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  [摘要] 目的 探讨微小鸡胚颅面部组织定位包埋方法 以利于颅面部冠状面切 方法 在常规石蜡
包埋技术的基础上 经透明 浸蜡后将标本在包埋框注入石蜡时用显微镊将微小鸡胚颅面部组织夹持起后 按
照所需包埋方向迅速放入L形包埋模 在包埋模内石蜡稍凝结时抽出显微镊 待包埋组织的石蜡基本凝固时
将包埋框注满石蜡 至蜡块完全凝固后取出 结果 采用此法包埋的微小鸡胚颅面部组织包埋方向好且能够
较好地定位 完全显示颅面部的各个突起 左右对称 透明度好 结论 经此法包埋的微小鸡胚颅面部组织具
有较好地定位性 经组织切片染色后能清晰地观察鸡胚颅面部的组织形态 为以微小鸡胚颅面部作为动物模
型进行鸡胚颅面部形态发育的研究奠定了组织学技术基础 
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Study onthelocating embedding methodsoftheminiaturechickenembryo craniofacialtissue WANGShu-
ting CAOyang SUN in-hu etal.DepartmentofOraland MaxillofacialSurgery CollegeofStomatology Guangxi
MedicalUniUerSity Nanning 530021 China
   Abstract  Objective Toinvestigatetheiocatingembeddingmethodsoftheminiaturechicken embryo
craniofaciaitissue.Methods On thebaseofroutineparaffin section technigues thespecimen thatwascieared and
infiitrated wasputintotheembeddingboX stuffingwith paraffin.and theminiaturechicken embryocraniofaciaitis-
suewashoid up with themicroscopictweezers putitintoL-shaped embeddingmoid rapidiyaccordingtotheneeded
direction.Then thetweezerswereremoved when theparaffin startstocondense and theembeddingmoid wasfiiied
with paraffin when itmainiycoaguiatesuntiiitcompieteiysoiidified then theparaffin biock wasremoved.Results 
Thismethod madetheembeddingdirection oftheminiaturechicken embryocraniofaciaitissueturningoutgood as
weiiasgood iocatingand dispiayingofeach craniofaciaiprominence and thespecimen wasmoresymmetricaiand
transparent.Conclusion Embedded bythismethod theminiaturechicken embryotissuecraniofaciaiparthasagood
positioning.afterthetissuesectionsarestaining itsmorphoiogycan becieariyobserved.Theminiaturechicken em-
bryocraniofaciaipartcan beused asan animaimodeitostudyitsmorphogenesis which iaysthefoundation forthe
histoiogicaitechnigues.
   Key words  Miniaturechicken embryo  Craniofaciaipart  Paraffin embedding  Locating

  鸡胚组织材料因其取材方便快捷 研究周期短 
环境条件要求低 价格低廉 经济方便等原因被广泛
应用于肿瘤 血管生成 药理 微生物流行病 1 ~4 以

及发育生理学 5 ~7 等方面的研究 进行微小鸡胚颅
面部组织的形态发育组织切片的研究时要求严格的

组织包埋技术 而良好微小鸡胚颅面部组织包埋是
切片及进行后续研究的关键 然而应用传统的包埋
技术容易造成组织移位及包埋面转向严重 导致切
片失败 本文在以往研究的基础上 探讨微小鸡胚
颅面部组织的定位包埋方法 以期获得良好的组织
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包埋标本O
1 材料与方法
1.1 材料 新鲜鸡种蛋\恒温孵化箱\体式显微镜\
恒温水浴箱\自动组织包埋机\显微镊\L形包埋模
及不同熔点切片石蜡等O
1.2 方法
l.2.l 取材与固定 新鲜鸡种蛋在 37.8 C和 65%
相对湿度的孵化箱内孵化到达 24 期O 在体式显微
镜下a将胚体取出a移入盛有蒸馏水的培养皿中a将
鸡胚洗净a截取鸡胚头颈部 须掌握正确的截取位
置a见图 la2 后a4%中性多聚甲醛固定 4 ~8 1O

图 l 错误截取位置 图 2 正确截取位置

l.2.2 脱水与透明 将标本经流水冲洗后a纤维纸包
裹置于塑料包埋盒中进行梯度脱水和透明a75%乙醇
 45 min \85%乙醇 30 min \95%乙醇I 30 min \
95%乙醇l 30 min \无水乙醇I 30 min \无水乙
醇l 30 min \lil 无水乙醇二甲苯l 20 min \二
甲苯I 20 min \二甲苯l 20 min O
l.2.3 浸蜡 将经脱水透明后的标本在恒温水浴
箱温度为 60 ~62 C时按照如下步骤浸蜡1熔点为
54 ~56 C石蜡 60 min a熔点为 56 ~58 C石蜡
 60min a熔点为 58 ~60 C石蜡 60 min O
l.2.4 包埋  l 将打开的组织包埋盒置于自动
组织包埋机操作台上O  2 打开包裹标本的纤维
纸a将纤维纸整理平整平铺于包埋盒的底部O  3 
确认微小鸡胚组织的头面部及所需包埋的方向后将

组织面部朝向包埋盒的底部a此时纤维纸上粘附的
蜡稍有凝固可将组织固定而使其不移动方向O  4 
将显微镊尖端稍预热a沾取极少量的蜡液后迅速移
至组织周围a融化部分组织底部蜡后轻轻夹持微小
鸡胚组织上部的后脑部分a将组织提起和纤维纸分
离O  5 在包埋模内注入蜡液 深度大约 4 ~5 mma
没过组织上 3 mm为宜 a显微镊垂直将组织轻轻放
入蜡液内a维持数秒待蜡液稍凝结时松开显微镊a轻
轻按压组织中部使其更加稳固地与蜡液底部接触a

微调左右倾斜方向使其无偏斜包埋O  6 待包埋模
内蜡液凝固但不完全变硬时注入蜡液充满整个包埋

模a记录编号贴好标签O  7 待蜡块完全凝固后置
冰箱冷却后取出蜡块a包埋完毕O
2 结果

经过此方法包埋的鸡胚颅面部组织标本可以获

得较好的颅面方向定位a较之前的包埋方法优势在
于组织包埋后无漂浮a位置固定良好a包埋方向正
确a无偏斜O 石蜡组织切片完整无皱缩a贴片恰当a
组织与石蜡接触良好a无分离现象a连续切片效果
好O HE染色后低倍镜下可见鸡胚颅面部两侧对称
无偏斜a各部分结构清晰O 眼\前脑\上颌突\下颌突
等各部分突起清晰可见 图 3＠ O 高倍镜下观察组
织细胞染色清晰a核质分明a细胞核无固缩a透明度
好 图 3＠ O

图 3 ＠#HH24 期鸡胚组织冠状切后HE染色!l0 X4"

＠#HH24 期鸡胚组织冠状切后HE染色!l0 X40"

3 讨论
3.1 关于微小鸡胚组织颅面部定位包埋方法的研
究a目前尚未介绍相关报道O 本研究方法中从取材\
固定\脱水透明\浸蜡到包埋每一步都至关重要a任
何环节出现问题都将影响到制片的质量O 取材是整
个包埋过程中最关键的步骤O 由于鸡胚组织在 24
期时标本较小 约 l ~2 mm a因此必须在体式显微
镜下采用显微镊操作a以免在操作过程中损伤组织
标本O 截取鸡胚组织颅面部时一定要熟悉此期鸡胚
组织的解剖结构 8 O 鸡胚发育到此阶段时头部与
身体呈卷曲状a鸡胚躯干将所需包埋面完全挡住a必
须截取颅面部从而显露包埋面a而此时颅面部各突
起比较接近a在截取时易于将下颌突以下截掉 如
图 l 所示 a导致切片后显示鸡胚颅面部下部缺失a
因此应在下颌突以下截取 如图 2 所示 才能保持
鸡胚颅面部的完整性O 采用本研究的取材方法能够
使组织标本完整无损伤a正确显露包埋面a以利于后
续组织包埋O
3.2 固定液的选择及固定时间对标本也有一定的
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影响[9] 0 实验选用组织学与病理学中最常用的固
定液<4%中性多聚甲醛磷酸盐固定液>,此液体可
迅速均匀地渗入组织细胞内,稳定细胞组织结构,保
持细胞正常形态0 传统的固定时间一般为 3 ~24 h,
本研究发现采用新鲜配制的 4%中性多聚甲醛磷酸
盐固定液,4 ~8 h 组织固定完全,并且固定后能够
保持一定的硬度和弹性,保存组织细胞内的抗原性,
在以后的脱水~透明~浸蜡等过程中可以避免组织发
生较大的扭曲和变形0
3.3 组织脱水及透明的时间也至关重要[10] 0 乙醇
脱水力强,在脱水中可继续硬化组织,是一种优良的
脱水剂0 但是高浓度的乙醇使组织强力收缩和过度
硬化,导致制片失败,因此,在脱水过程中一般从低
浓度乙醇开始,然后逐步递增其浓度0 二甲苯对组
织的透明力强~作用快0 本研究发现采用上述方法
脱水~透明后组织变形程度较大,组织较脆,切片时
组织不完整0 本研究在以前的研究基础上,经过多
次实验研究,采用逐级脱水即可达到脱水要求,脱水
后组织收缩较小,透明良好,浸蜡完全0 透明过程中
每步透明 20 min 后组织能够全部被二甲苯充分充
填,硬度适宜,组织呈半透明状0
3.4 传统的石蜡包埋方法目前仍在使用,但此方法
仅适用于较大的标本,随着内窥镜检查和吸针检查
技术的发展,许多活检标本因体积微小在包埋过程
中容易丢失~漂浮及出现组织深浅不一,因此这类标
本不适用于传统的包埋方法0 针对此种标本,赵晓
东等[11]采用伊红对标本染色,解决了微小组织不易
识别和容易丢失的问题0 Britten 等[12]采用树脂包

埋技术,可以很好地避免了微小组织应用传统石蜡
包埋方法的弊端0 然而,本研究针对的是微小鸡胚
组织颅面部,标本要求方向性十分严格,必须保持鸡
胚组织的颅面部朝向包埋后的切片方向,任何偏斜
移位都会导致后续的切片失败,因此上述此方法并
不适合本研究标本0 梁忠泉等[13]采用石蜡预包埋

方法包埋微小组织,此方法改进后可应用本研究标
本,但是与本研究方法相比则操作较为繁复,且标本
暴露时间较长~温度变化较大而导致组织易变干变
脆,不利于后期组织切片0 经多次反复实验研究,我
们探索出了适合此类微小组织且具有较好组织标本

方向定位的包埋方法0

3.5 综上所述,采用本研究方法不仅可使微小鸡胚
颅面部无损伤,而且能够按照所需的方向包埋0 包
埋后的组织利于组织切片~染色和后续实验操作0
该操作技术步骤简单~操作便捷~易掌握,为以微小
鸡胚颅面部组织为模型的研究提供了良好的实验技

术方法0
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