
图 1、2� 运动终板呈棕红色,椭圆形

沉淀物质 [ 4]。由于酶活性在石蜡切片中不易保持 ,通常是用

液氮冷冻, 本试验使用 OCT包埋冰冻切片,是因为其渗透性

好、方便易行等优点,并且 OCT已在病理科普遍使用, 这样

就简化了原方法的制片过程,不影响酶的活性, 从而不影响

最终染色效果; K arnovsky�Roo ts孵育液易变质, 所以各个试

剂配置好了放在 4 � 冰箱保存, 需要时再依次加入,配置好

的孵育液如不用, 需放在低温下保存; 实验共计切片 300张

左右, 少量预试验证明当孵育时间大于 24 h时,运动终板略

有膨胀 [ 5] , 较原方法时间略有缩短,效果反而好。

� � 本方法应注意以下几点: ( 1 )取材于兔小腿中上 1 /3

处, G oers[ 3]已证实, 运动终板在等长肌纤维肌束的中 1 /3处

排成一行,形成终板带; ( 2)孵育液 PH 值对染色效果有影

响, K a rnovsky和 Roots[ 1]认为, pH值在 5�0染运动终板效果

最好,形成的沉淀不易扩散;配置试剂时要准确, 试剂要新鲜

配制,新鲜的试剂为亮绿色,如果有浑浊则不能用; ( 3 )所用

器皿用蒸馏水洗净、烘干; ( 4)冰冻切片粘于载玻片后要充

分晾干,否则容易掉片, 本试验采用清洁液洗制的切片。

� � 本方法还可做运动终板的定性和定量研究. 对病理诊断

和科研有一定的帮助。
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� � 为了保护环境和改善健康, 避免病理职业性危害,我们

使用国产绿色产品, 替代甲醛、苯类等试剂进行了病理标本

制备相关研究, 效果良好,现介绍如下。

1� 材料与方法

1. 1� 材料 � 我院 2005~ 2008年的手术标本 24 825例。醇性
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组织固定液 (将醇性组织固定原液 1份加 95% 乙醇 4份混

合后即可使用 ) ; 无毒脱蜡及透明液 (非芳香烃 ); 中性快干

封片胶 (非芳香烃 ) (无锡公司 ); 免疫组化染色的抗体及配

套试剂 (福州迈新公司 )。全自动组织脱水机 (常州中威公

司 TSJ�Q型脱水机 )。

1. 2� 方法 � 离体新鲜组织直接置于固定液中, 量是标本体

积的 5倍以上。大标本或空腔标本需要切开,标本固定过夜

后取材。在全自动组织脱水机中进行脱水、透明、浸蜡等处

理。详细步骤如下: ( 1 )醇性固定工作液 2 h (新鲜标本 4

h)。 ( 2) 95%乙醇 1 h。 ( 3)无水乙醇 1 h。 ( 4)无水乙醇 1

h。 ( 5)无水乙醇 1 h。 ( 6 )无毒透明脱蜡液 20 m in。 ( 7)无

毒透明脱蜡液 20 m in。 ( 8)无毒透明脱蜡液 20 m in。 ( 9)石

蜡 1 h 20 m in。 ( 10)石蜡 1 h 20 m in。 ( 11)石蜡 1 h 20 m in。

次日上午 8: 00包埋、切片及 HE染色后镜检。其中 24 825例

送检标本中有 620例进行了免疫组化染色。

2� 结果

� � 醇性固定液固定的标本与甲醛固定液固定的标本相比,

组织切片无龟裂、染色略蓝, 色彩鲜艳, 细胞结构清晰, 同时
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因为标本收缩率较小, 组织细胞间裂隙等人工现象比甲醛固

定的标本大为减少 (图 1、2、4、5)。甲醛固定标本做免疫组

化染色, 部分抗体需抗原预修复程序, 而醇性固定液固定的

标本, 则无需抗原预修复程序, 而且背景清晰。 (图 3、6)

图 1� 甲状腺癌 (非甲醛固定 ) � � 图 2� 多形性横纹肌肉瘤 (非甲

醛固定 ) � � 图 3� 甲状腺乳头状癌 CK19表达, SP法 (非甲醛固定 )

图 4� 甲状腺癌 (甲醛固定 ) � � 图 5� 平滑肌瘤 (甲醛固定 )

图 6� 甲状腺乳头状癌 CK19表达, SP法 (甲醛固定 )

� � 无毒透明脱蜡液和中性快干封片胶是非芳香烃物质, 使

用方法和效果与其他试剂相同, 且无苯类溶剂的毒性,快干

封片胶固化迅速, 避免了切片间相互粘连。

3� 讨论

� � 常规使用的甲醛固定液易挥发, 具有高刺激性和腐蚀

性 [ 1]。国内外医学研究确认, 人体接触甲醛时,会引发过敏

反应、慢性呼吸道疾病和肿瘤的发生; 长期使用苯类试剂, 会

导致骨髓抑制, 白细胞数量减少。国内职业病统计表明, 男

性患肿瘤的机率比非接触人员高 6� 8倍, 女性则高 9倍。

2004年 6月 15日世界卫生组织正式宣布甲醛为致癌物质,

提醒人们要重视甲醛、二甲苯的致癌性。

� � 目前, 使用绿色安全环保的替代产品正方兴未艾。虽然

国外已有使用甲醛、苯类等绿色替代产品进行病理制片的相

关报道 [ 3, 4], 但是国内却鲜有报道。为此, 我们使用国产醇

性固定液、无毒透明脱蜡液及中性快干胶,以解决长期以来

甲醛、苯类危害病理工作者身体健康的难题。醇性固定液固

定的标本与甲醛固定标本相比, HE染色组织形态无明显差

异,同时对提高免疫组化染色质量也具有现实意义。

� � 针对甲醛的高毒性、致癌性, 国内外学者进行了多年研

究,如在甲醛溶液加入添加剂以减少甲醛的挥

发、向组织标本表面喷洒特殊溶液以分解甲醛, 但效果仍不

理想,即使加强通风, 并不能完全清除其危害, 本科使用绿色

产品全面替代甲醛、苯类试剂后, 从根本上杜绝了有害试剂

对室内外环境的污染。使用绿色替代品对组织标本固定、透

明效果符合制片技术要求 [5] ,与甲醛、苯类制备标本相比, 细

胞结构清晰,收缩间隙等人工现象大为减少, 由于长期习惯

观察甲醛固定的标本,使用初期可能需要有个适应过程。使

用醇性组织固定液尚需注意以下几点: ( 1)大体标本固定后

色泽变化轻微, 较甲醛固定稍软, 取材时刀具需锋利。 ( 2)

经醇性固定液固定的组织, 蛋白之间不发生交联, 避免了甲

醛固定导致的抗原决定簇隐蔽现象, 抗原无需修复, 简化了

免疫组化染色程序,缩短了染色时间。 ( 3)醇性组织固定液

可能导致标本中红细胞血红蛋白轻度外渗, 用于肾穿等标本

时应予注意。

� � 因为不同的固定液其固定结果略有差异, 故更换固定液

可能要有一个摸索适应的过程。但是从保护环境和改善医

务人员身体健康的角度来考虑, 避免病理职业性危害, 使用

绿色安全环保的替代品是大势所趋。
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∀ 简 � � 讯∀

∃病理学试题库 (含软件 ) %已发行
� � 由南昌大学第一附院梅金红、万红萍教授主编, 人民卫

生出版社出版的∃病理学试题库 (含软件 ) %现已发行。该题
库有各类试题 5347题, 解剖图、大体图 746幅, 是一个多层

面、立体式融教学、实践、考试为一体的多功能软件。该题库

软件分为学生版与教师版, 学生版既有纸质材料, 又配有光

盘, 主要用于学生自测、自考、自学。教师版包括建题库、备

题库、抽题库三大部分, 可让教师轻松建题、备题、抽题。该

题库应用范围广, 可适用于各类医学院校学生及各层次病理

学医务人员的使用。此题库为南昌大学高国兰、龚洪翰、魏

云峰教授任总主编的∃临床医学试题库系列丛书 (含软件 ) %
之一,该丛书的出版得到已故著名医学教育家、资深院士裘

法祖教授的充分肯定和高度评价, 并亲自为丛书作序。相关

信息,请点击南昌大学 & 附院网站查询 ( http / /: www. jyyfy.

com )。

� � ∃病理学试题库 (含软件 ) %学生版定价 39�00元, 教师

版定价 480�00元, 免费邮寄, 多购从优。联系人: 王琳娜;地

址:南昌市永外正街 17号, 南昌大学第一附属医院, 邮编

330006;联系电话: 13879196968, 0791�8692582或 8693825。
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