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摘要
目的:为解决豚鼠眼球组织切片制备过程中所存在的视网
膜脱片问题ꎬ采用不同固定方法ꎬ优化固定效果ꎮ
方法:２ 周龄正常豚鼠(７５ 只)随机分为 ５ 个大组(Ａ－Ｅ
组)ꎬ１５ 个小组ꎬ每小组 ５ 只ꎮ Ａ 组(１－３ 小组)眼球分别
置于 ＦＡＳ、 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 １ ( Ｄ１) 和 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液
２(Ｄ２)中固定 ２４ ｈꎻＢ 组(４－６ 小组)眼球在固定液中固定
１ ｈ 后剪切角膜ꎬ再固定 ２ ｈꎻＣ 组(７－９ 小组)眼球在固定
液中固定 １ ｈ 后沿视神经方向将眼球分为左右两半ꎬ再固
定 ２ ｈꎻＤ 组(１０－１２ 小组)眼球在固定液中固定 ３ ｈ 后将
眼球分为左右两半ꎻＥ 组(１３－１５ 小组)眼球在固定液中固
定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎮ 经苏木精－伊红(ＨＥ)染色比较各个
小组眼球后极部固定效果ꎮ
结果:形态观察表明 １－６ 小组、１１－１５ 小组眼球表面光滑
圆润ꎬ色泽透明ꎬ７－１０ 小组眼球凹陷皱缩变形ꎮ ＨＥ 染色
表明大部分组别眼球后极部组织切片卷曲缠绕ꎬ视网膜脱
离ꎻ１、５、６、１４、１５ 小组切片结构规整ꎬ其中 １４ 小组形态最
佳ꎬ视网膜、脉络膜、巩膜连接紧密ꎬ组织结构清晰ꎬ细胞排
列规整ꎮ
结论:采用 Ｄ１ 固定液固定 ３ ｈ 后剪切角膜的固定效果最
为理想ꎬ适用于豚鼠眼球后极部相关组织研究ꎮ
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ｗｉｔｈ ａ ｒｅｇｕｌａｒ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｔｈｅ ｅｙｅｂａｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｕｎｋｅｎ ａｎｄ ｗｒｉｎｋｌｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｕｒｌｅｄ ａｎｄ ｔａｎｇｌｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｓｅｖｅｒｅ ｒｅｔｉｎａｌ
ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔ. Ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ １ꎬ ５ꎬ ６ꎬ １４ꎬ ａｎｄ １５ꎬ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａꎬ
ｃｈｏｒｏｉｄꎬ ａｎｄ ｓｃｌｅｒａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｇｒｏｕｐ １４ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ
ｃｏｎｎｅｃｔｅｄꎬ ｗｉｔｈｏｕｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｔａｃｈｍｅｎｔꎬ ｒｕｐｔｕｒｅꎬ
ｏｒ ｃｕｒｌｉｎｇ. Ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｃｌｅａｒ ａｎｄ ｖｉｓｉｂｌｅꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｒｒａｎｇｅｄ ｎｅａｔｌｙ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａ
ａｆｔｅｒ ｆｉｘｉｎｇ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇ ｅｙｅｂａｌｌ ｗｉｔｈ Ｄ１ ｆｉｘａｔｉｖｅ ｆｏｒ ３ ｈ ｉｓ
ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｄｅａｌꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ
ｐｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｙｅ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓꎻ ｅｙｅｂａｌｌ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒꎻ ｆｉｘ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｔｏｍｙꎻ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ － ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｎｇ ＸＹꎬ Ｙｉｎ ＹＸꎬ Ｓｏｎｇ ＪＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｏｌｅ ｏｆ ｇｕｉｎｅａ
ｐｉｇ ｅｙｅｂａｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ ２４ ( ８):
１２０７－１２１２.

０引言
近视是世界范围内视力受损的主要原因之一[１]ꎬ近年

来已成为世界范围内重要的公共卫生问题[２]ꎮ 豚鼠的眼
球结构及发育过程与人类十分相似ꎬ是近视实验研究的常
用模型ꎬ然而由于其眼球各层组织结构不同、密度相差较
大ꎬ加上豚鼠眼球较大ꎬ在病理切片制备过程中极易出现
眼球变形、组织结构紊乱、视网膜脱离、断裂卷曲等现象ꎬ
严重影响实验研究ꎮ 相关研究表明眼球的生长主要受到
视网膜－脉络膜－巩膜级联反应的调节ꎬ异常视觉信号在
视网膜、脉络膜和巩膜中的逐层传递在近视的发生发展中
扮演重要角色[３－６]ꎬ因而制备高质量眼球组织切片对于评
估视网膜－脉络膜－巩膜在近视发生发展中的作用机制至
关重要ꎮ 目前有关豚鼠眼球病理切片固定方法的研究较
少ꎬ已知常用的 ４％多聚甲醛和 Ｂｏｕｉｎ 固定液的固定效果
均不理想ꎬ造成豚鼠眼球收缩变形、视网膜严重脱离ꎬ难以
观察其形态特征ꎮ 另有研究发现 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液对豚鼠
眼球的固定效果较好[７－８]ꎮ 固定液是影响病理切片质量
的关键因素ꎬ除了固定液ꎬ固定时间、解剖方式也影响着眼
球的固定效果ꎮ 在固定时间的选择上ꎬ有的需过夜固定ꎬ
也有研究表明 ３ ｈ 的固定时间最佳[７]ꎻ解剖方式的选择上
除了全眼球固定ꎬ也有研究表明去除角膜固定的方式较理
想[８]ꎬ另有研究发现将眼球分为左右两半的固定效果最
佳[９]ꎮ 然而到目前为止尚未出现一种能够制备高质量豚
鼠眼球后极部切片的固定方法ꎬ本研究结合前期相关研
究ꎬ选取 ３ 种固定液并结合不同的固定时间及解剖方式ꎬ
行苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬＨＥ)染色ꎬ在
光学显微镜下观察比较不同固定方法对豚鼠眼球后极部
的固定效果ꎬ以期寻找一种制备高质量眼球切片的固定
方法ꎮ

１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物及分组　 ２ 周龄英国三色豚鼠 ８０ 只(济南
金丰实验动物有限公司)ꎬ体质量 １００±１０ ｇꎬ适应性饲养
３ ｄꎬ饲养温度 ２５ ℃左右ꎬ１２ ｈ / １２ ｈ 的昼夜规律ꎬ自由饮
食ꎬ入组前检查所有豚鼠的眼前节ꎬ排除白内障、角膜炎、
近视等眼部疾病(５ 只)ꎮ 动物操作规范符合山东中医药
大学动物伦理委员会标准ꎮ 将 ７５ 只豚鼠随机分为５ 个大
组(Ａ－Ｅ 组)ꎬ每个大组再分为 ３ 个小组(共 １５ 个小组ꎬ１－
１５ 小组)ꎬ每小组 ５ 只ꎮ Ａ 组(１－３ 小组):整个眼球分别
放入 ＦＡＳ 固定液、Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 １(Ｄ１)和 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定
液 ２(Ｄ２)ꎬ固定时间为 ２４ ｈꎮ Ｂ 组(４ － ６ 小组):分别在
ＦＡＳ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 中固定 １ ｈ 后ꎬ剪切角膜ꎬ去除内容物ꎬ再置
于各自固定液中继续固定 ２ ｈꎮ Ｃ 组(７－９ 小组):分别在
ＦＡＳ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 中固定 １ ｈ 后ꎬ沿视神经方向将眼球分为左
右两半ꎬ再置于各自固定液中继续固定 ２ ｈꎮ Ｄ 组(１０－１２
小组):分别在 ＦＡＳ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 中固定 ３ ｈ 后ꎬ沿视神经方
向将眼球分为左右两半ꎮ Ｅ 组 ( １３ － １５ 小组):分别在
ＦＡＳ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 中固定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎬ去除内容物ꎮ 本研
究分组情况见表 １ꎮ
１.１.２主要仪器和试剂 　 主要仪器:眼科手术器械(苏州
明仁医疗器械厂)、光学显微镜(日本尼康)、脱水机(意大
利 ＤＩＡＰＡＴＨ 公司)、包埋机(武汉俊杰电子有限公司)、切
片机(德国徕卡)、摊片机(浙江金华科迪设备有限公司)、
烘箱(天津莱玻瑞仪器设备有限公司)ꎮ 主要试剂:ＦＡＳ
固定液(Ｇ１１０９－１００ｍＬ)、４０％甲醛、９５％乙醇、冰乙酸(均
购自天津市富宇精细化工有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１固定液配比　 Ｄ１ 固定液:４０％甲醛 ２０ ｍＬꎬ９５％乙醇
３０ ｍＬꎬ冰乙酸 １０ ｍＬꎬ三蒸水 ３０ ｍＬ 混合(２∶ ３∶ １∶ ３)ꎻＤ２ 固
定液:４０％甲醛 ２０ ｍＬꎬ９５％乙醇 ３０ ｍＬꎬ冰乙酸 ２０ ｍＬꎬ三
蒸水 ２０ ｍＬ 混合(２∶ ３∶ ２∶ ２) [１０]ꎮ
１.２.２取材与固定　 过量戊巴比妥腹腔注射麻醉处死豚鼠
后立即用眼科镊取出眼球ꎬ０.９％生理盐水冲洗眼球表面
的血液ꎬ保留视神经ꎬ去除结膜、眼外肌等组织ꎬ按分组方
法置于不同固定液中(体积比为 １∶ １０)固定ꎮ
１.２.３组织包埋和切片及染色　 各组标本固定完毕后经梯
度乙醇脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ浸蜡包埋后切片ꎬ厚度 ５ μｍꎬ经
ＨＥ 染色、中性树脂封片ꎬ置于光学显微镜下观察和拍照ꎮ
２结果
２.１形态观察　 固定完毕后ꎬ１－６ 小组、１１－１５ 小组豚鼠眼
球形态饱满ꎬ色泽亮白透明ꎬ未见明显变形ꎬ基本保持其原
有形态ꎬ而 ７－１０ 小组豚鼠眼球皱缩凹陷ꎬ变形严重ꎬ切口
处视网膜多出现卷曲皱褶(图 １)ꎮ

表 １　 实验动物分组

固定液 Ａ 组 Ｂ 组 Ｃ 组 Ｄ 组 Ｅ 组

ＦＡＳ １ 小组 ４ 小组 ７ 小组 １０ 小组 １３ 小组

Ｄ１ ２ 小组 ５ 小组 ８ 小组 １１ 小组 １４ 小组

Ｄ２ ３ 小组 ６ 小组 ９ 小组 １２ 小组 １５ 小组

注:Ａ 组为全眼球固定ꎻＢ 组为眼球固定 １ ｈ 后剪切角膜再固定
２ ｈꎻＣ 组为眼球固定 １ ｈ 后分成左右两半再固定 ２ ｈꎻＤ 组为眼
球固定 ３ ｈ 后分成左右两半ꎻＥ 组为眼球固定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎮ
Ｄ１:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 １ꎻＤ２:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 ２ꎮ
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２.２ ＨＥ 染色情况　 各小组眼球组织切片 ＨＥ 染色结果比
较见表 ２ꎮ 各小组豚鼠眼球视网膜、脉络膜和巩膜染色鲜
明均匀ꎬ细胞核清晰可见ꎮ Ａ 组(１－３ 小组)眼球内部组织
结构完整(图 ２)ꎬ其中 １ 小组大部分视网膜脱离ꎬ脉络膜
和巩膜连接紧密ꎻ２、３ 小组巩膜发生严重卷曲ꎬ视网膜与
脉络膜大部分连接紧密ꎬ少部分有脱离(图 ３)ꎮ Ｂ 组(４－６
小组)眼球内部组织结构完整ꎬ其中 ４ 小组眼球轻微变形ꎬ
视网膜脱离明显ꎻ５ 小组眼球轻微变形ꎬ大部分视网膜与
脉络膜、巩膜连接紧密ꎬ后极部视网膜小部分脱离、巩膜轻
微卷曲ꎻ６ 小组眼球形态规整ꎬ大部分视网膜与脉络膜、巩

膜连接紧密ꎬ后极部视网膜轻微卷曲(图 ２、３)ꎮ Ｃ 组(７－９
小组)视网膜脱离、卷曲、变形ꎬ且脉络膜和巩膜明显脱离
(图 ２、３)ꎮ Ｄ 组(１０－１２ 小组)中 １０ 小组眼球被严重拉长
变形ꎬ视网膜组织断裂ꎬ缺失并脱离ꎬ同时脉络膜和巩膜脱
离明显ꎻ１１ 小组眼球内部组织连续性被打断(图 ２ 黑色箭
头)ꎬ视网膜卷曲断裂ꎬ明显脱离ꎻ１２ 小组眼球组织排列规
整ꎬ后极部视网膜少部分脱离ꎬ巩膜轻微皱褶(图 ２、３)ꎮ
Ｅ 组(１３－１５ 小组)中 １３ 小组眼球严重变形ꎬ脉络膜和巩
膜明显卷曲ꎬ视网膜断裂并完全脱离ꎻ１４ 小组眼球组织结
构排列规整ꎬ视网膜、脉络膜和巩膜结构清晰、连接紧密ꎬ
　 　

图 １　 各组豚鼠眼球固定完毕后形态观察　 Ａ 组(１－３):全眼球固定ꎻＢ 组(４－６):固定 １ ｈ 后剪切角膜再固定 ２ ｈꎻＣ 组(７－９):固定
１ ｈ后分成左右两半再固定 ２ ｈꎻＤ 组(１０－１２):固定 ３ ｈ 后分成左右两半ꎻＥ 组(１３－１５):固定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎮ Ｄ１:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固
定液 １ꎻＤ２:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 ２ꎮ

图 ２　 各组豚鼠眼球 ＨＥ染色情况　 Ａ 组(１－３):全眼球固定ꎻＢ 组(４－６):眼球固定 １ ｈ 后剪切角膜再固定 ２ ｈꎻＣ 组(７－９):眼球固定
１ ｈ 后分成左右两半再固定 ２ ｈꎻＤ 组(１０－１２):眼球固定 ３ ｈ 后分成左右两半ꎬ黑色箭头示眼球内部组织连续性被打断ꎻＥ 组
(１３－１５):眼球固定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎮ Ｄ１:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 １ꎻＤ２:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 ２ꎮ
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图 ３　 各组豚鼠眼球后极部 ＨＥ染色图情况　 Ａ 组(１－３):全眼球固定ꎻＢ 组(４－６):眼球固定 １ ｈ 后剪切角膜再固定 ２ ｈꎻＣ 组(７－９):
眼球固定 １ ｈ 后分成左右两半再固定 ２ ｈꎻＤ 组(１０－１２):眼球固定 ３ ｈ 后分成左右两半ꎻＥ 组(１３－１５):眼球固定 ３ ｈ 后剪切角
膜ꎮ Ｄ１:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 １ꎻＤ２:Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液 ２ꎮ

表 ２　 各小组豚鼠眼球后极部 ＨＥ染色结果比较

组别 视网膜完全脱离 视网膜部分脱离 视网膜未脱离

１ １ ４ ０
２ ０ ５ ０
３ ０ ５ ０
４ ４ １ ０
５ ０ ３ ２
６ ０ ４ １
７ ５ ０ ０
８ ５ ０ ０
９ ４ １ ０
１０ ５ ０ ０
１１ ５ ０ ０
１２ ３ ２ ０
１３ ５ ０ ０
１４ ０ １ ４
１５ ０ ２ ３

无明显视网膜脱离、卷曲及断裂现象ꎻ１５ 小组视网膜完
整ꎬ大部分视网膜与脉络膜、巩膜连接紧密ꎬ小部分视网膜
由于脉络膜、巩膜组织卷曲而发生脱离(图 ２、３)ꎮ

３讨论

近视作为一种常见的眼科疾病ꎬ其中以高度近视作为

最常见的致盲性眼病之一ꎮ 豚鼠是最常用的近视模型ꎬ其
眼球组织病理切片在近视实验研究中具有重要的作用ꎮ
近视发生机制之一“视网膜局部调控学说”认为视网膜感

知外界环境ꎬ作用于视网膜色素上皮 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬＲＰＥ)－脉络膜ꎬ从而启动 ＲＰＥ－脉络膜－巩膜信

号转导通路ꎬ导致巩膜细胞外基质主动重塑ꎬ眼轴增长ꎬ进
而引发近视[３ꎬ５ꎬ１１]ꎮ 在研究视网膜信号级联反应这一过程

中维持眼球后极部紧密相连的原始形态ꎬ对近视机制研究

具有重要意义ꎮ
　 　 标本的固定是组织切片制备的关键环节ꎬ固定方法

(固定液、解剖方式和固定时间等)是影响组织切片质量

的关键因素ꎮ 根据以往的研究ꎬ本研究对豚鼠眼球进行解

剖ꎬ分别为延视神经轴方向将眼球分为左右两个半球[９]以
及剪切角膜保留眼球后极部[８ꎬ１２]ꎬ相较于全眼固定ꎬ这两

种解剖方式都能够使固定液有效均匀地渗入眼内ꎬ视网膜

内外均等固定ꎬ有利于保持眼球原本形态ꎮ
传统的 ４％多聚甲醛主要由甲醛和磷酸盐组成ꎬ是最

常用的固定液之一ꎬ它能够快速渗入组织内部ꎬ保持组织

０１２１
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弹性和细胞形态ꎬ适用于绝大多数组织的固定ꎬ在眼科研

究中也常用于大鼠和小鼠眼球固定[１３－１４]ꎬ然而该固定液

对豚鼠眼球的固定效果并不理想ꎬ极易造成眼球收缩变

形ꎬ视网膜脉络膜脱离ꎬ难以观察其形态结构[７]ꎮ 另外ꎬ
Ｂｏｕｉｎ 固定液也是常用的固定液之一ꎬ主要由甲醛、冰醋酸

和苦味酸组成ꎮ 与 ４％多聚甲醛不同ꎬＢｏｕｉｎ 固定液中的

苦味酸是一种渗透缓慢的固定液ꎬ它所固定的豚鼠眼球虽

无明显变形ꎬ但视网膜脱离现象仍未解决[８]ꎮ 此外ꎬ苦味

酸具有强烈的刺激性和致敏性ꎬ与之接触的组织、细胞及

研究人员的皮肤会出现黄染现象ꎬ在高热、受到撞击时也

可能发生爆炸ꎬ存在安全隐患[１５]ꎮ 戊二醛是一种饱和直

链二元醛ꎬ多用于消毒、灭菌[１６]ꎮ 戊二醛固定液在固定蛋

白质的过程会伴随氢离子的释放ꎬ导致 ｐＨ 值降低ꎬ因而

需在戊二醛固定剂中加入足量的缓冲液ꎬ以维持 ｐＨ
值[１７]ꎮ 此外ꎬ该固定液穿透力强ꎬ渗透速度慢ꎬ对微细结

构的固定效果更佳ꎬ因而适合于免疫组化或电镜样本

制作ꎮ
Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液是一种快速固定液ꎬ广泛应用于睾

丸、小肠、骨骼等组织的固定[１８－２０]ꎬ它能够避免组织溶解ꎬ
维持组织及细胞的原本形态[２１]ꎮ 近年来研究发现ꎬ
Ｄａｖｉｄｓｏｎ 对大鼠眼球的固定效果优于以往固定液[２２]ꎮ
Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液配方很多ꎬ一种配方是由 ４０％甲醛、９５％
乙醇、冰乙酸、三蒸水依据比例配比而成ꎬ其比例为

２ ∶ ３ ∶ １ ∶ ３ꎬ也有研究采用体积配比为 ２∶ ３∶ ２∶ ２ 的配方对豚

鼠眼球固定也取得了较好的效果[７]ꎮ 此外ꎬ商业专用眼球

固定液(ＦＡＳ)也是由甲醛、９５％乙醇、冰乙酸和三蒸水配

制而成ꎬ但其具体配比不清ꎮ 相较于 Ｂｏｕｉｎ 固定液ꎬ
Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液用乙醇取代了有安全隐患的苦味酸ꎬ乙醇

通常作为消毒剂使用ꎬ 是一种较安全的溶 剂ꎬ 同 时

Ｄａｖｉｄｓｏｎ 也不含汞和其他金属ꎬ安全隐患小ꎮ 因此本研究

同时选择了上述两种不同配比的 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 和 ＦＡＳ 眼球专

用固定液ꎬ采用 ＨＥ 染色对所固定的眼球后极部组织进行

比较ꎮ 结果表明ꎬＤ１ 比 ＦＡＳ、Ｄ２ 固定液的固定效果好ꎬＤ２
较 Ｄ１ 固定液固定效果欠佳ꎬ这可能是由于 Ｄ２ 固定液所

含的冰乙酸含量高ꎬ易引起组织过度膨胀ꎬ而 Ｄ１ 固定液

中的甲醛和乙醇对组织细胞的微收缩和硬化作用ꎬ恰好抵

消了低含量冰乙酸的组织膨胀作用[２１]ꎮ
以往研究显示ꎬ选择 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液固定 ２４ ｈ 或固

定 ３ ｈꎬ亦或是在固定后选择去除角膜、虹膜、晶状体和玻

璃体ꎬ或是将眼球分为左右两半ꎬ所得到的眼球外形饱满

圆润ꎬ无明显凹陷ꎬ切片中视网膜各层结构排列规整ꎬ未见

明显断裂ꎬ然而视网膜脱片问题仍未解决ꎮ 此外ꎬ上述研

究仅针对固定时间或解剖方式进行探讨ꎬ为此本研究将固

定时间与解剖方式相结合以寻求眼球后极部最佳固定效

果ꎬ结果表明 Ｄ１ 固定液固定 ３ ｈ 后剪切角膜ꎬ去掉晶状体

所得到的固定效果最佳ꎮ 豚鼠眼球饱满光滑ꎬ眼球后极部

组织结构完整清晰ꎬ各层组织紧密相连ꎬ未见明显断裂、脱
离ꎬ显著降低了豚鼠眼球在组织病理中存在的大面积视网

膜脱离的发生率ꎬ效果优于其他固定方法ꎮ 分析该固定效

果最佳的原因可能是:(１)眼球外壁主要由视网膜、脉络

膜和巩膜这 ３ 层组织紧密连接构成ꎬ如果在固定前剪开角

膜ꎬ由于外力的作用ꎬ眼球会发生变形ꎬ导致视网膜脱离ꎻ
同时由于视网膜中含有大量蛋白质ꎬ直接接触固定液会使

视网膜中的蛋白质变性凝固ꎬ引起视网膜轻度萎缩[２３]ꎬ导
致视网膜轻度脱离ꎮ (２)角膜、巩膜主要由胶原纤维构

成ꎬ固定液渗入到眼球内部需要一定的时间ꎬ根据实验室

前期经验摸索[７]ꎬ发现在不解剖眼球的情况下ꎬ豚鼠眼球

在 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 固定液中固定 ３ ｈ 得到的固定效果最好ꎮ
(３)晶状体密度高ꎬ固定之后不易切片ꎬ固定 ３ ｈ 后去除角

膜、晶状体ꎬ便于残余固定液、脱水液和石蜡的渗透ꎬ有利

于后期切片ꎬ但是其具体机制还有待进一步的实验证实ꎮ
本研究选择 ＦＡＳ、Ｄ１ 和 Ｄ２ 固定液在不同时间点采取

不同的解剖方式对豚鼠眼球进行固定ꎬ结果表明 Ｄ１ 固定

液固定 ３ ｈ 后剪切角膜的固定方法更适用于豚鼠眼球后

极部的固定ꎮ 所固定的视网膜、脉络膜、巩膜连接紧密ꎬ后
极部视网膜无脱离、断裂ꎬ细胞排列规整ꎬ染色鲜明ꎬ与以

往研究相比ꎬ本研究获得的眼球后极部切片较为理想ꎮ 该

方法制备简单、试剂危害性均可有效避免、固定效果好ꎬ是
良好的豚鼠眼球固定方法ꎬ同时该改进方法为现代依托原

位技术的空间组学开展提供了前期保障ꎮ
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