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Abstract
AIM: To investigate the normal expression 
of endogenous biotin (EB) in colonic tissues 
and its influence on the results of immuno-
histochemistry (IHC). 

METHODS: Fourteen specimens were tested and 
analyzed with different immunology methods.  

RESULTS: EB was expressed on the fundic 
endoplasm of surface epithelial cells in 8 of the 
14 colonic tissue samples, and 15% egg white 
blocking fluid could eliminate EB in colonic tis-
sues from human beings. Traditional SP, SP + 
15% egg white blocking fluid, two-step PV-6002 
and improved two-step PV-6002 showed that 
Bax was positively expressed in 12 (85.71%), 10 
(71.43%), 4 (28.57%) and 8 (57.14%) colonic tis-
sue samples, respectively, whereas moderately 
and strongly expressed in 10, 6, 0, and 5 colonic 

tissue samples, respectively. 

CONCLUSION: Endogenous biotin is expressed 
mostly in the fundic endoplasm of surface epi-
thelial cells in colonic tissue samples from hu-
man beings. The biotinylated detection system is 
the first choice of method during IHC. 
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摘要
目的: 探讨内源性生物素在结肠组织中的表
达及其对免疫组化结果的影响. 

方法: 14例结肠黏膜组织标本按不同的免疫
学方法进行实验和分析. 

结 果 :  8 例 出 现 内 源 性 生 物 素 阳 性 表 达 
(57.14%), 主要位于表面上皮细胞胞质, 尤其
近基底侧. 15%蛋清封闭液可以封闭结肠组
织中的内源性生物素. 传统SP法、SP法+15%
蛋清液、PV-6002两步法和改进后的两步法
Bax阳性表达数分别为12例(85.71%)、10例
(71.43%)、4例(28.57%)和8例(57.14%), 在这
四种方法中Bax中等强度以上表达数分别为
10例、6例、0例和5例. 

结论: 内源性生物素在结肠组织中主要表达
在表面上皮细胞胞质, 尤其是近基底侧; 免疫
组化时可首选生物素标记的检测系统.

关键词: 免疫组织化学; 内源性生物素; 结肠; 石蜡

包埋组织; 蛋清封闭液
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■背景资料
随着免疫组化技
术越来越广泛的
运用, 内源性生物
素因其对免疫组
化结果的影响而
受到极大关注. 目
前 ,  国 内 外 文 献
对结肠组织中内
源性生物素的表
达及其影响未见 
报道.

■同行评议者
陈建荣 ,  副教授 , 
南通大学第二附
属医院急诊医学
中心 



0  引言

随着免疫组化技术在临床诊断和科学研究中获

得越来越广泛的运用, 内源性生物素因其对免

疫组化结果产生较大影响而受到极大关注. 常
用的检测系统中, 包括SP、SABC和LSAB等, 均
是用生物素标记的二抗, 而文献报道加热抗原

修复会重新暴露内源性生物素的活性[1-2], 由此

导致实验结果的假阳性也引起学者们的广泛关

注[3]. 因为内源性生物素较多分布在线粒体中, 
以往的研究过多的集中在含线粒体丰富的组织, 
如肝脏、肾脏和乳腺等[4-5]. 而肠道作为内源性

生物素产生的重要部位之一, 对其表达情况却

研究甚少, 国内外文献中均未见报道.
目前, 免疫组化的检测系统较多, 既包括上

述以S P为代表的生物素标记的三步法检测系

统, 也包括许多非生物素标记的检测系统, 例如

EnVision、PicTureTM、PowerVision等, 他们大

都是简化的两步法检测系统. 后者显示较高的

特异性, 而且敏感性也较高, 因此有学者认为, 
内源性生物素含量丰富的组织应该放弃以SP为
代表的生物素标记的三步法检测[6]. 本研究旨在

通过不同的实验方法探讨内源性生物素在结肠

组织中对免疫组化结果的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 结肠黏膜标本取自北京大学第三医院

消化内镜中心, Bax一抗和SP检测系统由美国

NeoMarkers公司提供, PV-6002为两步法的非生

物素标记的检测系统, 购自北京中杉公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本的制备: 结肠镜黏膜活检, 标本立即

用40 g/L甲醛固定, 常规石蜡包埋, 4 µm厚连续

切片, 每份标本均制作成8张免疫组化用的切片, 
另有1张作HE染色.
1.2.2 蛋清封闭液的制备: 取新鲜鸡蛋蛋清, 无菌

操作, 纱布过滤后4℃冰箱保存, 使用时用去离

子水稀释成不同的浓度, 室温孵育均为30 min, 
其后PBS冲洗3次, 每次各5 min.
1.2.3 免疫组化: (1)按照SP/PV-6002步骤进行; 
(2)抗原修复采用微波高火15 min, 修复液采用

0.01 mol/L柠檬酸(pH 6.0); (3)对照设立包括阳

性对照、阴性空白对照和阴性替代对照, 阳性

对照由NeoMarkers公司提供, 空白对照由既往

实验证实, 替代对照用PBS取代一抗.
1.2.4 实验方法: (1)切片脱蜡水化后常规使用过

氧化氢液封闭内源性过氧化物酶活性, 使用血
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清减轻非特异性背景染色, 随之直接滴加SP液, 
DAB显色, 普通光学显微镜下观察; (2)在上一步

基础上增加微波高温抗原修复, DAB显色和镜

下观察; (3)微波抗原修复后增加蛋清封闭液的

处理过程, 余同上; (4)传统的免疫组化SP法操

作; (5)增加蛋清封闭液的处理后, 按照常规SP法
操作; (6)按照PV-6002两步法说明书操作; (7)将
PV-6002两步法的二抗作用条件由室温30 min
改为37℃孵育60 min, 余仍按照说明书操作; (8) 
PV-6002两步法的操作, 不加一抗观察二抗的单

一影响; (9)HE染色进行普通病理诊断, 并辅助

免疫组化结果的判断.
1.2.5 结果判定:  记分参照Rahman et a l的标

准并作适当修改. 染色强度记分: 无色0分; 淡
黄色1分; 黄色2分; 棕褐色3分. 阳性细胞数记

分: <25%, 1分; 26%-50%, 2分; 51%-75%, 3分; 
>75%, 4分. 根据染色强度和阳性细胞数计分之

和进行判断: 0分为阴性(-), 1-2分为弱阳性(+), 
3-5分为阳性(++), 6-7分为强阳性(+++). 所有结

果均经3位作者在病理医师帮助下分别阅片, 若
有疑义共同商议后确定.

2  结果

2.1 内源性生物素在结肠组织的表达 方法1和2
操作前者反应是石蜡包埋结肠组织未经热修复

的情况, 后者反应的是微波热修复后的情况. 前
者均未见阳性表达; 后者出现明显的内源性生

物素表达, 14份标本中8份出现阳性(57.14%), 其
中中等强度以上的表达有6份(42.86%). 表达部

位主要是在结肠黏膜表面上皮细胞的胞质, 且
绝大多数在近核的基底侧(表1, 图1).表1, 图1).图1).
2.2 蛋清封闭液对结肠组织内源性生物素的效果 
观察不同浓度的蛋清封闭液对结肠组织内源性生

物素的封闭效果, 浓度分别为5%、15%和30%, 孵
育均为室温30 min. 结果显示, 15%蛋清封闭液可

以得到满意的效果, 内源性生物素被成功封闭 
(图2); 5%的蛋清封闭液不能完全封闭, 在内源

性生物素表达部位存在部分着色, 但强度明显

下降; 30%蛋清封闭液的封闭效果不满意, 整个

背景均有轻微的着色. 15%蛋清封闭液的结果见见

表1..
2.3 不同免疫组化实验方法结果 方法4反应的是

未经蛋清封闭液处理, 用生物素标记SP系统的

检测结果; 方法5反应的是经过蛋清封闭液封闭

内源性生物素后, SP系统的检测结果; 方法6反
应的是按说明书操作的两步法非生物素标记系

www.wjgnet.com

■研发前沿
探讨免疫组化中
各个影响因素及
有效的消除方法, 
是免疫组化方法
学研究的重点. 本
文探讨内源性生
物素在结肠组织
中对免疫组化结
果的影响, 并提出
合适的消除方法.
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统的检测结果; 方法7反应的是调整两步法检测

系统二抗作用条件后的结果(图3).
4种方法的样本阳性数有明显差异 ,  其中

方法4阳性数最多 ,  14例标本中有12例阳性

(85.71%), 中等度以上表达的有10 例; 增加蛋

清液封闭内源性生物素后(方法5), 阳性表达数

降至10例(71.43%), 而中等度以上表达的仅有6
例(42.86%). 增加了内源性生物素的封闭后, 原
有的12例阳性标本中有7例出现不同程度的强

度下降(58.33%), 甚至有2例均为中等强度以上

表达的阳性标本从阳性直接转为阴性(表1).表1).).
更换两步法非生物素的检测系统后 ,  按

照步骤操作 (二抗作用条件为室温3 0  m i n )
实验 ,  阳性数仅为4例(28.57%), 且强度均较

弱 ,  无1例达到中等度及以上表达 ;  提高二

抗的作用温度至3 7℃、延长作用时间至6 0 
min, 阳性数上升至8例(57.14%), 其中中等度

以上表达的有5例 (35.71%),  仅略低于S P系
统 .  调整后的P V-6002系统与S P系统逐一比

较 ,  14例标本中有9例检测结果完全一致 ,  5
例存在差异 ,  其中4例P V-6002系统强度弱于

S P系统 ,  3例S P法阳性而两步法为阴性 ,  仅
有1例两步法为弱阳性而S P法为阴性 .  方法

8证实了非生物素检测系统的二抗对结果没

有影响, H E染色是为了辅助免疫组化结果的 
判定.

3  讨论

生物素是一种含硫水溶性维生素, 广泛分布于动

物及植物各组织, 是多种羧化酶辅基的成分, 在
人体内主要位于线粒体和细胞质中, 参与多种生

理和病理反应. 内源性生物素是指体内所含有的

能够和抗生物素蛋白结合的分子或基团, 肠道是

其产生的主要部位之一. Rodriguez-Soto et al发
现在甲醛固定、石蜡包埋组织中内源性生物素

活性被封闭, 而经过微波高温修复后活性重新恢

复[1-2]. 本研究证实了这一观点, 14例石蜡包埋结

肠组织如果不经高温热修复, 在常规脱蜡水化后

直接与外源性的抗生物素蛋白反应, DAB显色, 
并未发现有阳性着色. 经过微波高温热修复, 8例
出现明显着色, 且有6例表达强度在中等度及以

上; 主要部位在黏膜表面上皮细胞的胞质, 尤其

近核基底侧. 本研究证实了结肠是内源性生物素

高表达的组织之一, 详细报道了内源性生物素在

石蜡包埋结肠组织中的表达情况.
早在1981年Wood et al [7]就发现内源性生物

素会对免疫组化的结果产生影响, 并且初步找

到解决的方法, 随后又陆续有研究报道[8]. 目前

■相关报道
国外学者认为在
内源性生物素含
量丰富的组织中
应该放弃以生物
素标记的免疫组
化检测系统.

■创新盘点
本文首次报道了
内源性生物素在
石蜡包埋结肠组
织中的表达情况, 
并且通过实验证
实了尽管结肠组
织中内源性生物
素含量丰富, 但是
处理得当依然可
以获得理想的结
果.

A B

图  1  内源性生物素在石蜡包埋结肠组织中的表达情况(微波处理后(×400). A: 主要在黏膜表面上皮细胞胞质表达, 以近核

基底侧为主; B: 单一在上皮细胞胞质近核基底侧表达.

A B

图  2  蛋清封闭液对结肠组织中内源性生物素的封闭效果(×400). A: 蛋清液封闭前; B: 蛋清液封闭后.
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■应用要点
在结肠组织中进
行免疫组化操作
时, 生物素标记的
检测系统依然可
列为首选方法之
一. 本研究结果对
应用免疫组化技
术时合理选择不
同的检测系统有
一定意义.

有很多厂家提供内源性生物素的封闭液, 然而, 
有研究表明在某些情况下, 这些封闭液并不能

达到满意的效果[9]. Miller et al推荐了一种简单

的封闭液, 即蛋清封闭液[10]. 考虑到蛋清来源容

易、价格便宜、操作简单、并且可以自由调整

浓度, 我们研究了蛋清封闭液的效果, 结果发现

采用合适的浓度在结肠组织中可以取得满意的

效果, 浓度过高或过低时效果均不满意. 封闭的

效果存在较高的浓度依赖性, 这可能是即用型

的封闭液在某些组织中不能取得满意效果的原

因之一. 本研究结果提示, 在石蜡包埋结肠组织

中, 内源性生物素的活性可以被完全封闭, 影响

可以被消除; 考虑到封闭的效果存在较高的浓

度依赖性, 蛋清封闭液可成为首选的内源性生

物素封闭液.
因为内源性生物素会对免疫组化的结果产

生影响. 有学者认为应该在生物素含量丰富的

组织放弃以生物素标记的免疫组化检测系统[6]. 
本研究重点是在结肠组织中免疫组化时是否应

该抛弃生物素标记的检测系统. 根据预实验的

结果, 我们选择了在同一部位表达的Bax抗体作

为研究所用的一抗, Bax是Bcl-2家族促凋亡亚家

族的成员之一, 在正常多种组织有表达, 其中包

括正常的结肠组织. 经过封闭后SP系统依然表

现出高敏感性, 每一份标本均设立了阴性对照, 
对照片未见着色, 同时实验片背景清晰, 未见非

特异性着色, 表现出较高的特异性. 由实验结果

可以看出, 经过合适的封闭过程, 用生物素标记

的系统是可以取得理想结果.
反观两步法系统的检测结果, 按照说明书

步骤操作, 阳性表达数很低, 14例标本中仅有4
例出现阳性, 且表达均较弱, 没有1例达到中等

DA B C

图  3  不同免疫组化实验方法(×400). A: 未加蛋清液封闭的SP系统的检测结果; B: 蛋清液封闭后的SP系统的检测结

果; C: PV-6002两步法原检测系统的结果(二抗为室温30 min); D: 调整二抗作用条件后PV-6002两步法系统的检测 

结果.

表  1  各种实验方法的结果

     
实验方法	     1	    2	     3	     4	    5	     6	    7	 8

001	    -	 -	    -	 +++	 +++	    +	 +++	 -

002	    -	 ++	    -	 +++	 ++	    -	 ++	 -

003	    -	 ++	    -	 ++	 -	    -	 -	 -

004	    -	 +++	    -	 +++	 -	    -	 +	 -

005	    -	 -	    -	 +	 +	    -	 -	 -

006	    -	 -	    -	 +++	 +++	    +	 +++	 -

007	    -	 -	    -	 -	 -	    -	 -	 -

008	    -	 +	    -	 ++	 ++	    +	 ++	 -

009	    -	 ++	    -	 ++	 +	    -	 -	 -

010	    -	 +	    -	 ++	 +	    -	 -	 -

011	    -	 +++	    -	 +++	 ++	    -	 +	 -

012	    -	 +++	    -	 +++	 ++	    +	 ++	 -

013	    -	 -	    -	 -	 -	    -	 -	 -

014	    -	 -	    -	 +	 +	    -	 +	 -

1-8对应材料和方法中的方法编号; 001-014是各标本的编号.
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度以上表达; 与SP系统比较, 背景更为清晰, 表
现出非常高的特异性, 但低敏感性过低. 考虑到

这一情况, 本研究改进实验条件, 将二抗的作用

条件进行改善, 得到了较为理想的结果, 8例出

现阳性表达, 但依然低于SP系统. 而且有3例SP
系统检测为阳性在该方法中为阴性, 敏感性相

对较低. 敏感性和特异性很难同时获取, 这也正

是不同检测系统难以取舍的原因. SP为代表的

生物素标记的检测系统由于采取三级放大, 敏
感性高于两步法的检测系统, 特异性降低, 非特

异性的背景染色增加. 本研究成功消除了内源

性生物素的影响, 并且获得了理想效果. 根据研

究结果, 在结肠组织中进行免疫组化操作时, 生
物素标记的检测系统可作为首选方法之一.

致谢:  感谢吕愈敏教授、李柯主治医师、张

颖、尚惠茹在标本收集和处理上给予本课题的

帮助.
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