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胆 囊 收缩 素 免 疫 反 应 神 经元

在蟾蛤视网膜的定位与分布
`

杨停生 陈宁欣 李海标

( 组织胚胎学教研室

提 要 用免疫组织化学 A B C 方法研究胆囊收缩素 ( C CK ) 免疫反应神经元在蟾蛛视网膜的定位

与分布
。

实验结果表明
,

在 183 个免疫反应阳性神经元中
,

85 写为 I型无长突细胞
,

12 % 为 I 型无长突

细胞
,

3 % 的细胞体位于节细胞层
,

暂定为移位无长突细胞
。

C C K 免疫阳性纤维呈点状散布于内网层
·

的 1~ 5 各亚层 `在视网膜平铺片上
, C C K

一

免疫阳性细胞体均匀分布于视网膜的中央区和周 围区
,

其密

度为30 土冬 3个 /m m Z ,

它们的树突野呈对称性和韭对称性两型
,

前者的树突野大小 为 90 ~ 2 00 协m x
60

, 110 抖m ,
后者的突起长度约为 60 一 1 0 0林m

。
「

·
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胆囊收缩素 ( C c K ) 是一个具有多种分予形

式 的项
,

一

存在于胃肠道及神经系统等部位
。

·

从

脑分离出来的是 C cK
。。 一

C CK {
、

是 C CK 分子具

有生物活性的部分
,

规已 证 明
,

·

C CK 。
在中枢

神经系统可有神经递质或调质的作用
。

C C K在

中枢神经系统的总含量高于其他已知的脑从
,

-

这 已使它处于脑肤研究中引人注目的地位
「̀ ’ 。

用高压液相色谱分析及放免测定
,

已发现 C C K

存在于多个种属动物的视
护

网膨
“ 〕。 但在形态学

方面
,

对视 网膜含 C C K 样 物 质的神经元的研

究尚少
。

迄今
,

虽对晰蝎
、

鸡
、

蛙
、

猫几种动

物的视网膜含 C CK 样 物库的结构哗行了米镇
的定位研究

〔 3 一 ” ’ 。

但大多数的研 究
,

只能显示

C C K 样免疫阳性突起
,

而不能显示其细胞体
。

此外
,

有关 C C K 免疫反应 ( C C K 一 I R ) 神经元

在视网膜中的分布
、

密度
、

树突野的大小和形

状等尚未进行过研究
。

’
、

近年来有关视网膜神经肤的研究已揭示
,

神经欲在视网膜中可能作为调质或介质而影响

视网膜的信息加工
〔 6 ’ 。 妥弄清存在子视网膜中

的详细的形态学研究
〔 , ’ . ’ 。

本 文拟从光镜形态

的电生理研究外
,

还有赖于对有关含肤神经元

的神经肤在视觉信息加工中的作用
,

除了有关

学角度
,

对视网膜 C cK
一 I R 神 经 元

’

进行较详

细的研究
,

为进一步了解 C C K 在 视 网膜信息

加工中的作用提供重要的形态学基础
。

-一刁

一
一

_
一

份 国家教委博士点基金资助课题 , 第一作者硕士

生
,
现在澳大利亚国家视觉研究中心攻读博士学位

材 朴 和 方 法

材 料 黑 眶 蟾 蛛 ( b u介 m el a n os t ic t u s

s比en id er ) 20 只
,

置于 自然昼夜周期词养
,

取

材前先置于暗室避光 1~ Z h
,

取材时快速断头

并取出眼球
,

从角巩缘处切开眼球
,

去除晶状

体和玻璃体
。

把整个眼球后半部固定于 4 %多
.

聚 甲醛 O
。

l m ol / L 磷酸缓冲液 ( BP
,

p H 7
.

4 )

4 ℃过夜
。

固定后用 P B 冲洗 2 ~ 3 次
,

然后

置入 4℃ 5 %蔗糖溶液约 24 h
,

再置入 30 %蔗糖

溶液 2 ~ 4 h
。

其后把视网膜从眼球后半部分离

出来
,

供切片或平铺片使用
。

用 于 切
;

片 的视

网膜被切成小块 包 埋 于 37 ℃
、

4 % 的琼脂糖

( 。 ga or se ) 的磷酸盐缓冲 液 ( BP s ) 中
, 室温

下凝精后
,

振动切片机切片 厚 50 林m
,

收集于

小容器内
。

免疫细胞化学步骤 切片及平铺片均采用
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A B C ( a v i d i n b i o t i n 一P e or x i ds se e

恤 Pl e x ) 法

作免疫细胞化学染色 ( A B C 药 盒为 V ec t or 公

司产品 )
。

切片用 1 0%的正常羊血清孵育 30 ~

60 m in 后
,

接着用以 1 :
40 0 的兔抗 C C K 。

血清

( I N C 产品 ) 4 ℃孵育过夜
,

BP S 漂洗 3次后

( 每次 10 m in )
,

于含 1昭 00 生物素结合的羊

抗兔血清 ( 以 P B S稀释 )中室温下孵育 1~ Z h
,

BP s 漂洗后
,

再于
一

1 : 10 0 的 A B C 复合 物中室

温下孵育王~ Z h
,

经 珍S 漂洗后
,

用二氨基联

苯胺 ( D A B ) 和过氧化氢 ( 0
.

05 % ) 作呈 色反

应
,

再以 BP S 漂 洗
,

最 后 把切片置于载玻片

上
,

用 9 : 1 的 BP S
:

甘油封片
。

平铺片的程序

与上述基本相同
,

不同之处有
: ①在进行免疫

细胞化学步骤之前
,

把视网膜 置 于
一20 ℃冰箱

进行多次冻融
,

②所有过程的时间均延长 4一

5 倍
。

对照实验 参照其他作者的报道
〔 , 了,

本实

验采用置换实验来检查第一抗体的特异性
,

即

在同等条件下
,

以正常兔血清代替 免抗 C C K 。

血清孵育标本
,

其他免疫细胞 化学步骤不变
。

结果在对照标本上
,

未见免疫反应阳性的细胞

或突起
。

细胞计数方法 用网格测微计计数细胞
。

在视网膜平铺片上
,

C C K一 I R 无长突细胞

胞体的分布基本均匀
,

密度为 3 0 土 2
·

3 (又士七 )

个细胞 /m m
, 。

阳性胞体 呈 圆形
、

椭圆形或梭

形
。

前者的直径约 8 一 10 件m
,

后 者的直径约

为 6 一 7卜m x z Z~ i了卜m
。

阳 性 细胞的树突野

可呈现两种类型
,

即对称性树突野及非对称性

树突野
`
前者可从胞体发出 3 ~ 5 支突起 ( 以

3 ~ 4 支为多见 )
,

突起从胞体向四周各方向

延伸
,

整个树突野呈圆形或椭圆形
,

其大小为

约 9 0~ 2 0 0林m
·

( 主轴 ) 又 6 0一 1 0 0协m (次轴 ) ,

后者胞体一般发出 1 一 2支突起
,

突起向胞体

的一侧作进一步分支
,

使树 突 野 呈不对称形

状
,

突起长度约为 60 一 1 0 0 协m 之间 ( 附图 E

和 F )
。

结 果

在 1 83 个 C C K 免疫反应阳性细胞中
,

85 %

为 I 型无长突细胞 (见讨论 )
.

胞体位于内核

层 ( I N L ) 的 最 内缘 ( 附 图 A
,

B )
,

呈 圆

形
、

椭圆形或多边形
,

直径约为 6一 10 协m
。

胞

体可发出 1 个粗大或多个细小的突起伸入内网

层 ( IPL )
。

12 %为 互型 无 长突 细 胞 ( 附图

C )
,

胞体位子内核层 最 内缘 的第 2 层细胞

内
,

呈卵圆形
,

直径约为 6 ~ 8协m价从胞体发

出一个细小的突起伸入内网层的外侧
,

并在此

形成弥散的点状突起
。

30 %的免疫及应阳性细

胞体位于节细胞层 ( G C L )
,

胞体圆形或椭圆

形
,

直径约为 7 ~ 10 协m
。

胞 体可发出一个或

多个突起伸入内网层 ( 附图 D )
。

cc K免疫阳

性纤维呈点状弥散分布于内网层的 1 ~ 5 各亚

层 ( 附图 A )
。

讨 论

关于 C C K 样 免疫阳性神经元 的细胞类型

本实验所见 C C K 免 疫阳性细胞体位于内

核层最内缘的第 1 和第 2 排细胞内
,

和位于节

细胞层内
,

免疫阳性突起呈点状散布于内网层

的 1 ~ 5 各亚层内
。

位于内核层 的 C C K 免疫

阳性无长突细胞的形态分别与 W O n g一 R ll ey 用

G Ol ig 镀 银法在嵘鲸视网膜所描述的 I 型和 亚

型无长突细胞相似
r ` ” ’ 。

I型 无 长突细胞位于

内核层的最内缘
,

发出一个粗大或多个细小的

突起进入内网层
。

而 l 型无长突细胞则位于内

核层内缘的第 2 或第 3 排细胞内
,

发出单个细

小突起伸入内网层
。

至于位于节细胞层的C C K免疫阳性细胞
,

可能是节细胞或移位无长突细胞
.

。

几乎在所有

脊推动物的视网膜节细胞层均含有移位无长突

细胞
〔日’ ,

另外在视网膜神经肤的定位研究中
,

节细胞层含有免疫阳性细胞的现象也很常见
,

研究者~ 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
,

绝大多数位于兔视网膜节

细胞层的 P 物质阳性神经元是节 细 胞“ 盈 , 。

因

此
,

位于节细胞层的 C C K 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
。

与过去研究工作的比较 关 于 CC K 样免
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疫反应物质在蛙
、

晰蝎
、

鸡和猫视网膜的定位

研究
,

已有报道
。

除在蛙视网膜外
,

先前的研

究
,

只能显示内网层内的 cc K 免疫阳性纤维
,

而在内核层或节细胞层均未见阳性细胞体
。

本

实验所见 C CK样免疫阳性神经元的形态及突起

在内网层的分支与 B加。加 等 的观察相似“ 了。

但 B六 , h a 等 的 研究
,

仅描述了位于内核层的

CcK 免疫阳性无长突细胞的形态
,

其突起分枝

只局限于内网层的 1
、

2 亚层
。

本研究显示了

cc K免疫阳性纤维呈点状散布予内网层的 1 ~

5 各亚层
,

免疫阳性细胞体可位于内核层和节

细胞层
。

此外
,

作者还基于 W o n g 一R i l e y t ’ o ,的

G of ig 镀 银 研 究的基础上
,

对 C CK 样免疫阳

性无长突细胞进行分类
。

在过去所有有关 CC K

样免疫阳性神经元
,

在视网膜的定位研究中
,

均未涉及此类阳性神经元在整体视网膜中的分

布
、

密度和树突野的研究
。

无疑
,

本实验有关

此方面的研究
,

将为进一步阐 明 C C K 在视网

膜信息处理的作用提供有价值的形态学资料
。

( 本文附 图 A
、

B
、

C
、
D

、
E

、

F 见擂页 1 )
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L O C A L I Z A T IO N A N D D I S T R BI U T I O N O F

C H O L E C Y S T O K I N IN I M M U N O R E A C T IV E

N E U R O N S IN T H E T O A D R E T IN A

Y a n g D u n hs e n g C he n N i n g x i n L i H a ib i a o

( D e Pa r tm e狱 o f H豆s t o l o gy a n d Em b r yo fo g y )

T h e l o ca l l z a t i o n a dn d i s t r ib u t i o n o f e ho le e y s t o k i n i n im m u n o r ea e t i v e n e u r o n s i n t oa d

r改 i an w e r e s tdn i e d w i t h im 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 od
.

T he er s u l t s s h o w ed t h a t of

1 8 3 C CK i m m u n o r e a e t i v e n e u r o nS Ob s七r v e d
,

8 5% w er e T y P e 1 a m a cr i n e ce l l s
, a n o t h e r

1 2% of C C K P o s i t i v e e e l l s we
r e c l a ss i f ied a s T y P e 1 a m a c r i n e c e l l s

,

w h i l e 3% o f t h e

C C K P o s i t i v e e e l l s h a d t h e i r ce l l b od i e s loc a t e d i n g a n g l i o n e e l l l a y e r a n d w er e d es i g n a t ed

a s d i s P l a e ed a m a e r i n e e e l l s
.

T h e C CK 一 im m u n o s t a i n i n g P r o ce s s e s a PP e a r ed a s P u cn t a t e l a b e
·

l l i n g t hor u g h o u t ` u b l a m i n a l ~ 5 of t h e i n n e r P lex i fo r m l a界 .r A n ex a m i n a t i o n o f r e t i n a l
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·
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。
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l e gn t h
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眼化学伤病例角膜移植失败原因的研究

冯春茂 陈家祺 李永平

( 眼科医院 )

追踪研究 83 例 97只眼化学伤角膜移植的结果
,

平均追踪 1年 2 个月
,

有 21 个 植片 ( 21
.

6% ) 透明
,

76 个植

片混浊或半透明
。

角膜移植的成功率与眼角膜受伤轻重有关
: A型 疤痕病例的透明率为 87

.

5 %
, B 型疤痕病例

的透明率为 15
.

7%
。

失败原因是上皮糜烂 ( 7 1
.

1% ) 和排斥反应 ( 28
.

9% )
。

上皮糜烂 的病例中
,

大多数有泪

掖分泌不足和泪膜缺陷问题
。

作者结合临床和病理研究的结果
,

讨论了失败原因和防治对策
。




