
2016年 第 51 卷 第 1 期 生 物 学 通 报 47

组织学中石蜡切片及其染色是了解组织细胞

的活动、分化及细胞间相互关系的最佳实验。 如何

使本科生在有限时间内制作出高质量的石蜡切片，
加深对细胞理论的认识，笔者为此不断探究简单易

行的操作方案。 本文以固定方法为突破口，通过改

良固定方法，提升学生获得理想切片的成功率。
在本科生物学石蜡切片实验教学中， 固定化

的目的在于：1）保持细胞、组织的固有形态和结构，
减少并终止内源性或外源性的酶反应， 防止组织

或细胞的自溶；2）实现组织的硬化，便于后续的切

片 操 作；3）增 强 后 续 染 色 作 用。 选 择 何 种 固 定 化

方法对石蜡切片， 以及染色实验的成功率及实验

效果的影响很大， 多数固定化试剂是由含有醛类

（如 甲 醛 、戊 二 醛 ）、氧 化 剂 （如 重 铬 酸 钾 、高 锰 酸

钾）、蛋 白 变 性 剂（如 甲 醇、乙 醇、醋 酸）或 氯 化 汞、
苦味酸等试剂配制而成。 为进一步提高本科生物

学 石 蜡 切 片 实 验 教 学 的 安 全 性 和 实 验 成 功 率 ，以

小 鼠 肝 脏、脾 脏、肾 脏 和 心 脏 为 对 象，进 行 组 织 固

定化试剂和固定化方法的探索。

1 取材

采用昆明小鼠的肝脏、脾脏、肾脏和心脏 4 个

组织制作石蜡切片。 以往实验采用小鼠颈部脱臼

处 死，但 由 于 脏 器 内 残 留 血 液 较 多，特 别 是 脾 脏，
影响了染色后的观察结果， 导致部分学生实验结

果不理想 ［1］。 为此，采用剪断颈动脉，将小鼠头朝

下 倒 空 1 min，尽 量 将 尸 体 内 的 残 留 血 液 控 出，以

减少脏器内多余的血液成分， 此方法与灌流法相

比，简单易行，可达到预期的实验结果。 为保持脏

器结构的完整性， 取材时尽量减少金属器械对脏

器的碰触，夹取脏器时用 2 根棉棒小心地移取。剔

除脏器周围的脂肪组织及切割组织时， 应使用锋

利且较薄的刀刃，避免对组织的反复切割，将组织

切成约 5 mm × 5 mm × 2 mm 大小。

2 固定

2.1 固 定 液 的 选 择 固 定 液 中 化 学 成 分 的 pH、
渗透力、 固定时间等均影响石蜡切片的质量和染

色 观 察 结 果，在 以 往 教 学 中 曾 采 用 10%中 性 福 尔

马林作为固定液， 但发现在切片时易造成明显皲

裂；尝 试 使 用 Bouin 氏 液 (苦 味 酸、福 尔 马 林、冰 醋

酸)，但发现使用此种固定液会造 成 细 胞 质 和 细 胞

核 的 对 比 不 明 显；使 用 Heely 氏 液 （重 铬 酸 钾 、硫

酸 钠 、氯 化 汞 、福 尔 马 林 ）对 肝 、脾 等 脏 器 有 较 好

的 固 定 作 用， 但 由 于 Heely 氏 液 中 含 有 毒 性 物 质

氯 化 汞，容 易 污 染 环 境 且 不 易 管 理，故 未 采 用；目

前 将 卡 诺 氏 固 定 液 （Carnoy ′ s fluid ） （v ∶v = 乙 醇

75% ∶冰 醋 酸 25%）进 行 改 良 ，去 除 了 卡 诺 氏 固 定

液中的氯仿， 改良后的卡诺氏固定液实验效果理

想，且配制简单，安全环保，成本低廉。

2.2 固 定 方 法 良 好 的 固 定 基 础 是 优 质 切 片 的

保 证，根 据 多 年 实 验 教 学 经 验，采 用 二 次 固 定 法，
即第 1 次固定 30～40 min 后，更换固定液，重新固

定 6～12 h。为保证固定充分，选用实验材料 20～30
倍 体 积 的 固 定 液 进 行 固 定， 以 10 mL EP 管 作 为

盛 放 固 定 液 的 容 器，放 置 好 实 验 材 料 后，扣 好 EP
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石蜡切片的制作步骤繁琐、 耗时长、 用药量

大、安 全 性 差，在 教 学 中 应 注 重 细 节，调 动 学 生 的

积 极 性、创 新 性，培 养 学 生 对 实 验 细 节 的 思 考，使

其更好地掌握实验原理及操作要点。 安排好实验

内容，使学生在有限的时间内掌握更多的知识；树

立学生的安全意识和环保意识， 养成良好的科研

素养 ［6～8］。
无论在科研中还是在临床应用上，要想制作一

张高质量的石蜡切片，都必须处理好每个实验细节

并合理解决实验中出现的问题。 为保证教学质量，
达到良好的实验效果，在本科教学中更需要努力探

索合适的操作方法，以便做出优质的石蜡切片。
主要参考文献

［1］ 孙 海 梅 ,尚 宏 伟 ,张 立 新 ,等 .不 同 固 定 液 对 大 鼠 脾 石 蜡 切 片

HE 染 色 标 本 的 影 响 .中 国 医 学 装 备 ,2011,8(10):48.

［2］ 侯 春 春，徐 水 . 浅 析 影 响 石 蜡 切 片 质 量 的 关 键 因 素 .中 国

农 学 通 报 ,2009,25(23):94.
［3］ 李 洁 .石 蜡 切 片 技 术 在 本 科 实 验 教 学 中 的 应 用 .中 国 现 代

教 育 装 备 ,2008(12):103.
［4］ 滕利荣,孟庆繁，陈霞，等.生物学基础实验教程，3 版.北京：

科 学 出 版 社 ,2008.

［5］ 王 凤 琴 , 张 慧 . 组 织 学 石 蜡 切 片 制 作 方 法 的 改 进 .济 宁 医

学 院 学 报 ,2014,37(1):47.
［6］ 周 杰，刘 艳 ,张 桂 荣 , 等 .石 蜡 切 片 技 术 改 进 及 细 胞 生 物 学

实 验 的 统 筹 .实 验 室 研 究 与 探 索 ，2014，33（5）：167.
［7］ 杨 捷 频 . 常 规 石 蜡 切 片 方 法 的 改 良 .生 物 学 杂 志 ,2006,

23(1):45.

［8］ 滕 利 荣，程 瑛 琨，孟 庆 繁 ,等 .“生 物 学 基 础 实 验”国 家 精 品

课 程 的 建 设 .中 国 大 学 教 学，2009(1)：85.

（E-mail:liuyaorui@126.com
mengqf@jlu.edu.cn）

48 生 物 学 通 报 2016 年 第 51 卷 第 1 期

管 盖， 并 用 保 鲜 膜 将 EP 管 口 封 严， 防 止 试 剂 挥

发，从而保证固定液中试剂的浓度。
固定过程中，实验材料容易沉淀在固定容器底

部，造成实验材料固定不充分，以往实验中，要求学

生在固定时翻动组织， 由于固定时间长达 6～12 h，
学生不能保证经常翻动。为此，将实验材料包裹在

3 cm×3 cm 的纱布中，包裹时不可过紧，以免人为

造成组织损害，然后将其放入固定容器，保证实验

材 料 任 何 一 个 部 位 都 不 与 固 定 容 器 壁 直 接 接 触 ，
使实验材料充分固定。为了便于操作，对于小块组

织，可 将 EP 管 放 置 在 旋 转 摇 动 器 上 缓 慢 摇 动，也

能避免与容器壁的直接接触。

3 结论

方法改进前、后，学生获得的实验结果分别如

图 1 和图 2 所示（本文附图 见 插 页 2），可 以 看 出，
改进后的方法操作简单，实验结果成功率高，达到

了预期实验目的。
改进后的石蜡切片染色实验中， 采用改良的

卡诺氏固定液（v∶v=乙 醇 75%∶冰 醋 酸 25%），避 免

了传统固定化方法及固定化试剂对环境和实验操

作 人 员 的 危 害，以 及 醛 类、氯 化 汞、氧 化 剂 的 使 用

（表 1），提高了实验的安全性和环境友好性。
表 1 固 定 化 试 剂 组 成 成 分 及 其 安 全 性 比 较

固定化试剂 组成成分 危害

Bouin氏液

苦味酸 呼吸、饮食、透皮吸收，皮肤易被染黄，可导致头痛、头晕、恶心呕吐、引发末梢神经炎、膀胱刺激症状及肝肾损伤

甲醛 刺激黏膜，引起过敏反应、皮肤炎或湿疹，疑似致癌物质

冰醋酸 蒸汽对眼和鼻有刺激作用，灼伤皮肤一段时间（几小时）内易产生水泡，乳胶手套不能起到防护作用

Heely氏液

重铬酸钾 被国际癌症研究机构划归为第 1 类致癌物质，严重污染环境，实验中相关试剂废液不可直接排放到环境中

硫酸钠 对眼睛和皮肤有刺激作用，未有特殊燃烧爆炸特性，对环境有危害，污染大气

氯化汞
疑似致癌物，有致突变性，汞离子可使含巯基的酶丧失活性并失去功能；还能与酶中的氨基、二巯基、羧基、羟基

及细胞内的磷酰基结合，引起相应损害

甲醛 刺激黏膜，引起过敏反应、皮肤炎或湿疹，疑似致癌物质

卡诺氏固定液

（Carnoy′s fluid）

乙醇 易燃、低毒

冰酸酸 蒸汽对眼和鼻有刺激作用，灼伤皮肤一段时间（几小时）内易产生水泡，乳胶手套不能起到防护作用

氮仿 主要作用于中枢神经系统，具有麻醉作用，对心、肝、肾有损害，污染环境，对水体可造成污染，疑似致癌物

改良卡诺氏液
乙醇 易燃、低毒

冰醋酸 蒸汽对眼和鼻有刺激作用，灼伤皮肤一段时间（几小时）内易产生水泡，乳胶手套不能起到防护作用




