
为摸索合适的分离液密度 ,我们曾试用人淋巴细胞分
离液 、鼠淋巴细胞分离液和自配的密度为 1.083 ～
1.087的 Hypaque-Ficoll 400分离液 ,证明分离鼠疟原虫
合子的分离液比重要大于 1.083 ,人淋巴细胞分离液
的比重偏低 ,分离时会造成大量合子的丢失 。合子的
比重与淋巴细胞相近 ,因此 ,合子中有少量淋巴细胞的
污染 ,为进一步提高合子的纯度 ,可考滤先用纤维素柱
过滤的方法去除血中的白细胞[ 2] ,然后再经梯度离心
法分离可得到纯度更高的疟原虫合子。鸡疟原虫配子
体在 ES液中10 ～ 20 min内即形成雌雄配子并受精[ 1] ,
本实验证明在 22 ℃孵育 30 min ,约氏疟原虫配子的形
成和受精即可完成。
　　本实验动合子培养结果显示只有不到 1%的合子
能转化为动合子 ,这可能与分离所得合子的活力受损
有关;另外 ,未受精的雌配子在形态上与合子不可区

分 ,仅从形态上无法知道分离所得合子中未受精的雌
配子所占比例 ,鸡疟原动合子培养时 60%～ 80%可以
转化为动合子[ 1] ,因此 ,约氏疟原虫动合子的体外培养
条件还需探讨 ,进一步研究影响约氏疟原虫合子发育
为动合子的因素很有必要 。
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大鼠中枢神经系统全程连续切片显示神经核团的新方法

A new method of demonstrating nerve nucli of rat whole central nervous system in seri-
al sections

陈德英 , 蔡文琴 , 刘建军　　(第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 , 重庆 40038)

　　提　要:目的　摸索一种简便易行的 、显示大鼠中枢神经系统(CNS)神经核团的连续切片制作方法 , 制作神经生物学教学所需

的大鼠CNS全程连续切片标本。方法　采用低温速冻 、全程连续冰冻切片 、0.05%焦油紫(pH 3.0)染色的方法。结果　大鼠CNS 神

经核团及神经元呈紫蓝色 ,其它细胞胞核呈淡蓝色。结论　低温速冻 、全程连续冰冻切片 、低浓度焦油紫(pH 3.0)染色方法适用于

显示大鼠 CNS 神经核团的全程连续切片标本的制作。

　　显示大鼠中枢神经系统(Central nervous system ,
CNS)神经核团的连续切片是神经生物学教学中重要的
实习标本 ,也是相关研究工作中的重要参考。目前国内
此类标本极为缺乏。传统的CNS 连续切片制作方法多

为火棉胶切片法
[ 1]
,其过程相当繁琐 ,周期长 ,难以大量

制作。目前连续切片制作涉及某一器官如内耳 、乳腺癌
等的冰冻

[2 , 3]
或石蜡连续切片

[ 4]
,有关大鼠 CNS全程连

续切片显示神经核团的方法鲜见报道 。本研究采用低
温速冻 、冰冻切片 、焦油紫染色方法制作显示大鼠 CNS

神经核团的全程连续切片 ,取得满意效果。

1　材料与方法

1.1　动物来源与取材制片
　　健康成年Wistar 大鼠(学校实验动物中心提供)25 只 ,重约
250 g ,雌雄不拘 , 分为石蜡切片组 、火棉胶切片组 、冰冻切片组

各 5只和低温速冻冰冻切片组 10 只。
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　　1%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后开胸左心室插管 , 生理盐
水灌流冲洗 , 继以 10%Formalin 灌流固定。 取嗅脑至脊髓腰膨
大全程标本10%Formalin后固定 4 ℃, 2 d。分切为0.5 cm 长的

小段。按 4 个分组分别进行固定后处理:常规石蜡包埋切片;
常规火棉胶包埋切片;常规冰冻切片组和低温冰箱速冻后冰
冻切片组入 30%蔗糖 , 4 ℃, 3 d。切片前速冻组将标本于-70

℃低温冰箱速冻 10～ 15 min 恒冷箱连续冰冻切片 , 片厚 30 μm。
蛋白甘油处理的洁净载玻片隔张连续贴片。一个大鼠 CNS 标

本做成两套相应的连续切片 ,自然晾干。

1.2　染色方法
　　石蜡切片与火棉胶切片按常规分别进行硫堇 、焦油紫染色。
　　冰冻切片入蒸馏水 , 从 70%酒精开始上行至无水酒精脱
脂 ,再下行返回各级酒精 20 min , 入蒸馏水 30 min , 2 次;分别进
行硫堇和 0.05%焦油紫醋酸水溶液(pH 3.0)染色;70%酒精分
色数秒 , 镜检至神经元尼氏体清晰 , 蒸馏水速洗;室温自然干
燥 ,无水酒精脱水 , 二甲苯透明 , DPX封片。

2　结果

　　石蜡切片组未取得 30μm 厚连续切片;火棉胶切片组也未

取得满意切片;常规冰冻切片组神经核团结构显示不好;低温
速冻冰冻切片组共制作大鼠 CNS 全程连续切片标本 6 套 ,每套
标本约 1 000片 , 裱于约 100 张载玻片上。
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　　硫堇染色组尼氏体呈灰蓝色 , 背景灰色;0.05%焦油紫醋
酸水溶液(pH3.0)染色组神经核团和神经元轮廓清楚 , 尼氏体
呈紫蓝色 ,神经元胞核为淡染区 , 其它细胞胞核呈淡紫蓝色 ,

背景浅紫色或浅蓝色 ,见图 1。
　　大鼠 CNS 全程连续切片中选取 4 个具有代表性的切面示

神经核团和神经元 ,见图 1 ～ 4。

图 1　大脑经胼胝体嘴平面顶皮质 1区(焦油紫染色×40)　右上角示大脑锥体细胞　(焦油紫染色 ×200)

图 2　脑干经延髓开敞部平面(焦油紫染色×40)　右上角示下橄榄核　(焦油紫染色×200)

图 3　小脑经后脑平面 示小脑皮质分子层 、梨状细胞层和粒层(焦油紫染色×40)　右上角示小脑蒲肯野细胞　(焦油紫染色×200)

图 4　脊髓腰膨大前角内 、外侧核　(焦油紫染色×40)

3　讨论

　　在神经生物学教学和科研工作中 ,常常会遇到大
鼠CNS 神经核团定位的问题 ,尤其是在研究生教学中
迫切需要通过显示神经核团的大鼠 CNS 全程连续切

片的观察与讲解 , 才能让学员真正建立CNS 神经核团
的完整构象 。由于近年来没有大鼠 CNS 全程连续切

片显示神经核团的国内外文献报道 , 因此我们借鉴其
他器官的连续切片方法[ 2 ,3] , 摸索出大鼠 CNS全程连
续切片 、焦油紫醋酸水溶液染色显示神经核团的方法 ,
制作出较为满意的标本。
　　在连续切片制作方法方面 ,我们分 4组分别进行石
蜡切片 、火棉胶切片 、常规冰冻切片和低温速冻后冰冻
切片。由于全程连续切片要求 30 ～ 40μm ,石蜡切片无
法进行[ 1 ,4] ;火棉胶切片法周期长 ,过程繁琐 ,难以大量
制作[ 1] ;常规冰冻切片组织裂隙很大 ,结构保存不好;液
氮速冻时间不易掌握 。因此我们采用低温冰箱速冻后
连续冰冻切片的方法 , 防止了冰晶形成 ,减少了组织间
裂隙 ,CNS 神经核团显示较好 ,且能批量制作。
　　染色方法方面 ,我们分别选用硫堇 、焦油紫染尼氏
体 ,由于硫堇和常规焦油紫染厚片背景易上色 ,因此我

们采用低浓度焦油紫醋酸水溶液染色 ,尼氏体呈紫蓝
色 ,其它细胞胞核为淡紫蓝色 ,背景对比较好 。
　　本实验方法简单 ,操作容易 ,结果稳定 ,重复性好。
本课题制作的大鼠CNS全程连续切片标本 ,解决了教
学与科研工作中神经核团的定位问题。需要注意的问
题:载玻片应洁净 ,需用蛋白甘油新鲜处理;冰冻切片
应于室温自然干燥 3 d左右;冰冻切片染色前需经逐
级酒精脱脂;焦油紫醋酸水溶液的 pH 应为 3 左右;
70%酒精分色时间应适当 ,不宜过长 。
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