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皮肤组织黑素细胞与胶原和弹力纤维的组合染色法研究
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［摘要］　目的：寻找能显示皮肤组织黑素细胞与胶原纤维和弹力纤维的染色法。方法：选用 ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓｉｌｖｅｒｎｉｔｒａｔｅ

ＰｏｎｃｅａｕＳＰｉｃｒｉｃａｃｉｄＶｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅ（ＭａｓｓｏｎＦｏｎｔａｎａ硝酸银、丽春红Ｓ、苦味酸和维多利亚蓝，简称 ＭＦＳＮＰＰＡＶＢ）对实验动

物皮肤组织进行组合染色。结果：皮肤黑素细胞颗粒呈黑色；胶原纤维呈红色，出血的红细胞呈黄色；弹力纤维呈绿色。结

论：本组合染色方法克服了原法染色单一、对比效果较差的弱点。能够较好的显示皮肤组织中含有黑素细胞颗粒、胶原纤维及

出血部位的红细胞和弹力纤维组织成分。
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　　皮肤组织中的黑素细胞在正常情况下，分布于表皮的基

底层细胞之间，也可见于表层或真皮层内。常规染色中的细

胞着色较浅，难以鉴别。为了能够较好证明黑素细胞、胶原

纤维和弹力纤维分布与变化的相互关系，本研究采用 Ｍａｓ

ｓｏｎＦｏｎｔａｎａｓｉｌｖｅｒｎｉｔｒａｔｅ（硝酸银）ＰｏｎｃｅａｕＳＰｉｃｒｉｃａｃｉｄ（丽

春红苦味酸）Ｖｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅ（维多利亚蓝）（简称 ＭＦＳＮＰ

ＰＡＶＢ组合染色法），能够分别显示黑素细胞颗粒（呈黑

色）、弹力纤维（呈绿色）和胶原纤维（呈红色），对比清晰，色

彩鲜艳，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　取材　实验动物大鼠来源于长海医院动物中心的整形

外科动物皮肤模型组织，皮肤组织经中性甲醛磷酸盐缓冲混

合固定液［１］及时固定后取材，常规的梯度乙醇脱水、二甲苯

透明、石蜡浸透和组织包埋与连续切片。

１．２　试剂配制　（１）Ｆｏｎｔａｎａ氨银染色液：１０％硝酸银水溶

液５０ｍｌ，逐滴加浓氨水不停的摇动，至沉淀消失呈微乳白

色，再加入蒸馏水５０ｍｌ。此液贮存于棕色瓶内，在冰箱内保

存可用６个月。（２）维多利亚蓝混合染色液：维多利亚蓝

（Ｖｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅ）２ｇ，糊精０．５ｇ，间苯二酚４ｇ，蒸馏水２００ｍｌ。

将上述物质混合后加热煮沸，边煮边搅拌，约５ｍｉｎ。然后，

用另一容器取３０％三氯化铁水溶液２５ｍｌ，另行加热煮沸后

慢慢倒入上述混合液中，继续煮沸３ｍｉｎ，不断搅拌溶液呈胶

体状。去火冷却过滤，将滤纸上的残渣连同滤纸放在６０℃恒

温箱中烤干。残渣呈深蓝色细颗粒状粉末，再溶于４００ｍｌ
的７０％乙醇液中。然后加浓盐酸４ｍｌ和苯酚５ｇ，放置至成

熟后使用。（３）丽春红苦味酸染色液：０．５％丽春红Ｓ（Ｐｏｎ

ｃｅａｕＳ，上海试剂三厂出品）１５ｍｌ，苦味酸（ｐｉｃｒｉｃａｃｉｄ）饱和水

溶液（１．２２％）８５ｍｌ。（４）氯化金染色液：氯化金１ｇ，蒸馏水

５００ｍｌ。

１．３　染色方法　（１）石蜡组织切片４μｍ，常规脱蜡至水。

（２）蒸馏水浸洗２次，浸入Ｆｏｎｔａｎａ氨银染色液中１５ｈ左右。

（３）蒸馏水浸洗２ｍｉｎ，浸入氯化金溶液２ｍｉｎ。（４）蒸馏水浸

洗２次，７０％乙醇浸洗１ｍｉｎ。（５）浸入维多利亚蓝混合染色

液３ｈ左右。９５％乙醇分化３０ｓ左右。（６）浸入蒸馏水内２

ｍｉｎ，然后再浸入丽春红苦味酸染色液５ｍｉｎ。（７）直接用无

水乙醇脱水、二甲苯透明和中性树胶封固。

２　结　果

　　实验动物组织的表层含有散在的黑素细胞颗粒呈黑色，
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真皮中含有丰富的胶原纤维呈红色，出血的红细胞呈黄色和

少量的黑色；真皮的上部分中含有胶原纤维，少量的弹力纤

维呈绿色，真皮的下部分中有较多的出血红细胞和散在的胶

原纤维及少量的黑素；真皮乳头层所伸出乳头隆起基底部含

有丰富的黑素细胞颗粒，网状层中含有胶原和弹力纤维；真

皮乳头层中含有丰富的黑素细胞颗粒，网状层中含有丰富的

胶原纤维和弹力纤维成分。见图１。

图１　ＭＦＳＮＰＰＡＶＢ法显示皮肤组织

黑素细胞与胶原纤维和弹力纤维（３．３×２０）

Ｆｉｇ１　ＭＦＳＮＰＰＡＶＢｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｍｅｌａｎｏｃｙｔｅａｎｄ

ｃｏｌｌａｇｅｎｉｃ，ｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｓｉｎｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（３．３×２０）
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ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓａｒｅｂｌａｃｋｉｎｔｈｅｌｏｗｅｒｄｅｒｍｉｓ；Ｂ：Ａｂｕｎｄａｎｔｍｅｌａｎｉｎ

ｇｒａｎｕｌｅｓａｒｅｂｌａｃｋｉｎｔｈｅｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｏｆｄｅｒｍｉｓｐａｐｉｌｌａ；ｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎｉｃ

ｆｉｂｅｒｉｓｒｅｄａｎｄｔｈｅｅｌａｓｔｉｃｆｉｂｅｒｉｓｇｒｅｅｎ

３　讨　论

　　黑素细胞的特点是胞质中有许多椭圆形的黑素小体，其

黑素的量增多时候，就形成了黑素颗粒。在实验动物皮肤组

织的黑素与结缔组织相互关系研究中，能够观察到黑素有明

显的不同分布与变化异常，特别是含有大量灶性红细胞和结

缔组织纤维增生情况。在内源性色素沉着物中，黑素细胞与

其他色素有一定的相似性，常规染色中呈黄棕色和褐色，其

颗粒形状大小不一，在变化不规则情况下，易与含铁血黄素

和脂褐色素相混淆。必要时采用色素对照染色法，来鉴别黑

素存在情况。而选用氨银染色液对黑素具有一定的敏感性，

因为黑素细胞具有一定的还原性，能将硝酸银与氢氧化铵所

生成的氢氧化银离子还原成金属银而呈黑色［２］，而且着色的

特异性较好，但是在操作程序上要求严格。在配制氨银液

时，器皿要特别清洁，溶剂选用重蒸馏水，硝酸银和氢氧化铵

为分析纯。配好的溶液盛棕色瓶，贮存于冰箱内保存，使用

时倒入方形或立式染色缸中染色。为了防止氨挥发，再将此

液放到磨口的染色缸内进行染色。这样可使染色液反复应

用多次，并保持较好的染色效果。对于皮肤组织的固定液，

应选用中性甲醛磷酸盐缓冲固定液，能够提高固定效果。固

定时不能在温度较高情况下进行，时间不宜太长，防止甲醛

液产生白色沉淀而形成三聚甲醛后氧化成甲酸，变成甲醛色

素，污染组织，影响染色质量。

　　在正常的皮肤真皮组织中，含有较多的结缔组织，但并

没有区分何种纤维成分。为了观察实验动物模型的皮肤组

织中的黑素细胞与胶原和弹力纤维的分布和变化情况，需要

理想的胶原和弹力纤维染色法，根据染色机制，首先选用敏

感性较好的染色剂对弹力纤维作用，由于这种纤维成分中含

有２０％～２５％是弹性蛋白，还被认为是一种凝胶，由随机交

联盘绕的肽键组成，所以又被称为弹性蛋白［３］。这种蛋白易

与Ｖｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅ混合染色液进行结合，因为试剂中含有间苯

二酚、三氯化铁和盐酸等成分，而形成色淀的复合物，可能含

有一种带弱电荷的染色剂与结缔组织致密内表面的弹性蛋

白，并通过非极性吸着而显色。实验表明对于还原后金属银

的黑素是比较牢固与稳定，经过弹力纤维染色液的作用，黑

素是不受任何影响。

　　虽然结缔组织中的弹力纤维被显示，但还不能从中区分

胶原纤维成分，这样就必须寻求对比较好的胶原纤维的染色

剂。尽管胶原纤维能够与多种染料进行结合，但色差和效果

是不一样的，由于ＶａｎＧｒｉｅｓｏｎ酸性复红原法不稳定，使着色

的胶原纤维不鲜艳，并且易褪色。经过选用ＰｏｎｃｅａｕＳＰｉｃｒｉｃ

ａｃｉｄ试剂后，提高了胶原纤维的着色力，同时，还增强与弹力

纤维和黑素细胞颗粒及其背景的对比度。

　　实验证明所建立的复合染色法，能够较好的同时显示黑

素细胞与胶原纤维和弹力纤维成分，这对于进一步研究组织

细胞的形态变化与相互关系，具有一定的实用参考意义。
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