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前    言
本标准主要参考美国食品药品监管理局红皮书《食品成份安全评价毒理学原则》及美国毒性病理学会指导原则《良好操作指南：毒性病理学》中关于病理学检查的指导原则。

本标准首次发布。

食品安全国家标准

食品安全性评价病理学检查技术要求

1 范围
本标准规定了食品安全性评价常规病理学检查技术要求。

本标准适用于食品安全性评价中常规病理学检查。

2 目的

通过对病理学检查技术要求的规定，规范检查者的操作、减少检查结果的偏差，使组织病理学检查结果更为科学、有效，有利于实验室间的比较和科学数据的积累，为食品毒理学安全性评价提供形态学评价证据。
3 术语和定义

3.1 大体观察
运用肉眼或辅以放大镜、量尺和天平等工具对大体标本及其病变性状进行观察并记录检查所见的过程。

3.2 留样

是指对受试动物剖检时摘取器官组织的全部或切取其代表性部位与病变部位以用做病理学检查的标本。

3.3 固定

将留样标本浸入固定液中，使组织细胞内的物质尽量接近其活体状态时的形态结构和位置的过程。

3.4 取材

从已固定留样标本上按照病理检查的目的和要求切取适当大小的组织块的过程。

3.5 脱水

将固定修切后的组织块经过一系列脱水剂浸透置换组织内水分，使包埋介质可以浸透入组织的过程。

3.6 透明

组织块脱水后,浸入一种既能与脱水剂又能与包埋剂互溶的溶剂中,使包埋剂浸入组织块的过程。

3.7 浸蜡

组织块经透明后,在融化的不同熔点、梯度浓度的石蜡内浸渍的过程。

3.8 包埋

组织块经过浸透剂浸透，用包埋剂（通常为石蜡）包起的过程。
3.9 切片

包埋后的组织块在切片机上切成薄片，粘附在载玻片上的过程。

3.10 染色

为确定组织或细胞中的正常结构或病变结构，选用相应的显示这些成份的染料，经过一系列特殊处理，使染料与组织或细胞成份结合，提高标本的可观察性。

4 病理学检查的一般要求

4.1 人员要求

4.1.1 病理工作人员由病理负责人及病理技术人员组成，病理工作人员应具有良好的职业道德，科学严谨的工作态度，能够充分运用专业知识完成本职工作。

4.1.2 病理负责人应具有医学病理学或兽医病理学背景，具备较扎实的病理学理论知识与较丰富的病理学诊断经验，可以准确的进行阅片，熟悉病理报告流程并对组织切片的组织病理学评价负责，包括对组织异常改变的鉴定和解释。

4.1.3 病理技术人员应具有医学或生物学背景，或有相关检验经验，经过病理检验培训，熟练掌握病理学基本技术。在工作中应严格执行规范的技术操作规程。

4.2 设施和环境条件要求

4.2.1 病理实验室常规工作区应设有独立的房间，包括标本存放室、取材室、冰冻切片室，常规制片预处理室（组织脱水、透明、浸蜡、包埋），常规制片室（切片、染色、封片），组织病理学诊断室，病理资料档案室。

4.2.2 实验室应有良好的通风及照明设备，备有应急电源和个人消毒防护设施、紧急救护设施等。

4.2.3 对病理检测相关设备应有相应的检测、计量、维护保养、报废等操作管理规程。

4.3 技术要求

4.3.1 由病理负责人验收送检组织标本，核对相关信息并记录。

4.3.2 在病理标本制作和检查过程中，应严格按相应的标准操作程序（SOP）进行操作。

4.3.3 由病理负责人进行显微镜观察，在出具病理报告前了解实验相关的各项资料，包括实验设计，受试物的理化特性和生物活性特点，给予受试物的方式、剂量和时间，实验动物的种属、品系、年龄、临床表现、生化和生理学指标等。

4.3.4 为获得可靠的病理检查结果，同一项动物实验所有被评价的组织切片需由同一位病理负责人按照统一的标准，对组织病理变化进行诊断和分级。必要时可由机构内或机构外病理专家进行复核。

4.4 文件和记录控制要求

病理学检查应设有相应的表格对实验过程及结果做完整的记录，并及时录入实验室计算机电子化数据记录系统，确保数据的完整性、准确性和可溯源性。

5 病理学检查具体技术要求

5.1 病理剖检前应了解实验动物的一般临床表现，并有相应的记录。

5.2 需要进行病理解剖检查的实验动物的编号、组别、性别等个体信息要有清晰明确的记录。

5.3 剖检前对实验动物的体表应仔细检查，包括动物的被毛（密或疏、光泽、脱毛或污染）和动物体表黏膜状况，观察皮肤及黏膜是否有肉眼可见的色素、角化、贫血、黄疸、水肿、结节、出血、淤血、创伤、糜烂及溃疡等异常改变。在剖检中对组织器官位置、外观、形态、色泽、质地进行仔细观察，判断受试物是否引起动物的组织、器官出现形状、大小、颜色、质地等方面的病理改变，是否出现病理性移位，受试动物的胸腔、腹腔及心包是否有体液残留及其性状（包括颜色及透明度等）改变。剖检中见到的所有病理性改变应做详细记录，必要时需有图片、影像记录。

5.4 器官组织摘取时，应按规范的剖检顺序：腹腔剖检、胸腔剖检、盆腔剖检、颈部剖检、体腔器官取出、体腔器官分离和肉眼观察、脑和脊髓剖检、椎体和骨髓剖检进行。胃摘除后沿胃大弯剪开，将胃内容物用生理盐水漂洗干净，将胃浆膜层粘附于硬纸板上后投入到固定液中，肠道可采用10%福尔马林溶液灌注的方式固定。肺叶留样时需在肺表面覆盖浸含固定液的薄层脱脂棉，以防肺组织漂浮于固定液表面而导致固定不充分，必要时可从支气管注入适量4%中性甲醛。肾组织留样时沿肾外缘中线朝肾门方向做一水平切面再行固定。 肝组织留样时由肝脏背面沿其长轴每间隔1.5-2.0cm纵向平行剖开后固定。心脏留样时沿冠状沟切开后清除掉血块后固定。骨组织在4%中性甲醛中固定24小时后再进行脱钙。对需做病理检查的留样标本尽量避免外力和器械对组织造成的人工损伤，留样标本大小应适宜，以固定液可以充分浸透中心为宜。

5.5 对试验期间死亡及濒死动物应及时剖检,迅速摘取器官组织后切取适宜的留样标本固定。

5.6 需要称重的器官组织，在称重前应尽量将周围脂肪组织和结缔组织剔除，并用滤纸吸去器官组织表面血液及体液，特别是肾上腺、甲状腺、前列腺等较小的器官，摘除后要立即称重，防止器官干燥失水而重量减轻。管腔器官组织称重前，应清除其腔内液体，如心脏应除去血块，胃肠道需冲洗出内容物。成对器官组织要一同称量，根据器官组织重量选择适宜的天平，迅速称重并按照组织清单表对剖检动物需摘取的器官组织进行核对后及时固定。

5.7 病理留样标本的固定应根据实验目的和组织标本的特点选择适宜的固定液和固定方式，固定应及时充分，并尽早取材制片。常规固定液为4%中性甲醛（10%中性福尔马林），根据特殊病理学检查（特殊染色和组织化学染色、免疫组织化学染色和原位核酸分子杂交染色，电镜观察等）的需要，应选用其他适宜的固定液。固定液与留样标本体积比至少为4：1，固定时间一般为48～72小时。
5.8 对实验设计方案中要求检查的器官或组织取材的位置、方向（切面）要保持一致，切取的组织块大小适宜，结构完整；非要求器官或部位出现异常时，应保留额外的标本，选择病变中心及正常与病变交界处组织取材；取材记录要完整。

5.9 进行病理学检查的标本根据染色需要进行必要的前处理，对组织进行必要的修切，修切后组织一般厚度应在3-5mm，修切后的组织需经脱水、透明、浸蜡及包埋等处理。

5.10 包埋的组织标本应表面平整，切片应包括组织器官的全部结构，石蜡切片厚度一般为3-5μm,同时作多种染色时要采取连续切片。制片时避免人工损伤。包埋时组织块的最大面或被特别指定部分的组织面应向下，包埋于同一蜡块内的多块细小组织应彼此靠近并位于同一平面上，腔壁、皮肤和粘膜组织必须垂直包埋（立埋）。

5.11 常规病理学检查一般为石蜡切片和苏木素-伊红（H&E ）染色，必要时可增加组织化学染色（包括特殊染色）、免疫组织化学染色、电子显微镜技术、分子病理学技术等相关诊断技术进行病理检查。

5.12 组织制片过程中，应确保切片号与蜡块号一致。良好的组织切片应包括受检组织的完整切面，无褶无刀痕，核浆染色分明，分色适度，洁净透明，封裱美观。制片完成后，病理技术人员应将切片与其相应的病理学检查记录和取材工作记录认真进行核对，确认无误后，将制备好的切片及相应的记录等一并移交给病理负责人，交接双方经核对无误后，办理移交签字手续。

5.13 病理负责人阅片时对切片要进行全面观察，阅片应按动物编号或按组织顺序进行，所有切片标本都要按顺序逐一观察，描述并做记录。

5.14 对病变性质和范围应用半定量的方法来区别形态变化的差异，病变程度按病变组织比例规定病变范围，采用五级分法：

 0分（-）未见明显病变，基本正常

      1分（+）轻微病变，病变呈点状，在同一放大倍数的观察视野内病变数量很少

      2分（++）轻度病变，病变呈散发性，在同一放大倍数的观察视野内少量片状病灶

      3分（+++）中度病变，病变呈片状，在同一放大倍数的观察视野内病变范围接近1/2

      4分（++++）重度病变，病变呈大片状，在同一放大倍数的观察视野内病变范围超过1/2

      5分（+++++）特重病变，在同一放大倍数的观察视野内病变呈弥漫性

5.15 病理结果描述应客观、细致、全面、形象，应使用标准的病理学术语，对有意义的典型病变应有图片记录。需鉴别诊断时应进行特殊染色以确定其性质。

5.16 肿瘤病理学检查，必须明确区别增生、发育异常、瘤样增生和肿瘤类型。试验观察的结果要分为1）良性和恶性，2）原发性和继发性，3）肿瘤发生率，4）动物死亡率。死亡的实验动物应分析解释死亡的原因。
6病理学检查的质量控制

6.1 为减少操作带来的影响，在剖检和制片过程中应采用对照组与实验组组间交叉方式进行。

6.2 应确保组织取材适当，如无肉眼可见病变，器官和组织的取材部位应统一。组织切片应包含器官和组织的全部结构，制成的切片需进行质量检查，如切片不合格时，保留原切片并重新制片，再制片要有详细的取材、制片记录等信息。

6.3 病理报告观察结果应使用专业术语进行详细的描述。

6.4 病变程度应采用五级分法。

6.5 实验室应制定各实验环节相应的标准操作程序（SOP）。

6.6 所用试剂标签应清晰明确，购买试剂应包括试剂名称，浓度和/或纯度、贮存条件、购买人，购买日期、产品批号、开封使用日期等信息，配制试剂应包括所配试剂浓度、配制人、配制日期、有效期等信息，所有试剂应有详细的使用记录。

6.7 为避免动物组织标本的混淆，留样标本、蜡块、切片的编号采用同一标识系统分级进行编号。

6.8 留样标本、蜡块、切片应有独立的临时保存和归档保存空间，实验结束后按照病理档案管理的标准操作程序规定进行归档保存。

7病理学检查中应注意的问题

7.1 大体病理剖检的描述  对大体解剖发现的病变应做详细的记录，必要时应用图片或示意图来标注病变所在位置、颜色、大小、性状等特征。应使用描述性语言，勿用诊断术语。

7.2 病理形态学变化的描述  对病理形态学变化的描述包括病变在器官、组织内的定位，病变的分布和范围，病变的性质及病变程度等。

7.3 诊断术语的使用  术语应统一、清晰、准确，为专业同行认可，不应生造术语。

7.4 病理学检查应充分考虑以下因素：

（1）病变产生的部位、性质、程度、分布特点。

（2）在各剂量组出现频度规律性及与对照组比较的特异性。

（3）病变与受试物的剂量-效应关系。

（4）病变特点与处理因素构效关系。

（5）病程进度与处理因素时相关系。

（6）镜检结果与剖检病变、器官组织重量、动物临床表现、血液生化检验、尿检验以及特殊检验间的关联。

（7）人为因素和非试验因素引起的病变。

（8）历史背景和本次试验背景（历史对照和本次对照）及相关知识等作为鉴别诊断的依据。

8 病理学检查报告的基本内容

8.1 标题

按“受试动物 + 给予受试物方式 + 受试物名称 + 毒理学实验项目”等相关信息命名。

8.2 受试物及送检信息

应包括毒理学实验项目，受试物名称，受试物编号，送检单位或送检人，标本固定时间，送检时间，动物来源，动物品系，动物级别，病理编号，染色方法，报告时间等信息。

8.3 目的

简述本次试验观察指标的组织病理学改变及意义。 
8.4 材料和方法

应包括实验动物品种、数量、分组，器官组织名称、数量，试剂，仪器，制片和染色方法。

8.5 结果

应用病理结论性语言总结描述剖检及组织病理学检查结果。

8.5.1 剖检结果：使用病理结论性语言描述总结观察到的外观、体表及器官组织由受试物所引起的有意义的病变。

8.5.2 组织病理学检查结果：使用病理结论性语言描述总结观察到的由受试物引起的病变，列表说明病变例数。

8.5.3 对试验期间死亡或濒死动物的剖检和组织病理学检查结果进行总结描述，并分析死因。

8.6 讨论

必要时进行讨论。

8.7 结论

所有检查项目均应给出是否与受试物有相关性的明确结论。

8.8 签名

包括病理检验人、校核人、项目负责人签名，并注明日期。

8.9 参考文献

必要时列出参考文献。

9 同行评审

9.1 病理学检查一般由一位病理负责人完成阅片及报告，在特殊情况下如果由多位病理人员参与组织病理学观察，结果存在分歧时，应组织执行单位外同行评审。

9.2 如送检方对病理检查结果存有疑议时，由检验方或第三方组织同行评审。

9.3 同行评审意见作为参考，最后结论由病理负责人确定。

9.4 必要时同行评审意见做为附件附在报告后。
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