
2011 年 7 月
第 21 卷 第 7 期

中国比较医学杂志
CHINESE JOURNAL OF COMPARATIVE MEDICINE

July，2011
Vol． 21 No． 7

［基金项目］上海市研发公共服务平台( 编号: 09DZ2291000 ) 和上海市“创新行动计划”实验动物研究( 09140900500 ) 。

［作者简介］刘向云( 1976 － ) ，女，副研究员，研究方向: 前列腺药理毒理学和毒性病理学。E-mail: h6yf@ 163． com。

［通讯作者］孙祖越( 1964 － ) ，男，研究员，研究方向: 前列腺药理毒理学和药物临床前安全性评价。E-mail: sunzy64@ 163． com

檵檵檵檵檵

檵檵檵檵檵

殝
殝殝

殝

。

技术方法

两种脱钙法植被鼠尾病理切片的比较

刘向云，朱正盛，孙祖越

( 上海市计划生育科学研究所药理毒理室，中国生育调节药物毒理检测中心，上海 200032 )

【摘要】 目的 探讨制作大鼠尾巴标本石蜡切片的方法。方法 采用盐酸脱钙液运用两种脱钙方法制作大

鼠尾巴标本石蜡切片。结果 两种方法制作的石蜡切片完整、无破碎，HE 染色观察组织结构细胞形态完整，核浆

分明，红蓝适度。结论 两种方法都能制作理想大鼠尾巴标本石蜡切片，可保证病理诊断质量。
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Comparison of Two De-calcification Methods in Making
Rat-tail Paraffin Sections

LIU Xiang-yun，ZHU Zheng-sheng，SUN Zu-yue

( Department of Pharmacology and Toxicology，Shanghai Institute of Planned Parenthood Research; National

Evaluation Center for the Toxicology of Fertility Regulation Drugs，Shanghai 200032，China)

【Abstract】 Objective To determine the effect of de-calcification method in making rat-tail section． Methods Rat

tail paraffin sections were made by using two different de-calcification methods． Result Both of paraffin sections made by

two methods were even and integrated，in which clear structures of rat-trail cells were shown by HE staining． Conclusion

The two de-calcification methods are available to make ideal rat-tail paraffin sections in pathological diagnosis．
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大鼠是常用的实验动物，其应用十分广泛，在

生物医学研究中所用实验动物中大鼠占 20% 以
上［1］。大鼠尾静脉注射给药是动物实验中常用的
给药途径，为观察大鼠尾巴注射局部的药物反应需

制作尾巴标本石蜡切片以供病理诊断。大鼠尾巴
为周围皮肤等软组织环绕中心尾骨的结构，作横切

片时若未脱钙处理，则切片易断裂破碎且切片刀磨

损严重; 若用硝酸脱钙液处理，则易损害组织结构，

影响染色效果。我室采用盐酸脱钙液运用两种脱
钙方法制作的大鼠尾巴标本石蜡切片完整无破碎，

HE 染色效果较好，组织结构未可见损坏。现将制
作方法介绍如下。

1 材料和方法

1. 1 材料
标本: 取自 SD 大鼠( SD 大鼠体重 400 ～ 450 g，

上海 BK 公司提供［SCXK( 沪) 2003 － 0002］。尾巴，
横切 0. 5 cm 左右。
盐酸脱钙液: 盐酸 8. 5 mL、甲酸 5 mL、无水三氯

化铝 7 g，加入 100 mL 蒸馏水中［2］。



1. 2 方法
A 组: 大鼠尾巴标本以福尔马林溶液充分固定

后浸入盐酸脱钙液中脱钙，脱钙液早晚各更换一

次，以针刺入尾骨无阻力感为脱钙终点。脱钙完成
后流水冲洗 1 h，常规脱水、透明、浸蜡、包埋直至切
片、HE 染色。

B 组: 大鼠尾巴标本以福尔马林溶液充分固定、

流水冲洗后，常规脱水、透明、浸蜡、包埋。修切蜡
块，然后将蜡块切面向下置于存有盐酸脱钙液的培

养皿中。标本脱钙处理时应在培养皿底部衬垫两
层滤纸，以避免蜡块切面与培养皿底部粘连影响脱

钙液的浸润。脱钙 3 h 即可切出满意切片，若需切
片数量多可延长脱钙时间。蜡块脱钙后流水冲洗
30 min，常规切片、HE 染色。

对照组: 大鼠尾巴标本不作脱钙处理，常规

制片。

2 结果

2. 1 制片时间
A 组完成脱钙需要 12 ～ 36 h ( 脱钙时间与大鼠

尾巴标本直径相关) ; B 组只需要数小时，制片周期
大大缩短。
2. 2 切片质量

A、B 两组均能获得厚薄均匀、完整无破碎的切
片，且切片刀磨损较小; 对照组切片破碎断裂、不完
整，且切片刀磨损严重( 封底图 1 ) 。
2. 3 染色效果

HE 染色后镜下观察: 组织结构未见破坏，细胞
形态完整，胞核蓝染、胞质红染，核浆分明，红蓝适
度，A、B 两组切片染色效果无明显差异; 对照组组
织破碎不完整，缺失较多，且有脱落的组织碎片沾

染于切片上，组织重叠，着色深浅不一( 封底图 2、图
3 ) 。

3 讨论

未经脱钙处理的尾巴标本，其尾骨质脆易碎，

切片时破碎且牵拉周围组织脱落而致切片破裂不

完整、缺失较多，标本无法观察完全，易造成漏诊;

并且切片组织极易被脱落的碎片沾染，细胞重叠致

使阅片时难以准确诊断。这些都影响研究结论的
准确、可信。同时硬质的尾骨对刀片有较大磨损，

极易使刀片出现缺口，降低切片质量。

大鼠尾巴标本石蜡切片制作的关键在于脱钙

液的选择。大鼠尾巴的组织结构决定需要选择既
能迅速充分脱去尾骨钙质又不损害周围皮肤等软

组织、影响 HE 染色效果的脱钙液，同时由于尾骨被
周围软组织包绕在内，阻碍了脱钙液与尾骨的接

触，迟缓钙质交换，延长脱钙时间，脱钙液的选择更

需慎重。硝酸脱钙液脱钙迅速但缺陷较大: 脱钙时
间难以掌握易严重破坏组织细胞细微结构、脱钙过
程中产生二氧化碳分离结缔组织造成组织不完整、
易形成亚硝酸使组织黄染影响脱钙速度且妨碍随

后的染色反应、硝酸在脱钙的同时酸化组织导致
HE 染色时细胞核着色欠佳造成染色效果不理
想［3］。EDTA 脱钙液对组织无损伤，对组织抗原性
的损伤也较小，但脱钙速度缓慢，需数周才能脱钙

完毕［4］。本文所用的盐酸脱钙液性质温和，脱钙速
度快于 EDTA 脱钙液。盐酸脱钙液中的甲酸脱钙速
度较硝酸缓慢，但对组织的破坏程度较轻，因而脱

钙时间范围较广，脱钙完成后即使在脱钙液中继续

存放 1 ～ 2 d 也不会破坏组织结构。脱钙液中的盐
酸成分可明显增加脱钙速度，它不会使组织膨胀，

而是使组织略有收缩。无水三氯化铝是保护剂，脱
钙液中的铝离子易被吸附而起到保护作用，同时铝

离子又是常规 HE 染色苏木精等色素的媒染助染
剂［5］，可抵消盐酸对细胞核着色的影响。胥维勇、
杨群［6］报道此脱钙液脱钙处理标本后可不经中和

及流水冲洗而直接进入脱水、透明、浸蜡和包埋等
后续制作步骤。故而本文所用盐酸脱钙液脱钙速
度较快，脱钙后染色效果较好，是理想的脱钙液。

B 组所用脱钙方法是利用酸性溶液能够穿透石
蜡的特性，将常规包埋块中的钙化组织( 如钙化上

皮瘤、甲状腺瘤伴钙化及肋骨组织等) 与脱钙液直
接接触进行快速脱钙［7］。大鼠尾骨不是致密骨，骨
质较为疏松，适于此法进行快速脱钙。此法脱钙时
间短，数小时即能切出高质量的切片( 尾巴直径较

粗者可适当延长脱钙时间) ，与 A 组相比较，制片周
期大大缩短。用此法脱钙，脱钙液处理组织的时间
很短，最大程度减轻了对组织细胞结构的破坏，HE
染色效果理想，能保证制片质量。因此，推荐 B 组
脱钙方法: 修切蜡块，然后将蜡块切面向下置于存

有盐酸脱钙液的培养皿中，再切片。
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