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　　摘要：斑马鱼作为模式生物已经广泛运用于生物学各个研究领域。传统方法制作的斑马鱼组织石蜡切片经常出
现收缩、脆裂，主要原因是脱水和透明作用时间过长。为提高切片质量，本实验室摸索出了一套改善石蜡切片质量的

方法：以组织透明作为标志，摸索最短的脱水与透明时间，并适时采用脱水能力弱的脱水剂，提高了切片的质量，缩短

了试验时间。我们以斑马鱼的心脏、肠、脾脏为材料进行石蜡切片，结果表明，改进后的组织结构完整清晰，基本无脆

裂现象。本优化技术适合于小型动物的石蜡切片制作。
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　　斑马鱼以繁殖能力较强、胚胎透明、性成熟期较短、个体
短小、易养殖等特性，成为一种被广泛接受的模式生物。在药

物筛选［１］、遗传发育［２］、环境毒理［３］及神经科学［４］等方面有

诸多的应用。在对斑马鱼的研究中，组织切片技术是运用最

多的技术手段。

组织切片技术是在组织胚胎学、生理病理学以及细胞生

物学中，用来实时观察组织细胞变化的技术手段，该技术可以

克服无法观察组织内部变化的不足。组织切片是反映组织实

时状况最有效的手段，最接近体内状况的切片才能最真实地

反映出组织的变化。在组织切片中，运用最多的是石蜡切片

和冰冻切片。冰冻切片工序简单，省时，各种抗原丢失少，

ＲＮＡ降解少，但不易得到清晰的组织结构，都会给前期观察
及后期的免疫组化、原位杂交的定位带来麻烦。石蜡切片则

能得到精细清晰的组织细胞结构，对后期免疫组化和原位杂

交中信号定位是重要的，并且可以制成永久切片方便进行回

顾性研究，不足之处是耗时过长，抗原易失活，ＲＮＡ易降
解［５］。在石蜡切片的制作过程中，固定就是让组织内的蛋白

质、糖类、脂肪等转变成不溶性物质，同时使附着在组织上的

微生物和细胞内的酶失去活性，进而防止组织的自溶，以使得

组织与取材之前的结构和状态基本一致；脱水就是除去组织

内部水分；透明就是将组织内部的脱水剂置换成透明剂（如

二甲苯）；浸蜡则是以熔融的石蜡置换透明剂，达到组织内部

充满石蜡的目的；最后进入切片染色程序。纵观整个切片的

制作过程，切片最终目的就是使得组织内部充满石蜡以便于

切片。假若组织内的水分不能除尽，则后续的透明和浸蜡就

无法进行；倘若组织内的乙醇未置换完全，也达不到组织内充

满石蜡的要求。以上这２种情况都将导致无法切片。高浓度
的乙醇处理时间过长，易引起组织强烈收缩；二甲苯处理时间

过长易引起组织的脆裂［６］，因此找出合适的处理时间是改善

石蜡切片质量的关键所在。笔者以斑马鱼为研究材料，摸索

出了一套优化石蜡切片的方案，通过优化试验条件，有效降低

了组织发脆和收缩的程度，提高了切片质量，同时也缩短了制

片时间。

１　材料与方法

１．１　材料
成年斑马鱼的心脏、肠、脾脏。固定液为波恩氏液、４％多

聚甲醛磷酸缓冲液（ＰＦＡ），均为新鲜配制。乙醇、二甲苯（宜
兴市第二化学试剂厂生产，分析纯），叔丁醇（上海凌峰化学

试剂有限公司生产，化学纯）。

１．２　方法
１．２．１　常规方法　将３种新鲜的组织分别按照如下步骤进
行。分为２组：（１）波恩氏液（新配制）固定１２ｈ，７０％乙醇
（加有１滴浓氨水）洗涤至黄色褪去。脱水、透明程序：７０％
乙醇１ｈ，８０％乙醇１ｈ，９０％乙醇１ｈ，９５％乙醇１ｈ，无水乙醇
１ｈ，无水乙醇－二甲苯等体积混合液０．５ｈ，二甲苯０．５ｈ（各
液体用量均为５００μＬ）。（２）４％多聚甲醛缓冲液固定１２ｈ，
流水冲洗４ｈ，脱水、透明程序同（１）。透明后于５７℃浸蜡，
共２次，每次１ｈ。包埋，切６μｍ，ＨＥ染色，处理温度为室温。
１．２．２　改进方法　由于无法通过一些现象来证明组织内的
水已经完全脱去了，二甲苯透明这一步却可以通过组织透明

即组织成半透明状这个现象来判断最短的透明时间。具体方

案是：首先让组织脱水脱过，得出最短透明时间 ｔ；然后，不断
缩短组织的脱水时间，直至组织不能在二甲苯中透明，前一步

时间即最短脱水时间 ｔ；最后通过切片染色来判断实际的
效果。

参考常规方法，改进后脱水及透明程序为：７０％乙醇
１ｍｉｎ，８０％乙醇１ｍｉｎ，９０％乙醇１ｍｉｎ，９５％乙醇１ｍｉｎ，无水
乙醇１ｍｉｎ，无水乙醇 －二甲苯等体积混合液１ｍｉｎ，二甲苯
１ｍｉｎ，各溶液体积为５０μＬ，处理温度为室温。

２　结果与分析

２．１　传统方法与改进方法效果的比较
从传统方法的结果中可以看出：心脏和肠都呈现出脆裂

的现象（图１－２、图２－２），其中小肠绒毛上还出现了“空洞”
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（图３－２、图 ４－２）。由 ＰＦＡ固定心脏，心室是收缩的
（图１－１、图１－２）。从改进后的试验结果可以看出，心脏已
基本无脆裂产生（图１－４、图２－４），小肠绒毛上已无“空洞”
（图３－４、图４－４），但心肌纤维还是收缩的（图１－３、图１－４）。
比较得出，小肠绒毛上的“空洞”是由于脱水过度，而心脏组

织上的脆裂是因二甲苯处理时间过长，而并非是组织本身存

在的结构。这些现象均与前人研究结论一致，可以将脆裂和

收缩作为切片质量的标准。试验结果说明传统方法不够准

确，甚至会对组织的结构产生误判。

　　从试验时间上看，改进方法的每一步时间均为１ｍｉｎ，总

时间为７ｍｉｎ，而传统方法的脱水透明时间为６ｈ，相比之下试
验时间极大缩短。在改进过程中，各步骤时间均为 １ｍｉｎ，但
并非最短时间，考虑到更换试剂所需操作时间，将１ｍｉｎ设为
最短时间。因此对于组织小的脾脏和肠来说，在改进组中也

呈现出脆裂现象（图３－４、图５－２）。

２．２　叔丁醇的脱水效果
由上述结果可以看出，作为脱水剂的乙醇缩短脱水时间

和减少脱水剂的量都已达到极限，即可认定乙醇脱水能力太

强。脱水能力指的是在水中的溶解性，即溶解越快脱水能力

越强，溶解越慢脱水能力越差。其他常用的脱水剂有正丁醇、

叔丁醇、松油醇等，乙醇与水是任意比例互溶；正丁醇微溶于

水（２０℃溶解度为８．３ｇ），叔丁醇则是溶于水，松油醇几乎不
溶于水［７］，脱水能力由强到弱为乙醇 ＞叔丁醇 ＞正丁醇 ＞松
油醇。采用叔丁醇代替乙醇作为脱水剂，对这３种组织进行
石蜡切片，脱水及透明程序见表１。

试验结果表明，肠的脆裂现象基本消失（图６－３），脾脏
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的还有少许（图５－２）。对于 ＰＦＡ固定的脾脏而言，组织结
构的完整程度较传统组和改进组高了很多（图５－１、图５－２
图、６－５）。在试验中发现，经乙醇处理组织会发生硬化，而叔
丁醇处理的组织柔软，无硬化发生，减少了组织脆裂的概率。

适当选择脱水能力弱且不硬化组织的脱水剂能进一步改善切

片质量。

　　不同的组织脱水透明的时间亦不相同。试验中，曾将斑
马鱼的大脑以乙醇脱水，获得每一步的时间最短为５ｍｉｎ（体
积为２００μＬ），因大脑较心脏、肠、脾脏体积大，含水量高，故
每一步所需时间长。试剂的体积与组织体积比不能太高，以

１ｍＬ的体积来脱水透明，则时间可能不到１ｍｉｎ，操作上无法
实现；试剂体积过高时，小体积的组织放入，则可能很快就与

表１　采用叔丁醇作为脱水剂的脱水及透明时间

溶液
透明时间（ｍｉｎ）

心脏 肠 脾脏

３０％叔丁醇 ２ １．５ １
４０％叔丁醇 ２ １．５ １
５０％叔丁醇 ２ １．５ １
６０％叔丁醇 ２ １．５ １
７０％叔丁醇 ２ １．５ １
８０％叔丁醇 ２ １．５ １
９０％叔丁醇 ２ １．５ １
９５％叔丁醇 ２ １．５ １
１００％叔丁醇 ２ １．５ １

叔丁醇－二甲苯等体积混合液 １ １ １
二甲苯 １ １ １

　　注：溶液的体积均为５０μＬ，处理温度为２７℃。

试剂浓度一致，操作上来不及。在实际操作中，均以３００μＬ
为最高体积，在随后的步骤中再慢慢优化。既可以节约时间

和试剂，又使得切片质量提高。作为透明剂的二甲苯，处理时

间过长易引起组织脆裂，并对试验人员的身体不利。楼允东等

将无水乙醇和二甲苯的步骤改为２～３道松油醇，利用无毒的
松油醇的弱脱水能力脱去残存的约５％水分，同时松油醇又具
有透明组织的作用，使得组织脱水和透明同时进行，最后浸蜡，

得到了不错的效果［７］。将斑马鱼心脏用叔丁醇脱水至９５％，
接着放入松油醇，透明时间也很短，获得了很满意的结果。

２．３　固定剂的选择
　　固定剂ＰＦＡ和波恩氏液作用效果也不一样。经 ＰＦＡ磷
酸缓冲液固定的心脏和肠，较波恩氏液收缩的特别明显

（图１－１、图 １－３、图 ２－１、图 ２－３、图 ３－１、图 ３－３、
图４－１、图４－３），其中心室的心肌纤维分散，整体不完整
（图１－２、图１－４、图２－２、图２－４）；而小肠绒毛之间不紧凑
（图３－１、图３－３、图４－１、图４－３），每个绒毛的黏膜肌分
散，与心肌的情况类似。研究认为，经甲醛固定的组织再由乙

醇脱水会引起强烈的收缩［８］，于是改换不会引起收缩的叔丁

醇［９］作为脱水剂。从图２－１、图２－３可以看出，由叔丁醇脱
水的组织还是导致了心肌纤维和小肠绒毛的收缩，继而将脱

水剂更换为脱水能力更弱的松油醇，结果还是引起了收缩，表

明引起这类收缩与脱水剂无关。结果可以看出，若只是观察

组织形态，波恩氏液固定优于 ＰＦＡ。而石蜡切片不仅应用于
观察组织变化，同时也运用于免疫组化（ＩＨＣ）和原位杂交
（ＩＳＨ），因此切片质量的好坏将影响到最后结果的判定。免
疫组化和原位杂交的固定液基本上都是ＰＦＡ磷酸缓冲液，对
于斑马鱼心脏这类组织来说，最好是应用冰冻切片技术（图

７）。对于信号以细胞核定位的免疫组化和原位杂交来说，固
定液采用波恩氏液不是最理想，经其固定后的组织不一定有

信号，推测可能是影响到核抗原的免疫活性［１０］。但是对于脾

脏，无论是波恩氏液还是ＰＦＡ，组织均未呈现收缩的现象。对
诸如脾脏这样实质性器官而言，信号定位更好判断。

３　结论

综上所述，需根据要求选好固定剂，以二甲苯透明为切入

点，首先确定最短的透明时间；接着缩短脱水时间，得到最短

脱水时间后；确定好合适的脱水剂和透明剂以及最优的处理
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时间，才能获得满意的切片效果。
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大苞雪莲对中华耐缺氧能力的影响

尹晓雯，谈永萍，魏智清
（宁夏大学生命科学学院，宁夏银川７５００２１）

　　摘要：在缺氧水中，把中华分别放在不同剂量的大苞雪莲水溶液中进行密闭缺氧试验，观察中华的存活
时间，探讨大苞雪莲对中华耐缺氧能力的影响。结果显示，在１３～１６℃水温下，不同剂量的大苞雪莲水溶液均可
延长中华的存活时间，有的剂量达到显著效果（Ｐ＜０．０５）或极显著差异（Ｐ＜０．０１）。说明一定剂量的大苞雪莲水
溶液可显著提高中华的耐缺氧能力。
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　　大苞雪莲（ＳａｕｓｓｕｒｅａｉｎｖｏｌｕｃｒａｔｅＫａｒ．ｅｔＫｉｒ．）别称新疆雪
莲、天山雪莲，系菊科风毛菊属多年生草本植物，主产于新疆

天山、昆仑山，生长在雪线以上，民间以全草入药。据中医文

献记载，雪莲性温，味微苦，入肝、脾、肾三经，具有散寒除湿、

活血通经、强筋助阳、抗炎镇痛、收缩子宫等功能，主要用于治

疗风湿性关节炎、肺寒咳嗽、宫寒腹痛、闭经、胎衣不下、阳痿

和麻疹不透等病症。现代医药学研究表明，大苞雪莲具有降

血压、改善血液循环、抗氧化、抗疲劳、抗衰老等功能［１－２］。杨

燕等报道，发现大苞雪莲醇提物可显著增强小鼠的体力、耐

力、耐缺氧能力和非特异性抵抗力［３］。但是，尚未见有关大

苞雪莲对鱼类抗缺氧影响的报道。本试验拟初步研究大苞雪

莲水浸液对鱼类的抗缺氧作用，为大苞雪莲在抗缺氧方面的

广泛应用提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
缺氧水：将自来水煮沸后加盖密封，自然冷却后即为缺氧

水。试验水温１３～１６℃。大苞雪莲：购自新疆伊犁特克斯。
中华（ＲｈｏｄｅｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＧｕｎｔｈｅｒ），俗称（以下简称
）：购于银川市西夏区同心路鱼市，体重（０．２１±００６）ｇ，体
长（２．９９±０．１４）ｃｍ。
１．２　试验方法
１．２．１　大苞雪莲水浸液的制备　大苞雪莲水浸液：称取大苞
雪莲５ｇ，加２００ｍＬ热开水浸泡３０ｍｉｎ，然后用滤纸过滤得到
大苞雪莲第１次水浸液，将第１次浸泡过的大苞雪莲用同样
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