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６ 种光学透明化方法在大鼠脑组织块的透明
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　 　 【摘要】 　 目的　 比较 ６ 种光学透明化方法对大鼠脑组织块的透明效果。 方法　 选取 １４ 只 ＳＤ 大鼠脑分别采

用 ｉＤＩＳＣＯ、ＳｅｅＤＢ、ＣＵＢＩＣ、ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ、Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 的方法进行透明化处理。 结果　 对

照组 ＰＢＳ 透 明 灰 度 值 为 １３􀆰 ０３１ ± ０􀆰 ５８６， ｉＤＩＳＣＯ、 ＳｅｅＤＢ、 ＣＵＢＩＣ、 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ、 ｐａｓｓｉｖｅ⁃
ＣＬＡＲＩＴＹ 分别为 ６􀆰 ４４７ ± ０􀆰 ５７４、１１􀆰 ６９０ ± ０􀆰 ９０９、２􀆰 ３１８ ± ０􀆰 ９８６、８􀆰 １１８ ± １􀆰 ０２６、８􀆰 ５９１ ± ０􀆰 ３８４、４􀆰 １９８ ± ０􀆰 １８２，除
ＳｅｅＤＢ 组外（Ｐ ＝ ０􀆰 １８５），其余各组均较 ＰＢＳ 组差异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＣＵＢＩＣ 分别与各组有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 透明化处理后，ｉＤＩＳＣＯ、ＳｅｅＤＢ、ＣＵＢＩＣ、ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ、Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 面积改变分别

为（ － ３０􀆰 ０２ ± ２􀆰 ３９）％ 、 （１９􀆰 ７４ ± ４􀆰 ０９）％ 、 （１４􀆰 ７ ± ３􀆰 ９２）％ 、 （１０􀆰 ７ ± ５􀆰 ５５）％ 、 （２３􀆰 ０１ ± ４􀆰 １９）％ 、 （６６􀆰 ５１ ±
５􀆰 ６８）％ ，各组面积改变均较 ｉＤＩＳＣＯ 组、Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 组有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 除 ＳｅｅＤＢ 外，各组

方法均能达到透明效果，ＣＵＢＩＣ 方法在大鼠脑组织块的透明效果优于其他各组，ｉＤＩＳＣＯ 处理后面积缩小，而
Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 处理后变得膨胀。

【关键词】 　 组织光学透明化技术；方法比较；大鼠脑组织
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｉｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｐｔｉｃａｌ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔ
ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋｓ ｏｆ １４ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ｉＤＩＳＣＯ， ＳｅｅＤＢ， ＣＵＢＩＣ， ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃
Ａ２， ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ， Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
１３􀆰 ０３１ ± ０􀆰 ５８６， ｔｈａｔ ｏｆ ｉＤＩＳＣＯ， ＳｅｅＤＢ， ＣＵＢＩＣ， ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２， ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ， ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｗｅｒｅ
６􀆰 ４４７ ± ０􀆰 ５７４， １１􀆰 ６９０ ± ０􀆰 ９０９， ２􀆰 ３１８ ± ０􀆰 ９８６， ８􀆰 １１８ ± １􀆰 ０２６， ８􀆰 ５９１ ± ０􀆰 ３８４， ４􀆰 １９８ ± ０􀆰 １８２， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｘｃｅｐｔ
ｔｈｅ ＳｅｅＤＢ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝ ０􀆰 １８５）， ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＵＢＩＣ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｔｈｅ ｉＤＩＳＣＯ， ＳｅｅＤＢ， ＣＵＢＩＣ， ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２， ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ， Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ



ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ（ － ３０􀆰 ０２ ± ２􀆰 ３９）％ ，（１９􀆰 ７４ ± ４􀆰 ０９）％ ，（１４􀆰 ７ ± ３􀆰 ９２）％ ，（１０􀆰 ７ ± ５􀆰 ５５）％ ，（２３􀆰 ０１ ± ４􀆰 １９）％ ，（６６􀆰 ５１
± ５􀆰 ６８）％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉＤＩＳＣＯ ａｎｄ ｔｈｅ Ｐａｓｓｉｖｅ⁃
ＣＬＡＲＩＴＹ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｅｘｃｅｐｔ ｔｈｅ ＳｅｅＤＢ ｍｅｔｈｏｄ， ａｌｌ ｔｈｅ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ａ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ，
ｗｈｉｌｅ ＣＵＢＩＣ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ｓｈｒｕｎｋｅｎ ａｆｔｅｒ ｉＤＩＳＣＯ
ｃｌｅａｒｉｎｇ， ａｎｄ ｅｘｐａｎｄｅｄ ａｆｔｅｒ Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｏｐｔｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｌｅａｒｉｎｇ； ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ； ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ； ｂｒａｉｎ； ｒａｔ

　 　 三维结构的研究对阐述组织结构形态学、毗邻

组织的解剖关系、细胞分子层面的生理功能有至关

重要的作用。 然而，因为光散射效应和厚组织片成

像困难等原因，在组织学研究时，通常将样品制成

薄切片，从平面观察和描述细胞、组织的信息，导致

了生物体三维结构的信息缺失。 曾有生物学家尝

试应用阵列断层扫描技术对切片成像进行三维重

建，但耗时耗力，效果有限［１］。 因此研究者们设想

在不切片和不损毁组织的前提下，进行组织的立体

成像，并且可对同一个样品进行多次成像。 首先，
限制的客观条件是，组织过厚，一些组织中存在着

色素，使组织有颜色。 此外，研究者面对最困难的

问题是，大多数生物组织为实质不透光，这些特性

削弱了组织块成像的清晰度，也是观察深层结构的

最大阻碍。
出于各种需求，研究者们在 ２０ 世纪末便开展了

许多组织透明化的尝试。 所有组织透明化技术的关

键是如何使光透过样品时与介质的折射率相匹配，以
减少光在组织中的不均匀散射。 现阶段的方法大致

可分为 ２ 大类：溶剂型和水基型透明化，前者如

ＢＡＢＢ、３ＤＩＳＣＯ、ｉＤＩＳＣＯ［２］ 等；后者又分为单纯浸泡

法，如 ＳｅｅＤＢ［３］、ＦＲＵＩＴ、ＴＤＥ 等；水化法，如 Ｓｃａｌｅ Ａ２、
Ｓｃａｌｅ Ｕ２、ＣＵＢＩＣ［４］ 等；水凝胶嵌入法，如 ＣＬＡＲＩＴＹ、
ＰＡＣＴ、ＰＡＲＳ 等。 以上方法各有利弊，目前，在国内开

展组织透明化技术并不多，对这些透明方法的比较报

道更鲜有报道。 在此，我们分别从各类型中选取较为

代表性的方法，ｉＤＩＳＣＯ（ｉｍｍｕｎｏｌａｂｅｌｉｎｇ⁃ｅｎａｂｌｅｄ ｔｈｒｅｅ⁃
ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ⁃ｃｌｅａｒｅｄ ｏｒｇａｎｓ）、ＳｅｅＤＢ
（Ｓｅｅ Ｄｅｅｐ Ｂｒａｉｎ）、ＣＵＢＩＣ（ｃｌｅａｒ， ｕｎｏｂｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｒａｉｎ ／
ｂｏｄｙ ｉｍａｇｉｎｇ ｃｏｃｋｔａｉｌｓ ａｎｄ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ）、
ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ （ ｔｈｅ ｃｌｅａｒ， ｌｉｐｉｄ⁃
ｅｘｃｈａｎｇｅｄ， ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ⁃ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｒｉｇｉｄ， ｉｍａｇｉｎｇ ／
ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ， ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ⁃ＣＵＢＩＣ）、
Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ （ ｐａｓｓｉｖｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｅａｒ， ｌｉｐｉｄ⁃
ｅｘｃｈａｎｇｅｄ， ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ⁃ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｒｉｇｉｄ， ｉｍａｇｉｎｇ ／
ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ， ｔｉｓｓｕｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ），共 ６ 个方

法对大鼠脑组织块透明化的效果进行比较。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 １４ 只，８ ～ １０ 周龄，体重

２２０ ～ ２４０ ｇ，南方医科大学实验动物中 心 提 供

［ＳＣＸＫ（粤）２０１１ － ００１５］，大鼠脑组织取材于南方

医科大学南方医院进行［ＳＹＸＫ（粤）２０１５ － ００５６］，
并通过南方医院实验动物伦理委员会审查［ＮＦＹＹ
－２０１４ － ８８］．
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

生理盐水； ＰＢＳ 粉末（Ｆｉｓｈｅｒ 公司，货号 ＢＰ３９９⁃
１）；多聚甲醛粉末；甲醇；去离子水；盐酸；氢氧化

钠；叠氮钠；３０％ Ｈ２Ｏ２；ＤＭＳＯ；ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００（Ｓｉｇｍａ 公

司）；肝素 （ Ｓｉｇｍａ 公司，货号 Ｈ３３９３）；四氢呋喃

（ＴＨＦ，Ｓｉｇｍａ 公司，货号 １８６５６２）；二氯甲烷（ Ｓｉｇｍａ
公司，货号 ２７０９９７）；二苄基醚 （ Ｓｉｇｍａ 公司，货号

１０８０１４）； 果 糖； α⁃硫 代 甘 油 （ Ｓｉｇｍａ 公 司 ）；
ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 溶 液 （ Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司）； Ｏ． Ｃ． Ｔ．
（Ｓａｋｕｒａ 公司）；四羟丙基乙二胺（Ｑｕａｄｒｏｌ，Ｓｉｇｍａ 公

司）；尿素（Ｓｉｇｍａ 公司）；三乙醇胺（Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）；
硅油（ Ｓｉｇｍａ 公司）；矿物油（ Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司）；甘油；
ＶＡ⁃０４４ 引发剂（ＷＡＫＯ 公司，货号 ＶＡ⁃０４４）；丙烯酰

胺（Ｓｉｇｍａ 公司）；双甲叉丙烯酰胺（Ｓｉｇｍａ 公司）；十
二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）；２，２’⁃硫代双乙醇（ Ｓｉｇｍａ 公

司，货号 １６６７８２）；硼酸 （ Ｓｉｇｍａ 公司， Ｂ７９０１）；易

氟烷。
涂硅帽玻璃细颈瓶（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，货号

Ｃ３２６⁃００２０），低尘纸（Ｋｉｍｗｉｐｅ 公司）；真空干燥装

置；水平摇床；跷板摇床；试管旋转器；磁力加热搅

拌器；恒温箱；ｐＨ 计；动物吸入麻醉机。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物分组

１４ 只 ＳＤ 雄性大鼠随机分为 ７ 组： ＰＢＳ 组、
ｉＤＩＳＣＯ 组、 ＳｅｅＤＢ 组、 ＣＵＢＩＣ 组、 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２
组、ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 组、Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 组，接受

不同的透明化方法。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 脑组织块的准备

除 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 组外，其余 ６ 组共 １２ 只 ＳＤ
大鼠吸入麻醉后，经心尖灌注含有肝素的生理盐水

（２００ ｍｇ ／ ５００ ｍＬ），待到大鼠体内血液被置换完全，
改用冰冻的 ４％ 多聚甲醛灌注固定，灌注完成后去

除脑部皮肤及骨头取出鼠脑，用大鼠脑模具冠状切

修整 ２ ｍｍ，然后每个鼠脑沿正中矢状线对半切，每
只大鼠取前、中、后大脑半球双侧可得 ６ 个脑组织

块，即 １２ 个组织块每组，在 ４℃ ４％多聚甲醛浸泡保

存备用。 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 方法组，先用生理盐水灌

注后，再继续灌注水凝胶溶液，约 ２００ ｍＬ 每只（配
方见后述），取脑备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 透明方法试剂的配备

ｉＤＩＳＣＯ 法所需配备的试剂有：５０％ 甲醇（１ 体

积无水甲醇与 １ 体积 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 混合）；８０％
甲醇（４ 体积无水甲醇与 １ 体积 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ
混合）；１００％ 甲醇；５％ Ｈ２Ｏ２ ／ ２０％ ＤＭＳＯ ／甲醇（１
体积 ３０％ Ｈ２Ｏ２ 与 １ 体积 ＤＭＳＯ 与 ４ 体积甲醇混

合）；２０％ ＤＭＳＯ ／甲醇（１ 体积 ＤＭＳＯ 与 ４ 体积无水

甲醇混合）；０􀆰 ２％ ＰＢＳＴ （１ 体积 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 与 ５００
体积 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 混合）；５０％ 四氢呋喃 ／ Ｈ２Ｏ
（１ 体积四氢呋喃与 １ 体积双蒸水混合）；８０％ 四氢

呋喃 ／ Ｈ２Ｏ（４ 体积四氢呋喃与 １ 体积去离子水混

合）；１００％四氢呋喃（ＴＨＦ）；二氯甲烷（ＤＣＭ）；二苄

基醚（ＤＢＥ）。 以上溶液室温保存。
ＳｅｅＤＢ 法所需配备的试剂有：２０％ 果糖（４ ｇ 果

糖加去离子水至 ２０ ｍＬ）；４０％果糖（８ ｇ 果糖加去离

子水至 ２０ ｍＬ）；６０％果糖（１２ ｇ 果糖加去离子水至

２０ ｍＬ）；８０％果糖（１６ ｇ 果糖加去离子水至 ２０ ｍＬ）；
１００％果糖（２０ ｇ 果糖加去离子水至 ２０ ｍＬ；ＳｅｅＤＢ
溶液（２０􀆰 ２５ ｇ 果糖加 ５ ｍＬ 去离子水）；ＳｅｅＤＢ３７（２７
ｇ 果糖加 ５ ｍＬ 去离子水）以上每份 ２０ ｍＬ 溶液均需

加入 １００ μＬ α⁃硫代甘油以避免梅拉德反应。 以上

溶液配备后短期内使用。
ＣＵＢＩＣ 法所需配备的试剂有： ８０％ Ｑｕａｄｒｏｌ

（１２５ ｇ 去离子水加入 ５００ ｇ Ｑｕａｄｒｏｌ，加热混合）；
ＳｃａｌｅＣＵＢＩＣ⁃１（也称为 ｒｅａｇｅｎｔ⁃１，将 １２５ ｇ 尿素与 １５６
ｇ ８０％ Ｑｕａｄｒｏｌ 在 １４４ ｇ 去离子水中加热搅拌，充分

溶解后冷却至室温，再加入 ７５ ｇ ＴｒｉｏｎＸ⁃１００ 同时搅

拌，使用真空泵排气处理 ３０ ｍｉｎ，压力调至 ０􀆰 １
ＭＰａ，配 成 ５００ ｇ ｒｅａｇｅｎｔ⁃１ 溶 液 ）； １ ／ ２ ｒｅａｇｅｎｔ⁃１
（ｒｅａｇｅｎｔ － １ 与去离子水 １ ∶ １混合）；ＳｃａｌｅＣＵＢＩＣ⁃２
（也称为 ｒｅａｇｅｎｔ⁃２，将 ２５ ｇ 蔗糖与 １２􀆰 ５ ｇ 尿素在 ７􀆰 ５

ｇ 去离子水中加热搅拌，充分溶解后冷却至室温，再
加入 ５ ｇ 三乙醇胺同时搅拌，使用真空泵排气处理

３０ ｍｉｎ，压力调至 ０􀆰 １ ＭＰａ，配成 ５０ ｇ ｒｅａｇｅｎｔ⁃２ 溶

液）；１ ／ ２ ｒｅａｇｅｎｔ⁃２（ｒｅａｇｅｎｔ⁃２ 与 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 溶

液 １∶ １混合）；浸泡混合油（１∶ １混合矿物油与硅油）。
以上溶液均可室温存放，若出现强烈尿素气味时应

重配溶液。
ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 法 所 需 配 备 的 试 剂 有：

ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 溶液为商品制品；２０％ 蔗糖（１００ ｇ
蔗糖溶解至 ５００ ｍＬ ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 中）。

ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 法所需配备的试剂有： ４℃
１６％ ＰＦＡ 溶液；ＶＡ⁃０４４ 溶液（１２５ ｍｇ ＶＡ⁃０４４ 引发

剂溶解在 ２６􀆰 ２５ ｍＬ 去离子水，４℃保存）；４℃ ４０％
丙烯酰胺溶液；４℃ ２％ 双甲叉丙烯酰胺溶液；０􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 溶液；水凝胶溶液（将 ２６􀆰 ２５ ｍＬ ＶＡ⁃
０４４ 溶液、１６％ ＰＦＡ１２􀆰 ５ ｍＬ、４０％ 丙烯酰胺 ５ ｍＬ、
２％ 双甲叉丙烯酰胺 １􀆰 ２５ ｍＬ、０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ ５ ｍＬ
在冰上混合，配成 ５０ ｍＬ 溶液）；ＣＵＢＩＣ 透明液（将
３􀆰 ８５ ｇ 尿素、３􀆰 ８５ ｇ 四羟丙基乙二胺在 ５􀆰 ３８ ｍＬ 去

离子水中加热搅拌混匀，充分溶解冷却室温后加入

２􀆰 ３１ ｇ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００，配成 １０ ｇ 溶液）；８５％甘油。 以

上溶液均需 ４℃保存。
Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 法所需配备的试剂有：水凝胶

溶液（各成分的终浓度：０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ，４％ ＰＦＡ，
４％丙烯酰胺，０􀆰 ０５％ 双甲叉丙烯酰胺，０􀆰 ２５％ ＶＡ⁃
０４４ 引发剂）；透明液（各成分的终浓度：硼酸 ２００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，４％ ＳＤＳ），以上溶液均需 ４℃保存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 透明化方法的步骤

ｉＤＩＳＣＯ［２］（甲醇处理法）：（１）甲醇预处理：取
４％ ＰＦＡ 固定的脑片，经 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，每次 １ ｈ，然
后分别经 ５０％甲醇、８０％甲醇、１００％甲醇梯度浸泡

各 １ ｈ，更换 １００％ 甲醇浸泡 １ ｈ，再经 ５％ Ｈ２Ｏ２ ／
２０％ ＤＭＳＯ ／甲醇混合溶液漂白，４℃过夜。 第二天，
更换 １００％ 甲醇漂洗 ２ 次，每次 １ ｈ，再换 ２０％
ＤＭＳＯ ／甲醇混合溶液漂洗 ２ 次，每次 １ ｈ，接着依次

更换 ８０％甲醇、５０％甲醇、ＰＢＳ 漂洗，每次 １ ｈ，使用

ＰＢＳ 再次漂洗 １ ｈ，最后放入 ０􀆰 ２％ ＰＢＳＴ 漂洗 ２ 次，
每次 １ ｈ 后备用。 （２）组织透明化：经预处理的脑

片，分别放入 ５０％ ＴＨＦ １０ ｍＬ 的玻璃瓶中，室温过

夜。 第二天，更换 ８０％ ＴＨＦ ／ Ｈ２Ｏ 混合溶液 １０ ｍＬ
孵育 １ ｈ 后，更换 １００％ ＴＨＦ １０ ｍＬ 孵育 ２ 次，每次

１ ｈ，最后用 Ｋｉｍｗｉｐｅ 纸轻拭干残留液体后，放入装

满 ＤＣＭ 的玻璃瓶中孵育。 样品沉底后再放入 ＤＢＥ

９中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ２８ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ４



溶液中至透明（抽真空排出气体后，静置 ２ ｈ 左右），
然后在 ＤＢＥ 溶液中室温保存。

ＳｅｅＤＢ［３］（标准法）：取 ４％ ＰＦＡ 固定后的脑片，
ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，每个组织块分别依次置

入 ２０ ｍＬ 的 ２０％果糖、４０％果糖、６０％果糖孵育各 ４
～ ８ ｈ，再置入 ８０％ 果糖，１００％ 果糖 ２０ ｍＬ 孵育各

１２ ｈ，最后置入 ２０ ｍＬ ＳｅｅＤＢ 溶液孵育 ２４ ｈ，不超过

４８ ｈ。 然后放置入 ＳｅｅＤＢ３７ 溶液，３７℃ 孵育 ２４ ｈ。
以上孵育过程均需在试管旋转器上或翘板摇床上

进行。 最后将组织块浸泡在水或者在 ３０％ 甘油中

观察。

图 １　 几种组织光学透明方法的实验流程图

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｆｏｒ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ

ＣＵＢＩＣ［４］（简单浸泡法）：取 ４％ ＰＦＡ 固定的脑

片，经 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次，每次 ２ ｈ 以清洗残余的 ＰＦＡ，
脑组织块分别置入 ８ ～ １０ ｍＬ 的 １ ／ ２ ｒｅａｇｅｎｔ⁃１ 溶液，
在 ３７℃ 摇荡浸泡，３ ～ ６ ｈ 后弃液，马上换等量

ｒｅａｇｅｎｔ⁃１ 溶液于 ３７℃下浸泡过夜。 翌日，换等量的

ｒｅａｇｅｎｔ⁃１ 在同等条件中浸泡，之后以每 ２ ｄ 更换一

次 ｒｅａｇｅｎｔ⁃１。 待第 ７ 天结束，终止透明进程，换 ＰＢＳ
漂洗 ３ 次，每次 ２ ｈ 后，在 ＰＢＳ 中浸泡过夜。 第二

天，弃剩少量 ＰＢＳ，放入真空箱中抽真空 ３０ ｍｉｎ 以

去除气体。 完成后将脑组织块置入 ５ ｍＬ １ ／ ２
ｒｅａｇｅｎｔ⁃２ 溶液，３７℃浸泡 ６ ～ ２４ ｈ，至组织块沉底后

换 ５ ｍＬ ｒｅａｇｅｎｔ⁃２ 溶液，３７℃过夜。 翌日，再换一次

５ ｍＬ ｒｅａｇｅｎｔ⁃２ 溶液备用。 以上步骤均使用跷板摇

床孵育、漂洗。 观察前用 Ｋｉｍｗｉｐｅ 去除残余溶液，浸
泡至混合油溶液中 １０ ｍｉｎ 至 １ ｈ。

ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２［５］：取 ４％ ＰＦＡ 固定的脑片，放
入 ２０％蔗糖中，３７℃浸泡 ２４ ｈ，再用 ＯＣＴ 混合物包

埋后放入 － ８０℃ 冰箱。 翌日，取出并待融化后用

ＰＢＳ 漂洗干净，重新用 ４％ ＰＦＡ 室温固定 ２０ ｍｉｎ。
然后用 １５ ｍＬ ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 分别浸泡脑组织块，

每天换一次液，持续 ７ ｄ，孵育过程均需在摇床上进

行。 最后泡在新鲜 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 溶液中观察。
ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ［６］：取经水凝胶灌注的脑组

织，分别置入 １５ ｍＬ 水凝胶中，４℃ 过夜。 翌日，弃
１０ ｍＬ 水凝胶溶液，将剩余的 ５ ｍＬ 液体与组织块倒

入 ５ ｍＬ 管中，加水凝胶至略高出瓶口，再用封口膜

封好放入 ３７℃烘箱过夜。 翌日，取出凝固的水凝胶

与脑组织块，用 Ｋｉｍｗｉｐｅ 轻拭去除残余的水凝胶，再
用 ＰＢＳ 漂洗 ４ 次共 ２４ ｈ 后，放入 ５ ｍＬＣＵＢＩＣ 透明

液中，在 ３７℃烘箱中振荡孵育 ３ ｄ 后，再用 ＰＢＳＴ 漂

洗 ６ 次共 ２４ ｈ 以备用。 最后浸泡至混合油溶液中

观察。
Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ［７］：取 ４％ ＰＦＡ 固定的脑片，

分别置入 ４０ ｍＬ 水凝胶溶液中，在 ４℃摇床中孵育 ７
ｄ。 （１）聚合反应步骤：孵育完毕，去除 ２０ ｍＬ 水凝

胶后，将样品与溶液置于真空箱内，抽真空 ３０ ｍｉｎ
后，在 ３７℃水浴锅里进行 ３ ｈ 的聚合反应，完成后用

Ｋｉｍｗｉｐｅ 轻拭干净。 （２）去脂反应：每个聚合样品置

入 ４０ ｍＬ 透明液中，４５℃烘箱振荡孵育，前 ７ 天每天

换液一次。 以后在 ４０℃烘箱震荡孵育，每 ２ ～ ３ ｄ 换

液一次，至透明，耗时 ４ ～ ６ 周。
以上 ６ 种方法实验流程见图 １。

１􀆰 ４　 统计学方法

每组鼠脑在透明流程开始、结束时，分别使用徕

卡体视镜８ 倍镜进行采集图像，然后用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
软件计算各组透明前后的脑面积，并用（透明处理后

面积 －处理前面积） ／处理前面积表示。 用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ 软件计算各组透明度灰度值，用 ＳＰＳＳ ２２ 进行统

计学分析，计量资料采用平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表
示，经检验数据均符合正态分布且方差齐。 采用卡方

χ２ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。
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２　 结果

２􀆰 １　 不同方法透明大鼠脑组织成像

如图 ２ 所示，ＰＢＳ 处理的脑组织块前后无明显

的改变。 ｉＤＩＳＣＯ 方法处理的脑组织块变得透明、匀
称、背后标格清晰对称无偏差，略成毛玻璃样。
ＳｅｅＤＢ 方法处理的组织与之前比较略有透光，背后

标格不清晰。 ＣＵＢＩＣ 方法的处理相对其他各组最

透明透光，皮层基本和背景一致，胼胝体和白质纤

维可肉眼观察到，边缘略不平整。 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２
透明液处理的组织略透明，皮质可隐约看到背后的

标格，而白质基本不透光。 而 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 与

Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 均有水凝胶在表面，脑组织相对透

光，可见背后网格。

图 ２　 脑组织块经不同透明化方法处理后在光镜下观察

Ｆｉｇ． ２　 Ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２􀆰 ２　 不同透明方法处理的脑组织块大小改变及透

明效果评估

透明度用灰度值（ＩＮＴ）表示，ＰＢＳ 为 １３􀆰 ０３１ ±
０􀆰 ５８６，ｉＤＩＳＣＯ 为 ６􀆰 ４４７ ± ０􀆰 ５７４，ＳｅｅＤＢ 为 １１􀆰 ６９０ ±
０􀆰 ９０９，ＣＵＢＩＣ 为 ２􀆰 ３１８ ± ０􀆰 ９８６， ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 为

８􀆰 １１８ ± １􀆰 ０２６， ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 为 ８􀆰 ５９１ ± ０􀆰 ３８４，
Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 为 ４􀆰 １９８ ±０􀆰 １８２；与 ＰＢＳ 组比较，除
了 ＳｅｅＤＢ 组差异无显著性外（Ｐ ＝ ０􀆰 １８５），其余各组

均较 ＰＢＳ 组有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 使用 ＬＳＤ 法

比较，ｉＤＩＳＣＯ 分别与 ＳｅｅＤＢ、ＣＵＢＩＣ 有显著性差异（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）， ＳｅｅＤＢ 分别与 ＣＵＢＩＣ、 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、
ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ，Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 有显著性差异（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１），ＣＵＢＩＣ 分别与 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＬＡＲＩＴＹ⁃
ＣＵＢＩＣ，Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

（图 ３Ａ）
经透明化处理后，ｉＤＩＳＣＯ 组面积改变为（ －３０􀆰 ０２

± ２􀆰 ３９）％， ＳｅｅＤＢ 为 （１９􀆰 ７４ ±４􀆰 ０９）％， ＣＵＢＩＣ 为

（１４􀆰 ７ ±３􀆰 ９２）％，ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 为（１０􀆰 ７ ±５􀆰 ５５）％，
ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 为 （ ２３􀆰 ０１ ± ４􀆰 １９ ）％， Ｐａｓｓｉｖｅ⁃
ＣＬＡＲＩＴＹ 为（６６􀆰 ５１ ± ５􀆰 ６８）％ ，各组面积改变均较

ｉＤＩＳＣＯ 组、Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 组有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 （图 ３Ｂ）

３　 讨论

本研究讨论了不同组织透明化方法的效果。
现有的组织透明化方法大概可分为 ２ 大类：溶剂型

与水基型透明化，前者由 １９１４ 年 Ｓｐａｌｔｅｈｏｌｚ［８］ 的方

法改进而来，常用的方法有 ＢＡＢＢ、３ＤＩＳＣＯ、ｉＤＩＳＣＯ
等，其中 ｉＤＩＳＣＯ 为 ３ＤＩＳＣＯ 的改良，同时适用于组

织的免疫荧光染色。 简而言之，溶剂型透明化有主

要两个步骤：第一步是用脂溶剂脱水，第二步用不

同的脂溶剂匹配已经脂剂脱水组织折光率，使之一

致，达到透明化效果［９ － １１］。 水基型透明化方法又可

分为（１）简单沉浸法；（２）水化法；（３）水凝胶嵌入

法等。 此透明法主要是围绕以下核心机制：（１）被

动沉浸在溶液中直至折射率与组织匹配；（２）水化

反应后去除脂质，以降低折射率，或者（３）主动或被

动去除脂质后，沉浸在折光率匹配的介质中（ｒｅｆｒａｃ⁃
ｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｍａｔｃｈｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ＲＩＭｓ）。 简单沉浸法包

括： Ｓｕｃｒｏｓｅ、 ＦｏｃｕｓＣｌｅａｒ、 ＣｌｅａｒＴ［１２］、 ＣｌｅａｒＴ２、 ＳｅｅＤＢ、
ＦＲＵＩＴ、ＴＤＥ［１３］等，水化法包括：Ｓｃａｌｅ Ａ２、Ｓｃａｌｅ Ｕ２、
ＣＵＢＩＣ，以及商品化的 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 等。 水凝胶
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注：Ａ： 不同方法的处理后组织透明度灰度值比较；Ｂ： 不同方法的处理后面积改变比较。 Ｐ： ＰＢＳ 组； Ｉ： ｉＤＩＳＣＯ 组； Ｓ： ＳｅｅＤＢ 组； Ｃ： ＣＵＢＩＣ

组； ＳＶ： ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 组； ＣＣ： ＣＬＡＲＩＴＹ ⁃ＣＵＢＩＣ 组； ＰＣ： ｐａｓｓｉｖｅ ｃｌａｒｉｔｙ 组。 与 ＰＢＳ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ｉＤＩＳＣＯ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ＳｅｅＤＢ 组

比较，†Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；ＣＵＢＩＣ 组比较，‡Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 组比较，ξＰ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 不同透明化方法处理大鼠脑组织块的透明度灰度值与面积改变

Ｎｏｔｅ． Ａ： ＩＮＴ ｉｎｄｅｘ． Ｂ： Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｒｅａ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｐ： ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ． Ｉ： ｉＤＩＳＣＯ ｇｒｏｕｐ． Ｓ： ＳｅｅＤＢ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： ＣＵＢＩＣ ｇｒｏｕｐ． ＳＶ：

ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ ｇｒｏｕｐ． ＣＣ： ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ ｇｒｏｕｐ． ＰＣ： ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＢＳ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｉＤＩＳＣＯ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳｅｅＤＢ ｇｒｏｕｐ，†Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＵＢＩＣ ｇｒｏｕｐ， ‡Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｐａｓｓｉｖｅ⁃

ＣＬＡＲＩＴＹ ｇｒｏｕｐ， ξＰ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ＩＮＴ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ａｒｅａ ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｐｔｉｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ
ｃｌｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋｓ

法包括有始创的 ＣＬＡＲＩＴＹ［１４ － １５］，和后续的 ＰＡＣＴ ／
ＰＡＲＳ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ， Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ， 还 有 改 良 的

ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 方法等，近几年以水凝胶法开发的

新透明化方法不断增多。 在本次实验中，以透明周

期、透明效果、透明后组织面积改变等指标进行研

究，对四类的组织透明化方法进行比较。
在本研究中，溶剂型 ｉＤＩＳＣＯ 方法可在 １ 周内完

成，水基型中单纯沉浸（ＳｅｅＤＢ）及水化法（ ＳＣＡＬＥ⁃
ＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＵＢＩＣ ） 透 明 周 期 在 １ ～ ２ 周 之 间， 而

ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 方法则需耗时４ ～ ６周。 透明周期

不同的主要原因在于透明原理的差异。 溶剂型

ｉＤＩＳＣＯ 法是通过脂溶剂脱水后，继而利用脂溶剂匹

配已脱水的组织块，使其达到折光率一致，针对性

强，耗时短。 水基型透明法中单纯沉浸（ＳｅｅＤＢ）及水

化法（ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２、ＣＵＢＩＣ）是通过被动沉浸在溶

液或者水化去脂，以降低折射率，最后浸泡在折光率

相匹配的介质中达到透明效果，用时约在１ ～２周。 而

Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 及 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 方法都是基于

水凝胶嵌入 ＣＬＡＲＩＴＹ［１５］ 方法改进而来。 ＣＬＡＲＩＴＹ
方法的局限性在于电泳仪的使用，与一般的蛋白电

泳仪不同，主动电泳去脂有特殊的要求，电泳的电

压把握不好便会破坏组织，时间过短或过长会导致

透明不彻底和过度膨胀，技术的操控性是所有透明

化中最难开展的，所以本实验并无对此法进行探

讨，而是选择了水凝胶的被动透明（Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩ⁃
ＴＹ） 和改良法 （ ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ）。 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵ⁃
ＢＩＣ 法在组织经过水凝胶灌注之后，通过高浓度的

洗涤剂去除组织中脂质，从而缩短了组织透明的时

间，但这也导致了大量蛋白丢失的问题。 而在

Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 方法中，脑组织在经过水凝胶嵌

入、聚合反应后，使用被动去脂的方法（８％ ＳＤＳ 洗

涤剂等），达到透明化的效果。 这种去脂方法较为

温和，对组织样品蛋白的破坏较小，但是耗时较长。
通过对组织透明化后的灰度分析，我们发现透

明效果最好的是 ＣＵＢＩＣ 法， 其次为 ｉＤＩＳＣＯ 及

Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 法，ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 及 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃
ＣＵＢＩＣ 法的透明效果尚可，而 ＳｅｅＤＢ 在本研究中未

能实现透明效果。 水基型水化⁃透明化 ＣＵＢＩＣ 法是

通过水化反应，对样品去脂同时降低折射率。 使用

尿素用以穿透和变性组织，水合作用减少了总体折

光率降至 １􀆰 ３８，最后利用混合油（１∶ １混合矿物油与

硅油）匹配折光率到达很好的透明效果［４］。 同为水

化 法 的 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 是 一 步 法 透 明， 且

ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 溶液较稀，折光率较小，可能透明

效果较 ＣＵＢＩＣ 差的因素之一。 溶剂型 ｉＤＩＳＣＯ 法通

过脂溶性溶液脱水常会使折光率大于 １􀆰 ５（远高于

脂性溶液与水），在脂性脱水后紧接着浸泡另一组

脂性溶液，并且选择的溶液具有均匀嵌合到组织中
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的特性，以达到透明效果［２］。 Ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 亦可

以到达较好的透明效果，但是耗时长。 而单纯沉浸

的 ＳｅｅＤＢ 法通过组织样品置入一系列水溶液，包括

可溶的，高折射率的化学剂使之逐渐透明，主要试

剂有蔗糖、果糖、甘油、２，２’⁃硫二甘醇（ＴＤＥ）、甲酰

胺等。 这种被动透明方法相对其他透明方法效果

较差，在本实验中也证实了这一点，灰度值分析与

ＰＢＳ 组差异无显著性，所以此方法较适宜用在相对

较薄的小样品中。
组织透明化产生的初衷是为了立体地观察组

织的三维结构，但是我们发现在组织透明化的过程

中，脑组织会出现皱缩或者膨胀的现象，这种形态

的变化可能会改变组织内部原本的三维结构，不利

于后续研究，因此本研究中探讨了不同透明化方法

后组织面积改变的差异。 我们发现溶剂型 ｉＤＩＳＣＯ
法处理后组织皱缩，而经水基型透明化法后组织均

出现不同程度的膨胀，其中 Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 法膨

胀最为明显。 这是因为溶剂型透明法通过脂溶性

溶液脱水导致组织皱缩，得到高折光率的透明组织

样品。 在我们的研究中测量出 ｉＤＩＳＣＯ 是几种方法

中缩小最明显的（平均缩小了 ３０％ ），组织也变得硬

实，但是透明效果的稳定性很好，组间差异无显著

性。 而水基型透明法中是基于水环境中透明的，因
此组织会出现不同程度的膨胀，其中水凝胶嵌入法

的组织膨胀较为明显，由于 ＣＵＢＩＣ 法改进使用两步

法来透明组织，中间有一步 ＰＢＳ 目的便是为了减少

组织的膨大，第二步透明使用了高浓度的蔗糖，脱
水的同时加速透明进程。 因此 ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 法

膨胀 率 较 Ｐａｓｓｉｖｅ⁃ＣＬＡＲＩＴＹ 法 明 显 减 少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

在本次研究中，最优良的透明效果为 ＣＵＢＩＣ，
虽然用时较长，但是效果稳定，组织变形小，试剂毒

性小，也容易配制。 而 ｉＤＩＳＣＯ 也不失为备用的

方法。
透明组织只是透明化成像技术的第一步，整

个技术还需要探讨以下问题：（１）适用于带荧光蛋

白标签的脑组织或者免疫荧光染色的方法。 根据

现有的研究，溶剂型透明 ３ＤＩＳＣＯ 与 ｉＤＩＳＣＯ 的报

道是荧光会在几天内淬灭［１６］ 。 水基型中简单沉浸

法（如 ＳｅｅＤＢ）最大的优点是保持各种组织的荧光

的兼容性，包括了脂性标记染料如神经示踪剂 Ｄｉｌ
等。 水化法中有报道 Ｓｃａｌｅ Ａ２ 及 ＣＵＢＩＣ 溶液中含

有高浓度的尿素及 Ｔｒｉｔｏｎ 用于去脂和洗涤，这过程

会导致蛋白质大量降解（２４％～ ４１％ ）和降低荧光

水平［４］ 。 水凝胶嵌入法通过应用水凝胶替代细胞

骨架结构，充分与组织细胞组分，包括蛋白质、神
经递质、ＤＮＡ 等生物信息物质结合，因此在后续的

荧光标记应用中更具优势。 （２）透明化技术可应

用的组织类别。 目前透明化技术主要应用在神经

系统中，有报道水凝胶 ＣＬＡＲＩＴＹ 法可以应用在小

鼠外周胃、小肠、心、肺、肾甚至肿瘤组织等，另外，
在一些研究中可能需要对肌肉、骨头、脑组织等结

构的联合观察，这些可应用动物全身透明化的方

法值得深入探讨。 （３）图像的捕捉，也是很关键的

因素，目前有共聚焦、双光子显微镜和光层扫显微

镜（ ｌｉｇｈｔ⁃ｓｈｅｅｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ＬＳＦＭ） ［１７ － ２０］ ，主要是物

镜的工作距离和时间、扫描深度等技术问题影响

成像深度和体积，目前来说，ＬＳＦＭ 成像是透明化

组织最理想的拍摄工具。 （４）折光率匹配问题，原
理上主要是球面光行差造成的成像减少，原因是

物镜与组织内各种折光率不匹配［２１］ 。 （５）透明液

的获取及处理，如 ｉＤＩＳＣＯ 法很多试剂是有毒的，
也可以溶解物镜的胶聚合物，弃液需要严格按照

当地健康和安全法规执行

毫无疑问，不久的将来，将会发明和改进更多

的透明化和成像的方法，随着这些技术的发展，商
业化试剂也会更加稳定高效，适用于各种物镜和显

微镜。 另外也会促进新的适用于透明化的抗体、荧
光蛋白保护剂、ＲＩＭｓ 等大规模的应用，使得透明化

成像技术成为形态学研究的一个必备的方法。
通过本次比较实验我们可知，除 ＳｅｅＤＢ 外，

ｉＤＩＳＣＯ 法、 ＣＵＢＩＣ 法、 ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 法、
ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 法、ｐａｓｓｉｖｅ ＣＬＡＲＩＴＹ 法均能达到

透明效果，ＣＵＢＩＣ 方法在大鼠脑组织块的透明效果

优于其他各组，用时也相对适中，ｉＤＩＳＣＯ 处理后面

积缩小较为明显，透明效果次之，但时间最短，可作

为备选方案。 其余的，ＳＣＡＬＥＶＩＥＷ⁃Ａ２ 虽然步骤最

简单， 但 效 果 欠 佳， ＣＬＡＲＩＴＹ⁃ＣＵＢＩＣ 和 ｐａｓｓｉｖｅ⁃
ＣＬＡＲＩＴＹ 法均使用水凝胶，对脑组织中部的观察影

响不大，如果研究关注的正好是边缘部位，此时因

有水凝胶的残留，可能会影响观察，同时，Ｐａｓｓｉｖｅ⁃
ＣＬＡＲＩＴＹ 经过长期处理后膨胀最为明显。 本研究

初步探讨了各种透明法的效果和特征，为后续的光

透明化三维成像提供了一些实践经验，因此，仍有

必要进一步比较探讨不同透明化方法的适用范围

和成像效果。
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ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｏｐｔ Ｓｏｃ Ａｍ Ａ Ｏｐｔ Ｉｍａｇｅ Ｓｃｉ Ｖｉｓ，
２００６， ２３（１２）： ３１３９ － ３１４９．

［１９］ 　 Ｔｈｅｅｒ Ｐ， Ｈａｓａｎ ＭＴ， Ｄｅｎｋ Ｗ． Ｔｗｏ⁃ｐｈｏｔｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｏ ａ ｄｅｐｔｈ ｏｆ
１０００ ｍｉｃｒｏｍ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｂｒａｉｎｓ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ａ Ｔｉ：Ａｌ２Ｏ３ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｒ ［Ｊ］ ． Ｏｐｔｉｃｓ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２００３， ２８（１２）： １０２２ － １０２４．

［２０］ 　 Ｄｏｄｔ ＨＵ， Ｌｅｉｓｃｈｎｅｒ Ｕ， Ｓｃｈｉｅｒｌｏｈ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｕｌｔｒａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：
ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ
ｍｏｕｓｅ ｂｒａｉｎ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００７，４（４）： ３３１．

［２１］ 　 Ｈｅｌｌ Ｓ， Ｒｅｉｎｅｒ Ｇ， Ｃｒｅｍｅｒ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｉｓｍａｔｃｈｅｓ ｉｎ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ
［Ｊ］ ． １９９３， １６９（３）： ３９１ － ４０５．

〔收稿日期〕２０１７ － １０ － ２０

４１ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ２８ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ４


