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大鼠生后伏膈核细胞形态的发育变化

赵妍君1 ,王宗华2 ,刘应兵1 ,阴正勤2 ,王仕军2　　(1四川大学华西基础医学与法医学院生理学教研室 , 成都 610041;2 第三军
医大学附属西南医院眼科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨大鼠生后伏膈核细胞形态的发育变化规律。方法　选取出生后 1 个月内不同时期的大鼠 , 分别进行尼氏
染色和免疫组化染色 ,借助于计算机辅助图像分析系统 ,测量不同组别大鼠伏膈核的细胞密度 、细胞直径并比较树突的发育特征。

结果　细胞直径随年龄呈增长趋势 ,至出生后 30 d(PD30)已基本接近成年水平。细胞密度在出生后 0 ～ 15 d(PD0 ～ PD15)呈下降趋
势 , 之后基本不再变化。在发育过程中 , 主树突 、次级树突和末梢树突的数目不断增多 , 树突棘密度显著增高。结论　出生后一段

时期内伏膈核细胞在形态上仍要经过一个不断成熟和完善的过程 , 不同发育阶段其形态差异非常显著 ,这一特征对理解伏膈核的
发育具有重要意义。
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Morphological changes of rat nucleus accumbens neurons during postnatal development
ZHAO Yan-jun , WANG Zong-hua, LIU Ying-bing , YIN Zheng-qin , WANG Shi-jun(Department of Physiology , Sichuan University , Chengdu 610041 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the morphological features of nucleus accumbens(NAC)cells in rats during postnatal development.Meth-

ods　The morphological changes of NAC cells on different postnatal days were studies by Nissl' s and immunohistochemical stainings.Cellular diam-
eters , cell densities and dendrite branches were measured and compared with image analyzing system.Results　Cellular densities were decreased

significantly with age before postnatal day 15(PD15), and cellular diameters increased during the whole postnatal period , and after PD15 were close

to the level of the adult.The marked morphological differences during postnatal development were further confirmed by the dramatic increase of the

amount of primary , secondary and terminal dendrites and spines.Conclusion　The results provide morphologically critical period of development in

postnatal NAC.
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　　伏膈核(Nucleus accumbens , NAC)是腹侧纹状体的
主要构成部分 ,作为边缘系统和锥体外运动系统的分
界面 ,它在行为 、动机 、奖赏和毒品成瘾中起重要作用 ,
并与多种神经精神性疾病的发生有密切关系 ,已经受
到神经科学界越来越多的关注 ,研究还表明 ,这类疾病
的发生与 NAC 等脑结构的发育紊乱密切相关[ 1] 。为
探讨NAC的发育变化规律 , 本研究从形态学角度对
出生后一个月内大鼠 NAC进行了研究 。

1　材料和方法

1.1　实验动物及分组
　　健康Wistar 大鼠 ,雌雄不限共 41 只。出生日定为生后 0 d

(Postnatal day 0 , PD0)。 尼氏染色取 PD0 、PD5、PD10 、PD15、
PD20 、PD25 及 PD30 共 7 组 , 每组 3 只。免疫组化染色取 PD5、
PD10 、PD20 及 PD30 共4 组 , 每组 5只。

1.2　方法
　　在腹腔内注射戊巴比妥钠(40 mg/ kg)的麻醉状态下开胸 ,

先以100 ml生理盐水经左心室快速冲净血液 , 再用 50～ 100 ml

含4%多聚甲醛的0.1 mol/L磷酸缓冲液(pH 7.4)灌注固定1 h。
开颅取脑 , 修整脑组织块 ,移入含 30%蔗糖的上述新鲜固定液
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中(4 ℃)待其沉底。用恒冷箱切片机做冠状冷冻切片 , 片厚 35

μm。切片直接裱于涂有蛋白甘油的载玻片上 , 室温干燥 , 10%

甲苯胺蓝染色 , 梯度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 中性树胶封片。

Olympus AH3显微镜观察并照相。参考 Paxinos 和 Watson 大鼠

脑立体定位图谱
[ 2]
,以前联合 、新纹状体 、膈区和脑室为标志对

伏膈核进行定位。利用计算机辅助图像分析系统(Southern Mi-

cro System , USA)随机选取细胞测量细胞直径 , 计算细胞密度

(选取标本的同一部位 、大小相同的 3个视野进行计数)。

　　应用振动切片机冠状切面上将伏膈核切成 300 μm 的薄

片 ,在利用盲法膜片钳技术寻找细胞的过程中 , 通过记录电极

向细胞内注入 0.5% biocytin(生物胞素 , Sigma , USA)观察神经元

的形态[ 3] ,染色 20 min后 , 缓慢旋出电极 ,将脑片转移至固定液

中(含 4%多聚甲醛 , 15%饱和苦味酸 , 0.01 mol/L 磷酸缓冲液 ,

pH=7.4),置于 4 ℃冰箱中过夜 ,次日用 0.01 mol/ L磷酸缓冲

液(PBS)漂洗 5 min×3 次 , 然后移入 0.1%Triton X-100(Sigma ,

USA)孵育 1 h(37 ℃),置于HRP-Streptavidin复合物(S-P试剂盒 ,

福州迈新公司)中孵育 2 h , 0.01 mol/ L PBS 漂洗 5 min×3 次 ,

DAB 显色 ,裱片 , 晾干 ,梯度酒精脱水 ,二甲苯透明 , 中性树胶封

片。光学显微镜下寻找细胞并照相 , 计数主树突 、次级数突和

末稍数突分支(20×或 40×物镜), 在远端树突上随机选取一定

的长度定性评估树突棘密度[ 4](油镜 100×)。

1.3　统计学处理
　　应用 SPSS 统计软件进行统计处理。结果以  x±s 表示 , 采

用单因素方差分析进行多个样本均数间的两两比较。
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2　结果

2.1　伏膈核形态的发育变化
　　随着日龄的增长 , 同一冠状切面上伏膈核的面积和形态

相应发生变化 , 面积逐渐增大 , 整个核团的形态变化大致要经

过卵圆形 、圆形和不规则形 , 同时 ,与其周围标记物的相对位置
也随之变化 ,见图 1。

Note the different areas and shapes in A and B;AC:Anterior commissure;N:Neost riatum;S :Septum;VZ:Ventricle zone;Arrow:NAC

图 1　PD15(A)和 PD0(B)的伏膈核　　(冠状面 ,尼氏染色×40)

Fig 1　NACs from PD15(A)and PD0(B)　　(Coronal section , Nissl' s stain×40)

2.2　细胞密度与细胞直径的变化趋势
　　细胞密度在 PD0～ PD15 呈下降趋势 , PD15 之后达到相对

稳定水平 ,见表 1 , 图 3。细胞直径随年龄呈增长趋势 , 相邻两

组之间均有显著性差异 ,见表 1 , 图 4。

表 1　PD0～ PD30大鼠伏膈核细胞直径(n=86)和密度(n=63)( x±s)

Tab 1　Cellular diameter of cells(n=86)and density(n=63)

of NAC from PD0-PD30 rats( x±s)

Group Cellular diameter(μm) Ce llular density(number/mm2)
PD0 4.11±0.55 221.22±27.91

PD5 6.63±0.94★★ 192.00±14.80▲

PD10 8.64±0.37★★ 160.78±37.53▲

PD15 10.38±0.76★★ 131.33±42.24▲

PD20 12.10±1.18★★ 127.00±26.70

PD25 12.93±0.48★ 129.56±26.38

PD30 15.67±1.67★★ 141.67±22.43

★:P<0.05 ,★★:P<0.01;▲:P<0.05 vs neighbour group

2.3　细胞形态随发育的变化特征
　　伏膈核神经元的胞体呈圆形 、椭圆形或多边形。随着日龄

的增长 ,主树突 、次级树突和末稍树突分支均明显增多 ,见表 2 ,
图 2A , B。定性的观察表明树突棘的变化也非常明显 , PD5 ～

PD10 神经元树突上无或几乎无树突棘 , PD10 ～ PD20 开始出

现 , PD20之后几乎所有的神经元树突上都具有树突棘 , 树突棘
的分布具有一定的规律 , 在靠近胞体的树突干上一般无树突

棘 ,而在第一级分支之后密度增高。在树突上有时尚可观察到
膨体或串珠样物质。

表 2　PD5～ PD30大鼠伏膈核神经元树突的形态学特性( x±s)

Tab 2　Morphological properties of dendrites of NAC neurons

at PD5-PD30 in rats( x±s)

Group n
number of primary

dendrites
number of secondary

dendrites
number of
terminals

PD5 10 1.8±1.0 2.1±1.2 2.0±1.3

PD10 11 2.5±0.7 4.2±1.7☆☆ 8.1±2.8☆☆

PD20 11 3.6±0.5☆☆ 5.8±1.4☆ 14.8±2.6☆☆

PD30 8 4.4±0.7☆☆ 8.4±1.5☆☆ 22.1±3.0☆☆

☆:P<0.05 , ☆☆:P<0.01 vs neighbour group

Note the difference in dendrite branches and spines in A and B

图 2　PD30(A)和 PD5(B)大鼠的伏膈核神经元　　(S-P×200)
Fig 2　NAC neurons from PD15(A)and PD5(B)rats　　(S-P×200)
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图 3　细胞密度随日龄的变化
Fig 3　Changes of cellular densities along with postnatal days

图 4　细胞直径随日龄的变化
Fig 4　Changes of cellular diameters along with postnatal days

3　讨论

　　大鼠神经系统的许多区域在出生后尚未发育成

熟 ,其形态和功能仍需经过一定时间才能达到成年水

平。本实验通过测量细胞密度和细胞直径以及对神经

元树突形态的研究探讨伏膈核的发育特征。结果表明

在出生后 1个月内细胞密度和直径均具有显著的发育

规律 ,细胞密度在 PD15之前显著下降 ,来自新纹状体

的研究提示幼年和成年新纹状体的细胞数目基本保持

不变[ 5] ,但因其体积的不断增大使细胞密度随年龄增

长不断下降 。细胞直径至 PD30 时已经达到成年水

平[ 6] 。因此 ,在整个发育过程中 ,基于出生后神经元的

数目相对恒定这一前提下 ,我们不难发现这些因素之

间的相互联系 ,即随着细胞直径的增长 , 细胞体积增

大 ,整个伏膈核体积增大 ,导致细胞密度的下降。

　　成年伏膈核神经元的特征是具有小到中等大小的

胞体 ,树突上分布着大量的树突棘 ,被称为MS(Medium

spiny)神经元[ 6] ,它是伏膈核神经元的主要构成部分 ,

约占伏膈核神经元总数的 95%。我们利用 biocytin标

记的细胞内染色表明 ,幼年大鼠伏膈核神经元形态学

上与成年存在着显著差异 ,除胞体直径不断增长外 ,树

突分支增多 ,以末稍树突的增多最为明显 ,远端树突上

出现树突棘 ,在发育过程中 ,有时尚可观察到曲张体或

串珠样物质 ,类似的报道也见于新纹状体 ,新纹状体内

绝大多数的神经元也是 MS 神经元 ,对幼年大鼠新纹

状体MS神经元的研究表明在生后最初 3周内[ 5 ,7] ,随

着来自皮层等的兴奋性输入纤维的不断长入 ,树突棘

的密度相应增加 ,形成大量的轴突-树突棘突触 ,提示

幼稚与成熟神经元的输入输出整合不同 。

　　相应的电生理学研究也表明在生后 2 ～ 3周尤其

是第 1周内 NAC 神经元的静息膜电位和输入阻抗都

要发生显著性变化[ 8] 。静息膜电位和输入阻抗是生理

学上评估神经元成熟度的重要指标 ,它们从功能上反

映了神经元的成熟状态 。Liu 等
[ 3]
依据细胞膜输入阻

抗对出生后一个月内的细胞发育成熟度进行划分 ,发

现海马齿状回颗粒细胞的电生理学成熟度和形态学成

熟度之间密切相关 ,即高输入阻抗神经元的胞体较小 ,

树突分枝短粗 、稀疏 ,多见于幼年动物;低输入阻抗神

经元细胞胞体较大 ,树突分枝多 、长 、丛密 , 见于较为

成熟的动物。这些研究表明神经元形态和功能的成熟

是紧密相关的。形态结构的正常发育是维持正常的生

理功能的必要前提 ,在发育过程中 ,随着神经元形态的

成熟其功能也在不断成熟和完善。

　　伏膈核作为边缘和锥体外运动系统的分界面 ,是

边缘和锥体外运动系统的整合中枢 ,接受皮层 、丘脑 、

海马 、杏仁体和腹侧背盖区等广泛的纤维输入 ,在伏膈

核整合后发出的轴突主要投射至苍白球 。伏膈核等边

缘脑结构的发育紊乱是导致诸如精神分裂症等神经精

神性疾病的关键环节 ,结构发育紊乱导致了功能发育

障碍
[ 9]
,因此 ,临床和实验研究都试图从神经发育的关

键期对此类疾病进行研究和治疗 ,然而 ,对脑发育的研

究毕竟是一个刚刚起步的新领域 ,对伏膈核的发育研

究更为缺乏 , 本实验从形态学角度对大鼠伏膈核发育

的一些基本特征进行初步探讨 ,为进一步研究伏膈核

的发育奠定基础 ,同时又可以为临床寻找有利的治疗

时机提供理论参考。
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448例乙肝标志物不同模式血清循环免疫复合物的检测及临床意义

Detection of circulating immune complexes in different mode of hepatitis B marker and

its clinical significance

姚　磊 ,周长邵 ,张　征 ,余明芳　　(第三军医大学附属新桥医院检验科 ,重庆 400037)

　　循环免疫复合物(Circulating immune complexes , CIC)的检

测 ,对各种免疫损伤引起的疾病诊治十分重要 , 对病毒性肝炎 ,

特别是乙型肝炎发病机制的研究及其诊断 、治疗 、预后判断更

是实验室比较重要的指标。本实验检测了乙肝病毒标志物不

同模式的血清 CIC 的含量 , 现将结果报告如下。

1　材料与方法

1.1　临床标本来源
　　均为本院住院及门诊病人血清标本 , 共 611 例。其中以 5

项指标全部阴性者为对照组。

1.2　HBV标志物检测

　　采用 ELISA法 , 试剂盒由上海科华公司提供。

1.3　循环免疫复合物检测
　　采用 PEG一酚试剂显色法

[ 1]

1.4　统计学处理
　　采用各组间均数 t 检验在计算机上进行统计学处理 ,以 P

<0.05 表示差异显著 , P <0.01 表示差异非常显著 , 两组率的

比较采用χ2检验 。

2　结果

　　不同乙肝病毒标志物模式的血清 CIC 含量的变化见表 1 ,

其中以 163例 5 项全部阴性的病人血清 CIC 的含量作为对照

组。以测定组 x+2s≥7.25为阳性阈值。
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师 ,主要从事临床检验方面的研究 ,发表论文 19篇。电话:(023)

68755637

　　收稿日期:2001-09-15;修回日期:2002-01-05

表 1　HBV 标志物不同模式 CIC结果( x±s)

HbsAg 抗HBs HBeAg 抗Hbe 抗HBc n  x±s　 阳性数阳性率%

A + - + - + 31 7.73±3.58＊ 14 45.2

B + - - + + 134 6.84±2.19＊ 58 43.3

C + - - - + 37 8.14±2.19＊＊ 18 48.6

D - + - - - 66 5.76±3.11 16 27.2

E - - - + + 89 6.28±2.27＊ 35 39.3

F - + - - + 36 5.13±3.31 10 27.8

G - + - + + 32 5.65±2.41 8 25.0

H - + - + - 23 4.91±1.87 3 13.0

I - - - - - 163 4.57±1.34 21 12.8

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01与 I 组相比

3　讨论

　　有研究资料表明 HBV感染时所出现的系统性表现与免疫

复合物造成的组织损伤有着密切关系 , 如多发性结节性动脉

炎 ,血清病样症候群 , 肾小球肾炎等[ 2] , 因此 CIC 的检测对研究

肝炎发病机制有重要意义。

　　本实验结果显示 HBsAg合并其它乙肝病毒抗原或抗体阳

性组及抗HBe、抗 HBc阳性组患者血清 CIC 含量较对照组显著

升高。这几种模式均提示 HBV 的增殖复制 , 而 HBV的增殖往

往会激活机体免疫应答 ,进而使机体产生的抗原与抗体形成免

疫复合物 ,导致 CIC 含量增高 ,文献[ 3] 报道 , CIC 阳性的乙型肝

炎患者往往提示处于活动状态 , IC 形成与肝病的活动性有一定

联系 ,至于肝脏功能损害是否由 IC 沉着所致 , 因缺乏病理活检

资料 , 故难以定论。我们认为 , HBsAg 阳性的乙肝患者 , 一方面

由于病毒持续存在或自身抗原的刺激使免疫应答持续进行 , IC

大量形成 ,另一方面 , 肝脏功能损害 , 肝脏 kupffer 细胞清除 CIC

的能力降低 , 这两方面可能导致是 CIC 含量升高的主要原因 ,

而CIC的肝脏外沉着往往引起被沉着的组织器官免疫病理损
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