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摘
!

要"目的
!

探讨利用
&U

型生物制片透明剂替代二甲苯在石蜡组织块脱蜡转透射电镜标本制备的可行性%方法
!

将石

蜡组织块分为常规脱蜡组和快速脱蜡组!采用
&U

型生物制片透明剂代替二甲苯进行脱蜡后作透射电镜标本制备和观察!并与采

用二甲苯按照常规脱蜡步骤进行脱蜡后作透射电镜标本制备的结果进行比较%结果
!

&U

型生物制片透明剂常规脱蜡步骤与二

甲苯常规脱蜡后转透射电镜标本的切片与观察效果比较!差异无统计学意义"

$

%

"5"7

#%结论
!

&U

型生物制片透明剂可用于石

蜡组织块转透射电镜标本制备时脱蜡!以减少二甲苯对环境和实验者的危害!但其难度略大!标本观察效果略差%
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生物电镜技术在医学科研与病理诊断中发挥重要的作

用(

!

)

'近年来越来越多的临床疑难病例借助透射电镜超微病

理诊断技术进行诊断#通常由于不能明确诊断且前期并未考虑

需借助超微病理诊断协诊#所以多数情况下无多余组织直接用

于电镜制样#常采用已制备的石蜡组织块经二甲苯脱蜡等操作

进行电镜制样(

.

)

'由于二甲苯对人体的危害#已开始使用
&U

型生物制片透明剂取代二甲苯(

2=#

)

'本实验应用
&U

型生物制

片透明剂替代石蜡组织块转电镜制样#并与二甲苯制作的标本

进行比较#观察
&U

型生物制片透明剂在石蜡组织块转电镜制

样的耗时*切片难度*透射电镜图片等情况#探讨
&U

型生物制

片透明剂运用于石蜡组织块脱蜡转透射电镜标本的制备#减少

二甲苯的使用#降低对环境和人体的危害'

$

!

材料与方法

$5$

!

一般材料
!

采用二甲苯制备的石蜡组织块#去掉多余石

蜡后#将石蜡组织切成
!

#

.99

2的
2

块小块#分为对照组*实

验组
)

*实验组
*

(

7=+

)

'使用
&U

型生物制片透明剂制备的石

蜡组织块#去掉多余石蜡后#将每块石蜡组织切成
!

#

.99

2

的
2

块小块#分为实验组
,

*实验组
/

'并另取二甲苯制备的

石蜡组织块和
&U

型生物制片透明剂制备的石蜡组织块各
.

块#做重复实验'

$5/

!

分组

$5/5$

!

对照组
!

制样时采用二甲苯制备的石蜡组织块#采用

二甲苯常规脱蜡途径转电镜制样(

,=$

)

!将标本放入二甲苯的青

霉素小瓶中#瓶盖反盖#置
#7]

的恒温箱加热
.C

#振荡以溶解

组织中的石蜡$组织透明为准%

(

/=!"

)

'取出标本放入无水乙醇

和二甲苯
!k!

混合液的青霉素瓶#室温
!"9EF

&室温下再将青

霉素瓶中的液体依次置换为无水乙醇*

/"6

乙醇*

$"6

乙醇*

,"6

乙醇*

7"6

乙醇#各
!"9EF

&蒸馏水
2

次#每次
!9EF

&

"5!

9:;

"

<3[P2

次#每次
!"9EF

'最后置入含
#6

戊二醛的电镜

固定液中保存'按透射电镜常规标本制备方法进行脱水*渗

+

2"/!

+
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透*包埋*聚合'

$5/5/

!

实验组
)!

制样时采用二甲苯制备的石蜡组织块#

&U

型生物制片透明剂替代二甲苯常规脱蜡途径转电镜制样!将标

本放入
&U

型生物制片透明剂的青霉素小瓶中#瓶盖反盖#

2"

]

恒温箱加热
2C

溶解组织中的石蜡$组织透明为准%#其余操

作步骤同对照组'

$5/5'

!

实验组
*!

制样时采用二甲苯制备的石蜡组织块#

&U

型生物制片透明剂替代二甲苯快速脱蜡途径转电镜制

样(

!!=!.

)

!将标本放入装有
&U

型生物制片透明剂的青霉素小瓶

中#瓶盖反盖#

2"]

恒温箱加热
2C

溶解组织中的石蜡$组织透

明为准%#取出标本放入含
!6

锇酸的
&U

型生物制片透明剂

的青霉素瓶中#瓶盖反盖#

27]

恒温箱
/"9EF

#室温下再将青

霉素瓶中的试剂依次置换成环氧丙烷
!"9EF

#再于
27]

恒温

箱中依次置换为环氧丙烷和包含环氧树脂
$!.

的包埋剂
!k!

混合液#纯环氧树脂包埋剂各
#79EF

'之后按照透射电镜常规

标本包埋方法进行包埋*聚合'

$5/51

!

实验组
,!

制样时采用
&U

型生物制片透明剂制备的

石蜡组织块#

&U

型生物制片透明剂替代二甲苯常规脱蜡途径

转电镜制样#操作步骤同实验组
)

'

$5/52

!

实验组
/!

制样时采用
&U

型生物制片透明剂制备的

石蜡组织块#

&U

型生物制片透明剂替代二甲苯快速脱蜡途径

转电镜制样#操作步骤同实验组
*

'

$5'

!

透射电子显微镜观察
!

取环氧树脂组织块在
<>E0DY%

&)O%.

修块机对组织块进行修整后#在
<>E0DY% g*,

切片

机上制备
"57

!

9

厚度半薄切片光镜定位至所需部位#再制备

+"F9

厚度超薄切片#醋酸双氧铀*枸橼酸铅双重染色后#于日

本电子
VY%=!#""3<gP

型透射电镜下进行观察'并对制样耗

时*切片难度和观察效果进行评分'

/

!

结
!!

果

/5$

!

各组制片方法的制作和效果比较
!

&U

型生物制片透明

剂制备的石蜡组织块*

&U

型生物制片透明剂常规脱蜡途径转

电镜制样效果和二甲苯制备的石蜡组织块*二甲苯常规脱蜡途

径转电镜制样的效果比较#差异无统计学意义$

$

%

"5"7

%&其

他项目比较#差异有统计学意义$

$

$

"5"7

%'见表
!

'

表
!

!!

各组制作的耗时)切片难度及观察

!!!

效果比较$分%

组别 制样耗时 切片难度 观察效果

对照组
2 2 2

实验组
)

. . .

实验组
*

7 ! !

实验组
,

. 2 2

实验组
/

7 . .

!!

注!以对照组为基准分
2

分&

!

分表示耗时最长#

7

分表示耗时最

短&

!

分表示切片困难#

7

分表示切片容易&

!

分表示观察效果较差#

7

分

表示观察效果好

/5/

!

各组制片在透射电镜下的效果比较
!

石蜡组织块转透射

电镜的标本超微结构保存均较电镜专用固定液差#但可用于临

床超微病理诊断'各组超微结构保存情况比较#差异无统计学

意义$

$

%

"5"7

%'见图
!

'

图
!

!!

各实验组透射电镜下的形态

'

!

讨
!!

论

!!

石蜡组织块转电镜制样的目的是通过组织的超微结构的

改变进行协助诊断#因此#组织超微结构保存的好坏是转电镜

制样能否成功的基础'目前#临床上多用甲醛对活检组织固

定#甲醛固定迅速#穿透力强#能较好地固定蛋白质和糖原#对

酶活性保存较好'与戊二醛比较#甲醛在细胞的超微结构方面

要差些#但对于协助诊断影响不大'尤其是肾穿刺组织在石蜡

切片中已定位肾小球#所以优于新鲜组织直接电镜检测(

!2

)

#就

组织固定而言#确保所用试剂符合要求#固定时间足够#保存时

间不要太长即可'

&U

型生物制片透明剂对石蜡的溶解度和溶解速度比二

甲苯要差一些#因此#利用
&U

型生物制片透明剂替代二甲苯

脱蜡时#可根据情况采取相应措施!脱蜡时间可适当延长&脱蜡

温度可适当调高#但不超过
2"]

#以免组织损伤和变硬&取材

时组织尽可能小一些&脱蜡中途摇晃装标本的青霉素瓶#让标

本块与试剂充分接触(

!"

)

&采用微波炉替代恒温箱#让标本受热

均匀更好地脱蜡(

!#

)

'

由
&U

型生物制片透明剂制作的石蜡组织块采用
&U

型

生物制片透明剂常规脱蜡时由于相容性最好#因此切片难度和

观察效果与以往全部采用二甲苯的标本无明显差别'由二甲

苯制作的石蜡包埋块采用
&U

型生物制片透明剂脱蜡时#由于

试剂的不同#对切片和观察效果稍有影响#但差异不大#完全用

&U

型生物制片透明剂替代二甲苯以减少对环境和实验者的

危害(

!7

)

'快速脱蜡方法虽然对切片难度和观察效果有一定影

响#但在可接受范围内#且节约了实验者大量的时间#也不失为

一种良好的标本制备方法'

完成的电镜制样组织块#应当软硬适宜#方便切片'所使

用的环氧树脂
$!.

的比例#应根据实验室实际温度和湿度进行

适当调整'配制环氧树脂
$!.

时根据实际情况#考虑是否需要

进行除潮'聚合时#应加热聚合至组织块硬度适宜以确保组织

块符合制样要求'

对电镜制样组织块进行修块时#应当在尽可能不去修掉所

要观察面的组织的同时#将周围多余环氧树脂修掉'进行半薄

切片定位时#用新制备的玻璃刀#将组织块表面打磨光滑后#切

半薄切片用甲苯胺蓝染色$染色深度适宜#不要过深或过浅%#

根据光镜所见#选取所需区域保留#将多余组织修掉'进行超

+

#"/!

+
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薄切片时#应在尽可能少切组织块表面的情况下#切出符合要

求的超薄切片#以免切出的超薄切片不是需要观察的部分'

综上所述#不管是二甲苯还是
&U

型生物制片透明剂进行

制样的石蜡包埋块#采用
&U

型生物制片透明剂替代二甲苯常

规脱蜡途径转电镜制样#各组效果差异不大'使用
&U

型生物

制片透明剂替代二甲苯快速脱蜡途径转电镜制样#对效果有一

定影响#但仍可为快速超微诊断提供参考'

&U

型生物制片透

明剂可用于超微病理诊断中石蜡组织块转电镜制样时脱蜡'
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