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胃饥饿素介导幽门螺杆菌相关

消化不良的动物实验研究
田家庚  李熳  王赜煜  赵莹  张志广

【摘要】目的   建立慢性幽门螺杆菌感染的动物模型，在此模型中通过加强胃饥饿素的表达，探讨

胃饥饿素在幽门螺杆菌相关性消化不良中的影响。方法  选取4周龄雌性C57BL/6小鼠24只，随机分为对

照组（蒸馏水灌胃 + 生理盐水腹腔注射）、实验组A（幽门螺杆菌菌液灌胃 + 生理盐水腹腔注射）和

实验组B（幽门螺杆菌菌液灌胃 + 雷帕霉素腹腔注射）。实验结束后处死小鼠，分别检测3组小鼠胃饥

饿素表达水平、胃内容物残留率及小肠推进率及HE染色观察小鼠胃炎的病理变化。采用独立样本t检验

分析小鼠的胃排空率、小肠推进速度、胃饥饿素分泌水平；多组间数据的整体比较采用ANOVA检验，

再应用LSD-t进行组间两两比较。结果   实验组A小鼠胃残留率[（43.6 ± 7.2）%]较对照组小鼠[（61.6 ± 
3.8）%]显著下降，差异有统计学意义（t = 4.579、P = 0.013）；实验组B小鼠胃残留率[（61.6 ± 3.8）%]较
实验组A[（43.6 ± 7.2）%]升高，差异均有统计学意义（t = 5.232、P = 0.012）。对照组、实验组A、实验

组B小鼠的小肠推进率经两两比较差异均无统计学意义（P均＞ 0.05）。与对照组小鼠的胃饥饿素[（39.6 ± 
1.3）%]分泌相比，实验组A小鼠胃饥饿素[（25.4 ± 5.0）%]分泌显著减少（t = 6.104、P ＜ 0.001），且病

理染色发现伴有胃炎发生；实验组B小鼠胃饥饿素[（31.8 ± 4.5）%]较实验组A小鼠分泌显著增多，差异

有统计学意义（t = 3.196、P = 0.041），同时病理染色提示胃炎得到不同程度改善。结论  提高胃饥饿素

水平可促进幽门螺杆菌相关消化不良症状的改善。
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【Abstract】Objective  To establish an animal model of chronic Helicobacter pylori (H. pylori) 
infection, and to investigate the effect of ghrelin on H. pylori related dyspepsia by increasing ghrelin 
expression. Methods  Twenty-four 4-week-old female C57BL/6 mice were randomly divided into control 
group (water gavage + saline injection), group A (H. pylori gavage + saline injection) and group B (H. pylori 
gavage + rapamycin injection). The mice were sacrificed at the end of the experiment, and the expression 
level of ghrelin, residual rate of gastric contents and small intestine propelling rate of the three groups were 
detected, and the pathological changes of gastritis in mice were observed by HE staining. Independent sample 
t test was used to analyze the gastric emptying mice, intestinal propulsion speed and ghrelin secretion of 
mice. Overall comparison of data between multiple groups was performed by ANOVA test and pairwise 
comparisons between the groups were performed by LSD-t test. Results  The gastric residual rate of 
group A mice [(43.6 ± 7.2)%] was significantly lower than that of control mice [(61.6 ± 3.8)%], with significant 
difference (t = 4.579, P = 0.013). The gastric residual rate of group B mice [(61.6 ± 3.8)%] was higher 
than that of group A mice (43.6 ± 7.2%), with significant difference (t = 5.232, P = 0.012). There was no 
significant difference in small intestine propulsion mice between two groups (all P > 0.05). Compared with 
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ghrelin secretion of control mice [(39.6 ± 1.3)%], ghrelin secretion of group A mice significantly reduced 
[(25.4 ± 5.0)%], (t = 6.104, P < 0.001), accompanied by gastritis. Compared with ghrelin secretion of group 
A mice, group B mice secretion ghrelin [(31.8 ± 4.5)%] was significantly increased (t = 3.196, P = 0.041), 
and the levels of gastritis were improved. Conclusions  Increased ghrelin levels could alleviate symptoms of                     
H. pylori-related dyspepsia.

【Key words】Helicobacter pylori; Dyspepsia; Gastric emptying; Ghrelin; Rapamycin

 消化不良根据病因分类可以分为功能性消化不

良以及器质性消化不良[1]。目前大量研究发现幽门

螺杆菌感染与消化不良存在明确的相关性[2]。幽门

螺杆菌本身由于耐药性强的特点备受关注[3]。京都

共识将幽门螺杆菌相关性消化不良定义为根除幽门

螺杆菌后消化不良症状能有效缓解，并提议幽门螺

杆菌相关性消化不良归为器质性消化不良[4]。

功能性消化不良根据症状分为上腹痛综合征

与餐后不适综合征。与餐后不适综合征相比，幽门

螺杆菌相关性消化不良在临床中往往与上腹痛综合

征关系更为密切。在根除幽门螺杆菌后，多数上腹

痛综合征的症状得到有效缓解[5]。既往研究中，幽

门螺杆菌相关性消化不良往往伴随着胃饥饿素分泌

的改变[6-7]。胃饥饿素分泌的下降可能导致消化道

痛觉超敏、胃动力异常，甚至直接影响中枢的摄

食功能[8]，可能是导致上腹痛综合症的原因。已有

文献报道幽门螺杆菌感染会引起胃黏膜的哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）通路的上调[9]。mTOR信号是调节能量平

衡的关键通路，可以直接影响胃饥饿素的分泌[10]。

雷帕霉素是mTOR通路的阻断剂，已有大量研究证

实雷帕霉素能诱导胃饥饿素的分泌上调[11-12]，故本

研究选择雷帕霉素诱导胃饥饿素分泌。

既往研究中，有关幽门螺杆菌感染导致消化

不良的机制研究较少。胃饥饿素与幽门螺杆菌感染

导致消化不良的相关性尚未见研究，故在建立慢性

幽门螺杆菌感染的动物模型基础上，进行胃肠动

力、胃部炎症及胃饥饿素等一系列检测，并通过观

察上调胃饥饿素后的相关改变，进一步探究幽门螺

杆菌感染导致消化不良的靶点，现报道如下。

材料与方法

一、实验动物与细菌

24只SPF级健康雌性C57BL/6小鼠，体重14～17 g，
每笼8只，4周龄。在室温条件下，24 h灭菌饲料和

饮用水供应，正常昼夜更替的光照。实验动物由

斯贝福（北京）生物技术有限公司提供（许可证

号：SCXK京2019-0010）。标准菌株：幽门螺杆菌

（ATCC 43504）购自上海北诺生物科技有限公司。

二、主要实验试剂及仪器

多黏菌素B、BCA蛋白浓度测定试剂盒、蛋白提

取试剂盒、脱纤维绵羊血（无菌）与脑心浸出液肉

汤（BHI）购自北京索莱宝科技有限公司。哥伦比亚

琼脂基购自OXOID公司。微需氧产气袋、氧气指示

剂与2.5 L圆底立式厌氧培养袋购自北京华威锐科化

工有限公司（图1）。尿素、苯酚红、胎牛血清、活

性碳与羧甲基纤维素钠购自天津麦兰伯生物技术有

限公司。小鼠胃饥饿素ELISA试剂盒购自厦门仑昌硕

生物科技有限公司。甲氧苄啶、万古霉素购自上海

麦克林生化科技有限公司。两性霉素B购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司。生物安全柜HR40-Ⅱ A2
来自青岛海尔特种电器有限公司。分光光度计来自

Eppendorf公司。离心机来自Beckman Coulter公司。酶

联免疫检测仪来自天津志卓生物科技有限公司。

三、实验方法

1. 幽门螺杆菌灌胃液的制备：将冰冻的幽门

螺杆菌菌液室温融化后接种于哥伦比亚琼脂基础 + 
脱纤维绵羊血的固体培养基，使用微需氧产气袋

于37 ℃培养箱内培养72 h。通过菌落形态、尿素

酶活性和活菌涂片鉴定菌株。使用60 mg甲氧苄

啶、40 mg多黏菌素B、40 mg两性霉素B、50 mg 
万古霉素加入200 ml蒸馏水配置成混合抗菌药物。

图1   使用产气袋培养幽门螺杆菌模式图
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将复苏的幽门螺杆菌菌株接种于脑浸心培养液 + 
10%胎牛血清 + 1%混合抗菌药物的混合培养液

中，于微需氧产气袋37 ℃培养箱中静置扩增繁殖

72 h。扩增结束后使用分光光度计测定440 nm处菌

液的吸光度，并使用PBS缓冲液调整菌液的浓度为

1 × 109 CFU/ml[13]。

2. 分组、造模及给药：SPF级健康C57BL/6小鼠

24只，使用随机排序法分为对照组（蒸馏水灌胃 + 
腹腔注射盐水），实验组A（幽门螺杆菌菌液灌胃 + 
腹腔注射盐水），实验组B（幽门螺杆菌菌液灌胃 + 
腹腔注射雷帕霉素），每组8只。培养小鼠1周适应

环境后开始实验。小鼠灌胃量均为0.4 ml，灌胃前先

禁食水12 h，连续灌胃3次，每次间隔1 d。灌胃结束

后第2周处死3组小鼠各2只，分别用尿素酶实验以

及HE染色法检测胃黏膜是否存在幽门螺杆菌定植以

证实造模是否成功。记录小鼠的一般情况，并继续

饲养小鼠16周。第17周对小鼠进行腹腔注射药物，即

0.9%生理盐水0.3 ml或雷帕霉素1 mg/kg注射，连续10 d。
注射结束后第2天进入各项指标的实验阶段。

三、观察指标

1. 测定小鼠胃内容物残留率及小肠推进率：

使用10 g羧甲基纤维素钠、16 g奶粉、8 g糖、8 g
淀粉和2 g活性炭加入300 ml蒸馏水配置为营养半

固体糊[14]。实验前禁食水24 h后，使用灌胃针给

小鼠灌营养性半固体糊0.6 ml，20 min后颈椎脱

臼处死小鼠。剪开小鼠腹部，剥离胃组织并结扎

贲门、幽门。结扎后剪断贲门、幽门取胃。用吸

水纸吸干水分后称胃全重。使用PBS缓冲液洗去

胃内容物后用滤纸吸干水分，称净重，计算胃内

残留率。游离小肠，将小肠平铺于白纸上，测量

小肠全长（cm）及幽门至半固体糊前沿的距离

（cm），计算小肠推进率。按以下公式计算：胃

残留率（%）=（胃全重－胃净重）/半固体糊重 × 
100%；小肠推进率（%）= 幽门至炭末前沿的距

离/小肠全长 × 100% 。
2. 测定小鼠胃组织快速尿素酶反应及病理染

色分析：使用100 ml蒸馏水溶解7 g尿素，10 ml蒸
馏水中溶解40 mg酚红。混合上述溶液，使用0.1 N
硫酸滴定试剂pH值至6.8。将混合溶液分装至试管

中，即尿素酶检测试剂。使用时将组织放入尿素酶

试剂中于孵育箱中孵育30 min后颜色变红色即为幽

门螺杆菌阳性。使用PBS缓冲液清洗干净小鼠胃组

织后，取少许胃组织分别进行快速尿素酶试验、病

理HE染色。参照文献[15]中方法，观察小鼠胃炎水

平的变化。

3. 小鼠血清中的胃饥饿素水平测定：处死小

鼠后打开胸腔心脏取血，将取好的全血注入离心管

中放置2 h，待血液凝固后于4 ℃、3 000 r/min（离

心半径r = 5 cm）、离心15 min，取上清为血清待

测液。按照ELISA试剂盒操作要求检测血清的胃饥

饿素水平。

四、统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。小鼠的

胃排空率、小肠推进速度、胃饥饿素分泌水平均为

正态分布计量资料，以 x ± s表示，采用独立样本t
检验；多组数据整体比较采用ANOVA检验，采用

LSD-t检验进行组间两两比较。以P ＜ 0.05为差异

有统计学意义。

结    果

一、幽门螺杆菌的培养与鉴定

幽门螺杆菌成功复苏，可见固体培养基上白

色透明针尖样菌落铺满平板，如图2所示。在液体

扩增阶段培养中使用扩增成功的幽门螺杆菌培养液

进行直接涂片，于电子显微镜下观察细菌。可见大

量幽门螺杆菌在镜下运动，形态正常清晰，运动活

跃，见图3。
二、小鼠胃残留率及小肠推进率 
使用半固体灌胃法计算胃排空和小肠推进

率，3组小鼠间胃残留率差异有统计学意义（F = 
14.658、P ＜ 0.001），而小肠推进率差异无统计

学意义（F = 2.394、P = 0.128）。较对照组，实

验组A小鼠胃残留率显著下降，差异有统计学意义

（t = 4.579、P = 0.013）；实验组A与实验组B组小

鼠胃残留率差异具有统计学意义（t = 5.232、P = 
0.012）。见图4和表1。

三、幽门螺杆菌定植检测与胃炎水平病理分析

使用快速尿素酶试验检测实验组A与实验组B
小鼠胃组织均呈阳性，镜下可见幽门螺杆菌定植于

胃黏膜中。正常组小鼠显微镜下的胃组织结构完

整、胃腺体及黏膜细胞排列均匀、整齐，未见腺体

扩张，炎性细胞浸润；实验组A小鼠可见胃黏膜上

皮细胞及腺体分布紊乱，腺体间结缔组织增生、腺

体萎缩并伴有炎症细胞浸润；实验组B小鼠可见胃

黏膜损伤较实验A组明显减轻，炎性细胞浸润和腺
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注：幽门螺杆菌液体培养后未染色直接于电子显微镜下图片，可

见图中存在大量形态各异的棒状细菌，呈海鸥形，弯曲状，直棒状等

多种形态 

图3  幽门螺杆菌液体培养显微镜下图

注：A、B、C分别为3组小鼠灌胃结扎后胃组织的图像，可见A、C中的胃内仍留存有较多的半固体营养液，B中的胃内半固体营养液

含量明显减少；D为小鼠灌胃后游离小肠的图像

图4  小鼠胃肠蠕动功能模式解剖图

表 1  三组小鼠胃残留率和小肠推进率（ x ± s，%）

组别 只数 胃残留率 小肠推进率

对照组 6 61.6 ± 3.8 55.9 ± 3.9

实验组A 6 43.6 ± 7.2 53.4 ± 6.8

实验组B 6 61.2 ± 6.6 62.4 ± 4.4

F值                  14.658 2.394

P值        ＜ 0.001 0.128
at值 4.579 0.646
aP值 0.013 0.539
bt值 5.232 0.754
bP值 0.012 0.468
ct值 0.114 2.411
cP值 0.912 0.037

注：a：实验组 A vs. 对照组；b：实验组 A vs. 实验组 B；c：实验

组 B vs. 对照组

注：幽门螺杆菌菌落颜色透明色泽很浅为半透明色，在强光下观察结果不明显。因此使用侧位观察，可见透明大量透明针尖样菌落铺满平板 

图2  幽门螺杆菌固体培养图
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体破坏有所改善（图5）。

四、小鼠血清胃饥饿素水平检测 
应用ELISA检测小鼠血清中的胃饥饿素水平，

3组小鼠血清胃饥饿素分泌值整体差异有统计学意

义（F = 19.222、P ＜ 0.001）。与对照组比较，实

验组A（t = 6.104、P ＜ 0.001）和实验组B小鼠

（t = 4.018、P = 0.002）胃饥饿素水平均较对照组

显著下降；实验组B小鼠血清胃饥饿素水平较实验

组A显著上升，差异有统计学意义（t = 3.196、P = 
0.041），见表2。

讨    论

功能性消化不良可分为餐后不适综合征和上

腹痛综合征两种类型。当胃肠运动功能下降时，

胃内蠕动减慢，胃排空延迟，会出现早饱、餐后

饱胀不适感，被称为餐后不适综合征。而内脏敏

感度增加时会出现酸超敏和内脏超敏反应，对疼

痛的耐受力下降，同时出现胃肠运动节律紊乱失

调时，会出现上腹部疼痛等症状，统称为上腹痛综

合征[16-17]。消化不良是幽门螺杆菌感染最常见的症

状之一[18]。文献报道幽门螺杆菌感相关性消化不

良在临床中多以上腹痛综合征为主要表现[4]。

目前国际上对于慢性幽门螺杆菌感染动物模型

的胃排空尚存在争议。国内一项研究将灌胃6周后

的幽门螺杆菌感染小鼠模型用树脂珠灌胃检测胃排

空，发现该模型的胃排空延迟[19]。Duval-Araujo等[20]

却在其研究中得到慢性幽门螺杆菌感感染小鼠的

胃排空加速的结论。日本一项实验测试感染幽门

螺杆菌40周小鼠的胃排空，期间间断检测胃排空

情况，并得到了胃排空在感染早期延迟，而后逐

渐加速的结论[21]。本研究认为不同实验组小鼠胃

排空的差异性是因幽门螺杆菌感染时间的长短不

同所导致，并且这种胃排空的加速可以随着幽门

螺杆菌的根除而改善[22]。通常认为胃排空的异常

注：A：对照组（左）与实验组（右）的小鼠胃组织尿素酶实验结果对比；B 和 C 中➨所指为 Hp 在胃黏膜中定植；E、F、G 分别为对照组、

实验组 A 和实验组 B 胃组织

图5  幽门螺杆菌鉴定与小鼠胃组织染色图

表2  ELISA 法检测 3 组小鼠血清胃饥饿素水平（ x ± s，pg/ml）

组别 数量 血清胃饥饿素 

对照组 6 39.6 ± 1.3

实验组A 6 25.4 ± 5.0

实验组B 6 31.8 ± 4.5

F值    19.222

P值 ＜ 0.001
at值      6.104
aP值 ＜ 0.001
bt值      3.196
bP值      0.041
ct值      4.018
cP值      0.002

注：a：实验组 A vs. 对照组；b：实验组 A vs. 实验组 B；c：实验

组 B vs. 对照组
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变化是导致上腹痛综合征的重要原因[23-25]。为模拟

人在幽门螺杆菌感染过程中的特点，本研究应用

为期约18周的慢性感染模型。本研究发现幽门螺

杆菌感染小鼠胃残留率显著减少，即预示着胃排

空加快，但是对小肠蠕动的影响并不显著，提示

慢性幽门螺杆菌感染加速了胃排空，并出现了胃

肠运动节律的紊乱，导致消化不良。

胃饥饿素是由胃分泌的重要的胃肠激素，其

作用包括控制食欲、刺激生长激素释放、影响胃蠕

动以及抑制炎症。血浆胃饥饿素水平异常可直接影

响消化不良患者的胃肠运动的稳态[26]。另有文献报

道幽门螺杆菌阳性患者的胃饥饿素水平显著低于健

康对照组，在根除幽门螺杆菌感后胃饥饿素表达显

著增加[27]。而胃饥饿素可以通过调节先天性和适应

性免疫系统抑制炎症[28]。同时有研究报道mTOR通
路是控制胃饥饿素分泌的主要靶点[11-12]，幽门螺杆

菌感染会下调mTOR通路[29]。本研究给予小鼠注射

雷帕霉素后，小鼠胃饥饿素的分泌水平显著增加，

雷帕霉素诱导胃饥饿素下调在幽门螺杆菌感染的动

物模型中得到证实。幽门螺杆菌感染小鼠在胃饥饿

素分泌水平上升后，胃内炎症水平也得到缓解，提

示胃饥饿素对幽门螺杆菌相关胃炎的发生发展有着

重要影响。小鼠在胃饥饿素分泌水平上升后胃排空

加快的表现也有所改善，这可能是由于炎症水平的

改善使胃内超敏反应下降，从而起到调节胃排空的

作用。

综上，本研究发现慢性幽门螺杆菌感染后的

小鼠出现胃饥饿素减少现象，同时伴有胃排空的加

快及胃肠运动节律的紊乱。在给予雷帕霉素上调胃

饥饿素后，胃排空加快和胃炎水平均得以改善，这

为今后进一步研究胃饥饿素与幽门螺杆菌相关消化

不良的靶点提供了一定的理论依据。
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