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摘要：用免疫组织化学 )*+ 法标记 ,("" 免疫阳性（,(""-./）细胞，观察 ,("" 蛋白在青年猫和老年猫小脑

中的分布，探讨其表达的年龄相关变化及意义。光镜下计数颗粒层和髓质中 ,(""-./ 细胞密度及浦肯野

细胞（0+）层阳性细胞线密度。结果显示，颗粒层和髓质中 ,(""-./ 细胞密度较小、分布均匀，0+ 层阳性

细胞相对密集，分子层未见阳性反应；阳性细胞胞浆深染。与青年猫相比，老年猫小脑颗粒层、髓质和

0+ 层中 ,(""-./ 细胞密度显著增加（1 1 "2"(），胞体较大，阳性较强。表明 ,(""-./ 细胞在小脑中的分布

具区域性差异，呈明显的年龄相关性增生，推测其增生对衰老神经元的丢失起保护作用。
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,("" 蛋白属于 +;! ‘ 结合蛋白家族，主要成

员有 ,(""; 和 ,(""M。在哺乳动物中枢神经系

统中，,("" 蛋白大多为 ,(""M（含两个!亚单

位），主要由胶质细胞特别是星形胶质细胞合成

和分泌［(］。在正常生理条件下 ,("" 浓度较低，

对中枢神经系统的稳定起维持作用。在某些病

理，如 [IW< ,U<KJIT>（[,）和 )Sa:>@T>J [@N>;N>
（)[）条件下，脑内 ,(""
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过度表达（其表达水平



与病理损伤程度密切相关），对神经组织有毒害

作用［!，"］。中枢神经系统在衰老过程中 #$%% 蛋

白的表达有明显的年龄相关性变化。已有研究

表明，大脑皮质和海马在衰老过程中 #$%% 表达

显著增强［&，’］，也有实验认为，某些脑区 #$%%()*
细胞阳性增强，但数量没有明显的年龄性变

化［+］。#$%% 在小脑衰老过程中的表达未见报

道。本文拟通过观察猫小脑中 #$%% 分布及其

表达的年龄相关性变化，进一步探讨该变化的

意义，以期为研究小脑年龄相关的功能衰退机

制积累资料。

! 材料与方法

!"! 动物与取材 取健康的青年成年猫（$ , "
龄，! , !-’ ./，本实验室饲养）和老年猫（$! , $"
龄，" , "-’ ./，取自中国科学技术大学视觉研究

实验室）各 & 只。盐酸氯胺酮（&% 0/1./ 体重）

深麻醉后开胸，用 %-23生理盐水经左心室灌

注，至肝脏发白后灌注 &3多聚甲醛（!%% 041./
体重）进行预固定，开颅后取小脑半球，切成约

$ 50" 的组织块，置 &3多聚甲醛中后固定 !% ,
!& 6，78# 冲洗，脱水、透明、石蜡包埋，作厚 9!0
的连续冠状切片，裱片于经 :7;# 处理的载玻

片上。

!"# 免疫组织化学染色（免疫组化 :8< 法）

连续切片，每 $% 张取 $ 张进行免疫组织化学染

色：切片脱蜡至水，"3=!>! 室温孵育 ’ 0?@，以

消除内源性过氧化物酶活性；蒸馏水冲洗，78#
浸泡 ’ 0?@；滴加 ’3小牛血清（8#:），室温孵育

$% 0?@，封闭非特异性反应部位；倾去血清，勿

洗，滴加一抗（兔抗牛 #$%% 抗体 $ A !%%）"BC孵

育$ 6；78# 冲洗 ’ 0?@ D "；滴加生物素标记二抗

（羊抗兔 )/E 抗血清），"BC孵育 $% 0?@；78# 冲

洗 ’ 0?@ D "；滴加辣根酶标记三抗（链酶卵白

素，:8<），"BC孵育 $% 0?@，78# 冲洗 ’ 0?@ D "；

F:8 显色，自来水冲洗、脱水、透明、封片。阴

性对照实验用 78# 代替一抗，其余步骤同上。

实验所用 #$%% 的兔抗牛血清及免疫组织化学

#7 试剂盒、F:8 购于 GH0IJ 公司。

!"$ 形态观察与统计分析 染色后的切片在

>4H0KLM 8N’$ 显微镜下观察、计数并拍照。每

张切片在光镜（ D !%%）下随机选取 9 个视野，计

数采集网格（!’%!0 D !’%!0）内颗粒层和髓

质中 #$%%()* 细胞数目，并换算成密度（细胞数1
00!）；目镜测微尺测量单位长度内浦肯野细胞

层阳性细胞数目，换算成线密度（细胞数100）。

观察 #$%%()* 细胞免疫反应的年龄性变化，所

有数据采用平均值 O 标准差表示，用 !(PIMP 进

行各项指标的显著性检验。

# 结 果

光镜下，青年猫和老年猫小脑中均可见棕

褐色免疫反应的 #$%%()* 细胞，圆形或近似圆

形。#$%%()* 细胞在小脑中分布有明显的区域

性差异：分子层未见阳性细胞；浦肯野细胞层阳

性细胞比较密集；颗粒层及髓质中阳性细胞密

度较小，分布均匀（图版"：$）；阳性细胞胞浆染

色较深，部分细胞可见放射状突起，多为星形胶

质细胞。与青年猫相比，老年猫浦肯野细胞层、

颗粒层和髓质中 #$%%()* 细胞密度均显著增加

（" Q %-%$，见表 $），统计结果表明，分别增加了

+$-2B3、""-&$3和 !%-%%3；老年猫 #$%%()* 细

胞较大，阳性反应明显增强（图版"：" , 9）。阴

性对照组未见阳性反应（图版"：!）。

表 ! 老年猫与青年猫小脑中 %!&&’() 细胞密度比较（!# O $）

*+,-. ! */. 0123+456176 18 9/. :.7659; 18 %!&&’() 0.--6 57 0.4.,.--<2 18 9/. ;1<7= +7: 1-: 0+96
#$%%()* 细胞密度

FI@M?PH RS #$%%()* 5I44M
青年猫 TRL@/ 5UPM

（% V &；切片数 !%）

老年猫 >4J 5UPM
（% V &；切片数 !%）

浦肯野细胞层线密度（细胞数100）W?@IUX JI@M?PH ?@ 7< 4UHIX（5I44 @L0YIX100） "%&-%% O 9!-2" &2!-"9 O +&-’2"

颗粒层密度（细胞数100!）FI@M?PH ?@ /XU@L4UX 4UHIX（5I44 @L0YIX100!） ""+-9& O B$-%B &&2-"2 O 9’-9’"

髓质中密度（细胞数100!）FI@M?PH ?@ 0IJL44U（5I44 @L0YIX100!） "%2-%! O BB-&" "B%-9$ O B%-+9"

"" Q %-%$
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! 讨 论

脑内生理量的 !"## 主要由胶质细胞特别

是星形胶质细胞合成，以二硫键连接的二聚体

活性形式存在于核周质中［$］，并以旁分泌形式

作用于神经元及其生长环境［%］，因此是胶质细

胞和神经元之间相互作用的桥梁。!"## 的功

能具双重性：正常生理条件下和脑损伤时 !"##
可营养神经细胞［%］，维持神经元内离子平衡，促

进轴突的外向性延伸［&］，参与物质和信号的传

导，并作为胶质源性的有丝分裂原影响细胞骨

架的聚合和解聚［"#，""］以及参与损伤部位的修复

等［"’］。但在某些病理条件下，如 (!、)(、*+(
（*,-./01-23/4+5678 39:-5:-，克 雅 氏 病 ）人 脑 内

!"## 水平显著升高［;，";］，且与病理程度密切相

关，对神经组织有明显的毒害作用［"<］。大脑在

衰老过程中 !"## 含量亦明显升高，但显著低于

)( 病人［<］，被认为是对增龄相关的脑结构和功

能改变的有益反应［’］。

本实验结果显示 !"## 阳性反应主要存在

于胞质中，这与 =->,5?3 等［@］报道一致。!"## 阳

性细胞在 A* 层密集，这可能与浦肯野细胞的

生理功能相关。浦肯野细胞通过庞大的树突野

接受来自平行纤维、篮状细胞、星形细胞等传来

的兴奋性和抑制性信息，在经浦肯野细胞轴突

传出之前需进行复杂的信息整合过程［"B］，此过

程需要大量的神经营养物质、胞内信号传导因

子如 *5’ C 等［"@］，!"## 对此可能起重要作用。与

青年猫相比，老年猫小脑各层中 !"## 阳性反应

较强，!"##4DE 细胞数量增多、胞体膨大，表明小

脑中 !"## 在衰老过程明显积聚，与大脑皮层某

些区域和海马在衰老过程中 !"## 的 FEG) 及

其表达产物增加［"’，"$］结果相符。有作者用双标

记免疫组化方法发现 !"## 多存在于星形胶质

细胞中［@，"’］。小脑在衰老过程中星形胶质细胞

显著增生［"%］。推测随年龄增长，增生的星形胶

质细胞激发了 !"## 增生。同时，!"## 本身也促

进星形胶质细胞的肥大和增生，升高 HI)A 水

平［"&］，从而形成了正反馈的放大效应。衰老过

程中 !"## 表达的增强对神经元可能有重要的

保护作用。有作者发现衰老神经元内 GJ()
（G4J-/KL24(45:M5,/5/-）含量过高，对其受体过度

刺激，使 *5’ C 通道持续开放而导致神经元内钙

稳态失调或钙超载［’#，’"］。NK56K5/.,95?［’’］提出

老年性痴呆和脑老化的细胞内［*5’ C ］9 平衡自

体失调假说，认为神经细胞内的生理钙浓度是

维持其正常生理功能所必需的，但［*5’ C ］9 的持

续升高会损伤神经元，从而触发一系列病理过

程，导致神经元死亡。由于 !"## 是 *5’ C 结合蛋

白，参与细胞内 *5’ C 的贮存和转运［’;］，老年个

体 !"## 表达增强，可调节神经细胞外 *5’ C 内

流，减弱由于 *5’ C 超载造成对神经元的毒害。

致谢 中国科技大学视觉研究实验室提供珍贵

的老年猫材料；在实验操作过程中应磊磊、张克

芳同学给予很大的帮助，在此深表感谢。
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图 版 说 明

2M?266 蛋白在猫小脑中的分布 ‘ 266；4M 阴性对照（苏木精复染）‘ 266；KM 青年猫浦肯野细胞（JP）层和颗粒层 ?266 免疫阳性细

胞（ ）‘ 466；TM 老年猫浦肯野细胞（JP）层和颗粒层 ?266 免疫阳性细胞（ ）‘ 466；8M 青年猫颗粒层 ?266 免疫阳性细胞（ ）

‘ T66；IM 老年猫颗粒层 ?266 免疫阳性细胞（ ）‘ T66；LM 青年猫髓质 ?266 免疫阳性细胞（ ）‘ T66；5M 老年猫髓质 ?266 免疫

阳性细胞（ ）‘ T66。

"0：分子层，H)：浦肯野细胞，:0：颗粒层。
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