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猫腰髓白质年龄相关的形态学变化
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摘要：以青年成年猫（# % & 龄，! % ! ’( )*）和老年猫（#! 龄，& % & ’()*）+, 段脊髓白质为研究对象，用

神经丝蛋白（-.）免疫染色显示神经纤维，用改良的 /01234 结晶紫染色显示所有胶质细胞并用成年动物 501*6
法显示其形态，用胶质纤维酸性蛋白（5.78）免疫染色显示星形胶质细胞。光镜下对青年猫与老年猫腰髓白质

中神经纤维和胶质细胞进行形态学观察和定量研究。与青年猫相比，老年猫腰髓白质中的神经纤维密度显著下

降（! 9 $’$#），-. 免疫反应阳性较弱；胶质细胞密度显著增加（! 9 $’$#）；5.78 免疫阳性细胞密度显著增

加（! 9 $’$#），5.78 阳性细胞阳性反应较强，胞体明显膨大，突起稠密粗大。表明猫在衰老过程中，脊髓白

质中有神经纤维丢失及胶质细胞增生现象。提示动物在衰老过程中脊髓白质的神经纤维丢失可能是脊髓传导功

能衰退的直接原因；白质中胶质细胞的增多与活动增强可能是对神经纤维丢失的补偿性增生，并可延缓脊髓的

衰老。
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脊髓白质由神经纤维和神经胶质网组成，是大 脑皮层高级中枢调节全身生理活动的信息传导通
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道。随着动物的衰老，脊髓的传导功能呈明显的年

龄性衰退，主要表现为传导速度的下降（!"#$，

%&’(）。有研究发现小鼠（)*+,-" ./ "0，1221）和

人（3+"#$ ./ "0，%&&4；3+56 ./ "0，%&&7）脊髓白

质的形态结构有明显的年龄性变化，表现为横截面

积变小、有髓纤维的直径变小、密度降低以及数目

减少等。脊髓白质中联系脑的上、下纵行纤维束形

态结构的年龄性变化必然会对脊髓的传导功能产生

影响。脊髓白质中的神经胶质细胞是维持脊髓内环

境稳定的主要调节因子，对神经纤维的支持、营养

等具重要作用（8.99.#，122:）。胶质细胞在中枢神

经系统多个区域的年龄相关变化已有报道，但存在

分歧：大多认为老年个体胶质细胞的数量及形态皆

有变化（;,##.<"## = >?"@9A.0/，%&&:；>"BB"/,#, ./
"0，%&&&）；也有研究认为只是形态的改变，数量

无显著性变化（>05"#. ./ "0，1222），脊髓白质中胶

质反应的年龄性变化未见报道。本实验以青年猫和

老年猫腰髓白质为研究对象，采用常规组织学染色

及免疫组织化学染色方法，对青年猫和老年猫腰髓

白质中神经纤维及胶质细胞进行了形态学观察和定

量研究，以期为研究脊髓年龄相关的功能衰退机制

积累形态学资料。

! 材料与方法

! "! 材 料

青年成年猫（% C D 龄，1 C 1 E4 ?$）和老年猫

（%2 C %1 龄，D C D E4 ?$）各 : 只，先在实验室内放

养 % 周，以消除紧张，随后观察猫的运动和感觉行

为 1 C D 周，确定无异常。盐酸氯胺酮（:2 <$ F ?$
体重）将猫深麻醉，开胸后经左心室插管至升主动

脉，灌注 2 E&G的生理盐水，至肝脏发白后灌注约

422 <; 的 :G多聚甲醛进行预固定，取脊髓 ;( 段，

移入上述固定液，室温（%4 C 14 H）固定 12 C 1:
+，横断成两组。一组用 IJ>（2 E% <50 F ;，KL 7 E:）

冲洗，常规脱水、透明、石蜡包埋，连续冠状切

片，厚 (!<，分 : 套，裱片于经 MIN> 处理的载玻

片上，分别用于 L50O.@ 染色、免疫组织化学染色及

阴性对照实验；另一组横切成 4 << 厚块状，备

P50$, 染色。

! "# 组织学染色

% E1 E % L50O.@ 改良法（>5B,#，%&&1） 取青年猫

和老年猫脊髓 ;( 段对应部位切片，脱蜡复水后至

2 E4G磷钼酸液中（无水乙醇配制）D <,#；流水冲

洗后置于 : Q % 氯仿乙醇混和液中至半透明；浸入以

: Q % 氯仿乙醇混和液配制的 4G结晶紫染液 %2 <,#；

于 % Q % E 4 苯胺氯仿混和液中洗去结晶紫沉淀物；移

入 %2G溴化钾溶液（蒸馏水配制）淡化背景 1 <,#；

流水充分洗涤；脱水透明，封片如常。

% E1 E 1 成年动物 P50$, 法（86 ./ "0，%&’4） 厚 4
<< 的组织块于媒染液中（中性福尔马林 %2 <;、

重铬酸钾 : $、水化氯醛 : $、双蒸水 &2 <; 配制）

室温下媒染 1: +；取出经蒸馏水短促涮洗，移入数

碟 2 E74G硝酸银中至无棕红色铬酸银沉淀，再移

入宽裕的 2 E74G硝酸银室温下避光镀染 1 周；石蜡

包埋，冠状切片 (2!<；移切片依次于 72G、&2G
乙醇中各 1 <,#，再入无水乙醇中 4 <,# R 1 次，于

冬青油中透明至切片下沉；移入二甲苯 1 <,# R 1
次，除去油及乙醇，贴片于载玻片上，中性树胶封

片。

! "$ 免疫组织化学染色

青年猫和老年猫脊髓 ;( 段对应部位切片两组，

分别用于 ST 和 PTMI 免疫组织化学染色。切片脱

蜡至水，DG L1U1 室温孵育 4 <,#；蒸馏水冲洗，

IJ> 浸泡 4 <,#（此步后 ST 需抗原热修复，ST 采

用的是鼠抗试剂盒，PTMI 采用的是兔抗试剂盒，

后面染色步骤二者相同）；滴加正常山羊血清，室

温孵育 %2 <,#；倾去血清，勿洗，滴加一抗（鼠抗

人即用型 ST 抗体或兔抗人即用型 PTMI 抗体）D7
H孵育 % +；滴加生物素标记二抗（V$P 抗血清），

D7 H孵育 %2 <,#；滴加辣根酶标记三抗（链酶卵

白素，MJW），D7 H孵育 %2 <,#。以上滴加抗体步

骤均用 IJ> 冲洗 4 <,# R D 次；XMJ 显色（PTMI 免

疫染色切片苏木精轻度复染），自来水冲洗，脱水，

透明，封片。阴性对照实验组采用正常山羊血清代

替一抗，其余步骤分别同 ST 和 PTMI 免疫染色。

实验所用 ST 鼠抗人血清、PTMI 兔抗人血清及免

疫组织化学 >I 试剂盒、XMJ 均购于 3Y<.- 公司。

! "% 观察和统计分析

切片染色后于光镜下观察、计数、拍照。对

L50O.@ 染色和 PTMI 染色的切片，光镜下（:22 R ）

每张切片前索、外侧索、后索分别随机选 ’ 个视

野，记数采集网格（%14!< R %14!<）中胶质细

胞、PTMI 免疫阳性（PTMIZV[）细胞数目；对 ST
染色切片，油镜下（% 222 R ）每张切片各索分别

随机选 ’ 个视野，记数采集网格（42!< R 42!<）

中神经纤维数目。所得数据取平均值后换算成密度
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（细胞数 ! ""# 或纤维数 ! ""#），并以均值 $ 标准差

表示，用 !%&’(& 检验青、老年猫之间差异显著性。

! 结 果

! "# 青年与老年猫腰脊髓白质中神经纤维的形态

和密度比较

脊髓白质各索中神经纤维皆呈 )* 阳性，纤维

横断面的形态清晰可见。低倍镜下纤维呈点状分

布，高倍镜下可见纤维断面形态不规则，纤维中免

疫反应阳性产物呈棕黄色，有髓纤维的髓鞘透明无

色（图 +、#）。与青年猫相比，老年猫神经纤维中

)* 免疫阳性明显较弱，各索中神经纤维的密度显著

下降（" , - .-+）（表 +），其中前索下降 +# .#/0，外侧

索下降 +1 .230，后索下降 ++ .4/0。阴性对照组未

见阳性纤维（图 1、4）。

表 # 猫腰髓白质中的神经纤维密度 （纤维数 ! ""#）（!$ 5）

$%& ’ # ()*+,-. /0 *)12) 0,&)1+ ,* -3) 43,-) 5%--)1 /0 6%- 785&%1 +9,*%7 6/1: （678’9( ! ""#）（!$ 5）

青年猫 :;<=> ?@& 老年猫 ABC ?@&
前索 *<=7?<B<( @=&’97;9 1D+ 1/ .2 $ 14 -1 .1 1-E #/ .1 $ 4/# 2 .E!

外侧索 *<=7?<B<( B@&’9@B7( 1E1 42 .# $ D-- / .E 11- DD .E $ DE4 D .+!

后索 *<=7?<B<( F;(&’97;9 +E/ /E .# $ #/E E .1 +/D #2 .3 $ ##+ 2 .#!
! " , - .-+（ !%&’(&）。

! "! 青年与老年猫腰脊髓白质中胶质细胞的密度

和免疫反应性比较

G;BH’9 染色可清晰显示脊髓白质中的所有胶质

细胞，胞体深染成蓝紫色，分布于蓝色小点状神经

纤维的间隙（图 D、/），高倍镜下可见老年猫胶质

细胞胞体略大于青年猫，各索中胶质细胞的密度均

显著增加（" , - .-+）（表 #）。I*JK 免疫染色切片

可见棕褐色 I*JK%LM 星形胶质细胞，阳性产物遍布

于胞浆及突起，其它类型胶质细胞经苏木精复染呈

淡蓝色。与青年猫相比，老年猫 I*JK%LM 细胞免疫

反应性明显增强（图 2、E），I;B>7 染色显示其胞体

明显膨 大，突 起 稠 密 粗 大（图 ++、+#）。老 年 猫

I*JK%LM 细胞密度显著大于青年猫（表 #），其中前

索增加 #/ .//0，后索增加 ## .-40，外侧索增幅

高至 1# .DD0，老年猫 I*JK%LM 细胞占所有胶质细

胞的比例亦有所增加。在脊 髓 白 质 外 围 边 缘 带，

I*JK%LM 细胞相对密集，突起相互交织成网状，包

绕于脊髓表层。而青年猫腰髓白质中 I*JK%LM 细胞

阳性 反 应 相 对 较 弱， 胞 体 较 小， 突 起 少 而 短。

I*JK 免疫染色阴性对照组未见阳性（图 3、+-）。

表 ! 猫腰髓白质中的胶质细胞密度（细胞数 ! ""#）（!$ 5）

$%& ’ ! ()*+,-. /0 ;7,%7 6)77+ ,* -3) 43,-) 5%--)1 /0 6%- 785&%1 +9,*%7 6/1:（?’BB( ! ""#）（!$ 5）

前索 *<=7?<B<( @=&’97;9 外侧索 *<=7?<B<( B@&’9@B7( 后索 *<=7?<B<( F;(&’97;9

青年猫

:;<=> ?@&
老年猫

ABC ?@&
青年猫

:;<=> ?@&
老年猫

ABC ?@&
青年猫

:;<=> ?@&
老年猫

ABC ?@&
胶质细胞 IB7@B ?’BB( 4/E .4 $ /# .3 DD- ./ $ ++/ .D! D21 ./ $ +/2 .# /3D .# $ ++E ./! 411 .3 $ 2D .+ D-# .3 $ 2D .2!

星形胶质细胞 J(&9;?N&’( ##+ .3 $ 4D ./ #E+ .+ $ 41 .1! #E# .2 $ D4 .3 124 .2 $ /3 .1! #-E .2 $ 41 .D #D4 .2 $ D- ./!
! " , - .-+（ !%&’(&）。

< 讨 论

神经丝蛋白（)*）是神经元胞体和突起的主要

骨架成分，在保持神经元形态、维持神经元轴浆运

输（O?P7C@ ’& @B，#--#）及决定轴突的粗细（QBC’9
’& @B，+333）等方面具重要作用。鉴此，本实验以

)* 标记脊髓白质神经纤维，显示其断面的形态。

已有研究表明老年个体后根节（RMI）（K@9P@C ’&
@B，+33D）、小脑（S’>@ ’& @B，+334）、海马（S7?T%
’9( ’& @B，+334）、脑干（UP@=> ’& @B，+332，#---）

等结构的神经元胞体及突起中 )* 的表达呈明显的

年龄性减弱，导致神经元中 )* 的支持与运输功能

衰退，突起萎缩，部分突起的形态难以维系而崩解

（QBC’9 ’& @B，+33E；QBC’9 ’& @B，+333）。本实验发

现老年猫腰髓白质各索中 )* 表达均明显减弱，与

上述报道一致。同时，本实验显示老年猫神经纤维

的密度显著下降 ，提示由于老年个体轴索中 )* 的

减少，轴索中的骨架系统支持能力下降，导致部分

神经纤维变性、丢失。推测老年个体脊髓白质神经

纤维变细及丢失，可能是老年个体脊髓传导能力下

3#DD 期 朱再满等：猫腰髓白质年龄相关的形态学变化



降的直接原因。

脊髓白质中的神经胶质网由星形胶质细胞（!"#
$%&’($)）、小胶质细胞（*+’%&,-+!-）及少突胶质细胞

（&-+,&.)/.%&,-+!）组成，其中星形胶质细胞占主导

（0+/.! )$ !-，1223）。中枢神经系统中，星形胶质细

胞可产生多种胶质源性的细胞外基质，为神经元提

供丰富的粘着基质，从而起支持作用；其伸向毛细

血管的突起膨大形成血管周足，从血液中吸收营养

物质输送给神经元并参与代谢产物的排出；同时周

足也在神经元和血液之间形成屏障，选择性地让某

些物质通过，保持神经元周围的微环境相对稳定，

维持神经元正常的生理功能（4& )$ !-，1221）；在

中枢神经系统损伤或缺血引起细胞凋亡或死亡时，

胶质细胞出现反应性增生和生长，加速损伤的修复

或补偿性生长（5!’’6%+ )$ !-，1227）。

胶质纤维酸性蛋白（,-+!- 8+9%+--!%( !’+. :%&$)+/）

是星形胶质细胞的特异性标志蛋白，其表达的高低

可反 映 星 形 胶 质 细 胞 的 功 能 状 态（;+,+/+ )$ !-，
1223）。本实验以 <=>? 标记星形胶质细胞，可清

晰地显示其在不同时期的形态特征。免疫组织化学

方法研究表明，在哺乳动物衰老或病理状态下大脑

皮 质（0+//)*!// @ AB!%"8)-$，3CCD）、小 脑 皮 质

（A!99!$+/+ )$ !-，3CCC）及视网膜（5!E!--&$$+ )$ !-，
122D；A6/ )$ !-，122D）中星形胶质细胞数目增多，
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图 !—!" 青年猫和老年猫腰髓白质中的神经纤维及胶质细胞

#$%& ’ ! ( !" )*+,* -$.*+& /01 %2$/2 3*22& $0 45* 65$4* 7/44*+ 8- 98:0% /01 821 3/4 2:7./+ &;$0/2 38+1
!，<，=，>，?，!!：青年猫（@8:0% 3/4）；"，A，B，C，!D，!"：老年猫（E21 3/4）。

!，" ’ 神经纤维，)# 免疫染色（)*+,* -$.*+&，)# $77:085$&4835*7$3/2 &4/$0$0%） F ! DDD；

<，A ’ )# 免疫染色阴性对照（G5* )# $77:08+*/34$,* 0*%/4$,* *H;*+$7*04） F ! DDD；

=，B ’ 胶质细胞（箭头），I82J*+ 染色（K2$/2 3*22&，$01$3/4*1 .9 /++86，I82J*+ &4/$0$0%） F ADD；

>，C ’ 星形胶质细胞（箭头），K#LM 免疫染色（L&4+8394*&，$01$3/4*1 .9 /++86，K#LM $77:085$&4835*7$3/2 &4/$0$0%） F ADD；

?，!D ’ K#LM 免疫染色阴性对照，苏木精复染（G5* K#LM $77:08+*/34$,* 0*%/4$,* *H;*+$7*04，+*&4/$0*1 .9 5*7/48H92$0） F ADD；

!!，!" ’ 胶质细胞的形态（箭头），K82%$ 染色（N5/;* 8- %2$/2 3*22&，$01$3/4*1 .9 /++86，K82%$ &4/$0$0%） F ADD。

阳性反应增强，胞体膨大，且电镜观察发现增生的

星形胶质细胞胶质纤维密度增大，细胞器数量增多

（O/7$+*J *4 /2，"DD!）。本实验结果显示老年猫腰

髓白质中胶质细胞显著增生，免疫反应性增强，与

以上报道一致，表明老年个体星形胶质细胞的功能

增强。老年猫腰髓白质中星形胶质细胞与神经纤维

密度呈相反变化，提示两者之间有内在的相关性，

纤维丢失而产生的基质空缺可能会诱发星形胶质细

胞的增生。在衰老过程中星形胶质细胞占胶质细胞

总数的比例增加，表明星形胶质细胞较少突和小胶

质细胞对衰老更敏感。M*4*+& *4 /2（!???）在衰老

个体的星形胶质细胞胞体中发现神经纤维髓鞘的降

解产物，表明星形胶质细胞在清除变性髓鞘的降解

产物过程中具重要作用。推测在脊髓衰老过程中增
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生的星形胶质细胞可以填充神经纤维丢失而产生的

基质空缺，维持脊髓的形态；通过脊髓外围浅层增

生的胶质网，从脊髓软膜毛细血管中摄取营养，增

加对神经纤维的营养供给，从而延缓神经纤维的变

性、衰老。老年个体中枢神经系统中星形胶质细胞

反应性增生可能是维持其内稳态的一种补偿性机制

（!"#$%%&’’ () *+，,--.）。

脊髓白质中还有少量少突胶质细胞和小胶质细

胞，其生物学功能与星形胶质细胞不同（/+&"0" ()
*+，,---）。少突胶质细胞主要是参与白质内神经

纤维的髓鞘生成；小胶质细胞具吞噬功能，其活性

可作为多种神经系统疾病及正常衰老的一项重要指

标（1*))"*$( () *+，.22-；3%(45 () *+，.226），在

老年恒河猴中枢神经系统多个区域（3+&*4( () *+，
.222）发现小胶质细胞的数量显著增加，生理活性

明显增强。脊髓白质中少突胶质细胞和小胶质细胞

形态学及生理功能的年龄性变化有待于进一步研

究。

致谢：感谢中国科技大学视觉研究实验室为我

们提供珍贵的老年猫材料。
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“烙铁头属蛇毒结构与功能研究”

荣获 "’’& 年度云南省科学技术奖（自然科学类）二等奖

由中国科学院昆明动物研究所熊郁良研究员主持研究的“烙铁头属蛇毒结构与功能研究”荣获 @KKC
年度云南省科学技术奖（自然科学类）二等奖。该项目利用我省丰富的烙铁头属蛇毒资源条件，从 ./U0
年开始，在中国科学院和云南省多项基金资助下，重点对烙铁头蛇毒血小板活化素 V,WI，与血栓、冠心

病相关的纤溶组分、激活纤溶组分、凝血酶样酶和止血组分、X A 氨基酸氧化酶、去整合素、磷脂酶 I 等

进行较系统的结构功能和开发利用研究，首先报道烙铁头蛇毒纤溶组分，为血栓第二代治疗药物研究开辟

了新的途径。先后发表学术论文 C/ 篇，其中 E&N 收录论文 .U 篇，被国内外引用 B0 次，在国际学术会议

上报告 C 次。其中作为筛选血小板活化药物模型和诊断血小板功能缺陷性疾病试剂的 V,WI 已临床应用，

被证明优于目前国内外常用 ILY、II 和 YIF。

该项目通过对烙铁头蛇毒较系统的结构功能研究，发现了一系列具有生理活性和药物开发前景的毒素

成分，对毒素资源的开发利用做了成功探索，在国内外已形成一定特色，在理论上有较重大的意义和新的

发现，并有显著的利用前景，成果显著。

王桂兰

（中国科学院昆明动物研究所计财处 B0K@@O）
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