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冬青油透明蚕体的技术研究
黄志君，陈榕榕，薛剑波，马维苑，易辉玉

（华南农业大学 动物科学学院，广州 510642）

摘要：利用生物组织透明技术进行家蚕全形组织展示，对蚕学教学与科研都有特别的意义。该文介绍了一种冬青油（水

杨酸甲酯）快速透明蚕体的方法。实验结果表明：冬青油透明蚕体的效果良好，气管丛与神经节显示明显；4 种染色方法都

能提高蚕体透明的反差，总体效果为次甲基蓝>苏木精>中性红>伊红。其中，中性红和伊红的染色深浅不一、反差相对较

差；苏木精染色明显、着色均匀，轮廓显示清晰，但总体反差不明显；次甲基蓝对蚕体不同组织的着色差异较大且容易辨别。
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Technical Study on Silkworm Clearing Using Methyl Salicylate

HUANG Zhijun, CHEN Rongrong, XUE Jianbo, MA Weiyuan, YI Huiyu
（College of Animal Science, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China）

Abstract: The  tissue  display  of  silkworm using  tissue  clearing  technique  is  of  special  significance  to  sericology  teaching  and
relevant scientific research. This paper introduces a technique on silkworm clearing using methyl salicylate. The results have shown
that  the  effect  of  methyl  salicylate  on  silkworm clearing  is  good;  the  four  kinds  of  dyeing  could  improve  the  contrast  of  silkworm
tissues,  and  overall  effect  follows  the  order  of  methylene  blue>hematoxylin>toluylene  red>eosin.  The  dyeing  of  toluylene  red  and
eosin on silkworm tissues are uneven, providing little contrast; the dyeing of hematoxylin is obvious with even coloring, clear display,
yet unobvious overall contrast. The dyeing of methylene blue on different tissues of silkworm is heterogeneous and easy to detect.
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组织透明技术（tissue clearing technique）又称组

织光学透明技术（tissue optical clearing technique），
是指通过一种试剂或多种试剂混合液将生物的完

整组织或器官呈现视觉下透明或光学仪器下可见

的技术[1]。动物组织透明可以展现出动物整体或内

部组织器官的形态特点及其之间的联系和演化过

程，为动物解剖学及生理病理学的研究带来便利[2]。

生物组织光学透明技术的基本原理是通过物

理或化学方法减少或降低生物组织内部不同物质

的折射率差异和内源性色素对光的吸收，提高光

的通透性而使组织透明，一般分为固定、透化、

脱色和折射率匹配 4个步骤[3−4]。依据使用试剂和

设备的不同，生物组织光学透明技术可分为被动

型和主动型两大类，两者的区别在于透明过程中

是否加入外力。被动型光学透明技术主要利用透

明剂进行处理，根据透明剂的性质，可分为有机

溶剂透明法和亲水试剂透明法两种。有机溶剂透

明法是利用高折射率的有机试剂脱去生物组织的

水和脂，从而减少折射差异而实现光学透明；亲

水试剂透明法是直接将组织侵入尿素、果糖、甘

油、蔗糖等高折射率介质的水溶液中，通过介质

渗透逐渐使组织透明。主动型光学透明技术的本

质是高水化脱脂透明，即在透明过程中通过灌

注、引入电场力、热能等外力以去除折射率高的

脂类物质[5−6]。目前，被动型光学透明技术因操作

简单和成本低廉等优点而应用广泛；主动型光学

透明技术对设备的要求高，操作难度较大，当前

被使用的主要为丙烯酰胺交联替换脂质透明硬化
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lipid-exchanged acrylamide-hybridized rigid imaging/
immunostaining/in  situ  hybridization-compatible
tissue-hydrogel，CLARITY）组织透明技术，其利

用电泳技术对生物组织进行脱脂透明，在小鼠大

脑和昆虫蜜蜂的肠道等器官和组织成功使用，结

合组织透明和免疫标记等，可直观展示器官和组

织内部的真实状态[7−8]。

相较于其他的生物组织透明技术，有机溶剂

型透明技术的透明度最高，透明速率最快，能适

应于多种组织和器官[5]。用于组织透明的有机溶剂

有冬青油（邻羟基苯甲酸甲酯，也称水杨酸甲酯）[9]、

苯甲醇−苯甲酸苄酯 [10−11]、二苄醚 [12] 和二苯醚 [13]

等，冬青油是使用最早和最多的透明剂。1914年，

Spalteholz首次利用透明剂苯甲醇和冬青油成功制

作了透明标本用于解剖学和生物医学相关研究[9]。

1958年，文献 [14]利用丙酮、氯仿、乙醚和冰醋

酸混合液加速脱水制作了冬青油透明标本。1988
年，文献 [15]将冬青油取代无水乙醇渗透进入组

织细胞间，改善组织折光性，使整个组织透明[15]。

2018年，文献 [16]采用改良后的冬青油透明方法

成功制作出能清晰观察到肾血管走行及肾段之间

界限的肾透明标本。

随着技术的发展，结合显微成像技术，现代生

物组织透明技术已进入全形组织/器官透明成像时

代[17]。目前，生物全形组织透明常被用于难以解

剖的胚胎和幼小动物或某些离体器官管道。家蚕

是重要的经济昆虫和鳞翅目模式昆虫，也是理想

的生物学研究和科普教育模型，但对于家蚕全形

组织透明至今都鲜有研究。本论文根据家蚕的特

点，通过优化现有的组织透明技术，对经不同方

法染色后蚕体的组织透明效果进行了比较和分析。 

1    材料和方法
 

1.1    材料

试验家蚕：品种为大造，室内 25~28℃，桑叶

常规饲养。

试剂：卡诺氏固定液、双氧水（过氧化氢）、

氢氧化钠，乙醇、冬青油、乙醚、苏木精、伊

红、中性红、次甲基蓝等。 

1.2    方法

实验设不透明组、不染色组和 4个染色组（苏

木精染色组、伊红染色组、次甲基蓝染色组、中

性红染色组）。

1） 固定：取四龄一天蚕，使用卡诺氏固定液

进行固定 20 h；
2） 染色：向蚕体内分别注射 Harris苏木精溶

液、1% 伊红、0.5% 次甲基蓝和 1% 中性红进行着

色，每蚕 50 μL，80 r/min振荡 10 min;
3） 腐蚀与脱水：将蚕体置入水浴加热至 56℃

的 1% 双氧水和氢氧化钠混合液（pH11）中反应

60  min，蒸馏水清洗 3次后用梯度乙醇 （ 75%、

95% 和 100%）分别在 56℃ 水浴中脱水 30 min；
4） 乙醚抽脂去污：用水浴加热至 56℃ 的无水

乙醚对蚕体进行抽脂去污处理 30 min；
5） 冬青油透明：用水浴加热至 56℃ 无水乙醇

与冬青油的混合液（1:1）对蚕体透明 30 min，重复

两次后，再用水浴加热至 56℃ 的 100% 冬青油对

蚕体透明 3 h。 

2    结果与分析
 

2.1    未经染色和透明处理的蚕体形态

固定后未经染色和透明处理的蚕体表面形态清

晰，但不能透视体壁，如图 1所示，从口器（图 1（b））
和气门部位（图 1（c））均不能观察到蚕体的内部结构。 

2.2    未染色经冬青油透明的蚕体形态

未染色的蚕体经冬青油透明处理后基本透

明，体壁轮廓明显，如图 2所示，可观察到内部

的组织器官，其中气管和神经节显示清楚（图 2（b）、
图 2（c）），但消化道和马氏管等器官因反差较小，

不能清晰显示细节。
 
 

(a) 全蚕, 箭头所示为体壁 (b) 头胸部侧面, 箭头所示为气门 (c) 头胸部腹面, 箭头所示为体壁

500 μm 200 μm 200 μm

图 1    不透明处理的蚕体形态
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500 μm 200 μm 200 μm

(a) 全蚕 (b) 头胸部侧面 (c) 头胸部腹面

黑色长箭头示体壁；黑色短箭头示神经节；白色箭头示气管丛。

图 2    未染色冬青油透明处理的蚕体形态
 
 

2.3    苏木精染色后冬青油透明的蚕体形态

固定的蚕体经苏木精染色，再经冬青油透明

处理后透明明显，内部着色不明显，大部分器官清

晰可见，如图 3所示，消化道轮廓清晰如图 3（a）、
图 3（b）所示；由蚕体腹面和侧面可清晰透视神经

节如图 3（b），图 3（c）所示。

 
 

(a) 全蚕 (b) 头胸部侧面 (c) 头部腹面

500 μm 200 μm 200 μm

黑色长箭头示体壁；黑色短箭头示消化道；白色长箭头示气门（气管丛）；白色短箭头示神经节。

图 3    苏木精染色冬青油透明的蚕体形态
 
 

2.4    伊红染色后冬青油透明的蚕体形态

伊红染色后再经冬青油处理的蚕体透明，

体壁着色较浅，如图 4黑色长箭头所示，中肠

着色较深但呈涂抹状，图 4中黑色短箭头所

示；神经节透视可见图 4（b）、图 4（c）白色短箭

头所示，但气管反差较小，不能清晰透视，图 4（a）、
图 4（c）白色长箭头所示。

 
 
 

(a) 全蚕 (b) 头胸部侧面 (c) 头胸部腹面

500 μm 200 μm 200 μm

黑色长箭头表示体壁；黑色短箭头表示消化道；白色长箭头表示气门；白色短箭头表示神经节。

图 4    伊红染色冬青油透明的蚕体形态
 
 

2.5    次甲基蓝染色后冬青油透明的蚕体形态

次甲基蓝染色后经冬青油透明处理的蚕体透

明，体壁和体腔内组织器官染色清晰，反差明

显，气管、气管丛红褐色，如图 5（a）白色箭头所

示；从侧面放大观察，神经节清晰，消化道轮廓

明显，如图 5（b）箭头所示；从腹面观察可清晰显

现气管丛细节，神经节与消化道清晰，如图 5（c）
箭头所示。 

2.6    中性红染色后冬青油透明蚕体形态

中性红染色后冬青油透明的蚕体背部表皮未

完全透明，各部分着色深浅不一，但反差较好，

各种器官依稀可辨，蚕尾部器官着色明显如图 6（a）
所示。从头胸部侧面可清晰观察到神经节、消化

道及气管等组织器官，如图 6（b）所示；从腹面可

透视神经节、消化道及气管，如图 6（c）所示。
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(a) 全蚕 (b) 头胸部侧面 (c) 头部腹面

500 μm 200 μm 200 μm

黑色长箭头示体壁；黑色短箭头示消化道；白色长箭头示气门（气管丛）；白色短箭头示神经节。

图 5    次甲基蓝染色冬青油透明的蚕体形态
 
 
 

(a) 全蚕 (b) 头胸部侧面 (c) 蚕前段腹面

500 μm 200 μm 200 μm

黑色长箭头示体壁；黑色短箭头示消化道；白长箭头示气管丛；白短箭头示神经节。

图 6    中性红染色冬青油透明的蚕体形态
 

对比发现，染色或未染色的蚕体经冬青油处

理后都能进行透明观察，未染色的蚕体可通过各

组织的折射率差异进行观察，其中气管丛与神经

节显示明显，而消化管等组织显示度较差。苏木

精、伊红、次甲基蓝和中性红 4种染色处理均能

提高内部组织的反差，不同程度地透视内部组

织，总体效果为次甲基蓝>苏木精>中性红>伊红。

其中，中性红和伊红对蚕体组织的染色深浅不

一、反差相对较差；苏木精染色明显、着色均

匀，轮廓显示清晰，但总体反差不明显；次甲基

蓝染色效果较好，且对蚕体不同组织的着色差异

较大而容易辨别。 

3    讨论

生物组织及器官的不透明的原因为其内部色

素对光的吸收以及水、脂肪等不同物质折射率的

不均一，因此组织透明技术的关键是平衡折射

率，最简单直接的方法就是利用具有高折射率的

试剂对生物组织及器官进行脱水脱脂和折射匹

配 [3, 6]。常见的有机溶剂，如苯甲醇、苯甲酸卞

酯、二甲苯和冬青油等，均具有高折射率（大于等

于 1.54），可与生物组织进行折射匹配，因而常被

作为组织透明剂使用。冬青油的功效多、用途

广，可用来制作香精、化妆品、润滑剂，可用于

疾病治疗和农业上的抗菌杀虫，可作为促透剂增

加亲脂、亲水物质的透皮吸收[18]，还可替代二甲

苯进行惠特利三色染色 [19]。因为冬青油用途广

泛，其生产和合成工艺成熟，成本低廉。而且，

与其他透明剂相比，冬青油的组织透明效果相对

稳定，在较高温度下（50~60℃）反应数小时后便可

完成透明，且对人体基本无害。本试验同时利用

二甲苯进行了蚕体组织透明，但效果不如冬青油。

家蚕具有含几丁质的体壁，体壁下存在大量

脂肪体组织，体壁细胞含有尿酸与各种色素，它

们对光产生强吸收从而影响组织透明效果。因

此，在进行组织透明前必须对体壁组织及脂肪进

行处理。本试验在透明操纵前对蚕体进行了 NaOH
腐蚀体壁、双氧水漂白去除体壁杂色、醚类溶解

和抽提脂类等去污、去色素和去脂的处理，为组

织透明提供了基础和保证。另外，在腐蚀、脱

水、抽脂、透明的过程中，我们使用了水浴加热

的方法，该方法不但能加快实验进度，而且还提

高了实验的效果。为更好地呈现蚕体内的各组

织，我们使用不同染色剂对蚕体进行染色，以通

过颜色反差呈现不同组织。次甲基蓝、苏木精、

中性红和伊红是常用的组织染色剂，其中次甲基

蓝和苏木精可与组织细胞内的 DNA结合而使细胞

核被染为蓝色，中性红可将细胞核染成红色，伊

红能将细胞质等酸性部分染为红色。4种染色剂对

蚕体的染色效果各有不同，次甲基蓝和苏木精的

染色效果均一但不明显；伊红和中性红对蚕体的

染色不均一，二者分别对消化道、蚕体尾部染色
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重。这可能与染色剂渗入组织细胞的量和质有

关，可能在蚕体透明后进行染色的效果更好。

近年来，结合免疫荧光染色等技术，生物组织

光学透明技术已发展到生物体三维光学成像[20−21]。

多使用亲水型透明剂来透明化表达荧光蛋白（或带

有示踪剂）的组织样本，常用方法有 Scale和 ScaleS
等[22]。本实验也尝试了利用 Scale透明剂进行蚕体

组织透明，但其效果不太理想，还需要进一步的

摸索和实践。 

4    结束语

组织透明技术可以使组织完整，避免结构信

息丢失，使组织或整个生命个体光学透明，提高

成像焦深和对比度，从而实现生物体全身细胞分

析进程，为在生命科学中应用先进的光学技术提

供新的策略。

本研究结合染色反差，利用有机透明试剂冬

青油成功对蚕体进行了透明处理。结果表明，蚕

体组织气管丛与神经节显示明显；次甲基蓝、苏

木精、中性红和伊红 4种染色剂对蚕体染色和提

高透明反差的总体效果依次为次甲基蓝>苏木

精>中性红>伊红。实验结果为今后蚕体等动物或

较大器官的全形组织透明工作积累了经验，提供

了技术参考，但如何使各组织同时达到精细着色

与透明等则还需进一步地探索。
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