
髓前角受损神经元胞体发挥营养支持作用 ,减缓受损神经逆

行性变性 ,使轴突再生开始的部位更接近于手术修复处 ,从而

使再生速度加快 ,并且减少轴突数的损失和其直径的缩小。

同时 ,这些因素还可导致迅速的轴突 —雪旺氏细胞间的相互

作用及再鞘过程 ,促进再生神经纤维的成熟 [7 ] 。

(本文图 1～8 见插页第 1 页)
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·实验室技术·

不脱钙骨超薄切片的制备

常超英 　刘恩
(中国中医研究院骨伤科研究所 ,北京 100700)

　　对于骨折和骨病的深入研究 ,要求建立不脱钙骨超薄切

片技术。在超微结构水平观察骨组织内钙盐的沉积、构筑及

其变化 ,有助于阐明骨病、骨吸收和骨修复过程中 ,钙盐的代

谢活动 ;运用脱钙骨制备的标本 ,不能提供相应的资料。

1 　材料和方法

111 　动物和取材 　试验用成年雄性 Wistar 大鼠 ,在戊巴比

妥钠腹腔麻醉下 ,迅速取出股骨头、股骨颈和腰椎椎体。

112 　依次按以下步骤制备超薄切片 : (1) 立即投入 2 %多聚

甲醛23 %戊二醛溶液内固定 2 小时 ,4 ℃; (2) 4 ℃011M 磷酸缓

冲液冲洗 2 小时 ; (3) 4 ℃1 %锇酸溶液后固定 2 小时 ; (4) 梯度

丙酮脱水 ; (5) 浸渗 Spurr :用丙酮2Spurr 混合液分 3 步浸渗 ,

每步 2 小时。丙酮 :Spurr 的比例依次为 3∶1 ,1∶1 和 1∶3 ; (6)

Spurr 包埋液包埋 ; (7) L KB2V 超薄切片机和钻石刀切片 ,厚

度 500 埃 ; (8)醋酸铀2枸橼酸铅双重复染。

113 　日本 J EM1200EX透射电镜观察和拍照。

2 　电镜观察结果

211 　骨细胞与骨基质 　骨细胞陷窝的周围有大量钙盐沉积。

可见处于不同钙化时期的骨细胞 (图 1) ,早期埋入钙化基质

内的骨细胞 ,含有比较多的细胞器。在骨基质中 ,可见到聚集

成团的针形羟基磷灰石结晶 (图 2) 。羟基磷灰石结晶的长轴

与胶原的长轴一致 ,并且沿胶原的长轴分布。大量钙盐沉积

在胶原上 ,可以掩盖胶原的周期性横纹。

212 　软骨细胞和软骨基质 　一些软骨细胞的周围有钙盐沉

积 ,形成类骨质。类骨质内的软骨细胞出现固缩和变形 ,其周

围看见基质小泡 (图 3) 。

3 　讨论

制备不脱钙骨超薄切片 ,需要活体取材或灌注取材 ,并且

迅速投入固定液内固定。取材样本的体积以 1mm ×1mm ×

1mm 为宜 ;更需要避免机械性损伤。这样可以最大限度地保

持骨组织 ,特别是骨内钙盐的原形。

样本的体积为 1mm3 时可以被固定液迅速浸透[1 ] ,所以

可以不采用灌注固定。由于 Karnosky 氏多聚甲醛2戊二醛混

合液有比较强的穿透力 ,对细胞又有良好的固定作用 [2 ,3 ] ,所

以比较适宜不脱钙骨样本的固定。早年 ,多采用二甲砷酸钠

缓冲液配制骨标本的固定液 ;而 Palumbo 等[4 ]推荐使用磷酸

缓冲液 ,因为它对细胞结构的保存更好 ,我们的经验和体会与

Palumbo 的观点一致。

浸透与包埋是制备不脱钙骨超薄切片的关键步骤。不脱

钙骨密度高 ,给包埋剂的浸透造成困难 ;由于骨质脆硬 ,如果

包埋剂浸透不充分 ,势必无法获得完整的超薄切片。根据

Dickson ,Bancraft 和郑若玄等对于包埋剂粘度与浸透时间和

效果关系的观点[1 ,3 ,5 ] ,我们采用低粘度的 Spurr 包埋剂 ,而且

从低浓度开始 ,逐级增加 ,取得比较满意的结果。为了克服

Spurr 包埋剂造成的样本“嗜染性”下降 ,我们采用了醋酸铀染

色。此外 ,Spurr 包埋液的毒性比较大 ,在操作过程中必须十

分小心。万一皮肤被 Spurr 包埋液污染 ,须立即用清水和肥

皂冲洗干净 ,切不可使用有机溶剂 [3 ] 。

(本文图 1～3 见插页第 1 页)
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