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用改进石蜡切片法观察大鳞副泥鳅皮肤虹彩细胞
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摘要　以大鳞副泥鳅为研究对象,针对常规石蜡切片无法观察到鱼类皮肤虹彩细胞的不足,固定液改用

１０％中性福尔马林,脱水前使用１．５％琼脂糖对组织进行预处理,染色使用３％伊红.结果发现:大鳞副泥鳅新

鲜皮肤组织选用１０％中性福尔马林进行固定,在梯度脱水前用１．５％琼脂糖对组织进行预处理,并用３％伊红进

行染色,即可以得到组织结构完整、虹彩细胞清晰的皮肤组织切片.表明改进后的石蜡切片法可以用于鱼类皮

肤虹彩细胞观察.
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　　色素细胞是包含色素颗粒以及反光物质的一类

细胞,它们广泛分布于鱼类、两栖动物以及爬行动物

等脊椎动物的皮肤中[１Ｇ３],鱼类的色素细胞分成４
类:黑色素细胞、黄色素细胞、红色素细胞以及虹彩

细胞[４].目前国内外有关鱼类皮肤虹彩细胞的分布

多从电镜水平进行观察[３,５],却少有通过组织切片

对鱼类皮肤虹彩细胞的分布进行观察的报道.此

外,在采用常规石蜡切片观察鱼类皮肤色素细胞种

类和分布的研究中,虽然可以看到黑色素细胞,却无

法观察到虹彩细胞及其数量分布.这可能是作为虹

彩细胞胞体内反光板主要成分的鸟嘌呤溶于弱酸和

弱碱[６Ｇ７],导致了虹彩细胞结构的破坏.笔者以大鳞

副泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)为对象,通过

对常规石蜡切片方法进行改进,优化出一种能够用

于鱼类皮肤虹彩细胞观察的石蜡切片技术,旨在为

后续鱼类皮肤色素细胞的形态及分布规律研究提供

技术支持.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用１５尾野生大鳞副泥鳅来源于湖北省

黄石 市 阳 新 北 煞 湖.平 均 体 质 量 为 (１２．５１±
２．４０)g,平均体长为(１１．５９±０．７４)cm.试验开始

前用 MSＧ２２２(２８０mg/L)对大鳞副泥鳅进行麻醉后

取背部皮肤,组织大小约１cm×１cm×(０．２~０．３)

cm,取样后经固定液固定后用于石蜡切片,切片厚

度６μm,所得切片最后用 组 织 切 片 扫 描 仪(PanＧ
noramicMIDI)进行扫描,虹彩细胞的细节则在油镜

下用荧光显微镜(ImagerA２)进行显微摄影观察.
1.2　常规石蜡切片

３尾鱼的背部皮肤用于常规石蜡切片,具体操

作过程参考王伯沄[８]操作规程.

1.3　固定液的选择

上述常规石蜡切片中无法观察到虹彩细胞的分

布,推测是由于固定过程中鸟嘌呤溶解于偏酸性的

Bouin液中.因此,本试验改用１０％中性福尔马林

对３尾鱼的背部皮肤进行固定,固定的时间和后续

的脱水、透明、浸蜡操作以及染色过程均和常规石蜡

切片一致.
1.4　用伊红染液对切片进行染色

用１０％中性福尔马林固定的皮肤组织所制得

的切片可以观察到类似虹彩细胞的细胞形态,但却

被苏木精染成类似细胞核一样的紫蓝色,无法区分

是细胞核还是虹彩细胞,因此,切片用常规伊红进行

染色.具 体 的 染 色 过 程 如 下:二 甲 苯 Ⅰ 脱 蜡

１０min→二甲苯Ⅱ脱蜡５min→无水乙醇洗去二甲
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苯１min×(２次)→９５％乙醇 １ min→９０％乙醇

１min→８５％乙醇１min→自来水洗２min→伊红染

色３０s→自来水洗３０s→８５％乙醇脱水２０s→９０％
乙醇 ３０s→９５％ Ⅰ 乙 醇 １ min→９５％ Ⅱ 乙 醇

１min→无水乙醇Ⅰ２min→无水乙醇Ⅱ２min→二

甲苯 Ⅰ ２ min→ 二 甲 苯 Ⅱ ２ min→ 二 甲 苯 Ⅲ
２min→中性树脂封片.
1.5　用稀释的伊红染液对切片进行染色

切片在伊红染色后可以观察到虹彩细胞,但由

于着色太深,无法清晰地观察其分布特征.因此,试
验在本文“１．４”所使用的常规伊红染液的基础上用

９５％乙醇进行稀释.试验设置了７个不同体积分数

的伊红染液:８０％(即９５％乙醇与常规伊红染液的

体积比是２∶８,后面的体积分数以此类推)、４０％、
２０％、１０％、５％、３％、１％.然后用７个不同体积分

数的伊红对切片进行染色,具体的染色过程参照本

文试验“１．４”.
1.6　脱水前的组织预处理

皮肤组织切片３％伊红染色后,可以清晰地观

察到虹彩细胞,但由于组织收缩卷曲、碎裂,无法很

好地观察到虹彩细胞在皮肤的分布.因此,试验在

组织梯度脱水前,对９尾被１０％中性福尔马林固定

过的大鳞副泥鳅的背部皮肤用１．５％琼脂糖进行包

埋,然后切成小粒(厚度约０．４~０．５cm).由于厚度

变厚,需要对脱水和浸蜡时间进行调整,调整的方法

参考王伯沄[８]对于厚度０．４~０．５cm 的组织所设置

的一般脱水和浸蜡时间范围.同时,为了进一步探

索出鱼类皮肤合适的脱水和浸蜡时间,又在该时间

范围内设置了３个处理组,每个处理组３尾鱼:８０％
乙醇、９５％乙醇Ⅰ和Ⅱ、１００％乙醇Ⅰ和Ⅱ(①每一步

均为１２０min;②每一步均为１８０min;③每一步均

为２４０min)→二甲苯Ⅰ６０min→二甲苯Ⅱ６０min→
蜡Ⅰ(①６０min;②９０min;③１２０min)→蜡Ⅱ(①
１２０min;②１８０min;③２４０min)→包埋.切片的染

色过程参考本文试验“１．４”,使用体积分数为３％伊

红对切片进行染色.
1.7　对比虹彩细胞在改进前后的观察效果

分别对３尾通过常规石蜡切片法以及方法改进

后所制作的大鳞副泥鳅背部皮肤切片中可观察到的

虹彩细胞数量进行计数.每尾鱼连续选取５张背部

皮肤切片,每张切片在２０×１０倍放大倍数下随机选

取６个视野,然后对每个视野中的虹彩细胞数量进

行计数.利用SPASS２４对改进前后统计的虹彩细

胞数量进行单因素方差分析,设定差异性显著水平

为０．０５.

2　结果与分析

2.1　石蜡切片观察结果

通过常规石蜡切片所得到的大鳞副泥鳅皮肤切

片,能够清晰地辨别出分布在表皮层的黏液细胞的

细胞核、细胞质以及其细胞形态(图版ⅠＧ１).此外,
分布在真皮层的黑色素细胞也能被清楚地辨别,然
而却无法从皮肤中看见虹彩细胞的细胞轮廓及其分

布位置(图版ⅠＧ１４).
2.2　固定液对虹彩细胞观察的影响

试验用鱼类皮肤组织学观察常用固定液—１０％
中性福尔马林对鱼类皮肤进行固定,然后进行石蜡

切片.结果显示,在大鳞副泥鳅的真皮层中出现类

似虹彩细胞的细胞轮廓,但却被苏木精染成类似细

胞核一样的紫蓝色(图版ⅠＧ２),无法区分是细胞核

还是虹彩细胞.
2.3　用伊红染液对虹彩细胞观察的影响

皮肤切片经过常规伊红染液进行染色后,可以

看见虹彩细胞的细胞形态,但由于着色过深,其细胞

膜和细胞质均被染色,因此,不易看清虹彩细胞在皮

肤的分布(图版ⅠＧ３、ⅠＧ１５).
2.4　不同体积分数的伊红对虹彩细胞观察的影响

　　使用不同体积分数的伊红进行染色后,观察到

随着伊红体积分数的逐渐降低,皮肤切片中的虹彩

细胞的细胞轮廓逐渐清晰(图版ⅠＧ４~１０).但用

１％伊红对切片进行染色时,由于体积分数过低,不
易区分皮肤的各层结构,因此,不利于观察虹彩细胞

在皮肤的分布.然而,当切片用３％伊红进行染色

时,不但能够清晰地看见虹彩细胞,而且还能分清皮

肤的各层结构.
2.5　脱水前的组织预处理对组织结构完整性的

影响

　　１０％中性福尔马林固定的鱼类皮肤,经乙醇脱

水后都 出 现 不 同 程 度 的 收 缩 卷 曲 和 碎 裂 (图 版

ⅠＧ２~１０),从而影响了虹彩细胞在皮肤的分布观

察.因此,为了保持皮肤原有的形态,试验用１．５％
琼脂糖对组织进行包埋,并进一步探究了该鱼类皮

肤的最适脱水和浸蜡时间.结果表明,大鳞副泥鳅

的皮肤组织在处理组②和③表现出不同程度的收缩

和碎裂(图版ⅠＧ１１~１２).然而,在处理组①,即在

８０％乙醇、９５％乙醇Ⅰ和Ⅱ、１００％乙醇Ⅰ和Ⅱ分别

梯度脱水１２０min,然后在二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ分

别透明６０min,最后蜡Ⅰ浸蜡６０min,蜡Ⅱ浸蜡１２０

２２１
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min,能够得到组织结构完整,虹彩细胞清晰的皮肤

切片(图版ⅠＧ１３、ⅠＧ１６).
2.6　对比虹彩细胞在方法改进前后的观察效果

　　为了进一步对比虹彩细胞在方法改进前后的观

察效果,本试验分别对使用常规石蜡切片法以及改

进石蜡切片法制作的大鳞副泥鳅背部皮肤切片中的

虹彩细胞数量进行了生物统计.结果表明,常规石

蜡切片法和改进石蜡切片法可观察到的虹彩细胞平

均数量分别为０±０、２９±４．８０个,改进后的方法相

对于常规方法在可观察的虹彩细胞数量方面差异显

著(P＜０．０５).因此,改进后的方法相对常规方法

在观察虹彩细胞方面具有明显的优点.

3　讨　论

3.1　常规石蜡切片观察鱼类皮肤虹彩细胞的不足

本试验通过对大鳞副泥鳅皮肤进行常规石蜡切

片,虽然能够在光镜下清晰地观察到黑色素细胞在

真皮层的分布以及表皮黏液细胞的显微结构,但是

却无法从切片中观察到虹彩细胞,这可能与皮肤组

织在长时间固定过程中,虹彩细胞胞体内的鸟嘌呤

溶解于偏酸性的Bouin液中,从而在胞内形成了空

洞,并且在后续的 HE染色过程中伊红染料充满了

整个细胞质,以致无法从被染成红色的纤维结缔组

织中辨别出来.
3.2　染液种类的选择及其浓度对虹彩细胞观察的影响

使用１０％中性福尔马林对鱼类皮肤进行固定,
虽然可以在切片中观察到类似虹彩细胞的细胞形

态,但由于其被苏木精染成类似细胞核一样的紫蓝

色,因此无法区分是细胞核还是虹彩细胞,这可能是

因为鸟嘌呤作为核酸组成单位的基本成分之一[９],
同样具有和碱性染料结合的性质,因此也能够被苏

木精染成紫蓝色.
当皮肤切片用常规的伊红染液进行染色时,虽

能看到虹彩细胞的细胞轮廓,但由于着色太深,并不

能看清虹彩细胞在皮肤的分布,这可能是由于虹彩

细胞的细胞膜和细胞质着色过深,掩盖了反光板所

反射出的银光,从而影响了虹彩细胞的观察.然而

当切片使用浓度降低的伊红进行染色时,虹彩细胞

的细胞形态逐渐变得清晰,这可能是由于虹彩细胞

胞体内反光板所反射出的银光亮度超过了细胞膜和

细胞质的着色深度,从而提高了皮肤虹彩细胞的清

晰度.

3.3　脱水前的预处理对组织完整性的影响

１０％中性福尔马林固定的鱼类皮肤,试验都出

现了不同程度的收缩卷曲和组织碎裂,这可能是因

为甲醛水溶液渗透能力强,经乙醇脱水后会导致明

显的组织收缩[１０],此外,脱水和浸蜡时间也可能影

响皮肤结构的完整性.固定的皮肤组织经１．５％琼

脂糖进行包埋后,然后按照处理组①的脱水和浸蜡

时间进行操作,最后可以得到虹彩细胞清晰、结构完

整的皮肤切片.然而,当按照处理组②和③的脱水

和浸蜡时间进行操作时,大鳞副泥鳅的皮肤出现不

同程度的收缩、碎裂,这可能是因为乙醇的穿透速度

快,对组织有较明显的收缩和脆化作用,此外,浸蜡

时间过长,也容易造成组织块脆硬[１０],因此,合理控

制组织的脱水和浸蜡时间有利于虹彩细胞分布位置

的观察.
本试验通过选用１０％中性福尔马林对组织进

行固定、脱水前用１．５％琼脂糖对组织进行预处理,
以及使用３％的伊红对切片进行染色,从而有效地

观察鱼类皮肤虹彩细胞.改进后的组织切片方法,
有助于鱼类皮肤色素细胞特别是虹彩细胞的形态及

分布规律研究.
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　第４期 欧志杰 等:用改进石蜡切片法观察大鳞副泥鳅皮肤虹彩细胞 　

１．皮肤中的黏液细胞(蓝色箭头)和黑色素细胞(白色箭头)１００×
１．Themucouscell(bluearrow)andmelanophore(whitearrow)

intheskin１００×
２．类似于虹彩细胞的细胞轮廓(蓝色箭头)１００× ２．Theprofilesofthecellssimilartoiridophores(bluearrow)１００×
３．常规伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ３．Iridophoresundernormaleosinstaining(bluearrow)１００×
４．８０％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ４．Iridophoresunder８０％eosinstaining(bluearrow)１００×
５．４０％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ５．Iridophoresunder４０％eosinstaining(bluearrow)１００×
６．２０％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ６．Iridophoresunder２０％eosinstaining(bluearrow)１００×
７．１０％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ７．Iridophoresunder１０％eosinstaining(bluearrow)１００×
８．５％伊红染色下的虹 彩细胞(蓝色箭头)１００× ８．Iridophoresunder５％eosinstaining(bluearrow)１００×
９．３％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× ９．Iridophoresunder３％eosinstaining(bluearrow)１００×
１０．１％伊红染色下的虹彩细胞(蓝色箭头)１００× １０．Iridophoresunder１％eosinstaining(bluearrow)１００×

１１．经处理组③处理后的皮肤虹彩细胞(蓝色箭头)１００×
１１．Theiridophoresintheskinundertreatmentgroup③(bluearＧ

row)１００×

１２．经处理组②处理后的皮肤虹彩细胞(蓝色箭头)１００×
１２．Theiridophoresintheskinundertreatmentgroup②(bluearＧ

row)１００×

１３．经处理组①处理后的皮肤虹彩细胞(蓝色箭头)１００×
１３．Theiridophoresintheskinundertreatmentgroup①(bluearＧ

row)１００×
１４．无法观察到虹彩细胞的皮肤切片１０００× １４．Iridophorescannotbeobservedinskinslice１０００×

１５．细胞膜和细胞质着色过深的虹彩细胞(蓝色箭头)１０００×
１５．ThecellmembraneandcytoplasmofiridophoresareovercolＧ

ored(bluearrow)１０００×
１６．皮肤切片中清晰的虹彩细胞(蓝色箭头)１０００× １６．Thecleariridophoresinskinslice(bluearrow)１０００×

图版Ⅰ　大鳞副泥鳅皮肤组织学观察

PlateⅠ　ThehistologicalobservationofParamisgurnusdabryanusskin

Improvedparaffinsectionmethodforobservingiridophores
inskinofParamisgurnusdabryanus

OUZhijie　BIANFangfang　YANGRuibin　YANGXuefen

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryofFreshwater
AnimalBreedingCertificatedbyMinistryofAgriculture/FreshwaterAquaculture

CollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Theiridophoresinthefishskincouldnotbeobservedbytraditionalparaffinsection
method,soParamisgurnusdabryanuswasusedtoimprovethemethodinthisexperiment．Thefixative
waschangedto１０％neutralformalin．Moreover,１．５％agarosewasusedtopretreattheskinbeforedehyＧ
dration,and３％eosinwasusedtostaintheskin．TheresultsshowedthatfixingtheskinofP．dabryanus
by１０％formalin,pretreatingby１．５％agarosebeforedehydrationandstainingwith３％eosin,couldget
thesliceswithintactorganizationalstructureandcleariridophores．Therefore,theimprovedparaffinsecＧ
tionmethodcouldbeusedtoobserveiridophoresinthefishskin．

Keywords　paraffinsection;Paramisgurnusdabryanus;skin;iridophores;improvedmethod
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