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  摘 要:目的 探讨黏蛋白乳化剂制备的1
 

418例非妇科细胞蜡块的苏木素伊红(HE)染色、免疫组织化学

(IHC)染色的效果和诊断价值。方法 收集2018年7月至2022年1月该院送检的1
 

418例细胞学标本,离

心,弃上清液,加入甲醛-乙醇(AF)液5
 

mL,黏蛋白乳化剂250
 

μL,混匀,离心,弃上清液,取出沉淀细胞块放入

包埋盒,按照常规石蜡切片制备程序进行固定、脱水、透明、包埋、切片和 HE染色,对细胞块病理诊断为恶性的

285例标本,切2
 

138张片进行IHC染色检测,观察黏蛋白乳化剂制备的细胞块及切片的外观大体情况;探讨细

胞块切片HE染色和IHC染色的显微镜下情况和切片优良率;以患者术后病理诊断结果为金标准,综合评估黏

蛋白乳化剂制备的细胞块的诊断效能。结果 (1)黏蛋白乳化剂制备的细胞块制作成功率是100.00%,细胞块

外观呈圆形果冻样胶体的结构、细胞聚集成团、硬度适中。细胞块切片外观完整、呈规则的圆形结构、疏松度适

中。(2)细胞块可连续均匀切片,HE染色背景清晰,核浆着色鲜艳,红蓝分明,对比清晰,细胞均匀分布于圆形

区域内,细胞形态呈现立体感,细胞块切片厚薄均一,IHC染色背景干净,结构和细胞均呈特异性染色。(3)细

胞块的HE
 

染色切片优良率为98.94%;IHC染色切片优良率为99.30%。(4)细胞块诊断的灵敏度、特异度、
符合率和约登指数分别是96.94%、100.00%、99.37%、0.9694。结论 黏蛋白乳化剂制备细胞块的技术操作

便捷,成本低,富集率高,形态好,细胞块石蜡切片可长期保存,其HE染色和IHC染色优良率高,具有良好的诊

断效能,应用前景广阔。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

diagnostic
 

value
 

of
 

hematoxylin
 

eosin
 

(HE)
 

staining
 

and
 

immunohistochemical
 

(IHC)
 

staining
 

of
 

1418
 

cases
 

of
 

non
 

gynecological
 

cell
 

wax
 

prepared
 

by
 

mucin
 

e-
mulsifier.Methods One

 

thousand
 

four
 

hundred
 

and
 

eighteen
 

cytological
 

samples
 

submitted
 

by
 

Foshan
 

Hospi-
tal

 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

from
 

July
 

2018
 

to
 

January
 

2022
 

were
 

collected,centrifuged,discarded
 

the
 

supernatant,added
 

5
 

mL
 

of
 

formaldehyde
 

alcohol
 

(AF)
 

solution
 

and
 

250
 

μL
 

of
 

mucin
 

emulsifier,mixed,cen-
trifuged,discarded

 

the
 

supernatant,took
 

out
 

the
 

precipitated
 

cell
 

block,put
 

it
 

in
 

the
 

embedding
 

box,fixed,de-
hydrated,transparent,embedded,sliced

 

and
 

he
 

stained
 

according
 

to
 

the
 

routine
 

paraffin
 

section
 

preparation
 

procedure
 

and
 

285
 

samples
 

with
 

malignant
 

pathological
 

diagnosis
 

of
 

cell
 

block
 

were
 

analyzed,2
 

138
 

slices
 

were
 

cut
 

for
 

IHC
 

staining.Observe
 

the
 

appearance
 

of
 

cell
 

blocks
 

and
 

sections
 

prepared
 

by
 

mucin
 

emulsifier.To
 

in-
vestigate

 

the
 

microscopical
 

condition
 

of
 

HE
 

staining
 

and
 

IHC
 

staining
 

of
 

cell
 

block
 

sections
 

and
 

the
 

excellent
 

and
 

good
 

rate
 

of
 

sections.The
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

cell
 

mass
 

prepared
 

by
 

mucin
 

emulsifier
 

was
 

comprehen-
sively

 

evaluated
 

based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

postoperative
 

pathological
 

diagnosis.Results (1)The
 

success
 

rate
 

of
 

cell
 

block
 

prepared
 

by
 

mucin
 

emulsifier
 

is
 

100.00%,The
 

appearance
 

of
 

the
 

cell
 

block
 

is
 

a
 

round
 

jelly
 

like
 

col-
loidal

 

structure,the
 

cells
 

gather
 

into
 

clusters
 

and
 

the
 

hardness
 

is
 

moderate.The
 

appearance
 

of
 

cell
 

block
 

sec-
tion

 

is
 

complete,with
 

regular
 

circular
 

structure
 

and
 

moderate
 

porosity.(2)The
 

cell
 

block
 

can
 

be
 

sectioned
 

con-
tinuously

 

and
 

evenly.The
 

HE
 

staining
 

background
 

is
 

clear,the
 

nucleoplasm
 

is
 

brightly
 

colored,the
 

red
 

and
 

blue
 

are
 

clear
 

and
 

the
 

contrast
 

is
 

clear.The
 

cells
 

are
 

evenly
 

distributed
 

in
 

the
 

circular
 

area.The
 

cell
 

morpholo-
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gy
 

presents
 

a
 

three-dimensional
 

sense.The
 

thickness
 

of
 

the
 

cell
 

block
 

section
 

is
 

uniform,the
 

IHC
 

staining
 

background
 

is
 

clean
 

and
 

the
 

structure
 

and
 

cells
 

show
 

specific
 

staining.(3)The
 

excellent
 

and
 

good
 

rate
 

of
 

HE
 

staining
 

section
 

of
 

cell
 

block
 

was
 

98.94%;The
 

excellent
 

and
 

good
 

rate
 

of
 

IHC
 

staining
 

section
 

was
 

99.30%.
(4)The

 

sensitivity,specificity,coincidence
 

rate
 

and
 

yoden
 

index
 

of
 

cell
 

block
 

diagnosis
 

were
 

96.94%,
100.00%,99.37%

 

and
 

0.9694
 

respectively.Conclusion The
 

technology
 

of
 

preparing
 

cell
 

block
 

with
 

mucin
 

e-
mulsifier

 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

convenient
 

operation,low
 

cost,high
 

enrichment
 

rate
 

and
 

good
 

shape.The
 

par-
affin

 

section
 

of
 

cell
 

block
 

can
 

be
 

preserved
 

for
 

a
 

long
 

time.Its
 

excellent
 

rate
 

of
 

HE
 

and
 

IHC
 

staining
 

are
 

high,
which

 

have
 

good
 

diagnostic
 

efficiency
 

and
 

broad
 

application
 

prospect.
Key

 

words:mucin; cell
 

block; cytology; hematoxylin; eosin; Immunohistochemistry

  细胞病理学技术是一种疾病的病理学诊断和研

究方法,该方法具有操作简便、患者痛苦少、易于接受

等优点。早期的细胞学制片技术,主要是细胞涂片法

和离心后直接取细胞沉淀物包埋法(如离心管沉淀

法、冷冻细胞块制备法、试管包埋法、载玻片细胞聚集

法等)[1]。刘芳等[2]研究报道,细胞涂片法易出现涂

片厚薄不一,细胞重叠和细胞松散,背景较深等现象,
造成诊断困难。TOBAR等[3]研究认为,离心后直接

取细胞沉淀物包埋法由于没有介质把细胞凝聚在一

起,对细胞量少的标本制作效果极差。而对细胞量较

多的标本也容易在切片过程中出现掉片,造成染色不

良,影响病理诊断结果。
近年来,使用琼脂、蛋清、凝血酶等制备细胞块的

技术陆续被报道,这些介质材料聚拢并提高了细胞数

量,但是存在一定的局限,技术上改变了组织固定、脱
水、透明、浸蜡的时间,操作繁琐,实验条件需要摸

索[4],也可能会对后续的免疫组织化学染色(IHC)等
实验结果造成影响[5]。迄今为止,没有一种“金标准”
的介质材料和制作细胞块的操作流程被指南或者专

家共识所认可。本研究的黏蛋白是一种不含任何分

子结构的介质材料,本研究收集了1
 

418例非妇科细

胞学标本,探讨了黏蛋白乳化剂制备的细胞块在苏木

素伊红(HE)染色、IHC的效果和诊断价值,旨在为推

广一种操作便捷、成本低、富集率高、形态好、诊断价

值高的细胞块制备技术提供实验依据。
1 材料与方法

 

1.1 材料

1.1.1 研究对象 选取2018年7月至2022年1月

本院送检的1
 

418例细胞学标本为研究对象,使用黏

蛋白乳化剂作为基质材料制备细胞块,制作石蜡切片

和HE染色,由两位资深病理医师对细胞块作出组织

学诊断,对其中细胞块诊断为恶性的285例标本再次

切片并进行相关免疫组化检测2
 

138项。患者年龄

19.86~85.61岁,平均(49.85±18.32)岁。1
 

418例

标本按照细胞标本来源的不同分为脱落细胞学标本

1
 

183例(83.43%)和细针针吸细胞学标本235例

(16.57%)。脱落细胞学标本分为胸腹腔积液572例

(48.35%)、乳腺溢液153例(12.93%)、痰液128例

(10.82%)、尿液104例(8.79%)、支气管镜灌洗液97

例(8.20%)、盆腔积液75例(6.34%)、心包积液54
例(4.57%)。细针针吸细胞学标本分为甲状腺127
例(54.04%),乳腺85例(36.17%),淋巴结23例

(9.79%)。细胞块病理诊断为恶性的285例标本按

照病理类型分为腺癌115例(40.36%),乳头状癌88
例(30.87%),转移癌59例(20.70%),鳞癌23例

(8.07%)。1
 

418例患者均有术后病理诊断结果作为

对照。本研究获得患者知情同意和本院医学伦理委

员会批准。
1.1.2 仪器与试剂 ASP6025全自动真空组织脱水

机、HistoCore
 

Arcadia
 

H
 

热石蜡包埋机、RM2235手

动轮转式切片机、ST5020多功能染色机购自德国徕

卡仪器有限公司。JH-18S全自动免疫组化染色仪购

自上海杰浩生物技术有限公司。TLXJ-IIC
 

低速台式

大容 量 离 心 机 购 自 上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂。BPG-
9070A精密鼓风干燥箱购自上海一恒科学仪器有限

公司。黏蛋白(货号:FJ702510,CAS:84082-64-4)购
自安徽酷尔生物工程有限公司。HE染色液购自无锡

市江原实业技贸有限公司。免疫组织化学染色一抗

和二抗购自上海杰浩生物技术有限公司。甲醛溶液

购自广州维格斯生物科技有限公司。乙醇购自广东

光华科技股份有限公司。二甲苯购自广州化学试

剂厂。
1.2 方法

1.2.1 黏蛋白乳化剂制备细胞块的方法 非妇科标

本放置在标准50
 

mL锥形离心管中,2
 

500
 

r/min离

心5min,弃上清液(对于细胞量不足的标本,可多次

重复离心;对于血性标本,可加入红细胞裂解液30
 

mL后进行离心),加入甲醛-乙醇(AF)液5
 

mL,2
 

500
 

r/min离心5
 

min,弃上清液后保留1
 

mL沉淀物,加
入10%黏蛋白乳化剂250

 

μL(黏蛋白乳化剂与标本

的混合比例为1∶4),混匀,2
 

500
 

r/min离心5
 

min,
弃上清液,离心管底部可见细胞块呈胶体状态,用塑

料铲轻轻取出沉淀细胞块放入包埋盒。
1.2.2 HE染色及切片质量评价标准 细胞块参考

中华医学会推荐的常规石蜡切片制备程序进行固定、
脱水、透明、包埋、切片和HE染色[6]。常规石蜡包埋-
HE染色切片质量的评价标准[7],包含:组织切面完整

度和切片切面数(10分)、切片厚薄度和均匀度(10
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分)、切片完整度(10分)、切片平坦度(10分)、切片纯

净度(10分)、切片整洁度(10分)、切片透明度(10
分)、染色清晰度(10分)、裱片位置恰当度(10分)、切
片标签贴放正确度(10分)。优质片:≥90分;优良

片:75~89分;基本合格片:60~74分;不合格片:≤
59分。切片优良率=[(优质片数+优良片数)/总切

片数]×100%]。
1.2.3 免疫组织化学染色方法及评价标准 免疫组

织化学染色流程:石蜡切片烤片(68
 

℃,15
 

min),脱蜡

至水,根据一抗的要求,对组织进行抗原修复,切片上

滴加0.3%H2O2,孵育10
 

min,PBS冲洗,滴加一抗,
孵育60

 

min,PBS冲洗,滴加二抗,孵育15
 

min,PBS
冲洗,滴加DAB

 

显色试剂,HE复染,盐酸乙醇分化,
氨水返蓝,二甲苯透明,中性树胶封片。评价标准[8],
包含(1)优质片:定位精准,背景清晰,着色恰当,呈特

异性着色;(2)优良片:定位较精准,背景较清晰,着色

较合理,有少量非特异性染色;(3)不合格片:抗原弥

散现象严重,着色不合理,出现大量非特异性染色。
切片优良率=[(优质片数+优良片数)/总切片数]×
100%]。
2 结  果

2.1 黏蛋白乳化剂制备的细胞块及切片的外观大体

情况 肉眼可见,黏蛋白乳化剂制备的1
 

418例非妇

科细胞学标本的细胞块制作成功率是100.00%,细胞

块外观呈圆形果冻样胶体的结构、细胞聚集成团、硬
度适中,见图1A。黏蛋白乳化剂制备的细胞块切片

外观完整、呈规则的圆形结构、疏松度适中,见图1B。

  注:A为黏蛋白乳化剂制备的细胞块外观;B为黏蛋白乳化剂制备

的细胞块石蜡切片外观。

图1  黏蛋白乳化剂制备的细胞块及石蜡切片外观情况

2.2 黏蛋白乳化剂制备的细胞块石蜡切片 HE染色

和IHC染色的显微镜下情况 显微镜下可见,黏蛋白

乳化剂制备的细胞块能连续均匀切片,HE染色背景

清晰,核浆着色鲜艳,红蓝分明,对比清晰,细胞核呈

蓝色,细胞质、肌纤维、胶原纤维和红细胞呈不同程度

的红色。钙盐和细菌可呈蓝色或紫蓝色。细胞均匀

分布于圆形区域内,细胞形态呈现立体感,见图2
A1、A2。

显微镜下可见,黏蛋白乳化剂制备的细胞块石蜡

切片厚薄均一,IHC染色的背景干净,呈特异性染色。
主要表现在两方面:第一,特异反应产物分布于特定

的部位,即具有结构性。第二,特异性产物在同一切

片上呈现不用程度阳性染色结果,即具有细胞性。见

图2B1、B2。

  注:A1为甲状腺乳头状癌,上皮样细胞呈腺样排列,细胞排列拥挤,细胞核大,核膜增厚、不规则,核染色质淡染,可见核沟。
 

B1为CK19示瘤

细胞胞质弥散强阳性。A2为单核组织细胞源性细胞,大量的胞质红染的上皮样细胞,细胞体积较大,胞浆内可见空泡,细胞核形态不规则,部分细

胞核偏位。B2为大部分上皮样细胞CD68阳性。

图2  黏蛋白乳化剂制备的细胞块石蜡切片 HE染色(HE法×100)和IHC染色(SP二步法×100)的显微镜下情况
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2.3 黏蛋白乳化剂制备的细胞块HE染色和IHC染

色切片优良率 HE染色切片共1
 

418张,分别为:优
质片1

 

142张(80.54%)、优良片261张(18.40%)、基
本合格片12张(0.85%)、不合格片3张(0.21%),
HE

 

染色切片优良率为98.94%。IHC染色加片为

2
 

138张,分别为:优质片1
 

729张(80.87%)、优良片

394张(18.43%),不合格片15张(0.70%),IHC染色

切片优良率为99.30%。
2.4 黏蛋白乳化剂制备的细胞块的诊断效能 本文

以患者术后病理诊断为癌的294例标本作为金标准

的阳性病例,1
 

124例病理学诊断结果为非癌的标本

作为金标准的阴性病例。黏蛋白乳化剂制备的细胞

块诊断灵敏度为96.94%;特异度为100.00%;符合

率为99.37%;约登指数为0.9694。
3 讨  论

  诊断细胞学是通过采集病变处的细胞,染色后观

察细胞结构和形态变化来诊断和研究临床疾病的一

门学科。细胞块制片是早期的涂片诊断的进一步优

化,该技术能为细胞学的病理诊断提供更优质的技

术,是临床疾病诊断的强有力支持依据。随着临床送

检标本的日益多样化和复杂性,给传统的涂片技术提

出了严峻的挑战。简单的离心沉淀细胞块制作技术

应运而生,但是,该方法存在诸多不足,如:细胞较多

的标本,容易发生细胞相互挤压严重的现象,影响细

胞形态学的辨别;细胞量少的标本,非常容易发生细

胞丢失的现象,反复的离心也不能制成细胞块[9]。国

内外学者开始尝试在离心沉淀的细胞中加入不同的

基质材料,取得一定的进步,但仍然存在较多问题,
如:操作过程复杂、制片困难、切片掉落、细胞形态变

异、背景较深、严重影响病理诊断结果[10-11]。因此,目
前仍然缺乏一种细胞块的制作的“金标准”方法。

MELEGA
 

等[12]研 究 报 道,琼 脂、HistoGel和

Collodio等基质材料制备的细胞块法操作过程繁琐,
后续固定、脱水、透明、浸蜡等实验条件较复杂,制作

的石蜡切片质量不稳定。与之不同的是,本研究细胞

块制作程序较为便捷,无须改变原有的处理组织程序

和使用特殊的机器,黏蛋白价格适中。本研究的1
 

418例非妇科细胞学标本的细胞块均制作成功说明了

黏蛋白乳化剂制备细胞块的富集效率较高,细胞丢失

较少。与陈淑霞等[13]报道的25例眼内玻璃体液细胞

蜡块制作成功率是100.00%的研究结论一致。但是,
本研究纳入的病例数较多,标本来源更广,囊括了临

床送检的胸腹腔积液、乳腺溢液、痰液、尿液、支气管

镜灌洗液、盆腔积液、心包积液、甲状腺、乳腺和淋巴

结穿刺等标本。因此,本研究结果更严谨,临床适用

性更强。笔者在研究过程中发现,对于部分细胞量较

少,第一次离心后肉眼观无明显沉淀物的标本,建议

适当提高转速至3
 

000
 

r/min,重复离心3~5次,直至

满足实验的要求。

黏蛋白乳化剂制备的细胞块石蜡切片 HE染色

和IHC染色的形态学效果符合行业标准,均能满足三

甲医院的病理学诊断的需求。胡沙沙等[14]使用一种

专用包埋盒、专用的细胞块数控离心包埋机和特殊的

“胶”制作了300例细胞块。张巧全等[15]使用乙醇为

还原剂,戊二醛为固定剂,4
 

℃条件下制备了26例脑

膜癌的细胞块。高丽丽等[16]使用试剂盒制备了40例

胸腹腔积液脱落细胞标本的细胞块。上述文献报道

的细胞块石蜡切片 HE染色和IHC染色形态学染色

效果与本研究的基本一致。不同的是,本研究使用的

是自行配制的黏蛋白乳化剂,非商品化的试剂盒,亦
无须购买特殊的设备,检测成本低,操作流程简便,染
色效果佳,有利于在各个层次医疗单位病理科推广使

用。值得注意的是,PARK 等[17]报道琼脂水 平 在

2.00%~5.00%制备的细胞块硬度适中,细胞块与蜡

块融合良好。而本研究摸索的黏蛋白乳化剂最佳浓

度是10.00%,即黏蛋白5
 

g∶50
 

mL蒸馏水。本研究

发现黏蛋白浓度太低,细胞块无法凝结和包埋。反

之,黏蛋白浓度太高,细胞块会偏硬和偏脆,细胞块和

石蜡融合不好,其间部分石蜡松浮,在切片时就使蜡

片,造成切片质量下降明显。
本文的细胞块HE染色和IHC染色切片优良率

均大于98.00%,达到了三甲医院的行业标准。邓雪

琴等[18]用小牛血去蛋白凝胶试剂盒制备了5例胸腹

腔积液的细胞蜡块,其 HE染色和CK7、TTF1染色

均取得了理想的效果。而本研究严格按照病理专业

医疗质量控制指标的标准[19],对 HE染色和IHC染

色切片优良率做了数据统计分析,实验数据反映的是

黏蛋白乳化剂制备的细胞块历经固定、脱水、透明、浸
蜡、包埋、切片、HE 染 色 和IHC 染 色 和 封 片 后 的

效果。
本文以患者术后病理诊断结果为金标准,结合灵

敏度、特异度、符合率和约登指数等诊断评价指标,综
合评估认为:黏蛋白乳化剂制备细胞块的诊断效能较

高。其操作过程较简单,成本低,细胞块制作效果佳,
可满足HE和IHC染色诊断的需求,可对细胞块进行

连续切片,可长期保存,与组织学诊断的符合率高,应
用前景广阔。尤其是对于一些组织学无法获得标本

的疾病的早期诊断,黏蛋白乳化剂制备的细胞块是组

织学诊断的有益补充。
当然,本研究也存在一些不足,本研究的标本来

源于单中心实验室的研究,标本类型仍然不够丰富。
后续实践中,本研究将积极争取多中心医疗合作,拓
展标本来源,如延伸到组织间液、脑脊液、眼内玻璃体

液等标本的研究,继续摸索黏蛋白乳化剂制备的细胞

块在分子病理领域,如荧光原位杂交(FISH)、显色原

位杂交(CISH)
 

、基因重排、
 

DNA甲基化、
 

基因突变

检测、微卫星不稳检测的效果,以助于疾病的诊断、指
导个体化治疗、预后的监控,为患者的精准细胞学诊
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断提供强力保障。
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