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Masson 三色染色常见问题分析与质量控制
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［摘要］　目的　评价 Masson 三色染色的染色缺陷，分析造成染色缺陷的主要原因和解决方案。方法　选取海

军军医大学（第二军医大学）第三附属医院病理科 2020 年病理诊断为结节性肝硬化的石蜡标本 5 例。将 5 例石蜡标

本连续切片，制成 4 μm 厚的切片，分发至各参评医院进行 Masson 三色染色。由 2 名主任医师按评分标准进行评分，

取评分均值对切片进行定级。结果　本次 Masson 三色染色室间质量控制测评共发放切片 50 张，最终 48 家医院提

交了染色切片（48 张切片），其中甲级片 17 张、乙级片 25 张、丙级片 4 张、丁级片 2 张。出现的染色缺陷主要包

括：细胞核淡染，与细胞质对比差；细胞核染色过深而模糊，细胞质呈灰蓝色；细胞质染色过深或过浅；平滑肌纤维

未染色或呈灰色而非红色；组织结构呈现错误的染色或染色不均匀，如胶原蛋白未着色或整个切片染成蓝色等假象。 

结论　Masson 三色染色操作中需严格掌握和控制染色过程中的染色温度、染色时间、pH 值、试剂配制与保存等细

节，从而保证三色染色的质量及染色的稳定性和可靠性。
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［ Abstract ］　Objective　To evaluate the staining defects of Masson trichrome staining, and analyze the main 
causes and solutions. Methods　Five paraffin specimens of nodular liver cirrhosis diagnosed by pathology were selected in 
2020 from Department of Pathology, The Third Affiliated Hospital of Naval Medical University (Second Military Medical 
University). They were consecutively sectioned into 4 μm slices, and then the slices were distributed to all the participating 
hospitals for Masson trichrome staining. The stained slices were scored by 2 physicians according to the scoring standard, 
and then they were graded by average score. Results　In this Masson trichrome staining inter-laboratory quality control 
evaluation, a total of 50 slices were distributed, and finally 48 hospitals submitted stained slices (48 slices), including 17 
in grade A, 25 in grade B, 4 in grade C, and 2 in grade D. The staining defects mainly included: light staining of nucleus, 
poor contrast with cytoplasm; the nuclei were stained too dark and fuzzy, and the cytoplasm was gray blue; the cytoplasm was 
stained too dark or too pale; the smooth muscle fibers was not stained or gray rather than red; and the tissue structure showed 
false staining or uneven staining, such as the collagen was not stained or the whole section was stained blue. Conclusion　 It is  
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necessary to strictly control the staining temperature, staining time, pH value, reagent preparation and preservation and other 
relevant details in the staining process of Masson trichrome staining, so as to ensure the quality of trichrome staining and the 
stability and reliability of staining.

［ Key words ］　trichrome staining; histochemistry; quality control; external quality assessment
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(7): 788-791］

三色染色是一组用于区分各种结缔组织和肌

肉成分包括胶原、横纹肌、平滑肌、红细胞和纤维

蛋白等的染色技术。该染色方法对评估心、肝、肾

和肺组织切片中纤维化特别是早期纤维化的存在

和密度及肿瘤的诊断与鉴别诊断有重要价值［1-3］。

经典的 Masson 三色染色法染出的组织切片颜色艳

丽、色彩对比分明，但操作程序多，染色效果不稳

定，严重影响了其在病理诊断中的应用。为提高该

技术的染色效果及可靠性，上海市临床病理专科委

员会联合上海市临床病理质量控制中心对上海市

50 家医院病理科进行了 Masson 三色染色室间质量

控制测评。现就测评中发现的染色关键缺陷问题进

行分析，并探讨主要原因及解决方案。

1 材料和方法

1.1　材料　选取海军军医大学（第二军医大学）

第三附属医院病理科 2020 年病理诊断为结节性肝

硬化的石蜡标本 5 例。

1.2　方法　对 5 例石蜡标本进行连续切片，制成 
4 μm 厚的切片，分发至各参评医院进行 Masson 三

色染色。

1.2.1　试剂　Masson 三色染色液购自珠海贝索生

物技术有限公司（产品批号 C200909）。主要试剂

包括 Weigert 铁苏木精 A 液、Weigert 铁苏木精 B
液、丽春红酸性品红液、1% 磷钼酸水溶液和 2%
苯胺蓝液。置于 2～8℃冰箱中保存待用。

1.2.2　染色步骤　按 Masson 三色染色液的使用

说明书进行染色操作，流程简述如下：（1）将石

蜡切片常规脱蜡至水；（2）用 Bouin 液室温媒染 
1 h，流水冲洗至组织切片上的黄色消失；（3）用

Weigert 铁苏木精 A、B 混合液染 5～10 min，流水

稍冲洗；（4）用 1% 盐酸乙醇分化液分化数秒，

流水冲洗返蓝 10 min；（5）用丽春红酸性品红液

染 5～10 min，流水稍冲洗；（6）用 1% 磷钼酸水

溶液处理约 5 min，倾去玻片上的磷钼酸水溶液（不

用水洗）；（7）用 2% 苯胺蓝液复染 5 min，倾去

玻片上的染液（不用水洗）；（8）用 1% 冰乙酸

水溶液冲洗切片，至切片无蓝色脱出；（9）95%
乙醇稍洗，无水乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶

封片。

1.3　结果判定　将切片置于高倍镜下观察，染色

成功的切片应为细胞核染成蓝黑色，细胞质、肌纤

维、红细胞染成不同深浅的红色，胶原纤维染成蓝

色，且各种颜色对比清晰、境界分明。

1.4　质量控制评分　本次质量控制着重对染色质

量进行评价，不考虑前期组织处理、组织切片及染

色后封固质量。由上海市临床病理专科委员会预先

制定Masson三色染色评分标准：细胞核结构清晰，

为蓝黑色，最高记 20 分，染色过深或过浅减 1～10
分，无染色减 20 分；细胞质结构清晰，为红色，最

高记 20 分，染色过深或过浅减 1～10 分，无染色

减 20 分；肌纤维染色为红色，最高记 20 分，未染

色或染色为灰色减 1～10 分，影响判断减 20 分；

胶原纤维染色均匀，为蓝色，最高记 20 分，染色

不均匀或染色不正确减 1～10 分；影响判断减 20
分；上述各染色均对比清晰，最高记 20 分，染色

过深或过浅减 1～10 分。由 2 名主任医师［分别来

自海军军医大学（第二军医大学）第一附属医院病

理科和复旦大学华山医院病理科］阅片并按标准评

分，取 2 人平均分为染色切片最终得分，并进行定

级。定级标准：甲级片，≥90 分（优）；乙级片，

75～89 分（良）；丙级片，60～74 分（基本合格）；

丁级片，＜60 分（不合格）。

2　结　果

本次 Masson 三色染色室间质量控制测评共发

放切片 50 张，最终 48 家医院提交了染色切片。根

据 2 名主任医师的评分结果，其中甲级片 17 张、

乙级片 25 张、丙级片 4 张、丁级片 2 张。

优良染色的 42 张（87.5%）切片定位准确，

染色强度恰当，无非特异性着色，各种染色对比清

晰。胶原纤维染成蓝色，肌纤维红色，上皮成分淡

红色，细胞核蓝黑色，可清楚显示肝硬化时纤维化

程度与范围（图 1A），如累及门管区、中央静脉

周和窦周的纤维化（图 1B）；也突出显示肝细胞

的改变，如慢性肝炎区域肝细胞的毛玻璃样包涵

体、Mallory 小体和脂肪变肝细胞的巨大线粒体呈

暗红色（图 1C）。该染色可将神经束染成红（神

经纤维）蓝（或绿，胶原纤维）相间，有别于胶原

纤维（图 1D）。
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3　讨　论

Masson 三色染色法是临床病理学诊断中最常

用的特殊染色方法，其染色过程中影响染色结果的

因素包括：（1）胶原蛋白和细胞质的物理性质； 
（2）不同分子量的染料离子在组织基质上的附着

方式；（3）不同组织结构中氨基酸的组成等。

Masson 三色染色通常使用 3 种阴离子染料，可包

括或不包括细胞核染色。切片先用酸性染料如丽春

红酸性品红染色，所有嗜酸性组织成分如细胞质、

平滑肌和胶原蛋白都会与酸性染料结合；然后用磷

钨酸或磷钼酸处理切片，由于细胞质的渗透性远低

于胶原蛋白，磷钨酸 / 磷钼酸可使丽春红酸性品红先

于细胞质扩散出胶原蛋白，并且磷钨酸 / 磷钼酸含

有的许多酸性基团可使脱色的胶原蛋白与苯胺蓝染

料之间结合。此外，磷钨酸 / 磷钼酸溶液的 pH 值

可选择性增加胶原染色，并有助于去除丽春红酸性

品红着色［4-5］。

本次Masson三色染色室间质量控制评价中，有

87.5% 的染色切片定位准确、染色强度恰当，无非

特异性着色，各种染色对比清晰，但也存在一些不

足。（1）细胞核染色过淡，与细胞质对比差。可能 
原因包括：①未使用铁苏木精进行细胞核染色，随

后的丽春红酸性品红染料去除了细胞核染色；②未

使用新鲜配制的铁苏木精，致氧化过度；③细胞核

染色时间不足导致染色较弱；④复染分化差，掩盖

了细胞核染色。解决方案包括：①避免使用明矾苏

木精；②在使用前混合等量的铁苏木精储备溶液，

以获得较强的细胞核染色；③确定铁苏木精染色的

最佳时间；④确保红色和蓝色复染的正确分化［6］。

（2）细胞核染色过深而模糊。可能原因包

括：①铁苏木精过染；②铁苏木精染色后洗涤不足。

解决方案包括：①确定铁苏木精染色的最佳时间； 

图 1　肝硬化组织 Masson 三色染色优良切片的显微镜下图

Fig 1　Microscopic views of excellent Masson trichrome stained slices of cirrhotic tissues
A: Collagen fibers were stained blue and cytoplasm was stained red (40×); B: Fibrosis around hepatic sinuses was stained blue (400×); 

C: Ground glass inclusions of hepatocytes were stained dark red (400×); D: Smooth muscle of interlobular vessels was stained red 

and nerve fibers alternated with blue and red (200×).

A B C D

图 2　肝硬化组织 Masson 三色染色质量不佳切片的 

显微镜下图

Fig 2　Microscopic views of poor Masson trichrome 

stained slices of cirrhotic tissues
A: Smooth muscles of interlobular vascular wall were stained 

gray rather than red (200×); B: The whole slice was stained 

blue (100×).

A B

出现的染色缺陷主要包括：（1）细胞核淡染，

与细胞质对比差；（2）细胞核染色过深而模糊，

细胞质呈灰蓝色；（3）细胞质染色过深或过浅； 
（4）平滑肌纤维未染色或呈灰色而非红色（图 2A）； 
（5）组织结构呈现错误的染色或染色不均匀，如胶

原纤维未着色或整个切片染成蓝色等假象（图 2B）。

48 张染色切片存在的染色缺陷及占比情况见表 1。

表 1　Masson 三色染色常见的染色缺陷

Tab 1　Common staining defects of Masson trichrome staining
N＝48

Element Staining condition Case n (%)
Nucleus Appropriate 38 (79.2)

Pale   6 (12.5)
Dark   4 (8.3)

Cytoplasm Appropriate 34 (70.8)
Pale   4 (8.3)
Dark 10 (20.8)

Muscle fiber Appropriate 39 (81.3)
Unstained   2 (4.2)
Gray   7 (14.6)

Collagen fiber Appropriate 40 (83.3)
Uneven   6 (12.5)
Incorrect   2 (4.2)
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②铁苏木精染色后用 70% 乙醇快速冲洗，然后在

自来水中彻底清洗［6］。

（3）细胞质染色过浅，组织结构不明确。可

能原因包括：①长时间水洗；②脱水过程中，在乙

醇中停留时间过长；③甲醛固定的组织在染色前未

经后固定处理；④使用陈旧的或多次使用的染色试

剂；⑤组织自溶或固定延迟，导致组织结构保存不

良。解决方案包括：①缩短洗涤时间；②封固前避

免在脱水溶液中长时间存放；③甲醛固定的组织在

染色前应使用 Bouin 溶液、苦味酸溶液或氯化汞溶

液预处理，以达到所需的媒染效果；④细胞质染料

溶液使用不应超过 2 次［6］。

（4）平滑肌纤维未染色或呈灰色而非红色。

可能原因包括：①铁苏木精过染，或未结合的铁苏

木精去除不充分；②使用陈旧的或多次使用的染色

试剂；③甲醛固定的组织在染色前未进行预处理。

解决方案包括：①调整铁苏木精染色时间；②铁苏

木精染色后使用 70% 乙醇和水彻底清洗；③及时

更换新试剂；④甲醛固定的组织在染色前用 Bouin
溶液、苦味酸溶液或氯化汞溶液进行预处理，以达

到所需的媒染效果［6］。

（5）组织结构呈现错误的染色或染色不均

匀。可能原因包括：①甲醛固定的组织在染色前

未经后固定；②组织分化不当；③ 1 种或多种染色

液的 pH 值不正确；④在乙酸溶液中清洗不当。解

决方案包括：①甲醛固定的组织在染色前应使用

Bouin 溶液、苦味酸溶液或氯化汞溶液后固定，以

达到所需的媒染效果；②正确的分化，要求染色过

程中每个步骤时间准确，避免在乙酸溶液中长时间

洗涤，以防止去除所需结构上的染料；③验证染料

溶液的 pH 值是否为 2.5 或更低［6］。

染色的操作质量是保障切片染色对比清晰的

关键。影响 Masson 三色染色效果的因素包括固定

剂、pH 值、染料浓度（特别是混合染料溶液）和

组织在每种溶液中的持续时间［6］。（1）10% 中性

缓冲甲醛是许多实验室通用的固定剂，可使组织保

持良好的形态，但甲醛本身不是三色染色的最佳固

定剂，含汞固定剂（如 B5 或 Zenker 固定液）和含

有苦味酸的 Bouin 溶液可提供明亮、强烈的三色染

色。Masson 三色染色通常用 Bouin 溶液固定 1 h，
并在染色前用自来水彻底清洗以去除苦味酸的色

素。（2）pH 值在 Masson 三色染色中起着至关重

要的作用，因此，必须使用乙酸将染料溶液的 pH
值降低至低于组织蛋白质的等电点水平，以确保三

色染色中使用的阴离子染料与组织中适当的阳离

子（带正电荷）结合。Masson 三色染色通常在 pH
值为 2.5 或更低的条件下进行。（3）核染色剂特

别是明矾苏木精很容易被酸性的染料溶液去除，

因此，必须使用耐酸性的染料进行细胞核染色，

Weigert、Lillie 和Verhoeff 铁苏木精是较好的选择，

使用前新鲜配制，染色后彻底清洗，可获得较佳的

细胞核染色效果。（4）与大多数染色一样，设置

适当的阳性对照切片十分关键。Masson 三色染色

时，使用血管壁作为阳性对照组织，血管平滑肌有

助于验证正确的红色染色。此外，存在于大多数组

织中的胶原蛋白可用于验证正确的蓝色染色。用阳

性对照的组织芯片与待检测组织在同一张切片上进

行染色［7］，以及全自动特殊染色在日常工作中的

应用［8］对于实验条件的一致性、染色结果的准确

性和可靠性提供了有利保证。

综上所述，Masson 三色染色时，操作中需严

格掌握和控制染色过程中的染色温度、染色时间、

pH 值、试剂配制与保存等细节，这样才能保证三

色染色的质量及染色的稳定性和可靠性，从而更好

地服务于临床病理诊断。
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