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技术与方法
浅尧
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在 面 神 经 干 应 用 辣 根

过 氧化 物 酶 四 种 方 法 的 比较

解剖教研室 张宗铭 许 健 徐敢熊

自 K ri s t e n: :。 n〔 ” 开创应用辣根过氧化物酶 (H R P )于神经系统的研究中并首先应用于

周围神经系统以来
,

H RP在周 围神经的应用
,

大多为将 H R P注射于神经元的终末部位
。

例如

K r i s t e n s s o n
将 H RP 注射于舌肌

; B r o w n s o n 〔 “ ’ 注射于交感神经节
; 李继硕

` “ ’ 注射于膀胧
;

山田 ( 哎’ 、

陶之理 〔” ’ 注射于胃等
。

在周围神经干中直接给以 H RP 的报告并不多见
。

eD iV ot ` e ’ 、

高桥杏三
( 7 ’ 、

山本涕司
` “ ’
将切断的神经断端浸泡于橡皮小袋装的 H R P 水溶

液中 ; L i g ht ` “ ’
将 H RP挤入脊神经前根中 ;许鹿希

` . ’
将 H R P注射于舌下神经干 中 ; H ut so (n 川

、

江烟宪明
( ’ “ ’
将 H R P 的干粉直接涂于神经断端

,

都得到了阳性结果
。

但究竟那一种方法效果

最好
,

缺少比较资料
。

我们在面神经核的研究 中
,

对在面神经干应用 H尺娜内几种方法
,

进行

了比较
。

材 料 和 方 法

用成年大白鼠 18 只
、

成年小白鼠 4 只
,

其中有 6 只大白鼠两侧都做
,

共计 28 例
。

动物用

戊巴比妥钠腹腔麻醉
,

在耳后处切开皮肤
,

找 出面神经主干和耳后支
。

分成四组
,

用不同

的方法给 H RP
。

第一组 10 例
。

将面神经主干和耳后支在距茎乳孔 1 厘米处剪断
,

装入 自制的

乳胶小管中
,

注入 30 % H R P (S i g m a 班型 ) 10 微升
,

再将末端扎紧
。

第二组 5 例
。

将剪断的

面神经主干和耳后支的断端用线扎牢
,

装入 自制的乳胶小管
,

将线固定在小管壁上
,

防止神

经滑出
,

管内也注入 30 % H R P ( S i g m a 班型 ) 10 微升
一

,

末端扎紧
,

并将神经用细血管钳夹三

次
。

第三组作 3 例
。

将解剖出的面神经干
,

保留于原位
,

用 1 20 微米微玻管或 4 号皮试针头

注入 3 0% H R P ( S i g m a 矶型 ) 7 微升
,

注射后用细血管钳夹三次
。

第四组 10 例 (其中有小白

鼠 4 例 )
。

用 1 毫克 H R P ( S馆m a 矶型 ) 的干粉或配成糊状
,

直接涂在面神经主干和耳后支

的近侧断端
,

.

每隔 10 分钟涂一次
,

共涂三次
。

操作中随时用棉球吸去手术区的组织液
,

并使

神经断端离开周围组织
,

以免组织液将 H RP 稀释
。

以上各例均存活 2天
。

在麻醉下大 白鼠经升主动脉插管
、

小白鼠经左心室插管
,

用 o
.

I M

磷酸盐缓冲液 ( p H 7
.

4室温 ) 冲洗 , 再用 0一 4 ℃的 3 %多聚甲醛和 1
.

25 %戊二醛的 0
.

I M

磷酸盐缓冲液灌流固定
。

立即取 出脑干和面神经再放入上述固定液中 5一 6小时
,

入 5 %蔗糖

磷酸盐缓冲液中
,

在冰箱中留置 1一 2天
。

作冰冻连续切片
,

厚 40 微米
。

用 M se lu a !n ( 7 6 )
` ’ “ ’

联苯胺蓝色反应成色
。

每隔一片取一片
,

铺成两套连续切片
,

其中一套用中性红复染
。

在光

镜下用明
、

暗视野进行观察
。
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结 果

四组材料中
,

面神经核的细胞被标上者
,

第一组有 4 例
,

占 40 % ; 第二组有 2 例
,

也占

4 0% ; 第三组有 2 例
,

占“ % ; 第四组有 8 例
,

占80 %
。

标记到的细胞有浅标记细胞
,

细胞

体和突起内标记颗粒清楚
,

核区清晰明亮
。

在明视野显微镜下见标记颗粒大小不等
,

呈蓝

色 ;
在暗视野显微镜下为一个个发光的亮点

。

标记细胞中也有中度标记细胞
,

在明视野镜下

见颗粒粗大
,

显色较深
、

较重
,

且有部分颗粒重叠融合在一起
,

核区依稀可见
;
在暗视野镜

下颗粒不易分辨
。

另一类标记细胞为深度标记细胞
,

在明视野镜下见标记细胞呈深蓝色
,

颗

粒重叠融合在一起
,

充满整个胞体和突起
,

核区全被遮盖
。

在暗视野镜下
,

标记颗粒不能分

辨
,

每一标记细胞
,

就是一个亮区
。

在四组材料中
,

以 第四组标记效果最好
,

在面神经核中部 切片
,

一少宁约有标记细 )j包7 0一

8 。个
,

最多者一 片高达 1 3 2 个
。

且有半数为深度标记细胞 ( 图 1
、

图 2 )
,

也有中度和浅标记

细胞
。

其中有 3 例 肉眼即可清楚地看到面神经核被标记的 区域
,

呈深蓝色
。

有 2 例小白鼠材

料
,

面神经髓内段被标记
,

其中 1例髓内段全长都被标记
。

在明视野镜下见大部分纤维都有

H R尸颗粒
,

呈念珠状 ( 图 3 )
,

在暗视野镜下为一条条断续的亮线
。

第三组标记的也不错
, 2 例阳性材料中

, 1 例标记的很好
,

肉眼即可看到面神经核被标

记的区域
,

呈深蓝色
。

标记细胞计数
,

一片最多者也有 1 30 余个
,

和断端涂 H RP 者一样
,

也

是以深度标记细胞为主 ( 图 4 )
。

但在片 中未见 到标记的面神经髓内段纤维
。

1例 标 记 稍

差
,

一片约有标记细胞 30 余个
,

且 以中度和浅标记细胞为主
。

四组材料 中标 记较差的是第一组 (图 5 ) 和第二组 (图 6 )
,

这 二 组 标 记的情况差不

多
。

在面神经核中部切片
,
一片有标记细胞 30 个左右

,

最多者一片有 80 余个
。

标 记细胞半数

为浅标记细 )ulJ
,

也有 中度标记和深度标记细胞
。

讨 论

四组材料中出现的标记细胞有浅标记细胞
、

中度标记细胞和深度标记细胞
。

和 K o e f o r 〔川

描述的颗粒型 H R P神经元
、

颗粒弥散型 H RP 神经元和弥散型 H R P神经元形态一致
。

K e e f e :

还用其他牌号的 H R P做出像高尔垫法所显示的神经元那样的实体型 H R P神经元
,

在我们的材

料中没有看 到
。

在面神经断端直接涂 H RP 的材料中
,

有 2例 小白鼠材料还标出了面神经髓内段纤维
。

H e
dr

e o n及M喝 ar ht “ 5 ’
认为 H RP可进入往射区附近的正常或过路纤维

,

但大部分在 2 4小时内

消退
。

H e d r e o n还注意到有一部分着色很深的纤维保留了下来
,

并在同一 区域用 F i n k
一

H o i m o r

方法染出了溃变纤维
,

他认为着色很深的纤维可能是受伤的纤维
。

我们所标记的纤维
一

可能也

属于这种情况
。

我们 “ 6’ 曾将 H R P 涂在死后动物的神经断端也标记出了 冲经纤维和神经细胞

体
,

并且着色很深
。

为什么受伤纤维和死后纤维能被H R P标记
,

是否是因为受伤和死后的纤

维
,

对异体蛋白排除机能受到影响或消失的缘故
。

在四组材料中
,

以第四组神经断端直接涂 H RP的方法最为简单
,

阳性率高
,

标记细胞也

多
,

每 1例动物仅用 H R P I 毫克
,

较其他三种方法所使用的 H R P都少
,

而且大支
、

小支都易



涂上
,

效果
一

可靠
。

在神经干注射 H R P
,

虽然标 记的细胞也多
,

但小支不 易成功
,

不若神经断

端涂 H RP 手续简单
,

效果 可靠
。

第一组神经断端浸泡 H R P 和 第二组 损伤神经浸 泡 H R P
,

效果较上述二种要差
,

而且操作不 易掌握
,

乳胶管 口大时容易漏 H R P
,

口 小 时压迫神经
;

第一组材料
,

神经易从管中滑出
; 第二组材料 由于神经外膜损伤 较 少 或 没 有 损伤

,

标记

可能受到影响
。

S h “ ht ar e e ar r
aP p a(

` 7 ’
认为周围神经系统有它 自己的

“
屏障

” ,

此 屏障由一

层多形鳞状上皮层组成
,

包 绕神经干并延至末梢
。

这种方法神经外膜 仍存在
,

可能会阻挡

H R P进入
。

K r i s h n an 和 iS n黔 r ( ’ 8 ’
认为在周 围神经

,

经过较长 l付问浸泡
,

HR P可 以进 入神经

纤维
,

在 R an vi o r 氏结处更易进入
。

但我们浸泡的面神经蒂仅有 l 厘米 民
,

叮能不会起 很大

作用
。

在手术区溢出的 H R P会不会混染其他结构
,

而 出现不应有的标记神经 元
。

iL g ht ` ” ’

将 H R P

挤入神经干后
,

要吸去周围多余的 HR P
,

并用盐水将神经洗净
,

以防止混染其他结构
。

我们

在死后动物神经的标记中曾见到混染附近脑组织和损伤的神经
。

这四组材料中也 有 溢 出 的

HR P
,

考虑到附近没有其他神经
,

由肌肉和血管中进入的可能性也很小
。

在操作中没有用盐

水冲洗手术区
。

在观察切片中
,

曾仔细检查过其他一些核群
,

都未发现有标记细胞
。

在周围神经干的断端直接给 H R P
,

标记的细胞多
,

此法也可应用 于 中 枢 神 经 系 统
。

G r i ff i n C` “ ’

曾将带H R P的缓释胶放在脊髓传导束的切断 处
,

得 到满意结果
。

在神经元的末梢

部位注射 H R P
,

标记细胞较少
,

许鹿希
` ’ 。 ’

将 H R P 注射于舌下神经干的材料和注射于舌肌的

材料迸行对比
,

认为注射 于神经干者较注射 丁舌肌者易于成功
,

且标记的细胞也多
。

我们曾

将 H R P注射于上领鼠须处的皮下组织中
,

仅在面神经核和三叉神经节处见得少量标记细胞
。

看来在周围神经干使用 H R P具有效果好
,

用量省的优点
。

在周围神经的研究中
,

如能解剖出

神经干或分支
,

而将其切断涂 HR P
,

效果当较注射于肌 肉或器官者为好
.

而且操作简单
,

使

用 H R P的 曦
`

也少
。

刁
“ 圣古

门 产尸

在面神经干应用 H R P的研究中
,

将 28 例动物分成 4 组
,

在 同样的实验 条件下
,

使用 4 种

不同的应用 H RP 的方法
,

希望找 出最佳的效果和最简便的方法
。

第一组材料是将面神经剪断浸泡在 H RP水溶液 中; 第二组材料是将 1111 神经用 血 管 钳 夹

伤
,

浸泡于 H RP水溶液中
;
第三组材料是将 H R P水溶液注射于而神经干中

; 第四组材料是将

H RP的干粉或浓济液直接涂在面神经干的断端
。

四组材料 中
,

以第四组效果最好
,

成功率高
,

大
、

小支神经均可使用
,

而且操作简单
,

HRP的用量也省
。

(糜建红同志参加全部技术工作 )
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