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合时的具体作用和卵母细胞的激活机理， fe rtil ­

ln 在顶体反应时是否具有结构上的变化以及 α

和自亚基的糖基在受精时是否具有作用等。

摘 要

精子头后部(或赤道区 )表团 fe rtilin 糖蛋

白由相关的两个跨膜亚基 α 和 R 构成异二体形

式。这两个亚基前体均含有金属蛋白酶区 (met­

a lloprotease domain)和整联蛋白配体区 (disin­

tegrin domain) ，属于 ADAMs ge ne 家族。 α 和

R 前体分别在靠丸和附靠中从上述两区域连接

处水解后，得到成熟型亚基。受 丰lti 时，穿过透明

带的顶体反应后精子借助 R 亚基的 d i s in tegrin

肤段与卵母细胞表面的整联蛋白结合，同时

fertilin 结构发生变化，暴露出 α 亚基上潜在的

融合肤段 (90 - 111aa) ，并介导丰15子与卵母细胞

发生质膜融合，最终完成受精过程 。
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用示踪技术研究视神经再生细胞学的新进展

王子仁

(兰州大学生物系 兰州I 730000) 

鱼类和两栖类成年动物的视神经，作为中

枢神经的一部分(来源于胚胎的神经营) ，已被

电生理学和解剖学的实验证明具有再生的能

力。-气当其视神经被损伤后，经过 3 至 6 个
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月，视神经可再生回到其靶组织一一顶盖，形成

与正常动物一样的视网膜一顶盖投射。由于鱼

类取材方便，易于饲养和繁殖，并且可以在其视

网膜和顶盖上进行各种切除和移植手术，所以

鱼类的视网膜-顶盖系统已成为研究视神经再

生最常用的动物实验模型。

视神经再生中细胞学研究在很大程度上依

赖于示踪方法和其他技术的发展。随着神经细

胞示踪方法和其他技术的不断发展，结合光镜

和电镜技术，对神经细胞整体及其终末的精细

结构，神经纤维投射和神经细胞间突触连接构

筑的研究更准确翔实，为正常的和再生的视网 ，

膜一顶盖投射的形成，中枢神经系统的再生和

神经网络的构筑，以及神经功能的研究提供更

精确和丰富的基础理论知识。

一、视神经再生细胞学研究

的简短历史回顾
自从 Sperry 于 1944 年用电生理学的方法

证明鱼类的视神经具有再生的能力后，对视神

经再生的细胞学研究相继开展。放射自显影的

示踪方法很快被用于金鱼视神经再生 的研

究[3] 。到本世纪 70 年代，辣根过氧 化物酶

(horserad ish peroxidase , HRP)被首次用于长

距离标记神经元的投射旧，这一方法经不断改

良已被广泛地用于神经元的顺行和逆行标记，

它既可用于光镜，也可用于电镜研究，为神经细

胞超微结构的研究提供了极大的帮助。辣根过

氧化物酶示踪技术也很快被直接地和间接地结

合免疫组织化学方法用于视神经再生中视网膜

一顶盖投射的研究[，) 。 早期的形态学研究纠正

了电生理学研究提出的再生从一开始就遵循正

常的视网膜一顶盖投射进行的观点.证明视神

经再生的过程与发育的过程相似，分为早期视

神经纤维的过度增生和晚期的精确化两个时

期，在再生早期有相当一部分神经纤维是沿着

错误的路径投射到顶盖上。在晚期的精确化过

程中，分布于错误路径和区域的神经纤维消失，

形成正常的视网膜一顶盖投射。

上述的方法尽管至今仍被使用，但在同时

满足神经细胞学多种研究的需要时都存在一定

的局限性。如在同一个实验材料中既要研究固

定的组织，同时又要研究活体内或组织细胞培

养中活的神经细胞 z既要研究整装的组织或器

官中神经细胞的全貌，同时又要研究切片标本

中神经细胞的显微和亚显微结构。而上述方法

往往仅能同时完成其中的一两项。

二、 DiI 及其 同族示踪物

在 80 年代中期，一种长链亲脂类的碳花

青(carbocyanine)荧光染料 Di I (1 , 1' -dioctade­

cyl- 3 , 3 , 3' , 3' - tetramethylindo-carbocya nine 

perchlorate)被首次报道用于神经细胞学的研

究。此后其同族示踪物 DiO ， DiS 等也相继被研

制出来，井很快被应用于神经细胞学的研究。它

们的基本化学结向如下图所示(图1) 。

CE〉4可:;CH〈〉3
I I 

其中·

DiI y=c 
CH3 

/ 

' CH3 

DiO y=o 

DiS y=s 

固 1 碳花膏染料的化学结构 ，其中 n = 17 . Y 位置

的基团决定染料的类型<DiI . DiO 和 DiS )

这些碳花青染料(Di I， DiO 和 DiS) 在标

记神经细胞中具有的共同特点是: (1)它们标

记细胞质膜，对体外培养的神经细胞能明亮地

标记细胞体和细长的突起，对生长的神经突起

末端生长锥 (growth cones )具有的板状伪足和

丝状伪足等最精细的结构都能清楚地显示出

来。 (2) 在活体内和已固定的组织中进行顺行

和逆行标记，向细胞体注射染料可)1顶行标记到

离细胞体较远的神经细胞突起;也可向细胞突

起注射染料经较长距离逆行地标记细胞体。 (3)

标记物只沿细胞质膜扩展，而不会扩散到相邻

的神经细胞 。这一点在神经细胞学的研究中极

为重要，因为这样就可以显示 出单个神经细胞
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的形态和传导途径。 (4)与其他荧光染料相比，

它们可以较快时间保持荧光，组织培养的神经

细胞荧光至少可以保持两周，在三周半后标记

的荧光减弱成为不可检测的[气但也有报道，

DiI 在成体的神经系统中作为一种活体的逆行

标记物可保持荧光技达九个月之久[飞

标记已固定的组织与标记活细胞相比，在

同样的组织中标记相同的距离所需的时间要快

得多.例如 DiI 在活体中标记移动速度每天可

达 6mm.标记四天可以延长到 2-3cm。而在巳

固定的组织中标记相同的距离则需要数周，数

月或更快的时间。最近已研制出快速 DiI (fast 

Di口，它在已固定的组织中标记的速度大大加

快，原来需要数月才能标记的材料，现在仅需数

周即可 F但是与活体内标记相比其速度仍然较

慢。在已固定的组织中进行标记也具有一定的

优点，因为已固定的组织可以保持足够长的时

期，可以保证染料标记移动所需的时间，这样就

能标记一些处于组织深处的，通常不易直接染

色的神经细胞和纤维。另外，在已固定的组织中

即使标记很快时间也不会象在活体中那样，由

于细胞的作用而内化 (internailization) .形成一

些颗粒而使图像变模糊.在已固定的组织中标

记的神经细胞及其突起可以一直保持清晰均一

的细胞膜的标记形式.

三、 DiI 类示踪物在视神经再

生细胞学研究中的应用
1.用 DiI标记对视神经再生进行更精确

的形态学研究

过去用辣根过氧化物酶 (HRP)标记早期

再生的视神经纤维，通常将染料颗粒放置在视

神经中，标记的神经纤维数量较多.由于在视神

经损伤位点处发生出芽生伏，神经纤维数量增

加 4一 5 倍，在顶盖上标记的神经纤维数量大

大增加，因此不易分辨单个的神经纤维及其分

支。即使用显微注射标记，因标记的神经纤维呈

黑色，反差小，不利于观察.

DiI及其同族示踪物通常可活于纯酒精，

二甲亚赋<DMSO)或其混合物，也可溶于二甲

基甲酷胶(dimethylformamide. DMF)。这种溶

液可以象 HRP 那样直接注射标记，也可将其

结晶的染料颗粒放置于组织中标记。我们借助

显微微量注射器，每次仅注射 1-2nl 的染料溶

液，这样就可保证标记少数或单个的神经细胞

或纤维，可以精确地观察正常的神经纤维在顶

盖投射的分布及其终末分支的形态学，特别有

利于观察早期再生的视神经纤维在顶盖上的分

布.

(1)企鱼正常视神经纤维的形态学研究

主要发现标记的相邻视网膜神经节细胞的轴

突〈视神经纤维) .在顶盖上投射的终末分支相

互重叠时，虽然目前对这种重叠现象与视觉功

能之间有什么关系尚不清楚，但是根据生物的

结构与功能的关系，可以肯定这种特殊的形态

结构与视觉功能之间存在某种联系。另外，用

DiI 标记的神经纤维的分布路径，投射的位置，

终末分支的大小和形态学与其他标记方法所得

的结果完全一样。

(2) 金鱼视神经再生过程的细胞学研究

在再生早期由于损伤位点处发生出芽生伏，

神经纤维数量增加，已往的研究认为在前三个

月增加了四倍。现在通过 DiI 标记后，在顶盖的

特定区域定量统计结果表明，在六周前再生的

神经纤维数量逐渐增多，在第六周最多，增加了

4.2 倍，此后逐渐减少。表明增加的再生纤维生

快速度不同，消失的速度也不同。过去认为，在

损伤视神经六周后，视神经纤维经过精确化过

程，逐渐形成正常的视网膜-顶盖投射。DiI 标记

的研究发现，在再生早期，视神经纤维形成的分

支的大小(前后轴×背腹轴)较大，主要是近侧

端出现探测性侧支。此后因为近侧端的分支逐

渐减少，远侧端的分支增多，视神经纤维分支的

大小逐渐缩小，变为正常.因此认为在视神经再

生早期就存在一种修整的过程，即在再生的视

神经纤维到达顶盖后其细胞学形态就开始不断

的进行调整。

在再生的晚期，到达顶盖靶区的相邻视神
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经纤维的树状分支相互重叠，这一现象是依赖

神经传入活性的问。当用河豚毒素 (TTX，钙离

子通道的特异阻断剂)处理后，树状分支相互重

叠的现象消失，彼此分离。这说明树状分支重叠

的结构形成是相邻的神经纤维间相互作用的结

果，而这种相互作用又是依赖神经传入活性的。

经过 TTX 处理后，再生的视神经纤维的数量

较正常再生的情况有所减少，最后形成的树状

分支的形态学变得较简单。这表明视网膜一顶

盖投射的精确化也是依赖神经传入活性的。

上述研究[8.9J 同时发现，未到达顶盖靶区，

或到达顶盖靶区而未形成终未分支的再生视神

经纤维将消失:而到达顶盖靶区并形成树状终

未分支的再生视神经纤维最终被保留下来，即

使通过不正确的路径到达的也是如此。这表明

正确的视网膜-顶盖投射的形成对靶组织的依

赖性。

2. 结合不罔仪器设备和技术研究视神经

再生

(1)双标记 用 DiI 和 DiO 标记的神经

细胞细胞及其纤维.当选用合适的荧光素滤光

片(如 FITC Zeiss 487709)用荧光显微镜观察

时， DiI 和 DiO 分别呈现黄色和绿色。因此可以

分别用 DiI 和 DiO 标记分布于不同组织或同

一组织不同部位的神经细胞，观察它们在同一

靶组织投射图形的分布情况。女11在斑马鱼视网

膜的不同部位分别用 DiI 和 DiO 标记神经节

细胞.观察在发育过程中视神经纤维在同一个

视神经，视束和靶组织顶盖中投射分布的情

况[IOJ 。结果发现， DiO 标记的，绿包荧光的鼻腹

侧视网膜神经节细胞的轴突通过视束的背侧支

进入顶盖，终止于顶盖的背后侧区;而 DiI 标记

的，黄色荧光的颜背侧神经节细胞的轴突通过

视束腹侧支进入顶盖，终止于顶盖的腹前侧区。

在同一顶盖上，绿色荧光标记的神经纤维穿过

黄色荧光标记的神经纤维分支占据的前半区顶

盖，进入顶盖后半部形成分支。另外，如果切除

金鱼的一侧的顶盖后，两个视网膜的神经节细

胞的轴突将共同投射到剩余的同一个顶盖上，

这时可分别用 DiI 和 DiO 标记两个视网膜相

同或不同部位的神经节细胞，观察它们在同一

个顶盖上投射的分布情况。也可用逆行标记的

方法，标记投射于不同靶组织中的神经纤维，追

溯它们起漉于同一组织或器官内的神经细胞的

分布;或标记分布于不同组织的神经细胞，观察

它们在同一靶组织上终末树状分支的分布。

(2) 活体内再生的视神经纤维动态的 (dy­

namic)研究 用显微微量注射 DiI 标记金鱼

视网膜腹侧的神经节细胞，经过一段时间，待染

料顺行标记到顶盖背侧上的神经终末时，将鱼

麻醉，打开头骨暴露顶盖，清除其上的脂肪和被

体，在顶盖的上方滴加硬骨鱼类 Ringer气液，

用盖玻片覆盖顶盖，在荧光显微镜下观察神经

纤维的动态变化。为了进行较长时间的观察，除

了用湿纱布包裹鱼的身体并固定于支架上外，

还通过小水泵将含有微量麻醉剂的缓冲液入嘴

经鲍流出不断循环，使鱼保持安定。间隔不同时

间， 30- 60 分钟，观察拍照，曝光时间 10- 20 

秒。这悻可观察同一部位长达 8 小时之久 [11 J 。

在荧光显微镜上配备一种制冷的 CCD 照相

机，以便取得数字化的图象，可在计算机中储存

和分析。结果发现，在正常鱼中没有终未分支的

修整，但可见到沿神经纤维的静脉曲张( vari 

cosities) 样的运动;在损伤视神经后 2-6 周

后，再生的视神经纤维经历了动态的结构变化，

包括分支的修整，生长锥的伸展和收缩，也发现

沿神经纤维的静脉曲张样运动。

另外，利用激光扫描共焦显微镜的优越性.

进行不同剖面的扫描，将信息储存在计算机中

进行三维立体的动态研究。结合用依赖钙/调钙

蛋白的蛋白激酶1I (calcium/calmodulin-de­

pendent protein kinase [ , CaMK [ )处理突触

后视顶盖的神经元，研究通过调节突触活性如

何控制神经元的生长[叫。实验通过定量分析终

末分支形态学的动态变化证明，提高突触后

CaMK n 的活性，通过增加分支收缩的比率，

阻止了终未树状分支复杂性的发育，提示突触

后的 CaMK 1I在控制突触前神经纤维的终末
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树状分支结构的发育中起一种作用。

上述方法也可用于研究已标记的，培养中

的神经细胞的突起及其顶端的生长锥的动态的

变化。通过缩时摄影或录像机可以较长时间地

观察记录。

(3) 尤转换 (photoconversion) 通常荧

光标记的材料不能用于电镜观察，因而在神经

细胞学的研究中存在一定的局限性。DiI 标记

的神经组织，经过光转换的方法，可将荧光标记

转换为棕色的，具电子密度的二氨联苯胶 (di­

aminobenzidine. DAB)产物，直接用于光镜和

电镜观察[13J 。通常将荧光标记的组织进行切

片，切片置于明股覆盖的载玻片上。为了增强

DAB 的穿透性，首先将切片于 4C 暗处在1. 5

- 2. Omg DAB/ml Tris-HCl 缓冲液 (pH= 7. 

6) 中预先放置 15- 60 分钟。然后将载玻片置

于配备有 100 瓦水银照明灯和l 罗丹明滤光片

的荧光显微镜下，通过 X 15 或 X20 的物镜直

接照射切片中含荧光标记的区域，用一滴新鲜，

冷的 2. Omg DAB/ml Tris-HCl 缓冲液置换旧

的 DAB 缓冲液，此后每隔 15 分钟置换一次

DAB 缓冲液，同时重新进行聚焦，持续照射 30

120 分钟，直到在显微镜下可见到棕色的

DAB 产物为止。最后用琉革对染，用蒸馆水冲

洗干净。进行光镜观察则经脱水，包埋，薄切片

后进行观察研究;对于电镜观察，切片需经饿酸

重固定，磷酸缓冲液冲洗三次，经常规脱水和树

脂 Epon 812 包埋，经常规染色或不染色进行

观察。这样不但可以观察分析标记的神经细胞

体和神经突起，而且可以标记到神经细胞内部

的细胞器，如内质网和邻近线粒体的微体结构。

DiI 标记的神经组织经光转换还可以结合胶体

金技术进行免疫细胞化学的研究。

DiI 类荧光染料通过上述方法可对同一神

经组织的细胞进行综合的研究.既可同时进行

体内和体外结合的研究，也可同时进行整体的

和显微及亚显微结构的细胞学研究。总之，神经

细胞学的研究是随着细胞标记物和标记技术的

发展而不断深入的。由上述可见 DiI 及其同族
标记物结合各种现代生物学的研究技术，在神

经细胞学的研究中具有广泛的应用前景，将推

动神经细胞学研究的深入发展。
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叶绿体遗传转化的研究

范国昌 张中林份 i尤杜芳

(军事医学科学院放射医学研究所 北京 100850) (中国农科院生物技术研究中心 北京 100081> 

植物细胞中，遗传物质存在于这三个细胞 改良的基因工程和植物分子生物学的研究及实

器:细胞核、叶绿体和线粒体。向细胞核中导入 一-一一一一一一

外源基因的技术，已经非常普遍的应用于作物 ·浙江大学生物科学与技术系博士研究生
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