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固定剂对染色效果影响的研究

S t u d y o n t h e e f f e e t s o f f i x a t i v e s o n s t a i n i n g

古 德全 闰国和 柔永萍 (第三军医大学预防医学系防原 医学教研室 ) 重庆
.

6 3 0 0 3 8

固定对染色效果的影响
,

直接关系到组织化学染

色的成败和质量的高低
。

为此
,

我们观察研究了 7 种固

定剂对 13 种不同染色效果的影响
,

并简要阐述了有关

固定的作用机理与染色效果的相关性和出现染色差别

的主要原因
.

为准确选择适当的固定剂和染色方法
,

提

供了可靠依据
.

材料和方法

雄性健康小鼠
,

体重 25 9 左右
,

使颈椎脱位活 杀
.

取十二指

肠
,

剪成若干段
,

分别放入 10 % 中性缓冲福 尔马林 ( N B F )固定

2 4 h
、

酒精
一

甲醛 (A F ) s h
、

甲醛钙 ( F e a
) 2 4 h

、

C
a r n o y 氏液 s h

、

oB
u in 氏液 2 4 卜

、

K
a r n o r s

k y 氏液 4℃ x Z h
、

H
e l ly 氏液 1 2 h

.
固

定条件及冲洗步骤均按各固定剂的要求
.

固定后同时按常规脱

水
、

透明和 浸蜡
,

并将各固定剂固定的组织块依次包埋在一 个

蜡块上
。

连续切片数十张
,

其厚度均为 4 尸m
.

分别用 A B C 免疫

组化法
,

以抗 N 型胶原单克隆抗体 (重庆医科大学病理生理教

研室提供 )为一抗显 示基底膜
;
用 S P 法

,

以免抗第通因子相关

抗原 (迈新公司出售 )和羊抗鼠 坛A (s ig m
a )为一抗分别显 示血

管 内皮第姐因子和固有层 内浆细胞
,
用 P A S 法 和六胺银法分

别显 示 粘多糖
,
A B 法显 示 酸性粘多糖

; F e u ! g en
一
A B 法 显 示

D N A 和酸性粘多糖
; F eu lg en 改良法 显示 D N A ;

cS ih f f
一

亚甲兰

法显示 D N A 和 R N A
、

天青 I 伊红法显示浆细胞
;
w

e ig e r t 氏间

苯二酚 品红法显示弹力纤维 ( E F )
;
V

.

G 法显示胶原纤维
.

光镜

对比观察
,

并按染色的优劣和组织细胞结构的破坏程度评估分

值
,

极好 9 1~ 1 0 0 分
,

好 8 1~ 9 0 分
,

较好 7 1 ~ 8 0 分
,

一般 6 1~

7 0
,

较差 5 1~ 6 0
,

差 4 1 ~ 5 0 分
,

极差 2 1 ~ 4 0 分
,

阴性或阳性移

位为 O分
。

2 结果

A B C 法显示荃底膜
,

以 N B F 固定最好
,

尤其对小肠绒毛上

皮细胞荃底膜显示很清楚
,
其次是 F c a

(图 1 )
; A F 和 B o iu n

氏

液固定除粘膜下及隐窝周围略显弥漫性阳性外
,

其余部位均阴

性 (图 2 ) ; C a r n o y
、

k a r n o r s
k y 和 H e

ll y 氏全为阴性
.

S P 法显示

血管内皮第姐 因子
,

以 F ca 固定最佳
,

在粘膜下层固有层的血

管内皮及 毛细血管中有较多的均匀的棕黄色颗粒
,

背景清晰
,

对 比度很好 ; N B F 固定的同 F ca 相差不多
,

只是清晰度略次 .

OB iu
n
氏液固定的亦可

.

只是反应强度不如 N B F
; A F 固定的血

管内皮细胞只有少量的阳性颗粒
,

清晰度也差
,

尤其组织和细

胞结构严重破坏
;
C

a r n o y 和 H el ly 氏液 固定的基本相同
,

均 只

在粘膜下血管内皮有少量阳性颗粒
,

而固有层毛细血管全为阴

性
; K ar no

r s
k y 氏液 固定的各部血管全阴性

.

S P 法显示浆细胞
,

以 C ar
n o y 氏液和 oB iu n

氏液固定的最好
,

固有层内有大量 阳

性细胞
,

背景清晰
,

对 比度十分好 (图 3 )
; N B F

、

F
e a 、

H
e
l ly 氏和

A F 固定的阳性反应差不多
,

均强度差
,

清晰度不够
,

尤其 A F

固定的非特异性着色较强
;
K ar

n
or sk y 氏液 固定的全阴性

。

天青

I 伊红法显示浆细胞
.

以 A F 固定最好
,

色彩鲜艳
、

清晰
,

但组

织和细胞收缩 明显
;
其次是 N B F 和 F c a ;

C ar
n o y 氏液固定的细

胞核着色浅
; K a

nr or
s k y 氏液固定的细胞着色深

,

但细胞界线模

糊不清
; B o u

in 和 H e
ll y 氏液 固定的胞核均几乎不着色 (图 4 )

.

P A S 法显示粘多糖
,

以 C
a
nr

o y 氏液 固定的最好
,

绒毛上皮细胞

游离缘和杯状细胞强 阳性
,

基底膜也有轻度到中度阳性反应 ;

A F
、
F ca

、

N B F
、

oB iu
n
氏液 固定的

,

只胞核着色不同程度的不如

C
a r n o y 氏

. K a r n o r s
k y 氏液固定的阳性反应弥漫

,

对 比度+ 分

差
.

六胺银法显示粘多糖
,

以 OB iu
n
氏液固定的最好

,

杯状细胞

和上皮细胞游离缘以及基底膜均强 阳性
,

对比清楚
, N B F

、
F c a

、

A F 和 C ar n o y 氏液固定的
,

只基底膜显示较差
,

其余部位的阳

性反应和 B ou in 氏液基本相同
; K ar no sr k y 氏液固定的阳性反

应弱
,

对 比度差
; H e

ll y 氏液 固定的
,

除杯状细胞有阳性反应外
,

其余部位均阴性
.

A B 法显示酸性粘多搪
,
7 种固定剂固定的均

有阳性反应
,

而且部位相同
;
但从清晰度看

,

C ar no y 氏液最好 ,

K
a r n o r s

k y 氏液最差
.

F
e u

lg
e n 一

A B 法显示 D N A 和酸性粘多糖

及用改 良 F e 。
l g

e n
法显 示 D N A

,

均以 C ar n o y 氏液固定最好 ,

OB iu n
氏液最 差

;
其余几种固定亦可

。

cS ih ff
一

亚 甲兰法显示
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,
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的主要原因
.

为准确选择适当的固定剂和染色方法
,

提
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,
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,
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,
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,
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3 讨论

结果表明
,

用同一染色方法显示不同固定剂固定

的同一成分
,

其染色效果不一样 ; 而不同染色方法显示

同一固定剂的同一成分也可出现差异
.

分析其原因
,

从

我们的制片和染色过程看
,

都是同步进行
,

故 由动物个

体差异
、

细胞的周期变化以 及制 片和染色条件方面 引

起的误差可以排除
。

而主要是 由于固定剂和染色方法

的改变
,

使固定和染色特性发生了变化
。

普遍认为固定

剂和染色液的 p H
、

总离子强度
、

特殊离子成分
、

电介质

常数
、

渗透性以及固定和染色时间
、

温度和方法都可使

固定和染色特性 发生变化
,

进而导致结果的不同
。

甲醛能与蛋 白质 的许多功能基结合
,

可较广泛地

用于多种组化染色
。

甲醛固定时
,

特别涉及到的蛋白质

基团有氨基
、

肤
、

肌基
、

轻基
、

梭基
、

S H 和芳香环
,

可在

相邻蛋 白质链之间形成桥键 ( R
一

C H
Z 一

R )
,

使蛋 白质保

持稳定
。

然而
,

组织细胞 内蛋白质与 甲醛的许多结合
,

可因水解而破裂
,

经简单的水洗后
,

能使多数反应基团

与所用的试剂或染料起反应
。

但 D o n a ld L
.

W e a ve r
等

( 19 9 2) 提出
:

随 甲醛交链蛋白质的增加
,

使细胞浆基质

能变成凝胶
,

故在以后的免疫反应中
,

使抗体移动受到

抑制
,

若交链发生在特殊抗原的抗体反应位置
,

抗体结

合可被扰乱或阻断
; 在某些例子中

,

用 蛋白水解酶
,

如

胰蛋 白酶作组织 消化处理
,

可打开凝胶基质
,

使免疫反

应增强 [ , 〕
。

C h a n A S Y 等 ( 19 9 4 )试用了 x o 种固定剂和

N B F 不 同固定 时 间对结 肠组 织 内 巨噬细 胞的 K PI

( D 6 8 抗原 )免疫组化显示的影响
,

结果认为 B 、

固定剂

最好
。

N B F 固定 4 h
,

经胰蛋 白酶作用
,

也可得到满意

结果
,

但 N B F 固定 ZO h
,

染色强度显著减弱
,

固定 Z d

后
,

全为阴性反应川
。

在我们的实验中
,

用 A B C 法显示

基底膜
,

N B F 和 F c a 固定的都很好
,

而用 S P 法显示浆

细胞
,

N B F 固定的却不如 C a r n o y 和 B o u i n 氏液好
。

上述资料提示甲醛可较广泛地用于多种组化 (包

括免疫组化 )和特殊染色
。

但不能认为对所有染 色都是

一种可选择的优良固定剂
。

酒精 固定可引起严重的形态结构上的扰乱
。

酒精

是一种蛋 白沉淀剂
,

能使酶的反应基处于原位
,

故多用

于酶组织化学
。

但由于固定过 程中使组织和细胞收缩

变形
,

甚至使某些物 质 (如糖原 )移位
,

故 很少单独使

用 [ , 〕 .

D o n a一d L
.

w e a v e r

等 ( 1 9 9 2 )提出用碱性酒精固

定
,

能很好保存抗原和改善形态上的扰乱
,

因此认为对

免疫细胞化学优于福尔马林
。

然而
,

我们用 A F 固定的

小肠
,

进行 13 种不同染色的结果表明
,

都次于或相当

于N B F固定的
。

尤其对组织和细胞都有明显的收缩效应
。

含铬
、

汞固定剂的主要优点是保存细胞核极好
。

铬

盐具有与水形成 C r 一O
一

C : 型络合物的性能
,

这种络合

物和相邻蛋白链上的反应基结合而产生束缚效应
。

汞

对琉基和二硫基有选择性亲和力
,

将蛋 白质交链
,

使其

凝结或沉淀
。

含铬
、

汞固定剂 (如 H e ll y 氏液 )的主要优

点是保存细胞核极好
。

有人认为汞也能较好地保存抗

原的反应性和敏感性
,

但我们用 H e ll y 氏液固定
,

所作

的几种免疫组化
,

都未得到好的结果
; 这可能与所反应

的抗原类型有关
,

有待进一步研究
。

总之
,

要想得到 良好的染色效果
,

必须根据被观察

物
、

固定剂和染 色方法的特性及其相互关系选择适当

的固定剂和染色方法 ; 尤其为免疫组化和原位核酸分

子杂交技术更应严格掌握
。
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