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猫的胆囊及肝外胆道系统植物性神经分布观察

— 组织化学法和免疫组化法

周德 山 蔡文琴 (组胚教研室 )

提 要 应用乙醚胆碱醋酶染色
,

乙醛酸诱发荧光及免疫过氧化物酶 (P A )P 法
,

采用 铺片

和切片
,

对猫的胆道系统植物性神经分布进行了观察
。

证明猫的胆道系统植物性神经 由胆碱能
、

肾上腺素能及肤能神经组成两个神经节丛
,

即粘膜下神经节丛和浆膜下神经节丛
。

肾
.

五腺素能神经

分布于胆囊的浆膜下和粘膜固有层
,

参与上皮下丛和血管周神经丛的构成
。

生化检测组织中去甲肾

上腺素 ( N A ) 含量结果表明
:

胆囊管 N A含量最高
,

与其它各部位相比差异非常显著 ( P < 0
.

01 ) ,

其余各部之间差异不显著 (P > 。
.

0 5)
。

猫的胆道系统各层亦存在舒 血 管 肠 肤 ( V I )P
、

P物质
_

(S )P
、

亮啡肤 ( L
一

E N K ) 及生长抑素 (S O M ) 四种多肤免疫反应性神经
,

其 中V IP 最丰富
,

S P和 L
一

E N K较少
,

S O M最稀疏
,

四种肤均以胆胰管括约肌处最为致密
。

木文并结 合 肤能神经对

胆道系统的作用进行了讨论
。

关扭词 胆碱能神经
,

肾上腺素能神经 , 肤能神经 , 肝外胆道 ; 胆囊

对于胆道系统植物性神经分布的研究较 察
,

为研究植物性神经对胆道系统功能调节

早
, 1 8 6 0年M

a n :
首先发现鸟类的 胆囊壁存

在神经细胞 ( ` )
。

2 5 7 3年 G e r l a n e h 研 究指出

在哺乳动物胆囊壁内 存在 一 个 以 上 神经

丛 ()z
。

继之
,

许多学者 (3) (4) 应用镀银
、

甲基

兰
、

胆碱醋酶染色 ( A C五E ) 和醛类诱发荧

光组织化学法及免疫组化法对不同种属肝外

胆道系统植物性神经分布进行了研究
,

证明

哺乳动物胆囊壁内植物性神经是 由胆碱能神

经
、

肾上腺素能神经及肤能神 经 组 成
,

但

是
,

各家报告的结果不尽一致
,

就猫而言
,

也存在一定的分歧
,

例如
,

一些学者认为猫

的胆道系统神经支配与其它哺乳动物相似
,

存在三个神经节丛 (浆膜下
、

肌
、

粘膜下神

经节丛 ) (句
。

另一些研究表明
:

猫的胆道系

统仅存在两个神经节丛 (“ )( 7〕 。

有关猫的胆道

系统肤能神经的研究较为少 见
,

除 S u n d l e r

和A ih m et s分别报告在猫的胆囊及十 二 指肠

乳头括约肌部位有 V IP 神经分布外 (“ , (0)
,

其

它肤类是否存在于猫的胆道系 统 尚 未见报

告
。

为此
,

本实验 flJ 用 A C h E染色
、

乙醛酸

诱发荧光及 P A P免疫组 化法
,

从铺片和切片

角度对猫胆囊及肝外胆道系统胆碱能神经
、

肾上腺素能神经及肤能神经的分布进行了观

提供形态学基础
。

材 料 和 方 法 一
`

成年猫 30 只
,

体重 1
.

。~ 2
.

o kg
,

性别不限 、 分

为组织化学组
,

免疫组化组及去甲肾上腺素定量组

三组
,

傅组 2 0只
,

4%戊 巴比 妥 钠 ( s o m g / k g ) 腹

腔注射麻醉
,

取材
。

(免疫 组 化 组
:

动 物 先 经

aZ m bo in
, s 液或 。

.

搜% 对苯醒液左心室
一

主 动脉

灌注固定
,

再取材 )
。

先将胆囊内 容 物 排 出
,

经

0
.

5 5% N a C I充盈 0
.

5一 z h
,

分为胆囊底
、

体
、

颈
,

胆囊管
,

胆总管上
、

下段
,

于O P T O N 解剖镜下铺

片或 2 7 0 0恒冷箱切片机冰冻切片 (厚约 10 一 20 卜m )
,

分别显示胆碱能神经
、 ’

肾上腺素能神经 及 肤 能神

经
。

显示胆碱能神经应用K ar n vo sk y报告的 人C h E

直接染色法 (10 ) 。

显示肾上腺素能神经应用 T or r e报

告的乙醛酸诱发荧光组化法 (l1
) 。

肤能神经
:
切片以

st e 1’n b e gr e r等人报告的 P A P 免疫组化法进行漂浮

染色祥2 ) ,

分别显 示 V I P
、

S P
、

L
一

E N K
、

S O M四

种肤神经
。

用于免疫染色的抗血清来源刀获〔作液稀

释度见表 1
。

为验证抗体的特异性
,

木实验对第一

抗 体 血 清 作了吸收实验和替代实验
,

即用过量的

特异 性 抗 原 ( 1 0 0卜g / m l l : 2 0 0 0 抗 血 清 ) 吸 收

V I P
、

S P
、

L
一

E N K 抗血清
,

代替第一 抗体
`

(S P
、

V IP为S i g m a公司
,

I
J 一

E N K为 W e l e o m e 公 司 生

产 )
,

正常羊血清代替第二抗休
,

正常兔血清代替

第一抗休进行染色
。
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表
_

Z 杭血清来源及稀释度

名 称

V I P

S u b s t a n e e P

L e u 一

E n k e P h a l i n

50 饥a t o s t a t i n

G A R

稀释度

1 / 6 0D 0

1 / 6 0 0 0

1 / 6 0 0 0

1 / 6 0 0 0

1 : 4 0

1 . 3 0

地

I N C / U S A

P A P

上海医科大学病解室

上海医科大学病解室
武汉医学院针麻室赠

N A定量
:

应用尤忠义等人报告的改良 3
一

羚基

叫噪荧光比色法测定 (1s
) 。

结果用单因素多组间均数

比较一 F检验处理
。

木实验回收率 90
.

05 士 6
.

27 %

( N = 1 0 )
。

.

结 果

一
、

A C hE 染色 以组织分层铺片
、

A C h E 染

色法显示
:

猫的胆囊存在两个神经节丛
,

分别位于

胆囊的浆膜下和粘膜下结 缔 组 织 内
。

神经节 由

A C h E 阳性神经元组成不规则的结节状
,

节 间由

人C h E 阳性神经束连结形成网 (图 1 )
。

两个神经

节丛自囊胆底至囊胆颈
、

向下经胆总管延续到十二

指肠乳头
。

A C h E 阳性神经纤维在血管周和上皮下

亦形成神经丛
,

血管周神经丛主要分布在浆 膜 下

层
.

与浆腆下神经节丛间有纤维交换
。 _

1二皮下丛位

于粘膜下神经节丛的粘膜面
,

与该神经节丛 I’de 有纤

维相互连结 (图 1 )
。

在十二指肠乳头切片可见 A C h E 阳性神经节位

于括约肌的粘膜面和外周
,

靠近粘膜面的神经节较

小
,

A C h E 阳性纤维伸入粘膜皱攘内
。

括约肌外周

的神经节较大
,

呈不规则的结节状
。

二
、

乙醛酸诱 发荧尤染
4

色 铺片可见猫的胆囊

及肝外胆道系统存在丰富的呈亮绿色荧光的肾上腺

素能神经纤维
,

它们主要分布在血管周围
,

与血管

相伴
,

走行在胆囊的浆膜下和粘膜固有层 (图 2 )
。

动脉周荧光纤维较致密
,

静脉周较稀疏
。 `

肾上腺素

能神经纤维终末膨体呈串珠样
,

膨体本身荧光较强
,

膨体间束荧光较弱
,

在神经节部位
,

肾上腺素能神

经纤维包绕在无荧光的神经节细胞周围
,

形成花篮

状结构 (图 2 )
。

肌层内肾上腺素能神经较少见
。

其分

布以胆囊颈和胆囊管较致密
,

胆囊底和胆总管稍稀

疏
。

整个胆道系统未见肾上腺素能神经元
。

切片可

见肾上腺素能神经分布在肌层的内面和外面
,

部分

纤维穿过肌层连结两个丛
。

三
、

N A 测定结果 为从定量角度估计组织中

肾」胡泉素能神经的相对密度
,

我们对猫的胆囊及肝

外胆道系统组织中N A 含量进行 了 测 定
, ,

结果见

表 2
。

表 2 胆 道 系 统 各 部 位 N A 量

G F G B G N C Y D U C D D C D P a P D U D

。
三

口 盖

4 3 4
。
8 2 4 6 8

。

G4 5 2 6
。
0 8 7 9 9

。
6 8 5 3 3

。
9 5 4 4 9

。

66

士 2 5
。
6 4 士2 7

。
3 7 土4 1

。
8 9 士4 1

.

7 3 士 2 6
。
5 4 士2 9

。
2 3

1 9 0
。
0 2

士 2 0
。
5 0

1 5 4
。
9 0

士 1 9
。

76

n 9 0 9 9 1 0 甘 U 吕

. . 目. . . . . . . . 口. . . . . . . . 曰 . . .

又
:

平均数 S又:

标准误 n :
例数 G F :

胆囊底 GB, 胆囊体 G N :

胆囊颈部

C Y D
:

胆囊管 U C D :
胆总管上段 P a P :

十二指肠乳头 D U D :

十二指肠壁 D C D :

胆总管下段

表 3 胆道 系统肤能神经分布情况

G B G N U C D D C D P a P

份
·

姗

什 份

料 份
十

科

储份洲十祥份什
+

洲料份
干

从上表可以看出
,

胆囊及肝外胆道系统组织中

N A平均含量较十二指肠乳 头 和 肠 壁高
,

二者相

比
,

差异非常显著 ( P东。 .

01)
。

整个肝外胆道系

统组织 N A含量以胆囊管最高
,

与其它各 部位相比

差异非常显著 ( P < 。 .

01 ) , 胆囊颈略 高 于 胆 囊

底
,

但无显著差异 (P > 0
.

0 5)
。

四
、

肤能神经 应用 P A P免疫组化法显示猫的

胆囊及肝外胆道系统各层存在 V I P
、

S P
、

L
一

E N K
、

S OM四种多肤免疫反应性 神 经
,

其分布密度见表

a , 吸收和替代实验结果均阴性
。

说明
. + ,

可见阳性纤维

珊
.

阳性纤维清晰 姗
:

什
.

常见阳性纤维

清晰
、

阳性纤维致密
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V I P免疫反应性神经最丰富
,

它们主要分布在

神经丛内
。

在浆膜下伴随血管走行
,

动 脉 周 较丰

富
,

静脉周较稀疏
。

肌层内V J P神经较少见
。

在粘

膜上皮下
,

V IP免疫反应性神经形成致密网
,

部分

纤维伸入粘膜皱璧内
,

分布到上皮附近 (图 3 )
,

但胰

管的粘膜上皮下V IP免疫反应性纤维较稀疏 , 整个

胆道系统以胆胰怜括约肌内
,

V I P免疫反应性神经

分布最为致密 (图 4 )
。

S P 龟痊反应性神经主 要分

布在浆膜下层和胆胰管括约肌内
。

在神经节部位
,

可见 S P免疫反应性神经纤维围绕着非 S P 免疫反应

性神经细胞形成花篮状结构 〔图 5 )
。

在猫的胆道系统
,

E N K较 S O M 免疫反应性神

经略丰富
。

切片可见 E N K 免疫活性神经位于胆囊

及肝外胆道系统的浆膜下层
,

胆胰管括约肌内E N K

免疫活性神经亦较常见
。

S O M 免 疫 活性神经很稀

疏
,

仅在胆道系统粘膜下层可见少数 S O M纤维
,

在

胆总管末端的粘膜上皮内可见散在的 S O M免疫反应

性细胞
,

而在相邻的十二指肠粘膜上皮内可见较多

的 S O M免疫活性细脸
。

整个 q]J 道系统未见肤能神经

兀
。

讨 论

木实验应用 A C五E 染色
、

乙醛酸诱发荧

光
、

P A P免疫组化等方法证明猫的胆囊及肝

外胆道系统植物性神经 由胆碱能神经
、

肾上

腺素能神经及肤能神 经 (包 括 V I P
、

S P
、

E N K
、

S O M 四种多肤免疫反应性神经 ) 组

成粘膜下神经节丛
、

浆膜下神经节丛
、

上皮

下神经丛及血管周 神 经 丛
。

这一 结 果 与

N a w 七o n ( “ ) 、 Sut h e r l a n d ( 2 )等人 的报告 基本

一致
,

而与恩田 ( ’ )
、

B a u n l g a r t e n (“ )等 人 的

报告略有差别
。

恩田也认为存在两个神经节

丛
,

分别位于胆囊的肌层和浆膜下层
,

无粘

膜下神经节丛
; B au m g ar t e n 认万 存 在浆膜

下
、

肌层
、

粘膜下三个神经节丛
。

造成这一

矛盾的结果原因尚不清楚
,

我们利用铺片技

术
,

结合切片
,

采用多种染色方法
,

证明猫

的胆囊仅存在两个神经节丛
,

即浆膜下神经

节丛和粘膜下神经节丛
。

两个神经节丛 自胆

囊底至胆囊颈
、

向下经胆总管延续到十二指

肠乳头
。

这提示胆道系统可能是在壁内固有

神经和外源性神经的共 同调控下完成各种生

理功能
。

乙醛酸诱发荧光组织化学方法能够较敏

感特异地显示含单胺类的组织及细 胞 ( ” )
。

本

实验应用该方法证明猫的胆道系统存在丰富

的肾
_ _

仁月泉素能神经
,

与血悴相伴
,

分布在胆

囊的粘膜 固有层和浆膜下层的结缔组织中
,

为上皮下神经丛的一部分和 血管周神经丛的

主要组成部分
。

整个胆道系统未见 肾上腺素
,

能神经元
。

此结果提示胆道系统肾上腺素能

神经为外源性神经
。

B au m g a r t e n 的 实验结

果亦支持胆道交感神经节后纤维绝大部分来

自腹腔神经节或起 自椎旁交感链经腹腔神经

节分布于胆道系统
。

在胆道系统
,

肾上腺素能神经除调控血

流供应外
,

亦有舒张胆道平滑肌等作用
。

但

是
,

实验发现猫的胆囊肌层 肾上腺素能神经

纤维较稀疏
,

在神经节部位
,

肾上腺素能神

经纤维包绕在无荧光的神经节细胞周围
,

与

之形成突触联系
,

这说 明肾上腺素能神经舒

张胆囊的作用可能是间接的
,

通过壁内花篮

状结构
,

抑 制兴奋性胆碱能神经元活动
,

达

到使胆囊舒张
。

药理实验表明
:

胆囊平滑肌

细胞日受体较多
, 。 受体较少

,

只有 p受体阻

断剂存在时
, 。
受体才能兴奋 引 起 胆 囊收

缩
,

胆囊舒张需要日受体兴奋才能 实 现
,

而

交感神经节后纤维递质主要为 N A
,

对日受体

作用甚微
,
也支持交感神经舒张胆囊的作用

可能为间接的
。

肾上腺素能神经在胆道系统的分布 以胆

囊管为致密
,

N A 含量亦最高
;
在胆囊

,

以

颈部较致密
,

底部相对稀疏
。

N A 含量颈部

也略高于底部
,

这可能与胆囊颈和胆囊管部

位存在生理性括约肌功能 (并非在解剖上真

正存在环形平滑肌增厚
,

指机 能 而 言 ) 有

关 ( ’ 4〕。

整个胆道系统组织中N A平均含量 约

是十二指肠肠壁的 2
.

5一 4倍
,

推测此种差别

的原因可能是 由于肾上腺素能神经主要围绕

在血管周围
,

胆囊及肝外胆道系统血管较丰
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富
, ’

肾
_

=lj 保素能神经较致密
,

胆囊 肌 层 较

薄
,

而肠壁血管相对较少
,

平沿 ljJ L层较厚
,

平滑肌细胞间荧光纤维分布较稀疏之故
。

生理学实验 已证明许多神经肤对胆囊及

肝外胆道系统的生理功能有调控作用 ( 4 )
,

但

在哺头动物
,

真正从形态学上确认胆道系统

内存在肤能神经的报告并不多
。

本实验应用

免疫组织化学技术证明
,

猫的胆囊及肝外胆

道系统各层存在 V I P
、

S P
、

L
一
E N K

、

SO M

四种多肤免疫反应性神经
,

与肠壁含肤能神

经种类相似 ( ’ ” ) ,

参与各神经 丛的构成
。

V I P 免疫活性神经分布特点 与 S u n d l o r

及A lu m e st 等人的报告基 本 一 致
。

上皮下

V IP 免疫反应纤维形成致密 网
,

可能 与 V IP

抑制胆囊的吸收有关
。

据报告
: ( ’ 的给 猫 静

脉内注入纯 V IP ( 1件g / k g体重 ) 或将豚鼠胆

囊浸泡在含V IP ( 1郊 g /m l) 的生理盐水 中
,

能使胆囊从吸收转为分泌相
,

也支持 V I P参

与胆囊上皮功能的调节
。

肌层和血管周V IP

免疫活性神经可能 与V IP 具有抑制胆囊平滑

肌活动有关
。

我们知道
,

V I P 的生理作用相

当广泛
,

在哺乳动物胆道系统 V I P 能使胆囊

舒张
,

亦可拮抗 C CI 丈引起的胆囊收缩作用
。

生理和药理实验表明
:

刺激迷走神经
,

肝门

静脉血浆中V IP 浓度明显升高 ( ’ 7 )
。

豚 鼠胆囊

平滑肌细胞存在 V I P 受体
,

均支持 V I P
一

可能

是以神经递质形式作用于胆道平滑肌
,

调节

其运动功能
。

S P神经主要分布在胆道系统的浆膜下层

和胆胰管括约肌内
。

它的生理 作 用 也较 )
’ `

泛
,

例如
:

作为初级 感 觉 神经元的兴奋递

质
,

直接抑制 血管平滑肌活动
,

使肠神经 }了

细胞除极等
; 在胆道

,

S P 有直接抑制 C C K

和V I P诱使的胆囊分泌及减少肝胆汁产 生等

作用
。

猫的胆道系统存在 S P 免疫 反应性神

鲜可能与上述作用有关
。

L
一
E N K 为五个氨基酸残基多肤

,

在猫

的胆道系统各层分布较少
,

主要位于浆膜下

层和胆胰管括约肌内
,

与M
一

E N K 在豚鼠的

胆道系统分布相似
。

月几道 系统存在 E N K 免

疫反应性神经是否与 E N且 具有使神经节细

胞超极化
,

抑制乙酞胆碱的释放及拮抗 C C K

收缩胆囊的作用有关
,

还有待于证实
。

SO M为环状十四肤
,

它在猫 的 胆 道系

统
,

}
,

分布很少
,

丁义在粘膜下观察到少数 SO M

免疫反应
`

}生纤维
。

此外
,

在胆总管末端粘膜
_

1: 皮细胞间有少数 S O M 免疫活性细胞
,

其

量远 少于十二指肠粘膜上 皮
,

与 C a 呈在 豚

鼠 (` )
、

D a n e y g i e r ( ’ “ )在人的胆道 系 统 观察

结果相似
。

这种 S O M 免 疫 活性细胞是否可

能以旁分泌形式对胆道系统发挥抑制作用
,

还需进一步研究
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