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猫嗅球外丛层和僧帽细胞层年龄相关形态学变化
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摘要：分别用 ()**+ 法及免疫组织化学 ,-. 法标记青、老年猫嗅球中嗅觉二级神经元和外丛层胶质细

胞，显微镜下观察其分布并计数，对嗅觉二级神经元胞体直径和外丛层厚度进行测量，比较其年龄相关

性变化，研究神经元与胶质细胞之间的关系，探讨老年性嗅觉功能衰退的相关神经机理。结果显示，老

年猫嗅觉二级神经元胞体直径和分布密度均有不同程度的显著性下降（1 / "0"&）；外丛层厚度变化不明

显（1 1 "0"&）；外丛层胶质细胞特别是星形胶质细胞显著性增生（1 / "0"&）。表明在衰老过程中嗅觉二

级神经元有丢失，并呈现功能下降，可能是老年性嗅觉功能衰退的原因之一。同时外丛层胶质细胞增生

以进一步保护神经元，延缓其衰老。
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嗅球（!"#$%&!’( )*")，+,）位于端脑最前部，

嗅神经从它腹侧部筛骨孔进入，经一个个突触

小球（-"!./’*"*0）与嗅觉二级神经元（又称 123
细胞，其中 1 为僧帽细胞，3 为刷状细胞）形成

突触连接。因此，年龄相关的 123 细胞形态学

结构变化，直接影响到嗅觉的正常功能［4］。有

研究表明［5，6］，老龄时 +, 中神经元和突触小球

减少，各种细胞器特别是线粒体出现了老化，导

致了一系列嗅觉障碍（如嗅阈值升高、认知功能

减退、嗅记忆下降等）。猫 +, 中 123 细胞年龄

相关形态学变化未见报道，本文定量比较研究

了猫 123 细胞和外丛层（/7&/’8$" 9"/7:#!’. "$(/’，
;<=）胶质细胞的年龄相关形态学变化，探讨它

们之间变化关系，以期为老年性嗅觉功能衰退

积累形态学资料。

! 材料与方法

!"! 动物与取材 通过饲养喂食，挑选确认无

嗅觉缺陷的青年猫（4 > 6 年，体重 5 > 5?@ A-，本

实验室饲养）和老年猫（4B > 46 年，体重 6?B >
6?@ A-，中国科学技术大学视觉神经研究室提

供）各 C 只，盐酸氯胺酮（CB .-DA- 体重）深度麻

醉，打开胸腹腔，经左心室插管升至主动脉，灌

注 B?EF的生理盐水，至肝脏发白后再灌注含

CF多聚甲醛和 5?@F戊二醛的 B?4 .!"D= 中性

磷酸缓冲液（<,G，5BB ."DA- 体重）进行预固定，

开颅取出嗅球，移入上液固定 5B > 5C H，<,G 冲

洗，常规脱水、透明、石蜡包埋，作厚 @!. 的连

续冠状切片，裱片于经 I<;G（62氨丙基262乙氧

基甲硅烷）处理的载玻片上，置 6JK温箱内烘

干，每隔 @ 张切片取 4 张用于 L:00" 染色，相邻 6
张分别用于 MNI< 免疫染色、G4BB 免疫染色和

阴性对照。

!"# 常规组织化学染色 石蜡切片脱蜡至水

吸干，常温下放入 B?@F甲苯胺蓝染液中 5B >
6B .:8，自来水冲洗，脱水，透明，封片。

!"$ 免疫组织化学 %&’ 染色 石蜡切片脱蜡

至水吸干，6FO5+5 室温孵育 @ .:8，以消除内

源性过氧化物酶活性；蒸馏水冲洗，<,G 浸泡 @
.:8；滴 加 @F ,GI 血 清 封 闭 液，室 温 孵 育 4B

.:8，封闭非特异性反应部位；倾去血清，勿洗，

滴加抗体（MNI< 用 4 P 5BB 兔抗人多克隆抗体，

G4BB 用 4 P4BB 兔抗牛多克隆抗体），6JK孵育 6
H；<,G 冲洗 @ .:8 Q 6；滴加生物素标记的羊抗

兔 R-M 抗血清，6JK孵育 4B .:8；<,G 冲洗 @ .:8
Q 6；滴加辣根酶标记的链酶卵白素，6JK孵育

4B .:8，<,G 冲洗 @ .:8 Q 6；SI, 显色，自来水冲

洗，脱水，透明，封片。阴性对照采用正常山羊

血清代替一抗，其余步骤同上。

实验所用的抗体及配套的免疫组织化学

G< 试剂盒、SI, 购于 T(./U 公司。

!"( 数据采集与统计分析 随机选取青、老年

猫嗅球各 5B 张染色切片，置 +"(.9*0 ,V2@4 型

显微镜下观察、计数、测量、拍照。L:00" 染色切

片置光镜（5BB Q ）下，用目镜采集网格（5@B!.
Q 5@B!.）计数 123 细胞数量（ !），分别换算成

线密度（! D..）和密度（ ! D..5），用目镜测微尺

测量 ;<= 厚度；于油镜（4 BBB Q ）下，用目镜测

微尺测量胞核清晰的 123 细胞胞径（测视野中

每个细胞的最大直径），取平均值（!.）。免疫

组织化学染色切片置光镜（CBB Q ）下，观察 ;<=
中 MNI<、G4BB 免疫阳性细胞（MNI<2RW 细胞，

G4BB2RW 细 胞），计 数 采 集 网 格（45@!. Q 45@

!.）内清晰的 MNI<2RW、G4BB2RW 细胞，换算成密

度（! D..5 ）。以上每张切片均随机选取 4B 个

视野，所有数据用平均值 X 标准差（" X #$）表

示，%2&/0& 检验差异显著性。

# 结 果

#"! 常规组织化学染色 L:00" 染色清晰可见

123 细胞（图版"：4，5）。3 细胞（ &*#&/U %/""）主

要分布于 ;<=（位于突触小球层与僧帽细胞层

之间，形状规则均匀，网状。），排列不整齐，有圆

形、卵圆形、三角形和多极形，沿突触小球层到

僧帽细胞层走向，细胞逐渐变大，到最大的僧帽

细胞（.:&’$" %/""）；1 细胞呈圆形、椭圆形和锥体

形，排列疏松、整齐，4 > 5 层均匀分布于一卵圆

圈僧帽细胞层中，突起粗大，是嗅球中最大的神

经元。与青年猫相比，老年猫部分 123 细胞胞

体、核仁模糊不清，有皱缩，无明显圆滑的光晕
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轮廓，粗大突起不明显，!"##$ 体减少或消失，胞

膜粗糙、不完整，细胞间隙增大，着色较浅，不

匀，呈淡蓝色。统计结果表明，%&’ 细胞密度呈

显著性下降（! ( )*)+），其下降的幅度分别为

,-*./和 ,0*-/；胞体直径亦有所下降（! ( )*)+），

其下降的幅度分别为 1*1/和 .0*2/（表 .）。

表 ! 青、老年猫嗅球外丛层厚度、"#$ 细胞密度及胞体直径比较（" % #$）

$&’() ! * +,-.&/01,2 ,2 340+52)11 ,6 789，:)2103; &2: :0&-)3)/ ,6
"#$ +)((1 02 34) <= ,6 ;,>2? &2: ,(: +&31

青年猫（% 3 0）

45678 9:;

老年猫（% 3 0）

<$= 9:;
外丛层厚度 ’>"9?7@## 5A BCD（!E） F2)*+1 G +)*+, F1-*.- G +0*-.

僧帽细胞密度 H@7#";I 5A E";J:$ 9@$$（%KEE） ,.*.+ G +*1- .+*)) G 0*2+!

僧帽细胞直径 H":E@;@J 5A E";J:$ 9@$$（!E） .L*F) G .*-. .2*-) G ,*,2!

刷状细胞密度 H@7#";I 5A ;6A;@= 9@$$（%KEE,） .0,*1+ G 2L*,2 .)1*,+ G F.*0F!

刷状细胞直径 H":E@;@J 5A ;6A;@= 9@$$（!E） ..*F- G .*12 -*1F G .*+L!

!! ( )*)+

@A@ 免疫组织化学染色 青、老年猫嗅球 @M$
中均可见黄褐色或棕褐色的 NOPC&QR、S.))&QR
细胞（图版"：F T 2）。NOPC 标记的星形胶质细

胞（:#;J59I;@，PS）阳性产物遍布于胞浆和突起，

突起放射状，胞核不着色；S.)) 标记的胶质细

胞阳性产物遍及胞浆、胞核，未见明显的阳性突

起，阳性细胞呈圆形或近似圆形。与青年猫相

比，老年猫的 NOPC&QR 细胞密度较大，胞浆、突

起着 色 较 深，胞 体 肥 大、肿 胀，突 起 粗 大 等；

S.))&QR 整个细胞深染，密度有所增加；阴性对

照组未见阳性反应。统计结果显示，老年猫外

丛层 NOPC&QR 细胞密度显著增大（! ( )*)+），

S.))&QR 细胞密度也显著增大（! ( )*)+），其增

大的幅度分别为 ,F*+/和 .-*F/（表 ,）。

表 @ 青、老年猫嗅球外丛层 BC*8#DE 细胞、

F!GG#DE 细胞密度比较（" % #$）

$&’() @ * +,-.&/01,2 ,2 :)2103; ,6 BC*8 &2: F!GG
0-->2,/)&+30H) +)((1 ,6 789 02 34)

<= ,6 ;,>2? &2: ,(: +&31

青年猫（% 3 0）

45678 9:;
老年猫（% 3 0）

<$= 9:;

NOPC&QR 细胞密度（%KEE,）

H@7#";I 5A NOPC
"EE675J@:9;"U@ 9@$$#

,+.*0L G 2)*FF F.)*2+ G 22*.2!

S.))&QR 细胞密度（%KEE,）

H@7#";I 5A S.))
"EE675J@:9;"U@ 9@$$#

.2L*20 G F-*2- ,).*.L G F+*0)!

!! ( )*)+

I 讨 论

嗅觉系统包括嗅觉感受器、嗅球和嗅觉皮

层区，其中嗅球属于初级嗅中枢［.］。猫嗅球呈

扁卵圆形，结构与其他哺乳类动物一样，具有同

心圆型板状分层，从外到内依次为纤维层、突触

小球层、外丛层、僧帽细胞层、内丛层、颗粒细胞

层和室周层。其中 %&’ 细胞分布于外丛层和

僧帽细胞层，是嗅球中主要神经元细胞，担当嗅

觉二级神经元，主树突与突触小球相连，接受嗅

觉感受器中一级神经元（嗅感觉细胞，5$A:9;5JI
#@7#5JI 9@$$）传来的嗅信号，将嗅信号进行整合

后，通过轴突传入到大脑梨状皮质和海马皮质

区。同时次级树突插入到外丛层和颗粒细胞

层，同小球旁细胞（M@J"8$5E6$:J 9@$$）等中间神经

元形成突触连接，对其兴奋性进行抑制调整，维

持兴奋性与抑制性相互平衡的正常功能状态。

除向心传入外，%&’ 细胞轴突还接受前脑、中脑

指令，发出回返侧支进行离心传出，对嗅信号进

行再调制和整合［.，0］。因此 %&’ 细胞的结构变

化直接影响到整个嗅觉功能。

实验中老年猫 %&’ 细胞胞体、核仁模糊不

清，皱缩，!"##$ 体减少或消失，胞膜粗糙不平。

表明细胞合成蛋白的能力下降，核仁出现了溶

解与消失的趋势，以及随年龄增长神经元胞体

缺乏圆滑的光晕轮廓等一系列典型的衰老形态

学变化［+］。其胞体的皱缩，胞径的减少，推测细
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胞的树突野减小，细胞的突触连接等相关功能

受到限制，再加之数量减少，直接影响嗅信号的

传导与整合，造成了老年个体嗅敏度下降、嗅记

忆减 退、认 知 功 能 障 碍 等 严 重 病 症［!］。同 时

"#$ 中 %&’#（()*+) ,*-.*))+./ +0*1 2.345*6，’7 的特

异性标志蛋白）与 7899 阳性反应较强，阳性产

物密度较大，表明 :;< 细胞丢失时伴随胶质细

胞特别是 ’7 反应性增生［= > ?］。’7 增生时，其

胞体肥大、肿胀，%&’# 在胞浆和突起处被深染，

显示了 %&’# 表达上调，提示 ’7 处于活化状

态［89］。上调的 %&’# 丝强化了 ’7 骨架支持、细

胞核与细胞膜之间连接，不断进行物质运输和

信号转导，提供神经元营养与支持，加强抗氧化

与修复，灭活兴奋性递质（如谷氨酸）解除神经

元持续兴奋和诱导神经干细胞的分化、成熟和

迁移，起 进 一 步 保 护 神 经 元 和 稳 定 机 体 作

用［88，8@］。7899 主要成员有 7899+ 和 7899-。哺

乳动物中枢神经系统中多以 7899-（含 @ 个!亚

单位）形式存在，7899- 能提高神经元的存活

率，促进 ’7 发出神经突起［8!］。脑内 7899 的生

理量取决于胶质细胞特别是 ’7 的合成与分

泌，被认为是 ’7 激活的标志性蛋白［8@，8A，8B］。实

验结果表明，老年个体 7899 免疫深染且阳性细

胞密度较大，可能一些功能性神经元（如小脑浦

肯野细胞，嗅球 :;< 细胞）周围 7899 表达较高，

与它们进行复杂的信息整合相适应，不断营养

神经元，参与神经元信号转导和损伤部位修复，

促进轴突外向性延伸，调节胞内离子平衡，特别

是与 C+@ D 结合，解除 C+@ D 超载的兴奋性毒害，

维持神经元正常生理功能［?，8= > 8E］。其次，7899
表达上调刺激了 ’7，并依赖 C+@ D 抑制 %&’# 多

聚化，有助于 ’7 分裂、增生、肥大，除产生大量

神经营养因子、多种细胞外基质和稳定微环境

作用外，还直接升高 7899 表达水平［8@，8A，8B］，即

形成了衰老过程中 7899 与 ’7 之间有益的正反

馈放大效应［?，8?］。

综上所述，在 :;< 细胞发生退行性变化

时，增生的胶质细胞（特别是 ’7）来加强保护，

延缓其进一步衰老。本文仅限讨论 7899 与 ’7
的生理作用、增生关系，对于其他物质（如白细

胞介素"和#、血小板源性生长因子、肿瘤坏死

因子等）是如何激活 ’7 增生与肥大的，以及 ’7
激活的程序如何，都值得进一步探索。

致谢 感谢中国科学技术大学视觉研究室提供

珍贵的老年猫材料。
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