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摘要：目的 探讨在人类不脱钙骨组织切片上行免疫组化和原位杂交技术的可行性。方法 采用

$34)1 报道的改进的甲基丙稀酸甲酯低温塑料包埋方法包埋人类髂骨活检组织，制备不脱钙骨组织切

片。切片行 5+(61)378 三色法及甲苯胺蓝染色观察骨组织的形态结构；采用免疫组化 9:; 法和原位杂

交技术检测骨组织中碱性成纤维细胞生长因子（<5<:,）蛋白和 %=>? 的表达。结果 组织形态学上，

两种染色法均示骨组织中成骨细胞、破骨细胞及骨细胞清晰可辨，钙化的骨基质与类骨质分界清楚。

免疫组化和原位杂交示 <5<:, 蛋白和 %=>? 表达于骨髓腔中一些单个核细胞及少许成骨细胞的胞浆

中。此外，骨髓基质亦可见 <5<:, 蛋白和 %=>? 的阳性表达。结论 低温塑料包埋方法制备的人类

不脱钙骨组织切片可同时进行免疫组化和原位杂交的检测观察。
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不脱钙骨组织能良好地保存骨小梁的结构，正

确反映骨生长与矿化方面的信息而具有了脱钙骨组

织无法比拟的优越性，但因其对抗原保存性差，所以

用不脱钙骨组织切片行免疫组化与原位杂交有一定

的难度。目前，用大鼠不脱钙骨组织行免疫组化与

原位杂交已获得了成功，但国内，人类或大动物的不

脱钙骨组织行免疫组化与原位杂交却仍是空白。本

实验室对人类的髂骨进行了低温塑料包埋，制得不

脱钙骨组织切片后行免疫组化与原位杂交取得了成

功。

> 材料和方法

>?> 实验标本

, 块松质骨组织：一块取自一 -Q 岁男性患者的

髂骨（骨软化症患者，行髂骨活检）；另一块取自一

!R 岁男性患者的髂骨（第 S 颈椎骨折，需髂骨植

骨）。以上均经患者本人同意。

>?@ 试剂与器材

主要试剂包括甲基丙稀酸甲酯（%)EA*(%)EA&03*:
(&E)），甲基丙稀酸丁酯（4HE*(%)EA&03*(&E)），苯甲酸甲

酯（%)EA*(4)1/+&E)），过氧化苯甲酰（均自天津博迪化

工厂）：甲苯胺蓝（中国医药厂）；>，> 二甲基:对:苯
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甲 胺（ !，!!"#$%&’()!"!&*)+#"#,%），聚 乙 二 醇 -..
（/*)(%&’()%,% 0)(1*) -..），亮绿黄 23，丽春红反二甲代

苯胺和橙黄 4（均自 5#0$6 公司）；343!7 兔抗多克隆

抗体（26,&6 89+: 产品，北京中杉分装）；2!; 即用型免

疫组化试剂盒（福建迈新）；343!7 原位杂交试剂盒

（武汉博士德公司）。主要仪器有 <= >?. 重型切片

机（@%#55 公司德国）和磁力搅拌器。

!"# 取材与包埋

取大小约 .AB1$ C .AB1$ C .AB1$ 的新鲜骨组

织，迅速置于 -D多聚甲醛溶液（用 .AE $*)FG ;H2 配

制，/<IA-，含 .AED JK;8）中固定 7- ’，其后在 .AE
$*)FG ;H2 缓冲液（/< IA-，含 E.D蔗糖）浸洗 E7 ’。

脱水程序为 I.D乙醇 7 "，LBD乙醇 7 "，异丙醇 E "
C 7 次，二甲苯 7 " C 7 次。接着，标本依次在塑料聚

合液!液、"液、#液中各浸润 > "。其中 E.. $G !
液：?. $G 甲基丙稀酸甲酯 M >B $G 甲基丙稀酸丁酯

M B $G 苯甲酸甲酯 M EA7 $G 聚乙二醇 -..；E.. $G
"液：E.. $G !液 M .A- 0 干燥过氧化苯甲酰；E..
$G #液：E.. $G !液 M .AN0 干燥过氧化苯甲酰。

以上固定、脱水和浸润过程均在 -O进行。在此过

程中，还需准备瓶底：将 ?..$G P，P 二甲基!对!苯甲

胺加入到 E.. $G 预冷（-O）#液中，用磁力搅拌器

搅拌数分钟后，分别倒入 7. $G 玻璃包埋瓶中，每瓶

约 B $G 左右，用 8Q7 排空包埋瓶中氧气，盖紧瓶塞，

置 -O聚合 E "。最后，将 -..$G P，P 二甲基!对!苯
甲胺加入到 E.. $G 预冷（-O）#液中，用磁力搅拌

器搅拌数分钟后，迅速倒入做好瓶底的玻璃包埋瓶

中，放入骨标本，用 8Q7 排空包埋瓶中氧气，盖紧瓶

塞后，置于 R 7.O中低温聚合 > "。

!"$ 切片与脱塑

用磨轮机将组织修块成 EAB 1$ C EAB 1$ C 7A.
1$ 大小，暴露骨组织面。重型切片机沿骨组织面非

连续切片，普通切片厚 -$$。切片贴附于明胶!铬矾

处理过的载玻片，上面再加置一玻片，两玻片用塑料

薄膜隔开。置 -7O烤片 -N ’，其后于乙二醇甲醚乙

酸酯（7!$%&’*S(%&’()61%&6&%）中脱塑 7. $#, C > 次，丙

酮 B $#, C 7 次，蒸馏水水化 B $#, C 7 次。

!"% 形态学观察

!"%"! 4*)",%9T5 =655*, U9#1’9*$% 染色（以下简称

4*)",%9 三色法）：脱塑水化后的切片在 E V E 的苏木

素与氯化铁混合染液中染色 I $#,，温自来水冲洗 7
次；ED丽春红!酸性品红染色液中染色 B $#,，ED乙

酸冲 洗；ED 磷 钼 酸 中 分 化 ? $#,，ED 乙 酸 冲 洗；

.AED亮绿黄 23 染色 7 $#,，ED乙酸冲洗。室温干

燥后中性树胶封固［E］。

!"%"& 甲苯胺蓝染色：脱塑水化后的切片在 ED的

甲苯胺蓝中染色 7. $#,，自来水冲洗 B $#,，L?D乙

醇 B W E. 5，E..D乙醇 > $#, C 7 次，二甲苯中 >. $#,，

中性树胶封固［7］。

!"’ 免疫组化染色

切片脱塑水化，用 >D <7Q7 阻断内源性过氧化

物酶活性后，蒸馏水洗；.A-D胃蛋白酶 X >IO消化

EB $#,，.AE $*)FG ;H2 洗；非免疫山羊血清封闭 E.
$#,，其后滴加兔抗 343!7（稀释度 E V B.）多克隆抗体

B.$G，-O孵育过夜。然后 ;H2 洗，滴加生物素化的

山羊抗兔 Y04（二抗）室温下孵育 E. $#,，;H2 洗；链

霉菌抗生物素!过氧化物酶溶液室温下孵育 E. $#,，

;H2 洗；ZK8 显色 B W E. $#,，苏木素轻度复染，水溶

性封片剂封片。用结肠癌组织作阳性对照，以 ;H2
代替一抗作阴性对照。

!"( 原位杂交

切片脱塑水化，用 >D <7Q7 阻断内源性过氧化

物酶活性，蒸馏水洗；滴加 >D柠檬酸稀释的胃蛋白

酶 >IO消化 EB $#,，原位杂交用 ;H2 洗；ED多聚甲

醛（.AE $*)FG ;H2 配制，/<IA-，含 .AEDJK;8）室温

固定 E. $#,，蒸馏水洗；加入 7.$G 的预杂交液于

>NO孵育 > ’，吸取多余液体后，再滴加 7.$G 343!7
杂交探针液于 >NO杂交过夜，其探针序列：B[448UU
8UU88 U4848 ZU88Z 88884 Z8448 >[；B[Z48Z4
ZZ4Z4 Z4Z44 Z4UU4 U4U8U ZU8ZZ >[；B[U84ZZ
U8UZZ UZZ8U Z8ZZU Z8UUZ 8844U >[。其后依次

经 7 C 228，.AB C 228，.A7 C 228 洗涤。滴加封闭液

>IO >. $#,，采用试剂盒中地高辛显色系统进行信

号检测。ZK8 显色 B W E. $#,，苏木素轻度复染，水

溶性封片剂封片。以结肠癌组织作阳性对照，用预

杂交液代替杂交液作阴性对照。

& 结果

&"! 形态学观察

&"!"! 4*)",%9 三色法染色：三色法染色示骨组织结

构清晰，对比鲜明。其中，骨小梁中成熟钙化的骨组

织染为绿色，类骨质染为鲜红色，位于骨小梁的边

缘。成骨细胞与破骨细胞胞浆呈橘黄色，胞核染色

棕褐；骨细胞位于骨小梁中，胞浆红染（图 E）。

&"!"& 甲苯胺蓝染色：甲苯胺蓝染色示成熟的骨小

梁染为淡蓝色或不着色，类骨质染为亮蓝色，成骨细

胞、破骨细胞与骨细胞呈蓝色（图 7）。
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图 ! 三色法染色（ ! "##） 图 " 甲苯胺蓝染色（ ! "##）

（注：!代表钙化的骨组织；!代表类骨质；!代表成骨细胞；!代表骨细胞）

"#" 免疫组化染色与原位杂交

$%$&" 蛋白的阳性信号呈红色，表达于骨髓内

部分单个核细胞及少许成骨细胞的胞浆，骨髓内基

质也可见阳性表达（图 ’）；$%$&" ()*+ 和 $%$&" 蛋

白的阳性表达一致（图 ,）。

图 $ $%$&" 蛋白在部分骨髓细胞胞浆呈阳性表达（ ! ,##）

图 % $%$&"()*+ 在部分骨髓细胞胞浆呈阳性表达（ ! ,##）

$ 讨论

制备不脱钙骨组织切片，关键在于对骨组织进

行不脱钙包埋。不脱钙包埋最大的特点是用塑料包

埋液代替石蜡做包埋介质。塑料包埋液的主要成分

为甲基丙稀酸甲酯，其聚合后硬度与骨组织相当，利

于切片。但它在聚合过程中放出的大量热量，却常

常破坏组织中的酶及抗原活性，所以免疫组化难以

成功。-../ 年，01234［’］报道了一种改良的不脱钙骨

组织包埋方法，该法的固定和脱水均在 ,5环境中

进行，聚合反应则置于 6 "#5，最大程度地抑制了聚

合过程中的产热效应，避免了高温对抗原的破坏作

用，提高了免疫组化的敏感性。"##’ 年，蒋谊等［,］

用该法包埋大鼠骨组织，行免疫组化与原位杂交获

得了成功。但至今为止，该法都还没有应用于人骨

组织的报道。

在本实验中，我们用该法对人类的髂骨组织进

行了低温塑料包埋，结果显示在形态学方面，无论是

三色法还是甲苯胺蓝染色，骨组织各成分都清晰可

辨，成熟矿化的骨基质与类骨质分界清楚，这不仅有

助于形态学观察，更是正确的组织形态学计量的前

提。

免疫组化与原位杂交也取得了很好的效果。本

实验显示在少数成骨细胞及骨髓腔内一些单个核细

胞的胞浆，$%$&" 蛋白与 ()*+ 均有阳性表达；髓腔

内部分基质亦呈阳性表达。$%$&" 是体内最重要的

调节骨代谢的生长因子之一，可由成骨细胞、骨髓基

质细胞等分泌，储存于细胞外基质中，通过受体介导

以自分泌7旁分泌方式起作用。

相对于大鼠等小动物组织，人类骨组织的骨小

梁要粗，骨小梁间隙宽，钙化程度更重。这些特点使

得骨组织在塑料介质中分布较散，一方面有利于切

片，另一方面，却是脱塑后更易掉片。所以，在实验

过程中，需要注意如下几点：!取材不宜太小，据作

者经验，以 #89 :( ! #89 :( ! #89 :( 左右为宜。因

在固定的过程中，组织难免会有点胀大变形，而且组

（下转第 --" 页）
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织越小，这种影响就越大，年龄较大人群的骨组织，

多半都有骨质疏松，再加上这种影响，就会使骨小梁

分布更散，不仅易掉片，而且不利于结果的判断（边

缘反应）。!抗原修复首选酶消化。骨组织由于其

本身的结构特点（骨基质多，骨细胞少）很容易掉片，

人类骨组织更甚。如选择高温高压或微波等热修

复，掉片现象就会更加严重，有时甚至全部掉光。而

酶修复是静置的，它避免了热修复时沸水对组织的

冲击力，所以掉片很少。故骨组织行免疫组化时，只

要抗体允许，首推酶修复。"人类骨组织更易掉片，

所以建议在实验的整个过程中，动作都要轻柔，玻片

要轻拿轻放，冲洗时更应注意。#聚合后的塑料组

织块一定要置于 ^ @"_保存，只有这样，它原有的湿

度与硬度才能得以保持。室温放置过久，组织块会

变脆易碎，难以切片。

最后，值得一提的是，除了髂骨，我们用该种方

法包埋人类的股骨头与椎骨，也获得了免疫组化与

原位杂交的成功。所以，无论是大鼠等小动物还是

人类，都能用低温塑料包埋方法制备的不脱钙骨组

织切片行免疫组化和原位杂交，这将为代谢性骨病

的临床病理学研究提供更好的技术支持。
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