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前关键期单眼形觉剥夺对 a7 区神经元树突棘
密度和形态学的影响
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!!'摘要(!目的!探讨视觉发育前关键期单眼形觉剥夺"IK#对小鼠初级视皮层 a7 区神经元树突棘密度

和形态学的影响)!方法!选择出生后第 7A 天"_7A#已睁眼的 ]_̂ 级雄性 Y>BidN6 小̀鼠 <= 只%采用随机数

字表法将其随机分为 IK组和对照组%每组 7= 只) IK组于 _7A 行右眼 IKA 1 后饲养至 _7?%对照组同等条

件下饲养至 _7?) 所有小鼠均经心脏灌注后断颈取脑%切片进行细胞膜荧光探针 7%7uJ二十八烷基J8%8u%8uJ四

甲基吲哚羰花青高氯酸盐染色标记%采用激光扫描共聚焦显微镜进行成像%观察并比较对照组与 IK组小鼠

两侧 a7 区神经元树突棘密度和形态学的差异)!结果!对照组左侧*对照组右侧*IK组左侧和 IK组右侧
a7 区神经元树突棘总密度分别为"Bf>Bp=f<>#*"BfA<p=f<>#*"6f>Ap=f7?#*"Bf>7p=f<@#个N7= $#%总体比

较差异有统计学意义"Yr8f?7?%=s=f=>#%其中 IK组小鼠左侧 a7 区树突棘总密度显著低于对照组左侧和
IK组右侧%差异均有统计学意义"均 =s=f=>#) < 个组小鼠两侧 a7 区神经元 A 种类型树突棘分布比例比

较%差异有统计学意义"!< r<6f<@>%=r=f==<#%其中 IK组左侧 a7 区 A 种类型树突棘的分布比例与对照组

左侧*对照组右侧比较%差异均有统计学意义"均 =s=f==? 8#) < 个组小鼠两侧 a7 区神经元丝状伪足型树突

棘密度总体比较%差异有统计学意义"Yr8f<>8%=s=f=>#%其中与对照组左侧 a7 区相比%IK组左侧 a7 区丝

状伪足型树突棘密度显著下降%差异有统计学意义"=s=f=>#) < 个组两侧 a7 区神经元细长型*蘑菇型和短

粗型树突棘密度总体比较%差异均无统计学意义"Yr7fB6=*<f67?*7fBA@%均 =t=f=>#)!结论!视觉发育前

关键期行 IK可引起剥夺眼对侧 a7 区树突棘总密度下降及构成比例显著改变%主要表现为丝状伪足型树突

棘数量减少%提示异常视觉经验可引起视觉发育前关键期视皮层突触数量和结构的可塑性改变)!

'关键词(!视觉& 初级视皮层& 树突棘& 前关键期& 单眼形觉剥夺& 结构可塑性
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F*2)+]3:*&$O;" 7B Ỳ̀G̀YA6===#& C0$&-: ]3%0)30 *̂2)1$-%*) *RV%$).%) " V̀o <̀=<8kK==?#& \$-2O$&]3%0)30
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!!在视觉系统发育过程中%皮层神经元反应特性的
成熟和稳定依赖于视觉经验

0 71 ) 关键期内异常视觉
经验会对视皮层神经元结构和功能产生可塑性调控作

用) 既往观点认为%视觉经验只有在关键期开启后%才
能作用于双眼神经元的神经回路%调控其功能成
熟

0 <1 ) 也有研究表明%早在睁眼时%视觉经验就已经
参与了视皮层双眼神经元的形成及其调谐特性的发

育) 因此%经验依赖的可塑性并非在关键期开启后才
发生%双眼神经回路的建立可能始于关键期开始之前%

即前关键期
0 8eA1 )

皮层神经元结构的改变是其经验依赖的可塑性变

化的基础
0 >1 ) 在视觉系统发育过程中%视觉经验依赖

的功能改变同时伴随着突触结构的重塑
0 61 ) 树突棘

作为中枢神经系统中形成突触传递的主要部位%其数
量和形态反映了突触传递效率和神经活动水平的变

化
0 B1 ) 研究表明%关键期内单眼形觉剥夺 "#*)*32&$O

R*O#10PO%Q$-%*)%IK#会导致 a7 区神经元树突棘的数
目和形态发生显著变化

0 A1 ) 但视觉发育前关键期内
异常视觉经验对 a7 区神经元树突棘密度和形态学的
影响尚不清楚)

本研究通过 7%7uJ二十八烷基J8%8%8u%8uJ四甲基
吲哚羰花青高氯酸盐 " 7% 7uJ1%*3-$103(&J8% 8% 8u% 8uJ
-0-O$#0-:(&%)1*3$O'*3($)%)0P0O3:&*O$-0%K%M#染色标记
法%观察 IK小鼠在视觉发育前关键期 a7 区神经元
树突棘的密度和形态学的变化%探究异常视觉经验
对前关键期视觉神经系统结构发育的影响%以期增
进对视觉系统早期发育过程中结构可塑性调控特征

的理解)

?<材料与方法

?/?!材料
?/?/?!实验动物!选取 <= 只出生后第 7A 天"_7A#
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已睁眼的 ]_̂ 级雄性 Y>BidN6 小̀鼠%购自北京维通
利华实验动物技术有限公司) 所有小鼠均饲养于天津
市眼科医院动物实验中心%饲养条件符合医学实验动
物饲养要求) 本研究经天津医科大学动物伦理委员会
批准"批文号$VIT$I"Y<=<<==A#)
?/?/!!主要试剂及仪器!K%M"Y7=86%上海碧云天生
物技术有限公司#&Ab多聚甲醛固定液 "北京博奥拓
达科技有限公司#) 7=J= 缝线"宁波医用缝针有限公
司#&aV7===] 型振动切片机*KI%? 型激光扫描共聚焦
显微镜"德国 d0%3$公司#)
?/!!方法
?/!/?!实验小鼠分组及处理!采用随机数字表法将
<= 只小鼠随机分为 IK组和对照组%每组 7= 只) IK
组于 _7A 行右眼 IK%_7? 时进行 K%M染色&对照组无任
何干预措施%同等环境下饲养至 _7? 时进行 K%M染色)
?/!/!!IK模型的建立!参考文献0?1中的方法%小
鼠麻醉后给予睑缘清洁消毒%剪去其右眼上下睑缘%联
合生理盐水和左氧氟沙星滴眼液冲洗角结膜无异物

后%选用 7=J= 缝线褥式缝合上下眼睑%术后于缝合处
涂抹抗生素眼膏以预防感染) 如遇造模期间眼睑开
裂%或造模完成后发现屈光间质混浊等异常情况%则不
予入组并以新鼠重新造模进行补齐)
?/!/@!K%M染色标记神经元树突棘!采用亲脂性荧光
染料 K%M进行 a7 区神经元树突棘的可视化标记 0 @e771 )
小鼠麻醉后给予心脏灌注 =f@b生理盐水和 =f7 #*&Nd
磷酸盐缓冲液" P:*;P:$-0'2RR0O01 ;$&%)0%_i]#稀释的
7f>b多聚甲醛溶液) 迅速断颈取脑后置于 7f>b多聚
甲醛溶液中室温下固定 7 :) 使用振动切片机进行脑
组织冠状面视皮层切片%切片厚度 7== $#%贴附于载
玻片上) 在体式显微镜下%将 K%M粉末经超声处理后
用针灸针轻放于视皮层双眼区%滴取少量 _i] 保持脑
片始终湿润%室温下避光保存 7> : 进行染色) 吸去
_i]%加入 Ab多聚甲醛再次固定脑切片 8= #%)) 使用
_i] 洗涤脑切片%每次 > #%)%共 8 次) 封片后于 A g
避光湿盒中保存)
?/!/A!图像采集与分析!使用激光扫描共聚焦显微
镜在 68 倍视野下拍摄神经元树突棘形态%k轴步阶设
置为 =f> $#%确保能够清晰显示所有树突棘) 根据树
突棘的不同形态学特征%可将其分为丝状伪足型*细长
型*蘑菇型*短粗型和少量其他类型 0 B%@%7<1 "图 7#) 采
用 M#$+0̀软件对 a7 区神经元树突棘进行分类并计
数) 每只小鼠选取 8 张包含 a7 区的脑切片%每张脑
切片取 a7 区双眼区超过 8 个视野%以确保覆盖视皮
层的各层%每个视野内随机选取 7c< 根神经元树突进

行分析) 所选取的树突长度至少为 8= $#) 每 7= $#
树突长度上所含的树突棘个数定义为树突棘密度

0 @1 )
取 8 张切片测量的平均值记为该小鼠的树突棘密度)
由 < 位研究者独立分析并相互验证%分析并比较对照
组与 IK组两侧 a7 区神经元树突棘总密度的变化)
根据同样方法计数不同形态的树突棘密度及分布情

况%比较 < 个组间的差异)

丝状伪足型 细长型

蘑菇型 短粗型

图 ?<A 种树突棘形态示意图
>19.('?<型*8'20)1*5109(02 +44+.(5',5(1)1*-&1,'2+(&8+/+91*0/
)6&'-

?/@!统计学方法
采用 EO$P:P$1 _O%;#@f> 统计学软件进行统计分

析) 计量资料数据经 ]:$P%O*Jo%&W 检验证实呈正态分
布%以 Gp6表示) IK组和对照组小鼠两侧 a7 区树突
棘总密度及不同类型树突棘密度的总体比较采用单因

素方差分析%组间两两比较采用 d]KJ$检验%=s=f=>
为差异有统计学意义) 计数资料数据以百分比表示%
< 个组间不同形态类型树突棘分布比例比较采用!<

检

验%多样本间的两两比较采用 i*)R0OO*)%法%以 "r
=f=> 为检验水准%计算调整检验水准 "cr"N0 W " We
7# N<1%W 代表组别数%=s=f==? 8 为差异有统计学
意义)

!<结果

!/?!IK组与对照组小鼠 a7 区神经元树突棘总密度
比较

< 个组小鼠两侧 a7 区神经元树突棘总密度比较
差异有统计学意义"Yr8f?7?%=s=f=>#%其中 IK组
小鼠左侧 a7 区树突棘总密度显著低于对照组左侧和
IK组右侧%差异均有统计学意义"均 =s=f=>#) 对照
组左侧*对照组右侧和 IK组右侧比较%差异均无统计
学意义"均 =t=f=>#"图 <%表 7#)
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图 !<对照组和 IC组小鼠两侧 N? 区神经元树突棘荧光成像图
mK%Mw68%标尺r> $##!U$对照组右侧!i$对照组左侧!Y$IK组
右侧m剥夺眼同侧#!K$IK组左侧m剥夺眼对侧#
>19.('!<>/.+('-*',*'12091,9 +4,'.(+,0/5',5(1)1*-&1,'-1,)8'
21*'N? 0('0 +4;+)8-15'-1,*+,)(+/9(+.&0,5IC9(+.&mK%Mw
68%;3$&0'$Or> $##!U$j%+:-;%10*R3*)-O*&+O*2P!i$d0R-;%10*R
3*)-O*&+O*2P!Y$j%+:-;%10m%P;%&$-0O$&;%10*R10PO%Q01 0(0# *RIK
+O*2P!K$d0R-;%10m3*)-O$&$-0O$&;%10*R10PO%Q01 0(0# *RIK+O*2P

!/!!IK组与对照组不同形态类型树突棘密度比较
IK组与对照组小鼠两侧 a7 区神经元 A 种类型

树突棘分布比例比较%差异有统计学意义 m !< r

<6f<@>%=r=f==<# %其中 IK组左侧 a7 区 A 种类型
树突棘的分布比例与对照组左侧*对照组右侧比较%

差异均有统计学意义m均 =s=f==? 8# &对照组左侧*

对照组右侧与 IK组右侧 a7 区神经元 A 种类型树
突棘分布比例比较%差异均无统计学意义 m均 =t
=f==? 8# m图 8# )

< 个组小鼠两侧 a7 区神经元丝状伪足型树突棘
密度总体比较%差异有统计学意义 mYr8f<>8%=s
=f=>#%其中与对照组左侧 a7 区相比%IK组左侧 a7

区丝状伪足型树突棘密度显著下降%差异有统计学意
义m=s=f=>#) < 个组两侧 a7 区神经元细长型*蘑菇
型和短粗型树突棘密度总体比较%差异均无统计学意
义mYr7fB6=*<f67?*7fBA@%均 =t=f=>#m图 A%表 7#)
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左侧
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右侧

MD组
左侧

MD组
右侧

丝状伪足型

细长型

蘑菇型

短粗型

图 @<IC组与对照组小鼠两侧 N? 区神经元 A 种树突棘形态类型

分布比例比较<!< r<6f<@>%=r=f==</与 IK组左侧比较%$=s

=f==? 8 m!< 检验%i*)R0OO*)%法&3r7=#!IK$单眼形觉剥夺
>19.('@ < J+2&0(1-+,+4)8'&(+&+()1+,+44+.(5',5(1)1*-&1,'
2+(&8+/+96 )6&'-1,)8'21*'N? 0('0 +4;+)8-15'-;')7'',IC

9(+.&0,5*+,)(+/9(+.&!!< r<6f<@>%=r=f==</Y*#P$O01 S%-: -:0

&0R-J;%10a7 $O0$*R-:0IK +O*2P%$=s=f==? 8 m !< -0;-%i*)R0OO*)%
#0-:*1&3r7=#!IK$#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)

5μm

5μm

5μm

5μm

B

C

D

A

图 A<IC组与对照组小鼠 N? 区 A 种树突棘类型荧光成像图 mK%M
w68%标尺r> $##!U$对照组右侧!i$对照组左侧!Y$IK组右
侧!K$IK组左侧!粉色箭头示丝状伪足型%黄色箭头示细长型%蓝
色箭头示蘑菇型%绿色箭头示短粗型
>19.('A<>/.+('-*',*'12091,9 +44+.()6&'-+4,'.(+,0/5',5(1)1*
-&1,'-1,N? 0('0 +421*'1,IC9(+.&0,5*+,)(+/9(+.&mK%Mw68%
;3$&0'$Or> $# # !U$j%+:-;%10*R3*)-O*&+O*2P! i$d0R-;%10*R
3*)-O*&+O*2P!Y$j%+:-;%10*RIK+O*2P!K$d0R-;%10*RIK+O*2P!
_%)W%(0&&*S%'&20%$)1 +O00) $OO*S;%)1%3$-01 R%&*P*1%$%-:%)%#2;:O**#%
$)1 ;-2''(;P%)0-(P0;%O0;P03-%Q0&(

@<讨论

哺乳动物视觉发育具有显著的视觉经验依赖性)
C2'0&等 0 781

对幼年猫和猴进行 IK后发现其视皮层眼
优势的显著变化%提出了视觉发育关键期的概念) 小
鼠视皮层发育关键期为 _<7c_8>%在此期间视觉可塑
性最强

0 7A1 ) 然而%关键期的开始并非视觉经验影响视
觉发育的起点

0 7>1 ) 研究表明%在视觉发育的前关键
期%睁眼后的视觉经验即参与了视觉系统的发育 0 8%761 )

视觉系统的发育高度依赖于功能性突触的形成)
树突棘是突触活动的基本单位%其形态转变可能为突
触可塑性提供了结构基础

0 B%7Be7?1 ) 研究树突棘的这一
微观水平神经结构可塑性变化是理解异常视觉经验如

何影响前关键期 a7 区神经元突触连接发育的重要基
础) 本研究发现在视觉发育前关键期行 IK后%剥夺
眼对侧 a7 区树突棘密度显著下降%且不同形态的树
突棘分布存在变化%主要表现为丝状伪足型树突棘数
量减少%这从形态学角度进一步证实了视觉发育关键
期开始前视觉经验对视皮层神经回路发育的影响)
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表 ?<IC组与对照组小鼠两侧 N? 区神经元树突棘总密度及 A 种类型树突棘密度
比较"!Q"%个O?" !2#

L0;/'?<J+2&0(1-+,+4)8')+)0/5',5(1)1*-&1,'5',-1)6 0,5)8'5',-1)1'-+44+.()6&'-+4
5',5(1)1*-&1,'-1,;1/0)'(0/N? 0('0 ;')7'',IC0,5*+,)(+/9(+.&-"!Q"%-&1,'-O?" !2#

组别 样本量 总密度 丝状伪足型 细长型 蘑菇型 短粗型

对照组左侧 7= Bf>Bp=f<> 7f6@p=f7@ 8fA7p=f<A =f?6p=f7= 7f6=p=f7A

对照组右侧 7= BfA<p=f<> 7f>Ap=f77 8fA=p=f78 =f?@p=f7> 7f>@p=f7>
IK组左侧 7= 6f>Ap=f7?$ 7f78p=f77$ <f@>p=f7> =f>?p=f=@ 7f??p=f78
IK组右侧 7= Bf>7p=f<@' 7f>>p=f77 8fAAp=f7B =f>Bp=f=B 7f@Ap=f78
Y值 8f?7? 8f<>8 7fB6= <f67? 7fBA@
=值 s=f=> s=f=> =f7B< =f=66 =f7BA
!注$与对照组左侧比较%$=s=f=>&与 IK组左侧比较%'=s=f=>"单因素方差分析%d]KJ$检验#!IK$单眼
形觉剥夺

!\*-0$Y*#P$O01 S%-: -:0&0R-J;%10a7 $O0$%) -:03*)-O*&+O*2P%$=s=f=>&3*#P$O01 S%-: -:0&0R-J;%10a7 $O0$%) -:0
IK+O*2P%'=s=f=> "L)0JS$(U\LaU%d]KJ$-0;-#!IK$#*)*32&$OR*O#10PO%Q$-%*)

!!树突棘是神经元树突上的微小突起%其形成或消
除反映了神经元间突触连接的变化%其形态学特征也
与突触强度显著相关

0 7@1 ) 根据形态学特征的不同可
将树突棘分为丝状伪足型*细长型*蘑菇型和短粗型%
不同形态的树突棘功能不同

0 <=1 ) 其中%蘑菇型头大颈
细%最为稳定 0 <71 ) 丝状伪足因其较高的活动度和较短
的寿命%常被视为树突棘的前体结构%可能具有与其他
类型树突棘不同的功能

0 <<1 ) 此外%丝状伪足与沉默突
触间也存在一定的联系

0 <81 ) 在成年小鼠中%丝状伪足
尖端的沉默突触表现出不同于关键期的可塑性阈值&
树突上的成熟树突棘参与信息的稳定编码%而丝状伪
足上的沉默突触则介导新信息的快速获取)

树突棘的发育受到遗传因素*环境因素以及多种
分子机制的调控) 外界视觉信息的输入对树突棘的形
成和稳定至关重要%在视觉发育关键期%视觉输入可以
显著促进树突棘的发育

0 <A1 %然而异常的视觉输入%如
形觉剥夺*暗饲养等可能导致树突棘的发育异常%进而
影响神经回路的正常发育) I$-$+$等 0 <>1

发现在小鼠

关键期内行IK后%剥夺眼对侧a7 区单眼区树突棘基
本不变%但双眼区树突棘显著减少%并进一步证实了这
一减少源自关键期内双眼视觉输入间的竞争%提示
IK后双眼区内剥夺眼视觉输入的减弱) k:*2 等 0 A1

研

究表明%在关键期内行IK后小鼠剥夺眼对侧a7 区双
眼区第(层锥体神经元的树突棘减少%并且这种减少
在打开剥夺眼后 <cA 1 仍持续存在%提示 IK对关键
期内 a7 区突触连接存在持久影响)

本研究观察到%在视觉发育的前关键期%对睁眼后
的小鼠进行 A 1 的 IK%同样会导致剥夺眼对侧 a7 区
树突棘密度下降%与上述关键期的表现一致) 这表明%
在视觉发育的前关键期%视觉经验也能通过调节突触
输入的强度和树突棘的形成影响视皮层神经回路的发

育
0 <61 ) 同时%本研究还发

现%前关键期树突棘的减
少主要表现为丝状伪足型

树突棘数量减少%可能反映
了 IK导致新突触形成的
减少和已有突触的退化)
此外%本研究中 IK后细长
型和蘑菇型等树突棘的密

度也出现下降趋势%这也进
一步提示了异常视觉经验

导致的前关键期突触结构

的重组和功能的改变)
既往对小鼠 IK性弱

视模型的研究表明%关键期内 IK主要发生剥夺眼输
入反应的下降%在不延长剥夺时间的条件下对侧眼输
入反应的变化并不显著

0 <B1 ) 由于小鼠视网膜的投射
存在对侧优势%即左侧视皮层接收来自右眼的输入强
于来自左眼的输入%右侧视皮层接收来自左眼的输入
强于来自右眼的输入%因此%在关键期 IK弱视模型的
研究中%剥夺眼对侧视皮层由于以接收剥夺眼的输入
为主%相应地更容易观察到功能和形态学的明显改变%
而同侧视皮层由于以接收非剥夺眼的输入为主%其变
化通常并不明显) 本研究发现%前关键期 IK剥夺眼
对侧视皮层发生树突棘密度及形态学构成比例的明显

改变%而同侧视皮层无明显改变%提示前关键期 IK可
能具有与关键期 IK类似的视觉可塑性机制)

树突棘的动态变化是神经回路中经验依赖的可

塑性变化的基础
0 <?1 ) 这些变化不仅在发育中的树突

棘形成和修剪中发挥作用%与神经系统疾病的发生
也有着密切的联系) 树突棘的结构畸变已被证明与
多种神经退行性疾病相关%如在自闭症*癫痫和阿尔
茨海默症等相关研究中%均观察到树突棘的形态和
密度出现异常

0 <@1 ) 深入理解树突棘的结构特征及其
背后的分子机制对于揭示相关疾病的病因和发病机

制至关重要)
综上所述%本研究观察到在视觉发育前关键期行

IK后%IK组小鼠剥夺眼对侧 a7 区的树突棘总密度
显著下降%树突棘类型构成比例变化%其中以丝状伪足
型树突棘数量减少最为显著) 这一发现表明%异常视
觉经验能够调控前关键期小鼠睁眼后 a7 区神经元的
突触结构%进而影响视觉系统的发育和可塑性%这为深
入理解视觉发育前关键期 a7 区神经元的结构可塑性
提供了重要基础%为视觉发育障碍性疾病的早期预防
和干预提供了理论依据)
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