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免疫組織化學染色(immunohistochemistry, IHC)是利用抗體與抗原間專一性結合，來偵測組織或細胞
中目標蛋白質的表現量及位置。其原理主要為利用不同的標定系統與抗體相互結合，可以原位偵測組織
或細胞中特定抗原並進行分析及定量。

抗體標定系統主要分為直接法及間接法兩種，兩種方式最後都是使Reporter enzyme 與Chromogenic 
substrate (S)反應形成顏色的沉澱Colored insoluble product (P)，在組織上可以直接看見抗原的表現
位置。

圖A為直接法 (Direct detection method)，直接在一級
抗體上標定螢光、酶、放射性元素等標定物，此方式優點
是簡單快速，缺點是幾乎不會把訊號放大，若是抗原本身
含量不多，有可能會偵測不到。

圖B為直接法 (Direct detection method)，直接在一級
抗體上標定螢光、酶、放射性元素等標定物，此方式優點
是簡單快速，缺點是幾乎不會把訊號放大，若是抗原本身
含量不多，有可能會偵測不到。



常見的檢測常見的檢測



過氧化物酶/抗過氧化物酶（PAP）檢測法
Peroxidase/Anti-Peroxidase (PAP) Detection Method

一級抗體與待測的抗原結合，再利用二級抗體結合
一級抗體及過氧化物酶-抗過氧化物酶複合體 (PAP 
complex)，與間接法相比，每個抗原位點都會接
上多個酶分子，可增加檢測靈敏度。
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ABC（抗生物素蛋白/生物素複合物）檢測法
ABC (Avidin-Biotin Complex) Detection Method

ABC（抗生物素蛋白/生物素複合物）檢測法
ABC (Avidin-Biotin Complex) Detection Method

ABC法是一種三步驟檢測方法，一抗與組
織中的抗原結合，生物素標定的二抗(Bi-
otinylated AbII)與一抗結合，抗生物素
蛋白 (Avidin)再與生物素標定的二抗相
互結合為四聚體(ABC complex)，使抗
原區域的訊號擴增。此方法是早期研究和
診斷領域中使用最廣泛的方法之一。

缺點:
1. 大型ABC complex可能難以在組織中有效擴散
2. 內源性生物素(Biotin)是染色背景產生的潛在來源
3. 由於其高等電點（pI = 10），Avidin帶正電會結合帶負電的分子（例如核酸）
4. Avidin中碳水化合物部分會其他分子例如凝集素(Lectin)相互作用
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標記鏈黴親和素生物素（LSAB）檢測法
Labeled Streptavidin Biotin (LSAB) Detection Method

L S A B 法 是 建 立 在 A B C 法 的 技 術 基 礎 並 克 服
ABC法中Avidin產生的缺點，生化素化的二級
抗體會與Streptavidin-Enzyme複合物結合
。LSAB利用鏈黴親和素(Streptavidin)取代
抗生物素蛋白(Avidin)。Streptavidin是從抗
生物素蛋白鏈黴菌(Streptomyces avidinii)
中分離的四聚體蛋白，與Avidin序列相似度低
，但是它們的四級結構非常相似。Streptavi-
din沒有被醣基化，因此減少了與Lectin分子
的非專一性結合，並且具有中性的等電點，而
降 低 了 因 電 性 造 成 的 非 專 一 性 結 合 的 風 險 。
L S A B 法 降 低 了 染 色 背 景 問 題 ， 其 靈 敏 度 是
ABC方法的十倍。
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聚合物檢測法
Polymer-based Detection Method

儘管LSAB靈敏度有所提高，但內源性生物素
所造成的假陽性問題特別容易在生物素含量高
的組織中發生，例如腦、腎、肝及脾等。
聚合物檢測法不使用生物素進行訊號的放大，
避免了內源性生物素的影響，圖A是使用大的
葡聚醣骨架與多達20個二級抗體抗和100個酶
分子聚合。另一種方式如圖B，將酶聚合成小
的線性分子，並將這些短聚合物與抗體連接，
並使聚合物的空間干擾最小。聚合物的檢測技
術極大地提高了IHC的靈敏度、特異性信號強
度，同時保持了簡易的操作方式。
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