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正常小鼠颞骨矢状面切片与内耳神经密度测定技术
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　　摘　要：　目的　从颞骨矢状面切片的观察角度，建立定量观察内耳毛细胞、神经元及其神经纤维的新方法。
方法　采用４只出生后４５ｄＣＢＡ／ＣａＪ小鼠的颞骨，将２．５％戊二醛磷酸盐缓冲液灌入内耳腔并将颞骨浸泡固定６ｈ，
再将颞骨浸入２％四氧化锇溶液中浸泡２ｈ。颞骨经脱钙、脱水及包埋后，沿着颞骨矢状面切取半薄切片（２μｍ）并
用０．５％甲苯胺蓝染色。在光学显微镜下的小视野范围内，对毛细胞、神经元及神经纤维进行定量观察。结果　从
平行颞骨内侧壁的平面切片开始收集与观察。当切开颞骨内侧壁进入耳蜗神经孔和前庭上神经孔时，即可得到对

应神经束及前庭下神经束中枢端神经纤维的横断切片。当切到椭圆囊斑和上半规管壶腹嵴及外半规管壶腹嵴的

横断截面时，获得上述结构所含毛细胞的横断面切片，同时也获得前庭上神经元细胞体及其两端神经纤维的横断

面切片。当切到球囊斑和后半规管壶腹嵴的横断截面时，获得其中所含毛细胞的横断面切片，同时也获得前庭下神

经元的细胞体及其两端神经纤维的横断面切片。切到耳蜗骨性螺旋板的横断截面时，获得螺旋神经节外周端神经纤

维的横断面切片。在切到蜗轴的横断截面，可获得耳蜗毛细胞和螺旋神经节的横断面切片。本实验发现正常小鼠各

个前庭感觉上皮区的毛细胞平均密度为（１８．６７±１．８８）／１８０μｍ。耳蜗底回中部单个疆孔内的螺旋神经节外周端神
经纤维的数量为（５７．８３±９．０９）根。耳蜗螺旋神经节和前庭上神经元及前庭下神经元的平均密度为（２０．３９±２．２３）／
０．００７５ｍｍ２。耳蜗神经束和前庭下神经束及前庭上神经束的中枢端神经纤维的平均密度为（４９７．０６±２５．２８）／
０．００７５ｍｍ２。结论　颞骨矢状面切片的观察角度有利于对内耳神经系统做出全方位的细胞学定量评估。

关　键　词：颞骨；矢状面切片；耳蜗；前庭；神经
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Ｔｈｅｓａｇｉｔｔａｌｐｌａｎｅｏｆｔｈｅｔｅｍｐｏｒａｌｂｏｎｅｐｒｏｖｉｄｅｓａｆａｖｏｒａｂｌｅｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｆｏｒｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｔｅｍｐｏｒａｌｂｏｎｅ；Ｓａｇｉｔｔａｌｓｅｃｔｉｏｎ；Ｃｏｃｈｌｅａ；Ｖｅｓｔｉｂｕｌｅ；Ｎｅｒｖｅ

　　组织病理学观察主要包括冠状面、矢状面和横
断面３种角度。在哺乳类实验动物内耳感觉上皮及
其外周神经系统的组织病理学研究中，一般认为颞

骨切片的标准方向是将切片平面平行于外耳道和内

听道，从上鼓室朝着下鼓室方向依次收集上半规管

壶腹嵴和外半规管壶腹嵴切片、椭圆囊斑切片和前

庭上神经元切片、球囊斑切片和前庭下神经元切片、

耳蜗中轴切片、内淋巴管和内淋巴囊切片，以及后半

规管壶腹嵴切片，如此收集到的颞骨横断面连续切

片被认为是颞骨组织病理学研究的规范样本［１３］。

虽然从颞骨横断面连续切片可以观察内耳感觉上皮

及其外周神经元和外周端神经纤维，但是由于该切

片与外周神经元的中枢端神经纤维束近乎平行，因

此无法从横截面角度对中枢端神经纤维的密度进行

定量分析。鉴于耳蜗神经孔和前庭上神经孔是耳神

经进入中枢的通路，因此从颞骨矢状面切片可望对

耳蜗和前庭的中枢端神经纤维做出精确定量评估。

本文旨在研究小鼠颞骨矢状面切片并建立内耳神经

系统的细胞学定量评估新技术。

１　材料与方法

１．１　受试动物
本研究以出生后 ４５ｄ、体重 ２２～２４ｇ的 ２只

ＣＢＡ／ＣａＪ雄性小鼠和 ２只 ＣＢＡ／ＣａＪ雌性小鼠
（ＣｈａｒｌｅｓｅＲｉｖｅｒ）作为受试对象。本实验条件得到上

海市第六人民医院动物伦理委员会的审查批准。

１．２　颞骨的样品制备
ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠在深度麻醉下取出颞骨。在解

剖显微镜下迅速在耳蜗尖、圆窗和卵圆窗开孔，通过

这３处开放小孔向内耳腔内灌入２．５％戊二醛磷酸
盐缓冲液之后再将颞骨浸入在上述固定液中浸泡固

定６ｈ。用０．１Ｍ磷酸盐缓冲液充分漂洗颞骨，然后
将颞骨浸入２％四氧化锇溶液中浸泡２ｈ。用磷酸
盐缓冲液再次充分漂洗颞骨后，将颞骨浸入１０％乙
二胺四乙酸－钠盐（ＥＤＴＡ）脱钙液中浸泡脱钙５ｄ。
完成脱钙后，将颞骨依次浸入 ７０％、８０％，９０％、
９５％和１００％乙醇溶液脱水各１０ｍｉｎ，将颞骨浸入
１００％乙醇和１００％丙酮各半的溶液中脱水１０ｍｉｎ
之后再浸入１００％丙酮溶液１０ｍｉｎ。最后将颞骨浸
入含有以１∶１比例混合的１００％丙酮和 Ｅｐｏｎ８１２渗
透过夜。次日将颞骨移至盛满 Ｅｐｏｎ８１２的样品包
埋槽并调整颞骨在Ｅｐｏｎ８１２中的位置，使正对后颅
窝的颞骨内侧表面位于样品包埋槽的一端，以确保

随后获取的连续切片均处于颞骨的矢状面切片角

度。最后将样品槽放入６０℃的恒温箱中４８ｈ使环
氧树脂聚合变硬。将 Ｅｐｏｎ８１２包埋的颞骨固定在
超薄切片机的样品台上，用玻璃刀沿着颞骨内侧表

面的平面开始逐片切取并收集厚度为２μｍ的颞骨
矢状面半薄切片，直至切到镫骨底板平面。将收集

到的连续切片依次置放在载玻片上的蒸馏水滴中，
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漂浮在蒸馏水滴表面的半薄切片在加温条件下展

平，半薄切片随着加热水的蒸发最后平整地粘贴在

载玻片上。在半薄切片的表面滴上０．５％甲苯胺蓝
染色液，加温染色５ｍｉｎ，用蒸馏水冲洗掉多余的染
色液后加温烘干，最后在载玻片上的切片表面滴上

中性树胶并盖上盖玻片封片［４６］。

１．３　内耳不同层面的矢状面连续切片收集
在普通光学显微镜下，从由内向外逐片收集的

颞骨矢状面连续切片的不同层次，可依次观察前庭

上神经的中枢端和外周端神经纤维束和面神经纤维

束以及耳蜗神经和前庭下神经的中枢端和外周端神

经纤维束、球囊斑和椭圆囊斑以及３个半规管壶腹
嵴的横断面切片、耳蜗骨性螺旋板疆孔内的耳蜗外

周端神经纤维、耳蜗螺旋器和蜗轴螺旋管内螺旋神

经节的横断面切片。

１．４　内耳神经元密度及其外周端和中枢端神经纤
维密度的测量

对耳蜗螺旋神经节数量的定量观察是从耳蜗中

轴切片的横断面对每张蜗轴螺旋管切片中耳蜗底回

中部的螺旋神经节数量进行计数［４，７９］。对耳蜗骨

性螺旋板疆孔内螺旋神经节外周端神经纤维数量的

定量观察是对每个疆孔切片中的神经纤维数量进行

计数［７８，１０１１］。对前庭感觉毛细胞横断面切片的定

量观察是在放大 ４００倍的光学显微镜下首先测量
１张前庭终器切片中感觉毛细胞所占据的实际长
度，然后对该长度范围内的毛细胞进行计数，从而获

得该区间的毛细胞密度［１２］。对耳蜗神经孔内的中

枢端听神经纤维密度的定量观察同样是首先拍摄放

大４００倍光学显微镜下的照片，然后测量并计算出摄
影取景框中１／４将用于神经纤维计数的面积，然后在
同样放大倍数下拍摄螺旋神经节中枢端神经束的横

断面切片，并对取景框１／４面积范围内的神经纤维数
量进行计数。对前庭上神经元和前庭下神经元的外

周端及中枢端神经纤维数量的定量观察也是在测量

出放大４００倍显微镜下的摄影取景框１／４面积的基
础上，分别对占取景框视野１／４范围内的前庭上神经
元和前庭下神经元的数量以及前庭神经元外周端和

中枢端的神经纤维数量进行计数，从而获得前庭神经

元的密度及其外周端和中枢端的神经纤维密度。

１．５　统计学方法
应用单因素方差分析评估细胞和神经纤维的计

数结果，然后使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（ｖｅｒ．５）软件中的
ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＴｕｋｅｙ’ｓｐｏｓｔｈｏｃｃｏｍ
ｐａｒｉｓｏｎ进行统计学分析。

２　结果

２．１　常用实验动物颞骨的内侧面观
猴子、南美栗鼠、豚鼠、大鼠和小鼠颞骨内侧骨

壁表面结构的组合图见图１。从图１中可以看出，
这些常用实验动物通向颅内的耳蜗和前庭神经束分

别从颞骨内侧壁表面的耳蜗神经孔和前庭上神经孔

直接进入颅内。因此只要沿着平行颞骨内侧骨壁的

平面实施颞骨矢状面切片就可以获得理想的耳蜗中

枢端和前庭中枢端神经纤维束的横断面切片。

２．２　正常ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠的颞骨矢状面切片
当平行颞骨内侧骨壁的矢状面切开颞骨内侧骨

壁进入到小鼠耳蜗神经孔和前庭上神经孔的横断截

面的平面时，即可看到前庭上神经的中枢端神经纤

维束和面神经的神经纤维束以及耳蜗神经束和前庭

下神经的中枢端神经纤维束；当平行颞骨内侧骨壁

的矢状面切片切到耳蜗蜗轴的骨性螺旋板时，可见

疆孔内通向耳蜗螺旋器的螺旋神经节外周端神经纤

维的横断面；当平行颞骨内侧骨壁的矢状面切片推

进到耳蜗中轴切片的截面时，可见耳蜗螺旋器和蜗

轴螺旋管的理想横断切片；当平行颞骨内侧骨壁的

矢状面切片切到前庭池的椭圆囊斑和上壶腹嵴横断

截面时，可见椭圆囊斑和上壶腹嵴的横断切片；在球

囊斑横断面切片的层面，可见球囊斑感觉上皮和前

庭下神经元的细胞体及其外周端和中枢端的神经纤

维。在椭圆囊斑横断面切片的层面，可见椭圆囊斑

感觉上皮和前庭上神经元的细胞体及其外周端和中

枢端的神经纤维。见图２～４。
２．３　正常ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠前庭毛细胞和耳蜗螺旋神
经节及前庭神经元的密度值

从正常ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠球囊斑切片和椭圆囊斑切
片及壶腹嵴切片测量出的毛细胞平均密度分别为

（１９．００±１．３０）／１８０、（１８．４３±１．８７）／１８０、（１８．５７±
２．３０）／１８０μｍ，鉴于小鼠前庭各个感觉上皮区的毛细
胞密度无显著差异（Ｐ＞０．０５），前庭感觉毛细胞的平
均密度初步被确定为（１８．６７±１．８８）／１８０μｍ。从耳
蜗底回中部骨性螺旋板切片计数到的穿越单个疆孔

的神经纤维平均数量是（５７．８３±９．０９）根。从耳蜗
底回中部单张蜗轴螺旋管切片得到螺旋神经节细胞

的平均数量是（５３．５７±５．５４）个。根据单位面积内
的神经元数量来计算，正常小鼠耳蜗螺旋神经节的

平均密度为（２１．６７±２．４１）／０．００７５ｍｍ２，前庭下神
经元的平均密度为（１９．８３±１．５８）／０．００７５ｍｍ２，前
庭上神经元的平均密度为 （１９．６７±２．００）／
０．００７５ｍｍ２，鉴于小鼠耳蜗螺旋神经节和前庭上及
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前庭下神经元的密度无显著差异（Ｐ＞０．０５），内耳
神经元的平均密度被确定为（２０．３９±２．２３）／
０．００７５ｍｍ２。从耳蜗神经孔切片测量出的耳蜗中
枢端神经纤维密度和前庭下神经元中枢端神经纤维

密度分别为（５００．３３±２１．０９）／０．００７５ｍｍ２和
（４９６．０６±１４．５７）／０．００７５ｍｍ２，从前庭上神经管切
片测量出的前庭上神经元中枢端神经纤维密度为

（４９４．６７±２４．５２）／０．００７５ｍｍ２，鉴于小鼠耳蜗和前
庭的中枢端神经纤维的密度无显著差异（Ｐ＞
０．０５），内耳中枢端神经纤维的平均密度初步被确
定为（４９７．０６±２５．２８）／０．００７５ｍｍ２。这些定量观
察结果将为我们今后继续开展的内耳神经损害实验

研究提供可参考的数据。
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图１　不同实验动物颞骨内侧骨壁的神经结构　Ａ：猴子；Ｂ：南美栗鼠；Ｃ：豚鼠；Ｄ、Ｅ：大鼠；Ｆ：小鼠
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图２　ＣＢＡ小鼠颞骨的矢状面切片　（甲苯胺蓝 ×４００）　Ａ：切片显示面神经管、前庭上神经管和听神经管横断面，以及前庭
上、下神经和听神经中枢端纤维束；Ｂ：切片显示耳蜗中轴，包括螺旋韧带血管纹、基底膜上螺旋器和蜗轴螺旋管内螺旋神经节
横截面；Ｃ：切片显示椭圆囊斑和上半规管壶腹嵴，包括前庭毛细胞和前庭上神经外周纤维横截面
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图３　耳蜗半薄切片的结构　（甲苯胺蓝 ×４００）　Ａ：基底膜横断面切片显示螺旋器；Ｂ：疆孔横断面切片显示通向耳蜗螺旋器
的外周端神经纤维，黄色圆圈标出１个疆孔和穿越这个疆孔的外周端神经纤维；Ｃ：蜗轴螺旋管横断面切片展示螺旋神经节细
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图４　前庭感觉毛细胞和前庭下神经元及前庭上神经元的外周端和中枢端神经纤维　（甲苯胺蓝 ×４００）　Ａ：球囊斑矢状面
切片显示毛细胞和前庭下神经元；Ｂ：听神经管矢状面切片显示螺旋神经节和前庭下神经元纤维束，黄色框定测量神经纤维密
度的区域；Ｃ：前庭下神经束切片显示前庭下神经元中枢端神经纤维束；Ｄ：椭圆囊斑矢状面切片显示毛细胞和前庭上神经元周
边纤维束，黄色框定测量周边纤维密度的区域；Ｅ：前庭上神经管矢状面切片显示前庭上神经元及其神经纤维，黄色框定测量
神经元密度的区域；Ｆ：前庭上神经管切片显示前庭上神经元中枢端神经纤维束，黄色框定测量中枢纤维密度的区域

３　讨论

３．１　小鼠内耳神经通路与人类耳蜗和前庭神经通
路的异同

开口于后颅窝外侧壁的成人内耳道的长度约

８．５ｍｍ，直径约４ｍｍ［１３］。内耳道靠近外侧的部分

被称之为内耳道底，被骨壁分隔出３个管道。位于
上方的两个骨管从前向后依次是面神经管和前庭上

神经管，分别有同名神经束通过；位于下方的骨管是

耳蜗神经管，有听神经束和前庭下神经束通行。外

周听觉信号经耳蜗螺旋神经节、内耳道段听神经传

入到脑干耳蜗核，从前庭下神经节和前庭上神经节

传入的平衡感觉信号分别经内耳道段前庭下和前庭

·３７·
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上神经进入颅内后汇合，继而上行至中枢［１］。从上

橄榄复合体发出的传出神经纤维也分别经听神经管

和前庭上神经管进入内耳，再分别分布至耳蜗毛细

胞和前庭毛细胞。除此之外，供应内耳的迷路动脉

和从内耳回流的迷路静脉也都是经内耳道进出内

耳。因此，内耳道是人类内耳与中枢结构相联系的

唯一通道。但是，猴子、南美栗鼠、豚鼠、大鼠和小鼠

等动物的耳蜗和前庭神经通路却与人类不同，其听

神经束和前庭神经束均直接通向颅内及其相对应的

中枢核团，并不像人类颞骨那样首先汇集到狭长的

内耳道再通向颅内。

３．２　颞骨矢状面切片与横断面切片的异同
传统的颞骨横断面切片由于其切片角度与耳蜗

螺旋神经节和前庭神经节中枢端的神经纤维束平

行，因而无法获得中枢端神经纤维的横断面切

片［２］。颞骨矢状面切片可以很好满足垂直切断内

耳中枢端神经纤维束的观察需求。我们发现颞骨矢

状面连续切片不仅可以获得垂直于内耳中枢端神经

纤维束的理想观察角度，还可以获得平行于耳蜗蜗

轴的中轴切片，从而不仅可以对蜗轴螺旋管内的螺

旋神经节细胞和疆孔内的螺旋神经节外周端神经纤

维及耳蜗螺旋器上的感觉毛细胞进行病理学评估，

而且还可以对前庭上神经元和前庭下神经元以及前

庭神经元外周端的神经纤维及前庭各个感觉上皮区

的感觉毛细胞进行病理学检查。因此，颞骨矢状面

切片的观察角度要比颞骨横断面切片更有利于对内

耳神经损害模型做出全方位的神经损害评估。

３．３　对颞骨矢状面切片的定量观察
耳蜗基底膜铺片技术是定位定量研究全耳蜗毛

细胞的方法［４５，１４１５］，前庭感觉上皮铺片技术是定位

定量研究前庭各个感觉上皮区域毛细胞的方

法［１２，１６１９］，但是全内耳膜迷路铺片技术却无法用来

定量评估耳蜗和前庭的神经元病变及其外周端和中

枢端的神经纤维病变。本研究未能实现对耳蜗毛细

胞的定位定量观察。相信如果将受试动物的一侧颞

骨制备成全内耳膜迷路铺片用来定位定量研究内耳

感觉毛细胞［１０，１６］，另一侧颞骨制备成颞骨矢状面切

片用来定位定量研究内耳神经系统，将会有助于对

整个内耳做出更全面的病理学评估［２，１０，２０］。前期实

验对出生后２个月的ＳＯＤ１野生型小鼠颞骨横断面
切片中单个疆孔内的螺旋神经节外周端神经纤维的

计数结果是（５８．４±４．４３）根［２０］，本实验从 ＣＢＡ／ＣａＪ
小鼠颞骨矢状面切片中得到的计数结果是（５７．８３±
９．０９）根，２种切片角度获得的结果无显著差异（Ｐ＞

０．０５），说明两者均准确可靠。颞骨矢状面切片的
观察角度虽然与横断面相差４５°，但是并不影响对
聚集在前庭上神经孔内的前庭上神经元和聚集在耳

蜗神经孔底部的前庭下神经元在小视野范围内的神

经元密度测量结果。与颞骨横断面切片相比，矢状

面切片的独特优势是其垂直于耳蜗和前庭神经元中

枢端神经纤维束的观察角度，从而精确评估中枢端

神经纤维。

３．４　穿越耳蜗神经孔和前庭上神经孔的各种神经
纤维

哺乳类实验动物穿越疆孔内的神经纤维包含

Ⅰ型和Ⅱ型传入神经纤维以及耳蜗传出神经纤维，
其中Ⅰ型传入神经纤维数量约占每个疆孔内的神经
纤维总数的６／７，Ⅱ型传入神经纤维和耳蜗传出神
经约占１／７［１１，２１］。内耳的传入神经元都是双极神经
元，意味着耳蜗管内的螺旋神经节中枢端传入神经

束中的Ⅰ型传入神经纤维和Ⅱ型传入神经纤维的比
例很可能同样是＞６∶１。本实验采用的甲苯胺蓝染
色法可以清晰显示细胞轮廓和细胞核及神经髓鞘，

有助于辨别是否发生脱髓鞘病变［２２２５］。然而，甲苯

胺蓝染色却不能区分两类传入神经纤维，也无法区

分传出神经纤维。至于在前庭上神经管和前庭下神

经管内两类传入神经纤维和传出神经纤维的分布情

况，目前还没有明确答案。我们在下一步的研究中，

打算应用抗Ｔｕｂｌｉｎ抗体和抗 Ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ抗体的双重
免疫组织化学染色法来区分两种传入神经纤维及其

末梢［２６２７］，同时应用抗乙酰胆碱酯酶抗体特异性标

记传出神经纤维及其突触［２８］，以期明确各种神经纤

维分布的生理特征，为相关组织病理学研究提供技

术和数据支持。
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