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6种复合固定液对金黄仓鼠视网膜组织固定效果的
比较
吴海凤, 周小江, 李晨江, 李怀银, 高 明

(兰州生物制品研究所有限责任公司, 甘肃省疫苗工程技术研究中心, 兰州 730046)

[摘要] 目的　比较 6 种复合固定液对金黄仓鼠视网膜组织石蜡切片的影响，优化金黄仓鼠视网膜组织石蜡切片的
固定方法。方法　取 18 只雄性 SPF 级金黄仓鼠，随机分为 6 组，每组 3 只。每只动物经腹腔注射戊巴比妥钠麻醉
后，分别使用 4% 多聚甲醛、Bouin's、Carnoy、Davidson's、Zenker 和 Helly 固定液进行心脏灌注固定。将每只动
物的眼球组织取出后制作眼杯，并投入对应的复合固定液中固定，48 h 后取出进行石蜡包埋，并将包埋块在切片机
下切片，然后进行苏木精-伊红 （hematoxylin and eosin，HE） 染色。在光学显微镜下观察视网膜组织细胞的形态
学特征并进行双盲法评分，统计分析各种复合固定液的固定效果和染色质量。结果　Davidson's 固定液固定后的切
片中，视网膜完整无断裂，各层结构清晰，细胞核形态良好，视网膜与巩膜、葡萄膜连接紧密；4% 多聚甲醛、
Bouin's 和 Carnoy 固定液固定的切片中均有不同程度的视网膜断裂以及视网膜与巩膜脱离现象；Zenker 和 Helly 固
定液固定后的切片质量最差，视网膜组织脱落明显，裂隙大，各层细胞不清晰，染色淡。对视网膜细胞形态特征进
行双盲法评分后，SPSS 27.0 软件分析结果显示：6 种固定液的平均得分差异有统计学意义 （P＜0.001），其中
Davidson's 固定液＞4% 多聚甲醛＞Bouin's 固定液＞Carnoy 固定液＞Helly 固定液＞Zenker 固定液；Zenker 固定液
和 Helly 固定液与其他 4 种试剂的平均得分相比均有显著差异 （P＜0.001），其他试剂之间两两相比无明显差异

（P＞0.05）。结论　Davidson's 固定液染色效果最佳，4% 多聚甲醛和 Bouin's 固定液染色效果次之，Carnoy 固定液
染色效果较差，Zenker 固定液和 Helly 固定液染色效果最差。据此提示，金黄仓鼠视网膜组织的固定首选
Davidson's 固定液，其次为 4% 多聚甲醛、Bouin's 和 Carnoy 固定液。
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[ABSTRACT] Objective To compare the effects of six composite fixatives on paraffin sections of golden 
hamster retinal tissue, and to optimize the fixation methods for retinal  tissue paraffin sections of golden 
hamsters. Methods Eighteen male SPF grade golden hamsters were taken and randomly divided into six 
groups of three animals each. After each animal was anesthetized by intraperitoneal injection of sodium 
pentobarbital, cardiac perfusion was performed using 4% paraformaldehyde, Bouin's, Carnoy, Davidson's, 
Zenker, and Helly fixatives, respectively. The eye tissues of each animal were taken out to make eye cups 
and put into the corresponding compound fixative solution for fixation, and then taken out for paraffin 
embedding after 48 h. The embedded blocks were sliced using microtome, and then stained with 
hematoxylin and eosin (HE). The morphological characteristics of retinal tissue cells were observed under a 
light microscope and scored in a double-blind method to statistically analyze the fixation effect and 
staining quality of various composite fixative solutions. Results  Retinal sections fixed with Davidson's 
fixative exhibited intact morphology without breaks, clear structural layers, well-morphosed nuclei, and 
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tight adhesion between the retina, sclera, and uvea. In contrast, sections fixed with 4% paraformaldehyde, 
Bouin's, and Carnoy fixatives showed varying degrees of retinal breaks and detachment from the sclera. 
Sections fixed with Zenker and Helly fixatives demonstrated the poorest quality, characterized by 
pronounced detachment, large fissures, unclear cell layers, and pale staining. Statistical analysis using 
SPSS 27.0 software revealed significant differences in mean scores among the six fixatives (P<0.001). The 
fixation quality ranking was as follows: Davidson's fixative > 4% paraformaldehyde > Bouin's fixative > 
Carnoy fixative > Helly fixative > Zenker fixative. Zenker and Helly fixatives showed significantly lower 
scores than the other fixatives (P<0.001), while no significant differences were observed among the 
remaining fixatives (P>0.05). Conclusion Davidson's fixative provides the best fixation and staining results, 
followed by 4% paraformaldehyde and Bouin's fixative. Carnoy fixative exhibits suboptimal performance, 
while Zenker and Helly fixatives result in the poorest outcomes. Therefore, Davidson's fixative is 
recommended as the optimal fixative for golden hamster retinal tissue, with 4% paraformaldehyde, Bouin's 
and Carnoy fixatives as alternative options. 
[Key words]  Fixative solution; Golden hamster; Retinal; Paraffin section

实验动物视网膜组织被广泛用于眼科相关疾病的

实验研究［1-7］。眼球壁结构分为3层，外层为角膜和巩

膜；中层为葡萄膜，包括虹膜、睫状体和脉络膜；内

层为视网膜。由于眼球中空且构造复杂，各部分组织

结构差异较大，各层间连接性差，容易发生视网膜脱

离，导致病理切片的制作难度较高。近年来，研究人

员对不同实验动物视网膜石蜡切片的制作技术进行了

改良［8-9］。而关于金黄仓鼠眼球视网膜石蜡切片的研

究却鲜有报告。

固定液是制备病理切片的关键因素。在进行眼球

固定和脱水的过程中，由于高度分化的视网膜层与外

部的纤维血管膜对固定液的渗透程度不同，引起组织

收缩的程度也不同，容易导致视网膜各层分离脱落，

其中最易发生脱离的是视网膜神经上皮层和色素上皮

层［10-11］。另外由于眼球各结构的软硬度不同，在石蜡

切片标本的制作过程中极易发生组织碎裂、细胞变形、

组织皱缩、脱水不完全，甚至出现裂隙等现象，这些

现象的出现导致眼球视网膜石蜡切片的质量下降，进

而不利于后期的组织学研究。本研究通过苏木精-伊红

（hematoxylin and eosin，HE）染色，比较6种不同固定

液对金黄仓鼠视网膜组织形态结构的影响，以筛选适

合金黄仓鼠视网膜组织的最佳固定液。

1　材料与方法

1.1　实验动物
SPF级雄性金黄仓鼠 18只，分为 6组，每组 3只，

均为 11周龄，由兰州生物制品研究所有限责任公司

［SCXK （甘） 2023-0001］ 提供，质量合格证号为

0002809；动物在兰州生物制品研究所有限责任公司的

屏障环境设施［SYXK（甘） 2023-0001］中饲养，温

度为 20～26 ℃，相对湿度为 30%～70%，噪声≤60 dB
（A），其他条件均符合实验动物饲养环境的国家标准要

求。本实验通过兰州生物制品研究所有限责任公司实

验动物管理和使用委员会审查（批准文号：IACUC-
LIBP-202402003）。
1.2　仪器与试剂

分体组织包埋机（型号AP250）和旋转式切片机

（型号HM360）均购自美康仪器设备（北京）有限公

司；生物显微镜（型号CX33）购自仪景通光学科技有

限公司；高效切片石蜡（批号20230416）、二甲苯（批

号 20231116）均购自国药集团化学试剂有限公司；苏

木精和伊红染色液试剂盒（批号 20230304）购自南京

森贝伽生物科技有限公司；无水乙醇（批号20231213）
购自昆山金城试剂有限公司；质量分数为4%的多聚甲

醛固定液（批号 20230725）、Bouin's 固定液（批号

20240221）、Zenker固定液（批号 20240205）、Helly固
定 液 （批 号 20240225）、 Carnoy 固 定 液 （批 号

20240129）和 Davidson's 固定液（批号 20231206）均

购自福州飞净生物科技有限公司；戊巴比妥钠（编号

57-33-0）购自德国Merck公司。

1.3　取材固定
先用 4%戊巴比妥钠溶液经腹腔注射麻醉金黄仓

鼠，随后在其右心耳处剪一小切口，用生理盐水置换

血液，接着向各组金黄仓鼠中分别推注 4%多聚甲醛、

Bouin's、Carnoy、Davidson's、Zenker和Helly固定液，

若观察到金黄仓鼠下肢抽动及尾巴摆动，表明心脏灌

注成功。待金黄仓鼠眼球变苍白、质地变硬后，将其

眼球取下并置于相应的固定液中。30 min后，从固定

液中取出眼球并剪去角膜组织、剥出晶状体、制作眼

杯后，投入原固定液中固定48 h。
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1.4　HE 染色
取出固定好的眼球组织经乙醇溶液梯度脱水、

HE染色、二甲苯透明、浸蜡包埋后切片。将切片用

二甲苯（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）脱蜡、下行梯度乙醇溶液脱

水后，分别经苏木精染色、流水冲洗，1%盐酸乙醇

分色、流水冲洗，蓝化液蓝化、流水冲洗，然后经

伊红染色和上行梯度乙醇溶液脱水，最后经二甲苯

（Ⅰ、Ⅱ）透明处理，用中性树胶封固，并置于光学

显微镜下观察。

1.5　结果观察
在光学显微镜下分别取 4倍、10倍和 40倍视野观

察HE染色效果，并对切片染色结果进行双盲法评分。

视网膜完整度及各层结构排列：无断裂、完整无脱落，

排列整齐、紧密，记为 5分；较少断裂、脱落松散、

很多裂隙，结构较模糊、松散，根据程度不同可记为

2～4分；破碎、脱片，结构模糊、消失，记为 0分。

视网膜结构清晰度及各层连接：清晰，连接紧密，记

为 5分；不同程度的不清晰及裂隙，记为 2～4分；模

糊，完全脱离，记为 0分。视网膜各层染色及细胞质

染色强度：鲜艳，清晰，记为 5分；不同程度淡染，

记为 2～4分；模糊，记为 0分。细胞核形态：良好，

记为 5分；较模糊，记为 2～4分；固缩不清，记为 0
分。细胞间紧密程度：整齐无裂隙，记为 5分；不同

程度松散，记为 2～4分；裂隙较多，记为 0分。单项

满分为 5分，最低为 0分；5项检查合计满分为 25分，

若所有项都不合格则记为0分。

1.6　统计学方法
采用SPSS 27.0软件进行统计学处理，评分数据以

-x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组内两两

比较采用 SNK-q检验法，以P＜0.05为差异有统计学

意义。

2　结果

2.1　低倍镜下观察视网膜完整性
在 4 倍光学显微镜下观察使用不同固定液处理

后的 HE 染色结果，如表 1 和图 1 所示：经 4% 多聚

甲醛固定的切片中，视网膜完整无断裂，各层结构

清晰平整（图 1A）；经Bouin's固定液固定的切片中，

视网膜发生断裂，各层细胞尚清晰 （图 1B）；经

Carnoy 固定液固定的切片中，视网膜无断裂，各层

结构变薄，层次不分明（图 1C）；经Davidson's固定

液固定的切片中，视网膜结构完整清晰，各层排列

整齐（图 1D）；经Helly固定液固定的切片中，视网

膜有断裂，各层细胞不清晰，染色淡（图 1E）；经

Zenker固定液固定的切片中，视网膜组织脱落明显，

视网膜完整性消失（图 1F）。

2.2　低倍镜下观察视网膜与巩膜、葡萄膜等各层
组织的连接情况

在 10倍光学显微镜下观察使用不同固定液的HE

染色结果，如图 1所示：经 4%多聚甲醛固定的切片

中，视网膜与巩膜、葡萄膜裂隙较大，视网膜与巩膜

脱离（图 1A’）；经Bouin's固定液固定的切片中，视

表 1　低倍镜下观察使用 6 种固定液后金黄仓鼠视网膜组织的 HE 染色效果比较
Table 1　Comparison of HE staining effects on retinal tissue of golden hamsters fixed with six fixatives under low 

magnification

固定液种类
Types of fixative

4% 多聚甲醛
4% paraformaldehyde
Bouin's 固定液
Bouin's fixative
Zenker 固定液
Zenker fixative
Helly 固定液
Helly fixative
Carnoy 固定液
Carnoy fixative
Davidson's 固定液
Davidson's fixative

视网膜完整度
Integrity of 
the retina

完整无断裂

断裂较多

破碎、脱片

较少断裂

完整无断裂

完整无断裂

视网膜各层结构排列
Uniformity of each 
layer of the retina

整齐

较整齐

各层结构消失

结构模糊

紧密，结构不清

结构整齐

视网膜结构清晰度
Retinal structural 

resolution
清晰

清晰

不清晰

模糊

不清晰

清晰

视网膜各层染色
Staining of each 
layer of the retina

鲜艳

鲜艳

淡染

模糊

鲜艳

鲜艳

视网膜各层连接
Connection of 
retinal layers

紧密

紧密

完全脱离

完全脱离

紧密

较多裂隙

677



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative Medicine Dec . 2024, 44(6)

网膜与巩膜、葡萄膜连接紧密（图 1B’）；经Carnoy
固定液固定的切片中，视网膜、巩膜、葡萄膜收缩变

薄，紧贴在一起，层次不清（图1C’）；经Davidson's
固定液固定的切片中，视网膜与巩膜、葡萄膜连接紧

密，无裂隙，层次清晰（图1D’）；经Helly固定液固

定的切片中，巩膜与葡萄膜分离，裂隙较大（图

1E’）；经 Zenker固定液固定的切片中，各层组织脱

离，呈碎片状（图1F’）。

2.3　高倍镜下观察视网膜各层细胞结构
在 40倍光学显微镜下观察使用不同固定液的HE

染色结果，如图 2和表 2所示：经 4%多聚甲醛固定的

切片中，视网膜各层结构清晰，细胞排列整齐无裂隙，

细胞核形态良好（图 2A）；经Bouin's固定液固定的切

片中，视网膜各层结构清晰，视网膜内核层可见明显

的空白裂隙，细胞核形态良好（图 2B）；经Carnoy固
定液固定的切片中，视网膜各层收缩，视网膜内核层

细胞核固缩，各层结构不清晰（图2C）；经Davidson's

固定液固定的切片中，视网膜各层结构清晰，细胞排

列整齐无裂隙，细胞核形态良好（图 2D）；经 Zenker
固定液固定的切片中，视网膜各层结构松散，裂隙较

多，染色较淡（图2E）；经Helly固定液固定的切片中，

视网膜各层结构模糊，细胞核细胞质染色淡，裂隙较

多（图2F）。
2.4　视网膜切片的染色结果评分

采用双盲法对不同固定液的HE染色结果评分，结

果如表 3所示。6种固定液处理的视网膜切片HE染色

注：A 和 A’，使用 4％多聚甲醛固定液 （A’图中箭头所示为视网膜与巩膜、葡萄膜之间裂隙较大）；B 和 B’，使用 Bouin's 固定液 （B 图中箭
头所示为多处断裂）；C 和 C’，使用 Carnoy 固定液；D 和 D’，使用 Davidson's 固定液；E 和 E’，使用 Helly 固定液 （E 图中箭头所示为断裂，
E’图中箭头所示为巩膜与葡萄膜分离）；F 和 F’，使用 Zenker 固定液。A～F 图中比例尺为 500 μm；A’~F’图中比例尺为 200 μm。
Note： A and A’， fixed with 4% paraformaldehyde （the arrow in fig A’ shows a large fissure between the retina and the sclera and the 
uvea）； B and B’， fixed with Bouin's fixative （multiple breaks shown by arrows in fig B）； C and C’， fixed with Carnoy fixative； D and D’， 
fixed with Davidson's fixative； E and E’， fixed with Helly fixative （the arrow in fig E shows breaks， while the arrow in the fig E’ shows the 
separation between the sclera and the uvea ）； F and F’， fixed with Zenker fixative. The scale bar=500 μm（A-F） or 200 μm （A’-F’）.
图 1 低倍镜下观察使用不同固定液后的金黄仓鼠视网膜切片 HE 染色结果
Figure 1 HE staining results of retinal sections of golden hamsters fixed with different fixatives under low magnification 

678



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineDec . 2024, 44(6)

平均得分差异均具有统计学意义（P＜0.001），评分由

高到低依次为 Davidson's 固定液（20.63±3.18）＞4%
多聚甲醛 （20.13±1.19） ＞Bouin's 固定液 （19.62±
0.26）＞Carnoy 固定液（14.13±2.25）＞Helly 固定液

（6.63±3.06）＞Zenker固定液（5.38±3.93）。SNK-q检
验法两两比较显示，Helly组和Zenker组与其他 4组的

平均得分相比均有显著差异（P＜0.001），其他组两两

相比的差异均无统计学意义（P＞0.05）。
3　讨论

制作视网膜病理切片不但可以用于评估视网膜的

结构功能，而且对探究疾病机制具有重要意义。由于

视网膜结构的特殊性，制作石蜡切片时较难保持其完

整的形态结构［12］。笔者在以往的石蜡切片制作过程中

注：A，使用 4％多聚甲醛；B，使用 Bouin's 固定液；C，使用 Carnoy 固定液；D，使用 Davidson's 固定液；E，使用 Helly 固定液；F，使用
Zenker 固定液；箭头所示为裂隙。图中比例尺为 50 μm。
Note：fixed with 4% paraformaldehyde； B， fixed with Bouin's fixative； C， fixed with Carnoy fixative； D， fixed with Davidson's fixative； 
E， fixed with Helly fixative； F， fixed with Zenker fixative. The fissures are indicated by arrows. The scale bar=50 μm.
图 2 高倍镜下观察使用不同固定液后的金黄仓鼠视网膜切片 HE 染色结果
Figure 2 HE staining results of retinal sections of golden hamsters fixed with different fixatives under high magnification

表 2　高倍镜下观察使用 6 种固定液后金黄仓鼠视网膜组织 HE 染色效果的比较
Table 2　Comparison of HE staining effects on retinal tissue of golden hamsters fixed with six fixatives under high 

magnification

固定液种类
Types of fixative

4% 多聚甲醛
4% paraformaldehyde
Bouin's 固定液
Bouin's fixative
Zenker 固定液
Zenker fixative
Helly 固定液
Helly fixative
Carnoy 固定液
Carnoy fixative
Davidson's 固定液
Davidson's fixative

视网膜完整度
Integrity of retina

完整无脱落

完整无脱落

脱落松散

很多裂隙

较完整

完整

视网膜各层结构排列
Uniformity of each 
layer of the retina

松散

紧密

松散

消失

消失

紧密

细胞核形态 
Nuclear 

morphology
良好

较好

基本正常

模糊

固缩，不清

良好

细胞间紧密程度 
Degree of intercellular 

tightness
整齐无裂隙

松散

裂隙较多

裂隙较多

松散

整齐无裂隙

细胞质染色强度
Cytoplasmic 

staining intensity
清晰

清晰

较淡

模糊

模糊

清晰
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发现，固定液选择不当容易造成视网膜各层组织收缩、

组织层间脱离以及切片出现裂隙等问题。也有研究报

告指出固定液是影响制片效果的重要因素之一［13］。
4%多聚甲醛固定液主要由多聚甲醛和磷酸盐组

成，具有配制简单和操作方便的特点，是实验室常用

的固定液［14］。4%多聚甲醛固定液同时具有渗透力强、

固定均匀、收缩组织和损伤较少等优点，能较好地保

护组织和细胞的形态结构［15］。因此，4%多聚甲醛固

定液适用于多种组织的固定，包括脑组织、肝组织等

大组织，在眼科实验研究中也用于小鼠和大鼠眼球的

固定［16］。本研究发现，经 4%多聚甲醛固定液固定的

视网膜各层组织清晰完整，但是视网膜与巩膜、葡萄

膜之间的裂隙较大，且视网膜与巩膜脱离，这和宋惠

欣等［17］的研究结果一致，说明4%多聚甲醛固定液作

为视网膜石蜡切片标本固定液的效果并不理想。

Bouin's固定液是由甲醛、苦味酸和醋酸按一定比

例混合而成。其中，苦味酸对坚韧组织有软化作

用［18］。醋酸可抑制细菌和酶的活性，防止自溶，但其

缺点是组织膨胀较明显，对于胶原纤维与纤维蛋白尤

其明显。苦味酸和醋酸配合使用能很好地保存组织结

构，其组织渗透性强且渗透速度快而均匀，组织收缩

幅度小，不容易出现组织变脆现象［19］。本研究结果显

示，使用Bouin's固定液固定的视网膜各层组织断裂明

显，视网膜各层结构清晰，视网膜内核层有明显的空

白裂隙，细胞核形态良好。

相比于 Bouin's固定液，Davidson's固定液是一种

快速固定液，组织放入后会快速变白并呈不透明状。

Davidson's固定液是由 4%甲醛溶液、冰醋酸、95%乙

醇及蒸馏水按比例配制而成。其中，冰醋酸可使组织

膨胀，抵偿因乙醇、甲醛等固定液引起的组织收缩和

硬化，能较好地保存组织原有形态，从而显示出清晰

的结构［20］。本研究结果显示，Davidson's固定液在金

黄仓鼠眼球视网膜石蜡切片中的固定效果良好；切片

HE染色结果显示，眼球视网膜完整无断裂，视网膜与

巩膜、葡萄膜连接紧密，视网膜各层结构清晰、无裂

隙，且细胞核形态良好。

Carnoy固定液是由无水乙醇、三氯甲烷和冰醋酸

按比例配制而成，其中无水乙醇可固定细胞质，冰醋

酸用来固定染色质，常用于糖原、尼氏体和肌纤维等

的染色。光学显微镜下观察发现，经Carnoy固定液固

定的切片中视网膜各层组织收缩，视网膜内核层细胞

核固缩，结构不清晰。

Zenker固定液也是组织切片中常用的固定液，它

由氯化汞、重铬酸钾、硫酸钠、蒸馏水和冰醋酸按比

例配制而成。氯化汞使组织快速硬化，对细胞核和细

胞质有良好的固定作用，并促进染色；重铬酸钾常用

于混合固定液中，有助于组织染色。把Zenker固定液

中的乙酸用甲醛饱和水溶液替代则为Helly固定液，故

Helly液又常被称为Zenker-formol固定液。这两种固定

液的配制较复杂，且固定后需去除组织内的重铬酸钾

和“汞色素”，步骤较繁琐。本实验发现经Zenker固定

液和Helly固定液处理后制作的视网膜组织石蜡切片

HE染色均不太好，视网膜组织结构不清晰，出现了不

同程度的淡染色、断裂、各层组织脱落等问题。

综上所述，Davidson's固定液能够保留完整的视网

膜组织和细胞形态结构，相较其他 5种固定液而言，

更适合金黄仓鼠视网膜组织的固定；4%多聚甲醛固定

液和Bouin's固定液有相近的固定效果，但会出现视网

膜和巩膜脱离、视网膜断裂现象，不建议作为首选。

Carnoy、Zenker和Helly固定液的染色效果差，不适宜

作为金黄仓鼠视网膜组织石蜡切片的固定剂。
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