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骨髓活检结合免疫组化 染色对于血液系统疾病诊断 、 判

断临床预后具有重 要意义
１

。 骨髓 纟 丨 〖织细 胞种类多 和组织

学形态丰 富 ，部分病例需结合免疫组化染色 以 明确诊断
２

 ，

骨髓组织质地较硬 ，需脱钙后才能进行常规制 片和免疫组化

染色
３

１

。 其中最常用的酸 类脱钙 液易造成组织细胞表 面抗

原破坏或丢失 ，影 响免疫组化染色结果
ＨＥ Ｉ ）ＴＡ 的脱钙作

用优于酸性脱钙液
５


， 但脱钙速度慢 、脱钙后 组织会稍微变

硬
１

６

？ 本实验通过 比较改 良 Ｅ ＤＴＡ 脱钙 液脱钙骨髓 与混合

酸脱钙液脱钙 及不脱钙骨髓的 ＨＥ 染色 和 免疫组化 染色效

果 ，探讨改 良 ＫＤＴ Ａ 脱钙液在骨髓病理诊断 中的意义 。

１ 材料与方法

１ ．

１ 脱钙液配制 （
丨

） 混合酸脱钙液 （ ｐ Ｈ３ ．２ ） ：
１ ０％ 中性

福尔马林 ５ ００ｍＬ ＋ ９５％乙醇 ５００ｍ Ｌ
，
加人 甲酸 ２００ｍＬ

，
最后

缓慢加人浓盐酸 丨 ５０ ｍ ｌ ， （
２

） 改 良 Ｋ ＤＴＡ 脱钙 液 （ ｐ
Ｈ７ ．０

） ：

取乙二胺四乙酸二钠 （
ＥＤＴＡ －

２Ｎ ａ
）
２５０溶于 １３ ５０ｍ Ｌ 磷酸

盐缓冲液 中 ，待溶 液彻底溶解后加人 ４０％ 甲 醛 １ ５０ｍ
ｌ

．
， 加入

氢氧化钠 调溶液 ｐ
Ｈ 值为 ７

．
０

１ ． ２ 标本制备及分组 选取 ２０ １ ６ 年 ９ 月
￣

２０ 丨 ７ 年 ２ 月 福

Ｈ ＩＭ科大学附Ｍ第
？ 医院病理科骨髓活检标本 ６ １ 例 ， 其 中

架细胞骨髓瘤 ２０ 例
，行 ＣＤ５６

、
ＣＤ３８

、
Ｋａ

ｐｐ
ａ 和 Ｌａｍｂｄａ 免疫

组化 染 色 ； 淋 巴 瘤 ２ 丨 例 ， 行 Ｇ）３ 、 Ｃ Ｄ２０
、
ＣＤ４２ １

）
、 Ｃ Ｕ６ ８

、

ＣＤ １３ ８ 、ＣＤ２３５ ａ 和 ＭＰ０ 染色 ；转移癌 ２０ 例 ， 行 Ｋｉ
＞６７ 染 色。

毎例分为 ３ 段 ，分别放人 已 做分组标记的包埋盒 中 ：
Ａ 组经

１ ０％ 中性福尔马林 固定后放入混合酸脱钙液 ，
Ｂ 组直接放人

改 良 Ｋ Ｉ ）ＴＡ 脱钙液 ， Ｃ 组经 １ ０％ 中性福尔马林 固定后不脱钙

直接 制片 ，

１
． ３ 脱钙 及脱钙终点的 判定Ａ 和 ｌｉ 两组在室 温下脱钙 ，

接受 Ｉ Ｉ明 ： ２０ １ ８
－

０
１
－

１ ０

作＃ 申．位 ： 福建医科大学附属第一医院病理科 ，
福州 ３５００ ０５
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ａｎ２００８ ｅｍｍ ａ＠１ ６３ ．

 ｃｏｍ

Ａ 组脱钙 时间视骨组织密度而定 ，

一般为 ３
￣

４ｈ ， 
Ｂ 组脱钙

时间为 ２０￣ ２４ｈ 。 以尖镊探测组织已 变软或大头针能轻松

刺人组织 为脱钙完成
７ １

。

１ ． ４ 常规 ＨＥ 染 色及 免 疫组化 染 色 切 片 行常 规 ＨＥ 染

色 ， 免疫组化染 色采用 Ｅ ｎＶ ｉｓ ｉｏｎ 两 步法 。 根据染色强度和表

达的完整性分级 ：
〇 为阴性 ；

１＋ 为弱 阳性 ；
２＋ 为阳性 ；

３＋ 为

强阳性 ； 其中 〇 和 １＋ 为低表达 ，
２ ＋ 和 ３＋ 为 高表达

１ ． ５ 统计学方法 采用 ＳＰＳＳ２０ ． ０ 软件进行统计学分析 ，

计数资料采用配对 ｘ

２

检验 ，
以 Ｐ＜ 〇． 〇５ 为差 异有统计学意

义 。

２ 结果

２ ． １ＨＥ 染色 混合酸脱钙液和 改 良 ＥＤＴＡ 脱钙液脱钙骨

髓组织形态完整 ， 胞核和胞质层次分 明 ， 染 色均匀 ， 色质鲜

艳 ，对 比度好 。 不脱钙骨髓组织可 见钙盐残存 ， 出 现
“

返砂
”

和
“

刀痕
＂

现象 ，组织皱褶
，
形态 和结 构破坏严重 ， 核着色深 ，

对比 度较差 。 三组骨髓组织 ＨＥ 切 片质量评分详见表 Ｉ

，
ＥＤ －

ＴＡ 脱钙液脱钙骨髓组织制 片效 果与混合酸脱钙 液脱钙骨髓

相当 （ ＾ ＞ ０． ０５ ） ，明显优于不脱钙骨髓 （
Ｐ＜ ０ ． ００ １

，
图 １ ）

表 １ 不同脱钙处理组骨髓 ＨＫ切 片质置评分

改 良 ＥＤＴＡ 混合酸脱钙液脱钙 （
／〇

户 值
不脱钙 （

《
）

續
脱钙 效果佳 效果不佳 效果佳 效果不佳

效果佳

效果不佳

５ １

４

２

４

＞ ０ ． ０５

２５ １

０８

＜ ０ ． ００ １

效果佳 ：
３ ＝７５ 分 ； 效果不佳 ：

＜ ７５ 分

２ ． ２免疫组化染色ＣＤ３
、
ＣＤ２０

、
Ｃ ３８

、
ＣＤ４２ｂ

、
ＣＤ５６ 、

ＣＤ １ ３８

和 ＣＤ２ ３５ ａ 阳性定位于细胞膜 ，

ＭＰＯ
、
ＣＤ６ ８

、

Ｋａ
ｐｐ

ａ 和 Ｌａｍｂｄａ

阳性定位于细胞质 ，
Ｋ ｉ

＞

６７ 阳性定位 于细胞核 。 三组不同 脱

钙处理骨髓的 １ ２ 个指标免疫组化染 色阳性定位均准确 。 其

中ＣＤ５ ６ 、

Ｋ ａｐｐａ 、

Ｋ ｉ

－

６７
、

Ｌａｍｂｄ ａ
和

Ｍ ｌ

）
０经

Ｅ ＤＴ Ａ
脱钙液脱耗

高表达率与不脱钙组相仿 ， 差异无统计学意义 ， 但明 显高 于

混合 酸脱钙液脱钙组 ，
差异具有统计学意义 （表 ２

，
图 ２ ） 。 其

余 ７ 个指标经 ＥＤＴＡ 脱钙液脱钙组高表达率与其余两组差

异均无显著
‘

注 。

３ 讨论

骨髓组织形态学观察及免疫组化染 色前需进行脱钙处
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图 １ 不同 脱钙处理骨髓 ＨＥ 染 色 ： Ａ ． 混合酸 脱钙液脱钙 ；
Ｂ ． 改 良 Ｅ Ｉ

〕ＴＡ 脱 钙液脱 钙 ；
Ｃ ． 不脱钙图 ２ 不 同脱钙 处理骨髓免疫组化染 色

（
以初

）
：
Ａ ． 混合酸脱钙液脱钙 ；

Ｂ ． 改 良 ＥＤＴＡ 脱钙液脱钙 ； Ｃ ． 不脱钙 ， Ｅ ｎＶ ｉ ｓ ｉ ｏ ｎ 两步法

本实验 中 Ｅ ＤＴＡ 脱 钙 骨髓 组 织 ＣＤ５ ６
、

Ｋ ｕ
ｐｐ

ａ
、
Ｋｉ

＞６７
、

Ｌａｍｂｄａ 和 Ｍ ＰＯ 的免疫组 化表达 强度均好于混合 酸脱 钙组

织
；
定位于细胞膜 （

Ｃ Ｄ５６
 ） 、 细胞质 （

Ｋａ
ｐ ｐ

ａ
、
Ｌａｍｂｄａ

、
Ｍ Ｐ０ ） 和

细胞核 （
Ｋｉ

－

６７ ） 阳性的指标均准确 ，表达 效果较好 。 有研究

显示 Ｅ ＤＴＡ 能够更完整地保 留 ＤＮＡ 、
ＲＮＡ 和 蛋白信号 ， 浆细

胞骨髓瘤和 多克 隆 浆 细胞浸 润 经 ＥＤＴＡ 脱钙 者 Ｋａ
ｐｐ

ａ 和

Ｌａｍｂｄ ａ 表达完 整 ，均好于酸脱钙组织 另有研究表 明 Ｅ ＤＴＡ

脱钙组织中 Ｋ
ｉ

－

６ ７ 表达优于酸脱钙组织
［

ｎ
］

，
ＥＤＴＡ 作为钙离

子和镁离子螯合 剂 ， 可释放 内 皮 细胞间接触抑制 ， 促进细胞

增殖 ，表现为 Ｋ ｉ

－

６７ 核表达和有丝分裂象 ，并呈现为剂量和时

间依赖效应 ， 经 ＫＵＴＡ 处理后 更多 的人 角膜 细胞可 见核

ＫＭ７ 表达
［
Ｂ

］

，与本组 中得 出的结论
一

致 。 Ｍ ＰＯ 是 由 活化的

单核细胞和 中性粒细胞脱颗粒释放的 血红素 蛋白
１ ４

，

ＥＤＴＡ

通过结合钙离子阻止多形核 白细胞脱颗粒抑制 ＭＰＯ 从中性

粒细胞中释放
［

１５
］

， 因 此本组 中骨髓组织细胞 Ｍ ＰＯ 表 达 良

好 ， 可能 与此有关 。 本组经改 良 Ｅ ＤＴＡ 脱钙液脱钙骨髓除

ＣＤ５ ６ 外的 白细胞分化抗原表达与混合酸脱钙骨髓无 明显 差

异
，其机制有待于大样本进一步分析 。

综上所述 ，改 良 Ｅ ＤＴＡ 脱钙液脱钙骨髓 ＨＥ 切片质量佳 ，

免疫组化染色效果好 、定位准确 ， 且脱钙时间短 ，
是骨髓活检

组织较理想的脱钙液 。 此外 ， 我 们发现 ＣＤ５ ６ 、 Ｋ ａ
ｐｐ

ａ
、
Ｋｉ

－

６７
、

Ｌａｍ ｂｄａ 和 ＭＰＯ 抗原容易 受常规酸性脱钙液影响 ， 而 ＥＤＴＡ

脱钙液可以弥补该缺 陷 ，提高骨髓疾病诊断的准确性 ， 值得

在骨髓活检处理过程中广泛使用 。
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