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用于组织学光镜检查的树脂包埋法

夏旭华 曾小鲁

( 生物系 )

用树脂 R ( s i n 包理组织块进行薄切片已成为组织学和病理学中的 项
`

污少见技术
。 J生之: 树

脂包埋只是用做超薄切片和电镜观察
,

但 目前国外此项技术还专门用做薄切片用光镜观察
。

级

然不能说树脂包埋可以完全取代石蜡包埋法
,

但人们逐渐认识到树脂包理法与石蜡包理法比

较有不少优点
。

它能切得较薄
、

产生的人工假象较少和微细结构更加清晰
。

另外如确有必要

使用电镜观察时
,

树脂包埋的标本还能进
一

步成功地制成超薄
一

切片
。

R e i c h o r t
一

J llt l g厂发表

的通报介绍了这一方法
,

为了使能在国内推广使用
,

我们根据该资料和参阅有关资料
,

将此

方法整理介绍如
一

卜
。

一
、

固定

一般采用福尔马林固定
,

因为今后要采用组织学染色方法和用光镜 现察
,

所以
/

}
、

能象电镜

取材那样用饿酸来固定
。

也不能用戌二醛固定
,

因用此方法处理的组织块均较大 (
一

民
、

宽约

3 x 4毫米
,

厚度最好不要超过 2毫米 )
,

而戊二醛穿透较大组织块的能力有限
,

同时会使叨片显

出很异样的形态
。

用以下固定液固定效果较好
。

福尔马林磷酸缓冲液
:

二氢正磷酸钠 S o d i u n , 〔l i li y d r o g e , i ( ) r t h o p h o s p h a t e 1 8
.

6克

氢氧化钠 通
.

2克

燕馏水 9 00 毫升

不断搅拌使之溶解后
,

再加入福尔马袜 1 00 毫升
。

最终的 p H值应为了
.

4
。

该洛蔽
. ,

J
一

保 存
6个月

。

在室温下固定至少 4小时
,

如果制作的切片只做光镜观察
,

那么组织块在囚定液中浸

数周
一

也无妨
。

二
、

包埋

用于光镜观察的包埋剂 目前多采用 2
一

经乙旅甲基丙烯酸址祖
一

川尹 I:
二 y e t h : 卜

,` c t抽
C r ,

-

l a t c ( 简称 H E M A ) 和 E p o n 。

前者至今仍是光镜观察的妓皎者
。

环氧 树脂 几 电镜
尹

已理 材

料是用得很普遍和较成功的
,

但汪制作光镜包埋材料使不理想
,

因为环氧树脂粘度太高
,

而

且
.

对于组织学传统染料来说
,

其着色性也差
。

所以很少用它来作包埋剂
。

但随着低粘 ,找的环

氧树脂的出现
,

环氧树脂将会得到使用
。
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比
’

1
、

H E M A树脂包埋法
.

溶液配制

( l )了件 液八

l
_

通E M八
’

8 0毫升

2
一

丁氧基乙醇 2
一

B u t o x y e llt a n ol ls 毫升

过氧化苯甲酞 B e n z o y l p e r o x i d o 0
.

3克

用磁力搅拌器助溶
,

不可加热使 i容解
。

( 2 ) 溶液 B

聚乙二比、 4 O O P 。
行

e llt y l e n e g l y c o l 10毫升

N
,

N
一

二甲胺 N
,

N
一

d i m e t h y i a n i l i杯e l毫升

以
_

卜两液均应在 4
“

c 下保存
,

在使用前使之达到室温
。

在 4
O

C时溶液可保存将近一个月
。

( 3 ) 包鱿且剂

洛液 A 5 0份

子答液 B l 份

同定后的组织块经各级不同浓度酒精脱水
、

从50 %一70 %一 80 %一 90 %一95 % (经 2瓶 )

一无水酒精 (经 2 瓶 )
、

每级中浸 30 一 45 分钟
。

脱水后浸入溶液A 中
,

中途换三次新液
,

梅次

浸巧分
。

待组织块透明时为止
,

然后用包埋剂包埋
。

因 H E M 八为水溶性树脂
,

所 以不经酒精脱水也可以完成处理
。

可先用 蒸馏水 将溶液A

配成 2 5% 洛液人
、

5 0 % 溶液 A 和 75 % 洛液 A
,

然后将组织块依次浸入以上三种不同浓度的溶

液中
。

每种洛
。 .

之中浸 30 一 4 5 分钟
。

然后经过三瓶溶液 A
,

每瓶中浸 45 一 60 分钟
。

以后步骤

同前
。

2
、

!乙p o n 包 卫11法

( 1 ) E p o ,1

包少̀{!剂 I为配 ;}j {!

l
,

: x〕 o ,飞 8 2 2 1 3 0毫升

石吏化剂 D D S 八 80 毫升

硬化剂 M N A 了5毫升

增速剂 户 Y O 6lr 4
.

2毫升

( 2 ) 氧化丙烯
、

1二p o , 1 2齐液的配制

氧化 1百烯 工) r o p 了 l e , l e 。 ) 二 i d e 5 0毫升

抓 p o n 包理剂 5 0毫升

包埋剂应保持于 4
“

C温度下
。

在使用之前使它达到室温
。

过度的潮湿及水污 染都会 影响

到包理齐d的效采
,

应加以避兔
。

以上药齐J最好是随配随用
。

囚定后的组织块需脱水
,

脱水方法同前法
。

脱水后组织块再经过两瓶氧化丙烯
,

每瓶中

约浸 20 分钟
。

然后浸入氧化丙烯
、

E p o 川容液中 1小时
。

最后将 组织 块浸入 37
“

C温 度 下的

E p on 包理剂中 1小时
。

至此组织块应是透明的
。

组织块在千净的 E oP 二包埋剂中包埋
,

方法与 H E M A 法相似
。

不过在该方法 中
,

聚合

时无需隔绝空气
。

聚合过程在 60
“

C温箱中过一个晚 上就 可完成
。

用于显微仪术中的所有树脂包括 H E M A
,

都有引起皮肤或粘膜过敏的危险
。

大意操作会
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使皮肤 引起炎症
。

另外有些配料还有致癌活性的
,

操作中自始至终要戴手套
。

在操作过程中 最

好能在通风橱中进行
。

所有树脂一旦聚合之后
,

便都成为无害的物质
。

三
、

树脂包埋块的切片 ( 供光镜观察用 )

用上述方法包埋的包埋块中的组织块均较大
,

加上所需的切片厚度又是 l微米左右 (甚至

稍厚一些 )
。

所以通常不宜用超薄切片机来切片
。

只需要用石蜡切片机 (旋转式切片机 )就可以

切出这种厚度的切片
,

但效果往往不是很理想
。

目前国外厂商生产了适于用树脂包埋块的特

制切片机或附件
,

如
:

美国光学仪器公司 A O生产的 5 4型或 5 5型 A ut oc ut m i o r ot o m c 及能

装在 A O 820 型旋转切片机上用的调整器附件
。

用 H E M A 包埋块切出的切片
,

可用小镶子小心地从切片刀刀口上取下
。

置 6 0
0

C水浴中
,

使其漂浮在水面上
。

取干净载玻片将切片捞附于载玻片上
,

然后再置 80
“

C温箱 1小时左右使

切片干燥
,

以便以后染色
。

用 E p 。 ” 包埋块切出的切片最好是先移入冷水中
,

然后再使其漂浮于 60
O

C水浴中
。

用载坡

片从水中捞起
,

切片的干燥同前法
。

四
、

H E M A 包埋切片的染色

染色方法非常简单
,

这正是树脂包埋在国外如此风行的原因之一
。

由于大多数水溶性和

醇 i容性染料能透过包理介质使组织着色
,

所以在染色之前便没有必要将包埋介质除去 ( 实际

上也不可能除去 )
。

大多数常规的组织学染色方法都可以不加修正地直接应用于 H E M A包

埋切片的染色
。

但那些能产生显明色彩对比的方法最适合于这种半薄切片
。

五
、

E p O ” 包埋切片的染色

在染色之前应使用氢氧化钠饱和的无水酒精脱去部分包理介质
。

小分子的硷性染料如甲

苯胺兰或美兰可穿透包埋介质使组织着色
。

如适当加热则更易于着色
。

但如采用较复杂的染 色

方法
,

则有必要先行彻底脱去包埋介质
。

把切片浸入盛有氢氧化钠饱和的 无水酒 精的染色 缸

内
,

缸底一直保持有少许没溶解的氢氧化钠
。

在室温下保持 1小时
。

经过以上处理后再 经无

水酒精浸洗
,

继后在水中彻底漂洗
。

经过这样处理
,

很多染色方法都可采用
,

包括苏木精曙

红染色法 ( 也有 人采用 苏木精 和焰 红染 料 )
、

P A S 法
、

、
一

e r ll o ef f 氏弹性纤维染色法
、

M a l l o r y 氏三色法
、

J O ” e s 氏乌洛托品镀银法 m e t h e n a m i n e s i l v e r 及 R o m a n o w s k y 氏染料

染色
。
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