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　　［摘要］　目的　研究脊髓呼吸相关的膈运动神经元的空间分布位置并比较其与三角肌运动神经
元和肋间运动神经元的分布特点差异。方法　采用从外周到中枢的逆行示踪研究策略，在成年小鼠
（ｎ＝３）同侧膈肌、三角肌、肋间肌微量注射霍乱毒素β亚基（ｃｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎβｓｕｂｕｎｉｔ，ＣＴＢ）或伪狂犬病毒
（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ），逆行标记支配目标肌肉的脊髓运动神经元，并进一步分析、比较不同脊髓运
动神经元的分布特征。结果　ＣＴＢ和ＰＲＶ介导的逆行示踪结果显示：成年小鼠膈运动神经元分布在颈
髓Ｃ３～Ｃ６节段前角Ｐｈ９区域，且上述两种逆行示踪剂标记膈运动神经元的效率差异无统计学意义。
与Ｃ５～Ｃ６节段的非呼吸相关的三角肌运动胆碱能神经元相比，膈运动神经元分布在同一脊髓节段前角
更腹内侧的位置。与胸髓呼吸相关的肋间运动神经元相比，两组神经元分别在颈髓和胸髓中均沿头尾
轴呈束状纵柱形分布，但膈运动神经元在 Ｃ３～Ｃ６节段细胞数量分布相对均一，而肋间运动神经元在
Ｔ１～Ｔ１１节段神经元数目变异较大（Ｐ＜０．０００１）。此外，膈运动神经元分布沿头尾轴逐渐向脊髓前角
内侧偏移，而呼吸肋间运动神经元则比较均一地分布在脊髓前角外侧区。结论　成年小鼠膈运动神经
元分布在颈髓的Ｃ３～Ｃ６节段前角Ｐｈ９区域，位于三角肌运动神经元腹内侧，且其分布模式较胸髓肋间
运动神经元更为均一。
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　　呼吸活动是对生命维持不可或缺的重要行为，其
节律产生于延髓呼吸中央模式发生器并最终通过脊髓

运动神经元兴奋使吸气肌收缩，从而始动肺部通气实

现呼吸运动［１］。哺乳动物在平静状态下，膈肌是主要

的吸气肌，其接受脊髓膈运动神经元兴奋并主动收缩

产生跨膈压以实现肺部通气［２］。此外，膈肌收缩还参

与咳嗽、咯痰以保持呼吸道通畅，并且与吞咽、发声行

为密切相关［１－２］。当膈运动神经元和膈肌组成的运动

单位功能障碍时，会导致吸气动力和气道排泄能力减

弱，甚至引起呼吸衰竭［３］。

　　既往研究发现膈运动神经元分布于颈髓，在不同
的物种中表现出相似的分布模式［４］。例如，膈运动神

经元位于大鼠 Ｃ３～Ｃ６节段的脊髓前角［５－９］、小鼠的

Ｃ３～Ｃ６节段［１０］、猫的 Ｃ４～Ｃ６节段［１１］和人类的 Ｃ３～
Ｃ６节段［１２］。膈运动神经元聚集分布在与脊髓前正中

裂平行的离散细胞纵柱中［６，７，１０－１３］。但是，膈运动神

经元在每个颈髓节段中的数目和位置尚无详细描述。

此外，脊髓前角中还存在许多支配非呼吸肌的运动神

经元，如向三角肌发出投射的运动神经元［１４］。同时，

脊髓中也分布着支配另一重要的呼吸肋间肌的呼吸肋

间运动神经元［１５－１６］。在有序而复杂的呼吸运动程序

中，膈运动神经元与脊髓非呼吸相关的运动神经元以

及呼吸肋间运动神经元的空间分布模式有无差异并不

清楚。因此，本研究采用从外周到中枢的逆行示踪技

术，鉴定成年小鼠支配膈肌的呼吸膈运动神经元的详

细分布，同时比较膈运动神经元与非呼吸相关的三角

肌运动神经元以及与呼吸肋间运动神经元的空间分布

特征，以期为呼吸运动的进一步功能研究奠定解剖学

基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　使用雄性８～１２周龄的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（２５～３０ｇ）
共４６只，购自陆军军医大学实验动物中心。３～５只小
鼠同笼饲养，自由摄食和饮水，环境温度保持在（２０±
１）℃。实验得到陆军军医大学实验动物福利和伦理
委员会批准，并按照动物福利指南进行。

１．２　逆行示踪手术
　　用１％～２％的异氟烷对小鼠进行持续吸入麻醉，
并将其仰卧位置于腹部手术板上。剃除胸腹部的毛发

及皮肤进行消毒后，沿着前正中线小心地切开胸腹部

皮肤，分离皮肤与皮下组织，充分暴露膈肌。用

Ｈａｍｉｌｔｏｎ注射器（针头 ＰＳＴ２型，３０ｍｍ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，瑞
士）抽取 １０μＬ的 ＣＴＢＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ５５５（ＣＴＢ５５５，
Ｃ３４７７６，１ｍｇ／μＬ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）或２μＬ的编码
增强型绿色荧光蛋白的 ＰＲＶ（ＰＲＶＥＧＦＰ）（ｐ０３００１，
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≥２．００×１０９ＰＦＵ／ｍＬ，ＢｒａｉｎＶＴＡ，武汉）注射到右侧膈
肌。其中ＣＴＢ５５５是从神经末梢到胞体的不跨突触的
经典逆行示踪剂，感染 ７～１４ｄ即可稳定标记神经元
胞体［１７］；ＰＲＶＥＧＦＰ是可跨多级突触传递的逆行示踪
病毒，其逆向跨突触的级数取决于其在动物体内的感

染时间［１８］。由于小鼠的膈肌是一个薄的肌纤维结构，

我们首先通过 ＣＴＢ在不同区域选择３个注射点比较
标记神经元的数量，发现以肋骨部（ｓｔｅｒｎａｌ）中间
（ｃｅｎｔｒａｌ）膈肌脚部（ｃｒｕｒａｌ）区域均匀３个点的注射方
式标记神经元的数量比其他注射区域３个注射点的更
多。所以选择肋骨部中间脚部区域的 ３点注射方
式，以０．２μＬ／ｍｉｎ的速度缓慢注射，整个注射过程中
没有穿透膈肌。注射后，针头停留 ５ｍｉｎ以让示踪病
毒充分扩散。拔针后用干棉签擦拭渗出的血液和液

体，避免示踪剂泄漏和扩散。再次对手术区消毒，并缝

合皮肤。３～５只小鼠被安置在１个笼子里，提供充足
的食水。密切观察小鼠状态。

　　颈髓中除了存在支配膈肌的膈运动神经元，还存
在支配非呼吸肌的运动神经元，比如有研究报道支配

上肢肌肉的臂丛神经也来自于颈髓节段［１９］。为了同

时对比标记非呼吸相关的三角肌运动神经元和膈运动

神经元，以同样的方式将等量的霍乱毒素 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
ＴＭ４８８（ＣＴＢ４８８，Ｃ３４７７５，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＵＳＡ）以及
ＣＴＢ５５５注射到同侧的三角肌和膈肌（实验动物样本
量：ｎ＝３）。
　　在呼吸过程中，膈肌和肋间肌都是重要的吸气泵
肌，它们协同收缩始动肺部通气［２０－２２］。为了标记呼吸

肋间运动神经元，对小鼠第１～１２肋间肌（每个肋间肌
实验动物样本量：ｎ＝３）注射６μＬＣＴＢ５５５逆行示踪，
感染１０ｄ后，取注射的对应肋间肌（包括相邻的上下
肋骨）和脊髓组织。观察肌肉组织切片，对于 ＣＴＢ５５５
颗粒覆盖整个肋间肌但没有超过上下肋骨的小鼠，进

一步观察其脊髓组织标本切片。

１．３　切片制作与免疫荧光检测
　　ＣＴＢ注射１０ｄ或ＰＲＶＥＧＦＰ注射２．０～２．５ｄ后，
用异氟烷麻醉小鼠，然后用 ４％多聚甲醛（ＰＦＡ）的磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）进行心脏灌注。仔细取出小鼠脊髓
组织，置于４％ＰＦＡ中固定１２ｈ，然后转移到含３０％蔗
糖的ＰＢＳ中进行脱水，直到脊髓组织完全沉底。包埋
和冷冻后，将脊髓从头端到尾端以４０μｍ的厚度连续
冠状切片，或从背侧到腹侧以４０μｍ的厚度纵向切片。
收集的切片在荧光显微镜下观察（ＢＸ５３，Ｏｌｙｍｐｕｓ，日
本）。胆碱乙酰转移酶（ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＣｈＡＴ）免疫荧光染色按照以前描述的方法进行［２３－２４］。

将带有ＣＴＢ标记的运动神经元的冠状脊髓片用ＰＢＳＴ
（ＰＢＳ中含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）清洗３次，每次１０ｍｉｎ，并
在３７℃下用封闭液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）孵育４０ｍｉｎ。然
后用抗 ＣｈＡＴ一抗 （ＡＭＡｂ９１１３０，１∶１０００，Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）在４℃下孵育２４～４８ｈ。之后将切片漂
洗３次，用 ＰＢＳ稀释的 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７结合的驴抗鼠
ＩｇＧ二抗（Ａ３１５７１，１∶８００，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）在室温下黑
暗中孵育２ｈ。最后，这些切片用核染料４，６二脒基
２苯基吲哚（ｎｕｃｌｅａｒｄｙｅ４，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，
ＤＡＰＩ，Ｆ６０５７，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）染色，并盖上盖玻片
待自然风干后置４℃中避光保存。
　　所有被ＣＴＢ或ＰＲＶＥＧＦＰ标记的脊髓片采用奥林
巴斯显微镜的４×和２０×物镜拍摄，或采用共聚焦显微镜
（Ｚｅｉｓｓ，德国）在１０×、２０×和６３×放大率下成像。
１．４　神经元计数
　　每８０微米选取１张脊髓片连续贴片。对于标记
的脊髓运动神经元，记录从头端到尾端第１张标记切
片与最后 １张标记切片之间的距离。根据脊髓图
谱［２５］，确定这些标记的运动神经元在脊髓前角中的位

置并进行人工计数。

１．５　单个神经元大小和径向距离测量
　　采用 ＩｍａｇｅＪ软件（ＩｍａｇｅＪＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ，美国）测
量随机选择的阳性标记神经元的细胞大小和径向距

离。每只小鼠从脊髓相应节段随机选择 １～２个冠状
切片（颈髓对应节段１２张切片，胸髓对应节段３６张切
片），并从对应节段的切片中选择１～２个有清晰细胞
形态的神经元。神经元的大小以长径和短径表示（膈

运动神经元：ｎ＝３１，三角肌运动神经元：ｎ＝１４）。神经
元的径向分布通过测量其前角内的运动神经元与后角

的垂直距离（ｄｏｒｓａｌｖｅｎｔｒａｌａｘｉｓ，ＤＶ）（膈运动神经元：
ｎ＝１３，三角肌运动神经元：ｎ＝６）、神经元与脊髓中线
的垂直距离（ｍｅｄｉａｌｌａｔｅｒａｌａｘｉｓ，ＭＬ）（膈运动神经元：
ｎ＝１３，三角肌运动神经元：ｎ＝６）以及神经元与脊髓
外侧灰质的垂直距离（ｌａｔｅｒａｌｍｅｄｉａｌａｘｉｓ，ＬＭ）来确定
（每个对应的脊髓节段：ｎ＝３）。
１．６　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计分析。用
ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５（ＳｙｓｔａｔＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．，德国）和Ｏｒｉｇｉｎ９．１
（ＯｒｉｇｉｎＬａｂ，Ｎｏｒｔｈａｍｐｔｏｎ，美国）软件绘制统计图表。
用平均值±标准误（珋ｘ±ｓ珋ｘ）来表示实验结果，组间的数
据比较采用配对／非配对 ｔ检验或单因素方差分析。
Ｐ＜０．０５被认为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＣＴＢ和ＰＲＶ介导的膈运动神经元逆行标记的比较
　　为了准确定位脊髓膈运动神经元的位置，将不同的
逆行示踪剂注射到小鼠右侧膈肌并比较它们的标记效

率。首先将 ＣＴＢ５５５注射到右侧膈肌（图 １Ａ），在
ＣＴＢ５５５注射１０ｄ后，于颈髓中观察到标记的膈运动神
经元，且这些神经元局限于前角第９板层膈运动神经元
（ｐｈｒｅｎｉｃｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｏｆｌａｍｉｎａ９，Ｐｈ９）区域（图 １Ｂ）。
同样，将ＰＲＶＥＧＦＰ注射到右侧膈肌，在ＰＲＶＥＧＦＰ感
染后的不同时间收集脊髓和脑组织，发现感染２．０～２．５ｄ

只标记了脊髓运动神经元（图１Ｃ）。ＰＲＶＥＧＦＰ标记的
神经元也见于颈髓对应节段的前角Ｐｈ９区域（图１Ｄ）。
进一步比较 ＣＴＢ５５５和 ＰＲＶＥＧＦＰ对膈运动神经元的
感染效率，其中Ｃ３～Ｃ６节段荧光标记距离以及每个节
段阳性神经元比例差异均无统计学意义（图１Ｅ、Ｆ）。
　　因此，这两种示踪剂都可以用于膈肌到脊髓的逆
行示踪研究。但考虑到 ＰＲＶＥＧＦＰ对小鼠的毒力强、
实验环境要求高（Ｐ２实验室）、不同感染时间跨突触
水平差异大，而 ＣＴＢ注射具有方便性及稳定性的优
点，所以在随后的实验中，选择 ＣＴＢ５５５进一步探索脊
髓运动神经元的分布。

Ａ：膈肌ＣＴＢ５５５注射示意图；Ｂ：代表性冠状图像显示 ＣＴＢ５５５标记的神经元在颈髓 Ｃ４节段；Ｃ：膈肌 ＰＲＶＥＧＦＰ
注射示意图；Ｄ：代表性冠状切片图像显示ＰＲＶＥＧＦＰ标记的神经元在颈髓Ｃ４节段；Ｅ：比较膈肌注射ＣＴＢ５５５或
ＰＲＶＥＧＦＰ在脊髓中Ｃ３～Ｃ６节段标记的距离；Ｆ：比较膈肌注射 ＣＴＢ５５５或 ＰＲＶＥＧＦＰ在脊髓中 Ｃ３～Ｃ６节段标
记的阳性细胞比例

图１　ＣＴＢ和ＰＲＶ介导的膈运动神经元逆行标记的比较
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２．２　膈运动神经元的分布特征
　　为了进一步探究支配膈肌的膈运动神经元的空间
分布，利用ＣＴＢ５５５逆行示踪，并从纵切面和冠状面观
察标记的神经元（图 ２Ａ）。在纵切面上，在同侧的颈
髓灰质中发现ＣＴＢ５５５标记的膈运动神经元沿脊髓前
正中裂纵向分布（图２Ｂ）。在冠状面上，我们也在颈髓
Ｃ３～Ｃ６节段的脊髓前角发现膈运动神经元，并且进一
步发现这些神经元位于 Ｐｈ９区域（图２Ｃ）。进一步分

析所有ＣＴＢ５５５标记的神经元首尾端分布距离和每个
节段标记的神经元数量。在Ｃ３～Ｃ６节段中，标记的神
经元的总纵向跨度为（１．４４±０．１２）ｍｍ，Ｃ３～Ｃ６分别为
（０．４０±０．０８）、（０．５９±０．０５）、（０．４５±０．０５）、（０．４５±
０．０３）ｍｍ，共标记到膈肌运动神经元（７６．００±１．７３）个，
Ｃ３～Ｃ６分别为（１７．００±７．５７）、（２７．３３±５．２４）、（１８．００±
１．５３）、（１３．６７±４．２３）个，其中膈运动神经元在 Ｃ４节
段分布最集中（图２Ｄ、Ｅ）。

Ａ：膈肌ＣＴＢ５５５注射示意图；Ｂ：脊髓纵向切片代表性图像；Ｃ：膈运动神经元在脊髓冠状切面的分布特征（头端→尾
端）；Ｄ：膈运动神经元细胞数目和Ｃ３～Ｃ６距离（ｎ＝３）；Ｅ：膈运动神经元在颈髓中的分布示意图　１个红点表示６个
ＣＴＢ５５５标记的膈运动神经元

图２　膈运动神经元的分布特征
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２．３　膈运动神经元与非呼吸相关的三角肌运动神经
元分布特征的比较

　　为了进一步探究颈髓中这些运动神经元是否会共
同支配膈肌和非呼吸肌，将等量的 ＣＴＢ４８８和 ＣＴＢ５５５
分别注射到同侧的三角肌和膈肌中（图 ３Ａ）。在 Ｃ５、
Ｃ６节段的同侧前角发现了由 ＣＴＢ４８８标记的支配三
角肌的运动神经元和 ＣＴＢ５５５标记的膈运动神经元，
然而这些神经元分布在不同的位置。ＣＴＢ４８８标记的
三角肌运动神经元主要位于第９板层三角肌运动神经
元（ｄｅｌｔｏｉｄｍｏｔｏｎｅｕｒｏｎｓｏｆｌａｍｉｎａ９，Ｄｅ９）区域，而
ＣＴＢ５５５标记的膈运动神经元主要位于 Ｐｈ９区域（图

３Ｂ、Ｄ）。但是这些神经元均能和胆碱能神经元标记物
ＣｈＡＴ共标（图３Ｃ），提示这些运动神经元都可能通过
释放乙酰胆碱递质来发挥功能。

　　为了进一步比较膈运动神经元和三角肌运动神经
元的分布模式，测量了冠状切片中的神经元大小和它们

的径向距离（ＤＶ，ＭＬ）。膈运动神经元和三角肌运动
神经元的细胞大小（短径和长径）均没有明显的差异

（图３Ｅ）。此外，膈运动神经元的ＤＶ距离大于三角肌
运动神经元，而ＭＬ距离较小（Ｐ＜０．０００１，图３Ｆ）。这
些结果进一步表明：颈髓的膈运动神经元和非呼吸三角

肌运动神经元在脊髓中具有不同的空间分布模式。

Ａ：膈肌ＣＴＢ５５５和同侧三角肌ＣＴＢ４８８同时注射的示意图；Ｂ：膈运动神经元和三角肌运动神经元在脊髓前角的
分布位置；Ｃ：膈运动神经元和三角肌运动神经元的ＣｈＡＴ免疫荧光染色　ｉ：左图方框中三角肌运动神经元；ｉｉ：左
图方框中膈运动神经元；Ｄ：神经元的分布区域的统计分析（ｎ＝３）；Ｅ：神经元细胞大小比较（膈运动神经元：ｎ＝
３１，三角肌运动神经元：ｎ＝１４）；Ｆ：径向距离比较（膈运动神经元：ｎ＝１３，三角肌运动神经元：ｎ＝６）　ａ：Ｐ＜０．０００１

图３　膈运动神经元与非呼吸相关的三角肌运动神经元分布特征的比较
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Ａ：颈髓中膈运动神经元的节段细胞密度；Ｂ：胸髓中呼吸肋间运动神经元的节段细胞密度　ａ：Ｐ＜０．０００１；Ｃ：脊
髓运动神经元距前角侧缘的径向距离（ＬＭ）示意图；Ｄ：膈运动神经元的ＬＭ距离的分布；Ｅ：肋间运动神经元的
ＬＭ距离的分布

图４　膈运动神经元与肋间运动神经元分布特征的比较（ｎ＝３）

２．４　膈运动神经元与呼吸肋间运动神经元分布模式
的比较

　　为了研究支配不同呼吸肌的呼吸运动神经元在分
布模式上的特点，对膈运动神经元和肋间运动神经元

的分布特点进行进一步比较。通过向成年小鼠的同侧

１～１２肋间肌注射 ＣＴＢ５５５，发现肋间运动神经元分布
在胸髓Ｔ１～Ｔ１１节段，而膈运动神经元则分布在 Ｃ３～
Ｃ６节段（图 ４Ａ、Ｂ）。此外，膈运动神经元 Ｃ３～Ｃ６节
段神经元密度分布比较均匀（图４Ａ）。而 Ｔ１～Ｔ１１节
段中的肋间运动神经元分布密度则以 Ｔ２节段最为集
中，且存在首尾端递减的趋势（Ｐ＜０．０００１，图 ４Ｂ）。
为了进一步比较这两组呼吸神经元柱的具体分布，测

量了这些神经元离前角外侧边缘的垂直距离（ＬＭ）
（图４Ｃ），发现颈髓的膈运动神经元柱从 Ｃ３到 Ｃ６逐
渐向内侧的前角移动（图 ４Ｄ），而肋间运动神经元柱
则主要分布前角外侧区域，没有明显的转移（图４Ｅ）。
这两组呼吸运动神经元在脊髓中分布特征的差异，可

能与呼吸肌的功能有关。

３　讨论

　　脊髓呼吸运动神经元是呼吸运动的关键枢纽，它
们接受上游呼吸中枢的传入信号，并传出兴奋调节吸

气泵肌始动吸气［１－２，２４－２５］。其中膈运动神经元和膈肌

组成的运动单位是呼吸神经网络重要的组成部分［２］。

为了更好地了解脊髓呼吸运动神经元在呼吸过程中的

功能以及由其功能障碍引起的疾病的发病机理，有必

要阐明脊髓呼吸运动神经元的详细解剖分布特征。因

此，本研究对支配膈肌的膈运动神经元形态学分布特

征进行了研究。首先比较了ＣＴＢ５５５和ＰＲＶＥＧＦＰ对
膈运动神经元的标记效率，但没有发现明显差异。

ＰＲＶ是外周至中枢神经系统中的一种新型示踪病
毒［２１，２６－２７］，考虑到其毒力作用强，在小鼠中的感染时

间长短不一，以及需要在 Ｐ２实验室中处理，而实验中
对比研究发现 ＣＴＢ５５５介导的示踪结果更稳定，所以
选择ＣＴＢ５５５进行进一步实验。将 ＣＴＢ５５５注射到成
年小鼠膈肌，发现膈运动神经元位于同侧脊髓灰质

Ｃ３～Ｃ６节段，这与以前在大鼠和其他物种中的描述相
似［５－１２，２８－２９］，同时进一步发现这些神经元均位于 Ｃ３～
Ｃ６节段的Ｐｈ９区，其ＭＬ距离为（５１５．７０±１２．４７）μｍ，
ＤＶ距离为（９３０．００±２１．２４）μｍ。另一个与之前描述
一致的结果是膈运动神经元池在 Ｃ３～Ｃ６节段中呈纵
柱（束状）分布，且其逐渐向前角内侧偏移［１０］。本研究

在成年小鼠中共标记到（７６．００±１．７３）个膈运动神经
元（７３．００～７９．００），最大密度出现在Ｃ４节段。然而在
以前的报道中观察到膈运动神经元的数量（３００～７００）
则更多［１１］，且主要集中在 Ｃ３～Ｃ４节段［１０，１５－１６］。这种

７１６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



差异可能与我们的计数方式（８０μｍ计数１张脊髓片
的标记神经元）有关，也可能是因为种属差异或者我

们膈肌注射 ＣＴＢ的方法未能标记整个膈运动神经元
池。目前已经报道的胸膜腔注射示踪方法可作为膈肌

注射逆行示踪的替代方法［２９］，但是这种胸膜腔注射的

方法并不适用于非呼吸肌比如上肢肌肉的逆行示踪。

　　平静呼吸过程中，除了膈运动神经元和膈肌以外，
肋间运动神经元和肋间肌也是另一个重要的呼吸运动

单位［３０］。本研究发现成年小鼠支配所有肋间肌的肋

间运动神经元位于同侧脊髓灰质Ｔ１～Ｔ１１节段的纵柱
中，而与膈运动神经元的呼吸神经元柱相比，膈运动神

经元在Ｃ３～Ｃ６节段中逐渐向前角内侧偏移。膈运动
神经元相对于颈髓前角的偏移分布可能是由于随着颈

髓膨大，脊髓灰质的横向扩展［１２］。此外，膈肌运动神

经元在Ｃ３～Ｃ６节段的分布密度相对均匀，但在 Ｔ１～
Ｔ１１节段的肋间运动神经元的分布密度则并不一致。
这种不同的分布特征可能与膈运动神经元支配整个膈

肌［３１－３２］，而肋间运动神经元能同时支配着一个到多个

肋间肌，且可能与这些不同的呼吸肌在呼吸运动中贡

献的功能不同相关［３３］。

　　颈髓中同时存在支配膈肌的膈运动神经元和支配
非呼吸肌比如三角肌的运动神经元［１４］。本研究比较

了同侧的非呼吸相关的三角肌，发现三角肌运动神经

元与膈运动神经元共同存在于Ｃ５～Ｃ６脊髓节段，然而
膈运动神经元则位于颈髓前角更腹内侧的位置。虽然

它们都释放乙酰胆碱递质，但其空间分布完全不同。

这种空间分布模式可能与前角的脊髓运动神经元对应

支配的肌肉的活动密切相关［２，３０，３４－３６］。然而，不同的

脊髓运动神经元的分布特征与其支配肌肉功能之间的

具体联系还需要进一步研究。

　　综上所述，本研究通过膈肌注射不同的逆行示踪
剂，绘制膈运动神经元在脊髓中的空间分布位置。成

年小鼠膈运动神经元分布在颈髓的 Ｃ３～Ｃ６节段前角
Ｐｈ９区域，对比颈髓中对应节段的非呼吸相关的三角
肌运动神经元，其分布在三角肌运动神经元更腹内侧

的位置；对比胸髓中的呼吸肋间运动神经元，膈运动神

经元的分布模式则更加均一。这些发现为探索脊髓中

呼吸运动神经元调节呼吸回路的机制提供了新的视

角，也为呼吸中枢神经系统的功能研究奠定了解剖学

基础。
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