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宫内生长受限大鼠胃黏膜 nesfatin-1/NUCB2 和
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［摘要］　目的　探讨nesfantin-1、ghrelin 在宫内生长受限（IUGR）大鼠胃黏膜的表达及其意义。方法　采

用母鼠妊娠期低蛋白饮食法，使其自然分娩建立IUGR新生大鼠模型。根据有无追赶生长分为追赶生长组（RC组）、

无追赶生长组（RR 组）、对照组（CC 组）。应用实时荧光定量 PCR 技术及 Western blot 法测定不同日龄（12 d、

21 d、28 d）及追赶生长情况的 SD 大鼠胃黏膜的 nesfantin-1/NUCB2、ghrelin mRNA 及蛋白的表达。结果　大鼠

出生后胃黏膜即有 nesfatin-1/NUCB2 mRNA 及蛋白的表达。随日龄增长，3 组仔鼠胃 nesfatin-1/NUCB2 mRNA 及

蛋白的表达均明显升高，断奶前（12 d、21 d），RC 组均高于 CC 组（均 P<0.05），而断奶后（28 d）RC 组与

CC 组无差异；RR 组始终低于 RC 组（均 P<0.05）。生后 12 d 开始 RC 组 ghrelin mRNA 及蛋白高于 CC 组，断

奶后两组无差异；RR 组于生后 12 d 开始始终低于 RC 组及 CC 组。结论　Nesfatin-1 与 ghrelin 共同表达于 IUGR

大鼠胃黏膜，参与长期的营养调控。                                 ［中国当代儿科杂志，2014，16（10）：1051-1056］
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Expression of nesfatin-1/NUCB2 and ghrelin in gastric mucosa of rats with 
intrauterine growth retardation
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Abstract: Objective    To investigate the expression of nesfatin-1/NUCB2 and ghrelin in the gastric mucosa of rats 
with intrauterine growth retardation (IUGR) and its significance. Methods    The IUGR animal model was established 
by feeding rats low-protein diets during their pregnancy. Newborn rats were divided into catch-up growth, non-catch-
up growth and control groups. Protein and mRNA levels of nesfatin-1/NUCB2 and ghrelin in the gastric mucosa of rats 
were determined by RT-PCR and Western blot, respectively. Results    Nesfatin-1/NUCB2 mRNA and protein were 
expressed in the gastric mucosa of rats immediately after birth, and their expression increased in an age-dependent 
manner in all three groups. Furthermore, the level of nesfatin-1/NUCB2 in the catch-up growth group was higher than 
that in the control group before weaning, whereas there was no significant difference in nesfatin-1/NUCB2 expression 
between the two groups after weaning. The level of nesfatin-1/NUCB2 in the non-catch-up growth group was lower than 
that in the catch-up growth group during the whole observation period. The level of ghrelin in the catch-up growth group 
was higher than that in the control group starting from day 12 after birth, whereas there was no significant difference 
in ghrelin expression between the two groups after weaning. The level of ghrelin in the non-catch-up growth group 
was lower compared with those in the catch-up growth and control groups from days 12 to 28 after birth. Conclusions    
Nesfatin-1 and ghrelin are co-expressed in the gastric mucosa of rats with IUGR after birth and interact with each other to 
produce long-term nutritional regulation.                                            [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(10): 1051-1056]
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宫内生长受限（intrauterine growth retardation, 

IUGR）易发生营养程序化，影响生后能量代谢及

体格生长 [1]。部分由下丘脑神经元所分泌的神经肽

如神经肽 Y（neuropeptidey, NYP），阿片促黑色素

原（proopiomelnacortin, POMC）等在摄食和能量平

衡的调节中发挥着十分重要的作用。Nesfatin-1 是

由核组蛋白 2（nucleobindin2, NUCB2）编码的脑肠

肽，与 ghrelin 均是近年来在大鼠中枢及外周发现

的脑肠肽，具有调节摄食及能量代谢等神经内分

泌作用 [2-3]。本课题组既往研究发现，在 IUGR 新

生儿生后早期血浆nesfatin-1与ghrelin水平均较高，

且与能量代谢及追赶生长有关 [4-5]。国外学者研究

发现 SD 大鼠生后第 1 天血清 nesfatin-1/NUCB2 水

平低于成年大鼠，随日龄增长于生后 13 d、20 d、

27 d 逐渐增高 [6]。但它们在 IUGR 患儿中枢及外周

组织的作用以及两者之间的关系目前在国内外未

见报道。

本研究应用实时荧光定量 PCR（real time-
PCR） 技 术 及 Western-blot 法 测 定 IUGR 的 SD

大鼠在生后不同日龄及追赶生长情况下胃黏膜

的 nesfatin-1/NUCB2、ghrelin mRNA 及 蛋 白 的 表

达，探讨不同生长情况下 IUGR 大鼠外周组织

nesfatin-1/NUCB2、ghrelin 的表达变化及其与生长

的关系。

1　材料与方法

1.1　动物模型的建立

根据文献报道 [7]，采用母鼠妊娠期低蛋白饮

食法，使其自然分娩建立 IUGR 新生大鼠模型。

选取 2 月龄清洁级的未曾交配的成年雌性 SD 大鼠

24 只与雄性 SD 大鼠 12 只（购于河北医科大学实

验动物中心），体重 200~250 g。适应性喂养 1 周

后，随机选择雌雄大鼠按 2 : 1 比例合笼，次日母

鼠阴道涂片找到精子为受孕第 1 天。限食母鼠（怀

孕期间限制蛋白进食，饲料中蛋白含量占 8%）所

生新生鼠出生体重和（或）身长小于正常对照组

新生鼠2个标准差者纳入实验组（IUGR组，R组）；

同时设自由进食的母鼠（任意摄取标准鼠食，蛋

白含量为 20%）自然分娩后的新生鼠为对照组（C

组）。为防止胎数不均对仔鼠出生体重及生后摄

食等的影响，凡妊娠成活胎仔鼠数不足 5 只或超

过 10 只者，均弃去。

所有仔鼠出生后均由原母鼠母乳喂养，C 组

仔鼠的母鼠分娩后仍自由进食，仔鼠作为对照组

（CC 组，40 只）；R 组仔鼠分为 2 组：1 组为母

鼠分娩后改为自由进食（RC 组，追赶生长组，

40 只），1 组母鼠分娩后继续限食（RR 组，无追

赶生长组，40只），每周测体重、身长（鼻肛长）。

所有仔鼠 21 d 断乳，给予常规饲料自由进食至生

后 28 d。

1.2　标本留取

RR 组、RC 组及 CC 组仔鼠分别于生后 0 d、

12 d、21 d、28 d（各 10 只）禁食 12 h，10% 水合

氯醛（3 mL/kg）麻醉成功后开腹，腹主动脉取血

并处死，于无菌冰块上迅速分离出胃，沿胃大弯

剪开，剪取胃体部组织 30~50 mg，立即剪碎，无

菌密封，置于液氮罐中速冻，后移至 -70℃深冻冰

箱保存。

1.3　 提 取 RNA 及 实 时 荧 光 定 量 RT-PCR 法 测

nesfatin-1/NUCB2、ghrelin mRNA 的表达

在 无 RNA 酶 的 环 境 下 制 备 组 织 匀 浆，

并加入变性液经酸酚 - 氯仿将 RNA 抽提至水

相，与 DNA 和蛋白质分离，经异丙醇沉淀回

收总 RNA，经 RNA 的纯度及完整性检测，表

明提取的 RNA 蛋白污染很少，进行反转录（试

剂 盒 : Promega，USA）。PCR 扩 增，GAPDH

为内参基因，扩增片段长度 120 bp，上游引

物：5'-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3'， 下 游

引 物：5'-GCTTCACCACCTTCTTGATGTC-3'；
Ghrelin 扩 增 片 段 长 度 136 bp， 上 游 引 物：

5'-GCCCAGCAGAGAAAGGAAT-3'， 下 游 引

物：5 ' -AGGGAGCATTGAACCTGATT - 3 '；
Nesfatin-1 扩 增 片 段 长 度 116 bp， 上 游 引 物：

5'-CCAGACACGGGACTTTATTATG-3'，下游引物：

5'-CCGCTCCTTATCTCCTCTATG-3'。扩增完毕后，

进入 ABI 7300 型荧光定量 PCR 仪自带的 SDS v1.3

软件的结果分析界面，设置 GAPDH 为内参照基

因，设置基线为 3~15 个循环，得到各样本、各基

因扩增的 Ct 值。设置 B4 样品为标准 1，按照 RQ=

2- △△ Ct 公式得到各目的基因在各样本中表达水平

的相对定量值（RQ 值），将 RQ 值用于统计分析。
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表 1　各组不同日龄仔鼠体重与身长比较　（x±s）

组别 鼠数
体重 (g) 身长 (cm)

0 d 12 d 21 d 28 d 0 d 12 d 21 d 28 d

CC 10 6.8±0.8 24.2±2.9 47.6±4.8 58.7±7.2 5.16±0.27 7.11±0.75 10.62±0.43 13.43±2.08

RC 10 5.7±0.6a 23.0±3.7 48.1±6.5 59.7±5.7 4.80±0.31a 7.19±0.69 10.41±0.66 13.11±1.76

RR 10 5.4±0.4a 11.9±1.3a,b 28.6±2.4a,b 34.6±4.9a,b 4.65±0.29a 6.1±0.33a,b 8.66±0.29a,b 10.88±1.34a,b

F 值 14.41 58.23 52.11 56.18 8.14 9.65 49.31 6.28

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.05；b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.05。

表 2　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 nesfantin-1/NUCB2 mRNA 表达　（x±s）

组别 鼠数 0 d   12 d  21 d    28 d  F 值 P 值

CC 10  0.58±0.20 13.13±1.46c  38.57±7.15c,d  135.88±11.04c,d,e   858.01 <0.01

RC  10 3.12±0.65a    27.38±4.38a,c  64.73±6.52a,c,d   129.56±7.30c,d,e   1051.64 <0.01

RR 10 3.12±0.65a 0.78±0.10a,b 34.82±12.56b,c,d   61.46±11.85a,b,c,d,e 111.23 <0.01

F 值 72.84 249.18 31.70 161.86

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，
P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

1.4　Western blot 法 测 定 nesfatin-1/NUCB2、

ghrelin 蛋白表达

将胃组织剪碎后置于匀浆套管中，按照

每 100 mg  组 织 1 mL 的 量 加 入 RIPA  裂 解 液

（150 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCl，pH 7.8，

0.1% NP-40，0.5% 脱氧胆酸钠，0.1% SDS，0.1% 

EDTA） 进行匀浆。然后冰浴反应 30 min；离心

取上清 （即蛋白提取液 ），加入 PMSF 调至终

浓度为 1 %，-20℃ 保存。取 1 cm 光径比色杯，

根据考马斯亮蓝试剂盒说明书，用分光光度计于

595 nm 处测定样品 OD 值，按照以下公式计算出

样品的浓度（g/L）：样品浓度 =（样品 OD 值 -

空白 OD 值）/（标准 OD 值 - 空白 OD 值）× 标

准品浓度 × 样品稀释倍数。在制作的电泳胶板加

样孔中加样，每孔中加入含 50 µg 蛋白的蛋白样品

电泳加样液进行 SDS-PAGE 电泳。转膜、封闭后

加小鼠抗大鼠一抗，4℃过夜。TTBS振荡冲洗3遍，

加入用 TTBS 1 : 3 000 稀释的兔抗小鼠二抗，4℃孵

育 1 h。用 TTBS 室温洗膜 3 次，TBS（10 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0，150 mmol/L NaCl）洗膜 1 次。

抗体结合区带用化学发光法检测。将 DAB 显色的

PVDF 膜在凝胶成像仪上照像，Quantity One 软件

分析。结果用样品与 GAPDH 的 IOD 比值表示。

1.5　统计学分析

采用 SAS 8.0 统计分析软件包对数据进行分

析。所有计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表

示，多组间比较采用方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组仔鼠生后体重、身长增长比较

出生当天，R 组仔鼠体重及身长明显低于 C

组，RC 组于生后 12 d 内显示出明显的追赶生长，

体重与身长在生后 12 d、21 d 及 28 d 与 CC 组比

较差异均无统计学意义。RR 组于生后 12 d、21 d

及 28 d 体重与身长始终低于 RC 组及 CC 组 （均

P<0.05）。见表 1。

2.2　各组仔鼠胃 nesfatin-1/NUCB2 mRNA 及蛋

白的表达比较

大 鼠 出 生 后 胃 黏 膜 即 有 nesfatin-1/NUCB2 
mRNA 及蛋白的表达。随日龄增长，3 组仔鼠胃

nesfatin-1/NUCB2 mRNA 及蛋白的表达均明显升

高，至生后 28 d，是出生时的数十倍甚至上百倍

（均 P<0.01）。断奶前，RC 组均高于 CC 组（均

P<0.01），而断奶后 RC 组与 CC 组无差异。RR 组

在生后各时间点始终低于 RC 组（均 P<0.01）。见

表 2~3 和图 1~2。
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表 3　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 nesfantin-1/NUCB2 蛋白表达　（x±s）

组别 鼠数 0 d   12 d  21 d    28 d  F 值 P 值

CC 10 1.54±0.21 3.41±0.23c 6.61±0.43c,d 13.41±1.95c,d,e 266.53 <0.01

RC  10 2.12±0.36a  4.67±0.38a,c  11.73±1.11a,c,d  13.41±1.91c,d,e   229.83 <0.01

RR 10  2.12±0.36a 1.26±0.19a,b,c 6.65±0.27b,c,d   11.40±0.42a,b,c,d,e 2102.92 <0.01

F 值 11.00  384.07 174.28 5.28

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 0.01

注：a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，
P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

表 4　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 ghrelin mRNA 表达　（x±s）

组别 鼠数 0 d   12 d  21 d    28 d  F 值 P 值

CC 10   0.96±0.25   6.56±0.74c    56.00±13.51c,d 97.19±27.10c,d,e 89.64 <0.01

RC  10 0.93±0.26 41.61±4.00a,c  113.34±24.92a,c,d   91.89±35.21c,d 54.52 <0.01

RR 10 0.93±0.26   2.67±1.08a,b,c 9.98±1.41a,b,c,d  43.99±8.51a,b,c,d,e 214.01 <0.01

F 值 0.03 781.34 99.90 12.59

P 值 0.97 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，
P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

表 5　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 ghrelin 蛋白表达　（x±s）

组别 鼠数 0 d   12 d  21 d    28 d  F 值 P 值

CC 10    0.52±0.19    1.41±0.29c 3.91±0.94c,d   13.60±3.23c,d,e   125.94 <0.01

RC  10 0.50±0.20 1.90±0.73a,c 5.60±1.33a,c,d  12.11±2.60c,d,e   118.32 <0.01

RR 10 0.50±0.20   0.79±0.31a,b,c 2.78±0.68a,b,c,d    3.48±0.61a,b,c,d    88.77 <0.01

F 值 0.03 13.21 19.46 51.04

P 值 0.98 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，
P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

图 1　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 nesfantin-1/NUCB2 

mRNA 表达（n=10）　　a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；
b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，

P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，

P<0.01。

图 2　各组不同日龄仔鼠胃黏膜 nesfantin-1/NUCB2

蛋 白 表 达（n=10）　　a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；
b 示与同日龄 RC 组比较，P<0.01；c 示与同组 0 d 比较，

P<0.01；d 示与同组 12 d 比较，P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，

P<0.01。

2.3　各组仔鼠胃 ghrelin mRNA 及蛋白表达比较

生后当天 ghrelin mRNA 及蛋白在 3 组仔鼠

胃黏膜表达无差异，但生后 12 d 开始 RC 组高

于 CC 组（均 P<0.01），断奶后两组无差异。RR

组于生后 12 d 开始始终低于 RC 组及 CC 组（均

P<0.01）。见表 4~5 和图 3~4。
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图 3　各组仔鼠不同日龄胃黏膜 ghrelin mRNA 表达
（n=10）　　a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC

组比较，P<0.01；c示与同组0 d比较，P<0.01；d示与同组12 d比较，

P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

图 4　 各 组 仔 鼠 不 同 日 龄 胃 黏 膜 ghrelin 蛋 白 表 达
（n=10）　　a 示与同日龄 CC 组比较，P<0.01；b 示与同日龄 RC

组比较，P<0.01；c示与同组0 d比较，P<0.01；d示与同组12 d比较，

P<0.01；e 示与同组 21 d 比较，P<0.01。

3　讨论

研究表明，无论中枢还是外周注射 nesfatin-1
均有很明显的抑制摄食的作用 [8-9]。而脑室内注射

nesfatin-1 抗体可刺激摄食 [2]。禁食后胃内 NUCB2 

mRNA 表达下降，同时血浆 nesfatin-1/ NUCB2 水

平下降，再投喂后可恢复 [10]。因此证实 nesfatin-1
作为抑制摄食的调节肽在下丘脑和外周均发挥重

要作用。

Nesfatin-1 免疫阳性细胞主要分布在胃的下

1/2 到 1/3 处，此处的内分泌细胞最多，包括分泌

ghrelin 的 X/A 样细胞 [11-12]。本研究检测胃黏膜内

nesfatin-1 与 ghrelin 的 mRNA 及蛋白的表达，发现

大鼠出生后胃黏膜即有 nesfatin-1 mRNA 及蛋白的

表达，且随日龄增长而增加，与国外学者研究一

致 [6,13]。断奶前，RC 组胃黏膜 nesfatin-1 的表达高

于 CC 组，而断奶后 RC 组与 CC 组表达无差异。

RR 组始终低于 RC 组，提示 nesfatin-1 在 3 组之间

的差异与追赶生长关系密切。nesfatin-1 在 RC 组

胃内的高表达可能是对 RC 组食欲良好、体重增加

的一种适应性反应。RC 组体重增长较快，升高的

nesfatin-1 可能有利于防止其食欲过盛及体重过度

增长而导致肥胖。相反，RR 组胃内 nesfatin-1 的

低表达可能有利于其提高食欲及体重增加。

既往研究显示，高脂喂养的肥胖小鼠 ghrelin

在胃肠道表达下调，血浆 ghrelin 水平降低，而进

食后血浆中水平升高 [14-15]。杨慧明等 [16] 研究认为

ghrelin 可能参与了宫内 IUGR 胎鼠的生理调节或病

理过程。本研究结果显示，ghrelin 与 nesfatin-1 共

同表达于胃黏膜。生后当天 ghrelin mRNA 及蛋白

在 3 组仔鼠胃黏膜表达无差异，但生后 12 d 开始

RC 组高于 CC 组，断奶后两组无差异。RR 组于

12 d 后始终低于 RC 组及 CC 组。与既往研究结果

一致 [13,17]。提示 ghrelin 参与了 IUGR 仔鼠生后早

期的营养调控。Ghrelin 与 nesfatin-1 在胃内的表达

变化趋势一致，提示 nesfatin-1 和 ghrelin 作为脑肠

肽相互作用，相互协调，在摄食及能量代谢中发

挥重要作用。两者之间的相互作用尚需进一步深

入研究。
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