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摘要: 采用免疫细胞化学ABC方法, 选择5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)、生长抑素 (somatostatin, SS)、胰多肽(pancreatic polypeptide, PP)、胃泌素(gastrin, GAS)和P物质(substance P, SP)6种特异性哺乳类胃肠激素抗血清, 对不同年龄段(1龄、2龄和3龄)细鳞鲑(Brachymystax lenok)的消化道内分泌细胞进行了免疫细胞化学定位研究。结果表明, 仅在食管、胃贲门、胃体和胃幽门检出有5-HT、SS和PP阳性细胞的分布(除1龄鱼食道), 且这3种内分泌细胞均大量定位于胃部; 在前肠、中肠、后肠和直肠中均未检测到这3种内分泌细胞的阳性反应。在3个年龄段的细鳞鲑胃肠各部位均未检测到GAS、GLU和SP阳性细胞。细鳞鲑的5-HT、SS和PP与其他有胃鱼类的内分泌细胞一样, 可分为2种类型, 即开放型和闭合型, 这类细胞主要通过腔分泌和旁分泌两种方式释放激素。5-HT、SS和PP这3种细胞在1龄幼鱼消化道内就已经发育成熟, 其对胃肠道活动的调节作用已经与成鱼没有差别, 细胞的分布密度随着细鳞鲑的年龄增长不断增加。本研究揭示了不同生长阶段细鳞鲑消化道中这6种胃肠激素内分泌细胞的发育特征, 并阐明了这些胃肠激素细胞在细鳞鲑幼鱼消化道的分布、形态以及生理作用。
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脊椎动物的消化道黏膜是体内最大的内分泌器官, 其中富含众多内分泌细胞。消化道内分泌细胞的主要生理机能就是调节胃肠的生长发育、消化液分泌以及营养吸收, 还参与胃肠各段间功能的协调与动物整体营养及代谢水平的调节[1−2]。近年来, 国内外学者选用特异性胃肠激素抗血清对鱼类消化道内分泌细胞的鉴别与定位进行了大量研究[3−10]。由于鱼类与哺乳动物一样, 其消化与吸收功能会受到自身胃肠道激素的调节, 而胃肠功能又直接关系到鱼类的生长发育, 因此有必要了解不同生长阶段鱼类消化道内各种胃肠激素内分泌细胞的分布、种类和发育程度, 及其对胃肠各种生理活动的调控机制。目前, 对鲑科鱼类消化道胃肠激素内分泌细胞的鉴别与定位研究相对较少。
细鳞鲑(Brachymystax lenok)属鲑形目(Sa​lm​on​iformes), 鲑科(Salmonidae), 细鳞鲑属, 濒危等级为易危[11], 是中国“十二五”期间主推的名特优淡水养殖种类之一。徐革锋等[12]对幼鱼、鱼种和亲鱼阶段细鳞鲑的消化道酶类分布及特性曾进行了相关研究, 但对不同年龄(发育阶段)细鳞鲑的消化道内分泌细胞的鉴别和定位尚未见报道。近年来已有一些学者开始研究有胃鱼类胃肠激素内分泌细胞在消化道黏膜中的分布与生理功能, 如鲻(Mugil cephalus)[3]、花鲈(Lateolabrax japo​n​icas)[7]和斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)[10]等。有胃鱼类的胃肠激素内分泌细胞生物学特性应该存在共性, 因此, 本研究采用免疫细胞化学方法, 对不同生长阶段细鳞鲑的消化道内分泌细胞进行了定位研究, 旨在为鱼类的内分泌学和生理学研究提供基础数据。
1  材料与方法

1.1  实验鱼
选用来自中国水产科学研究院黑龙江水产研究所养殖的细鳞鲑作为实验材料, 为1龄幼鱼、2龄鱼种和3龄亲鱼, 体长为21~35 cm, 体质量为80~950 g。

1.2  采样及组织切片制备

每个年龄段实验鱼取5尾, 选用苯氧乙醇深度麻醉, 在冰盘上解剖分离出消化道, 按照食道、胃(贲门、胃体和幽门部)和肠道(前、中、后和直肠)进行取材, 生理盐水洗净, 放入不含醋酸的Bouin’s液中4℃条件固定36~48 h, 常规组织切片程序脱水、二甲苯透明、石蜡包埋, 切片厚度4~5 μm, 甘油蛋白贴片。

1.3  免疫细胞化学染色

切片首先经二甲苯脱蜡、下行梯度酒精复水, 之后按照卵白素−生物素−酶复合物染色(avidin-biotin complex method, ABC)技术进行免疫组织化学反应。第一抗体分别为5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)抗体, 工作浓度1︰ 80(体积比); 生长抑素(somatostatin, SS)抗体, 工作浓度1︰1 000(体积比); 胰多肽(pancreatic polypeptide, PP), 工作浓度1︰80 (体积比); 胃泌素(gastrin, GAS)抗体, 工作浓度1︰80(体积比); 胰高血糖素(glucagon, GLU)抗体, 工作浓度1︰80(体积比); P物质(substance P, SP)抗体, 工作浓度1︰100(体积比); 以上6种抗体均为兔抗人多克隆抗体, 由美国ZYMED公司。切片从PBS中取出, 滴加正常山羊血清, 室温孵育20 min; 弃除多余血清, 滴加设定工作浓度的第一抗体, 室温过夜; 滴加生物素化二抗(羊抗兔IgG抗血清, 1︰200)室温孵育45 min; 亲和素与酶标生物素复合物室温孵育40 min; 最后DAB-H2O2显色每种抗体。每条鱼在不同部位的免疫组织化学染色反应均为3个平行处理, 以确保实验的可靠性。阴性对照为上述各部位染色的相邻切片, 即用PBS替代一抗同步进行免疫细胞化学染色。

1.4  切片观察与细胞计数

在Carl Zeiss Microlmaging GmbH 3708自动数码显微照相系统下观察, 对每个年龄段实验鱼消化道的各取样部位进行组织化学检测(每个年龄段各取5尾鱼), 每条鱼每个部位随机选取 5张切片, 每张切片随机取2个400倍视野(物镜40×, 目镜10×)进行观察, 测量阳性细胞的数目, 并计数(n=40), 通过对切片进行拍照, 并采用Motic 3.2编辑系统进行图像处理。

1.5  数据分析

选用SPSS11.0软件, 对同种免疫活性细胞在不同年龄段消化道的分布密度用Duncan’s的方法进行统计学分析, 当P<0.05时认为差异显著, 内分泌细胞的分布密度采用平均值±标准差([image: image2.png]


±SD)表示。

2  结果与分析

在前肠、中肠、后肠和直肠中均未检出阳性的5-HT、SS和PP细胞, 这3种阳性免疫细胞主要定位在食管、胃贲门、胃体和胃幽门部位。且在各年龄段细鳞鲑消化道5-HT、SS和PP阳性免疫细胞均呈棕黑色或深棕色(背景为蓝色), 反差强容易辨认, 对照实验都表现为阴性反应。在3个年龄段的细鳞鲑胃肠各部位均未检测到GLU、SP和GAS阳性细胞。

2.1  5-HT细胞在各年龄段细鳞鲑消化道中的组织定位和分布密度

2.1.1  5-HT细胞的组织学定位和形态学特征 
(1) 1龄细鳞鲑5-HT细胞的定位和形态  5-HT细胞在食管中未检测到; 5-HT细胞在胃贲门部和胃体部主要定位在上皮细胞之间, 呈锥形或圆形(少量), 胞突伸向固有膜(图版I-1和图版I-2); 5-HT在胃幽门定位在腺泡上皮细胞之间, 呈椭圆形(图版I-3), 少量位于上皮细胞之间。

(2) 2龄细鳞鲑5-HT细胞的定位和形态  5-HT细胞在食道中定位在上皮细胞之间, 呈锥体形, 胞突伸向食道腔(图版I-4); 5-HT细胞在胃贲门部主要定位在腺泡上皮细胞之间, 呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-5), 也有位于上皮细胞之间的, 呈锥体形, 胞突伸向贲门腔(图版I-6); 5-HT细胞在胃体部主要定位在上皮细胞或上皮基部(图版I-7和图版I-8), 呈锥体形, 胞突伸向固有膜; 5-HT细胞在胃幽门部分布于腺泡上皮细胞之间, 呈椭圆形(图版I-9), 个别细胞呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-10)。

(3) 3龄细鳞鲑5-HT细胞的定位和形态  5-HT细胞定位于食道的腺泡上皮细胞之间, 呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-11), 有的位于上皮基部, 呈锥形, 胞突伸向食道腔(图版I-12); 5-HT细胞在胃贲门部有的定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-13), 有的位于上皮基部, 呈圆形(图版I-14), 或位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向贲门腔(图版I-15); 5-HT细胞在胃体部有的定位在上皮细胞之间, 呈锥体形, 胞突伸向胃腔(图版I-16), 有的位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-17); 5-HT细胞在胃幽门部主要定位在腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版I-18), 个别位于上皮细胞之间, 呈锥形或呈椭圆形(图版I-19和图版I-20)。

2.1.2  消化道各部位5-HT细胞分布密度的比较  由表1可知, 1龄细鳞鲑的5-HT细胞在胃幽门部分布密度最高, 与2龄和3龄鱼无显著性差异(P>0.05); 3龄鱼的5-HT细胞在胃体部分布密度最高, 且显著高于1龄和2龄鱼(P<0.05)。

表1  不同年龄段细鳞鲑消化道5-HT细胞的分布密度 
Tab.1  Density distribution of 5-HT cells at different ages in the digestive tract of Brachymystax lenok
n=40;
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±SD; cell·mm(2
	年龄/a age
	食道esophagus
	胃贲门gastric cardia
	胃体gastric body
	胃幽门gastropyrolic

	1
	0
	6.10±1.25b
	6.00±1.12c
	6.95±1.19a

	2
	1.00±1.03b
	4.75±1.07c
	7.50±2.21b
	7.30±1.60a

	3
	3.35±1.09a
	7.15±2.08a
	8.90±2.02a
	7.35±1.18a


注: 同一列上标字母不同表示不同年龄组间差异显著(P<0.05).

Note: The different superscript letters in each row mean significant difference between different age groups(P<0.05).

2.2  SS细胞在各年龄段细鳞鲑消化道中的组织定位和分布密度
2.2.1  SS细胞的组织学定位和形态学特征

(1) 1龄细鳞鲑SS细胞的定位和形态  SS细胞在食道中未检测到; SS细胞在胃贲门部定位于上皮细胞之间, 呈梭形, 胞突分别伸向贲门腔和固有膜(图版II-1); SS细胞在胃体部定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向胃腔(图版II-2); SS细胞在胃幽门部定位在上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向固有膜(图版II-3), 或胞突伸向幽门腔(图版II-4)。

(2) 2龄细鳞鲑SS细胞的定位和形态  SS细胞在食道中定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向固有膜(图版II-5); SS细胞在胃贲门部有的定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 细胞突起指向腺泡腔(图版II-6), 有的位于上皮细胞之间, 也呈锥形, 胞突伸向贲门腔(图版II-7); SS细胞在胃体部定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向固有膜(图版II-8); SS细胞在胃幽门部有的定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版II-9)或呈圆形(图版II-10), 有的位于上皮细胞之间, 同样呈锥形, 但胞突伸向幽门腔(图版II-11)。

(3) 3龄细鳞鲑SS细胞的定位和形态  SS细胞在食道中定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形或椭圆形(图版II-12和图版II-13); SS细胞在胃贲门部定位于腺泡上皮细胞之间, 呈圆形(图版II-14)或锥形(图版II-15); SS细胞在胃体部有的定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向胃腔(图版II-16), 有的位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版II-17); SS细胞在胃幽门部有的定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版II-18和图版II-19), 有的位于上皮细胞之间, 呈梭形, 胞突分别伸向幽门腔和固有膜(图版II-20)。

2.2.2  各部位SS细胞分布密度的比较  在各年龄段细鳞鲑消化道内, SS细胞的分布密度差异较大, 其分布密度变化无规律性, 3龄鱼胃部SS细胞分布密度最大, 且显著高于1龄和2龄鱼(P<0.05, 表2)。

表2  不同年龄段细鳞鲑消化道SS细胞分布密度

Tab. 2  Results of SS cells of different ages of the digestive tract of Brachymystax lenok density distribution
n=40;
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±SD; cell·mm(2
	年龄/aage
	食道esophagus
	胃贲门gastric cardia
	胃体gastric body
	胃幽门gastropyrolic

	1
	0
	1.35±1.27b
	1.40±0.82c
	2.55±1.36c

	2
	1.15±0.93a
	0.85±0.75c
	2.60±1.14b
	3.00±1.17b

	3
	1.45±0.69a
	1.85±1.38a
	5.25±1.41a
	3.55±1.64a


注: 同一列上标字母不同表示不同年龄组间差异显著(P<0.05).

Note: The different superscript letters in each row mean significant difference between different age groups(P<0.05).
2.3  PP细胞在各年龄段细鳞鲑消化道中的组织定位和分布密度
2.3.1  PP细胞的组织学定位和形态学特征

(1) 1龄细鳞鲑PP细胞的定位和形态  PP细胞在食道中没有检测到; PP细胞在胃贲门部有的定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-1), 有的位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向贲门腔(图版III-2), 或位于上皮基部, 胞突伸向固有膜(图版III-3); PP细胞在胃体部定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向固有膜(图版III-4); PP细胞在胃幽门部定位于上皮细胞之间(图版III-5)。

(2) 2龄细鳞鲑PP细胞的定位和形态  PP细胞在食道中定位于上皮细胞基部, 呈椭圆形(图版III-6); PP细胞在胃贲门部定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-7), 或位于上皮细胞之间, 胞突伸向固有膜(图版III-8); PP细胞在胃体部定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向固有膜(图版III-9); PP细胞在胃幽门部定位于腺泡上皮细胞之间, 呈圆形(图版III-10), 或呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-11)。

(3) 3龄细鳞鲑PP细胞的定位和形态  PP细胞在食道中有的定位于上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向食道腔(图版III-12), 有的位于腺泡上皮细胞之间, 呈圆形, 或呈锥形, 其胞突伸向腺泡腔(图版III-13); PP细胞在胃贲门部定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-14); PP细胞在胃体部主要定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-15), 个别位于上皮细胞之间, 呈圆形(图版III-16), 或呈锥形, 胞突伸向胃腔(图版III-17); PP细胞在胃幽门部定位于腺泡上皮细胞之间, 呈锥形, 胞突伸向腺泡腔(图版III-18), 或位于上皮基部, 呈圆形(图版III-19)。

2.3.2  各部位PP细胞分布密度的比较  细鳞鲑各部位PP细胞分布无变化规律, 2龄鱼幽门部PP细胞分布密度显著高于其他年龄鱼(P<0.05), 且2龄鱼各部位PP细胞整体分布密度较高(表3)。
3  讨论

动物胃肠激素内分泌细胞在消化道黏膜中普遍存在, 由于这类细胞能够通过摄取胺的前体物质, 进而脱去羧基变为活性胺, 因此又被称为APUD(amine precursor uptake and decarboxylation)细胞。到目前为止, 大多数国内外学者主要还是利用哺乳动物的抗血清对鱼类消化道内的APUD细胞进行鉴别、定位和形态学的研究[4−10, 13], 仍未开发出鱼类特定的胃肠道激素抗体, 且实验对
表3 不同年龄段细鳞鲑消化道PP细胞分布密度比较结果

Tab. 3  Results of PP cells of different ages of the digestive tract of Brachymystax lenok density distribution
n=40;
[image: image5.wmf]x

±SD; cell·mm(2
	年龄/a age
	食道esophagus
	胃贲门gastric cardia
	胃体gastric body
	胃幽门gastropyrolic

	1
	0
	1.15±0.75b
	2.25±1.02a
	2.00±0.79b

	2
	2.05±0.83a
	1.90±0.72a
	1.60±0.75b
	4.55±1.15a

	3
	0.70±0.57b
	1.10±0.79b
	2.45±1.15a
	1.80±0.77b


注: 同一列上标字母不同表示不同年龄组间差异显著(P＜0.05).

Note: The different superscript letters in each row mean significant difference between different age groups(P<0.05).
象主要是稚鱼和成鱼, 针对不同生长阶段鱼的研究十分少见。由于哺乳类的胃肠激素与鱼类的胃肠激素具有同源性, 其检测的有效性已被国内外学者所广泛认同。本研究选择的6种胃肠激素(5-HT、SS、PP、GAS、GLU和SP)在物种进化过程中具有非常高的保守性[14–16], 因此可确保本研究免疫细胞化学染色结果的可靠性。

通过对阳性内分泌细胞密度统计比较发现, 5-HT、SS和PP细胞主要存在于胃的各个部位, 且胃体部密度最高(表1–3)。已有研究表明, 胃肠道内分泌细胞主要定位于有胃鱼类的胃部, 在其肠道中却少有分布, 它们常以细胞群的形式定位于胃小凹底部、胃上皮细胞间或聚集在胃腺腺泡间; 而无胃鱼类没有胃腺, 但其前肠膨大, 兼有储存、消化和吸收食物的功能, 具有类似胃腺的作用, 其内分泌细胞集中定位于前肠, 并随肠道由前至后逐渐递减[17]。本研究印证了上述观点, 细鳞鲑属于有胃鱼类, 5-HT、SS和PP的阳性细胞均在胃部被大量检测到, 与对鲻[3]和斜带石斑鱼[10]等的研究结果相似。
5-HT细胞的主要功能是分泌激素, 促进胃肠的蠕动[2, 6]。通常对于有胃鱼类而言, 5-HT主要定位于胃部, 如5-HT细胞只存在于花鲈[7]和黑鲷 (Sparus macrocephalus)[18]的食管和胃部, 这与本研究结果相似; 而大弹涂鱼 (Periophthalmus can​t​o​nensis)[19]的5-HT细胞除大量定位在食道和贲门胃外, 也存在于后肠中; 而对黄鳝(Monopterus al​bus)[20]的研究发现, 仅在胃幽门部检测到5-HT阳性反应。而无胃鱼类因缺少胃腺, 其内分泌细胞主要定位于肠道, 5-HT细胞大量存在于无胃鱼的前肠部分, 如5-HT细胞主要定位于鲢、鳙、团头鲂、银鲫、草鱼、青鱼和鲤等的前肠[6, 21]。也有研究表明, 个别种类虽然属于有胃鱼类, 但在其消化道各段(除后肠外)均能检测到5-HT细胞的存在, 如胡子鲇(Clarias fuscas)、瓦氏黄颡鱼 (Pe​l​t​e​​obagrus vachelli Richardson) [22]、褐牙鲆(Pa​r​a​lic​hthys olivaceus)[23]、黄鳍鲷(Sparus latus)[24]与日本鳗鲡(Anguilla japonicas)[25]等。这说明5-HT细胞的组织学定位明显具有种的特异性, 并无一定规律可循。本研究表明, 5-HT细胞主要定位于细鳞鲑胃部, 其分布密度随鱼年龄的增长而变大, 说明细鳞鲑的胃是消化食物的主要场所; 且5-HT细胞在不同年龄段细鳞[image: image6.png]


的食道和胃部的形态主要为锥形和圆形, 属具有胞突的开放型内分泌细胞, 其胞突多伸向胃部腔体或临近细胞, 表明腔分泌和旁分泌是该类细胞主要的两种分泌方式, 从而释放5-HT激素进入食道和胃腔发挥胃肠调节作用。
有关研究表明, 有胃鱼类的SS细胞主要定位于胃部, 食道分布较少, 肠道未见分布, 如花鲈[7]、斜带石斑鱼[10]和黄鳍鲷[24]等, 这与本研究的实验结果相一致; 但也存在少数有胃鱼类的SS细胞在整个胃肠道都有存在的报道, 如鲻[3]、日本鳗鲡[25]和鳜 (Siniperca chuatsi)[26]等; 以及在食管和胃各部消化道黏膜均未检测到阳性SS免疫细胞的报道, 如鲇(Silurus asotus)、乌鳢(Channa argus)和大口黑鲈(Micropterus salmoides)[27]。根据已有的研究表明, SS细胞的主要生理作用是对多种胃肠激素、酶及胃肠运动进行抑制调节, 即可通过抑制胃泌素分泌, 进而调节胃内酸性环境[2]。这表明有胃鱼类都应具备SS细胞, 但事实上并非如此。对于大多有胃的鱼类而言, 胃部存在SS细胞, 说明该细胞可能是胃肠道抑制调节的主要因子; 而对于少数鱼类中在整个胃肠道都能检测到阳性SS免疫细胞, 或均没有检测到阳性SS免疫细胞的情况, 推测对胃肠激素分泌与肠蠕动起抑制作用的内分泌细胞不只SS细胞一种, 可能还存在其他具有此功能的细胞, 尚需进一步研究。本研究表明, 各个年龄段细鳞鲑的食道和胃部均有SS细胞存在, 且SS细胞的分布密度随着年龄的增长不断增大, 但在整个胃肠道却未检测到GAS细胞, 这与潘黔生等[26]和方之平等[27−28]的研究结果相一致。
PP细胞分泌的是一种抑制性激素, 其作用是抑制胆囊收缩素的释放而促进胃排空及酸排出[2]。本研究发现, 在细鳞鲑食道和胃部均能检到PP细胞阳性免疫反应, 但分布密度未见规律性变化, 这与杨青等[24]的研究结果相似; 但与花鲈[7]和黑鲷[18]的PP细胞主要定位于肠道不同, 金显文等[22]认为, 这可能与个别鱼类的胃容量小有关。细鳞鲑有较大的胃, 且胃排空时间较短, 因此, PP主要定位于胃部符合该细胞自身的功能特点, 并多为开放型细胞, 可能细鳞鲑的PP细胞主要通过腔分泌对胃肠道进行抑制调节。

本应存在于有胃鱼类胃中的GAS细胞, 却在大多研究中未被检测到, 这可能与鱼类种属特异性有关。阳性GLU免疫细胞在无胃鱼类肠道中均能被检测到, 而在有胃鱼类的胃肠道中却很少被检测到, 目前只在花鲈[7]的前肠和中肠发现有GLU细胞存在。SP是发现最早的脑－肠肽, 但仅在少数几种鱼类中做过定位研究, 如鲻[3]和斜带石斑鱼[10]。尽管在各个生长阶段细鳞鲑的胃肠道中均未检测到阳性GAS、GLU和SP免疫细胞, 但一定存在具有类似功能的其他胃肠激素内分泌细胞, 这还需要今后深入研究。尽管1~3龄细鳞鲑胃肠道内分泌细胞存在分布密度的差异, 但在生理功能上已没有任何差别, 均能产生和释放相应的胃肠激素, 并参与调节自身消化道的各种生理活动。
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Identification and location research of six types of gastrointestinal hormone endocrine cells in digestive tract samples of Brachymystax lenok
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Abstract: Brachymystax lenok is an important commercial fish that are now at risk of extinction due to over exploitation and environmental pollution in China. The development of culture techniques for supplementation would benefit from a better understanding of the endocrine cells in digestive tract and their role in ingestion, digestion, and absorption of food. We documented the localization, regional distribution, and relative frequency of endocrine cells in the digestive tract of B. lenok. We used 6 mammalian antisera, including 5-hydroxytrptamine(5-HT), somatostatin(SS), pancreatic polypeptide(PP), gastrin (GAS) and substance P(SP) to locate the endocrine cells in 1-, 2-, and 3-year-old individuals by immunohistochemical SABC. 5-HT immunoreactive(-ir), SS-ir, and PP-ir cells were detected in the esophagus and throughout the stomach, including the stomachus cardiacus, stomachus fundus, and stomachus pyloricus of all age classes (except the esophagus of one-year old fish). The highest density of 5-HT-ir and SS-ir cells was in stomachus fundus of three-year old B. lenok(P<0.05). The density of PP-ir cells was significantly higher in the stomachus pyloricus of 2-year-old individuals than in 1- and 3-year-old fish (P<0.05). However, these three kinds of endocrine cells were not detected in the foregut, midgut, hindgut, or rectum. GAS-ir cells, GLU-ir cells, and SP-ir cells were not detected in any part of the digestive tract of 1–3-year-old B. lenok. As the endocrine cells of other teleosts, the 5-HT-ir , SS-ir, and PP-ir cells of B. lenok were divided into two types: open type with cytoplasmic process and closed type without a cytoplasmic process. In summary, 5-HT-ir, SS-ir, and PP-ir cells mature in the gastrointestinal tract of B. lenok after 1 year, and have the same regulatory function at this time as in adults. The density of these cell increased with age.
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图版I  1~3龄细鳞鲑的5-HT细胞在消化道内的分布

1−2. 1龄鱼胃贲门部和胃体部的5-HT细胞: 呈椎形、胞突伸向固有膜的为开放型细胞, 呈圆形的为无胞突的封闭型细胞(箭头); 3. 1龄鱼胃幽门部5-HT细胞: 椭圆形, 属封闭型(箭头); 4. 2龄鱼食管5-HT细胞: 呈锥形, 胞突伸向食管腔, 属开放型(箭头); 5−6. 2龄鱼胃贲门部5-HT: 呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔或贲门腔(箭头), 属开放型细胞; 7−8. 2龄鱼胃体部5-HT: 开放型细胞呈锥形(箭头); 9−10. 2龄鱼胃幽门部5-HT细胞呈椭圆形或锥形, 其突起指向腺泡腔(箭头); 11−12. 3龄鱼食管5-HT: 开放型细胞, 呈锥体形, 胞突伸向腺泡腔或食管腔(箭头); 13−15. 3龄鱼胃贲门部5-HT细胞: 开放型呈锥形, 封闭型呈圆形(箭头); 16−17. 3龄
鱼胃体部5-HT: 开放型细胞呈锥形(箭头); 18−20. 3龄鱼胃幽门部5-HT细胞: 开放型呈锥形(箭头).
PlateⅠ  Distribution of 5-HT cells in the digestive tract of one-year, two-year and three-year old Brachymystax lenok

1−2. 5-HT cells in stomachus cardiacus and gastric body in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to tunica propria, close-typed cells was round-shaped without cytoplasmic protrusion(↑); 3. 5-HT cells in stomachus pyloricus in one-year old fish: close-typed cells was oval-shaped(↑); 4. 5-HT cells in esophagus in two-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to esophageal lumen(↑); 5−6. 5-HT cells stomachus cardiacus: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to acinar lumina or cardiac cavity(↑); 7−8. 5-HT cells in gastric body in two-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑); 9−10. 5-HT cells in stomachus pyloricus in two-year old fish: oval-shaped or conical-shaped cells with cytoplasmic protrusion extended to acinar lumina(↑); 11−12. 5-HT cells in esophagus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to acinar lumina or esophageal lumen(↑); 13−15: 5-HT cells in stomachus cardiacus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped, close-typed cells was round-shaped(↑); 16−17. 5-HT cells in stomachus fundus in three-year old fish: open-typed cells was
conical-shaped(↑); 18−20. 5-HT cells in stomachus pyloricus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑).
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图版II  1~3龄细鳞鲑的SS细胞在消化道内的分布

1. 1龄鱼胃贲门部SS细胞: 梭形开放型细胞, 胞突伸向贲门腔和固有膜(箭头); 2. 1龄鱼胃体部SS细胞: 锥形开放型细胞(箭头); 3−4. 1龄鱼胃幽门部SS细胞: 锥形开放型细胞, 胞突伸向固有膜或幽门腔(箭头); 5−7. 2龄鱼食管SS细胞: 锥形开放型细胞, 胞突伸向固有膜或腺泡腔和贲门腔; 8. 2龄鱼胃体部SS细胞: 锥形开放型细胞 (箭头); 9−11. 2龄鱼胃幽门部SS细胞: 开放型呈锥形, 封闭型呈圆形(箭头); 12−13. 3龄鱼食管SS细胞: 开放型呈锥形, 封闭型呈椭圆形(箭头); 14−15. 3龄鱼胃贲门部SS细胞: 开放型呈锥形, 封闭型呈圆形(箭头); 16−17. 3龄鱼胃体部SS细胞: 锥形、开放型细胞, 胞突伸向胃腔或腺泡腔(箭头); 18−20. 3龄
鱼胃幽门部SS细胞: 开放型细胞呈锥形或梭形(箭头).
Plate Ⅱ  Distribution of SS cells in the digestive tract of one-year, two-year and three-year old Brachymystax lenok
1. 5-HT cells in stomachus cardiacus in one-year old fish: open-typed cells was fusiform-shaped with cytoplasmic protrusion extended to cardiac cavity and tunica propria(↑); 2. SS cells in gastric body in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑); 3−4. SS cells in stomachus pyloricus in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to tunica propria or pyloric chamber(↑); 5−7. SS cells in esophagus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to tunica propria (or acinar lumina) and cardiac cavity(↑); 8. SS cells in stomachus fundus in two-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑); 9−11. SS cells in stomachus pyloricus in two-year old fish: open-typed cells was conical-shaped, close-typed cells was round-shaped(↑); 12−13. SS cells in esophagus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped, close-typed cells was oval-shaped(↑); 14−15. SS cells in stomachus cardiacus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped, close-typed cells was round-shaped(↑);16−17. SS cells in stomachus fundus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to gastral cavity or acinar lumina(↑);18−20. SS
cells in stomachus pyloricus in three-year old fish: open-typed cells was conical-shaped or fusiform-shaped(↑).
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图版III  1~3龄细鳞鲑的PP细胞在消化道内的分布

1−3. 1龄鱼胃贲门部PP细胞: 锥形开放型细胞, 胞突伸向腺泡腔或贲门腔和固有膜(箭头); 4. 1龄鱼胃体部PP细胞: 锥形开放型细胞(箭头); 5. 1龄鱼胃幽门部PP细胞: 锥形开放型细胞(箭头); 6. 2龄鱼食管PP细胞: 椭圆形封闭型细胞(箭头); 7−8. 2龄鱼胃贲门部PP细胞锥形开放型细胞(箭头); 9. 2龄鱼胃贲门部PP细胞: 锥形细胞(箭头), 10−11. 2龄鱼胃幽门部PP细胞: 呈圆形或锥形(箭头); 12−13. 3龄鱼食管PP细胞: 呈锥形或圆形(箭头); 14. 3龄鱼胃贲门部PP细胞: 呈锥形(箭头); 15−17. 3龄鱼胃体部PP细胞:
呈锥形或圆形(箭头); 18−19. 3龄鱼胃幽门部PP细胞: 呈锥形或圆形(箭头).

Plate Ⅲ  Distribution of PP cells in the digestive tract of one-year, two-year and three-year old Brachymystax lenok

1−3. PP cells in stomachus cardiacus in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped with cytoplasmic protrusion extended to acinar lumina (or cardiac cavity) and tunica propria(↑); 4. PP cells in gastric body in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑); 5. PP cells in stomachus pyloricus in one-year old fish: open-typed cells was conical-shaped(↑); 6. PP cells in esophagus in two-year old fish: close-typed cells was oval-shaped(↑); 7−8. SS cells stomachus cardiacus: open-typed cells was conical-shaped(↑); 9. SS cells stomachus cardiacus: conical-shaped(↑); 10−11. PP cells in stomachus pyloricus in two-year old fish: round-shaped or conical-shaped(↑); 12−13. PP cells in esophagus in three-year old fish: round-shaped or conical-shaped(↑); 14. PP cells in stomachus cardiacus in three-year old fish: conical-shaped(↑); 15−17. PP cells in stomachus fundus in three-year old fish: round-shaped or
conical-shaped(↑); 18−19. PP cells in stomachus pyloricus in three-year old fish: round-shaped or conical-shaped(↑).
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