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调节摄食和胃肠
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肽之一 .  有文献
报道 ,  中枢注射
nesfatin-1可抑制
胃排空, 减少大鼠
摄食, 抑制胃酸分
泌, 但具体作用机
制尚不明确.
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Abstract
AIM: To observe the effect of gastric acid secretion 
decrease induced by intracerebroventricular (ICV) 
injection of nesfatin-1.

METHODS: Male Sprague-Dawley rats were 
randomly and equally divided into a control 
group and a nesfatin-1 group after implantation 
of an ICV cannula. The nesfatin-1 group was 
injected intracerebroventricularly with different 
concentrations of nesfatin-1, and the control 
group was treated with the same amount of 
distilled water (5 μL/rat). The volume of gastric 
secretion was measured and the amount of gastric 
acid was determined by titration with NaOH. 
H+/K+-ATPase mRNA expression was detected 
by real-time quantitative PCR. Activity of H+/K+-
ATPase was determined indirectly by measuring 
K+-stimulated p-nitrophenyl phosphatase 
(pNPPase) activity. In another group of animals, 
rats were divided into a vagotomy and a sham 
group. The treatments and measurements were 
the same as above.

RESULTS: Intracerebroventricular infusion 
of nesfatin-1 significantly reduced gastric acid 
output, and the maximum inhibitory effect on 
gastric acid output was detected at a dose of 50 
pmol/rat. Furthermore, nesfatin-1 decreased 
H+/K+-ATPase mRNA expression and activity 
in gastric mucosal tissue compared to the control 
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■研发前沿
酸分泌异常是胃
溃 疡 等 疾 病 的
重要病理生理基
础. Nesfatin-1是
新发现的摄食调
节肽 ,  参与了胃
肠道运动及胃酸
分泌的调节 .  目
前关于nesfatin-1
对大鼠胃酸分泌
的影响及机制的
研究较少.

group. The inhibitory action of nesfatin-1 on the 
acid output and H+/K+-ATPase expression and 
activity was abolished by vagotomy.

C O N C L U S I O N :  N e s f a t i n - 1  i n j e c t e d 
intracerebroventricularly induces a dose-
dependent decrease in gastric acid secretion 
in rats and the vagal nerve may be involved in 
the process of the effect of nesfatin-1.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨双侧膈下迷走神经切断对侧脑室
注射nesfatin-1的抑酸作用的影响. 

方法:  ♂S D大鼠 ,  侧脑室置管后 ,  每只大
鼠分别给予侧脑室注射1、5和50 pmol的
nesfatin-1及等体积的灭菌水(5 μL/rat), 于2 h
后处死大鼠, 收集胃液, 测定其胃酸的变化, 
用实时定量PCR检测(real-time quantitative 
PCR, qRT-PCR)检测胃黏膜中H+/K+-ATPase 
mRNA的表达、测定酶的活性. 另外, 将侧
脑室成功置管的♂SD大鼠分成迷走神经切
断组和假手术组, 每组分别给予nesfatin-1(50 
pmol)及等体积的灭菌水(5 μL/rat), 于2 h后
处死大鼠, 观察迷走神经切断术对nesfatin-1
引起的胃酸变化的影响. 

结果: 大鼠侧脑室注射浓度为5 pmol和50 
pmol的nesfatin-1后2 h, 大鼠胃酸分泌减少, 
其中50 pmol作用最强(P <0.05). 同时大鼠胃
黏膜中H+/K+-ATPase mRNA的表达和活性
受到抑制(P <0.05). 另外, 对大鼠行膈下迷走
神经切断术, 侧脑室注射nesfatin-1引起的胃
酸分泌的减少以及H+/K+-ATPase mRNA的
表达和活性的下降等效应也消失, 与对照组
相比差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: 侧脑室注射nesfatin-1可呈剂量依赖性
地抑制大鼠胃酸的分泌, 这一效应可能是通
过激活迷走神经途径实现的. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: Nesfatin-1; 胃酸分泌; H+/K+-ATP酶; 迷

走神经切断

核心提示: 本研究通过大鼠侧脑室置管以及迷

走神经切断等方法, 发现侧脑室注射nesfatin-1
可呈剂量依赖性地抑制大鼠胃酸分泌, 这一效

应可能是通过激活迷走神经途径实现的. 
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0  引言

Neafat in-1最早是由日本学者OH-I等发现的

一种厌食肽[1], 包含82个氨基酸, 起源于前体

蛋白, 核组蛋白-2(NUCB2), 在人类、大鼠和

小鼠间保持高度同源性[2]. NUCB2/nesfatin-1
最初发现表达于调节摄食的下丘脑和脑干核

中[1], 免疫荧光双标证实, nesfatin-1在室旁核

与促甲状腺激素释放激素(thyrotropin releasing 
hormone, TRH)、促肾上腺皮质激素释放激素

(corticotropin releasing hormone, CRH)、生长抑

素(somatostatin)共表达[3], 这些调节肽均参与了

胃酸分泌的调控[4-6], 这提示中枢nesfatin-1可能

参与胃酸分泌的调节. 
此外, 有研究报道[7,8]nesfatin-1免疫反应

阳性细胞也在孤束核(nucleus of solitary tract, 
NTS)和迷走神经背核(dorsal motor nucleus of 
vagus, DMV)中表达. NTS和DMV参与一系列

胃肠道功能, 包括胃酸的分泌[9]. 胃肠道的传

入迷走神经纤维的神经突触位于NTS而传出

迷走运动神经元位于DMV. 这些传出迷走神

经纤维投射到上消化道的神经节, 密度最高

的传出终端就在胃 [10]. 迷走神经是将中枢性

输出信号从大脑传送到胃, 以刺激胃酸分泌

的最终共同途径之一. 在酸分泌的机制中, 迷
走神经扮演着一个重要的角色, 特别是在中

枢神经系统的调节中起着重要作用[11]. 第四脑

室内注射nesfatin-1抑制脱氧葡萄糖刺激下的

胃酸分泌并刺激迷走神经背核c-Fos的表达[12]. 
Nesfatin-1也可激活原代培养的迷走神经背核

神经元的T型钙离子通道并可通过刺激N型钙

通道的Ca2+内流激活迷走神经传入神经元[12,13]. 
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■相关报道
目前关于nesfatin-
1 与 大 鼠 胃 酸 分
泌 的 研 究 较 少 , 
本 课 题 组 前 期
研 究 结 果 发 现
nesfatin-1可能通
过乙酰胆碱途径
影响大鼠胃黏膜
细胞胃酸分泌.

延髓的孤束核和迷走神经背核是中枢调节胃

酸分泌的关键部位[9]. 我们推测迷走神经可能

参与了中枢nesfatin-1抑制胃酸分泌的过程. 因
此, 本研究通过观察侧脑室注射nesfatin-1后胃

酸分泌与关键酶H+/K+-ATPase含量和活性的变

化以及迷走神经切除后上述反应的变化, 以初

步探讨迷走神经切除术对中枢nesfatin-1抑酸

作用的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 清洁级, 体质量为200-250 g, 
南京医科大学实验动物中心, 在明暗各12 h
(6:00-18:00)周期, 温度21 ℃-23 ℃, 湿度60%
的室温环境中3只/笼饲养, 大鼠自由饮食及饮

水, 侧脑室置管后予以单笼饲养, 自由恢复5-7 d, 
并接受训练, 实验前大鼠禁食24 h, 禁水2 h. 水
合氯醛(国药集团化学试剂有限公司), 玻璃离

子水门汀(上海医疗器械股份有限公司齿科

材料厂), nesfatin-1(Phoneix Pharmaceuticals公
司). H+/K+-ATPase和Actin引物(上海英俊公司). 
抗H+/K+-ATPase α蛋白抗体(Abcam公司), 抗
Actin抗体(Bioword公司). TRIzol试剂、BCA
蛋白测定试剂盒和电化学发光(ECL)试剂盒

(Invitrogen公司). 反转录试剂盒Primscript™ 
RT reagent kit及实时定量PCR检测(real-time 
quantitative PCR, qRT-PCR)试剂盒SYBR Premix 
Ex Taq™Ⅱ(日本Takara公司)
1.2 方法

1.2.1 侧脑室置管: SD大鼠(200-250 g), 5%水合

氯醛(0.8 mL/100 g)腹腔麻醉后, 头部正中做一

长约0.5-1.0 cm切口, 暴露前囟点, 以棉球蘸取

少量双氧水涂擦颅骨表面, 脑立体定位仪, 定
位侧脑室(后0.8 mm, 右1.5 mm, 下3.6 mm)[14], 
并标记. 用牙科钻将标记点钻开至硬脑膜, 用
针尖刺破硬脑膜, 消毒棉签止血, 干燥术野. 置
入微量给药套管, 螺丝固定, 牙科水泥再次固

定. 单笼饲养, 术后恢复5-7 d. 判断置管是否成

功: (1)置管后, 将内芯旋出, 有脑脊液流出; (2)
向置入的套管中注入染色剂, 侧脑室染色, 不
合格者予以剔除. 
1.2.2 胃酸分泌量的测定: 将大鼠随机分为4组, 
分别侧脑室注射不同浓度的nesfatin-1(1、5和
50 pmol)及等量的灭菌水(5 μL)[1], 参考脑室注

射nesfatin-1后可产生抑食的作用时间[1], 于给

药后2 h处死大鼠, 留取胃液, 分别用pH计及

NaOH滴定法来测定胃液中胃酸的含量[15]. 并
最后刮取全部胃黏膜-80 ℃保存. 
1.2.3 qRT-PCR检测H+/K+-ATPase mRNA的表

达: 按TRIzol试剂说明提取各胃黏膜组织中

总RNA, 然后逆转录为cDNA, 以此cDNA为

模板行qRT-PCR, 循环条件为: 95 ℃ 15 min; 
95 ℃ 20 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 60 s, 40个循环. 根
据溶解曲线确保其产物的纯度 ,  采用2-△△C t

法得到各m R N A的浓度. 为标准化, 将各样

本H+/K+-ATPase mRNA浓度除以各自act in 
mRNA的浓度. 引物序列为: H+/K+-ATPase上
游: 5'-CTCTGCTTTGCGGGACTT-3'; 下游: 
5'-CCTTGGCTGTGATGGGAT-3'; Actin上游: 
5'-CTACAATGAGCTGCGTGTGG-3'; 下游: 
5'-CGTGAGAAGGTCGGAAGGAA-3'. 
1.2.4 H+/K+-ATPase活性的测定: 在不同浓度组, 
对照组和nesfatin-1处理组的大鼠胃黏膜: 组
织均经匀浆和低速离心. H+/K+-ATPase活性的

测定采用间接测定K+刺激下对硝基酚磷酸酶

(pNPPase)的活性[16]. 反应体积1 mL, 含50 mol/L
的Tris缓冲液(pH 7.5), 2 mol/L MgCl2, 5 mol/L
对硝基酚磷酸酶, 分别加和不加25 mol/L KCl, 
与提纯的胃黏膜蛋白一起37 ℃孵育15 min, 加
入1 mL 1.5 mol/L的NaOH终止反应. 用分光光

度计在410 nm波长处比色, K+刺激下对硝基酚

磷酸酶(pNPPase)的活性由加和不加KCL所得

的光度值之差计算而来. 
1.2.5 膈下迷走神经切断: 在另一组, 大鼠分为

迷走神经切断组和假手术组. 迷走神经切断组

大鼠接受双侧膈下迷走神经切断术[17]. 简单地

说, 就是在戊巴比妥钠麻醉(50 mg/kg)下, 在腹

侧中线处做一2 cm的切口. 在远离食管处将迷

走神经背侧支和腹侧支小心仔细分离暴露. 在
迷走神经各分支上相距1 cm的两点处用外科

缝线结扎并在其中间将其切断. 同时, 将套管

植入侧脑室(如前所述). 假手术组接受同样的

手术操作但没有结扎和切断迷走神经. 所有的

大鼠术后恢复7 d. 
1.2.6 Western blot法检测H+/K+-ATPase α蛋白

的表达: 用强裂解液裂解胃黏膜组织, 提取组

织蛋白, 用BCA法进行蛋白定量. 每孔40 μg
蛋白上样, 12%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜至

PVDF膜上, 5%脱脂牛奶封闭2 h, 加一抗, 分别

为抗H+/K+-ATPase α抗体(1∶1000)、抗Actin
抗体(1∶2000), 4 ℃孵育过夜, 置37 ℃孵育二
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■创新盘点
本文首次采用迷
走 神 经 切 断 的
方 法 探 究 中 枢
nesfatin-1抑制大
鼠胃酸分泌的可
能机制 ,  通过检
测胃酸分泌以及
H+/K+-ATPase的
表达和活性, 探讨
迷走神经途径与
中枢nesfatin-1抑
酸作用的相关性.

抗1 h. 用ECL化学发光试剂显影、定影, Image 
J软件行灰度分析, 以Actin作为内参照, 进行半

定量分析. 
统计学处理 用SPSS20.0统计软件进行分

析, 结果用mean±SD表示, 多组均数比较采用

单因素方差分析, 两两比较采用LSD法. P <0.05
为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同浓度nesfatin-1对大鼠胃酸分泌的影响 
与对照组相比, 侧脑室注射1 pmol nesfatin-1在
2 h对大鼠胃液中的酸含量及胃液的pH值无影

响, 但注射5 pmol和50 pmol nesfatin-1组在2 h
可使大鼠胃液中酸含量减少, 胃液的pH值升高

(P <0.05). 其中注射50 pmol nesfatin-1组抑酸作

用达到最强(图1A, B).
2.2 不同浓度nesfatin-1对大鼠胃黏膜中H+/K+-
ATPase mRNA表达水平以及活性的影响 与对

照组相比, 浓度为5 pmol和50 pmol nesfatin-1可
使大鼠胃黏膜中H+/K+-ATPase mRNA的相对表

达明显降低(P <0.05), 且50 pmol组大鼠胃黏膜

中上述指标下降更明显; H+/K+-ATPase活性的

变化趋势与mRNA的表达水平一致(图1C, D).
2.3 迷走神经切断对nesfatin-1引起的胃酸分

泌减少的影响  在假手术组 ,  侧脑室注射50 
pmol nesfatin-1显著抑制大鼠胃酸的分泌, 升
高胃液的pH值(P <0.05), 而在迷走神经切断组, 
nesfatin-1的抑酸作用消失(图2).
2.4 迷走神经切断对nesfat in-1引起的H+/K+-
ATPase表达和活性下降的影响 在假手术组, 
侧脑室注射50 pmol nesfatin-1可抑制大鼠胃黏

膜中H+/K+-ATPase α蛋白的表达(P <0.05), 降
低H+/K+-ATPase mRNA的相对表达(P <0.05), 
H+/K+-ATPase活性的变化趋势与mRNA的表达

水平一致. 而在迷走神经切断组, nesfatin-1引
起的H+/K+-ATPase表达和活性下降的作用消失

(图3).

3  讨论

我们的研究显示, 侧脑室注射nesfatin-1可以
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图  1  侧脑室注射不同浓度nesfatin-1对大鼠胃酸分泌及胃黏膜H+/K+-ATPase mRNA的影响. A: 对大鼠胃酸分泌量的影

响; B: 对大鼠胃液pH值的影响; C: 对H+/K+-ATPase mRNA表达水平的影响; D: 对H+/K+-ATPase活力的影响. aP<0.05 

vs  对照组, cP<0.05 vs  5 pmol/rat组.

黄琳, 等. 膈下迷走神经切断对大鼠中枢nesfatin-1抑酸作用的影响



2016-03-08|Volume 24|Issue 7|WCJD|www.wjgnet.com 1006

■应用要点
本文旨在探讨中
枢nesfatin-1对大
鼠胃酸分泌的影
响的可能机制. 以
期在将来为可能
开发该物质相关
药物用于酸分泌
异常相关疾病治
疗提供理论基础.

呈剂量依赖性地抑制胃酸分泌. 同时, H+/K+-
ATPase mRNA的相对表达和活性也被抑制. 膈
下迷走神经切断后, 上述提及的由nesfatin-1引

起的效应都不存在了, 表明迷走神经途径可能

参与了中枢抑酸作用这一过程. 
H+/K+-ATPase, 调节胃酸分泌的关键酶, 
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图  2  迷走神经切断对nesfatin-1引起的胃酸分泌减少的影响. A: 对大鼠胃酸分泌量的影响; B: 对大鼠胃液pH值的影响. 
aP<0.05 vs  迷切+Nes组; cP<0.05 vs  假手术+水组. Nes: Nesfatin-1.
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图  3  迷走神经切断对nesfatin-1引起的H+/K+-ATPase表达和活性下降的影响. A: H+/K+-ATPaseα蛋白表达条带; B: 

对H+/K+-ATPaseα蛋白表达的影响; C: 对H+/K+-ATPase mRNA相对表达的影响; D: 对H+/K+-ATPase活性的影响. 
aP<0.05 vs  迷切+Nes组; cP<0.05 vs  假手术+水组. Nes: Nesfatin-1.
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■名词解释
c-Fos: 属于即早
基因, 如c-Fos、
Arc、zif等, 都可
以作为神经活动
的标志.

他的表达和活性均是下调的, 最大抑制反应

发生在侧脑室注射50 pmol nesfatin-1后2 h. 有
研究[18]已经发现, H+/K+-ATPase表达和活性

的变化趋势与胃酸分泌能力一致, 所以, 测定

H+/K+-ATPase的表达和活性可以精确地反映

胃酸分泌的能力. 目前公认的是刺激迷走神经

可以增加胃酸分泌[19], 而迷走神经切断可阻断

一些食欲调节肽例如食欲素A, 胃饥饿素引起

的胃酸升高[20,21]. 在本研究中, 我们发现, 中枢

nesfatin-1呈剂量依赖性地抑制H+/K+-ATPase
的表达和胃酸分泌, 然而, 迷走神经切断后这

些效应都被阻断了. 
胃酸分泌是一个动态且复杂的过程, 壁细

胞H+/K+-ATPase是泌酸的最终和最关键环节. 
胃酸分泌的调节涉及中枢及外周一系列复杂

的调节通路. 在中枢, 延髓的迷走神经运动背

核(dorsal motor nucleus of vagus nerve, DMNV)
及NTS是调控胃酸分泌的主要神经核团[9]. 在
外周, 主要的刺激胃酸分泌的物质为组胺, 胃
泌素及乙酰胆碱, 上述3种主要泌酸因子可分

别与相应的受体结合, 通过其下游信号通路, 
刺激胃酸分泌[22]. 中枢注射nesfatin-1可以抑制

大鼠[23]和小鼠[24]胃排空, 同时也能抑制胃肠运

动[14]. Xia等[12]的研究发现nesfatin-1对基础胃

酸和五肽胃泌素刺激下的胃酸分泌无明显抑

制效应, 但却可以呈剂量依赖性地抑制脱氧葡

萄糖刺激下的酸分泌. 而脱氧葡萄糖可以通过

激活迷走神经刺激胃酸分泌, 可见迷走神经途

径可能参与了中枢nesfatin-1的抑酸过程, 与本

研究结果相似. 纵然很多食欲肽已经被证实与

迷走神经刺激下的胃酸分泌相关, 但nesfatin-1
是唯一一个被证实可以抑制迷走神经调节的

胃酸分泌的厌食肽[25-27].
吴静等 [28]的前期研究发现, 侧脑室注射

nesfa t in-1可明显抑制大鼠胃黏膜中HDC的

表达以及组胺的含量, 其详细途径仍不清楚. 
有研究 [29]显示, 迷走神经末梢释放垂体腺苷

酸环化酶激活肽(pituitary adenylate cyclase 
activating polypeptide, PACAP), 作用于ECL细
胞上的PACAP受体(PAC1), 升高ECL细胞内

的Ca2+浓度, 呈剂量依赖性地促进组胺的分泌. 
有研究报道[30], PACAP可同时升高ECL细胞和

壁细胞内的Ca2+, 但是对壁细胞的作用可被H2

受体阻断剂雷尼替丁所阻断[31], 提示PACAP
对壁细胞的作用是通过促进ECL细胞释放组

胺, 从而升高壁细胞内Ca2+浓度. 那么, 侧脑室

注射nesfatin-1对于组胺的作用是否也是通过

PACAP途径的? 双侧膈下迷走神经切断对侧

脑室注射nesfatin-1对组胺及HDC的表达的抑

制作用会有什么影响？这些均有待于进一步

的实验证实. 
总之, 侧脑室注射nesfatin-1可抑制大鼠的

胃酸分泌, 迷走神经途径可能参与了这一过程, 
其作用的具体通路和机制仍需进一步研究. 
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■同行评价
本 文 采 用 动 物
实 验 侧 脑 室 注
射nesfatin-1和迷
走 神 经 切 断 证
实 侧 脑 室 注 射
nesfatin-1可抑制
大鼠的胃酸分泌, 
迷走神经途径可
能参与了这一过
程 .  科学性、创
新性和可读性较
好 ,  从临床工作
的实际需求出发
开展基础性研究, 
很好的做到了临
床与基础的结合.

黄琳, 等. 膈下迷走神经切断对大鼠中枢nesfatin-1抑酸作用的影响


