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四种鲤科鱼肠道中高血糖素免疫活性
一

内分泌细胞的研究

潘黔生 方之平 廖瑞林
�,

�华中农业大学水产系
,

武汉 � � � � �� �

提 要

应用过氧化物酶抗过氧化物酶 ��� �� 免疫组织化学技术
,
用 � 种哺乳动物中培育出的

抗血清对草鱼
、

青鱼
、

鲤和翘嘴红姑 � 种鲤科鱼的肠内分泌细胞进行免疫
、

组织化学的鉴别和

定位
�

证实了高血塘素免疫活性内分泌细胞在草鱼整个肠道中均呈阳性反应 �在鲤
、

青鱼前肠

中仅有少量阳性反应 �在翘嘴红帕肠道中未见阳性反应
。
胃蛋白酶原 ��� �� ��

� � � ��
、

凝乳 酶

��
� � � � , � � � �� �和神经特异烯醇酶 ��

� � � � � � � � � ���� � � � �� � � � � 种抗血清在 � 种鱼的肠道 中

均未发现阳性反应
�

本文重点描述草鱼高血塘素免疫活性内分泌细咆在肠道各段的分布
,
密

度及其形态学特征
,

还就其可能的生理功能与草食性哺乳动物胃肠道中该类内分泌细胞进行

比较和讨论
。

关键词 鲤科鱼
,

高血糖素免疫活性内分泌细胞
,

肠内分泌细胞
,

免疫组织化学

对哺孚向物胃肠胰 �� ��� 内分泌系统已进行了广泛的研究并且已鉴别 出 �� 种 类

型的内分泌细胞及激素 �� , ,

巩��, ���
。

由于鱼类消化道中的内分泌系统几乎与哺乳动物的是

一样复杂
〔‘,�� 

,

因而鉴别鱼类消化道中内分泌细胞的种类将是一项浩繁的工作
。

但是 目前

对鱼类胃肠道内分泌系统的知识是贫乏的
。

近些年来主要依靠使用哺乳动物激素培育出

的抗血清对一些鱼类进行了几种免疫组织化学的研究
,

发现了多种内分泌细胞 �� 。

我们

曾使用 �� � 法在草鱼的肠道中发现了 胃泌素
、

抑 胃多肤
、

高血糖素样免疫反应物
、

亮

氨酸脑啡肤
、

� 物质和牛胰多肤等 � 种免疫活性内分泌细胞
〔习。

并对草 鱼 〔�� 。口� ��
�

� � , � � � � � �� � ��� � �
、

鲤 �� �户
� �� �  ‘� �户�� �

、

青鱼 �� ��
� 户� � � �� � � � � , 户�� � 。,

� 和 翘 嘴

红帕 ��
� �, � � � � � �� � � ������ ��

� � � �‘� 四种鱼的肠道 胃泌素免疫活性内分泌细胞进行了免

疫组织化学定位及比较的研究图。

本实验在以上研究的基础上又使用高血糖素
、

胃蛋白

酶原
、

凝乳酶和神经特异烯醇酶 � 种抗血清对以上 � 种鲤科鱼的肠内分泌细胞进行了免

疫组织化学的鉴别和定位的研究
。

证实了草鱼
、

鲤
、

青鱼肠道中高血糖素免疫活性内分泌

细胞的存在与分布
,

为今后对鱼类胃肠胰内分泌系统及鱼类内分泌学的研究提供较可靠

的资料
。

并试从内分泌学的角度为研究鱼类的食性
、

摄食行为等方面提供理论依据
。

国家自然科学基金资助项目
。

�� 现在成都市水产技术推广站工作
。

� �   年 � 月 � 日收到
。
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取材 �� � � 年 �一 � 月于武昌南湖渔场
,

取全长为 �� 一�究� 的草鱼 � 尾
、

鲤 � 尾
、

青

鱼 � 尾
,

�� 一 � �
。� 的翘嘴红拍 � 尾

。

鲜活时取出整个肠道
,

并按前肠前段
、

前肠后段
、

中

肠
、

后肠前段
、

直肠 � 个部位取材
,

立即人 ��� �� 液中固定 � � �
,

经一系列乙醇脱水
,

二

甲苯透明之后在 �� ℃ 石蜡中包埋
,

切片 , 群 �
。

抗血清及主要药品 �� 兔抗高血糖素血清
,

工作浓度 � � 多� �
。

由北京农业大学兽

医学院提供 � �� � 兔抗 胃蛋白酶原血清
,

瑞典 �
�

���
��� 公司产品

。

工作浓度 � � � � � �  

�� � 兔抗凝乳酶血清
,

瑞典 �
�

� ��
��� 公司产品

。

工作浓度 � � � � �叱 �� � 兔抗神经烯

醇酶血清
,

丹麦 � � � � 公司产品
。

工作浓度 � � �� � �� �� 羊抗免 �� � 血清
,

丹 麦

� � � � 公司产品
。

工作浓度 � � ��� � �� � �� � 复合物�用兔制作的�
,

丹麦 � �  ! 公司

产品
。

工作浓度 � � � � � � 以上抗血清和药品由日本带广畜产大学教授山田纯三博士提供
。

�� � �’�’一二氨基联苯胺盐酸盐 �� � ��
,
日本株式会社同仁化学研究所产品

。

由日本群

马大学内分泌研究所井上金治博士提供 � �� 正常山羊血清
,

工作浓度 � � � ��

免疫组织化学方法 切片脱蜡
,

各级酒精下行人水后
,

用 �
�
�
�一

甲醇溶液 ��
� � � � �于

室温中处理 巧� ��
,

用以消除内源性过氧化物酶活性
,

再以稀释后的正常山羊血清在室

温中孵育 �� � ��
,

以消除非特异性抗体
,

然后滴加一抗血清于 �℃ 中孵育 � � �
,

再滴加羊

抗兔 �� � 血清
,

在室温中孵育 �
�

��
,

整个过程于 � � �
�

� 的条件下进行
。

接着用 �
�

�� 多

的 � �  在含有 �
�

� �多 �
�� �

的 �
�

� � � � �� � �
� ��

一
� �� 缓冲液 ��� �

�

� � 条件下显色
。

� � � � �� 苏木精复染
,

脱水
,

透明
,

封片
。

在光镜下观察切片
,

任意取 �� 个视野
,

用 � � �� � 接 目网形测微计进行免疫活性内

分泌细胞的计数
。

计算每平方毫米内平均出现的内分泌细胞数�平均数 士标准误 �
,

以此表

示免疫活性内分泌细胞的分布密度
。

对草鱼各肠段中高血糖素的分布密度进行方 差 分

析
,

并采用最小显著差数测验 �� � � 法进行多重比较
。

结 果

四种鲤科鱼的整个肠道对胃蛋白酶原
、

凝乳酶和神经特异烯醇酶 � 种抗血清均未发

现阳性反应
。

对高血糖素抗血清
,

鲤
、

青鱼的前肠中可见少量阳性反应 � 翘嘴红帕肠道中

未见阳性反应 �而草鱼的整个肠道中均可见明显的阳性反应 �表 ��
。

高血糖素免疫活性内分泌细胞在草鱼肠道中主要分布于前肠前段
,

其分布密度朝尾

部方向呈递减趋势
。

方差分析结果�表 � �表明
,

草鱼高血糖素免疫活性内分泌细胞在各

肠段中的分布密度存在极显著差异
。

多重比较结果�表 � �表明
,

草鱼在前肠前段中高血

糖素免疫活性内分泌细胞的分布密度比其他各肠段中的分布密度都高
,

差异达到统计学

极显著水平 �前肠后段上的分布密度比中肠上的高
,

差异接近显著水平
,

而且极显著高于

后肠前段和直肠中的分布密度 � 中肠上的分布密度比后肠前段要高
,

差异不显著
,

但极显

著高于直肠 �后肠前段的分布密度与直肠中的分布密度有较大的差异
,

未达到显著水平
。
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。

农 2 草鱼肠道中离血抽素免疫活性内分泌细胞分布密度的方按分析

T ab
.
2
.
A naly sis o f

.
Vatlan ‘e i

n t h
e

d i
s t r

i b
u t
i
o n

d
e n s

i
t y o

E g l
u e a g o n

一

i m m
u n -

o r e a c t i
v e e n

d
o e r

i
n e e e

l l
s

i
n t h

e
g

u t o
f g

r a s s e a r
p

花
变异来源 平 方 和

Sou ree o王 v a ria n e e
自 由 度

D e gree of 蛋r e e d o m S u m o f s q u a r es
均

M ea o
方

SqU ateS
F

处理 T reatm en ts

误差 E rro r

总变异 T otal variance

14476
.
0786

6544
.0913

21020
。

1 6 9 7

3 6
1
9

.

0 2

1
8

6

。

9
7

1 9

。

3 6
* *通

月

已少OJ

自凡�几马

F
o 二, ( 4

,
s , ) , 2

·

6 , ; F
。, . , ( ‘

,
3 , ) 二 3

.
9
.

** 为差异极显著 D ifferenee w as h ig h l丫 sig n if ica n t
.

农3 , 鱼肠道中离血抽素免咬活性内分泌细胞分布密度的多, 比较 (L S D 浦验)

T ab· 3

.

M
u
l
t
i p l

e c o
m p a r

i
s o n s

(
L S D

)

o
f t h

e
d i

s t r
i b

u t
i
o n

d
e n s

i t y
o
f g l

u c a
g

o n -

i m m
u n o r e a e t

i
v e e n

d
o e r

i
n e c e

l l
s

i
n t

h
e

g
u t o

f g r 王
,

5 5 c a r

P

处 理
T reatm en ts

平均数
M ean

64
。

5 0 一 又 4 3
.
53 一 又i 3 0

.
8 8 一 又i 2 1

.
3 8 一 又‘

, 哭
前肠前段

A nterio r seg m ent of fo reg u t

前肠后段
P osterio r seg m ent of foregu t

中 肠 M id g ut

后肠前段
A nterior seg m en t of 五in d g u t

直 肠 R ectu m

64
。

5 0

4 3

。

5 3
2

0

.

9 7
* *

3 0

。

8 8 3 3

.

6
2

* *
1 2

.

(

」

5

2 1

.

3 8

9

。

1
1

4 3

.

1 2
* *

2
2

.

1 , * *

3 4
.
月2 * *

夕
。

弓

, 5
.
3 9 * * 2 1

。

7 7
* *

1
2

。

2 7

L s D
二 o,

= 互3
·

8 , ,
L s D

o . i

=

* *

为差异极显著 D ifferenee
18

。

6
0

.

w
a s

h i g h l
y

s

i
g

n

i f i

e a n t

.



水 生 生 物 字 报 15 卷

高血糖素免疫活性内分泌细胞在草鱼肠道中绝大部分分布在肠褶上部和中部 (图版

川 )
,

肠褶基部分布极少
。

草鱼肠道中高血糖素免疫活性内分泌细胞主要为开放型内分泌 细 胞 (图版 I
:3一 7

,

9
)

,

均具有较长的胞突
。 大多数胞突伸向肠腔 (图版 I:2)

。

有些细胞体位于基膜附近

(图版 I口
, , )

,

另一些细胞体则位于肠上皮中部离基膜较远(图版 I
:3 ,

4
)

。

前一种内分泌

细胞一般具有一个较长的胞突
,

伸向肠腔进行腔内分泌
。

后者的基部往往又伸出一个胞

突走向基膜或邻近细胞之间
,

并与伸向肠腔的胞突相对 (图版 1: 3
,

4
,

9
)

。

有时则不见其

伸向肠腔的胞突
,

而基部胞突特长
,

伸向基膜或邻近细胞间隙进行旁分泌 (图版 I:8 )
。

部

分胞突膨大呈囊状
,

大小几乎与胞体相等 (图版 I
:4 ,

6
,

7
)

。

未见到不具胞突的椭圆形高血

糖素免疫活性内分泌细胞
。

讨 论

草鱼肠高血糖素免疫活性内分泌细胞是在草鱼肠道中发现的第 7 种内分泌细胞
。

其

形态不像哺乳动物 (如水牛) G EP 内分泌系统中高血糖素免疫活性内分泌细胞的形态多

样[21
。

但其最大的形态学特征是具有较发达的胞突
。

胞突的存在意味着不仅能将分泌物

送人肠腔或邻近的细胞间隙或基膜上
,

同时兼有贮存激素的功能
,

它膨大成囊状的胞突将

激素贮存于其中
,

伺机体需要时再排出
以, 。

这与哺乳动物肠道中高血糖素免疫活性内分

泌细胞的形态学特征有区别
〔吕,10

,

l1]

。

由于所有哺乳动物的高血糖素均相同(豚鼠除外)
,

而

鱼类的略有差异 [3]
,

因此
,

应用抗哺乳动物血清进行鱼类消化道免疫组织化学染色是比较

困难的
,

因为某些哺乳动物激素培育出的抗血清对鱼类的消化道内分泌细胞不产生免疫

反应
。

尽管如此
,

本实验仍然证实了 4 种鲤科鱼肠道中高血糖素免疫活性内分泌细胞的

存在与否以及出现频率
。

根据荷兰学者 Rom bout 对杂食性 鲤 科 鱼 贝鳃 (B ar b
u: ‘口-

。 。
h
口
ni
“
s) 肠内分泌细胞免疫组化的研究

,

高血糖素免疫活性内分泌细胞主要分布在贝

纪第一肠段的肠褶中
【‘5, ,

与本研究结果一致
。

我们曾用 G ri m el ius 嗜银法对翘嘴红拍
、

鲤
、

草鱼 3 种鲤科鱼肠内分泌细胞进行了检

查
,

结果发现这 3 种鱼的整个肠道上均有内分泌细胞的分布l)o 而本实验在翘嘴红帕肠

道上则出现阴性反应
,

这说明翘嘴红拍肠道中的 G ri m el ius 嗜银阳性细胞中不包含高血

糖素免疫活性内分泌细胞
,

但 目前已发现有胃泌素免疫活性内分泌细胞的存在图
。

鲤鱼

仅在前肠中出现高血糖素免疫活性内分泌细胞
,

而且出现频率很低
。

在其前肠前段中还

有胃泌素免疫活性内分泌细胞的分布 囚。

与 G ri m d iu s 嗜银法的研究结果相对照
,

清楚

地表明鲤鱼肠道中还有多种其他类型的内分泌细胞
,

这些有待进一步的研究
。

用免疫荧光法在钝盔太阳鱼 (A o bl
op lit, , r “户estr is)

.
驼背鳞鳃太 阳 鱼 (乙

ep 口m i
s

g i b b
o , 。,

)

、

金妒 (p
erca flat, e , c e o s

) 和雀鳝 (L
e户i, o , z e , 5 0 5 , e u ,

) 呼种有胃硬骨鱼的 胃

中发现有 胃蛋白酶原荧光细胞存在
,

肠中却没有这种荧光细胞
〔
14]

。

日本学者山田纯三在

小牛的胃中发现有 胃蛋白酶原和凝乳酶两种免疫活性内分泌细胞的存在t1a]
。

在鱼类的 胃

l) 潘黔生等
,

1 9 8 7 年
。

三种鲤科鱼类肠道内分泌细胞的初探
。

中国动物学会显微与亚显微形态科学会第三届

第五次学术讨论会 ( 1987 年 9 月
,
安徽屯溪)交流论文

。
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肠胰内分泌系统中
,

目前还未见到有凝乳酶和神经特异烯醇酶免疫活性存在的报道
。

本

研究结果在 4 种无 胃硬骨鱼的肠粘膜细胞中没有发现 胃蛋白酶原
、

凝乳酶和神经特异烯

醇酶的免疫活性
。

对这一结果有以下几种可能的解释 : l) 鲤科鱼的肠道中不存在分泌胃

蛋白酶原
、

凝乳酶和神经特异烯醇酶的内分泌细胞
。

2
) 也许鱼类的肠道中存在 胃蛋白酶

原
、

凝乳酶和神经特异烯醇酶 3 种内分泌细胞
,

但这 3 种哺乳动物抗血清与鱼类肠道中这

3 种类型内分泌细胞不发生免疫反应
。

3
) 在 4 种鲤科鱼肠内分泌细胞中

,

这 3 种酶的浓

度处于免疫组织化学技术 (P A P 法)的闭值之下
。

几

分布于草鱼肠粘膜上的高血糖素免疫活性内分泌细胞是开放型的
,

其顶端胞突伸向

肠腔
,

来 自肠腔内的刺激对肠高血糖素的释放是必要的
〔31 。 这种细胞较集中分布于前肠

前段的肠褶上部和中部
,

便于准确和更快速地接受来自肠腔中的各种理化因子的刺激而

发挥其生理功能
。

草食性哺乳动物马和羊的消化道中高血糖素免疫活性内分泌细胞在胃

中的分布密度最大比l0J
。

草鱼无 胃但其前肠膨大
,

兼有贮存和消化吸收食物的功能
,

具有

类似哺乳动物胃的作用
。

就马
、

羊
、

草鱼胃肠道高血糖素免疫活性内分泌细胞的分布特点

来看似乎也可说明这一点
。

由于高血糖素具有松弛平滑肌的作用
〔3] ,

肠中未消化的食物

有可能通过刺激肠中高血搪素的释放
,

使食物推进速度减慢
,

在肠中滞留较长的时间
,

以

利消化吸收
。

草鱼能以简单结构的消化道进行草料的消化吸收
,

堪与具有完整而复杂的消化道结

构的牛
、

马
、

羊等相比
,

而且草鱼对优质青草的利用率和能量转换率高于草食性家畜
【习 ,

除

了某些生理因素外
,

内分泌细胞在肠粘膜中的大量存在很可能发挥一定的作用
。

高血糖

素内分泌细胞在人和哺乳动物 胃肠道中的作用是多方面的
〔3, ,

而在鱼类消化道中的作用

有待进 一步的研究
。
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潘黔生等
: 四种鲤科鱼肠道中高血糖素免疫活性内分泌细胞的研究

夕

,

1
.
草鱼高血塘素免疫活性内分泌细胞分布于肠褶的中

、

上部(箭头), GL
一肠腔

,

邓87
.6; 2.开放型内

分泌细胞
,

示胞突伸向肠腔(箭头)
,

G L
( 肠腔)

, 又 , 2
·

5;
3

·

胞体位于肠上皮中部
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