
DAB 染色后切片着色呈阴性结果解决方案 

背景： 

 

其实免疫组化在 DAB 染色后一般有四种情况：阳性染色效果很好、阴性染色、非特异性染色很

深、阴阳脸（染色不均匀）。而阴性染色是许多初学者经常遇到的头疼问题。我身边有个研究

生同学在我们实验室初次涉入免疫组化，听说步骤不难，跟我后面做了几次之后，就自己开始

做了，连续做了三次，结果均是阴性染色。很扫兴，不知是什么原因导致的。 

 

问题及其解答：免疫组化染色呈阴性结果的原因有哪些？ 

 

1、抗体浓度和质量问题以及抗体来源选择错误。不知抗体是进口的还是国产的工作液，怎么

这么高稀释度也没能做出阳性结果？另外，不是抗体浓度越高就越易出现阳性结果，抗原抗体

反应有前带和后带效应，必须摸索最佳浓度。 

 

2、抗原修复不全，对于甲醛固定的组织必须用充分抗原修复来打开抗原表位，以利于与抗体

结合；建议微波修复用高火 4 次*6min 试试。有人做过实验，这是最佳的时间和次数。若不

行，还可高压修复。 

 

3、组织切片本身这种抗原含量低； 

 

4、血清封闭时间过长。 

 

5、DAB 孵育时间过短。 

 

6、细胞通透不全，抗体未能充分进入胞内参与反应。 

 

7、开始做免疫组化，我建议你一定要首先做个阳性对照片，排除抗体等外的方法问题。 

 

我的实际解决方案： 

 

1、首先，排除组织切片内的抗原有无丢失及其含量多少。免疫组化中两个最重要的因素是抗

原和抗体。（1）抗原有无丢失主要看组织切片的新鲜程度，一般切片室温保存超过 3-6 个月，

可能切片内的抗原丢失很严重（有文献支持），此时可以通过重新用石蜡块切片来进一步验证

（蜡块需要低温保存）。（2）石蜡切片在制作过程中可能因醛基对抗原决定族的封闭，这需

要通过抗原修复来充分暴露，从而增加抗原抗体结合反应，提高阳性率，我一般用 6min*4 次

中火微波抗原修复，用枸橼酸钠缓冲液。（3）组织切片中本身抗原含量的多少？这方面我有

教训的，我做胎鼠睾丸间质细胞鉴定，用 1：200 一抗效果很好；但我用 1：200 一抗孵育成年

睾丸间质细胞检测，几乎呈阴性，后来证实是因为两者抗原含量相差甚远，则一抗也要适当提

高浓度。 

 

2、其次，检查抗体有无选择错误和抗体孵育条件是否不适。（1）一抗选择单克隆抗体易出现



阴性结果，因为灵敏度低但特异性好；一抗的 species reactivity 中无检测组织的种属，这是比

较常见的错误；一抗选择 rat，而二抗是抗 mouse/rabbit 等均有可能出现阴性结果。（2）抗体

孵育时间过短，容易导致阴性结果。一般一抗我建议 4 度孵育过夜和 37 度复温 45min；二抗

我一般 37 度 30min。我不喜欢参照二抗染色试剂盒说明书。（3）抗体浓度过低。这是阴性结

果的最可能原因。必须提高稀释度，我一般初次做一种新抗体，喜欢先用说明书建议的低浓度

和高浓度做一次，然后决定是向高还是低方向摸索。一般先决定二抗的浓度（工作液就好办

了，直接滴加），重点摸索一抗的最适浓度。注意：免疫反应中存在前带和后带效应，这提示

不是浓度越高，阳性率就越高，反之亦然。（4）重要原因排除之后，也不要忽视抗体的质

量：原装抗体一般比较稳定，效果较好；而进口分装次之；工作液可能要注意质量问题。 

 

3、同时，DAB 的孵育时间可能要适当延长，在镜下观察，有时可延长至 30min。但一般 3-10

min 最好，此时背景也较浅。否则，说明抗体浓度不合适。 

 

4、最后，血清封闭时间也可相应缩短。一般 10-30min，但这个时间可以调整，封闭主要是降

低切片的总体背景着色。 

 

5、此外，细胞通透也不可忽视。许多战友认为石蜡切片一般不需细胞通透，因为切片时可能

已经把细胞切开了，但对于胞核蛋白，建议还是通透一下，促进抗体等试剂充分进入参与反

应。 

 

6、以上原因，都是针对实际中常见原因来进行分析的，前提是排除操作者的操作错误而引起

阴性结果，这就需要新手还是要设置阳性对照以排除方法的问题。还有抗体稀释液的 PH 值过

低等其它原因的干扰。 

 

总之，要想把免疫组化做好，可能每一个环节都很重要，但也存在主次之分，出现问题了，需

要通过先排除主要的，再依次排除次要的--这是衡量你对免疫组化原理掌握与否的关键所在。 


