附件7    基础   学院（系、所）病理学系  硕士 研究生课程简介

	课程名称：现代病理学技术

	英文名称：Modern Pathological Technology

	课程类型：■讲授课程  ■实践（实验、实习）课程  □研讨课程  □专题讲座  □其它

	考核方式： 笔试+实验操作                             
	教学方式：讲授+实验

	适用专业： 基础、临床和预防医学各专业                  
	适用层次： 硕士 ■      博士 □

	开课学期： 第一学期          
	总学时/讲授学时： 32 / 12
	学分：2

	先修课程要求： 

	课程组教师姓名
	职  称
	专  业
	年  龄
	学术专长

	王国平
	教授
	病理学
	43岁
	分子病理

	阮秋蓉
	教授
	病理学
	44岁
	肿瘤病理

	敖启林
	副教授
	病理学
	36岁
	免疫病理

	王 曦
	副教授
	病理学
	36岁
	免疫病理

	袁永辉
	高级工程师
	病理学
	41岁
	病理学技术

	教学大纲（章节目录）：

课程目的：向硕士生传授当代病理学研究方法和实用技术，并为硕士研究生科研选题提供病理学技术支持。
课程特点：该课程既介绍传统病理学常规技术，也介绍现代生物学新技术，并结合实验研究技术和临床应用技术；讲授内容主要为病检组织的取材、标本制备技术、免疫荧光技术、免疫组织化学技术、原位杂交技术、FISH与CISH技术、细胞增殖活性与细胞凋亡的原位检测技术，石蜡切片基因重排检查技术等等。以病理切片、培养细胞片为研究对象，在原位检测病变组织细胞内或培养细胞内相关的蛋白或核酸分子表达的变化及其特殊的形态学变化。

课程设计:本课程将传统病理学技术与现代分子生物学技术有机结合起来，既包含传统的HE切片制作，又包含最新的免疫组化二步法和原位杂交的FISH实验；课程设置上尽量安排少讲多动手操作的原则（理论课与实验课按3:5分配），而且每个实验都要求同学独立操作完成并写出实验报告，培养同学分析问题、解决问题的能力。通过学习，能够独立开展病理形态学研究。
开课方式：全部利用病理学系现有的实验室条件，按照正式的科研要求进行严格的训练。

选课要求：由于该课程对医学研究生具有通用性，我系原则上不限定人数。但由于实验操作的连续性，请研究生院将实验课安排在周末两天进行，有利于实验的延续性开展。

课程内容简介

序号

内容简介

类别

1
现代病理学技术概论  
理论课：2学时
内容简介：随着现代生命科学技术和医学科学的发展，一些先进的实验技术和检测手段结合传统的组织病理学技术用于疾病的病理研究和诊断中，如免疫组织化学、电子显微镜技术、核酸原位杂交、原位多聚酶链式反应技术、显微切割术、激光扫描共聚焦显微术及生物芯片技术等。各专业研究生通过了解这些技术，结合自己的研究方向有针对的选择和使用。
2
病理制片基本理论知识
理论课：2学时
内容简介：本次大课主要介绍传统病理学技术如病检组织的来源、对送检组织的要求；冰冻切片的取材及制片技术；石蜡切片的取材、固定及注意事项；组织的脱水、透明、浸蜡、包埋与切片方法；组织切片机的维护；染色的基本原理、生物染料种类及媒染技术；苏木精-伊红染色方法及染色中的注意事项。
3
实验一、病理切片技术
实验操作课：4学时
内容简介：本次实验课内容为：参观病理学系实验室、了解各室操作流程；重点掌握病检组织的取材、固定、脱水机的工作流程、包埋及切片技术，要求每位同学都各自切出一张冰冻切片和三张石蜡切片，并且编上自己的学号备后面的实验用。教学方式采用操作与观摩相结合的方法进行。
4
免疫组织化学原理和方法 
理论课：2学时
内容简介：介绍免疫组织和细胞化学的基础理论知识，在此基础上详细讲解常用抗体的类型和制备、免疫酶标技术、非标记抗体酶技术、即用型非生物素两步法、催化信号放大（CSA）法、生物素-亲和素免疫组织化学系列技术如亲和素-生物素-过氧化物酶（ABC）法、桥抗生物素-生物素（BRAB）技术、酶标记生物素-抗生物素（LAB）技术、链霉素抗生物素蛋白-生物素（S-P）法及免疫双标技术，抗原修复方法、免疫组化的结果判断方法及如何分析免疫组化实验过程中所出现的问题并加以改进。
5

实验二、免疫荧光实验
实验操作课：4学时
内容简介：采用间接免疫荧光染色法检测大鼠肾脏组织内α-SMA。操作流程及观察方法如下：第一次实验制备的大鼠肾冰冻切片（8μm厚），用 PBS洗后滴加兔抗大鼠α-SMA（1︰100），37℃ 湿盒 孵育40min。PBS洗。滴加FITC羊抗兔IgG（1︰50），37℃ 湿盒 孵育30min。PBS洗，蒸馏水洗3次。缓冲甘油封片。荧光镜观察。结果观察：血管平滑肌细胞呈黄绿色的荧光。

讲解内容：①实验原理；②操作注意事项；③荧光显微镜的使用方法、染色结果的正确判断及非特异性荧光的区分法。

部分下次实验课内容：取第一次实验各自切下来的石蜡切片进行脱蜡至水、微波修复处理
6

实验三、免疫组化实验-即用型非生物素两步法
实验操作课：4学时
内容简介：以Supervision免疫组化二步法检测试剂盒为例检测肿瘤组织细胞内的细胞核增值抗原，并测定细胞增殖指数（PI）。操作流程及观察方法如下：1、取肿瘤组织石蜡切片脱腊至水；2、微波抗原修复10分钟；3、3％H2O2 5～10min消除内源性过氧化物酶；4、滴加一抗（小鼠抗人PCNA单克隆抗体）37℃孵育1h，PBS冲洗；5、滴加第二抗体（anti-mouse/rabbit-HRP）,37℃孵育30min，PBS冲洗；6、DAB显色，复染苏木素，脱水、封片。结果观察：肿瘤细胞核染成棕黄色的为阳性。

部分下次实验课内容：取第一次实验各自切下来的石蜡切片进行脱蜡至水、蛋白酶K消化处理。
7

细胞增殖活性和凋亡的形态学检测方法
理论课：2学时
内容简介：凋亡是常见的病理与生理学现象，凋亡细胞除了在生物化学及分子结构上表现出一定的特征外，也具有典型的形态学特征，其形成的机制也基本阐明。因此可通过光学显微镜、荧光显微镜、电子显微镜或激光扫描共聚焦显微镜结合特殊的染色或示踪方法如HE染色、荧光染色、TUNEL等对其进行观察和识别。增生与凋亡共同调控许多病理与生理现象，其在形态学上同样有较多的特征，通过特殊的染色或标记可在细胞原位对其增殖活性进行分析，常用的方法包括核分裂象计数、免疫组化显示增殖标记物（Ki67和PCNA）、DNA含量测定、嗜银核仁组织区法等。原位测定增殖和凋亡方法简便、可信、经济，结果容易判断，研究生可根据具体情况合理选择。
8

实验四、凋亡检测实验—TUNEL法
实验操作课：4学时
内容简介：采用Roche公司的原位凋亡检测试剂盒检测不同肿瘤组织细胞的凋亡情况，并测定凋亡指数。操作流程为①石蜡切片脱蜡、水化；②切片用3% H2O2－甲醇液，室温10min，阻断内源性过氧化物酶；③切片经20μg/ml的蛋白酶K消化15～20min后，水洗。④PBS洗3×5min后滴加TUNEL反应混合液，置37℃ 湿盒 温育2h；阴性对照组用PBS代替A液，其它相同。⑤PBS洗3×5min后，用正常山羊血清，37℃湿盒孵育20min，防止POD转换剂的非特异性结合。⑥甩干后滴加POD转换剂，37℃湿盒孵育30～40min。⑦PBS洗3×5min 后，DAB显色。⑧苏木素复染细胞核，常规脱水、透明、封片。结果观察。

讲解内容：①实验原理；②操作注意事项；③染色结果判断及凋亡指数的计算方法。

部分下次实验课内容：取第一次实验各自切下来的石蜡切片进行脱蜡，酶消化至原位PCR前步骤。
9

原位杂交原理与方法
理论课：2学时
内容简介：简要介绍原位杂交的概念、基本原理、优缺点及分类；重点介绍光镜下原位杂交的载玻片处理，取材、固定、切片的要求，杂交前处理，杂交反应，杂交后处理，杂交体的检测以及对照试验的设置等。分步讲述原位杂交实验中可能出现的问题及处理方法。

其他原位杂交技术如：原位PCR、FISH及CISH技术和双重、多重染色技术
10

实验五、  FISH实验

实验操作课：4学时
内容简介：本实验采用美国Vysis公司的PathVysion HER-2 DNA探针试剂盒，检测HER-2/neu基因原位杂交实验操作采用直接法：标本固定于10％中性福尔马林液24～48h，石蜡包埋，4～5 um厚切片，二甲苯脱蜡，100％无水乙醇脱二甲苯后空气干燥或45～50℃烤片2～5min。0.2N HCl 20min，经纯水充分洗涤后，2×SSC缓冲液洗片3min；1M NaSCN（异硫酸氰钠）80℃ 30min，纯水及缓冲液洗涤后入蛋白酶消化37℃ 10min（250mg/500ml，0.01N HCl）.纯水洗涤后入中性福尔马林液10min。2×SSC缓冲液洗涤，45℃~50℃干燥2～5min；处理后的切片进入72℃变性液5min；经75％、85％、100％酒精各1min，空气干片；滴加10ul探针混合液在组织片上，盖上盖玻片并用蜡胶封边，入原位杂交仪中，37℃过夜（14～18h）用含0.3％NP-40的2×SSC洗去盖玻片后入72℃ 2min，干后滴加DAPI 复染30s，封片后荧光镜检
11

现代病理学技术在研究和病理诊断中的应用
理论课：2学时
内容简介：目前，传统病理学技术结合免疫组织化学、电子显微镜技术、核酸原位杂交、多聚酶链式反应技术、显微切割术、激光扫描共聚焦显微术及生物芯片技术不仅在科学研究中具有其它方法不可比拟的作用和优势，部分技术在疾病的病理诊断中尤其在肿瘤病理诊断中的作用愈来愈重要，应用愈来愈广泛。通过列举各种疾病尤其是肿瘤的病理诊断来反映各种技术方法的应用价值。
教学计划

顺序 

教 学 内 容 

时 数 

任 课 教 师 

大课 

小课 

实习 

大课 

小课及实验 

（分班组） 

1 

现代病理学技术概论
2 

2

病理制片基本理论知识
2

3 

实验一、病理切片技术

4

4

免疫组织化学原理与方法

2

5

实验二、免疫荧光实验

4

6
实验三、免疫组化实验——二步法
4
7

细胞增值活性与凋亡的形态学检测方法
 2
8

实验四、凋亡检测实验—TUNEL法

4
9
原位杂交原理与方法

2

10

实验五、FISH实验

4

11

现代病理学技术在病理诊断与研究中的应用

２


	教材：  

自编教材（即我系专门为硕士生编写的《现代病理学技术》教材）…


	主要参考书：

     《组织病理学技术》  周庚寅编，北京大学医学出版社，  2006年10月
     《病理学技术》 王伯沄 等主编，人民卫生出版社，2000


