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实验原理
胶原纤维染色如苦味酸-酸性品红法和三色染色法,都是利用两种或三种阴离子染料混合一起或先后作用而完成鉴别染色的。Van Gieson氏染色中,为什么胶原纤维呈红色(被酸性品红所染),肌纤维呈黄色(被苦味酸所染)。而Masson氏染色时胶原纤维呈蓝色(被苯胺蓝所染),肌纤维呈红色(被酸性品红和丽春红所染),这与阴离子染料分子的大小和组织的渗透性有关。 
可发现红细胞被最小分子的阴离子染料着染，肌纤维与胞质被中等大小的阴离子染料着染,而胶原纤维则被大分子的阴离子染料着染。由此说明了红细胞对阴离子染料的渗透性最小,肌纤维与胞质次之,而胶原纤维具有最大的渗透性。根据组织不同的渗透性能,选择分子大小不同的阴离子染料进行染色,便可把不同组织成分显示出来。
常用作胶原纤维染色的几种阴离子染料的分子量由小到大分别是: 
苦味酸(黄色),分子量,229.11 
橙黄G(橙黄色),分子量452 
丽春红(红色),j女子量,480.42 
酸性品红(红色),分子量,585.53 
苯胺蓝(蓝色),分子量737.72 
亮绿(绿色),分子量792.72 
甲基蓝(蓝色),分子量,799 
因此,在Van Gieson氏法中,苦味酸染红细胞和肌纤维,酸性品红染胶原纤维,而在Masson氏法中,酸性品红或丽春红染肌纤维,而苯胺蓝或亮绿染胶原纤维。染色反应是一个很复杂的过程,胶原纤维染色除上述两个方面外,不排除电子吸附和排斥作用。
胶原纤维和肌纤维的鉴别染色是病理组织制片的一个重要方法,它的染色对病理诊断很有帮助。1.来源于间胚叶的肿瘤,如纤维瘤、平滑肌瘤、横纹肌瘤、神经纤维瘤甚至它们的肉瘤等都产生一定的纤维,这些纤维在H-E染色中都染成红色而难以区别。通过用上述方法染色,一般可区分出该肿瘤组织是胶原纤维源性,还是肌源性,或者是神经纤维源性。对于后者,有时还需加染磷钨酸苏木素来协助诊断。2.在慢性炎症,机化和瘢痕形成中,可随病理过程的发展而出现胶原纤维。在早期,H-E染色切片中的这些纤维往往和纤维蛋白很难鉴别,通过胶原纤维染色则可证实。如慢性肾小球肾炎的肾小球纤维化后,MASSON染色呈蓝色。大叶性肺炎或血栓发生机化后,原有的纤维蛋白灶内出现胶原纤维,MASSON染色呈蓝色。风湿性肉芽肿已静止时,阿啸夫氏(Aschoff's。巨细胞消失,病灶内的纤维被胶原纤维取代,MASSON染色也呈蓝色。胃、十二指肠溃疡愈复时,在渍疡底部出现胶原纤维构成的疤痕,慢性阑尾炎时阑尾壁出现的纤维化,肝硬化时胶原纤维的增生,这些用Masson。染色也都染成蓝色。
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实验结果展示
胶原纤维呈蓝色；
背景呈红色至紫红色（主要为肌纤维，胞质，纤维素，角质蛋白细胞核等）
红细胞呈水红色。
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	[bookmark: _Toc40800938]仪器名称
	品牌
	型号

	脱水机
	武汉俊杰电子有限公司
	JT-12S

	包埋机
	武汉俊杰电子有限公司
	JB-L5

	病理切片机
	LEICA
	RM2016

	冻台
	武汉俊杰电子有限公司
	JB-L5

	组织摊片机
	浙江省金华市科迪设备有限公司
	KD-P

	电热鼓风干燥箱
	上海光地仪器设备有限公司
	101A-3

	载玻片
	皮诺飞生物科技有限公司
	S193333

	生物显微镜
	NIKON
	E100

	拍照显微镜
	NIKON
	ECLIPSE-Ci

	扫描仪
	济南丹吉尔电子电子有限公司
	Pannoramic SCAN Ⅱ


试剂
	[bookmark: _Toc457908951][bookmark: _Toc457909481]试剂名称
	品牌
	货号

	无水乙醇
	国药集团化学试剂有限公司
	100092683

	二甲苯
	国药集团化学试剂有限公司
	10023418

	冰醋酸
	国药集团化学试剂有限公司
	FA3550002

	中性树胶
	国药集团化学试剂有限公司
	10004160

	Masson 染色液套装
	皮诺飞生物科技有限公司
	P0043





[bookmark: _GoBack]耗材：
微波修复盒，玻璃缸，染色架，玻璃烧杯，染色杯，盖玻片
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1 将烤箱中染色架上烤好的石蜡切片样本放入二甲苯Ⅰ浸泡20min，
2 将样本移入二甲苯Ⅱ浸泡20min，
3 待样本上的蜡溶解后，将样本转入无水乙醇Ⅰ浸泡5min，
4 将样本转入无水乙醇Ⅱ浸泡5min，
5 用无水乙醇刷洗20s移入水盆中用自来水流水将样本上的酒精冲洗干净。
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1 切片入微波修复盒中的Masson染液1过夜孵育，
2取出切片，拿染色杯用自来水快速水洗至无色；
2 切片入微波修复盒中的Masson染液2（染色前65℃预热30min）中放回烤箱染色3-5min后，拿染色杯用自来水，水洗2-3次；
3 切片入微波修复盒中的Masson染液3染色30s-1min 
4 取出切片，稍微沥干，入微波修复盒中的Masson染液4（染色前置于65℃预热30min，用完放回烤箱预热）染色5-20s。
5 切片入1%冰醋酸（需自备）内分化数秒，三缸，每缸分化5-10s
[bookmark: _Toc133]脱水封片
脱水：
切片入微波修复盒中的无水乙醇三缸，每缸5-10s。
切片转入微波修复盒中的正丁醇 10-20s。
封片：
切片入染色缸中的二甲苯（专用）Ⅰ5min 
转入染色缸中的二甲苯（专用）Ⅱ5min
放入风口快速吹干后，用中性树胶封片。
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	染液名称
	主体成分
	保存条件

	染液1
	CGSJ
	RT

	染液2
	丽春红
	RT

	染液3
	磷钼酸
	RT

	染液4
	苯胺蓝
	RT
















本公司承诺实验结果真实可靠，若您对实验结果存有疑问，请在一个月内及时回复我们。本公司还将您的实验产品（标本及已提蛋白）在实验完成后，保存三个月，若您有需要请及时与我们联系。在以上规定期限内，本公司将积极配合您对实验结果的复核，以及产品的管理。若超过以上期限，本公司将不再承担责任和义务。
    衷心感谢您对武汉皮诺飞的信任，祝您实验顺利！
公司地址：湖北省武汉市江夏区神墩四路666号国英种业A栋14楼        网址：http://www.pinuofei.com1
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