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　　摘要：采用ＨＥ、瑞氏和快速革兰氏３种染色方法，比较了高原鼢鼠（犈狅狊狆犪犾犪狓犫犪犻犾犲狔犻）阴道涂片的

染色背景、过程和效果，以筛选最佳染色方法。结果显示：ＨＥ染色后涂片背景及细胞分型清晰，核质着

色差异明显且检出率高，与其他两种方法的检出率差异显著（犘＜０．０１）；瑞氏染色核质呈不同程度的蓝

紫色，背景杂乱，核质染色差别不明显；快速革兰氏染色将细胞核、细胞质分别染成紫红色和玫红色，背

景相对暗淡，白细胞则染成深红色，核质着色不易区分，影响观察效果。综合分析，ＨＥ染色能准确、高

效地鉴别高原鼢鼠的发情周期，是高原鼢鼠较理想的一种阴道涂片染色方法。
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　　阴道涂片法是指对阴道脱落物进行显微镜涂片检

查的一种方法，广泛应用于动物发情周期鉴定及其病

理组织学检测，阴道涂片通常有刮取法和吸取法。刮

取法即用玻璃棒或棉签在阴道内壁轻轻刮一下，把玻

璃棒或棉签在载玻片上涂匀干燥后进行染色，然后在

显微镜下观察。吸取法即用细长的吸管或移液枪深入

阴道后宫隆处吸取排液，制片染色［１］。因阴道上皮细

胞受激素的影响发生周期性的变化，利用阴道细胞涂

片检查能比较确切地反映体内性激素水平及其对阴道

上皮的影响，进而反映动物发情状态［２］。阴道涂片法

具有简单、高效、基本无痛苦且经济等优点，它是鉴别

动物发情常用的一种检查方法。目前阴道涂片的染色

方法主要有 ＨＥ染色
［３］、快速革兰氏染色［４］、吉姆萨染

色［５］、瑞氏染色［６］、巴氏染色法［６］及其改良染色法等。

巴氏染色法步骤较繁杂，快速革兰氏染色虽然步骤简

单，易操作，但辨认细胞需要一定的经验。吉姆萨染色

时间较长，杂质易被染色，导致背景杂乱暗淡，细胞形

态不鲜明，清晰度差［５］。ＨＥ染色法操作简易便捷，可

快速观察鉴定动物的阴道上皮细胞，是目前动物发情

周期常用的染色方法，在不同的动物上，该方法也有一

定的适用性［３］。肖小芹等研究表明实验样本量大，判

断小鼠动情周期时，瑞氏染色法更适用；但样本量小，

只检测小鼠阴道脱落细胞形态等时，巴氏染色法效果

更好［７］。也有研究报道，大鼠阴道涂片大规模检查时，

吕氏碱性美篮染色法应用效果显著［８］。检验这些方法

在不同物种上的适用性，对物种进一步的研究能提供

基础参考。

高原鼢鼠（犈狅狊狆犪犾犪狓犫犪犻犾犲狔犻）隶属于啮齿目（Ｒｏ

ｄｅｎｔｉａ），鼹形鼠科（Ｓｐａｌａｃｉｄａｅ），鼢鼠亚科（Ｍｙｏｓｐａｌａｃ

ｔｉｎａｅ），凸颅鼢鼠属（犈狅狊狆犪犾犪狓）
［９］，是青藏高原高寒草

甸生态系统的关键种［１０］。在人为和自然因素的影响

下，鼠害增加，高寒草甸退化加剧［１４］。因此，许多研究

集中于寻找降低高原鼢鼠种群密度的防治措施［１２］，但

其在高寒草甸生态系统物质循环和能量流动中所具有
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的独特功能和地位不容忽视，有关其数量的管理是关

键［１４］。而掌握高原鼢鼠的繁殖规律是控制其种群数

量的有效途径［１５］。孙儒泳等研究表明，高原鼢鼠雌性

一般以怀孕率、胎仔数、妊娠率等为繁殖指标，而雄性

的繁殖指标一般有平均精巢长（或重量）和储精囊及其

睾丸、附睾的形态变化等［１６］。其繁殖周期是从３月底

到６月，繁殖周期因气候条件不同而有所不同
［１７］。高

原鼢鼠常年营地下生活［２１］，其繁殖和储粮行为皆在地

下通道完成［１８］，难以直接观察且抓捕困难。鉴于此，

阴道细胞涂片法结合外阴观察更适用于高原鼢鼠发情

周期的鉴定，且在其他哺乳动物和小型啮齿动物上已

有应用。国内外已通过阴道细胞涂片法确定了豚鼠

（犆犪狏犻犪狆狅狉犮犲犾犾狌狊）
［２０］、小鼠（犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊）

［２１］和子午

沙鼠（犕犲狉犻狅狀犲狊犿犲狉犻犱犻犪狀狌狊）
［２２］等的发情周期。高质

量的阴道涂片检查是准确确定发情周期的前提条件，

而适宜的染色方法是高质量阴道涂片的重要保障［５］。

高原鼢鼠阴道涂片应用尚不成熟，阴道涂片法判断发

情周期也处于探索阶段，为此尝试多种涂片染色方法。

本研究通过野外非损伤活捕，室内饲养的方法，进行了

发情周期阴道涂片染色方法的筛选。选用瑞氏、ＨＥ

和快速革兰氏３种染色方法，通过比较３种染色方法

的阴道细胞涂片效果，旨在为阴道涂片法判断高原鼢

鼠发情周期提供一个简单、高效的染色方法，以期为高

原鼢鼠发情周期的鉴定及其繁殖生物学研究提供基础

资料，同时也为野外防治时机和方法的选择提供参考。

１　材料和方法

１．１　试验动物

于２０２０年５月，在甘肃省武威市天祝藏族自治县

抓喜秀龙镇用笼捕法随机抓捕生长发育正常的高原鼢

鼠，称重后按体重来鉴别年龄［２３］，根据相关文献，初步

判断怀孕等状况［２４］，选取性成熟且健康未孕的雌性高原

鼢鼠４５只，体重１４７．５４～２１７．７５ｇ／只，平均（１６４．１３±

３．０２）ｇ／只，利用本实验室的方法单独饲养于（２０×３３×

２５）ｃｍ３的收纳箱中，取其生活洞道土为垫料，以其喜食

食物红薯（犐狆狅犿狅犲犪犫犪狋犪狋犪狊）等喂养
［２５］。

１．２　实验方法

实验动物随机分为３组，每组１５只，每天８∶００，

１８∶００对３组高原鼢鼠分别使用自制棉签制作阴道涂

片。固定高原鼢鼠时一只手固定其头部，另一只手抓

住尾巴固定后脚使其露出阴道口，先用生理盐水湿润

过的无菌棉签擦拭阴道口，将蘸湿的棉签插入高原鼢

鼠阴道内０．５～１ｃｍ，轻柔旋转１～２圈，将棉签均匀

涂在事先滴有生理盐水的干净载玻片上，连续２０ｄ。

涂片自然风干后滴加甲醇固定１０ｍｉｎ。涂片固定好

后，分别进行染色。

１．２．１　ＨＥ染色　苏木精染色液中染色５ｍｉｎ，流水

冲洗，盐酸酒精分化数秒，流水冲洗返蓝，伊红染色１

ｍｉｎ，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，显微

镜检，观察细胞的形态及着色［２］。

１．２．２　瑞氏染色　滴加数滴瑞氏染液（染液多少根据

涂片面积调整），瑞化１～３ｍｉｎ（为防止染液干涸，可缩

短瑞化时间或及时添加染液）；按比例配制的 ＫＨ２

ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液（ｐＨ＝７．０）加染液量的１．５倍，

二者混匀等１０ｍｉｎ；流水冲洗（玻片平放，水流应缓），

二甲苯透明，自然风干，中性树胶封片，显微镜镜检，观

察细胞的形态及着色。

１．２．３　快速革兰氏染色　快速革兰氏染色初染，滴加

５０μＬ龙胆紫液（龙胆紫和乙醇）在涂片上，静置１０ｓ，

蒸馏水冲洗；媒染，滴加５０μＬ碘溶液（碘和碘化钾）在

涂片上，静置１０ｓ，蒸馏水冲洗；脱色，滴加５０μＬ脱色

液（乙醇）在涂片上进行脱色，静置１０ｓ，蒸馏水冲洗；

复染，滴加５０μＬ沙黄溶液（沙黄和乙醇）在涂片上，静

置１０ｓ，蒸馏水冲洗，自然风干，中性树胶封片，显微镜

镜检，观察细胞的形态及着色［４］。

１．３　阴道细胞涂片镜检及数据分析

对阴道细胞涂片用普通光学显微镜进行镜检。白

细胞，一般呈圆形或卵圆形，胞核、胞质分界不明显，胞

体边界清晰，且小于上皮细胞；上皮细胞，直径２０～

７０μｍ，大多呈圆形、四边形或菱形，轮廓清晰，核浓

缩，核质分形明显；角化上皮细胞，一般呈多边形且边

缘不规则，未完全角化上皮细胞核变小，核膜界限模

糊，核质着色深浅因细胞角化程度不同而有明显差别，

完全角化上皮细胞是视野中最大的细胞，细胞核角化，

随着角化程度的不同细胞形态略有差别。根据阴道细

胞特点区分不同染色方法下不同细胞类型的着色情

况，同时记录结果、照相。各染色方法间的检出率采用

ＳＰＳＳ２０．０统计学软件并进行χ
２检验数据分析，以犘

＜０．０１为检验标准。

２　结果与分析

高原鼢鼠的发情周期包括４个阶段：发情前期、发
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情期、发情后期和发情间期。在发情前期上皮细胞和

白细胞占主导地位，在发情期和发情后期３类细胞并

存，即上皮细胞、白细胞和角质化上皮细胞；角质化上

皮细胞则主要分布在发情期；发情后期角质化上皮细

胞逐渐减少，以上皮细胞为主；发情间期阴道涂片上为

大量白细胞和少量上皮细胞。现将用３种不同染色方

法的阴道涂片镜检结果简要叙述如下：

２．１　犎犈染色

ＨＥ染色过程中阴道细胞核经苏木精染色呈现

不同程度的蓝紫色，角质化上皮细胞、细胞质、嗜伊

红颗粒等经伊红染色呈现不同程度的红色，白细胞

核为深蓝紫色，胞浆着色淡，分界不明显，分叶核较

明显。发情前期，阴道涂片上以有核上皮细胞为主，

细胞核呈蓝紫色，细胞质染色较淡，呈淡粉色，透明

度高（图１Ａ）；发情期，几乎都是无核角化上皮细胞，

胞质染成粉色、胞核呈深蓝紫色或粉色，细胞质由核

至边缘区着色逐渐变浅，呈簇状、块状和串状（图１

Ｂ）；发情后期，阴道涂片可见大量白细胞和少量完全

和未完全角化上皮细胞（图１Ｃ）；发情间期阴道涂片

上为大量白细胞和少量上皮细胞。（图１Ｄ）；各时期

图片背景清晰无杂质。

图１　高原鼢鼠发情周期阴道涂片犎犈染色结果（４００×）

犉犻犵．１　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳狏犪犵犻狀犪犾狊犿犲犪狉狊狅犳狆犾犪狋犲犪狌

狕狅犽狅狉犱狌狉犻狀犵犲狊狋狉狌狊犮狔犮犾犲（４００×）

注：Ａ，发情前期；Ｂ，发情期；Ｃ，发情后期；Ｄ，发情间期；

蓝色三角表示上皮细胞；黑色三角表示完全角化细胞；绿色表

示未完全角化细胞；红色三角表示白细胞，下同

２．２　瑞氏染色

瑞氏染色过程中，阴道涂片细胞核经瑞氏染液被

染成深蓝紫色，角化上皮细胞、细胞质等被染成不同程

度的浅蓝紫色，白细胞分叶核不易观察到。发情前期，

白细胞核呈深蓝紫色，细胞轮廓清晰可见，核质分型不

明显（图２Ａ）；发情期，角化的上皮细胞被染成浅蓝紫

色（图２Ｂ）；发情后期，未完全角化的上皮细胞可见核

被染成深蓝紫色，细胞质及完全角化细胞被染成浅蓝

紫色（图２Ｃ）；发情间期，可见白细胞、核上皮细胞蓝

色淡染，核质分型不明显（图２Ｄ）。

图２　高原鼢鼠发情周期阴道涂片瑞氏染色结果（４００×）

犉犻犵．２　犠狉犻犵犺狋狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狏犪犵犻狀犪犾狊犿犲犪狉狊狅犳狆犾犪狋犲犪狌

狕狅犽狅狉犱狌狉犻狀犵犲狊狋狉狌狊犮狔犮犾犲（４００×）

２．３　快速革兰氏染色

快速革兰氏染色过程中细胞核、细胞质经初染、媒

染、脱色、复染４步分别呈紫红色、玫红色，白细胞则被

染成深红色。发情前期，阴道涂片以上皮细胞为主，一

般呈圆形或椭圆形分布，其细胞核、细胞质分别被染成

紫红色和玫红色，细胞轮廓较清晰，同时存在玫红色的

无核角化上皮细胞（图３Ａ）；发情期，阴道涂片中满视

野为形态不规则多边形的无核角化上皮细胞，其被染

成玫红色分布在涂片上（图３Ｂ）；发情后期，少量无核

角化上皮细胞，细胞核轮廓较清晰，细胞膜完整，整体

层次感明显且易于区分，白细胞以卵圆形分布，呈深红

色，细胞形态清晰（图３Ｃ）；发情间期，以白细胞为主，

有核细胞和无核角化上皮细胞极少量存在（图３Ｄ）。

２．４　高原鼢鼠３种染色方法检出率的比较

阴道涂片的检出率是指阴道涂片镜检时背景清

晰，各类细胞可见且易区分的涂片与总涂片数的比率。

采用ＨＥ染色的阴道涂片检出率为９０．６７％，对阴道

涂片细胞的检出率显著高于瑞氏染色和快速革兰氏染
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色方法（犘＜０．０１）；采用瑞氏染色的阴道涂片检出率

为５８．００％，采用快速革兰氏染色的阴道涂片检出率

为６７．３０％，瑞氏和快速革兰氏两种染色方法对于阴

道涂片的检出判断无明显差别（犘＜０．０１）（表１）。

表１　高原鼢鼠阴道涂片３种染色方法检出率的比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳狋犺狉犲犲狊狋犪犻狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱狊犻狀狆犾犪狋犲犪狌狕狅犽狅狉狏犪犵犻狀犪狊犿犲犪狉

样本数／只 涂片总数／个 有效涂片数／个 无效涂片数／个 检出率／％

ＨＥ染色 １５ １５０ １３５ １５ ９０．６７

瑞氏染色 １５ １５０ ８７ ６３ ５８．００

快速革兰氏染色 １５ １５０ １０１ ４９ ６７．３０

　　注：与 ＨＥ染色的检出率比较：犘＜０．０１

图３　高原鼢鼠发情周期阴道涂片快速革兰氏

染色结果（４００×）

犉犻犵．３　犚犪狆犻犱犌狉犪犿狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狏犪犵犻狀犪犾狊犿犲犪狉狊狅犳

狆犾犪狋犲犪狌狕狅犽狅狉犱狌狉犻狀犵犲狊狋狉狌狊犮狔犮犾犲（４００×）

３　讨论

通过染色、镜检分析，就染色过程而言，ＨＥ染色

法步骤简单易操作，且省料省能，但耗时较长，单片染

色需２０～２３ｍｉｎ，所以提倡批量染色；瑞氏染色法瑞

化时间较难控制，易染色过度，耗费人力物力，对操作

要求较高，但单片耗时少，１５ｍｉｎ左右；快速革兰氏染

色法初染、媒染、复染过程中染液量不易控制，易造成

染色过度，整个过程单片耗时１３～１５ｍｉｎ，对操作人

员要求高。从染色效果比较，ＨＥ染色根据细胞核与

细胞质对苏木精染液和伊红染液的亲嗜性不同，染成

易于区分的蓝紫色和粉红色，细胞分型明显，细胞核、

细胞质着色分明，易操作，出现误差较小，成功率高，着

色均匀且涂片检出率与其他两种方法具有显著差异

（犘＜０．０１）；瑞氏染色法中根据细胞核和细胞质对瑞

氏染液的亲嗜性的不同，核质被染成深浅不一的蓝紫

色，快速革兰氏染色法包括初染、媒染、脱色和复染４

个步骤使得细胞核和细胞质呈现不同程度的红色；但

３种染色方法鉴别结果基本一致。从染色背景而言，

ＨＥ染色下的阴道涂片背景清晰、干净，透明度高，利

于观察判断，可进行批量染色；瑞氏背景杂乱，个别杂

质相对较多，易造成细胞叠加，染色加深不易观察判

断；快速革兰氏染色背景相对暗淡、杂乱，核质区分不

分明，不易观察。

目前，用于检查阴道涂片的方法有很多，大多数研

究都采用 ＨＥ染色法
［２１］，ＨＥ染色法染液配置方法简

单易操作，染色过程要求低，染色效果好、易观察；部分

研究中使用瑞氏染色［２６］，但是瑞氏染液条件要求苛

刻，按比例配制的ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液的ｐＨ不

稳定，会造成一定的误差，核质着色颜色相近不易区

分，而且有时难以着色；快速革兰氏在检查阴道涂片中

的应用不多［２４］，其操作条件不好控制，初染、复染过程

中易出现冲洗不够或冲洗过度的情况；所以，大规模检

查高原鼢鼠阴道涂片时，采用 ＨＥ染色法效率更高。

通过对３种染色的比较，发现使用 ＨＥ染色能够准确、

高效的筛选出处于发情周期的高原鼢鼠阴道涂片，因

此建议在检查大批量阴道涂片确定高原鼢鼠发情周期

时使用 ＨＥ染色。另外，在试验过程中也发现了一些

值得注意的问题，在取阴道分泌物时动作要轻缓，使用

牙签制作的小棉签是为了比较容易进入高原鼢鼠的阴

道，虽然削去了尖端但还是会有残留且易刮伤试验鼠

阴道上皮。在进行染色前，一定要保证甲醇固定好且

已自然风干；ＨＥ染色时酒精梯度时间可根据实际情

况适当减少。瑞氏染色时缓冲液的ｐＨ不能偏酸或偏

碱，否则会影响染色效果；快速革兰氏染色时倾倒玻片

上染液时要快，否则会造成染色不均，要用蒸馏水进行

冲洗，用自来水冲洗会使涂片背景杂质增多。

４　结论

高原鼢鼠繁殖期用阴道涂片法判断其发情周期

２２１ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２１）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４１Ｎｏ．５



时，ＨＥ染色后涂片背景及细胞分型清晰，核质着色差

异明显且检出率高；瑞氏染色核质呈不同程度的蓝紫

色，背景杂乱，核质染色差别不明显；快速革兰氏染色

将细胞核、细胞质分别染成紫红色和玫红色，背景相对

暗淡，白细胞则染成深红色，核质着色不易区分，影响

观察效果。综合分析，ＨＥ阴道涂片染色更能准确、高

效地鉴别出高原鼢鼠的发情周期。
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《草原与草坪》编辑部网络采编办公系统正式运行

各位作者及审稿专家：

您好！为提高稿件处理和办公效率，《草原与草坪》编辑部已从２０２１年７月开始启用网络采编办公系统。

作者投稿采用新的网络平台（ｈｔｔｐ：／／ｃｙｙｃｐ．ｉｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ），请尽量不要使用原电子邮件投稿，特此公告，望作

者和审稿专家予以支持与合作。

在使用网络采编办公系统中您有任何疑问、意见和建议，请您电话０９３１７６３１８８５或者发邮件到ｃｙｙｃｐ＠

ｇｓａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

《草原与草坪》编辑部
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