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大鼠睾丸组织固定法的优选研究
李  雷，严建燕，苏  欣，邵  悦，程  熠，周  莉，刘向云，孙祖越
（上海市计划生育科学研究所药理毒理学研究室，中国生育调节药物毒理学检测中心，
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【摘要】目的 选择一种最优势、合理的固定方式以提高对睾丸组织制片效果，以配合不同种类的科学研究。方法  选用10%甲醛溶液、NBF-Bouin's、Bouin's和改良Davidson's四种不同的固定液对大鼠睾丸进行充分固定后，制作石蜡切片，进行HE染色，比较不同固定液中的睾丸组织学形态的差异；利用糖原特殊染色（PAS），探讨不同固定液对睾丸糖原观察的影响；采用免疫组织化染色，测评睾丸组织内雄激素受体的固定效果。结果  改良Davidson's固定液较NBF-Bouin's引起的曲细精管萎缩轻，形态更为清晰，用免疫组织化学方法检测雄激素更为敏感，并且改良Davidson's 固定液在需要对精子发生进行分期时，其PAS 染色的效果与Bouin's液固定后等同。结论  与其它固定液相比，改良Davidoson液对大鼠睾丸的固定效果较好。
【关键词】固定液；大鼠；睾丸；Davidson's；免疫组化染色；
【中图分类号】R33【文献标识码】A【文章编号】1671-7856（2013）06-0000-00

Doi:10.3969/j.issn.1671-7856.2013.006.000



Selection of optimal fixative for preservation of rat testis
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【Abstract】 Objective Histopathological examination of testes is important in assessing the reproductive damages in drug toxicological studies. Superior fixative is an important factor for preservation of stable and clear histological features. Methods Twenty healthy male Sprague-Dawley rats in the age of 60-90 days were used in this study. The rat testes were fixed in 10% buffered formalin (NBF), 10% NBF and Bouin's fluid, Bouin's fluid and modified Davidson's fluid (mDF), and the morphology of the testis was compared using hematoxylin and eosin (HE)-staining, periodic acid-Schiff (PAS) staining and immunohistochemical (IHC) staining. Results Fixation in mDF resulted in more sharply defined nuclear details and better preservation of the cell cytoplasm, noticeably less shrinkage of the seminiferous tubules, and superior overall morphologic details, compared with those provided by the other fixatives. mDF also provided excellent staining of the acrosome with periodic PAS staining and superior detection of androgen receptor with immunohistochemistry. Conclusions The results of our study demonstrate that the modified Davidson's fluid provides better preservation of the testis tissue and morphologic details in comparison with the rest of the fixatives.  
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睾丸是雄性生殖系统中产生精子和分泌雄性激素的重要脏器[1]。大鼠睾丸的形态学在药物非临床前实验中经常作为药物是否有生殖毒性的判断标准之一。而在睾丸石蜡切片的制作过程中，固定是最为重要的一环[2]。因此，制片的优劣首先取决于最初的固定适当与否，固定液的选择则显得尤为重要[3]。目前组织制片技术上所使用的固定剂种类繁多，性能各有不同。本研究旨在选择一种最优势、合理的固定方式以提高对睾丸组织制片效果，以配合不同种类的科学研究。
1 材料和方法
1.1实验动物及实验环境
SD大鼠，雄性，60~90 d，20只，购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司；动物质量合格证号0075457；实验动物生产许可证：SCXK（沪）2008-0016，实验动物使用许可证SYXK（沪）2008-0027。 
1.2仪器与试剂：
莱卡（Leica）ASP300脱水机；莱卡（Leica）EG1160包埋机；莱卡（Leica）RM2126切片机；莱卡（Leica）HI 1210摊片机；莱卡（Leica）HI1 220烘片机；莱卡（Leica）Autostainer XL 自动染色机；莱卡（Leica）CN400玻片扫描和数字化系统。
甲醛溶液（37%-40%）、冰醋酸购自上海天莲精细化工有限公司；无水乙醇，购置于上海化学试剂有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠，购置于上海楷洋生物技术有限公司；苦味酸饱和水溶液，购自于购置汕头市西陇化工有限公司；雄激素受体、即用型免疫组化EliVision plus试剂盒（鼠、兔）、DAB显示液购自于福州迈欣生物技术开发有限公司。
1.3实验方法
1.3.1 试剂配制：
10%中性甲醛溶液固定液：称量4.4 g NaH2PO4·2H2O和6.5 g Na2HPO4·12 H2O，放入清洁容器内，加蒸馏水至900 mL，将100 mL甲醛溶液（37%~40%）加入此溶液中混匀；10%甲醛溶液固定液：将甲醛溶液（37%~40%）、蒸馏水分别按照1:9的体积比例配制；Bouin's固定液：将苦味酸饱和水溶液、甲醛溶液（37%~40%）、冰醋酸分别按照15:5:1的体积比例配制；改良的Davidson's固定液：将甲醛溶液（37%~40%）、无水乙醇、冰醋酸和蒸馏水分别按照30:15:5:50的体积比例配制。
1.3.2 动物实验：
动物按体重随机分组分为4组，分别为A、B、C和D组。试验中动物不给予任何供试品。动物适应性饲养7 d，安乐死后迅速摘取睾丸。按照不同组别采用不同的固定方法：A组动物睾丸放入10%甲醛溶液固定液固定48 h；B组动物睾丸放入Bouin's液固定液中固定12 h后转入10%中性甲醛溶液固定液中继续固定24 h；C组动物睾丸放入Bouin's液固定液中固定24 h后，在80%乙醇中浸泡和流水冲洗，进行脱苦味酸处理；D组动物睾丸在改良的Davidson's固定液中固定时间（18~24）h后（固定时间最好不超过24 h）转入10%甲醛溶液固定液中继续固定24 h。组织固定程序结束后，将睾丸从中部横切，取4 mm厚度组织样本，经过梯度酒精脱水，二甲苯透明及浸蜡处理后包埋成蜡块，并制作成4 µm厚的切片，分别进行HE染色（苏木素-伊红染色）、PAS染色（糖原染色，碘酸雪夫染色）和免疫组织化染色（以试剂厂家提供的方法检测雄激素受体）后封片。
2 结果
2.1 HE染色结果
HE染色结果显示：睾丸生精小管和生精细胞不论外周还是中央，改良的Davidson's 固定液的固定效果最为理想，生精小管和生精细胞的收缩程度最轻，NBF-Bouin's和Bouin's液的固定效果次之（表1和图1、2、3和4见彩插   ）。
表1   不同固定方法对睾丸组织的影响（HE染色）
Tab. 1 The effect of different fixatives on the preservation of morphology of the rat testis
	参数

Effects
	A组
Group A 
10%甲醛溶液
10%NBF
	B组

Group B
NBF-Bouin's
NBF-Bouin's
	C组

Group C 
Bouin's液

Bouin's
	D组

Group D 
改良的Davidson's
mDF

	生精小管收缩程度
Shrinkage of seminiferous tubules

	外周生精小管

Peripheral tubules
	+++
	++
	++
	+

	中央生精小管

Central tubules
	+++
	++
	++
	+

	生精小管上皮细胞胞浆的收缩程度
Cytoplasmic shrinkage of 
seminiferous epithelium

	外周生精小管

Peripheral tubules
	+++
	+
	+
	+

	中央生精小管

Central tubules
	+++
	+
	+
	+

	胞浆和胞核
Cytoplasm and nucleus 

	胞浆颗粒固定效果

Cytoplasmic graininess
	+
	+++
	++
	+++

	胞核染色质聚焦程度
Chromatin aggregation
	+
	+++
	++
	+++

	整体清晰细节
Overall clarity of morphologic details
	+
	++
	++
	+++


注：+ 轻度，++中度，+++ 重度。
Note: + minimal; ++ moderate; +++ marked.
2.2 免疫组织化染色结果分析
免疫组化化学染色结果显示：不管是外周或是中央生精小管，其雄激素受体以改良的Davidson's 固定液固定的阳性表达最为明显，阳性检出效果最佳（表2和图5见彩插   ）。
表2   免疫组织化染色比较
Tab. 2 Comparison of the immunohistochemical staining results of the rat testes preserved in different fixatives
	参数

Effects
	A组

Group A 
10%甲醛溶液
10% NBF
	B组

Group B 
NBF-Bouin's
fluid
	C组

Group C 
Bouin's fluid

	D组

Group D 
改良的Davidson's
mDF

	生精小管染色强度

Staining intensity of seminiferous tubules
	++
	++
	++
	+++


注：+ 轻度，++中度，+++ 重度
Note: + minimal; ++ moderate; +++ marked.
2.3 PAS染色结果分析
PAS结果显示改良的Davidson's和NBF-Bouin's固定液对顶体精子的固定效果很好，睾丸生精小管里的精子顶体清晰，而10%甲醛溶液固定液和单纯的Bouin's固定液固定效果要次之（表3和图6见彩插   ）。
表3   PAS染色比较
Tab. 3 Comparison of the results of PAS staining for rat testes preserved in different fixatives
	参数

Effects
	A组

Group A 
10%甲醛溶液
10% NBF
	B组

Group B 
NBF-Bouin's
fluid
	C组

Group C 
Bouin'sfluid
	D组

Group D 
改良的Davidson's
mDF fluid

	顶体精子的清晰度

Sharpness of acrosomal staining
	++
	+++
	++
	+++


注：+ 轻度，++中度，+++ 重度
Note: + minimal; ++ moderate; +++ marked.
3 讨论
3.1理想的固定液具备的性能
3.1.1  渗透性强：固定剂必须能迅速渗入组织，这样组织内各种成分才能尽快地被固定在原位置，而不致弥散；
3.1.2  不易变形：组织在固定液的作用下，不应发生显著的收缩和膨胀现象。实际上经过固定后的组织，由于蛋白质发生凝固或沉淀，必然导致组织出现不同程度的收缩或膨胀。因此，良好的固定剂应尽量减少组织发生这类变化[4]。
3.2四种固定液优缺点
3.2.1  10%甲醛溶液：是实验室最常用的固定试剂，配置简单，操作方便。但是由于其中甲醛的含量比较高，甲醛的渗透能力较强，引起组织的收缩程度比较明显；
3.2.2  Bouin's液：是由甲醛、冰乙酸、苦味酸饱和液组成，具有穿透速度快、收缩小、固定均匀、固定过的组织有适当的硬度、染色效果好，其中冰乙酸的渗透力强，能较好地沉淀核蛋白，保存染色体，所以有助于细胞核着色；苦味酸能使组织适当硬化；而适量的甲醛则可调节前两种试剂对组织的膨胀作用，可防止冰乙酸对染色质及苦味酸对细胞质强烈作用所产生的粗大沉淀[5]；
3.2.3 NBF-Bouin's双固定液：既保留了Bouin's固定液的优点又结合了甲醛溶液的长处，是固定效果比较理想并且可以较大程度保持组织的原有形态[6]。本实验的结果也充分说明了NBF-Bouin's双固定液对睾丸的形态学影响比较少，有利于诊断人员做出比较精确的诊断结果，但是总体效果比Davidson's略差；
3.2.4  改良的Davidson's固定液：是一种快速而又新型的固定液，组织放入后会快速变白呈不透明状，血液会变成棕色。对小标本固定更为迅速。因其作用迅速，改良的Davidson's固定液的固定时间最多为24 h，此后应转移至10 %中性缓冲甲醛或70%乙醇中保存。其能够清晰的显示核结构[7]，产生甲醛色素少。
3.3通过E、PAS、IHC染色对四种不同固定液进行比较
3.3.1 HE染色结果表明：中性甲醛溶液固定的睾丸生精小管和生精细胞不论外周还是中央都比其他固定液收缩程度严重，而改良的Davidson's 固定液的固定效果最为理想，生精小管和生精细胞的收缩程度最轻，NBF-Bouin's和Bouin's液的固定效果次之；
3.3.2 免疫组织化学染色结果显示：不管是外周或是中央生精小管，其雄激素受体以改良的Davidson's固定液固定的阳性表达最为明显，阳性检出效果最佳；
3.3.3 PAS结果显示：改良的Davidson's固定液和NBF-Bouin's固定液对顶体精子的固定效果很好，睾丸生精小管里的精子顶体清晰，而中性甲醛溶液固定液和单纯的Bouin's固定液固定效果要次之；

3.3.4 Bouin's液因为在配制过程中使用苦味酸，苦味酸是一种有剧毒性的黄色结晶体，味苦，在干燥空气中有爆炸性，故需保湿保存，最好是储存在一层水下。这就给日常使用带来危险。相对于睾丸组织，改良的avidson's固定液的固定效果相对理想，并且配制过程不会有爆炸的危险，而且对组织的精细结构保持较为完整，在日常工作中，比较倾向于使用该固定液固定睾丸组织[8]。并且Davidoson's液对大鼠和新西兰兔的眼球固定效果也很好[9]。
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