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摘要 目的：应用三维重建方法对人类胚胎三叉神经节细胞的局在性分布进行研究。方法：本研究选用非疾病死亡的引产胚胎标

本 8例，胎龄 20-26周，在获取标本 1-4小时内，对标本进行灌流固定。其中 2例标本在手术显微镜下开颅取出三叉圣经节，石蜡

包埋、冰冻切片、HE染色、光学显微镜下观察、照相，用三位重建技术制作三维立体图片。其余 6例标本在手术显微镜下开颅、找

出三叉神经三大分支眼神经、上颌神经及下颌神经，各选 2例分别注入 DiI结晶体、在 37℃恒温箱内保存 3个月，取出标本、明胶

包埋、冰冻切片，在荧光显微镜下观察、照相，用三位重建技术制作三维立体图片。结果：① 眼神经的节细胞分布于神经节的前内

侧、下颌神经的节细胞在神经节的后外侧、上颌神经的节细胞位于眼神经和下颌神经节细胞之间。② 上颌神经和下颌神经节细胞

之间存在少量的重叠。结论：三叉神经节细胞在神经节内由前内侧向后外侧分别为眼神经、上颌神经、下颌神经的顺序排列；上颌

神经和下颌神经的起始细胞之间存在少量的重叠现象；三维重建图片结果显示人胚胎三叉神经节细胞即眼神经、上颌神经及下

颌神经的起始细胞存在明显的局在性分布特征。
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A Study on the Distinct Distribution of Trigeminal Ganglion in Human Fetus*

To study the distinct distribution of trigeminal ganglion cells in human fetus by three bit reconstruction

technique. 8 cases of human embryonic specimens which non-disease deaths of the fetus induced labor, gestational age 20

-26weeks, obtaining the specimen within 1 to 4 hours, and these specimens were fixed. 2 specimens, taking out the trigeminal ganglion

under the operation microscope, and the paraffin embedding, frozen section, HE staining, and take photos under optical microscope and

making 3D pictures with three bit reconstruction technique. In the rest 6 specimens, under operation microscope, finding out ophthalmic

nerve,maxillary nerve, mandibular nerve and inject with DiI respectively, to keep 3 months in incubator at 37 ℃ , and to take out these

specimens, gelatin embedding, frozen section and take photos under the fluorescence microscope and making 3D pictures with three bit

reconstruction technique. ① The ganglion cells of the ophthalmic nerve are located in the anteromedial region of the trigeminal

ganglion, the ganglion cells of the mandibular nerve are located in the posterolateral region of the trigeminal ganglion, the ganglion cells

of the maxillary nerve lie between the ophthalmic and mandibular ganglion cells.② There is a small amount of overlap between the max-

illary and the mandibular ganglion cells. The trigeminal ganglion cells are arranged sequentially from the anteromedial to

posterolateral, the ophthalmic, maxillary and mandibular nerves respectively in the trigeminal ganglion; There is a small amount of over-

lap between the initial cells of maxillary nerve and the mandibular nerve; These three dimensional reconstruction pictures indicate the

trigeminal ganglion cells in human fetus, the ophthalmic nerve, maxillary nerve and mandibular nerve initiating cells have the characteris-

tics of obvious distinct distribution.
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前言

1,1'- 双十八烷 -3,3,3'3'- 四甲基吲哚羰花青 - 高氯酸盐

(DiI-C18-(3)，简称 DiI）是毒性极小、不溶于水的紫红色晶体，是

一种具有高度亲脂性的羰花青染料之一。DiI在神经生物学、组

织细胞学和胚胎学研究方面已成为中常用的分子探针之一。随

着神经解剖学研究方法的进一步发展，DiI也在神经解剖研究

领域上被广泛应用[1-3]。l986年，Honig等[4]首次将 DiI应用于神

经系统的研究，成功地显示了 DiI特异性地标记神经元的突起

与胞体，并在神经纤维中进行逆行与顺行扩散。虽然我们的研

究团队对人类胚胎三叉神经节内细胞躯体定位和纤维走行等

方面进行了有些研究[5,6]，但对人类胚胎三叉神经节细胞局在性

分布方面，未发现任何详细的研究报告。本实验通过 DiI染色

技术和三维重建技术对人类胚胎三叉神经节细胞的局在性分

布进行研究。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究选用非疾病死亡的引产胚胎标本 8 例，胎龄为

20-26周，性别不限（根据胎儿 B超检测和孕妇末次月经日期

来计算并获得胎龄），在获取胚胎标本 1-4小时内，对胚胎标本

进行灌流固定。DiI染色晶体由日本医科大学和上海浩然生物

技术有限公司提供。

1.2 方法

1.2.1 标本固定 1-4小时内获取的新鲜胚胎标本，先打开胚

胎胸腔暴露心包区，然后切开胚胎心包完全暴露心脏及其连接

的大血管，将输液针头插入胚胎升主动脉处，在胚胎右心房处，

用剪刀切开一个小切口。使用 50 mL注射器连续推注 0.9 %生

理盐水 500 mL左右，然后再用 1500 mL左右的新鲜配制的 10

%福尔马林溶液灌注固定胚胎标本。灌注完福尔马林溶液后，

将胚胎标本继续放在新鲜配制的 10 %福尔马林溶液中进行固

定并室温下避光保存。

1.2.2 取材切片 2例 20周至 26周胚胎标本待完全固定后，

切取胚胎头部，用 PBS缓冲液冲洗干净后，沿胚胎头部耳廓上

方约 1 cm处环形去除头部皮肤及颅盖骨，然后切开硬脑膜，暴

露大脑，摘取左右大脑半球和间脑。在外科手术显微镜下充分

暴露胚胎脑干部分、找出三叉神经根和三叉神经节、切断跟脑

干所连接的三叉神经根处、取出三叉神经节，将胚胎三叉神经

节标本在 10 %福尔马林溶液（新鲜配置）中浸泡并进行固定

后，在干燥处避光保存，用于制作三叉神经节 HE染色切片及

三维立体图片。另外 6例胚胎标本用上述同样方法完全暴露脑

干，在外科手术显微镜下暴露三叉神经三大分支眼神经、上颌

神经及下颌神经。标本中选出眼神经 2例，上颌神经 2例和下

颌神经 2例作为目标神经。在目标神经下方垫一小块长条型封

口膜，离三叉神经节约 5 mm处，切开目标神经外膜，用插入针

取 DiI染色晶体，植入神经外膜内后并复位好神经外膜，再用

小镊子钳夹，使 DiI染色晶体能在神经纤维束内均匀扩散，最

后将目标神经根下方的封口膜抱住目标神经，然后用 7 %明胶

封闭，防止 DiI染色晶体向周围神经组织扩散。然后用锡箔纸

包裹植入 DiI染色晶体的胚胎标本放入 10 %福尔马林溶液中，

将标本在 37℃恒温箱中避光保存，等待 DiI染色晶体在目标

神经纤维束内完全扩散。3个月后，取出三叉神经节及其相连

的目标神经，明胶包埋、并使用恒冷切片机按 6 滋m厚度做连续
切片，最后用荧光显微镜(Motic BA-400)观察 DiI染色晶体在

胚胎标本中的扩散情况并照相采集图片，用三位重建技术制作

三维立体图片及分析结果。

2 结果

2.1 人胚胎三叉神经节细胞具有局在性分布

人类胚胎三叉神经节的连续切片通过 HE 染色后在光镜

下观察可以清楚地看到神经节细胞和神经纤维。在光镜下于

40倍视野采集图像，用自动成像技术组成每张切片的原图，然

后用 Adobe photoshop 7.0给每一张切片的神经根、及其分支及

细胞等用不同的颜色画出边界线。通过计算机三维重建技术进

行重建（图 1A）。在此图中显示神经节细胞从前内向后外呈半

月形分布，三叉神经的三大分支，感觉根和运动根以及运动根

的走行能清楚地观察到。图 1B-D图像为给眼神经，上颌神经

和下颌神经注入 DiI荧光标记物后，被标记的细胞通过荧光显

微镜观察并拍照，此图片与 HE染色后的图片进行组合再进行

三维重建的图片。图 1B为给眼神经注入 DiI后被标记的细胞

（蓝色）和未标记的细胞（粉红色）。图 1C为给上颌神经注入

DiI后被标记的细胞（蓝色）和未标记的细胞（粉红色）；图 1D

为给下颌神经注入 DiI后被标记的细胞（蓝色）和未标记的细

胞（粉红色）。

2.2 三叉神经三大分支注入标记物后神经节细胞分布比较

2.2.1 眼神经注入标记物后神经节细胞分布比较 给眼神经

注入标记物后的三维重建图片中被标记的神经节细胞用蓝颜

色表示，没有标记的神经节细胞用粉红色表示。图 2.1 A-D分

别为不同方向观察神经节细胞的分布部位。红色为眼神经，其

神经节细胞主要出现在神经节的前内侧，眼神经的根部。图 2.1

A-B为神经节的上面观，图 2.1 C-D为神经节的下面观。这些图

片中三叉神经节的位置，三叉神经的根三大分支都能观察到。

2.2.2 上颌神经注入标记物后神经节细胞分布比较 给上颌

神经注入标记物后的三维重建图片中被标记的神经节细胞（蓝

色）主要出现在神经节的中间部位，上颌神经的根部，上颌神经

为浅蓝色表示。图 2.2 A-B为神经节的上面观，图 2.2 C-D为神

经节的下面观。

2.2.3 下颌神经注入标记物后神经节细胞分布比较 给下颌

神经注入标记物后的三维重建图片中被标记的神经节细胞（蓝

色）主要出现在神经节的后外侧，下颌神经的根部，下颌神经为

绿色表示。图 2.3 A-B为神经节的上面观，图 2.3 C-D为神经节

的下面观。
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图 2.2 上颌神经注入标记物后三叉神经节细胞的三维重建图像

Fig.2.2 3D reconstruction image of trigeminal ganglion cells by maxillary nerve injected with DiI

注：粉红色:未标记的三叉神经节细胞 蓝色:被标记的三叉神经节细胞 橘黄色:三叉神经感觉根 黄色:三叉神经运动根 红色:眼神经 淡蓝色;上

颌神经 绿色:下颌神经

Note: Pink: unlabeled trigeminal ganglion cells Blue: labeled trigeminal ganglion cells Orange: the sensory root of the trigeminal nerve Red:

Ophthalmic nerve Light blue: Maxillary nerve Green: Mandibular nerve

图 1 人胚胎三叉神经节细胞的局在性分布

Fig.1 The distribution of trigeminal Ganglion cells in Human Fetus

注：粉红色:未标记的三叉神经节细胞 蓝色:被标记的三叉神经节细胞 橘黄色:三叉神经感觉根 黄色:三叉神经运动根 红色:眼神经 淡蓝色;上

颌神经 绿色:下颌神经

Note: Pink: unlabeled trigeminal ganglion cells Blue: labeled trigeminal ganglion cells Orange: the sensory root of the trigeminal nerve Red:

Ophthalmic nerve Light blue: Maxillary nerve Green:Mandibular nerve

图 2.1 眼神经注入标记物后三叉神经节细胞的三维重建图像

Fig.2.1 3D reconstruction image of trigeminal ganglion cells by ophthalmic nerve injected with DiI

注：粉红色:未标记的三叉神经节细胞 蓝色:被标记的三叉神经节细胞 橘黄色:三叉神经感觉根 黄色:三叉神经运动根 红色:眼神经 淡蓝色;上

颌神经 绿色:下颌神经

Note: Pink: unlabeled trigeminal ganglion cells Blue: labeled trigeminal ganglion cells Orange: the sensory root of the trigeminal nerve Red:

Ophthalmic nerve Light blue: Maxillary nerve Green:Mandibular nerve

3 讨论

三叉神经(trigeminal nerve)为十二对脑神经之中的第五对

脑神经，是混合性脑神经之一。三叉神经由两种纤维成分所组

成，一种是一般躯体感觉纤维，其神经元胞体位于颅中窝颞骨

岩部三叉神经压迹处、由假单极神经元组成的三叉神经节

（Trigeminal ganglion）内。三叉神经节的中枢突组成三叉神经感

觉根，在脑干脑桥臂和脑桥基底部交界处入脑，传到头面部触

觉的神经纤维终止于三叉神经脑桥核，传到温觉、痛觉的神经

纤维终止于三叉神经脊束核。三叉神经节的周围突分别组成三

叉神经三大分支眼神经（Ophthalmic nerve）、上颌神经（Maxil-

lary nerve）、下颌神经（Mandibular nerve）。另一种纤维是特殊内

脏运动纤维，起源于特殊内脏运动核之中的三叉神经运动核，

三叉神经运动核发出来的特殊内脏运动纤维成分组成三叉神

经运动根，从脑桥臂和基底部交界处出脑，纤维成分加入到三

叉神经第三大分支下颌神经内支配咀嚼肌等肌肉的运动[7]。眼

神经是感觉性神经，纤维成分为一般躯体感觉纤维一种，从三

叉神经节发出后，穿眶上裂入眶，发出额神经、泪腺神经及鼻睫
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图 2.3下颌神经注入标记物后三叉神经节细胞的三维重建图像

Fig 2.3 3D reconstruction image of trigeminal ganglion cells by maxillary nerve injected with DiI

注：粉红色:未标记的三叉神经节细胞 蓝色:被标记的三叉神经节细胞 橘黄色:三叉神经感觉根 黄色:三叉神经运动根 红色:眼神经 淡蓝色;上

颌神经 绿色:下颌神经

Note: Pink: unlabeled trigeminal ganglion cells Blue: labeled trigeminal ganglion cells Orange: the sensory root of the trigeminal nerve Red:

Ophthalmic nerve Light blue: Maxillary nerve Green:Mandibular nerve

神经等分支，传到眼裂以上头面部皮肤、结膜、眼球、部分鼻旁

窦粘膜等部位的一般躯体感觉信息。上颌神经是感觉性神经，

含一般躯体感觉纤维，经海绵窦外侧壁，穿圆孔出颅，发出眶下

神经、上牙槽神经，颧神经及翼腭神经等，分布于上颌牙、牙龈，

鼻腔粘膜等。下颌神经是混合性神经，其由特殊内脏运动纤维

和一般躯体感觉纤维组成，穿卵圆孔出颅，发出耳颞神经、颊神

经、舌神经、下牙槽神经及咀嚼肌神经，其运动纤维支配咀嚼肌

等；感觉纤维管理颞部、口裂以下的皮肤、舌前 2/3粘膜及下颌

牙和牙龈的一般感觉[8]。

DiI染色晶体是一种属于羰花青染料的，脂溶性较高的，不

溶于水的，能沿神经纤维进行逆行和顺行扩散、还能跟神经元

树突和轴突膜上的脂质膜容易结合的紫红色荧光染色晶体
[9,10]。DiI与神经元轴突和树突膜上的脂质的结合处于稳定状

态，DiI染色晶体也可以适用于甲醛固定后的标本，以能获得较

长稳定的染色效果。DiI染色晶体在神经系统标本内扩散 2年

时间后，也不能越过神经突触，DiI染色晶体在固定脑组织中沿

神经细胞质膜扩散速度比较慢[11,12]。Godement等[13]报道 DiI染

色晶体扩散速度大约 400 滋m/d，扩散距离也有限，一般最大距
离 10-12 mm左右，DiI在标本内扩散所需时间大约在 3个月左

右，对标本储存时间再延长，但对 DiI在标本内扩散变化也未

见到任何改变，因此本次实验研究确定 DiI染色晶体在胎儿标

本中的扩散时间定为 3个月。研究表明，目前 DiI主要应用于

鱼类视觉传导路[14]、小鼠三叉神经节[15]、小鸡[16]、大鼠[17,18]、人类

胚胎三叉神经[18-21]等脑神经核和脑神经的位置及其细胞形态分

布研究。

目前古丽尼沙·克力木等对鱼类三叉神经节[22,23]、面神经节
[24]、动眼神经[25]、滑车神经[26]、三叉神经运动核[27]、人类胚胎三叉

神经节[28]有不少的研究，他们光镜下观察到鱼类三叉神经节细

胞为大小不一的卵圆形或圆形细胞，三叉神经节内可以看到成

群分布的假单极或双极细胞，神经节外被以结缔组织膜；应用

三维立体图像可以发现鱼类三叉神经节细胞主要分布于运动

纤维的外侧，三叉神经运动纤维穿过三叉神经节，然后在下颌

神经内走行，三叉神经节细胞在神经节内后前（背腹）方向排列

组成一群细胞团[29]。

本实验结果显示人胚胎三叉神经节的连续切片通过 HE

染色后在光镜下观察可以清楚地看到神经节细胞和神经纤维；

在光镜下于 40倍视野采集图像，用自动成像技术组成每张切

片的原图，然后应用 Adobe photoshop 7.0给每一张切片的神经

根、及其分支、细胞等用不同的颜色画出边界线；通过计算机三

维重建技术进行重建，在此图中显示神经节细胞从前内向后外

呈半月形分布，三叉神经的三大分支，感觉根和运动根以及运

动根的走行能清楚地观察到。眼神经节细胞主要出现在三叉神

经节的前内侧与眼神经的根部；上颌经节细胞主要出现在三叉

神经节的中间部位与上颌神经的根部；下颌经节细胞主要出现

在三叉神经节的后外侧位与下颌神经的根部。以上结果说明三

叉神经节细胞在神经节内由前内向后外分别为眼神经、上颌神

经、下颌神经的顺序排列，上颌神经和下颌神经的起始细胞之

间存在少量的重叠现象，人胚胎三叉神经节细胞即眼神经、上

颌神经及下颌神经的起始细胞存在明显的局在性分布特征。
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