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不同固定液和时间对大鼠睾丸组织病理学制片质量的影响

刘天雪，付新录，梁= =十，黄芝瑛G=
中山大学药学院药物安全性评价中心，广东=广州= = RNMMMS=

摘= =要：目的= =探讨不同固定液和固定时间对大鼠睾丸组织病理学制片质量的影响。方法= =选用雄性 pa 大鼠 NO 只，取两

侧睾丸组织，共 OQ例标本。每例标本分别用不同的固定液（NMB中性福尔马林溶液、PMBa~vádson固定液及 cAA固定液）

固定不同的时间（OQ、QU= h）后，进行脱水、包埋、切片、eb 染色。用 ibf`A= ajRMMM_ 普通光学显微镜观察。结果= = P
种固定液固定 OQ=h后，可见 PMB=a~vádsons固定液组睾丸组织的异常变化程度低于 NMB中性福尔马林组和 cAA组；固定时

间对睾丸组织有一定程度的影响：固定 OQ=h的异常变化程度低于固定 QU=h。结论= = PMB=a~vádson固定液组 pa大鼠睾丸组

织病理学变化程度最小；固定时间不宜超过 OQ=h。=
关键词：固定液；固定时间；大鼠睾丸；毒性病理；eb染色=
中图分类号：oVSR= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：NSTQ=J=SPTS=EOMNSF=MN=J=MMUP=J=MQ=
alfW=NMKTRMNLàKássnKNSTQJSPTSKOMNSKMNKMNR=
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动物组织的病理学检查是毒理学试验结果评价

的一个重要组成部分，随着石蜡切片、免疫组化等

在病理检查中的普遍应用及 dim的实施，对动物脏

器组织切片的制作要求越来越严格，不同的固定液

和固定时间都会影响制片的质量xNz，从而影响病理

学工作者对试验结果的判断分析，造成不必要的人

为偏差。所以选择合适的固定液和固定时间可以保

证动物组织结构的完整性，便于充分地进行病理诊

断。睾丸是药物毒性研究中的雄性性器官之一，具

有产生精子和分泌雄性激素等重要功能。睾丸由实

质和间质构成xPz，其中实质占大部分，主要为卷曲

的曲细精管，曲细精管上皮又包含生精细胞和支持

细胞。由于常规的固定方法易造成曲细精管结构缺

失，不利于病理学诊断，故有必要选择合适的固定

液和固定时间对睾丸组织进行固定，确保组织结构

的完整性。为此，作者采用 P种不同类型的固定液

及不同的固定时间对 pa 大鼠睾丸组织进行固定后

制片，并通过光学显微镜镜下观察，以此综合确定

合适的固定液和固定时间。

N= =材料与方法=
NKN= =仪器与试剂=

德国 qmNMOM全自动组织脱水机，德国 bdNNSM
石蜡包埋机，德国 ojONRR电动轮转切片机，ibf`A=
ajRMMM_普通光学显微镜，甲醛（批号 OMNOMRMN，=
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天津永大化学试剂有限公司），VRB乙醇（批号

OMNPMUNM，天津大茂化学试剂厂），冰乙酸（批号

OMNMNMMU，天津百世化工有限公司），磷酸二氢钠（批

号 OMNPMQNU，天津市大茂化学试剂厂），磷酸氢二

钠（批号 OMNPMQNU，国药集团化学试剂有限公司）。=
NKO= =标本预处理=

雄性 pa大鼠 NO只，每只动物取睾丸组织，共

OQ例标本。每例标本经不同固定液和固定时间处理

后取材。=
NKP= =固定方法=

NMB的福尔马林固定液、cAA 固定液、PMB=
a~vádson固定液分别固定OQ=h和QU=h后更换到NMB
中性福尔马林溶液中。=
NK4= =病理制片=

常规脱水、浸蜡、包埋、切片（厚度 P=μm）和

eb染色后，光学显微镜下观察。=
O= =结果=
OKN= =不同固定液对睾丸组织病理学变化的影响=

镜下结果显示：①固定 OQ=h后 NMB福尔马林组

睾丸间质可见较大空隙，精子生发层排列整齐，细

胞分级较明显，部分生精小管可见裂隙（图 NJA，
图 OJ~）；PMB=a~vádson固定液组睾丸间质可见少量

空隙，精子生发层分级清晰（图 NJ_，图 OJb）；cAA
固定液组生精小管内精子生发层局部断裂，精子生

发层细胞分级尚清晰，被膜下生精小管萎缩，嗜酸

性增强（图 NJ`，图 OJc）。=

OKO= =不同固定时间对睾丸组织病理学变化的影响=
镜下结果显示：①在 NMB福尔马林中固定 OQ=h

组睾丸间质可见较大空隙，精子生发层排列整齐，

分级较明显，部分生精小管可见裂隙（图 PJA，图

QJ~）；固定 QU=h组睾丸间质可见明显间隙，生精小

管收缩明显，精子生发层各级细胞较明显（图 PJ_，
图 QJb）；②在 PMB=a~vádson固定液中固定 OQ=h组
睾丸间质可见少量空隙，精子生发层分级清晰（图

PJ`，图 QJc）；固定 QU=h组睾丸间质可见少量间隙，

生精小管收缩不明显，精子生发层各级细胞清晰可

见（图 PJa，图 QJd）；③在 cAA固定液中固定 OQ=h
组睾丸生精小管内精子生发层局部断裂，各级细胞

分级不明显，被膜下生精小管萎缩，嗜酸性增强（图

PJb，图 QJe）；固定 QU=h组睾丸间质可见少量间隙，

部分生精小管内精子生发层断裂，被膜下生精小管

萎缩，嗜酸性增强（图 PJc，图 QJf）。=
P= =讨论=

组织固定的目的xQz在于保持组织细胞的形态结

构、杀灭组织内的细菌、增强组织的硬度，同时可

提高折光率以便光学显微镜下的观察。目前常用的

固定方法包括：①物理学方法，如低温冷冻，干冰

冰冻真空脱水，石蜡渗入法；②化学方法，采用各

种化学溶液作固定液，使组织细胞进入固定状态。

这是国内最常用的方法，也是组织病理学检查中石

蜡切片制作最常用的固定方法。=

=

= = = = = = = = =
AJNMB福尔马林固定液；_JPMB=a~vádsons固定液；`JcAA固定液=

图 N= = P种不同的固定液固定 O4=h后 pa大鼠睾丸组织病理学变化（eb=RKM=×=NM）=
cigK=N= =eistop~thologic~l=ch~nges=of=testis=~fter=fixed=for=O4=h=by=three=kinds=of=fix~tives=in=pa=r~ts=Eeb=RKM=×=NMF=

= = = = = = = = =
~JNMB福尔马林固定液；bJPMB=a~vádsons固定液；cJcAA固定液=

图 O= = P种不同的固定液固定 O4=h后 pa大鼠睾丸组织病理学变化（eb=OMKM=×=NM）=
cigK=O= =eistop~thologic~l=ch~nges=of=testis=~fter=fixed=for=O4=h=by=three=kinds=of=fix~tives=in=pa=r~ts=Eeb=OMKM=×=NMF=
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AJ=NMB福尔马林固定液固定 OQ=h；_J=PMB=a~vádson固定液固定 OQ=h；`J=cAA固定液固定 OQ=h；aJ=NMB福尔马林固定液固定 QU=h；=
bJ=PMB=a~vádson固定液固定 QU=h；cJ=cAA固定液固定 QU=h=
补=

图 P= =同种固定液分别固定 O4=h、4U=h后 pa大鼠睾丸组织病理学变化（eb=RKM=×=NM）=
cigK=P= =eistop~thologic~l=ch~nges=of=testis=~fter=fixed=O4=~nd=4U=h=by=s~me=fix~tives=in=pa=r~ts=Eeb=RKM=×=NMF=

= = = = = = = = =

= = = = = = = = =
~J=NMB福尔马林固定液固定 OQ=h；bJ=PMB=a~vádson固定液固定 OQ=h；cJ=cAA固定液固定 OQ=h；dJ=NMB福尔马林固定液固定 QU=h；=
eJ=PMB=a~vádson固定液固定 QU=h；fJ=cAA固定液固定 QU=h=

图 4= =同种固定液分别固定 O4=h、4U=h后 pa大鼠睾丸组织病理学变化（eb=OMKM=×=NM）=
cigK=4= =eistop~thologic~l=ch~nges=of=testis=~fter=fixed=for=O4=h=~nd=4U=h=by=fix~tives=in=pa=r~ts=Eeb=OMKM=×=NMF=

固定过程中组织结构的保存效果受多种因素的

影响，如固定液种类、温度、固定时间以及固定后

处理方法等。因此选择最合适的固定条件有助于最

大程度的保证组织的完整性。=
固定液的种类直接影响组织保存和固定的效

果xRz，NMB中性福尔马林固定液由甲醛、磷酸二氢

钠、磷酸氢二钠及蒸馏水按一定比例组成，其主要

利用甲醛使蛋白质分子发生交联聚合而产生固定作

用，也是目前化学试剂固定组织中应用最多的方法

之一；PMB=a~vádson固定液则由 NMB中性福尔马林

溶液、冰醋酸、VRB乙醇及蒸馏水依据比例配制而

成，OMMO年 i~tendresse 等xSz进行了改良 a~vádsons
固定液与 _oìáns液对大鼠睾丸固定的对比研究，结

果显示改良 a~vádsons 固定液引起的曲细精管萎缩

不明显，形态也更清晰，cAA固定液又称标准固定

液，由甲醛、冰醋酸、TMB乙醇按比例配成，有文

献报道xTz，cAA固定液固定睾丸后对形态学观察效

果比较好。本研究通过上述 P种固定液对 pa 大鼠

睾丸组织病理学变化的影响发现：PMB= a~vádsons
固定 OQ=h后睾丸间质出现少量空隙、精子生发层分

级清晰，NMB中性福尔马林和 cAA组睾丸间质空隙

较大，精子生发层较为完整，生精小管出现不同程
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度的裂隙或萎缩，此结果与 i~tendresse的研究结果

类似，说明 a~vádsons 固定液对于睾丸固定具有更

好地优势（图 N、O）。=
固定时间的长短对病理组织的完整性也有很大

的影响xUz。固定时间不足固定液无法完全渗入组织

内部、标本固定不均匀，固定时间过长则会使组织

扭曲变脆，影响后续取材制片。本研究通过在同一

种固定液中对 pa大鼠睾丸分别固定 OQ、QU=h后观

察发现：固定时间对 pa 大鼠睾丸组织具有一定程

度的影响，同一种固定液固定 OQ=h或 QU=h后均可见

睾丸间质出现间隙，QU=h组还可见生精小管出现裂

隙或收缩，精子生发层部分断裂（图 P、Q）。=
综上所述，本试验条件下，pa 大鼠睾丸组织

分别在 P种固定液中固定 OQ=h和 QU=h后：①= PMB=
a~vádsons固定液固定 OQ= h可更好地保持睾丸组织

的形态结构，变化程度较小；②固定时间对睾丸组

织的病理学变化具有一定程度的影响，固定 OQ=h比
QU=h更能保持睾丸组织结构的完整性。=
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