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真菌六胺银染色技术的优化

林倩,方庆全,潘苡晴

(厦门大学附属第一医院病理科,福建 厦门 361003)

摘 要:目的 探索真菌六胺银染色的优化方案,寻求染色效果佳且环保简便的染色试剂。方法 选取已知真菌感染的

阳性病理组织,分别制作成蜡块,通过对比试验,比较不同氧化剂、六胺银染液不同配制方法、不同衬染试剂对六胺银染

色质量的影响。结果 真菌感染组织切片使用2%高碘酸水溶液氧化,染色步骤较使用三氧化铬溶液氧化简便,且三氧

化铬为高毒致癌物,高碘酸毒性较低,故选择2%高碘酸溶液作为氧化剂更优;六胺银改良配制重复利用法配制六胺银

液较传统配制法简便,对染液的利用率高,可以重复回收使用,较节约成本;1%亮绿染液与苏木素染液均是教材推荐的

衬染剂,但亮绿染液的染色效果显著优于苏木素染液。结论 真菌感染组织切片使用2%高碘酸水溶液作为氧化剂、六
胺银改良配制重复利用法配制的六胺银液染色、1%亮绿染液衬染为较佳方案。
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Optimizationoftheperiodicacid-silvermetheraminestainingforfungi

LinQian,FangQingquan,PanYiqing

(DepartmentofPathology,TheFirstAffiliatedHospitalof
XiamenUniversity,Xiamen361003,Fujian,China)

  Abstract: Objective Toexploretheoptimalschemeofperiodicacid-silvermetheramine(PASM)forfun-
gi,seekingastainingreagentthatprovidesexcellentstainingresultswhilebeingenvironmentallyfriendlyand
simpletouse. Methods Positivepathologicaltissuesinfectedwithknownfungiwereselectedandembedded
inwaxblocks.Acomparativetestwasconductedtoevaluatetheimpactofdifferentoxidants,variousprepara-
tionmethodsforthePASMstainingsolution,anddifferentcounterstainreagentsonthestainingquality. Re-
sults Fungal-infectedtissuesectionswereoxidizedusinga2%periodatewatersolution.Thisstainingprocess
wassimplercomparedtotheuseofchromiumtrioxidesolution,whichishighlytoxicandcarcinogenic.Perio-
datewaslesstoxic,thechoiceofa2%periodatesolutionastheoxidantwasconsideredmorefavorable.The
modifiedformulationandreusemethodofthePASMstainsimplifiedthepreparationofthestainingsolution
comparedtothetraditionalmethod,resultinginhigherutilizationratesandcostsavings.Whileboth1%bright
greenstainingsolutionandhematoxylinstainingsolutionarerecommendedcounterstainsintextbooks,the
brightgreenstainingsolutionexhibitedsignificantlybetterstainingeffectsthanhematoxylin. Conclusion 
Forfungal-infectedtissuesections,theoptimalstainingmethodinvolvesusinga2%periodicacidaqueoussolu-
tionastheoxidant,stainingwiththemodifiedPASMstainpreparedusingthereusemethod,andcounterstain-
ingwith1%brightgreensolution.
  Keywords: fungi;periodicacid-silvermetheraminestaining;oxidant;preparationmethod;counterstain
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  真菌又称霉菌,在自然界中分布极广,种类繁多,
其中常见的致病菌有:毛霉菌、曲霉菌、新型隐球菌、放
线菌和白色念珠菌等。近年来由于反复应用抗生素、
激素、化疗和免疫制剂的治疗,使人体的抵抗力低下,
且长期使用广谱抗菌药物,可能杀灭或抑制体内正常

菌群,增加真菌感染风险[1-3]。真菌易引起皮肤和皮下

组织的慢性肉芽肿性等疾病[4],必要时还需要外科手

术治疗[5],因此真菌的检出对临床的诊断和治疗显得

尤为重要[6]。六胺银染色是真菌检测的主要方法之

一,为了制作染色效果佳且又环保耐用的染液,作者从

氧化剂、六胺银液以及衬染试剂这几个方面一一进行

对比试验,选出较为适用的几种六胺银染色试剂,力求

达到背景清晰度高、显色适当、对比度好的染色效果。
现将研究结果介绍如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集厦门大学附属第一医院病理科

2022年1月至2022年9月已知真菌感染的阳性组织

蜡块60例,每例蜡块连续切片2张,厚度为4μm,切
片制作后放置4℃保存。

1.2 仪器设备 LEICA2245切片机(徕卡显微系统

有限公司),TY-7FB型生物组织摊烤片机(湖北孝感

亚光医用电子技术有限公司),H.SWX-600BS电热恒

温水温箱(上海新苗医疗器械制造有限公司),立式玻

璃染缸。

1.3 试剂 ①2%高碘酸溶液:高碘酸2g,蒸馏水

100mL,常温密闭保存;②5%三氧化铬水溶液:三氧

化铬5g,蒸馏水100mL,常温密闭保存;③2.5%草

酸溶液:草酸2.5g,蒸馏水100mL,常温密闭保存;④
3%六次甲基四胺水溶液:六次甲基四胺3g,蒸馏水

100mL,常温密闭保存;⑤5%硝酸银水溶液:硝酸银5
g,蒸馏水100mL,常温密闭保存;⑥5%四硼酸钠溶

液:四硼酸钠5g,蒸馏水100mL,常温密闭保存;⑦
0.5%氯化金溶液:氯化金0.5g,蒸馏水100mL,常温

密闭保存;⑧2%硫代硫酸钠溶液:硫代硫酸钠2g,蒸
馏水100mL,常温密闭保存;⑨Harri苏木素染液,

Baso试剂盒,常温密闭保存;⑩1%亮绿染液:亮绿1
g,蒸馏水100mL,常温密闭保存;○11无水乙醇,西陇科

学股份有限公司生产,常温密闭保存;○12二甲苯,西陇

科学股份有限公司生产,常温密闭保存;○13中性树胶,
西陇科学股份有限公司生产,常温密闭保存。

1.4 六胺银染液的配制方法

1.4.1 六胺银传统配制法 按贺骁等[7]介绍的方法配

制,此液不可久存,需在临用前配制。

1.4.2 六胺银改良配制重复利用法 3%六次甲基四

胺水溶液18mL,加入5%硝酸银水溶液2mL,再加

入5%四硼酸钠溶液2mL,震荡至乳白色悬浊液变为

清亮透明,加入22mL蒸馏水,混匀后保存于4℃冰

箱。使用时提前取出复温,并放入60 ℃水浴箱5
min。在立式玻璃染缸中染色结束后,将混合的液体

用滤纸过滤回收,用密封的容器放置于4℃冰箱储存,
待下一次染色重复使用。该液体可重复使用5~7次。

1.5 六胺银染色步骤 ①石蜡切片4μm,脱蜡至水

洗,蒸馏水洗1~2min;②选用5%三氧化铬溶液或者

2%高碘酸溶液作为氧化剂40min,蒸馏水洗2次;③
2.5%草酸溶液1min,蒸馏水洗1次,以除去残留的

铬酸,为漂白步骤;选择2%高碘酸溶液氧化则不需要

此步骤;④放入在60℃水温箱温育的六胺银溶液中温

育40min;⑤0.5%氯化金溶液30s,蒸馏水洗2次;

⑥2%硫代硫酸钠溶液5min,蒸馏水洗1次;⑦Harri
苏木素衬染5min或者1%亮绿染液衬染1min;⑧无

水乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封固。

1.6 不同氧化剂的比较 取已知真菌感染的阳性病

理组织蜡块20块,每块连续切片2片,随机分为A、B
两组,按照上述六胺银染色步骤染色,不同的是 A组

选用5%三氧化铬溶液作为氧化剂,B组选用2%高碘

酸溶液作为氧化剂。均用六胺银改良配制重复利用法

配制的六胺银液进行染色,1%亮绿染液衬染。比较2
组染色结果的阳性强度、阳性区域与周围组织对比是

否分明、背景是否清晰。

1.7 六胺银染液不同配制方法的比较 取已知真菌

感染的阳性病理组织蜡块20块,每块连续切片2片,
随机分为C组和D组,按照上述六胺银染色步骤染

色,均使用高碘酸染液作为氧化剂,1%亮绿染液衬染,
不同的是C组选用六胺银传统配制法配制的六胺银

液染色,D组选用六胺银改良配制重复利用法配制的

六胺银液进行染色。比较两组染色结果的阳性强度、
阳性区域与周围组织对比是否分明、背景是否清晰。

1.8 不同衬染试剂的比较 取已知真菌感染的阳性

病理组织蜡块20块,每块连续切片2片,随机分为E、

F两组,按照上述六胺银染色步骤染色,均使用高碘酸

作为氧化剂,六胺银改良配制重复利用法配制的六胺

银液进行染色,不同的是E组选用 Harri苏木素衬染

5min,F组选用1%亮绿染液衬染1min。比较2组

染色结果的阳性强度、阳性区域与周围组织对比是否

分明、背景是否清晰。

1.9 观察指标及评价标准 切片由2名资深病理医

师进行双盲评分,评分采用10分制。10分为满分,10
分标准为:染色背景清晰;真菌呈现黑褐色;菌丝密集

处着色清晰、不过度染色;可以观察到菌丝体成空心透

明的条状;真菌与衬染背景颜色分明。若5项指标有

不同程度缺陷,根据缺陷严重程度酌情扣分。切片评

分结果采用(췍x±s)表示。
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1.10 统计学方法 采用SPSS20.0软件进行分析,
计量资料采用独立样本t检验进行比较,P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 以2%高碘酸溶液为氧化剂染色结果优于5%三

氧化铬溶液 2%高碘酸作为氧化剂的六胺银染色得

分为(9.35±0.15)分,与5%三氧化铬溶液作为氧化

剂的六胺银(9.30±0.16)分,差异无统计学意义(t=
0.225,P=0.823)。A组与B组均染色背景清晰,真
菌呈现黑褐色,菌丝密集处着色清晰、不过度染色,可
以观察到菌丝体成空心透明的条状,真菌与衬染背景

颜色分明(见图1A、图1B)。但B组步骤较 A组简

便,少了氧化后的漂白步骤,且三氧化铬为高毒致癌

物,容易造成水体污染,危害环境,故选择2%高碘酸

溶液作为氧化剂更优。

注:1A.2%高碘酸溶液;1B.5%三氧化铬溶液;箭头指示:真

菌呈现黑褐色,菌丝体成空心透明条状(×400倍)。

图1 不同氧化剂染色结果比较

2.2 六胺银改良配制重复利用法染色效果优于传统

配制染色法 六胺银改良配制重复利用法染色(9.25
±0.18)分,与传统配制染色法(9.20±0.17)分,差异

无统计学意义(t=0.204,P =0.840)。C组与D组

均染色背景清晰,真菌呈现黑褐色,菌丝密集处着色清

晰、不过度染色,可以观察到菌丝体成空心透明的条

状,真菌与衬染背景颜色分明(见图2A、图2B)。但D
组较C组染液配制简便,对染液的利用率高,可以重

复回收使用液5~7次,较C组节约成本。

2.3 1%亮绿染液衬染优于 Harri苏木素染液 1%
亮绿染液衬染的六胺银染色(9.40±0.15)分,显著高

于Harri苏木素染液衬染的六胺银染色(7.75±0.19)
分,t=6.773,P<0.001。F组染色背景清晰,真菌

呈现黑褐色,菌丝密集处着色清晰、不过度染色,可以

观察到菌丝体成空心透明的条状,真菌与衬染背景颜

色分明(见图3A)。E组染色背景欠清晰,真菌呈现黑

褐色,菌丝密集处着色较清晰、但染色不均匀,可以观

察到菌丝体成空心透明的条状,真菌与衬染背景颜色

对比度差(见图3B)。且亮绿染液较 Harri苏木素染

液作用时间短,故选择1%亮绿染色衬染优于 Harri
苏木素染液。

注:2A.六胺银改良配置法;2B.六胺银传统配置法;箭头指

示:真菌呈现黑褐色,菌丝体成空心透明条状(×400倍)。

图2 不同六胺银染液配置方法比较

注:3A.1%亮绿染液衬染;3B.苏木素染液衬染;箭头指示:真
菌呈现黑褐色,菌丝体成空心透明条状(×400倍)。

图3 不同衬染试剂染色效果比较

3 讨论

组织病理学被认为是诊断真菌病最敏感的方

法[8],常用的方法有荧光染色和特殊染色,但荧光染色

具有一定的局限性[9]。六胺银染色因具有敏感性高、
显示真菌形态清晰度好等优点,成为极为常用的真菌

检测方法[10]。真菌的基本结构成分是含有较多的黏

多糖和蛋白质,这些物质经过适量的氧化剂和通过一

定的氧化时间,就能促使糖类结构分子的乙二醇或氨

羟基的碳键断开,生成醛类化合物,然后暴露的游离醛

基与六胺银试剂进行结合[11],再选用对应的衬染剂来

增强组织结构成分的对比度。
六胺银染色可使各种霉菌的菌丝和/或孢子呈现

明显的黑褐色,颜色清晰,若基于适宜的衬染背景,显
微镜下霉菌的形态极易辨认[7]。在染色过程中,主要

分为氧化步骤、主染步骤及衬染步骤三部分。
在氧化环节,六胺银染色较常用的氧化剂是5%

三氧化铬溶液,然而三氧化铬粉末为高毒致癌物,危险

性极大,操作者在配制过程中若不慎吸入,可引起急性

呼吸道刺激症状,严重者甚至发生化学性肺炎;若不慎
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进入消化道,则易引起呕吐、腹痛甚至血便等一系列消

化道症状,重者会导致呼吸困难、急性肾功能衰竭、甚
至中毒性休克等。在染色过程,如果经常接触三氧化

铬,易引发鼻炎、皮炎、铬溃疡等各种接触性疾病。而

且,三氧化铬是一种助燃物,使用过程易发生安全事

件,而且使用后的化学废弃物容易污染环境,危害人体

与各种生物[12]。2%高碘酸溶液的安全性较三氧化铬

高,王珏等[13]认为三氧化铬氧化性较弱,可用高碘酸

取代。且高碘酸为无色液体,作用时不会有色素残留,
无需进行漂白,减少操作步骤,而选用5%三氧化铬氧

化后,还需要用草酸漂洗去多余的三氧化铬残留。在

染色效果无显著性差异的情况下,可尝试使用2%高

碘酸作为六胺银染色中的氧化剂。
主染环节中,六胺银染液是染色过程的重要试剂,

配制的方法及条件皆可直接影响染色的效果。在传统

的配制方法中,需要先配制六胺银原液,保存在4℃冰

箱里,临用时再取出原液配制工作液,且使用后的液体

无法保存继续使用,容易造成试剂浪费。在改良的新

方法中,无需提前配制六胺银原液,在使用前将所需的

液体一起配制,染色完成后再收集染液过滤,用密封的

容器放置于4℃冰箱储存,待下一次染色重复使用。
但需要注意的是,六胺银染液易氧化变浑浊出现黑色

的氧化膜[14],当氧化膜出现时,此染液就不能再继续

使用,故该方法配制的染液可重复使用5~7次,之后

就需弃去。改良配制法较传统配制法更节省试剂,操
作简便。

衬染或称复染,一般用于特殊染色,是先将组织或

细胞的某一特殊结构或其物质成分,用相应的染色方

法染色之后,再用另一种染色方法进行染色,使其获得

对比鲜明的染色效果。六胺银染色中,常用苏木素进

行衬染,苏木素衬染后的背景成紫蓝色,与真菌的黑褐

色较相近,均为暗色系,若真菌淡染而又衬染颜色过深

时,镜下不易观察真菌及组织,容易混淆且对比度不明

显。亮绿染液为淡绿至绿色[15],为亮色系,作为背景

色与黑褐色真菌对比分明,在镜下能轻易观察,凸显真

菌。且亮绿染液的染色结果能长久保存,不易褪色。
综上所述,真菌感染组织切片使用2%高碘酸水

溶液作为氧化剂、六胺银改良配制重复利用法配制的

六胺银液染色、1%亮绿染液衬染为较佳方案,具有简

便、环保、节能、染色效果较佳的优点,值得推荐。
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