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大鼠胃肠道神经降压素的免疫细胞化学观察
杨代耘

,

周德山 书文琴 (组胚教研室 )

摘 典 以 P A P和双 P A P法对大鼠胃肠道进行免疫细 BIJ 化学观察
,

结果表明
: N T免疫反 应

性产物主要分布 于小肠上皮 内分泌细胞和朋间神经从内
。

N T 免疫反应性内分泌细胞在小肠各段的

分布密度以回肠最高
, 几
砰均侮个横 切而为40

.
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.
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!七形态各异
,

多数细胞墓底部膨大
,

细胞顶部直达腔面
。

N T免疫 反应性

神经稀疏分布 于肌间神经节丛
、

纵肌和环肌层
。

在肌间神经节处
.

N T免疫反应性神经纤维包绕非

N T免疫反应性神经元成网篮状结构
,

偶见 N T免疫反应性神经元
。

以上结果提示
、

胃肠道 N T 存

在内在性起源
,

其对胃肠道功能的调控可能主要来自肠 ! :皮的N T免疫反应性内分泌细胞
。

关 . 词 神经降压素
、

胃肠系统
、

朋问神经丛

神经降压素 ( N e u r o t e n s i n 简 称 N T )

为 1 种含 13 个氨基酸残基的 多 肤 ( ’ )
。

1 9了3

年
,
C ar ar w a y等首次在牛的下丘脑发 现 (“ )

。

N T与胃肠道多种功能有关
,

有关 N T在 胃肠

道的形态学研究
,

目前国内尚未见报告
。

为

此
,

本实验应用免疫组化 P A P法
,

对大鼠胃

肠中N T免疫反应结构的分布及形态 特 征 进

行了光镜观察
、

并对其内分泌细胞在小肠的

分布密度做了光镜下半定量计数
,

为进一步

探讨N T对胃肠功能的调节机理提供了 形 态

学资料
。

用双 P A P法 (a ’
做漂浮染色

。

实验中抗血清
、

P A P

复合物的工作浓度及来源见表
。

全部标本在。 。

05 %

D A B
一
0

.

0 1% H : O : 一
o

.

o s m o l T r i s
一

H e l液中显色
。

裱片
、

切片以苏木精轻度复染
、

常规脱水
、

透明
、

封固
。

光镜观察
。

为检验抗体的特异性
,

本实验用正常兔血清代

替第一抗体
,

正常羊血清代替第二抗体染色
,

结果

为阴性
,

由于缺乏 N T抗原
,

未做吸收实验
。

表 抗血清来源 及稀释度

稀释度

材 料 与 方 法

S p r a g u e 一 D a w l e y系成年大鼠 6 只
,

体 重 1 8 0

~ 2 5 0 9
,

性别不限
。

i %戊巴比妥钠 ( 4 0~ 5 0m g /

k g ) 腹腔注射麻醉
。

开胸
,

Z a m b o n i n
, s液 ( 2

.

5%

多聚甲醛
,

15 % 饱和苦味酸
,

磷 酸缓 冲 液
,

p H

7
.

幻 4 ℃ ) 25 。~ 30 o m l/ 只灌注固定
。

分别取胃幽

门部
、

十二指肠上段
、

空肠中段
,

回肠末段及横结

肠中段人上液固定 4 h ( 4 ℃ )
,

再入 4 %多聚甲醛

液 ( 4 ℃ ) 固定 4 h
,

标本分 2部分处理
,

一 部分

人 2。%蔗糖溶液 ( 4 ℃ ) 8 ~ 1b2
,

做恒冷冰冻切

片
,

( 2 0林m ) , 一部分入 o
.

i m o l P B S液
.

( p H

.7 4
,

4 ℃ )
,

做小肠全层铺片
,

分离出纵肌 /肌间

神经丛层
、

环朋层及粘膜下层
。

切片及 铺 片 均入

0
.

o l m o l p B S液 , 按 s t e r n b e r g e r p A p法
,

铺片

. 现在四川省管理干部学院组织胚胎学教研组

产 地

铺片

切片

G A R

P A P

1 : 3 0 0 0

1 : 6 0 0 0

1 : 2 0

1 : 8 0

I N C / U
.

S
.

A
.

第二军医大学
生理学教研室

光镜下 N T免疫反应性内分泌细胞半定量计数
:

计数每横截面肠管中所含N T免疫反应性内分 泌细

胞总数
,

各段肠管均计数 6 个横截面
,

共计数 6例

动物
。

结 果

实验结果显示
,

N T主要分布于小肠上 皮 内分

泌细胞
,

少数分布于胃肠道朋间神经丛
。

粘膜下

层
、

固有膜及血管周围均未见 N T免疫反应性 神经

分布
。

N T免疫反应性内分泌细胞在小肠各段 含 量不

同
,

多数存在于回肠及空肠
,

光镜下半定量计数显
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示
:
N T免疫反应性内分泌细胞密 度 以 回 肠 最 高

( 4。 。
7 9土 3

。
9 1个 /每横截面 )

,

空肠次之 (1 9
。

79 土

3
。

20 个 /每横截面 )
,

十二指肠最低 (6
.

15 土1
.

68

个 /每横截面 )
,

胃与结肠粘膜均未见N T免疫反应

性内分泌细胞
。

N T免疫反应性内分泌细 胞 存在于

小肠绒毛上皮和腺上皮
,

呈单个散在分布 (图 1 )
,

图 3 回 肠 切 片
,

示绒毛上 皮中N T 免夜反

应性 细胞
,

底部有一突起 (箭头 )
。

P A P 法 ( 未复染 )
。 x 1 2 0 0

图 1 空扬切片
,

示绒毛上皮 中单个散在

分布的 N T 免夜反应性内分泌细胞

(箭头 )
。

P A P法苏木精复染
。 x 3 0 0

其细胞形态各异
,

多数细胞呈三角烧瓶状
,

椭 圆

形
,

少数细胞为长校形
,

细胞核多靠近基底部
,

着

色钱淡 , 基底部较宽
,

着色深
。

高倍镜下可见密集

分布的深棕色颗粒
,

多数细胞基底部与基膜靠近
,

细胞顶部直达腔面 (图 2 )
。

此外
,

在空肠和回肠还

图 d 空 肠环 肌铺片
,

示神经 丛内有两个

N T 免疫反应性神经 元 (箭头 )
。

双 P A P法
, \ 1 2 0 0

N T免疫反应性神经元
。

N T免疫反应性神经纤维为

膨体纤维 (图 5 )
,

纤细
、

着色较浅
,

多呈单根纤

维走行于肌间神经丛的节间束内
,

少数可至纵肌和

环朋层
,

并与肌纤维伴行
。

在肌间神经节处
,

N T 免

疫反应性神经纤维包绕 N T 免疫反应性神经 元 形成

图 2 回肠切片 , 示肠腺上 皮中 N T 免疚

反应性内分泌细胞
,

项部达腺腔
。

P A P法 (未复染 )
。 欠 2 2 0 0

观察到少数 N T免疫反应性细胞
,

在细胞底 部
,

有

时可见一短突起与相邻细胞接近 (图 3 )
。

在小肠肌层铺片 , 偶尔见 N T免疫反应性神经

元
,

位于神经丛边缘部 (图 4 )
。

其细胞呈椭圆形

或多角形
,

有 2 至 3 个突起
,

粘膜下神 经 丛 未 见

图 5 十二指 肠纵 肌铺片
,

示肌间神经 丛

中的膨体状 N T 免疫反应性神经 纤

维
。

双 P A P 法
。 火 1 2 0 0

网篮状结构 (图 6 )
,

从胃至结肠的切片
,

在朋间

均可见 N T免疫反应性神经纤维 存在
。

在 粘膜 下
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层
,

固有膜及血管周围
,

均未见 N T免疫反应 性 神

经纤维
,

N T免疫反应性神经纤维密度在 小 肠各段

无明显差异
。

图 6 回肠纵肌铺 片
,

示 N于 免疫反应性

神经纤 维 在 神 经 节丛 呈花篮状分

布
。

双 P A P 法
。 x 1 2 0 0

讨 论

本实验应用免疫组化 P A P法显 示
,

N T

主要分布于小肠上皮内分泌细胞和胃肠肌间

神经中
。

此结果与O r i e (` )及 H e l m s t a e r (” ) 等

对 N T免疫反应性内分泌细胞的观 察一 致
,

与 S o h u
l t

: b e r g (
`
)等关于N T在胃肠神经 分布

的报告有差异
。

S c h lu t幼
e r g等用间接免疫荧

光法观察到
,

N T仅存在 胃各肌层的神 经 纤

维和十二指肠肌间神经丛
,

本实 验 结 果 显

示
,

N T免疫反应性神经纤维除存在 胃及 十

二指肠
,

也分布于空肠
,

回肠和结肠
。

造成

这一结果差异的原因尚不清楚
,

可能 由于我

们采用了敏感性较高的双 P A P法
,

使纤细的

神经纤维得以显示
,

下面本文就三方面的问

题进行讨论
:

一
、

双 PA P法的敏感性

双 P A P法即在 S t
e r n b e r g e r P A P法 的基

础上
,

不进行显色再入二抗孵育
,

经 P B S漂

洗后
,

再入 P A P复合物
。

在 P A P法中
,

每个

第一抗体可与多个第二抗体又与多个 P A P分

子结合
,

其敏感性较间接免疫荧光 法 高 1 00

~ 〕
.

00 。倍 ( 7 )
。

而双 P A P法较 P A P法 使反 应

更加完善
,

其敏感性更高
,

能够显示 P A P法

所不能显示的 N T神经纤维
。

二
、

N T在 胃肠 神经 中的分布

应用双 P A P法
,

我们首次在小肠肌层铺

片中观察到 N T免疫反应性神经元
。

S af f er y

( 3 、等观察到
,

早期鸡胚肠道存 在较多 N T神

经元
,

至发生晚期
,

其数量明显减少
。

从而

认为胚胎早期神经细胞体能合成 N T
,

晚期

仅合成前体物质
,

此物质不能被特异 性N T

抗血清检测
。

结合 S af f r ey 的报告
,

本实 验

结果提示
: N T免疫反应性神经存 在有 内在

性起源
,

有关其它来源尚有待进一步研究证

实
。

N T免疫反应性神经纤维为膨体 纤 维
,

存在胃肠肌间神经丛
,

少数可至纵肌和环肌

层
,

在神经节处
,

N T免疫 反应 性神经纤维

包绕非 N T神经元形成网篮状结构
。

生理 学

研究表明
:

N T 可收缩 大鼠胃底平滑肌
,

舒

张十二指肠和回肠平滑肌
,

对豚鼠回肠平滑

肌则起收缩作用
,

这些作用可被迷走神经阻

断剂阿托品部分消除 ( . )
。

本实验所观察到的

形态学特征提示
:

N T对 胃肠平滑 肌的 调节

作用
,

除了通过对 平滑肌的直接作用外
,

可

能还通过胆碱能神经元活性的间接调节途径

而实现
。

三
、

N T在肠道 内分泌细胞 的分 布及形

态特征

本实验结果显示
: N T主要分 布于

「

小肠

上皮内分泌细胞
,

其分布特征与R e i o e o k e 、

H e l m s t a e d t e r
等的报告一致

。

N T免 疫 反应

性内分泌细胞密度以回肠最高
,

空肠次之
,

十二指肠最低
,

此结果与R I A 分析结果基本

相符 (’)
。

N T免疫反应性细胞形态 各 异
,

但

多数为典型的开放型肠道内分泌 细胞
。

N T

在肠道内分泌细胞的形态学特征提 示
:

N T

免疫反应性内分泌细胞可直接感受腔内容物

的变化
,

刺激基底颗粒释放入血
,

以激素形

式参与胃酸分泌
,

胃粘膜血流等胃肠功能的

调节
,

其血中 N T主要来源于回肠 和空 肠
。

据报告
:
动物进食后

,

血浆中N T 浓度 升高

达峰值的时间
,

与食物到达空肠和回肠的时
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间一致
,

阻止食物进入空肠和回 肠
,

血 浆

N T 浓度不增高
。

这一实验证实
: 以激素形

式参与胃肠功能调节的 N T主要来源 于 回肠

和空肠
。

我们在 空肠和回肠还观察到
,

一 种 N T

免疫反应性阳性细胞
、

在基底部有一短的突

起与相邻细胞接近
,

其形态学特征与目前认

为有旁分泌功能的 D细胞相似
,

提 示
:

N T

不仅以激素形式
,

而且也可能通过旁分泌途

径参与胃肠功能的调节
。
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t r a e t o f r a t s 15 i n v e s t i g a t e d
.

T h e r e s u l t s
:

t h e n e u r o t e n s i n 一 i m m u n o r e a e t i v e

s u b s t a n e e
( N T

一
15 ) m a i n l y e x i s t s i n t h e e n d o e r i n e e e l l s o f i n t e s t i n a l e p i t h e l i u m

a n d m y e n t e r i e p l e x u s e s .

D e n s i t y o f t h e N T
一
15 e n d o e r i n e e e

l l
s e x i s t i n g i n t h e

i l e u m 15 t h e h i g h e s t ( 4 0
.

7 9士 2
.

9 1 /
e r o s s s e e t i o n )

, t h e j e j u n u m t h e l o w e r ( 1 9
.

7 9 士

3
。

2 0 /
e s )

, a n d t h e d u o d e ; l u m t h e l o w e s t ( 6
.

1 4 士 1
.

6 8 /
e s
)

.

T h e s h a P e o f t h 。

e n d o e r i n e e e l l
s v a r i e s g r e a t ly

.

M
o s t o f t h e e e

l l
s h a v e b r o a d b a s a l e y t o p l a s m

.

T b e
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t o p o f t h e e e
l l

u s u al l y r e a e h e s t h e s u r f a e e o f t h e l u m e z z .r

r h eT N
一

1 5n e r v e s

s e a r e e l y d i s t r ib u t e i n t h e m u s e l e l a y e r,

m y e n t e r i e p l e x u s e s o f t h e g a o t r o i n t e s t i n a l

t r a e t
.

I n t h e m y e n t e厂i e p l e x u s e s t h e N T
一
15 n e r v e s s u r r o u n d t h e n o n 一

N T
一
15

n e u r o n s f o r m i n g a b a s k e t
一

l i k e .

A f e w n u m b e r o f N T
一

15 n e u r o n s a r e o e a s i o n a l l y

o b s e r v e d w i t h i n t h e p l e x u s e s .

T h i s s t u d y p r o v i d e s t h e e v i d e n e e s t b a t t h e N T o f

t h e g a s t r o i n t e s t主n a
l t r a e t h a s t h e i n t r i n s i e o r i g i n

.

T h e N T w h i e h r e g u l a t e s t h e

f u n e t i o n o f g a s t r o i n t e s t i n a
l t r a e t m a i n l y p r e s e n t s i n t h e e n d o e r i n e e e l l s

.

K e y w o r d s : N e u r o t e n s i n / P D
; G a s t r o i n t e s t i n a

l
s y s t e m / IR ; M y e n t e r i e p l e

-

x u s e s
/ U L

前列腺素对周围神经再生的有害影响及其

合成抑制剂消炎痛的作用

肖桃元 导师 晏良遂教授 程天民教授 (病理解剖学教研室 )

临床实践表明
,

周围神经损伤后虽能再生
,

但

再生和功能恢复的速度过慢
。

多年来医学家们着重

研究泥进神经再生的营养因素
,

而对体内存在有害

于神经再生的因素未能予以足够注意
。

本研究系从

后一观点出发
,

以兔坐骨 神经挤 压损 伤为模型
,

通过光
、

电镜观察以及对前列腺素 (P G ) F : 。

的

放免测定
,

并结合乳兔背根神经节细胞体外培养等

方法来研究 P G 对周围神经损 伤后再 生的影 响及其

合成抑制剂消炎痛的作用
。

放免测定结果显示
,

挤压

伤后发生华勒氏变性的坐骨神经
,

PG F Z。含量随伤

后时间延长呈梯度升高
,

而注 射消炎 痛的 动物
,

P G F Z 。

则不升高或者降低
。

形态学观察结果显示
,

穿过神经挤压区再生的有髓神经纤维数 目
、

直径
、

面积等
,

注射消炎痛的动物均大于注射生理盐水对

照的动物
。

背很神经节分离细胞培养结果显示
,

在

培养基中加入 PG F : 。 ,

培养的神经细胞体积
,

突小

起再生的数 目少
,

R N A含量低 , 相反
,

在培 养基

中加入 P G合成抑制剂消炎痛
,

培养 神经细 胞体积

大
,

突起再生的数目多
,

R N A 含量高
。

同时扫描电

镜观察到
,

各组培养神经细胞有不同的表面形态改

变
。

以上实验结果表明
: ( l ) 周围神经挤压损伤

后华勒氏变性过程中产生了 过量 P G
,

抑制神经纤

维的再生
。

( 2 ) PG合成抑制 剂消炎 痛因能阻止

神经损伤后 P G的产生
,

故具有促 进神经 再生的作

用
。

文中讨论了神经损伤后过 量 P G产 生的原因以

及本实验结果的意义等问题
。

作者考虑
: ( 1 ) 周

围神经损伤后
,

过量 P G 的产生为 其修复和功能恢

复缓慢的重要原因 ; ( 2 ) 本实验研究在神经营养

因素之外
,

找到一促进神经损伤修复的新途径
,

值

得临床予以研究
。


