
大鼠视网膜血管网铺片 PAS 染色

一、染色机制：

PAS染色又称过碘酸雪夫染色，糖原染色。一般用来显示糖元和其它多糖物

质。过碘酸能使细胞内的多糖乙二醇基氧化成二醛，再与 Schiff氏液的无色品红

结合呈现红色，定位于胞浆上。

二、染色应用：

随着医学实验技术的发展，糖原染色应用的范围更加广泛，如用以证明与鉴

别细胞内空泡状的性质 ，心肌病变及其他心血管疾病的诊断 ，糖原累积病诊断

和研究 ，糖尿病的诊断和研究 ，用于某些肿瘤的诊断等。而视网膜是由大脑向

外延伸的视觉神经末梢组织，其结构复杂，精细，脆弱而代谢旺盛。其血管属于

终末血管系统，任何病理性的破坏和血管阻塞等引起的组织缺氧，均能导致组织

坏死，使其丧失感受和传导光刺激的功能。因此血管改变是视网膜病变的重要特

点。视网膜血管铺片是研究视网膜血管病变的重要技术。

三、试剂配制：

试剂名称 厂家 货号

胰蛋白酶消化液

PAS染色液

Wanwu 

Wanwu

G4004

G1008

四、消化及染色步骤：

1. 取材：取带有视神经的大鼠眼球，4%多聚甲醛固定 12 h以上。

2. 剥离：从 4%多聚甲醛中用尖头镊子取出眼球，PBS充分洗涤除去固定液，然

后放入装有 PBS溶液的培养皿(直径 10 cm)中。用尖头镊子夹住眼球的视神经将

眼球取出，用拇指和食指轻轻夹住眼球，用细针头沿锯齿缘扎 4-5下，使房水流

出，用眼科剪沿锯齿缘环形（图 1红色箭头所示位置）剪开虹膜，再用尖头镊子

轻轻剥离前眼部分的角膜和晶状体，浸入 PBS溶液中轻轻漂洗，洗掉玻璃体后，

以视神经乳头为中心将杯状眼球壁均匀分成 3-4份，用尖头镊子轻轻剥离出内壁

的视网膜层（图 2），将剥离下来的视网膜在 PBS溶中浸洗 30 min-12 h，根据实
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际工作情况安排时间。

图 1 眼球示意图。
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图 2 大鼠视网膜玻璃。

3. 消化：用干净的粗口玻璃吸管吸出视网膜，放入装有 10 mL 胰酶消化液的 15

mL青霉素玻璃小瓶中(加橡胶塞)，于 37℃烤箱过夜消化（15-18 h）。小鼠视网

膜消化时间一般 22-24 h。

4. 吹打：用粗口玻璃吸管从胰酶消化液中吸出 1瓣视网膜，轻轻放入装满纯水

的 6 cm培养皿中，轻轻吹打视网膜 5次，用粗口玻璃吸管吸出视网膜，转入装

有热水（80℃左右）的 6 cm培养皿中，用细口玻璃吸管反复吹打视网膜，去除

粘附在视网膜血管网上的细胞，直至视网膜血管网呈现透明状（如图 3所示）。

小鼠视网膜较小，吹打过度会使组织碎成很小的片状，找不到完整的视网膜血管

网。
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图 3 消化彻底的视网膜血管网。

5. 铺片：用玻璃吸管小心吸取透明的视网膜血管网，放在写好编号的石蜡防脱

玻片上， 轻轻晃动载玻片，用 100 μL移液枪沿水滴边缘缓慢吸取，利用水流的

作用，使血管网完全展开，不要将水完全洗干净，否则会导致血管网蜷缩在一起。

留少许水且保证血管网完全展开，自然晾干。

5、PAS染色：

(1) 晾干的血管网铺片浸入自来水中 5 min；

(2) 取出切片，稍甩干多余的水分，切片入 0.5%高碘酸浸染 15 min，切片入纯

水浸洗 3次，每次 10s；3、稍甩干切片多余的水分，切片浸入已经提前恢复

常温的雪弗溶液中于暗处浸染 20 min

(3) 取出切片，浸入装有自来水的塑料盆中流水冲洗 5min，稍甩干切片多余的水

分，入苏木素染液染色 5min，自来水洗，盐酸水溶液分化 2s，自来水洗，

氨水水溶液返蓝 5s，自来水洗；

(4) 切片入无水乙醇 3缸脱水，各 5min，二甲苯透明 5min，中性树胶封片；

五、染色结果：
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视网膜毛细血管呈红色，细胞核呈蓝色。
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