
手术中 ,还需要通过对神经核团已知的三维坐标进行

转换 ,以确定手术靶点 。对已有的神经核团定位解剖

学研究中 ,切面的层厚一般在 2 ～ 5 mm ,本组资料中 ,

对神经核团断切的层面厚度为 0.43 mm ,定位测量的

层面厚度为 0.86 mm。本试验对丘脑内侧核和丘脑外

侧核在冠状位 、矢状位和轴位三种方位进行了薄层连

续冰冻切片 ,并对不同方位切片中核团截面的中点进

行了测量 ,所测得的丘脑内侧核靶心坐标为(5.12±

1.13 , -6.68±1.57 ,7.58±1.27),丘脑外侧核的靶心

坐标为(12.47±1.21 , -5.43±1.19 , 10.64±1.78),结

果与传统方法一致。本组资料中丘脑内侧核水平位 Z

+12切面中心点的X值 、丘脑内侧核水平位Z +22切

面中心点的 Y值 、丘脑外侧核水平位 Z +22切面中心

点的 Y值左右两侧比较 ,有统计学差异 ,其余切面中

心点的坐标左右两侧比较无显著性差异 ,也佐证了左

右两侧神经核团的靶心坐标基本一致。

　　随着首套中国数字化可视人体数据集的建立 ,我

国的人体可视化研究已经进入了新的阶段
[ 6 ,7]

。本试

验采用我国首例数字化可视人体数据集 ,对丘脑及其

内部的神经核团进行了计算机三维重建 ,可以根据手

术者的要求 ,从不同的显示角度对丘脑进行观察 ,便于

手术者掌握丘脑的空间形态 ,增加手术的安全性 ,防止

副损伤 ,对于功能和立体定向神经外科在丘脑区域的

手术具有重要的参考价值 。可视人体数据集均建立在

人体的轴位切面基础之上 ,目前尚无从其它方位进行

断切的资料 ,但如果有足够强大的软件支持 ,轴位切面

也足以满足目前的需要。本实验发现 ,丘脑内侧核和

丘脑外侧核轴位断面的定位测量中 ,其靶心的 X 、Y坐

标与传统方法下所得结果一致 ,Z 坐标的结果相近 ,如

果层面达到足够薄 ,理论上也可以逼近实际的 Z 坐标

值。由此 ,随着多例的数字化可视人体数据集建立 ,即

可实现基于数字化人体数据集的标准神经核团的可视

模型 ,结合精确的影像技术 ,功能和立体定向手术将会

有质的提高。

参考文献:

[ 1] Atkinson J D , Collins D L , Bertrand G , et al.Optimal locat ion of thalamo-

tomy lesions for tumor associated wi th Parkinson disease:a probabilistic

analysis based on postoperative magnetic resonance imaging and an integrat-

ed digital at las[ J] .J Neurosurg , 2002 , 96(5):854-866.

[ 2] Hodaie M ,Wennberg R A , Dostrovsky J O , et al.Chronic anterior thalamus

stimulation for intractable epilepsy[ J].Epilepsia , 2002 , 43(6):603-608.

[ 3] Vandewalle V , Linden C , Groenewegen H J , et al.Stereotactic treatment

of Gilles de la Tourette syndrome by high frequency stimulation of thalamus

[ J] .Lancet , 1999 , 353(9154):724.

[ 4] Krauss J K , Pohle T , Weigel R , et al.Deep brain stimulation of the centre

median-parafascicular complex in patients wi th movement disorders[ J] . J

Neurol Neurosurg Psychiatry , 2002 , 72(4):546-548.

[ 5] 高全胜 ,谭立文 , 应大君.大体标本冰冻薄层断面切片机的研究

[ J] .第三军医大学学报 , 2001 ,23(11):1340-1341.

[ 6] 张绍祥 ,刘正津 ,谭立文 ,等.首例中国数字化可视人体完成[ J] .

第三军医大学学报 , 2002 , 24(10):1231-1232.

[ 6] 张绍祥 ,刘正津 ,谭立文 ,等.首例中国女性数字化可视人体数据

集完成[ J] .第三军医大学学报 , 2003 , 25(4):371.

(编辑　汪勤俭)

个案与短篇 　　　 文章编号:1000-5404(2003)07-0582-01

考马斯亮蓝染色评价哺乳动物精子顶体反应发生的效果

Effects of acrosome reaction on mammalian sperm by coomassie blue G-250 staining

叶华虎 ,苟本富 ,刘卢生 ,倪　勇 ,伍明山 ,魏　泓　　(第三军医大学实验动物中心 , 重庆 400038)

　　精子获能是正常受精的前提 , 形态学表现为顶体反应

(Acrosome reaction , AR)。目前 , 对 AR评价尚缺乏简单 、有效的

方法 , 有报道考马斯亮蓝可用于小鼠精子顶体反应发生的检

查
[ 1]
,但尚未见其他哺乳动物的研究报道。本实验以小鼠 、猪 、

牛 、羊精子为材料 , 通过与台盼蓝-姬母萨检查方法的比较 , 评
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价考马斯亮蓝在哺乳动物精子顶体检查上的准确性和可靠性。

1　材料和方法

1.1　精液来源
　　猪 、羊为健康公猪 、羊鲜精液;小鼠为附睾尾及输精管精

液;牛冻精购于重庆市种公牛站。

1.2　精子获能处理
　　小鼠精子在 T6 液中(含5 mmol/ L咖啡因 、10μg/ml肝素)孵

育4 h 获能。猪 、牛 、羊精子以钙离子载体 A23187处理后 4 h获

(下转 587页)
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能。分别以考马斯亮蓝染色[ 1]和台盼蓝-姬母萨染色[ 2]检查AR率。

1.3　顶体反应评定标准及顶体反应发生率计算
　　考马斯亮蓝染色后 ,精子头部顶端顶体区着蓝色者为无顶

体反应 ,不着色者为有顶体反应。台盼蓝-姬母萨染色的精子 ,

顶体部未着色或部分着色 ,为有顶体反应;顶体部着色深 ,为无

顶体反应。每份样品做 3 张平行涂片 , 每涂片在 1 000 倍显微

镜下记数 200个精子 , 计算 AR发生率(%, x±s)。

1.4　统计学处理
　　采用χ2 检验。

2　结果

2.1　考马斯亮蓝与台盼蓝-姬母萨染色后的精子顶体

效果观察
　　考马斯亮蓝染色后 , 4 种哺乳动物未获能的精子头部顶端

顶体区呈深蓝色 ,获能后的精子顶体区不着色 , 反差明显 ,容易

辨别。台盼蓝-姬母萨染色 , 除顶体区呈深染(为获能)或不着

色(已获能)外 ,另有部分精子着色介于二者之间 , 难于判定 , 这

种现象在猪尤为多见。

2.2　考马斯亮蓝与台盼蓝-姬母萨染色检查的顶体反

应发生率结果比较
　　小鼠、猪 、牛、羊 4 种哺乳动物精子顶体反应发生率的 3次重

复实验结果见表1。牛、羊精子获能处理后 ,两种染色方法获得的

顶体反应发生率高度一致,小鼠精子在台盼蓝-姬母萨染色中的获

能率较考马斯亮蓝高10%,但统计学差异尚未达到显著;猪精子以

考马斯亮蓝染色的顶体反应发生率显著低于台盼蓝-姬母萨的

78.8%(P<0.01)。此外 ,考马斯亮蓝检查结果的稳定性重复性好 ,

而台盼蓝-姬母萨在平行组内以及重复实验中变异度大。

表 1　两种染色方法检查四种动物精子顶体发生率比较(%,  x±s)

检查方法 小鼠 猪 牛 羊

考马斯亮蓝 80.15±1.95 58.65±2.92＊＊ 85.50±1.68 81.00±1.15

台盼蓝-姬母萨 90.35±9.10 78.85±16.50 83.85±8.50 78.50±6.75

＊＊:P<0.01与台盼蓝-姬母萨法比较

3　讨论

　　实验结果表明 ,考马斯亮蓝染色技术可用于哺乳动物精子

顶体状态的准确评价。未获能的小鼠 、猪 、牛 、羊精子 , 头部顶

体区呈深蓝色着染 ,而获能的精子 , 顶体区不着色 , 二者反差明

显 ,易于辨别 , 3 次实验结果重复性稳定性好。此外 ,考马斯亮

蓝染色适用范围广泛 , 猪获能精子的评价 , 一直是普通简单染

色技术的盲区 ,苯胺黑-伊红-姬母萨三染色以及台盼蓝-姬母萨

染色都存在较大比例的中间型染色个体(获能精子顶体区不着

色 ,未获能精子顶体区深蓝色或黑色), 获能率在不同研究者的

报道中差异较大[ 1～ 3] ;小鼠精子因其特别的形态结构 , 普通简

单染色技术也存在难于辨认等缺点。本实验以小鼠 、猪 、牛 、羊

为研究对象 ,都取得较为理想的染色效果。两种染色技术的获

能率统计分析表明 ,牛 、羊 、小鼠 3 种哺乳动物精子的获能率差

异不显著(P >0.05), 但猪的获能率差异较大(P <0.01)。

Tamuli和冯怀亮发现:姬母萨方法获得的猪精子顶体反应发生

率较微分干涉(DIC)高 15%左右[ 2 , 3] , 与本实验结果相似 ,同时

考马斯亮蓝平行组内变异程度以及重复实验的稳定性均优于

台盼蓝-姬母萨组(数据没有列出)。因此 , 作者认为:考马斯亮

蓝的检查结果更为客观。

　　精子获能效率不仅影响体外受精的穿透率 、受精率和胚胎

发育率 ,而且还是评价雄性不育的可靠指标[ 4 ,5] 。考马斯亮蓝

染色方法的建立 ,可为哺乳动物受精 , 特别是体外受精以及雄

性不育的研究提供重要技术手段。

　　关键词:顶体反应;考马斯亮蓝染色技术;精子;哺乳动物
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