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外科医师在甲状腺病变手术中常使用快速冷冻切

片获得术中病理诊断，指导甲状腺手术方式及确定手

术范围［1］。甲状腺组织的血供及细胞极为丰富且常伴

有囊肿，又由于其滤泡腔内含有黏液样胶质，这些因

素在组织速冻（－25～－20 ℃）的条件下极易影响

冷冻切片的制片质量，进而影响术中病理诊断的时限

性及准确性。甲状腺组织的速冻与回暖方法目前尚无

统一的标准，相关研究也较少。本研究通过比较不同

速冻与回暖方法处理的甲状腺组织冷冻切片制片质量

的差异，旨在寻找一种较佳的甲状腺组织速冻与回暖

方法，以更好地为其术中病理诊断与临床手术服务。

1　资料和方法

1.1　研究资料　收集 2020 年 1 月至 2020 年 6 月我

院病理科的非微小甲状腺结节（结节最大径＞1 cm）

冷冻切片标本 90 例。90 例患者的年龄为 22～68 岁，

中位年龄为43岁。本研究通过我院伦理委员会审批。

1.2　主要设备　Thermo CryoStsr NX50 型冷冻切片

机（美国 ThermoFisher Scientific公司）及配置冰锤。

DAKEWE 型全自动染色机（中国达科为医疗设备

有限公司）。一种自制病理冰冻切片冰锤组件（ZL 

2013 2 0590429.1）。自制的病理冰冻切片冰锤组件

由套筒及冰锤组成（图 1）。其中，套筒为圆柱形，壁

厚 0.3 cm，外壁光滑，内壁设有螺纹，底部至上延伸形成

2 个对称的观察窗；冰锤与套筒相吻合，外侧面设有外螺

纹，顶部设有手柄，通过旋转手柄可使冰锤的高度沿套

筒轴向上下移动。使用时，将套筒固定在放有组织的托

头上方，冰锤套置于套筒内，观察组织的厚度后手动旋

转冰锤手柄，调整冰锤上下移动至适当的高度，接触组

织块，速冻。

图 1　自制病理冰冻切片冰锤组件

A：组装前；B：组装后．①套筒；②冰锤．

1.3　实验前准备与取材　设置冷冻切片机的温度（夹

头－17 ℃，冷冻台－25 ℃），制作备用“冰垫”托头

（将少量包埋剂加在金属托头上速冻）。选取已完

成快速术中病理诊断后剩余的新鲜甲状腺组织，每例

切取质地与用于诊断的组织相近、大小约为 1.5 cm× 

1.5 cm×0.3 cm 的组织。以下实验中所述组织均按该

标准获取。

1.4　不同速冻方法甲状腺组织冷冻切片制备　选取 
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新鲜甲状腺组织标本 50 例，每例标本切取 3 块组织

立即置于预先制备的“冰垫”托头上，添加适量的冷

冻切片包埋剂，将托头连同组织放置于冷冻切片机的

冷冻台，并随机分为 A、B、C 3 组。A 组组织直接放

置于冷冻切片机的冷冻台上进行速冻（不加盖冰锤）；

B 组组织放置于冷冻台上后，加盖冷冻切片机配置的冰

锤加快速冻；C 组组织放置于冷冻台上后，加盖专利冰

锤组件加快速冻。对 3 组速冻后的组织均进行厚度为

6 μm冷冻切片，切片后立即放入95%乙醇内固定30 s，

然后使用 DAKEWE 型全自动染色机进行 H-E 染色。

比较不同速冻方法处理的甲状腺组织冷冻切片的速冻

时效及制片质量。染色步骤参考贾双双等［2］的研究方

法，甲状腺组织冷冻切片的速冻时效定义为将组织标

本放置于冷冻切片机冷冻台上至刚冻成冻块的时间。

1.5　不同回暖方法甲状腺组织冷冻切片的制备　选取

新鲜的甲状腺组织标本 40 例，每例标本切取组织

4 块随机设为 D、E、F、G 4 组，并将组织置于事

先准备的“冰垫”托头上，加包埋剂后置于冷冻台

并于组织上方加盖专利冷冻冰锤。速冻后组织分别

按如下实验步骤进行回暖：D 组的冻块移至－17～ 

－14 ℃的平台上回暖 30 s ；E 组的冻块用戴手套的

手指温暖切面 1～2 s；F 组的冻块不回暖直接切片；

G 组的冻块移至冷冻切片机外常温回暖 30 s。然后对

D、E、F、G 4 组组织分别进行切片，切片后立即放

入 95% 乙醇固定 30 s，采用 DAKEWE 型全自动染色

机进行 H-E 染色，吹干后树胶封固，显微镜下观察甲

状腺组织冷冻切片的无裂隙、无冰晶得分情况。

1.6　冷冻切片制片质量观察指标　（1）冷冻切片质量

评分标准：镜下切片的组织结构完整、无裂隙、无冰晶

各计 10 分；组织结构略不完整、裂隙及冰晶无或少见，

尚不影响镜下观察，各减 1～2 分；组织结构较不完整、

裂隙及冰晶较多见，一定程度上影响镜下观察，各减

3～6 分；组织结构不完整、裂隙及冰晶多见，严重影响

镜下观察，各减7～10分。由2名质控师进行双盲阅片，

以得分均值为每项指标的数据。

（2）细胞核及细胞质形态变化评分标准：镜下

切片的细胞核或细胞质形态是否受速冻影响而发生形

态挤压变形。影响率（%）＝累计受影响数 / 各组切

片数×100%。

1.7　诊断符合率　由 2 名副主任及以上职称的病理

医师分别对各实验组制备的冰冻切片进行双盲阅片，

每个病例以该病例的常规石蜡切片诊断为标准，计算

诊断符合率。诊断符合率（%）＝2 名医师诊断符合

的病例总数 /2 名医师阅片的总病例数×100%。

1.8　统计学处理　应用 SPSS 20.0 软件进行统计学分

析。计量资料以 x±s 表示，任意两组间比较采用配对

t 检验；计数资料以例数和百分数表示，比较采用 χ2

检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　不同速冻方法对甲状腺组织冷冻切片的影响

2.1.1　 速 冻 时 效　A、B、C 组 速 冻 时 效 分 别 为

（101.7±0.3）、（62.3±0.3）、（61.7±0.3）s，B、

C 组速冻时效均短于 A 组（P 均＜0.01）。

2.1.2　切片质量评分　A、B、C 组冷冻切片的质量

评价结果见表 1、图 2。B 组组织完整评分最低，与A、

C 组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.01）；A 组

无冰晶评分、无裂隙评分均低于 B、C 组，差异均有

统计学意义（P 均＜0.01）。

表 1　不同速冻方法制作的甲状腺组织冷冻切片质量评分

n＝50, x±s

组别 组织完整 无冰晶 无裂隙

A组 8.5±0.2 6.5±0.1 7.2±0.2
B组 7.4±0.2** 8.2±0.2** 7.9±0.1**

C组 8.7±0.2△△ 8.5±0.2** 8.1±0.1**

A 组：不加冰锤组；B 组：加盖冷冻切片机自带冰锤组； 
C组：加盖专利冰锤组．**P＜0.01 与A组比较；△△P＜0.01 与

B组比较．

2.1.3　切片细胞形态　A、B、C组冷冻切片的细胞核

影响率均为 0（0/50），细胞质影响率分别为 0（0/50）、

10%（5/50）、0（0/50）。其中B组细胞质影响率与A、

C组比较差异均有统计学意义（P均＜0.05）。

2.2　不同回暖方法对甲状腺组织冷冻切片质量的 

影响　D、E、F、G 组甲状腺组织冷冻切片的无冰晶

评分分别为（8.7±0.2）、（7.2±0.2）、（8.5±0.2）、

（8.0±0.2）分，无裂隙评分分别为（9.2±0.2）、

（9.4±0.1）、（8.7±0.1）、（8.8±0.2） 分。E、G

组无冰晶评分均低于 D 组（P＜0.01、P＜0.05），F

组无裂隙评分低于 D 组（P＜0.05）。

2.3　不同回暖方法对甲状腺组织冷冻切片诊断准确

性的影响　以常规石蜡切片诊断为标准，D、E、F、

G 组的诊断符合率分别为 100.0%（80/80）、91.2%

（73/80）、95.0%（76/80）、93.8%（75/80）。D 组

的诊断符合率高于 E、F、G 组（P 均＜0.05）。
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3　讨　论

随着超声引导下细针穿刺活检技术的应用及推

广，全球甲状腺癌的发病率呈明显上升趋势［3］，特别

是甲状腺微小乳头状癌［4］。冷冻切片是一种快速诊断

未固定新鲜组织的技术，高质量的冷冻制片是保证术

中快速病理诊断准确性、可靠性的重要前提［5-6］。研

究表明，有多种因素影响病理冷冻切片的制片质量，

如取材、冷冻温度、冷冻时间、切片技术、固定与染

色等［7-8］，为了提高甲状腺术中冷冻切片病理诊断的

准确率，优化甲状腺组织冷冻切片的制片技术和制片

质量至关重要。

目前，冷冻切片机已被广泛应用于各大医疗单位

的病理技术及相关实验室，各实验室的冷冻切片制片

质量也有所差异，这不仅与设备的速冻性能有关，还

与操作者的操作习惯密切相关。在日常工作中，笔者

发现由于设备速冻性能的下降和术中快速冷冻例数的

迅速增加，为了尽快制片、完成术中病理诊断、缩短

患者术中的等候时间，病理技术人员常利用冷冻切片

机自带冰锤压于组织表面进行速冻。冷冻切片机速冻

性能差或组织取材过厚易导致速冻时间过长，造成切

片显微镜下冰晶和裂隙形成较多见；冷冻切片机自

带冰锤由于其设计缺陷，置于组织上后容易倾斜，从

而使组织挤压变形，导致切片在显微镜下观察时组织

结构不全，同时在一定程度上影响细胞的形态。因为

甲状腺滤泡上皮细胞的细胞质较丰富，本实验中冷冻

切片机自带冰锤的使用在一定程度上使细胞质受到挤

压，暂未发现其对细胞核的影响。为了解决以上 2 个

缺陷，笔者使用一种病理冷冻切片冰锤组件，该专利

冰锤优点如下：（1）套筒及冰锤使用的是比热容合

适的材质，能较快加速组织速冻；（2）组合使用时，

套筒上的可视窗可直观冰锤下降的距离，依组织厚度

调整冰锤的高度，在有效缩短速冻时间的同时不挤压

组织，不影响细胞质及细胞核的形态，使用后组织切

片在显微镜下观察时冰晶及裂隙情况大大改善。

日常工作中，笔者还发现冻块回暖环节常被忽

视。低温下组织易受冰晶与细胞脱水 2 种因素的损

伤，为了提高速冻效率、减少冰晶形成，切取的新

鲜甲状腺组织通常是在－25 ℃以下的冷冻台被冻

成冻块。－25 ℃以下的甲状腺组织质地极脆，将

甲状腺组织冻块移至－17～－14 ℃的平台上回暖 

30 s，可使组织的表面硬度下降，继而脆性也会降

低，这样能显著消除或减少甲状腺冷冻切片裂隙的

出现，也能避免回温过高再形成新的冰晶。而如果

改为用戴手套的手指温暖组织切面 1～2 s 后再进

行切片，虽也能减少冷冻切片裂隙的产生，但由于

手指的温度高于细胞内外水分的结冰点，被回温的

这些水分由固态恢复至液态，然后又从液态被冷冻

图 2　不同速冻方法制作的甲状腺组织冷冻切片苏木精-伊红染色结果（200×）

A：A 组冷冻切片有冰晶（箭头所示）；B：A 组冷冻切片有裂隙（箭头所示）；C：B 组冷冻切片组织完整性欠佳（箭头所示）； 

D：C组冷冻切片组织完整性较好；E：C组冷冻切片组织冰晶少见；F：C组冷冻切片组织裂隙少见．A组：不加冰锤组；B组：加盖

冷冻切片机自带冰锤组；C组：加盖专利冰锤组．
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至固态，如此反复冻融显著增加了冰晶的形成［9］。 

而如果不回暖直接进行切片，由于甲状腺冻块表面硬

度过高，易形成显著的切片裂隙。此处，将甲状腺组

织冻块移至冷冻切片机外常温回暖，虽能改善冷冻切

片的裂隙现象，但也会由于细胞内外的水分被反复冻

融而显著增加冰晶的形成，尤为影响冷冻切片的质量

及病理诊断。

本实验中使用的专利冰锤制作成本低，值得推

广。工作中，笔者发现该专利冰锤在微小甲状腺结节

的制片中作用突出，但这一点还需进一步实验证实。

对于某些病理实验室使用自带冰锤的冷冻切片机，建

议在可疑微小甲状腺结节的冷冻切片制片过程中谨慎

选用，以防止冰锤倾斜使组织挤压变形，从而影响可

疑微小结节的诊断。

综上所述，在快速术中病理诊断的冷冻切片制作

中，使用笔者团队设计的冰锤组件对甲状腺组织加快

速冻，且冻成冻块后放至－17～－14 ℃的平台上回暖

30 s 后进行制片，能够显著提高制片效率、制片质量

与病理诊断准确率。
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