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【摘要】 目的 改进阿利新蓝单染胎鼠肢芽软骨技术，尤其是改进后的技术免用对人体有毒或致癌的试
剂。方法 将SPF级SD大鼠13~16 d龄的胚鼠前或后肢芽用阿利新蓝染液染色、丙三醇透明，最后将透明好的
肢芽标本用DPX树脂镶嵌在载玻片上待观测。结果 胎鼠前肢芽各部分发育分化的软骨均被染成蓝色，标本完
全符合在体视显微镜下对肢芽软骨是否畸形的观测及前肢芽软骨半定量Neubert 300分评价标准。结论 阿利
新蓝单染胎鼠肢芽软骨技术经改进后，肢芽软骨染色好，实验步骤简化、时间缩短、节约成本、安全环保。
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Some improvements to the staining of limb bud cartilage in fetal mouse. XIA Hui-fang 1, 2. 1. Guizhou Normal
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【Abstract】 Objective To improve the simple Alcian blue staining of limb bud cartilage in fetal mouse using no

toxic or carcinogenic reagents. Methods The forelimb buds or hindlimb buds of SPF SD rats (13~16 days old) were

stained by Alcian blueand then immersed in glycerol. The transparent specimens were placed onto the slide by DPX resin

for observation. Results All differential cartilage of forelimb buds were dyed blue. And all the specimens met the criteria

of deformity observations under stereo microscope and the semi-quantitative Neubert 300 evaluation criteria of the fore-

limb buds cartilage. Conclusion The improved Alcian blue simple staining technique could help enhance staining effect,

simplify experimental procedure, shorten staining time and cut cost, and it was safe and environmental-friendly.
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·论 著·

在致畸实验中，胎鼠骨骼的畸形检测是必须的，
而对胎鼠骨骼进行染色评测是首选的检测胎鼠骨骼
畸形的方法[1-9]。目前国内、外常用的胎鼠骨骼染色
方法有阿利新蓝单染法或阿利新蓝-茜素红双染法，
其中阿利新蓝单染法常用于染胎鼠的软骨，双染法用
于染胎鼠的软骨和骨。阿利新蓝单染胎鼠软骨技术
应用于各种因素导致的胚胎骨骼畸形研究和胚胎骨
骼形态发育的基础研究领域[10-13]。

依据胎鼠肢芽软骨染色技术相关文献及多次试
验，现改进成一种专用于染鼠胚胎肢芽软骨的简易染
色技术方法，此方法与原来的方法相比的优点在于：
染好色的标本更加透明容易观测，染色时间大大缩短
至原来时间的 1/4，经过简化实验程序使得几种易爆
有毒或致癌化学药品去除，如二甲苯、Bouin's液(含福
尔马林、苦味酸)及含氨水的乙醇等[14-21]。现将胎鼠肢
芽软骨染色技术改进方法介绍如下：

1 材料与方法
1.1 染色液的配制 阿利新蓝染液：先量取

70%乙醇950 ml，再称取阿利新蓝干粉90 mg，最后用
冰醋酸定容至1 000 ml。

1.2 方法
1.2.1 染色对象 SPF级SD大鼠14~16 d龄胚鼠

的前或后肢芽(也可用SPF级昆明种小白鼠13~16 d龄
的胚鼠前或后肢芽)。

1.2.2 染色步骤 (1)清洗肢芽：首先将上述肢
芽放入培养皿中用 pH6.8 磷酸盐缓冲液(PBS)清洗 3
遍，再用 70%乙醇清洗肢芽三遍，6遍合计清洗 1 h。
(2)染色：将清洗好的肢芽转入规格为 50×30 称量
瓶中用阿利新蓝染液染色 24 h。 (3)脱水：将染好
色的肢芽:分别用 70%、80%、95%梯度乙醇各脱水
10 min。 (4)透明：将染好色的肢芽转入纯丙三醇
中透明 2 h [20]。(5)制片：最后将透明好的肢芽标本
用DPX树脂镶嵌在载玻片上待测。

2 结 果
使用改进染色方法染色的胎鼠前肢芽各部分发

育分化的软骨均被染成蓝色，且各软骨形态清晰可见
且界限非常明确，皮肤及其他组织呈现透明无色。用
改进胎鼠软骨染色技术染色的标本完全符合体视显
微镜下对肢芽软骨是否畸形的观测及前肢芽软骨半
定量Neubert 300分评价标准。结果见图1和图2。
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3 讨 论

在致畸实验中，胎鼠骨骼染色技术是直接关系到

骨骼畸形的判断，如果染色不够清晰，常可被误认为

某个骨骼的缺失或骨发育延迟。尤其是对及其细小

柔软的鼠胚胎肢芽软骨进行染色，一定要对标本的各

个部位：肩胛骨、肱骨、尺骨、桡骨、腕骨和第1~5掌指

骨都要染到位。

3.1 鼠肢芽软骨染色改进前的缺点 既往对鼠

肢芽软骨染色经历的程序：PBS冲洗、Bouin's液固定

过夜、含0.05%氨水的70%乙醇脱色2 h以上(经常脱色

不全，造成下一步的阿利新蓝染液染色分界不清)、阿

利新蓝染液染色48 h、脱色液(无水乙醇:冰醋酸= 3:1)

脱色2 d、70%乙醇清洗1 h、95%乙醇脱水4 h、二甲苯

透明 2~6 h、70%乙醇清洗 1 h、松木油保存。其程序

繁琐、染色时间长，尤其重要的是还要用到对人体有

一定毒性或强烈致癌的化学药Bouin's液(Bouin's液=

苦味酸饱和液 15 份：福尔马林 5 份：冰醋酸 1 份)固

定、含 0.05%氨水的 70%乙醇脱色多次、二甲苯透明

及其松木油保存。此法染色特点是时间所用时间长

达 109 h 以上、要用到有害健康和环境及危险药品。

其中所用的试剂药品福尔马林具有强烈致癌作用；苦

味酸属于可产生红血球损伤、肾炎、昏迷等人体危害

易爆危险化学药品；氨水是对呼吸道和皮肤有刺激作

用并能损伤中枢神经系统形成对人身体健康危害的

低毒类化学药品；松木油的价格非常昂贵。

3.2 鼠肢芽软骨染色改进后的优点 改进完善

后的胎鼠肢芽软骨染色技术方法不仅染色程序简单、

染色时间短、安全无毒，而且染色效果好。染色时间仅

仅为27 h，大概为原来时间染色时间的1/4。由原来10

个步骤109 h左右简略到现在4个步骤27 h。安全无

害：改进后的染色技术中减掉3种有害健康化学试剂：

分别为、福尔马林、苦味酸、氨水。染色中使用的材料

非常简单廉价：价格非常昂贵的松木油用低廉的丙三

醇替代。从而大大节约了实验成本及胎鼠肢芽软骨的

染色时间、更加重要的是整个染骨过程中无须用到有

毒有害的化学药品，保证了科研人员的身体健康安全。

综上所述，改进后的肢芽染色技术不但有利于科

研人员身体健康、生命安全，缩短实验周期、改善环

境，而且具有技术路线成熟可靠、染色效果清晰、染色

与非染色区分界明显、实验结果明确等优点。改进后

的肢芽染色技术同时兼有实验效果好、省时、省钱、步

骤简单、生命安全性好等优点，是一种可靠并值得推

广的新技术方法。
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图1 E14前肢芽(阿利新蓝染色，×10倍);图2 E15前肢芽(阿利新蓝

染色且树脂镶嵌，×10倍)
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【摘要】 目的 探讨伏立康唑雾化吸入对侵袭性肺曲霉病(IPA)患者细胞因子及肺纤维化的影响。方法 选择

2010年1月至2013年12月期间我院收治的68例IPA患者为研究对象，将其随机分为观察组和对照组。观察组36例患

者给予伏立康唑雾化吸入，对照组32例患者给予伏立康唑静脉滴注治疗。比较两组患者的治疗效果，血清 IL-6、

IL-8、TNF-α水平以及肺总量(TCL)、一氧化碳弥散量(DLco)和血氧饱和度(SaO2)。结果 观察组有效率为

86.11% ，优于对照组的65.63%，差异有统计学意义(P<0.05)。治疗后两组TCL、DLco、SaO2均较治疗前明显改善

(P<0.05)，但观察组TCL、DLco、SaO2改善幅度大于对照组(P<0.05)。观察组治疗后血清TNF-α水平明显较治疗

前降低(P<0.05)，也明显低于同期对照组(P<0.05)。观察组治疗后血清 IL-8、IL-6 水平明显较治疗前降低

(P<0.05)，也明显低于同期对照组(P<0.05)。对照组治疗后血清TNF-α、IL-8、IL-6水平低于治疗前(P<0.05)。观

察组和对照组不良反应发生率分别为8.33%和6.25%，差异无统计学意义(P>0.05)。结论 伏立康唑雾化吸入用

于 IPA的治疗，可有效改善患者肺纤维化程度，抑制炎症反应，临床疗效佳，且不良反应轻。

【关键词】 侵袭性肺曲霉病；伏立康唑；雾化吸入；肺纤维化；细胞因子
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Influence of voriconazole atomization inhalation on pulmonary fibrosis and cytokines in patients with invasive
pulmonary aspergillosis. ZHANG Gui-ning 1, WEI Zhi-ping 2, YE Ming-xia 3. 1. Department of Pharmacy, Shenzhen
Eye Hospital, Shenzhen 518040, Guangdong, CHINA; 2. Department of Pharmacy, Peking University Shenzhen Hospital,
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【Abstract】 Objective To study the influence of voriconazole atomization inhalation on pulmonary fibrosis

and cytokines in patients with invasive pulmonary aspergillosis (IPA). Methods Sixty-eight IPA patients in our hospi-

tal from Jan. 2010 to Dec. 2013 were selected as the research objects, which were randomly divided into observation

group and control group. Patients in the observation group (n=36) were given voriconazole inhalation, while those in

the control group (n=32) were given voriconazole by intravenous drip treatment. The curative effects, the serum IL-6,

IL-8, TNF-α levels, total lung capacity (TCL), diffusing capacity for carbon monoxide (DLco), oxygen saturation

(SaO2) of the two groups were recorded. Results The efficient rate of observation group was significantly better

than the control group (86.11% vs 65.63%, P<0.05). After treatment, TCL, DLco, SaO2 in observation group and the

control group were all significantly improved (P<0.05), but the improvement in the observation group were more sig-

nificant (P<0.01). After treatment, the serum TNF-α levels were significantly lower than those before treatment (P<

0.01) and were significantly lower than control group in the same period (P<0.01). Serum IL-8, IL-6 levels in the ob-

servation group after treatment were significantly lower than those before treatment (P<0.01) and were significantly

lower than control group in the same period (P<0.01). Serum TNF-α, IL-8, IL-6 levels in the control group after

treatment were significantly lower than those before treatment (P<0.05). The incidence of adverse reactions in the

observation group and the control group were 8.33% and 6.25%, and there were no significant differences (P>0.05).

Conclusion Voriconazole inhalation for the treatment of IPA can effectively improve the patients' pulmonary fibro-

sis, inhibit the inflammatory reaction, which has better clinical effect and less adverse reactions.

【Keywords】 Invasive pulmonary aspergillosis; Voriconazole; Atomization inhalation; Pulmonary fibrosis; Cytokine
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