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辣根过氧化物酶在动物死后神经组织中的传播

解刊教研室 许 健 张宗铭 徐敢熊

应用辣根 过氧 化物酶 ( H R P) 研究神经系统是七
一

}
一

年代才开展起来的方法
` ’ 一 凡’ 。

由于

H R P 能被轴突终末吸入
,

循神经纤维逆行传送
,

经成色反应后能清楚显示神经纤维起源的

细胞胞体
,

因此近年来国内外应用这 一方法研究神经联系者甚多
,

取得不少成绩
。

除了在中枢

或周围神经的轴突终末处泪:射 H RP 外
,

也有人压榨或切断周围神经干
,

在压榨处注入或断端

浸泡 H R P
〔 4 ’ CS ” , :戈者从静脉含胜入H R P ( “ , ,

都能在一定区域得到 H R P标 记细胞
。

鞠躬
、

舒斯云
一

证明H R P也可沿神经纤 维长距离顺向传送到末梢
( 7 ’ ,

并且已经应用到顺向追洲的研究中
( “ ’ 。

这些方法都是利用 H R P 在活体神经组织中的传送现象
,

动物在施行手术给 以 H RP后
,

必须

存活一定时间 (数十分钟到几天 )
,

才灌住取材
,

进行切 !乍和成色反应
。

最近我 们用 H R P

法研究脑神经时
,

发现动物灌注固定后
,

给以 H R P 仍可传播
。

这一现象有
一

l

可能使我们找到

一种比 以前更方便的给 H R P 方 法
,

也提示我们对 H RP在神经纤维内的传送机 制作进一 华考

虑
,

很值得探讨和利用
,

因此进行了一些实验观察
。

材 料 和 方 法

用成年小自鼠23 只和大白鼠12 只
,

戊巴比妥钠腹腔麻醉
,

经左心宝 (小自鼠 ) 或主功脉

(大白鼠 ) 插管
,

先灌注少 帚缓冲液 (P H 7
.

4的。
.

I M磷酸缓冲液 )冲洗
,

接着灌注冷固定液 (用

同上缓冲液配制的 3 %多聚 甲醛
、

1
.

25 % 戊二醛和 5 % 蔗糖解液 )
。

随即取材在一定部位给

H R P
。

灌注不够好的
,

取材后放 入上述固定液 中 10 一 3 0分钟后
,

再取出给 H R P
。

根据给 H R P

部位的不 同
,

有的将脑干或脊髓取 出
,

有的保存于原位
,

再放入上述 lWl 定液中进行后固定
。

6 一 8 小时后放入 5 %蔗糖溶液 ( 同上磷酸缓冲液 )
,

配制清洗浸泡
,

换 3 一 5 次
。

2一 3 天

后取出需要部位冰冻
一

切片
,

厚 4 0林m
,

按M e s ul a

叫去
〔” ’
进行联苯胺蓝色反 应 (但稳定液 中硝

普钠仅用 2 % )
。

每两片取一片
,

铺成两套连续切片
,

一套用中性红复染
。

给 H R P ( S i g m a
U 型 ) 的部位不f z方法

,

分另i{为下歹IJ几种
:

( 1 ) 在 班
、

Vl
、

V
、

U
、

珊
、

珊脑神经连脑处切断涂 H R P (浓度为 30 % ) ; ( 2 ) 在耳后 面神经 出茎乳孔处切断涂 H RP ;

( 3 ) 在 班
、

W
、

V
、

矶脑神经穿眶上裂处切断 或在眶下孔处切断眶下神经涂 H R P ; ( 4 )

脑干或脊髓横切面上涂 H R P ; ( 5 ) 用蘸 H R P 的细针刺入一侧上丘或下
一

庄 ; 。

( 6 ) 在上领

鼠须处皮下注入 HR P (1 0%
,

20 时 )
。

( 2 ) ( 6 ) 两法有的还在活体进行
,

存活两天后
,

再如前灌注
、

取材
、

切片
、

成色
,

以便对照
。

部分例子中
,

曾在几个不同部位
冻i斧H R P

,

以

期得到较多的结果
。

观察结果和讨论

切片在光镜明视野和暗视野下观察
,

除 2 例外
,

各例标木都见到有不 同程
卜

度的 H R P 阳

性反应颗粒
,

这些颗粒有的清楚地存在于神经细胞体和神经纤维中
,

有的弥散于脑干或脊髓
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给H RP 处附近和脑室旁中央灰质内
,

也有的分布在血竹壁上
。

标记到的神经细胞
,

有的含有分布均匀的标记颗粒
,

可以看到位于中央的核区 ; 有的标

记颗粒非常浓密
,

中间部分融合承袂
,

只在边缘部分看到颗粒
;
有 的熬个细胞都 呈 兰 黑 色

(明视野下 ) 而看不到颗粒
; 也有的细胞不仅整个胞体兰染

,

许多突起也都 显出
,

同银染的

相似 (图一 )
。

这此观察同 K 。 。 f e : (扣’

在活体标记所见的几种类型相同
。

同活体标记的比较
,

看来死体细胞标记浓密的较多
。

标记到的神经纤维有的清楚看到由许多排列成线的标记颗粒

所形成 ( 图一
、

C )
,

有的则呈细线状而看不清颗粒
。

活体标记神经纤维显现的不多
,

但死

体标记却比较容易显 出
。

一般认为活体神经细胞摄 入的H RP最后为溶酶体所灭 活
`川

,

血 管

内皮有可能也参与排除过程
` ’ “ ’ 。

死体标记颗粒较活体的多而密
,

可能是动物死后不 存 在 排

除异体蛋 白机制之故
。

在 班
、

W
、

、飞
、

珊脑神经根断端涂 H RP
,

有关运动核有标记细胞
,

这表明有向细胞体的

逆 行传送
。

三叉神经根处涂 H R P
,

下叉神经运动核和 中脑核有标记细胞
,

这是向细胞体的逆

行传送
,

但同时三叉神经脊束也洁楚显示出来
,

并伸入脊束核部位显 出纤维网络
,

这表明有

离细胞体的顺行传送 (图二 )
。

一例脑干腹侧斜方体给 H R P时受伤
,

同侧蜗腹核和交叉到对

侧的料方休纤维都有标记颗粒 f图三 )
,

也说明同时存在着向细胞体和离细胞体 的 传 送 现

象
。

眶上裂和眶下孔处神经切断涂 H R P时
,

同侧三叉神经节 内可看到标记细胞和纤维
,

但脑

干内有关运动核却难找到标记细胞
。

耳后面神经干断端活 体 涂 H R P 时
,

面神经核标记很好

( 图二 )
,

但死后给 H RP却未看到标记细胞
,

只见到一些面神经膝外段的根纤维中有标记颗

粒
。

后面这两种情况
,

可能是死体H R P传送距离较短没有到达有关运动核之故
。

脑干或脊髓

断面上涂 H R P
,

可看到兰染的网状结构细胞
,

上
、

下行纤维和交叉纤维
,

其上
、

下行距离约

有 2 一 7 毫米不等
。

上领 鼠须皮下活体注射 H RP
,

同侧面神经核和三叉神经节 内都找到标记

细胞
,

但死后给 H R P的却没有找到
。

这可能是路程较远
,

也可能是灌注固定后
,

轴突终末不能

吸入 H R P所致
。

一根脑神经断端给 H R P
,

附近脑神经的断端
一

也可能吸入
,

而在有关部位看到

标记颗粒
,

存在着混染现象
。

第珊脑神经断端或其附近给H R P
,

有时可看到蜗核和前庭核有

标记细胞
,

三叉神经脊束兰染时偶尔也看到脊束核处有几个标记细胞
,

这是否存在着跨神经

元的传送现象
,

还是其它原因混染所致
,

尚待进一步证明
。

同活休给H R P一样
,

死后给 H R P也常在给 H R P处附近的神经组织 内
,

或脑室旁的中央灰

质 内
,

看到兰色 H R P阳性颗粒
。

这种弥散性的阳性颗粒常存在于细胞外间隙
,

也见于弥散 区

域 内的神经细胞胞休和突起之内 ( 图三 )
,

看来神经细胞胞体和突起有可能从附近的细胞外

间隙中直接得到H R P
。

有一例弥散范围较大
,

几达整个切片
,

在邻近给 H R P处兰染较重
,

远

处则较轻微
。

虽然较普遍的兰染
,

但有的神经细胞群和纤维兰染较重
,

有的较轻
,

可以看出不

同细胞群和纤维的走向
。

H e d r o e n 〔 `“ ’ 在大鼠中注射 H R P存活不同时间 ( 2 小时一 8 天 ) 的观

察指出
,

存活时问短
,

弥散范围大
,

存活时间
一

长
,

则弥散区变淡而逐渐缩小
。

他的存活时间

短的情况同我们死体给 H RP的结果相似
。

H e d r “ “ n 还提到
,

H R P的扩散各个方向不 同 ., 可以

为白质片所阻
,

廷也和我们在死体给 H R P所见相同
。

死后给 H R P
,

常
一

可看到部分血管壁上有兰染颗粒
。

有一例灌注后
,

脑干下份未显示任何

血管
,

中脑部份取下在断而 上 给 H R P 后
,

差不多所有血管都兰染
。

在血管多的切片上 ( 图

二 )
,

可以看到有标记颗粒的神经细胞和纤维还是比较局限而有选择性的 (这可能是从神经

纤维断端进入的 )
,

细胞外 间隙
、 _

其它许多神经细胞和纤维并未兰染
。

这说明HRP 并不易从久



管壁跑出
,

活体血脑屏障的竹
一

用似乎还存在
。

在无 血脑屏障的延髓了是后区处
,

则 常 看 到 有

H R P扩 散到附近的神经组织中
,

细胞外间隙和神纤细胞 中可有 H R P阳性颗粒
,

同 B or a d w e n
( 6 ’

的观察相同
。

H R P在死体神经组织中之传播
,

如上所述有许多方面同在活体中传播的隋况相似
,

但也

有其不同之点
。

过去对于H R P的传送现象
,

有许多是从活体的基础上来考虑的
,

现在证明死

体也可传播
,

死后生物机体有着重要的变化
,

看来过去有些看法现在必须重新加 以认识
。

关于 H R P的传送机 制
,

现在尚不完全清楚
,

活体神经细胞经胞饮作用摄入的 H R P
,

存在于

一些细胞器中
( 3 ) ( ” ) 〔 ’ 3 ’ , 行丁能靠神经微管的作用进行主动快速运送

( ` ’ 1 〔 1 ` 、 。

动物死后组 织 经

过固定
,

这种主动运送看来是不存在的
。

联系到活体神经 切断后
,

正常的轴桨流受到破坏
,

H R P仍能被运送到胞休
,

以及 H R P能在神经组织中扩
一

散并易循血竹蓬延的
`

!
’了况

,

可以想像
,

H R P不单靠轴浆流主动运送
,

可能还存在着其它物理的或化学 的传送机制
。

eP
r d r a n ( 1 9 3 7)

描述过染料扩散 入切断的周围神经
,

沿轴索逆行和顺行的现象
C川

。

M a r t in 等
〔 ’。 ’
应用氯化钻

于死体
,

得到循纤维传送的结果
。

F id o n e
等

( ’ “ ’
曾提到在神经纤维中注 射 〔尔 H 〕 脯氨酸 l对

,

有毛细管作用的被动运动
。

看来死体内H R P 的传送
,

可以同这些帽泌己相比
。

H e d r e e n
等

` ’ 3 ,

观察到 H R P 在轴突内的早期大量运动
,

认为不是主动运送现象
,

一

可能是简单的 轴 突 内 扩

散
.

他们所说的早期运动
,

可能就是我们在死体所见到的情况
。

H R P在动物死后神经组织中的传送时间
、

距离和超微结构等尚待进一步观察
,

其传送机

制更需从 多 方 面 深入探讨
。

但从我们这一初步实验的结果看来
,

如能较好地控制混染和扩

散
,

把死体给 H R P的方法应用到神经解剖研究中是有一 定价值的
。

它比较方便
,

不受手术入

路和动物存活的限制
。

它比较 准确
,

可 以直接在神经断端成脑干
、

脊髓的断而上的 一 定部位

进行
,

免去从外部定位的麻烦
。

但它也有缺点
,

即死后 H R P传送的距离较短 白丁以考虑用连

续接力的方法来弥补 )
。

相信在进一步研究的 珑础上
,

是 川
一

以得到较好的应用的
。

刁
、 左士

, r
r

尸

1
.

用大
、

小 白鼠 35 只
,

灌注固定后
,

在脑神经断端或脑干断而上涂 H尺尸 ( 5 19 扭 a M

型
,

30 % )
,

用 M e su la m 法进行成色反应
,

光镜明视野和暗视野下观察H RP在死体神经组织

中的传播现象
。

2
.

动物灌注固定后
,

H R P仍可在神经纤维中传送
,

既 可向细胞体逆行传送
,

也可离细

胞体向末梢传送
,

传送距离一般较短
,

约 2 一 7 毫米
。

胞体内的 H R P标记颗粒较浓密
,

有时

可看到核区
,

有时则完全兰染而看不到颗粒
,

附近突起也可被 标记
。

神经纤维特别比活体标

记明显
。

3
.

同活体一样
,

死后给 H R P 也
一

可向附近 神经 组 织 中扩散和易循 血竹蔓延
。

弥散的

H RP
,

可到细胞外间隙
,

也可进入神经细胞中
。

4
.

根据 H R P可在死体神经纤维中传送
,

以及活体切断周围神经
,

H R P 仍 可 传送等现

象
,

可以想象
,

H RP不单靠轴浆流运送
,

可能还存在着其它物理的或化学的传送机制
。

5
.

H R P在动物死后神经组织中的传送
,

一些问题尚待进一步实践探讨
。

但看来把死体

给 H R P的方法应用到神经解剖研究中是有一定意义的
。

(糜建红同志参加全部技术工作
。

)
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盯

劣

图二
、

刁泊鼠右耳后面神经断喘活体涂 HR护
,

左三又神经根死体涂 HR户在肥l干切面

藻咒雳馨忿
爪三叉神绕脊束和伸向脊末核中的网络

; 红三叉神经中

及其发出的辈良纤维终
,

右侧面神经街 氛右侧面神经 膝及

膝外段纤维
; 肠

.

血管
,

耐
、

帕舞三叉神螂断端死后徐。
,

在脑二面上所看到赫
记 的结梅

1
,

位听神经根 , 2 ,

熏晶腹核匆 乳前庭神经纤维 , 遵
,

三叉神经脊束
; 5

.

面神经根
; 。
净卜展神经核

, 礼 斜方体
,

其上方郁
RP的扩散

,

上橄榄核群一些细胞也

有标记 , 名,

交叉到对侧的斜方体纤维
。

(此例在三叉神经根断端鑫择合药时
,

损份了脑于表面的斜方体纤维少


