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大鼠胰腺组织神经胆碱酯酶、弹力纤维和胶原纤维的组合染色

张顺民，郑建明，朱明华，陈伟红
（第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：阐明大鼠胰腺组织中的神经胆碱酯酶与弹力纤维和胶原纤维等分布情况。方法：将大鼠断头处死后取胰腺

组织，冰冻连续切片（厚度８μｍ），选用ＫａｒｎｏｖｓｋｙＲｏｏｔｓ和ＶｉｃｔｏｒｉａｂｌｕｅＰｏｎｃｅａｕＰｉｃｒｉｃａｃｉｄ（简称ＫＲＶＢＰＰＡ法）组合染色

法观察其中神经胆碱酯酶、弹力纤维和胶原纤维的分布情况。结果：胰腺组织腺泡间隙、胰岛及其血管的神经胆碱酯酶呈棕

红色，弹力纤维呈蓝绿色，胶原纤维呈淡红色，平滑肌纤维呈黄色。结论：ＫＲＶＢＰＰＡ组合染色法，能够同时观察到胰腺组

织中的神经胆碱酯酶、弹力纤维、胶原纤维和平滑肌纤维的分布情况及其相互伴随关系。
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　　酶组织化学和特殊染色在人体和实验动物组织中应用

较广，为了研究大鼠组织中的胆碱酯酶与组织纤维分布及相

互关系情况，本研究选用针对酶与结缔组织纤维的ＫＲＶＢ

ＰＰＡ（ＫａｒｎｏｖｓｋｙＲｏｏｔｓａｎｄ Ｖｉｃｔｏｒｉａ ｂｌｕｅＰｏｎｃｅａｕＰｉｃｒｉｃ

ａｃｉｄ）组合染色法，能够同时显示神经胆碱酯酶、弹力纤维和

胶原纤维等组织成分，现将情况报告如下。

１　材料和方法

１．１　材料　组织来源于ＳＤ大鼠（第二军医大学实验动物中

心）胰腺组织，将动物断头处死后取材，采用冰冻连续切片８

μｍ厚度，并及时将切片置于４℃冰箱中冷藏保存。

１．２　试剂　硫酸铜液：硫酸酮（ｃｏｐｐｅｒｓｕｌｆａｔｅ）７５ｍｇ，蒸馏水

加至１０ｍｌ。柠檬酸钠液：柠檬酸钠（ｓｏｄｉｕｍｃｉｔｒａｔｅ）１９４ｍｇ，蒸

馏水加至１０ｍｌ。铁氰化钾液：铁氰化钾（ｐｏｔａｓｓｉｕｍｆｅｒｒｉｃｙａ

ｎｉｄｅ）１６．５ｍｇ，蒸馏水加至１０ｍｌ。ＫａｒｎｏｖｓｋｙＲｏｏｔｓ（ＫＲ）孵育

液：配制时先将碘化乙酰硫代胆碱（ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏｃｈｏｌｉｎｅｉｏｄｉｄｅ）１０

ｍｇ溶解于２ｍｌ蒸馏水内，然后加入０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸缓冲液

（ｐＨ５．５）１３ｍｌ，最后再依次加入柠檬酸钠１ｍｌ，硫酸铜液２

ｍｌ，铁氰化钾液２ｍｌ。临用前３０ｍｉｎ内配制，充分摇匀后测

ｐＨ值为５．５～５．６。甲醛钙液：甲醛（ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ）１０ｍｌ，蒸馏

水９０ｍｌ，无水氯化钙（ｃａｌｃｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ａｎｈｙｄｒｏｕｓ）１ｇ。维多利

亚蓝（ＶＢ）改造染色液：配制时将维多利亚蓝２．５ｇ、糊精１ｇ
和间苯二酚５ｇ与４００ｍｌ蒸馏水混合，加热煮沸，同时搅拌约

５ｍｉｎ。然后用另一容器将已配好的３０％三氯化铁水溶液３０

ｍｌ加热溶解后慢慢倒入上述混合液中，继续煮沸３ｍｉｎ，不断

搅拌，可见溶液呈胶体状，去火冷却后过滤。将滤纸上的残渣

连同滤纸一起放在６０℃隔水式恒温箱中烤干，其残渣为蓝色

细颗粒状粉末。再将这些干燥染料溶于５００ｍｌ的７０％乙醇

中，然后再加入浓盐酸５ｍｌ和苯酚６ｇ，室温放置１周后使用。

ＰｏｎｃｅａｕＰｉｃｒｉｃａｃｉｄ染色液：０．５％丽春红（ＰｏｎｃｅａｕＳ）１０ｍｌ，饱

和苦味酸（ｐｉｃｒｉｃａｃｉｄ）９０ｍｌ。

１．３　酶组织化学反应法　将已贴于载玻片的冰冻切片置于

冷甲醛钙液固定１０ｍｉｎ。蒸馏水浸洗２次，再加入恒温箱中

的ＫＲ孵育液３７℃作用１．５～２ｈ，可见呈淡棕红色，必要时

在镜下观察。如果未着色，则用蒸馏水浸洗后，再用ＫＲ孵

育液孵育１ｈ左右。将已反应好的组织片用蒸馏水浸洗３
次。用甘油明胶封固剂［１］，及时进行封固。

１．４　ＫＲＶＢＰＰＡ染色法　将已反应着色的组织切片用

显微镜拍照后，把切片浸入蒸馏水中浸泡１ｈ左右。用７０％
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乙醇浸洗２次，置入立式染色缸 ＶＢ改造染色液２ｈ。浸入

９５％乙醇中分色１ｍｉｎ左右，浸入自来水中浸洗，可在镜下

观察深浅度。浸入蒸馏水中１ｍｉｎ，用ＰＰＡ染色液３ｍｉｎ。

直接用无水乙醇脱水，过滤纸吸干。二甲苯透明和中性树胶

封固。

２　结　果

　　大鼠胰腺组织冰冻切片经酶组织化学反应法处理后，清

楚显示血管旁神经胆碱酯酶呈棕红色，血管壁仅可见轮廓，

背景无色（图１Ａ）；经ＶＢ改造液复染后，血管壁弹力纤维呈

蓝绿色，平滑肌纤维呈黄色，神经胆碱酯酶呈棕红色（图

１Ｂ）；胰腺腺泡神经节周围胆碱酯酶呈红色，另所见两处血管

壁弹力纤维蓝绿色，周围附着的神经胆碱酯酶呈棕红色（图

１Ｃ）；胰岛内分泌细胞间隙中含有丰富的神经胆碱酯酶呈棕

红色，并在一处可见弹力纤维呈蓝绿色，胰岛周围含有胶原

纤维呈淡红色，背景呈黄色（图１Ｄ）。

图１　ＫＲＶＢＰＰＡ法显示神经胆碱酯酶、弹力纤维和胶原纤维

Ｆｉｇ１　ＮｅｕｒｏｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅａｎｄｅｌａｓｔｉｎａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎａｆｔｅｒＫＲＶＢＰＰＡｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｔｈｅｎｅｕｒｏｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｗａｓｂｒｏｗｎｒｅｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｓ（３．３×１０）；Ｂ：Ｅｌａｓｔｉｎｗａｓｂｌｕｅｇｒｅｅｎ，ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｗａｓｙｅｌｌｏｗ，ａｎｄｎｅｕ

ｒｏｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｗａｓｂｒｏｗｎｒｅｄ（３．３×１０）；Ｃ：Ｎｅｕｒｏｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｗａｓｒｅｄ，ｅｌａｓｔｉｎｗａｓｂｌｕｅｇｒｅｅｎ，ａｎｄｎｅｕｒｏｈｉｓｔｏｃａｓｅｗａｓｂｒｏｗｎｒｅｄ（３．３×

１０）；Ｄ：Ｎｅｒｏｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｗａｓｂｒｏｗｎｒｅｄ，ｅｌａｓｔｉｎｗａｓｂｌｕｅｇｒｅｅｎ，ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎａｒｏｕｎｄｉｓｌｅｔｗａｓｐｉｎｋｗｉｔｈｙｅｌｌｏｗｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ（３．３×４０）

３　讨　论

　　胆碱酯酶（ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ）属于特异性酯酶，也是神经系

统中的羧基酯酶，常见于肌肉和胰腺等组织中，为了能够在

组织形态上观察到胆碱酯酶与结缔组织纤维的分布与相互

关系，本研究进行了复合染色研究。胆碱酯酶的化学反应主

要是碘化乙酰硫代胆碱释放出硫代胆碱和乙酸。硫代胆碱

中的巯基（ＳＨ）把铁氰化钾还原为亚铁氰化钾，再与硫酸铜

离子结合形成不溶性的亚铁氰化铜沉淀物质［２］。这种胆碱

酯酶在胰腺和肌肉组织中可见分布，胰腺组织的腺泡中未见

酶的活性，但在腺泡周围的间隙和胰岛中含有丰富的胆碱酯

酶，特别是在大血管旁周围和小血管壁上附着酶的沉淀物。

　　同时在血管中含有大量的弹力纤维，其组织化学成分属

于弹力蛋白，它是由随机交联盘绕的一些肽链组成的蛋白弹

力结构模型［３］。对于显示弹力蛋白传统方法有多种，但都未

能得到满意的效果。ＶＢ染色液与其他染色试剂的机制相

似，ＶＢ改造染色液可能含有一种带有弱电荷的染色剂，能与

结缔组织表面致密的弹力蛋白通过非极性吸着而牢固的结

合［４］（这种染色液浸染后再回收可反复使用，室温下保存数

年染色效果不减，还可以缩短染色时间，提高对组织的敏感

性，优于其他染色剂，是理想的弹力蛋白染色液）。但是这种

结合并不能显示血管壁中的肌纤维成分，因此还需要另一种

可靠的色彩对比染色剂。可靠的染色液的选择有一定的困

难，要求其保持胆碱酯酶神经纤维和弹力纤维不受任何影

响，还能够提高染色的对比强度。

　　经过反复实验，本研究选用丽春红与苦味酸混合液，能

够较好地显示肌纤维和胶原纤维成分，其机制是在胶原纤维

分子中含有的碱性氨基酸能够与酸性染料进行结合［５］，也可

能是苦味酸作为小分子染料（相对分子质量２２９．１）扩散性

高，容易进入结构致密的狭孔（如肌纤维）的间隙，扩散性低

的丽春红分子染料（相对分子质量５６６．４９）则只能进入结缔

疏松的宽孔组织（如胶原纤维）的间隙，而且染色后不易褪

色。在本法使用中为了保持胆碱酯酶神经纤维的色彩度应

缩短染色时间，使肌纤维对比清晰。复合染色法能够同时在

组织中显示弹力纤维（呈蓝色）、肌纤维或背景（呈黄色）、神

经纤维的胆碱酯酶（呈棕红色），这为人体与实验动物的形态

组织结构研究提供了参考方法。
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