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牙齿和骨骼中含有大量无机钙盐，硬脆致密，难切易

碎。常规的牙齿骨骼石蜡切片方法需脱钙后变软才能切片，

这种切片不能对钙的分布等矿化程度进行观察研究。塑料包

埋是一种新兴的制片技术，能保留矿化结构进行组织病理形

态学观察。本文介绍甲基丙烯酸甲酯（ +):;<9 +):;=*-<9=:)，

>>?）包埋制片技术并对其方法进行探讨。

’ 方法

#’# 标本及固定

!因正畸需要拔除的人牙、不能保留的龋齿、恶性肿瘤

手术切除的含牙的颌骨，按唇舌方向将牙及牙周组织锯成

2 ++厚片，#0@甲醛固定。"大鼠及犬等动物实验标本，经

!@多聚甲醛血管灌注固定后取材。

5A. 脱水

先采用"0@乙醇8无水乙醇和正丁醇等量混合剂逐级脱

水，最后正丁醇彻底脱水。具体方法见参考文献B5C。
5A2 浸透

依次进行以下浸透：!5 95的>>?和无水乙醇$! ;；

">>? 5" 8$! ;；# ! 95 的 >>? 和 邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯

（ DE,F:<9G;:;=9=:)，(HI）.!82" ;；$>>? 3/ +J、(HI ./ +J
和无水过氧化苯甲酰（ ,)KL&<9G)-&MED)，HIN）$ O，于磁力搅

拌器搅拌28! ;，充分溶解混合均匀后，浸透2"8!3 ;，每天

抽真空58$ ;。

5’! 配制包埋剂

先去除>>?中的阻聚剂，方法是：将595的>>?和P@氢

氧化钠水溶液加入分液漏斗，充分震荡混合均匀，静止分层

后漏弃下层。如此反复2次，再用蒸馏水以同样方法洗2次，

去除氢氧化钠，然后往分液漏斗内加无水氯化钙，震荡混合

后放置数分钟，吸除水，滤纸过滤除氯化钙。

包埋剂的配制方法：取去除阻聚剂的>>? 30 +J，(HI
$0 +J，无水HIN ! O放入烧杯中。P0 :恒温磁力搅拌器搅

拌28! ;或更长时间至较粘稠，密封存于! :冰箱。使用前58
$ D配制，使用前取出待升至室温后再启封用，以免空气中

潮湿的气体流入带进水。

5’P 包埋聚合

将经固定、脱水、浸透后的标本置入平底、薄壁、洁

净、干燥和大小相适宜的小玻璃瓶内，切面朝下，标记编

号。然后加包埋剂，盖上胶盖，盖上插入针头，放在真空干

燥器内连接真空泵抽$ ;，! :冰箱放置5085" ;。为防止标

本 漂 浮 移 动 ， 用 针 头 或 牙 签 穿 过 瓶 盖 顶 住 标 本 ， 移 置

24 :温箱聚合。当包埋剂呈半聚合状态，但还未完全凝固

时取出固定标本的针头或牙签，再次加包埋剂至标本上方约

5$ ++处，盖上带针头的胶盖再抽真空$ ;左右，移回24 :温

箱聚合。$82 D即可凝固成透明的>>?包埋的组织块。用玻

璃刀或钻石笔或小砂轮片划割玻璃瓶后，敲碎玻璃瓶取出标

本包埋块即可进行切、锯或磨片。

5’" 切片、伸展、裱贴及染色

先用平板金属锉或电动砂轮锉磨包埋块表面至露出组织

平面。组织周围包埋剂过宽部分，用钢锯或电动砂轮锯磨

掉，以减少切片机和切片刀的磨损。将修整好的组织包埋块

固定在I&9<*=:硬组织切片机上，用(型钨钢刀削平切全后，

改用手动开关，并调整厚度为P %+，慢切慢退5次5片。为防

止切片卷曲或皱褶不易展平，用经!0@乙醇湿润后的载玻片

包装盒内的薄纸片贴在组织包埋块表面，手持纸片的另一端

随切片机同步移动，切出的切片即贴在纸片上。将组织切片

向上纸片朝下平放在!0 :温水表面上，轻轻抽动纸片，借

助乙醇与水混合反应所产生的表面张力，使切片与纸片分离

并漂浮在水面上。接着将切片捞贴在涂粘贴剂的洁净载玻片

上，再往切片上贴一塑料薄膜，用圆玻璃瓶或其他圆柱体从

切片中间向两侧滚压，驱赶出水和气泡，使切片与载玻片紧

密地裱贴在一起。将数张裱贴好的载玻片夹在一起，"0 :
以下温度烤干。

将 组 织 切 片 上 的 塑 料 薄 膜 取 下 ， 用 2 95 的 甘 油 和

0’05 +&9QJ的IHR封片（ GS 686’P），荧光显微镜检查。用于光

镜检查的切片，需经乙二醇乙醚乙酸酯脱塑后再用甲苯胺蓝

或改良的T&+&-E特殊染色法染色B.C。

5’4 锯片及磨片

对于不能制作切片的标本，如带金属种植体及其他口腔

材料的标本等，经>>?包埋后种植体等与组织凝固在一起，

可做锯片或磨片。用低速金刚石切割机安装上超薄金刚石锯

片，将标本连同金属种植体锯成500 %+厚的薄片，用落射

光偏光显微镜及扫描电镜进行观察和研究。锯片厚，细胞重

叠，应用范围有限。如果需要进行细胞学观察研究，可将锯
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片磨至#. !+左右。无锯片机可采取磨片法，手工磨片的方

法是先用砂轮机磨至/ ++厚，再将其中一面依次用粗油石

加液体石蜡、!00目、"00目、100目及2 000目的砂纸及细油

石加液体石蜡逐级磨平，细白绸布上磨光，洗涤精清水漂

洗，滤纸吸干表面水，无水酒精脱水并洗除液体石蜡片刻，

氯仿数分钟置换出酒精。玻璃板上放一滤纸，已磨好的标本

面向上放在滤纸上，往组织片上滴加$82的市售202胶和氯

仿，立即将洁净的载玻片放在组织片上，夹子夹住压平，数

分钟后粘贴牢固，接着手持载玻片用上述方法磨另一面至所

需厚度。

! 讨论

许多口腔医学研究都需要制作不脱钙的牙齿和骨骼的切

片、锯片或磨片，以观察研究牙齿骨骼的矿化程度、成骨情

况、有无新生骨形成等。而常规的牙齿骨骼石蜡切片法，需

脱钙后变软才能切片，不能对钙的分布等进行观察研究。

334包埋制片则可保留矿化结构以便进行组织病理形态学

观察研究。

$’2 组织脱水

334为疏水性包埋介质，溶于乙醇及正丁醇，微溶于

水，故组织需经脱水后浸透包埋。关于乙醇脱水时间的报道

差异甚大，最长为5" 6789，最短为!9" 67!9。笔者认为牙齿和骨

骼为坚硬致密的硬脆组织，含水量很少。故乙醇脱水时间不

宜太久，否则会引起组织过度收缩硬脆，导致切片困难甚至

切不成片。反之脱水不彻底，334不能充分地浸透到组织

里，也会影响切片质量。笔者采用乙醇正丁醇混合剂逐级脱

水和正丁醇彻底脱水不会引起组织过度收缩硬脆。

组织脱水后，是否使用二甲苯或氯仿浸透尚有争议。笔

者认为可以用#8#的无水乙醇和334或直接用334浸透即

可，勿需再用二甲苯或氯仿。因为334可与无水乙醇相混

溶，这样既经济又实用，还避免了苯对环境的污染和对健康

的危害。

:;: 包埋

笔者认为包埋时要注意以下事项："增塑剂的含量决定

334包埋的硬度，增塑剂少则硬，多则软。加速剂的多少

关系到334聚合的速度和质量，量大聚合快质量差，气泡

多；反之，聚合慢气泡少。包埋时根据标本和试剂的不同做

相应调整。#<=>是强氧化剂，为防止爆炸出厂时加入了

水，使用前需经温箱烘干才能使用。$334单体含对苯二

酚或氢醌或芳胺等阻聚剂，配制包埋剂用的334时需去除

阻聚剂才能聚合。另外还要洗除氢氧化钠和吸净水，否则会

影响聚合。%提纯去除阻聚剂后334约损失:.?左右，并且

聚合后体积也要缩小:#?，故计算包埋剂用量时要考虑到去

除阻聚剂和聚合体积缩小而需要增加的用量。&<=>较难溶

解，配制含<=>的浸透剂和包埋剂时需要恒温磁力搅拌器长

时间充分搅拌，待完全溶解后再存放:! 6才能使用。为此使

用时须提前#9: @配制。’配制浸透剂和包埋剂的温度不宜

超过"0 :，高温可引发爆聚成废品，另外聚合时的温度高

会导致包埋块硬脆不易切片。(浸透和包埋前减压抽真空，

可使浸透比较充分以避免或减少气泡，提高包埋质量。)
334易挥发，对健康有害，操作时应注意防护，尤其是减

压抽真空应在通风橱内进行。*334包埋剂溶解塑料制品，

故要用玻璃容器、量具和包埋模具。+包埋块遇高温则变软

甚至熔化，紫外线、超声波、辐射等能影响包埋块的性质。

故应将包埋块置入干燥器内密封闭光存放。

:’8 染色

经浸透、包埋、聚合进入组织和细胞内的334，与组

织和细胞的分子结合形成共价键，阻碍组织和细胞与染料结

合而染不上色。故有学者采取先染色后包埋切片的组织块染

色法。但组织块染色法因色素与组织及细胞结合得不牢固，

长时间的脱水、浸透等处理后就褪色，色调暗淡，对比不鲜

明。为此，笔者探讨了先包埋切片后脱掉334的切片染色

法，其优点是可按需要连续切片进行各种染色观察研究，染

色结果较鲜明，但其也存在一些缺点，如操作麻烦、切片易

与载玻片分离、皱褶碎裂等，因此尚需要对如何提高334
包埋的切片染色效果进一步探讨。
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