
2017, 32(2)    ykxb.amegroups.com
64

眼科学报
Yan  K e  Xue  B ao

爱先蓝和细胞角蛋白双重染色技术在泪腺腺样囊性癌	

诊断中的应用

高欢欢，林健贤，李扬杵，张文忻，陈丽红，唐丽娟，张平

(中山大学中山眼科中心临床病理科，眼科学国家重点实验室，广州 510060)

[摘　要]	 目的：探讨爱先蓝(Alcian Blue，AB)和细胞角蛋白(c y tokeratin，CK)双重染色技术在泪腺腺样囊

性癌组织中的应用 ,  提高泪腺腺样囊性癌染色效率。方法：选取中山大学中山眼科中心临床病理

科2015年1月至2017年1月期间诊断为泪腺腺样囊性癌病例标本23例，在同一张切片上先进行AB染

色，再进行CK染色，观察染色效果。结果：23例泪腺腺样囊性癌标本组织中黏液物质全部呈蓝

色；癌细胞胞质CK阳性，呈棕黄色。结论：AB和CK双重染色方法稳定，颜色对比鲜明，能够良

好显示癌细胞及黏液的关系，并且比分开的两次单种染色省时、经济。
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Application of Alcian Blue and cytokeratin double staining 
technique in adenoid cystic carcinoma
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Abstract Objective: To investigate the application of Alcian Blue (AB) and cytokeratin (CK) double staining technique in 

adenoid cystic carcinoma to improve the staining efficiency. Methods: Twenty-three specimens of adenoid cystic 

carcinoma from January 2015 to January 2017 in the Clinical Pathology Department of Zhongshan Ophthalmic 

Center, Sun Yat-sen University were stained with AB first and CK then on the same slide. Results: Mucinous 

substance showed blue. And the cytoplasm of the cancer cells presented with brown yellow in all the specimens. 

Conclusion: The method of double staining with AB and CK is stable and displays bright color contrast. It can 

effectively reveal the relationship between the mucus and cancer cells. It proves to be more time-saving and 

economical than the individual staining of AB and CK respectively.
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双重染色技术是在同一张切片上，同时或先

后进行两种不同染色以显示不同物质的方法[1]，近

年来逐渐受到病理工作者的重视，如免疫组织化

学与免疫组织化学、特殊染色与特殊染色、特殊

染色与免疫组织化学等双重染色 [2-4]。与单种染色

相比，双重染色弥补了单一染色方法着色在2张或

多张切片上、位置分离的不足。最明显的优点是

可以显示组织中不同成分的相互关系，给病理诊

断带来更多信息。

泪腺腺样囊性癌(a d e n o i d  c y s t i c  c a rc i n o m a)
起源于泪腺腺体，是最常见的泪腺恶性上皮性肿

瘤，其恶性程度高、浸润性极强，预后很差 [ 5 ]。

病理诊断中，为鉴定其筛状小囊内所含黏液物质

和肿瘤细胞产生的抗原物质，常连续切片进行分

别染色。但是由于部分泪腺腺样囊性癌标本组织

较小，多次切片导致显色后不易找到同一对照位

置，分别染色又耗时、耗材。检索文献发现，廖

洪锋等[6]在同一张切片中同时采用免疫组织化学及

黏液染色，其结果对转移性腺癌的诊断比在不同

切片中分别做染色更有可比性，同时为转移性腺

癌的诊断提供依据。吕莉等[7]选取经手术切除的大

肠黏膜行黏液染色与免疫组织化学双染，效果明

显，定位清晰，并且两种染色方法不互相干扰。

而类似研究在泪腺腺样囊性癌中未见报道。

爱先蓝染色是一般黏液染色的常用方法 [ 8 ]。

CK是上皮细胞来源肿瘤细胞的肿瘤标志物。本研

究利用爱先蓝染色和细胞角蛋白免疫组织化学相

结合的方法，对泪腺腺样囊性癌组织进行双重染

色观察，为泪腺腺样囊性癌的病理诊断寻找一种

快速良好的方法。

1  对象与方法

1.1  对象

收集中山大学中山眼科中心临床病理科2015
年1月至2017年1月经病理医生镜下确诊为泪腺腺

样囊性癌病例标本2 3例，所有标本经1 0 %甲醛固

定、常规脱水、透明、石蜡包埋，每个蜡块重新

切片、裱片，切片厚4 μm。将切片分为3组：1)常

规H E染色组；2 )对照组，分别做A B染色和CK染

色；3)实验组，AB+CK染色。

1.2  试剂

爱先蓝染液(pH2.5)、核固红染液。

免疫组织化学试剂：CK抗体(购自北京中杉

金桥公司)，二抗试剂盒、DAB试剂盒均使用Lecia
公司试剂盒。

1.3  方法

1.3.1  爱先蓝特殊染色

组织切片脱蜡至水，新鲜配置爱先蓝染液染

10~20 min，稍水洗，核固红复染10 min，水洗。

PBS缓冲液充分冲洗调整至pH7.4~7.8，为下一步

免疫组织化学作准备。

1.3.2  免疫组织化学染色

采用L eica  B OND -M A X全自动免疫组织化学

机，对特殊染色之后的切片上机进行免疫组织化

学 染 色 ， 制 备 程 序 设 置 时 选 择 “ 不 烤 片 、 不 脱

蜡”的DAB自动染色程序。3小时后程序结束。清

洗染色片，晾干，二甲苯透明，中性树胶封片。

2  结果

23例泪腺腺样囊性癌HE染色镜下观察，肿瘤

细胞团块中含有许多大小不等的圆形微小囊腔，

成筛孔状(图1)；对照组中23例AB染色(+)(图2)、

CK(+)(图3)；实验组中23例AB+CK染色(+)(图4)，

经AB和CK双重染色后癌细胞产生的黏性物质呈蓝

色；癌细胞胞质CK阳性，呈棕黄色(图5)。实验组

较对照组容易观察，颜色对比鲜明，背景清晰，

能够良好显示黏液与癌细胞的关系。

图1 泪腺腺样囊性癌(HE, ×100)

Figure 1 Adenoid cystic carcinoma (HE, ×100)
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3  讨论

我们在同一张切片上利用AB和CK双重染色技

术同时显示黏液物质与癌细胞，有助于观察了解

两种成分在泪腺腺样囊性癌发生发展中的关系及

相互作用。

爱先蓝属于阳离子染料，分子中带有正电荷

的盐键能够与酸性黏液物质中带负电荷的酸性基

团 结 合 而 呈 蓝 色 。 常 采 用 p H 2 . 5 和 p H 1 . 0 两 种 爱

先蓝染液，用于黏液性上皮肿瘤的鉴别和证明肿

瘤是否含有黏液物质。其中爱先蓝染液 ( p H 2 . 5 )
可 用 于 区 分 黏 液 肉 瘤 和 脂 肪 肉 瘤 ， 前 者 阳 性 而

后 者 阴 性 。 爱 先 蓝 染 液 ( p H 1 . 0 ) 显 示 硫 酸 化 黏

液 物 质 。 显 示 一 般 黏 液 物 质 ， 首 先 选 用 爱 先 蓝

( pH2.5)法 [8]。泪腺腺样囊性癌筛状小囊内通常充

满嗜酸性的黏液物质 [9]，我们选择爱先蓝( pH2.5)
法，效果较好。

C K ( p a n)为广谱型细胞角蛋白，主要标记腺

上皮、黏膜上皮、鳞状上皮，用于各种鳞状细胞

癌、腺癌等的标记。阳性染色部位在细胞质。泪

腺腺样囊性癌中癌细胞来源于泪腺上皮细胞，因

而胞质CK阳性，呈棕黄色。

技术要点是：第一，由于AB染色着色较深、

着色面较大，避免黏液染色对免疫组织化学染色

图2 泪腺腺样囊性癌AB染色显示蓝色黏液(箭头指示)(×200)

Figure 2 AB staining of adenoid cystic carcinoma shows blue 

mucus (arrows) (×200)

图5 泪腺腺样囊性癌AB+CK染色(+) (×400)

Figure 5 AB and CK double staining of adenoid cystic carcinoma 

(+) (×400)

实箭头显示为蓝色黏液，虚箭头显示为癌细胞胞质。

The solid arrow is blue mucinous substance, and the dotted arrow 

shows the cytoplasm of the cancer cells.

图3 泪腺腺样囊性癌CK染色(+) (箭头指示)(×200)

Figure 3 CK staining of adenoid cystic carcinoma (+) (arrows) 

(×200)

图4 泪腺腺样囊性癌AB+CK染色(+)(×200)

Figure 4 AB and CK double staining of adenoid cystic carcinoma 

(+) (×200)
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中细胞抗原物质阳性表达的遮盖，将黏液特殊染

色法放在第1步骤；第二，由于在黏液特殊染色中

改变了组织切片的pH值，须在做免疫组织化学染

色前用PBS缓冲液充分冲洗调整至pH7.4~7.8。

该方法对于泪腺腺样囊性癌临床病理诊断的

意义在于，首先，部分眼科泪腺标本体积较小，

分开染色会由于反复切片而导致有诊断意义的病

灶部位被切去、无相同部位作对照的情况，在同

一张切片中先进行 A B 黏液染色然后进行 C K 免疫

组织化学染色，减少了一次切片，避免了组织被

反复切片的损失。其次，临床病理诊断中常常因

为不同的染色方法显色效果不同，不容易找到相

同位置对比观察而影响工作效率。因为分开染色

的结果分离，不如双重染色直观。此AB黏液染色

与 C K 免 疫 组 织 化 学 双 染 就 是 把 细 胞 内 结 构 和 肿

瘤细胞清晰地显示在同一张切片上，易于观察和

诊断。此双染技术可以大大方便病理医生判读结

果，更有利于观察两者之间的关系。

总 之 ， 良 好 的 双 重 染 色 结 果 对 于 病 理 医 师

进行组织和细胞的对比性和相关性观察，从而得

出更加准确和客观的病理诊断具有重要意义。而

更为准确客观的病理诊断结果将为临床医生的诊

断、治疗提供更为可靠的指导意见。本研究双重

染色技术操作简便、方法稳定，颜色反差大、染

色效果更具可比性，也减少了一次制片操作，经

济、省时，值得推广应用。

参考文献

1. 刘洪博, 王文智, 邱雷, 等. 免疫组化双染技术在肿瘤分析中的应

用[ J]. 临床与实验病理学杂志, 2016, 32(11): 1303-1305.

 LIU Hongbo, WANG Wenzhi, QIU Lei, et al. The application 

of immunohistochemical double staining in tumor analysis[ J]. 

Chinese Journal of Clinical and Experimental Pathology, 2016, 

32(11): 1303-1305.

2. 林婷, 陈惠玲, 李萍, 等. 免疫组化双重染色的应用及体会[ J]. 诊

断病理学杂志, 2013, 20(6): 383.

 LIN Ting, CHEN Huiling, Li Ping, et al. The application and 

experience of double immunohistochemical staining[ J]. Chinese 

Journal of Diagnostic Pathology, 2013, 20(6): 383.

3. 李玉莲, 施琳, 袁宏伟. 六胺银加马松三色双重染色在肾穿刺

活检组织中的应用[ J]. 临床与实验病理学杂志, 2015, 31(3): 

347-348. 

 LI Yulian, SHI Lin, YUAN Hongwei. The application of Grocott 

methenamine stain and Masson trichrome stain in renal biopsy[ J]. 

Chinese Journal of Clinical and Experimental Pathology, 2015, 31(3): 

347-348.

4. 孙淑清, 戴珂, 方静宜, 等. Gomori网状纤维染色与免疫组织化学

双重染色技术[ J]. 中华病理学杂志, 2000, 29(5): 385.

 SUN Shuqing, DAI Ke, FANG Jingyi, et al. The application of Gomori 

reticular fiber staining and immunohistochemical double staining[ J]. 

Chinese Journal of Pathology, 2000, 29(5): 385.

5. 王晓鸿 .  泪腺肿瘤的诊断与鉴别[ J] .  中外健康文摘 ,  2013, 

10(10): 111.

 WANG Xiaohong. The diagnosis and differential diagnosis of lacrimal 

gland tumors[ J]. World Health Digest, 2013, 10(10): 111.

6. 廖洪锋, 殷平. 黏液染色与免疫组化双重染色在转移性腺癌中

的应用[ J]. 诊断病理学杂志, 2011, 18(6): 474-475.

 LIAO Hongfeng, YIN Ping. The application of mucus staining 

and immunohistochemical double staining in the metastatic 

adenocarcinoma[ J]. Chinese Journal of Diagnostic Pathology, 2011, 

18(6): 474-475.

7. 吕莉 .  免疫组化与黏液组化染色结合的双重染色技术的应

用[ J]. 中国卫生标准管理, 2015, 22(6): 164-165.

 LV Li. Immunohistochemical staining mucus combined with dual 

staining technique[ J]. China Health Standard Management, 2015, 

22(6): 164-165. 

8. 梁英杰, 凌启波, 张威. 临床病理学技术[M]. 北京: 人民卫生出

版社, 2011: 231.

 LIANG Yingjie, LING Qibo, ZHANG Wei. Technology of clinical 

pathology[M]. Beijing: People’s Medical Publishing House, 2011: 231.

9. 袁乃芬, 周以浙. 泪腺腺样囊性癌[ J]. 国外医学. 眼科学分册, 

1985, (3): 171-173.

 YUAN Naifen, ZHOU Yizhe.  Adenoid c ystic carcinoma[ J]. 

International Review of Ophthalmology, 1985, (3): 171-173.

本文引用：高欢欢, 林健贤, 李扬杵, 张文忻, 陈丽红, 唐丽娟, 

张平 .  爱先蓝和细胞角蛋白双重染色技术在泪腺腺样囊性

癌诊断中的应用[ J]. 眼科学报, 2017, 32(2): 64-67. doi: 10.3978/

j.issn.1000-4432.2017.04.02
Cite this article as: GAO Huanhuan, LIN Jianxian, LI Yangchu, ZHANG 

Wenxin, CHEN Lihong, TANG Lijuan, ZHANG Ping. Application 

of Alcian Blue and cytokeratin double staining technique in adenoid 

cystic carcinoma[ J]. Yan Ke Xue Bao, 2017, 32(2): 64-67. doi: 10.3978/

j.issn.1000-4432.2017.04.02


