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　　消化内镜黏膜活检是诊断消化道病变的重要手段，因活
检标本体积小、组织碎，还常因多种因素（如灼烧、挤压等）

导致组织变形，这些因素均增大了组织包埋和病理诊断的难

度，导致病理报告不能完全反映消化道黏膜病变性质［１－３］。

内镜室活检标本取材和病理制片不规范可能导致以下问题

的出现［４－６］：内镜活检标本较大，病理报告仅描述为取材表

浅；内镜下见较倾向肿瘤性病变或黏膜明显呈萎缩性改变，

病理报告仅诊断为慢性非萎缩性胃炎。研究表明，活检部位

和数量是导致诊断假阴性的关键因素［７－９］。通过对送检标

本的大体形态观察发现，常规处理的活检标本即从活检钳内

取出后未展平并随机吸附在滤纸上，大小明显小于规范化处

理的活检标本，多数卷曲变形或呈弧形，病理技术员在后续

操作中难以明确标本组织层次，增大包埋难度，可能导致ＨＥ
染色切片未显示黏膜纵切面，同样干扰诊断结果［１０］。综上

所述，上述因素均影响病理诊断医师对活检标本组织全层或

有病变层面［１１－１２］的观察。因此，需要制定消化内镜黏膜活

检标本病理切片制备流程规范，以提高病理诊断的准确率。

１　消化内镜活检规范

１．１　标本离体后处理原则　取材的活检标本要足够大，深
度尽可能达到黏膜肌层［１３］。最大径＜０５ｍｍ息肉标本，可
用活检钳或热活检钳直接钳除。标本取自不同部位，应标注

部位，分开放置。滤纸备用，标本离体后用小镊子从活检钳

取出、展平，仔细辨认方向，将基底面贴附于滤纸上，该步骤

是病理切片呈现黏膜纵切面的关键因素［１４］。

１．２　标本盛放容器　采用内含１０％中性缓冲福尔马林的
一次性标本瓶（图１）。标本在放置过程中应防止标本瓶倾
倒，以避免标本未浸泡于固定液中（尽量避免使用无法直立

的塑料标本袋）。

１．３　标本固定　活检标本离体后立即固定。固定时间（包
括取材前固定时间和取材时固定时间、取材后固定时间）必

须在６～８ｈ以上，以最大径≤２ｍｍ为最低标准值，当标本
＞２ｍｍ时需延长固定时间或提高固定液的温度（最高温度
不宜超过３７℃）。

图１　消化内镜活检一次性标本瓶

２　取材规范

２．１　标本核对　取材前，记录员与取材医师需核对患者姓
名、年龄、送检部位和组织数量。

２．２　标本取材　活检标本体积较小，为防止丢失，推荐使用
市售组织包埋纸包裹（图２Ａ）［１５］。将组织包埋纸平铺于取
材台，取出标本置于纸上，测量大小并记录数量。活检标本

大小不一，为利于观察包埋方向以及保证包埋面平整，每个

脱水盒标本数应≤３块［１６］。要注意：使用单层包埋纸包埋组

织，勿用多层或外面包裹纱布，避免组织在处理过程中试剂

难以浸透组织或纱布携带过多液体影响脱水质量。取材医

师应按“四折叠法”折叠包埋纸，避免对齐对角线，留一定角

度便于技师包埋时打开（图２Ｂ～Ｆ）。取材医师打开标本瓶
时需检查瓶盖有无标本残留，夹取时小心谨慎，防止掉落，遵

循取完一个标本清洗一次镊子的原则，避免交叉污染。脱水

框中放置包埋盒固定槽，确保包埋盒之间留有一定缝隙，便

于固定液渗透，避免标本排列过于紧密影响脱水效果；取好

的标本应立即浸入固定液中，避免将标本长时间放置于取材

台面而致干涸，从而影响后续制片质量。

２．３　包埋盒核对　取材结束后，取材医师和记录员需核对
病理号和包埋盒数量，与病理技师进行交接并在底单签字确

认，有条件者可拍照备查，最后选择脱水机对应脱水程序进

行标本处理。

３　组织处理规范

３．１　设备（脱水机）　除少数单位采用手工脱水外，目前大
多采用脱水机处理组织。为确保样本脱水的安全性，推荐使
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图２　消化内镜活检标本包埋纸（Ａ）和黏膜活检标本“四折叠法”包裹示意图（Ｂ～Ｆ）

用全封闭式组织脱水机（不建议使用提式脱水机，因其发生

故障时易卡缸，导致标本悬挂空中而干涸，最终影响病理诊

断）。

３．２　活检标本标记　活检标本经曙红染液上色，利于识别
过小的组织以及观察内镜黏膜组织的结构。传统方法是取

材时将曙红染液滴加于标本上，由于曙红的最佳着色 ｐＨ为
４５～５５，随着ｐＨ升高，着色能力越来越弱，当ｐＨ＞６以后，
几乎不着色。因此，当组织经过脱水机内的中性缓冲福尔马

林固定后（ｐＨ值为７０～７６）变得无色。改良的方法是在
任意一道脱水乙醇中（一般放在最后一道）添加少量曙红染

液或粉剂（添加的剂量需进行性能验证，以上皮层、固有层呈

浅红色，黏膜肌呈深红色为佳）［１７－１９］。

３．３　取材后组织固定　取材结束后，根据各单位活检标本
取材前固定情况，将标本放入全封闭式脱水机中的１０％中性
缓冲福尔马林中继续固定１～５ｈ，温度３５～３７℃。
３．４　水洗　为减少固定液内磷酸盐和甲醛带入脱水乙醇并
残留于组织内，影响组织蜡块长期保存，活检标本固定后，建

议水洗后再进入脱水流程。

３．５　组织处理流程　固定充分、脱水彻底是保障活检标本
组织处理优良的关键，包括组织处理时间应充足及试剂浓度

应准确（尤其最后一道乙醇浓度和二甲苯纯度）。固定和脱

水时间不足，浸蜡过程中高温可使含水乙醇、二甲苯混合液

挥发，导致组织干燥发硬、发脆。在标本固定充分的前提下，

长时间脱水、透明不会对后续ＨＥ染色带来不良影响［２０］。小

标本组织处理流程：在１０％中性缓冲福尔马林中３７℃固定
１～５ｈ、自来水冲洗１０ｍｉｎ、７５％乙醇３７℃ ６０～９０ｍｉｎ、８５％
乙醇３７℃６０～９０ｍｉｎ、９５％乙醇（Ⅰ）３７℃６０～９０ｍｉｎ、９５％乙
醇（Ⅱ）３７℃ ６０～９０ｍｉｎ、１００％乙醇（Ⅰ）３７℃ ６０～９０ｍｉｎ、
１００％乙醇（Ⅱ）３７℃６０～９０ｍｉｎ、二甲苯（Ⅰ）３７℃３０～４５ｍｉｎ、
二甲苯（Ⅱ）３７℃３０～４５ｍｉｎ、石蜡（Ⅰ）６０～６２℃ ３０ｍｉｎ、石蜡

（Ⅱ）６０～６２℃６０ｍｉｎ、石蜡（Ⅲ）６０～６２℃９０ｍｉｎ。
３．６　脱水试剂更换流程　为保证组织脱水效果，脱水试剂
应定量更换。更换原则：尽可能保证各道试剂浓度、量、洁净

度。更换方法：每缸５０００ｍＬ试剂，组织块达１５００～１８００
块，更换１０％中性缓冲福尔马林、水、７５％乙醇、８５％乙醇；
９５％乙醇（Ⅱ）移到９５％乙醇（Ⅰ），９５％乙醇（Ⅱ）更换新的试
剂；１００％乙醇（Ⅱ）移到１００％乙醇（Ⅰ），１００％乙醇（Ⅱ）更换新的
试剂；二甲苯（Ⅱ）移到二甲苯（Ⅰ），二甲苯（Ⅱ）更换新的试剂，石
蜡（Ⅲ）移到石蜡（Ⅰ），石蜡（Ⅲ）更换新的石蜡。

４　组织包埋规范

　　消化道黏膜分为食管黏膜、胃黏膜和肠黏膜，包括上皮
层、固有层和黏膜肌［２１］：（１）食管黏膜（图３Ａ、Ｂ）：上皮层为
非角化的复层扁平上皮。（２）胃黏膜（图３Ｃ、Ｄ）：上皮层为
单层柱状上皮。固有层可见胃体腺或幽门腺。（３）肠黏膜
（图３Ｅ、Ｆ）：小肠可见绒毛和潘氏细胞；大肠无绒毛，上皮较
光滑，肠腺含有大量的杯状细胞；黏膜肌位于黏膜的最深层。

由于标本钳取的深度不同，ＨＥ切片观察到的组织层面也不
同。为防止误诊、漏诊，选择正确包埋面非常重要。

４．１　窄面标本　标本离体后展平贴附于滤纸上，此类标本
外观较平直。上皮层较薄，类似瓢虫壳样，上带或不带褐色

斑点。紧挨上皮层为固有层，较疏松透明呈海绵状，为灰红

色。此类标本可用窄面包埋法，选择最窄、最长面包埋［２２］，

也可采用颜色分辨法，先分辨灰白、灰黄色上皮层，再分辨灰

红色固有层，最后确认两者交界处的白线（白线为竖立包埋

后的上皮层），此面即为黏膜纵切面，竖埋后的组织应呈细长

条状（图４Ａ）。
４．２　形状不规则标本　（１）卷曲状标本：标本离体后未展开
平铺于滤纸上导致卷曲变形，此类标本与窄面标本不同，不

能采用窄面包埋法，应采用颜色分辨法包埋。由于上皮层将
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５　切片和染色规

图３　消化道各部位黏膜组织结构：Ａ．食管黏膜，可见非角化的复层扁平上皮；Ｂ．食管黏膜，可见上皮层、固有层（含固有腺体）和黏膜肌；Ｃ．胃

窦黏膜，可见上皮层、固有层（含幽门腺）和黏膜肌；Ｄ．胃体黏膜，可见上皮层、固有层（含胃体腺）和黏膜肌；Ｅ．十二指肠黏膜，可见绒毛、固有

层（含潘氏细胞）和黏膜肌；Ｆ．直肠黏膜，可见上皮层、固有层（含肠腺）和黏膜肌

固有层包裹在其中（图４Ｂ），确认上皮层与固有层交界处即
为黏膜纵切面，朝下包埋即为竖立包埋。严重卷曲可似宝螺

形（图４Ｃ、Ｄ）或西湖莼菜形。此类标本上皮层和固有层的分
界线在卷曲的尖端最为明确，包埋时将尖端朝下包埋即为竖

立包埋（图４Ｄ）。（２）夹心状标本：此类标本钳取部位较深，
故带少许黏膜肌。肉眼观察标本组织层次饱满分明，采用颜

色分辨法从外到内依次呈现灰白灰黄色上皮层、灰红色固有

层和深红色黏膜肌，其中黏膜肌染色较红，最明显，外观有 Ｖ 

字形（图４Ｅ）、Ｕ字形（图４Ｆ）等。包埋时先辨识黏膜肌，为细
条或点状，由固有层包绕，上皮层位于最外层包裹固有层，此

面即为黏膜纵切面，将其朝下包埋即为竖立包埋。（３）菜花状
标本：此类标本外观呈菜花样，灰白色，肉眼无法分辨上皮层

和固有层交界处，较少见。若带有黏膜肌同夹心状标本包埋

方法；若未带黏膜肌，将菜花朝向四周包埋即为竖立包埋。

（４）小息肉标本：此类标本外观呈球形、椭圆形或布袋形，带或
不带蒂部，外周均为灰白、灰黄色上皮层，离断处呈灰红色。

辨认离断处，将其朝向四周放置即为竖立包埋（图４Ｇ、Ｈ）。

范

５．１　切片和捞片　将包埋好的蜡块按序放在冰水混合物
上，若蜡块冷冻温度过低，切片组织细胞在镜下呈裂隙状；蜡

块太热则使切片不易展开，皱褶较多［２３］。为避免漏诊，每个

蜡块应切片６～８张，待温水展平后，选择平整、无皱褶蜡片
捞于载玻片上（图５）。
５．２　控水　捞片后将载玻片竖立放置控水１０～３０ｍｉｎ，避
免组织移位及细胞核空洞样改变，有学者［２４］把后者产生的

原因归属于切片从水中裱起后就立即受热过度（温度高于

６０℃以上）。

５．３　烤片　将染色架置于７０～８０℃烤箱中烤片 ３０～６０
ｍｉｎ。烤片时间由载玻片和石蜡特性决定，时间短，蜡片上的
水没有烤干，会导致染色不均匀，甚至会出现脱片现象；时间

过长，ＨＥ染色形态虽显示完整，但整体染色效果差，特别是
胞核染色淡，如果蜡片上的蜡被烤干，还会出现棕色烤焦的

细胞。

５．４　ＨＥ染色和封片　染色前用提前备好的胃镜组织预染
切片，根据各单位染片数调整染液时间，尽量保证每天的苏

木精和曙红染色深浅一致。染色步骤：二甲苯（二甲苯２×５
～１０ｍｉｎ）→９５％乙醇（３×１ｍｉｎ～３×３ｍｉｎ，经多家医院长
期大批量使用对比，脱蜡梯度乙醇可全部使用９５％乙醇或无
水乙醇替代，效果更好）→水洗（１ｍｉｎ）→苏木精染色（５～１５
ｍｉｎ）→水洗（３ｍｉｎ）→０５％盐酸乙醇分化（１ｓ）→水洗（３
ｍｉｎ）→蓝化（３ｍｉｎ）→水洗（３ｍｉｎ）→伊红染色（１～２０ｓ）→
水洗（１５～３０ｓ）→１００％乙醇（３×３～５ｍｉｎ）→二甲苯（３×３
～５ｍｉｎ）→封固（各试剂作用时间不同，实验室可根据实际
情况作适当调整）。染色过程中让切片干涸，染色后直接把

切片置入烤箱烤干或吹风机吹干封片前过度干燥，有可能出

现“裸核”现象，即部分胞核透明不良，镜下细胞核呈黑色，重

新封固后“裸核”即消失。

５．５　试剂更换　染色试剂和染液要定量或定期更换。定量
更换（根据染色缸容量不同折算切片数量）：每天５００ｍＬ试
剂、切片数量 ６００张以内，更换第一道脱蜡二甲苯和脱蜡
９５％乙醇；每天切片数量６００～１２００张，更换两道脱蜡二甲
苯和两道脱蜡９５％乙醇；每天切片数量１２００～１８００张，更
换两道脱蜡二甲苯和三道脱蜡９５％乙醇；苏木精每５００ｍＬ
推荐染片量１５００～２０００张，若出现胞质着色，可滴加１～２
滴冰乙酸调节ｐＨ值；曙红每５００ｍＬ推荐染片量１５００～
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Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ

图４　消化内镜活检标本包埋方法：Ａ、Ｂ．窄面标本竖埋状态：采用颜色分辨法，上皮层最易辨识，为灰白、灰黄色，较薄，类似瓢虫壳样，上带或

不带褐色斑点，竖埋后呈一条白线。此类标本竖埋后呈细长条状；Ｃ．卷曲状标本（宝螺形）：可见灰白、灰黄色上皮层包裹灰红色固有层，此标

本为未竖埋状态；Ｄ．卷曲状标本（宝螺形）竖埋状态：上皮层和固有层的分界线在卷曲的尖端最为明确，将卷曲的尖端朝下包埋；Ｅ、Ｆ．夹心状标

本（夹心处为黏膜肌）竖埋状态：可见灰白、灰黄色上皮层包裹深红色黏膜肌；Ｇ．小息肉标本（未带蒂）竖埋状态：离断处（豁口）朝向四周包埋；

Ｈ．小息肉标本（带蒂）竖埋状态：灰红色蒂部朝向四周包埋

图５　消化内镜活检标本切片，每个蜡块切６～８个蜡片

２０００张，或稀释１０倍，延长染色时间并每天更换。脱水乙
醇和透明二甲苯与切片数量及空气湿度密切相关，需根据科

室实际情况进行更换。定期更换：每周切片总量少于 ６００
张，更换第一道脱蜡二甲苯和脱蜡９５％乙醇，叠加数量要参
照定量更换标准。

６　出片规范

　　将切片按顺序摆放于晾片板，蜡块病理号朝上置于切片
旁边。先核对病理号是否吻合，再将蜡块翻转核对组织形

状，最后确认切片完整性、收片是否规范及有无污染（图６）。

７　质量控制规范

（１）包埋环节对取材质量进行评估，发现取材问题，应及
时记录和反馈。（２）切片环节对包埋平整性、组织方向等进

图６　消化内镜活检标本切片核对，先核对病理号是否吻合，再将蜡块

翻转核对组织形状，最后确认切片完整性、收片是否规范及有无污染

行评估，存在问题及时记录和反馈。（３）性能验证：每次更换
新配方染液（或新品牌染液）应进行性能验证并记录。（４）
肉眼观察切片黏膜方向，若未竖埋或无法确定，应在镜下查

看包埋方向；同时抽查切片质量、染色质量。优质切片要求：

可见黏膜活检标本各层组织结构，组织切面完整，无皱褶、裂

隙、颤痕、刀痕，无污染，厚薄均匀，红蓝对比度好，无气泡及

溢胶，玻片病理号打印清晰。（５）对问题组织进行重包、重切
或重染等相应处理，并作好记录。（６）定期召开质量会议，归
纳和分析存在的问题，查找原因，提出整改意见，减少或避免

类似事件再次发生。
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