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树脂摊片法在坐骨神经免疫电镜观察中的应用

Application of resin spreading method in the observation of sciatic nerve by immuno-
electron microscopy

周　萍1 ,张杰敏2　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所:1分子生物学中心;2第三研究室 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　通过树脂摊片包埋在坐骨神经免疫电镜观察中的应用 , 以提高检测的阳性率及定位的准确性。方法　40 只 3

月龄Wistar 大鼠分别用 CJ-Pen19 灭活菌株经初次免疫和加强免疫后 , 第 5周取坐骨神经 1 cm , Zamboni液固定 6～ 18 h ,石蜡包埋 , 制

成20μm 厚的切片 ,免疫组化检测坐骨神经局部 IgG ,光镜下选取有意义的区域定标。采用树脂摊片包埋制片。结果　轴索变性组

IgG 染色呈点状 ,中等电子密度沉积于神经轴膜和轴浆内 ,髓鞘脱失组 IgG 主要位于髓鞘表面 ,神经轴膜和轴浆均未见 IgG沉积。 结

论　树脂摊片包埋在免疫电镜标本制作过程中 , 能明显提高检测的阳性率及定位准确性 ,值得推广 。

　　　免疫电镜检测包括包埋前染色和包埋后染色 ,

由于电镜包埋处理过程中 ,多个步骤均有可能降低被
测标本的抗原性 ,从而容易影响检测的阳性率 。周围

神经标本小而且容易纵向分离 ,在染色后传统的载玻
片摊片法包埋过程中更不易从载玻片上剥离 。坐骨神

经虽然是最大的周围神经 ,但在制片过程中可剥离仍
较困难 。本研究采用一种新的方法-树脂摊片法 ,提高

了染色后包埋制样的成功率 ,同时又简单 、易行 、经济 、
实用[ 1] 。

1　材料与方法

1.1　动物及其标本来源[ 2]

1.1.1　实验动物　　40 只 3 月龄的 Wistar 大鼠分别用 CJ-

Pen19灭活菌株经初次免疫和加强免疫后 , 第 5 周取坐骨神经

作病理学观察 , 共有 15 条神经发生病变 , 按病理类型分为 2

组:轴索变性 11条 、髓鞘脱失4 条;另取无病变对照组。设健康

成年Wistar 大鼠正常坐骨神经为组化检测阴性对照。

1.1.2　标本收集　　CJ-Pen19 全身免疫动物病理学观察取材

的同时各留取一段长约 1 cm 的坐骨神经 , Zamboni液(含饱和苦

味酸的多聚甲醛缓冲液)固定 6～ 18 h 后 ,石蜡包埋 ,制成 20μm

厚的切片 ,用于免疫电镜包埋前组化染色。

1.2　主要试剂

　　小鼠抗大鼠 IgG单抗效价 1∶100(武汉博士德公司), SABC

检测盒(武汉博士德公司)和 DAB 显色剂(武汉博士德公司)。

1.3　坐骨神经局部 IgG 、IgM表达的免疫组化染色
[ 3]

　　20 μm 切片脱蜡至水 ,免疫组化检测坐骨神经局部 IgG、IgM

的表达 , DAB染色后(按武汉博士德公司相应试剂说明操作),

光镜下选取有意义的区域定标。

1.4　树脂摊片法包埋制片[ 4]

　　采用树脂摊片法包埋制片。 ①坐骨神经切片 20μm 用 3%
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的戊二醛 , 如为包埋前染色则在染色后用冷二钾坤酸钠缓漂

洗 ,后转入 3%的戊二醛固定。 ②冷二钾坤酸钠缓冲液漂洗 4

次 ,每次 10 ～ 15 min。 ③1%OSO4 后固定 2 h。 ④50%～ 70%丙

酮脱水8 ～ 10 min。 ⑤饱和醋酸铀过夜。 ⑥90%丙酮脱水 8～ 10

min。 ⑦100%丙酮脱水 4 次 ,每次 8～ 10 min。 ⑧环氧丙烷置换

10 ～ 15 min。 ⑨环氧丙烷:618=1∶1 1 h 35～ 40 ℃。 ⑩纯包埋剂

(不加 DMP-30)2 h 35 ～ 40 ℃。 ★11包埋剂(加 DMP-30)3 h 35 ～

40 ℃。 ★12包埋:用已配好的 618 包埋剂倒在塑料包埋框的背面,

尽量让其平 、薄 ,然后放入60～ 70℃烤箱中硬化。制成大小不等

的618包埋剂平板备用 ,将已制好的 618 载玻片平板放平 , 把已

在包埋剂(加 DMP-30)中浸透好的坐骨神经阳性厚片用小镊子

夹起放在平板上, 用牙签把厚片碾平 ,使其不卷曲, 不皱折 , 然后

用已废弃的包埋头后端轻轻地放在碾平的厚片上 , 放入烤箱过

夜, 升温至 60～ 70 ℃硬化 48 h。 ★13 JME-100SX电镜观察。

2　结果

　　轴索变性组 IgG 染色电镜观察 , 可见点状 、中等电子密度

的染色物质大量沉积其部位以神经轴膜为主 ,少部分轴浆内也

可见;髓鞘脱失组仅有少部分神经可见少量 IgG 染色物质沉

积 ,见图 1 , 但沉积量少且主要位于髓鞘表面 ,神经轴膜及轴浆

内均未见 IgG沉积。

图 1　脱髓鞘神经髓鞘表面见较高电子密度物质沉积

(纵切面 ,透射电镜×25 000)
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3　讨论

　　格林-巴利综合征(Guillain-Barre syndrome , GBS)是
一种常见的周围神经病。根据病理改变的不同 ,分为

急性髓鞘脱失(Acute inflammatory demyelination paraly-
sis , AIDP)和急性轴索变性(Acute motor axon degenera-

tion , AMAN)两种类型。近年认为 ,大部分GBS的发生

与空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni , CJ)某些菌株(如
Pen-19等)前驱期感染有关[ 5] 。因此 ,本研究通过免疫

电镜技术方法的改进 ,拟更准确地检测不同类型病变
神经局部 IgG 、IgM 等免疫物质的表达情况及沉积部

位 ,找到体液免疫因素介导 CJ-Pen19诱发周围神经病
变的直接证据。

　　文献[ 6]报道 , 在常规免疫电镜技术方法中 ,普遍
采用的方法是环氧树脂包埋法 ,它将小片组织或半薄

切片贴在载玻片上 ,再将充满环氧树脂的胶囊倒置于
切片上聚合 、硬化 ,进行原位包埋。这种方法存在一个

缺点 ,就是组织硬化以后 ,很难将树脂与玻片进行分离
以致于影响到切片工作。另外 ,由于周围神经标本不

仅细小 ,而且易碎 ,采用常规的载玻片摊片法包埋过程
中不易从载玻片上剥离 ,从而影响阳性染色部位的观
察及定位 。本研究经过改良 ,采用简单 、易行的树脂摊

片法 ,明显提高了染色后包埋制样的成功率 ,同时染色

部位定位清晰 、准确 ,成功地找到了体液免疫因素介导
CJ-Pen19诱发周围神经病变的直接证据 ,为探讨 CJ诱

发周围神经病的免疫机制提供了必要的和有效的方

法。实验证明 ,树脂摊片法包埋在免疫电镜标本制作

过程中 ,尤其对于细小易碎的标本 ,不失为一种提高检
测阳性率及定位准确性较成功的方法 ,值得推广。
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