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摘
!

要"目的
!

探讨大鼠骨骼双染方法!为制作教学陈列用标本或研究胚胎正常骨骼形态发育以及胚胎骨骼畸形提供基本的

实验方法$方法
!

将
'GA

胎鼠及生后
'A

仔鼠去除皮肤'皮下脂肪组织及内脏!用阿利新蓝染液染软骨!再用含氢氧化钾的茜素

红染液染骨!最后通过逐级甘油脱水'透明并保存$结果
!

已骨化的骨被茜素红染成红色或紫红色!软骨被阿利新蓝染成蓝色!其

他组织为无色透明状!在体视镜下可清楚地观察到骨骼的发育形态$结论
!

采用茜素红和阿利新蓝双染法!可使去除皮肤'皮下

脂肪组织及内脏的整体胎鼠和仔鼠骨和软骨获得最佳染色效果!是研究骨和软骨发育较为直观的方法!也是制作教学陈列标本的

好方法$
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茜素红对已骨化骨骼的染色有较强的特异性#很容易将其

显示成红色或紫红色#自
'GCF

年有学者采用茜素红对骨骼进

行单染以来#该方法已成为研究骨骼畸形的常用方法'根据阿

利新蓝可使软骨中硫酸软骨素*硫酸角质素等主要成分呈现蓝

色的特点#有学者等改进了单染法#采用茜素红和阿利新蓝对

骨骼标本进行双重染色#使之成为研究骨和软骨发育较为直观

的方法'近年来#国内外学者对于双染的方法进行了不断的改

良(

'$4

)

#在实践中作者对骨骼的双染方法进行了适当的改进#并

补充其他学者都很少提及的相关操作注意事项#使双染法能更

好地应用于各种原因导致的胚胎骨骼畸形的研究以及胚胎正

常骨骼形态发育的基础研究或是制作教学陈列用标本'

@

!

材料与方法

@:@

!

实验动物
!

选用体质量$

&()S&)

%

1

的
-W

大鼠#每天晚

上
&)

!

))

按
&h'

进行雌雄合笼#次晨
G

!

))

取出雄鼠#并仔细

检查雌鼠阴道#以查见阴栓者为妊娠第
)

天'将阴栓阳性鼠随

机分成孕
'GA

阴性对照组*孕
'GA

阳性对照组和自然分娩组#

每组
4

只'孕
'GA

阳性对照组孕鼠于孕
')A

时以维甲酸
'))

/

1

"

0

1

灌胃一次#其他组则不施加干预因素'

@:A

!

实验药品与试剂
!

维甲酸$山东良福制药有限公司#批

号!

&))G4*C*

%*阿利新蓝$上海蓝季科技发展有限公司#批号!

)C)'4)

%*茜素红$中国医药集团上海化学试剂公司#批号!

@)))''F

%等'

@:B

!

染色液的配制

@:B:@

!

茜素红原液和应用液的配制
!

$

'

%茜素红原液!取冰乙

酸
(/+

*纯甘油
')/+

*

':)[

水合氯醛
2)/+

#混合后加茜素

红粉末适量'边加边搅拌直至饱和为止#室温避光保存'$

&

%

茜素红应用液!取茜素红原液
'/+

加入
'[

氢氧化钾溶液定

容至
')))/+

'

@:B:A

!

阿利新蓝染液
!

取
'()/

1

阿利新蓝染料#加入
C()

/+F([

乙醇#再加
()/+

冰醋酸'

@:B:B

!

透明液的配制
!

$

'

%透明液
*

!甘油
&)

份*蒸馏水
FF

份*

&[

氢氧化钾溶液
4

份混合而成&$

&

%透明液
&

!甘油
F(

份*

蒸馏水
&(

份&$

4

%保存液即透明液
,

!

'))[

的甘油中加入适量

的麝香草酚'

@:C

!

染色处理步骤
!

自然分娩的仔鼠用乙醚进行麻醉#其余

两组孕鼠于孕
'GA

乙醚吸入麻醉后#解剖腹部#剖开子宫取出

胚胎'首先将胎鼠和仔鼠浸于
F)g

的水浴中约
')

%

4)E

#取

出#剥皮去内脏后#再将标本完全浸入阿利新蓝染液中#

*G

%

F&

3

后更换液体#放入茜素红应用液
&

%

G3

#骨和软骨着色良好

后#将标本入透明液
*

*

&

中各
'

%

&A

#如果透明度不佳#可适

当延长在透明液中的时间'染色成功后的标本放入保存液中

保存'
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重庆医学
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结
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果

双染成功的标准为已骨化的骨骼被茜素红染成红色或紫

红色#软骨则被阿利新蓝染成蓝色#在红色的骨周围或两端都

是染成蓝色的软骨'双染的标本在体视镜下可清楚地观察到

骨骼的发育形态$图
'

%'

图
'
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大鼠胚胎及胎仔骨骼双染

B

!

讨
!!

论

B:@

!

标本制作体会

B:@:@

!

染液的配制和保存
!

用蒸馏水配制茜素红饱和液$即

原液%时并不需要精确称量#配制好后转入棕色瓶中避光保存#

但保存时间不应超过
2

个月'茜素红染液应用液*阿利新蓝染

液均要求常温避光保存#保存时间不应超过
&

个月#否则会致

标本着色过浅或无法着色'

B:@:A

!

胚胎标本的处理

B:@:A:@

!

剥皮
!

在染色前将皮肤*皮下脂肪组织去除干净#有

利于染料对骨和软骨的渗透#获得整体标本的最佳染色结果'

如果来不及对标本进行剥皮处理#可先将标本浸过热水后暂时

保存在
*[

的盐水中
*

%

23

或在
F([

乙醇中固定
*

%

23

#也

有利于皮肤和皮下组织的剥离'热水处理标本时水温不宜过

高#否则去皮时易损伤标本的肢端或致鼠尾部分脱落#从而影

响标本的完整性'

在去皮时#可用眼科小弯镊直接撕脱皮肤#在剥离背部皮

肤时#应仔细去除肩胛骨之间的脂肪组织#否则会影响到此处

椎骨的染色效果#同时要防止因过度剥离而致上肢骨与躯干分

离'在剥除髋部肌肉时则不宜剔得太干净#否则躯干骨会与后

肢骨骼分离开#从而影响标本整体美观和不利于观察后肢骨的

发育情况'当撕脱皮肤至踝关节和腕关节处时要小心#很容易

连同趾$指%一起撕脱#从而影响标本的完整性#因此#在撕至踝

关节和腕关节时可先保留趾$指%部的皮肤#以免撕脱趾$指%

骨'在剥离颈前和胸骨前面的皮肤和脂肪时#尽量将脂肪组

织*气管*食管等剔除干净#以免影响对胸骨和下颌骨的染色效

果#不利于观察胸骨骨化情况'

B:@:A:A

!

去内脏
!

用
&

把眼科小弯镊从脐周撕开腹部皮肤

及肌肉#去除腹腔脏器#然后将镊子尖端穿过膈伸入胸腔#将心

肺与膈一起拖出'在取胸*腹腔脏器时注意不要损伤到胸廓的

结构#如扯断肋骨和胸骨等'

B:@:B

!

染色和透明处理
!

剥皮后的标本放入装有阿利新蓝染

液的称量瓶中#染色期间摇动瓶子
&

%

4

次#并注意检查标本着

色情况#必要时用镊子翻动标本#以免标本与瓶壁接触的一面

因没有与染液充分接触从而影响着色'

*G

%

F&3

后用吸管将

阿利新蓝染液吸出#换入茜素红应用液并注意观察染液颜色#

如果发现颜色变浅而标本染色不佳时需要重新更换茜素红应

用液#标本在茜素红应用液中浸染
&3

后要注意观察标本#并

不时用吸管吸取染液冲刷标本#如果发现躯干部分染色已较

好#肢体末端指$趾%部的皮肤用液体冲洗时能自然地与指$趾%

骨分离并脱落#且末端骨与软骨染色良好时换入梯度甘油$透

明液
*

*

&

%中进行脱水和透明'

茜素红应用液浓度过高将使未能剥离干净的软组织与骨

均被染成红色#从而影响观察'因此#最好不要使用太高浓度

的茜素红应用液#必要时可以通过适当延长标本在茜素红应用

液中的时间来增加染色效果'透明液
*

*

&

中含有氢氧化钾#

可起到分色和透明作用#使骨和软骨以外的组织呈无色透明

状#从而提高骨和软骨染色的反差'如果标本四肢末端的皮肤

处理得不是很好时#可通过延长在低浓度甘油中的时间#使标

本进一步浸解和透明#但至少每
):(

小时应观察标本一次#防

止因时间过长而致骨骼的松散或部分解体#同时茜素红应用液

和甘油中的氢氧化钾浓度不应过高#以免损伤标本'

能否成功染色的关键在于标本是否剥离干净#如果标本不

够干净#那么在染骨时通常会将残留的组织与骨染成一样的颜

色#从而影响对骨发育的评价'因此#在倒入茜素红染液前#如

发现标本还有较多软组织#可以再次对其进行处理直到干净'

由于浸解后骨骼软化#因此最好不要用钳取转移标本的方

式去更换液体#而是用吸管吸取液体换液#以免损伤标本'

B:@:C

!

染色后标本的保存
!

为便于对染色后标本骨骼的观

察#可用宽底的玻璃称量瓶$

*)//c*)//

%装标本#这样既

便于观察#同时能防止染液被蒸发#但应注意在一个容器内不

要放置过多的标本#最好是每瓶
'

%

&

个#因为标本过多#过于

拥挤会延长染色时间'对于已有部分损伤的标本#如尾部断

开*四肢与躯干分开的标本#则每个瓶只装一个'

没有经过脱水处理的标本#容易发生霉变#从而影响观察'

因此#双染成功的标本经过逐级梯度甘油进行透明和脱水后#

加入
'))[

甘油保存#同时加少许麝香草酚以防腐'

B:A

!

传统的发育毒性研究中#多采用骨骼单染法来评价骨骼

发育是否异常#由于母鼠有咬食畸形仔鼠的习性#因此#在发育

毒性研究中常在孕鼠分娩前剖腹取胎#而对于
'GA

的大鼠胚

胎标本#由于只有部分骨化#另一部分骨骼仅以软骨的形式存

在#采用单染后仅骨化部分染色#软骨部分无法被染色'通过

双染#骨化的骨骼着红色或紫红色*软骨着蓝色#能很好地显示

骨和软骨的发育情况#是研究骨骼发育畸形中较经济且简单易

行的方法#能较全面准确地评价骨骼畸形的发生(

*

)

'染色成功

的标本可参考
.IM9I=7

评分系统对四肢骨骼的发育情况进行

评价(

($2

)

#通过合理选择稳定的骨化指标可对毒物的致畸效应

进行正确评价(

F$G

)

#并借助双染法对骨骼畸形建模是否成功进行

评价(

C

)

#通过评分将胚胎早期难以肉眼分辨的畸形胎鼠分离出

来#对真正发生畸形的胎鼠进行研究#从而提高了结果的可靠

性(

')

)

#而正确的诊断则更有利于早期开展针对性的治疗(

''

)

'

骨骼双染标本的制作#为动物学的骨骼研究*比较解剖学

的研究和实验教学提供了直观*真实的形态学素材#在实验教

学中能激发学生的学习兴趣#使学生对动物骨骼的发育过程和

各骨的位置关系有更直观的认识#同时骨骼双染的标本可以长

期保存#作为陈列和展览所用(

'&$'*

)

'
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人工气腹较开腹手术更易促进腹腔肿瘤播散和种

植*转移这一现象的可能机制之一'下一阶段作者将应用免疫

组化和
]IE7I=69OB7

技术分析
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作用后
%"̂ $'

基因蛋白水

平的变化&还将通过构建真核表达载体使宫颈癌
\IO5

细胞

K5HIBO86$'

过表达与低表达#然后通过体外细胞功能试验研究
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细胞的生物学行为的变化#从而了解
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作用后
K5HIB$

O86$'

在宫颈癌
\IO5

细胞中所承担的角色'有关
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气腹后

恶性肿瘤的增殖*侵袭能力增强机制是个复杂的过程#是各个

方面*多个基因综合作用的结果#有关
K5HIBO86$'

在腹腔镜

%U
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气腹影响宫颈癌细胞生物学变化的关系中所占的比重还

有待进一步的研究'
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