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葡萄糖氧化酶一二氨基联苯胺一硫酸镍铵法 

在免疫酶双重染色技术中应用 

张 远 强 苏 慧 慈 
(第四军医大学组搬胚胎学教研室) 

摘要 作者在豚鼠胰腺组织石蜡切 片的 PAP免疫酶双重标记染色中，分别使用葡萄籍氧化酶一二 

氨基联苯胺一硫酸镍铵 (Gluoo*e oxid眦 一DAB—Nicke1，GDN)和单纯 DAB显示生长抑寨 (Somatost~一 

tin．∞ M)厦 卜羟色胺 (卜hpdroxytryptamln，5-HT)免疫反应细胞，获得良好的染色结果。该方法 

步骤简单，结果明确，背景清楚，是取得理想的免疫酶双重染色结果的新途径。 

在免疫酶组织化学的双重或多重标记染色 H2O 甲醇中 30分钟； 2 PBS(0 02 mol／L， 

时，通常使用二壅磊谁菲 硬磊j j哥 ～ pH7．2，下同)；3．正常羊血清 (1：5o)，封蔚 

现不同的颜色反应，分另【J显示两种或多种抗原 

或分，以便观察或比较两种或多种抗原在形态 

学上的相互关系。如使用 DAB显示韬色，{一 

氯一l一萘酚 (cN)显示蓝色； {一氨基一9一乙基 

咔巴唑 (AEC)显示红色；邻联茴香胺显示绿 

色等。但上述供氧体，酴 DAB外，其它供氧体 

均溶于有机溶剂，需用特殊的水溶性封固剂封 

片，且易褪色。本文在豚鼠胰腺组织 PAP 双 

标染色中，使用 GDN 和 DAB分别显示 SOM 

和 5-HT 获得良好的双重免疫酶染色结果，现 

报告如下 

(一)材料和方法 材料 兔抗 5-HT 血 

清由我室生产，兔抗 SOM 血清 (INC，USA)； 

羊抗兔 IgG和兔 PAP复合物由我校病理教研 

室生产；葡萄糖氧化酶 VII(Glucose oxidase 

VII)，二氨基联苯胺 (DAB)(Sigma，USA)； 

硫酸镍铵(上海试剂二厂)。 

标本制备 250克左右雄性豚鼠 5只，断头 

处死，取胰腺组织块，经 Bouin氏液浸泡固定 

2‘小时，石蜡包埋，切片厚度 4 m，用 10西乳 

胶贴片，37"C烘干备用。 

染色步骤1 孝翅脱蜡至水，置切片于 0，3弗 

30分钟；4．加兔抗 SOM 血清 (1：4000){℃， 

24／b时；5．PBS 冲洗 1 5分钝，加羊抗兔 IgG 

(1：64)，室温 1小时； 6．PBS冲洗 1 5分钟， 

加兔 PAP复合物(1：300)，室温 1小时；7，0．i 

mol／L醋酸缓冲液 (pH6．0)冲洗 1 5分钟；8 

入 GDN 溶液孵育 1 5—20分钟，GDN 溶液 

配制参见文献 ；9．显徽镜下阳性结果明确后， 

0．2mol／L 甘氨酸一栽酸缓冲液 (pH2，2)冲洗 

2小时；1 0．PBS擐洗 i 0分钟后加兔抗 5-HT 

血清 (i：8ooo)4~C，24小时 ，重 复步骤 5— 6； 

1 1．Tris-HC1缓冲液 (0．05mol／L，pH7．6)冲 

洗 15分钟， DAB显色 5分钟 (DAB 2fling， 

Tris-HCl 5Oral新鲜配制，加 HzO2 5／~m)；12 

流水冲洗 20分钟，苏木精复染，透明，封固。 

对照实验：1．阴性对照 空白及正常兔血 

清替代对照。2．阳性对照 用已知抗原阳性的 

组织切片作阳性对照，以判定染色结果。2，抗 

体洗脱对照：已知某抗原成分阳性的切片 ，在 

DAB显色前先于 0，2mol／L (pH2，2)甘氨酸一 

盐酸缓冲液中分别振洗 1小时、1，5小时、2小 

时和 3小时，再像次加羊抗兔 lgG 和 PAP复 

台物。 
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(=)结果 经 Bouin 氏液固定的豚鼠胰 

腺石蜡切片，在 PAP免疫酶双重标 记 色 中， 

使用 GDN 和 DAB分别显示 SOM 和 5-HT 

免疫反应细胞 结果表明该方法切片背 景 清 

晰，阳性细胞与阴性背景对比反差强烈。在积 

鼠胰隐，SoM 免疫细胞主要分布在胰岛周边 

部，中央部有零星分布，在胰外分泌部亦可看到 

单个或数个聚集的 SOM 细胞。 细胞呈深蓝 

色，着色均匀，细胞大小不等，形态各异，有的伸 

出触角状突起(见图 l--2)。 胰岛中 5-HT 免 

疫反应细胞呈褐色，细胞形态以三角形或锥形 

为主。两种细胞为单着色细胞，说明这些细胞 

仅含一种检测抗原见图 l一2。 

空白及血清替代对照试验结果为阴性。洗 

脱对照试验发现洗脱时间以 2小时为宜，洗脱 

效 果良好。 

(三)讨论 免疫酶双重染色 时，通 常 使 

用不同的供氧体，使晟终产物呈现不同的颜色， 

以便比较两种抗原在组织切片中的关系，但由 

于多数供氧体，如 CN，AEC 等岳褪色，易溶于 

图 l 嵌岛中 soM 和 5 H1。免疰反应细胞的 

分布x1O0： 

有机溶剂，通常不宜作为第一抗原的豆色剂。本 

文在两次反应中均使用 DAB作为供氧体，但在 

第一次反应时，添加硫酸镍胺加强，形成金属盐 

沉淀，使阳性反应物呈深蓝色反应，第二次单独 

使用 DAB，使其呈褐色反应，以分别代表不同 

的抗原成分。由于 DAB 反应产物稳定，电子 

密度高，且不溶于有机溶剂，因此结果易于保 

存 。 

在 PAP—GDN法，由于葡萄糖氧化酶催化 

底物葡萄糖的过程中，缓慢释放 H 02，使 t-IRP 

催化 Hn 中的 o 与成色剂中 H 结台并 

氧化 DAB沉淀的过程变慢，因而显色时间延 

长，背景极浅，适宜第一抗骧定位 的 显 色 反 

应 。我们体会先以 GDN 的深色反应显示第 
一

抗原，后以 DAB的浅色反应显示第二抗原 

图 2·穗 岛中 $OM 和 5-HT 免疫反应缸胞形态 x4Ö． 

mmll,SOM 细胞 c=》 5 T 细胞 

为佳。 

由于第一抗体均为兔所产生，容易出现第 

二组抗体与第一组抗体的交叉反应，从而导致 

假双染现象，因此有效地洗脱已结合的抗体成 

分是关键。 叉参照 Nakane 的甘氨酸一盐酸 

缓冲液洗脱法用于免疫酶双重标记，操作简便， 

作用温和，效果较好。但洗脱时间不宜超过 2 

小时，否则影响第二种定位物质的抗原性。 

双重染色之前，应充分了解定位物质的抗 

原性强弱，及抗血清的染色效价，有必要先通过 

普通 PAP法确定两种第一抗体的稀释麦 。另 

外，由于双重染色冲洗及浸泡时间较长，因此要 

求高质量的切片及充分烘烤，以防染色过程 中 

脱片。 

· I， 
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类 的 受 精 

张 天 酋 
(山东大学生物学系) 

关于动物的受精，特别是海胆和哺乳类已 

有大量文献和专著问世，但对鱼类 却 知 之 甚 

少。 自 1 979年以来从亚显镦结构方面对几种 

鱼类受精过程作了报道，在此怍一综合介绍。 

(一)精予 

硬骨鱼类的精子没有顶体，但圆口纲的七 

鳃鳗，板鳃纲的鲨鱼 (Squatus suckle#)和鲟 

图 1 鲫鱼精于矢状切面 

J-植； 2-近倒中心垃； 3．远僻中心粒； 

‘-线柱体； 5．轴丝 (}I自 Baa~~tti等 

1984) 

· ，● · 

形 目的鲟鱼的精子则有顶体。 

现以鲫鱼 (Carassius auratus) 精子为例 

说明精子的构造。精子的头部呈椭圆形，直径 

为 2 m，棱为椭圆形，长轴为 2 m，短轴为 

1．5 m，棱前无顶体 ，棱的后蜷有一深窝，称为 

棱隐窝。核为一致密的染色质，内有几个小孔。 

圈 2 白饲鱼精于顶体的图解。 AV．顶体囊； 

M̂-顶体睡；PM．质膜；F．顶体下腔和小管 

中的墼状橱质；G-顶体下睦侧缝的颗粒物质； 

HM．拄映；cl，J、管 (}旧 Ch~sr和Clsr 

L9̈ ) 
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