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脊髓组织存放时间对冰冻组织切片免疫荧光的影响
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［摘　要］目的：研究脊髓组织在４％多聚甲醛固定液中的存放时间对冰冻切片抗原 ＮｅｕＮ表达的影响。方
法：固定于４％多聚甲醛中１年、３月、２月、１月、２周、１周及２４ｈ的脊髓组织，在相同的条件下制作冰冻切片，
通过对神经元核抗原（ＮｅｕＮ）的免疫荧光的检测 ，观察脊髓组织标本在４％多聚甲醛中的固定时间对ＮｅｕＮ表达
的影响。结果：在脊髓前角ＮｅｕＮ的表达中，组织固定１月、２月、３月及１年的ＮｅｕＮ阳性率与新鲜标本及组织
固定１周、２周比较呈现显著性下降（Ｐ＜００５）；在脊髓后角ＮｅｕＮ的表达中，组织固定２月、３月及１年的ＮｅｕＮ
阳性率与新鲜标本相比呈现显著性下降（Ｐ＜００５），同时组织固定１年的 ＮｅｕＮ阳性率与组织固定１周相比也
呈现显著性下降（Ｐ＜００５）；在脊髓中央管ＮｅｕＮ的表达中，组织固定３月、１年的ＮｅｕＮ阳性率与新鲜标本及组
织固定１周相比呈现显著性降低（Ｐ＜００５），在脊髓组织整体ＮｅｕＮ的表达中，组织固定３月及１年的 ＮｅｕＮ阳
性率与新鲜标本及组织固定１周、２周比较呈现显著性下降（Ｐ＜００５），同时组织固定２月与新鲜组织及组织固
定１周比较呈现显著性下降（Ｐ＜００５）。结论：在同样的环境和条件下，冰冻切片的组织标本越新鲜，其抗原的
表达越强。
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　　冰冻切片是一种在低温条件下使组织快速冷
却到一定硬度，然后进行切片的方法，常用于术中

病理诊断依据［１－４］。与石蜡切片相比，冰冻切片的

制作不经脱水、透明、浸蜡等步骤，对组织抗原的

破坏性小，具有方便快捷等优点，常用于免疫组织

化学、免疫定位、原位杂交等研究。组织在冷冻过

程中，由于含水量、冷冻时间及温度等的影响，制作

的冰冻切片可发生冰晶形成、切片皱褶、切片脱落、

染色欠佳等问题，组织标本存放条件也会对组织内

的抗原产生一定影响。本实验着重研究组织切片

存放条件对免疫荧光检测抗原的影响，为制作高质

量的冰冻切片提供实验依据。如今，在脑和脊髓组

织的冰冻切片制作时，常常使用４％多聚甲醛固定
后再经梯度蔗糖脱水后进行冰冻切片［５－８］，然而，

组织存放在多聚甲醛里的时间，以及切好的冰冻切

片存放时间对其抗原表达是否会有影响，还未见过

具体报道，因而，本实验探索组织存放最佳时间对

提高冰冻切片质量的影响。

１　材料与方法

１１　材料与分组
健康成年 ＳＤ大鼠 Ｔ１０～Ｔ１２段脊髓标本，根

据在４％多聚甲醛中固定时间分为１年组、３月组、
２月组、１月组、２周组、１周组及新鲜组（３ｄ内），
共７组（ｎ＝６）。
１２　方法
１２１　取材与固定　ＳＤ大鼠用生理盐水１００ｍＬ
心脏灌注至无血后，继以４％多聚甲醛磷酸盐缓冲
液灌注固定、取材，组织块换至新鲜固定液。将脊

髓从固定液中取出，换至 １０％蔗糖溶液中浸泡
２４ｈ，沉底后换至２０％的蔗糖溶液中浸泡２４ｈ，沉
底后换至３０％的蔗糖溶液中浸泡２４ｈ。
１２２　包埋　从冰冻机中取出包埋托，除净表面
冰霜，用干纱布擦干，滴加０３ｃｍ厚包埋剂，然后
将取材的组织放在包埋剂上。包埋后在组织周围

进一步补充包埋剂，尽量将组织包在其中。将包埋

好的组织放入冰冻机的冷冻台上冷冻。根据脊髓

组织将温度控制在 －２２℃。组织冻好后，进行切
片、贴片。切片厚度为 １０μｍ。切好的切片放入
６０℃恒温烤箱中２ｈ烤干，备用。
１２３　免疫荧光　将组织用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
漂洗３次，每次５ｍｉｎ，滴入５％正常山羊血清，置
入湿盒中孵育３０ｍｉｎ，加入一抗 ＮｅｕＮ抗体（中杉
金桥，ＺＭ０３５２）４℃孵育２４ｈ，ＰＢＳ漂洗３次，每次
５ｍｉｎ。之后滴入山羊抗小鼠二抗工作液 Ｃｙ３５９４
（ｊａｃｋｓｏｎ，１１５－１６５－１４６），３７℃避光孵育１ｈ，ＰＢＳ
漂洗３次，每次５ｍｉｎ；阴性对照不加一抗。ＤＡＰＩ
复染细胞核，置于荧光显微镜下观察并拍照（Ｌｅｉｃａ
ＡＦ６０００ｃｅｌｌｓｔａｔｉｏｎ）。将细胞核（ＤＡＰＩ染色，蓝色
荧光）和神经元胞体（ＮｅｕＮ染色，红色荧光）分别
拍照，然后叠加上述图片得到重叠图片（Ｍｅｒｇｅｄ），
用于计数ＮｅｕＮ阳性表达细胞。
１３　统计学分析

采用免疫荧光定量分析，ＮｅｕＮ阳性率 ＝ＮｅｕＮ
阳性表达的细胞数／细胞总数（％），其中计数细胞
核（ＤＡＰＩ染色）个数为细胞总数。采用单因素方
差分析，对１年、３月、２月、１月、２周、１周及新鲜
（３ｄ内）的脊髓标本中免疫荧光ＮｅｕＮ阳性率进行
统计分析，结果以均数 ±标准差表示。应用 ＳＰＳＳ
２００统计软件进行统计学处理，计量数据采用均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２１　脊髓前角ＮｅｕＮ阳性率
随着组织固定时间的延长，大鼠脊髓前角 Ｎｅ

ｕＮ阳性率有逐渐下降趋势（Ｐ＜００５），见表１。与
新鲜标本比较，组织固定１月、２月、３月及１年的
ＮｅｕＮ阳性率下降；与组织固定１周相比，组织固定
１月、２月、３月及１年的ＮｅｕＮ阳性率下降；与组织
固定２周相比，组织固定１月、２月、３月及１年的
ＮｅｕＮ阳性率下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
组织固定１周、２周及新鲜标本之间的 ＮｅｕＮ阳性
率比较无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图１。
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图１　不同部位脊髓组织标本ＮｅｕＮ阳性率
Ｆｉｇ．１　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＮｅｕＮｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

２２　脊髓后角ＮｅｕＮ阳性率
由表１可见，随着组织固定时间的延长，大鼠

脊髓后角 ＮｅｕＮ阳性率有逐渐下降趋势（Ｐ＜
００５）。与新鲜标本比较，组织固定２月、３月及１
年的ＮｅｕＮ阳性率下降；与组织固定１周比较，组
织固定１年的ＮｅｕＮ阳性率下降，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）；其余各组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见图１。
２３　脊髓中央管ＮｅｕＮ阳性率

表１可见，随着组织固定时间的延长，大鼠脊
髓中央管 ＮｅｕＮ阳性率有逐渐下降趋势（Ｐ＜
００５）。与新鲜标本比较，组织固定３月及１年的
ＮｅｕＮ阳性率下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；

与组织固定１周比较，组织固定３月及１年的 Ｎｅ
ｕＮ阳性率下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余
各组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图１。
２４　脊髓总ＮｅｕＮ阳性率

随着大鼠脊髓组织固定时间的延长，组织中

ＮｅｕＮ阳性率逐渐下降（Ｐ＜００５）。与新鲜标本比
较，组织固定２月、３月及１年的 ＮｅｕＮ阳性率下
降；与组织固定１周比较，组织固定２月、３月及１
年的 ＮｅｕＮ阳性率下降；与组织固定２周相比，组
织固定３月及１年的 ＮｅｕＮ阳性率下降，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）；其余各组比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）。见表 １。此外，实验中还
发现，１年的标本其组织完整性差，破损严重。

表１　不同固定时间大鼠脊髓组织中ＮｅｕＮ阳性率（ｘ±ｓ，％）
Ｔａｂ．１　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＮｅｕＮｉｎｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｘａｔｉｏｎｔｉｍｅ

组别 脊髓前角 脊髓后角 脊髓中央管 脊髓组织

１年组 ７６７９２±１８３６８（１）（２）（３） １０１５９２±３１３４９（１）（２） ８５２３１±０８７７８（１）（２） ８７１４２±１６６５１（１）（２）（３）

３月组 ９２２２９±１６９４０（１）（２）（３） １９１１３９±０８７１１（１） １３９２７４±２８２５７（１）（２） １４４６７２±１００３５（１）（２）（３）

２月组 １２６７４０±１０８１８（１）（２）（３） １９９５１４±２３６４２（１） １５７８９１±５２８２９ １６８９５３±２０１１７（１）（２）（３）

１月组 １１８２３５±２３３１０（１）（２）（３）　 ２０２７６３±１１６５８８　　 １８２００２±１３３０５４　　 １７３５４１±４９２１７　　　　
２周组 ２０６６２２±１２３６９　　　　 ３３８４６６±６６７２３　　 １８１２２６±２１３５４　　　２６３６７４±２４６９１　　　　
１周组 ２３３１０８±１８２３６ ３８８１２４±４０１３０ ２６１６０１±２７１２２ ３０９９１７±１９３２７
新鲜组 ２２７２２２±４２１２８ ３１３０６１±２３７８７ ２７１５０５±４７８６３ ２７２４２４±１５７６９

（１）与新鲜组比较，Ｐ＜００５；（２）与１周组比较，Ｐ＜００５；（３）与２周组比较，Ｐ＜００５
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３　讨论

冰冻切片是一种借助低温冷冻快速将活体组

织冻结至一定硬度，然后进行切片的病理实验技

术，目前常用于临床病理诊断中。同时，冰冻切片

由于其抗原破坏性小，组织无明显收缩，保存了脂

肪、类脂及各种酶的活性、灵敏性高［９］，在免疫组

化／荧光实验中也被广泛应用，在科研实验中有着
不可取代的地位。要制作高质量的冰冻切片，需要

在取材、冰冻、切片及染色的每一个环节都充分掌

握其技术要领，控制好各个操作步骤。冰冻切片质

量的好坏直接影响实验结果，因此，制作高质量的

冰冻切片是获得优质实验结果的关键。

免疫组化／荧光成败的关键因素之一是抗原决
定簇是否充分暴露，经甲醛固定的组织常引起蛋白

质空间结构的改变而导致抗原决定簇的封闭。多

聚甲醛属甲醛低分子聚合物，它在组织固定过程中

与蛋白多肽链氨基酸侧链的功能基团，使蛋白多肽

分子间形成醛键，蛋白质不再发生改变，保存原位，

使得大多数抗原决定簇被封闭［１０］。１９８２年 Ｍｕｌ
ｌｅｎ［１１］等首次发现对神经元特异的单克隆抗体，把
该抗原命名为 ＮｅｕＮ（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｎｕｃｌｅａｒｐｒｏ
ｔｅｉｎ）。目前，该抗体广泛用于神经生物学、发育生
物学、干细胞研究等领域的研究。ＮｅｕＮ是一种可
溶性核蛋白，其免疫反应在神经元分化成熟后即开

始出现，特异性结合ＮｅｕＮ的单克隆抗体可以与脊
椎动物神经系统几乎所有部位的成熟神经细胞核

发生免疫反应，包括脊髓、大脑皮质、海马等［１２－１７］。

由于ＮｅｕＮ可以作为胚胎和成年动物的中枢和周
围神经系统中神经元的识别标志［１８，１９］，因此，本实

验使用ＮｅｕＮ的抗原表达情况来检测冰冻切片组
织固定时间对抗原的破坏程度。本实验发现，随着

脊髓组织固定时间的延长，其抗原表达下降，尤其

是脊髓前角。研究显示，多聚甲醛质量分数越大，

固定时间越久，对组织的固定收缩作用越强，对组

织的损伤越大［２０］。本实验通过对比组织固定时

间，发现被封闭的抗原决定簇随着时间的增加而增

加，从而使冰冻切片免疫荧光抗原表达下降，进而

证明了用于冰冻切片的组织标本不宜在固定液中

太长时间。

综上，本实验研究结果表明，制作优质的脊髓

组织冰冻切片，在４％多聚甲醛固定液中固定一月
以内，进行免疫荧光染色，效果较好。
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