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胃饥饿素对ＨＫ－２细胞缺氧／复氧损伤后的保护作用及机制
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摘要：目的 探讨胃饥饿素（ｇｈｒｅｌｉｎ）对 ＨＫ－２细胞缺氧 ／复氧的保护作用及机制。方法 以 ＨＫ－２细胞为研究对象，建立缺氧 ／复氧模
型，模拟肾缺血再灌注损伤过程。胃饥饿素预处理后，采用 ＣＣＫ－８试剂盒检测不同质量浓度胃饥饿素（０，１２．５，２５，５０，１００，２００，４００，
８００，１６００ｎｇ／ｍＬ）对缺氧 ／复氧及正常 ＨＫ－２细胞活力的影响。将细胞分为正常对照组（Ｎ组），缺氧 ／复氧损伤组（Ｈ／Ｒ组），胃饥饿
素（４００ｎｇ／ｍＬ）预处理组 ＋缺氧 ／复氧损伤组（ｇｈｒｅｌｉｎ＋Ｈ／Ｒ组）。造模成功后，采用原位末端转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）试剂盒检测细胞凋
亡，蛋白质印迹法（ＷＢ）检测各组细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）及磷酸化细胞外调节蛋白激酶（ｐ－ＥＲＫ）、Ｐ３８促分裂素原活化蛋白激酶
（Ｐ３８）及磷酸化 Ｐ３８促分裂素原活化蛋白激酶（ｐ－Ｐ３８）的表达。结果 缺氧 ４ｈ，复氧 １２ｈ能有效诱导 ＨＫ－２细胞缺氧 ／复氧损伤模
型；与胃饥饿素质量浓度为０ｎｇ／ｍＬ时相比，质量浓度为１２．５，２５，５０ｎｇ／ｍＬ时对缺氧／复氧损伤的ＨＫ－２细胞无影响；胃饥饿素质量
浓度为 １００，２００，４００，８００ｎｇ／ｍＬ预处理能有效提高细胞活力（Ｐ＜０．０１），质量浓度为 １６００ｎｇ／ｍＬ时 ＨＫ－２细胞的活力开始
降低；胃饥饿素质量浓度大于８００ｎｇ／ｍＬ对正常ＨＫ－２细胞活力有影响（Ｐ＜０．０５）；与Ｎ组相比，Ｈ／Ｒ组细胞凋亡明显，ＥＲＫ，ｐ－ＥＲＫ，
Ｐ３８及 ｐ－Ｐ３８表达无差异；与 Ｈ／Ｒ组相比，ｇｈｒｅｌｉｎ＋Ｈ／Ｒ组细胞凋亡水平下降，ＥＲＫ，ｐ－ＥＲＫ，Ｐ３８表达无差异，ｐ－Ｐ３８表达增高。
结论 胃饥饿素预处理能对ＨＫ－２细胞缺氧 ／复氧损伤起到保护作用，可能是通过激活 Ｐ３８信号通路发挥其功能。
关键词：胃饥饿素；ＨＫ－２细胞；缺氧 ／复氧模型；Ｐ３８信号通路
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胃饥饿素（ｇｈｒｅｌｉｎ）是从胃中分离发现的，由 ２８个
Ｎ端第３位丝氨酸残基 Ｎ辛酰化修饰的氨基酸组成的

多肽犤１犦，是内源性生长激素促分泌素受体（ＧＨＳＲ）犤２犦，具
有广泛的组织分布，通过 ＧＨＳＲ发挥多种生物学作用，
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·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

在肾脏中也有分布。有研究表明，外源性注射胃饥饿素

对急性肾损伤有预防作用犤３－４犦。急性肾损伤易出现在肾

缺血再灌注，称为肾缺血再灌注损伤（ＩＲＩ）。肾脏的损伤
从缺血开始，恢复灌注后组织会进一步处理损伤，包括

中性粒细胞的聚集，游离自由基的产生和细胞因子的激活

等犤５犦。ＩＲＩ过程中缺氧会导致不正常的信号传导，引起一系
列病理改变，导致肾功能严重受损犤６－７犦。本研究中采用

ＨＫ－２细胞建立缺氧／复氧损伤模型，在体外模拟肾缺血
再灌注损伤过程，观察胃饥饿素对ＩＲＩ的影响及其作用机
制，通过ＣＣＫ－８、原位末端转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）法、蛋白
质印迹（ＷＢ）法观察在胃饥饿素作用下ＨＫ－２细胞的活
力、凋亡情况及相关信号通路蛋白表达情况，为进一步在

预防肾损伤领域应用胃饥饿素提供依据。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：３１３１型三气培养箱牗美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司牘；

ＭＣＯ－１８ＡＩＣ型二氧化碳培养箱牗日本 ＳＡＮＹＯ公司牘；
１３００ＳＥＲＩＥＳＡ２型生物安全柜牗美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司牘；Ｄｏ
Ｘ６型全自动化学发光图像分析系统牗上海天能公司牘。

试药：胃饥饿素牗美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，批号为
Ｇ３９０２牘；细胞外调节蛋白激酶（ＥＲＫ）兔一抗牗批号为
４６９５Ｔ牘，细胞外调节蛋白激酶磷酸化（ｐ－ＥＲＫ）兔一抗
牗批号为 ４３７０Ｔ牘，Ｐ３８促分列素原活化蛋白激酶（Ｐ３８）
兔一抗牗批号为８６９０Ｔ牘，磷酸化Ｐ３８促分列素原活化蛋
白激酶 ｐ－Ｐ３８兔一抗牗批号为 ４５１１Ｔ牘，均购自美国
ＣＳＴ公司；ＴＵＮＥＬ试剂盒（瑞士 ＲＯＣＨ公司，批号为
１１６８４８１７９１０）；β－ａｃｔｉｎ兔一抗牗批号为 ａｂ８２２７牘，ＨＲＰ
标记抗兔二抗牗批号为ａｂ６７２１牘，均购自Ａｂｃａｍ公司；其
他试剂均为国产分析纯。

细胞：ＨＫ－２细胞购自中科院细胞所。
１．２ 细胞培养

将 ＨＫ－２细胞株加入 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（含
１０％胎牛血清）中进行培养，再将其置孵育箱内（３７℃，
５％ＣＯ２），孵育箱需维持饱和湿度等适宜的培养条件，在
无菌条件下开始进行传代培养。当细胞铺满玻片壁后，

用 ０．２５％浓度的胰酶传代，同步化 ２４ｈ后细胞进入指
数生长期，细胞每３～５ｄ可传代１次。
１．３ 建立细胞缺氧／复氧损伤模型

采用体外细胞培养，缺氧 ／复氧模型模拟缺血再灌
注模型。将正常培养的 ＨＫ－２细胞置 ０．２５％浓度的胰
酶消化，计数后按２×１０４个／孔接种于９６孔板中。于第
２天将９６孔板置三气培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２，１％Ｏ２），
分别培养 ０，１，２，３，４ｈ，移至正常培养箱内（３７℃，５％
ＣＯ２）１２ｈ。
１．４ ＣＣＫ－８法检测细胞活力

将质量浓度为 ０，１２．５，２５，５０，１００，２００，４００，８００，

１６００ｎｇ／ｍＬ的胃饥饿素加入 ２×１０４个 ／孔的 ９６孔
板中，每组平行 ４个。于正常培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２）
孵育 ２ｈ，置三气培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２，１％Ｏ２）培
养４ｈ，于正常培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２）孵育１２ｈ。每孔
加入新鲜配制的含１０μＬ的毒性检测液 ＣＣＫ－８，将培
养板在培养箱孵育３ｈ，用酶标仪测定４５０ｎｍ波长处的
吸光度（Ａ）值。
１．５ 试验分组

将正常培养的 ＨＫ－２细胞置 ０．２５％浓度的胰酶
消化，计数后按 １×１０５个 ／孔接种于预先放置爬片的
２４孔板中。第２天将细胞分为３组，正常组（Ｎ组）细胞
正常培养１６ｈ；缺氧／复氧损伤组（Ｈ／Ｒ组）不做处理的
细胞于正常培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２）孵育 ２ｈ，将孔板
置三气培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２，１％Ｏ２）培养 ４ｈ，然后
移至正常培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２）１２ｈ；胃饥饿素预处
理组＋缺氧 ／复氧损伤组（ｇｈｒｅｌｉｎ＋Ｈ／Ｒ组）将质量浓
度为４００ｎｇ／ｍＬ的胃饥饿素加入 ２４孔板中，正常培养
箱内（３７℃，５％ＣＯ２）孵育 ２ｈ，置三气培养箱内（３７℃，
５％ＣＯ２，１％Ｏ２）培养 ４ｈ，移至正常培养箱内（３７℃，
５％ＣＯ２）１２ｈ。
１．６ ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡

各组细胞培养时加入细胞爬片，按１．５项下方法培
养。将各组爬片置 ４％多聚甲醛固定，以 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ工
作液覆盖孵育样品，ＤＡＰＩ复染封片。２００倍显微镜下观
察，细胞核呈黄色为阳性的凋亡细胞。

１．７ ＷＢ法检测蛋白表达
用 ＲＩＰＡ裂解液提取各组细胞总蛋白，３０μｇ的蛋

白样品在 １０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶上分离，并转移到
ＰＶＤＦ膜上；ＰＶＤＦ膜用５％脱脂牛奶封闭２ｈ；ＰＶＤＦ膜
在４℃温度下与一抗孵育过夜，再用１∶２０００辣根过氧
化物酶结合的二级抗体室温下孵育 １ｈ；蛋白条带以化
学发光法显色获得。

１．８ 统计学处理
采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计学软件分析。试验数据

经单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），组间比较采用
Ｔｕｋｅｙ′ｓＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｓＴｅｓｔ。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２ 结果

２．１ 细胞缺氧／复氧损伤模型的建立
ＨＫ－２细胞置三气培养箱（３７℃，５％ＣＯ２，１％Ｏ２）

缺氧 １，２，３ｈ后，正常培养箱（３７℃，５％ＣＯ２）复氧 １２ｈ
均不能有效影响细胞活力，缺氧４ｈ正常培养箱（３７℃，
５％ＣＯ２）复氧１２ｈ，细胞活力显著降低（Ｐ＜０．０１）。表明
ＨＫ－２细胞置三气培养箱中（３７℃，５％ＣＯ２，１％Ｏ２）缺
氧４ｈ，置正常培养箱（３７℃，５％ＣＯ２）复氧１２ｈ，能有效
诱导其缺氧／复氧损伤模型。详见图１。
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注：与０ｈ相比，Ｐ＜０．０１。
图１ 细胞缺氧／复氧损伤模型的建立

相对吸光度
１．５

１．０

０．５

０

注：与０ｎｇ／ｍＬ相比，Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．００１。
图２ 不同质量浓度胃饥饿素对缺氧／复氧损伤ＨＫ－２细胞的影响
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注：与０ｎｇ／ｍＬ相比，Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１。
图３ 不同质量浓度胃饥饿素对正常ＨＫ－２细胞的影响
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图４ 胃饥饿素对缺氧／复氧损伤的ＨＫ－２细胞凋亡的影响
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图５ 胃饥饿素对缺氧／复氧损伤的ＨＫ－２细胞中ＥＲＫ表达的影响

蛋白相对量牗β－ａｃｔｉｎ牘

组别
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０．３

０．２

０．１

０
Ｎ组 Ｈ／Ｒ组 ｇｈｒｅｌｉｎ＋Ｈ／Ｒ组

２．２ 不同质量浓度对细胞活力的影响
ＣＣＫ－８试验结果表明，采用质量浓度为 １２．５，

２５，５０ｎｇ／ｍＬ的胃饥饿素预处理２ｈ后，对缺氧／复氧
损伤的 ＨＫ－２细胞无明显影响。但胃饥饿素质量浓度
为 １００，２００，４００，８００ｎｇ／ｍＬ预处理能有效提高细胞
活力（Ｐ＜０．０１），且当质量浓度为 １６００ｎｇ／ｍＬ时，
ＨＫ－２细胞的活力开始降低，表明胃饥饿素质量浓度为
１６００ｎｇ／ｍＬ时不利于ＨＫ－２细胞的生存。详见图２。

为进一步验证胃饥饿素对正常 ＨＫ－２细胞的影
响，将不同质量浓度的胃饥饿素加入正常 ＨＫ－２细胞
中，且置正常培养箱（３７℃，５％ＣＯ２）孵育 １６ｈ。每孔加
入新鲜配制的含１０μＬ的毒性检测液 ＣＣＫ－８，将培养
板在培养箱孵育３ｈ，用酶标仪测定４５０ｎｍ波长处的吸
光度，结果见图 ３。可见，质量浓度为 １２．５，２５，５０，１００，
２００，４００ｎｇ／ｍＬ的胃饥饿素均不影响 ＨＫ－２细胞的生
长，但胃饥饿素质量浓度为８００，１６００ｎｇ／ｍＬ时，ＨＫ－２
细胞的活力显著降低（Ｐ＜０．０５）。表明胃饥饿素质量浓
度大于８００ｎｇ／ｍＬ不利于ＨＫ－２细胞的生存。

２．３ 对缺氧／复氧损伤的ＨＫ－２细胞凋亡的影响
ＴＵＮＥＬ试验结果显示，Ｎ组 ＨＫ－２细胞未明显凋

亡，但 Ｈ／Ｒ组中 ＨＫ－２细胞出现大量凋亡，但胃饥饿
素（４００ｎｇ／ｍＬ）预处理后，ＨＫ－２细胞凋亡明显减少。
表明胃饥饿素能有效抑制由缺氧 ／复氧损伤诱导的
ＨＫ－２细胞的凋亡，详见图４。

２．４ 对细胞中ＥＲＫ表达的影响
ＷＢ试验结果表明，胃饥饿素对缺氧／复氧损伤的

ＨＫ－２细胞中总ＥＲＫ蛋白及磷酸化 ｐ－ＥＲＫ蛋白表达
无影响，β－ａｃｔｉｎ为内参蛋白。详见图５。

２．５ 对细胞中Ｐ３８表达的影响
ＷＢ试验结果表明，胃饥饿素预处理后能显著增加

缺氧／复氧损伤的 ＨＫ－２细胞中磷酸化 Ｐ３８蛋白的表
达。表明胃饥饿素可能是通过激活 Ｐ３８信号通路保护
ＨＫ－２细胞缺氧／复氧的损伤。详见图６。
３ 讨论

肾缺血再灌注的发病机制包括氧自由基的毒性、细



Ｐ３８
ｐ－Ｐ３８
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注：与Ｈ／Ｒ组比较，Ｐ＜０．００１。
图６ 胃饥饿素对缺氧／复氧损伤的ＨＫ－２细胞中Ｐ３８表达的影响



胞凋亡、炎性反应、细胞内钙超载等，针对这些致病机制

采取对应的治疗措施犤８犦。

ＡＮＤＲＥＷＳ等犤９犦研究发现，胃饥饿素可通过减少线

粒体中活性氧来发挥抗氧化作用犤９犦；胃饥饿素被证明可

增加神经元细胞中ＵＣＰ２蛋白的表达犤１０犦；外源性注射胃

饥饿素能刺激催乳素、促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、皮质
醇的分泌；胃饥饿素能通过引起啮齿动物和人类高血

糖，降低胰岛素水平发挥厌食效应；胃饥饿素在心力衰

竭和心肌缺血再灌注损伤中可起保护作用，在其他疾病

如脓毒症和肠道缺血再灌注损伤中有有益作用犤１１犦。

ＫＥＩＫＯ等犤１２犦的研究发现，胃饥饿素在小鼠中能通

过抗氧化应激机制保护其免受促血管生成素Ⅱ引起的肾
脏损害。胃饥饿素通过迷走神经对动物肾缺血再灌注起保

护作用犤１３犦。提示胃饥饿素能在肾缺血再灌注损伤中起到一

定作用，但其如何在这个过程发挥作用的机制尚不明确。

本研究中以人肾皮质近曲小管上皮细胞ＨＫ－２细
胞为模型，成功建立了体外缺氧 ／复氧损伤模型，并模
拟肾缺血再灌注损伤模型。研究结果显示，胃饥饿素能

提高缺氧 ／复氧细胞的活力，高质量浓度的胃饥饿素对
细胞活力有一定损伤，提示在使用胃饥饿素预防肾缺血

再灌注损伤时应当注意选择适当的浓度进行预处理，能

在缺氧／复氧细胞模型中起到保护作用。ＷＢ检测结果显
示，ＥＲＫ蛋白表达无变化，胃饥饿素预处理后，ｐ－Ｐ３８蛋
白含量有显著提升。Ｐ３８有丝分裂素激活蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）是与细胞增殖、分化、凋亡密切相关的细胞转
导的重要通道犤１４犦。代谢综合征大鼠血管周围脂肪组织来源

的瘦素可通过Ｐ３８通路促进血管平滑肌细胞由收缩型转
换为增殖型犤１５犦。故推测胃饥饿素能通过激活Ｐ３８信号通路
保护ＨＫ－２细胞缺氧／复氧的损伤，为进一步探讨胃饥饿素
如何在肾缺血再灌注损伤中发挥作用提供了新思路。
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