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胃饥饿素通过犮犃犕犘／犘犓犃通路对胰高血糖素样肽１促胰岛素分泌

功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨胃饥饿素（ｇｈｒｅｌｉｎ）能否通过调控环磷酸腺苷／蛋白激酶Ａ（ｃＡＭＰ／ＰＫＡ）通路竞争性抑制胰

高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）的促胰岛素分泌效应。方法　取８～１０周龄雄性ＳＤ大鼠５只，分离、纯化大鼠胰岛，经双硫

腙（ＤＴＺ）和吖啶橙／碘化丙啶（ＡＯ／ＰＩ）染色鉴定后，每只大鼠挑选６０个胰岛，将其随机分成６组并接受不同处理：Ｓ０组

（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液）、Ｓ１组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１）、Ｓ２组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０

ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ）、Ｓ３ 组［８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋

１μｍｏｌ／Ｌ生长激素促泌素受体１α（ＧＨＳＲ１α）拮抗剂生长激素释放肽６（犇Ｌｙｓ
３ＧＨＲＰ６）］、Ｓ４组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖

溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋５μｍｏｌ／Ｌ腺苷酸环化酶激动剂毛喉素）、Ｓ５ 组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖

溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋１０μｍｏｌ／ＬＰＫＡ激动剂６ＰｈｅｃＡＭＰ）；所有试剂均于前一试剂处理

１０ｍｉｎ后依次加入后一试剂共同处理，每组胰岛的所有处理时间共３ｈ。采用ＥＬＩＳＡ法检测各组胰岛培养液中胰岛素

和ｃＡＭＰ的浓度。结果　Ｓ１组胰岛细胞分泌胰岛素和释放ｃＡＭＰ的浓度均高于Ｓ０组（犘均＜０．０５），Ｓ２组均低于Ｓ１组

（犘均＜０．０５）。Ｓ３、Ｓ４和Ｓ５组胰岛细胞分泌胰岛素和释放ｃＡＭＰ的浓度均高于Ｓ２组（犘均＜０．０５）。结论　Ｇｈｒｅｌｉｎ能够

抑制ＧＬＰ１的促胰岛素分泌效应，其作用机制可能是通过ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路竞争性抑制ＧＬＰ１的促分泌效应。
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｇｈｒｅｌｉｎ；ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１；ｃｙｃｌｉｃＡＭＰ；ｉｎｓｕｌｉｎ；ｉｓｌｅｔｓｏｆＬａｎｇｅｒｈａｎｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（５）：６７９６８２］

　　代谢手术作为２型糖尿病的治疗方法之一，可

影响胃肠道多种激素的水平［１２］，代谢手术在糖尿病

发生、发展过程中对激素水平及其受体功能有着重

要影响。因此阐明其影响机制对临床治疗糖尿病药

物的探索具有重要意义。代谢手术“后肠假说”的代

表激素是胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，

ＧＬＰ１），它可以激活环磷酸腺苷／蛋白激酶 Ａ

（ｃＡＭＰ／ＰＫＡ）通路。该信号通路参与调控胰岛β

细胞分泌胰岛素，从而维持血糖稳定［３４］；袖状胃切

除术具有一定的降血糖效果，主要是通过降低胃底

分泌的胃饥饿素（ｇｈｒｅｌｉｎ）来发挥作用
［５６］。有研究

表明ｇｈｒｅｌｉｎ通过生长激素促泌素受体１α（ｇｒｏｗｔｈ

ｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔａｇｏｇｕｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１α，ＧＨＳＲ１α）竞争

性抑制ＧＬＰ１刺激胰岛β细胞的促胰岛素分泌效

应［７］。但ｇｈｒｅｌｉｎ对竞争性抑制ＧＬＰ１促胰岛素分

泌效应的竞争性抑制作用的具体机制尚不清楚，其

是否与ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路直接关联也无明确的研究

报道，因此，本研究旨在探索ｇｈｒｅｌｉｎ是否通过

ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路竞争性抑制ＧＬＰ１对胰岛细胞分

泌胰岛素的影响。

１　材料和方法

１．１　实验动物及材料　５只８～１０周龄２５０～

３００ｇＳＰＦ级成年雄性ＳＤ大鼠由第二军医大学实

验动物中心提供［动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２０１３００１６）］。ＧＬＰ１、ＧＨＳＲ１α拮抗剂生长激素释

放肽６（犇Ｌｙｓ３ＧＨＲＰ６）、腺苷酸环化酶激动剂毛

喉素（ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）、ＰＫＡ 激动剂（６ＰｈｅｃＡＭＰ）和

ｇｈｒｅｌｉｎ均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＲＰＭＩ１６４０培养

基（货号：Ｒ１００４０ＣＶ，美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；大鼠胰

岛素ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（货号：１０１２５００１，瑞典

Ｍｅｒｃｏｄｉａ公司）；ｃＡＭＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒（货号：

２０１６１２２６，南京建成生物工程研究所）。ＲＴ２１００Ｃ

型酶标分析仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）。

１．２　双硫腙（ＤＴＺ）染色　分离、纯化胰岛
［８］，体外

培养４８ｈ进行ＤＴＺ染色。将１０ｍｇＤＴＺ溶于１０

ｍＬＤＭＳＯ中，用ｐＨ７．８的Ｈａｎｋ’ｓ液１∶１０００稀

释，经０．２２μｍ孔径滤膜过滤，然后与胰岛混合，室

温染色１０ｍｉｎ后采用光学显微镜观察胰岛形态。

１．３　吖啶橙／碘化丙啶（ＡＯ／ＰＩ）染色　用 Ｈａｎｋ’ｓ

液配制储存液：ＡＯ６７０μｍｏｌ／Ｌ、ＰＩ７５０μｍｏｌ／Ｌ，

４℃避光保存。将０．０１ｍＬＡＯ、１ｍＬＰＩ储存液混

合，用Ｈａｎｋ’ｓ液稀释１０倍，０．２２μｍ孔径滤膜过

滤，与胰岛混合１０ｍｉｎ后，于荧光显微镜下观察胰

岛生长状态。

１．４　实验分组与处理　在显微镜下挑选形态饱满、

直径为１００μｍ的胰岛。每只大鼠挑选６０个胰岛，

随机分入６组并接受不同处理。Ｓ０组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ

葡萄糖溶液）、Ｓ１ 组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０

ｎｍｏｌ／Ｌ
［９］ＧＬＰ１）、Ｓ２ 组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶

液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ
［９］
ｇｈｒｅｌｉｎ）、Ｓ３

组［８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋

１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋１μｍｏｌ／Ｌ
［９］犇Ｌｙｓ

３ＧＨＲＰ６］、

Ｓ４组（８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋

１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋５μｍｏｌ／Ｌ
［１０］ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）、Ｓ５组（８．３

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ ＧＬＰ１＋１０

ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋１０μｍｏｌ／Ｌ
［１０］６ＰｈｅｃＡＭＰ）；所有

试剂均于前一试剂处理１０ｍｉｎ后依次加入后一试

剂共同处理。每１０个胰岛放入１个１．５ｍＬ离心管

中，加入３００μＬ含相应浓度试剂的ＫＲＢＨ培养液

（ＫＲＢＨ培养液购自美国Ｓｉｇｍａ公司；使用时添加

１ｍｇ／ｍＬ小牛血清白蛋白），于３７℃、５％ＣＯ２条件

下培养３ｈ。

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测胰岛素及ｃＡＭＰ浓度　吸取上

清２５０μＬ于新的离心管中，标记后４℃保存。按照

大鼠胰岛素ＥＬＩＳＡ检测试剂盒操作说明处理样本，

采用酶标分析仪测定４５０ｎｍ波长下的光密度（犇）

值。同时，于原有离心管中加入０．５ｍＬＫＲＢＨ培

养液，超声波裂解胰岛。３７℃４００×犵离心２０ｍｉｎ

后取上清４００μＬ，按照ｃＡＭＰＥＬＩＳＡ检测试剂盒操
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第５期．王一凡，等．胃饥饿素通过ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路对胰高血糖素样肽１促胰岛素分泌功能的影响

作说明处理样本后，用酶标仪测定４５０ｎｍ波长下的

犇值。根据浓度和犇值算出标准曲线的回归方程，

分别采用三次样条回归模型和ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线模型（四

参数）计算胰岛素和ｃＡＭＰ浓度。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２４．０软件进行数据

分析。计量资料均以珔狓±狊表示，同组统计指标给予

不同处理的变化比较采用单因素方差分析。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＤＴＺ及ＡＯ／ＰＩ染色结果　分离、纯化后的

胰岛被ＤＴＺ染成猩红色，镜下表现为大小不一的

圆形或卵圆形细胞团和散在细胞（图１Ａ、１Ｂ）。

胰岛细胞被ＡＯ／ＰＩ染色后，活细胞发出绿色荧光

（图１Ｃ、１Ｄ）。

图１　大鼠胰岛细胞犇犜犣及犃犗／犘犐染色

Ａ，Ｂ：双硫腙（ＤＴＺ）染色；Ｃ，Ｄ：吖啶橙（ＡＯ）／碘化丙啶（ＰＩ）染色．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｃ），×２００（Ｂ，Ｄ）

２．２　Ｇｈｒｅｌｉｎ对胰岛素和ｃＡＭＰ浓度的影响　由

图２可见，与对照组（Ｓ０组）相比，ＧＬＰ１（Ｓ１组）能够促

进胰岛素分泌，并上调ｃＡＭＰ的浓度（犘＜０．０５），而与

ｇｈｒｅｌｉｎ同时处理胰岛（Ｓ２组）可明显抑制ＧＬＰ１对胰

岛素和ｃＡＭＰ的上调效应（犘＜０．０５）。当ＧＬＰ１、

ｇｈｒｅｌｉｎ与ＧＨＳＲ１α拮抗剂犇Ｌｙｓ
３ＧＨＲＰ６联合作

用时（Ｓ３组），结果显示胰岛素与ｃＡＭＰ浓度均明显增

加，与ＧＬＰ１和ｇｈｒｅｌｉｎ共同处理（Ｓ２组）相比差异有

统计学意义（犘＜０．０５）；与ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ（Ｓ４组）或６Ｐｈｅ

ｃＡＭＰ（Ｓ５组）共同处理时，胰岛素和ｃＡＭＰ浓度也均

高于Ｓ２组（犘均＜０．０５）。

图２　各组间胰岛细胞分泌胰岛素及

释放犮犃犕犘比较

Ｓ０组：８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液（ＧＳ）；Ｓ１ 组：８．３ｍｍｏｌ／ＬＧＳ＋

１０ｎｍｏｌ／Ｌ胰高血糖素样肽１（ＧＬＰ１）；Ｓ２组：８．３ｍｍｏｌ／ＬＧＳ＋

１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ；Ｓ３ 组：８．３ｍｍｏｌ／ＬＧＳ＋

１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋１μｍｏｌ／Ｌ生长激素促泌素

受体１α（ＧＨＳＲ１α）拮抗剂生长激素释放肽６（犇Ｌｙｓ３ＧＨＲＰ６）；Ｓ４

组：８．３ｍｍｏｌ／ＬＧＳ＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋５

μｍｏｌ／Ｌ腺苷酸环化酶激动剂毛喉素（ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）；Ｓ５组：８．３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＧＳ＋１０ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１＋１０ｎｍｏｌ／Ｌｇｈｒｅｌｉｎ＋１０μｍｏｌ／ＬＰＫＡ激动

剂６ＰｈｅｃＡＭＰ．ｃＡＭＰ：环磷酸腺苷．犘＜０．０５．狀＝５，珔狓±狊

３　讨　论

研究发现，摄食后ＧＬＰ１释放到循环中的浓度

增加，禁食使得胰高血糖素原１和２表达均下

降［１１］，还发现ＧＬＰ１的肠促胰素作用在２型糖尿病

患者体内有所减弱［１２］；而循环ｇｈｒｅｌｉｎ的浓度在餐

前增加，在餐后下降［１３］，低血清ｇｈｒｅｌｉｎ水平有助于

改善机体糖代谢、胰岛素抵抗和肥胖，高血清

ｇｈｒｅｌｉｎ水平在胰岛中能够抑制胰岛素分泌，在中枢

能显著增加摄食量［１４］。可见ＧＬＰ１和ｇｈｒｅｌｉｎ对于

机体的糖代谢和胰岛素分泌存在一定的“相反性”。

本研究也显示ｇｈｒｅｌｉｎ可以拮抗ＧＬＰ１促胰岛素分

泌的效应。

研究表明，ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路在调控胰岛分泌胰

岛素过程中发挥重要作用［９］。Ｇｈｒｅｌｉｎ可通过抑制

ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路进而抑制胰岛素的分泌
［１５］。本研

究结果显示，在８．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖状态下，ＧＬＰ１

·１８６·
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促进了胰岛素的分泌和ｃＡＭＰ的释放，而ｇｈｒｅｌｉｎ可

以拮抗ＧＬＰ１的这种促进效应；但在给予ｇｈｒｅｌｉｎ

的主要结合受体 ＧＨＳＲ１α的拮抗剂 犇Ｌｙｓ
３

ＧＨＲＰ６时，其胰岛素分泌和ｃＡＭＰ释放又明显增

加。ＧＬＰ１、ｇｈｒｅｌｉｎ共同处理胰岛释放ｃＡＭＰ的浓

度明显低于其与ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ或６ＰｈｅｃＡＭＰ共同作

用时的浓度。因此，我们得出结论：ｇｈｒｅｌｉｎ能够抑

制ＧＬＰ１的促胰岛素分泌效应，其作用机制可能是

通过ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路竞争性抑制ＧＬＰ１的促分泌

效应。该结论为临床实践中治疗糖尿病提供了新的

思路，即可以在阻断ｇｈｒｅｌｉｎ的同时激活ＧＬＰ１，增

加ｃＡＭＰ的释放，促进胰岛素分泌，从而达到治疗

糖尿病的目的。

本研究仅在体外水平验证了ｇｈｒｅｌｉｎ对ＧＬＰ１

的促胰岛素分泌效应的拮抗作用，并探讨了与

ｃＡＭＰ／ＰＫＡ通路相关的可能机制，由于胰岛素分泌

涉及的影响因素较多，排除其他因素对ＧＬＰ１和

ｇｈｒｅｌｉｎ的影响难度较大，故本研究并未开展体内实

验。本研究虽只有体外实验结果，但可为后续体内

研究提供科研思路，有助于进一步探究激素在体内

外作用的差异。
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