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长爪沙鼠肠道 5-羟色胺细胞密度的季节变化
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摘要: 为探讨季节性环境对长爪沙鼠肠道 5-羟色胺 ( 5-hydroxytryptam ine, 5-HT ) 细胞密度动态的影响, 于 2003

年 11月 (冬季 ) 和 2004年 7月 (夏季 ) , 采用卵白素-生物素-过氧化物酶复合物 ( av id in-biotin-perox idase com-

plex, ABC ) 免疫组织化学法, 对其肠道 5-HT细胞进行了定位研究。结果显示: 5-HT细胞主要分布于肠上皮基

底部和肠腺上皮中, 多呈圆形或椭圆形, 少数呈长棒状、锥体形或不规则形, 其形态学特征无季节性差异。冬

季在小肠密度最高, 十二指肠、盲肠和直肠其次, 结肠最低; 夏季在小肠和十二指肠密度最高, 其它各段密度

相似, 这可能与其食物质量的季节性变化有关。除十二指肠和结肠外, 冬季肠道各段的密度都高于夏季, 这有

利于提高处理和消化食物的能力, 是对冬季食物质量和摄食量增加的适应。 5-HT细胞的形态学特征和季节动态

说明, 长爪沙鼠肠道在细胞水平上可对环境条件的变化产生反应, 具有适应性调节的能力。
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Abstract: To explore the re lationship between the density of 5-H ydroxytryptam ine ( 5-HT ) cells and seasona l environmen-

ta l conditions, lo ca lizations and com parisons o f 5-HT- immunoreactive ( IR ) ce lls in the five portions ( duodenum, sma ll in-

testine, caecum, co lon and rectum ) o f the gut in M ongo lian gerb ils (M er iones unguiculatus) w ere stud ied in both late No-

vem ber ( w inter) in 2003 and Ju ly ( summ er) in 2004, respectively, using an av id in-b io tin-perox idase comp lex imm unoh is-

tochem ica lm ethod. 5-HT- IR cellsw ere d istr ibuted m ainly in the basa l portion of the epithelium of the gut and epithe lium o f

the gu t gland, and showed sim ilarm orpho log ica l fea tures both in w inter and in summ er. M ost o f 5-HT- IR ce lls we re round

or oval in shape, w hile few er we re long-ba r, cone, o r irregu la r in shape. In w inter, the num ber o f 5-HT-IR cells w as the

highest in the sma ll in testine, fewe r in the duodenum, caecum and rectum, and the lowest in the co lon. In summ er, the

highest densities o f 5-HT-IR ce lls w ere lo ca ted in the duodenum and sm all intestine, densities w ere low er and sim ilar in the

other portions o f the gu t. The d istr ibu tion o f 5-HT- IR ce lls in different seasons m ay be re la ted to the seasona l changes o f

food com ponents. Except fo r the duodenum and co lon, the cell densities of the other portions o f the gut in w inter we re sig-

n ificantly h igher than tho se o f summ er, wh ich is beneficial for enhancing d igestion and assim ilation, may be an adaptive

strategy to deal w ith differences in food qua lity and the inc reased food intakes needed to surv ive w inter successfu lly. Bo th

m orpholog ica l features and seasonal dynam ics of 5-HT- IR ce lls suggested that, at the ce llu lar leve,l the gut of M ongo lian

gerb ils can respond to comp lex env ironm enta l conditions, and this has adaptiv e regulation func tions.
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素密切相关 ( G ross et a l1, 1985)。 5-羟色胺 ( 5-

hydroxytryptam ine, 5-HT) 是参与调节胃肠道运动

和分泌功能的重要内分泌细胞类型之一, 主要由肠

粘膜层的嗜铬细胞 ( enterochrom afin cells, EC ) 分

泌产生, 可局部调节胃肠道的兴奋和抑制, 形成由

近端向远端的蠕动反射 ( So lcia et al1, 1975; 丁健

华等, 2005)。目前, 关于实验大鼠 (黄威权等,

1987) 和不同品系实验小鼠胃肠道 5-HT细胞的结

构、功能及其与疾病的关系研究较多 ( Ku et al1,
2002, 2003, 2004a, 2004b)。对野生哺乳动物的研

究发现, 肠道 5-HT细胞密度高峰具有物种特异性

和多样性, 如十二指肠 ( Lee et al1, 1991)、空肠

(杨贵波等, 1995)、结肠 (Ohara et al1, 1986) 和

直肠 (K itamura et al1, 1990) 等部位都会出现高

密度区, 这可能与各自的食性和分类地位有关

(杨贵波等, 1995)。此外, 取食行为不同也能影

响肠道 5-HT细胞的分布型 (杨贵波等, 1995; 杨

贵波和王平, 1996)。在种内, 改变食物组成可引

起大鼠胃肠道 5-HT细胞的密度和分布型发生变化

(杨贵波和王平, 1997) , 但在野生鼠中, 尚缺乏

相关研究。

长爪沙鼠 (M eriones unguiculatus) 是一种栖息

于典型草原和荒漠草原非冬眠群居性的小哺乳动

物, 春、夏季主食植物的茎、叶, 秋、冬季主要以

农作物的种子或草籽为食 (王梦军等, 1998)。室

内实验表明, 当改变食物质量时, 长爪沙鼠消化器

官的重量和长度、消化物滞留时间, 以及小肠的消

化酶活性均可发生可塑性变化 ( Pe i et al1 2001;

L iu andW ang, 2007)。但在野外条件下, 关于长爪

沙鼠肠道内分泌细胞的形态学特征和密度动态是否

存在季节波动, 尚不清楚。探讨季节性环境对肠道

5-HT细胞密度变化的影响, 可从细胞水平上阐明

肠道形态学特征与其功能的关系, 进一步说明动物

的消化适应策略。本文以长爪沙鼠为对象, 于

2003年冬季和 2004年夏季, 对其肠道 5-HT细胞

的分布型和密度进行了比较, 我们预测: 1) 由于

食物质量的季节性转换, 冬、夏季长爪沙鼠具有不

同的肠道 5-HT细胞的分布型; 2) 与冬季摄食量

增加和严酷的环境条件相适应, 长爪沙鼠肠道各段

5-HT细胞的相对数量冬季高于夏季。

1 材料和方法

111 实验动物
实验用长爪沙鼠于 2003年 11月下旬 (冬季 )

和 2004年 7月下旬 (夏季 ) 捕于内蒙古太仆寺

旗, 该地区为撂荒地与农作物并存的农牧交错区。

每一季节随机选取成年雄性长爪沙鼠各 5只, 冬、

夏季平均体重分别为 4716 ? 013 g和 4516 ? 012 g,

平均体长分别为 1017 ? 014 cm和 1014 ? 012 cm。

饥饿 24 h后, 断头处死, 迅速取出消化道, 浸于

PBS缓冲液 ( pH = 714, 浓度为 0101 mo l/L ) 中,

截取盲肠、十二指肠、小肠、结肠和直肠各段, 每

段各约取 1 cm。在 PBS中洗净后, 投入无冰醋酸

的 Bou in. s液中, 固定 18 ~ 24 h后, 蒸馏水浸洗

3 h, 50%酒精脱水 2 h, 置于 70%的酒精中 12 h,

常规脱水、透明、石蜡包埋, 切片厚 5~ 7 Lm, 贴

片。

112 主要试剂

兔抗人多克隆 5-HT抗血清和卵白素-生物素 -

过氧化物酶复合物 ( av id in-biot in-perox idase com-

plex, ABC ) 免疫组织化学试剂盒购于北京中杉金

桥生物技术有限公司。 5-HT产品代号为 ZA-0231,

稀释倍数为 1B100,由美国 ZYMED公司生产。

113 免疫组织化学方法

以 ABC免疫组织化学方法对 5-HT细胞定位。

为消除内源性过氧化物酶的影响, 脱蜡后的切片浸

于 3%的 H 2O 2 -甲醇溶液中15 m in。一抗 (激素抗

血清 ) 孵育条件为4 e , 16 h, 置于冰箱内的湿盒

中孵育; 生物素化二抗 (羊抗兔 IgG抗血清 ) 和

ABC的孵育均为湿盒内室温 1 h, 孵育后均用 PBS

缓冲液浸洗 3次, 每次 3m in。DAB-H2O2显色, 显

微镜动态监测染色过程, 每张切片约染 8 ~ 10 s,

浸入 PBS缓冲液中, 苏木精复染, 常规脱水透明,

封片。对照实验采用正常血清和 PBS代替一抗,

其余步骤同上。用 GSM 显微图像分析管理系统

(版本号: 3113, 产品编号: HM 306) 拍照。

114 统计分析

在 O lympus BH-2型显微镜下观察, 对每只实

验个体肠道的每个部位随机取 50个 400倍视野进

行计数 (每间隔 10张切片计数 1张切片上的阳性

细胞数, 共计数 5张, 每张计数 10个视野 ), 取平

均值表示 5-HT 细胞的密度。对同一季节十二指

肠、小肠、盲肠、结肠和直肠各段 5-HT细胞的密

度差异, 用单因素方差 ( OneW ay ANOVA ) 分析

进行统计学处理; 对不同季节十二指肠、小肠、盲

肠、结肠和直肠段 5-HT细胞密度的差异用独立样

本 t检验 ( Independent sample t test ) 进行处理。

文中数值均以平均值 ?标准误 (M ean ? SE) 表示,
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P < 0105 (双尾检验 ) 为差异显著。

2 结果

经染色处理的切片背景均呈淡蓝色, 5-HT免

疫反应阳性细胞细胞质呈深棕色, 细胞核无色。对

照组均为阴性反应, 呈均一的淡蓝色。

211 5-HT细胞的形态学特征

冬、夏季肠道 5-HT细胞均分为开放型和闭合

型两种类型。在形态学上, 开放型细胞呈圆锥形

(图 1- 1)、长棒状 (图 1- 2)、楔形或三角形,

主要分布于肠上皮和肠腺上皮中, 一些细胞具有细

胞质突起伸向肠腔 (图 1- 3) , 也有少量细胞具有

突起伸向邻近细胞 (图 1- 4)。闭合型细胞呈圆形

(图 1- 5) 或椭圆形 (图 1- 6) , 主要分布于肠上

皮的基底部。

图 1 5-HT细胞的形态学特征 11: 肠道圆锥形 5-H T细胞; 2: 肠道长棒状 5-HT细胞; 3: 肠上皮有细胞质突起伸向肠腔的 5-HT

细胞; 4: 肠上皮有细胞质突起伸向邻近细胞的 5-HT细胞; 5: 肠上皮基底部圆形的 5-H T细胞; 6: 肠上皮基底部椭圆形的 5-HT

细胞 1E p: 上皮层; 白箭头所示为 5-HT细胞, 放大倍数均为 @ 2001

Fig11 M orpholog ical character of 5-H ydroxyptam ine ( 5-HT ) cell11: C one-shap ed 5-H T cells in th e gut; 2: Long bar-shaped 5-HT cells

in the gut; 3: 5-HT cellsw ith cytoplasm ic p rocesseswh ich extended to the intestine lum en in the ep ithelium ofgut; 4: 5-HT cellsw ith cy-

top lasm ic p rocesseswh ich extended to th e adjacent cells in the ep ithelium of gut; 5: Round 5-HT cel ls in th e basalportions of the ep ithelium

of th e gut; 6: Oval 5-HT cells in the sma ll intestin e inw in ter1Ep: Ep ithelium; Wh ite arrow s refer to 5-HT cells, m agn if icat ion, @ 2001

212 不同季节肠道 5-HT细胞的密度

冬季小肠段密度最高, 十二指肠、盲肠和直肠

其次, 结肠最低 (F ( 4, 24) = 91824, P < 0105)。夏
季十二指肠和小肠密度最高, 盲肠、结肠和直肠接

近, 但都显著低于十二指肠和小肠 ( F ( 4, 24 ) =

121023, P < 0105) (图 2)。

除十二指肠 ( t= 01104, df = 8, P > 0105) 和
结肠 ( t= 01605, df= 8, P > 0105) 外, 冬季小肠

( t = 31688, df = 8, P < 0105)、盲肠 ( t= 201077,

df = 8, P < 0105) 和直肠 ( t= 41156, df= 8, P <

0105) 的密度都显著高于夏季 (图 2)。

3 讨论

长爪沙鼠肠道 5-HT细胞可分为开放型和闭合

型两种类型, 这与大鼠和其他哺乳动物的研究结果

一致 (黄威权等, 1987; 杨贵波等, 1995; 杨贵波

和王平, 1996)。有些细胞具有突起伸向肠腔或邻

近细胞, 这为外分泌和旁分泌方式的存在提供了形
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图 2 不同季节长爪沙鼠肠道 5-羟色胺细胞的密度 (细胞数 /

400倍视野 ) 1* 表示不同季节同一部位之间 5-羟色胺细胞的密

度差异显著 (P < 0105 ) , 不同字母表示同一季节不同部位之

间 5-羟色胺细胞的密度差异显著 ( a> b> c, A > B, P < 0105) 1

F ig12 Th e dens ities of 5-hydroxytryptam ine immunoreactive cell in

the gu t of M ongo lian gerb ils (M eriones ungu icu la tu s ) ind ifferent

seasons ( cells /400 t im es visual f ield)1Th e asterisk represents sign i-f

ican t d ifferences of d ensit ies of 5-hydroxytryptam ine ( 5-HT ) cel ls

for th e sam e port ion in d ifferent seasons (P < 0105 ) 1The d ifferent

letters represen t s ign ifican t differences of dens ities of 5-HT cells for

the d ifferen t portions in the sam e season ( a> b> c, A > B, P <

0105) 1

态学证据, 可能与 5-HT刺激胃肠粘液分泌和平滑

肌收缩的生理功能有关 ( Solc ia et al1, 1975)。从

形态学特征来看, 不同季节之间未见差异, 说明在

细胞水平上长爪沙鼠肠道结构未发生明显变化。

冬、夏季长爪沙鼠肠道 5-HT细胞的密度都以

小肠为最高, 结肠最低。中华竹鼠 (Rhizomy s sine-

sis, 杨贵波和王平, 1996) 和灰松鼠 ( Sciurus vul-

garis, Lee et al1, 1991) 在十二指肠处密度最高,

而大鼠在十二指肠和结肠 (黄威权等, 1987) , 日

本田鼠 (M icrotus montebelli, Ohara et al1, 1986 )

在结肠, 臭鼩 ( Suncus murinus ) 则在直肠处最高

( K itamura et al1, 1990)。大熊猫 (A iluropoda m el-

anoleuca) 中, 空肠的密度高于十二指肠 (杨贵波

等, 1995)。这表明, 哺乳动物肠道 5-HT细胞的

分布型具有物种特异性和多样性, 这与动物的分类

地位关系不大, 可能与物种的食性差异有关 (杨

贵波和王平, 1996)。研究发现, 食性相似的中华

竹鼠和大熊猫 5-HT细胞的密度高峰都位于小肠前

半区 (杨贵波等, 1995; 杨贵波和王平, 1996 )。

杨贵波和王平 ( 1997 ) 发现, 改变食物中非淀粉

多糖的含量, 可以影响大鼠肠道 5-HT细胞的数量

和分布型。冬、夏季长爪沙鼠肠道 5-HT细胞的密

度高峰和低谷表现一致, 但具体的分布模式不同:

冬季直肠的密度显著高于结肠, 而夏季两个部位的

密度彼此接近。长爪沙鼠夏季主食植物的茎、叶,

冬季主要以农作物的种子或草籽为食 (王梦军等,

1998)。5-HT可通过调节肠道局部的兴奋和抑制使

胃肠道形成由近端向远端的蠕动反射, 或直接作用

于一些肠神经元和肌细胞等效应器来调节肠道运动

(丁健华等, 2005)。长爪沙鼠的小肠和十二指肠

中 5-HT细胞数量较多, 与肠道受到机械和化学刺

激较强, 蠕动频率较快有关, 能促进消化和吸收过

程。夏季由于食物中水分和纤维素含量较高, 形成

的粪粒较疏松, 盲肠、结肠和直肠中都含有密度相

似的 5-HT细胞, 能促进食物的排空; 冬季结肠部

位的 5-HT细胞数量下降, 直肠又略有回升, 可能

与冬季食物中的水分含量下降, 形成的粪粒较干

燥, 对肠腔的机械作用加强有关。

除十二指肠和结肠外, 长爪沙鼠冬季小肠、盲

肠和直肠的 5-HT细胞密度都显著高于夏季, 这可

能与长爪沙鼠食物质量的季节性更替和变化的环境

条件有关。严冬季节, 长爪沙鼠主要以秋季贮存的

农作物的种子或草籽为食, 食物的颗粒较小, 营养

较高; 而随着夏季植物生长旺季的到来, 食物资源

较丰富, 但食物的质量相对较差, 植物茎叶的纤维

素和水分含量都高于种子。实验室条件下, 取食高

纤维食物时, 长爪沙鼠消化道总长度和总重量增加

不显著, 消化道内容物总重量、小肠的重量, 以及

盲肠的长度和重量显著增加 ( Pe i et al1, 2001)。

与标准食物相比, 喂食经过纤维素稀释后的食物,

长爪沙鼠小肠的长度增加, 但重量不变, 盲肠和结

肠的长度和重量都增加 ( L iu andW ang, 2007)。上

述研究结果说明, 长爪沙鼠消化器官的长度和重量

的变化具有可塑性。而在野外条件下, 消化器官的

适应性变化除受食物质量影响外, 也受光周期和温

度等因素的影响。在细胞水平上, 冬季单位面积小

肠、盲肠和直肠的 5-HT细胞的数量显著高于夏

季, 随着肠道长度的延长, 肠道各段的 5-HT细胞

的数量必将大幅度提高, 其分泌物有利于参与调节

摄食过程。EC细胞对肠腔内的压力和化学刺激非

常敏感, 一旦肠腔内压力升高即可分泌 5-HT, 十

二指肠和小肠是消化和吸收食物的主要场所, 较高

的 5-HT细胞密度保证了对所获食物资源的处理效

率。冬季小肠段的 5-HT细胞数量显著高于夏季,

这与冬季摄食量的增加和消化效率的提高是一致

的。盲肠的数量较多, 可能与冬季食物质量较高,

食物残渣中可重新吸收的营养物质较多有关; 长爪

沙鼠冬季的粪粒较夏季干燥, 水分含量相对较低,
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直肠数量较多的 5-HT细胞能促进平滑肌蠕动, 有

利于粪粒的排出。

我们的研究结果表明, 长爪沙鼠肠道 5-HT细

胞的形态学特征无季节差异, 但密度具有季节差

异。 5-HT细胞密度的季节动态, 反映出长爪沙鼠

具有适应不同食物质量和生活环境的能力。在冬

季, 肠道 5-HT细胞的密度明显升高, 其数量与动

物处理和消化食物的能力有关, 这是提高冬季生存

适应能力, 满足其高能量需求的生理学机制之一。
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