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胚鼠皮肤神经末梢与羊水接触关系及其一氢化氮

合酶阳性神经末梢分布

郑轶凌树才*季华孙建刚

(浙江大学医学院人体解剖教研室，杭州 310058)

摘要 为阐明小鼠胚胎期皮肤的神经末梢是否与羊水有接触关系及胚胎期皮肤一氧化氮合

晦(NOS)阳性神经末梢的分布和发育状况，利用逆行轴浆运输的原理将荧光全在体注射到胚胎的羊

水中，用荧光显微镜观察神经元被标记情况。同时分别取胚胎 11 天、 13 天、 15 天、 17 天、 19 天、

21 天和出生后 l 天的小鼠的四肢，冰冻切片，做NADPH-d酶组织化学法，在光镜下观察并才是片。实

验结果显示，在脊神经节等部位发现有荧光金标记的神经细胞主要为圆形或不规则形。而皮肤NOS

阳性神经未梢在小鼠胚胎 11 天出现表达，并随时间而增加，主要位于表皮层，直接裸露在羊水中。

结果才是示胚胎期羊水与皮肤神经末梢有一定的接触关系，有可能参与胎儿神经未梢的生长发育，羊

水中物质是否对周围神经有生长诱向作用值得进一步探讨。
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皮肤j' 泛分布于脊椎动物和人体表面，其表皮的

基底层内分布着大量的浅感受器和丰富的神经末

梢。发育神经生物学研究表明，皮肤和神经节细胞

均起源于外胚层，并且是由 a个细胞系分化发育而

来。皮肤是脊神经感觉纤维的靶区，在胚胎发育期

间背根神经节细胞的周围突伸向皮肤特定的层次内，

形成密集的神经网络，说明皮肤的发育与周围神经感

觉纤维的发育之间斗志存在着某种密切的关系。虽

然目前对于背根 it神经元巾枢突和周围突投射发育

的时空形式己经泊楚，但是对 f中枢或外周定向生长

的调控通路形成的确切因素和具体方式、胚胎发育

时期皮肤细胞与发自中的神经末梢之间的联系和参

与调节的因素并不十分清楚。

羊水(amniotic tluid)是胚胎期充满在羊膜腔内的

液体，尽管在孕期的常规检测中广泛、经常性应用

羊水细胞，但对其来源和l作用知道的还很有限[1]。羊

水中含有冲经生长l主l子(nerve growth factor, NGF) 、

脑源性神经营养因子(brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF)、神经营养素 -3(neurotrophin 3 , NT-

3 )[2 J 、一些神经递质[3]和蛋白质[4]等物质，这些因

子、递质和蛋白质等物质与胚胎神经系统的发育有

着密切的关系，但对其来源和作用还不是很清楚。

因此，我们利用逆行轴浆运输的原理将荧光金

(tluorogold, FG)在体注射到胚胎的羊水中，观察胚胎

的神经细胞是古能被荧光金所标记，同时用还原型尼

克西先肢脉嘿岭二核昔酸磷酸-黄递酶(N ADPH­

diaphorase , NADPH-d)酶组织化学法研究了小鼠胚

胎期皮肤一氧化氨合酶(nitric oxide synthase, NOS) 

免疫阳性神经末梢的分布和发育状况，确定羊水与胚

胎皮肤的神经末梢是否有接触，从而为进一步研究羊

水与胚胎神经发育的关系打 F基础。

1 材料与方法

1.1 材料

实验选用浙江大学实验动物中心培育的 ICR 品

系雌性小鼠40只，体重 25-30 go 荧光金(FG)为 Dojin

公司产品， ß-NADPH 为 Boehringer Mannhein 公司产
口
口口。

1.2 方法

1.2.1 逆行示踪试验 取争 13-15 天的 ICR 品系

小鼠，采用复合麻醉剂(100 ml 中含: 4.25 g 水合氯醒，

14.25 ml 100% 酒精， 2.12 g 硫酸馍， 33.8 ml 丙二醇，

886 ml 戊巴比妥， 5 1. 95 ml 双蒸水)腹腔注射麻醉

(0.003 ml/g)。打开腹腔，将于自剥开，暴露羊膜和

胚胎，用微量注射器将 2μ1 FG 缓慢注入羊膜腔内
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的羊水中，留针 4-6 h。处死母鼠，取出胚胎，用 4%

冷多聚甲醒固定液固定 2h 后，用 Leica 恒冷箱冰冻

切片机对组织作连续冰冻切片，片厚 20μm，贴于涂

有明胶的载玻片上，再用 4% 冷多聚甲醒固定液再固

定 1-2 h, PBS 液(pH 7.2-7.4)终止。自然晾干后，甘

泊 IPBS (1 : 1)封片。用 Nikon(E-600)荧光显微镜观

察神经元被标记情况并摄片。

1.2.2 组织切片和NADPH-d酶组织化学染色 分

别取孕 11 天、 13 天、 15 天、 17 天、 19 天、 21 天和

出生后 1 天的ICR 品系小鼠各5只，经乙酶麻醉后打开

腹腔，自子宫中取出胚胎，剪下胚鼠四肢， 4% 多聚甲

醒固定液 4 0C 固定 12 h 后，各组组织均转入 30% 庶

糖溶液中置于 4 0C冰箱过夜至组织沉底。用Leica恒

冷箱冰冻切片机对组织作连续冰冻切片，片厚20μ.m，

隔二取一，贴于涂有明胶的载玻片上。将冰冻切片移

入甲醇处理液(含 0.3% H20 2, 80% 甲醇，用 0.1 moνL 

PB 稀释)温育 30 min，月~ PBS(pH 7.2-7.4)漂洗 3 次，

每次 5 mino 移入 PBS 中，溶液内含 0.3 mg/ml 硝基

四略氨蓝(NBT) 、 1.2 mg/ml ß- NADPH、 0.3% Tri­

ton X-100 和 10μl/ml 二甲基亚枫(DMSO) ， 37 oC r 
温育 lh。将切片移入 PBS 内终止反应，并漂洗 3 次，

每次 5 min，对照组温育液中不加 βNADPH，其余同

上。其中一组用 1% 中性红复染 5-10 min，另一组

不复染。自然晾干，梯度酒精脱水，二甲苯透明，中

性树脂封固。 Nikon(E-600)光镜下观察并摄片。

1.2.3 统计分析 对所摄图片做显微图象分析

(Image Tool 图象分析软件)，测各时间点皮肤阳性神

经末梢的灰度(gray)值。在同一光照强度r，阳性区

域不同的强弱表达所吸收或透过光的数值是不同的，

由此显示出灰度的差异。灰度参数可相对定量反映

阳性强弱的变化，阳性区表达的强弱与灰度值呈负相

关(灰度值大则阳性表达弱)[5]。用 SPSS 1 1.0 软件

做样本 t 检验。

2 结果

2.1 FG 逆行示踪实验标记结果

参照、 Kaufman 主编[6]的图谱，脊神经节和脊髓的

神经细胞中发现有 FG 标记的细胞(图 1时，背根神经

节(dorsal root ganglion, DRG)区域荧光标记明显，荧

光强度高;脊神经根(nerve root, NR)部位也发现有荧

光标记，腹侧灰角(ventral grey horn)、背侧灰角

(dorsal grey horn)区域也可见荧光标记。神经细胞

经荧光金标记后呈现为金黄色，形态为圆形或不规则
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形，荧光均匀，可显示细胞近端的轴突和树突。荧

光主要分布在胞体，胞浆中荧光均匀明亮，边界清楚，

细胞外无荧光染料渗漏(图 lb- 图 lc、)。

2.2 NADPH-d 酶组织化学染色法结果

对照组 NADPH-d 染色结果阴性。图 2 显示了

胚胎 11 天~胚胎 21 天及出生后 1 天的小鼠皮肤的

NADPH-d 阳性神经末梢的分布发育情况。小鼠皮肤

在胚胎 11 天己观察到 NADPH-d 阳性神经末梢，

NADPH-d 反应产物为蓝紫色。胚胎 11 天时阳性神

经末梢的灰度值为 163.75 1: 7.54，随着胎龄的增加灰

度值下降，胚胎 17 天时灰度(148.50 士 6.36)表达增加

明显(P<0.05); 胚胎 21 天的灰度(139.3 士 6.15)与出

生后 1 天的灰度(134.5 土 9.92)相似(图 3) 。

与成体皮肤神经末梢分布不同的是，胚鼠的角质

层尚未完全发育， NADPH-d 阳性神经末梢主要位于

表皮层内或表面，而在真皮以及皮下组织分布则非常

稀疏。高倍镜下可见 NADPH-d 免疫阳性神经末梢

呈树枝状或念珠状分布，大多成束走行，长短不一，有

的呈结节状膨大。

3 讨论

研究资料表明，胚胎期羊水中含有丰富的神经递

质、神经营养因子、蛋白质等物质，可能与胚胎神

经系统的发育有着密切的关系[7]，但对这些物质的来

源和功能还不是很清楚。本文运用逆行示踪技术，

在胚胎的背根神经节、神经根及腹背侧灰质中的神

经细胞均发现有明显的荧光标记，说明这些标记的神

经细胞突起与羊水之间存在着接触，上述物质有可能

是由接触羊水的神经细胞所释放。椎旁交感神经节

的节后纤维可随脊神经分布到躯干与四肢的血管、

汗腺和竖毛肌等器官[8] 我们在脊髓和脊神经节以外

的组织中也发现一些零星的荧光金标记，这些零星的

荧光标记很可能是或者部分是交感神经系统的神经

细胞;而在口腔部位、甲状腺、皮肤表层等部位的

荧光标记则可能是由于渗透、吞咽等引起，但其他

部位则多数是FG逆行标记的与羊水有接触的神经节

细胞。

二氧化氮(NO)在神经系统中有重要作用，研究证

明分布于神经系统的 NADPH-d 就是 NOS [9-12]。关

于 NO 在中枢和外周神经系统的分布特点已有许多

研究报道，但对胚胎期小鼠周围神经末梢的分布和发

育未见报道。本课题组此前的研究己经证明，成年

人或大鼠的皮肤神经末梢内含有大量的 NOS 免疫阳
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(a) 

背根神经节

背侧灰角

腹侧灰角

(b) (b‘) 

(c) (c‘ ) 

图 1 FG 逆行追踪的显微镜图

a 胚 i乱整体脊髓部位 FG j单行jJj踪标记阁 (40 X ); b 、 扩 、 c 、 c、 ↑ 示被 FG 标记的神经细胞。 叉' 巾 b 所不部位为脊椎， c 所水为脊髓外

组织(b 、 C: 80 X ; 扩 、 c 、 牛II @的高倍|到n ， 160 X ) 。

性神经末梢l 1 31，本研究中选择性的对胚鼠四肢的神经

末梢进行 NADPH-d 染色观察， 不仅可以显示胚胎皮

肤内 NOS 阳性末梢的发育和分布情况， 还可以借此

来验证皮肤表层的神经末梢与羊水的接触关系 。 实

验结果表明，在小鼠胚胎 11 天 NOS 即开始在皮肤的

神经末梢中表达， 井随时间逐渐增加，胚胎 2 1 天时与
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图 2 小鼠胚胎皮肤结构及 NADPH-d 阳性神经末梢分布的显微镜图

↑ 示 N ADPH-d 阳性神经末梢 。 a 、 b 、 c 、 d 、 e 、 f 、 g : X 160 ; a 、 b 、、 c 、、 d 、、 e 、、 f、、 g ':X 40 0 . a 、 a 、 ;胚胎 11 天(E 1 1) ; 

b , b、·胚胎 1 3 天(E I 3); c 、 c、胚胎 1 5 天 (E I 日 ; d 、 d、 胚胎 17 天(E I 7) ; e 、 6 胚胎 1 9 天(E I 9); f、 f : 胚胎 2 1 天 (E2 1 ); g 、 g ' : 出生

后 l 天 ( P 1 ) 。

出生后 1 天的表达基本相似， 同时皮肤也逐渐分化发

育成熟， 说明皮肤的发育成熟过程也是它与背根神经

节细胞逐渐建立联系的过程 。

以往在研究 NO 与神经发育关系中 ， Gally 等( 1 4)

通过模拟实验推测， NOS 产生的 NO在神经系统发育

阶段对突触的形成和修饰起着极为重要的作用， 也有

人提出NO可通过抑制DNA合成和细胞增殖， 促使细

胞向分化方向发展 [ 1 4- 1 6) 。 因此 ， NOS 在小鼠皮肤胚

胎发育期间的表达可能与神经末梢的发育相关，可能

参与神经末梢发育、成熟机制，具有调节神经细胞

的迁移过程，诱导、促进其突起生长的神经保护作

用 。 NOS 参与皮肤神经末梢发育的机制和诱导因素

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 T el: 0 2 1-64040161 www , baolo r.com 
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图 3 小鼠胚胎皮肤各时期 NOS 阳性神经末梢灰度值

还需进一步深入研究。值得提出的是，我们发现胚

胎期NOS 的阳性神经末梢与成年小鼠的皮肤内 NOS

阳性神经末梢的分布不同，主要分布在表皮层表面(成

年动物或人则主要分布在皮肤的基底层[1勺，有些甚

至直接裸露于皮肤表面这进一步证明了羊水与胚胎

皮肤神经末梢有一定的接触关系，逆行示踪实验观察

到的荧光标记细胞是裸露在羊水中的神经末梢吸收

荧光金所引起的标记。胚胎期皮肤神经末梢与羊水

的接触关系究竟有何意义目前还不清楚，羊水是否参

与胎儿神经末梢的生长发育过程的调节，以及接触羊

水的神经末梢是否释放神经活性物质进入羊水对皮

肤的发育产生影响?这些问题我们正在研究之中。
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The Connection between Nerve Terminals and Amniotic Fluid and the 

Distribution of NOS Positive Nerve Terminals in the Skin of Mouse Embryo 

Yi Zheng, Shu-Cai Ling飞 Hua Ji, Jian-Gang Sun 

( Department of Human Anatomy, Zhejiang Universiη School of Medicine , Hangzhou 310058, China) 

Abstract The purpose of the present study was to exp10re whether the skin has the connection with the 

amniotic fluid and the distribution and deve10pment of nitric oxide synthase (NOS) positive nerve termina1s in the 

skin of mouse embryo. F1uorogo1d (FG) was injected into amniotic fluid in mice with 13一 15 d pregnancy in vivo , 

observing whether they have FG in somatic nerves and dorsa1 root gang1ion cells of feta1 by 1ight microscope, and 

the acra1 skin tissue of embryo day 11 (E11) , embryo day 13 (EI3), embryo day 15 (El日， embryo day 17 (EI7), 

embryo day 19 (EI9) , embryo day 21 (E21) mice embryos and postnata1 day I(Pl) mouse were taken out, then the 

frozen sections of acra1 skin tissue of each group were stained with NADPH-diaphorase (NADPH-d) 

enzymohistochemist可 method to 10ca1ize the expression of NOS. Our resu1ts showed 出at in the spina1 nerves or other 

ne凹es of feta1, some FG positive round or irregu1ar neural cells were observed. FG main1y in the cell body, with even 

and bright in the cytop1asm, and the bound征y was clear. Whi1e the expression of NADPH-d positive nerve terrninals 

began to appear in Ell embryos, main1y in the cuticu1ar 1ayer, and exposure to the arnniotic fluid directly. The expres­

sion intensity were steadi1y increasing along with the development of the embryo, and became simi1ar on E21 to 出aton

Pl. It is inferred that in the embryonic period, the amniotic fluid may be in touch with the skin of feta1, so the arnniotic 

fluid may take part in the growth and deve10pment of nerve termina1s of fetal. It need further discussion whether the 

substance in amniotic fluid have the effect of inducing growth on the development of periphera1 ne凹e.

Key words nerve termina1; fluorogo1d; nitric oxide synthase; NADPH-d 
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