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不同后固定时间对脑组织免疫荧光染色效果的影响

牟秋月，陈森耀，黄浙学，潘永良∗，沈俊媛，石依蕾，叶梦凡
（湖州师范学院医学院，浙江省媒介生物学与病原控制重点实验室，浙江 湖州　 ３１３０００）

摘要：为探讨延长后固定时间是否能改善在体快速灌注固定后脑组织的免疫荧光染色效果，该文用雄性

长爪沙鼠（Ｍｅｒｉｏｎｅｓ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔｕｓ）经心脏升主动脉插入灌注针，依次快速灌注 ４ ℃生理盐水和质量分数为

４％的多聚甲醛溶液，断头取脑，分别浸泡于质量分数为 ４％ 的多聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 后进行

３０ μｍ 厚冰冻切片和免疫荧光染色，观察并比较后固定 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 下丘脑室旁核（ＰＶＮ）ＯＴ 免疫阳性神

经元胞体数量、下丘脑前部（ＡＨ）免疫阳性神经纤维密度及其形态学结构． 研究结果表明：后固定 ７２ ｈ 组

的 ＰＶＮ ＯＴ 免疫阳性神经元胞体数量以及 ＡＨ 免疫阳性纤维密度均高于后固定 ２４ ｈ 组的． 与后固定 ２４ ｈ
组相比，后固定 ７２ ｈ 组的 ＯＴ 免疫阳性神经元胞体形态更加完整，境界更加清晰，神经元核周和突起免疫

荧光标记强度更强． 且后固定 ７２ ｈ 组 ＯＴ 免疫阳性神经纤维形态比后固定 ２４ ｈ 组的更清晰、更连续，呈串

珠状． 在快速灌注固定后延长后固定时间有助于改善免疫荧光染色效果．
关键词：快速灌注；后固定；催产素；免疫荧光；染色效果
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０　 引言

灌注固定可最大程度地保持组织细胞在活体

时的状态，防止细胞自溶破坏和保存抗原活性，是
提高组织形态学、免疫组织化学和免疫荧光等实验

结果准确性的重要手段［１⁃２］ ． 在以往的研究中，常用

的灌注方式有蠕动泵、注射器和输液器灌注［１，３⁃６］ ．
灌注固定持续时间从几分钟至数小时不等［３，７⁃８］，依
据灌注固定时间长短可大致分为快速和慢速灌注

固定． 虽然快速灌注固定效率较高，但因固定剂和

组织作用时间较短而导致固定效果欠佳，进而影响

组织形态学观察和抗原免疫反应性检测． 而慢速的

灌注固定虽然固定效果好，但费时费力，尤其不适

合样本量较大的室内和野外实验，并且一些研究也

发现固定时间较长会导致抗原与固定剂交联程度

过强，影响抗原和相关指标的检测［９⁃１０］ ． 因此，本文

在以往快速灌注的基础上，通过延长固定液后固定

时间来探讨后固定时间的改变是否会对染色效果

具有改善作用．

１　 材料与方法

１． １　 实验动物与分组

雄性长爪沙鼠 ８ 只，体质量为 ５０ ～ ７０ ｇ，购自浙

江省实验动物中心． 在快速灌注固定后，根据后固

定的时间随机分为后固定 ２４ ｈ 组和后固定 ７２ ｈ 组

２ 组，每组 ４ 只． 实验动物的操作、饲养及处死均遵

循湖州师范学院实验动物使用规范．

１． ２　 主要试剂与仪器

０． ９％ＮａＣｌ 溶液；多聚甲醛（４１５３３，国药集团化

学试剂有限公司）；３０％ 蔗糖溶液（１００２１４６３，国药

集团化学试剂有限公司）；ＯＣＴ 冷冻包埋剂（４５８３，
Ｓａｋｕｒａ Ｆｉｎｅｔｅｋ Ｉｎｃ， ＣＡ， ＵＳＡ ）； 兔 抗 ＯＴ 溶 液

（Ｔ⁃４０８４，１ ∶ ５００，Ｐｅｎｉｎｓｕｌａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｓａｎ Ｃａｒｌｏｓ，
ＣＡ，ＵＳＡ）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ ＋
Ｌ）（Ａ０４２３，１∶ ３００，江苏碧云天生物技术有限公司）；恒



流蠕动泵（保定兰格恒流泵有限公司）；徕卡 ＣＭ１８５０
冰冻切片机（Ｌｅｉｃａ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，ＤＥ，Ｇｅｒｍａｎｙ）．

１． ３　 灌流固定

腹腔注射戊巴比妥钠 ８ ｍｇ ／ １００ ｇ 深麻醉，迅速

开胸暴露出心脏，从心尖插入灌注针至升主动脉

内，立 即 剪 开 右 心 耳． 快 速 开 启 蠕 动 泵， 先 以

１２ ｍＬ·ｍｉｎ － １的速度灌注 ４ ℃ 生理盐水 ５ ｍｉｎ，待
右心 耳 流 出 液 体 澄 清 或 肝 脏 颜 色 变 淡， 再 以

１２ ｍＬ·ｍｉｎ － １的速度持续在体灌注 ４ ℃质量分数为

４％的多聚甲醛溶液 ５ ｍｉｎ，取出脑组织并用质量分

数为 ４％的多聚甲醛浸泡后固定，后固定时间分别

为 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ，之后将脑组织置于 ４ ℃的 ３０％蔗糖

ＰＢ 溶液进行脱水 ２ ～ ３ ｄ 至沉底． 将脑组织用 ＯＣＴ
包埋于样品托上进行 ３０ μｍ 厚冰冻切片，４ ℃保存．

１． ４　 免疫荧光染色

在 ２ 组长爪沙鼠中分别挑选合适脑片于漂片染

色装置中，ＰＢＳ 漂洗 ４ 次，每次 ５ ｍｉｎ． 用体积分数为

０． ３％的 Ｈ２Ｏ２ 室温处理 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 漂洗 ４ 次，每次

５ ｍｉｎ． 用体积分数为 １０％ 的山羊血清封闭液封闭

１ ｈ，在兔抗 ＯＴ 抗体（１∶ ５００， Ｐｅｎｉｎｓｕｌａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，
Ｓａｎ Ｃａｒｌｏｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）４ ℃孵育 １８ ｈ 后室温孵育 １ ｈ，
一抗孵育后，用 ０． ３％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ ／ ＰＢＳ 漂洗 ４ 次，每
次 ５ ｍｉｎ，再用 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（Ｈ ＋ Ｌ）（１∶ ３００，江苏碧云天生物技术有限公司）室温

孵育 ２ ｈ（避光），用 ０． ３％ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ ／ ＰＢＳ 漂洗 ４ 次，
每次５ ｍｉｎ，脑片贴片，待略干后使用防荧光淬灭封片

液封片，４ ℃避光保存，在荧光显微镜下观察并拍片．

１． ５　 脑区量化

脑区参照 Ａｌｌｅｎ 小鼠脑图谱（ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｔｌａｓ． ｂｒａｉｎ⁃
ｍａｐ． ｏｒｇ ／ ａｔｌａｓ＃ａｔｌａｓ ＝ １），利用荧光显微镜观察，在
放大 ４００ 倍条件下量化下丘脑室旁核（ＰＶＮ） ＯＴ 免

疫阳性神经元胞体数量以及下丘脑前部（ＡＨ）免疫

阳性神经纤维密度，并观察比较 ２ 组不同后固定条

件下 ＯＴ 神经元胞体和纤维的形态学特征．

１． ６　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２４． ０ 软件进行数据分析，数据用均

值 ±标准误表示，符合正态分布数据组间比较采用 ｔ
检验，不符合正态分布则采用非参数检验 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ，Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异具有统计学意义．

２　 结果

形态观察和数据分析表明：多聚甲醛后固定

２４ ｈ和 ７２ ｈ 对 ＯＴ 能神经元胞体数量与形态以及纤

维密度与形态均具有显著差异．

２． １　 ＯＴ 免疫阳性神经元胞体数量与形态

２ 组独立样本 ｔ 检验表明：后固定 ７２ ｈ 组 ＰＶＮ
ＯＴ 免疫阳性神经元胞体数量显著高于后固定 ２４ ｈ
组的（ ｔ ＝ － ８． １４，Ｐ ＜ ０． ０１） （见图 １（ ａ））． 此外，后
固定７２ ｈ组 ＰＶＮ ＯＴ 神经元胞体分布比后固定 ２４ ｈ
组的更为密集，境界更为清晰，形态更加完整，并且

后固定７２ ｈ组 ＯＴ 神经元核周和突起荧光标记强度

显著高于后固定 ２４ ｈ 组的（见图 １（ｂ）和图 １（ｃ））．
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注：误差线表示标准误，比例尺 ＝ １００ μｍ．
图 １　 后固定 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 对 ＰＶＮ ＯＴ 免疫阳性神经元胞体数量和形态结构的影响

２． ２　 ＯＴ 免疫阳性神经纤维密度与形态

用非参数 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验表明，后固定

７２ ｈ 组下丘脑前部（ＡＨ）中 ＯＴ 免疫阳性神经纤维

密度显著高于后固定 ２４ ｈ 组的（ ｚ ＝ － ２． ３０，Ｐ ＜
０. ０５）（见图 ２）． 与后固定 ２４ ｈ 组相比，后固定 ７２ ｈ
组 ＯＴ 神经纤维免疫标记强度更强，且后固定 ７２ ｈ

组纤维形态更清晰、更为连续，呈串珠状．

３　 讨论

快速灌注固定方法具有省时省力、效率高的优

点，为满足取样量大且要求取样时间短的室内和野
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注：误差线表示标准误，比例尺 ＝ １００ μｍ．
图 ２　 后固定 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 对 ＡＨ ＯＴ 免疫阳性神经纤维密度和形态结构的影响

外实验提供了可能，但快速灌注可能会存在因固定

作用时间短而影响固定效果，进一步影响组织形态

学和抗原检测的问题． 本文在以往多聚甲醛在体快

速灌注固定的基础上延长后固定时间，探讨后固定

２４ ｈ 和 ７２ ｈ 对 ＯＴ 免疫荧光染色效果的影响．
文献［１１⁃１２］ 报道 ＯＴ 主要由 ＰＶＮ 和视上核

（ＳＯＮ）合成并通过神经末梢经垂体释放到血液，促
进乳汁分泌和分娩，ＰＶＮ ＯＴ 神经元还可以投射到

大脑其他核团以调节生理行为 ． 本文通过观察 ＰＶＮ
ＯＴ 免疫阳性神经元胞体和 ＡＨ ＯＴ 免疫阳性神经纤

维，发现 ＯＴ 神经元和纤维在这些脑区中的位置分

布基本与以往研究结果一致，并且荧光信号强、形
态清晰［１３］ ． 通过量化 ＰＶＮ ＯＴ 免疫阳性神经元胞体

数量和 ＡＨ ＯＴ 免疫阳性神经纤维密度，发现后固定

７２ ｈ 组的 ＯＴ 神经元胞体数量和纤维密度显著高于

后固定 ２４ ｈ 组的． 进一步通过 ２ 组间神经元和纤维

形态学的观察发现：相比于后固定 ２４ ｈ 组，后固定

７２ ｈ 组 ＯＴ 神经元胞体形态更加完整，境界更为清

晰，并且神经元核周和突起免疫荧光标记强度更

强，纤维更为连续且呈串珠状． 这些结果表明：在快

速灌注固定的基础上，适当延长后固定时间可获得

更好的免疫荧光染色效果． 其原因可能与多聚甲醛

对组织或细胞的固定原理有关． 多聚甲醛通过醛基

与碱性蛋白质上的氨基结合形成亚甲桥，从而交联

蛋白质形成胶状结构，并且其交联程度与固定时间

成正比［１４⁃１５］ ． 以往的研究发现多聚甲醛与蛋白质的

交联反应发生比较慢［１６］，适当延长后固定时间可以

减缓组织和细胞的自溶［９］ ． 因此，后固定 ７２ ｈ 可能

增加了多聚甲醛与溶酶体酶交联反应，减缓了 ＯＴ
能神经元胞体和纤维的自溶． 此外，作为一种交联

剂，多聚甲醛可使蛋白质分子的氨基之间形成交联

网从而使抗原暴露，并且它的作用较为温和，可较

好地保存抗原的免疫原性［１７］ ． 因此，后固定 ７２ ｈ 也

可能通过多聚甲醛与 ＯＴ 神经肽间结合形成的交联

网使细胞和纤维中的 ＯＴ 抗原表位更好地暴露．

４　 结论与展望

良好的固定效果不仅能减少组织细胞的自溶，
还能最大程度地保持抗原活性，是确保蛋白检测和
形态学观察结果准确性最关键的步骤之一． 尤其脑
组织的耗氧量很大，代谢速率极快，脑内能源储存
有限，缺氧耐受性较其他组织差，蛋白类抗原也更
易发生变性． 因此，只有对脑组织进行有效的固定
才能获得满意组织标本，为后续免疫组化和荧光等
实验奠定良好的基础． 本文研究结果表明适当延长
后固定时间可明显改善在体快速灌注固定时间不
够对免疫荧光染色的影响，减少抗原丢失和获得更

佳的胞体和纤维形态结构． 也有研究者采用较长时
间在体慢速灌注固定的方式来获得固定更加充分
的组织． 然而，有文献报道过长时间的在体灌注固
定不仅费时费液，而且还可能引起多聚甲醛与蛋白
质交联程度过高，反而导致较低的抗原阳性检出

率［９⁃１０，１８］ ． 此外，在组织灌注固定后，需要脱水以去

除组织中多余的水分，否则在冰冻时容易形成冰
晶，这同样也会影响正常细胞的形态和抗原的检

测． 质量分数为 ３０％ 的蔗糖溶液具有较高的渗透
压，经它沉底脱水后的组织可有效防止在冷冻时产
生冰晶，因此在做冰冻切片时它常被研究者使用．
最后，考虑有关在体灌注和后固定时间长度以及比
例对抗原免疫性影响的公开报道较少，这需要在将
来的研究中进一步探讨．
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５４２第 ３ 期 牟秋月，等：不同后固定时间对脑组织免疫荧光染色效果的影响


