
真菌为感染性角膜炎最常见的致病菌之一，常规

苏木素－伊红染色真菌往往着色不良，因此需

用特殊的染色方法来显色。 高碘酸－无色品红法与

改良的六胺银染色法均是目前最常用的真菌染色方

法［1－4］。 本研究拟观察上述 2 种染色方法在真菌性角

膜炎中的应用价值，并对其优缺点进行比较。通 信 作 者：张 平，E-mail： pingss＠126．com
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目 的 ：比 较 高 碘 酸－无 色 品 红 法 （PAS）与 改 良 的 六 胺 银 染 色 法 （GMS）在 真 菌 性 角 膜 炎 诊 断 应

用 中 的 优 缺 点。
方 法： 回 顾 性 分 析 该 科 室 自 2007 年 11 月 至 2010 年 6 月 诊 断 为 真 菌 性 角 膜 溃 疡 的 102 例 标

本，统 计 分 析 不 同 染 色 方 法 的 阳 性 率，并 对 染 色 要 点 进 行 分 析 总 结。
结 果：GMS 对 真 菌 性 角 膜 炎 的 真 菌 显 示 率 为 100％，PAS 则 为 93．14％。
结 论：GMS 对 真 菌 性 角 膜 炎 的 真 菌 显 示 效 果 优 于 PAS，且 较 PAS 染 色 省 时、容 易 操 作，不 易 褪

色，不 失 为 真 菌 染 色 的 最 佳 选 择。 但 是 PAS 染 色 显 示 真 菌 的 分 隔 结 构 较 为 清 晰 ，可 排 除 色 素

细 胞 等 的 干 扰，可 以 作 为 真 菌 性 角 膜 炎 鉴 别 诊 断 的 补 充 染 色。 眼 科 学 报 2010；25：67－69．
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Purpose：．To compare the advantages and disadvantages of GMS and PAS Staining in
the diagnosis of fungal keratitis．
Methods：．Retrospectively analysed the sections of 102 cases of fungal keratitis from
November 2007 to June 2010 in our department． Stastically analysed the positive rate
of different statining methods． And summarized technical cruxes of GMS and PAS
staining．
Results： The positive rates of GMS staining and PAS staining for fungal keratitis were
100％ and 93．14％， respectively．
Conclusions： GMS staining is better than PAS staining for fungal keratitis in displaying
fungi． And it takes less time and is easier in operation and makes a more durable colour
than PAS staining． But PAS staining is better than GMS staining in displaying fungal
septa and eliminating the interference from pigment-containing cells and other cells．
Eye Science 2010； 25：67－69．
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材料与方法

一、材料

取 2007 年 11 月 至 2010 年 6 月 在 我 科 诊 断

为真菌性角膜溃疡的 102 例标本， 标本均经 10％
甲醛溶液固定，常规脱水，石蜡包埋，4 μm 厚连续

切片。 玻片经两位专家在显微镜下复查，对部分褪

色的标本，再次进行切片和染色。
二、 染色方法

1． 高碘酸－无色品红法

染色前先把无色品红染液取出，恢复至室温。
切片脱蜡、水洗。0．5％高碘酸处理 8 min，再用蒸馏

水洗涤 2 次。 进入无色品红 液，加 盖 避 光 作 用 20
min。 直接用 0．5％偏重亚硫酸钠溶液作用 2 次，每

次 1 min。 再用 Mayer 苏木素浅染细胞核 1 min，流

水冲水 10 min。 脱水、透明、封片。
2． 改良的六胺银染色法 ［3，4］

切片脱蜡、水洗。 8％铬酸作用 20 min，水洗，
蒸馏水洗。 在高身 5 片染色缸中的六胺银工作液

中预热，置于微波炉，中低档作用 1 min。 如有浅黄

棕色菌体出现，则将染色缸移置于 50℃温箱，以后

每隔 20～30 s 取出镜检，控制菌体着色程度至棕黑

色且背景为浅黄色为宜，水洗。 脱水、透明、封片。

结 果

改良六胺银染色法真菌菌丝与孢子呈棕色至

黑 褐 色 ，背 景 呈 浅 黄 色 ，反 差 较 强 ，较 易 辨 认 （图

1）。 高碘酸－无色品红法真菌呈现颜色深浅不一的

紫红色，背景为浅紫红色，细胞核为蓝色。 因此反

差较弱，有时较难辨认（图 2）。 102 例真菌感染的

角膜标本经改良的六胺银染色法染色均可见到真

菌，检出率为 100％；而高碘酸－无色品红法染色只

有 95 例见到真菌，检出率为 93．14％。

讨 论

真 菌 的 染 色 方 法 很 多，有 苏 木 素－伊 红、高 碘

酸－无色、改良的六胺银染色法、黏蛋白卡红、姬姆

萨和革兰染色法等 ［2，5，6－7］。 但目前常用的方法仍然

为改良的六胺银染色法和高碘酸－无色染色法。
改 良 的 六 胺 银 染 色 法 的 主 要 染 液 为 六 胺 银

液， 其染色原理是先用铬酸来氧化真菌的碳键而

暴露出醛基，然后醛基与银化合物反应，最后经还

原剂作用，使真菌呈棕色至黑褐色，而背景呈浅黄

色，反差较强，较易辨认，这是其优点。 但是在虹膜

前粘连至角膜时， 一些色素细胞进入角膜也表现

为深棕色，从而易与真菌片段相混淆，而且有些炎

症细胞及纤维也可以着色。 另外本方法因为真菌

被镀上黑褐色，颜色比较深，所以会导致真菌的一

些分隔看不太清楚。
高 碘 酸－无 色 品 经 染 色 的 主 要 染 液 为 无 色 品

红 液（雪 夫 液），其 染 色 原 理 为 高 碘 酸 把 真 菌 菌 壁

的多糖类，以乙二醇基形式存在的双碳键断开，进

而转变为双醛， 然后由暴露的醛基与无色品红结

合呈紫红色反应。 但由于真菌菌种的不同，某些真

菌显色较浅。 而高碘酸无色品红染色除可显示真

菌外，尚可显示角膜上皮细胞的基底膜、血管内皮

基 底 膜、角 膜 后 弹 力 层、部 分 炎 症 细 胞，角 膜 板 层

纤维也可以呈现浅紫红色，因此有时较难辨认。 这

是其对真菌检出率偏低的原因。 但是 PAS 染色显

示真菌的分隔结构较为清晰，这是其优点。
总 之，六 胺 银 染 色 法 对 真 菌 更 为 敏 感、稳 定、

可靠，并且省时、容易操作，不易褪色，不失为真菌

染色的最佳选择。 但是最好两种染色同时做，可以

互 相 参 考 以 提 高 诊 断 的 正 确 率 及 对 真 菌 的 检 出

率。
此外，一些染色过程操作细节值得注意。 高碘

酸－无 色 品 红 法： ①无 色 品 红 染 液 要 置 于 冰 箱 保

图 1 改 良 六 胺 银 染 色 法 真 菌 菌 丝 呈 棕 色 至 黑 褐 色 ，
背 景 呈 浅 黄 色，反 差 较 强，较 易 辨 认

图 2 高 碘 酸－无 色 品 红 染 色 法 真 菌 呈 现 颜 色 深 浅 不

一 的 紫 红 色，背 景 为 浅 紫 红 色，反 差 较 弱
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1．

存，使用前取出恢复至室温；②用过碘酸作为氧化

剂时，时间 要 控 制 在 10 min 以 内，溶 液 溶 液 的 PH
值应在 3．0～5．0 之间； ③用高碘酸－无色品红法染

真菌，一般不会过染，但是在染色过程中要注意避

光；④雪夫液可反复使用多次，一旦染液出现浅红

色，则 为 失 效；⑤偏 重 亚 硫 酸 钠 质 量 要 纯，必 须 有

较浓的刺激气味，否则会影响染色的效果。 改良的

六胺银染色法：①在选用六胺银染色法的过程中，
当切片经微波炉处理后， 若嫌反应不足置于温箱

时，其 温 度 不 能 太 高，否 之 会 出 现 反 应 太 快，切 片

容易变黑，导致染色失败；②六胺银工作液用后置

于 4℃冰 箱 保 存，可 重 复 使 用，当 染 色 缸 壁 出 现 银

镜现象或六胺银工作液变灰黑色时， 即是该染液

已经失效；③用该法染色的玻片标本，如果保存得

好，数 10 年后都不会褪色，如果时间控制得当，效

果更佳。
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