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消除小鼠肝脏冰冻切片自发荧光 4 种封闭方法的比较
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［摘要］ 目的 通过对小鼠肝脏冰冻切片进行不同的封闭处理，探寻消除小鼠肝脏自发荧光的最佳方法，以降

低对免疫荧光阳性信号的干扰，提高免疫荧光结果的准确性。方法  （1）经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠：将 Hepa1-
6-GFP 细胞通过脾脏注射方法使其在雄性无胸腺 BALB/c 裸小鼠肝脏定植，并将肝脏进行冰冻连续切片，对切片分别

进行 AB 液（内源性生物素封闭液）、blocking、AB 液＋blocking、丙酮＋AB 液＋blocking 封闭处理，然后检测小鼠

肝脏冰冻切片自发荧光。（2）C57BL/6 小鼠：对 C57BL/6 小鼠肝脏进行冰冻连续切片，对切片分别进行上述 4 种封

闭处理，用 F4/80 标记肝巨噬细胞（Kupffer 细胞），然后检测小鼠肝脏冰冻切片自发荧光。结果  肝脏组织冰冻切

片免疫荧光染色时，4 种封闭处理都可以减弱肝脏切片的自发荧光，但丙酮＋AB 液＋blocking 封闭处理效果最佳。

结论  丙酮＋AB 液＋blocking 联合应用对小鼠肝脏组织冰冻切片自发荧光的消除效果最好。
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Comparison of four blocking methods for eliminating autofluorescence of mouse liver frozen sections
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［Abstract］ Objective To compare different blocking methods for eliminating autofluorescence of mouse liver frozen 
sections, so as to find the best method to reduce the interference to immunofluorescence positive signals and improve the 
accuracy of immunofluorescence. Methods  Intrasplenic injection-liver colonization nude mice: Hepa1-6-GFP cells were 
intrasplenically injected into male athymic BALB/c nude mice to create liver colonization models. Liver tissues were frozen 
and continuously sectioned. Sections were blocked with AB reagent (A reagent: streptavidin reagent, B reagent: biotin reagent), 
blocking buffer, AB reagent＋blocking buffer, or acetone＋AB reagent＋blocking buffer, and then the autofluorescence of the 
frozen sections was detected. C57BL/6 mice: the liver tissues of C57BL/6 mice were frozen and continuously sectioned, and 
then the sections were blocked with AB reagent, blocking buffer, AB reagent＋blocking buffer, or acetone＋AB reagent＋ 

blocking buffer. Liver macrophages (Kupffer cells) were labeled with F4/80, and then the autofluorescence of mouse liver 
frozen sections was detected. Results In the immunofluorescence staining of liver tissue frozen sections, all the above four 
blocking methods could reduce the autofluorescence of liver sections, and acetone＋AB reagent＋blocking buffer group had 
the best effect. Conclusion The combined buffers (acetone＋AB reagent＋blocking buffer) has the best effect in eliminating 
the autofluorescence of mouse liver frozen section.
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在肝癌研究中，小鼠荷瘤实验常被用来建造体

内肝癌模型。免疫荧光技术能够直观反映抗原的性

质和定位及分子间的相互作用，在肝癌的研究中发

挥着不可或缺的作用。

目前，肝脏组织切片主要有石蜡切片和冰冻切

片 2 种切片形式。石蜡切片的制作过程中需要用

有机试剂对组织进行脱水透明处理，而有机试剂会

导致蛋白出现不同程度的变性。因此，在进行活体



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2020 年 8 月，第 41 卷· 872 ·

荧光、脂质的表达研究和细胞膜抗原等免疫荧光

染色时通常采用冰冻切片，冰冻切片能够更加完好

地保存抗原的免疫活性。冰冻切片在制作过程中

易形成冰晶而导致自发荧光的产生，科学家们已从

不同的角度在防止冰冻切片冰晶形成上进行了优

化［1-2］，即便如此，肝脏组织依然存在比较强的自

发荧光。我们在实验过程中发现，封闭液对肝脏组

织冰冻切片的自发荧光有一定影响。丙酮在免疫

荧光和免疫组织化学染色中常被用作组织或细胞

固定液［3］，不仅可以保持蛋白的活性［4］，还能够

通透组织［5］，使抗原抗体充分作用。本研究通过

使用 4 种不同的封闭策略对小鼠肝脏组织的冰冻

切片进行处理，以期找到消除小鼠肝脏组织冰冻切

片自发荧光的最佳方法，提高免疫荧光结果的准 
确性。

1 材料和方法

1.1 细胞样品及实验动物 Hepa1-6 细胞购自中国

科学院细胞库，雄性无胸腺 BALB/c 裸小鼠（5 周

龄）和 C57BL/6 小鼠（6～8 周龄）由上海斯莱克

实验动物有限责任公司提供［动物生产许可证号：

SCXK（沪）2017-0005］。

1.2 试剂和耗材 细胞培养液：DMEM 培养液（美

国 Invitrogen 公 司），10% FBS（美 国 Gibco-BRL
公司），1/1 000 青霉素 -链霉素双抗。组织标本

处理液：4% 多聚甲醛溶液，30% 蔗糖溶液，OCT
冰冻切片包埋剂（德国 Leica 公司）。免疫荧光所

需试剂耗材：丙酮，A 液（streptavidin reagent，美

国 Invitrogen 公 司）、B 液（biotin reagent， 美 国

Invitrogen 公司），blocking（0.3% Triton X-100，1% 
FBS，1% 牛血清白蛋白，PBS），红细胞去除液

（50 mmol/L Tris-HCl，5 mmol/L EDTA），PBS，
F4/80 抗 体（1 ︰ 200，美 国 CST 公 司），Alexa 
Fluor® 488 标记的山羊抗兔 IgG （1 ︰ 1 000，美国

Invitrogen 公司），DAPI （1 ︰ 2 000，上海碧云

天生物技术研究所），抗荧光淬灭封片剂（美国

Vector 公司），免疫组织化学笔（福州迈新生物技

术公司）。仪器：冰冻切片机（德国Leica 公司），

Echo Revolve 正倒置一体荧光显微镜（美国 Echo 
公司）。

1.3 Hepa1-6-GFP 细 胞 构 建 用 过 表 达 GFP 的

慢病毒（上海吉凯基因化学技术有限公司）感染

Hepa1-6 细胞，构建 GFP 稳定标记的 Hepa1-6 细胞

株（Hepa1-6-GFP）。

1.4 组织标本取材及固定 对 BALB/c 裸小鼠进行

脾静脉注射、脾切除手术，使 Hepa1-6-GFP 细胞经

由脾静脉 -肝门静脉进入肝脏定植，8 h 后，取肝

脏于 4% 多聚甲醛溶液中室温固定 24 h；C57BL/6
小鼠直接取肝脏，置于 4% 多聚甲醛溶液中室温固 
定 24 h。
1.5 冰冻切片制作 将固定过的肝脏组织放入

30% 蔗糖中进行脱水，直至组织沉到容器底部，吸

去组织表面蔗糖，在机箱温度为－20 ℃的冰冻切

片机中用 OCT 进行包埋。待 OCT 凝固后，用冰冻

切片机做 10 μm 厚度连续切片。

1.6 免疫荧光染色

1.6.1 处理分组 共分为 5 组，每组 3 个样本。A
组：不做任何处理；B 组：A 液室温 30 min＋B 液

室温 30 min［6］；C 组：blocking 室温 1 h［7］；D 组：

A 液室温 30 min＋B 液室温 30 min＋blocking 室温

1 h；E 组：丙酮室温 15 min＋A 液室温 30 min＋B
液室温 30 min＋blocking 室温 1 h。
1.6.2 染色 （1）经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小

鼠：将切片室温干燥 2 h，在 PBS 中浸泡 10 min，
用红细胞去除液处理 10 min 去除肝脏组织中的

红细胞，PBS 冲洗 2 次，用免疫组织化学笔圈出

组织。再分别对 5 组组织进行不同处理，抗荧光

淬灭封片剂封片后在 Echo Revolve 荧光显微镜下 
拍照。

（2）C57BL/6 小鼠：肝脏切片封闭前处理及

封闭方法同经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠。待切

片封闭结束后加入 F4/80 抗体 4 ℃孵育过夜，第 2
天在 37 ℃恒温箱内复温 1 h，PBS 冲洗 3 次，加入

Alexa Fluor® 488 荧光二抗室温孵育 1 h，DAPI 染色

10 min，抗荧光淬灭封片剂封片后在 Echo Revolve
荧光显微镜下拍照。

1.7 结果判读 用 20×物镜在相同的拍摄强度和

曝光时间下分别对肝脏组织切片进行拍照，每张切

片选取 3 个视野。对采集的图片用 Fiji-ImageJ 进行

背景荧光强度统计。

1.8 统计学处理 实验数据使用 GraphPad Prism  
6.0 软件（美国 GraphPad 公司）进行分析。数据以

x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析，多重比

较采用 Tukey 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1　单一封闭液处理对小鼠肝脏组织冰冻切片自

发荧光的去除效果　将肝脏中已经定植 Hepa1-6-
GFP 细胞的裸小鼠随机分为 3 组，切片经过不同
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处理后直接在荧光显微镜下进行拍照，每张切片采

集 3 个视野，对图片进行背景荧光强度统计。结果 
（图 1）发现与没有进行封闭处理（A 组）的肝脏

冰冻切片相比，AB 液封闭处理（B 组）和 blocking
封闭处理（C 组）均能减弱肝脏切片的荧光背景；

blocking 封闭处理（Ｃ组）的肝脏切片荧光背景的

去除效果优于 AB 液封闭处理（B 组）。用 F4/80
抗体标记 C57BL/6 小鼠肝脏内 Kupffer 细胞，与经

脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠同样分组处理，对采集

的荧光图片进行背景荧光强度统计，结果与经脾静

脉注射肝脏荷瘤裸小鼠一致：与没有进行封闭处

理（A 组）的肝脏冰冻切片相比，AB 液封闭处理 
（B 组）和 blocking 封闭处理（C 组）都能减弱肝

脏切片的荧光背景，但 blocking 封闭处理（Ｃ组）

对肝脏切片荧光背景的去除效果更优（图 2）。

图 1 单一封闭液处理的经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠肝脏组织冰冻切片背景荧光比较

Fig 1 Comparison of background fluorescence intensities of liver frozen sections in intrasplenic injection-liver 
colonization nude mice blocked by different single buffer

Liver frozen sections were stained with DAPI and GFP. A group: No blocking; B group: AB reagent (A reagent: Streptavidin reagent;  
B reagent: Biotin reagent); C group: Blocking buffer. DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; GFP: Green fluorescent protein. *P<0.05, 
**P<0.01. n＝3, x±s

图 2 单一封闭液处理的 C57BL/6 小鼠肝脏组织冰冻切片背景荧光比较

Fig 2 Comparison of background fluorescence intensities of liver frozen sections in C57BL/6 mice blocked by single buffer
Liver frozen sections were stained with DAPI and F4/80. A group: No blocking; B group: AB reagent (A reagent: Streptavidin reagent; 
B reagent: Biotin reagent); C group: Blocking buffer. DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole. *P<0.05, **P<0.01. n＝3, x±s
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2.2 封闭液联合应用对小鼠肝脏组织冰冻切片自

发荧光的去除效果 与 blocking 处理（C 组）相比，

AB 液和 blocking 联合应用（D 组）对经脾静脉注

射荷瘤裸小鼠肝脏切片的荧光背景消除效果更好；

丙酮＋AB 液＋blocking 处理（E 组）方法最佳，可

以明显消除经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠肝脏冰冻

切片的自发荧光（图 3）。C57BL/6 小鼠结果与经

脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠结果一致：与 blocking
处理（C 组）相比，AB 液和 blocking 联合应用（D
组）对肝脏切片的荧光背景消除效果更好，但丙 
酮＋AB 液＋blocking 处理（E 组）对肝脏切片的

荧光背景消除效果最佳（图 4）。

图 3 封闭液联合应用的经脾静脉注射肝脏荷瘤裸小鼠肝脏组织冰冻切片背景荧光比较

Fig 3 Comparison of background fluorescence intensities of liver frozen sections in intrasplenic injection-liver 
colonization nude mice blocked by combined buffers

Liver frozen sections were stained with DAPI and GFP. C group: Blocking buffer; D group: AB reagent (A reagent: Streptavidin 
reagent; B reagent: Biotin reagent)＋blocking buffer; E group: Acetone＋AB reagent＋blocking buffer. DAPI: 4’,6-diamidino-2-
phenylindole; GFP: Green fluorescent protein. **P<0.01. n＝3,  x±s

图 4 封闭液联合应用的 C57BL/6 小鼠肝脏组织冰冻切片背景荧光比较

Fig 4 Comparison of background fluorescence intensities of liver frozen sections in C57BL/6 mice 
blocked by combined buffers

Liver frozen sections were stained with DAPI and F4/80. C group: Blocking buffer; D group: AB reagent (A reagent: Streptavidin 
reagent; B reagent: Biotin reagent)＋blocking buffer; E group: Acetone＋AB reagent＋blocking buffer. DAPI: 4’,6-diamidino-2-
phenylindole. **P<0.01. n＝3, x±s
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3 讨 论

与免疫组织化学技术相比，免疫荧光具有灵敏

性高和信号放大的优点［7］，可用于蛋白质定位、

蛋白与蛋白相互作用、多靶标标记等实验。在肝脏

的研究中，免疫荧光可以标记肝星状细胞［8］、巨噬

细胞［9］、弹性蛋白等标志性结构，在肝癌研究领域

应用广泛。肝脏的自发荧光比较强，会对阳性信号

造成干扰，目前主要通过使用激光共聚焦的背景扣

除（offset）功能降低背景荧光，但是背景扣除也

同时会对阳性信号进行荧光扣除，导致表达较弱的

信号无法被检测到，影响结果的准确性。

组织切片产生的自发荧光主要有 2 个部分，即

冰冻切片制作过程中产生和组织本身产生的自发荧

光。在冰冻切片的制作过程中，可以通过选择合适

的固定液［10-11］、避免冰晶的形成［2］等方法减少自

发荧光的产生。组织本身产生自发荧光主要因其含

有卟啉、胶原蛋白、弹性蛋白、红细胞和脂褐素等

天然组分。目前主要通过化学还原剂［12］和光漂白［13］

2 种方法消除组织本身自发荧光，还原剂在中性 pH
环境中不稳定，使得实验结果的可重复性低；光漂

白方法需要将组织长时间暴露于高强度光照下，导

致组织中的成分发生不可逆的光氧化作用，不能用

于已经表达荧光的样品，且实验耗时较长、需要特

定的仪器设备。 
本研究比较了不同的封闭策略去除肝脏冰冻

切片自发荧光的效果，结果显示单一封闭液处理时

blocking 对 2 种小鼠模型的肝脏自发荧光去除效果

优于 AB 液。将 AB 液和 blocking 这 2 种封闭液联

合应用效果更佳，丙酮＋ AB 液＋ blocking 联合应

用能够最大程度地去除肝脏冰冻切片的自发荧光，

使得免疫荧光背景减弱、信噪比提高，效果最佳。

AB 液用于消除哺乳动物内源性生物素，blocking 用

于常规免疫荧光封闭处理。在本研究中，丙酮因其

通透性使得 AB 液和 blocking 更容易透过，亦或是

丙酮本身可以破坏组织内脂褐素等引起自发荧光的

组分还有待进一步验证。下一步我们考虑将本方法

应用于自发荧光较强的脑组织、肺组织、脾脏及肾

脏等，观察其在这些组织中去除自发荧光的效果。
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