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法有三种基本做法，第一种是在同一张切片上 

进行重复染色，同时观察该切片上各种不同物 

质。此种操作的优点在于用一张切片可以获得 

多种物质的信息。其缺点是有时各种物质的信 

息互相干扰，致使细胞的微细部位难于用普通 

光镜观察。另外，对于显示不同颜色的物质，必 

须使用彩色照相．；第二秘基本做法是将同一张 

组织切片相继进行多次染色，分别观察各种物 

质。如在染色观察了一种物质之后，将其染色 

消去再进行染色、观察第二种物质，或者在用 
一 般光镜检查之后，再换用荧光显微镜观察具 

有荧光的物质。在作两种具有不同荧光的物质 

检查时，可换用不同滤光片进行显示，此种操 

作的缺点在于所观察的各种物质的定位比较困 

难，同时此种操作不适于作电镜观察；第三种是 

利用不同的染色法处理相邻的两张切片，检查 

不同物质的存在，这是组织化学中常用的方法。 

其优点是可以比较各种物质的整 体和局 部存 

在。 、 

(=)重复检查法的种类 

1．二次免疫染色法：这是证明两种物质共 

存的有效方法。除了使用荧光抗体法外，目前 

常用的是酶标抗体法(PAP和 ABC法)o 酶标 

抗体法中使用的酶一般是过氧化物酶，如辣根 

过氧化物酶，偶尔也使用碱性磷酸酶、半乳糖苷 

酶和葡萄糖氧化酶等。近年来，有人用金银等 

金属标记抗体作双重免疫染色同样取得了良好 

结果，因为这种方法可根据金属粒子的大小区 

别两种抗原，故特别适应于免疫电镜研究。双 

重免疫染色法的缺点是：用于显示第一种物质 

所使用的酶在作第二次染色时会引起再反应。 

另外，两次染色使用的第二抗体之间可能产生 

交叉反应。 

2．放射自显影结合法：放射自显影法分体 

内和体外给予同位素两种方式。在利用作为能 

源被摄取的物质，追踪机能组织的方法和细胞 

内标记法以及观察活性物质如何被利用的方法 

中，均采用第一种方式。在免疫组化和原位杂 

交中常用第二种方式。在观察与受体结合的实 

验中采用那种方式应视情况而定。敬 射自显影 

电镜操作比较简单，但将放射自显影结合起来 

同时检查多种物质，则比较困难。一般都是将 

放射自显影法与其它组织化学法结合使用。其 

做法是首先通过放射自显影证明了细胞内标记 

物、被摄取的递质前体物之后，再用免疫组化法 

证明生理活性物质。 

3．酶组织化学结合法：酶组织化学法包括 

给予细胞内标记物的顺行性和 逆行 性追 踪法 

(主要包括 HRP和与 HRP结合的植物凝 集素 

法)，以及证明生理活性物质的合成、代谢及分 

解酶的方法。近年来，由于出现了许多生理活 

性物质的抗体，为酶组织化学法开辟了一条新 

路，一些酶组织化学法逐渐被迅速有效的免疫 

组化法替代。但是由于纯净的抗体难于制备等 

原因，使得免疫组化法受到了一定限制，所以某 

些酶组织化学法至今仍不失为有效的方法。 

法常与免疫荧光组织化学法结合作重复染色。 

4．荧光组织化学结合法：因为荧光组织化 

学法必须用荧光镜观察，故不能应用于电镜研 

究。此法除了与酶组织化学法结合使用外，一 

般是将两种不同的荧光组织化学法进行结合或 

与免疫荧光法结合检查不同物质。在追踪神经 

通路或观察电生理实验后的细胞定位色素和以 

甲醛处理的生物胺时，经常使用这种重复检查 

法。 

二、组织化学重复检查法 ． 

的几种实际操作 

(一)PAP和 ABC法的重复染色 (以脑 

组织为例) 

1．用多聚甲醛或 Zamboni氏液从左心 室 

灌流固定动物，灌流完毕立即剥出脑，放在与 

灌流液相同的溶液中后固定 24一l}8小时，经 

20—30％的蔗糖溶液浸泡 24小时后，用恒冷 

切片机切成 20—5O m的切片，放在 H：o：溶液 

中反应 3O一60分钟，以阻断组织中内因性氧化 

酶的活性。 

2．将切片相继浸于第一抗体(为兔抗血清) 

的低浓度溶液中，在 4℃下反应 12—72小时； 

抗兔 fgG溶液中，室温下反应 2—3小时；兔 
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PAP 复 合 体 (Peroxidase Anti—peroxidase 

Rabbit Antibody Complex)溶液中，室温下反 

应 I．5—2小时。 

以上各步操作之后，切片都要经过充分漂 

洗，漂洗和溶液的制备均用 pH 7．4的 PBS(磷 

酸盐缓冲液)。 

3．切片经 PBS和 pH 7．6的 Tris缓冲液漂 

洗之后，利用 DAB液发色 10--15分钟。其发 

色液组成为：3，3--"氨基联苯胺(3，3-diamin— 

obenzidine)30mg；0．05mol／L pH7．6的 Tris 

盐酸缓冲液 100m130％HzO：溶液 20／A。 

4．用含 0．1％NaN 的 PBS(磷酸盐缓冲液) 

洗净之后，将切片浸入第二种物质的一抗(例如 

鼠抗血清)，4℃下反应 l2—72小时。反应终了 

用 PBS洗净，加入生物素化的抗鼠IgG，室温下 

反应 2．5小时。 

·5．切片经PBS洗净以后，在浸入ABC复合 

体 (avidin biotin peroxidase complex)溶液， 

室温下反应 1．5小时。 

6．切片用 PBS洗净，放于 4c1一卜naphto1(4 

氯-1-萘酚)溶液中发色 15—20分钟。 4C1一卜 

naphtol的配方是：将 25mg4C1—1一naphtol溶 

于 lml无水乙醇，完全溶解后 ，加入 100ml0．05 

mol／L，pH7．6的 Tris缓冲液，充分搅拌过滤 

后，再加 30％的HzOz2O l̂ 

7．将切片铺在涂有明胶的载玻片上，干燥 

后再加水，不经酒精二甲苯，直接用甘油封片， 

最好立即照相。 

(二)IGS(immunogold—silver)和ABC 

法I复染色 

1．从动物组织的固定到完成组织切片的过 

程与 PAP和 ABC重复染色法相同。 

2．切片浸于低浓度的第—抗体 (例如兔抗 

血清)中，4℃下反应 l2—72小时。 

3．用含 0．O5 BSA(牛血清蛋白)和 0．9％ 

NaC1的 Tris缓冲液(5．5mol／L，pH8．2)洗净切 

片，然后放人用直径为 0．5ram的金标记 的抗 

兔 IgG溶液中，(当用兔抗血清作一抗时)，4℃ 

下孵育 l2小时。 金标记抗兔 IgG用冲洗液稀 

释o 

4．用 0．2％ 的拘缘酸缓冲液洗净切片。 

5．在黑暗环境下，将切片用溶有 5．5moll[ 

乳酸银和 77mol／L醌氢的拘缘酸缓冲液 (0．z 

mol／L，pH3．85)浸泡 10—30分钟。 

6 切片经定色液定色后，放入含有 0。5％曲 

拉通 (Triton)X-100的 PBS中充分洗涤，加入 

第二种物质的抗体。 

7．分别如 PAP法和 ABC法重复染色的 

4、5和 6那样进行 ABC法的操作和显色。 

8．脱水、透明、封固、观察。 、 

运用本法时有几点需要注意： (1)因为金 

标记的二抗结合物较大，很难进入细胞内，故对 

证明细胞内活性物质不太理想。 (2)在此法中 

的IGS和 ABC两种方法的先后顺序不能颠倒o 

(3)IGS和 ABC两种方法中所使用的一抗最好 

取自兔，而 ABC法中取自鼠，以免发生交叉反 

应。 

(三)免疫电镜组织化学重复染 色法 此方 

法含包埋前、后两种染色操作程序 

1．包埋前染色 根据 自己的检查 目的 ，选 

择灌流固定液处理动物组织。首先用振动切片 

机制成 30—100／,Lm的组织切片，然后用第一种 

物质的抗体进行 ABC反 应，DAB显色。 将 

DAB的反应产物镀银涂金后，再用第二种物质 

的抗体重复 ABC反应，DAB显色。最后按普 

通电镜程序，对已染好的组织切片包埋制作超 

薄切片进行观察。 

2．包埋后染色 首先按普通电镜程序将组 

织块制成超薄切片，然后在不锈钢网上对超薄 

切片进行 ABC法重复染色，两次染色中所用的 

二抗选用不同直径的金粒子进行标记，在电镜 

下可根据金粒子的大小区别两种物质。其优点 

为：只要超薄切片染色充分，即使 两 种 被 检 

物质的一抗取自同种动物也不会 影响、观察 结 

果。 

(四)逆行性荧光色素法和荧光组 化法 的 

结合 

1．将荧光物质碘化丙啶(propidium iodid 

PI)和核黄素或 4—6一双 胺 基-2-苯 基 吲 哚一2 

HCL(DAPI)注入脑的一定部位，使动物存活 
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