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六种固定液对小鼠角膜固定效果的比较
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 ６ 种不同固定液固定下，小鼠角膜的组织形态学特征并筛选出适合角膜固定的固定液。
方法　 取 ６０ 只 ＮＩＨ 小鼠眼球，随机分为 ６ 组，每组 １０ 只，分别固定于 ６ 种固定液中，即 ９５％ 乙醇、１０％ 中性甲醛、
Ｂｏｕｉｎ’ｓ 液、甲醛⁃乙酸固定液和 Ｄａｖｉｄｓｏｎ’ｓ 液。 固定完成后，标本经 ８０％ 、９５％ 、１００％梯度酒精脱水，ＴＯ 型生物制

片透明剂透明，石蜡浸泡，最后石蜡包埋。 石蜡切片厚度均为 ４ μｍ，分别做 ＨＥ 染色，显微镜下观察形态学特征并

对角膜各区域厚度进行测量分析。 结果 　 不同固定液固定的小鼠角膜组织形态及厚度各具特征，而甲醛⁃乙酸液

固定后的角膜组织细胞形态改变小。 结论 　 甲醛⁃乙酸液固定后组织细胞形态改变小，是比较合适的小鼠角膜固

定液。
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　 　 角膜为眼球重要的组织结构，为多种实验模型

的研究对象［１ － ３］。 在病理制片过程中，由于标本需

要经过一系列的化学试剂处理，角膜的组织形态学

结构将不可避免的产生一些变化［４ － ６］。 从而造成人

工假象，并对病理学诊断造成困扰。 固定液是影响

病理制片质量的重要因素，为了优化角膜组织病理

学观察的条件，需要相对简便、实用和可靠的固定

液。 本实验通过采用几种不同固定液固定下的小

鼠眼球角膜，观察比较相同制片条件下不同固定液

固定的小鼠角膜组织形态学特征，筛选出适合小鼠

眼球固定的固定液。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物及实验环境

３ 月龄 ＳＰＦ 级雄性 ＮＩＨ 小鼠 ３０ 只（６０ 眼）购自

广东省医学实验动物中心，实验动物生产许可证：
【ＳＣＸＫ（粤） ２０１３—０００２】，实验动物使用许可证：
【ＳＹＸＫ（粤）２０１４—００４８】。 饲养环境条件满足国家

标准 ＧＢ１４９２５—２０１０《实验动物环境及设施》的要

求，给予全价营养动物饲料，伽玛射线辐照灭菌，饮
水为定期检测盐酸化纯净无菌水，用饮水瓶供水。
１􀆰 ２　 仪器与试剂

采用的仪器包括 Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｘｃｅｌｓｉｏｒ ＥＳ 脱水机、
Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｉｓｔｏ Ｓｔａｒ 包埋机、Ｔｈｅｒｍｏ ＦＮ２２６５Ｍ０９０８ 切

片机、Ｌｅｉｃａ ＨＩ１２２０ 烘片机和 Ｓａｎｙｏ ＯＭＴ Ｏｖｅｎ ＭＫＩＩ
型恒温烘箱、 Ｚｅｉｓｓ⁃Ｓｃｏｐｅ Ａ１ 显微镜以及 Ｌｅｉｃａ
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｓｕｉｔｅ 图像处理软件。 甲醛溶液（３７％ ～
４０％ ）、无水乙醇、二甲苯、苦味酸、乙酸，从广州化

学试剂厂购得；ＴＯ 型生物制片透明剂购置于中南化

学试剂公司；ＰＢＳ 缓冲液购买于武汉博士德生物工

程有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 取材： ３０ 只 ＮＩＨ 小鼠颈椎脱臼处死，取双

侧眼球，共 ６０ 只眼球。 随机分为 ５ 组，每组 １０ 只，
不切开眼球，分别固定于 ６ 种固定液中，即 ９５％ 乙

醇（Ａ 组）、１０％中性甲醛（Ｂ 组）、１０％甲醛（Ｃ 组）、
Ｂｏｕｉｎ’ｓ 液（Ｄ 组）、甲醛⁃乙酸液（Ｅ 组）和 Ｄａｖｉｄｓｏｎ’
ｓ 液（Ｆ 组）。

１􀆰 ３􀆰 ２　 固定方法：采用下述固定液浸泡固定 ２４ ｈ：
Ａ 组固定液由 １００％ 乙醇 ９５ ｍＬ 和蒸馏水 ５ ｍＬ 配

制；Ｂ 组由甲醛原液（３７％ ～ ４０％ ）１０ ｍＬ 和 ＰＢＳ 缓

冲液 ９０ ｍＬ 配制；Ｃ 组由甲醛原液（３７％ ～ ４０％ ） １０
ｍＬ 和蒸馏水 ９０ ｍＬ 配制；Ｄ 组由饱和苦味酸水溶液

７５ ｍＬ、甲醛原液 ２５ ｍＬ 和冰醋酸 ５ ｍＬ 配制；Ｅ 组由

１０％中性甲醛 ８０ ｍＬ，乙酸 ２０ ｍＬ 混合而成。 Ｆ 组固

定液由 ９５％乙醇 ３０ ｍＬ、甲醛原液（３７％ ～ ４０％ ）２０
ｍＬ、乙酸 １０ ｍＬ 和蒸馏水 ２０ ｍＬ 混合而成，浸泡固

定 ６ ｈ 后移至 １０％中性甲醛溶液固定液溶液中，然
后继续固定 ２４ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 病理制片：固定标本经 ８０％ 、９５％ 、１００％ 梯

度酒精脱水后，ＴＯ 型生物制片透明剂透明，石蜡浸

泡，最后石蜡包埋。 石蜡切片厚度均为 ４ μｍ，采用

ＨＥ 染色。 各组标本同批次在相同制片条件下

处理。
１􀆰 ３􀆰 ４　 病理组织学观察： 使用显微镜进行不同固

定液作用下的角膜的病理组织学观察，并对角膜中

央区、旁中央区、周边区及角膜缘区使用 Ｌｅｉｃａ
Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｓｕｉｔｅ 图像处理软件进行厚度的测量。

２　 结果

２􀆰 １　 ６ 种不同固定液固定的小鼠眼球角膜组织形

态及厚度比较

２􀆰 １􀆰 １　 各组角膜厚度：不同组别固定的角膜厚度不

一。 Ｅ 组最厚且与小鼠角膜直接测量的结果较一

致［６］，其它组别均发生了不同程度的收缩、变薄。
同组别小鼠角膜从中央到周边，呈逐渐变薄趋势。
２􀆰 １􀆰 ２　 上皮细胞层：不同组别上皮细胞层厚度不一

致。 Ｅ 组最厚，Ｆ 组次之，Ａ 组最薄。 Ｅ 组镜下可见

角膜上皮各层结构较整齐、层次较分明，角膜上皮

表面的扁平细胞，中间层的翼状细胞及基底层的基

底细胞，组织形态正常。 其它组别均发生了不同程

度的收缩、变薄，细胞形状也出现不同程度的压缩、
变平。 Ｃ、Ｄ、Ｆ 组，角膜上皮各层结构较整齐、层次

较分明，角膜中间层的翼状细胞胞及基底层的基底

细胞轻度收缩；Ａ、Ｂ 组各角膜上皮细胞重度收缩，
层次不清。
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２􀆰 １􀆰 ３　 前界层： 各组角膜前界层在光镜下均难于

观测。
２􀆰 １􀆰 ４　 基质层：不同组别基质层厚度不一致。 Ｅ 组

最厚，Ｄ 组次之，Ａ 组最薄。 Ｅ 组厚度与小鼠角膜直

接测量的结果较一致［６］，镜下角膜基质平整，胶原

纤维均质粉红染，纤维组织间的裂隙少见；基质中

见梭形的角膜细胞散在分布，细胞形态未见明显改

变。 除 Ｅ 组之外的其它各组，基质层不同程度收

缩、变薄。 Ｃ 组角膜基质裂隙少见，Ａ、Ｂ 组，裂隙较

少，角膜细胞可见压缩变形；Ｄ、Ｆ 组角膜基质松散、
裂隙明显，角膜细胞形态较正常。
２􀆰 １􀆰 ５　 后界层： 各组角膜后界层在 ＨＥ 染色下均

难于观测。
２􀆰 １􀆰 ６　 内皮细胞层： 各组均能观测到内皮细胞层，
为单层扁平细胞。 各组间形态学差别不大。 各组

角膜厚度见表 １ ～ ２，各组角膜 ＨＥ 染色照片见图 １。
表 １　 各组别角膜各层厚度（μｍ）

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｃｏｒｎｅａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （μｍ）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

上皮细胞层厚度 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ 基质层厚度 Ｓｔｒｏｍａｌ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
中央区 旁中央区 周边区 角膜缘 平均值 中央区 旁中央区 周边区 角膜缘 平均值

Ａ １６􀆰 ６８
± １􀆰 ６７

１５􀆰 １４
± １􀆰 ５９

１２􀆰 ０７
± １􀆰 ４２

６􀆰 ００
± ０􀆰 ４０ １２􀆰 ４７ ４０􀆰 ５９

± ６􀆰 １３
３８􀆰 ５０
± ４􀆰 １８

３５􀆰 ７１
± ４􀆰 ８８

２７􀆰 ２８
± ２􀆰 ５０ ３５􀆰 ５２

Ｂ ２９􀆰 １２
± ３􀆰 ９８

２６􀆰 ６４
± ４􀆰 １６

２２􀆰 ３７
± ３􀆰 ９０

１１􀆰 ６７
± ２􀆰 ３８ ２２􀆰 ４５ ４４􀆰 ０８

± ８􀆰 ３３
４１􀆰 ５２
± ６􀆰 １９

３７􀆰 １２
± ５􀆰 ０１

２９􀆰 １３
± ４􀆰 ６８ ３７􀆰 ９６

Ｃ ３６􀆰 ５５
± ３􀆰 ４５

３３􀆰 ０２
± ４􀆰 ９５

２８􀆰 ４３
± ４􀆰 ４５

１７􀆰 ４７
± １􀆰 ５５ ２８􀆰 ８７ ５７􀆰 ５６

± ６􀆰 ５３
５７􀆰 ３０
± ３􀆰 ９９

５３􀆰 ８７
± ６􀆰 ７４

４４􀆰 ７６
± ５􀆰 ４０ ５３􀆰 ３８

Ｄ ３７􀆰 ９３
± ２􀆰 ９９

３６􀆰 ４７
± ２􀆰 ７７

３３􀆰 ５０
± ４􀆰 １８

１６􀆰 ４３
± １􀆰 １５ ３１􀆰 ０８ ７８􀆰 ９７

± １０􀆰 ５５
７１􀆰 ２７
± １０􀆰 ６４

５８􀆰 ３５
± １４􀆰 ５８

４０􀆰 ２５
± ２􀆰 ５４ ６２􀆰 ２１

Ｅ ４９􀆰 ４１
± ６􀆰 ７０

４５􀆰 １４
± ６􀆰 ７０

４１􀆰 ３５
± ６􀆰 ３５

２０􀆰 ６８
± ３􀆰 ７０ ３９􀆰 １４ ９２􀆰 ０７

± ８􀆰 ７７
８９􀆰 ３３
± ８􀆰 ６８

７４􀆰 ２７
± ９􀆰 ０４

５０􀆰 ５７
± ６􀆰 ２１ ７６􀆰 ５６

Ｆ ３８􀆰 ９０
± ４􀆰 ２６

３６􀆰 ６５
± ４􀆰 ４２

３４􀆰 ８６
± ７􀆰 ２９

１５􀆰 ３８
± ２􀆰 ０９ ３１􀆰 ４５ ５８􀆰 ７４

± ５􀆰 ９２
５７􀆰 ４２
± ６􀆰 ００

４９􀆰 ２０
± ５􀆰 ２２

３８􀆰 ４３
± ４􀆰 ３２ ５０􀆰 ９５

表 ２　 各组别各区角膜厚度（μｍ）
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （μｍ）

组别 中央区 旁中央区 周边区 角膜缘 平均值

Ａ ５５􀆰 ２４ ± ８􀆰 ４０ ５２􀆰 ６０ ± ５􀆰 ７４ ４７􀆰 ７８ ± ５􀆰 ５７ ３３􀆰 ２４ ± ２􀆰 ６６ ４７􀆰 ２２
Ｂ ７３􀆰 ４０ ± ６􀆰 ９７ ６８􀆰 １１ ± ６􀆰 １８ ５６􀆰 ９２ ± ６􀆰 ４０ ４２􀆰 ０７ ± ５􀆰 ７３ ６０􀆰 １２
Ｃ ９４􀆰 １４ ± ９􀆰 ３５ ９０􀆰 ５０ ± ９􀆰 ２４ ８２􀆰 ２８ ± １０􀆰 ００ ６１􀆰 ２６ ± ６􀆰 ９６ ５４􀆰 ７６
Ｄ １１５􀆰 ２７ ± １２􀆰 ４４ １０７􀆰 ９４ ± １３􀆰 ７２ ９２􀆰 ３６ ± １４􀆰 ６０ ５６􀆰 ５９ ± ３􀆰 １０ ９３􀆰 ０４
Ｅ １４０􀆰 １８ ± ９􀆰 １２ １３６􀆰 １１ ± ７􀆰 ６６ １１３􀆰 ８９ ± ９􀆰 ５６ ７１􀆰 ３９ ± ７􀆰 ９７ １１５􀆰 ３９
Ｆ ９７􀆰 ６０ ± ９􀆰 ０９ ９３􀆰 ９８ ± ７􀆰 ０７ ８０􀆰 ６９ ± ５􀆰 ５５ ５３􀆰 ５７ ± ５􀆰 ２４ ８１􀆰 ４６

图 １　 各组小鼠角膜 ＨＥ 染色照片（标尺 ＝ ５０ μｍ）
Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ ｆｉｘｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｉｘａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ．
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３　 讨论

体积分数 １０％中性甲醛及 １０％ 甲醛为实验室

常用固定液［７，８］。 由于甲醛对组织的收缩作用，因
而 １０％甲醛溶液可引起角膜组织一定程度的收缩、
变形。 而体积分数 １０％中性甲醛溶液，由于渗透压

相对 １０％甲醛溶液更高，在固定过程中容易使角膜

水份析出，因而角膜组织收缩更明显。 ９５％ 乙醇具

有很强的组织收缩作用［９］，在本实验的六种固定液

中，组织细胞收缩、变形的程度最严重。
Ｄａｖｉｄｓｏｎ‘ｓ 液及 Ｂｏｕｉｎ’ ｓ 液对小鼠视网膜的固

定效果较好［１０，１１］，然而在角膜的固定中，效果不理

想，主要表现在角膜基质疏松、裂隙明显。 这说明

小鼠眼球的不同部位对固定液的收缩率不同，角膜

特别是基质层组织不适合使用 Ｄａｖｉｄｓｏｎ ‘ ｓ 液及

Ｂｏｕｉｎ’ｓ 液固定。
甲醛⁃乙酸液由 １０％ 中性甲醛固定液及乙酸混

合而 成， 乙 酸 对 组 织 及 细 胞 核 的 膨 胀 作 用 明

显［１２，１３］，因此二者合用可抵消 １０％中性甲醛固定液

的收缩以及冰醋酸固定液所引起的组织膨胀和细

胞核 的 肿 胀。 组 织 学 观 察， 组 织 细 胞 形 态 与

Ｈｏｎｇｍｉｎ Ｚｈａｎｇ 等［１４］对小鼠角膜组织未经固定直接

观察的结果比较，组织细胞未见明显收缩，基质层

未见明显裂隙，固定后组织细胞形态改变小。
由此可见，不同固定液固定的小鼠角膜，具有

不同的形态学特征，这是进行病理组织学检查需要

考虑到的问题，以免因为人工假象而造成误诊。 由

于甲醛⁃乙酸固定液固定后组织细胞形态改变小，因
而是比较理想的小鼠角膜固定液。
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〔修回日期〕２０１６ － １２ － ０７

２５ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６


