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混合甲醛固定液固定大肠癌淋巴结标本的最佳免疫组化效果研究 *
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摘要 目的：探讨混合甲醛固定液固定大肠癌淋巴结标本的最佳免疫组化效果。方法：采用不同 pH值（6.0、7.0、8.0）的混合甲醛固

定液对 39枚大肠癌淋巴结标本进行不同时间（<6 h、6 h-12 h、1 d-7 d）的固定处理。以细胞角蛋白 20（CK20）为目标抗原，运用

OIympusdp 70图像采集分析仪抽选出混合甲醛固定液最佳免疫组化染色的 pH值及固定时间。结果：经 pH值为 7.0混合甲醛固

定液处理后，阳性率为 92.31%，高于经 pH值为 6.0、8.0的混合甲醛固定液处理后的 76.92%、74.36%，且经 pH值为 7.0、8.0处理

后的阳性率比较有统计差异（P<0.05）。混合甲醛固定液的固定时间在 6 h-12 h时的阳性率为 94.87%，高于固定时间为 <6 h、1 d-7 d

处理的 30.77%、76.92%（P<0.05）。结论：对于大肠癌淋巴结标本，以 CK20为目标抗原，选择 pH值为 7.0的混合甲醛固定液固定

6 h-12 h能够得到质量较佳的免疫组化染色效果。
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Best Immunohistochemical Effect of Mixed Formaldehyde Fixative for
Colorectal Cancer Lymph Node Specimens*

To investigate the best immunohistochemical effect of mixed formaldehyde fixative for colorectal cancer

lymph node specimens. A total of 39 cases of colorectal cancer lymph node specimens were fixed treatment at different time

(<6 h, 6 h-12 h,1 d-7 d) by different pH values (6.0,7.0,8.0) of mixed formaldehyde fixative. The cytokeratin 20 (CK20) was used as the

target antigen. OIympusdp 70 image acquisition analyzer was used to extract the best pH value and fixation time of mixed formaldehyde

fixative. After mixed formaldehyde fixative treated by pH values 7.0, the positive rate was 92.31% , which was higher than

76.92% and 74.36% of mixed formaldehyde fixative treated by pH values 6.0 and 8.0 respectively. And there were statistical differences

between the positive rate after treated by pH values 7.0 and 8.0 (P<0.05). The positive rate of mixed formaldehyde fixative at 6 h-12 h
was 94.87%, higher than 30.77% and 76.92% at the fixed time less than 6 h and 1 d-7 d. For colorectal cancer lymph node

specimens, CK20 is used as the target antigen, a better quality of immunohistochemical stain effect could be obtained by fixing for 6 h-12

h with mixed formaldehyde fixative of pH values 7.0.
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前言

免疫组织化学（Immunohistochemistry，IHC）又可称之为免

疫细胞化学，是用标记的特异性抗体（或者是抗原）对组织内抗

原（或者是抗体）分布情况进行组织和细胞原位检测技术，对探

索疾病的发病机制、鉴别诊断提供有力的技术支持[1-3]。随着石

蜡切片、特殊染色、分子遗传学以及免疫组化在临床病理诊断

上的普遍应用，实验室对组织标本的处理要求亦越来越严格[4-6]。

组织固定是组织标本处理过程中的一项重要环节，如固定时间

及温度不适，固定试剂选择不当、量过少、浓度不均等均会引起

组织固定不良，导致制片质量不佳，影响免疫标记结果以及分

子生物学分析效果，致使抗原检测效果存在着较大的差异，比

如造成检测结果的假阳性，最终影响病理诊断[7,8]。在标本免疫

组化的过程中，固定时间是极其重要的关键点，另外，免疫组化

中的背景染色和染色强度受固定液 pH值的影响[9,10]。因此，合

适的固定液和固定时间对免疫组化技术的作用非常重要。为探

寻混合甲醛固定液固定大肠癌淋巴结标本的最佳免疫组化效

果，本实验从不同 pH值以及不同固定时间两方面进行免疫组

化染色效果探讨，现报道如下。

2379· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.12 JUN.2019

1 资料和方法

1.1 仪器与试剂

采用德国 Autostainer 720 型的全自动免疫组化机以及

Thermo HMS740型全自动染色机，标本固定液为 6.0、7.0、8.0

不同 pH值的混合甲醛固定液，细胞角蛋白 20(Cytokeratin 20，

CK20)mAb、二抗以及染色试剂盒均购自美国 SantaCnu公司。

1.2 标本预处理

将收集的 39枚大肠癌淋巴结标本，将其切取成 1.3 cm×

l.0 cm× 0.3 cm的大小，固定在 pH值为 6.0、7.0、8.0的混合甲

醛固定液中，固定时间分别为 <6 h、6 h-12 h、1 d-7 d后取出，常

规脱水后进行浸蜡、包埋等处理，将其放置温箱中，温箱温度设

置为 60℃，烘烤 1 h。

1.3 免疫组化染色

采用 LSAB法染色，在进行染色前，先行组织切片，然后置

于 60℃的温箱中保存 12 h，经二甲苯、梯度乙醇脱水处理后，

在 3 mL/L的 H2O2中停留 20 min，高压煮沸 3 min。用 PBS代

替一抗做染色阴性对照，大肠癌组织做阳性对照。CK20表达阴

性为正常组织细胞，CK20阳性为大肠癌组织细胞。为了保证检

测结果的客观性以及可信度，每张组织切片均在相同条件下予

以免疫组化染色。

1.4 图像分析与量化

运用 OIympusdp 70图像采集分析仪抽选出混合甲醛固定

液最佳免疫组化染色的 pH值及固定时间[11]。细胞染色强度分

为无染色、染色弱、中等染色、染色强，分别对应 0、1、2、3分。细

胞阳性表达率分为 <1%、1%-10%、11%-50%、51%-80%、>80%，

分别对应 0、1、2、3、4分。以细胞阳性表达率与染色强度之和计

算评分，0-2分计为阴性(-), 3-5分计为阳性(+), 6-7分计为强阳

性(++)。阳性率 =（阳性 +强阳性）/总标本数× 100%。

1.5 统计学方法

采用 SPSS17.0进行统计分析，免疫组化染色结果为计数

资料，以率表示，实施 x2检验，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 不同 pH值混合甲醛固定液处理后标本免疫组化染色结果

比较

对 39枚大肠癌淋巴结标本，采用不同 pH值混合甲醛固

定液行固定处理 12 h，观察不同 pH值对免疫组化效果的影

响。结果显示，经 pH值为 7.0混合甲醛固定液处理后，阳性率

为 92.31%，高于经 pH值为 6.0、8.0的混合甲醛固定液处理后

的 76.92%、74.36%，且经 pH值为 7.0、8.0处理后的阳性率比较

有统计差异（P<0.05），详见表 1。

Note: Compared with pH values were 7.0, *P<0.05.

表 1 不同 pH值混合甲醛固定液处理后标本免疫组化染色结果比较[n(%)]

Table 1 Comparison of immunohistochemical staining results of treated by different pH values mixed formaldehyde fixative[n(%)]

pH values mixed formaldehyde fixative
Immunohistochemical staining results

Positive rate
- + ++

6.0 9 12 18 30（76.92）

7.0 3 10 26 36（92.31）

8.0 10 19 10 29（74.36）*

2.2 对比不同固定时间标本免疫组化染色结果

39枚大肠癌淋巴标本，采用 pH值为 7.0的混合甲醛固定

液分别固定 <6 h、6 h-12 h、1 d-7 d，结果显示：混合甲醛固定液

的固定时间在 6 h-12 h时的阳性率为 94.87%，高于固定时间为

<6 h、1 d-7 d处理的 30.77%、76.92%（P<0.05），详见表 2。

Note: Compared with fixed time was 6 h-12 h, *P<0.05.

表 2 不同固定时间标本免疫组化染色结果比较[n(%)]

Table 2 Comparison of immunohistochemical staining results of specimens at different fixed time[n(%)]

Fixed time
Immunohistochemical staining results

Positive rate
- + ++

<6 h 27 7 5 12(30.77)*

6 h-12 h 2 10 27 37(94.87)

1 d-7 d 9 11 19 30（76.92）*

3 讨论

免疫组化染色作为实验室病理检测的一项重要工具，可为

临床诊断提供有效参考，临床应用比较广泛[12-14]。虽然近年来临

床检验室、病理实验室操作已经逐渐趋于自动化，所用试剂质

量亦有大幅度提升，但仍然存在标本免疫组化检测结果不稳定

情况[15,16]。其中组织固定及处理作为病理实验室检验操作的第

一步，其成功与否对标本的检测结果质量具有直接的决定性作

用，它不仅直接影响着病理切片的制作质量，还影响着免疫组

化结果[17,18]。在日常病理组织标本制备过程中，实验室多采用甲

醛进行组织固定处理，但甲醛存在易挥发、刺激腐蚀性强、高毒

性、易导致标本酸化、废液需特殊处理等缺点，存放过久易产生
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三聚甲醛，影响标本固定效果[19,20]。尽管甲醛存在上述缺点，但

是由于其价廉，对组织渗透能力强、固定均匀、能较好地保存组

织结构，因此至今仍被人们普遍所接受，一直是病理实验室一

种常用的组织固定液，适用于无特殊要求的组织染色[21,22]。

组织固定的过程是利用某些化学试剂将组织浸润，致使组

织内的细胞的形态结构及内物质均处于静止固定状态[23,24]。在

免疫组化染色操作过程中，不同的抗原或固定液的类型均会影

响组织结构的保存及其抗原性的改变程度，并且 pH值、环境

温度、灌注速度也是不稳定因素，固定后的处理方法也直接决

定着检测结果的质量，因此，免疫组化染色中的固定处理作用

非常重要，其处理恰当直接影响着结果[25,26]。本研究考察了混合

甲醛固定液的 pH值及固定时间对免疫组化染色的影响，实现

免疫组化染色最佳效果，经研究结果显示，39枚大肠癌淋巴结

标本通过 pH值为 7.0混合甲醛固定液处理后，阳性表达率最

高，这可能是由于当 pH值为 6.0时，混合甲醛固定液呈酸性，

在处理过程中，组织中的产物相互作用，产生福尔马林色素，其

容易被作为阳性物质而影响检测结果，并且，随着 pH值的降

低，混合甲醛固定液处理过程中的重聚现象会加重，最终影响

固定结果。当混合甲醛固定液处于碱性环境下，如 pH值为 8.0

时，一定程度上破坏了抗原细胞的形态，降解或扩散了组织中

的抗原和核酸，导致细胞浆肿胀、细胞膜弥散，影响了抗原抗体

的结合反应，免疫组化染色定位会出现较大偏差，并且背景染

色的出现也会影响病理医生观察免疫组化切片中的组织形态。

而中性 pH值环境下，即 pH值为 7.0时，混合甲醛固定液能避

免产生福尔马林色素，人工假象明显减少。并且，活体细胞的

pH值大约为 7.0-7.4，中性环境下接近活体细胞的 pH值[27,28]。

由此可见，固定液 pH值可直接影响组织细胞的背景染色和染

色强度，应选择 pH值为 7.0的混合甲醛固定液进行标本固定。

本实验结果还显示，混合甲醛固定液的固定时间在 6 h-12 h

时的阳性率 94.87%，高于固定时间为 <6 h、1 d-7 d 处理的

30.77%、76.92%（P<0.05）。当固定时间 <6 h时，可能由于固定

时间不足，并且组织固定时间太短，导致组织形态结构杂乱或

是残缺，也有可能是只固定了组织表面的蛋白，但中间组织却

为被及时固定，致使抗原发生弥散，降低了免疫组化结果的阳

性信号强度，分布、定位不准，出现假阴性或者是假阳性。当固

定时间在 1 d-7 d时，可能甲醛与空气接触时间过长，容易氧

化，进而产生甲酸等物质，导致溶液呈现酸性状态，或者还会形

成福尔马林色素和黑色素，影响切片的染色程度，干扰整体染

色情况以及定量分析结果的准确度。并且较长的固定时间容易

引起组织硬化，缩小其体积，时间较长的组织内容易形成甲醛

色素，其与含铁血黄素相混淆，严重影响病理诊断结果[29,30]。因

此，固定液要具有渗透快、减少细胞自溶性变化、不改变组织细

胞原来态、保持组织细胞内抗原活性等特点。

综上所述，pH值为 7.0环境下大肠癌淋巴结标本经混合

甲醛固定液行固定处理 6 h-12 h的阳性率较高，免疫组化染色

效果最好。
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