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EDTA微波脱钙骨的免疫组化染色

Immunohistochemical staining of EDTA microwave decalcification bone
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　　提　要:目的　改进传统骨组织的脱钙方法 ,改善免疫组化效果。方法　采用 20%EDTA微波脱钙法对兔骨组织进

行脱钙。结果　EDTA微波脱钙法能够更好的保持骨组织结构和组织中的抗原物质 , 得到更好的免疫组化切片。结论　

EDTA微波脱钙法优于传统脱钙法 ,更适合于骨组织脱钙和免疫组化制片。

　　在病理技术中 ,骨组织的脱钙处理是一大技术难

点 ,因而要顺利制出一张质量较佳的骨组织切片 ,特别

是做出一张质量上乘的免疫组化的骨组织切片 ,并非

易事 。传统的脱钙方法 ,多采用酸性溶液 ,极易使组织

酸化 ,影响细胞核着色 ,且时间较长 ,对组织有一定的

破坏性 ,从而影响病理学的诊断和研究 。作者查阅了

有关中外文献 ,结合自己的实际工作情况 ,不断摸索 ,

积累了一定的经验 ,现就骨组织脱钙与免疫组化方法

简述如下 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　健康大耳白兔 42 只 , 体重 2.5 ～ 30 kg(附属大坪医院野战

外科研究所动物中心提供)。 3%的戊巴比妥钠耳静脉麻醉(30

mg kg),无菌条件下 , 环形切断桡骨中断骨膜 , 用牙科磨钻于局

部横行离断桡骨。确定应用血管内皮生长因子(VEGF)对骨折

愈合的作用;了解 VEGF及其受体在骨折愈合过程中的表达及

规律。伤后 3 周 , 将动物按各时相点断颈处死 , 迅速取下兔左

上肢置于冰盒上 ,以桡骨骨折端为中心切取骨折端标本全长约

1.5 cm。将冷冻切片标本置于 4%多聚甲醛中固定 4～ 6 h , 取出

后在 20%EDTA 溶液中微波下脱钙[ 1 ～ 3] , 完成后标本置于

-70℃保存备用;制作石蜡切片标本放入 12%甲醛中固定 24 h

后移入 20%EDTA 溶液中微波下脱钙。 EDTA 由成都化学试剂

厂生产。

1.2　脱钙液的配制
　　EDTA(乙二胺四乙酸二钠)20 g ,双蒸水 100 ml , 加NaOH 充

分搅拌溶解后 , 用 1 mol L HCl 调 pH 至 7.3 ～ 7.5(pH 7.5 时

EDTA较易溶解)。
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1.3　脱钙方法
　　将 1.5 cm×1 cm×0.5 cm 的骨组织放入微波炉专用盒 , 根

据组织的多少放入适量的脱钙液 , 在微波下 50℃间歇脱钙 , 以

每次辐射 2 min 为一脱钙循环 ,经过反复筛选以 30 个脱钙循环

为最佳脱钙终点。在 2个循环之间将标本盒取出微波炉外 , 室

温冷却 5 min , 以保证每次辐射中脱钙液温度不高于 70℃[ 4] 。

常规骨组织脱钙多采用酸性溶液 , 对组织细胞有一定的破坏

性 ,细胞核不易着色 , 也容易破坏抗原物质;而用 EDTA 脱钙液

加微波辐射进行脱钙 ,不仅能完好保持组织的完整结构也能很

好保存组织中的抗原物质。

1.4　免疫组织化学方法
　　骨组织固定 、脱钙后 , 常规脱水 、透明 、浸蜡 、包埋 、用美国

产AO切片机将骨组织切成 5 μm厚的连续切片 ,裱片后入常规

烤片 、脱蜡至水 ,一部分作HE 染色 , 一部分按 S-P(链霉菌抗生

素蛋白过氧化物酶)法进行检测。步骤如下:(1)30%过氧化氢

孵育 15 min , 清除内源性过氧化物酶的活性。(2)蒸馏水冲洗 ,

0.01 mol L PBS浸泡 5 min×3次。(3)滴加 1%胃蛋白酶孵育 10

min。(4)0.01 mol L PBS 浸泡 5 min×3 次。(5)5%正常山羊血

清(PBS 稀释)室温 10 min。(6)倾去血清 , 滴加 30 μl按一定倍

数稀释的一抗(1∶200), 4℃过液。(7)0.01 mol L PBS 浸泡 5 min

×3 次。(8)滴加生物素标记的二抗(1∶150)30 μl , 37℃孵育 30

min。(9)0.01 mol L PBS 浸泡 5 min×3 次。(10)辣根酶标记的

链霉卵白素(1∶150)30 μl , 37℃孵育 30 min。(11)0.01 mol L PBS

浸泡 5 min×3次。(12)DAB 显色5 min。(13)自来水充分水洗 ,

梯度乙醇脱水 ,二甲苯透明 , DPX 封片。

2　结果

　　脱钙时间:EDTA脱钙液中的骨组织在微波炉辐射下需要

约30 个脱钙循环(每个脱钙循环 2 min), 即每天微波下脱钙总

计约 1 h , 5 d 后骨组织脱钙完毕 , 以针灸用体针能顺利刺入骨

组织为脱钙终点。制片质量:脱钙后的骨组织均能切出较好的

连续切片。骨折端切片连接很好 ,无裂开 、破碎现象。 镜下观

察:HE骨细胞 , 软骨细胞 、特别是骨折断端形成的骨痂以及骨
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折后破骨细胞在髓腔侧的聚集与骨的重建等组织细胞的形态

结构染色很清晰 , 见图 1。细胞核和细胞质色彩鲜艳 , 对比度

强 ,核染色质显示清楚。免疫组织化学染色能理想的显示抗原

物质 , VGEF免疫组化阳性反应物为棕黄色 , 见图 2 , 定位明确 ,

组织切片背景干净。而采用酸性溶液脱钙 , 极易使组织酸化 ,

影响细胞核着色 ,且时间较长 , 对组织有一定的破坏性 , 见图 3。

图 1　伤后 3周应用 VEGF组动物骨折端以幼稚的编制骨痂为主 ,夹杂少量的软骨骨痂　(HE×100)

图 2　伤后 3周在骨折端软骨内成骨区发生 VEGFR-2 KDR FLK1免疫组化染色呈阳性反应的软骨细胞　(DAB×400)

图 3　正常骨组织采用酸性溶液脱钙后 ,组织被酸化 ,胞浆着

色浓 ,胞核着色淡 ,对比度差 ,且对组织细胞有一定的损

害　(HE×200)

3　讨论

　　实验骨组织骨折端的切片制作 ,制片要求骨组织

折断处修复后的连接面切面要完整 ,组织结构要清晰 ,

能看清破骨细胞在髓腔侧参与骨重建和髓腔的再通。

为此 ,我们查阅了大量中 、外有关方面的文献 , 采用

EDTA脱钙液加微波辐射进行脱钙 ,其脱钙效果及免

疫组化染色观察蛋白抗原的保存 ,蛋白的提取 , RNA

的提取效果均好 ,不但能够完好保持组织的完整结构 ,

而且很好的保存组织中的抗原物质 。常规骨组织脱钙

技术多采用酸性溶液(硝酸 、盐酸 、甲酸等)极易使组织

酸化 ,组织细胞的形态结构很难保持完整清晰 ,细胞核

不易着色 ,对比度差 。另外 ,强酸在溶解骨组织钙盐的

同时 ,也容易破坏抗原物质 ,使骨组织中的蛋白质抗原

不能很好的得到保存。EDTA是一种优良的脱钙螯合

剂 ,它的脱钙作用优于酸性溶液 ,对组织破坏极小 ,能

保持组织细胞的完整结构 ,尤其细胞显微化学改变甚

微 ,能保存组织中的抗原物质和某些酶类的活性。不

硬化组织 ,易切片 ,染色效果好 ,从而更进一步地保证

了实验结果的精确性 。

　　在微波脱钙过程中 ,应注意以下几点:①组织先固

定或脱钙与固定同时进行的原则 ,这样可加快脱钙的

速度 ,良好地保存骨组织中的蛋白抗原 。 ②保持足量

的脱钙液 ,一般不少于标本体积的 20倍 ,并根据组织

脱钙程度 ,随时更换新液 。③严格控制微波辐射的时

间和温度 ,我们经多次实验探索认为脱钙温度 ,应保持

在55 ～ 65℃,每次脱钙时间 2 ～ 5 min为宜 。
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