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利用微波促进组织抗原恢复在石蜡

切片免疫组化染色中的应用

梁英杰① 昊惠茜 林汉 良

(中山医科大学病理学教研室 ; 广州
,

5 1。。8 9)

提 要 将石蜡切片浸泡于抗原恢复液
,

利用微波进行高强度辐射
,

以恢复组织中因甲醛固

定而被封闭的抗原
,

提高抗原的检出率和染色强度
.

结果表明
,

抗原被封闭的组织经抗原恢复处理

后
,

免疫组化染色强度有不同程度的增加
,

获得了满意的染色效果
。

一些常规免疫组化方法呈细胞

角蛋白
,

波形蛋白和结蛋白染色阴性或弱阳性的组织
,

特别是经 甲醛长时间固定的组织因抗原的

恢复而呈 阳性或强阳性反应
。

这对改善免疫组化染色效果
,

提高外科病理对肿瘤的鉴别诊断水平
,

对经甲醛长时间固定的尸解组织进行回顾性免疫组化研究有一定的意义
。
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免疫组织化学是用特异性抗体将组织 中

相应的抗原进行显色定位
,

因而组织中的抗

原是否被保存及暴露十分重要
。

外检组织和

尸解组织通常采用 10 纬甲醛液固定
。

由于甲

醛长时间的固定以及 固定失当而使组织中的

抗原被封闭
,

影响了第 1抗体与组织抗原的

结合
,

导致组织切片免疫组化染色不 良甚至

失败
。

尽管在进行染色之前用蛋白酶来消化

切 片有助于暴露组 织中的抗原 l1[
,

但这种作

用有一定的限度
,

而 且一些组织抗原在染色

之前不能用蛋 白酶来消化切片
,

如波形蛋 白

染色前切片用蛋 白酶 消化后
,

染色效果更差
。

本文介 绍用组织抗原恢复液作 用于石蜡切

片
,

并用微波进行辐射
,

以促进组织中被封闭

的抗原恢复
,

使石蜡切 片细胞角蛋 白 ( 。 yt ok
-

e r a t i n )
,

波 形 蛋 白 ( v im e n t i n ) 和 结 蛋 白

( d es m in )免疫组化染色强度得到提高
。

一些

因甲醛过度固定而使免疫组化染色阴性或弱

阳性的组织因抗原的恢复而得到阳性或强阳

性的染色效果
。

这为在外科病理诊断中对癌
、

间叶源性肿瘤以及肌源性肉瘤的鉴别诊断以

及进行对尸解组织 回顾性免疫组化研究提供

很大的帮助
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

微波炉为 N a t io n a l N N
一

5 2 5 0 型
,

最大输

出功率 7 0 0W
。

抗原恢复液为 1%硫酸锌水溶

液或 1写醋酸铅水溶液
。

外检组织 (如胃癌
、

乳腺癌
、

肺癌
、

横纹肌肉瘤等 )经 10 % 甲醛液

固定 1一 d2
,

尸解组织 10 写甲醛液固定超过

1 周
。

组织常规脱水透明
,

石蜡包埋
.

免疫组

化试剂均为进 口产品
。

1
.

2 方 法

①切片厚 4 卿
,

贴在涂胶玻片上
,

60 ℃

烤片 h1
。

②切片脱蜡至水
。

③ 3% H
2
0

:

消除

内源性过氧化酶 5 m in
,

蒸馏水洗 2 次
,

每次

3 m in
。

④将切片浸泡在抗原恢复液中放入微

波炉
,

用 最大功率辐射至沸腾共 10 m in
,

自

① 第一作者
,

1 9 6 2 年出生
,

男
,
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然冷却后蒸馏 水洗 3 m i n
,

P B s 洗 5 m i n
。

⑤

按免疫组化 A B C 法进行孵育染色
。

并作常规

免疫组化染色对照
。

2 结 果

经抗原恢复处理后
,

细胞角蛋白
,

波形蛋

白和结蛋白免疫组化染色比常规染色均有不

同程度的改善
,

一些常规免疫组化染色弱阳

性或阴性的组织经抗原恢复处理后得到强阳

性或阳性的效果
,

同时可以增大第 1 抗体的

稀释度或缩短染色孵育时间 .z[
3〕

。

3 讨 论

免疫组织化学染色的成败很大程度上取

决于组织内抗原的保存及暴露
,

为此需根据

组织中待检测的抗原选择适当的固定液
,

如

B S

固定液能很好地保存淋巴 细胞的膜抗 原

和免疫球蛋白
。

通常外检组织和尸解组织均

用 1 0% 甲醛液进行固定
。

甲醛在固定组织过

程中常会造成组织内蛋白质的广泛交联
,

导

致组织内蛋白抗原被封闭而影响抗原的显色

定位
。

通常在染色前用蛋白酶消化切片来重

新释放抗原
,

或者采用高敏感的免疫组化 方

法来改善抗原的显色定位效果
。

但这些作用

有一定的限度
,

特别是组织经 甲醛液长时间

固定
,

抗原被封闭明显时
,

这些作用更显得有

限了
。

利用微波辐射在抗原恢复液内的石蜡

切片
,

可以使被封闭的抗原得以恢复
,

从而增

加免疫组化的染色强度
,

提高抗原的检出率
。

抗原恢复的机制还不完全清楚
,

可能 因

为甲醛与组织中的抗原蛋白发生许多而复杂

的化学反应而形成的基团
,

把蛋 白分子或分

子 内的肤链交联起来 (即组织抗原被封闭 )
,

但这些交联可以因水解而断离
。

组织切片在

抗原恢复液中用微波加热水解
,

使组织中甲

醛与抗原蛋白之间的交联被水解而断离
,

从

而使蛋白抗原得以恢复
。

微波要用最大功率
,

低微波或不用微波则作用弱或不起作用
。

水

解切片时加入抗原恢复液
,

是因为其中的锌

离子和铅离子可起加强水解的作用
。

抗原恢复的作用并不是绝对的
,

这与不

同的组织抗原和抗原被封闭的程度有关
。

如

果组织固定得当
,

抗原保存得好
,

则没有必要

进行抗原恢复处理
。

如果组织固定不当
,

抗原

被严重封闭
,

或者在制片过程中被破坏
,

那么

即使经抗原恢复处理也不能明显地甚至不能

将特异抗原恢复
。

此外
,

抗原恢复处理
,

除了

细胞角蛋 白
,

波形蛋白和结蛋 白 3 种抗原外
,

对其他许多抗原的免疫组化染色也有同样的

作用 {
` 〕
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