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摘要
:
应用过氧化物酶标记的链霉 亲和素 (

s

tre p ta vi di n 一

pe m 劝da se 简称 s
一

P 法 )免疫组织化学技术
,

用抗 5 一
经色

胺
、

生长抑素
、

胃泌素 书
一
内啡肤

、

胰高血糖素抗体对 日本鳗鲡的胃肠胰内分泌细胞进行研究
。

结果表明
: 日本

鳗鲡胃肠道各段均存在 5 一 HT 和 Som 免疫活性内分泌细胞
。

G as 细胞分布于 胃体部
、

幽门部和前肠
、

中肠 ; 胃

责门部和后肠未检出 Ga s 细胞
。

户
一
内啡肤

、

Gl
u
细胞在胃肠道各段均未检出

。

在胰腺中均 鉴别出 Gl
u
细胞和

Som 细胞
。
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近 20 年来
,

国内外学者已对无胃真骨鱼类和有 胃真骨鱼类消化道和胰腺 中的部分激素
,

利用免疫

细胞化学技术中抗原抗体反应的特异性和不可逆性准确地进行定位和鉴别
,

在鱼的消化系统 中鉴别出

n 种散在的内分泌细胞 [’
一 ’5 」

。

对多种鱼类的比较研究表明
: 鱼类胃肠胰中的内分泌细胞的种类和分布

是非常复杂的
,

充分显示内分泌细胞在鱼类消化道分布的多样性
。

本研究用 5 种抗哺乳动物血清对 日

本鳗鲡 胃肠胰内分泌细胞进行鉴别和定位
,

进一步丰富鱼类消化道比较内分泌学资料
,

为鱼类组织学和

消化生理研究等有关学科注人新的概念和内容
。

1
,

材料和方法

1
.

1 材料

日本鳗鲡 4 尾
,

每尾重约 4 00 9 左右
,

取 自福清渔溪养鳗场
,

断头放血
,

剖开腹腔
,

自下列消化道各段

取材 : 胃责门部
、

胃体部
、

胃幽门部
、

前肠
、

中肠
、

后肠和胰腺
。

用无水冰醋酸的 B ou in 氏液固定 24 h
,

常规

脱水透明
、

石蜡包埋
,

切片厚度 6 拌m
,

贴附于经多聚赖氨酸处理的玻片上
,

40 ℃烘干 24 h
。

1
.

2 主要试剂及药品

研究使用的胰高血糖素 (Gl u)
、

胃泌素(G 韶 )
、

生长抑素(So m )和 5
一

经色胺 (5
~

H T )4 种抗血清的工作

浓度分别为 1 :
50

、

1 : l(X x)
、

1 : 100 和 1 : 50
。

即用型免疫组织化学 S
一

P 试剂盒和以上一抗均购于福州迈新

生物技术有限公司
。

兔抗 p
一

内啡肤 (E N D )血清
,

工作浓度 1 ‘5 00
,

购于武汉博士德公司
。

1
.

3 5 一 P 的主要步骤

常规石蜡切片脱蜡至水
。

¹ 3% 玩q 室温孵育 5而
n ,

消除内源性过氧化物酶的活性 ; º 5 % 一 10 %

正常山羊血清室温中孵育 10 而n ,

消除非特异性抗体
; » 第一抗体 4℃过夜 ; ¼生物素标记的羊抗兔 lg G

血清 37 ℃孵育 10 ~
; ½ 辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素 37 ℃孵育 10 而n ; ¾ 3 ’ 一 3’

二氨基联苯二胺

盐酸盐 (D AB )室温中显示 10 m in ; ¿ 对照片以相应部位的连续切片并用 PB s 取代一抗血清
,

其余步骤均

按上述方法同步进行
。

1
.

4 观察
、

计数

在 ol ylr lP u s BH 一 2 显微镜下观察
、

鉴别
、

计数
、

显微摄影
。

对每个取材部位随机取 10 个视野计数
,

计算出每平方毫米内分泌细胞数
,

再将所有数据进行统计
,

算出平均值 ( X 士 SD )
,

以此表示内分泌细胞

的分布密度
。

2 结果

日本鳗鲡胃肠胰中 5 种内分泌细胞的定位情况及分布密度见表 1。
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表 1 日本鳗鲡胃肠胰中 5 种 内分泌细胞的分布 和密度

T a b
.

1 D is trib u tio n o f 5 ki n ds of
e

nd oc ri ne
ee li in t址 g韶吐ro-

e n te ro- Pa n c r ea tic sy st e m A
.

户p o n介a

C e U
. m ”1 一 2

内分泌细胞
eDd (祀ri D e C ell

贵门
Ca rd la

胃底
fu ll dU S

幽门
Pylo ru s

前肠
fo re g u t

中肠

mi dgU t

后肠 胰岛
Panc re a die islan d

5 一 经色胺 (5 一 H l
,

)

生长抑素(So m )

胃泌素(G as )

归一 内啡 肤 (EN D )

胰高血糖素(Gl u)

10 土 3
.

5

9 士 3

13 士 3

2 2 土 4
.

5

6 士 2
.

5

27 土 5
.

5

2 6 士 4

3 1 士 6
.

5

8 士 3

10 士 3
.

5

5 土 3

14 士 4
.

5

5 土 2

偶见 litt le

hin d g u t

2 1 士 4

63 士 13

92 士 25

注
: “ 一 ”

表示 阴性反应 Note
s : “ 一 ”

me an s n eg ati ve r

eac ti on

5 一 狂色胺 (5 一 HT )细胞
: 5 一

irr 细胞分布于 胃粘膜上皮细胞之间
,

细胞 胞体较大
,

细胞呈纺锤形
、

三角形
、

长梭形
,

可见一胞突从上皮细胞之间伸向胃腔(图版 一 1
,

2 ) ;在消化道各段均有分布
,

胃责 门部
、

胃体部分布较少
,

胃幽门部分布较密集 (图版 一 3 ) ; 5 一
HT 细胞在前肠分布最少

,

中肠
、

后肠呈逐渐增多

的趋势
。

胃贵门部和胃体部的胃腺未见 5 一 H T 细胞分布
,

胃幽门部的幽门腺腺泡上皮细胞之间有 5 一

HT 细胞
,

细胞形态同胃粘膜上皮的 5 一 HT 细胞大体相同
,

游离端突起伸达腺腔 (图版 一 3 ) ; 少量分布于

胃固有层结缔组织中
,

细胞体积较小
,

呈球形或不规则形 (图版 一 2 )
。

肠道 5 一 H l
,

细胞主要位于粘膜上

皮细胞之间和固有膜结缔组织中
,

胞体较小
,

细胞呈长柱形
、

锤形
、

球形和不规则形
,

在肠上皮细胞之间

的 5 一 H T 细胞
,

可见有的胞突直接开 口于肠腔 (图版 一 4
,

5 )
。

胰腺未检出 5 一 H T 阳性细胞
。

生长抑素(So m )细胞
:

胃体部和胃幽门部分布密度较高 (图版 一 7
,

8)
,

胃责门部
、

肠管各段分布密度

低
,

尤其是后肠最少
。

So m 细胞在 胃主要分布于胃粘膜上皮细胞之间
,

细胞呈锤形
、

三角形和梭形
,

游离

端也有突起伸向胃腔 (图版 一 6
,

7 ) ; 胃腺只有幽门腺腺泡细胞之间有 So m 细胞分布
,

细胞形态与 胃粘膜

上皮的 So m 细胞相同
,

游离端也有突起伸达腺腔 (图版 一 8 )
。

肠道 So m 细胞分布于粘膜上皮细胞之间

和固有膜结缔组织中
,

肠粘膜上皮细胞之间 So m 细胞多呈长梭形
,

胞突伸 向肠腔 (图版 一 9 )
,

固有膜 中

的 Som 细胞多为球形或不规则形
。

So m 细胞分布于胰腺的胰岛
,

呈分散分布
,

细胞形状不规则
,

胞突相

连似网状 (图版 一 10 )
。

胃泌素 (Ga
s )细胞

:

分布于 胃体部
、

幽门部和前肠
,

其中以幽门部分布最为密集 (图版
一 12)

,

中肠偶

见 G as 细胞分布
,

而胃责门部和后肠未见 G a s 细胞分布
。

G as 细胞在胃体部分布于粘膜细胞之 间
,

细胞

为梭形
、

三角形
,

游离端突起伸向胃腔(图版 一 1 1 ) ;少 量分布于固有膜结缔组织 中
,

细胞为球形
,

未见突

起
。

胃幽门部 G a s 细胞分布于粘膜上皮细胞之间与幽门腺腺泡细胞之间
,

细胞呈梭形
,

三角锥形
、

梨形
、

游离端的突起分别伸达胃腔和腺腔(图版 一 12
,

13 ) ; 固有膜有少量 G a s 细胞
,

为卵圆形
、

不规则形
。

肠道

G as 细胞位于肠粘膜上皮细胞之间
,

细胞有长条形
、

梭形
,

游离端有突起伸达肠腔 (图版 一 14 ) ; 固有膜

G as 细胞很少
,

细胞形态不规则
。

胰高血糖素(Gl u) 细胞
:

分布于胰腺的胰岛
,

有分散分布
,

也有成团分布
。

细胞形状呈圆形
、

卵圆形

和不规则形(图版 一 1 5 )
,

胰高血糖 (Gl u) 细胞在消化道各段均为阴性
。

p 一 内啡肤 (E N D ) 细胞在消化道

和胰腺均未检出
。

所有对照片均为阴性反应
。

3 讨论

鱼类 5 一 H T 细胞在胃肠道的分布情况
,

有 胃真骨鱼和无胃真骨鱼存在很大差别
。

5 一 H T 细胞在 8

种无 胃鱼的肠 中均未发现 比 ,9, ‘2 〕
,

而在有胃鱼的消化道均有分布 〔‘“
,

”
,

‘“
·

l4]
。

本研究 的 日本鳗鲡 胃肠道

均有 5 一 H T 细胞分布
,

与上述有胃鱼相似
。

日本鳗鲡 5 一 HT 细胞以 胃幽门部密度最高
,

前肠密度最低
,

中肠
、

后肠阳性细胞密度又上升
,

后肠达到较高密度
,

与其他作者报道 的略有不同I‘“
,

‘,
,

’”
,

‘4 1
。

幽门部含

大量 5 一 H T 细胞分泌 5 一 H T
,

能刺激 胃肠粘液分泌
,

平滑肌收缩和血管扩张
,

对消化功能有很强的调节

作用 〔‘“〕;而后肠主要功能为排便
,

日本鳗鲡 5 一

盯 细胞在后肠密度较高
,

这种分泌型可能与 5 一

HT 调
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节肠道运动以利于排便的功能是一致的
。

so m 细胞在有胃鱼消化道的分布已有一些报道 t’”
,

‘”
,

’4 }
。

但分布型亦有差别
,

河妒 (Pe 。刀, 沁1115 )

和云斑胡(Ame iu 、 ne b!dos us )
、

短盖巨脂鲤 (肠之
。“o

lna braC h卿mu
。

)3 种鱼
,

so m 细胞仅存在 胃粘膜
,

肠道

中未见到〔
‘

,

‘“〕;尼罗罗非鱼 (几之即她 ni 如ica )
、

级 (sin 咖rca ch‘
i)整个胃肠道均有 so m 细胞分布 [’“

,

’4〕
,

但也有报道有 胃鱼姑 (si lu o aso
tus )

、

乌鳗 (’Cha n na a嗜uS )和大 口黑妒 (对动兀切扼、 sa lmo 玩份‘ )消化道粘膜

均未见到 so m 内分泌细胞〔
’ZJ

。

日本鳗鲡胃肠道均有较多 so m 细胞分布
,

以胃体部和 胃幽 门部最多
,

且分布于粘膜上皮细胞之间

和胃幽门腺腺泡细胞之间
,

多数细胞有一突起伸 向胃腔或腺腔
,

呈开放型
。

当 胃内 pH 值下降时
,

so m

细胞受刺激而释放生长抑素
,

从而抑制 G as 细胞释放胃泌素
,

降低壁细胞 的胃酸分泌等I’6 〕
。

显然
,

日本

鳗鲡 So m 细胞分布特点
,

对 胃肠功能的调节具有重要意义
。

C超 细胞在鱼类消化道分布的研究报道较多
,

先前研究 已证实 9 种鲤科鱼类的肠道中
,

C” 细胞大

多在前肠前段 (肠球部 )分布 [3, 4
,

6,8
,

’2〕;在有 胃鱼级鱼
、

尼罗罗非鱼
、

短盖巨脂鲤
、

鱿和大 口黑妒胃中均未

发现 Gas 细胞 [’”
·

11, ’4〕
。

而乌鳗的胃体部和幽门部有较多 Gas 细胞分布I川
。

本研究在 日本级鲡胃体部
、

幽门部
、

前肠和中肠均有 G 韶 细胞分布
,

根据 已研究的结果
,

说明鱼类 胃肠道 C朋 细胞分布情况存在很

大差异
。

G 韶 细胞分泌 胃泌素主要生理功能是刺激 胃酸
、

胃蛋白酶分泌
、

胃窦收缩
,

增加 胃粘膜血流

量〔‘了1
。

日本鳗鲡 G as 细胞 胃幽门部密度最大
,

前肠次之
,

中肠偶见
,

后肠没有
,

胃
、

前肠是主要的消化吸

收场所
,

需依靠胃泌素来调节消化吸收功能
。

因此
,

G 朋 细胞分布型与其功能是相一致的
。

根据形态学特征
,

消化道内分泌细胞分为两类
:一类是开放型细胞

,

该类细胞的突出特点是都有较

长的胞突通向消化腔 ; 另一类是闭合型细胞
,

该类细胞多呈圆形
,

与消化腔无直接联系圈
。

日本鳗鲡 5

一

HT 细胞
、

So m 细胞和 G 韶 细胞
,

大多数呈梭形
、

纺锤形和三角形
,

细胞都可见较长的胞突伸向胃肠腔

或胃腺腔
,

显然属于开放型细胞
。

这类细胞可通过其较长的胞突直接感受消化腔内内容物的刺激而分

泌
,

从而调节胃肠功能的活动
。

而 日本鳗鲡 5 一 H T 细胞
、

So m 细胞和 C a s 细胞
,

少量分布于 胃肠粘膜固

有层
,

细胞呈圆形或不规则形
,

很少见有胞突
,

与胃肠腔
、

腺腔无直接联系
,

属于闭合型细胞
。

这类细胞

可能是通过感受局部组织内环境变化和消化腔内容物压力的刺激而分泌 [ ’8〕
。

但也有人认为这类细胞

是由于切片所致而缺少胞突F0]
,

这还有待今后深入研究
。
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图版说明 E x Pla n a ti o n of Pl ate

1
.

胃责门部 5 一 经色胺细胞(箭头 )
, x 创X) ; 2

.

胃底部 5 一经色胺细胞(箭头 )
. x 创x , ; 3

.

胃幽门部 5 一轻色胺细胞(筋头)
, x 100

;

4
.

前肠 5 一 径色胺细胞(箭头)
,
减 《幻 ; 5

.

后肠 5 ‘ 经色胺细胞(箭头)
, x 《泊 ; 6

.
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.
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, x 100

; 8
.
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; 9
.
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.
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