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摘要  [ 目的] 选出一种提高下丘脑中雌激素受体( ER) 和γ- 干扰素受体( IFN-γR) 免疫组化双标阳性检出率和染色强度的方法。[ 方法]
用MaxVision 法对大鼠下丘脑冰冻切片和石蜡切片分别进行IFN-γR 和ER 免疫组化双标染色 ,其中石蜡切片进行抗原微波修复。[ 结果]
下丘脑石蜡切片抗原微波修复后IFN-γR 和ER 阳性检出率较冰冻切片有明显提高,且双标着色对比鲜明 ,易于镜下观察。[ 结论] 下丘
脑IFN-γR 和ER 免疫组化双标染色宜选用石蜡切片并进行微波修复 ,能提高双标阳性率 ,且显色强 ,值得推广。
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Exploration onthe Double Labeling Method of I mmunohistochemistry of IFN-γR and ERinthe Hypothalamus
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Abstract  A better method of increasi ngthe positive rate and stainingi ntensity of i mmunohistochemical double labeled staining of IFN-γR and ERinthe
hypothalamus was screened out . The frost slice or paraffin slice of rat hypothalamus were used to do IFN-γR and ERthe i mmunohistochemical double la-
beled staining by MaxVision method , in whichthe antigens in paraffin slice were repaired by microwave . After antigens were repaired by microwave , the
positive rate of IFN-γR and ERin hypothalamus by paraffinslice was increased greatly thanthat byfrost slice and the double labeled staining was more ob-
vious in contrast and easyto be observed under microscope . Selecting the paraffin slice and microwave reparation d inthe i mmunohistochemical double la-
beled staining of IFN-γR and ERin the hypothalamus could increase the positive rate of double label with strong stai ning effect , which was valued to be
popularized .
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  下丘脑的中心机能是维持机体内环境的稳定以维持个

体生存;参与机体的生殖、发育、应激及免疫反应等生理过

程[ 1] 。研究2 种或2 种以上物质是否共同参与了下丘脑的

神经免疫内分泌高级调节机制, 免疫组化双标法是研究中常

采用的可靠方法之一。由于脑组织质地比其他器官松软且

含水量大, 所以在脑组织免疫组化染色实验研究中, 很多实

验室常采用冰冻切片进行免疫组化染色。但是冰冻切片不

容易制作较薄的切片且脑组织块在冻结过程中容易产生水

的结晶从而影响细胞的形态结构及抗原物质的定位[ 2] ,并且

由于切片厚度不同, 组织结构也不如石蜡切片清晰, 从而影

响到染色切片中双标记免疫阳性物质的对比与分辨; 但做免

疫组化双标染色照片对清晰度有着很高的要求, 以确保试验

结果的准确性。在大量的科学研究中发现ER 免疫组化染色

的阳性检出率不稳定且低[ 3] ,综合以上技术性的因素, 要成

功完成下丘脑中IFN-γR 和 ER 免疫组化双标染色是一件具

有挑战性的工作, 笔者总结出一套能提高IFN-γR 和 ER 双标

阳性率 ,重复性好,显色强的研究方法。

1  材料与方法

1 .1  材料  含有IFN-γR 和ER 的SD 大鼠下丘脑冰冻切片

30 片,片厚25μm;石蜡切片90 片, 片厚5μm。试剂包括快捷

免疫组化试 MaxVision 检测试剂盒( 福州迈新生物技术开发

公司) ;兔抗鼠、人ER 多克隆抗体( 武汉博士德公司, 工作浓

度为1∶50) ; 兔抗鼠、人 IFN-γR 多克隆抗体( 武汉博士德公

司, 工作浓度为1∶50) 等。枸橼酸钠缓冲液( 0 .01 ml/ L) pH 值

为6 .0。仪器采用医用微波炉, 立式塑料抗原修复盒。

1 .2 方法

1 .2 .1 冰冻切片和石蜡切片免疫组化双标染色。冰冻切片

(30 片) 用0 .01 mol/ L PBS( pH 7 .4) 漂洗6 min 后进行同一切

片免疫组织化学双重标记染色。石蜡切片( 30 片) 脱蜡下行

至水,置0 .01 mol/ L( pH 值为6 .0) 柠檬酸缓冲液中微波抗原

修复, 继而用0 .01 mol/ L PBS( pH 值为7 .4) 漂洗6 min 后进行

同一切片免疫组织化学双重标记染色。免疫组化双标染色

步骤如下 :①兔抗鼠、人 ER 多克隆抗体室温下孵育60 min ;

0 .01 mol/ L PBS 漂洗3 次, 每次5 min。②Max Vision 试剂室温

下孵育10～15 min ;0 .01 mol/ L PBS 漂洗3 次,每次3 min。最

后DAB 棕色呈色液呈色。③2 .5 % 高锰酸钾-5 %硫酸洗脱液

灭活ER 剩余抗体活性。④换用兔抗鼠、人IFN-γR 多克隆抗

体,重复以上试验步骤,DAB 蓝色呈色液呈色。最后常规脱

水、透明、封片。双标对照试验分别省去IFN-γR 或ER 抗体 ,

用PBS 代替,结果只出现另一种免疫反应产物, 表明试验具

有免疫染色特异性。

1 .2 .2  防脱片石蜡切片抗原微波修复时不同放置方法。切

片垂直放置 :石蜡切片30 片 , 脱蜡下行至水, 切片垂直放入

微波修复专用塑料盒 ,微波炉火力调至高档, 作用10 min , 修

复结束将装有切片的塑料盒放置冷水盆中冷却至室温。切

片倾斜放置 :石蜡切片30 片 , 脱蜡下行至水, 放入微波修复

专用塑料盒 , 修复前先将载玻片上有组织片的一面朝上放

置,并倾斜约75°, 减少沸腾的水对组织片的冲刷力度, 火力

调至高档, 作用10 min , 修复结束将装有切片的塑料盒放置

冷水盆中冷却至室温。

2  结果与分析

2 .1  石蜡切片、冰冻切片及不同抗原修复比较 在对试验

技术进行改进后, 微波抗原修复的5 μm脑组织石蜡切片中

阳性产物表达镜下观察清晰,ER/ IFN-γR 2 种阳性产物对比

明显( 图1) 。且石蜡切片中IFN-γR 和ER 双标阳性检出率

高, 重复性好, 显色强。

2 .2  不同放置方法对防石蜡切片抗原微波修复时脱片的影

响 微波修复时切片倾斜放置比垂直放置效果更好并且能

减少组织片的脱落。由表1 可知, 经防脱片技术改进可明显

降低脱片量。
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注 :A 为石蜡切片抗原微波修复 ;B 为冰冻切片。

Note : A, Paraffin slice , antigen microwave retrieval ; B, frost slice .

图1 下丘脑ER/IFN-γR免疫组织化学双标记染色( ×400)

Fig .1 The picture about the ER/IFN-γRimmunoreactivityinhypothalamus by double i mmunohistochemistrylabeledstaining ( ×400)

表1 不同放置方法对防石蜡切片抗原微波修复时脱片变化

Table 1 Theeffect of different placements on decline of paraffinslices for

antigen microwaves recovery

组别

Group

样本数

Number

脱片

Declined slice

未脱片

Non-declined slice
垂直放置组 30 14 (46 .7 %) 16( 53 .3 %)

Uprightness placed

倾斜放置组 30 6 * (20 .0 %) 24( 80 .0 %)

Slope placed

 注 : * 为 P < 0 .01 ,差异极显著。

 Note : * denotes extremely significant difference ( P < 0 .01) .

3  讨论

( 1) 组织中抗原的妥善保存及抗原决定簇的充分暴露与

免疫组化的成功关系密切。过去一直认为 ER 一旦经过甲

醛固定、石蜡切片制作过程后抗原即遭破坏, 故只能在冰冻

切片上进行免疫组化染色。近几年, 抗原修复实践对此提出

了异议, 过去所认为的在石蜡切片上没有 ER 阳性表达的原

因并非其抗原遭到破坏,而是由于固定剂甲醛的醛基与组织

细胞中蛋白质的氨基形成醛键或羧甲基;或甲醛使组织细胞

蛋白质发生交联, 使细胞内抗原决定簇被封闭[ 4] 。采用微波

抗原修复法可以使被封闭的抗原决定簇充分暴露,提高免疫

组化染色的敏感性及阳性检出率[ 5] 。此外, 微波可使抗原分

子上结合的其他大分子蛋白解离而被洗脱[ 6] ,从而降低免疫

组化染色背景, 增加对比度。

( 2) 试验采用石蜡和冰冻切片进行免疫组织化学染色的

对比, 结果下丘脑石蜡切片抗原微波修复后IFN-γR 和ER 阳

性检出率较冰冻切片有明显提高, 且双标着色对比鲜明, 易

于镜下观察。再者, 脑组织选用5μm 的石蜡切片, 而未用25

μm的冰冻切片 ;特别是在试验双标染色时, 过厚( 25μm) 的切

片不利于2 种阳性产物的颜色对比。选用5μm的石蜡切片

虽然切片制作程序相对复杂, 但是保证了观察免疫组化阳性

表达产物时的清晰度和对比度, 还可以避免由于脑组织蔗糖

处理不当、冰冻时间长短而导致的组织切片出现空洞的现

象。另外 ,将修复的切片组织面朝上 ,倾斜一定角度, 能有效

减少由于水的沸腾而对组织冲刷所导致的组织切片掉片

现象。

(3) 在整个免疫组化染色过程中需经过许多环节, 每个

环节都可影响到免疫组化检测结果。试验认为对下丘脑中

的IFN-γR 和ER 进行免疫组化双标染色时选用石蜡切片和

微波炉修复,可被认为是一种提高IFN-γR 和ER 阳性检出率

的理想方法 , 值得推广使用。
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