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摘　要　为了探讨一氧化氮与上丘、外膝体视觉功能成熟的关系,用NAD PH 2黄递酶组织化学技术观察了生后不同年龄段 (0.

5、1、3、5、8、10、15周和成年)猫上丘中的一氧化氮合酶阳性神经元的数量及形态变化和外膝体中一氧化氮合酶阳性神经纤维网

的形成过程。结果显示: (1)上丘表层中的一氧化氮合酶阳性神经元在生后 0. 5周时已少量出现,胞体相对较小,树突分支少而

短; 1周时NO S阳性神经元数量达到最高峰;随后的三周内,此神经元数量维持在较高水平,且在生后的 1～ 5周中,胞体面积逐

渐增大,树突分支复杂化、长度增长,直至第 5周达到峰值。生后 8周后,一氧化氮合酶阳性神经元数量、胞体面积、树突分支长度

逐渐减少, 10周后接近成年动物水平。(2)在生后发育的各个年龄段,外膝体中均未见到一氧化氮合酶阳性神经元。生后 3周时,

开始出现阳性神经纤维,在随后的发育中,阳性纤维更加浓密, 10周时已与成年动物者类似。本研究结果提示:上丘表层中NO S

阳性神经元的数量、形态变化以及外膝体中的NO S阳性纤维的形成与生后发育中的这两个皮层下视觉中枢的功能成熟有关。
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Abstract　 In o rder to investigate the relat ionsh ip betw een nitric ox ide and functional developm ent of subco rtical vision, the po st2

natal developm ent of NO S po sit ive neuronal components in the superio r co llicu lus ( SC ) and the lateral gen icu late nucleus

(L GN ) of the cat w ere studied w ith NAD PH 2d h istochem icalm ethod. T he resu lts are as fo llow s: (1) T he NO S po sit ive neurons

in the superficial SC w ere detectab le by po stnatalw eek 0. 5 (PNW 0. 5) , bu t they had a relative sm aller som a size and sho rter den2

drites. T he num ber of NO S po sit ive neurons reached a peak by PNW 1, and during the period from PNW 1 to PNW 5 the NO S

po sit ive neurons exh ib ited larger som a size and mo re comp lex, longer dendrite. A fter PNW 8, the som a size, the length and

comp lex ity of their dendrites began to reduce gradually and kep t at a steady level from PNW 10 to adulthood. (2) F rom birth to

adulthood no NO S po sit ive neurons w as found in the L GN , but by PNW 3 som e NO S po sit ive fibers w ere detectab le. T hey be2

cam e denser and distribu ted evenly in the specific layers of L GN by PNW 5. T he distribu tion of NO S po sit ive fibers by PNW 10

w as sim ilar to that in adulthood. T hese resu lts suggest that the po stnatal developm ent of NO S po sit ive neuronal components in

the SC and the L GN of cats is relevan t to the functional m aturation of tho se two structures.

(F igures 1～ 12 on p late 46)
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　　一氧化氮 (N it ric ox ide, NO )是近年来发现的

一种特殊活性物质,在脑内广泛分布,在神经系统中

作为信使的作用越来越受到广泛的重视。其形态特

征可以通过NAD PH 2黄递酶组织化学技术显示,并

可间接了解内源性NO 的水平。据报道,在成年猫视

觉通路中,视网膜,上丘以及皮层中均存在一氧化氮

合酶 (NO S) 阳性神经元[ 1, 2 ] , 外膝体中虽不存在

NO S 阳性细胞,却存在丰富的NO S 阳性纤维[ 3 ] ,提

示NO 在视觉功能中起重要作用。

视觉系统的正常功能需视网膜与视觉中枢之间

的精确连接,精确的连接是由粗略的前连接类型通

过突触精细化过程最终成为成熟的类型。轴突的精

细化过程的机制尚不完全清楚,除了和传入神经的

电活动有关外,对多种哺乳动物与非哺乳动物的研

究表明, 此过程涉及活动依赖型突触前机制以及

NM DA 受体介导的突触后机制,即涉及突触前与突

触后的相互作用。由于NO 的气体特性,目前认为

NO 作为逆行信使参与突触前后的相互通讯[ 4 ]。在

鸡的视网膜顶盖投射发育中, 顶盖中NO S 的表达

在时间上和空间位置上与视网膜节细胞轴突到达顶

盖十分一致 (E8～ E15) , NO S 阳性神经元的出现高

峰恰是投射到顶盖中的视网膜节细胞轴突发生修饰

的时间[ 5 ]。大鼠在生后 7 d (P7)上丘表面仅有较少量

的NO S 阳性神经元出现,但在 P15时NO S 神经元

数量达到最大值,此时正是视网膜2上丘投射发生精
细化的时间, 在 P21～ P28, NO S 细胞大量减少, 已

与成年时无何区别[ 6 ];在生后一周内,雪貂的外膝体

几乎不出现NO S 阳性神经元,而在生后第 3～ 4 周

中, NO S 阳性细胞数量达到峰值,此时视网膜节细

胞轴突分离进入外膝体的 onöoff 亚层中[ 7 ] ,而在此

时用NO S的拮抗剂N 2硝基L 2精氨酸或N 2硝基L 2
精氨酸甲酯阻断NO 的作用,即可使网膜节细胞轴

突不能正确地分离进入 onöoff 亚层,表明雪貂的网

膜2外膝体的正确的区域性投射在生后的第 4 周才

完成且需要NO 的参与[ 8 ]。猫是视觉系统发育相对

成熟的动物,表现为网膜2上丘和网膜2外膝体投射
在出生前已经建立,但从电生理学上,上丘和外膝体

的视觉神经元的感受野尚不完善,如上丘视觉神经

元对视觉的反应不呈现方向选择性和双眼特性,且

反应慢,潜伏期长;外膝体神经元对闪光刺激潜伏期

长,易疲劳,感受野偏大,无周边反应等[ 9 ]。为了探讨

NO 与这两个皮层下视觉中枢功能成熟的关系, 本

文用NAD PH 2d 组化方法观察了出生后不同年龄段

的猫上丘和外膝体中NO S 阳性成分的分布, 观察

猫生后发育过程中上丘及外膝体是否出现和大鼠,

雪貂相同的NO S 阳性细胞的过渡性表达? 目的在

于为NO 参与视觉功能发育提供组织学依据。

材料与方法

取出生后 0. 5周 (n= 5)、1 周 (n= 5)、3 周 (n=

4)、5 周 (n= 5)、8 周 (n = 4)、10 周 (n = 3)、15 周 (n

= 3)及成年猫 (n = 4) , 用乌拉坦 (u rethane)深度麻

醉后,经升主动脉依次灌注生理盐水 (室温)和磷酸

缓冲液 (pH 7. 4)配制的 4%多聚甲醛固定液 (4℃) ,

取脑入上述固定液后固定 2～ 4 h (4℃) , 将脑组织

依次经 10%、20%、30%蔗糖磷酸缓冲液浸泡过夜

(4℃) ,按猫脑定位图谱[ 10 ]连续冠状冰冻切片,从尾

端至吻端亘整个上丘和外膝体。切片厚 50 Λm ,隔 3

片取 2片,一套用于N issl染色; 一套用于NAD PH 2
d 组化反应,即: 脑切片用 0. 1 m o löL 磷酸缓冲液漂
洗后入下列孵育液中 0. 5～ 1. 2 h (37℃) : 1 mm o löL
NAD PH (Sigm a) , 0. 5 mm o löL 氮蓝四唑 (NBT ) , 0.

2% T riton X2100, 0. 1 m o löL 磷酸缓冲液 (pH 7.

4) ,反应中随时检查反应产物直至显示完整细胞形

态和近端树突后,用上述磷酸缓冲液漂洗数次,玻片

贴片后,依次施中性红衬染 (确定上丘分层) ,酒精脱

水,二甲苯透明和中性树胶封片,显微镜观察、照相。

从上丘尾端到吻端的切片中,每只动物取 10～ 15张

切片,用网格测微尺测定上丘表层每张切片由内向

外五个样品区的NO S 阳性神经元的数目, 取平均

值并换算出mm 2 中的细胞剖面密度,再用同样方法

计数上丘表层N issl 染色片上的表层细胞剖面密

度;通过Cam era lucida精确绘出不同年龄段上丘表

层中不同类型的NO S阳性神经元 150个,测定其树

突野最大半径、树突线性总长度并以点分析法测定

胞体截面积。

结　　果
1. 　上丘
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在生后发育的各个周龄段,上丘表层、中间层和

深层均存有NO S 阳性神经元和阳性纤维, 胞体和

近端树突分支均着深蓝色,呈与 Go lg i银染细胞相

似的形状,在形态上属于双极与多极细胞,胞体为圆

形、椭圆形、梭形或星形。

1. 1　上丘表层NO S阳性神经元的数量变化

生后 0. 5周,仅有少量阳性细胞 (F ig. 1) ,平均

密度为 13. 3个ömm 2。到生后 1周迅速增加达到最

大值,密度是 0. 5周的 3倍多 (F ig. 2)。生后 3～ 5周

中NO S 阳性神经元数量保持较高水平, 各年龄段

密度均超过 44. 5个ömm 2 (F ig. 3)。在生后 8周,数

量开始减少, 10 周到成年维持在一定水平, 成年时

密度比 1周时下降了 51. 2% (表 1)。与成年动物相

比,生后 0. 5、1、3、5周有极显著差异 (P < 0. 01)。

1. 2　上丘表层NO S阳性神经元的形态变化

胞体截面积、树突野最大半径和树突线性总长

的变化基本一致 (表 2)。在生后 0. 5周,树突野最大

半径 (48. 0 Λm )和树突线性总长度 (101 Λm )为最

小; 1周时迅速增加 (F ig. 4) , 5 周达到峰值,分别为

73 Λm 和 163 Λm (F ig. 5) , 8周开始变小 (F ig. 6) , 10

周后保持在一定水平 (F ig. 7)。胞体截面积在生后

0. 5周为 203. 3 Λm 2, 1 周时迅速增加 (F ig. 4) ,第 5

周达到最大值 (367. 6 Λm 2) ,增加 1. 8倍 (F ig. 5) ; 第

8周胞体减少, 10周乃至成年维持在较低水平 (F ig.

6, 7)。经统计处理,与成年动物相比,胞体截面积在

生后 0. 5、3、5周有极显著差异 (P < 0. 01)。树突线

性总长:生后 3、5周有极显著差异 (P < 0. 01)。树突

野最大半径: 在生后 3周有显著差异 (P < 0. 05) ,生

后 0. 5、1、5周有极显著差异 (P < 0. 01)。

表 1　不同年龄段猫上丘表层NO S阳性细胞剖面

密度 (个ömm 2)及相对含量 (% ) (xθ±s)

Po stnatal
w eek s

NO S阳性细胞剖面
密度 (Cellsömm 2)

表层全部神经元剖面
密度 (Cellsömm 2)

NO S细胞占全部
神经元的%

0. 5 13. 3±5. 33 3 3069±448 0. 43

1 55. 1±12. 43 3 3442±602 1. 60

3 46. 6±11. 23 3 2912±361 1. 60

5 44. 8±9. 13 3 2644±295 1. 69

8 32. 9±7. 4 2497±229 1. 32

10 23. 9±7. 9 2295±125 1. 04

15 26. 3±11. 9 2273±194 1. 16

A dult 26. 9±8. 4 2276±152 1. 18

3 3 , P < 0. 01

2. 　外膝体

在生后发育的各个年龄段,外膝体中的A、A l、

C 层中均末见到NO S 阳性神经元。生后 0. 5 周、1

周时外膝体中无NO S 阳性染色 (F ig. 8) ; 但在第 3

周时,外膝体出现了NO S阳性纤维 (F ig. 9) ; 第 5周

时阳性纤维更加浓密 (F ig. 10) ,遍布于外膝体的各

层; 10周时已与成年动物相似 (F ig. 11, 12)。

表 2　不同年龄段猫上丘NO S阳性神经元的树突野最大半径、
树突线性总长度、胞体截面积的变化 (xθ±s)

po stnatal w eek s 树突野最大半径 (Λm ) 树突线性总长度 (Λm ) 胞体截面积 (Λm 2)

0. 5 48±233 3 101±64 203. 3±70. 83 3

1 53±223 3 107±71 297. 5±87. 3

3 71±343 151±93 3 3 358. 2±105. 23 3

5 73±363 3 163±1013 3 367. 6±134. 33 3

8 65±28 126±78 294. 9±87. 5

10 63±28 114±76 274. 9±82. 2

15 67±34 110±65 281. 6±67. 5

A dult 63±29 117±64 290. 6±92. 2

3 , P < 0. 05　　3 3 , P < 0. 01
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讨　　论

文献中已有用NAD PH 2d 组化方法或NO S 免

疫组化方法观察到猫、大鼠、猴、兔[ 1 ]、雪貂[ 7 ]等哺乳

动物的视觉通路中的视网膜、上丘和视皮层中均

NO S 阳性细胞的分布。电生理学上,猫视皮层中的

NO 可能调制皮层细胞的反应,NO 及其代谢产物对

视觉信号有放大的作用; 在外膝体中可能通过涉及

NM DA 受体活动、门控视觉信号传入而起到视觉信

号的转换作用。虽然NO S 阳性神经元在视觉系统

中的形态和功能已有较多研究,但猫发育中视觉中

枢的NO S 阳性神经成分的变化至今尚未见到报

道。本文首次报道猫生后发育过程中上丘表层、外膝

体中NO S阳性神经成分的分布变化,为NO 参与视

觉的神经发育、建立正常视觉功能等方面提供了形

态学证据。

在猫上丘的 7层结构中,表层 (É 2Ë )接受视网

膜 Y、W 型节细胞轴突输入以及视皮层的下行传

入,主要对视觉刺激起反应。猫的视网膜节细胞轴突

末梢和皮层投射到上丘的轴突末梢均含有谷氨酸。

在视觉神经发育中,视网膜与上丘表层投射的精细

化首先是节细胞的电活动,末梢释放谷氨酸使突触

后膜的NM DA 受体激活, Ca2+ 注入胞内, 使NO S

激活,催化精氨酸分解释放NO , NO 再作为逆行信

使扩散至突触前或相邻的神经元, 使它们胞内的

cGM P 升高,从而修饰轴突的伸长与收缩。Kandel[ 4 ]

和W u [ 11 ]认为NO 作为一种逆行信使参与发育中突

触连接的修饰过程,通过加强和稳固正确的突触 (同

步激活)而削弱不正确的突触 (不激活)的连接,最终

建立正确的区域投射关系。在鸡和大鼠的发育过程

中, NO 参与了视网膜节细胞与上丘之间投射的轴

突精细化过程; 与鸡、大鼠不同,猫的视网膜节细胞

轴突在胚胎的第 30～ 37 d 时已到达上丘表层,故猫

在出生时,视网膜与上丘之间的投射已经形成,且已

建立了完善的交叉投射关系。但在生后 7～ 8 d 内,

上丘神经元对视觉刺激的反应不呈现方向选择性和

双眼特性,且反应弱,潜伏期长;生后第 2周末,大多

数神经元逐渐出现较为成熟的感受野,直到生后 7

～ 8 周后,上丘神经元才具有与成年动物类似的反

应特性。过去曾有不少学者认为上丘细胞的这种反

应特性随发育而产生的变化是由皮层的下行传入所

控制的,即认为它是依赖于皮质顶盖通路的神经活

动进行调控的[ 9 ]。猫在胚胎后期 (E48)皮质顶盖通

路开始建立,但这条通路的精细化过程发生在生后

第 2～ 8周之间,通过突触的精减或神经元的死亡来

完成精确的区域投射[ 9 ]。从本实验结果来看: 生后

0. 5周时上丘表层仅有少量NO S阳性神经元,但到

1 周时数量即达到最大值,且在 1～ 5 周内NO S 阳

性神经元的数量、胞体面积、树突野最大半径和树突

线性总长均处于较高水平。胚胎期间 (E30 d～ E65

d, 出生时)上丘表层是否出现NO S 阳性神经元数

量的急剧变化以及形态上的改变? 尚不得而知,但

生后发育过程中, 上丘表层NO S 阳性神经元的数

量,形态变化似乎与视网膜2上丘的区域投射无关,

而主要与皮质顶盖通路的精细化以及上丘神经元的

功能成熟有关。上丘表层中的内源性NO 可能参与

了皮质顶盖通路的突触的精细化过程,皮质顶盖通

路功能的建立导致上丘视觉神经元功能的成熟。有

的实验证明, 注射NO S 的拮抗剂可使大鼠皮质顶

盖通路中来自皮层的轴突未梢过度抽芽[ 12 ]。NO 有

促进突触连结的形成但又有抑制轴突无止境伸长的

作用。此外在猫的生后发育过程中,上丘表层中的

NM DA 2R 1 的含量呈现与NO S 阳性神经成分相类

似的变化趋势,即上丘表层中NM DA 2R 1 在 P7 d 时

开始表达, P10 d～ 24 d 之间稳定增加, 直至 P46 d

时开始下降[ 13 ] , NM DA 2R 1 与NO 共同参与上丘表

层细胞的功能成熟。

用NAD PH 2d 方法在猫上丘表层中所反应出的

NO S 阳性细胞呈现多种形态类型, 有梭形和星形

等,且其主树突大多垂直于上丘表面,胞体面积变异

较大 (表 2)。在雪貂的外膝体中,用双标法发现有些

NO S 阳性细胞为 GABA 能抑制性中间神经元, 但

另外一些则非GABA 能神经元[ 7 ] ,故上丘中的NO S

阳性细胞可能既有抑制性的中间神经元又有视觉投

射神经元。此点值得重视。

外膝体是重要的皮层下视觉中枢,是视网膜与

视皮层之间视觉信息加工的中继站。猫的外膝体在

结构上可分为A、A l、C 三层结构, 接受视网膜 X、

Y、W 型节细胞轴突、中脑 (包括上丘)和视皮层的传

入。在发育过程中,猫的视网膜节细胞轴突,在胚胎

的 45 d (E45)已到达外膝体,在 E452E65 的时间段

中开始双眼各自分离地进入A、A l、C 层中从而形成

特定的分层 (eye2specif ic layer) [ 14 ]。此点表明猫在出

生时,视网膜与外膝体之间的区域投射关系已经建

立;但在生后第三周之前,外膝体很少记录到具有完

整感受野的细胞反应。生后 3～ 5周之间,具有成熟

感受野的神经细胞数量大大增加, 5 周后逐渐发育
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成与成年动物类似的反应类型,提示猫外膝体细胞

的功能成熟在生后的 3～ 5周内或更晚一些的时间。

与雪貂的外膝体发育不同,在生后发育的早期,猫外

膝体中一直不出现NO S 阳性细胞当然也不可能有

NO S 阳性细胞的数量变化; 而在生后 3周时外膝体

中出现了NO S阳性神经纤维,且到第 5周时纤维更

加浓密,遍布外膝体的各层,推测这些NO S 阳性神

经纤维的出现可能与外膝体神经细胞功能成熟有

关。B ickfo rd 等[ 3 ]证实成年猫外膝体中的NO S阳性

神经纤维来自脑干的臂旁核团,且这些阳性神经纤

维与X、Y 型视觉传递细胞形成突触,它们含有胆碱

能递质,通过释放NO 和A Ch 的共同作用促使外膝

体中的投射细胞 ( relay cell)对视觉刺激更为敏感。

电生理学的研究表明: 在外膝体中NO 可能通过涉

及NM DA 受体活动、门控视觉信号传入而起到了

视觉信号的转换作用,因此生后第 3周时,脑干臂旁

核团中出现NO S 的投射纤维进入外膝体, 它们可

能具有促进外膝体神经元功能成熟的作用。

用NAD PH 2d 组化方法,未能显示出外膝体本

身的NO S 阳性细胞, 并不能完全说明猫的外膝体

的早期发育不需要NO ; 也不能排除外膝体中的

NO S 活性较低以至用NAD PH 2d 组化方法难以显

出的可能性。已有实验证明,单眼缝合可使猫外膝体

的非剥夺层中出现大量的NO S 阳性细胞, 而剥夺

层则仅出现少量的NO S 阳性细胞,这些NO S 阳性

细胞被证明是 Y 型传递细胞[ 15 ]。
(收稿 1998- 09- 06)
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Explana tion of F igures

F ig. 1　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatal w eek 0. 5 show ing NO S po sit ive neurons and fibers distribu ted in the

superficial layers of SC. 　　Calibration bar= 200 Λm

F ig. 2　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatal w eek 1 show ing NO S po sit ive neurons and fibers distribu ted in the su2

perficial layers of SC. 　　Calibration bar= 200 Λm

F ig. 3　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatal w eek 3 show ing NO S po sit ive neurons and fibers distribu ted in the su2

perficial layers of SC. 　　Calibration bar= 200 Λm

F ig. 4　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatalw eek 1 show ing NO S po sit ive neurons and fibers. 　　Calibration bar=

50 Λm

F ig. 5　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatal w eek 5 show ing NO S po sit ive neurons and fibers　　Calibration bar=

50 Λm

F ig. 6　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatal w eek 8 show ing NO S po sit ive neurons and fibers　　Calibration bar=

50 Λm

F ig. 7　Co ronal section of superio r co llicu lus at po stnatalw eek 10 show ing NO S po sit ive neurons and fibers　　Calibration bar=

50 Λm

F ig. 8　Co ronal section of lateral gen icu late nucleus at po stnatal w eek 1 B lood vessels are outlined (A rrow head) , bu t no NO S

po sit ive cells o r fibers are stained　　Calibration bar= 50 Λm

F ig. 9　Co ronal section of lateral gen icu late nucleus at po stnatal w eek 3 show ing NO S po sit ive fibers in layers A l (A rrow head).

　　Calibration bar= 25 Λm

F ig. 10　Co ronal section of lateral gen icu late nucleus at po stnatalw eek 5 show ing NO S po sit ive fibers in layers A l (A rrow head).

　　Calibration bar= 25 Λm

F ig. 11　Co ronal section of lateral gen icu late nucleus at po stnatal w eek 10 show ing NO S po sit ive fibers in layers A l

(A rrow head). 　　Calibration bar= 25 Λm

F ig. 12　Co ronal section of lateral gen icu late nucleus of adult an im al, show ing NO S po sit ive fibers in layers A l (A rrow head). 　

　Calibration bar= 25 Λm

　　　　sl, superficial layers　　ig l, in term ediate gray layer　　dgl, deep gray layer
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蒋　斌等　猫上丘表层和外膝体中的一氧化氮合酶阳性神经成分的生后发育
(图说明见正文末页)
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