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摘要 :用链霉亲和素- 生物素化过氧化物酶复合物( strept avidin biotin-peroxidase complex, SABC)免疫细胞化学方

法,使用促性腺激素释放激素 ( gonadotropin- releasing hormone, GnRH) , 促性腺激素释放激素受体 ( gonadotropin-

releasing hormone receptor , GnRHR) 2 种抗血清对黄颡鱼( Pelteobagrus fulvidraco )和鲇( Silurus asotus)的食道、贲门、胃

底、幽门、前肠、中肠、后肠和胰中的免疫活性内分泌细胞进行了定位。结果表明: 在鲇的食道、胃、肠、肠固有膜、

肠肌间神经丛、胰腺和胰岛中均存在着 GnRH 和 GnRHR免疫活性阳性反应; 黄颡鱼消化系统中除了在食道和胰

岛中未见GnRH 和GnRHR 的免疫活性阳性反应外,其他部位均有阳性反应,而且 GnRH 和GnRHR分泌细胞的分

布模式相类似。说明胃肠道中 GnRH 分泌细胞可能以自分泌或旁分泌方式参与消化功能的调节。本研究首次

证实在鱼类的消化系统中存在着 GnRH 及其受体的免疫活性内分泌细胞,可为 GnRH 功能的多样性等研究领域

提供新的形态学依据。
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GnRH and GnRHR in the digestive system of two teleosts
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Abstract: By using the strept avidin biotin-peroxidase complex( SABC) immunocytochemical staining technique,

the immunoreact ive endocrine cells in the esophagus, cardia, fundus ventriculi, pylorus, foregut, midgut,

hindgut, pancreas and liver of oriental sheatfish( Silurus asotus ) and yellow catf ish( Pelteobagrus fulvidraco) were

localized with 2 kinds of antisera-gonadotropin releasing hormone ( GnRH) and gonadotropin releasing hormone

receptor( GnRHR) . The result showed that there was GnRH and GnRHR immunoreactive positive reaction in the

esophagus, stomach, intestinum, membrana propria, nerve plexus in myenteron, pancreas and pancreatic island of

S. asotus and in the digestive system of P. fulvidraco, and the immunoreactive positive reaction of GnRH and

GnRHR was also found in all parts except in the esophagus and pancreatic island, and the distributive patterns of
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GnRH and GnRHR are similar. It is suggested that the GnRH in the gastrointestinal tract may participate in

modulation the digestive function via autocrine or paracrine mechanism. It is demonstrated for the first time that

there are GnRH and GnRHR immunoreactive endocrine cells in the digestive system of fishes. It provided new

morphological basis for the research f ield of the functional diversity of GnRH.

Key words: Silurus asotus ; Pelteobagrus fulvidraco ; gonadotropin-releasing hormone ( GnRH) ; gonadotropin-

releasing hormone receptor( GnRHR) ; immunocytochemsitry

  促性腺激素释放激素( GnRH)是一种十肽结

构的神经激素, 分泌 GnRH 的细胞主要分布在下

丘脑。GnRH以神经分泌方式从神经末梢释出,分

泌到垂体门静脉中的 GnRH 可对垂体促性腺激素

的合成和释放起重要的调节作用
[ 1]
。随着对这一

领域研究的深入, 学者们发现在下丘脑以外的许

多器官中也存在 GnRH, 而且不同器官中的 GnRH

具有不同的功能[ 2]。有研究者用免疫细胞化学技

术在大鼠的胃肠中发现存在 GnRH 免疫活性细胞

和神经[ 3] ; 在大鼠颌下腺的上皮细胞等处见到

GnRH的免疫活性阳性反应[ 4] ;在大鼠的胸腺内发

现GnRH 免疫活性阳性细胞的存在
[ 5]
。GnRH 是

通过特异膜受体的介导发挥生理作用,生殖轴的

各个器官都含有 GnRHR。上世纪 70 年代末相继

在生殖轴之外的组织中发现有 GnRHR的存在[ 6] ,

如在大鼠的胃肠上皮细胞中存在着较强的GnRHR

免疫阳性反应[ 7] , 这些研究结果证明了 GnRH 功

能的多样性。目前未见有关对鱼类消化系统中

GnRH 及其受体进行同步研究的报道。本研究可

为组织学、生理学、内分泌学等相关学科提供新的

资料,可为神经- 内分泌系统、脑- 肠肽等学术理

论及 GnRH功能的多样性提供新的形态学依据。

1  材料与方法

1. 1  取材制片

黄颡鱼和鲇成鱼各 10尾,购自武汉市大东门

水产市场。清水中暂养 24h, 鲜活时解剖, 依次取

出食道、贲门、胃底、幽门、前肠、中肠、后肠、胰脏

等部位,立即投入 Bouin 氏液中, 固定 12h 后修块

整理,再投入 Bouin氏液中固定 12h,共固定 24h,

梯度酒精脱水,二甲苯透明,低度石蜡( 52~ 54 e )

包埋,切片6Lm,明胶贴片, 40 e 烘片24h, 入4 e 冰

箱中备用。

1. 2  试剂
抗血清和主要试剂见表 1。

表 1 抗血清和主要试剂情况

Tab. 1 The major antisera and reagents

抗血清与试剂
ant isera & reagents

来源
sources

工作浓度
dilutions

功能
functions

兔抗GnRH 血清
rabbit ant-i GnRH

中国科学院动物所
Inst itute of Zoology, Chinese Academy of Sciences

1B100 一抗
primary antiserum

兔抗 GnRHR血清
rabbit ant-i GnRHR

第四军医大学
The Fourth Military Medical University

1B100 一抗
primary antiserum

正常山羊血清
normal goat serum

武汉博士德生物工程有限公司
Wuhan Boster Biological Technology Ltd.

1B50 消除非特异性反应
eliminated non-specific immunity reaction

生物素化二抗
Bio-IgG

武汉博士德生物工程有限公司
Wuhan Boster Biological Technology Ltd.

1B100 标记长臂生物素
labeling long arm biotin

SABC复合物
SABC complex

武汉博士德生物工程有限公司
Wuhan Boster Biological Technology Ltd.

1B100 与抗体结合起放大作用
combining with ant ibody and amplif ication action

3, 3. - 二氨基联苯胺
DAB

日本株式会社同仁化学研究所
Tongren Chemical Institute of Japan

0. 05%
显色剂

chromogenic agent

1. 3  免疫细胞化学方法

( 1)以上切片经二甲苯脱蜡, 梯度酒精下行入

水后, 于 3% H2O2/ PBS 溶液于室温中处理 5min,

以消除内源性过氧化物酶活性。

( 2) 正常山羊血清 ( 1B50) 在 37 e 下孵育
20min,以封闭非特异性第二抗体的结合。
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( 3)滴加该抗原的抗血清(一抗) , 在 4 e 下孵
育过夜后。

( 4) 加 1B100 生物素化二抗在 37 e 孵育

20min。

( 5)加 1B100SABC复合物 37 e 孵育 20min。

( 6)用 0. 05%的 DAB在含有 0. 01% H2O2的

0. 05mol#L- 1 Tris- HCL 缓冲液( pH 7. 6)中显色。

以上所有过程均在湿盒中进行,并保持 pH为

7. 3。阴性对照片以上述切片的连续切片用正常血

清取代一抗进行孵育, 其它各步骤均与上述步骤

同步进行。免疫染色完成后,脱水、透明、封片,于

Olympus光学显微镜下观察,彩色显微摄影。

2  结果

本实验中的阳性反应在细胞质上表达呈棕

色,胞核呈阴性不着色; 由于底物的原因, 背景呈

浅黄色。所有的对照片各部位均呈阴性反应。

GnRH及其受体的免疫活性阳性细胞(简称

GnRH细胞和 GnRHR细胞)在黄颡鱼和鲇 2种鱼

的消化系统中各部位的分布及密度见表 2。其中

鲇从食道至肠道各段均有 GnRH 及其受体的免疫

活性阳性反应;在黄颡鱼的消化道中, 除了食道和

贲门之外的胃肠道中都有 GnRH 及其受体的免疫

活性阳性反应(表 1)。在鲇的食道和贲门上皮细

胞中可见到 GnRH 细胞的存在 (图版- 1)。而

GnRH 细胞在黄颡鱼和鲇胃底、幽门的上皮(图版

- 2)、胃底腺中(图版- 3)有较高的分布密度; 在

肠和肠固有膜中亦可见到 GnRH 细胞的分布(图

版- 4, 5) ; 2种鱼的胰腺中均可见到 GnRH细胞的

稀疏分布,阳性反应强度不大(图版- 6)。

GnRHR细胞广泛存在于鲇的消化道中 (表

2) ,特别是在食道复层上皮中分布较密(图版-

7)。在鲇和黄颡鱼 2 种鱼的胃上皮和胃腺中

GnRHR细胞的分布密度也很大(图版- 8, 9) ,肠上

皮间的阳性细胞则分布稀疏(图版- 10) , 同时见

到有 GnRH受体免疫活性阳性反应在鲇胰岛中所

表现(图版- 11) , 肠肌间神经丛及副交感神经节

细胞亦呈 GnRH受体免疫活性阳性(图版- 12)。

表 2 2种鱼消化系统中 GnRH和 GnRHR的分布

Tab. 2 The distributions of GnRH and GnRHR in the digestive system of two fishes

部位
parts

黄颡鱼 P . fulvidraco

GnRH GnRHR

鲇 S . asotus

GnRH GnRHR

食道上皮/食道腺
esophageal epithelium/esophageal gland

- / - - / - + + + / - + + + / -

贲门上皮/贲门腺
cardiac epithelium/ cardiac gland

- / - - / - + + / - + / -

胃底上皮/胃底腺
fundus epithelium/ fundus gland

+ / - + + + / + + + + + / + + + + + + / -

幽门上皮/幽门腺
pyloric epithelium/ pyloric gland

+ + / + + + + + + / + + + + + / + + + + / + +

前肠上皮/固有膜
f oregut epithelium/ membrana propria

+ / - + + / - + + / + + / +

中肠上皮/固有膜
midgut epithelium/ membrana propria

+ / - + / - - / - - / -

后肠上皮/固有膜
hindgut epithelium/ membrana propria

- / - + / - - / - + / -

胰腺/胰岛
pancreas/ pancreatic island

+ / - - / - + / + + / +

肠肌间神经丛
nerve plexus in myenteron

- + - +

  注: + + + 表示阳性细胞在 30个以上/每一个 10@ 10的视野中; + + 表示 11~ 29个阳性细胞; + 表示少于 10个阳性细胞; - 表示未

见阳性细胞

Notes: + + + show ed above 30 positive cells in one f ield 10@ 10; + + showed 11- 29 positive cells; + showed below 10 positive cells; - no

positive cell s were found
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3  讨论

大量研究证明, 胃肠道粘膜中存在许多散在

分布的内分泌细胞,可以分泌多种激素,已被认为

是体内最大、最复杂的内分泌器官
[ 8]
。在淡水鱼

类的胃肠胰中已鉴别出 13种免疫活性内分泌细

胞[ 9, 10]。在哺乳动物消化系统中也有了关于

GnRH鉴别和定位研究的报道
[ 3, 11]

,但鱼类消化系

统中是否存在 GnRH 还未见报道。本研究观察到

GnRH免疫活性内分泌细胞在鲇和黄颡鱼消化系

统中的分布, 从形态学上证实鱼类的胃肠胰也是

鱼体内 GnRH 来源的重要场所之一。GnRH 可作

为神经激素、神经递质和神经调质[ 1] ,而分布在不

同器官中的 GnRH 作用也不同。视网膜 GnRH作

为一种神经递质能增强节细胞对颜色刺激的敏感

性
[ 2]
; 胎盘绒毛 GnRH调节绒毛膜促性腺激素等

多种绒毛激素的释放[ 12] ; 广泛分布在哺乳动物胃

肠胰中 GnRH 对消化生理起重要的调节作用[ 11]。

本研究不但见到 GnRH 的免疫活性阳性, 同时还

观察到 GnRH 受体的免疫活性阳性反应, 证实了

GnRH对鱼类的消化生理起着重要的调节作用。

GnRH在体内的重要功能是由 GnRH 受体介

导的, 要知道 GnRH 是否对某一组织细胞有功能

意义, 必须要先了解这种组织细胞是否含有 GnRH

的受体。下丘脑- 垂体- 性腺轴的各个器官都含

有GnRH受体, GnRH 在其受体的介导下对生殖器

官发挥重要的调节作用[ 6、7]。而在鲇和黄颡鱼的

脑、垂体和卵巢中也观察到了 GnRH 受体的免疫

活性阳性反应[ 13] , GnRH 在鱼类生殖生理活动中

所起的重要作用已众所周知。最新的研究报道了

哺乳动物消化系统中存在 GnRH 受体及 GnRH-

mRNA[ 3, 7], 但是鱼类的消化系统中是否具有

GnRH受体, GnRH对鱼类消化系统是否有功能意

义均未见报道。本实验对 2种鱼的研究发现在食

道上皮、食道腺、胃上皮、胃腺、肠上皮、肠固有膜、

胰腺、胰岛和肠肌间神经丛等部位均存在 GnRH

受体的免疫活性阳性反应; 它们在 2种鱼消化系

统中的分布部位有一定的差异,这可能与食性的

不同有关, 但是在每种鱼中 GnRH 及其受体的分

布模式具有很高的相似性, 说明 GnRH 能以自分

泌或旁分泌的方式[ 3, 4, 7] , 对上述器官的功能进行

局部调节。鱼类的食道有对食物的选择和分泌粘

液以助食物吞咽的功能, 胃小凹上皮的主要功能

是分泌粘液,胃底腺壁细胞主要产生胃酸。肠上

皮细胞主要参与胃肠道蠕动的调节, 胰主要分泌

消化酶等; 本研究证实以上部位都有 GnRH 受体

的分布, 提示鱼类 GnRH 对胃肠胰系统的功能也

有广泛的调节作用, 也进一步地证实了鱼类胃肠

胰内分泌系统几乎与哺乳动物的是一样的复杂。

关于鱼类消化道粘膜中 GnRH的来源还需作进一

步的研究, 如果用免疫细胞化学原位分子杂交技

术鉴别出 GnRH- mRNA杂交信号,就能确定消化

道粘膜上皮细胞可以自身合成GnRH。
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图版说明    Explanation of Plate

1. 鲇贲门上皮中 GnRH 免疫活性阳性细胞的分布, @ 200; 2.鲇胃底上皮中 GnRH 免疫活性阳性细胞的形态, @ 400; 3. GnRH

免疫活性阳性细胞在黄颡鱼幽门腺中的分布, @ 100 ; 4. GnRH 免疫活性阳性细胞在黄颡鱼肠上皮中形态, @ 400; 5.鲇肠固有

膜中 GnRH 免疫活性阳性细胞形态, @ 400; 6.鲇胰腺中一个 GnRH 免疫活性阳性细胞形态, @ 400; 7. GnRH 受体免疫活性阳

性在鲇食道中分布, @ 100; 8. GnRH 受体免疫活性阳性在鲇胃上皮中分布, @ 100; 9.几个 GnRH 受体免疫活性阳性细胞在黄

颡鱼胃底腺中分布, @ 400; 10.一个 GnRH 受体免疫活性阳性细胞在鲇肠上皮中形态, @ 400; 11.鲇胰岛中GnRH 受体的免疫

活性阳性表达, @ 400; 12.鲇肠肌间神经丛的 GnRH 受体免疫活性阳性表达, @ 100

r 免疫活性阳性细胞;x GnRHR 免疫活性阳性神经纤维;X 消化道腔; * 固有膜层; w纵肌; v环肌; n杯状细胞; �胰

岛; m 胰腺

1. Distribut ion of GnRH immunoreact ive positive cells in the cardiac epithelium of S . asotus , @ 200; 2. Morphology of GnRH

immunoreact ive positive cells in the fundus epithelium of S . asotus, @ 400; 3.Distribution of GnRH immunoreactive posit ive cells in the

pyloric gland of P. fulvidraco, @ 100; 4.Morphology of GnRH immunoreactive positive cells in the intestinal epithelium of P. fulvidraco,

@ 400; 5. Morphology of a few GnRH immunoreactive positive cell s in the intestinal membrana propria of S . asotus , @ 400; 6.

Morphology of a GnRH immunoreactive positive cell in the pancreas of S. asotus, @ 400; 7. Distribution of GnRHR immunoreactive

positive cells in the esophageal epithelium of S . asotus , @ 100; 8. Distribut ion of GnRHR immunoreactive positive cells in the gastric

epithelium of S . asotus , @ 100; 9. Distribut ion of a few GnRHR immunoreact ive positive cells in the fundus gland of P . fulvidraco, @

400; 10. Morphology of a GnRHR immunoreact ive positive cell in the intestinal epithelium of S . asotus, @ 400; 11.Expression of GnRHR

immunoreact ive positive in the pancreat ic island of S. asotus, @ 400; 12. Expression of GnRHR immunoreactive posit ive in the nerve

plexus in myenteron of S . asotus, @ 100

r Immunoreactive positive cell ; x GnRHR immunoreactive neurofibrae; X Lumen of digest ive tract ; * Membrana propria; w

Musculus longitudinalis; vMusculus circularis; n Goblet cell; �Pancreatic island; m Pancreas
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