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Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞胃酸分泌的影响
及其机制研究 *
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摘要 目的：探讨 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的离体大鼠胃粘膜细胞胃酸分泌的影响及其机制。方法：采用酶解法分离原代 SD大

鼠胃粘膜细胞。Nesfatin-1(10-1滋mol/L)作用大鼠胃粘膜细胞不同时间以及不同浓度 Nesfatin-1(10-1、10-2、10-3、10-4滋mol/L)作用大鼠

胃粘膜细胞 0.5 h后，通过 14C-氨基比林(14C-Aminopyrine，14C-AP)法检测其对卡巴胆碱(100滋mol/L)诱导的大鼠胃粘膜细胞胃酸分

泌的影响。将 Nesfatin-1(10-1滋mol/L)与卡巴胆碱(100 滋mol/L)共孵育大鼠胃粘膜细胞 0.5 h后，通过透射电镜观察胃壁细胞超微结

构的变化。结果：Nesfatin-1(10-1 滋mol/L)作用于大鼠胃粘膜细胞 0.5 h、1.0 h及 10-1、10-2、10-3 滋mol/L Nesfatin-1作用于大鼠胃粘膜

细胞 0.5 h均可明显降低卡巴胆碱诱导的 14C-AP摄取量，与卡巴胆碱组相比，差异有统计学意义(P<0.05)；Nesfatin-1可影响卡巴

胆碱诱导的大鼠胃壁细胞的超微结构，抑制其从静息态向分泌态转化。结论：Nesfatin-1可能通过影响胃壁细胞超微结构变化抑制

卡巴胆碱诱导的 SD大鼠胃粘膜细胞的胃酸分泌。
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Effects and Mechanisms of Nesfatin-1 on Carbachol-induced Gastric Acid
Secrection in Isolated Rat Gastric Mucosal Cells*

To investigate the effects and mechanisms of Nesfatin-1 on carbachol-stimulated gastric acid secretion in

isolated rat gastric mucosal cells. Gastric mucosal cells of SD rats were isolated by enzymatically dispersion and treated by

Nesfatin-1 (10-1滋mol/L) for different time or Nesfatin-1 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 滋mol/L) for 0.5 h. Then 14C-Aminopyrine (14C-AP)

accumulation was gauged as a measure of acid secretion to detect Nesfatin-1 on carbachol-induced gastric acid secretion in isolated rat

gastric mucosal cells. Subsequently, the rat gastric mucosal cells were coincubated with Nesfatin-1 (10-1滋mol/L) and carbachol (100

滋mol/L) for 0.5 h, transmission electron microscopywas used to observe the changes of parietal cells ultrastructure. The

carbachol-induced 14C-AP accumulation in isolated rat gastric mucosal cells were significantly inhibited by Nesfatin-1 (10-1 滋mol/L) for

0.5 h and 1 h or Nesfatin-1(10-1, 10-2, 10-3 滋mol/L) for 0.5 h(P<0.05). Electronic microscope results showed that parietal cells transformed

from resting to stimulated states in response to extracellular stimulation by carbachol (100 滋mol/L), which was inhibited by Nesfatin-1

(10-1 滋mol/L). Nesfatin-1 could inhibit carbachol-induced gastric acid secretion in isolated rat gastric mucosal cells at least

partly through influencing the ultrastructure of parietal cells.
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前言

Nesfatin-1是由日本学者 Oh-I S于 2006年新发现的一种

位于中枢的摄食抑制因子，其前体为核组蛋白 2(nucleobindin

2，NUCB2)[1]，在大鼠、小鼠、人类中高度同源，可通过非依赖于

瘦素途径发挥厌食作用[2]。但近期基于 SD大鼠的研究结果提
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示 Nesfatin-1具有中枢抑酸作用，注射 Nesfatin-1至侧脑室可

降低基础胃酸分泌[4]；注射 Nesfatin-1至第四脑室可明显抑制
2-脱氧 -D-葡萄糖刺激下的胃酸分泌 [3]。进一步的研究发现

Nesfatin-1在部分外周组织中的表达呈阳性，包括睾丸、脂肪组

织，胰腺的胰岛细胞[5]及胃粘膜腺中的内分泌细胞[6,7]等。此外，

Nesfatin-1 与 ghrelin、生长抑素(somatostatin，SST)和组氨酸脱

羧酶(histidine decarboxylase，HDC)分别共表达于胃泌酸腺中的
X/A样细胞、D细胞及肠嗜铬样细胞(enterochromaffin-like cell，
ECL)细胞中，提示 Nesfatin-1可能参与外周胃酸分泌的调节。

我们前期的研究结果亦显示 Nesfatin-1可降低离体培养的 SD

大鼠胃粘膜细胞的基础胃酸分泌，并可通过改变胃壁细胞的超

微结构，抑制组胺诱导下的胃酸分泌[8]。胆碱酯类物质是另一种

主要的刺激胃酸分泌的因子，本研究旨在探讨 Nesfatin-1是否

可降低卡巴胆碱作用下的离体培养的大鼠胃粘膜细胞的胃酸

分泌，以及其作用是否与影响胃壁细胞超微结构的形成有

关。

1 材料与方法

1.1 材料

体重 200 g左右的 SD雄性大鼠，有实验动物合格证明，购

于南京医科大学实验动物中心；Nesfatin-1购于 ENZO公司；卡

巴胆碱购于 Sigma公司；14C-AP购自 PerkinElmer公司；链蛋白

酶购于 Roche公司；胎牛血清、DMEM/F12、青链霉素溶液(双

抗)购自 Gibco公司；四氧化锇购于西亚试剂公司；EPON812包

埋剂购于 Sigma公司；戊二醛、丙酮、乙醇购于上海振兴化工一

厂。

1.2 方法
1.2.1 SD大鼠胃粘膜细胞的分离[9]及培养 分离原代 SD大鼠

胃粘膜细胞所需缓冲液 Medium A (MA，pH 7.8)：70 mmol/L

NaCl、20 mmol/L KCl、0.5 mmol/L NaH2PO4、1 mmol/L Na2HPO4、

20 mmol/L NaHCO3、11 mmol/L D (+)-glucose、350 滋mol/L ED-

TA、50 mmol/L HEPES，可促使粘膜侧的消化酶向浆膜侧渗透；
Medium B (MB，pH 7.4)：MA 液中去除 EDTA 后，再加入 15
mmol/L MgSO4及 10 mmol/L CaCl2，可促使脱落的粘膜层细胞

处于更接近生理状态的环境下；Medium C(MC，pH7.4)：140
mmol/L NaCl、1.2mmol/L MgSO4、1 mmol/L CaCl2、10 mmol/L

HEPES、11 mmol/L glucose、100 mg/L DTT、0.5 g/L BSA，可帮

助呈团块样聚集的细胞充分的离散；链霉蛋白酶溶液：10

mg/mL，用MA液配制。SD大鼠胃粘膜细胞的分离及培养：取
200 g左右非禁食 SD雄性大鼠 2-4只，脱颈处死后打开腹腔，

将贲门及幽门结扎后的胃囊置于冰 PBS内；在胃底作一小切

口，将胃内容物排清后，将胃翻转(粘膜层在外)并用冰 PBS清

洗 2-3遍，1.5-2 mL链霉蛋白酶溶液注射至浆膜层(切忌将高浓

度的酶接触到胃粘膜层细胞，以免细胞受损)，并结扎胃底切
口；结扎胃囊放入 MA液中，37℃水浴消化 30 min，再放入 MB

液中水浴震荡 10 min，如上消化步骤需重复一次。收集 MB液，

离心 5 min，1500 rpm；MC液吹打洗涤细胞沉淀 2次，每次离心
5 min，1500 rpm；最后用 DMEM /F12培养基制成细胞悬液，接

种至鼠尾胶原包被的培养皿上。

1.2.2 14C-AP法[10]测胃粘膜细胞胃酸分泌 直接将分离好的细

胞悬液接种至六孔板上，培养 48-72 h，每孔约 3× 105个细胞。

实验组、空白对照组及卡巴胆碱组加入 14C-AP，终浓度为 0.5

滋Ci/ml；DNP组加入二硝基苯酚(DNP)，终浓度为 0.1 mmol/L。

充分混匀，37℃孵箱平衡 15 min，加入冰 PBS，反应终止，1%

Triton X-100充分裂解细胞。吸取上清，加入闪烁液过夜，计算

液闪记数，结果以 CPM(counts per minute)表示。14C-AP相对吸

摄取量 = (实验组 CPM值 -DNP组 CPM值)/ (对照组 CPM值
-DNP组 CPM值)。
1.2.3 电镜观察胃壁细胞超微结构 将培养的细胞随机分为空

白对照组、卡巴胆碱组组、Nesfatin-1(10-1 滋mol/L)+卡巴胆碱组
组。处理后的细胞用冰 PBS清洗后迅速刮下，4℃离心 10 min，
3 000 rpm。加入适量 2.5-3%戊二醛固定液，4℃冰箱固定过夜，
1%四氧化锇室温固定 2 h，用一系列丙酮在室温下脱水。加入

纯丙酮 -EPON812包埋剂(1:1 体积比)室温下放置 1.5 h，加入
纯包埋剂纯丙酮 -EPON812包埋剂(1:2体积比)，室温下放置过

夜，将细胞团块包埋后 37℃过夜→45 ℃，12 h→60 ℃，24 h→
37 ℃干燥器内保存。超薄切片机切片后用醋酸钠染色液及柠

檬酸铅进行电子双染，片染后晾干，用 JEOL-1010电镜观察壁

细胞的超微结构。

1.3 统计学分析
SPSS17.0统计软件进行分析，一次试验细胞来自同一批

次，所有试验重复三次，结果用 x± SD表示，多组均数比较采

用单因素方差分析，两组均数比较用 SNK-q检验，以 P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SD大鼠离体胃粘膜细胞的培养

原代细胞经酶解法分离后，见锥虫蓝鉴定活细胞数 >90%。

培养 24 h后，可见细胞贴壁生长。
2.2 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的胃粘膜细胞胃酸分泌的影响

卡巴胆碱 (100 滋mol/L) 孵育离体培养的大鼠胃粘膜细胞
0.5 h、1 h、1.5 h 后，14C-AP 相对摄取量分别为 1.81 ± 0.14、
1.45± 0.07、1.22± 0.99，与相同时间空白对照组相比，差异均有

统计学意义(P均 <0.05)；加入 10-1 滋mol/ LNesfatin-1与卡巴胆

碱(100 滋mol/L)共孵育后 0.5 h、1 h后，14C-AP的相对摄取量分
别为 1.09± 0.11、1.08± 0.37，与相应卡巴胆碱组相比有明显抑

制作用，差异均有统计学意义(P 均 <0.05)；而 10-1 滋mol/LNes-
fatin-1与卡巴胆碱共孵育 2 h后，14C-AP相对摄取量为 0.79±
0.02，与相同处理时间的空白对照组与卡巴胆碱组相比皆有统

计学差异(P均 <0.05，图 1A)。
检测不同浓度 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细

胞胃酸分泌的影响时，发现孵育 0.5 h后，浓度为 100 滋mol/L

的卡巴胆碱能够诱导大鼠胃粘膜细胞的胃酸分泌，14C-AP相对

摄取量为 2.06± 0.15，与对照组相比，差异有统计学意义(P<0.

05)。10-3、10-2及 10-1滋mol/l的 Nesfatin-1能够抑制卡巴胆碱诱
导的大鼠胃粘膜细胞的胃酸分泌，14C-AP相对摄取量分别为
1.14± 0.07、1.01± 0.15、0.96± 0.03，与卡巴胆碱组相比，差异均

有统计学意义(P均 <0.05)；10-4 滋mol/L的 Nesfatin-1(相对摄取

量为 1.84± 0.11) 对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞的胃酸分

泌无明显抑制作用(P>0.05，图 1B)。
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2.2 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的大鼠胃黏膜壁细胞超微结构

的影响

空白对照组为静息状态下的大鼠胃壁细胞，胞内可见大量

的线粒体及管状囊泡，顶端膜分泌小管数量减少，表面上微绒

毛短小、稀少(图 2A-B)。卡巴胆碱(100 滋mol/L)作用后，明显可

见分泌小管上的微绒毛数量增加，体积膨胀，胞内管状囊泡数

量减少(图 2C-D)。将卡巴胆碱及 Nesfatin-1(10-1 滋mol/L)共孵

育，与对照组相比，可见分泌小管上的微绒毛扩张及增生，胞内

管状囊泡数量减少，但微绒毛的扩张及增生及管状囊泡的减少

没有卡巴胆碱组明显(图 2E-F)。

图 1 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞胃酸分泌的影响
Fig. 1 Effects of Nesfatin-1 on the gastric acid secretion in rat gastric parietal cells induced by carbachol

注：A：Nesfatin-1(10-1滋mol/ L)作用不同时间对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞胃酸分泌的影响；B：不同浓度 Nesfatin-1(10-4、10-3、10-2、10-1 滋mol/L)
作用 0.5 h对卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞胃酸分泌的影响；*P<0.05 VS对照组；#P<0.05 VS CCH组(NES：nesfatin-1；CCH：卡巴胆碱)

Note: A: TheeffectofdifferenttreatmentperiodofNesfatin-1(10-1 滋mol/L) on thecarbachol-stimulated acid secretionin rat gastric parietal cells;
B: Theeffectof different concentrations of Nesfatin-1(10-4,10-3,10-2,10-1滋mol/L)oncarbachol-stimulated acid secretion for 0.5 hin rat gastric parietal cells;

*P<0.05 VS control group; #P<0.05 VS CCH group (NES: Nesfatin-1; CCH: carbachol)

图 2 Nesfatin-1对卡巴胆碱诱导的胃壁细胞超微结构的影响
Fig. 2 Effectof Nesfatin-1 onthe ultrastructureof parietal cell induced bycarbachol

注：A-B：静息状态下的大鼠胃壁细胞；C-D：卡巴胆碱诱导的大鼠胃壁细胞；E-F：Nesfatin-1与卡巴胆碱共同处理的大鼠胃壁细胞
(M：线粒体；T：管状囊泡；C：分泌小管)。

Note: A-B: Parietal cell in a resting state; C-D: Parietal cell inducedbycarbachol; E-F:Parietal cell induced by Nesfatin-1 and carbachol
(M: mitochondria T: tubulovesiclesC: canaliculi).
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3 讨论

胃酸分泌的调节是通过神经、内分泌、旁分泌等途径之间

高度协调的相互作用而实现的 [11-13]，最终使组胺(ECL 细胞分
泌)、胃泌素(G细胞分泌)及乙酰胆碱(节后胆碱能神经元释放)
分别与壁细胞膜上的 H2受体、CCK2受体及 M3受体结合，进一

步激活胃壁细胞内的第二信使。其中，胆碱酯类物质，如乙酰胆

碱、卡巴胆碱等，可结合至壁细胞膜上的 G蛋白，激活磷脂酶 C
茁(茁 isoform of phospholipase C，PLC 茁)，此酶可催化磷脂酰肌
醇 -4,5-二磷酸(phosphatidylinositol-4,5-biphosphate，PIP2)的水
解，产生三磷酸肌醇(inositol-1,4,5-triphosphate，IP3)和二酰基甘
油(diacylglycerol，DAG)。IP3作为第二信使，可增加细胞内 Ca2+

浓度。Ca2+和 DAG水平的提高可激活钙离子依赖性及 DAG
依赖性的蛋白激酶 PKC。这种信号通路最终可调节一系列结构
分子蛋白，使壁细胞超微结构发生改变，促使富含质子泵的管

状囊泡被激活、移动并嵌入融合至壁细胞的分泌小管膜(质子
泵最终发挥作用的地点)，泵出 H+与 K+交换[14]，完成泌酸过程。

本研究的结果显示，Nesfatin-1可明显抑制卡巴胆碱诱导的胃
酸分泌，但当卡巴胆碱单独孵育胃粘膜细胞 2 h后，14C-AP实
验结果显示其泌酸作用消失，故当 Nesfatin-1与卡巴胆碱共孵
育 2 h时，虽其 14C-AP相对摄取率与卡巴胆碱组相比，差异有
统计学意义，但是并不能说明 Nesfatin-1在此时间点抑制了卡
巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞的泌酸作用。

胃壁细胞可利用其特殊的膜回收系统调节胃酸分泌[14,15]，

其主要由两部分质膜组成：顶端膜向细胞内陷形成的分泌小

管，表面富含微绒毛，是质子泵发挥作用的最终产所；及由胞内

囊泡状膜性结构及光面内质网组成的管状囊泡，内含大量的非

活性状态的 H+/K+-ATP酶。当胃壁细胞处于静息状态时，胞内
可见大量延线粒体分布的管状囊泡，少量顶端膜延伸进入细胞

内，分泌小管萎缩，表面可见短小、稀少的微绒毛；当壁细胞受

到泌酸因子如卡巴胆碱的刺激后，可激活 PKC通路，通过调节
一系列结构蛋白分子，促使含有 H+/K+-ATP酶的管状囊泡向顶
端膜移动，并与顶端分泌膜融合，分泌小管数量增加，微绒毛增

生、扩张，顶端膜表面分泌胃酸。本研究的结果显示，Nesfatin-1可
影响卡巴胆碱诱导的胃壁细胞的超微结构，抑制其从静息态向

分泌相转变，提示 Nesfatin-1可能通过如上改变抑制了卡巴胆碱
诱导的胃酸分泌。但此过程的具体分子机制仍需进一步研究。

近年来，关于 Nesfatin-1在中枢及外周作用的研究进展迅
速。除了在摄食及代谢方面的研究外，近期还发现中枢 Nes-
fatin-1可能通过激活负责调节高血压的神经通路，参与高血压
的调节[16]；可能通过 ERK1/2 和 cGMP/PKG 通路，对心脏的缺
血 /再灌注损伤发挥保护作用[17]等。本课题组前期及目前的研

究结果显示，Nesfatin-1具有中枢及外周抑酸作用，其可能对胃
粘膜具有一定的保护功效。但目前尚缺乏有力的证据证明

Nesfatin-1受体的具体结构、组成。由于 Nesfatin-1受体拮抗剂
的缺乏，故目前尚不能证明 Nesfatin-1受体的具体分布，其调节
泌酸的过程可能存在多个靶点。

综上所述，Nesfatin-1可能通过影响胃壁细胞的超微结构
抑制卡巴胆碱诱导的大鼠胃粘膜细胞的胃酸分泌。但是目前尚

缺乏 Nesfatin-1受体的具体信息，其抑酸过程中的靶细胞尚不
能明确，具体分子机制有待进一步研究。
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