
DAB 染色后切片着色一片黄/背景深解决方案 

 

背景： 

 

奥运会期间我们课题组研究生都在实验室做实验，许多从北京购买的试剂买不到，对我们的许

多实验产生了很大的影响。我以前一直用中杉金桥的 SP 三步法染色试剂盒，效果不错，在奥

运会期间我准备做同批实验分不同批次酶免疫组化实验，第一批组化实验结果很好，抗体浓度

感觉比较合适（Santa Cruz 公司 1：200），等做第二批时发现封闭血清不够了，为了保证实

验顺利进行，我又从福州迈新顶了一个 SP 试剂盒，同时抗体稀释液也不够了，我又重新从博

士德公司买了一小瓶 10ml。从第二批实验开始，组化实验结果一直显示强背景着色，特异性染

色很难辨别。 

 

问题及其解答：产生组织切片非特异性染色的原因有哪些？如何解决？ 

 

1、 抗体孵育时间过长、抗体浓度高易增加背景着色。这可通过缩短一抗/二抗孵育时间、稀释

抗体来控制。这是最重要的一条。 

 

2、 一抗用多克隆抗体易出现非特异性着色，建议试用单克隆抗体看看。 

 

3、内源性过氧化物酶和生物素在肝脏、肾脏等组织含量很高（含血细胞多的组织），需要通

过延长灭活时间和增加灭活剂浓度来降低背景染色； 

 

4、 非特异性组分与抗体结合，这需要通过延长二抗来源的动物免疫血清封闭时间和适当增加

浓度来加强封闭效果； 

 

5、 DAB 孵育时间过长或浓度过高； 

 

6、 PBS 冲洗不充分，残留抗体结果增强着色，在一抗/二抗/SP 孵育后的浸洗尤为重要； 

 

7、 标本染色过程中经常出现干片，这容易增强非特异性着色。 

 

我的实际解决方案： 

 

以上的分析可能对于初学者还是不容易的，下面我就把我的排除实验的具体过程与大家进行分

享、交流和讨论。 

 

1、首先排除抗体孵育条件。一般来说，着色效果的好坏与抗体的孵育条件是密不可分的，由

于用 SP 法已经做出来过一次且效果不错，因此对于同样组织的同一抗原进行分析，这种因素

可以先排除。 

 

2、其次，DAB 孵育时间是否太长？做出来那一次我是孵育 8min，后来也是 8-10min，我单独



做了一次实验来排除该因素。结果孵育 2、5min 时先出现背景，而特异性染色较浅，故这不符

合常理，一般先出现特异性染色，然后随着时间的延长，会出现非特异性背景着色。 

 

3、最后，血清封闭的问题？以前我一般孵育 15-30min，所以我单独做了一次实验用血清封闭

室温 1h，其它条件同做出来的那一次，结果也一样背景着色很深。 

 

4、此外，我在改进的同时，也对 PBS 清洗不断地延长时间和增加次数，甚至完全参照试剂盒

说明书来进行操作（我以前一般一抗 4 度过夜且室温复温 45min、二抗 37 度 30min、SP 反应

37 度 30min），以及过氧化氢灭活加强等等均未起到效果。 

 

我冷静地分析了一下整个实验流程，与第一次做出来相比，只有两个地方做了改动：因血清不

够而更换了不同厂家试剂盒、因抗体稀释液用完而重新买了抗体稀释液。 

 

5、我用 PBS 替代一抗稀释液（我以前还回收抗体，自我觉得抗体稀释液中含防腐剂和蛋白稳

定剂），其它步骤和组织切片完全与第一次做出来的一致（包括血清也是老试剂盒内剩余的一

点），奇迹出现了：结果很好。--因为抗原抗体反应除温度、抗原/抗体浓度外，然后就是 PH

值，于是我测了新抗体稀释液、老抗体稀释液和 PBS 的 PH 值，结果是前者偏酸性（<6、

0），而后两者均在 7、5 左右。 

 

6、看来主要祸根是抗体稀释液的 PH 值出问题了，于是我又用 PBS 替代抗体稀释液和新试剂盒

内的试剂对组织切片做了免疫组化，结果还是没有做出来：背景很深。这真把我搞惨了。难道

还有什么原因吗？通过仔细分析：一抗一定是结合上去了（老 SP 试剂盒结果很好），问题是

二抗没有结合上去也不对（因为最后背景很深，这说明二抗可能也结合上去了），DAB 孵育时

间现在只用 1、5min 也是背景深而特异性染色浅，那我又怀疑封闭血清了。 

 

7、我做了两张切片：一张用老试剂盒内还剩下一点的血清而另一张用新试剂盒内的封闭血

清，其余试剂（二抗、SP）均用新试剂盒提供的，结果是前一张效果很好，而后一张能够看到

特异性染色，但背景太深，拍照效果不佳。--看来封闭血清也是罪会祸首之一。 

 

结果分析显示：抗体稀释液的 PH 值偏低和封闭血清的失效导致了我的免疫组化结果的不佳，

望大家在以后的组化实验中也要注意这两个不太引人注意的关键问题。--惨痛的教训，值得引

以为鉴。 

 


