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改良 ＰＡＳ染色法在急性肝损伤中的应用

张　风１　陶艳艳１，２　陈高峰１，２
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摘要　目的：观察改良肝脏糖原ＰＡＳ染色法，并观察肝脏糖原染色在急性肝损伤中的应用。方法：复制 ＣＣｌ４急性肝损伤

模型，首次１００％ ＣＣｌ４３ｍＬ／ｋｇ皮下注射，此后５０％ ＣＣｌ４橄榄油溶液２ｍＬ／ｋｇ每周２次共４次皮下注射，诱导大鼠急性肝
损伤模型。计算大鼠肝体比；ＨＥ染色观察肝组织炎症病理；试剂盒检测血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基
转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢｉｌ）、白蛋白（Ａｌｂ）。肝脏常规ＰＡＳ染色与改良ＰＡＳ染色观察肝糖原染色。结果：与正常组相
比，模型组ＡＬＴ、ＡＳＴ活性与ＴＢｉｌ含量明显升高（Ｐ＜００５），Ａｌｂ含量明显降低（Ｐ＜００５）；ＨＥ染色示，模型组肝小叶结构
排列紊乱，肝细胞脂肪变、气球样变明显。常规ＰＡＳ染色，正常组肝组织 ＰＡＳ染色阳性占肝脏面积为３２３８％ ±５５０％；
与正常组相比，模型组肝组织ＰＡＳ阳性染色明显减少（Ｐ＜００１），占肝脏面积为８６０％±３３４％。改良ＰＡＳ染色提示，正
常组肝脏可见大量ＰＡＳ阳性染色，占肝脏面积为７５５０％±９０２％；与正常组相比，模型组肝组织ＰＡＳ阳性染色明显减少
（Ｐ＜００１），占肝脏面积为１７６１％±３５３％。在空白对照组与模型肝组织中，肝糖原改良ＰＡＳ染色阳性率明显高于常规
ＰＡＳ染色法（Ｐ＜００１）。改良ＰＡＳ染色肝糖原阳性染色面积更真实反映急性肝损伤程度。结论：改良肝脏糖原ＰＡＳ染色
法有助于急性肝损伤程度评估。
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　　肝脏是机体代谢的主要器官，对糖的存储、分布
和调节起重要作用。血中葡萄糖可自由通过肝细

胞，口服葡萄糖后约６０％被摄取，进人肝细胞后经
葡萄糖激酶迅速被磷酸化为 ６磷酸葡萄糖（Ｇ６
Ｐ），并进一步经糖原合成酶合成为糖原贮存［１］。在

肝脏，当机体需要时，便可分解成葡萄糖，转化为能

量；当肝细胞发生弥漫性严重损害时，肝糖原合成障

碍及贮存减少，主要表现为磷酸戊糖途径及糖醇解

途径相对增强；糖有氧氧化及三羧酸循环运转不佳，

肝中葡萄糖６磷酸酶活性增加，使肝糖原迅速分解
为６磷酸－葡萄糖，并在限速酶糖原磷酸化酶催化
下，生成葡萄糖补充血糖，导致肝糖原含量明显下

降。在评价肝损伤程度时，肝糖原为常规检测项目，

糖原的含量能说明肝损伤程度［２］。肝脏糖原测定有

蒽酮法［３］、氧化酶法［４］、ＰＡＳ染色法［５］，近期我们采

用糖原染液试剂，改良肝组织固定方法，成功原位检

测肝组织糖原表达位置与水平，用于急性肝损伤的

评估。

１　材料
１１　动物　Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０只，雄性，ＳＰＦ级，体重
１６０～１７０ｇ，购自北京维通利华实验动物有限公司，
许可证号ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１，饲养于上海中医药
大学实验动物中心，设施许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２００９
－００６９，所有动物均自由饮食。
１２　主要试剂　四氯化碳（ＣａｒｂｏｎＴｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＣＣｌ４），化学纯，批号２０１４０３２５；橄榄油，化学纯，批号
Ｆ２０１１０４０２，均购自国药集团；丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素
（ＴＢｉｌ）、白蛋白（Ａｌｂ）购自上海科华生物。肝糖原过
碘酸希夫染色（ＰｅｒｉｏｄｉｃＡｃｉｄｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ染色）试剂
盒糖原染液试剂盒（批号２０１４０９２５），购自南京建成
生物工程研究所。

２　方法
２１　模型制备　ＣＣｌ４急性肝损伤模型参照经典造
模法［６－９］并改进。本实验染毒５次，即第１、４、７、１０、
１３天上午９点各１次。首次皮下注射１００％ ＣＣｌ４３
ｍＬ／ｋｇ大鼠体重，此后５０％ ＣＣｌ４橄榄油溶液２ｍＬ／
ｋｇ大鼠体重。正常组大鼠皮下注射相同容积的橄
榄油溶液。

２２　分组　Ｗｉｓｔａｒ大鼠２０只，按照完全随机分组
的原则，分为正常组８只，模型组１２只。
２３　肝系数与血清肝功能　实验第１４天晚禁食，
第１５天早晨９点杀鼠。肝系数：杀鼠时称量体重、
肝重，计算肝重（ｇ）占体重（ｇ）的百分比。腹主动脉

取血，分离血清，测定：１）丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）；
２）天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）；３）总胆红素
（ＴＢｉｌ）；４）白蛋白（Ａｌｂ），检测方法均参照试剂盒说
明书。

２４　肝组织病理学观察　实验第１５天杀检时肉眼
大体观察记录，取肝右叶相同部位组织常规１０％用
中性福尔马林液固定，石蜡包埋，作 ＨＥ染色，光镜
下观察肝脏组织病理病变。同时取肝右叶相同部位

组织制作冰冻切片和 Ｃａｒｎｏｙ液固定，用于肝糖原染
色。根据ＣＣｌ４急性肝损伤模型的肝组织病理病变
特点，参考非乙醇性脂肪性肝病诊疗指南（２０１０年
修订版）［１０］，常规进行肝细胞脂肪变与气球样变积

分：１）肝细胞脂肪变：０分（＜５％）；１分（５％ ～
３３％）；２分（３４％ ～６６％）；３分（＞６６％）。２）肝细
胞气球样变：０分，无；１分，少见；２分，多见。
２５　肝糖原染色　试剂盒常规肝糖原过碘酸希夫
（Ｐｅｒｉｏｄｉｃａｃｉｄｓｃｈｉｆｆ，ＰＡＳ）染色：试剂 Ａ：主要由１％
过碘酸组成。试剂Ｂ：主要由碱性品红、偏重亚硫酸
钠、活性碳等组成。试剂Ｃ：主要由苏木素、乙醇、甘
油等组成。乙醇－醋酸－氯仿固定液（卡诺固定液，
Ｃａｒｎｏｙｆｉｘａｔｉｖｅ）配方：纯乙醇３份＋冰醋酸１份。常
规ＰＡＳ操作步骤：１）肝组织 Ｃａｒｎｏｙ液固定，常规脱
水包埋；２）石蜡切片脱蜡入蒸馏水；３）自来水冲洗２
～３ｍｉｎ，再用蒸馏水浸洗２次；４）置于试剂Ａ中，室
温放置５～８ｍｉｎ，一般不宜超过１０ｍｉｎ；５）自来水冲
洗１次，再用蒸馏水浸洗２次；６）样本放入试剂 Ｂ，
置于室温阴暗处，浸染１０～２０ｍｉｎ；７）自来水冲洗
１０ｍｉｎ；８）样本置于试剂 Ｃ中，染核１～２ｍｉｎ；９）自
来水冲洗１０～１５ｍｉｎ后，更换双蒸水清洗，使其返
蓝；１０）逐级常规乙醇脱水；１１）二甲苯透明；１２）中
性树胶封固。

改良肝糖原染色：１）肝组织冰冻切片（８μｍ）；
２）置于试剂Ａ中，室温放置５～８ｍｉｎ（一般不宜超
过１０ｍｉｎ）；３）自来水冲洗１次，再用蒸馏水浸洗２
次；４）样本放入试剂 Ｂ，置于室温阴暗处，浸染１０～
２０ｍｉｎ；５）自来水冲洗 １０ｍｉｎ；６）样本置于试剂 Ｃ
中，染核１～２ｍｉｎ；７）自来水冲洗１０～１５ｍｉｎ后，更
换双蒸水清洗，使其返蓝；８）逐级常规乙醇脱水；９）
二甲苯透明；１０）中性树胶封固。

肝糖原面积分析：采用 ＤＰ７１软件（奥林巴斯公
司，日本）拍摄图片，用奥林巴斯显微镜图像分析软

件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓＩＰＰ６１进行肝组织糖原面积半定
量分析。

２６　统计学方法　所有数据均采用 ＳＰＳＳ１５０进
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行统计分析，计量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，符合正态性和
方差齐性的数据用配对 ｔ检验，不符合正态性或方
差齐性的数据用非参数检验；等级资料（炎症分级与

纤维化分期数据）进行Ｒｉｄｉｔ分析。
３　结果
３１　ＣＣｌ４急性肝损伤模型大鼠肝脏系数与血清肝
功能的变化　由表１可知，与正常组比较，ＣＣｌ４染毒
后模型组体重明显降低（Ｐ＜００１），肝体比增加（Ｐ
＞００１）。血清肝功能结果显示，与正常组相比，模
型组的ＡＬＴ与 ＡＳＴ活性明显升高（Ｐ＜００１），ＴＢｉｌ

含量明显增加（Ｐ＜００１），Ａｌｂ含量明显降低（Ｐ＜
００１），出现明显的肝功能损害，提示ＣＣｌ４染毒成功
诱导大鼠急性肝损伤模型（表１）。
３２　ＣＣｌ４急性肝损伤模型大鼠肝脏组织病理学的
变化　ＨＥ染色示，正常组大鼠肝组织肝小叶结构正
常、排列整齐、无出血、无肝细胞变性、坏死，未见脂

肪沉积及炎症细胞浸润；模型组大鼠肝小叶结构排

列紊乱，肝细胞脂肪变、气球样变明显加重。Ｒｉｄｉｔ
分析结果显示，与正常组相比，模型组肝细胞脂肪变

与气球样变化明显加重（Ｐ＜００１）。（图１，表２）
表１　大鼠ＣＣｌ４急性肝损伤模型肝脏系数与血清肝功能的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 肝体比（％） ＡＬＴ／Ｕ·Ｌ－１ ＡＳＴ／Ｕ·Ｌ－１ ＴＢｉｌ／Ｕ·Ｌ－１ Ａｌｂ（ｇ／Ｌ）

正常组 ８ ３０７±０１４ ３０５２±５８１ １２０２１±１９４８ １９８±０１９ ２９９０±１１３
模型对照组 １０ ４５７±０５０ １１４４０１±５２２１５ １５６３９０±７６１７４ ６９９±２４９ ２６２５±１０３

　　注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓ正常组，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓ模型组。

表２　大鼠ＣＣｌ４急性肝损伤肝细胞脂肪变

与气球样变半定量分析

组别
鼠

数

肝细胞脂肪变

０ １ ２ ３
Ｒｉｄｉｔ分析
Ｒ值

肝细胞气球样变

０ １ ２
Ｒｉｄｉｔ分析
Ｒ值

正常组 ８ ８ ０ ０ ０ ００７６９ ８ ０ ０ ００７６９
模型组 １０ １ ２ ７ １ ０８４２３ ０ ３ ７ ０６６１５

　　注：与正常组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表３　大鼠ＣＣｌ４急性肝损伤常规ＰＡＳ染色

与改良ＰＡＳ染色肝糖原面积（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数
常规肝糖原染色面积

（％）
改良肝糖原染色面积

（％）
正常组 ８ ３２３８±５５０ ７５５０±９０２ａ

模型组 １０ ８６０±３３４ １７６１±３５３ｂ

　　注：与正常组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与正常组相比，ａＰ＜

００１；与模型组相比，ｂＰ＜００１。

３３　ＣＣｌ４急性肝损伤模型大鼠肝组织糖原染色的
变化　常规肝糖原染色结果，正常组肝细胞胞质及
胞核内可见中等量玫瑰红色粗大颗粒（ＰＡＳ染色阳
性），应用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ：ＩＰＰ６１半定量分析肝组
织糖原含量占肝脏面积为３２３８％ ±５５０％；与正
常组相比，模型组肝细胞胞质及胞核内玫瑰红色粗

大颗粒明显减少（Ｐ＜００１），占肝脏面积为８６０％
±３３４％。改良肝糖原染色提示，正常组肝细胞胞
质及胞核内可见大量玫瑰红色粗大颗粒（ＰＡＳ染色
阳性），占肝脏面积为７５５０％ ±９０２％；与正常组
相比，模型组肝细胞胞质及胞核内玫瑰红色粗大颗

粒明显减少（Ｐ＜００１），占肝脏面积为 １７６１％ ±
３５３％。在正常肝组织与模型肝组织中，改良肝糖
原染色法ＰＡＳ染色阳性明显高于常规肝糖原染色
法（Ｐ＜００１）。见表３与图１。

图１　大鼠ＣＣｌ４急性肝损伤ＨＥ染色、
　　常规ＰＡＳ染色与改良ＰＡＳ染色

　　注：Ｎ正常组，Ｍ模型组；Ａ：肝组织 ＨＥ染色 ×２００倍；
Ｂ：肝组织常规 ＰＡＳ染色 ×２００倍；Ｃ：肝组织改良 ＰＡＳ染色

×２００倍；Ｄ：肝细胞脂肪变积分分析；Ｅ：肝细胞气球样变积
分分析；Ｆ：肝组织常规 ＰＡＳ染色与改良 ＰＡＳ染色半定量分
析。与正常组相比，Ｐ＜００１；与正常组相比，ａＰ＜００１；

与模型组相比，ｂＰ＜００１。

４　讨论
ＣＣｌ４为急性肝损伤诱导

［１１］，ＣＣｌ４在肝内代谢
裂解成三氯甲基 ＣＣｌ３

－等自由基，这些自由基攻击

肝细胞膜磷脂内不饱和脂肪酸碳链上的氢原子，消

耗膜脂质中的不饱和脂肪酸，大量生成脂质过氧化

物，导致肝细胞损伤［１２］。本实验表明 ＣＣｌ４诱导大
鼠急性肝损伤，表现为血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性以及
ＴＢｉｌ含量与正常组有显著性升高；血清中Ａｌｂ含量
与正常组明显降低。肝组织 ＨＥ染色显示，模型组
大鼠肝小叶结构排列紊乱，肝细胞脂肪变、气球样变
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明显加重。

如前所述，测定肝糖原的方法很多，其中蒽酮法

受试剂、温度、方法稳定性差等因素的影响，结果重

现性不好，而且使用试剂多，溶液配制和操作过程复

杂。氧化酶法检测肝糖原含量的方法优于蒽酮法。

其操作简便，结果稳定、重复性好，适合不同动物模

型肝糖原含量的检测。但是若不用缓冲液调整水解

液的ｐＨ值，直接用碱中和则往往会出现中和不足
或过量的问题，很难掌握好中和点［１３］。而且蒽酮法

与氧化酶法均不适合肝糖原原位检测。ＰＡＳ染色
法［５］是目前采用较多的肝糖原原位染色检测，常规

ＰＡＳ染色法采用乙醇 －醋酸 －氯仿固定液（卡诺固
定液），能较好地保存糖原，但有使糖原流动到细胞

一侧甚至漏出的现象，一般认为是由于固定剂把细

胞内的糖原推向固定剂对组织浸透的方向而造

成［１４］，与本实验中常规ＰＡＳ染色肝糖原偏向肝细胞
一侧并减少的显示结果一致。近期我们采用糖原染

液试剂盒，简化实验流程，肝组织不采用卡诺固定液

固定直接冰冻切片，成功原位检测肝组织糖原表达

位置与水平，肝糖原均匀分布于整个肝细胞，肝糖原

阳性染色明显强于常规 ＰＡＳ染色。大鼠皮下注射
ＣＣｌ４后可使肝细胞产生化学性损伤，因此肝细胞对
葡萄糖的摄取减少，肝糖原的合成亦相应减少。本

研究结果提示ＣＣｌ４染毒２周后大鼠体重明显减轻、
ＡＬＴ与ＡＳＴ活性明显升高，ＴＢｉｌ含量明显增加，Ａｌｂ
含量明显降低，ＨＥ染色可见肝细胞脂肪变变、气球
样变化明显，提示ＣＣｌ４染毒成功诱导大鼠急性肝损
伤。常规ＰＡＳ染色与改良ＰＡＳ染色均提示，模型组
大鼠肝糖原面积较正常组大鼠明显减少。由于以往

操作方法经常出现实验结果不理想，为此本实验取

材于急性肝损伤的大鼠肝脏，参照常规 ＰＡＳ染色
法，对实验中肝糖原染色方法的固定作了探索性的

改进，即采用肝组织冰冻切片，无须卡诺固定液固

定，大大节省实验流程与时间，同时，更好的保留肝

组织糖原，本实验结果表明改良 ＰＡＳ染色法切实可
行，肝糖原阳性染色面积更符合急性肝损伤的程度。
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