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大鼠膝关节软骨不同染色方法的差异*★ 
高改霞1，卫小春2，李  凯2，卫建平1 

Different staining methods for rat knee articular cartilage 

Gao Gai-xia1, Wei Xiao-chun2, Li Kai2, Wei Jian-ping1 

Abstract 
BACKGROUND: Extensive research has been made concerning articular cartilage by domestic and foreign scholars. Different 
staining methods are needed to analyze the results of the research, but there was less research applying various staining 
methods to cartilage research or exploring staining mechanism. 
OBJECTIVE: To explore the advantages and disadvantages of rat knee joint with different staining methods. 
METHODS: Articular cartilage of the normal rat knee joint was sampled. The structure of normal cartilage was observed through the 
histological staining of hematoxylin-eosin, safranin O, alcian blue, toluidine blue, safranin-alcian blue, as well as safranin-fast green. 
RESULTS AND CONCLUSION: Tidemarks with blue, red and blue colors could be observed in hematoxylin-eosin, safranin O and 
toluidine blue staining, respectively. The stain intensity of Safranin O and toluidine blue staining were increased toward tidemark. Thus, 
Safranin O staining was superior to other methods in observing tidemark. The four-layer structures of cartilage were exhibited clearly, 
with arranged chondrocytes columnar and basophilic matrix in hematoxylin-eosin staining. The safranin O staining showed that the 
four-layer structure of cartilage was clear, and the matrix at bottom was stained redder than other places. Alcian blue staining showed 
that, peripheral chondrocytes were strong stained at pH1.0, which stained deeper at PH2.5. The cartilage structure was not clearly in 
toluidine blue staining, with clearly nuclei and almost no coloring cytoplasm, but matrix was stained light blue purple. Safranirn-alcian blue 
staining showed that the cartilage surface and matrix exhibited different red, which was deep red at the bottom zones, but the 
surrounding of chondrocytes was stained blue. There was obviously contrast between cartilage tissue and bone tissue in safranin O 
staining, which showed red in the former and green in the latter. The results demonstrated that the 4-layer structure of cartilage can be 
observed by all above methods, especially safranin O staining, which is excellent in observing cartilage layers and tidemark structures. 
Hematoxylin-eosin staining provides better outcomes than other methods in observing morphologic changes of chondrocyte. 
 
Gao GX, Wei XC, Li K, Wei JP. Different staining methods for rat knee articular cartilage. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu 
Linchuang Kangfu. 2010;14(24): 4385-4389.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：国内外学者对关节软骨对软骨进行了大量研究，需要用不同的染色方法对研究结果进行分析，但将多种染色方法同

时应用于软骨研究及探讨染色机制的较少。 
目的：探讨不同染色方法对大鼠膝关节软骨染色的优缺点。 
方法：取正常大鼠膝关节软骨，行苏木精-伊红、番红 O、阿尔辛蓝、甲苯胺蓝、番红-阿尔辛蓝、番红-固绿染色，观察软

骨结构。 
结果与结论：苏木精-伊红、番红 O、甲苯胺蓝染色均可观察到潮线，分别为蓝色、红色和蓝色，番红 O 和甲苯胺蓝染色强

度朝潮线方向增强，番红 O 染色对潮线的观察优于其他染色方法。苏木精-伊红染色关节软骨 4 层结构清晰，软骨细胞呈柱

状排列，基质呈均匀呈嗜碱性染色。番红 O 染色显示 4 层结构层次清楚，基质深层染色最红。阿尔辛蓝染色显示，pH 1.0
时软骨细胞周边部分被阿尔辛蓝强烈染色，pH 2.5 时阿尔辛蓝染色较深。甲苯胺蓝染色显示组织结构层欠清，胞核染色清

晰，胞浆几乎不着色，基质呈淡蓝紫色。番红-阿尔辛蓝染色显示软骨表面及基质呈不均一的红色，深层颜色较深，软骨细

胞周围蓝染；番红-固绿染色显示软骨基质呈均匀的红色，软骨下骨呈绿色，软骨组织与骨组织分对比鲜明。提示上述各种

方法均可观察到软骨的四层结构，但以番红 O 染色显示软骨各层和潮线结构最佳；苏木精-伊红染色观察软骨细胞形态变化

较其他方法清楚。 
关键词：关节软骨；染色方法；优缺点；大鼠；膝关节；软骨组织工程 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.24.004 
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0  引言 
 

关节软骨位于活动关节的表面，是一种高度

特异的连接组织，仅有少量的细胞分布[1]。软骨

细胞产生细胞外基质，基质主要由胶原纤维、蛋

白聚糖和水组成，是软骨的主要成分。根据软骨

细胞和纤维的形态结构关节软骨可分4层[2]。Ⅰ

层浅表层富含胶原；Ⅱ层中间层、Ⅲ层辐射层

或称深层均富含蛋白聚糖；Ⅳ层钙化软骨层。

国内外学者对关节软骨对软骨进行了大量研

究，需要用不同的染色方法对研究结果进行分

析，但将多种染色方法同时用于软骨研究的较

少，为了给软骨研究提供实验依据，本实验采

用苏木精-伊红染色、番红O染色、阿尔辛蓝染

色、甲苯胺蓝染色、番红-阿尔辛蓝染色及番
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红-固绿6种组织化学染色方法，对10只大鼠膝关节软骨

组织进行观察。 
 
1  材料和方法 

 
设计：组织学对比观察。 
时间及地点：于2008-08/2009-07在山西医科大学

临床第二附属医院骨科实验室完成。 
材料：雄性健康Wistar大鼠10只，由山西医科大学

实验动物中心提供。因月龄大小与潮线有关，小月龄大

鼠发育欠成熟无潮线结构出现，大月龄大鼠可观察到潮

线结构，所以选取2月龄大鼠5只，4.5月龄大鼠5只，体

质量270~350 g。实验过程中对动物处置符合动物伦理

学标准。 
主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
实验方法： 

标本的处理：实验动物全部颈椎脱臼处死，取双侧膝

关节作为标本。标本切取后立即投入40 g/L多聚甲醛固

定48 h，后入20%EDTA二钠(pH 7.15)溶液浸泡，隔天

换液一次，连续脱钙12 d，至组织完全脱钙。 
组织化学染色：标本固定、脱钙后，正中矢状面剖开，

取内外侧半关节，经逐级乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡

后关节切面紧贴包埋盒底部包埋，切片机先切除约  
0.7 mm，以去除交叉韧带等组织，达软骨负重区，连续

切片厚4.0~5.0 μm。切片常规脱蜡至水，自来水冲洗后

行不同组织化学染色： 
常规苏木精-伊红染色

[3]
：切片入苏木精浸染5 min，水

洗，再入伊红浸染5 min，水洗，二甲苯透明，中性树

胶封固。 
番红O染色

[4]：2.5 g番红O溶于体积分数95%乙醇 
100 mL制成2.5%番红O乙醇溶液作为母液，使用时再

稀释为0.5%的番红O水溶液(20 mL母液加80 mL蒸馏

水)[5]。0.5%番红O染液滴染1 min，如染色时间太短染

色不充分，染色时间长于1 min则染色效果等同于染色  
1 min，镜下体积分数95%乙醇分化数秒，风干，二甲

苯透明，中性树胶封固。 
阿尔辛蓝染色

[6]：1%阿尔辛蓝8GX溶于3%醋酸制成

pH值2.5的阿尔辛蓝染液；1%阿尔辛蓝8GX溶于0.1 mol/L 
的盐酸中制成pH值1.0的阿尔辛蓝染液。切片分别入pH
值为2.5和pH值为1.0的1%阿尔新蓝染液染色50 min，
如室温过低适当延长染色时间，自来水冲洗，二甲苯透

明，中性树胶封固。 
甲苯胺蓝染色

[7]
：切片入甲苯胺蓝染液30 min，自来

水冲洗，冰醋酸分化至胞核清晰，分化时间不易过长否

则容易导致分化过度，再次自来水冲洗，风干后二甲苯

透明，中性树胶封固。 
番红-阿尔辛蓝染色

[8]
：0.5%番红O染液滴染1 min，

镜下体积分数95%乙醇分化数秒，再入1%阿尔辛蓝pH
值2.5的染液50 min，严格控制番红染色时间否则易遮

盖阿尔辛蓝染色，自来水冲洗，二甲苯透明，中性树胶

封固。 
番红-固绿染色法

[9]
：切片入1%固绿浸染1.5 min；乙

酸分化数10 s；再入0.5%番红O染液浸染1 min；体积

分数95%乙醇分化数秒；自来水冲洗；二甲苯透明；中

性树胶封固。 
染色结束后用  Olympus IX70显微镜，DP71型

CCD观察染色结果并进行图像采集，观察经不同化学方

法染色后的软骨负重区组织学形态。组织化学染色方法

中各种染料在软骨组织中的着色原理如下： 
软骨组织中各种染料的着色原理： 

   
 
 
 
 
 
 
主要观察指标：正常大鼠膝关节软骨负重区的形态

结构。 
设计、实施、评估者：设计为第二作者，实施为第

一、三作者，评估为第二、四作者。 
 

2  结果 

 
2.1  苏木精-伊红染色结果  关节软骨的4层结构清晰，

软骨表面光滑、完整，软骨细胞呈柱状排列，基质呈均

匀呈嗜碱性染色，软骨细胞呈强嗜碱性染色，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Hematoxylin-eosin staining of rat knee articular 
cartilage (×200) 

图 1  大鼠膝关节软骨苏木精-伊红染色(×200) 

试剂 来源 

番红-O  
阿尔辛蓝 
甲苯胺蓝  
固绿   

Sigma 公司 
Schmid Gmbh 
Sangon 进口分装 
Solarbio 

染料       软骨组织结合部位 

苏木精 
番红 O 
阿尔辛蓝 
甲苯胺蓝 
固绿       

软骨基质、阴离子基团 
硫酸软骨素、硫酸角质素

硫酸根、羧基 
硫酸根、磷酸盐、醛基 
胶原纤维 

颜色

蓝色  
红色 
蓝色 
蓝色 
绿色 
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2.2  番红O染色结果  4层结构层次清楚，浅表层染色

较淡，朝潮线方向染色增强，基质深层染色最红，见图

2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  阿尔辛蓝染色结果   pH 1.0时阿尔辛蓝染色可见

软骨基质呈较浅的蓝色，软骨细胞周边部分被阿尔辛蓝

强烈染色，中心部分多呈未染状态。pH 2.5时阿尔辛蓝

染色较深，见图3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.4  甲苯胺蓝染色结果  组织结构层欠清，细胞核被

染成蓝色，胞核染色清晰，胞浆几乎不着色，基质呈淡

蓝紫色，见图4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.5  番红-阿尔辛蓝染色 软骨表面及基质呈不均一的

红色，深层颜色较深，软骨细胞周围蓝染，见图5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.6  番红-固绿染色结果  软骨基质呈均匀的红色，与

单独番红O染色相比红染较暗，软骨下骨呈绿色，软骨

组织与骨组织分对比鲜明，见图6。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
关节软骨具有支撑质量和减少摩擦的作用，它的组

织结构和生化成分对维持关节的正常功能是必不可少

的。目前，国内外学者对关节软骨进行了大量的研究，

多采用上述染色方法中的一种或几种。国外学者约从20
世纪40年代开始有关染色方法的研究，到七八十年代达

到高峰，可能是由于研究趋向成熟此后有关染色方法的

报道逐渐减少。国内有关关节软骨染色方法及原理的研

究甚少。本实验将6种组织化学染色方法应用于正常大

鼠膝关节软骨的研究，通过染料着色原理来探讨各种染

色方法的优缺点，给软骨研究提供实验依据。 
通常以苏木精-伊红染色为标准来观察组织的形态

结构，因软骨基质中含有大量酸性黏多糖易于和碱性染

料苏木精结合，因此苏木精-伊红染色的切片上基质呈

嗜碱性染色。软骨细胞所处的软骨陷窝周围由于富含硫

酸软骨素因此呈强嗜碱性染色。对观察软骨细胞形态变

化较其它方法清楚。 

Figure 2  Safranin O staining of rat knee articular cartilage 
(×200) 

图 2  大鼠膝关节软骨番红 O 染色(×200) 

Figure 3  Alcian blue staining of rat knee articular cartilage 
(×200) 

图 3  大鼠膝关节软骨阿尔辛蓝染色(×200) 

Figure 4  Toluidine blue staining of rat knee articular cartilage 
(×200) 

图 4  大鼠膝关节软骨甲苯胺蓝染色(×200) 

Figure 5  Safranin-alcian blue staining of rat knee articular 
cartilage (×200) 

图 5  大鼠膝关节软骨番红-阿尔辛蓝染色 (×200) 

Figure 6  Safranin-Fast green staining of rat knee articular 
cartilage (×200) 

图 6  大鼠膝关节软骨番红-固绿染色(×200) 
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番红O是一种碱性染料即阳离子染料，研究表明番

红O与蛋白聚糖中的多聚阴离子结合[10]，确切地说与硫

酸软骨素和硫酸角质素结合，不与胶原结合[4]。番红O
以正染的形式染色时，与多聚阴离子的浓度成正比，因

此可间接反映基质中蛋白聚糖的含量和分布。国外学者

通过染料实验得出：番红O染色的强度曲线与邻近软骨

固定电荷的密度曲线呈线性相关(r=0.900~0.995)；而且

染色分布在切片上始终一致。因此认为番红O是对软骨

基质中蛋白聚糖进行组织化学定量的很好的阳离子染

料[11]。并且，有利于通过图像分析系统来反映蛋白聚糖

浓度的改变[12]。蛋白聚糖在软骨不同深度区域的含量分

布不同[13]，在浅表层蛋白聚糖的含量最低，而在未钙化

软骨的最深部蛋白聚糖的含量最高[14]。本实验在番红O
染色的切片上清楚地观察到蛋白聚糖的这一分布特征，

Ⅰ层染色较浅、Ⅱ、Ⅲ层染色朝潮线方向染色加深，与

国外研究相符。 
阿尔辛蓝是一种铜酞菁染料，用来染色酸性黏多糖

底物和其他阴离子底物，Scott等[15]认为染色机制是阳离

子染剂与阴离子底物间通过盐键结合染色。通过添加盐

和调节氢离子浓度优先对某些底物染色，pH值影响染色

的性状，利用不同pH值可区分酸性黏多糖的物质类别。

pH值为1.0时，阿尔辛蓝仅与蛋白多糖的硫酸根结合，

pH值为2.5时，与蛋白多糖的硫酸根、羧基结合形成盐

键[16]，这一点从作者研究的切片上可以看出：在富含硫

酸根的部位如软骨细胞所处的软骨陷窝染色呈深蓝色，

基质染色呈浅蓝色，而且pH值1.0切片上基质的染色较

pH值2.5时染色较浅。 
甲苯胺蓝是一种吩噻嗪类异染性阳离子染料，即在

一定条件下染酸性物质时，染色结果与染料固有的颜色

不同。常用来显示组织切片上的细胞核和黏多糖，以异

染形式在基质主要与硫酸根、在细胞核与磷酸盐和醛基

通过静电引力相结合，但pH1.0时磷酸基不被离子化，

不参与染色[17-20]。有研究表明在pH值3.0~3.6甲苯胺蓝

仅对软骨基质以异染的形式着色[21]。认为软骨基质的异

染性是由于酸性黏多糖的存在，主要指硫酸软骨素[22]。

作者在研究中发现甲苯胺蓝在染细胞核时呈深蓝色，染

基质时呈淡紫蓝色与上述研究相符。 
番红-阿尔辛蓝染色：阿尔辛蓝染色对固定和快速脱

钙的灵敏度使得阿尔辛蓝对证明关节软骨蛋白聚糖量

变的研究成为一种不可靠的方法。阿尔辛蓝染色应当伴

随生物测量或者与番红O正染色结合对结果作出全面解

释[8]。作者在研究中将这两种染色方法结合起来，更全

面地反映了软骨的染色特点。 
番红-固绿染色：固绿为酸性染料，是最大分子的阴

离子染料，可溶于水或乙醇，与结构较疏松的胶原纤维

能较牢固结合，不易褪色。钙化软骨层与软骨下骨具有

相同的无机成分，且连接紧密，但两者的有机成分(胶原

蛋白类型)不同，钙化软骨层为Ⅱ型胶原，软骨下骨胶原

含量丰富主要是Ⅰ型胶原，组织切片上软骨嗜碱性，骨

嗜酸性。故用番红-固绿染色后软骨与嗜碱性染料番红

结合呈红色，软骨下骨与嗜酸性染料固绿结合呈绿色，

形成鲜明对比将软骨组织与骨组织区分开。番红-固绿

染色是国外研究关节疾病反映软骨变化比较常用的一

种染色方法，国内对软骨的研究亦有应用但相对较少。

对于软骨损伤严重的疾病用番红-固绿染色可以更直观

地观察到软骨与软骨下骨和骨组织间的关系。 
潮线：本实验实验动物的年龄从2~4.5个月龄不等， 

2月龄大鼠的组织切片上观察不到潮线，可能是由于动

物发育欠成熟，而4月龄左右大鼠的组织切片上可清楚

地观察到波浪状潮线。最初潮线被认为是一条嗜苏木精

的约10 µm厚的单线结构[23]，经典描述是：分离钙化和

未钙化的软骨行苏木精-伊红染色时一条波浪状嗜碱性

线[24]，且被认为是一种特殊的结构并非人为构造[25]。之

后的研究表明潮线含有特殊的糖蛋白，并有一个电镜可

观察到的独特组织学三层结构出现[25]。作者研究结果提

示光镜下苏木精-伊红、番红O、甲苯胺蓝染色均可观察

到潮线，分别为蓝色、红色和蓝色，番红O和甲苯胺蓝

染色强度朝潮线方向增强。番红O染色对潮线的观察优

于其他的染色方法。阿尔辛蓝对潮线不显示阳染，可能

由于其生色团相对大且平坦，与潮线不发生明显相互作

用[25]。 
由于软骨基质含大量阴离子基团，故对软骨的染色

多采用阳离子染料，其中甲苯胺蓝染色显示的结构与番

红O染色相似[26]，可能的原因是番红O象甲苯胺蓝一样

以非常相似的方式与相同的分子相互作用[25]，但切片上

甲苯胺蓝染色显示的软骨层次不如番红O染色清楚，可能

的原因是对番红O不着色而对甲苯胺蓝着色的醛基在胶

原或蛋白聚糖分布均一，因此甲苯胺蓝染色层次欠清。

Poole，Bulstra等[27-28]研究表明阳离子染料如甲苯胺蓝、

番红O均可用来从组织切片上对蛋白聚糖进行半定量分

析，可反映基质的变化。由于甲苯胺蓝的异染性，不适

合重复性研究，用番红O染色可重复实验结果[12]，因此

多采用番红O染色反映基质中蛋白聚糖含量和分布的变

化。 
虽然番红O传统上被认为是一种异染性染料，然而，

经乙醇处理后可能破坏了异染性染料间的相互作用，因

此，染料能以近乎正染的形式对蛋白聚糖着色。正染即

染料只有一个最大吸收光谱。如果染料有一个以上清楚

的吸收峰则为异染，异染时的染色不能与蛋白聚糖的浓

度成比例。这种说法解释了在现有的染色条件下可以对

与番红O结合的蛋白聚糖进行化学计量[11]。由此番红O
被广泛应用于关节疾病的研究，但是对某些蛋白聚糖丢

失严重的疾病，番红O不着色，而单克隆抗体显示硫酸

角质素和硫酸软骨素均存在，表明在基质严重减少的情
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况下限制了番红O着色，需要采用更灵敏的方法[29]。 
综上，在对软骨组织进行研究时，根据研究需要和

研究目的恰当选取所需的染色方法，选取能更好地反映

该部位的染色方法，可以提高对组织形态结构的认识。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：山西省重点实难室开放基金。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

课题的创新点：疾病的研究以正常的组织形态结构为基

础，本实验以正常大鼠关节软骨为研究对象，系统分析了软

骨对各种染料着色的优缺点，当建立不同动物模型后可针对

性的选用染色方法，为研究软骨的病理变化提供实验依据，

类似研究在国内少见报道，得到山西省重点实验室开放基金

项目资助。 

课题评价的“金标准” ：实验指标的评估未用“金标

准”，原因是不同的实验室所购买染料的厂家、批次等有所

不同，且所参考的操作流程不完全一致，故同一种染色方

法在不同条件下所染出的切片在颜色等方面略有差别但机

制一致。 

设计或课题的缺陷与不足：国内外可见关于各种染料研

究的报道，但软骨是一种特殊的结缔组织，将染料直接应用

于软骨尚缺乏系统研究，本实验仅做了初步探讨有待进一步

研究。 

提供临床借鉴的价值：通过研究发现应用各种染色方法

可以将软骨中不同成分的组织显示出来，发生病理变化时，

可通过应用不同染色方法更好地观察某种组织成分的增加

或减少，为进一步认清病变提供帮助。 
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