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摘要��目的�探索不同透明时间对草鱼������������������������脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的影响�并筛

选出最佳透明时间��方法�应用石蜡切片技术对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织进行切片�经苏木精灢伊红染色后通

过显微摄影来观察每类组织在不同透明时间的切片完整率和细胞完整性��结果�草鱼腹腔脂肪组织在连续两次透明时

间分别为棾�棻���的条件下�切片完整率为椄椄灡棾棾棩�脂肪细胞形态完整且细胞膜无破碎�背部肌肉组织在连续两次透明

时间分别为棻棸�椄���的条件下�切片完整率为椆棾灡棾棾棩�肌细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明显��结论�石蜡

切片的制作效果取决于组织特性�草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片连续两次的最佳透明时间分别为棾�棻���和棻棸�椄
����
关键词�透明时间�脂肪组织�肌肉组织�石蜡切片�草鱼

中图分类号��棽灢棾� 文献标志码�� ���文章编号�棻椂椃棽灢椂椂椆棾�棽棸棻椆�棸棿灢棸棸棿棸灢棸棿

草鱼������������������������是中国重要的淡水经济鱼类�目前�随着人工养殖的迅速发展�草鱼肌肉

组织和腹腔肠系膜周围的脂肪积聚过多�直接影响了草鱼肉制品的品质和动物的生产力�棻灢棽��因此�有必要从形

态学的角度对草鱼脂肪组织与肌肉组织中细胞形态学特点进行研究�石蜡切片是组织形态学研究最常用的方

法�它不仅被用于观察正常组织细胞的形态结构�而且也是病理学�医学等学科用以研究�观察及判断组织细胞

形态变化的主要方法�并且该方法也已相当广泛地被用于其他许多学科领域的研究中�在石蜡切片制作过程

中�鉴于不同物种不同组织的细胞组成和生理生化特点各异�因而对它们处理的方法不能一概而论�制作条件也

会有所不同�尤其是脂肪组织中脂肪细胞体积较大�细胞内脂类含量多�单位体积内细胞数量少���若在该组

织的石蜡切片制作过程中透明环节处理不当�易出现碎片�断片�脱片等情况�导致不能观察到组织细胞的真实

形态�因此�有必要建立一种标准的鱼类脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作方法�本研究根据草鱼脂肪组织和

肌肉组织的生理生化特点�经过反复实验�对影响草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的关键环节即透

明进行探索�优化和改进其中的某些过程�并筛选出最佳的脂肪组织切片和肌肉组织切片制作程序�从而为鱼类

脂肪组织�肌肉组织形态学研究提供参考资料�

棻材料与方法

棻灡棻实验材料和主要试剂

实验用健康草鱼棻尾�体质量约棻灡椀���购于重庆市北碚区歇马养鱼场�多聚甲醛�乙醇�二甲苯�石蜡�苏
木素�伊红�浓盐酸�冰醋酸�纯甘油�中性树胶等试剂均购自重庆塞米克生物科技有限公司�

棻灡棽方法

棻灡棽灡棻脂肪组织和肌肉组织石蜡切片的制作�以丁香酚对实验鱼进行麻醉�解剖获取背部肌肉组织和腹腔脂肪

组织�以�� 为椃灡棽的磷酸盐缓冲液冲洗掉表面血液后�用眼科剪将上述组织剪成棸灡棽��棾 左右小块�以质量分

数为棿棩的多聚甲醛溶液固定棽棿�后冲洗�再将获取的各组织用体积分数由低到高的乙醇溶液进行连续脱水�
然后在棽椀�条件下�以小鼠�������������肝脏透明时间作对照�棾��依据脂肪组织和肌肉组织的细胞学特点按

照透明时间递减原则对各组织进行透明�透明过程采用二甲苯二次透明法�即先将组织放在�二甲苯 ��乙醇 椊

灣 收稿日期�棽棸棻椃灢棻棸灢棽椂��修回日期�棽棸棻椆灢棸椀灢棽棸��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸
资助项目�国家自然科学基金���棶棾棸椄棸棸椄棿棾��重庆市基础与前沿研究计划项目���棶����棽棸棻椂�����棻棸椄椀�

第一作者简介�李影�女�教授�博士�研究方向为动物脂肪发育生物学��灢�������������椄椂椑�������棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椃棻椀棶棻棽棾棸棶棸棻棸棶����



棻�棻的二甲苯灢无水乙醇透明液中进行预透明�再以体积分数为棻棸棸棩的二甲苯进行透明�透明完成后将组织置

于包埋皿内进行石蜡包埋�最后将每个组织进行连续横向切片�每个处理切取棻棸棸张切片�切片厚度为棿毺��

棻灡棽灡棽苏木精灢伊红����染色后计算切片的完整率�按照常规石蜡切片染色方法�棾�在棽椀�条件下�对切片进行

��染色�然后肉眼观察结合�������灢���数码显微系统对切片进行观察和完整率统计�切片上组织连贯�无明

显碎片�记为切片完好�切片上组织散在成碎片�切片不完整�显微镜下几乎见不到完整的细胞记为切片不完整�

每个处理随机计数椂棸张切片�切片完整率计算公式为�切片完整率椊
完整切片个数
总切片个数 �棻棸棸棩��

棻灡棽灡棾细胞形态观察�利用 �������灢���数码显微系统对不同处理的各组织石蜡切片进行观察�拍照�

棻灡棽灡棿数据处理�各组石蜡切片均来自同一尾草鱼�实验的每个处理重复椀次�采用����棽棻灡棸软件对切片完

整率进行单因素方差分析����灢���������和多重比较������当�椉棸灡棸椀时�分析结果具有统计学意义�
实验数据以���表示�

棽结果

棽灡棻透明时间对脂肪组织和肌肉组织石蜡切片完整率的影响

由表棻可知�透明时间长短对草鱼腹腔脂肪组织石蜡切片完整率有直接影响�在连续两次透明时间均为

棽棸���条件下�切片的完整率很低�仅为棾灡棾棾棩�随着透明时间的减少�切片完整率逐渐增加�均高于对照处理�
差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��特别地�在连续两次透明时间分别为棾�棻 ���的条件下�切片完整率达

椄椄灡棾棾棩�明显高于其他连续两次透明时间条件下的切片完整率�且差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��

表棻�包埋前不同透明时间对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织石蜡切片完整率的影响

���棶棻��������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������

处理 透明次序 透明试剂
腹腔脂肪组织 背部肌肉组织

透明时间���� 切片完整率�棩 透明时间���� 切片完整率�棩

对照
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棽棸

第棽次 二甲苯 棽棸
棾灡棾棾�棻灡椂椃�

棽棸

棽棸
棻椀灡棸棸�椀灡棽椃�

处理棻
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棻棸

第棽次 二甲苯 棻棸
椄灡棾棾�棽灡椂棿�

棻椀

棻棸
棾椂灡椂椃�棽灡椂棿�

处理棽
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 椀

第棽次 二甲苯 棾
棽椀灡棸棸�棾灡棸棾�

棻棸

椄
椆棾灡棾棾�棿灡棽椀�

处理棾
第棻次 二甲苯灢无水乙醇 棾

第棽次 二甲苯 棻
椄椄灡棾棾�棾灡棻棽�

椂

棿
棽棾灡棾棾�椂灡棸棻�

��注�上标不同字母表示同列数据的差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀�

不同透明时间下�草鱼肌肉组织石蜡切片的完整率有所不同�表棻��在连续两次透明时间均为棽棸���条件

下�切片完整率仅为棻椀灡棸棸棩�把连续两次透明时间分别减少为棻椀�棻棸���后�切片的完整率有所增加�与前者

相比差异具有统计学意义��椉棸灡棸椀��但仍未达到理想值�当连续两次透明时间分别减少到棻棸�椄���时�切片

完整率达到了椆棾灡棾棾棩�远远高于连续两次透明时间均为棽棸���时的切片完整率�两者差异具有统计学意义

��椉棸灡棸椀��然而在此基础上继续缩短两次透明时间分别为椂�棿���时�切片完整率下降到棽棾棩�与对照相比差

异无统计学意义�

棽灡棽透明时间对脂肪组织和肌肉组织石蜡切片细胞形态的影响

从图棻�可以看出�整个视野内腹腔脂肪组织切片无完整的细胞存在�细胞结构被严重破坏�从图棻�中则可

见一定的细胞轮廓�但细胞形态不完整�大部分细胞仍以碎片形式存在�图棻�显示脂肪细胞形态趋于完整�破碎

的细胞较少�而图棻�中所观察到的细胞形态完整且细胞膜无破碎�总之�草鱼腹腔肠系膜脂肪组织经石蜡切片

��染色后�脂肪细胞呈中空透明�被完整的细胞膜包绕�同时�细胞核多处于细胞膜边缘�被苏木精染成蓝色�

棻棿第棿期����������李�影�等�透明时间对草鱼脂肪组织和肌肉组织石蜡切片制作效果的影响



图棻�显示�背部肌肉石蜡切片中肌肉细胞部分完整�部分出现碎片�且肌肉细胞间的脂肪细胞轮廓不清晰

呈碎片状�图棻�中的肌肉细胞形态完整�但该切片中极少见到完整的脂肪细胞�大部分脂肪细胞间无明显界限�
细胞膜断裂�细胞以碎片形式存在�图棻�则显示肌肉组织细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明显�大量

完整的细胞轮廓清晰可见�而在图棻�中�大部分肌肉细胞呈现出空洞�肌间脂肪细胞完全破碎�

��对照脂肪组织��� ����处理棻脂肪组织 �������处理棽脂肪组织��� ����处理棾脂肪组织

��对照肌肉组织�������处理棻肌肉组织��� ����处理棽肌肉组织�������处理棾肌肉组织

�注�对照及处理棻�棾对应的具体透明条件见表棻

图棻�草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织经不同透明时间所做横向切片在显微镜下的形态

���棶棻�������������������������������������������������������������������������������������������������

棾讨论

石蜡切片的制作过程是由取材�固定�脱水�透明�透蜡�切片等一系列连续制作过程组成�其中透明环节

是切片制作过程中关键的一步�本研究选用透明剂为二甲苯�该试剂折光率为棻灡棿椆椃�透明力强�运用二甲

苯进行的组织透明必须在严密观察下进行���如果透明时间过短�则透明不彻底�石蜡难于浸入组织�透明时

间过长�则组织硬化变脆�不易切出完整切片�棿��在本研究中�让草鱼腹腔脂肪组织达到最佳透明效果的操作

为�用二甲苯与乙醇混合液透明棾����然后用二甲苯透明棻����在上述透明条件下�切片的完整率达到了

椄椄棩�在显微镜下观察到的脂肪细胞形态完整且细胞膜无破碎�脂肪细胞呈中空透明�被完整的细胞膜包绕�
背部肌肉组织透明的时间比腹腔脂肪组织更长�在用二甲苯与乙醇混合液透明棻棸���然后用二甲苯透明

椄���的操作条件下�切片完整率达到了椆棾棩�背部肌肉组织细胞形态完整无破损�且肌间脂肪细胞界限明

显�大量完整的细胞轮廓清晰可见�另外�也有研究表明�绵羊�����������卵巢组织透明时间为二甲苯与乙醇

混合液棿棸����二甲苯棿棸����椀��大鼠������������������脑组织两次二甲苯的透明时间各为棻棸����椂��由此

都得到了制作效果良好的组织切片�与其他研究者所得结果比较�本研究中草鱼脂肪组织的透明时间略短�
这是由草鱼脂肪组织的特性所决定的�脂肪组织单位面积内的细胞数量少且体积大�细胞中含有大量的脂滴

�主要是甘油三酯和胆固醇��椃��二者都极易溶于二甲苯及乙醇�故透明时间相对较短�如果透明时间过长�甘
油三酯完全溶解�组织变脆变硬�得到的切片就会有脱片和细胞膜破碎的情况�相对于草鱼腹腔脂肪组织�背
部肌肉组织透明时间要更长才能取得较好的切片效果�但与肝脏组织�眼球晶状体组织相比较�该组织透明时

间也有所缩短�这是因为草鱼背部肌肉组织中大部分为肌细胞�同时也存在一定量的肌间脂肪细胞�肌细胞

中细胞质主要为肌浆�肌浆内含有丰富的肌纤维�线粒体�还含有少量颗粒状的糖原�肌红蛋白及高尔基体�内
质网等�同样地�背部肌肉组织透明时间过长�会导致肌细胞出现空洞等问题�但透明时间过短则二甲苯不能

完全地浸入组织�导致组织切片的折光率不佳�魏艳华等人�椄�以有脂肪组织的乳腺组织为实验材料�环保透

明液棾道各椀���制作出了完整切片�本研究与之差异之处在于�一方面是由于使用材料不同�本实验选用

的是草鱼脂肪组织�而魏艳华等人用的是乳腺组织�组织中仅有部分脂肪细胞�另一方面�选用的透明试剂也

有所不同�本实验选用的是二甲苯�而魏艳华等人用的是环保透明液�
总之�本研究利用石蜡切片和 ��染色法对草鱼腹腔脂肪组织和背部肌肉组织进行了初步探索�通过大量

实验�获得了较为满意的结果�成功地摸索出这两种组织石蜡切片 ��染色的最佳方案�为草鱼腹腔脂肪细胞和

背部肌肉细胞的进一步研究奠定了实验基础�
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