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P 物质样免疫反应性神经元在蟾赊

视网膜的定位与分布
①

李 雯② 李海标

(中山医科大学组织胚胎学教研室 ,广州
,

51 。。8 9)

提 要 用免疫组织化学 AB C 方法
,

研究 P 物质 (SP )样免疫反应性神经元在蜡蛛视网膜的

定位与分布
.

结果表明
:

在 580 个免疫反应阳性细胞中
,

43 写为 l 型无长突细胞
,

41 %为 I 型无长突

细胞
,

16 写的细胞体位于节细胞层
,

暂定为移位无长突细胞
.

sP 样免疫反应突起分布于内网层的

第 1
、

3
、

5亚层
,

以第 3亚层最丛密
,

形成一致密的网层
,

第 5亚层次之
,

第 1亚层最稀少
,

不形成连续的

网层
。

在视网膜平铺片上
,

s P 样免疫反应细胞体均匀分布于视网膜中央区和周围区
,

其密度为 536

士 1 0 7个 / m m , (平均数士标准差 )
。

它们的树突野呈对称和非对称两型
,

前者的树突野大小为 50 。~

7 0 0拌m x 2 0 0 ~ 5 0 0料m
,

后者的长突约为5 0 0 ~ 5 0 0产m
.

关键词 P 物质 ; 免疫组织化学 , 视网膜无长突细胞

中图号 R 3 3 8

近年的研究表明
,
P 物质 (S P )在中枢和

周围神经系统以及视网膜均起神经递质或神

经调质的作用 〔`
· ’ 〕

.

高压液相色谱分析和放射

免疫的研究表明
,

脊椎动物视 网膜含有 S P

或 S P 样物质
〔 3〕

。

电生理的研究显示
,

S P 能促

进鱼类和两栖类视网膜的大多数节细胞放

电2[]
。

迄今
,

免疫组织化学的研究表明
,

S P 样

免疫反应物质在大多数脊椎动物视网膜定位

于 无长突 细胞和 移位无 长 突细胞或节细

胞 3[ 一 ’ 〕
。

然而
,

有关 S P 样免疫反应神经元的

细胞分型和它们在视网膜的分布
、

密度和树

突野的研究尚少
。

近 10 年的大量研究提示
,

至少有 10 余种

神经多肤存在于脊椎动物视网膜
。

要深入了

解这些神经多肤在视网膜信息处理中的作

用
,

需要多学科的综合研究
。

两栖类视网膜具

有分层明显
,

细胞较大
,

利于进行电生理及其

它方面的精细研究之特点
,

国际上常用虎蛛

螺视网膜为实验模型
` ’ 〕 ,

但国内不易获得
。

作

者 几年前已开始对蟾蛛视网膜含肤类神经元

进行较系统的形态学研究阳
,·

川
。

本文是上述

系列研究的一部分
,

这些研究将对进一步阐

明神经肤在视网膜信息处理中的作用提供重

要的形态学资料
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

2 0只黑眶蟾蛛
,

置于 自然昼夜周期饲养
。

快速断头取眼球
,

从角巩缘处切开眼球
,

去除

晶状体和玻璃体
,

将整个眼球后半部置于 4℃

的 4 %多聚 甲醛 0
.

l m ol / L 磷酸缓冲液 ( P B
,

p H 7
.

4 )中固定过夜
。

然后用 P B 冲洗 3次
,

放

入 4 ℃的 5 %蔗糖 P B 液中过夜
,

再经 30 %蔗

糖 P B 液 2 ~ h6 处置
,

O C T 包埋剂包埋
,

冰冻

切片 1 6拜m
,

裱于涂有明胶的载玻片上
。

1
.

2 免疫组化染色

室温 下将切 片用磷酸缓冲液生理盐 水

( P B S ) 漂洗
,

在湿润的切片上滴 10 %正常羊

血清孵育 4 5m i n ,

接着用 1
:

2 0 0 0大白鼠抗 S P

单克隆抗体 (美 国 P e l F r e e z e B i o l o g i e a l s
公

司 )孵育于 4 C 冰箱过夜
。

生物素结 合羊抗大
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鼠血清 (美国 V e e t o r L a b ) l :
2 0 0 P B S 稀释液

于室温孵育 2一 3h
。

卵 白素 一生物素 一过 氧

化物酶复合物 ( A B C ) l : 10 0 P B S 稀释液室温

孵育 2 ~ h3
。

上述每次孵育前均用 P BS 洗 3

次
,

每次 5 ~ 10 m in
。

用新鲜配制的二氨基联

苯胺 ( S i g m a
公司 )和过氧化氢 ( 0

.

0 5 % )的混

合液反应约 4 m i n
显色

,

经 P B S 漂洗
,

用 9
:

l

的甘油 P BS 封片
,

光镜下观察
。

视网膜平铺片于标本经 30 %蔗糖液后在

室温下分离获得
,

然后在一 20 ℃冰箱内进行

多次冻融
。

视网膜平铺片的免疫组化染色与

切片相同
,

抗体浓度均成倍增加
,

所有步骤所

需时间均延长 5倍
。

1
.

3 细胞计数

用 目镜 网格和测微标尺 (最小刻度为

1 0拜m )计数细胞和测量细胞大小
。

以视乳头

为轴心
,

向视网膜鼻
、

颜
、

背
、

腹各侧的中央及

外周区取 点
,

计算该点单位面积 ( 0
.

2 m m
Z

)

的细胞数
。

1
.

4 对照实验

抗 S P 单克隆抗体预先用 10 拜m ol / L 的

S P 抗原 吸收过夜 (4 ℃ )
,

取其上清液 孵育标

本
,

其它步骤不变
,

结果在对照标本上未见阳

性反应的细胞和突起
。

2 结 果

本实验以切片检查不同类型的 S P 样免

疫反应阳性神经元的百分比
,

视网膜平铺片

检查其分布
、

密度和形态
。

切片观察
,

S P 样免疫反应 ( S P
一

IL ) 细胞

的 胞体 位 于 内 核 层 (I N L ) 和 节 细胞 层

( G C L )
,

突起分布于 内网层 ( I P L )的第 1
、

3
、

5

亚层
,

以第 3亚层最明显
,

第 5亚层次之
,

第 1亚

层最稀少
。

突起及其分支在第 3亚层形成致密

的连续 网丛
, `

在第 1
、

5亚层呈不连续的点状

(图 l
、

图2 )
。

在 5 8 0个阳性细胞中
,

4 1 %为 I 型

无长突细胞 (见讨论 )
,

胞体位于 I N L 的最 内

缘 (图 ZA
一

Z C )
,

呈圆形
、

卵圆形或 多边形
,

直

径约为 8 ~ 1 2拌m
,

常见胞体发 出一个粗大的

突起伸入 IP L 的第 3亚层
,

次级突起在此层

分支并发出少量细小的突起伸到第 5亚层 (图

ZB )
。

少数胞体可发出几支主树突伸入 IP L

第 3亚层并在此发出细小突起分支 ( 图 Z C )
。

4 3 %为 I 型无长突细胞
,

胞体位于 IN L 内缘

的第 2或第 3排细胞内
,

呈卵圆形
,

直径约 8一

1 0拼m
,

从胞体发出一支细长的突起伸入 IP L

的外侧即第1
、

3亚层
,

并在此形成弥散的点状

突起 ( 图 ZA )
.

16 %的 S P 样免疫反应阳性细

胞体位于 G C L ( 图 I B
、

图 ZD )
,

胞体多为圆形

或卵圆形
,

直径约为 8一 1 0拼m
,

有时可见胞体

发出突起伸入 IP L 的第 5和第 3亚层 (图 ZD )
。

在视网膜平铺片上
,

观察结果与切片观察一

致
。

大多数 S P 样免疫反应阳性细胞体位于

IN L (图 3 A )
,

少数位于 G C L (图 3 B )
,

阳性突

起主要分布于 IP L 中部
,

交织成网状 (图 4 A
、

图 4 B )
。

S P 样免疫反应阳性细胞大致均匀分布

于视网膜的中央部和周边部
。

随机选择 13 个

区域 (包括中央部和周边部 )的平均细胞密度

为 5 3 6土 10 7个 / m m
,
(平均数 士标准差 )

,

各区

之间细胞密度无显著差异 (尸 > 。
.

0 5 )
.

在实

验中
,

胞体位于 G C L 的阳性细胞未作统计
。

在平铺片上
,

S P 样免疫反应 无长突细胞

的树突野基本上可分为两种类型
,

即对称树

突野和非对称树突野
。

前者可从胞体发出多

个突起
,

突起及其分支从胞体向四周各方向

延 伸
,

整个树突野呈圆形或椭圆形 (图 4 A )
,

大小约为 5 0 0一 7 0 0 “ m (主轴 ) X 2 0 0一 5 0 0拜m

(次轴 )
。

后者从胞体的一侧发 出一支粗大的

初级突起
,

突起在细胞的一侧再作进一步 的

分 支
,

使树突野呈不对称形 (图 4 B )
,

树突野

长轴为 3 0 0一 5 0 0拜m
。

G C L 的 S P 样免疫反应

阳性细胞体多为圆形或卵圆形
,

直径约为 8~

10拜m
,

少数胞体较大
,

其直径可达 1 3~ 1 5拼m

(图 3 B )
,

胞体发出一个或多个突起伸入 IP L

并在此反复分支
。
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3 讨 论

3
.

1 关于 S P 样免疫反应阳性 神经元的细

胞类型

本实验所见 S P 样免疫阳性细胞体分别

位于 IN L 最 内缘的第 1或第 2
、

3排细胞内
,

和

位于 G C L 内
,

免疫 阳性突起分布于 IP L 的

第 1
、

3
、

5亚层
,

在第 3亚层形成一致密的网层
.

位于 I N L 的 S P 样免疫阳性细胞的形态分别

与 W
o n g 一

R i le y [ , ,〕用 G o l g i 镀银法在蛛螺视

网膜所描述的 I 型和 l 型无长突细胞相似
。

I 型无长突细胞位于 I N L 的最内缘
,

发出一

个粗大或多个细小的突起进入 IP L
。

而 I 型

无长突细胞 则位于 I N L 内缘的第 2或第 3排

细胞内
,

发出单个细小突起伸入 IP L
。

至于位于 G C L 的 S P 免疫阳性细胞
,

可

能是节细胞或移位无长突细胞
。

在几乎所有

脊椎动物的视网膜 G C L 均含有移位无长 突

细胞 13[ 〕
。

另外
,

在视网膜神经肤的定位研 究

中
,

G C L 含有免疫反应阳性细胞的现象也很

常见
,

研究者一般根据未见轴突样突起从 阳

性胞体发 出
,

把 它 们暂 定为移位无 长突 细

胞
〔`

· ’ 〕
。

然而最近的研究表 明
,

绝大多数位于

兔和鸡视网膜 G C L 的 S P 阳性神经元是节

细胞 .s[
’ 〕

。

还有研究提示蛙视网膜可含有少量

的 S P 样免疫反应 阳性节细胞仁̀们
。

本实验所

见位于蟾蛛视网膜 G C L 的 S P 阳性神经元

是节细胞还是移位无长突细胞仍待进一步研

究证实
。

3
.

2 与过去研究工作的比较

关于 S P 样免疫反应物质在蛙
、

蟾蛛
、

蛛

螺
、

晰蝎
、

金鱼
、

鸽
、

鸡
、

兔和猴等动物视网膜

的定位研究
,

已有报道
’ 3二。

本实验所见 S P 样

免疫 反应无长突细胞 的形态 及突起在 IP L

的分支与 E s k a y lsj 等人在牛蛙视网膜的观察

相似
,

然而 E sk ay 等的研究表明 S P 样免疫

反应 突起分 布于 IP L 的第 3
、

4亚层
,

而本研

究则显示 S P 阳性突起分布于 IP L 的第 l
、

3
、

5亚层
,

以第 3亚层最丛密
,

第 5亚层次之
,

第 1

亚层最稀少
。

S P 样免疫反应阳性突起分布于

IP L 的 1
、

3
、

5亚层可能与其功能有关
。

大量的

研究已表明
,

在脊椎动物视网膜
,

其 IP L 的

内侧区 (3 ~ 5亚层 )与
“

给光
”

发放型电活动有

关
,

而外侧区 (l ~ 2亚 层 )与
“

撤光
”

发放型电

活动有关 ls[ 〕
。

本结果提示 S P 对这两种电活

动有影 响作用
,

这与有关 S P 在视网膜信息

处理的电生理结果相吻合
〔̀ 幻 。

此外
,

作者还基于 W
o n g 一

R i l e y 的 G o lg i

镀银研究的基础上对 S P 样免疫反应无长突

细胞进行分类
。

本实验还研究了该类神经元

在整体视 网膜中的分布
、

密度和树突野的形

态
,

这对进一步阐 明 S P 在视 网膜信息处理

的作用提供有价值的形态学资料
。

(本文图见封 2)
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T h e l o e a l i z a t io n a n d d i s t r ib u t io n o f s u b s t a n e e P ( S P )
一

l ik e im m u n o r e a e t iv e n e u r o n s i n t h e

t o a d r e t i n a w e r e s t u d ie d w i t h i m m u n o h i s t o e h e m i s t r y A B C m e t h o d
.

T h e r e s u l t s h o w e d t h a t

o f 5 8 0 S P
一

l ik e im m u n o r e a e t i v e n e u r o n s o b s e r v e d
, 4 3 % w e r e T y p e 1 a m a e r in e 。 e l l s ,

4 1 %
o f

S P
一

p o s i t i v e e e l l s w e r e e l a s s i f ie d a s T y p e 1 a m a e r i n e e e l l s ,

w h i l e 1 6 %
o f S P
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p o s i t i v e e e l l s

h a d t h e i r e e l l b o d i e s l o e a t e d i n g a n g l io n e e l l l a y e r ( G C L ) a n d w e r e d e s i g n a t e d a s d i s p l a e e d

a m a e r in e e e l l s
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T h e S P
一

im m u n o s t a i n in g p r o e e s s e s f o r m e d a d e n s e b a n d i n s u b l a m i n a 3 o f i n -

n e r p le x f o r m l a y r e ( IP L )
, s p a r e im m u n o p o s i t i v e f i b e r s e o u ld a l s o b e s e e n i n s u b la m i n a 1 a n d

5 o f t h e I P L
.

A n e x a m i n a t i o n o f r e t i n a l w h o l e m o u n t s r e v e a l e d t h a t S P
一

i m m u n o r e a c t i v e n e u -

r o n s w e r e d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e e e n t e r a n d p e r i p h e r y o f t h e r e t i n a
.

T h e d e n s i t y o f S P
-

im m u n o r e a e t i v e a m a e r i n e e e l l s w a s c a l e u la t e d t o b e 5 3 6士 1 0 7 e e l l s p e r m m
Z
(牙士 : )
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P 物质样免疫反应性神经元在姗蛛视网膜的定位与分布

a s y m m e t r i e a l l y d i s t r ib u t e d a b o u t t h e i r s o m a s
.

T h e s y m m e t r i e a l d e n d r i t i e f i e ld s r a n g e d i n d i
-

a m e t e r f o r m 50 0~ 7 0 0拜m b y 2 0 0~ 5 0 0拌m
, a n d t h e p r o e e s s e s f o r m i n g a s y m m e t r i e a l d e n d r i t i e

f i e ld s r a n g e d f r o m 3 0 0 ~ 5 0 0料m i n l e n g t h
.

eK y wo dr s s u b s t a n e e P ; im m u n o h i s t o e h e m i s t r y ; r e t i n a l a m a e r i n e e e l ls

.

新成果
·

腹膜透析改革系列研究

课肠负贵 李惠群

(中山医科大学附属第一医院肾脏病科 .广州
,

51 0 0 8 0)

该成果采用腹膜透析治疗急
、

慢性肾功能衰竭
.

在国内我们首次引进技术并进行系列改革和研究
,

发表论

文 20 多篇
,

首次进行透析管插植的探索
,

对提高透析效能
,

减少透析管引流障碍进行研究
,

提出合理选择透析

液渗透压及保障透析顺利进行的方法
,

还用中药配合提高疗效
.

为防治主要透析并发症
,

又进行了改革透析导

管接卸
,

改 良 B 接头和透析方式的新改革
.

重点研究腹腔局部防御机能及腹膜炎的防治
,

提出符合国情 又更

合理的防治方法
,

使腹膜炎的发生率从 15
.

3个病人月 /次降至 22
.

7个病人月 /次
,

接近国外先进水平
.

又创立浸

玻片培养法监侧透析中的细菌性腹膜炎
,

为早期诊断提供依据
,

系列研究成果已向全国各省市医院全面推广

应用
,
1 9 9 3年获广东省科技进步二等奖

。

(陈 丽芳 )

急 诊 建 设 与 管 理

课题负贵 黄子通

(中山医科大学附属孙逸仙纪念医院急诊科 ;广州
,

51 01 2 0)

本成果通过分析国内外急诊医学现状
,

对急诊科建设与管理以及区域性急诊医疗体系建设提出适合国

情的可行性设想
,

急诊科建设及一套综合管理方案已在广州市
,

广东省及全国广泛推广应用
,

取得显著社会效

益和经济效益
,

已实行电脑化管理
。

本项研究提出广州地区急诊医疗体系建设的具体建议
,

为市政府采用并拨

款建成具有广州特色的院前急救模式
,

急救指挥中心及 E M S S 的建成
,

在急救医疗及突发意外
、

灾难事故的

应急救护中发挥了重要作用
。 “

广州模式
”

为国内公认最适合国内城市急救的 E M SS
,

已为国内外专家广泛关

注
。

在广州模式指导下
,

广东省以各市为中心的区域性急诊医疗体系已初步建成
。

本项系列研究成果达国内先

进水平
,

1 9 9 3年获广东省科技进步三等奖
.

( 陈丽芳 )


