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%摘要&

!

目的
!

旨在探究无醛固定液与醛类固定液对细胞核
!U1

及细胞质着色的影响$方法
!

通过运用
!U1

定量分析

系统"

#25

#对分别经过
,

种不同固定液固定的细胞核
!U1

含量"

#]!

#&离散系数"

2b

#&

!U1

指数"

!#

#&细胞核面积进行测量!联

合细胞学染色!分析不同固定液对核
!U1

及细胞质染色的影响$结果
!

醛类固定液优于无醛固定液!固定液中的甲醛对
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@M?@I:KM

联合染色有重要影响$结论
!

采用醛类固定液进行后固定!硫堇对细胞核
!U1

染色!与细胞学染色相结合!获得了良

好的染色效果!为后续的多技术联合诊断提供依据$
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!

病理学%定量%图像细胞测定%细胞!固定化%
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等建立了
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染色法以来"
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染色法仍然是
!U1

定量测定金标

准'

'
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!U1

定量测定既能反映细胞生长%分化及癌前病变"又

能判断肿瘤性质%预后等情况'

%?*
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!因此"国内外很多医院%实

验室已经广泛开展'
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!这就决定了
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反应的每个环节

有着非常苛刻的要求!液基标本一放入细胞保存液就会被固

定"大部分固定效果都由这一步实现"称之为标本的前固定!

本实验对
0@<>

=

@M

反应后固定环节进行探讨"选用病理学中最

常用的
'&f

甲醛生理盐水%甲醛
?

乙酸
?

乙醇混合固定液

#

110

$%乙酸%乙醇%甲醇%丙酮%
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聚乙二醇及玻姆
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施普伦

格#
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$固定液作为后固定"通过
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染色后"

在全自动细胞图像分析系统中对细胞核
!U1

含量#

#]!

$%离

散系数#

2b

$进行测量计算"并对细胞质进行伊红染色"比较不

同固定液对染色的影响"遴选出适合细胞核
!U1

及细胞质染

色的固定液"为
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联合细胞学染色提供技术参考!
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!

材料与方法

!$!

!

材料与试剂

!$!$!

!

标本来源
!

选用厦门麦克奥迪医学检验所病理细胞室

%&'(

年
,

月至
%&')

年
'

月"符合实验要求的妇科宫颈新鲜标

本!

!$!$"

!

主要试剂
!
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甲醛生理盐水#

'&8V

甲醛
k+&8V

生理盐水$,

110

固定液#

'&8V

甲醛
k(8V

乙酸
k,(8V

3(f

乙醇$,乙酸#

16

级$%乙醇#

16

级$%甲醇#

16

级$%丙酮

#

16

级$%

'(f

聚乙二醇#
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聚乙二醇
k'&&8V

蒸馏水$%
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固定液#

,&8V

甲醇
k'(8V

甲醛
k(8V

乙

酸$,其余试剂由厦门麦克奥迪医疗诊断系统有限公司提供,

!$!$#

!

仪器设备
!
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细胞
!U1

定量分析系统

#

#25

$"由厦门麦克奥迪医疗诊断系统有限公司提供!

!$"

!

方法

!$"$!

!

制片
!

采用自然沉降法制片!将细胞保存瓶在震荡器

上震荡混匀,往离心管中加入
,8V

标本,

,&&;

=

离心
(8KM

"

弃上清,加入
%8VDQC

缓冲液稀释细胞沉淀"震荡混匀,转移

&$(

!

'$&8V

细胞混悬液至沉降仓中"沉降
'&8KM

,吸弃沉降

仓中残液!

!$"$"

!

后固定
!

室温条件下"将
,

组来自同一宫颈刷取物的

液基细胞片分别放入无醛固定液组#乙酸%乙醇%甲醇%丙酮%

'(f

聚乙二醇$和醛类固定液组#

'&f

甲醛生理盐水%

110

%
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固定液$固定
(&8KM

!未进行后固定处理作空

白对照!
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染色
!
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染色+上述固定后的液基细胞片依

次进行后续的酸解%染色%漂洗%脱水%透明"步骤见表
'
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联合染色+按表
'

进行
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染色"脱水至

+(f

乙醇后"置
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染色数分钟"无水乙醇脱水"二甲苯透

明"封片!

!$"$D

!

评价
!

使用
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JI8@J@B

细胞
!U1

定量分析系统

对染色后的细胞
!U1

片进行扫描!该系统通过显微镜上的

高精度
22!

摄像头采集细胞核图像"并借助图像定量分析软

件对细胞核图像进行数字化转换"同时对多个细胞参数进行分

析计算"自动对细胞进行识别分类!评价指标"

#]!

+表示细胞

核
!U1

的积分光密度值"即细胞核
!U1

含量,

!U1

指数

#

!U1KM/@g
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!#E

#被测细胞
!U1F#]!

值$&#正常
%H

细胞
!U1F#]!

平均值$"当
!#E'

"代表该细胞为正常
%

倍体
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%H
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+表示同一细胞片各细胞
!U1

含量测定时的差别"

2bE

标准差&均值
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染色流程

步骤 试剂 温度 时间

酸解
(8I>

&

VW2> 6" )&8KM

冲洗 蒸馏水
6" *

!

(

次"

-

!

(:

&次

染色 硫堇染液
6" 3(8KM

冲洗 蒸馏水
6" *

!

(

次"

-

!

(:

&次

漂洗 蒸馏水
6" '(8KM

脱水
(&f

乙醇
6" '

!

%8KM

3(f

乙醇
'

!

%8KM

+(f

乙醇
'

!

%8KM

无水乙醇
'

!

%8KM

无水乙醇
'

!

%8KM

透明 乙醇
?

二甲苯#

'o'

$

6" %8KM

二甲苯
%8KM

二甲苯
%8KM

封片 中性树胶
6"

!!

染色后的玻片保存于阴凉处,

6"

为室温

"

!

结
!!

果

"$!

!

固定液比较
!

从图
'

结果显示"室温下
,

种固定液
(&

8KM

内的固定效果差异显著"醛类固定液组的
#]!

值均高于无

醛固定液组及空白对照组!固定液对细胞核染色后的
2b

有

不同程度的影响"各处理组的细胞群
2b

差异见图
%

"醛类固

定液组的细胞群较为集中分布"所测
2b

值均小于无醛固定液

组!综合
#]!

和细胞核
2b

值"无醛固定液组与空白对照组无

差异"提示醛对细胞核
!U1

染色起至关重要的作用!

图
'

!!

,

种固定液对细胞核
#]!

的影响

图
%

!!

,

种固定液对细胞核
2b

值的影响

"$"

!

!#?

细胞核面积散点图绘制
!

室温条件下"采用
,

种固定

液对宫颈刷取物中的宫颈细胞进行相同时间的固定!无醛固

定液固定的标本"峰型较粗#图
-1

!

0

$"无论细胞核面积大

小"均有较多的细胞
!#

值偏离
'

"提示
!U1

染色效果差"染色

不均"

!U1

丢失或非特异性着色增强,经醛类固定液固定的标

本"峰型较细#图
-Y

!

#

$"较为集中"

!U1

染色效果较好!结

果表明"醛类能有效固定
!U1

"明显提高染色的特异性!

!!

1

+未固定组,

Q

+乙酸组,

2

+乙醇组,

!

+甲醇组,

`

+丙酮组,

0

+

'(f

聚乙二醇组,

Y

+

'&f

甲醛生理盐水组,

W

+

110

组,

#

+

QC

组

图
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!!

各固定液组
!#?

细胞核面积散定图
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1

+未固定组,

Q

+

'&f

甲醛生理盐水组,

2

+

110

组,

!

+

QI48?C
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组,

`

+乙酸组,

0

+乙醇组,

Y

+甲醇组,

W

+丙酮组,

#

+

'(f

聚乙二醇组

图
*
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各固定液组细胞形态!

;%&&

#

"$#

!

固定后的细胞形态
!

采用
0@<>

=
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染色法对细胞核染

色"伊红对细细胞质进行染色!醛类固定液组
0@<>

=

@M?@I:KM

联合染色核浆对比清晰"核浆形态正常"与未固定组区别明显

#表
%

"图
*1

!

!

$!无醛固定液组细胞核着色整体略淡"细胞

质着色正常"染色对比度清晰"乙酸%乙醇%

'(f

聚乙二醇固定

组细胞核肿胀"除
'(f

聚乙二醇外"其余细胞质形态正常#表

%

"图
*̀

!

#

$!

表
%

!!

,

种固定液对宫颈细胞核)浆染色效果比较

固定液 核形态 核染色
细胞质

形态

细胞质

染色

核浆对

比清晰度

未固定 轻微肿胀 较淡 正常 较淡 差

'&f

甲醛生理盐水 正常 鲜艳 正常 鲜艳 清晰

110

正常 鲜艳 正常 鲜艳 清晰

乙酸 轻微肿胀 较淡 正常 鲜艳 清晰

乙醇 轻微肿胀 较淡 正常 鲜艳 清晰

甲醇 正常 较淡 正常 鲜艳 清晰

丙酮 正常 鲜艳 正常 鲜艳 清晰

'(f

聚乙二醇 溶胀 较淡 部分破裂 清晰 清晰

QI48?C

L

B@G

=

@B

正常 鲜艳 正常 清晰 清晰

#

!

讨
!!

论

!!

目前"病理上使用的固定液种类繁杂多样"大多通过苏木

素
?

伊红#

Ẁ

$或者巴氏染色的评价来选择适宜固定%保存病理

标本的固定液'

,?'-

(

!病理医师往往根据这些评价结果"来选择

0@<>

=

@M

反应固定液"对固定液没有进行特异性的严格%科学的

筛选"进而影响
0@<>
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反应效能"间接影响病理诊断结果的

准确性!好的固定液既能在不破坏细胞原有形态的情况下"以

最快的速度达到最理想的固定效果!甲醛渗透性较强"固定均

匀"组织收缩轻微"与蛋白质分子交联"形成不溶性产物"使

!U1

更好地固定在蛋白质上,乙醇用于糖原%纤维蛋白及弹性

纤维的固定"渗透力较甲醛弱"组织收缩力较强"能凝固清蛋

白"球蛋白和核蛋白"使
!U1

对盐酸保持高敏感性,乙酸渗透

性强"组织膨胀较明显"能沉淀核蛋白"因此染色质固定很快"

可较好地保持染色体结构"是染色质良好的固定液!甲醇渗透

性强"组织收缩力较乙醇小"固定细胞质效果好"与乙酸结合"

能使细胞形态不变'

'%

"

'*

(

!丙酮对组织穿透性强"细胞收缩力

强"使蛋白质发生凝结!因此"本文选用
'&f

甲醛生理盐水%

110

%乙酸%乙醇%甲醇%丙酮%

'(f

聚乙二醇及
QI48?C

L
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固定液作为评价对象"

!U1

定量分析系统对观测结果进行定

量的评价!固定后的细胞核
!U1

可在酸性条件下水解"嘌呤

碱基与脱氧核糖之间的糖苷键断开"使
!U1

链暴露出醛基"

此时特异性染料与游离醛基一对一地结合"形成具有特定颜色

的反应产物"

!U1

定量分析系统根据颜色深浅将反应产物含

量数字化"数字化后的平均
#]!

值即为细胞片上所有细胞核

!U1

含量的平均值!平均
#]!

值越高"

!U1

含量越高"提示

固定的效果越好!

2b

越小"散点图分布越窄"提示着色特异

性越强!

实验结果表明"单一固定液要使细胞固定后达到
0@<>

=

@M

染色要求是比较困难的!因此"在提高细胞核
!U1

测定含量

上"混合固定液表现较好!结合细胞质染色"
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联

合染色首选醛类固定液
'&f

甲醛生理盐水%

110

%
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C

L
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固定液中的一种!

-*%-

重庆医学
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后固定对
0@<>

=

@M

染色是有作用的"可以影响细胞核大

小"以及
!U1

对酸和染料的接触!散点图上的)

N

*形细胞分

布是由不完全染色引起的!大的细胞核被完全染色"小的细胞

核只有部分被染色"过小的细胞核不利于细胞核
!U1

含量的

测定'

'(?')

(

!醛类固定液中的甲醛对染色有影响!甲醛的含量

会影响染色深浅和细胞核大小!但是"甲醛会与硫堇结合"破

坏硫堇染色"使染出的颜色偏黄绿色"并产生沉淀!因此"细胞

片进入染液之前"要把固定液彻底冲洗干净"避免固定液污染

硫堇染液!

综上"根据细胞核的结构特点"采用醛类固定液进行后固

定"硫堇对细胞核
!U1

染色"与细胞学染色相结合"获得了良

好的染色效果"为后续的多技术联合诊断提供依据!此外"

!U1

定量分析系统#

!U1?#25

$能测定多种细胞核形态参数"

如球形度%偏心率%核致密度等!这些大数据有待科学工作者

进一步挖掘"以广泛%深入了解不同固定液的作用机制!
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