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Abstract
AIM: To investigate the ionic and molecular 
mechanisms underlying the effects of changes 
in plasma cholecystokinin octapeptide (CCK-
8S) and somatostatin (SS) on stress-induced bile 
regurgitation in rats.

METHODS: The changes in plasma CCK-8S, SS 
and intragastric bile concentration under stress-

ful condition were measured by radioimmuno-
assay (RIA). The contractile response of gastric 
antral smooth strips isolated from healthy 
adult rats was recorded by poly physiography. 
The regulatory effect of protein kinase C (PKC) 
on the phosphorylation of type 3 inositol 1, 4, 
5-triphosphate receptor (InsP3R3) in gastric 
smooth muscle cells (SMC) was determined 
by immunoprecipitation. The changes in in-
tracellular calcium fluorescence intensity (FI) 
of SMC (presented as [Ca2+]i) were analyzed 
by laser scanning confocal microscopy. L-type 
voltage-dependent calcium currents (ICa-L) of 
SMC were recorded by the patch-clamp tech-
nique.

RESULTS: Both plasma CCK-8S level and gas-
tric bile concentration significantly increased 
during the stress period and reached the peak 
at 2 h after stress, while reverse effect was ob-
served in plasma SS level. Respective addition 
of CCK-8S and SS caused a rapid, sustained, 
concentration-dependent increase and decrease 
in muscle contraction of gastric antral strips, 
and CCK-8S-induced increase in the contractile 
response could be significantly blocked by ad-
ministration of nifedipine or SS. Similar results 
were obtained for the changes in FI and ICa-L 
of SMC. Pretreatment with SS significantly in-
creased CCK-8S-promoted phosphorylation of 
InsP3R3 in SMC.

CONCLUSION: Gastric mucosal damage in-
duced by bile regurgitation under stressful 
condition is closely associated with gastric 
antral dysmotility evoked by the changes in 
CCK-8S and SS. CCK-8S-enhanced gastric 
antral contraction depends on the release of 
intracellular calcium stores and the influx of 
extracellular calcium via L-type voltage-de-
pendent calcium channels, and can be blocked 
with SS, suggesting that both CCK-8S and SS 
play important roles in the regulation of gas-
tric motility. 

Key Words: Stress; Bile regurgitation; Cholecystoki-
nin octapeptide; Somatostatin; Gastric motility
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■背景资料
近来研究认为, 各
种应激可引起体
内多种脑-肠肽含
量及其功能的变
化, 经中枢和局部
神经系统影响胃
肠道的功能状态. 
目前胃酸过多, 黏
膜 缺 血 ,  黏 膜 屏
障功能破坏被认
为是应激性溃疡
(SU)产生的重要
因素, 而对于胆汁
反流在SU形成中
的作用及其与相
关脑-肠肽间的作
用报道甚少.
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摘要
目的: 探讨应激下胃肠肽-八肽胆囊收缩素
(CCK-8S)、生长抑素(SS)的变化, 以及二者在
应激所致胆汁反流中的相互作用和相关机制. 

方法: (1)放射免疫方法检测血浆CCK-8S和SS
水平, 并与正常对照组进行比较; (2)多导生理
记录仪记录胃窦离体肌条在不同条件下的收
缩活动; (3)免疫印迹法和免疫沉淀法检测胃
窦平滑肌细胞(SMC)三型1, 4, 5-三磷酸肌醇
受体(InsP3R3)磷酸化水平; (4)Fura-3/AM标记
胃窦SMC, 观察硫化CCK-8S和SS对胞内钙离
子浓度([Ca2+]i)的影响; (5)全细胞膜片钳检测
胃窦SMC的L -型电压门控钙通道电流(ICa-L)的
变化情况. 

结果: (1)应激各时段血浆CCK-8S浓度和胃内
胆汁反流水平明显增强(均P <0.01), 以应激结
束后1-2 h最为显著, 而血浆SS浓度则呈下降
趋势(均P <0.05); (2)CCK-8S作用下胃窦和幽
门纵行及环形肌条收缩幅值、频率改变明显
(均P <0.01), SS作用相反且能阻断CCK的增
强效应; (3)CCK-8S显著增强胃窦平滑肌细胞
[Ca2+]i荧光强度和ICa-L(均P <0.01), SS作用相反
且能阻断CCK的增强效应; (4)SS作用下CCK-
8S上调的InsP3R3磷酸化水平可被显著增强.

结论: 应激下胆汁反流及其介导的损伤效应
与CCK和SS变化介导的胃动力紊乱密切相关. 
CCK-8S通过增强胞内钙释放和促进外钙内流
增强胃窦收缩, 该效应可被SS所阻断, 二者在
应激所致的胃动力紊乱中起到重要作用. 

关键词: 应激; 胆汁反流; 胆囊收缩素; 生长抑素; 胃

动力
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0  引言

应激性溃疡(stress ulcer, SU)是临床危重疾病的

常见而严重的并发症, 具有较高的发病率和死亡

率, 防治效果不佳且发病机制尚未完全清楚[1]. 近
来研究认为, 各种应激可引起体内多种脑-肠肽
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含量及其功能的变化, 经中枢和局部神经系统

影响胃肠道的功能状态[2]. 目前胃酸过多, 黏膜

缺血, 黏膜屏障功能破坏被认为是SU产生的重

要因素, 而对于胆汁反流在SU形成中的作用及

其与相关脑-肠肽间的作用报道甚少. 胆囊收缩

素(cholecystokinin, CCK)和生长抑素(somatosta-
tin, SS)是两种广泛分布于胃肠道及中枢神经系

统中, 具有神经递质和胃肠激素双重作用的脑

肠肽, 他通过与其自身受体相结合, 刺激内外分

泌、胃肠运动等起着重要的调节作用[3,4]. 本研

究利用浸冷水束缚法建立大鼠SU模型, 检测应

激大鼠血浆中胆囊收缩素八肽(cholecystokinin 
octapeptide, CCK-8S)和SS变化, 探讨二者的变化

与应激时胆汁反流的可能联系, 以及二者之间

的相互作用和具体的分子生物学机制, 从而为

临床防治和治疗SU探索新的方法. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康成年清洁级SD大鼠40只, 体质量

250-300 g, 雌雄不拘, 随机分为: (1)正常对照组

10只, 不做任何处理; (2)应激组30只, 分别于应

激过程中2 h, 应激结束后0、1、2、4和6 h进行

观察. 应激组大鼠禁食不禁水24 h后, 固定四肢

于鼠板上, 浸于5 ℃±0.5 ℃水槽中, 水面浸至剑

突水平, 持续4 h以制成SU模型[5]. 对照组不作任

何处理. 心脏采血放射免疫法检测大鼠血浆中

CCK-8S和SS水平, 抽胃液放射免疫法检测胃液

胆汁酸浓度. 
1.2 方法 
1.2.1 离体肌条和单个平滑肌细胞制备: 健康成

年清洁级SD大鼠, 体质量250-300 g, 猛击大鼠

头部致昏, 断颈放血, 迅速取胃, 沿胃大弯剪开

并在Krebs液中漂洗干净后去除胃窦部黏膜. 沿
肌纤维方向分别切取宽3 mm, 长8 mm的胃窦

和幽门纵行及环形肌条. 制备单个平滑肌细胞

(smooth muscle cell, SMC)时, 将肌条剪成2 mm
×4 mm小块置于消化酶中, 36.0 ℃-36.5 ℃下轻

微振荡孵育25-30 min, 无钙PSS缓冲液洗5次, 广
口火抛光的吸管吹打组织块, 产生细胞悬液. 所
有肌条和细胞备用时均保存于2 ℃-8 ℃的KBS
液中. 
1.2.2 离体肌条实验: 肌条放置于垂直灌流槽, 一
端固定在铂丝钩上, 另一端与张力换能器相连, 
测量肌肉收缩力量. 台氏液(3 mL/min)持续灌流

肌条, 37 ℃±0.5 ℃下持续充以O2(950 mL/L)和
CO2(50 mL/L)的混合气体. 将肌条处于自然长度

www.wjgnet.com

■研发前沿
应激性溃疡(SU)
是临床危重疾病
的常见而严重的
并发症, 具有较高
的发病率和死亡
率, 防治效果不佳
且发病机制尚未
完全清楚.
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(不过度牵拉或松弛), 孵育60 min, 当稳定的自发

性收缩出现后通过八导生理记录仪记录给药前

后肌条收缩活动幅值和频率的变化. 
1.2.3 免疫沉淀, 凝胶电泳和免疫印迹: 取1 mL
经过处理的SMC悬液加入500 µL裂解液, 冰上

放置40 min后, 4 ℃下12 000 r/min离心5 min, 取
上清测定蛋白总量. 加入特异性的1, 4, 5-三磷

酸肌醇受体(inositol 1, 4, 5- triphosphate recep-
tor, InsP3R)单抗(1∶100)4 ℃下孵育2 h后, 再加

入protein A beads, 4 ℃轻微摇动1 h, 4 ℃下2 000 
r/min离心1 min弃上清. 对照组样本不加抗体进

行相同处理. 缓冲液洗涤沉淀5次后加入上样缓

冲液, 100 ℃变性5 min. 上清经12% SDS-PAGE
分离后转移到预先用phospho-(Ser/Thr)substrate
抗体(1∶1 000)孵育过的硝酸纤维素膜上, 以特

异性检测包含在PKC酶解底物序列中的磷酸化

的Ser/Thr残基. 免疫沉淀经12% SDS-PAGE分
离后, 电转移至硝酸纤维素膜, 与InsP3R3单抗 
(1∶1 000)4 ℃下孵育过夜, 检测InsP3R3总量. 显
色后置于X光胶片上曝光后显影. 
1.2.4 Fu ra-3/AM负载细胞: 细胞悬液中加入

Fura-3/AM(终浓度为10 µmol/L), 37 ℃温育30 
min后PSS液洗2次, 调细胞悬液为5×109/L. 激
发光波长为334 nm及380 nm, 发射光波长为540 
nm, 采样间隙为3 ms, 记录SMC在给药前后的荧

光强度变化. 
1.2.5 细胞膜片钳实验: 选取边缘齐整、横纹清

晰的SMC于室温(23 ℃-25 ℃)下进行实验. 取
SMC悬液1 mL加入细胞池中并平放于倒置显微

镜上, 贴壁5 min后台氏液灌流(1 mL/min). 拉制

电极使其阻抗为3-4 MΩ, 进行高阻封接后负压

穿孔形成全细胞模式. 细胞膜片钳实验分两组

进行, 一组为对照组, 用PSS灌流; 另一组为实

验组, 将药物加入PSS灌流. 全细胞模式下采用

EPC-10-HEAKA膜片钳放大器记录L -型电压门

控钙通道电流(L -type voltage-dependent calcium 
currents, ICa-L). 运行pCLAMP软件用于收集资料, 
并用Clampfit8.0程序分析数据.

统计学处理 采用配对t 检验, 实验结果以

mean±SD表示, n表示细胞或肌条例数. 肌条实

验结果进行归一化处理, 即除以对照组中最大

值所得的相对值, 然后用mean±SE表示. 膜片

钳实验采用膜片钳数据软件Clampfit8.0和统计

软件SPSS13.0进行配对t检验, 并在GraphPad In-
state 3.0制图. 所有统计结果P <0.05均认为有统

计学意义.

2  结果

2.1 CCK-8S、SS及胆汁酸水平 应激后各时段组

血浆CCK-8S和胃液胆汁酸浓度较对照组显著升

高(均P <0.05或0.01), 二者在应激结束后1-2 h均
到达最高峰, 然后逐渐下降, 但在应激结束后6 h
仍高于正常对照(P <0.05); SS应激后显著下降, 
在应激结束后2 h达到最小值, 之后开始上升但

仍低于正常对照(均P <0.05或0.01, 表1, 图1).

表  1  各组血浆CCK-8S、SS及胃内胆汁酸水平变化 (mean±SD) 

     
分组		           CCK-8S(pmol/L)	          SS(ng/L)	                    胆汁酸(µmol/L)

正常对照组	            2.23±0.88	                      45.83±2.11	                     37.93±23.76

应激过程中2 h 	            4.91±1.44	                      41.59±1.58a	                   552.28±75.69a

应激结束后0 h	            9.05±2.93b	                     31.29 ±1.53a	                  690. 70±64.69b

应激结束后1 h	          10.05±3.89b	                     27.52 ±2.53b	                1 316.00±197.36d

应激结束后2 h	          10.80±3.82b	                      23.06±3.11b	                1 087.30±252.75d

应激结束后4 h	            8.61±4.17b	                      26.20±1.82a	                   563.22±117.97b

应激结束后6 h	            5.87±4.95a	                      31.87±1.97a	                     62.68±55.13a

aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001 vs  正常对照组.

图  1  各组血浆CCK-8S, SS, 胃内胆汁酸水平变化. 1: 正常

对照组; 2: 应激过程中2 h; 3: 应激结束后0 h; 4: 应激结束后

1 h; 5: 应激结束后2 h; 6: 应激结束后4 h; 7: 应激结束后6 h.
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2.2 肌条实验结果 分别给予不同浓度CCK-8S(1
×10-9, 1×10-8, 5×10-8 mol/L)和SS(1×10-9, 1×
10-8, 1×10-7 mol/L)可呈浓度依赖性增强和抑制

胃窦肌条的收缩效应(P <0.05, 图2). 分别给予L -
型钙通道阻滞剂nifedipine(1×10-5 mol/L)和SS(1
×10-7 mol/L), 可降低CCK-8S(5×10-8 mol/L)作用

下胃窦环行和纵行肌条的振幅和收缩频率(图3).
2.3 荧光实验结果 大鼠胃窦平滑肌细胞[Ca2+]i
荧光基础值为651.3±107.4(n  = 20). 给予CCK-
8S(5×10-8 mol/L)后, [Ca2+]i荧光显著增强(651.3
±107.4 vs  764.5±85.7, 图4, 5); 给予SS (1×10-7 
mol/L)后, [Ca2+]i荧光显著减弱(651.3±107.4 vs 
514.5±54.9, P <0.05, 图6, 7). 
2.4 CCK-8S和SS刺激所致的PKC依赖的InsP3R3
磷酸化变化 样本预先给予和不给予PKC特异性

抑制剂切勒斯埃(chelerythrine, 5×10-8 mmol/L)
后分别加入CCK-8S(5×10-8 mmol/L); PKC激动

剂豆蔻酰佛波醇乙酯(phorbol-12-myristate-13-
acetate, PMA, 10-5 mmol/L)处理的样本作为阳性

对照. 所有样本均反应5 min. CCK-8S作用的样

本中, InsP3R3的磷酸化水平高于正常对照组(图
8), SS(1×10-7 mmol/L)显著增强CCK-8S介导的

InsP3R3磷酸化, 而chelerythrine抑制PKC活性可

阻断CCK-8S增强InsP3R3磷酸化的效应. 在PKC
阳性对照组中, 给予PMA可介导InsP3R3磷酸化

的发生.
2.5 膜片钳实验结果 采用电压阶跃刺激模式记

录时钳制电压为-40 mV, 以10 mV的阶跃从-40 
mV开始去极化至40 mV, 维持400 ms, 刺激时隔

10 ms. 内向电流峰值在刺激后5-13 ms时出现, 
I-V曲线中10 mV时ICa-L最大, 硝苯吡啶(nifedip-
ine, 1×10-5 mol/L)可抑制电压为10 mV的ICa-L约

80%(n  = 3), 证明该电流是ICa-L. 与正常对照相比, 
CCK-8S(5×10-8 mol/L)作用下SMC的ICa-L明显增

强(-56.42 pA±6.57 pA vs  -88.54 pA±5.71 pA, n  
= 10, P <0.01), 可被nifedipine(1×10-5 mol/L)显著

抑制(图9). SS(1×10-7 mol/L)可显著抑制ICa-L(抑
制率为87.51%±10.64%, n  = 10, 图10). 此外, 
SS(1×10-7 mol/L)可阻断CCK-8S(5×10-8 mol/L)
介导作用下SMC的ICa-L的增强效应(图11). 

3  讨论

胃肠道的各种功能由神经系统和各种胃肠肽类

激素调节, 其中CCK和SS是众多胃肠肽中重要

的两种[6,7]. CCK-8S和SS在应激时胆汁反流中的

作用不容忽视. 一方面CCK结合相关CCK受体

周期性松弛Oddi括约肌、促进胆囊收缩和胆汁

分泌; 另一方面具有相反生理作用的SS不仅可

抑制CCK的分泌还可平行拮抗CCK的作用, 直
接抑制Oddi括约肌收缩而减少胆酸依赖性胆汁

分泌的减少, 对胆囊也可产生完全和持久的抑

制作用[8]. 在本研究中, 我们拟在前期研究基础

上, 探讨应激所致CCK和SS变化在大鼠胃窦动

力紊乱时胆汁反流的作用和相关机制. 
胆汁酸对胃黏膜上皮细胞有时间及浓度依

赖性细胞毒性作用. 反流频率越高, 持续时间越

长, 反流量越大, 引起的胃黏膜损伤越重[9]. 结果

显示, 应激开始后大鼠血浆CCK-8S和胃液胆汁

酸浓度即明显增强, 二者在应激结束后1-2 h均
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图  2  不同浓度CCK-8S和SS对大鼠胃窦平滑肌收缩的影响. 
A: CCK-8S增强收缩效应; B: SS抑制收缩效应.

图  3  L -型钙通道阻滞剂nifedipine和SS对胃窦环行和纵行
肌条的振幅和收缩频率的影响. A: CCK-8S增强收缩效应; 

B: nifedipine可阻断CCK-8S作用下的收缩效应; C: SS抑制

收缩效应; D: SS可阻断CCK-8S作用下的收缩效应.
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■创新盘点
本研究利用浸冷
水束缚法建立大
鼠SU模型 ,  检测
应激大鼠血浆中
胆囊收缩素八肽
(CCK-8S)和SS变
化 ,  探 讨 二 者 的
变化与应激时胆
汁反流的可能联
系 ,  以 及 二 者 之
间的相互作用和
具体的分子生物
学机制.
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达最大值, 随后开始下降但仍高于正常对照. 这
与应激中胆汁反流造成的胃黏膜损伤的严重程

度一致. 与CCK-8S和胆汁酸相反, 应激开始后

血浆SS开始下降, 且在CCK-8S和胆汁酸水平达

峰值时SS水平降至最低, 后缓慢上升. 由此可见, 
应激过程中CCK分泌增加和SS分泌减少与应激

中胆汁反流严重程度密切相关. 
胃肠道协调运动反映在3个方面: 胃窦-幽

门、胃窦-十二指肠、胃-胆囊-Oddi氏括约肌间, 
应激下胆汁反流的发生是这3种协调运动紊乱的

结果[10]. 本研究结果显示CCK-8S可呈浓度依赖

性的增强大鼠胃窦平滑肌肌条收缩, 而SS作用

相反, CCK-8S的增强作用可被SS所抑制. 众所周

知胞内钙浓度([Ca2+]i)升高是调节多种细胞生理

过程的重要因素. 胞内钙库释放和/或外钙通过胞

膜进入胞内是导致[Ca2+]i升高的基础[11]. 为进一

步探明SS对CCK-8S增强胃窦肌条收缩抑制作

用的机制, 我们检测二者对大鼠胃窦SMC[Ca2+]i
的影响. 结果显示, CCK-8S可显著增强[Ca2+]i水
平而SS作用相反, 显著降低[Ca2+]i. 胃窦-十二指

肠压力梯度改变也将进一步增强应激时胆汁反

流入胃. 应激时胃-十二指肠的协调运动被打破, 
十二指肠逆蠕动显著增强, 胃窦-十二指肠间正

常的压力梯度随之发生变化[12]. Castedal等[13]近

来证实十二指肠胃反流的发生与十二指肠逆蠕

动的增强密切相关. 应激时可导致十二指肠运

动紊乱逆蠕动显著增强, 此时胃窦环形平滑肌

在频率不变的情况下收缩振幅被显著增强(在前

期实验中已经得到证实)[14], CCK升高和SS降低

从而增强胃窦平滑肌收缩, 导致引起的十二指

肠-胃窦压力梯度增加, 在胃窦幽门平滑肌舒张

间期大量的胆汁更易反流入胃. 
细胞质中钙离子浓度是胃肠平滑肌活动的

决定性因素, 而InsP3R是动员胞内钙库的重要

因素[14]. 研究显示CCK可介导胞内三磷酸肌醇

(InsP3)与内质网上InsP3R结合, 刺激胞内钙释放

引起[Ca2+]i升高引发细胞收缩、神经传递等生

理性反应. PKC通过磷酸化InsP3R中不同位点上

的丝/苏氨酸, 磷酸化后的InsP3R显著降低了对

InsP3的敏感性, 从而抑制InsP3敏感的内质网钙

库钙释放, 他是调节胞内钙信号的一种重要的

丝氨酸-苏氨酸激酶[15,16]. 在本实验中, 免疫沉淀

结果显示分别给予PKC激动剂PMA和CCK-8S, 
CCK的增强作用可被PKC抑制剂chelerythrine所
抑制. 此外, 给予SS则可显著增强CCK-8S介导

的胃窦SMC InsP3R磷酸化, 提示一方面PKC参与

CCK介导的胃窦SMC InsP3R磷酸化调节, 另一

方面SS通过增强CCK介导的InsP3R磷酸化, 抑制

胞内钙释放. 由于在本实验中, 应激过程中SS水
平显著下降, 故SS对CCK介导的InsP3R磷酸化抑

制效应降低, 促进了CCK介导的胞内钙释放, 从
而加重应激过程中胃窦动力紊乱的发生. 此外, 
我们在记录胃窦SMC ICa-L时发现, SS对CCK介

导的ICa-L增强效应具有明显的抑制作用. 然而在

应激状态下, SS水平的显著下降削弱了对CCK
的抑制效应, 促进了细胞外钙离子通过L -型钙通

道进入胞内, 加重胞内钙离子紊乱导致胃窦动

力紊乱的发生. 
总之, 通过本实验我们得出; (1)应激状态

下胆汁反流的确存在且在SU发生中起到重要

作用; (2)应激所致体内CCK和SS变化在胃动力

A B C
图  4  给予CCK-8S对SMC
胞内[Ca2+]i荧光变化的影响. 
A: 未负载fura-3/AM; B:负载

fura-3/AM; C: 给予CCK-8S.

图  5  CCK-8S作用下SMC胞内[Ca2+]i荧光变化.
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■应用要点
应 激 所 致 体 内
CCK和SS变化在
胃动力紊乱中起
到重要作用, 并促
进胆汁反流的发
生 ;  SS可通过影
响CCK-8S介导的
SMC胞内钙升高, 
加重应激下胃动
力紊乱.
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紊乱中起到重要作用, 并促进胆汁反流的发生; 
(3)SS可通过影响CCK-8S介导的SMC胞内钙升

高, 加重应激下胃动力紊乱. 
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图  6  SS对SMC胞内[Ca2+]i荧光变化的影响. 
A: 未负载fura-3/AM; B: 负载fura-3/AM; C: 

给予SS.
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图  8  CCK-8S和SS刺激所致的PKC依赖的InsP3R3的磷酸化
变化. A: 免疫沉淀法检测InsP3R3沉淀中磷酸化水平; B: 免疫

印迹法检测A中InsP3R3沉淀水平.

图  9  CCK-8S作用下胃窦SMC上ICa-L变化. A: 正常的胃窦; 

B: 给予CCK-8S; C: 给予nifedipine.
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图  10  SS作用下胃窦SMC上ICa-L变化. A: 正常的胃窦; B: 给

予SS; C: 去除SS.
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图  11  CCK-8S和SS作用下胃窦SMC上ICa-L变化. A: 正常的胃

窦; B: 给予CCK-8S; C: 给予SS.
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图  7  SS作用下SMC胞内[Ca2+]i荧光变化.
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