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免疫组化和乙醛酸诱发荧光法研究人颈椎

关节囊交感神经纤维的分布

张! 燕! 杨京平! 杨金辉! 俞庆生! 孙! 宇!! 钟延丰
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! !【摘要】! 目的! 应用神经肽 &（’()*+,(,-./( &，01&）免疫组化标记法及乙醛酸激发荧光法，观察交感神经纤维在人颈椎
关节囊的分布，比较 2 种方法的优异，探讨染色方法的改进。! 方法! "3 例颈椎 4% 53手术切除的颈椎间关节囊组织，分别进

行石蜡包埋 01&免疫组化染色，冰冻切片乙醛酸诱发生物单胺递质荧光反应染色。以 "678’9: 预处理载玻片，采用 "; 5 2#
"<的切片厚度，"## = ; <.’，然后 $# = 2 <.’染色时间和温度。大鼠肾上腺标本作为阳性对照。激发光范围 %$# 5 :2# ’<
高压汞灯为源的荧光显微镜观察。! 结果! 01&免疫组化法显示，关节囊的部分细小动脉壁和神经束上具有较粗大的阳性物
质；乙醛酸激发荧光法诱发生物单胺递质产生黄绿色荧光，多存在于血管壁、滑膜基底层、致密结缔组织中，多为呈网状或放

射状分布的较细碎纤维。01&免疫组化法各颈椎节段阳性率分别为 4% 5: 3#> ?6（"2 @ "3），4: 5; :2> A6（? @ ":），4; 5? ;3> "6
（$ @ ":），4? 53 ;#> #6（; @ "#），总阳性率 ;?> :6（%" @ ;;）；乙醛酸荧光染色法各颈椎节段阳性率分别为 4% 5: 3#> ?6（"2 @ "3），
4: 5; A%> $6（"; @ "?），4; 5? ??> 36（"# @ ";），4? 53 $#> #6（$ @ "#），总阳性率 33> ? 6（:; @ ;$）。乙醛酸荧光染色法颈椎节段染色
阳性率明显高于 01&免疫组化法，统计学上具有显著性差异（ !2 B ;> 33:，! B #> #"?），尤其在 4: 5;颈椎节段差异显著（! B
#> ##:）。! 结论! 2 种方法均可进行交感神经末梢的定位，提示人颈椎关节囊存在交感神经纤维末梢分布。经过改进的乙醛
酸激发荧光法特异性更强。
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! ! 检测交感神经在局部组织的定位，可以通过检
测交感神经释放的递质而确定。交感神经属肾上腺

素能神经，释放单胺类递质［"］，因此，可以用显示单

胺类递质的方法来研究交感神经纤维的分布。神经

肽 #（$%&’()%)*+,% #，-.#）是交感神经的标志性神
经肽［/，0］。我们分别用免疫组化显示神经肽和乙醛

酸激发荧光法显示单胺类递质，并对乙醛酸激发荧

光法进行了改进，以观察交感神经纤维在人颈椎关

节囊的分布，比较 / 种方法的优异。

"! 材料与方法

"1 "! 材料
取自北京大学第三医院 /22" 3 /22/ 年骨科颈

椎病手术切除的颈椎 40 35椎间关节囊 "5 例；以大白
鼠肾上腺髓质标本做阳性对照。

"1 /! 方法
"1 /1 "! 取材! 新鲜手术标本 "5 例，分为 / 部分：其
一用 67甲醛固定后石蜡包埋，做免疫组化染色；其
二放入 81 41 9（ ()*+:;< =&**+$> *%:)%’;*&’%）胶中纵
行包埋，暴露滑膜，液氮冷冻，做乙醛酸激发荧光法

显色。

"1 /1 /! 免疫组化染色! 常规 ?@4 法：切片，脱蜡至
A27乙醇，甲醇 B C/8/ 溶液中震荡 "2 :+$，置于枸
橼酸盐缓冲液中在微波炉中加热 "0 :+$，温度 DA E
左右，取出自然冷却（修复抗原）。一抗为单克隆抗

-.#抗体（美国 F+>:; 公司），湿盒中 6 E 冰箱过
夜，二抗 05 E 02 :+$，三抗 05 E G2 :+$（美国
H?I8公司），H?@ 液显色约 "2 :+$。以大鼠肾上
腺髓质做 -.#的阳性对照，以 9@F缓冲液为一抗做
阴性对照。

"1 /1 0! 乙醛酸激发荧光技术
"1 /1 01 "! 反应液（F.J液）配制! 蔗糖 "K 05 >，磷酸

二氢钾 2K L6/ >，结晶乙醛酸（4/C/80·C/8）2K 6 >，
蒸馏水 "G :<，/- -;8C /K 6 :<；调 )C 值至 5K 6，加
蒸馏水至 /2 :<。
"1 /1 01 /! 乙醛酸染色! 对陈啸梅报道的方法［6］进
行改进：载玻片用 "7IM$86 前处理（原法不处理载

玻片）。切片厚度 "G 3 /2 !:（原法 G2 !:），用吹风
机冷风吹干后（原法自然晾干）滴加 F.J反应液，连
续 0 次，吹干；放入 "22 E烤箱内加热 G :+$；用石蜡
油加盖片，A2 E烤箱内加热 / :+$ 。染色完成后可
置于 6 E冰箱内保存。
"1 /1 01 6 ! 使用激发光范围! 0A2 3 6/2 $: 高压汞
灯为源的荧光显微镜观察。

/! 结果

/1 "! 交感神经介质 -.#免疫组化标记法检测
交感神经介质 -.# 免疫组化阳性纤维多位于

血管壁中层平滑肌细胞间和神经束中，在部分细小

动脉壁可观察到较粗大的阳性纤维（图 "）。在
40 36、4G 3L、4L 35颈椎节段，与乙醛酸激发荧光染色

阳性率比较无显著性差异，尤其在 40 36颈椎节段

-.#免疫反应阳性率较高，见表 "。
/1 /! 乙醛酸激发荧光法的检测
乙醛酸诱发生物单胺递质产生黄绿色荧光，荧

光阳性纤维多存在于血管壁、滑膜基底层、致密结缔

组织中，其形态部分为粗大的纤维，但多为较细碎

的纤维，呈网状或放射状分布（图 /，0）。如果切片
不做预处理，或切片厚度 02 !:，则背景反应过强
（图 6）。乙醛酸荧光染色法颈椎节段染色阳性率明
显高于 -.# 免疫组化法，差异具有显著性（! N
2K 2G）。尤其在 46 3G颈椎节段差异具有显著性（! N
21 2"），见表 "。

图 !" 颈椎关节囊标本：小动
脉壁可见 -.# 阳性纤
维（箭头所示），呈棕黄

色

-.#免疫组化染色
#$%%

图 $" 乙醛酸法：诱发生物单
胺递质产生黄绿色荧

光，阳性纤维存在于结

缔组织中及血管壁，其

形态为粗大的（箭头所

示）或细碎的纤维（三

角所示），在小动脉壁

呈网状分布

#&%%

图 ’" 乙醛酸法：荧光阳性纤
维（箭头所示）存在于

滑膜基底层呈放射状

分布 #$%%

图 &" 乙醛酸法：切片厚度 ’%
!:，荧光阳性纤维及非
特异性染色反应同时

呈现黄绿色，造成背景

反应过强 #$%%
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表 !" 各颈椎节段 #$%免疫组化法与乙醛酸激发荧光染色阳性率比较
颈椎节段 免疫组化法 阳性率（!） 乙醛酸 阳性率（!） !" 值 !值

#$ %& ’" ( ’) )*+ , ’" ( ’) )*+ , ’- ***$

#& %. , ( ’& &"+ / ’. ( ’, /$+ 0 *+ **&$

#. %, 0 ( ’& .)+ ’ ’* ( ’. ,,+ ) *+ )’*$

#, %) . ( ’* .*+ * 0 ( ’* 0*+ * *+ $.*$

合计 $’ ( .. .,+ & &. ( .0 ))+ , .+ ))& *+ *’,

1 1 $234567’4检验

"+ $1 阳性对照
大白鼠肾上腺#质内散在的肾上腺素型细胞，

呈黄绿色荧光。

$1 讨论

单胺类递质是由交感神经分泌的［’］，89: 是交
感神经的标记性神经肽［"］。乙醛酸可以诱发单胺

类递质产生自发荧光。通过免疫组化和乙醛酸诱发

生物单胺递质荧光的方法，我们可以看出颈椎间关

节囊滑膜组织及部分血管壁中存在 89: 阳性物质
和对乙醛酸起反应的纤维状物质，推测为交感神经

末梢。

89:免疫组化法可以使用石蜡包埋的标本，为
进行回顾性研究提供了很大方便。乙醛酸诱发生物

单胺递质荧光法，只能用新鲜标本冰冻切片，更适用

于特定课题研究或动物实验。89: 免疫组化法显
示阳性纤维较粗大，分布于血管壁上和神经束上；乙

醛酸激发荧光法可以显示更细小的纤维，分布于滑

膜表层、结缔组织及血管壁中。与免疫组化的方法

比较，此法特异性更高。乙醛酸荧光染色法颈椎节

段染色阳性率明显高于 89:免疫组化法，统计学上
具有显著性差异（ !" ; .- ))&，! ; *- *’,）。尤其在
#& %.颈椎节段差异显著（! ; *- **&）。因此，在观察
交感神经纤维在人颈椎关节囊的分布时，" 种方法均
可，但应尽量选择乙醛酸诱发生物单胺递质法，尤其

在研究 #& %.颈椎节段时。尽管某些病例未出现阳性

反应，但并不能因此而否认滑膜组织中存在感觉神经

纤维，这可能是我们使用的方法敏感性不足所致。

乙醛酸诱发生物单胺递质荧光反应的方法简便

易行，但在具体操作过程中，需要特别注意几个细节

的掌握，方能得到良好的效果：!标本在液氮中骤冷
后，移到冰冻切片机中进行切片，不能使标本化冻，

否则会产生冰晶，破坏组织结构。"与原方法比较，
载玻片改用 ’! <=>?& 处理，可以减弱背景反应。

#切片厚度太薄时单胺类物质太少，自发荧光不足
以分辨；太厚时背景反应过强，影响观察，因此将原

方法切片厚度 .* $@ 改为 ’. % "* $@ 背景反应明
显减弱。%切片干燥时，温度不能过高，过高则会使
荧光淬灭，因此，我们采用冷风机吹干，与原方法比

较，不仅荧光效果好且缩短染色时间。&染色时，
A9B液最好新鲜配制，以免影响染色效果。’加热

及封固后保存时须避光，否则荧光强度会迅速减弱。

颈椎病分为 $ 种类型，其中交感型主要出现交
感神经功能障碍的表现，其发病机制目前还不清楚。

CD776和 E36FG推测是颈椎骨关节炎症刺激交感神
经引起的，故亦称这种症状为 CD776 H E36FG 征候
群［.］。我们以往的研究证实，颈椎病滑膜的基本病

理改变是滑膜细胞增生或脱落、滑膜组织脂肪化或

纤维增生因而滑膜增厚、粘液变性、炎细胞浸润、纤

维素渗出、血管增生、血管炎和滑膜周组织、特别是

肌组织的变性［,］。通过免疫组化 89: 和乙醛酸诱
发生物单胺递质荧光 " 种显示交感神经分布的方
法，我们可以看出颈椎关节囊滑膜组织中有交感神

经末梢分布。临床上交感型颈椎病多由上颈段不稳

定引起，因此，这 " 种方法可用于交感型颈椎病的研
究。89:能神经纤维具有血管调节作用，其活动一
方面可以使痛觉神经的表型改变，还可以使痛觉神

经释放的 9物质增加，以促进巨噬细胞释放炎症介
质。我们推测，颈椎周围组织的变性加重了颈椎的

不稳定性，使脊柱周围组织中的感受器、# H神经和
自由神经末梢更容易受到机械刺激；长期受到机械

刺激及各种炎症因子的刺激，可使人体产生一系列

交感神经系统异常的症状。

本研究为研究颈椎病的损伤机制提供了一定帮

助。在技术方面，要特别注意技术细节的掌握，方能

取得理想的效果。
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