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摘要　 将 Ｃ５７ ／ Ｂ６Ｊ 小鼠分别固定于传统固定液（４％ 甲醛

液，下同）与新型固定液中，进行石蜡切片的常规制片程序，
并将新型固定液在年龄相关性黄斑变性（ＡＭＤ）模型小鼠及

人胚胎眼球 ＨＥ 染色石蜡切片中进行效果验证。 用新型固

定液处理的眼球石蜡切片质量优于传统固定液，且成功模拟

了 ＡＭＤ 模型小鼠视网膜各层不同时间段的变化。 新型固定

液在制备高质量视网膜石蜡切片方面是可行的，为后续视网

膜石蜡切片的有关研究奠定了基础。
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　 　 眼球的病理学研究对于研究眼科相关疾病的病

理学及分子机制非常关键［１ － ３］。 但是由于眼球结构

复杂，各层组织成分构成差异大、组织间连接性差，
用常规固定液及脱水流程处理的眼球标本容易出现

变形、眼球各层组织分离的问题。 在多年的临床病

理工作实践观察中，课题组发现在制备视网膜石蜡

切片时，影响眼球各层分离最大的因素为固定液的

选择，种类繁多又各有一定的不足：Ｂｏｕｉｎ′ｓ 固定液

中的苦味酸，易爆、易引起组织发黄［４］；Ｋｏｌｍｅｒ 液染

色时细胞皱缩，染色较深；Ｖｅｒｈｏｅｆｆ 固定液偏酸性，
在脱水前，需充分洗涤标本，以保证后期的染色效

果。 该研究在常规技术方法上进行优化改良，提出

新型的眼球专用固定液，通过与传统固定液前期在

小鼠眼球中的运用进行比较，并在实验建立的小鼠

年龄相关性黄斑变性（ ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａ⁃
ｔｉｏｎ，ＡＭＤ）模型和新鲜人胚胎眼球标本上进行验

证，取得了满意的石蜡切片效果。

１　 材料与方法

１． １　 实验对象 　 基于 ８ 周龄雄性正常成年 Ｃ５７ ／
Ｂ６Ｊ 小鼠 １２ 只，体质量 ２５ｇ ／只（北京维通利华实验

动物公司），及其构建的 ＡＭＤ 模型；妊娠终止的 １６
周、２０ 周、２４ 周的新鲜人胚眼球 （伦理号：２０２１⁃
ＫＹ０２１）。
１． ２　 主要实验仪器与试剂 　 石蜡切片机 ＨＭ３２５、
石蜡包埋机 ＨｉｓｔｏＳｔａｒ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）；显微镜

ＣＸ２３（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）。 乙醇、二甲苯、冰醋酸、石
蜡、ＨＥ 染色试剂均购自北京益利精细化学品有限

公司；多聚甲醛、碘酸钠购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１． ３　 新型固定液的配制　 将 ４ ｇ 多聚甲醛粉末，加
入到 １００ ｍｌ ｐＨ ７. ４ 的 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中，持续搅拌使粉末

溶解。 待加热到 ６０ ℃左右，加少许 ＮａＯＨ，调节 ｐＨ
至 ７. ４。 冷却后，按 ４％ 多聚甲醛溶液 ∶ 无水乙酸

∶ 无水乙醇 ＝ １０ ∶ １. ５ ∶ ８. ５ 的比例依次加入冰醋酸

１５ ｍｌ，无水乙醇 ８５ ｍｌ，混匀。
１． ４　 构建小鼠 ＡＭＤ 模型 　 将 ８ 周龄雄性正常成

年 Ｃ５７ ／ Ｂ６Ｊ 小鼠分为 ２ 组（ｎ ＝ ６），一组经尾静脉注

射单剂量 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ 碘酸钠用于构建小鼠 ＡＭＤ 模

型，分别于注射后 １、３、７、１４、２８ ｄ 进行观察，观察结

束后处死小鼠，收集其眼球，另一组留作对照组。
１． ５　 取材与固定　 ① 小鼠及其 ＡＭＤ 模型：腹腔注

射过量麻药（戊巴比妥钠溶液），处死后立即摘除眼

球，用 ＰＢＳ 冲洗表面血渍；将其中 １ 只对照组 Ｃ５７ ／
Ｂ６Ｊ 小鼠采用传统固定液固定，其余眼球放入新型

固定液中，分别固定 ２４ ｈ。 固定结束取出眼球，在体

视显微镜下，用剪刀沿着角膜缘小心剪掉角膜，去除

晶状体。 ② 人胚胎眼球：收集孕 １６ 周、２０ 周、２４ 周

妊娠终止的新鲜人胚胎眼球标本，将眼球放入新型

固定液固定 ２４ ｈ。
１． ６　 脱水、透明、浸蜡　 去掉眼前节的眼球依次进

行脱水、透明、浸蜡程序，具体步骤为 ７５％ 乙醇、
９０％乙醇、９５％乙醇Ⅰ、９５％乙醇Ⅱ、无水乙醇Ⅰ、无
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水乙醇Ⅱ、二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、石蜡Ⅰ、石蜡Ⅱ各

１ ｈ。
１． ７　 石蜡包埋、切片染色　 浸蜡后将眼球水平面向

下包埋制成蜡块。 轮转式切片机 ５ μｍ 厚度将眼球

切到最大面，用镊子轻轻将蜡带放入 ４５ ℃展片仪里

充分展片，７０ ℃烤片 １５ ｍｉｎ，常规行 ＨＥ 染色，观察

光镜下眼球标本的 ＨＥ 染色效果。

２　 结果

　 　 如图 １ 所示，传统固定液固定的眼球可以看到

视网膜神经层与色素上皮层脱离，细胞间连续性差，
甚至可看到空白裂隙。 新型固定液固定的小鼠及其

ＡＭＤ 模型标本如图 ２ 所示，可见正常组小鼠眼球壁

各层结构完整；视网膜未见固定液性脱离、缺失，各
层细胞排列紧密，细胞形态规整，细胞内结构清晰。
碘酸钠组小鼠 ＨＥ 染色外核层视网膜在第 ３ ｄ 开始

呈波浪状改变，局部脱落，色素上皮细胞损伤；７ ｄ
时外核层波浪状改变明显，细胞密度开始降低，开

图 １　 经传统固定液固定的小鼠眼球视网膜石蜡切片 ＨＥ ×４００

图 ２　 小鼠 ＡＭＤ 模型正常组及实验组不同时间点

眼视杯石蜡切片 ＨＥ ×２００

始出现黑色沉积物；１４ ｄ 时外核层严重波浪状改

变，细胞密度持续降低，黑色沉积物增多；２８ ｄ 时视

网膜色素上皮层消失，外核层与内核层变薄，二者分

界不清，黑色沉积物剧增。 表明新型固定液可用于

制作高质量的小鼠视网膜石蜡切片，并且注射碘酸

钠的眼球石蜡切片成功模拟了碘酸钠对视网膜形态

变化的影响。
　 　 镜下观察人胚胎眼球标本，如图 ３ 所示，眼球壁

各层 ＨＥ 染色良好，未见视网膜脱离。 在 １６ 周时

内、外核层分界不清，节细胞层清晰可见；在 ２０、２４
周时眼球壁各层已分界清楚，内外核层、节细胞层 ３
层细胞结构清晰。

图 ３　 人胚眼视杯石蜡切片 ＨＥ ×２００

３　 讨论

　 　 小鼠眼球视网膜常用来作为研究视网膜发育或

视网膜疾病的实验模型［５ － ８］。 但眼球组织构成复

杂，各层连接性差。 固定液是能否取得高质量石蜡

切片的关键因素。 传统固定液虽然试剂简单易得，
渗透性强，收缩性小，但其经乙醇脱水后收缩性增

大，易造成眼球的变形。
　 　 近年来不同学者提到最多的是 Ｄａｖｉｄｓｏｎ′ｓ 固定

液（主要由甲醛、乙醇、冰醋酸组成） ［９ － １２］，其原理是

利用冰醋酸的膨胀作用抵消乙醇、甲醛对组织的收

缩作用。 但也有文献［１３］ 指出，Ｄａｖｉｄｓｏｎ′ｓ 固定液改

变了视网膜的形态。
　 　 本研究在前面大量文献基础上进行优化改进，
采用混合固定液，由 ４％ 多聚甲醛溶液、冰醋酸、无
水乙醇按比例 １０ ∶ １. ５ ∶ ８. ５ 构成。 ４％多聚甲醛虽

单独使用时，可引起组织的收缩，但渗透作用强，能
较好地保护组织和细胞的形态结构；冰醋酸会使组

织膨胀，但其对组织的穿透力强；乙醇可固定组织，
但也对组织有收缩作用。 利用 Ｄａｖｉｄｓｏｎ′ｓ 固定液的

原理，通过摸索三者合适的比例，使多聚甲醛与乙醇

对眼球的收缩作用正好抵消冰醋酸对组织的膨胀作
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用。 不在固定前穿孔注射固定液等对眼球进行“开
窗”操作，因该操作可造成人为的视网膜损害，破坏

眼球的正常结构［１１］，而是采取在固定后去掉眼前节

的方法，避免了人为因素引起的视网膜脱离，保持了

眼球的正常形态，也利于脱水剂、透明剂、石蜡渗入

眼球。
　 　 本研究初步验证了该固定液能否用于小鼠视网

膜疾病模型和人类眼球相关的常规 ＨＥ 染色。 注射

碘酸钠的小鼠 ＡＭＤ 模型、人胚胎眼球标本的 ＨＥ 染

色切片均证实，该固定液不会引起组织的凹陷、萎缩

和视网膜的脱落，各层组织结构清晰可见。 此外，关
于该固定液是否适用于免疫荧光染色，也在课题组

其他发表文献［１４］ 中进行验证，可见细胞着色良好，
定位清楚。
　 　 综上所述，通过与传统固定液比较，结合大量的

科研文献，本实验室通过优化其试剂的比例而成的

新型眼球固定液，改进了眼球石蜡切片技术方法。
同时在注射碘酸钠的小鼠 ＡＭＤ 模型、人胚眼球中

得到了有效验证。 再结合免疫荧光相关抗体的清晰

标记，进一步证明其为制备高质量视网膜石蜡切片

以及进行视网膜相关病变的研究奠定了基础。 同时

本实验操作方法简单，所需试剂为实验室常用试剂，
是固定眼球组织、制作石蜡病理切片的较好方法，可
在眼科领域推广应用。
　 　 所有作者声明无利益冲突。 孙拴桃：数据整理、
论文撰写；王少军、刘栓栓：研究指导、论文修改。
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