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·基础研究·

成年期视皮层神经元数量减少降低突触连接 *

蓝志达 王兆龙 谢先屿 赵乐文 方伟群△

（上海交通大学基础医学院解剖学与生理学系 上海 200025）

摘要 目的：探究成年期视皮层神经元数量减少对突触连接的改变，为解析创伤性脑损伤导致的视觉功能障碍提供实验依据。方

法：采用立体定位技术，以腺相关病毒（Adeno-associated viruses, AAVs）稀疏感染方式于 8周龄 C57BL/6小鼠初级视皮层（Primary

visual cortex, V1）中表达白喉毒素 A片段蛋白（Diphtheria toxin A, DTA），引发神经元凋亡。4周后，通过免疫荧光染色、高尔基染

色及共聚焦显微镜成像，分析视皮层第 2-4层神经元数量以及幸存锥体神经元的树突棘形态特征。结果：通过注射不同滴度

（E+11-13）的 DTA表达病毒，成功构建了不同水平（14~85%）的视皮层神经元减少小鼠模型。结果发现低滴度（E+11）DTA表达病

毒导致中等程度神经元减少（~18%，P＜0.01），模拟了轻度创伤性脑损伤患者的皮层神经元丢失水平（16.5~22.9%），并发现该小

鼠锥体神经元的树突棘密度与对照组没有差异，而树突棘成熟比例减少 ~19%（P＜0.0001）。结论：成年期视皮层神经元数量减少

损害突触连接，可能导致大脑的视觉功能障碍。
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Neuronal Loss in Adult Visual Cortex Reduces Synaptic Connection*

Exploring the relationship between neuronal loss in adult visual cortex and its consequential changes in

synaptic connection provides experimental evidence to elucidate impaired visual function upon traumatic brain injury. The pri-

mary visual cortex (V1) of 8-week-old C57BL/6 mice was sparsely infected with adeno-associated viruses (AAVs) encoding diphtheria

toxin A (DTA) to induce neuronal apoptosis. Neuronal number and dendritic spine morphology of surviving pyramidal neurons in layers

2-4 of visual cortex were analyzed using immunofluorescence staining, Golgi staining and confocal microscopy after four weeks post-in-

jection. Through stereotactic injection of different titers (E+11-13) of DTA-expressing viruses, mouse models were generated

with various levels of neuronal loss (by 14~85%) in the adult visual cortex. The results revealed that low-titer (E+11) DTA-expressing

AAV led to moderate reduction of neuronal number (by~18%, P＜0.01), mimicking the level of neuronal loss in patients with mild trau-

matic brain injury (16.5~2.9%). In this DTA group, while dendritic spine density of pyramidal neurons did not change in comparison to

the control group, the proportion of mature spines reduced by ~19% (P＜0.0001). Neuronal loss in adult visual cortex im-

paired synaptic connection and probably compromised visual function in the brain.
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前言

合适数量的神经元是大脑结构稳定和功能完整的基础[1,2]。

在脑发育阶段，神经元过多或过少可导致如巨脑或小头畸形等

大脑体积异常[3]，或自闭症和精神分裂症等认知障碍疾病[4]。在

成年阶段，大脑神经元的数量会因神经元死亡而减少，常见于

创伤性脑损伤[5]、脑卒中[6]和神经退行性疾病[7]等。然而，成年期

神经元的数量变化如何影响大脑功能尚不清楚。

创伤性脑损伤主要由交通事故、跌倒和运动相关的外力挤

压所引起[8]，导致受损部位的神经细胞死亡[9]。枕叶及视皮层是

创伤性脑损伤的常见区域，可能导致如畏光、视野缺陷、视觉疲

劳和视觉感知异常等功能障碍[10-13]。因此，研究视皮层神经元数

量减少与视功能异常的关系，对于解析伴随创伤性脑损伤的视

觉功能障碍具有重要意义。

创伤性脑损伤不仅会导致神经细胞死亡，还伴随幸存神经

元的树突棘异常，可能表现出树突棘变性、成熟突触丧失和突
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触活力障碍等[14-18]。在视皮层部位的脑创伤中，神经元数量减少

是否直接导致突触连接异常及视觉功能障碍尚不清楚，缺乏合

适的动物模型是一个重要原因。视皮层创伤的动物模型已有相

关报道[19-22]。在这些研究中，通常采用物理损伤脑组织或激光杀

伤细胞的方式造模[8]，除了导致视皮层神经元死亡之外，对其周

围的胶质细胞、血管和免疫系统也会造成广泛伤害。再者，以上

造模方式诱发轻度脑损伤，通常引起持续性的细胞死亡，伴随

长期而复杂的继发性反应，如细胞代谢改变[23]和神经炎症发

生[24]等，可间接对神经元健康和正常功能产生严重的危害累积

效应。因而采用这些模型研究神经元数量减少如何改变视觉功

能将无法回避胶质细胞、神经炎症等干扰因素的影响。

本研究构建了一个新型的模拟视皮层损伤的小鼠模型，特

异地消融部分神经元，而不直接损伤其周围胶质细胞和血管。

我们通过立体定位技术和重组酶 Cre依赖的病毒体系，在成年

小鼠浅层视皮层的部分神经元中，特异性表达白喉毒素 A片

段蛋白（Diphtheria toxin A, DTA），使其快速凋亡。待小鼠经过

1个月的恢复之后，再通过高尔基染色技术观测未被消融神经

元的树突棘形态，并统计成熟及未成熟树突棘的密度及比例。

我们的结果揭示神经元数量减少导致同脑区内神经元树突棘

成熟度显著下降，提示突触连接弱化可能是视皮层脑损伤伴随

视觉障碍的重要原因。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与分组 本文使用的实验动物是 8周龄的清

洁级 C57BL/6小鼠，体重 20~25 g，购买自上海灵畅生物科技

有限公司。小鼠饲养于上海交通大学医学院实验动物中心，可

自由饮食和活动。饲养环境温度 25℃，相对湿度 40~60%，光照

每 12 h明暗交替。实验动物相关操作均符合上海交通大学医

学院动物伦理。对照组（CON组）小鼠数量为 6只，3只用于免

疫荧光染色，3只用于高尔基染色。消融组（DTA组）小鼠数量

为 18只，15只用于免疫荧光染色（每个病毒滴度 3只），3只用

于高尔基染色。

1.1.2 主要试剂及仪器 AAV-hSyn-mCherry-P2A-Cre-WPRE

和 AAV-EF1a-mCherry-FLEX-DTA-WPRE病毒颗粒购自和元

生物技术（上海）有限公司；山羊血清购自北京兰博利德商贸有

限公司；兔抗小鼠 NeuN多克隆抗体购自西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司；牛血清白蛋白和山羊抗兔 Alexa Flour FITC

荧光二抗购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；磷酸缓冲盐

粉末（PBS）、Triton X-100和抗荧光淬灭封片剂（含 DAPI）购自

上海碧云天生物技术有限公司；高尔基染色试剂盒（FD Neuro

Tech）；OCT包埋剂（Sakura Finetek）。

小鼠脑立体定位仪（68018，深圳瑞沃德）；微型手持颅骨钻

（78001，深圳瑞沃德）；玻璃电极注射泵（R-480，深圳瑞沃德）；

玻璃微电极拉制仪器（P-97，美国 Sutter）；冰冻切片机

（CM1950，德国 LEICA）；研究级全玻片扫描系统（VS200，日本

Olympus）；共聚焦显微镜（FV3000，日本 Olympus）。

1.2 实验方法

1.2.1 脑立体定位病毒注射 为了减少视皮层神经元数量，本

研究采用了病毒联合使用策略（图 1A），消融组以 1:1比例混

合 AAV-hSyn-mCherry-P2A-Cre-WPRE 和 AAV-EF1a-mCher-

ry-FLEX-DTA-WPRE 后 注 射 ， 对 照 组 仅 注 射

AAV-hSyn-mCherry-P2A-Cre-WPRE。小鼠以 5%异氟烷麻醉

后，将小鼠头部毛发剔除，接着将小鼠固定于立体定位仪并以

1.5%异氟烷维持麻醉。以碘伏涂抹消毒小鼠头部皮肤后，剪开

小鼠头部皮肤暴露颅骨。对右侧初级视皮层（前囟 -2.8 mm，旁

开 2.5 mm，深度 0.7 mm）对应的颅骨表面使用颅骨钻开孔，再

用玻璃电极注射泵以 60 nL/min速度注射 500 nL病毒，注射完

毕停针 8 min。

1.2.2 组织取样及脑片制备 病毒注射 4周后，小鼠以 10%戊

巴比妥钠深度麻醉，先经心脏灌流 PBS溶液 20 mL，再灌流

20 mL的 4%多聚甲醛。断头取脑后放置于 4%多聚甲醛中固定

过夜，随后以 30%蔗糖溶液充分脱水至脑组织沉底。以 OCT包

埋剂包埋脑组织，用冰冻切片机进行厚度为 35 滋m的冠状切
片，并将其贴附于载玻片上。挑选含初级视皮层的脑片用于后

续免疫荧光染色。

1.2.3 免疫荧光染色 以 PBS溶液漂洗挑选出的脑片，漂洗

后用封闭液（含 5%山羊血清、3%牛血清和 0.4% Triton X-100）

室温封闭 2小时。封闭结束，吸除封闭液，加入兔抗小鼠 NeuN

多克隆抗体一抗液（1:3000），室温放置 2小时后放 4℃冰箱孵

育过夜。一抗孵育完成后，PBS溶液充分漂洗 3次，随后加入

Alexa Fluor FITC标记的山羊抗兔荧光二抗液（1:250），室温避

光孵育 2小时后 PBS充分漂洗 3次，最后用含 DAPI的封片剂

进行封片。

1.2.4 高尔基染色 病毒注射 4周后，小鼠以 10%戊巴比妥钠

深度麻醉，断头取脑。按照高尔基染色试剂盒（FD NeuroTech）

说明书，室温避光条件下以等体积的溶液 A和溶液 B混合液

浸泡小鼠脑组织，12小时后更换相同浸泡液，之后连续浸泡 2

周。在 4℃避光条件下以溶液 C浸泡脑组织，12小时后更换相

同浸泡液，之后浸泡 2-3天。用水包埋脑组织，接着于冰冻切片

机上进行厚度为 100 滋m的冠状切片，并将其贴附于凝胶包被
的载玻片上。室温避光干燥后，挑选含初级视皮层的脑片用于

后续染色。按照说明书进行染色，最后用中性树脂封片。

1.2.5 图像采集与分析 使用研究级全玻片扫描系统 VS200

对脑切片进行荧光成像，观察注射位点病毒表达和 NeuN免疫

荧光染色情况。使用共聚焦显微镜拍摄树突棘形态。利用 ImageJ

软件对图像进行细胞计数、树突棘密度与树突棘成熟度等分

析。NeuN+神经元计数：每组准备 3只小鼠，每只小鼠选取 3张

脑切片，以这 3张脑切片 NeuN+神经元个数的均值为该只小

鼠的 NeuN+神经元计数，数据以每 mm2浅层视皮层脑组织所

含的 NeuN+神经元个数呈现（NeuN+ cells/mm2），1只小鼠为 1

个样本量。树突棘密度与树突棘成熟度分析：每组准备 3只小

鼠，每只小鼠选取 3张脑切片，每张脑切片选取 3个锥体神经

元，每个神经元选取 2-4条顶树突（apical dendrite）距离胞体不

超过 100 滋m的初级分支（primary branch）进行分析，树突棘密
度表示为每 10 滋m树突长度所含树突棘个数（spines /10 滋m），
树突棘成熟度为成熟树突棘个数占总树突棘个数的百分比

（mature spines%），以这 3个锥体神经元初级分支的分析均值

为该脑切片的数据，1个脑切片为 1个样本量。
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1.3 统计学分析

通过 GraphPad Prism 9.0软件进行数据分析和作图。数据

采用非配对 t检验进行分析，所有数据用均值± 标准差（Mean

± SD）表示，P＜0.05时认为有统计学意义。

2 结果

2.1 构建成年期视皮层神经元减少小鼠模型

为了特异地减少成年期皮层神经元数量，本研究采用腺相

关病毒（Adeno-associated viruses, AAVs）稀疏感染方式于小鼠

初级视皮层（Primary visual cortex, V1）部分神经元中表达 DTA

（图 1A）。DTA具备抑制细胞内蛋白合成的强大能力，极少量

的 DTA表达即可迅速导致细胞凋亡，可高效及特异地消融神

经元。对照组注射 AAV-hSyn-mCherry-P2A-Cre-WPRE病毒。

脑片免疫荧光染色及荧光显微镜成像显示病毒注射位置的部

分细胞表达红色荧光蛋白 mCherry，且仅分布在 V1 中（图

1B）。此外，这些病毒感染的细胞绝大部分与成熟神经元标记物

NeuN共标（图 1C）。以上表明 Cre重组酶特异表达在视皮层的

成熟神经元中。基于此，于 V1 中注射 1:1 比例混合的

AAV-hSyn-mCherry-P2A-Cre-WPRE 和 AAV-EF1a-mCherry-

FLEX-DTA-WPRE病毒可构建消融组模型小鼠。

图 1 病毒注射位点及荧光蛋白在 V1神经元表达示意图

注：A：实验设计和病毒注射位点示意图。B：荧光蛋白mCherry的表达局限分布于 V1（比例尺：1 mm）。C：mCherry和神经元标记物 NeuN共表

达（比例尺：50 滋m），放大于（B）中点状方框区域。
Fig.1 Diagram of viral injection site and expression of fluorescent proteins in V1 neurons

Note: A: Experimental design and virus injection at V1. B: Fluorescent protein mCherry expression was restricted to V1 (scale bar: 1 mm).

C: Co-expression of mCherry and neuronal marker NeuN (scale bar: 50 滋m). These are magnified images of the dotted square region from (B).

病毒滴度的调整可改变 DTA表达病毒在视皮层中感染神

经元的数量，以此构建不同程度的神经元数量减少小鼠模型。

对照组 NeuN+神经元分布致密（图 2A），其数量与未注射病毒

的小鼠相比无差异（P=0.3106）。消融组 NeuN+神经元分布稀

疏，该现象在皮层浅层（第 2-4层）特别明显（图 2B）。NeuN+神

经元计数显示低滴度（E+11）消融组小鼠 V1第 2-4层 NeuN+

神经元数量显著少于对照组 （DTA vs CON: 1269.44 ±

69.81/mm2 vs 1545.00± 16.91/mm2，P<0.01）（图 2C）。此外，以对

照组（CON E+11）为消融比例基线，随着 DTA病毒滴度的增加

（E+11-13），V1 第 2-4 层神经元被消融的比例逐渐增高，从

17.84± 4.52%到 84.68± 0.79%（图 2D）。因此，后续以低滴度

（E+11）消融组小鼠（神经元减少 ~18%）作为模型，研究突触连

接可能的变化。

2.2 视皮层神经元数量的减少降低树突棘成熟比例

树突形态及树突棘密度和成熟度可反映神经元之间突触

连接的模式和强度，是大脑神经元活性及功能的重要结构基

础。高尔基染色结果显示消融组与对照组锥体神经元的树突分

叉（branching）复杂度没有差异（图 3A-B）。此外，消融组的树突

棘密度与对照组也没有差异（DTA vs CON: 6.78± 0.73 vs

6.85± 1.04/10 滋m，P=0.8840）（图 3C），然而其树突棘成熟比例

显著低于对照组（DTA vs CON: 51.89± 4.82% vs 64.43±

3.82%，P＜0.0001），降低了 ~19%（图 3D）。以上实验表明，视皮

层神经元数量的部分减少，降低了幸存神经元树突棘成熟比例。
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图 2 成年期 V1神经元被不同程度消融的小鼠模型

注：A：E+11滴度下对照组 NeuN阳性神经元在 V1染色情况（比例尺：200 滋m）。B：不同滴度下消融组 NeuN阳性神经元在 V1染色情况。C：消

融组 V1浅层 NeuN阳性神经元的计数显著少于对照组。D：神经元消融比例随着 DTA表达病毒的滴度增加而上升。数据以Mean ± SD表示，

数据量为 3，**P＜0.01。

Fig.2 Adult mouse models with various levels of neuronal ablation in V1

Note: A: NeuN+ neurons in V1 of the control group at a titer of E+11 (scale bar: 200 滋m). B: NeuN+ neurons in V1 of the DTA group that received

injection of different titers of DTA-expressing viruses. C: DTA expression group exhibited significant neuronal reduction in the upper layers of V1.

D: The rate of neuronal ablation increased with the titers of DTA-expressing AAV viruses. Data were expressed as Mean ± SD, n=3, **P＜0.01.

3 讨论

本研究以小鼠为实验对象，通过在视皮层定位注射低滴度

的腺相关病毒，表达 Cre重组酶依赖的白喉毒素 A片段蛋白

（DTA）于部分神经元内，特异性地消融浅层神经元。一项对 17

名轻度创伤性脑损伤患者的研究发现，其皮层神经元损失在

16.5~22.9%范围内[25]。低滴度（E+11）消融组小鼠表现出部分神

经元减少（~18%），与轻度创伤性脑损伤患者的神经元损失程

度相近，因此我们将其作为主要研究对象。在本模型中，未表达

DTA的单个锥体神经元的成熟树突棘比例下降了 ~19%，而其

树突棘密度没有明显改变。由于模型小鼠的神经元数量减少

~18%，据此推测成熟和总体树突棘（成熟 +不成熟）的密度分

别下降 ~34%[1-(1-18%)× (1-19%)=0.34]及 ~20%[1-(1-18%)×

(1-2%)=0.2]。这提示视皮层神经元数量的减少显著降低突触连

接密度及强度，可能是创伤性脑损伤导致脑功能障碍的原因

之一。

大脑枕叶皮层损伤在创伤性脑损伤病患中很常见，因而大

部分患者伴随视觉功能障碍[10-13]。目前多数视皮层创伤导致视

功能异常的动物模型不适合研究神经元数量减少本身（而非胶

质细胞、神经炎症等）如何改变视觉功能[19-22]。本研究利用细胞

内表达 DTA实现特异性消融神经元，主要基于以下三点考虑：

1）DTA具备抑制细胞内蛋白合成的强大能力，极少量的 DTA

表达即可迅速导致细胞凋亡。2）从细胞中释放出来的 DTA不

具毒性，由于没有白喉毒素 B片段的帮助，其无法进入细胞，因

而也不会导致误杀周围的其它细胞。3）通过将 DTA的表达置

于 Cre重组酶的调控之下，采用双病毒混合注射的方式，既可

使 DTA特异性表达于神经元中，又可实现 DTA表达病毒的有

效稀疏感染，仅杀死小部分神经细胞。以上 DTA蛋白的特点[26]
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决定了其在细胞内表达不至于诱发持久及强烈的炎症及免疫

反应。综上，本研究的造模方式具有传统物理损伤及激光杀伤

等方式所不具备的独特优势，适合用于探究神经元死亡如何改

变幸存神经元突触连接。

大脑的正常功能取决于神经元之间合适的突触连接[27]。一

般来说，神经元数量减少应该会降低神经元之间的结构连接，

表现为单个神经元的突触密度下降。然而本研究结果显示幸存

神经元的树突棘密度没有明显变化，提示神经元之间的突触连

接存在补偿机制，可维持合适的连接水平，这应与突触的稳态

可塑性（homeostasis plasticity）相关[28]。另外，本研究显示幸存神

经元的树突棘成熟比例下降，可能提示新形成的突触连接成熟

较慢 /较差，或者旧的突触连接变得更不稳定，或二者兼而有

之[29]。由于树突棘数量及成熟度的调控机制不同[30]，对于神经元

数量减少如何差异化地调节它们，仍有待深入研究。本研究构

建的动物模型提供了一个机会，可在模拟脑创伤的条件下，探

索部分神经元死亡调节周围皮层突触可塑性的分子机制。

综上所述，本研究通过特异性消融成年期视皮层神经元，

建立一个模拟创伤性脑损伤中神经元减少的小鼠模型，并初步

观测分析视皮层锥体神经元树突棘的形态改变，为理解创伤性

脑损伤引起的视觉功能障碍提供了新的实验支持。
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