
检测结果符合临床使用要求，见表１。

表１　ＡＬＴ测定试剂比例改变前后测定结果的

　　　临床可接受性评价

医学决定

水平（Ｕ／Ｌ）

ＣＬＩＡ′８８的

ＴＥａ／２（Ｕ／Ｌ）

预期偏倚

（Ｕ／Ｌ）

预期偏倚（Ｕ／Ｌ）

９５％置信区间

下限 上限

临床评价

２０ ２．００ ０．２２ －１．２１ １．６６ 可以接受

６０ ６．００ ０．５８ －０．８１ １．９７ 可以接受

３００ ３０．０ ２．７２ １．３６ ４．０８ 可以接受

３　讨　　论

目前基层医院的检验科已普遍使用全自动生化仪进行日

常的生化检测，考虑经济成本等因素大都采用自建的检测系

统。由于使用不配套试剂，常出现与使用仪器不匹配的现象。

本科室采用了由日立 ＨＩＴＡＣＨＩ７６００、迈克公司提供的校准

品、迈克试剂组成的自建检测系统，在使用中出现迈克试剂盒

Ｒ１和Ｒ２试剂不匹配，Ｒ１试剂过剩的现象。这主要是由于日

立全自动生化仪加液器加试剂时每次多吸入一些防止试剂被

稀释造成的，由于 Ｒ１和 Ｒ２试剂都是由同一试剂针加入，当

Ｒ１与Ｒ２试剂比例为１∶１时，只会出现实际测试量比计算测

试量少，而不会出现某一试剂过剩的现象；当Ｒ１与Ｒ２试剂的

比例为常见的２∶１、３∶１和４∶１时，就会出现试剂过剩的现

象，且试剂比例越大，所剩试剂就越多。为解决出现的问题，本

文以ＡＬＴ测定为例，根据日立全自动生化仪加液器的特征，

通过实际测定和计算，适当改变Ｒ２试剂的加入量，使其与Ｒ１

试剂在日立全自动生化仪测定中匹配。参照 ＮＣＣＬＳＥＰ９Ａ

文件，对参数改变前后所得数据进行统计学处理。ＡＬＴ测定

Ｒ１和Ｒ２试剂比例改变前后测定结果的差值经配对狋检验，

犘＞０．０５，表明ＡＬＴ测定Ｒ１和Ｒ２试剂比例改变前后测定结

果的差值所代表的总体均值与０之间的差异无统计学意义，即

ＡＬＴ测定Ｒ１和Ｒ２试剂比例改变前后测定结果的差值无明

显差异。以ＡＬＴ测定Ｒ１和Ｒ２试剂比例改变前后测定值的

均值得到拟合直线回归方程犢＝１．００９６犡＋１７．０７８，犚２＝

０．９９８９。犚２＞０．９５０，且ｂ在０．９７～１．０３，说明 ＡＬＴ测定Ｒ１

和Ｒ２试剂比例改变前后测定结果相关性良好，具有很好的一

致性。ＡＬＴ测定说明书提供的Ｒ２加入量为５０μＬ，本实验变

更Ｒ２加入量为３７μＬ，由于日立全自动生化仪加液器加试剂

时每次会多吸入一些，防止试剂被稀释，实际测得的Ｒ２加入

量为６１μＬ，说明底物浓度并没有减少，ＡＬＴ测定试剂比例改

变后测定的线性范围符合要求。经计算 ＡＬＴ测定试剂比例

改变前后测定结果在各医学决定水平的预期偏倚均可以接受，

其检测结果符合临床使用要求。本次试验以 ＡＬＴ测定为例，

但对于其他项目同样可以用此方法达到不配套试剂盒Ｒ１和

Ｒ２试剂的匹配，在符合临床使用要求前提下，节约资源，减少

不必要的浪费。
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整体胎鼠骨骼标本染色透明制作的效果探讨

农林琳，孙　莉，任亚萍（桂林医学院组织学与胚胎学教研室，广西桂林　５４１００４）

　　【摘要】　目的　探讨整体胎鼠骨骼标本在不同乙醇、氢氧化钾浓度及不同固定时间和透明时间的染色效果。

方法　随机抽取孕期为２０ｄ的胎鼠分别采用茜素红Ｓ在不同乙醇浓度和固定时间，以及不同氢氧化钾溶液浓度和

透明时间对整体骨骼标本进行脱水、净化、再脱水、氢氧化钾处理、染色、透明。结果　以９５％乙醇固定５ｄ、８５％乙

醇固定１５ｄ较理想；以１％氢氧化钾溶液透明４８ｈ和２％氢氧化钾溶液透明２４ｈ较理想。结论　该试验为整体呈

现胚胎骨骼系统形态和制作教学、科研陈列用标本及研究胚胎正常骨骼形态发育提供了更好的实验染色技术。茜

素红Ｓ整体骨骼染色透明标本制作的效果与乙醇浓度、固定时间和氢氧化钾浓度、透明时间均密切相关。

【关键词】　胎鼠；　骨骼；　标本；　茜素红；　染色

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．０７．０５６ 文献标志码：Ｂ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）０７０８６９０２

　　随着科学技术的不断发展，关于透明标本的制作方法也层

出不穷，在国内外的致畸实验中，胎鼠骨骼的畸形学检查是必

需的重点检查项目［１］。近几年，骨骼透明标本由于真实、直观，

故应用于基础医学教学和科研均收到了良好的效果，为后续的

临床医学应用打下了良好基础，也为医学科研提供了有效的形

态观察方法［２］。作者在试验研究中探讨茜素红Ｓ染色法在不

同乙醇浓度和不同固定时间及不同氢氧化钾（ＫＯＨ）溶液浓度

和不同透明时间对整体胎鼠骨骼标本的染色效果，现介绍

如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　取材　制作透明标本的材料必须新鲜，本实验研究的
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１２只昆明大白鼠由桂林医学院实验动物中心提供。孕期的胎

鼠均为２０ｄ。

１．１．２　试剂　８５％乙醇、９５％乙醇、１％ ＫＯＨ溶液、２％ ＫＯＨ

溶液、茜素红Ｓ粉末、冰乙酸、纯甘油、水合氯醛、氯仿、麝香

草酚。

１．１．３　器材　烧杯、带盖玻璃器皿、棕色玻璃瓶、吸管、中速滤

纸、小镊子、烤箱。

１．２　试剂配制方法

１．２．１　茜素红Ｓ原液　取冰乙酸５ｍＬ、纯甘油１０ｍＬ、１％水

合氯醛６０ｍＬ，混合后加茜素红Ｓ粉末适量，边加边搅拌直至

饱和为止，室温避光保存。

１．２．２　茜素红Ｓ应用液　取茜素红Ｓ原液１ｍＬ加入１％氢

氧化钾溶液定容至１０００ｍＬ。

１．２．３　透明液　（１）透明液Ⅰ：甘油２０份、蒸馏水７７份、２％

ＫＯＨ溶液３份混合而成；（２）透明液Ⅱ：甘油７５份、蒸馏水２５

份；（３）保存液：纯甘油中加入麝香草酚数小粒。

１．３　固定　将胎鼠分别置于盛有８５％乙醇和９５％乙醇的带

盖玻璃器皿内固定，从固定的第２天开始，每天小心翻动胎鼠

一次并观察整体骨骼标本固定情况。

１．４　透明　从玻璃器皿取出固定过的整体胎鼠标本，分别置

入１％ ＫＯＨ溶液和２％ ＫＯＨ 溶液中进行透明，观察肌肉等

软组织完全透明且能看清从肋骨到脊椎骨为止。透明期间的

每天上、下午各更换氢氧化钾溶液１次，并清除已被软化的外

皮组织和脂肪等。

１．５　染色　将软化后的整体胎鼠置于茜素红Ｓ应用液中，每

２～３ｈ轻轻振摇一次。染色４８ｈ后再放入１％ ＫＯＨ溶液中，

待软组织脱色（约２０ｈ），弃去１％ ＫＯＨ溶液，加入透明液Ⅰ。

在透明液Ⅰ中透明４８ｈ，移入透明液Ⅱ。在透明液Ⅱ中脱水透

明２４ｈ后，将染色好的整体胎鼠置于盛有纯甘油（内加麝香草

酚数小粒）的玻璃盒内，然后盖上玻盖并用氯仿封存。

２　结　　果

２．１　不同乙醇浓度和不同固定时间，整体骨骼标本固定效果

不同，见表１。

表１　不同乙醇浓度和不同固定时间，骨骼标本固定情况

乙醇浓度 固定５ｄ 固定１５ｄ 固定２５ｄ

９５％乙醇 骨骼稍硬，可翻动 骨骼较硬，随意翻动 骨骼硬且较脆

８５％乙醇 骨骼较软，不敢翻动 骨骼稍硬，可翻动 骨骼较硬，随意翻动

２．２　不同ＫＯＨ溶液浓度和不同透明时间，整体骨骼标本透

明效果不同，见表２。

表２　不同ＫＯＨ溶液浓度和不同透明时间的整体骨骼标本透明情况

ＫＯＨ浓度 透明２４ｈ 透明４８ｈ 透明７２ｈ

１％ＫＯＨ溶液 肌肉等软组织尚未透明 肌肉等软组织完全透明且能看清骨骼 骨骼少量融化

２％ＫＯＨ溶液 肌肉等软组织基本透明且可看清骨骼 能看清骨骼且少量骨骼融化 骨骼融化

３　讨　　论

近年来尽管透明标本的制作方法层出不穷，并有报道骨骼

双染标本的制作方法，但作者认为：（１）一直公认胎鼠骨骼标本

的茜素红Ｓ染色效果好，可清楚地观察到骨骼的发育形态，可

为动物学、解剖学的骨骼研究和实验教学提供真实的形态学素

材，在实验教学中能激发学生的学习兴趣，使学生对骨骼的发

育过程和各骨的位置关系有更直观的认识［３］，因此，茜素红Ｓ

染色法仍具有极大的应用价值。（２）整体胎鼠骨骼标本茜素红

Ｓ染色的效果是否理想与乙醇、ＫＯＨ浓度大小、固定和透明时

间长短密切相关［４７］。即不同的乙醇、氢氧化钾浓度和不同的

固定时间和透明时间，骨骼标本制作的效果不同。本研究显

示，以９５％乙醇固定５ｄ、８５％乙醇固定１５ｄ较理想，骨骼稍

硬，可翻动，便于进行后续操作过程；以１％ ＫＯＨ 溶液透明

４８ｈ和２％ ＫＯＨ溶液透明２４ｈ较理想，肌肉等软组织完全透

明且能看清整体骨骼状况。（３）不同的季节、温度、湿度等环境

条件下的试验染色效果稍有不同，作者本次实验研究系在南方

的春天季节、温度偏高、湿度较大的环境条件中进行。（４）用固

定液固定整体胎鼠骨骼标本的量一定要没过胎鼠的整体，且整

体胎鼠背部朝下更有利于后续工作的开展和骨骼的检查。（５）

染色好的整体胎鼠骨骼必需置于盛有足够量纯甘油的玻璃瓶

内，并用氯仿封住方能长久保存。
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