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兔脑nNos阳性神经元的形态、结构和分布研究

中文摘要

一氧化氮(Nitric oxide，NO)作为一种新型的神经递质和信使分子，在

中枢神经系统中广泛分布，而且具有非常重要的作用，故而受到越来越多的重

视。NO是由一氧化氮合酶(Njtric oxide symhase，NOS)催化L一精氨酸产生的。

在神经系统，NOS共有3种亚型：即神经型NOS(nNOS)、内皮型NOs(eNOS)

和诱导型NOS(iNOS)，其中神经型NOS主要存在于大多数神经元中。本课题

采用sABc免疫组织化学方法，首次对各年龄段(从出生到老年)家兔整个脑内

nNOS阳性神经元的形态、结构和分布进行系统研究，为全面揭示兔脑r1NOS阳

性神经元的生长发育规律，探讨NO在中枢神经系统中的作用和作用机制，为神

经系统疾病的研究，尤其是神经病理生理学研究提供形态学依据。

试验一利用SABC免疫组织化学方法，对家兔大脑皮质各叶中的神经型1。

氧化氮合酶(nNOs)阳性神经元的形态、结构、分布及其发育变化进行了系统

研究，结果表明：大脑皮质有nNOs免疫阳性神经元和神经纤维出现。nNOS阳

性神经元呈棕黄色，细胞核染色浅淡。神经元的形态多样化，胞体呈梭形、i

角形、圆形、椭圆形、梨形等多种形状；突起长短、数量不等，nNOs免疫阳性

神经纤维呈棕色串珠状且交错分布。随着年龄增长，大脑皮质nNOs阳性神经元

的密度、突起数、最长突起长度逐渐减小，而胞体截面积却逐渐增加，这些指

标到了老年变化极显著(P<o．01)，表明nNOS和NO与神经元的发育和衰老有关。

试验二利用免疫组织化学方法，对家兔小脑皮质nNOs阳性神经元的形态

分布及其发育变化进行了研究，结果表明：小脑皮质中也有较丰富的nNOS免疫

阳性神经元和神经纤维出现。在浦肯野氏细胞层，阳性神经元排列规整，大多

呈单层分布，并有突起伸向分子层。nNOs免疫阳性神经元呈棕黄色，细胞核染

色浅淡。阳性神经元的形态多样，胞体呈梭形、三角形、圆形、不规则形等多

种形状。

试验三对家兔下丘脑(Hypothalamus)各神经核团中nNOS阳性神经元的形

态分布及发育变化进行了研究，结果显示：家兔下丘脑中分布有广泛的nN0s

阳性神经元，阳性产物呈棕黄色，均匀分布于阳性神经元的胞质内，细胞核基

本不着色。阳性神经元有大、小两种，突起较细，数量少。下丘脑室旁核(PvN)、
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视上核(SON)内nNOS阳性神经元主要为大型细胞，属于下丘脑大细胞神经分泌

系统，参与心血管活动和血压的调节，另外有些核团如弓状核内的nNoS阳性神

经元，主要为小型细胞，属于下丘脑小细胞神经分泌系统，表明nNOs和NO在

下丘脑神经内分泌调节系统中起重要作用。

试验四对nN0s阳性神经元在家兔脑神经核的形态和分布进行了研究， 结

果表明：①在大脑的基底核(尾状核、豆状核和屏状核)内有nN0s免疫阳性神

经元分布，这些神经元排列密集，主要为小型细胞，呈棕黄色，细胞核淡染；

神经元胞体呈圆形、椭圆形、杆状、梭形、梨形等，突起较短，有2～3个。②

在脑干的多个神经核团中也有较多的nNOS阳性神经元分布，这些神经元呈棕黄

色，细胞核淡染；胞体形态多种多样，突起数目不等，长短也有较大差异；胞

体大小在各神经核差异明显，有的神经核神经元较大，为大锥体细胞，如脑桥

的三叉神经中脑核、三叉神经脑桥核和三叉神经运动核，有的神经核却为小神

经元，如脑桥的前橄榄核、面神经核和脑桥泌涎核，有的为中等神经元，如脑

桥核和蓝斑。

关键词：兔脑，一氧化氮合酶，阳性神经元，神经核，发育变化

ABSTRACT

Nitric oxide，a new咖e gas molecules，is a info珊ation昀nsIllission substaIlce，

which is a common，而dely dis伍buted iIl cen删nervous system，aIld plays a very

important∞le．Therefore，it was being payed more aIld more anemion．Nitric oxide

ca：七alyzes tlle pmduction of

a哂Iline lmdcr the action of nimc oxide symhase，a11d tlle Ili研c oxide synthaSe

has岫e sub哆pes：types of㈣n、types of ab“ction、t)rpe of endotlleliuIn，a11d

types of neuron has been found fo岫d chjeny inⅡle neumn．11lis experiment Ilas

Studied， systematacially，Ⅱle dis缸bution and emb驴nic change of positive

neurol卜-neuronal nitric oxide synthase in cerebml conex of rabbits and me

orientation、 confo加ation锄d distribution aIId embryonic ch锄ge of positive

neuron-neuronal 11itric oxide symhaSe in cerebml cortex of nuclei nervomm

cranialium of阳bbits bv SABC immunohistoch锄ical memod．

This snldy has revcaled，corllpletely'the rcgular of embryonic chaIlge of

positiVe neuron-ncllronal，and probed洒to the fIlllction ofN0 aIld tlle mechanism of

．7．
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NO in the centml nenrous systcm，～ltllis rcsearch work will pmVidc the gist of me

study of nervous system disease，especially the study of the physiology of nerVous

pathology

The丘rst experiment has studied，d就ailedly，the morphosis、di矧bution a11d

embryonic ch锄ge ofthe positive neuron—neumnal nitric oxide syI】mase in cerebral

cortex of rabb“，the result showed tllat immune-positiVe neumn of nNOS aIld

neuron twig have been fo岫d in cerebral cortex of rabbits． The color of

immune．positive neumn of I】NOS is brown and the c010r of肌cle01us is Weal(，a11d

the confbnTlation is variegated．The soma shows di虢rent fi目腓such as spindle、

trian91e、ronmdity、oval and pear sh印e．111e len昏h锄d n啪ber of印ophysis is

di岱：rent，funhemore，neurofibril ofimmune—positive neuron ofnNOS showsbrown

pinch-and—swell fornl aIld distributcs interlacedly．we can dmw the following

conclusion：with me growm of the rabbit，me densi母、sectional area of soma、

number of prominency、the length of longest pmminency et al，show me trend of

increasing by degrees，But也ere were some obviously change when r矗bbits are old．

This shows that the nNOS associated训也廿1e caduc畸ofneuron．

The second exp耐ment has studied thc confo彻ation、 distribution a11d

embryonic change ofpositive neuron ofnNOS in cerebellar conex．

The result s}10w that positive neuron of nNOS and neuron fiber widely

distribme in cerebcllar cortex．In Purkflies layer，stallds be帆een molecular layer and

酽allul越positiVe cell a11彻ged regularl y，a11d takes on single storey in most position，

some pmminency stand out surf犯e layeL The c010ur of posmVc neIlron is brown

yellow， Nulceolus does not stain，or the color is weak．The confbmation of

positiVe neumn is Variegated．The soma shows difrerem figure such as spindle、

triangle、rotundi吼and i仃egular sh印e and size．

111e third experiment has studied the confonnation、dimibution and embr)『onic

change of positiVe neuron in each group of specialized nerve cells．The I℃sult

showed that positiVe neuron of nNOS州dely distribute in hypotllal锄us of rabb畸

positiVe f“ts，Whose colour is bfown yeUow’distributes homogeneously in

c”oplast around the nucleus ofaneuron

of positive neuron of nNoS．Nulceolus does not stain，Size of positive neuron is

．{．
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abhoH即t，pr0】嘶nency of positive neumn is minHer，锄d the n啪ber of positiVe

neuron is a lmle while．

nlere are some di旋rence in confornlation，size，dens时of dis痢b砸on，

scctional area alld prominency of positiVe neuron in each each gmup of specialized

nerve cells．In some gmup of specialized nerve cells，11：NOS coexistes谢tll other

nellrotransmitter，mis血dicates mat dNOS play a Very imponallt mle in nervous

system deVelopment aIld rcgulation a11d comml of nervous system of rabbit．The

positiVe neuron ofIlNOS inⅡle PVN、SON，is mainly ma)【icell，those belong to the

ma)【icell secrete system of the Hypomal锄11S，it panicipated in廿1e regnlar 0f the

cardioVaScular action and blood pressure，fhr七hemore，in some孕Dup of specialized

nerve cells，such as positive neuron ofnNOS，is mainly minicell，belong to minicell

ecrete system oftlle Hypotllal锄us，aIld tlle conclusion is tllat nN0s and N0 play aIl

imponallt role in tlle regular ofendocrine system．

The founll experimem has donc me smdy on the shape a玎d amngement of

nNOS positive neuron of瑚【bbit’s nuclei of crallial nerves．The result revealed that

there are congestion 11：NOS posmvc neumn in basal nucleus(calldate nucleus，

lentifo眦nucleus，claus咖)，、Ⅳhich are mainJy small taIl ceU vvi山1i曲e dye

neuclus，’llave Variolls shape，such as roundncss／0val／bacilliforrroshume／patrol，and

haVe 20r 3 piece ofshon tubeL

nlere are also many IlNOS positive neuron in somc Nuclei of Cran瑚NeⅣes

of Braill stenl，which are taIl，aIld have lighc dye neucllls，various sh印e，variouS

nuInbers nlber，a11d V嘶oIlS length．The size of州Os positive neuron in v撕ous

Nuclei of Cmnial Nerves is not the same，some are big pyramidal cell，such as

Midbrain Nuclei of碱geminal Nerve，pontine nucleus of trigem访al aIld Motor

nucleus of仃igeminaI；some are small nerve cell，such as sup耐or olivary nucleus

nucleus of f砬ial nervc and salivatory彻cleus of Pontine nucleus：some are medial

nerVe cen，Such as Pontine nuckus and Loclls cemleus．

Keywords：rabbit’ s brain；nitric oxide symhase， positive neuron；nucleus；

embryonic chaIlge

．4．
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引 言

一氧化氮(Nitric oxide，NO)是一种无色有毒气体，约在1620年，比利时

科学家J．B．van海尔蒙特首次制出NO。1772年，英国化学家J．普利斯特利对

其进行了研究，并称之为“亚硝气”。

NO自最先制取至今已有300余年。其问，尽管人们对其特性作过大量研究，

但真正引起各国科学家高度重视并争相研究，却是近20余年的事。Furchon等

(1980)发现血管内皮细胞可产生并释放一种舒血管活性物质——内皮细胞衍

化松弛因子(EDRF)，1987年PaLnlo证明EDRF就是NO，1991年NO合酶((nitric oxide

s”山ase．N0s)克隆成功，1992年NO被世界最具权威性的<<科学>>杂志遴选为

当年的“明星分子”(徐科，2000)，至此，NO的研究从分子水平进入了一个全

新的研究高度。

NO是一种新的细胞信使分子和效应分子，其结构简单，具有易扩散、反应

性强、性质活泼而很不稳定，生物半衰期很短(约2～3s)等特性，广泛存在于

生物体内各组织器官，由血管内皮细胞产生并释放，参与机体内多种生理及病

理过程，它在神经系统、免疫系统、循环系统、消化系统、呼吸系统、泌尿生

殖系统等有着重要的调节作用。

NO一度被认为是污染空气的一种外源性毒物。自从Moncada发现N0能在

机体内合成，是内皮细胞的松弛因子以来，科学家们对其进行了深人而广泛的

研究。1977法里德-穆拉德(Fred Murad)开始研究硝化甘油释放氧化氮的机理；

1980年纽约罗伯特·菲希戈特(Robert Furehgott)研究表明，血管本身的扩张

作用是因为血管内皮细胞能产生一种信使分子；1986年美国洛杉矾的路易

斯·伊格纳罗(Louis 19narro)在自己的独立研究以及与菲希戈特的合作研究中

均证明了扩张血管的效应分子就是N0，首次发现气体分子可在生物体内发挥信

号传递作用。两位学者的研究结果为在医学上研究NO开辟了一个全新的领域，

并导致一系列新药研究的成功。上述3位美国药理学家共同阐明了硝酸甘油和

其他血管扩张药是通过在体内释放NO气体而发挥作用的。由于NO的杰出作用，

1952年世界著名杂志“Science”将一氧化氮命名为明星分子，而发现NO气体

在心血管系统中重要作用的3位药理学家分别获得了1998年度诺贝尔医学奖。

NO在体内是一种含自由基的气体，易扩散，不稳定，它在多个系统的生理

与病理过程中所起的重要作用不断被阐明，使N0的研究渗入到众多学科，尤其
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成为全球医学界、生物学界以及化学界的一个热点课题。

NOs是N0生成过程中必需的酶，催化L一精氨酸(L_arginine．L-A唱)合成内

源性的NO。N0s是NO生成的最主要限速分子。因此常采用测定NOS的活性

来反映其组织细胞N0的含量；且通过对N0s的分却的研究可反映出No的合

成部位(韩济生，1999)，以便研究其在不同部位的作用，所以关于NOS的研究

极为重要。

1 NO的生物合成及生物学特性

在哺乳动物体内NO是由N0s催化底物L一精氨酸(L—Arg)经还原型尼克酰胺

腺苷二核苷酸磷酸(NADPH)还原而产生的。NO极不稳定，在有氧和水的环境中

仅能存在6～10s。NO与受体结合后，作用于血管平滑肌细胞可溶性乌苷酸环化

酶，生成第二信使分子(cGMP)，导致细胞内钙离子浓度下降，从而使血管平滑

肌松驰，血管扩张，血压下降(高博，1999)。

NO易溶于水及脂肪，因此易在细胞内外自由弥散。NO高度活跃，容易失活，

而在超氧化物及酸性条件下较稳定，与血红蛋白和可溶性乌苷酸环化酶的亚铁

血红素分子有高度的亲和力。NO与氧生成NO。，迅速转化为NO。而丧失生物活性。

刺激N0释放的生理调节机制目前仍不清楚。

NO与经典的神经递质不同，它是一种气体型神经递质，分子量较小的无机

物，它在合成、贮存、释放、作用方式及灭活等方面都与传统的神经递质有其

不同的特点。

1．1 N0的合成分布特点

NO的生物合成是酶促反应。Knowles等(1989)从鼠的前脑中分离出一种酶，

它能催化精氨酸(L—Arg)产生NO；Bredt和snyder对脑片中NOS的活化和抑制的

研究进一步证实了Grathwaite的发现。有机体细胞是以L—Arg作为合成NO的前

体物质。当神经元兴奋时；大量的钙离子内流，胞内的钙离子浓度升高，激活

细胞内NOS，催化L～Arg末端的胍基中的一个N原子氧化形成N0。目前已经纯化。

克隆的NOS有三种类型：神经型NOS(nNOs)，1990年被纯化，从大鼠到人类，

nNOs主要存在于大脑皮层、海马、纹状体、下丘脑、中脑和小脑等处；内皮型

NOs(eNOs)，1991年被纯化，主要存在于脑血管内皮细胞和海马的锥体细胞；诱
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导型N0s(iNOs)，1991年被纯化，主要分布于巨噬细胞，小胶质细胞，星型胶质

细胞，血管内皮细胞和血管平滑肌细胞等。由iNOS合成的N0与免疫功能有关，

已证实N0所参与的免疫活动为对侵入的微生物和肿瘤细胞起细胞病毒作用(黄

迪南，1996)。根据NoS表达形式和基本调控条件，把在生理状态下就能表达，而

且其活性还受钙离子调控的nNOS和eNOS合称为结构型NOS或原生型N0s(cNOS)。

cNOS特点：(1)对钙／钙调素有依赖性；(2)作用迅速而短暂；(3)分布有交叉：

(4)参与生理功能的调节(亦称为生理性NOS)。iNOS特点：(1)对钙／钙调素无依

赖性；(2)作用缓慢而持久；(3)受内毒素、缺血、缺氧和某些细胞因子如肿瘤

坏死因子(TNF)细胞因子介导；(4)参与某些病理过程如脑缺血性损伤等(病理性

NOS)。

1．2 NO的气体分子特性

NO是具有高度反应性的活泼的气体分子，合成后并不贮存于特殊的囊泡中，

也不以胞吐的方式进行量子释放，而是以非量子的形式在合成的部位向四周弥

散，调节附近所有细胞的功能，涉及O．3mm直径范围内的神经细胞、胶质细胞和

血管壁的细胞，而且并不局限于突触结构(Ackemall AE，19971。这种气体型的

神经递质在神经网络中的容积传导和空间信号传递再造了生物信号转导原理的

全新概念，使不同系统问发生联系，解释了轴突发放传遍局部神经组织区域、

控制突触效率在时间上的相关，是对经典的点一点传导的补充；NO生物学作用

的发挥，不是通过与特殊性受体的结合，而是通过与一些酶或蛋白质作用而产

生不同的生化反应，N0作用的终止没有特殊的失活机制，也不通过重摄取或酶

解，而是靠在生物体内其短暂的半衰期而自然失活。NO这种气体分子作为信使

物质的发现及其特殊的作用方式，扩大了人们对传统的化学递质概念的认识。

nNOS神经元能选择性地不受脑疾病的影响而保存下来的观点一直引起人们

广泛的关注。如在老年痴呆病(AD)病人海马结构中的神经元数量明显减少，但

nNOs神经元数量保持不变，它们不产生神经纤维缠结，也不参与斑块的形成

(Hyman，1992)。在舞蹈症(HD)病人纹状体，NADPH—d神经元能不受病理性伤害

(Ferrante等，1985)。脑桥被盖NADPH—d几乎共存于所有胆碱能神经元中，精

神分裂症病人此脑区内这些神经元数量增加(Karson等，1991)。在低氧和局部

缺血状态下，NADPH—d神经元具有较高的耐受性(Frriero等，1988)。

NOS神经元还能抵御神经毒素的毒害作用(vincent，1994)。在纹状体内，
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DADPH—d神经元能选择地抵御NMDA激动剂以及某些毒素的神经毒害作用，人

们据此提出nNOs神经元具有自身保护机制，并认为这种保护机制是通过抑制

ca”内流，阻断了谷氨酸的神经传导，从而产生神经保护作用(Liptonsa等，

1994)。但研究也表明NO在脑疾病和神经毒素的毒害过程中，对脑组织会有不

同程度的损害作用。

2一氧化氮的生理作用

2．1一氧化氮对神经系统的作用

N0是一种特殊的扩散性神经传递介质(snyder s H，1992)。它通过强化或

减弱突触连接而成为与学习相关的突触调节和神经发育中的突触形成这两个过

程的共同分子机制。它还对自主神经和神经内分泌过程起重要的调节作用。另

外NO还是一种重要的抑制性神经的传递和调节介质之一(Bolanos JP'1999)，在很

多疾病的发病过程中起重要的作用，例如，过量生成的N0可能导致癫痫的发作

和对脑组织的损害。预计可调节NO生成的药物将会在一些I临床疾病的治疗中发

挥重要的作用。

2．1．1 N0在脑内的作用

脑组织不同部位分布着NOS，尤其是小脑，海马和嗅球含量很高(Bredt

Ds，1991)。在正常情况下，中枢及周围神经系统内的N0是一种能调节细胞功能

的信息分子，①中枢神经介质作用：参与汜忆形成，神经活动和脑血流协调，

血脑屏障和睡眠与觉醒的调节等；②外周神经介质作用：外周分布的非肾上腺

素能非胆碱能神经(NANC)的末梢能释放NO，有可能是此类神经的递质，这类神

经(亦称氮能神经)的主要功能是调节神经性舒血管作用、胃肠、呼吸和生殖的

某些功能(主要是nN0s活化的结果)。在某些病理条件下，NO是参与疾病过程

的重要物质如帕金森病、缺血损伤等。

2．1．2 NO的信使传递效应

Murad认为NO在神经信号传递中发挥着重要的生理作用。KO能起到细胞内信

使、神经递质的作用。作为神经递质，NO从前神经末梢释放后通过突出问隙弥

散到突触后神经元，影响突触后神经元的生理活动；作为细胞内信使，由于NO

分子的顺磁性使它对血红素中的Fe2+有很高的亲合力，能与含有血红素的蛋白

质相结合，胞浆内可溶性鸟腺苷酸环化酶(sGC)是一种血红素蛋白(B，。dt
．O一
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Ds，1990)，N0与它的活性基因Fe2+结合，迅速而强烈地增强sGC的催化活性，

使cGMP的生成速度加快200倍。cGMP再激活。GMP依赖性蛋白激酶，促使蛋白磷

酸化，操纵离子通道，促使c矿跨膜流动；活化ADP核糖环化酶，促使钙库释放

Ca，调节磷酸二酯酶，水解环核苷酸(cAMP)，发挥生理效应。

2．1．3 NO具有逆向信使作用

它可以从突触后神经元弥散到突触前神经末梢，影响突触的可塑性，从而

影响突触的发育和分化。这方面研究较多的是NO对海马的学习和记忆性过程中

长时程增强(LTP)和小脑的长时程抑制(LTD)的影响(柯开富，2000)。在海马CAl

锥体细胞NMDA受体受到突触前神经末梢释放的递质谷氨酸(Glu)激活，使Ca“通

道开放，Ca2+内流，激活钙调蛋白，活化NoS，生成的N0作为逆行信使向四周扩

散，透人到突触前末梢内，活化sGC，产生大量的cGMP，cGMP又刺激突触前区释

放更多的谷氨酸，形成一个J下反馈性的循环。这就是学习和记忆过程中的LTP

机理(carthwaite J，1991)。Arancio等发现突触后注入N0释放剂能促进LTP形成，注

入NO吸收剂能阻断N0的这种作用。小脑的LTD主要是有小脑颗粒细胞和蓝状细胞

激活时使NOS产生NO，弥散到蒲肯野细胞，激活其中的sGC，使cGMP增加，进而

活化cGMP依赖的蛋白激酶，使^lAPA受体磷酸化，受体构型发生改变，最终导致

受体敏感性下降，形成LTD。Shibuki等(2001)报道，刺激小脑爬行纤维能使NO

大量释放，而能分解出N0的硝普钠，可代替对爬行纤维的刺激而诱发LTD，血红

蛋白和NOS抑制剂(N一甲基转氨酸)能阻断LTD。

2．1．4 N0对脑血流的调节

NO可调节脑血管张力与通透性。脑血管也像外周血管一样，其内皮细胞含

有eNOS。在生理状态下脑血管内皮细胞持续释放NO，使脑血管平滑肌维持着一

定的舒张状态。多种激动剂和血流剪切力都能刺激脑血内皮细胞释放N0。NO弥

散到平滑肌细胞或血小板内，通过激活sGc，提高脑血管平滑肌cGMP浓度，从而

松驰平滑肌，扩张血管和抑制血小板凝聚，阻止白细胞粘附到内皮细胞上。局

部应用NOs抑制剂，可抑制NO的生成，导致基底动脉的收缩。这种收缩效应能被

NO的前体物质逆转。因而认为平滑肌产生的NO是维持血管基本张力的重要生理

调节剂，也可能是脑血管自身调节的机制之一(DawsonTM，1991)。脑动脉也受

NANc神经的支配，NO在NANc神经传递中也起着重要作用。实验证明跨壁刺激可
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引起脑动咏舒张，使脑血流增加。这一效应不能被5f【胆碱能受体拮抗剂或肾上腺

素能受体拮抗剂阻断，但可被NOs抑制剂对抗。而L一精氨酸又能逆转NOs抑制剂

的作用。因此，脑血流的调节，既可通过脑血管内皮细胞释放NO，可通过NANC

神经末梢释放NO，或两者共同参与。故此NO的生理释放，对保持脑血管的通透

性，协调脑血流，维持脑的生理机能具有重要的意义。

2．1．5 N0对血脑屏障的调节

在生理状态下，神经元兴奋释放的NO，具有调节血脑屏障的通透性，维持

血脑屏障的代谢活动。Janigro等(1999)应用膜片钳技术表明，NO直接或间接

通过sGc影响血脑屏障内皮细胞Na+，K+形成的高极化激活电流从而调节离子、营

养物质和其他分子的跨血脑屏障转运。Utepbergenov(2001)应用血脑屏障的

细胞培养模型，将159哪01／L的sNAP(NO的供体剂)加入其中，使血脑屏障通透

性增加，当SNAP的剂量为30mol／L时对血脑屏障有保护作用，可见NO对血脑屏

障的影响与其浓度有关。目前研究发现，脑毛细血管对N0供体剂的反应主要是

cGMP生成的增加，由此推测NO主要作用于sGC通过cG~IP而发挥作用

2．1．6 N0对睡眠一觉醒的调节

脑内有很多与睡眠有关的中枢结构分布有NOS，如下丘脑、嗅结节、中脑、

脑桥被盖区等。NO对机体睡眠一觉醒的具体的影响作用尚不十分肯定。Dz01jie

和Devries(1998)腹腔注射NOS抑制剂L—NMMA对大鼠的觉醒有抑制作用，从而

提出中枢神经系统中NO对机体的觉醒有直接兴奋作用。而Levente(2002)却认

为NO可维持大鼠『F确的睡眠一觉醒活动，主要表现在睡眠方面。两者结果相矛

盾。张文慧用NOs抑制剂L—NAME和NO前体L—Arg对大鼠侧脑室微量注射并记录

大鼠睡眠一觉醒周期，结果显示：大剂量L—NAME(L一硝基一精氨酸酯lmg)可抑

制大鼠的慢波睡眠，使觉醒增加。这一‘作用可被NO前体L—Arg所阻断。并认为

与Dz01jie等(2000)实验结果的差异可能是注射L～Arg的浓度不同有关。提示

N0参与了正常睡眠一觉醒活动的调节。有人认为N0对睡眠一觉醒的调节可能是

通过脑内温度的改变而影响机体的睡眠一觉醒周期(张文慧，2000)。有文献报道

N0刺激前脑基底部释放ACh，而前脑基底部、中脑以及脑桥内的胆碱能系统与慢

波睡眠及异相睡眠有关。NO可影响纹体状内源性多巴胺的释放，多巴胺也是影

响机体睡眠一觉醒周期的一个重要因素。

所以NO在脑的发育和功能中作为广泛的多用途的信使而发挥重要的作用。

一11．
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2．2一氧化氮对心血管系统的作用

在心血管系统中，NO来源于血管内皮细胞和平滑肌细胞，也来源于非肾上

腺能非胆碱能(NANC)神经术梢。现已证明内源性N0、NOS及其抑制剂为一种

调节血压的独立体系(Fazeli MS，1992)。N0在维持血管张力素恒定，血压的稳定

及心肌收缩期的调节等方面起着重要作用。在心血管系统中N0是具有多种作用

的重要细胞信使。NO是一种很强的血管平滑肌松弛剂，对冠状动脉有极其重要

的血管扩张乃至收缩抑制作用。没有外部刺激，内皮细胞不断地释放出少量的

NO，维持平滑肌适当舒张。内皮细胞障碍时，N0的生成和释放减少，冠状动脉

收缩增强，甚至痉挛，N0可能是生理的冠状动脉痉挛阻滞物质。

许多内源性血管活性物质，如缓激肽、组胺、凝血酶、P物质和5一羟色胺

等所致内皮依赖性血管舒张，均系NO所介导。

由血管内皮细胞和中性粒细胞释放的NO能抑制剂血小板凝集，使聚集的血

小板解聚，抑制血小板对血管内皮的粘附。因此，由内皮细胞释放的NO具有抗

血管内凝集作用。而且，血小板聚集时，自身合成的NO能阻止血小板的进一步

聚集。外界刺激可致血小板内ca2+增加，一方面导致血小板聚集，同时NOS被

激活，催化L～Arg生成NO，N0使血小板胞浆中ca“暂时贮存，降低胞内游离的

Ca”，减弱血小板的聚集，从而达到一种动态平衡。另外，N0和前列腺环素(PGI：)

均可扩张血管，抑制血小板聚集，二者作用机理不同，但两者间有协同作用，

抑制血小板聚集和抗血栓形成，保持血管系统的完整性和维持血流。

2．3一氧化氮对免疫系统的作用

目前认为，由精氨酸生成NO的过程是一种非特异性免疫机制，可对抗侵入

机体的微生物和病原体，并对体内肿瘤细胞具有毒性作用(赵佐庆，2003)。在内

毒素引起的休克中，由NOs体系诱导产生的N0可能与休克时的低血压有关。在

机体的防御体系中，巨噬细胞起着非常重要的作用(Lorsbach RB，1993)。激活

的巨噬细胞可以表现有N0合成酶的活性，它可以使L—Arg产生N0，N0可以介

导巨噬细胞对肿瘤及许多病原体的细胞毒性作用。巨噬细胞被内毒素或T细胞

激活可释放出N0，通过抑制靶细胞线粒体中三羧循环、电子传递和粒细胞DNA

合成途径，发挥杀伤靶细胞效应。可以认为内源性NO是巨噬细胞发挥杀伤靶细

胞效应信使分子。
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有证据表明NO在急、慢性炎症反应中也起一定作用。NOs抑制剂能减轻患

急、慢性炎症大鼠的炎症程度，而L—Arg则能加重。也有报导NOS抑制剂及NO

供体均能保护机体免受损伤。这可能是NO的双重性所决定，一方面是细胞毒，

另一方面有扩血管及潜在性保护作用，因此，在炎症反应中NO可能具有多种作

用。

2．4一氧化氮对呼吸系统的作用

N0是肺循环中一种重要的生理及病理因子。它对降低处于静息状念下的肺

部血管阻力有很大作用。研究发现，非胆碱能、非肾上腺素能神经是通过释放

NO来调节猪的气管和支气管平滑肌松弛的(Furchgott RF，1980)，这说明NO在调

节气管、支气管的舒张和收缩功能中起重要作用。在支气管哮喘、肺动脉高压

等低氧状态下，由于细胞对氧利用的能力降低，使得内皮细胞中N0的生成减少，

这对低氧性肺血管收缩及痉挛有一定的影响。另外，作为一种有效的肺血管扩

张剂，机体吸入N0对于肺动脉高压及支气管哮喘等疾病均有显著疗效。

2．5一氧化氮对消化系统的作用

实验证明NO是抑制性NANc神经传递和调节介质。外源性NO能引起酷似

NANC神经刺激下胃肠道平滑肌松弛作用。Stark(2004)等发现NO能引起平滑肌

松弛和胃肠运动抑制。N0桔抗剂能增加猫的食管下括约肌和胃底基础张力，增

加胃体和胃窦自发收缩的频率和振幅。已证实进食引起胃舒张是通过释放NO

调节。NANC神经受刺激时，直接产生NO—cGMP增加，胞浆内Ca”下降或收缩

成分对ca”敏感性下降，平滑肌松弛。

NO在调节胃、肠和胰腺等分泌中也起重要作用。用硝基硫醇和硝普钠等含

N0的药物灌注大鼠胃，能引起粘膜上皮细胞cGMP浓度增加，粘液的分泌增多

和粘液层增厚。此作用可被N一硝基一L一精氨酸阻断，用L—Arg使之增强。

warzecha(2003)发现L—NNA抑制降钙素所致胰蛋白分泌，L—Arg增加胰腺的

基础分泌和降钙素刺激的分泌，NO在调节胰腺泡分泌中起重要作用。

N0可能是重要的胃粘膜血管扩张调节介质。N0调节胃粘膜血管基础张力，

抑制NO合成能减少胃粘膜血流，NO桔抗剂能减少胃泌素引起的胃粘膜血流增

加。胆囊收缩素、乙酰胆碱和激肽等介质引起的胃粘膜血流增加均依赖血管内

皮细胞释放N0，说明N0不仅直接扩张血管，而且是其他扩张血管和增加粘膜
一l 3．
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血流调节介质的协同剂或终末介质。N0对胃粘膜的保护作用己被很多学者所证

实。NO、硝酸甘油、硝普钠和L—Arg等明显减轻酒精性胃粘膜出血。静脉注射

LrNNA能增加阿司匹林对大鼠胃粘膜出血。用L—Arg使之减轻。NO对胃粘膜

保护作用的机制除扩张血管外，还可能与抑制胃粘膜微循环的血小板凝集、改

变血管通透性和增加胃粘膜上皮的保护功能及完整性有关。N0对胃粘膜的保护

作用对于进一步深入研究粘膜屏障功能以及NO在胃粘膜充血，糜烂和增生等疾

病的病理过程、临床诊治和预防等方面均具有重要价值。

2．6一氧化氮与寄生虫感染

JaIIles等(1989)在研究巨噬细胞抗曼氏血吸虫(Schistosoma mansoni)的机

制时就已发现，巨噬细胞吞噬曼氏血吸虫的作用需要有由精氨酸生成的氮代谢

物的参与，因此他首先提出了NO可能具有抗寄生虫的作用。Ra—瑚aswamy(1997)

则发现，接种经7射线灭活的曼氏血吸虫尾蚴的小鼠，其皮肤内．NOS表达水平

明显升高。Oswald(1994)在体外用IFN一7、TNF—a等细胞因子对内皮细胞进行

处理后，发现内皮细胞产生了抗曼氏血吸虫的作用：然而在给予N0合成抑制剂

后，内皮细胞则失去了抗血吸虫作用。实验结果表明，内皮细胞对抗曼氏血吸

虫的免疫过程发挥重要作用，而内皮细胞的这一作用是由NO介导的。

3 NO与脑疾病的关系

3．1 N0与癫痫(Es)

NO可调节递质的释放，并受内源性谷氨酸和GABA能系统的调节，在致癫和

抗癫中起重要作用．

3．1．1 NO的致癫作用

癫痫的发生主要与兴奋性神经递质的增加或抑制性神经递质减少，神经元

膜兴奋增加或抑制性减弱相关。如谷氨酸释放过多，N一甲基一D一门冬氨酸

(NMDA)受体持久激活，产生过量的NO，可能是致癫的一个重要机制。

在离体或在体的动物实验以及临床的研究中都发现，NO参与了癫痫的发生

发展的病理过程。Tutka(2003)将NO前体(L—Arg)注人海人酸(1(A)诱导癫痫动物

模型的梨状皮中，可引起癫痫样发作；腹腔注射I(A可使杏仁核及颞叶皮层N0形

成增加：NOs抑制剂如L—NAME、7一硝基一吲唑(7一NI)等可对抗谷氨酸，NMDA，

．14．
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KA等诱导的癫痫模型的致痫作用。陆巍嘲等观察青霉素对大鼠海马脑片致痫时

NO释放的变化，发现NO的产生与致痫因子青霉素浓度有『F相关系，痫波的发展

程度与NO浓度变化也是一致的，当用NOs抑制剂使NO浓度降低时，脑片痫波亦减

少。提示了NO可能参与了致病作用。

N0致病机制可能与致病荆使NMDA及非NMDA受体兴奋，引起脑内ca抖浓度升

高，ca—caM复合物形成增多，大量激活NOS，使NO产生增多。后者通过选择性

sGc信号转导激活cADP核糖化酶引起细胞ca”内释放，升高的ca”即可以引起细

胞的去极化产生异常放电，导致癫痫的产生及迅速传播；另一方面胞内ca2。可

大量增加谷氨酸的释放，从而加剧癫痫发作的恶性循环。

3．1．2 N0的抗癫作用

NO也可能参与了抗癫过程。已发现一种癫痫易感突变ddY小鼠EL小鼠，其脑

中NADPH黄递酶阳性细胞明显减少：癫痫易感的蒙古沙土鼠脑N0s活性较癫痫不

易感的蒙古沙土鼠明显低下(Hashika、ⅣaT’1997)。L—Arg可抑制KA诱导的发作，

NOS抑制剂NNA，L—NA她，L—NOArg可加剧KA，GABA受体抑制剂，戊四唑对大鼠

的致病作用，并使致痫死亡率增加。硝普钠能在体内释放出NO，能抑制青素诱

发的癫痫样波的发放。以上实验均说明N0在中枢神经系统内源性抗癫痫起重要

作用。

由于NMDA受体的过渡激活使Na+，Ca”等离子内流增多，引起异常放电，是

导致癫痫发作的重要原因，因此有人认为NO增加，竞争性阻断NMDA受体上氧化

还原位点，促进二硫键的形成，使NMDA诱导的ca“内流下降。这种负反馈作用

与NO的抗癫痫作用有关。

3．2 NO与帕金森病

帕金森病(PD)是原发于黑质纹状体的变性病。代谢缺陷主要表现在黑质纹

状体通路中多巴胺能神经元的退变和消失，多巴胺(DA)缺乏之。临床症状主要

有随意运动减少，肢体震颤，肌僵直以及正常的姿势反射丧失。近年研究认为，

NO可能参与了帕金森病的发生及黑质细胞的损伤作用(Melis MR，1994)。

在人体或MPTP(1一甲基一4一苯基一1、2、3、6四氢毗啶)一PD的动物模型

的研究中发现，MPTP能选择性的损伤黑质纹状体DA通路，使纹状体DA含量降低，

从而引起临床、生化和神经病理等改变。MPDP在单胺氧化酶(MAO—B)作用下转
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化成活性产物MPP+，MPP+被多巴胺受体选择性摄取积聚于线粒体中，引起线粒

体氧化磷酸化的崩解，导致钙离子内流，从而激活nNOs，致使N0的大量产生。

过量的NO具有细胞毒性作用，导致DA能神经元的死亡，致使DA含量显著降低。

~Iattews等(2001)应用nNOS和eNOS基因敲除的变异小鼠分别注入MPP+，发现

nNOs基因敲除的变异小鼠黑质神经元变性减弱，而eNOs基因敲除的变异小鼠

无变化。以上研究说明N0参与了PD的发生发展过程。

最近研究表明，NO还可能通过兴奋性神经毒性作用参与PD的发病。N0通过

NMDAR介导的兴奋性神经毒性作用与DA能神经元变性有关谷氨酸浓度增加不仅

可使线粒体呼吸链氧化磷酸化受阻，Na+一K+一ATP酶受损，使细胞膜发生缓慢

去极化，导致神经细胞对神经毒作用敏感性增高，细胞变性死亡；同时也可以

激化NMDAR，导致Ca”内流，活化nNOS产生过量的N0，N0与氧结合产生毒性更强

的自由基，引起强烈的神经毒性，导致神经元死亡。另外，NO可能间接或直接

影响Na+、K+、Ca”通道，使神经兴奋性增高，导致神经毒性。这一“缓慢性毒

性作用”被认为是神经变性疾病如PD、AD等细胞死亡机制。

3．3 N0与脑缺血

目前研究已基本确定了NO在脑缺血时起了神经毒性作用。研究表明，外源

性或内源性N0过量产生或释放时，具有神经毒性(王晓娟，2000)。体外培养大脑

皮质、海马及纹状体细胞的实验中，N0供体药硝普钠可引起类似NMDA的神经毒

性作用，且这种毒性作用可被能与NO结合的血红蛋白所阻断。NOs抑制剂或去除

N0前体L—Arg，均显著减轻N一甲基一D一天冬氨酸(NMDA)的神经毒性作用，该保

护作用可被过量的L』rg逆转。这表明N0在脑缺血发病机理中起重要作用，如减

少NO的产生，则可在一定程度上防治脑缺血或减轻脑缺血损伤的程度。

关于NO在脑缺血发病机理中的作用，一般认为是在脑缺血时，谷氨酸释放增

加，使NMDA受体激活，化学递质门控性钙通道过度开放，大量Ca“内流并与钙

调蛋白(camodulin，caM)结合。caM直接调节的NOs被大量激活，导致合成过量

的N0，NO通过超氧自由基起细胞毒性作用，破坏细胞蛋白质、核酸及脂质膜的

损伤，并可与含铁一硫的酶如琥珀酸氧化还原酶、顺乌头酸氧化还原酶形成复

合物，使酶失活，阻断细胞内能量合成及DNA的复制；NO还可使糖酵解中的甘油

醛一3一磷酸脱氢酶亚硝酰化，使催化位点单ADP一核糖化，使酶失活，迅速导致能

量耗竭。

．16．
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3．4 N0与蛛网膜下腔出血(sAH)

人体内血管内皮细胞产生释放的NO对脑血流维持有着重要作用。Afshar

等(1999)实验采用健康wistar大鼠随机分为模型组和对照组进行观察血清和

脑组织中N0含量变化，结果发现有显著性差异，模型组血清中NO含量明显低

于对照组，脑组织中N0含量仍较对照组高。由此可见，SAH后血清NO含量明

显减少是导致脑血管痉挛和微循环异常，从而引起脑缺血发生的主要缘故。另

外，其与血管内皮细胞功能异常而产生的N0可减少，以及氧合血红蛋白等对

N0的猝灭有关。近年Bredt(2000)等研究发现，SAll后24h内脑组织NO含量

显著增加，这可能与缺血时谷氨酸过度释放引起Ca2+内流，从而使神经元或胶

质细胞eNOS和iNOS激活或过量表达有关，或因能量产生不足使NOS去磷酸化

而活性增强。脑组织高浓度的NO可通过介导谷氨酸毒性或抑制线粒体的呼吸，

而加重缺血性神经元损伤。

3．5 N0与老年性痴呆(AD)

记忆缺损是AD的一个主要特征，这涉及到记忆机制的研究。研究表明，脑

神经元产生的N0作为中枢神经系统中的一个反馈信息分子，可从突触后迅速扩

散到突触前未梢，作用于突触前膜上的鸟苷酸环化酶上，引起谷氨酸的释放，

这对于中枢神经元的一种记忆模式一LTP的建立是必需的(Amir S，1995)。N0能

维持正常的学习记忆功能，这与学习记忆功能相关脑区含Nos神经元丢失、减少

的现象相一致。

3．6 N0与病毒性脑炎

Koprowski等(1997)采用逆转录一聚合酶链式反应(PT—PcR)技术，研究了大

鼠、小鼠实验性过敏性脑炎和病毒感染后脑组织N0smRNA的表达，发现NOsmR№

的表达先于症状出现，其表达量与临床症状及炎症反应程度相一致。

NO对帕金森氏症和脑炎的损伤机理一般也归于NO与0：一反应生成强毒性

的ONoo一，其分解为OH·和·NO：自由基，通过脂质过氧化而加剧神经元的

损伤，在PD中，NO对DA的释放还有调节作用，N0可在小剂量时依剂量依赖方

式促进DA的释放，因此大量N0的产生对DA的损伤作用具有协同、加强作用。

3．7 NO与偏头痛

近年发现NO在偏头痛产生机制中是一个十分关键的分子。持续静脉注射硝
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酸甘油，可引起剂量依赖性的反复发作性头痛，而机体其它任何部位并无疼痛。

停止注射硝酸甘油，则头痛很快消失。正常受试者预先用组胺受体拮抗剂美吡

拉敏可阻断组胺引起的头痛，但对硝酸甘油引起的头痛无影响，因此，硝酸甘

油引起的头痛与组胺无关。近年有证据表明，组胺引起灵长类动物及人颅动脉

扩张的作用主要通过激活内皮细胞H1受体，诱导N0生成而实现

(AnggardE，1990))，说明NO参与了偏头痛的发作。NO引起头痛的机制尚不清楚，

可能与它引起的脑血管扩张有关，也可能由于NO可直接作用于血管周围感觉神

经而引起头痛。

3，8 N0与惊厥性氧中毒

王文俊等研究发现，氧惊厥时大鼠海马突触体内游离钙离子浓度和作为一

氧化氮合成水平指标的cGMP浓度均升高，而应用NOs抑制剂LNNA可使突触体内游

离钙离子和cGMP浓度分别下降至氧惊厥组的70％和36％。李会声等(2001)研究

了在O．25MPa的高压氧下不同暴露时间大鼠纹状体、下丘脑和黑质的NOS阳性细

胞数的改变，发现暴露lh后，NOS阳性细胞数无显著性改变，而暴露4h、7h后NOS

阳性细胞数明显增加(P(O．05)，暴露7hNOS阳性细胞数比暴露4h的显著增多

(P<O．05)。0ury等应用NOs抑制剂L—NNA对脑内过度表达人细胞外超氧化物歧化

酶的转基因大鼠和非转基因的大鼠进行了研究，发现NOS有显著的防护氧惊厥作

用，可延缓惊厥发生的时间，增加动物的生存率，表明N0对中枢神经系统型氧

中毒的发生具有重要作用。其作用机理为：①N0作为血管扩张剂，减轻高压氧

源性的血管收缩，增加脑组织的氧化作用，引起中枢神经系统氧毒性；②NO作

为兴奋性氨基酸作用的递质，介导兴奋毒性：③NO抑制线粒体呼吸链中的电子

传递，导致ATP的耗竭，细胞死亡；④NO与0。反应生成0Noo一，进而损伤神经细

胞。对于N0作用机制，zhang等也作了试验，研究发现N0s抑制剂L—NAME并不降

低高压氧(4ATA)暴露时的皮层脑血流量(CBF)和组织氧分压，对上述的机理提出

了异议。因此，N0在氧惊厥发生中的作用机理尚需深入研究。

4 N0的作用机理

NO从合成的细胞部位到达靶细胞的转输方式目前尚未阐明，大多数认为仅

仅是简单的气体物理扩散，但也有人提出NO可能是与一种未知的载体分子结

合，才能到达靶细胞，此种载体分子可能是半胱氨酸或含硫蛋白质。到达靶细
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胞后，NO从载体释放并透过靶细胞膜进入细胞。NO与鸟苷酸环化酶(Gc)的

Fe+结合，GC被激活，细胞内cG~fP增加，继而发挥松弛平滑肌，抑制血小板聚

集及中枢神经传导等生理功能。

5 N0的检测方法

自从发现NO的生物作用以来，随着研究的深入，已在各个系统许多组织中

发现不同类型的NO存在，由于受NO不稳定、易扩散、半衰期短等物理性质的局

限，许多工作只限于依靠检测NO合成副产物L一胍氨酸、NO舒张血管的生理效应、

Gc的刺激、血小板粘聚的抑制等束问接推测NO水平而不知局部NO的实际浓度，

给研究NO在生物体中的作用、其它因素对这种作用的影响、以及这种作用在最

终的生物效应中所占比重等方面带来了困难。Kikuchi等用化学荧光方法，虽然

灵敏度很高，但实验非常耗时，要求实验空间较大。Mal等(1992)首先发明了利

用电化学方法检测NO水平的技术。利用这种技术，可以检测离体组织、单离细

胞，在体组织NO的释放。

NO的检测手段已从免疫组化法，化学荧光法，发展到电化学方法，从间接

推测到直接测定，从离体到在体原位，不仅实验的精确度提高，而且可以观测

在体条件下各种药物、生理刺激对NOs／NO系统的影响，大大推动了此项研究的

进程。但是使用不同NO检测器者，由于对一些材料如碳纤维、铂丝、叶附等的

认识不同，造成目前报道的检测器种类较多。究竟孰优孰劣，有待于进一步验

证。

6 NO在兽医领域的研究进展

我国在医学领域上有关No的研究进展较快，也较深刻，例如我国首都医科

大学李慧珠教授等(1994，1997，1998)对NO在疟疾发病机理中作用的研究。其

研究内容包括肿瘤坏死因子(TNF)对巨噬细胞表面受体表达和吞噬功能的影响

以及探讨TNF耐体内杀伤疟原虫机制等。此外，有关N0对人心血管、肺部、神经

系统等疾病治疗方面也有不少报道。在兽医领域上有关NO的研究尚很少，美因

衣阿华州立科技大学兽医药理学家弗兰克林·A·艾伦斯(Franklin A．Ahrens)

iF从事NO在犬IBD中作用的研究。国外只有美国农业部农业研究中心的Allen『F

式发表了有关NO在球虫感染中的作用的研究，但在艾美耳球虫感染过程中N0究
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竟起什么作用目前尚不清楚。

7本课题的研究内容和意义

目前NO的研究方兴未艾，并形成了一门独立学科，而国内在这方面的研究

与国际先进水平相比差距较大。近年来的研究表明， NO是神经系统中一种新

型的神经递质和信使分子，参与信息传递、神经发育、介导兴旮f生毒性、调节神

经再生和脑血流量等许多重要过程。N0是由一氧化氮合酶(Nitric oxide

synthase，NOS)催化L一精氨酸产生的。当内源性NO产生或机能障碍，将直接

导致某些疾病的发生，尤其是心脑血管疾病和神经系统疾病的发生。在神经系

统，N0s共有3种亚型：第一种为神经型NOs(nNoS)，主要存在于大多数神经

元中；第二种为内皮型NOs(eNOS)，主要存在于脑血管内皮细胞和海马神经元

中；第三种为诱导型NOs(iNOs)，一般在病理状态下才诱导产生。虽然对N0和

NOs的研究已取得突破性进展，但尚有许多未知领域值得研究，尤其是NOs在

脑部分布的研究甚少，而且以往的研究多集中在大鼠类，而在兔脑内的分却研

究还未见系统的文献报道。本研究利用sABc免疫组织化学方法，首次对各年龄

段(从出生到老年)家兔整个脑内nNOS阳性神经元的形态、结构和分布进行系统

研究， 为全面揭示兔脑nN0s阳性神经元的生长发育规律，探讨NO在中枢神经

系统中的作用和作用机制，为神经系统疾病的研究，尤其是神经病理生理学研

究提供形态学依据。
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试验一、nN0s阳，性神经元在家兔大脑皮质的

形态分布和发育变化

1材料与方法

1．1材料

1．1．1试验用免

10 H龄仔兔、30闩龄的仔兔、3月龄的幼兔、6月龄的青年兔、9月龄的

青年兔、12月龄的成年兔、24月龄及36月龄的老年兔，共8组，每组lO只，

雌雄各5只。所用兔均由泰安和肥城兔场提供。

1．1．2试验场地及预备试验

本实验主要在山东农业大学动物科技学院神经解剖学和生物学教研室、生

物切片室展开。『F式实验前进行预备实验。

实验前先对家兔进行一段时间的饲养，以消除因场地改变带来的应激，防

止由此引起nNOS阳性神经元及nNOS活性的改变，影响实验结果。

1．1．3试剂

多聚甲醛(天津市化学试剂研究所)

NaCL(天津市百世化：E有限公司)

Na2HP304·12H20(天津市大茂化学试剂厂)

NaH2P304·2H20(天津市大茂化学试剂厂)

L一多聚赖氨酸(北京鼎国生物技术发展中心，Sigma公司分装)

nNOS一抗(武汉博士得生物工程公司)

即用型sABc免疫组化试剂盒(武汉博士得生物有限公司)

DAB显色试剂盒(武汉博士得生物有限公司)

复合消化液(武汉博士得生物有限公司)

二甲苯，酒精，苏木素，中性树胶，载玻片，盖玻片
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1．1．4主要试验仪器

电子天平(BsllOs型，北京赛多丽斯天平有限公司)

移液器(德国Brand)

电热恒温干燥箱(ws202一，上海吴淞五金厂)

隔水式电热恒温培养箱(卟P一9080型，上海精宏实验设备有限公司)

石蜡切片机(LEICA RM2135)

数显恒温水浴锅(HH 4，国华电器有限公司)

电热培养箱(黄骅市卸甲综合电器厂)

光学显微镜(OLYMPuS JAPAN)及显微镜目镜直形测微尺和网格测微尺(上海

光学仪器厂)

显维照相机(0LYMPUS JAPAN)

容声冰箱(容声BcD一209s／E，科龙电器)

湿盒(自制)，组织针(自制)，切片架(自制)

染色缸(泰安化学试剂玻璃仪器化验设备批发中心)、

1．2方法

1．2 1取材与制片

耳缘静脉注射20％的氨基甲酸乙酯(5mL／kg体重)麻醉，将兔仰卧位固定

于手术台上，剑突下‘V’字形迅速剪开胸壁。打开胸腔，充分暴露心脏。左心

室插管，灌注生理水100～300mL，同时剪开右心耳放血，待流出液清亮后立即

改用4％的多聚甲醛磷酸缓冲液固定液(PH7．4)灌流。先快后慢，当家兔机体变

硬，尾巴振颤时停止灌注(约O．5～2h)。立即完整取脑，并放入同种固定液固

定3～5h。固定好的脑，沿正中矢状面纵切成2部分，然后将延髓、脑桥、中

脑、问脑、端脑分开并取下，流水冲洗，经70％，80％，90％，95％，100

％乙醇脱水后，二甲苯透明，石蜡包埋，制成厚度为5um的切片，取两套：一

套尼氏染色，用以核团定位；另一套做免疫组化染色。免疫组化染色如下：

1．2．2免疫组化染色

载玻片防脱片剂处理：用Poly—Lysine处理，捞片后景于58—60℃30—60min
．7'．
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以上使切片紧密粘附一切片常规脱蜡至水一3％水H：O，室温5一lOmin灭活内源性

过氧化物酶， 蒸馏水沈3次一滴加复合消化液5～10min，蒸馏水沈3次一滴

加正常山羊血清封闭液，室温20min，摔去多余液体，不洗；滴加稀释度为l：100

的～抗(兔IgG)，37℃1h左右或者20℃2h左右，也可4℃过夜，PBs

(PH7．2—7．6)洗2min×3次一滴加生物素化羊抗兔IgG，20—37℃20Ⅱlin，PBS

(PH7．2 7．6)沈2minx 3次一滴加试剂SABC，20一37℃20min，PBS(PH7．2—7．6)

沈5min×4次一DAB显色：使用DAB显色试剂盒室温显色5—30min，蒸馏水洗涤

一苏木素轻度复染，脱水，透明，封片，显微镜观察。

阴性对照用O．01IDol／L PBs代替一抗．其余步骤同上。

1．3观察和测量

每个样本取6张切片，在低倍镜下(100×)用显微镜目镜测微网尺分别计数

大脑皮质各个部位单位面积nNOS阳性神经元的数目，计算平均值。在高倍镜下

(400×)，随机选以上部位内的NOS免疫反应阳性神经元40～50个，测量其胞

体直径和突起长度，计算平均值。

参照包新民等编写的大鼠脑立体定位图谱(包新民，1991)，确定额、顶、

枕、颖叶皮质的位置，镜下观察并用网形测微尺计数和测量皮质各叶中NOS阳

性神经元的数目。计算各皮质中单位面积内nNOS阳性神经元的数目。

1．4数据统计分析

实验数据以X±s x表示，结果用sPAss软件进行统计学处理，方差分析，

行组问的两两比较，以P=0．05为显著性水准，判断各组之间的差异是否具有统

计学意义。

2结果与分析

2．1 nNOs阳性神经元的形态特征

我们在光镜下观察了家兔脑的大脑皮质的冠状切面，结果显示大脑皮质有

nNOS免疫阳性神经元和神经纤维出现。nNOS免疫阳性神经元呈棕黄色，均匀分

布于阳性神经元细胞核周围的胞质内，细胞核处颜色浅淡。神经元的形态多样

化。胞体呈梭形、三角形、圆形、椭圆形、梨形、不规则形等多种形状。突起

长短不一，多寡不同，粗细不等，切面上可见1～4条突起直接起于胞体，有的
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突起根部粗，分支可达3级有的突起很细，数条均起自胞体呈胡须状。nNoS免

疫阳性神经纤维呈棕色串珠状且交错分布。主要分布于大脑皮质的II一Ⅵ层。在

大脑皮质的额叶、顶叶、枕叶、颞叶、边缘叶、梨状叶中，通过横向比较发现，

额叶、顶叶等细胞较多，但各叶间疏密程度镜下观察无明显差异。

2．2各叶中nNOS阳性神经元的特征

2．2．1 s^Bc免疫组化反应结果

2．2．1．1额叶nNOS阳性细胞在额叶主要分布于III、Ⅳ层，染色较淡，突起多

为2～3个(见图1、图18)。

2．2．1．2顶叶nNOS阳性神经元分布于顶叶的II一Ⅵ层，胞体呈现梭形、圆形、

卵圆形、三角形不等，染色浅淡，突起少，长短不等(见图2)。

2．2．1．3枕叶nNOs阳性神经元在大脑皮质枕叶II一Ⅵ层均有散在分布。其中以

II、III层和V、Ⅵ层为多，从形态上看，两种细胞都属于非锥体神经元，多

呈圆形、卵圆形、梭形和三角形；胞体较大，突起明显，有的突起延伸很长且

反复分支，免疫组化染色使胞质和突起呈棕色。胞核不着色，核仁清晰可见。

此外，在枕叶皮质各层分布有棕褐色的nNOS阳性神经纤维，呈小串珠状(见图

3)。

2 2+1．4颞叶皮质颞叶内nNos阳性神经元，除皮质I、Ⅳ层以外，其余各层

均有散在分布，以第V层最为明显。一般来说II、III、V、Ⅵ都有nNOS阳性

神经元，神经元胞核淡染，胞膜轮廓清晰，胞体亦有锥体形、圆形或椭圆形、

棱形三种。第1I、IⅡ层为小圆形或椭圆形细胞，小锥体形细胞，V层为大锥体

形细胞，突起长，伸向分子层，Ⅵ层为上述各形细胞(见图4)。

2．2．1．5边缘叶nNOS阳性神经元也散在的分布于边缘叶，神经元胞体形状以

圆形、椭圆形居多，三角形，梨形也有；突起明显，数目多，且相互交织，并

见明显的串珠样，显示Golgi染色样外观(见图5)。

nNOS阳性神经元的密度、胞体截面积、突起数、突起长度(见表卜1～4)。
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表卜1各年龄段家兔大脑皮质各叶nN0s阳·|生神经元密度

Table l—l The density on nNOS in brain cortex ofeach age rabbit

注：同一列标有不同小写字母表示差异显著(P<0．05)，不同人写字母表示差异极显辘

(P<O．01)，以’F同。

念
暑

士
一
刨
粕
l甚

裂
}

1

0

lOd lm 3m 6m 9m ly 2y 3y

幽l—l nNOs日I性神经元的密度

从图中我们看出，大脑皮质各叶nNOS阳性神经元的密度随年龄增长逐渐降

低；在大脑皮质额叶、顶叶、枕叶nNOs阳性神经元的密度相对较高，而边缘叶

稍低。

．25．
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表1—2各年龄段家兔大脑皮质各叶nNOS阳性神经元第一级突起数

1'able l一2 The first tuber number on nNOS in brain cortex of each age rabbit

3·5

￡ 3

一
鞴2．5
骝
粼 2

疑
1．5

按
IR l

《
嚣0．5

0

lOd lm 3m 6m 9m 1y 2y 3y

图l一2 nNOS刚性神经元第一级突起数

从上图可知，大脑皮质各叶nNoS阳性神经元的第一级突起数表现出年龄越

大数量越少的特点，并且各叶突起数差别甚小。

．26．
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表1—3各年龄段家兔大脑皮质各叶nNos阳性神经元最长突起长度

翌!!!!：!!!!!!!!：!!!壁!!!!型21虫!!堂!!查：!!!兰!坚!翌!坠
年龄 额叶(“m) 顶叶(um) 枕叶(um) 边缘叶(um)颞叶(um)

lOd 1m 3m 6m 9m 1y 2y 3y

图l一3 nNOs附性神经元最氏突起长度

从表中可知，nNOs阳性神经元的最长突起长度也是随年龄增长逐渐变短。

．27．
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年龄 额叶(um2) 顶叶(um2) 枕叶(um2) 边缘叶(um2) 颞叶(um2)

28．



山东农业火学坝I+学位论史
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图l一4 nNoS刚性神经兀的胞体截面积

从表卜l到表l一4中可看出随着年龄的增长家兔大脑皮质各叶中nNOs阳

性神经元的密度逐渐降低、第一级突起数逐渐减少、最长突起长度逐渐变短，

胞体截面积逐渐变大：成年前的各个年组之间，无论密度、第一级突起数、最

长突起长度还是胞体截面积均表现差异不显著(P>O．05)，而上述各组与老年组

却表现差异极显著(P<O．01)从而表明家兔nNOS阳性神经元在10天就已经发

育到成年水平，到了老年开始出现明显的衰老变化。

3讨论

3．1关于nN0s阳性神经元的密度、突起变化

nNOs阳性神经元密度、第一级突起数和最长突起长度的急剧变化都主要表

现在老年后，随着衰老的延续而急剧下降，表达强度减弱，由此催化产生的NO

减少，这可能与老年动物脑功能衰退有密切关系。突起数减少、突起长度的改

变将会影响反射活动，可以推测这也是引起神经系统功能衰退的一一个方面：另

一方面，NO是一种活泼的自由基，能同氧发生反应，引发一系列的自由基反应，

对细胞膜性结构产生破坏作用，也是N0参与大脑衰老的一个机制。由此可知：

nNOs阳性神经元及其催化产生的NO在家兔中根神经系统的发育和神经调控中

起重要作用。

3．2关于nN0s阳性神经元胞体截面积的变化
．’O．
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大脑皮质nNoS阳性神经元胞体截面积在进入老年前呈平稳递增的趋势，进

入老年后变的非常明显。随着衰老的延续胞体的截面积增大，截面积增大表明

细胞体积增大。导致细胞体积增大的可能原因，其一由于衰老时部分细胞丢失，

存留细胞代偿性体积增大，功能活跃以补偿失去细胞的功能；其二是细胞退行

性改变过程中的一种改变形式。uttenthal等(2000)用硝基酪氨酸免疫反应

研究了老年大鼠大脑皮质的细胞变化，发现大脑皮质的nNOs强免疫反应神经元

胞体膨胀，有些胞体内有空泡和碎片出现，有些有斑块状沉淀物出现，细胞的

轮廓不规则，有棘(突起)的缺失。本研究所观察到的老年兔nN0s阳性神经元

胞体直径增大可能同上述物质的出现有关。

目前，有关大脑皮质nNoS阳性神经元的衰老变化的研究较少，许多推论

还有待进一步探讨。

总之，NO在衰老过程中的变化与衰老之间可能是一种伴随关系，也可能

是存在着某种因果关系，其机制如何，仍需进一步研究。
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试验二、家兔小脑皮质nNOS阳性神经元的

1材料与方法

形态、分布及发育变化

1 1材料

同试验一。

1．2方法

同试验一。

1．3观察和测量

同试验一。

1．4数据统计分析

同试验一。

表2小脑皮质nN∞阳性神经元的密度、胞体截面积、第一级突起数、最长突起长度

Table The density， section area， 行rst bom tuber number， funhest pmtuberance Iength

on nNOS in cerebellum ofeach age rabbit

年龄 神经几密度(个／哪。) 胞体截面积(u m2) 第一级突起数(个) 强长突起K(“m)

30．87±2．86A 422．40±14．48B 2．87±O．19A 153．93±5．14A

29．47±2．65A

28．47±1．81A

27．27±1．9lA

26．60±1．62A

26．07±1．38A

14．07±1．58B

430．07±14．43B 2．80±O．17A 152．87±5．33A

435．87±15．55B 2．73±0．21A

440．OO±14．23B 2．60±O．16A

444．80±12．24B 2 53±O．13A

446．40±“．88B 2．47±O．13A

487．07±2．93A 1．73±0．15B

145 27±3．96A

141．60±5．16A

140 47±5．88A

139．40±6．60A

116．13±2．07B

3y 12．13±1．40B 491．60±3．22A 1．67±O．16B 114．27±1．76B
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2结果与分析

180

幽2—4 nNOs Rl性神经元的最K=突起K度

我们在光镜下观察了家兔脑的小脑的冠状切面，结果显示小脑皮质有nNOS

免疫阳性神经元和神经末梢出现。分子层与颗粒层内的浦肯野氏细胞层，阳性

细胞排列规整，大多部位呈单层分布，并有突起伸向表层。nNOs免疫阳性神

经元呈棕黄色，细胞核处颜色浅淡，神经元的形态多样化，胞体呈梭形、三角

形、圆形、不规则形等多种形状。突起长短不一，多寡不同，粗细不等，切面

上可见1～4条突起直接起于胞体，有的突起根部粗，分支可达3级，有的突起

很细，数条均起自胞体呈胡须状；nNOS免疫阳性神经纤维呈棕色串珠状且交

错分布。

3讨论

本实验发现在家兔小脑皮质的分子层、颗粒层及浦肯野氏细胞层均有nNOs

阳性神经元分布，而Bredt等和Anggard(2001)采用免疫组织化学染色，在

大鼠脑内观察到nNOS阳性神经元主要分布于小脑皮质的分子层和颗粒层，而浦

肯野细胞层为阴性，他们认为浦肯野细胞层内的NO是由颗粒层细胞弥散而来

的。这一点我们所观察到的结果与文献报道的明显不同，有可能是物种间存在

的差异。有关nNOS在小脑分布方面的研究不多，有待进一步证实。

浦肯野细胞是小脑皮质的核心细胞，它接受所有传入小脑的信息，其轴突

∞们加∞∞∞们如。

一l一型半捌删g谢R划丧
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穿过颗粒层进入髓质，构成皮质的唯一传出纤维，因此浦肯野细胞是体现小脑

功能十分重要的细胞，这在脑缺血及其治疗上有比较重要的作用。
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试验三、家兔下丘脑nNOS阳性神经元的

形态、分布及发育变化

1材料与方法

1．1材料

同试验一。

1．2方法

灌注、取材、制片均同试验一，切片后取两套：一套作尼氏染色，用以核团

定位；另一套做免疫组化染色。

1．2．1观察和测量

每个样本取6张切片，在低倍镜下(100×)用显微镜目镜测微网尺分别计数

大脑皮质各个部位单位面积nNOS阳性神经元的数目，计算平均值。在高倍镜下

(400x)，随机选以上部位内的NOS免疫反应阳性神经元40～50个，测量其胞

体直径和突起长度，计算平均值。

参照包新民等编写的大鼠脑立体定位图谱(包新民，1991)，确定各神经核

团的位置，镜下观察并用网形浏微尺计数和测量皮质各叶中NOs阳性神经元的

数目。计算皮质单位面积内nN0s阳性神经元的数目。

1．2．2数据统计分析

实验数据以x±s x表示，结果用SPASS软件进行统计学处理，方差分析，

行组间的两两比较，以P鄙，05为显著性水准，判断各组之间的差异是否具有统

计学意义。

2结果与分析

统计结果显示，F丘脑的视上核、室旁核和弓状核内均见有nNOS阳性神经

元分布，阳性产物呈棕黄色，均匀分布于阳性神经元细胞核周围的胞质内。细

胞核基本不着色。阳性神经元胞体轮廓清晰，神经元大小不太一致，突起较细，

数量少。各核团内阳性神经元的形态、大小、密度、胞体的截面积、突起等方

面存在一定的差异，其具体情况如下：
一15．
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2．1室旁核

nNOs阳性神经元十分密集，呈楔形分布于近第三脑室处，室旁核的外侧部

细胞密集的程度要比内侧部高。NoS阳性神经元有两种类型：大细胞型(截面直

径>100u m)，这种神经元呈圆形或卵圆形，染色较浅，占多数。小细胞型(截

面直径<50p m)，数量少，亦呈圆形或卵圆形，多散在分布于室旁核的内侧部。

但在靠近第三脑室处，有少许大型的N0s阳性神经元。

2．2视上核

nN0s阳性神经元分布亦较为密集，呈内侧稍宽的带状分布于视交叉的外上

方。NOS阳性神经元类似于室旁核内的大细胞型，胞体呈圆形或椭圆形，染色

浅。

2．3弓状核

nNOS阳性神经元分布也较密集，但是较小，染色浅，位于第三脑室腹侧呈

弓形分布。此外弓状核内尚具有许多伸向正中隆起的nNOS阳性纤维。

2．4阳性神经元的密度

下丘脑各个核团中的nNOS阳性神经元的密度都是随着年龄的增长而平缓

递减(如PVN：仔兔、幼兔、青年兔、成年兔分别为8．4667、8．2000、8．0667、

8．ooO个，到了老年就下降为7．0667个)，呈现急剧下降的趋势(P<o．01)(见

下表)。

——‘～忑＼．
＼。

f『免幼兔青年免成年兔老年兔

—◆一PVN

—●卜一SON

ARC

图3—5 PvN、SON、Arc中nNoS目【性神经元的密度

o

o。o小旷瓢％趟韶。o
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2．5阳性神经元的截面积和突起

下丘脑内nNOs阳性神经元的截面积、第一级突起数、最长突起长度都随年

龄的增长而递减，到老年后呈现明显变化(P<O．01，如PVN截面积仔兔到成年

分别是：477．1、478．4、478．8、479．1，而老年兔为482．5)。(见下表)

——一．

● ● ●
’

一

仔兔 幼兔青年兔成年兔老年兔

—◆一PVN

—■一SON

ARC

图3—6 PVN、SON、Arc中nNOS阿1性神经元胞体截面积

÷
～

茹
疆
林

仔免幼兔青年兔成年免老年兔

—◆一PVN

—■～SON

ARC

幽3—7 PVN、SON、Arc中nNOs目{性神经元的突起数

从上图可看出，视上核、室旁核和弓状核中nNOS阳性神经元的突起数也是

随着年龄的增长而逐渐减少，老年后变化显著。

3
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表3—5各年龄组室旁核n№s阳性神经元的密度、截面积、第一级突起数和最长突起

长度(i±s i)

Table The dens时，section area· fi删bom tuber n啪ber

furtheSt protuberance len昏h on nNoS in PVN ofeach

项目 仔兔 幼兔 青年兔 成年兔 老年兔

表3—6各年龄组视上核nNos阳性神经元的密度、截面积、第一级突起数和最长突起

长度(i±s；)

T曲le The dens时，section area， 矗rst bom tuber n帅ber，向r【hest protuberance len昏h on

nNoS in SoN ofeach age rabbit

项目 仔兔 幼兔 青年兔 成年兔 老年兔

截面积 462．7±0 2lB 470．30±7．95B 476．90±5．79B 492．30±7．54B 516．90±3．68A

(u m2)

密度 8．47±O．26a 8．20±O．24a 8．07±O．18a 8．00±0．17a 7．07±0．23b

(个／mm2)

第+级突

起数(个)

最K突起
长(u m)

2．67±0．21a 2．53±0．22a 2．40±0．2la 2．33±0．19a 1．67±O．16b

136．50±6．89A 133．40±5．84A 129．20±5．87A 127．10±7．39A 112．20±4．44B

-38
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表3—7各年龄组弓状核nN0s阳性神经元的密度、截面积、

第一级窭起数和最长突起长度(i±s i)

Table The den蝻时，se嘶on甜ea， nT吼bom tuber n啪ber，如rthe吼protuberance lengch on

nNOS in Arc ofeach age rabbit

3讨论

3．1 nN0s阳性神经元与其他神经递质、激素共存

下丘脑位于间脑的腹侧部，构成第三脑室的底壁和侧壁腹侧部。它由形态

大小不同的细胞组成，SON和PVN是其中两个比较重要的核团。s0N位于视交叉

的前方，PVN位于第三脑室侧壁内，两核团中大部分的神经元都是nNOS阳性神

经元，细胞为神经内分泌细胞。PVN、SON是与血压、渗透压的调节密切相关的

核团，它含有多种神经活性物资，尤其是肽类物质，如催产素(OT)、垂体加压

素(AVP)、生长抑素(soM)、神经紧张素(NT)、神经肽Y(NPY)等，由此我们推

测此处这些神经活性物质与nNOS阳性神经元共存，这一点在Terres(1999)

的研究中已得到部分证实。近几年来，机能学方面的研究证实NO参与调节0T

的合成与分泌，亦有文献报道0T可问接调节NO释放，二者具有协同累加效应。

然而NO与OT，AVP等重要递质之问相互作用的形态学资料以及细胞和分子机制

尚不清楚，值得进一步深入研究。

NO可对其邻近区域的所有神经元起重要的调节作用，它以弥散的方式进入

神经元内，激活可溶性鸟苷酸环化酶产生前列腺素内过氧化物合酶。可以刺激

泌乳素释放因子(CRH)释放。促皮质激素细胞释放促肾上腺皮质激素主要受泌

乳素释放因子和加压素的控制，AVP增加下丘脑和垂体内的泌乳素释放因子释
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放。OT可能在特定条件下增加泌乳素释放因子释放。NO可激活泌乳素释放因子。

此外NO参与调节下丘脑促黄体激素释放激素(LHRH)神经元分泌与释放促

黄体激素释放激素生理过程。其中NO和NE／GA可增强nNoS神经元活性，进而

促进促黄体激素释放激素的释放。

由此我们得知下丘脑各核团中含有多种神经递质，他们之间存在共存关系，

在神经内分泌和心血管功能调节中起重要作用。

3．2关于nNOS阳性神经元的胞质淡染

本试验结果显示下丘脑不同核团内nNOS阳性神经元细胞类型与染色程度

均有所不同，胞质浅染，而倪衡建等在大鼠上的染色却较深，究其原因：一是

实验方法不尽相同；其二，抗体来源不同也可能影响显色结果；其三，实验动

物的不同也可能是此差异产生的一个原因。
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试验四、nNOs阳性神经元在家免脑神经核

的形态、分布研究

1材料与方法

1．1材料

同试验一。

1．2方法

灌注、取材、制片均同试验一，切片后取两套：一套尼氏染色，用以核团定

位：另一套做免疫组化染色。

1．2．1观察

参照包新民等编写的大鼠脑立体定位图谱(包新民，1991)，确定各神经核

团的位置，镜下观察nNOS阳性神经元在各神经核团中的形态分布，并对其进行

分析。

2结果与分析

2．1大脑基底核

为大脑半球基底部的核团，主要有尾状核、豆状核和屏状核，尾状核和豆

状核之间为白质构成的内囊，豆状核和屏状核之间为白质构成的外囊。以上3

核均有nNOS免疫阳性神经元。

2．1．1尾状核

斜向位于丘脑的前外侧，外形类似尾巴，故称为尾状核，冠状切面近似椭

圆形；其nN0s阳性神经元密集主要为小型细胞(<50um)，呈棕黄色，细胞核淡

染，神经元胞体呈圆形、椭圆形、梭形不等，突起数2～3个，突起长度较短：

(见图8，图9，图13)

2．1 2豆状核

在尾状核的腹外测，以内囊相隔，外形呈豆形，冠状切面为椭圆形；nNOS

阳性神经元密集主要为小型细胞，胞质棕黄色，细胞核着色淡，胞体以卵圆形

居多，少数的呈三角形、梨形，突起数量、长短不等(见图6，图7)。
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2．1．3屏状核

位于豆状核的外测，与豆状核之间隔以外囊，冠状切面上弧形排列；其nNOs

阳性神经元较密集，主要也是小型细胞，胞质棕黄色，细胞核着色淡，胞体有

卵圆形、梭形、梨形等(见图lO，图11，图12)，突起2～3个，多沿长轴排列，

突起长度不等。

2．2延髓神经核

在延髓呈现免疫阳性反应的神经核有后橄榄核、外侧网状核、疑核、三叉

神经脊束核、薄束核及楔束核。

2．2．1后橄榄核

位于延髓橄榄体的深面，锥体的背外侧，切面呈反向的“C”形，nNOs阳

性神经元较密集，主要是中小型细胞(<50um)，胞质棕黄色，细胞核着色淡，

胞体有圆形、三角形、梨形等，突起2～3个，突起较长；

2．2．2外侧网状核

位于后橄榄核背外侧，nNOS阳性神经元相对较密集，主要是中型细胞，

胞质棕黄色，细胞核着色淡，胞体以梨形居多等，突起l～3个，突起长短不等；

2．2．3疑核

位于延髓网状结构的深部，主要由大中型多极细胞组成，胞质棕黄色，细

胞核着色淡，胞体有楔形、三角形、梨形、梭形等，突起1～3个不等，突起长

度多较短；

2．2．4三叉神经脊束核

位于延髓的外侧部，三叉神经脊束的内侧，中型细胞为主，胞质棕黄色，

细胞核着色淡，胞体形念多样，突起1～3个不等，突起长度多较短；

2．2．5薄束核和楔束核

位于延髓后背侧，由中型细胞组成，阳性细胞棕黄色，胞核色淡，各种形

态的都有，突起数量及长度不等，有的呈放射状；

2．3脑桥神经核

在脑桥呈现免疫阳性反应的神经核有：位于脑桥基底部纤维束之间的脑桥
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核，脑桥基底部外侧的斜方体核、前橄榄核，脑桥与延髓交界处腹外侧的面神

经核，网状结构外侧的脑桥泌涎核(见图15)、三叉神经运动核、三叉神经中脑

核(见图16，17)、三叉神经脑桥核，脑桥前部背侧的蓝斑。以上各个核团中的

nNOs阳性神经元呈棕黄色，细胞核淡染。胞体形态多种多样，突起数目不等，

长短也有较大差异。胞体大小在各神经核差异明显，在脑桥的三叉神经中脑核、

三叉神经脑桥核，三叉神经运动核的神经元较大，为大锥体细胞，而在脑桥的

前橄榄核、面神经核(见图14)和脑桥泌涎核等内的为小神经元，在脑桥核和蓝

斑内的为中型神经元。

3讨论

3．1本试验结果表明，在脑干的多个神经核团中都有较多的nNoS阳性神经元分

布，神经元形态多样，胞体大小在各神经核差异也较明显，如脑桥的核团中三

叉神经中脑核、三叉神经脑桥核，三叉神经运动核较大，为大锥体细胞；而有

的核团却为小神经细胞，如脑桥的前橄榄核、面神经核和脑桥泌涎核等内的神

经细胞。许多资料表明，中枢神经系统的一些神经核团中特征性的分布有nNOS，

说明这些神经元具有合成KO的能力。尽管目前对NO的作用及作用机制的认识

还不够完全清楚，但是，大量的研究表明，NO是一种特殊的神经活性物质，其

作用是多方面的，它不仅参与突出传递过程，而且还可以充当第二信使，具有

介导兴奋性氨基酸的作用，参与长时程增效机制的形成，与神经系统可塑性有

关(Brechtelsheuer PB，1992)。因而，研究这一信使系统在中枢神经系统中的

分布，对进一步了解它们的功能很有必要。

3．2中脑和脑桥部的神经核团被认为是与睡眠有直接和I-白J接关系的重要脑结

构，故中脑和脑桥神经核团内的nN0s阳性神经元可能作为多种因素之一，参于

睡眠状态下基本脑血流的维持。有试验证明，破坏猫中缝核80～90％可使猫产

生3～4天的完全失眠，然后慢波睡眠逐渐恢复，但不会超过每天2小时，没有

快波睡眠的恢复。选择性破坏中缝核头部，慢波睡眠减少；破坏中缝核尾部(脑

桥中缝系统)，快波睡眠受到明显抑制。由此可知，中脑和脑桥部的核团，对睡

眠的两个时相负有直接和问接的责任。Kapas等(2002)证明NO与睡眠具有一

定的关系，但更多的研究表明，NO参与脑血流的调节。因此，nN0s神经元选择

地定位于既有丰富和广泛的上行投射，又与睡眠两个时相都有关系的中缝核内，

提示该核所释放的NO可能作为诸多因素中的一种因素参与睡眠时脑血流的调
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节。已经明确睡眠是～个主动过程，需具有一定的脑血流水平。除此之外，尚

有文献指出，睡眠时平均脑血流并不下降，慢波睡眠时比安静状态下略有升高，

在快波睡眠时可有明显升高。因此，要保持平均脑血流在睡眠时具有一定的水

平，对于睡眠有重要关系。但这仅仅是一种有根据的推测，还需要今后的试验

予以证明。还有资料报道，损毁中脑中缝核群后，大鼠脑干、前脑等处脑实质

微血管管壁中的5一HT含量下降，说明5一HT与脑血管有密切的关系。近年有文

献报道，电刺激中缝背核可引起脑血流改变，这种改变除了中缝核5一HT能神经

元所释放5一HT的影响外，刺激所引起的脑血流增加效应则有可能是该核内nNOS

阳性神经元释放N0引起脑血管扩张所致，因中缝背核也含有许多nNoS阳性神

经元。总之，脑血流的调节是一个尚未完全弄清的问题，N0和5一HT以及其它

有关物质，以何种形式配合调节清醒和睡眠状态下的脑血流，则有待进一步研

究。
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结 论

1各个年龄段家兔大脑皮质中均有广泛的nNOS阳性神经元及阳性神经纤维分

布。nN0s阳性神经元呈棕黄色，细胞核染色浅淡。神经元的形态多样化，胞体

呈梭形、三角形、圆形、椭圆形、梨形等多种形状；突起长短、数量不等，nNOs

免疫阳性神经纤维呈棕色串珠状且交错分布。随着年龄增长，大脑皮质nNOs

阳性神经元的密度、突起数、最长突起长度逐渐减小，而胞体截面积却逐渐增

加，这些指标到了老年变化极显著(P<0．01)，表明nNOs和NO与神经元的发育

和衰老有关。

2家兔小脑皮质中也有较丰富的nNOS阳性神经元和神经纤维分布。在浦肯野

氏细胞层，阳性神经元排列规整，大多里单层分布，并有突起伸向分子层。nNOS

免疫阳性神经元呈棕黄色，细胞核染色浅淡。阳性神经元的形态多样，胞体呈

梭形、三角形、圆形、不规则形等多种形状。

3家兔下丘脑中的rINOS阳性神经元有大、小两种，突起较细，数量少。下丘

脑室旁核(PVN)、视上核(soN)内nNOS阳性神经元主要为大型细胞，属于下丘脑

大细胞神经分泌系统，弓状核内的nNOS阳性神经元，主要为小型细胞，属于下

丘脑小细胞神经分泌系统。nNOS和NO在下丘脑神经内分泌调节系统中起重要

作用。

4大脑基底核的nNOS阳性神经元排列密集，主要为小型细胞。脑干的多个神经

核团中的神经元，胞体大小差异明显，有的神经核神经元较大，为大锥体细胞，

如脑桥的三叉神经中脑核、三叉神经脑桥核和三叉神经运动核，有的神经核却

为小神经元，如脑桥的前橄榄核、面神经核和脑桥泌涎核，有的为中等神经元，

如脑桥核和蓝斑。

5兔脑nNOs阳性神经元的密度、第一级突起数、最长突起长度均随着年龄增长

而逐渐减小，而胞体截面积却随着年龄增长逐渐增大，这种变化在成年前的各

个阶段，相互之间差异不显著，但是到了老年就表现出极为显著的变化。由此

得出：兔脑nNOs阳性神经元在10 R龄时就已发育到成年兔水平，以后随年龄

增长逐渐发育成熟至衰老，到老年时就出现显著的衰老变化，表明nNOs阳性神
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经元及其催化产生的N0，在中枢神经系统的发育和神经调控中起重要作用，此

规律为以后进行生长发育研究和衰老研究提供了重要的参考资料。
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附图

图1大脑皮质锥体细胞(x1000) 图2小脑皮质结构(1．分子层2．普肯野

细胞层及普肯野细胞3．颗粒层×1000)

图3大脑皮质串珠样纤维(×400) 图4大脑皮质锥体细胞层(×loo)

图5小脑皮质结构 图6豆状核阳性神经元(×400)

(1．颗粒层2．普肯野细胞层3．分子层x400)
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图7豆状核外貌(×100) 图8尾状核外貌(×100)

图9尾状核神经元(×400) 图10屏状核外貌(×400)

图11屏状核外貌(×100) 图12屏状核吼{性神经元(x1000)
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图13尾状核阳性神经元(×1000) 图14面神经核(×400)

图15脑桥泌涎核(×400) 圈16三叉神经中脑核(×100)

图17三叉神经中脑核(×400) 图18大脑皮质锥体细胞(×400)
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