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　 　 摘要：　 为阐明小鼠断奶前后胃组织中生长素（Ｇｈｒｅｌｉｎ）和 Ｇｈｒｅｌｉｎ 酰基转移酶（ＧＯＡＴ）基因表达和蛋白质分泌

与胃功能发育之间的关系，选取新生 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １０ 窝，分别于 １４、２１、２８、３５、４２、４９ 和 ５６ 日龄时随机选取 １０ 只小

鼠（每窝 １ 只）处死，采集胃黏膜组织样和血液，定量分析基因表达、蛋白质水平和 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性。 结果表明，
胃 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达和蛋白质水平均受到断奶的影响，并首次发现断奶时胃 ＧＯＡＴ 基因表达和蛋白质水平显著下

降，ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达与胃 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性成显著正相关。 胃黏膜组织中生长抑素（ＳＳ）和胃泌素（Ｇａｓｔｒｉｎ）基因

ｍＲＮＡ 表达在 ２１、２８ 和 ３５ 日龄较低，随后逐渐增加，４５ 日龄时显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 断奶前后胃可能通过自身调节

ＧＯＡＴ 水平来适应饮食的变化，表明 ＧＯＡＴ 可能参与对胃功能发育，生长抑素可能对 ＧＯＡＴ 有抑制作用。
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　 　 生长素（Ｇｈｒｅｌｉｎ）酰基转移酶（ＧＯＡＴ）是新发现

的一种高度特异性催化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 酰基化的酶［１⁃２］，高
度保守。 ＧＯＡＴ 与 Ｇｈｒｅｌｉｎ 均主要表达于胃底部，也
分布于 Ｇｈｒｅｌｉｎ 作用的靶组织下丘脑和垂体。 ＧＯＡＴ
ｍＲＮＡ 水平与血液中酰基化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平成正相

关［３］。 生长素主要由胃黏膜的 Ｘ ／ Ａ 样细胞分泌［４］。
被 ＧＯＡＴ 酰基化的 Ｇｈｒｅｌｉｎ 可以与其特异性受体结

合促进摄食和脂肪合成，增加体重，并对胃肠道运动

等具有重要的调节作用［５］。 诸多研究者发现酰基

化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和去酰基化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 都主要分布于胃底泌

酸区，切除胃中产酸区域，血清 Ｇｈｒｅｌｉｎ 浓度显著下

降［６⁃８］。 仔猪胃底部 Ｇｈｒｅｌｉｎ 基因表达丰度明显高于

胃窦部［９］，提示 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与胃黏膜的分泌功能，特别

是胃酸分泌关系密切。 Ｇｈｒｅｌｉｎ Ｃ 末端的 Ｐ⁃Ｒ 结构

（脯氨酸⁃精氨酸）为识别部位，疏水的 ｎ⁃辛酰基（ｎ⁃
ｏｃｔａｎｏｙｌ ｇｒｏｕｐ）修饰了 Ｎ 端第 ３ 位的丝氨酸残基，辛
酰基是维持 Ｇｈｒｅｌｉｎ 活性，并使其与受体结合并发挥

生物学作用所必须需［５，１０］。 研究发现 ＧＯＡＴ 基因缺

失型小鼠缺乏酰基化 Ｇｈｒｅｌｉｎ ［１１］。 ＧＯＡＴ 基因敲除

小鼠试验结果表明，ＧＯＡＴ ／ Ｇｈｒｅｌｉｎ 系统在调控胆酸

代谢中起着非常重要的作用［１２］。 这些都提示 ＧＯＡＴ
可能在 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调节胃酸分泌关系中扮演着重要角

色，但迄今为止，ＧＯＡＴ 与胃酸分泌之间的复杂关

系，国内外尚未见研究报道。 而这些信息对揭示仔

猪内源性胃酸分泌机理有着极其重要的价值。 胃黏

膜中含有许多内分泌和外分泌细胞，在这些细胞中

壁细胞分泌胃酸，主细胞分泌胃蛋白酶原，Ｇ 细胞和

Ｄ 细胞分别分泌胃泌素 （ Ｇａｓｔｒｉｎ ） 和生长抑素

（ＳＳ） ［１３⁃１４］，这些内分泌激素相互作用共同调节胃功

能的发育。 胃泌素可以促进胃酸和胃蛋白酶分泌，
而生长抑素具有抑制胃酸分泌的作用。

本研究对小鼠断奶前后胃黏膜组织中 ＧＯＡＴ 基

因的表达和血清含量的变化，以及胃酸分泌功能相

关的质子泵（Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ）活性和胃内分泌激素

水平进行检测和分析，以探讨 ＧＯＡＴ 基因与胃酸分

泌之间的相互复杂关系及其调节机制。

１　 材料和方法

１．１　 材料及试验设计

１．１． １ 　 材料 　 反转录酶 （Ｍ⁃ＭＬＶ）、ＤＮＡ 聚合酶

（Ｔａｑ Ｅ）、ＲＮＡ 酶抑制剂（ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、随机引

物（Ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒ ｐｒｉｍｅｒｓ）、Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒均购自

ＴａＫａＲａ 公司。 胃泌素（Ｇａｓｔｒｉｎ）、ＧＯＡＴ 和生长抑素

（ＳＳ）的蛋白质含量检测试剂盒购于上海骞亿生物

科技有限公司。 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 检测试剂盒购于南

京建成生物工程研究所。
１．１．２　 试验设计　 选取 １０ 窝新生 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小

鼠，自由吮乳和饮水，在 ２１ ｄ 断奶。 分别于 １４、２１、
２８、３５、４２、４９ 和 ５６ 日龄时从每窝中随机选取小鼠

各 １ 只，共 １０ 只小鼠，采血，处死，称体质量、胃质

量。 并迅速取胃黏膜组织样，置液氮速冻后，－７０ ℃
冷冻保存。
１．２　 荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ
１．２．１　 总 ＲＮＡ 提取　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取小鼠

胃黏膜组织中总 ＲＮＡ。 测定总 ＲＮＡ 的浓度和纯

度，并通过 １􀆰 ４％的琼脂糖⁃甲醛变性凝胶电泳检测

总 ＲＮＡ 的质量。 若条带清晰，２８Ｓ 和 １８Ｓ ｒＲＮＡ 条

带的灰度比约为 ２ ∶ １，无拖尾现象，表明 ＲＮＡ 无降

解，质量可靠。
１．２．２　 反转录　 用随机引物对所有样品的 ＲＮＡ 进

行反转录，获得各样品 ＲＮＡ 的 ｃＤＮＡ（ＲＴ 产物）。
反转录反应总体积 ２５ μｌ，包括 ２ μｇ 总 ＲＮＡ、０􀆰 ４
μｍｏｌ ／ Ｌ随机引物、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ，加 ｄｄＨ２ Ｏ 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。
１．２．３　 引物设计及 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 目的基因引物

序列由大连宝生物工程公司根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上小鼠

的相关 ｃＤＮＡ 序列设计（表 １）与合成。 采用荧光定

量 ＰＣＲ 对目的基因的表达进行相对定量，用 ２－△△Ｃｔ

法对有效性数据进行统计分析。 △△Ｃｔ 是以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内标基因，以 １４ 日龄时的目标基因和内标

基因 Ｃｔ 差值的平均值为参照，计算每个时间点每个
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样本目标基因的表达相对于 １４ 日龄目标基因表达

平均值的倍数。 每个样品至少重复 ３ 次，同时用

ｄｄＨ２Ｏ 和 ＲＮＡ 样品分别取代 ＲＴ 产物作对照，以检

验是否有外源基因组 ＤＮＡ 污染。

表 １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

目标基因 引物序列（５′→３′）

ＧＯＡＴ Ｆ： ＣＴＧＧＧＴＣＴＴＣＡＣＴＡＣＡＣＣＧＡ

Ｒ： ＴＣＣＡＧＴＧＡＧＡＧＧＧＡＴＧＴＧＡＣＴ

Ｇａｓｔｒｉｎ Ｆ： ＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＣＣＡＡＣＴＡＴＴＣＣ

Ｒ： ＧＡＧＣＣＡＧＣＡＣＴＡＡＧＡＣＣＡＧＣ

ＳＳ Ｆ： ＧＡＣＣＣＣＡＧＡＣＴＣＣＧＴＣＡＧＴＴ

Ｒ： ＴＣＡＴＴＣＴＣＴＧＴＣＴＧＧＴＴＧＧＧＣ

１．２．４ 　 激素水平和酶活性测定 　 血清中 Ｇａｓｔｒｉｎ、
ＧＯＡＴ 和 ＳＳ 含量以及 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性均根据试

剂盒说明书进行测定。
１．２．５　 数据处理 　 所有数据用平均值±标准误表

示。 采用 ＳＰＳＳ １１．０ 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　 结果与分析

２．１　 断奶前、后小鼠胃黏膜组织中 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ
表达的发育性变化

　 　 小鼠胃粘膜组织中 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 的表达在 ２１
日龄时显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），２８～５６ 日龄保持稳定升

高（图 １）。 ５６ 日龄时 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 的表达显著高于

１４～３５ 日龄（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２．２　 胃黏膜组织中 Ｈ＋⁃Ｋ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的发育性

变化

　 　 断奶前后小鼠胃黏膜组织中 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活

性在 ２８ 日龄时开始上升， ５６ 日龄时胃 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ 活性显著高于 １４ 和 ２１ 日龄（图 ２）。

２．３　 胃 Ｈ＋⁃Ｋ＋⁃ＡＴＰａｓｅ 活性与 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达

的相关性

　 　 分析结果表明，胃粘膜组织 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性

与 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达的发育性变化成正相关，相关

系数为 ０􀆰 ３９１，Ｐ ＝ ０􀆰 ０４４（图 ３），说明 ＧＯＡＴ 可能与

胃酸分泌有着非常重要的关系。

不同字母表示差异达到显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 １　 断奶前、后小鼠胃 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 的表达

Ｆｉｇ． １ 　 Ｇａｓｔｒｉｃ ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃
ｗｅａｎｉｎｇ ｍｉｃｅ

不同字母表示差异达到显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 断奶前、后小鼠胃 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的变化

Ｆｉｇ．２ 　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ
ｐｏｓｔ⁃ｗｅａｎｉｎｇ ｍｉｃｅ

图 ３　 胃粘膜组织 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性与 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达量

的相关性

Ｆｉｇ．３ 　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇａｓｔｒｉｃ ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．４　 断奶前、后小鼠血清中 ＧＯＡＴ 含量的发育性

变化

　 　 断奶前后小鼠血清中 ＧＯＡＴ 含量与 ｍＲＮＡ 表达

变化趋势相一致，在 ４９ 和 ５６ 日龄时达到高峰，显著
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高于 ２１ 日龄（Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ４）。

不同字母表示差异达到显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ４　 断奶前、后小鼠血清中 ＧＯＡＴ 含量的发育性变化

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＧＯＡＴ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃
ｗｅａｎｉｎｇ ｍｉｃｅ

２．５　 断奶前、后小鼠胃黏膜 Ｇａｓｔｒｉｎ 和 ＳＳ ｍＲＮＡ
的表达

　 　 小鼠胃黏膜组织中 ＳＳ ｍＲＮＡ 表达在 １４ ～ ３５ 日

龄逐渐下降，４２ 日龄时开始显著上升（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图
５）。 Ｇａｓｔｒｉｎ ｍＲＮＡ 的表达在 ２１ 日龄显著降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５），４２～５６ 日龄保持稳定升高趋势（图 ６）。

不同字母表示差异达到显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ５　 断奶前、后小鼠胃 ＳＳ ｍＲＮＡ 的表达

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｇａｓｔｒｉｃ ＳＳ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃
ｗｅａｎｉｎｇ ｍｉｃｅ

３　 讨 论

ＧＯＡＴ 的 ｍＲＮＡ 主要分布于胃肠道，也分布于

Ｇｈｒｅｌｉｎ 作用的靶组织下丘脑和垂体。 ＧＯＡＴ 与酰基

化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 共表达于胃底泌酸腺 Ｘ ／ Ａ 样细胞，ＧＯＡＴ
ｍＲＮＡ 水平与血液中酰基化 Ｇｈｒｅｌｉｎ 水平成正相

关［１５］。 目前有关断奶前后胃粘膜组织中 ＧＯＡＴ 基

因表达的发育性变化研究报道甚少，我们研究发现

断奶前后小鼠胃黏膜组织中 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达呈年

龄依赖性变化趋势，且血清蛋白含量的变化趋势与

不同字母表示差异达到显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ６　 断奶前、后小鼠胃 Ｇａｓｔｒｉｎ ｍＲＮＡ 的表达

Ｆｉｇ．６　 Ｇａｓｔｒｉｃ ｇａｓｔｒｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅ⁃ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ｗｅａ⁃
ｎｉｎｇ ｍｉｃｅ

基因表达的发育性变化相一致，均在断奶日龄显著

下降，这提示断奶对胃 ＧＯＡＴ 基因的表达和蛋白质

水平均有显著影响，这与以前的研究结果［１６］ 相一

致。 不同种别的动物胃 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达出现峰值

的时间可能与许多因素有关，如胃生长发育规律的

品种差异、断奶时间不同、断奶前后食物物理形状和

化学组分不同等。
Ｋｉｒｃｈｎｅｒ 等研究发现 ＧＯＡＴ 基因缺失型小鼠缺

乏酰基化 Ｇｈｒｅｌｉｎ，饲喂富含中链三酸甘油酯饲料

时，体重和体脂适度下降，受到饮食限制时，血葡萄

糖水平出现不正常，甚至导致死亡，而野生型小鼠可

维持正常血糖水平［１１］。 腹膜内注射 ＧＯＡＴ 抑制剂

可有效改善野生型小鼠的葡萄糖耐受性［１７］。 ＧＯＡＴ
基因敲除小鼠试验结果表明，ＧＯＡＴ ／ Ｇｈｒｅｌｉｎ 系统在

调控胆酸代谢中起着非常重要的作用［１１］。 这些都

提示 ＧＯＡＴ 可能在 Ｇｈｒｅｌｉｎ 与胃酸分泌关系中扮演

着重要角色，但迄今为止，ＧＯＡＴ 与胃酸分泌的关系

国内外尚未见研究报道。 本研究通过荧光定量 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法检测到小鼠断奶前后胃 ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达

和血清蛋白含量均呈现年龄依赖性变化趋势，且胃

ＧＯＡＴ ｍＲＮＡ 表达的发育性变化与胃 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ
活性的变化成正相关，这提示 ＧＯＡＴ 与胃酸分泌具

有密切的关系，ＧＯＡＴ 可能在调节胃功能的发育过

程中起着重要的介导作用。
胃酸分泌主要由胃壁细胞的 Ｈ＋ ⁃Ｋ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 来

完成，它通过自身磷酸化和去磷酸化，将细胞外液中

的 Ｋ＋转运入壁细胞内，同时逆浓度梯度将细胞内

Ｈ＋泵出细胞外，从而完成胃酸分泌。 胃组织中的生

长抑素主要由胃体和幽门部的 Ｄ 细胞分泌，对体内
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许多与生长代谢有关的激素有广泛的抑制作用。 幽

门部的 Ｇ 细胞（分泌胃泌素）和胃泌酸区域的 Ｘ ／ Ａ
样细胞（分泌 Ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＧＯＡＴ）直接接触，Ｇ 细胞分

泌的 Ｇａｓｔｒｉｎ 能促进胃酸和胃蛋白酶分泌。 Ｙａｋａｂｉ
等［１８］和 Ｆｕｋｕｍｏｔｏ 等［１９］研究发现，Ｇｈｒｅｌｉｎ 和 Ｇａｓｔｒｉｎ
在促进胃酸分泌中具有协同作用。 Ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ 是

胃酸分泌的强抑制剂，可直接抑制壁细胞，也可通过

抑制 Ｇ 细胞分泌 Ｇａｓｔｒｉｎ 而间接地抑制胃酸的分

泌［２０⁃２１］。 本研究发现，断奶前后胃泌素基因表达的

变化规律和 Ｇｈｒｅｌｉｎ、ＧＯＡＴ 相一致，均在断奶日龄 ２１
ｄ 出现下降，之后维持稳定升高趋势。 提示胃泌素

可能在 ＧＯＡＴ 介导的 Ｇｈｒｅｌｉｎ 调节的胃酸分泌中有

一定的协调作用。 而胃 ＳＳ 基因表达的变化规律可

能与 ＳＳ 可以 抑 制 其 ｍＲＮＡ 的 表 达［２２⁃２３］ 相 关。
ＧＯＡＴ 抑制 ＳＳ 后，ＳＳ 浓度的下降可能部分解除了这

种抑制作用，促进了 ＳＳ ｍＲＮＡ 的表达。 但 ＧＯＡＴ 介

导调节的胃酸分泌机制还有待于进一步深入研究。
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