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摘要: 胃肠激素对调节小哺乳动物的消化功能具有重要作用。本文应用卵白素 -生物素 -过氧化物酶复合物

( Av id in-b io tin-perox idase com plex, ABC) 免疫组织化学法, 对冬季幼年、成年和老年长爪沙鼠肠道生长抑素

( Som tostatin, SS) 和 P物质 ( Substance P, SP ) 细胞进行了定位和比较。结果显示: 不同年龄组两种内分泌细胞

的形态学特征相似, 呈圆形、椭圆形、梭形、锥形或不规则形。 SS细胞随年龄增加而分布范围缩小, 主要分布

于小肠和十二指肠, 老年鼠的结肠和直肠无分布; 盲肠段老年鼠高于幼年鼠和成年鼠, 其余各段均无年龄差异。

幼年鼠、成年鼠和老年鼠 SP细胞分别以结肠、盲肠和直肠密度为最高, 成年鼠结肠和直肠无分布; 肠道各段的

密度均有年龄差异。这些结果表明, 长爪沙鼠肠道 SS和 SP细胞的分布模式和发育特点有年龄差异, 这可能与

其生存环境的食物质量和两种内分泌细胞相互拮抗的消化生理功能有关。

关键词: 肠道; 生长抑素; P物质; 年龄; 长爪沙鼠

中图分类号: Q494    文献标识码: A    文章编号: 1000- 1050 ( 2009) 02- 0172- 06

Age-dependent variation in densities of somatostatin and substance P-immuno-
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Abstract: Gastro intestinal ho rmones p lay im po rtant ro les in regu la ting the d igestive processes o f sm all m amm als, and

change w ith age. Substance P ( SP ) and som a to sta tin ( SS) immuno reactive ( IR ) cells have opposite func tions: the form er

promo tes mo tility o f the sm all intestine, and the latter acts as an inh ib ito r. T o clar ify age-dependent var ia tion in distribu-

tion, as we ll as interactive features of SS and SP- IR ce lls a long the gut in theM ongo lian gerb ils (M er iones unguiculatus),

loca liza tion and comparison o f bo th endocrine cells in the five po rtions ( duodenum, sm a ll intestine, caecum, co lon and

rectum ) o f the gut in young, adu lt, and o ld gerb ils we re stud ied in w in ter using av idin-b io tin-perox idase comp lex imm uno-

h istochem ica lm ethod. Both endocr ine cells show ed sim ilar m orpholog ica l features at different ages, be ing round, ova,l

shuttle, cone, o r irregu la r in shape. The distr ibution o f SS- IR ce lls tended to be na rrower w ith increased age. SS-IR cells

were found m a in ly in the duodenum and sm a ll intestine fo r a ll ages, and no imm unoreac tiv ityw as found in the co lon and the

rectum in o ld gerb ils. In the caecum, o ld gerb ils showed h igher densities o f SS-IR cells than did young and adu lt gerb ils,

but no sign ificant differences were found in any other portion o f the gut. SP-IR cells displayed the h ighest dens ities in the

co lon, caecum, and rectum for young, adu lt and o ld gerb ils, respectiv ely, and no immuno reactiv ity w as found in the co lon

and the rectum for adult g erb ils. D ifferent from SS- IR ce lls, SP- IR ce lls d isp layed s ignificant d ifferences for the each por-

tion o f gut for different ages. In conclus ion, SS and SP- IR ce lls showed d iffe rent distributions and age-dependent deve lop-

m enta l features along the gut of M ongo lian gerbils, wh ich m ay be related to food qua lity and the opposing phy sio log ical

functions of the tw o endocrine ce lls.

Keyw ords: Age; Gut; Mongolian gerb il (M er iones ungu icu latus) ; Som atostatin ( SS); Substance P ( SP )

基金项目: 科技部 973资助项目 ( 2007BC109103) ; 中国科学院知识创新工程资助项目 ( KSCX2- YW - N- 06 )

作者简介: 张志强 ( 1973- ) , 男, 博士, 副教授, 主要从事脊椎动物生理生态学研究.

收稿日期: 2008- 09- 08;  修回日期: 2008- 12- 29

* 通讯作者, correspond ing author, E- m ai:l wangdh@ ioz1 ac1 cn
v 现在工作单位: 华南濒危动物研究所



2期 张志强等: 长爪沙鼠肠道生长抑素和 P物质细胞密度的年龄变化

  胃肠道是哺乳动物体内最大、最复杂的内分泌

器官, 能分泌多种激素, 对调节消化功能具有重要

作用。 P 物质 ( Substance P, SP ) 和生长抑素

( Som tostatin, SS) 是两种具有拮抗作用的激素, 前

者能促进小肠运动, 后者则抑制小肠运动 (曹曙

光等, 2005)。目前, 对裸鼠 ( Gymnuromys rober-

ti)、豚鼠 (Cavia porcellus)、实验大鼠和不同品系

的实验小鼠 ( Lee et al1, 1997, 1998, 2000; Ku

et al1, 2002, 2003, 2004a, 2004b ), 以及臭鼩

( Suncusmurinus, K anamori et al1, 1989)、西伯利

亚花鼠 (Tam ias sibiricus, Lee et al1, 1991)、松鼠

( Sciurus vulgaris, Lee et al1, 1997 ) 和中华竹鼠

(Rhizomys sinensis, 杨贵波和王平, 1996 ) 等小哺

乳动物肠道的 SS细胞有过定位研究, 但结论不同。

SS细胞的分布范围和分布型具有物种特异性和多

样性, 且出现顺序和表达时间随胎后发育的不同阶

段而不同 (杨贵波等, 1995; Lucin i et al1, 1999;

SandstrÊm and E-l Salhy, 1999)。关于 SP细胞的定

位研究较少, 在小鼠 ( E-l Salhy and Spangeus,

1998)、鹿豚 ( Babyrousa baby russa, Agungpriyono

et al1, 2000 ) 和树鼩 (Tupaia belangeri, Y amada

et al1, 1999) 的胃肠道中有分布, 人类和牛肠道

SP细胞的分布范围随年龄而变化 ( K itamura

et al1, 1985; 洪艳和梁文妹, 2003)。然而, 在野

生鼠中, 关于 SS和 SP细胞在肠道中的分布模式的

报道很少, 与胎后发育有关的比较研究则更为少见

( Ohara et al1, 1986; Lee et al1, 1991)。

长爪沙鼠 (M eriones unguiculatus) 是内蒙古草

原农牧交错地带的优势鼠种 (王梦军等, 1998 )。

野外条件下, 冬季面临食物可利用性下降和寒冷等

多种环境因素的胁迫, 是制约其生存的关键生活史

阶段, 死亡率较高。研究表明, 成年长爪沙鼠消化

器官的形态学特征和小肠的消化酶活力受食物质量

的影响, 具有可塑性 ( L iu andW ang, 2007)。但在

细胞水平, 尚乏消化道调节方面的研究。分析不同

年龄阶段功能相反的 SS和 SP细胞的形态学特征和

密度分布模式的年龄差异, 对了解长爪沙鼠的消化

生理生态学特征, 加深对其消化适应策略和生活史

特征的理解具有重要意义。结合长爪沙鼠的生境,

我们预测: 与两种内分泌细胞的功能相适应, 成年

长爪沙鼠肠道 SS和 SP细胞会表现出截然不同的分

布型; 肠道各段两种内分泌细胞的分布范围和密度

高低受年龄阶段的影响, 并与食物质量有关。

1 材料和方法

111 实验动物

实验用长爪沙鼠于 2003年 11月下旬捕于内蒙

古太仆寺旗秦家营子, 该地区为撂荒地与农作物并

存的农牧交错区。以体重和体长为标准, 随机选择

雄性幼年鼠、成年鼠和老年鼠各 5只, 平均体重和

体长分别为 2819 ? 114 g和 817 ? 011 cm, 4716 ?

013 g和 1017 ? 014 cm, 5519 ? 115 g和 1113 ?

011 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
0101mo l/L ) 中, 按十二指肠、小肠、盲肠、结肠
和直肠各段分别取材, 每段长约 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, 常规脱水、透明、石蜡包埋。切片 (厚 5~

7 Lm), 用甲醛明胶液处理载玻片后, 贴片。

112 主要试剂

兔抗人多克隆 SS和 SP抗血清, 以及 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。 SS抗血清产品代号为 ZA-0232, SP抗血清

产品代号为 ZA-0235, 均稀释 100倍, 产品由美国

ZYMED公司生产。

113 免疫组织化学方法

以 ABC免疫组织化学法分别定位 SS和 SP细胞。

一抗 (激素抗血清 ) 孵育条件为 4 e , 16 h, 生物素

化二抗 (均为羊抗兔 IgG抗血清 ) 和 ABC的孵育均

为室温 1 h。DAB-H2O2显色后, 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, 每只动物

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 ), 取其平均值作

为 1只动物含有的阳性细胞的数量, 共计数 5只动

物, 以 5只动物的平均值 (M ean ? SE ) 表示该部

位内分泌细胞的密度。对同一年龄组 (幼年组、

成年组和老年组 ) 十二指肠、小肠、盲肠、结肠

和直肠 SS和 SP细胞的密度差异, 以及不同年龄组

(幼年鼠、成年鼠和老年鼠 )同一部位 (如十二指肠 )

的密度差异均用单因素方差分析 ( One Way ANO-

VA )进行统计学处理, P < 0105视为差异显著。
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2 结果

经染色处理的切片背景均呈淡蓝色, 免疫反应

阳性细胞呈深棕色, 细胞核无色, 容易区分。对照

组均为阴性反应。

211 两种内分泌细胞的形态学特点

SS和 SP细胞均可分为开放型和封闭型两种类

型, 形态相似。开放型细胞呈棒状 (图 1- 1)、长

梭形 (图 1- 2) 或三角形, 少数细胞具有突起伸

向肠腔 (图 1 - 3) 或邻近细胞 (图 1- 4) ; 封闭

型细胞主要呈圆形 (图 1- 5) 或椭圆形 (图 1-

6) , 少量呈不规则形。

图 1 两种内分泌细胞的形态学特征 11: 肠道棒状 SS细胞; 2: 肠道长梭形 SP细胞; 3: 肠上皮具有伸向肠腔的细胞质突起的

SS细胞; 4: 肠上皮具有伸向邻近细胞的细胞质突起的 SS细胞; 5: 肠上皮基底部的圆形 SS细胞; 6: 肠上皮基底部的椭圆形

SP细胞 1注: SS: 生长抑素; SP: P物质; E p: 上皮层; LP: 固有膜; 白箭头所示为 SS或 SP细胞; 放大倍数均为 @ 2001

Fig11 M orph olog ica l character of tw o k inds of endocrine cell11: Bar-shaped SS cells in th e gu t; 2: Long shutt le-shap ed SP cells in the

gu t; 3: SS cells w ith cytop lasm ic processes wh ich extended to the in test ine lumen in the ep ithelium of gu t; 4: SS cells w ith cytoplasm ic

processes wh ich extended to the ad jacen t cells in th e ep ithelium of gut; 5: Round SS cells in th e bas ic regions of the epithelium of the gut;

6: Oval SP cel ls in the basic reg ions of the ep ith elium of the gut1Note: SS: Som atostatin, SP: Substance P, Ep: Ep ith el ium, LP: Lam ina

porpria; W h ite arrow s refer to SS or SP cel ls; M agn ificat ion, @ 2001

212 不同年龄组肠道两种内分泌细胞的密度

幼年鼠 SS细胞集中分布于十二指肠和小肠,

结肠其次, 盲肠和直肠数量最少 (F ( 4, 20) = 71056,
P < 01001) ; 成年鼠十二指肠、小肠和结肠密度接
近, 盲肠和直肠密度最低 (F ( 4, 20) = 21012, P <

0105) ;老年鼠在十二指肠、小肠和盲肠均匀分布,
结肠和直肠中无分布 ( F ( 4, 20) = 91181, P < 0105 )
(表 1)。

SP细胞在幼年鼠的结肠密度最高, 十二指肠和

小肠其次, 盲肠数量较少, 直肠偶见 ( F ( 4, 20) =

261939, P < 0105) ;成年鼠盲肠密度最高, 十二指肠
和小肠其次,结肠和直肠无分布 (F ( 4, 20 ) = 381817, P
< 0105) ;老年鼠主要分布于直肠和结肠, 十二指肠
和小肠其次, 盲肠偶见 ( F ( 4, 20 ) = 81995, P < 0105)
(表 1)。

213 同一部位内分泌细胞密度的年龄差异
SS细胞在十二指肠 ( F ( 2, 12 ) = 11125, P >

0105) 和小肠 (F ( 2, 12) = 21194, P > 0105)、结肠
(F ( 2, 12) = 11508, P > 0105 ) 和直肠 ( F ( 2, 12) =

01569, P > 0105) 的密度相似, 无年龄差异。盲肠
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段, 老年鼠的密度高于幼年鼠和成年鼠 (F ( 2, 12) =

41465, P< 0105) (表 1)。

SP细胞在肠道各段均有年龄差异。十二指肠

( F ( 2, 12) = 151618, P < 0105 ) 和结肠 ( F ( 2, 12) =

721029, P < 0105)段, 幼年鼠最高, 老年鼠其次, 成

年鼠最低或无分布;小肠段, 幼年鼠和老年鼠最高,

成年鼠偶见 ( F ( 2, 12) = 81668, P < 0105 ) ; 盲肠
(F ( 2, 12) = 201465, P< 0105)段,幼年鼠和成年鼠都

高于老年鼠;直肠 (F ( 2, 12) = 191538, P < 0105)段,

老年鼠高于幼年鼠,但成年鼠未见分布 (表 1)。

表 1 不同年龄组长爪沙鼠肠道生长抑素和 P物质细胞的分布位置和密度差异 (细胞数 /400倍视野 )

Tab le 1 Age-depend ent localizat ion and den sity d ifferences of som atostat in and sub stance P-immunoreactive cells in the gu t ofM ongolian gerb ils (M erio-

nes ungu icu la tu s) ( cells /400 t im es f ield)

年龄段 Ages 十二指肠 Duodenum 小肠 Sm all in test ine 盲肠 C aecum 结肠 C olon 直肠 Rectum

生长抑素

Som atostatin

幼年 Young 018 ? 011a 016 ? 011 a 011 ? 0 b, 2 015 ? 012ab 011 ? 011b

成年 Adult 018 ? 011a 018 ? 013a 011 ? 0b, 2 018 ? 015a 011 ? 011b

老年 O ld 111 ? 013a 111 ? 011a 017 ? 013a, 1   -   -

P物质

Substan ce P

幼年 Young 219 ? 014 b, 1 215 ? 011b, 1 118 ? 014c, 1 517 ? 015a, 1 016 ? 013d, 2

成年 Adult 110 ? 011b, 3 016 ? 013b, 2 212 ? 0a, 1   -   -

老年 O ld 118 ? 012b, 2 118 ? 015b, 1 011 ? 011c, 2 215 ? 013b, 2 313 ? 016a, 1

  同一行中不同的上标字母表示肠道各段密度差异显著, 同一列中不同的数字表示不同年龄组同一肠道部位密度差异显著 ( a> b> c> d,

1> 2> 3, P < 0105)

  The d ifferent letters in the sam e l ine rep resen t s ign ifican t d ifferen ces ofd ensity for d ifferent port ion s of gu t for the sam e age group, and d ifferent num-

b ers in the sam e row rep resen t sign ificant d if feren ces of den sity for the sam e port ion of gut for d ifferent age groups( a> b> c> d, 1> 2> 3, P < 0105)1

3 讨论

成年长爪沙鼠肠道 SS细胞在整个肠道中均有

分布, 但数量较少, 这与北美水貂 (Mustela vison,

Kaw ano et al1, 1983 )、袋貂 ( Tarsip es rostratus,

Yamada et al1, 1989 ) 和西伯利亚花鼠 ( Lee

et al1, 1998) , 以及臭鼩 ( Suncus murinus, K ana-

mo ri et al1, 1989) 的分布范围一致, 但在 BALB /C

小鼠的肠道中则未见分布 ( Ku et al1, 2004a)。研

究发现, 松鼠的肠道中也只分布有极少量的 SS细

胞 ( Lee et al1, 1991) , 而 C57BL /6小鼠只分布于

小肠 (Ku et al1, 2003) , 但 ddY小鼠除盲肠和直

肠外 (Ku et al1, 2004b) , 裸鼠除直肠外 ( Ku et

al1, 2002) , 其余各部分均有分布。我们的研究结

果表明, 成年长爪沙鼠的 SS细胞主要分布于十二

指肠、小肠和结肠, 盲肠和直肠数量很少, 这与在

室内驯养繁殖的长爪沙鼠的肠道中 SS细胞的分布

情况不同, 后者的肠道中未检出 SS细胞 ( Lee et

al1, 2000)。这些结果说明, 哺乳动物肠道 SS细

胞的分布模式具有物种特异性和多样性, 同一物种

分布范围的差异可能与其食性和生活环境有关。

处于不同年龄阶段的长爪沙鼠, 均在十二指肠

和小肠有较高密度的 SS细胞, 但老年鼠在结肠和

直肠无分布, 盲肠段的密度显著高于幼年鼠和成年

鼠, 而后两者在结肠的密度与十二指肠和小肠接

近。Koshim izu ( 1983) 对 W istar大鼠的研究发现,

在出生前一天, 十二指肠和空肠中 SS免疫反应性

物质的浓度比胃幽门区高 419~ 613倍, 并在出生

后 3~ 7 d仍明显高于前者。这说明, SS细胞在胚

胎发育过程中即已出现。 1月龄的中华竹鼠肠道 SS

细胞的数量在十二指肠处最多, 结肠起始端其次,

半龄以上的个体以十二指肠处密度为最高, 但盲

肠、结肠和直肠均缺少分布 (杨贵波和王平,

1996)。而关于松鼠和日本田鼠 (M icrotusmontebel-

li ) 的研究发现, SS细胞具有广泛的分布区 ( Oha-

ra et al1, 1986; Lee et al1, 1991) , 但随着年龄增

长, 未发现分布范围有差异。对大型哺乳动物和人

类的研究表明, 在胎后发育过程中, SS细胞的数

量或随年龄 增长而增加 (杨贵波等, 1995;

SandstrÊm and E-l Sa lhy, 1999 ), 或不发生变化

( Luc iniÊ et al1, 1999)。 SS可影响消化道的外分泌

和吸收功能, 同时还具有保护细胞的作用, 对机体

的生长、发育起着重要的调节作用 (周明华和吴

玺印, 1989)。幼年鼠和成年鼠十二指肠、小肠和

结肠处 SS细胞数量较多, 可能与处于生长发育阶

段, 需要从食物中摄取大量营养有关, 对其它激素

的分泌可起到平衡和调控的作用, 也可能起到保护

肠道的作用。随着年龄的增加, SS细胞的分布范

围缩小, 在结肠和直肠缺少分布, 这说明老年鼠调

节肠道激素平衡的能力减弱, 保护肠道的功能下
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降, 进而可能导致处理和消化食物的能力下降。

成年长爪沙鼠的肠道 SP细胞在盲肠密度最高,

十二指肠和小肠其次, 结肠和直肠中无分布, 这与

SS细胞的分布模式不同; 同时, SP细胞具有明显

的年龄差异。在哺乳动物中, 对 SP细胞的定位研

究很少 ( Yamada et al1, 1999; Agungpriyono et al1,
2000)。对人类胚胎发育过程的研究表明, 直肠和

结肠内的 SP细胞分别于第 11周和第 14周开始出

现, 且同一胎龄的个体, 直肠内的 SP细胞数量高

于结肠 (洪艳和梁文妹, 2003 ); K itamura 等

( 1985) 发现, 母牛 ( 1龄以上 ) 和小牛 (小于 3

个月 ) 的 SP细胞在十二指肠和直肠处密度较高。

我们在幼年长爪沙鼠的结肠和直肠中也检出了 SP

细胞, 但结肠的分布密度显著高于直肠, 老年鼠直

肠和结肠的分布密度相似, 而成年鼠在结肠和直肠

缺少分布, 但在盲肠处密度最高。在胃肠运动调节

过程中, SP是主要的兴奋性神经递质, 可使纵行

和环行平滑肌兴奋, 加强结肠的集团性推进运动,

刺激结肠粘膜分泌水和电解质, 导致人类患者排便

次数增加 (杨名友等, 2005)。处于不同年龄阶段

的长爪沙鼠肠道各段 SP细胞表现出不同的分布模

式, 这提示 SP对肠道运动的调节具有时段性。幼

年鼠 SP细胞的分布模式可能与其代谢率高、营养

需求旺盛有关。有研究表明, 胎期结肠和直肠内

SP的表达与肠道消化功能的建立密切相关, SP可

能作为肠道免疫细胞的营养因子起作用, 与肠道免

疫系统的完善有关 (洪艳和梁文妹, 2003)。幼年

鼠的 SP细胞也可能具有上述作用。老年鼠的消化

功能相对减弱, 直肠和结肠高密度的 SP细胞有利

于促进粪粒的形成和排出, 也有利于肠道对食物残

渣中营养物质的重吸收; 十二指肠和小肠处的 SP

细胞可能主要起促进化学消化的作用, 能促进肠道

的蠕动, 加强对食物的消化和吸收, 盲肠处的 SP

细胞数量显著下降, 可能与老年鼠对食物中的纤维

素的处理和消化能力降低有关。然而, 成年长爪沙

鼠肠道 SP细胞在盲肠密度最高, 这可能与冬季摄

食量增加, 肠道功能进一步完善, 对食物中不易消

化的纤维素的处理能力增强有关。 SP数量的增加,

使盲肠的蠕动能力加强, 能促进食物的发酵过程,

提高对营养物质的吸收能力。而在老年鼠的盲肠

中, SP细胞仅偶见分布, 提示老年鼠盲肠的蠕动

能力显著下降, 对食物中纤维素的处理能力减弱,

这可能会影响肠道的消化能力, 进而可能影响其生

存和繁殖活动。

在冬季, 面对相同的食物条件, 不同年龄组长

爪沙鼠的十二指肠和小肠中都有 SS和 SP细胞分

布。然而, 老年鼠肠道后段无 SS细胞分布, SP细

胞在幼年鼠和老年鼠肠道后段的密度显著升高, 而

成年鼠则无 SP细胞分布, 这些特点可能是长爪沙

鼠幼年鼠和老年鼠不易存活, 继而导致越冬存活率

较低的消化生理学基础之一。
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