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!"#染色方法观察视网膜神经节细胞形态

王凌妍，刘V 康，王V 一，阴正勤V V （TEEERJ 重庆，第三军医大学西南医院全军眼科中心）

V V［摘要］V 目的V 寻求一种简单易行的观察视网膜神经节细胞形态学的染色方法。方法V 取 RE 2（-RE）U4$6 09*$’8
大鼠 F只，雌雄不限，麻醉处死，取眼球后剥离完整视网膜，置于 TW多聚甲醛溶液中固定 !D =，取固定好的视网膜行全视网
膜铺片后 X%H荧光染色，将视网膜再次置于 TW多聚甲醛溶液中避光 RB Y固定，F 2后观察神经节细胞形态。结果V 染色可
见神经节细胞胞体清晰，树突及轴突均匀着色，形态清晰。结论V 视网膜铺片行 X%H染色可以较好的观察神经节细胞形态。
V V［关键词］V 神经节细胞；视网膜铺片；X%H染色
V V［中图法分类号］V SRDD/ A!；STTF ［文献标志码］V K

［基金项目］V 国家重点基础研究发展计划（ABR 计划，DEEB,KI!DDER）
［通信作者］V 王V 一，0@3#%5：O#$6;%*;*Z ;#=44/ 743/ 7$

V V 视网膜神经节细胞（ )*<%$#5 6#$65%4$ 7*55，SL,8）
是视网膜中的第三级神经元，其轴突是构成视神经的

重要组成部分。SL,8是视网膜中唯一一个向高级视
觉中枢投射信息的神经元。因此，其形态学特点是研

究正常及病理状态下 SL,8改变的重要指标［!］。目前
对于研究神经节细胞形态学的染色方法有很多种，包

括神经逆行染色!单细胞染色等，但这些方法步骤繁
琐、实验周期长［D，R］。为了得到一种简单易行，重复性

高的染色方法，我们采用荧光染料 X%H（!，!@2%47<#2*@
7;5@R，R，R’，R’@<*<)#3*<=;5%$247#)P47;#$%$* 1*)7=54)#<*）
行全视网膜铺片染色观察神经节细胞形态，从而寻求

一种更好的形态学研究方法。

$% 材料与方法

!/ !V 实验动物
V V 选用 RE 2（-RE）U4$6 09*$’8大鼠 F 只，体质量 !IE [ DEE 6，
雌雄不限，由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物

中心提供。

!/ DV 方法
!/ D/ !V 取材与固定V V 大鼠经腹腔注射过量 DEW乌拉坦处死
后，立即取出完整眼球，置于 TW多聚甲醛溶液中室温固定 RE
3%$。取固定后的眼球，剪去角膜并除去晶状体、玻璃体后，仔
细分离出完整的视网膜。按图 ! 所示，将视网膜按 T 个象限剪
开，将剪好的视网膜放入 TW多聚甲醛溶液中，T Y固定 !D =。

图 $% 视网膜剪开示意图

!/ D/ DV 视网膜平铺片 X%H 染色V V 将固定好的视网膜平铺于
干净的载玻片上，并使神经节细胞层向上。用滤纸吸去视网膜

周边多余水分后，用干净的注射器针头在 T 个象限距视乳头 R
33处各划一小口并埋入一颗直径约为 IE !3 X%H 颗粒。将视
网膜浸泡于 TW多聚甲醛溶液中，避光 RB Y固定 F 2 后取出，
封片后荧光显微镜观察结果，激光共聚焦显微镜拍照分析。
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!" 结果

! ! 在 "#$染色的视网膜平铺片标本上可见神经节细胞层神经
节细胞胞体及突触染色清晰，细胞内荧光明亮，细胞突起着色

清晰。图 %&为荧光显微镜下神经节细胞形态，可见神经节细
胞排列紧密，树突分支交织成网，图 %’ 为单个神经节细胞形
态，可见神经节细胞胞体及树突着色清晰，其轴突延伸为条索

状神经纤维。

!! !"
&：神经节细胞；’：单个神经节细胞

图 !" #$大鼠视网膜神经节细胞 %&’染色荧光显微镜下
观察结果"（ ( %))）

! ! 图 * 为激光共聚焦显微镜扫描单个 +,- 后进行三维重构
的细胞图像，图 *&为神经节细胞水平面形态，可见 +,- 胞体
及突触形态，分枝清晰可数，可以通过计算机软件对 +,- 胞体
面积及树突分支进行测量计数；图 *’ 为对该细胞进行立体旋
转的垂直面形态，可见 +,-树突从胞体向外伸展呈伞状。

!! !"%) !. %) !.

&：神经节细胞水平面形态；’：神经节细胞立体旋转的垂直面形态
图 (" #$大鼠视网膜神经节细胞 %&’染色后激光共聚焦观察

(" 讨论

! ! "#$是最常用的细胞膜荧光探针之一，呈现橙红色
荧光。"#$是一种亲脂性膜染料，进入细胞膜后可以侧
向扩散逐渐使整个细胞的细胞膜被染色。"#$ 被广泛
用于正向或逆向的、活的或固定的神经等细胞或组织

的示踪剂或长期示踪剂［/，0］。神经节细胞是视网膜内

的三级神经元，位于视网膜最终段的神经细胞，其树突

主要与双极细胞联系，也可通过无长突细胞横向联系；

其轴突延伸至视神经乳头处，穿过筛板，形成视神经，

是视觉传输系统的重要组成部分。本实验采用全视

网膜铺片 "#$染色观察神经节细胞形态，将 "#$ 染料
埋入组织中，将组织置于 *1 2中加快荧光染料的扩
散速度，缩短了染色时间，且方法简单易行，可重复性

高。但在染色时染料自身的强荧光会遮挡部分神经节

细胞，因此不适用于神经节细胞计数。

! ! 既往报道研究视网膜神经节细胞形态学多采用免
疫组织化学染色、单细胞注射或神经逆行染色后观察

神经节细胞形态［%，*］。但免疫组织化学染色不能观察

到神经节细胞树突分支的完整形态；单细胞染色需要

借助膜片钳，操作方法繁琐且耗时长；神经逆行染方法

为开颅后将染料注射至上丘或外侧膝状体处，定位较

难，且多用于神经节细胞计数研究，固定后组织行神经

逆行染色需 / 3 4 个月［4 5 6］。

! ! 本实验通过对视网膜神经节细胞 "#$染色的方法
进行改进，采用视网膜铺片后对神经节细胞染色，通过

神经纤维的顺行扩散，可以观察到包括神经节细胞胞

体，树突及轴突的完整形态。对染色后的细胞行激光

共聚焦显微镜扫描形态，可将图形进行三维重构，对研

究神经节细胞形态特点及其细胞分型有重要意义，本

实验为研究神经节细胞形态学提供了一种简单易行的

方法。
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