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　　石蜡切片是形态学实验的重要组成部分，在制作

过程中，由取材、固定至染色、封固，每一步都环环相

扣。不同组织器官石蜡切片制作的实验条件不尽相

同，脑组织因脂质含量较丰富、细胞排列较紧密等特

点，若实验影响因素处理不佳，易出现切片时标本碎

裂、展片时组织溶解或免疫染色过程中脱片严重等情

况，导致镜下形态结构观察的偏差或失败。而优质的

切片是优质染色的前提，是实验结果可靠的保障。经

过反复地学习与积累，本研究对重要实验细节进行规

范，总结出以下高质量大鼠脑组织连续石蜡切片的制

作方法。

１　材料和方法

１．１　实验动物、主要试剂与仪器　健康雄性ＳＰＦ级

ＳＤ大鼠２０只，３个月龄，体质量３３０～３７０ｇ，购自解放

军军事医学科学院实验动物中心［许可证号ＳＣＸＫ

（军）２００９００３］。饲养室室温２０～２４℃，相对湿度

４５％～５５％，通风良好，１２ｈ昼夜节律，定期更换垫料

并清洗消毒笼具。多聚甲醛（ＭｅｒｃｋＫＧａＡ公司，德

国），无水乙醇、二甲苯（天津致远化学试剂有限公司），

切片石蜡、ＥＧ１１５０Ｈ石蜡包埋机、ＲＭ２２４５轮转式切片

机（Ｌｅｉｃａ公司，德国），苏木精伊红（ＨＥ）染色液（珠海

贝索生物技术有限公司），ＢＸ６１金相研究级正立显微

镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本）。

１．２　方法　制作方法共分为５步。第一步，取材与固

定。采用经心脏插管灌注固定法进行脑组织取材［１］。

大鼠称质量，腹腔注射２％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻

醉后，仰卧固定于手术台。用水浸湿胸腹部皮毛，剪开

表皮，暴露肌层，由胸骨剑突下剪一小口，沿两侧肋弓

剪开肌层，打开腹腔，显露肝脏。用血管钳夹持剑突，

在膈肌与胸骨柄相连处剪一小口，由此向两侧顺延剪

开膈肌至腹壁侧缘，再贴近胸廓侧缘剪断肋骨，将夹持

剑突的血管钳上翻，暴露胸腔。纵向剪开心包膜，充分

暴露心脏及升主动脉，用眼科剪在左心室底部剪一小

口，将与灌流装置相连的灌注针经小口插入至升主动

脉，迅速用弯头止血钳固定针体与动脉，后立即在右心

耳剪一小孔放血，同时快速滴注肝素生理盐水（肝素质

量浓度为４０ｍｇ／Ｌ），密切观察肝、肺等器官变化，约注

入２００ｍＬ。待右心耳流出液体呈清亮透明状，换用

４％多聚甲醛磷酸缓冲液快速滴注（灌注速度５～１０

ｍＬ／ｍｉｎ）
［２］，之后可见大鼠肢体伸展抽搐，渐弱时调节

滴速至５ｍＬ／ｍｉｎ维持灌注，注入固定剂３００～４００

·７２５·
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ｍＬ，整个灌注过程约１ｈ。断头分离出脑组织，放入盛

有４℃４％多聚甲醛的标本瓶中，１～２ｈ后组织适度硬

化，行标本修整，以２～３ｍｍ的厚度沿脑冠状面进行

切块［３］，再继续置于４℃冰箱中固定１２～２４ｈ。

第二步，脱水与透明。将组织块需要的切面向下，

置于一次性塑料脱水包埋盒中，流水冲洗１２～２４ｈ。

室温（２５℃）下乙醇梯度脱水、二甲苯透明，具体为５０％

乙醇２ｈ→６０％乙醇２ｈ→７５％乙醇２ｈ→８５％乙醇２ｈ

→９５％乙醇Ⅰ１ｈ→９５％乙醇Ⅱ１ｈ→无水乙醇Ⅰ３０

ｍｉｎ→无水乙醇Ⅱ３０ｍｉｎ→二甲苯Ⅰ１０ｍｉｎ→二甲苯Ⅱ

１０ｍｉｎ。观察透明结果，吸净包埋盒周面液体，转入

浸蜡。

第三步，浸蜡与包埋。浸蜡用石蜡ⅠＰａｒａｐｌａｓｔ（熔

点５６～５８℃）、浸蜡温度６０℃、时间１ｈ，石蜡Ⅱ

ＰａｒａｐｌａｓｔＨｉｇｈＭｅｌｔ（熔点５８～６０℃）、浸蜡温度６０℃、

时间２ｈ；包埋用石蜡Ⅱ，包埋缸温度６５℃。包埋时先

向金属包埋模具内注入一定蜡液，再保持切面向下放

入组织，注意避免气泡产生。

第四步，切片。室温下切片，１２～１６μｍ修片，修

出部分组织后改用４μｍ切片，显露出较完整组织切面

时切片机厚度计数归零；摊片水温４２℃，待组织上蜡褶

展平。贴片时玻片倾斜入水，垂直捞起，速度宜慢，有

助于沥下水分并减少气泡贴附。待蜡片水分烘干、石

蜡部分烤化后，置于６０℃烤箱烤片２ｈ。将切片依序置

于切片盒内保存。

第五步，染色与封固。切片后行 ＨＥ染色，根据

实验需要行免疫组织化学染色，中性树胶封固。

２　结　果

灌注固定后打开颅腔，可见脑组织呈乳白色，无充

血，离取时发觉组织有韧性，浸泡固定后具有一定硬度。

肉眼观察二甲苯透明结果可见组织全部为其填充，通体

呈透明状，不带白色混浊样结构。切片结果示由修片转

为切片初始，标本表层切得的蜡带入水摊片可见少许边

缘组织溶解现象，显露较完整组织切面后，再继续切至

第１０～２０个蜡片（厚度计数４０～８０μｍ）过程中溶解现

象逐渐减弱，由厚度计数约８０μｍ后，组织展片良好，形

态均匀完整，可获得较多数量的高质量连续切片。ＨＥ

染色（图１）显示切片质量良好，镜下组织形态结构完整，

核质清楚，红蓝分明。免疫组织化学染色过程中亦较少

发生脱片现象。

图１　大鼠脑组织石蜡切片结果（犎犈染色）

Ａ：大鼠大脑皮质；Ｂ：大鼠压部后颗粒细胞ｂ皮质；Ｃ：大鼠海马；

Ｄ：大鼠海马ＣＡ１区．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｃ），×４００

（Ｂ，Ｄ）

３　讨　论

大鼠脑组织石蜡切片制作是一系列相互联系的过

程，实验时需整体把握关键要点，同时注重推敲细节。

现就切片制作过程中的重要实验影响因素进行探讨。

固定是组织制备的关键环节，固定的质量直接关

系到最后的形态学效果。脑组织质地柔软，解剖取材

较困难且对缺氧敏感，采用全身灌注固定可将生活状

态的细胞迅速固定在原位，减少血液循环停止后脑组

织因缺氧而引发的细胞自溶。灌注量和灌注压是影响

全身灌注过程最重要的两个因素［２］，灌注固定时若实

验室自制灌流装置，连接装置我们推荐选用一次性使

用输血器，因一次性使用输血器管径较大、管路更通

畅，更方便调控灌流速度，进而取得良好的固定效果。

肝素生理盐水与固定液的注入量据动物体质量而调

整。灌注过程中，须密切观察大鼠肝、肺等器官变化，

因置入灌注针有可能误穿入肺动脉，此时会出现肺叶

的水肿膨胀，由大鼠口鼻可见泡沫状液体流出。肝脏

颜色由血红褪至苍黄，同时肺叶未见明显肿胀等观察

指标可提示体循环灌注良好。免疫组织化学所要求的

标本，在保证组织形态结构完整性的同时，力求小而

薄，厚度２～３ｍｍ为好
［２］，以利于固定液迅速均匀地渗

入到标本内部。为最大限度地保存抗原活性，避免标

本内部固定不完全，本实验以２～３ｍｍ的厚度为标准

进行标本修整。

组织脱水透明的时间至关重要，决定着脑组织制

片的成败。经过不断地摸索与重复，本研究拟定了上

·８２５·
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述实验条件。脱水透明的时间长短与组织的种类、标

本的大小和厚度、试剂的新旧和温度等条件密切相关。

乙醇穿透作用快，为减轻其对标本的收缩作用，脱水过

程中本研究选择从低浓度乙醇开始。脑组织较致密，

因而脱水时间宜长以保证脱水充分，但用于免疫组织

化学染色的组织不宜在乙醇中长时间浸泡而导致抗原

损失［４］，权衡两者要求，本研究对厚度为２～３ｍｍ的脑

组织标本总结出上述室温下脱水时间。须指出的是，

为更精确地量化时间，以上所用的脱水剂、透明剂均为

新液或新鲜配制，其中对组织在高浓度乙醇（９５％乙

醇、无水乙醇）与二甲苯中停留时间的掌握尤为关键，

时间过短则脱水透明不充分，过长则易造成组织变

脆［５］等，影响后续切片。肉眼观察透明结果这一步很

重要，透明充分，组织呈琥珀状通透。

在转入浸蜡前数分钟内宜吸净包埋盒表面及由盒

孔流出的透明剂，以便于浸蜡时蜡液对组织内二甲苯

的置换，也利于增加石蜡Ⅰ的使用频数。本实验用石

蜡Ⅱ浸蜡２ｈ，以使石蜡充分填充组织且置换残余的二

甲苯；浸蜡Ⅱ与包埋蜡液相同，有利于增加浸蜡组织与

包埋用蜡的相容性，再者，较高熔点的硬蜡便于切片。

对浸蜡时间与温度的把握也很重要，时间过短则透明

剂置换不充分，过长则易造成组织发硬变脆；同时高温

能破坏标本的抗原活性，因此用于免疫染色的浸蜡温

度不宜超过６０℃。此外，注意新蜡使用前应反复熔化、

凝固至少３次，每次添蜡时新蜡的加入量不应超过旧

蜡的１／３
［２］，否则可能出现包埋蜡块有裂纹、蜡片皱褶

难以展平等情况。

切片过程中，刀片宜新，贴片时注意避免气泡的附

着，烘片时尽量先让组织表面的水分充分流下，减少因

水分、烤化的石蜡同时流经组织而造成的组织漂移与

形变。

脑组织因脂质含量较多等特点，与玻片黏附性差，

本实验选用多聚赖氨酸防脱载玻片贴附切片并进行

ＨＥ染色。若使用硅化防脱载玻片，ＨＥ染色时宜适

度延长伊红分色时间，因为玻片上的硅化物可增加伊

红的着色［６］。

经此方法可制备较多数量的高质量大鼠脑组织连

续石蜡切片，较好地解决了优质脑组织切片不易获得

的问题，为后续实验做好了充分准备，是一种有效实用

的制作方法。
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