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方之平 潘黔生 聂秀云 赵雅心 白雪梅
�华中农业大学畜牧兽医学 院

,

武汉 � � � � � ��

提 要

应用过氧化物酶标记的链霉卵白素免疫细胞化学技术对级
、

大 口黑妒
、

尼罗非卿
、

短

盖巨脂鲤
、

贴
、

黄颗鱼
、

黄鳝和乌鳍等 � 种有胃真骨鱼消化道粘膜中降钙素免疫活性内分泌

细胞进行了免疫细胞化学定位及形态学比较
�

结果表明
,

在尼罗非螂
、

级和大 口黑妒消化道

的任何部位均未见到阳性反应
。

另外 � 种鱼消化道的不同部位可不同程度地见到阳性细胞
,

其中黄领鱼的整个消化道均有降钙素免疫活性的阳性反应
�
黄鳝和乌鳍的肠道中则无阳性反

应
,

但在它们的胃以及黄鳝的食道中见到阳性细胞 � 姑除食道中没有发现阳性细胞外
,

消化

道各段中均有阳性细胞的存在 � 短盖巨脂鲤则仅在食道中发现阳性细胞
。

降钙素免疫活性细

胞在肠道中的形态大多为长梭形
,

胞体膨大
,

胞核呈空泡状
,

有两个相对的胞突分别伸向肠腔

和基膜 � 胃中的降钙素细胞在位于 胃上皮细胞之间时形状多为较短的梭形
,

而位于 胃腺中时

其形状较前者更加粗
、

短
,

胞突短小
,

常常呈不规则形状沿胃腺管边缘分布
。

关健词 有胃真骨鱼
,

消化道
,

降钙素
,

免疫活性细胞

降钙素 �� � �! �� �� �
,

� � �是一种多肤激素
,

其主要功能是调节体内钙平衡川
。

血钙浓度

增高时
,

降钙素的分泌增加
� 反之血钙浓度降低则可抑制降钙素分泌 �� 

�

�� 由 � 细胞分

泌
,

� 细胞起源于神经晴
,

鱼类
、

两栖和鸟类的 � 细胞 由神经峪移至后鳃腺
,

而哺乳类则

移至甲状腺
,

因此
,

在哺乳类又称为甲状腺滤泡旁细胞
。

在鱼类 的后鳃腺 中相继发现这种

激素的存在
。

研究表明
,

� �也存在于大 鼠垂体前叶细胞
,

并可直接作用于垂体
,

影响垂体

前叶催乳素�� �� �的释放 �� 
。

在大鼠的 ��� 细胞中也发现 � �
。

对鱼类消化系统内分泌细

胞的研究中还未涉及到 � � 内分泌细胞
。

本研究采用的免疫细胞化学技术是美国 �� � � �

公司 � � � � 年首创的
,

利用链霉卵白素具有分子量小
,

不含糖链
,

等电点较低等优点
,

使该

法敏感性高
、

特异性强
,

是 当前理想的免疫染色技术 �� 
。

本研究利用这种方法
,

使用哺乳

,

国家自然科学基金资助项 目 �批准号 �� � �� �� ��

注
�

潘黔生
、

白雪梅在华中农业大学水产学院工作
� 聂秀云同志在武汉市洪山区水产研究所工作

。

�� � �年 �月 � � 日收到 � �� � �年 �月� � 日修回
。
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动物 � �
,

抗血清对 � 种淡水名优鱼类的消化道 � � 内分泌细胞定位
,

可为进一步完善鱼类

胃肠胰 ��
� ����  � � �� �于� ��

��� �� 
� ,

�� �� 内分泌系统的研究提供最新资料
。

� 材料和方法

�
�

� 取材制片 黄鳝 �腼
�
叩 �� � � �  �� � � �� 山

� � ��
、

乌鳗 ���
� � � � �馆 � � ���� �

�
�� �和鱿

��� �
� � � �  � ! �� � ���

� � �� � �
��购 自武昌大东门市场

,

级 ��� 少� � � �  � � � �� � �� �� ��
�� ��� ��

、

黄

颗 鱼 �凡���
� �心

� �  
户�

���� � � �凡� ��� 
�� � ��购 自交 通 路 市 场

,

短 盖 巨脂 鲤 ��� �
� � � � � �

� � � �人�,
� � � � ���

� �� ��  
、

尼罗非卿 �刀�� �� � ��� 厅� � ��� � �‘� ���购 自洪山渔牧二场
,

大 口

黑妒 【�� �� �� �� ��
� �� 加�� ��

、 ���� 己乒�� �� 购 自武昌南湖渔场
。

以上 � 种鱼各 � 尾
,

清水中

暂养 � � �
,

待 胃肠 内容物排净后鲜活时解剖
,

取出整个消化道
,

迅速投人无冰醋酸的 � � �� �

液中
,

按食道
、

贵门
、

胃底
、

幽门
、

幽门垂 �仅大 口黑妒
、

级
、

乌鳍有 �
、

肠等部位取材
,

使用肠卷石蜡切片法 �� 
,

低度石蜡包埋
,

切片 � “�
,

明胶贴片
,

�� ℃烘片 �� ��

� � 抗血清及主要试剂 兔抗 � �,抗血清�多克隆抗体 �
,

美国 � ��� � 公司产品
,

工作稀

释度 � � ���
� 过氧化物酶标记链霉亲和素试剂盒 ��� �俐 �

,

美国 � �� � � 公司产 品
,

工作稀

释度 �� �� � � �
‘一�

‘

二氨基联苯二胺盐酸盐 �� ���
,

日本株式会社同仁化学研究所产品
,

由

群马大学 内分泌研究所井上金治博士提供
。

�
�

� 过氧化物酶标记链霉亲和素 �� �� ��� ��� ��� �� �� ��  �� �� 免疫细胞化学染色技术 上述

烘干切片脱蜡至水人 �
�

��从�
�一� ��� �� �� 中孵育 �而

� ,

消除内源性过氧化物酶的活性
,

再

以 ��一 �� � 正常山羊血清室温中封闭 � �而
� 后于一抗血清 �兔抗 �江

,

�中孵育过夜
,

后在

生物素标记 的羊抗兔 �� � ��� �� � �� � ℃ 中孵育 巧而
� ,

�� � 洗净后在辣根过氧化物酶标记

的链霉卵白素复合液 �厂 �� � �� �℃中孵育 巧而
� �

以上过程均在湿盒中进行并保持 ���
�

�
。

最后以 �� �� �以
�

、

�
�

� ��巩�
,

�
�

�� � �� � � ���
�

� 的 �� 
�一� � �缓冲液中显色 ��一巧而�,

卜以币 �
苏木素复染胞核

。

对照片取每种鱼每个部位免疫细胞化学染色切片的相邻连续切

片
,

以正常山羊血清取代一抗血清
,

其余步骤均与以上各步骤同步进行
。

� � 观察和计数 � 种鱼每种 � 尾
,

每尾鱼 � 至 � 个取材部位都置于 �� �� � �� ���� � 显微

镜下观察鉴别
,

并于 �� � �� 倍下计数
,

显微摄影
。

切片上所显示棕色或棕黑色 阳性细胞

为 � �
,

免疫活性 内分泌细胞
。

各取材部位任意 �� 个视野的阳性细胞的平均数为每尾鱼每

一取材部位的阳性细胞数
,

每种鱼再取 � 尾的平均数即代表每种鱼的该部位的 � �
,

内分泌

细胞的分布密度
。

以 � 个等级来表示分布密度
。

� 结果

经免疫细胞化学染色后的切片上显示出棕色或棕黑色的阳性反应细胞 即为 �� 免疫

活性 内分泌细胞
。

全部对照片均呈阴性反应
。

尼罗非螂
、

级和大 口黑妒 � 种鱼消化道的

各部位均为阴性反应
,

其余 � 种鱼在各部位不同程度地见到 阳性细胞 �表 � 列出了平均每

个视野的细胞数 �
。

由表 � 可知姑的消化道除食道之外的每个部位均有 〔� 免疫活性细胞 �以下简称 � �

细胞 �分布
,

而短盖巨脂鲤则与之相反
� 乌鳍的胃中

,

黄鳝的食道及 胃中分布有 � �, 细胞
,

但

在肠 中却没有发现
�
黄颗鱼从食道至后肠的整个消化道 中均可见到 � � 细胞

。
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表 � �种鱼消化道粘腆中�� 免疫活性细胞的分布

�� �
�

� 压
��� � � �� � � � � � � �

 ! 
! 

∀ #∃ 朗tive cells in the di gestive tr act m uc osa of 5 spe eies of fish

食 道 贵门 胃底 幽 门 幽门垂 前肠 中肠 后肠

Oe
soPhagus C 田吐ia F u nd us 巧l

o
rus Py l

orie cae ea Fo re g
ut 珑dg

ut 比nd g
ut

姑
一 十 + + + + + 十 + + + + +

5 a so 扭s

黄顺鱼
+ + 十十 + + + + + +

尸 fu l
v
idr
a eo

黄缮
+ + + + + 一 + 一 一 一

几更 alb us

乌娘
一 + 十 十 + + + + + 一 一 一 一

C a
rg
u s

短盖巨脂鲤
+ 一 一 一 一 一 _

C b ra e句夕
。二u m

注
; + + + + 30个以上

; + + + 20一30
; + + 10一20

; + 10个以下
; 一无

.

C T 细胞大部分分布在食道
、

胃和肠粘膜上皮 中
,

其次分布于 胃腺腺细胞之间或腺管

之 间
。

同时在固有膜
,

粘膜下层
,

甚至肌间神经丛的神经细胞也可见到免疫 阳性反应 (图

版 工
:
2)

。

鱼占的 C I, 细胞在肠的前段分布最密 (图版 工
:3

,

表 1)
,

在 胃中主要分布于 胃腺

泡上 (图版 工
:
4)

。

在鱿的肠 中
,

C T 细胞的形态大多为长梭形
,

有 2 个长的胞突分别通向

基膜和肠腔
,

胞体居中
,

膨大
,

胞核呈空泡状 (图版 I
:1,

2)

; 而 胃腺中的 C T 细胞则突起较

短 (图版 工
:
4)

。

黄颗鱼的 C T 细胞在 胃中分布最多
,

以幽门和 胃底为最多
。

在幽门中常以

细胞群的形式分布于胃小凹底部 胃上皮细胞之间 (图版 I
:5

,

6)

; 在 胃底中则大多分布在

胃腺管上皮之间或游离于胃腺管之间 (图版 I
:7

,

8)

。

它们有较大的胞体和沿 胃腺上皮基

膜伸 出较短的胞突进行分泌
。

黄鳝在食道的复层上皮细胞之间夹有数目较多的排列不整

齐的 CT 细胞 (图版 n
:
9)

,

它们的分泌功能旺盛
,

分泌物成球团状进人腔中或紧贴基膜 (图

版 n
:10) ;从食道向后的整个消化道除在 胃中有少量分布外

,

肠中完全没有阳性反应
.
乌

鳍的 C T 细胞与黄颗鱼的大致相似
,

它们不仅分布于 胃小凹底部
,

而是遍布于 胃上皮细胞

之间
,

有时亦成群分布 (图版 n
: 12

,

1 3)

; 而胃腺上的 C T 细胞的形状不规则
,

成堆分布 (图

版 n
:14)

。

短盖巨脂鲤仅在食道中偶见 C l
,

细胞
,

其形态与黄鳝食道 中的 C l, 细胞大相径

庭
,

为长梭形
,

与肠中的 C l, 细胞的形态相似(图版 n
:11)

。

另外
,

在黄颗鱼胃上皮细胞中的高尔基体区也有阳性反应
,

这些部位的 CT 免疫活性

反应十分明显
,

单层柱状上皮细胞的核上高尔基体区显示出一排深棕色的阳性反应
,

它们

与胃腺及上皮细胞之间 CT 细胞的颜色完全一致
,

而该器官的其它部位的组织和细胞则表

现出与之反差较大的阴性反应
。

3 讨论

抗生物素蛋白

—
生物素系统虽然是 目前较好的免疫细胞化学方法

,

但它与本研究

比还是 稍逊一 筹
,

因为抗 生物素蛋 白具 有较高的等电点 (IP 二 10 .0 一 10
.
5)

,

分 子量大
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(67 K D )
,

它含有 4% 的糖为寡糖
,

这些结构都会产生非特异性反应
,

增加背景色 [6,
’
]

。

而链

霉亲和素除具有与抗生物素蛋白同样的优点外
,

它 的等 电点低 (IP = 6
.
0 一 6

.
5)

,

分子量较

小 (60 K D )
,

不含寡糖
,

非特异性吸附很低l9]
。

本研究利用 目前最灵敏的一种免疫细胞化学

染色方法
,

将抗哺乳动物降钙素的抗血清应用于 8 种有 胃真骨鱼的消化道中 C T 细胞定

位
,

无疑是行之有效的
。

研究已证实
,

无论是在无胃[9] 还是有 胃真骨鱼的消化道 中都存在

着能分泌肤激素的散在分布的内分泌细胞
。

这几种有 胃真骨鱼属不同的 目
、

科
,

它们的

食性与胃肠的解剖学结构也不尽相 同ll0]
,

其间所散在的 内分泌细胞的分布也必不相 同
。

与以前对 4 种不同食性无 胃真骨鱼肠道中高血糖素免疫活性 内分泌细胞 的定位一样一分

布各不相同[ll]
。

各种鱼的 CT 细胞在胃上皮
、

胃腺和肠上皮甚至固有膜和肌间神经丛中的形态是随

其所处部位 的相邻上皮细胞的排列方式以及其本身的功能所需而各异
。

在 胃和肠的单层

柱状上皮细胞之间的 C l⋯细胞受周围上皮细胞的挤压而成为长梭形
,

并将胞突伸向肠腔和

基膜
,

这与无胃鱼肠道中的散在内分泌细胞 的形态一致。2]
。

存在于胃腺管上皮细胞之间

和腺管之间的 C T 细胞的长度相对较短些
,

其形态也与腺管上皮细胞接近
。

在食道中
,

黄

鳝的食道上皮细胞层数多
,

胞体较小
,

排列不规则
,

其 CT 细胞排列及形态均无规则
,

其分

泌物亦人腔或基膜处
,

进行外分泌和旁分泌
;比较而言

,

短盖巨脂鲤的食道上皮细胞层数

少
,

细胞排列较有序
,

因此散在于其间的 C I, 细胞也表现出长梭形
。

本研究观察到在黄颗鱼的胃上皮细胞的核上方排成一列整齐的高尔基体区阳性反应

带
,

由于本研究所用的染色法非特异性结合 的背景很低
,

因此可以认为这种 阳性反应是一

种特异性结合
。

这种现象在对无 胃鱼肠道的研究 中也有所发现 11
’
]

,

并支持 R幻m bo
u t用免

疫 电镜证实了抗原被肠上皮细胞吸收并转运到核上区囊泡 (SuP

~

le ar v ac uo les )即高尔

基体区的结论11
’]

。

这种抗原被吸收和转运具有免疫学方面的意义
。

正如本研究在姑鱼肠

的固有膜层 中亦见到 阳性反应
,

这提示抗原被固有膜中巨噬细胞吞噬所致
。

在其肌间结

缔组织中亦可见到 C T 细胞
,

这些阳性细胞是肌间神经丛中的副交感神经节后神经元
,

它

们活动时使胃肠运动增强
,

其 内的降钙素丰富可证实神经组织合成免疫调节的这一最新

论述 [l4]
,

为免疫
一神经一内分泌网络学说提供了形态学依据

。
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