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一种优化的大鼠视网膜组织石蜡切片制作方法
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［摘要］ 目的 针对大鼠视网膜石蜡切片过程中易出现标本脱离及断裂分离的问题，寻找并优化大鼠视网膜

石蜡切片的制作方法并评估效果．方法 分别用 10%多聚甲醛固定液；4%多聚甲醛固定液；单独固定及使用 4%

多聚甲醛、95%酒精、冰醋酸混合固定液 （FAA 固定液）；预处理后再使用 10%多聚甲醛分别固定等 4 种方法对

大鼠视网膜组织进行固定，HE 染色后显微镜下进行观察． 结果 单独使用 10%多聚甲醛以及 4%多聚甲醛固定

均出现视网膜脱离及各层结构断裂分离现象，但经 FAA 固定液预处理的视网膜切片 HE 染色后颜色鲜明均匀，虽

部分区域视网膜偶有脱离，但不易脱片，各层结构完整，未出现断裂分离．结论 经 FAA 固定液及多聚甲醛处理

过的视网膜石蜡切片固定效果明显优于单独使用多聚甲醛，甲醛浓度对 HE 染色结果无明显影响．
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［Abstract］ Objective To solve the problem that the rat retina paraffin sections are easily exfoliated from the

slides and each layer are easily separation and fracture，we need to find a way to improve the retina paraffin section

method and evaluate the tissue fixation. Methods We used 4 fixation liquids including 10% paraformaldehyde，4%

paraformaldehyde，4% paraformaldehyde and 95% alcohol and glacial acetic acid mixed liquid （FAA fixatiue

solution ） combined with paraformaldehyde to fix the retinal tissue， and observed the fixation efficacy under

microscope after HE staining. Results The effects of 10% paraformaldehyde and 4% paraformaldehyde fixed samples

showed moderate separation and fracture of retina，but the HE staining retinal slices pre-treated by the FAA fixafive

solution had bright and uniform color，although occasionally some parts of the retina were exfoliated from the slide，

but it was not easy to take off，and had complete structure without separation and rupture. Conclusion The retina

paraffin section fixed by FAA ixafive solution with 4% paraformaldehyde is superior to pure paraformaldehyde， and

the paraformaldehyde concentration has no obviously influence on HE staining results.
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大鼠是眼科研究中的常用动物，制备大鼠视

网膜石蜡切片则是在应用大鼠进行眼科病理研究

过程中经常需要进行的操作．由于大鼠眼球的结

构非常精细而复杂，晶体与巩膜硬度较高，同时

虹膜较软，视网膜较为疏松且层次复杂，在由外

向内分为视网膜色素上皮层、视锥、视杆细胞层、

外界膜、外颗粒层、外丛状层、内颗粒层、内丛

状层、神经节细胞层、神经纤维层、内界膜等 10

层之间各层连接性差且收缩率各有差异．因此，

在传统的切片固定过程中，视网膜的脱离及各层

的分离断裂较为多见．有研究结果显示，传统的

10%福尔马林固定方法极易导致视网膜的脱离及各

层分离断裂；目前国内外多采用的 4%的多聚甲

醛、冰醋酸 （glacial acetic acid，FAA） 固定液的

固定效果也不甚理想 [1，2]．4%多聚甲醛固定液比较

适用于光镜下免疫组化染色，固定效果较温和，

但仍不够理想，常易导致脱片和染色不均等问题；

FAA 常规固定液组织固定效果较好，能维持良好

的视网膜形态和结构，但对抗原的保存较差，免

疫组化染色效果不佳．综上所述，寻找一种解决

视网膜脱落及各层分离断裂的固定方法是更好地

开展视网膜病理研究的重要步骤．本实验试用了 4

种不同的石蜡切片固定方法后，比较了 4 种固定

方法的 HE 染色结果，以期找到一种能使视网膜各

层结构不脱落断裂且染色效果较好的组织切片制

作方法．

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 雌性 SD 大鼠 24 只，质量 180～200 g，由

昆明医科大学实验动物中心提供．

1.2 取材

实验大鼠用 10%水合氯醛 0.2 mL/g 腹腔注射

麻醉后，采用显微有齿镊及角巩膜剪小心取出 2

侧眼球并保留视神经，分离多余的结膜组织后进

行固定．

1.3 实验动物分组

将 24 只实验动物的 48 只眼球随机分成 A，

B，C，D 等 4 组．A 组用 10%多聚甲醛固定液进

行固定 24 h；B 组采用 4%多聚甲醛进行固定约 24

h；C 组用 FAA 固定液先固定 1 min 后，再用 10%

多聚甲醛固定液固定 24 h；D 组用 FAA 固定液固

定 10 min 后，再用 4%甲醛固定 24 h．每组各 12

只眼球，左右眼球随机分组，采用双盲法．

1.4 FAA 固定液配制方法

按参考文献采用 4%多聚甲醛 10 mL、95%酒

精 85 mL、冰醋酸 5 mL，3 种溶液按比例混匀后作

为固定液使用[3]．

1.5 标本制作

所有眼球标本固定结束后，剪去角膜组织，剥

除晶体，取剩余眼杯进行常规脱水、透明、浸蜡和

包埋，连续靠近视乳头处切片 6 片，切片厚 5 滋m，

60℃烤箱烤片 2 h．

1.6 苏木精 -伊红染色

取各组标本进行 HE 染色，石蜡切片脱蜡至

水，苏木精 - 伊红浸染 10 min，水洗 5 min，1%盐

酸酒精分化 5 s，水洗 10 min，常规梯度酒精脱水，

二甲苯透明，中性树胶封片．

2 结果

2.1 固定眼球外观观察

A 组用 10%多聚甲醛固定的 6 只眼球眼杯明显

变形收缩，视网膜明显脱落； B 组用 4%多聚甲醛

固定的 6 只眼球中有 4 只眼杯明显变形，2 只眼杯

少许变形，视网膜均有脱落；C 组用 FAA 固定 1

min 后再用 10%多聚甲醛固定的 6 只眼球中，2 只

眼杯少许变形，4 只眼杯基本无变形，视网膜仅见

少数几处脱落；D 组用 FAA 固定 10 min 后再用

4%多聚甲醛固定的 6 只眼球中，1 只眼杯少许变

形，5 只基本无变形，视网膜基本无脱落．

2.2 显微镜下 HE染色结果

A 组切片 36 张，均出现明显的断裂分离，细

胞聚集严重，染色不均； B 组切片 36 张，视网膜

染色较鲜明，各层皆能显现，但各层结构疏松，细

胞固缩聚集，细胞间有明显裂隙，部分视网膜可见

分离． C 组及 D 组切片各 36 张，染色鲜明均匀，

部分区域视网膜偶有脱离，但各层结构均完整，未

出现断裂分离等现象；C、D 2 组 HE 染色结果无

明显区别，见图 1．

3 讨论

多聚甲醛进行组织固定的原理是在不影响组织

抗原、酶等活性的情况下，快速渗透至组织内部，

使蛋白质快速凝固，对碳水化合物、糖原、核蛋白

和细胞壁等起固定保护作用，并阻止细胞继续新陈

代谢；但其在固定过程中，会引起组织脱水产生收

缩．有研究显示，多聚甲醛浓度越大，组织固定时



图 1 4种固定方法下的视网膜石蜡切片

Fig. 1 Paraffin slices of rat retina fixed with 4 different methods

A:10%多聚甲醛固定 各层断裂明显，细胞固缩，排列紊乱，分离明显 （×200）；B:10%多聚甲醛固定 放大后可见视网膜色

素上皮层与神经细胞层分离 （×400）；C:4%多聚甲醛固定 视网膜各层结构疏松，细胞间有裂隙，断裂不明显 （×200）；

D:4%多聚甲醛固定 视网膜各层结构疏松，细胞间有裂隙，断裂不明显 （×400）；E:FAA 固定 1 min 后，10%多聚甲醛固

定 视网膜层次清楚，各层无明显分离 （×200）；F:FAA 固定 1 min 后，10%多聚甲醛固定 视网膜层次清楚，各层无明显分

离 （×400）；G:FAA 固定 10 min 后，4%多聚甲醛固定 视网膜层次清楚，各层基本无分离 （×200）；H:FAA 固定 10 min

后，4%多聚甲醛固定 视网膜层次清楚，各层基本无分离 （×400） .
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的收缩作用越强[4]．由于眼球各层结构硬度及含水

率各不相同，且各层间缺乏牢固连接，固定时的

脱水收缩极易导致球内结构分离断裂．

本研究发现： （1） 仅采用 10%多聚甲醛固定

的眼杯变形明显，视网膜有明显脱离、视网膜各

层断裂，细胞固缩、排列紊乱、色素上皮层与神

经上皮层分离明显；4%多聚甲醛固定的眼杯有变

形较小，视网膜染色清晰，视网膜各层均能显现，

但各层结构疏松，细胞固缩聚集，细胞间见明显

裂隙，在颗粒细胞层中尤为明显，且仍有部分区

域出现视网膜分离．有文献报道采用处死后血管

灌注 4%多聚甲醛同时维持球内压的固定方法可有

效防止视网膜脱离及组织变形破裂，但对设备和

操作要求高且耗时长 [5，6]，难于批量处理．其他文

献，也有使用低浓度多聚甲醛与戊二醛固定后用

异丙醇脱水的方法，因标本变形主要因脱水造成，

仍然难以避免视网膜脱离及各层间断裂分离的问

题； （2） FAA 固定液由酒精、冰醋酸及甲醛构

成，甲醛和酒精能相互协同固定并起到脱水作

用．冰醋酸有较快穿透作用，能使组织轻度膨胀，

能抵消酒精和甲醛对组织的收缩作用，且对细胞

核的固定效果优秀[7]．眼球组织经 FAA 固定液处理

后，纤维组织较多偏硬的巩膜发生软化，易于进

一步脱水、浸蜡和切片，因此发生视网膜与球壁

分离的机会较低； （3） 本次研究结果表明 SD 大

鼠正常眼球经 FAA 固定液处理 10 min 后再用 4%

多聚甲醛处理 24 h 的固定效果明显优于单纯多聚

甲醛处理的固定效果，该处理方法处理的视网膜

无脱片现象，且染色效果良好．在实验中发现

FAA 固定液预处理时间是影响最终固定效果的关

键，过短或过长的处理时间都会影响实验结果．

先使用 FAA 固定 10 min 后再用 4%多聚甲醛进行

固定，HE 染色下颜色鲜艳，各层结构连续，各层

细胞颗粒清楚，排列整齐致密，效果可媲美

Davidson 固定液，且在保持视网膜各层结构的完整

性同时，对抗原破坏小[8，9]，相比单独使用多聚甲醛

进行固定是一种简单而实用的优化．
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