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前 言

本标准规定了免疫酶组织化学法所用试剂、器材和操作步骤等。

本标准由中华人民共和国科学技术部提出并归口。

本标准起草单位:中国实验动物学会。

本标准主要起草人:贺争鸣。
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Laboratory animal-Immunohistochemistry(IH)

范围

本标准规定了免疫酶组织化学法(IH)所用试剂、器材和操作步骤等。

本标准适用于实验动物病毒抗原的检测。

原理

    用已知的特异性抗体与标本中待测抗原反应，如待测抗原是特异性抗体的相应抗原则形成抗原抗

体复合物。此抗原抗体复合物仍保持其抗原活性，可与相应的第二抗体酶结合物结合，遇酶底物产生颜

色反应。在普通显微镜下，根据颜色的反应判定结果。

主要试剂与器材

3.， 试剂

3.1.1 抗病毒单克隆抗体或抗血清。

3.1.2 羊或兔抗小鼠、大鼠、地鼠、豚鼠、兔、犬、猴IgG抗体标记辣根过氧化物酶。

3.1.3  PBS(. 01 mol/L,pH7.6)

    氯化钠 8. 5 g

    磷酸二氢钠(NaH2P0,·2H20)             0. 20 g
    磷酸二氢钠(NaH2POa·12H20)            3. 12 g

    蒸馏水 加至1 000 mL

3.1.4 底物溶液

    3,3一二胺基联苯胺盐酸盐(DAB)            40 mg

      PBS                                  100 mL

    丙酮 5 mL

    3%过氧化氢 。.1 mL

3.2 器材

3.2.， 石蜡切片机或冰冻切片机。

3.2.2 载玻片及盖玻片。

3.2.3 普通显微镜。

操作步骤

4门 冰冻切片风干后用丙酮固定10̂ -15 min，石蜡切片，常规脱蜡至PBS(切片应用白胶或铬矾明胶

做粘合剂，以防脱片)。

4.2 去内源酶

    用。.3%过氧化氢甲醇溶液或1%盐酸酒精37 C作用30 mina
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4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

  胰蛋白酶消化

需要时用胰蛋白酶消化处理，以便充分暴露抗原。

  漂洗

PBS洗3次，每次5 min.

  封闭

5%小牛血清或1:10稀释的正常马血清,37'C湿盒中作用30 min,

  加适当稀释的已知单抗或抗血清,37̀C湿盒中作用 1h或30 min后4℃过夜。

漂洗同4.40

加适当稀释的第二抗体酶结合物，37 0C湿盒作用1 h,

漂洗同4.4,

  底物显色

新鲜配制的DAB溶液显色 5̂ 10 min后漂洗。

  衬染

苏木素或甲基绿衬染细胞核或细胞质。

  常规脱水、透明、封片、显微镜观察。

结果判定

对照片本底清晰，背景无非特异着染，被检物呈黄至徐褐色着染，即可判为阳性。
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