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常规石蜡包埋切片，苏木素－伊红染色(HE)是当前医院病理科进行病理诊断的常规方法，是保证病理诊断准确最重要的环节。只有做出优质石蜡切片，才能准确做出组织化学、免疫组织化学染色，有助于提高病理诊断和鉴别诊断的准确率。但传统石蜡切片制作过程中大量使用甲醛、二甲苯等有毒有害试剂，对操作人员产生巨大伤害，成为了病理工作中无形的杀手，同时产生的废弃物，又会对环境造成更严重的二次污染，甲醛、二甲苯更成为了人们对病理科望而却步的魔鬼。并且传统组织处理过程纷繁复杂，尤其二甲苯对组织处理时间准确度要求较高，试剂量消耗较大，耗费了更多的人力、物力和财力。而新型格林组织固定脱水系列套装试剂和HE染色系列套装试剂为无苯无害试剂，2009年8月始我们对格林公司的上述试剂进行了试用，现将试用结果介绍如下。
一、试用计划
 1．材料
选取我院病理科09年8月至11月各种病理组织标本200例，包括脂肪，子宫，胎盘，皮肤，小肠等组织。
 2．仪器设备

选用樱花全自动密闭脱水机，樱花组织自动包埋机，徕卡封片机。
 3．操作方法

使用格林公司无苯试剂，按照其推荐的方法进行组织处理（包括固定、脱水、透明、浸蜡、包埋，HE染色以及树胶封固全套试剂）
二、结果对比

（一）组织处理程序对比

	序号
	 传统组织处理程序
	格林系列套装试剂处理程序
	备注

	
	溶液种类
	时间
	溶液种类
	时间
	

	1
	10%中性甲醛液
	60分钟
	固定液
	210分钟
	

	2
	80%酒精溶液脱水
	60分钟
	脱水液
	90分钟
	

	3
	95%酒精溶液I脱水
	60分钟
	脱水液
	90分钟
	

	4
	95%酒精溶液I脱水
	60分钟
	透明液
	90分钟
	

	5
	95%酒精溶液II脱水
	60分钟
	
	0分钟
	

	6
	纯酒精溶液I脱水
	60分钟
	
	0分钟
	

	7
	纯酒精溶液II脱水
	60分钟
	
	0分钟
	

	8
	纯酒精溶液III脱水
	60分钟
	
	0分钟
	

	9
	二甲苯溶液I透明
	60分钟
	
	0分钟
	

	10
	二甲苯溶液II透明
	30分钟
	
	0分钟
	

	I
	48~50℃石蜡浸蜡
	60分钟
	浸蜡液
	150分钟
	

	II
	50~56℃石蜡浸蜡
	60分钟
	浸蜡液
	150分钟
	

	III
	58~60℃石蜡浸蜡
	60分钟
	
	0分钟
	

	IV
	58~60℃石蜡浸蜡
	60分钟
	
	0分钟
	

	
	
	810分钟
	
	780分钟
	


染色程序对比

	序号
	传统染色程序
	格林系列套装试剂组织染色程序
	备注

	
	程序
	时间
	程序
	时间
	

	1
	脱蜡:1-4缸
	10*4分钟
	1．脱蜡
	15分钟
	

	2
	无水酒精
	3分钟
	2．脱蜡
	5分钟
	

	3
	95%酒精
	3分钟
	3．水洗
	
	

	4
	80%酒精
	3分钟
	4．苏木素
	1-3分钟
	

	5
	苏木素
	5-10分钟
	5．水洗
	数秒
	

	6
	自来水水洗
	1分钟
	6．分化液
	3秒
	

	7
	自来水返蓝
	5分钟
	7．水洗反蓝
	
	

	8
	伊红
	1分钟
	8．伊红
	1分钟
	

	9
	80%酒精脱水
	2分钟
	9．水洗
	数秒
	

	10
	95%酒精
	5分钟
	10．除浮液
	3秒
	

	11
	无水酒精
	5分钟
	11．沥干
	
	

	12
	无水酒精
	5分钟
	12．脱水透明液
	2分钟
	

	13
	丙酮
	5分钟
	13．沥干
	
	

	14
	丙酮
	5分钟
	14．透明液
	1分钟
	

	15
	二甲苯
	10分钟
	15．潮干
	
	

	16
	二甲苯
	10分钟
	16．无苯胶水封片
	
	

	17
	二甲苯
	10分钟
	
	
	


1）HE染色系列套装试剂化学成分与组织脱水套装试剂基本相同。
2）苏木素，伊红，染色所用时间短，着色能力强，核质清晰。
3）脱蜡剂在室温下2×5分钟对组织脱蜡，第一缸脱蜡，第二缸脱蜡基本无味。
4）苏木素常规染色大于1分钟，对低浓度分化液非常敏感，分化时间严格制。
5）水洗返蓝1钟即可，同时反复摆动，提倡节约水资源。
6）伊红常规染色大于1分钟，但数秒也可着色。
7）除浮液据观察，可分化伊红染液，数秒即可。
8）沥干，一般用吹风机冷风，吹干。
9）脱水透明液，可见伊红着色。
10）透明液通第一缸脱蜡剂，基本无味。
11）潮干，封片，用无苯封片胶，镜下观察核浆对比清晰，与中性树胶封片无差异。
12）可增加无水酒精在除浮与脱水透明间，提高脱水效果。
13）冰冻时可省略脱水透明液过程。
14）对手套等橡胶制品腐蚀性极小。
（三）制片对比

二种组织处理，及染色方法无显著差别，HE切片，组织切片切面完整，厚薄均匀，切片厚4-6微米，无褶皱，裂痕，染色核浆对比清晰，可以进行正确诊断。
三、结论
经过几个月的试用，与传统处理方式对比，格林试剂处理方式在制片稳定性、环保、用时、减排、标准化以及染色等方面有明显的优势。
 1. 质量稳定

经我科多次试用，格林试剂方式制作HE切片效果良好，组织切片切面完整，厚薄均匀，切片厚4-6微米，无褶皱，裂痕，可以制作完整甲级片。尤其对脂肪组织，处理彻底，可以制成完整切片；对于瓣膜，子宫等较硬组织也具有一定软化作用，有利于切片。染色效果好，核浆分明，透明效果清晰，切片无退色，蜡块无凹陷。部分病例做特殊染色，免疫组化染色效果良好。 

在实际操作过程中，固定剂无明显刺激性气味，且是使用后固定，即在组织脱水机上作为后固定剂使用，后固定时间与使用标准缓冲甲醛相同。与甲醛相比，该固定剂即使较长时间后的固定也不致使组织块过度硬化。组织细胞的固定效果大致相同。由于该系列试剂中的组织脱水剂本身含有固定和脱水的双重功能，且挥发性很小，因此该套试剂的组织脱水能力较强，使用时间较长效果很好。该系列试剂套装为使用自动组织脱水机的用户配置了无苯的脱水机管路及反应器清洗剂。实验证明该清洗剂可以替代二甲苯对脱水机管路及反应器进行良好的清洗，在试验进行至今的时间内未见对实验使用的樱花全自动组织脱水机的试剂储槽、反应器及管路系统造成不良影响。
 2. 环保

格林组织系列套装试剂使用过程中没有明显刺激性气味，不含大量甲醛，二甲苯等有毒物质，避免了工作人员在室内接触大量挥发的二甲苯引起的职业病，众所周知二甲苯，甲醛具有挥发性和毒性。大量吸入会出现呼吸道的严重刺激和水肿、眼刺痛、头痛，也可发生支气管哮喘。经常吸入少量甲醛，能引起慢性中毒，出现粘膜充血、皮肤刺激症、过敏性皮炎、指甲角化和脆弱、甲床指端疼痛等。全身症状有头痛、乏力、胃纳差、心悸、失眠、体重减轻以及植物神经紊乱等。
 3. 省时

格林组织系列套装试剂，在室温2×5分钟切片脱蜡的条件下可以对组织切片进行良好的脱蜡，脱水透明只需2缸，减少了大量的时间消耗，提高了工作效率。
 4. 减排

格林组织系列套装试剂，操作过程简化，试剂处理缸数量减少，组织标本从固定到浸蜡只需6缸，节约了大量试剂，只是传统方法的1/2；但在实际操作过程中，由于处理步骤减少，使用全密闭自动脱水机时，可将不用处理程序时间调为00：00。切片HE染色同样减少到只用7缸，减少试剂与原材料的消耗，同时降低了废弃物对环境的污染，达到节能，减排，降耗的效果，为祖国的一片蓝天贡献病理人的一份力量。
 5. 标准化

组织切片过程步骤较多，每个医院不同科室各自配制各自的染液，很难达到统一标准，即使同一科室，不同人员，配制试剂，处理方法也有不同，严重阻碍了病理技术的标准化及质量的提高，使质量控制很难达到统一标准。标准化试剂，成套染液，解决了质控的前提，可以推动病理技术的标准化。
综上所述，新型格林组织固定脱水系列套装试剂和HE染色系列套装试剂可以制备良好的HE切片，且具有环保、省时、减排、易于标准化等优点。


