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摘要：常规灌注固定法多用于兔和大鼠等较大动物，并存在一些不足。改进了灌注固定法流程、灌注溶

液的配方、流速、用量以及灌注装置，将其用于在显微操作下制备的缺血再灌注 A(: BCD9!小鼠模型，并
对其海马进行 E#+染色和免疫组织化学 FGH)基因表达。结果显示，改进的灌注固定法使组织切片结
构更加清晰，海马免疫阳性神经元定位于胞浆。缺血再灌注组（&* 2 IDJ）海马神经元 FGH)表达比假手
术对照组（?2.-,"）减少，而高压氧治疗组（&* 2 EBG）FGH)表达有所恢复。表明改进的灌注固定法用于
缺血再灌注 A(: BCD9!小鼠海马 FGH)基因表达效果良好，结果可靠。实验结果提示，高压氧的治疗机
制之一可能是通过增加 FGH)基因表达而实现的。
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经心灌注固定法［4］在临床相关疾病的研究

中应用十分广泛，因脑组织较其他组织柔软且

更易损伤的特殊性，应用灌注固定法就更为必

要。灌注固定法对脑和脊髓组织的快速冲洗固

定作用，是浸润固定法不可替代的。有文献［4］

报道，灌注固定法应用于大鼠的动物实验较多

见，但对体重只有 4H I JK F、大脑动脉环（L(77(.
环）先天缺陷的 9:; <=>?@小鼠采用此法的报
道却很少。本实验应用经心灌注固定法，快速

摘取小鼠脑的海马组织，经 E8M、免疫组织化学
染色，观察灌注固定法的应用效果和 9:; <=>
?@小鼠脑缺血再灌注时大脑海马区神经元细
胞超氧化物歧化酶C4（ &/66%->N(,& .A6%-/5(*%
*(.!A+".%C4，1234）表达的改变，以及高压氧治
疗对其表达的影响。

) 材料与方法

)*) 动物分组 将 4: 只 4H I JK F 重的 9:;
<=>?@雌性小鼠（首都医科大学动物科学部提
供，动物使用许可证号为 .&5O［京］JKKKCKK4J），
随机分成三组，每组 :只。
)*+ 脑缺血再灌注动物模型的建立 取健康
雌性 9:; <=>?@小鼠，按文献［J］方法制备缺血
再灌注模型。以 ?P水合氯醛（按 QKK !F>OF计
算）腹腔注射麻醉，之后将小鼠仰卧位固定于外

科倒置显微镜下，用眼科器械在颈部正中做 4
&!垂直切口，钝性分离气管两侧结缔组织及肌
肉层，即可暴露出颈总动脉及伴行的迷走神经，

并将颈总动脉与迷走神经间的结缔组织膜小心

分离 ? !!，用备好的无创伤性动脉夹夹闭双侧
颈总动脉，造成脑缺血，并准确计时 4K !(,。然
后取下动脉夹，恢复血流，即为再灌注，缝合切

口并以青霉素消毒。记录再灌注时间，由血管

再通开始至 JR ’ 动物被处死为止。假手术组
（.’"!C/）也进行同样手术，但不执行颈总动脉
夹闭。

)*, 实验动物的处理 JR ’缺血再灌注加高
压氧治疗（JR ’ E<2）组动物于再灌注后 Q ’和
JJ ’各进行高压氧治疗一次。治疗方案为：纯
氧洗舱 : !(,!缓慢匀速升压至 J 个标准大气
压后稳压（J STS）R: !(,!缓慢匀速降压 4: !(,
!出舱。JR ’缺血再灌注（JR ’ B>U）组及 .’"!C
/组的动物置于常压空气环境中。
)*- 取材 取 JR ’ B>U 组、JR ’ E<2 组和
.’"!C/组动物各 :只，分别用 ?P水合氯醛，按
QKK !F>OF 行腹腔麻醉，迅速剖开胸部，暴露心
脏，用室温生理盐水通过左心尖部，沿升主动脉

灌注冲血，同时剪开右心耳，可见右心耳流出液

体的颜色逐渐由鲜红色变为淡红色，至基本无

色止，换固定液［Q］（6E ;VQ: I ;VR: 的 G<1、RP
W/-!"7(,、RP蔗糖），总液量以动物四肢僵硬为
宜，约 QK !7，且要掌握流速先快后慢的原则，即
前 4: !7液体流速快，后 4: !7则稍慢，总时间
不超过 JK !(,为好。而后迅速剪开头部皮肤，
撬开颅骨，剥离硬、软脑膜，切断各对脑神经出

颅根丝，游离并摘取全脑，沿正中裂剖开左右脑

并取出左右海马，迅速放入事先备好的后固定

液（改良 </A(,）中固定 JR ’。海马组织经上行
梯度酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡（:? I ?RX）、
包埋、=%(&" YA,F U!切片机连续切片，切片厚度
:!!，贴于 SGM1处理过的载玻片上，置于 Q;X
烤箱 4 ’，以备免疫组化染色。
)*. /*0染色和免疫组织化学染色过程 选
JR ’ B>U组、JR ’ E<2组和 .’"!C/组同等数量
的切片，在德国 =%(&"公司生产的自动化切片、
染片机上进行常规 EVM 染色及免疫组织化学
染色。免疫组织化学染色步骤为：切片在室温

下与 QP EJ2J 反应 JK !(,（封闭内源性过氧化
物酶），滴加 4 ZJK的正常山羊血清（以 G<1T稀
释）常温孵育 JK !(,。Q组切片都滴加 1234多
克隆抗体（工作浓度 4 Z :K，抗体购自 1S@TS
9U[1公司），RX过夜，滴加 4 Z J:K（以 G<1 稀
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释）!"#标记的山羊抗小鼠 $%&（抗体由中山生
物技术有限公司进口分装），室温 ’( )*+，各步
骤之间均用 (,(- )./01 #23 充分洗涤，452显
色 6 )*+，自来水终止反应，滴加 789:; 苏木精
复染 <( =。上行脱水，透明，封片，镜检。于
>?*+图像分析系统（德国 1:*@8公司）下拍摄照
片，保存结果。

! 结果与讨论

!"# 应用于小鼠海马 $"%和 &’(#免疫组织
化学染色方面所做的改进 组织固定法可分为

离体浸润固定和在体经心灌注固定法。前者是

致死动物后将所取组织直接放入固定液中进行

固定。而后者是利用体循环和肺循环两个闭合

血流回路，将活体动物麻醉后通过两个闭合循

环通路快速冲血、固定。有同行认为，离体浸润

固定效果肯定，简单易行，但它仅限有一定硬度

且形态较易维持的组织，如肝、心和肾等组织，

较软组织不适用。众所周知，脑组织位于颅骨

内，柔软易变形，而且伴有十几对脑神经根丝进

出颅骨，如操作不慎极易造成脑组织的损伤、挤

压，从而导致取材失败。先灌注固定使脑组织

有一定硬度后再取材，可以避免不必要的损伤，

因此选择灌注固定就成为必然。该实验是研究

超氧化物歧化酶在脑内海马区的表达，而动物

体液中本身就含有许多内源性的过氧化物酶，

倘若不用生理盐水冲洗血液就直接取材，势必

造成血液污染，形成非特异性染色和假阳性结

果。实验结果的真实性、可靠性就无从保障。

经心灌注固定法在中枢神经系统相关疾病

的研究中应用十分广泛，它对脑和脊髓组织的

快速冲洗固定作用，是任何一种离体固定法都

无法替代的。应用免疫组织化学染色法来显示

超氧化物歧化酶在小鼠脑内海马区的表达，用

灌注固定法更为必要。文献［-］报道灌注固定法

应用于大鼠的动物实验较多见，但对只有 -A B
<( %、先天大脑动脉环（?*//*= 环）缺陷的 CDE
210FG小鼠采用此法的报道却很少见。
改进的灌注固定法在参考代小思［-］、陈浩

宇［’］等方法的基础上，对灌注装置、灌注液成

分、灌注速度、用量等方面进行了改进。首先，

注射器针头、眼科剪、止血钳等器械尖端均用小

于 - ))且具有一定硬度的软管包绕，用来防
止手术过程中对心肌组织的意外损伤。同时双

侧输液瓶的位置均位于动物心脏平面以上 D(
@)的高度，以维持适宜的静液压；配制固定液
所用溶剂一改以往仅使用双蒸水的传统，代之

以 H! E,’D B E,6D #23缓冲液为溶剂，同时加有
6I J.;)8/*+、6I蔗糖用以维持脑细胞的正常渗
透压；冲洗液流速控制在 ’( 滴0)*+、持续 -D
)*+；固定液流速控制在 <(滴0)*+、持续 ’( )*+。
取材后脑组织再次放入改良的 2.K*+固定液中
-< L，其组分比例为苦味酸 M甲醛 M冰醋酸 N -D M
DM-。这样浸润固定与灌注固定结合，互相补
充，相得益彰。所取组织形态完整，结构清晰，

且没有内源性过氧化物酶的干扰，即无假阳性

的产生，便于 !,O及免疫组化染色和观察。
实验结果表明，改良的灌注固定法提高了

灌注效率，结构更加清晰，结果可靠。将常规用

于体积较大动物（兔，大鼠）的灌注固定法经改

良后可用于在显微操作下的短暂前脑缺血小鼠

模型，并取得良好的结果。这为有关脑组织的

各种常规病理形态、免疫组化、原位杂交、原位

#C"的实验研究提供了一种更加简便、快速、有
效可行的方法。

!"! &’(# $"%染色与免疫组织化学染色结
果 !,O 染色如图版：-5、<5 和 ’5 所示。
=L8)P.组海马神经元形态结构正常，神经元细
胞核大而圆，染色浅。<6 L $0" 组阳性细胞数
量减少，多数细胞形态不规则，胞浆浓缩，染色

质凝集，着色深；<6 L !2Q组细胞数量有所恢
复，形态结构趋于正常。免疫组织化学染色结

果如图版：-2、<2和 ’2所示。<6 L $0"组海马
阳性神经元胞浆 3Q4- 表达比 =L8)P.组减少，
而 <6 L !2Q组 3Q4-阳性细胞表达的数量与形
态有所恢复。

脑缺血再灌注时，大量增加的自由基可直

接攻击生物大分子，如蛋白质和核酸等［6，D］，也

参与缺血中枢神经系统的转导通路，对细胞急

性坏死及凋亡过程均起重要作用［F，E］。3Q4-是

·<E· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 6<卷



人体重要的抗氧化酶之一，是机体抵御超氧阴

离子自由基攻击的关键防线。小鼠 !"#$定位
于 $%号染色体（$%&’(! )*+），分子量 ,- ... /。
文献报道 !"#转基因鼠和基因敲除小鼠研究
正反两方面结果表明，!"#$可显著减少缺血脑
半球梗塞面积，降低海马区神经元死亡率［0，1］。

该实验结果显示高压氧治疗可使 !"#$阳性细
胞表达有所恢复。

实验结果提示，改进的灌注固定方法在取

材小鼠海马进行 234 和免疫组织化学实验研
究的效果良好。切片染色结果清晰、定位准确，

无内源性过氧化物酶的污染，是一种可用于脑

组织形态学研究、并值得推广的方法。进一步

明确了高压氧治疗机制之一可能是通过增加

!"#$基因表达而实现的。
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图 版 说 明

$B O ,B：,组小鼠海马神经元 !"#$ 254染色结果
$B5假手术对照组（I>:@&7），神经元形态结构正常，细胞核大而圆，染色浅，̂ -.；-B5 -( > ;NQ组，!"#$阳性细胞数减少，形态不规

则，胞浆浓缩，染色质凝集，着色深，̂ -.；,B5-( > 2’"组，细胞数量有所恢复，形态结构趋于正常，̂ -.。

$’ O ,’：用免疫组织化学染色方法显示 ,组小鼠海马阳性神经元 !"#$蛋白的表达
$’5 I>:@&7组，̂ -.；-’5-( > ;NQ组，海马阳性神经元胞浆 !"#$蛋白表达比 I>:@&7组减少，̂ -.；,’5 -( > 2’"组，海马阳性神经元

!"#$蛋白表达的细胞数量和形态有所恢复，̂ -.；箭头表示小鼠海马中 !"#$免疫阳性神经元。
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·,L·(期 李宝红等：用于脑缺血小鼠海马 !"#$表达的改进灌注固定法






