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摘要：用免疫组织化学方法研究脑啡肽（+,-）在极危物种朱%（1#22($#+ $#22($）脑内的分布，结合计算机
图像分析仪检测免疫阳性细胞和末梢的灰度值。+,-阳性细胞、纤维和终末分布如下：发声核团有原纹
状体中间区腹部、丘脑背内侧核外侧部、中脑丘间核、中脑背内侧核、延髓舌下神经核。听觉中枢有丘脑

卵圆核壳区、中脑背外侧核壳区、脑桥外侧丘系腹核、上橄榄核、耳蜗核等。内分泌核团有视前区前核、

旧纹状体增加部、下丘脑外侧核、下丘脑腹内侧核等。结果表明，朱%脑内 +,-可能对发声、听觉和下
丘脑内分泌的生理活动有一定的调制作用。
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自 %0)% 年在陕西省洋县重新发现朱%
（1#22($#+ $#22($）以来，目前已对这一世界极危
物种的数量分布、种群动态与生态习性、生长发

育与行为、人工繁殖及保护等濒危状况进行了

大量的研究，但对其生理和解剖的研究较

少［%，!］
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，对其脑的结构等国内外尚无报道。脑啡



肽（!"#$"%&"’()*+%，,-.）是一种神经肽，因其为
内源性类吗啡样物质，有镇痛和引起欣快感的

作用，而受到神经化学领域的关注［/］。本文在

上述研究基础之上，采用免疫组织化学方法并

结合计算机图像仪分析，对 ,-.在朱%脑内的
分布进行了观察和灰度值分析，旨在为进一步

研究 ,-. 在发声$听觉通路、旁听觉通路与下
丘脑控制生殖行为和相关功能中的作用及其调

控机制提供形态学基础，也为进一步了解朱%
这一极危物种提供基础资料。

! 材料与方法

!"! 材料 朱%（!）全脑由北京动物园（意外
死亡 0只）赠送，脑用于 ,-.免疫组织化学实
验和焦油紫染色。123 复合物（14+5+%$2+6#+%$
36!’*"7）为美国 8"9#6: 公司产品，用 0 ; <==，
=>=/?的 @:+#6% A$0==的 =>0 !6*BC磷酸缓冲液
稀释；,-. 免疫组织化学试剂用 0 ; <== 的兔
（鸡）抗脑啡肽（!"#$,-.）血清（美国 D%)E#): 36
产品）。计算机图像分析系统为美国 FGH@$DD
（F’6# 5+I+#)* 9)!":)：J+)I%6E#+9 D%E#:K!"%#E，D%9 L，
F#":*+%I M"+I(#E，ND）产品，分析软件为 D!)I" G:6
1%)*OE+E F6P#Q):"（N"5+) 3OR":%"#+9E，CL GL，F+*4":
F’:+%I，N):O*)%5）产品。
!"# $%&’免疫组织化学方法 取朱%脑，浸
入 S?多聚甲醛中固定和保存，再浸入 /=?蔗
糖的 =>0 !6*BC磷酸缓冲液（ST）中过夜，矢状
冰冻切片（S=!!），切片分成 0<套，收集于 =>0
!6*BC磷酸缓冲液（’M U>S）内。其中 S 套作脑
啡肽免疫组织化学反应，< 套作焦油紫染色，V
套备用。,-.免疫组织化学染色方法如下：（0）
将切片置于 0 ; <==的兔（鸡）抗 ,-.血清中于
室温下孵育 / (；（<）2+6#+%标记的羊抗兔 DIW血
清 0 ;<==室温孵育 < (；（/）123复合物内结合 <
X / (；（S）J12（=>=Y?）和 M<H<（=>=/?）内
呈色 <Y !+%。切片贴于涂有明胶的载片上，经
脱水透明、封片。另 <套切片作焦油紫染色，用
以定位 ,-.免疫阳性神经纤维、终末或细胞在
脑中的分布区域。朱%核团的定位和命名参考
鸽脑立体定位图谱［S］及张信文等以前的工

作［Y Z V］。对照实验用正常牛血清代替一抗或省

略 ,-.一抗，结果为阴性。
!"( $%&免疫阳性物质的灰度值分析 用计
算机图像分析系统检测 ,-. 免疫阳性神经细
胞和纤维标记的平均灰度值。每套各取 Y X [
张切片，每张切片测定 [ X 0=个左右 ,-.阳性
神经细胞的胞体平均灰度值，取平均值，神经纤

维和末梢取每张切片着色均匀的标记部位进行

测量，每一区域连测两次，取平均值。灰度是指

半透明介质光强度的指标，灰度值分为 = X <YV
个等级，值越小，免疫组织化学染色反应阳性产

物表达越强，值越大，表达越弱。

# 结 果

以计算机图像分析仪测定朱%二组切片
,-.免疫阳性产物的灰度值，归纳成表 0。
#"! $%&在端脑的分布 在朱%的原纹状体
中 间 区 腹 部（ ):9(+E#:+)#K! +%#":!"5+K! ’):E
4"%#:)*+E，1+8）内有许多 ,-.免疫阳性神经细胞
（图版"：0），1+8位于大脑半球中部腹侧边缘。
在视前区前核（%K9*"KE ’:"6’#+9KE )%#":+6:，GH1）
有 ,-.免疫阳性神经细胞和终末分布（图版"：
<）。在 旧 纹 状 体 增 加 部 （ ’)*"6E#:+)#K!
’:+!+#+4K!，G1）内有许多散在分布的 ,-.神经
细胞（图版"：/），G1背方以 CNJ为界，两侧紧
邻中隔和原纹状体。

#"# $%&在间脑内的分布 在朱%的丘脑背
外侧核内侧部（56:E6*)#":)* %K9*"KE 6P #(" )%#":+6:
#()*)!KE，JCN）内有大量的 ,-. 免疫阳性细
胞，胞体呈椭圆形（图版"：S）。在丘脑卵圆核
壳（ #(" %K9*"KE 646+5)*+E E("**，H4 E("**）有许多
,-.免疫阳性神经终末和纤维包绕 H4形成壳
式结构（图版"：Y），但在 H4核中几乎没有标记
存在。H4位于丘脑背中部，核团呈卵圆形，体
积较大（图版"：Y）。在下丘脑外侧区（%K9*"KE
*)#":)*+E (O’6#()*)!+9，CMO）内有许多 ,-. 免疫
阳性细胞（图版"：V）。CMO位于下丘脑的腹外
侧。在下丘脑腹内侧核（%K9*"KE 4"%#:6!"5+)*+E
(O’6#()*)!+9，8N-）有许多 ,-.免疫阳性细胞
（图版"：U），位于下丘脑的腹部，核团界限不很
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清晰。

!"# $%&在中脑内的分布 在朱%的中脑丘
间核（!"# $%&’#%( )$!#*&+’’)&%’,*)(，-.+）中有一些
/01免疫阳性细胞和终末，标记胞体主要分布
在中脑背外侧核（2#(#$&#3",’)&%( ’,!#*,’)(，3,*(
4+*(,’)(，564）和中脑背内侧核（$%&’#%( 4+*(,’)(
2#4),’)(，75）之间的交界处（图版!：8），-.+在
中脑侧脑室下方，为一较大的梭形核团，标记纤

维分布在 -.+和 564周围区的喙侧和尾侧（图
版!：8）。朱%有密集的 /01免疫阳性神经终
末充满 75（图版!：8，9），75 呈椭圆形，正中
纵切面积约 :;<= 22>（图版!：9）。在 564壳上
同时出现了许多标记细胞、终末与纤维，在 564
核中几乎没有阳性标记的存在（图版!：?:）。
564位于中脑侧脑室下方的半环隆区中央，形
似椭圆形。

!"’ $%&在脑桥内的分布 在朱%的脑桥外
侧丘系腹核（$%&’#%( @#$!*,’)( ’#2$)(&) ’,!#*,’)(，

A6A）及周围有散在分布的 /01阳性神经终末
与纤维（图版!：??），它位于脑桥的腹外侧，核
团呈椭圆形。在脑桥上橄榄核（(%3#*)+* +’)@,*B
$%&’#%(，CD）有 /01的免疫阳性细胞（图版!：
?>）。CD 呈橄榄球形，位于脑桥尾部的腹侧
缘，正中纵切面积为 :;<9 22>。

!"( $%&在延髓内的分布 在朱%的延髓耳
蜗核（!"# &+&"’#,* $%&’#)，$.+）有 /01免疫阳性
神经终末（图版!：?E），$.+ 位于延髓的背侧，
第四脑室的内腹侧，正中纵切面积约 ?;:9
22>。在听神经（0A--）有一些纤维。在延髓舌
下神经核（$%&’#%( "B3+F’+(()$，G--）和舌下神经
（0G--）内有许多 /01标记神经终末和纤维（图
版!：?=，?H），$G--位于延髓的背内侧，核团呈不
规则形，正中纵切面积约 ?;>< 22>，灰度值分

析/01 免疫标记神经纤维浓重（图版!：?=，
表 ?）。

表 ) 朱!脑内 $%&免疫阳性物质的部分灰度值
*+,-. ) */. 0.12345 67 4/. $%& 8623439. 2:,24+1;.2 31 4/. ,<+31 67 !"##$%"& %"##$%

核团名称 0,2#( +I $%&’#) 灰度值 7#$()!B

原纹状体中间区腹部 ,*&")(!*),!%2 )$!#*2#4)%2 3,*( @#$!*,’)(，J)A ?HE;? K ?8;?
视前区前核 $%&’#%( 3*#+3!)&%( ,$!#*)+*，LDJ ?H=;8 K >8;E
丘脑背外侧核内侧部 4+*(+’,!#*,’ $%&’#%( +I !"# ,$!#*)+* !",’,2%(，765 ?E>;< K ?>;=
丘脑卵圆核壳 !"# $%&’#%( +@+)4,’)( ("#’’，D@ ("#’’ ?8E;> K ?E;<
下丘脑外侧区 $%&’#%( ’,!#*,’)( "B3+!",’,2)&，6MB ?N?;N K ?N;=
下丘脑腹内侧核 $%&’#%( @#$!*+2#4),’)( "B3+!",’,2)&，A50 ?N=;> K ?9;9
中脑丘间核 !"# $%&’#%( )$!#*&+’’)&%’,*)(，-.+ ?H?;9 K >>;=
中脑背外侧核壳 2#(#$&#3",’)&%( ’,!#*,’)(，3,*( 4+*(,’)( ("#’’，564 ("#’’ ?89;E K >=;H
中脑背内侧核 $%&’#%( 4+*(,’)( 2#4),’)(，75 ?:8;< K ?:;9
脑桥外侧丘系腹核 $%&’#%( @#$!*,’)( ’#2$)(&) ’,!#*,’)(，A6A ?>N;9 K >:;E
脑桥上橄榄核 (%3#*)+* +’)@,*B $%&’#%(，CD ?E9;> K ?=;E
延髓耳蜗核 !"# &+&"’#,* $%&’#)，$.+ 9?;H K ?9;<
舌下神经 "B3+F’+((%(，0G-- ?<:;? K ?H;=
延髓舌下神经核 $%&’#%( "B3+F’+(()$，G-- ?N>;8 K ?N;>

# 讨 论

现已证明 /01是脑内的神经调质，是小分
子五肽的阿片肽家族之一，它可以抑制多种神

经递质的释放，以调节痛觉、发育、生殖等多个

系统的生理功能［E］。本实验结果表明，/01在
朱%脑中的发声控制系统、听觉通路与旁通路

和生殖内分泌相关的核团中都有广泛分布。

#") $%&在发声控制系统中的分布 已知鸟
类的鸣叫由脑内集中发育的神经核团所控制，

家鸽的直接发声控制通路由端脑的 J)A!75
!$G--，然后支配气管鸣管肌［H，N］。本实验证明
/01广泛分布于朱%发声控制系统，但是分布
不均匀，在 J)A!75!$G--脑区富含 /01胞体
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及纤维，在发声相关中枢 !"#和 $%&有浓密的
标记，’()在发声中枢的广泛分布，提示 ’()
可能在发声控制中具有一定的生理作用。

!"# $%&在听觉通路和旁通路中的分布 鸟
类的听觉通路主要由 *%&!+,!-"-!#".!
,/!"听区等组成［0，1，2］，此外还存在一条平行
于听觉通路的旁听觉通路，主要由中脑 #".
壳、$%&、丘脑 ,/壳和端脑的新纹状体旁听区等
组成［3］。本实验结果表明，在朱%的听觉通路、
旁听通路有关的核团内有集中分布的 ’()阳
性反应产物，如在听神经、*%&、脑桥的 +,、
-"-、#".壳、$%&、,/壳等。但在听觉通路的主
要中继核团 #".、,/ 核中几乎没有标记的存
在，而在旁听觉通路 #".壳、,/壳有浓密的标
记，这些结构都参与听觉中继的生理反应［3］。

’()仅分布在旁听觉通路 #".、,/等核团的壳
上，提示 ’()在旁听觉通路中可能起更多的调
制作用，也提示听觉通路和旁听觉通路可能是

两条司不同功能的神经回路，这些工作有待于

进一步深入研究。

!"! $%&在发声’听觉和生殖内分泌中的共存
关系 鸟类的发声、听觉和生殖内分泌系统之

间有密切的联系，已知鸟类与生殖内分泌有关

的脑区包括视前区前核（4,5）、45和下丘脑的
各个亚核，如下丘脑外侧核（"67）、下丘脑腹内
侧核（-#(），这些脑区广泛参与了生殖活动有
关的各种复杂行为的调控，如求偶炫耀、交配和

生殖活动的完成［3］。发声行为受听觉系统的反

馈作用［89，88］，发声高位中枢接受听觉高位中枢

"区的传入投射，从脑桥、中脑和间脑形成旁听
觉通路与下丘脑的 -#(、"67和 4,5有直接的
神经联系，以此组成了听觉:发声:内分泌下丘
脑轴系统［3，8;］。实验结果表明，在发声:听觉通
路、旁听觉通路和下丘脑控制生殖行为的内分

泌核团等内均有 ’()免疫阳性神经细胞或纤
维分布，提示 ’()可能对鸟类发声:听觉:内分
泌下丘脑轴系统的生理活动有一定的调制功

能。

本文对朱%脑的结构及 ’() 的分布作了
初步研究，由于朱%是极濒危物种，实验例数仅

有 8例，但上述结果是把朱%脑切片分成 8;
套，其中 0套作脑啡肽免疫组织化学反应，这对
于朱%脑内 ’()的定位分布有一定的重复证
明。本文为进一步研究 ’() 在发声:听觉通
路、旁听觉通路及下丘脑控制生殖行为和相关

功能中的作用与调控机制提供形态学基础，也

为进一步了解朱%脑功能提供了基础资料。
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图 版 说 明

!"#$%内的 &’(标记细胞 ) *++；,"-.#内的 &’(标记细胞 ) *++；/"-#内的 &’(标记细胞 ) ,++；0"123内的 &’(标记细胞 )

!++；4".5壳内的 &’(标记终末和纤维 ) 0++；6"278内的 &’(标记细胞 ) 6++；9"%3’内的 &’(标记细胞 ) 6++；*" :;<和 13内

的 &’(标记细胞、终末 ) !++；=" 13内的 &’(标记终末 ) /++；!+"32>壳内的 &’(标记细胞、终末 ) ,++；!!" %2%内的 &’(标记

终末 ) 0+；!," ?.内的 &’(标记细胞 ) ,++；!/"@;<内的 &’(标记终末 ) ,++；!0"@A::内的 &’(标记细胞和终末 ) !++；!4"’A::
内的 &’(标记纤维 ) ,++。

!"#$%&%’()& )* +$%’,
!" ’BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ #$% ) *++；," ’BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ -.# ) *++；/"’BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ -# ) ,++；0" ’BCD<@E FGHBFB>

H8 &’( $@ 123 ) !++；4" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ .5 EKBFF $@ !"#$%&’() )*(+%) ) *+" 6" ’BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ 278 ) 6++；

9" @BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ %3’) 6++；*" ’BCD<@E FGHBFB> H8 &’( $@ :;< G@> 13 ) !++；=" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ IKB 13

) 6++；!+" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ 32> ) ,++；!!" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ IKB %2% ) ,++；!," ’BCD<@E

FGHBFB> H8 &’( $@ ?. ) ,++；!/" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ IKB @;< ) ,++；!0" ’BCD<@E G@> IBDJ$@GFE FGHBFB> H8 &’( $@ @A:: )

!++；!4" ’BCD<@E G@> L$HBDE FGHBFB> H8 &’( $@ IKB ’A:: ) ,++"
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