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(57)摘要

本发明涉及免疫组织化学技术领域，公开了

一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原

修复液中包括：一水合柠檬酸0.35-0.40g，二水

合柠檬酸钠2.40-2.42g，吐温-20 400-600微升，

三乙醇胺或乙二醇或三元醇50-500mL和余量的

单蒸水。本发明的柠檬酸抗原修复液浸润、修复

效果好，能够在较少的用量下对组织切片进行修

复，修复后组织切片容易染色，染色效果好。并且

修复液不易挥发，能够配合全自动免疫组化仪使

用。
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1.一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合

柠檬酸0.35-0.40g，二水合柠檬酸钠2.40-2.42g，吐温-20  400-600微升，三乙醇胺或乙二

醇或三元醇50-500mL，海藻提取物0.5-1.5g和余量的单蒸水。

2.如权利要求1所述的一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于，每1000mL的柠檬酸抗原修

复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙

醇胺或乙二醇或三元醇150mL，海藻提取物1g和余量的单蒸水。

3.如权利要求2所述的一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于，每1000mL的柠檬酸抗原修

复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙

醇胺150mL，海藻提取物1g和余量的单蒸水。

4.如权利要求1-3之一所述的一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于制备方法如下：按配

比称取一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠

后，加入配方量的三乙醇胺或乙二醇或三元醇，完全溶解后添加海藻提取物以及吐温-20，

最后用单蒸水定容至额定容量。

5.如权利要求1-3之一所述的一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于，所述海藻提取物的

制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比2-4:10混合，并用打浆机制成海藻浆料；将海藻

浆料与pH值为3-5的盐酸溶液按体积比1:1-2混合，得到混合浆料，对混合浆料进行微波辅

助提取，提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对海藻提取液在100-110℃，4-8MPa的环

境下熟化灭菌0.5-1.5h；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除粗蛋白；将过滤后的海

藻提取液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。

6.如权利要求5所述的一种柠檬酸抗原修复液，其特征在于，所述微波辅助提取的条件

为：温度70-90℃，时间5-10min，微波功率800-1000W，微波频率2450MHZ。
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一种柠檬酸抗原修复液

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫组织化学技术领域，尤其涉及一种柠檬酸抗原修复液。

背景技术

[0002] 免疫组织化学技术是近年来病理诊断迅速发展的检测技术，作为一种重要的病理

辅助诊断方法，在临床的应用中日益受到重视。随着全自动免疫组化染色仪的应用推广，对

于染色质量的要求也日益提高。其中，抗原修复在整个免疫组化染色过程中有着极其重要

的作用，修复条件的好坏直接决定着最终染色结果的质量。全自动染色仪因为其自身的结

构特点，其用于盛放修复液的容器体积较小，不能像手工修复那样把组织切片完全浸泡在

修复液中的条件，并且全自动免疫组化染色仪在抗原修复时需要在较高的温度（100℃左

右）下进行，因此修复液容易挥发，进一步减少了修复液的体积。因而，如何在全自动免疫组

化染色仪上完成正常的抗原修复是全自动免疫组化染色仪必须解决的一个难题。

[0003] 但是由于目前全自动免疫组化染色仪国内还不普及，很少有人使用，因此没有人

注意到上述技术问题。目前国外解决上述技术问题的方法通常是控制抗原修复的环境，如

控制大气压、环境温度等等，这些解决方法条件复杂，很难实际应用。目前还未发现通过改

进抗原修复液来解决上述技术问题的报道。

[0004] 目前的抗原修复液有很多品种，如EDTA抗原修复液、柠檬酸抗原修复液以及EDTA-

柠檬酸复配抗原修复液等等。申请号为201180024136.0的中国专利公开了一种抗原修复液

和抗原修复方法，用于免疫组织和细胞的化学染色过程中的抗原修复。所述抗原修复液为

衣康酸、衣康酸酐或柠康酸水溶液。所述抗原修复方法为采用上述抗原修复液对组织切片

进行高温或高温高压修复。提供的抗原修复液和抗原修复方法具有染色质量高，可重现性、

安全性、稳定性好的优点。

[0005] 上述抗原修复液的溶剂为水，如果应用于全自动免疫组化染色仪上，一方面，该抗

原修复液需要在用量大的情况下修复效果才好，无法在较少用量无法将组织切片完全浸渍

的情况下完成较好的修复；另一方面，其沸点低，在较高温度下容易挥发，容易导致组织切

片发生干化情况，而一旦发生干化，组织切片的抗原就会变为不可逆转的破坏而无法修复。

发明内容

[0006] 为了解决上述技术问题，本发明提供了一种柠檬酸抗原修复液。本发明的柠檬酸

抗原修复液浸润、修复效果好，能够在较少的用量下对组织切片进行修复，修复后组织切片

容易染色，染色效果好。并且修复液不易挥发，能够配合全自动免疫组化仪使用。

[0007] 本发明的具体技术方案为：一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复

液中包括：一水合柠檬酸0.35-0.40g，二水合柠檬酸钠2.40-2.42g，吐温-20  400-600微升，

三乙醇胺或乙二醇或三元醇50-500mL和余量的单蒸水。

[0008] 在本发明的抗原修复液中，以一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠作为主要的修复活

性成分，并且以三乙醇胺或乙二醇或三元醇与单蒸水作为混合溶剂。其中，三乙醇胺或乙二
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醇或三元醇的加入，能够提高抗原修复液的沸点，防止其过度挥发。并且三乙醇胺或乙二醇

或三元醇与其他高点的溶剂相比，其优势是对抗原修复液中的活性成分的影响较小，且与

组织切片的亲和性较好，毒性低，不会对组织切片的修复造成过多影响，其中三元醇、三乙

胺醇的效果优于乙二醇。吐温-20起到乳化作用，能够提高抗原修复液中各物质的相容性。

[0009] 作为优选，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水

合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺或乙二醇或三元醇150mL和余量的单蒸

水。

[0010] 作为优选，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水

合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺150mL和余量的单蒸水。

[0011] 作为优选，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.35-0.40g，二水

合柠檬酸钠2.40-2.42g，吐温-20  400-600微升，三乙醇胺或乙二醇或三元醇50-500mL，海

藻提取物0.5-1.5g和余量的单蒸水。

[0012] 作为优选，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水

合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺或乙二醇或三元醇150mL，海藻提取物

1g和余量的单蒸水。

[0013] 作为优选，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水

合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺150mL，海藻提取物1g和余量的单蒸水。

[0014] 作为优选，所述柠檬酸抗原修复液制备方法如下：按配比称取一水合柠檬酸和二

水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的三乙醇胺

或乙二醇或三元醇，完全溶解后添加吐温-20，最后用单蒸水定容至额定容量。

[0015] 作为优选，所述柠檬酸抗原修复液制备方法也可如下：按配比称取一水合柠檬酸

和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的三乙

醇胺或乙二醇或三元醇，完全溶解后添加海藻提取物以及吐温-20，最后用单蒸水定容至额

定容量。

[0016] 作为优选，所述海藻提取物的制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比2-4:10

混合，并用打浆机制成海藻浆料；将海藻浆料与pH值为3-5的盐酸溶液按体积比1:1-2混合，

得到混合浆料，对混合浆料进行微波辅助提取，提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对

海藻提取液在100-110℃，4-8MPa的环境下熟化灭菌0.5-1.5h，在熟化过程中能够使部分多

糖降解；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除已变性的粗蛋白；将过滤后的海藻提取

液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。

[0017] 为了进一步的优化，本发明的抗原修复液中也加入海藻提取物。本发明中制得的

海藻提取物含有天然的海藻酸盐以及天然多糖等物质，生物温和性好，与组织切片亲和性

好。少量的海藻提取物溶于水中能够使液体一定的粘度，锁水效果好，能够进一步防止抗原

修复液中溶剂挥发。此外，海藻提取物对抗原修复液中的修复活性成分能够物理结合，海藻

提取物与组织切片接触后，能够在组织切片表面形成一层薄的黏膜，从而使得与其结合的

修复活性成分能够充分与组织切片接触，在较少用量抗原修复液的情况下，提高修复效果。

但是海藻提取物的用量需要严格把控，如果用量过多，会导致抗原修复液粘度过高，流动性

太差，且与组织切片结合过度，不易后续的清洗。

[0018] 作为优选，所述微波辅助提取的条件为：温度70-90℃，时间5-10min，微波功率
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800-1000W，微波频率2450MHZ。

[0019] 作为优选，所述三元醇可以为甘油。

[0020] 与现有技术对比，本发明的有益效果是：

[0021] 本发明的柠檬酸抗原修复液浸润、修复效果好，能够在较少的用量下对组织切片

进行修复。平均每张组织切片所需的修复液只需100-150uL。

[0022] 修复后组织切片容易染色，染色效果好。

[0023] 并且修复液不易挥发，能够配合全自动免疫组化仪使用。

具体实施方式

[0024] 下面结合实施例对本发明作进一步的描述。

[0025] 实施例1

[0026] 一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺150mL和余量的单蒸

水。

[0027] 制备方法如下：按配比称取一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水

合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的三乙醇胺，完全溶解后添加吐温-20，最后用

单蒸水定容至额定容量。

[0028] 实施例2

[0029] 一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，乙二醇325mL和余量的单蒸水。

[0030] 制备方法如下：按配比称取一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水

合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的乙二醇，完全溶解后添加吐温-20，最后用单

蒸水定容至额定容量。

[0031] 实施例3

[0032] 一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.35g，二水合柠檬酸钠2.40g，吐温-20  400微升，三乙醇胺50mL和余量的单蒸水。

[0033] 实施例4

[0034] 一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.40g，二水合柠檬酸钠2.42g，吐温-20  600微升，三乙醇胺500mL和余量的单蒸水。

[0035] 实施例5

[0036] 一种柠檬酸抗原修复液，每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，甘油300mL和余量的单蒸水。

[0037] 实施例6

[0038] 一种柠檬酸抗原修复液，  每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺150mL，海藻提取物1g

和余量的单蒸水。

[0039] 制备方法如下：按配比称取一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水

合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的三乙醇胺，完全溶解后添加海藻提取物以及

吐温-20，最后用单蒸水定容至额定容量。
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[0040] 所述海藻提取物的制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比3:10混合，并用打

浆机制成海藻浆料；将海藻浆料与pH值为4的盐酸溶液按体积比1:1.5混合，得到混合浆料，

对混合浆料进行微波辅助提取，其中提取条件为：温度80℃，时间7.5min，微波功率900W，微

波频率2450MHZ。提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对海藻提取液在105℃，6MPa的环

境下熟化灭菌1h；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除粗蛋白；将过滤后的海藻提取

液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。

[0041] 实施例7

[0042] 一种柠檬酸抗原修复液，  每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：每1000mL的柠檬

酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500

微升，三乙醇胺150mL，海藻提取物0.5g和余量的单蒸水。

[0043] 所述海藻提取物的制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比2:10混合，并用打

浆机制成海藻浆料；将海藻浆料与pH值为3-5的盐酸溶液按体积比1:1混合，得到混合浆料，

对混合浆料进行微波辅助提取，其中提取条件为：温度70℃，时间10min，微波功率800W，微

波频率2450MHZ。提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对海藻提取液在100℃，  8MPa的

环境下熟化灭菌0.5h；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除粗蛋白；将过滤后的海藻

提取液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。

[0044] 实施例8

[0045] 每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸0.378252g，二水合柠檬酸钠

2.411784g，吐温-20  500微升，三乙醇胺150mL，海藻提取物1.5g和余量的单蒸水。

[0046] 所述海藻提取物的制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比4:10混合，并用打

浆机制成海藻浆料；将海藻浆料与pH值为3-5的盐酸溶液按体积比1:  2混合，得到混合浆

料，对混合浆料进行微波辅助提取，其中提取条件为：温度90℃，时间5min，微波功率1000W，

微波频率2450MHZ。提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对海藻提取液在110℃，4MPa的

环境下熟化灭菌1.5h；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除粗蛋白；将过滤后的海藻

提取液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。

[0047] 实施例9

[0048] 一种柠檬酸抗原修复液，  每1000mL的柠檬酸抗原修复液中包括：一水合柠檬酸

0.378252g，二水合柠檬酸钠2.411784g，吐温-20  500微升，甘油150mL，海藻提取物1g和余

量的单蒸水。

[0049] 制备方法如下：按配比称取一水合柠檬酸和二水合柠檬酸钠，用单蒸水溶解一水

合柠檬酸和二水合柠檬酸钠后，加入配方量的甘油，完全溶解后添加海藻提取物以及吐温-

20，最后用单蒸水定容至额定容量。

[0050] 所述海藻提取物的制备方法为：将洗净后的海藻与水按质量比3:10混合，并用打

浆机制成海藻浆料；将海藻浆料与pH值为4的盐酸溶液按体积比1:1.5混合，得到混合浆料，

对混合浆料进行微波辅助提取，其中提取条件为：温度80℃，时间7.5min，微波功率900W，微

波频率2450MHZ。提取后过滤除去固态物得到海藻提取液，对海藻提取液在105℃，6MPa的环

境下熟化灭菌1h；对熟化灭菌后的海藻提取液进行过滤去除粗蛋白；将过滤后的海藻提取

液pH调节至中性，最后冷冻干燥后制得海藻提取物。本发明中所用原料、设备，若无特别说

明，均为本领域的常用原料、设备；本发明中所用方法，若无特别说明，均为本领域的常规方
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法。

[0051] 以上所述，仅是本发明的较佳实施例，并非对本发明作任何限制，凡是根据本发明

技术实质对以上实施例所作的任何简单修改、变更以及等效变换，均仍属于本发明技术方

案的保护范围。
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