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Abstract
AIM: To investigate the effects of ghrelin on 
gastric exocrine secretion.

METHODS: Gastric mucosa was obtained from 
weaned rats. Gastric mucosal cells were dis-
persed from freshly obtained gastric mucosa 
and divided into two groups: treatment group 
and control group. The treatment group was 
incubated with fresh culture medium contain-
ing different concentrations of ghrelin (1×10-4, 1×

10-3, 1×10-2 and 1×10-1 μmol/L), while the control 
group was incubated with fresh culture medium 
without ghrelin. Four hours after incubation, 
culture supernatants were collected, and cells 
were harvested. Cell viability was measured by 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. Pep-
sin activity and H+-K+-ATPase mRNA expres-
sion and activity were evaluated.

RESULTS: No significant difference was noted 
in cell viability between the control group and 
treatment group. Ghrelin at a concentration of  1
×10-3 μmol/L significantly augmented pepsin ac-
tivity and H+-K+-ATPase mRNA expression (both 
P < 0.05). Ghrelin at a concentration of 1×10-4 
and 1×10-3 μmol/L significantly increased H+-
K+-ATPase activity in gastric mucosal cells (both 
P < 0.05).

CONCLUSION: Ghrelin can significantly stimu-
late the secretion of both pepsin and gastric acid 
by gastric mucosal cells in vitro. 

Key Words: Ghrelin; Gastric mucosal cell; Rat; Pep-
sin; H+-K+-ATPase
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摘要
目的: 探讨Ghrelin对胃外分泌功能的作用.  

方法: 从断奶大鼠中获得新鲜胃黏膜组织. 分
离培养胃黏膜上皮细胞, 培养30 h后, 实验组
换为分别含有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×
10-1 μmol/L Ghrelin的新鲜培养液, 对照组换为
不含Ghrelin的正常新鲜培养液. 继续培养4 h, 
收集培养液和细胞, 分别测定细胞的相对活性
(MTT法)、培养液中胃蛋白酶活性、细胞中
H+-K+-ATPase mRNA表达和活性. 

结果: 实验组中细胞的相对活性与对照组
相比没有发生明显的变化; 1×10-3 µmol/L 
Ghrelin可显著提高胃蛋白酶的活性(P <0.05). 
1×10-3 µmol/L Ghrelin可显著增加细胞中H+-

®

■背景资料
生长素(Ghrelin)
是一种主要由胃
内分泌细胞分泌
的一种新的脑肠
肽, 他与其受体结
合可以发挥许多
生物学功能, 其中
发现Ghrelin对胃
肠道的结构和功
能具有重要的调
节作用. 许多研究
证明Ghrelin可以
促进胃肠运动, 而
其对胃功能发育
的作用尚不清楚. 
目前虽然有许多
有关Ghrelin对胃
酸分泌的研究报
道, 但结果仍然存
在争议.

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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K+-ATPase mRNA的表达(P <0.05), 1×10-4和1
×10-3 μmol/L Ghrelin明显增加了胃黏膜上皮
细胞中H+-K+-ATPase的活性(均P <0.05). 

结论: Ghrelin体外作用于胃黏膜上皮细胞可
刺激胃蛋白酶和胃酸的分泌.

关键词: Ghrelin; 胃黏膜上皮细胞; 大鼠; 胃蛋白酶; 
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0  引言

胃功能发育缓慢, 胃酸和胃蛋白酶分泌不足是

导致新生动物腹泻、生长缓慢的主要原因之 
一[1]. 曾有研究发现, 在新生动物日粮中添加有

机酸的方法来降低腹泻率, 取得了较好的效果, 
但存在较多弊端. 一方面添加的剂量较难掌握, 
剂量太高, 影响饲料适口性和动物采食量; 另
一方面添加酸性物质可通过负反馈作用抑制胃

泌素的分泌, 从而抑制动物自身的胃酸分泌能 
力[1-2]. 因此, 如何激发动物内源性的胃酸分泌能

力, 促进胃功能的发育成为研究人员和养殖业

最关注的问题. 
G h r e l i n是1999年由日本发现的一种由

A-like细胞分泌的一种28个氨基酸残基组成的

新脑肠肽, 又名生长素[3]. Ghrelin具有许多生物

学功能, 如促进垂体生长激素的释放, 促进动

物采食, 增加体质量, 调节能量平衡, 促进胃排

空和胃酸分泌等[4-6]. Sibilia et al和Trudel et al研
究证明, Ghrelin在消化系中具有许多功能性作

用, 如调节胃肠运动, 保护胃黏膜免受乙醇和应

激等引起的损伤, 促进胃酸分泌, 肠上皮细胞的

更新等[7-8]. Ariyasu et al研究发现, 切除胃中产

酸区域, 血清Ghrelin浓度显著下降, 提示Ghrelin
与胃酸分泌有密切的关系[4]. 近年来, 虽然大多

研究均已证明Ghrelin可以促进胃肠道运动和排 
空[9-10], 但关于Ghrel in对胃酸分泌的作用目前

仍然存在争议, 尚待作进一步的研究. 研究发

现, 给小鼠脑室内注射Ghrelin, 引起小鼠剂量依

赖性的胃酸分泌, 迷走神经切断或给予阿托品

后, 能阻断Ghrelin引起的胃酸分泌增多, 提示

Ghrelin对胃酸分泌的促进作用主要是通过中枢

神经系统来调节[11], 然而, Ghrelin的外周作用并

不能被忽视. Ghrelin对体外培养的胃黏膜上皮

细胞功能的影响尚未见报道. 

胃蛋白酶原主要由胃底主细胞分泌, 然后

经胃酸刺激成为有活性的胃蛋白酶, 才能参与

胃肠道的消化功能. 胃蛋白酶作用的适宜环境

约为pH2, 在pH值大于6时, 酶活性消失[12]. 质子

泵, 又名H+-K+-ATP酶(H+-K+-ATPase), 专一性地

存在于壁细胞中, 是胃酸分泌的分子基础, 也是

调控壁细胞泌酸的最后通道. H+-K+-ATPase表达

和活性的增高, 标志着胃酸分泌能力的增强[13]. 
因此, H+-K+-ATPase的活性可以作为评价壁细胞

泌酸能力的一个重要指标. 本研究主要采用大

鼠为动物模型, 探索Ghrelin对断奶大鼠胃蛋白

酶和胃酸分泌的体外作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 Ghre l in购自美国Pept ide公司. H+-
K+-AT P a s e K i t购自南京建成生物有限公司. 
Trypsin、MTT、DMEM/F-12和HEPES分别购

自Sigma、Gibco和Hyclone. 胎牛血清购自杭

州四季青公司. 反转录酶(MMLV)、DNA聚合

酶(Taq)和RNA酶抑制剂(RNase inhibitor)购自

Promega公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养和处理: 断颈处死断奶SD大鼠(体
质量48 g), 迅速取出胃, 用4℃含有双抗(青霉素

500 kU/L和链霉素500 kU/L)的D-Hanks液洗去

胃内容物, 分离胃黏膜, 按照Terano et al [14]的方

法, 略加改进, 进行胃黏膜上皮细胞的培养. 用
含有双抗(100 kU/L青霉素和100 kU/L链霉素)的
D-Hank's液反复冲洗胃黏膜, 直到洗液不再混浊

为止. 将胃黏膜剪成1 mm3左右的小块, 在37℃, 
用0.15%的胰蛋白酶消化20-30 min, 铜网过滤

后离心5 min(1000 r/min). 然后将离心的沉淀用

D-Hank's液冲洗1次, 再离心5 min(1000 r/min), 
重复2次后将沉淀用DEME/F-12(含有10%的胎

牛血清和双抗)悬浮, 制成细胞悬液, 用0.1%台

盼蓝染色检测细胞存活率在95%以上. 将细胞

密度调整至2×106个/mL, 接种到12孔培养板上, 
然后将细胞放入CO2培养箱中进行培养(37℃, 
5% CO2). 培养细胞分为6组, 每组6个样本, 每个

样本4孔. 细胞培养30 h后, 实验组换为分别含

有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×10-1 μmol/L 
Ghrelin的新鲜培养液, 对照组换为不含Ghrelin
的正常新鲜培养液. 继续培养4 h, 收集培养液和

细胞, 分别测定培养液中胃蛋白酶和细胞中H+-
K+-ATPase mRNA表达和活性. 
1.2.2 MTT法测定细胞活力: 将大鼠胃黏膜上皮

■研发前沿
G h r e l i n 作 为 一
种重要的胃肠道
激 素 .  是 否 对 胃
功能发育具有一
定 的 调 节 作 用 ? 
Ghrelin是否可以
通过外周途径来
调节胃的结构和
功能发育都成为
研究人员最关注
的问题.
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细胞培养于96孔板中, 培养30 h后, 实验组换为

分别含有1×10-4、1×10-3、1×10-2和1×10-1 
μmol/L Ghrelin的新鲜培养液, 继续培养4 h, 然
后在每孔培养液中均加入20 µL MTT液, 再继续

培养3-4 h. 然后从每个培养孔中均吸去100 µL
培养液, 再加入等量的20% SDS(sodium dodecyl 
sulfate)-50% DMF(dimethylformamide), 在微型

振荡器上振荡5 min, 37℃孵育4 h, 在酶标仪上

测光吸光度值(A值)(波长490 nm, 参考波长560 
nm).
1.2.3 胃蛋白酶活性: 采用常规生物化学方法进

行测定, 主要步骤如下: 培养结束后收集细胞培

养液, 用DAB9[15]法测培养液中总胃蛋白酶活性, 
同时用考马斯亮蓝法测培养液中总蛋白质浓度, 
计算方法为: 胃黏膜上皮细胞培养液中总胃蛋

白酶比活(U/g) = 胃黏膜上皮细胞培养液中总胃

蛋白酶活性(U/mL)/胃黏膜上皮细胞培养液中总

蛋白质浓度(g/mL). 
1.2.4 相对定量RT-PCR: (1)总RNA提取: 采用总

RNA提取试剂盒(TRIzol法)提取胃组织样的总

RNA. 用紫外分光光度计测定总RNA浓度(260 
nm), 并通过1.4%的琼脂糖-甲醛变性凝胶电泳

检验总RNA的质量. (2)反转录(RT): 用随机引物

对样品的RNA进行RT, 获得RNA的cDNA(RT产
物). RT反应总体积25 µL, 包括2 µg总RNA, 0.4 
µmol/L随机引物, 0.4 mmol/L dNTP, 加ddH2O至

10 µL, 70℃变性5 min, 立即放冰上冷却, 再加

8 U RNA酶抑制剂, 100 U M-MLV反转录酶, 5 
µL 5×RT Buffer(含250 mmol/L pH8.3 Tris-HCl, 
15 mmol/L MgCl2, 375 mmol/L KCl, 50 mmol/L 
DTT), 补充DEPC处理水至25 µL, 37℃反应60 
min, 95℃反应5 min. 同时用不加反转录酶的反

转录体系作为阴性对照(C1), 用于检测总RNA
样品中是否有基因组DNA污染. 反转录产物(RT
产物)-20℃保存备用. (3)引物设计及PCR扩增

条件: H+-K+-ATPase引物根据GenBank(M22724)
提供的全序列设计. 上游引物序列为: 5'-GAG
AACCACCACCTACAAG-3', 下游引物序列为: 
5'-CAACAGCGAACTCCAAG-3', 由大连宝生

物工程公司合成, 预期PCR产物长度为362 bp. 
PCR反应体积25 µL, 含模板(RT产物)2 µL, 0.5 
U Taq DNA聚合酶, 2.5 µL 10×PCR Buffer(含
50 mmol/L Tris-HCl pH9.0, 100 mmol/L NaCl, 
1.0 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L EDTA, 500 mL/L 
glycerol, 10 g/L Triton X-100), 0.2 mmol/L dNTP, 
1.0-2.0 mmol/L MgCl2, 0.2 µmol/L H+-K+-ATPase

引物, 0.02-0.03 µmol/L 18S rRNA内标. PCR扩增

条件为: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 56℃复

性30 s, 72℃延伸40 s, 共26个循环; 72℃终延伸

10 min. H+-K+-ATPase, PCR反应分别在26个循

环时, 18S rRNA和目的基因的PCR产物均在线

性扩增范围. 每个样品至少作3次重复, 同时用

ddH2O和RNA样品分别取代RT产物作对照, 以
检验是否有外源和基因组DNA污染. (4)电泳及

灰度分析: 取20 µL PCR产物在含EB的2.0%琼

脂糖凝胶上电泳. 图像处理及灰度分析, 根据H+-
K+-ATPase和18S PCR产物的灰度比, 确定样品

中H+-K+-ATPase mRNA表达的相对含量. 
1.2.5 H+-K+-ATPase活性测定: 细胞培养结束后, 
吸去培养液, 每孔加入1 mL 0.2%的TritonX-100, 
反复吹吸数次使细胞破碎, 然后收集细胞破碎

液, 按试剂盒说明进行测定. 同时用考马斯亮蓝

法测定细胞中总蛋白含量, 结果以反应1 h内H+-
K+-ATPase磷酸化释放磷量和细胞中总蛋白含

量比值来表示H+-K+-ATPase活性, 单位为µmol 
Pi/(mg prot·h). 也可以将细胞破碎液保存于-20℃
冰箱待测酶活性. 

统计学处理 所有数据用mean±SD表示. 采
用SPSS11.0统计软件统计, 差异显著性检验采用

单因子方差分析(One-way ANOVA, LSD).

2  结果

2.1 Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞相对活性的

影响 用MTT法检测大鼠胃黏膜上皮细胞的增

殖, 结果发现细胞的相对活性与对照组相比没

有发生明显的变化(图1A). 
2.2 Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞中胃蛋白酶

活性的影响 用不同剂量的Ghrelin处理培养的大

鼠胃黏膜上皮细胞, 1×10-3 µmol/L Ghrelin可显

著提高培养液中胃蛋白酶活性(图1B). 因为在

pH1.6的酸性条件下测定的培养液中胃蛋白酶活

性, 反映的是总胃蛋白酶活性(包括被盐酸激活

的胃蛋白酶原和有活性的胃蛋白酶), 所以该结

果暗示Ghrelin对主细胞分泌胃蛋白酶原具有明

显的促进作用.
2.3 G h r e l i n对大鼠胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase活性的影响 从图1C中我们可以得知, 用1
×10-4和1×10-3 Ghrelin处理细胞后, 胃黏膜上皮

细胞中H+-K+-ATPase的活性与对照组相比明显

增加(均均P <0.05).
2.4 G h r e l i n对大鼠胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase mRNA表达的影响 用不同剂量的Ghrelin

■相关报道
Sibilia et al 研究
证明大鼠脑室内
注射Ghrelin对胃
酸分泌有抑制作
用. 而Dornonville  
et al给大鼠皮下注
射Ghrelin, 结果胃
排空促进, 而胃酸
分泌未受到任何
促进或抑制作用.
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处理培养的大鼠胃黏膜上皮细胞, 1×10-3 µmol/L 
Ghre l in可显著提高胃黏膜上皮细胞中H+-K+-
ATPase mRNA的表达(图1D).

3  讨论

Ghrelin主要由位于胃泌酸区域的A-like分泌, 提
示Ghrelin与胃酸分泌具有密切的关系[16]. 研究

表明, 人和大鼠Ghrelin免疫活性细胞密集分布

于胃的泌酸腺黏膜, 约占胃泌酸腺区内分泌细

胞总数的20%, 在胃窦、十二指肠和空肠也发

现Ghrelin免疫活性细胞[17]. 血清Ghrelin浓度会

随着胃中产酸区域的切除而显著下降[4], 这表明

Ghrelin与胃酸分泌有密切的关系. 有研究发现

外源性Ghrelin能通过肠壁内在神经丛的胆碱能

神经元促进大鼠在体和离体小肠运动[18]. 我们曾

研究发现, 断奶前后仔猪胃黏膜Ghrelin mRNA
的表达变化规律与胃黏膜H+-K+-ATPase的表达

呈显著的正相关, 暗示Ghrelin可能参与胃酸分

泌的调节[19]. 目前, 许多研究均已证明Ghrelin对
胃排空确实具有明显的促进作用[8], 而他对胃

酸分泌的作用仍然存在分歧[9,20-21], Date et al和
Trudel et al分别给小鼠脑室内和大鼠静脉内注

射Ghrelin, 发现均可引起剂量依赖性的胃酸分

泌增多, 胃收缩增强[8,11]. Sibilia et al研究证明大

鼠脑室内注射Ghrelin对胃酸分泌有抑制作用[20]. 
Dornonville et al给大鼠皮下注射Ghrelin, 结果胃

排空促进, 而胃酸分泌未受到任何促进或抑制

作用[9]. 这种分歧可能与Ghrelin的处理途径、剂

量, 动物状态以及评估胃酸分泌能力的指标不

同等有关. 
H+-K+-ATP酶通过自身的磷酸化和去磷酸

化, 将细胞外液中的K+转运入细胞内, 同时逆浓

度梯度将细胞内的H+泵出细胞外, 完成H+/K+电

中性跨膜离子转运和胃酸分泌功能[22]. 研究发现

H+-K+-ATPase的表达和活性变化趋势与胃酸分

泌能力相一致[23]. 因此通过测定H+-K+-ATPase的
表达和活性可精确反映胃酸分泌能力. 以往的

报道是以胃液pH值来衡量其胃酸分泌能力, 而
胃液pH值反映的是动物自身分泌的盐酸、食糜

和乳汁所形成的总酸度, 并且容易受到采食、

饮水的影响[2], 因此胃液pH值并不能精确反映动

物自身胃酸分泌的能力. 而本实验以胃酸分泌

过程中的关键酶(H+-K+-ATPase)作为指标, 则更

能准确衡量大鼠的胃酸分泌能力. 此外, Ghrelin
主要通过与存在于胃肠道和胰腺中的受体结合

来调节胃肠运动和胃酸分泌, 提示Ghrelin对胃

功能的作用主要是通过中枢神经系统来调节 
的[11], 然而, Ghrelin的外周作用并不能被排除. 
本研究通过培养胃黏膜上皮细胞进行了体外实

验, 结果证明用一定剂量的Ghrelin处理体外培

养的大鼠胃黏膜上皮细胞, 能明显促进胃黏膜

上皮细胞中H+-K+-ATPase活性, 这首次研究表

明Ghrel in可能不通过迷走神经和中枢神经系

统也能促进胃酸的分泌. 胃蛋白酶原主要由胃

黏膜主细胞分泌, 分泌后在胃酸的刺激下, 转变

为具有活性的胃蛋白酶[12]. 本实验是在pH1.6的

■创新盘点
本研究为了排除
体内多种因素的
影 响 ,  首 次 通 过
体外培养胃黏膜
上皮细胞来研究
Ghrelin对胃功能
发育的外周作用. 
以往研究多以胃
液pH值来衡量其
胃酸分泌能力, 而
胃液pH值不能精
确反映动物自身
胃酸分泌的能力. 
为了避免采食、

饮水等食糜的影
响, 本研究则主要
以胃酸分泌过程
中的关键酶 -H +-
K+-ATPase作为指
标, 更能准确衡量
胃酸的分泌能力.

图  1  Ghrelin对大鼠胃黏膜上皮细胞的体外影响. A: 相对活力; B: 胃蛋白酶活性; C: H+-K+-ATPase活性; D: H+-K+-

ATPase mRNA的表达. aP<0.05 vs  对照组.
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酸性条件下测定的培养液中胃蛋白酶活性, 反
映的是总胃蛋白酶活性(包括被盐酸激活的胃

蛋白酶原和有活性的胃蛋白酶), 所以本研究

结果Ghrelin可明显促进胃蛋白酶的活性, 表明

Ghrelin对主细胞分泌胃蛋白酶原具有明显的促

进作用. 然而Ghrelin是直接作用于壁细胞和主

细胞还是间接作用于胃黏膜其他细胞来调节胃

酸和胃蛋白酶原的分泌, 还需要进行进一步的

研究. 然而, 用Ghrelin处理培养的大鼠胃黏膜上

皮细胞, 细胞的相对活性没有发生显著的变化, 
这可能与MTT检测方法的敏感性和特异性有关. 

本研究证明Ghrelin可以作用于体外培养的

胃黏膜上皮细胞, 促进胃蛋白酶活性和H+-K+-
ATP酶活性, 但其作用机制还需要进行进一步

研究.
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■同行评价
本 研 究 探 讨 了
Ghrelin对大鼠胃
黏膜上皮细胞胃
酸分泌的调节作
用, 有一定学术价
值和可读性.


