100％乙醇稀释至每毫升溶液中含700-800个组织片段的阳性参照物，4℃保存备用。

附图说明

[0032] 图1是本发明实施例1阳性参照物HE染色图(放大40倍)；

[0033] 图2是本发明实施例2阳性参照物与待测组织的位置图；

[0034] 图3是本发明实施例2阳性参照物原位杂交染色结果染色图(放大40倍)；

[0035] 图4是本发明实施例2阳性参照物原位杂交染色结果图(放大100倍)；

[0036] 图5是本发明实施例2阳性参照物原位杂交染色结果图(放大200倍)；

[0037] 图6是本发明实施例3阳性参照物HE染色图(放大40倍)；

[0038] 图7是本发明实施例4阳性参照物免疫组化染色结果图(放大100倍)；

[0039] 图8是本发明实施例4阳性参照物免疫组化染色结果图(放大200倍)；

[0040] 图9是本发明实施例4阳性参照物免疫组化染色结果图(放大400倍)。

具体实施例

[0041] 实施例1  EBER原位杂交检测阳性参照物的制备

[0042] 选用重庆市肿瘤医院病理科外检标本中EBER原位杂交检测阳性的鼻咽癌组织,经

10％福尔马林缓冲液固定24h,取材,将组织切成1.5cm×1.5cm,厚0.3cm,全自动密闭式脱

水机脱水、浸蜡,石蜡包埋,4μm切片,HE染色,显微镜观察定位，选取蜡块上有代表性的病变

组织的区域。

[0043] 选用高纯度的石蜡,每500g加入10g蜂蜡充分熔化后,将蜡液注入不锈钢包埋模具

中,室温下使蜡块自然冷却,待其凝固且稍软时,用直径1.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡

块中穿刺打孔，各孔间距紧凑排列，相距1mm，每排打4个孔，共计5排。

[0044] 用直径1.0mm组织芯片穿刺针在代表性病变组织蜡块上穿刺取样,用力均匀且有

落空感,用针芯将所取组织芯推出,放入上述空白蜡块穿刺孔中,将蜡块模具置于热台上使

病变组织样本与蜡块融合,此时观察其穿刺孔中会有小气泡溢出或芯片孔中蜡熔化,置于

冷台冷却,再用烧热的电烙铁或镊子将蜡块表面烫熔,加上塑料组织包埋框,再加入熔好的

石蜡,待冷冻后制作的组织芯片蜡块即可从不锈钢模具中脱离。

[0045] 使用Thermo  HM325型手动轮转式切片机，切200片6um的切片放到100ml的烧杯中，

加10ml的二甲苯溶解石蜡，转移到15ml离心管，离心1500g，2min，弃上清；用100％和95％乙

醇溶液各洗一次,离心1500g，2min；弃上清，按稀释液：沉淀体积比1:30的比例加入稀释液

95％乙醇进行稀释制得阳性参照物，阳性参照物HE染色，显微镜下40倍观察，结果见图1，显

微镜下检查组织片段的浓度，每毫升含约800个组织片段，4℃保存备用。

[0046] 实施例2待测组织检测

[0047] 将待测组织切片厚3～4μm，石蜡切片裱贴于经防脱处理的洁净载玻片上，常规脱

蜡水化，室温晾干。

[0048] 将实施例1制备的阳性参照物摇匀，取阳性参照物5ul，滴于待测组织的载玻片上，
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尽量靠近待测组织，但又不使阳性参照物扩散至待测组织切片上，位置见图2，室温晾干。

[0049] EBER原位杂交染色

[0050] 滴加100μl胃蛋白酶反应液，保证溶液完全覆盖阳性参照物和待测组织上，37℃下

孵育30min，蒸馏水洗后无水酒精脱水，空气干燥，滴加10μl探针杂交液，盖上盖玻片，37℃

下孵育3h或过夜，取出玻片，移去盖玻片，PBS冲洗甩干，滴加适量HRP标记的抗地高辛抗体，

37℃下孵育30min，室温PBS浸泡3x2min，最后对切片进行二氨基联苯胺(DAB)显色液显色和

常规苏木素复染、封片，显微镜下放大40、100倍观察，结果见图3、4，显微镜下放大200倍观

察，结果见图5。由图3-5可以看出，阳性参照物中组织片段呈圆形，形态完整，没有脱落。组

织细胞结构例如细胞膜，细胞质和细胞核保存良好。染色阳性定位准确，在细胞核内呈棕黄

色，表明免疫组化的染色结果准确理想。

[0051] 实施例3免疫组化检测阳性参照物的制备

[0052] 选用重庆市肿瘤医院病理科外检标本中免疫组化孕激素受体(PR)检测阳性的乳

腺癌组织,经10％福尔马林缓冲液固定24h,取材,将组织切成1.5cm×1.5cm,厚0.3cm,全自

动密闭式脱水机脱水、浸蜡,石蜡包埋,4μm切片,HE染色,显微镜观察定位，选取蜡块上有代

表性的病变组织的区域。

[0053] 选用高纯度的石蜡,每500g加入10g蜂蜡充分熔化后,将蜡液注入不锈钢包埋模具

中,室温下使蜡块自然冷却,待其凝固且稍软时,用直径1.0mm的组织芯片穿刺针在空白蜡

块中穿刺打孔，各孔间距紧凑排列，相距1mm，每排打4个孔，共计5排。

[0054] 用直径1.0mm组织芯片穿刺针在代表性病变组织蜡块上穿刺取样,用力均匀且有

落空感,用针芯将所取组织芯推出,放入上述空白蜡块穿刺孔中,将蜡块模具置于热台上使

病变组织样本与蜡块融合,此时观察其穿刺孔中会有小气泡溢出或芯片孔中蜡熔化,置于

冷台冷却,再用烧热的电烙铁或镊子将蜡块表面烫熔,加上塑料组织包埋框,再加入熔好的

石蜡,待冷冻后制作的组织芯片蜡块即可从不锈钢模具中脱离。

[0055] 使用Thermo  HM325型手动轮转式切片机，切200片6um的切片放到100ml的烧杯中，

加10ml的二甲苯溶解石蜡，转移到15ml离心管，离心1500g，2min，弃上清；用100％和95％乙

醇溶液各洗一次,离心1500g，2min；弃上清，按稀释液：沉淀体积比1:30的比例加入稀释液

95％乙醇进行稀释制得阳性参照物，阳性参照物HE染色，显微镜下40倍观察，结果见图6，显

微镜下检查组织片段的浓度，每毫升含约800个组织片段，4℃保存备用。

[0056] 实施例4待测组织检测

[0057] 将待测组织切片厚3～4μm，石蜡切片裱贴于经防脱处理的洁净载玻片上，常规脱

蜡水化，室温晾干。

[0058] 将实施例3制备的阳性参照物摇匀，取阳性参照物5ul，滴于待测组织的载玻片上，

尽量靠近待测组织，但又不使阳性参照物扩散至待测组织切片上，位置见图2，室温晾干。

[0059] 免疫组化染色

[0060] 阻断灭活内源性过氧化物酶：3％H2O2  37℃孵育10min，PBS冲洗3×5min；取出后

进行抗原修复：置EDTA抗原修复液(pH8.0)中，放入高压锅中加热至沸腾。盖上压力阀至喷

汽后持续2-3min，自然冷却20min以上，再用冷水冲洗缸子，加快冷却至室温，PBS冲洗3×

5min。正常羊血清工作液封闭，37℃，10min，倾去勿洗。滴加抗PR的一抗4℃冰箱孵育过夜，

PBS冲洗3×5min；滴加生物素标记二抗，37℃孵育30min，PBS冲洗3×5min；滴加辣根过氧化
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物酶标记的链霉素卵白素工作液，37℃孵育30min，PBS冲洗3×5min；DAB/H2O2反应染色，自

来水充分冲洗后，苏木素复染，常规脱水，透明，干燥，封片。显微镜下放大100、200倍观察，

结果见图7、8，显微镜下放大400倍观察，结果见图9。由图7-9可以看出，阳性参照物中组织

片段呈圆形，形态完整，没有脱落。组织细胞结构例如细胞膜，细胞质和细胞核保存良好。染

色阳性定位准确，在细胞核内呈棕黄色，表明免疫组化的染色结果准确理想。
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