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(57)摘要

本发明涉及处理液组合物、处理液试剂盒以

及生物器官透明化同时进行免疫标记的方法。本

发明的处理液组合物包含透明化处理液和与所

述透明化处理液的体积比为1:10至1:500的荧光

标记抗体，其中透明化处理液包含：糖类、尿素和

非离子表面活性剂。本发明允许抗体等生物大分

子在对整体器官(脑，脊髓，关节软骨，(荷瘤)脏

器等)进行透明化的同时进入器官内，实现整体

器官尺度上的直接或间接免疫标记。
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1.一种处理液组合物，包含：

透明化处理液；和

荧光标记抗体，所述荧光标记抗体与所述透明化处理液的体积比为1:10至1:500，

其中，所述透明化处理液包含：

糖类；

尿素；

非离子表及面活性剂，所述非离子表面活性剂包括体积比为5:3至1:5的曲拉通和吐温

混合物。

2.根据权利要求1所述的处理液组合物，其中所述糖类为果糖或蔗糖中的至少一种；

和/或，所述曲拉通包括曲拉通X-100和曲拉通X-114；和/或，所述吐温包括吐温20，吐温40

和吐温60。

3.根据权利要求1所述的处理液组合物，其中每100ml所述透明化处理液包含：20-30g

的尿素，10-15ml的非离子表面活性剂，40-60g的糖类，0-20ml的氨类，0-2ml的抗氧化剂，余

量为水；优选地，随着糖类含量的增加，尿素含量也增加，或者随着糖类含量的减少，尿素含

量也减少。

4.根据权利要求1所述的处理液组合物，其中抗体包括以下抗体中的至少一种：

抗甲胎蛋白抗体(anti-AFP)，分子量约65kD，优选使用浓度范围为5-25μg/ml；

抗生存素抗体(anti-Survivin)，分子量约16kD，优选使用浓度范围为5-25μg/ml；和

抗绿色荧光蛋白抗体(anti-GFP)，分子量约27kD，优选使用浓度范围为10-100ug/ml。

5.一种处理液试剂盒，包含：

第一部分，包括：透明化处理液和按1:10至1:500体积比与透明化处理液混合的一抗；

和

第二部分，包括：透明化处理液和按1:10至1:500体积比与透明化处理液混合的带荧光

标记的二抗，

其中所述透明化处理液为根据权利要求1-3中任一项所述的透明化处理液。

6.根据权利要求5所述的处理液试剂盒，其中所述的一抗包括：

抗哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(anti-mTOR)抗体，兔源，分子量约289kD，优选使用浓度范

围为10-50μg/ml；

抗β-Ⅲ型微管蛋白抗体(anti-β-ⅢTubulin)，小鼠来源，分子量约55kD，优选使用浓度

范围为10-50μg/ml；

抗神经元特异性核蛋白抗体(anti-NeuN)，兔源，分子量约34kD，优选使用浓度范围为

10-200μg/ml；或

抗Ⅱ型胶原蛋白抗体(anti-Ⅱcollagen)，分子量约142kD，小鼠来源，优选使用浓度范

围为10-200μg/ml，

所述的带荧光标记的二抗是能够与一抗特异性结合(抗小鼠或抗兔)的免疫球蛋白

(IgG)，其携带荧光标记。

7.一种生物器官透明化同时进行免疫标记的方法，包括用权利要求1-4中任一项所述

的处理液组合物浸泡生物组织器官；优选地，浸泡在37℃恒温进行1-7天。

8.一种生物器官透明化同时进行免疫标记的方法，包括用根据权利要求5-6中任一项
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所述的处理液试剂盒处理生物组织器官，其中

先用第一部分浸泡生物组织器官，优选地，浸泡在37℃恒温进行1-4天；

然后，用第二部分浸泡生物组织器官，优选地，浸泡在37℃恒温进行1-3天。

9.根据权利要求7或8所述的生物器官透明化同时进行免疫标记的方法，其中所述生物

组织器官包括脑、脊髓、关节软骨以及脏器。
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处理液组合物、试剂盒和生物器官透明化同时进行免疫标记

的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物组织整体器官透明化和免疫标记的方法，特别是涉及用于将脑、

脊髓、关节软骨、脏器等整体器官在透明化的同时直接或间接免疫荧光标记的处理液和方

法。

背景技术

[0002] 组织透明方法可以实现组织无损情况下的大尺度高分辨检测与组织形态的三维

结构重建。相对于传统的组织切片与染色方法具有显著性的进步。目前开发的所有组织透

明方法中，只有部分组织透明方案允许整体器官免疫标记，如iDisco、Clarity、Cubic、ACT-

presto等。Clarity和Cubic均去除了细胞膜，允许大分子进入，但是过程繁琐，需时近1-2

周；iDisco使用的是有机溶剂，荧光兼容性较差，组织变硬变脆，且刺激性气味对人体有害；

ACT-presto借助压力，需要专门设备，且免疫标记前需要繁杂的前处理过程。

发明内容

[0003] 本发明旨在提供一种操作简单、高效的整体器官或组织透明化同时免疫标记的技

术方案。

[0004] 为了实现上述目的，作为本发明的一个方面，本发明提供了一种处理液组合物，包

含：

[0005] 透明化处理液；和

[0006] 荧光标记抗体，所述荧光标记抗体与所述透明化处理液的体积比为1:10至1:500，

[0007] 其中，所述透明化处理液包含：

[0008] 糖类；

[0009] 尿素；

[0010] 非离子表及面活性剂，所述非离子表面活性剂包括体积比为5:3

[0011] 至1:5的曲拉通和吐温混合物。

[0012] 在某些实施方案中，糖类为果糖或蔗糖中的至少一种。

[0013] 在某些实施方案中，曲拉通包括曲拉通X-100和曲拉通X-114。

[0014] 在某些实施方案中，吐温包括吐温20，吐温40和吐温60。

[0015] 在某些实施方案中，每100ml透明化处理液包含：20-30g的尿素，10-15ml的非离子

表面活性剂，40-60g的糖类，0-20ml的氨类，0-2ml的抗氧化剂，余量为水。

[0016] 在某些实施方案中，透明化处理液为一系列处理液，其中随着糖类含量的增加，尿

素含量也增加，或者随着糖类含量的减少，尿素含量也减少。

[0017] 在某些实施方案中，抗体包括以下抗体中的至少一种：anti-AFP抗体，分子量约

65kD，优选使用浓度范围为5-25μg/ml；anti-Survivin抗体，分子量约16kD，优选使用浓度

范围为5-25μg/ml；和anti-GFP抗体，分子量约27kD，优选使用浓度范围为10-100ug/ml。
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[0018] 作为本发明的另一个方面，本发明还提供一种处理液试剂盒，其包含：

[0019] 第一部分，包括：透明化处理液和按1:10至1:500体积比与透明化处理液混合的一

抗；和

[0020] 第二部分，包括：透明化处理液和按1:10至1:500体积比与透明化处理液混合的带

荧光标记的二抗，

[0021] 其中的透明化处理液为上述的透明化处理液。

[0022] 在某些实施方案中，处理液试剂盒中的一抗包括：

[0023] anti-mTOR一抗(抗哺乳动物雷帕霉素靶蛋白)，分子量约289kD，优选使用浓度范

围为10-50μg/ml；

[0024] anti-β-ⅢTubulin一抗(抗β-Ⅲ型微管蛋白抗体)，分子量约55kD，优选使用浓度

范围为10-50μg/ml；

[0025] anti-NeuN一抗(抗神经元特异性核蛋白抗体)，分子量46-55kD，优选使用浓度范

围为10-200μg/ml；或

[0026] anti-Ⅱcollagen一抗(抗Ⅱ型胶原蛋白抗体)，分子量约142kD，小鼠来源，优选使

用浓度范围为10-200μg/ml，

[0027] 所述的带荧光标记的二抗是携带荧光标记的、能够与一抗特异性结合(抗小鼠或

抗兔)的免疫球蛋白(IgG)。

[0028] 作为本发明的另一个方面，本发明还提供一种生物器官透明化同时进行免疫标记

的方法，包括用上述的处理液组合物浸泡生物组织器官；优选地，浸泡在37℃恒温进行1-7

天。

[0029] 在某些实施方案中，将生物组织器官浸泡在处理液组合物中，待组织透明化后，用

不含抗体的透明化处理液清洗以除去未结合的抗体。

[0030] 作为本发明的另一个方面，本发明还提供一种生物器官透明化同时进行免疫标记

的方法，包括用上述的处理液试剂盒处理生物组织器官，其中

[0031] 先用第一部分浸泡生物组织器官，优选地，浸泡在37℃恒温进行1-4天；

[0032] 然后，用第二部分浸泡生物组织器官，优选地，浸泡在37℃恒温进行1-3天。

[0033] 在某些实施方案中，先将生物组织器官浸泡在用透明化处理液稀释的一抗溶液

中，待组织透明化后，用透明化处理液清洗以除去未结合的一抗；然后用透明化处理液稀释

的带荧光标记的二抗溶液浸泡生物组织器官，约1-3天后，用不含抗体的透明化处理液清洗

以除去未结合的二抗。

[0034] 在某些实施方案中，所述生物组织器官包括脑、脊髓、关节软骨以及脏器(包括荷

瘤脏器)。

[0035] 在某些实施方案中，生物组织器官包括小鼠脑、大鼠脑、小鼠脊髓及关节软骨等组

织器官，依据组织块大小，浸泡在37℃恒温进行1-7天。

[0036] 本发明提供了一种新的整体器官尺度上组织直接或间接免疫荧光的方法。该方法

在组织透明化的同时实现整体器官尺度上的免疫荧光标记。

[0037] 根据本发明，整个操作过程简单，不需要特殊实验装置；本发明方法的免疫荧光效

果确定，而且可以以较快速度进行。
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附图说明：

[0038] 图1为试验1中小鼠脑标本经本发明的处理液组合物整脑直接免疫荧光后的双光

子显微镜图像。

[0039] 图2为试验2中小鼠荷瘤肝标本经本发明的处理液组合物透明化处理并整体器官

直接免疫标记AFP及Survivin后的双光子显微镜图像。

[0040] 图3为试验3中成年小鼠脑经本发明处理液试剂盒透明化处理并整体组织间接免

疫标记脑中mTOR后的双光子显微镜图像。

[0041] 图4为试验4中成年大鼠脑经本发明处理液试剂盒透明化处理并整体组织间接免

疫标记脑中NeuN后的双光子显微镜图像。

[0042] 图5为试验5中成年小鼠脊髓经本发明处理液试剂盒透明化处理并整体组织间接

免疫标记脊髓中β-Ⅲtubulin后的双光子显微镜图像。

[0043] 图6为试验6中成年小鼠股骨头经本发明处理液试剂盒透明化处理并整体组织间

接免疫标记关节软骨中的Ⅱ-collagen后的双光子显微镜图像。

具体实施方式

[0044] 本发明提供了一种使完整器官透明的处理液，包含糖类、尿素、非离子表面活性

剂。糖类选择为具有较高折射率的单糖例如果糖(RI为1.48)，可以实现生物样本内部折光

率的匹配，使组织更透明。但是以糖类为溶液的混合物，最高RI不能超过1.48，这对于实现

组织内部各成分折光率的匹配是不够的，因此，需要将组织中某些固态成分充分水化，或者

去除一些组织成分，如细胞膜脂质。尿素打破非共价键的相互作用，使蛋白质发生可逆性变

性，它的加入增加样品中膜蛋白的溶解性，使其充分水化，降低其折光率。但是，仅采用糖类

和尿素，生物组织器官的透明化需要很长的时间，而且存在与免疫荧光标记技术不兼容的

问题。本发明的发明人发现细胞膜在组织透明化和荧光标记技术中起着非常重要的作用，

可以选择性的诱导细胞膜在原位形成孔隙从而实现组织透明。其孔隙率和大小显著影响透

明化的速度和效果以及大分子物质如抗体进入细胞；通过采用特定的非离子性表面活性剂

(选自曲拉通和吐温两种的组合)，可以使得细胞膜具有合适的孔隙率和大小，从而实现快

速透明化并与免疫标记技术兼容。但是，乳化作用较强的疏水长链非离子表面活性剂或表

面活性剂过量也会破坏细胞蛋白结构，从而影响荧光及免疫染色。经过反复试验，我们发现

仅用曲拉通X-100或者曲拉通X-100含量过高时，组织结构会被破坏，而仅用吐温60时，透明

时间长，透明效果不佳。只有在同时应用曲拉通X-100及吐温60时，且在合适的比例时(5:3-

1:5)，可在较短的时间内达到较好的透明效果。

[0045] 本发明的处理液包含质量体积分数为0～60％的糖类，例如果糖；质量体积分数为

20～30％的尿素；体积分数为5-30％的非离子表面活性剂，如曲拉通X-100，吐温60等。

[0046] 本发明还提供一种混合液，包括不同浓度梯度物质组成一个处理液组合，优选由

几种处理液组成。对于该处理液组合，糖类和尿素是关键变量。糖类浓度升高时，尿素溶解

量下降。但是经过多次试验，我们发现在组织透明液中，当果糖浓度恒定时，尿素浓度越高，

组织膨胀越明显；当尿素浓度恒定时，果糖浓度越高，组织皱缩越明显。本发明中，糖类和尿

素的浓度同方向变化。为防止组织变形、保证折光率的匹配及免疫染色，选择糖类为0-

60％，尿素为20-30％，且两者同向变化，以达到一个既能水化膜蛋白、匹配折光率，又能保
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证组织不变形，并允许免疫标记的平衡。

[0047] 在具体实施方案的选择中，要综合考虑外源性生物大分子的通透性，组织的透明

度，还有操作的简便性、速度、安全性、经济等各个方面，有时不得不在保证主要目的的前提

下，对其他方面的特性进行让步。

[0048] 在本发明中，作为使生物组织器官透明化同时进行免疫标记的方法，只需将一抗

及二抗以1:10-1:500的比例(具体的比例因抗体种类及厂家不同而不同)溶于透明处理液

中，并且用所得的处理液或混合液浸泡生物组织器官即可。

[0049] 生物组织器官包括小鼠脑、大鼠脑、小鼠脊髓、荷瘤肝及关节软骨等组织器官等。

浸泡可以在37℃恒温进行。

[0050] 下面结合具体实施例，并参照附图，对本发明作进一步的详细说明。

[0051] (1)标本制备：成年C57BL小鼠，Thy1-gcams3-GFP转基因小鼠或HePG2细胞肝脏原

位种植的荷瘤裸鼠，体重20-22g，过量3％苯巴比妥钠(2ml/kg)腹腔注射麻醉，用4％PFA经

心脏灌注后，断头取脑，脊髓，股骨及荷瘤肝，置于4％PFA中4℃冰箱中过夜，再次固定。其

中，股骨置于EDTA脱钙液中37℃水浴浸泡1周以脱去钙质。

[0052] 成年SD大鼠，体重约200-250g左右，过量3％苯巴比妥钠(2ml/kg)腹腔注射麻醉，

用4％PFA经心脏灌注后，断头取脑，置于4％PFA中4℃冰箱中过夜，再次固定。

[0053] (2)透明化处理液的配制：称取52g果糖于200ml的烧杯,置于60℃水浴中溶解，再

加入24g尿素，5ml曲拉通X-100，6ml吐温60，去离子水定容至100ml，室温避光保存。

[0054] (3)荧光抗体处理液组合物的配制：用上述配制好的透明化处理液将荧光标记的

一抗，一抗及荧光标记的二抗以5-200ug/ml的浓度进行稀释，混匀，配制的二抗需用锡纸包

裹以避光存放，待用。

[0055] (4)整体组织尺度上的直接免疫荧光标记：

[0056] 试验1

[0057] 整脑免疫荧光——取小鼠脑，用1×PBS冲洗，3次×5min，然后置于5ml装有共轭

594荧光素的抗GFP抗体(分子量27kD，50ug/ml，Thermo  Fisher)透明溶液的离心管中，37℃

恒温水浴，待样本透亮后，用不含荧光抗体的本发明混合液冲洗2h，并保存在本发明的混合

液中直至双光子荧光成像。在整个过程中，装有转基因小鼠脑的离心管应包裹锡纸以避光。

[0058] 试验2

[0059] 整肝免疫荧光——取荷瘤肝，用用1×PBS冲洗，3次×5min，然后置于5ml装有共轭

488荧光素的抗AFP抗体(分子量70kD，25ug/ml，Abcam)及抗Survivin抗体(分子量16KD，

25ug/ml，Cell  Signal  Technology)透明溶液的离心管中，37℃恒温水浴，待样本透亮后

(1-3d)，用本发明的混合液冲洗2h，摇床轻摇；然后放入用本发明的混合液配置的DAPI核染

液(0.2mg/ml,索莱宝)中,常温，1d后，用本发明的混合液冲洗2h，摇床轻摇；然后，保存在本

发明的混合液中直至双光子荧光成像。在整个过程中，本发明的混合液与荧光抗体配制的

混合液组合应包裹锡纸以避光。

[0060] (5)整体组织尺度上的间接免疫荧光标记：

[0061] 试验3

[0062] 小鼠1mm脑片mTOR间接免疫荧光——取小鼠脑，用小鼠脑matrix切成冠状面为1mm

厚的脑片，用1×PBS冲洗，3次×5min，然后置于5ml离心管中，注入兔源的mTOR第一抗体(分
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子量为289kD，50ug/ml，Cell  Signal  Technology)与本发明透明处理液配制的组合物中，

37℃恒温水浴，待样本透亮后(1-3d)，用本发明处理液浸洗过夜。然后用小鼠抗兔的mTOR第

二抗体(25ug/ml,Abcam)与本发明透明处理液配制的组合物中，避光，37℃恒温水浴，1-2d

后，用本发明处理液浸洗过夜并保存在本发明的处理液中直至双光子荧光成像。在整个过

程中，荧光抗体(二抗)配制的组合物应包裹锡纸以避光。

[0063] 试验4

[0064] 大鼠1mm脑片NeuN间接免疫荧光——取大鼠脑，用大鼠脑matrix切成冠状面为1mm

厚的脑片，用0.01M  PBS冲洗，3次×5min，然后置于5ml离心管中，注入兔源的NeuN第一抗体

(分子量为55kD，100ug/ml，Cell  Signal  Technology)与本发明透明处理液配制的组合物

中，37℃恒温水浴，待样本透亮后(1-3d)，用本发明处理液浸洗过夜。然后用小鼠抗兔的

NeuN第二抗体(25ug/ml ,Abcam)与本发明透明处理液配制的组合物中，避光，37℃恒温水

浴，1-2d后，用本发明处理液浸洗过夜并保存在本发明的处理液中直至双光子荧光成像。在

整个过程中，荧光抗体(二抗)配制的组合物应包裹锡纸以避光。

[0065] 试验5

[0066] 小鼠脊髓β-ⅢTubulin间接免疫荧光——取小鼠脑脊髓，在体式显微镜下小心剔

除脊髓表面的被膜，用0.01M  PBS冲洗，3次×5min，然后置于5ml离心管中，注入小鼠源的β-

ⅢTubulin第一抗体(分子量为55kD，50ug/ml，Abcam)与本发明透明处理液配制的组合物

中，37℃恒温水浴，待样本透亮后(1-3d)，用本发明处理液浸洗过夜。然后用山羊抗小鼠的

第二抗体IgG(40ug/ml,Abcam)与本发明透明处理液配制的组合物中，避光，37℃恒温水浴，

1-2d后，用本发明处理液浸洗过夜并保存在本发明的处理液中直至双光子荧光成像。在整

个过程中，荧光抗体(二抗)配制的组合物应包裹锡纸以避光。

[0067] 试验6

[0068] 小鼠膝关节Ⅱ-collagen间接免疫荧光——取小鼠后肢股骨，在体式显微镜下小

心剔除股骨头表面的肌肉和被膜，用0.01M  PBS冲洗，3次×5min，然后置于50ml离心管中，

注入EDTA脱钙液，37℃恒温水浴1周。待骨骼变软后，将其放入由小鼠源的Ⅱ-collagen第一

抗体与本发明透明处理液配置的组合物中，37℃恒温水浴，待样本透亮后(3-4d)，用本发明

处理液浸洗过夜。然后置于山羊抗小鼠的第二抗体IgG(40ug/ml,Abcam)与本发明透明处理

液配制的组合物中，避光，37℃恒温水浴，2-3d后，用本发明处理液浸洗过夜并保存在本发

明的处理液中直至双光子荧光成像。在整个过程中，荧光抗体(二抗)配制的组合物应包裹

锡纸以避光。

[0069] 图1至图6显示了部分试验结果：

[0070] 图1为试验1中Thy1-gcamp3-GFP转基因小鼠脑标本经本发明实施例的处理液整脑

直接免疫荧光后的双光子显微镜图像。可见本发明处理液组合物与荧光蛋白GFP也是兼容

的，且允许大分子抗体物质进入，同步实现了整体器官的透明化处理及直接免疫荧光。图

中，左图箭头所示为Thy1-gcamp3-GFP标记神经元，中图箭头所示为抗GFP抗体标记的神经

元，右图为前两图合并，箭头所示为Thy1-gcamp3-GFP标记神经元与抗GFP抗体标记神经元

的重合，表明抗GFP抗体可以进入组织与GFP特异性结合。

[0071] 图2为试验2中小鼠荷瘤肝标本经本发明的透明化处理并整体器官直接免疫标记

AFP及Survivin后的双光子显微镜图像。上图：整肝AFP免疫荧光图片；下图：整肝Survivin
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免疫荧光图片。可见，经过该实施例处理液处理后，整肝组织可实现同步透明化及免疫荧光

标记。上图：左图中箭头所示为携带Alexa-488的抗AFP抗体标记细胞(胞浆)，中图为细胞核

DAPI染色，右图为前两图的合并，可见携带Alexa-488的抗AFP标记的细胞部位与核互补，可

见抗AFP的抗体可进入整体肝组织，并特异地在胞浆中表达。下图：左图中箭头所示为携带

Alexa-488的抗Survivin抗体标记细胞(胞核)，中图为细胞核DAPI染色，右图为前两图的合

并。可见抗Survivin标记的细胞部位与核重叠，可见携带Alexa-488的抗Survivin可以也进

入整体肝组织，并且在荷瘤肝的肿瘤细胞核中特异性表达。

[0072] 图3为试验3中成年小鼠脑(1mm脑片)经本发明透明处理液透明化处理并整体组织

间接免疫标记脑中mTOR后的双光子显微镜图像。图中箭头所示为抗mTOR抗体所标记细胞。

可见，本发明处理液允许一抗及二抗进入并特异性结合，同步实现了小鼠脑整体组织的透

明化处理及间接免疫荧光。

[0073] 图4为试验4中成年大鼠脑(1mm脑片)经本发明透明处理液透明化处理并整体组织

间接免疫标记脑中NeuN后的双光子显微镜图像。图中箭头所示为抗NeuN抗体标记的神经元

细胞。可见本发明处理液允许一抗及二抗进入并特异性结合，同步实现了大鼠脑整体组织

的透明化处理及间接免疫荧光。

[0074] 图5为试验5中成年小鼠脊髓经本发明透明处理液透明化处理并整体组织间接免

疫标记脊髓中β-Ⅲ-Tubulin后的双光子显微镜图像。图中箭头所示条纹状结构为抗β-Ⅲ-

Tubulin抗体所标记的神经纤维。可见本发明处理液允许一抗及二抗进入并特异性结合，同

步实现了小鼠脊髓整体器官的透明化处理及间接免疫荧光。

[0075] 图6为试验6中成年小鼠股骨头经本发明处理液试剂盒透明化处理并整体组织间

接免疫标记关节软骨中的Ⅱ-collagen后的双光子显微镜图像。图中箭头所示为抗Ⅱ-

collagen抗体所标记的Ⅱ型胶原蛋白，位于关节面上或软骨细胞的胞浆中。可见本发明处

理液允许一抗及二抗进入并特异性结合，同步实现了小鼠股骨头关节面及关节软骨整体器

官的透明化处理及间接免疫荧光。

[0076] 本发明的技术方案至少具有以下优点之一：

[0077] 1、本发明所用处理液，37℃水浴恒温浸泡样本，没有繁杂的预处理和处理过程，操

作简单；

[0078] 2、本发明可使不同动物(大鼠及小鼠等)、不同器官(脑，脊髓，关节软骨，荷瘤肝

等)器官透明并免疫标记；

[0079] 3、本发明所用处理液可与荧光标记的一抗，一抗及荧光标记的二抗配制成整体免

疫荧光溶液，可在整体器官水平实现同时透明化及免疫荧光标记的目的(见图1-6)。

[0080] 以上仅为本发明的优选实施例而已，并非限定发明保护范围，凡在本发明的精神

和原则之内的任何修改、替换或改进等均包含在本发明的保护范围中。
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