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1、基本概念及原理
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2、免疫组化基本过程
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2.1 常用样品来源

n 动物组织

n 病人样本

n 细胞爬片

n 细胞涂片



2.2 常用固定剂

◎ 10%福尔马林

◎ 4%多聚甲醛（组织在肝素盐水充分

冲洗后应用4C保存的4%多聚甲醛灌注）

◎ 丙酮：用于冰冻切片、细胞涂片 



2.3 组织脱水、浸蜡及包埋

ü脱水剂：乙醇（梯度）

ü透明剂：二甲苯

ü包埋剂：石蜡、OCT（冰冻切片）

全自动脱水机

包
埋
机

定期更换



 1.石蜡切片
 
 

 

  2.冰冻切片

2.4 切片



Ø SP法（三步法）

2.5 常用免疫组化试剂盒方法
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Ø Elivision法（二步法）

特异性一抗 被检测抗原

二抗-HRP多聚物
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2.5 常用免疫组化试剂盒方法



3、免疫组化结果分析
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4.1 实验过程中注意事项

1. 组织取材后要及时处理，一般30min内浸入固定液。

2. 包埋及切片时都需要编上号。

3. 选择合适抗原修复方式，过程中防脱片。

蛋白酶、微波、煮沸

4. 做预实验，抗体浓度及试剂孵育时间都要摸索。

5. 从滴加一抗以后每个步骤切片均不能干涸。

6. 对照组一定要设立好。



4.2 免疫组化常见问题

Ø假阳性

原因：内源性干扰、试剂不纯、交叉反应等

Ø假阴性

原因：操作步骤错误、组织中无抗原、抗体错误等



4.2 免疫组化常见问题

Ø染色弱

修复不足 修复良好

一抗浓度低 着色正常

其它：试剂是否新鲜、温度、操作等



4.2 免疫组化常见问题

Ø非特异性背景染色

原因：冲洗不充分、内源性干扰、试剂污染等

非特异性 特异性



• 用途:

       对目的蛋白进行定性、定位和定量分析。

• 优点：能够明确目的蛋白的细胞定位、亚细胞定

        位及多种蛋白之间的相互位置关系。

• 局限性：敏感性差，蛋白定量效果差。

 

5、免疫组化应用



6、中心提供的试剂耗材

一般耗材：剪刀、镊子、毛笔、一次性包埋夹、不
        锈钢包埋盒等。

     刀片、载玻片、盖玻片须自备

常用试剂：中性福尔马林、乙醇、二甲苯、石蜡、
        苏木精、伊红、中性树胶。

抗体、试剂盒及DAB显色液等须自备
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