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ABS TRACT 

A S TUDY OF MORPHOLOGICAL AND PHYS IOLOGICAL CHANGES IN 

THE MANDIBULAR GLAND OF THE S HEEP ASS OCIATED WITH 

EATING AND DIRECT S TIMULATION 

� 
by Punnipa Ariyakulkaln 

T h i s  s t u dy wa s u n de r t a k e n  t o  i n v e s t i g a t e r e l a t i o n s h i p s  

b e t w e e n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  ma n d i b u l ar g l a n d  o f  t h e  s h e e p  

a n d  i t s  s e c r e t ory a c t i v i t y  i n  r e s p o n s e  t o  f e e d i n g , d i r e c t  

s t i m u l a t ion o f  a u t o n om i c  n e rv e s , o r  p h arma c o l o g i c a l  a g e n t s  
• 

t h a t  m i m i c  t h e  a ct i o n o f  a u t on o m i c t r an s m i t t e r s . F o r t y - f i ve 

c r o s s br e d  Romn e y  e w e s a n d  w e t h e r s  w e r e  u s e d  i n  a c ut e e xp e r i ­

m e n t s a n d  t w e nt y - t wo i n  c hr on i c  e x p e r i m e n t s . 

Hi s t o c h em i c a l  a n d  e l e c t r on m i c r o s c op i c a l  e x a m i n a t i o n s  o f  

t h e  s t r u c t ur e  o f  m a n d ib u l a r g l a n d s  con f i r m e d  t h at  t h e i r  

s e c r e t o r y  e n dp i e c e s  a r e  c omp o s e d  o f  m u co u s  t u b u l e- a c i n a r  

c e l l s  a n d  s e romu c o u s  d e m i l u n e s . T h e  m u c o u s  a c i n i  c o n t a i n e d  

a s i n g l e  t y p e  o f  e l e c t r o n  l u c e n t  g r a n u l e s ,  w h e r e a s  t h e  

g r a n u l e s  o f  d e m i l un e s  t y p i c a l ly e x h i b i t e d  a t r i p a r t i t e  s t r uc� 

t ur e . Th e i n t e r c a l a t e d  d u c t s w e r e  r e l a t i v e l y  s h o r t  a n d  l i n e d  

b y  n o n - s e c r e t o r y , s imp l e  c ubo i d a l c e l l s  a n d  o c c a s i on a l  b a s a l  

c e l l s . S t r i a t e d  d u c t s w e r e  n um e r o u s a n d  l i n e d  by f o ur c e l l  

t yp e s , t h e m o s t  c omm on o f  wh i ch ( t y p e - I ) w e r e  t a l l , c o l umnar , 

e l e c t r o n  l u c e n t  c e l l s  w i t h  we l l  d e v e l o p e d  m e m b r a n e  i n f o l d i n g s  

b a s a l ly w i t h  a s s o c i a t e d  m i t o c h o n d r i a  a n d  s m a l l , d e n s e , a p i c a l  

b o d i e s . M y o e p i t h e l i a l  c e l�s w e r e  d i s t r ib ut e d  de n s e l y a r ound  

t h e s e cr e t o ry e n dp i e c e s  and  w i t h i n  t h e  b a s e m e n t  m e mb ra n e s . 

M y o e p i t h e l i a l  c e l l s  w e r e  a l s o  f o u n d  embra c i n g  t h e  i n t e r c a l a t e d  

d u c t  c e l l s . 

B o t h A C h E - p o s i t i v e  a n d  b i o g e n i c - am i n e  f l u o r e s c e n t  n e rve 

f i b r e s  w e r e  p re s e n t  a r o u n d  t h e s e c r e t o ry e n d p i e c e s  a n d  
' 
t h e·w a l l s  o f  b l o o d  v e s s e l s . F e w e r  b i o g e n i c - a m i n e- f l u o r e s c e n t  

f�b r e s  w e r e  s e e n i n  r e l a t i o n  t o  d u c t  c e l l s . E l e c t ro n  

m i c r o s c op y  s h o w e d  unmy e l i n a t e d  f i b r e s i n  b ot h e p i l e m�a l  a n d  

i i  



• 

hyp o l e mm a l  s i t e s . T h e  e p i l e mm a l  a x o n s  w e r e  f r e q u e n t ly f o un d  

c l o s e  t o  a v a r i e t y  o f  e f f e c t o r  c e l l s , w h i l e  hy p o l e mm a l  a xons 

w e r e  o b s e r v e d  o c c a s i o n a l ly in  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e  

b e t w e e n  a d j a c e n t  st r i a t e d  d u c t  c e l ls an d b et w e e n  i n t e r c a l at e d  

d u c t  a n d  m u c o u s  cel l s . A x o n s c o n t a i n i ng l a rge g r an u l a r  

v e s i c l e s  w e r e  a l s o  f o u nd�w i t h i n  i n t e r s t i t i a l  n e rve b un d l e s . 

M a n d i b u l a r  s e c r e t i o n  w a s  s t u d i e d  a f t e r  c a nn u l a t i o n o f  

t h e  man d i b u l a r  d u c t  i n  b o t h  a c u t e  a n d  c h r o n i c  e xp e r i m e n t s . 

In a n a e s t h e t i z e d  a n i m a l s , s t i m u l a t i o n  o f  e i t h e r  t h e  c h o r d a  

l i ngu a l  n e r v e  ( 3 - BV , 5 - 1 0 Hz , 0 . 2  m s e c ) o r  i n j e c t i o n  o f  

c ar b a c h o l  ( 4 0 � g  k g - l  b o dy we igh t , i v ) w i t h i n 1 0 - 2 5  s e c  

c a u s e d  a c o p i o u s  s e c r e t i o n  ( 0 . 3 3 - 0 . 7 4 g m i n - 1 ) o f  l o w  p r o t e i n 
- 1  

. 
c o n t e n t  ( 0 . 4 4 - 1 . 5 6 mg m l  ) .  Th i s  r e s p o n s e  w a s  c omp l e t e ly 

- 1  b l o c k e d  b y  a t rop i n e  ( 0 . 1  mg k g  b o dy we igh t ) .  In c on t r a s t , 

s t i m ul a t i o n  o f  c e r v i c a l  symp a t h e t i c  t r un k ( 3 -SV , 5 - 1 0  H z , 

0 . 2  m s e c ) a f t e r  a l a t e n cy o f  3 5 - 1 0 2  s e c  c a u s e d  a m e a g r e  

s e c r e t i on ( 0 . 0 1 - 0 . 06 g m i n - 1 ) o f  h igh pr o t e i n c o n c e n t r a t i on 
- 1  ( 4 . 0 2 - 2 5 . 68 mg ml ) .  Is o p r e n a l i n e  h a d  s i m i l a r  e f f e c t s . 

S e c r e t ory r e s p on s e s  t o  s y mp a t h e t i c  s t i m u l a t i on w e r e  b l o c k e d  

b y  p r o p r a n o l o l  ( 1 . 0  mg kg-l b o dy w e igh t ) .  S t u d i e s  i n vo l v i ng 

g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  d e mo n s t r a t e d  m a j o r  p ro t e in b a n d s  

e x c l u s i ve ly i n  t h e  s y mp a t h et i c  n e r v e  o r  i s o p r e n a l i n e  s timu l a t e d  

s a l i va . Th e s e  m a j o r  p r ot e i n c om p o n e n t s  ( b o t h  s o l ub l e  a n d  

i n s o l u b l e )  w e r e  f o un d  b y  i mmuno c y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  t o  b e  

l o c a l i z e d  i n  t h e  d e m i l un e s  a n d  s o m e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  o f  

t h e  r e s t i ng g l an d . 

It wqs foun d  t h a t  i n  s h e e p  f e d  l u c e rn e  c h a f f  ( e a .  1 , 0 0 0  

g d a i ly ) a rap i d  a n d s u s t a i n e d  m a n d i b u l a r  f l ow o n ly o c c u rr e d  

d ur i n g  e a t i n g ,  a l t h o ugh , s h o rt t e rm i n c r e a s e s  w e r e  s e e n , 

f o r  e xamp l e , d u r i n g  d r i n k i n g . F l ow w a s  a b s e n t  d ur i n g  
- 1 r um i n a t i o n  a n d  s l i gh t  ( 0 . 9 5 + 0 . 0 9 g h ) o r  a b s e n t  a t  r e s t . 

S a l i v a p r o du c e d  d ur i ng e a t i ng h a d  i t s  h igh e s t p ro t e i n  

c o n c e n t r a t i o n a lmo s t  i mme d i a t e ly a s  e a t i ng c om me n c e d  

( 1 . 65 + 0 . 06 mg m l - 1
) a n d  r e ma i n e � a t  a h igh l e ve l  d u r i n g  t h e  

. ( - 1  f i r s t  h o u r  o f  e a t 1 ng 1 . 5 5 ! 0 . 06 m g  m l  ) .  P r o p ra n o l o l  
- 1 ( 1 . 0  mg k g  b o dy w e i ght , i v ) c a u s ed s ign i f i c an t  r e d u c t i on s  

i i i  



• 

i n  p r o t e i n  s e c r e t i o n  d ur i n g  e a t i n g  ( p< . 0 0 1 ) w i t h o u t  a s s o c i ate d 

c h a n g e s i n  f l ow . G e l e l e c t ro p h o r e t i c  s t u d i e s  c o n f i rm e d 

t h e  p r e s e n c e  o f  a m a j o r p r o t e i n  b a n d  s im i l ar t o  s o l ub l e  

p r o t e i n  b a n d  X f o u n d  i n  s y mp a t h e t i c a l ly e vo k e d  s a l i v a . T h e  

i n t e n s i t y o f  t h i s  m a j o r  p ro t e in b a n d  i n  s a l i va c o l l e c t e d  

d u r i n g  e a t i n g  wa s a l s o  �e d u c e d a ft e r  p r o p r an o l o l  t r e a t m e n t . 

S a l i v a c o l l e c t e d  d u r i n g  t e a s i n g  h a d  a h i g h  p r o t e i n c o n c e n t ra t -
- 1  i o n  ( 2 . 7 3! 0 . 2 0 m g  m l  ) .  It  i s  c on c l ud e d  t h a t  s y mp a t h e t i c 

a c t i v a t i o n w a s  i n vo l v e d  ma i n ly e ar ly i n  t h e e a t i n g  p e r i o d  

a n d t h a t  p a r a s y mp a t h e t i c  n e r v e s w e re a c t i ve t h r o ug h o u t . The  

l a t t e r was  c o n f i rm e d  by a g r e a t  r e d u c t i o n  i n  flow a f t e r  
- 1  i n j e c t i o n  o f  a t r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g  , i v ) . 

M o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  t h e  g l a n d s  o f  s h e e p  wh o s e  f o o d  

h a d  b e e n  w i t h h e l d  f o r  2 0  h o ur s  re v e a l e d  t h a t  b o t h  t h e  m u c o u s  

a c i n i  a n d  s e romuc o u s  d e m i l un e s  w e r e  f i l l e d  w i t h  s e c r e t o ry 

g r an u l e s .  S t imu l a t i o n o f  t h e  c h o r d a  l in g u a l  n e r ve f o r  2 - 4  

h o ur s  c a u s e d a c i n i  t o  d i s c h a r g e  t h e i r  c o n t e n t s  o f  s e c r e t o ry 

g r a n u l e s , b u t  no  a p p r e c i ab l e  c h a n g e s  i n · t h e d e m i l un e s .  On 

t h e o t h e r  h and , s t i m u l a t i on of t h e  c e r v i c a l  s y m p a t h e t i c  

t ru n k  p r o d u c e d  vary i n g  d e gr e e s  o f  d e g r an u l a t i o n  i n  t h e  

d e m i l un e s , w i t h , i n  s om e  c e ll s , v a c u o l a t i o n . In f u s i o n  o f  
- 1  - 1  i s op r e n a l i n e  ( 2 h ; 0 . 3 �g k g  m i n  ) p ro d u c e d  s im i l a r  ch a n g e s  

i n  d e m i l un e s .  S t r i a t e d  d u c t  c e l l s  s h ow e d r e d u c e d  P A S - s t a i n i n g , 

a n d  d i s r u p t ion o f  t h e i r b a s a l  r e g i on s , p a r t i c u l a rly a f t e r  

s t im u l a t i o n  o f  s y mp a t h e t i c  n e r v e s . C on c u r r e n t  s t imu l a t i on 

o f  b o t h  s y m p at h e t i c  a n d  p a ra s ymp a t h e t i c  n e r v e s r e s u l t e d  i n  

a c o mb i n a�i on o f  t h e  a b o v e  s e p ar a t e  e f f e c t s .  

E a t i n g  l e d  t o  e x t e n s i v e  d e g r an u l at i o n  a n d  g r e at e r  e v i d e n c e  

o f  s y n t h e s i s  i n  t h e  m u c o us a c i n i  t h an p a r a s ymp a t h e t i c  n e r v e  

s t i m u l a t i o n , t h e  c h an g e s  i n c r e a s i n g  w i t h  t h e  d ur a t i o n  o f  

e a t i n g , a n d  a d e p l e t i o n  o f  s e c r e t ory g r a n u l e s  i n  d e m i l un e s  
- 1  

t h a t  c o u l d  be  p r e v e n t e d  by p r o p rano l o l . ( 1 . 2  m g  k g  b o dy 

we i g h t , i v  ) .  T h e  m o rp h o l o g i cal c h an g e s  i n  d e m i l un e s  w e r e  

n o t  p r o p o r t iona l t o  t h e  d ur a t i on o f  e a t i n g  b u t  w e r e  g r e a t e s t  

i n  i t s  e ar ly p h a s e s . E v i d e n c e  o f  s ma l l  d e n s e  b o d i e s  w h i c h 

w e r e  a p p a r e n t ly d i s c h a rg e d  vi a t h e  ap i c a l  m e m b r a n e  o f  s t r i a t e d  

d u c t c e l l s  and a l o s s  o f  P A S-s t a i n i n g  i n  t he s e  c e l l s s u g g e s t  

t h a t  t h ey s e cr e t e d u r i n g  e a t i n g . Howe v e r , n e i t h e r d am a g e  

i v  



t o  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  n o r  s e cr e t o ry e n dp i e c e s  w a s  e v i d e n t . 

T h e  r e s u l t s  s ug g e s t  t h at  t h e s h e e p  m a n d ibu l a r  g l an d  i s  

n a t u r a l ly s t im u l a t e d  by bo t h  d i v i s i o n s o f  t h e a u t on o m i c  

n e r v o u s  s y s t e m , w i t h  a c i n a r  c e l l s  p r e d o m i n a n t ly  u n d e r  t h e  

p a r a s y m p a t h e t i c  a n d  d em i l un e s  u n d e r  t h e  s y m p a t h e t i c  c o n t r o l . 

T h e  s y m p a�h e t i c  s t im u l a t i o n  o f  s a l i v a ry p r o t e i n s e c r e t i o n  

a p p e a r s  t o  b e  ma i n ly m e d i a t e d  vi a a e - a d r e n e r g i c  m e c ha n i s m  

w h e r e a s  t h e  s e c r e t i o n  o f  f lu i d  a n d  pr obably a l s o  m u c u s  g l y c o ­

p r o t e i n s  i s  a n  a t r op i n e - s e n s i t i ve p a ra sym p a t h e t i c  e f f e c t . 

O n  bo t h  m o rp h o l o g i c a l  a n d  p hy s i o l o g i c a l  g r o u n d s  i t  i s  

s u g g e s t e d  t h a t  i n  s h e e p  m a n d ibu l ar g l a n d s , my o e p i t h e l i a l  c e l l  

c o n t r a c t i o n  is  imp or t a n t  i n  a s s i s t i n g  t h e  s e c r e t i o n  o f  

v i s c o u s  s a l i va . 

F u r t h e r  s t u d i e s  o n  t h e  f o l l o w i n g  a r e a s  w o u l d  s e em 

ap p r o p r i a t e :  ( i )  s y s t e m a t i c  morpho l o g i c a l  s t u d i e s  u s i n g  

s t e r e o l o g i c a l  a n a l y s i s  o f  c h a n g e s  i n  t h e  a c i n a r  c e l l s , 

d e m i l u n e s ,  s t r i a t e d  d u c t s  a n d  t h e i r cy t o p l a s m i c  c o mp one n t s ; 

( i i )  u l t r a s t r u c t u r a l  e xam i n a t i o n s  o f  t h e  i n n e rv a t i o n  p a t t ern 

in  t h i s  g l an d  u n d e r  n o rmal  c o n d i t i on s , a f t e r  s p e c i f i c  

d e n e r v a t i o n  a n d  r e i n n e r vat i o n ; ( i i i ) s t u d i e s  o f  t h e  n a t ure 

and o r i g i n  o f  t h e s a l i va ry p r ot e i n s  s e c r e t e d d u r i n g  e a t i n g  

a n d  n e r v e  s t i m ul a t i o n  a n d  ( i v )  t h e  u s e  o f  c h r on i c a l ly 

canru l a t e d  a n im a l s  f o r  s t u d i e s  o f  t h e  i n f l u e n c e  o f  d i ff e r e n t  

c o n d i t i o n s  o f  f e e d i n g . 
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CHAPTER I 

INTRODUCTION & LITERATURE REVIEW 

A .  I NT RO D U C T I ON 

T h i s  t h e s i s  d e s cr i b e s  a n  e xp e r im e n t a l  s t u d y  o f  t h e 

m a n d i b u l a r
1 

s a l i vary  g l a n d  i n  s h e e p  ( avi s a r i e s  Li n n a e u s , 

1 7 5 8 ) u n d e r t a k e n  t o  e x am i n e  t h e  r e l at i o n s h i p s  b e t w e e n  t h e  

m o rp h o l o g y  o f  t h e  g l a n d , i t s  n e ur a l  a c t i v a t i o n  a n d  t h e  

n a t ur e  o f  i t s  s e c r e t i o n  w i t h  a v i e w  t o  e xp l a i n i n g  t h e  

c h an g e s t h a t  o c c ur d u r i n g  e a t i n g . �h e  b a s i c  f e a t ur e s  o f  

t h e  gian d a r e  p r e s e n t e d  d i a g ra m m a t i c a l ly i n  F i g u r e  1 . 1 ,  

w h i c h  i l l u s t r a t e s  i t s  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  s e c r e t ory c e l l s  

a n d  t h e i r  r e l at i o n s h i p s  w i t h  e a c h o t h e r  a n d  w i t h  c e l l s  o f  

t h e  d u c t  s y s t e m . 

A s  a p r e l u d e  t o  d e s c r i b i n g  t h e  e xper ime n t a l  w o r k  a n d  

t o  g i v e  i t  p e r s p e c t i ve , t h i s  c h a p t e r  f ir s t  b r i e f ly r e v i e w s  

t h e d e v e l opm e n t  o f  s t ud i e s  on  s a l i v ary s e c r e t i o n . A d e t a i l e d  

d e s cr i p t i o n  o f  t h e  a n at omi c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  c h ar a c t e r ­

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

d i s c us s i o n  o f  t h e  l i t e r a t u r e  o n  t h e  c omp o s i t i o n  o f  m an d i bu l a r  

s a l i v a  a n d  t h e  r e gu l a t i o n  o f  i t s s e c r e t i o n  i n  r u m i n an t s . 

B .  H I S T O R I C A L  B A C KG R O UND 

T h e  imp or t a n c e  o f  s a l i v a  f o r  m o i s t e n i n g  f o o d  an d 

l ubr i c a t i n g  i t s  p a s s a g e  t o  t h e  s t om a c h  h a s  l o n g  b e en 

r e c o g n i z e d . T h r e e c e n t u r i e s  a g o  R e g n e r  d e  G r a a f  ( 1 6 7 7 ) 

o b s e rv e d , f r o m  a c h ro n i c  f i s t u l a  o f  t h e  man d i b u l a r  d u c t  in  

a d o g , a n  i n c r e a s e  of  s a l i v a ry f l o w  dur i n g  ma s t i c a t i o n  and 

s w a l l o w i n g , a n d  a l s o  n o t e d  t h a t  s a l ivat i on o c c ur r e d  in  

1 T h e  t e rm s  man d ib u l a r , m a x i l l ary , subm a x i l l ary a n d  s u b -
man d i b u l a r  h av e  a l l  b e e n  u s e d  f o r  t h i s  g l a n d . T h e  t e rm 
"man d i b u l a r  g l a n d "  i s  p re s c r i b e d  by t h e Nom i n a  A n a t om i c a  
V e t e r i n a r i a ( 1 9 7 3 ) .  
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D i a gr ammat i c  r e p r e s e n t a t ion  o f  t h e  s t r u c t u r e  

o f  a ma n d i b u l ar s a l i va ry gl a n d ,  

Th e g l a n d  i s  c omp o s e d  o f  s e c r e t ory  e n d p i e c e s  

( S EP ) a n d  a s y s t em o f  i n tra l o b u l a r  d u c t s  

c ompr i s i n g  i n t e r c a l a t e d  du c t s  ( I D )  an d i n t r a ­

l o b u l a r  s t r i a t e d  du ct s ( S D )  whi c h  l e a d  t o  t h e 

e xt r a l o b u l a r  d u c t  sy s t em ,  e x c r e t o r y  d u c t s  ( E D ) . 

A l l  e x c r e t o r y  d u c t s empty i n t o  t h e  m a i n  e x c r e t o ry 

d u c t  wh i c h o p e n s  i n  t urn i n t o  t h e  o r a l  c a v i t y . 

My o e p i t h e l i a l  c e l l s  ( M EC ) embra c e  t h e s e c r e t o ry 

e n d p i e c e s  a n d  i n t e r c a l a t e d  d u c t s . 



3 

r e s pon s e  t o  t h e  s m e l l  a n d  t a s t e  of food . It w a s  n ot u n t i l  

1 9 t h  c e n t u r y , howe v e r , t h a t  m a j or a d van c e s  w e r e  m a d e  t ow a r d  

u n d e r s t an d i n g  how s e c r e t i on i s  r e g u l a t e d : t h e  rol e of 

n e r v e  f i b r e s in  s e c r e t ion w a s  e s t ab l i s h e d  e x p e r i me n t a l l y  

b y  L u dw i g  ( 1 8 5 1 ) w ho d e mon s t r a t e d  t h a t  s a l i v a  flow e d  from 

t h e  dog ' s  m an d i bu l a r  g l a n d  wh e n  t h e  d i s t a l  e n d  of a c ut 

l i n g u a l  n e r v e  w a s  s t imu l a t e d . B e r n a r d  ( 1 8 5 6 , 1 8 5 8 ) 

furt h e r e d  our u n d e r s t a n d i n g  o f  s a l i v ary s e c r e t ion w i t h k e y  

ob s e r vat ion s on i t s  r e fl e x  n a t ure , a n d  i n t rod u c e d  t h e  

con c e p t  o f  s a l i v a ry c e n t r e s  i n  t h e  c e n t r a l  n e r vous s y s t e m . 

H e  a l so not e d  a n  i n c r e a s e d  g l a n d u l a r  b lood f l ow d u r i n g  

s t im u l a t ion of t h e  c hord a  t ym p a n i n e rve a n d  a r gu e d  t h a t  
• 

�asod i l a t or n e r v e  f i bre s w e re r e spon s i b l e  ( B e r n a r d , 1 8 5 8 ) .  

At  abou t  t h a t  t i me , a s  s hown m a i n ly t hrou gh t h e  work of 

H e i d e n h a i n  ( 1 8 6 8 , 1 8 8 3 ) a n d  L an g l e y  ( 1 8 7 9 , 1 8 8 9 ) t h e r e  

d e ve lop e d  a n  in t e r e s t in  t h e  c e l l u l a r  m e c h a n i s m s  a s soc i a t e d  

w i t h  s e c r e t ion .  L a n g l e y  ( 1 8 7 9 ) s t u d i e d  t h e  r e lat i on s h i p  

b e t w e e n  t h e  h i s t olog i c a l  s t r u c t u re of s a l i v a ry g l a n d  c e l l s  

an d t h e i r  s e c r e t ory a c t i v i t y  d ur i n g  s t imu l a t ion of t h e  

a ut onom i c  n e rvou s s y s t em . U s i n g  rabb i t s , c a t s a n d  r a t s , 

h e  d e mon s t r a t e d  t h at  t h e  a c i n i  of p a rot i d g l an d s  of h u n gry 

a n i m a l s  are  loa d e d  w i t h  g r a n u l e s , and  be com e  d e p l e t e d  of 

t h e s e  gran u l e s  a ft e r e a t in g  or a ft e r  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i on 

of a ut onom i c  n e r ve s . L an g l e y  ( 1 8 7 9 ) a l so comm e n t e d  t h a t  

s u c h  d e gr a n u l a t i on was esp e c i a l ly p ronoun c e d  a f t e r  d u a l  

symp at h e t i c  an d p ar a symp a t h e t i c  s t i mu l a t ion , wh e n  t h e  

r em a in i n g  g r a nu l e s t en d e d  t o  form a t h in l ay e r  in  t h e  

l u m i n a l  r e g i on s . L a n g l e y ' s  u n d e r s t an d i n g  of n e ur a l  re g u l a t ­

ion w a s  h i g h l y  d e v e lop e d  a n d  h e  h i n t e d  ( La n g l ey , 1 8 8 9 ) 

t h at  symp a t h e t i c  a n d  p a r a s y m p at h e t i c  n e rv e s  m i ght  s up p l y  

d i f f e r e n t  g l a n d  c e l l s . Th i s  i d e a  h a s  b e e n  s u s t a i n e d  b y  

n um e rou s w ork e r s  i n  t h e  i n t e r ve n i n g  y e a r s  ( S t ormon t , 1 9 2 6 ; 

Rawl i n son , 1 9 3 3 , 1 9 3 5 ; B a b k i n , 1 9 5 0 ) ,  and  p e r s i s t s  t o  t h e  

p r e s e n t  d ay ( Ga r r e t t ,  Harrop , K i d d  and  Thul in , 1 9 7 7 ) .  T h e  

f a c t  t h a t  t h e  s a l i vary g l a n d s  ap p e a r  to b e  a lmos t e n t i r e ly 

un d e r  t h e  i n fl u e n c e  of n e rv e s  h a s  me ant t h e y  h av e  r e c e i v e d  

much  at t e n t ion from thos e i n t e r e s t e d  in  s e c r e t ory p roc e s s e s . 
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T h e  d e ve l o p m e n t  o f  a u n i ve r s a l  u n d e r s t a n d i n g  o f  s a l i vary 

s e cr e t i o n , h ow e v e r , has b e e n  h i n de r e d  by the var i a t i o n s  i n  

r e s p o n s e  t o  n e r v e  s t im u l a t i o n  t h a t  o c c ur b o t h  b e t w e e n  s p e c i e s  

a n d  b e t w e e n  d i f f e r e n t  g l a n d s  of t h e  s ame  s p e c i e s  ( H e i d e n h a in , 

1 8 6 8 ;  L a n g l e y , 1 8 7 9 ; Emme l i n , 1 9 6 7 ) .  T h u s  Lan g l ey ( 1 8 7 8 - 7 9 ) 

f o un d i n  t h e  e a t ' s  ma n d i b u l a r  g l a n d  t h a t  symp a t h e t i c a l ly 

e vok e d  s a l i va i s  p o o r e r  i n  o r g a n i c  ma t e r i a l  t h a n  t h e  s a l i va 

e vo k e d  b y  c h o r da t ymp an i n e r v e  s t i m u l a t i on , w h e r e a s  

H e i d e n h a i n  ( 1 8 8 6 ) s h ow e d  t h a t  t h e  r e v e r s e  ap p l i e d  i n  t h e d og . 

In  rum i n a n t s ,  C o l i n  ( 1 8 6 8 ) h a d  e a r l i e r  r e p ort e d  t h a t  

s e c r e t i on f r o m  t h e m an d ib u l a r  g l a n d  o f  ca t t l e  o c c u rr e d  o n l y  

dur i n g  e a t i n g  w h e r e a s  t h a t  f r o m  t h e  p a rot i d  g l a n d  wa s 
• 

c o n t i n u o u s . Th i s  var i ab i l i t y  h a s  c o n t r ibut e d  t o  a n  e n d ur i n g  

c on t r o v e r s y  r e g a r d i n g  t h e  r o l e s  o f  a u t onom i c  n e rv e s  - a 

c o n t ro v e r s y  t ha t  h a s  c ome  t o  i n v o l ve n o t  o n l y  t h e  s e c r e t om o t or  

n e r v e s b u t  a l s o  t h o s e  i n n e r va t i n g  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  

b l o o d  v e s s e l s  ( Emme l i n , 1 9 7 2 ; Emme l i n a n d  G j o r s t r u p , 1 9 7 4 ; 

S c h n e y e r  a n d  Emme l i n , 1 9 7 4 ; G a rr e t t  a n d  Emme l i n , 1 9 7 9 ) .  

A d v a n c e s i n  e l e c t ron  m i c r o s c o p e  and  h�s t o c h e m i c a l  

t e c hn i qu e s  h av e  d i s c l o s e d  s u b s t a n t i a l  v a r i a b i l i t y  i n  t h e  

p at t e r n  o f  o r g a n i z a t i on o f  n e rv e s  w i t h i n s a l i vary g l a n d s  

( G arr e t t , 1 9 7 2 , 1 9 7 4 , 1 9 7 5 b ,  1 9 7 6 ) ,  and  have  p r o v e d  va l u ab l e  

i n  i n t e r p r e t i n g  t h e  d i ve r s e  p hy s i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  o b s e r v e d . 

I n  a r e c e n t  r e v i e w , G arre t t  ( 1 9 7 6 ) p o i n t e d  o u t  t h a t  t h i s  

d i v e r s i t y  p r e c l u d e s  "t he d e v e l op m e n t  o f  un i f i e d  c o n c e p t s a n d  

s i mp l e  c l a s s i f i c a t i o n s . I t  i s  t h u s  n e c e s s a ry f o r  d e t a i l e d  

s t u d i e s  t o  b e  ma de  o f  e a c h g l a n d  s y s t em i n  a n ima l s  o f  

b i o l o g i c a l  a n d  e c o n om i c  i m p o r t a n c e  i f  t h e  un d e r s t an�i n g  o f  

t h e i r  s e c r e t o ry a c t i v i t y  i n  h e a l t h  and  d i s e a s e  i s  t o  b e  

a d e quat e l y u n d e r s t o o d . 

I n  r u m i n a n t s ,  t h ere  h a s b e e n  e x t e n s i v e  w o r k  o n  t h e  

c on t r o l  o f  s e c r e t i on i n  t h e  p a r o t i d  glan d ( C o a t s , D e n t on , 

G o d i n g  a n d  W r i g h t , 1 9 5 6 ; K a y , 1 9 5 8 a , b ;  A s h a n d  Kay , 1 9 5 9 ; 

C a rr , 1 9 7 4 ; B r i ghtli n g , P a t t e r s o n a n d  T i t c h e n , 1 9 7 7 ; 

P at t e r s on a n d  T itc h e n , 1 9 7 5 , 1 9 7 9 , 1 9 8 0 ) . T h i s  g l an d  h a s  

a l s o  b e e n  t h e  s ub j e c t  o f  s e ve ra l  u l t r a s t ru c t u r a l  s t u d i e s  

( Sh a c k l e f o r d a n d  W i lb orn , 1 9 6 9 a ;  P a t t e r s on , P e t e r se n a n d  

T i t c h e n , 1 9 7 6 ; v a n  L e n n e p , Ke n n e r s on an d C o mp t o n , 1 9 7 7 ) .  
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� 
T h e  ot h e r  s a l i v a ry g l a n d s  of r um i n an t s , howe v e r , h a v e  r e c e i v e d  

mu c h  l e s s  a t t e n t ion , a n d  l i t t l e  i n form a t ion e x i s t s on t h e 

c e l l u l a r  p rocess e s  c on c e rn e d  w i t h  t h e  p rodu c t ion of s a l i v a 

i n  t h e s e  an i m a l s  g e n e r a l ly , d e s p i t e  t h e  obv iou s i mpor t a n c e  

of l u b r i c a t i n g  t h e f i b rous d i e t  o f  m an ' s  mos t impor t a n t  

s our c e  of prot e i n ( Ru c k e b u s ch an d T h i ve nd , 1 9 8 0 ) .  

C .  T H E  A N A T O M Y  O F  R U M I N A N T  M AN D I B U L A R  S A L I V ARY G L AN D S  

1 .  G ros s A n a t omy 

T h e  ma n d i b u l a r  g l a n d i s  t yp i c a l ly loc a t e d  c a u d a l  t o  t h e  

m an d i b l e  a l t hough i t s  s i z e  a n d  p re c i s e  loc a t ion v a r i e s  
. 

b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  s p e c i e s  ( S h a c k l e ford a n d  W i l bor n , 1 9 6 8 ) .  

I n  t h e  s h e e p , i t  i s  l oc a t e d  p art ly c a u d a l  an d m e d i a l  t o  t h e 

a n g l e  of t h e  man d i b l e  a n d  i t  a p p e a r s  mor e a c c u r a t e l y 

d e s c r i b e d  a s  h a v i n g  a n  i r r e g u l a r ly q u a dr i l at e r a l  s h a p e  w i t h  

rou n d e d  a n g l e s  ( M ay , 1 9 7 0 ) r a t h e r  t h an  a s  a rou g h ly t r i a n g u l a r  

or g a n  ( H ab e l , 1 9 7 5 ) .  I t  i s  r e l a t e d  m e d i a l ly t o  t h e  l a ry n x  

a n d  p h aryn x , dor s a l ly t o  t h e  common c a rot i d  a r t e ry a n d  

hypog los s a l  n e r v e , l at e r a l ly t o  t h e  ma x i l l a ry a n d  e xt e rn a l  

j ugu l a r  ve i n s  a n d  t h e  p aroti d  g l an d , ros t ra l ly t o  t h e  

man d i b u l a r lymph nod e s  a n d  v e nt r a l l y  t o  t h e  s k i n  ( M a y , 1 9 7 0 ) . 

T h e  m a n d ib u l a r  g l a n d  i n  a d ul t  s h e e p  i s  lobu l a t e d , c r e a my 

p i n k  i n  colour an d w e i g h s  about 9 g ( Kay , 1 9 6 0 ) wh i l e  i n  t h e 

ox i t  i s  a l s o  lob u l a t e d , b u t  p a l e  y e l low , a n d  w e i gh s  a bou t 

1 4 0  g ( H ab e l , 1 9 7 5 ) .  

T h e  man d i b u l a r  d u c t , form e d  b y  t h e  un ion of a dor s a l  

an d a vent r a l  r a d i c l e i n  t h e  m i d d l e  of t h e  g l an d , l e a v e s 

t h e  m i d d l e  of  t h e  c on c a v e  ros t r a l  bor d e r  of t h e  g l a n d  a n d  

p a s s e s  me d i a l l y  t o  t h e  d i ga s t r i c u s  m u s c l e , an d t h e n  b e t w e e n 

t h e  my lohyoi d a n d  hyog l os s a l  m u s c l e s , a n d  a lon g s i d e t h e  

s ub l i n g u a l  g l a n d s  t o  e n d  at t h e  s ub l i n g u a l  c a r un c l e  ( H a b e l , 

1 9 7 5 ) .  The  a r t e r i a l  b lood s up p ly i s  vi a t h e  c r an i a l  l a r y n -

g e a l  a n d  l i n g u a l  ar t e r i e s : 

fa c i a l  ve i n . 

t h e  v e i n s  d r a i n  i n t o  t h e  l i n guo-

Nerve s s up p l y i ng t h e  m an d i b u l a r g l a n d  ar i s e  from t h e  

auton om i c  n e r vou s s y s t e m . The  p a ra s yrnp at h e t i c  s e c r e t omotor 

f i br e s  a r e  c a rr i e d  i n  t h e  chor d a  t ympa n i  n e rv e  from t h e 
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f a c i a l  t o  t h e  lingu a l  n e rv e s . T h e y  t h e n  l e a v e  t h e  l i n g u a l  

n e r v e  a s  i t  c ro s s e s  t h e  ro s t r a l  b o rd e r  o f  t h e  m e d i a l  

p t e r y g o i d  mu s c l e , a n d  p a s s  c au d a l ly a l on g s i d e  t h e m an d i b u la r  

d u c t  t o  t h e  g l an d  ( H a b e l , 1 9 7 5 ) .  I n  s h e e p , b o t h  t h e  m a n d ib ­

u l a r  a n d  s u b l i ngua l  g l a n d s  r e c e i v e  s e v e r a l  t w i g s  f r o m  t h e  

man d i b u l ar g a n g l i on : t h e s e  c o u r s e  a l o n g  t h e  m a n d i b u l a r  

d u c t  t o  p e n e t ra t e  t h e  g l a n d s  ( H a b e l , 1 9 7 5 ) .  T h e  symp a t h e t i c 

f i br e s  r u n  i n  t h e  i p s i l a t e r a l  c e r v i c a l  s y m p a t h e t i c  t ru n k , 

r e l a y  i n  t h e  c r a n i a l  c e r v i c a l  g a n g l i o n a n d  t h e n  r e a c h  t h e  

m an d i b u l ar  g l a n d  a ft e r  runn i n g  a l o n g s i d e t h e  e x t e r n a l  

c a r o t i d  art e ry a n d  i t s  b r an c h e s  ( L a n g l ey , 1 8 9 8 ; Ha b e l , 1 9 7 5 ) . 

• 

2 .  M i c r o aria t omy a n� H i s t o c h em i s t ry 

T h e  g e n e r a l  o r g a n i z at i on o f  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d  i s  

s u ch t h at  i t s  p ar e n c h y m a  i s  d i v i d e d  i n t o  l o b u l e s  b y  c o n n e c t i ve 

t i s s u e  s e p t a . T h e  i n t e r l ob u l ar s t roma c o n t a i n s  e x c r e t o r y  

( e x t r a l o b u l ar ) d u c t s , l arge b l o o d  v e s s e l s , bu n d l e s o f  n e r v e  

f i b r e s  a n d  s m a l l  g a n g l i a . Th e l o b u l a r  p a r e n chyma i n  t u rn 

i s  c omp o s e d  o f  s e c r e t o ry e n dp i e c e s  ( F i gu r e  1 . 1 )  a s s o c i a t e d  

w i t h  a n  i n t r a l o b u l a r  d u c t  s ys t e m a n d  myoe p i t h e l i a l  c e l l s , 

a s  w e l l a s  f i n e  n e r v e  f i bre s a n d  c a p i l l a r i e s . 

S t ru c t ur a l ly , t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  r um i n a n t s h a s  b e e n  

c on s i d e r e d  t o  be  a m i x e d  g l a n d  e v er  s i n c e  t h e  s t u d i e s  o f  

Z i e g l e r  ( 1 9 2 7 ) . . �any s ub s e qu e n t  h i s t o ch e m i c a l  i n ve s t i g a t i on s  

o f  t h e  m an d i b u l a r g l a n d s  i n  s h e e p , c at t l e , a n d  go a t s  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  ( Q u i n t ar e l l i, T s u i k i , H a s h i m o t o  a n d  P i g m a n , 

1 9 6 1 ; Sha c k l e ford  a n d  K l a pp e r , 1 9 6 2 ; Q u i n t a r e l! i ,  1 9 6 3 ; 

L e p p i  a n d  S p i c e r , 1 9 6 7 ; Sha ck l e f ord  a n d  W i l b o r n , 1 9 6 8 ) .  

T h e s e  i n ve s t i g at i on s , b y  ut i l i z i ng a s e r i e s  o f  m e t h o d s  wh i c h  

s t a i n  c a r b o h y d rat e - r i c h  s ub s t an c e s  ( mu c o s ub s t an c e s ) ,  h a v e  

i n d i c a t e d  t h a t  i n  b o t h  s h e e p  a n d  c a t t l e  t h e m an d i b u l a r  g l an d s  

con s i s t  o f  m u c o u s  a c i n i  a n d  s e ro m u c o u s  d e m i l un e s  ( S h a c k l e ford  

an d K l a p p e r , 1 9 6 2 ; S h a c k l e ford , 1 9 6 3 ) .  T h e  f o rm e r  h ave 

l a r g e  amoun t s o f  a c i d i c  c arbohy d r a t e s , w h i l e  t h e l a t t e r  

p o s s e s s  a n  a p p r e cia b l e  amount  o f  a c i d i c  an d n e u t r a l  

c a r b o h y d rat e s. 
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A s  s t �t e d  a b o v e , t h e s e c r e t ory e n dp i e c e s  o f  b o v i n e  

m a n d i b u l ar g l a n d s  a r e  c omp o s e d  o f  m u c o u s a c i n ar c e l l s  w h i ch 

a r e  tap p e d  w i t h  t h e  c e l l s  o f  �e romu c o u s  d e m i l u n e s  ( Qu i n t a r ­

e l l i  e t  a l . ,  1 9 6 1 ; S h a c k l e f ord  a n d  K l a pp e r , 1 9 6 2 ; Q u i n t ar e l l i , 

1 9 6 3 ; S h a c k l e f o r d , 1 9 6 3 ; J u n q u e i r a  F a v a - d e - M o r a e s  a n d  P a ulo ,  

1 9 6 5 ; S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b o rn , 1 9 6 8 ) ,  but t h o s e  o f  t h e g o a t  

a r e  m a i n ly muc o u s  t u b u l e s  w i t h s e r o u s  dem i l u n e s  a n d  a f e w 

s e r o u s  a c i n i  ( J u n q u e i r a , e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  T h i s  r e p o r t  b y  

J un qu e i r a  e t  a l . ( 1 9 6 5 ) a p p e a r s  t o  b e  t h e  o n l y  o n e  w h i c h 

d e s c r i b e s  s e r o u s  d e m i l u n e s  i n  t h e  m a n d i bu l a r g l a n d s  o f  
• 

rum i n a n t i .  

L e p p i an d S p i c e r  ( 1 9 6 7 ) f o un d t h a t  m u c o u s  a c i n i  o f  

b o t h  b o v i n e  a n d  o v i n e  m a n d i b u l a r  g l an d s  p r o d u c e d  s i a ly l a t e d ­

g l y c o p r o t e i n  ( s i a l om u c i n ) ,  b u t  t h e y d i d n o t  d e t e c t  a n y  

s u l p h a t e d - g l y c o p r o t e i n ( s u lp h om u c i n ) .  T h e  d e m i l u n e s ,  b y  

c o n t r a s t , m a i n l y  c o n t a i n  n e u t r a l  g l y c op r o t e i n s , t o g e t h e r  

w i t h  a m i n imal  q u a n t i t y  o f  s u l p h a t e d - g l y c op ro t e i n : d e m i l un e s  

i n  b o v i n e  man d i b u l a r  g l a n d s  a l s o  c on t a i n  s i a l i c  a c i d  ( Le p p i  

a n d  S p i c e r , 1 9 6 7 ) .  V a ry i n g  form s o f  s i a ly l a t e d - g l y c o p r o t e in 

h a v e  b e e n  d i s t i n g u i s h e d  h i s t o c h e m i c a l ly i n  t h e  s a l i v a r y  

g l a n d s  o f  b o t h  r um i n an t s  a n d  n�-rum i n ant s ,  b u t  t h e  m u c ou s  

a c i n i  o f  o v i n e  m a n d i b u l a r  g l a n d s  a p p e ar t o  p r o d u c e  o n l y  a 

s i n g l e  f orm·of · s i a l y l at e d  gly c o p ro t e i n , w h i c h  i s  f u l l y  

s u s c e p t i b l e  t o  n e ur a m i n i d a s e  ( Le p p i a n d  S p i c e r , 1 9 6 7 ) .  

O n  t h e  o t h e r  h a n d , t w o  k i n d s  o f  s i a l ylat e d  g l y c o p r o t e i n s , 

n e ur am i n i d a s e  s e n s i t i v e  a n d  n e u r a m i n i d a s e  �e s i s t a n t , a r e  

p r e s e n t  i n  b ov i n e  g l a n d s  ( Qu i n t a r e l l i  e t  a l . ,  1 9 6 1 ; L e p p i  

a n d  Sp i c e r , 1 9 6 7 ) .  I n  a d d i t i o n , Ra v e t t o , G a l l u z z o  a n d 

S i e r v o  ( 1 9 6 4 ) d e s c r i b e d  t h e  p re s e n c e  o f  a g a n g l i o s i d e  i n  

t h e  d e m i l un e s  o f  b o v i n e man d i b u l a r  g l a n d s  t ha t  i s  n e u r a m i n ­

i d a s e r e s i s t a n t . 

Th e s e  g e n e r a l  c o n c l u s i on s , b a s e d  on h i s t o l o g i c a l  a n d  

h i s t o c h e m i c a l  f i n d i n gs , a r e  s u p p o rt e d  b y  b i o c h e m i c a l  s t ud i e s  

w h i c h  s ug g e s t  t h a t  m u c u s  g l y c o p r o t e i n s  i n  o v i n e  m a n d i bu l ar 

g l a n d s  co n t a i n  o n l y  N-a c e t y l n e ur a m i n i c  a c i d  ( s e e  H e r p , Wu  

and  M o s chera , 1 9 7 9 ) ,  w h e r e a s  a m i xt ure of  n e ur am i n i c  a c i d  
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a n d  N - g ly c o ly l - n eur am i n i c  a c i d  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  b o v i n e  

m a n d ibul a r  gl an d s  ( s e e  H e r p , e t  a l . , 19 7 9 ) .  A b o ut 2 5 %  o f  

t h e  s i a l i c  a c i d s  i n  b o v i n e  g l an d s  a r e  n eur am i n i d a s e 

r e s i s t a n t  ( G o t t s c h a l k , 1 9 5 7 ) . 

A l t h ough t h e  ult r a s t ruc t ur e  o f  s e cret ory e n dp i e c e s  h a s  

o n ly b e e n  b r i e f l y  d e s c r i b e d  i n  s h e e p  ( Young a n d  v a �  L e n n e p , 

1 9 7 8 ) ,  m o r e  d e t a i l e d  s t ud i e s  h a ve b e e n  report e d  i n  o t h e r  

rum i n a n t s .  Thus , S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b o rn ( 1 9 7 0 a ) e xa m i n e d  

t h e  man d i b ul a r  g l a n d s  o f  t h e  c a l f , B l o om a n d  C a r l s o o  ( 1 9 7 4 )  

t h o s e  o f  t h e  c ow a n d  Kay an j a  ( 1 9 7 3 )  t h o s e  o f  s e v e r a l  s p e c i e s  

o f  E a s t  A fr i c a n  un gul a t e s . T h e  d e t a i l ed de s c r i p t i o n wh i c h  

n ow fo l l o w s  i s , th e r e f or e , l ar g e ly o f  t h e  b o v i n e  g l a n d s . 

S h a c k l e f o r d  a n d  W i lborn  ( 1 9 7 0 a ) a n d  B l oom an d C a r l s o o ( 1 9 7 4 ) 

d e m o n s t r a t e d  d i s t i n c t  ult r a s t ruc tur a l  d i f fe r e n c e s  b e t w e e n  

t h e  a c i n i  a n d  d e m i lun e s  o f  m a n d i bu l a r  g l a n d s . 

( i ) A c i n ar  c e l l s  

The  muc o us a c i n i  c o n t a i n  e l e c t ro n  luc e n t  g r a nul e s ,  

t h e  e n c a p s ul at i n g  m e mb r a n e s  o f  wh i c h are o ft e n  fus e d  w i t h  

o n e  ano t h e r , an d w i t h i n  s om e  granul e s  e l e c t r o n  d e n s e  f o c i 

a r e  s e e n . B a s e d  Dn a c omp ar i s on o f  t h e d i me n s i on s  o f  t h e 

f in e  s t ruc t ur e  o f  c o n t e n t s o f  t h e s e  granul e s  ( a s c a l cul a t e d  

from e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s ) w i t h  t h e  d ime n s i o n s  o f  g l y c o­

p rot e i n s  i s o l a t e d  from who l e  man d i bular g l a n d s a s  d e t e rm i n e d  

by p�y s � c a l  m e t h o d s , e . g .  f o r  t h e  s h e e p , i t s v i s c o s i t y  a n d  

s e d im e n t ary  v e l o c i t y - r e p o r t e d  b y  G o t t s c h a l k  a n d  M c Ke n z i e  

(1 9 6 � ) ,  G a l l a g h e r  M ar s d e n  a n d  Rob a r d s  ( 1 9 6 9 ) s ugg e s t e d  

t hat  i n  t h e  s h e e p  and  c a t t l e  t h e  s e c r et ory g r a nul e s  i n  

a c i n ar c e l l s  c o n t a i n  gly c o p r o t e i n m o l e cul e s . N uc l e i  i n  

muc ous a c i n i  a r e  o f t e n  i r r e gul ar i n  shape  a n d  f l at t e n e d  

t owar d s  t h e  c e l l  b a s e , a n d  f e w  m i t o c hon d r i a  a r e  e v i d e n t . 

Sha c k l e f o r d  a n d  W i l b o r n  ( 1 9 6 9 a , b )  d e s cr i b e d  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  morp h o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  o f  c e l lul a r  o r g an e l l e s  i n  

d i f f e r e n t  f un c t i on a l  s t a t e s  o f  t h e  c e l l s : i n  t h e  s y n t h e t i c  

p h a s e , a c i n a r c e l l s  c on t a i n e d  a h i gh c o n c e n t r a t i on o f  rough 

e n d op l a s m i c  r e t i culum ( RE R ) w i t h  d i l at e d  c i s t e r n ae t h r ough out 

t h e  c y t op l a s m  a n d  p art i c ul a r ly at t h e c e l l b a s e . G o lgi 

c omp l e x e s  w e r e c o n s p i cuous s p e c i a l l y  in t h e  p r o x i m i t y  o f  
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i m m a t ur e  d r o p l e t s .  A s  s e c r e t ory p r o d u c t s  a c c um u l a t e d  w i�h i n  

t h e  c e l l s , t h e  R E R  b e c ame  l i m i t e d  t o  s m a l l  a n g u l ar a r e a s  

b e t w e e n  m u c o u s  d r op l e t s  o r  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  c e l l s. 

( i i )  D e m i l un e s  

B y  c on t r a s t  w i t h  t h e  cyt o l o gy o f  t h e  a c i n i , 
� 

t h e  c y t o -

p l a s m  o f  d e m i l u n e s  c o n t a i n s  nume r o u s  s e c r e t o ry g r an u l e s  w i t h  

a b i p a r t it e p a t t e rn t h a t  r e s e mb l e s  t h e  gr a n u l e s d e s c r i b e d  i n  

h u m a n  s a l i va ry g l a n d s  b y  T an d l e r  a n d  E r l a n d s o n ( 1 9 7 2 ) .  The  

s i gn i f i c an c e  o f  t h i s b i p ar t i t e  s t r u c t u r e  is  o b s c u r e . T h e  

n u c l e i  o f  d e m i l u n e s  a r e  l o c a t e d  at  t h e  b a s e  o f  t h e  c e l l s , 

w i t h  o n �  o r  m o r e  p r o m i n e n t  n u c l e o l i  o ft e n  a p p are n t . T h i s  

b a s a l  r e g i o n  i s  a l s o  t h e  s i t e  wh e r e  o t h e r  c e llu l a r  o r g a n e l l e s  

a r e  u s u a l ly s e e n . A w e l l  d e v e l o p e d  R E R  i s  p r e s e n t  a s  

un i f o r m  p a ra l l e l  a rray s o f  d e n s e ly p a c k e d  r i b o s ome - s t u d d e d  

c i s t e r n a l  p ro f i l e s  w h i c h B l o o m  a n d  C a r l s o o ( 1 9 7 4 ) o b s e r v e d  

t o  b e  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  a l abyr i n t h  o f  i n t e r c on n e c t i n g 

t ub u l e s : m i t o c h o n d r i a  a r e  n umerou s .  

S e c re t i on from  d e m i l un e s  e v i d e n t ly r e a c h e s  t h e  c e n t r a l  

a c in a r  l um e n  e i t h e r  via i n t e r c e l l u l ar c a n a l i c u l i  l o c a t e d  

b e t w e e n  a d j a c e n t  d e m i l un a r  c e l l s , o r  t hr o ugh  n a r r o w  a p i c a l  

e x t e n s i o n s  o f  d e mi l u n a r  c e l l s  wh i c h  b o r d e r  t h e  l u m e n  i n  

c ommo n  w i t h  a c i n a r  c e l l s  ( S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b orn , 1 9 7 0 a ) .  

T h e  i n t e r c e l l u l ar c a n a l i c u l i  are  p r o v i d e d  w i t h  s h o r t  

m i cr o v i l l i  a n d  l im i t e d  by j un c t i o n a l  c o mp l e xe s  b e t w e e n  t h e 

c e l l  m e mbr a n e s  o f  ad j a c e n t  c e l l s : o n ly a n a rrow i n t e r c e l lu l a r  

s p a c e  i s  p re s e n t  at  t h e  j un c t i on s  o f  t h e  d e m i l u n a r  c e l l s , 

a c i n a r  c e l l s  a n d  i n t e r c a l a t ed d u c t  c e l l s . 

b .  T h e  D u c t  Sys t e m  

T h e  i n t r a l o b u l a r  d u c t  s y s t e m  i n  t h e  ma n d i b u l a r  g l a n d  

( F i gu r e  1 . 1 )  c o n s i s t s  o f  r e l a t i v e ly s h o r t  i n t e r c a l a t e d  d u c t s  

whic h c o nn e c t  t h e  m u c o u s  a c i n i  w i t h  t h e  i n t r a l o b u l a r  

s t r i a t e d  d u c t s a n d  t h e n  dra i n  i n t o  a s e r i e s  o f  e x c r e t ory  

d u c t s  i n c l u d i n g  i n t e r l o b u l a r  duc t s , i n t e r l o b ar d u c t s a n d  

t h e  m a i n  e x c r e t o ry d u c t . 
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( i )  I nt e r c a l at e d  d u c t s a r e  l i n e d  by s i m p l e  c ub o i d a l  

e p i t h e l i a l  c e l l s  w h o s e  n u c l e i  a r e  e x t r e m e ly h e t e r o g e n o u s  i n  

b o t h  s h a p e  a n d  s i z e . T h e  c y t o p l a s m  o f  t h�s e c e l l s  c on t a i n s  

s c at t e r e d  m i t o c h o n d r i a ,  r i b o s om e s ,  a f e w  s e gm e n t s  o f  R E R  a n d  

G o l g i  c omp l e x e s  w h i c h  a r e  s ma l l  a n d  t e n d  t o  b e  l o c a t e d  j u s t  

a p i c a l  t o  t h e  n u c l e u s . Al s o  p r e s �n t  a r e  l ar g e  numb e r s  o f  

i n t e r c e l l u l a r  f i b r i l s  a n d  f i l am e n t s  t h a t  a r e  p o s t u l a t e d  by 

W i l b o r n  an d S h a c k l e f o r d  (1 9 6 9 a ) to  a f f o r d  r i g i d i t y  to  t h e  

cy t o p l a s m  a n d  t o  a s s i s t  i n  a n c h o r i n g  a p p o s e d  c e l l  s ur f a c e s . 

The  a d j a c e n t  c e l l s  a r e  j o i n e d  b y  t i g ht j un c t i o n s  at t h e i r  

ap i c a l  s urfa c e s  a n d  b y  d e s m o s o m e s  a l o n g  t h e i r  l a t e r a l  

• s ur fa c e s . A f e w  g r a n u l e s  o f  m o d e ra t e  e l e c t r o n  d e n s i t y  

h a v e  b e e n  o b s e r v e d i n  t h e  c y t o p l a s m  b a s a l t o  t h e  n u c l e u s i n  

b o v i n e  i n t e r ca l a t e d  d u c t  c e l l s  ( B l o om a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 ) .  

( i i )  S t r i at e d  d u c t  c e l l s  a r e  o f  t h e  s i m p l e  c o l u m n a r  

t y p e  w i t h  l a r g e  s p h e r i c a l  o r  o v a l  n u c l e i l o c at e d  a t  a p p r o x ­

i m at e ly t h e  c e n t r e  o f  t h e  c e l l s . T h i s  p a r t  o f  t h e  d u c t  

s y s t em s e em s  t o  b e  d e v o i d  o f  g o b l e t  c e l l s  ( Kay , �9 6 0 ) .  

S t r i at e d  d u c t s  a r e  r e l a t i v e l y  l o n g  a n d  n u m e r o u s  - P{r e z  

C l a v i e r  ( 1 9 7 6 ) s h o w e d  t h e  v o l ume  o f  s t r i a t e d  d u c t  i n  t h e  

b o v i n e  ( Bo s  i n d i c u s )  m and i b u l ar g l a n d  t o  b e  a b o ut 8 %  o f  t h e  

g l a n d  v o l ume , c omp a r e d w i t h  9 %  i n  t h e p a r o t i d  g l an d . 

U l t r a s t r u c t u r a l ly , t h e  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  s h ow c h ar a c t e r ­

i s t i c b a s a l i n f o l d i n g s  o c c up y i n g  t h e i r  b a s a l  t h i rd , w i t h  

m i t o c h o n dr i a  a m o n g  t h e s e  f o l d e d  m e m b r a n e s .  ( T h e  t wo t o g e t he r  

form t h e  ' b a s a l  s t r i a t i on ' o b s e r v e d b y  l i gh t  m i c r o s c op i s t s -

s e e  Y o u n g  an d v a n  Le nn e p , 1 9 7 8 ) .  Sha ck l e f o r d  a n d  W i l b or n  

( 1 9 7 0 a ) h a v e  p o i n t e d  o ut t h a t  t h e  s t r i at e d  d u c t s  o f  t h e  

man d i bu l a r  g l a n d  h a ve r e l a t i v e ly m o r e  n um e r o u s  a n d  m o r e  

p r om i n e n t  b a s a l  i n fo l d i n g s  t h a n  t h o s e  o f  t h e  p ar o t i d  g l a n d  

( S h a c k l e ford a n d  W i l bo rn , 1 9 6 9 a ) .  S u ch i n f o l d i n g s  a r e , 

h o w e ve r , a p rom i n e n t  f e at u r e  i n  t h e  p a r o t i d  g l a n d  o f  o t h e r  

m e mb e r s  o f  t h e  s ame  z oo l o g i c a l  f a m i l y ( Fa m i ly B o v i d a e , 

O r d e r  Art i o d a c t y l a ) ,  v i z . s h e e p  ( v an  L e n n e p  e t  a l . , 1 9 7 7 ) 

a n d  w i l d  E a s t  A f r i c a n  u n g u l a t e s  ( Ka y an j a a n d  S c h o l z , 1 9 7 4 ) .  

Kayan j a  ( 1 9 7 3 )  s t a t e d  t h a t  a s  t h e  d u c t s b e c am e  l ar g e r , b a s a l  

s t r i a t i on b e c ame l e s s  a p p a r e n t . 
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L i k e  t h a t  o f  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s , t h e  c y t op l a s m  of 

s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  us u a l l y  c on t a i n s  a b u n d a n t  f i n e  f i br i l s  

a n d  f i l a m e n t s , a s p ar s e  R E R  a n d  Gol g i  comp l e x e s . S m a l l  

g r a nu l a t e d  v e s i c l e s  ( 7 0 - 2 2 0  m �  d i ame t e r ) a r e  p r e s e nt  i n  t h e  

ap i c a l  cy t op l a s m o f  t h e  p r i n c i p a l  c e l l s  a n d  s om e  s t r i a t e d  

d u c t  c e l l s  pos s e s s  ap i c a l  b l ebs . 

I t  i s  a l s o  c h a r a c t e r i s t i c  of s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  t h a t  

t h ey e xh i b i t  v ary i n g  d e g r e e s  o f  e l e c t ron d e n s i t y  a n d  t h i s  

h a s  l e d  v a r ious i n ve s t i g a t or s  t o  d i s t i n gu i s h  t h e m a s  ' d a r k ' ,  

' l i g h t ' , or ' i n t e rm e d i a t e ' c e l l s . O t h e r  c e l l s  a re a l s o  

d i s t i n gu i s h e d  b e c a u s e  o f  t h e i r a p p e a r a n c e , e . g .  ' b a s a l  c e l l s ' . 

Sha c k l e f or d  a n d  W i l born ( 1 9 7 0 a ) ob s e r v e d  t h a t  d a rk c e l l s  

r e a c h  t h e  b a s e m e n t  mem b ra n e  of s t r i at e d  d u c t  e p i t h e l ium  b y  

m e an s of n arrow p roc e s s e s  w h i c h  p a s s b e t we e n  t h e  mor e c ommon 

l i g h t  c e l l s  a n d  oc c a s i on a l  b a s a l  c e l l s . B a s a l  c e l l s  a r e  

d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e i r l a c k  o f  b a s a l  i n fol d i n g s  a n d  in  t h e ir 

ty p i c a l  loc at i on a d j a c e n t  t o  t h e  b a s e me nt m e m b r a n e  h a v e  no 

cytop l a s m i c  e x t e n s ion s  r e a c h i n g  the  l umen . Bloom a n d  C a r l s o o  

( 1 9 7 4 ) ,  on t h e  ot h e r  h a n d , m a k e  n o  m e n t ion of b a s a l  c e l l s  but 

draw at t e nt ion t o  dark  c e l l s , l i ght  c e l l s  and i n t e rm e d i at e  

c e l l s . T h e y  p oi n t  out t h a t  t h e  i n t e r med i a t e c e l l s  cor r e s pon d 

to t h e  l i ght c e l l s  de s c r i b e d  by S h a ck l e for d an d W i l bor n 

( 1 9 7 0 a ) .  

( i i i ) E x c r e t ory ( E x t r a lob u l a r ) Duct s R e l a t i v e l y  

l i t t l e  i n forma t ion on t h e  c e l l u l a r s t ru c t u r e  of t h e  e x t r a ­

lob u l ar d u c t  s y s t e m h a s  b e e n  p rov i d e d  from r um i n a n t  m a n d i b u l a r  

g l a n d s . I n  ge�e r a l , t h e  e p i t h e l i um form i n g  t h e  d u c t s var i e s  

w i t h  loc a t ion , r a n g i n g  t h rough s i mp l e  col umn a r , s t r a t i f i e d  

c uboi d a l  or columnar a n d  p s e u dos t r a t i f i e d  e p i t h e l i u m  

( P i n k s t a f f , 1 9 8 0 ) .  I n  bov i n e  m a n d i b u l ar g l a n d s , t h e  i n t e r ­

lob u l ar d u c t s a r e  l i n e d  b y  s t r a t i f i e d  col u mn a r  e p i t h e l i um 

a n d  do not con t a i n  gob l e t  c e l l s  ( B i r t l e s , 1 9 8 1 ) ,  b u t  in  t h e  

ov i n e  m a n d i b u l ar glan d , Q u i n t a re l l i  ( 1 �6 3 )  r e port e d  t h e  

p r e s e n c e  of l a r g e  gob l e t  c e l l s  in  t h e  m a i n  e x c r e t ory d u c t . 

T h e  on ly i n form at ion a bou t t h e  f i n e  s t r u c t ur e  of t h e  

e x c r e t ory du c t  of t h e  r um i n ant s a p p e ars  t o  b e  from t h e  st u d i e s 

of H ay e s , Mc Comb s a n d  F a h e rt y  ( 1 9 7 0 ) on t h e  c a l f ' s  p a rot id  
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g l an d .  T h e s e  a u t h o r s  f o un d t h a t  t h e  ma i n  e x c re t o ry d u c t  i n  

t h e  c a l f  h a s  a s t r a t i f i e d  e p i t h e l i u m  s i x t o  e i ght  c e l l s  d e e p  

a n d  t he y  d i v i d e d t h e se c e l l s  i n t o  3 z on e s : a b a s a l  z o n e , a 

z o n e  o f  d i f f e r e n t i a t i n g c e l l s ,  an d a z o n e  o f  d i f f e r e n t i at e d  

c e l l s . 

� 
c .  Myo epi t h e l i a l  C e l l s  

My o e p i t h e l i a l  c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  s a l i va ry g l a n d s  a n d  

m a n y  o t h e r  mamm a l i a n  e x o c r i n e  g l a n d s , e . g .  s w e a t  g l a n d s  

( E l l i s , 1 9 6 5 ) ,  m a mm a ry g l a n d s  ( L i n z e l l , 1 9 5 5 ) ,  l a c r im a l  g l an d s  

( L e e s o n , 1 9 6 0  . ) , a n d  e v e n  i n  b r o n c h i a l  g l a n d s  ( S o r o k i n , 1 9 6 5 ) , 

b ut n o t  i n  t h e  p a n c r e a s  ( G arre t t , L e n n i n g e r  a n d  Oh l i n , 1 9 7 0 ) . 

The  s t ru c t ur e  o f  s a l i v ary myo e p i t h e l i a l  c e l l s  h a s  b e e n  

w e l l  d e s c r i b e d  f o r  m any ·s p e c i e s  a n d  r e v i e w e d  b y  many  i n v e s t ­

i g at o r s  ( T a n d l e r , 1 9 6 5 ;  T am a r i n , 1 9 6 6 ; Tan d l e r , D e n n i n g , 

M a n de l a n d  K i t s c h e r , 1 9 7 0 ; Y o u n g  a n d  van  L e n n e p , 1 9 7 7 , 1 9 7 8 ; 

G a rre t t  an d Emme l i n , 1 9 7 9 ) .  Typ i c a l ly , s a l i vary  my o e p i t h e l i a l  

c e l l s  h a v e  2 b a s i c  s h ap e s  d e p e n d i n g  o n  wh e t h e r  t h ey  a r e  i n  

a s s o c i a t i o n  w i t h  a s e cr e t ory e n dp i e c e  or  a n  i n t e r c a l a t e d  d u c t . 

Th o s e  c e l l s  t h a t  a r e  a s s o c i at e d  w i t h  s e c r e t ory e n dp i e c e s  

u s u a l ly a r e  o f  s t e l l a t e s h a p e  a n d  t y p i c a l l y  t h e r e i s  o n ly 

on e my o e p i t h e l i a l  c e l l p e r  e n dp i e c e  a l t h o u gh a s  many as 3 c e l l s  

may b e  p r e s e n t . E a c h  c o n s i s t s o f  a c e n t r a l  c e l l  b o d y  w i t h  

4-8 p ro c e s s e s  r a d i a t i n g  from i t . T h e s e  p r o c e s s e s  g i v e  r i s e  

t o  2 o r  m o r e  g e n e ra t i o n s  o f  b r a n c h e s . T h e  p r o c e s s e s  o f  c e l l s  

a s s o c i a t e d  w i t h  e n dp i e c e s  n e i t h e r  f u s e  n o r  e x t e n d  o n  t o  

t h e  i n t e�c a l a t e d  d u c t , b u t  t h e  r e v e r s e  d o e s n o t h o l d  a n d  t h e 

my o ep i t h e l i a l c e l l s  o f  i n t e rc a l a t e d  d u c t s c om m o n l y  r un up  t o  

t h e  b a s e  o f  e n d p i e c e s . M y o e p i t h e l i a l  c e l l s  a s so c i a t e d  w i t h  

i n t e r c a l a t e d  d u c t s h a v e  a s p i n d l e  s h a p e  a n d  may b e  w i t h o u t  

p r o c e s s e s  ( a s r e v i e w e d  b y  Y o u n g  a n d  v a n  L e n n e p , 1 9 7 7 )  o r  w i t h  

f e w  p ro c e s s e s  ( G a r r e t t  a n d  Emme l i n , 1 9 7 9 ) , a n d  l i e  l o n g i t u d ­

i n a l ly a l ong t h e  d u c t s . U s u a l ly t h e r e i s  n o  c on s p i c u o u s  

a s s o c i at i o n  o f  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  w i t h s t r i a t e d  d u c t s , 

a l t ho u g h  t h e s h e e p  p ar o t i d  g l a n d  ap p e a rs t o  b e  a n  e x c e p t i o n  

( van  L e n n e p  e t  a l . , 1 9 7 7 ) . 



T h e  f o l l o w i n g  a c c ount  o f  t h e u l t r a s t ru c t u r e  o f  t h e  

m y o e p i t h e l i a l  c e l l i s  l a rg e ly b a s e d  o n  r e c e n t  r e v i e w s  by 
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Y o u n g  a n d  v a n  L e n n e p  ( 1 9 7 7 ) a n d  G a rr e t t  and Emm e l i n  ( 1 9 7 9 ) .  

A c h a r a c t e r i s t i c  o f  myo e p i t h e l i a l c e l l s  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  

c y t o f i l am e n t s wh i c h r e s emb l e  m y o f i l am e n t s .  T h e s e  f i l am e n t s  

fre q u e n t ly a g g r e g a t e  t o  f o rm e l e c t r o n - d e n s e  s t r u c t u r e s  s im i l a r  
� 

t o  t h e  d ark b o d i e s  o b s e r v e d i n  s mo o t h m u s c l e  c e l l s  ( Rh o d i n , 

1 9 6 2 )  a n d  a r e  s e c ur e d  t o  t h e  p l a s m a  m e mbrane by a t t a c hm e n t  

d e v i c e s . T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  c y t o f i l ame n t s  a r e  t h i n ( ap p r o x ­

ima t e ly 4 n m  d i a m e t e r ) an d u s u a l l y  o c c upy t h e  s p a c e  n e a r e r  

t o  t h e  b a s a l  l a m i n a  w i t h  t h e i r  o r i e n t a t i o n  l on g i t u d i n a l l y  

a l o n g  t h e  p ro c e s s e s . Th i c k f i l am e n t s  ( 1 0  n m  d i am e t e r ) a r e  

s c a t t e r e d  a mo n g  t h e  t h in n e r  f i l am e n t s .  An o t h e r  c o n s p i cu o u s  

f e a t ure  o f  t h e  c e l l s  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  m i n u t e v e s i c l e s  a n d  

n um e r o u s  c a ve o l ar i n va g i n a t i o n s  o f  p l a sma m e mb r a n e  o n  t h e  

s t r o m a l  a s p e c t  f a c i n g  t h e  i n t e r s t i t i um . T h e  v i s c e r a l  a s p e c t 

o f  t h e  c e l l s , w h i c h  f a c e s  t h e  u n d e r l y i n g  s e c r e t o r y  c e l l s  or  

the  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  i n t e r c a l a t e d  d u ct s , h ow e v e r , i s  

r e l a t i v e ly s m o o t h w i t h  f e w e r  c a v e o lae .  Tama r i n  ( 1 9 6 6 )  h a s  

p o i nt e d  o u t  t h at p e r i p h e r a l  c a ve o l a e  a n d  ve s i c l e s  s i m i l a r  t o  

t h o s e  a t  t h e  s t r o m a l  s i d e  o f  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s , a r e  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  s u p e r f i c i a l  c y t o p lasm  ( s u r f a c e  m e mb r an e ) 

i n v a g i n a t i on s  i n  s m o o t h  mu s c l e  c e l l s  a s  w e l l . T he u l t r a ­

s t r u c t ure o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  s u p p o r t s  t h e  n ot i o n  t h at  t h ey 

are  c o n t ra c t i l e  i n  f un ct i o n . 

T h e  n on - f i l am e n t o u s p a rt o f  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  c o n t a i n s  

t h e  n u c l e u s  an d o t h e r o r g an e l l e s . T h e  nu c l e u s  i s  e l l i p s o i d a l  

a n d  d i s t r i b ut e d  n e ar i t  a r e  f r e e  r i b o s ome s , a f e w  R E R  

c i s t er n a e , G o l g i  c o mp l e xe s , m i t o c h o n d r i a  a n d  ly s o s om e - l i k e  

b o d i e s . M o s t  o f  t h e  organ e l l e s  a r e  c on f i n e d  t o  j u x t anu c l e ar 

z o n e s . T h e  c e l l s  l i e  w i t h i n  t h e  p e r i p ar e n c hyma l b a s em e nt 

memb r a n e  a n d  a r e  a t t a c h e d  t o  a c i n a r  or  du c t a l  e p i t h e l i um 

by a s m a l l  n um b e r  o f  d e s mo s om e s .  

I n  b o v i n e  m a n d i b u l a r  g l a n d s  my o e p it h e l i a l  c e l l s  a r e  

abun d a n t  a n d  p r e s e n t  i n  r e l a t i o n  t o  b o t h  d e m i l un e s  a n d  a c i n i : 

t h e y a r e  d e s c r i b e d  i n s i d e  t h e  b a s e m e n t  memb r a n e  o f  s e c r e t o ry 

e n dp i e c e s  a n d  a l s o  a t  t h e  b a s a l  a s p e c t  o f  t h e  i n t e r c a l a t e d  



d u c t  e p i t h e l i u m . ( S h a c k l e fo rd a n d  W i l b o rn , 1 9 7 0 a ; A l m , 

B l o om a n d  C a r l s o o , 1 9 7 3 ;  B l o o m  an d C a r l s oo , 1 9 7 4 ) .  

d .  I n n e r v a t i o n  
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The  m o rp h o l o g i c a l  e v i d e n c e  o f  t h e  i nn e r v a t i o n  o f  rum i n a n t  

m a n d i bu l a r  g l a n d s  s e em s  t o  h av e  b e e n  s t u d i e d  s y s t e m a t i c a l ly 
� 

o n ly in  t h e  b o v i n e : Alm et a l .  ( 1 9 7 3 ) d e mon s t ra t e d  t h at  b o t h 

a dr e n e r g i c  n e r ve f i b r e s  ( r e ve a l e d  by a form a l d e h y d e - i n d u c e d  

f l u o r e s c e n c e  m e t h o d ) a n d  c h o l i n e r g i c  n e r ve f i br e s  ( d e m o n s t r a t ­

e d  b y  a c e t y l o c h o l i n e s t e r a s e  [A c h� a c t i v i t y ) w e r e  p r e s e n t  

a r o u n d  t h e  s e c r e t o ry e n d p i e c e s  a n d  b l o o d  v e s s e l s . 

E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  r e v e a l e d  o n ly u n my e l i n a t e d  a x o n s  

i n  t h e  l o c at i o n wh i c h G a rr e t t ( 1 9 7 5b ;  1 9 7 6 ) h a s  d e s c r i b e d a s  

' e p i lemma l ' ( i . e .  a xo n s  t h at l i e  o u t s i d e  t h e  b a s e m e n t  

membrane  o f  a n  e f f e c t o r  c e l l a t  a d i s t an c e  o f  1 0 0  nm or  m o r e ) ,  

i n  a s s o c i a t i o n w i t h  mu c o u s  a c i n i , d e m i lune s a n d  m y o e p i t h e l i a l  

c e l l s  ( B l o o m  a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 ) .  T h ey s t a t e d  t h a t t w o  g r o u p s  

o f  axons  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c s , re s p e c t i v e l y , o f  a d r e n e r g i c  

a n d  cho l i n e rg i c  n e rve  t e r m i n a l s , s e e m e d  t o  b e  p r e s e n t  w i t h i n  

t h e  s ame b u n d l e  ( B l o o m  a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 ) ,  T h e  a d r e n e rg i c  

n e rve  t e rm i n a l s  w e r e  d i s t i n g u i s h e d  t hr ough  t h e  o c c u rr e n c e  o f  

sma l l  de n s e  c o r e d  v e s i c l e s  ( 4 0 - 5 0  n m  d i ame t e r ) a ft e r  p e rma n -

ganat e f i x a t i o n . Abun d a n t  e v i d e n c e  i s  ava i l a b l e  t o  s up p or t  

t h e cont en t i o n  t h a t t h e  e l e c t ro n  d e n s e c ore i n  t h e s e  ve s i c l e s  

r e p r e s e nt s t h e  n e ur ot r a n s m i t t e r n or a d r e n a l i n e  ( Wo l fe , P o t t e r , 

R i char d s o n a n d  A x e l r o d , 1 9 6 2 ; B l o o m  a n d  B arn e t t , 1 9 6 6 ; 
I 

Tran z e r , Th oen e n , S n i p e s  a n d  R i c h a r d s , 1 9 6 9 ) ,  T h e  c r i t e r i on 

for i d e n t i fy i n g  c h o l i n e r g i c  n e rve  t e rmi n a l s  i s  t h e  p r e s e n c e  

o f  a homo g e n e o u s  p o p u l at i on o f  s m a l l  agra n u l a r  e l e c t r o n ­

l u c e n t  ve s i c l e s ,  about  4 0 - 5 0  n m  d i a m e t e r , wh i c h a r e  p r o b a b ly 

t h e s t o r a g e  s i t e  o f  a c e t y l c h o l i n e  ( Wh i t t ak er , M i c ha e l s o n 

a n d  K i r k l a n d , 1 9 6 4 ; Tranz e r  et a l . , 1 9 6 9 ) .  

No  ' hy p o l e mm a l ' n e r v e s ( i . e .  a x o ns  t h a t p e n e t r a t e  

b e n e a t h  t h e  b a s e m e n t  memb r a n e  t o  b e  w i t h i n 2 0  n m  of 

t h e ad j a c e n t  e f f e c t o r  c e l l s - G a r r e t t , 1 9 7 5b ,  1 9 7 6 ) h a v e  b e e n  

r ep o rt e d  i n  b o v i n e  m an d i b u l a r  g l a n d s . How e v e r , Kayan j a  

( 1 9 7 3 ) d i d  o b s e rv e  a hyp o l e mm a l  n e rve  t e rm i n a l  a t  t h e  b a s e  
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o f  a l a rg e  d u c t  o f  th e m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  a n  i m p u l a . H e  

w a s  u n a b l e  to d i s ti ng u i s h  th e n e r v e  typ e  i n v o l ve d . 

D .  M A N D I B U LA R  S A L I VARY F L O W  

Rum i n a n t  m a n d i b u l a r  g l a n d s  s e c re te a w e a k ly b u f f e r e d  

hyp oton i c  s a l i v� o f  v a r i a b l e  m u c o u s  c o nte nt wh i c h  i s  

c o n s i d e r e d  t o  b e  i m p o r ta n t  i n  mo i s te n i n g  a n d  l u br i c at i n g  

m a s ti c a te d  f o o d  ( C o l in,  1 8 6 8 ; Kay, 1 9 6 0 ) .  T h e  tota l  v o l ume  

o f  man d i b u l a r  s e c re ti o n  is  a b o u t  5 %  of  th e e s ti m ate d tota l 

v o l ume  o f  s a l i va s e c r e t e d  b y  th e two p aroti d g l an d s  ( Kay, 

1 9 6 0 ) .  M o s t  o f  th e m a n d i b u l a r  s a l i v a  i s  s e c r e t e d  i n  r e s p o n s e  

to f e e d i n g : a n  o b s e r v a t i o n  r e p o r te d  by C o l i n  ( 1 8 6 8 ) i n  

e xp e r i me n t s  o n  c a ttle a n d  b y  S c h e un e rt a n d  T r a u tm a n n  ( 1 9 2 1 ) 

on  s h e ep,  a n d  c o n f i r m e d  r e c e n tly by Kay ( 1 9 6 0 ) a n d  C a rr, 

Re i d  a n d  V e r k e rk ( 1 9 7 7 ) .  T h e  r e a s o n s  why r e m a s ti c a ti o n  

d ur i n g  rum i n a ti o n  i s  n o t  a n  e f f e c ti v e  s e c r e to r y  s timu l u s  to 

the mand i b u l a r  g l a n d  r e m a i n  to b e  e l u c i d a te d ; th i s  f e ature  

and  th e a b s e n c e  of  a s p on ta n e o u �  s e c r e ti o n  a re i n  m a rk e d  

c o ntra s t  to th e a c t i v i ty o f  the  p ar o t i d  g l an d . 

E .  C O M P O S I T I ON O F  MAN D I BU LA R  S A L I VA 

M an d ib u l ar s a l i v a  h a s  a h i g h  w a t e r  c o n te n t  a n d  a v a r i e ty 

o f  i n o r g an i c  a n d  o r g an i c  c omp on e n ts . The  o v e r a l l  c o mp o s i ti o n  

o f  th e ma n d i b u l a r  s a l i v a  i n  th e c ow, f o r  e x amp l e ,  i n  p e r  c e n t  

i s  water, 9 9 . 1 1 ;  i n o r g a n i c  m atte r, 0 . 5 3 ;  a n d  o r g an i c  m a tte r, 

0 . 3 5 ;  r e s p e c ti v e ly ( Du k e s, 1 9 5 5 ) .  H e n c e  th e s p e c i f i c  g r a v i ty 

o f  s a l i v a  i s  o n ly s l i gh tly g r e ater than 1 . 0 ;  a s  i n  the 

s h e e p  i t  i s  a b o u t  1 . 0 1 ( Ka y, 1 9 6 0 ) .  

1 .  E l e c tr o lyte C on t e n t  

P h i l l i p s o n a n d  M a n ga n  ( 1 9 5 9 ) a n d  Kay ( 1 9 6 0 ) d e te rm i n e d  

th e c h em i c a l  c omp o s i ti on o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a  p r o d u c e d  b y  

b o th con � c i o u s  a n d  a n a e s ih e ti z e d  a n ima l s . T h e i r f i n d i n g s  

( s umma r i z e d i n  T a b l e  1 . 1 )  s h ow th at, comp a r e d w i th p l a s ma,  

th e s e c r e t i o n  h a s  a l o w  s o d i u m  an d a re l a ti v e l y  h i gh 

p o ta s s i um i o n c o n ten t . M a n d i b u l a r  s a l i va  u s u a l ly c on ta i n e d  

m u c h  lower  c o n c e n tr a t i o n s  o f  N a
+

, H C 0 3 a n d  H P 0 4 t h a n  



• 

Tab l e  1 . 1 :  The compo s i t ion o f  mand ibu l a r  and parotid s a l iva col l ected from sheep and c a t t l e  under various con d i t ion s .  

Origin o f  Nature o f  N i t rogenous Con s tituents 
(mmo l e  1 - l ) S a l iva S t imula tion (mg 1 0 0  m l - 1 ) E l e c tr o l y t e s  Re f e r e n c e s  

Tot a l  N U r e a  N Protein N Na
+ 

K
+ 

ea
++ 

Hco; HPO�- C l  

SHEEP 
Mand i b u l a r  Anae s t h e t i z e d  - - - 3 - 6 6  1 5 - 5 1  - l - 9  7 - 8 8  2 - 9  a 

Con s c i o u s  � - - 4 - 1 6  1 0 - 2 5  - 5 - 1 4 1 - 5  9 - 1 6  a 

P a r o t i d  Ana e s the t i z e d  
Uns t lmu l a ted 
o r  r e f l e x  - - - 1 6 3 - 1 8 9  5 - 1 4  - 8 8 - 9 9  8 . 5 - 5 0  9 - 3 4 a 

Uns timula ted - - - 1 6 2  7 - 9 8  1 7  2 6  b 

Con scious - - - 1 4 7 - 1 8 5  5 - 3 1  0 . 1  1 0 0 - 1 4 0  1 3 - 3 2  9 - 1 7  a , c , d  
.. . 

CATTLE 
Mand ibular An a e s th e t i z e d  

Sy mpathe t l c  n .  1 2 7 . 6  3 1. 4  9 0 . 4  - - - - - - e 

Rumen in f l ation 1 1 6 . 0 - 1 6 5 . 2  1 3 . 1 - 1 3 . 2  9 0 . 3 - 9 6 . 3  1 6 - 7 0  1 4 - 1 6  4 1 7  0 . 2 - 2 0  4 9  a , e  

Carba chol 2 6 . 4 - 2 9 . 2  9 . 0 - 1 5 . 9  1 5 . 0 - 1 9 . 5  1 3 - 1 4  1 3 - 1 5  3 - 5  1 7 - 2 0  0 - 0 . 6  1 3 - 5 8  e 

Mixed s t i m .  4 4 . 0 - 5 3 . 0  7 . 3 - 1 0 . 5  2 7 . 4 - 3 6 . 7  1 3 - 4 2 1 4 - 1 6  3 - 4  1 8 - 1 9  0 - 0 . 3  1 7 - 2 9  e 

Parotid Anae sthet i z ed 
Unst imula ted 1 5 . 4 - 1 6 . 2  1 2 . 1 - 1 3 . 3  1 . 0 - 2 . 0  1 3 4 - 1 4 3  1 1 - 1 4  1 . 4  1 0 4 - 1 0 7  9 - 1 1  6 - 1 8  e 

Rumen inf lat ion 1 4 . 8 - 2 0 . 2  1 2 . 5 - 1 6 . 4  1 . 0 - 1 . 5  1 2 2 - 1 2 3  1 4 - 1 6  1 - 2  1 0 5 - 1 1 6  9 - 1 4  9 - 1 2  e 

C a rbachol 1 4 . 6 - 1 9 . 0  1 1 . 5 - 1 6  . l  1 . 3 - 2 . 5  1 1 5 - 1 6 4  1 2 - 1 7  l - 2  1 0 0 - 1 1 7  7 - 1 4  1 0 - 3 1  e 

-

a From Kay ( 1 9 6 0 ) ; 
b Compton ,  Ne l s on , Wright and Young ( l 9 !i 0 ) ; c Mc::>ouga l l  ( 1 9 4 8 ) ; 

d Denton ( l 9 5 7 a ) ; 
e P h i l l i p son and 

Mangan ( 1 9 5 9 ) . ...... 
en 
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p a r o t i d  s a l i v a , w h i l e  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p o t a s s i um a n d  

c h l o r i d e  i on s  w e r e  a p p r o x i m at e ly t h e  s am e  i n  t h e t wo s e c r e t -

i o n s . T h e  e l e c t r o l y t e c o n t e n t  o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a  i s  

i n f l u e n c e d  b y  t h e r a t e  o f  i t s  s e c re t i o n , a n d  b y  t h e  s o d i um 
s t at u s  o f  t h e  a n i m a l  ( Kay , 1 9 6 0 ) .  W h e n  t h e  m a n d i b u l a r  
s e cr e t o r y  r a t e  i s  i n c re a s e d  ( by e l e c t r i c a l  s t i m u l at i o n  o f  

-4 - 1  - 1  
t h e  s u b m a x i l l ary n e r v e ) t o  1 g  h g g l a n d , t h e  c o n c e n t r a t -
i o n s  o f  N a + , K+ , H P 0 4 a n d  C l  f a l l , w h i l e  a t  h i g h e r  r a t e s . 

+ -
o f  s e c r e t i on t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  N a  , H C 0 3 a n d  C l  1 n c r e a s e , 

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  K+ r e m a i n s  c o n s t an t  a n d  t h e  c on c e n t ra t i o n  
o f  H P O � - c o n t i n u e s t o  f a l l  ( Kay , 1 9 6 0 ) .  Un d e r  c o n d i t i o n s  o f  
s o d i u m  d e p l e t i o n  t h e s o d i u m  i o n  c o n t e n t  i n  t h e  m a n d i b u l ar 
s a l i v a  i s  r e d u c e d , t h e d e f i c i t  b e i n g  r e p l a c e d b y  p o t a s s i um 
i o n s  i n  a m a n n er s im i l a r  t o  t ha t  r e p o r t e d  b y  D e n t o n ( 1 9 5 6 ) 

for t he p ar o t i d  g l an d .  Kay ( 1 9 6 0 )  o b s e rv e d  a r e d u c t i on i n  
+ + 

t h e  N a : K  r a t i o  from 0 . 7 1 i n  t h e  n o rmal a n i m a l  t o  0 . 2 5 i n  
t h e  s o d i um d e p l e t e d  a n i m a l . 

2 . Pro t e i n / G lyc opr ot e i n C o n t en t  

Surp r i z i n g ly l i t t l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  p a i d  t o  t h e  n o n -
e l e ct ro l y t e c om p on e n t s o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a . O n e  o f  t h e  
f e w  d e t a i l e d  a n a ly s e s  o f  p ro t e i n l e ve l s  for r u m i n a n t  s a l i v a  i s  
t h at g i v e n  b y  P h i l l i p s on a n d  M a n g a n  ( 1 9 5 9 ; T a b l e  1 . 1 ) .  

T h i s  s h o w s  t h at a l t h o u gh s a l i v a  from t h e  man d i b u l ar g l a n d  h a s  
a h i g h e r  p r o t e i n n i t ro g e n  o r  m u c op ro t e i n c on t e n t  t h a n  t h a t  
from t h e  p a r o t i d  g l a n d , t h e u r e a  c o n c e n t rat i o n s  d o  n ot d i f fe r  

s i g n i f i c an t l y . 

a .  M u c opr o t e i n ( M u c u s  G lyc opr o t e i n 2 ) 

P h i l l i p s o n  a n d  M a n g a n  ( 1 9 5 9 ) s u g ge s t e d  t h a t t h e  re l a t i v e ­
l y  · h � gh p ro t e i n c o n t e n t  o f  m a n d i b u l ar s a l i va i n  r um i n an t s i s  
d u e  ma i n ly t o  t h e  p r e s e n c e  o f  m u c o p r o t e i n s . B e c a u s e  many 
i n v e s t i g a t i o n s  have  b e e n  i n t e r e s t e d  in  b i o c h e m i c a l  r a t h e r  
t h an p hy s i o l o g i c a l  e ve n t s ,  t h e r e  h a s  b e e n  a t e n d e n c y  t o  u s e  

2 Re i d  a n d  C l amp ( 1 9 7 8 )  r e c o m me n d � d  t h e  t e rm " m u c u s  g l y c o ­
p r o t e i n "  i n  p l a c e  o f  t h e  t e rm s  " m u c o p rot e in "  a n d  " m u c i n " i n  
o r d e r  t o  p r o d u c e  t e rms c omm o n  t o  h i s t o ch e m i s t ry a n d  b i o c h e m ­
i s t ry ,  a n d  s o  a v o i d  t h e  c on s i d e r ab l e  c on fu s i on o f  t e rm i n o l ogy 
i n  the l i t e r a t ur e . 
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t h e  m a t e r i a l s  e x t r a c t e d  from t h e s a l i va ry g l a n d s  r a t h e r  t h an 
to ob t a i n p u r e  s a mp l e s  o f  s e c r e t i on f o r  a n a l y s i s . I t  i s  n ow 
we l l  e s t ab l i s h e d  f r o m  s u c h  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  t h at s a l i vary 
m u c i n s  a r e  h i gh m o l e c u l ar we i g h t  g l y c o p r o t e i n s  w h i ch , i t  

ap p e ar s , a r e  t h e  m a j o r c o n t r i b u t o r s  t o  t h e  v i s c o s i t y  o f  
s a l i v a  ( H e r p  et a l . ,  1 9 7 9 ) . .. 

B a s e d  on  H e r p  et a l . ( 1 9 7 9 ) ' s  r e v i e w , t h e  mu c u s g l y c o ­
pro t e i n s  i n  mamma l i a n  s a l i vary g l an d s  c omp r i s e  a p r o t e in c or e  
c a r ry i n g , u s ua l ly , a n  0 - g l y c o s i d i c a l ly l i n k e d  o l i g o s a c c h a r i d e  

s i d e  c h a i n  f o r  e v e ry 4 a m i n o  a c i d s , Th e c a rb o h y d ra t e  s i d e  
c h a i n s  i n  b o v i n e  a n d  o v i n e  m an d i b u l ar g l a n d  mu c i n s  a r e  m a d e  
up  by s i a l i c  a c i d a n d  N - a c e t y l h e xo s am i n e  ( N - a c e t y l g a l a c t o s ­
am i n e  a n d  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e ) - t og e t h e r  t h e s e  a c co un t  f o r  
m o r e  t h an 5 0 %  o f  t h e  t o t a l  m u c o p r o t e i n s . T h e r e  a r e  a l s o  
t r a c e s  o f  fu c o s e  a n d  g a l a c t o s e . T h e  p r o t e i n m o i e t y  c o n t a i n s  
n e a r l y  a l l  o f  t h e c ommon a m i n o  a c i d s , w i t h  a p r e p o n d e r a n c e  

o f  s e r i n e , g ly c i n e , t hr e o n i n e , a l an i n e  a n d  p r o l i n e . 

b .  I mm u n ogl o b u l i n s  

V a r i ou s  c l a s s e s  o f  immun o g l o b u l i n s , i n c l u d i n g  I g G 1 , 
I g G 2 , I g M  an d I g A , h a v e b e e n  f o u n d i n  t h e  s a l i va o f  r u m i n an t s �  
I g A i s  t h e  m a j o r  i mm un o g l o b u l i n  p r e s e n t  i n  m i xe d s a l i v a  o f  
s h e e p , c at t l e  a n d  g o a t s ( P a h u d  a n d  M a c h , 1 9 7 0 ; M a c h  a n d  P a h u d , 
1 9 7 1 ) a n d  i n  t h e n o n - p a r o t i d  s a l i v a  o f  s h e e p a n d  c at t l e 
( Wa t s on a n d  L a s c e l l e s , 1 9 7 1 ; C r i p p s  a n d  L a s c e l l e s , 1 9 7 6 ) .  
Cr i pp s  a n d  L a s c e l l e s  ( 1 9 7 6 ) a l s o  r e p ort e d  t h at a lt h o u gh t h e  
f l ow f r o m  t h e  m a n d i b u l ar g l a n d  w a s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  t h an 
from t h e  p a r o t i d  g l a n d  t h e r e  w a s  a n  e x t r e m e ly h i gh c on c e n t r a t ­
i o n  a n d  o u t p ut o f  I g A  i n  t h e  m a n d i b u l a r  s a l i va o f  s h e e p  
c ompar e d  w i t h  t h e  p a r o t i d . 

T h e  h i g h  I g A c o n t e n t  o f  m a n d i b u l a r  s a l i va i n d i c a t e s  
t h at t h e man d i b u l a r  g l a n d s  p o s s e s s  a l o c a l  I gA s y n t h e s i z i n g  
sy s t em ( t h e  p r o du ct s _ b e i n g  t e r m e d  s e c re t o ry I g A ) . T i s s u e  

c u l t ur e  s t u d i e s  o n  t h e  i n c orp o r a t i on o f  l a b e l l e d  am i n o  
a c i d s i n t o  I g A h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  o f  l o c a l  g y n t h e s i s  o f  
s e c re t o ry I g A b y  t h e  b o v i n e  s a l i vary g l a n d s  ( M a c h  a n d  P a h u d , 
1 9 7 1 ) , a s  w e l l  a s  by h u m a n  s a l i vary g l a n d s  a n d  o t h e r  e x o c r i ne 
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g l a n d u l a r  t i s s u e s  ( s e e  Lamm , 1 9 7 6 ) .  H i s t o l o g i c a l s t u d i e s  i n  
s h e ep s h ow a r e l at i v e  a b s e n c e  o f  lymp h o - p l a s ma c e l l s  f r o m  

t h e  p a r o t i d  t i s s u e s w h e n  c om p a r e d w i t h  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d , 
i n  w h i c h t h e y a r e  n um e r o u s  i n  t h e  i n t r a - a l v e o l a r  a r e a s  

( W at s o n  a n d  L a s c e l l e s , 1 9 7 1 ) .  T h i s i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e 
r e l a t i v e  1e v e l s  o f  I g A  i n  s h e e p man d i b u l a r a n d  p a r o t i d  s a l i v a . 

T h e  s e c r e t o ry I g A  i s  c omp o s e d  o f  a d i m e r  o f  7 S  s e rum I g A  
( wh i c h p o s s e s s e s  n o  s e c r e t ory a n t i g e n i c  d e t e rm i n a n t ) a n d  a n  
a d d i t i on a l  g ly c op r o t e i n s e g m e n t  c a l l e d  s e c r e t ory c om p o n e n t  
( M a c h  a n d  P a h u d , 1 9 6 9 ; B i e n e n s t o c k , T o u rv i l l e  a n d  T o m a s i , 
1 9 6 9 ; P ah u d  a n d  M a c h  1 9 7 0 ) .  T h e  s e c r e t o ry c om p o n e n t  ( S e )  
i s  p r e s e n t  i n  a fre e f o rm a n d  a l s o  i n  a s s o c i a t i on w i t h  
d i m e r s  o f  s e rum I g A  ( P a h u d  a n d  M a c h , 1 9 7 0 ) .  

I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  I g A  a n d  s e  are  sy n t h e s i z e d  
s e p a r a t e ly b y  d i f f e r e n t  s al i vary g l an d  c e l l s : t h e  i n t e r s t i t i a l  
p l a s m a  c e l l s  b e i n g  t h e  s o u r c e  o f  t h e  I gA m o n om e r s , wh i l e  t h e  
s a l i v a ry g l a n d  p a re n c hyma c e l l s  s y n t h e s i z e  s e  ( M a c h , P a h u d  
a n d  I s l i k e r , 1 9 6 9 ; B r a n d�z a e g ,  1 9 7 4 ) .  I mm u n o h i s t o c h e m i c a l  
s t u d i e s  b y  B r a n d t z a e g  ( 1 9 7 4 ) i n  t h e  h u m a n  s ub m an d i b u l a r  g l and s 
d e m o n s t ra t e d  t h a t  f r e e  s e  w a s  f o u n d  i n t r a c e l l u l ar l y  i n  t h e 
G o l g i  r e g i o n  w h e r e a s  b o t h  f r e e  an d I g A  b o un d  s e  w e r e  d e t e c t e d 
on  t h e  c e l l  m e mb ra n e s  an d i n  t h e  ap i c a l  c y t o p l a s m . 

e r i p p s  a n d  La s c e l l e s  ( 1 9 7 6 ) s h ow e d t h a t  a l l  o f  t h e I g G
2 

an d m o s t  o f  t he I g G 1 i n  t h e ma n d i b u l ar s a l i va i s  d e r i v e d  
from p l a s m a . A s i g n i f i c an t  a m o u n t  o f  I g G 1 ( ab o u t  1 6 %  o f  
t h e t ot a l  I g G 1 ) i s  d e r i v e d  l o c a l ly a n d  t h e  s e l e c t i v e  t ra n s fe r  
o f  I g G 1 i s  o f  a s im i l ar m a g n i t u d e  i n  t h e  m a n d i b u l a r  a n d  t h e  
p ar o t i d  g l a n d s , b u t  t h e r e  i s  n o  r e l a t i o n s h i p b e t w e e n  t h e  
s e l e c t i ve t r an s fer o f  I g G 1 a n d  t h e  s e c r e t i o n  o f  I g A . 

3 . E n z ym e s  

T h e  m a n d i b u l a r  s a l i v a  o f  r u m i n a n t s i s  d e vo i d  o f  amy l a s e , 
a s  i s  t h e  s a l i v a  o f  t h e  d o g , c a t  a n d  h o r s e  ( S c h e u n e rt  a n d  
T r a u t man , 1 9 2 1 ;  B u r g e n  a n d  E mme l in , 1 9 6 1 ) .  e h a un c e y  a n d  
Q u i n t a r e l l i  ( 1 9 6 1 ) a n d  e h a un c ey , H e r r i n qu e s  a n d  T a n z e r  ( 1 9 6 3 ) 
r ep o r t e d  t h e  p r e s e n c e  i n  s he e p o f  t h e  e n zym e s  a c i d p h o s p h a t a s e s  
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a n d  e s t e r a s e s  b o t h i n  t h e  m an d i b u l ar s a l i va a n d  i n  t h e  
d e mi l un e s  an d d u c t s  o f  t h e  m an d i b u l ar g l a n d  i t s e l f , a s  w e l l  
a s  t h e  p r e s e n c e  o f  p e p t i d a s e s  i n  t h e  d e m i l u n e s  a n d  a c i n i  

( Arvy , 1 9 6 3 ) .  I n  a d d i t i on , g a l a � t b s i d a s e  a c t i v i t y  h a s  

b e e n  d e t e c t e d i n  t h e  d e m i l un e s a n d  d u c t  c e l l s  o f  ma n d i bu l ar 

g l an d s  o f  s,h e e p  a n d  e a  t t  l e  b u t  n o t  i n  t h e  s e c r e t  i on s  from 
t h e  g l a n d  ( Ch a un c e y  a n d  Q u i n t a r e l l i , 1 9 6 1 ; C h a un c ey e t  a l . ,  

1 9 6 3 ) .  

B o v i n e  man d i b u l ar g l a n d s  a l s o  c o n t a i n l a c t op e r ox i d a s e s  

( M orr i s on a n d  A l l e n , 1 9 6 5 ;  C a r l s o o , 1 9 7 1 ) .  H i s t o c h e m i c a l  
t e c h n i qu e s , at  b o t h  e l e c t r on m i c r o s c op i c  a n d  l i gh  m i cr o s c o p i c  
l e v e l s ,  s h o w  t h e  e n do g e n o u s  l a c t o p e ro x i da s e  a c t i v i t y  t o  b e  
pre s e n t  o n ly i n  t h e  d e m i l u n e s  a n d  t h e  s e cr e t o ry p r o d u c t s o f  t h e  
g l a n d ( C a r l s o o , 1 9 7 1 ; B l o o m  a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 ) .  T h e  e n z y m e  
i s  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  s e c r e t o ry gran u l e s ,  i n  b o t h  e l e c t ro n  
l u c i d  a n d  e l e c t r o n  d e n s e p o r t i o n s , a n d  i n  RE R ( i n c l u d i n g  
p e r i n u c l e ar c i s t e r n a e  a s  w e l l  a s  t h e  l aby r i n t h  c o nn e c t i n g  

t h e  R E R ) . Th i s  s u g g e s t s  t h a t  l a c t o p e r o x i d a s e s  i n  m a n d i bu l ar 
s a l i v a  a r e  s y n t h e s i z e d , s t or e d  a n d  s e c r e t e d  from s e r o m u c o u s  

d em i l un e s . O n e  r o l e  t h a t h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  for t h e s e  
pro t e i n s  i s  i n  a d e f e n c e  s y s t em for t h e o r a l  c av i t y  ( C ar l s o o , 
1 9 7 1 ) .  S t rum an d Karn o v s ky ( 1 9 7 0 ) s u g g e s t  t h a t  p e r o x i d a s e  
h a s  a n  i mp ort a n t  a n t i - b a c t e r i a l a c t i o n  i n  s a l i va a n d  m a y  b e  
inv o l v e d  i n  i o d i n a t i on r e a c t i o n s . 

P e r o x i da s e  a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  d e m on s t r a t e d  i n  m a ny 
o t h e r  s a l i vary g l a n d s , e . g .  i n  t h e  e n dp i e c e  c e l l s  o f  t h e  
p a r o t i d  g l an d  o f  t h e  c a t , ( Ga r r e t t  a n d  K i d d , 1 9 7 6 ) a n d  s h e e p  

( va n  L e n n e p  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) a n d  i n  t h e  e n d p i e c e  c e l l s  o f  
man d i b u l a r  g l a n d s  o f  t h e  r a t  ( S t rum a n d  K a r n o v s k y , 1 9 7 0 ) ,  

g u i n e a  p i g  an d m an ( Ca r l s o o , Kum l i e n  a n d  B l o o m , 1 9 7 1 ) .  

Garr e t t  an d K i dd  ( 1 9 7 6 ) s u g g e s t  t h a t  e n z y m e s s u c h  a s  p e r o x ­
i d a s e  a n d  a c i d  p h o s p h a t a s e  a r e  n o n - o b l i g a t ory s e c r e t ory 
p r o t e i n s , i . e .  t h e � n zy m e s m a y  b y -p a s s  t h e  G o l g i  c i s t e rn a e  
dur in g  i n c o rp o ra t i on i n t o  s e c r e t o ry gran u l e s  - a p a t h w a y  
d i ff e r e n t  from t h e  " s e gr e gat i on hyp o t h e s i s "  p r op o s e d  b y  
P a l a d e  ( s e e  P a l a d e , 1 9 7 5 ) .  
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F .  C O N T R O L  O F  M A N D I B U L A R  S A L I V A RY S E C R E T I O N O F  RU M I N A N T S 

U n d e r  m o s t  c i r c um s t a n c e s v a r i a t i o n s  i n  s a l i v ary f l ow 

are  d u e  t o  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  a ct i v i t y  o f  n e r v e  f ib r e s  t o  
t h e  s e c r e t o ry c e l l s  ( B u rg e n  a n d  Emme l i n , 1 9 6 1 ) .  T h e s e  

f i br e s a r e  e x c i t e d  c e n t r a l ly . 
� 

I f  p a r a l l e l s  c a n  b e  d r a w n  
w i t h  t h e  o t h e r  s p e c i e s , a f f e r e n t  f i b r e s l o c a t e d  c h i e fl y  i n  
t h e  t r i g e m i n a l  a n d  g l o s s o p h a ry n g e a l n e r v e s c arry t a s t e  an d 
g e n e r a l s e n s a t i o n  t o  t h e  s a l i v a ry c e n t r e s  l o c at e d  i n  t h e 
r e t i c u l a r  f o rma t i o n  o f  t h e  m e d u l l a  o b l o n g a t a ( Emm e l in , 1 9 6 7 ) .  

P a r a symp a t h e t i c  f i b r e s  o r i g i n a t i n g  i n  t h e s u p e r i o r  
s a l i v a r y  n u c l e u s  l e a v e  t h e  b r a i n  s t em i n  t h e  f a c i a l  n e r v e  
a n d  p a s s t o  t h e  g l an d , a s  s t a t e d  e a r l i e r  ( S e c t i o n  C . 1 )  v i a  

t h e  c h o r d a  t ymp a n i a n d  l i n g u a l  n e r v e . D e s c e n d i n g  r e t i c u l e ­
s p i n a l  f i b r e s  c on n e c t i n g  w i t h  t h e  s ymp at h e t i c  o ut f l o w  h a v e  
s i m i l ar ly b e e n s u g g e s t e d  t o  a r i s e  i n  m e du l l a ry nu c l e i 
( V e l o a n d H o ff , 1 9 6 1 ) .  T h e  s y mp a t h e t i c  f i b r e s l e a v e  t h e  
s p i n a l  c or d  i n  t h e  v e n t r a l  r o o t s o f  t h e  f i r s t , s e c o n d  o r  
t h i r d  t h o r a c i c  s p i n a l  n e r v e s  a n d  p a s s  u p  t h e s ympa t h e t i c  
c h a i n  t o  r e lay i n  t h e  c r an i a l  c e r v i c a l ga n g l i on a n d  t h e n c e  
r e a c h  t h e  g l a n d  ( a s s t a t e d  i n  S e c t i o n  C . 1 ) .  

H o w e ve r , t h e  p r e c i s e  r o u t e s  t a k e n  by t h e  p a r a s y mp a t h e t i c  
a n d  s y mp a t h e t i c  n e r v e s t o  t h e  s h e e p m a n d i b u l a r  g l an d  h a v e  n o t  
b e e n  s t u d i e d . A l t h o ug h  G a r re t t  a n d  Kemp l a y  ( 1 9 7 7 ) f o u n d  t h e 
c r an i a l  c e r v i c a l  g an g l i o n  t o  b e  t h e  s o l e  s o ur c e  o f  a d r e n e r g i c  
n e rv e s  t o  t h e  m a n d i b u l ar g l a n d  i n  t h e c a t , t h e re i s  e v i d e n c e  
s u gg e s t i n g  t h at  s e c r e t ory n er v e s m a y  ar r i v e  a t  s om e  g l an d s  
t h r o u g h  u n k n o w n  c h a nn e l s  ( Bu r g e n  a n d  Emme l i n , 1 9 6 1 ; G a rr e t t  
and  H o l m b e r g , 1 9 7 2 ; E k s t r o m  a n d  E m me l in , 1 9 7 4 ) .  F o r  e x amp l e , 
i n  t h e  d o g ' s  p a r o t i d  g l a n d , G a r r e t t  a n d  H o l mb e rg ( 1 9 7 2 ) 

foun d t h at  a ft e r  c r a n i a l  c e r v i c a l  g a n g l i o n e c t omy , s om e  
a d r e n e r g i c  n e rv e s  o f  u n k n own o r i g i n  r e ma i n e d  i n t a c t  i n  t h e  

g l a n d . I n  a d d i t i o n , t h e  p a r o t i d  g l an d h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  
t o  r e c e i v e  p a r a sy mp a t h e t i c  s e c r e t o r y  n e r v e s vi a s o ur c e s  

o t h e r  t h a n t h e  c l a s s i c a l  ( a ur i c u l o - t e mp o r a l ) r o u t e , e . g .  v i a  

n e rv e s a c c omp an y i n g  t h � i n t e r n a l  m a x i l l a r y  a r t e ry a n d  t h e 
fa c i a l  n e rve  ( Ga r r e t t  a n d  H o l mb e r g , 1 9 7 2 ) .  
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P s y c h i c  i n f lu e n c e s  o n  s a l i v ary s e c re t i o n  p o p u l ar i z e d  by 

P a v l o v ' s e xt e n s i v e  s t u d i e s  o n  d o g s  e a r ly t h i s  c e n t ury 
( P a v l o v , 1 9 1 0 ) h a v e  a l s o  b e e n  r e p ort e d  in r u m i n a n t s .  
S c h e un e r t  a n d  Tr a u t m a n n  ( 1 9 2 1 )  ob s e r v e d  t h a t  s t i mu l a t i o n , 

� 
by s h ow i n g  a s h e e p  i t s  f o o d , c a u s e d  a s l i g h t  p s y c h i c  
s e c r e t i o n  o f  man d i b u l a r  s a l i va . B l o k h  ( 1 9 3 9 )  o b s e r v e d  i n  
t h e  b u l l  t h a t  t h e  s i gh t  o f  f o o d , o r  t h e  arr i va l  o f  u s u a l  
at t e n d a n t  e vo k e d  m a n d i bu l ar s e c re t i o n  a n d  a l a r g e  d e c r e a s e  
i n  t h e  c o n t i n u o u s  p ar o t i d  s e c r e t i on , a n d  t h i s  t y p e  o f  r e f l e x  
s e c r e t i on h a s  a l s o  b e e n  r e p o rt e d  i n  t h e g o a t  ( T i k h o m i r o v  
an d F o m i n , 1 9 5 0 ) .  D e n t o n  ( 1 9 5 7 b )  i n  h i s  b e h a v i o ur a l  s t u dy 
on  c o n d i t i o n e d  r e fl e xe s i n  s h e ep s u g g e s t e d t h a t  t h e  o b s e r v e d  
i n c re a s e s  o r  d e c r e a s e s  i n  s a l i vary s e c r e t i o n  r e fl e c t  c o r t i c a l  
i n f l u e n c e s .  

2 .  Re f l e x  S t i mu l a t i o n 

I n  rum in an t s ,  s e c r e t i o n  by t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d  i s  
s t i m u l a t e d  by f e e d i n g  b u t  n o t  by r um i n a t i o n ( C o l i n , 1 8 6 8 ; 
S c h e un e rt a n d  T r a u t m a nn , 1 9 2 1 ;  Kay 1 9 6 0 ; C arr e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  
T h i s  i n v o l v e s  e x c i t a t i o n  o f  a f f e r e n t  f i b r e s f r o m  t h e  m o u t h  -
c h i e f ly t h e  t r i g e m i n a l  a n d  g l o s s o p h aryn g e a l  n e rve s , s a l i va ry 
c e n t r e s  i n  t h e  b r a i n  s t e m a n d  e f f e r e n t  n e r ve  f i b r e s t o  
e f f e c t o r  c e l l s  i n  t h e  man d i bu lar g l an d .  T h e re i s  l i t t l e  
s e c r e t i on w h e n  t h e  a n i m a l  i s  n o t e a t i n g . 

T h e  e f fe c t  o f  m e c h an i c a l  s t i mu l a t i on o f  t h e  g u t  i s  v a r ­

i a b l e . S t i m u l a t i o n  o f  t h e  o e s op h a g u s  o r  r um i n a - r e t i c u l um by 
i n f l a t i on t o  p r e s s u r e s of l e s s  t h an 2 0  m m H g  c a u s e s  l i t t l e 
o r  n o  m a n d i b u l a r  s e c r e t i o n  ( Kay a n d  P h i l l i p s o n , 1 9 5 9 ; Kay , 1 9 6 0 ) ,  
a l t h o u g h  i n  t h e  h an d s  o f  P h i l l i p s o n  a n d  M a n gan ( 1 9 5 9 ) t h e s e  
s t i m u l i  e v o k e d  t h e  s e c r e t i o n  o f  a v i s c i d  s a l i v a  r i c h  i n  
m �:� o p r o t e i n ( s e e  T a b l e  1 . 1 ) .  A s h  an d Kay ( 1 9 5 9 ) s t u d i e d  
t h e  r e f l e x  s e c r e ii o n  o f  m a n d i b u l a r  s a l i va i n  2 c o n s c i o u s  

s h e ep an d n o t e d  t h at  d i s t e n s i o n  o f  t h e  c ar d i a  o r  t h e  r e t i c u l o ­
o ma s a l  o r i f i c e , a s  w e l l  a s  t a c t i l e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  
an t e r i or w a l l  o f  r e t i c u l um c a u s e d  a m o d e r a t e  s e c r e t o r y  
r e s p o n s e . T h e  a f f e r e n t  f i b r e s  c o n c e rn e d  t h i s  re f l e x  s e c r e t i o n 
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p r o b a b ly c o ur s e  i n  t h e  v a g u s  n e r v e s a s  w i t h  p ar o t i d  s e c r e t i on 

( Kay , 1 9 5 8 a ) .  E x t e n s i ve s t u d i e s  on t h e  r e f l e x  c o n t r o l  o f  

p a r o t i d  s e c r e t i o n  i n  s he e p  r e v e a l  t h a t  m e c h a n i c a l  s t i m u l a t i on 

o f  t h e  o e s op h a g u s  ( p ar t i c ul a r l y  t h e  l o w e r  t h o ra c i c  a n d  
a b d o m i n a l  p o r t i o n s ) ,  a s  w e l l  a s  d i s t e n s i on o f  t h e  c a r d i a , 
r e t i c u l o - om a s a l  o r i f i c e  a n d re t i c u l o - r um i n a l  f o l d  ( T i t c h e n , 

.. 

1 9 5 8 ;  Kay , 1 9 5 8 a ;  A s h  an d Kay , 1 9 5 9 ) e x c i t e  p a r o t i d  s e c r e t ion 
p r o v i d e d  a v a g u s  n e r v e  i s  i n t a c t . 

3 .  P ara sympat h e t i c  S t i m u l at i on 

B e i l e n s o n , S m a j e a n d  S c h a c h t e r  ( 1 9 6 8 )  r e p o r t e d  t h a t 

s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c h o r d a  t ymp a n i  n e r v e  i n d u c e d  s e cr e t i o n 
f r o m  t h e  man d i b u l ar g l an d  o f  s h e e p  a n d  an a c c omp a n y i n g  

v a s o d i l a t i o n . P h i l l i p s on a n d  M a n g a n  ( 1 9 5 9 ) h a d  e ar l i e r  
r e p o r t e d  f r o m  t h e  c a l f  t h a t  i n t r a ve n o u s  in j e c t i on o f  
c a rb a c h o l  ( 5 - 1 0  m g  k g - 1 b o dy we i ght ) i n d u c e d  a g r e a t ly 
e n h a n c e d  man d i b u l a r s a l i v ary s e c re t i o n  of  a low p ro t e i n 
c on t e n t , ( s e e  T a b l e  1 . 1 )  a n d  mark e d l y  d i ffe r e n t  app e a r an c e  
f r o m  t h a t  p r o d u c e d  b y  s y m p a t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n  o r  by 
i n f l a t i on of t h e  r u me n . 

T h e  p h e n o m e n o n  o f  p a r a symp at h e t i c  va s o d i l a t i o n , wh i ch 
h a s  b e e n  k n ow n  s i n c e  t h e  w o rk o f  B e r n a r d  ( 1 8 5 8 ) ,  i s  s t i l l  

c o n t r o v e r s i a l . I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n o f  a t r op i n e  b l o c k s  
t h e  s e c r e t i o n  i n du c e d  b y  p a ra symp at h e t i c  s t i m u l a t i o n  b u t  
d i l a t i o n  o f  b l o o d  v e s s e l s  t o  t h e  s h e e p  man d i b u l a r  g l a n d  i s  
n o t  a f f e c t e d  ( B e i l e n s o n e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  S i m i l ar r e s p on s e s  
h a v e  b e e n  obt a i n e d  i n  t h e  m a n d i b u l a r  g l an d s  o f  t h e  c at a n d  
t h e  d o g , a l t h ou g h  i n  t h e s h e e p  p a r o t i d  an d t h e  r a b b i t  
man d i b u l a r  g l a n d s  t h e  p a r a s ympa t h e t i c  v a s o d i l a t i on i s  

a t r o p i n e  s e n s i t i v e ( Kay , 1 9 5 8b ;  S c h a c h t e r , 1 9 7 0 ) .  T h e  
e xp l an a t i o n  o f  t h i s  a t r o p i n e - re s i s t a n t  v a s o d i l a t i on i n  
s a l i v ary g l an d s  h a s  b e e n  a p o i nt o f  c o n t e n t i o n  f o r  m a ny 

y e a r s .  Opp o s i n g  c o n c e p t s t o  e xp l a i n  t h e p h e n om e n on a r e  
r e l e a s e  o f  va s o d i l a t o r a g e n t s , e . g .  k a l l i k r e i n  ( H i l t on 
an d L e w i s , 1 9 5 7 ) , o r  t h e  p r e s e n c e  o f  va s o � i l a t o r  n e r v e s 
( S c h a c h t e r , 1 9 7 0 ) . . 
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R e c e n t l y , a d d i t i o n a l  n e ur o t r a n s m i t t e rs t h a t a r e  p o l y ­
p e p t i d e s  h a v e  b e e n  s h own t o  h a v e  a v a s o a ct i v e · B c t i o n , V a s o ­
a c t i ve i n t e s t i n a l  p ep t i d e - l i k e  ( V I P ) i mmun o a c t i v i t y  h a s  
b e en d e s cr i b e d  w i t h i n n e r v e  t e rm i n a l s  o f  s ub l i n g u a l  g l an d s  
o f  t h e  r a t  a n d  t h e  man d i b u l a r  g l a n d s  o f  t h e  p i g l e t  a n d  c a t  

( B l oo m , Bry a n , P o l ak , van N o o r d e n  a n d  Whart o n , 1 9 7 9 ; B l o o m  
� 

a n d  E dw a r d s , 1 9 7 9 ) .  I t  i s  p r op o s e d  t h at t h e  V I P  may m o d i fy 
s a l i v ary e l e c t r o l y t e  c omp o s i t i o n  ( D e nn i s s  an d Y o u n g , 1 9 7 8 ) 
a n d  m e d i a t e  t h e  a t rop i n e  re s i s t a n t  v a s o d i l a t i o n  ( B l o o m a n d  
E dwar d s , 1 9 8 0 ; L u n d b e rg , A g g a rd , F a h r e nkrug , H o k f e l t  a n d  

M ut t , 1 9 8 0 ; U d dman , F a h r e n k r u g , M a l m , Alume t s , H a k a n s o n  
a n d  S un d l e r , 1 9 8 0 ) .  T h e  l a t t e r  r o l e  for V I P  i s  s up p o r t e d  

b y  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  mark e d  r i s e s  o f  V I P  l e v e l s  a s s ay e d  i n  
t h e  v e n o u s  e f f l u e n t  from t h e  c a t  m a n d i b u l a r g l a n d  d ur i n g  
s t imu l a t i o n  o f  t h e  c h o r d a  l i n g u a l  n e r v e  b o t h  i n  t h e  p r e s e n c e  

a n d  a b s e n c e  o f  a t r o p i n e . T h e  m a rk e d  v a s o d i l a t i o n  i n d u c e d  by 
i nt ra - a rt e r i a l  i n f u s i o n o f  V I P  i s  a l s o  atrop i n e  re s i s t an t  
( Lu n d b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  K i d d  a n d  G a r r e t t  ( 1 9 7 9 ) h a v e  
s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  · l a r g e  d e n s e - c o r e d  ( e a .  1 0 0  nm d i am e t e r ) 
v e s i c l e s  o b s e r v e d i n  s ome  n e r v e  f i b r e s  i n  t h e e a t ' s  ma n d i b -
u l ar g l a n d  may b e  s i t e s  o f  p e p t i d e  s t o r a g e . R e c e n t ly , 
m o r p h o l o g i c a l  a n a ly s i s  u s i n g  a c om b i n a t i on o f  i n d i re c t  
i mmuno f l u o r e s c e n c e  a n d  A C h E  s t a i n i rig  t e c hn i q u e s  h a v e  s u g g e s t e d  
t h e  p r e s e n c e  o f  V I P  i n  p o s t g an g l i o n i c  ch o l i n e r g i c  n e ur on e s 

( Lu n d b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  

4 .  Sympa t h e t i c  S t imu l a t i o n  

Un d e r  m o s t  c i r c ums t an c e s  s y mp a t h e t i c  n e rve  s t i m u l a t i o n  
e l i c i t s  va s o c o n s t r i c t i o n  i n  t h e  s h e e p , as  i n  t h e  d o g  an d t he 
c a t  ( Kay , 1 9 5 8 b ;  B u r g e n  a n d  E mme l i n , 1 9 6 1 ; Emme l i n , 1 9 6 7 ) .  
S t i mul a t i o n o f  t h e  symp a t h e t i c  n e r v e  a l o n e  i s  r e p o r t e d  t o  
c a u s e  a s ma l l  i n c r e a s e  i n  t h e  v o l u m e  o f  s e cr e t i o n  from t h e  
s h e e p  ma n d i b u l ar g l a n d  - t h i s  s e c r e t i on b e i n g v i s c o u s  a n d  
c l o u dy i n  app� a r a n c e , w i t h  h i gh m u c o p ro t e i n c o n t e n t  

( P h i l l i p s o n a n d  M an g an 1 1 9 5 9 ) .  

P a t t e r s o n 9 n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 ) ,  i n  an e xami n a t i o n  o f  t h e  
e ff e c t s  o f  s y mp a t h e t i c  s t i mu l a t i o n o n  b a c k g roun d f l o w s  o f  



2 5  

m a n d i b u l a r  s a l i v a  e vo k e d  by i n t r a v e n o u s  i n fu s i o n  o f  p i l o c arp ­
i n e  i n  a n a e s t h e t i z e d  o r  t o t a l ly p i t h e d  o r  d e c e r e b r a t e d  
a n im a l s , f o u n d  t h a t  s t i mu l a t i on e i t h e r  vi a t h e  c e rv i c a l  

s y mp a t h e t i c  t r unk o r  b y  i n j e c t i o n  o f  i s opre n a l i n e  ( 1 - 2 � g  k g - 1 , 
i v ) p r o d u c e d  i n c r e a s e s  i n  f l ow a n d  a l s o  t h e  p r o t e i n a n d  

g l y c dp r o t e i n c on t e n t  ( m e a s ur e d  f r o m  t h e  fr e e  a n d  b o u n d  
n e ur a m i n i c  a c i d  c o n t e n t ) .  F o l l ow i n g  s ymp a t h e t i c  n e rv e  
s t i m u l a t i o n , t h e  s a l i va c h a n g e d  f r o m  a c l e a r v i s c i d  s e c r e t i o n  
t o  a s t r i n gy op a l e s c e n t  o n e . A l l  o f  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  

- 1  b l o c k e d  b y  p r o p r a n o l o l  ( 3 0 0  � g  k g  , i v ) .  P a t t e r s o n  a n d  
T i t c h e n ( 1 9 7 7 ) p r o p o s e d  t h a t  t h e s h e e p man d i b u l ar g l a n d  h a s  
a 8 - a d r e n e r g i c  i n n e r va t i o n c o n t r i b u t i n g  t o  i t s  s e c r e t i o n  o f  
p r o t e i n o r  g ly c op r o t e i n .  

G .  T H E  P R E S E N T  S T U D Y  

P r e v i o u s ly o n ly l i m i t e d  s t u d i e s  o n  t h e  f i n e  s t r u c t ur e  o f  
t h e  s h e e p  man d i b u l a r  g l a n d  ( Y o u n g  a n d  van L e n n e p , 1 9 7 8 ) ,  and  
i t s  s e c r e t i on d ur i n g n e r v e  s t i m u l a t i o n  ( Ph i l l i p s on and  M a n g a n , 
1 9 5 9 ) a n d  fe e d i n g  ( Kay , 1 9 6 0 ) h a v e  b e e n un d e r t a k e n .  T h e s e  
are  i n c omp l e t e  a n d  r a t h e r  fragme n t a r y . 

S e v e r a l  s p e c i a l  a t t r i b u t e s  o f  t h e  s h e e p  a n d  i t s  m a n d i b u ­

l a r  g l a n d  f o rm e d  t h e  b a s i s  f o r  t h e  p r e s e n t  s t u dy o f  s e c r e t o ry 
p r o c e s s e s . F i r s t , un d e r  n a t ur a l  c on d i t i o n s  t h e  g l a n d  s e c r e t e s 
r e l a t i v e ly l ar g e  v o l um e s  o f  a s a l i v a  t h a t  i s  i m p o r t a n t  i n  
l ubr i c a t i n g  t h e  an i m a l s '  f i b r o u s  d i e t  a n d  b e c a u s e  t h i s  d i e t  
i s  b u l k y  a n d  o f  l ow n u t r i t i o n a l  q u a l i ty t h e  g l a n d  i s  
n orma l l y  a c t i ve o v e r  a f e e d i n g  p e r i o d o f  s e ve r a l  h o u r s . 

T h i s  r e l a t i ve ly l on g  t i m e - s p a n  p r o v i d e s  t h e  o p p or t un i t y  t o  
o b s e r v e  e i t h e r  g ro s s  o r  g r a d e d  c h an g e s  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  
n a t u r a l  s t imu l i  i n vo l v e d  i n  e a t i n g . S e c o n d ly , i t  c a n b e  
arg u e d  t h a t  t h e  s h e e p m a n d i b u l a r  g l and i s  a p a r t i c u l a r l y  
s u i t ab l e  s a l i va ry g l a n d  f o r  an i n v e s t i ga t i o n  o f  r e l a t i o n s h i p s  
b e t w e e n  p hy s i o l o g i c a l  e ve n t s a n d  m o rph o l o g i c a l  c h an g e s 
b e c a u s e  i t s  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  s e c r et ory c e l l s  o f f e r s  t h e  
p r o s p e c t  o f  ob s e rv i n g , i n  t h e  o n e  g l an d � c h a n g e s i n  b o t h  
mu c o u s  an d s e r o m u c o u s  c e l l  t y p e s . S i n c e  s h e e p are  e a s i ly 
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t r a i n e d  f o r  l a b o r a t o ry l i f e  t h e r e s u l t s o f  s u c h  c h r o n i c  
s t u d i e s  c an b e  r e f e r r e d  b a c k t o  t h o s e  p r o d u c e d  un d e r  a c u t e  

c on d i t i o n s  w h e re g r e a t e r  a n a ly s i s  o f  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  
t h e  s e c r e t o ry r e s p o n s e , n e r v e  s t imu l a t i o n , a n d  m o rp h o l o g i c a l  

c h an g e s i s  p o s s i b l e . 
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CHAPTER II 

MATERIALS & METH ODS 

T h e  e xp e r i m e n t s  t o  b e  d e s c r i b e d  e x amin e d  t h e  s t r u c t ur e  
o f  m an d i b u l a r  g l a n d s  f r o m  a n i ma l s  w h o s e  fo o d  h a d  b e e n  w i t h ­
h e l d  f o r  2 0 - 2 4 h o u r s  ( t h e  g l an d s  a r e  h e r e a ft e r  r e f e r r e d t o  

a s  r e s t i n g  g l a n d s ) a n d  f r o m  an i m a l s w h o s e  ma n d i b u l ar g l a n d s  
w e r e  s t i m u l a t e d  t o  s e c r e t e  e i t h e r  n a t ur a l l y  o r  a r t i f i c i a l ly . 
I n  a d d i t i o n , a d e t a i l e d  e x a m i n a t i o n  w a s  un d e r t a k e n  o f  t h e  
f l o w  o f  m a n d i b u l a r  s a l i va a n d  i t s  p r o t e i n c o n t e n t . O b s e r v -
at i o n s w e r e  t h e r e f o r e  m a d e  u n d e r  t hr e e  g e n e r a l  c o n d i t i on s : 

( i )  O n  t i s s u e s  f r o m  s h e e p  t h a t  h a d  n o t  b e en f e d  f o r  
2 0 - 2 4 h o ur s . T h i s  i n c l u d e d  o b s e rvat i o n s  o n  t h e  c o n t r a l a t e r a l  
r e s t i n g  g l a n d s  f r o m  s h e e p  u s e d  i n  n e r v e  s t i m u l a t i o n  

e xp e r i me n t s i n  ( i i )  b e l o w . 

( i i ) I h  a c u t e  e xp e r i m e n t s  o n  a n a e s t h e t i z e d  s h e e p  wh e n  
s e cr e t i o n  w a s  s t i m u l a t e d  by  e i t h e r  d i r e c t  s t i m u l a t i on o f  
a u t o n o m i c  n e r v e s o r  p h ar ma c o l o g i c a l a g e n t s t h at  m i m i c  t h e  

. a c t i on o f  a u t o n om i c  t ra n s m i t t e r s . 

( i i i ) I n  c h r o n i c  e xp e r i m e n t s in wh i c h  t h e  s t i m u l u s  f o r  
s e c r e t i on w a s  t h e  n a t ur a l  o n e  a f f o r d e d  by e a t i n g . I n  t h i s  
c i r c um s t an c e  d i f f e r e n t  g r o up s o f  an ima l s  w e r e  u s e d  f o r . t h e  
p hy s i o l o g i c a l  a n d  m o rp h o l o g i c a l  s t u d i e s .  

A .  A C U T E  E X P E R I M E N T S  O N  A N A E S T H E T I Z E D  S H E E P  

1 .  A n i m a l s , D i e t  an d H o u s i n g  

F o r t y - f i v e  c r o s s b r e d  R o m n e y  e w e s  a n d  w e t h e r s  w e i gh i ng 

1 5 - 4 9  k g  w e r e  u s e d . T h e y  w e r e  h o u s e d  i n d o o r s  a n d  f e d  an 
u n r e s t r i c t e d  d i e t  o f  l u c e r n e  c h a f f  unt i l  2 0 - 2 4  h o ur s  b e f o r e  

e xp e r im e n t s . Wat e r  w a s  a v a i l a b l e  a d  l i b i t u m . 



2 .  A n a e s t h e s i a a n d  D i s s e c t i o n  

a .  An a e s t h e s i a 
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S o d i um p e n t o b a rb i t o n e  s o l u t i o n  ( ' An a t h a l ' ,  V . R .  L a b o r ­

a t o r i e s  L t d . ,  N . S . W . ) w a s  i n j e c t e d  i n t o  a j ug u l ar v e i n  i n  

a do s e  o f  2 5 - 3 0 mg k g - 1  
b o d y  w e i ght for indu c t i o n  o f  

a n a e s t h e s i a . I n  s ome  e xp e r i m e n t s  an a e s t h e s i a  w a s  m a i n t a i n e d  

w i t h  s up p l e m e n t ary i n j e c t i o rn  o f  6 0 - 1 8 0  mg  s o d i um p e n t o b a r b ­

i t o n e  vi a a v e n o u s  c a n n u l a , w h i l e  i n  o t h e r s  a s o l u t i o n 

o f  1 %  c h l o r a l o s e  ( F .  M e r c k  C . G . , G e r many ) i n  n o r m a l  s a l i n e  
0 - 1  at  7 0  C ,  w a s  g i v e n  in s t e a d  t o  a t o t a l  d o s e  o f  7 0  m g  k g  

• 
b o dy w e i g h t . 

I n  a l l  a n a e s t h e t i z e d  a n i m a l s  a c l e a r a i r w a y  w a s  m a i n t a i n -

e d  by i n s e r t i on o f  a g l a s s  t r a c h e a l  c annu l a . Th i s  c a nn u l a  

wa s a l s o  u s e d  t o  f a c i l i t a t e  a r t i f i c i a l  r e s p i r a t i o n  ( w i t h  a 

P a lmer  r e s p i ra t ory p u mp ) w h e n  r e g u l a r  b r e a t h i n g  c e a s e d . 

b .  Can n u l a t i o n  o f  Bot h M a n d i b u l a r  D u c t s 

A m i d v e n t r a l  s k i n  i n c i s i o n , a b o u t  8 - 1 0 c m  l on g , wa s 

m a d e  b en e a t h  t h e  j aw a n d  d e e p e n e d  b e t w e e n  t h e  my l ohy o i d  

mus c l e s  t o  e xp o s e  t h e  man d i b u l ar s a l i v ary d u c t s s i t ua t e d  

b e t w e e n  t h e  my l o hy o i d  an d s t y l o g l o s s a l  mu s c l e s  i n  c l o s e  

a s s o c i a t i o n w i t h t h e  l i n g u a l  n e r v e . On e a c h s i d e  t h e  d u c t  

w a s  d i s s e c t e d  f r e e  o f  s ur r o u n d i n g  t i s s � e s
.
r o s t r a l  t o  t h e  

l i n g u a l  n e r v e  f o r  1 0 - 2 0  mm , t i e d  w i t h a l i g a t u r e  o ra l ly a n d  

a V - s h a p e d  i n c i s i on m a d e  i n t o  i t s  w a l l  c l o s e  t o  t h e  l i ga t ure . 

A c a n n u l a  o f  v i n y l  t ub i n g  ( e i t h e r  I D  0 . 5 8  mm , O D  0 . 9 6 mm ; 

o r  I D  0 . 9 7 m m , O D  1 . 2 7 mm ; D u r a l  P l a s t i c s  & En g i n e e r i n g  

Pty . , Lt d . , Dur a l , N . S . W . ) w a s  i n s e rt e d  a b o ut 1 0  mm i n t o  

t h e  d u c t , t ow a r d s  t h e  g l a n d . T h e  fr e e  e n d  o f  t h e  c an n u l a  

w a s  c o n n e c t e d  t o  a p h o t o - e l e c t r i c  d r o p  c ou n t e r . 

t ak e n  n o t  t o  damage  t h e  l i n g u a l  n e r v e . 

C a r e  wa s 



c .  E xpo s ur e  o f  A u t o n om i c  N e r v e s 

( i )  C h o r d a  L i ngu a l  N e r v e  

A t  t h e  t im e  o f  c an n u l a t i on o f  t h e  m a n d i b u l a r  d u c t , 

t h e  l i n g u a l  n e rv e  w a s  e xp o s e d  b e t we e n  t h e  my l o hy o i d  a n d  

s t y l o hy o i d  mu s c l e s . T h e  man d i b u l ar d u c t  u s u a l ly c r o s s e d  
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un d e r  t h e  l i n g u a l  n e r v e  at  t h e  p o s i t ion  wh e r e  t h e  n e r v e  

d i v i d e d  i n t o  s up e r f i c i a l  a n d  d e e p  b r a n c h e s . T h e  c h o r d a  

l i n g ua l n e r v e  a p p e a r e d  a s  a f i n e  b r a n c h  runn i n g  from t h e  

l i n g u a l  n e r v e  t o  i n n e r v a t e  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d : i t s  i d e n t i t y  

w a s  c o n f i rm e d  wh e n  e l e c t r i c a l  s t i mu l a t i on r a p i d l y  p r o d u c e d  

a f l o w  o f  c l e a r  s a l i v a  from t h e  m an d i b u l ar c a n n u l a . 

( i i )  C e rv i c a l  Sympa t h e t i c  Trunk  

D i s s e c t i o n  u n c o v e r e d  t h e  i p s i l a t e r a l  v a g u s  n e r v e , 

c e rv i c a l  s y m p a t h e t i c  t r unk  an d c ommon c a ro t i d  a rt e ry . T h e  

c e r v i c a l  s y mp a t h e t i c  t runk  c o u l d  u s u a l ly b e  i d e n t i f i e d  a s  a 

t runk  c l e a r ly s e p ar a t e d  from t h e  v a g u s  n e r v e  wh en  e xp o s e d  

c l o s e  t o  t h e  t h o r a c i c  i n l e t . I t  w a s  i s o l a t e d  o v e r  a b o u t  

2 0  mm a n d  c ut a n d  i t s  i de n t i t y  w a s  c on f i r m e d  by o b s e r v i n g  

t h e  i p s i l a t e r a l  p a l p e b r a l  m a r g i n  d ur i n g  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t ion  

o f  i t s  p e r i p h e ra l e n d . E f f e c t i v e  sympat h e t i c  s t i mu l a t i o n  

c a u s e d  w i d e n i n g  o f  t h e  p a l p e b r a l  marg in . I n  s o m e  e x p e r i ment s 

t h e  c o mp o un d  a c t i o n  p o t e n t i a l  i n  t h e  · c e rv i c a l  symp a t h e t i c  

t runk  w a s  r e co r d e d  p e r i p h e r a l l y  t o  t h e  s t i mu l a t i n g  e l e c t r o d e s . 

I n  t h r e e a c u t e  e xp e r i m e n t s , t h e  c e rv i c a l  s y m p at h e t i c  t ru n k  

w a s  l e ft i n t a c t  an d t h e  c r an i a l  c e rv i c a l  g a n g l i o n  e x t i rp a t e d  

i n s t e a d . 

3 .  Re c o r d i ng T e c hn ique s , Appa r a t u s  a n d  E s t imat i o n s  

a .  A r t e r i a l  B l o o d  Pr e s s ur e  

A r t e r i a l  b l o o d  p re s s ur e  r e c o r d i n g  wa s vi a a p o l y e t hy l en e  

c a nnu l a  ( e a .  O D  2 . 0  mm , I D  1 . 8  mm ; Dura l P l a s t ic s  a n d  

E n g in e e r i n g  Pt y . , Lt d . ) i n s e rt e d  i n t o  a f e m o r a l  a r t e ry a n d  

c o n n e c t e d  t o  a p r e s s u r e  t r a n s d u c e r  ( S t at h am Lab o r a t o r i e s 

I n c . , U . S . A . ) in  c on j u n c t i o n  w i t h  a h e a t  s t y l u s  c h a rt r e c o r d e r  

( De v i c e s  Lt d . , W e l wyn G a r d e n  C i t y , En g l a n d ) .  



b .  S a l i v ary F l ow R e c o r d i ng a n d  C o l l e c t i on o f  S a l i va 

3 0  

I n  a c u t e e xp e r i ment s m a n d i b u l a r  s a l i v a ry f l o w  w a s  

r e co r d e d a s  t h e  n um b e r  o f  d r o p s  i n  e a c h  3 0  s e c o n d i n t e rv a l , 

u s i n g  a p h o t o  e l e c t r i c  drop  c o un t e r , a n  imp u l s e  i n t e gr a t o r  

( N e uro l o g , D i g i t i m e r , We lwyn G a r d e n  C i t y , E n g l a n d ) a n d  t h e  

h e a t  s t y l u s  c h a r t  r e c or d e r , e x c e p t  f o r  a f e w  e a r ly e xp e r im en t s  

w h e n  s a l i vary  f l o w  w a s  r e c or d e d  o n  t h e  smo k e d  d r u m  o f  a 

kymo g r a p h  ( C . F .  P a l m e r  Lt d . ,  E n g l a n d ) .  The  s a l i v a  w a s  

c o l l e c t e d  i n t o g r a duat e d  t ub e s  h e l d  i n  a r e s e r v o i r  o f  i c e d  
0 

wat e r , a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 c .  

c .  N e r v e  S t i mu l a t i o n • 

S t i mu l a t i o n  o f  t h e  c e r v i c a l  s y m p a t h e t i c  t r u n k  a n d  t h e  i n t a c t 

c h o r d a  l i n g u a l  n e rve  w a s  p e r f o r m e d  i n  a p o o l  o f  p a r a f f i n  o i l  

( Na t i o n a l  D a i r y  A s s o c i at i o n N . Z .  Lt d . , P a lm e r s t o n N o r t h )  

us i n g  b i p o l a r  e l e c t ro d e s  ( c h l o r i d e d  s i lv e r ) a n d  a s t i mu l a t o r  

( Typ e 5 1 1 2 ,  M o d e l  1 0 4 A , Am e r i c a n  E l e c t ron i c  L a b o ra t or i e s  I n c . , 

U . S . A . ) s up p l i e d  w i th s t i m u l u s  i s o l at ion un i t . T h e  a p p l i e d  

vo l t a g e  w a s  m o n i t o r e d  o n  a n  o s c i l l o s c ope ( T e k t r o n i x  I n c . , 

U . S . A . ) i n  c i r c u i t  w i t h t h e  e l e c t r o d e s . The  s t i m u l a t i o n  

fre q u e n cy w a s  u s u a l ly w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  5 - 1 0  H z , t h e  p u l s e  

dura t i o n 0 . 2 m s e c , a n d  t h e  v o l t a g e  s uprama x im a l  { 3 - 6 V ) .  

d .  E s t i ma t i on o f  S a l i vary P r ot e i n 

T h e  c o n c e n t r a t i on o f  t ot a l  p r o t e in in  m an d i bu l a r  s a l i v a  

w a s  d e t e rm i n e d  by us i n g  a c o p p e r - c o n t a i n i n g  r e a g e n t  i n  t h e  

mo d i f i e d  B i u r e t  m e t ho d  o f  K o c h  a n d  Putnam ( 1 9 7 1 ) .  T h i s  m e t h o d  

i s  b a s e d  on t h e  a b s orpt i o n  o f  t h e  c opp e r - p e p t i d e  c o m p l e x  a t  

a w a v e  l e n g t h  3 3 0  nm . I t  c an b e  a p p l i e d  o v e r  a r a n g e  o f  

0 . 2 5 - 7 . 0 0 m g  m l
- 1  

p ro t e i n . T h e  a b s orb a n c e  o f  c op p e r - p e p t i d e  

comp l e x  w a s  r e a d  in  4 m l  s i l i c a c e l l s  ( UV g r a d e , B S  t y p e  1 A ) 

at 3 3 0  n m  a n d  3 9 2  nm w i t h  e i t h e r  a G i l fo r d  s p e c t ro p h o t o m e t e r  

( B e c k m a n ) o r  a S P 5 0 0 - 2 S p e c t r o p h o t omet e r  ( Py e , Un i c a m  Lt d . , 

Cambr i d g e ) .  A r e a g e n t  b l a n k  w a s  p re p a r e d  f r o m  1 . 0  m l  

d i s t i l l e d  w a t e r  an d 4 . 0  m l  o f  t h e  cop p e r - c o n t a i n i n g  r e a ge n t . 

I n t e r f e r e n c e  from l i gh t  s c a t t e r i n g  due t o  t ur b i d i t y  w a s  

c o rr e c t e d  f o r  a s  r e comm e n d e d  b y  K o c h  a n d  Put n am ( 1 9 7 1 ) .  A 



• 
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s t an d a r d  c u r v e  ( or a r e g r e s s i on l in e ) w a s  p lo t t e d  b e t w e e n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t a n d a r d  p r o t e i n ( mg ml - 1 
b o v i n e  s e rum 

a l b um i n )  and t h e  c orre c t e d  v a l u e s  of  i t s  c o r r e s p on d i n g  

a b s o r b a n c e . S a l i vary p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  e xp r e s s e d  

i n  t e rm s  o f  e q u i v a l e nt  c o n c e n t ra t i on s  o f  b o v i n e  s e rum a l bu m i n  

( Fr a c t i o n  V ,  S i gm a  C h e m i c a l s  Co . ) .  W h e n  h i gh c o n c e n t ra t i on s  

o f  p r o t e i n  w e r e  e n coun t e r e d , s u ch a s  i n  symp at h e t i c a l ly 

e v o k e d  s a l i v a , t h e  s amp l e s  o f  s a l i v a  w e r e  d i l ut e d  w i t h  d i s t i l l e d  

wat e r . I n t e r f e r e n c e  d u e  t o  p re c i p i t a t ion  i n  s u c h s a l i v a  d i d  

n o t o c c ur s i n c e  t h e  s a l i v a  c l e a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s t r o n g l y  

a l k a l i n e  c op p e r - c o n t a i n i n g  r e a g e n t . To r e d u c e  t h e e r r or s , 

t h e e s t i m a t i o rn  o n  a l l  t h e s amp l e s  f r o m  a g i v e n  e xp e r i m e n t  

w e r e  a l w a y s  d on e  a t  t h e  e n d  o f  t h e e xp e r i m e n t  b u t  n o t  i n  

s e q u en t i a l  o r d e r . S amp l e s  w e r e  e s t i m at e d  i n  d up l i c at e .  

e .  A c ryl am i d e  G e l  E l e c t roph o r e s i s  

A p r e l i m i n a ry s t ud y  o f  t h e  p r o t e i n c o mp o n e n t s o f  m a n d i b ­

u l a r  s a l i v a  s e c r e t e d  d u r i n g  s t i mu l a t i o n  o f  t h e  a u t o n o m i c  n e r v e  

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

t h e  v e rt i c a l  f l a t  s h e e t  p o l y a c ry l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s y s t e m  o f  R e i d  a n d  B i e l e s k i  ( 1 9 6 8 ) .  The a p p a r a t u s  p ro v i d e d  

d i r e c t  e l e c t r i c a l  c on t a c t  w i t h  t h e  t o p a n d  b o t t om e d g e s o f  

t h e  g e l  t hr o u g h  t h e  b u f f e r  i n  t h e b u f f e r  t r o u gh s . Two p o l y ­

a c ryl a m i d e g e l s  w e r e  e m p l oy e d : ( i )  7 . 5 % p o l y a c ry l am i d e  g e l  

for s o l ub l e  s a l i v a ry p r o t e i n s , a n d  ( i i )  1 5 % p o ly a c r y l am i d e 

g e l  c o n t a i n i n g  1 . 0 % s o d i um d o d e c y l  s u l fa t e  ( S D S ) f o r  

in s o l u b l e  s a l i v ary p r ot e i n s . 

G e l  p r e p a r at i on a n d e l e c t ro p h ore s i s  p r o c e d u r e s :  

( i )  S o l ub l e  P r o t e i n s  ( 7 . 5 % p o ly a c ry l a m i d e  g e l ) 

T o  p r e p a r e  t h e  g e l ,  1 5  m l  o f  a 1 5 % a c ry l a m i d e  ( E a s t m an 

5 5 2 1 , K o d a k  C o . ,  New Y o r k ) s o l ut i on cont a i n in g  0 . 3 % B i s  

( N ,  N ' - m e t hy l e n e  b i s - a c ry l a m i d e , E a s t man 8 3 8 3 )  ( w : v )  wa s 

m i x e d  w i t h  1 2  m l  o f  1 . 0  M Tr i s / g ly c i n e ( S i gma C h e m i c a l s  

C o . )  b u f f e r  a n d 3 m l  d i s t i l l e d  w a t e r . T h e  s o l u t i o n  w a s  

d e g a s s e d  f o r  a b o u t  5 m i n u t e s  a n d  t h e n  0 . 3  m l  o f  a 1 0 %  T E M E D  

( N , N ,  N ' , N ' - t e t r ame t hy l e n e d i am i n e , E a s t m a n  8 1 7 8 )  s o l ut i on 
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a n d  0 . 3 m l  o f  1 0 % a mm o n i um p e r s u l fat e ( an a ly t i c a l  g r a d e  

r e a g e nt , B D H  C h e m i c a l s  Lt d . ) w e r e  a d d e d . I m m e d i a t e ly a f t e r  

t h e  a d d i t i o n  o f  t he s e  c a t a ly s t s  t h e  g e l  s o l u t i on w a s  p o u r e d  

i n t o  a ' P l e x i g l a s ' s l a b  a s s e mb ly  de s i gn e d  t o  p r o d u c e  a 

1 4 0 x 1 0 0 x 2  m m  g e l  s l ab . C a r e  w a s  t ak e n  t o  a v o i d  t h e  format i o n  

or e n t r a p m e n t  o f �a i r  b u b b l e s  w i t h i n  t h e  g e l  c h am b e r . A m ou l d  

o f  1 0  o r  2 0  s l o t s  w a s  q u i c k ly i n s e r t e d  i n t o  t h e  t o p e d g e  o f  

t h e  g e l  s o l u t i on . Th i s  w a s  k e p t  i n  a n  up r i gh t  p o s i t i o n  a n d  

a t  l e a s t  3 0  m i n  a l l o w e d  f o r  p o lyme r i z a t ion  t o  o c c ur . 

S a mp l e s  f o r  an a ly s i s  w e r e  p r e p a r e d  by a d d i n g  a s m a l l  

a m o u n t  o f  d e x t ro s e  ( 5 % )  a n d  br omop h e n o l  ( a s a t ra c k i ng  dye ) 

t o  t he s a l i v a . F i v e  t o  t e n  m i cro l i t re s  o f  s am p l e  w a s  l ay e re d 

w i t h  a m i c r o s yr i n g e  d i r e c t l y  i n t o  t h e b o t t o m  o f  e a c h b u f f e r ­

f i l l e d  w e l l  a t  t h e  t op e d g e  o f  t h e  g e l . E l e c t r op h o r e s i s w a s  

c a rr i e d  o u t  i n  0 . 1  M Tr i s / g ly c i n e  bu f f e r , p H  8 . 3 ,  f or a b o u t  

2 h o u r s . C ur r e n t  w a s  a p p l i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e f o l l ow i ng  

s c h e m e : 

( a )  p r e - run a t  1 2 . 5  mA  f o r.  3 0  m i n u t e s  b e f o r e  a p p l y i n g  

s am p l e s , 

( b )  r u n  at  1 2 . 5  mA  f o r  2 0  m i nu t e s  a ft e r  r e p l a c i n g  t h e  

b u f f e r  in  t h e  u p p e r  t r o u g h  a n d  l o a d i n g  t h e  s amp l e s , 

( c )  r u n  a t  2 4  mA f o r  up t o  1 . 5  h o u r s . 

A f t e r  e l e c t r o p h o re s i s , t h e  g e l  was  s t a i n e d  w i t h  a 0 . 2 5 %  

( w : v )  s o l ut i on o f  C o o ma s s i e  B r i l l i ant  B l u e  R 2 5 0  ( S i gma 

C h em i c a l s  C o . )  i n  a m e t h a no l : a c e t i c  a c i d : w a t e r  m i x t ur e , 

4 : 1 : 1  ( v : v : v ) ,  f or a b o u t  o n e  h o u r a t  room t e m p e r a t ur e  on a 

s h a k i n g  b a t h t o  d e m on s t r a t e  t h e  p r o t e i n c omp o n e n t s .  D e s t a in ­

i n g  ( e l i m i n a t ion  o f  t h e  b a c k g r ou n d  s t a in ) w a s  c a r r i e d  o u t  by 

e l e c t ro p h o r e s i s f o r  2 0 - 3 0  m i n ut e s  i n  a s o l u t i on c o nt a i n i n g  

m e t h a n o l : a c e t i c a c i d : w a t e r , 2 5 : 7 : 6 8 ( v : v : v ) . Any r e m a i n i n g  

e x c e s s  s t a i n  w a s  r e mov e d  by s h ak i n g  t he g e l  i n  t h e  s ame 

s o l u t i o n  o v e rn i g h t . 

( i i )  

' 

I n s o l ub l e  Pro ie i n s  ( 1 5 %  p o ly a c ry l a m i d e  g e l  

c o n t a i n i n g  1 . 0 % S D S ) .  

The  g e l  s l a b  w a s  p re p a r e d b y  a d d i n g  1 5  m l  o f  a 3 0 %  

a c r y l am i d e / 0 . 1 7 %  B i s  ( w : v )  s o l u t i o n t o  3 m l  o f  1 . 0  M Tr i s /  
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g ly c i n e  b u f f e r , a n d  1 1  m l  d i s t i l l e d  w a t er . A f t e r  d e a e r a t i n g  

for  1 0  m i n ut e s , 0 . 3  ml  o f  1 0 %  S D S  w a s  a d de d , f o l l o w e d  b y  

0 . 3 m l  o f  1 0 %  T E M E D  a n d  0 . 3  m l  o f  1 0 %  a mmo n i um p e r s u l fa t e .  

I n s o l ub l e  c o m p o n e n t s o f  s a l i v a  w e r e  o b t a i n e d  f o r  a n a lys i s  

by c e n t r i f ug a t i on . To  e l i m i n a t e  t h e  r e s i d u a l  s o l ub l e  p r o t e i n s 

t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  w a s h e d  i n  t w o  c h a n g e s  o f  p h o s p h a t e b u f f e r . 

I t  w a s  t h e n  p r e p ar e d  in  2 %  S D S  a n d  1 %  g ly c e r o l  a n d  a l l o w e d  t o  

d i s s o l v e  b y  b o i l i n g  a t  1 0 0
°

C f or t w o  m i nut e s . Bromo p h e n o l  

r e d  w a s  a d de d  a s  a t r a ck i n g  d y e . 

E l e c t r o p h o r e s i s , u s i n g  0 . 1  M Tr i s / g ly c i n e  b u f f e r  c o nt a i n ­

i n g  0 . 1 % S D S , p H  8 . 9 ,  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  5 0  V f o r  3 0  m i n u t e s  

a n d  t h e n  a t  1 5 0 V f or a b o ut 3 . 5  h o u r s . T h e  S D S  g e l  w a s  

p r e r un a t  1 5 0  V f o r  3 0  m i n  p r i o r  t o  a p p ly i n g  s a mp l e s  t o  

o b t a i n  a u n i form  c o n d i t i on , a s  t h e  c urrent  fe l l  from 3 0  m A  

t o  2 4  mA  b e f o r e  b e c om i ng c o n s t a n t . 

S t a i n i n g  o f  p r o t e i n s  i n  S D S  g e l  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  1 . 0 % 

Cooma s s i e  Br i l l i an t  B l ue  R 2 5 0  i n  m e t h anol : a c e t i c  a c i d : 

wa t e r , 5 : 1 : 5  ( v : v : v ) ,  f o r  0 . 5 - 1 . 0  h o u r  at r o o m  t e m p e r at ur e . 

A d e s t a i n i n g  s o l ut i on c on t a i n i n g  a h i gher c o n c e n t r a t i on o f  

m e t h a n o l  ( m e t h a n o l : a c e t i c  a c i d : wa t e r , 4 : 1 : 4 ;  v : v : v )  w a s  

u s e d  i n  o r d e r  t o  w a s h  o ut t h e  e x c e s s  S D S . G e l s  w e r e  s t or e d  

i n  a h o l d i n g  s o l u t i o n  o f  m e t h a n o l : a c e t i c  a c i d : wa t e r  

( 8 : 2 : 3 0 ,  v : v : v ) .  

4 . D r ug A d  m in  i st rat  i on 

A c a n n u l a  o f  p o l y e t hy l e n e  t ub i n g  w a s  i n s e r t e d  i n t o  e it h e r  

a l a t e r a l  s ap h e n o u s  o r  a f e mo r a l v e i n  for a dm i n i s t r a t i on o f  

drug s . T h e s e  d r u g s  w e r e  g i v e n  e i t h e r  as  a b o l u s  o r  b y  s t e a d y  

s l ow a dm i n i s t r at i on v i a  t h e  v e n o u s  c annu l a  u s i n g  a c o n s t ant  

i n fu s i on p u mp ( Ha r vard  Ap p a r a t u s  C o . , M a s s . ) . 

T h e  f o l l ow i n g  drugs  w e r e  u s e d : Atro p i n e  s ul p h a t e 

s o lu t i o n ·  ( N at i o n a l D a i ry A s s o c i a t ion  of  N . Z .  L t d . , W e l l i n gt o n ) ,  
- 1  

0 . 1  m g  k g  b o dy w e i ght ; c a rb a c h o l  s o lut i o n  ( M a y  a n d  B a k e r  

Lt d . , D a g e n h am , E n g l and ) ,  4 0  � g  k g
- 1

; i s o p r e n a l i n e  s u l p h a t e  
- 1  

( Bur r o u g h s  W e l l c ome  a n d  C o . ,  L t d ) ,  e i th e r  2 � g  k g  o r  0 . 3  

� g  k g
- 1  

m i n
- 1

; p h e n t o l am i n e  m e s y l at e BP s o l u t i o n  ( ' R o g i t i n e ' ,  
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C I B A  L a b o r a t o r i e s , S u s s e x ) ,  1 . 0  m g  k g - 1
; p i l o c ar p i n e  n i t r a t e 

- 1  - - 1  ( M a c f a r l an Sm i t h  Lt d . , E d i nb ur g h ) ,  5 . 8 - 7 . 4  � g  k g  m i n  ; a n d  

p r o p ra n o l o l  h y d r o c h l or i d e s o l ut ion  ( ' I n d e r a l ' ,  I mp e r i a l  

C h em i c a l  I n d u s t r i e s  L t d . , En g l a n d ) ,  1 . 0  mg k g
- 1

. 

5 .  I n v e s t iga t i o n  o f  t h e  Ce l l u l ar O r igi n s  o f  S a l i vary 

P r o t e i n s  S e cr e t e d  i n  Ma n d i b u l a r  S a l i va D u r i n g  Sympa t h e t i c  

S t i m u l a t i o n  

a .  P r epa ra t i o n  o f  An t ige n s  

T w o  t y p e s  o f  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  i n  r a bb i t s  b y  m u l t i p l e  

i n j e c t i o n o f  a n t i g e n s  I a n d  ! I  wh i c h w e r e  p r e p ar e d  a s  f o l l o w s : • 

( i )  Ant i gen  I 

A n t i g en  I c o n t a i n e d  t h e  ma j o r s o l ub l e  s a l i v a ry p r o t e i n s  

f ou nd  i n  symp a t h e t i c a l ly e vo k e d  s a l i va . T h e  p r o t e in s  w e r e  

i s o l a t e d  b y  u s i n g  7 . 5 % p o ly a cry l am i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s . 

Two h u n d r e d  m i c r o l i t r e s o f  s a l i v a  c o n t a i n i n g  s o l ub l e  p r o t e i n s  

w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  t o p  e dg e  o f  a g e l  s l a b  a n d  e l e c t r o p h o r -

e s i s  p e r fo rm e d  a s  p r e v i o u s ly d e s c r ib e d . F o l l ow i n g t h i s , 

t w o  n ar r o w  g e l  s t r i p s , e a ch  about  1 0 - 1 5  mm w i d e , w e r e  c u t  

from e a c h l a t e r a l  e d g e  o f  t h e  g e l  s l a b  a n d  s t a i n e d  w i t h  

0 . 0 6 %  C o o ma s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  G 2 5 0  ( S i g m a  C h e m i c a l s  C o . )  

i n  3 . 0 % p e r c h l o r i c  a c i d  s o l u t i o n  a t  r o om t e mp e r a t u r e  ( Re i s n e r , 

N e m e s a n d  B u c h o lt z ,  1 9 7 5 ) .  Th i s  s t e p  a l l o w e d  d e m o n s t r a t i on ,  

w i t h i n  1 0  m i n u t e s , o f  t h e  z o n e  c o n t a i n i n g  t h e  t wo ma j or 

p r o t e i n b a n d s  a n d  r e qu i r e d  n o  d e s t a i n i n g . T h e  c o rr e s p o n d i n g  

z o n e  o n  t h e  r e m a i n i n g  g e l  s l ab wa s t h e n c u t  o u t  a n d  t h e  

ant i g e n  p r e p a r e d  b y  g r i n d i n g  t h i s  w i t h 3 . 0  m l  s t e r i l e  n o rm a l  

s a l i n e  s o lut i on a n d  s ub s e q u e n t ly m i x i n g  w i t h  F r e u n d ' s  

a d j u v a n t . T h i s p r o v i d e d s u f f i c i e n t  p r e p a ra t i o n t o  i n j e c t  

i n t o  2 r a b b i t s .  

( i i )  A n t ige n  ! I  

An t i g e n  ! I  c o n t a i n e d  t h e  i n s o l ub l e  p r e c i p i t at e s  o f  

ma n d i b u l ar s a l i v a . S a l i v ary �r e c i p i t a t e s  o b t a i n e d  f r o m  

c e n t r i f ug a t i o n  o f  t ur b i d  s a l i va c o l l e c t e d  d u r i n g  s t im u l a t i o n  

o f  t h e  c e rv i c a l  s y mp a t h e t i c  n e r v e  ( e i t h e r  a l o n e  or  o n  a 

b a c k gr o u n d  o f  p i l o c a rp i n e  i n fu s i on ) w e r e  p o o l e d  a n d  w a s h e d  
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i n  0 . 1 M p h o s p h a t e b u f f e r  ( p H  7 . 2 )  a n d  t h en fre e z e d r i e d . 

Tw e n t y  m i l l i g r a m s  o f  p r e c i p i t a t e  w a s  r e d i s s o lv e d  i n  3 . 0  ml  

of  s t e r i l e  n o rm a l  s a l in e  s o l u t i o n  a n d  m i x e d  v i g or o u s ly w i t h  

a n  e qua l v o l u m e  o f  F r e un d ' s  a d j u v a n t . The  a n t i g e n  p r e p a rat -

i o n  w a s  u s e d  f o r  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i on i n t o 2 r a b b i t s .  

b .  P r o duc t i o n  o f  An t i s e r a  a n d  I s o l a t i on o f  Immunogl o b u l i n s  

An t i s e ra  w e r e  p r o d u c e d i n  r a b b i t s  a c c o r d i n g  t o  a 

c o n v e n t i o n a l  s c h e d u l e  ( H a r b o e  a n d  I n g i l d , 1 9 7 5 ) .  T h e  f i rs t  

i n j e c t i o n g i v e n  w a s  a n t i g e n  i n  c omp l e t e  F r e u n d ' s  a d j u v a n t  

a n d  t h i s  w a s  f o l l o w e d  by a dd i t i o n a l  i n j e c t i o n s  w i t h  i n c om p l ­

e t e  Fr e un d ' s  a d j u v a n t  o n  d a y s  1 4 ,  2 8  a n d  4 2 . B l e e d i n g  w a s · 

u s u a l l y  p e r f orme d f r om a n  e a r  v e i n  a n d  w a s  f i r s t  d o n e  o n  

d a y  S O . E v e ry s i xt h  w e e k  t h e r e a ft e r furt h e r  b l e e d i n g  w a s  

p e r f o rm e d  ( t h e  a n i ma l s  h a d  r e c e i v e d  a n  a n t i g e n  i n j e c t i o n  

8 - 1 0  d ay s  b e fo r e  e a c h b l e e d i n g ) .  A b o u t  3 5 - 4 0  m l  o f  b l o o d  

w a s  o b t a in e d  o n  e a c h  o c c a s i o n . F i n a l ly , b l o o d  w a s  d r a w n  by 

c a r d ia c  p un c t ur e  w i t h  t h e  a n im a l  und e r  ( t e rm i n a l )  e t h e r  

an a e s t h e s i a . 

S e r um w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c lo t t e d  wh o l e  b l o o d  b y  

c e n t r i fu g a t i o n  a t  2 , 0 0 0  g f o r  a b o ut 1 0  m i n u t e s  a n d  s t o r e d  
0 

at - 2 0  C .  S u c h  s e rum c a n  b e  f r o z e n  and  t haw e d  s e v e r a l  

t i m e s  w i t h o u t  d a m a g e  t o  t h e  a n t i b o d i e s  ( Wo r k  a n d  W ork , 1 9 7 0 ) .  

T h e  i mmun o g l ob u l i n s  from  r a b b i t  a n t i s e ra w e r e  i s o la t e d  

f o l l ow i n g  t h e  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  b y  Harb o e  a n d  I n g i l d  

( 1 9 7 5 ) o f  s a lt i n g  o u t  w i t h  amm on i um s u l f a t e  a n d  i o n  e x c h a nge  

c h r om a t o g r a p hy u s i n g  DEAE S e p h a d e x  A 50  e qu i l i b r a t e d  w i t h  

a c e t a t e  b u f f e r , p H  5 . 0 .  T h i s p r o c e dure r e c o v e r s  t h e  I g G 

a n d  I gA quant i t at i v e l y  b u t  I g M  i s  l o s t . 

T h e  ant i b o dy t i t r e  w a s  d e t e r m i n e d  by s i n g l e  ra d i a l  

immun o d i f f u s i o n  o n  a n  a g a r o s e  g e l  p l a t e  ( M a n c i n i , C a rb o n a r a  

a n d  H e r e man s , 1 9 6 5 ) .  T h e  s p e c i f i c i t y  o f  a n t i b o d y  wa s 

t e s t e d  u s i n g  d o u b l e  immu n o d i f fu s i on in  a g a r . 
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c .  I mmuno cyt o c h em i c a l  L o c a l i z at i on o f  Ant ige n s  i n  G l a n d  

S e c t i o n s  

T h e  r a b b i t  i mmun o g l ob u l i n s  r a i s e d  a g a in s t  i n s o l ub l e  

a n d  s o l u b l e  s a l i va ry p r o t e i n s  s e cr e t e d  in  s y mp a t h e t i c a l l y  

e vo k e d  s a l i v a  w e r e  a p p l i e d t o  p a ra f f i n  emb e d d e d  s e c t i o n s  

o f  m a n d i b u l ar g l a n d s  wh i c h h ad b e e n  f i x e d  i n  B o u i n ' s  

f i xa t i v e . S i t e s  o f  immun o r e a c t i v e p r e c i p i t at e s  w e r e  a s s e s s e d  

a t  l i g h t  m i c r o s c o p i c  l e v e l  u s i n g  a n  u n l ab e l l e d  p e ro x i d a s e  

a n t i / p e r o x i d a s e  ( P AP ) m e t h o d  ( a ft e r  T a y l o r , 1 9 7 8 ; St e rn b erger , 

1 9 7 9 ) .  Non - immun e s w i n e  s e rum wa s a p p l i e d  p r i o r  t o  t h e  

s p e c i f i c  ant i s e rum  a n d  a s  d i l u e n t t o  r e d u c e  b a ck g r o u n d  

s t a i n i n g  ( Bu rn s , 1 9 7 5 ) .  ( S t e p by s t e p  de t a i l s  o f  t h i s  • 

m e t h o d  a r e  p r e s e n t e d  i n  Ap p e n d i x  1 ) .  

C o n t ro l s e ct i o n s  w e r e  i n c l u d e d  in eve ry s t u dy . I n  t h e s e  

e i t h e r  r a b b i t  n o n - i m m un e i mmun o g l o b u l i n o r  T r i s / p h o s p h a t e 

b u f f e r  w a s  s u b s t i t ut e d  f o r  t h e p r i m a ry ant i s e r um . 

6 .  . T i s s u e Spe c i m e n s  

I n  t h e a c ut e  e xp er ime n t s  s p e c im e n s  o f  m a n d i bu l a r  g l an d s  

wer e t ak e n  for  m o rp h o l o g i c a l  s t u d i e s , a s  f o l l ow s : 

a .  N e r v e  St i m u l a t i o n  

( i )  C h o r d a  l i n gu a l  
" " 

n e r v e  
" 

( i i )  C e r v i c a l  symp a t h e t i c  

( i i i ) C e rv i c a l  symp a t h e t i c  

t ru n k  

t runk  

a ft e r  i n j e c t i o n  o f  p h e n t o l -

a m i n e  ( 0 .  1 k g  
- 1  

b o dy m g  

we i gh t , i v ) 

( i v )  C h o r d a  l i n g u a l  n e r v e  � 
i p s i l a t e r a l  c e rv i c a l  s ymp a t h �  

et  i c  t r unk  
" " " 

D u r a t i o n  o f  
S t i m u l at i o n  

2 h  

4 h  

2 h  

2 h  

2 h  

3 h  

N o . of  
S h e ep 

4 

1 

4 

1 

1 

1 

S p e c i m e n s  from  a l l  1 2  s h e e p  w e r e  p r e p a r e d  for  b o t h  l i g h t  

a n d  e l e c t r on m i c r o s c opy . T h e  c o nt r a l at e r a l  un s t im u l a t e d  

g l a n d  w a s  a lway s u s e d  a s  c o n t r o l . 



b .  P h armac o l ogi c a l  S t i m u l a t i on 

S h e ep No . 
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• )  

S P 1  & S P 2  S t i mu l a t i on o f  l e ft c h o rda l i n g u a l  n e r v e  for 

3 h , d u r i n g  t h e  l a s t  2h  ( S P 1 ) or 2 . 5 h ( S P 2 ) 

i s op r e n a l i n e  ( 0 . 3  � g  k g - 1  b o d y  w e i g ht m i n - 1
, 

i v ) wa s i n f u s e d . 

S P 3  & S P 4  
- 1  

I n f u s i o n  o f  p i l o c ar p i n e  ( 5 . 8 - 7 . 4  � g  k g  
. - 1  b o dy w e i ght  m 1 n  i v ) for 2h  ( S P 3 ) a n d  

S h  ( S P 4 ) . I n  e a c h  c a s e , t h e  l e f t  c e r v i c a l  

s ym p a t h e t i c  t r unk  �a s • st imu l a t e d  f o r  t h e  

l a s t  2 h . 

S p e c i m e n s  f r o m  a l l  4 s h e e p  w e r e  p r e p a r e d  for  l i g ht 

m i c r o s c op i c  e x am i n at ion  an d s p e c i m e n s  from S P 1  a n d  

SP 3 w e r e  a l s o  p r e p a r e d  for e l e c t r on m i c r o s c o py . 

B .  C H RO N I C E XP E R I ME N T S  ON C O N S C I O U S  SHE E P  

1 .  An ima l s , D i e t a n d  H o u s i n g  

Tw en t y - t wo c r o s s b r e d  Romn e y  e w e s  a n d  w e t h er s , w e i g h i n g  

2 6 - 4 8  k g  w er e  u s e d . T h e y  w e r e  h o u s e d  in i n d i v i d u a l  m e t a b o l i s m 

c r a t e s  a n d  l o o s e ly r e s t r a in e d  w i t h  h e a d s t o c k s . Lu c e r n e  

c h a f f  ( ab o ut 1 0 0 0  g )  w a s  gi ven  a t  9 : 3 0 a . m .  d a i ly a n d  t h e  

r e s i du e  remo v e d  4 h o u r s  lat er . T h e  a mou n t s  o f  f o o d  e a t e n 

a ft e r  1h , 2 h , a n d  4h  o f  f e e d i ng w e r e e s t i m at e d . Wat e r  a n d  

a b l o c k  o f  s a l t  l i c k w e r e  u s u a l ly p r o v i d e d  a d  l w i t u m . 

S urg i c a l  c a n n u l a t i o n o f  t h e  l e f t  m a n d ibu l a r  d u c t  i n  s e v e n  

o f  t h e s e  s h e e p  w a s  p er f o rm e d  a ft e r  t h ey h ad b e e n  h ou s e d  f or 

a t  l e a s t  t w o  w e e k s  s o  t h at t h e y  w e r e w e l l  a c c u s t om e d  t o  a 

r e g u l a r  fe e d i n g  r e g i m e  a n d  a n i m a l  h o u s e  p r o c e d ure s b e fo r e  

e xp e r im e n t a l  o b s e r va t i on s  b e g a n . T o  m i n i m i z e  u n n e c e s s a ry  

e n v i ronme n t a l  i n f l u e n c e s , a c c e s s  t o  t h e a n ima l r o om w a s  

re s t r i c t e d a t  a l l  t im e s . Exp e r i m e n t a l  o b s e rvat ion s w e r e  

b e g un a t  1 0 - 1 4  d a y s  a f t er t h e s u r g e ry . 



2 .  E xpe r i m e n t a l  P r o c e d u r e s 

T h e  t w o  a s p e c t s  o f  t h e  f e e d in g  e x p e r i m e n t s  w e r e  

s t u d i e d  i n  s e p a ra t e  g r oup s o f  s h e ep . 

a .  M o rph o l ogi c a l  Pr o c e d ur e s  
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S p e c i m e n s  o f  m a n d i b u l a r  g l an d s  w e r e  t a k e n  from  1 5  s h e e p 

un d e r t h e  f o l l o w i n g  c o n d i t i on s : 

N o  o f  Sh e ep 

( i )  B e f o r e  f e e d in g  ( a f t e r  t h e  f o o d  h a d  

b e e n  w i t h h e l d  f o r  2 0 h ) . T h i s  w a s  

t ak e n  a s  t h e  r e s t i n g  � o n d i t ion . 

( i i )  A f t e r  e a t i n g  f o r  1 h . 

( i i i ) A ft e r e a t i n g  f o r  4 h . 

( i v )  O n e  h o ur p o s t p r a n d i a l ly 

( v )  T w o  h o u r s  p o s t p r a n d i a l ly 

( v i ) A f t e r e a t i n g  f o r  1 h  w i t h  a p r i o r  i n ­

j e c t i on o f  p r o p r a n o l o l  ( 1 . 2  mg k g
- 1  

b o dy w e i g ht ) vi a a j u g u l a r  v e i n  

( 2  s h e e p ) ;  a t h i � d  s h e e p , u s e d  a s  

c o n t r o l , w a s  g i v e n  s t e r i l e  norm a l  s a l i n e  

s o l u t i on ( 1 . 2  m l  k g
- 1  

b o dy we i g h t ) 

i n s t e a d . 

b .  P hys i o l ogi c a l  S t u d i e s  

2 

3 

3 

2 

2 

3 

O b s e r v a t i o n s  on m an d i b u l ar s a l i vary f l o w  a n d  s a l i va ry 

pr o t e i n  c o n c en t ra t i o ns  d u r i n g  f e e d in g  a n d  b e t w e e n  f e e d s  

w e r e  m a d e  i n  s e v e n c on s c i o u s  s h e e p . E a c h  a n i m a l  h a d  t h e  

l e f t  m a n d i b u l a r  d u c t  c h r o n i c a l ly c a n n u l at e d  a n d  t h e  c a n n u l a  

e xt e r i o r i z e d  o n  t h e  d o r s a l  a s p e c t  o f  t h e  n e c k . 
0 t emp e r a t u r e  i n  t h e  a n i m a l  r o om w a s  8 - 1 5  C .  

T h e  a mb i e n t  

I n  1 8  e xp e r i m e n t s  on f o ur  a n i m a l s  t h e  e f f e c t  o f  t e a s i n g  

w i t h  f o o d w a s s t u d i e d . T h e  t e a s i n g  p r o c e du r e  i n v o l v e d  

f� e d i n g  t w o  s h e e p  i n  t h e a n im a l  r o om a t  t h e  u s ua l  f e e d i n g  

t im e  wh i l e  t h e  o t h er t wo s h e e p w er e  d e n i e d b o t h  f o o d  a n d  

w a t e r  and , i n s t e a d , t e a s e d  w i t h  f o o d  for  s o m e  m i n u t e s . 



3 .  An a e s t h e s i a a n d  S u rge ry 

a .  P r epa r a t i o n  f o r  Ana e s t h e s i a  a n d  An a e s t h e s i a 
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Twe n t y - f o u r  h o ur s  b e f o r e  s ur g i c a l  p ro c e d u r e s , f o o d , 

b u t  n o t  w a t e r ,  w a s  w i t h drawn . A l l  s urg i c a l  p r o c e d ur e s  

w e r e  p er fo r m e d  w i t h  a s e p t i c  p r e c a u t i on s . A n a e s t h es i a  w a s  

i n d u c e d  w i t h  a s h o r t  a c t i n g  s t er o i d  a n a e s t h e s i a ( ' S a f fa n  

C T  3 4 1 1 , G l a xo La b o ra t o r i e s  Lt d . , En g l an d ) i n j e ct e d  i n t o  

a j ug u l a r  v e i n  i n  a d o s a g e  o f  1 2 - 1 8  m g  k g
- 1  

A c u f f e d 

e n d o t ra c h e a l  t u b e  w a s  i n s e r t e d  wh i l e  t h e  an i m a l  wa s i n  

t h e  s i t t i n g  p o s i t i o n , u s i n g  . a l a ry n g o s c o p e  t o  d e pr e s s  

t h e  t on g u e  a n d  � xp o s e  a n d  i l lum i n a t e  t h e a d i t u s  l aryn g e u s . 

W i t h  t h e  a n i m a l s u p i n e  t h e  e n d o t ra c h e a l  t ub e  w a s  c onn e c t e d  

t o  a n  a n a e s t h e t i c  a p p a r a t u s  ( ' Ha l o x ' e va p o r i z e r , B r i t i s h  

Oxy g e n  C o . ,  L t d . , Lond o n ) w h i c h  d e l i v e r e d  a h a l ot han e ( B . P . ) /  

o xy g e n  m i xt u r e . T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  vap or i z e d  h a l o t h an e 

wa s a d j u s t e d  t o  m a i n t a i n  s u r g i c a l  a n a e s t h e s i a , and  w a s  

u s u a l ly 1 . 0 - 2 . 5 % .  

b .  Surge ry : C a n n ul a t i o n  o f  t h e  M a n d ib u l ar D u c t  

T h e  l e ft m an d i bu l ar d u c t  w a s  c an n u l a t e d  a t  t h e  s a m e  

s i t e  a s  d e s c r ib e d  f o r  a c u t e  e xp e r i m e n t s ,  a n d  t h e  c a nn u l a  w a s  

a n c h o r e d  i n  p o s i t i o n w i t h  0 0 - s i lk ( E t h i c o n  L t d . , S y d n e y ) .  

From t he p o i n t  o f  c a nn u l at i o n  a l o o p  o f  t ub i n g  wa s s e c u r e d  

s u b c ut a n e o u s ly c l o s e  t o  t h e  man d i b u l ar symp h y s i s  w i t h  p a rt i c ­

u l a r  c a r e  b e i n g  t ak e n  t o  a v o i d  f o rm i n g  a b e n d  t h at w o u l d  

o c c l u d e  t h e  l um e n . T h e  c a n n u l a  w a s _ a n cho r e d  a t  s e v e r a l  

p o i n t s  ( u s i n g  s i l k  t i e s ) a s  i t  r a n  c a u d a l l y  t ow a r d  t h e  a n g l e  

o f  t h e  j aw .  I t  w a s  t h e n  e x t e r i or i z e d  vi a a s k in i n c i s i o n  on 

t h e  d or s a l a s p e c t  of t h e  n e c k  4 - 5  cm c a u d a l  t o  t h e  e a r s  

( F i gur e 2 . 1 ) .  C a r e  w a s  t a k e n  t o  a v o i d  t h e  e xt e r n a l  j ug u l a r  

v e i n  w h e n  e s t a b l i s h i n g  t h i s  s ub c u t a n e o u s  r o ut e . T h e  i n c i s i on 

i n t o  myl o hy o id mu s c l e , a n d  t h e  d e a d  s p a c e , w a s  c l o s e d  w i t h  

0 0 - c hrom i c  g u t  ( E t h i c on Lt d . , Sy d n e y ) a n d  t h a t  i n  t h e  s k i n  

w i t h  M i c he l l e  c l i p s .  T o  m i n i m i z e  r e s i s t a n c e  t o  s a l i va ry 

f l ow t h e  c an n u l a  i n s e r t e d  i n t o  t h e  d u c t  wa s k e p t  a s  s h o r t  

a s  p o s s ib l e  ( l e s s  t h a n 2 cm ) a n d  i t s  f r e e  e n d  t i e d  i n t o  



F igu r e  2 . 1 :  

4 0  

D i a g ram  o f  a c h r o n i c a l l y p l a c e d  c a n n u l a  ( c )  

i n  t h e l e ft m a n d i b u l ar d u c t . A r r o w s  

i n d i c a t e t h e  d i r e c t i o n  o f  s a l i va ry f l o w  

f r o m  t h e  l e f t  man d i b u l a r  s a l i vary  g l an d  ( M ) .  

Do t t e d  l i n e s  r e p r e s e nt  t h e t ub e  t h a t  i s  

s i t uat e d  s u b c u t a n e o u s l y 
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ano t h e r  t u b e  ( s i l i c o n e  r u b b e r ; S i l a s t i c , Dow  C o r n i n g  Lt d . , 

M i c h i g an , U . S . A . ) o f  l a r g e r  d i a m e t er . P art i c u l a r  c a r e  w a s  

t a k e n  n o t  t o  c o n s t r i c t  t h e t ub e s  a t  t h e  c o n n e c t i n g  p o in t s .  

A t  t h e  c o mp l e t i o n  o f  t h e  s ur g e ry t h e  a n ima l w a s  

d i s c o n n e c t e d  from t h e  a n a e s t h e t i c  a p p a r a t u s , b u t  t h e  en d o ­

t r a c h e a l t ub e  w a s  n o t  r e m o v e d unt i l  a b r i s � s wa l l o w i n g  

r e f l e x  h a d  r e t urn ed . T h i s  p ro c e d ure w a s a d o p t e d  t o  l im i t  

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

c on t e n t s . 

P o s t op e r a t i v e ly t h e  a n i m a l  wa s g i v e n  a l o n g � c t i n g  

p e n i c i l l i n c o m b i n a t i o n  ( ' P r o l o p en ' ,  G l a x o L a b o ra t o r i e s  L t d . ) 
. 

by s u b c ut a n e o u s  i n j e c t i o n , a s  a r ou t i n e  p r e c a ut i o n . N o n e  

o f  t h e  s h e e p  s u f f e r e d  c omp l i ca t i o n s  d u r i n g  t h e  r e c ov e ry 

p e r i o d ,  a n d  a l l  c o n t i n u e d  t o  e a t  we l l . 

4 .  R e c ord i ng T e chn iqu e s , Appa r at u s  a n d  E s t ima t i o n s  

a .  S a l i v a ry F l o w  R e c or d i ng a n d  C o l l e c t i o n  o f  S a l i v a  

T h e  e x t e r i or i z e d  c a nn u l a  w a s  c o nn e c t e d  t o  a p o l y e t hy l e n e  

t ub e  ( O D 3 mm , I D  2 mm ) wh i c h w a s  r u n  fr om t h e  n e c k  a lo n g  t h e  

b a c k  o f  t h e  s h e e p  a n d  i n t o  a c o l l e c t i o n b o t t l e . Th i s  t ub e  

w a s  f o rme d i n t o  a c o i l  a s  i t  p a s s e d a l o n g  t h e  n e c k  r e g i on 

t o  e n s u re t h a t  e x t e n s i o n o f  t h e  n e c k  t o  fe e d  o r  d r i n k  d i d  

n o t  p l a c e  un due t e n s i o n  o n  t h e  c o l l e c t i o n  s y s t e m . T h e  t u b e  

w a s  a n c h o r e d  t o  t h e  a n i m a l  by a dhe s i v e  n y l o n  s t r i p s  ( V e l c r o  

( N . Z . ) L t d . , W e ll i n gt o n ) wh i ch w e r e  g l u e d ( w i t h  Ad o s - F
2

, 

A d o s C h e m i c a l  Co . ,  L t d . , N . Z : ) t o  t h e  c l o s e ly c l i p p e d  s k i n . 

Wh e n  d e t a i l e d  r e c o r d i n g s  w e r e  n o t  b e i n g  m a d e  t h e  s a l i v a  w a s  

co l l e c t e d  i n t o  a r e s e r v o i r  b o t t l e  wh i c h w a s  w e i g h e d  d a i l y . 

Dur i n g  i n t e n s i v e  c o l l e c t i on s  m a n d i bu l a r s a l i vary  f l o w  wa s 

r e c o r d e d  i n  t h e  s am e  m a n n e r  a s  d e s cr i b e d  i n  a c u t e  e x p e r i m e n t s . 

C o l l e c t i on s  o f  s e q u e n t i a l  s a l i v ary  s amp l e s  from c o n s c i o u s 

s h e e p , h o w e v e r , u t i l i z e d  a n  L KB Fra c t i o n  C o l l e c t or 

( T y P e 3 4 0 1 ,  L K B L t d ,  , S w e d e n ) .  Wh e n  t h e  o a i ly s u p p l y  o f  

fre s h  f o o d  w a s  g i v e n  t h e  s a l i va .  i n  t h e  d e a d  s p a c e  o f  t h e  

c a n n u l a  w a s  c o l l e c t e d  i n t o  a gradua t e d  t e s t  t ub e . F o l l ow i ng 

e l i m i n a t i on of t h e  d e a d  s p a c e  s a l i v a , s e r i a l  s a� i v a  s a mp l e s  
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. ,  

o f  2 - m i nu t e d ur a t i on w e re c o l l e c t e d  i n t o  we i gh e d  t e s t  t u b e s  

f o r  t h e  f i r s t  2 0 - 2 2  m i n u t e s . S amp l e s  w e r e  t h e n  t ak e n  a t  

1 0  m i n u t e  i n t e r v a l s  t h r o u g h o u t  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  e a t i n g  

· p e r i o d . F l ow r a t e s  w e r e  e x pr e s s e d  a s  g rams o f  s a l i v a  p e r  

m i n u t e  ( g  m i n
- 1

) .  Samp l e s  t o  b e  a n a l y s e d  on t h e  d a y  o f  t h e  

e xp e r i m e n t  w e r e  k e p t  i n  c h i l l e d  t ub e s ; 

a t  - 2 0
° C .  

o t h e r s  w e r e  s t or e d  

I n  s ome  e x p e r im e n t s  t h e  a n i m a l s  w e r e  t e a s e d  w i t h f o o d . 

I mme d i a t e ly b e f o r e  t h e  t e a s i n g  c omme n c e d , a s m a l l e r  d i ame t e r 

p o ly e t hy l e n e  t u b e  w a s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  c a nn u l a  a n d  t h e  

known v o l ume  o f  s a l i v a  i n  t h e  d e a d  s p a c e  o f  c an n u l a  w a s  

w i t h d r a w n . W h e n  t e a 9 i n g  b e g a n , a n o t h e r  po ly e t h y l e n e  t u b e  

w a s  i n s e r t e d  a lo ng t h e  c a n n u l a  a s  f a r  as  p o s s i b l e  t ow a r d  t he 

mand i b u l ar d u c t  a n d  t h e s e c r e t i o n  w a s  s u c k e d  i n t o  a 2 m l  

syr i n g e . S a l i v a  s e c r e t e d  d u r i n g t e a s i n g  w a s  c o l l e c t e d  in  a 

g r a d u a t e d  t e s t  t ub e  h e l d  f or c on v e n i e n c e  a t  t h e  b a c k o f  t h e  

n e c k . T e a s i n g  w a s  c on t i n u e d  u n t i l  about  1 m l  o f  s a l i va  w a s  

c o l l e c t e d . T h e  p o ly e t hy l e n e  t ub e  u s e d  for  a s p i r a t i on w a s  

remo v e d a s  s o o n  a s  t e a s i n g  s t op p e d  a n d  t h e  s e c r e t i o n p o o l e d  

a n d  s t o r e d  a t  - 2 0
°

C .  I n  s om e  e xp e r iment s ,  s a mp l e s  o f  s a l iva  

w e r e  a l s o  c o l l e c t e d  i n t o  t h e  t e s t  t ub e s  h e l d  at  t h e  ba ck  o f  

t h e n e c k  for t h e  f i rs t  2 0  m i n u t e s  o f  f e e d i n g a ft e r t h e 

t e a s i ng c o l l e c t i on . 

b . E s t im a t i o n  o f  Sa l i v a ry P r o t e i n 

T h e  c on c e n t rat i o n s  o f  s a l i v a ry prot e i n s  i n  t h e  man d i b ­

u l ar s a l iva  c o l l e c t e d d u r i n g  t e a s i n g  a n d  f e e d i n g  w e r e  

e s t i m a t e d  b y  t h e  m o d i f i e d  B i ur e t  m e t h od d e s c r i b e d  i n  t h e  

a c ut e e xp e r im e n t s  ( S e c t i on A . 3 d ) .  

c . G e l  E l e c t r oph o r e s i s  

S a mp l e s  o f  t o t a l  m a n d i b u l a r  s a l i v a  c o l l e c t e d  d ur i n g  

f e e d i n g  ( from 2 s h e e p ) w e r e  a l s o  s t u d i e d  e l e c t r o p h o re t i c a l ly 

o n  a 7 . 5 % p o ly a c r y l am i d e  g e l . 
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A t e mp or ary i n t r a v e n o u s  c a n n u l a  ( P o rt e x  Lt d . , Hyt h e , 

K e n t , E n g l an d ) w a s  i nt r o d u c e d  i n t o  t h e  j u g u l a r  v e i n  o f  t h e  

c o n s c i o us s h e e p  v i a  a n e e d l e  i n s e r t e d  t hr o u g h  t h e  s k i n u nd e r  

l o ca l  an a e s t h e s i a  ( 2 % • 1 Xy l o c a i n e ' ;  A s t r a  C h e m i c a l  P t y . Lt d . , 

Ry d e , N . S . W .  ) .  

a d h e s i v e  t ap e . 

� 
Th i s  c an n u l a w a s  a n c h o r e d  t o  t h e  n e c k  w i t h  

C l o t t i n g  i n  t h e  v e n o u s  c an n u l a  w a s  p r e v e n t e d  

b y  t h e  u s e  o f  h e p a r i n i z e d  ( ' P u l a r i n ' ,  E v a n s  M e d i c a l  L t d . , 
- 1  

E n g l an d )  s a l i n e  ( 1 , 0 0 0  U ml  ) wh i c h  w a s  w i t h drawn an d 

r e p l a c e d  a f r e s h  a t  l e a s t  o n ce  d a i ly . 

E i t he r p r o p r a n o l o �  h y d r o c h lor i d e  ( ' I n d e r a l ' ;  1 . 0 - 1 . 2  
- 1  - 1  m g  k g  b o dy w e i gh t ) ,  o r  a t r o p i n e  s u l p h a t e  ( 0 . 1  mg k g  ) 

s o l ut i o n w a s  i n j e ct e d  vi a t h e  t e mporary  v e n o u s  c a n n u l a  u s i n g  

s t e r i l e  d i s p o s a b l e  p l a s t i c  s y r i n g e s . S t e r i l e  R i n g e r ' s  

s o l ut i o n  ( M c G raw E t h i c a l s  Lt d . , A u c k l an d ) w a s  a d m i n i s t e r e d  

i n  t h e  s am e  ma n n e r . 

N o rma l s a l i n e  s o l u t i o n  u s e d  i n  c h r on i c a l ly p r e p a r e d  

an ima l s  w a s  made  f r om s t e r i l e  pyro g e n - fre e w a t e r  ( W a t e r  f o r  

I n j e c t i on St e r i l e  P y r o g e n  Fr e e , M a y  a n d  B a k e r  Lt d . , 

D a g e n h am , E n g l an d )  a n d  a n a ly t i c a l  g r a d e  s o d i um c h l o r i d e . 

C .  P RE P A RAT I ON O F  T I S S UE S  F O R  M O R P H O LO G I C A L  S T U D I E S  

T h i n  w� dge s o f  t i s s u e s  ( 4 - 5  mm c u b e s ) w e r e  e x c i s e d  

t ra n s v e r s e ly from s e v e r a l  l o b e s  o f  e a c h  m a n d ib u lar g l a n d  

i n  a n a e s t h e t i z e d  a n ima l s . I n  an in i t i a l  s t u dy , p a r a f f i n  

s e c t i o n s  o f  8 p i e c e s  o f  t i s s u e s  t a k en  fr om - a  var i e t y o f  

s i t e s  w i t h i n a r e s t i n g  g l a nd w e re e x ami n e d  a n d  f o u n d  t o  

e x h i b i t  a s i m i l a r  h i s t o l o g i c a l  ap p e a r a n c e  u n d e r  l i g h t  

m i cro s c opy . T i s s u e s  f o r  m or p h o l o g i c a l  s t u d i e s  w e r e  

t h e r e fo r e  s ub s e q u e n t l y t ak e n  from r a n dom s i t e s  in  t h e  g l an d s , 

w h i c h  w e re e i t h e r  u n f i x e d  o r  p r e v i o u s ly p e r f u s e d  i n  s i t u . 

T h e y  w e re t h e n  i m m e d i a t e ly p l a c e d  i n  f i x a t i v e  and  p r o c e s s e d  

f o r  l i gh t  and e l e c t r on m i c r o s c o p y  f o l l o w i n g  t h e  p ro c e d ur e s 

d e s c r i b e d  in  ( 1 )  a n d  ( 2 )  b e l ow . Tb e m e t h o d s  out l i n e d  w e r e 

u s e d  on t i s s u e s  f r o m  a n i ma l s  in  b o t h acu t e  ( S e c t i o n  A . 6 )  

a n d  c h r o n i c  ( S e c t i o n  B . 2 )  e xp e r i m e n t s ,  a s  w e l l  a s  o n  t i s s u e s  
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o f  r e s t i n g  g l a n d s  f r om a n im a l s  t h a t  h a d  not  b e e n  f e d  f o r  

2 0  h o ur s . I n  t h e  l a t t e r c a s e  t h i n  w e d g e s  o f  t i s s u e  w e r e  

a l s o  r e m o v e d  f r om u n f i x e d  g l a n d s  f o r  exam i n a t i o n  o f  c ry o s t at 

s e c t i o n s  i n  e n z y m e  h i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  ( s e e  S e c t i on C . 3 ) .  

For c o m p a ra t i v e p ur p o s e s , t h e p a i r e d  g l ands  w e r e  a lw a y s  

pr o c e s s e d , s t a i n e d  a n d  e x am i n e d  u n d e r  i d ent i c a l  c o n d i t i o ns . 

1 .  L igh t  M i c r o s c opy 

a .  P r epara t i o n o f  P a ra f f i n  S e c t i on s  

.. 

I n  t h e  e a r l i e r s t u d i e s , t w o  p i e c e s  o f  t i s s u e s  ( 4 - 5  mm 

c u b e ) from e a c h  g l ij n d  w e r e  f i x e d  in 1 0 %  forma l s a l i n e  an d 

B o u i n ' s  f l u i d  ( C u l l i n g , 1 9 7 4 ) f o r  a t  l e a s t  2 4  h o u r s . 

B o u i n ' s  f l u i d  f i x a t i o n w a s  c omp l e t e  w i t h i n  2 4  h o u r s  ( C u l l i n g , 

1 9 7 4 ) and  s p e c i m e n s  w e r e  t r a n s f e rr e d  i n t o  7 0 %  a l c o h o l . 

L a t e r , p i e c e s  o f  g l a n d s  t h a t  h a d  b e e n  f i x e d  by a r t e r i a l  

p e r f u s i o n w i t h  h a l f - s t r e n gt h  Ka rn o v s k y ' s  f i x a t i v e
3 

( Ka r n o v s k y , 

1 9 6 5 ) w e r e  i mm e r s e d  i n  t h e s am e  f i x a t i ve f o r  a f e w  d ay s  and  

t h en  w a s h e d  o v e rn i gh t  in  0 . 1 M c a c o d y l a t e b u f f e r b e f o r e  

p r o c e s s i n g . 

F o l lowi n g  f i x a t i o n , t h e  s p e c im e n s  w e r e  p r o c e s s e d  for 

p ar a f f i n emb e d d i n g  f o l l o w i n g  t h e  r o u t i n e  e t ha n o l - c h l o r o f orm 

p ro 2 e d ur e  ( s e e  App e n d i x  2 ) ,  us i n g  a S h an d on , E l l i o t t  

a u t om a t i c  t i s s u e  p r o c e s s o r  ( W a t s o n , V i c t o r , L t d . ) .  

P ara f f i n  s e c t i o n s  o f  5 - 6  � m  w e r e  c u t  u s i n g a m i c r o t ome 

( C .  R e i c h e r t , G e rmany ) ,  f l o a t e d  o n  w a rm w a t er a n d  m o u n t e d  

o n t o  l i ght ly a l b um i n i z e d  3 "  x 1 "  g l a s s  s l i d e s  t h e n a i r  

d r i e d  a t  5 0
° C .  

b .  S t a i n i ng M e t h o d s  f o r  P a ra f f i n  S e c t i o n s  

For  h i s t o l o g i c a l  a n d  h i s t o c h e mi c a l  s t u d i e s  o f  t h e  r e s t i n g  

g l a n d s , t h e  f o l l ow i n g  s t a i n i n g m e t h o d s  w e r e  a p p l i e d : 

3 
I n  t h e  pre s e n t  s t udy , t h e ha l f - s t r e n g t h  Ka rn o v s k y ' s  f i x at i v e  

c o n t a i n e d  2 . 5 % g l u t a r a l d e h y d e ( E M  grade , A g a r  A i d s , E s s e x ) 
a n d  2 . 0 % p a r a f o rm a l d e h y d e  ( B DH C h e m i c a l s  Lt d . , E n g l a n d ) in 
0 . 1 M c a c o dy l a t e b u f f e r , pH  7 . 2 - 7 . 4 .  
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( i i ) P e r i o d i c  a c i d S c h i f f a n d  ha emat oxy l i n ( P A S / H )  

w i t h  or  w i t h ou t  p r e t r e a t m e n t  w i t h  1 . 0 % m a l t  

d i a s t a s e  ( B DH C h e m i c a l s  Lt d , ) s o l u t i o n  f o r  3 0  

m i n ut e s . 

( i i i ) A l c i a n B l u e  8 G X  ( G ur r , H i g h Wy comb e , B u c k s , 
� 

E n g l a n d ) ,  p H  2 . 5 ,  h ae ma t o xy l i n  a n d  e o s i n 

( A B / H & E ) .  

( i v )  A l c i an B l u e , p H  1 . 0 ,  Al c i a n  Ye l l ow , p H  2 . 5  ( C a r l o , 

1 9 6 4 ) a n d  h a e m a t o xy l i n  ( A B ,  1 . 0 / A Y / H ) .  

( v )  A l c i a n  . b lu e , p H  2 . 5 ,  p e r i o d i c  a c i d - S c h i f f a n d  

h a e ma � o xy l i n  ( A B / P A S / H ) .  

A s t e p  b y  s t e p  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  s t a i n i n g  m e t h o d s  may 

be f o un d  in A p p e n d i x  3 .  

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  a b o ve s t a i n s , 

i t  w a s  d e c i d e d  t o  s t a i n  p ara f f in s e c t i o n s  f o r  t h e s t u d y  o f  

t h e  morp h o l o g i ca l  c h a ng e s  i n  t h e g l a n d s  w i t h  A B / P A S / H , 

PA S / H , an d A B / H & E . 

I n  o n e s t udy
_
, s er i a l  s e c t i on s  o f  Karno v s k y ' s  f i x e d  

t i s s u e s  w e r e n o t  o n ly s t a i n e d  w i t h  PA S / H  a n d  A B / P A S / H , b u t  

a l s o  by o m i t t i n g  t h e s t e p  o f· p e r i o d i c  a c i d  ox i d a t i on 

( i . e .  S c h i f f ' s  r e a g e n t / H , a n d  AB  ( 2 . 5 ) / S c h i f f ' s  r e a g e n t / H ) .  

The s e  l a t t e r  s e c t i o n s  w e r e  u s e d  a s  t h e  c o n t r o l s  t o  a s s e s s  

whe t h e r . f i xa t i on w i t h g l u t ara l d e hy d e  in Karn o v s k y ' s  f i xat i v e  

i n t e r f e r e d  w i t h t h e  P A S - s t a i n i n g  o f  man d i b u l ar t i s s u e s  

( H opwood , 1 9 6 7 ;  1 9 6 9 ) .  

c . S e m i - t h i n  S e c t i o n s  

S e m i - t h i n s e c t i o n s  ( 0 . 5 - 1  � m  t h i c k ) w e r e  a l s o c ut f o r  

l i g ht m i c r o s c op y  from r e s i n - e mb e d d e d  t i s s u e s  p r e p a r e d  f o r  

e l e c t r o n  m i c r o s c opy . T h e s e  s e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  f or 1 

m i nut e w i t h  1 %  t o l u i d i n e  b l u e  ( B DH  C h e m i c a l s  L t d . ) i n  0 . 1  M 

p h o s p h a t e b u f f e r  ( p H 7 , 2 )  on  a h o t  p l at e ( C .  R e i c h e rt , 

HK 1 2 0 , G e rmany ) at  8 0 ° C a n d  moun t e d  w i t h  D P X  m o unt a n t  

( B DH  C h e m i c a l s  Lt d . ) .  
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2 .  E l e c t ro n  M i c r o s c opy 

a .  C o n v e n t i o n al U l t ra t h i n  S e ct i o n s  

T i s s u e s  f o r  e l e c t ro n  m i c r o s c o py w e re . u s u a l l y  f i x e d  

i n  si t u  b y  d r i p p i n g t h e  c o l d  f i xa t i v e  o n t o  t h e  e xp o s e d  g l a n d s  

d ur i n g  a r t e r i a l  p e r f u s i o n . Art i f i c i a l  r e s p i r a t i on ( w i t h  a 

P a lmer r e s p i r a t o ry p ump ) w a s  m a i n t a i n e d  vi a t h e  t r a c h e a l  

c a n n u l a  o f  t h e  an a e s t h e t i z e d  a n i m a l  d ur i ng a r t e r i a l  p e r fu s i on . 

P e r f u s i o n  w i t h  p h o s p ha t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( Cu l l i ng , 1 9 7 4 ) 

p r e c e d e d  t h at o f  t h e  h a l f - s t re n gt h K a r n o v s k y ' s  f i x a t i v e 

( Kar n ov s ky , 1 9 6 5 ) us e d  f o r  t h e  p r i m a ry f i x a t i o n . P e r  f u s i o n  
• 

wa s  a l w a y s  v i a t h e  c omm o n  c a r o t i d  a r t e r i e s  f or a b o u t  5 - 1 0  

m i n u t e s  u s i n g  a p e r f u s i on a p p a r a t u s  wh i ch c o n s i s t e d  o f  2 

b o t t l e s , o n e  c o n t a i n i n g  f i x a t i v e  a n d  t h e  o t h e r  p h o s p h a t e  

b u f f e r e d  s a l i n e . T h e  o u t l e t  t ub e s  f r om t h e s e w e r e  j o i n e d  

w i t h  a Y- c o nn e c t or w h i c h  i n  t u rn  c o n n e c t e d t o  t h e  a r t e r i a l  

c a n n u l a ( e ) .  Ca n n u l a t i o n o f  t h e c a r o t i d  art e r i e s  w a s  

p e rf or m e d c o n v e n t i o n a l ly u s ing  p o l y e t hy l e n e  t ube s t h r o u g h  

w h i c h  f l o w  w a s  c o n t r o l l e d  by t h r e e - w ay st op c o ck s . P e r  f u s i on 

p r e s s u r e  w a s  m o n i t or e d  b y  a n  a n e r o i d  t y p e  o f  pr e s s u r e  g a u g e  

c o n n e c t e d  a t  t h e  t op o f  e a c h  b o t t l e . P e r fu s i on p r e s s u r e s  

o f  1 0 0 - 1 2 0  mmH g w e r e  u s e d  a n d  t h e t e mpera t u r e  o f  s o l u t i o n s  

w a s  e i t h e r  3 7
°

C o r  r o om t e mp e r a t u r e . P e r fu s i on w a s  c o n t i n u e d  

unt i l  � h e  g l a n d s  b l an c h e d  a n d  b e c ame  f irm . 

Aft e r  p er fu s i o n , w e d g e s  o f  t i s s u e s  w e r e  q u i ck l y t a k e n  

from t h e  g l an d s , p l a c e d  i n  p e t r i - d i s h e s  c o n t a i n i n g  f i x a t i v e  

a n d  cut  i n t o  a b o ut 1 m m  c ub e s  wh i c h w ere t h e n  imme r s e d  i n  

t h e  fr e s h  f i x a t i v e  a n d  l e ft a t  r o o m  t e mpera t u r e  f o r  2 - 4  h o u r s . 

I n  s ome e ar ly e xp e r i m en t s  t i s s u e s  w e r e  f i x e d  b y  i mm e r s i o n  

o v e r n i g h t  a t  4 °
C e i t h e r  i n  h a l f - s t re n gt h  Karn o v s ky ' s  f i x a t i v e  

o r  i n  6 . 2 5 %  g l ut a r a l d e hy d e i n  s u c r o s e  ph o s p h a t e b u f f e r , p H  

7 . 2 - 7 . 4 .  I n  a l l  c a s e s  t he t i s s u e s  w ere w a s h e d  o v e r n i gh t  

i n  0 . 1  M b u f f e r  c o n t a i n i n g  7 . 0 % s u c r o s e  b e f o r e  p o s t f i x i n g  
0 

in  1 . 0 % b u f f e r e d  O s 0
4 

a t  4 C f o r  1 . 5  ho ur s , a n d d e h y d r a t e d  

i n  g ra d e d  e t h a n o l  e i t h e r  w i t h  o r  w i t ho u t  e n  b l o c  s t a in i n g , 

a n d  t h e n  e m b e d d e d  i n  t h e  r e s i n . 
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, ,  

Two d i f f e r e n t  t e c h n i qu e s  w e r e  e mp l oy e d  t o  e n h an c e  t h e  

c o n t ra s t  o f  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s : ( i ) En bl o c  s t a i n i n g  

w i t h  1 . 0 % u r a ny l  a c e t a t e  d ur i n g  d e hy d ra t i on i n  g r a d e d  e t h a no l . 

T h e s e  t i s s u e  b lo c k s  w e r e t h e n  e mb e d d e d  i n  Ara l d i t e  ( F l u k a , 

S w i t z e r l a n d ) .  ( i i )  U s i n g  a n  E p o n  8 1 2  ( Agar  A i d s , E s s e x ) 

- Ara l d i t e  ( F l uk a ) m i xt ur e  a s  emb e d d i n g  m e d i u m  ( w i t h o u t  

e n  bl o c  s t a i n i ng ) f o l l o w i n g  t h e  m e t h o d  d e s c r i h e d  b y  M o l l e n ­

h a u e r  ( 1 9 6 4 ) .  

U l t r a - t h i n  s e c t i o n s  o f  a p p ro x im a t e ly 7 0  n m  t h i c k n e s s 

w e r e  c u t  o n  a n  LKB  U l t r o t ome  I I I u s in g  g l as s k n i ve s , a n d  

m o u n t e d  o n  u n s up p o r t e d  c o p p e r  gr i d s . The  s e c t i o n s  w e r e  
• 

s t
.
a i n e d  w i t h  s a t u r a t e d  u r a ny l a c e t a t e i n  S O %  e t h a n o l  f o r  

6 m i n u t e s  a n d  in  l e a d c i t r a t e ( V e n ab l e  a n d  C o g g e s h a l l , 1 9 6 5 )  

for  8 - 1 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  e x a m i n e d  a t  6 0  K V  i n  a Ph i l i p s  2 0 0  

t r a n s m i s s i on e l e c t r o n m i c r o s c op e . 

I n  t wo e xp e r i m e n t s , i n s o l u b l e  p r e c i p i t a t e s  o f  symp a t h e t ­

i c a l ly e v o k e d  s a l i v a w e r e  p r e p a r e d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c op i c  

a s s e s smen t , f o l l o w i n g  t h e  f i xa t i on m e t h o d s  d e s c r i b e d  by 

G l a u e r t  ( 1 9 7 4 ) .  

( i )  F i xa t i o n  i n  a P e l l e t  

T h e  s a l i v a  w a s  c e n t r i fu g e d  i n  p e l l e t  ( a t 2 , 0 0 0  r . p . m .  

for  5 m i n u t e s ) b e f o r e  b e i n g  f i x e d  w i t h  h a l f - s t r e n g t h  

Karn o v s k y ' s  f i x a t i v e  f o r  1 5 - 3 0  m i n u t e s , p o s t f i x e d  i n  1 . 0 % 

O s 0
4

, t h e n d e hy d r a t e d  a n d  emb e d d ed  i n  Ara l d i t e , 

( i i )  F i x at i o n i n  S u s p e n s i o n  i n  Me d ium 

S a l i v a  w a s  f i x e d  d i r e c t ly i n  t h e  c o l d  f i x a t i v e  

a f t e r  b e i n g  c o l l e c t e d  v i a a m a n d i b u l ar c ann u l a  d ur i n g 

s t i m u l a t i o n  o f  t h e c e r v i c a l  s y m p a t h e t i c  t r u n k . T h e  s a l i v a  

w a s  a l l ow e d  t o  f i x  f o r  1 5 - 3 0 m i n u t e s , c e nt r i f u g e d  t o  f o rm 

a p e l l e t , t h e n  p ro c e s s e d i n  t h e  s a m e  way as in ( i )  a b o v e , 

b .  F r e e z e - E t c h i ng S t u dy 

A c o mp a r i s o n o f  t h e s t r u c t ur e  o f  s e c r e t o ry gra n u l e s  i n  

t h e  s e c r e t o ry e n dp i e c e s  o f  r e s t i n g  ma n d i b u l a r  g l a n d s  w a s  

m a d e  b e t w e e n  e l e c t r on m i c ro g r a p h s  o bt a i n e d  f r o m  t h i n s e ct i o n s  

a n d  fr e e z e - e t c h i n g r e p l i c a s . T i s s u e s  u s e d  f o r  t h i s  p u rp o s e  
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w e r e  p r e p a r e d  i n i t i a l ly i n  t h e  s am e  m a n n e r  a s  f o r  o t h e r  

e xa m i n a t i o n s  w i t h t h e  e l e c t ro n  m i cr o s c o p e  b ut a f t e r  3 0  m i nut e s  

o f  i mm e r s i o n  f i xa t i o n  w e r e  p l a c e d  i n  3 0 %  g l y c e r o l  ( i n t h e  

s a m e  b u f f e r ) a n d  s t o r e d  a t  4 °
C .  T h e  f r e e z e - e t c h i ng s t u dy 

u s e d  t h e  s imp l e  c o l d - b l o c k  f r e e z e - fr a c t ure t e c h n i qu e  

d e s c r i b e d  b y  B u l l i v a n t a n d  Am e s  ( 1 9 6 6 ) anfi Bu l l i v a n t  ( 1 9 7 3 ;  

1 9 8 0 ) a n d  w a s  k i n d l y  u n d e r t a k e n  by D r  S .  Bul l i v a n t  ( C e l l 

B i o l o gy D e p ar t m e n t , Un i ve r s i t y  o f  A u c k l and , Au c k l an d ) .  

R e p l i c a s  w e r e  p r o d u c e d , e i t h e r  ( i )  b y  a normal f r e e z e ­

fr a c t ur i n g  m e t h o d ,  u s i n g  t i s s u e s  w i t h  or w i t h o u t  p o s t f i xat i o n  

i n  1 . 0 % O s 0 4 , o r  ( i i )  by a m e t h o d  i n vo l v i n g  d e e p - e t c h i n g  

o f  t h e .c o mp l e m e n t ary r e p l i ca s . 

3 .  P r epa r a t i o n  f o r  E n zym e  H i s t o c h e m i c a l  S t u d i e s  u n d e r  

L igh t  H i c r o s c opy 

Cry o s t a t  s e c t i o n s  ( 1 2 - 3 0 � m  t h i c k ) o f  t i s s u e s  f r o m  

r e s t i n g  mand i b u l ar g l an d s  w e r e  p r e p a r e d  for  e n z y m e  h i s t o -

c h e m i c a l  s t u d i e s . T h ey w e r e  c ut e i t h e r  a ft e r  b e i n g  r a p i d ly 

q u e n c h e d  i n  i s op e n t a n e  c oO l e d  by l i q u i d  n i t r o g e n  o r  a ft e r 

b e i n g  f r o z e n  d i r e ctly in a L i p s h aw E l e c t r i c  Cry o t om e  ( L i p s h aw 

M a n u fa c t ur i n g  C o . ,  M i c h . , U . S . A . ) at - 3 0
°

C .  S e c t i on s  w e r e  

t h e n  m o unt e d  o n  c l e a n  s l i d e s  w i t h o u t  adhe s i v e  a n d  a l l o w e d  

t o  d r y  i n  a i r  f o r  1 - 3 h o u r s  t o  e n s u r e  a d h e r e n c e . W i t h  e a c h  

e n zyme , t i s s u e s  from t h e  p ar o t i d  g l a n d s  w e r e  u s e d  f o r  

c om p a r a t i v e  s t u d y . 

T h e  f o l l o w i ng e n zy m e  a c t i v i t i e s  were u n d e r t a k e n : 

a .  A l k a l i n e  P h o sph at a s e  A c t i v i ty ( t o d emo n s t r a t e t h e  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s ) u s i n g  a c a l c i um c o b a l t  s u lp h i d e  m e t h o d  

s u g g e s t e d  by E . W .  v a n  L e n n e p  ( p e r s o n a l  c ommun i c a t i o n ) .  

T i s s ue s  from k i dn ey w e r e  u s e d  a s  a s t a ndard . 

b .  A c e tyl c h o l i n e s t e r a s e  A c t i v i t y  ( t o  d e m on s t r a t e 

c h o l i n e r g i c  n e r v e s ) f o l l ow i n g  t h e  m e t ho d  o f  G e rb t zb f f  

( 1 9 5 9 ) .  S e c t i o n s  w e r e  i n cubat e d  i n  a m e d i um c o n t a i n i n g  

d i f f e r e n t  s u b s t rat e s  w i t h  o r  w i t h o u t  i n h i b i t o r  a s  f o l l ow s : 



( i ) 
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A c e t y l - t h i o c h o l i n e  i o d i d e  ( Ko c h - L i g h t  L a b o ra t ­

o r i e s , L t d . , E n g l a n d ) p l u s  3 x 1 0
- S  

M e s e r i n e  

( P hy s o s t i g m i n e  s a l i cy l a t e , M a c f a r l a n  Sm i t h  L t d . , 

E d i nb u r g h ) f or c o n t r o l  s e c t i ons . 
- 6  

A c e t y l - t h i o c ho l i n e i o d i d e  p lus 3 x 1 0  M i s o - OM P A  

( t e t r a p r o p y lpy r o - p h o s p h dr a m i d e , Ko c h - L i g ht  

L a b o ra t o r i e s  L t d . ) for  AChE  s t a i n i n g ( a ft e r  

G a r r e t t , 1 9 6 6a ) .  

( i i i ) B u t y ry l - t h i o c h o l i n e  i o d i d e  ( B DH  C h e m i c a l s  Lt d . )  

f o r  n o n s p e c i f i c  c h o l i n e s t e r a s e  ( B u C h E ) s t a i n i n g . 

c .  B i oge n i c  Am i n e  A c t i v i ty ( t o  d e m o n s t r a t e  a d r e n e r g i c  

n e r v e s ) .  T h e  s u c r o s e - p o t a s s i um p h o s p h a t e  g ly o x y l i c  a c i d  

( SP G ) m e t h o d , a s  m o d i f i e d  b y  d e  l a  T e r r e  a n d  S u r g e on ( 1 9 7 6 ) t o  

g i v e  h i g h sp e c i f i c  s e n s i t i v i t y  f o r  m o n oam i n e  h i s t o f l u o r e s c ­

e n c e , w a s  u s e d . 

M o r e  d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n s  o f  t h e s e  e n zyme  h i s t o c h e m i c a l  

m e t h o d s u s e d  may b e  f o un d  i n  Ap p e n d i x  4 .  



• 

CHAPTER III 

OBS ERVATIONS ON THE S TRUCTURE OF THE RES TING 

MANDIBULAR GLAND IN S HEEP 

A .  RE S U L T S  

I n  e v e ry an i m a l  e xam i n e d  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d s  w e r e  

5 0  

irr e g u l a r l y  q u a dr i l a t e r a l  w i t h  r o un d e d  ang l e s . T h e  m e a n  w e t  

we i g ht o f  t h e  a d u l t  r e s t i? g g l a n d  w a s  1 0 . 5 5 ! 0 . 6 3 g ( i ! S E , 

n = 4 6 )  w i t h  d i f f e r e n c e s  o f  0 . 8 1 ! 0 . 1 3 g ( n  = 2 3 )  p r e s e n t  

b e t w e e n  g l a n d s  o f  i n d i v i du a l  a n i ma l s . The p a r e n chyma  w a s  

organ i z e d  i n t o  l o b u l e s ,  s e p a rat e d  by i n t e r l o b u l a r  c o n n e c t i ve 

t i s s ue  s e p t a  an d n e uro v a s c u l a r  s t ru c t ur e s . 

1 .  H i s t o l ogy 

T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  c o n f i rme d t h a t  hi
.
s t o l o g i c a l ly , t h e  

g l a n d  may b e  d e s c r i b e d  a s  a c o mp o un d  t ubu l o - a c i n ar o r g a n , 

comp o s e d  o f  s e c r e t ory e n dp i e c e s  an d a du c t a l  s y s t e m wh i c h  

c onve y s  s e c r e t ory p ro du ct s t o  t h e o r a l  c a v i t y t h r o u g h  a 

t h e i n t e r c a l a t e d , i nt r a l ob u l a r  s t r i a t e d  a n d e x c r e t o r y  

d u c t s . 

A s  s ho w n  i n  F i g u r e  3 . 1 ,  t h e  s e c r e t o ry e n dp i e c e s  c on s i s t e d  

o f  2 d i s t i n c t  c e l l  t yp e s : t h e  t ub u l o - a c i n a r  c e l l s  a n d  

demi l u n e  c e l l s . The  a c i n ar c e l l s , w h o s e  s ha p e  v a r i e d  f r o m  
-

pyram i da l  t o  r e c t an g u l a r , w e re arran g e d  a r o u n d  a c e n t r a l  

l um e n  s o  t h a t i n  a s i n g l e  p l a n e  t h e  a c i n u s  c on s i s t e d  o f  5 - 6  

c e l l s . Th e s e  c e l l s  s t a i n e d  p o o rly  w i t h  h a e m a t o x y l i n - e o s i n 

( H &E ) i n  p a r a f f i n  s e c t i on s , b u t  d i s p l ay e d  me t a c hr om a s i a  

w i t h  t o l u i d i n e  b l ue  o n  0 . 5 � m  r e s i n - e mbe dde d s e c t i o n s . T h e i r  

n uc l e i  w e r e  c h a r a ct e r i s t i c a l ly l o c a t e d  i n  t h e  b a s a l  r e g i o n  

and w e r e  u s u a l l y  s e e n  t o  b e  i n d e n t e d by s e c r e t ory  g r a n u l e s .  

Ab o u t  1 - 3 n u c l e o l i  w e r e  p r e s e n t  w i t h i n e a c h  n u c l e u s . I n  t h e 

re s t i ng g l a n d  t h e  c e n t r a l a c i n ar l umen  w a s  v e ry s m a l l  b u t  

n e v e r t h e l e s s  a l way s r e a d i ly s e e n  o n  0 . 5  �m  s e c t i on s . 
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D e m i l un a r  c e l l s  c o n t a i n e d  g r a n u l e s  wh i ch w e r e  a c i d o ­

p h i l i c  i n  p a r a f f in  s e c t i o n s  ( F i gu r e  3 , 1 A )  a n d , i n  r e s i n 

emb e d d e d s e c t i o n s , s t a i n e d  d a r k ly w i t h  t o l u i d i n e  b l u e  

( F i g u r e  3 . 1 B - D ) .  I n  a n  E p o n - Ar a l d i t e  m i xt u r e , t h e  c e l l s  

s h o w e d  m e t a c h r o m a s i a  w i t h  t o l u i d i n e  b l u e ( F i g u r e  3 . 1 C ) .  

The  n u c l e i  o f  d e m i l un a r  c e l l s  w e r e  r o u n d e d  a n d  l o c at e d 
� 

b a s a l ly . At  t h e  ap i c a l  e n d  c e l l u l a r e x t en s i o n s  fr e qu e n t ly 

pa s s e d  b e t w e e n  t wo mu c o u s  c e l l s  t o  r e a c h  t h e  a c i n ar l u m e n . 

T h e  i n t e rc a l a t e d  d u c t s  forme d s h ort  s e g m e nt s b e t w e e n  

a c i n a r  c e l l s  an d t h e  s t r i at e d d u c t s  a n d  w e r e  l i n e d  w i t h  l o w  

cubo i d a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  w i t h  l a r g e  c e nt ra l l y  l o c a t e d  

• nuc l e i . ( B a s a l  c e l l s  w e r e  o c c a s i o n a l ly o b s e r v e d  i n  t h i s  

o r d e r  o f  d u c t ) .  S t r i a t e d  d u c t s  w e r e  bran c h e d  a n d  w i d e ly 

d i s p e r s e d t h ro ug h out t h e  l o b u l e s . P a r a f f i n  s e ct i o n s  s t a in e d  

w i t h  H & E  r e v e a l e d  n o  s t a i n i n g  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l  

d u c t  c e l l s . Th i s  c ont r a s t e d w i t h  r e s i n - e mb e d d e d  s e c t i o n s  

t r e at e d  w i t h  t o l u i d i n e  b l u e i n  w h i c h  c e l l s  o f  t h e  s t r i a t e d  

du c t s  s h ow e d  v a ry i n g  i n t e n s i t i e s  o f  s t a i n i n g , r a n g i n g  from  

pale  t o  d a r k . T h e  t yp i c a l  c e l l s  i n  s u ch s e c t i o n s  w e r e  

c o l um na r , p a l e , p o s s e s s e d  b a s a l  s t r i at i o n s  a n d  l a r g e , r o u n d  

or  o v a l , c e n t ra l ly p l a c e d  n u c l e i .  

in s m a l l  numb er s . 

Dark  c e l l s  w e r e p r e s e n t  

M y o e p i t h e l i a l c e l l s , d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e i r  e l on g at e d  

n u c l e i  a n d  c e l l  p r o f i l e , l a y  a t  t h e  b a se  o f  d e m i l un e s  or 

a c i n ar c e l l s  ( F i gure  3 . 1 C ) .  T h e y  w e r e  a l s o  c om m o n l y  

l o c a t e d  a t  t h e  b as e  o f  t he i n t e r c a l a t e d  d u c t s ( F i gu r e  3 . 1 B , D ) . 

L a r g e  b l o p d  ve s s e l s  w e r e  f o u n d  i n  i n t e r l o b u l a r  c o n n e ct i v e  

t i s s u e  s p a c e s  a n d  many c a p i l l ar i e s  w e re i n d e n t e d  w i t h  t h e 

s t r i a t e d  d u c t  c e l l s . I n t e r s t i t i a l  p l a sma  c e l l s  w e r e  pr e s e n t  

i n  j u x t a p o s i t i o n  t o  t h e  e n d p i e c e  s e c r e t o r y  c e l l s  a n d  

s t r i a t e d  d u ct s i n  r e l a t i v e ly l ar g e  n umbe r s  . 

. 

2 .  H i s t o c h e m i s t ry 

A s  sh own i n  F i gur e 3 , 3 ,  a c i n ar c e l l s  f r om t h e  r e s t i n g  

g l a n d  s t a i n e d  s t ro n g l y  w i t h  A l c i a n  B l u e  s o l u t i o n  ( A B )  a n d  

A l c i an Y e l l ow  s o l ut i on ( A Y )  a t  p H  2 . 5 ,  b u t  n o t  w i t h  A B  a t  p H  

1 . 0 ,  wh i c h  s ug g e s t s  t h e y  h a ve a r i c h  c o n t e n t  o f  a c i d i c  

n on s u lp h �t e d  g l y c o p ro t e i n s  ( Ra v e t t o , 1 9 6 4 ) .  I n t e n s e  p u rp l e -
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b l ue s t a i n i n g  w a s obt a i n e d  w i t h  t h e  AB  ( 2 . 5 ) / P A S  s e q u e n c e s , 

J ud g e d  f r o m  t h e  P A S - p o s i t i v e  r e a c t i o n s  a ft e r  d i g e s t ion 

w i t h  m a l t  d i a s t a s e  t h e a c i n a r  c e l l s  a l s o  c on t a i n e d  b o t h  

g l y c o g e n  an d n e u t r a l  g l y c op ro t e i n s  ( F i gure 3 . 2 ) .  V a r i a t i o n s  

o f  PA S - r e a ct i o n s  o c c urr e d  a m o n g  i n d i v i d u a l  g l a n d s . T h e  a c in i  

i n  mo s t  man d i b u l a r  g l an d s  d i s p l ay e d  a un i fo rm l y  f a i n t  P A S ­

s t a i n i n g  f o l l o w i n g  d i a s t a s e , a s  i l l u s t ra t e d  i n  F i g u r e  3 . 2 ,  

and  t h i s  t r e a t m e n t  a l s o d i m i n i s h e d  t h e  AB ( 2 . 5 )  s t a i n i ng  in 

a c i n i . 

S o m e w h a t  d i f f e r e n t  s t a i n i n g  r e a c t i o n s  w e r e  e n c o unt e r e d  

i n  d e m i l u n e s  w h e r e , in  i n d i v i d u a l  c e l l s , g r a n u l e s  d i s p l ay e d  

vary i n g  d e g re e s  o f  p o s i t i v e - s t a i n i n g f o r  c a r b o h y d r a t e ( F i gure s 

3 . 2 ; 3 . 3 ) .  S t a i n i n g  w a s  ( i )  m i l d l y  p o s i t i v e  w i t h  A Y  and  AB 

at  pH 2 . 5 ,  but n o t  w i t h  A B  a t  pH 1 . 0 , ( i i )  P A S - p o s i t i v e , 

d i a s t a s e - r e s i s t an t , o r  ( i i i ) b o t h AB  ( 2 . 5 )  a n d  P A S  p o s i t i ve . 

Un l i k e  t h e  a c i n a r  c e l l s , d i a s t a s e  t r e a t me nt  h a d  n o  e f f e c t  on 

t h e  w e a k ly a l c i a n o p h i l i c  g r a n u l e s  in  d e m i l u n e s  a n d  P A S ­

r e a c t i v i t y  r e m a i n e d  s t ro n g l y  e v i d e n t . · 

N o  p o s i t i v e - s t a i n i n g  w i t h  AB  o r  P A S  wa s d e mo n s t ra t e d  in 

i n t e r c a l a t e d  d u c t s , but i n  s t r i a t e d  and e x c r e t ory d u c t  c e l l s  

A B - n e g a t i v e  a n d  d i a s t a s e - re s i s t an t , P A S - p o s i t i v e  r e a c t i o n s  

w e r e  u s ua l ly p r e s e n t . L a r g e  g o b l e t  c e l l s  ( d i a s t a s e - r e s i s t a nt , 

P A S - p o s i t i v e  an d A B  n e ga t i v e ) w e r e  a lway s  f o u n d  i n  t h e  

e x c r e t ory du c t ,  

H o p w o o d  ( 1 9 6 7 ;  1 9 6 9 ) r e p o rt e d  t h a t  w h e n  t i s s u e s  are  

f i x e d  w i t h  g l u t a r a l d e hy d e , t h e y  b e c o me S c h i f f - p o s i t i v e  

b e c au s e  t h e  g l u t a ra l d e hy d e - p r o t e i n c omp l e x e s  c o n t a i n  f r e e  

c ar bonyl group s i n t r o du c e d  by t h e  f i xat i o n . H o w e v e r , in  

c o nt r o l s  c a rr i e d  o ut i n  t h e  p r e s e nt inve s t i g a t i o n  b y  o m i t t i n g  

t h e  p e r i o d i c  a c i d - o x i d a t i o n , s e c t i o n s  o f  Karn o v s k y ' s  f i x e d  

t i s s u e s  s h ow e d  o n ly a m i l d l y  n on - s p e c i f i c  p o s i t i v e  s t a i n ing 

( F i g u r e  3 . 3 D , E )  w h i ch d i d  not c omp l i ca t e  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  

P A S - s t a i n e d  t i s s u e s . 

I n  Karn o v s k y ' s  f i x e d  p a r a f f i n  s e c t i o n s , c e l l s  o f  t h e . 

s t r i a t e d  d u c t s  d i s p l ay e d  a b u n d a n t  c y t op l a s m i c  g r an u l e s  wh i c h 

w e r e  s t r o n g ly P A S - p o s i t i v e  a n d  d i a s t a s e - r e s i s t a n t . Th e s e  
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gra n u l e s  w e r e  p re s e n t p art i c u l a r ly a r o u n d  t h e  n u c l e i  a n d  in  

the  a p i c a l  r e g i o n s  ( F i g u r e  3 . 2 C , D ) .  O n  t h e  o t h e r  h an d , 

w i t h  t i s s u e s  f i x e d  i n  B o u i n ' s  f l u i d  ( F i gure 3 , 2 A , B )  or  formal  

s a l i n e  s o l u t i o n , c o n s t an t  f e at u r e s of  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  

w e r e  l a r g e  e m p t y  ar e a s  s ur r o un d i n g  t h e  n u c l e i  a n d  t h e  P A S ­

p o s i t i v e  r e a c t i o n  p ro d u c t s  w e r e  p r e s e n t  only  i n  t h e  r e g i o n  
. 

o f  t h e  a p i c a l  memb r a n e . 

3 .  E n zyme  H i s t o c h e m i s t ry 

a .  A l k a l i n e  P h o sph a t a s e  A ct i v i ty 

The d i s t r i but i o n o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  w a s  a s s um e d  t o  

c o i n c i d e  w i t h  t h a t  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y . I n  t h e  

m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  s h e e p s t r o n g  r e a c t ion p r o d u c t s  w e r e  

p r e s e n t  i n  t h e b a s a l  s u rf a c e o f  e n dp i e c e  s e c r e t o ry c e l l s  a n d  

a l s o  at  b a s a l  s ur f a c e  o f  e x c r e t o ry d u c t s ( F i g u r e  3 . 4 A ) .  

Re a c t i o n p r o d u c t s  w e re s e l d om d e t e c t e d  in t h e  b a s a l  r e g i o n s  

o f  s t r i a t e d  d u c t s  b u t  w e r e  m o r e  f r e q u e n t  a t  t h e  l um i n a l 

s ur f a c e  ( F i g ur e 3 . 4 B )  - a f i n d i n g  � i m i l ar t o  t h a t  r e p ort e d  

f o r  t h e p a r o t i d  g l a n d s  o f  s h e e p by  v a n  L e n n e p  e t  a l . ( 1 9 7 7 ) .  

The  d i s t r i b �t i on o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  in  t h e  

p a r o t i d  g l a n d s  i s  s h own i n  F i gure  3 . 4 D .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c  

p ro c e s s e s  o f  t h e s e  ' b a s k e t - l i k e ' c e l l s  were  r e a d i ly o b s e r v e d  
• 

in  b o t h  man d i b u l ar a n d  p a r o t i d  g l and s ( F i g u r e  3 . 4 C , D ) . 

b .  B i oge n i c - Am i n e  A c t i v i ty 

A s t udy o f  t he b i o g e n i c - a m i n e  a c t i v i t y  i n  t h e  s h e e p  

man d i b u l a r  g l an d  i n d i c at e d  t h at t h e  g l a n d  ha s a r i c h a d r e n -

ergi c i n n e rva t ion  ( F i g u r e  3 . 5 B ) .  F l u o r e s c e n t  f i b r e s  t r a v e r s ed 

t he i n t e rl o b u l ar c o nn e c t i v e  t i s s u e  s p a c e s  b e f o r e  g i v i n g  

sma l l e r  br an c h e s  t o  s e c r e t ory e n d p i e c e s  b u t  no  f l u o r e s c e n c e  

c o u l d  b e  l o c a l i z e d  w i t h i n  i n d i v i d u a l  a c i n i . O c c a s i on a l ly 

f i b r e s l o c at e d  a t  t h e  b a s a l r e g i o n s  o f  s t r i a t e d  d u c t s  w e r e  

ob s e rv e d  b ut a s s o c i a t i o n s  w it h  i n d i v i d u al c e l l s  w e r e  n o t  

d i s c e rnab l e . St ron g f l u or e s c e n c e  w a s  p re s e nt  w i t h i n  t h e 

mu s c l e  c o a t o f  a rt e r i o l e s  ( F i gure  3 . 5 C ) ,  a n d  s m a l l  b l o o d  

v e s s e l s . 



L i gh t  m i c r o s c op i c  o b s� r v a t i o n s  o n  t h e  i n n e r v a t i o n 

pat t e rn o f  p a r o t i d  g l a n d s w e r e  a l s o  c a r r i e d  o u t  t o  a l l o w  
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a c omp a r i s on b e t w e e n  t h e m a n d i b u l ar a n d  parot i d  g l an d s  wh i c h  

e l ab o r a t e d i f f e r e n t  t yp e s  o f  s e c r e t i o n . F i gure  3 . 5 A s h o w s  

f l uo r e s c e nt  p r o d u c t s , a s  v e ry f i n e  s t r a n d s  a n d  d o t s , 

d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t t h e  p ar e n c hyma i n  t h e  s a m e  g e n e r a l  

w ay a s  i n  t h e man d i b u l a r  g l a n d , t h o u gh i n  a l e s s e r  d e n s i t y . 

T h e  s t r i at e d  a n d  i n t e r l o b u l a r  d u c t s  o f  t h e  p a ro t i d  w e r e  

a p p a r e n t ly d e v o i d  o f  a n  a d r e n e r g i c  i n n e rva t i on , wh e r e a s  

r i c h f l u o r e s c e n c e  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  b l o o d  ve s s e l  w a l l s . 

c .  A c e tyl c h o l i n e s t e r a s e  ( A C h E ) A c tJ v i ty 

J u d g e d  b y  t h e  o c c u r r e n c e  o f  A C h E  a ct i v i t y t h e  d i s t r i b ­

ut i o n p a t t e rn o f  ch o l i n e r g i c  n e r v e  f i b r e s  t o  t h e  m a n d i b u l a r  

g l a n d  wa s e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e a dr e n e r g i c  

n e rv e s ( F i g u r e  3 . 6 B , C ) . P o s i t i v e  r e a c t i o n s  f or A C h E  

- a c t i v i t y  w e r e  c o n f i n e d  t o  t h e  b a s a l  a s p e c t s o f  s e c r e t o r y  

e n d p i e c e s  wh e r e  t h ey  g a v e  t h e ap p e ar a n c e  o f  a v e r y  f i n e  

n e t w ork . M a j or  n e rv e  t ru n k s  c o ur s e d  i n  i n t e r s t i t i a l  

c o n n e c t i ve t i s s u e  s p a c e s  a d j a c e n t  t o  " b l o o d  v e s s e l s  a n d  

m a i n  d uc t s  wh i l e  r e lat i v e l y  l a r g e  n umb ers  o f  s ma l l e r  n e r v e  

b un d l e s  w e re e v i d e n t  i n  t h e  i n t e r l o b u l a r  c o n n e ct i v e  t i & s u e s  

i n  c l o s e  r e l a t i o n  t o  t h e  b a s a l  r e g i o n s  o f  s t r i a t e d  d u c t s . 

A p o s i t i v e  A C h E  r e a c t i o n . w a s  a l s o  p r e s ent n e ar t h e  w a l l s  o f  

s ome  b l o o d  v e s s e l s . I n  s e c t i o n s i n c u b a t e d  for  4 h o u r s , 

w e a k  b u t y ry l c h o l i n e s t e r a s e ( B u C h E ) a c t i v i t y  ( p s e u d o c h o l i n ­

e s t e ra s e ) o c c u r r e d  a t  t h e  s am e  s i t e s  a s  t h o s e  o f  A C h E  

a c t i v i t y  b u t  t h e  d e n s i t y  o f  r e a c t i o n  w a s  m u c h  l e s s  ( F i g u r e  

3 . 6 D ) . I f  t h e  i n cubat i o n  t im e  w a s  1 - 2  h o ur s , B u C h E  a c t i v i t y  

w a s  e v i d e nt o n ly a t  t h e  s i t e s  o f  ma i n  n e r v e  t run k s  a n d  w a s  

very w e a k . C o n t r o l  s e c t i on s  i n c ub a t e d  i n  i n c u b a t i o n  m e d i um 

p l u s e s e r i n e  s h o w e d  n o  r e a c t i o n s . 

I n  t h e  p a r o t i d  g l an d  ( F i g u r e  3 . 6 A ) ,  AC h E - p o s i t i v e  

r e a c t i o n p r o d u c t s w e r e  m o s t  d e n s e  t h rough o u t  t h e  g l a n d u l ar 
' 

e l e m e n t s ,  b u t  w e r e  r a r e l y  f o un d a r o u n d  t h e  i n t r a l o b u l a r  d u c t  

s y s t e m . N e ve r t h e l e s s , l a r g e  A Ch E - p o s i t i v e  n e rv e s  w e r e  s e e n  

i n  t h e i n t e r s t i c e s  b e t w e e n  l o b u l e s  n e ar e x cr e t ory d u c t s .  
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T h e  r e a c t i on s  w e r e  m o r e  i n t e n s e  t h a n  t h o s e a b o u t  t h e 

s e c r e t o ry c e l l s  o f  t h e m an d i b u lar  g l an d . A f e w  A C h E - p o s i t iv e  

r e a c t i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  b l o o d  v e s s e l s  o f  t h e  p a ro t i d  

g l an d  a s  w e l l  b u t  n o  B u C h E  a c t iv i ty  w a s  o b s e rve d . 

4 .  E l e� t ro n  M i c r o s c opy 

a .  S e c r e t o ry E n dpi e c e s  

( i )  A c i n ar c e l l s  

T h e  m o s t  p r om i n e n t  f e a t ure o f  a c i n a r c e l l s  was  t h e i r  

s e c re t ory g r an u l e s .  Th e s e  gran u l e s a p p e a r e d  t o  b e  o f  a 

s i n g l e  t y p e  ·who s e  m e m b r an e s  c o a l e s c e d  s o  t ha t , i n  t h e  r e s t ­

i n g  g l an d , t h e  c e l l s  a p p e are d almo s t  f u l l  o f  c l u s t e r e d a n d  

p o o r l y  d e l im i t e d  g r an u l e s  ( F i g u r e s  3 . 7 ;  3 . 8 A ) .  T h e  

g r a n u l ar c o n t e n t  w a s  pr e d o m i nant ly e l e c t ro n  l u c e n t  a l t h o u g h  

f r e qu e n t ly t h e  b a c k g r o u n d  t o o k  o n  a f i n e ly f i b r i l l a r  

a p p e a r a n c e  a n d  o c c a s i on a l ly a smal l e l e c t ro n  d e n s e  b o d y  

( 0 . 1 - 0 . 2  � m  d i am e t e r ) w a s  i n c l u d e d  ( F i g ure 3 . 8 A ) . B e c a u s e  

o f  t h e  e xt e n t  o f  t h e  g r a n u l e s ,  t h e  g r o und  c y t o p l a s m  a n d  

c e l l u l a r  o r g an e l l e s  w e r e  s c a r c e . R E R  w a s  i d e n t i f i a b l e  

o n l y  b a s o l a t e r a l l y , b a s a l ly a n d  s c a t t e r ed  amon g gran u l e s .  

T yp i c a l ly , t h e  G o l g i  c omp l e x e s , wh i c h w er e  n o t  w e l l - d e v e l op e d , 

w e r e  l o c a t e d  l a t e r a l l y or  ap i c a l ly t o  t h e n u c l e u s  a n d  w e r e  

s ur r o u n d e d  b y  s e c r e t o ry gran u l e s .  M i t o c h o n dr i a  w e r e  e v i d ent 

in  c l o s e  a s s o c i a t i on w i t h  t h e  i n t e r c e l l u l a r  p l a s m a  m e m b ra n e s  

a n d  o c c a s i on a l ly a mo n g  t h e  granu l e s . The  n u c l e i ,  wh i c h  w e r e  

l o c a t e d  at  t h e  c e l l  b a s e , w e r e  f l at t e n e d  a n d  i r r e g u l a r  i n  

o ut l i n e  a n d  c on t a i n e d c o n d e n s e d c h r om a t i n  ( F i gure 3 . 7 A ) . 

M i c r o v i l l i , t h o u gh  p r e s ent  at  t h e  ap i c a l  s u r f a c e s ,  w e re 

n o t  c o n s p i c u o u s  s t r u c t u r e s  i n  a c i n a r  c e l l s  b e i n g  b o t h  f e w  

i n  n umb e r  a n d  sm a l l  i n  s i z e . The  j un c t i o n s  b e t w e e n  a c i n a r  

c e l l s  a t  t h e  b a s a l  a n d  l at e r a l  s ur f a c e s  w e r e  o f  a s i mp l e  

t y p e  w i t h  few  d i g i t a t i o n s , a n d  t h o s e  a t  t h e  a p i c a l  r e g i o n  

app e ar e d  a s  t yp i c a l  j un c t i on a l  c omp l e x e s . 

I n  fre e z e  e t c h i n g  s t u d i e s , d e e p - e t c h e d  c omp l em e n t a r y  

r e p l i c a s  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e , i n  a c i n a r  g r a n u l e s ,  o f  a 

, 
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s m a l l  c i r c u l a r  a r e a  ( e a .  0 . 2  � m  d i am e t e r ) o f  f i n e  p a rt i c l e s  

w h i c h a p p e ar e d  t o  c o rre l a t e  w i t h  t h e  s m a l l  d e n s e  b o dy 

i d e n t i f i e d  i n  c o n v e n t i o n a l  t h i n  s e c t i o n s  ( F i g u r e  3 . 8 A- D ) .  

T h e  s e cr e t o ry g r an u l e s  o f  a c i n ar c e l l s  a l s o  c on t a i n e d  a 

n e t wo r k  o f  s ma l l  g r o ups o f  a g g r e g a t e d  p a rt i c l e s  ( F i g u r e  3 , 8  

C , D ) • 

( i i )  D e m i l un e s  

D e m i l u n a r  c e l l s , a s  w i t h  t h e  a c i n i , w e r e  d i s t i n g u i s h e d  

b y  t h e i r  g ra n u l e c o n t e n t  w h e n  i n  t h e  r e s t i n g  s t a t e . H e re , 

h o w e v e r , g ra n u l e s  w e r e s m a l l e r , d i s c r e t e  a n d  o f  s p h e r i c a l  

s h a p e  ( e a .  0 . 6 - 1 . 2  � m  d i a m e t e r ) .  T h e y  w e r e  d e l i m i t e d  b y  

d i s t i n c t  m e m b r a n e  b o u n d a r i e s  a n d  i n t e r n a l l y  d i s p l ay e d  v a r y ­

i n g  e l e c t r o n  d e n s i t y  a n d  w h a t  a p p e ar e d  t o  b e  s e p a r a t e 

s ub s t r u c t u r e s ( F i g u r e  3 . 9 ) .  T h r e e  r e g i o n s  i n  t h e  gra n u l e s  

c o u l d  u s u a l ly b e  d i s t i n g u i s h e d  - ( a )  a f i n e  gran u l ar m a t r i x  

o f  m o d e ra t e  e l e c t r o n  d e n s i t y , ( b ) a d e n s e , f i n e ly g r a n u l a r  

r e g i on , a n d  ( c )  a s m a l l  h e t e r og e n e o u s  s ub s t r u c t u r e  c o n t a i n ­

i n g  a n  i n c l u s i o n  o f  d e n s e  s t r a n d s  a n d  f i n e  p ar t i c l e s  w i t h i n  

a n  e l e c t r o n  l u c e nt b a c k g r o u n d . T h i s  s ub s t r u c t u r e  w a s  o v a l  

( e a .  0 . 2 - 0 . 4  � m  d i a me t e r ) a n d  s e e m e d  t o  b e  e n c l o s e d  b y  a 

me mbra n e - l i k e  b o u n d a ry ( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  The  i n c l u s i o n s  o f  

t h e  s ub s t r u c t u r e s  i n  s om e  g l a n d s  t e n d e d  t o  b e  e a s i ly 

e xt r a c t e d . 

Ap a r t  f r o m  t h e  a b o v e  t r i p a rt i t e  g ranu l e s  wh i c h  w e r e  

t h e  m a j o r  p o p u l at i o n  i n  t h e  c e l l , t h e r e  w e r e o t h e r s wh i c h  

w e r e  e i t h e r  o f  u n i form i n t e rn a l  s t r u c t u r e  ( e l e c t ro n  m o d e rat e 

o r  d e n s e  a p p e a r a n c e ) ,  or o f  b i p a rt i t e  appe aran c e  c on s i s t i n g  

o f  a n y  t w o  o f  t h e  r e g i o n s  o f  t h e  t r i p a rt i t e  g r a n u l e s . 

C o n s i de ra b l e  v a r i a t i on in  t h e  a b o v e  m o rph o l o g i c a l  a p p e a r an c e  

o f  d em i l u n e gra n u l e s w a s  e v i d e n t  i n  d i f f e r e n t c e l l s  o f  any  

one  s e c r e t o ry e n dp i e c e  ( s e e  F i gu r e  3 . 1 0 ) . 

I n  f r e e z e  e t c h i n g  s t u d i e s  t h e  a r e a s o f  d i f f e r i n g s t r u c t u r e  

i n  t h e  c r o s s - fr a c t u r e d  g ra n u l e s  o f  d e m ilun e c e l l s  w e r e  s o  

v a r i a b l e  t h a t  n o  c o rre l at i on w i t h  t h e  t r i p art i t e s t r u c t ur e s  

s e e n  i n  t h i n  s e c t i o n s  was  p o s s i b l e , 
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A t  t h e  b as a l r e g i o n  o f  t h e  c e l l s  prom i n e n t  par a l l e l  

a r r a y s  o f  R E R  w e r e  p r e s e n t  a l o n g  w i t h  m i t o c h o n d r i a  wh i c h 

w e re a l s o  f o u n d  i n  c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i th  t h e  p l a s ma  

m e mb r a n e s  of  i nt e r c e l l u l a r  c a n a l i c u l i .  G o l g i  a p p a rat u s  

w a s  n o t  u s ua l ly p r o m i n e n t , b u t  ly s o s om e s  w e r e  c ommon i n  

t h e  b a s a l  c y t o p l a s m  a d j a c e n t t o  t h e  n u c l e i  a n d  b a s e m e n t  
� 

m e mb r a n e s  ( F i gu r e s  3 . 9 A ;  3 . 1 0 C ) .  L o n g  mi c r o v i l l i  pr o j e c t e d  

i n t o  l at e r a l  i n t e r c e l l u la r  c an a l i c u l i  ( F i g u r e  3 , 9 B )  a n d  

b a s o l a t e r a l  can a l i c u l i  ( F i gure  3 . 1 0 C ) .  

b .  T h e  D u c t  Sys t e m  

( i )  I n t e r c a l at e d Du ct s 

T h e  c e l l u l ar t r an s i t i o n  b e t w e e n  a c i n i  a n d  i n t e r c a l a t ed  

d u c t s was  a lway s r e l a t i v e ly abrupt  a n d  t h e re w a s  a s i m i l a r  

a b r u p t  c h a n g e  a t  t h e  j un c t i o n s  o f  i n t e r c a l a t e d  a n d  s t r i at e d 

d u c t  c e l l s . The  c y t op l a s m  o f  i n t e r c a l at e d  d u c t  c e l l s  

( F i g u r e s 3 . 1 1 ;  3 . 1 2 )  c o n t a i n e d  n o  s e c r e t o ry gran u l e s  b u t  

s h ort  p r o f i l e s  o f  R E R . a n d  n um e ro u s  f r e e r i b o s om e s  w e r e  

p r e s e n t . A G o l g i  c omp l e x  w a s  n o t  a l w ay s  e v i d e n t : wh en 

p r e s e n t  i t  w a s  l i m i t e d  and t y p i c a l l y  l o c a t e d  i n  a j u x t a nu c l e ar 

p o s i t i o n . M i t o c h o n d r i a  w e r e  s im i l ar l y  s p ar s e . T h e  s h a p e  

o f  t h e  n u c l e i  o f  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s r a n g e d from o v o i d  

t o  i r r e g u l a r  a n d  t h ey o c c up i e d  a c o m p arat i v e ly l a r g e  p art 

of  t h e  c e l l . A t  t h e  m e m b ra n e  b o u n d a r i e s o f  i n t e r c a l at e d  

d u c t  c e l l s  t h e r e  w e r e  t i gh t  j un c t i o n a l  c o m p l e x e s  a n d  

d e s mo s o m e s  w e r e  c om m o n  a t  ap i c a l  i n t e rph a s e s  b u t  o t h e rw i s e  

t h e  m e mb r an e s  o f  t h e s e  c e l l s  s h ow e d  l i tt l e  e v i d e n c e  o f  

s p e c i a l i z a t i on . T h e  l a t e r a l  i n t e r c e l l u l a r  membran e s  

e xh i b i t e d  s ome f o l d i n g a n d  i n t e rd i g i t a t i o n  ( a  f e a t u r e  t h a t  

w a s  m o s t  o b v i ous  i n  b a s o l at e ra l  a re a s ) b u t  b a s a l  i n f o l d i n g  

w a s  a b s e n t . A f e w  s h ort  m i c r ov i l l i  w e re p r e s e n t  a t  t h e  

a p i c e s  o f  t h e  c e l l s . F i n e  f i b r i l s  ( t o n o f i l ame n t s ) w e r e  

f o un d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h d e s m o s o m e s  a n d  w e re i n  a b u n d an c e  

t h r o u g h o u t  t h e  
·
a p i c a l  cy t o p l a s m . 

B a s a l  c e l l s  w e r e  s e e n  o c c a s i o n a l ly i n  i n t e r c a l a t e d  

d u c t s  i n  t h e  p o s i t i on t h e i r  n ame i mp l i e s . T h e y  w e r e  o f  

s m a l l  s i z e  w i t h  l ar g e  n u c l e i  a n d  a p p a r e n t ly l a c k e d  c y t o -
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p l a s m i c  c o nn e c t i o n  w i t h t h e  d u c t a l  l um e n  ( F i g u r e  3 . 1 2 B ) .  

( i i )  S t r i a t e d  Du c t s 

C omp l e x  fo l d i n g s  o f  b a s a l  membra n e s  a n d  v e r t i c a l l y 

o r i e n t e d m i t o c h o n d r i a  c h a r a c t e r i z e d  t h e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s . 

F o u r  d i s t i n c t  c e l l  t yp e s  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  d u c t s . 

A s  o ut l i n e d  b e l o w , t h e s e  w e r e  c l a s s i f i e d  s im p ly a s  t y p e  

I - I V a c c o r d i n g  t o  t h e  e l e c t r on  d e n s i t y  o f  t h e i r cyt o p l a s m  

a n d  t h e i r  p o s i t i o n  i n  t h e  d u c t s . 

Typ e  I ( Ta l l  L i g h t  C e l l ) c on s t i t u t e d  t h e  p r i n c i p a l  

c e l l  t y p e  ( F i gur e s  3 . 1 3 ;  3 . 1 4 ; 3 . 1 5 A ) .  Th e s e  t a l l  

rio lumnar  c e l l s  h a d  a l a r g e  c e n t r a l ly p l a c e d  o v a l o r  

s p h e r i c a l  n u c l e u s a n d  e l a b o r a t e i n f o l d i n g s  o f  t h e i r  b a s a l  

m e mb r a n e s w i t h  a s s o c i a t e d  r o d - s h ap e d  m i t o c h o n dr �a . T h e s e  

fo l d i n g s  a n d  t h e  e l e c t r o n  d e n s e  m i t o c h ondr i a  o c c u p i e d  

about  on e - t h i rd  o f  t h e  c e l l  a r e a . I n  t h e  a p i c a l  r e g i o n s  

t h e r e  w e r e  s c a t t e r e d  m i t o c h o n d r i a , s h o rt R E R  c i s t e r n a e  

an d n um e r o u s  c y t o f i lame n t s ,  a s  w e l l  a s  sma l l  d e n s e  b o d i e s  

( e a .  4 0 - 1 7 0  n m  d i a me t e r ) t h a t  w e r e  o n ly f o un d c l o s e  t o  t h e  

a p i c a l  m e m b r an e . T h e  a p i c a l  s ur f a c e  i t s e l f  w a s  o r g a n i z e d  

i n t o  s h or t  m i c r o v i l l i . L a t e r a l ly a n d  t o w a r d  t h e  ap e x , 

a d j a c e n t  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  w e r e  a t t a ch e d  b y  t i g h t  j un c t i o n s  

a n d  d e s m o s om e s . O c c a s i o n a l  b l e b b i n g  o c c urr e d  a p i c a l ly i n  

s om e  t y p e  I c e l l s  ( F i gu r e  3 . 1 4 ) .  N um e r o u s  p o lyr i b o s ome s ·  

w e r e  d i s t r i but e d  t hro ugh o ut t h e  c y t o p l a s m  w h i l e  a f e w  G o l g i  

c om p l e x e s  w i t h  d i l a t e d  c i s t e rn a e  w e r e  pre s e n t  in  j ux t a ­

n uc l e ar r e g i o n s . Long  R E R  c i s t e r n a e  a n d  m i t o c h o n d r i a  w e r e  

no rma l l y a r r a n g e d  in  t h e  p e r i n u c l e a r  r e g i o n  a n d  ly s o s o m e s  

w e r e  c ommo n . E l e c t r on l u c e n t  ve s i c l e s  o f  v a ry i n g  s i z e s  

( s i m i l a r  i n  s i z e  t o  m i t o c h o n dr i a ) w e r e  p r e s e n t i n  s om e  

c e l l s  ( F i g u r e  3 . 1 4 ) .  

Type I I  ( Ta l l Dark C e l l ) s h own i n  F i gu r e s  3 . 1 4 a n d  

3 . 1 5 A , wa s a c o l umnar n a r r o w  c e l l  o f  r e l a t i v e ly h i gh 

e l e c t ron  d e n s i t y  wh i c h  c or r e s p o n d e d  t o  t h e  d a r k ly t o l u i d i n e  

b l u e - s t ai n e d  c e l l s  d e s c r i b e d  e a r l i e r w i t h  t h e  l i ght  m i c r o ­

s c o p e . T h e s e  a l s o h a d  l ar g e  c e n t r a l  nu c l e i  a n d , at  t h e i r  

b a s a l  r e g i o n s  a n d  a p i c a l  s u r fa c e s , e x h i b i t e d  t h e  g e n e r a l  
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f e at ur e s  de s c r i b e d  f o r  t h e  t y p e  I v a r i e t y . Un l i k e  t h e s e , 

h o w e v e r , m i t o c h o n d r i a  a n d  empty v e s i c l e s  w e r e  p r e s e n t  i n  

l a r g e r  n umb e r s . 

Type I I I  ( Ap i c a l  C e l l ) .  A s  c an b e  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 1 5 A  

t h e s e  ap i c a l l y  l o c a t e d  c e l l s  p o s s e s s e d  no b a s a l  s t r i at i o n s . 

T h e y  w e r e  c o n n e c t e d  t o  t h e  b a s e m e n t  m embra n e s  by a n a r r o w  

c y t o p l a s m i c  p r o c e s s  a n d  c o u l d b e  d i s t i n gu i s h e d  from t y p e  I 

b y  t h e i r i r r e g u l a r  s h ap e , more  a p i c a l ly p l a c e d  n u c l e i  a n d  

m o r e  e l e c t r on  d e n s e  c y t o p l a s m .  T h i s  dark e r  cyt op l a s m a p p e a r ­

e d  t o  b e  d u e  t o  t he p r e s e n c e  o f  a b u n d a n t  cyt o f i l am e n t s . 

M i t o c h o n d r i a  o f  t h i s  c e l l  t y p e  w e r e  s m a l l  i n  s i z e a n d  f e w  
• 

i n  n umb e r  a n d  de n s e  a p i c al  granul e s  w e r e  r a r e . T h e  l a t e r a l  

p l a sma m embra n e s  e xh i b i t e d  t h e  n a r r o w  p l i c a t i o n  t y p i c a l  o f  

a l l  s t r i at e d  d u c t  c e l l s . T h e  d i s t r i b ut i o n  o f  t y p e  I I I  c e l l s  

w a s  l e s s  f r e qu e n t  t h a n  t y p e  I I  - u s u a l l y a s  a s i n g l e  c e l l . 

I n  r a r e  c a s e s , a n  a p i c a l  c e ll  w i t h  e l e c t r o n  l u c e n t  c y t o p l a sm 

w a s  e v i d e n t  ( F i g u re 3 . 1 5 B ) . 

Type I V  ( B a s a l  C e l l ) .  Ba s a l ly p o s i t i o n e d  t y p e  I V  

c e l l s  w e re e n c o un t e r e d  i n  s t r i a t e d d u c t s i n  a v e ry o c c a s i on a l  

f a s h i on . Th e i r a p p e a r an c e  r e s emb l e d  t h at o f  t h e  b a s a l  c e l l s  

o f  i n t e r c a l a t e d  d u c t s i n  t hat t h e y  l a c k e d  b a s a l  s t r i at i o n s  

( F i g ur e  3 . 1 3 )  a n d h a d  n o  c ont act  w i t h  t h e  l ume n . 

T h e  f i n e  s t r u c t ur e  o f  t h e  e x c r e t o ry d u c t s w a s  n o t  

s y s t em a t i c a l ly s t u d i e d  b e c a u s e  t h e s e  w e re r a r e l y  o b s e rv e d  

i n  u l t r a t h i n s e c t i o n s  o b t a i n e d  by r a n dom s amp l i n g . 

c .  Myo epi t h e l i a l  C e l l s  

M y o e p i t h e l i a l c e l l s  l ay w i t h i n  t h e  b a s e m e n t  m e m br a n e s 

t h at e n v e l o p e d  t h e d e m i l un e s  a n d  a c i n i , a n d  t h e i r p r o c e s s e s  

c o u l d  b e  s e e n  t o  t e rm i n a t e  at t h e  c e l l b a s e s  o f  i n t e r c a l a t ed  

d u c t s . The  g e n e r a l  a r r a n gement  o f  myoep i t h e l i a l  c e l l s  w a s  

m u lt i p o l a r , w i t h  t h e  p ro c e s s e s  t h a t  i n ve s t e d  t h e  d u c t s  b e i n g 

m o r e  s l e n d e r  t h a n  t h o s e  a b o u t  t h e  e n dp i e c e s .  T h e  n u c l e i 

o f  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  w e r e  g e n e r a l l y  e l l i p s o i da l  ( F i g u r e s 

3 . 1 C ;  3 . 1 1 A ) .  C o nn e c t i o n  b e t w e e n  t h e  vi s c e r a l  s u r f a c e  o f  

a my o e p i t h e l i a l  c e l l  a n d  t h e  b a s e  o f  duct  c e l l s  o r  e n dp i e c e  
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s e c r e t ory  c e l l s  w a s  m a d e  b y  s e ve r a l  d e s m o s o me s . T h e  f i n g e r ­

l i k e  p ro c e s s e s  o f  t h e  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  t e r m i n a t e d  o n  

t h e  b a s o l a t e r a l  i n t e r d i g i t a t i o n  o f  i n t e r c a l at e d  d u c t  c e l l s  

( F i g u r e s 3 . 1 1 ;  3 . 1 2 A ) .  N o  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  w e r e  

o b s e r v e d  o n  s t r i a t e d  d u c t s . 

d .  I n n e r va t i o n  

L a r g e  n e rv e  b un d l e s  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  i n t e r s t i t i al  

s p a c e s  as  s h own in  F i g u re 3 . 1 6 A and  s m a l l e r  groups  o f  

unmy e l i n a t e d  f i b r e s  we r e  l o c a t e d  o u t s i d e  t h e  b a s e m e n t  membra n e s  

o f  a va r i e t y o f  p a r e n c h y m a l  c e l l s  ( e . g . Fi g u r e  3 . 1 6 B , C ) .  

Thus  unmye l i n a t e d  a x o n s  w e r e  i n  t h e  p r o x i m i t y  o f  a c i n ar c e l l s , 

d e m i l u n e  c e l l s , my o e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  de m i l un e  o r  a c i n a r  

c e l l s , c a p i l l a r i e s , s t r i a t e d  d u c t  c e l l s , i n t e r s t it ial _ p l a s m a  

c e l l s  a n d  i n t e rc a l a t e d  d u c t  c e l l s . C l o s e  a p p r o x i m a t i o n s  we re 

m o s t  f r e que n t l y  s e e n , h o w e v e r , w i t h  s e c r e t ory  c e l l s  a n d  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s , a n d l e s s  f r e qu e n t ly w i t h  s t r i a t e d  d u c t  

c e l l s . I n  t h e s e  l at t e r  s i t e s  t h e  d i s tan c e  b e t w e e n  

a n  a xo n  a n d  a n  e f f e c t o r  c e l l w a s  rar e ly l e s s  t h a n  0 . 2  � m . 

T h e s e  i n t e r s t i t i a l  unmy e l in a t e d  n e r v e s  app e a r e d  a s  v a r y i n g  

n umb e r s  o f  a xo n s  e nw r a p p e d  by a s i n g l e  S c h w a n n  s h e a t h . They  

c o n t a i n e d  sma l l  v e s i c l e s  b o t h  g r a n u l a r  a n d  a g ra n u l a r  . ( a b o ut 

4 0  nm  d i am e t e r ) a n d  a l s o  a fe w l a r g e  gr a n u l ar v e s i c l e s  

( 8 0 - 1 0 0  n m  d i a m e t e r ) ,  a s  w e l l  a s  s ma ll m i t o c h o n dr i a . A x o n s  

c o n t a i n i n g  n u m e r o u s  l a r g e  g ra n u l ar v e s i c l e s  ( e a .  8 0  n m  

d i a me t e r ) w e r e  o c c a s i o n a l ly f o u n d ( F i gure  3 , 1 6 A ) .  

Hyp o l emm a l  a x o n s  w e r e  o b s e r v e d  o c c a s i on a l l y  b e n e a t h  t h e  

b a s em e n t  m e mbr an e s  o f  s t r i a t e d  d u c t s . T h e y  w e r e  f o u n d  among 

t h e  b a s o l a t e r a l  i n t e r c e l l u l ar m e mbran e s  b e t w e e n  t y p e - I  

c e l l s  ( F i gure  3 . 1 8 A )  a n d  b e t w e e n  typ e - I  a n d  t yp e - I V  c e l l s  

( F i g ure  3 . 1 8 B ) .  I n  o n e  c a s e , a s ma l l  hyp o l e mm a l  a x o n  w i t h  

d e n s e  c o r e d  v e s i c l e s  ( 7 0 - 1 0 0  nm  d i amet er ) w a s  s e e n  a p i c a l l y , 

b e t w e e n  t h e  l a t e r a l  i n t e r c e l l u l a r  m e mbr a n e s  o f  a m u c o u s c e l l 

a n d  an i n t e r c a l a t e d  d u c t c e l l  ( F i g u r e  3 . 1 7 ) .  N o  h y p o l e mmal 

a x o n s  w e r e  o b s e r v e d  e i t h e r  b e t w e e n a d j a c e n t  s e c r e t o r y  c e l l s , 

myo e p i t h e l i a l  c e l l s , o r  b l o o d  v e s s e l s . N o  d e f i n i t e  i d e nt ­

i f i c a t i o n  o f  n e rv e  t y p e s  w a s  p o s s i b l e w i t h  t h e  hyp o l emmal  a x o n s . 



F igu r e  3 . 1 :  L i g h t  m i c r o g r a p h s  o f  t h e  r e s t i n g  man d i b u l a r  

g l an d  f r o m  a s h e e p  w h o s e  f o o d  h a d  b e e n  

w i t h h e l d  f o r  2 0  h o u r s . 

A .  P a r a f f i n  s e c t i o n  ( 6 � m  t h i c k ) ,  s t a i n e d  w i t h  

H & E . T h e  s e cre t o ry e n d p i e c e s  ( S EP ) c o n s i s t  

o f  a c i n a r c e l l s  ( A )  a n d  d e m i l un e s  ( D ) , a n d  

t h e  i n t r a l o b u l a r  d u c t  s y s t e m o f  i n t e r c a l a t e d  

d u c t s . ( I D )  a n d  s t r i a t e d  d u c t s  ( S D ) . 

E x c r e t ory ( e x t r a - l o b u l a r ) d u c t s are  n o t  

s h own . x 2 5 0 . 

B - D  A r a l d i t e - e mb e d d e d  s e c t i o n s  ( 0 . 5  � m  t h i c k ) ,  

s t a i n e d  w i t h  t o l u i d i n e  b l u e . 

B .  T h e  v ary i n g  s t a i n i n g  i n t e n s i t i e s  in  t h e  S D  

c e l l s  a n d  t h e  S E P , a n d  a myoep i t h e l i a l  c e l l  

( a r r o w ) w i t h i n t h e  b a s e m e n t  membrane  o f  a n  

i n t e r c a l at e d  d u c t  a r e  s e e n . x 5 0 0 . 

C .  A my o e p i t h e l i a l  c e l l w i t h  an e l l i p s o i d a l ­

s h ap e d  n u c l e u s a t  t h e  b a s e  o f  a s e c r e t ory  

e n d p i e c e  ( a rrow ) ,  and  the  ap i c a l  e x t e n s i o n 

o f  a d e m i l u n e  c e l l  b e t w e e n  t wo a c i n a r  c e l l s  

t o  r e a c h  t h e  a c i n a r  l umen  ( 1 ) .  x 1 , 2 5 0 . 

D .  H i gh m a g n i f i c at i on o f  an i n t e r c a l a t e d  d u c t  

( I D ) ,  wh i c h  s h o w s  a b a s a l  c e l l  ( b )  i n  

a d d i t i o n t o  t h e  o r d i n a ry i n t e r c a l a t e d  d u c t  

c e l l s  a n d  a my o e p i t h e l i a l  c e l l  ( a rro w ) . 

x 1 , 2 5 0 . 

( O t h e r  a b b r e v i a t i o n s : P - i nt e r s t i t i a l  p l a s m a  

c e l l , c - c ap i l l a ry ) .  



( 



F igure  3 . 2 :  

A .  

B . 

c .  

D . 

L i g ht  m i c r o g r a p h s  o f  t h e  r e s t i n g  m an d i b u l a r  

g l a n d  s t a i n e d  t o  d e mon s t r a t e c a rb o h y drat e .  

A c o mp a r i s on o f  t i s s u e s  f i x e d  an d s t a i n e d  i n : 

B o u i n ' s  f l u i d ; P A S / H . 

B o u i n ' s  f l u i d ;  d i a s t a s e , P A S / H . 

Karn o v s k y ' s  f i xat i v e ; P A S / H .  

Karn o v sky ' s  f i x a t i v e ; d i a s t a s e , P A S / H . 

No t e  t h e  emp t y  a r e a s  ( a rrow ) w i t h i n  s t r i a t e d  

d u c t  c e l l s  i n  s e c t i o n s  f i x ed  i n  B o u i n ' s  

f l u i d . S e c t i o n s  i n c u b a t e d  w i t h  d i a s t a s e  

s h o w  a de p l e t i o n  o f  P A S  s t a i n i n g  i n  t h e  

a c i n a r  c e l l s . ( 6  � m  s e c t i o n s ) .  x 2 5 0 . 



B 

c 0 
, 



Fi g u r e  3 . 3 :  T h e  r e s t i n g  m a n d i b u l a r  g l and , h a l f - s t r e n g t h  

Karn o v s k y ' s  f i x e d  p a r a f f i n  s e c t i on s , s t a i n e d  

f o r  c ar b o h y d r a t e s . ( D e t a i l s  o f  s t a i n i n g  

c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  g i v e n  i n  t e xt ) .  x 2 5 0 . 

A .  A l c i a n  B l u e  ( p H 2 . 5 ) / H & E  

B .  A l c i a n B l u e  ( p H 1 . � ) /  A l c ian Y e l l ow ( p H 2 . 5 ) /  

H & E 

C .  A l c i an B l u e  ( p H 2 . 5 ) /  P A S / H  

D .  A l c i an B l u e  ( p H 2 . 5 ) / S c h i f f ' s  re ag e n t / H 

E .  S c h i f f ' s  r e a g e n t /  H 



A 8 

( 

0 E 



F igu r e  3 . 4 : 

A .  

L i g h t  m i c r og r a p h s  o f  s e c t i o n s  s t a i n e d  for  

a l k a l i n e  p h o s p hat a s e  a c t i v i t y  in  t h e  

m a n d i b u l a r g l and  ( A - C ) ,  a n d  t h e  p a r ot i d  g l a n d  

( D ) .  W i t h o ut c o un t e r s t a i n i n g . 

S t r o n g  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  re a c t i o n  

p r o d u c t s  ( d ark  b r own ) a r e  e v i d e n t  a r o u n d  

t h e  s e c r e t o ry e n dp i e c e s , a n d  a l s o  at  t h e  

i n t e r l o b u l a r  d u c t  c e l l s  ( E D ) , b u t  n o t  t h e 

s t r i a t e d  d u c t s  ( S D ) .  ( 2 0 � m - c ry o s t a t 

s e c t i on ; x 1 0 0 ) .  

B .  N o t e t h e  p o s i t i v e - r e a c t i o n  p r o d u c t s  at  t h e  

a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e s t r i a t e d  d u ct s . 

( 1 2  � m  c ry o s t a t s e c t i o n ; x S O O ) .  

C .  S h ow i n g  t h e  m u l t i p o l a r  p r o c e s s e s  o f  

my o e p i t h e l i a l c e l l s  a t  t h e  b a s e s  o f  t h e  

s e c r e t ory e n d p i e c e s .  ( 1 2  � m - c ry o s t a t 

s e c t i o n ; x 1 2 5 0 ) .  

D .  S h o w i n g s t r o n g  p o s i t i v e - r e a c t i o n  p r o d u c t s 

o f  mu lt i p o l a r  c e l l s  ( ' b a s k e t - l i k e ' c e l l s ) 

i n  t h e  s e c r e t ory t i s s u e s o f  t h e  p ar o t i d  

g l an d . ( 2 0 � m - c ry o s t a t  s e c t i o n ; x S O O ) .  



A B 

( 0 



F i g u r e  3 . 5 :  L i g h t  m i c r o g r a p h s o f  b i o g e n i c - am i n e  f l u o r e s ­

c e n t f i b r e s  ( a r r o w ) i n  2 0  � m - c ry o s t a t s e c t i o n s  

o f : 

A .  P a r o t i d  g l a n d .  A f e w  a dr e n e r g i c n e rv e s a r e  

s h own n e a r  t h e  s e c r e t ory c e l l s  ( s m a l l  arrow ) ,  

a s  i s  t h e  c o ur s e  o f  f l uo r e s c e nt f i b r e s  b e t w e e n 

l o b u l e s  ( l a r g e  a r r o w ) .  T h e r e  i s  a r i c h e r  

i n n e r v a t i o n  o f  t h e s m a l l  b l o o d  v e s s e l s  ( bl ) . 

( Th e  a u t o f l u o r e s c e n c e  s h o w e d  y e l l o w i s h  o r a n g e  

c o l o ur ) . x 1 0 0 . 

B .  M an d i b u l a r  g l an d , s h o w i n g  a r i c h a d r e n e r g i c  

i n n e r va t i o n  b o t h  a r o u n d  t h e  s e c r e t o ry e n d p i e c e s  

( s m a l l  a r r o w ) a n d  c o u r s i n g a l o n g  t h e  l o b u l e s  

( l a r g e  a r r o w ) .  N o t e t h e  r e l a t i v e l y p o o r  i n n ­

e r va t i o n  o f  t h e  s t r i a t e d  ( S D )  a n d  e x c r e t o ry 

( E D )  d u c t s . x 1 0 0 . 

C . . F l uo r e s c e n t  f i b r e s i n  t h e  wa l l  o f  a b l o o d  

v e s s e l  ( ar r o w ) b u t n o t  in  an  

( E D )  i n  a m a n d i bu l a r  g l a n d . 

e x c r e t o r y  d u ct 

x 5 0 0 . 

P h o t om i c r o g r a p h s t a k e n  from t h e  4 0 0 A S A  e i t h e r  

F u j i ( A & B ) o r  Ko d a k  ( C )  c o l o ur n e g at i v e  f i lm . 



A 

B 

( 



F igu r e  3 . 6 :  

A . 

L i g h t  m i c r o grap h s  o f  s e c t i ons  s t a i n e d  for  

c h o l i n e s t e r a s e  a c t i v i t y  ( b rown ) i n  t h e 

p a r o t i d  ( A )  a n d  m a n d i b u l a r  ( B - D )  g l a nd s . 

A Ch E - s t a i n i n g  ( 2 h i n c ub a t i o n )  o f  a p arot i d  

g l a n d , s h o w i n g  A C h E - p o s i t i v e  n e rve  f i b r e s 

wh i c h  a r e  mo s t  d e n s e  a r o u n d t h e  a c i n a r  

s t r u c t u r e s .  La r g e r  p o s i t i v e  n e r v e s a l ong  

the  e x c r e t ory d u c t s . ( 2 0 � m  t h i c k  cryo s t a t  

s e c t i o n , c o un t e r s t a i n e d  w i t h  h a e ma t oxy l i n ) .  

x 1 0 0 . 

B - C A C h E - s t a i n i n g ( 2 h i n c ub a t i o n ) o f  a 

m an d i bu l ar g l a n d , s h o w i n g  t h e d i s t r i bu t i o n 

p a t t ern o f  t h e c h o l i n e r g i c  n e rv e s  ar ound 

the s e c r e t o ry e n d p i e c e s , a n d  a l s o  a l o n g s i d e  

t h e  s t r i a t e d  a n d  e x cre t o ry d u ct s . ( 2 0 � m  

t h i c k c r y o s t a t  s e c t i o n , w i t h o ut c o un t e r -

s t a i n i n g ) .  B .  x 1 0 0 ; c .  x 2 5 0 . 

D .  B u C h E - s t a i n i n g  ( 4 h i n c ub a t i o n ) o f  a 

ma n d i b u l ar g l a n d , s h o w i n g  a w e a k n o n - s p e c i f i c  

c h o l i n e s t e r a s e  ( Bu C h E ) a c t i v i t y ( a rrow ) in 

t h e  i n t e r s t i c e s  a l o n g s i d e  t h e  s t r i at e d  and 

e x c r e t ory d u c t s .  A w e a k ly p o s i t i v e  r e a c t i o n 

i s  s e e n a t  t h e  s e c r e t ory e n d p i e c e s .  

( 1 2 � m  t h i c k c r y o s t a t  s e c t i o n , c o u n t e r s t a i n e d  

w i t h  h a e ma t o xy l i n ) . x 1 0 0 , 



A B 
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F igure  3 . 7 :  

A .  

· T h e  u l t r a s t ru c t ur e  o f  t h e  r e s t i n g  man d i b u l a r  

g l a n d , s h ow i n g  d e m i l u n e s  ( D )  a n d  a c i n a r  

c e l l s  ( A ) .  

( A r a l d i t e s e c t i on s . P e r f u s i on f i x at i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  Karn o v s ky ' s  f i xat i v e ; O s o
4 

p o s t f i xa t i o n ; a n d  e n  bl o c  s t a i n i n g ) .  

A s e c r e t o ry e n dp i e c e . x 4 , 9 0 0 .  

B .  A p o r t i o n o f  a c i n a r  c e l l s  and d e m i l un e s ,  

s h o w i n g  t h e ap i c a l  e x t e n s ion o f  d e m i l u n e  

c e l l s  b e t w e e n a c i n ar c e l l s  t o  r e a c h  t h e  

a c i n ar l u m e n  ( L ) .  x 9 , 0 0 0 . 



B 



F igu r e  3 . 8 : T h e  u l t r a s t ruc t u r e  o f  t h e a c i n ar c e l l s  o f  

t h e  r e s t i n g  ma n d i b u l a r  g l a n d . 

A .. An  u l t r a t h i n  s e c t i o n  o f  a c i n ar c e l l s . 

No t e  t h e  arran g e me n t  o f  s e c r e t ory gran u l e s  

( S ) , s ma l l  d e n s e  b o d i e s  ( a rr ow ) ,  m i t o c h on d r i a  

( M ) , r o ugh  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l um ( RE R ) , 

and  G o l g i  c o mp l e x e s  ( G ) .  x1 2 , 2 5 0 . 

B .  A fre � z e - e t c h e d  r e p l i c a o f  ac i n ar c e l l s  

( a ft e r  d e e p e t c h i n g ) .  

A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  s ma l l  c i r c u l ar a r e a s  

w h i c h  c o rre s p o n d  t o  t h e  s m a l l  d e n s e  b o d i e s  

s e e n  i n  u l t ra t h i n  s e c t i o n  ( s e e  A ) . 

x 8 , 1 0 0 .  



A 

B 



F igure  3 . 8 :  

C - D  T h e  c om p l e m e n t ary r e p l i c a s o f  a n  a c i n ar 

c e l l  a f t e r  de e p - e t c h in g  s h o w i n g  t h e  s ma l l  

c i r c u l a r  a r e a s  o f  f i n e  p ar t i c l e s  w i t h i n 

t h e  s e c r e t o ry g r an u l e s . ( H i gh e r  

m a gn i f i c a t i on o f  B ) .  x 6 0 , 0 0 0 . 



c 

0 



F i g u r e  3 . 9 :  

A . � 

T h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  d e m i l u n e  c e l l s . 

No t e  t h e  p r e s e n c e  o f  s e c r e t o ry  g r anul e s  ( S ) ,  

R E R , l y s o s o m e - l i k e  s t r uc t ur e s  ( Ly ) ,  i n t e r ­

c e l l u l a r  memb r a n e  f o l d s  ( I ) ,  n u c l e u s  ( N )  

a n d  a my o e p i t h e l i a l  c e l l  p r o c e s s  ( M E C ) . 

B .  The  n ume r o u s  m i cr o v i l l i  w i t h i n  an  i n t e r ­

c e l l u l ar c a na l i c u l u s  ( I C )  a r e  s h own , a l o n g  

w i t h  m i t o c h o n d r i a  ( M )  in c l o s e  a s s o c i a t i o n  

w i t h  t h e  l u m i n ar m e m b ran e . 

c e l l  a d j o i n s  o n  t h e  r i gh t . 

A m u c o u s  a c i n a r  

x 1 7 , 5 0 0 . 

( Ar a l d i t e  s e c t i o n s . P e r fu s i o n  f i x at i on : 

h a l f - s t r e n g t h  K a r n o v s ky ' s  f i xa t i v e : O s 0
4 

p o s t f i x a t i o n ; en b l o c  s t a i n i n g ) .  



A 

B 



F igure 3 . 1 0 :  

A & B 

T h e  u l t r a s t r u c t ur e  o f  s e c r e t ory g r an u l e s  

o f  d e m i l u n e s . 

S h o w  t h e  t yp i c a l  tr i p art i t e  c h ara c t e r i s t i c s  

o f  s e c r e t o ry g r an u l e s . 

No t e  t h e s� a l l  h e t eroge n e o u s  s ub s t r u c t u r e  

( o r i n c l u s i o n ) w i t h  a membran e - l i k e  

b o un d ar y  ( arrow s ) .  

A .  x 1 1 , 8 0 0 . B .  x 1 4 , 8 7 5 . 

C .  Ly s o s o me s ( Ly )  in  t h e b a s a l  r e g i o n  o f  t h e  

c e l l s  a d j a c e nt  t o  t h e  ba s o l a t e ra l  c an a l i c u l u s  

( B L C ) . x 1 3 , 5 0 0 . 

( A l l  A r a l d i t e  S e c t i o n s . 

A .  I m m e r s i o n  f i xa t ion : 6 . 2 5 % g l u t ar a l -

d e h y d e ; O s O  p o s t f i x a t i o n . 
4 

B & C .  P e r f u s i o n f i x a t i on : ha l f - s t r e n g t h 

K a rn o v s k y ' s  f i x a t i v e ; 

e n  b l o c s t a i n i n g ) .  

O s 0
4 

p o s t f i x a t i on ; 



A 
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F igu r e  3 . 1 1 :  T h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  j un c t i on b e t w e e n  

m u c o us a n d  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s . T h e  

p r o c e s s e s  o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  ( a rrow s ) 

a r e  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  b a s e me n t  m e mbran e s  

o f  b o t h  s t r u c t u r e s .  

A .  No t e  t h e  n u c l e u s  o f  a m y o e p i t h e l i a l  c e l l 

( l a r g e  a r r o w ) w i t h in  t h e  b a s e me n t  m e mbr a n e  

o f  a n  in t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l  a n d  t h e 

a d j a � e n t  m u c o u s  c e l l . x 8 , 1 0 0 . 

B .  T h e  c o n t e n t s o f  a n  ac i n a r  gran u l e  h ave  

a p p a r e n t ly b e e n  d i s c h a r g e d  i n t o t h e  l ume n 

o f  t h e  d u c t . x 4 , 7 0 0 .  

C .  H i gh e r  m a gn i f i c a t i o n  o f  p a r t  o f  B .  

x 1 7 , 5 0 0 .  

( Ar a l d i t e s e c t i on s . P e r f u s i on f i xa t ion : 

h a l f - s t re n g t h  K a rn o v s k y ' s  f i x a t i v e ; O s 0
4 

p o s t f i x a t i on ; e n  b l o c  s t a i n i n g ) .  





F igure  3 . 1 2 :  T h e  u l t r a s t ru c t ur e  o f  i n t e r c a l a t e d  d u c t  

c e l l s . x 1 3 , 5 0 0 . 

A .  A p o r t i o n  o f  i n t e rc a la t e d  d u c t , s h o w i n g  

a x o n s  o f  a n  i n t e r s t i t i a l  u n my e l i n a t e d  

n e r v e  ( arrow ) a d j a c e n t  t o  t h e b a s e  o f  an 

i n t e r c a l a t e d  d u ct c e l l  a n d  t h e  my o e p i t h e l i a l  

p ro c e s s . 

B .  A b a s a l c e l l  ( b ) o f  an i n t e r c a l a t e d  d u c t  

an d o t h e r i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s . 

No t e  t h e  a b un d ant  cyt o f i l a m e nt s ( a rrow ) 

i n  t h e  ap i c al c y t op l a s m . 

( Ar a l d i t e  s e c t i o n s . P e r f u s i on f i x a t i on : 

ha l f - s t r e n g t h  Kar n o v s ky ' s  f i x at i ve ; 

p o s t f i x a t i on ; en bl o c  s t a i n i n g ) .  



B 



F igu r e  3 . 1 3 :  . Th e  u l t r a s t ru c t ur e  o f  t yp e  I and  t y p e  I V  

s t r i at e d  d u c t  c e l l s . The  b a s a l  m e m b r a n e  

f o l d i n g s  w i t h  a s s o c i at i on m i t o c h on d r i a  

i n  a t y p e  I c e l l , a n d  t h e l a c k  o f  b a s a l  

s t r i a t i o n  i n  a t y p e  I V  c e l l  a r e  s h own . 

No t e  a l s o  t h e  p re s e n c e  o f  s m a l l  de n s e  

b o d i e s  ( ar r o w ) i n  t h e  ap i c a l  r e g i o n  

o f  t h e  t y p e  I c e l l . x 1 3 , 5 0 0 .  

( A r a l d i t e  s e c t i o n . P e r fu s i on f i x a t i on : 

h a l f - s t r e n g t h  K a r n o v s k y ' s  f i xat i v e ; 

p o s t f i x a t i o n ; e n  bl o c  s t a i n i n g . 

I n  F i g u r e s 3 . 1 3 t o  3 . 1 5  an d 3 . 1 8 ,  Roman  

n um e ra l s  i n d i c a t e  the  c orr e s p o n d i n g  c e l l  

t y p e s ) .  
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F igu r e  3 . 1 4 :  T h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t y p e  I a n d  t yp e  I I  
s t r i at e d  d u c t  c e l l s . 

( A r a l d i t e  s e c t i o n . P e r fu s i o n f i xa t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h Karno v s ky ' s  f i xa t i v e ; 
J 

p o s t f i xat i o n ; en bl o c  s t a i n i n g ) .  

No t e  t h e  a p i c a l  b l e b b i n g  ( ar r o we d ) i n  t h e  

t y p e  I c e l l , an d t h e  p r e s e n c e  o f  m a ny 

m i t o c h o n dr i a ,  d i s t e n d e d  R E R  a n d  emp t y  

v e s i c l e s  i n  b o t h  t yp e  I a n d  t yp e  I I  c e l l s . 

x 1 0 , 5 0 0 . 





F igure  3 . 1 5 :  T h e  u l t r a s t r u c t ure  o f  t y p e  I l l  s t r i at e d  

d u c t  c e l l s . 

A .  A t y p e  I l l  c e l l b e t w e e n  a t y p e  I a n d  a t y p e  

I I  c e l l . 

N o t e t h e  n a r r o w  b a s a l  c y t o p l a s m i c  p r o c e s s  o f  

t y p e  I l l c e l l . x 6 , 4 0 0 . 

B .  A n  u n u s u a l  a p i c a l  c e l l  w i t h  v e r y  c l e ar 

c y t o p l a s m  a n d  a s t r i k i n g  p a u c i t y  o f  

c y t o p l a s m i c  o r g a n e l l e s .  x 1 0 , 5 0 0 . 

( Ar a l d i t e  s e c t i o n s . P e r f u s i o n  f i x a t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  K a r n o v s k y ' s  f i xat i v e ; p o s t ­

f i xa t i o n : O s 0
4

; en bl o c  st a i n i n g ) .  





F igu r e  3 . 1 5 :  

C .  H i g h e r  m a g n i f i c at i o n  o f  a p or t i o n  o f  a 

t y p e l i i c e l l . Th i s  s h o w s  t h e  p r e s e n c e  o f  

a b u n d a n t  c y t o f i l am e n t s ( a rrow e d ) wh i c h 

a p p e ar t o  a c c o un t  for  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  

o f  t h e cyt op l a s m i n  t y p e  I I I c e l l s . A t y p e  

I c e l l  ( l i g h t  c y t o p l a s m ) a d j o i n s . x 3 4 , 0 0 0 . 





' 

F i g ure  3 . 1 6 :  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  s h o w i n g  d i f f e r e n t 

n e r v e  t y p e s  i n  t h e  s h e e p  m a n d i bu l a r  g l an d . 

( Ar a l d i t e  s e c t i on s . P e r fu s i on f i x a t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  Karnov s ky ' s  f i xat i v e ; 

p o s t f i x a t i o n ; en bl o c  s t a i n i n g ) .  

A .  A l a r g e  unmye l i n a t e d  n e r ve  b un d l e  i n  t h e  

i n t e r s t i t i a l  s p a c e  t h at c on t a i n s  a x o n s  w i t h  

s m a l l  a g r a n u l a r  v e s i c l e s  ( S A V ) ,  s m a l l  

g r a n u l a r  v e s i c l e s  ( S G V ) ,  a n d  l a r g e  g r a n u l a r  

ve s i c l e s  ( L GV ) .  x 2 5 , 0 0 0 . 



A 



F igu r e  3 . 1 6 :  

B .  A t ra n s v e r s e  s e c t i o n  t hr o u gh an  unmy e l i nat e d  

n e r v e  w i t h  a x o n s  i n  r e l a t i v e l y  c l o s e  

p r o x i m i t y  t o  t h e  b a s e  o f  d e m i l un e s  ( D ) .  
x 3 4 , 0 0 0 . 

C .  Anot h e r  unmy e l i n a t e d  n e r v e  i n  c l o s e  

r e l a t i o n  t o  a c ap i l l ary ( C ) ,  myo e p i t h e l i al 

c e l l  p r o c e s s  ( M E C ) and  d e m i l u n e  c e l l . 

x 1 7 , 5 0 0 . 

No t e  t h e  p r e s e n c e  i n  a t yp i c a l  unmy e l i n a t e d  

n e rv e , o f  a x o n s  c o n t a in i n g  S G V  a n d  S A V  

w i t h i n t h e  s a m e  S c hwann  s h e a t h . 



B 

( 



F igu r e  3 . 1 7 :  

' 

A hyp o l e mma l a x o n  l o c a t e d  b e t w e e n  t h e  

i n t e r c e l l u l a r  p l a s ma m e m b ra n e s o f  a 

m u c o u s  c e l l  a n d  an  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l . 

Ar a l d i t e  s e c t i o n s . ( P e r f u s i o n  f i x a t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  Karno v s ky ' s  f i x a t i v e ; O s 0
4 

p o s t f i x a t i o n ; 

A .  x 8 , 1 0 0 ;  

en bl o c  s t a i n i n g ) .  

B .  x 3 4 , 0 0 0 . 

( Ab b r e v i a t i o n s : d - d e s m o s o me , 

M - m i t o ch o n d r i a ) .  



A 



F igure 3 . 1 8 :  

A .  

' B .  

Hy p o l emmal  i n n e r v a t i o n  o f  s t r i at e d  d u c t  

c e l l s . 

A hyp o l e mm a l  a x o n  l o c a t e d  b a s a l l y b e t w e e n  

t h e  i n t e r c e l l u l a r  p l a s ma m e mbra n e s  o f  t w o  

t y p e  I c e l l s . 

No t e  t h e  p r e s e n c e  o f  d e s m o s o m e s  ( a rrow ) 

n e a rby . x 1 3 , 5 0 0 . 

A hyp o l e mm a l  a x o n  b e t w e e n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  

p l a s ma m e m b r a n e s  o f  c e l l  t y p e  I a n d  I V . 

x 2 5 , 0 0 0 . 

( Ar a l d i t e s e c t i o n s . P e r fus i o n f i xa t i o n  

h a l f - s t r e n g t h  Karn o v s k y ' s  f i x at i v e ; 

p o s t f i x a t i o n ; en bl o c  s t a i n i n g ) .  
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B .  D I S C U S S I O N 

6 1  

Th i s  d i s c u s s i o n  o f  t h e  m o rp h o l o g y  o f  t h e  man d i b u l a r  

g l a n d  c o n s i d e r s  c l a s s i f i c a t i on , t h e  s e c r e t ory  e nd p i e c e s , 

d u c t  s y s t em , my o e p i t h e l i a l c e l l s  a n d  inn e rv a t i o n  t o  p r o v i d e  

a b a s i s  w i t h  w h i c h  c h ap g e s  d e s cr ib e d  in  s ub s e qu e n t  c h ap t e rs 

c an b e  c om p a r e d .  

1 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  O v i n e  M a n d i b u l a r  G l a n d  

A l t h o ugh  n o  s y s t e m  o f  c l a s s i fy i n g s a l i v a ry g l an d s  h a s  

y e t  a c h i e v e d  u n i v e r s a l  a c c e p t an c e  t h e r e  i s  a g e n e r a l  c o n s e n s u s  

t ha t  f o u r  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  s e c r e t ory c e l l s  o c c u r , v i z , 

s e r o u s , m u c o u s , s e r o m u c o u s  a n d  s p e c i a l  s e r o u s  ( s e e  G a r r e t t , 

1 9 7 6 ;  Y o u n g  a n d  v a n  L e n n e p , 1 9 7 8 ;  P i n k s t a f f , 1 9 8 0 ) .  T w o  

m e t h o d s  o f  c l a s s i f i c at i o n  c an b e  c o n s i d e r e d  h er e . 

F i r s t , b as e d  o n  t h e  c r i t e r i a  m e n t i o n e d  in  G ar r e t t ' s  

( 1 9 7 6 ) r e v i e w  f o r  t h e  h i s t o c h em i c a l  demon s t ra t i o n  o f  c a rb o ­

h y dra t e , t he t ub u l e - a c i n a r  c e l l s  i n  t h e  s h e e p  man d i b u l a r  

g l an d c a n  b e  c l a s s e d  a s  m u c o u s  a n d  t h o s e  o f  d e m i l u n e s  a s  

s e romu c o u s . 

T h e  m u c o u s  a c i n i  a p p e a r  r i c h i n  a c i d i c - n o n s u l p h a t e d  

( c arb o xy l a t e d ) g l y c o p ro t e i n  . ( j u dg e d  from t h e i r  i n t e n s e  

p o s it i v e s t a i n i n g  w i t h  A l c i a n  B l u e  a n d  A l c i a n  Y e l l o w  a t  p H  

2 . 5 , b u t  n o t  w i t h  A B  a t  p H  1 . 0  - F i gure  3 . 3 ; L e v  a n d  

S p i c e r , 1 9 6 4 ; Ra v e t t o , 1 9 6 4 ) ,  a n d  p r ob a b l y  a re s i a l y l a t e d ­

g l y c o p r o t e in ,  a s  w a s  s ub s t an t i a t e d  h i s t o c h em i ca l ly i n  t h e  

g l a n d s  o f  lambs  an d e w e s  ( Qu i n t a r e l l i ,  1 9 6 3 ;  L e pp i a n d  S p i c e r , 

1 9 6 7 ) .  T h e  e v i d e n c e  f r o m  P A S  r e a ct i o n s  s ug g e s t s  t h a t  t h e s e  

c e l l s a l s o  c o n t a i n b o t h  g ly c o g e n  a n d  n e ut ra l  g ly c o pr o t e i n s . 

B i o c h em i c a l  a s s a y s  r e v e a l  t h e  p re s e n c e  o f  h e x o s e  a n d  

d e o xy h e x o s e  a s  w e l l , b u t  t h e i r · l e v e l s  a r e  v e ry l o w  

( T e t t aman t i  a n d  P i gm a n , 1 9 6 8 ) a n d  t h u s  t h e i r  c on t r i b u t i on 

t o  P A S  r e a c t i o n s  i s  p r o b a b l y  s ma l l . 

I n  t h e pre s e nt  s t udy , a s  i n  t h a t  o f  L e p p i  a n d  S p i c er 

( 1 9 6 7 ) , d i ge s t i o n  w i t h  m a l t  d i a s t � s e  gre a t ly d im i n i s h e d  t h e  

P A S  r e a c t i v i t y  o f  m u c o u s  a c i n i ( F i gure  3 . 2 )  a n d a l s o  m a r k e d l y  
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i m p a i r e d  a f f i n i t y  f o r  A B  a t  p H  2 . 5 .  T h i s  d e c r e a s e  in P A S  

s t a i n i ng m a y  b e  d u e  t o  a l o s s  o f  s ub s t an c e s  o t h e r  t h a n  

g ly c o g e n  d u r i n g  d i a s t a s e  d i g e s t i o n , p o s s ib l y  s i a l i c  a c i d  

g r o up s  wh i c h  a re k n own  t o  p o s s e s s  a p o s i t i v e - P A S  r e a c t i on 

( L e b l o n d , G i e g g  a n d  E i d e n g e r , 1 9 5 7 ) .  How e v e r ,  L e p p i  a n d  

S p i c e r  ( 1 9 6 7 ) a r g �e d  a ga i n s t  t h e  d e c r e a s e d  P A S  r e a c t i v i t y  

a r i s i n g  t h ro u gh r e mo v a l  o f  s i a l i c  a c i d gr o up s , a n d  o ff e re d , 

i n  s up p o r t  o f  t he i r argum e n t , t h e  o b s e r vat i on t h at n e u r am in ­

i d a s e  t r e at m e n t  d i d  n o t  a p p r e c i ab ly a l t e r  t h e  P A S  r e a c t i v i t y . 

T h ey s ug g e s t e d  t h at i t  m i gh t  i n s t e a d  r e f l e ct " t h e  a c t i o n  of  

a n  e n z ym e  h y d r o ly z i n g  t h e  c a r b o n  1 g ly c o s i d i c  l i n k a g e  o f  an 

a m i n o  s u g a r  w h i ch is b o un d  t o  c ar b o n  6 to a t e r m i n a l  s i a l i c  

a c i d  r e s i d u e " .  N e v e r t h e l e s s , i n  L e p p i a n d  S p i c e r ' s  

e xp e r im e n t s t h e d i a s t a s e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  m u c o u s  a c i n i  w a s  

o b s e r v e d  o n ly i n  t h e  o v i n e  g l an d , a n d  n ot i n  t h o s e  o f  t h e  

p i g  a n d  c o w  ( L e p p i  a n d  S p i c e r , 1 9 6 7 ) .  

The s� r o m u c ou s  d e m i l u n e s , i n  c o n t ra s t , c o n t a i n e d  o n l y  

s m a l l  amo un t s o f  a c i d i c - n o n s u l p h a t e d  g l y c o p r o t e in s  b u t  

r e la t i v e l y  m o r e  n e u t r a l  g ly c o p r o t e i n s  ( a s d i s t i n g u i s h e d  by 

t h e  p r e s e n c e  o f  m o d e r a t e  t o  s t r o n g  P A S - s t a i n i n g a ft e r  d i a ­

s t a s e  d i g e s t i on ) .  

S e c o n d ly , t h e s e  t wo c e l l  p op u l a t i on s  a l s o  f a l l  i n t o  t h e  

s ame c at e g o r i e s  i f  t h e  d e f i n i t i o n  o f  c e l l t yp e s  s ugg e s t e d  

b y  Young  an d v a n  L e n n e p  ( 1 9 7 8 )  i s  f o l l o we d . Th i s  s c h e me  

is  b a s e d  o n  t h e  h i s t o l o g i c a l  a p p e a r an c e  o f  c e l l s  u n d e r  b o th  

l i ght  an d e l e c t ron m i c ro s c o py , w i t h out  regard  for  t h e i r 

h i s� o ch e m i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  s p e c i f i e s  t h a t : 

( i )  T h e  ' mu c o u s ' g l a n d u l ar c e l l s  c o n t a i n  l ar g e , 

c l o s e ly p a c k e d  g r a nu l e s  w h i c h a r e  o ft e n  i l l - d e f i n e d , a n d  

p o or ly s t a i n e d  w i t h  H & E i n  p a r a f f in s e c t i o n s ; w h i l e  w i t h t h e  

e l e c t ron m i c r o s c o p e  t he gra n u l e s  a r e  o ft e n  f us e d  a n d  c o n t a i n 

a h om o g e n e o u s , r e l a t i v e ly e l e c t ron  l u c ent m a t r i x . 

( i i )  T h e  ' s e r o u s ' g l a n d u l ar c e l l s  c on t a i n  s m al l , 

d i s c re t e , r e f r a c t i l e  g r a n u l e s , u s u a l ly e o s i n o p h i l i c  u n d e r  

l i gh t  m i c ro s c o py  a n d  homo g e n eo u s , and  u s u a l l y  e l e c t ro n  

d e n s e  und e r  e l e c t r o n  m i c r o s c op y . 



( i i i ) T h e  ' s e r o m u c ou s ' g l a n d u l ar c e l l s  a r e  t h o s e  

e xh i b i t i n g  a n  i n t erme d i a t e  a p p e a r a n c e  b e t w e e n  t h e  s er o u s  

a n d  m u c o u s . G r an u l e s  m ay b e  m o r e  d i s c r e t e  a n d  c o n t a i n  

e i t h e r  h om o g e n e ou s  o r  h e t e r og e n e o u s  c o n t e n t , 

2 .  O b s e r v a t i o n s  o n  t h e  S e c r e t o ry E n dpi e c e s  

S im i l a r  c on c l u s i o n s  c o n c e r n i n g  c l a s s i f i c a t i o n  i n t o  

m u c o u s  a c i n i  an d s e r omuc o u s  d e m i l un e s  h a v e  b e e n  r e a c h e d  

f o r  s e c r e t ory e n dp i e c e s  i n  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  o t h er 

r um i n an t s ,  e . g .  b o v i n e  ( S h a c k l e f o r d  a n d  Wi l b o r n , 1 9 7 0 a ; 

B l o o m  a n d C a r l s oo , 1 9 7 4 ) .  

a .  M u c o u s A c i n a r  C e l l s  

6 3  

T h e  f i n e  s t ru c t u r e  o f  a c i n a r  c e l l s  i n  t h e  r e s t i n g  

ma n d i b u l a r  g l a n d s  o f  s h e e p  o b s e rve d i n  t h i s  s t u d y  c l o s e ly 

r e s e m b l e s  t h e  d e s cr i p t i o n s  p r o v i d e d  f o r  t h e  ' m u c o u s ' c e l l s  

i n  t h e  s am e  g l a n d  i n  c a t t l e  ( S h a c k l e ford  a n d  W i l b o r n , 1 9 7 0 a ; 

B l o o m  a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 ) a n d  i n  o t h e r  n on - r um i n a n t s  ( C ow l e y  

a n d  Sh a c k l e fo r d , 1 9 7 � ; T e s t a - Ri va , 1 9 7 7 ) i n  t h a t  t h ey  a r e  

c h a r a c t e r i z e d  by a b u n d a n t  e l e c t r o n  l u c ent  g r a nu l e s  w i t h  

f u s e d  m e m b r a n e s , a r e l a t i v e ly s m a l l  amount o f  R E R , G o l g i  

c o mp l e xe s ,  a n d  ba s a l ly p l a c e d  n u c l e i . 

T h e  a p p a r e n t  s c a r c i t y  o f  R E R  a n d  G o l g i c omp l e xe s  i n  

m u c o u s  a c i n a r  c e l l s  o f  r e s t i n g  g l a n d  m i gh t  g i v e  t h e  

i m pr e s s i o n o f  t h e s e  c e l l s  h av i n g  o n l y  a m i n o r  r o l e  i n  

p r o t e i n s y nt h e s i s  b u t  t h i s  v i e w  i s  n o t  s up p or t e d  by t h e i r  

a b u n d a n t  c o n t e n t  o f  m u c u s  g ly c op ro t e i n  wh i ch i s  p a ck a g e d  

i n  s e c r e t ory gran u l e s  ( F i g ure s 3 . 3  a n d  3 . 8 A ;  G a l l a g h e r  

e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  

A l t h o u gh t h e  u l t r a s t r u c t u re o f  m u c o u s  c e l l s  i s  s i m i l ar 

i n  m a n y  r um i n an t  a n d  n o n - r u m i n a n t  s p e c i e s , t h e  c e l l s  

a p p � ar t o  e l ab o r a t e  a d i v e r s i t y  o f  mu c o s ub s t an c e s  ( Le p p i  

a n d  S p i c e r , 1 9 6 7 ;  S h a c k l e f or d  a n d  W i lborn , 1 9 6 8 ) .  F o r  

e xa mp l e , b o v i n e  m a n d i b u l a r  g l a nd s  p r o d u c e  ma i n ly s i a l om u c i n s  

w h i c h c o n s i s t o f  a m i xt ur e  o f  n e uramin i c  a c i d s ( s e e  H e rp 

e t  a l . ,  1 9 7 9 ) a n d  a l s o  s u l p h omu c in s  ( Q u i n t a r e l l i  e t  a l . ,  
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1 9 6 1 ) ,  wh i l e  i n  s h e e p , i t  i s  m a i n l y  s i a l o mu c i n s  c on t a i n in g  

o n ly N - a c e t y l  n e uram in i c  a c i d  t h a t  a r e  p r o d u c e d  ( H e rp e t  a l . ,  

1 9 7 9 ) .  

T h e  s e c r e t o ry g r a n u l e s  o f  m u c o u s  a c i n i  i n  s h e e p  are  o f  

a s i n g l e  t y p e  c on s i s t i n g  o f  t w o  c om p o n e n t s :  a m a j or  

c om p o n e n t  wh i ch e xh i b i t s  f e a t u r e s s im i l A r  to  g l y c o pr o t e i n 

a s  d e s c r i b e d  by G a l l a g h e r  e t  a l . ( 1 9 6 9 ) ,  a n d  a s m a l l d e n s e  

b o dy . T h i s  v i ew i s  s up p ort e d  by t h e  r e s u l t s  b o t h  t h e  

f r e e z e  e t c h i n g  s t u di e s  a n d  c o nv e n t i o n a l  e l e c t r o n  m i c r o s c opy 

( F i g u r e  3 . 8 A - D ) . The e xt r u s i o n o f  s e c r e t ory c o n t e n t  from  

m u c o u s  g r an u l e s  e v i d e n t ly o c c u r s  e v e n  i n  the  r e s t i n g  g l an d  

( F i gu� e 3 . 1 1 C )  a s  h a s  a l s o  b e e n  n o t e d  by o t h e r s  ( Kram e r  

a n d  G e u z e , 1 9 7 7 ) .  

A c i n a r  c e l l s , i n  a d d i t i o n  t o  s e c r e t i n g  g l y c o p r o t e i n ,  

m a y  a l s o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e s e c r e t i o n  o f  wa t e r a n d  e l e c t ro ­

l y t e s , a l t h o u g h  t h e  c on t r ib u t i o n  t h e y  m a k e  t o  t h e  t o t a l  

s a l i v a  p ro d u c e d  b y  t h e  m a n d i b u l ar g l a n d  h a s  n o t  b e e n  a s s e s s e d  

i n  t h e  p r e s e nt s t udy n o r  b y  ot h e r  a u t h or s . 

b .  Se r omu c o u s  D e m i l u n e s  

The  m o s t  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  b e t w e e n c e l l s  o f  t h e  

d e m i l u n e s a n d  t h o s e  o f  t h e  m u c o u s  a c i n i  w a s  r e l a t e d  t o  

d i s t r ib ut i o n  o f  o r g a n e l l e s . I n  d e m i l un e s  r e l at i v e ly l arg e 

a m o un t s o f  p a ra l l e l  R E R  c i s t er n a e  o c c up i e d  t h e  b a s a l  r e g i o n s  

o f  t h e  c e l l s  a l o n g  w i t h  a b u n d a n t  p o ly r i b o s o m e s  a n d  t h i s  

s u g g e s t s  t h e  c e l l s  h a v e  a n  import a n t  r o l e  i n  t h e  s y n t h e s i s  

a n d  s e cr e t i o n  o f  p r ot e i n s �  I t  i s  p o s s i b l e  a s  s ug g e s t e d  

b y  B l o m f i e l d , S i m s on a n d  Mart i n e z  ( 1 9 8 0 )  t h a t  s ome  f l u i d  

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

s e c r e t ory ma t e r i a l s  b y  e xo cy t o s i s  b u t  n o  e v i d e n c e  o f  t h i s 

w a s  o b t a i n e d . 

M at e r i a l s  s e cr e t e d  fr om d e m i l u n e s  a p p e ar t o  p a s s  t o  

t h e a c i n ar l umen e i t h e r  v i a  int e rc e l l u l a r  c a n a l i du l i  

( F i g ur e s  3 . 7 ;  3 . 9 B )  o r  d i r e c t ly f r o m  t h e  a p i c a l  e x t e n s i o n s  

o f  d em i l un e s  ( F i g ure  3 . 7 B ) .  Th e s e  a p i c a l  e xt e n s i o n �  h a v e  

b e e n r e p o rt e d  p re v i o u s ly i n  s h e e p  ( Y o un g  and  v a n  L e n n e p , 

1 9 7 8 ) and  m a ny o t h e r  s p e c i e s , e . g .  c a l f  ( Sh a c k l e fo r d  a n d  
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W i lb o r n , 1 9 7 0a ) ,  E a s t  A fr i c an w i l d  u n g u l a t e s  ( Ka y a n j a ,  1 9 7 3 ) ,  

c a t  ( S ha c k l e fo r d  a n d  W i l b o r n , 1 9 7 ® ) a n d  s q u i r r e l  m o n k e y  

( Co w l e y  a n d  S h a c k l e fo r d , 1 9 7 0b ) . 

T h e  p r e s e n c e  o f  l y s o s om e s , u s ua l ly b a s a l ly i n  t h e  cy t o ­

p l a s m  o f  d e m i l u n e s  i n  t h e  r e s t i n g  g l a n d s  ( F i g ur e s  3 . 9 A ;  

3 . 1 0 C )  m a y  i n d i c at e  t h a t , p hy s i d l o g i c a l ly , t h e  e x c e s s  

s e c r e t ory g r a nu l e s  a r e  d e g r a d e d  b y  l y s o s o m a l  e n z y m e s . S u c h  

a l y s o s o m a l  de g r a d at i o n  h a s  b e e n  d e s cr i b e d  i n  p a r o t i d  

a c i n ar c e l l s  o f  rat s a f t e r  s t ar v a t i o n  ( Han d , 1 9 7 2 ) a n d  

i n  p ar o t i d  a c i n a r  c e l l s  o f  f a s t e d  s h e e p  ( va n  L e n n e p  e t  a l . ,  

1 9 7 7 ) .  T h e  numb e r s  o f  l y s o s om e s  p r e s e n t  h a v e  b e e n s u g g e s t e d  

t o  d e p e n d  o n  t h e  c e l l  t y p e  a n d  t h e  n e e d  f o r  l y s o s om e s  a t  

t h e  t ime  t h e  t i s s u e w a s  t a k e n  ( Ga rr e t t , 1 9 7 6 ) .  Y o un g a n d  

v a n  L e n n e p  ( 1 9 7 8 )  p o s t u l a t e d  t h at in  t h e  s h e e p  p a r o t i d  g l an d , 

w h e r e  p ro t e i n s e c r e t i on i s  t r i v i a l  by c o mp ar i s o n  w i t h  

w a t e r  a n d  e l e c t r o l y t e s e c r e t i o n , t h e  p r e s e n c e  o f  n um e r o u s  

l y s o s ome s r e fl e c t s  an  i n - b u i l t  s y s t e m  for  d e g r a d a t i o n  o f  

e x c e s s  s e c r e t ory p r o t e i n s . 

I t  w a s  a n o t a b l e  f e a t ur e  t h a t  m i t o c h o n d r i a  w e r e  f ound  

in  c l o s e  a s s o c i at i o n  w i t h  t h e  p l a s ma  m e mb r a n e s  of  i n t e r ­

c e l l u l ar c an a l i c u l i  ( F i g u r e  3 . 9 B )  a n d  t h e  l a t e r a l  i n t e r ­

c e l lu l a r  m e m br a n e s  b e t w e e n  b o t h  d e m i l un e  ( F i gu r e  3 . 9 A )  

a n d  a c i n a r  c e l l s  ( F i gu r e  3 . 8 A ) .  Th i s  t o p o g r a ph i c  re l a t i o n 

b e t w e e n  m i t o c h o n d r i a  a n d  p l a s ma m e mbra n e s  p o s s i b l y  r e f l e c t s 

t h e  m e a n s  o f  p ro v i d i n g  e n e r gy f o r  t h e a c t i v e  i o n  t r an s p or t  

s y s t e m o f  s e c r e t o ry e n dp i e c e s  a s  s ugge s t e d  b y  S h ar awy , 

S c h u s t er , P a s h l ey_ a n d  P a l m e r  ( 1 9 7 8 ) .  I t  i s  w i d e l y  a c c e p t e d  

t h a t  t he e n d p i e c e s  a r e  s i t e s  o f  s e c r e t i o n  o f  t h e  p r i ma ry 

i s ot o n i c  f l u i d  w h i c h  i s  s ub s e qu e n t l y  m o d i f i e d  a s  i t  p a s s e s  

a l o n g  t h e  d u c t a l  s y s t e m  ( S c hn e y e r , Young a n d  S c hn e y e r , 

1 9 7 2 ; Yo un g a n d  v a n  L e n n e p , 1 9 7 9 ) .  

T h e  f i n e  s t ru c t ure o f  t h e  s e c r e t ory g r an u l e s  o f  d e m i l un e s  

i s  r e l a t i v e ly c o n s t a nt  i n  s h e ep man d i b u l a r  g l an d s . Th i s  

t y p e o f  t r i p ar t i t e  s u b s t r u c t ur e  ( F i gure 3 . 1 0 ) d o e s n o t  s e e m  

t o  h a v e  b e e n  r e p o rt e d  b e f o r e . T h e  granu l e s  d i ff e r  f r om 

t h o s e  o f  b o v i n e  mand i b u l a r  g l a n d s  ( Sh a c k l e fo r d  a n d  

W i l b o rn , 1 9 7 0a ; B l o o m  a n d  C a r l s o o , 1 9 7 4 )  a n d  a l t h o ug h  
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g r an u l e s  o f  t r i p art i t e  s ub s t ru c t ure  h a v e  b e e n  r e p o rt e d  i n  

m a n d i b u l ar g l an d s  o f  a f e w  s p e c i e s , t h ey d i f fe r  i n  imp o r t ant 

d e t a i l s  from t h o s e  d e s c r i b e d  h e r e . F o r  e x a mp l e , i n  t h e  

J a p an e s e  h o r s e s h o e b at , t h e  g ra n u l e s  h ave  a n  e l e c t ron d e n se 

c o r e , an  e l e c t r o n  l u c e n t h a l o  a n d  a n  e l e c t r o n  d e n s e  m a r g i n a l  

z on e  ( M i n e d a , 1 9 7 7 ) ,  w h e r �a s  t h e  m a t ure  g r an u l e s i n  t h e  

human s h o w  a sma l l  d e n s e  s p h e ru l e  e c c e n t r i c a l ly w i t h  a 

m o d e r a t e  d e n s e  c r e s c e n t  a n d  a p a l e  mat r i x  ( T a n d l e r  a n d  

E r l a n d s o n , 1 9 7 2 ) .  

I f  t h e  d e marca t i o n  i n t o  d i f f e r e nt z o n e s w i t h i n  t h e  

g r an u l e s  i n  u l t r at h i n  s e c t i o n s  i s  g e n u i n e , t h e s e  p r o b a b l y  

r e p r e s e n t  t h e ir d i f f e r e n t  c h e m i c a l  c omp o s i t i on . · H i s t o -

c h em i c a l  s t u d i e s  pro v i d e s ome s up p o r t  for  t h i s n o t i o n . 

i n d i c a t e  t h a t  granu l e s  i n  d em i l un e s  o f  s h e e p  m an d i b u l a r  

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

T h ey 

( w h i c h  s t a i n e d  r e d  w i t h  t h e  P A S - r e a c t i o n  a f t e r  d i a s t a s e  

d i g e s t i o n ) ,  a n d  s om e  a c i d i c  n o n s u lp h a t e d  g l y c o p r o t e i n s  ( wh i c h  

a r e  p o s i t i ve ly s t a i n e d  w i t h A B  a� p H  2 . 5 . b u t  n o t  a t  p H  1 . 0 ) 

a s  i n  F i g u r e  3 . 3 . T h e  d i ff e r e n t  d e gr e e s  o f  p o s i t i ve - s t a in i ng  

t h a t  were  n o t e d  may a r i s e  from v ar i at i on s  in  c h e m i c a l  

c o mp o s i t i o n  among i n d i v i d u a l  c e l l s . 

Furt h e r s up p o r t  f o r  t h e  c o n c e p t  o f  r e g i on a l  d i ff e r e n c e s  

i n  g r an u l e  c o mp o s it i o n  c om e s  from  t h e  w o r k  o f  I c h i k awa  a n d  

I ch i k a wa ( 1 9 7 7 ) w h o  h a v e  s t u d i e d  s a l i v a ry g l a n d s  i n  t h e  

M o n g o l i a n  g e rb i l  b y  h i s t o c h em i c a l , l i g h t  a n d  e l e c t ro n  

m i cro s c o p y  a n d  fr e e z e - e t c h i n g  t e ch n i qu e s . T h e y  d e mo n s t r at ed 

t h a t  the p a � e  p e r i p h e r a l  r im of g r a n u l e s  was c a r b o h y d r a t e 

r i c h ( ma i n ly s i a l omu c i n ) wh e r e a s  t h e  d e n s e  c e n t r a l  c or e  w a s  

p ro t e i n r i c h . S im i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e en r e p o r t e d  i n  P a n e t h  

c e l l s  o f  m o u s e  i n t e s t i n e  ( Sp i c e r , S t a l ay , W e t z e l  a n d  W e t z e l , 

1 9 6 6 ) wh e r e  t h e  pre s e n c e  o f  muc o s ub s t an c e s h a s  a l s o  b e e n  

c o n f i rm e d  i n  t h e  e l e c t ro n - pa l e  p e r i p h e r a l  r im s  o f  b i p a rt i t e  

g r an u l e s . 

I t  i s  t e mp t i n g  t o  b e l i e v e  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  e l e c t r o n  

d en s i t i e s  o f  r e g i on s w i t h i n d e m i l u n e  g r an u l e s  o b s e rv e d i n  

t h e  p r e s e n t  st udy d o  r e pre s e n t  d i f f e r e nt  c h e m i c a l s  a n d  t h u s  

d i f f e r e n t  s e c re t i o n s . F o r  e x amp l e , t h e  e l e c t r o n  d e n s e  
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r e g i o n  may b e  ' s e r ou s ' an d p r o t e i n  r i c h , w h i l e  t h e  e l e c t ron  

l u c e n t  r e g i on may be  ' mu c o u s ' a n d  the  m o d e r a t e  r e g i on m a y  be  

' m i x e d ' .  

I n  t h e  pre s e n t  i n v e s t i g a t i on , vary i n g  d e gr e e s  o f  

d e n s i t y  a n d forms o f  g r a n u l e s  w e r e  c om m o n l y  o b s e rv e d  w i t h in 

t he s a me s e c r e t ory e n d p i e c �  a n d  e v e n  w i t h i n  t h e  s ame  c e l l  

( F i gu r e  3 . 1 0 A , B ) .  E v i d e n c e  f r om o t h e r  org a n s  a n d  o t h e r  

s a l i v a ry g la n d s  s u g g e s t s  t h a t  t he s e  v a r y i n g  forms  r e pr e s e n t 

g r an u l e s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  f o rma t i on o r  m a t urat i o n . 

T h u s  T r o u g h t o n  an d T r i e r ( 1 9 6 9 ) f o u n d  t h at s e cr e t o ry g r a n u l e s  

i n  t h e  e a r ly s t a g e s  o f  f orma t i o n  h a d  a sma l l  r o u n d e d - d e n s e  

c o re  i n  t h e  e l e c t r on l u c e n t  m a t r i x  wh i l e  t h e  m a t ur e  g r a n u l e s  

w er e  c omp o s e d  o f  a r e l a t i v e ly l ar g e  e l e c t r o n  d e n s e  c o r e  w i t h  

a l i g h t  p e r i p h e r a l  r im . S im i l a r l y , var i o u s  t y p e s  o f  g r a n u l e s  

h av e  b e e n  o b s e rv e d  i n  t h e  s a l i vary g l an d s o f  m i c e  e x a m i n e d  

a t  d i f fe r e nt embry o n i c  a n d  n e o n a t a l  s t a ge s  ( B or g h e s e , L a j  

a n d  D i  C a t e ri n o , 1 9 7 4 ) .  

A p o s s ib i l i t y  t h a t  h as t o  b e  c o n s i de �e d , h o w e v e r , i s  

t h a t  o f  a r t i fa c t  ar i s i n g  from p r o c e s s i n g  p r o c e d ur e s . O n e  

s in g l e  gra n u l e  c o mp o n e n t  m a y  re c e i v e d i f f e r e nt d e gr e e s  o f  

e xt r a c t i o n  o f  i t s  s ub s t an c e s  d u r i ng  f i x at i o n , a s  s ugg e s t e d 

b y  W i l b o rn an d S h a c k l e f o r d  ( 1 9 6 9 ) .  A d d i t i o n a l ly , d i f f e r e ri t  

f i x a t i o n  p ro c e dur e s m a y  i n f l u e n c e  t h e m o rp h o l ogy  a n d  c y t o ­

c h e m i s t ry o f  s e c r e t o ry gra n u l e s  a s  r e p o rt e d  i n  t h e  r a t ' s  

s a l i v a ry g l a n d s  ( S i m s o n , 1 9 7 7 ;  S i m s o n , Dom , S an n e s  and  

Sp i c e r , 1 9 7 8 ) .  In  t h e p re s e n t  s t u dy , h ow e v e r , t h e  use  o f  

d i ff e r e n t  b�ffe r s , e i t h e r  p h o s p ha t e  o r  c a c o d y l a t e ,  c a u s e d  n o  

s ub s t a n t i a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  f i n e  s t ru c t ur a l  a p p e a ra n c e  o f  

gran u l e s . T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  Tr ump a n d  Er i c s s on ( 1 9 6 5 ) 

w h o  r e p o r t e d  t h at t h e  c omp o s i t i on o f  f i xa t i v e  v e h i c l e  w a s  

l e s s  c r i t i c a l  w i t h  a l d e hy d e  f ix a t i v e s , w h e r e  a c t i v e  c r o s s  

l i n k a g e  w i t h  prot e i n s  o c c u rs . 

T h e  f a i l u re o f  t h e  fr e e z e - e t c h i n g  st u d i e s  t o  s u p p o rt 

t h e  c o n c l u s i o n  o f  a t r i p a rt i t e  s t ru c t ur e  i s  a l s o  o p e n  t o  

v ar i o u s  i n t erp re t at i o n s . T h e  gran u l e  s t r u c t u r e  i n  e i t h e r  

t h i n  s e c t i o n s  or fr e e z e - e t c h e d  r e p l i c �s ( o r b o t h ) may b e  

a rt i fa c t . Howeve r ,  i f  t h e  c omp o s i t i on o f  t h e  m e mbra n e - l i k e  
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b o un d ar i e s a r o un d t h e  s m a l l  s ub s t r u c t u r e s d i ff e r s  f r o m  t h e  

typ i c a l  un i t  m e mbran e ,  f re e z e - e t c h i n g  t e chn i q u e s  m ay n o t  b e  

a p p ro p r i a t e  t o  r e v e a l  
,
t h e m . 

3 .  O b s e r v a t i on s  o n  t h e  D u c t  Sys t em 

T h e  c omp l e t e  p h y s i o l o � i c a l  r o l e  o f  i n t e r c a l at e d  a n d  

s t r i at e d  d u c t s h a s  y e t t o  b e  e s t ab l i s h e d . 

a .  I n t e r c a l a t e d  D u c t s 

T h e  i n t e r ca l a t e d  d u c t  h a s  b e e n  va r i ous l y  c on s i d e r e d  

t o  a c t a s  a p a s s i v e  c o n d u i t  ( Ta m a r i n  a n d  S r e e b n y , 1 9 6 5 ; 

G arr e t t , 1 9 7 6 ) ;  a s  a s o u r c e  o f  s e c r e t i on ( Ta n d l e r , 1 9 6 5 ; 

S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b or n , 1 9 6 8 ) ;  a n d  a s  s e e m s  t o  b e  t h e  

c a s e  i n  ma n d i b ular  g l a n d s  o f  r a t s ( Ch a n g , 1 9 7 4 ; C h a n g  a n d  

B a rk a , 1 9 7 4 ; C ut l e r  an d C h a u d hry , 1 9 7 5 ) ,  o f  p l e ur i p o t e n t  

c e l l s w h e n  t h e  n e e d  a r i s e s . Wh i l e  t h e y  m ay f u n c t i on i n  

s ome o f  t h e s e  c a p a c i t i e s  t h e  r e l a t i ve ly s imp l e  c y t o l o g i c a l  

f e a t u r e s o f  t h e  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s  w it h  t h e i r  l a c k  o f  

s e c r e t ory  gran u l e s  i n  s h e ep m a n d i b u l ar g l a n d s  ( F i gur e s  3 . 1 1 ; 

3 . 1 2 )  d o e s  n o t  s upp o r t  t h e  i d e a  o f  a s ub s t a n t i a l  c ont r i b u t ­

i o n  t o  t h e  g l a n d u l a r  s e c r e t i o n  un l i k e  t ho s e  o f  t h e  c a l f  

mand i b u l a r  g l a n d  ( S h a c k l e fo r d  a n d  W i l b o rn , 1 9 7 0a ) ,  t h e  

h uman p ar o t i d  ( Sh a c k l e f o rd  an d Wi l b o rn , 1 9 6 8 )  a n d  s ub m a n d ib ­

u l a r  ( Tan d l er , 1 9 6 5 ) g l a n d s  wh o s e  i n t e r c a l at e d  d u c t  c e l l s  

c o n t a i n  s e c r e t ory g ra n u l e s  an d m ay a dd a s i g n i f i ca n t  

comp o n e n t  t o  t h e  s a l i v a . 

T h e  p o ss i b i l it y  t h a t  i n t e r c a l at e d  du c t s  d o  part i c i p a t e 

i n  t h e  s e c r e t i o n  o f  f l u i d , t h o ugh , c an n o t  b e  e x c lu d e d . A s  

Y o un g  a n d  v a n  Le n n e p  ( 1 9 7 8 , 1 9 7 9 ) h a v e  emp h a s i z e d , t h e  

u l t r a s t r u c t u r a l  i d e n t i f i c a t i o n  o f  s e c r e t ory a p p a ra t u s  i s  

c on c e r n e d  e x c l u s i v e ly  w i t h  t h e  s t ru c t u r e s  f o r  t h e  s e c r e t i o n  

o f  e xp o rt a b l e  prot e i n s  a n d  n o  u l t r a s t r u c t u r a l l y  i d e n t i f i a b l e  

c e l l  c omp o ne n t s  h a v e y e t  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  w a t e r  a n d  

e l e c t r o ly t e  s e cre t i on a p a r t  f r om t h e  p o s s i b l e  i nv o l v e m e n t  

o f  t h e  s e c ret ory c a n a l i cu l i . Furt h er , m i c r opun c t ure  s t u d i e s  

have  n o t  b e e n  ab l e  t o  r e v e a l  wh e t h er t h e  " a c i n a r - i n t e r c a l at e d  

d u c t  f l u i d s "  are s e c r e t e d  by e n dp i e c e  c e l l s  a l o n e , o r  b y  

b o t h  en dp i e c e s  a n d  d u c t s  ( Yo u n g  and  v a n  L e n n e p , 1 9 7 9 ) .  T h e r e  
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i s  e v i d e n c e  t o  s ho w  t h a t  s e c r e t i on c a n  s t i l l  b e  

e v o k e d  b y  p ara symp a t h e t i c  n e r v e  o r  p a r a symp a t h om i m e t i c  

s t i m u la t i o n  in  g l an d s  a f t er  e n dp i e c e  a t rophy i n d u c e d  b y  

c hr o n i c  ma i n  d u c t  o b s t ru c t i on ( S c h n e y e r  a n d  S c hn e y e r , 1 9 6 1 ; 

E mm e l i n , G a rr e t t  a n d  O h l i n , 1 9 7 4 ) . W h i l e s u c h  e xp e r i m e n t s  

s u g g e s t  t h e  o c c urre n c e  o P  du c t a l  s e c r e t i o n  t h e y  d o  n o t  

r e v e a l  t h e  r o l e  o f  t h e  i n t e r c a l at e d  d u c t s  i n  t h i s . 

T h e  s t r i k i n g  m o rp h o l o g i c a l  f e a t ur e  o f  l ar g e  amo u n t s  o f  

c y t o f i l a me n t s  in  i n t e r c a l at � d  d u c t  c e l l s  ( F i gure  3 . 1 2 B ) h a s  

b e e n  r e p o r t e d  i n  m a n y  sp e c i e s , e . g .  N o r t h  Am e r i c a n  o p o s s um 

( W i lb o rn a n d  S h a c k l e f o r d , 1 9 6 9 ) , c ow ( B l oom a n d  C a r l s o o , 

1 9 7 4 ) , c a l f  ( Sh a c k l e f o r d  a nd . W i lb orn , 1 9 7 0 a ) a n d  r a t  

( K ur t z , 1 9 6 4 ) ,  b u t  i t  i s  n o t  a un i v e r s a l  f e a t ure  o f  t h e s e  

c e l l s , e . g .  c a t  ( S h a c � l e ford a n d  W i l b o r n , 1 9 7 0b )  o r  s qu i r re l 

m o n k ey ( Co w l ey an d S h a ck l e f ord , 1 9 7 � ) ma n d i b u l ar g l a n d s . 

T h e s e  c y t o f i l ame n t s  p er h ap s c o n f e r  r i g i d i t y  a n d  a n c h o r  

o p p o s � d  c e l l  s ur fa c e s ( W i l born an d S h a c k l e fo r d , 1 9 6 9 ) .  

b .  S t r i a t e d  D u c t s 

I n  t h e  pre s en t  i n v e s t i g a t i o n , s t r i at e d  d u c t s w e r e  f o u n d  

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

t he i r e l e c t ron de n s i t y  a n d  s t r u c t ure  ( F i gure s 3 . 1 3 - 3 . 1 5 ) .  

C e l l u l ar f e a t ure s t h at a r e  s im i l a r , b u t  n o t  i d e n t i c a l , a r e  

s ha r e d  by s t r i at e d  d u c t  c e l l s  i n  m a n d i b u l a r  g l an d s  o f  m a ny 

s p e c i e s  a n d  have b e e n  r e c e n t ly r e v i ew e d  by P in k s t a f f ( 1 9 8 0 ) .  

Amo n g  t h e s�  s p e c i e s  a r e  t h e  b o v i n e  ( S h a c k l e f o r d  an d W i l b orn , 

1 9 7 0 a ; B l o om an d C a r l s o o , 1 9 7 4 ) , t h e s qu i rr e l  m o n k e y  

( Co w l ey a n d  S h a ck l e f or d , 1 9 7 0b )  a n d  N o r t h  A m e r i c a n  o p o s s um 

( W i lb orn a n d  S h a c k l e f o r d , 1 9 6 9 ) .  T h e  p r i n c i p a l  c e l l  t yp e  

i n  s h e e p  ( t ype  I )  a n d t h e  o t h e r  s p e c i e s  me n t i o n e d  a b o v e  

s h o w e d  .s im i l ar c h a r a ct e r i s t i c s  - t a l l  c o l umnar  c e l l s  w i t h  

w e l l  d e v e l o p e d  b a s a l  s t r i a t i o n s  a n d  a cyt op l a s m  o f  l o w  

e l e c t ro n  d e n s i t y . T h e  t y p e  I I  c e l l s , e xc e p t  f o r  t h e  p r e s e n c e  

o f  s ma l l  d e n s e  b o d i e s  n e a r  t h e  a p i c a l  s ur fa c e , s h a r e d  m ore  

f e a t ur e s  i n  c ommo n  w i t h  the  dark v e s i c ul a t e d  c e l l s  o f  

e x c r e t o ry d u c t s i n  t h e r a t  ( Tamar in  an d Sr e e b n y , 1 9 6 5 ) 
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t ha n  w i t h  t h e  d a r k  c e l l s  o f  s t r i at e d d u c t s  i n  t h e  s p e c i e s  

m e n t i o n e d  a b o v e . C e l l s r e s emb l i n g  t y p e  I l l  c e l l s  a r e  

d e s cr i b e d  b y  B l o o d , Kenn e r s o n  a n d v a n  L e nn e p  ( 1 9 7 7 ) i n  

s t r i a t e d  d uc t  c e l l s  o f  t h e Aus t r a l i a n  b r u s h - t a i l e d  p o s s um ' s  

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

t h e ir c y t o p l a s m . T yp e  I V  i s  s i m i l ar t o  t h e  b a s a l  c e l l  

d e s c r ib e d  i n  t h e  c a l f ( S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b o rn , 1 9 7 0 a ) ,  
t h e  s qu i rr e l m o n k e y  ( Co w l e y  a n d  S h a c k l e f or d , 1 9 7 0b ) ,  t h e 

r a t  ( Ta m a r i n  a n d  S r e ebny , 1 9 6 5 ) ,  a n d  t h e  ' t y p e - I  - b a s a l  

c e l l ' o f  t h e  Nort h A m er i c an o p o s s u m  ( W i l born  a n d  S h a c k l e ford , 

1 9 6 9 ) . 

N u m e r o u s  at t e mp t s  t o  a c c o un t  f o r  t h e  d i f fe re n t  c e l l  

t yp e s  i n  t h e s t r i a t e d  d u c t  h a v e  b e e n  m a d e  a n d  t h i s  n o  d oubt 

r e fl e c t s t h e  i n a d e q u a t e u n de r s t a n d i n g  of  t h e  p hy s i o l o gy 

o f  t h e s e  c e l l s . W i l b orn a n d  S h a c k l e f o r d  ( 1 9 6 9 ) s ug g e s t e d  

t h a t  i n  t h e  Nort h A m e r i c a n  op o s s u m  t h e  dark c e l l , t y p e  ! ­

b a s a l  c e l l  a n d  t y p e  I I - b a s a l  c e l l may r e p r e s e n t  e i t h e r  

d i ffe r e n t  s t a g e s  i n  t h e  c e l l  c y c l e  o f ·  d u c t  e p i t h e l i u m  or, 

a l t e r n a t i v e l� gen u i n e ly d i ff e r e n t  c e l l  t y p e s . B l o om a n d  

C a r l s o o  ( 1 9 7 4 ) a l s o  s ug g e s t  t h a t  t h e  ' l i g h t  c e l l ' t h a t  t h ey 

o b s e r v e d i n  c a l f  s t r i at e d  d uc t s  may  r e p r e s e n t  l a t e  o r  p r e ­

d e ge n e ra t i ve s t a g e s . ( I n t h i s  i n v e s t i gat i o n  t h e  unu s ua l  

t y p e  I I I  c e l l  (l i gh t ap i c a l  c e l l] s hown i n  F i gure  3 . 1 5 B 

w a s  s t ru c t ura l ly s im i l ar t o  t h e  ' l i gh t  ce l l ' m e n t i o n e d  b y  

B l o o m  a n d  Car l s o o  (1 9 7 4] ) .  T amar i n  a n d  S r e e bny  ( 1 9 6 5 ) 
p ro p o s e d  t h at t h e  3 c e l l  t yp e s  i n  t h e  gra n u l ar d uc t s  o f  rat 

m an d i b u l � r  g l an d s  r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  s e c r e t ory s t a g e s o f  

t h e  s a m e  c e l l  t yp e . On t h e  o t h e r  h an d , o t h e r s  h a v e  a s c r i b e d 

d i f f e r e n c e s , part i c u l ar ly in d a r k  c e l l s , t o  p r e p arat i on 

art i f a c t  ( P ink s t a f f , 1 9 8 0 ) , o r  d i f f e r e nt s t a t e s  o f  h y d r a t i on 

o f  t h e  c y t o p l a s m  ( Y o un g  a n d  v a n  L e n n e p , 1 9 7 9 ) .  Th e s e  l at t e r 

a u t h o r s  c omment t h a t  d i f f e r e n t  f un ct i o n a l  s t a t e s  o f  t h e c e l l 

o r  d i f f e r e nt p e rme a b i l i t y  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p l a sma  m e mb ran es  

a t  the  t i m e  o f  f i x a t ion may c on t r ib u t e  t o  t h e  o b s e r v e d  

d i ff e r e n c e s . 

T h e  c h ara c t e r i s t i c  i n f o l d i n g s  · o f p l a s ma membr a n e s  a n d  

t h e a s s o c i at e d  m i t o c h o n d r i a  i n  t h e b a s a l  r e g i on s  o f  s t r i a t e d  
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d u c t s  a r e  c onve nt i on a l ly t a k e n  t o  i n d i c a t e  a n  i mport a n t  

r o l e  i n  f l u i d  a n d  e l e c t r o l y t e  t ra n s p o r t . S im i l a r  fe a t ur e s  

c h a r a c t e r i z e  many e p i t h e l i a l  c e l l s  s p e c i al i z e d  for  a c t i v e  

t r a n s p o r t  o f  i o n s  a n d  t hu s  w a t e r , e . g .  k i d n e y  t ub u l e s , 

c h o r o i d  p l e xus , c i l i a ry b o dy , a s  w e l l  a s  t h e  s t r i at e d  d u c t  

o f  many  m a mm a l i a n  s a l i vary g l a n d s  ( s e e  B e rr i d g e  and  O s c h man , 
.. 

1 9 7 2 ; Y o u n g  and van  L e n n e p , 1 9 7 8 ) .  

T h e  p r e s e n c e  o f  a w e l l - d e v e l o p e d  s t r i a t e d  d u c t  s y s t e m  

i n  t h e  m a n d i b u l a r  g l an d  o f  s h e ep i n  t h e  p r e s e n t  s t udy s e e ms 

t o  be  c o n s i s t ent  w i t h  t h e  c omp o s i t i o n  o f  s a l i va s e c r e t e d  

f r o m  t h i s  g l and  wh i c h c o n t a i n s  a l o w  s o d i um a n d  a r e l a t i v e ly 

h i gh p ot a s s i um c o n t e n t  ( Kay , 1 9 6 0 ) .  T h i s  f i n a l  hyp ot o n i c  

s a l i va  m a y  b� e xp l a i n e d b y  t h e  t w o  s t a g e  hyp ot h e s i s  i n v o l v i n g  

" i s o t o n i c  p r imary s e c r e t i o n  a n d  s o d i um r e a b s o r p t i on i n  t h e 

d u c t  s y s t e m w i t h  a c c omp any i n g  d u c t a l  s e cre t i o n  o f  p ot a s s i u m " 

( Th ay s e n , Thorn a n d  S c hwart z ,  1 9 5 4 ; Y o u n g , Fr�mt e r , S c h � g e l  

a n d H aman n , 1 9 6 7 ;  S c hn ey e r  e t  a l . ,  1 9 7 2 ; Y o un g  a n d  v a n  L e n n e p , 

1 9 7 9 ) .  H o w e ver , b e c a u s e  o f  d i f f i c u l t i e s  o f  a c c e s s t o  t h i s  

s it e  for  m i c ro p un ct ur e  e xp e r i m e n t s t h e re i s  n o  d i r e c t  p r o o f  

o f  t h e r e l at i ve imp o rt an c e  o f  i o n  t ra n s p ort i n  t h e  s t r i at e d  

d u c t  c e l l s  ( Y oung  a n d v a n  L e n n e p , 1 9 7 9 ) an d n o  ·o b s e r v a t i o n s  

h a v e  b e e n  r e p or t e d  o n  t h e  man d i b u l a r  g l an d s  o f  s h e e p . M or e -

o ve r , n o  d i r e ct c o r r e l at i on s  b e t we en o s mo l a r i t y  o f  f i n a l  

s a l i va a n d  m a s s  o f  s t r i a t e d  d u c t  c an b e  d r a wn f o r  s a l i va ry 

g l an d s  o f  t h e  s am e  o r  d i f fe r e n t  s p e c i e s .  F o r  e xamp l e , 

i s o t o n i c  s a l iva ( o f h i gh s o d ium a n d  l o w  p ot a s s i u m  c on t e n t ) 

i s  s e c r e t e d  from s h e e p  p a ro t i d  g l a n d s  ( M c D o u g al l , 1 9 4 8 ) 

w h i ch p o s se s s  abu n d a n t  w e l l - d e v e l o p e d s t r i a t e d  d uc t s  

( S h a c k l e f o r d  a n d  K l ap p e r , 1 9 6 2 ; van L e nn e p  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  

w h e r e a s  p r o foun d l y  h y p o t o n i c  f i n a l  s a l iva i s  p r o du c e d  b y  rat  

s ub l i n g u a l  g l and i n  wh i ch s t r i a t e d  d u c t s  a r e  s p a r s e  and  

g r a n u l ar d u c t s a r e  l a c k i ng ( Mart i n  and  Y o un g , 1 9 7 1 ; Y o un g  

a n d  van L e n n e p , 1 9 7 9 ) .  

T h e  pre s e n c e  o f  s ma l l  d e n s e  b o d i e s  i n  t h e  a p i c a l  

c y t o p l a s m  ( F i gure 3 . 1 3 )  h a s  b e e n r e p o rt e d  i n  s t r i a t e d  d u c t  

c e l l s  o f  man d i b u l ar g l a n d s  in  t h e c � l f  an d c at ( S h a c k l e f ord 

and  W i lb o r n , 1 9 7 0 a , 1 9 7 Gb ) .  Th e s e  a p i c a l  b o d i e s  s e e m  t o  
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h a v e  n o  c l o s e  r e l a t i o n s h ip w i t h  t he G o l g i  a p p a r a t u s , w h i c h  

i s  p r e s e n t  i n  o n l y  l i m i t e d  a m o un t s  i n  j u xt a n u c l e ar r e g i o n s  

( F i gure  3 . 1 3 ) . S u c h  a p i c a l  s t r u c t u re s  h ave  b e e n  p o s t u l a t e d 

t o  o r i g i n a t e from p l a sma  m e mb ra n e  a t  t h e l u m i n a l  su r f a c e  

a n d  t o  b e  c o n c e rn e d  w i t h  t h e  s e qu e s t e r i n g  o f  du c t a l  c on t e n t s 

( S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b oru , 1 9 7 0b ) .  E v i d e n c e  o f  p i n o c y t o t i c  

a c t i v i t y  a t  lum i n a l  s ur fa c e  o f  s t r i a t e d  du c t  has  b e e n  n o t e d  

b y  Tam a r i n  a n d  S r e e b n y  ( 1 9 6 5 ) a n d  a l t h o ugh t h i s  w a s  n ot 

c o n f i rm e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t udy , n e i t h e r was  a sy s t e m a t i c  

i n ve s t i ga t i on m a d e  o f  t h i s p o i n t . 

An  o c c a s i o n a l  f in d i n g , a l s o  o f  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s , 

w a s  b l e b b i n g o f  t h e  ap i c a l  m e m b r a n e  ( F i gure 3 . 1 4  ) .  T h i s  

f e a t ure  wh i ch ha s b e e n de s c r i b e d  i n  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  o f  

t h e  m a n d i b u l a r  a n d  p a ro t i d  g l a n d s  o f  m any s p e c i e s  ( S c o t t  

a n d  P e a s e , 1 9 5 9 ; T a m a r i n  a n d  S r e e bn y , 1 9 6 5 ; Caram i a , 1 9 6 6 ; 
S h a c k l e f o r d  a n d  W i l b o rn , 1 9 6 9 a , 1 9 7 0 a ; C o w l e y  a n d  S h a c k l e ford , 

1 9 7 Cb ; v a n  L e n n e p  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) r e m a i n s  t o  b e  a d e q ua t e l y 

a c c o un t e d  f o r . Ap i c a l  b l e b s  h a v e  b e e n · v a r i o u s ly i n t e r p r e t e d  

a s  i n d i c a t i v e  o f  a n  a p o c r i n e  s e c re t i on ( W i l b o rn and  

S h a c k l e f o r d , 1 9 6 9 ; T a n d l e r , D en n i n g , M e n d e l  a n d  Kut s c h e r , 

1 9 7 0 ) a n d  as  f i x a t i o n  a r t i fa c t s ( T a m a r in a n d  S r e e bn y , 1 9 6 5 ) .  
Y o un g  a n d  van L e nn e p  ( 1 9 7 8 ) f a v o ur t h e  l a t t e r  p o s s i b i l i t y  

a n d  h a v e  a r g ue d t h a t  t h i s  v i e w  i s  s up p ort e d  b y  t h e a b s e n c e  

o f  r e p o rt s o f  gra n u l e s  i n  t h e  b l e b s  a n d  t h e  a lm o s t  i n v a r i ab l e  

e l e c t r o n  l u c en c e  o f  t h e  c y t op l a s m , w h i ch m i l i t a t e s  a g a i n s t  

a s e c r e t ory f un c t i o n  ( Ta n d l e r  an d M a c C a l l um , 1 9 7 4 ; an d a l s o  

s e e  F i gur e 3 . 1 4 i n  t h i s  s t u dy ) .  T h e y  s ug g e s t  t h a t  t h e  

b l e b b i n g  may b e  a t t r i b u t e d  t o  a l t e r a t i on s i n  l o c a l  h y d r a t i on 

o f  t h e  d u c t c e l l s . 

T h e  p r e s e n c e  o f  many e m p t y  ve s i c l e s  i n  t y p e  I I  a n d a l s o  

o c c a s i on a l ly t y p e  I s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  ( F i gure 3 . 1 5 A )  i s  

a n o t h e r  p h e n ome n o n  o f  unkn own s i gn i f i c a n c e . I t  i s  d i f f i c ult  

to  b e  c er t a i n  wh e t h er the  e mp t y. v e s i c l e s  are  due  t o  i n a d e q u a t e  

pre s e r v a t i o n  d ur i n g  f i x a t i o n  o r  r e p r e s e n t  s e c r e t ory 
.
g r a n ul e s  

t h a t  h a v e  l o s t  t h e i r s e c r e t ory m a t e r i a l s  a s  s u g ge s t e d  i n  

P i nk s t a f f ' s  r e v i e w  ( P i n k s t a f f , 1 9 8 0 ) . T a n d l e r  an d M a c C a l l um 

( 1 9 7 4 ) s h ow e d  t h a t  t h e  P A S - p o s i t i ve , e l e c t r on d e n s e  g r a n u l e s  
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i n  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  o f  t h e  E urop e an h e d g e h o g  w e r e  w e l l  

p r e s e rv e d o n l y w i t h  O s 0
4 

a n d  a p p e a r e d  a s  emp t y  v e s i c l e s  

w h e n  Kar n o v s k y ' s  f i xa t i ve o r  o t h er f i x a t i v e s  w e r e  e mp l oy e d . 

T h e s e  w o r k e r s  a l s o  fa i l e d  t o  s h ow P A S -p o s i t i v e  r e a c t i on i n  

t i s s ue · f i x e d  w i t h  B o u i n ' s  f l u i d .  I t  i s  int e r e s t i n g  t h a t  

R uby ( 1 9 7 8 )  h a s  r � c e n t ly d e s c r i b e d  r e l a t i v e l y  l a r g e  a r e a s  

d e vo i d  o f  m e m b r a n e  b oun da r i e s  wh i ch w e r e  PA S - p o s i t i ve i n  t h e  

s t r i a t e d  d u c t  c y t o p l a s m  o f  n i n e - b an d e d  arma d i l l o ' s  p a r o t i d  

g l an d s . Ne i t h e r  gran u l e s  n o r v e s i c l e s  were r e p o rt e d i n  

t h e s e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s . 

H i s t o c h e m i c a l s t ud i e s  o f  s h e e p  ma n d i b u l a r  g l an d s  h a v e  

s h own t h a t  t h e  s t r i a t e d  d u c t s  c on t a i n  A B - n e g a t i v e , a n d  P A S ­

p o s i t i v e , d i a s t a s e - r e s i s t a n t  m a t e r i a l s  ( F i g u r e s 3 . 2 ; 3 . 3 ) ­

w h i c h  may b e  c on s i d e r e d  t o  b e  n e u t r a l  glycop r o t e i n s  

( M owry , 1 9 6 3 ;  P e a r s e , 1 9 6 8 ) .  Th e s e  m a t e r i a l s w e r e  p r e s en t  

in  t h e  s ame r e g i o n s  as  t h e  emp t y  a r e as  d e s cr i b e d  i n  B o u i n ' s  

f l u i d  f i x e d  s e c t i o n s . T h e i r  r e l a t i o n s h ip t o  t h e  e mp t y  

ve s i c l e s  o b s e r v e d a t  e l e c t ron  m i cr o s cop ic  l e v e l s  i s  un c e r t a i n . 

I t  i s  c on c e i v ab l e  t h a t  t h e s e  e mp t y  a r e a s  r e p r e s e n t  s t r u c t ur e s  

n o rma l ly c o n t a i n i n g  n e u t r a l g l y c o p r o t e ins  w h i c h  h a v e  b e e n  

l o s t  d u r i n g  f i xa t i o n  w i t h h i gh l y  a c i d i c  f i x a t i v e  s uc h  a s  

B o u i n ' s  f l u i d  o r  formal s a l i n e . N e u t r a l  f i x a t i ve s  s u c h  as  

Karn o v s k y ' s  a p p a r e n t ly p r e s e rv e  t h e i r  c ont e n t . H o w e ve r , t he 

a c t ua l  c h e m i c a l  c omp o s i t i o n  o f  t h e s e P A S - p o s i t i ve m a t e r i a l s  i n  

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

b e  d e t e rm i n e d ,  a lt h ough  e v i d e n c e  i s  ava i l ab l e  t o  s u gge s t  t h a t  

c e r t a i n  gly c op r o t e i n s  s u c h  a s  immun o g l o bu l i n s  a n d  k a l l i k re ins  

are f o un d  i n  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  of  o t h e r  s p e c i e s  ( C omo g l i o  

and G u l i o e l m o n e , 1 9 7 3 ; G a r r e t t  a n d  K i d d , 1 9 7 5 ; H o j im a , 

M a r a n d a , M o r i w a k i a n d  S ch a c h t e r , 1 9 7 7 ;  S c h a c h t e r , M a r a n d a 

a n d  M or i w ak i , _ 1 9 7 8 ) .  

_ 4 .  O b s e r va t i o n s  o n  Myo epi t h e l i a l  C e l l s  

T h e r e  i s  n ow l i t t l e  d e b a t e  a b o u t  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  

u s i n g  h.i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s  d e mo n s t ra t i n g  a l k a l in e  

pho s p h a t a s e a c t i v i t y f o r  t h e  · i d e n t i f i c a t i o n  o f  m y o e p i t h e l i a l  

c e l l s  i n  many  s a l i v a ry g l an d s . A l k a l i n e p h o s p h a t a s e  



a c t i v i t y  h a s  b e e n  d e mo n s t r a t e d  i n  t h e  p ar o t i d  g l a n d s  o f  

s h e e p  ( S i l v e r , 1 9 5 4 ;  v a n  L e n n e p  e t  a l , ,  1 9 7 7 )  a n d  r a t s  

( G arr e t t  a n d  P a r s on s , 1 9 7 3 ) ,  i n  t h e  man d i b u l ar g l an d s  o f  
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t h e  r a t  ( L e e s o n , 1 9 5 6 ) ,  a n d  c a t  ( Ga rr e t t  a n d H a r r i s o n , 1 9 7 0 ) , 
b u t  i s  a p p ar e n t l y  u n s u i t ab l e  f o r  u s e  i n  t h e  p a ro t i d  g l an d s  

o f  c at t l e ( S i l v e r , 1 9 5 4 ) o r  man d i b u l a r g l an d s  o f  t h e  d o g  
� 

an d m a n  ( G a r r e t t  a n d  H a r r i s o n , 1 9 7 0 ) ,  E l e c t r o n  m i c r o s c op i c  

cy t o c h e m i s t ry h a s  s h own t h a t  a l k a l i ne  p h o s p h at a s e  r e a c t i o n  

p r o d u c t s a r e  a s s o c i at e d  w i th t h e  p l a s m a  m e m b r an e s  o f  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s  ( B o g a r t , 1 9 6 8 ; Garre t t  a n d  H ar r i s on , 

1 9 7 0 ) ,  a s  w e l l  a s  c ap i l l ar i e s  ( B ogart , 1 9 6 8 )  a n d  b a s a l  d u c t  

c e l l s ( G a r re t t  a n d  H a r r i s o n , 1 9 7 0 ) .  H ow e v e r , S i lv e r  ( 1 9 5 4 )  
n o t e d  t h at a t  l i gh t  m i cr o s c o p i c  l e v e l s  t h e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  c ap i l l ary e n d o me t r i um w a s  s l i g h t  and 

d i d  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  d e m on s t ra t i on o f  my o e p i t h e l i a l  

c e l l s . 

T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s , w h e t h e r  

demo n s t r a t e d  h i s t o c h em i c a l ly ( F i gu r e  3 , 4 ) o r  e l e c t ro n  

m i c r o s c o p i c a l ly , ( F i g u r e s 3 . 9 ;  3 . 1 0 ;  3 , 1 1 a n d 3 . 1 2 )  t o  

s e cr e t o r y  e n dp i e c e s ,  i n t e r c a l a t e d  d u c t s  a n d  e x c r e t ory  

d u c t s is  c on s i s t e n t  w i t h  t h �  idea  t h at t h e y  p l ay a r o l e  i n  

s u p p o r t  d u r i n g  s a l i va ry s e c r e� i o n . T h i s  v i ew i s  r e i n fo r c e d  

by o b s e r v a t i bn s  o n  t h e  f i ne s t r u c t ur e  o f  m y o e p i t h e l i a l  

c e l l s  - d e s m o s o m e s  p r ov i d e  s u i t ab l e  a t t a c h m e n t  b e t w e e n  

my oe p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  u n d e r l y i n g  c e l l s ( T a n d l e r , 1 9 6 5 ; 
E mm e l i n , G a r r e t t  a n d  G j o r s t r u p , 1 9 7 7 a ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d , 

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

s up p o r t  f r o m  t h e i r  u l t ra s t r u c t u r a l  o rgan i z a t i o n , w h i c h  s h ar e s  

c o mm o n  f e at ur e s  w i t h  t h at o f  s m o o t h  m u s c l e ( T am ar i n , 1 9 6 6 ; 
Tan d l e r  a n d  H o pp e l , 1 9 7 0 ; L e e s on a n d  L e e s o n , 1 9 7 1 ) .  

P hy s i o l o g i c a l  e v i d e n c e  for  t h e  c o ntr a c t i l e  n a t u r e  o f  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s  w a s  p r o v i d e d  b y  C oat s e t  a l . ( 1 9 5 6 ) 
i n  t h e i r  s t udy o f  s e c r e t i o n  i n  t h e  p arot i d  g l a n d s  o f  s h e e p . 

Th ey n o t e d  a r i s e  o f  s a l i v a ry f l ow f o l low e d  b y  a c omp e n s a ­

t o ry p a u s e  wh i ch w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  m e c h a n i c a l  e xp r e s s i o n  

o f  s a l i va b y  a c on t r a c t i l e  m e c h an i s m . Re c e n t l y , a d d i t i on a l  

phys i o l o g i c a l  e v i d e n c e c o n c e r n i n g  t h e  p at t e rn o f  s a l i vary 
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f l o w  a n d  i n t r a l um i n a l  p r e s s ur e  chan ge s h a s  c on f i rme d t h e  

e f f e c t s  o f  myo e p i t h e l i a l  c e l l  c o n t r a c t i o n  i n  o t h e r  s p e c i e s  

( Emme l i n , G arre t t  a n d  O h l i n , 1 9 6 8 , 1 9 6 9a ; Emme l i n a n d  

G j o r s t r up , 1 9 7 4 ,  1 9 7 6 a ; Garr e t t  an d Emme l i n , 1 9 7 9 ) b u t  t h e re 

i s  a s  y e t  n o  d i r e c t  p h y s i o l o g i c a l  e v i d e n c e  o f  my o e p i t h e l i a l  

c e l l  a c t i �i t y  i n  s h e e p  man d i b u l ar g l an d s . 

5 .  I nn e rvat i o n  

O n  b o t h  h i s t o c h e m i ca l  a n d  e le c t r o n  mi c r o s c op i c  g r o un d s , 

t h e  m a n d i b u l ar a n d  p a r o t i d  g l a n d s  o f  s h e e p re c e i ve a n  

i n n e rv a t i o n  f r o m  b o t h  d i v i s i o n s  o f  t h e  a u t o n o m i c n e rv o u s  

sy s t e m . B o t h  · A C h E - p o s i t i v e  n e r v e s  ( F i g ure  3 . 6 )  and  b i o g e n i c -

am i n e  f l u o r e s c e n t  f i br e s ( F i gure 3 . 5 ) a r e  pr e s e n t  a r o un d  t h e  

s e c r e t o r y  e n dp i e c e s . T h e  d i s t r i bu t i o n  p a t t e rn s  w e re 

s i m i l a r  i n  b o t h  g l an d s  t h ou g h  t h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  i n  

t h e  d e n s i t y  o f  t h e  re a c t i on s . Th e m an d i b u l a r  g l a n d  

e xh i b i t e d  a r i c h  i nn e rv a t i o n  o f  b o t h  c h o l i n e rg i c  a n d  a d r e n ­

er g i c  n e r v e s  aro u n d  t h e  s e c r e t o ry e n dp i e c e s , wh i l e  t h e  

p aro t i d  h a d  e xt e n s i ve c h o l i n e r g i c  b u t  a s ub s t a n t i a l ly r e d u c e d 

adr e n e r g i c  i n n e r v a t i o n . I n  b o t h g l an d s  t h e  a d r e n e r g i c  f i b re s 

were  d e n s e  a r o u n d  t h e  b l o Q d  ve s s e l s  a n d  a l t h o u gh A C h E - p o s i t i v e  

n e r v e s w e r e  a l s o  p r e s e n t  a t  t h i s  s i t e  i t . w a s  t o  a l e s s e r 

e x t e n t . S i m i l a r  p a t t e r n s  h a ve b e e n  r e p o r t e d  i n  h i s t o c h e m i c a l  

s t u d i e s  o f  b o v i n e  man d i b u l ar g l a n d s  ( A lm e t  al . ,  1 9 7 3 ) .  

I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i on s  w e ak B u C h E  a c t i v i t y  w a s  

pr e s en t  i n  t h e  m a n d i b u l a r  b u t  n ot p a ro t i d  g la n d s . The  

e n z y m e  a c t i v i t y  was l o c a l i z e d  in  l arge n e rv e s  and w e a k ly 

a b o u t  s e cr e t o ry c e l l s  w h e n  l o n g e r  i n cub a t i o n  t i me s ( 4  h o urs ) 

w e r e  u s e d . T h e  o c c urre n c e  o f  B u C h E  in  p e r i p h e r a l  n e rv e s 

is  n o t  u n c ommon ( S i l v e r , 1 9 7 4 ) and h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  

b o t h  s e ro u s  an d m u c o u s  g l a n d s  o f  g u i n e a  p i g  ( G e r e b t z o f f , 

1 9 5 9 ) ,  i n  d e m i l un e s  a n d  d u c t  c e l l s  o f  s h e e p  man d i b u l a r  

g l an d  ( C haun c e y  a n d  Q u i n t a re l l i , 1 9 6 1 ) ,  b ut o n l y  i n  d u c t  

c e l l s  o f  b o v i n e  man d i b u l a r  g l a n d s  ( C haun c e y  a n d  Q u i n t are l l i , 

1 9 6 1 ) .  O b s e r va t i o n s  o n  c h o l i n e rg i c  n e r v e s w e r e , t h e r e for e , 

p e r fo r m e d  w i t h  t h e  u s e  o f  i s o - O M P A , a B u C h E  i n h i b i t o r , 

whi c h  b l o c k s  t h e  n o n - s p e c i f i c  c h o l i n e s t e r a s e  a c t i v i t y . 
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E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  r e v e a l e d  t he i n n e r v a t i o n  o f  a c i n a r  

c e l l s , d e m i l une s ,  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  b lo o d  ve s s e l  t o  

b e  o f  t h e  e p i l e mma l t y p e ( F i g ure  3 . 1 6 )  w h e r e  unmye l i n a t e d  n e rv e  

f i br e s  w e r e  f o u n d  o ut s i d e t h e  b a s e me n t  m e mb r a n e s o f  e f f e c t or 

c e l l s . A x o n s  c o n t a i n i n g  s ma l l  d e n s e  g r a n u l a r  ve s i c l e s  

( typ i c a l  o f  a d r e n e r g i c  n e rve e n d i n g s ) ,  o r  s ma l l  agr a n u l ar 
� 

ve s i c l e s  ( t yp i c a l  o f  c h o l i n e r g i c  n e rve e n d i n g s ) w e r e  o f t e n  

pr e s e n t  i n  in d i v i d u a l  unmy e l i n a t e d  n e r v e s s u g ge s t i n g  t h e  

pr e s e n c e  o f  b o t h  a d re n e r g i c  an d ch o l i n e r g i c f ibre s w i t h i n  

t h e  s am e  S c hwann c e l l . T h i s  i s  a c ommon f e at ure o f  p o s t ­

g a n g l i on i c  aut o n o m i c n e r v e  f i b r e s ( G arre t t , 1 9 7 5b ) .  

A l m  e t  a l . ( 1 9 7 3 )  s i m i l a r l y  r e p or t e d  an  e p i l e mma l 

i nn e r v a t i on in  t h e  b o v i n e  man d i b u l ar g l an d  u s i n g  p e rm a n g a n a t e  

f i xa t i on wh i c h g a ve b e t t e r  p r e s e r v a t i o n  o f  t h e  s ma l l  

gran u l a r  ve s i c l e s . Un l i k e  t h e  p r e s e nt  s t udy , t h e y  ( A lm 

et  a l . ,  1 9 7 3 )  fa i l e d  t o  d e mo n s t r a t e hyp o l e mmal a x o n s  

a s s o c i a t e d  wi t h  t h e  a c i n ar a n d  i n t e r c a l a t e d  du c t  c e l l s  

( F i g u r e  3 . 1 7 )  o r  w i t h  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  ( F i g ure 3 . 1 8 ) . 
S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  t o  t h o s e  f o r  t h e  b o v i n e  m an d i b u l a r  

g l a n d w e r e  a l s o  r e p o r t e d  i n  t h e  b o v i n e  p a r o t i d  g l a n d  

( S h a c k l e fo r d  an d W i l b o r n , 1 9 6 9a ) .  I n  o t h e r s p e c i e s ,  h ow e ve r , 

hyp o l e mma l axon s h a v e  b e e n  o b s e r ve d ,  f o r  e xamp l e , b e t we e n  

' in t r a - a c i n a r ' c e l l s  o f  r a t  p a ro t i d  g l an d s ( Ha n d , 1 9 7 0 ) , 
a d j a c e n t  t o  a n d  b e t w e e n  c e n t r a l  ac i n ar c e l l s  o f  c a t  man d i b u l ar 

g l an d s  ( G arr e t t , 1 9 7 6 ) ,  w i t h i n  i n t e r c a l a t e d  d u c t s  a n d  

gra n u lar  t ub u l e s ,  b e n e a t h  t h e  b a s eme n t  m e mbrane  a n d  i n  t h e  

s p a c e  b e t w e e n  t h e  p a r e n chyma l c e l l  an d a n  a s s o c i a t e d  

myo e p i t h e l i a l  c e l l  o f  r abb i t  man d i b u l a r  g l an d s  ( G arr e t t , 

1 9 7 7 ) . The  p r e s e n c e  o f  hyp o l emmal a xo n s  in  s h e e p  m a n d i b u l ar 

g l an d s  may r e p r e s e n t  a g e n u i n e  s p e c i e s  d i f f e r e n c e  o r  s i mply  

a f a i l ure  t o  u n d e r t a k e  an a d e q u a t e  s e a r c h  i n  the  b o v i n e  

g l an d s . 

T h e  p r e s e n c e  o f  i n t e n s e  f l uore s c e n c e  i n  t h e  m u s c l e  

wa l l s  o f  art e r i o l �s a n d  n e a r  s ma l l  b l o o d  ve s s e l s  i n  b o t h  

man d i b u l a r  an d p a r o t i d  g l an d s , a s  w e l l  a s  A C hE - p o s i t i v e  

r e a c t i o n s  n e ar s m a l l  b l o o d  ve s s e l s , s u p p o rt s  � h e  c o n c e p t  o f  

a d u a l  va s c u l a r  i n n e r va t i o n  i n  t h e  man d i b u l ar g l a n d s . Th e s e  

may b e  t h e  a d r e n e r g i c  va s o c on s t ri c t or a n d  c h o l in e r g i c  
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v a s o d i l a t o r n e r v e s d e s cr i b e d  by Emme l i n  ( 1 9 6 7 ) .  A s im i l ar 

i n n e r va t i o n  o f  b l o o d  v e s s e l s  w a s  r e p o r t e d  h i s t o ch e m i c a l ly 

i n  b o v i n e  mand i b u l a r  g l an d s  ( A lm et a l . ,  1 9 7 3 ) .  A m o r e  

p r e c i s e  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  n e rve e n d i n g s  wh i c h w a s  p o s s i b l e  

e l e c t ro n m i c ro s c o p i c a l ly i n d i c a t e d  t h e m  t o  b e  o f  t h e  e p i l emma l  

t yp e , s i�i l ar t o  t h a t  s hown  n e a r  t h e  c a p i l l ary e n d o t h e l i a l  

c e l l s  by G ar r e t t , ( 1 9 6 6b ) .  

W h i l e  i t  i s  w e l l  e s t ab l i s h e d  t h a t  t h ere a r e  s y mp a t h e t i c  

v a s o c o n s t r i c t o r n e r v e s w h i c h n o rm a l l y  p r o v i d e  a b a s a l  

v a s o mo t or t on e  b y  a c t i n g  o n  a - a dr e n o r e c e p t o r s  ( Emme l i n , 

1 9 7 2 ) ,  t h e  c on c e p t  o f  va s o d i l a t i o n  d u r i n g  t h e  s t i m u l a t i o n  

o f  c ho l i n e r g i c  n e r v e s r e m a i n s  c on t r o v e r s i a l . A l t h o ugh t h e  

morp h o l o g i c a l  e v i de n c e  s up p o r t s  t h e  e x i s t e n c e  o f  c h o l i n e r g i c  

v a s o d i l a t o r  n e r ve s , t h e  pr e s e n c e  o f  a t ro p i n e - r e s i s t a n t  

v a s o d i l a t i o n  i n  s h e e p  man d i b u l ar g l a n d s  in d u c e d  b y  p a r a ­

s ym p a t h e t i c  s t im u l a t i o n  ( B e i l e n s o n  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) r e ma i n s  

a n  e n i gm a . F ur t h e rm or e , r e c e n t  c omp a r a t ive  s t u d i e s 

s u g g e s t  t h i s  m ay b e  d u e . t o  t h e  p re s e n c e  o f  p e p t i d e r g i c  

n e r v e s  wh i c h c o n t a i n  V I P - l i k e  s u b s t a n c e s  a s  r e p or t e d  i n  

o t h e r  s a l i va ry g l an d s  ( B l o om a n d  E d w a r d s , 1 9 7 9 ; B l o om et a l . ,  
1 9 7 9 ) .  Th e s e  n o n - ad r e n e r g i c  a n d  n o n - c h o l i n e r g i c  n e r v e s  h ave 

b e e n  p r op o s e d  by many w o r k e r s  ( B l o o m  a n d  E dw a rd s , 1 9 7 9 , 1 9 8 0 ; 
U d dm a n  et al . ,  1 9 8 0 ; Lun d b e r g  et a l . ,  1 9 8 0 ) t o  me d i a t e  t h e  

a t r o p i n e - r e s i s t an t  v a s o d i l a t i on . I n  t h e  p r e s e n t  i n ve s t i g a t -

i o n , a x o n s  c o n t a i n i n g  a p o p u l a t i o n  o f  l arge  gran u l a r  

v e s i c l e s  ( e a .  8 0  n m  d i a me t e r )  s im i l ar t o  t h e  p e p t i d e r g i c  t y p e  

d e s cr i b e d  by K i d d  a n d  G a r r e t t  ( 1 9 7 9 ) ,  w e r e  o c c a s i o n a l ly 

f o u n d  w i t h i n t h e  s am e  S c hwann  s h e a t h  a s  t h o s e  t y p i c a l  o f  

c h o l i n e r g i c  a x o n s ( F i g u r e  3 . 1 6A ) . 

T h e  e p i l e m m a l  i nn e r v a t ion  o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  

d e s c r i b e d  h e r e  e s t ab l i s h e s  t h at t h e s h e e p  man d i b u l a r  

g l an d  fo l l o w s  t h e  s am e  g e n e r a l  p a t t e r n  w h i c h  wa s r e p o r t e d  

i n  c a t t l e  ( A l m  e t  al . ,  1 9 7 3 ) .  B o t h a dr e n e rg i c  a n d  c h o l i n ­

e r g i c  t yp e s  o f  a x o n s  w e r e  i n  c l o s e  a s s o c i at i on w i t h  t h e  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s  b ut i t  i s  n o t  k n ow n  wh e t h e r  myo e p i t h e l i a l  

c e l l s  in  s h e e p  m a n di b u l ar g la n d s  a r e  s t imu l a t e d  t o  c on t ra c t  

b y  p ar a s ymp at h e t i c  o r  s y mp at h e t i c  n e r v e s  o r  b o t h . Phy s i o l o -
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g i c a l  e v i den c e  from o t h er sp e c i e s  h a s  s h own var i a t i o n s  o f  
t h e  control  o f  myo ep i t h e l ial  c e l l s . The  motor r e s p on s e  o f  
myoep i t h e l i al c e l l s  m ay b e  me d i a t e d  e ith er  vi a ( i )  a - a dreno­
r e c e p t ors a s  in  s h e ep p arot i d  g land s  ( Pat t erson  and  T i t chen , 
1 9 7 5 ) and rat  p a r o t i d  gl ands  ( Thul i n , 1 9 7 6 ) ;  ( i i )  c h o l in erg i c  
r e c�p t ors , a s  i n  t h e  e at ' s  man d ib u l ar glands  ( Emme l i n , e t  a l . ,  

1 9 7 4 ) ;  or ( i i i ) b ot h  a - adrenerg i c  an d chol in erg i c  r e c e p t ors , 
a s  in  the  man d i b u l ar glands  of  d o g s  ( Emme l i n , Ohl in  a n d  
Thul i n , 1 9 6 9b ;  Emm e l i n  a n d  Thul i n , 1 9 7 3 ) . 

The innervat i on o f  duct sys t e m  wa s of  two typ e s . T h e  
e p i l e mmal axons  were  u s ua l ly pre s e n t  b e s i d e  t h e  s t r i a t e d  
duct s an d int e r c alat e d  duct s ( F i g ur e  3 . 1 6 )  whereas  hyp o l emmal  
axon s were  o c ca s i onally  observed  b e n eath  t h e  ba s ement  
membran e s  and  b e tw e en  i n t e r c e l l u l ar  membran e s  o f  a d j a c ent  
type - I c e l l s , typ e - I  and  type - I V  c e l l s  o f  s t r i at e d  duc t s  
( F i g ure 3 . 1 8 ) , an d a l s o  b etween  mu c ous and  i n t e rc a l a t e d  
duct  c e l l s  ( F i g ure  3 . 1 7 ) .  J t  w a s  n o t  poss ible  t o  c a t e gor i c al ly 
i d ent i fy t h e  t yp e s  � f  n erves  at t h e s e  s i t e s . How e ve r , 
h i s t o chemi cal  ob s ervat ions  r eve a l e d  t hat the  AChE-p o s i t ive  
nerve s were  p r e s e nt a longs id e  the  s t r i at e d  duct s ( F i gure 
3 . 6 B , C )  and ma j or n erve  trunks w e r e  in  the  i n t erst i t i a l  
connect ive  t i s s u e  spa c e s  near  i n t er l obular duc t s . B i ogen i c -
amine  fluore s c e n t  fibre s , i n  con t ra s t , were rare ly found  
at s tr iat e d  duct s and  none  was o b s erve d at t h e  excre tory 
duc t s  ( F igure 3 . 5 B , C ) .  Re cent ly , s imi lar s t r i a t e d  d uct ­
hypolemmal n e rv e  re lat ion ship s h av e  b e en d e s cr ib ed  by  
K idd  and Garr e t t  ( 1 9 7 9 ) i n  cat m and ibular g lands . By t h e  
u s e  of  5 - hydroxydopam in e , t h e s e  workers were  able  t o  
demonstrat e t h a t  m o s t  hypo l emmal axons  are  c ho l in erg i c , and 
t hat others  c o n t a in ing  l arge d en s e - cored  ve s i c l e s  w i t h  a 
c l e ar ha lo w ere p o s s i b ly of  t he p e p t i derg i c  type  ( or at 
l e a s t  non- c h o l i n erg i c  and non- a dr en erg ic ) .  

The b i o l o g i c a l  import an ce  o f  n e uro e ffector  s i t e s  h a s  
b e en  d i s c us s e d  by Garret t  ( 1 9 7 2 , 1 9 7 4 ,  1 9 7 5b ; 1 9 7 6 ) .  I t  
i s  usually c on s i der e d  t hat  wh e n  a n  impul s e  p a s s e s  down a n  
axon , neurotransmi t t er  i s  re lea s e d  from t h e  ve s i c l e s  by  
e xocyt o s i s  and  r e ache s t h e  e ffe c t or  c e l l s  by  s impl e  d i ffus ion . 
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Th e r e f o r e , t h e a c t i v a t i o n  o f  a d j a c e n t  e f f e c t o r  c e l l s  

w i l l  d e p e n d  o n  t h e  q u a n t um o f  n e u r o t r an s m i t t e r  r e l e a s e d , 

t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  a xon  a n d  t h e  e f fe c t o r  c e l l s , a n d  

t h e  s e n s i t i v i t y  o f  i n d i v i d u a l  e f f e c t o r  c e l l m e mbran e 

( G arr e t t , 1 9 7 6 ) . An  a xo n  c a n  t h u s  a f f e c t  s e v e r a l  c e l l s  

a lo n g  i t s  c o ur s e , b u t  w h e t h e r  on e a xo n  a f fe c t s  d i f f e r e n t  

t y p e s  o f  e f f e c t o r s  o r  s e v e ra l  c e l l s  o f  a s i n g l e  t y p e  i s  

u n k n ow n . On m o rp h o l o g i c a l  g r o u n d s , t he hyp o l emm a l  

i n n e r v a t i o n  s e e m s  m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  t h e  e p i l e mmal a n d  

p r e s e n t  c o n c e p t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  e l e c t r o - p hy s i o l o g i c a l  

a n d  s e c r e t ory r e s p o n s e s  i n  g l a n d  c e l l s  t o  s i n g l e  n e r ve 

i mp u l s e s  is  l i k e ly t o  b e  r e l a t e d  t o  a h y p o l e m m a l  i n n e r v a t i o n  

wh e r e a s  mul t i p l e  i mp u l s e s  may b e  r e q u i r e d  f o r  a c t i v a t i o n 

o f  c e l l s  w i t h  a n  e p i l e mm a l  i n n e r v a t i on ( Emm e l i n , 1 9 7 2 ) .  

H o w e v e r , a s  Y o u n g  a n d  v an L e n n e p  ( 1 9 7 8 ) h a v e  p o i n t e d  o u t , 

e i t h e r  m o d e  o f  i n n e rva t i o n  i s  l i k e ly t o  s u f f i c e  t o  p e r m i t  

s e c re t o - mot or a c t i v i t y . 

6 .  L i m i t a t i o n s  o f  P r e s e n t  E l e c t r o n  M i c r o s c opi c  T e c hn i q u e s  

f o r  I n n e r v at i o n  S t u d i e s 

T h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  t e c h n i q u e s  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u dy h a v e  l im i t a t i o n s  a s  f a r  a s  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t y p e s o f  

n e r v e  e n d i n g s  i s  c o n c e r n e d .  W i t h  t h e  doub l e - f i xat i o n  by 

p e r f u s i o n f i x a t i o n  in an a l d e hy d e - m i xt ure  an d s ub s e q u e n t  

O s 0
4 

p o s t f i xat i o n , i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e mo n s t r a t e t h e  a c t ua l  

s i t e s  o f  i n n e r v a t i o n  an d d e c i d e  wh e t h e r  i t  i s  ' hy p o l e mm a l ' 

o r  ' e p i l e mma l ' b u t  n o  c e r t a i n  i d e n t i f i c at i o n  i s  p o s s i b l e  o f  

n e r v e  t y p e s  u s i n g t h e  c r i t e r i a  b a s e d  on  t h e  p r e s e n c e  o f  

s m a l l  d e n s e) g r a n u l a r  o r  a gr a n u l a r  v e s i c l e s . Tran z e r  a n d  

e o - w o r k e r s  ( Tr a n z e r  a n d  T h o e n e n , 1 9 6 7 ; Tr a n z e r  a n d  S n i p e s ,  

1 9 6 8 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  p r e s e r v a t i on o f  e l e c t ron  d e n s e  

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

f i xa t i on p ro c e d ur e s e mp l o y e d . A l t h o u g h  t h e  e l e c t r o n  m i c r o ­

s c op i c  t e c hn i qu e s  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t udy  g a v e  b e t t e r  

r e s u l t s  t h an f i xa t i o n b y  O s 0
4 a l o n e ( T ran z e r  a n d  Th o e n e n , 

1 9 6 7 ) a n d  t h e  s m a l l  d e n s e  g r a n u l a r  v e s i c l e s  r em a i n e d  r e c o g n i z ­

a b l e , i t  i s  n o t  c l e a r w h e t h er s o m e  s m a l l  e mp t y  v e s i c l e s  may 
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r e s ul t  f rom t h e  poor  pre s e rvat i on o f  t he i r  c ont ent du.r i ng  

proc e s s i n g  for  e l e ct ron m i cro s c opy . Therefor e , a bett e r  
method  w i t h  improved  p re s e rvat ion o f  d en s e  granular 
ve s i c l e s  i s  n e ed e d  for more  d e t a i l e d  inve s t i gat ions  o f  
a dr e n e r g i c  a nd  cho l i n erg i c  n erve s . 

• 



CHAPTER IV 

OBS ERVATIONS IN ANAES TH ETIZED S H EEP : EF F ECTS OF 

AUTONOMIC NERVE STIMULATION 

A .  RE SULTS  

8 1  

Th e  r e sult s o bt a i n e d  i n  t h i s  s e c t i on are  d i v i de d  i n t o  
t w o  p art s .  The  f i r s t  p art i s  c oncerned  w i th  t h e  phys i o l og -
i c a l  r e s p on s e s  o f  t h e  s h e e p  mandibular  gland  e i t h er  t o  
d irect  s t imulat ion o f  a u t onomic  n erve s or t o  p harmacolog i ca l  
agent s t ha t  m im i c  t h e  a ct ion o f  autonomic  t ran sm i t t ers , a nd  
the  s e cond  p art  wi t h  t h e  morpholog i c a l  change s t h at re s u l t . 

1 .  P hys io logi cal  E f f e ct s 

a .  M a n d ibular Flow  

( i )  R e st ing G land  

I n  t he ab s e n c e  o f  d i re ct s t imula t ion o f  s e cr e t omot or 
nerve s , f low from t h e  cannulat e d  man d i bular duct s o f  
anae s t h e t i z e d  s h e e p  wa s e i th er  s l ight  or a b s e n t  ( 0 - 0 . 0 0 4  

g min - 1 ) .  

I 
( i i )  Parasympat h e t i c  S t imulat i on 

S t imulat i on o f  t h e  c h orda l ingual  nerve ( at 2 - BV , 
5 - 1 0  H z , 0 . 2  m s e c  dura t i o n ) caus e d  t he se cret i on o f  a c l e ar 
mucous  s al i va  in r e lat i v e ly c op i ous  quant i t i e s , i . e .  0 . 3 3 - 0 . 7 4 
ml m in - 1 ( N = 1 0 ) ( F i gure 4 . 1 ) .  Th i s  s e cret ion  app e are d a f t er 
a lat e n cy o f  1 0 - 2 5  s e c  ( F i g ure  4 . 2A ) , and could  b e  re a d i ly 
ma int a i n e d  over  p er i od s  o f  2 - 4 hours . Su ch p arasympath e t i c -

• 

ally e vok ed  s e cret ion wa s  b locked  by intravenous  adm i n i s trat ion  
o f  atrop ine  ( 0 . 1  mg k g- 1 ) ( F igure 4 . 2 ) .  

S e c ret ory re spons e s  s im i l ar t o  t h o s e  a c c ompanying t h e  

st imulat ion  o f  t h e  chorda  l i ngual n erve were obt a ined  
follow i n g  intravenous i n j e c t ion o f  carbachol  ( 4 0 � g  k g - 1 ) 
( F i gure 4 . 2B )  a nd  p i l o carp in e . When p i lo carp i n e  was in fu s e d  



F i gure  4 . 1 :  

• 

Mand ibular  s a l iva  s e cr e t e d  during  e l e c tr i c al 
s t i mu l a t i o n  o f  e it h er  t h e chorda l i n gual  
n erve  ( P )  or t he c erv i c a l  sympat h e t i c  t runk  

( s ) . 



/ 
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. - 1  - 1 int ravenous ly ( 5 . 8 - 7 . 4  � g  kg  m in  ) ,  t he s a l i va ry f l ow  
- 1  p er s i s t e d  at a c o n s t a nt l e v e l  ( 0 . 1 8 � 0 . 4 5 g m �n , N = S )  

t hroughout t h e  i n f u s i o n  p er iod . 

( i i i ) Sympat h e t i c  S t imulat ion  

E l e c tr i cal  s t imulat ion  o f  t he i p s i l at eral  c erv i c a l  
symp a th e t i c  t runk ( at 4 - 8V ,  5 - 1 0  H z , 0 . 2  ms e c  durat i o n ) a l so  
caus e d  mand ibular s e cret i on , though t h e  nat ure o f  t h e  
r e s pons e  ( F igure  4 . 1 )  a n d  t h e  s e cr et i on i t s e l f  d i f f e r e d  

from t hat evo k e d  p a rasymp athet i ca l ly . Symp ath et i c a l l y  
evo k e d  s e cre t io n  a p p e a r e d  a ft e r  a l onger  l a t e n cy ( 3 5 - 1 0 2  

- 1 s e c ) ,  o cc urre d  at a lower  rat e ( 0 . 0 1 - 0 . 0 6 g m i n  , N = 8 )  and 
t e n de d  t o  d e c l i n e  o r  c e a s e  w i th  cont i nued  s t imulat i o n  
( F i gure 4 . 3 B ) .  F l ow  c ou ld  u sually b e  main t a i ne d , howe ve r ,  
by t h e  u s e  o f  in t e rm i t t e n t  st imula t i on ( e . g .  3 0 - s e c  p er iods  
o f  s t imu la t i on  a l t e rnat ing  w i th  3 0 - s e c  of  re s t ; F i gure  4 . 3 C )  
or by us ing  lower  v o l t ag e s  ( e . g .  2 - 3V ; Fi gure 4 . 3A ) . Wh en 

- 1  t h e  ·a - adrenore c e p t or  b l o c k ing  agent , phento lamine  ( 1 . 0  m g  k g  , 
i v ) , was  g iven  dur i n g  s ympathet i c  n e rve  s t imulat ion , a n  
a c c e lerat i on o f  f low o c curred  i n  company w i t h  a mark e d  fall  
o f  t he f emoral art e r i a l  b lood  pre s s ure ( F i gure 4 . 3 D ) . 
On  t h e  o ther  han d , ·s e c ret ory re spons e s  to sympath e t i c  
s t i mulat i on  were  b l o c k e d  by t h e  8 - adrenor e c ept or ant a g o n i st 

1 1 ( 1  0 k - 1  . F '  ) p r oprano o . m g  g , 1v ; 1 gure 4 . 4  . 

St imulat ion o f  t h e  chorda l i ngual n erve  follow i n g  a 
p e riod  of  sympa t he t i c  s t imulat ion  re su lt e d  ( F i gure 4 . 5 )  i n  
the  app earan ce w i t h i n  2 0  s ec  o f  man d ibula r  s e cret i on . The 
rat e of flow was i n i t i a l ly very s low , but  i n cr e a s e d  
progr e s s iv e ly o ver  s e ve ral  m i nut e s . I n  t h e  e arly s t a ge s of 
t h e  re spon s e  the drops  o f  s a l i va  d i d  not f a l l  fr e e ly from 
t h e  drop t ub e , t e n d i n g  to s tr ing  i n s t ead . T h i s  s a l i va , and 
t ha t  obt ained  dur i n g  s ympathet i c  s t imul at i on , was o p a l e s cent , 
o ft e n  w i th  f ine  wh i t e  p art i c l e s  v i s ible  i n  i t , and w a s  
e xtreme ly v i s c ous . As  t h e  s e c r e t i on c l e ar e d  t h e  v i s c o s i ty 
d e cr e a s e d  and t he f l ow rate  i n cr ea s e d . I n  contrast , i f  
t he sympat he t i c  n erve  s t imulat ion  was  r e p e a t e d  t h e  lat ency 
b e fore any s e cret i on appeared wa s much prol onged . 
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( i v )  Comb in e d  Nerve  S t imulat ion  

B e c a us e  of  t he d i f f i c u l t i e s  in  obtain i n g  a cont inuing  

flow  o f  s ympath�t i ca l ly s t imul a t e d  s e cr e t i o n  o b s ervat i on s  
were m ad e , i n  s e veral e x p e r iment s ,  o n  t he e f fe c t s  o f  adding  
a symp a t h e t i c  s t imulus to  a background of  p ara sympat h e t i c ally 

evok e d  f low . Th e s e cr e t i o n  st imulat e d  in t h i s  way was  

always  t urb i d . 

I n  4 o ut o f  6 e xp erimen t s , a short - l i v e d increas e  in  
flow  app e ar e d  w i t hin  3 0  s e c onds  o f  s t imula t i n g  t h e  cervi c a l  
symp a t h e t i c  t runk  and  only  s ub s e quent ly d i d  a de cre a s e  o ccur 
( F igure  4 . 6 ) .  Follow i ng  t h i s  t h e  f low e i t h e r  rema in e d  at a 
low rat e or , i n  one e xp e r imen t , c e�s ed . I n  t h i s

.
lat ter  

e xp e r im e n t , t h e  s e c.r e t i o n  was  very v i s cous a n d i t s  prot e i n  
- 1  conce n tr a t i o n  was  3 2 . 2 8 mg  ml  . Once  the sympathe t i c  

s t imula t i on s t opped  t h e  ba ckgroun d p arasymp a t h et i c  s e cret i on 
return e d  t o  prior  rat e s  ( F i gure 4 . 6 A ) .  S i m i l ar  s e cretory 
resp on s e s  - an in it ial  r i s e  o f  flow at the o n s e t  o f  sympath­
etic  s t imulat i on fol low e d  by  a prolonged  d e c l i ne  - were 
obt a i n e d  w h e n  t�e  background  s e cr e t i on wa s s t imulat e d  w i t h  
p ilo carp i n e . S e cre t i on from the  contralat era l  g lan d , 
i n f luen c e d  by p i locarp i n e  a lone , wa s at a c o n s t ant  rat e 
t hroughout  t h e  e xperime n t . I n fus ion  of  i s op re n a l ine  
dur i ng  p ar a sympathet i c  s t imulat ion  d i d  not c a u s e  incre a s e s  
in  t h e  f l ow  rate  above t ho s e  e vok e d  b_y p_ara s ympathe t i c n e rve 
s t imula t i o n  a lone . 

b .  Prot e i n S e cret ion  

( i )  Re s t ing Gland  

Th e p rot e in cont e n t  of  s a l i v a  s e cre t e d  by  t he re s t i n g  
glands  o f  anae sthet i z e d  animals  w a s  e st imat e d  wh e n ever  a 
s uffi c i e nt volume was  o bt a i n e d , a l though i n  o n ly a few o f  
h . d � d  h f h - 1  t e a cut e e xp er �ment s • t e low  reac 0 . 2 5 g h I n  

three  an ima l s  the  prot e in con c en t rat ion i n  s a l i va from t h e  
- 1 �'; r e s t i n g  g l an d  was 3 . 2 4 ,  3 . 4 4 and  5 . 5 7 mg m l  re spect ively . 

On e ml o f  mand ibul ar  s a l i va w e i ghed  1 g .  
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( i i )  A ut onom i c  Nerve  S t imulat ion ,, 

The  e ff e ct s o f  a ut onomic  n e rv e  s t imula t i on on s a l i vary 
prote i n  s e c re t i on are  s ummari z e d  i n  Tabl e  4 . 1 .  Sa l i va 
obta in ed  d ur ing  s t imulat ion  o f  t h e  chorda l i n gual  nerve  
alone  a lways  cont a i n e d  l e s s  prot e i n than that  e voked  by  
e i t her  symp athet i c  s t imul ation  or  by  combin e d  n erve st imu l ­

at ion  - a 3 t o  1 5  fo l d  i n cr e a s e  i n  prot e in c o n c entrat i on was  
pre s e n t  in  s al iva s e cre t e d  i n  re spons e  t o  sympat he t i c  n erve 
s t imulat i o n  compare d w i t h  t h at induced  by s t i mulat ion o f  
t h e  chord a  l i ngual n erve . Howev er , prot e i n  o utput s were  
a lways gr e a t er dur i n g  comb i n e d  n erve st imul a t i on than aft e r  
s t imulat i on o f  e i t h e r  d i v i s i o n  o f  t h e  autonomi c svstem  
a lone  ( Tab l e  4 . 1 ) .  

I n  t h e  e xperim e nt s involving  comb ined  n e rve  st imulat ion , 
t h e  s a l i vary  prot e in c onc entrat ion  rema ined  h i gh ( 3 . 5 2 -
1 2 . 6 3  m g  m l - 1 ) fol lowing  t h e  i n j e ct ion o f  a n  a -block er , 
p h entolam i n e , but d e c re a s e d  mark e dly ( t o  a s  l ow  as  0 . 4 7 
mg ml - 1 ) f o l lowing t h e  admin i s t rat i on o f  p ropranolo l . During  
prolonge d s ympat h et i c  s t imu l at ion ( 1 h )  t h ere  wa s  a progre s s ive 
d e c l i n e  i n  prot e i n  c oncentrat i on . 

( i i i ) Pharmaco l ogi ca l  S t imul at i on 

The  e f f e c t s  o f  p ara symp athomime t i c  and sympathomimet i c  
agent s o n  s al i vary p rot e in c onc entrat ions  are  pre s en t e d  in  
Table  4 . 2 . The s e cret i on i nduc ed  by f h e ' i n fu s i on o f  
p i lo c arp i n e  wa s  u sual ly t urb i d , and  of  high e r  prot e in 
content  w h e n  colle c t e d  from an ima l s  in  wh i ch t h e  sup e ri or 
c ervi c al  gangl i on wa s i n t act  t han from tho s e  i n  wh i ch  t h e  
gangl ion  h a d  been  e xt irpat e d .  I n travenous i n j e c t ion of  

- 1  carbachol  ( 4 0 � g  kg  ) ,  how e ve r , indu c e d  a c op ious  flow w i t h  
very l ow  p r ot e i n  c on t ent . 

S i n c e in fus ion o f  i s oprena l i n e  ( 0 . 3 � g  k g - 1 body we ight  
- 1  m in  ) a l o n e  even  for  2 hours  c au s e d  only a v e ry sparse  fl ow 

( e . g .  0 . 1 9 g Y  e st imat i on s  o f  prot e in c o n t ent  were  

p erformed  o n ly on s a l iva  secre t e d  in  the  p r e s e n c e  of a para-
sympathet i c  s t imul u s  a s  we l l . The  r e s ult s s h owed  t hat  

prot e i n  s e 6ret ion was  i n cr e a s e d  by t h e in travenous adm in i s tra -
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• 

Table 4 . 1 :  E f f ects o f  autonomic nerve stimul. tion on mand ibu l ar flow ,  

protein concentrat ion and protein output . 

S i te of Stimul at ion Mandibular Flm-1 P rotein Cone Protein Output 
(g min- 1 ) (mg ml -1 ) (mg min- 1 ) 

• 

Chorda l inqual ne rve 

range 0 . 3 3 - 0 . 74 0 . 4 4 -1 . 5 6 0 . 2 5-1 . 0 2 

X:!:SE (n/N ) 0 . 5 6:!: 0 . 0 5  ( 1 3/10)  1 .  2 7 :!: 0 .  06  ( 1 3 / 1 0 )  0 . 7 2:,t 0 . 0 7 ( 1 3/ 1 0 )  

Cervical sym,eathetic 
trunk 

range 0 . 0 1 - 0 . 0 fi 4 . 0 2 - 2 5 . 6 8  0 . 16 -0 . 6 3 

X:!:SE (n/N ) 0 . 0 3:_t0 . 0 0 5  ( 5/ 5 )  1 4 . 6 3!2 . 8 4 ( 8/ 8 )  0 . 4 21:0 . 0 8 ( 5/ 5 )  

Combined chorda 
lingual and c<>rvical 
s�.eathetic trunk 

range 0 . 1 8 - 0 . 4 5 3 . 9 5 - 3 2 . 3 8 1 . 2 5 - 3 . 8 9 

X+SE (n/N ) 0 . 3 6 :_t 0 . 0 7 ( 6/4 ) 8 . 9 0+ 3 . 0 2 ( 9/ 6 ) 2 . 3 1+0 . 3 9 ( 6/4 ) 

(X:!:SE , mean :t standard error of the mean ; 

n/N , number o f  observat ion s/number of sheep ) . 



Table 4 . 2 :  Effects of pharmacological stimulation on the protein concentration o f  mand ibular s a l i va . 

IN1'ACT GI.AND AFTER GANGLIONECTOMY . 
Treatment Protein Cone (mg ml-1 ) - 1  P rotein Cone ( mg ml ) 

range X;!:SE { n/N ) rangQ X+SE ( n/N ) 

P i locarpine infus ion 

P i locarpine in fusion �� 
s timulation o f  cervica l 
sympa the t i c  trunk 

Pi locarpine infusion pl us 
s ingle inj ection o f  
isoprena l i ne 

Infus ion of both pi locarpine 
and i soprenaline 

Chorda l ingua l nerve 
s t imulation 

Chorda lingual nerve 
s timulation plus i soprena l ine 
infusion 

Carbachol injection 

0 . 9 2 - 3 . 4 7  2 . 2 4 ;!: 0 . 3 5 

3 . 7 3 - 2 5 . 4 9 1 0 . 4 7:!:2 . 9 2 

0 . 5 9 - 0 . 8 8 0 . 7 7!:0 . 1 0 

1 . 4 7 - 5 . 9 5 3 . 3 5 :!: 0 . 6 9 

0 . 5 7 0 . 5 7 

( 7/6 ) 0 . 6 3 - 1 . 7 4 0 . 9 8 :!: 0 . 0 6 ( 2 4/4 ) 

( 7/ 3 )  

2 . 4 1 - 3 . 9 0 3 . 0 9 :!: 0 . 2 1 ( 6/2 ) 

2 . 6 5- 4 . 4 8  3 . 4 7:!: 0 . 2 9 ( 6/ 2 ) 

* 
( 6/ 1 )  

* 
( 9/1 ) 

( 2/ 2 )  

(X±SE , mean ± s ta ndard e rror o f  the mean ; n/N , number of observat ions/number o f  mand ibular glands ) .  

* 
The m�an values were calcu la tecl from succe s s ive 1 0-minute sa�ples obtained from the s ame sal ivary g land . 

The dose of drugs given intravenously - infus ions : pilocarpine , 5 . 8 - 7 . 4  �g kg- l  rnin�1
; isoprena l ine , 0 . 3  u � kg- l  min- 1  

- s ing l e  inj ections : isoprenal ine � 2 - 4  � g  kg- ; c a rbacho l ,  4 0  ug kg-
• 

CO 
en 
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� 

t i on o f  i s oprenal in e  e it he r  a s  a s ingle  in j e c t i on ( 2 - 4 � g  kg - 1 

body w e i gh t ) or  an i nfus i o n  for 1 - 2  hours . A s  w i t h  sympath ­
e t i c  n e rv e  s t imulat i on i t  w a s  not  p o s s ible  t o  s u s ta in  h i gh 
l ev e l s  o f  prot e i n  output o v e r  a prolonged  p e r i o d . 

( i v )  G e l  E l e ctrophore s i s  

E l e ct rophore t ic  s t ud i e s  u s in g  acrylam id e  g e l  ( F i gure 
4 . 7 )  d emon s trat e d  that t h e  m a j or s o lub l e  prot e in s  in  s a l iva 
produc e d  d ur i n g  sympat he t i c  s t imulat i on were an i on i c  
migrat i n g  c ompone n t s , wh i c h  have  b e e n  t erme d  Band  X an d Y .  

Of  t h e s e  t h e  former ( Band  X )  was  u s ually  the  more  int e n s e  
i n  i t s  s t a i n i ng . Banding  i n  t h i s  r eg ion  a l s o  o c c urre d 
int en s e ly i n  s amp l e s  obta i n e d  in  r e s p on s e  t o  c omb i n e d  
s t imulat i o n  o f  t he aut onom i c  n e rve s . I n  contra s t , a l t h o ugh 
pre s en t  i n  chorda  l ingual n e rve s t imulat e d  s e cre t ion , t he 
s t a i n i n g  i n t e n s i ty var i e d  a n d  was alway s much l e s s  t han  t h at 

in symp a t h e t i c a l ly e vok e d  s amp l e s .  Th e s e  bands  ( X  an d Y )  

d i sapp e a r e d  in  c h orda l i ngual  n erve s t imulat e d  s amp l e s  from 
an ima l s  t ha t  had b e en  t re a t e d  w i t h  both  an a and a S - b l o ck er . 
( Ban ds  X ,  Y were  u s e d  a s  a n t i g en. I for the  immunocy t o c h emical  
s tudi e s ) .  

The  i n soluble  prot e i n s  o f  sympathet i c  s e cret ion  were  
exam in e d  i n  a S D S -polyacry l amide  g e l . The re s ult s o f  t h i s  
st udy aga i n  showed  �wo . i n t e n s e ly s t a ining  bands  t hat m i grat ed  
rap i dl y  t oward a nod e  ( F i gure  4 . 7E ) .  Such ban d s  rema i n e d  in  
the  i n s o l ub l e  s a l i vary pr e c i p it at e s  after  b e i ng  wa s h e d  in  
phosph at e buffe r and  fre e z e - dried  and  were  used  a s  an t i gen  
I I  for  t h e  immunocytoch e m i s try . 

2 .  M orphologi ca l  Change s 

Ob s e rvat i on s  on t h e  morpholo g i cal  chang e s  i n  man d ibular 
glands  i n du c ed  by e l e ctr i c a l  st imul a t i on o f  t he auton om i c  
nerves  w e r e  ma de  i n  1 5  an imal s . Pre l imin ary e xp e r imen t s 
re ve a l e d  t h a t  s u c h  change s were  r e a d i ly app arent  i f  t h e  
gland s w e r e  s t imulat e d  for two hours o r  longe r , wh i l e  short er  
periods  of  st imulat ion , e . g .  on e hour  or  l e s s , o ft e n  fa i l e d  
to produce  any obvious  c hange s . F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  g l and s  



s t u d i e d  i n  d e t a i l  w e re t ho s e  s ub j e c t e d  t o  t h e  lo�ger  

p e r iods  o f  st imulat i o n . 
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The  ma cro s cop i c  app earan c e  o f  t h e uns t imul a t ed g l and s  
was  wh i t i sh a nd  opaque , wh e r e a s  t h e  contralat e ra l  g l a n d s  
s t imulat e d  e i t h er  p ara sympat h e t i c a l ly  o r  sympath e t i c a l ly , 

u s ua l ly had  a p in k i s h  and more  t rans lu c ent appearanc e .  

a .  Eff e c t s  of  Para sympat h e t i c  Nerve  St imulat i on 

Para sympat h e t i c  n erve s t imu lat i o n  ( at 2 - S V , 5 - 1 0  H z , 

0 . 2 ms e c ) r e s u l t e d  i n  change s conf in e d  almo st  e xc lu s i ve l y  
t o  t he a c inar c e l l s , e ven wh en  s t imula t ion was  cont i nu e d  

for 4 hours . 

( i )  Light M i cros copy 

I n  s e ct i ons  t ak e n  aft e r  2 - 4  hours  of s t imu l at i o n  o f  

• 

th e  para sympathet i c  i nn ervat i on , e n l argement o f  c e nt ra l  
lumina t ogether  w i t h  a r e du c t i on  i n  t he c e l l  s i z e  a n d  a more 
d i f fu� e appearanc e  o f  s t a in e d  mat er i a l s  in t h e  a c i n i  w a s  

obvious  i n  both 5 vm  ( F igure 4 . 8 )  a n d  0 . 5  � m  s e c t i on s . 
D em i lun e s , i n t erca l a t e d  and , u sual ly , s triat e d  duc t s  s h owed  
no d i ff erenc e s  from  t h e contra la t era l  unst imulat e d  g l an d s  
a l t hough i n  some  s e c t ions  a l o s s  o f  PAS- p o s i t ive  mat e r i a l s  
s e emed  t o  have o c c urred  from s t r i a t e d  duct c e l l s . Purpl e ­
blue  s t a in ed  s e cr e t i o n  coul d  b e  s e e n  i n  t he du c t a l. l um i n a  
( F igure 4 . 8 C ) .  

( i i )  E l e c t ron  M i cro s c opy 

Ac i n i  of  g land s  s t imul at e d  for 2 - 4  hours  e x h ib i t e d  
s i gns  o f  hype ra c t i v i t y  ( Fi g ure 4 . 9 ) .  Exocy t o s i s  o f  s e cr etory 
granu l e s  occurred  in a c inar  c e l l s  appare n t ly a ft e r  t h e  
fus i on o f  peri granular  an d ac inar  c e l l  membrane s  at  l um inal  
s urfa c e s . Enlargement  o f  b o th  c entral  a c i nar lum ina  a n d  
ba s olat eral  cana l i c u l i  w a s  pronounc ed  i n  t h e s e  c e l l s  a n d  

t h e  former common ly conta i n e d  membran e gho s t s  a s  w e l l  a s  the  

c ont ent  o f  ac inar  granul e s  inc luding  t he ir  sma l l  dark  b o d ie s  

( Fi gur e 4 . 9 A ) . I n  t he g l ands  exam in e d  a ft e r  e le c tr i c a l  

s t imula t i on o f  p ara s ympath e t i c  n erve s some  var i at i on i n  t he 
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d e gre e o f  d e granul at i o n  o f  a c i nar c e l l s  wit h i n  t h e  same  
s e cr e t ory e n dp i e c e  and  b e tw e e n  endp i e c e s  i n  the  s ame g l an d  

was  u sua l . 

I n  s t imulat e d  c e ll s , t h e  c i st ernae  of RER  b e c ame  
prom inent  and  w i d e ly d i l a t e d , - p art i c ularly t h o s e  a d j a c e nt 
t o  t he n uc l e i  and t he i nt erc e l lular p l a sma membran e s  ( F i gure 
4 . 9 B , C ) .  M embrane - b o un d  ve s i c l e s  of various  s i z e s , probably 
t h e  newly  formed  s e cr e t ory granule s ,  were  p re s ent  in t h e  
v i c i n i ty o f  t h e d i l a t e d  RER  a n d  Golg i  comp l e xe s , wh i l e  n u cl e i  
w e r e  l e s s  flat t e n e d  i n  out l i n e  t h a n  t h o s e  o f  r e s t ing g l and s  
( Fi gure 4 . 9 C ) .  

• 
The f i n e  s truc t ur e  o f  d emilune s  s h owe d no obvious  

chang e s  f o l l owing  p a r a§ymp a t h e t i c  nerve  st imula t i on ( F i gure  
4 . 1 0 )  and t hus c on f i rme d the  impre s s i o n  ga i n e d  with  l i gh t  
m i cro s copy . There  w a s , however , o c c a s ional  d i lat ion o f  
int e r c e l l ular  cana l i c u l i  among demilun e  c e l l s , b a s o la t e r a l  
cana l i cu l i , a n d  lat e r a l  i n t e r c e l lular s pa c e s  b et we en d e m i lune 

and the a d j a c e nt a c i n ar c e l ls . 

b .  E ff e ct s o f  Sympa t h et i c  Nerve St imulat i on 

E l e c t r i c a l  s t i m ul a t i o n  o f  t h e  c ervi c a l  sympat he t i c  t runk 
at 4 - SV ,  5 - 1 0  Hz an d 0 . 2  ms e c  for 2 h o urs c a u s e d  con s i de rable  
morpholog i c al chang e s i n  the  f ine  s t ructure o f  d em i lun e s  and  
t h e  s t r i a t e d  ducts  but  not  in  the  a c in ar c e l l s . · 

( i )  L ight M i cr o s c opy 

Light mi cros c op i c  ob s ervat ions  o n  5 � m  p araffin  s e c t ions  
( F i g ure  4 : 1 � )  did  not  di s c lo s e  any  obvious  chan g e s  o f  t h e  
e ndp i e c e s e cretory c e l l s  i n  sympat het i ca l ly  s t imulat e d  g l and s 
but t h er e  was a lo s s  o f  _ PAS - p o s i t ive  mat e r i a l s  from a l l  

s t r i a t e d  duct  c e l l s  an d o th er  c hange s i n  t he b a s a l  r e g i o n s  
of  t h e s e , part i cu larl y  a t  t h e i r  j unct ions w i t h  t h e i n t e r ­
ca lat e d  duc t s . O t h e r  port ions  o f  s t r iat e d  d uc t s  were  n o rma� . 

Th e s e  c h ange s in t h e  b a s a l  areas  o f  s triat e d  duct  c e l l s  
app e a r e d  a s  numerous  vacuol e s  o f  irr e gular  s hap e a n d  s i z e  
cont a i n i n g  PAS -po s i t i ve and  AB-po s i t ive m at e r i a l s  s im i l a r  
t o  t h o s e  pre sent  i n  t he du c ta l  lumina . 
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I n  a dd i t ion t o  t ho s e  d e s cr ib ed  above , further  c hange s 
i n  t he d e m i lune c e l l s were  v i s i b l e i n  0 . 5  p m  .t o lu i d i n e  
b lue - s t a i ne d  s e ct i o n s . T h e  c e l l s  con t a in ed  l e s s  dark - s t a i n ­
i ng  granu l e s  t han  i n  t h e  r e s t ing  gland  a n d  t h ere  w a s  t h e  

app earan c e  o f  some  l i gh t ly - s t a in ed  granule s .  O c cas i o na l ly , 
large  v a c uole s  wer e  e v id ent i n  d em i lun e s  and  th ere w a s  
a l s o  w i d e n ing  o f  t h e  ba so lat eral  can a l i cu l i  o f  demi lun e  c e l l s . 
A c i nar  c e l l s  show e d  n o  change s . 

( i i )  E l e c tron  M i cro s copy 

Wh e n  exami n e d  i n  d e t a i l  t h e  s truc ture o f  demilun e s  was  
s e e n  to  b e  mark e d l y  a ffe c t e d  by  symp at h et i c  n erve s t imulation  
( F i gur e 4 . 1 2A , B ) .  A ma j or d i fferen c e  c ould  b e  s e e n  i n  t h e  
gra n u l e s  - part i c u l a rly t he pre s en c e  o f  fu s e d  granul e s  w i t h 
an abs e n c e  o f  t h e i r  charac t er i s t i c  s ubs tru cture . E n l arged  
i n t e rc e l lular can a l i cu l i  which  had a c quired  a s ca l l op e d  
out l i n e  ( apparen t ly c a u s e d  b y  t h e  e x o cyto s i s  o f  s e cr e t ory 
granul e s ) were  c o n s p i cuous . Th e ph enomenon  of  cha i n  
e xo cyt o s i s  wa s o c c a s ionally  ob s erve d . 

The e l ectron m i cros copy sugg e s t e d  t hat  t h e  s ub s t ru c t ur e s  
o f  demi lune  gran ul e s  were d i s charged  from t h e  c e ll a s  d i s c r e t e  
b o d i e s  whereas  t h e  o ther  component s were d i s p ers e d . Th e s e  
s ub s tru c tures  a n d  o t her  granu l e  con t ent s , a s  w e l l  a s  membran e 
gho s t s  and some c y top l a sm i c  organe l l e s , e . g .  m i t ochon d r i a , 
w ere  p r e s ent in  t h e  e nlarged  b a s o lat eral cana l i cu l i  ( F i gure 
4 . 1 2 C ) , c entra l a c i nar  lumina and s tr iat e d  d u ct lum i n a  
( F i gure  4 . 1 4 ) . Damage  t o  s om e  demi l un e s  w a s  o c ca s i on a l ly 
ev i d en t  in  sympa t h e t i c a lly st imulat e d  glands  ( F igure 4 . 1 3 )  
a nd  ma s s e s  of  cy t op l asmic  structure s an d m embrane gho s t s  
were  d i s charge d .  T h e  mat er ia l s  wh i c h app eared  i n  the  
cana l i cul i  and l um in a  also  app eare d in  t h e  s a l i va and  s e emed  
to  compr i s e  t h e  ma j or  fra c t ion of  the  i n s o lub l e  comp o n e n t s  
o f  sympat het i ca l ly e v o k e d  s e c r e t i o n  ( F igure  4 . 1 5 ) .  A nother  
f ind ing  was  t he p re s e n c e  i n  d em i lune  c e l l s  of  l arge  c y t op la s ­
m i c  vacuoles  con t a i n ing  a product w h i ch r e s embl e d  t h e  
� ecre t i on ( F igur e  4 . 1 2B ) .  S u c h  v a cuo l e s  were  u sually  
found  near  ihe  n u c le i . 
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A l though a c i n i  s h owed  n o  obv i ou s  a lterat ions  i n  t h e i r  
f i n e  s t ruct ure aft er  s ymp ath et i c  s t imu l at i on , s e cret i o n  o f  
gran u l e s  from s ome w a s  a r e l at i v e ly common f e a ture a s  w a s  
a l s o  t h e  c a s e  i n  t h e  r e s t ing  g l an d , I t  wa s unusual , 
howev er , t o  f i nd t h e  s e cret ion of  i n t a c t  s e cr e t ory granu l e s  
from t he a c inar c e l l s  t houg� i n fr e quent l� t hey  were  ob s e rved  

i n  the  bas olat eral  c an a l i culus  ( a s in  Figure  4 . 1 2 C ) 
t o g e t her  w i th  t h e  d i s c harged  cont e n t s  o f  d emi lune  granu l e s . 

Ultra s tructural  c h anges  o f  t he b a s a l r e g i on s  o f  

s t r i at e d  d uct  c e l l s  a r e  s h own i n  F i gure  4 . 1 6 . F eatur e s  n o t  
e v i d en t  from l i ght m i cro s copy i n c lud e  d i lat ion  of  b a s a l  
c e l lular  membrane f o l d s , v a cuol e s  e n c l o s e d  by doub l e  m emb - • 

rane s , mult imembrane -bound  s t ructures  and empty  vacuol e s  
w i t hout membrane b oun dar i e s . Th e s e  changes  in  the  s t r i a t e d  
duct  c e l l s  were not  s e e n  in  t h e  e xp er iment  whi ch t h e  
symp athet i c  nerve s w e r e  s t imul a t e d  a ft er i n j e ct i on o f  
p h e n t olamin e , a l though  t h e  demilun e s  d i d s h ow s evere  c e l lular  
d amage . ·  I n  addit i o n , the  typ e - I  and type - I I  s t r i a t e d  d u c t  
c e l l s  o ft e n  cont a i n e d  n umerous ve s i c l e s  ( a s w e r e  a l s o  
o c c a s i ona l ly ob s erv ed  i n  the  r e s t ing  g land ) .  

c .  E f fe c t s  o f  Comb i n e d  Nerve S t imula t ion  

The  glands  e xami n e d  in  this  part of t h e  st udy w er e  

from an imal s  t h a t  h ad  t h e ir c erv i c a l  s ympath e t i c  t runk a n d  
chorda  l i n gua l n erv e  s t imulat ed  s imult ane ou s ly ( at 2 - l O V , 

fre qu en c i e s  o f  5 - 1 0 H z , and 0 . 2  m s e c  durat ion ) for 2 - 3  hours . 
A ft e r  s t i mulat i on , b o t h  a c in i  and  d emilun e s  s h owed  mark e d  
chang e s  and the  e n l arg ement o f  b a s a l  int er c e l lular s pa c e s  
was  obvious  ( F i gure 4 . 1 7 B ) .  Alt hough chang e s  i n  a c i n i  w e re 
s im i lar  t o  those  d e s c r ibed  pre viou s ly with  p ara sympat h e t i c  
n erve  s t i mulat i on a l o n e  ( s e e  F igure 4 . 9 ) ,  c h ange s i n  dem i ­
lun e s  app eared  more pronoun c e d  ( Fi gure 4 . 1 8 A )  t h an w i t h  
sympat het i c  n erve s t imu l at ion a lone . 

W i t h  dual s t imulat ion for 2 hour s t h e r e  was  e xt e n s i v e  
de�ranulat i on i n  d e m i lun e s . Th e b a s o lat e ra l  cana l i c u l i o f  
d em i l un e s  rema in ed  e n l arged ( F igur e s  4 . 1 7 B ; 4 . 1 8 B ) ,  wh i l e  
a d iminut ion of t h e  i n t erc e l lular canal i cu l i  s e emed t o  o c cur . 

M i t o c hondr ia , RER and  fre e  r ibosomes  wer e  abundant i n  t h e  
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cytop la sm . G o l g i  c omp l e xe s  b e c ame d i l at e d  a n d  s ome smal l  
ve s i c l e s were  pre s e n t  n e arby ( F i gure  4 . 1 8B ) .  A f t er  3 hours  
of  sympathe t i c  n erve  s t imulat ion on a backgr ound of c horda  
l in gual  n erve s t imulat ion  ( Fi gure 4 . 1 8 C -E ) t he c e l l s  wh i ch  

were  e s s en t i a l ly d e p l e t e d  o f  t h e ir  Pre forme d s e cret ory 
granul e s  w ere charact e r i z e d  by the pre s ence  o f  many v e s i c l e s  
cont a in ing  den s e  an d p a l e  mat r i x , probably repre s ent i n g  t h e  
newly  forme d granul e s . Th e s e  were  c onf ine d t o  the  ap i c al  
r e g i on s  o f  i n t erc e l lu lar  canal i cu l i . The RE R were re a rrange d 
i n t o  whorl - l i k e  s t r uc ture s  at  t h e  c e l l  ba s e . Di lat e d  G o lg i  
c i s t ernae  were  acc omp an i e d  by  many sma l l  ve s i c l e s  ( G o l g i  
ve s i c l e s ) a n d  cond e n s i n g  vacuol e s  w e r e  pre s ent  a t  t h e  i nne�  
s urface  o f  G o lg i  c i s t ernae . Th ere  were  numerous m i t o chon dria  
us ua l ly l o c at e d  a d j a c en t  t o  t h e  c e l l  membran e s , among  RER  
and  in  t he G o lg i  zon e . 

S t r i a t e d  duct  c e l l s  a l so  s howed  s imilar  change s at  
t h e ir basal  r e gi on s  t o  t ho s e  foun d at l i ght mi cros copy w i th  
sympath e t i c  n e rve  s t imulat ion alone . 

d .  Ph armacologi ca l  S t imulat ion 

F o ur pre l iminary e xp eriments  were  und er tak e n  t o  e nabl e  
a compar i s on o f  t he e ff e c t s  o f  n erve s t imulat ion w i t h  t h o s e 
o f  p arasympathomime t i c  and  sympat hom imet i c  drugs . T h i s  was 
done in an e f fort to a s s e s s  whe ther  an e f f e ct ive  neural  
s t imul a t i on ( p art i c ularly sympat h e t i c ) wa s b e ing  ob t a i n e d .  
I n  gen e ra l  t h e  s t ruc t ural  change s in duced  by pharma c o l o g i cal  
a g e n t s  re s embl e d  t h o s e  ari s ing  with  e l ect r i c a l  st imula t i on 
o f  n erve s  but d i f f e r e d  con s i derably in  t h e ir ext ent . 

( i )  I n fu s i on  o f  I s oprenaline  ( 0 . 3  � g  k g - 1 body w e i ght  min - 1 ) 

( a )  Light M i c ro s c opy 

W i t h  intravenous  i n fus ion of  i s oprena l i n e , for 2 - 2 . 5  
h ours , only a s cant  v i s cous s e cret i on ( e a . 0 . 1 9 g h - 1 ) was  
s e cre t e d  from t h e  m and ibular gland . Paraffin  s e ct i on s w i th  

A B / PA S  s t a i n ing s h owe d no change s i n  e it h e r  t h e  s e cr e t ory 
e n dp i e c e s  or the  s t ri at e d  duct c e ll s , d e s p i t e  the  fact  that a 
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p urp l e - re d s t a i n e d  s e c r e t i on f i l l e d  a l l  t h e  d i la t e d  d uc t a l  

lumina . I n  a d d i t i on , purp l e -blue mat e r i al r e s emb l ing  t h e  

s e cr e t i on o f  a c i n i  c ould  b e  foun d  i n  s ome  lumina  ( F igure  

4 . 1 9A ) .  

I n  t h e s e  exp eriment s t h e  cont ra l at e ra l  g land , wh i c h  
r e c e i v e d  a s imul t aneous  s t imul at ion  o f  t h e  ch orda  l ingua l  
n erve , s h owe d variable  c h ange s  i n  b o t h  t he d em i l un e s  an d 

a c i n i . Vacuolat i on i n  d em i lune s  wa s obs erv e d  in  one  g land  

but n o t  i n  t h e  ot her . T h e  duct al  lumina  were  l e s s  d i l a t e d  
and c ont a i n e d  P A S -po s i t iv e  s e cr e t i on s  i n  var i o us comb inat i ons , 
mo s t ly p urp l e - b l ue ( F i gure 4 . 1 9B ) .  Howeve r , in  0 . 5  �m  
( t o l u id in e  b lue ) s e ct ions , almost  no dark - s t a i n i ng  granu l e s  
were p r e s ent  i n  t h e  d em i l un e s . 

( b )  E l e c t ron M i cr o s copy 

Examp l es o f  chan g e s  in  t he f i n e  s truc tur e  o f  e n dp i e c e  
s e cre t ory c e l l s  aft er  2 h ours of  i nfus i on o f  i s oprenal ine  
on  a b a c kground f low e vo k e d  by  t h e  s t imulat i o n  o f  chorda  
l ingual  n erv e  are  s hown i n  F i gure 4 . 2 0B  a s  c omp ared  with  the  
contr a l at erally  i s opr e n a l i n e  s t imulat e d  g la n d  ( F igure 4 . 2 0A ) . 
W i t h  b o t h  typ e s  o f  st imulat ion ( F i gure 4 . 2 0B ) ,  d emi lune  
c e l l s  were  almost  comp l e t ely degranulat e d , i n t e r c e llular 
cana l i cu l i  rema ined  prominent and l arge vacuol e s  were  obs erv-
e d  in s ome c e l l s . Ac i n ar  c e l l s  a l s o  show e d  d e p l e t ion o f  
t h e i r  s e cre t ory granul e s  and numerous  d i lat e d  RER .  The  f ine 
s tr u c t ure  of t h e  con tra lat eral  gland  wh i c h  was only subj e ct e d  
to  i s oprena l i n e ' s  act i on s  s howed  changes  in  d em i lune s  
wh i c h  i n c luded  fu s ion a n d  d i s charge  o f  s e cr e tory granule s ,  
Larg e cyt op la smi c vacuo l e s  conta i n ing gran u l e  c omponent s  
were  o c ca s ionally ev i d e n t  ( F i gure 4 . 2 0A ) .  Th e s e  vacuol e s  
u s ua l ly o c curred in t h e  ba sal  r e g i on o f  d em i lune  c e l l s . 

( i i )  I n fu s i on  o f  P i l o c arpine  
- 1  m in  ) 

( a ) Light M i cros c opy 

- 1  ( 5 . 8 - 7 . 4  � g  k g  body we i ght 

In t wo e xperiment s in  wh i c h  p i locarp i n e  was in fus e d  

• 
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intravenously ( for  2h  o r  S h ) ,  a c i n i  s howed w ide  a c i nar  l umina 
and dep l e t i on o f  t h e i r  s e cr e t ory granul e s  while  d e m i lun e s  

s howed  o n ly  s l i gh t  change s .  I n  s t r i at e d  ducts  t h e  P A S ­
po s i t i ve r e a c t i on appeared  c o n f i n e d  t o  the lumin a l  r e g i o n s  
a n d  s e c r e t ion  w a s  pre s e nt i n  th e  d u c t a l  lumina  ( F i gure 4 . 2 1 A ) . 

Ad d i t i on a l  c h ange s apart  from de s cribe d above w er e  found 
in dem i l unes  a n d  s tr iat e d  d u ct c e l l s  in  t h e  gland s  t hat  
r e c e i v e d  s imul t a n e ous ly a s t imula t i on o f  sympath e t i c  n erve 
during  p i l o carp i n e  in fus ion . As s h own in F i gure 4 . 2 1 B , i n  
the  g land  re c e i v i n g  2h  sympath e t i c  ne rve s t imulat i o n  during  
a Sh p i locarp i n e  i n fus i on , d em i lun e s  e xhib it e d  many  empty  

• 
vacuol e s , wh i l e  P A S  and  AB p o s i t i v e ly s t a i n e d  mat e r i al s  were 
e vident  at the  b a s al r eg ion s of s om e  s triat e d  duct c e l l s , 
part i cul arly t h o s e  conn e ct e d  w i t h  t h e  int e rcalat e d  d u ct s .  

( b ) E l e c t ron  M i cro s c opy 

S im i lar c h a ng e s  in t h e  f ine  s t ruct ure o f  dem i l u n e s  and  

acini  were  ob s e r v e d a ft e r  t h e  c ombinat ions  o f  p i l o c arp in e  and 
sympath e t i c  n erv e  st imulat i on 'and  i s oprena l ine  in fus i on plus 
chorda l i ngual n e rve st imu lat i on . Howeve r , great e r  alt e r­
at ion wa s  c aus e d  by the  former t r e atment , part i cu l ar ly t h e  
o c currence o f  l arg e  vacuo l e s  in  t h e  d emilune  c e ll s . 

3 .  Light M i c ro s c opi c Ob s e rvat i o n s  on  t he Local i z at i on of  
the  Major  Prot e in s  i n  Sympat h e t i c a l ly St imulat e d  Sal iva 

An att empt was  made  t o  d e f i n e  t h e  c e l lular  o r i g i n s  o f  
t he ma j or  prote i n s  s e cre t e d  in  sympath e t i c a l ly  st imulat e d  
s a l i va . Para f f i n  s e ct ions  o f  r e s t i n g  mand ibular g l a n d s  
from four s h e e p  w e re e xam in e d , a s  d e s cr ib e d  i n  chap t e r  I I , 
us ing  the  immuno cyt ochemi cal  ( PAP ) method  and  t h e  a n t i sera 
rai s e d  aga in s t  t h e  ma j or bands  o f  s o lub l e  and  i n s o lubl e  
prot e i n s  of  t h e  s al i va . 

a .  S o luble  Prot e i n s  

Soluble  prot e ins  were  locat e d  mainly i n  the  d e m i lune  
c e l ls , s ome s t r i a t e d  duct  c e l l s  and o c c a s ionally in  t h e  
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e xcre t ory duct c e l l s  ( F i gure 4 . 2 2 ) .  I n  demilun e s , t h e  s t rong 
r e a ct i on product s were  pre s e n t  in  t he _ granule s , wher e a s  t h e  
a c inar c e l l s  a n d  i nt erca lat e d  duct s e xh�b i t e d  n o  p o s i t i v e  

r e a c t i on s . 

b .  I n s oluble  Prot e in s  

I n s o luble  prot e i n s  were  d i s tr ibut ed  l e s s  s pe c i f i c a l ly 
t han t he ir solub l e  coun t e rpart s .  I nt e n s e  p o s i t ive  re a c t i on 
produc t s app ear e d  i n  t h e  d emi lune  c e l l s , but the  a c i n ar 
c e l l s  i n  s ome s e cret ory e n dp i e c e s  showed  very mild  re a ct i ons  
t hroughout t he c e l l s . Int e n s e  produc t  was obs erve d i n  s ome 

. . 

s t r i a t e d duct c e l l s  ( F i gure 4 . 2 3 ) .  The control s e c t i o n s  which  
were t r e a t e d  e i t h e r  w i t h  rabb i t  non - immune immunogl o b u l i n  
or w i t h  Tri s -pho s p ha t e  buffer  inst e a d  o f  t h e  rabb i t  pr imary 
ant i - s h e e p  immun o g l obulins  s howed  a n e gat i ve r eact i on . 



F igur e  4 . 2 :  E f f e c t s  o f  p ara symp at het i c  s t imulat ion  
on  mandibular  f low . 

I n  t h e s e  re cord s  and  tho s e  t h a t  follow , the  
t ra c e s  are  ( f rom above  d ownward s ) :  

e ve nt marker  
art e r i a l  b l ood  pre s s ure  i n  mmHg  
drops  o f  sa l i va per  30  s e c  
t ime mar k e r  ( on e -minute  i nt erval s )  

Atropine  ( 0 . 1  mg kg - 1 body we i ght ) was  g iven  
i n travenou s ly a t  t h e  t ime  i n d i �a t e d  by  t h e  
arrow . 

A .  T h e  chorda l i n gual  n erve was  s t imulat e d  
e l e ct r i c a l ly at 4 V ,  5 Hz and 0 . 2  m s e c  durat ion ; 
r-- Ch --, ) .  Th e prot e in  con c ent rat ion o f  

- 1  t he s e cre t i on was  1 . 5 2 mg ml . 

- 1 B .  C arbachol  ( 4 0 � g  k g  body we i ght ) was 
a dm i n i s t e r e d  i n t ravenous ly at the double  
a rrows . T h e  p r ot e i n  con c e ntrat ion  o f  t h e  
s e cr e t ion c o l l e ct e d b e fore i n j e ct i o n  o f  

- 1  a tropine  was  0 . 5 7 mg ml . 
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Figur e  4 . 3 :  Mand ibu l ar s a l i vary flow dur ing e l e ct r i c a l  
s t imulat i on o f  t h e  p erip h e ra l  c u t  end  o f  t h e  
l e ft c e r v i c a l  symp athet i c  t runk  for t h e  p er i od  

• 

i nd i c at e d by r- Sy-, . R e c ords  A - D  are  from t h e  
s am e  s h e e p , a r:1  .(!t n i m a J - i .n Wh i ch t h e  l e ft c ervi c a l  

.. 
vagus  n e rve  had  a l s o  b e e n  s e c t i oned . 

A .  Ten  m i nut e s  of  c ont inuous  s t imulat ion  ( 3 V ,  

5 H z  and  0 . 2  ms e c ) . 

B .  F i v e  minut e s  o f  c on t inuous  s t imul at i on ( 5 V ,  

5 H z  and  0 . 2  m s e c ) .  
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F igure 4 . 3 :  

c . � I nt ermi t t en t  s t imulat ion  w i t h  same  s t imulus 
p arame t er s  as  in  B ,  for a t o t a l  of  f i v e  

m i nut e s . 

D .  E f f e ct s o f  t he a -b l o cker  phent ol amin e  ( 1 . 0  mg  
k g - l b ody w e i gh t , i v ) wh i ch was  g i v en  at t he 
arrow dur i n g  t he s ympat h e t i c  s t imu l a t i on 
( S V ,  1 0 H z  an d 0 . 2  m s e c ) .  

La t en c i e s  o f  on s et  o f  s e cre t i on in A t o  D 

were  4 2 , 3 5 , 4 5  an d  6 5  s e c , r e s p e ct i v e ly . 
Th e prot e in c o n c en t rat ions  i n  s a l i va samp l e s  
o f  A ,  C and  D were  4 . 0 3 ,  1 0 . 9 1 an d  1 2 . 6 3 

- 1  mg m l  , r e s p e c t i ve ly . 
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F igure 4 . 4 :  E ff e c t s o f  t h e  8 - b lo c k er propranolol  on  
mand ibular  f low . The  c ervi cal  sympat h e t i c  
trunk  w a s  s t imu l a t e d  ( S V ,  1 0 Hz a n d  0 . 2  m s e c ) 
2 0  m i n ut e s  aft e r  an  i n j e ct i on o f  t h e  
a -b l o c k e r  p h e n t o lamine . 

N o t e  t h e  l o n g  l a t e n cy b e fore symp a t h e t i c a l ly 
e vok ed  s e �r e t i on appeared  ( 4  min ) .  

- 1  Then  proprano l o l  ( 1 . 0  mg kg  b o dy we i ght ) 
wa s  a dm i n i s t er e d  intravenously ( at t h e  arrow ) 
dur i ng t he s ympat h e t i c  n erve st imulat ion . 
( Re cords  o f  d i f f er ent sh e ep from t hat for 
F i gure  4 . 3 ) .  

• 
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F igure  4 . 5 :  E f f e ct s o f  e l e ctri c a l  s t imu l at i on  ( 4 V ,  5 H z  

and  0 . 2 m s e c ) of  t h e  chorda  l i n gual  n e rve 

( r--Ch --. ) a ft er  a p e r i o d  of  sympat h e t i c  
n e r v e  s t i mul at i on ( ,--Sy --, ; s ame s t imulus  
p a r ame t e r s ) .  

Th e l a t ency t o  the  o n s e t  o f  t h e  flow for 
sympa t h e t i c a l ly e vok ed  s e c ret i on was 6 2  s e c , 
and  1 8  s e c  for parasympath e t i c a l ly evo k e d  
s e c r et i on . Th e s a l i va s e cr e t e d  dur ing 
sympat h e t i c  s t imul at ion  was  opa l e s c ent and 
c o n t a i n e d  f ine  wh i t e  part i c l e s , a s  was a l s o  
t h e  c a s e  i n  t h e  i n i t i a l  p er i o d  o f  s t imulat i on 
o f  t he chorda  l i ngu a l  n erv e . 

• 
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Figure 4 . 6 :  Eff e ct s o f  symp athe t i c n erve  s t imulat ion  o n  
man d i b u l ar  s e cret ion  during  a b a ck ground f l o w  
i nduc e d  by  s t imulat ion o f  t h e i p s i l at eral  

• 

c horda  l i ngual  nerve . 

A .  The  p er i p h era l  end  o f  t h e  ip s i l at eral  c erv i c a l  
symp a t h e t i c  t runk was  s t imu lat e d  for t h e  
p er i od  Sy . 

B . 
- 1  P h ent o lamin e ( 1 . 0 mg kg b ody w e i ght ) was  

g i ven  at t h e s ma l l  arrow . 

No t e  t he i n i t ial  r i s e  in s e cr e t i on when  
sympat het i c  wa s s up er impo s e d  o n  the  para ­
sympa t he t i c  background a c t iv i t y  ( l arge arrow ) .  

The  p r ot e i n c on centrat ion o f  s a l i va e vok ed  by  
the  s t imu l at i on of  the  chorda l ingual n erve 

� 1  . f wa s 1 . 3 8 mg  ml  , whereas t h a t  ob t a l n ed a t e r  
t h e dual  n erve  s t imu l at ion wa s 4 . 4 4 m g  ml - 1 . 
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F igure  4 . 7 : 

A- D 

• 

E 

E l e c t ro p h ore s i s  o f  mand ibu lar s a l i va . 
a cry l am i d e  ge l has  b e en - s t a in e d w i t h  
Cooma s s i e Bri l l i ant B l u e  t o  demon s trat e  

prot e i n b ands . 

The  

P o lyacry l am i de g e l  ( 7 . 5 % ) .  Th i s  s hows t h e  
ma j or �o luble  prot e i n band s  ( X & Y ) in  s amp l e s  
o f  s a l i va obt a i ned  under  various  c on d i t i on s  
o f  aut onom i c  n erve st imulat ion : 

A & B Chorda l i ngu a l  n erve s t imul at ion  
i n  two s h e e p  ( 5  � 1  sample , e a c h ) .  

c 

D 

Both  symp at h e t i c  and  c horda  l i ngua l  
n erve st imu l a t ion  ( 5  � 1  samp l e , 
1 : 2  d i lu t i on ) .  

Sympathe t i c  n erve s t imulat ion  
( 5  � 1  samp l e , 1 : 1 0  d i lut ion ) .  

T h e  m a j or i n s o lub l e  pro t e in compon ent s i n  t h e  
s e d im en t  o f  sympat h e t i c a l ly evok e d  s a l i va . 
( �0 %  S D S - p o lya crylamide  g e l ) .  



F i gu r e  4 . 8 :  

A .  

B & C . 

L i ght m i c r o g r a p h s  o f  m an d i b u l a r  g l a n d s  s h owing  

t h e  e f f e c t s  of  e l e c t r i c a l  s t i mu l a t i o n  of  t h e  

i p s i l a t e r a l  c h o r d a  l i n g u a l  n e r v e f o r  4 h o ur s . 

x 2 5 0 .  

Ri g h t  (con t r o l ) gl a n d . Only  t h e  c o n t r a l a t e r al  

c h o r d a  l i n g u a l  n e r v e  w a s  s t imu l a t e d , 

Left gl and . A f t e r  s t im u l a t i o n  o f  t h e  

i p s i l at eral  c h o r d a  l i n g u a l  n e rv e . 

N o t e  t h e  p re s e n c e  o f  c o n s p i c uo u s  c e n t r a l  

a c i n ar lumi n a , d i l at e d  b l o o d  v e s s e l s  ( s e e  b v  

i n  B )  a n d  s e c r e t i o n  o f  t h e  l um i n a  o f  s ome  

d u c t s  ( s e e  C ) . 

( A & B , Karnov s k y ' s  f i x a t i v e ; C ,  n e u t r a l  

f or m a l  s a l ine  f i xat i v e ; a n d  A B / P A S / H  s t a i n i n g ) .  
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F igure 4 . 9 :  

A .  

B .  

E l e c t ron  mi c r o g r a p h s  o f  m u c o u s  a c i n a r  c e l l s  

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

c h o r d a  l i n gu a l  n e r v e  f o r  2h . x 1 7 , 5 0 0 .  

D i s c h a r g e  o f  s e c r e t i on i n c l u d i n g  s m a l l  d e n s e  

b o d i e s  ( a rrow ) i n t o  t h e c e n t r a l  a c i n a r  l ume n . 

T h e  r e g i on b e t w e e n  t wo a c i n ar c e l l s , s h o w i n g  

G o l g i  c o mp l e x e s ( G )  a n d  d i l a t e d  R E R  a d j a c e n t  

t o  t h e  l a t eral  i n t e r c e l l u l ar  m e m b r a n e . 
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F i gu r e  4 . 9 :  

C .  T h e  b a s a l  r e g i o n o f  a e i n a r  c e l l s , s h o w i n g  

d i l a t e d  R E R .  x 8 , 1 0 0 . 

( A l l  A r a l d i t e  s e ct i o n s . P e rf u s i o n  f i xa t i o n : 

h a l f - s t r e n gt h  Karn o v s ky ' s  f i x a t i v e ; O s O  
4 

p o s t f i x a t i o n ; en b l oc s t a i n i n g ) .  



( 
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F i g u r e  4 . 1 0 :  An  e l e c t r on  m i c r o g r aph o f  d e m i l u n e  c e l l s  a ft e r  

s t i m u l a t i on o f  t h e  i p s i l a t e r a l  c h o r d a  l i n gu a l  

n e r v e  f or 4h , s h o w i n g  a p p a r e n t ly u n c h a n g e d  

d em i l u n e  c e l l s , a n d  t w o  i n t e r c e l l u lar 

c a n a l i c u l i  ( a r r o w ) w h i c h  c o nn e c t e d  to  t h e 

w i d e n e d  c e n t r a l  ac i n ar l ume n ( L ) .  

A ra l d i t e s e c t i o n . ( P e r f u s i o n f i x a t i o n : h a l f -

s t r e n g t h  Ka r n o v s k y ' s  f i x a t i v e ; O s 0
4 

p o s t ­

f i xa t i o n ; e n  b l a c s t a i n i n g ) .  x 8 , 1 0 0 . 







F i g ure  4 . 1 1 :  

A .  

B & C  

L i g h t  m i c r o grap h s  o f  man d i b u l a r  g l a n d s  

s h o w i n g  t h e  e f f e ct s  o f  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  

o f  t h e  c e r v i c a l  s ymp at h e t i c  t r unk f o r  2h . 

( Ka r n o v s k y ' s  f i x e d  � a ra f f i n  s e ct i o n s , 

s t a i n e d  w i t h AB / P A S / H ) .  

R i gh t  gl a n d , u n s t imu lat e d  n e r v e . x 1 0 0 . 

Lef t g l a n d , s t im u l a t e d  n e r v e . 

x 1 0 0 , a n d  x 6 2 0 , r e s p e c t i v e ly . 

M a g n i f i c a t i o n 

No t e  t h e  p r e s e n c e  o f  p u r p l e  b l u e  t o  p ur p l e  r e d  

s e c r e t i o n  i n  t h e d u c t a l  l um i n a  a n d  t h e  s t r i k i n g  

c h a n g e s  o f  t h e  s t r i a t e d  d u c t c e l l s  - a l o s s o f  

P A S - p o s it i v e  m a t e r i a l s  i n  m o s t , a n d  c h a n g e s  i n  

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

( a r r o w ) .  Ac i n a r  c e l l s  s h ow n o  o b v i o u s  c h a n g e s .  
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F igu r e  4 . 1 2 :  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  d em i l u n e s  a ft e r  

s t i m u l a t i o n  o f  t h e c e r v i c a l  s y m p a t h e t i c  

t r unk f o r  2 h . 

A t t en t i o n  i s  d r aw n t o : 

A .  Th e p r e s e n c e o f  f u s e d  gra n u l e s ( F ) . 

( P e r fu s i o n f i x a t i o n : h a l f - s t r e n g t h  Karn o v s ky ' s  

f i x a t i v e ; O s 0
4 

p 6 s t f i x a t i on ; en b l o c  s t a i n i n g . 

Aral d i t e s e c t i o n ) .  x 9 , 7 0 0 . 

B .  The  p r e s e n c e  o f  a l a rge  cy t o p l a s m i c  v a c u o l e 

( V )  a n d  t h e i n t a c t  s u b s t ru c t ur e s  o f  s e c re t o ry 

granu l e s  ( ar r o w ) i n  t h e i n t e r c e l l u l a r  

c a n a l i c u l u s . 

( I mm e r s i o n  f i x a t i o n : 6 . 2 5 %  g l u t a r a l d e h y d e  

i n  s u c r o s e  p h o s p h a t e  b u f f e r ;  O s 0 4 
p o s t f i xa t i o n , 

Ar a l d i t e  s e c t i o n ) .  x 6 , 4 0 0 . 
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F i  u r e  4 . 1 2 :  

C .  T h e  p r e s e n c e  i n  t h e  b a s o l a t e r a l  c a n a l i c u l u s 

o f  w h o l e  s u b s t r u c t u r e s f d e m i l u n e  g r a n u l e s 

( a r r o w ) a n d  t h e  s e l d o m  o b s e r v e d  f e a t u r e  o f  

a n i n t a c t  a c i n a r  g r a n u l e  ( g ) . 

( P e r f u s i o n  f i x a t i o n : h a l f - s t r e n g t h  

K a r n o v s k y ' s  f i x a t i v e ; O s o
4 

p o s t f i x a t i o n ; 

E p o n - A r a l d i t e  s e c t i o n ) .  x 1 0 , 5 0 0 . 

( O t h e r  a b b r e v i a t i o n s : 

M E C  - my o e p i t  e l i a l  p r o c e s s  

n - n e r v e ) 



( 



F i gure 4 . 1 3 :  

A .  

B .  

D a ma g e d  d � m i l u n e  c e l l s  a f t e r 2h  o f  s y mp a t h e t i c  

n e r v e  s t i mu l a t i o n . 

F e a t ure s i n c l u d e  t h e l o s s  o f  w h a t app e a r s  t o  

b e  cy t o p l a s m i c o r g a n e l l e s  fr om d e m i l u n e  c e l l s , 

t h e  p r e s e r ce  o f  s e c r e t o ry c o n t e n t  i n t o t h e  

b a s o l a t e ral  c a n a l i c u l i  ( B L C ) ,  a n d  a p p a ren t ly 

i n t a c t  b a s a l  m e m b r a n e s .  ( O t h e r  a b b r e v i a t i o n : 

I C - i n t e r c e l l u l a r  c a n a l i c u l u s ) . 

A r a l d i t e  s e c t i o n .  P e r f u s i o n  f i x a t i o n : h a l f -

s t r e n g t h  Karno v s k y ' s  f i xa t i v e ; O s 0
4 

p o s t ­

f i x a t i o n ; en b l o c  s t a i n i n g . x 4 , 7 0 0 .  

E p o n - Ar a l d i t e  s e c t i o n . P e r f u s i o n  f i x a t i o n : 

h a l f - s t re ngt h K a rn o v s k y ' s  f i x a t i v e ; O s 0 4 
p o s t f i x a t i o n . x 8 , 1 0 0 .  
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F i g u r e  4 . 1 4 :  

A .  

B .  

S e c re t i o n  i n  t h e  l um e n  o f  a s t r i a t e d  d u c t  

f o l l o w i n g  2 h  symp a t h e t i c  n e r v e  s t imu l a t i o n . 

Thi s c o n t a in s  i n t a c t  s ub s t r u c t u r e s  ( s )  

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

w e l l  a s  o t h e r  g ra n u l e  c on t e n t s  a n d  a m i t o ­

c h o n d r i o n  ( M ; s e e  A ) . 

• 

Ep o n - Ar a l d i t e  s e c t i on . ( P e r fu s i o n f i xat i on : 

h a l f - s t r e n g t h  Karn o v s k y ' s  f i xat i v e ; O s 0 4 
p o s t f i x a t i on ) .  X 4 6 , o o o . 

Ara l d i t e  s e c t i o n . ( I mmer s i on  f i x at ion : 

6 . 2 5 %  g l u t a r a l d e hy d e ; O s 0
4 

p o s t f i x a t i o n ) .  

x 2 5 , 0 0 0 . 

J 
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F i g ure 4 . 1 5 : E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  s a l i v ary s e d i m e n t  

from  s y m p a t h e t i c a l ly e v o k e d  s e c r e t i o n . 

A .  S h o w i n g  w h a t  a p p e a r  t o  b e  t h e  s u b s t ru c t u r e s 

( s ) a n d  o t h e r  c omp o n e n t s o f  d e m i l u n e  

g r a n u l e s . x 1 7 , 5 0 0 . 

B .  C e l l  d e br i s  ( m embr a n e  g h o s t s ) and  gra n u l e  

i n c l u s i o n s  i n  t h e  s e d i m e n t . x 2 5 , 0 0 0 .  



L 



F igure 4 . 1 6 :  E l e c t r on  mi c r o g r ap h s  o f  t h e  b a s a l  r e g i o n o f  

s t r i a t e d d u c t  c e l l s  a f t e r  2 h  o f  c e r v i c a l  

s y m p a t h e t i c  t r u n k  s t im u l at i on . x 1 7 , 5 0 0 . 

A .  N o t e  t h e  l a r g e  va c u o l e s  w i t h  d o ub l e  o r  mu l t i ­

m e m b r a n e  b o un da r i e s  ( a s in  a a n d  b ) .  

A r a l d i t e  s e c t i o n . ( P e r f u s ion  f i x a t i o n : h a l f -

s t r e n g t h  Karno v s ky ' s  f i xa t i v e ; O s 0 4 p o s t f i x a t ­

i o n ; e n  b l o c  s t a i n i n g ) .  

B .  M u l t i v e s i c l e - l i k e  s t r� c t ur e s  are  i n d i c a t e d  

b y  t h e  arro w s . 

E p o n - Ar a l d i t e s e c t i on . ( P e rfu s i o n  f i x a t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  Ka r n o v s ky ' s  f i x a t i v e ; O s 0
4 

p o s t f i xa t i o n ) .  
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F i g u r e  4 . 1 7 :  L i g h t  m i c r o g r a p h s  o f  0 . 5  � m  ( t o l u i d i n e b l ue 

s t a i n e d ) s e c t i o n s f r o m  t h e m a n d i b u l a r  g l a n d s 

o f  t w o s h e e p  a f t e r c om b i n e d  n e r v e  s t i m u l a t i o n .  

x 9 8 0 . 

A .  T h e  c o n t r o l  r e s t i n g  g l a n d  ( n e r v e s  n o t  

s t i m u l a t e d ) . 

B .  S t i m u l a t e d  g l a n d  - 2 h  o f  s y m p a t h e t i c  n e r v e 
• 

s t i m u l a t i o n  o n  a b a c k g r o u n d  o f  c h o r d a  l i n g u a l  

n e r v e  s t i m u l a t i o n . ( S a m e  a n i m a l  a s  i n  A ) .  

c .  T h e  c o n t r o l  r e s t i n g g l a n d  ( n e r v es n o t  

s t i m u l a t e d ) .  

D .  S t i m u l a t e d  g l a n d  - 3 h  o f  s y m p a t h e t i c  n e r v e  

s t i m u l a t i o n o n  a b a c k g r o u n d o f  c h o r d a e v o k e d  

s e c r e t i o n . ( S a m e  a n i m a l  a s  i n  C ) .  

( T o t a l  m a n d i b u l a r s e c r e t i o n f r o m B wa s 6 9 . 0  g 

i n  2 h  o f  s t i m u l a t i o n  w h i l e  i t s  u n s t i m u l a t e d ·  

c o u nt e r p a r t  A p r o d u c e d  n o n e ; 

g l a nd D w a s  9 2 . 5  g ) .  

t h a t  f r o m  t h e  
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F igu r e  4 . 1 8 :  E l e c t r on m i c ro gr a ph s s h o w i n g  t h e  e f f e c t s  of  

c o mb in e d  n er v e  s t im u l a t i o n . 

A .  T h i s  s h o w s  e x t e n s i v e  d e g r an u l a t i o n  i n  t h e  

d e m i l u n e s a f t e r  2 h  o f  symp at h e t i c  n e r v e  s t im ­

u l a t i o n  a n d  a ft e r  3 h , t h e  pr e s e n c e  o f  wh o r l ­

l i k e  s t r u c t u r e s o f  RER ( w )  a t  t h e  b a s a l  r e g i o n  

o f  t h e  c e l l  a n d  s e c re t ory gra n u l e s  wh i c h a r e  

p r e s e n t e d  at  a h i g h e r  magn i f i c a t i o n  i n  F i g ure  

4 . 1 8C .  x 8 , 1 0 � .  

1 .  T h e  c o n t r o l  re s t i n g  g l a n d  ( s a m e  g l a n d  

a s  in  F i g u r e  4 . 1 7 A ) . 

2 .  Th e c o n t r a l a t e r a l  g l a n d , a f t e r  2 h  

s y mpa t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n  o n  a 

b a c k g r o u n d  c h or da e vo k e d  s e c r e t i o n  

( s a me g l a n d  a s  i n  F i g u r e  4 . 1 7 B ) .  

3 .  T h e  g l a n d  a ft e r 3 h  symp a t h e t i c  n e rve 

s t i mu l a t i o n on  a b a c k g r o u n d  c h o r d a  

e v ok e d  s e c r e t i on . ( S a m e  g l a n d  a s  i n  

F i gu r e  4 . 1 7 D ) .  

( Ot h e r  a b b r e v i a t i o n s : A - a c i n a r c e l l , 

G - Go l g i  c omp l e x , I C  - int e r c e l l u l a r  

c an a l i c u l us , M E C  - m y o e p i t h e l i a l  c e l l  

p r o c e s s ) .  
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F i g u r e  4 . 1 8 :  

B .  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n o f  t h e b a s a l  r e g i o n o f  

a d e m i l u n e  c e l l  a f t e r  2 h  s y m p a t h e t i c  n e r v e  

s t i m u l a t i o n , s h o w i n g t h e  e x p a n d e d  b a s o l a t e r a l  

c a n a l i c u l u s  ( B L C ) ,  e n l a r g e d  G o l g i  c o m p l e x e s 

( G )  a n d  a f e w  s m a l l  v e s i c l e s  ( s v ) .  x 3 4 , 0 0 0 . 

C - E  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n o f  a d e m i l u n e  c e l l  a f t e r  

3 h  s y m p a t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n . 

C . N e w ly f o r m e d  g r a n u l e s  ( S ) o f  v a r y i n g  s l z e  a r e  

p r e s e n t  n e a r t h e  l u m i n a l  s u r f a c e  o f  i n t e r ­

c e l l u l a r  c a n a l i c u l u s  ( I C ) ,  a n d  s m a l l  v e s i c l e s  

( v )  a r e  a l s o  e v i d e n t . x 1 0 , 5 0 0 . 

D .  T h i s  s h o w s  a w e l l  d e v e l o p e d  B o l g i  z o n e  w i t h  

d i l at e d  G o l g i  c i s t e r n a e , m a n y  s m a l l  v e s i c l e s  

( s v )  a n d  t h e c o n d e n s i n g  v a c u o l e s  ( C  ) w h i c h 
V 

w e r e u s u a l l y p r e s e n t  a t  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  

t h e  G o l g i  c i s t e r n a e . x 3 4 , 0 0 0 .  

E .  T h e G o l g i  z o n e  a dja c e n t t o  t h e l u m i n a l s u r f a c e  

o f  a n  i n t e r c e l l u l a r  c a n a l i c u l u s . No t e  t h e 

p r e s e n c e  o f  a s e c r e t o ry g r a n u l e  ( p r o b a b l y  

n e w l y  f o r m e d ) i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  c o n d e n s i n g  

v a c u o l e s .  x 1 7 , 5 0 0 . 

O t h e r  a b b r e v i a t i o n s : d - d e s m o s o m e ; 

M - m i t o c h o n d r i a ; M E C  - my o e p i t h e l i a l  c e l l  

p r o c e s s ; N - n u c l e u s  a n d  r - r i b o s o m e s . 

( A l l  A r a l d i t e  s e c t i o n s . P e r f u s i o n  f i xa t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  K a r n o v s k y ' s  f i x a t i o n ;  O s 0
4 

p o s t f i x a t i o n; e n  b l oc s t a i n i n g ) .  
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F i g u r e  4 . 1 9 :  

A .  

L i g h t  m i c r o ir a p h s  s h o w i n g t h e e f f e c t s  o f  a 

2 h  i n t r a v e n o u s  i n f u s i o n  o f  i s o p r e n a l i n e  
- 1  - 1  

( 0 . 3  � g  k g  b o d y w e i g h t  m i n  ) .  x 1 0 0 . 

No t e  t h e  s e c r e t i o n  i n  t h e d u c t a l  l u m i n a . 

R i g h t  g l a n d ,  a f t e r i n f u s i o n  o f  i s o p r e n a l i n e . 

T h i s c a u s e d  a s p a r s e  b u t  v e r y v i s c o u s  
s e c r e t i o n ( 0 . 3 7 g i n 2 h ) .  

B .  L e f t  gl a n d , a f t e r  2 h  o f  i s o p r e n a l i n e  

i n f u s i o n  d u r i n g  � h i c h t i me a b a c k g r o u n d  

s e c r e t i o n  w a s  m a i n t a i n e d  b y  s t i m u l a t i o n o f  

l e f t c h o r d a l i n g u a l  n e r v e . T h e  t o t a l  s a l i v a 

s e c r e t e d  b y  t h i s  g l an d w a s  5 8 . 5  g i n  2 h . 

( P a r a f f i n  s e c t i o n s ; 1 0 % f o r m a l  s a l i n e  f i x a t i v e ; 

A B / P A S / H  s t a i n i n g ) .  



A 

B 



F i gu r e  4 . 2 0 :  E l e c t r o n  m i c r o e r a p h s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s a m e  

s h e e p a s  i D  f i g u r e  4 . 1 9 .  

( A r a l d i t e  s e c t i o n s . P e r f u s i o n f i x a t i o n : 

h a l f - s t r e n g t h  K a r n o v s k y ' s  f i x a t i v e ; O s 0
4 

p o s t f i x a t i o n ; e n  b l o c  s t a i n i n g ) . 

A .  D e m i l u n e  c e l l s  o f  t h e  r i g h t m a n d i b u l a r  g l a n d  

a f t e r i n f u s i o n o f  i s o p r e n a l i n e  f o r  2 h . 

N o t e  t h e  p r e s e n c e  o f  f u s e d  g r a n u l e s  a n d  a l s o  

t h e  l a r g e  v a c u o l e s  ( V )  c o n t a i n i n g d i s c h a r g e d  

g r a n u l e s .  x 1 0 , 5 0 0 . 



A 



F i g u r e  4 . 2 0 :  

B .  A s e c r e t o ry e n d p i e c e  o f  t h e  l e f t  m a n d i b u l a r  

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

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

n e r v e . T h i s  s h ow s t h e  m a r k e d  d e g r a n u l a t i o n  

t h a t  o c c u r r e d  i n  t h e d e m i l u n e  ( D ) , l a rg e  

v a c u o l e  ( V )  a n d  t h e  c o n s p i c u o u s  i n t e r c e l l u l a r  

c a n a l i c u l i  ( I C ) , a n d  d i l a t e d  RER i n  t h e  a c i n a r  

c e l l  ( A ) . x 7 , 9 0 0 . 
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F igu r e  4 . 2 1 :  

A .  

B . 

L i g h t  m i c r o g r a p h s s h o w i n g  t h e e f f e c t s  o f  

i n t r a v e n o u s i n f u s i o n  o f  p i l o c a r p i n e  

( 5 . 8  � g  k g
- 1  

b o d y  w e i g h t  m i n
- 1

) o n  t h e  

m a n d i b u l a r g l a n d s . x 2 5 0 . 

R i g h t  g l a n d . A f t e r  5 h  o f  p i l o c a r p i n e  

i n f u s i o n  w h i c h  c a u s e d  a t o t a l  s e c r e t i o n o f  

5 3 . 0  m l . 

L e f t  g l a n d . A f t e r  5 h  o f  p i l o c a r p i n e  i n f u s i o n  

p l u s  2 h  o f  l e f t s y mp a t h e t i c  n e r v e s t i m u l a t i o n . 

( S a m e  a n i m a l  a s  A ) .  A t o t a l  o f  4 9 . 0  m l  o f  

s a l i v a  w a s  s e c r e t e d . 

N o t e  t h e  v a c u o l a t i o n i n  d e m i l u n e  r e g i o n s  a n d  

t h e d a m a g e  i n  t h e  b a s a l r e g i o n s  o f  s o m e  

s t r i a t e d  d u c t c e l l s  ( a r r o w ) .  

( P a r a f f i n  s e c t i o n s ; 1 0 % f o r m a l  s a l i n e 

f i x a t i v e ; A B / P A S / H  s t a i n i n g ) .  



A 

B 



F i g u r e  4 . 2 2 : L i g h t  m i c r o g r a p h s  o f  a r e s t i n g  m a n d i b u l a r  

g l a n d . I m m u n o c y t o c h e m i c a l l o c a l i z a t i o n o f  

s o l u b l e  s a l i v a r y  p r o t e i n s  f r o m  s y m p a t h e t i c a l l y 

e v o k e d  s a l i v a i s  i n d i c a t e d  b y  t h e p r e s e n c e o f  

i n t e n s e  r e a c t i o n p r o d u c t s  i n  d e m i l u n e  g r a n u l e s  

a n d  s o m e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s . ( P a r a f f i n  

s e c t i o n s  f i x e d i n  B o u i n ' s  f l u i d ; c o u n t e r s t a i n e d  

l i g h t  g r e e n ) .  

A .  C o n t r o l  s e c t i o n , t r e a t e d  w i t h  r a b b i t  n o n - i m m u n e  

i m m u n o g l o b u l i n . x 6 2 0 . 

B .  S e c t i o n t r e a t e d  w i t h r a b b i t  i m m u n o g l o b u l i n  

a g a i n s t s h e e p  a n t i g e n  I ( 1 : 2 , 0 0 0  d i l u t i o n ) .  

x 6 2 0 . 

c .  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  o f  a s t r i a t e d  d u c t  

( s a m e  s e c t i o n a s  i n  B ) .  x 1 , 2 5 0 . 
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F i g u r e  4 . 2 3 :  

A .  

B .  

c . 

I mm u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n o f  i n s o l ub l e  

s a l i v a ry p r o t e i n s  fr om s y m p a t h e t i c a l l y 

e v o k � d  s a l i v a . ( S a m e  m e t h o d  a s  F i g u r e 4 . 2 2 ) .  

C o n t r o l  s e c t i o n , t r e a t e d  w i t h  r a b b i t  

n o n - i m m u n e i m m u n o g l o b u l i n .  x 2 5 0 . 

S e c t i o n t r e a t e d  w i t h r a b b i t  i m m u n o g l o b u l i n 

a g c i n s t  s h e e p a n t i g e n  I I  ( 1 : 4 0 0  d i l u t i o n ) .  

x 2 5 0 . 

H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n o f  B .  x 6 2 0 . 

No t e  t h e  p r e s e n c e  o f  r e a c t i o n p r o d u c t s a t  

s i m i l a r s i t e s t o  t h o s e  o f  t h e s o l u b l e  

m a j o r  p r o t e i n s . 
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1 .  The  P hys i o l ogi c a l  E ffe c t s  o f  A u t o n o mi c  N e r v e  S t i m u l at i on · 

a .  M a n d i b u l ar F l o w  

I n  t he pre s e n t  e xp e r i me n t s , a s  i n  t h o s e  o f  o t h e r s  w h o  

h a ve w o r k e d  w i t h  t h i s  g l a n d  ( Kay , 1 9 5 8 a ;  Ph i l l i p s o n  a n d  

R e i d , 1 9 5 8 ; Kay a n d  P h i l l i p s o n , 1 9 5 9 ; P h i l l i p s o n  a n d  M a n g a n , 

1 9 5 9 ) t h e  · fl ow o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a  i n  a n a e s t h e t i z e d  a n im a l s  

w a s  n o rm a l ly s l i gh t  o r  a b s e n t . 

T h e  pro duc t i o n  o fa c o p i ou s  s e c r e t i on o f  c l e a r  s a l i v a  f rom 

t h e  ma nd i b u l a r  g l a n d  in r e s p o n s e  to p ara s ympat h e t i c  s t i mu l -

a t i on a l s o c o n f i r m s e a rl i e r  w o r k . P h i l l i p s on a n d  M a n g a n  

( 1 9 5 9 )  were a b l e  t o  s t i m u l at e a s e cr e t i on s u c h  a s  i s  s e e n  i n  

F i g ur e  4 . 2 B i n  a n a e s t h e t i z e d  s h e e p  b y  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  

o f  c arb a ch o l  wh i l e  P a t t e rs on a n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 ) a c h i e v e d  a 

s i m i l a r  e f f e c t  w i t h  i n fu s i o n s  o f  l o w  d o s e s  o f  p i l o c a r p i n e . 

E l e c t r i c a l  s t im u l a t i on o f  t h e  c h o r d a  l i n g u a l  ( s u b ma x i l l a ry ) 

n er v e  ( Kay , 1 9 6 0 ) a l s o  r e s u lt s i n  a v i g o r o u s  s e cr e t i on f r o m  

t h e  i p s i lat e r a l  m a n d i b u l ar g l a n d  w h i c h  i s  a t r op i n e  

s e n s i t i v e  ( F i g ur e  4 . 2 A ) .  

T h i s  c h o l i n e r g i c a l ly s t imul a t e d  s e c r e t i o n  d i f f e r s  b o t h 

i n  i t s  v o lume  o f  p r o d u c t i o n  a n d  i t s  p hy s i c a l  p r o p e r t i e s  from 

t h a t  o b t a i n e d  in r e s p o n s e  t o  sympat h e t i c  or s ymp a t h o m i m e t i c  

s t imu l a t i o n . P at t e r s o n  a n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 ) r e p o r t e d  t h a t  

e l e c t r i c a l s t imu l at i o n  o f  t h e  � e rv i c a l s y mp a t h e t i c  t ru n k  

a n d  i s o p r e n a l i n e  c a u s e d  s e c r e t i o n  a n d  t h i s  w a s  c o n f i rm e d  i n  

t h e  c ur r e n t  s t u dy ( F i g ur e  4 . 3 ) .  I n  t h e i r  e xp e r i me n t s  o n  

a n a e s t h e t i z e d  c a l v e s P h i l l i p s o n a n d  M a n g a n  ( 1 9 5 9 ) o b s e rv e d  

t h e s e c r e t i on o f  " a  s m a l l  quan t i t y  o f  e xt r e m e ly v i s c o u s  a n d  

c l oudy " ma n d i b u l a r  s a l iva  d ur i n g  i n fl a t i o n  o f  t h e  rum e n  

w h i l e  Kay a n d  P h i l l i p s o n  ( 1 9 5 9 ) pro d u c e d  a s l ow m a n d i b u l ar 

f l ow i n  a n a e s t h e t i z e d  s h e e p  by d i s t e n s i o n  o f  t h e  l ow e r  

c e rv i c a l  a n d  t h o r a c i c o e s o p h a g u s . I t  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  

t h e s e  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  b y  P h i l l i p s on a n d  h i s  e o - wo rk e r s  

a r i s e  from r e f l e x  a c t i va t i o n  o f  t h e  sympat h e t i c  n e r v e s  t o  

t h e  man d i b u l ar g l a n d . The s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h i s  v i s c o u s  a n d  
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c l o u dy s e c r e t ion  t o  t h e  adm i n i s t r at i o n  o f  propran o l o l  

( F i gure  4 . 4 :  P a t t e r s o n  a n d  T i t c h e n , 1 9 7 7 ) i s  c on s i s t e n t  

w i t h  i t  b e i n g  d u e  t o  a c t i v a t i on o f  e - a dr e n o c e p t o r s  i n  t h i s  

g l a n d . 

Th e i n i t i a l  i n c r e a s e  o f  f l o w  e v o k e d  b y  sympa t h e t i c  

n e r v e  s t i m u l a t i o n  o n  a b a c k gr oun d o f  p a ra symp a t h e t i c  a c t i v i t y  

( F i gure 4 . 6 )  can b e  a r g u e d  t o  h a ve a r i s e n  t hr ough  c o n t r a ct i o n  

o f  myo e p i t he l i a l  c e l l s  - a n  e f fe ct s e e n  s o  c l e ar ly w i t h  t h e  

s h e e p  p a r o t i d , i n  w h i c h a c omp e n s at o ry p a u s e  always  fo l l o w s  

a t r an s i en t  i n c r e a s e  o f  f l o w  ( Co a t s  e t  a l . ,  1 9 5 6 ) .  I n  m any  

s a l i v a ry g l a n d s , i n c l u d i n g  the  s h e e p  p arot i d  t h i &  e f f e c t  

i s  me d i at e d  vi a t h e  a - adre n e rg i c  inn e rvat i o n . ( Emme l i n  e t  a � . ,  

1 9 6 9 a ;  E m m e l in , O h l i n  a n d  T h u l i n , 1 9 6 9b ;  P a t t e r s on a n d  

T i t c he n , 1 9 7 5 ) .  T h e  a na t om i c a l  arran g e m e n t  o f  my o e p i t h e l i a l  

c e l l s  ( s e e  Chap t e r  I I I ) w i t h  t h e i r  c e l l  p r o c e s s e s  e m b r a c i n g  

s e c r e t o ry e n dp i e c e s  a n d i n t e r c a l at e d  d u c t s , e qu i p s  t h e m  t o  

e xp e l  p r e f o rme d s a l i va upon c o n t ra c t i o n . B o t h  t h e  l i g h t  

m i c ro s c o p i c  s t u d i e s  o f  t h e  b i o g e n i c - am i n e  a n d  A C h E  a c t i v i t i e s , 

a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  re v e a l e d  adr e n e r g i c , a s  w e l l  a s  

c h o l i n e r g i c  a xon s i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e s e  c e l l s . 

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  my o e p i th e l i a l  c e l l s  a l s o  h a v i n g  

a c h o l i n e r g i c  i n n e r v a t i o n  c a n n o t  b e  r u l e d  o u t . I n  m a n y  

e xp er i me n t s i n vo l v i n g  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c h o r d a  l i n g u a l  

n e r ve ( e . g .  F i gure  4 . 2 A )  t h e re  w a s  a n  i n i t i a l  r�p i ? i n c r e a s e  

o f  f l o w  f o l lowe d b y  a r e l a t i v e ly s t e a dy b u t  s l i gh t ly l o w e r  

f l o w . T h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  i n i t i a l  ac c e l e rat i o n  b e i n g  

d u e  i n  p a r t  t o  a p ar a s ympat h e t i c a l ly i n du c e d  c o n t ra c t i o n  o f  

m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  m u s t  a l s o  b e  con s i de r e d  a s  i t  h a s  b e e n  

d e mo n s t r a t e d  in b o t h t h e  e a t ' s  ( Emme l in e t  a l . ,  1 9 7 4 ) a n d  

t h e  do g ' s  ( Emme l i n , G j o r s t r up a n d  Th e s l e f f , 1 9 7 7b )  man d i b u l ar 

g l a n d s . 

An  a l t e rnat i v e  i n t e rpre t a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  a c c e l e ra t i o n  

o f  f l ow w h e n  symp at h e t i c  n e rve s t imu l a t i o n  w a s  s u p e r i mp o s e d  

o n  a b a c k g r o und  o f  c h o r d a  l i n g u a l  o r  p i lo c a r p i n e  s t i m u l a t i o n  

i s  that  i t  re f l e c t s  a s y n e rg i s t i c  a c t i o n  o f  t h e s e  t w o  

d i v i s i o n s  o f  t h e  a u t o n o m i c n e r vo u s  s y s t e m . S u c h  a s y n e r g i sm 

h a s  re c e n t ly b e e n  r e p o r t e d  i n  o t h e r  s p e c i e s ( Emme l i n a n d  

G j o r s t r up , 1 9 7 5 ; E m m e l i n a n d  G j o r s trup , 1 9 7 6b ;  G j o r s t r u p , 
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1 9 7 7 ) a n d  r e l a t e d  t o  t h e  p h e n o m e n o n  o f  a u g me n t e d  s e c r e t i o n  

d e s c r i b e d  by Lan g l e y  ( 1 8 8 9 ) .  

T h e  d im i nu t i o n  o f  m a n d i b u l a r  f l o w  d u r i n g  c o n t i n u e d  

s y mp a t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n  ( F i gu r e s  4 . 4 ;  4 . 6 )  p r o b ab ly 

r e s u lt e d  f r om m a n y  i n f l u e n c e s . O n e  fa c t o r  wh i c h a p p e a r e d  

i mp o rt a n t  w a s  t h e  v a s o c o n s t r i c t i on t ha t  h a s  b e e n  w i d e ly 

r e p or t e d  t o  a c c o m p a n y  sympat h e t i c  n e r v e  s t i mu l a t i o n  ( L a n g l e y , 

1 8 8 9 ; Emm e l i n  1 9 6 7 ; 1 9 7 2 ; Emme l i n  a n d  G j o r s t rup , 1 9 7 � ; 

G j o r s t rup , 1 9 7 9 ) .  E v i de n c e  t o  s up p o rt t h i s  c o n t e n t i o n  a r o s e  

f r o m  t h e  p art i a l  r e c o v e r y  o f  f l o w  f o l l o w i n g  t h e  a dm i n i s t r a t ­

i o n  o f  t h e  a - a dr e n o c e p t or  a n t a g o n i s t  p h en t o l am i n e  ( F i g u r e s 

4 . 3 D ;  4 . 6 B )  a n d  f r o m  t h e  gre a t e r  s e c r e t ory  re s p on s e s  i n  • 

e xp e r i me n t s  i n  wh i c h  i n t erm i t t e n t  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c e r v i c a l  

s y m p a t h e t i c  t r unk  w a s  emp l oy e d  ( F i gu r e  4 . 3 C ) .  

A n o t h e r  f a c t o r  t h o ught  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  r e du c e d  

f l ow w a s  t he v i s c o s i t y  o f  t h e  s a l i v a  s e cr e t e d  u n d e r  s y m p a t h ­

e t i c  s t i mu l a t i o n . P a t t e r s o n  a n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 )  r e m a rk e d  t h a t  

f o l l ow i n g  sympa t h e t i c  n e rve t r u n k  o r  s y mp a t h o m i m e t i c  s t i mu l ­

a t i on t h e  s a l i va c h a n g e d  from a c l e a r  v i s c i d  s e c r e t i o n  t o  

a s t r i n gy op a l e s ce n t  o n e . I n  t h e p r e s e nt s t u dy t h e  r e d u c ti o n  

o f  f l ow f r om t h e  c a n n u l a  u s u a l ly o c c ur r e d  a t  t h e  t i m e  w h e n  

f i n e  w h i t e  p art i c l e s  f i r s t  b e ca me v i s i b l e  a n d  i n t e n s i f i e d  

w i t h  t h e  c l o u d i n e s s  o f  t h e  s e c r e t i o n . Th i s  r e d u c t i o n  w a s  

n o  d o u b t  e x a g g e ra t e d  b y  t h e  r e d u c e d  l um i n a l  d i am e t e r  a n d  

i n c re a s e d  r e s i s t an c e  t o  f l ow p r o d u c e d  by t h e  e x t r a  l e n g t h  

t h at t h e  c an n u l a e  n e c e s s a r i ly a d d e d  t o  t h e  d u c t  sy s t e m . 

T h e  f a c t  t h at f l o w  p r o gr e s s i v e ly r e c ov e re d a f t e r  c e s s a t i o n  

o f  sympat h e t i c  s t i m u l a t i on , wh e n  t h e r e  wa s a b a c k g r o u n d  o f  

p a rasymp at h e t i c a l l y  e vo k e d  f l o w  ( F i g ure  4 . 6 A )  a n d  t h a t  t h i s  

r e c o v e ry c o rre l a t e d  c l o s e ly w i t h  r e d u c e d  c l o u d i n e s s  a n d  

v i s c o s i t y  o f  t h e  s e c r e t i on ( F i gu r e  4 . 5 )  s up p o rt s t h e  i n t e r ­

p r e t at i o n  t h a t  t h e  l o w  f l o w  i s  d u e  t o  i n c r e a s e d  v i s c o s i t y . 

b .  Pro t e i n S e c r e t i o n  

I n  t h e  pre s e n t  s t udy ( Tab l e s  4 . 1  a n d  4 . 2 )  a n d  t h a t  o f  

· P a t t e r s o n  a n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 ) s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c e r v i c a l  

s ympa t h e t i c  t runk  a n d  t h e  a d m i n i s t ra t i o n  o f  i s o p r e n a l i n e  

i n cre a s e d  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i on o f  m a n d i b u l a r  s a l i va . 

' 
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T h e s e  i n c r e a s e s  i n  p r u t e i n s e cr e t i o n  w e r e  b l o c k ed by t h e  

6 - a dr e n e r g i c  ant a g o n i s t  p r o p r an o l o l  a n d  t h u s  m a y  b e  

c o n c l u d e d  t o  b e  m e d i a t e d  by  6 - a d r e n o r e c e p t o r s  ( P a t t e r s o n  

a n d  T i t c h e n , 1 9 7 7 ) .  

H ow e v e r , it  c a nn o t  b e  a r g u e d  t h a t  a l l  p r o t e in s  i n  

m a n d i b u l a r  s a l i v a  a r e  s e cr e t e d  i n  r e s p o n s e  t o  6 - a d re n or e c e p t or 

a c t i v a t i on b e c a u s e  i n  n on e  o f  t h e  p r e s e n t  e xp e r i m e n t s  w a s  
- 1  t h e  pr o t e i n  c o n c e n t r a t i on r e d u c e d  b e l o w  0 . 6 6 mg  m l  by  a 

6 - b l o c k a de .  I t  i s  o f  i n t ere s t  i n  t h i s  r e s p e c t  t h a t  B a b a r a , 

P u t n ey a n d  S h e rman  ( 1 9 7 6 ) f o un d , u s i n g  s l i c e s  o f  rat  p ar o t i d  

t i s s ue , t h a t  amy l a s e  s e cr e t i on c o u l d  b e  s t i mu l a t e d  vi a 

a - a dr e n o r e c e p t o r s . F u r t h er , G j o r s t r up ( 1 9 7 9 )  h a s  e m p h a s i z� d  

t h a t  s y mp at h e t i c  s t i m u l a t i o n  a t  f r e qu e n c i e s  s u b t h r e s h o l d  

f o r  f l u i d  s e c r e t i on ( b e l ow 1 H z  f o r  r a bb i t  p a r o t i d  g l an d s ) ,  

a n d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  p ar a s y m p a t h e t i c  a c t i v i t y , s t ro n g ly 

s t i mu l a t e d  amy l a s e s e cr e t i on . Wh e t h e r  t h e  l o w  l e ve l s  o f  

p ro t e i n s e c re t ion  a lw ay s  p r e s e nt  w i t h c h o l i n e r g i c  s t i mu l a t i o n  

i n  t � e  p r e s en t  e xp e r i m e n t s  r e f l e c t  a p ur e l y  c h o l i n e r g i c  

i n f l u e n c e  o r  t h e  e f f e c t s  o f  l ow l e ve l s  o f  s ymp at h e t i c  

a c t i v i ty o r  c i r c u l a t i n g  c a t e ch o l a mi n e s  ( p e r hap s vi a a - a dr e no ­

r e c e p t o r  a c t i vat i o n ) a d d e d  t o  c h o l i n e r g i c  s t i m u l a t i o n  i s  

o p e n  f o r  c o n j e c t u r e � T h e  f a c t  t h at t h e  l o w  v o l um e s  o f  s a l i v a  

o c c a s i on a l ly s e cr e t e d  b y  r e s t i n g  g l a n d s  i n  a n a e s t h e t i z e d  

a n i m a l s  i n v a r i ab ly h a d  h i g h e r  p r o t e i n  c on c e n t ra t i o n s  t h an 

s e c re t i on f r o m  t h e i r  p arasymp a t h e t i c a l ly s t i m u l a t e d  c o un t e r ­

p a r t s i s  e v i d e n c e  o f  a b a c k g r o u n d  of  a d r e n e r g i c  s t imu l at i o n . 

H o w e ve r ,  l o w  p ro t e i n  c o n c e n t r at i o n s  ( 0 . 4 7 m g  m l
- 1

) i n  

c h o l in e r g i c a l ly s t i m u l a t e d  s a l i v a  w e r e  ob t a i n e d  e v e n  in  t h e  

p r e s e n c e  o f  b o t h  a - a n d  6 - a d r e n e r g i c  ant a g on i s t s . Th i s  s e em s  

t o  s up p o r t  t h e  i n vo l ve m e n t  o f  p ar a s y m p at h e t i c  a c t i v i t y  i n  

s om e  p r o t e i n s e c r e t i o n  ( S c h n ey e r , 1 9 7 4 ) .  R e c e n t l y , G a rr e t t  

a n d  K i d d  ( 1 9 7 7 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  p ar a sy m p a t h e t i c  n e rv e  

s t i m ul a t i o n  cau s e d  a s e cr e t i o n  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  f r o m  t h e  

a c i n ar c e l l s  of  e a t ' s  m an d ib u l ar g l a n d s . 

I n  t h e  e xp e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e  t h e  p r ot e i n c o n c e n t rat i o n  

G f  p i l o c ar p i n e  s t im u l a t e d  s a l i va w a s  a l way s h i g h e r  i n  

s e c r e t i o n  o bt a i n e d  f r o m  t h e  n ormal g l a n d  t h a n i n  t h a t  from 



1 0 0 

t h e  c o n t r a l a t e r a l  g l a n d  a f t e r  t h e  c r an i a l  c e r v i c a l  gan g l i o n  

on t h a t  s i d e h a d  b e e n  r e m o v e d  . .  Th i s  a c t i o n  o f  p i l o c arp i n e  

l n  a c t i v a t i n g  p o s t g a n g l i o n i c  symp a t h e t i c  f i b r e s  t h r ough 

g a n g l i o n i c  s t i m u l at i o n  i s  w e l l  r e c o gn i z e d  ( S c h n e y e r  a n d  

H a l l , 1 9 6 5 ; 1 9 6 6 ; Go odma n a n d  G i l m a n , 1 9 7 5 ) .  

D i s c h e , K a h n , Rot h s c h i l d , Da n i l c h e n k o ,  L i c k i n g  and  

W a n g ( 1 9 7 0 ) h a v e re port e d  mark e d l y  d i f f e r e n t  g l y c op rot e i n s  

a r e  s e c r e t e d  i n  symp at h e t i c a l ly a n d  p ar a s ymp a t h e t i c a l l y  

s t i m u l a t e d  s a l i va .  The i r  w o r k  w a s b a s e d  on u l t r a c e n t r i fu g a l  

s t u d i e s  a n d a n a ly s e s  o f  c a rb o h y d r a t e s . T h e  o n ly i n format i o n  

a v a i l a b l e , h o w e v e r , on  t h e  p r o t e i n  c o mpo s i t i o n  o f  man d i b u l a r  

s a l� v a  i n  r um i n an t s  app e a r s  t o  b e  t h a t  o f  P h i l l i p s on and  

M an g a n  ( 1 9 5 9 ) who  r e p o r t e d  t h a t  t h e  s e c r e t i o n p r o d u c e d  by  

s t i m u l a t i on o f  symp at h e t i c  n e r v e s in  the  c a l f  wa s r i c h in  

m u c o p r o t e i n  a n d  h a d  pro t e i n n i t r o g e n  l e v e l s  u p  to  s i x  

t i m e s g r e a t e r t h an carb a c h o l  s t i mu l a t e d  s a l i v a . 

T h e  p r e s e n t p r e l i m i n a ry e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  on 

p o l y a c ry l am i d e  g e l  r e v e a l e d  t h a t  at l e a s t  t w o  ma j o r s o l ub l e  

p r o t e i n c o mp o n e nt s w e r e  s e c r e t e d  d u r i n g  s t im u l a t i o n o f  t h e  

s y mp a t h e t i c  i n n e rva t i o n  ( F i gu r e  4 . 7 D )  an d t h a t  t h e s e  w e r e  

s u s c e p t i b l e  t o  t h e  a c t i o n s  o f  p r o p r a n o l o l . Th i s  sympat he t i c -

a l ly s t i mu l a t e d  s e c r e t i on a l s o  c o n t a i n e d  i n s o l u b l e  p rot e i n  

c o m p o n e n t s ( F i gure 4 . 7 E )  s i m i l ar l y  s e n s i t i v e  t o  8 - a d r e n e r g i c  

b l o c k a d e . N e i t h e r  t h e  s o l ub l e  n o r  t h e  i n s o l ub l e  prot e in b a n d s  

w e r e p r e s e n t  wh en a s o l e l y c h o l i n e r g i c s t i m u l u s  t o  s e c r e t i o n  

w a s  e m p l oy e d  i n  t h e  p re s e n c e  o f  b o t h  a - a n d  8 - a n t an g on i s t s . 

Q ua l i t a t i v e  d i f fe r e n c e s  b e t w e e n  t h e p r o t e i n c on s t i t u e n t s  

o f  p a r a s ymp a t h e t i c a l ly a n d  s ymp a t h e t i c a l l y  s t i m u l a t e d  s a l i va 

h a ve a l s o  b e e n  report e d  from s t u d i e s  o n  t h e  e a t ' s  man d i b u l a r 

g l a n d  i n  wh i c h t e c hn i q u e s o f  v e r t i c a l  d i s c  e l e c t r o p h ore s i s  

w e r e  u s e d  ( Ka h n , M a n de l ,  L i c k i n g , Wa s s e rm a n  a n d  M o r e a , 1 9 6 9 ) .  

W h i l e  t h e � e s { ab l i s h t h e  s e cr e t i on o f  d i s t i n c t i ve  prot e i n 

f r a c t i o n s  w i t h s t imu l a t i o n o f  d i f f e r e n t  d i v i s i o n s  o f  t h e  

a ut o n o m i c n e r v o u s s y s t e m , e l e c t r o p h o re t i c  s t u d i e s  o f  t h e  t y p e  

u n d e r t a k e n  i n  t h e c urr e n t  e xp e r i m e n t s  p ro v i d e  l i t t l e  de t a i l e d  

i n f o rm a t i o n  o n  t h e  p r o t e i n s  p r e s e n t . I n  p a rt i c u l a r t h e 

m e t h o d s  e mp l oy e d  h a d  a l i m i t e d  d e gre e o f  r e s o l u t i o n  a n d  t h e  
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c o n s i s t e n t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  m i n or pro t e i n  b an d s  w a s  

d i f f i c u lt . A more  q u a n t i t a t i v e  a p p r o a c h  t o  t h i s  i s  d e s i r a b l e  

a n d  r e p r e s e n t s  a n  ar e a  o f  i n v e s t i g at i o n  t h a t  c o u l d  b e  

p r o f i t ab ly d e v e lop e d . 

2 .  M o rph o l ogi c a l  C h a nge s  I n d u c e d  by S t i mu l a t i o n  o f  

A u t o n o m i c Ner ve s 

S t i m u l a t i on o f  e i t h er t h e  p a r a s ymp a t h e t i c o r  symp a t h e t i c  

n e r v e s  t o  t h e  man d i b u l ar g l an d , i n  a d d i t i on t o  c a u s i n g  t h e  

d i f f e r i n g  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e s  de s c r i b e d ,  a l s o  in d u c e d  

c y t o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  s e c r e t ory c e l l s . T h e  d i f f e r e n c e s  

i n  m a c ro s c op i c  app e a r an c e  o f  t h e  r e s t i n g  a n d  s t imul a t e d  

g l an d s , r e g a r d l e s s  o f  w h i c h d i v i s i on o f  t h e  a u t o n om i c  

n e r v o u s  s y s t e m  had b e e n  s t imula t e d , s e e m e d  t o  r e l a t e  t o  t h e  

p r e s e n c e  o r  l o s s  o f  s e c r e t ory g r a n ul e s . A s  w a s  p o i nt e d  o ut 

b y  L an gl ey ( 1 8 9 8 ) a n d , e mp h a s i z e d  more re c e n t ly by  G arre t t  

a n d  T h u l i n  ( 1 9 7 5 ) ,  g l a n d s  w i t h  d e n s e ly p a c k e d  s e c r e t ory 

g r a n u l e s  h a v e  a wh i t i s h  o p a qu e  a p p e a ra n c e  gro s s ly  w h e r e a s  

t h o s e  d e p l e t e d  o f  s e c r e t o ry granu l e s  b e c ome  p in k i s h  a n d  m o r e  

t r a n s l u c e n t . 

a .  E f f e c t s  o f  P a r a sympa t h e t i c  S t imu l a t i o n  

T h e  a c i n ar· c e l l s , i n  r e s p on s e  t o  t h e  p a r a sympat h e t i c  

n e rv e  s t i m u l a t ion , s h o w e d mark e d  e xo c yt o s i s  a t  t h e  f i n e  

s t ru ct ur a l  l e ve l  ( F i g u r e  4 . 9 )  a n d  t h i s , t o g e t h e r  w i t h  t h e  

p r e s e n c e  o f  p urp l e - r e d t o  p urp l e - b l ue  mat e r i a l s  i n  t h e  

d u ct a l  l um i n a  i n  AB / P A S  s t a i n e d  p ara f f i n  s e c t i o n s  ( F i gure  

4 . 8 ) s t ro n g l y  sugge s t s  t h at g l y c o p rot e i n s  a r e  s e cr e t e d  f r o m  

t h e  a c i n a r  c e l l s  un de r t h e s e  c on d i t i o n s . T h i s  i s  s im i l ar 

t o  K e n n e r s on ' s  ( 1 9 7 9 ) f i n d i n g  in  t h e  rat  t h a t  p ar a s y mp a t h e t i c  

s t i m u l a t i o n  e v o k e d  s e c r e t i on o f  g l y c o p r o t e i n s  from t h e  m u c o u s  

c e l l s  o f  t h e  s ub l i n g u a l  g l a n d s . A l t h o u gh n o  m e a s ur e m e n t  o f  

t h e  g l y c o p ro t e in c on t e n t  in  t h e  s a l i va c o l l e c t e d  d u r i n g  

var i o u s  form s o f  a ut o n o m i c  n e rve  s t i m u l a t i o n  w a s  m a d e  i n  t h e 

p r e s e n t  s t udy , Patt e r s o n  and T i t c h en ( 1 9 7 7 ) r e p o rt e d  t h a t  t h e  

s h e ep m an d i b u l ar s a l i va s e c r e t e d  in  r e s p o n s e  t o  i n f u s i on o f  

p i l o c a rp i n e  c o n t a i n s  a c o n s i d e r a b l e  amount  o f  fr e e  a n d  b o u n d  

n e ur a m i n i c  a c i d s but  h a s  a low  p r o t e i n  c o n t e n t . 

• 
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T h e  p r e s en c e o f  d i l at e d  RE R ,  s ma l l  ( p re s umab iy n e w l y  

f o r m e d )  s e c r e t ory gr a n u l e s  a n d  w e l l  d e v e l o p e d  G o l g i  

c om p l e x e s  ( F i gure 4 . 9 )  i n  a c i n a r  c e l l s  i s  t ak e n  t o  s ug g e s t  

t h a t  t h e s e  c e l l s  a r e  h y p e r a c t i ve , an d e n ga g e d  i n  s y n t h e t i c 

a c t i v i ty  a c c ompany i n g  e xo c y t o s i s . A s im i l a r  morp h o l o g i c a l  

ap p e aran c e  h a s  b e e n  n o t e d  i n  t h e  muc o u s  a c i n i  a t  e a r ly 

s t a g e s  o f  t h e  s e cr e t o ry c y c l e  b o t h  i n  o t h e r  rumi n a n t s 

( S h a c k l e fo r d  and  W i lb o r n , 1 9 6 9b , 1 9 7 0 a ) a n d  i n  human s 

( T e s t a - Ri va , 1 9 7 7 ) .  I t  i s  n o w  w e l l  e s t ab l i s h e d  t h a t  p o l y ­

p ep t i d e s  a r e  synt h e s i z e d  a t  t h e  r i b o s om e s  o f  R E R , p a s s i n t o  

t h e  c i s t e rn a e , are t r a n s p o r t e d  t o  t h e  G o l g i  apparat u s , e n d  
• 

up i n  t h e  f o rm o f  s e c r e t ory granu l e s , and a r e  t h e n  s t o r e d 

p r i o r  t o  re l e a s e  a t  t h e  c e l l s u r f a c e  ( s e e  r e v i e w s  by P a l a de , 

1 9 7 5 ; J am i e s on an d P a l ad e , 1 9 7 7 ) .  B o g art ( 1 9 7 7 ) ,  u s i n g  

e l e c t ron m i c ro s cop i c  a ut ora d i o g r ap h i c  ana ly s i s , r e v e a l e d  

t h a t  t h e  upt ak e an d i n t r a c e l l u l a r tr an s p o r t  o f  H 3
- l e u c in e  for  

the  s y n t h e s i s  o f  g ly c o p rot e i n i n  the  r a t  m a n d i b u l a r  g l an d  

s l i c e s. i n vo l ve s  t h e  s ame p a t hway a s  t h a t  i n  prot e i n  

s yn t h e s i s  i n  t h e p a n c r e a s  a n d  ot h e r  s e r o u s  g l an d s . G o l g i  

c o m p l e xe s  a r e  be Li e v e d  t o  b e  t h e  s i t e s  for  t h e  s t e p  b y  s t e p 

a d d i t ion  o f  c a rbohy d r a t e re s i du e s  t o  t h e  p o ly p e p t i d e  c or e  

a n d  a l s o  f o r  t h e  t e rm i n a l  g l y c o s y l at i on o f  g l y c o p r o t e i n s  

( L e b l o n d  a n d  B e n n e t t ,  1 9 7 7 ) .  T h u s , t h e  morph o l og i c a l  c h an g e s 

ob s e rv e d  i n  ac i n ar c e l l s  probably  re f l e ct t h e  e a r l y  s t a g e s  

o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c op r o t e i n de s t i n e d  t o  m i gr a t e  t o  

s e c r e t ory granul e s . O s c hman , W a l l  a n d  Gup t a  ( 1 9 7 4 ) s u g g e s t  

t h a t  s o l u t e  t r an s p o r t  t hrough t h e  RER  a n d  G o l g i  comp l e x e s 

c o u l d  cre at e a . s tt.r e a m  o f  o s m o t i c  f l o w  wh i c h  fa c i l i t a t e s  

t r a n s p ort  o f  s e cr e t o r y  ( g ly c o ) p r o t e i n s  an d may a l s o  b e  

i nv o l v e d  i n  t h e  c on d e n s at i o n  p r o c e s s . H o w e v e r , a s  G arr e t t , 

Th u l i n , a n d  K i d d  ( 1 9 7 8 ) s t r e s s e d , i t  i s  n ot k n own wh e t h e r  

t h e  d i l a t i o n  o f  t h e  R E R  i s  a n  e s s e nt i a l  p ar t  o f  t h e  re s y n t h e t i c  

p h a s e  i n  t h e  c e l l s  o r  j u s t  an o t h e r  re lat i v e ly u n i m p or t an t  

v a r i at i o n  i n  c e l l  a c t i v i t y . 

The s e cret ion  e vo k e d  by b o t h  para symp a t h e t i c  n e r v e  a n d  

p ar a symp a t h omimet i c  s t i mulat i o n  i s  ch ara c t e r i s t i c a l l y  c o p i o u s  

a n d  o f  r e l a t ively  l ow p ro t e i n c on t e n t . A l t h o ugh t h e  s i t e  o f  
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p r i m ary  f l u i d  s e c r e t i o n i n  s a l i v ary  g l a n d s  i s  g e n e r a l l y  

c on s i d e r e d  t o  b e  t h e  s e c re t ory c e l l s  ( S c hn e y e r , e t  a l . ,  

1 9 7 2 ; Y o un g  a n d  van  L e n n e p , 1 9 7 9 ) ,  t h e  f a c t  t hat t h e  

s e c r e t ory  e n dp i e c e s  i n  t h e s h e e p  man d i b u l a r  g l an d c on s i s t  

o f  t w o  d i f f e re n t  c e l l  t y p e s , mak e s  i t  d i f f i c u l t  t o  d e c i d e  

t h e  s o u r c e  o f  t h e f l u i d  s e c re t i o n . Unfor t un a t e ly , t h e re i s  

n o  w e l l - e s t ab l i s h e d  a n a t o m i c a l  e n t i t y  wh i c h c a n  b e  u s e d  a s  

a g e n e r a l c r i t e r i o n  f o r  i d e n t i fy i n g  t h e  d y n am i c  c h an g e s i n  

f l u i d  an d s o l ut e t r a n s p o r t . Th i s  d e f i c i e n cy m ay h a v e  b e e n  

r e m e d i e d  w i t h  t h e  r e c e n t  r e p o r t  o f  M� l l gard  and  Ro s t g aa r d  

( 1 9 7 8 )  w h o  d e s cr i b e , w i t h  t h e  a i d  o f  fre e z e  f r a c t u r e  

t e c h n i q u e s  a n d  t h i c k  s e c t ion  e l e c t ron m i c r o s c opy , t h e  

p r e s e n c e  o f  a t r an s c e l l u l a r  s y s t em o f  t ub u l o - c i s t e rn a l  

e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( T E R ) w h i c h  a p p e ars t o  c o n n e c t  t h e 

• 

ap i c a l  an d b a s o la t e r a l  s ur fa c e s i n  s ome s o d i um t r a n s p o r t ing 

e p i t h e l i a . T h e y  p r o p o s e  t h a t  t h e  TER may be  an  e n t i t y  

c o n c er n e d  w i t h t ra n s c e l l u l a r  t r a n s p o r t  o f  s o d i u m  in 

p r o d u c t i o n  of an  i s ot on i c  f l u i d . 

S o  far , t h e  m o r p h o l o g i c a l  e v i d e n c e  d e a l i n g  w i t h  f l u i d  a n d  

s o l u t e  t ran s p o r t h a s  b e e n  de s c r i b e d  m a i n ly i n  r e l a t i o n  t o  

c h a n g e s  i n  t he i n t e r c e l l ular  r o u t e ( vi a  l a t e r a l  i nt e r c e l lu la r  

s p a c e s  a n d  t h e  t i g h t  j un c t i o n s ) w h e r e  a s t a n d i n g  gra d i e n t  

f l o w  sy s t em c o u l d  b e  e s t ab l i s h e d  ( s e e  Os c h m a n  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) . 

Di s t e n s i o n  o f  lat e r a l  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s a ft e r  f l u i d  

t r a n s p o r t  h a s  b e e n  o b s e rv e d  i n  e p i t h e l i a , e . g . rab b i t  g a l l ­

b l a d d e r , r e p t i l e  r e n a l  t ub u l e s  a n d  i n s e c t  r e c t um ( O s c hm an 

e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  a s  w e l l  a s  b e t w e e n  a d j a c e n t  a c i n ar c e l l s  in  

t h e  r at man d i b u l ar g l an d  30  m i n u t e s  a ft e r i n t r a p e r i t on e a l  

i n j e c t i o n  o f  i s op r e n a l i n e  ( 2 0 m g  k g
- 1

; B o g a r t , 1 9 7 5 ) .  

B l o m f i e l d  e t  a l . ( 1 9 8 0 ) h a v e  a l s o  r e p o rt e d  t h at fl u i d  

s e c r e t i o n  e vo k e d  i n  vi t ro by a c e t y l c h o l i n e  c au s e d  d i s t e n s i on 

o f  i n t e r c e l l u l ar s p a c e s  b e t w e e n  a c in a r  ce l l s  a n d  e x p a n d e d  

t h e i r  b a s o l a t e r a l  m e m b r an e s . H o w e v e r , i n  t h e  r a t  p a r o t i d  

g l a n d , G a rre t t  a n d  T h u l i n  ( 1 9 7 5 ) w e r e  unab l e  t o  i de n t i fy 

c h a n g e s  i n  t h e morp h o l o g y  o f  t h e  a c i n a r  c e l l s  i n  r e s p o n s e  

t o  p ara sympat h e t i c  n e r v e  s t im u l a t i on d e s p i t e t h e c op i o u s  

s e c r e t i o n  o f  a f l u i d  l o w  in amy l a s e . In  t h e  p r e s e n t  s t u dy 

s e v e r a l  i n t e rc e l l u l a r  c h a n g e s  a p p e a r e d  t o  c o rr e l a t e  w i t h  t h e  
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f l u i d  s e c re t i o n  in d u c e d  b y  p a r a s y mp a t h e t i c  n e rve  s t i mu l at ion . 

T h e s e  i n c l u d e d  t h e  p r e s e n c e o f  d i l a t e d  b a s o l a t e r a l  a n d  

l a t e r a l  i n t e r c e l l u l ar s p a c e s  b e t w e e n  d e m i l u n e  c e l l s  a n d  

b e t w e e n a d j a c e n t  d e m i l u n e  a n d  ac i n a r  c e l l s , e xp a n d e d  

b a s o l a t e r a l  c a n a l i c u l i , a n d  w i d e  i n t e r c e l l u l a r can a l i c u l i  

a m o n g d e m i l u n e s . ( Th e  d i s t e n s i o n  o f  b a s o l a t e ral  c an a l i c u l i  

i s  l i k e ly t o  r e f l e c t  a n  e n h a n c e d  f l u i d  t r a n s p ort from b l o o d  

i n t o t h e  s e c r e t ory e n d p i e c e s ) .  I n  c on t r a s t , no  c h a n g e s  i n  

l a t e r a l  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  b e t we e n  a d j a c e n t  a c i n ar c e l l s  

w e r e  o b s e r ve d . Th u s , a l t hough  n o t  e s t a b l i s h e d  c on c l u s i v e ly , 

t h e  i n vo l v e me n t  o f  b o t h  a c in i a n d  d e m i l un e s  i n  flu i d  

s e c r e t i o n  app e ar s  l i k e ly . 
• 

T h e  p h e n om e n o n  o f  e x o cyt o s i s  b y  m u c o u s  c e l l s  in 

s a l i v a ry g l a n d s  has b e e n  demon s t r a t e d  i n  m a n y  s p e c i e s  

( T a n d l e r , D e n n i n g , M an d e l  and  K ut s c h e r , 1 9 6 9 ; K i m , N a s j l e t i  

a n d  H am , 1 9 7 2 ; Tan d l e r  a n d  P o ul s e n , 1 9 7 6 ;  T e s t a - R i v a , 1 9 7 7 ) 

a l t h o u gh w i t h  t wo d i f f e r e n t  m o d e s  o f  s e cr e t i on .  T h e  p r e s e nt 

s t u dy h a s  s h own t h a t  in t h e s h e e p  m an d i bu l ar g l a n d , t h e  

d i s c ha r g e  o f  s e c r e t o ry g r an u l e s from t h e  m u c o u s  a c i n i  

f o l l o w s  a t y p i c a l  e xo c y t o t i c  p a t t e r n . A s  i s  e v i d e n t  i n  

F i g u r e  4 . 9 A ,  t h e  c o n t e n t  o f  t h e  s e cr e t ory g r a n u l e s  w a s  

l i b e ra t e d , vi a t h e  gap s i n  t he fu s e d  g r an u l e  membrane  an d 

l um i n a l  m e mb r an e , i n t o  t h e  c e n t r a l  a c i n ar l u m e n . 

A d e t a i l e d  s t udy o f  m u c o u s  c e l l  s e cr e t i o n  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  b y  T a n d l e r  a n d  P o u l s e n  ( 1 9 7 6 ) i n  t h e c at m a n d i b u l a r  

g l a n d . T h e y  r e v e a l e d  t h a t  a 5 - l ay e r e d  c o n t a c t  i s  form e d  wh e n  

t h e  l i m i t i n g m e mbr a n e  o f  m u c o u s  gra n u l �  f u s e s  w i t h  t h e  l um i n a l  

p l a s m a  membrane  an d s ub s e qu e n t ly c o n v e rt e d  t o  a 3 - l ay er e d  

m e m b r a n e  by a v u l s i o n  o f  t h e p l a s m a l e m m a . S u b s e qu e n t  

a t t e n uat i o n  a n d  rup t u r e  o f  t h i s  m e m b r a n e  b a r r i e r  p e rm i t s  

t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  m u c o u s  granu l e s  t o  f l o w  i n t o  t h e  l ume n . 

T h e  a v u l s e d  p l a s m a l emma e p o s s i b l y  a p p e ar i n  t h e  l um e n  a s  

m e m b r a n e  gh o s t s  s u c h a s  w e re  s e e n  i n  F i gu r e  4 . 9 A w h e r e  t h e s e  

m e m b r a n e  gho s t s  are p r e s e nt  t o g e t h e r w i t h  s e c r e t ory m a t e r i a l s 

a n d  d e n s e  b od i e s . 

T h e  m o d e o f  mu c o u s  c e l l  s e c r e t i o n  i n  s h e e p ma n d i b u l a r  

g l a n d s  t h u s  d i f f e r s  f r o m  t h a t  de s c r i b e d  i n  t h e rat  s u b l in gua l 

' 
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g l a n d  ( Ki m  e t  a l . ,  1 9 7 2 )  a n d  t h e  h u m a n  s ubma n d i b u l a r  ( T e s t a ­

R i v a , 1 9 7 7 ) a n d  l a b i a l  g l a n d s  ( Ta n d l e r  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) wh e re 

s e cr e t o r y  g r an u l e s  w i t h  i n t a c t  membr an e s  a r e  d i s c h a r g e d  f r om 

t h e a c i n a r  c e l l s  a l o n g  w i t h  m e mb r a n e  f r a g me n t s . 

b .  E f f e c t s  o f  Sympa t h e t i c  S t imu l a t i o n  

T h e  d i s c h a r g e  o f  s e c r e t o ry g r an u l e s f r om t h e  d e m i l un e s  

i n  r e s p on s e  t o  s y m p a t h e t i c  n e r v e  s t i mu l a t i o n r e s em b l e d t h a t  

d e s c r i b e d  i n  t h e r a t  p a r o t i d  a c i n a r  c e l l s  ( Am s t er dam , O h a d  

a n d  S c h r a mm 1 9 6 9 ; S im s on , 1 9 6 9 ) a n d  t h e  r a t  m a n d i b u l a r  a c i n a r  

c e l l s  ( B o g art , 1 9 7 5 ) ,  a ft e r  t h e  a dm i n i s t r a t i o n  o f  i s o p r e n a l ­

i n e . T h e r e  w a s  s im i l ar s c a l l o p in g  o f  i n t e r e e l lu l a r  c an a l i c u l i 

p e r h a p s  f o rm e d  by g r a n u l e  membran e s  r e ma i n i n g  w i t h  t h e  

l um i n a l  p l a s m a  m e mbr an e s  f o l l ow i n g  e xo c y t o s i s . How e v e r , 

t h e  i n va g i n a t i o n s  o f  i n t e r c e l l u la r  c an a l i c u l i  o b s e r v e d a ft e r  

s y mp a t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n  i n  t he p r e s e n t  s t u dy s e e m e d t o  

b e  l e s s  c on s p i c u o u s  t h an t ho s e  s e e n i n  s h e e p  ( p r e s e n t  s t u dy ) 

a n d  r e p or t e d  i n  t h e  r a t  a f t e r  t h e  i n fu s i o n  o f  i s o p re n a l i n e . 

I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  m e a n i n g f u l l y  c om p a r e  t h e  d e gre e s  o f  

e xo c y t o s i s  b e c au s e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s p e � i e s , t yp e s  and 

e xt e n t  of s t i m u l a t i o n . I n  t h e  p r e s e n t  s t ud y  s t imu l a t i o n  o f  

t h e ce r v i c a l  s ym p a t h e t i c  t runk  wo u l d  h a ve e x c i t e d b o t h a a n d  

8 -a d r e no r e c e p t o r s , b u t  o n l y  a 8 - a dre n e r g i c  a g on i s t  wa s g i ven  

in  t h e  e xp e r i me n t s  w i t h  r at s . 

T h e  irre g ul a r l y  f u s e d  granu l e s  w i t h  e l e c t ron - p a l e  

c on t e n t s  fre q u en t ly o b s e rv e d  w i t h i n  t h e d e m i l un e s  a f t e r  t h e  

s t i m u l a t i on o f  s ymp a t h e t i c  n e r v e s ( F i g u r e  4 . 1 2 A B ) o r  t h e  

i n f u s i on o f  i s op r e n a l i n e  ( F i gure  4 . 2 0 A )  m a y  b e  s e c r e t o ry 

g r a n u l e s t h a t  h ave a l r e a d y  l i b e r a t e d  t h e i r  s e c re t o ry c o n t e n t  

( i n c l u d i n g  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  s ub s t r uc t ur e s )  by c h a i n 

e xo c y t o s i s  ( Yo un g  a n d  v a n  L e nn e p  1 9 7 8 ) .  Th i s  p o s s ib i l i t y  i s  

s u p p o r t e d  b y  t h e o c c a s i on a l  f i n d i n g  o f  f u s e d r ow s  o f  s e c r e t o r y  

g r an u l e s  i n  c o n n e c t i on w i t h  t h e  i n t e r c e l l u l a r  c an a l i c ul u s . 

T h e  e xt r u s i o n o f  d e m i lune  g r a n u l e s , i n d u c e d  e i t h e r  by 

symp a t he t i c n e rve s t i m u l a t i o n  or by i n f u s i o n  o f  t h e  8 - a d r e n ­

e r g i c  a g on i s t  i s o p r e n a l i n e , o c c u rre d a t  t h e  t im e  h i gh p r o t e i n  

c o n c e n t rat i o n s w e r e  d e t e c t e d  i n  t h e  s a l i v a . T h i s  c o rre l at i on 
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o f  m o r p h o l o g i c a l  a n d  p hy s i o l ogi c a l  e v e n t s  i n  t h e  p r e s e n t  

s t udy , t o g e t h e r  w i t h  P a t t e r s o n  a n d  T i t c h e n ' s  ( 1 9 7 7 ) f i n d i n g s , 

s ug g e s t s  t h a t  s y mp a t h e t i c  n e rve s t i m u l a t i o n  i n d uc e s  t h e  

s e c r e t i on o f  p r o t e i n s  a n d  g l y c op r o t e i n s  vi a t h e  s e c r e t ory 

g r an u l e s  of  d e m i l un e s . 

T h e  i m mu n o c y t o c h e m i c a l  f i n d i n g s  i n  t h e  p r e s e n t  s t udy 

c o n f i r m  t h a t  t h e ma j o r s o l ub l e  s a l i v ary p r o t e i n s  and t h o s e  

o f  t h e  s a l i v a ry s e d im e n t  s e c r e t e d  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t he 

s ymp a t h e t i c  i n n e r v a t i o n  a r e  l o c a l i z e d  p r e d o m i n a n t ly i n  t h e  

d em i l un e s  o f  r e s t i n g  g l a n d s  ( F i g u re s 4 . 2 2 ;  4 . 2 3 )  w i t h  l i t t l e 

o r  n o n e  p r e s e n t  i n  t h e  a c i n a r  c e l l s . 

T h e  o c c a s i o n a l  p r e s e n c e  i n  l um i na 
·
o f  c y t o p l a s m i c  g h o s t s  

a n d  c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  ( p r ob a b ly from t h e  d a m a g e d  d e m i l u n e  

c e l l s ) a f t e r  s y m p a t h e t i c  n e rve s t i mu l a t i o n  i s  t a k e n  t o  

i nd i c a t e  a n  a b i l i t y  o f  s e c r e t o ry c e l l s  t o  e x c re t e  t h e i r  

unw a n t e d  wa s t e  m a t e r i a l s  d i r e c t l y  i n t o  t h e  s a l i v a . A 

s im i l ar e x c r e t i on o f  r e d un d ant  c y t op l a s mi c s t ru c t u r e s  h a s  

b e e n  r e p o r_t e d  i n  ot h e r  s p e c i e s  f o l l ow i n g  s y m p a t h e t i c  

s t im u l a t i o n  ( G a rr e t t  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  

T h e  p r e s en c e  o f  t h e  g r a n u l a r  c on t e n t  o f  d e m i l un e s  i n  

a n  e n l ar g e d  b a s o l a t e r a l  c an a l i c u l u s  a f t e r  s y m p a t h e t i c  n e r ve 

s t i m u l at i on , i n  o t h e rw i s e  n orma l  s e c r e t ory e n dp i e c e s  ( F i g ur e 

4 . 1 2 C ) s u g g e s t s  t h a t  e xt r u s i o n  o f  s e cr e t o r y  p r o d u c t s  m i g h t  

h av e  o c c ur r e d t h r ou g h  r u p t ur e s  i n  t h e  ba s o l a t e r a l  p l a s m a  

m e mb r an e . S e ve r a l  fa c t o r s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  r upt ure  

of  b a s o l a t er a l  p l a sm a  m e mbrane s .  F i r s t ly , a s  a r gu e d  by 

S im s on ( 1 9 7 2 ) ,  a d r e n e r g i c  s t i mu l at i o n  t h r o u gh i t s e f fe c t s  �n 

m e m b r a n e  p e rm e a b i l i t y  o c c a s i o n a l ly r � s u l t s in f o c i  of c e l l  

m e mb r a n e  d i s r up t i o n . S e c on d l y , b o t h  t h e  s e c r e t i o n  o f  h i g h l•y 

v i s c o u s  s a l i va a n d  c o n t r a c t i o n s  o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  d u r i n g  

t h e  symp a t h e t i c  n e r v e  s t i mu l a t i on m a y  re s u l t  i n  a g r e a t  

i n c r e a s e  i n  t h e  i n t ra g l a n du l a r  p r e s s ure , p r o b a b ly r a n g i n g  

f r o m  t he r up t ur e  o f  b a s o l a t e r a l  m e mbran e s  i n  n o rma l d e m i l un e  

� e l l s  ( F i g u r e  4 . 1 2 C )  t o  s e v e r e  i n t r a c e l l u l a r  d a m a g e  ( F i gure  

4 . 1 3 )· . T h e  o c c a s i on a l  p r e s e n c e  of  an  i n t a c t  a c i n a r  gran u l e  

i n  t h e b a s o l a t e r a l  c a� a l i c ul u s  ( F i g ure 4 . 1 2 C )  m ay a l s o  b e  

a c c o unt e d  f o r  b y  r u p t u r e  o f  t h e  b a s o l a t e r a l  p l a s ma m e mb r a n e . 
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M o r e  g e n e r a l  c h a n g e s  i n  d e m i l u n e  c e l l s  a f t e r  symp a t h e t i c  

n e r v e  s t i m u l a t i o n  ( F i g u r e  4 . 1 3 )  c a n  a l s o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  

c e l l  d a m a g e  r e p o rt e d  by S i m s o n  ( 1 9 7 2 ) i n  t h e  a c i n ar  c e l l s  

o f  t h e r a t ' s  man d i b u l a r  a n d  p a r o t i d  g l a n d s  a f t e r i n j e c t i o n 

c f  g r o s s  a m o un t s o f  i s o p r e n a l i n e  ( 5  mg , i p ) .  H i s  own 

o b s e r v a t i on s  s u g g e s t e d  t h a t  m a rk e d  c y t o p l a s m i c  d i s r up t i o n 

w a s  p r o du c e d b y  h i gh d o s e s  o f  i s o p r e n a l i n e  b u t  t h a t  v e r y  

f e w  o f  t h e  a l t e r e d  c e l l s  w e r e  i r r e v e r s i b l y d a m a g e d  ( S i m s o n , 

1 9 7 2 ) .  I t  s e e m s  l i k e ly t h a t rup t ur e  o f  s e c r e t ory c e l l s  i s  

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

s y mp a t h e t i c  s t i m u l a t i o n . 

A n o t h e r  u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t ur e  f o u n d  i n  d e m i l u n e  c e l l s  

w a s  t h e p r e s e n c e o f  l a r g e  c y t o p l a s m i c  v a c u o l e s  ( F i gures 4 . 1 2 B ;  

4 . 2 0 ;  4 . 2 1 B ) .  V a c uo l a t i o n  i n  t h e  d e m i l un e s  a ft e r a d r e n e r g i c  

s t i mu l a t i o n w a s  r e p o r t e d  b y  Rawl i n s o n  ( 1 9 3 3 ) i n  t h e  c a t  

ma n d i b u l a r  g l an d , a n d  i t  i s  a l s o  p r e s e n t  i n  a c i n a r  c e l l s  o f  

r a t  m a n d i b u l a r  a n d  p a r o t i d  g l an d s  ( T a p p , 1 9 6 8 ; B a t z r i , 

Am s t e r d a m , S e l i n ge r , O h a d  a n d  S c hramm , 1 9 7 1 ) .  S c h ramm a n d  

S e l i n g e r ( 1 9 7 4 ) h a ve f u rt h e r  sh o w n  t h a t  v a c u o l e  f o rmat i o n  

c an b e  i n d u c e d  i n  r a t  a c i n a r  c e l l s  b y  a c t i va t i o n  o f  e i t h er 

a - a d r e n e r g i c o r  cho l i n e r g i c  r e c e p t o r s  a n d  h a v e  a rg u e d  t h a t 

i t  i s  r e l a t e d  t o  a r a p i d  r e l e a s e  o f  p o t a s s i um i o n s . I n  t h e  

p r e s e n t s t u d y  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  v a c uo l e s  w a s  n o t  un i form : 

t h e y  w e r e  o b s e r v e d  o n ly o c c a s i o n a l ly a f t e r  s y mp a t h e t i c  

s t i m u l a t i o n  a l o n e  ( F i g u r e s 4 . 1 2 B ; 4 . 2 0 A )  b ut m o r e  fre q u e n t l y 

a f t e r  b o t h  t h e  symp a t h e t i c  a n d  p a ra s y mp a t h e t i c  n e rv o u s  

s y s t e m s  w e r e  i n vo l ve d e . g .  i n  t h e  d e m i l un e s  a f t e r  2h  

s y mp a t h e t i c  n e rve  s t i m u l a t i on dur i n g  a Sh  i n f u s i o n of  

p i l o c a rp i n e  ( F i gure 4 . 2 1 B ) .  The s e  f i n d i n g s  in  many w a y s  

r e s e mb l e t h o s e o f  G ar r e t t  e t  a l . ( 1 9 7 8 ) w h o  p r op o s e d  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  v a c uo l a t i on d e p e n d s  o n  t h e  p r e - e x i s t i n g  

me t a b o l i c  s t a t e  o f  t h e  a c i n a r  c e l l s  a t  t h e  t i me  o f  s t i m u l a t i on . 

The s e  a u t h o r s  found  t h a t  v a r i ab l e  s i z e d  v a c u o l e s  o c c u rr e d  

e x t e n s i v e ly a n d  con s i s t e n t ly i n  t h e  p a r a s y mp a t h e t i c a l l y 

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

( e i t h e r  by p e r form i n g  b i l at e ra l  s up e r i o r  c e r v i c a l  g a n g l i o n ­

e c t o my , o r  b y  i s opren a l i n e  t r e a t me n t ) b u t  t h a t  p ar a s y mp a t h e t i c  

n e r v e  s t i m u l a t i on a l o n e  d i d  n o t  p r o d u c e  v a c u o l a t i o n . 
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V a c u o l a t i on m a y  b e  p a r t  o f  t h e  s e c re t ory p ro c e s s  { Tapp 

a n d  T r o w e l l , 1 9 6 7 ; F l emi n g , T e i t e l m a n  and S t ur g e s s , 1 9 8 0 ) .  

I t  h a s  b e e n  s ug g e s t e d  t o  a r i s e  b e c a u s e  o f  a t e mp o r a ry 

i mb a l an c e  b e t w e e n  t h e  upt a k e  a n d  o u t p u t  o f  w a t e r  b y  t he 

c e l l s  { Ta p p  a n d  T r o we l l , 1 9 6 7 ;  T a p p , 1 9 6 8 , 1 9 6 9 ) .  P e rh a p s  

c on c ur r e n t  s t i m u l a t i on o f  b o t h  t y p e s  o f  a u t o n o m i c  n e r v e s  

h a s  a s y n e r g i s t i c  a c t i o n  w h i c h e n h an c e s  d e g r a n u l a t i o n o f  

d e m i l u n e s ,  a l t e r s  t h e me t ab o l i c  s t at e  o f  t h e  c e l l s  a n d  

e n h a n c e s  t h e m o v e m e n t  o f  w a t e r  a n d  s a l t s  a c r o s s  t h e  c e l l  

membran e . T h e  v a c u o l e s  may  t h e n d e v e l op by s e gr e g a t i on o f  

f l u i d  £ r o m  t h e  o e d e ma t o u s  c y t o p l a s m  a s  T a p p  { 1 9 6 9 ) p r op o s e d . 

On t h e  o t h e r  h an d , F l e m i n g  e t  a l . { 1 9 8 0 )  arg u e d from a s t udy 
• 

o f  d i s s o c i a t e d  a c i n i  o f  r a t  m a n d i b u l a r  g l an d s  t r e a t e d w i t h  

i s o p re n a l i n e  o r  c a rb a c h o l  t h a t  l ar g e  v a c uo l e s  m a y  re s ul t  

from t h e  f u s i on o f  s e cr e t o r y  gran u l e s  a s  a p ar t  o f  t h e  

p ro c e s s  o f  e xo c y t o s i s . Th i s  s e e m s  t o  b e  c on s i s t e n t  w i t h  

t h e  c h a n g e s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  4 . 2 0 A .  

B a s e d  o n  t h e  f i ne s t r u c t ure o f  t h e  s e c re t o r y  e n dp i e c e s  

i n  t h e  s h e e p m a n d i b ul a r  g l a n d , i t  a p p e ar e d  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u dy t h a t  t h e  c h an ge s  i n d u c e d  i n  t he de m i l un e s  a f t e r  d u a l  

n e rve s t i m ul a t i o n  w e r e  m o r e  m a r k e d  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  

a f t e r  s ymp a t h e t i c  n erve s t i m u l a t i on a l on e . T h e  p r e s e n c e  o f  

a b un d an t  r ib o s om e s , m i t o c h on d r i a  a n d  d i l a t e d  G o l g i  m e mb r a n e s 

a ft e r  2 h o u r s  o f  t h e  c omb i n e d  n e r v e  s t imu l a t i o n  { F i g ur e  

4 . 1 8 A , B )  i s  c o mp a t i b i e  w i t h  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  d e m i l un e s  

i n  t h e  e a r ly s t a ge o f  p r o t e i n s y n t h e s i s . F u r t h e r  s t r u c t ur a l  

e v i d e n c e  o f  s u c h  a n  i n vo l v e m e n t  i n  p r o t e i n s y n t h e s i s  - t h e  

forma t i on o f  c o n d e n s i n g  v a c uo l e s a n d  n e wly f orme d gra n u l e s , 

w a s  ob s e r ve d a f t e r  3 h o u r s  o f  s y mp a t h e t i c  n e rv e  s t i m u l a t i o n  

a d d e d  t o  a b a c k g r o und o f  p ar a symp a t h e t i c s e c r e t i on { F i gu r e  

4 . 1 8 C - E ) .  T h e  p r e s e n c e  a t  t h e  b a s a l  r e g i on o f  t h e s e  c e l l s  

o f  w h o r l - l i k e  s t r u c t ure s c o mp o s e d  o f  c on c e n t r i c  a r r a y s  

o f  R E R  w a s  b e l i e v e d  b y  S c o t t  an d P e a s e  { 1 9 6 4 ) t o  b e  c l o s e ly 

r e l a t e d  t o  i n c re a s e d g l an d u l ar a c t i v i t y . Wh o r l - l i k e  

s t r u c t u r e s h a ve b e e n foun d i n  r a t ' s  a c i n a r  c e l l s  un d e r  

c o n d i t i o n s  o f  h y p e ra c t i v i t y , i . e .  a f t e r re f e e d i n g , a n d  

p i l o c a r p i n e  i n j e c t i on , b u t  a re n o t  p r e s e n t  un d e r  n o r m a l  

c o n d i t i o n s , o r  c on d i t i o n s  o f  hyp o a c t i v i t y , s u c h  a s  
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a c c o mp any s t a r v a t i o n  o r  a t r o p i n e  a dm i n i s t ra t i on ( S c o t t  a n d  

P e a s e , 1 9 6 4 ) .  T h e y  s u g ge s t e d  t h a t t h e s e  s t ru c t ure s r e s e mbl e d  

" e r g a s t o p l a s m i c  N e b e n k e r n "  s e e n  w i t h  l i g h t  m i c r o s c o p y  an d 

r e s u l t e d  f r o m  t h e  a p p o s i t i o n  o f  e r g a s t op l a s m i c  l am e l l a e . 

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h e  s i z e  o f  t h e  i n t e r c e l l u l a r  

c a n a l i c u l i  i n  g l a n d s  r e c e i v i n g  s t i mu l a t i on o f  b o t h  t h e  

s ym p a t h e t i c  an d p ar a s y mp a t h e t i c  s y s t e m s  a p p e a r e d  t o  b e  r e d u c e d  

w h e n  c o mp a r e d  w i t h  g l an d s  s ub j e c t e d  t o  s y mp a t h e t i c  s t i m u l a t i on 

a l on e , a n d  t h i s  r e d u c t i o n w a s  a c c omp an i e d  b y  t h e  ap p e a r an c e  

o f  s ma l l  s m o o t h  ve s i c l e s  a t  l u m i n a l  r e g i o n s  a n d  a d j a c e n t  t o  

t h e  d i l a t e d  G o l g i  c o mp l e x e s  ( F i gure 4 . 1 8 C - E ) .  T h e s e  o b s e r v ­

a t i o n s  m a y  b e  a c c o un t e d  f o r  b y  t h �  r e t r i e v a l  o f  m e mb r an e s 

f r o m  t h e  l um i n a l  s u r f a c e  wh i c h  Ams t e rd a m  e t  a l . ( 1 9 6 9 )  

p o s t u l a t e d  t o  o c c ur . S uc h  r e t r i e ve d  m e m b r an e s , i t  i s  a r g ue d , 

may  b e  e ve n t u a l ly ut i l i z e d  b y  t h e G o l g i  s y s t e m  ( Am s t e r d a m  

e t  a l . 1 9 6 9 ; H e r z o g  a n d  F a r q u h a r , 1 9 7 7 ) .  N o  a t t emp t a t  

s y s t e m a t i c  o b s e r vat i o n s  on t h e  s e cr e t o ry c y c l e s  o f  m e mbr a n e s  

w a s  m a d e  i n  t h e p re s e n t  s t udy . 

T h e  g e n e r a l  d e p l e t i o n o f  P A S - p o s i t i ve m a t e r i a l s  i n  

s t r i at e d  d u c t  c e l l s  a f t er s y mp a t h e t i c  s t i mu l a t i on p r o b ab l y  

r e f l e c t s  a c on t r i b u t i on o f  t h e s e  c e l l s  t o  s e c r e t i o n  o f  

n e ut r a l g l y c o p r o t e i n s . A l t h o u gh n o  r e l a t e d  c e l l u l ar 

s t ru c t u r e s  w e re i d e n t i f i e d  a t  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  l e v e l  ( a s 

d i s c u s s e d  i n  c h ap t e r  I � I ) ,  i m m un o cy t o c h e m i c a l  i n ve s t i g a t i o n s  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  d i d  c on t a i n p r o t e i n s  

w h i c h w e r e  p r o d u c e d  i n  symp at h e t i c a l ly e vo k e d  s a l i v a  

( F i gur e s  4 . 2 2 ;  4 . 2 3 ) .  

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

d u c t  c e l l s  d ur i n g  s y mp a t h e t i c  s t im ul a t i on c an b e  re g a rd e d  a s  

b e i n g  a c o n s e q u e n c e o f  t h e  p hy s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s e c r e t i o n  

t h a t  i s  p r o d u c e d . T h i s  s a l i v a  i s  t y p i c a l l y  t h i c k a n d  v i s c o u s . 

D a m a g e  t o  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  h a s  b e e n  r e p o rt e d  i n  t h e  d o g ' s  

m a n d i b u l a r  g l and  ( Em m e l i n  e t  a l . ,  1 9 7 7 a ) u n d e r  c on d i t i o n s  o f  

i n c r e a s e d  i n t r a l um i n a l  p re s s ur e  a n d  a h i g h  r e s i s t a n c e  t o  f l ow . 

T h e  c h a n g e s n o t e d  i n  t h e p r e s e n t s t udy ( F i g ure s  4 . 1 1 ;  4 . 1 6 )  

c l o s e ly r e s e m b l e  t h e  b a l l o o n i n g  d i s rup t i on o f  s t r i a t e d  d u c t 

c e l l s  ( i n wh i c h  f l u i d  w a s  a c c um u l a t e d  i n t e r c e l l u l ar l y ) a n d  
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t h e  i n t r a c e l l u l ar ve s i c u l a t i on d e s c r i b e d  by Emme l i n e t  a l . 

( 1 9 7 7a ) . A l c i a n B l u e  a n d  P A S - s t a i n in g  ( F i gu r e  4 . 1 1 )  d e m on -

s t ra t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  A B  a n d  P A S  p o s i t i v e  m a t e r i a l s � 

p e rh ap s  s e cr e t i on � i n  t h e  d i s r up t e d  c e l l s  a s  w e l l  a s  i n  t h e  

d u c t a l  l u m i n a . T h e  m u l t i v e s i c l e s  p r e s e n t  i n  e l e c t ron 

m i cr o s c op i c  s t u d i e s  ( F i g ure 4 . 1 6 B )  are  i n t e rp r e t e d  t o  a r i s e  

f r o m  t h e  b r e a k down o f  b a s a l  p l a s m a  membran e f o l d s  a n d  t h e  

l a r g e  v a c uo l e s  w i t h  d o u b l e  o r  m u l t i - me mbran e b o un d ar i e s  

( F i g u r e  4 . 1 6 A ) t o  b e  t h e  g re a t ly s wo l l e n  b a s a l  p r o c e s s e s  

o f  n e i g h b o u r i n g  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s . S u c h  i n t r a c e l l u l a r  

a n d  i n t e r c e l l u l ar d i s r u p t i o n s  a r e  p r o b a b l y  e xa c e rb a t e d  b y  

t h e  c o n t r a c t i on o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  t h a t  app a re n t l y 
. . 

o c c ur s  d ur i n g  symp a t h e t i c  s t i m u l a t i on . T h e  c o n t r a c t i on o f  

t h e s e  c e l l s , e mbra c in g  a s  t h e y  d o  t he s e c r e t ory e n dp i e c e s  

a n d  i n t e r c a l a t e d d u c t s  ( s e e  F i gu r e s  3 . 4 A ;  3 . 1 1 A ) , wo u l d  b e  

e xp e c t e d  t o  p l a c e  t h e  s t r i a t e d  d u c t  un d e r  a d d i t i on a l  

p r e s s ur e  a n d  m i g h t  a dd i t i on a l ly e xp l a i n  why t h e  d i s r up t i o n 

w i t h  s y mp a t h e t i c  s t i m u l a t i o n  i s  c on f i n e d  m a i n l y  t o  t h e  

s t r i a t e d  d u c t  ce l l s . S e c r e t o ry e n dp i e c e  c e l l s � l i k e  t h o s e  

o f  t h e  i n t e rc a l a t e d  d u c t s , w o u l d  b e  p ro t e c t e d  b y  t h e i r  

b a s k e t  c e l l s . 

An a r g um e n t  a l on g s i m i l a r  l i n e s  c a n  b e  a dv an c e d  t o  

a c c o u n t  f o r  t h e  l e s s  f r e qu e n t  d i s rup t i on o f  s t r i a t e d  d u c t  

c e l l s  t h a t  o c c ur s  i f  s ymp at h e t i c  s t i m u l a t i o n  i s  a d d e d t o  a 

b a c k gr o un d  o f  c ho r d a  l i n gua l n er v e  a c t i v i t y . Un d e r t h e s e  

c on d i t i o n s  i t  w o u l d  b e  e xp e c t e d  t h at  a l e s s e r r e s i s t an c e  t o  

f l o w  w o u l d  b e  a s s o c i a t e d  wi t h  t h e  l e s s  v i s c o u s  s a l i v a  

p ro du c e d . I t  i s  p e r t i n e n t  t o  n o t e  t h at  a dm i n i st r a t i on o f  t h e  

8 - a dr e n e r g i c  a g o n i s t  i s op r e n a l in e a l o n e  d i d  n o t  r e s ul t  i n  

d a m a g e  t o  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  a n d  n e i t h e r  w a s  t h e r e  d a m a g e  

i n  t h e  s i n g l e  e xp e r i m e n t  i n  wh i ch sympat h e t i c  n e rv e  s t i mu l ­

a t i o n  w a s  p er forme d a f t e r a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  a - a d r e n e r g i c  

a n t a g o n i s t  p h e n t o l am i n e . Th i s  l a ck o f  i n t e r c e l l u l a r  

d i s r u p t i o n  i n  c i r c um s t a n c e s  wh e r e  i t  wou l d  o t h e rw i s e  h a v e  

b e e n p re d i c t e d  p r o v i d e s a d d i t i o n a l  s up p o r t  f o r  t h e  i d e a  t h a t  

my o e p i t h e l i a l  c e l l s  f u n c t i on vi a a n  a - a d r e n e r g i c  i n n e r va t i o n . 

I n  t h i s  l a t t e r e xp e r i m e n t  t h e  l u m i n a  o f  i n t e r c a l a t e d  d uc t s  

w e re w i d e ly d i l a t e d  w i t h s e c r e t i o n  a s  w e r e  t h e  b a s o l at e r a l  
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c a n a l i c u l i  o f  d e mi l un e s , a n d  d am a g e  t o  demi l u n e  c e l l s  

app e a r e d  un u s ua l ly f r e q u e n t  a n d  s e ve r e . Th i s  s ug ge s t s  t h a t  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  rny o e p i t h e l i a l  c o n t r a c t i on t h e  f low o f  

v i s c o u s  s a l i va e vo k e d b y  s ympa t h e t i c  n e rve s t i m u l a t i on w a s  

g r e a t l y  r e d u c e d ,  a l t h o u g h  i t s  c on t i n u i n g  s e c r e t i o n  c a u s e d  

m a rk e d  i n c r e a s e s  i n  t h e  p r e s s ure i n  e n dp i e c e s  a n d  i n d u c e d  

c e l l  r u p t ur e  w i t h i n t h e s e . 

• 
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E F F ECTS OF F EEDING 

Th e r e s u l t s o b t a i n e d i n  t h i s  s e c t i o n  o f  i n v e s t i g a t i o n  

a r e  d i v i d e d  i n t o  t w o  p art s . T h e  f i r s t  p art i s  c o n c e rn e d  

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

t o  f e e d i n g  a n d  t h e s e c o n d  w i t h  t h e  m o r p ho l o g i c a l  c h a n g e s 

t h a t  r e s u l t e d . • 

1 . P hys i o l ogi c a l  E f f e c t s 

M e a s ur e me n t s  o f  s a l i vary f l o w , s a l i vary p ro t e i n c o n c e n ­

t ra t i o n a n d  p ro t e i n o ut p ut w e r e  s t u d i e d  i n  s e v e n  a n i m a l s  w i t h  

c h r o n i c , un i l a t e ra l , c a n n u l at i o n s  o f  a man d i b u l a r  d u c t . 

( H e r e a f t e r  t h e  g l a n d  w h o s e  d u c t  w a s  c annul a t e d  i s  r e f e rr e d  t o  

a s t h e ' c a n n u l a t e d  g l an d '  and t h e  c on t r a l a t e ra l  o n e  a s  t h e 

' un ca n n u l a t e d  g l an d ' ) .  S i x  o f  t h e  s h e e p  s h ow e d n o  s t r u c t ura l 

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  l e f t  c a nn u l a t e d  a n d  t h e r i g h t  u n c an ­

n u l a t e d  g l a n d s  w h e n  t h e s e  were  s u b s e q u e n t ly e x a m i n e d  i n  

s t a i n e d  p a r a f f i n  s e c t i on s . The  r e m a i n in g  s h e ep d e v e l o p e d  a 

p ar t i a l  o c c l u s i on o f  t h e  c annu l a  w h i c h re s u l t e d  i n  r e d u c e d  

ma n d i b u l a r  f l ow a n d  s om e  s t r u c t u r a l c h ange s i n  t h e  g l a n d  

( de s c r i b e d  l a t e r ) .  

T h e  m e a n  w e i gh t  o f  t h e  c a nn u l a t e d  g l a n d s from t h e  s i x  

a n i m a l s  a s  me a s ur e d  a t  t h e  e n d  o f  e xp e r imen t s  w a s  1 1 . 1 9 + 1 . 1 5  

g w e t  we i gh t  ( X  ! S E ) w h i ch d i d  n o t  d i ffer  s i g n i f i c a n t l y  

( p  < 0 . 0 1 )  f r o m  t h e  c o n t r a l a t e r a l  u n c annu l a t e d  o n e s ( 1 2 . 1 7 

! 1 . 0 0 g ) .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  g l a n d  we i ght b e t we e n  i n d i v i d u a l  

r i gh t  a n d  l e f t g l an d s  w a s  0 . 9 9 + 0 . 2 6 g .  

a .  M a n d i b u l a r  F l o w  

( i )  Re s t i ng S e c r e t i o n  

Dur i n g  t h e  2 0  h o u r s  wh e n  fo o d  w a s  no t a v a i l a b l e , a 

v a r i a b l e  amo u n t  o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a  w a s  s e c r e t e d  ( 0 . 6 - 5 3 . 1  g 
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i n  1 8 h , n = 5 2 ) .  T h e  a v e r a g e  r e s t i n g  f l ow was  0 . 9 5 + 0 . 0 9 g b - 1 

( X + S E ) w h i ch c on t r i b u t e d  s om e  7 . 6  + 1 . 4 % o f  t h a t  s e c r e t e d  

d ur i n g  e a t i n g . N o  m a n d i b u l ar s e cr e t i o n  w as ob s e rv e d  d u r i ng 

r u m i n a t i o n .  M a r k e d  m an d i b u l a r  f l o w  o c c ur r e d , h o w e v e r , w h e n  

t h e  a n im a l s  drank  w a t e r  a n d  d u r i n g  a c t i v i t i e s ,  s u c h  a s  l i c k ­

i n g  o f  t h e i r  l i p s , a n d  f o o t  c h e w i n g  o r  l i c k i n g  o f  t he m e t a b -

o l i s m  c ra t e s  ( F i gur e 5 . 1 ) .  

( i i )  Man d i b u l a r  F l o w  i n  Ant i c ipa t i on o f  F e e d i ng 

T h e  a r r i va l  o f  t h e  u s u a l  a t t e n d a n t  r e s p o n s i b l e  f o r  

f e e d i n g , t h e s o u n d  o f  h i s  v o i c e  a n d  o f  f o o d  b e i n g  p r e p ar e d , 

o r  t h e  s i g h t  o f  s h e e p  i n  �d j a c e n t  c r a t e s  fe e d i n g , a l l  

e vok e d  m a n d i bu l ar s e c r e t i on . 

T e n  e xp e r im e n t s  w e re u n d e r t a k e n  o n  four s h e e p t o  s t u d y  

p sy c h i c  i n f l u e n c e s  o n  m a n d i b u l a r  s e c r e t i o n .  W h e n  t h e  s h e e p 

w e r e  t e a s e d  t h e y  s h o w e d b e h a v i o ura l c h a n g e s  - s t r e t c h i n g  o u t  

a n d  a t t e mp t i n g  t o  r e a c h  t h e  f o o d , o c c a s i on a l  l i c k i n g  a n d  

n i bb l in g  o f  t h e  c r a t e s , a n d  f o o t  s t am p i n g ( i n o n e  s h e e p ) .  

T h i s  w a s  a c comp a n i e d i n  a l l  o f  t h e  a n i m a l s  by t h e  f l o w  o f  

m an d i b u l a r  s e c r e t i on . S u ch b e h av i o u r  d i s app e ar e d  a f t e r  

s e v e r a l  u n s u c c e s s f u l  a t t e mpt s a t  o b t a i n i n g  f o o d  e v e n  

t h o u g h  t h e  t e a s i n g  p r o c e d ur e c o n t i n ue d . F i gu r e s  5 . 2 A a n d  

5 . 3 A s h o w  t h a t  m an d i b u l ar s e c r e t i o n a p p e a r e d  a s  s o on a s  t h e  

food  w a s g iv e n  t o  o t h e r  s h e e p a n d  i n c l u de s  t h e  b r i e f  

a ug m e n t a t i on o f  f l o w  t h a t  u s u a l ly o c c ur red wh � n t e a s i n g  w a s  

p e r f o rm e d  i n  f r o n t  o f  t h e  s ub j e c t  u n d e r  ob s e r va t i o n . 

Typ i c a l ly , s e c re t o ry r e s p on s e s  t o  t e a s i n g b e c a m e  w e a k e r  i f  

t h e e xp e r im e n t  w a s  r e p e a t e d  o n  s u c c e e d i n g  d a y s . 

T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e s e c r e t i o n  in r e s p o n s e  t o  t e a s ­

i n g  i n v o l v e d  c h o l i n e r g i c  s t i m u l a t i on , a t rop i n e  w a s  g i v e n  

i n t r a v e n o u s ly t o  t h e f ou r  s h e ep 1 0 - 1 5 m i nut e s  p r i o r  t o  t h e 
- 1 norma l  f e e d i n g  t i m e  i n  t h e  s ame d o s a g e ( 0 . 1 m g  k g  ) t h a t  pro -

d u c e d  a c omp l e t e  b l o c k a d e o f  man d i b u l a r  f l ow e v ok e d  b y  e l e c t ­

r i c a l  s t i mu l a t i o n  o f  t h e  c h or d a  l i n g u a l  n e r v e  i n  a c ut e e xp e r i -

men t s . A ft e r  a t r o p i n e , a l l  s h e e p s h o w e d  s i g n s  o f  d ry i n g  o f  t h e 
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m o u t h  - t h i s  i n c l u d e d  l ip l i c k i n g  a n d  s l i ght  dy s p h ag i a . O n e  

o f  t h e a n i ma l s  i n  a d d i t i o n  n i bb l e d  a t  i t s  c r a t e  a n d  f e e t  a n d  

t h i s  w a s  a c c o mp a n i e d  by a s l ow f low o f  mand i b u l a r  s e c r e t i o n  

wh i c h  l a s t e d  a b o u t  1 5  m i n u t e s  ( F i g u r e  5 . 3 C ) .  I n  t h e t h r e e  

o t h e r s  t h e r e  w a s  n o  man d i b u l ar f l ow ( F i gur e s  5 . 2 B ;  5 . 3 B )  -

a s  w a s  t he c a s e  b e f o r e  a t r op i n e  a dm i n i s t rat i o n . 

I n  t w o  o f  t h e a n i m a l s  s e c r e t ory r e s pon s e s  t o  t e a s i n g  

r e m a i n e d  a ft e r p r e t r e at m e n t  w i t h  a t r o p ine  a l t h o ug h  t h e y  

w e r e  w e a k e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  abs e n c e  o f  a t ro p i n e  

( F i g ur e s  5 . 2 B ;  5 . 3 C ) .  S u c h  s e c r e t i o n  w a s  a b s e n t  a f t e r  
- 1  t r e a t m e n t  wi t h  b o t h a t rop i n e  ( 0 . 1  m g  k g  ) a n d  p r o p r an o l o l  

- 1  • 

( 1 . 0  m g  k g  ; F i g u re 5 . 2 C ) . I n  t h e  r e ma in i n g  t w o  s h e e p , 

t e a s i n g  r e s p o n s e s  w e r e  ab o l i s h e d by a t r op i n e  a l o n e  ( F i g u r e  

5 .  3 B ) .  

( i i i ) M an d i b u l a r  F l o w  d u r i ng F e e d i ng 

I mme di a t e ly f r e s h  f o o d  w a s  g i v e n  a s ub s t a n t i a l  man d i bu l ar 

f l ow c ommen c e d  ( F i gure s 5 . 2 ;  5 . 3 ) a n d  i t  c e a s e d  a l mo s t  a s  

s o o n  a s  e a t i n g  s t op p e d .  T h e  f l ow r a t e dur i n g  e a t i n g  w a s  up  
. - 1  

t o  2 . 8 5 g m 1 n  w h i l e  t h e  t o t a l  m an d i b u l a r  s e c r e t i on d u r i n g  

t h e  4 h o urs fo o d  w a s  a va i l ab l e  w a s  2 5 6 . 9 0 + 1 3 . 4 7  g 

( X + S E , n = 5 2 ) . 

T h e  pat t e r n s  o f  m an d i b u l a r  f l o w  d ur i n g  e a t i n g  w e r e  

e xa m i n e d i �  t h e  s i x s h e e p a n d  a r e  p re s e nt e d  i n  F i g u r e s  5 . 4 -

5 . 6 .  T h e  f l o w  r a t e  w a s  a l way s h i gh e s t  at  t h e  i n i t i a l  1 0  or 

20 m i n ut e s of f e e d i n g  ( 1 . 9 0 + 0 . 1 4 a n d  1 . 7 0 + 0 . 1 0 g m i n - 1  

X + S E , n = 1 8 )  a n d  t h e n  g r a d u a l ly d e c l i n e d  a s  f e e d i n g  

c o n t i n u e d , s o  t h a t a ft e r  t h e f i r s t  a n d  s e c o n d  h o u r s  o f  
. - 1 f e e d i n g  flows  w e r e  1 . 2 6 + 0 . 1 1 a n d  0 . 8 9 ! 0 . 0 9 g m 1 n  

r e s p e c t ive ly . T y p i c a l ly t h e rat e o f  e at i n g  a l s o  d e c re a s e d  

s t e a d i ly , e . g . 4 6 8 . 6  + 2 2 . 9  g ' 2 2 0 . 7  ! 1 5 . 7  g a n d  

2 8 0 . 5 + 2 0 . 6  g · f o r  t h e  f i r s t , t h e  s e c on d , a n d  t h e  l a s t  

two  h o u r s , re s p e c t i ve ly ( n = 3 2 ) .  

A f t e r  t h e  f i r s t  3 0  m i n u t e s  o f  e a t i n g  t h e  r a t e s  o f  

m an d i b u l ar f l o w  s h o w e d  m u c h  gr e a t e r  vari a b i l i t y . By  t h i s  

t i me , i n t e rrup t i o n s  o f  e a t i n g  o f t e n  o c cur r e d a s  t h e  a n i m a l s  

w e r e  more s e n s i t i ve t o  e n v i ronme n t a l  d i s t ur b an c e s  t h a t  a r o s e , 
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f o r  e xamp l e s wh en s om e o n e  e n t e r e d  t h e  a n i m a l  r o om s c o n v e r s e d s 

a n d  t o  n o i s e s  o u t s i de t h e  r o o m . Th e s e  p a u s e s  i n  e a t i n g  

r e s u l t e d  i n  p a u s e s  i n  s e c r e t i on . A l s o  a t  t h i s  t im e  t h e  e a t i n g  

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

b e c ame m o r e  r e p l e t e . S o m e  s h e e p , a f t e r  e at i n g  a l mo s t  c on t i n -

u o u s ly f o r  3 0 - 9 0  m i n u t e s  t e n d e d  t o  s t op from t i me t o  t i me 

w h i l e o t h e r s  o n ly p a u s e d  a f t e r  m o s t  of  t h e  f o o d  was  c on s u m e d . 

F u r t h e r ,  v a r i a t i o n s  i n  f l o w  d u r i n g  e a t i n g  w e r e  p r e s e nt 

o n  d i f fe r e n t  d a y s  e v e n  i n  i n d i v i d u a l  a n i ma l s  a n d  a br i e f  

p e r i o d  o f  r u m i n a t i on w a s  o c c a s i on a l l y  i n t e r s p e r s e d  l a t e  i n  

t he f e e d i n g  p e r i o d s . Rum i n a t i o n  d i d  n o t  s t i mu l a t e  man d i b u l a r  

s e c r e t i o n . • 

The r a t e  o f  m a n d i b u l a r  s e c re t i o n  d u r i n g  f e e d i n g  w a s  n o t  

a f fe c t e d  b y  p ro p ra n o l o l  ( F i g ure  5 . 4 ) ,  e i t h e r  w i t h  re s p e c t  

t o  av e r a g e  f l ow o r  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s h a p e  o f  t h e  r e s p o n s e  

i n  t i me ( s e e  App e n d i x  5 ) ,  b u t  i n  c o n t ra s t , t h e  f l ow r a t e  w a s  

r e d uc e d  s i gn i f i c a n t ly a f t e r  a t rop i n e  h a d  b e e n  i n j e c t e d . A l l  

o f  t h e  s h e e p s h o w e v e r , h a d  s u b s t an t i a l s e c r e t o ry r e s p on s e s  

t o  f e e d i n g  a f t e r  t h e  i n t r a v e n o u s  a dm i n i s t ra t i o n  o f  a t r o p i n e  
- 1 a t  0 . 1  m g  k g  

b .  P r o t e i n S e c r e t i o n  

( i )  R e s t i ng S e c r e t i o n 

T h e  p ro t e i n c o n c e n t ra t i on o f  ma n d ib u l ar s a l i va c o l l e c t e d  

dur i n g  p e r i o d s  w h e n  f o o d  w a s  n o t  a v a i l ab l e  v a r i e d  from 
- 1  0 . 6 7 - 3 . 5 6  m g  m i n  ( n = 4 5 ) w i t h  a m e a n  con c e n t r a t i o n  o f  

1 . 7 2 ! 0 . 1 3  mg  m l  - 1  

( i i )  I n  A n t i c ipa t i o n o f  F e e d i ng 

S a l i v a  w i t h  a h i g h e r  p r o t e i n c o n c e n t r a t i on w a s  s e c re t e d 
- 1  i n  r e s po n s e  t o  t e a s i n g  ( 2 . 7 3 + 0 . 2 0 m g  ml  s n = 8 ) . 

( i i i ) D u r i ng F e e d i ng 

S a l i v a  p r o d u c e d  d u r i n g  fe e d i n g  h a d  i t s  h i g h e s t  p r o t e i n 
- 1 c o n c e n t r a t i o n s  a s  s o o n  a s  t h e e a t i n g  b e g an ( 1 . 6 5 ! 0 . 0 6 mg  ml  , 

n = 1 8 ) ,  r e ma i n e d  h i gh w i t h  a s l i gh t  d i min u t i o n d u r i n g  t h e  

f i r s t  h o ur ( 1 . 5 5 + 0 . 0 6 m g  ml - 1 ) a n d  fe l l  t h e r e a f t e r , 
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e . g .  1 . 3 7 m g  m l - 1 a t  6 0  m i n ut e s  o f  e a t i n g  ( F i gu r e  5 . 4 ) . 

T h e  m e an c h a n g e s i n  p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n , m a n d i b u l a r  

f l ow a n d  p ro t e i n o u t p u t a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g ure s 5 . 4 - 5 . 6 ,  

w h i l e  v ar i a t i o n s  o f  p ro t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a m o n g  i n d i v i d u a l  

a n im a l s  a r e  s h o wn i n  F i gure  5 . 5  a n d  F i gure  5 . 6 .  I n  t h r e e  

o f  t h e  a n i m a l s , a m a x im a l  c o n c e n t r a t i on o f p ro t e i n s  w a s  

s e c r e t e d  w i t h i n  t h e  f i r s t  2 - 8 m i n u t e s  o f  fe e d i n g  a n d  t h e n  

d e c l i n e d  g r a d u a l ly , a l t h o u gh t h e  l e ve l s  rema i n e d  r e l a t i v e l y 

h i gh d ur i n g  t h e  f i r s t  h o u r  o f  e a t i n g  ( F i g ure 5 . 5 ) .  I n  o t h e r  

s h e e p  ( F i g ure  5 . 6 ) , t h e  s a l i va p r o d u c e d dur i n g  e a t i n g  d i d  

n o t  s h ow any  p e a k  p r o t e i n c o n c e n t r a t i on but  h a d  a v a r i a b l e  
• 

r a n g e  o f  h i gh p r o t e i n  l e v e l s  t hr o u g h o u t  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  

h o u r s  o f  t h e  f e e d i n g  p e r i o d . 

F l u c t ua t i on s  i n  p rot e i n c on c e n t r a t i o n s  w e r e  s m a l l d u r i n g  

t h e  f i r s t  3 0  m i n u t e s  o f  f e e d i n g  b u t  b e c ame m o r e  e x t e n s i ve a s  

e a t i n g  c on t i n ue d . T h e s e  v a r i a t i o n s w e re a s s o c i a t e d  t e mp o r ­

a l ly w i t h  t h e  f l u c t ua t i on o f  ma n d i b u l a r f l ow . 

( i v )  E f f e c t s  o f  t h e  B - B l o c k e r  P r opr an o l o l  o n  P r o t e i n 

S e c re t i on dur i ng F e e d i ng 

P r o p r an o l o l  i n  a d o s a g e  o f  1 . 0  m g  k g - 1  ( i v )  c a u s e d 

a p a r t i a l  r e d uc t i o n  o f  t h e  p ro t e i n s e c r e t i o n  i n  s a l i v a  d u r i n g  

f e e d in g , w i t h o u t  s i gn i f i c a n t ly c h an g i n g  t h e  f l ow r a t e s  

( F i g u r e  5 . 4 ) .  A r e du c t i o n  o f  p r o t e i n o u t p u t , r a n g i n g  f r o m  

2 4 . 6 % - 7 0 . 7 % ,  w a s  o b s e r v e d i n  s i x s h e e p i n  t h e  f i r s t 2 0  

m i n ut e s  o f  e a t i n g . T h i s  s up p ort s t h e  s ug g e s t i on t h at t h e  

s e c re t i o n o f  s a l i va ry pr o t e i n s  i s  m e d i at e d  a t  l e a s t  i n  p a rt 

vi a a B - a d re n e r g i c  m e c h a n i s m . 

( v )  E f f e c t s  o f  At r op i n e  on  F e e d ing S e c r e t i o n  

F e e d i n g a f t e r  t h e  a dm i n i s t r a t i o n  of  a t r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g - 1 ) 

re s u l t e d  i n a mark e d  d e c r e a s e  in ma n d i b u l a r  f l ow w i t h  r e c i p ­

r o c a l  c h a n g e s  i n  i t s  p r o t e i n c on c e n t r a t i o n  ( e . g .  � n  i n c r e a s e  

up t o  5 . 3 6 m g  m l - 1 ) .  T h e  p ro t e i n o u t p u t a f t e r  a t r o p i n e  wa s 

a f fe c t e d  by t h e  s a l ivary f l ow r a t e . Tak i n g  t h e  f i r s t  2 0  

m i n u t e s  o f  e a t i n g , o n ly i n  a n ima l s  i n  wh i c h f l ow w a s  · r e d u c e d  

b y  m o r e  t h an S O %  d i d  t h e  p r o t e i n  o u t p u t f a l l . T h e  g re a t e s t  
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r e d u c t i o n  ( t o 4 5 %  o f  c o n t r o l  v a l u e ) w a s  i n  t h e a n i m a l  wh e re 

f l o w  r a t e  f e l l  t o  1 6 %  o f  t h e  c on t r o l  v a l u e  a f t e r  a t r o p i n e . 

( v i )  G e l  E l e c t r op h o r e s i s  o f  F e e d i ng S a l i va 

A p r e l i m i n a ry e l e c t r o p h o r e t i c  s t udy  o f  s a l i va ry p r o t e in 

o b t a i n e d  a t  d i f f e r e nt s t a g e s  o f  t h e  f e eft i n g  p e r i o d  w a s  u n d e r ­

t ak e n . Re s u l t s  a r e  s h o wn i n  F i g ur e  5 . 7 .  A l l  s a l i v a  obt a i n e d  

d ur i n g  t h e  f e e d i ng p e r i o d c on t a i n e d  a m a j o r  p ro t e i n  b a n d  but  

t h e  i n t e n s i t y  o f  i t s  s t a i n i n g  d e c r e a s e d  a s  e a t i n g c o n t i n u e d . 

T h e  m o s t i n t e n s e  s t a i n i n g  o f  t h e  p r o t e i n  b an d  o c c urr e d  i n  

s a l i v a c o l l e c t e d  w i t h i n  t h e f i r s t  1 0  m i n u t e s  o f  f e e d in g . 

T h i s . b a n d  i n  f e e d i n g  s a l i va c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  s o l ub l e  

p ro t e i n b a n d  X o f  s y mp a t h e t i c a l ly e vok e d  s a l i v a  i n  a c u t e  

e xp e r i m e n t s .  T h e  s t a i n i n g  o f  t h i s  b an d  w a s  m a r k e d ly re d u c e d  

i n  s a l i va f r o m  a n i ma l s  g i v e n  p r o p r an o l o l  1 0 - 1 5  m i n u t e s  

b e fo r e  f e e d i n g  c o mm e n c e d  ( F i g ure  5 . 7 B ) . 

2 .  M o rph o l ogi c a l  C h a nge s I n d u c e d  by F e e d i ng 

T h e  m o r p h o l o g i c a l  c h an g e s i n d u c e d  by fe e d i n g w e r e  

e xa m i n e d  i n  1 5  a n i ma l s . I n  t h e s e  a n i m a l s  t h e  a v e r a g e  d a i ly 

f o o d  e a t e n  w a s  1 0 1 5 . 5 + 3 0 . 4  g .  T h e  r a t e s  o f  f o o d  

i n t a k e  w e r e  5 0 7 . 5 ! 2 7 . 2 ; 2 1 9 . 2  + 1 8 . 3 ;  a n d  3 0 4 . 5  + 3 5 . 1  g 

f or t h e  f i r s t , s e c o n d , an d t he f i n a l  t wo h o ur s  o f  f e e d i ng , 

r e s p e c t i ve ly . T h e  m o rp h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  d i f f e r e nt 

c e l l  p op u l a t i on s  o f  t h e  g l a n d s  a r e  d e s cr i b e d b e l o w . 

a .  A c i n ar C e l l s  

( i )  Ligh t  M i c r o s c opy ( F i g u r e  5 . 8A - F ) 

E a t i n g  f o r  1 h o ur a n d  4 h o ur s  r e s u l t e d  i n  a 

p ro g r e s s i ve d e c re a s e  o f  t h e  p r e f o rme d gra nu l e s  i n  a c i n i  

e �a m i n e d  a t  t h e  l i g h t m i c r o s c op i c  l e ve l . A s  e a t i n g  c on t i n u e d  

t h e  s e c r e t ory gran u l e s  w e r e  foun d p r e dom in a n t ly a t  t h e  ap i c a l  

r e g i on s  n e a r  t h e  w i d e n e d  a c i n a r  l u m i n a . A l t h o u gb i t  w a s  n o t  

e xami n e d  s y s t emat i c a l l y , a r e du c t i on o f  c e l l  s i z e  w a s  

a p p a r e n t  m o s t  obv i o u s ly a f t e r  e a t i n g  f o r  4 h o u r s . W i t h i n  

1 - 2  h o u r s  p o s t pr a n d i a l ly s e c r e t ory g r an u l e s  h a d  r e - a c c um u l ­

a t e d  i n  t h e  a c i n a r  c e l l s , b u t  n o t  i n  t h e  c o n c e n t r a t i on s  n o t e d  

i n  t h e  r e s t i n g  g l an d s . 
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( i i )  E l e c t ron M i c r o s c opy ( F i g ure 5 . 9 )  

U l t ra s t r u c t ur a l ly , t h e d i s c h a r g e  o f  g r a n u l a r  c on t e n t  o f  

a c i n i  w a s  o b v i o u s  a s  w e r e  s i gn s o f  hyp e ra c t i v i ty a s s o c i a t e d  

wi t h  s y n t h e s i s . T h e s e  w e re m o s t  mark e d  a f t e r  e a t i n g  f o r  4 

h o u r s , w h e n  d e g r a n u l a t i on w a s  s o  e x t e n s i v e  t h a t  o n l y  t h e  
� 

ap i c a l  r e g i o n s  o f  t h e  c e l l s  c o n t a i n e d  l a rg e  f u s e d  g r a n u l e s  

a n d  o t h e r  r e g i o n s  were  o c c up i e d  b y  h i gh l y  d i l a t e d  RE R a n d  

wh a t  w e r e  i n t e r p re t e d t o  b e  n e w l y  f orme d g r a n u l e s . M i t o c h o n d -
r i a  b e c am e  p r o m i n e n t , w h i l e G o l g i  c omp l e x e s  a p p e a r e d  a s  

n a r r o w  c i s t e rn a e . A f t e r  e a t i n g  c e a s e d , p ar t i c u l a r l y  w i t h i n  

2 h o ur s  p o s t p ra n d i a l ly , s e c r e t o r y  gran u l e s  r e - a c c um u l a t e d  

i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  a c i n a r  c e l l s  and t h e  d i l a t e d  R E R , 

m i t o c h on d r i a  a n d  G o l g i  c om p l e x e s  b e c ame l e s s  p ro m i n e n t . 

b .  D e m i l u n e s  

( i )  L ight M i c r o s c opy 

N o  o b v i o u s  c h a n g e s  i n  d e m i l un e s  w e re d e t e c t e d  from 

p a r a f f i n  s e c t i on s , a l t h o u gh t h ey w e r e  o b s e r v e d  in  0 . 5 � m  

t o l u i d i n e  b l u e  s t a i n e d  s e c t i o n s  ( F i g ur e  5 . 8 ) .  I n  g e n e r a l  

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

e n d p i e c e s a ft e r  e at i n g  was  a lw a y s  va r i a b l e ,  h o w e ve r , a ft e r  

e a t i n g  f o r  1 h o ur , t h e  m a j o r i t y  o f  d e m i lun e s  c o n t a i n e d  f e w  
d a rk - s t a i n i n g  granu l e s  a n d  t h i s  c on t r a s t e d  w i t h  t h e i r  

a p p e a r an c e  a ft e r  e a t i n g  f o r  4 h o u r s  when  a h i gh e r  p r o p o r t i o n  

o f  d a rk - s t a i n i n g  g r an u l e s  h a d r e ap p e ar e d . A t  1 - 2  h o u r s  

p o s t p r an d i a l ly , _ b o t h  d a rk a n d  p a l e  s t a i n i n g  g r a n u l e s  w e r e  

p r e s e n t  i n  t h e  c e l l s . 

( i i )  E l e c t r o n  M i c r o s c opy ( F i g ure 5 . 1 0 )  

T i s s ue s  e xam i n e d  w i t h  t h e  e l e c t r on m i c r o s c o p e  s h o w e d t h a t  

t h e  v ar i a t i on i n  t h e  d e g r e e  o f  d e g r a n u l a t i o n  i n  t h e  d e m i l u n e s 

d ur i n g  e a t i n g  w a s  c o n s i d e r a b l e , an d t h a t  t h e  mo s t  mark e d  

c h an g e s  w e re a l w ay s  p r e s e nt i n  a n i m a l s  t h a t  h a d  b e e n e a t i n g  

f o r  1 h o u r . A f t e r  e a t i n g  f o r  1 h o u r  f u s e d  g r an u l e s, wh i c h  

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

s ubs t r u c t u r e, w e r e  u s u a l l y  e v i d e n t ( F i g u r e  5 . 1 0 A ) .  T h e s e  
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fu s e d  g ran u l e s  s e eme d t o  c on n e c t  w i t h  t h e w i d e n e d  i n t e r c e l l ­

u l ar c a n a l i c u l i . G o l g i  c o mp l e x e s  w i t h  mult i p l e  c i s t e r n a e  

were  a l s o  p r e s e n t . 

I n  c o n t r a s t , a f t e r  e a t i n g  f o r  4 h o u r s , m o s t  d em i l u n e  

c e l l s  s h o w e d l i t t l e  a l t e r a t i o n  c om p a r e d wi t h t h e  re s t i n g  

g l a n d  a l t h o u gh i t  w a s  a l ways  p o s s i b l e t o  f i n d  s o m e  c e l l s  

i n  t h e  s am e  g l an d  w h i c h  d i s p l a y e d  s im i l a r c h an g e s  t o  t h o s e  

d e s c r i b e d  a ft e r  e a t i n g  f o r  1 h o u r . ( F i gure  5 . 1 0 C , D ) . 

C h a n g e s  t o  d e m i l u n e  g r an u l e s  a f t e r  e a t i n g  f o r  1 h o ur 
- 1  w e r e  m u c h  r e d u c e d  i f  t h e  8 - b l o c k e r , p r o p r an o l o l  ( 1 . 2  m g  k g  , 

i v ) w a s  g i v e n  p r i o r  t o  f e e d in g  ( F i gure  5 . 1 0 A , B ) .  

h a d  n o  d e t e c t a b l e  e f fe c t s  o n  t h e  a c i n i . 

Th i s  d r u g  

W i t h i n  1 - 2  hour s p o s t p r an d i a l ly ( F i gure  5 . 1 0 E -H )  

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

vary i n g  s i z e s  ( 0 . 4 - 2 . 0  � m  d i am e t e r ) . T h ey u s ua l l y  s h o w e d  

a b i p a rt i t e  s t r u c t u r e  w i t h  u n i f o r m l y  d e n s e  a n d  p a l e  r e g i on s . 

O n l y  a m i n o r i t y  o f  g r an u l e s d i s p l a y e d  t he t r i p a rt i t e  

f e a t u r e s  t y p i c a l  o f  t h e  r e s t i n g  g l an d . O n e  t o  t wo h o u r s  

p o s t p r an d i a l l y , t h e  s ub s t ru ct ure o f  t r i p a r t i t e  g r an u l e s 

app e a r e d  a s  a n  a g g r e g a t i o n  o f  f i n e ly f i br i l l ar s t ru c t u r e s 

a n d  d i d  n o t  s h ow any m e mb r an e - l i k e  b o u n d ar i e s , ( F i g u r e  5 . 1 0 

E - H ) .  G o l g i c omp l e x e s ,  t y p i c a l l y  l o c a t e d  a t  t h e  p e r i n u c l e ar 

r e g i o n s  an d c l o s e  t o  t h e  RER s t a c k s a t  t h e  c e l l  b a s e , r e m a i n e d  

a s  s w o l l e n  c i s t e rn a e  w i t h s m a l l  v e s i c l e s  a t  t h e i r  p e r i p h e ry . 

c .  S t r i a t e d  D u c t s 

( i )  L igh t M i c ro s c opy 

No ob v i o u s  s t r u c t u r a l  c h an g e s  i n  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  

w e r e  d e t e c t e d  a ft e r  e a t i n g  e i t h e r  f o r  1 h o u r  o r  4 h o u r s , 

e x c e p t  f o r  t h e p r e s e n c e  o f  s e cr e t ory p r o d u c t s ( P A S - p o s i t i ve 

a n d / o r , A B - p o s i t i v e  m a t e r i a l s ) i n  t h e  d u c t a l  l um i n a  a n d  

a l o s s  o f  P A S - s t a i n i n g  f r o m  t he s e  c e l l s . 

( i i )  E l e ct ron M i c r o s c opy 

T h e  f i n e  s t ru c t ur e  o f  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  s t r i a t e d  

d u c t s ,  h ow e v e r , s h o w e d n um e r o u s  e mp t y  ve s i c l e s  t h r o u g h o u t  



• 

t h e  c y t o p l a s m  o f  c e l l s  ( t y p e s  I ,  I I  a n d  I I I ) a n d  l e s s  

f r e q u e n t l y  i n  t h e i r  b a s a l  r e g i on s . R E R  c i s t e rn a e  i n  t h e  

p e r i n u c l e a r  r e g i on s  w e r e  d i l a t e d  a n d  app e ar e d  a s  emp ty  

ve s i c l e s , e s p e c i a l ly a ft e r  4 h o ur s  of  e a t in g , 

1 2 0 

A l t h o u g h  n o t  s y s t e ma t i c a l ly e xa m i ne d ,  l y s o s ome s ( p r i mary ) 

s e em e d  t o  b e  p r e s e n t  m o r e  fre que n t l y  i n  t h e  c y t o p l a s m a f t e r  

e a t i n g  f o r  1 h o ur ( F i gu r e  5 . 1 1 A )  a n d  s m a l l  d e n s e  b o d i e s  

a d j a c e n t  t o  t h e  ap i c a l  s ur f a c e  o f  s t r i a t e d d u c t  c e l l s  

( F i gu r e  5 . 1 1 B )  w e r e  p r o m i n a nt a n d  a p p e ar e d  t o  b e  e xt r ud e d  

i n t o  t h e  l um e n . N o  c h a n g e s i n  t h e  s t r i a t e d  d u c t c e l l s  w e r e  

de t e c t e d  2 h o u r s  p o s t p ra n d i a l l y  . 

3 .  O b s e r v a t i o n s  on t h e  A n i ma l ·  w i t h  a P art i a l  O c c l u d e d  

M a n d i b u l a r  Duct  

A s  p r e v i o u s ly m e n t i on e d , one  of  the  s e v e n  s h e e p  ( s h e e p  

No . 1 )  w i t h  c h r on i c a l l y  p l a c e d  man d i b u l a r  d u c t  c a n n u l a  

d e v e l o p e d  a r e d u c e d  s a l i v a ry f l o w  d u e  t o  a p ar t i a l  o c c l u s i on 

o f  t h e c a n n u l a . Th i s  w a s  c o n f i rme d w h en t he s h e e p  w a s  

s a cr i f i c e d  3 0  d ay s  a ft e r  t h e c ann u l a t ion  wa s p e r fo rme d .  At 

t h i s  t ime t h e  c a n n u l a t e d  g l and w e i gh e d 1 1 . 1 3  g ,  wh i l e  t h e  

u n c an n u l at e d  o n e  w a s  9 . 2 5 g .  

a .  P hys i o l ogi c a l  Ob s e rv a t i o n s  

D u r in g e a t i ng , t h e  f l ow f r o m  t h i s  s h e e p ' s  c an n u l a  w a s  

very s l ow a n d  t h e  t ot a l  s e cr e t i o n  c o l l e c t e d  1 0  day s a f t e r  

c a n n u l a t i on w a s  7 8 . 5 8  g i n  4 h o u r  f e e d i n g  p e r i o d . T h e  m e a n  

d a i l y  f e e d i n g  c o l l e c t e d  from d a y s  2 0  t o  2 9  a f t e r  t h e  c a nn -

u l a t i o n  w a s  8 8 . 2 8 ! 7 . 0 2 g ( ra n g e : 5 7 . 0 3 - 1 2 0 . 0 0 g ,  

n = 1 0 ) ,  c omp a r e d  w i t h  a m e a n  v a l u e  o f  2 5 1 . 0 4 ! 9 . 7  g 

( n = 1 8 ) for  t h e  o t h e r  s i x s h e e p . Th u s  t h e  f l o w  from t h i s  

s h e e p  wa s o n l y  3 0 - 4 0 %  o f  t h e  o t h e rs o v e r  a p e r i o d  o f  a l m o s t  

t hr e e  w e e k s . T h i s  r e du c t i o n  in  f l ow w a s  i n d e p e n d e n t  o f  fo o d  

i n t ak e , a s  t h e  tot a l  f o o d  i n t a k e  i n  s h e e p  N o . 1 w a s  c o n s i s t e nt  

( 5 5 5 - 6 7 0  g } t h r o u g h o ut the  e xp e rim e n t a l  p e r i o d . 

S a mp l e s  o f  ma n d i b u l ar s a l i v a  were  c o l l e c t e d  at  v a r i o u s  

i n t e r v a l s  o f  f e e d i n g  p e r i o d  o n  t h e 2 0 th a n d  2 1 s t  d ay s  a f t e r  

c a n n u l a t ion , a n d  t h e  m a n d ib u l ar f l ow , s a l i v a ry p r o t e i n 



• 

c o n c e n t r a t i o n  an d p r ot e i n o ut p ut  e s t i m at ed . T h e  r e s u l t s  

s h owe d a mark ed  r e d u c t i on o f  b o t h  p r ot e i n c o n c e n t ra t i on 

a n d  o ut p u t  t hr o u g h o u t  t h e  f e e d i n g  p e r i o d  ( F i g u r e  5 . 1 2 ) .  

b .  M o rph o l ogi c a l O b s e rv a t i o n s  

1 2 1  

A f t e r  p e r fu s i o n  f i x a t i on w i t h  h a l f - s t r e n g t h Karn o v s k y ' s  

f i xa t i v e , t h e  un c a n n u l a t e d  g l an d  h a d  a p i nk i s h  a p p e ar a n c e  

wh i l e  t h e cannul a t e d  g l an d  a p p e a r e d  d a r k . 

At  t h e l i gh t  m i c ro s c o p i c  l e v e l  ( F i gure 5 . 1 3 ) ,  t h e  

c a n n u l a t e d  g l a n d  s h o w e d  m o r p h o l o g i c a l  chan g e s i n  b ot h  t h e  

s e c re t o ry e n dp i e c e s  an d d u c t a l  s y s t e m . The  s i z e of  s e c r e t ory 

e n dp i e c e s , b o t h  t h e d e m i l u n e s  a n d  a c i n i , w a s  r e d u c e d  

comp a r e d w i t h  t h e  u n c a n n u l a t e d  g l an d . The l um i n a  o f  c e n t ral 

a c i n a r  c e l l s , i n t e r c a l a t e d  a n d s t r i a t e d  duct c e l l s  w e r e  

gr e at ly  d i l a t e d . 

At  t h e f i n e  s t ru c t ura l l e ve l , o n ly s l i g h t  c h a n g e s w e r e  

obs e r v e d i n  s e c r e t ory  e n dp i e c e s  ( F i g ur e  5 . 1 4 A ) .  T h e  s e c r et ory 

granu l e s  o f  t h e  d e m i l u n e  c e l l s  s e e m e d to h a v e  l o s t  t h e i r  

c h ar a c t e r i s t i c a p p e a r a n c e . T h e r e  w e r e  co n s p i c u o u s  i n t e r ­

ce l l u l a r  c an a l i c u l i  a n d  w i d e i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  b e t w e en  

the  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  t h e  u n d e r ly i n g  d e m i l une s . 

T h e  mo s t  s t r i k i n g  c h a n g e s  a p p e ar e d  i n  t h e  d u c t a l  

sy s t em ( F i g ure 5 . 1 4 B , C ) . T h e  i n t e r c a l a t e d  d u c t  h ad w i d e  

i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  b o t h  b e tw e e n  a d j a c e n t  i n t e rc a l at e d  

d u c t  c e l l s  a n d  b e t w e e n  t h e  m y o e p i t h e l i a l  a n d  un d e rly i n g  c e l l s . 

T h e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  e xh i b i t e d  g r e a t ly d i l a t e d  b a s e ­

l a t e r a l  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  - a f e a t ure s i m i l a r  t o  t h a t  

s e e n  a f t e r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  s ymp a t h e t i c n e r v �  ( s e e  F i gure 

5 . 1 6 A ) .  D e s p i t e t h e s e  c h a n g e s  i n  t h e  ce l l s  o f  d u ct s a n d  

e n d p i e c e s , t h e i r  b a s a l  membran e s  r e m a i n e d  i n t a c t . 



F igu r e  5 . 1 :  R e c o r d  o f  m a n d i b u l a r  s a l i v a ry f l o w  from 

the  chro n i c a l ly p l a c e d  un i l at e r a l  c a n n u l a  

o f  s h e e p  N o . 5 ,  d ur i n g  d r i n k i n g  ( a ) ;  

l i c k ing  a n d  c h e w i n g  f o o t  ( b ) .  

• 

The  upperm o s t  t r a c e  i n d i c a t e s  t h e  ma n d i b u l ar 

f low  ( dr o p s p er 3 0  s e c ) ,  t h e  m i dd l e  t r a c e  i s  

o f  a o n e - m i nu t e  t im e  m ark e r  a n d  t h e l o w e rmo s t  

t r a c e  i s  t h e  e v e n t  m a r k er . 



a b 



F i g u r e  5 . 2 :  M a n d i b u l ar s a l i v a ry f l o w  d u r i ng t e a s i n g  

( c  t o  f )  a n d  at  t h e  b e g i nn i ng o f  f e e d i n g  

( f  o n w a r d ) i n  s h e e p N o . 5 .  

A .  The n o rm a l  c o n d i t i o n s .  

B . 

c - o n s e t  o f  f e e d i n g  t wo ot her  s h e e p  
d - o n s e t  o f  t e a s i n g  t h e  s ub j e c t  w i t h  f o o d  
e - g i v i ng  t h e  f o o d  t o  t he t h i r d  s h e e p 
f - o n s e t  o f  f e e d i n g  t h e s ub j e c t 

• 

- 1  
I n j e c t i o n  o f  a t r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g  , iv ) 1 0  

m i n u t e s  p r i o r  t o  t e a s i n g . No t e  t h e  r e du c t i o n  

i n  s e cr e t o ry re s p o n s e s  t o  b o t h  t e a s i ng a nd 

f e e d in g . 

- 1  c .  I n j e ct i on o f  b o t h at r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g  i v ) 

a n d  p r o p r a n o l o l  ( 1 . 0  m g  k g
- 1

, i v ) 1 0  m i n u t e s  

p r i o r  t o  t e a s i n g . S h o w i n g  t h e  a b s e n c e  o f  a 

s e c r e t o ry r e s p on s e  t o  t e a s i n g . 

I n  re c ord s o f  A a n d  B ,  t h e  upp e r  t r a c e  w a s  

f r om a c hr o n i c a l l y p l a c e d  un i l a t e r a l  c a n n u l a  

a n d t h e  l ow e r  t r a c e  o n e -mi nut e m ar k e r , b u t  i n  

c t h ey  h a v e  b e e n  r e v e r s e d . 
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F i gure  5 . 3 : . 

A .  

M a n d i b u l ar s a l i v a ry f l o w  d u r ing  t e a s ing  

( c  t o  f )  and  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  f e e d i ng 

( f  o n w a r d ) i n  s h e e p No . 4 a n d  N o . 6 .  

( S i m i l ar r e c o r d s  t o  F i g u r e  5 . 2 ) .  

S h e ep No . 4 .  T h e  n o rm a l  c o n d i t i o n s . 

• 

B .  S h e e p  No . 4 .  A f t er i n j e c t i o n  o f  a t r o p i n e  
- 1  

( 0 . 1 m g  k g  b o dy w e ight , i v ) 1 0  m i nut e s  

b e fo r e  t e a s i n g  b e ga n . S h o w i n g  a m i n i mal 

s e c r e t o ry re s p o n s e  t o  t e a s i n g . 

C .  S h e ep No . 6 .  I n  t h i s  a n i m a l  t h e  i n j e c t io n o f  

at r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g - 1  b o dy we i g h t , i v )  wa s 

f o l l ow e d  aft e r  4 m i n u t e s  by a mark e d  man d i b u l a r  

f l ow . The  s e c r e t o ry r e s p o n s e  t o  t e a s i ng , 

how e v e r , was  l e s s  t h an wa s r e c ord e d  w i t hout 

a t r o p i n e  t re a t m e n t . 
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F i gure  5 . 4 :  C h a n ge s i n  m a n d i bu l a r  s a l i va ry f l ow 
• 

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i on ( mg ml
- 1

) a n d  

o u t p ut ( mg m i n
- 1

) i n  6 s h e e p d u r i n g  

- 1 
( g  m i n  ) ,  

p r o t e i n 

fe e d i n g . 

T h e  mean  v a l u e s  ( ! ;  X +  S E , n = 1 8 ) w e r e  o b t a i n e d  

f rom 3 s u c c e s s i v e  e xp e r im e n t s o n  e a c h  s h e e p . 

- 1  P r o p r an o l o l  ( 1 . 0  mg k g  ) w a s  g i v e n  i n t r a v e n o u s l y  

1 5  m i nut e s  p r i o r  t o  f e e d i n g , a n d  t h e  m e a n  

va l u e s  ( ! ;  X !  S E ,  n = 6 )  w e r e  p l o t t e d ag a i n s t  t h e 

d u r a t ion  o f  e a t i n g . 
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F igur e 5 . 5 :  C h ange s i n  ma n d i b u l a r s a l i v ary f l ow 
- 1  1 

( g  min  ) ,  p r ot e i n c o n c e n t r a t i on ( mg m l -
) 

a n d  p r o t e i n o ut p u t  ( mg m i n
- 1

) i n  s h e e p  

N o . 2 d ur i n g  fe e d i n g . 

T h e  m e a n  v a l u e s  ( ! ;  X �  S E , n = 6 )  w e r e  

o bt a i n e d  f r o m  6 s u c c e s s i v e  e xp e r iment s .  

Propran o l o l  w a s  g i v e n  i n t r a v e n o u s ly 1 5  

m i n ut e s  p r i o r  t o  f e e d i n g  ( • ) . 
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F igu r e  5 . 6 :  �b s e r v a t i o n s  o n  S h e ep N o . 6 u n d e r  t h e s am e  

c o n d i t i o n s  a s  S h e e p  No . 2 i n  F i g ur e  5 . 5 ·. 

( Sh e e p  N o . 6 u s u al ly a t e  v e r y  qu i c kly ) .  
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F igu r e  5 . 7 :  E l e c t r o p h o re t i c  p a t t e r n  o f  man d i b u l a r  s a l i v a  

c o l l e c t e d  d ur i n g  f e e d i n g  ( from s h e e p  No . 2 ) .  

A .  No t e  t h e  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  o f  t h e m a j o r 

p r o t e i n  b a n d  a s  f e e d i n g  c ont i nu e d . 

B .  No t e  t h e  r e d u ct i on o f  t h e  i n t e n s it�  o f  t h e  

ma j o r p r o t e i n  b a n d  i n  s a l i va c o l l e c t e d f r o m  

t h e  s am e  s h e e p  a f t e r  t h e  t r e at m e nt w i t h  

p ro p r an o l o l  ( 1 . 0  mg · k g
- 1

) 1 0  m i n  p r i o r  t o  

fe e d i n g . 

• S a l i v a  s am p l e s  f r om l e f t  t o  r i  h t : 

A .  ( 3 .  0 ).l l s a l i v a  p e r  B .  p e r  
p o c k e t ) 

P o c k e t  F e e d i n g P ro t e i n 
No . T i m e  C o n c

_ 1  
( m i n ) ( m g  m l  ) 

( 1 ) D e a d  s p a c e  1 .  5 2  
s a l i v a 

( 2 )  0 - 2  1 . 6 2 

( 3 ) 2 - 4 1 .  9 2  

( 4 )  4 - 6  1 .  8 2  

( 5 )  6 - 8 1 .  7 1  

( 6 ) 8 - 1 0  1 . 5 2 

( 7 ) 1 0 - 1 2  1 .  3 4  

( 8 )  1 2 - 1 4  1 .  0 9  

( 9 ) 1 4 - 1 6  1 . 2 6 

( 1 0 )  1 6 - 1 8  1 . 0 7 

( 1 1 )  1 8 - 2 0 1 . 1 3 

( 1 2 )  2 0 - 3 0  1 .  2 0  

( 1 3 )  4 0 - 5 0  1 .  3 2  

( 1 4 )  6 0 - 7 0  1 . 0 9 

( 1 5 )  8 0 - 9 0  1 . 1 9  

( 1 6 )  1 2 0 - 1 3 0  0 . 7 5  

( 1 7 )  1 4 0 - 1 5 0 0 . 7 2 

( 1 8 )  1 6 0 - 1 7 0  0 . 6 7 

( 1 9 ) 1 8 0 - 1 9 0 0 . 9 3 

( 2 0 ) 

P o c k e t  F e e d i n g  
N o .  T i m e  

( m in ) 

( 1 ) S ame s amp l e  
a s  A ( 3 )  

( 2 )  D e a d  s p a c e  
s a l i v a  

( 3 ) 0 - 2  

( 4 ) 2 - 4 

( 5 ) 4 - 6  

( 6 ) 6 - 8  

( 7 ) 8 - 1 0  

( 8 ) 1 0 - 1 2  

( 9 ) . 1 2 - 1 4  

( 1 0 )  1 4 - 1 6  

P r o t e i n 
C o n c _ 1  

( mg m l  ) 

1 .  9 2 

0 . 8 6 

0 . 3 1 

0 . 4 6 

0 . 4 9  

0 . 4 5 

0 . 4 6 

0 . 4 1 

0 . 4 2  

0 . 4 0 



A 

B 
1 2 

'--

6 
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I 
9 10 1 1 12 1 3 1 4 
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F i g ure 5 . 8 :  L i g h t  m i c r o g r a p h s  o f  m a n d i b u lar g l a n d s  a f t e r 

d i f f e r e n t  p e r i o d s  o f  e a t i n g . ( 0 . 5 � m  

Ar a l d i t e s e c t i on s , t o l u i d i n e  b l u e  s t a i n i n g ) .  

x 5 0 0 . 

A .  Re s t i n g  g l a n d  ( a ft e r  f o o d  h a d  b e e n  w i t h h e l d  

f o r  2 0  h o u r s ) . 

• 

B .  A f t e r  e a t i n g  f o r  o n e h o u r . 

C .  A f t er e a t i n g  f o r  o n e  h o u r  w i t h  i n j e c t i o n  

o f  p r o p r a n o l o l  1 5  m i n u t e s  be for e f e e d i n g . 



A 

B 

[ 



F i g ur e 5 . 8 :  

• 

D .  A f t e r  e a t i n g f o r  f o u r  h o u r s  . 

E .  O n e  h o u r p o s t p r a n d i a l l y . 

F .  T w o  h o u r s  p o s t p r a n d i a l l y . 

( S e e  t e x t  f o r  d e t a i l s  o f  c h a n g e s ) .  



0 

E 

F 



F i gu r e  5 . 9 :  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  m u c o u s  a c i n a r  c e l l s  

o f  m a n d i b u l a r  g l a n ds a f t e r  d i f f e r e n t  p e r i o d s  

Ar a l d i t e  s e c t i o n s . ( P e r f u s i o n  o f  e a t i n g .  

f i x a t i o n : h a l f - s t r e n g t h K a rn o v s k y ' s  f i x at i v e ; 
.. 

O s 0
4 

p o s t f i xat i o n ; en b l o c  s t a i n i n g ) .  

A . A f t e r  e a t i n g  f o r  o n e  ho u r . x 1 0 , 5 0 0 . 

B .  A ft e r  e a t i n g  f o r  f o ur h o u r s . x 5 , 5 0 0 . 

.. 



A 

B 



• F i g u r e  5 . 9 :  

C .  Two ho u r s  p o s t p ra n d i a l l y . 

Th i s  s h o w s  t h e  r e a c c um u l at i o n  o f  s e c r e t o ry 

g r a n u l e s  i n  t h e  mu c o u s  a c i n a r  c e l l s . 

x 1 0 , 5 C O . 



[ 



F i gure 5 . 1 0 :  E l e c t r o n  m i c ro g r a p h s  o f  d e m i l un e  c e l l s  a ft e r 

d i f fe r e n t  p e r i o d s  o f  e a t i n g . Aral d i t e  

s e c t i o n s . ( P e r f u s i o n  f i xa t i o n : ha l f - s t re n g t h 

Kar n o v s ky ' s  f i xa t i v e ; O s o 4 p o s t f i x at i on ; 

e n  b l o c  s t a i n i n g ) .  

A .  A ft e r  e a t i n g  f o r  o n e  h o ur w i t h  p r i o r  i n j e c t i o n  

o f  n o rm a l  s a l i n e . No t e  f u s e d  gran u l e s  ( F ) . 

B .  A f t e r  e a t i n g  f o r on y h o ur w i t h  p r i o r  t r e a t m e n t  

o f  p ro p r a n o l o l  ( 1 . 2  m g  kg - 1  b o d y  w e i g h t ) .  





F igure  5 . 1 0 :  

C & D  A f t e r  e a t i n g  f o r  f o u r  h o urs , s h ow i n g  

v a r i a b l e  c h an g e s  i n  t h e de mi l u n e  c e l l s  

o f  t w o  s e c r e t o r y  e n d p i e c e s  o f  t h e  s a me 

g l a n d . 

C .  x 1 3 , 5 0 0 ;  D .  x 1 0 , 5 0 0  



( 

D 



F i g u r e  5 . 1 0 :  

E .  O n e  h o ur p o s t p r a n d i a l ly . 

No t e  t h e  s t r u c t u re o f  s e c r e t o ry g r a n u l e s  i n  

t h e d e m i l un e  ( a r r ow ) . x 1 3 , 5 0 0 . 

F & G H i gh e r  m a g n i f i c a t i o n o f  s e c r e t ory  g ra n u l e s 

o f  d e m i l un e  a t  o n e  h o u r  p o s t p r a n d i a l ly . 

x 4 6 , 0 0 0 . 



G 



F igure 5 . 1 0 :  

H .  Two h o u r s  p o s t p r a n d i a l l y , s h o w i n g  t h e 

r e a p p e a r an c e  o f  s e c r e t ory g r a n u l e s  ( a r ro w ) 

i n  d e m i l u n e  c e l l s . x 2 6 , 2 0 0 . 





F igur e 5 . 1 1 :  E l e c t r o n  m i c r o gr a p h s  o f  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  

a ft er e at i n g  f o r  o n e  h o u r . 

( Ar a l d i t e  s e c t i o n s . P e r fu s i o n  f i x at i on : 

h a l f - s t re n g t h  K a r n o v s k y ' s  f i xa t i v e ; O s 0
4 

po s t f i x at ion ; e n  b l o c  s t a i n i n g ) .  

A .  A p o rt i o n  o f  a t y p e I s t ri a t e d  d u c t  c e l l . 

Numero u s  emp t y  v e s i c l e s , d i l a t e d  G o l g i  

comp l e x e s  ( G ) , a n d  ly s o s o m e s  ( Ly )  a r e  

p r e s e n t . x 1 7 , 5 0 0 . 

B .  T h e  ap i c al  re g i o n o f  a t y p e  I s t r i a t e d  d u c t  

c e l l , s h o w i n g  t h e  s m a l l d e n s e  b o d i e s  a n d  

p a rt o f  a t y p e i i i  c e l l . x 2 2 , 5 0 0 . 

• 



A 

B 
• • 



F i g ur e  5 . 1 2 :  Chan g e s i n  
- 1  

t h e  ma n d i b u l a r  s a l i v ary flow  

(g  min  ) , p r o t e i n - 1 
c o n c e n t r a t i o n  ( m g  ml  ) 

an d p ro t e i n o u t p u t  ( m g  m i n
- 1

) d u r i n g
• 

fee d i n g  i n  s h e e p  N o . 1 w h o s e  c a n n u l at e d  

d u c t  d e v e l o p e d  a p a rt i a l  o c c l u s i o n . 

( S a l i v a s amp l e s  w e r e  c o l l e c t e d on  t h e 2 0 t h  

( • ) a n d  2 1 s t  ( " )  days  a f t e r  c a n n u l a t i o n ) .  
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F igu r e  5 . 1 3 :  L i ght  m i c r o gr a p h s  o f  t h e m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  

s h e e p N o . 1 ( f o o d  w i t h h e l d  f o r  2 0 h ) .  

C omp ar i s o n  b e t w e e n  t h e  l e f t c an n u l a t e d  g l a n d  

wh i c h  h a d a p ar t i a l  o b s t r u c t i o n  o f  i t s  m a n d i b ­

u l ar d u c t  c a n n u la for  3 0  d a y s  a n d  t h e  r i g h t  

u n c a n n u l a t e d  g l a n d .  

A & B Left ca n n u l a t e d  g l a n d . A .  x 1 0 0 ;  B .  x 2 5 0 . 

c . 

M a rk e d  d i s t e n s i o n o f  b o t h  t h e d u c t a l  a n d  

a c i n a r  l um i n a  i s  e v i d e nt a s  i s  a r e d u � t i o n  

i n  t h e  s i z e  o f  s e c r e t o ry e n dp i e c e s . 

( Karn o v s k y ' s  f i x e d  p ar a f f i n  s e c t i o n s , 

A B / P A S / H  s t a i n i n g ) . 

R i gh t  u n c a n n u l a t e d g l a n d . x 2 5 0 . 

T h e  d u c t a l  a n d  a c i n a r l um i n a  a r e  t y p i c a l  o f  

o t h er r e s t i n g  g l a n d s . 



A 

B 

c 



F i g ur e  5 . 1 4 :  

A .  

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

g l a n d  o f  s h e e p  N o . 1 .  ( S a m e  a n i m a l a s  i n  

F i g u r e  5 . 1 3 ) .  

( E p o n - A r a l d i t e s e c t i o n s . P e r f u s i o n  f i x at i o n : 

h a l f - s t r e n g t h K a r n o v s ky ' s  f i x a t i v e ; 

p o s t f i x a t i o n ) .  

A p o r t i o n o f  a s e c r e t o r y  e n d p i e c e . 

( A  - a c i n a r c e l l s , 

I C  - i n t e r c e l l u l a r  

M E C  - m y o e p i  t h e l i a l 

d - d e m i l u n e , 

c a n a l i c u l u s ,  
c e l l  p r o c e s s ) .  

x 1 0 , 5 0 0 . 



A 



F i g u r e  5 . 1 4 :  

B .  I n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s . 

No t e  t h e  e xp a n d e d  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  

b e t w e e n  a d j a c e n t  d u c t c e l l s  ( x ) , a n d  

b e t w e e n  rn y o e p i t h e l i a l  c e l l  p r o c e s s e s  a n d  

u n d e r l y i n g  c e l l s . ( L - d u c t a l  l u m e n ) .  

x 1 3 , 5 0 0 . 

C .  T h e  b a s a l  r e g i o n o f  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s , 

s h o w i n g  t h e  d i l a t i o n o f  i n t e r c e l l u l a r  b a s a l  

f o l d s  ( X ) .  x 8 , 1 0 0 . 





• 

B .  D I S C U S S I O N 

1 .  Phys i o l ogi c a l  E f f e c t s I n d u c e d  by Fe e d i ng 

a .  M an d i b u l a r  F l o w  

1 2 2  

T h e  a b s e n c e o f  a m� r k e d  m a n d i b u l ar s e c r e t i o n  f r o m  t h e  

c a n n u l a t e d  g l a n d s  d ur i n g  r um i n a t ion  or  
'
i n  t h e  i n t e r v a l s  

b e t w e e n  m e a l s  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  r e p o r t s  o f  o t h e r s  

( S c h e u n e r t  a n d  Tr a u t mann , 1 9 2 1 ; A s h  a n d  Kay , 1 9 5 9 ; K a y  1 9 6 0 ; 

C a r r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) w h o  h a v e  w o rk e d  w i t h  t h i s  g l a n d . I n  

t h e  p r e s e n t  s t udy t h e  t e rm ' r e s t i n g ' h a s  b e e n  u s e d , a s  by 

L a n g l e y  ( 1 8 9 8 ) ,  t o  d e s c r i b e  g l an d s  n o t  w i t t i n g l y  s t i m u l at e d  

t o  s e c r e t e  an d t h e  t e rm ' a c t i v e ' for  g l a n d s  wh i c h h a v e  b e e n 

s e c r e t i ng in  r e s p o n s e  t o  i n t e n t i o n a l  s t imu l i . S o m e  i n h e r e n t  

d i f f i c u l t y  in  d e f i n i t ion s e e m s  u n a v o i d a b l e . Th e r e s t i n g  

ma n d i b u l a r  f l ow i n  t h i s  c o n t e xt i s , t h e r e f o r e , t h e  s e c r e t ion  

o b t a i n e d  w h e n  the  a n ima l s  d i d  n o t  h a ve  foo d a va i l ab l e . 

Re c e n t l y , Emme l i n  a n d  G j or s t rup ( 1 9 7 5 ,  1 9 7 6 b ) h a v e  s u g g e s t e d  

t h at  i n  t h e  awa k e  s t at e , t h e r e  i s  n o rma lly a s l o w  r e s t i n g  

f l o w  e l i c i t e d  by i mp u l s e s  i n  t h e  p ar a sympat h e t i c  n e r v e  

p a t hway s . S u c h  r e s t i ng s e c re t i o n  i s  b e l i e v e d t o  b e  e v o k e d  

p ar t ly b y  r e f l e x s t i mu l a t i o n  o f  t h e  m o uth a n d  t h r o a t  d u r i n g  

t on g u e  m o v e m e nt s , s wa l l o w i n g  a n d  o t h e r buc ca l a c t i v i t i e s  

( B abk i n , 1 9 5 0 ) .  

S h e e p , w i t h  t h e i r c o n t i n u o u s  s e c r e t i o n  o f  p a rot i d  s a l iva , 

a r e  not e d  for a c o n t � n u e d  h i gh r a t e  o f  sw a l l o w i n g , b u t  l n  

a d d i t i o n  t o  t h e  b u c c a l  s t i mu l at i o n n o t e d  a b o ve , a c o n t r i b ut ­

i o n  t o  r e s t in g  s e c r e t i on m ay a l s o  a r i s e  from s t i mu l a t i o n  

o f  t h e  r u m i n a - re t i c u lum d u r i n g  m o v e m e n t s  o f  d i ge s t a  a n d  from 

r u m i n o - r e t i c u l ar c o n t r a c t i on s .  Th i s  s ugge s t i o n  is b a s e d  on 

t h e  work o f  A s h  a n d  Kay ( 1 9 5 9 ) w h o  r e port e d  t h at , e i t h e r  

t a ct i l e  s t imu l a t i o n  o f  t h e  a n t e r i o r  wall  o f  r e t i c u l um , or  

s t r e t c h i n g  o f  t h e  o e s op h a g u s , c a r d i a  or  r e t i c u l o - om a s a l  

o r i f i c e  i n  co n s c i o u s s h e e p  c a u s � d a mode r a t e s e c r e t i o n  

o f  man d i b u l ar s a l i va .  

T w o  t y p e s  o f  g a s t r i c  me c h a n o r e c e p tors  h a v e  b e e n  i d e n t ­

i f i e d  e l e c t rophy s i o l o g i c a l l y in  rumin ant s - t e n s ion 



1 2 3  

r e c e p t o r s , f un c t i o n a l ly i n - s e r i e s  w i t h  t h e mu s c l e  f i b r e s 

( I g go , 1 9 5 5 ;  L e e k  1 9 6 9 ) a n d  t a c t i l e  r e c e p t o r s  i n  t h e  

e p i t h e l i um ( L e e k , 1 9 7 2 ) . H o w e v e r , a l t h o ugh a f f e r e n t  impu l s e s  

ar i s i n g  f r o m  g a s t r i c  m e c h a n o r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  s h own t o  

a f f e c t r e f l e x l y  t h e  s e c r e t i o n  o f  p a r o t i d  s a l i v a , g a s t r i c  

m o v e me n t s  a n d  r um i p a t i o n  ( T i tc h e n  1 9 5 8 ; Ash  a n d  K a y , 1 9 5 9 ) ,  

t h e r e  i s  l i t t l e  d i r e c t e v i d e n c e o f  s u ch imp u l s e s  i n f l u e n c ing  

t h e  r e f l e x s e c r e t i on o f  man d i b u l a r  s a l i v a ( Ka y , 1 9 5 8a ) .  

A m a r k e d  m a n d i b u l a r  f l o w  o c c u r s  i n  as s o c i a t i o n w i t h  

dr i n k i n g  ( F i g u r e  5 . 1 )  w h i c h , i t  i s  i n t e r est i n g  t o  n o t e , wa s 

rep ort e d  i n  r u m i n a n t s  n e ar ly a c e n t ury ago by E l l e n b e rg e r  

a n d  H 6 fme i s t e r  ( 1 8 8 7 ) .  W a t e r  r e c e p t or s  o c c ur i n  t h e  t o n g u e s  

o f  many mamm a l s  ( W o l f  a n d  M o n n i e r , 1 9 7 5 )  a l t h o u g h  n o t  

a p p ar e n t l y i n  s h e e p  ( I g g o  a n d  L e e k , 1 9 6 7 ) .  N o n e  t h e  l e s s ,  

b o t h  c o l d  r e c e p t or s  an d me c h a n o r e c e p t or s  w i t h  t h e rm a l  

s e n s i t i v i t y  a r e  p r e s e n t  i n  t h e s h e e p ' s  t o n g u e  ( I g g o  a n d  

L e e k , 1 9 6 7 )  a n d  t h e s e  w o u l d  b e  e xp e c t e d  t o  h a v e  b e e n  e x c i t e d 

d u r i n g  d r i n k i n g  i n  t h e  p r e s e n t  e xpe r i m e n t s  w h e r e  t h e  amb i e nt 
0 

t e mp e r a t ure w a s  a b o u t  1 0  C .  T h e  a c t i vat i o n  o f  t h e s e  may h a ve 

r e f l e x l y  c o n t r i b u t e d  t o  m a n d ib u l a r  s e cret i o n . T h i s  s e c r e t ion 

c a n  a l s o  b e  a r g u e d  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h b u c c a l  a n d  o e s o p h ­

a g e a l  s t i mu l a t i o n  d e l i v e r e d  b y  t h e s w a l l o w e d  w a t e r  ( A s h  a n d  

Kay , 1 9 5 9 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  t h i s  r e s p on s e  o f  t h e  m a n d i bu l a r 

g l a n d , b o t h  W i l s o n ( 1 9 6 3 ) a n d  C a r r  ( 1 9 7 4 ) o b s e r v e d  a 

r e d u c t i o n i n  p a r o t i d  s e c r e t i on d ur i n g  drink i n g  t o g e t h er w i t h  

a n  in c r e a s e  i n  mono p h a s i c  c o n t ra c t i o n s  of  t h e  r e t i c u l um 

( C arr , 1 9 7 4 ) .  

A flow  o f  m a n d i b u l a r  s e c r e t i o n  was  a l s o  p r e s e n t  w h e n  

a n im a l s  l i ck e d  t h e m e t ab o l i c  c r a t e s  i n  wh i c h  t h e y w e r e  k e p t  

a n d  c h e w e d  a t  t h e i r f e e t  a n d  c o a t . T h i s  i s  i n t e r p r e t e d  t o  

invo l v e  bot h b u c c a l  a n d  c e n t r a l  s t imulat i o n . T h e  o r g a n i z at i o n 

o f  t h e  m e d u l l a ry c e n t r e s r e gu l a t i n g  mand i b u l a r  s e c r e t i o n 

t hu s  a p p e a r s  t o  d i f f e r  f r o m  t h o s e  c o ntr o l l i n g  t h e  p a ro t i d  

g l a n d  a s  re d u c t i o ns  o f  p a r o t i d  f l ow were n o t e d  b y  C a r r  ( 1 9 7 4 ) 

wh en t h e a n i m a l s  b e h a v e d s i m i l a r l y . An e n h a n c e d  r e s t i n g  

man d i b u l a r  f l o w  w a s  a l s o  o b s e rv e d  in one  a t r o p i n i z e d  a n ima l 

( F i g u r e  5 . 3 C )  w h i c h s h ow e d  s i g n s  o f  re s t l e s s n e s s . Th i s  i s  



1 L 4 

s u gg e s t i v e  o f  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  n e rv o u s  s y s t e m  

w i t h  p s y c h i c a l l y s t i m u l a t e d  s e c r e t i o n - t h e  o t h e r  a n i m a l s  

( F i gu r e s 5 . 2 B a n d  5 . 3 B )  wh i c h r e ma i n e d  c a l m s h o w e d  no  f l ow 

a f t e r  a t r op i n e  i n j e c t ion . 

E v i d e n c e  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  s u g g e s �  t h a t  a g e n e r a l  

c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m a r o u s a l  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

e xp e c t a t i o n  o f  e a t i n g  w h e n  f o o d  i s  p r e s ent  i n  f r o n t  of  t h e  

a n i m a l  a t  t h e  u s u a l  fe e d i n g  t i me . E l e c tr oe n c e p h a l o g r a p h i c  

re c o r d s  t a k e n  i mm e d i a t e l y b e f o r e  t h e  u s ual t i m e  o f  f e e d i n g 

oft e n  s h o w  a d e s y n chro n i z a t i o n a n d  a n  i n c re a s e  i n  t h e  

fre q u e n cy  o f  c o r t i c al d i s c h a r g e s  ( s e e  Wyrwi c ka , 1 9 6 7 ) .  

Ps y c h i c  e f f e c t s o n  s a l i v a r y  s e c re t i o n  ha ve b e e n  r e p o r t e d  

pre v i o u s l y  i n  r um i na nt s ( S c h e u n e rt a n d  Traut m a n n , 1 9 2 1 ; 

B l o k h , 1 9 3 9 ; D e n t o n , 1 9 5 7 b ; C a r r , 1 9 7 4 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  

st u d y , t e a s i n g  t h e  s h e e p  w i t h  f o o d  u s u a l ly c a u s e d  an  i n c r e a s e 

in  m a n d i b u l a r s e c r e t i o n  o v e r  a p e r i o d  of  s e v e r a l  m i n u t e s  

( F i g u r es 5 . 2 A ;  5 . 3 A )  a s  wa s t h e c a s e  i n  Sche un e r t  a n d  

Tr a u t m an n ' s  (· 1 9 2 1 ) e xp e r i m e n t s  i n  t h e  s h e e p  a n d  i n  B l o k h ' s  

( 1 9 3 9 )  w i t h  t h e  b u l l . Th i s  r e s p o n s e  t o  t e a s i n g  a p p e a r s  

t y p i c a l  o f  t h e  c on d i t i o n e d  s a l i v ary re fle x e s  d e s c r i b e d  b y  

P a v l o v  ( 1 9 1 0 ) a n d  wh i c h i n v o l ve v i s u a l , a u d i t o ry , a n d  

o l f a c t ory  s e n s a t i o n s . I t  s e e m s  p r o b a b l e  t h a t  n o t  a l l  t h e  

man d i b u l a r  f l ow  u n d er t h e s e  c on d i t i on s  t r u l y  r e f l e c t s a n  

i n c r e a s e d  s e c r e t i o n  by t h e g l a n d . T h e  ab r u p t  r i s e  i n  

man d i b u l a r s e c r e t i o n  e v i d e n t i n  F i gure  5 . 2  i s  i n t erp r e t e d  

t o  ar i s e  f r o m  c o n t r a c t i o n  o f  myo e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e  

g l a n d  a n d  t h u s  t o  b e  a n  e x p u l s i o n  o f  s a l i v a . 

P s y ch i c  s t i m ulat i o n  a t  l e a s t  o f  mnn d i b u l a r  s a l i v ary 

s e c r e t i o n a p p e a r s , from t h e  c u r r e n t  r e s u l t s ,  t o  b e  a s s o c i a t e d  

w i t h  e f f e r e n t  i m p u l s e s  i n  b o t h  t h e p arasym p a t h e t i c  a n d  

s y m p a t h e t i c  pa t hways . T h i s  s u gg e s t i o n ar i s e s  from t h e  f a c t  

t h a t t h e  s e c r e t i on i n d u c e d  by t e a s i n g wa s c o mp l e t e ly b l o c k e d  

b y  a t r o p i n e  i n  t w o o f  f o ur an i m a l s  ( F ig ure  5 . 3 B )  wh i l e  t h e 

o t h e r  a t r o p i n i z e d  an i m a l s  s h ow e d  a d i min i s h e d  re s p o n s e  w h i c h 

w a s  c o mp l e t e l y annu l l e d  i f  b o t h  at r o p i n e  a n d  p r o p r a n o l o l  

w e r e  g i v e n  ( F i g ure  5 . 3C ) .  T h e  h i gh e r c o n c e n t r a t i on o f  

p r o t e i n  s e c r e t e d  i n  t h e s a l i v a d u r i n g  t e a s i n g  g i v e s  a d d e d  



s up p o r t  t o  t h e  i d e a  o f  g r e a t e r symp a t h e t i c  a c t i v i t y  

d u r i n g  t e a s i n g  a s  d o e s  t h e  work o f  B l a i r - W e s t  a n d  B r o o k  

( 1 9 6 9 ) w h o  r e p o rt e d  a n  i n c r e a s e d  h e a r t  rat e i n  s h e e p  w h e n  

t e a s e d  w i t h  fo o d . 

E v i d e n c e  i n d i c a t i n g  t h e i nv o l v e m e n t  o f  p a ra symp a t h e t i c  

e f f e r e n t  a c t i v i t y  i n  s e c r e t o ry r e s p o n s e s  i n d u c e d  by t e a � i n &  

h a s  b e e n  p r o v i d e d  by De n t o n ( 1 9 5 7 b ) for t h e  p a rot i d  s e c r e t ­

i o n  i n  a s h e e p  i n  wh i c h t h e  symp a t h e t i c inn e r v a t i o n  h a d  

b e e n  e xt i r p a t e d . T h e  r ap i d  ri s e s  i n  t h e  v o l u m e  a n d  t h e  

o u t p u t  o f  a c i d a n d  p e p s i n  from fun d i c  p o u c h e s  o f  t h e  

a b o m a s um i n  r e s p o n s e  t o  t e a s i n g i n  s h e e p  h a v e  a l s o  b e e n  

s u g g e s t e d t o  b e  me d i a t e d  p a r a s ymp a t h e t i c a l l y ( M c L e ay a n d  

T i t c h e n , 1 9 7 0 ) .  

I t  i s  i n t e r e s t in g  t h a t  rum i n a t i o n , a lt h o u gh c a u s i n g  

a p r o n o u n c e d  s e c r e t i o n  from  t h e  p ar o t i d  g l a n d ( C arr , 1 9 7 4 ; 

Br i g h t l i n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  h a s  n o  e f f e c t  on t h e  man d i b u l a r . 

I t  s e e ms t h a t  t h e  b u c c a l  s t imul a t i on o f  r e m a s t i c a t i o n  i s  n o t  

a n  e f f e c t i v e  s t imu l u s  t o  m an d i b u l a r  f l o w . T h i s  m a y  b e  d u e  t o  

t h e  f a i l ure o f  t h e  m o i s t  re gur g i t a t e d  foo d t o  s t i m u l a te 

m a n d i b u lar  s e c r e t i on a s  s ugg e s t e d  b y  Hu n g a t e ( 1 9 6 6 ) o r  i t  

m a y  r e f l e c t  a c e n t ra l  i n h i b i t i o n v i a t h e  s a l i v ary c e n t r e s  

i n  t h e  me d u l l a  ob l o n g a t a .  E l e c t r o e n c e p h a l o g r ap h i c  r e c o r d s  

d u r i n g  rumi n a t i on s h o w e d a qu i e s c e n t  ( s y n c h r o n i z e d ) p a t t e rn 

w h i c h d i f f e r e d  mark e d ly from t h at r e c o � d e d  imme d i a t e ly at  

t h e  f e e d i n g  t i me  ( Wy rw i c k a , 1 9 6 7 ) .  

T h e  p r e s e n t  o b s e r v a t i o n s  c o n f i r m  t h a t  a ra p i d  a n d  

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

r e s p o n s e  t o  f e e d i n g , a n d  t h a t  f l o w  a l mo s t  c e a s e s  w h e n  

e a t i n g  s t op s . Th i s  s e c r e t i o n d ur i n g  e a t i n g  d o ub t l e s s  ar i s e s  

a s  a r e f l e x  e v e n t i n vo l v i n g  a f f e r e n t  imp u l s e s  from r e c e p t o rs 

in  t h e l i p s , mout h , t on g ue a n d  p h a ry n x  ( B a b k i n , 1 9 5 0 ) ,  a n d  

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

o f  t h e f o r e s t omach  a n d  o e s o p h a g u s  ( P h i l l i p s on a n d  M a n g a n , 

1 9 5 9 ;  A s h  a n d  Kay , 1 9 5 9 ; Kay , 1 9 6 0 ) .  T h e  p ro f u s e  s e c r e t i o n 

i n i t i a lly p r e s e nt  d u r i n g  f e e d i n g  c a n n ot , h o w e v e r , b e  r e s ard e d  

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

a s  p s y c h i c  s t imul a t i o n  at  t h e t i me  o f  fe e d i n g a p p e a r s  a l s o  
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t o  b e  i nv o l v e d .  B l a i r - W � s t  a n d  B r o o k  ( 1 9 6 9 ) r e c o r d e d r i s e s  

in  b o t h  h e a r t  r a t e  a n d  b l o o d  p r e s s ur e  s oon a ft e r  f e e d i n g  

c omm e n c e d . T h e s e  c h a n g e s s e e m  t o  b e  t e mp o r a l ly r e l a t e d  t o  

t h e  h i gh e s t  m a n d ib u l a r  f l ow s  w h i c h  w e r e  pre s e nt  i n  t h e  

pre s e n t  s t u d y . 

T h e  s l o w e r  flow  r a t e s  o b s e r v e d  a s  e a t i n g  c o n t i n u e d  

a r e  t h u s  a r g u e d t o  be  d u e  in  p ar t  t o  a r e d u c t i o n in  p s y c h i c  

s t i m u l a t i o n  b u t n o  d o ubt  a n  i m p o r t a n t fa c t o r  i s  a l s o  a 

r e d u c t i on i n  a p p e t i t e  a n d  a c o n s e qu e n t ly s l o w e r  r a t e  o f  

e a t i n g . 

e a t i n g . 

P a u s e s  in  s e c r e t i o n  a r e  p r e s e nt w i t h  e a c h p a u s e of 

It s e e m s  t h at  t h e  p r o g r e s s i v e  s l o w i n g  o f  s e c r e t i on 
• 

c a n  b e  a c c ou n t e d  for:_ by t h e  r e d u c e d  . .  a .f f eren  t s t imu l at i on 

t h at  o c c ur s  a s. • .  e at i n g· -b e c om e s  l e s s  a v i d , a n d  t h a t  t h e r e  i s  

n o  s t r on g  e v i d e n c e  for  t h e  i n t e r v e n t ion  o f  i n h i b i t ory 

s t i mu l i . H o w e v e r , a l t h o u g h  b o t h  t h e  ra t e s  o f  m a n d i b u l a r  

s e c r e t i on an d t h e  amount s o f  f o o d  c o n s u me d g r a du a l ly d e c l i n e d  

a s  e a t i n g  c o n t i n u e d  t h e  d e c r e a s e  i n  f l ow r a t e d o e s  n o t  a p p e a r  

t o  b e  i n  d i r e c t  p ro p o rt i o n  t o  t h e  a m o u n t  o f  f o o d  b e i n g  e a t e n . 

R e c e n t l y , C a r r  e t  a l . ( 1 9 7 7 ) h a v e  r e p o r t e d  t h a t t h e  h ou r ly 

man d i b u l a r  s e c r e t ion i n  t h e  f i r s t  3 h o urs o f  e a t i n g  i n  

s h e e p  w i t h  o n c e  da i ly f e e d i n g  ( 1 2 0 0  g l u c e rn e  c h a f f ) w a s  

0 . 2 0 ! 0 . 0 � , 0 . 2 8 ! 0 . � 2 ,  a n d  0 . 5 8 ! 0 . 1 0 g s a l i v a  p e r  g 

food  e a t e n , r e s p e c t i v e ly . T h e  i n c r e a s e d  m a n d i b u l ar s e c r et i o n  

p e r  g f o o d  e a t e n  in t h e  � a t � r  s t a g e s  o f  fe e d i n g  may h e l p 

c omp e n s at e  f o r  t h e  m ark e d  r e d u c t i o n in p a r o t i d  s e c r e t i on 

t h a t o c c u r s  a t  t h i s  t i me  ( C arr a n d  T i t c hen , 1 9 7 8 ) . 

E x p e r i me n t s  w i t h a u t o n om i c  b l o c k i n g a g e n t s i n d i c a t �  

t h at t h e  r e f l e x c h an g e s  i n  f l o w  i n d u c e d  by fe e d i n g  are 

m a i n l y  p a r a s ym p a t h e t i c  an d t h a t t h e $ - a d re n e r g i c  i n n e rv a t i on 

h a s  a r e l at i v e l y m i n o r  e f f e c t  o n  t h e  v o l ume  o f  s a l i va 

p r o d u c e d .  The  fact  t h a t  t h e  s a m e  d o s e  of  at r o p i n e  t h a t  

w a s  f o u n d  t o  b l o c k  man d i b u l ar s e c r e t ion e v o k e d  b y  p a r a symp ­

a t h e t i c  s t i m u l a t i on c omp l e t e ly ( s e e  Chap t e r  I V ) c a u s e d  

o n l y  a p a r t i a l  b l o c k a d e  d ur i n g  f e e d i n g , s u g g e s t s  t h a t  

gro s s ly i n c r e a s e d  amoun t s  o f  n e ur o t r a n s m i t t e r s  a r e  re l e a s e d  

in  r e s p o n s e  t o  t h e  n a t ura l s t i m u l u s  o f  fe e d i n g  c om p a r e d w i t h  

e l e c t r i c a l  s t i m u l a t ion  o f  p a ra s y mp a t h e t i c  n e r v e s . I t  may be , 
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h o w e v e r , t h a t  a s . i n  t h e  p arot i d  g l a n d s  o f  r ab b i t s ( A lm 

a n d  E k s t r om , 1 9 7 6 ) ,  d o g s  ( Ek s t rom a n d  Holmb e r g , 1 9 7 2 ) a n d  

c a t s ( E k s t r�m a n d  Emm e l i n , 1 9 7 4 ) ,  t h e  c h o r d a  l i n gu a l  n e r ve  

i s  n o t  the  o n l y  p a r a s y m p a t h e t i c  r o u t e t o  t h e g l a n d , o r  t h at 

t h e f r e q u e n c y of e l e c t r i c a l  s t imu l a t i o n  of n e rv e s  w a s  m u c h  

b e l o w  t h a t  p r e s e nt n a t u r a l ly .  F ur t h e r s t u d i e s  on s e c r e t ory 

r e s p o n s e s  a ft er den e rv a t i o n w i l l  h e l p to  c l a r i fy t h i s  m a t t e r . 

b .  P r o t e i n S e c r e t i o n  

T h e  e xp er iment s o n  a n a e s t h e t i z e d  s h e e p  ( s e e  C h a p t e r  I V ) 

i n d i c a t e  t h at a - a d r e n e rg i c  s t imu l a t i on h a s  a p ro n o u n c e d  

e ff e c t  o n  p r o t e i n  s e c r e t i o � b y  t h e mand i b u l a r  g l a n d  a n d  

a 1 s 0 c a u s e s  a fi�filtiii��i�il�lim!i 
e ff e c t s ap p e ar t o  b e  m e d i a t e d  vi a c h o l i n e r g i c  s t i m u l a t i o n . 

V ar i a t i on s  in  t h e  l e v e l s  o f  s a l i v ary  p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n 

c an t h u s b e  a r g u e d  t o  r e f l e c t t p e  n a ture o f  a u t o n om i c  n e rve  

a c t i v a t i o n  of  t h e  g l a n d . Th e v a r i a b l e  prot e i n  c o n c e n t r a t i o n  

o f  t h e  r e s t i n g  s e cr e t i on i n  c o n s c i o u s  a n i ma l s  f o u n d  b o t h  

w i t h i n  s h e e p  o n  d i f f e r e n t  days  a n d  b e t w e e n  s h e e p  c a n  b e  

a c c o un t e d  for  i n  t h i s  w a y . 

T h e  h i gh e r  p r o t e i n c on c e n t r a t i on in  s a l i va o b t a i n e d  in  

t h e p r e f e e d i n g  p e r i o d  w h e n the  a n i m a l s  were  t e a s e d  w i t h  

f o o d  a p p e a r s  t o  i n v o l v e  s ymp at h e t i c  act i v a t i o n  a r i s i n g  from 

p sy c h i c  s t i m u l a.t i o.n . T h e r e may b e  a more  g e n e r a l  a c t i v a t i on 

o f  t h e  symp a t h e t i c  n e r v o u s  sy s t e m  a t  t h i s  t i m e  a s  h a s  a l r e a dy 

b e e n  d e s c r i b e d  ( B l a i r - W e s t  a n d  B r o o k , 1 9 6 9 ) .  

T h e  p r e s e n t  ob s e r v a t i o n s  on s a l i va ry r e s p on s e s  t o  

f e e d i n g  s h ow t h a t  t h e r e  i s  o f t en  a h i g h e r  l e v e l  o f  s a l i vary 

p ro t e i n s e c r e t i o n  i n  t h e  f i r s t  3 0 - 6 0  min ut e s  o f  f e e d i n g  

t h an l a t e r  i n  t h e  e a t i n g p e r i o d  ( F i g ur e  5 . 4 ) .  A l t h o u g h , 

i n  s om e  s h e e p , t he p e a k  p r ot e i n c on c e n t r a t i on s  o c c urr e d  

d ur i n g  t h e  f i r s t  2 - 8 m i n u t e s  o f  e a t i n g ( F i g ur e  5 . 5 ) ,  i n  

o t h e r s  n o  p e a k  w a s  o b s e r v e d  ( F i g u r e  5 , 6 ) .  T h e s e  i n i t i a l  

h i g h e r  prot e i n c on c e n t r a t i on s  a r e  i n t e rpret e d  t o  a r i s e  fron 

s ymp a t h e t i c  a c t i v a t i o n  a s s o c i at e d  w i t h  a s t a t e  of  e x c i t e m e n t  

i n  h u n g ry a n i ma l s . A n umb er o f  e f fe c t s  a s s o c i a t e d  w i t h  

i n c r e a s e d  symp a t h e t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  
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e a t i n g  h a v e  b e e n r e p o r t e d  i n  t h e  c a l f , l a m b  a n d  s h e e p  

( B l a i r - W e s t  a n d  B r o o k , 1 9 6 9 ; B l o om , E d w a r d s ,  H a r dy , 

M a l i n o w s k a  a n d S i l v e r , 1 9 7 5 ) .  B l o o m , E dw a r d s  a n d  V a u g han 

( 1 9 7 3 ) d e mo n s t r a t e d  a r i s e  i n  p l a s ma g l u c o c o rt i c o i d  d u e  

t o  s y m p a t h e t i c  a c t i va t i o n  wh i l e  B l a i r - We s t  a n d B r o o k  ( 1 9 6 9 )  

s h o w e d  t h a t  r e f l e x  r e s p on s e s  t o  r a p i d  e a t i n g i n c l u d e a n  

a b r u p t  r i s e  i n  art e r i a l  b l o o d  p r e s s u r e  w i t h i n  5 m i n u t e s  

o f  s t ar t i n g  t o  e a t  a n d  a l s o  a g r a d u a l  e l e v a t i o n  i n  h e a r t  

r a t e . T h e  b l o o d  p r e s s u r e  i n  t h e i r  s h e e p  r e t urn e d  t o  n o rmal 

l e v e l s  over 30  m i n u t e s  o f  e a t i n g  w h e r e a s  h e a r t  r a t e  a ft e r  

r e a c h i n g  a p e a k r a t e , g r a d u a l l y d e c l i n e d  a l t h o u gh p e r s i s t i n g  

a t  h i gh e r  t h a n p r e fe e d Ln g  l e v e l s  f or up t o  3 h o u r s . T h e s e  

w o r k e r s  a l s o  r e c o r d e d  a r i s e  i n  p l a s ma r e n i n  c o n c e n t r a t i o n s  

wh i c h r e a c h e d  a p e a k  w i t h i n 3 0  m i n u t e s  o f  s t a r t i n g  t o  e a t  

a n d  t h e n  g r a d u a l ly f e l l  t o  n e a r  n o rm a l  l e v e l s  3 h o u r s  a ft er 

f e e d i n g  s t a rt e d . T h e y  p r op o s e d  t h a t  t h e i n c r e a s e d  r e l e a s e  

o f  r e n i n  ( d u e  t o  a s u d d e n  h y p o v o l e m i a  c a u s e d  b y  t h e  r a p i d  

s a l i va r y  s e c r e t i o n ) d u r i n g  f e e d i n g  d e p e n d e d  u p o n  i n c r e a s e d 

s y mp a t h e t i c  a c t i v i t y . I n  a d d i t i o n , t h e  s t i m u l a t i n g  a � t i on 

o f  a n g i o t e n s i n  I I  o n  t h e symp a t h o a dr e n a l  s y s t em h a s  a l s o  

b e e n  r e c e n t ly r e v i e w e d  b y  F i t z s im o n s  ( 1 9 8 0 ) .  O n  t h e  ot her 

h a n d , a n i m a l s  t h at a t e  t h e i r  f o o d  i n t e rmi t t e n t l y o v e r 1 2 - 2 4 h  

s h o w e d  n o  r e g u l ar c h a n g e s  i n  t h e  p l a sma r e n i n  c o n c e n t r at i o n s  

( B l a i r - W e s t  a n d  B r o o k , 1 9 6 9 ) .  

I t  t h e r e fore  s e e m s  l i k e ly t h a t  t h e  l o w e r  l e v e l  o f  

p r o t e i n s e c r e t i o n a f t e r  e a t i n g  h a s  b e e n  i n  p r o g r e s s  f or 

3 0 - 6 0  m i n u t e s  · i s  d u e  t o  a r e d u c t i o n  o f  s y m p a t h e t i c  a c t i v i t y  

a s  t h e i n i t i a l  e x c i t e m e n t  a t  r e c e i v i n g  fo o d  a b a t e s . O t h e r  

f a c t o r s  m a y  a l s o  b e  i m p o r t a n t . T h e  de c l i n e  i n  p r o t e i n 

s e c r e t i o n  i s  p o s s i b l y  i n  p ar t  d u e  t o  a d e p l e t i o n  o f  p r e form e d  

s e c r e t o ry p r o t e i n s  - i n  o n e  a c ut e e xp e r i m e n t , t h e  r e p e a t e d  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n o f  s i n g l e  d o s e s  o f  i s o p r e n a l i n e  

( 2 - 4  � g  k g
- 1 ) d ur i n g  a b a c k gr o un d p ara symp a t h e t i c  s t i m u l a t i on 

r e s u l t e d  i n  a p r o g r e s s i v e  d e c l i n e  i n  prot e i n s e c r e t i o n 

( s e e  C h ap t e r  I V ) .  

T h e  i n vo l vem e n t  o f  a a - a d r e n e r g i c  i n n e r va t i o n  i n  prot e i n  

s e c r e t i on dur i n g  t h e  e a r ly e a t i n g  p e r i o d  w a s  c o n f i rm e d  by 
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o b s e r v a t i on s  o n  t he e f f e c t s  o f  a dm i n i s t e r i n g  p r o p r a n o l o l  p r i o r  

t o  f e e d i ng . T h i s  r e s u l t e d  i n  a m a r k e d  r e d u c t i o n  ( ra n g i n g  

f r o m  2 4 . 6 % t o  7 0 . 7 % )  i n  s a l i va ry p r o t e i n s e c r e t i o n  d ur i n g  

t h e  i n i t i a l f e e d i n g  p e r i o d . 

P r e l i m i n ar y  e l e c t ro p h o r e t i c  s t u d i e s  s h ow e d t h a t  t h e  

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

i n t e n s e ly s t a in i n g p r o t e i n b a n d  ( F i g ure 5 . 8 A )  a n d  t h a t  t h e  

i n t e n s i t y  o f  t h i s  u s u a l l y  d e cr e a s e d  a s  e a t i n g  c on t i n u e d . 

T h i s  p r o t e i n  b a n d  c or r e s p on d s  t o  t h e  maj o r  s o l ub l e  p ro t e i n  

b a n d  o f  s ymp a t h e t i c a l ly e v o k e d  s a l i va a n d  i t s  i n t e n s i t y  w a s  

a l s o d i m i n i s h e d  f o l l ow i n g  prop r a n o l o l  i n j e c t i o n  ( F i g u r e  S . B B )  . 
• 

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

p r o t e i n s e c r e t i o n  i s  f u r t h e r  s up p o r t e d  b y  t h e e xp e r i m e n t s  

i n v o l v i n g p a r t i a l  b l o c k a d e  w i t h  a t r o p i n e  ( 0 . 1  m g  k g - 1 ) 

i n  w h i c h i n  t h e f i r s t  2 0  m i n ut e s  o f  e a t i n g  h i gh e r  p r o t e i n 

c o n c e n t ra t i on s  w e r e  p r e s e nt t h a n  i n  t h e  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s . 

T h e  v ar i a t i o n s  i n  t h e p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n o f  m a n d i b ­

u l a r  s a l i va s e c r e t e d  l at e r  i n  t h e  f e e d i n g  p e r i o d s  t h a t  we re 

o ft e n o b s e rv e d  b o t h  w i t h i n  and b e t w e e n s h e e p  o n  d i f f e r e n t  

day s c o u l d  a r i s e  t h r o u g h  v a r i a t i o n s  in c h e w i n g  a c t i v i t y . 

G j B r s t r up ( 1 9 8 0 b ) h a s  r e c e nt ly s h own t h at  d u r i n g  f e e d i n g  

s y mp a t h e t i c  s e c r e t o - mot o r  n e r v e s c an be  a c t i v a t e d  vi a b o t h 

t a s t e s t i mu l a t i o n  a n d  c h e w i n g , wh i l e  t h e  p a r a s y mp a t h e t i c  

a c t i v i ty i s  m a i n ly in f l ue n c e d  by c h e w i n g . C h ew i n g  h a s  b e e n 

s ug g e s t e d a s  a m a j o r  s t i m u l u s  t o  t h e  s e c r e t i o n  o f  s a l i v ary 

amyl a s e  from t h e p ar o t i d  g l a n d  o f  t h e rat ( S c h n ey e r , 1 9 7 4 ) 

a n d  t h e  r abb i t  ( G j o r s t r u p , 1 9 8 0 a ) a n d  i n  mB n c h e w i n g  d e n t a l  

w a x  a l s o  c a u s e s  s e c r e t i o n  o f  amy l a s e ( N ewbru n ,  1 9 6 2 ) .  Four 

t yp e s  of  m e c h a n o r e c e p t o r s  w i t h  d i f f e re n t  r e s p o n s e  c h a r a c t e r ­

i s t i c s  h a v e  b e e n f o un d  i n  t h e  s h e e p ' s t o n g u �  a p ar t  f r o m  t h e  

t a s t e  r e c e p t o r s  ( I g g o  a n d  Le e k , 1 9 6 7 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  magn i t u de o f  t h e  a f f e r e n t  d i s c h a r g e  from 

m e c h a n o re c e p t o r s  s t i mu l a t e d  by c h e w i n g  c on t r i b u t e d  t o  

v a r i a t i o n s  i n  t h e  r e f l e x  s e c r e t i o n  o f  pr o t e i n  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  t h r o ug h  s y m p a t h e t i c  p a t hw ay s . 



2 .  M o rph o l ogi c a l  C h a nge s I n d u c e d  by E a t i ng 

1 3 0 

I n  t h e p r e s e n t  s t u dy t h e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t ur e s  

c h a r a c t e r i z i n g  t h e  s e c r e t o ry c y c l e  a s s o c i a t e d  w i t h  f e e d i n g  

were  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e m a n d i bu l ar g l an d s  o f  s h e e p . T h e s e  

c e l l u l a r  c h a n g e s  w h i ch u n d e r l y  g l a n du l ar a c t i v �t y  a p p e a r e d  

ma i n ly a s  c h an g e s  in  t h e s e c r e t ory g r a n u l e s  o f  s e c r e t o ry 

e n d p i e c e s ,  i . e .  d i s c h a r g e - s yn t h e s i s - s t o r a g e , a s  was r e c o g ­

n i z e d  b y  H e i d e n h a i n  ( 1 8 6 8 ) .  L e s s  p r o n o u n c e d  c h an g e s w e r e  

o b s e r v e d i n  t h e  c e l l s  o f  s t r i a t e d  d u c t s . 

a .  T h e  E f f e c t s o f  E a t i ng 
• 

( i )  C h a nge s i n  S e c r e t o ry E n dp i e c e s  

E a t i n g  i n  s h e e p  i s  a p o t e n t  s e c r e t ory s t i m u l u s  e f f e c t ­

i ve ly c a u s i n g  e xo cy t o s i s  i n  b o t h  t h e  a c i n a r  c e l l s  a n d  

d em i l u n e s  o f  t h e i r  m a n d i bu l ar g l a n d s  an d a r e d u c t i o n  i n  t h e  

s i z e  o f  s e c r e t o ry e n dp i e c e s . Th e s t r u c t u r e  o f  a c i n a r c e l l s  

a p p a r e n t  d ur i n g  e a t i n g  ( F i g ure s 5 . 8 B - D ;  5 . 9 A , B )  i n d i c a t e s  

t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  hy p e r a c t i v e . S p e c i f i c a l ly , t h e r e  w e r e  

s i g n s  o f  s yn t h e t i c  a c t i v i t y o c c ur r i n g  c o n c u r r e n t ly w i t h  

e x o c y t o s i s  ( F i g ure 5 . 9 A , B ) , a n d  t h e s e  w e r e m o r e  mark e d  w i t h  

i n c r e a s e d  d u r a t i o n  o f  e a t i n g . T h e  i n fe r e n c e  o f  h y p e ra c t i v i t y  

i s  b a s e d  o n  t h e  app a r e n t  r e o rg a n i z a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  

o r g an e l l e s  w h i c h i n c l u d e d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  s ma l l  n e w ly 

f o r m e d g r a n u l e s , a b un d a n t  d i l a t e d  RER a n d  m i t o c h o n d r i a  i n  

r e g i o n s  w h i c h ,  i n  r e s t i n g g l a n d s , were  n o t a b l e  f o r  t h e i r  

c o n t e n t  o f  c l o s e ly p a c k e d  m a t u r e  - s e c r e t o ry g r a n u l e s .  

M o r p h o l o g i c a l  c h an ge s i n  a c i n a r  c e l l s  i n d u c e d  b y  f e e d i n g  

r e s emb l e , i n  more  e x t r e m e  f orm , t h o s e  s e e n  a ft e r  s t im u l at i on 

o f  t h e  c h o r d a  l i n g ua l n e r v e  i n  t h e  a n a e s t h e t i z e d  s h e e p , a n d  

t hu s  s t r o n g ly s ug g e s t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  p a ra s y mp a t h e t i c  

a c t i v i t y  t hr ough o u t  e a t i n g . 

C h a n g e s  i n  t h e  d e mi l un e s , o n  t h e  o t h e r  h a n d , w e r e  

u s ua l ly m o s t  mark e d  e a r ly i n  t h e  f e e d i n g  p e r i o d  a n d  w e r e  

s o mewh a t  l e s s  a ft e r  e a t i n g  f o r  4 h  ( F i g ur e s  5 . 8 ; 5 . 1 0 A , C ) .  

The p r e s e n c e o f  fu s e d  g r a n u l e s  w i t h  a l o s s  o f  t h e i r  t yp i c a l  

s ub s t r u c t u r e s  i s  s im i l a r  t o  t h e  a p p e a ra n c e  a ft e r s ymp a t h e t i c 
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n e �v e  s t i m u l a t i o n  ( s e e  C h a p t e r I V ) .  Th i s  f i n d i n g  i s  m o s t  

re a d i l y  e xp l a i n e d  by a s s um i ng t h e  s y m p a t h e t i c  i n n e rv a t i o n  

i s  p a r t i c u la r l y  a ct i v e  i n  t h e  e a r ly s t a g e s  o f  t h e  e a t i n g  

p e r i o d .  T h i s  c o n t e n t i o n , o f  symp at h e t i c  i nv o l v e m e n t  i n  t h e  

s e c r e t i o n o f  g r a n u l e s  fr o m  t h e d e m i l u n e s , i s  s t r e n g t h e n e d  

by t h e  a b s e n c e  o f  gro s s  m or p h o l o g i c a l  c h a n g e s  w o e n  t h e  

8 - a d r e n e rg i c  b l o c k i n g  a g e n t  p ro p r a n o l o l  w a s  g i v e n  b e f o r e  

ea t i n g  b e g a n  ( F i g ur e s  5 . 8 C ;  5 . 1 0 B ) . Th e s e  m o r p h o l o g i c a l  

c h a n g e s i n  b o t h  a c i n a r  c e l l s a n d  d e m i l u n e  u n d e r  n a t ur a l  

r e f l e x  s t i m u l a t i on a r e  t a k e n  t o  i m p l y  t h a t  b o t h  d i v i s i on s  

o f  a u t o n o m i c  n e rvous  s y s t e m a r e  n o rm a l ly i n vo l v e d  i n  

r e gu l a t i n g  s ec r e t i o n  f r o m  t h i s  g l a n d . F u r t h e r ,  t h e  n at u re 

of  t h e  m o rp h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e pr e s e n c e  of  a S � b l o ck e r  

i s  e v i d e n c e  t h a t c h a n g e s  i n  t h e  a c i n a r  c e l l s  d o  n o t  d e p e n d  

u p o n  t h e  s y mp a t h et i c  i n n e rv a t i o n . 

A c om m o n  f i n d in g  w a s  c o n s i d e r a b l e var i a t i o n  i n  t h e  

d e g r e e  o f  d e g r a n u l a t i o n  b e t w e e n  c e l l s  o f  i n d i v i d u a l  s e c r e t ory 

e n d p i e c e s  a n d  of a d j a c e n t  l o b u l e s  dur i n g  e a t i n g . Th i s  w a s  

m o r e  o b v i o u s  i n  t h e  d e m i l u n e  c e l l s  wh i ch s h ow e d  v ar i a t i o n  o f  

s e c r e t o r y  g r a nu l e  f u s i o n  a n d  d i s c h a r g e  a ft e r  e a t i n g  f o r  1 h  

a n d , p a r t i c u l arly a ft e r  e a t i n g  f o r  4 h , r e a p p e ar a n c e  o f  

d a r k ly s t a i n e d  gra n u l e s  t o  v a ry i n g  d e gre e s . Var i ab l e  c h a n g e s 

i n  d i f f e r e n t  c e l l s  o f  t h e s a m e  g l a n d  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

r e c e n t ly i n  t he p a ro t i d  a c i n a r  c e l l s  o f  r a t s  f e d  o n  h a r d  

c h ow ( H a r r op a n d  G a r re t t , 1 9 7 4 ) .  G a rre t t a n d  h i s  e o - w o r k e r s  

( Ha r r o p  a n d G a r r e t t ,  1 9 7 4 ; G a rr e t t  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) h a v e  

p r o p o s e d  t h a t  t h e s e  v a r i a t i o n s  p ro b a b ly i n d i c a t e  a n  a sy n c h r o ny 

i n  t h e  t r a f f i c  o f  n e r v e  impu l s e s  t o  t h e  g l a n d . G j o r s t r up ' s  

( 1 9 8 0 b ) o b s e rvat i o n  i n  t h e  r a b b i t  t h at c h e w i n g  a n d  t a s t e  

s t imu l i  e vo k e d  d i f f e r e n t  a f f e r e n t  d i s c h a r g e s  a n d  c o n t r i b u t e d  

t o  a s y n c h r o n o u s  f i r i n g  i n  d i f f e r e n t  e f f e r e n t  p a t hway s d u r i n g  

n a t ura l ly i n d u c e d  r e f l e x  s e c r e t i o n  i s  p a r t i c u l arly  r e l e v a n t . 

A s im i l a r  e xp l a n a t i on m ay b e  a pp l i e d  t o  t h e  s h e e p  g l a n d  

w h e r e  i t  wa s ap p a r e n t  from d i r e c t  obs e r v a t i o n  t h a t  t h e n a t ure  

o f  c h ew i n g  d i f f e r e d  t hr o u g h o u t  e xt en d e d  p e r i o d s of  e a t i n g . 
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( i i )  C h a nge s  i n  S t r i a t e d  D u c t s 

B a b k i n  ( 1 9 5 0 )  c om m e n t e d  t h at " w h e n e v e r  t h e s a l i va ry 

g l a n d  p a s s e s  f r o m  a s t at e  o f  r e s t i n g  t o  a s t a t e  o f  a c t i v i t y , 

t h e  c e l l s  o f  s t r i at e d  d u c t s c h a n g e  t h e i r app e a r a n c e " .  

T h i s  p r o p o s i t i on w a s  i n f l u e n c e d  by t h e  work  o f  Rawl i n s on 
� 

( 1 9 3 5 ) w h o  e s t a b l i s h e d  t h a t m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  o c c ur r e d  

i n  t h e  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  o f  c a t  m a n d i b u l a r  g l a n d s  a f t e r  

t h e  s t i mu l a t i o n o f  p ar a s y m p a t h e t i c  o r  s ymp a t h e t i c  n e r ve s , 

f o l l o w i n g  a n  i n t ra v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  a dr e n a l i n , a n d  a f t e r  

c h r o n i c  d e n e r v a t ion . W i t h  t h e  l i m i t e d  h i s t o l o g i c a l  t e c h ­

n i q u e s  a va i l ab l e  a t  t h a t  t i m e , h e  ( Rawl i n s o n , 1 9 3 5 ) 
• 

d e s cr ib e d  t h e  o c c urr e n c e  o f  r a g g e d  e d ge s o f  l um i n a l  

m e mbr an e s  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  un s t a i n e d  c l e a r  a r e a s  i n  t h e  

c e l l s  o f  s t r i a t e d d u c t s b o t h  a f t e r  m o d e r a t e ( 1 - 2 h )  s t i m u l a t ­

i o n  o f  t h e c h o r da t y mp a n i  n e rve a n d  2 w e e k s  a f t e r  s e ctio �  

o f  t h i s  n e r v e . H e  a l s o  r e p o r t e d  a l a c k  o f  u n i f o rm i ty i n  

t h e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s a f t e r  s ymp at h e t i c  s t i m u l a t i on a n d  

i n t e rp r e t e d  t h e s e  c h a n g e s  a s  e v i d e n c e  o f  s e c r e t o ry a c t i v i t y . 

R e c e n t l y , G a r r e t t  a n d  K i d d  ( 1 9 7 5 ) h a v e  re i n v e s t i g a t e d  t h i s  a n d  

c o n f i rm e d t h a t  c h a n g e s  d o  o c c ur i n  t h e  f i n e  s t ru c t u r e  o f  

s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  u n d e r  s i m i l ar t r e a t m e n t s .  

T h e  p r e s e n t  s t ud y  r e v e a l e d  t h a t  e a t i n g  c a u s e d  a 

d e p l e t i o n  o f  P A S - p o s i t i v e  m a t e r i a l s  ( p re s u m a b l y  g ly c o g e n  

a n d . ne�t r a l  g ly c o p r o t e i n s ) i n  t h e  c e l l s  o f  s t r i a t e d  d u c t s  

a s  was  a l s o  t h e c a s e  w i t h s ymp at h e t i c  n e rv e  s t i m u l a t i on 

( s ee  F i g u r e  4 . 1 1 ) .  T h i s  d e p l e t i o n  o f  n e u t r a l  g l y c o p r o t e i n s  

s ugg e s t s  a s e c r e t o ry r o l e  i n  t h e  s t r i a t e d  d u c t s  a n d  t h u s  

a g r e e s  w i t h r e s u l t s  d e s c r i b e d  b y  Garre t t  a n d  e o - w o r k e r s  

( Garr e t t  a n d  K i d d , 1 9 7 5 ; G a rr e t t  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) i n  t h e  c a t  

mand ib u l a r  g l a n d . T h ey r e p o rt e d  a d e p l e t i o n  o f  n e u t r a l  

g ly c o pr o t e i n ( wh i c h  t h e y  i d e n t i f i e d  t o  b e  k a l l i k r e i n ) i n  

t h e  ap i c a l  r e g i o n s  o f  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  a ft e r symp a t h e t i c 

n erve s t i m u l at i on ( G arr e t t  a n d  K i d d , 1 9 7 5 )  a n d  d ur i n g  d u c t a l  

l i g a t i o n  ( H a rr i s on a n d  G a r r e t t , 1 9 7 6 ) .  L o s s o f  g l y c o g e n  

w a s  a l s o o b s e rv e d  a ft e r  b o t h  s ymp a t h e t i c  a n d  p ar a s ymp a t h e t i c 

nerve  s t i m u l a t i o n  ( G a r r e t t  an d K i d d , 1 9 7 5 ) .  E x a m i n a t i o n  

o f  t h e  f i n e  s t ru c t ur e  o f  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  i n  t h e  s h e e p  
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, ,  

g l a n d s  p r o v i d e d  m o rp h o l o g i ca l  e v i d e n c e  s upp o r t i n g  t h e 

p r e v a i l i n g  v i ew o n  t h e  s e c r e t o ry r o l e  o f  s t r i a t e d d u c t c e l l s . 

Th i s  a r i s e s  f r om t h e  a p p a r e n t  d i s c h a r g e  o f  s m a l l  d e n s e  

b o d i e s from t h e  a p i c a l  r e g i o n s  o f  s t r i a t e d d u c t  c e l l s i n t o  

t h e d u c t  l u m e n  d ur i n g  e a t in g  ( F i gu r e  5 . 1 1 B ) .  T h e s e  d e n s e  

b o d i e s  w e r e  n o r m a l l y  p r e s e nt  i n  a p i c a �  re g i o n s  i n  t h e  

r e s t i n g  s t a t e . 

A n o t h e r  o b v i o u s  c h a n g e  i n  t h e  f i n e  s t r u c t ur e  o f  s t r i a t e d  

d u c t  c e l l s  i n  t h e  s h e e p m an d i b u l ar g l a n d  f o l l o w i n g  e a t i n g  

wa s t h e a p p e a r a n c e  o f  n um e r o u s  e m p t y  ve s i c l e s , d i l a t e d  

f r a g m e n t s  o f  RE R a n d  l y s o s o m e s  ( F i gure  5 . 1 1 A ) .  T h e  

p r e s e n c e o f  i n t ra c e l l u l a r v e s i c u l a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  m e n t i on e d  

i n  t h e  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  o f  t h e  c a t  m an d i b u l a r  g l a n d  a ft er 

t h e  s t i m u l a t i o n  o f  i t s  s y mpat h e t i c  ( Emm e l i n  et  a l . ,  1 9 7 7 a ) 

a n d  p a ra symp a t h e t i c  i n n e r va t i o n  ( G a r r e t t  a n d  K i d d , 1 9 7 5 ) 

t h o u g h  w i t h o u t  c omm e n t . The  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  v e s i c l e s  

i s  n o t  c l e a r . Th o s e  b o u n d e d  b y  m e mbran e s  h a ve b e e n  s p e c u l a t e d  

t o  r e p r e s e n t  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  t h a t h a v e  l o s t  t h e i r  � e c r e t ory 

m a t e r i a l  ( Ta n d l e r , 1 9 7 8 ) .  Th i s  e xp l an a t i on s e e m s  i n a p p r o p r i a t e  

f o r  t h e  p r e s e n t  s t u dy s i n c e  n o  s e c re t o ry g r a n u l e s  o r  o t h e r  

c e l l u l a r  s t r uc t ur e s  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  r e s t i n g  g l a n d s  

t h a t  r e l a t e  t o  t h e e m p t y  v e s i c l e s  s e e n  a ft e r  e a t i n g  a t  

e l e c t r on m i c ro s c o p i c  l e v e l . T h i s  w a s  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t 

d e p l e t i o n  o f  P A S - p o s i t i v e  m a t e r i a l s  ( b o t h  g ly c og e n  a n d  

n e ut r a l  g ly c op r o t e i n ) w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a t i n g . S u c h  P A S ­

p o s i t i v e  m a t e r i a l s  s e e m l i k e ly t o  h a v e  b e e n  s t o r e d  t hr o u g h o u t  

t h e  cy t o p l a s m  wi t h o u t p a c k a g i n g  i n t o  s e c r e t ory g r a nu l e s . 

T h e  p r e s e n c e  o f · i p t ra c e l l u l a r  v e s i c u l a t i o n  m a y  h a v e  

s om e  c o n n e c t i on wi t h  t h e  du c t a l  r e a b s o r p t i on t h a t  i s  k n own 

t o  o c c ur d u r i n g  s a l i v a  forma t i o n and w h i c h  i s  b e l i e v e d  t o  

o c c ur in t h e s t r i a t e d  a n d  e x c r e t ory d u c t s ( Y o u n g  a n d  v a n  

L e n n e p , 1 9 7 9 ) .  B e c a u s e  t h e  s a l i v a t i o n  i n d u c e d  by e a t i n g  

w a s  m o r e  p r o f u s e  t h an w i t h n e rv e o r  p h a rma c o l o g i c a l  s t i m ­

u l a t i o n  a n d  b e c a u s e  c h a n g e s  i n  t h e  e l e c t r o l y t e  c o n t e n t  i n  

t h e  f i n a l  s a l iva a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  f l ow 

r a t e s  ( Kay , 1 9 6 0 ) w h i c h  i n  t urn r e f l e c t  t h e  s a l i v a ry 

o s mo l a r i t y , i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  d i l a t i o n a n d  v e s i c u l a t i on 

o f  v a r i o u s  m e mb r a n e - b o un d e d  c o m p a r t m e nt s , e . g .  R E R , G o l g i 
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c omp l e x e s , a r e  d u e  t o  c h a n g e s  i n  t h e s t a t e  o f  h y d r a t i on in  

t h e  c y t op l a s m ( Ch e v i l l e , 1 9 7 6 ) .  T h e  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  

a ft e r  a p e r i o d  o f  e a t in g  ( F i g u r e  5 , 1 1 )  s e em t o  e xh i b i t  

f e a t u r e slil������� o f  c e l l  s w e l l i n g  a s  i n d i c a t e d  b y  h i gh l y  

d i l a t e d  RE R .  C h e v i l l e  ( 1 9 7 6 ) m e n t i o n e d  t h a t  c e l l  s w e l l i n g  

i s  o f t e n  a s ub t l e c h a n g e  a n d  i s  b e s �  s e en i n  t h e  r a p i d ly 

m e t a b o l i z i n g  p a r e n c hym a l  c e l l s  o f  l i v e r , h e a r t , a n d  k i d n e y . 

T h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  a c t i v e  s t r i a t e d d u c t  c e l l s  a ft e r 

r e f l e x  s t i m u l a t i on a l s o  b e a r s  s i m i l ar i t i e s  t o  t h o s e  

d e s c r i be d  b y  C h e vi l l e  ( 1 9 7 6 ) i n  t h e e a rly  s t a g e s  o f  c e l l 

d e g e n e r a t i o n . � Ch a n g e s i n  t h e  s t r i at e d  d u c t  c e l l s  i t  a p p e a rs , 

h o w e v e r , a r e  r e v e r s ib l e . 

b .  Cha nge s a ft e r  E a t i ng ( P o s t p r a n d i a l ly ) 

Re a c c um u l a t i on o f  s e c r e t o r y  gran u l e s  o c c u r r e d w i t h i n  

t h e  s e c r e t o r y  e n dp i e c e s wh e n  e a t i n g  c e a s e d . T h e  f i n e  s t r u c -

t u r e  o f  t h e s e  c e l l s  c l e a rly  s h o w e d  t h a t  t h e y  w e r e  i n  a n  

a c t i v e p h a s e  o f  s y n t h e s i s a n d  s t o r a g e  ( F i gu r e s  5 . 9 C· , D ;  

5 .  1 0 E � H ) .  I t  i s  f a s c i n a t i n g t h a t  t h e  s e c r e t o ry gra n u l e s  

i n· t h e  d e m i l un e s , a l t h o u gh p r e s e n t  i n  l a r g e  n umb e r s  a t  1 h  

a n d  2 h  p o s t p r a n d i a l ly , e x h i b i t e d  s ub s t r uc t ur e s  q u i t e  d i f f e r e n t  

f r om t h e  m a t ur e  gra n u l e s  s e e n  i n  t h e re s t i n g  g l an d  ( F i gu r e  

5 . 1 0 E - H ) . T h e y  c o n t a i n e d  b o t h  b i p a r t i t e  g r a n u l e s  w i t h  

e l e c t r o n  d e n s e  a n d  p a l e  c h ar a c t e r i s t i c s  a n d  t r i p a r t i t e  

g r a n u l e s . T h e  l a t t e r  c on s i s t e d  o f  a s m a l l  c o mp o n e nt w i t h  

a g gre g a t e d  f i br i l l a r  s t r u c t u r e  b u t  l a ck e d  t h e  m e mb ra n e - l i k e  

b o un d ary ( F i g u r e  5 . 1 �H )  t y p i c a l  o f  t h e g r a n u l e s  i n  t h e  

r e s t i n g  s t a t e . Th i s  d i f f e r e n c e  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e s e  

g r a n u l e s  p r ob a b ly r e f l e c t s d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  m a t u ra t i o n  

o f  s e c r e t o ry gran u l e s . T h e  s t r u c t ure p r e s e n t i n  F i g u r e  

5 . 1 0 E - H p e r h a p s  r e pr e s e n t s g r a n u l e s  dur i n g  t h e p r o c e s s  o f  

a s s e mb ly . D i f f e r e n t  rat e s  o f  f o rmat i o n  o f  d i ff e r e n t  

compon e n t s a p p e a r s  t o  t ak e  p l a c e w i t h i n  t h e  s e c r e t o r y  

granul e s . 

T h e  f i n e  s t r u c t ur e  o f  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s s h o w e d  n o  

d i f f e r e n c e s  i n  a p p e a r a n c e  b e t w e e n  t h e  p o s t p r a n a i a l a n d  

r e s t i n g  s t at e s  i n d i c a t i n g  a r a p i d  r e c o ve ry o f  t h e s e  c e l l s  
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a f t e r  c e s s a t i o n  o f  n a t u r a l  s t i m u l a t ion . Th i s  s e e m s  r e a s o n -

ab l e  b e c au s e  t h e r e  w a s  n o  o b v i o u s  c e l l  d am a g e  t h a t c o u l d  b e  

o b s e r v e d  i n  r e s p o n s e  t o  f e e d i n g . Un l i k e  t h e  s i t u a t i o n  w i t h  

s y mp a t h e t i c  o r  c o mb i n e d  n e r v e  s t imu l a t i o n , f e e d i n g  d i d  n o t  

i n d u c e  c h a n g e s  i n  t h e  b a s a l  r e g i o n s  o f  t h e s t r i a t e d  d u c t  

c e l l s . 

3 .  T h e  E f f e c t s  o f  C a n n u l a t i o n  

C h ro n i c man d i b u l a r  d u c t  c a n n u l a t i o n s  w e r e  o n ly a s s o c i at e d  

w i t h  d e f i n i t e  s t r u c t u r a l  c h a n ge s i n  t h e  g l a n d  o f  o n e  s h e e p  

( s h e e p  N o . 1 ) .  T h e  o t h er s i x  s h e e p s h ow e d  n o  h i s t o l o g i c a l  

• d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e i r c an n u l a t e d  a n d u n c a n n u l a t e d  g l a n d s  

a n d  t h e y e xh i b i t e d  s i m i l ar a n d  c o n s i s t e n t  s e c r e t o r y  r e s p o n s e s  

t o  f e e d i n g . 

T h e  m a r k e d l y  r e d u c e d  m a n d i b u l a r  f l ow i n  s h e e p  N o . 1 

d u r i n g  e a t i n g  ( F i gu r e  5 . 1 2 )  w a s  r e l a t e d  t o  a p a r t i a l  

c o n s t r i c t i o n  o f  i t s  d u c t  a t  t h e  p o i n t  o f  c an n u l a t i o n . T h e  

m o rp h o l o g i c a l  c h a n g e s  o f  t h i s  g l a n d  a ft er 3 0  d a y s  o f  t h e  

c an n u l a t i o n c a n  b e  a c c o unt e d  f o r  by t h e  c omb i n e d  e f f e c t s 

· o f  i n cr e a s e d r e s i s t an c e  t o  f l o w  a n d  r e t e n t i o n  o f  s e c r e t i o n . 

T h e s e  i n c l u d e d  a m ar k e d  i n cr e a s e  i n  t h e  d i ame t e r  o f  a l l  

d u c t a l  a n d a c i n a r  l um i n a  ( F i g ur e  5 . 1 3 )  a n d d i l a t i o n  o f  i n t e r ­

c e l l u l a r  s p a c e s  i n  d u c t s ( F i gu r e  5 . 1 4 B , C ) a n d  o f  i n t e r c e l l u l ­

a r  c a n a l i c u l i  i n  d e m i l un e s  ( F i g ure 5 . 1 4 A ) . 

S t u d i e s on t h e b a c k d i f f u s i o n  o f  m at e r i a l s  fr om t h e  d u c t s 

o f  r e s t i n g  m an d i b u l a r  g l a n d s  i n  a n a e s t h e t i z e d  d o g s  ( P a r s on s 

a n d  G a rr e t t  1 9 7 7 ; E mm e l i n  e t  a l . ,  1 9 7 7 a ) h a v e  s h own t h a t  

t h e r e i s  m o v e m e n t  f r o m  t h e  d u c t a l  l u m i n a  i nt o t h e  i n t e r s t i c e s  

o f  t h e  g l a n d .  A f t e r  d u c t a l  i n j e c t i o n  o f  h o r s e r a d i s h  p e r o x ­

i d a s e  s o l u t i on , P a r s o n s  a n d  G a rr e t t  ( 1 9 7 7 ) f o u n d  t h a t  m o v e ­

m e n t  o f  t h i s  e n z y m e  o c c ur r e d  p r i n c i p a l ly vi a t h e i n t e r c e l l u l a r  

j un c t i o n s  b e t w e e n  a c i n a r  c e l l s . N e v e rt h e l e s s , t h e  d i s t r ib u t i o n  

o f  t h i s  m a r k e r  i n  t h e  g l a n d  w a s  u s u a l ly i r r e g u l a r  a n d  d i f fu s e 

c y t o p l a s m i c  upt a k e  o f  h o r s e r a d i s h  p e r ox i d a s e b y  s o me s t r i a t e d  

d u c t  c e l l s  w a s  a l s o  e v i d e n t . I t  i s  s p e c u l a t e d  t h a t , i n  t h e 

p r e s e n c e  o f  h i g h  i n t ra l um i n a l  p re s s ure , ba c k d i f f u s i o n  o f  

f l u i d s  f r om t h e  d u c t a l  l um i n a  i n t o  t h e  i n t e r s t i c e s  p r o b a b l y  

o c curr e d  by s i m i l a r  r o ut e s  i n  t h e  s h e e p  m a n d i b u l ar g l a n d . 
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A l t h o ug h  f l u i d  w a s  a l s o a c c um u l a t e d  i n  t h e  i n t e r c e l l u l ar 

s p a c e s  b e t w e e n  d u c t  c e l l s , i t  w a s  n o t  p o s s ib l e t o  b e  

c e r t a i n  ab o u t  t h e  p r e c i s e  s i t e s  o f  f lu i d  l e a k a g e . 

T h e  d e v e l opme n t  o f  o e d e m a  o f  t h e  i n t e rs t i t i a l a n d  i n t e r ­

a c i n a r  s p a c e s  a s  a r e s u l t  o f  d u c t a l  ob s t r u c t i o n  w a s  

d e s c r i b e d  b y  G a r r e t t ( 1 9 6 6b )  i n  t h e  c a t  m and i bu l a r g l a n d s . 

H e  f o un d  t h a t  t h e  o e d e ma o c c ur r e d  in t h e  f i r s t  t w o  d a y s  

a ft e r  d u c t a l  l i ga t i o n  a t  a t i m e  w h e n  t h e  a c i n ar t i s s u e s  a n d  

n e r v e  f i b r e s  r em a i n e d u n c h a n g e d .  T h e  m o rp h o l o g i c a l  c h a n g e s  

i n  t h e s h e e p g l a n d  a ft e r  3 0  d a y s  o f  p a r t i a l  d u c t a l  o b s t r u c t ­

i o n t h u s  r e s e mb l e  t h e  e a r ly s t a g e s  o f  c omp l e t e d u c t a l  
. 

o c c l u s i o n . T h e  r e t e n t i o n  o f  f l u i d  i n  t h e g l a n d  p r o b a b l y  

a c c o unt s f o r  t h e g r e a t e r  w e i g h t  o f  t h i s  g l a n d  c o m p a r e d  w i t h  

i t s  u n c a n n u l a t e d  c ou n t e rp a r t . 

T h e  d i l at i o n o f  b a s o l a t e r a l  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  i n  

s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  a p p e a r s  t o  b e  s i m i l a r  t o  t h e  b a l l o o n i n g  

d i s t e n s i o n  d e m o n s t r a t e d  b y  E m m e l i n e t  a l . ( 1 9 7 7 a ) ,  a l t h o u gh 

t o  a l e s s e r  d e g r e e a n d a p p a r e n t ly w i t h o u t  d a m a g e  t o . t h e s e  

c e l l s . 

T h e c h a n g e s  i n  t h e  s e c r e t ory e n d p i e c e s  i n  t h e  p r e s e n t 

s t u dy w e r e r e l a t i ve ly m i n o r . On l y  s l i g h t  r e du c t i o n s  i n  

c e l l s  s i z e  w e r e  n o t e d  a n d  t h e  s e c r e t ory g r a n u l e s  w h i c h  

p a c k e d  i n  t h e  d e m i l un e  c e l l s  d i d  n o t  s h ow t h e i r c h a r a c t e r ­

i s t i c  a p p e a r a n c e  ( F i g ure  5 . 1 4 ) .  Furt h e r ,  n o  g l a n d u l a r  

a t ro p h y  w a s  d e t e c t e d  i n  c on t r a s t  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  

c o mp l e t e  du c t a l  o b s t r u c t i o n r e p or t e d  i n  o t h e r  s p e c i e s , w h e r e 

a p r o g r e s s i v e  a t r o p hy o f  s e c r e t o ry e n d p i e c e s  w a s  ob s e r v e d  

( G arr e t t , 1 9 6 6b ; T a m a r i n , 1 9 6 7 ; H a rr i s on , 1 9 7 2 ) .  H ow e v e r , 

t h e  s l i gh t  ch a n g e s i n  t h e d e m i l u n e s  m ay a c c o u n t  f o r  t h e  

s e c re t i o n o f  s a l i va o f  l o w e r  p r o t e i n c o n c e n t r at i o n d ur i n g  

e a t i n g  ( F i g ure 5 . 1 2 ) .  

C h an g e s i n  t h e  s e c r e t o ry c e l l s , i f  m a r k e d , w o u l d  b e  

e xp e c t e d  t o  c a u s e  a n  e v e n  g r e a t e r r e d u c t i o n  i n  s e c r e t i o n  a s  

Emm e l i n  e t  a l . , ( 1 9 7 4 )  s h o w e d  i n  g l an d s  i n  wh i c h  t h e m a i n  

s a l i va ry d u c t  h a d  b e e n  l i g a t e d  f o r  1 2  t o  8 1  d ay s . M or e  

s e v e re c h a n g e s d u e  t o  c o mp l e t e o b s t r u c t i o n h a v e  b e e n 

r e p o r t e d  re c e n t ly i n  t h e b o v i n e  m an d i b u l a r  g l a n d  ( B i r t l e s , 
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1 9 8 1 ) .  I n  t h i s  g l a n d t he r e  w a s  e v i d e n c e  o f  d u c t a n d  e n d -
p i e c e  d a m a g e  a n d  a l s o  a r e d u c t i o n  i n  t he g l a n d  w e i g h t  a f t e r  

a c a n n u l a  h a d  b e e n  c o mp l e t e ly b lo c k e d  f o r  9 d ay s  . 

• 
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CHAP TER VI 

GENERAL DIS CUS S ION & CONCLUS IONS 

T h e  o v e r a l l  o b j e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  h a $  b e e n  t o  
� 

e xp l a i n  t h e  n o rma l a c t i v i t y  i n  a rum i n a n t  s a l i v a ry g l a n d . 

T h e  p r e s e n t  s t udy c o n f i rm e d  ( e . g .  F i gure  5 . 2 ) t h e e a r l i e r  

o b s e r v a t i o n s  o f  S c h e un e rt a n d  T r a u t m a n n  ( 1 9 2 1 ) a n d  Kay 

( 1 9 6 0 ) t h a t  in s h e e p  t h e  m a n d i b u l a r g l an d o n l y  s e c r e t e s  

m a r k e dly d ur i n g  e a t i n g , a n d  t h e ma j o r t h r u s t  o f  t h e  p r e s e nt 

e xp e r im e n t s  w a s " t h e r e fore , d i r e c � e d  t ow a r d s  e xp l a i n i ng t h e  

c h a n g e s  o b s e r ve d d ur i n g  f e e d in g . T h e  f e e d i n g  s t u d i e s  w e r e  

f a c i l i t a t e d  b y  t h e  u s e  o f  c h r o n i c a l ly c a n n u l a t e d  m a n d i b u l ar 

s a l i v a ry d u c t s  f o r  t h e  c o l l e c t i o n  o f  s a l i v a . I n  n o n e  o f  t h e  

c a n n u l a t e d  a n im a l s  w a s t h e r e  e v i d e n c e  o f  d i s o r d e r e d  e a t i n g  

or d i ge s t i o n  a s  a r e s u l t  o f  t h e  s e c r e t i o n  o f  o n e  m a n d i b u l a r  

g l an d  f a i l i n g  t o  e n t e r  t h e a l i m e n t a ry c an a l : a l l  o f  t h e  

a n i m a l s  r e t a i n e d  a n o rmal a p p e t i t e  a n d b o dy w e i gh t  a n d , w i t h  

t h e  o n e  e x c ep t i o n  i n  wh i c h t h e  c a n n u l a  w a s  p a r t i a l ly b l o c k e d , 

h a d  n o rm a l  g l a n d s  a t  t h e  c o mp l e t i o n  o f  t h e  e xp e r i m e n t s a f t e r  

s om e  s i x  w e e k s  o f  s t u dy .  A d d i t i o n a l l y , t h e  c an n u l a t e d  a n d  

u n c annu l at e d  g l a n d s  o f  e a c h  a n ima l w e r e  o f  c om p a r a b l e  we i g h t , 

a n d  s h ow e d  n o  g r o s s d i f f e r e n c e s  f r om t h e  g l an d s  o f  o t h e r , 

un c a n n u l a t e d  s h e e p . The m a n d i b u l a r  s e c r e t i o n  o b t a i n e d  i n  

c h ron i c  e xp e r i me n t s was , t h e r e f o r e , a s s um e d  t o  h a v e  c om e  

f r o m  n o rm a l  g l a n d s . 

De t a i l s  o f  t h e  s t ru c t ur e  of  t h e  r e s t i n g  m a n d ibu l a r  g l a n d  

h a v e  a l re a dy b e e n  c on s i d e r e d  i n  c h ap t e r I I I . T h e s e  d e m o n s t ra t ­

e d  t h a t  w h i l e  c o n s i de ra b l e  d i ff e r e n c e s  e x i s t  a t  t h e f i n e  

s t r u c t u r a l  l e v e l  b e t w e e n  t h e  g l a n d s  o f  s h e e p a n d  t h o s e  o f  

o t h e r  r um i n a n t s ,  t h e g e n e r a l  fe a t ure s o f  t h e  g l a n d  w e r e  

c on s i s t e n t  w i t h  i t  s e r v i n g  a s im i l ar r o l e  i n  e a c h  o f  t h e s e  

d i f f e r e n t  a n i m a l s . Th i s  r o l e  a p p e a r s  m a i n l y  t o  b e  t h e  p ro d �  

u c t i o n  o f  m u c u s  g l y c o p r o t e i n s  wh i c h  s e r v e  a s  l ub r i c a n t s  b o t h  

f o r  t h e  f o o d  a n d  d i g e s t i v e  a p p a r a t u s  i t s e l f . 
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I t  s e e m s  t h at t h e  m u c o u s  a c l n a r  c e l l s  a r e  a ma j or  s o u r c e  

o f  t h e  m u c u s  g l y c o p r o t e i n s . Th i s  v i e w  i s  b a s e d u p o n  h i s t o -

c h e m i c a l  s t a i n ing  an d o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  i n v e s t i g a t i o n s  

o f  a c i n a r  c e l l s  wh i c h  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e nc e o f  e l e c t r o n  

l u c e n t  g r a n u l e s  ( F i g u r e  3 . 8 )  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h o s e  c o n t a i n ­

i n g  g l y c o p r o t e i n s  ( G a l l a gh e r e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  I n  c o n t r a s t , 

t h e  s e rom u c o u s  de m i l u n e s  c o n t a i n e d  s e c r e t o ry g r a n u l e s  o f  

v a r y i n g  e l e c t r on d e n s i t y  w h i c h  t y p i c a l l y d i s p l a y e d  a t r i p a r t ­

i t e  s t r u c t u r e  ( F i g ur e 3 . 1 0 ) .  T h e y  a p p e a r  t o  b e  t h e  s o u r c e  o f  

t h e  s e c r e t o ry pro t e i n s , o f  u n k n o w n  s t r u c t u r e  a n d  fun c t i o n , 

w h i c h w e r e  d emon s t r a t e d  i mm u n o cy t o c h e m i c a l ly i n  t h e  p r e s e n t  

s t u dy ( F i g u r e s  4 . 2 2 ;  4 . 2 3 ) .  A l t h o u g h  n o  s up p o rt i n g  e v i d e n c e  

w a s  o b t a i n e d , t h e  s e c r e t o ry m a t e r i a l s  i n  t h e s e  d e m i l u n e s  

p r o b a b l y  i n c l ude t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a n d  no n - s p e c i f i c  

e s t e r a s e  e n zymes  d e m o n s t r a t e d  h i s t o c h e m i c a l ly by C h a u n c e y  a n d 

Q u i n t a r e l l i  ( 1 9 6 3 ) i n  b o t h  t h e  d e m i l u n e s  a n d  d u ct  c e l l s , b u t  

n o t  a c i n i , o f  o v i n e  m a n d i b u l a r  g l a n d s . T h e s e  e n z y m e s  w e r e  

a l s o d e t e c t e d i n  t h e  m a n d i b u l a r s a l i va ( C h a u n c e y e t  a l . ,  1 9 6 1 ) .  

T h e  s t r i a t e d  d u c t  e p i t h e l i um o f  s h e e p  h a d  fo ur c e l l  

t y p e s . T h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e p r i n c i p a l  c e l l  t y p e  ( t y p e - I ) 

r e s e m b l e d  t h at o f  t h e pr i n c i p a l  c e l l s  o f  o t h e r  rum i n a n t s a n d  

o f  m a n y  n o n - rum i n a n t s - t h e y  w e r e t a l l  c o l um n a r  c e l l s  w i t h  

e l e c t ro n  lu c e n t  cy t o p l a s m  a n d  p o s s e s s e d  w e l l  d e v e l o p e d  b a s a l  

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

c o n t a i n e d  s m a l l  d e n s e b o d i e s  ( F i g u r e  3 . 1 3 ) .  T h e  o t h e r  c e l l 

t yp e s  w e r e  pr e s e n t  o n  a n  o c c a s i o n a l  b a s i s . 

M y o e p i t h e l i a l  c e l l s  w e r e  fo u n d  w i t h i n  t h e  b a s e m e n t  m e m ­

b r a n e s  o f  b o t h  s e c r e t o ry e n d p i e c e s  a n d  i n t e r c a l a t e d  d u c t s  

( F i g ur e s  3 . 1 C ;  3 . 1 0 A ; 3 . 1 1 ) ,  a n d  w e r e  a rr a n g e d  s o  t h a t  t h e i r  

c e l l  p r o c e s s e s  emb ra c e d  b o t h  o f  t h e s e  s t r u c t ur e s .  T h e y  w e r e  

s e l d om s e e n , howe v e r , i n  a s s o c i a t i o n w i t h  t h e s t r i a t e d  d u c t s 

a l t h o u g h  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n d i c a t e d  t h e y w e re 

p r e s e n t  a t  t h e  e x c r e t or y  d u c t s . 

N e r v e s  wer e s e e n t o  b e  c l o s e ly a s s o c i a t e d  w i t h  m y o e p i t h ­

e l i a l  c e l l s , s e c r e t o ry e n d p i e c e s , i n t e r c a l a t e d  d u c t s ,  s t r i a t e d 

du c t s  a n d  b l o o d  v e s s e l s . H i s t o c h e m i c a l l y , b o t h  c h o l i n e r g i c  

( F i g u r e  3 . 6 B , C )  a n d  a d r e n e r g i c  ( F i g ur e 3 . 5 B , C )  n e r v e  f i br e s  

w e r e  f o u n d  d e n s e ly arr a n g e d a r o u n d  t h e  s e c r e t o r y  e n d p i e c e s , 

c o u r s i n g  a l o n g s i d e t h e i n t r a l o b u l a r  d u c t  s y s t e m a n d  w i t h  t h e  
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w a l l s  o f  b l o o d  v e s s e l s . T h i s  d i s t r i b u t i o n  w a s  c o n f i rm e d  at 

t h e  u l t ra s t r u c t ura l l e v e l  ( e . g .  · F i g u r e  3 , 1 6 )  w h e r e  n e r v e  

f i b r e s  w e r e  a l s o  f o u n d  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  my o e p i t h e l i a l  

c e l l s  ( F i g u r e  3 . 1 6 B ) .  

T h e  f i n d i n g  o f  a x o n s  c o n t a i n i n g  a p o p u l a t i o n  o f  l ar g e  

g r a n u l a r  v e s i c l e s  i n  t he s am e  unmy e l i n a t e d  n e r v e  b u n d l e s  

a s  a xo n s  c o n t a i n in g s m a l l  a g r a n u l ar a n d  gra n u l a r  v e s i c l e s  

( F i gu r e  3 . 1 6 A )  i s  i n t e r e s t i n g  b e c a u s e  t h e f o rme r a x on s  s h ow 

t h e  g e n e ra l  c ha r a c t e r i s t i c s  i n  t h e i r  g r a n u l e c o n t e n t , of t h e  

p e p t i d e rg i c  n e r v e s  w h i c h  h a v e  r e c e n t ly b e e n  d e s c r i b e d  i n  o t h e r  

s p e c i e s  ( K i d d  a n d  G a r r e t t , 1 9 7 9 ) .  C o m p a r a t i v e  e v i d e n c e  from 

i m m un o c y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  o n  t h e  e a t ' s  ma n d i b u l a r  g l a n d  

( U d dman , 1 9 8 0 ) ,  a s  w e l l  a s  e l e c t r on m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  

( Ki d d a n d  G a rr e t t , 1 9 7 9 ;  A l - Ga i l a n i , A s k i n g , Emm e l i n a n d  

G a rr e t t , 1 9 8 1 ) s ug g e s t s  t h a t  a c o rr e l a t i on b e t w e e n  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p o ly p ep t i d e  ( V I P ) a n d  l a r g e  gra n u l a r  v e s i c l e s  

e x i s t s . I t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  s t im u l a t i o n  o f  t h e  c h or d a  

l i n g u a l  n e r v e  i n  b o t h  t h e  c a t  a n d  s h e e p  i s  r e p o rt e d  t o  c a u s e  

a n  a t r op i n e  r e s i s t a n t  va s o d i l a t i o n  i n  t h e m a n d i b u l a r  g la n d  

( B e i l e n s o n e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  D e t a i l e d  s t ud i e s  u s i n g  V I P - immun o ­

c y t o c h e m i c a l  t e c hn i qu e s  a r e  o b v i o u s l y  r e q u i r e d  i n  t h e  s h e e p  

a n d  a r e  a f a s c i n a t i n g  a r e a  f o r  fu t ur e  s t u d y . 

M o rp h o l o g i c a l l y , e a t i n g  h a d  p r o f o un d  e f f e c t s  o n  b o t h  

a c i n i  a n d  d e m i l un e s  i n  t ha t  t h e  a c i n a r  c e l l s  s h o w e d  e x t en s i v e  

d e gra n u l a t i o n  a n d  c o n c u r r e n t  s y nt h e s i s  wh i c h wa s p r o p ort i o n a l  

t o  t h e  d ur a t i on o f  e a t i n g  ( F i gure  5 . 9 ) ,  w h i l e  i n  d e m i l u ne s , 

i n  c o n t r a s t , c h an g e s w e r e  n o t  prop o r t i o n a l  t o  t h e  du r a t i on o f  

e a t i n g  b u t  w e r e  gr e a t e s t  i n  i t s  e a r l y  ph a s e s  ( F i gure  5 . 1 0 ) .  

I n  a d d i t i on , e a t i n g  c a u s e d  a d e p l e t i on o f  P A S - p o s i t i v e  

m a t e r i a l s from t h e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s , b u t  a t  t h e  f i n e  

s t r u c t ur a l  l e v e l  o n l y s l i g h t  c h an g e s  w e r e  p r e s e n t  - a 

d i s cr e p a n cy w h i c h  h a s  n o t  b e e n  a d e qu a t e l y  a c c o un t e d  f o r . 

D i s c h a r g e  o f  s ma l l  d e n s e  b o d i e s  f r o m  t h e  a p i c a l  r e g i o n s  o f  

t h e s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  w a s  a l s o  n o t e d  w i t h  e a t i n g , t h u s  

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

t o  t h e  f i n a l  s e c r e t i o n  a s  i n  many o t h e r s p e c i e s  ( s e e  Y o u n g  

a n d  v a n  L e n n e p , 1 9 7 8 ) .  
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The  e x p e r i m e n t s i n v o l v i n g  d i re c t s t imula t i o n  o f  

a u t on o m i c  n e r v e s  ( c h a p t e r  I V ) p r o v i d e d  e v i de n c e t h a t  i n  t h e  

s he e p  m an d i b u l a r  g l a n d , p ar a s ym p a t h e t i c and s ymp a t h e t i c  

n er v e s  e x e r t  t h e i r m a j o r  ro l e s  o n  d i f f e r e nt t y p e s  o f  s e c r e t ­

o ry c e l l s . T h u s , p a r a s ymp a t h e t i c  s t i m u l a t i on ma i n l y  a ff e c t e d  

t h e a c i n a r  c e l l s , wh e r e a s  t h e  s y m p a t h e t i c  n e r v e s  a f f e c t e d  

t h e  demi l un e s  a n d  s t r i a t e d  du c t s - f i n d i n g s  wh i c h  s up p o r t  

t h e  ge n e r a l  c o n c e p t s d e v e l op e d  f r om o b s e rvat i o n s  on  t h e  e a t ' s  

m a n d i b u l a r  g l a n d  b y  Rawl i n s o n  ( 1 9 3 3 , 1 9 3 5 )  a n d  m o r e  r e c e n t ly 

by Garr e t t  a n d  K i d d  ( 1 9 7 7 ) . T h e s e  w o r k e r s  f o u n d , i n  a g l and 

wh i ch a l s o  c o n t a i n s  two t y p e s  o f  s e c r e t ory c e l l s , t h a t  

sympat h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i on c a u s e s ·a r e du c t i o n i n  d e m i l u n e  

s i z e  a n d  i s  m a i n l y  r e s p on s i b l e  f o r  t h e  s e c r e t i o n  o f  

p e r o x i d a s e  a n d  i t s  s y n t h e s i s  i n  t h e  d e m i lun e s . P ar a s y m p a t h ­

e t i c  s t i mu l a t i o n  c a u s e s  e x t e n s i v e d e g r a n u l a t i o n  o f  t h e  a c i n i  

w i t h  s e c r e t i o n  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  ( G arre t t  a n d  K i d d , 1 9 7 7 ) .  

However , i t  r e m a i n s  a p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  a c t i o n on  e i t h e r 

d em i lun e o r  a c i n a r  c e l l s  i s  n o t  e x c l u s i ve s i n c e  i n  t h e 

e xp e r i m e n t s  o f  G a rr e t t  a n d  K i d d  ( 1 9 7 7 ) ,  a n d  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u dy , a l o w  l e v e l  o f
. �r ot e i n  w a s  foun d i n  c h o l i n e r g i c a l l y 

e vok e d  s a l i v a  e v e n  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  b o t h  a a n d  a - a d r e n e r g i c  

a n t a g on i s t s . 

F r o m  a c o m p a r i s on o f  t h e  m o rp h o l o g i c a l  c h a n g e s  n o t e d  

a f t e r  a u t o n om i c  n e r v e  s t i m u la t i o n  i n  a c ut e e x p e r i m e n t s  w i t h  

t h o s e  p r e s e n t  a ft e r e a t i n g , i t  i s  p l a u s i b l e  t o  s u g g e s t  

t h a t  n a t u r a l  s t i m u l at i o n  o f  t h e  g l a n d  invo l v e s  b ot h  d i v i s i on s  

o f  t h e  a u t o n om i c  n e r v o u s  s y s t e m . T h e  p a r a s y mp a t h e t i c  

i n n e r va t i on p r o b a b ly p l ay s  a n  i m p o r t ant r o l e  t h r o u g h o u t  t h e 

e a t i n g  p e r i o d  w h e r e a s  s ymp a t h e t i c  a c t i v i t y  i s  o n ly o b v i o u s  

under  p ar t i c u l a r  c o n d i t i o n s . A l t h o ugh s y n t h e s i s  a n d  r e a c c um ­

u l a t i on o f  s e c r e t ory gra n u l e s  w e r e  i n  e v i d e n c e  a f t e r  e a t ing , 

t h i s  s t u dy g a v e  no  i n f o rm at i o n  a b o u t  t h e  r o l e s  o f  aut o n o m i c  

n e rv e s  i n  t h e  r e a p p e a r a n c e  o f  s e c r e t o ry g r a n u l e s  a f t e r  e i t h e r  

e a t i n g  o r  a u t o n o m i c  n e r v e  s t im u l a t i on . 

T u rn i n g  n ow t o  t h e  r o l e  o f  a u t onom i c  n e r v e s  i n  c h a n g in g  

t h e  f l o w  a n d  c o m p o s i t i on o f  s a l i v a , i t  a p p e a r s  t h a t t h e  

pre d o m i nant  e f f e c t  o f  s ymp a t h e t i c  a c t i v i t y  w a s  t o  s t i m u l a t e 
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p r o t e i n s e c r e t i on wh e r e a s  t h e  m a i n  c o n t r i b ut i o n  t o  t h e 

v o l u m e  o f  s a l i v a  s e c r e t e d  a r o s e  f r o m  p a r a symp a t h e t i c  a c t i v i t y . 

I n  t h e  a c u t e e xp e r i m e n t s , t h e  s a l i v a s e c r e t e d  i n  

re s p o n s e  t o  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c h o r da l i n g u a l  n e r v e  o r  
I 

i n j e c t i o n  o f  c ar b a c h o l , a p p e a r e d m o r e  q u i c k l y , f l ow e d more  

c op i o u s ly a n d  c o n t a i n e d  lower  l e v e l s  o f  p r o t e i n  t h a n  t h a t  -4 

ob t a i n e d  d ur i n g  s t i m u l a t i on o f  t h e  c e rvi c a l  s ymp a t h e t i c  t r unk . 

S im u l t a n e o u s  s t i m u l at i o n  o f  b o t h  t y p e s  o f  n e r v e s  r e s u l t e d  i n  

a s e c r e t i on w h i c h , a l t h o u gh o f  h i gh e r p r ot e i n c o n t e n t , w a s  

n e v e r  more  v o l u m i n o u s  t h a n  t h at o b t a i n e d by s t im u l a t i o n  o f  

p a r a s ympat h e t i c  n e r v e s a l o n e . S i n c e  mu c u s  g l y c o p ro t e i n  

m a k e s  a n  imp o r t a n t  c o n t r i but i o n  t o  t h e  v i s c o s i t y o f  s a l i v a  

( s e e  H e r p  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) ,  i t s  s e c r e t ion from t h e  g l a n d  may  

r e qu i r e  large  a m o un t s  o f  f l u i d t o  wash  i t  t h ro u g h  t h e  d u c t a l  

s y s t e m , a n d  i t  i s  a p p r o p r i a t e ,  t h e re fo r e , t h a t  b o t h  f l u i d  a n d  

m u c u s  g l y c o p ro t e i n  s e c r e t i o n  s h o u l d  b e  me d i a t e d  vi a t h e 

s am e  c on t r o l  m e c h an i s m . 

T h a t  t h e  e ff e c t  o f  symp a t h e t i c  n e rve s o n  s e c r e t i o n o f  

s a l i vary p r o t e i n s  i s  �-.·�!f.-·w; -�f:��r �d·_: 
f r o m  t h e  f a c t  t h a t  i n  t h e p r e s e n t  s t u d y , a n d  t h a t  o f  P a t t e r s o n  

a n d  T i t c h e n  ( 1 9 7 7 ) ,  s a l i va o b t a i n e d  d ur i n g  s t im u l at i o n  o f  a 

c e r v i c a l  symp a t h e t i c  t r unk or a f t e r a dm i n i s t r a t i o n o f  i s o -

p r e n a l i n e  h a d  t h e  h i g h e s t  p r ot e i n con c e n t r a t i o n s . F urt h e r , 

p ro p r a n o l �l �u t  n o t  t h e  �-a dre n e r g i c  ant a g o n i s t , p h e n t o l am i n e , 

b l o c k e d  t h e i n c r e a s e s  i n  f l ow a n d  p r ot e i n  s e c r e t i on p r o d uc e d  

b y  symp a t h e t i c  s t i mu l a t i on ( F i g u r e s  4 . 3 ;  4 . 4 ) .  T h e  e v i d e n c e  

f r o m  t h e  p r e s e n t  e xp e r im e n t s i n v o lv i n g  e l e c t r i c a l  o r  

p h ar m a c o l o g i c a l s t i m u l a t i o n  w a s  s up p ort e d  b y  e l e c t r o p h o r e t i c  

s t u d i e s  wh i c h  e s t ab l i s h e d  t h e  p r e s e n c e  o f  p art i c u l ar p ro t e i n 

c ompo n e n t s  ( F i g u r �  4 . 7 )  i n  s a l i va s e c re t e d  d u r i n g  s y m p at h e t i c  

o r  symp a t h om im e t i c  s t i m u l at i o n , but s h ow e d  t h e m t o  b e  v i r t u a l ly 

a b s e n t i n  p ar a s y mp a t h e t i c a l l y e vo k e d  s a l i v a , 

The  a c t i o n s  o f  p a r a symp a t h e t i c  a n d  s ympat h e t i c  n e rv e s  

i n  t h e s h e e p t h u s  c o n fo rm t o  a p a t t e rn t h a t  i s  g e n e ra l  f o r  

s a l i v a ry g l a n d s  i n  m a ny s p e c i e s : " a  p r i n c i p a l  r o l e  o f  t h e  

a d r e n e r g i c  i n n e r v a t i o n  i s  t o  c a u s e  s e c r e t i o n  o f  g l a n d  p r ot e i n s , 

w i t h  e l a b o r a t i on o f  wat e r  o n l y  a m i nor r o l e ; a p r i ma r y  r o l e  
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o f  t h e c h oli n e r g i c  i nn e rvat i o n  i s  t o  c a u s e  e l a b o r a t i o n  o f  

c o p i o u s  quant i t i e s  o f  f l u i d '' ( S c h n e y e r , 1 9 7 4 ) .  

From t h e  r e s p o n s e s  t o  s t i mu l a t i o n  o f  a u t o n o m i c  n e r v e s 

i n  a n a e s t h e t i z e d  a n i ma l s , i t  t h e r e f o r e  s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  

a r g u e  t h a t  t h e  r e f l e x  s e c r e t i o n  i n d u c e d  by e a t i n g i s  

m e d i at e d  vi a b o t h  p a r a s y m p at h e t i c  a n d  s ymp a t h e t i c  p a t hway s . 

J u d g e d  by t h e  l ar g e  q u an t i t i e s  o f  s a l i v a p ro d u c e d  d ur i n g  t h e  

f e e d i n g  p e r i o d , t h e m a j o r c o n t r i b u t i o n  i s  from t h e  p a r a -

symp a t h e t i c  i n n e r v a t i o n . F u rt h e r  e v i d e n c e f o r  t h i s  a r o s e  

f ro m  t he r e du c t i o n s  i n  s e c r e t i o n d ur i n g  e a t i n g  t h a t  o c c u r r e d  

f o l l ow i n g  i n j e c t i on o f  a t rop i n e . A r e s e rv a t i o n  m u s t  b e  

e xp r e s se d , h o w e v e r , a b o u t  t h e  u s e  o f  a t rop i n e  i n  c on s c i o u s  

a n i m a l s : i t  s e e me d , a t  t h e  s am e  d o s e , t o  b e  l e s s  e f f e c t i v e 

t h a n  in a c ut e e xp e r i m e n t s y e t  t h e  u s e  o f  h i gh e r d o s e  r a t e s  

r i s k s  a p p re c i a b l e  c e n t r a l  n e r vo u s  e x c i t a t i o n ( G o o d m a n  a n d  

G i l man , , 1 9 7 5 ) a n d , t h e r e fore , d i f f i c u l t i e s  i n  i n t e r p r e t a t i o n  

o f  r e s u l t s .  

T h e  s e cr e t i o n  o f  t h e  h i gh e r  l e ve l s  o f  p ro t e i n  d ur i n g  t h e  

e a r l y  s t a g e s  o f  e a t i n g  a pp e ar e d t o  b e  m a i n ly a s y mp a t h e t i c  

e f f e c t . Th r e e  p i e c e s  � f  e v i d e n c e  s up p ort t h i s  v i e w . F i r s t , 

i n  c o n s c i o u s  a n im a l s  t h e  i n j e c t i o n  o f  p ro p r a n o l o l  r e s u l t e d  i n  

m a rk e d  r e d u c t i o n s  i n  p r o t e i n s e c r e t i on dur i n g  e a t i n g  w i t h o ut 

c a u s i n g  a s s o c i a t e d  c h a n g e s  in t h e  s a l i va ry f l ow ( F i g u r e s  

5 . 4 - 5 . 6 )  . .  S � c o n d ly , t h e  g e l  e l e c t ro p h o r e t i c  p at t e r n  o f  

s a l i va c o l l e c t e d  d ur i n g  t h e e a t i n g  p e r i o d  c on t a i n e d  a m a j o r  

p ro t e in b a n d  ( F i gu r e  5 . 7 A )  wh i c h c or r e s p o n d e d  t o  t h e  s o l u b l e  

p r o t e i n  b a n d  X o f  symp a t h e t i c a l ly e vo k e d  ? a l i va f r o m  a c u t e  

e xp e r i m e n t s ,  an d w h i ch p r o p r a n o l o l  t re a t m e n t  c o n f i rm e d  w a s  

u n d e r  S - a d re n e r g i c  c on t r o l  ( F i gu r e  5 . 7 B ) .  T h i r d l y , m o rp h o l ­

o g i c a l  s t u d i e s  o n  t h e  mand i b u l a r  g l a n d s  t a k e n f r o m  a n i ma l s  

a ft e r e a t i n g  f o r  o n e  h o ur , s ho w e d c h a n g e s  i n  t h e  d e m i l un e s  

( f u s i o n  a n d  d i s c h ar g e  o f  t h e i r  s e c r e t o ry g r a n u l e s ) w h i c h  

c o u l d  b e  p r e v e n t e d  by t h e  S - a d r e n e r g i c  b l o c k e r  p r o p r a n o l o l  

( F i gure 5 . 1 0 A , B ) .  

B o t h  p h y s i o l o g i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l e v i d e n c e  o b t a i n e d  

i n  t h e  p r e s e n t  s t udy  s uppor t s  a r o l e  f o r  my o e p i t h e l i a l  c e l l s , 

i n  t h e  n o rma l s e c r e t i o n  of  ma n d i b u l a r  s a l i va i n  s h e e p , a l on g  



1 4 4  

t h e  l i n e s  r e v i e w e d  by b o t h  Y o u n g  a n d  v a n  L e n n e p  ( 1 9 7 7 ) a n d  

Emme l i n  a n d  G a r r e t t  ( 1 9 7 9 ) .  C o n t r a c t i o n  o f  m y o e p i t h e l i a l  

c e l l s  w i l l , a s  we l l  a s  re d u c i n g  t h e  l o s s  o f  f l u i d  i n t o  

t i s s u e s  a n d p r o v i d i n g  s u p p o r t  f o r  t h e  un derl y i n g  p a r e n c hy m a , 

s p e e d  t h e  f l o w  o f  p r e f o rm e d  s a l i va by i n c r e a s i n g  t h e  s e c r e t ory 

p r e s s ur e  a n d  s h o rt e n i n g  t h e  d u c t a l  lu m i n a  ( Y o un g  a n d  van 

L e n n e p , 1 9 7 7 ;  Emme l i n  a n d  G a r r e t t , 1 9 7 9 ) .  A r a p i d  f l o w  o f  

s e c r e t i o n  o c c ur r e d i n  r e s p o n s e  t o  t e a s i n g  ( F i g ur e  5 . 2 ) ,  o n  

f i r s t  e a t i n g  ( F i gure  5 . 2 ) ,  a n d  a t  t h e  o n s e t  o f  s y m p a t h e t i c  

n e r v e s t i m u l a t i o n  wh en i mp o s e d  o n  a p a r a s ymp a t h e t i c  b a c k g r o u n d  

( F i g ure 4 . 6 ) .  I t  i s  l i k e ly t h a t  my o e p i t h e l i a l  c e l l  c o n t r a c t ­

i o n  i s  e s p e c i a l ly i mp o r t a n t  i n  a s s i s t i n g t h e  s e c r e t i on o f  

v i s c o u s  s a l i v a  from t h i s  g l a n d  a s  c omp are d w i t h , f o r  e x a m p l e ,  

t h e  w a t e � s e c r e t i o n  o f  t h e  p ar o t i d  g l a n d . T h e  v i s c o s i t y  o f  

t h e  m a n d i b u l a r  s e c r e t i o n  i s  n o t  u n i f o rm du r i n g  f e e d i n g  b u t  

t e n d s  t o  b e  g r e at er  a t  t i m e s  o f  h i gh p r o t e i n c o n c e n t r at i o n , 

s u c h  a s  i n  t h e  e a r ly s t a g e s  o f  e a t i n g , a n d  t e a s i n g , w h e n  

symp a t h e t i c  a c t i v i t y  i s  i n c r e a s e d . I t  i s  s p e c u l a t e d  t h a t  

t h i s  w o u l d  a l s o  b e  a t i m e  o f  g r e a t e r my o e p i t h e l i a l  c e l l  

a c t i v i t y , s i n c e  t h e  p r e s e n t  a c ut e e xp e r i men t s  s ug g e s t e d  an  

a s s o c i a t i on b e t w e e n  my o e p i t h e l i a l  c e l l  an d s y m p a t h e t i c  

a c t i v i t y . 

A l t h o ugh t h e ph y s i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  o n  m a n d i b u l a r  

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

i n d u c e d  myo e p i t h e l i a l  c e l l  c o n t r a c t i o n , i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  

t o  e l i m i n at e  a c o n t r i b u t i o n  f r o m  a p a r a s ym p a t h e t i c  i n n e r v a t i o n  

o f  t h e s e  c e l l s  b e c au s e  o f  t h e  p r om i n e n c e  o f  a c o p i o u s  f l o w  

i n  r e s p o n s e  t o  ch o l i n e r g i c  s t i m u l a t i on . 

I t  i s  w o r t h n o t i n g  t h a t  t h e  sympath e t i c  n e r v e  s t i mu l a t i o n 

emp l o y e d i n  t h e  a n a e s t h e t i z e d  a n i ma l s , wh i l e  o f  a n  e x t e n t 

w h i c h  g a v e  c l e ar c u t m o rp h o l o g i c a l  e f fe c t s , a p p e a r e d  t o  

e x c e e d  t h at wh i c h  o c c ur s  n at ur a l l y , i n  t h a t  e a t i n g  ap p e a r e d  

t o  c a u s e  n e i t h e r c e l l u l a r  d i s rupt i o n o f  d e m i l un e s  n o r  d i s c h a r g e  

o f  c o n t e n t s  o f  s e c r e t o ry g ra n u� e s  from a c i n a r  c e l l s  o r  

d e m i l u n e s i n t o t h e  b a s o l a t e r a l  c a n a l i c u l i . T h a t  c h an g e s  o f  

t h i s  n a t ure  w e r e  pre s e n t i n  a c u t e  e xp e r i m e n t s  ( F i g ure s 4 . 1 2 C ;  

4 . 1 3 ) , e v e n  w i t h  a b a c k g r o u n d  o f  p a r a s ymp a t h e t i c  s t i mu l a t i o n  

( F i g u r e  4 . 1 8 B ) ,  s u g g e s t s  m o r e  t h a n  on e f a c t o r  may h a v e  b e e n 
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c o n t r i but i n g  t o  t h e i r  a p p e a r a n c e . A s  d i s c us s e d  e a r l i e r  

( c h a pt e r  I V ) � s om e  o f  t h e  c e l l u l a r  d i s r u p t ion  m a y  h a ve 

a r i s e n  from t h e  e f f e c t s of  h i g h  l e v e l s  of  symp a t h e t i c  

t r a n s mi t t e r s  o n  b a s o l a t e r a l  p l a sma m e mb r a n e s , b u t  t h e r e  m ay 

a l s o  h a v e  b e e n  a d i s r upt i v e  e f f e c t d u e  t o  i n c r e a s e d  i n t r a l um -

i n a l p r e s s ur e  w i t h  i n t e n s e  my o e p i t h e l i a l  con t r a c t i on �  

F urt h er , t h e  h i g h ly v i s c o u s  s e c re t i on t h a t  w a s  p r o du c e d  i n  

t h e  a c ut e e xp e r i me n t s  no d o ub t  c o nt r i b ut e d  t o  a n  i n c r e a s e d 

p r e s s ur e  i n  t h e  s e c r e t o ry e n d p i e c e s  a n d  d u c t a l  l um i n a . W i t h  

t h e  n a t u r a l  s t i mu l a t i o n  a f f or d e d  b y  e a t i ng t h e r e  w a s  a l way s 

a vo l um i n o u s  s e c r e t i o n  o f  f l u i d , a n d  t h i s  w o u l d  h a ve 

d i l ut e d  v i s c o s i t y  t h a n g e s . 

S h e e p  o ft e n  i n h a b i t  e n v i ro nm e n t s  i n  w h i c h  t h e y  f i n d  i t  

n e c e s s a ry , t o  e at a n d  d i g e s t  l a r g e  q u an t it i e s  o f  dry , f i b r o u s  

food . O n  a d i e t  o f  t h i s  t y p e  a p r i m e  r e qu i r e m e n t  o f  s a l i v a  

i s  t o  f a c i l i t a t e  c h e w i n g  a n d  s w a l l ow i n g . On c e  t h e i n i t i a l  

prob l em o f  c h e w i n g  a n d  s w a l l ow i n g  h a s  b e e n  o v e r c o m e  t h e  

l i qu i d  n a t ur e  o f  t h e  g a s t r i c  c o n t e n t s r e d u c e s  t h e  n e e d  f o r  

f urt h e r  s e c r e t i on d ur i n g , f o r  e xamp l e , t h e  r e m a s t i c at i on o f  

r um i n a t i o n . T h e  r es u l t s d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  d e mo n s t r at e 

t h at  t h e  m a n d i b u l a r  g l an d s  o f  s h e e p  a r e  a d m i r a b l y  e qu i p p e d ; 

s t r u c t u r a l ly , t o  s a t i s fy t h e  d e m a n d s  o f  p r ov i d i n g  l ub r i c an t  

a n d  t ha t  t h e  m e c h a n i sm s  t h a t  s t i m u l a t e t h e m a r e  s o  o r g an i z e d  

t h at  s � c r � t i on o c c u r s  a t  t h e  t i m e  o f  gr e a t e s t n e e d , t h a t  i s  

dur i n g  e a t i n g . 

P o s s i b l e  F u t u r e  S t u d i e s  

T h e· r e s u l t s o f  t h e  p r e s e n t s t udy p r o v i d e  a b a c k g r o u n d  

k n ow l e d g e  o f  a ut o n o m i c  n e r v o u s  i n f l u e n c e s  o n  t h e  s t r u c t ure 

and f u n ct i on o f  t h e ma n d i b u l a r  g l a n d  i n  s h e e p . H o w e v e r , t h i s  

b a s i c  i n fo rm a t i o n  n e e d s  e xp a n s i o n  i n  many a re a s . I n  p ar t i c u l a r  

furt h e r  s y s t e m a t i c  m o rp h o l og i c a l  s t u d i e s  u s i n g  q u an t i t a t ive 

morp h om e t r i c  or  s t e r e o l o g i c a l  a n a ly s i s  of  c h a n g e s  in  t h e  

a c in a r  c e l l s � d e m i l un e s  a n d  s t r i a t e d  d u c t s , a n d  t h e i r 

cy t o p l a s m i c  c om p o n e n t s �  a r e  n o w  n e c e s s ary t o  g i v e  a w i d e r  

und e r s t an d i n g  o f  t h e  d e t a i l e d  c h a n g e s  i n  t h e s e  c e l l s  a n d  

o f  t h e  k in e t i c s  o f  t h e i r s e c r e t ory a c t i v i ty u n d e r  v a ry i n g  

c on d i t i o n s  o f  s t i m u l a t i on . 

• 
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I n  a d d i t i o n , i n  o r d e r  t o  g a i n  a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g  

o f  t h e  a ut o n o m i c  n e rv o u s  i n f l u e n c e s  o n  t h e  m a n d i b u l a r  g l a n d , 

more d e t a i l e d  u l t r a s t r u c t u r a l  e x a m i n a t i o n s  o f  t h e  i n n e rv a t -

ion p a t t e rn i n  t h e s a l i va r y  g l a n d  a r e  r e q u i r e d .  T h e  e l e c t ro n  

mi cr o s c o p i c  me t h o d s  e mp l o y e d  ( w i t h  Karn o v s k y ' s f i x a t i v e  a n d  

o s m i u m  t e t ro x i d e ) in t h e  p r e s e n t  s t udy w e r e  a d e qu a t e o n l y  

f o r  a g e n e r a l  s ur v ey o f  s i t e s  o f  i n n e rv a t i o n , a n d  d i d  n o t  

a l ways  a l l o w  p r e c i s e  d e f i n i t i on o f  t h e  t y p e s  o f  n e r v e s 

obs e r v e d .  T h e  u s e  o f  i m p r o v e d  t e c h n i qu e s  f o r  t h e  p r e s e r v ­

a t i o n  o f  s m a l l  gran u l a r  v e s i c l e s  ( s uc h  a s  g l u t a r a l d e hy d e ­

s o d i um c h roma t e - o s m i um t e t ro x i d e - u ranyl  a c e t a t e  �r a n z e r  and  

Ri c h a r d s , 1 9 7 �] )  is  t h u s  d e s i r ab l e . T h e  t e c h n i q ue s c o u l d  be  

p ro f i t a b l y  p e r fo rme d u n d e r  var i o u s  c o n d i t i o n s ,  e . g .  o n  

norma l g l a n d s  a s  we l l  a s  a ft e r  s p e c i f i c  de n e rv a t i on s  a n d  

r e i n n e r v a t i o n  a n d  w ou l d l o g i c a l ly b e  a c c om p a n i e d  b y  p a r a l l e l  

h i s t o c h e m i c a l  i n ve s t i g a t i o n s  o f  A C h E  a n d  b i o g e n i c  a m i n e  

a c t i v i t y . 

A n o t h e r  a r e a  f o r  f u t u r e  r e s e a r c h i s  t h e  s t udy  o f  t h e  

nat ur e  a n d  o r i g i n  o f  t h e  s a l i va ry p r ot e i n s  s e c re t e d  d ur i n g  

e a t i n g  a n d  n e rv e  s t imu l a t i o n . T h i s  s t u dy w o u l d  n e c e s s a r i ly 

i n v o l v e  i mp r o ve d me t h o d s  f o r  s e p ar a t i on a n d  a n a ly s i s  o f  t he 

pro t e i n s  w i t h  t h e  o b j e c t i v e  o f  i s o l at i n g s p e c i f i c  p r o t e i n s  

a n d  d e t e rm i n i n g , p e r h a p s b y  immu n o cy t o c h e m i s t ry , t h e i r  

c e l l u l a r  o r i g i n s . S u c h  a s t udy  w o u l d  pro v i d e  f o r  a b e t t e r  

u n d e r s t an d i n g  o f  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e s a l i v a ry p r o t e i n s  

p r o d u c e d , p a r t i c u l a r l y  d u r i n g  s y m p a t h e t i c  s t imu l a t i on . 

C l a rk a n d  R e i d  ( 1 9 7 4 ) h av e  c o mm e n t e d  on  t h e p o s s i b i l i t y  o f  

f o a m - s t ab i l i z i ng a g e n t s b e i n g  p r e s ent  i n  s a l i va a n d  c o n t r i b u t ­

i n g  t o  t h e  c o n d i t i o n  o f  b l o a t  - a minor p r o b l e m  i n  s h e e p  b ut 

o n e  o f  c o n s i d e r a b l e  e c on om i c  imp o r t an c e  i n  c a t t l e . F o a m -
s t ab i l i z i n g  a ct i on s  o f  s a l i va ry p r o t e in s  a r e  r e c o gn i z e d  

( D . H .  C a r r , p e r s on a l  c o mmun i c a t i on ) a n d  i t  i s  a t  l e a s t  

t h e or e t i c a l ly po s s i b l e  t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  

o f  an ima l s  t o  b l o a t  i n vo l v e  u n e x p l a in e d  d i f f e r e n c e s  i n  t he i r  

s y mpat h e t i c  a c t i va t i o n  o f  p r ot e i n  s e c r e t i o n . 

T h e  s u gge s t i o n  b y  Ba r t l e y , M e y e r  a n d  F i n a  ( 1 9 7 5 ) t h a t  

i mrnun o g l o b u l i n s  o f  s a l i va r y  o r i g i n may i n f l u e n c e  t h e  
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p o p u l a t i o n  o f  m i c r o - o r g a n i s m s  p r e s e n t  i n  t h e  r um i n a - re t i c u l um 

a d d s  t o  t h e  n e e d  f o r  i mp r o v i n g  k n o w l e d g e  o f  p r o t e i n s e c r e t i o n . 

S e c r e t o ry I gA i s  pre s e n t i n  r e l a t i v e ly h i gh l e ve l s  i n  t h e 

man d i b u l a r  s a l i va o f  s h e e p  ( Cr i p p s a n d  L a s c e l l e s ,  1 9 7 6 ) b u t  

d e t a i l s  c o n c e r n i n g  i t s  s e c r e t i on a n d  fun c t i o n  a r e  l a c k i n g . 

F i n a l ly , i n  fut ure  s t u d i e s  t h e  us e o f  c h r o n i c a l ly 

c a nn u l a t e d  a n i ma l s  i s  l i k e ly t o  b e c ome i n c r e a s i n g ly i m p o r t ant 

i n  i n v e s t i g at i o n s  on t h e  c omp o s i t i o n  and c on t r o l  o f  m a n d i b u l a r  

s e c r e t i o n , e s p e c i a l l y  s i n c e c a n n u l a t i o M c an b e  e s t ab l i s h e d  

w i t h o ut a n y  a p p a re n t  d i s c om f o r t  t o  t h e  a n i m a l s . I d e a l l y , 

f u t u r e  d e ve l o p m e n t s  w ou l d  i n c l u d e  r e - e nt r a n t  t e c h n i qu e  o f  

c a � n u l a t i o n s o  t h at o b j e c t i on s  t o  d i ve r s i on o f  t h e  s a l i v a  

c an b e  c o u n t e r e d .  A s  w e l l  a s  b e i n g  u s e f u l  i n  t h e  p r o t e i n 

s t u d i e s  r e f e r r e d  t o  a b o ve , t h e  i n f l u e n c e  o f  d i f f e r e n t  

e xp e r im e n t a l  c o n d i t i o n s , s u c h  a s  d i ff e r e n t  d i e t s , o r  d i f f e r e n t  

c o n d i t i o n s  o f  f e e d i n g , e . g .  a d  l ib i t um f e e d i n g , w o u l d  a l s o  

s e e m imp o rt a n t  a re a s  t o  e x am i n e  a n d  t h e i r  s t udy s h o u l d  l e a d  

t o  a be t t e r  k n ow l e d g e  o f  t h e  m a n d i bu l a r  g l a n d  a n d  t h e  

c o n t r i bu t i o n i t  n o rma l l y  ma k e s  t o  d i g e s t i o n  i n  s h e e p . 
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APPENDIX 1 

THE UNLABELLED PEROX IDAS E ANTI/PEROXIDAS E ( PAP) }1ETHOD 

(After Tay1or , 1 9 7 8 ;  S ternberge r ,  1 9 7 9 )  

P r o c e d ur e  

1 .  T i s s u e s  a r e  f i x e d in  1 0 %  p h o s p h a t e -bu f f e r e d f o r ma l i n  

s o l u t i o n  or B o u i n ' s  f i xa t i v e , p r o c e s s e d  r o u t i n e ly , a n d  

embe d d e d  i n  p a r a f f i n . 

2 .  S e c t i on s  4 �m t h i c k a r e  l e f t i n  an o v e n  at  5 6 °
C f o r  

• 

3 0  m i n . ( S e c t i o n s  are  d e p ar a f f i n i z e d  imme d i a t e l y 

b e fo r e  s t a i n i n g ) .  

3 .  The  d e p a r a f f i n i z e d  s e c t i o n s  a r e  t r e a t e d  w i t h  0 . 3 % H
2

o
2 

in  m e t h a n o l  f o r  3 0  m i n  t o  b l o c k e n d o g e n e o us p e ro x i d a s e s  

( B ur n s , 1 9 7 5 ) .  

4 .  W a s h  i n  b u f f e r e d s a l i n e  ( T r i s fp h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e , 

0 . 1 M ,  p H  7 . 6 )  f o r  1 5  m i n . 

5 .  I n c ub a t e f o r  1 0  m i n  i n  n o rm a l s w i n e  s e rum ( N S S ,  d i l u t e d  

1 : 3  i n  T r i s jp h o s p h a t e b u f f e r ) .  The e x c e s s  s e r u m  i s  

dr a i n e d ,  n o t  w a s h e d  o f f . 

6 .  Ap p ly t h e  p r i m a ry a n t i bo d y  p r o d u c e d  i n  a r a b b i t  

( i . e .  rabb i t  a n t i - s h e e p  s a l i v a ry p r o t e i n ) f o r  3 0  m i n  

i n  a p p r op r i a t e  d i l u t i o n s  ( i . e . 1 : 2 , 0 0 0 ) .  A l w a y s  u s e  

N S S : b u f fe r , 1 : 9 ,  a s  d i l u e n t s f o r  a n t i b o d i e s  a n d  P A P  

r e a g e n t . 

7 .  W a s h  in  b u f f e r e d  s a l i n e  a n d  f o l l ow by a 1 0  m i n  a p p l i c ­

a t i o n o f  N S S  ( a s i n  s t e p 5 ) .  

8 .  Tre a t  w i t h  s w i n e a n t i / ra bb i t  ( D a k o p a t t s  A / S ,  D e n m a r k ) 

1 : 2 0 ,  1 5  m i n . 

9 .  W a s h  in  b u f f e r e d  s a l i n e  a n d  a p p ly N S S  ( a s · i n  s t e p  5 ) .  

1 0 .  I n c ubat e i n  P A P  ( Da k op a t t s  A / S )  1 : 2 0 f o r  3 0  m i n  a n d  

f o l l ow b y  a 1 5  m i n  w a s h  i n  b u f f e r e d s a l i n e . 



• 
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< '  

1 1 .  I n c u b a t e  i n  3 - 3 ' , 4 - 4 ' d i am i n ob e n z i d i n e  t e t r a h y d r o ­

c h l o r i d e ( DA B ) s o l u t i o n ( S i gm a  C h e mi c a l s  C o . ,  S t . Lou i s ) 

a c co r d i n g  t o  Graham  a n d  Karn o v s k y  ( 1 9 6 6 ) - p r e i n c ubat e 

s e ct i o n s  i n  DAB s o l u t i o n  i n  O . O S M Tr i s  b u f f e r , p H  7 . 6 ,  

1 m i n  f o r  e v en s t a i n i n g  an d a f t e r  a d d i t i on o f  0 . 0 2 %  

H
2

o
2 

c on t i n u e s t a i n i n g  for � a b o ut 3 m i n  w i t h  i n t e rm i t t ­

e n t a g i t a t i o n . 

1 2 .  W a s h  t h e  s e c t i o n s  i n  w a t er for  5 min . 

1 3 .  C o un t e r s t a i n  w i t h  e i t h e r  h a e mat oxy l i n  o r  1 %  l i g h t  gre e n . 

1 4 .  D e hy d r a t e ,  c l e ar a n d  m o un t  in  D P X  . 

D u r i n g  t h e  p r o c e d u r e  i n  s t e p s  5 - 1 0 ,  s e c t i o n s  a r e  h e l d  

in  m o i s t c ha m b e r s  ( s u c h  a s  p r o v i d e d  by a w e t  p a d o f  f i l t e r  

p a p e r  i n  a P e t r i  d i s h ) .  T h e  r e a g e n t s u s e d  i n  immun o s t a i n i n g  

a r e  a p p l i e d  a s  drop s on t o p o f  t h e s e c t i o n s  u s i n g  o n e  t o  

t hr e e  drop s o f  s ol ut i o n  d e p e n d i n g  o n  t h e  s i z e  o f  t h e  s e c t i on . 

I t  i s  wort h e t c h i ng t h e  a r e a  a r o un d e a c h s e c t i o n  w i t h  a 

gl a s s  p e n c i l  t o  min i m i z e  r u n n i n g  o f  t h e  s o l u t i on s  u s e d  f o r  

s t a i n i n g . Any i s o t o n i c  b u f f e r , p H  7 . 2  t o  7 . 6 , i s  s u i t a b l e , 

e x c e p t  t h a t  f o r  t h e  e n zy m e  r e a c t i o n  i t s e l f  ( s t e p 1 1 )  

O . O S M  T r i s  b u f f e r , p H  7 . 6  i s  r e q u i r e d . Ke e p  s e ct i o n s  

c o v e r e d  a l l  t h e  t ime  e x c e p t  w h e n  a c t ua l ly a p p l y i n g  r e a g e n t s  

t o  a vo i d  c o n t ami nat i o n , s i n c e  mome n t ary e xp o s u r e  o f  a s e c t i o n  

t o  h i ghly  d i l ut e d  an t i s e r um f r om an o t h e r  s e c t i o n d u r i n g 

w a s h i n g  c o u l d  r e s u lt i n  s t a i n i n g  ( S t e rnbe r g e r ,  1 9 7 9 ) .  
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APPENDIX 2 

TH E ETHru� OL- CHL OROF ORM PROCEDURE F OR PARAF F IN WAX PROCES S ING 

P r o c e s s  R e a g e n t T im e  

7 0 %  e t h a n o l  1 h o ur 

9 5 %  e t h a n o l  1 h o ur 

D e hy d rat i o n  1 0 0 %  e t h a n o l  1 h o u r  

1 0 0 %  e t ha n o l  1 h o ur 

1 0 0 %  e t han o l  2 h o u r s  

c h l o r o f o rm 1 h o ur 

C l e a r i n g  xy l e n e  1 h o ur 

x y l e n e  1 h o ur 

I mp re gn a t i on 
p a r a f f i n  w a x  5 6

° C M . P .  2 h o u r s  

p a ra f f i n  w a x  5 6 ° C M .  p .  2 h o ur s  

A f t e r  p ro c e s s i n g , t i s s u e b l o c k s  were  emb e d d e d  i n  5 6 ° C 

m e l t i n g  p o i n t  p a r a f f i n  w a x . 
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APPENDI X  3 

S TAI NI NG METHODS F OR PARAFF I N  SECTI ONS 

P E R I O D I C  A C I D  S C,H I F F / HAE M AT O X Y L I N  ( PA S / H ) 

M e t h o d  

1 .  D e wa x  a n d  b r i n g  s e c t i o n s t o  w a t e r , 

2 .  O x i d i z e  i n  1 %  p e r i o d i c  a c i d  for 8 m i n . 

3 .  W a s h  i n  r un n i n g  t ap w a t e r  f o r  5 m i n . 
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4 .  W a s h  i n  a t  l e a s t  3 c h a n g e s  o f  d i s t i l l e d w a t e r . 

5 .  R e a ct w i t h  S c h i f f ' s  r e a g e n t  for 1 0  m i n . 

6 .  Wa s h  i n  run n i n g  t ap w a t e r  f o r  1 0  m i n . 

7 .  S t a i n  i n  M a y e r ' s  h a e m a l um f o r  5 m i n . 

8 .  R i n s e  i n  t apwa t e r . 

9 .  B l u e  i n  S c o t t ' s  t ap w a t e r  f o r  2 m i n . 

1 0 .  R i n s e  i n  t apwat e r . 

1 1 . D e hy d r a t e , c l e ar a n d  m o unt i n  DP X .  

To  P r epare  S c h i f f ' s  Re age n t 

0 To 4 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  wa rme d t o  3 7  C ,  a d d  

2 g o f  p a r a f u c h s i n  ( G u r r , H i gh Wycomb e , B u c k s , E n g l a n d ) ,  

an d a g i t a t e  u n t i l  d i s s o l v e d . A d d  7 . 6  g o f  s o d i um 

me t a b i s u lp h i t e  ( B DH )  a n d  2 m l  o f  con c e n t r a t e d  h y d r o c h l o r i c  

a c i d . S h a k e w e l l  for  1 0  m i n . 

a t  r o om t e m p e r a t ure o ve rn i g h t . 

S t o r e  i n  a d a rk c u p b o a r d  

The s o l u t i on s h o u l d  t h en  

b e  s t raw c o l o u re d .  Add  2 g of  a ct i v a t e d  c h a r c o a l , s h a k e  

w e l l  a n d  f i l t e r . T h e  s o l ut i o n  i s  t h e n r e a dy f o r  u s e . 

S t o r e  in  r e fr i g e r a t o r . 



B . A L C I A N B LU E , pH 2 . 5 ( A B )  

( A ft e r  C u l l i n g , 1 9 7 4 ) 

M e t h o d  

1 .  D e w a x  a n d  b r i n g  s e c t i o n s  t o  wat e r . 

2 .  S t a i � i n  0 . 3 % A l c i a n  B l u e  B G X  ( G ur r ) , p H  2 . 5 

f o r  1 0  m i n . 

3 .  R i n s e  in  t a p w a t e r . 
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4 .  C o un t e r s t a i n a s  d e s i r e d  ( e . g .  w i t h  H & E ;  o p t i o n ) .  

5 .  D e hy d r a t e ,  c l e a r  a n d  m o u n t . 

c .  A L C I A N  B L U E , pH 2 . 5 / P E R I O D I C  A C I D  S CH I F F / H A E M A T O X Y L I N  

( AB / P A S / H ) 

M e t h o d 

1 .  F o l l ow AB m e t h o d  ( B ) . s t e p s  1 - 3 .  

2 .  C o n t i n u e  w i t h  P A S / H  m e t h o d ( A )  s t e p s  2 - 1 1 . 

D .  AL C I A N  B LU E , pH 1 . 0 / A L C I A N Y E LLOW , pH 2 . 5  · ( A B ,  1 . 0 / AY ) 

( A ft e r  R a v e t t o ,  1 9 6 4 ; L e v  a n d Sp i c er , 1 9 6 4 ) 

Met ho d 

1 .  D e w a x  a n d  b r i n g  s e c t i o n s  t o  w a t e r .  

2 .  S t a i n in  0 . 5 % A l c i a n  B l ue  B G X  i n  0 . 1 N H C l , p H  1 . 0 

f o r  1 0  m i n . 

3 .  B l o t  s e ct i o n s  dry w i t h  fi l t e r p a p e r  ( d o n o t  wa s h ) .  

4 .  S t a i n  in  0 . 5 % A l c i a n  Y e l l o w  G X  i n  3 %  a c e t i c  a c i d , 

p H  2 . 5 f o r  1 0  m i n . 

5 .  R i n s e  i n  t ap wa t e r �  

6 .  C o un t e r s t a i n  a s  d e s i r e d  ( e . g .  w i t h  H & E ; o p t i o n ) .  

7 .  D e hy drat e ,  c l e a r . a n d  mount . 



APPE NDIX 4 

METH ODS F OR ENZYME H ISTOCHEMIS T RY 

A .  T H E  C A L C J U M C OB A L T  S U LP H I D E M E T H O D  F O R  A L KA L I N E 

P H O S P H A T A S E  

( Re c o mm e n d e d  b y  E . W .  van L e n n e p ) .  

I n c u b a t i o n  M e d i um 

1 5 3 

Th i s  i s  m i x e d , i mme d i a t e l y b e fore u s e , i n  t h e  f o l l o w i n g  

o r d e r : 

3 %  s o d i um 8 - g ly c e r o p h o s p h a t e  ( s u b s t ra t e ) 

2 %  s o d i um d i e t hy l  b a r b i t u rat e ,  p H  9 . 4  

d i s t i l l e d  w a t er 

2 %  c a l c i um c h l o r i d e  

5 %  m a gn e s i um s u l p h at e 

P ro c e d ur e  

1 0  ml 

1 0  ml 

5 ml 

2 0  ml 

1 ml 

1 .  S e c t i o n s  a r e  e i t h e r  u n f i x e d  or  f i x e d  i n  p h o s p h a t e  

b u f f e r e d  f o rma l i n  s o l u t i o n  f o r  1 0  m i n . 

2 .  I n c ubat e a t  3 7 ° C f o r  3 0  m i n  i n  i n c ub a t i o n  me d i um . 

3 .  R i n s e  i n  1 %  c a l c i um c h l o r i d e  s o l u t i o n , 2 c h a n g e s , 

2 m i n  e a c h . 

4 .  Tra n s f e r  t o  2 %  c o b a l t  n i t r a t e  s o l u t i o n , 

C o ( N 0
3

) 2 . 6 H
2

0 ,  a n d  l e ave for 4 m i n . 

5 .  R i n s e  i n  d i s t i l l e d  w a t e r , 3 c h a n g e s , 2 m i n  e a c h . 

6 .  P l a c e  i n  d i l u t e d  a mm o n i um s u l p h i d e  s o l u t i o n f o r  

2 m i n  ( i n f ume  c u p b o a rd ) .  

7 .  Ri n s e  i n  r u n n i n g  t a p w a t e r  5 m i n . 

8 .  Mount  i n  g l yc e r i n  j e l ly or  aq u e o u s  mo u n t i n g  m e d i a . 

C o n t r o l  s e ct i o n s  a r e  i n c u b a t e d  in  t h e  i n c u b a t i o n  m e d i um 

w i t h o ut a d d i n g  t h e s ub s t ra t e . Ti s s u e s  from k i d n e y are  

u s e d  as  s t a n dard  f o r  a l k a l i n e  ph o s p h a t a s e  r e a c t i o n . 



R e s u l t  

B l a c k o r  brown i s h  b l a c k  d e p o s it s i n d i c at e a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y . 

B .  M E T H O D  F O R A C E T Y C H O L I N E S T E R A S E  A C T I V I T Y 

( A ft e r  G e r e b t z o f f , 1 9 5 9 ) 
. 

I n c u b a t i on  Me d i um 

1 5 4 

T h i s  i s  m i x e d , i mm e d i a t e ly b e fo r e  u s e , i n  t h e  f o l l o w i n g  

o r d e r : 

0 . 1 M a c e t i c a c i d / a c e t a t e b u f f e r , p H  6 . 0  . . . . . . . . .  1 0 0 . 0  m l  

( m a d e  u p  by a d d i n g 6 . 0  g g l a c i a l  a c e t i c  
a c i d  t o  a b o ut 7 0 0  m l  d i s t i l l e d  w at e r  a n d  
1 M  N a O H ( a b o u t  1 1 0 - 1 2 0  m l ) run  i n  u n d e r  
a p H  met e r , s t i rr i n g c o n s t a n t ly t o  p H  
6 . 0 ,  t h e n  m a d e up t o  1 l i t r e ) .  

d i s t i l l e d  wat e r  

3 . 7 5 %  g l y c i n e  

· o . 1 M c up r i c  a c e t a t e  

( 4 . 9 9  g o f  c u p r i c  a c e t a t e / a  t o t a l  o f  2 3 0  m l ) 

a c e t y l t h i o c ho l i n e  i o d i n e  s o lut i o n  ( a s s u b s t r at e ) 

( f r e shly  p r e p a r e d  by a d d i n g  
1 5 0 g a c e t y l t h i o c h o l i n e  i o d i d e  i n  
7 . 8  m l  d i s t i l l e d  wat e r  a n d  
2 . 6  ml  0 . 1 M c up r i c a c e t a t e ) .  

P r o c e d ure 

7 6 . 0  m l  

4 . 0  m l  

4 . 0  m l  

1 0 . 4  m l  

1 .  Cry o s t a t  s e c t i o n s  ( 1 0 - 2 0  �m t h i c k ) a r e f i x e d  f o r  

1 0  m i n  at  r o o m  t e mp e r a t u r e  i n  p h o s p h a t e b u f f e r e d  

formal  s a l i n e  s o l u t i on . 

2 .  W a s h  i n  b u f f e r . 

3 .  I n cub a t e i n  t h e i n c ub a t i o n  me d i u m ( o f  appro p r i a t e  

s ub s t r a t e )  f o r  a b o ut 1 - 4 h o u r s . ( U s ua l ly p r e -

i n cub a t e  f o r  3 0  m i n  w i t h  t h e a p p r o p r i a t e  i n h i b i t o r  

b e f ore i n c u b a t i o n  i n  t h e m e d i um c o n t a i n i n g  b o t h 

s u b s t r a t e a n d  i n h i b i t o r ) .  

4 .  W a s h  i n  d i s t i l l e d  wa t e r .  

5 .  D i p  i n t o d i l u t e d  amm o n i um s u l p h i d e . 



1 5 5 

6 .  C o u nt e r s t a in w i t h  May e r ' s  h a e m at o xy l i n  ( o pt i o n a l ) .  

7 .  M o unt w i t h  a q u e o u s  mount a n t . 

R e s u lt 

, The  r e a ct i on p ro d uct s a p p e a r  d a rk b r own . 

C .  T H E  S U C R O S E - P O TA S S I UM - P H O S P HA T E  G LY O X Y L I C  A C I D  ( S P G ) 

M E T HO D  F O R  B I O G E N I C - A M I NE A C T I V I T Y 

( d e l a  T o r r e  and  S u r g e on , 1 9 7 6 ) .  

P r epa r a t i o n  o f  S P G  S o l u t i o n  

1 .  D i s s o l ve s u c r o s e  ( 1 0 . 2  g )  a n d  K H
2

P o
4 

( 4 . 8  g )  

c ry s t a l s  i n  1 0 0 ml  d i s t i l l e d  w a t e r  us i n g  a 

magn e t i c  s t i r r e r . 

2 .  A d d  1 . 5  g o f  g l y o xy l i c  a c i d  c ry s t a l s  ( 9 8 %  f r e e 

a c i d  monohy d r a t e ,  S i gma ) a n d  s t i r unt i l  s o l u t i o n 

i s  c l e ar . 

3 .  T i t r a t e  t h e  s o l ut i on t o  p H  7 . 4  w i t h  1 N  N a O H . 

4 .  M a k e  up a f i n a l  vo lume o f  1 5 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  

wa t e r .  

5 .  U s e  at  r o o m  t e mp e r a t u re . 

P r o c e d u r e  

1 .  F r e s h  t i s s u e s  are  d i r e c t ly fr o z en  in c ry o s t a t  at  

- 3 0 °
C on a p r e - c o o l e d  chuck  a n d  c ut to  2 0 - 3 0  � m  

t h i c k n e s s . 

2 .  M o un t  on c l e an s l i d e s  a n d a l l o w t o  a i r  dry . 

3 .  Q u i c k ly d ip i n  r o o m  t e mp e ra t u r e  S P G  s o l ut i o n  

3 t i m e s  ( 1  d i p / s e c ) .  

4 .  S e c t i o n s a r e  a i r  d r i e d  for 3 - 5 m i n , u s i n g  a 

h a i r  dry e r . 

5 .  P l a c e in  a n  oven  ( C .  R e i ch a r t  AG . , KT 1 0 0 , G e r many ) ,  
0 • 

h e a t e d  t o  8 0  + 1 C ,  for  5 m � n . 



6 .  A ft e r  r e mo v i n g  from o v e n , mount w i t h  D P X  

m o u n t a n t . 
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7 .  T h e  c o v e r s l i p p e d  s l i d e s  a r e  t h e n  p l a c e d  f o r  9 0  

s e c  o n  a h o t  p l a t e ( C .  R e i c h a rt A G , H K 1 2 0 , 

G e rm a ny ) s e t  a t  e x a c t ly 8 0 ° C to  r e mo v e  a u t o ­

f l uo r e s c e n t  a i r  b ub b l e s . 

8 .  E x a m i n e  u n d e r  a L e i t z f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e  

( E .  L e i t z , I n c . , N . Y . , N . Y . ) ,  u s i n g  S c h o t t B G 1 2 

o r  U G 1 as  a p r i m a ry l a mp f i l t e r a n d  e i t h e r  Z e i s s  

4 1  + 4 7  o r  4 4 ; o r  K 5 3 0  a s  s e c on d a ry b ar r i e r  

f i l t e r s  ( L i n d va l l  a n d  B j o rklun d , 1 9 7 4 ) .  

9 .  P h o t o graph o n  a h i gh  s p e e d  ( 4 0 0  A S A  Ekt a c h r o m e  

d ay l i g ht ) f i lm . 



• 

APPENDIX 5 

ANALYS I S  OF E F FECTS OF PROPRANOLOL ON SECRETORY RESPONSES 

OF THE MANDIBULAR GLAND IN CONSCIOUS S HEEP DURING EAT ING 

Ana lyses wer e  carried out u s i n g  the mean re spons e s  of i n d ividual 

animal s ignoring w i th i n  animal var i a tion . That i s ,  the error mean square 

in the analyses of variance is due to var i a t ion between an ima l s  within 

treatment group s . S imilarity of the feed i ng r espon ses (eight interva l s  

from 0 - 1 0  through 1 2 0 - 1 3 0  min ) for the control and treatme n t  g roups was 

exami ned by par t i t ion ing the between t ime , and t ime by trea tme n t , mean 

squares us ing o r thogonal polynomia l s  for l inea r ,· quadratic and cubic e f fe c t s  

of t.irr.e . 

The r e s u l t s  c a n  b e  summa r i z ed as fol lows : 

FLOW RATE PROTEIN co�c PROTEIN OUTPUT 

Source of Va r i a t i o n  . d f !-IS 

Between Tn::a tmer. t 1 0 . 0 0 3 0  

Between Ti!ne 7 

Li11eo.r e f fect 1 9 . 4 7 1 1  

Quadr3.t i c  e f fect 1 0 . 1 6 8 3  

Cubic e f f ect 1 0 . 2 0 2 4  

( Remainder 4 )  

Treatment x Times 7 

Linear devi a t i o n  1 0 . 0 1 6 8  

Quadratic devi a t ion 1 0 .  0 1 4 8  

Cubic deviation 1 0 , 0 0 0 1  

( Remainder 4 )  

Within Treatme n t  80 0 . 1 3 8 9  

Lev e l s  o f  s ign i f icance a r e  denoted : 

* 

* *  

* * *  

p < 0 . 0 5 

p < 0 . 0 1 

p < 0 . 0 0 1  

F 

* * *  
6 8 . 2  

MS 

7 . 5 6 0 0  

0 . 2 2 2 5  

0 . 0 2 6 1  

0 . 0 2 1 3  

0 . 5 3 8 2  

0 . 0 1 3 5  

0 . 004 2 

0 . 0 5 1 4  

F 

* * *  
1 4 6 . 9  

* 
4 . 3  

* *  
10 . 5  

(l-15 

MS 

1 3 . 9 0 8 0  

· 2 1 . 0 9 5 0  

0 . 2 6 4 7  

0 . 4 3 2 6  

2 . 14 8 0 

0 . 2 3 5 3  

0 . 1 1 7 1  

0 . 3 2 6 5  

F 

4 2 . 6  

6 4 . 5  

6 . 3  

Me an Square ) 

* * *  

* * *  

* 

1 5 7 
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t h e e c c r i n e  s w e at g l a n d s  o f  m a n . J .  C e l l B i o l . 2 7 , 
5 5 1 - 5 6 3 .  

Emm e l i n , N .  ( 1 9 6 7 ) .  N e r v o u s  c o n t r o l  o f  s a l i v a r y  g l an d s . In 
" H a n db o o k  o f  P hy s i o l o g y " .  ( C .  F .  C o d e , e d.) , S e c t  i o n  6 ,  
V o l . 2 ,  p p . 5 9 5 - 6 3 2 . A m e r i c an Phy s i o l o g i c a l  S o c i e t y , 
Wa s h i n gt o n . 

E mme l i n , N .  ( 1 9 6 9 ) .  N e ura l c o n t r o l  o f  s a l i va r y  g l an d s . In 
" E x o c r i n e  G l a n d s " .  ( S . Y .  B o t e l h o , F . P .  Br o o k s  a n d  
W . S .  S h e l l e y , e d s . ) ,  p p . 2 2 3 - 2 2 7 .  Un i v e r s i t y  P e n n s y l v ­
a n i a  Pre s s , P h i l a d e l p h i a .  
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Emm e l i n , N .  ( 1 9 7 2 ) .  C o n t ro l  o f  s a l i v a ry g l a n d s , 
P h y s i o l o g y 1 1 • ( N .  Emm e l i n  a n d  Y ,  Zo t t e rman , 
p p . 1 - 1 4 . P e r g a m o n  Pre s s , N e w  Y o rk . 

I n  1 1 0 r a l  
e d s , ) , 

Emm e l i n , N . , G a r r e t t , J . R .  a n d  Gj o r s t r up , P .  ( 1 9 7 7 a ) .  S u p p o r t ­
i n g  e f f e c t s o f  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  s ub m an d i b u l a r  
g l a n d s  o f  d o g s  wh e n  a c t i n g  a g a i n s t  i n cr e a s e d  i n t r a ­
l um i n a l  p r e s s u r e . J .  Phys i o l . 2 6 8 , 7 3 - 8 5 .  

Emme l i n , N . , G a r r e t t , J . R . a n d  Oh l i n , P ,  ( 1 9 6 8 ) .  
c o n t r o l  o f  s a l i v a r y  myo e p i t h e l i a l  c e l l s . 
1 9 6 ,  3 8 1 - 3 9 6 . 

N e u r a l  
J . Ph y s i o l . 

Emm e l i n , N . , G a r r e t t , J . R .  and  Oh l i n , P .  ( 1 9 6 9 a ) .  M o t o r  
n e r v e s  o f  s a l i v a r y  myo e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  d o g s . 
J .  P h y s i o l . 2 0 0 , 5 3 9 - 5 4 6 . 

Emme l i n , N . , G a r r e t t , J . R . a n d  Oh l i n , P .  ( 1 9 7 4 ) ,  S e c r e t ory 
a c t i v i t y  a n d  t h e  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  s a l i va r y  g l a n d s  
a ft e r  d u c t  l i g a t i o n  i n  c at s . A r c h s , o r a l  B i o l . 1 9 ,  
2 7 5 - 2 8 3 . 

Emm e l i n , N .  a n d  G j o r s t r u p , P .  ( 1 9 7 4 ) .  T h e  p hy s i o l o g y  o f  
s a l i v a r y  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s . In " S e c r e t ory 
M e c h a n i s m s  of  E x o c r i n e  G l a n d s " .  ( N . A .  Th orn a n d  O . H .  
P e t e r s  e n , e d s . ) ,  p p . 2 9 - 4 1 . A c a d e m i c  Pr e s s , N e w  Y o r k . 

Emm e l i n , N .  a n d  G j o r s t r u p , P .  ( 1 9 7 5 ) .  S e c r e t o ry r e s p o n s e s  t o  
sympa t h e t i c  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  c a t s  s a l i v ary  g l a n d s  i n  a 
s t a t e o f  r e s t i n g  s e c r e t ion . Q .  Jl . exp . P h y s i o l . 6 0 , 
3 2 5 - 3 3 2 . 

Emm e l i n , N .  a n d G j o r s t r u p , P .  ( 1 9 7 6 a ) .  C o n t r a c t i o n o f  
my o e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  s e c r e t i n g  s ub ma n d i b u l ar g l � n d s  
o f  d o g s . Expe r i e n t i a  3 2 , 1 9 7 - 1 9 8 . 

Emme l i n , N .  a n d  G j o'r s t r u p , P ,  ( 1 9 7 6b ) .  I n t e ra c t i o n b e t w e e n  
s y m p a t h e t i c  a n d p a ra symp at h e t i c  s a l i v ary n e r v e s  in  
a n a e s t h e t i z e d  d o g s . A r c h s . o r a l  Bi o l . 2 1 , 2 7 - 3 2 . 

Em m e  1 i n  , N . , G j '6 r s t r u p  , P . a n d  T h e  s 1 e f f , • P . ( 1 9 7 7b ) . 0 n 
t h e  e x i s t e n c e  o f  p a ra s y m p a t h e t i c  m o t o r  n e r v e s  t o  t h e  
s ub m a x i l l a ry g l a n d  o f  t h e  d o g . Q .  Jl . exp . P h y s i o l . 
6 2 , 2 7 - 4 0 , 

Emme l i n , N . , Oh l i n , P .  a n d  Thu l i n , A .  ( 1 9 6 9b ) .  T h e  p h a rm a c o l ­
o g y  o f  s a l i v a r y  m y o e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  d o g s . B r . J .  
P h a rma c .  3 7 , 6 6 6 - 6 7 9 , 

Emme l i n , N .  a n d  T h u l i n , A .  ( 1 9 7 3 ) , A c t i o n  o f  d r u g s  o n  
d e n e r v a t e d  my o e p i t h e l i a l c e l l s  o f  s a l i v a r y  g l an d s . 
B r . J .  P h a r ma c . 4 8 ,  7 3 - 7 9 . 

F i t z s i m o n s , J . T .  ( 1 9 8 0 ) ,  A n g i o t e n s i n  s t i m u l a t i on o f  t h e  
c e n t r a l n e r v o u s  s y s t em . R e v . P h y s i o l . B i o c h em . 
Pha rma c .  8 7 , 1 1 8 - 1 6 7 . 

F l e m i n g , N . , T e i t e lm a n , M .  a n d  S t ur g e s s , J . M ,  ( 1 9 8 0 ) . T h e  
s e c r e t o ry r e s p o n s e  i n  d i s s o c i a t e d  a c i n i  f r o m  t h e r a t  
s ub m a n d ib u l a r  g l a n d . J .  Nn rph . 1 6 3 , 2 1 9 - 2 3 0 . 
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G a l l a g h e r , J . T . , M a r s d e n , J . C ,  a n d  R o b a r d s , A . W .  ( 1 9 6 9 ) .  
E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  i n v e s t i g a t i o n s o f  s u b m ax i l l a ry 
g l a n d  g l y c o p r o t e i n s . A r c h s . o r a l  B i o l . 1 4 , 7 3 1 - 7 3 4 . 

G a rre t t ,  J . R . ( 1 9 6 6 a ) .  T h e  i n n e rv a t i on o f  s a l i va ry g l an d s .  
I .  C h o l i n e s t e r a s e - p o s i t i v e  n e r v e s in  n o rm a l  g l a n d s  
o f  t h e  c a t . J .  R o y . Mi c r o s c . So c . 8 5 , 1 3 5 - 1 6 1 . 

G a r r e t t ,  
I V .  
o n  
J .  

J . R .  ( 1 9 6 6b ) . Th e i n n e r va t i o n  of  s a l i vary g l an d s . 
T h e  e f f e c t s  o f  c e rt a i n  e xp e r i m ent a l  p r o c e d ur e s  

t h e u l t r a s t r u c t u r e  o f  n e r v e s i n  g l a n d s  o f  t h e  c a t . 
R o y .  Mi c r o s c . S o c . 8 6 , 1 5 - 3 1 . 

G arr e t t , J .  R .  ( 1 9  6 7 ) .  T h e  i n n e rv a t i o n  o f  n o rm a l  human 
s ub m a n d i b u l a r  and p ar o t i d  s a l i v a r y  g l a n d s . A r c h s . 
o ra l  B i o l . 1 2 ,  1 4 1 7 - 1 4 3 6 . 

G ar r e t t ,  J . R .  ( 1 9 7 2 ) .  N e ur o - e f f e c t o r s i t e s  i n  s a l ivary 
g l a n d s . In " Or a l  P hy s i o l o gy " . ( N .  Emm e l i n a n d  
Y .  Z o t t e rm a n , e d s . ) ,  p p . 8 3 - 9 7 . P e r g a m o n , Oxfor d . 

G a rr e t t , J . R .  ( 1 9 7 4 ) .  I n n e rv a t i o n  o f  s a l i v ary g l an d s . 
I n  " S e c r e t o r y  M e c h a n i s m s  o f  E x o c r i n e  G l a n d s " .  
( N . A .  T h o r n  a n d  O . H .  P e t e r s e n , e d s . ) ,  p p . 1 8 - 2 8 . 
A c a d e m i c  P r e s s , N e w  Y o r� . 

G a rr e t t , J . R .  ( 1 9 7 5 a ) .  C h an g i n g a t t i t ud e s  o n  s a l i v a ry 
s e c r e t i o n - A s h o r t  h i s t ory o n  s p i t . P r o c . Ro y .  
S o c . Me d .  6 8 , 5 5 3 - 5 6 0 . 

G arr e t t ,  J . R .  ( 1 9 7 5b ) . 
s a l i v a ry g l a n d s . 

R e c e n t  a d v an c e s  i n  p hy s i o l ogy o f  
B r . Me d . B u l l . 3 1 , 1 5 2 - 1 5 5 .  

G ar r e t t ,  J . R .  ( 1 9 7 6 ) .  S t r u c t u r e  a n d  i n n e r v a t i on o f  
s a l i v ary  g l a n d s . In " S c i e n t i f i c  F o un d a t i o n s  o f  
D e n t i s t ry " . ( B .  C o h e n  a n d  I . R .  Karne r ,  e d s . ) ,  
p p . 4 9 9 - 5 1 6 . H e i n e m a n n  M e d i c a l , L o n d o n . 

G a r r e t t ,  J . R .  ( 1 9 7 7 ) .  Th e a ut o n o m i c  i nne r v a t i o n o f  r a b b i t  
s a l i va ry g l a n d s  s t u d i e d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c a l ly 
a ft e r  5 - hy dr o xy d o p a m i n e  a dm i n i s t r at i o n . Cel l 
T i s s . R e s . 1 7 8 ,  5 5 1 - 5 6 2 . 

G arr e t t , J . R .  a n d  Ernme l i n , N .  ( 1 9 7 9 ) .  
my o e p i t h e l i a l  c e l l s : A r e v i e w . 
Me d .  B i o 1 . 5 7  , 1 - 2 8 . 

A c t i v i t i e s  o f  s a l i vary 
Re v i e w Art i c l e , 

G a r r e t t ,  J . R .  a n d Harr i s o n , J . D .  ( 1 9 7 0 ) .  A l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a n d  a d e n o s i n e - t r i p h o s p h a t a s e  h i s t o c h e m i c a l  
r e a c t i on s  i n  t h e  s a l i v ary g l a n d s  o f  c a t , d o g  a n d  m a n , 
w i t h p ar t i c u l ar r e f e r e n c e  t o  t h e rny o e p i t h e l i a l  c e l l s . 
H i s to c h e m i e 2 4 , 2 1 4 - 2 2 9 . 

G a rr e t t ,  J . R . , H a r r o p , T . J . , K i d d , A .  a n d  T h u l i n , A .  ( 1 9 7 7 ) .  
N e r v e - i n d u c e d  s e c r e t ory  c h a n g e s in s a l i v a ry g l a n d s . 
I n  " N e r v e s a n d  t h e  G u t " .  ( F .  B r o o k s a n d  P . W .  E v e r s , 
e d s . ) , p p . 1 3 - 4 9 .  C . B .  S l a c k , Th o r o f ar e . 
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Garr e t t ,  J . R . a n d  Holmb e r g , J .  
d e n e r v a t i o n  on  a u t o n o m i c  
o f  d o g s . z .  Ze l l fo r s c h . 

( 1 9 7 2 ) .  E f f e c t s  o f  s u rg i c a l  
n e r v e s i n  p a r o t i d  g l a n d s  
1 3 1 , 4 5 1 - 1 6 2 . 

G a r r e t t ,  J . R .  a n d  Kemp l a y , S . K .  ( 1 9 7 7 ) .  Adr e n e r g i c  
i n n e r v a t i o n  o f  t h e s ub ma n d i b u l a r  g l a nd o f  t h e  c a t  
a n d  t h e e f f e c t s  o f  v a r i o u s  s ur g i c a l  d e n e rv a t i o n s  o n  
t h e s e  n e r v e s .  A h i s t o c h e m i c a l  a n d  u l t r a s t ru c t u r a l  
s t udy i n c l u d i n g  t h e  u s e  o f  5 - h y d r o xy d o p am i n e . 
J .  Ana  t .  2 4 ,  9 9 - 1 1 5  . 

Garr e t t , J . R .  a n d  K i d d , A .  ( 1 9 7 5 ) .  E f f e c t s  o f  n e r v e  
s t i m u l a t i o n  a n d  d e n e r va t i o n  o n  s e c r e t o ry m a t e r i a l  i n  
s u bm a n d i b u l ar s t r i a t e d  d u c t c e l l s  o f  c a t s , a n d  t h e  
p o s s i b l e  r o l e  o f  t h e s e  c e l l s  i n  t h e  s e c r e t i o n  o f  
s a l i va ry k a l l i k r e i n . C e l l T i s s . R e s . 1 6 1 , 7 1 - 8 4 . 

G a rr e t t , J . R .  a n d  K i d d , A .  ( 1 9 7 7 ) .  E f f e ct s o f  s e c r e t o ry 
n e r v e  s t i m u l a t i o n  o n  a c i d  p h o s p h a t a s e  a n d  p e r o x i d a s e  
i n  s ubma n d i b u lar  s a l i v a  a n d  a c i n i  i n  c a t s . In 
" H i s t o c h e m i s t ry o f  S e c r e t o ry P r o c e s s e s " . ( J  . R .  G a rr e t t , 
J . D .  H a r r i s on  an d P . J .  S t e w a r d , e d s . ) ,  p p . 2 4 3 - 2 5 9 . 
C h a p m a n  a n d  H a l l , L o n d o n . 

G a r r e t t , J . R . , L e n n i n g e r , S .  a n d  O h l i n , P .  ( 1 9 7 0 ) .  
C o n c e r n i n g p o s s i b l e  c o n t r a c t i l e  m e c h a n i s m i n  t h e  
p an c r e a s  - my o e p i t h e l i a l  c e l l s . Expe r i e n t i a . 2 6 , 
7 4 1 . 

G a r r e t t ,  J . R .  a n d  P ar s o n s , P . A .  ( � 9 7 3 ) .  A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
a n d  my o e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e p a r ot i d  g l an d  o f  t h e 
rat . Hi s to che m . J .  5 ,  4 6 3 - 4 7 1 . 

G a r r e t t ,  J . R . a n d  Thu l i n , A .  ( 1 9 7 5 ) .  C h a n g e s  i n  p a r o t i d  
a c i n a r  c e l l s  a c c o mp any i n g  s a l i v ary s e c r e t i o n i n  r a t s 
o n  s y m p a t h e t i c  or  p a r a s y mp a t h e t i c  n e r v e  s t i m u l a t i o n . 
Cel l Ti s s . R e s . 1 5 9 , 1 7 9 - 1 9 3 .  

G a r r e t t ,  J . R . , Th ul i n , A .  a n d  K i d d , A .  ( 1 9 7 8 ) . V a r i a t i o n s  
i n  p ar a s y mp a t he t i c  s e c r e t o r y  a n d  s t r u c t ur a l  r e s p o n s e s  
r e s u l t i n g  from d i ff e r e n c e s  i n  t h e  p r e - s t i m u l a t i o n  
s t a t e  o f  p a r o t i d  a c i n i  i n  r a t s . Cel l Ti s s . R e s . 1 8 8 , 
2 3 5 - 2 5 0 . 

G e r e bt z o f f , M .  A .  ( 1 9 5 9 ) .  " C h o l i n e s t e r a s e s .  A H i s t o c h em i c a l  
C o n t r i b u t i o n  t o  t h e  S o l ut i o n  o f  S o m e  Fun c t i o n a l  
P r ob l e m s " .  P e r g a m o n  P r e s s , Lon don . 

G j o r s t rup , P .  ( 1 9 7 9 ) .  A my l a s e  s e cr e t i on i n  t h e  r a b b i t  
p a r o t i d  g l a n d  wh e n  s t i m u l a t i n g  t h e sympat h e t i c  n e r v e s 
d u r i n g  p ar a s y mp a t h e t i c  a c t i v i t y . J .  Ph y s i o l . 2 9 6 , 
4 4 3 - 4 5 1 .  

G j o r s t rup , P .  ( 1 9 8 0a ) .  
amy l a s e  i n  r a bb i t s  
3 0 9 , 1 0 1 - 1 1 6 . 

P a ro t i d  s e c r e t i o n  o f  f l u i d  a n d  
d u r i n g  f e e d i n g . J .  Ph y s i o l . 



• 

G j o r s t r u p , P .  ( 1 9 8 0b ) .  T a s t e  and  c h e w i n g  a s  s t i m u l i  f o r  
t h e  s e c r e t i o n  o f  a my l a s e from t h e  p a rot i d  g l a n d  o f  
t h e  r a b b i t . A c t a  p h y s i o l . s c a n d . 1 1 0 , 2 9 5 - 3 0 1 . 

G l a u e r t , A . M . ( 1 9 7 4 ) .  " P r a c t i c a l  M e t h o d s  in  El e c t r on  
M i c r o s c o py " . Vo l .  3 ,  p p . 9 1 - 9 4 . N o rt h - Ho l l a n d , 
A m s t e r d a m . 
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G o o dma n , L . S .  a n d  G i lm a n , A .  ( 1 9 7 5 ) .  " T h e  P h a rm a c o l o g i c a l  
B a s i s  o f  Th e r a p e u t i c s " . 5 t h  e d . M a c M i l l a n , N e w  Y o r k . 

Go t t s c h a l k , A .  ( 1 9 5 7 ) .  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e p r o s t h e t i c  
g ro up o f  b o v i n e  s u b m a x i l l ary g l a n d  m u c o p r o t e i n . 
B i o c h i m . Bi o p h y s . A c t a . 2 4 ,  6 4 9 - 6 5 0 . 

Go t t s c h a l k , A .  a n d  Mc Ke n z i e , H . A .  
m u c o p r o t e i n s . V I I I . O n  t h e  
o f  o v i n e  s u b ma x i l l a r y  g l a n d  
B i oph y s . A c t a . 5 4 , 2 2 6 - 2 3 5 .  

( 1 9 6 1 ) .  St u d i e s  o n  
mo l e c u l a r  s i z e  a n d  s h a p e  
muc o p r o t e i n . B i o c hi m .  

Gra a f , R .  d e  ( 1 6 7 7 ) .  D e  s u c c o p a n c r e a t i c o . In " O p e r a  
O m n i a  1 6 7 7 " .  H a c k i a n a , A m s t e r d am . C i t e d  b y  B u r g e n ,  
A . S . V .  a n d  E mme l i n , N .  ( 1 9 6 1 ) ,  p .  1 .  

H a b e l , R . E .  ( 1 9 7 5 ) .  Rum i n a n t  d i g e s t i v e  s y s t e m .  I n  " S i s s o n 
a n d  Gro s s m a n ' s  t h e A n a t omy o f  t h e Dome s t i c  A n i m a l s " .  
( R .  G e t t y , e d , ) ,  V o l .  1 ,  5 t h  e d . ,  p p . 8 7 2 - 1 1 0 2 . 
W . B .  S a un d e r s , P h i l a d e l p h i a , L o n d o n , T o r o n t o .  

H a n d , A . R . ( 1 9 7 0 ) .  N e r v e - a c i n ar c e l l  r e l a t i o n s h i p s  i n  t h e  
r a t  p a ro t i d  g l an d , J ,  C e l l  B i o l . 4 7 , 5 4 0 - 5 4 3 .  

H a n d ,  A . R . ( 1 9 7 2 ) .  T h e  e f f e c t s o f  a c u t e  s t a r va t i o n  o n  
p a r ot i d  a c i n ar c e l l s , U l t r a s t r uc t ur a l  a n d  c y t o c h e m i c a l  
o b s e r v a t i o n s  o n  a d  l ib i t u m  - f e d  a n d  s t ar v e d  r a t s . 
A m . J .  A n a t .  1 3 5 , 7 1 - 9 1 . 

H a r b o e ,  N .  a n d  I n g i l d , A .  ( 1 9 7 5 ) .  I mmu n i z a t i o n , i s o l a t i o n  
o f  immun o g l o bu l i n s , e s t i m a t i o n o f  a n t i b o d y  t i t r e . 
I n  " A  M a n u a l  o f  Q u a n t i t a t i v e  I mmun o e l e c t r o p h or e s i s " . 
( N . A .  A x e l s e n , J . Kr 1 1 1  a n d  B .  We e k e , e d s . ) ,  p p . 1 6 1 - 1 6 4 .  
Un i v e r s i t e t s - fo r l a g e t ,  O s l o , B e r g e n , T r a m s � . 

H a r r i s o n , J . D .  
g l an d s  o f  
m e t h o d s . 

( 1 9 7 2 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  d u c t  l i g a t i o n o f  s a l i v ary  
c at s t u d i e d  by h i s t o l o g i c a l  and  h i s t o c h e m i c a l  

Th e s i s , P h . D . , L o n d o n  Un i v e r s i t y . 

H a r r i s o n , J . D .  a n d  G ar r e t t , J . R .  ( 1 9 7 6 ) .  H i s t o l o g i c a l  e f f e c t s  
o f  d u c t a l  l i g a t i on o f  s a l i v a r y  g l an d s  o f  t h e  c a t . 
J .  Pa t h  . .  1 1 8 , 2 4 5 - 2 5 4 . 

H a y e s ,  K . C . , M c C omb s , H . L . a n d  F a h e r t y , T . P .  ( 1 9 7 0 ) .  
T h e  f i n e  s tru c t u r e  o f  v i t am i n A de f i c i e n c y . I .  P ar o t i d  
du c t  m e t a p l a s i a . L a b . I n v e s t . 2 2 , 8 1 - 8 9 . 

* Ha r r o p , T . J .  a n d  G A r r e t t ,  J . R .  ( 1 9 7 4 ) . E f f e c t s  o f  

p r e g a n g l i o n i c  s y m p a t h e c t o m y  o n  s e c r e t o r y  c h a n g e s  i n  
p a r o t i d  a c i n a r c e l l s  o f  r a t s  o n  e a t i n g . 
Cel l Ti s s .  R e s . 1 5 4 ,  1 3 5 - 1 5 0 . 
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He i d e n h a i n , R .  ( 1 8 6 8 ) .  B e i t r a g e  z u e  L e h r e  v o n  d e r  
S p e i c h e l a b s on d e r u n g . S t u d . p h y s i o l . In s t . B r e s l a u . 
4 ,  1 .  C i t e d  by B a b k i n , B , P .  ( 1 9 5 0 ) , p p . 6 6 4 - 7 0 8 . 

H e i d e n h a i n , R .  ( 1 8 8 3 ) . P hy s i o l o g i e  d e  Abso n d e r u n g s vo r g a n g e . 
In " H a n db u c h  d e r  P hy s i o l o g i e "  ( L .  Herm a n n  e d . ) , V o l . 5 ,  
P a rt I ,  p p . 1 4 - 8 9 . V o g e l , L e i p z i g . C i t e d  from 
B ur g e n , A . S . V .  a n d  Emm e l i n , N ,  ( 1 9 6 1 ) ,  p .  7 .  

H e r p , A . , Wu , A . M .  a n d  Mo s c h e r s , J .  ( 1 9 7 9 ) .  C u r r e n t  
c o n c e p t s o f  t h e  s t r u c t u r e  a n d  n a ture o f  m amm a l i a n  
s a l i vary m u c o u s  g l y c o p r o t e i n s . � 1 . C e l l B i o c h e m . 
2 3 , 2 7 - 4 4 . 

H e r z o g , V .  an d F a r qu h a r , M . G .  ( 1 9 7 7 ) .  Lumi n a l  m e mbra n e  
r e t r i e v e d a ft e r e xo cy t o s i s  r e a c h e s  m o s t  G o l g i  
c i s t e r n a e  i n  s e c r e t o r y  c e l l s . Pro c . Na t .  A c a d . S c i . 
U . S . A .  7 4 , 5 0 7 3 - 5 0 7 7 .  

H i l t o n , S . M .  a n d  L e w i s , G . P .  ( 1 9 5 7 ) .  Fun c t i o n a l  v a s o d i l a t ­
a t i o n  i n  t h e  s ub m a n d i b u l a r  s a l i vary g l a n d . Br . Me d . 
B u l l . 1 3 ,  1 8 9 - 1 9 6 . 

H o j i m a , Y . , M a r a n d a , B . , M o r i w a k i , C .  a n d  S c h a c h t e r , M .  
( 1 9 7 7 ) .  D i r e c t  e v i d e n c e f o r  t h e  l o c a t i o n  o f  k a l l i k r e i n  
i n  t h e  s t r i a t e d  d u c t s o f  t h e  e a t ' s  s ub m a n d i b u l a r  g l an d  
b y  t h e  u s e  o f  s p e c i f i c  a n t i b o dy . J .  P h y s i o l . 2 6 8 , 
7 9 3 - 8 0 1 . 

H o p w o o d ,  D .  ( 1 9 6 7 ) .  S o m e  a s p e c t s  o f  fi xa t i o n  w i t h  g l u t a r a l ­
d e hy d e . A b i o c h e m i c a l  a n d  h i s t o ch e m i c a l  c o mp ar i s on 
o f  t h e  e f f e c t s  o f  f o r ma l d e h y d e  a n d  g l u t a r a l d e h y d e  
f i xa t i o n  on  va r i o u s  e n z y m e s  a n d  g ly c o g e n  w i t h  a n o t e  
o n  p e n e t r a t i o n  o f  g l u t a r a l d e hy d e  i n t o  l i v e r . 
J .  An a t . 1 0 1 , 8 3 - 9 2 . 

H o p w o o d , D .  ( 1 9 6 9 ) .  
Hi s t o c h em . J .  

F i xa t i v e s  a n d  f i xat i o n : 
1 ,  3 2 3 - 3 6 0 . 

a r e v i e w . 

H un g a t e ,  R . E .  ( 1 9 6 6 ) .  " T h e  Rum e n  a n d  I t s  f-l i c r o b e s " .  
pp . 1 6 3 - 1 7 1 . A c a d e m i c P r e s s , New Y o r k  a n d  L o n do n . 

I c h i k awa , M .  a n d  I c h i k aw a , A .  ( 1 9 7 7 ) .  Li g h t  a n d  e l e c t r on 
m i cr o s c op i c  h i s t o c h e m i s t ry o f  the s e r o u s  s e c r e t o ry 
gra n u l e s  i n  t h e  s a l i vary  g l a n du lar c e l l s  of  t h e  
M o n g o l i a n g e r b i l  ( Mo n go l i a n meri di a n u s )  a n d  r h e s u s 
mon k ey ( Me c a c a  i r u s ) . A n t .  R e c . 1 8 9 , 1 2 5 - 1 4 0 . 

I c h i k awa , A . , I c h i k a w a , M .  a n d  H i r o k awa , N .  ( 1 9 8 0 ) .  The  
u l t r a s t r u c t ur e  of  r ap i d - fr o z e n , s ub s t i t u t i o n  f i x e d  
p a r o t i d  g l an d  a c i n a r c e l l s  o f  t h e  M o n g o l i a n  g e rb i l  
( M eri o n e s  mer i d i a n u s ) . A m . J .  An a t . 1 5 7 , 1 0 7 - 1 1 0 . 

I g g o , A .  ( 1 9 5 5 ) .  T e n s i o n  r e c e p t o r s  i n  t h e  s t om a c h  a n d  
u r i n a r y  b l a d d e r . J .  P h y s i o l . 1 2 8 ,  5 9 3 - 6 0 7 .  
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I g go , A .  a n d  L e e k , B . F .  ( 1 9 6 7 ) .  An  e l e c t r ophy s i o l o g i c a l  
s t u dy o f  s om e  s i n g l e  a f f e r e n t  v a g a l  un i t s  a s s o c i a t e d  
w i t h  g a s t r i c move m e n t s i n  s h e e p . J .  Ph y s i o l . 1 9 1 , 
1 7 7 - 2 0 4 .  

Jam i e s o n , J . D . a n d  P a l a d e , G . E .  ( 1 9 7 7 ) .  P r o d u c t i o n  o f  
s e c r e t ory p ro t e i n s  i n  a n i m a l  c e l l s . I n  " I n t e r n a t i o n a l  
C e l l  B i o l o gy " . ( B . R .  B r i n k l e y a n d  K . R .  P o rt e r , e d s . ) ,  
p p . 3 0 8 - 3 1 7 .  Ro c k e f e l l e r U n i v e r s i t y  P r e s s , N e w  Y o r k , 

J u n q u e i r a , L . C . U . , Fava - d e - M o r a e s , F .  a n d  P a u l o , S .  ( 1 9 6 5 ) .  
C om p a r a t i v e  a s p e ct s o f  t h e  v e rt e b r a t e m a j o r s a l i v ary 
g l a n d s  b i o l o gy . In " F u n k t i o n e l l e  und m o r p h o l o g i s c h e  
O r g a n i s a t i o n  d e r  Z e l l e . I I . S e k re t i o n  u n d  E x k r e t i o n " . 
( K . E .  Woh l far t h - B ot t e rm a n n , e d . ) , p p . 3 6 - 4 8 .  Spr i n g e r , 
B e r l i n , H e i d e l b e r g , N e w  Y o rk . 

K a g a y am a , N .  ( 1 9 7 1 ) .  Th e f i n e  s t ru c t ure  o f  t h e  m o n k e y  s u b ­
m a n d i b u l a r  g l a n d  w i t h  a s p e c i a l  re f e r e n c e  t o  i n t r a ­
a c i n a r  n e rve  e n d i n g s . Am . J .  A n a t .  1 3 1 , 1 8 5 - 1 9 6 . 

K a h n , N . , M a n d e l ,  I . , L i c k i n g , J . , W a s s e rman , A .  a n d  M or e a , 
D .  ( 1 9 6 9 ) .  Comp a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  p a ra symp a t h e t i c  
a n d  s y m p a t h e t i c  n e r v o u s  s t i m u l at i o n s  o n  c a t s ubma x i l l ary 
g l a n d  s a l i v a . Pr o c . S o c . e x p . � d . B i o l . 1 3 0 ,  3 1 4 - 3 1 8 .  

Kar n o v s ky , M . J .  ( 1 9 6 5 ) .  A f o rma l d e h y d e - g lut a r a l d e hy d e  
f i x a t i ve o f  h i g h  o s m o l a l i t y  f o r  u s e  i n  e l e c t ron  
m i cr o s c o p y . J .  Ce l l B i o l . 2 7 , 1 3 7 A - 1 3 8 A .  

Kay , R . N . B .  ( 1 9 5 8a ) .  C o n t i n u o u s  a n d  r e f l e x  s e c r e t i o n  by t h e  
p ar o t i d  g l an d  i n  r um i n an t s . J .  P h y s i o l . 1 4 4 ,  4 6 3 - 4 7 5 .  

Kay , R .  N . B . ( 1 9 5 8b ) . T h e  e f f e c t s  o f  s t i mu l a t i on o f  t h e  
s ymp a t h e t i c  n e r v e  a n d  o f  a dr e n a l i n e  o n  t h e  f l o w  o f  
p ar o t i d  s a l i va i n  s h e e p . J .  P h y s i ol . 1 4 4 ,  4 7 6 - 4 8 9 . 

K ay , R . N . B .  ( 1 9 6 0 ) .  The  r a t e  o f  f l o w  a n d  c omp o s i t i o n o f  
v a r i o u s s a l i v a ry s e c r e t i o n s  i n  s h e e p  a n d  c a l ve s . 
J .  P h y s i o l . 1 5 0 ,  5 1 5 - 6 3 7 . 

K ay , R . N . B .  a n d  P h i l ip s o n , A . T .  ( 1 9 5 9 ) . R e s p o n s e s  o f  t h e  
s a l i v ary  g l a n d s  t o  d i s t e n s i o n  o f  t h e  o e s op h a g u s  
a n d  rume n .  J .  P h y s i o l . 1 4 8 , 5 0 7 - 5 2 3 . 

K a y an j a ,  F . I . B .  ( 1 9 7 3 ) . T h e  u l t ra s t ru c t ur e  o f  t h e  mand i bu l a r  
a n d  v e n t r a l  b u c c a l  g l an d s  o f  s om e  E a s t  A fr i c an w i l d  
u n g u l a t e s . An a t . A n z . 1 3 4 ,  3 3 9 - 3 5 0 . 

Kay a n j a ,  F . I . B .  and  S c h o l z ,  P .  ( 1 9 7 4 ) ,  T h e  u l t r a s t r u c t ure 
o f  t h e  p arot i d  g l an d o f  s om e  E a s t  A fr i c a n w i l d  
u n g u l a t e s . Ana t .  A n z . 1 3 5 , 3 8 2 - 3 9 2 . 

K e n n e r s o n , A . R .  ( 1 9 7 9 ) .  S t u d i e s  o n  t h e  p r o c e s s  o f  m u c o u s  
s e c r e t i o n  from t h e  r a t  s ub l i n gu a l  g l an d . T h e s i s , 
M . S c . , Un i v e r s i t y  o f  S y d n e y . 
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K i d d , A .  a n d  G a r r e t t , J . R .  ( 1 9 7 9 ) .  N e w  o b s e rv a t i o n s  o n  t h e  
i n n e r v a t i o n  o f  s t r i a t e d  d u c t s i n  s ubma n d i b u l a r  g l a n d s  
o f  c a t s , i n c l u d i n g  p o s s i b l e  p e p t i d e r g i c  n e r v e s . 
C e l l  Ti s s . R e s . 2 0 0 , 2 0 5 - 2 1 4 . 

Kim , S . D . , N a j l e t i ,  C . E .  an d Ham , S . S .  ( 1 9 7 2 ) .  T h e  s e c r e t i on 
p r o c e s s  i n  m u c o us a n d  s e r o u s  s e c r e t ory c e l l s  o f  t h e  
r a t  s ub l i n g u a l  g l a n d . J .  Ul t ra s t r u c t . R e s . 3 8 , 
3 7 1 - 3 8 9 . 

Koch , A . L .  a n d  P u t n a m , S . L .  ( 1 9 7 1 ) .  S e n s i t i v e  b i u r e t  m e t h o d  
f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e i n  i n  a n  i mp u r e  s y s t e m  s u c h  
a s  wh o l e  b a c t e r i a , A n a l . B i o c h e m . 4 4 , 2 3 9 - 2 4 5 .  

Kra m e r , M . F .  a n d  G e u z e , J . J .  ( 1 9 7 7 ) .  C e l l u l a r  m e c h a n i s m s  o f  
s e c r e t i o n  o f  g ly c o p r o t e i n s  b y  e p i t h e l i a l  c e l l s . 
B i o c hem . S o c .  Tra n s . 5 ,  4 1 0 - 4 1 4 .  

Kur t z , S . M .  ( 1 9 6 4 ) .  Th e s a l i vary g l an d s . 
M i c r o s c o p i c  A n a t o my " . ( S . M .  K u r t z , 
A c a d e m i c P r e s s , N e w  Y o r k , L o n d o n , 

I n  " E l e c t r o n  
e d . ) ,  p p . 9 7 - 1 2 2 . 

Lamm , M . E .  ( 1 9 7 6 ) .  C e l l u l a r  a s p e c t s  o f  Immun o g l o b u l i n  A .  
A d v .  Imm . 2 2 ,  2 2 3 - 2 7 9 . 

La n g l e y , J . N .  ( 1 8 7 8 - 7 9 ) ,  On  t h e  p hy s i ol ogy o f  t h e  s a l i v ary 
s e c r e t i o n . P a r t  I .  The  i n f l u e n c e  of  t h e  c h o r d a  
t ym p a n i a n d  s ympat h e t i c  n e r v e s u p o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  
t h e  s u bm a x i l l a ry g l a n d  o f  t h e  c a t . J .  P h y si o l . 1 ,  
9 6 - 1 0 3 . 

L a n g l e y , J . N .  ( 1 8 7 9 ) .  On  t h e  c ha n g e s  i n  s e r o u s  g l a n d s  
d u r i n g  s e c r e t i on . J .  Ph y s i o l . 2 ,  2 6 1 - 2 8 0 . 

La n g l e y , J . N .  ( 1 8 8 9 ) .  On  t h e  p hy s i o l o gy o f  t h e  s a l i va ry 
s e c r e t i o n . V .  T h e  e f f e c t  o f  s t imul a t i n g  t h e  c e r e b r a l  
s e c r e t o ry n e r v e s up on  t h e  a m o u n t  o f  s a l i v a o b t a i n e d  b y  
s t imu l a t i n g t h e  symp a t h e t i c  n e r v e . J .  P h y s i o l . 1 0 ,  
2 9 1 - 3 2 8 . 

Lan g l e y , J . N .  ( 1 8 9 8 ) .  T h e  s a l i v ary g l a n d s . I n  " T e xt b o o k  
o f  P hy s i o l o gy " . ( E . A ,  S c h ::i. f e r , e d , ) ,  V o l . 1 ,  p p . 4 7 5 -
5 3 0 .  Y o u n g , J .  P e n t l a n d , E d i n b urgh a n d  Lo n d o n . 

L e b l o n d ,  C . P .  a n d  B e n n e t t , G .  ( 1 9 7 7 ) .  Ro l e  o f  t h e  G o l g i  a p p a r ­
a t us  i n  t e rm i n a l  g l y c o s y l a t i o n . In " I n t e r n a t i o n a l  
C e l l  B i o l o gy " . ( B . R .  B r i n k l e y a n d  K . R .  P o rt e r , e d s . ) ,  
p p . 3 2 6 - 3 3 6 .  R o c k e f e l l e r  U n i v e r s i t y  P r e s s , N e w Y o rk . 

L e b l o n d , C . P . , G i e g g , R . E .  a n d  E i d i n g e r , D .  ( 1 9 5 7 ) .  P r e s e n c e  
o f  c a r b o h y d r a t e s  w i t h  f r e e  1 ,  2 - g ly c o l  g r o u p s  i n  s i t e s  
s t a i n e d  b y  t h e  p e r i o d i c  a c i d - S c h i f f  t e c h n i q u e . 
J .  Hi s t o c h em . C y t o c h em . 5 ,  4 4 5 - 4 5 8 . 

L e e k , B . F .  ( 1 9 6 9 ) .  Re t i c u l o - rum i n a l  me-c h a n o r e c e p t o r s  i n  
s h e e p . J .  P h y s i o l . 2 0 2 , 5 8 5 - 6 0 9 . 
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L e e k , B . F . ( 1 9 7 2 ) .  Th e i n n e r v a t i o n o f  s h e e p  f o r e s t om a c h  
p a p i l l a e  f r o m  wh i c h  c omb i n e d  c h e mo r e c e p t or a n d  r a p i d l y  
a d ap t i n g  c h e m o r e c e p t o r  r e s p o n s e s  a r e  ob t a i n a b l e , 
J .  Ph y s i o l . 2 2 7 , 2 2 P . 

Le e s o n , C . R .  ( 1 9 5 6 ) .  L o c a l i z a t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  
i n  t h e  s ub ma x i l l a ry  g l a n d  o f  t h e  rat . Na t u r e  1 7 8 ,  
8 5 8 - 8 5 9 . 

Le e s o n , C . R . ( 1 9 6 0 ) .  T h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  t h e 
my o e p i t h e l i um i n  t h e  r a t  e xo rb i t a l  l a c r i m a l  g l a n d . 
A n a t .  R e c . 1 3 7 , 4 5 - 5 6 , 

L e e s o n , C . R . ( 1 9 6 9 ) .  T h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t. h e p ar o t i d  g l a n d  
o f  s p i d e r  m o n k e y . A c t a  A n a t . 7 2 , 1 3 3 - 1 4 7 . 

L e e s o n , T . S .  a n d  L e e s o n , C . R . ( 1 9 7 1 ) .  M y o e p i t h e l i a l  c e l l s  
i n  t h e e x orb i t a l  l a c r i m a l  a n d  p a ro t i d g l a n d s  o f  t h e  
r a t  i n  f r o z e n - e t c h e d  r e p l i c a s . Am . J .  An a t .  1 3 2 , 
1 3 3 - 1 4 5 . 

v a n  L e n n e p ,  E . W . , K e n n e r s on , A . R .  a n d  C o mpt on , J .  ( 1 9 7 7 ) .  
T h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  s h e e p  p a r o t i d  g l an d . 
Ce l l Ti s s .  R e s . 1 7 9 , 3 7 7 - 3 9 2 .  

L e pp i , T . J .  a n d  Sp i c e r , S . S .  ( 1 9 6 7 ) .  T h e  h i s t o c h e m i s t ry o f  
c a r b o h y d r a t e - r i c h  s u b s t a n c e s  i n  c e r t a i n  u n g u l a t e 
s a l i v a r y  g l a n d s . A n a t .  R ec . 1 5 9 , 1 7 9 - 1 9 2 , 

L e v , R .  a n d  S p i c e r , S .  ( 1 9 6 4 ) .  S p e c i f i c  s t a i n i n g  o f  s u l p h a t e  
g r o u p  w i t h a l c i a n  b l u e  a t  l ow p H . J .  Hi s t o c h e m . 1 2 , 
3 0 9 .  

L i n d va l l , 0 .  a n d  B j o r k l un d , A .  ( 1 9 7 4 ) .  T h e  g ly o xy l i c  a c i d  
f l u o r e s c e n c e  h i s t o c h em i c a l m e t h o d : a d e t a i l e d  a c c o un t  
f o r  t h e  m e t h o d o l o g y  f o r  t h e  v i s u a l i z a t i o n  o f  c e n t r a l  
c a t e c h o l a m i n e  n e u r o n s . H i s to c h e m i s t r y  3 9 , 9 7 - 1 2 7 .  

L i n n a e u s , C .  ( 1 7 5 8 ) .  S y s t e ma Na t u ra e . 1 0 th  e d . ,  p .  7 0 . 
C i t e d  b y  Ne a v e , S , A .  ( 1 9 4 0 ) .  " Nom e n c l a t or  Z o o l o g i c u s " ,  
V o l . I I I , p .  4 9 1 , Z o o l o g i c a l S o c i e t y  o f  L o n d o n . 

L i n z e l l , J . L . ( 1 9 5 5 ) .  S o m e o b s e r v a t i o n s  o n  t h e c on t r a c t i l e  
t i s s u e o f  t h e m a mm a ry g l a n d s . J .  P h y s i o l . 1 3 0 , 2 5 7 -
2 6 7 . 

L u dw i g , C .  ( 1 8 5 1 ) .  N e ue V e r s u c h e  libe.r d i e  B e i h i l f e  d e r  N e r v e n  
z u r S p e i c h e l a b s o n d e r un g . Z .  ra t .  Ma d . ,  N . F . , I . , 2 5 5 - 2 7 7 . 
C i t e d  by B u r g e n ,  A . S , V ,  a n d  Emme l i n , N . ( 1 9 6 1 ) ;  G a r r e t t , 
J .  ( 1 9 7 5 a ) .  

L u n db e r g , J . M . , A n g g a rd , A . , F a h r e n k r ug , J . , H � k f e l t , T .  a n d  
M ut t , V ,  ( 1 9 8 0 ) .  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o ly p e p t i d e  
i n  c h o l i n e r g i c  n e u r o n s o f  e x o c r i n e  g l a n d s : t r a n s m i t t e r s  
f o r  v a s o d i l a t i o n  a n d s e c r e t i o n , P r o c , Na t l . A c a d . S c i . 
7 7 , 1 6 5 1 - 1 6 5 5 . 

M c Do u g a l l ,  E . I .  ( 1 9 4 8 ) .  S t u d i e s  on  rum i n a n t  s a l i v a . 1 .  T h e  
c o mp o s i t i o n  a n d  o ut p u t o f  s h e e p ' s  s a l i v a . B i o c h em . J .  
4 3 ' 9 9 - 1 0 9 . 
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M c L e ay , L . M .  a n d  T i t c h e n , D , A .  ( 1 9 7 0 ) .  Aboma s a l  s e c r e t ory 
r e s p o n s e s  t o  t e a s i n g  w i t h f o o d  a n d  fe e d i n g  i n  t h e  
s h e e p . J .  Ph y si o l . 2 0 6 , 6 0 5 � 6 2 8 . 

M a c h , J . P . a n d  P a h u d , J . J .  ( 1 9 7 1 ) .  
i mm u n o g l o b u l i n  i n  m o s t  b o v i n e  
J .  I m m u n o ] . 1 0 6 , 5 5 2 - 5 6 2 . 

S e c r e tory I g A , a m a j or  
e x t e rnal s e c r e t i o n s . 

M a c h , J . P . , P a h u d , J . J .  a n d  I s l i k e r , H .  ( 1 9 6 9 ) .  
' S e c r e t o ry P i e c e ' i n  b o v i n e  c o l o s t r um a n d  
Na t u r e  2 2 3 , 9 5 2 - 9 5 4 . 

I g A w i t h  
s a l i va . 

M a n c i n i , G . , C a r b o n ara , A .  0 .  a n d  H e rema n s , J .  F .  ( 1 9 6 5 ) .  
I m m u n o c h e m i c a l  q u a n t i t a t i o n  o f  ant i g e n s  b y  s i n g l e  
r a d i a l  i mm u n o d i f fu s i o n . Imm u n o c hemi s t r y  2 ,  2 3 5 - 2 5 4 . 

fvl ar t i n , C . J .  a n d  Y o u ng , J . A .  ( 1 9 7 1 ) .  A microp e r f u s i o n  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a symp a t h om i m e t i c  
a n d  a p a ra s y m p at h o m i m e t i c  d r u g  o n  wa t e r  a n d  e l e c t r o ­
l y t e  f l u x e s  i n  t h e  m a i n  d u c t  o f  t h e  r a t  s ub m a x i l l a x •y 
g l a n d . Pfl ii gers A r c h . 3 2 7 , 3 0 3 - 3 2 3 ,  

May , N . D . S .  ( 1 9 7 0 ) .  " T h e  A n a t o my o f  t he Sh e e p " .  3 r d  e d , 
U n i v e r s i t y  o f  Que e n s l a n d , B r i s b a n e , A u s t r a l i a . 

M i n e d a , T .  ( 1 9 7 7 ) . A i c h i  d:l k u i n  J .  d e n . S c i . 1 5 , 3 5 . 
C i t  e d fro  m P i n ks  t a f f ., C , A • ( 1 9 8 0 ) . 

M o l l e n h a u e r , H . H .  ( 1 9 6 4 ) .  P l a s t i c  e m b e d d i n g  m i xt u r e s f o r  
u s e  i n  e l e c t r on m i c r o s c op y . S t a i n  T e c h . 3 9 ,  1 1 1 - 1 1 4 . 

M1 l l g ar d , K .  a n d  Ro s t g a a r d , J .  ( 1 9 7 8 ) .  Morp h o l o g i c a l  
a s p e c t s  o f  s o me s o d i u m  t r a n s p o r t i n g  e p i t h e l i a  s u g g e s t ­
i n g  a t r a n s c e l l u l a r  p a t h way  vi a e l e m e n t s  o f  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l um . J .  Jlerrb r a n e  B i o l . 2 3 , 2 7 1 - 2 8 9 . 

M o rr i s o n , M .  a n d  A l l e n , P . Z .  ( 1 9 6 3 ) . The i d e n t i f i c a t i o n  a nd 
i s o l a t i o n  o f  l a c t o p e r o x i d a s e  f r om t h e  s a l i v ary g l an d . 
B i o c h e m . B i oph y s . R e s . C o mm . 1 3 , 4 9 0 - 4 9 4 . 

M o wry , R . W .  ( 1 9 6 3 ) .  T h e  s p e c i al v a l u e  of  m e t h o d s  t h a t  c o l o r  
w i t h  b o t h  a c i d i c  a n d  v i c i n a l  hy droxy l g r o up s  i n  t h e  
h i s t o c h em i c a l  s t u d y  o f  m u c i n s . With  r e v i s e d  d i r e c t i o n s 
f o r  t h e  c o l l o i d a l  i r o n  s t a i n , t h e  u s e  o f  a l c i an b l u e  
8 G X  a n d  t h e i r  c omb i n a t i o n  w i t h t h e  p e r i o d i c  a c i d - S c h i f f  
r e a c t i o n . Ann . N . Y .  A ca d . S c i , 1 0 6 , 4 0 2 - 4 2 3 . 

N e wbru n , E .  ( 1 9 6 2 ) .  
a n d  f l o w  r a t e  
s t i m u l a t i o n . 

Ob s e r v a t i o n s  o n  the  amy l a s e  c o nt e n t  
o f  h u m a n  s a l i v a  follow i n g  g u s t a t o ry 
J .  d e n t . R e s . 4 1 , 4 5 9 - 4 6 5 .  

" Nom i n a  An a t om i c a  V e t e r i n a r i a " .  ( 1 9 7 3 ) ,  2 n d  e d . , p .  4 3 , I n t . 
C om m i t t e e  V e t . An a t . N o m e n c l a t ure , A d o l f  H o l z h a u s e n ' s  
S u c c e s s o r s , V i e n n a . 

O s c h m a n , J . L . , W a l l , B . J . a n d  G u p t a , B , L .  ( 1 9 7 4 ) . C e l l u l a r  
b a s i s  o f  wa t e r  t r a n s p o r t . S ymp , S o c . e xp . B i ol . 2 8 , 
3 0 5 - 3 3 0 . 
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P a h u d , J . J .  a n d  M a c h , J . P .  ( 1 9 7 0 ) .  I d e nt i f i c a t i o n  o f  
s e c r e t ory I g A , f r e e  s e c r e t o ri comp on e nt a n d  s e r um 
I gA i n  t h e  o v i n e  a n d  c ap r i n e  sp e c i e s . Imm u n o c hemi s t r y  
7 ,  6 7 9 - 6 8 6 .  

P a l a d e , G .  ( 1 9 7 5 ) .  I n t r a c e l l u l a r a s p e c t s o f  t h e  p r o c e s s  o f  
p ro t e i n s y n t h e s i s . ( No b e l  P r i z e  Le c t ur e , S t o c k h o l m , 
1 9 7 4 ) , S c i e n c e  1 8 9 ,  3 4 7 - 3 5 8 .  

P a r s o n s , P . A .  a n d  G a r r e t t , J . R .  ( 1 9 7 7 ) .  M o v e m e n t s o f  ho r s e ­
r a d i s h  p e r ox i da s e  i n  s ub m a n d i b u l a r g l a n d s  o f  d o g s  a ft e r 
d u c t a l  i n j e c t i o n . N= d . B i o l . 5 5 ,  2 4 9 - 2 6 0 .  

P a t t e r s o n , J . ,  P e t e r s e n , J . E .  a n d  Tit c h e n , D . A .  ( 1 9 7 6 ) .  
U l t r a s t r u c t ura l a p p e a ra n c e  o f  a c i n a r c e l l s  o f  t h e  
p a ro t i d  g l a n d  o f  t h e  m i l k - f e d  lamb . J .  An a t .  1 2 1 , 4 0 8 . 

P a t t e r s o n , J .  a n d  T i t c h e n , D . A .  ( 1 9 7 5 ) .  Symp a t h e t i c  an d 
s y mp a t h o m i m e t i c  s t i m u l a t i o n o f  p a rot i d  s a l i vary 
s e c r e t i o n  i n  s h e e p . J .  P h y s i o l . 2 5 2 , 5 8 - 5 9 P . 

P a t t e r s o n , J .  a n d  T i t c h e n , D . A .  ( 1 9 7 7 ) .  S ub m a x i l l ary 
s a l i v a ry s e c r e t i o n  i n  s h e e p on sympat h e t i c  a n d  
s y mp a t h o m i me t i c  s t i m u l a t i o n . J .  Phy s i o l . 2 5 , 6 2 - 6 3 P . 

P a t t e r s o n , J .  a n d  T i t c h e n , D . A .  ( 1 9 7 9 ) .  Symp a t h e t i c  a n d  
S - a d r e n e rg i c  s t i m u l at i o n  o f  p arot i d  s a l i va ry s e c r e t i o n  
i n  s h e e p . Q .  Jl . e xp t . P h y s i o l . 6 4 , 1 7 5 - 1 8 4 . 

· 

P a t t e r s o n , J .  a n d  T i t c h e n , D . A .  ( 1 9 8 0 ) .  S - A d r e n e r g i c  
s t i m u l a t i o n  o f  p a r o t i d  s a l i v ary s e c r e t i o n  i n  s h e e p . 
J .  P h y s i o l . 2 9 8 , 4 4 P - 4 5 P .  

P a v l o v , I . P .  ( 1 9 1 0 ) .  " L e c t u r e s  on  t h e  Work o f  t h e  D i g e s t i v e  
G l a n d s " , t r a n s l at e d  b y  W . H .  Thomp s o n . 2 n d  e d , C h ar l e s  
G r i f f i n  a n d  C o . , L o n d o n . 

P e ar s e , A . G . E .  ( 1 9 6 8 ) .  " H i s t o c h e m i s t ry T h e o r e t i c a l  a n d  
A p p l i e d " , V o l . 1 . , J .  a n d  A .  C h u r c h i l l  L t d . , L on d on . 

" 
P e r e z  C l a v i e r , R .  ( 1 9 7 6 ) .  A s p e c t o s  comp a r a t i v o s  de  l a  

h i s t o l o gl a e u a n t i t at i v a  d e  l a s  gl an d u l a s  m a n d i b u l a r  y 
p a ro t  i da e n  a l g u n o s  m a n i fe r o s . Zb 1 .  · Ve t .  led . C .  5 ,  
2 - 1 3 .  

P h i l l i p s on , P . T .  a n d  M a n g a n , J . L .  ( 1 9 5 9 ) .  B l o a t  i n  c at t l e . 
X V I .  B o v i n e  s a l i v a : t h e  c h e m i c a l  comp o s i t i o n  o f  t h e  
p a r o t i d , s ubmax i l l a ry a n d  r e s i d u a l  s e c r e t i o n s . 
N . Z .  J .  A gr i c .  R e s . 2 ,  9 9 0 - 1 0 0 1 . 

P h i l l i p s o n , A . T .  a n d  R e i d , C . S . W .  ( 1 9 5 8 ) . 
r u m e n  a n d  s a l i v a ry s e c r e t i o n . Na t u r e  

D i s t e n s i o n  o f  t h e  
1 8 1 , 1 7 2 2 - 1 7 2 3 . 

P i n k s t a f f , C . A .  
I n t .  R e v . 

( 1 9 8 0 ) .  T h e  c y t o l ogy o f  s a l i v ary g l a n d s . 
C y t o l . 6 3 , 1 4 1 - 2 6 1 . 



Q u i n t a r e l l i , G .  ( 1 9 6 3 ) .  
s a l i v ary  muc i n s . 

1 7 4 

H i s t o c h e m i c a l  i d e n t i f i c a t i o n of  
Ann . N . Y .  A c a d . S c i . 1 0 6 , 3 3 9 - 3 6 3 . 

Q u i n t a r e l l i , G . , T s u i k i , S . , Ha s h i m o t o ,  Y .  a n d  P i gm a n , W .  
( 1 9 6 1 ) .  S t u d i e s  o f  s i a l i c  a c i d - c o n t a i n i n g  m u c i n s  i n  
b o v i n e  s ubma x i l l ary a n d  r a t  s u b l i n g u a l  g l a n d s . 
J .  Hi s t o c he m . C y t o c h em . 9 ,  1 7 6 - 1 8 3 . 

R a v e t t o , C . , G a l l u z z o , F .  a n d  S i e r vo , R .  ( 1 9 6 4 ) .  On  t h e  
p r e s e n c e o f  a g a n g l i o s i d e  i n  b o v i n e  s ubma x i l l ary  g l an d . 
J .  Hi s t o chem . C y t o c h e m . 1 2 , 7 9 1 - 7 9 2 . 

R aw l i n s o n , H . E .  ( 1 9 3 3 ) .  C y t o l o g i c a l  c h a n g e s  a ft e r  a u t o n o m i c  
a n d  a dr e n a l i n  s t i m u l a t i o n . An a t .  R e c . 5 7 , 2 8 9 - 3 0 1 . 

R a w l i n s o n , H . E .  ( 1 9 3 5 ) .  T h e  c h an g e s i n  t h e  c e l l s  o f  t h e  
s t r i at e d  d u c t s  o f  t h e  e a t ' s  s ub ma x i l l ary g l a n d  a f t er  
a ut on o m i c  s t i mu l a t i o n a n d  n e r v e  s e c t i on . An a t .  R e c . 
6 3 , 2 9 5 - 3 1 3 .  

R e i d , M . S .  a n d B i e l e s k i ,  R . L .  ( 1 9 6 8 ) .  A s i mp l e  a p p a r a t u s  f o r  
v e rt i c a l f l a t - s h e e t  p o ly a c ry l a m i d e  ge l e l e c t r o p h o r e s i s . 
A n a l . B i o c h e m . 2 2 , 3 7 4 - 3 8 1 . 

R e i d ,  L .  a n d  C l amp , J . R . ( 1 9 7 8 ) .  T h e  b i oc h e m i c a l  a n d  
h i s t o c h e m i c a l  n o me n c l a t ur e  o f  m u c u s . Br . � d . B u l l . 
3 4 , 5 - 8 .  

R e i s n e r , A . H . , N e m e s , P .  a n d  B u c h o l t z ,  C .  ( 1 9 7 5 ) .  T h e  u s e  
o f  C o omas s i e Br i l l i a n t  B l ue G 2 5 0  p e r c h l o r i c  a c i d  
s o l ut i on f o r  s t a i n i n g  i n  e l e c t r op h o re s i s  an d i s o e l e ct ­
r i c  f o cus i n g  o n  p o l y a c ry l am i d e  g e l s . A n a l . B i o c h e m . 
6 4 ,  5 0 9 - 5 1 6 .  

Rh o d i n , J . A .  ( 1 9 6 2 ) .  F i n e  s t r u c t ur e  o f  v a s c u l ar w a l l s  i n  
mamm a l s  w i t h  s p e c i a l r e f e re n c e  t o  s m o o t h  m u s c l e 
comp o n e n t . P h y s i o l . Re v .  4 2  ( S up p l . No . 5 ) ,  4 8 - 8 1 . 

Ruby , J . R . ( 1 9 7 8 ) .  U l t r a s t r u c t ur e  o f  p arot i d  g l a n d  o f  t h e 
n i n e - ba n d e d  a r m a d i l l o . A n a t . R e c . 1 9 2 , 3 8 9 - 4 0 6 . 

R u c k e b u s c h , Y .  a n d  Th i ve n d , P .  ( 1 9 8 0 ) .  " D i g e s t i v e  Phy s i o l o gy 
an d M e t ab o l i s m i n  Rum i n an t s " .  M T P  Pre s s  Lt d . ,  L an c a s t e r , 
E n g l an d . 

S c h a c h t e r , M .  ( 1 9 7 0 ) .  V a s o d i l a t i o n i n  t h e  s ub m a x i l l ary 
g l a n d  of t h e  c a t , r a b b i t  a n d  s h e e p . In " H a n db o o k  o f  
E xp e r ime n t a l  Ph arma c o l o gy " . V o l . 2 5 ,  p p . 4 0 0 - 4 0 8 . 

S ch a c ht e r , M . , M a r an d a , B .  a n d M o r i w ak i , C .  ( 1 9 7 8 ) .  Lo c a l ­
i z a t i on o f  k a l l i k r e i n  i n  t h e  c o a g u l at i n g  an d s u b ma n d i b ­
u l ar g l a n d s  o f  t h e  g u i n e a  p i g . J .  Hi s t o c h em . C y t o c h e m . 
2 6 ' 3 1 8 - 3 2 1 . 

S c h e u n e r t , A .  a n d  T r a u t m a n n , A .  ( 1 9 2 1 ) .  Zum S t u d i um d e r  
S p e i c he l s e k r e t i on . U b e r  d i e  s e kr e t i o n d e r  P a r o t i s  
u n d  Man d i b u l a r i s  d e s  S c h a f e s . Pfl u g . A r c h . g e s . 
Ph y s i o l . 1 9 2 ,  3 3 - 6 9 . 
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S c h n e y e r , C . A .  ( 1 9 7 4 ) .  R o l e  o f  symp a t h e t i c  p a t hway i n  
s e c r e t ory a c t i v i t y  i n d u c e d  i n  r a t  p a r o t i d  b y  f e e d i n g . 
P r o c . So c .  exp . B i o l . Me d ,  1 4 7 , 3 1 4 - 3 1 7 , 

S c h n e y e r , C . A .  a n d  H a l l , H . D .  ( 1 9 6 5 ) ,  C o m p ar i s o n o f  r a t  
s a l i v a s  e v o k e d  b y  a ur i c u l o - t e m p o r a l  a n d  p i l o c arp i n e  
s t i m u l at i o n . Am . J .  P h y s i o l . 2 0 9 , 4 8 4 - 4 8 8 .  

S c h n e y e r , C . A .  a n d  H a l l , H . D . ( 1 9 6 6 ) .  Au t onom i c  p a t hw a y s 
i n vo l v e d  i n  symp a t h e t i c - l i k e  a c t i o n  o f  p i l o c arp i n e  
o n  s a l i v a r y  c om p o s i t i o n . Pr o c . Soc . e x p . B i o l . �� d .  
1 2 1 ,  9 6 - 1 0 0 . 

S c h n e y e r , C . A .  a n d  S c h n e y e r , L . H .  ( 1 9 6 1 ) .  
s a l i vary g l a n d s  d e f i c i e n t  i n  a c i n i . 
9 3 9 - 9 4 2 . 

S e c r e t i on by 
J .  P h y s i o l . 2 0 1 , 

S c h n e y e r , L . H .  ( 1 9 6 9 ) .  S e c r e t i o n  o f  p o t a s s i um by p e r f u s e d  
e x c r e t o ry  d u c t  o f  r a t  s ubmax i l l a ry g l a n d . Am . J .  
P h y s i o l . 2 1 7 , 1 3 2 4 - 1 3 2 9 . 

S c h n e y e r , L . H .  a n d  Emm e l i n , N .  ( 1 9 7 4 ) . S a l i v a ry s e c r e t i o n . 
In i ' G a s t r o - i n t e s t i n a l  P hy s i o l o gy " . ( E . D .  J a c o b s o n  
a n d  L . L .  S h a n b o ur , e d s . ) ,  KT P . I n t e rn a t i o n a l  Re v i e w o f  
S c i e n c e , V o l . 4 ,  p p . 1 8 3 - 2 2 6 . Bu t t erwor t h s , L o n d o n  

S c h n e y e r , L . H . , Y o u n g , J . A .  a n d  S c h n e y e r , C . A .  ( 1 9 7 2 ) .  
S a l i vary  s e c r e t i o n  o f  e l e c t r o lyt e s . P h y s i o l . R e v . 
5 2 , 7 2 0 - 7 7 7 .  

S c h r amm , M .  a n d  S e l i n g e r , Z .  ( 1 9 7 4 ) .  T h e  fun c t i o n  o f  a - a n d  
8 - a dr e n e r g i c  r e c e p t or s  a n d  a ch o l i n e r g i c  re c e p t o r i n  
t h e s e cr e t ory c e l l  o f  r a t  p a r o t i d  g l a n d . I n  " A d v a n c e s  
i n  C y t o p h a rm a c o l o gy " . ( B .  C e c c a r e l l i , F .  C l e m e n t  i a n d  
J .  M e l d o l e s i , e d s . ) ,  V o l . 2 ,  pp . 2 9 - 3 2 . Ra v e n  P r e s s , 
N e w  Y o r k . 

S c o t t , B . L .  a n d  P e a s e , D . C .  ( 1 9 5 9 ) .  E l e c t r o n m i cr o s c o p y  
o f  t h e  s a l i va r y  a n d  l a c r i m a l  g l a n d s  o f  t h e  r a t . 
Am . J .  A n a t . 1 0 4 , 1 1 5 - 1 6 1 . 

S c o t t , B . L .  a n d  P e a s e , D . C .  ( 1 9 6 4 ) ,  E l e c t r o n  m i cro s c o py o f  
i n d u c e d  c h a n g e s  i n  t h e  s a l i vary g l an d s  o f  t h e  r a t . 
In " S a l i vary G l a n d s  a n d  T h e i r  S e c r e t i on " , V o l . 3 ,  
( L . l-1 .  S r e e b n y  a n d  J .  M e y e r , e d s . ) ,  p p . 1 3 - 4 4 , 
P e r g a m o n  P r e s s , N e w  Y o r k . 

S h a c k l e f o r d , J . M .  ( 1 9 6 3 ) . H i s t o c h e m i c a l  c omp ar i s on o f  
m u c u s  s e c r e t i o n s  i n  r o d e n t , c a rn i vor e , u n g u l a t e , a n d  
p r i m a t e m a j o r  s a l i va r y  g l an d s . Ann . N . Y . A c a d . Sc i . 
1 0 6 , 5 7 2 - 5 8 2 . 

S h a c k l e f o r d , J . M .  a n d  K l a p p e r , C . E .  ( 1 9 6 2 ) .  S t r u c t u r e  a n d  
c a r b o h y d r a t e h i s t o c h e m i s t ry o f  ma mm a l i a n  s a l i v a ry 
g l a n d s . Am . J .  A n a t .  1 1 1 , 2 5 - 4 7 , 



Sh a c k l e f o r d , J . M .  and  W i l b o rn , W . H .  ( 1 9 6 8 ) . S t r u c t ur a l  
a n d  h i s t o c h e m i c a l  d i v e r s i t y i n  mamm a l i a n  s a l i v ary 
g l a n d s . A l a . J .  Me d . S c i . 5 ,  1 8 0 - 2 0 3 . 
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S h a c k l e f o r d , J . M .  a n d  W i l b o r n , W . H .  
o f  b o v i n e  p a rot i d  g l a n d s . J .  

( 1 9 6 9 a ) .  U l t r a s t ru c t ur e  
M:J r p h . 1 2 7 , 4 5 3 - 4 7 4 . 

S h a c k  1 e f o r  d , J . M . a n d  W i 1 b o r  n , W . H . ( 1 9 6 9b ) • U 1 t r a s  t r u c t u r a 1 
o b s e rv a t i o n s  o f  m u c o u s  s e c r e t i n g  c e l l s  i n  b o v i n e  
s ub m an d i b u l a r  g l a n d s . I n  " B l o o d  a n d  T i s s u e Ant i g e n s " .  
( D .  Am i n o f f , e d . ) , p p . 2 2 3 - 2 2 7 . A c a d e m i c  Pr e s s , 
N e w  Y o r k . 

S h a c k l e f o r d , J . M .  a n d  W i l b orn , W . H .  ( 1 9 7 0 a ) .  
a s p e c t o f  c a l f  s ub m a n d i b u l ar g l an d s . 
1 2 7 ,  2 5 9 - 2 8 0 . 

U l t r a s t ru c t u r e 
A m . J .  A n a  t .  

S h a c k l e fo r d , J . M .  a n d  W i l b orn , W . H .  
o f  c a t  s ubman d i b u l ar g l a n d s . 

( 1 9 7 0b ) . U l t r a s t r u c t u r e  
J .  J.D r p h . 1 3 1 , 2 5 3 - 2 7 5 .  

S h a r a w y , M . , S c h u s t e r , G . , P a s h l e y , D .  a n d  P a lme r , P .  ( 1 9 7 8 ) .  
A s s o c i a t i o n o f  m i t o c h o n d r i a  w i t h  t h e  p l a s m a  m e mb r a n e  
o f  t h e  a c i na r  c e l l s  o f  t h e  m o u s e  s ub m a x i l l a ry g l an d s . 
A c t a  A n a t . 1 0 2 , 4 4 0 - 4 4 6 . 

S i l v e r , A .  ( 1 9 7 4 ) .  " T h e  B i o l o gy o f  C h o l i n e s t e r a s e " . N o r t h -
H o l la n d , Am s t e r d a m , O x f o r d . 

S i l v e r , I . A .  ( 1 9 5 4 ) . M y o e p i t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e mammary 
a n d  p a r o t i d  g l an d s . J .  P h y s i o l . 1 2 5 , 8 - 9 P . 

S i m s o n , J . A . V .  ( 1 9 6 9 ) .  D i s c h a r g e  a n d  r e s t i t u t i o n  o f  s e c r e t ory 
ma t e r i a l  i n  the  rat  p a r o t i d  g l a n d  in  r e s p o n s e  t o  
i s op r o t e r e n o l . Z .  Z el l fo r s c h . 1 0 1 , 1 7 5 - 1 9 1 . 

S i m s o n , J . A . V .  ( 1 9 7 2 ) .  E v i d e n c e o f  c e l l  d a m a g e  i n  r a t  
s a l i va ry g l a n d  a ft e r  i s o p r o t e r e n o l . A n a t . R e c . 
1 7 3 , 4 3 7 - 4 5 2 . 

S im s o n , J . A . V .  ( 1 9 7 7 ) . T h e  i n f l u e n c e  o f  f i x a t i o n  o n  t h e 
c a r b o h y d r a t e cy t o c h em i s t r y  o f  r a t  s a l i va ry g l a n d  
s e c r e t o ry g r a n u l e s .  H i s t o c h em . J .  9 ,  6 4 5 - 6 5 7 . 

S im s o n , J . A . V . , D a m , R . M . , S a n n e s ,  P . L .  a n d  Sp i c e r , S . S .  
( 1 9 7 8 ) .  Morp ho l o gy a n d  c y t o c h e m i s t ry o f  a c i n ar 
s e c r e t o r y  granul e s  i n  n o r m a l a n d  i s o p r o t e r e n o l - t r e a t e d  
r a t  s u b m a n  d i b u 1 a r g 1 a n d  s . J . · Micro s • 1 1  3 , 1 8 5 - 2 0 3 . 

S p i c e r , S . S . , St a l ey , M . W . , W e t z e l , M . G .  a n d  W e t z e l , B . K .  
( 1 9 6 7 ) .  A c i d  mu c o s ub s t a n c e  an d b a s i c  p r o t e i n i n  
m o u s e P a n e t h  c e l l s . J .  H i s t o c h em . C y t oc h em . 1 5 ,  
2 2 5 - 2 4 2 . 

S o r o k i n , S . P .  ( 1 9 6 5 ) .  On t h e c y t o l o gy a n d  c y t o c h e m i s t ry o f  
t h e  o p o s s um ' s  b r o n c h i a l  g l a n d s . A m . J .  A n a t . 1 1 7 , 
3 1 1 - 3 3 7 .  
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S t e rn b e r g e r , L . A .  ( 1 9 7 9 ) .  " I mmun o c y t o c h e m i s t ry " . 2 n d  ed., 
J o h n  W i l ey a n d  S o n s , N e w  Y o r k , C h i c h e s t e r , Br i s b a n e , 
T o r on t o . 

S t o rm o n t , D . L .  ( 1 9 2 6 ) .  N e r v e  e n d i n g s  a n d  s e c r e t ory a c t i v i t y  
i n  t h e  s u b ma x i l l a ry g l a n d  o f  t h e  r a b b i t . A n a t . R e c . 
3 2 ,  2 4 2 . C i t e d by S t ormont , D . L . ( 1 9 6 3 ) .  

S t ormo n t , D . L .  ( 1 9 6 3 ) .  T h e  s a l i v a ry g l an d s . I n  " S p e c i a l  
Cy t o l o gy " . ( E . V .  C o w dry , e d . ) ,  V o l . 1 ,  2 n d  e d  . •  p p . 1 7 8 -
1 8 1 .  H a fn e r  P ub l i s h i n g  Co . ,  I n c . , New  Y o r k . 

S t r um , J . M .  a n d  K a r n o v s k y , M . J .  ( 1 9 7 0 ) .  U l t ra s t ru c t ur a l  
l o c a l i z a t i o n  o f  p e r o x i d a s e  i n  s ub m a x i l l a ry a c i n a r  c e l l s , 
J .  Ul t r a s t r u c t . R e s . 3 1 , 3 2 3 - 3 3 6 . 

Tamari n ,  A .  ( 1 9 6 6 ) .  M y o e p i t h e l i u m  o f  t h e  r a t  s ub m a x i l l ary 
g l a n d . J .  U l t r a s t r u c t .  R e s . 1 6 , 3 2 0 - 3 3 8 , 

Tamar i n , A .  a n d  S r e e b ny , L . M .  ( 1 9 6 5 ) , !h e r a t  s ubma x i l l ary 
s a l i v a r y  g l a n d . A c o rr e l a t i v e  s t u dy b y  l i g h t  a n d  
e l e c t r on  m i c r o s c o py . J .  1\Wrp h .  1 1 7 ,  2 9 5 - 3 5 2 . 

Ta n d l e r , B .  ( 1 9 6 5 ) .  
g l a n d . I I I . 
8 6 3 . 

U l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  h u m a n  s u b m a x i l l a r y  
M y o e p i t h e l ium . z .  Z e l l for s c h . 6 8 , 8 5 2 -

Tan d l e r , B .  ( 1 9 7 8 ) .  In " T e x t b o o k  o f  O r a l  B i o l o gy " . ( J . H .  S h a w , 
E . A .  S w e e n l y , C . C .  C a p p u c i n o  a n d  S . M .  M e l l e r , e d s . ) ,  
p p . 5 4 7 - 5 9 2 .  S a u n d e r s , P h i l a d e l p h i a , P e n n s y l v a n i a .  
C i t e d  by P i n k s t a f f , C . A .  ( 1 9 8 0 ) .  

Tan d l e r , B . , D e nn i n g , C . F . , M a n d e l , I . D . a n d  Kut s c h e r , A . H .  
( 1 9 6 9 ) ,  U l t r a s t r u c t ure  o f  h u m a n  l ab i a l  s a l i v a ry g l a n d s . 
I .  A c i n a r  s e c r e t o ry c e l l s . J .  l'brph . 1 2 7 , 3 8 3 - 4 0 8 .  

Ta n d l e r , B . , D e nn i n g , C . F . , M a n d e l ,  I . D .  a n d  Kut s c h e r , A . H .  
( 1 9 7 0 ) .  U l t r a s t r u c t u r e  o f  h u m a n  lab i a l  s a l i v a ry g l an d s . 
I I I . My  o e p i t  h e  1 i u m and d u c t  s . J • 1-Jor p h  . 1 3 0 , 2 2 7 - 2 4 6 , 

Tan d l e r , B .  a n d  E r l an d s o n , R . A .  ( 1 9 7 2 ) ,  U l t r a s t r u c t u r e  o f  
t h e  h u m a n  s ubm a x i l l a ry g l an d . I V . S e r o u s  g r a n u l e s . 
A m . J .  A n a t . 1 3 5 , 4 1 9 - 4 3 4 . 

T a n d l e r , B .  an d M a c C a l l um , D . K . ( 1 9 7 4 ) .  U l t r a s t r uc t ur e  a n d  
h i s t o c h em i s t r y  o f  t h e s ubma n d i b u l ar g l a n d  o f  t h e  
E u r o p e a n  h e d g e h o g , Eri na c e u s  e u r opa e u s  L .  I I . I n t e r c a l ­
a t e d  d u c t s a n d  g r a n u l a r  s t r i a t e d  d u c t s . J ,  A n a t .  1 1 7 , 
1 1 7 - 1 3 1 . 

Tan d l e r , B .  a n d  P o u l s e n , J . H ,  ( 1 9 7 6 ) .  Fus i o n  o f  t h e  e n v e l o p e  
o f  m u c o u s  d r o p l e t s  w i t h  t h e  l u m i n a l  p l a s ma m e mb r a n e  
i n  a c i n ar c e l l s  o f  t h e c a t  s ub m a n d i b u l a r  g l a n d , 
J .  C e l l B i o l . 6 8 , 7 7 5 - 7 8 1 . 

T a p p , R . L .  ( 1 9 6 8 ) ,  T h e  u l t r a s t r u c t ur e  o f  w a t ery  v a c u o l e s  i n  t h e · 
s u b ma n d i b u l a r g l a n d  o f  t h e  r a t . J .  R o y . Mi c r o s c . S a c . 
8 8 , 1 - 1 1 . 

Ta p p , R . L . ( 1 9 6 9 ) .  T h e  m e c h an i s m o f  w a t e r  v a c u o l at i o n  i n  t h e  
a c i n a r  c e l l s  o f  t h e  s ubm an d i b u l a r  g l a n d . J .  C e l l Sci , 4 ,  
5 5 - 7 0 . 
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T a p p , R . L .  an d Tr ow e l l , O . A .  ( 1 9 6 7 ) .  T h e  e x p e r im e n t a l  
p r o d u c t i 6n o f  w a t e ry v a c u o l a t i o n i n  t h e  a c i n a r  c e l l s  
o f  t h e  s u bm a n d i b u l ar g l a nd . J .  P h y s i o l . 1 8 8 , 1 9 1 - 2 0 5 . 

Tay l or , C . R . ( 1 9 7 8 ) .  Immu n o p e r o x i d a s e  t e c h n i qu e s .  
Pa t h ol . Lab . M e d . 1 0 2 , 1 1 3 - l 2 1 . 

A r c h . 

Te s t a .:. R i v a , F .  ( 1 9 7 7 ) .  U l t r a s t ru c t u r e  o f  t h e  hum an  
s ubmand i b u l a r  g l an d . J .  S u b m i c r �  C y t o l . 9 ,  2 5 1 - 2 6 6 . 

T e t t am an t i ,  G .  a n d  P i gm a n , W .  ( 1 9 6 8 ) . Pu r i f i c at i on a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  b ov i n e  a n d  o v i n e  s ubm a x i l l ary 
m u c i n s . A r c h . B i o c hem . Bi oph y s . 1 2 4 , 4 1 - 5 0 . 

T h ay s e n , J . H . , T h o r n , N . A .  a n d  S c h w ar t z ,  I . L .  ( 1 9 5 4 ) .  
E x c r e t i on o f  s o d i um , p o t a s s i um , c h l o r i d e  a n d  c a r b o n  
d i ox i d e  in  h um an p ar o t i d  s a l i v a . Am . J .  Ph y s i ol . 
1 7 8 , 1 5 5 '- 1 5 9 . 

T h u l i n , A .  ( 1 9 7 2 ) .  On  t h e  8 - a d r e n e rg i c  r e c e p t o r s  i n  s a l i v a ry 
g l a n d s  of r a t s  a n d  d o g s . E x p e r i en t i a  2 8 , 4 2 0 - 4 2 1 . 

Thu l i n , A .  ( 1 9 7 6 ) .  M o t or a n d  s e c r e t o ry e f f e c t s  o f  n e rv e s  
o n  t h e  p a r o t i d  g la nd  o f  t h e  r a t . A c t a  ph y s i o l . s c a n d . 
9 6 , 5 0 5 - 5 1 1 . 

T i k h om i rov , N . P .  a n d  F o m i n , D . A .  ( 1 9 5 0 ) . In " I . P .  P a v l o v ' s  
T h e o r i e s  a n d  F arm An i m al  Ph y s i o l og y " . S e l k h o z g i z , Mo s c o w . 
C i t e d  by D e n t on , D . A .  ( 1 9 7 5 b ) . 

T i t c h e n , D . A .  ( 1 9 5 8 ) .  Re f l e x  s t im u l a t i o n  and i n h i b i t i o n o f  
r e t i c u l a r  c o n t r a c t i on s  i n  t h e  r u m i n a n t  s t om a c h . 
J .  Ph y s i o l . 1 4 1 , 1 - 2 1 . 

de  l a  T orre , J . C .  a n d  S u rg e on , J . W .  ( 1 9 7 6 ) .  A me t h o d o l o g i c a l  
a p p r o a c h  t o  r a p i d  a n d  s e n s i t i v e  m o n oam i n e  h i s t o f l u or ­
e s c e n c e  u s i n g  a mo d i f i e d  g l y o xy l i c  a c i d  t e c h n i q u e : 
t h e  S PG m e t h o d . Hi s t o c h e m i s t r y  4 9 , 8 1 - 9 3 .  

Tran z e r , J . P .  an d Sn i p e s , R . L .  ( 1 9 6 8 ) .  F i n e  s t ru c t ur a l  
l o c a l i z a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n i n  symp at h e t i c  n e r v e  
t erm i n a l s : A c r i t i c a l  s t u d y  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  
f ix a t i o n . " P ro c e e d i n g s  o f  t h e  4 t h  Eur o p e an  R e g i o n a l  
C o n f e r e n c e  o n  E l e c t r o n  N i c r o s c o p y " . Rome 2 ,  5 1 9 '- 5 2 0 . 

T r an z e r , J . P .  a n d  Th o e n e n , H .  ( 1 9 6 7 ) .  E l e c t r on m i c r o s c o p i c  
l o c a l i z a t i on o f  5 - hy droxy d o p a m i n e  ( 3 ,  4 5 - t r i h y d r o x y ­
p h e n y l - e t h y l a m i n e ) ,  a n e w  " f a l s e "  s ymp a t h e t i c  t r an s ­
m i t t er . Experi e n t i a . 2 3 , 7 4 3 - 7 4 5 . 

Tr a n z e r , J . P . , T h o e n e n , H . , S n i p e s , R .  a n d  Ri c h a r d s , J . G . 
( 1 9 6 9 ) .  R e c e n t  d e v e l opm e n t  o n  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  
a s p e c t o f  a d r e n e r g i c  n e r v e  e n d i n g s  in  v a r i o u s  
e x p e r i me n t a l  c on d i t i on s . Pr o gr . B ra i n  R e s . 3 1 , 3 3 - 4 6 .  

T r o u g h  t o n , W .  D .  a n d  Tr i e r , J .  S .  ( 1 9  6 9 ) . Pan e t h  a n d  g o b l e t  
c e l l s  r e n e wa l  i n  m o u s e  d u o d e n a l  c ryp t s . J .  C e l l Bi o l . 
4 1 , 2 5 1 - 2 6 8 . 
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T r ump , B . F ,  a n d  Er i c c s on , J . L , E .  ( 1 9 6 5 ) .  The e f f e c t  
o f  t h e  f i xat i v e  s o l ut i o n  o n  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  
c e l l s  a n d  t i s s u e s . Lab , I n v e s t .  1 4 , 1 2 4 5 - 1 3 2 3 . 

I 

U d dma n , R .  ( 1 9 8 0 ) .  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e . 
T h e s i s , Lund . p p . 1 - 2 3 . C i t e d  b y  A l - G a i l a n i , M . , 
A s k i n g , B . , E m m e l i n , N .  a n d G a r r e t t , J . R .  ( 1 9 8 1 ) .  

Ud dman , R . , Fah r e n k r u g , J . , M a lm , L . , A l ume t s , J . , Ha k a n s o n , 
R .  a n d Sun d l e r ,  F .  ( 1 9 8 0 ) .  N e ur a l  V I P  i n  s a l i v ary  
g l a n d s : d i s t r i b ut i o n  a n d  r e l e a s e . A c t a  p h y s i o l . 
s c a n d . 1 1 0 , 3 1 - 3 8 .  

V e l o , A . G .  a n d  H o f f , E . C .  ( 1 9 6 1 ) .  S a l i v ary r e s p on s e s  t o  
c o r t i c a l  a n d  s c i a t i c  s t i m u l a t i on , Am . J .  P h y s i o l . 
2 0 0 , 4 6 - 5 0 .  

V e nab l e , J . H . a n d  C o g g e s h a l l ,  R . C .  ( 1 9 6 5 ) .  A s i m p l i f i e d  
l e a d  c i t r a t e  s t a i n f or u s e  i n  e l e c t ron  m i c r o s c o py . 
J .  C e l l  B i ol . 2 5 , 4 0 7 - 4 0 8 .  

Wa t s o n , D . L .  an d L a s c e l l e s , A . K . 
o f  s h e ep a n d  c a t t l e . R e s . 

( 1 9 7 1 ) .  I g A  i n  b o dy f l u i d s  
Ve t .  S c i . 1 2 ,  5 0 3 - 5 0 7 . 

W h i t t a k e r , V . P . , M i c ha e l s o n , I . A .  a n d  K i rk l a n d ,  R . J . A .  ( 1 9 6 4 ) .  
T h e s e p a rat i o n  o f  s y n a p t i c  v e s i c l e  fr om n e r v e - e n d i n g  
p a r t i c l e s  ( " s y n ap t o s o m e s " ) .  B i o c h em .  J .  9 0 , 2 9 3 - 3 0 3 . 

W i l b o r n , W .  H .  a n d  Sh a c k l e  f o r d , J .  M .  ( 1 9 6 9 ) .  T h e  cy t o l o gy 
o f  s u bma n d i b u l a r  g l a n d s  o f  t h e  o p o s s um . J .  � r p h . 
1 2 8 , 1 - 3 4 . 

W i l s o n , A . D . ( 1 9 6 3 ) .  T h e  e f f e c t  o f  d i e t  on t h e s e c r e t i o n 
o f  p ar o t i d  s a l i v a  b y  s h e e p . I I . Va r i a t i o n s  i n  t h e  
r a t e  o f  s a l i vary s e c r e t i o n . A u s t . J .  A gr i c .  R e s . 1 4 , 
6 8 0 - 6 8 9 . 

W o l f ,  P .  · a n d  M o n n i e r , M .  ( 1 9 7 5 ) .  T h e  s e n s e  o f  t a s t e , I n  
" F u n c t i o n s  of  the  N e r v o u s  Sy s t e m "  ( M .  M o n n i e r , e d . ) ,  
p p . 2 4 6 - 2 5 1 . El s e v i e r S c i e n t i f i c  Pub . C o . ,  A m s t e r d am , 
O x f o r d , N e w  Y o rk . 

W o l f e , D . E . , P a t t e r , L . T . , R i c h a rd s o n , K . C .  a n d  A x e l r o d , J .  
( 1 9 6 2 ) .  L o c a l i z i n g  t r i t i a t e d  n o r e p i n e p h r i n e  i n  
s ym p a t h e t i c  a x o n s  by  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  a u t o ­
r a d i o graphy . S c i en c e  1 3 8 , 4 4 0 - 4 4 2 .  
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