
免疫组织化学步骤-冰冻切片

1. 组织采集、固定与保存

根据冷冻和固定的先后顺序，可以分为冷冻后固定法和冷冻前固定法。为了快速处理临

床样本，一般选择冷冻后固定的方法制备样本，这样可以减少固定时间，避免固定时间过长

带来的问题。

1.1. 冷冻后固定法

冰冻过程容易使组织中的水分形成冰晶，从而影响抗原定位，通常会采用速冻或者蔗糖

脱水的方法，防止组织内冰晶形成。



1.1.1. 干冰-丙酮（乙醇）速冻法

1. 将 150-200ml 丙酮（无水乙醇）装入小保温杯内，逐渐加入干冰，直至饱和呈粘稠状，

再加干冰不再冒泡时，温度可达-70℃。

2. 用一小烧杯内装异戊烷约 50ml，将此烧杯缓慢置入干冰-丙酮（或无水乙醇）饱和液内，

至异戊烷温度-70℃时即可使用。

3. 用锋利的刀、剪切取新鲜组织块，大小 1cm×0.8cm×0.5cm为宜。

4. 将其投入异戊烷内速冻 30-60 秒后取出，置入恒冷箱切片机进行冷冻切片，或置-80℃冰

箱内贮存备用。

1.1.2. 液氮速冻法

1. 用锋利的刀、剪切取新鲜组织块，大小 1cm×0.8cm×0.5cm为宜。

2. 将取好的组织块平放于软塑瓶盖或特制小盒内（直径约 2cm）。

3. 如组织块小可适量加冷冻 OCT包埋剂浸没组织，将特制小盒缓缓平放入盛有液氮的小杯

内。

4. 当盒底部接触液氮时即开始气化沸腾，此时小盒保持原位切勿浸入液氮中，大约 10-20
秒组织即迅速冰结成块。

5. 取出冷冻的组织块立即置入恒冷箱切片机进行冷冻切片，或置入-80 ℃冰箱贮存备用。

1.1.3. 蔗糖脱水法

1. 用锋利的刀、剪切取新鲜组织块，大小 1cm×0.8cm×0.5cm为宜。

2. 将组织块用 pbs 缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟。

3. 用滤纸吸干表面水分，将组织放于 10 倍体积的 15%蔗糖溶液中，于 4℃冰箱中脱水沉底

后。转入 10 倍体积的 30%蔗糖溶液中，4℃冰箱脱水沉底。

4. 将脱水完成的组织取出，稍吸干表面水分，将目的部位组织修平整。

5. 将组织置入恒冷箱切片机进行冷冻切片。

1.2. 冷冻前固定

1.2.1. 浸泡式冷冻前固定

1. 用锋利的刀、剪切取新鲜组织块，组织离体后到固定不超过 30分钟。

2. 将组织块放入 10倍体积 4%多聚甲醛（PFA）固定液中，4℃摇床过夜。

3. 将组织从固定液中取出，用 pbs缓冲液冲洗 3 次，每次 5 分钟。

4. 用滤纸吸干表面水分，将组织放于 10 倍体积的 15%蔗糖溶液中，于 4℃冰箱中脱水沉底

后。转入 10 倍体积的 30%蔗糖溶液中，4℃冰箱脱水沉底。

5. 将脱水完成的组织取出，稍吸干表面水分，将目的部位组织修平整。

6. 将组织置入恒冷箱切片机进行冷冻切片。



1.2.2. 灌注式冷冻前固定

1. 小鼠称重后经腹腔注射戊巴比妥钠（40mg/kg）进行麻醉，麻醉后开胸暴露心脏，经左心

室先快速灌注 0.9%生理盐水约 50ml，至流出液体变清亮。

2. 换 4%多聚甲醛继续灌注约 100ml 至组织变硬。

3. 剥离脑组织，置入 10 倍体积 4%多聚甲醛，4℃摇床过夜，约 12-24小时。

4. 将脑组织从固定液中取出，放于 10 倍体积的 30%蔗糖溶液中，于 4℃冰箱中脱水沉底。

成年鼠脑通常需要 2 天，幼年不带颅骨的鼠脑通常需要 1 天，带颅骨的则需要更久。

5. 取出脱水后的脑样品，用 0.9%生理盐水清洗 3次，每次 5 分钟。

6. 用吸水纸吸干，将组织置入恒冷箱切片机进行冷冻切片。

2. 包埋

1. 将储存在-80℃的组织和固定脱水后的组织，转移到恒冷箱切片机，温度平衡 15 分

钟。

2. 开启恒冷箱切片机快速制冷，将样品托放速冻台，涂一层 OCT包埋剂，覆盖样品托

凹槽，用冷冻锤轻轻压平。

3. 将组织修平整，切面朝上放于样品托上，再用 OCT包埋剂沿着组织周围覆盖，包埋

剂的量以不流出样品托为准。

4. 包埋时尽量不要有气泡，若出现气泡，可以把它移到边缘。包埋时要涂抹均匀，确

定好组织的包埋方向，例如管腔、皮肤、囊壁等要竖立包埋。

5. 将样本托置于速冻台上速冻包埋，OCT变白变硬后，即可进行切片。

3. 切片

1. 将样品托固定在冰冻切片机的夹头上，调整位置，先进行粗修，切出组织最大切面。再

进行细修，修切平整。

2. 打开防卷板，使其位置恰好与切片刀的刀刃平行，并略突出于刀刃。

3. 转动切片机转轮切片，切片厚度 5-10μm。

4. 切片会在防卷板下方形成一张完整平坦无褶皱的薄片，如有褶皱，用毛笔轻轻展平切片。

5. 用带正电荷的载玻片平稳地轻压组织切片，使其平整地吸附到载玻片上（载玻片要保存

在室温条件下）。

6. 切好后若不立即染色就-80℃保存备用。



4. 固定与通透

固定是保持抗原细胞和亚细胞结构固定不变，同时又能使抗体进入到细胞和亚细胞的所

有部位。通透仅用于抗体需进入细胞内检测蛋白时，包括细胞内蛋白和抗原表位位于胞内区

的跨膜蛋白检测。固定和通透方法的选择取决于抗原表位和抗体本身的灵敏性，有时需要优

化。

4.1. 固定步骤（冷冻前固定的组织可跳过此步）

1. 固定前，将切片放置在工作台上风干几分钟（这样可以增加切片的粘附作用）。

2. -20℃预冷固定剂（丙酮、甲醇或乙醇）30 分钟，中性福尔马林和 4%多聚甲醛无需预冷，

首选丙酮。

3. 组织切片晾干后，参照说明书，按照以下步骤使用最佳的固定剂固定。

（1）玻片上滴加 10%中性福尔马林或 4%多聚甲醛（PFA），室温固定 10 分钟，风干玻片。

（2）玻片上滴加冷冻丙酮，室温固定 10 分钟，风干玻片。

（3）玻片上滴加冷冻甲醇，室温固定 10 分钟，风干玻片。

4. 用洗涤缓冲液 PBS冲洗切片 3 次，每次 5 分钟。

4.2. 通透步骤

溶剂 备注

溶

剂

丙酮 丙酮固定时，丙酮有通透作用，不需要进一步通透

甲醇

甲醇固定时，甲醇有通透作用，可以不需要进一步通透。但

一些抗原表位对甲醇非常敏感，能破坏抗原表位结构，此时

如需通透，可用丙酮代替甲醇进行。

多聚甲醛
多聚甲醛固定超过 10-15 分钟会造成蛋白交联，此时需要抗原

修复。如需通透，可选择丙酮或甲醇进行通透

洗

涤

剂

Triton X-100 或 NP-40
能溶解部分核膜，非常适合于核抗原染色

步骤：在玻片上滴加 0.1% Triton X-100 in PBS，室温通透 10 分

钟。

Tween 20、皂苷、毛地

黄皂苷和 leucoperm

较温和的细胞膜溶剂，会使细胞膜产生足够大的孔，促使抗

体进入细胞内而不用溶解胞膜。适合于胞浆内抗原和表位在

胞浆的表面抗原以及可溶的核抗原染色

步骤：在玻片上滴加 0.2% Tween 20 in PBS，室温通透 10-30
分钟。



5. 封闭

1. 先用免疫组化笔在切片上画圈，不要碰到或太靠近组织。

2. 用洗涤缓冲液 PBS冲洗切片 3次，每次 5分钟。画圈后及时冲洗，避免干片。

3. 甩干，滴加 3 % 过氧化氢，室温孵育 10 分钟（荧光检测可跳过此步）。

4. 用洗涤缓冲液 PBS溶液冲洗 3次，每次 5分钟。。

5. 在每个切片上滴加 100–400 µl封闭液（含 10%正常血清及 1%BSA的 PBS溶液），室温

封闭 1-2小时。如果用荧光抗体检测，封闭液可换成含 10%正常血清+1%BSA+0.3M甘氨酸

的 PBS溶液。

6. 甩干，除去切片上的的液体（请勿冲洗），然后使用纸巾擦拭玻片周围（注意不要干片）。

6. 一抗孵育

1. 进行初次实验时，根据抗体说明书选择合适的抗体稀释比，用适当的抗体稀释液（用含

1% BSA 的 PBS 溶液稀释）稀释一抗。

2. 取 100-400μl 稀释好的一抗，均匀滴加在封闭好的切片上，放入湿盒，室温孵育 1 小时

或 4℃孵育过夜。

7. 二抗孵育

1. 根据抗体说明书选择合适的稀释比，用适当的抗体稀释液（用含 1% BSA的 PBS 溶液稀

释）稀释 HRP二抗。

2. 取出切片，将切片放入洗涤缓冲液 PBS 中漂洗 3次，每次 5分钟，并轻轻震荡。

3. 甩干、擦净，取 100-400μl 稀释好的二抗，均匀滴加在切片上，放入湿盒，室温孵育 1
小时（荧光二抗需避光）。

8. 染色步骤

1. 将切片在洗涤缓冲液 PBS 中漂洗 3次，每次 5分钟，并轻轻震荡。（如荧光检测，需避光，

即可进行核复染）

2. 甩干，配制 DAB染色工作液，A液和 B液按 20：1体积比混匀。滴加 50-100μl完全覆

盖切片组织（根据组织大小调整用量），孵育 3-10分钟，显色时间不固定。

3. 镜下观察，控制显色时间，观察到出现特异性染色，即可用去离子水冲洗，终止显色。



9. 复染

9.1. 酶显色染色复染步骤

1. 甩干、擦净，将切片置于苏木素染色液中，室温孵育 2-5 分钟，用去离子水将其从切片

上清洗干净。

2. 将切片置于分化液 1-2秒，用去离子水清洗切片 2分钟。

3. 将切片置于返蓝液中 2-5 分钟，至样本呈蓝色。如果染色过浅可重复染色，如果染色过

深可使用盐酸进行分化。

4. 取出切片，在去离子水中清洗切片 2次，每次 5分钟。

5. 脱水：切片依次置于 70% 乙醇、85% 乙醇、95% 乙醇、无水乙醇 I、无水乙醇 II 中，

各浸泡 1 次，每次 5分钟。然后将切片分别置于二甲苯 I、二甲苯 II中各浸泡 1次，每次 5
分钟。

6. 从二甲苯中取出切片，室温晾干后，用中性树胶封片，显微镜下镜检。

9.2.荧光染色复染步骤

1. 在切片上滴加 50-100μl的 DAPI-PBS，放于湿盒中室温孵育 5-10分钟（避光）。

2. 将切片在 PBS中漂洗 2次，每次 5分钟，并轻轻震荡（避光）。

3. 向盖玻片上滴加一滴水性封片剂，确定样品在盖玻片和载玻片之间。

4. 用指甲油密封盖玻片防止变干，并移至荧光显微镜下观察。


	1.组织采集、固定与保存
	1.1.冷冻后固定法
	1.1.1.干冰-丙酮（乙醇）速冻法
	1.1.2.液氮速冻法
	1.1.3.蔗糖脱水法

	1.2.冷冻前固定
	1.2.1.浸泡式冷冻前固定
	1.2.2.灌注式冷冻前固定


	2.包埋
	3.切片
	4.固定与通透
	4.1.固定步骤（冷冻前固定的组织可跳过此步）
	4.2.通透步骤

	5.封闭
	6.一抗孵育
	7.二抗孵育
	8.染色步骤
	9.复染
	9.1.酶显色染色复染步骤
	9.2.荧光染色复染步骤


