
Enhanced Polymer (Mouse/Rabbit) IHC Kit, ready to use

增强多聚物法免疫组化试剂盒(小鼠/兔)，即用型

产品编号 产品名称 规格

BL1659A 增强多聚物法免疫组化试剂盒（小鼠/兔），即用型 3 ml

BL1659B 增强多聚物法免疫组化试剂盒（小鼠/兔），即用型 6 ml

BL1659C 增强多聚物法免疫组化试剂盒（小鼠/兔），即用型 18 ml

BL1659D 增强多聚物法免疫组化试剂盒（小鼠/兔），即用型 55 ml

BL1659E 增强多聚物法免疫组化试剂盒（小鼠/兔），即用型 110 ml

产品简介：

在免疫学中，抗原抗体分子由于结构的互补和彼此亲和性会发生特异性结合，基于此原理，抗体将会

与待测组织及细胞中特异的抗原/蛋白结合。随后通过氧化还原化学反应使标记抗体的酶显色剂显色，从而

显示组织及细胞内的抗原分布。首先，一抗与待测组织上的抗原特异性结合；其次，HRP 标记二抗聚合物

识别已经连接上抗原的抗体；再次，加入显色底物，聚合物上的辣根过氧化物酶可以催化 H2O2与 DAB（或

AEC）反应，从而使组织切片中抗原位点处出现黄色/棕黄色（或红色）着色；最后对样本进行复染和封片。

通过显微镜观测显色情况，推断组织切片上抗原的存在位置和表达情况。

产品组份：

编号 产品名称 BL1659A BL1659B BL1659C BL1659D BL1659E

1 内源性过氧化物酶阻断剂 3 ml 6 ml 18 ml 55 ml 110 ml

2 反应增强液 3 ml 6 ml 18 ml 55 ml 110 ml

3 增强HRP酶标记的二抗聚合物 3 ml 6 ml 18 ml 55 ml 110 ml

样本要求:
新鲜活检或手术样本组织，经 10%中性福尔马林溶液固定 6-24 小时，按技术规范要求进行取材、脱

水、石蜡包埋制成蜡块。对标本蜡块进行切片，厚度 3-5μm，粘附在防脱载玻片上，65℃恒温箱烤片 1小
时。暂不使用的白片在室温（15-25℃）下保存（最好防氧化处理），为了良好地重现组织切片中的抗原分

布情况，建议在 7日内完成免疫组化染色。

使用方法（仅供参考）：

以下为针对手工免疫组化法步骤。

一次完整的免疫组化实验应设立阳性组织对照、阴性组织对照以及空白(或阴性)试剂对照。

一、实验准备：

1、所需仪器、设备：修复仪、恒温箱、计时器、孵育盒、染色架、光学显微镜(4×-40×)、洗瓶、移液

器等。

2、所需试剂、耗材：TBS 缓冲液、EDTA抗原修复液 pH9.0、显色液、空白(或阴性)对照试剂、阳性



及阴性对照组织切片、二甲苯或二甲苯替代品、乙醇(无水、95%、85%)、蒸馏水或去离子水、封片剂(如
中性树胶)、防脱载玻片、盖玻片等。

3）实验温度条件：室温 18℃-28℃。

二、操作步骤：

1、脱蜡和水化：

将切片置于新鲜二甲苯或脱蜡液中，浸泡 3分钟×2次；去除多余液体，置于无水乙醇中，浸泡 3分钟

×2次；去除多余液体，置于 95%乙醇中，浸泡 3分钟；去除多余液体后，置于 85%乙醇中，浸泡 3分钟；

蒸馏水或去离子水轻柔冲洗 1分钟；TBS 缓冲液轻柔冲洗 3分钟×3次。

2、抗原修复：参考一抗说明书。

3、阻断内源性过氧化物酶：

去除多余的液体，滴加 100μl 内源性过氧化物酶阻断剂在切片上，将切片置于湿盒内，室温孵育 10
分钟，TBS缓冲液轻柔冲洗 3分钟×3次。

4、滴加一抗或空白(或阴性)对照试剂：

去除多余的液体，滴加 100μl的抗体试剂或空白(或阴性)对照试剂。盖上湿盒盖子，将湿盒放入恒温

箱，37℃下孵育 1小时，结束后用 TBS缓冲液轻柔冲洗 3分钟×3次。

5、滴加反应增强液：

去除多余的液体，滴加 100μl的增强液。盖上湿盒盖子，室温孵育 10分钟，结束后用 TBS缓冲液轻

柔冲洗 3分钟×3次。

6、滴加增强 HRP酶标记的二抗聚合物：

去除多余的液体，滴加 100μl的 HRP酶标记的二抗聚合物，将切片置于湿盒内，室温孵育 30分钟，

TBS 缓冲液轻柔冲洗 3分钟×3次。

7、显色：

去除多余的液体，滴加 100-200μl新鲜配制的 DAB显色液（或 AEC显色液），室温孵育 5分钟，洗

去显色液，终止显色过程。

8、苏木素复染：

自来水轻柔冲洗切片，加 100-200μl苏木素染色液孵育 10-60 秒；分化、冲洗返蓝。（依据不同苏木

素染色液的强度调整孵育时间，以最终细胞核呈现淡蓝到深蓝颜色，能为 DAB显色提供清晰对比背景为

宜，过染或不足染色都有可能影响正确结果的判断。）

9、封片：

DAB 显色后，将切片置于 85%乙醇中，浸泡 3分钟；将切片置于 95%乙醇中，浸泡 3 分钟；将切片

置于无水乙醇中，浸泡 3分钟；将切片依次置于三缸二甲苯中，每缸浸泡 3分钟；将组织切片从最后一缸

二甲苯中取出后，滴加中性树胶，再用盖玻片贴合载玻片，使中性树胶充盈组织表面，完成封片。AEC显

色后用水溶性封片剂封片。

10、结果判读：

免疫组化染色结果在光学显微镜下对染色后的切片进行观察并进行判读。

染色结果的解释：

A、免疫组化染色结果应该建立在一系列对照染色结果都正常的基础上，否则该次染色结果应该被认

为是无效的。

B、染色结果阳性（+）：在一系列对照染色结果都正常的基础上，受检组织切片中特定细胞的特定部

位见有棕黄色（DAB显色）或红色（AEC显色）着色，且无背景染色，表示被测抗原存在表达。

C、染色结果阴性（-）：在一系列对照染色结果都正常的基础上，受检组织切片中特定细胞中未见棕

黄色（DAB显色）或红色（AEC显色）着色，表示被测抗原无表达或表达量极低。



染色方法的局限性：

1、标本的固定和前处理、组织的抗原修复、抗体孵育温度及时间或其他实验条件的改变都有可能影

响染色结果的正确性。

2、在每一次染色过程中，应该设立空白(或阴性)试剂对照、阳性组织对照及阴性组织对照，且所有对

照染色结果都应正常，否则该次实验被认为是无效的。

3、完整的免疫组化实验过程有多个步骤，包括试剂的选择，组织的选择，固定和处理，切片的准备，

染色及结果解释。染色前组织的处理方式能直接影响染色效果。不恰当的固定、冰冻、熔化、清洗、烘干、

切片或被其他组织或液体污染都可能造成假阳性，抗体定位不准确或假阴性结果。固定和包埋方法的不同

或是组织内部的不规则也可能造成异常的染色结果。同时，过度或不充分的复染也可能影响结果的正确解

释。

4、对免疫组化染色结果的解读应结合病理形态学及其它资料进行。任何染色或其缺失的解释都应以

形态学、正确的对照以及其他试验作为补充。

5、试剂可能在未经测试的组织中出现非预期的反应。由于肿瘤或其他病态组织中的抗原表达具有生

物变异性，因此无法完全消除被测组织出现非预期反应的可能性。

6、假阳性的结果可能会由于蛋白或底物反应产物的非免疫学结合造成的。它们也可能会由红血球和

细胞色素 C 造成的。

注意事项：

1．本产品含有生物来源材料，对其进行处理应符合相关要求。

2．应用适当的防护措施，以避免试剂同皮肤和眼睛接触。

3．本产品是否适用于非福尔马林固定组织还未得到证实。

4．本产品仅限专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品或药品。

5．为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。

保存条件：

2-8℃避光保存，有效期 18个月。每次使用后应立即放回 2-8℃冰箱保存。


