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摘要 为探明三黄鸡小脑皮质各层的细胞构筑和GABA免疫反应神经元在其小脑内的分布情况,采用尼

氏染色和免疫组织化学SABC技术,对10羽三黄鸡的小脑进行了研究。研究发现:三黄鸡小脑皮质各层的细胞

构筑与北京鸭、乌鸡、鸽子和非洲鸵鸟的大体相似;GABA免疫阳性细胞位于小脑皮质的蒲肯野细胞层中,阳性

较明显;小脑中央核也有大量阳性神经元,多数呈梭形或不规则多边形,多数神经元胞质呈强阳性染色。以上结

果表明:GABA阳性神经元在三黄鸡小脑皮质各层均有分布,GABA可能在介导小脑复杂功能中发挥重要

作用。
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  禽类小脑作为脑的第二大结构,是动物躯体重

要的运动调节中枢,具有保持躯体平衡、调节肌紧张

和协调随意运动的作用,而这些功能的完成都与小

脑皮质有着密切的关系。γ-氨基丁酸(gamma-ami-
nobutyricacid,GABA)是一种广泛存在于哺乳动物

神经系统中的抑制性神经递质,在动物体内起着十

分重要的作用。GABA存在于哺乳动物和人的小

脑皮质中早已有过报道[1-2],但GABA阳性神经元

在三黄鸡小脑的定位和分布未见报道。本试验以三

黄鸡为对象,探讨GABA阳性神经元在三黄鸡小脑

内的分布规律,旨在为进一步研究三黄鸡GABA的

生理功能及其作用机制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料及处理

成年健康三黄鸡10羽,购自湖北省种鸡场,雌
雄不限,平均体质量1.2~1.4kg。用氨基甲酸乙

酯按每千克体质量1g的剂量,经生理盐水稀释成

10%,经跖静脉注射全身麻醉。然后,分别用生理盐

水和4%多聚甲醛磷酸缓冲固定液(pH7.4)经左心

室灌流固定。固定完全后迅速开颅取小脑,石蜡包

埋,制成5μm厚的纵向连续切片(矢状切面),每隔

4片取1片,切片分为3套。第1套采用尼氏染色,

观察细胞的构筑。第2套采用免疫组化SABC法染

色,一抗及SABC试剂盒均购自武汉博士德公司。

步骤如下:(1)切片脱蜡至蒸馏水;(2)切片用3%

H2O2(现用现配)室温下反应10min,以便灭活内

源性过氧化物酶;(3)经微波抗原修复后,滴加正常

山羊血清封闭液,室温20min;(4)甩去多余的液

体,滴加适当稀释的一抗(兔抗 GABA,1∶100),

4℃孵育过夜;(5)PBS洗3次,滴加生物素化二抗

(山羊抗兔IgG),37℃反应20min;(6)PBS洗3
次,滴加SABC,37℃反应20min;(7)PBS洗4次,

滴加 DAB 显 色 剂,室 温 条 件 下 控 制 反 应 时 间;
(8)脱水,透明,封片。第3套切片做阴性对照,用

PBS代替一抗,其他步骤同SABC法。明视野显微

镜中观察GABA阳性神经元在三黄鸡小脑中的分

布,用Nikon显微镜成像系统进行显微照像。

1.2 统计分析

采用图像分析系统HPIAS-100进行分析,每张

切片按照统一标准随机截取10个视野,测定免疫阳

性细胞的数量,所得数据以平均值±标准差(X
-

±S)

表示。
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2 结果与分析

2.1 三黄鸡小脑的细胞构筑

三黄鸡小脑皮质由外向内依次为分子层、蒲肯

野细胞层和颗粒层。分子层位于皮质浅层,较厚,神
经元稀少,主要由浅层的星形细胞和深层的蓝状细

胞组成。蒲肯野细胞层位于分子层深部,由一层排

列规则、胞体较大的蒲肯野细胞组成,细胞主要为梨

形、圆形或椭圆形,核仁明显,极易着色,直径约为

9.3~19.0μm,细胞顶端发出多条粗的树突伸向分

子层,胞体的基部发出一条细的轴突伸向小脑深部。
颗粒层位于小脑皮质的最深层,由密集排列的颗粒

细胞和少量的高尔基细胞组成。小脑中央核在白质

内位于小脑室(三黄鸡的小脑室较小)的两侧,主要

由小脑内侧核、中间核和外侧核组成。中央核在正

中矢状切面的大小长径为(1.95±0.05)mm,宽径

为(0.44±0.03)mm。其中小脑内侧核位于第四脑

室两背侧壁内,神经元体积较大,直径约为13.75~
31.25μm,胞体呈椭圆形、多角形、长梭形,细胞排

列紧密,多数细胞染色较深,胞核大多位于细胞中

央。中间核体积较小,同其他核团不易区分。小脑

外侧核主要位于小脑中间核的外侧,神经元体积较

小,直径约为12.5~20.35μm,大部分呈梭形、椭圆

形或不规则多边形,细胞排列松散,细胞染色较深,
胞核位于细胞中央。小脑中央核神经元细胞胞体、

树突、胞核及其核仁清晰可见,尼氏体成细颗粒状或

斑块状堆积(图1-1~图1-3)。
2.2 免疫组化结果

GABA免疫反应物在三黄鸡小脑皮质各层中

均可见GABA免疫阳性神经元、阳性纤维和阳性斑

点。分子层中的GABA免疫阳性神经元胞体较小,
清晰,数目较多,分布于整个分子层,主要分布在蓝

状细胞;蒲肯野细胞层的GABA免疫阳性神经元为

体形较大的蒲肯野细胞,其胞体呈梨形,树突伸向分

子层,部分蒲肯野细胞胞体和主树突着色明显;颗粒

层的GABA免疫阳性神经元主要是椭圆形的高尔

基细胞,数量较少,分布较为分散;GABA免疫反应

物在各核团区域均出现许多较大体积阳性神经元,
特别是小脑内侧核,多数呈梭形或不规则多边形,多
数神经元胞质呈强阳性(图1-4,图1-5)。GABA免

疫反应物在三黄鸡小脑内分布的具体测定数据如表

1所示。
表1 GABA免疫阳性产物三黄鸡小脑内的分布

Table1 DistributionofGABA-immunopositivecells

inthecerebellumofSanhuangchicken

项目

Item
面积/μm2

Area
积分光度

Opticaldensityaverage
平均灰度值

Grayscale

蒲肯野细胞层

Purkinjecelllayer
239.52±0.58 88.32±0.61 116.70±0.12

小脑中央核团

Cerebellarnuclei
436.42±0.58 193.86±0.62 105.07±0.14

 1.三黄鸡的小脑皮质结构(10×20,Nissl染色)ThestructureofcerebellarcortexinSanhuangchicken(10×20,Nissl);2.三黄鸡的

小脑皮质结构(10×40,Nissl染色)ThestructureofcerebellarcortexinSanhuangchicken(10×40,Nissl);3.三黄鸡小脑内侧核(10×
20,Nissl染色)TheNecleuscerebellarismedialis(CblM)inSanhuangchicken(10×20,Nissl);4.GABA阳性神经元在三黄鸡小脑蒲肯

野细胞层中的分布(10×40,SABC染色)ThedistributionofGABA-immunopositivecellsinthecerebellum(10×40,SABC);5.GABA
阳性神经元在三黄鸡小脑内侧核内分布(10×20,SABC染色)ThedistributionofGABA-immunopositivecellsintheNecleuscerebel-
larismedialis(10×20,SABC);A:分子层 Molecularlayer;B:蒲肯野细胞层Purkinjecelllayer;C:颗粒层 Granularlayer;←:篮状细

胞Basketcell.
图1 GABA阳性神经元在三黄鸡小脑中的分布

Fig.1 DistributionofGABA-immunopositivecellsinthecerebellumofSanhuangchicken
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3 讨 论

3.1 三黄鸡小脑的细胞构筑

三黄鸡小脑的正中矢状切面为近似圆形,其分

层与文献报道的乌鸡[3]、鸽子[4]和非洲鸵鸟[5]的小

脑相同,由外向内依次为分子层、蒲肯野细胞层和颗

粒层。笔者通过观察,发现三黄鸡的小脑内侧核发

达,神经元数量较多,细胞体积较大,细胞排列紧密,
而乌鸡的小脑内侧核不太发达,神经元数量较少,细
胞排列松散,表明三黄鸡此核团较发达,这与乌鸡的

研究结果[3]不一致,三黄鸡此核团同其他2个核团

不易区分,分界不明显,这与鸽子[4]、非洲鸵鸟[5]的

研究结果一致。从鸽子善于飞翔的能力来看,鸽小

脑调节躯体运动的能力明显强于三黄鸡和乌鸡。但

三黄鸡的小脑中央核比乌鸡的发达是否表明三黄鸡

的小脑在调节其运动的能力比乌鸡强,这还有待进

一步的研究。
3.2 三黄鸡 GABA 阳性神经元在小脑中分布

γ-氨基 丁 酸(gamma-aminobutyricacid,GA-
BA)是一种非蛋白质组成的天然氨基酸,广泛分布

于动植物体内。在动物体内,GABA几乎只存在于

哺乳动物、甲壳类动物、昆虫和一些寄生虫的神经组

织中,其中脑组织中的含量大约为每克组织0.1~
0.6mg,免疫学研究表明,其含量最高的区域为脑

中黑质。GABA是目前研究较为深入的一种重要

的抑制性神经递质,参与多种代谢活动,具有很高的

生理活性,介导了40%以上的抑制性神经传导。

1950年Robert等[6]和Awapara等[7]在鼠脑内发现

了GABA,后来研究者又发现GABA是在人脑能量

代谢过程中起重要作用的活性氨基酸[8]。因此无论

是哺乳动物还是禽类的中枢神经系统中,GABA都

是非常重要的抑制性神经递质,GABA的作用主要

是通过突触后膜上的GABA受体结合,引起突触后

膜超极化而发生抑制性作用的。本试验发现,GA-
BA免疫阳性神经元不仅在小脑皮质的蓝状细胞、
蒲肯野细胞层及高尔基细胞中有大量的表达,而且

还在小脑内侧核也有大量的表达,这与其他学者对

鹌鹑[9]、猫[1]、鼠[10-11]的研究结果一致。
小脑皮质对脑其他部位的影响主要是通过蒲肯

野细胞的传出作用来实现的[12]。蒲肯野细胞是小

脑皮质中唯一的传出纤维,大多终止于中央核,其轴

突还可投射到前庭外侧核[13]、脊髓[14],这充分表明

小脑内存在从蒲肯野细胞到小脑中央核、前庭外侧

核、脊髓的信息传递的通路,这样小脑皮质直接调控

运动的多种精细功能。有研究表明,GABA还可能

通过其受体来调节从蒲肯野细胞到小脑中央核的信

息。小脑中央核中的GABAA受体参与了动物的眨

眼动作[15],GABAB受体参与了小脑皮层蒲肯野细

胞与小脑深部核团之间的神经传递,因此GABA也

就成为小脑传出通路中唯一的递质。由于鸽子具有

飞翔的能力,而三黄鸡飞翔能力退化,三黄鸡的中央

核没有鸽子发达,神经元数量也较少,这可能是鸽小

脑蒲肯野细胞对小脑中央核的抑制作用比三黄鸡要

强,笔者推测是鸽小脑蒲肯野细胞分泌较多的GA-
BA的缘故。随着对小脑研究的深入,发现小脑还

参与非运动的活动,如摄食调节[16]、学习记忆[17]等

功能。采用顺行和逆行追踪及电生理的方法研究指

出,小脑和下丘脑之间存在着广泛的双向联系,且小

脑向下丘脑的投射纤维主要起源于小脑深部核团,
终止于下丘脑的广泛区域[18],这是否意味着GABA
也参与了摄食及学习记忆等活动仍需进一步的研究

来证实。
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DistributionofGABA-immunopositiveCells
inCerebellumofSanhuangChicken

LUOHou-qiang PENGKe-mei WANGJia-xiang TANGLi
CHENGJia-yue ZHANGGao-ying SONGHui LIUHua-zhen

CollegeofVeterinaryMedicine,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract InordertoinvestigatethecytoarchitectureofcortexandthedistributionofGABA-im-
munopositivecellsinthecerebellumofSanhuangchicken,thecerebellumsoftenSanhuangchickenwere
studiedbyNisslstainingandSABCtechniques.Theresultsshowedthatthecytoarchitectureofcerebel-
larcortexofSanhuangchickenwassimilartothatofPekinduck,silkyfowl,pigeonandAfricanOstrich.
GABA-immunopositivecellswerelocatedinthePurkinjecelllayerofcerebellarcortex,andtheirimmu-
nopositivewereespeciallystrong.AlargenumberofGABA-immunopositivecellswerealsodistributed
inthecerebellarnuclei,whichtakingonfusiformorirregularpolygonandtheircytoplasmwereinten-
sivelystained.TheresultsofthepresentstudydemonstratedthatGABA-immunopositivecellsweredis-
tributedinthecerebellarcortex,whichhadavitalinfluenceonmaintainingcerebellarcomplicatedfunc-
tion.

Keywords Sanhuangchicken;cytoarchitecture;cerebellum;GABA
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