
免疫组化技术全程原理 

一、概念和常用方法介绍 

 

1、定义 

 

用标记的特异性抗体对组织切片或细胞标本中某些化学成分的分布和含量进行组织和细胞原位

定性、定位或定量研究，这种技术称为免疫组织化学（immunohistochemistry）技术或免疫细胞

化学（immunocytochemistry）技术。 

 

2、原理 

 

根据抗原抗体反应和化学显色原理，组织切片或细胞标本中的抗原先和一抗结合，再利用一抗与

标记生物素、荧光素等的二抗进行反应，前者再用标记辣根过氧化物酶（HRP）或碱性磷酸酶（AKP）

等的抗生物素（如链霉亲和素等）结合，最后通过呈色反应或荧光来显示细胞或组织中化学成分，

在光学显微镜或荧光显微镜下可清晰看见细胞内发生的抗原抗体反应产物，从而能够在细胞爬

片或组织切片上原位确定某些化学成分的分布和含量。 

 

3、分类 

 

1）按标记物质的种类，如荧光染料、放射性同位素、酶（主要有辣根过氧化物酶和碱性磷酸酶）、

铁蛋白、胶体金等，可分为免疫荧光法、放射免疫法、免疫酶标法和免疫金银法等。 

 

2）按染色步骤可分为直接法（又称一步法）和间接法（二步、三步或多步法）。与直接法相比，

间接法的灵敏度提高了许多。 

 

3）按结合方式可分为抗原-抗体结合，如过氧化物酶-抗过氧化物酶（PAP）法；亲和连接，如卵

白素-生物素-过氧化物酶复合物（ABC）法、链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶连结（SP）法等，

其中 SP 法是比较常用的方法；聚合物链接，如即用型二步法，此方法尤其适合于内源性生物素

含量高的组织抗原检测。 

 

4、目前几种常用免疫组化方法简单介绍 

 

1）免疫荧光方法 

 

是最早建立的免疫组织化学技术。它利用抗原抗体特异性结合的原理，先将已知抗体标上荧光素，

以此作为探针检查细胞或组织内的相应抗原，在荧光显微镜下观察。当抗原抗体复合物中的荧光

素受激发光的照射后即会发出一定波长的荧光，从而可确定组织中某种抗原的定位，进而还可进

行定量分析。由于免疫荧光技术特异性强、灵敏度高、快速简便，所以在临床病理诊断、检验中

应用较广。 

 

2）免疫酶标方法 



 

免疫酶标方法是继免疫荧光后，于 60 年代发展起来的技术。基本原理是先以酶标记的抗体与组

织或细胞作用，然后加入酶的底物，生成有色的不溶性产物或具有一定电子密度的颗粒，通过光

镜或电镜，对细胞表面和细胞内的各种抗原成分进行定位研究。免疫酶标技术是目前最常用的技

术。 

 

本方法与免疫荧光技术相比的主要优点是：定位准确，对比度好，染色标本可长期保存，适合于

光、电镜研究等。 

 

免疫酶标方法的发展非常迅速，已经衍生出了多种标记方法，且随着方法的不断改进和创新，其

特异性和灵敏度都在不断提高，使用也越来越方便。目前在病理诊断中广为使用的有 ABC 法、

SP 三步法、即用型二步法检测系统等。 

 

3）免疫胶体金技术 

 

免疫胶体金技术是以胶体金这样一种特殊的金属颗粒作为标记物。胶体金是指金的水溶胶，它能

迅速而稳定地吸附蛋白，对蛋白的生物学活性则没有明显的影响。因此，用胶体金标记一抗、二

抗或其他能特异性结合免疫球蛋白的分子(如葡萄球菌 A 蛋白)等作为探针，就能对组织或细胞内

的抗原进行定性、定位，甚至定量研究。由于胶体金有不同大小的颗粒，且胶体金的电子密度高，

所以免疫胶体金技术特别适合于免疫电镜的单标记或多标记定位研究。由于胶体金本身呈淡至

深红色，因此也适合进行光镜观察。如应用银加强的免疫金银法则更便于光镜观察。 

 

5、被检测的物质 

 

组织或细胞中凡是能作为抗原或半抗原，如蛋白质、多肽、氨基酸、多糖、磷脂、受体、酶、激

素、核酸及病原体等都可用相应的特异性抗体进行检测。 

 

6、特点 

 

1）特异性强。免疫学的基本原理决定抗原与抗体之间的结合具有高度特异性，因此，免疫组化

从理论上讲也是组织细胞中抗原的特定显示，如角蛋白（keratin）显示上皮成分，LCA 显示淋巴

细胞成分。只有当组织细胞中存在交叉抗原时，才会出现交叉反应。 

 

2）敏感性高。在应用免疫组化的起始阶段，由于技术上的限制，只有直接法、间接法等敏感性

不高的技术，那时的抗体只能稀释几倍、几十倍；现在由于 ABC 法或 SP 三步法的出现，使抗体

稀释上千倍、上万倍甚至上亿倍仍可在组织细胞中与抗原结合，这样高敏感性的抗体抗原反应，

使免疫组化方法越来越方便地应用于常规病理诊断工作。 

 

3）定位准确、形态与功能相结合。该技术通过抗原抗体反应及呈色反应，可在组织和细胞中进

行抗原的准确定位，因而可同时对不同抗原在同一组织或细胞中进行定位观察，这样就可以进行

形态与功能相结合的研究，对病理学领域开展深入研究是十分有意义的。 

 

7、从蛋白水平检测角度，免疫组化技术与Western blotting、ELISA的异同 

 



1）Western blotting：蛋白质免疫印迹，也是利用抗体抗原反应原理，结合化学发光等技术来检

查组织或细胞样品内蛋白含量的检测方法。与免疫组化技术相比，定量可能更加准确；当然

Western blotting 也可定性和定位（通过提取膜蛋白或核蛋白、胞浆蛋白分别检测其中抗原含量，

进而间接反映它们的定位），但敏感性远远低于免疫组化技术。 

 

2）ELISA：酶联免疫吸附试验，也是利用抗体-抗原-抗原结合反应原理来检查体液或组织匀浆中

蛋白含量的检测。与免疫组化技术相比，定量最准确，是分泌性蛋白检测首选方法之一。 

 

 

关键环节剖析 

 

1、酶免疫组化的关键环节 

 

1）标本固定：固定的目的是①防止标本从玻片上脱落；②除去防碍抗原-抗体结合的类脂，使抗

原抗体结合物易于获得良好的染色结果；③固定的标本易于保存。固定剂的选择一般用 4%多聚

甲醛，但睾丸组织、眼可能要选用 Bouin’s液或 mDF 液效果较好。 

 

2）脱水、石蜡包埋和制片：脱水用梯度乙醇（由低到高）充分脱水、对组织要完全浸蜡、切片

时刀片要干净和锋利。否则，容易裂片和脱片等。 

 

3）脱蜡和水化：这是为了后面的抗体等试剂能够充分与组织中抗原等结合反应。脱蜡可以先 60

度 20min，然后立即二甲苯 1-3 分别 10min（这个时间是由二甲苯新鲜程度和室温等综合决定

的），但当天制好的切片一般先 60 度 3-4h。水化用梯度乙醇（由高到低）。若脱蜡和水化不全

易出现局灶性反应和浸洗不全，而产生非特异性背景着色。 

 

4）抗原修复：由于组织中部分抗原在甲醛或多聚甲醛固定过程中，发生了蛋白之间交联及醛基

的封闭作用，从而失去抗原性；通过抗原修复，使得细胞内抗原决定族重新暴露，提高抗原检测

率。常用的修复方法从强到弱一般分为三种，高压修复、微波修复、胰酶修复。修复液也分为若

干种（具体的可以查阅相关资料，大量的：中性的、高 pH 的等）。我们实验室一般用微波修复

中火 6min*4 次，效果不错。注意微波修复后自然冷却 30min 左右（只要你觉得修复液的温度达

室温即可）。 

 

5）细胞通透：目的是使抗体能够充分地进入胞内进行结合反应。一般用 Triton X-100、蛋白酶 k

等通透液。如 Triton X-100 可以溶解细胞膜、细胞核膜、细胞器膜上的脂质而使抗体及大分子结

构的物质进入胞浆和胞核内，故在细胞免疫组化时尤为推荐使用，这样抗体就能顺利进入胞内与

相应抗原结合。在免疫组织化学（>10um 厚切片） 和免疫细胞化学中一般用 Triton X-100 作

为细胞通透剂，在膜上打孔。同时也是一种去污剂，一般在 PBS 中加入后终浓度是 0.05%即可，

而前者终浓度是 0.5%-1%。石蜡切片 4um 左右可以不通透，因为细胞已经被切开了。 

 

6）灭活内源性过氧化物酶和生物素：在传统的 ABC 法和 SP 法中，免疫组化反应结果容易收到

内源性过氧化物酶和生物素的干扰，必须用过氧化氢和卵白素等进行灭活。灭活内源性 POD 一

般 3%过氧化氢灭活时间短点，可以 10min 左右，而 0.3%过氧化氢则可以适当延长封闭时间，

一般 10~30min；用甲醇配置过氧化氢比双蒸水或 PBS 可能好在保护抗原和固定组织作用，过氧

化氢孵育时间过长易引起脱片；现用现配，配好后 4 度避光保存。不过，现在已有“第二代即用



型免疫组化试剂盒”避免内源性生物素的干扰，推荐使用。 

 

7）血清封闭：组织切片上有剩余的位点可以与一抗非特异性结合，造成后续结果的假阳性；封

闭血清一般是和二抗同一来源的，血清中动物自身的抗体，预先能和组织中有交叉反应的位点发

生结合；也可以用小牛血清、BSA、羊血清等，但不能与一抗来源一致。一般室温 10-30min。但

也要防止封闭过度 

 

8）一抗和二抗浓度和孵育时间：一抗孵育条件在免疫组化反应中最重要，包括孵育时间、温度

和抗体浓度。一抗孵育温度有几种：4 度、室温、37 度，其中 4 度效果最佳；孵育时间：这与温

度、抗体浓度有关，一般 37 度 1-2h，而 4 度过夜和从冰箱拿出后 37 度复温 45min。具体条件

还要摸索。二抗孵育条件：二抗一般室温或 37度 30min-1h，具体时间需要摸索，而浓度一般有

工作液，若是浓缩液还要摸索浓度。但在免疫组化中我们一般先把二抗浓度和孵育时间先定下，

然后去摸索一抗浓度和孵育时间。建议一抗反应在 4度最佳，反应温和，但时间最好超过 16~24h。 

 

9）抗体稀释液：其实许多实验室抗体稀释液就用一般 PBS 即可，但专用的抗体稀释液中除 PBS

成份外，还加了叠氮化钠防腐剂、BSA 稳定剂等组份，对抗体的多次回收利用较好。正因为这种

原因，我一直用国产的专用抗体稀释液，一段时间在更换新抗体稀释液时实验结果出现了阴性结

果（提示可能一抗没有结合），最后从抗体浓度和孵育时间、封闭时间等原因排除后，发现是新

抗体稀释液的 PH 值偏酸，而使抗原抗体反应不佳，终而出现假阴性结果。 

 

10）切片清洗（浸洗、冲洗和漂洗）：为了防止一抗、二抗等试剂残留而引起非特异性染色，所

以适当地加强清洗（延长时间和增多次数）尤为重要，我一般在一抗孵育前的清洗是 3min*3 次，

而一抗孵育后的清洗均为 5 次*5min。注意：①单独冲洗，防止交叉反应造成污染。②温柔冲洗，

防止切片的脱落。我喜欢用浸洗方式；③冲洗的时间要足够，才能彻底洗去结合的物质。④PBS

的 PH 和离子强度的使用和要求。这方面我有惨痛教训，当时我买的抗体稀释液偏酸，结果背景

一片黄（未见特异性染色），建议 PH 在 7.4-7.6 浓度是 0.01M。（中性及弱硷性条件（PH7-8）

有利于免疫复合物的形成，而酸性条件则有利于分解；低离子强度有利于免疫复合物的形成，而

高离子强度则有利于分解） 

 

11）DAB 显色：背景的深浅和特异性染色的深浅均可以由 DAB 孵育条件决定。DAB 显色时间不

是固定的，主要由显微镜下控制显色时间，到出现特异性染色较强而本底着色较浅时即可冲洗；

DAB 显色时间很短（如几秒或几十秒）就出现很深的棕褐色，这很可能说明你的抗体浓度过高或

抗体孵育时间过长，需要下调抗体浓度或缩短你的抗体孵育时间；此外，若很短时间就出现背景

很深，还有可能你前面的封闭非特异性蛋白不全，需要延长封闭时间；DAB 显色时间很长（如超

过十几分钟）才出现阳性染色，一方面可能说明你的抗体浓度过低或孵育时间过短（最好一抗 4

度过夜）；另一方面就是封闭时间过长。 

 

12）复染：目的是形成细胞轮廓，从而更好地对目标蛋白进行定位，经常用苏木素复染（胞核染

料）。注意苏木素复染时间要看当时的室温、溶液的新旧、目标抗原的定位等情况，一般数秒-

数分钟，胞浆蛋白可以适当时间长一点，而胞核蛋白则要短。不过这个如果染色不理想可以补救

的。方法是：染色深则分化时间稍长些即可；染色浅则再置于苏木素中染色即可。盐酸酒精是分

化，氨水是返兰。作用不同。片子复染完后流水振洗，然后置于盐酸酒精中数秒（一定动作要快）

后拿出流水振洗，在放入氨水中返兰即可。 

 



13）封片：为了长期保存，我们一般用中性树胶等封片，避免产生气泡，方法是直接在载玻片组

织上滴一滴封片液，然后一手拿住盖片某一拐角，而另一手拿对面的那个拐角，接近封片液近端

的拐角先降低，直至接触到液体时为止；当发现液体接触面在不断弥散时，则可以缓慢降低另一

拐角，这样一般不会产生气泡。 

 

2、免疫荧光方法中的重要环节 

 

1）冰冻切片制备：建议用新鲜组织，否则组织细胞内部结构破坏，易使抗原弥散。选用干净锋

利的刀片、组织一定要冷冻适度等，防止裂片和脱片严重。 

 

2）组织切片固定：切好片风干后立即用冰丙酮等固定液进行固定 5-10min，尤其要较长时间保

存的白片，一定要及时固定和适当保存。 

 

3）血清封闭：为防止内源性非特异性蛋白抗原的结合，需要在一抗孵育前先用血清（与二抗来

源一致）封闭，减弱背景着色。血清封闭的时间是可以调整的，一般 10-30min。 

 

4）一抗孵育条件：在免疫组化反应中最重要，包括孵育时间和抗体浓度。一抗孵育温度有几种：

4 度、室温、37 度，其中 4 度效果最佳；孵育时间：这与温度、抗体浓度有关，一般 37 度 1-

2h，而 4 度过夜和从冰箱拿出后 37 度复温 45min。具体条件还要摸索。 

 

5）二抗孵育条件：二抗一般室温或 37 度 30min-1h，具体时间需要摸索，而浓度一般有工作液，

若是浓缩液还要摸索浓度，切记要避光反应。但在免疫荧光中我们一般先把二抗浓度和孵育时间

先定下，然后去摸索一抗浓度和孵育时间。最后，荧光素标记的二抗随着保存时间的延长，可能

后有大量的游离荧光素残留，需要注意配制时小包装和并进行适当的离心。 

 

6）复染：目的是形成细胞轮廓，从而更好地对目标蛋白进行定位。一般常用 DAPI 复染。 

 

7）封片：为了长期保存，我们一般用缓冲甘油等封片，此外还有专门的抗荧光萃灭封片液。避

免产生气泡，方法是直接在载玻片组织上滴一滴封片液，然后一手拿住盖片某一拐角，而另一手

拿对面的那个拐角，接近封片液近端的拐角先降低，直至接触到液体时为止；当发现液体接触面

在不断弥散时，则可以缓慢降低另一拐角，这样一般不会产生气泡。 

 

8）切片清洗：为了防止一抗、二抗等试剂残留而引起非特异性染色，所以适当地加强清洗（延

长时间和增多次数）尤为重要，我一般在一抗孵育前的清洗是 3min*3 次，而一抗孵育后的清洗

均为 5 次*5min。注意（1）单独冲洗，防止交叉反应造成污染。（2）温柔冲洗，防止切片的脱

落。我喜欢用浸洗方式；（3）冲洗的时间要足够，才能彻底洗去结合的物质。（4）PBS 的 PH

和离子强度的使用和要求。这方面我有惨痛教训，当时我买的抗体稀释液偏酸，结果背景一片黄

（未见特异性染色），建议 PH 在 7.4-7.6 浓度是 0.01M。（中性及弱硷性条件（PH7-8）有利于

免疫复合物的形成，而酸性条件则有利于分解；低离子强度有利于免疫复合物的形成，而高离子

强度则有利于分解） 

 

9）拍照：有条件的话最好立即拍照，若不能及时拍照，也要封好片和用指甲油封固，保持避光

和湿度。使用荧光显微镜注意严格按照荧光显微镜出厂说明书要求进行操作，不要随意改变程序；

应在暗室中进行检查；防止紫外线对眼睛的损害，在调整光源时应戴上防护眼镜；检查时间每次



以 1~2h 为宜，超过 90min，超高压汞灯发光强度逐渐下降，荧光减弱；标本受紫外线照射 3~5min

后，荧光也明显减弱或褪色；激发光长时间的照射，会发生荧光的衰减和淬灭现象；所以最多不

得超过 2~3h；荧光显微镜光源寿命有限，标本应集中检查，以节省时间，保护光源。天热时，

应加电扇散热降温，新换灯泡应从开始就记录使用时间。灯熄灭后欲再启用时，须待灯光充分冷

却后才能点燃。一天中应避免数次点燃光源。关闭汞灯至少在开启 15-30 分钟后；标本染色后立

即观察，因时间久了荧光会逐渐减弱。若将标本放在聚乙烯塑料袋中 4℃保存，可延缓荧光减弱

时间，防止封裱剂蒸发；使用的玻片等载体，都必须厚度均匀，无明显的自发荧光，如果使用油

镜，还必须保证镜油为无荧光镜油；电源最好装稳压器，否则电压不稳不仅会降低汞灯的寿命，

也会影响镜检的效果。 

 

 


