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双重染色显示 Cajal细胞和 NOS神经在胎儿小肠肌间神经丛的分布

于　彬 ,周德山 ,梅　峰 ,马 　华　　(第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 , 重庆市神经科学研究所 , 重庆
400038)

　　提　要:目的　研究 Cajal细胞与 NOS 神经在胎儿小肠肌间神经丛的分布模式。方法　采用 18～ 26 周龄胎儿小肠全

层铺片和冰冻切片的 NADPH-黄递酶(NADPH-d)组织化学法和 c-kit免疫细胞化学双重染色。结果　胎儿肌间神经丛周围

Cajal细胞体为梭形或卵圆形 ,核周胞质较少 ,常见 2～ 3 个细长的突起 , 彼此间形成完整的独立细胞网络。NOS 阳性神经

广泛分布于小肠的肌间神经丛和环肌内 , 其中 ,以肌间神经丛最为丰富 , 构成神经节 、节间束及三级神经纤维网的主要神

经成分。肌间神经节内的 NOS阳性神经元轮廓较清晰 ,多数为 Dogiel Ⅰ型神经元 ,成簇密集分布 , 每个神经节内含有数个

至数 10个 NOS 阳性神经元。 NADPH-d 和 c-kit 免疫细胞化学双重染色未发现 NOS 阳性神经和 Cajal细胞有共存现象 , 但

NOS 阳性神经纤维的走行与 Cajal细胞及突起间的距离较近。结论　本研究结果提示在胚胎发育中晚期 ,肌间神经丛的抑

制性神经递质 NO可能已具备对 Cajal细胞及胃肠平滑肌调控的结构基础。
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　　中图法分类号:R322.8;R329.1　　　 文献标识码:A

Distribution of NOS nerves and interstitial cells of Cajal in myenteric plexus of human

fetal intestine
YU Bin , ZHOU De-shan , MEI Feng , MAHua(Department of Histology and Embryology , College of Medicine , Third Military Medical Uni-
versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the distribution modes of NOS nerves and interstitial cells of Cajal(ICCs)

in myenteric plexus of human fetal intestine.Methods　Small intestine samples from 12 fetuses were collected for

the preparation of whole-mount preparations and cryo-sections examined by immunocytochemistry for c-kit receptor ty-

rosine kinase and histochemistry for NADPH-diaphorase.Results　ICCs associated with the myenteric plexus in the
fetal small intestine were observed in the shape of spindle or ovoid with two to three slender processes forming an in-
dependent and complete cellular network.While NOS positive nerves , which constitute the main neuronal component

of ganglia , connecting strands , and nerve fibers , were found within the circular muscle layer and myenteric plexus of
the small intestine and the latter was especially rich of this kind of nerves.Most of these positive neurons were Dogiel

I type-neurons and they often gathered in cluster in the ganglia.Each ganglion contained several to dozens of NOS
positive neurons.Although no colocalization of ICCs and NOS positive nerves was found by double-staining of whole

mount preparations and cryo-sections , they were closely distributed.Conclusion　Our results indicate that NO re-
leased by myenteric plexus , an inhibitory neurotransmitter , may possess the function of regulating ICCs and smooth

muscle in late stage of the fetus.
　　Key words:interstitial cells of Cajal;c-kit;nitric oxide synthase;small intestine;fetus

　　Cajal细胞(interstitial cells of Cajal , ICCs)广泛存在
于哺乳动物和人的消化管壁内 ,作为胃肠自主节律性

运动的起搏细胞 ,具有产生电慢波 、参与调节胃肠道蠕

动运动的功能
[ 1]
。近年的研究表明 , ICCs的上述生理

功能受胃肠壁内固有神经的调控 ,兴奋性及抑制性神
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经均具有重要调节作用[ 2 ,3] 。一氧化氮(nitric oxide ,
NO)是胃肠神经系统中非常重要的非胆碱能 、非肾上

腺素能(NANC)抑制性神经递质之一 ,它以左旋精氨酸
(L-arginine)为底物 ,由 NO合成酶(nitric oxide synthase ,

NOS)催化合成 ,通过靶细胞中 cGMP 信号通路发挥其

生物学效应[ 4] 。国内外研究表明 NOS 神经元广泛存

在于小的哺乳动物胃肠壁内神经丛 ,参与胃肠运动功
能的调节 ,特别是在抑制 ICCs的兴奋传递方面具有重

要调控作用 ,但有关 NOS神经和 ICCs在胎儿小肠壁内

的分布及相互关系的研究仅有少数报道 。阐明人的胚
胎小肠壁内 ICCs及 NOS神经的分布规律 ,对于理解胃
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肠 ICCs的调控机制具有重要意义。因此 ,本研究采用

全层铺片和冰冻切片的 NADPH-黄递酶组织化学技
术 ,结合 ICCs的特异标志物:c-kit单克隆抗体的免疫

细胞化学双重染色等方法 ,对胚胎中期小肠壁内 ICCs

及NOS神经的分布规律进行了较详细的观察 ,为深入

研究抑制性神经递质NO对 ICCs及胃肠平滑肌调控机

制提供形态学基础。

1　材料与方法

1.1　材料及标本制备
　　18 ～ 26周龄流产胚胎 12 例 , 取空肠标本经预冷的生理盐

水反复冲洗后 ,部分肠段 OCT包埋 ,液氮冷冻 , 恒冷箱切片机冰

冻切片(厚 5～ 8 μm),贴片 ,风干 , 100%丙酮固定 30 min(25 ℃)

用于免疫染色 ,或 4%多聚甲醛固定标本用于 NADPH-d 组织化

学染色。部分肠段直接100%丙酮或 4%多聚甲醛固定 6 h , 解

剖显微镜下制作全层铺片。

1.2　试剂
　　β-NADPH(ORIENTAL YEAST)、氯化硝基四氮唑蓝(上海化

学试剂公司)、鼠抗人 c-kit单克隆抗体(1∶200;DAKO)、羊抗鼠

IgG-HRP酶标抗体(1∶100;DAKO)。

1.3　NADPH-d组织化学染色
　　上述切片及铺片经 0.01 mol/L PBS 充分漂洗后 , 移入新鲜

配制的作用液中 , 含 1 mg/ml β-NADPH , 0.5 mg/ml 硝基四氮唑

蓝(NBT), 0.3% Triton X-100 , 0.1 mol/ L PB(pH 7.6), 37 ℃孵育

15 ～ 30 min , 0.01 mol/ L PBS 终止反应 , 终产物为蓝色。

1.4　免疫细胞化学染色
　　所用方法为间接酶标抗体法 , 具体步骤参照文献[ 5] 。 简

述如下:切片和铺片经 0.01 mol/L PBS 充分漂洗后 , 0.3%H2O2/

甲醇封闭内源性过氧化物酶 20 min(25 ℃), 1%BSA 孵育 30

min ,一抗(c-kit单克隆抗体)4 ℃ 48 h ,二抗(羊抗鼠 IgG-HRP 酶

标抗体)45 min(25 ℃), 0.05%DAB/0.01%H2O2/ 0.05 mol/L TBS

pH 7.5显色 , 镜下观察 ,适时终止反应 , 终产物为棕黄色。对照

实验以正常鼠血清代替一抗或羊血清代替二抗 , 结果均为阴

性。各步骤间 PBS 充分漂洗。

1.5　NADPH-d组织化学与 c-kit免疫细胞化学双重染色
　　先行 NADPH-d 组织化学染色 , 经充分漂洗后再进行 c-kit

免疫细胞化学染色。双重染色后的标本经水溶性封片剂封片 ,

Olympus 显微镜观察 、照相记录。

2　结果

2.1　Cajal细胞在胎儿小肠壁内的分布规律
　　c-kit单克隆抗体的间接免疫酶标细胞化学染色反应产物

为棕黄色。全层铺片可见 c-kit阳性的 ICCs 胞体为梭形或卵圆

形 ,核周胞质较少 , 胞浆着色浅 ,常见 2～ 3 个细长的突起 ,并有

分支 ,突起彼此间形成较完整的独立细胞网络(图 1、2)。冰冻

切片和铺片可见胚胎中期的小肠肌间神经丛周围的 ICCs 与成

人相似 ,分为两层 , 细胞长轴彼此垂直 , 分别平行于环行肌和纵

行肌;c-kit蛋白免疫反应阳性的 ICCs 亦存在环行肌层内(图

3)。所有对照标本均为阴性。

图 1　26周龄胎儿小肠全层铺片显示肌间神经丛周围 c-kit 阳性的

ICCs彼此形成较完整的细胞网络　(Immunohistochemistry×70)

Fig 1　At 26 weeks of gestation , c-kit immunoreactive ICCs forming a

relative complete network surrounding the myenteric plexus were

found in the whole-mount preparation　(Immunohistochemistry×70)

a:ICCswith three processes;b:ICCs with dichotomns branchip

图 2　高倍镜显示 26周龄胎儿小肠肌间神经丛周围　(Immunohis-

tochemistry×250)

Fig 2　High power microscopy showing ICCs associated with the myen-

teric plexus at 26weeks of gestation　(Immunohistochemistry×250)

CM:Circular muscle layer;LM:Longi tudinal muscle layer

图 3　24周龄胎儿小肠冰冻切片显示肌间神经丛周围彼此垂直分

布的两层 ICCs　(Immunohistochemistry×200)

Fig 3　Many c-kit positive cells formed two layers associated with myen-

teric plexus and they ran parallel to the circular and longitudinal

muscle layers respectively at 24 weeks of gestation　(Immunohisto-

chemistry×200)
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2.2　胎儿小肠壁内NO神经的分布模式

　　NADPH-d 组化产物为蓝色或深蓝色。铺片和切片可见 NO

阳性神经广泛分布于小肠肌间神经丛和肌内 , 其中 , 以肌间神

经丛最为丰富 ,构成神经节 、节间束及终末神经纤维的主要神

经成分(图 4)。NOS 阳性神经元轮廓较清晰 , 多数为 Dogiel I 型

神经元 , 胞体卵圆形 , 胞浆呈深浅不等的蓝色 , 胞核不着色 , 成

簇分布在神经节和节间束中 ,每个神经节内含有数个至数十个

NOS 阳性神经元(图 5)。环肌内亦可见平行于平滑肌长轴的阳

性神经纤维(图 6)。

2.3　NADPH-d组织化学与 c-kit免疫细胞化学的双重

染色
　　NADPH-d组化和 c-kit免疫细胞化学双重染色的铺片和切

片结果表明:棕黄色的 ICCs 与深蓝色的 NOS 神经纤维在小肠

肌间神经丛各自形成独立的细胞网络 ,其中 , NOS 阳性神经纤

维多带有膨体 ,呈串珠状 , 交织成网 ,可见 NOS 阳性神经纤维分

布在 ICCs 及突起的周围 , 部分膨体样终末与 ICCs 间的距离非

常近 ,但未见二者有明显的共存现象(图 7、8)。

图 4　全层铺片显示 20周龄胎儿小肠肌间神经丛内 NOS阳性神经网络

的分布模式　(NADPH-d×20)

Fig 4　At 20 weeks of gestation , distribution of NOS positive nerves in myen-

teric plexus was observed in whole-mount preparations　(NADPH-d×20)

图 5　全层铺片高倍镜下可见 NOS阳性细胞体为卵圆形 ,数个至

数 10个 NOS阳性神经元成簇分布于肌间神经节内 ,胎龄 20

周　(NADPH-d×250)

Fig 5　Ovoid NOS posi tive cel ls gathering in clusters were found in

gangl ia of myenteric plexus in whole-mount preparations at 20

weeks of gestation　(NADPH-d×250)

CM:Circular muscle layer;LM:Longi tudinal muscle layer

图 6　胎龄 20周 ,冰冻切片显示 NOS阳性神经在肌间神经丛及环

肌内的分布模式　(NADPH-d×200)

Fig 6　At 20 weeks of gestation , NOS positive nerves were found in

myenteric nerve plexus and circular muscle layer in cryo-sec-

tions　(NADPH-d×200)

CM:Circular muscle layer;LM:Longi tudinal muscle layer

图 7　冰冻切片双重染色显示 ICCs及NOS阳性神经在 22周龄胎儿小

肠肌间神经丛的共同分布　(NADPH-d+Immunohistochemist ry×100)

Fig 7　Double staining showed distribution of ICCs and NOS positive

nerves in cryo-sections at 22 weeks of gestation　(NADPH-d+

Immunohistochemistry×100)

图 8　胎龄 22周 ,全层铺片双重染色可见 ICCs与NO神经终末膨体间距

离非常近 ,二者紧密相伴　(NADPH-d+Immunohistochemistry×220)

Fig 8　At 22 weeks of gestation , close contact of ICCs with NO nerves

were seen by double-staining of whole-mount preparations　

(NADPH-d+Immunohistochemistry×220)
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3　讨论

　　肠神经系统(enteric nervous syste , ENS)属于消化

管壁内固有神经系统 ,包括肌间神经丛 、深肌间神经丛

及粘膜下神经丛等。ENS通过释放各种兴奋性和抑制

性神经递质 ,如乙酰胆碱 、P 物质 、血管活性肠肽以及

NO等调控胃肠运动功能 。NO 是 ENS 中一种非常重

要的NANC抑制性神经递质 ,它为无色脂溶性气体 ,由

NOS催化左旋精氨酸生成 ,通过弥散作用于靶细胞 ,能

够激活鸟嘌呤环化酶 ,将 GTP 转化为 cGMP ,进而激活

肌酸磷酸激酶 ,调节靶细胞的生理功能[ 4 ,6 , 7] 。分子生

物学研究表明NADPH-黄递酶为神经组织中的NOS ,所

以 ,可以利用组织化学方法显示该酶检测体内 NOS神

经元的分布情况。本研究应用 NADPH-黄递酶组织化

学方法发现胎儿小肠肌间神经丛含有大量的 NO能神

经元及神经纤维束 ,构成肌间神经丛的一部分 ,肌内亦

有部分 NOS阳性神经纤维平行于平滑肌分布 ,提示胚

胎中期NOS神经已具备调控胃肠运动的结构基础 。

　　ICCs作为胃肠道自主节律运动的起搏细胞 , 在调

控胃肠运动中具有重要作用 ,成为胃肠动力学研究领

域中的热点之一 。 c-kit原癌基因 ,位于人染色体 4q11

-12 ,编码干细胞因子的 Ⅲ型酪氨酸激酶受体(KIT 受

体),是胃肠道 ICCs的一种特异性标志物。近年 ,随着

对胃肠壁内 ICCs研究的逐步深入 ,它与 NOS神经元之

间的关系也日益受到关注[ 8 ,9] 。尽管有报道 ,在鼠类

和猫的胃及结肠壁内的 ICCs呈NOS阳性 ,但本研究利

用铺片和切片的双重标记等方法 ,未发现人的胎儿小

肠 ICCs呈NADPH-黄递酶组织化学着色 ,也未见二者

有共存现象 ,推测可能存在种属差异 ,也可能系胚胎发

育不同阶段的表达差异所致[ 10 , 11] 。有趣的是我们发

现 ICCs细胞网与NOS阳性神经纤维网间距离非常近 ,

部分膨体样终末分布在 ICCs胞体和突起周围 ,提示在

胚胎发育中晚期 ,ENS 的NOS 抑制性神经已经具备调

节其邻近的 ICCs功能的结构基础 。Wang 等[ 12]采用免

疫组织化学染色和电镜研究也观察到 ,NOS 阳性神经

元和 P物质阳性神经元轴突膨体与 ICCs的距离较与

平滑肌细胞近 ,仅为 20 ～ 25 nm ,形成紧密联系 ,说明

NO 神经递质对 ICCs 可能具有一定的调控作用。此

外 ,Sanders等
[ 13]
研究发现 ,W/WV小鼠胃肠壁内 NOS

阳性神经元和神经纤维分布虽然正常。但由于 ICCs

的缺乏 ,胃 、食管下括约肌 、幽门括约肌等对外源性 NO

刺激的反应消失 ,提示 NO对胃肠运动功能的调节可

能通过 ICCs发挥抑制平滑肌细胞的效应 ,此问题有待

于今后进一步研究。
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