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摘要 目的：观察豚鼠单侧触觉剥夺后豚鼠两侧桶状皮质的 DCX 阳性细胞数量的差别，探讨触觉剥夺对豚鼠桶状皮质神经发生

的影响。方法：12 只健康豚鼠随机分为 2 组，每组 6 只，制作豚鼠单侧（右侧）触觉（胡须）剥夺模型，之后常规饲养 1 月和 2 月灌注

取材，用免疫组化和免疫荧光双标法观察同一只豚鼠两侧桶状皮质的 DCX 阳性细胞情况并比较其数量差异。结果：DCX 免疫组

织化学染色显示两实验组大脑皮层 barrel 区 DCX 阳性细胞数实验侧均明显多于对照侧；NeuN 免疫组织化学染色显示两实验组

动物大脑皮层 barrel 区两侧 NeuN 阳性细胞数差别无统计学意义；DCX 和 NeuN 免疫荧光双标染色显示两实验组大脑皮层 barrel
区均可见双标细胞存在。结论：触觉剥夺后豚鼠两侧桶状皮质的 DCX 阳性细胞数具有明显差异性，可能是神经再生的表现。
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ABSTRACT Objective: To explore the effect of unilateral tactile deprivation of guinea pigs on the expression of DCX in barrel cor-

tex by observing the differences in the number of DCX-positive cells in both sides, in order to demonstrate the influence of unilateral tac-
tile deprivation of guinea pigs' neuroregenesis in barrel cortex. Methods: Twelve healthy guinea pigs were randomly divided into 2 groups
(6 guinea pigs each group). Made guinea pigs with unilateral (right) tactile (beard) deprivation model, then took perfusion samples after
conventional breeding for 1 month or 2 months, used immunohistochemistry and immunofluorescence double labeling to detect the
DCX-positive cells in barrel cortex on both sides of the same guinea pigs and compared their differences. Results: DCX immunohisto-
chemistry results showed there were obviously more DCX-positive cells on experimental side than on the control side in the cerebral cortex
barrel region in the two experimental groups. NeuN immunohistochemical staining results showed that there were no statistical differences
about the NeuN-positive cells between two sides in animal barrel cortex. DCX and NeuN double-labeled immunofluorescence staining
shows that double-labeled cells were seen in the cortex barrel region of two experimental groups. Conclusion: After unilateral tactile
deprivation, DCX-positive cells in the barrel cortex in guinea pigs showed significant differences on both sides. It may be the perfor-
mance of neuroregenesis.
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前言

触觉是人类的基本感知能力之一，其基本功能是对外界环

境的感知并迅速作出自身的各种反应。触觉信号属于人的本能

反应，它同视觉、听觉、嗅觉一样，构成了人类的基本感知能力。
触觉的神经发生近年来一直是神经发生研究的热点，然而单侧

的触觉剥夺是否会引起两侧桶状皮质（barrel cortex）的神经元

发生变化以及发生的变化是否具有差异，却一直鲜有报道。在

研究神经再生的各种标记物中，Doublecortin (DCX) 是近期发

现的一种神经发生标记物，DCX 是一种微管相关蛋白，其特异

地表达于处于发育阶段的中枢神经系统，位于迁移状态的神经

前体细胞[1]。DCX 的系列实验研究表明 DCX 可以作为一个可

靠的方法来研究和分析神经发生水平的调控，DCX 仅在神经

发生过程中表达，这使得 DCX 在生理或病理条件下可以作为

一个合适的神经发生标记物。因此，本实验选择 DCX 和 NeuN
（成熟神经元的标记物）作为指标，通过免疫组化和免疫荧光双
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标法来比较实验动物大脑皮层两侧 barrel 区 DCX 阳性细胞的

数量，并初步对双侧成熟神经元的影响进行探索，为进一步研

究该区的神经发生做一些前瞻性研究。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 12 只健康豚鼠，体重 300-350 g，随机分为 1 月

组和 2 月组，每组 6 只，由中南大学湘雅医学院实验动物部提

供。实验前所有动物均饲养于动物室，室温保持 22℃，相对湿

度 55 %，12 h 昼夜节律（光照时间 8:00-18:00），自由进食和饮

水，适应环境 1 周后开始实验。
1.1.2 主要实验试剂及实验仪器 羊抗 DCX（Santa Cruz 公司），

小鼠抗 NeuN（Sigma 公司），生物素化广谱 IgG（Vector 公司），

荧光驴抗羊 IgG 488(绿色)（Jackson 公司），荧光驴抗鼠 IgG 594
(红色)（Jackson 公司），ABC Kit（Vector 公司），二氨基联苯胺

(DAB)（Vector 公司）。
1.2 实验方法

1.2.1 模型制备 触觉剥夺模型动物首先用 10 %水合氯醛腹腔

注射麻醉（0.4 mL/100 g 体重），待动物麻醉好后，用手术剪剪除

实验动物右侧鼻孔下方胡须和附近体毛，用医用棉棒蘸络合碘

在暴露皮肤表面消毒，之后用手术刀割开暴露皮肤表面大约两

厘米的刀口，用镊子和眼科剪小心摘除右侧胡须毛囊，之后络

合碘常规消毒，缝合皮肤。待苏醒后分两组，常规饲养 1 月和 2
月之后灌注取材。
1.2.2 实验动物灌注取材 用 10 %水合氯醛腹腔注射 （0.4 mL
/100 g 体重）进行麻醉，待动物麻醉好后，剪开胸腔暴露心脏，

剥离心包膜显露升主动脉，于心尖处穿入灌注针头至升主动

脉，用止血钳夹针头。先使用生理盐水快速灌注，同时剪开右心

耳，待心耳流出的液体清澈无色透明后，改用 4℃的 4 %多聚

甲醛溶液 500 mL 快速开放灌注，同时观察肢体是否出现僵直，

后改为慢速灌注。灌注固定后取脑，注意保护脑皮层不受损伤，

将脑组织置入固定液中后固定 2 天。
经过固定后的脑组织，依次置入 15 %、30 %的蔗糖溶液中

梯度沉糖至脑组织沉底，之后在脑组织右侧大脑皮层做标记，

作为实验侧，左侧为对照侧，经包埋剂包埋，-80℃冰箱冷冻 2
小时。将冷冻好的组织块于 -20℃自动型冷冻切片机切片，切

片厚度 30 μm 和 10 μm（间隔切片）。30 μm 的组织用于漂浮法

做免疫组织化学染色，将切好的组织片置于 0.01M PBS 缓冲液

中漂洗 2 次，每次 10 分钟，然后将组织片置入抗冻缓冲液放

-25℃冰箱保存待检测。10 μm 的组织贴阳离子片用于免疫荧

光双标染色，将贴好的阳离子片置于 -25℃冰箱保存待检测。
1.2.3 免疫组织化学染色 DCX 和 NeuN 免疫组织化学染色按

常规染色步骤进行概述如下：

30 μm 切片从 -25℃冰箱取出后室温复温 ；0.01M PBS 缓

冲液 （pH7.4） 漂洗 3 次，每次 10 分钟；3 % H2O2 中 15 分钟；

0.01 M PBS 缓冲液（pH7.4）充分漂洗 3 次，每次 10 分钟；0.01
M PBS（含 0.1 % triton X-100）+5 %马血清室温孵育 2 小时；分

别加一抗 DCX（1:1000），NeuN（1:2000），4 度冰箱过夜。冰箱

取出复温，0.01 M PBS 缓冲液（pH7.4）充分漂洗 3 次，每次 10
分钟；生物素化广谱 IgG（1:400）室温 2 小时；0.01M PBS 缓冲

液（pH7.4）充分漂洗 3 次，每次 10 分钟；ABC 复合物（预先 30
min 配置，1:400）2 小时；0.01 M PBS 缓冲液（pH7.4）充分漂洗 3
次，每次 10 分钟；5 %DAB 和 3 % H2O2 显色 5-15 分钟，镜下观

察控制显色。明胶玻片贴片，组织玻片自然晾干后，梯度酒精脱

水，二甲苯透明，中性树脂封片。
1.2.4 免疫荧光组织化学染色 DCX 和 NeuN 免疫荧光组织化

学双标染色步骤概述如下：

10 μm 贴好的切片从 -25℃冰箱取出后室温复温；0.01 M
PBS 缓冲液（pH7.4）漂洗 3 次，每次 10 分钟；0.01 MPBS（含 0.1
% triton X-100）+5 %驴 血 清 孵 育 1 小 时 ， 加 一 抗 DCX（1:
2000），NeuN （1:2000），4 度冰箱过夜。冰箱取出复温，0.01M
PBS 缓冲液（pH7.4）漂洗 3 次，每次 10 分钟；加二抗荧光驴抗

羊 488 IgG（绿色）1:400 ，荧光驴抗鼠 594 IgG（红色）1:400，室

温避光，2 小时；0.01M PBS 缓冲液（pH7.4）漂洗 3 次，每次 10
分钟；甘油封片待检。
1.3 数据收集处理和统计分析

1.3.1 DCX 免疫组织化学染色分析 观察同组间实验侧和对照

侧 DCX 阳性细胞数量是否有差异，不同位置点大脑皮层 barrel
区切片各取 6 张切片照相，用 Motic 高清病理分析软件计数阳

性细胞。通过 t 检验分析同一时间点组间差异，统计软件为

SPSS11.4[2]。P＜0.05 设为差异有统计学意义。
1.3.2 NeuN 免疫组织化学染色分析 观察同组间实验侧和对照

侧 NeuN 阳性细胞数量是否有差异，不同位置点大脑皮层 bar-
rel 区切片各取 6 张切片照相，用 Motic 高清病理分析软件计数

阳性细胞。通过 t 检验分析同一时间点组间差异，统计软件为

SPSS 11.4。P＜0.05 设为差异有统计学意义。
1.3.3 DCX 和 NeuN 免疫组织染色双标观察 观察 DCX 和 Ne-
uN 在大脑皮层 barrel 区共分布情况，是否存在共表达。不同位

置点大脑皮层 barrel 区切片各取 6 张切片照相，用 Motic 高清

病理分析软件计数双标阳性细胞。通过 t 检验分析同一时间点

组间差异，统计软件为 SPSS 11.4。P＜0.05 设为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 DCX 免疫组织化学染色

大脑皮层 barrel 区 DCX 染色结果（图 1A）显示 DCX 阳性

细胞主要分布于皮层第Ⅱ层，胞体表现为圆形、椭圆形或梭形，

突触有明显染色，与我们前期报道相一致[3]，不同存活时间点实

验组（图 B、D）DCX 阳性细胞均多于对照组(图 A、C)，细胞计

数统计结果显示（图 1B）。
2.2 NeuN 免疫组织化学染色

大脑皮层 barrel 区 NeuN 染色结果（图 2A）显示不同存活

时间点 barrel 区 NeuN 阳性细胞分布均匀，统计学分析显示两

侧 barrel 区 NeuN 阳性细胞的数量差异没有统计学意义 （图

2B）。
2.3 DCX 和 NeuN 免疫荧光双标

大脑皮层 barrel 区 DCX（绿色）和 NeuN（红色）免疫荧光

双标染色(图 3)，镜下观察均可见 DCX 和 NeuN 双标细胞存在

（箭头所示）。
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图 2A NeuN 免疫组织化学染色，1 月组织对照侧（A），1 月组织实验侧

（B），2 月组织对照侧（C），2 月组织实验侧（D）

Fig.2 A NeuN staining of the barrel cortex by immunohistochemisty.

A: One-month control group, B: one-month experimental group,

C: two-month control group, D: two-month experimental group. Scale

bar=50 μm in A,B,C,D

图 2B NeuN 阳性细胞数目柱状统计分析图，* 与对照侧相比：

P＞0.05，＃与对照侧相比：P＞0.05

Fig.2B NeuN positive cells in columnar statistical analysis diagram, the

number was not significantly different on both sides, *compared with

control side: P＞0.05,# compared with control side: P＞0.05

图 1A DCX 免疫组织化学染色，1 月组织对照侧（A），1 月组织实验侧

（B），2 月组织对照侧（C），2 月组织实验侧（D），DCX 阳性细胞（A'，B'，
C'，D'），DCX 阳性细胞放大（A"，B"，C"，D"）

Fig.1A DCX staining of the barrel cortex by immunohistochemisty.

A: One-month control group, B: one-month experimental group, C:

two-month control group, D:two-month experimental group. DCX-positive

cells (A',B',C',D'), DCX-positive cells in the high magnification images

(A",B",C",D"). Scale bar=50 μm in A,B,C,D,A',B',C',D'.150 μm for A",

B",C",D"

图 2B DCX 阳性细胞数目柱状统计分析图，* 与对照侧相比：P＜0.05，

＃与对照侧相比：P＜0.05

Fig.2B DCX-positive cells in the columnar number of statistical analysis

plans and the number of significant differences on both sides, *compared

with control side: P＜0.05,# compared with control side: P＜0.05

3 讨论

啮齿类动物的胡须的触觉感知功能是主要触觉功能的体

现，胡须的感觉在躯体皮层定位的表达，通过点刺激定位已经

很明显的被界定在桶状皮质，这种皮质可以通过脑片被肉眼看

到。通过生理上的信号输入和与它的解剖学结构相对照，这部

分皮质的功能结构可以在活体中得到反映[4, 5]。在触觉剥夺的动

物模型制作方法分两种：（1）用剪刀剪除胡须，该方法对动物损

伤小，然而因为动物的胡须处在不停地生长时期，需要不定期

剪除，因而往往影响实验结果而导致实验结果不准确；（2）胡须

毛囊剥夺，该方法对动物损伤较大，甚至会引发炎症而导致动

物死亡，而且短期内会因为对动物皮肤及皮下组织的损伤而引

起大脑皮层非实验区神经再生，但经过炎症处理以及一段时间

的术后饲养，动物的成活率高，对非实验区的影响已经消失，而

且动物的胡须因为毛囊被彻底摘除而不再生长，实验结果会更

可靠，因此本实验采取此种方法制作动物模型。在本实验中，摘

除单侧毛囊后实验组动物分别常规饲养 1、2 个月，消除了手术

损伤皮肤后对实验结果的影响。
目前神经发生的研究技术方法主要是标记增殖的神经细

胞，DCX 表达开始于神经前体细胞簇，第二周表达达高峰，伴

随成熟神经元标记物 NeuN 出现，其表达迅速下调直至完全不

表达。在神经发育过程中 DCX 不仅表达在迁移的神经元，而且

较短暂地表达于迁移到目的地的并伸展开突起的神经元 [6]，这

提示 DCX 的表达可以用于对突起生长的定量分析，然而通过

离体脊神经节神经元培养发现发生的神经元突起并没有表达

DCX[7]，这就说明 DCX 的表达仅与神经发生过程有关，而与轴

突发生没有关联性。DCX 是本实验模型检测新生神经元的重

要指标，DCX 只表达于处于迁移状态的未成熟神经元，通过其
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图 3 DCX（绿色）和 NeuN（红色）免疫荧光双标，1 月组织对照侧（A）、实验侧（B）和 2 月组织对照侧（C）、实验侧（D），DCX 和 NeuN 双标细胞（A'，
B'，C'，D'），DCX 和 NeuN 双标细胞放大（A"，B"，C"，D"）

Fig.3 Double-staining of DCX (green) and NeuN (red) in the barrel cortex. A: One-month control group, B: one-month experimental group, C: two-month

control group, D: two-month experimental group. Double-staining of DCX and NeuN positive cells（A'，B'，C'，D'）. Double-staining of DCX and NeuN

positive cells in the high magnification images(A"，B"，C"，D"). Scale bar=50 μm in A,B,C,D,A',B',C',D'.140 μm for A",B",C",D"

表达可以比较详尽的观察新生神经元的发生和走向分布。图 1
显示，在豚鼠单侧触觉剥夺的两组动物的大脑皮层两侧 barrel
区，DCX 阳性细胞在实验侧明显多于对照侧，且具有统计学意

义，其发生机制可能是实验侧的神经元代偿性增生或对照侧神

经元由于缺乏外界的刺激而引起长时程抑制（LTD）[8]因而新生

神经元减少所致。桶状皮层的细胞与胡须存在一一对应关系，

在正常情况下，外界刺激信号经触须传至同侧三叉神经核，再

经脑干交叉至对侧丘脑腹后外侧核，最后抵达主要桶状皮层[9]。

在本实验中，DCX 阳性细胞所显示的结果正与本实验预期结

果相同，在单侧嗅觉损伤的模型中也得到了相类似的结果[10]，

说明在豚鼠单侧触觉剥夺一定时间（1、2 月，以确保实验结果

不被在制作豚鼠模型时所引起的疼痛损伤影响实验的真正结

果）以后，由于控制豚鼠触觉的大脑皮层 barrel 区在对侧，因此

右侧触觉被剥夺后，由于左侧神经传导通路得不到应有的刺激

而引起长时程抑制，而对侧由于正常刺激存在且可能发生代偿

性增生，因而新生神经元数量存在明显差异。

NeuN(neuronal nuclear antigen)神经元核心抗原，特异性结

合 NeuN 的单克隆抗体可与脊柱动物神经系统几乎所有的成

熟神经细胞核发生免疫反应[11,12]。本实验采用 NeuN 作为检测

成熟神经元的指标，以观察桶状皮质两侧成熟神经元是否有所

不同。图 2 显示，在豚鼠单侧触觉剥夺的两组动物的大脑皮层

两侧 barrel 区，NeuN 阳性细胞未见明显的增加或减少，且两侧

无明显差异。在图 3 中 1 月和 2 月组织实验侧与对照侧均观察到

DCX 和 NeuN 阳性双标细胞，表示未成熟神经元即将成熟[13-15]，

提示在单侧触觉剥夺后，1 月和 2 月组织实验侧与对照侧均有

未成熟神经元向成熟神经元转化，但由于豚鼠的大脑皮层成熟

神经元原本数量巨大，新生而来的成熟神经元数量与其相比很

低，因此统计学上无法反应其差别。综上所述，在豚鼠单侧触觉
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剥夺一段时间后，去除了疼痛对其神经发生的影响，其大脑皮

层控制触觉的 barrel 区成熟神经元未观察到有明显改变，而新

生神经元确有明显差异，实验侧（右侧）多于对照侧（左侧），说

明一侧的触觉剥夺会引起神经元发生的改变，并且可能与动物

的行为、记忆，对新鲜环境的适应，以及可能引发动物的抑郁有

一定关系，本实验结果还说明 barrel 区神经元发生具有一定的

可塑性[16]。然而，类似的情形是否会发生在其它哺乳动物甚至

于人类，还需进一步研究实验。
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