
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｆｅｂ；２８（２） ·２０９　　 ·
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催化信号放大法的改进

倪灿荣 （第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨酪胺与过氧化物酶发生酶促反应后，用热缓冲液洗以进一步提高和改善催化信号放大法（ＣＳＡ）的敏感性和特异

性。方法：应用７种不同类型的一抗，２张不同肿瘤的组织芯片，同时进行ＥｎＶｉｓｉｏｎ法、ＬｓＡＢ法、标准ＣＳＡ法和改进ＣＳＡ法染色，比

较敏感性和特异性。结果：改进ＣＳＡ法最为敏感，其次是标准ＣＳＡ法、ＥｎＶｉｓｉｏｎ法和ＬｓＡＢ法，改进ＣＳＡ法的敏感性较标准ＣＳＡ法

高２～３倍。４种方法背景染色基本一致，细胞定位准确。结论：改进后的ＣＳＡ法的稳定性、敏感性好于标准ＣＳＡ法。
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　　催化信号放大法（ｃａｔａｌｙｚｅｄｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＣＳＡ）又

称ＣＡＲＤ法（ｃａｔａｌｙｚｅｄｒｅｐｏｒｔｅｒｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ），目前该方法主要

用于原位杂交信号的检测放大。敏感性可以和核素自显影

方法相媲美。也有将ＣＳＡ用于免疫组织化学的的研究［１７］，

但应用不十分广泛，可能是因该方法操作流程太长，成本较

高，其敏感性对部分抗原的检测仍不够理想。另一方面，由

于酪胺的无特异性的酶促反应和信号的过度放大，认为结果

的特异性不能得到有效保证，再加上内源性生物素的干扰，

使得对结果的可信度提出疑问。为了在提高敏感性的同时，

又使该方法的稳定性和特异性得到更进一步提高，本实验室

根据文献报道［４，７］，对该方法的操作流程进行优化组合。

１　材料和方法

１．１　组织标本　肝细胞癌组织芯片（１５０例组织构建一张组

织芯片，均来自本院２００１～２００５年手术标本）和胃癌组织芯

片（１５０例组织构建一张组织芯片，均为本院１９９６～２００５年

手术切除标本），４μｍ石蜡连续切片，贴在涂有切片粘合剂

的载玻片上，５８℃烤１８ｈ。

１．２　试剂　７种特异性一抗的来源、种属和稀释度见表１，

ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂和ＬｓＡＢｋｉｔ均购自丹麦ＤＡＫＯ公司，生物素

Ｎ羟基丁二酸亚胺酯、酪胺盐、二甲基甲酰胺、三乙醇胺均购

自美国Ｓｉｇｍａ公司，生物素化酪胺盐制备见相关文献［２］。

表１　ＩＨＣ所用特异性一抗的来源、种属和稀释度

Ｔａｂ１　Ｓｏｕｒｃｅ，ｇｅｎｅｒａａｎｄｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

Ｐｒｉｍａｒｙ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ Ｇｅｎｅｒａ Ｔｉｓｓｕｅｓ

ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ＬｓＡＢ ＥｎＶｉｓｉｏｎ ＳｔａｎｄａｒｄＣＳＡ ＭｏｄｉｆｉｅｄＣＳＡ
Ｓｏｕｒｃｅ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ Ｍ ＨＣＣｓ １１０ １１５ １１００ １６００ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ
ＣｙｃｌｉｎＤ２ Ｍ ＨＣＣｓ １１０ １１５ １１００ １６００ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ
ＣｙｃｌｉｎＡ Ｍ ＨＣＣｓ １１０ １１５ １１００ １５００ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ
ＣｙｃｌｉｎＢ１ Ｍ ＨＣＣｓ １１０ １１０ １８０ １６００ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ
ＣｙｃｌｉｎＥ Ｍ ＨＣＣｓ １１０ １１５ １１００ １６００ ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ Ｒ ＧＣｓ １１００ １３００ １３５００ １７０００ Ｎｏｖｕｓ
Ｐ５３（Ｄｏ７） Ｍ ＧＣｓ １５０ １１００ １１５００ １４０００ ＤＡＫＯ

　Ｍ：Ｍｕｒｉｎｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｒ：Ｒａｂｂｉｔｍｕｌｔｉｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

１．３　组织芯片的制作　见相关文献［８９］报道。
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１．４　免疫组织化学操作流程　ＬｓＡＢ法、ＥｎＶｉｓｉｏｎ法和标

准ＣＳＡ法参阅相关文献［５］，改进后ＣＳＡ法操作流程：（１）石

蜡切片脱蜡至水，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；（２）抗原修复［５］，自然冷

却后ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；（３）Ｈ２Ｏ２甲醇抑制内源性过氧化物酶

２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；（４）２０％蛋清 （封闭内源性生物素结

合位点）３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；２％酪蛋白（ｃａｓｅｉｎ；

Ｘ０９０９，ＤＡＫＯ公司产品）ＰＢＳ洗２０ｍｉｎ；（５）适当稀释特异性

一抗（稀释度见表１）４℃过夜，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；（６）生物素化

二抗１４００２０ｍｉｎ，３７℃，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ，ＳＨＲＰ１４００２０

ｍｉｎ３７℃，ＰＢＳ 洗 ３×３ ｍｉｎ；（７）生 物 素 化 酪 胺／Ｈ２Ｏ２

（０．００７ｍｍｏｌ／Ｌ）３７℃１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ；（８）将切片浸

入９８℃，ＰＢＳ洗液中洗２×５ｍｉｎ，室温下ＰＢＳ洗２×３ｍｉｎ；（９）

ＳＨＲＰ１２００３７℃２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３×３ｍｉｎ，如信号弱可重

复前述７～９步几次；（１０）０．０４％ ＤＡＢ＋０．０３％ Ｈ２Ｏ２显色反

应５～８ｍｉｎ；（１１）苏木精衬染，常规树胶封片。

　　对照组：用ＰＢＳ代替一抗和生物素化酪胺，结果为阴性。

２　结　果

　　４种方法的一抗经最佳稀释后（表１），其阳性率和阳性

强度基本一致（图１～３）。

图１　４种方法的不同稀释度分别检测肝癌组织芯片中ＣｙｃｌｉｎＤ１
Ｆｉｇ１　ＣｙｃｌｉｎＤ１ｉｍｍｕｎｏｈｉｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＭＡｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｗｉｔｈ４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎｓ（×２００）

Ａ：ＬｓＡＢｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１１０；Ｂ：ＥｎＶｉｓｉｏｎｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１１５；Ｃ：ＳｔａｎｄａｒｄＣＳＡｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１１００；Ｄ：ＭｏｄｉｆｉｅｄＣＳＡｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１６００

图２　标准ＣＳＡ法和改进后ＣＳＡ法ＣｙｃｌｉｎＢ１在肝癌组织芯片中的染色结果

Ｆｉｇ２　ＣｙｃｌｉｎＤ１ｉｍｍｕｎｏｈｉｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄＣＳＡ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄＣＳＡ（Ｃ，Ｄ）
Ａ（×４０）ａｎｄＢ（×２００）ａｒｅｗｅａｋｐｏｓｉｔｉｖｅ（ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ２０％）；ｗｈｉｌｅＣ（×４０）ａｎｄＤ（×２００）ａｒｅｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ（ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ８０％）

图３　标准和改进后的ＣＳＡ法Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胃癌组织芯片中的表达

Ｆｉｇ３　ＳｕｒｖｉｖｉｎｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｕｓｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄＣＳＡ（Ａ，×４０；Ｂ，×２００）

ｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１３５００ａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄＣＳＡ（Ｃ，×４０；Ｄ，×２００）ｗｉｔｈｄｉｌｕｔｉｏｎ１７０００
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　　改进ＣＳＡ法特异性一抗的稀释度最高，最为敏感，其次

是标准ＣＳＡ法、ＥｎＶｉｓｉｏｎ法和ＬｓＡＢ法。改进后的ＣＳＡ法

要较标准ＣＳＡ法高２～３倍，４种方法背景染色基本一致，细

胞定位准确。

　　同时采用相同邻近的肝癌组织芯片，标准ＣＳＡ和改进

ＣＳＡ法的相同稀释度分别检测ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｄ２、Ａ、Ｂ１和Ｅ５
种特异性一抗，采用相同的稀释度１３００，结果标准ＣＳＡ法

ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂ１表达均呈弱阳性，阳性检测率为１０％～２０％
（图２Ａ、２Ｂ），其他３种 ＣｙｃｌｉｎＤ２、Ａ 和 Ｅ均为阴性；改进

ＣＳＡ法ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｄ２、Ａ、Ｂ１和Ｅ均达到中等强度阳性以上，

其阳性检测率达到２０％～８０％（图２Ｃ、２Ｄ）。改进ＣＳＡ法的

稳定性要好于标准ＣＳＡ法，在胃癌组织芯片中，分别检测

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ（图３）、ｐ５３和ＰＴＥＮ３种抗体获得同样的结果。

　　用上述４种方法检测 ＭＤＭ２和ＡＴＭ的效果均不理想，

阳性检测率仅２％～５％，而且定位在细胞质内占多数。这说

明，所有的抗原均能检测到，不仅仅取决于要采用敏感的方

法，还取决于一抗的质量以及适合何种组织切片。

　　本研究还对ＣＳＡ方法进行优化，首先对生物素化酪胺

后的热ＰＢＳ洗涤温度和洗涤时间进行比较，同时应用肝癌组

织芯片ＣｙｃｌｉｎＤ１１６００稀释，洗涤温度设定６０℃、８０℃和

９５℃，时间分别为５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ，结果洗涤温度

９５℃稍好，１０ｍｉｎ最佳。其次在一抗前用２０％蛋清ＰＢＳ洗

和２％酪蛋白来抑制内源性生物素和酪胺化合物的干扰，对

胃肠道组织尤其需要。

３　讨　论

　　提高免疫组织化学技术的敏感性有几种途径，一是依靠

各种免疫组织化学技术的前处理，例如酶的消化、高温的抗

原修复，虽然基本原理不十分清楚，但却十分有用。其次是

增加免疫组织化学方法的放大倍数，主要是酶结合量的增

加，例如ＥｎＶｉｓｏｎ法，一个ＥｎＶｉｓｉｏｎ葡聚糖多聚物结合１００
个左右的酶分子和１５个抗体分子，要比二步法ＳＰ（ＬｓＡＢ）

上结合的酶分子多许多倍。虽然ＥｎＶｉｓｉｏｎ法的敏感性大大

提高，方法也简便，但其大分子对于核内抗原的定位不如

ＬｓＡＢ法，存在穿透核膜困难的问题。因而，有时 ＥｎＶｉｓｉｏｎ
法不如ＬｓＡＢ法敏感。尤其是活细胞核内抗原定位更为困

难。ＣＳＡ法的应用［１２，１０］，既克服了ＬｓＡＢ法敏感性不高的

缺点，又保留了较好的细胞穿透性。该方法的主要原理是酪

胺／Ｈ２Ｏ２与过氧化物酶（ＨＲＰ）的酶促反应而产生大量的酶

促产物，该产物能与周围的蛋白质残基（包括色氨酸、组氨酸

和酪氨酸残基）结合，原位在抗原抗体结合部位沉积大量的

标记生物素或其他的半抗原，与随后加入的ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄＨＲＰ，

或抗生物素ＨＲＰ结合，如经几次这样的循环放大，可以网络

许许多多的酶分子，最后通过ＤＡＢ／Ｈ２Ｏ２的显色反应，其敏

感性得到几何级放大［１４，１０１１］。ＣＳＡ方法的改进和敏感性提

高工作，一直受到人们的注意，不断有改进的文献报道［４，６７］。

作者根据文献报道，并结合实验室工作需要对提高ＣＳＡ方

法的敏感性、稳定性方面进行探索。改进的ＣＳＡ法主要在生

物素酪胺与 ＨＲＰ进行酶促反应后，加用９８℃ ＰＢＳ液洗５～
１０ｍｉｎ。其原理不十分清楚，但可以明显地提高方法的稳定

性和敏感性。虽然其原理不十分清楚，但可以肯定，通过热

的ＰＢＳ作用后，其酪胺与蛋白的结合更加稳定，防止结合有

生物素的反应产物在洗涤过程中脱落，另外，还可以减少生

物素酪胺分子不稳定的二聚物产生。Ｖｏｌａｎｔｅ等［４］认为，用

热ＰＢＳ液洗后，便于有效地暴露生物素的结合位点，使更多

的ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ与之结合，认为改进后的ＣＳＡ法不但使

方法更为敏感，还可以提高方法的特异性。另一个最主要的

原因是热洗后，稳定了生物素化酪胺分子与蛋白质的结合，

游离的生物素减少。本实验结果证实，改进后的ＣＳＡ法，对

细胞周期素等核内抗原的定位，有其独特的优点，定位准确，

稳定性较标准的ＣＳＡ法好，其敏感性和穿透性好于 ＥｎＶｉ

ｓｉｏｎ法和标准ＣＳＡ法。
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