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·论著论著· 

电子全文

1. 关键发现
   •   应用 EZ Prep 清洗液手工脱蜡处理的切片在多种眼组织特殊染色中的染色质量与传统二甲苯脱蜡处理的效果相当，可替

代二甲苯。

2. 已知与发现

   •    传统脱蜡使用二甲苯，其具有极强的挥发性，对人体有神经毒性，对环境造成污染，专业回收成本高。

   •    EZ Prep 清洗液可替代二甲苯进行手工快速脱蜡且制片效果相当，具有环保和脱蜡快捷的优点。

3. 意义与改变

   •   利用 EZ Prep 清洗液替代二甲苯进行手工脱蜡，不仅脱蜡快捷，提高了工作效率，还可避免二甲苯毒副作用、改善病理

技术工作环境。

文章亮点

[摘  要] 目的： 探讨EZ Prep清洗液替代二甲苯进行手工脱蜡制作特殊染色片的效果。 方法: 应用EZ Prep清洗液

替代二甲苯脱蜡，选取中山大学中山眼科中心临床病理科石蜡标本100例进行回顾性研究，常规切片后

切片一式两份，分别采用传统二甲苯和EZ Prep清洗液手工脱蜡后按实验室标准化操作流程进行特殊染

色，并比较脱蜡时间和染色效果。 结果： EZ Prep清洗液手工脱蜡处理的切片在革兰染色(Gram's)、六

胺银染色(GMS)、过碘酸-雪夫染色(PAS)、马松(Masson)三色染色、刚果红等多种特殊染色中的染色质

量和二甲苯脱蜡处理的效果一致，两组间优良率比较差异无统计学意义(χ2 = 0. 33，P ＞ 0. 05)，且平均

脱蜡时间由(33.0±2.7) min缩短至(7.2±1.1) min，加快了染色出片时间。结论：EZ Prep清洗液可以替代

二甲苯在眼组织特殊染色中脱蜡，并具有脱蜡时间短、环保的优点，值得推广应用。
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Application of EZ Prep cleaning solution as a xylene 
substitute in special staining of ocular tissues

GAO Huanhuan, LIN Jianxian, CHEN Shuxia, ZHANG Wenxin, TANG Lijuan, ZHANG Ping

(State Key Laboratory of Ophthalmology, Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen University, Guangdong Provincial Key Laboratory of 

Ophthalmology Visual Science, Guangzhou 510060, China)

Abstract	 Objective: To investigate the effect of EZ Prep cleaning solution as an alternative to xylene for manual deparaffinization 

in the preparation of special staining slides. Methods: EZ Prep cleaning solution was utilized to replace xylene for 

deparaffinization in a retrospective study involving 100 paraffin-embedded specimens from the Clinical Pathology 

Department of Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen University. Routine sections were prepared and duplicated, 

with one set deparaffinized using traditional xylene and the other using EZ Prep cleaning solution. Subsequent special 

staining was performed following standardized laboratory protocols. Deparaffinization time and staining outcomes were 

compared. Results: Slides treated with EZ Prep cleaning solution for manual deparaffinization demonstrated staining 

quality comparable to xylene treatment across various special stains, including Gram's, GMS, PAS, Masson's trichrome, 

and Congo red. The difference in the excellent rate between the two methods is not statistically significant (χ2 = 0.33, P 

> 0.05). Moreover, the average deparaffinization time is significantly reduced from 33.0±2.7 minutes to 7.2±1.1 minutes, 

thereby speeding up the staining process. Conclusion: EZ Prep could replace xylene deparaffinized sections in special 

staining of ocular tissues with the advantages of shorter deparaffinized time and environmental protection, which is 

worthy of promotion and application.
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特殊染色是临床病理诊断和鉴别重要的辅助技术

之一。相较于全自动特殊染色机，手工脱蜡进行特殊

染色，仍具有简单、快速、成本低的优点[1-2]。但通常

用作脱蜡的二甲苯具有极强的挥发性，对人体有神经

毒性，对环境造成污染，专业回收成本也高。病理工

作者一直在尝试二甲苯替代品[3-5]，期待使用无毒无

害、不影响染色质量、成本不高的环保试剂[6-7]，但实

际病理工作中因染色效果、成本等因素，普遍使用的

仍然是二甲苯脱蜡。

EZ Prep清洗液为淡黄色至深黄色的无臭液体，是

一种含醇、氢氧化物钠盐、异噻唑酮混合物的洗涤溶

液[8]，是罗氏免疫组织化学自动染色机所用的配套试

剂之一，用于检测过程中反应体系的清洗。因其通过

加热能溶解组织切片内的石蜡，且无致癌性、无特异

性靶器官系统毒性、无生态毒性，本科室尝试使用EZ 
Prep清洗液，替代传统二甲苯为脱蜡试剂进行特殊染

色，取得满意效果，现将应用体会介绍如下。

1 材料与方法 

1.1 材料

选取中山大学中山眼科中心临床病理科2021年7
月—2023年9月需行特殊染色联合诊断的病例标本，包

括角膜50例、眼内容物及眼肿物组织49例、眼球1例。

纳入标准: 1)有存档蜡块；2)特殊染色结果为阳性。

对其中符合纳入标准的 100例，进行回顾性特殊染色

研究。参与者中，男47例、女53例，年龄3~83岁，中

位年龄47岁。常规切片厚4 μm，连续切片。每例切片

2张，分为2组。A组为常规二甲苯脱蜡后进行后续染

色；B组为使用EZ Prep清洗液微波炉中加热脱蜡进行

后续染色。本研究经中山大学中山眼科中心医学伦理

委员会批准(批件号：2024KYPJ130)。

1.2 试剂与仪器

罗氏EZ Prep清洁液购自美国Ventana公司。微波炉

购自美的集团股份有限公司，型号为M1-L213B，功

率为700 w。特殊染色试剂包括革兰染色(Gram's)试剂

盒、六胺银染色(GMS)试剂盒、过碘酸-雪夫染色(PAS)
试剂盒、马松(Masson)三色染色试剂盒、刚果红染色

试剂盒、含铁血黄素试剂盒，均购自福州迈新生物技

术开发有限公司。参照《实用病理特殊染色和组化技

术》[9]自行配制。

1.3 方法

1.3.1 A组

进行传统二甲苯脱蜡： ①常规石蜡切片后60 ℃
烤箱中烤片45 min; ②切片经二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ脱蜡各 
10 min; ③75%、80%、95%乙醇洗脱，自来水冲洗至切

片水化； ④按照各项特殊染色的标准操作流程进行染

色；⑤中性树胶封固。

1.3.2 B组

进行EZ Prep清洗液脱蜡： ①常规石蜡切片烤片 
45 min; ②切片经EZ Prep清洗液微波炉中低火力加热 
5  min一次或中火力2～3 min两次(温度控制在55- 
70 ℃)； ③自来水冲洗至切片水化； ④按照各项特殊

染色的标准操作流程进行染色；⑤中性树胶封固。

1.3.3 脱蜡完全标准

脱蜡完全指切片透明，脱蜡均匀，无残留蜡。

具体评价方法：切片置乙醇清洗数次后取出，如切片

上除组织外原粘有蜡膜的位置与玻片其他部位一样透

明，组织形状清晰可见，说明已脱蜡彻底。如置乙醇

清洗后，粘有组织的部分呈云雾状，组织轮廓不清，

则说明脱蜡不彻底。

1.3.4 特殊染色

按照特殊染色标准操作流程，Gram's染色显示细

菌、PAS 和GMS染色显示真菌、 Masson 三色染色显示

胶原纤维、刚果红染色显示淀粉样变性等。

1.4 阅片

由两名病理科医师采用双盲法阅片并评价图片质

量，意见不一致的染色片由两名医师共同分析。特殊

染色评价标准[10-11]：①着色定位准确，最高记40分，

定位准确，着色过浅、过深减1～20分，无着色减40
分；②背景清晰、对比分明，最高记20分，染色不均

匀或不正确减1～10分，影响判断减20分；③染色强弱

适度，最高记20分，过深或过浅扣1～10分；④染色均

匀、复染适中，最高记20分，染色不均，复染过深或

过浅扣1～10分。评分结果按下列分数定级：甲级片为

评分≥90分(优)，乙级片为评分75～89分(良)，丙级片

为评分60～74分(基本合格)，丁级片为评分<60分(不
合格)。

1.5 统计学分析

采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料用
x±s表示，组间比较采用t检验。计数数据以n(%)表
示，组间比较采用χ2检验。以P＜0.05为差异有统计学

意义。
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2 结果

2.1 两组染色片脱蜡时间比较

A组、B组各分5批进行脱蜡，A组平均脱蜡时间为

(33.0±2.7)min；B组平均脱蜡时间为(7.2±1.1)min。B
组染色片脱蜡时间短于A组(t=−35.11，P= 0. 00)。说明

EZ prep清洗液可以加快脱蜡时间，从而加快特殊染色

出片时间。见表1。

2.2 两组染色质量评价比较
A组、B 组特殊染色切片甲级片分别为 96张、95

张； 乙级片分别为2 张、4 张，丙级片分别为2张、1 
张，丁级片均为0 张，染色优良率为 98%、99%，两组

间优良率比较差异无统计学意义(Z=−0.32，P＞0. 05)。
见表2。

2.3 染色结果

EZ Prep清洁液脱蜡后进行特殊染色，组织细胞结

构完好，核浆染色分明；能显示出相应的组织细胞结

构和其他组织成分如胶原纤维、淀粉样物质、含铁血

黄素、酸性黏液物质网状纤维、真菌等。见图1A~I。

3  讨论

在病理学技术中，分子生物学方法及全自动仪器

的使用方兴未艾，但特殊染色仍然是显示病原体、组

织及细胞内特殊结构经济简便、可靠的方法[12-14]。全

自动特殊染色机和试剂成本高，日常诊断特殊染色需

求量较少。目前在国内大部分医院病理科，特殊染色

仍是手工操作。

在染色过程中，脱蜡的干净程度对染色的质量

起关键作用。若脱蜡不彻底，镜下着色不均，染色效

果不佳。手工脱蜡常用二甲苯，但二甲苯有毒、极易

挥发，长期接触可导致中枢神经系统伤害、机体免疫

力下降，还可能诱发癌症；短期高浓度接触会导致接

触者出现上呼吸道明显的刺激症状，是公认的有毒化

学品[15-16]。为保护工作人员身体健康以及构建绿色化

实验室环境，本科室曾尝试使用一些脂肪烃类环保试

剂，效果并不稳定，并且其高出二甲苯约50倍的价格

增加了科室成本负担，故并未普遍使用此类环保试

剂。稳定的染色效果和适宜的成本是环保试剂在病理

科普及使用的关键。

目前本科室使用了罗氏EZ Prep清洗液脱蜡，与

二甲苯脱蜡效果一致，而且与传统二甲苯试剂相比有

如下优势：1)大幅提高脱蜡效率，由先前二甲苯脱蜡

时间(33.0±2.7) min缩短至(7.2±1.1) min。尤其适用于

补做特殊染色的情况，大幅缩短出片时间，提高病理

报告的签发时效。2)减少病理技师对二甲苯的吸入，

降低对其身体健康的损害。3)减少二甲苯废液的消耗

量，降低回收医疗废液的成本。4)EZ Prep脱蜡液简单

易得、可循环使用。购买罗氏EZ Prep 2 L原液可稀释10
倍得到20 L，稀释液一次使用不超过250 mL，单次购

买约可使用80次，并且每份稀释液可以使用3次以上，

其成本与二甲苯相近。

分组 n 脱蜡时间 /min

A 组 100 33.0±2.7

B组 100 7.2±1.1

表 1    两组切片脱蜡平均时间比较
Table 1    Comparison of average deparaffinization times for the 
two groups of sections

分组 n 甲级片 乙级片 丙级片 丁级片

A 组 100 96 2 2 0

B 组 100 95 4 1 0

表 2    两组特殊染色切片质量评价比较
Table 2    Comparison of special staining quality between two groups
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本研究进行的七种特殊染色均为眼科病理常用

的染色方法，经EZ Prep清洗液处理，胶原纤维、淀

粉样物质、含铁血黄素、酸性黏液物质网状纤维、真

菌等均取得较好的染色效果，色彩分明。需要注意的

是，在应用EZ Prep清洗液脱蜡时温度和时间的控制。

脱蜡时间不宜过长，参考罗氏免疫组织化学染色仪

脱蜡流程是70 ℃加热4 min 2次，我们用于特殊染色，

用微波炉中低火力加热5 min一次(或中火力2~3 min 

两次)。注意脱蜡温度不宜过高，控制在55~70 ℃之

间，否则容易掉片。EZ Prep是一种温和的洗涤剂

溶液，其主要成分为醇、氢氧化物钠盐、异噻唑酮

混合物，脱蜡原理是通过加热溶解组织切片内的石

蜡。洗涤剂用于降低水溶液的表面张力，以便溶解

的石蜡从组织和载玻片上脱落，使其浮在水溶液池

的表面。上下摇动脱蜡提篮可防止石蜡再度沉积在

载片上，从而有效地通过清洗去清除石蜡。若脱蜡

图 1     EZ Prep手工脱蜡处理的多种特殊染色结果图
Figure 1    Results of various special stains after manual deparaffinization with EZ Prep
(A) Masson染色显示胶原纤维(×100) ；(B) 刚果红染色显示淀粉 (×100) ；(C) 普鲁士蓝染色显示含铁血黄素(×100)； 
(D) AMP染色显示酸性黏液物质(×200)；(E) 革兰染色显示放线菌(×200) ；(F) PAS染色显示真菌(×200)；(G) GMS染色显
示放线菌(×400)；(H) GMS染色显示阿米巴(×400)； (I) GMS染色显示真菌(×400)。
(A) Masson's trichrome staining reveals collagen fibers (×100) ; (B)Congo red staining reveals amyloid deposits (×100);(C) Prussian 
blue staining reveals hemosiderin(×100); (D) AMP staining reveals acidic mucopolysaccharides(×200); (E) Gram staining reveals 
Actinomyces(×200); (F) PAS staining reveals fungi(×200); (G) GMS staining reveals Actinomyces(×400); (H) GMS staining reveals 
amoebae(×400);  (I) GMS staining reveals fungi(×400).
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时间过长，组织容易溶解而掉片。

本研究也存在以下不足：1)研究标本仅限于眼科

手术活检标本，包括角膜、眼内容物、眼肿物、全

眼球标本，涉及黏膜、脂肪组织、肌肉组织和腺体组

织，但未在肝、肾、肺、乳腺、子宫内膜标本大范围

内使用验证，本医院的特殊染色项目也不多，可在综

合医院推广使用进一步验证。2)由于本科室已实现全

自动化苏木精-伊红染色，并且脱蜡缸无自动加热的功

能，故本文没有讨论在苏木精-伊红染色中的应用，仅

对特殊染色进行研究探讨，但根据文献[17]报道，已有

快速苏木精-伊红染色的环保脱蜡剂研究。3)未针对市

面上脱蜡环保试剂进行对比，后续将开展对市售环保

试剂应用在组织脱水、透明、染色方面的研究。

综上所述，应用EZ Prep清洁液手工脱蜡处理的切

片在多种特殊染色中的染色质量与传统二甲苯脱蜡处

理的效果相同，可以替代二甲苯。在条件所限仍需要

手工脱蜡的基层医院以及需紧急出具病理报告时，能

大幅提高工作效率、改善病理技术的工作环境，实用

性强，染色效果稳定、可靠，值得在病理科日常工作

中进行推广和应用。
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