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减少脑组织术中冷冻切片冰晶形成的处理方法
陈世梁，吴文川，符志龙

(海南省人民医院病理科，海南 海口 570311)

【摘要】 目的 探讨减少脑组织术中冷冻切片冰晶形成的方法，以提高脑组织冷冻切片的质量，为脑组织术

中病理诊断和临床手术方案的制定提供保障。方法 选取海南省人民医院神经外科2015年1月至2017年12月术

中送检新鲜脑组织标本147例，根据随机数表法分成三组，每组49例。第一组采用不同取材厚度，第二组采用不同

标本含有液体处理方法，第三组采用不同的冷冻锤和速冻使用方法进行制作脑组织冷冻切片，镜下观察和比较冰

晶形成的情况。结果 脑组织取材厚度为0.3 cm的冰晶形成得分为(8.8±1.1)分，而取材厚度为0.2 cm的冰晶形成

得分(9.0±0.8)分，两者比较差异无统计学意义(P>0.05)，但分别高于取材厚度为0.4 cm的冰晶形成得分和取材厚度

为0.5 cm的冰晶形成得分[分别为(6.3±2.5)分和(5.5±2.1)分]，差异均有统计学意义(P<0.05)；脑组织含有液体时以滤

纸吸干冰晶形成得分为(8.6±0.9)分，未将液体吸干冰晶形成得分为(5.1±2.2)分，前者高于后者，差异有统计学意义

(P<0.05)；脑组织冷冻方式为使用冷冻锤和启动速冻功能冰晶形成得分为(8.7±1.1)分，使用冷冻锤和不启动速冻功

能冰晶形成得分(6.5±2.3)分，不使用冷冻锤和启动速冻功能冰晶形成得分(6.3±2.6)分，不使用冷冻锤和不启动速冻

功能冰晶形成得分(5.4±2.5)分，前者均高于后三者，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 选择恰当的取材厚度、吸

干标本中的液体以及使用冷冻锤和速冻功能加速组织冷冻可减少脑组织术中冷冻切片冰晶的形成，提高脑组织冷

冻切片质量。
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【Abstract】 Objective To explore the methods to reduce the formation of ice crystals during brain frozen sec-

tion, so as to improve the quality of frozen section of brain tissue and to provide a guarantee for pathological diagnosis and

clinical operation of brain tissue. Methods A total of 147 fresh brain tissue samples were selected from Department of

Neurosurgery in Hainan General Hospital from January 2015 to December 2017, which were randomly divided into three

groups according to random number table method, with 49 cases in each group. Group 1 used different thickness of materi-

als, Group 2 used treatment of specimens containing liquid, and Group 3 used different freezing hammer and quick freez-

ing method to make frozen section of brain tissue. The formation of ice crystals was observed and compared under the mi-

croscope. Results The score of ice crystal formation for 0.3 cm thickness (8.8±1.1) showed no significant difference with

that of 0.2 cm thickness (9.0±0.8), P>0.05, but the score for 0.3 cm thickness was higher than that of 0.4 cm thickness

(6.3±2.5) and 0.5 cm thickness (5.5±2.1), P<0.05. When the brain tissue containing liquid was dried by filter paper, the

score of the ice crystal formation was (8.6±0.9), significantly higher than (5.1±2.2) of the tissue without drying (P<0.05).

The score of the ice crystal formation for using freezing hammer and quick freezing method was (8.7±1.1), which was

significantly higher than (6.5±2.3) for using freezing hammer only, (6.3±2.6) for using quick freezing method only, and

(5.4±2.5) for using none of these two methods (P<0.05). Conclusion Selecting appropriate thickness of the specimen,

paying attention to dry the liquid in the specimens, and using freezing hammer and speed function to accelerate tissue

freezing can reduce the formation of ice crystals, so as to improve the quality of frozen section of brain tissue.
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随着神经外科手术技术的发展，脑组织术中冷冻切

片得到了广泛应用。因脑组织组织柔软稚嫩、富含水分

的结构特点[1]，冷冻切片容易出现冰晶，冰晶不同程度地

挤压周围脑组织使其形态发生变化，大而多的冰晶甚至

使脑组织失去原来的结构形态，镜下显示为组织受挤

压、形态难辨，其间夹杂有大小、形态不一的空隙，给术

中病理诊断带来了相当大的困难。如何减少脑组织术

中冷冻切片冰晶的形成，一直以来都是困扰病理技术员

的一个技术难题。本文通过实验探讨减少脑组织冷冻

切片冰晶形成的方法，以期为病理医师快速诊断和神经

外科医师选择手术方案提供可靠保证。

1 材料与方法

1.1 材料 选取海南省人民医院神经外科 2015

年 1 月至 2017 年 12 月术中送检新鲜脑组织标本 147
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例，病理诊断包括胶质瘤、脑膜瘤、神经鞘膜瘤、垂体

腺瘤、髓母细胞瘤、转移瘤、脑血管瘤、炎症性病变、室

管膜瘤与大致正常脑组织等。

1.2 仪器及试剂 德国 LEICA CMl900 恒温冷

冻切片机；日本FEATHER R35型一次性刀片；汕头市

惠普生文具有限公司HP-5033普通胶水；95%乙醇固

定液；改良 Lillie-Mayer 苏木素液；1%盐酸乙醇分化

液；2%碳酸锂水溶液；0.5%醇溶伊红液；各梯度乙醇溶

液；二甲苯及中性树胶。

1.3 方法 147例新鲜脑组织标本根据随机数表

法分成三组，每组49例，第一组采用不同取材厚度，第

二组采用不同标本含有液体处理方法，第三组采用不

同的冷冻锤和速冻使用方法进行制作脑组织冷冻切

片，镜下观察和比较冰晶形成的情况。

1.3.1 不同取材厚度脑组织冷冻切片的制作方

法 收集49例术中新鲜脑组织标本，每例切取4块组

织，取材大小均为 1.5 cm×1.5 cm，取材厚度分别为：A

组0.2 cm、B组0.3 cm、C组0.4 cm、D组0.5 cm (若组织

含有液体，用滤纸吸干)。预先将箱体和冷冻头温度都

设为-16℃，切片厚度设置为4 µm，样本托放于工作箱

内预冷备用，取材后先打开速冻按钮启动速冻功能，

再将样本托放于冷冻台上加适量胶水包埋脑组织，待

脑组织周边胶水开始变白时立即将冷冻锤轻轻压在

组织表面加速冷冻，等脑组织包埋胶水刚刚全部变白

立即进行切片，切片立即放入 95%乙醇固定液固定

20~30 s，取出切片水洗2~3 s，常规冷冻切片HE染色[2]：

(1) 改良Lillie-Mayer苏木素液1 min；(2) 流水冲洗5 s；

(3) 1%盐酸乙醇分化2 s；(4) 2%碳酸锂水溶液5 s；(5) 流

水冲洗 5 s；(6) 80%乙醇 1 s；(7) 0.5%醇溶伊红液 5 s；

(8) 80%乙醇 2s；(9) 95%乙醇 2 s；(10) 无水乙醇 5 s；

(11) 二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ液各1 s，中性树胶固封。

1.3.2 标本含有液体不同处理方法脑组织冷冻

切片的制作方法 收集49例术中新鲜脑组织，每例切

取两块大小为 1.5 cm×1.5 cm×0.3 cm、质地相似、含有

液体量相当的脑组织，随机取其中一块组织用滤纸吸

干其液体(E组)，另一块组织未将液体吸干(F组)，两组

组织其余操作同B组。

1.3.3 不同冷冻锤和速冻使用方法脑组织冷冻

切片的制作方法 收集49例术中新鲜脑组织标本，每

例切取 4 块组织，取材大小、含有液体处理方法同 B

组，各随机取一块分成四组(G组：使用冷冻锤和启动

速冻功能，H组：使用冷冻锤、不启动速冻功能，I组：不

使用冷冻锤、启动速冻功能，J组：不使用冷冻锤和启

动速冻功能)，其余操作同B组。

1.4 结果评分 由两名主治以上医师进行双盲

评片，镜下观察，根据整张切片中无冰晶形成的区域

占比例评分，整张片无冰晶形成为 10分，无冰晶形成

的区域占整张切片的比值剩以 10即该切片冰晶形成

得分。每项指标数据为评分的均值。

1.5 统计学方法 应用SPSS19.0统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差(x-±s)表示，两组间均

数比较采用 t检验，多组均数比较采用方差分析，组间两

两比较使用SNK法，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同脑组织冷冻切片制作方法的冰晶形成

比较 取材厚度不超过 0.3 cm、用滤纸吸干组织含有

的液体并使用冷冻锤和启动速冻功能的方法进行脑

组织冷冻制片，组织结构清晰，形态基本完整，薄厚均

匀，红蓝对比鲜明，透明度较好，极少有冰晶形成，其

他方法有不同程度的冰晶形成，组织结构不同程度受

压变形(图1、图2)。

2.2 不同取材厚度对脑组织冷冻切片冰晶形成

的影响 A组、B组、C组和D组的冰晶形成得分分别

为(8.8±1.1)分、(9.0±0.8)分、(6.3±2.5)分和(5.5±2.1)分，

不同取材厚度对脑组织冷冻切片冰晶形成差异有统

计学意义(F=48.78，P=0.000)。两两比较结果显示 A

组与 B 组冰晶形成得分比较差异无统计学意义(P>

0.05)；B组冰晶形成得分分别高于C、D两组，差异均有

统计学意义(B组和C组，B组和D组比较，P均<0.05)。

2.3 标本中含有液体不同处理方法对脑组织冷

冻切片冰晶形成的影响 E组的冰晶形成得分为(8.6±

0.9)分，F组的晶形成得分为(5.1±2.2)分，前者高于后

者，差异有统计学意义(t=6.585 0，P<0.05)。

图1 脑冷冻切片组织结构清晰，形态完整，组织内无冰晶形成(×200)

图2 脑组织冷冻切片中冰晶形成较多，组织结构变形难以辨认(×200)
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2.4 不同冷冻方法对脑组织冷冻切片冰晶形成
的影响 G 组、H 组、I 组和 J 组冰晶形成得分分别为
(8.7±1.1)分、(6.5±2.3)分、(6.3±2.6)分和(5.4±2.5)分，不
同冷冻方法对脑组织冷冻切片冰晶形成差异有统计
学意义(F=19.72，P=0.000)。两两比较结果显示 G 组
冰晶形成得分分别高于H组、I组和 J组，差异均有统
计学意义(G组和H组、I组、J组比较，P均<0.05)。

3 讨 论

脑组织存在于颅腔中，术前很难取活检确诊，往
往要通过术中冰冻检查来确定手术方案，这就需要病
理医师在很短时间内做出良恶性判断，为神经外科医
师选择手术方式提供依据。脑组织组织柔软稚嫩、富
含水分和磷脂，质地疏松，易形成冰晶，冰晶形成后脑
组织受压变形难以观察，给诊断带来困难。因此，减
少脑组织内冰晶形成的处理方法，对制作高质量的脑
组织冷冻切片具有举足轻重的作用。

冰晶根据其在细胞内的位置分为细胞内冰晶和
细胞外冰晶，细胞内冰晶主要出现于胞质丰富或胞核
大的细胞，如横纹肌、鳞状上皮等，细胞外冰晶容易出
现于富含水分、质地疏松的组织，脑组织由于其自身
组织特点主要是出现细胞外冰晶。细胞外冰晶的形
成是一个复杂的过程，与组织所处的介质、温度和冷
冻速率有关，其形成机制主要有：①水冷冻凝结成为
固态有两种形式：晶体态和玻璃态。水在一定条件
下，经历结晶成核过程转变为规整排列固体的形式叫
做晶体态，经历玻璃化过程转变为无序固体的形式叫
做玻璃态。玻璃化是指水转化为非晶体(玻璃态)的固
化过程，其本质是冷冻固化温度降得足够快时，水不
经历结晶过程而直接变成过冷液体，最终形成玻璃
态。脑组织冷冻过程中，当温度降至-5℃左右时，细
胞外液开始结冰，而因为细胞膜的阻隔使细胞内部仍
处于过冷状态没有结冰。细胞外液结冰引起细胞外
液中的电解质浓缩而导致渗透压升高，细胞内部的水
分子渗出细胞，在细胞外形成结晶。降温的速度越
慢，细胞内部的水分子外渗越多，细胞外冰晶体积越
大，细胞脱水体积缩小。因此，冰晶的形成的大小与
组织冷冻的速度密切相关 [3]。脑组织在冷冻过程中
在-5℃停留时间越长，组织内产生的冰晶体积越大[4]。
②脑组织中的水、脂肪和蛋白质在同一冷冻温度下冷冻
速度不一致，当温度缓慢下降到某阶段时，水在组织中
容易从液体状态转化为固体状态结冰成冰晶，若此时脑
组织内的主要成份脂肪和蛋白质没有完全冻结而质地
较软，冰晶形成后便会挤压其周围组织，使组织受压变
形。由以上两点可见，细胞的损伤来源于细胞的脱水引
起的体积缩小及细胞外冰晶的机械挤压，当冰晶融化
后，镜下可见原组织变形，留下大小不一、形态不定的空
泡[5]。所以，减少脑组织冷冻切片冰晶的形成必须在制
片过程中减少组织的水分并加快组织冷冻速冻，保证
水、脂肪和蛋白质都在最短的时间内充分冻结，这样可

以使有害的冰晶缩小甚至无明显影响[6-7]。

本研究发现，脑组织取材厚度为0.2~0.3 cm时，冷

冻切片冰晶形成很少，而当取材厚度0.4 cm以上时，由

于组织冷冻制成块的时间延长，冷冻切片冰晶形成的现

象显著增加。因此，脑组织冰冻取材时应在不影响诊断

的前提下尽量取小点、取薄点，厚度不超过 0.3 cm；否

则，组织过大、过厚，冷冻时间延长容易形成冰晶。

冷冻切片脑组织速冻前如果浸水或者被自身的

囊液、黏液和血液浸泡，组织内水分会增加，易导致冷

冻后组织内冰晶形成过多[8]。因此，在标本送检方面，

病理科应积极与临床科室沟通，切忌用生理盐水浸泡

组织，因为经液体浸泡后，组织内水分会增加，易造成

冷冻后组织内冰晶形成增多。每次取材前应把取材

板及取材器械用滤纸擦干，若组织短时间内浸入含水

或血性液中，可用滤纸轻轻吸干表面水分后再取材。

取材后的组织宜先用滤纸在组织表面轻轻按压，尽量

将组织表面的水分吸干后再切片，这样可以减少因组

织水分过多造成冷冻切片冰晶形成过多的现象。

通过冷冻脑组织时打开速冻按钮启动速冻功能

并使用冷冻锤，可加速脑组织冷冻，使组织中的水、脂

肪和蛋白质最短时间内迅速冷冻降至-5℃以下，水不

经历结晶过程而直接变成过冷液体，最终形成玻璃

态，而脑组织内的主要成份脂肪和蛋白质快速冷冻变

硬不易被挤压变形。因此，速冻和冷冻锤的使用，可

避免脑组织缓慢冷冻而产生冰晶。在实践应用中可

以先把冷冻锤预先放在冷冻台上，启动速冻功能后，

在等待胶水初步变白的时间内可使冷冻锤温度降到

足够低，这样使用冷冻锤时，加速冷冻效果更好。

综上所述，根据脑组织的组织特点和冰晶形成机

制，选择恰当的取材厚度、吸干标本中的液体以及使

用冷冻锤和速冻功能加速组织冷冻可减少脑组织术

中冷冻切片冰晶的形成。
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