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摘 要：【目的】　探讨环保型试剂与传统试剂在组织处理、组织切片、苏木精-伊红（HE）染色、特殊染色及免疫

组化中的应用效果。【方法】　选取小鼠及新西兰兔的胰腺、肾脏、脾脏、肝脏、肺、骨骼肌、心脏组织，随机分为传统组

（A组）、环保试剂Ⅰ组（B组）、环保试剂Ⅱ组（C组）。对三组组织处理后进行石蜡切片、HE染色、磷钨酸苏木素染

色、Mallory三色染色，胰腺组织切片进行免疫组化检测胰岛素蛋白。评估指标包括：组织形态完整性、包埋操作性、

切片质量以及染色效果。【结果】　三组样本在固定效果、包埋操作、切片质量等方面无明显差异。经HE染色后，各

组组织核质染色鲜艳、对比清晰，优良率分别为A组 98%、B组 99%、C组 97%，差异无统计学意义（A vs. B，P=0.561；
A vs. C，P=0.651）。在磷钨酸苏木素染色中，A组和C组的横纹肌及胶原纤维结构对比清晰、染色鲜艳，B组存在染

色不均等问题。优良率分别为A组 100%、B组 10%、C组 95%，A组与B组差异有统计学意义（P＜0.01），A组与C组

差异无统计学意义（P=0.311）。在 Mallory三色染色中，A组和 B组的效果优于 C组。优良率分别为 A组 95%、B组

90%、C组 15%，A组与C组差异有统计学意义（P＜0.01），A组与B组差异无统计学意义（P=0.548）。免疫组化结果

显示，A组背景干净，无非特异性染色，B组和C组存在明显的非特异性染色，组间非特异性染色率差异有统计学意

义（A vs. B，5% vs. 100%，P＜0.01； A vs. C，5% vs. 100%，P＜0.01）。【结论】　在HE制片中，环保型试剂的组织固定效

果良好，HE染色效果与传统试剂的相当，能满足教学的需求。特殊染色中，B组、C组分别在Mallory三色染色、磷钨

酸苏木素染色中的表现较佳。但环保型试剂在免疫组化中存在非特异性问题，有待进一步优化。
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Abstract：【Objective】 To explore the application effects of environmentally friendly reagents versus traditional 
reagents in tissue processing， paraffin sectioning， hematoxylin-eosin （HE） staining， special staining， and 
immunohistochemistry.【Methods】 Pancreatic， renal， splenic， hepatic， pulmonary， skeletal muscle， and cardiac tissues 
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were collected from mice and New Zealand rabbits， and randomly divided into a traditional group （Group A）， an 
environmentally friendly reagent I group （Group B）， and an environmentally friendly reagent Ⅱ group （Group C）. The 
processed tissue sections from all three groups were subjected to paraffin sections， HE staining， phosphotungstic acid-
hematoxylin staining， and Mallory trichrome staining. The pancreatic tissue sections were subjected to 
immunohistochemical detection of insulin protein. Evaluation criteria included tissue morphological integrity， embedding 
operability， section quality， and staining effects.【Results】 No significant differences were observed among the three 
groups of samples in terms of fixation efficacy， embedding operations， and section quality. After HE staining， all groups 
exhibited bright nuclear and cytoplasmic staining with clear contrast， with excellent-and-good rates of 98%， 99%， and 
97% for Groups A， B， and C， respectively， showing no statistically significant differences （A vs. B， P=0.561； A vs. C， 
P=0.651）. In phosphotungstic acid-hematoxylin staining， Groups A and C showed clear structural contrast and bright 
staining for striated muscle and collagen fibers， whereas Group B exhibited uneven staining. The excellent-and-good rates 
were 100%， 10%， and 95% for Groups A， B， and C， respectively， with significant differences between Group A and 
Group B （P＜0.01） but no statistical difference between Group A and Group C （P=0.311）. In Mallory trichrome staining， 
Groups A and B outperformed Group C. The excellent-and-good rates were 95%， 90%， and 15% for Groups A， B， and 
C， respectively， with significant differences between Group A and Group C （P＜0.01）， but no statistical difference 
between Group A and Group B （P=0.548）. Immunohistochemical results showed that Group A had a clean background 
with no non-specific staining， while Groups B and C exhibited significant non-specific staining， with statistically 
significant differences in non-specific staining rates between the groups （A vs. B， 5% vs. 100%， P＜0.01； A vs. C， 5% 
vs.100%， P＜0.01）.【Conclusion】 In HE staining， environmentally friendly reagents demonstrated effective tissue fixation 
and staining results comparable to traditional reagents， meeting the teaching requirements. For special staining， Group B 
and Group C performed better in Mallory trichrome staining and phosphotungstic acid-hematoxylin staining， respectively. 
However， environmentally friendly reagents exhibited non-specific staining issues in immunohistochemistry， where 
further optimization is required.

Key words： environmentally friendly reagents； paraffin section； HE staining； special staining； 
immunohistochemistry

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2026，47（3）：509-517］

组织制片是组织学与胚胎学、病理学的重要教

学内容，也是科研中常用的关键技术。然而其操作

过程中常用的甲醛、二甲苯、中性树胶等有毒试剂，

对操作者及环境构成了严重威胁。甲醛是一种常

用的组织固定液，其具有较强的组织渗透力、组织

形态固定良好、价格便宜等优点［1］。然而，甲醛具

有致癌性和致畸性，急性暴露会对眼睛、皮肤、上呼

吸道等产生刺激、致敏作用，甚至导致急性中毒［2］。

长期接触甲醛则可能对人体神经系统、呼吸系统、

免疫系统造成严重损伤［3］。Cammalleri等［4］收集了 
2004 年 1 月 1 日至 2019 年 9 月 30 日期间发表的

43 篇关于甲醛职业暴露风险的研究，指出大体解

剖实验室和病理实验室等是甲醛暴露风险最高的

职业场所。二甲苯作为目前应用较为广泛的一种

透明剂、脱蜡剂，以及中性树胶的溶剂，尽管价格低

廉且效果显著，但长时间接触同样会损伤神经系

统、血液系统、呼吸系统及皮肤等［5-7］。鉴于甲醛和

二甲苯的严重危害，寻找毒性更低且效果相当的新

型环保试剂，以降低对实验技术人员及学生的健康

风险，已成为迫切需求。本研究旨在系统对比评估

环保型试剂与传统试剂在组织处理、HE染色、特殊

染色及免疫组化中的应用效果，筛选甲醛、二甲苯

和中性树胶的替代方案，以期将其应用于实验教学

中，从而改善实验教学生态，为师生创造一个安全、

环保的实验环境。

1 材料与方法

1.1　实验动物

实验选用 6~8周龄的健康 SPF级昆明小鼠，性

别不限，18~22 g，由中山大学实验动物中心提供

（生产许可证号：SCXK（粤）2021-0029）；9~11周龄

的健康普通级新西兰兔，性别不限，2.1~2.5 kg，由
中山大学实验动物中心提供（生产许可证号：SCXK
（粤）2019-0023）。本研究中的实验动物已获中山

大学实验动物中心批准（批准号：SYSU-IACUC-
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2025-002212，SYSU-IACUC-2025-000626），整个

实验过程中严格遵循动物伦理规范。实验动物由

动物中心统一饲养，可自由获取水和食物，饲养环

境维持在12 h 光照-黑暗循环、恒温恒湿条件下。

1.2　仪 器

石 蜡 切 片 机（达 科 为 MT1），组 织 包 埋 机

（Thermo HistoStar），组织脱水机（Thermo Excelsior 
AS），切片扫描仪（Motic Easyscan 1）。

1.3　试 剂

甲醛（广州牌）、FineFIX固定液（Milestone）、组

织固定液（无醛，九州柏林）、二甲苯（广州牌）、环保

型脱蜡透明液（Servicebio）、改良Harris苏木素染色

液（麦克林）、伊红（SIGMA）、体积分数 1%盐酸酒精

（BASO）、环保型封片胶（BASO）、中性树胶（上海懿

洋）、无水乙醇（广州牌）、磷钨酸苏木精试剂盒（迪

普曼）、重铬酸钾（广州牌）、醋酸（麦克林）、苯胺蓝

（源叶生物）、橙黄G（索莱宝）、磷钼酸（麦克林）、酸

性品红（麦克林）、Anti-Insulin/INS Antibody（博士

德，BM4310）、兔 IgG两步法免疫组化试剂盒（博士

德，SV0002）、DAB 显色试剂盒（博士德，AR1027）、

0.01 mol/L 柠檬酸盐缓冲液、PBS-Tween-20 溶液、

PBS溶液。

主要试剂的配制：①重铬酸钾醋酸液：重铬酸

钾 2.5 g+醋酸 5 mL+蒸馏水 95 mL，溶解、混匀即可。

②苯胺蓝橙黄 G 液：苯胺蓝 0.5 g+橙黄 G 2 g+磷钼

酸1 g+蒸馏水100 mL，搅拌溶解。

试剂分组：①传统组（A组）：固定液：体积分数

10% 福尔马林固定液；脱水试剂：梯度乙醇；透明

液：二甲苯；封片胶：中性树胶。②环保试剂Ⅰ组

（B组）：固定液：FineFIX固定液；脱水试剂：梯度乙

醇；透明液：环保型脱蜡透明液；封片胶：环保型封

片胶。③环保试剂Ⅱ组（C 组）：固定液：九州柏林

组织固定液（无醛）；脱水试剂：梯度乙醇；透明液：

环保型脱蜡透明液；封片胶：环保型封片胶。

1.4　方 法

1.4.1 组织固定、脱水、透明、浸蜡 将小鼠/新西

兰兔处死后，立即对胰腺、肾脏、脾脏、肝脏、肺、骨

骼肌、心脏进行取材，将组织随机分至传统组（A
组）、环保试剂Ⅰ组（B 组）、环保试剂Ⅱ组（C 组）。

A 组用体积分数 10% 福尔马林固定液进行组织固

定 40 h，随后依次进行梯度乙醇脱水、二甲苯透明

及 58 ℃组织浸蜡。B组和C组分别使用FineFIX 固
定液和九州柏林组织固定液（无醛）进行组织固定

40 h，经梯度乙醇脱水后，使用环保型脱蜡透明液

替代二甲苯进行组织透明，最后58 ℃浸蜡。

1.4.2 石蜡包埋、切片 利用组织包埋机将组织包

埋制作成蜡块，用石蜡切片机对蜡块进行切片，厚

度为4 μm。

1.4.3　HE 染色　取小鼠胰腺、肾脏、脾脏、肝脏、

肺，按 1.4.1、1.4.2 流程进行组织固定、脱水、透明、

浸蜡、包埋和切片，每组 100 张切片，随后进行 HE
染色。染色流程如下：①将A组切片使用二甲苯常

规脱蜡至水，B、C 组使用环保透明脱蜡液脱蜡至

水。②苏木素染色 10 min，蒸馏水洗 10 s。③体积

分数 1% 盐酸酒精分化 5 s。④流水冲洗 30 min。
⑤5 g/L 伊红水溶液染色 5 min，蒸馏水洗 10 s。⑥
常规梯度乙醇脱水。⑦A 组经二甲苯透明后用中

性树胶封片，B、C组经环保透明脱蜡液透明后用环

保封片胶封片，切片扫描仪扫描。

1.4.4　特殊染色　（1）磷钨酸苏木素染色：取小鼠

骨骼肌，按 1.4.1、1.4.2流程进行组织固定、脱水、透

明、浸蜡、包埋和切片，每组 20张切片，随后进行磷

钨酸苏木素染色。染色流程如下：①将A组切片使

用二甲苯常规脱蜡至水，B、C组使用环保透明脱蜡

液脱蜡至水。②将高锰酸钾溶液与硫酸溶液等比

例混合，滴到组织上，氧化 5 min，蒸馏水洗 1 min。
③滴加草酸溶液漂白 1~2 min，蒸馏水洗 2 min。④
滴加磷钨酸苏木精溶液，45 ℃ 3~4 h。⑤体积分数

95%乙醇溶液迅速洗去染液，无水乙醇脱水。⑥A
组经二甲苯透明后用中性树胶封片，B、C组经环保

透明脱蜡液透明后用环保封片胶封片，切片扫描仪

扫描。

（2）Mallory 三色染色：取新西兰兔心脏，按

1.4.1、1.4.2流程进行组织固定、脱水、透明、浸蜡、包

埋和切片，每组 20张切片，随后进行Mallory三色染

色。染色流程如下：①将A组切片使用二甲苯常规脱

蜡至水，B、C组使用环保透明脱蜡液脱蜡至水。②
重铬酸钾醋酸液处理约 10 min，流水冲洗 2 min，蒸
馏水稍洗。③移入5 g/L酸性品红水溶液浸5~8 min，
蒸馏水稍洗。④入苯胺蓝橙黄G液浸染10~20 min。
⑤分色：切片直接用体积分数 95%乙醇溶液分色，

镜检细胞核呈红色，胶原纤维蓝色，对比清晰为止，

约需 2~4 min；无水乙醇脱水。⑥A 组经二甲苯透

明后用中性树胶封片，B、C组经环保透明脱蜡液透

明后用环保封片胶封片，切片扫描仪扫描。

1.4.5　免疫组化　取小鼠胰腺组织，按 1.4.1、1.4.2
流程进行组织固定、脱水、透明、浸蜡、包埋和切片，

每组 20 张切片，随后进行免疫组化。免疫组化流
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程如下：（1）将A组切片使用二甲苯常规脱蜡至水，

B、C组使用环保透明脱蜡液脱蜡至水。（2）按照An⁃
ti-Insulin/INS Antibody、兔 IgG 两步法免疫组化试

剂盒、DAB显色试剂盒说明书进行免疫组化。（3）苏

木素复染细胞核 3~10 s，流水冲洗 5~10 min，常规

梯度乙醇脱水。（4）A 组经二甲苯透明后用中性树

胶封片，B、C组经环保透明脱蜡液透明后用环保封

片胶封片，切片扫描仪扫描。

1.4.6 染色评价标准 ①HE染色及特殊染色评分

标准：细胞结构清晰（3 分）、核质对比分明（3 分）、

染色鲜艳（2分）、透明度良好（2分）。分值 9~10分

为优秀，7~8 分为良好，≤6 分为不合格。优良率=
（优秀切片数+良好切片数）/总切片数×100%。②
免疫组化非特异性染色率：镜下观察，以胰岛处出

现棕褐色，非胰岛区域无棕褐色为阳性结果；以胰

岛处出现棕褐色，非胰岛区域亦出现棕褐色为非特

异性染色结果。非特异性染色率=非特异性染色切

片数/总切片数 x 100%。

1.5　统计学分析

数据采用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，组

间比较采用卡方检验。以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结 果
2.1　环保试剂对组织固定、包埋、切片质量的影响

A、B、C 三组的组织经固定后均表现出良好的

固定效果，组织质感较硬而富有弹性。组织经九州

柏林组织固定液（无醛）固定后，色泽偏白。随后，

组织统一进行常规脱水处理，脱水后组织硬度适

中，易于后续包埋操作。透明后，组织呈透明状，无

白色浑浊物质。切片时，大部分组织均容易切出

4 μm 切片，切片厚薄均匀，无皱褶，但个别组织偶

有裂缝（表1）。

2.2　环保试剂与传统试剂 HE 染色结果对比

经 HE染色后，三组小鼠组织的细胞核被染成

蓝色，胞质被染成红色，结构均对比清晰、染色鲜

艳、透明度好，充分显示出相应的组织细胞结构，达

到优质 HE 切片的要求（图 1）。HE 染色质量评价

结果显示，A、B、C三组试剂的 HE染色优良率分别

为 98%、99%、97%，环保试剂组与传统组相比差异

无统计学意义（A vs. B， χ2=0.338，P=0.561； A vs. 

C， χ2=0.205，P=0.651；表2）。

2.3　环保试剂与传统试剂特殊染色结果对比

2.3.1　磷钨酸苏木素染色　A 组和 C 组染色效果

较佳，横纹肌的横纹呈深蓝色，胶原纤维呈棕红色，

能较好地显示横纹肌和胶原纤维的结构，对比清

晰、染色鲜艳、透明度好。B 组的部分横纹肌蓝色

过深偏黑，横纹结构不清晰，部分横纹肌偏红，染色

不均，难以与胶原纤维区分（图 2）。磷钨酸苏木素

表 1　三组试剂组织固定、包埋、切片质量比较

Table 1　Comparison of tissue fixation， embedding and sectioning quality among three groups 

Tissue mor⁃
phology after 
fixation

Transparency

Embedding

Paraffin 
section

A
Fixed well， with a hard and elastic 
texture； Color brown or gray white

The tissue is transparent without any 
white turbid substances

Normal hardness， easy to embed

Easy to cut 4 μm slices， uniform 
thickness， no wrinkles， occasional 

cracks in some tissues

B
Fixed well， with a hard and 

elastic texture； Color brown or 
gray white

The tissue is transparent with⁃
out any white turbid 

substances
Normal hardness， easy to 

embed
Easy to cut 4 μm slices， uni⁃
form thickness， no wrinkles， 
occasional cracks in some tis⁃

sues

C
Fixed well， with a hard and elastic orga⁃
nizational texture； The color is grayish 

white with a hint of whiteness
The tissue is transparent without any 

white turbid substances

Normal hardness， easy to embed

Easy to cut 4 μm slices， uniform thick⁃
ness， no wrinkles， occasional cracks in 

some tissues
 A： traditional group； B： environmentally friendly reagent I group； C： environmentally friendly reagent Ⅱ group.
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染色质量评价结果显示，A、B、C三组试剂的 HE染

色优良率分别为 100%、10%、95%，A组与B组试剂

的优良率差异有统计学意义（χ2=32.737，P＜0.01），

而 A组与 C组试剂的优良率差异无统计学意义（χ2

=1.026，P=0.311；表2）。

2.3.2　Mallory 三色染色　A 组和 B 组染色效果较

佳，胶原纤维呈蓝色，肌纤维呈红色，细胞核呈橙红

色，能较好地显示胶原纤维和肌纤维的结构，对比

清晰、染色鲜艳、透明度好。C组染色效果不佳，整

体较为模糊，对比不清晰（图 3）。Mallory三色染色 

质量评价结果显示，A、B、C三组试剂的 HE染色优

良率分别为 95%、90%、15%，A 组与 C 组试剂的优

良率差异有统计学意义（χ2=25.859，P＜0.01），而 A
组与 B 组试剂的优良率差异无统计学意义（χ2=
0.360，P=0.548；表2）。

 A: traditional group; B: environmentally friendly reagent I group; C: environmentally friendly reagent Ⅱ group. Pancreas, kidney, liver, lung 
(magnification x200)，spleen (magnification ×100) .

图 1　小鼠组织 HE 染色结果

Fig.1　HE staining results of mouse tissues

 A: traditional group; B: environmentally friendly reagent I group; C: environmentally friendly reagent Ⅱ group. Magnification ×400.
图 2　小鼠骨骼肌组织磷钨酸苏木素染色结果

Fig.2　Results of phosphotungstic acid-hematoxylin staining in mouse skeletal muscle tissue
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2.4　环保试剂与传统试剂免疫组化结果及非特异

性染色率分析

A组的胰岛细胞被染成棕褐色，而其他部位未

被染成棕褐色，背景干净，无非特异性染色。而 B
组和 C 组的胰岛细胞及其周围区域均被染成棕褐

色或浅棕色，存在非特异性染色（图 4）。A、B、C三

组试剂的免疫组化非特异性染色率分别为 5%、

100%、100%，传统试剂与环保试剂的非特异性染

色率差异有统计学意义（A vs. B， χ2=36.190，P＜

0.01； A vs. C，χ2=36.190，P＜0.01；表3）。

3 讨 论
固定是制作石蜡切片的关键步骤，良好的固定

液应是具有较强的组织渗透力，适中的组织硬度，

良好的形态保存能力，染色后清晰的细胞组织结构

展示能力。甲醛是应用最为广泛的固定液，然其对

实验操作人员及学生的毒性问题不容忽视。传统

上，二甲苯常被用于组织透明、石蜡切片脱蜡和透

 A: traditional group; B: environmentally friendly reagent I group; C: environmentally friendly reagent Ⅱ group. Magnification ×100.
图 3　兔心肌组织 Mallory 三色染色结果

Fig.3　Mallory trichrome staining results of rabbit myocardial tissue

表 2　三组试剂 HE 染色及特殊染色质量分析

Table 2　HE staining and special staining quality analysis among three groups 

Staining method
Group
Total number of slices
Excellent
Good
Unqualified
Excellent-and-good rate/%
χ2

P value

HE staining
A

100
91
7
2

98

B
100
90
9
1

99
0.338
0.561

C
100
94
3
3

97
0.205
0.651

phosphotungstic acid-hema⁃
toxylin staining

A
20
18
2
0

100

B
20
0
2

18
10

32.727
＜ 0.01

C
20
15
4
1

95
1.026
0.311

Mallory trichrome staining
A
20
16
3
1

95

B
20
14
4
2

90
0.360
0.548

C
20
0
3

17
15

25.859
＜ 0.01

 A： traditional group； B： environmentally friendly reagent I group； C： environmentally friendly reagent Ⅱ group.

 A: traditional group; B: environmentally friendly reagent I group; C: environmentally friendly reagent Ⅱ group. Magnification ×400.
图 4　兔胰腺组织免疫组化结果

Fig.4　Immunohistochemical results of rabbit pancreatic tissue
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明以及中性树胶的溶剂。然而，二甲苯的危害远不

止对神经系统、血液系统、呼吸系统及皮肤的损

伤［5-7］，Mohammadzadeh 等［8］通过荟萃分析发现，二

甲苯等苯系物直接或间接损害精子活力、DNA 完

整性和形态，进而对男性生殖功能产生不良影响。

因此，寻找甲醛、二甲苯、中性树胶的替代品以改善

实验教学质量，是重要的课程改革内容之一。

本研究发现，新型环保固定液在固定效果、包

埋操作及切片质量等方面与甲醛相比无明显差异。

经 HE 染色后，环保试剂Ⅰ组（B 组）和环保试剂Ⅱ
组（C 组）的组织核质染色鲜艳、对比清晰，与传统

组（A 组）效果相当，能达到优质 HE 切片的要求。

在特殊染色中，环保型试剂表现呈现差异性：磷钨

酸苏木素染色中，C组的横纹肌和胶原纤维结构对

比清晰、染色鲜艳，而B组存在蓝色过深偏黑，结构

模糊，局部偏红，染色不均问题； Mallory 三色染色

中，B 组能较好地显示胶原纤维和肌纤维的结构，

而C组片子模糊、组织结构不清晰。特殊染色的结

果提示，不同类型的环保型试剂（特别是固定液的

种类）并不通用于所有特殊染色实验中，需进行相

关测试选择适当的试剂组合或优化参数以达到最

佳的染色效果。免疫组化结果显示，B组和C组均

存在非特异性染色。总体而言，环保型试剂在 HE
染色中表现优异，能满足教学需求；在特殊染色，需

针对性选择适配的试剂组合；而在免疫组化中，则

需进一步优化实验条件。环保型试剂的使用，将显

著减少传统有毒试剂在形态学实验室日常教学及

制片中的使用，推动形态学实验室的绿色化转型。

在国外，科研人员早已开始探索低毒固定液作

为甲醛的替代品。近年来，国内外也陆续有关于无

醛固定液的研究报道［9-11］，然而，这些替代品种类繁

多，且尚未得到大量应用检验。FineFIX 是一款无

醛水基浓缩固定液，工作液需用乙醇稀释。研究发

现，FineFIX 固定液在维持核酸完整性上表现出一

定优势，在组织化学染色、原位杂交等方面也可与

甲醛固定液相媲美［12-14］。九州柏林组织固定液（无

醛）以醇溶试剂为主，在胸水细胞、人体病理组织等

多种组织固定中均有报道［15-17］。乙醇通过脱水作

用间接促进细胞结构的稳定，但其硬化组织及导致

核染色不良的缺点限制了单独使用。而FineFIX和

九州柏林组织固定液（无醛）为醇类多元试剂，其低

毒性添加剂配方克服了使用纯乙醇或乙醇基固定

剂 常 见 的 缺 点 。 此 外 ，环 保 型 脱 蜡 透 明 液

（Servicebio）与石蜡相容性好，无色无味且挥发速

率极低，在近年研究中多见应用［18-19］。环保型封片

胶不含二甲苯等有害有机溶剂，以环保型的烷烃类

化合物作为溶剂，与树胶比例加热溶解混匀而成，

切片透明度高且不影响染色稳定性，已在临床病理

中应用［20-21］。本研究中，B 组（99%）和 C 组（97%）

HE切片细胞结构清晰、染色鲜艳、核质对比分明、

透明度良好，验证了环保试剂在 HE 染色中的可

行性。

特殊染色作为 HE染色的补充，是形态学实验

教学和临床病理诊断的重要技术之一。DeJarnatt
等［22］用犬类和猫类的睾丸、卵巢和子宫组织，对乙

二醛和甲醛的固定效果进行了比较，发现乙二醛在

胶体铁染色、网质纤维银染色、瑞氏染色和 PAS 染
色等特殊染色中与甲醛效果相当。信芳杰等［23］和

苗金红等［24］使用格林 GS 新型环保试剂系列进行

特殊染色时，发现环保试剂在多种特殊染色中效果

良好，能应用于病理诊断。本研究选取了磷钨酸苏

木素染色和 Mallory 三色染色进行验证，发现两种

方法均可筛选出适配的环保试剂组合，但同时也暴

露出特定问题：B组在磷钨酸苏木素染色中出现的

横纹肌染色过深，以及 C 组在 Mallory 三色染色中

的结构模糊现象。以醇类为基础的固定液在特殊

表 3　三组试剂免疫组化非特异性染色率分析

Table 3　Analysis of non-specific staining rates in immunohistochemistry among three groups 

Group
A
B
C

Total number of 
slices

20
20
20

Specific staining
19
0
0

Non-specific 
staining

1
20
20

Non-specific 
staining rate/%

5
100
100

χ2

36.190
36.190

P

＜ 0.01
＜ 0.01

 A： traditional group； B： environmentally friendly reagent I group； C： environmentally friendly reagent Ⅱ group.
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染色上不具备普适性，可能与固定时间过长相关。

本研究立足于实验教学，考虑到学生的课程安排故

选取 40 h的通用固定时间，后续可缩短环保固定液

的固定时间、调整染色时间及温度等以改进染色

效果。

在免疫组化上，以乙醇为基础的固定液的应用

效果仍存在争议。部分研究［14， 25-26］证实 FineFix 固

定液在 HBME-1、CK19、细胞表面蛋白、细胞角蛋

白和 Erα 等抗体的检测中表现良好。但 Hanley
等［27］发现乙醇固定后的人乳腺癌细针穿刺细胞块

中PR表达水平异常，HER2的阳性率也偏高。本研

究中，针对小鼠胰腺组织的胰岛素免疫组化检测显

示，FineFix 组和九州柏林组在胰岛细胞周围甚至

非胰岛区域存在大片非特异染色。为提高环保试

剂在免疫组化上的普适性，除上文提到缩短固定时

长，抗原修复强度可能也是需要调整的重要因素之

一。尽管有研究将以醇类为基础的固定液和甲醛

固定液的抗原修复条件等同化［26］，但乙醇对组织抗

原的封闭作用较甲醛弱，抗原修复过度可能导致假

阳性，有研究表明环保试剂是否需要进行抗原修复

及修复方式与靶标相关［28］。此外，还可通过降低一

抗的浓度、缩短一抗的孵育时间等以减少非特异

染色。

本研究初步验证了环保型试剂在形态学实验

教学中替代传统有毒试剂的可行性。在保证教学

质量的基础上，环保型试剂的使用不仅从源头上解

决了传统试剂对实验技术人员、教师和学生的危

害，还减少了对环境的污染。然而，环保型试剂在

制片过程也存在一些问题，如环保型固定液使用过

后的存放时间不如甲醛、多次固定后效果变差，环

保型脱蜡透明液多次使用后的脱蜡效果不如二甲

苯。因此，在使用环保型试剂时，需要定期观察固

定液的颜色变化、玻片的脱蜡效果，通过加强试剂

的更换频率、增加脱蜡液缸数等以保证制片效果。

另外，经成本分析：环保型脱蜡透明液和二甲苯价

格相当；环保封片胶的价格约为中性树胶的 2 倍，

但因其用量少，单玻片成本不高；环保固定液的价

格约为甲醛的 7倍，但其可循环使用特性大幅降低

了单组织块处理成本。更重要的是，传统试剂产生

的废气和废液污染不仅需要持续投入通风设备升

级和废液专业处理费用，更对实验人员健康构成

潜在威胁。在国家大力推进碳中和目标、践行“双

碳”战略的背景下，从源头控制实验室污染虽需承

担更高的初始投入，却能有效减少后期污染治理

成本，同步实现经济效益与生态效益的双重提升，

这正是绿色实验室建设的核心价值所在。展望未

来，我们计划将环保型固定液应用于实验教学中，

并收集学生的评价及建议，持续优化实验教学条

件，以期为师生创造一个更加安全、健康、环保的

实验环境。
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