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【摘 要】目的:探讨经样本保存液处理的组织用于激光捕获显微切割技术冰冻切片的制作技术与方法。方法:以手术中切取
的子宫内膜组织为标本。经样本保存液处理后，置于冰箱冷冻保存，经切片、染色，用于激光捕获显微切割。结果:在传统切片
的基础上，改良后的切片更适用于激光捕获显微切割及相关实验。结论:改良的切片满足了激光捕获显微切割技术的要求和
组织学观察的精确性。
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Preparation of frozen tissue sections for laser capture microdissection

DUAN Ｒenjie，LIN Aiqin，WANG Genlian，LI Tiechen，SUN Qing
Department of Obstetrics and Gynecology，The First Affiliated Hospital，Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To investigate the technology and approaches to producing a frozen section for laser capture microdissection． Methods: Surgically re-

sected endometrial tissue was obtained． Then the specimens were treated with preservation solution and frozen in an icebox，and subjected to section and

staining for laser capture microdissection． Ｒesults: On conventional section preparation basis，the modified profile led to excellent quality of tissue sections

for laser capture microdissection or use in related experiment． Conclusion: Our improved technology can result in quality sections to satisfy the laser capture

microdissection and accurate histological observation．
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冰冻切片被广泛用于手术中，主要用于分辨疾

病的良性和恶性病变［1 － 2］。随着医学科学技术的不
断发展，冰冻切片也被广泛运用于科学研究中［3］。
冰冻切片的制作是激光捕获显微切割( laser capture
microdissection，LCM) ［4］技术中的关键一步，切片质
量的好坏直接影响 LCM 对目标细胞的捕获及后续
试验结果的准确性。一般经样本保存液处理过的组
织标本，含水量大，增加了冰冻切片制作的难度。本
文以本实验室所使用的 Leica CM 1900 型冰冻切片
机( 德国徕卡公司) 为例，对经样本保存液处理的组

织用于 LCM 中冰冻切片的制作技术与方法作一
介绍。

1 资料与方法
1． 1 标本来源 人子宫内膜组织标本来自皖南医

学院附属弋矶山医院妇产科。术中无菌条件下采集
组织标本后置于存有样本保存液的无菌无 ＲNA 酶
的离心管内，4℃冰箱过夜后转入干燥离心管中，
－ 20℃低温冰箱保存。
1． 2 方法
1． 2． 1 实验标本的处理 切片前用医用纱布包裹
组织标本，吸干组织表面水分。
1． 2． 2 包埋 从冰冻切片机的机箱中取出包埋托，
用纱布擦除表面冰霜。在包埋托上铺一层 OCT 包
埋剂( 德国徕卡产品) ，放入机箱内待其凝固后修

平。将吸干的子宫内膜组织标本切成 0． 2 ～ 0． 4 cm
厚，切面向上平铺在包埋托近边缘处( 图 1，传统方
法是将组织平铺在包埋托中心处) ，再用 OCT 包埋
剂在包埋托上覆盖一层并将组织完全包埋在内。
1． 2． 3 切片 包埋托含有组织的部位在下固定在
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冻头上，将组织削平至组织面最大为宜 ( 图 1A) 。
切片时右手摇动转轮控制切片速度，左手用毛刷轻

按切片边缘部分，边切边拉，待切片即将与包埋托分

离时，停止切片( 切片与包埋托分离易出现卷曲，不

利贴片，图 1B) ，将切片粘附在玻片的中央( 传统方
法固定好包埋托后，把防卷板调试切片最佳状态，然

后切片) 。重复此操作，尽量在玻片上多贴一些组
织切片。
1． 2． 4 样本保存液处理、乙醇固定 滴加样本保存
液覆盖玻片含有组织的部位，室温孵育 4 min，0． 1%
DEPC水洗数秒。切片用梯度酒精固定，无水乙醇
30 s，95%乙醇 30 s，70%乙醇数秒，0． 1% DEPC 水
洗数秒( 传统方法不经样本保存液处理，直接酒精

甲醛固定) 。

A．固定包埋托; B．切片方式。

图 1 冰冻切片的制作

1． 2． 5 染色 此过程所有需配制的试剂均用高温
高压灭菌的 0． 1% DEPC 水配制。①将固定后的切
片放入苏木素染液染核 1 ～ 2 min，0． 1% DEPC 水洗
30 s。②伊红染色 2 s，0． 1% DEPC 水洗数秒。③
70%、95%、100%的乙醇分别脱水 10 s、30 s、30 s。
④二甲苯Ⅰ、Ⅱ各透明 10 s。吹风机冷风吹干后，立
即进行 LCM( 传统染色试剂的配置均用蒸馏水，切
片的清洗也用蒸馏水。在苏木素染核后还有盐酸分
化，氨水返蓝两步) 。

2 结果
2． 1 切片的比较及目标细胞的捕获 样本保存液
处理的子宫内膜组织经此染色过程所制冰冻切片，

在 ABI Arcturus XT LCM仪器( 美国 ABI 公司) 显微
镜下观察，染色效果虽不及传统染色方法，但组织结

构完整，细胞形态可分辨( 图 2A、B) 。按上述改良
过的切片过程和染色方法，样本保存液处理的子宫

内膜组织所制的冰冻切片，经 LCM顺利捕获到上皮
目标细胞( 图 3) 。

A．传统切片染色; B．改良后的切片染色。

图 2 改良前后子宫内膜组织切片图( HE ×400)

A．捕获前的切片; B．捕获后的切片; C．帽子上捕获的目的细胞。

图 3 LCM捕获结果( HE ×100)

2． 2 两种切片 ＲNA 含量的比较 利用 LCM 技术
从 12 例子宫内膜组织标本所制的两种切片上捕获
相同数量上皮细胞。相同条件下，提取细胞内总
ＲNA，qＲT-PCＲ方法检测目标基因 β-actin 的表达。
采用 SPSS18． 0 进行统计分析，传统切片组的平均
CT值为( 21． 76 ± 3． 80 ) HU，改良后切片组平均 CT
值为( 18． 38 ± 3． 50) HU，t = 2． 26，P ＜ 0． 05，两组之
间差异有统计学意义。传统切片捕获后检测到的
CT值较改良后切片 CT 值大，即传统切片所对应的
初始模板 cDNA量比较低，说明从传统切片上所取
细胞中 ＲNA 含量比从改良后切片上所取细胞中
ＲNA含量低。

3 讨论
LCM技术是近几年发展起来的新兴技术，能在

显微镜下观察特异性组织和细胞，在基本不损伤细

胞内蛋白质、DNA和 ＲNA 的条件下，从细胞群中分
离出纯细胞群或单一细胞，成功解决了细胞异质性

问题［5 － 8］。冰冻切片的制作是 LCM 技术中关键的
一步，切片质量的好坏直接影响 LCM对目标细胞的
捕获及后续试验结果的准确性。
冰冻切片中冰晶的形成，易在切片中形成空白

区，细胞内空泡增多，使组织结构不易分辨。经样本
保存液处理的组织标本通常含水量大，易形成冰晶。
切片前，用干纱布将组织表面水分吸干。这样在很
大程度上避免了因组织水分过多，冷冻后冰晶过多

现象。LCM冰冻切片要尽量将切片含有组织的部
位粘附在玻片中央，这样有利于 LCM 中帽子的放
置。在不能连续切片的情况下，按照常规用玻片直

( 下转第 21 页)
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检测器原理、流动相比例和衍生试剂的不同等因素
合理选择检测波长。
由于丙戊酸钠自身在紫外条件下无吸收，必须

经历酸化、萃取、衍生化后才能在紫外波长下有吸
收，因此合理选择酸化剂、萃取剂和衍生化催化剂直
接关系检测结果。值得一提的是本实验观察到乙醚
作为萃取剂时，由于其挥发性强、毒性大等特点，与
正己烷作为萃取剂相比得到的峰型较小，而正己烷

可以达到萃取完全、损失少、相对安全的效果。在实
验水浴催化衍生化阶段，三乙胺作为催化剂加入体

积为 20 μL，当增加三乙胺加入的量为 50 μL和 100
μL时［8 － 9］，其实验结果并无改善，因此可选择节约

的试剂成本。有文献显示实验在衍生阶段选择
50℃水浴 10 min［10］，结果发现主峰峰面积较小，且
与内标峰面积比不稳定、波动大，可能是水浴反应不
完全造成。最后，本实验选择 55℃水浴 15 min后通
入氮气并继续水浴直至溶剂挥发干，相对于自然挥

发和水浴完全后再吹干，本实验采用的方法溶剂挥

发完全浓缩好，且用时短一般 3 min 左右，降低了衍
生物质接触空气被氧化变质的风险，同时节省了氮

气资源。因此本法适用于本院丙戊酸钠血药浓度检
测，同时实验结果可靠、准确度高、重复性好和节约

实验室成本，可为临床合理用药提供参考。
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接去粘附切片时，要将切片含有组织的部位贴在玻

片的中央，冻头恰好阻碍了此操作过程。为此我们
将组织包埋在包埋托的近边缘处，将包埋托含有组

织的部位在下固定在冻头上，如此切出的切片含有

组织的部位与冻头的距离拉远了，有利于将切片含

有组织的部位贴在玻片的中央。
在冰冻切片中，防卷板对切片也会产生很大影

响。每次切片都要对防卷板进行调试，如果调试不
当，很难切出平整的切片。本实验在制作切片时，放
弃使用防卷板，采用边切边用毛刷轻轻按住切片边

缘向后拉的方式切片。省去了每次切片都要对防卷
板的调试过程，缩短了切片时间。

LCM冰冻切片所有染色试剂的配制均用高温
高压灭菌的 DEPC 水配制，保证切片在染色过程中
不被 DNA酶、ＲNA 酶污染。同时在不影响切片观
察和细胞筛选的情况下，省去了传统切片染色中分

化和返蓝两步，缩短了染色时间。本实验通过对传
统切片制作过程与染色上的改进，不仅成功制作出

了经样本保存液处理的子宫内膜组织标本的冰冻切

片，同时简化了切片和染色过程，缩短了制片时间，

制作出更符合 LCM要求的冰冻切片。
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