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小鼠不同组织冰冻切片技术探讨

王园园,王　 涛,李　 新,王　 斌,江　 魁∗

(华兰基因工程有限公司,河南 新乡　 455200)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨实验动物小鼠不同组织冰冻切片制作的方法与技巧,提高冰冻切片质量,更好地服务于

单抗药物非临床安全性评价。 方法　 采用德国徕卡 CM1950 恒温冷冻切片机,对健康 NIH 小鼠心、肝、脾、肺、肾、
脑组织进行取材、包埋、冰冻切片、HE 染色、封片。 结果　 切片无褶皱、无刀痕、无破损,镜下组织无过多冰晶,细胞

形态清晰,细胞核和细胞质颜色分明,染色良好。 结论　 在制作冰冻切片时,应该从取材、包埋、速冻、温度选择、恒
温冷冻切片等各个环节进行严格控制,但是,不同组织根据自身特点会存在差异,应区别对待。 此外,在掌握关键

性技术要点的同时还应该具有高度的责任心和耐心,制作出高质量的冰冻切片,才能更好地服务于单抗药物非临

床安全性评价工作。
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Discussion of frozen section techniques with different tissues in mice

WANG Yuanyuan, WANG Tao, LI Xin, WANG Bin, JIANG Kui∗

(Hualan Genetic Engineering CO., LTD., XinXiang 453500, China)

　 　 【Abstract】　 Objective　 We explored the method and techniques of preparing frozen sections using different mice
tissues as our experimental animal materials, to improve frozen section quality, and to increase the serviceability of these
techniques for the non-clinical safety evaluation of monoclonal antibodies. Methods 　 The heart, liver, spleen, lung,
kidney, and brain tissues of healthy NIH mice were collected, embedded, frozen, and sliced using a Leica CM1950
thermostatic frozen microtome, and then stained by hematoxylin and eosin dye and sealed. Results 　 The slices were
observed by light microscopy, and the result show no fold, no knife marks, no damage, and no excessive ice crystals. The
cell morphology was clear, with the nucleus and cytoplasm clearly colored, and staining was good. Conclusions　 In the
process of making frozen slices, strict controls from the aspects of collecting, embedding, quick-freezing, temperature
selection, and thermostatic frozen sectioning should be carried out. However, different tissues have differences according to
their own characteristics, and should be treated differently. In addition, to prepare high-quality frozen sections, and to
better serve the non-clinical safety evaluation of monoclonal antibodies, we collectively need a high sense of responsibility
and patience while mastering key technical points.
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　 　 冰冻切片是一种在低温条件下将生物组织快

速冻结使组织达到一定硬度后进行恒温冷冻切片

的实验技术[1],与石蜡切片相比,组织不需要脱水、

透明等中间环节,能较好地保存脂肪、类脂等成分,
有利于组织抗原性和某些酶活性的保存,被广泛应

用于免疫组化、免疫荧光、酶检测、组织定位和原位



杂交等研究中[2-5]。 近年来,单抗类药物因其广阔

的应用前景逐渐成为新药研发领域的热点,而组织

交叉反应作为评价单抗药物非临床安全性的重要

手段,在药物临床前安全评价中有着非常重要的作

用[6],因此冰冻切片技术逐渐被应用到单抗类药物

非临床研究中,这就要求广大病理实验技术人员能

够制作高质量的冰冻切片,为药物非临床研究提供

数据支持。 由于不同组织中水分、质地、形态结构

和成分的多样性等因素会直接影响冰冻切片的质

量[7],因此笔者分别从组织包埋、速冻方法选择、切
片温度等方面对小鼠不同组织冰冻切片技术进行

探讨。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

健康 NIH 小鼠 10 只,雌雄各半,20 ~ 22 g,6 ~ 7
周龄,清洁级,来源于华兰生物疫苗股份有限公司

动物中心[SCXK(豫)2020-0003],在华兰基因工程

有限公司动物中心屏障动物实验设施进行实验

[SYXK(豫)2018-0014]。 整个实验过程中遵循了

实验动物福利的“3R”原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

甲醛溶液、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水乙

醇、二甲苯、中性树胶(广州市中南化学试剂有限公

司);苏木精-伊红染液(广州市秀威贸易有限公

司);冰冻切片 OCT 包埋剂(日本樱花);冷冻切片

机(Leica,CM1950);麦克奥迪切片扫描系统(麦克

奥迪, EasyScan1SE ); 倒 置 显 微 镜 ( 蔡 司, Axio
VertA1);脉动真空灭菌器 (山东新华医疗器械,
XG1.DTF-1. 5); pH 计 (赛多利斯科学仪器, PB -
10);高精密度电子天平 (赛多利斯科学仪器,
GL224I-1SCN)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠心、肝、脾、肺、肾、脑组织采集

采用颈椎脱臼法处死小鼠,然后将其浸入 75%
乙醇中 30 s ~ 1 min,对小鼠体表进行消毒,不要让

75%乙醇进入到小鼠口鼻耳中,将小鼠置于解剖板

上,四肢固定,按照解剖顺序依次采集脾、肝、肾、
心、肺、脑组织,去掉多余的脂肪、结缔组织,切取适

当大小组织进行包埋。
肺和心脏采集时比较特殊,先在气管靠近头端

位置剪一斜切口,取移液枪缓慢匀速灌注 200 ~ 400
μL 50% OCT 包埋剂,使 50% OCT 包埋剂置换肺泡

中的气体;用血管夹夹住气管,然后用剪刀沿胸腔

后壁分离肺和心脏;心脏和肺分离后用干纱布在组

织表面轻轻按压,将心腔和心、肺表面的血液和组

织液拭掉;分别切取适当大小心、肺组织进行包埋。
1. 3. 2　 组织包埋及速冻

将 OCT 包埋剂挤满包埋模具,避免产生气泡,
并用记号笔在四角标上样品名称;将切好的脏器切

面向下垂直放入 OCT 包埋剂中,按以下两种速冻方

式处理后,-80℃保存或进行冰冻切片。
1. 3. 3　 干冰 /无水乙醇混合物速冻法

在塑料方盒中装入约 2 / 3 的无水乙醇,向无水

乙醇中缓慢加入干冰,并搅拌使二者混合成糊状,
将塑料方盒放入装有干冰的泡沫盒中备用;将装有

组织样品的包埋模具漂浮放于干冰 /无水乙醇混合

物表面直至 OCT 完全凝固,将完全凝固的组织先放

置干冰上一段时间,使表面的无水乙醇挥发干净,
-80℃保存或进行冰冻切片。
1. 3. 4　 液氮速冻法

将装有组织样品的包埋模具直接漂浮于液氮

上,直至 OCT 完全凝固,-80℃保存或冰冻切片。
1. 3. 5　 冰冻切片

提前开机,根据组织种类和大小的不同,调整

冷冻箱温度和样品头温度,同时将刀片、镊子、毛刷

等放入箱体内预冷;将样品放置在切片机箱体中 30
min 以上,使样品温度恢复至冷室温度;在样品托上

挤上适量 OCT 包埋剂,将样品垂直固定在样品托

上,待包埋剂完全凝固将样品托固定在样品架上,
使正方形样品一角垂直于刀片;先调节样品与刀头

的位置使之恰好能接触,再调节切片厚度 15 ~ 18
μm 连续修片,直至样品表面平整且暴露完全;调整

切片厚度,连续切 3 刀,使刀头跟样品相适应;放下

玻璃挡板并前后调节至合适位置,使切片能够顺利

平展的通过挡板通道;打开玻璃挡板,用毛刷轻轻

刷展切片 OCT 部分,将防脱载玻片垂直压在切片

上,收取样品。
1. 3. 6　 HE 染色

10%中性福尔马林固定液固定 30 s,蒸馏水洗 1
~2 s,苏木精染色 30 s,蒸馏水清洗 10 s,温水返蓝

10 s,蒸馏水洗 30 s,伊红染色 1 ~ 3 s,蒸馏水洗 1 ~
2 s,80%乙醇 1~2 s,95%乙醇 1~2 s,无水乙醇(Ⅰ)
1~2 s,无水乙醇(Ⅱ)1 ~ 2 s,二甲苯(Ⅰ)2 ~ 3 s,二
甲苯(Ⅱ)2~3 s,二甲苯(Ⅲ)2~3 s,中性树胶封固,
显微镜观察拍照。
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2　 实验结果

2. 1　 组织速冻方法的选择

取适当大小健康小鼠肝组织,OCT 包埋剂包埋

后,分别采用干冰 /无水乙醇混合物和液氮速冻,结
果发现,液氮速冻的组织包埋块在切片时组织和周

围的 OCT 包埋剂容易断裂,不易形成完整切片,干
冰 /无水乙醇混合物速冻时不存在这种情况,切片

效果较好。
2. 2　 不同组织冷冻箱温度、样品头温度和切片厚度

的选择

将采集到的小鼠心、肝、脾、肺、肾、脑组织用

OCT 包埋剂包埋后,采用干冰 /无水乙醇混合物速

冻,速冻后保存于-80℃,或于冷冻切片机恒温箱中

平衡 1 h 左右,直接进行冰冻切片。 在进行不同组

织冰冻切片的过程中,不断调整冷冻箱温度、样品

头温度以及切片厚度,直至切出无褶皱、无刀痕、无
破损的较高质量的切片。

通过对不同组织冰冻切片所需冷冻箱温度、样
品头温度以及切片厚度进行调整,最终确定各脏器

组织切片时最佳的冷冻箱温度、样品头温度及切片

厚度(见表 1)。 在这样的条件下切出来的切片无褶

皱、无刀痕、无破损、质量较高,但该结果仅供同型

号的冰冻切片机参考,该条件不是固定不变的,仍
需根据实际情况进行适当调整。
2. 3　 冰冻切片 HE 染色结果

在以上方法和技巧基础之上,按照 1. 3. 6 所述

HE 染色条件进行小鼠心、肝、脾、肺、肾、脑组织冰

冻切片的 HE 染色,结果切片无褶皱、无刀痕、无破

损,镜下组织无过多冰晶,细胞形态清晰,细胞核和

细胞质颜色分明,染色良好(见图 1)。

3　 讨论

在药物非临床研究中冰冻切片后续需要进

行多种不同的分析,对切片质量要求更高,这也

是药物非临床研究中对病理技术人员的一大挑

战。 现有关于冰冻切片制作的文献资料更多地

是针对术中标本的,关于实验动物小鼠组织的冰

冻切片制备方法报道相对较少 [7] , 而且影响冰

冻切片质量的因素较多,笔者通过自身的实践,
摸索出一些提高冰冻切片质量的有效方法,现进

行以下讨论。
3. 1　 包埋方法对切片效果的影响

目前,常用的包埋方法有直接包埋[8-9]、模具包

埋[10]、浸透包埋[11] 等。 黄小雨等[12] 通过对常用的

3 种包埋方法进行比较研究发现,直接用 OCT 包埋

比较快捷,但是在切片时需要将组织周围的 OCT 包

埋剂形状进行不断修整,否则容易卷片;浸透包埋

法不仅消耗 OCT 较多,相对耗时,而且在复水不充

分的情况下容易出现背景过高的现象;而模具包埋

时组织周围的 OCT 包埋剂形状较规则,切片时不容

易出现褶皱,同时能有效降低成本和节约时间,此
外,该方法特别适用于一次大量取材、分次切片的

情况,可以将组织和包埋模具一起保存。 本实验同

样采用的是模具包埋法进行组织包埋,但是模具选

用的是商品化的一次性冰冻切片包埋模具,相比于

黄小雨等人使用的铝箔纸在样品信息标记、样品保

存等方面更方便实用。

表 1　 不同组织冰冻切片的最佳冷冻箱温度、样品头温度及切片厚度
Table 1　 Optimum freezing chamber temperature, sample head temperature and slice thickness of frozen sections of different tissues

组织类型
Histologic type

冷冻箱温度(℃)
Freezer temperature

样品头温度(℃)
Sample head temperature

切片厚度(μm)
Section thickness

心
Heart

-16 -18 6~7

肝
Liver

-15 -15 6~7

肾
Kidney

-17 -16 6~7

肺
Lung

-17 -16 7~8

脾
Spleen

-15~ -18 -16 6~7

脑
Brain

-16~ -18 -16 6~7
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图 1　 小鼠不同组织冰冻切片 HE 染色结果

Figure 1　 The HE staining results of mice
different tissues sections

3. 2　 组织速冻方法对切片效果的影响

组织速冻方法是影响冰冻切片效果的关键因

素,不同的速冻方法对组织内冰晶的形成影响不

一。 因为组织在-1 ~ -5℃温度范围内会有 80%的

水分被冻结,细胞液会形成冰晶,该温度范围称为

最大冰晶生成带。 冻结速率不同,通过最大冰晶生

成带的时间是不同的,在速冻的过程中,组织内会

迅速形成大量的晶核,通过最大冰晶形成带的时间

短,晶核生长的时间短,进而形成小而均匀的冰晶,
对细胞和组织破坏较小;相反,在缓冻的情况下,组
织内形成的晶核较少,通过最大冰晶形成带的时间

长,晶核生长时间相对较长,就会形成较大的冰晶,
对细胞和组织造成较大的破坏[13]。 此外,梯度降温

和组织表面与内部同时降温对减少冰晶形成有着

至关重要的作用[14]。 因此,速冻方法选择合适的话

可以大大避免组织内冰晶的形成,从而保证了组织

和细胞形态的清晰性和完整性。
组织速冻方法很多,科学研究中常见的有液氮

速冻、液氮 /异戊烷法速冻、干冰 /无水乙醇混合物

速冻等。 (1)液氮速冻:将包埋后的组织直接浸入

液氮速冻,该方法很容易造成过度冷冻,导致组织

发脆甚至冻裂,对于初学者来说有一定难度。 此

外,使用液氮作为直接冷冻的冷冻剂,可能会造成

白化等安全事故,因此从可操作性、技术和管理成

本、安全性等因素考虑不推荐使用。 (2)液氮 /异戊

烷法速冻:先将异戊烷用液氮预冷,再将包埋后的

组织放入预冷的异戊烷中速冻[15],该方法在速冻的

时候组织周围产生的气泡较少,冷冻剂可以充分接

触组织,达到较好的速冻效果。 (3)干冰 /无水乙醇

混合物速冻:无水乙醇置于干冰中提前预冷,将干

冰缓慢加入到无水乙醇至形成粘稠状液体,再将包

埋后的组织放入干冰 /无水乙醇混合物中速冻,在
保持低温的同时能够与组织充分接触,有很好的速

冻效果。 该方法与液氮 /异戊烷法速冻方法相比,
安全性较高,易操作,但该方法适用于较小体积的

组织,组织体积大的推荐采用液氮 /异戊烷法速冻。
本实验室对小鼠组织采用的是干冰 /无水乙醇混合

物速冻法,结果切片无褶皱、无刀痕、无破损,镜下

组织无过多冰晶,细胞形态清晰,细胞核和细胞质

颜色分明,染色良好(见 3. 3)。
3. 3　 切片温度对切片效果的影响

切片温度是冰冻切片过程中最为关键的部分,
在进行冰冻切片时根据不同组织不同情况调节冷

冻箱温度和样品头温度以达到最佳的冰冻切片温

度。 由于小鼠不同部位的组织性质不同,最佳的冰

冻切片温度(optimun cutting temperature,OCT)也会

有所不同,切片时组织在与刀刃接触时,由于摩擦

使组织局部温度升高发生局部融化,接着组织切片

在冷冻箱被再次迅速冷冻,这中间的温度变化是冰

冻切片产生皱褶和断裂的原因,同时切片的软硬和

厚薄也会对皱褶产生进一步的影响。 因此,想要获

得高质量的冰冻组织切片,冷冻箱、刀刃、组织包埋

块、OCT 包埋剂之间的温度须平衡在最佳冰冻切片

温度附近。 如果温度过低组织韧性会变小,变脆,
切片时容易碎裂,可微调冷冻箱温度和样品头温

度,稍等片刻再行切片,也可用手轻抚组织以便组

织复温;温度过高会造成组织硬度不够,切片会出

现堆叠、厚薄不均、搓板状现象,不易成片。
3. 4　 切片厚度对切片效果的影响

切片厚度也是影响切片效果的因素之一,如果

切片太薄,就会造成切片容易破碎,不易成片;反
之,切片太厚其断面就会有多层细胞层叠,影响组

26 中国比较医学杂志 2020 年 9 月第 30 卷第 9 期　 Chin J Comp Med, September 2020,Vol. 30,No. 9



织结构和细胞形态的观察。 经过对小鼠不同组织

进行多次实验,小鼠心、肝、脾、肺、肾、脑组织切片

厚度约为 6 ~ 8 μm,切片效果较好,镜下观察无褶

皱、厚薄均匀、细胞形态较清晰。
综上所述,在制作冰冻切片时,我们应该从取

材、包埋、速冻、温度选择、恒温冷冻切片等各个环

节进行严格控制,但是,不同组织根据自身特点会

存在差异,应区别对待。 此外,在掌握关键性技术

要点的同时还应该具有高度的责任心和耐心,制作

出高质量的冰冻切片,才能更好地服务于单抗药物

非临床安全性评价工作。
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