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摘要%目的!通过对大鼠结肠切片标本染色对比卡诺液与甲醛固定液处理标本的区别* 方法!将正常大鼠与便

秘模型大鼠的结肠组织标本分别用卡诺液与甲醛固定液处理(制成石蜡切片标本后(用 YV染液和高碘酸希尔

法阿尔新蓝染液分别进行染色(统计杯状细胞的数量和着色度对比两种固定液所固定标本的区别* 结果!与甲

醛固定液相比(同组标本用卡诺液固定的杯状细胞数量无显著性差异 !5p#C#B(*r"#" (着色度显著增强 !5l

#C#"(*r"#" (但结肠组织其他细胞着色度无显著性差异 !5p#C#B(*r"#" * 结论!在杯状细胞的形态学观察

中(用卡诺液处理标本明显优于甲醛固定液* 在不同实验的标本制备中(固定液的选择应根据实验研究对象的

特性而确定*

关键词%卡诺液+甲醛固定液+杯状细胞+便秘模型

中图分类号% K@))!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##&B_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4##B

!!组织学评价和免疫组织化学特征在生理学研究
中非常重要(因而在保持组织标本完整性和紧密性
的基础上选择适当的固定方法很关键* 常用的组织
固定液有卡诺液(=U*3液(YSOO+干液((h多聚甲醛(
N6U12 液等 , "- * 研究表明(结肠杯状细胞内含有大
量的黏液颗粒(内含黏蛋白分泌入肠腔(并在黏膜
表层形成一层致密黏液层(作为肠道重要黏膜屏
障之一(与其它细胞及不同机制共同参与维持肠
道稳态 , &- * 基于此(本实验通过对大鼠结肠杯状
细胞的数量’着色度的观察与分析来对比不同标
本分别用卡诺液与甲醛固定液对黏液固定和着色
度的区别*

/K材料与方法

/N/K实验动物
正常 =M大鼠与便秘模型大鼠(? 周龄(体质量

&&#i&B# Z(=DE级(购于首都医科大学实验动物中
心(实验动物许可证号%=Â F!京"&#"?_###"*

/N5K主要试剂
卡诺液(甲醛固定液(YV染液(高碘酸希尔法

阿尔新蓝染液*
/N3K便秘模型大鼠的制备

在常规饮食’环境’周龄等其他条件相同的基础
上(将用于模型制备的大鼠以地酚诺酯 !长春长红
制药有限公司(国药准字 Y&&#&&#)’" ’# 7Z;.Z体
质量的浓度溶于 " 7I生理盐水(灌胃(每日 " 次(持
续 & 周(致使其出现大便秘结(粪便数量减少(含水
量减少等便秘症状*
/N2K大鼠结肠标本的制作

将大鼠麻醉后取结肠组织(立即投入固定
液(分别用卡诺液与甲醛固定液处理后通过脱
水’透明’浸蜡’包埋等步骤得到组织蜡块(经修
整切片! ( !7"后(分别用 YV染液’高碘酸希尔
法阿尔新蓝染液染色固封得到结肠石蜡切片标
本(使用 >1.62M=_]) 观察结肠杯状细胞和黏液
细胞的形态学+取结肠放入质量分数为 &CBh的
戊二醛! :Y’C&"中固定 B 712 后取出组织(切成
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" 77) 组 织 块 继 续 固 定* 常 规 乙 醇 脱 水(
V:62$"& 环氧树脂包埋(超薄切片 ! B# 27" (醋酸
双氧铀硝酸铅染色(透射电镜 !Y193581(YR’’##
日本"观察结肠杯状细胞和黏液细胞的超微结构
并拍片*
/NOK结肠组织标本的观察与杯状细胞指标统计
/NON/!杯状细胞的形态学观察%通过 >1.62 M=_])
显微镜分别以q&#’q"## 视野观察正常大鼠与便秘
模型大鼠的结肠标本(并对比两种固定方法和染色
技术处理后杯状细胞形态和杯状细胞内黏液颗粒及
黏蛋白的分泌情况* 通过电镜进一步观察结肠黏液
层的结构特点*
/NON5!统计指标的统计%用 ><=_VOS7S9*NK(C"# 软
件(通过颜色强度设定统计 $ 个不同视野下杯状细
胞的数量和着色度(所有结果均使用 :T1*7?C# 软件
进行分析(数据表示为均数g标准误!GS32g=VG"(
5l#C#B 为有显著性差异*

5K结果

5N/K杯状细胞的形态学观察
光镜下(高碘酸希尔法阿尔新蓝染液染色结肠

标本上皮组织中充满大量杯状细胞(边界清晰(胞内
布满红染的黏液颗粒(亦可见被喷向肠腔的黏液
!见图 "(J"’J& 和 N"’N&"+用卡诺液固定’高碘酸
希尔法阿尔新蓝染液染色的标本杯状细胞着色度明
显强于甲醛固定液处理标本的杯状细胞 !见图 "(
N"’N& 和 A"’A&"+甲醛固定液处理’YV染色标本
的杯状细胞成空泡状(胞核被染成深蓝色(位于细胞
底部(!见图 "(M"’M&"* 电镜下(便秘模型大鼠相
比于正常大鼠(结肠黏膜表层黏液层变薄(分子筛
样 , )-作用减弱(细菌易位(接近甚至直接接触肠道
黏膜上皮细胞(提示便秘模型的结肠黏液层与正常
相比变薄且不完整!见图 &(J’N"*

图 /K光镜下各组大鼠结肠杯状细胞形态学比较
注%J’M和 N’A分别为正常大鼠与便秘模型大鼠的结肠标本(J’N和 A为高碘酸希尔法阿尔新蓝染色(M为 YV染色*

J"’J&4卡诺液固定的标本(图示红染的黏液颗粒+N"’N&4卡诺液固定的标本(图示杯状细胞着色度+

A"’A&4甲醛固定液处理的标本(图示杯状细胞着色度+

M"’M&4甲醛固定液处理的标本(杯状细胞成空泡状* 箭头示杯状细胞*

M#)V/KD(GW"(:()#R%:R(9W%G#S(&(TR(:(&#R)(J:-FR-::S#&G%FS+&H-G:#)"F9#RG(SR(W-
>69S%J( M32, N( A-STS5629T6OT39*32, 562*91:39162 76,SOT39*56O62 *:S517S2*( TS*:S591bSO+4J( N32, A-STS*37:OS*6W

DJ=;JO5132 NOUS*9312S,( 32, M-3*YV*9312S, *:S517S24J"’J&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4R8S,T3-12Z

*86-*TS, *9312S, 7U5U*:3T915OS*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4N"’N&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 A3T26+*W1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*98S56O6T129S2*19+6W98SZ6POS95SOO*4A"’A&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 W6T73O,S8+,SW1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*98S56O6T129S2*19+6W98SZ6POS95SOO*4M"’M&4R8S*:S517S2*W1/S, -198 W6T73O,S8+,SW1/391bS4

R8S,T3-12Z*86-*b35U6O3TZ6POS95SOO*4R8S3TT6-**86-98SZ6POS95SOO*4
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图 5K电镜下结肠黏膜和黏液层的超微结构
注%J4正常大鼠结肠标本+N4便秘模型大鼠结肠标本* &示结肠绒毛(红色箭头示细菌(蓝色箭头示结肠黏液层*

M#)V5K‘:FG%SFG+RF+G-(TR(:(&-W#F"-:#%:%&H9+R#&:%$-GJ$ -:-RFG(&9#RG(SR(W-
>69S% J4R8S91**US6W5629T6O4N4R8S91**US6W562*91:391624R8S:6*19162 6W56O62 b1OO6U*1*73T.S, -198 TS, *93T( 32, 98SP359ST13

73T.S, -198 98STS, 3TT6-*(98S56O62 7U5U*O3+ST73T.S, -198 POUS3TT6-*

5N5K杯状细胞数量及着色度的比较
高碘酸希尔法阿尔新蓝染色标本中(如图 )((

和表 " 所示(与正常大鼠相比(便秘模型大鼠的杯状
细胞数量减少 ")C$"h!5l#C#B(见图 )J"(而其着
色度显著性增强!5l#C##"(见图 )N"* 便秘模型大
鼠结肠标本中(卡诺液处理与甲醛固定液处理的标

本相比(杯状细胞数量无显著性差异!5p#C#B(见图
(J"(但着色度明显增强!5l#C#B(见图 (N"* 结果
提示(卡诺液处理与甲醛固定液处理的正常大鼠结
肠标本的杯状细胞数量及着色度对比结果无显著性
差异(而便秘模型组杯状细胞数量无显著性差异(但
是着色度有显著性差异*

表 /K正常与便秘模型大鼠结肠杯状细胞数量和着色度比较#%!Q"$

@%J:-/KE(9W%G#S(&(TF"-&+9J-G%&HR(:(G#&F-&S#F$ (T&(G9%:%&HR(&SF#W%F#(&9(H-:SR(:(&)(J:-FR-::S!%!Q""

Q6POS95SOO A629T6O G6,SO
G6,SO

E6T73O12 A3T26+

>U7PST;!>;77& " " B(’g$(C## " &%)gB"C($# " &((g$’CB& " )(?gB"C&(
A6O6T<29S2*19+;h %%C’?g &C?? "&#C)#g "CB)### "##C##g #C$& "#’C&#g &C#B##

!!注%与正常组比较(#5l#C#B(###5l#C##"4与甲醛固定液处理组比较(##5l#C#"

>69S%567:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(#5l#C#B(###5l#C##"4A67:3TS, -198 98SW6T73O,S8+,SW1/391bSW1/S, ZT6U:(##5l#C#"

图 3K正常与便秘模型大鼠结肠杯状细胞的特征比较#%!Q"$

注%J4结肠陷窝内含有杯状细胞的数量对比+N4杯状细胞着色度的对比* 与正常组比较(#5l#C#B(###5l#C##"4

M#)V3KE(9W%G#S(&(TF"-R"%G%RF-G#SF#R(TR(:(&)(J:-FR-::S(T&(G9%:%&H9(H-:G%FS#%!Q"$
>69S%J4A67:3T1*62 6W98S2U7PST6WZ6POS95SOO*3O62Z56O6215,S:984N4A67:3T1*62 6W:ST5S296W56O6T129S2*19+12 Z6POS95SOO*4

A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(#5l#C#B(###5l#C##"4

0’&0
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图 2K不同固定液处理的组织杯状细胞特性比较#%!Q"$

注%J4杯状细胞数量的对比+N4杯状细胞着色度的对比(与正常组比较(##5l#C#"4

M#)V2KE(9W%G#S(&(TF"-R"%G%RF-G#SF#R(TR(:(&)(J:-FR-::SFG-%F-H*#F"H#TT-G-&FT#.%F#X-#%!Q"$
>69S%J4A67:3T1*62 6W98S2U7PST6WZ6POS95SOO*4N4A67:3T1*62 6W98S:ST5S296W56O6T129S2*19+12 Z6POS95SOO*4

A67:3TS, -198 98S5629T6OZT6U:(##5l#C#"4

3K讨论

肠黏膜与免疫屏障’肠道共生菌群’营养和代谢

产物等相互作用共同维持肠道稳态 , (- * 由肠道杯
状细胞分泌的黏蛋白是肠道固有免疫第一防线黏液
层的主要组成部分 , B- (其中由杯状细胞分泌的黏蛋
白和一些其他活性物质构成的肠道黏液层(为肠道
抵御内源或外源性的刺激和微生物的侵袭提供了保
障 , ?- (并有助于维持肠道共生菌群的平衡 , ’- * 因
此(杯状细胞是维持肠道健康必不可少的保护者*

研究表明 , $- (杯状细胞黏液必须伴随水分的扩散分
泌入肠腔(本实验用以制备便秘模型大鼠的地芬诺
酯(可以阻滞肠黏膜上的水通道(消除肠黏膜的蠕动
反射而减弱肠蠕动(并使肠内容物通过延迟(肠腔内
水分的吸收增加(肠道内的水分减少(所以(便秘模
型大鼠结肠杯状细胞与正常大鼠相比(不仅数量减
少(而且黏液分泌减少(胞内黏液颗粒密度增高(着
色度加深(结肠黏液层厚度变薄(容易引起细菌易位
!如图 & 所示"* 由此可见(杯状细胞分泌的黏蛋白
对于维持肠道稳态不可或缺* 另有研究表明 , %- (结
肠肠道杯状细胞分泌的黏蛋白主要为 G]A& 黏蛋
白(实质为高度糖基化的糖蛋白(具有水溶性(这可
能就是因为用 (h多聚甲醛处理标本(致使表层黏
液蛋白溶解其中(导致组织标本中的黏蛋白含量降
低(使其着色度降低+而卡诺液是由无水乙醇%氯仿%

冰醋酸!? s)s""组成(其不含蒸馏水 , "- (可以完整地
保存了标本杯状细胞及结肠黏液层中黏液蛋白含
量(因而能够看到黏膜表面红染的黏液层* 因此(在

杯状细胞的形态学及黏液分泌的观察中(用卡诺液
处理标本优于甲醛固定液*

综上所述(本实验通过对杯状细胞形态学观察
以及数量与着色度的统计(结果提示卡诺液与甲醛
固定液处理标本的差异性* 从而应该注意的是(在
不同实验(不同标本的制备中(对于固定液的选择应
根据实验研究对象的特性而确定(同时(不可忽视应
用不同固定剂处理标本(实验得到的数据可能有差
异性* 因此(要观察结肠黏液分泌的标本时(相较于
甲醛固定’YV染色方法(卡诺液固定’高碘酸希尔
法阿尔新蓝染色处理标本的方法更为合适*
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