
当机体死亡后，缺氧和二氧化碳蓄积会造成不

可逆的细胞结构破坏。固定可以最大程度地将组

织结构保持于类似活体的状态，减少细胞自溶和蛋

白抗原丢失，良好的组织固定也是进行病理学、免

疫组化等实验研究的前提。鼠等小动物是目前最

常用的实验模式动物之一，相关的固定方法已经发

展得非常成熟［1-4］。但对于犬、猪等大型实验动物而

言，由于所需灌流液较多，操作难度较大等问题，虽

然诸多学者进行过尝试，但仍没有理想的灌注固定

方法［5-9］。鉴于大动物实验研究日益增多，探索合适

的大动物固定方法具有重要意义。
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前期本研究团队对犬行经心脏全身灌流获得

了较好的脑组织固定效果［10］，能够满足大体病理观

察及离体磁共振的研究需求，但在进行透射电镜观

察时，仍有较严重的细胞自溶现象。结合介入放射

技术，本研究在此灌流方法的基础上进行了一些改

进，现将相关方法报道如下。

1 材料和方法

1.1 材料

比格犬7只，体重11.5~14.5 kg，雄性［扬州仪征

安利卯生物科技有限公司，许可证号：SCXK（苏）

2016⁃0005］。
外科手术器械，5F穿刺针及血管鞘套件、超滑

导丝、5F 单弯导管（泰尔茂公司，日本），灌注泵

（JG100，四川科仪诚科技有限公司），数字减影血管

造影 X线机（DSA）（Polyt ron1000，西门子公司，德

国），病理切片机（Leica RM 2016，Leica公司，德国），

光学显微镜（BX53，奥林巴斯公司，日本），超薄切片

机（Power Tome XL，RMC 公司，美国），透射电镜

（Tecnai G2 Spirit，FEI公司，美国）等。

0.9%氯化钠注射液、肝素钠、4%多聚甲醛、4%戊

二醛、戊巴比妥钠（北京华业寰宇化工有限公司），欧

乃派克造影剂（上海通用电气药业有限公司），苏木素

（Sigma公司，美国），芬太尼（北京国药集团）。

1.2 方法

1.2.1 脑组织灌注固定

实验犬随机分为3组：对照组1只，传统经心脏

灌注3只（传统法灌流组），改进法灌注3只（改进法

灌流组）。其中，对照组不进行灌注固定，仅用于大

脑外观形态的对照研究。实验前5 d实验犬进入动

物房，适应性饲养，饮食饮水不限。操作前 12 h禁

食，4 h禁水。所有相关实验操作均遵循美国国立卫

生研究院发布的实验室动物使用指南，符合医学伦

理学标准。按 20~30 mg/kg剂量肌肉注射戊巴比妥

钠进行麻醉，按 0.03 mg/kg剂量肌肉注射芬太尼用

于镇痛。取仰卧位，将实验犬四肢和头部固定于操

作台，将犬舌拉出，湿纱布包裹防止窒息。予血压

测量，双侧腹股沟区域备皮，消毒铺巾后，分别穿刺

股动脉和股静脉，置入5 F血管鞘，建立动脉、静脉通

路。经静脉通路推注470 U/kg肝素钠，经动脉血管鞘

引入5 F单弯导管，在DSA的引导下插管至颈内动脉

上升段后妥善固定，用作流入道（图1）。随后将动物

转移至解剖室，打开胸腔腹腔，分离下腔静脉、腹主动

脉并挂线，右心耳插入聚乙烯管，用作灌流液流出

道。静脉注射过量戊巴比妥钠进行安乐死。夹闭下

腔静脉，结扎腹主动脉。打开灌注泵，设定压力为

100 mmHg，排气后通过股动脉留置的导管进行灌注，

并计时，先灌注37 ℃生理盐水，至流出液变清亮后，

开始灌注4 ℃的4%多聚甲醛。灌注完成后，取出脑

组织置于4%多聚甲醛中，用于下一步实验。

1.2.2 HE染色

HE染色的操作方法按照Liu等［11］报道进行，操

作步骤简述如下。乙醇梯度脱水，二甲苯组织透明；

组织浸入石蜡包埋，使用病理切片机切厚度为5 μm
的薄片，将切片附在载玻片上，于 60 ℃烘箱烤 3 h；
切片脱蜡，浸入苏木素染液染色8 min，水洗3 min返
蓝，浸入 1％的盐酸乙醇分化 10 s，水洗 3 min返蓝。

乙醇脱水后，树胶封片，显微镜下观察并拍照。

1.2.3 透射电镜

透射电镜的操作方法按照Cai等［12］报道进行，操

作步骤简述如下。用预冷的剪刀剪下一小块组织，

用手术刀修整为大小约1 mm3的组织团块，置入4%
戊二醛中固定 24 h，1%四氧化二锇中固定 2 h。乙

醇梯度脱水，环氧丙烷渗透，环氧树脂 60 ℃包埋

36 h。用超薄切片机进行切片，0.5%的醋酸铀酰和

3%的柠檬酸铅染色，透射电镜观察并拍照。

1.3 统计学方法

采用SPSS24.0软件进行统计学分析，所有统计

数值表示为均数±标准差（x ± s），两组间比较采用 t

检验，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 灌流前后脑组织肉眼观察

未进行灌流的脑组织质地柔软，脑组织切片大

体观察可见脑沟回处血迹，大脑灰质呈暗红色（图

2A）。进行脑组织灌流固定之后，脑组织质地明显变

BA
A：数字减影图片；B：未减影图片。黑色箭头示导管。

图1 导管插至颈内动脉行脑血管造影

Figure 1 The catheter was inserted into the internal carotid
artery for cerebrovascular angiography
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量细胞自溶（图3A、C）。改进法灌流组，组织结构清

晰可辨，核质对比度好，色彩鲜艳（图 3B、D）。两种

灌流固定方法HE染色结果并无明显差异，血管形

态均保持较好，无明显受压变形，血管腔内无红细

胞残留。

2.4 两种灌流方法电镜结果的比较

透射电镜观察血管超微结构，进一步评价两种

灌流固定方法的效果。传统法灌流组，细胞出现了

较明显的自溶，组织水肿导致血管腔部分受压变

形，细胞形态难以辨认（图 4A、C）。改进法灌流组，

血管形态保持较好，血管周围的细胞也得到了较好

的灌流固定，细胞结构可辨（图4B、D）。
3 讨 论

相较于鼠等无脑回动物，比格犬等大动物的脑

组织、脑血管解剖结构与人体更为接近，体型也与

临床常用的仪器设备更为匹配，基于大动物的实验

成果也更易实现临床转化，所以大动物在临床前研

究中具有重要价值［13-14］。良好的固定可以使细胞内

蛋白质迅速变性、保持其抗原性，并抑制细胞内酶

的活性，防止细胞自溶，也是诸多实验实施的前

提。但截至目前，仍缺乏理想的大动物固定方法。

本课题组对犬脑组织固定方法进行了一些探

索。浸泡固定是经典的固定方法，但是其适用范围

有限，主要用于体积较小、供血较少的组织，例如外

周神经等［15］。而犬脑组织体积较大且血供丰富，如

使用浸泡法，核心部分的组织将无法得到有效固

定，所以经血管灌流固定更为合理。前期模拟鼠经

硬，未见血迹残留，大脑灰质呈淡黄色，白质呈灰白

色，两种灌流方法大体观察无明显差异（图2B、C）。
2.2 两种灌流方法耗时和耗液的比较

两组实验犬的血压、灌流时间及灌流液用量等

信息如表 1所示。实验结果显示，使用改进法进行

脑组织灌流，所需时间约18 min，所需灌流液总量约

为4 733 mL，相较于经心脏全身灌流，灌流时间明显

缩短，灌流液的用量也明显减少，差异具有统计学

意义。

2.3 两种灌流方法HE染色结果的比较

光学显微镜下观察HE染色结果：传统法灌流

组，组织结构清晰，对比度较好，着色均匀，偶见少

表1 传统法灌流组与改进法灌流组的耗时量与耗液量

Table 1 Time⁃consuming and liquid⁃consuming of tradi⁃
tional method and modified method

指标

体重（kg）
平均动脉压（mmHg）
灌注时间（min）
生理盐水灌注液（mL）
多聚甲醛灌注液（mL）

传统法灌流组

（n=3）
12.67 ± 1.31
99.67 ± 4.99

0 121.00 ± 4.50
9 000.00 ± 408.25
3 666.67 ± 235.70

改进法灌流组

（n=3）
012.5 ± 0.82
97.67 ± 5.67
18.00 ± 1.63*

2 900.00 ± 294.39*

1 833.33 ± 235.70*

与传统法灌流组比较，*P < 0.05。

（x ± s）

A、C：传统法灌流组；B，D：改进法灌流组。标尺=100 μm。

图3 脑组织石蜡切片HE染色结果

Figure 3 HE staining of brain paraffin sections

DC

BA

未灌注 传统法 改进法

CBA
A：对照组犬脑组织切片，脑沟回处可见血迹，大脑灰质呈暗红色；B、C：传统法（B）和改进法（C）灌流后脑组织切片，未见血迹残留，脑组织

呈灰白色。

图2 各组脑组织肉眼观察结果

Figure 2 Observation results of brain tissues in each group
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心脏全身灌流方法，穿刺左心室作为流入道，开放

右心耳作为流出道，通过输液器进行灌流，取得了

较好的脑组织固定效果，可以满足离体磁共振和病

理观察的研究需求。但在进行电镜观察时，仍发现

了较明显的自溶现象。电镜样本的制备要求很高，

需要在尽可能短的时间内对组织进行固定并取材，

细胞自溶可能是大动物全身灌流液体量大、灌流时

间过长导致的。

因此，本研究对原先的灌流方法进行了一些改

进以提高脑组织的固定效果。比格犬的颈总动脉

在背外侧与迷走神经相伴行，且颈内动脉开口位置

较高，约在寰椎水平，外科手术剥离相对困难。与

外科手术分选颈内动脉相比，血管介入技术作为微

创医学技术的代表之一，除进行血管穿刺以外，无

需其他侵入性操作，如肌肉切开和血管神经剥离

等，能够避免血管神经损伤，创伤更小，操作也更便

捷。本研究运用介入放射技术通过导管超选靶血

管，并结扎不必要的动静脉，对脑组织进行选择性

灌流。

鉴于许多基于比格犬等大动物的脑血管相关

实验研究都需要对一侧的颈总动脉、颈内动脉或大

脑中动脉进行一些操作，例如损伤血管内皮制备血

管狭窄模型，注射血栓、放置金属弹簧圈或保留导

管制备血管闭塞模型，机械血栓清除等［16-19］。对于

上述这些动物模型进行灌注取材时，往往仅有操作

对侧的颈动脉系统血管条件较为正常，可供灌注使

用。因此，在DSA的引导下，将导管超选至一侧颈

内动脉作为流入道，右心耳置管作为流出道，同时

结扎下腔静脉与腹主动脉，以避免灌流液流入腹部

和下肢。此外，测量了犬股动脉血压，并用灌流泵

替代输液器进行灌流，因为灌流时压力的控制非常

重要［4］。压力过大会导致微血管过度扩张，影响实

验结果；压力过小会导致灌流不彻底，同样会引起

细胞自溶。灌流泵可以设定不同压力来模拟生理情

况下的血压，可以最大程度地避免人为因素对实验

结果的干扰。本方法在操作过程中有一些问题需要

加以注意：首先要对实验犬进行全身肝素化，以便充

分地血液灌洗；导管超选到位后需要妥善固定，防止

导管头端脱出；操作前需要对导管、穿刺针、灌流泵

等进行排气，防止气体栓塞影响实验结果；结扎腹主

动脉时打结不能过紧，以防影响导管通畅性，可以用

注射器抽吸判断导管的通畅情况。

本研究通过对比灌流时间、HE染色、电镜观察

来评价灌流固定的效果。结果显示，相较于传统经

心脏灌流固定法，改进后的灌流方法可以节约灌流

液的用量和灌流时间，因此减少了实验人员与有毒

固定液的接触时间，且电镜观察到的细胞自溶明显

减少，固定效果明显提高。

同时，本研究也存在一些局限性：①研究的样

本数量较少，每个灌流组仅 3只实验犬。②仅对脑

组织进行了选择性灌流，对多脏器有灌流固定需求

的实验，如药物全身毒性研究等，本方法并不适

宜。③实验成本较高，相较于输液器或者注射灌流

固定，本方法所需要的仪器设备较多，价格昂贵，犬

颈内动脉造影必须在大型DSA平台上操作，常规实

验室并不配备该仪器，难以实现大范围推广。但对

于一些重要的实验样本，通过租借的方式使用本方

法进行灌流仍有必要。④本研究中选择的固定液

为 4%多聚甲醛，并未对不同固定液的固定效果进

行探讨，主要是因为免疫组化等实验通常以 4%多

聚甲醛作为首选固定液。如样本仅用于电镜观察，

也可选择戊二醛或者多聚甲醛+戊二醛混合液进行

灌流，会更有利于超微结构的固定。也有文献报

道，由于冰醋酸可以导致组织膨胀，能抵消多聚甲醛

对组织的收缩作用，在多聚甲醛中加入一定量的冰醋

酸作为灌流液，会获得更好的灌流固定效果［20］。各研

究者应根据不同的实验需求，合理地选择固定液。

综上所述，本研究证明了经一侧颈内动脉超选

DC

BA

A、C：传统法灌流组；B，D：改进法灌流组。A、B标尺=1 μm；C、
D标尺=500 nm。

图4 脑组织透射电镜观察结果

Figure 4 TEM observation results of brain tissues

··824



择性脑组织灌流，同时结扎腹主动脉、下腔静脉可以

取得良好的脑组织固定效果，相较于传统的经心脏灌

流固定更加省时、省液且效果更好，今后该靶向灌流

的思路也可在其他一些脏器灌流中进行尝试。
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