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【摘) 要】目的：研究豚鼠耳蜗螺旋蜗轴动脉接受交感神经
支配的具体来源情况及与该交感神经纤维调节功能相关的神

经递质* 方法：在正常豚鼠单侧耳蜗螺旋蜗轴动脉局部滴加
逆行追踪剂辣根过氧化物酶（KVG）或荧光金（LU），观察双侧
交感颈上神经节、星状神经节内 KVG 或 LU 逆标神经元的分

布；采用逆标与免疫组化相结合的双重标记方法观察追踪阳

性神经元是否表达酪氨酸羟化酶（+K）、神经肽 Y（WGY）、钙
基因相关肽（AUVG）或 G 物质（RG）* 结果：同侧颈上神经节
内可见逆行追踪阳性神经元胞体，对侧颈上及双侧星状神经

节内却未见阳性细胞；阳性神经元多同时呈 +K，WGY 阳性，
但未见 AUVG或 RG双标的阳性神经元* 结论：豚鼠颈上神经
节内存在 +K及 WGY阳性神经元支配同侧耳蜗血管，去甲肾
上腺素和神经肽 Y可能是交感神经节后纤维调节耳蜗血流的
递质或调质*
【关键词】螺旋蜗轴动脉；交感神经；酪氨酸单氧化酶；免疫组

织化学；豚鼠
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FG 引言
耳蜗正常的血液供应对维持其生理功能及内环

境稳定具有重要意义，已证实耳蜗微血管存在复杂的

调节机制，交感神经系统、体循环血压、局部代谢产

物、药物及血管活性肽等都会影响耳蜗血流* 现有研
究观察到哺乳动物耳蜗接受丰富的交感神经支

配［!］，且这些交感神经纤维大多是去甲肾上腺素能

的* Z3=F,23==等［$］在体外实验观察到耳蜗的主要
供血动脉如：基底动脉、小脑前下动脉及螺旋蜗轴动

脉的收缩都受到交感神经的调节* 邱建华等［(］观察
到豚鼠螺旋蜗轴动脉及其放射状动脉周围均有不同

程度的酪氨酸羟化酶（ B?CD>4=, 8?;CDT?-3>,，+K）免疫
反应阳性神经纤维的分布* 本研究旨在明确豚鼠耳
蜗螺旋蜗轴动脉接受交感神经节后纤维支配的具体

来源情况以及与该交感神经纤维调节功能相关的神

经递质，为进一步研究交感神经对耳蜗血流的调节作

用奠定基础*

HG 材料和方法
H* HG 材料G 选用健康、耳廓反射灵敏的白色豚鼠 !$
只，由第四军医大学实验动物中心提供，体质量（$."
[0"）F，雌雄不拘，自由摄取食水* 将豚鼠随机分为
( 组：辣根过氧化物酶（8DC>,C3;4>8 @,CDT4;3>,，KVG）
追踪组；荧光金（ :-6DCDFD-;，LU）追踪组和对照组* 追
踪用 KVG 及显色剂四甲基联苯胺（ B,BC32,B8?-Q,=\4#
;4=,，+M]）购自德国 VD<8,公司；免疫组织化学 I]A
试剂盒、兔抗神经肽 Y（WGY）及 G 物质（ RG）抗体
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（!"!##）购自武汉博士德生物制品有限公司；$%及兔
抗 &’，钙基因相关肽（(%)*）抗体（! "+###）均购于
美国 ,-./0公司1
!1 "# 方法
!1 21 !3 动物模型制作3 采用 2# . 4 5戊巴比妥钠（6#
/. 4 7.）肌肉注射麻醉，所有动物术前测试听觉脑干
反应（089-:;<= ><0-?@:A/ <A@B;?@A，CD)）均为正常，均
选择右耳手术1 手术采取右颈侧进路，切断茎突及其
附着肌腱后打开听泡，暴露耳蜗并拭去底转外侧壁表

面黏膜，微型钻于耳蜗底转行骨壁开窗，直径约 !1 +
//，吸除外淋巴液，高倍显微镜下去除部分基底膜及
骨性螺旋板，仔细暴露螺旋蜗轴动脉（ @B-<0E /;9-;E0<
0<:A<=，,FC），将浸有 ! !5 追踪剂（G## . 4 5 ’)* 或
G# . 4 5 $%溶于生理盐水）的明胶海绵微球置于 ,FC
表面，术中避免追踪剂流入中耳腔，骨水泥封闭耳蜗

骨窗及听泡开口，缝合关闭伤口，应用磺胺嘧啶钠预

防感染1 对照组使用生理盐水代替 G## . 4 5 ’)*
溶液1
!1 21 2 3 取材、切片 3 ’)* 追踪组豚鼠术后存活 6H
I，$%追踪组豚鼠术后存活 J 91 采用 2# . 4 5 戊巴比
妥钠（+# /. 4 7.）腹腔注射麻醉后，开胸经心脏升主
动脉插管灌注生理盐水 2## /5 冲出血液，继之用低
温（6K）含 6# . 4 5 多聚甲醛的 #1 ! /;E 4 5 磷酸缓冲
液（B’ J1 6）L## /5，缓慢灌注固定 2 I1 迅速分离暴
露颈交感链，取下双侧颈上神经节及星状神经节，标

本用新鲜 6# . 4 5 多聚甲醛缓冲液后固定 L M H I，经
#1 #! /;E 4 5 *D, 漂洗后置入 G## . 4 5 蔗糖磷酸缓冲
液（B’ J1 6，6K）至沉底1 N(& 胶包埋后用恒冷箱切
片（(F!O##，5A-P0，’A-9AE>A<.A<，Q8@@E;PI，%A</0R
?=），片厚 !L !/1 $% 追踪组标本切片后即可在
NE=/B8@荧光显微镜下观察并照相，激发光波长为
G2G ?/1
!1 21 G3 免疫组化实验3 ’)* 追踪的切片分为 + 组，
采用钨酸钠加强的 &FD法行 ’)* 显色反应，观察显
色结果并照相1 其中 6 组切片继续行 &’，Q*S，
(%)*或 ,*免疫组织化学染色1
切片经 #1 #2 /;E 4 5的磷酸盐缓冲液（B’ +1 6）漂

洗 !# /-?，用含 +# /5 4 5 牛血清白蛋白、+# /5 4 5 正
常羊血清和 6 . 4 5 &<-:;?TR!## 的磷酸盐缓冲液封闭
2 I，清洗后分别加入兔抗 &’，(%)*（!"+###），Q*S
或 ,*（!"!##）多克隆抗体，6K孵育 6H I，抗体稀释液
用含 !# /5 4 5牛血清白蛋白、!# /5 4 5正常羊血清和
6 . 4 5 &<-:;? TR!## 的磷酸盐缓冲液配制1 生物素标
记的羊抗兔 U.%室温孵育 2 I，CD( 复合液室温孵育

G# /-?，VCD 显色后，轻微脱水，透明，封片，NE=/B8@
光学显微镜观察并照相，双标染色过程中注意漂洗液

B’值以避免 ’)*标记产物洗脱1

"# 结果
"$ !# %&逆行追踪# 豚鼠耳蜗螺旋蜗轴动脉局部滴
加 $%后 J 9，同侧颈上神经节内可见 $% 标记神经
元，在 G2G ?/激发光下发出金黄色荧光1 $%标记神
经元数量约在 + M !L 个，绝大部分位于颈上神经节头
侧或中部，大小不等（图 !）1 部分 $% 标记神经元可
见到明显的轴突及相对空白的核区1 对侧颈上神经
节及双侧星状神经节未见 $%标记神经元1

C：W 2##；D：W 6##1

图 !3 颈上神经节内 $%逆标神经元

"$ "# ’()逆行追踪# 耳蜗螺旋蜗轴动脉局部滴加
’)*后 6H I，经钨酸钠R&FD 法呈色，同侧颈上神经
节内可见 ’)* 标记神经元1 标记神经元呈深蓝绿
色，核区明显淡染，少数神经元可见突起，高倍镜下可

见胞浆内的蓝绿色颗粒（图 2 C）；手术同侧颈上神经
节内 ’)*标记神经元的数量约为 6 M !2 个，大小不
等，形态各异，其分布与 $% 追踪组相似，几乎全部位
于颈上神经节头侧半，对侧颈上神经节及双侧星状神

经节内未见 ’)*标记神经元1 对照组双侧颈上神经
节及星状神经节切片经 &FD 法染色，均未发现标记
神经元1
"$ *# ’() 逆标与 +’，,)- 免疫组化染色相结合
的双重标记# 将部分 ’)* 标记的切片继续行 &’ 或
Q*S的免疫组化反应1 颈上神经节内有大量的 &’
阳性神经元和 Q*S阳性神经元，多数 ’)* 追踪阳性
神经元同时呈 &’ 阳性，’)*R&’ 双标神经元胞体内
可同时见到深蓝绿色颗粒和棕黄染色颗粒（图 2 D，
(）1 多数 ’)* 追踪阳性神经元也呈 Q*S 阳性
（图 2 V）1
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!：颈上神经节内 "#$标记神经元；%：颈上神经节内 "#$&’" 双标
神经元；(：显示图 !内的 "#$逆标神经元同时呈 ’"阳性；)：颈上
神经节内 "#$&*$+双标神经元,

图 -. 颈上神经节内 "#$ 逆标神经元及结合 ’"，*$+ 免疫
组化染色的双重标记. / 011

!" #$ %&’逆标与 (’，)*&’ 免疫组化染色相结合
的双重标记 $ 将部分 "#$ 追踪的切片行 2$ 及
(3#$免疫组化反应, 颈上神经节内可见 (3#$阳性
神经元，数量明显少于 ’"，*$+阳性神经元；颈上神
经节内偶可见到 2$阳性细胞，但 2$阳性终末比较密
集，未见 "#$&2$或 "#$&(3#$双标神经元,

+$ 讨论
耳蜗的供血主要来自椎 4基底动脉系统的小脑

前下动脉分出的迷路动脉、耳蜗总动脉、耳蜗主动脉

及前庭耳蜗动脉［0］, 耳蜗主动脉沿蜗底向蜗顶呈螺
旋样走行，形成螺旋蜗轴动脉，其在不同位置发出的

各级动脉和放射状动脉提供了包括蜗轴在内 5 6 0 的
耳蜗血流, 已有研究证实，耳蜗螺旋蜗轴动脉和骨螺
旋板周围存在酪氨酸羟化酶及多巴胺 ! 羟化酶阳性
纤维分布，分布于血管周围的去甲肾上腺素能纤维可

能参与耳蜗微循环的调节,
本研究观察到豚鼠耳蜗螺旋蜗轴动脉周围给予

神经逆行追踪剂后，同侧颈上神经节内可见逆行标记

神经元，而对侧颈上神经节及双侧星状神经节未见逆

行标记神经元, 可见分布于耳蜗血管周围的交感神
经节后纤维主要来源于同侧颈上神经节，这与 378&
9:;<=>=等［?］报导的切除大鼠颈上神经节后同侧耳蜗
内去甲肾上腺素浓度下降 @-A相符合, 也有研究报
道星状神经节对耳蜗血流的调节起主要作用，但本研

究未能在双侧星状神经节内观察到逆标神经元，这种

现象可能与追踪剂敏感性和动物存活时间有关，也可

能因为星状神经节发出的节后纤维主要分布于椎 4
基底动脉系统的较大分支来行使其调节功能，而位于

蜗轴内的交感神经纤维则主要来源于同侧颈上神

经节,
同时我们还通过对逆标神经元行 ’"，*$+，

(3#$及 2$的免疫组化染色观察到，这些分布于螺
旋蜗轴动脉周围的交感神经节后纤维来源于同侧颈

上神经节内的 ’"阳性神经元，并且大多同时呈 *+$
阳性, 这也提示了交感神经节后纤维及其相关递质
对耳蜗微循环起重要的调节作用，这种调节作用可能

是通过去甲肾上腺素、多巴胺及神经肽类等多种神经

递质协同完成，也可能受到 2$，(3#$ 阳性的交感神
经节前纤维的上位调控, 目前认为耳蜗微血管系统
对机体灌注压的改变存在显著的自身调节反应，以保

持耳蜗微循环的相对稳定, B=C=D=EF 等［G］观察到猫
单侧颈上神经节切除后同侧耳蜗侧壁血管纹处微血

管明显扩张，结合我们的研究结果可以推测交感颈上

神经节对耳蜗微血管的神经支配参与了维持内耳微

循环稳定的复杂的调控网络，其具体调节机制以及失

交感神经支配后耳蜗听觉生理和血流的变化情况有

待深入研究,
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