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骨组织脱钙方法探讨＊

方捷迪，王晓星，李争艳，周　琴，易慕华△

（三峡大学附属仁和医院病理科，湖北宜昌４４３００１）

　　摘　要：目的　比较不同的脱钙液对骨组织的脱钙能力和脱钙后 ＨＥ染色效果，寻找一种最佳的骨组织脱
钙方法。方法　通过查阅文献资料，把文献报道的３种相对较理想的脱钙液用于临床病理骨组织脱钙中，对比
３种脱钙液对骨和骨髓组织常规病理切片质量和 ＨＥ染色效果。结果　３种脱钙液脱钙时间的比较，甲酸－甲醛
脱钙液＞改良Ｊｅｎｋｉｎｓ脱钙液＞硝酸－甲醛脱钙液。３种脱钙液脱钙效果的比较，硝酸－甲醛脱钙液＞改良Ｊｅｎ－
ｋｉｎｓ脱钙液＞甲酸－甲醛脱钙液。３种脱钙液对组织损伤的比较，硝酸－甲醛脱钙液＞甲酸－甲醛脱钙液＞改良
Ｊｅｎｋｉｎｓ脱钙液。结论　改良Ｊｅｎｋｉｎｓ脱钙液对组织损伤较小，脱钙效果充分，适当缩短脱钙时间，切片染色质
量上乘，可以作为一种相对理想的骨组织脱钙剂推广应用。
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　　骨组织是由黏多糖和一些蛋白质纤维构成的骨
样组织和沉着于其中的无机盐形成的，是一种坚硬的
结缔组织，包括细胞及细胞外基质。细胞随其发育阶
段可分为骨祖细胞、骨母细胞、骨细胞、破骨细胞［１］，
细胞外基质包括有机物和无机物，有机物中包括胶原
纤维和无定形基质，无机物中主要为骨盐。脱钙是应
用化学或物理化学的方法将骨组织成分中的钙盐与

胶原纤维分离，弃去钙盐［２］，保留完整有机成分的一
种方法。脱钙方法与脱钙液的选择与骨组织切片的
制作质量有着密切的关系。骨组织在制片前必须用
脱钙液将组织中的钙盐除去，才能制成４～５μｍ厚的
切片［３］。如果脱钙不完全，切片时不仅损坏刀刃，而
且染色时组织易出现脱片等现象［４］。如果脱钙过度，
会破坏组织结构，使组织抗原丢失，严重影响对送检
标本的临床病理诊断［５］，因此选择合适的脱钙方法很
有必要。脱钙液有无机酸（硝酸、盐酸、硫酸）和有机
酸（醋酸、甲酸）两大类［６］，脱钙液是决定骨骼组织切
片质量、染色效果的关键［７］。目前在临床病理脱钙
中，有３种脱钙液较理想，本研究通过比较３种脱钙
液的脱钙效果和染色制片质量，旨在选择一种最好的
脱钙方法应用于临床骨组织脱钙。
１　资料与方法
１．１　一般资料　选取本院送检的骨肿瘤、病变骨及
钙化组织标本１５例，组织离体后即用１０％中性缓冲
甲醛溶液充分固定１２～２４ｈ。
１．２　试剂及仪器　浓盐酸、硝酸、无水乙醇购自广东
汕头西陇化工股份有限公司；甲酸、氯仿、苏木素、伊
红、中性树胶购自珠海Ｂａｓｏ公司；冰醋酸、二甲苯、甲
醛购自武汉市中天化工有限公司。常州中威ＴＳＪ－ＱＸ
型全自动封闭式组织脱水机，ＷＢ－３０００型包埋机，徕

卡２２３５型切片机。
１．３　试剂配制　（１）改良Ｊｅｎｋｉｎｓ混合溶液：浓盐酸５
ｍＬ，冰醋酸５ｍＬ，氯仿１０ｍＬ，无水乙醇７０ｍＬ，１０％
中性缓冲甲醛１０ｍＬ。（２）硝酸－甲醛液：甲醛１０ｍＬ，
蒸馏水９０ｍＬ，纯硝酸２０ｍＬ。（３）甲酸－甲醛液：甲酸
１５ｍＬ，甲醛５ｍＬ，蒸馏水８０ｍＬ。（４）１０％中性缓冲
甲醛液的配制：蒸馏水１　０００ｍＬ，３７％的甲醛溶液
１００ｍＬ，磷酸二氢钠４ｇ，磷酸氢二钠６．５ｇ，用
１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠调整ｐＨ至７．２～７．４。
１．４　方法　（１）固定。组织要求及时充分固定，大块
骨组织应锯开固定，用中性缓冲甲醛液固定时间不少
于１２～２４ｈ。（２）取材。骨髓穿刺标本一般长约
１ｃｍ、直径０．０５～０．１ｃｍ，不需修块，可直接用滤纸包
好脱钙。大块的骨肿瘤、病变骨、钙化组织根据标本
的不同用骨钳或骨锯处理成１．５ｃｍ×１．０ｃｍ×０．２
ｃｍ的骨组织块。（３）脱钙及终点判断。①物理方法：
随时观察脱钙情况，当组织块呈半透明状浮在液面
上，手指按压柔软有弹性，用大头针可轻松刺入骨皮
质表示脱钙完全。②化学方法：用吸管取脱钙液１
ｍＬ，加１０％草酸钾１ｍＬ摇匀，以草酸盐结晶不析出
为脱钙终点。（４）脱钙后的除酸处理。脱钙完全后，
标本用流水冲洗５ｍｉｎ，碳酸锂饱和水溶液５ｍｉｎ，冲
洗３次；再流水冲洗１０ｍｉｎ，即可进行常规脱水，染色
时适当延长组织在苏木素中的时间，而在伊红停留的
时间适当缩短，这样可以得到更好的对比度。
１．５　观察指标　骨组织脱钙时间、骨组织、ＨＥ染色
效果。
２　结　　果
　　经上述方法比较得出：骨组织块经改良Ｊｅｎｋｉｎｓ
液常温脱钙４ｄ左右脱钙完全，组织损伤小，常规制片
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效果好，切片平坦，薄厚均匀，镜下见组织结构完整，
无皱缩、龟裂现象，细胞核呈蓝色，骨基质、纤维、软骨
呈不同程度的红色，色泽鲜艳，对比度好。骨组织块
在甲酸－甲醛脱钙液中７２～１２０ｈ脱钙完全，组织损伤
较小，切片结构完整，染色鲜艳均匀，对比度较好。骨
组织块在硝酸－甲醛脱钙液中４８～６０ｈ到达脱钙终
点，肉眼见组织稍发泡肿胀，颜色淡黄，切片容易出现
刀痕；镜下见组织结构欠完整，胞核淡染着色弱，对比
度欠佳。３种脱钙液脱钙时间的比较，甲酸－甲醛脱钙
液＞改良Ｊｅｎｋｉｎｓ脱钙液＞硝酸－甲醛脱钙液。３种脱
钙液脱钙效果的比较，硝酸－甲醛脱钙液＞改良Ｊｅｎ－
ｋｉｎｓ脱钙液＞甲酸－甲醛脱钙液。３种脱钙液对组织
损伤的比较，硝酸－甲醛脱钙液＞甲酸－甲醛脱钙液＞
改良Ｊｅｎｋｉｎｓ脱钙液。
３　讨　　论

　　脱钙是骨组织制片中的必要环节，如若脱钙不彻
底，则组织切片困难，染色时易脱片，镜下观察骨组织
结构模糊，胞核皱缩，部分区域折叠卷曲，影响病理诊
断的及时性和准确性［８］。寻找简便、快捷、有效的脱
钙方法是骨组织病理学研究的重要课题之一。结合
多年骨组织脱钙经验，笔者认为以下方面值得关注。

３．１　骨组织的固定　骨组织及时、充分的固定不仅
能保存良好的骨组织形态结构，而且能防止组织自溶
腐败，阻止细胞内外的酶对蛋白质的分解作用、保存
组织细胞的抗原性［９］。脱钙液中的酸对骨组织有不
同程度的损伤，未固定的组织在酸性脱钙液中受到的
损伤比已固定的组织大３倍，所以骨组织必须先固定
后脱钙，或脱钙与固定同时进行，未经固定的骨组织
不宜脱钙。

３．２　脱钙时应权衡的因素　（１）尽量减少脱钙液对
组织和细胞成分的损伤，保护组织微细结构。（２）能
充分去除钙质，又不影响后续 ＨＥ和ＩＨＣ染色。（３）
脱钙方法简单，试剂价廉易得，适当兼顾脱钙时间［１０］。

３．３　脱钙后的中和酸处理　常规硝酸脱钙后的组织
一般需要流水冲洗１０～１２ｈ，费时又不环保，本文脱
钙到达终点后先流水冲洗５ｍｉｎ，然后饱和碳酸锂水
溶液处理５ｍｉｎ×３次，再流水冲洗１０ｍｉｎ，只需短短

３０ｍｉｎ即完成整个除酸过程。具有以下优点：由于饱
和碳酸锂水溶液是一种弱碱液，能很快渗入到组织细
胞中中和酸，大大缩短了流水洗涤时间，经此改进除
酸方法制成的切片对苏木素嗜染性强，效果稳定。

３．４　脱钙液的选择　本科室近年来一直采用１０％硝
酸脱钙，主要是因为其脱钙能力强，脱钙时间短，但这
也使骨组织的脱钙程度较难掌握，容易过脱，对组织
造成损伤。硝酸在脱钙过程中会产生二氧化碳，气泡
从组织中溢出会使结缔组织分离［１１］，破坏组织结构。
另外，硝酸处理组织后染色效果差，胞核不着色或着

色浅，不均匀，对比度欠佳。甲酸又名蚁酸，其脱钙速
度比硝酸慢，破坏组织的程度比硝酸轻，但脱钙时间
稍长，疏松骨片需脱钙４８ｈ，致密骨片需４～５ｄ，其中
每３ｄ需更换新液１次［１］。所以迫切需要寻找好的脱
钙方法取而代之。通过查阅文献，综合比较文献介绍
的较为理想的３种脱钙方法，发现Ｊｅｎｋｉｎｓ复合脱钙
液弃硝酸而选用盐酸，对组织损伤小，不会使组织膨
胀，而是使组织略有收缩。骨组织块经此液脱钙后，
切片完整，平坦均匀，无返砂现象。不足之处同样在
于组织处理时间过长，脱钙完全约需要７ｄ左右。

２０１５年初本科室摸索改良Ｊｅｎｋｉｎｓ原配方，争取缩短
脱钙时间，实验中把盐酸的量由原来的４ｍＬ增加为

５ｍＬ，冰醋酸由原来的３ｍＬ也增加为５ｍＬ，无水乙
醇由原来的７３ｍＬ降为７０ｍＬ，氯仿及甲醛剂量不
变，经过近５０例骨组织块脱钙观察，组织处理时间大
为缩短，骨密度高的如股骨组织块常温下７２ｈ即可彻
底脱钙，骨密度较低的骨松质３６～４８ｈ也能脱钙完
全，若加急则可以将脱钙液放入３７℃恒温箱中，骨组
织块２４ｈ左右即达到脱钙要求。此组合脱钙液中盐
酸为强酸，增加盐酸用量旨在加快脱钙时间，同时又
担心影响细胞核的着色，实际操作中观察发现，通过
改善除酸方式，盐酸与生理盐水和氯仿混合后对细胞
核的着色影响甚微，盐酸除了加快脱钙速度，还有使
组织略收缩的功效，降低了冰醋酸对组织膨胀的影
响［１２］。由于骨组织的致密性，固定剂的选用要求具有
强的穿透力，Ｊｅｎｋｉｎｓ复合脱钙液选用中性甲醛，甲醛
具有穿透速度快、固定均匀、对组织收缩较小的特点，
使得脱钙液不但具有脱钙作用，同时兼具较好的固定
作用。冰醋酸具有在固定时穿透速度快，且有防止组
织自溶变性的特点，同时还能使组织略膨胀，稍加量
即可抵消盐酸及甲醛引起的组织收缩和硬化［１３］。骨
组织在改良Ｊｅｎｋｉｎｓ液脱钙彻底后切片光滑细腻，厚
度可达４ｍｍ，骨与骨周围组织形态保持完整，骨髓腔
内的细胞清晰可见，胞质、胞核及骨小梁着色均匀，色
彩鲜艳，对比度强，能较好地显示骨组织的各种结构，
是一种较理想的用于临床病理工作的脱钙方法。
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［１１］张大贵，林小芳，张普，等．三种脱钙液对骨组织免疫组化

染色的影响［Ｊ］．中国现代医生，２０１２，５０（２４）：１０１－１０３．
［１２］谢玲，邹丽宜，张志平，等．改良脱钙液制作脱钙骨石蜡切

片与传统方法的比较［Ｊ］．中国组织工程研究与临床康

复，２００８，１２（１１）：２１２５－２１２８．
［１３］白直成，鲁萍，顾栋桦，等．骨组织病理制片三种脱钙液的

比较［Ｊ］．中国现代医生，２０１１，４９（２９）：７５－７６．

（收稿日期：２０１７－０８－１７　　修回日期：２０１７－１０－０３）

·临床探讨· ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－９４５５．２０１８．０５．０３１

大连地区表观健康人群同型半胱氨酸参考区间的建立＊

刘　彤１，马建军２，杨建敏２，王　波１，薛邦禄１

（１．辽宁省大连市中心医院检验科　１１６０３３；２．大连医科大学检验学院，辽宁大连１１６０４４）

　　摘　要：目的　分析大连地区不同性别、不同年龄表观健康人群同型半胱氨酸（ＨＣＹ）的水平，初步建立大
连地区表观健康人群 ＨＣＹ参考区间。方法　使用循环酶比色法检测２　４４９例体检健康人群血清 ＨＣＹ水平，
根据性别、年龄分组（分为男女各６个年龄组：≥２０～２９岁、≥３０～３９岁、≥４０～４９岁、≥５０～５９岁、≥６０～６９
岁、≥７０岁），对结果进行统计学分析。结果　男女性 ＨＣＹ水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），不同年龄组组
间两两比较，发现男女的 ＨＣＹ水平在年龄≥２０～２９岁、≥３０～３９岁、≥４０～４９岁这３个年龄组差异均无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；在年龄≥５０～５９岁、≥６０～６９岁、≥７０岁这３个年龄组差异也无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
男性 ＨＣＹ参考区间：≥２０～４９岁为８．１２～２４．０８μｍｏｌ／Ｌ，≥５０岁为８．７３～２１．５３μｍｏｌ／Ｌ；女性 ＨＣＹ参考区
间：≥２０～４９岁为５．８４～１７．７７μｍｏｌ／Ｌ，≥５０岁为６．５２～１６．４３μｍｏｌ／Ｌ。结论　大连地区表观健康人群的
ＨＣＹ的参考区间与年龄、性别均有关系，因此可以根据不同年龄、性别建立各自的参考区间，对于临床有一定
参考意义。
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中图法分类号：Ｒ４４６ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２－９４５５（２０１８）０５－０６７２－０３

　　同型半胱氨酸（ＨＣＹ）是蛋氨酸和半胱氨酸的代
谢产物，是人体内的一种含硫氨基酸。如今已经证实
ＨＣＹ是一种血管损伤性氨基酸，高 ＨＣＹ是心脏、外
周脑血管疾病的独立危险因素［１］。高 ＨＣＹ血症与糖
尿病并发的肾病具有相关性，动态监测血清 ＨＣＹ和
尿微量清蛋白对糖尿病患者具有重要意义［２］。血清
ＨＣＹ水平升高是脑卒中的一个独立危险因素，如果
ＨＣＹ水平过高，也会提高脑卒中的危险性［３－４］。因此
血清 ＨＣＹ对身体健康水平评估及临床疾病的诊治、
预后有着重要意义。但目前为止，国内外对 ＨＣＹ水
平的流行病学方面的探讨研究比较多，其参考区间的
分析相对较少。且大多数医院在进行检测时选择以
试剂说明书上的参考范围为标准，忽略了对不同地
域、年龄、民族等差异性的分析。本研究采用循环酶

比色法检测体检２　４４９例表观健康人群，检测其血清
ＨＣＹ水平，探讨性别和年龄对 ＨＣＹ水平的影响，初
步建立大连地区表观健康人群 ＨＣＹ参考区间。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选取大连市中心医院体检中心２０１５
年１２月至２０１６年１２月体检健康人群的血清标本
２　４４９例，其中男１　３１４例（≥２０～２９岁２７３例、≥３０～
３９岁２６０例、≥４０～４９岁３６１例、≥５０～５９岁２８６
例、≥６０～６９岁１０２例、≥７０岁３２例）；女１　１３５例
（≥２０～２９岁２６７例、≥３０～３９岁２７１例、≥４０～４９
岁２３８例、≥５０～５９岁２２３例、≥６０～６９岁１０８
例、≥７０岁２８例）。

１．２　仪器与试剂　仪器为西门子ＡＤＶＩＡ　２４００全自
动生化分析仪。试剂包括 ＨＣＹ体外诊断试剂盒、校

·２７６· 检验医学与临床２０１８年３月第１５卷第５期　Ｌａｂ　Ｍｅｄ　Ｃｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ　２０１８，Ｖｏｌ．１５，Ｎｏ．５

＊ 基金项目：国家高技术研究发展计划（８６３计划）（２０１４ＡＡ０２２３０４）。


