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摘要：应用 #*+, 抗血清，以 -./（012324*526724*89:6;230<9 =6>8?9;）免疫组织化学方法，对东方铃蟾（1(23#$+
(*#%$4+,#&）消化道内的 #*+, 免疫活性细胞（#*+@3:6;@7:@870>249 2>>A46:90=7219 =9??，#*+, =9??）进行了免疫组

织化学的定位研究和形态学观察，并探讨其分布型的成因及细胞形态与功能的关系。结果表明，#*+,
细胞在东方铃蟾消化道的各个部位均有分布，其中以胃贲门部分布密度为最高：（##B&% C ("BD&）个E>>! ；

胃幽门部次之：（$!BFF C #B!#）个E>>! ；直肠部最低：（DB%& C $B&)）个E>>! 。#*+, 细胞的形态多样：圆形、

椭圆形、锥体形、长锥体形等，其中食管和直肠以圆形和椭圆形为主，小肠部则以长锥体形为主，其细长

突起指向肠腔或固有膜。细胞分布于上皮基部、上皮细胞之间、腺泡上皮细胞之间或固有膜内；胃贲门

部、胃体及胃幽门部 #*+, 细胞主要分布于腺泡上皮之间，也有的分布于胃上皮之间；肠部 #*+, 细胞主

要分布于肠上皮之间。提示了东方铃蟾 #*+, 细胞分布型的形成与各部位消化功能及其食性和食物组

成有关；#*+, 细胞形态与其内、外、旁分泌功能是相适应的。
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消化道内有许多内分泌细胞，其总量超过

其他任何一个内分泌腺。应用免疫组化和银浸

的方法对消化道内分泌细胞的研究，国外已有

不少报道［>，?］。在国内，也有学者用 5678 抗血

清对不同脊椎动物的消化道 5678 阳性细胞进

行了定位研究［@］，其中爬行类动物消化道内分

泌细胞的研究报道较多［A B C］，而两栖类研究较

少［D，E］，东方铃蟾（ !"#$%&’ "(%)&*’+%,）属两栖纲

（F0"%#-#’ ）、无 尾 目（ F,;2’ ）、盘 舌 蟾 科

（G#)(.<&.))#:’!）、铃蟾属（!"#$%&’），对其消化道

5678 内分泌细胞的研究迄今未见报道。鉴于

此，本文采用卵白素6生物素6过氧化物酶复合

物（ ’99#:#,6-#.$#,6"!2.=#:’)! (.0"!= $!(%,#H;!，
FIJ）法，对东方铃蟾消化道内 5678 免疫活性

内分泌细胞的分布与形态学进行了研究，进一

步丰富了比较内分泌学资料。同时还为进一步

研究 5678 对两栖类消化道功能的影响提供形

态学基础。

) 材料与方法

)*) 材料 东方铃蟾 K 只，雌雄各半，采自黑

龙江省威虎山。双毁髓后，立即按下列消化道

各段取材：食管、胃贲门部、胃体、胃幽门部、十

二指肠、空肠、回肠和直肠。先用生理盐水快速

冲洗，然后用改良的 I.;#,’) 液固定 ?A %，常规

脱水透明，石蜡包埋，切片 K!0，贴于涂有铬矾

明胶载玻片上，@CL温箱烘片备用。

)*+ 试 剂 5678 抗 血 清（ 兔 抗 人 ）和

MNJ8FO8F+P FIJ 免疫组织化学试剂盒购于北

京中山生物技术有限公司，美国 QRSNG 公司生

产。5678 抗血清，稀释倍数 >T>UU，产品代号为

QF6U?@>。

)*, 免疫组织化学方法 采用 FIJ 免疫组织

化学 法。常 规 石 蜡 切 片 脱 蜡 复 水。切 片 入

@CL @V 7?W? 甲醇溶液孵育 >5 0#,，消除内源

性过氧化物酶的活性。蒸馏水浸洗 5 0#,，XIO
浸洗 5 0#,。然后取出，滴加正常山羊血清（@T
?UU），室温（>5 B ?5L）孵育 ?U 0#,，封闭非特异

性反应部位。倾去血清，滴加一抗（5678 抗血

清，稀释倍数 >T>UU），室温过夜。XIO 浸洗 @ 次

Y 5 0#,，滴加二抗（羊抗兔 +<Z 抗血清，稀释倍

数 >T?UU），孵育 A5 0#,，XIO 浸洗 @ 次 Y 5 0#,。

滴加卵白素6生物素6过氧化物酶（FIJ）试剂（稀

释倍数 >T>T>UU），孵育 AU 0#,。XIO 浸洗 @ 次 Y
5 0#,，滴加 GFI67?W? 显色后，冷 XIO 冲洗，冷

蒸馏水、自来水冲洗。苏木精复染，常规石蜡脱

水透明，封片。

对照切片以 FIJ 试剂药盒中正常山羊血

清取代兔抗 5678 血清（第一抗体）进行孵育，其

余步骤同上。

)*- 细胞计数 在 W&30";) I76? 型显微镜下

观察、拍照，对每个部位的切片随机取 ?U 个视

野，计算每平方毫米 5678 免疫活性细胞的个数

（个T00?），结果用 - [ ./ 表示，对所得数据用

G;,(’, 多重比较的方法进行统计学分析。

+ 结 果

用 FIJ 免疫组织化学法，显示的 5678 免

疫活性细胞呈黑褐色，背景为淡蓝色，反差强，

很易辨认。对照实验呈阴性反应。

+*) ./01 免疫活性细胞的组织学分布 5678
细胞见于东方铃蟾的消化道各段，分布于上皮

基部、上皮细胞之间、腺泡上皮细胞之间或固有

膜内，其形态多种多样，呈圆形、椭圆形、锥体形

和梭形，具体分布位置和形态如表 >、图版"所

示。

+*+ 消化道各段 ./01 免疫活性细胞的分布密

度 对东方铃蟾消化道 D 个部位 5678 细胞计

数所得的数据采用 G;,(’, 多重比较的方法进

行统计学分析，实验结果列于表 ?。
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表 ! 东方铃蟾消化道 "#$% 免疫活性细胞的分布位置和形态

%&’() ! *+,&-.+/ &/0 12&3) +4 "#$% .556/+7)&,-.8) ,)((1 ./ -2) 0.9)1-.8) -7&,- +4 !"#$%&’ "(%)&*’+%,

部位

!"#$%&
分布位置

’%()*$%&
形态

+,)-"

食管

./%-,)#0/
上皮基部

$& *," 1%**%2 %3 "-$*,"4$)
呈椭圆形（图版!：5）或圆形（图版!：6）

"44$-/"（74)*" !：5）%8 8%0&9（74)*" !：6）

胃贲门部

:)89$)( -)8*
%3 /*%2)(,

胃贲门上皮之间及基部

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ )&9 $& *," 1%**%2 %3
"-$*,"4$)

呈椭圆形（图版!：<）或两个细胞借助于突起紧密连接（图版!：=）

"44$-/"（74)*" !：<）%8 *;% >?@A ("44/ (%&&"(* 1B *,"$8 -8%("//（74)*" !：=）

胃体

C%9B %3 /*%2)(,
腺泡上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %3 #)/*8$( #4)&9
呈锥体形突起指向腺泡腔（图版!：>）

/,0**4"?4$D" )&9 $*/ -8%("// "E*"&9$&# *% *," )($&0/ 402"&（74)*" !：>）

胃幽门部

7B4%8$() -)8*
%3 /*%2)(,

胃幽门上皮之间或腺泡上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %8 1"*;""& "-$*,"4$)4
("44/ %3 #)/*8$( #4)&9

呈锥体形，突起指向腺泡腔（图版!：F）或突起指向胃幽门腔（图版!：G）

/,0**4"?4$D"，$*/ -8%("// "E*"&9$&# *% *," )($&0/ 402"&（ 74)*" !：F）%8
"E*"&9$&# *% *," -B4%8$() 402"&（74)*" !：G）

十二指肠

H0%9"&02
肠上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %3 *," #0*
呈长锥体形，突起指向肠腔（图版!：I）

*)-"8$&#，$*/ -8%("// "E*"&9$&# *% *," #0* 402"&（74)*" !：I）

空肠

J"K0&02
肠上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %3 *," #0*
呈锥体形，突起指向肠腔（图版!：L）

/,0**4"?4$D"，$*/ -8%("// "E*"&9$&# *% *," #0* 402"&（74)*" !：L）

回肠

M4"02
肠上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %3 *," #0*
呈锥体形，突起指向肠腔（图版!：5N）

/,0**4"?4$D"，$*/ -8%("// "E*"&9$&# *% *," #0* 402"&（74)*" !：5N）

直肠

!"(*02

肠上皮之间或腺泡上皮之间

1"*;""& "-$*,"4$)4 ("44/ %3 *," #0* %8 1"*;""&
"-$*,"4$)4 ("44/ %3 #)/*8$( #4)&9

呈梭形或椭圆形和圆形（图版!：55，56）

/,0**4"?4$D"，"44$-/" %8 8%0&9（74)*" !：55，56）

表 : ;6/,&/ 多重比较的结果

%&’() : <)16(-1 +4 ;6/,&/ 56(-.3()
,+53&7.1+/（!! O "#）

部位

!"#$%&

分布密度（个P226）

A," )Q"8)#" %3
9$/*8$10*$%& 9"&/$*B
（&021"8P226）

显著水平

+$#&$3$()&(" 4"Q"4

NRN> NRN5

贲门 :)89$)( -)8* >>RG< O 5NRFG ) S
幽门 7B4%8$() -)8* =6RLL O >R6> 1 C

十二指肠 H0%9"&02 <<R== O 5NR>L ( C:
胃 C%9B %3 /*%2)(, <5RN> O GR=I ( :H

食管 ./%-,)#0/ 65R>N O IRGF 9 H.
回肠 M4"02 5=R<< O >RLG 9" .T

空肠 J"K0&02 56RG= O GR<6 "3 .T
直肠 !"(*02 FR<G O =RGI 3 T

含有相同字母的处理，差异不显著；含有不同字母的处

理，差异显著。

A," 9$33"8"&(" $/ &%* /$#&$3$()&* 1"*;""& #8%0-/ ;$*, *," /)2"
4"**"8/，;,$4" *," 9$33"8"&(" $/ /$#&$3$()&* 1"*;""& #8%0-/ ;$*, 9$33"8"&*
4"**"8/U

消化道 >?@A 细胞分布密度呈波浪式，出现

两个显著的高峰，一个是胃贲门部，另一个是胃

幽门部。其中贲门部的 >?@A 细胞密度显著高

于幽门部。由食管到胃贲门部逐渐上升达到第

一个高峰，之后开始下降，到胃部达到较低，随

后又开始上升至胃幽门部又达到一个高峰，尔

后经十二指肠部开始下降，到空肠部达到最低，

最后经回肠稍有上升后，到直肠又降到最低。

= 讨 论

消化道五羟色胺免疫活性细胞属内分泌细

胞类，其分泌的 >?羟色胺对调节消化道功能有

着重要作用［5N］。>?@A 免疫活性细胞广泛存在

于各种脊椎动物消化道中［<］，但分布状况差异

较大。有学者［5N］对几种脊椎动物消化道 >?@A
细胞的分布作了比较研究，发现食管 >?@A 细胞

仅见于两栖类和爬行类。本文中，在东方铃蟾

的食管上皮上也发现了 >?@A 细胞，这与前面的

结论及吴孝兵［>］等在研究扬子鳄的食道中含有

>?@A 细胞分布的结果是一致的。

已有研究表明，多数动物 >?@A 细胞集中于胃

幽门部［<］，如无斑肥螈［L］（$%&’()*+),- .%/+%)01）、中

华大 蟾 蜍［<］（ 203, 4%*4%*+5%-6 ）、黄 喉 水 龟［<］

（7%0*81(6 10)+&%）、小白鼠［<］。或集中在十二

指肠，如 扬 子 鳄［>］（ 9..+4%),* 6+-8-6+6）、虎 皮 鹦

鹉［<］（78.,:6+))&&06 0-;0.%)86）。也有少数例外，

·L<·> 期 李淑兰等：东方铃蟾消化道 >?羟色胺免疫活性细胞的免疫组织化学定位



如大熊猫［!!］（ !"#$%&’&() *+#),&#+$-)）在空肠最

多。本文中的东方铃蟾 "#$% 细胞分布密度在

胃贲门部最高，胃幽门部次之，直肠部最低。"#
$% 免疫活性细胞密度在胃贲门部和胃幽门部

高，可能与调节食物通过时肌肉的收缩运动有

关。但其分布型与以上研究结果不尽相同，这

种分布型的差异，杨贵波等［!!］在大熊猫的研究

中认为，大熊猫消化道 "#$% 细胞的特殊类型可

能是其长期进化过程中对特殊食性适应的结

果。之后，杨贵波等［!&］又证明了改变大鼠食物

组成可使 "#$% 细胞的分布型发生变化。总体

上，东方铃蟾 "#$% 细胞的分布型的形成可能与

其食性和食物组成有关，与种属无直接关系。

关于小肠中 "#$% 内分泌细胞的分布状况

主要有两种观点，其一认为十二指肠数量最多，

空肠次之，回肠最少，形成一条从小肠头端向尾

端逐渐倾斜的密度分布曲线［!’］；其二认为十二

指肠和回肠数量均较多，而空肠最少，形成 (
字形分布曲线［!)］。本文结果显示，东方铃蟾小

肠各部位 "#$% 内分泌细胞的分布密度有明显

差异，十二指肠最高，从空肠到回肠逐渐减少，

与前一种观点一致。小肠内 "#$% 细胞的密度

以十二指肠最高，原因很容易理解，因为十二指

肠是消化和吸收的主要部位，需要很多的 "#$%
细胞分泌 "#$% 以刺激肠黏液分泌、平滑肌收缩

和血管扩张，协助消化和吸收。之后，随着消化

能力的减弱，"#$% 细胞的密度也随之降低。

消化道内分泌细胞的内分泌功能早已被肯

定［!"］，本文在东方铃蟾的消化道内可见有大量

位于上皮基部的圆形或椭圆形 "#$% 细胞，进一

步证实了消化道内分泌细胞的内分泌功能。至

于消化道内分泌细胞是否还有外分泌功能，

*+,,-./［!0］等认为内分泌细胞可能以外分泌方式

将 "#$% 排到肠腔，但形态学依据不足。本文用

"#$% 抗体的免疫组织化学法，观察到锥体形 "#
$% 细胞具有长突起伸向肠腔或腺泡腔，并发现

突起附近处有免疫染色反应产物，从而在形态

学上证明 "#$% 有可能从内分泌细胞的顶端释

放到肠腔或腺腔内。即内分泌细胞以外分泌方

式释放 "#$%，具有外分泌功能；此外，有的梭形

"#$% 阳性细胞一端指向肠腔，另一端指向固有

膜，表明这种细胞可能同时具有内、外分泌双重

功能；同时在其消化道内还发现有两个 "#$% 细

胞借助突起紧密相接触的现象，这又说明消化

道内分泌细胞具旁分泌作用，可能起局部调节

作用。本文结果为内分泌细胞借外分泌及旁分

泌途径释放其分泌产物提供了进一步的形态学

依据，也表明这两种作用方式在较低等的两栖

类就已存在。

现已公认，胃肠道内存在大量内分泌细胞，

可产生多种肽类激素，是机体最大的内分泌器

官［!1］。"#$% 细胞是其中主要的内分泌细胞之

一，其分泌产物参与许多生理与病理过程［!2］。

本文中，"#$% 细胞在东方铃蟾消化道中大量存

在，提示 "#$% 在其消化生理过程中起着重要作

用。但是，无论是 "#$% 细胞的分布差异原因，

还是 "#$% 细胞作用机理，都有待于进一步研

究。
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图 版 说 明

$Z 食管上皮基部的椭圆形 G*LU 细胞（箭头）；"Z 食管上皮基部圆形 G*LU 细胞（箭头）；%Z 胃贲门部上皮基部椭圆形的 G*LU 细胞

（箭头）；IZ 胃贲门部上皮细胞之间两个相连的 G*LU 细胞（箭头）；GZ 胃体腺泡上皮之间小锥体形突起指向腺泡腔的 G*LU 细胞（箭

头）；’Z 胃幽门部腺泡上皮细胞之间锥体形和椭圆形的 G*LU 细胞（箭头）；HZ 胃幽门部上皮细胞之间锥体形突起指向胃幽门腔的

G*LU 细胞（箭头）；FZ 十二指肠部上皮细胞之间长锥体形突起指向肠腔的 G*LU 细胞（箭头）；EZ 空肠上皮细胞之间呈锥体形突起

指向肠腔的 G*LU 细胞（箭头）；$#Z 回肠上皮细胞之间两个并排锥体形其突起伸向肠腔的 G*LU 细胞（箭头）；$$Z 直肠上皮细胞之

间呈梭形，其一突起指向固有膜，另一突起指向肠腔的 G*LU 细胞（箭头）；$"Z 直肠腺泡上呈椭圆形和圆形的 G*LU 细胞（箭头）。

（ [ I##）

()*+,-,./0- 01 2+,.3
$ZK2 4))1>94 G*LU B4))（,55<X）,: :-4 D<::<= <@ 4>1:-4)1, <@ 49<>-,C79；"ZK 5<723 G*LU B4))（,55<X）,: :-4 D<::<= <@ 4>1:-4)1, <@ 49<>-,C79；%ZK2

4))1>94 G*LU B4))（,55<X）,: :-4 D<::<= <@ 4>1:-4)1, 12 :-4 B,531,B >,5: <@ 9:<=,B-；IZUX< B<2:45=12<79 G*LU B4))9（,55<X9）D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9

<@ :-4 B,531,B >,5: <@ 9:<=,B-；GZU<X 9-7::)4*9-,>43 G*LU B4))9 D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9（,55<X9）<@ :-4 C,9:51B C),23 12 :-4 D<3. <@ 9:<=,B-，X1:-

:-415 >5<B49949 4M:42312C :< :-4 ,B1279 )7=42；’ZK 9-7::)4*9-,>43 G*LU B4)) ,23 ,2 4))1>94 G*LU B4))（,55<X）D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9 <@ :-4 C,9:51B

C),23 ,: >.)<51B, <@ 9:<=,B-；HZK 9-7::)4*9-,>43 G*LU B4))（,55<X）D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9 ,: >.)<51B, <@ 9:<=,B-，X1:- 1:9 >5<B499 4M:42312C :< :-4

C7: )7=42；FZK :,>4512C G*LU B4))（,55<X）D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9 <@ 37<3427=，X1:- 1:9 >5<B499 4M:42312C :< :-4 C7: )7=42；EZK 9-7::)4*9-,>43 G*

LU B4))（,55<X）D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9 <@ \4\727=，X1:- 1:9 >5<B499 4M:42312C :< :-4 C7: )7=42；$#ZU<X 9-7::)4*9-,>43 G*LU B4))9（,55<X9）

D4:X442 4>1:-4)1,) B4))9 <@ 1)47=，X1:- :-415 >5<B49949 4M:42312C :< :-4 C7: )7=42；$$ZK 9-7::)4*9-,>43 G*LU B4))（,55<X）X1:- :X< >5<B49949，<24

4M:42312C :< :-4 ),=12, >5<>51,，,23 :-4 <:-45 4M:42312C :< :-4 C7: )7=42；$"ZK 5<723 G*LU B4)) ,23 ,2 4))1>94 G*LU B4))（,55<X9）D4:X442

4>1:-4)1,) B4))9 <@ C,9:51B C),23!/,C21@1B,:1<2 <@ ,)) @1C7549 19 [ I## !

·$I·G 期 李淑兰等：东方铃蟾消化道 G*羟色胺免疫活性细胞的免疫组织化学定位



李淑兰等：东方铃蟾消化道 !"羟色胺免疫活性细胞的免疫组织化学定位 图版!
#$ %&’"#() !" #$ *：$++’),&-./,0&1+-0(2 #,0(2-3(/-,) ,4 !"56 $++’),71(0/-81 9122.

-) /&1 :-;1./-81 67(0/ ,4 %&’()*# &+)!*"#$), <2(/1 !

图版说明见文后

·=>· 动物学杂志 -.)*!,! /&0+*#$ &1 2&&$&34 >? 卷




