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·基础研究·

伪狂犬病毒法示踪成年大鼠排便反射神经通路的研究

王　琦　向　波　李亚楠　赵一洋

【摘要】　目的　通过伪狂犬病毒示踪技术，探索成年大鼠排便反射相关的神经通路。 方法　选
择正常成年ＳＤ大鼠（体重２３０～２５０ｇ）１４只，随机分为实验组和对照组，实验组（１０只）于末端直肠壁
内注射伪狂犬病毒（Ｂａｒｔｈａ株）１０～２０μＬ；对照组 Ａ（２只）经肛门向直肠腔内注射伪狂犬病毒（Ｂａｒｔｈａ
株）２０μＬ，对照组Ｂ（２只）于腹腔内注射伪狂犬病毒（Ｂａｒｔｈａ株）２０μＬ。两组大鼠均于注射病毒９６ｈ后
处死，取出脑干及脊髓，进行免疫组化染色分析。 结果　实验组大鼠的脊髓各节段中均出现伪狂犬病
毒阳性的神经元细胞，其中Ｔ１３～Ｌ１、Ｌ６～Ｓ１节段中病毒阳性的神经元数量较多（Ｔ１３：４７５±２９；Ｌ１：
６４５±２５；Ｌ６：３０±２１；Ｓ１：６８５±３５），脑干Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏神经核团处亦出现伪狂犬病毒阳性的神经元
细胞（１４３５±８１）。对照组大鼠的脊髓及脑干内均未检测出伪狂犬病毒阳性细胞。 结论　实验组的
伪狂犬病毒示踪结果具有较高的特异性；成年大鼠的排便反射神经通路在脊髓内与 Ｌ６至 Ｓ１以及 Ｔ１３
至Ｌ１节段关系密切，在脑干内则与Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏神经核团关系密切。
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　　排便反射通常是在大脑的高级中枢以及脊髓低
级中枢共同调节下完成，当直肠壁内的感受器受到

刺激时，感觉冲动传导至位于脊髓的低级排便中枢，

同时也传导至位于大脑的高级中枢。当环境允许

时，大脑内的高级中枢一方面发出冲动调节脊髓低

级排便中枢加强其活动，另一方面则下传冲动至肛

门外括约肌，使其松弛，完成排便过程［１－２］。本实验

使用具有逆向跨突触传播、自我复制和特异性传导

三大特点的伪狂犬病毒（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）作
为神经示踪剂，以直肠末端为靶器官，逆向示踪调节

末端直肠活动的相关神经元位于脊髓及脑干中的位

置，从而了解大鼠排便反射神经通路概况［３－７］。

材料与方法

一、实验材料

ＳＰＦ级正常成年 ＳＤ大鼠１４只，体重２３０～２５０
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ｇ，雌雄不限，随机分为实验组（１０只）和对照组（４
只），伪狂犬病毒（ＰＲＶ）Ｂａｒｔｈａ株，１０８／ｍＬ，由四川
农业大学提供，病毒液分为５０～１００μＬ每等份，－
８０℃保存，每次注射前仅取出１等份溶解备用，注
射后剩余的病毒做灭菌处理并废弃［６－８］。

二、病毒注射及取材

实验组大鼠使用１０％水合氯醛，按照００３ｍＬ／
ｋｇ的剂量行腹腔注射麻醉后固定，并适当扩肛，再
用２５μＬ微量注射器将１０～２０μＬ左右的伪狂犬病
毒液，分４～５处注射于距肛门１ｃｍ范围内的直肠
壁黏膜下层或肌层内，每处注射病毒液３～５ｕＬ，注
射后针头均在注射位点停留 １５ｓ左右，再缓慢出
针，以防病毒液外渗。对照组Ａ中２只大鼠直接于
腹腔内注射伪狂犬病毒液２０μＬ，对照组 Ｂ中２只
大鼠直接于直肠肠腔内注射伪狂犬病毒液 ２０
μＬ［６－７］。

注射病毒液９６ｈ后，两组大鼠均在１０％水合氯
醛麻醉下，用４％多聚甲醛经心脏灌注处死，并取出
脊髓及脑干。再在显微镜下按照脊神经根的分布，

将脊髓分离为各个节段。最后上述标本均经过固

定、脱水、浸蜡、包埋为石蜡标本块，切片后进行免疫

组化染色。

三、免疫组化染色及分析方法

１．主要仪器及试剂：兔抗伪狂犬病毒多克隆
抗体（Ａｂｃａｍ）、ＰＶ—９００１超敏二步法免疫组化检测
试剂及 ＤＡＢ显色剂（北京中杉金桥生物技术公
司）、ＬＥＩＣＡＲＭ２２３５型石蜡切片机（德国 ＬＥＩＣＡ公
司）、ＬＥＩＣＡ—ＤＭ７５０光学显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ公

司）。

２．免疫组化染色及分析方法：免疫组化染色
步骤均按照试剂盒说明书进行［９］。对染色结果采

集图像后，使用 ＩＰＰ６０图形分析软件对染色结果
中的阳性细胞进行计数。

结　果

两组大鼠于注射病毒后均存活至９６ｈ。实验组
大鼠的脊髓各节段中均出现伪狂犬病毒阳性的神经

元细胞，胞核为棕黄色着色者即为阳性细胞。其中

Ｔ１３至Ｌ１，Ｌ６至Ｓ１节段中病毒阳性的神经元数量
较多（Ｔ１３：４７５±２９；Ｌ１：６４５±２５；Ｌ６：３０±２１；
Ｓ１：６８５±３５）；Ｔ１３至 Ｓ１节段脊髓前角（ａｎｔｅｒｉｏｒ
ｈｏｒｎ，ＡＨ）处病毒阳性神经元较多，形态多为较大的
多角形细胞以及少量较小的椭圆形细胞，其余脊髓

节段前角处病毒阳性神经元较少；中间带（ｉｎｔｅｒｍｅ
ｄｉａｔｅｚｏｎｅ，ＩＭＺ）处病毒阳性神经元多为椭圆形或纺
锤形；脊髓后角（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｈｏｒｎ，ＰＨ）处病毒阳性神经
元多为个体较小的椭圆形或卵圆形（图１Ａ—Ｄ）。

脑干Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏神经核团处亦出现较多伪狂
犬病毒阳性神经元（１４３５±８１），形态多为卵圆形
或椭圆形；其中三叉神经中脑核（Ｍｅ５）处病毒阳性
神经元则呈较大的卵圆形（图１Ｅ）。

对照组大鼠的脊髓及脑干内免疫组化染色结果

均为阴性，未发现细胞核黄染的伪狂犬病毒阳性神

经元（图１Ｆ）。

! " # $ % &

图１　免疫组化染色结果，Ａ：实验组Ｌ１节段脊髓免疫组化染色结果（×１００）；Ｂ：实验组 Ｌ１节段脊髓中 ＰＲＶ阳性的神经元
（×４００）；Ｃ：实验组Ｓ１节段脊髓免疫组化染色结果（×１００）；Ｄ：实验组Ｓ１节段脊髓中ＰＲＶ阳性的神经元（×４００）；Ｅ：实验
组脑干Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏核团染色结果，箭头所指即为Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏核团（×４００）；Ｆ：对照组脑干Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏核团部位染色结果
（均为蓝色阴性，×４００）注：ＡＨ（ａｎｔｅｒｉｏｒｈｏｒｎ）：前角；ＩＭＺ（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｚｏｎｅ）：中间带；ＰＨ（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｈｏｒｎ）：后角；ＣＣ（ｃｅｎｔｒａｌ
ｃａｎａｌ）：中央管；４Ｖ：第四脑室；Ｂａｒ：Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏神经核团；Ｍｅ５：三叉神经中脑核

Ｆｉｇ．１　 ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＲＶ

讨　论

排便是由中枢神经、周围神经以及结直肠平滑

肌和肛门括约肌等共同参与的一个复杂过程，其中

枢神经包括脊髓内的低级中枢以及颅脑内的高级中

枢［１－２］。此外，排便与排尿过程也有着紧密的联系，

与二者相关的组织器官不仅在解剖位置上紧密相

·６８１·



临床小儿外科杂志２０１７年４月第１６卷第２期 ＪＣｌｉｎＰｅｄＳｕｒ，Ａｐｒｉｌ２０１７，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．２　　　　　

邻，而且在神经反射通路方面也较为相似。这就要

求在示踪排便反射神经通路时，所选择的神经示踪

剂以及示踪方法既要保证示踪过程的特异性，避免

示踪剂局部扩散出现假阳性的结果，又要保证示踪

剂能够跨越多级神经元最终到达颅脑内的高级中

枢，从而完整反映出整个神经通路的概况。而一般

的神经示踪剂如辣根过氧化物酶，荧光染料等均无

法满足以上要求［１０］，故本次实验选用了伪狂犬病毒

的减毒株（Ｂａｒｔｈａ株）作为神经示踪剂。它作为一种
嗜神经病毒，能够在神经元细胞内自我复制，从而保

证了示踪过程中有足够浓度的报告蛋白以显示整个

神经通路而不会出现信号衰减的现象；此外，它还能

够跨越突触传播至与其有突触连接的神经细胞，而

不会扩散到周围无突触连接的神经元，从而保证了

其示踪过程的特异性；最后该病毒的减毒株，在大大

削弱了病毒毒力的同时又保留了其逆向跨突触传播

的能力，从而延长了被感染动物的存活时间，使病毒

有足够的时间来逆向感染示踪整个与靶器官相关的

神经通路。该病毒不仅能够较为完全的显示与排便

反射相关的整个神经通路，而且能够保证示踪结果

的特异性，是一种较为理想的神经示踪剂［３－４］。但

其最后示踪结果的检测仍然需要免疫组化染色，而

影响免疫组化染色结果的各种因素势必也会对示踪

结果产生较大的影响，这也是本次实验的不足之处。

近期一些伪狂犬病毒的基因重组体如 ＰＲＶ—１５２和
ＰＲＶ—６１４，分别标记了 ＧＦＰ（绿色荧光蛋白）基因和
ＲＦＰ（红色荧光蛋白）基因的出现，使得病毒的示踪
结果可以在荧光显微镜下直接观察而无需进一步染

色处理，从而增加了神经传导检测的可靠性，以后将

会得到广泛的应用［１１］。

目前，普遍认为控制排便的低级中枢位于脊髓

的腰骶段，且包括本次实验在内的多项研究均证实

该反射通路与脊髓Ｌ６至Ｓ１节段关系密切。更有学
者认为与 Ｌ６节段相比，排便反射的传入与传出神
经更多的起源于Ｓ１节段，这也为骶副交感神经核团
控制盆腔脏器功能的学说提供了依据。在本次大鼠

实验中不仅在腰骶段，同时在胸腰段脊髓的 Ｔ１３至
Ｌ１节段发现了大量伪狂犬病毒阳性的神经元，这可
能与胸腰段的交感神经节及内脏神经向盆腔内所投

射的交感神经纤维有关［７］。而控制排尿、排便以及

生殖功能的交感／副交感神经通路在功能与解剖上
紧密相连，仍需要进一步的研究以明确区分。

在本次试验中我们在大鼠脑干的 Ｂａｒｒｉｎｇｔｏｎ氏
神经核团内发现了大量伪狂犬病毒阳性的神经元，

说明这之前被认为是脑干排尿中枢的神经核团在排

便的控制方面也起着重要的作用［５，７－８］。也有学者

使用在膀胱和结肠进行双标记的方法进一步证实在

该核团内至少存在三块区域，即分别控制排尿与排

便的相对独立的区域，以及共同调控二者功能的区

域［８］。而这一功能区域划分的详细情况仍需要进

一步研究。此外，由于动物和人类排便控制条件的

不同，本次实验并未涉及伪狂犬病毒向大脑皮层内

的示踪结果，而排便反射神经通路在高级中枢神经

系统内的部分，对研究某些与排便相关的先天性畸

形如先天性巨结肠、先天性肛直肠畸形等疾病的发

病原因、诊疗方法以及预后情况等方面具有至关重

要的作用，这也是今后需要努力研究的方向［１２－１３］。
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