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不同固定液及染色方法对显示肥大细胞的影响
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摘要 　为寻求一种较好的显示肥大细胞的方法 ,采用硫堇染色法和硫堇2甲苯胺蓝染色法分别对用不同固

定液固定的兔肠系膜中肥大细胞进行染色。结果显示 :Carnoy 氏液固定 ,硫堇染色可清楚显示肥大细胞 ,背景

干扰小 ,阳性细胞多且可见肥大细胞的脱颗粒现象 ;硫堇2甲苯胺蓝法虽然也可显示肥大细胞 ,但背景干扰大 ,不

利于对肥大细胞的观察 ;甲醛2乙醇固定 ,2 种染色方法都可清楚地显示肥大细胞 ,但阳性细胞较少 ;中性甲醛则

完全阻断肥大细胞的着色 ,2 种染色方法都不能显示肥大细胞。兔肠系膜肥大细胞有沿血管分布的趋势。研究

结果表明 :Carnoy 氏液及硫堇染液分别是兔肠系膜优良的固定液和染色液 ,可清楚显示肥大细胞。
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　　肥大细胞 (mast cell ,MC)广泛地分布于机体各

个器官 ,尤其是与外界环境接触的皮肤、消化道、呼

吸道、肠系膜和神经末梢周围的结缔组织内密度很

大。肥大细胞细胞质内充满了粗大而具有异染性的

嗜碱性颗粒 ,其颗粒中含有生物胺、蛋白多糖及中性

蛋白酶等多种生物活性物质 ,通过脱颗粒释放上述

生物活性物质而在动物的健康和疾病中发挥重要作

用[1 ] 。因此 ,肥大细胞的基础生物学研究引起研究

者的广泛兴趣。

显示肥大细胞的染色方法较多。其中低 p H 值

的甲苯胺蓝染色法和阿利新蓝染色法是研究哺乳动

物肥大细胞 2 种最典型的方法[223 ] 。李艳等用不含

冰醋酸的 Bouin 氏液固定 ,甲苯胺蓝染色法显示绵

羊子宫内肥大细胞 ,结果肥大细胞异染成紫色[4 ] 。

刘雪梅等用 10 %中性福尔马林液 (NBF) 固定 ,不同

p H 值甲苯胺蓝染色显示肾组织肥大细胞 ,结果肥

大细胞呈紫蓝色或紫红色[5 ] 。许乐仁等研究发现 ,

NBF 显著地阻断了阿尔新兰及甲苯胺兰对胡子鲶

肥大细胞的着染能力[627 ] 。杨筱珍等的研究结果显

示 ,NBF 固定的草鱼组织中阿尔新兰及甲苯胺兰染

色则完全不能鉴定出肥大细胞[8 ] 。

上述研究结果表明 ,肥大细胞对某些固定液、染

液及染色条件比较敏感 ,染色效果很不稳定[ 9 ] 。因

此 ,笔者选用肥大细胞密度较高的肠系膜为对象 ,分

别采用 3 种不同固定液及 2 种染色方法来探讨其对

显示肥大细胞的影响 ,旨在找到一种较好的显示肥

大细胞的方法 ,为肥大细胞的基础生物学研究积累

资料。

　材料与方法

　肠系膜铺片的制备

健康大白兔 5 只 ,耳静脉注射空气致死后打开

腹腔 ,用脱脂棉轻轻吸去少量腹水后取肠系膜。将

肠系膜展平在 12 mm ×12 mm 干净的盖玻片上 ,用

眼科剪沿盖玻片边缘剪下 (注意剪的时候不要用力

牵拉肠系膜 ,否则容易回缩变厚) ,稍微风干后连同

盖玻片一起分别投入 Carnoy 固定液 ( V 无水乙醇 ∶

V 氯仿 ∶V 冰醋酸 = 6 ∶3 ∶1) 、甲醛乙醇液 ( V 甲醛 ∶

V 无水乙醇 = 1 ∶9) 、中性甲醛固定液中固定 1～2 h。

　染 　色

铺片连同盖玻片一起从固定液中取出 ,浸入

100 %乙醇下行至 70 %乙醇各 1 min 后分别浸入染

液[10211 ] 。

浸入硫堇染液 (硫堇 0. 5 g ,蒸馏水 100 mL) 30
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min 后取出蒸馏水稍洗 ,用吸水纸吸去多余水分 ,稍

晾干后用无水丙酮脱水 (不能用乙醇脱水 ,极易掉

色) 2 次 ,每次 5 min ,二甲苯透明后将中性树胶滴于

干净的载玻片上 ,将盖玻片上有组织的一面朝下封

固于载玻片上。

浸入 0. 5 %硫堇水溶液 (硫堇 0. 5 g ,蒸馏水

100 mL)染色 5 min 后取出蒸馏水洗 ,再浸入 1 %甲

苯胺蓝乙醇溶液 (甲苯胺蓝 1 g ,70 %乙醇 100 mL )

染色5 min ,蒸馏水洗 ,95 %乙醇分色 ,显微镜下控制

分色时间 ,无水乙醇脱水 2 次 ,每次 5 min ,二甲苯

透明 ,按上述相同方法中性树胶封固。

　结果与分析

　 氏液固定后染色结果

采用硫堇染色法 ,可清楚显示肥大细胞 ,背景为

浅蓝色 ,阳性肥大细胞呈紫红色 (图 12A) ,数量较

多。细胞椭圆形或卵圆形 ,还可见长梭形 ,胞浆内有

大量的紫红色颗粒 ,胞核大而圆呈浅蓝色多位于中

央 ,也有偏核 ,同时清晰可见肥大细胞的脱颗粒现象

(图 12B) 。阳性肥大细胞大部分沿血管分布。

采用硫堇2甲苯胺蓝染色法 ,阳性肥大细胞为蓝

紫色 ,其它细胞被染成深蓝色 ,对比度减弱 (图 12C) 。

　A. 硫堇染色 ,紫红色肥大细胞数量多 ,沿血管分布 ,箭头所示为血管 ( ×200) Stained wit h t hionine ,many prunosus mast cells locate

along vascellum ,t he arrow shows vascellum( ×200) ; B. 硫堇染色 ,可见肥大脱颗粒现象 ,如箭头所示 ( ×400) Stained wit h t hionine ,t he

arrow shows degranulation of mast cells ( ×400) ; C. 硫堇2甲苯胺蓝染色 ,肥大细胞蓝紫色 ,如箭头所示 ,背景细胞深蓝色 ,对比度不明

显 ( ×400) Stained wit h t hionine2toluidine blue ,t he arrow shows amet hyst mast cells ,t he cells in background are mazarine and t he con2

t rast is not obvious( ×400) .

图 1 　Carnoy 氏液固定后肥大细胞的染色结果

Fig. 1 　The re sults of staining of mast cells fixed in Carnoy

　 液固定后染色结果

采用硫堇染色法和硫堇2甲苯胺蓝染色结果相

似 ,都可清楚显示肥大细胞 ,背景为浅蓝色 ,肥大细

胞呈紫红色 ,数量较少 ,沿小血管分布 (图 22A) ,阳

性细胞胞浆内有大量的紫红色颗粒 (图 22B) 。

　中性甲醛固定后染色结果

中性甲醛固定的铺片分别用 2 种方法染色都未

见有紫红色的阳性细胞 ,只有大量浅染的蓝色细胞

(图 3) 。

　讨　论

肥大细胞是疏松结缔组织中常见的细胞 ,常成

群地沿着小血管和小淋巴管分布 ,其数量随动物和

器官的不同而异。肠系膜是典型的疏松结缔组织 ,

富含大量的肥大细胞。以前都采用大白鼠或小白鼠

的肠系膜制作疏松结缔组织铺片 ,但实验动物较小

不便于取材与操作 ,且制作的铺片有可能厚薄不均

影响染色效果[11 ] 。本试验采用大白兔为研究对象 ,

盖玻片粘贴肠系膜直接染色 ,方法简单 ,不需别的处

理且制作的铺片不易回缩变厚 ,不失为一种好的铺

片制作方法。

肥大细胞在组织化学染色及形态上具有极大的

异质性 ,并且极大程度地受到固定液的影响[ 2 ] 。肥

大细胞中含有组织胺、肝素等异染性物质 ,其与硫堇

甲苯胺蓝结合后表现出异染性 ,呈现紫红色或蓝紫

色。本试验证明 Carnoy 固定肥大细胞染色最好 ,

与高登慧等研究结果[ 12 ]相同。FA 也为肥大细胞的

一种较好的固定剂。硫堇染色对肥大细胞的显示效

果最好 ,其它细胞几乎不着色或着浅蓝色 ,突显了肥

大细胞 ,便于肥大细胞的观察与研究。硫堇与甲苯

胺蓝都是研究肥大细胞常用的碱性染料 ,通常是单

独使用来鉴别肥大细胞。而柳洁等 [ 11 ] 采用二者联

合使用的方法来制取疏松结缔组织铺片 ,同时使

肥大细胞与胶原纤维等着色。本试验借鉴该法 ,

002
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　A. 硫堇染色 ,肥大细胞数量较少 ,沿血管分布 ,箭头所示为血

管 ( ×200) Stained wit h t hionine ,a few prunosus mast cells locate

along vascellum ,t he arrow shows vascellum ( ×200) ; B. 硫堇2甲

苯胺蓝染色 ,胞浆内有大量的紫红色颗粒 ,如箭头所示 ( ×400)

Stained wit h t hionine2toluidine ,t here were lot s of prunosus gran2

ules in mast cells ( ×400) .

图 2 　FA 固定后肥大细胞的染色结果

Fig. 2 　The results of staining of mast cells fixed in FA

图 3 　中性甲醛固定后肥大细胞的

染色结果 ,箭头所示为血管 ( ×200)

Fig. 3 　The results of staining of mast cells fixed in

neutral formalin ,the arrow shows vascellum( ×200)

虽可显示肥大细胞但背景较深 ,不便于肥大细胞的

观察。

　　试验中相同的组织同样的染色方法 ,由中性甲

醛固定则完全不能显示肥大细胞。但有学者证实大

鼠肥大细胞在甲醛固定甲苯胺蓝染色时数量改变不

明显[ 13 ] 。目前认为 ,甲醛对染料的阻断作用是可逆

的 ,主要是有关的蛋白发生交联 ,形成蛋白质分子的

弥散屏障 ,从而阻断了染料的扩散[3 ] 。而笔者推测

有几种可能 : (1) 甲苯胺蓝、硫堇等碱性染料是通过

其中有染色作用的阳离子与组织细胞中酸性多聚阴

离子物质相结合而使细胞着色 ,由此推测可能是由

于细胞中的多聚阴离子不同造成 ; (2)肥大细胞在不

同物种之间存在不同的类型 ; (3)不同组织器官中的

不同微环境影响了肥大细胞的功能 ,改变了其形态

和颗粒内容物 ; (4)不同的固定液可以针对性地改变

细胞内空间构型 ,从而起到固定的效果 ,进而影响了

其染色结果。笔者认为在对肥大细胞的组织化学染

色中存在诸多的易变因素 ,所以单纯地从组织学染

色方面不足以证明肥大细胞的存在 ,可以从免疫组

织化学方面如凝集素[ 14 ]等来进一步证明肥大细胞。

以后研究组织中的肥大细胞一定要注意对固定液、

染料及染色方法的选择。

本研究不但为肥大细胞的形态学研究提供了有

益的资料 ,而且对显示肥大细胞染色方法的评价提

出了有价值的参考依据。
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Effect of Different Fixatives and Stainings on Presenting Mast Cells
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Abstract 　In t he p resent study , rabbit mesentery was fixed in three different fixatives and stained

with thionine and t hionine2toluidine blue respectively in order to find a good met hod to display mast

cells . The result s showed t hat lot s of positive mast cells wit h light background could be presented clearly

by Carnoy fixative and t hionine staining. In addition ,degranulation of some mast cells could be observed

clearly. However ,it was difficult to observe positive mast cells by Carnoy fixative and t hionine2toluidine

blue staining because of high interferential background. Only a lit tle positive mast cells could be observed

t hrough formaldehyde2alcohol fixative and t he two staining methods. Neut ral formalin blocked t he stai2
ning of mast cells completely ,for neit her of the staining met hods could display mast cells. Most of t he

positive mast cells were dist ributed along t he blood vessels. The result s demonst rated t hat Carnoy and

t hionine were superordinary fixative and staining solution for clearly displaying mast cells of rabbit mes2
entery ,respectively.

Key words 　mast cell ; fixative ; staining ; rabbit ; mesentery
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