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摘要$ 嗅感受器主要感知外界环境中化学信号分子& 本文采用银染’-RjeP1组化染色和电镜技术来观

察黑斑侧褶蛙"1%,(2"0,+=$#/*(4+8),+3)&#的嗅器和犁鼻器的功能差异及细胞组成& 银染法可对嗅上皮

和犁鼻上皮的细胞进行分类及区分& 其中!支持细胞胞核深染成黑色!嗅细胞胞核银染为花斑状& 细胞

计数显示!犁鼻上皮的嗅神经细胞含量百分比显著高于嗅上皮& 组化结果显示!黑斑侧褶蛙嗅上皮和犁

鼻上皮对 -RjeP1A 表达模式差异显著!前者表达明显高于后者& 电镜结果显示!黑斑侧褶蛙嗅上皮和

犁鼻上皮的支持细胞由两种类型的细胞组成!分别为纤毛型和颗粒型支持细胞&
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!!嗅觉感受器能够识别空气中或水中的化学
信号分子& 大多数陆生脊椎动物的鼻腔都有两
套化学感受系统!即主嗅系统和犁鼻系统& 一
般认为主嗅系统中的主嗅器主要接受挥发性的
小分子化学信号%犁鼻系统中的犁鼻器主要感
受非挥发性的大分子信号物质!如信息素"c4a5
@946/"##,#& 鱼类只具有主嗅器!无犁鼻器%

犁鼻器最早起源于两栖动物!且水栖的龟鳖类

和哺 乳 类 都 缺 失 犁 鼻 器& 据 此! c@W934W
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"$(’$#认为犁鼻器的起源可能是早期四足动
物对陆栖环境适应进化的产物!犁鼻器可能是
探测 陆 栖 环 境 中 的 化 学 物 质& j}Y5:;等
"$((%#采用荧光染料对成体蛙进行水体暴露
实验!结果显示!口腔和主嗅室没有被染色!反
而犁鼻器被荧光染料深染& 其认为犁鼻器是感
受水中的化学信号& 成体非洲爪蛙 "T%$(2)&
,+%G#&#的嗅器可分为内囊和侧囊!被覆不同的
感觉上皮& 内囊为气鼻!感受空气中的物质!而
侧囊为水鼻!感受水中的化学物质 "P4:=@: @9
46/ $((’ #& 黄 递 酶 " :5B.95:435A@ 4A@:5:@
A5:?B6@.95A@O>.=O>49@1A54O>.W4=@! -RjeP1A#组
织化学法可以对.水鼻/进行特异染色! 对来自
.气鼻/中的纤维及犁鼻器不能着色 "\@Z@W@9
46/$(()#& 银染法!是显示神经细胞’核酸的
一种方法!将切片浸于银盐 "如硝酸银#染料
中!使银盐沉淀在这些结构的表面而显出黑褐
色!利于不同细胞类型的识别& 本研究拟以黑
斑侧褶蛙"1%,(2"0,+=$#/*(4+8),+3)&#幼蛙为实
验材料!利用银染法’黄递酶组织化学法和透射
电镜观察黑斑侧褶蛙嗅器和犁鼻器上皮的细胞
类型及其超微结构特征!以期探讨无尾两栖类
嗅器及犁鼻器的结构和机能差异&

?@材料与方法

?A?@材料!黑斑侧褶蛙蝌蚪于 "#$$ 年 + 月采
自陕西省长安区稻田!在实验室内将蝌蚪置于
室温下饲养至幼蛙&
?AB@制片!选取 , 例正常幼蛙个体!冰上麻醉
后迅速断头处死!取头部转移至 &L的多聚甲
醛溶液中"OPH)K&#固定!$" > 后换液一次!固
定 )" *(, >& 常规石蜡切片!切片厚 ’ !3!
P/0染色&
?AC@银染!石蜡切片脱蜡至水!双蒸水清洗
% 次& 在 "L R;-V% 中 %)N 避光浸银过 夜
"$" >#& 倾去 R;-V% 溶液!双蒸水洗 % 次& 擦
干切片背面及组织周围水分!一次 $# 片置于湿
盒中!滴染氨银乙醇液 "# *&# =& 倾去染液后
直接浸泡 $#L甲醛中还原 $ *" 35:!注意转动
切片!更换 " 次溶液!使切片呈棕黄色!直到显

微镜下可清晰观察到斑块为止!双蒸水洗 % 次&
#K"L氯化金 "R?h6% #水溶液调色 % *+ 35:!
+L硫代硫酸钠固定 % 35:& 双蒸水洗 % *
+ 35:!用滤纸将周围水分吸干& 乙醇脱水!二
甲苯透明!中性树胶封片&
?AD@S<75[6&组织化学染色!取黑斑蛙幼
蛙 % 只冰上麻醉!迅速断头冰冻!将头部置于
VhS".O95346B?995:;9@3O@W49?W@# 包埋剂中包
埋!6@5B4冰冻切片机中做连续冠状切片!切片
厚约 "# !3& 将 冰 冻 切 片 放 入 孵 育 液
0$ 33.6FE-1-RjeP!#K’ 33.6FE-cS"氮蓝
四唑! :59W.9@9W4‘.65?3 X6?@B>6.W5A@#! #K#,L
SW59.:i1$##! #K$ 3.6FEec2 1& -1-RjeP 和
-cS均购自 25;34公司& %)N孵育过夜& 当切
片变蓝时!移入 #K$ 3.6FEec2 " OPH)K,#中
洗涤终止反应& 将切片梯度酒精脱水!二甲苯
透明!中性树胶封片& E@5B4" 光学显微镜下进
行观察!采用 E@5B4Q75: o% 图像系统拍照&
?AE@电镜样品制备!在解剖镜下将黑斑蛙幼
蛙的嗅器取出!置于 "K+L的戊二醛磷酸缓冲
液中固定 $" >!再置于体积分数 $L的锇酸溶
液中后固定 %# 35:!常规脱水!0O.:’$" 包埋&
超薄切片机切片!切片厚度为 +# :3& 将切片
用醋酸双氧铀1枸橼酸铅双染后!在日立 P1,##
型电子透射显微镜下观察’拍照&
?AF@形态计量和数据分析!用图像分析系统
"\.95B534;@=4AY4:B@A %$$#计量嗅上皮和犁
鼻上皮上支持细胞!计数嗅感受神经元和基细
胞的数目& 所得数据用统计软件 2e22 处理&

B@结@果

BA?@嗅器$犁鼻器的组织化学染色!黑斑蛙鼻
区的横切面从背侧至腹侧可见 % 个嗅腔!分别
为主嗅室’中室和犁鼻器& 主嗅室的内侧面’背
侧和腹侧被覆嗅上皮%犁鼻器的内侧面’背侧和
腹侧被覆犁鼻上皮"图#$$#& 主嗅室’中室和
犁鼻器经银染可见嗅上皮和犁鼻上皮呈嗜银性
"图版#$"#& -RjeP1A 组织化学染色可见!嗅
上皮与 -RjeP1A 反应呈阳性!可专一地被染
为蓝紫色!而犁鼻上皮的游离面缺失 -RjeP1A
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阳性反应物"图版#$%#&
嗅上皮经 P/0染色可见!嗅上皮游离面至

基底面各种类型的细胞区分并不明显& 但在主
嗅室嗅上皮的基底层明显可见 c.734:)=腺&
c.734:)=腺呈深红色!圆锥形!有些腺体顶端
伸入至支持细胞层!可分泌黏液润湿嗅上皮黏
膜"图版#$&#& 银染可见!主嗅室被覆的嗅上
皮具有明显的细胞分层& 支持细胞位于最顶
层!嗅细胞层数较多!位于支持细胞的下方%基
细胞位于最底层 "图版#$+#& 经 -RjeP1A 染
色!嗅上皮的游离面呈强烈的阳性!游离面至基
底部的 -RjeP1A 反应物逐渐减淡!c.734:)=
腺则完全无 -RjeP1A 反应阳性物"图版#$,#&

犁鼻腔被覆犁鼻上皮!犁鼻上皮从游离面
至基底面分别为支持细胞’嗅受体细胞和基细
胞!且犁鼻器背内侧部临近鼻中隔处分布着大
量犁鼻腺"图版#$)#& 犁鼻上皮经银离子染色
呈现明显的细胞分层& 其中支持细胞 $ 层!位
于游离面%嗅受体细胞为多层!位于支持细胞下
方!细胞被染为花斑色%基细胞位于底层!染为
棕黑色"图版#$’#& 通过 -RjeP1A 组织化学
染色!与嗅上皮相比较!犁鼻上皮染色较浅!呈
阴性& 犁鼻腺的染色与犁鼻上皮一致呈阴性反
应"图版#$(#&
BAB@形态计量分析!嗅上皮和犁鼻上皮分布
的支持细胞’嗅受体细胞和基细胞对于银染具
有特异性& 二者的支持细胞均位于游离面!胞
核呈卵圆形!具强烈的嗜银性!被深染成黑色%
嗅细胞多层!其胞核银染为花斑状%基细胞位于
基底层!其胞核较小!银染呈棕黑色 "图版#$
$#!$$#& 依据银染结果统计单位面积内 % 种类
型细胞的个数!嗅上皮的嗅受体细胞最多!其单
位面积所占百分比均值为 ’#K+&L!而犁鼻上
皮的嗅受体细胞百分比均值为 ’(K))L!二者
差异极显著 "1s#K##$#& 嗅上皮的支持细胞
次之! 百分比为 $#K+(L!犁鼻上皮的支持细胞
仅占 &K##L!两者差异极显著"1s#K##$#& 嗅
上皮的基细胞占 ’K’)L!犁鼻上皮的基细胞占
,K"’L!两者差异极显著"1s#K##$#&
BAC@嗅上皮和犁鼻上皮超微结构!透射电镜

观察可见!嗅上皮主要包括 " 种类型的支持细
胞!分别为纤毛型支持细胞和颗粒型支持细胞&
纤毛型支持细胞具有长而密的纤毛!纤毛长约
( *$+ !3!位于嗅上皮的游离面& 嗅受体细胞
表面具有一些小泡结构!这些小泡电子密度低!
伸出嗅上皮的游离面"图版$$$#& 嗅上皮颗粒
型支持细胞胞质内具有电子密度高的颗粒物
质!这些颗粒分布在胞核周围"图版$$"#& 犁
鼻上皮游离面也可见纤毛型支持细胞!其纤毛
与嗅上皮内的纤毛型支持细胞比较!少而稀疏!
纤毛长约 ( *$% !3"图版$$%#& 犁鼻上皮的
深层可见颗粒型支持细胞& 这些颗粒物质与嗅
上皮中颗粒型支持细胞的结构类似!颗粒直径
约 #K+ !3左右"图版$$&!+#&

C@讨@论

主嗅器和犁鼻器在脊椎动物完成摄食’同
种识别和繁殖等行为中具有重要作用& 主嗅腔
和犁鼻腔中遍布黏液!外界化学分子首先溶于
这些黏液!才能被嗅上皮感受细胞所俘获& 这
些黏液的存在有利于对外界气味化学信号分子
的俘获" 4̂B>@66@@946/"##(#& 两栖动物嗅器
中黏液主要源于 c.734:)=腺和颗粒型支持细
胞的分泌%犁鼻器黏液主要来源于犁鼻腺和支
持细胞 "P4:=@: @946/$((’! 29?@6O:4;@6@946/
"##+#& 超微结构观察提示!变态前的非洲爪
蛙和日本林蛙"C+$+ O+2($#8+#的主嗅室被覆纤
毛型支持细胞!变态后主嗅室则不具有纤毛型
支持细胞"S4:5;?B>5@946/$((,!P4:=@: @946/
$((’#& 据此一般认为!主嗅室纤毛型支持细
胞的消失标志着嗅上皮由识别水中化学分子转
换至识别空气中的信号分子" 29?@6O:4;@6@946/
"##+#& 本文电镜观察结果显示!黑斑蛙幼蛙
嗅上皮具有两种类型的支持细胞!分别为纤毛
型支持细胞和颗粒型支持细胞& 综上可见!黑
斑蛙幼蛙的主嗅室仍具有识别水中化学分子的
能力!可能与幼蛙还没有完全脱离水环境相关&

一氧化氮" :59W5B.a5A@!-V#作为一种气体
信号分子!广泛分布于神经组织& -V的分布
可用 -RjeP1A 组织化学染色进行显示& 本文
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结果显示!嗅上皮游离面 -RjeP1A 反应呈强
阳性!可以专一性染为蓝紫色%相比较而言!犁
鼻上皮低水平表达 -RjeP1A 酶!其酶活性由
基底面至游离面逐渐增高& 提示黑斑侧褶蛙嗅
上皮和犁鼻上皮内 -V2" :59W5B.a5A@=Z:9>4=@#
阳性神经元的树突区域具有大量的 -V分子存
在& \@Z@W等 " $(() # 对负子蟾科苏里南蟾
"1#2+ 2#2+#的鼻腔进行 -RjeP1A 组织化学染
色!嗅上皮被覆的主嗅室高水平表达 -RjeP1A
酶%反之!犁鼻上皮对 -RjeP1A 呈低水平表
达& 综上结果可见!黑斑侧褶蛙 -RjeP1A 分
布的模式与苏里南蟾基本一致& 可以通过
-RjeP1A 组化染色对蛙类的嗅器和犁鼻器进
行区别!同时 -RjeP1A 着色强弱可能体现了
二者机能上的分工差异& 而在哺乳动物中!负
鼠 " D($(5%,2"#& 5(4%&3#8+ # 和 小 鼠 " D)&
4)&8),)&#的嗅器和犁鼻器对 -RjeP1A 反应均
呈阳性!二者之间并无显著差异" 2>4O5W.@946/
$((’#& 可见 -RjeP1A 作为一种酶标记物!其
染色 反 应 就 种 属 不 同 而 结 果 差 异 很 大&
-RjeP1A 酶可能在不同的种属中!具有不同的
酶表达模式!其酶系可能在不同的种属的嗅器
和犁鼻器中呈现异质或同质表达&

另外!本文银染结果显示!银染法可以对黑
斑侧褶蛙嗅上皮和犁鼻上皮的 % 种类型的细胞
加以分类!区分度良好& 嗅上皮支持细胞具有
强烈的嗜银性!胞核被深染!呈黑色& 统计结果
显示!黑斑侧褶蛙犁鼻上皮中支持细胞相对于
主嗅上皮明显较少!只有 &L!而嗅上皮的支持
细胞则达到 $$L& 电镜观察显示!蛙类犁鼻上
皮内具有颗粒型支持细胞!这些支持细胞具有
分泌黏液的能力& 另外!P566@:5?=等""##$#和
-.74B] 等""#$##认为蛙类的鼻泪管可将眼部
哈氏腺分泌的泪液送至犁鼻腔!以润湿犁鼻上
皮!有利于犁鼻器俘获外界化学信号分子& 哈
氏腺分泌泪液至犁鼻腔!是代偿犁鼻上皮较少
的支持细胞& 基细胞是嗅上皮基底层的未分化
细胞!黑斑侧褶蛙主嗅上皮的基细胞显著多于

犁鼻上皮!提示主嗅上皮的分化增生能力可能
强于犁鼻上皮%反之!犁鼻上皮的嗅神经细胞显
著多于主嗅上皮细胞!提示犁鼻上皮可能较嗅
上皮更为敏感&
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图版!说明

黑斑蛙嗅器和犁鼻器 P/0染色’银染及 -RjeP1A 染色显微结构
$/黑斑蛙幼蛙鼻腔横切!示主室’中室及犁鼻器!P/0染色!标尺 H$## !3% "/主室’中室及犁鼻器银染!标尺 H$## !3% %/主室’中

室及犁鼻器 -RjeP1A 染色!标尺 H$## !3% &/高倍镜下示主嗅室结构!可见嗅上皮下 c.734:)=腺!标尺 H+# !3% +/主嗅上皮银

染结构!标尺 H+# !3% ,/主嗅上皮 -RjeP1A 染色结构!标尺 H+# !3% )/高倍镜下示犁鼻器结构!标尺 H$## !3% ’/银染示犁鼻

上皮结构!标尺 H$## !3% (/-RjeP1A 染色示犁鼻器结构!标尺 H$## !3% $#/银染示嗅上皮由支持细胞’嗅受体细胞和基细胞 %

种类型细胞组成!标尺 H%# !3% $$/银染示犁鼻上皮内支持细胞’嗅受体细胞和基细胞!标尺 H%# !3&
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图版"说明

黑斑蛙嗅器和犁鼻器的超微结构
$/黑斑蛙主嗅上皮游离面超微结构!标尺 H$ !3% "/嗅上皮内分泌型支持细胞!标尺 H$ !3% %/犁鼻上皮超微结构!标尺 H$ !3%

&/犁鼻上皮!示颗粒内分泌型支持细胞! 标尺 H$ !3% +/犁鼻上皮放大!图示内分泌型支持细胞胞质内含有大量分泌颗粒! 标尺

H#K" !3&
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