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1.组织固定，为了保存组织细胞内和细胞外的蛋白质并且减缓组织降解过程（抑制酶降解蛋白质，掩盖酶的作用

位点使其不被识别防止降解的发生），固定的主要机制是：交联和凝结作用。

⚫ 交联作用：涉及蛋白质内部和之间共价键的

形成，使组织硬化，抵抗降解。

⚫ 凝结作用：使用化学溶剂，例如酒精进行脱

水，使得蛋白质的三维结构变形，从而蛋白

质的疏水区域会转移到表面。

凝结试剂可以让包埋试剂如石蜡渗入到组织内部

组织固定



最常用凝结试剂之一是福尔马林(甲醛溶于水得到)。

固定过程中甲醛连接到伯胺上：位于氨基酸谷氨酸和鸟

氨酸侧链上的氨基团，他们之间形成亚甲基桥的稳定交

联，这个过程形成缓慢，会持续一到两天。

在固定之前要注意几个问题：

⚫ 样品的扩散能力，固定试剂在组织内会以一定的扩散

速度扩散一定的距离，当福尔马林到达样品中心后还

需要一定时间来发生交联反应，因此样品的厚度应该

限制在4mm以内，以达到完全的固定；

⚫ 固定试剂的体积和PH值，试剂：样品=40：1（试剂

不会随着时间推移被耗尽），有些试剂需要在酸性条

件下作用，而福尔马林的最好作用条件是在里面加入

磷酸盐缓冲液来维持中心PH值，这样不会出现多余

的酸导致组织中出现假象结果。

组织固定



2.包埋组织（石蜡）：为了将样品支撑起来。

⚫ 选择的包埋试剂要和样品本身有相似的机械性能，过硬和过软都容易在切片过程中造成瑕疵。

⚫ 石蜡包埋之前要对样品进行脱水（乙醇代替组织中的水分），然后是二甲苯，最后是预热的石蜡（55℃）；石蜡进入到样

品后小心加入更多石蜡，让样品在模具上固定并支撑，下一步将样品置于组织盒中用于切片。

组织包埋-石蜡包埋



3.组织切片：将一个样品从包埋好模块切成薄块过程，用于光学显微镜切片通常厚度为4-10微米。

⚫ 准备切片时，先在切片机上固定好一个金属的、玻璃的或砖石的刀片，然后将样品放入样品池，

⚫ 接下来样品被移动到切割刀面，并沿刀片划过得到一个理想厚度切片，切片样品会形成薄带状，可将其放置于载玻片上；

组织掉片：使用粘附性载玻片（荧光），预防操作中组织脱落。

组织切片



对于石蜡包埋的样品，薄片要先放于预热的水浴中，然后将其从水中捞出，放在载玻片上晾干。

组织切片



⚫ 石蜡溶解：将切片置于 60 ℃ 烤片 60min。

⚫ 脱蜡：烤过后的切片迅速放入二甲苯中，2 次。

⚫ 梯度水化：100%、90%、80%、70% 的乙醇中各放置 5 min，蒸馏水放 5 min。

染色（各种染色包括荧光）-脱蜡

⚫ 注意：

①切片厚，室温低应增加脱蜡时间，
脱蜡不净是影响染色不良的重要
原因之一。

②硬组织荧光/组化烤4h以上避免脱
片，因为涉及抗原修复。

③石蜡包埋导致某些抗原位点结构
变化，要根据目标分子的特性，
分别选择热诱导修复（如柠檬酸
缓冲液蒸，微波或高压加热）、
酶法修复等。

④修复条件要优化，过度修复会损
伤组织，修复不足则信号弱或无。



• 苏木精染液

苏木精为碱性天然染料，可使细胞核着色。细胞核内染色

质的成分主要是DNA，在DNA的双螺旋结构中，两条核苷酸

链上的磷酸基向外，使DNA双螺旋的外侧带负电荷，呈酸性，

很容易与带正电荷的苏木精以离子键或氢键结合而被染色。

苏木精在碱性溶液中呈蓝色，所以细胞核被染成蓝色。

• 伊红染液

伊红染液是一种化学合成的酸性染料，在一定条件下可使

细胞浆着色。伊红在水中离解成带负电荷的阴离子，与胞浆

蛋白质带正电荷的阳离子结合，使细胞浆着色，呈现红色。

H&E染色



⚫ 苏木精染细胞核：苏木精，3 min，而后用蒸馏水洗去浮色。

⚫ 分化（去除背景）：1%的盐酸酒精分化液中分化30s→自来水Ⅰ，3 min→自来水Ⅱ，3min（反蓝）。

⚫ 伊红染细胞质：伊红染液，2 min，而后用蒸馏水洗去浮色。

⚫ 脱水：75%乙醇、85%乙醇、95%乙醇、100%乙醇中各1 min。

⚫ 透明：二甲苯Ⅰ，1 min→二甲苯Ⅱ，1 min。最后封片

H&E染色步骤



H&E染色-机染



Masson 染色

三色染色能选择性的显示胶原纤维和肌纤维。该法染色原理与阴离

子染料分子的大小和组织的渗透有关:分子的大小由分子量来体现，小分

子量易穿透结构致密、渗透性低的组织，而大分子量则只能进入结构疏

松的、渗透性高的组织。

结缔组织狭义上是指含有三种纤维，胶原纤维，网状纤维，弹力纤

维。胶原纤维是分布最广，含量最多的一种纤维。经过一系列研究发现

红细胞对阴离子染料的渗透性最小，肌纤维和胞质次之，而胶原纤维具

有最大的渗透性。酸性品红分子量小，而苯胺蓝分子量很大，因此染色

后红细胞呈橘黄色，核成蓝黑色，肌纤维呈红色，胶原纤维呈蓝色，主

要用于区分胶原纤维和肌纤维。

骨组织中的矿化基质主要成分为胶原纤维和无机盐，Masson三色染

色的第三色专门将胶原纤维结构染为蓝色或绿色，因此骨小梁、骨基质

清晰呈蓝色，便于与红色的肌肉和细胞质区分。



1. 烤片60℃ 1h,脱蜡至水。

2. 切片没在Bouin固定液中通风橱内室温过夜。(挥发剧毒,用后回收)

3. 流动自来水冲洗至无黄色,常规水中稍洗, 吸掉多余水分。

4. 浸染丽春红酸性复红液Biebrich Scarlet acid Fuchsin 10-15min。

5. 蒸馏水中稍洗, 吸掉多余水分。

6. 滴染Phosphomolybdic/Phosphotungstic Acid(1:1现配) 15-20min, 不洗, 吸掉多余液体。

7. 浸染苯胺蓝Aniline Blue 5min。

8. 蒸馏水中稍洗,吸掉多余水分。

9. 无水乙醇脱水,封片。

* 调整4/5, 7/8中染色/浸洗时间来调整红蓝的深浅

Masson 染色步骤



Masson 染色-试剂配制



图片处理-调色



图片处理-在线ps/PPT/其他软件

【在线PS】PS软件网页版，ps在线图片处理工具photopea-
稿定设计PS (gaoding.com)
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谢谢！
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