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小鼠整体胚胎和新生鼠石蜡切片技术的改进
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渊中国医学科学院医学实验动物研究所袁卫生部人类疾病比较医学重点实验室袁
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室 北京摇 员园园园圆员冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨小鼠整体胚胎和新生鼠石蜡切片技术的改进遥 方法 摇 收集不同胚龄和日龄的小鼠整体

胚胎及新生鼠 员源郾 缘尧员缘郾 缘 及 员远郾 缘 凿 的胚胎袁清洗后直接置于 源豫中性甲醛中固定 圆源 澡 以上曰胚龄 员苑郾 缘尧员愿郾 缘 凿 及日

龄 园尧员尧圆 凿 的小鼠袁先用注射器往胸腹部及脑部缓慢注入固定液袁再整体固定于标本瓶中 圆源 澡 以上遥 经全自动密

闭式组织脱水机编程脱水袁石蜡包埋技术制备小鼠整体胚胎和新生鼠切片遥 应用 匀耘 染色方法对切片进行染色检

验袁光学显微镜下观察小鼠整体胚胎和新生鼠的不同组织结构遥 结果 摇 使用全自动密闭式组织脱水机处理小鼠整

体胚胎和新生鼠袁经过特定的脱水程序处理袁镜下观察不同胚龄及日龄的不同组织器官袁结构完整袁层次清晰袁一致

性好遥 结论摇 本实验室利用全自动密闭式组织脱水机对小鼠胚胎和新生鼠进行处理袁通过设置合理程序袁能够同

时处理不同胎龄和日龄的小鼠整体胚胎及新生鼠曰脱水后制备的石蜡切片结果稳定袁一致性好袁为小鼠遗传学和发

育学研究提供了良好的技术支持遥
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摇 摇 目前研究小鼠胚胎发育袁国内外大多采用冰冻

切片遥 但对于较大的小鼠胚胎和新生鼠由于各脏

器的结构尧密度差异较大易造成组织冻结不均匀袁
影响切片及染色效果遥 另外袁冰冻切片不容易制作

较薄的切片袁染色后组织结构不如石蜡切片清晰遥
虽然新的病理技术不断涌现袁石蜡切片还是应用最

广袁结果较可靠的一种病理制片技术遥 国内外学者

通过石蜡切片研究小鼠胚胎发育袁在脱水处理小鼠

整体胚胎时多按不同胚龄和日龄分开操作袁对于同

时处理不同胚龄及日龄的小鼠袁还未见报道遥 我室

引入全自动密闭式组织脱水机多年袁在实验动物大

体标本石蜡切片制备中的应用已较为成熟遥 本文

尝试使用全自动密闭式组织脱水机处理不同日龄

的小鼠整体胚胎组织和新生鼠组织袁进行包埋切片

并进行观察比较遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 仪器及试剂

全自动密闭式组织脱水机袁蕴藻蚤糟葬 粤杂孕猿园园 型渊德
国原装进口冤遥 不锈钢脱水篮袁塑料包埋盒遥 源豫 中

性甲醛尧乙醇尧二甲苯尧苏木素及伊红 再 染色液均为

国产试剂渊北京益利精细化学品有限公司冤袁石蜡

渊造燥贼裕员猿园缘园愿猿袁蕴藻蚤糟葬冤遥
员郾 圆摇 不同胚龄及日龄小鼠整体标本的制备

断颈处死孕鼠袁取出胚胎袁用 园郾 园员 皂燥造 辕 蕴 的

孕月杂 清洗遥 胚龄 员源郾 缘尧员缘郾 缘尧员远郾 缘 凿 的胚胎清洗后

直接置于 源豫 中性甲醛中固定 圆源 澡 以上袁不需要

取材曰
我们原来制备不同胚龄及日龄小鼠整体标本

是分开进行的遥 由于胚龄 员苑 凿 皮肤具有成体皮肤

组织结构特征袁员愿 凿 以后皮肤的组织结构基本保持

不变遥 因此在本次小鼠胚胎制备过程中袁对胚龄

员苑郾 缘 凿尧员愿郾 缘 凿 及日龄 园尧员尧圆 凿 小鼠的固定尧取材方

法及脱水程序进行了改进院在整体固定前先在局部

注入固定液遥 由于不同胚龄的小鼠及新生鼠胸腹

部及脑部体积相差不大袁注射的固定液体积基本相

同渊表 员冤遥 对取材的厚度渊表 员冤和二甲苯透明时间

也做了改进渊表 圆冤遥

表 员摇 改进前尧后不同胚龄及日龄小鼠整体标本制备的比较
栽葬遭援 员摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 皂燥怎泽藻 藻皂遭则赠燥泽 泽责藻糟蚤皂藻灶

责则藻责葬则葬贼蚤燥灶 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 燥责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶
方法 固定 取材厚度

原方法 直接固定 猿郾 缘 耀 源 皂皂

现方法

先用注射器往胸部渊约 园郾 圆 皂蕴冤尧腹部
渊约 园郾 缘 皂蕴冤及脑部渊约 园郾 员 皂蕴冤缓慢
注入固定液袁再整体固定于标本瓶中 圆源
小时袁取材后再固定 员圆 小时遥

圆 耀 猿 皂皂

表 圆摇 改进前尧后脱水程序设定的比较
栽葬遭援 圆摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 凿藻澡赠凿则葬贼蚤燥灶
责则燥糟藻泽泽 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 燥责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶

步骤
杂贼藻责

浸入试剂
砸藻葬早藻灶贼泽

时间设置范围
阅怎则葬贼蚤燥灶

改进前 改进后

员 源豫中性甲醛 源园 源园
圆 缘园豫乙醇 源园 源园
猿 苑园豫乙醇 源园 源园
源 愿园豫乙醇 源园 源园
缘 怨缘豫乙醇 陨 源园 源园
远 怨缘豫乙醇 陨陨 源园 源园
苑 员园园豫乙醇 陨 源园 源园
愿 员园园豫乙醇 陨陨 源园 源园
怨 二甲苯 陨 圆缘 猿园
员园 二甲苯 陨陨 猿园 猿园
员员 石蜡 陨 猿园 猿园
员圆 石蜡 陨陨 猿园 猿园
员猿 石蜡 陨陨陨 源园 源园

员郾 猿摇 组织石蜡切片及染色

脱水后的组织经石蜡包埋制成蜡块袁常规切片

渊切片厚度 源 滋皂冤遥 石蜡切片经脱蜡至水进行 匀耘
染色袁经梯度乙醇脱水袁二甲苯透明后中性树脂

封片遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 胚龄 员愿郾 缘 凿 的小鼠胚胎 匀耘 染色比较

在小鼠胚胎制备过程中袁我们选取 员愿郾 缘 凿 的小

鼠胚胎对取材方法及脱水程序进行摸索改进遥 根

据常规实验动物脱水程序设定的 员愿郾 缘 凿 的小鼠胚

胎经 匀耘 染色可见渊图 员冤院改进前袁不能完整切片曰
改进后袁切片完整袁各组织结构清晰遥
圆郾 圆摇 小鼠整体胚胎及新生鼠 匀耘 染色结果

改进后的方法同样适用于小鼠整体胚胎 员源郾 缘尧
员缘郾 缘尧员远郾 缘尧员苑郾 缘 凿 及新生鼠 园尧员 和 圆 凿遥 用改进后
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图 员摇 改进前后 员愿郾 缘 凿 小鼠整体胚胎比较

云蚤早援 员摇 悦燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 贼澡藻 泽藻糟贼蚤燥灶泽 燥枣 憎澡燥造藻 皂燥怎泽藻
藻皂遭则赠燥泽 葬早藻凿 员愿郾 缘 凿葬赠泽 遭藻枣燥则藻 葬灶凿 葬枣贼藻则 燥责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶

设定的程序经全自动密闭式组织脱水机制得的小

鼠整体胚胎及新生鼠的蜡块袁切片时手感柔润袁蜡
片平整光滑润泽遥 染色后镜下观察可见胚胎及新

生鼠各组织结构完整袁层次清晰遥 如图 圆 所示院

图 圆摇 胚龄 员源郾 缘 凿尧员缘郾 缘 凿尧员远郾 缘 凿尧员苑郾 缘 凿尧员愿郾 缘 凿
及日龄 园 凿尧员 凿尧圆 凿 的小鼠 匀耘 染色结果遥 耘 表示胚龄曰阅 表示日龄遥
云蚤早援 圆摇 匀蚤泽贼燥造燥早蚤糟葬造 泽藻糟贼蚤燥灶泽 燥枣 憎澡燥造藻 皂燥怎泽藻 藻皂遭则赠燥泽援 匀耘 泽贼葬蚤灶蚤灶早援

耘院 员源郾 缘鄄袁 员缘郾 缘鄄袁 员远郾 缘鄄袁 员苑袁缘鄄袁 员愿郾 缘鄄凿葬赠 燥造凿 皂燥怎泽藻 藻皂遭则赠燥泽援 阅院 员鄄袁 圆鄄袁 猿鄄凿葬赠鄄燥造凿 灶藻憎遭燥则灶 皂蚤糟藻援

猿摇 讨论

观察大体标本后取材袁制作石蜡切片袁并对切

片染色进行光学显微镜观察袁以对疾病作出诊断的

常规病理技术是病理技术和病理诊断的基础和核

心袁具有重要的实验和临床应用价值和不可替代的

地位咱员暂 遥
疾病的研究和早期的胚胎发育联系越来越紧

密袁新的基因工程技术的广泛应该用使得胚胎研究

成为基础研究的重要组成部分咱圆暂 遥 胚胎发育迅速袁
不同日龄的胚胎在组织结构上相差很大咱猿暂 袁目前可

查的文献记录中多使用手工操作对胚胎进行脱水

包埋袁以适应不同日龄胚胎的切片要求咱源袁缘暂 遥 但手

工操作耗时费力袁且很难进行批量操作袁且由于多

种条件的限制重复性较差遥 全自动密闭式组织脱

水机以其安全高效和良好的处理效果等优点袁受到

病理技术人员的青睐袁在病理学尧解剖学尧动物学等

实验领域广泛应用咱远袁苑暂 遥 本研究通过实验袁不断摸

索袁成功利用全自动密闭式组织脱水机制备了不同

胎龄小鼠整体胚胎及不同日龄的新生鼠标本遥
通过实验处理小鼠整体胚胎及新生鼠组织袁要

注意以下几点院首先是固定袁固定一定要彻底袁这是

第一步也是不可逆转的一步遥 由于不同时段胚胎

大小不同袁各个脏器的发育程度也不同袁所以固定

液浸入各脏器的时间有差别遥 尤其是肝脏袁肺脏及

脑部袁即使固定时间超过 圆源 澡袁由于固定液难以及时

完全浸入到组织内部袁最后也会出现自溶现象遥 因

此袁对胎龄大于 员愿 凿 的胚胎和新生鼠在整体固定前
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生虫检测报告 咱 允暂 援 中国实验动物学杂志袁 员怨怨员袁 在员院源员
原 源远援

咱员缘暂摇 隋丽华袁 范薇袁 杨敬袁 等援 实验动物微生物尧寄生虫抽样调查

及分析 咱允暂 援 实验动物与比较医学袁 圆园园愿袁 园源院 圆缘怨 原 圆远圆援
咱员远暂摇 耿志贤袁 时彦胜袁 邱业峰袁 等援 北京地区实验动物寄生虫感

染状况调查 咱允暂 援 实验动物与比较医学袁 圆园园怨袁 圆怨渊缘冤院 猿员猿
原 猿员源援

咱员苑暂摇 魏杰袁 林建伟袁 付瑞袁 等援 圆园园怨要圆园员猿 年北京地区实验动物

质量抽检结果分析 咱允暂 援 实验动物科学袁 圆园员源袁 园圆院 员 原 远援
咱员愿暂摇 王胜昌袁 林金杏袁 胡建华援 圆园员员 年上海市啮齿类实验动物寄

生虫检测结果分析 咱允暂 援 华东地区第十二届实验动物科学学

术交流会论文集袁 浙江宁波袁 圆园员员袁 苑愿 原 愿园援

咱员怨暂摇 吴玉娥袁 张钰袁 赵维波袁 等援 广东省 圆园园苑 原 圆园园愿 年实验动物

寄生虫检测结果分析 咱允暂 援 第九届中南地区实验动物科技交

流会论文集袁 广西南宁袁 圆园园怨袁 员缘怨 原 员远圆援
咱圆园暂摇 李金福袁 李建华袁 陈艳袁 等援 实验动物中心等级大鼠和小鼠

的寄生虫监测 咱允暂 援 贵阳医学院学报袁 圆园园员袁 圆远渊圆冤院员苑远援
咱圆员暂摇 王菲袁曹淑祯袁崔立云袁等援 实验用大白鼠蛲虫感染状况调查

咱允暂 援 大理学院学报袁 圆园员猿袁 园怨院圆怨 原 猿员援
咱圆圆暂 摇 路莉袁 乔静援 开放系统实验动物渊啮齿类和兔类冤寄生虫感染

状况调查 咱允暂 援 中国寄生虫病防治杂志袁 圆园园猿袁 园源院愿圆援
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增加了局部注射固定这个步骤遥 在注射过程中要

注意两点院缓慢注射避免造成对脏器的挤压曰选择

腔隙或组织分布较稀疏的部位注射袁以免损伤组

织袁影响组织学观察遥 其次是取材袁取材厚度不宜

超过 猿 皂皂袁尤其是脑部组织遥 由于脑部组织磷脂含

量高且与水结合牢固袁不易脱出遥 取材太厚袁会造

成脱水不完全袁不能完整切片遥 脱水时间也是方法

中应该注意的袁要照顾到胚胎的各个脏器均脱水完

全又不能过度脱水遥 胚龄 员苑 凿 以后皮肤具有成体

皮肤组织结构特征袁需要稍微增加二甲苯透明时

间遥 和其他脏器相比袁脑部所需脱水时间也要长一

些袁而肝脏和脾脏却易脱水过度遥 在本次研究中袁
经过多次尝试袁在其它步骤保持不变的前提下袁将
第一步二甲苯透明的时间增加了 缘 皂蚤灶袁使取材后不

同胚龄及新生鼠整体标本可以同时脱水遥 最后就

是脱水机换液袁累计脱水达到 远园园 块时袁脱水机要换

液袁但换液时不要把全部液体更换成新的袁而是逐

级上移袁只更换最后一个步骤的液体袁使脱水过程

更柔和遥
应用改进过的方法处理的小鼠整体胚胎及新生

鼠袁其切片同样可以用于免疫组化及特殊染色袁这

为小鼠胚胎及新生鼠的发育研究提供了基础遥
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