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消化道内分泌细胞散在分布于消化道黏膜中, 其分
泌的多种胃肠激素具有调节消化吸收过程、保护胃肠黏膜

和控制动物摄食行为等多项生理作用[1, 2]。目前, 对脊椎
动物消化道内分泌细胞已进行了广泛而深入的研究, 发
现了 30 多种类型的内分泌细胞[1]。应用免疫组织化学方

法对两栖动物消化道内分泌细胞进行研究, 也有不少报
道, 共检测到了 10 多种内分泌细胞[3—8]。研究表明[9—12], 
动物消化道内分泌细胞的种类和分布型是长期进化过程

中对特殊食性适应的结果, 同时受诸如食物成分、环境条
件和病理变化等多种因素的影响。 

无尾两栖动物变态前后食性和消化机能发生了较大

的变化, 消化器官亦发生复杂的重塑 [13, 14], 有关这一重
塑过程中消化道的组织学和细胞学变化有不少报道, 但
这些研究主要集中在对消化道上皮细胞的凋亡和消化道

各组织层的变化方面[13, 14], 对消化道内分泌细胞的变化
研究较少[15—18]。牛蛙(Rana catesbeiana)隶属两栖纲无尾
目, 是一种大型蛙, 营养价值较高, 自 1959 年我国从古
巴引进牛蛙以来, 已在 20 多个省(区)进行人工养殖或野
生放养。我们曾对其成体消化道内分泌细胞的分布进行了

研究 [3], 其变态发育前后消化道内分泌细胞的变化尚未
见报道。本文应用免疫组织化学方法对牛蛙变态发育前后

消化道 5-羟色胺(5-HT)、生长抑素(SS)、胃泌素(GAS)、
胰高血糖素(GLU)和胰多肽(PP)免疫阳性(IR)细胞的分布
密度、组织定位和形态的变化进行了研究, 旨在增进对两
栖动物变态发育过程中消化道内分泌细胞演变规律的认

识。同时, 为研究不同发育阶段牛蛙的消化机能积累资料。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
牛蛙蝌蚪取自芜湖市南陵县仙坊镇牛蛙养殖场, 参

照 L'Hermit, et al.[15]的方法, 根据附肢的发育及尾部的变
化情况 ,分成三个变态发育阶段 : (1)变态前期 (Prometa-
morphosis stage, Pro-MS): 后肢发育完全, 前肢芽开始出
现; (2)变态高峰期(Metamorphic climax stage, MCS): 四肢
发育完全 , 尾部开始消退 ; (3)变态后期 (Postmetamor-
phosis stage, Post-MS): 变态完成, 开始捕食, 胃中有食
物。每个发育阶段取材 6只。 

分别取出变态前期、变态高峰期和变态后期蝌蚪的
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完整消化道, 按消化道不同部位取材: 食管、贲门、胃体、
幽门、肠前段、肠中段、肠后段。生理盐水洗净, 立即放
入无冰醋酸的 Bouin’s 液固定 24—48h, 常规脱水透明, 
石蜡包埋, 切片, 厚 6 μm, 贴片。 

1.2  主要试剂 
5 种胃肠激素抗血清(表 1)。链霉菌抗生物素蛋白-

过氧化物酶(Streptavidin peroxidase, S-P)免疫组织化学试
剂盒(SP-9001)购于北京中山生物技术公司。 

1.3  免疫组织化学染色方法 
常规石蜡切片脱蜡至水 , 3% H2O2 甲醇溶液孵育

15min, 消除内源性过氧化物酶活性。蒸馏水浸洗, PBS浸
泡 5min, 滴加正常山羊血清(1∶10)室温孵育 10min, 封
闭非特异性反应部位。倾去血清, 滴加一抗, 4℃过夜。
PBS浸洗 5min×3次, 滴加即用型生物素标记的二抗(均为
羊抗兔 IgG抗血清), 室温孵育 1.5h。PBS浸洗 5min×3次, 
滴加即用型链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶, 室温孵育

1h。PBS浸洗 5min×3次, DAB-H2O2显色, 苏木精复染, 自
来水洗净。脱水、透明、封片。免疫组织化学阴性对照, 分
别用正常山羊血清和 PBS代替一抗, 其余步骤同上。 

1.4  数据统计与分析 
在奥林巴斯 BX61 型显微镜下观察拍照, 并对每个

部位的切片随即取 10 个 400 倍视野进行计数, 取平均值

( X ±SD), 表示内分泌细胞的分布密度, 并用数据处理软
件 SPSS 11.5对内分泌细胞的密度变化情况进行统计学处
理。当 P<0.05时差异显著, P<0.01时差异非常显著, 具有
统计学意义。 

2  结果 

在光镜下, 经染色的切片背景呈淡蓝色, 免疫反应阳
性细胞呈棕黄色或深棕色, 核淡蓝色或被遮住。阴性对照切
片呈淡蓝色, 未见免疫反应阳性细胞。5种内分泌细胞在变
态发育前后牛蛙消化道各部位的分布密度及其变化(表 2)。 

 
表 1  胃肠激素抗血清一览表 

Tab. 1  Details of the gut hormone antisera 

所用激素抗血清 
Hormone antisera 

产品代号 
Code No. 

稀释倍数 
Dilution 

来源 
Source 

5-羟色胺 5-Hydroxytryptamine (5-HT) ZA-0231 1∶125 ZYMED公司 (ZYMED Corp)
合成环行生长抑素 Synthetic cyclic somatostatin (SS) ZA-0232 1∶100 同上 (Same above) 
胃泌素 Gastrin (GAS) ZA-0115 1∶75 同上 (Same above) 
猪胰高血糖素 Porcine glucagon (GLU) ZA-0119 1∶125 同上 (Same above) 
人胰多肽 Human pancreatic polypeptide (PP) ZA-0211 1∶100 同上 (Same above) 

 
表 2  牛蛙变态发育前后消化道内分泌细胞分布密度的变化 

Tab. 2  Distribution density of endocrine cells in the digestive tract in Rana catesbeiana during metamorphosis (cells/400× field, mean±SD) 

  食 管 
Esophagus 

贲 门 
Cardia 

胃 体 
Fundus 

幽 门 
Pylorus 

肠前段 
Fore-gut 

肠中段 
Mid-gut 

肠后段 
Hind-gut 

Pro-MS 2.0±1.6a
x 1.0±0.0a

y 1.4±0.5a
x 1.0±0.0a

x 1.0±0.0a
z 1.0±0.0a

x 1.0±0.0a
x 

MCS 0.8±0.8b
x 2.4±1.1b

x 1.1±0.4b
x 1.5±0.9b

x 9.0±9.4a
y 3.0±1.4b

x 4.0±3.6b
x 

五羟色胺 
5-HT 

Post-MS 1.5±1.1b
x 4.0±1.6b

x 2.4±1.3b
x 3.0±1.6b

x 15.0±4.6a
x 1.3±0.5b

x 2.0±1.4b
x 

Pro-MS 2.0±1.0a 2.0±1.2a
y 1.0±0.0a

y 1.7±1.2a
x 1.0±0.0a

y 1.0±0.0a
x 1.0±0.0a

x 
MCS 0 2.8±0.9b

x 1.4±0.5b
x 1.6±0.7b

x 9.5±5.3a
x 0.3±0.6b

x 1.3±2.3b
x 

生长抑素 
SS 

Post-MS 0 3.8±2.0b
x 2.9±1.6b

x 2.1±1.1b
x 10.2±2.5a

x 1.7±1.2c
x 1.0±1.0c

x 
Pro-MS 0 0 0 0 0 0 0 

MCS 0 0 0 0 7.0±6.7x 0 0 胃泌素 
GAS 

Post-MS 0 2.9±1.5b 0 2.5±1.8b 0.6±0.9c
y 4.2±1.7a 0 

Pro-MS 0.8±0.8a
x 1.2±0.4a

y 0.8±0.8a
y 1.2±0.4a

x 0 0.7±0.6a 0.3±0.6a
y 

MCS 0.8±0.8b
x 1.6±0.5a

x 1.8±0.8a
x 0 0 0 1.5±0.6a

x 
胰高血糖素 

GLU 
Post-MS 0.8±0.8b

x 2.0±0.8a
x 1.4±0.9a

x 2.0±1.1a
x 0 0 0.7±1.2b

x 

Pro-MS 0 0 0 0 0 0 0 

MCS 0 0 0 0 0 0 0 胰多肽 
PP 

Post-MS 0 0 0 0 0 0 0 

注: Pro-MS: 变态前期; MCS: 变态高峰期; Post-MS: 变态后期; 不同上标表示消化道不同部位差异显著; 不同下标表示同一部
位不同时期差异显著 

Note: Pro-MS: Prometamorphosis stage; MCS: Metamorphosis climax stage; Post-MS: Postmetamorphosis stage; Different superscripts 
mean significant difference in different positions of the digestive tract; different subscripts mean significant difference in same positions of 
the different periods 
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2.1  5-HT-IR细胞 
5-HT-IR 细胞在变态前期已出现, 消化道各段均有

分布, 且各段分布密度无显著性差异。变态高峰期和变态
后期, 5-HT-IR 细胞亦在消化道各段均有分布, 但贲门和
前肠 5-HT-IR 细胞密度显著增加(P<0.01), 变态后期, 前
肠 5-HT-IR 细胞密度继续显著增加(P<0.01)。变态前期, 
消化道各段黏膜上皮均为单层柱状上皮, 5-HT-IR 细胞主
要位于上皮细胞之间, 少数位于上皮基部, 细胞染色深, 
多数细胞具有胞突, 且胞突较长(图版Ⅰ-1、2)。变态高峰
期, 消化道各段黏膜上皮均为单层柱状上皮, 胃 5-HT-IR
细胞位于上皮基部或胃腺固有层中, 食管和肠道 5-HT-IR
细胞主要位于上皮细胞之间。细胞中心的阳性反应明显较

弱 , 多数细胞没有胞突 , 少数细胞有较短的胞突 (图版   
Ⅰ-3、4)。变态后期, 食管黏膜上皮为假复层柱状纤毛上
皮, 胃和肠道黏膜上皮为单层柱状上皮, 胃 5-HT-IR 细胞
主要位于胃腺部, 上皮中偶见, 食管和肠道 5-HT-IR 细胞
主要位于黏膜上皮细胞之间, 少数位于上皮基部。细胞染
色变深, 多数细胞开始出现胞突, 胞突较变态前期短(图
版Ⅰ-5、6)。 

2.2  SS-IR细胞 
SS-IR 细胞在变态前期已出现, 消化道各段均有分

布, 且各段分布密度无显著性差异。变态高峰期和变态后
期, SS-IR 细胞在除食管外的消化道各段均有分布, 且贲
门、胃体和肠前段 SS-IR细胞密度显著增加(P<0.01)。变
态前期, SS-IR 细胞主要位于上皮细胞之间, 固有层中偶
见, 食管和胃部的 SS-IR 细胞几乎都是锥形和梭形结构, 
有较长胞突(图版Ⅰ-7); 肠道 SS-IR 细胞呈圆形和锥形。
阳性细胞染色深。变态高峰期, 胃 SS-IR细胞位于胃腺部, 
腺上皮细胞外围; 肠道 SS-IR细胞位于上皮基部。阳性细
胞胞突消失, 染色较浅(图版Ⅰ-8)。变态后期, 胃 SS-IR
细胞位于胃腺部 , 多数细胞开始出现较短的胞突 , 伸向
邻近细胞或细胞间隙(图版Ⅰ-9); 肠道 SS-IR 细胞位于上
皮基部, 呈圆形。阳性细胞染色较深。 

2.3  GAS-IR细胞 
GAS-IR 细胞从变态高峰期才开始出现 , 始于肠前

段。变态后期, 分布于贲门、幽门、肠前段和肠中段, 以
肠中段密度最高, 且肠前段 GAS-IR 细胞密度显著减少
(P<0.01)。变态高峰期, GAS-IR细胞位于上皮细胞之间和
固有层中, 呈圆形, 细胞染色较浅(图版Ⅰ-10)。变态后期, 
贲门和幽门的 GAS-IR细胞主要位于胃腺固有层中, 呈圆
形、椭圆形(图版Ⅰ-11), 肠前段和肠中段的 GAS-IR细胞主
要位于上皮基部, 呈圆形(图版Ⅰ-12)。阳性细胞染色较深。 

2.4  GLU-IR细胞 
GLU-IR细胞在变态前期已出现。变态前期, GLU-IR

细胞分布于除肠前段以外的消化道各段, 且分布密度无
显著性差异。变态高峰期, GLU-IR 细胞分布于食管、贲
门、胃体和肠后段。变态后期, GLU-IR 细胞分布于除肠

前段和肠中段以外的消化道各段。变态高峰期, 贲门、胃
体和肠后段的 GLU-IR 细胞密度显著增加(P<0.05)。变态
前期, GLU-IR细胞位于上皮细胞之间, 食管和胃 GLU-IR
细胞呈圆形或梭形, 其一端具有较长的胞突伸向消化道
腔(图版Ⅰ-13); 肠道 GLU-IR细胞呈圆形。阳性细胞染色
较深。变态高峰期, 食管和肠道 GLU-IR细胞位于上皮基
部, 胃 GLU-IR 细胞位于胃腺部, 腺泡上皮细胞外围。阳
性细胞胞突消失, 染色较浅(图版Ⅰ-14)。变态后期, 食管
和肠道 GLU-IR 细胞位于上皮基部, 呈圆形。胃 GLU-IR
细胞位于胃腺部 , 多数细胞开始出现胞突 , 胞突较变态
前期短。阳性细胞染色较深(图版Ⅰ-15)。 

2.5  PP-IR细胞 
PP-IR 细胞在牛蛙变态发育的各个时期消化道中均

未检测出。 

3  讨论 

5-HT、SS、GAS、GLU和 PP-IR细胞等属脊椎动物
消化道内 5 种重要胃肠激素内分泌细胞, 我们曾对其在
成体牛蛙消化道中的存在与分布作了鉴定和定位 [3], 本
研究显示这些内分泌细胞的分布密度和形态在变态发育

前后发生了明显的变化。 

3.1  内分泌细胞分布密度的变化 
5-HT、SS、GAS和 GLU-IR细胞广泛分布于各类两

栖动物成体消化道中[3—8]。Bodegas, et al.[16]和 Villaro, et 
al. [17]分别在变态前期蛙蝌蚪前肠和胃中检测到了 5-HT、
SS和 GLU-IR细胞。Maake, et al. [18]在非洲爪蟾(Xenopus 
laeuis)变态发育前期消化道检测到 SS 和 GLU-IR 细胞, 
本研究在牛蛙变态发育前期消化道中检测出 5-HT、SS和
GLU-IR细胞, 可见, 5-HT、SS和 GLU-IR细胞在两栖动
物消化道发育中出现较早。GAS-IR细胞在牛蛙变态高峰
期才出现 , 潘红珍等 [19]研究中华蟾蜍(Bufo gargarizans)
变态发育时发现, GAS-IR 细胞在幼蟾期才出现, Villaro, 
et al. [17]在变态前期时蛙(Rana temporaria)胃中未检测到
GAS-IR细胞, 可见, GAS-IR细胞在两栖动物消化道发育
中出现较迟且出现的时期存在种间差异。PP-IR细胞在两
栖类消化道的分布有较大种间差异, 不同的研究者分别
在棘胸蛙(Paa spinosa)[4]、红腹铃蟾(Bombina bombina)[5]

和豹蟾(Bufo regularis)[6]消化道中检出了 PP-IR 细胞, 而
黄徐根等[7]在日本林蛙(Rana japonica japonica)消化道未
检测到 PP-IR细胞, Buchan[8]在其研究的各类两栖动物消

化道中均未发现 PP-IR细胞, 张盛周等[3]在牛蛙消化道亦

未发现 PP-IR细胞。本研究在牛蛙变态发育的各个时期均
未检测到 PP-IR细胞, 显示 PP-IR细胞在牛蛙消化道中可
能无组织发生。 

Maake, et al. [18]研究发现非洲爪蟾消化道 SS 和
GLU-IR 细胞的分布密度随着变态发育的进行而逐渐增加, 
本研究表明牛蛙消化道 SS和 GLU-IR细胞在变态高峰期



544 水 生 生 物 学 报 37卷 

后显著增多, 与非洲爪蟾相一致。本研究还发现变态前期, 
5-HT、SS 和 GLU-IR 细胞在消化道各段分布密度无显著
性差异, 变态高峰期, 3 种内分泌细胞的分布型发生了明
显变化, 变态高峰期之后内分泌细胞的分布型与牛蛙成
体基本一致[3], GAS-IR 细胞在变态高峰期开始出现。可 
见, 牛蛙消化道内分泌细胞的分布型在变态高峰期发生
了重塑。 

对哺乳动物的研究表明, 改变食物组成成分可以影

响消化道内分泌细胞的分布型 [10], 动物消化道内分泌细

胞的分布型可能是在长期进化过程中对特殊食性适应的

结果[12]。我们通过与文献报道的不同食性动物消化道内

分泌细胞的分布型比较发现 , 变态前期 , 牛蛙消化道

5-HT-IR 细胞的分布型与杂食性中国对虾 (Penaeus 

chinensis)[20]和鲻鱼(Mugil cephalus)[21]相似, SS-IR细胞的

分布与杂食性的鲻鱼[21]相似, GLU-IR细胞的分布与草食

性鱼类相似[22]。变态后期, 牛蛙消化道 SS-IR细胞的分布

与肉食性的日本鳗鲡(Anguilla japonicus)[23]相似。GAS-IR

细胞的分布与肉食性的日本鳗鲡 [23]、黑鲷(Sparus mac-

rocephalus)[24]、花鲈(Lateolabrax japonicus)[25]相似。牛蛙

变态发育过程中食性会发生明显变化 , 变态前期 , 蝌蚪

以浮游植物和浮游动物为食 , 属植食性或杂食性; 变态

高峰期, 停止进食; 变态后期, 幼蛙主要以昆虫、蚯蚓、

田螺、蟹、小鱼、小虾等为食, 属肉食性。可见, 牛蛙变

态发育前后消化道内分泌细胞分布型的变化与其食性改

变是相适应的。 

3.2  内分泌细胞的形态学变化 
根据细胞形态学特征, 现一般将消化道内分泌细胞

分为开放型和闭合型两大类[2]。开放型内分泌细胞有较长

的细胞质突起伸向消化腔, 可感受消化腔内容物的刺激
而分泌; 闭合型内分泌细胞没有胞突 , 与消化腔无直接
联系, 主要感受局部组织内环境变化的刺激而分泌。本研
究显示牛蛙消化道 5-HT、SS和 GLU-IR细胞多为开放型, 
GAS-IR细胞则多属闭合型。本研究还发现变态前期内分
泌细胞胞突较长, 细胞染色较深; 变态高峰期, 多数细胞
没有胞突或有较短的胞突, 细胞染色较浅; 变态后期, 多
数细胞开始出现胞突, 细胞染色较深。变态前期, 蝌蚪正
常进食, 内分泌细胞可通过胞突感受消化腔内容物刺激
而合成较多分泌物; 变态高峰期, 蝌蚪停止进食, 内分泌
细胞功能活动降低; 变态后期, 幼蛙恢复进食, 内分泌细
胞开始恢复行使其功能。可见, 不同发育时期, 牛蛙消化
道内分泌细胞形态变化与其消化生理状态是相适应的。 
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图版Ⅰ PlateⅠ 
1．变态前期幽门 5-HT-IR细胞(↑); 2．变态前期肠后段 5-HT-IR细胞(↑); 3．变态高峰期幽门 5-HT-IR细胞(↑); 4．变态高峰期肠后段
5-HT-IR细胞(↑); 5．变态后期幽门 5-HT-IR细胞(↑); 6．变态后期肠后段 5-HT-IR细胞(↑); 7．变态前期幽门 SS-IR细胞(↑); 8．变态高
峰期幽门 SS-IR 细胞(↑); 9．变态后期幽门 SS-IR 细胞(↑); 10．变态高峰期肠前段 GAS-IR 细胞; 11．变态后期贲门 GAS-IR 细胞(↑);      
12. 变态后期肠中段GAS-IR细胞(↑); 13. 变态前期胃体GLU-IR细胞(↑); 14. 变态高峰期胃体GLU-IR细胞(↑); 15. 变态后期胃体GLU-IR
细胞(↑); Ep: 上皮; SG: 胃腺; LP: 固有层; 复染: 苏木精复染 10s 
1．5-HT-IR cells in pylorus at Prometamorphosis stage(↑); 2．5-HT-IR cells in hind-gut at Prometamorphosis stage(↑); 3．5-HT-IR cells in pylorus 
at Metamorphic climax stage(↑); 4．5-HT-IR cells in hind-gut at Metamorphic climax stage(↑); 5．5-HT-IR cells in pylorus at Postmetamorphosis 
stage(↑); 6．5-HT-IR cells in hind-gut at Postmetamorphosis stage(↑); 7．SS-IR cells in pylorus at Prometamorphosis stage(↑); 8．SS-IR cells in 
pylorus at Metamorphic climax stage(↑); 9．SS-IR cells in pylorus at Postmetamorphosis stage(↑); 10．GAS-IR cells in fore-gut at Metamorphic 
climax stage; 11．GAS-IR cells in cardia at Postmetamorphosis stage(↑); 12．GAS-IR cells in mid-gut at Postmetamorphosis stage(↑); 13．GLU-IR 
cells in fundus at Prometamorphosis stage(↑); 14．GLU-IR cells in fundus at Metamorphic climax stage(↑); 15．GLU-IR cells in fundus at 
Postmetamorphosis stage(↑); Ep: epithelium; SG: stomach gland; LP: lamina propria; Counterstain: counterstained with hematoxylin for 10s 


