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摘
!

要"目的
!

比较不同的脱钙液对骨组织的脱钙能力和脱钙后
3!

染色效果!寻找一种最佳的骨组织脱

钙方法$方法
!

通过查阅文献资料!把文献报道的
+

种相对较理想的脱钙液用于临床病理骨组织脱钙中!对比

+

种脱钙液对骨和骨髓组织常规病理切片质量和
3!

染色效果$结果
!

+

种脱钙液脱钙时间的比较!甲酸
/

甲醛

脱钙液
%

改良
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脱钙液
%

硝酸
/

甲醛脱钙液$

+

种脱钙液脱钙效果的比较!硝酸
/

甲醛脱钙液
%

改良
;̂:/
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脱钙液
%

甲酸
/

甲醛脱钙液$

+

种脱钙液对组织损伤的比较!硝酸
/

甲醛脱钙液
%

甲酸
/

甲醛脱钙液
%

改良
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脱钙液$结论
!

改良
;̂:S?:@

脱钙液对组织损伤较小!脱钙效果充分!适当缩短脱钙时间!切片染色质

量上乘!可以作为一种相对理想的骨组织脱钙剂推广应用$

关键词"骨组织)
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脱钙方法)
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改良
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甲酸
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骨组织是由黏多糖和一些蛋白质纤维构成的骨

样组织和沉着于其中的无机盐形成的#是一种坚硬的

结缔组织#包括细胞及细胞外基质*细胞随其发育阶

段可分为骨祖细胞)骨母细胞)骨细胞)破骨细胞&

&

'

#

细胞外基质包括有机物和无机物#有机物中包括胶原

纤维和无定形基质#无机物中主要为骨盐*脱钙是应

用化学或物理化学的方法将骨组织成分中的钙盐与

胶原纤维分离#弃去钙盐&

*

'

#保留完整有机成分的一

种方法*脱钙方法与脱钙液的选择与骨组织切片的

制作质量有着密切的关系*骨组织在制片前必须用

脱钙液将组织中的钙盐除去#才能制成
(

"

1

+

9

厚的

切片&

+

'

*如果脱钙不完全#切片时不仅损坏刀刃#而

且染色时组织易出现脱片等现象&

(

'

*如果脱钙过度#

会破坏组织结构#使组织抗原丢失#严重影响对送检

标本的临床病理诊断&

1

'

#因此选择合适的脱钙方法很

有必要*脱钙液有无机酸$硝酸)盐酸)硫酸%和有机

酸$醋酸)甲酸%两大类&

,

'

#脱钙液是决定骨骼组织切

片质量)染色效果的关键&

0

'

*目前在临床病理脱钙

中#有
+

种脱钙液较理想#本研究通过比较
+

种脱钙

液的脱钙效果和染色制片质量#旨在选择一种最好的

脱钙方法应用于临床骨组织脱钙*
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资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取本院送检的骨肿瘤)病变骨及

钙化组织标本
&1

例#组织离体后即用
&']

中性缓冲

甲醛溶液充分固定
&*

"

*(F
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!

试剂及仪器
!

浓盐酸)硝酸)无水乙醇购自广东

汕头西陇化工股份有限公司(甲酸)氯仿)苏木素)伊

红)中性树胶购自珠海
[<@>

公司(冰醋酸)二甲苯)甲

醛购自武汉市中天化工有限公司*常州中威
D"̂/ac

型全自动封闭式组织脱水机#

f[/+'''

型包埋机#徕

卡
**+1

型切片机*
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!

试剂配制
!

$

&

%改良
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混合溶液!浓盐酸
1

9.

#冰醋酸
19.

#氯仿
&'9.

#无水乙醇
0'9.

#

&']

中性缓冲甲醛
&'9.

*$

*

%硝酸
/

甲醛液!甲醛
&'9.

#

蒸馏水
)'9.

#纯硝酸
*'9.

*$

+

%甲酸
/

甲醛液!甲酸

&19.

#甲醛
19.

#蒸馏水
-'9.

*$

(

%

&']

中性缓冲

甲醛液的配制!蒸馏水
&'''9.

#

+0]

的甲醛溶液

&''9.

#磷酸二氢钠
(

8

#磷酸氢二钠
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#用

&9>G

"

.

氢氧化钠调整
7

3

至
04*
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!

方法
!

$

&

%固定*组织要求及时充分固定#大块

骨组织应锯开固定#用中性缓冲甲醛液固定时间不少

于
&*

"

*(F

*$

*

%取材*骨髓穿刺标本一般长约

&B9

)直径
'4'1

"
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#不需修块#可直接用滤纸包

好脱钙*大块的骨肿瘤)病变骨)钙化组织根据标本

的不同用骨钳或骨锯处理成
&41B9i&4'B9i'4*

B9

的骨组织块*$

+

%脱钙及终点判断*

0

物理方法!

随时观察脱钙情况#当组织块呈半透明状浮在液面

上#手指按压柔软有弹性#用大头针可轻松刺入骨皮

质表示脱钙完全*

1

化学方法!用吸管取脱钙液
&

9.

#加
&']

草酸钾
&9.

摇匀#以草酸盐结晶不析出

为脱钙终点*$

(

%脱钙后的除酸处理*脱钙完全后#

标本用流水冲洗
19?:

#碳酸锂饱和水溶液
19?:

#冲

洗
+

次(再流水冲洗
&'9?:

#即可进行常规脱水#染色

时适当延长组织在苏木素中的时间#而在伊红停留的

时间适当缩短#这样可以得到更好的对比度*
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观察指标
!

骨组织脱钙时间)骨组织)

3!

染色

效果*
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结
!!

果
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经上述方法比较得出!骨组织块经改良
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液常温脱钙
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左右脱钙完全#组织损伤小#常规制片
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效果好#切片平坦#薄厚均匀#镜下见组织结构完整#

无皱缩)龟裂现象#细胞核呈蓝色#骨基质)纤维)软骨

呈不同程度的红色#色泽鲜艳#对比度好*骨组织块

在甲酸
/

甲醛脱钙液中
0*

"

&*'F

脱钙完全#组织损伤

较小#切片结构完整#染色鲜艳均匀#对比度较好*骨

组织块在硝酸
/

甲醛脱钙液中
(-

"

,'F

到达脱钙终

点#肉眼见组织稍发泡肿胀#颜色淡黄#切片容易出现

刀痕(镜下见组织结构欠完整#胞核淡染着色弱#对比

度欠佳*

+

种脱钙液脱钙时间的比较#甲酸
/

甲醛脱钙

液
%

改良
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脱钙液
%

硝酸
/

甲醛脱钙液*

+

种脱

钙液脱钙效果的比较#硝酸
/

甲醛脱钙液
%

改良
;̂:/

S?:@

脱钙液
%

甲酸
/

甲醛脱钙液*

+

种脱钙液对组织

损伤的比较#硝酸
/

甲醛脱钙液
%

甲酸
/

甲醛脱钙液
%

改良
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脱钙液*

'

!

讨
!!

论

!!

脱钙是骨组织制片中的必要环节#如若脱钙不彻

底#则组织切片困难#染色时易脱片#镜下观察骨组织

结构模糊#胞核皱缩#部分区域折叠卷曲#影响病理诊

断的及时性和准确性&

-

'

*寻找简便)快捷)有效的脱

钙方法是骨组织病理学研究的重要课题之一*结合

多年骨组织脱钙经验#笔者认为以下方面值得关注*

'4$

!

骨组织的固定
!

骨组织及时)充分的固定不仅

能保存良好的骨组织形态结构#而且能防止组织自溶

腐败#阻止细胞内外的酶对蛋白质的分解作用)保存

组织细胞的抗原性&

)

'

*脱钙液中的酸对骨组织有不

同程度的损伤#未固定的组织在酸性脱钙液中受到的

损伤比已固定的组织大
+

倍#所以骨组织必须先固定

后脱钙#或脱钙与固定同时进行#未经固定的骨组织

不宜脱钙*

'4/

!

脱钙时应权衡的因素
!

$

&

%尽量减少脱钙液对

组织和细胞成分的损伤#保护组织微细结构*$

*

%能

充分去除钙质#又不影响后续
3!

和
%3U

染色*$

+

%

脱钙方法简单#试剂价廉易得#适当兼顾脱钙时间&

&'

'

*

'4'

!

脱钙后的中和酸处理
!

常规硝酸脱钙后的组织

一般需要流水冲洗
&'

"

&*F

#费时又不环保#本文脱

钙到达终点后先流水冲洗
19?:

#然后饱和碳酸锂水

溶液处理
19?:i+

次#再流水冲洗
&'9?:

#只需短短

+'9?:

即完成整个除酸过程*具有以下优点!由于饱

和碳酸锂水溶液是一种弱碱液#能很快渗入到组织细

胞中中和酸#大大缩短了流水洗涤时间#经此改进除

酸方法制成的切片对苏木素嗜染性强#效果稳定*
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!

脱钙液的选择
!

本科室近年来一直采用
&']

硝

酸脱钙#主要是因为其脱钙能力强#脱钙时间短#但这

也使骨组织的脱钙程度较难掌握#容易过脱#对组织

造成损伤*硝酸在脱钙过程中会产生二氧化碳#气泡

从组织中溢出会使结缔组织分离&

&&

'

#破坏组织结构*

另外#硝酸处理组织后染色效果差#胞核不着色或着

色浅#不均匀#对比度欠佳*甲酸又名蚁酸#其脱钙速

度比硝酸慢#破坏组织的程度比硝酸轻#但脱钙时间

稍长#疏松骨片需脱钙
(-F

#致密骨片需
(

"

1J

#其中

每
+J

需更换新液
&

次&

&

'

*所以迫切需要寻找好的脱

钙方法取而代之*通过查阅文献#综合比较文献介绍

的较为理想的
+

种脱钙方法#发现
;̂:S?:@

复合脱钙

液弃硝酸而选用盐酸#对组织损伤小#不会使组织膨

胀#而是使组织略有收缩*骨组织块经此液脱钙后#

切片完整#平坦均匀#无返砂现象*不足之处同样在

于组织处理时间过长#脱钙完全约需要
0J

左右*

*'&1

年初本科室摸索改良
;̂:S?:@

原配方#争取缩短

脱钙时间#实验中把盐酸的量由原来的
(9.

增加为

19.

#冰醋酸由原来的
+9.

也增加为
19.

#无水乙

醇由原来的
0+9.

降为
0'9.

#氯仿及甲醛剂量不

变#经过近
1'

例骨组织块脱钙观察#组织处理时间大

为缩短#骨密度高的如股骨组织块常温下
0*F

即可彻

底脱钙#骨密度较低的骨松质
+,

"

(-F

也能脱钙完

全#若加急则可以将脱钙液放入
+0Z

恒温箱中#骨组

织块
*(F

左右即达到脱钙要求*此组合脱钙液中盐

酸为强酸#增加盐酸用量旨在加快脱钙时间#同时又

担心影响细胞核的着色#实际操作中观察发现#通过

改善除酸方式#盐酸与生理盐水和氯仿混合后对细胞

核的着色影响甚微#盐酸除了加快脱钙速度#还有使

组织略收缩的功效#降低了冰醋酸对组织膨胀的影

响&

&*

'

*由于骨组织的致密性#固定剂的选用要求具有

强的穿透力#

;̂:S?:@

复合脱钙液选用中性甲醛#甲醛

具有穿透速度快)固定均匀)对组织收缩较小的特点#

使得脱钙液不但具有脱钙作用#同时兼具较好的固定

作用*冰醋酸具有在固定时穿透速度快#且有防止组

织自溶变性的特点#同时还能使组织略膨胀#稍加量

即可抵消盐酸及甲醛引起的组织收缩和硬化&

&+

'

*骨

组织在改良
;̂:S?:@

液脱钙彻底后切片光滑细腻#厚

度可达
(99

#骨与骨周围组织形态保持完整#骨髓腔

内的细胞清晰可见#胞质)胞核及骨小梁着色均匀#色

彩鲜艳#对比度强#能较好地显示骨组织的各种结构#

是一种较理想的用于临床病理工作的脱钙方法*
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