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竹叶青蛇消化道内分泌细胞的
免疫组织化学定位3
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摘 　要 　应用 8 种特异性胃肠激素抗血清对竹叶青蛇 ( T rimeresurus stejnegeri) 消化道内分泌细胞进行了免疫组

织化学定位。52羟色胺细胞和生长抑素细胞在整个消化道中均有分布。52羟色胺细胞以十二指肠和回肠密度为最

高 , 空肠、直肠和幽门其次 , 胃体较低 , 食道和贲门中偶见 ; 生长抑素细胞在十二指肠处数量最多 , 胃体、幽

门和空肠其次 , 其余消化道各段偶见 ; 胰高血糖素细胞只见于十二指肠和空肠 ; 血管活性肠肽在贲门和胃体处

有少量阳性细胞分布 , 食道中偶见。以上各处内分泌细胞的分布密度差异显著。未检出胃泌素、P2物质、胰多

肽和胰岛素免疫反应阳性细胞。上述内分泌细胞的分布特点可能与竹叶青的摄食习性和生活环境有关。
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　　应用免疫组织化学方法对爬行动物的消化道内

分泌细胞进行定位研究 , 已有一些报道。检测出的

内分泌细胞类型 , 鳄类中有 12 种 (吴孝兵等 ,

1999 ; Buchan et al . , 1983) , 蜥蜴类中有 14 种

(Arena et al . , 1990 ; Grimelius , 1981 ; Morescalchi

et al . , 1997 ; Perez2Tomas et al . , 1989) , 蛇类有 3

种 (Masini , 1986) 。这些研究结果表明 , 爬行动

物消化道内分泌细胞的分布型不但与哺乳动物和禽

类 (周占祥等 , 1987 ; 邓泽沛等 , 1994) 不同 , 而

且各个物种间亦存在较大的差异。爬行动物在整个

脊椎动物进化过程中居于承上启下的位置 , 对其消

化道内分泌细胞进行研究 , 无疑具有重要的比较内

分泌学意义。竹叶青是一种比较常见的毒蛇 , 作者

拟通过对其消化道内分泌细胞的研究 , 丰富比较内

分泌学的资料 , 同时增加对蛇类消化道内分泌细胞

类型的了解。

1 　材料和方法

111 　材料

竹叶青蛇 ( T ri meresurus stejnegeri ) 5 条 , 体

全长 320～350 mm。断头处死 , 迅速按下列消化

道各段取材 : 食道、胃贲门部、胃体、胃幽门部、

十二指肠、空肠、回肠和直肠。生理盐水洗净 , 用

无冰醋酸的 Bouinπs 液固定 18～24 h , 常规脱水透

明 , 石蜡包埋 , 切片 5～7μm , 贴片。

112 　主要试剂

8 种胃肠激素的兔抗血清 (胰岛素为鼠抗) ,

详见表 1 , 链霉菌抗生物素蛋白2过氧化物酶

(st reptavidin peroxidase , SP) 免疫组织化学试剂盒

购于北京中山生物技术公司。

113 　免疫组织化学方法

本实验应用 8 种消化道激素的抗血清 , 以 ABC

(avidin2biotin2peroxidase complex) 免疫组织化学方

法 (ZYMED 公司 , 1986) 进行内分泌细胞定位。

一抗 (激素抗血清) 孵育条件为 4 ℃, 16 h , 生物

素化二抗 (均为羊抗兔 Ig G抗血清) 和 ABC 的孵

育均为室温 1 h。DAB2H2O2 显色后 , 苏木精复染 ,

常规脱水透明 , 封固。对照实验采用正常血清和

PBS代替一抗 , 其余步骤同上。在 Olympus BH22

型显微镜下观察 , 拍照 , 并对每个部位的切片随机

取 10 个 400 倍视野计数 , 取平均值 ±标准误 (范

围) [ �X ±S E (range) ] , 表示内分泌细胞的分布密

度 , 并用单因素方差分析 (one2way ANOVA) 对

各部位中同一种内分泌细胞的绝对数量进行统计。



表 1 　用于检测竹叶青蛇消化道内分泌细胞的胃肠激素抗血清

Table 1 　Details of the anti2gut hormone antisera used observing endocrine cells

in the digestive tract of Trimeresurus stejnegeri

所用激素抗血清 产品代号 特异性 稀释倍数 来源

Anti2hormone antisera Code No. Specificity Dilution Source

52羟色胺 (52HT) 即用型 ZYMED 公司

(52Hydroxytryptamine) ZA20231 — (Ready2to2use) (ZYMED Corp . )

合成环行生长抑素 (SS) ZA20232 — 即用型 同上

(Sythetic cyclic somatostatin) (Ready2to2use) (Same above)

猪胰高血糖素 ( Glu) ZA20122 — 1∶50 同上

( Porcine glucagon) (Same above)

合成血管活性肠肽 (VIP) ZA20265 — 1∶50 同上

(Synthetic vasoactive (Same above)

intestinal polypeptide)

胃泌素 ( Gas) ZA20115 — 1∶50 同上

( Gastrin) (Same above)

P 物质 (SP) ZA20235 — 1∶50 同上

(Substance P) (Same above)

人胰多肽 ( PP) ZA20211 与人血清蛋白无交叉反应 同上

( Human pancreatic polypeptide) (No cross2reaction with human 1∶50 (Same above)

serum protein)

单克隆鼠抗胰岛素 ( Ins) ZM20155 与大多数哺乳类有交叉反应 1∶50 同上

( Insulin) (Cross2react with insulin in a (Same above)

large number of mammalian species)

2 　结　果

8 种胃肠激素抗血清在竹叶青消化道显示的内

分泌细胞种类及分布密度见表 2。

表 2 显示 , 52HT 细胞见于整个消化道 , 以十

二指肠和回肠密度为最高 , 空肠、直肠和幽门其

次 , 胃体较低 , 贲门和食道偶见 , 分布差异显著

(one2way ANOVA : F (7 ,343) = 47109 , P < 010001) ;

食道 52HT 细胞位于上皮基底部 , 呈圆形、椭圆形

(图版 Ⅰ: 1) ; 胃 52HT 细胞主要分布于胃腺部 ,

腺泡外围或腺上皮中数量较多 , 呈圆形、椭圆形、

三角形、梨形或不规则形 ; 肠 52HT 细胞主要位于

上皮细胞间 , 细胞呈圆形、楔形、长梭形 , 有的细

胞具较长的胞突伸向肠腔或固有膜 (图版 Ⅰ: 2) 。

生长抑素细胞在十二指肠处数量最多 , 胃体、

幽门和空肠其次 , 其余消化道各段偶见 , 分布差异

显著 (one2way ANOVA : F (7 ,343) = 18124 , P <

010001) 。细胞大多呈圆形和椭圆形 (图版 Ⅰ: 3) ,

但有的呈长梭形 , 具胞突伸向邻近细胞或肠腔 (图

版 Ⅰ: 4) 。固有层结缔组织内偶见圆形阳性细胞。

胰高血糖素细胞在十二指肠和空肠中的分布密

度相近 (one2way ANOVA : F (1 ,49) = 1148 , P >

0105) , 其余各段未见分布 ; 空肠密度较大 , 十二

指肠次之 ; 细胞呈圆形 (图版 Ⅰ: 5) 、楔形 , 有的

具胞突伸向肠腔或固有膜。

血管活性肠肽 (V IP) 细胞在胃体和贲门处有

少量阳性细胞存在 (图版 Ⅰ: 6) , 在食道中偶见 ,

分布差异显著 (one2way ANOVA : F (2 ,97) = 25131 ,

P < 010001) 。V IP 细胞主要分布于固有层和肌肉

层中 , 上皮中偶见。

消化道各段均未检出胃泌素、P2物质、胰多肽

和胰岛素免疫反应阳性细胞。
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表 2 　竹叶青蛇消化道内分泌细胞的分布与密度

Table 2 　Distribution and density of the endocrine cells in the digestive tract of Trimeresurus stejnegeri

52羟色胺 生长抑素 胰高血糖素 血管活性肠肽 胃泌素 P 物质 胰多肽 胰岛素

52HT SS Glu VIP Gas SP PP Ins

食道 0130d ±0109 0120c ±0111 0 0129b ±0114 0 0 0 0

(Oesophagus) (0121～0139) (0109～0131) (0115～0143)

胃贲门部 0170d ±0119 0120c ±0111 0 0157a ±0130 0 0 0 0

(Stomachus cardiacus) (0151～0189) (0109～0131) (0127～0187)

胃体 1150c ±0132 0170b ±0125 0 0156a ±0118 0 0 0 0

(Stomachus Corpus) (1118～1182) (0145～0195) (0138～0174)

胃幽门部 2120b ±0131 0160b ±0121 0 0 0 0 0 0

(Stomachus pyloricus) (1189～2151) (0139～0181)

十二指肠 3180a ±0144 1100a ±0129 1170a ±0120 0 0 0 0 0

(Duodenum) (3136～4124) (0171～1129) (1150～1190)

空肠 2170b ±0129 0160b ±0122 1186a ±0112 0 0 0 0 0

(Jejunum) (2141～2199) (0138～0182) (1174～1198)

回肠 3160a ±0171 0130c ±0114 0 0 0 0 0 0

( Ileum) (2189～4131) (0116～0144)

直肠 2137b ±0150 0125c ±0115 0 0 0 0 0 0

(Rectum) (1187～2187) (0110～0140)

　　注 (Notes) : 数据用平均值±标准误 (范围) 表示 , 样本含量为 50 , 数据经平方根转换 [ x′= ( x + 1/ 2) 1/ 2 ] , 符合正态分布 , Bartett

检验 : X 2
7 ,0105 = 141067 , K2

3 = 111625 , K2
33 = 131903 ( K2

3 < X 2
7 ,0105 , K2

33 < X 2
7 ,0105) ; X 2

2 ,0105 = 51991 , K2
333 = 01738 ( K2

333 < X 2
7 ,0105) , 方差具

有同质性。不同上标的平均值之间差异显著 ( Tukeyπs 检验 , α= 0105) {Data are expressed as mean ±S E (range) . n = 501 Data are normal dis2

t ribution by square root transformation [ x′= ( x + 1/ 2) 1/ 2 ] , Bartett test : X 2
7 ,0105 = 141067 , K2

3 = 111625 , K2
33 = 131903 ( K2

3 < X 2
7 ,0105 , K2

33 <

X 2
7 ,0105) ; X 2

2 ,0105 = 51991 , K2
333 = 01738 ( K2

333 < X 2
7 ,0105) , variance are homogeneity. Means with different superscripts are statistically different

( Tukey’s test ,α= 0105) }

3 　讨　论

52HT 是爬行动物体内分布较广和数量较多的

一种激素 , 它对调节消化功能起着重要的作用。扬

子鳄 ( A lligator sinensis ) 、金氏胎生蜥 ( Egernia

kingii) 和黄喉水龟 ( M aurem ys m utica) 分别以

十二指肠、幽门腺区和大肠的阳性细胞密度为最高

(吴孝兵等 , 1999 ; Arena et al . , 1990 ; 唐晓雯等 ,

1991) 。此外 , El2salhy 等 ( 1985 ) 和唐晓雯等

(1991) 认为 , 在鸟、兽食道中缺 52HT 细胞 , 而

两栖类和爬行类却有分布。竹叶青消化道 52HT 的

分布以十二指肠和回肠为最多 , 食道和贲门偶见 ,

这可能与竹叶青的食性有关。杨贵波等 (1995) 在

大熊猫的研究中认为 , 其内分泌细胞的特殊分布型

可能是其长期进化过程中对特殊食性适应的结果 ,

之后又在大鼠的研究中 (1997) 发现 , 改变食物组

成可以影响胃肠的大体形态和 52HT 细胞分布型的

变化。小肠是消化和吸收的主要部位 , 十二指肠和

回肠 52HT 细胞密度高可能与 52HT 刺激胃肠粘液

分泌 , 平滑肌收缩和血管扩张的功能相一致 ( El2
Salhy et al . , 1985) 。作者的近期研究结果表明 ,

眼镜蛇和乌梢蛇等陆栖性蛇类肠道 52HT 细胞从十

二指肠至直肠分布密度逐渐减小 , 至直肠处最少 ,

这与竹叶青的分布密度不同。竹叶青不但食性与上

述蛇类不同 , 而且生活环境也与它们有差异 (陈璧

辉等 , 1991) , 由此可见 , 除了食性以外 , 不同的

生活环境也可能影响 52HT 细胞的分布。

SS 细胞在爬行动物的消化道中分布广泛 , 但

分布型差异较大。鳄类中 , 密河鳄 ( A lligator

mississi ppiensis ) 和 宽 吻 凯 门 鳄 ( Cai m an

lati rost ris) 整个胃肠道均有分布 , 而扬子鳄仅见于

胃部和十二指肠 (Buchan et al . , 1983 ; Yamada et

al . , 1987 ; 吴孝兵等 , 1999) 。蜥蜴类中 , 绿安乐

蜥 ( A nolis carolinensis ) SS 细胞仅在十二指肠有

分布 ; 四棱南蜥 ( M abuya quinquetaeniata) 则见

于除直肠外的所有部位 ; 金氏胎生蜥中 , SS 细胞
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在胃和十二指肠交接处数量最大 , 小肠段逐渐减

少 , 从结肠到泄殖腔都缺少分布 ( Seino et al . ,

1979 ; El2Salhy et al . , 1981 ; Arena et al . , 1990) 。

蛇类的胃肠道中也有 SS 分布的报道 ( Masini ,

1986) 。竹叶青整个消化道中均有 SS 细胞的分布 ,

其中以十二指肠处密度为最大 , 胃体、幽门和空肠

其次 , 其余消化道各段偶见 , 其分布特点与金氏胎

生蜥相似。生长抑素对多种胃肠激素、酶及胃肠运

动有普遍的抑制作用 (张席锦 , 1985a) , 它在竹叶

青消化道内广泛分布 , 但数量又不多 , 可能对各种

激素的含量起平衡作用。SS 细胞有的具突起伸向

邻近细胞或肠腔 , 说明 SS 可能以旁分泌或外分泌

的方式对消化过程起调节作用。

Glu 细胞在密河鳄中存在于胃窦粘膜中 , 肠道

没有分布 (Buchan et al . , 1983) 。蜥蜴类中 , 四

棱南蜥在胃底部有分布 , 铜蜥 ( Chalcides chal2
cides) 和马达加斯加蜥蜴 ( Zoonosaurus m adas2
cariensis) 偶见于肠上皮 , 蓝斑蜥蜴 ( L acerta lepi2
da) 则大量分布于消化道中 ( El2Salhy et al . ,

1981 ; Morescalchi et al . , 1997 ; Perez2Tomas et

al . , 1989) 。Masini (1986) 在毒蝰 ( V i per aspis)

等的小肠中未见到胰高血糖素。竹叶青胰高血糖素

细胞仅在空肠和十二指肠有分布 , 这与铜蜥和马达

加斯加蜥蜴的分布特点相似。胰高血糖素的分布特

点 , 可能与蛇类耐饥饿的特性有关 , 胰高血糖素在

营养物质供应不足或机体代谢需要增加时释放 , 以

动员肝脏合成葡萄糖以及供应自由脂肪酸和酮体等

替代性能源物质 (张席锦 , 1985b) 。

V IP 细胞的分布特点各不相同。在扬子鳄中主

要分布于胃贲门部 , 少数见于胃体和胃幽门部 , 密

河鳄则整个胃肠道都有大量的 V IP 神经分布 (吴

孝兵等 , 1999 ; Buchan et al . , 1983) 。蜥蜴类中 ,

四棱南蜥和金氏胎生蜥中有 V IP 免疫反应神经纤

维和细胞体分布 ( El2Salhy et al . , 1981 ; Arena et

al . , 1990) 。蛇类只在毒蝰的小肠终神经内发现了

V IP 细胞 , 另外两种游蛇却未见 V IP 的分布

(Masini , 1986) 。竹叶青 V IP 细胞分布型与扬子鳄

相似 , 在胃体和贲门处有少量分布 , 食道中偶见。

V IP 能引起胃容受性舒张 , 抑制胃酸分泌 , 刺激小

肠分泌 (梅懋华 , 1985) , 这可能与蛇类常整个吞

食食物的习性有关 , 有利于食物在消化道内顺利运

行。

竹叶青消化道中未检出胃泌素、P2物质、胰多

肽和胰岛素免疫反应阳性细胞。胃泌素曾在许多爬

行动物中有过报道 , 但本实验未检出。P2物质只在

密河鳄中有发现 , 四棱南蜥和扬子鳄中未见。宽吻

凯门鳄和蜥蜴类中有牛胰多肽 (BPP) 细胞 , 人胰

多肽细胞在爬行类中未见报道 ( El2Salhy et al . ,

1981 ; Buchan et al . , 1983 ; Masini , 1986 ; Yamada

et al . , 1987 ; 吴孝兵等 , 1999) 。胰岛素迄今尚未

有在爬行动物消化道中存在的报道。以上证据说

明 , 爬行动物各个物种间消化道内分泌细胞的类型

存在较大的差异。上述四种激素未被发现 , 一是可

能与所用的是哺乳类激素抗血清有关 , 爬行动物的

分子结构可能与哺乳类不同 ; 二是可能由于这些激

素在消化道中含量太少而被漏检 ; 三是可能竹叶青

消化道中根本就不存在这四种激素。
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外　文 　摘 　要 ( Abstract)

IMMUNOHISTOCHEMICAL LOCAL IZATION OF THE ENDOCRINE CELLS

IN THE DIGESTIVE TRACT OF TRI M ER ESU RUS S TEJ N EGERI3

ZHAN G Zhi2Qiang 　ZHAN G Sheng2Zhou 　WU Xiao2Bing33

( College of L if e Science , A nhui Normal U niversity , W uhu 　241000 , A nhui , Chi na)

At present , the gastrointestinal t ract of reptiles has received a little attention from comparative endocrinolo2
gist and the available information being mainly limited to the crocodiles and lizards. To date there have been few

studies of regulatory peptides in the gastrointestinal t ract of snakes. However , Masini reported immunoreactivity

for gastrin \ cholecystokinin (combined) and somatostatin in small intestinal endocrine cells of three species of

snake , the Asp viper ( V ipera aspis) , the Grass snake ( N at ri x nat ri x ) and the Viperine snake ( N . m aura) ,

but found that immunoreactivity to pancreatic glucagon , secretin or motilin was absent . In addition , somato2
statin2containing cells had been detected in the stomach and small intestine of the European adder ( V i per

aberus) . There is , however , no systematic study of regulatory peptides of the entire length of the digestive tract
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in any snake. In view of the evolutionary position of reptiles , an investigation of the gastrointestinal regulatory

peptide system was considered to be of particular interest . T ri meresurus stejnegeri , a member of the reptilia

suborder serpents , was studied as an example of poisonous snakes. The purpose of this study was to conduct a

detailed examination of the dist ribution of the endocrine cells in the digestive tract of this snake. The tunica mu2
cosa of the entire length of the digestive tract was examined to determine the types , relative frequencies and dis2
t ributions of endocrine cells found there by using an immunohistochemical method ( Avidin2biotin2peroxidase

complex method) . The eight gastrointestinal peptides involved , which had been reported to occur in mammals ,

were 52Hydroxytryptamine , somatostatin , glucagon , vasoactive intestinal polypeptide , gastrin , substance P ,

pancreatic polypeptide and insulin. The results showed that four of them were observed in the digestive tract of

T ri meresurus stejnegeri , namely 52Hydroxytryptamine , somatostatin , glucagon and vasoactive intestinal

polypeptide. 52Hydroxytryptamine and somatostatin2immunoreactive cells dist ributed throughout the digestive

tract , while 52Hydroxytryptamine2immunoreactive cells were found with the highest density in the duodenum

and ileum , the second highest in the jejunum , rectum and stomachus pyloricus , numberously in the stomachus

corpus , occasionally in the oesophagus and stomachus cardiacus. Somatostatin2immunoreactive cells were mainly

located in the duodenum , numberously in the stomach pyloric , stomachus corpus and jejunum , but rarely in any

other regions. The glucagon2immunoreactive cells were only present in the duodenum and jejunum. The vasoac2
tive intestinal polypeptide2immunoreactive cells were found moderately in the corpus stomachus and cardiacus ,

while sparsely in the oesophagus. Data are statistically different among these regions. No immunoreactivity was

observed with the antisera to gastrin , substance P , pancreatic polypeptide and insulin. The evidence collected in

this study indicates that the dist ributive mode of endocrine cells in the digestive tract of T ri meresurus stejnegeri

differs f rom the other snakes. This may be related to its feeding and habitation.

Key words 　T ri meresurus stejnegeri , Digestive tract , Endocrine cells , Immunohistochemistry
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ZHAN G Zhi2Qiang et al . : Immunohistochemical localization of the endocrine cells in the digestive

tract of T ri meresuru stejnegeri Plate Ⅰ

1. 食道 52羟色胺免疫反应细胞 (52HT2immunoreative cells in the oesophagus) ×400

2. 回肠 52羟色胺免疫反应细胞 (52HT2immunoreactive cells in the jejunum) ×400

3. 胃生长抑素免疫反应细胞 (Somatostatin2immunoreactive cells in the stomach) ×800

4. 十二指肠生长抑素免疫反应细胞 (Somatostatin2immunoreactive cells in the duodenum) ×800

5. 十二指肠胰高血糖素免疫反应细胞 ( Glucagon2immunoreactive cells in the duodenum) ×800

6. 贲门血管活性肠肽免疫反应细胞 (Vasoactive intestinal polypeptide2immunoreactive cells in the stomachus cardiacus) ×800


