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三种脱钙液对免疫组化染色效果的比较

孙庆妹　刘　军　金　岩　董绍忠　赵　宇

　　对牙齿和骨组织进行组织学研究和免疫组化观察时,

关键在于组织切片的制作, 切片不但要保持组织结构的完

整, 而且也要尽量保存组织和细胞内的抗原成分。通过免疫

组化染色, 能达到定性、定位乃至定量研究的目的。由于牙

齿和骨组织都是钙化的硬组织, 特别是牙釉质是高度钙化

的硬组织, 因此组织制片前必须先经过脱钙处理, 选择合适

的脱钙液就显得尤为必要。为此本文对目前常用的 3 种硬

组织脱钙液进行了比较研究。

1　材料和方法

1. 1　标本来源及制备

狗牙颌组织、鼠牙颌组织在取材前用 4% 多聚甲醛内

固定, 新鲜拔除的第三磨牙经 4% 多聚甲醛固定 24 小时。

用金刚砂外圆分割器去除不必要组织。狗牙颌组织大

小约为 2 cm ×115 cm ×012 cm , 人牙 115 cm ×115 cm ×012

cm , 鼠的牙颌组织各分为 3 组, 每组标本 15 个, 采用下列 3

种不同脱钙液, 在室温中进行脱钙。

1. 2　脱钙

甲酸组　8 molöL 甲酸和 1 molöL 甲酸钠等量混合 1 。

ED TA (乙二胺四醋酸二钠盐) 组　ED TA 10 g + 011

molöL T ris 缓冲液 100 m l2 。

混合酸组　10% 甲醛生理盐水 85 m l+ 盐酸 7 m l+ 甲

酸 8 m l+ 氯化铝 4 g。

脱钙程度和效果用X 线照相测定和评价。脱钙完成后

标本直接入梯度酒精脱水, 透明, 石蜡包埋。切片厚 6 Λm。

行常规H E 染色和各种常规免疫组化染色。采用美国V ec2
to r 公司产试剂盒, 一抗选用 T GFΒ, TN F, IL 26, IL 28, 神经

肽选用 SP 和CGR P。神经肽染色用冰冻切片。

2　结　　果

2. 1　脱钙时间

采用相同脱钙液处理的不同组织 (如骨和牙齿) 所需时

间基本相同, 不同脱钙液脱钙时间相比: ED TA 组脱钙时间

最长, 需 3 周左右。其余 2 组脱钙速度未见明显差异, 约为

46～ 72 小时。

2. 2　H E 染色

甲酸组和 ED TA 组切片染色均匀, 牙体组织 (包括牙

本质及其中的牙小管及牙骨质) 骨的形态结构清晰、完整。

而且其中的牙髓组织、成牙本质细胞、牙髓细胞、骨和成骨

细胞以及牙周组织中各种组织细胞结构均清晰, 色质鲜艳,

红蓝反差好, 核染色质显示清楚 (图 1)。

混合酸组结构和以上基本一样, 但颜色欠鲜艳, 核不易

着色, 对比度较差, 组织细胞结构欠清晰 (图 2)。

2. 3　免疫组化染色

甲酸组和 ED TA 组可见牙髓组织、牙髓细胞、牙槽骨

及牙周组织中各种组织细胞结构清晰, 抗原活性保存好, 细

胞形态定位优良, 背景染色时核易着色。混合酸组背景深,

组织细胞结构及胞核轮廓纤维等欠清晰, 复染时苏木精不

易着色。

3　讨　　论

在口腔组织病理工作中, 涉及牙和骨组织的研究颇多,

多数情况下需通过切片观察组织结构。牙和骨组织一般不

能直接切片, 必须先脱去组织内钙盐。在脱钙的同时酸必然

对组织的有机物质产生一定的损害。选择脱钙液的优与劣

对组织结构观察及病理诊断影响较大。作者在实践工作中

体会到好的脱钙液必须具备以下条件: ①标本脱钙完全, 如

脱钙不全则切片易撕开或碎裂并损伤刀刃, 染色时易脱片。

②脱钙速度快。③不损伤组织细胞或纤维。④不影响染色效

果。

目前临床常用混合酸作为脱钙液, 优点是时间快, 但易

使组织酸化, 染色时核不易着色, 颜色欠鲜艳, 对比度差, 免

疫组化染色背景深, 组织细胞结构及胞核等欠清晰。

ED TA 能够结合钙盐, 是用于脱钙的螯合剂。它的脱钙

作用要比酸多, pH 中性时可以起螯合作用。组织在完全脱

钙前在 ED TA 中放几个月, 所受损害很小。微加温 (37℃)

可使脱钙速度加快, 不致引起组织的破坏, 并可保持某些酶

的活性, 组织制片后染色佳, 分化结果良好。因其脱钙周期

较长, 故适用于科研工作, 不太适合于常规速检工作。

甲酸组脱钙时间与混合酸一样快, 但甲酸破坏组织的

程度较轻, 因而脱钙时间范围较宽, 即使脱钙完成后在脱钙

液内多放 2 天仍不致破坏组织。染色结果与 ED TA 相似。

H E 染色牙体组织、牙周组织、骨的形态结构清晰完整, 核染

色质清楚。红蓝对比度好, 颜色鲜艳, 免疫组化染色牙体牙

周组织和牙髓细胞结构清晰, 抗原活性保存好, 定位优良。

本研究结果表明甲酸是一种良好的常规脱钙剂, 适合于常

规速检工作, 可以在临床上推广使用。由于尚未对更多种抗

体进行免疫组化染色测试, 也未进行电镜等观察, 所以尚待
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进一步的研究。
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关节囊、关节盘等组织内被波及时应选用常规的关节开放

性手术治疗。
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自制托槽去除器

王学侠

　　笔者自制一种固定矫治器托槽去除器, 经临床使用效

果良好, 现介绍如下。

取旧中号持针器 1 把, 用磨头将其一端头部磨去 3～ 4

mm (A 头) , 成一斜面, 夹角 45°～ 60°(附图) , 另一头 (B 头)

可套一橡皮管以缓冲压力。去除托槽时, 将A 头置于托槽

龈方, B 头置于牙齿切缘或　面, 与牙体长轴垂直, 顺牙体

长轴方向施力, 即可顺利将托槽完整取下。亦可应用此去除

器去除带环。

附图　自制托槽去除器示意图
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