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去卵巢及雌激素替代治疗后家兔海马
'()*

阳性神经元的形态结构及分布变化

谢有莲!尹逊河"

!邱建华!赵
!

军!王宪龙

"山东农业大学动物科技学院!泰安
"#$%$&

#

摘
!

要!用
'()*

免疫组织化学技术!观察家兔海马各区
+,-'

阳性神经元在去卵巢及雌激素替代治疗后的形态

结构及分布变化!为雌激素类药物防治绝经后老年性痴呆症提供理论依据%结果表明!家兔海马各区都有
+,-'

阳性神经元分布&去卵巢后海马
+,-'

阳性神经元的形态结构及分布变化有区域差异性$与假手术对照组相比!在

海马
*($

区'

*(.

区'齿状回"

/0

#阳性神经元数量明显减少"

.

#

%1%2

#!而在
*("

区数量明显增多"

.

#

%1%2

#%

*($

'

*(.

区和
/0

的阳性神经元胞体截面积明显变小!最长突起长度明显变短!第一级突起数变少!与假手术组

有显著差异"

.

#

%1%2

#%

*("

区阳性神经元胞体截面积明显变小"

.

#

%1%2

#!最长突起长度'第一级突起数增多!

但差异不显著"

.

$

%1%2

#&

+,-'

阳性神经元的
3

种指标在雌激素替代治疗组与假手术组之间无显著差异"

.

$

%1%2

#%结果提示$雌激素可能通过影响海马
+,-'

的表达来影响脑的学习和记忆功能%

关键词!家兔&海马&神经型一氧化氮合酶&去卵巢&雌激素替代治疗
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一氧化氮"

,-

#是由一氧化氮合酶"

,-'

#催化

[!

精氨酸而成的一种气体分子!参与机体血液循环'

免疫杀伤'神经传递'学习记忆等多种生理病理过

程%用
[!

精氨酸的类似物竞争性抑制一氧化氮合

酶"

,-'

#!可阻断长时程增强"

[N\

#的形成!损害

大鼠的学习记忆能力!

,-

(

,-'

对维持正常的学习

记忆功能是必需的)

$

*

%雌激素是维持妇女正常生理

与心理所必需的内源性活性物质!在中枢神经系统

中!作用于与认知功能相关的神经回路"海马回路#!

影响学习和记忆%流行病学研究表明!更年期后的

女性患老年痴呆症"

(/

#的概率明显高于同龄男性!

这可能与更年期后女性的血中雌激素水平降低有

关%雌激素替代疗法"

@COP=

M

@+P@

R

;9A@8@+OOB@P9!

R<

!

7]N

#不仅可以改善
(/

患者的学习和记忆功

能!而且可以降低更年期女性发生
(/

的危险)

"

*

%

动物试验表明!雌激素水平的变化可能直接影响神

经元的活性及修复!特别是海马'基底神经节!雌激

素的缺乏可加速神经元的缺失!影响轴突和树突的

形成)

.

*

%去卵巢后大鼠海马内
+,-'

神经元的变

化!国内已有报道)

3

*

!但家兔去卵巢后特别是雌激素

替代治疗后海马
+,-'

阳性神经元形态结构及分

布的变化还未见报道%本研究采用
'()*

免疫组

织化学方法观察家兔在去卵巢和雌激素治疗后海马

+,-'

阳性神经元形态结构及分布的变化!为雌激

素类药物防治绝经后老年性痴呆症提供理论依据%

#

!

材料与方法

#H#

!

试验用家兔

2

月龄性成熟'未经产雌性哈白兔
.%

只!体质

量"

"2%%̂ "%%

#

M

!购自山东泰安北集坡养兔场!家

兔适应
$

周后开始试验!切除双侧卵巢制备去卵巢

模型%假手术组只找到卵巢!但不切除%动物分为

.

组$切除卵巢
.

月组"

-_E

#!切除卵巢
`

苯甲酸雌

二醇治疗组"

-_E`7

"

#和假手术对照组"

CB98

#!每

组
$%

只!开始用药是在术后恢复
$

周后%切除卵巢

`

苯甲酸雌二醇治疗组的用药方法$苯甲酸雌二醇

注射液按
%1.8

M

+只a$的剂量从后肢肌肉注射!隔

天
$

次!共
.

个月&其他组同时间注射等量灭菌花生

油%

#H!

!

主要试剂

苯甲酸雌二醇"上海第九药厂#&

+,-'

一抗'

'()*

试剂盒'

/()

显色试剂盒!购自武汉博士德

生物工程公司%

#H%

!

取材及处理

家兔麻醉后!经左心室主动脉插管!灌注生理盐

水
.%%8[

!然后灌注质量浓度为
3%

M

+

[

a$的多聚

甲醛"

3b

#!持续
%12

"

"B

%灌注完毕立即取出脑

组织!截取海马部分的脑组织!再入固定液内固定
3

B

后备用%海马组织行石蜡包埋后制成连续冠状切

片!片厚
2

#

8

!隔
$%

片取
2

片!贴片分
"

套!一套行

+,-'

免疫组织化学染色!另一套用于阴性对照%

#H$

!

*EI.

免疫组织化学染色

石蜡切片脱蜡至水!

%1$8=;

+

[

a$

\)'

洗
2

8:+c.

次&

%1.d K

"

-

"

室温孵育
$%8:+

!蒸馏水洗

28:+c.

次&微波热抗原修复&正常羊血清室温封

闭
.%8:+

&加入兔抗兔
+,-'

"

$e$%%

#抗体!

3b

孵

育
"3B

!

%1$8=;

+

[

a$

\)'

洗
"8:+c.

次&滴加生

物素 化 羊抗 兔
F

M

0

"二抗#!室 温
.% 8:+

!

%1$

8=;

+

[

a$

\)'

洗
"8:+c.

次&加
'()*

工作液孵

育!室温
.%8:+

!

%1$8=;

+

[

a$

\)'

"

R

K#13

#洗
2

8:+c3

次%

/()

显色!上行梯度脱水&透明&中性

树胶封片&阴性对照的海马切片!以
\)'

代替兔抗

兔
+,-'

多克隆抗体!其余方法'步骤同上%

#HJ

!

观察$测量和照相

每个样本取
4

张切片!在
-;

<

8

R

>C

显微镜下观

察
+,-'

阳性神经元的形态'结构!用网形和尺形

测微尺计数和测量阳性神经元的密度'胞体截面积'

第一级突起数及最长突起长度!并进行显微照相%

#HK

!

数据统计与分析

用
7?A@;

'

'\''$$1%

软件进行数据统计和方差分析%

!

!

结
!

果

!H#

!

对照组家兔海马
'()*

阳性神经元的分布

家兔海马内各区均有
+,-'

阳性神经元和阳

性纤维分布%阳性细胞轮廓清晰!胞体大且染色深!

突起多而长%胞体形态主要有锥体形和圆形
"

种%

免疫反应产物呈棕褐色!染色均匀!主要位于神经元

的胞质内!细胞核不着色!说明
+,-'

是一种胞质

%..



!

.

期 谢有莲等$去卵巢及雌激素替代治疗后家兔海马
+,-'

阳性神经元的形态结构及分布变化

酶%

+,-'

阳性纤维大多呈棕色串珠样!有些区域

的阳性纤维交错分布!相互交织成网状%

海马与齿状回"

/0

#均属古皮质
.

层结构!从外

到内依次为分子层'锥体细胞层"海马#或颗粒层"齿

状回#和多形层%海马各区域皮质的层次又根据各

种纤维通路的不同而有变异!在
*(

各区又分为分

子层'腔隙层'放射层'锥体细胞层'始层'室床%在

光学显微镜下!可见海马
*($

'

*("

'

*(.

区和
/0

均有
+,-'

阳性神经元分布%细胞轮廓清晰!胞体

形态主要有锥体形和圆形
"

种%锥体细胞较大!胞

体为三角形或圆形!主要散布于海马锥体层!突起由

细胞的顶部和底部发出!穿行于海马不同的层次间&

圆形细胞较小!散布于齿状回的各层以及海马本部%

该细胞的突起比较短小!且数目较少%海马
+,-'

阳性神经元的分布有明显的部位和层次差异%其分

布特点如下$在
*($

区"图
$(

#细胞胞体排成
"

"

.

层!有长的突起伸向腔隙层&在
*("

区"图
$)

#锥体

细胞排列最紧密!主要分布于锥体层周围&

*(.

区

的锥体细胞排列疏松!散在分布于放射层'锥体层和

分子层!且突起稍短%而在
/0

主要见到的是圆形

的颗粒细胞!细胞排列紧密!密布于
/0

的颗粒层和

分子层%

!H!

!

试验组海马
'()*

阳性神经元数量$形态$分

布的变化

!!

在
-_E

组!

+,-'

阳性神经元在海马各区的

分布没有明显差异!只是在细胞数量和细胞形态上

有所变化!

*($

'

*(.

'

/0

区阳性神经元数量均减

少%而
*("

区
+,-'

阳性细胞数量比对照组显著

增多%

*($

"图
$*

#'

*(.

'

/0

区阳性细胞也以锥体

形细胞和圆形细胞为主!但细胞轮廓变模糊!胞体变

小!第一级突起数减少!最长突起长度变短!细胞排

列紊乱%

*("

"图
$/

#区的
+,-'

阳性细胞元第一

级突起数和最长突起长度变化不明显!但胞体变小%

在
-_E`7

组!

+,-'

阳性神经元的形态仍以

锥体形和圆形为主%

+,-'

阳性神经元在
*($

"图

$7

#'

*(.

'和
/0

区的数目与
-_E

组相比明显增

多!而在
*("

区"图
$Z

#数目与
-_E

组相比明显减

少%

*($

'

*(.

和
/0

区的细胞形态与
-_E

组相

比!胞体变大!突起变长!第一级突起数变多!排列变

整齐!与对照组相似%

*("

区!

+,-'

阳性细胞数目

减少!细胞形态与对照组比较变化不明显%

!H%

!

%

组家兔海马各区
'()*

阳性神经元的测量指标

去卵巢组与对照组相比!海马各区单位面积内

"

*("

除外#

+,-'

阳性神经元数量减少"

.

#

%1%2

#

*("

区
+,-'

阳性神经元数量增多"

.

#

%1%2

!表
$

#!

*($

'

*(.

'

/0

阳性神经元胞体截面积显著变小'最

长突起长度显著变短'第一级突起数明显减少"

.

#

%1%2

#!

*("

区胞体截面积显著变小"

.

#

%1%2

#!最长

突起长度稍变长!第一级突起数稍增多!但差异不显

著"

.

$

%1%2

!表
"

和
.

#&而对照组和
-_È 7

组海马

各区的阳性神经元数量'胞体截面积'第一级突起数

和最长突起长度均无显著差异"

.

$

%1%2

#%

表
#

!

%

组家兔海马各区
'()*

阳性神经元的密度

+/8D-#

!

+,-:-'156

B

23'()*

@

21565=-'-972'15'3297:533-7-'67-

0

52'123,5

@@

2;/A

@

91/66,-6,7--

0

729

@

1 ,

+

88

a"

组 别
0P=>

R

*($ *(" *(. /0

对照组
*=+OP=;

M

P=>

R

$3%1#4̂ $3124

9

$4.133̂ $3124

T

"%3135̂ "1$3

9

"..13.̀ $313&

(

-_E

组
-S9P:@AO=8

<M

P=>

R

$%21%$̂ &1&"

T

"%21#%̂ $21"2

9

$23134̂ "1"#

T

$4#1#.̂ $"1&"

)

-_E`7

组

-S9P:@AO=8

<R

;>C@COP=

M

@+

P@

R

;9A@8@+OOB@P9

R<M

P=>

R

$..15$̂ $%1%4

9

$2&1%%̂ $"144

T

$5413$̂ 21$&

9

"%51#.̂ $#152

(

同一列数据标不同大写字母者为差异极显著"

.

#

%1%$

#&不同小写字母者为差异显著"

.

#

%1%2

#%下表同

F+OB@C98@A=;>8+

!

D:QQ@P@+OC89;;;@OO@PC8@9++=O9T;@D:QQ@P@+A@

"

.

#

%1%2

#!

D:QQ@P@+OA9

R

:O9;;@OO@P8@9+C@?OP@8@;

<

+=O9T;@

D:QQ@P@+A@

"

.

#

%1%$

#

1NB@C98@9CT@;=U

表
!

!

%

组家兔海马各区
'()*

阳性神经元胞体平均截面积

+/8D-!

!

+,-/=-7/

0

-1-;652'23'()*

@

21565=-'-972'15'3297:533-7-'67-

0

52'123,5

@@

2;/A

@

91/66,-6,7--

0

729

@

1

#

8

"

组 别
0P=>

R

*($ *(" *(. /0

对照组
*=+OP=;

M

P=>

R

$23$14%̂ $%%1"$

9

$2$&1&4̂ &31.2

9

$2"&1%&̂ 4$1#3

9

$3.3122̂ 331%.

(

-_E

组
-S9P:@AO=8

<M

P=>

R

$$4$1$"̂ $$$13#

T

$$2#143̂ 5$1%$

T

$$231%4̂ 5515$

T

$%##1##̂ #.13"

)

-_E`7

组

-S9P:@AO=8

<R

;>C@COP=

M

@+

P@

R

;9A@8@+OOB@P9

R<M

P=>

R

$3451$#̂ $%313%

9

$3."1$&̂ $"31"4

9

$3%51&#̂ 551$2

9

$.4.1"&̂ 3214&

(

$..
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组家兔海马各区
'()*

阳性神经元最长突起度长度

+/8D-%

!

+,-35716827'698-7D-'

0

6,23'()*

@

21565=-'-972'15'3297:533-7-'67-

0

52'123,5

@@

2;/A

@

91/66,-6,7--

0

729

@

1

#

8

组 别
0P=>

R

*($ *(" *(. /0

对照组
*=+OP=;

M

P=>

R

"3#143̂ .%1&3

9

"551"5̂ ""1%.

9

"3%13$̂ $21#3

9

"%.1$&̂ "$154

9

-_E

组
-S9P:@AO=8

<M

P=>

R

$251#2̂ "$13&

T

.%51.4̂ $.1&4

9

$#"14&̂ $.1%5

T

$..1.5̂ $"1".

T

-_E`7

组

-S9P:@AO=8

<R

;>C@COP=

M

@+

P@

R

;9A@8@+OOB@P9

R<M

P=>

R

""213$̂ $&143

9

"&413%̂ ""12"

9

"331%"̂ "31#&

9

$&"12%̂ $31."

9

表
$

!

%

组家兔海马各区
'()*

阳性神经元第一级突起数

+/8D-$

!

+,-'9A8-72335716698-723'()*

@
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0
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@
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0
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@

1

组 别
0P=>

R

*($ *(" *(. /0

对照组
*=+OP=;

M

P=>

R

31%2̂ $12%

9

.1.#̂ %1"3

9

.15"̂ %1$&

9

.1#&̂ %1$3

9

-_E

组
-S9P:@AO=8

<M

P=>

R

.1$&̂ %1$5

T

.15&̂ %1.2

9

"1&5̂ %1"3

T

"1#&̂ %1"3

T

-_E`7

组

-S9P:@AO=8

<R

;>C@COP=

M

@+

P@

R

;9A@8@+OOB@P9

R<M

P=>

R

31$%̂ %1$%

9

.1&2̂ %1$$

9

.12#̂ %1.$

9

.142̂ %1.$

9

黑色箭头所指是
+,-'

阳性神经元!白色箭头表示阳性神经元第一级突起&

(1

对照组海马
*($

区&

)1

对照组海马
*("

区&

*1-_E

组海马
*($

区&

/1-_E

组海马
*("

区&

71-_E`7

组海马
*($

区&

Z1-_E`7

组海马
*("

区

);9AY9PP=UB@9DCB=UOB@

R

=C:O:S@+@>P=+C

!

UB:O@9PP=UB@9DCB=UOB@Q:PCOO>T@P=Q+,-'

R

=C:O:S@+@>P=+C

&

(1*($P@!

M

:=+C=QB:

RR

=A98

R

>C:+A=+OP=;

M

P=>

R

&

)1*("P@

M

:=+C=QB:

RR

=A98

R

>C:+A=+OP=;

M

P=>

R

&

*1*($P@

M

:=+C=QB:

RR

=A98

R

>C:+

-S9P:@AO=8

<M

P=>

R

&

/1*("P@

M

:=+C=QB:

RR

=A98

R

>C:+-S9P:@AO=8

<M
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R

&

71*($P@

M
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=A98

R
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<

R

;>C@COP=

M

@+P@

R
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R<M

P=>

R

&
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M
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=A98

R
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<R
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M
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R
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R<

M

P=>

R

图
#

!

各组海马
.E#

$

.E!

区
'()*

阳性神经元及其突起分布
!

$""L

M5

0

N#

!

<5;697-123'()*

@

21565=-'-972'15'.E#/':.E!7-

0

52'123,5

@@

2;/A

@

91/66,7--

0

729

@
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!

$""L

%

!

讨
!

论

%H#

!

'()*

阳性神经元在海马内的分布

海马在学习与记忆中起重要作用!而海马长时

程增强效应"

[N\

#被认为是学习记忆的主要机制%

现已明确
,-

作为逆行递质参与
[N\

)

2

*

!而脑内

,-

主要来源于
+,-'

%作者采用
'()*

免疫组织

化学方法研究了
+,-'

阳性神经元在假手术对照

组家兔海马内的数量'分布和形态结构%结果显示

在海马的锥体细胞层多数神经元都呈阳性标记!其

"..



!

.

期 谢有莲等$去卵巢及雌激素替代治疗后家兔海马
+,-'

阳性神经元的形态结构及分布变化

形态主要为锥体形和圆形%这一结果与涂丽莉等)

4

*

在人胎儿海马的研究结果一致%但陈一勇等)

#

*研究

发现!大鼠海马内
+,-'

阳性神经元均呈散在分

布!仅占海马内神经元的很小比例%这可能是

+,-'

神经元在不同物种分布有所不同所致%

+,-'

在海马区分布不完全一致!在
*(

各区主要

分布于放射层'锥体层!少数分布在分子层&而在

/0

主要分布于颗粒层'分子层!这同
_9;OCAB9+=QQ

等)

&

*和
*=PY

等)

5

*的试验结果相似%本试验结果进

一步说明$

,-

作为一种特殊的神经递质!可能参与

了海马各区突触可塑性的形成!继而参与了学习记

忆的调节%

%H!

!

去卵巢后海马
'()*

阳性神经元的分布$数

量$形态结构的变化

!!

与对照组比较!

-_E

组
+,-'

阳性神经元在

海马各区的分布没有明显差异!只有细胞数量和细

胞形态有所变化!在
*(

各区"

*("

除外#和
/0

阳

性神经元数量明显减少!细胞胞体变小且排列紊乱!

突起变短!第一级突起数减少!与对照组相比有显著

性差异!此与刘凤华)

3

*等去卵巢
.

月后的试验结果

相似%

*("

区在海马
+,-'

阳性神经元的变化中

是个相对特殊的区域!本试验观察到
-_E

组与对

照组相比
+,-'

阳性神经元数目在
*("

区明显增

多!形态变化不明显!这与陈一勇等)

#

*研究发现大鼠

海马内
+,-'

阳性神经元的的数目和形态均不随

体内雌激素水平改变而改变的试验结果不相符%去

卵巢后
+,-'

阳性神经元在
*("

区和其它各区变

化不一致的原因!可能是海马各部分的功能不同造

成的)

$%

*

%

$5##

年
(+D@PC@+

等)

$$

*发现!在
/0

'

*($

'

*(.

区存在与
[N\

相关的突触连接系统!这

表明上述
.

个部位与学习记忆有着密切的关系&而

*("

区与学习记忆关系如何!目前尚无报道%现

在!关于大脑学习记忆神经机理中最富有吸引力的

模式就是
[N\

效应!

[N\

形成过程中可以见到突

触形态的可塑性改变!这种变化既是
[N\

的结果!

又对
[N\

的维持发挥了作用!

[N\

的过程中可看

到树突棘体积增大!数量增多!

,-

在
[N\

中发挥

了重要的逆行性信使作用)

2

*

!且
/0

'

*($

'

*(.

区

是与学习记忆密切相关的区域!所以可以认为!去卵

巢后在海马
/0

'

*($

'

*(.

区
+,-'

阳性神经元的

数量减少!胞体变小!突起变短!第一级突起变少!可

能是去卵巢后学习'记忆功能减退的结果!而在与学

习'记忆关系不清楚的
*("

区可能代偿性地增多!

以维持体内
,-

含量的平衡%

%H%

!

雌激素替代治疗后海马
'()*

阳性神经元数

量$形态结构变化的意义

!!

去卵巢给予雌激素
.

月后海马内细胞的形态和

分布与对照组相似!与
-_E

组有显著差异%这与

[

$R

@W

等)

$"

*报道的结果相似%试验结果提示雌激素

可以改变海马内
+,-'

的数量!从而影响
,-

的合

成%许多研究表明!雌激素有保护学习记忆的功能%

':8

R

Y:+C

等)

$.

*报道!将
'/

大鼠的卵巢切除后!其

主动回避行为下降!给予雌激素后恢复正常&应用

f=PP:C

水迷宫试验!大鼠缺乏空间记忆能力!雌激

素替代治疗后明显改善%国外已经有一些研究表

明!绝经后妇女
(/

发病率明显增高!而用雌激素后

可以降低
(/

的发病率!延缓及改善记忆减退的症

状%目前雌激素替代疗法"

7]N

#对
(/

的防治作用

已引起广泛关注)

$3

*

%本试验的结果也提示$家兔去

卵巢后!内源性雌激素减少!海马中与学习记忆相关

的区域
+,-'

阳性神经元数目减少!形态'结构也

相应地发生了改变%细胞的结构是功能的基础!

+,-'

阳性神经元的这些变化可能影响了
,-

的合

成!从而影响
,-

的表达!继而影响了家兔的学习记

忆功能%当补充雌激素
.

月后海马内阳性神经元的

数量'形态和分布与对照组相似%这些为雌激素替

代疗法"

7]N

#防治绝经后老年性痴呆症提供了一

定的形态学依据%
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