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鳞
、

墉
、

银螂和团头鱿肠道内分泌细胞中
� 种肤激素的免疫组化研究

’

潘黔生 方之平” 赵雅心 程汉良 白雪梅
�华中农业大学水产学院

,

武汉 � �  � ���

提 要

应用 � � � 免疫组化技术
,

用抑胃多肤
、

�一经色胺和内啡肤 � 种哺乳动物抗血清对维
、

缩
、

银卿和团头鱿的肠粘膜中内分泌细胞进行了检测
。

结果 � 种鱼的肠粘膜中均有抑胃多肤

免疫反应内分泌细胞存在
,

但未发现 �一经色胺和内啡肤的免疫反应
。

抑胃多肤免疫反应内

分泌细胞主要分布在前肠前段
,

并单个地散布在肠褶顶部上皮细胞与杯状细胞之间
,

多呈长

梭形
。

本文比较了不同食性鱼类和其他动物肠道抑胃多肤免疫反应内分泌细胞的分布规律
,

讨论了用 � 一经色胺和内啡肤免疫染色的结果
。

关键词 维
,

编
,

银纫和团头舫
,

肠道
,

抑胃多肤免疫反应内分泌细胞
,

免疫组织化学

抑胃多肤 �� � ���� � �� �� � ��� �� �� �������� �
,

� ���作为一种独立的激素在六十年代已

被提取出来
,

并阐明其化学结构
。

它是一种经典的胃肠激素
,

一直被认为具有抑制胃酸分

泌的作用
,

八十年代以来对 � �� 的释放和作用等研究取得了较大进展
,

引起了广泛关

注【
’】

。

由于抑胃多肤在胃肠中的作用与胃泌素 �� �� �� !∀ 刺激胃酸分泌的作用相反 �� 
,

因

而与食物的消化
、

吸收
、

营养等密切相关
。

用免疫细胞化学分类法将含有 � �� 的细胞命

名为 � 细胞 �� 
,

主要分布在十二指肠和空肠粘膜内
。

王志均等提出消化道粘膜是动物体

内最大
、

最复杂的内分泌器官���
。

� � � � � �� 认为鱼类消化道内分泌系统几乎与哺乳动物

的一样复杂
�

作者曾用 �� � �� �� �
� �� � � 一� � ��一� � �  ! �� � � �法对鲤 �伪刀

��� � �  !塑�’� �
�

�
、

青鱼 �材少�� ��妙馆� ��
� 夕�� ��� �侧 �� � �� ��  �】和草鱼【� ��� 即�� 理雌� �� � 比份��� � �� � � ��� � �

� � �� �� �� �� �� �� 种不同食性鱼的肠粘膜中抑胃多肤免疫反应内分泌细胞进行过描述��,� ��

使用 � �� �� � �� �� 一� �� ��� 一�� �  ! �� � �  ! � � ��� �免疫染色技术对鳞 �双�夕即���
�
�� �’�� �勺

�

� � �� ���� �� � � �� � �� � � �� � ��� � � �  �』
、

编【注��� ��� ��勺 � �  ���� �瓦�� � � ��� � �」
、

银卿【��
�

��� �’��
� �� ��� ��� � � �� �和团头鱿 �材跟� �� �� ��

� � � �妙� �� �� ��  !�� � 种鱼肠粘膜中内分泌细胞进

行过鉴别和定位的研究���� ��
。

本文报道了对以上 � 种鱼肠中 � �� 免疫反应内分泌细胞定

位研究的结果
,

并与鲤
、

青鱼
、

草鱼的研究结果进行了比较
,

为鱼类肠道 � 细胞较完整的

�

国家自然科学基金资助项目
� �
华中农业大学畜牧兽医学院

��� � 年 � 月 � � 日收到 � �� �  年 � 月 � 日修回
。
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形态学研究以及鱼类比较解剖学
、

鱼类内分泌学提供较全面的基础研究资料
。

� 材料和方法

� � 取材及制片 鳞
、

鳍
、

银螂和团头鱿各 � 尾
,

重 �� �一�� �
,

取自本校水产养殖场
,

清水

中饲养 � �
,

待肠道内容物除净后鲜活时剖腹
,

肠道的取材及制片均按免疫组织化学方法

的要求处理��一��
。

� � 抗血清及主要试剂 � 兔抗 � �� 血清
,

工作浓度 � � �� ��
,

英国 � � ��� ���
,

��� ��
,

�� �� 实验室产品
,

由中国农业大学兽医学院提供
。

� 兔抗 �一经色胺 ��一�� ��
� �� �� � ��  ��,

�一� � � 血清
,

工作浓度 � � ����
,

来源同上
。

� 兔抗内啡肤 �� � � � �� �� � �
,

� � � �血清
,

工作

浓度
·

� � ���
,

来源同上
。

�� � � � �� 药盒 �
,

美国 � �� ��� 试剂公司产品
。

� �’一�’一二氨基

联苯二胺盐酸盐 �� � ��
,

日本株式会社同仁化学研究所制品
,

群马大学内分泌研究所井

上金治博士赠送
。

� �  ! � 免疫组化技术的主要步骤 � �� � �� �一甲醇于室温中 �约 �� ℃
,

下同�处理
��� �� �封闭内源性过氧化物酶 �

。

� 正常山羊血清室温中孵育 �� � � �杜绝非特异性反

应 �
。

� 分别加人抗血清后孵育 �� � �� ℃ �
。

�滴加生物素—抗血清复合物于室温中孵育

��� ��
。

� 滴加 � �� 复合物
,

室温中孵育 �� � � 
。

以上 �步均保持 � �  
�

�和潮湿环境
。

�

以 � � �
�

� � �� �一� � � 缓冲液配制的 � � � 在室温中显色 �� � �� � 内含 �� �� � 过氧化氢
、

� � � 浓度为 �
�

�� �
。

� 对照片
,

用 �� � �� �  
�

�� 代替一抗血清的相邻切片作同步处理
�

��� 观察及计数 与作者以前所报道的方法相同��  ��
。

� 结果

� 种鱼前肠中均出现 � �� 免疫反应细胞
,

中肠至直肠部位呈阴性反应
。

用 �一� � 和

� � � 抗血清进行免疫组化染色
,

� 种鱼的肠道以及全部对照片均呈阴性反应
。

� � �
�

�

裹 � �种鱼肠枯腆中 � 细胞的分布密度 �细胞数 � � � ��

� � �  ��� � � � �� ��� �� ��� � � �� �� �� �一m u e o sa in 4 spe cle s o f fi she s (ce lls / m m 勺
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an士 S D ) :
* *
未见到阳性细胞 P

ositive Ce lls not fo und

阳性细胞散布在肠粘膜上皮中(图 l)
,

密度较小
。

在 1号样本缩的前肠前段可见到几

个排列较密的阳性细胞(图 2)
,

它们大多分布于肠褶顶部(图 2
、

3

、

5)

,

4 种鱼 G IP 免疫反应

细胞 (K 细胞 )的分布密度列于表 1
。

部分 K 细胞的胞体较圆
,

胞突较短
,

明显区别于周
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3 讨论

尽管对哺乳动物的肠内分泌细胞已做了精细的研究
,

但对鱼类肠内分泌细胞的研究

仅有少数报道
。

R ei fe l 等用嗜银法对 3 种硬骨鱼胃肠道内分泌细胞进行了研究
,

在太阳

鱼 (L印om is g ib b os
us L

.
)和白石指(M o

rone am ericana G m elin)的胃中见到大量阳性细胞

而在肠中却未发现 ;在美蝙【No
te m ig on us cry so le uc as (M it chi ll) 〕的肠上皮有少量嗜银细

胞[
’1

。

A b
a

d 等对有 胃硬骨鱼金头绸 (SP
arus 。u r a tu : L

.

) 和无 胃硬骨鱼贝肥 (刀a
r占us

co n rk on姗)的消化道用免疫组化技术鉴别出了 ro 种内分泌细胞
,

但后者的肠中仅有其

中的 5 种[l0]
。

可见无胃硬骨鱼消化道粘膜中的内分泌细胞要比有胃硬骨鱼的少
。

本实验在 4 种鱼肠道中均未发现 5一经色胺免疫反应内分泌细胞 (简称 5一H T 细

胞)
。

据报道已在有胃硬骨鱼金头绸[
‘0] 及乌鲤【ch an

n。 。
rg

u :
( c an

t
or )]l

川的胃中发现

5一H T 细胞
。

目前还未见到硬骨鱼肠道中存在 5一H T 细胞的报道
,

在草鱼
、

青鱼
、

鲤和贝

吧的肠道中均未检测出 5一H T 细胞l4.
’

、

’0j
。

目前国内外对鱼类消化道 G IP 免疫反应内分泌细胞 (下称 G IP 细胞)的鉴别和定位

做过一些研究工作
,

国外仅在白斑角鳖 (匆ua lu
: 。

ca
n th

ias
L
.

)的肠中检测出 G IP 细胞1121
,

但未见其他的报道;国内已在草鱼
、

青鱼和鲤的肠中鉴别出 G IP 细胞[4.
’]

。

本实验又在 4

种鱼 的前肠中检测出 G IP 细胞
,

并认为 G IP 细胞的分布密度与鱼类的食性有关
。

研究

证明
,

脂肪
、

氨基酸和葡萄糖注人动物的十二指肠可引起 G IP 释放川
。

由于草食性鱼类食

物中脂肪和蛋白质含量少
,

纤维素多
,

刺激肠道内分泌细胞释放 G IP 的作用小
,

对 G IP

的需要量也少
,

产生并分泌 G IP 的内分泌细胞的分布密度必然小
。

反之
,

肉食性鱼类因

食物中脂肪
、

蛋白质含量高
,

与之相适应的是肠中分泌和释放 G IP 的内分泌细胞数量增

多
。

这种推论作者从形态学上的研究给予证实
,

即青鱼肠中 G IP 细胞的分布密度大于草

鱼和鲤的分布密度 ;缩 (主食浮游动物 )肠中 G IP 细胞的分布密度大于 团头鱿
、

鳞和银

螂
。

胃肠中 G IP 的释放除上述原因外
,

还需要吸收一种刺激因子
,

这种刺激因子是通过

肠道中酶类的一系列化学变化形成
,

由 G IP 细胞的微绒毛感觉到并从肠腔中摄取营养物

质从而刺激 G IP 的释放
。

在图 6 中见到的 G IP 细胞
,

具有一发达的伸人肠腔的微绒毛
,

为这一论点提供了形态学的依据
。

本实验在 4 种鱼的肠道中均未见到 E N D 免疫反应内分泌细胞 (下称 E N D 细胞)
。

作者曾用与 E N D 同为神经肤的脑啡肤 (E nke phali
n ,

E N K
) 对草鱼

、

青鱼和鲤的肠道进

行免疫染色
,

3 种鱼肠道中均有阳性反应细胞
,

而 EN D 这种神经肤在本实验中却未被检

出
。

R
o

m b
o u t 对鲤科鱼贝肥肠道用 刀一内啡肤切一en d o rp h in) 进行免疫组化染色技术研

究中亦未见到阳性细胞
,

在同时进行 比较研究的小鼠消化道中则有阳性细胞分布I
‘’]

。

R
o

m
bo

ut 在贝纪的肠 中也鉴别出 E N K 细胞l
‘4]

。

在白斑角鳖的肠 中同时存在 E N K

和 E N D 两种细胞【’2 1
。

对于硬骨鱼肠道中是否存在 E N D 细胞
,

目前尚无法定论
,

但从

有关的研究结果来看
,

作者认为存在 3 种可能的解释 :鱼类肠道中 E N D 的活性处于

A B C 免疫组化染色技术的闹值之下 ;或在硬骨鱼肠粘膜中不存在 E N D 细胞 ;或目前

所使用 的哺乳动物的 E N D 抗血清与硬骨鱼肠道中相应类型的内分泌细胞不发生免疫

反应
。
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