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胃肠激素检测方法的研究进展与应用展望*
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  【摘要】 胃肠道是体内最大的激素内分泌器官,胃肠激素广泛参与调控生理代谢,疾病进展与肿瘤的发生发展。

为了准确测量胃肠激素,本综述首先对其生理学特性进行了系统概述;其次就当前不同测量方法原理展开了系统讨论,

包括生物测定、放射免疫分析(RIA)、酶联免疫吸附试验(ELISA)、质谱(LC-MS/MS)和处理独立分析(PIA)。最后,全
面讨论了胃肠激素的转化研究和胃肠道激素测定的诊断价值。综述得出结论,测定胃肠道相关激素不仅与表征消化系

统功能和疾病密切相关,对于肠外功能监测同样尤为重要。此外,尽管质谱检测技术具有较好的应用前景,但目前仍然

受制于昂贵的仪器成本和操作复杂性。因此,现行的免疫测定技术(RIA和ELISA)仍是测量生物流体中胃肠激素切实

可行的最优方法。
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  【Abstract】 Thegastrointestinaltractisthelargesthormoneendocrineorganinthebody,andgastrointestinalhor-
monesarewidelyinvolvedinregulatingphysiologicalmetabolism,diseaseprogression,andtheoccurrenceanddevelop-
mentoftumors.Inordertoaccuratelymeasuregastrointestinalhormones,thisreviewbrieflydescribesthephysiological
characteristicsofgastrointestinalhormones.Secondly,theprinciplesofdifferentmeasurementmethodsarediscussed,in-
cludingbioassay,radioimmunoassay(RIA),enzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA),massspectrometry(LC-

MS/MS),andprocessindependentanalysis(PIA).Finally,theresearchontheconversionofgastrointestinalhormones
andthediagnosticvalueofgastrointestinalhormonemeasurementarediscussed.Theconclusiondrawnfromthereviewis
thatmeasuringgastrointestinalhormonesisnotonlycloselyrelatedtocheckingdigestivefunctionanddiseases,butalso
importantformonitoringextraintestinalfunction.Inaddition,althoughMSdetectiontechnologyhasgoodapplication

prospects,itisstilllimitedbyexpensiveinstrumentcostsandoperationalcomplexity.Therefore,currentimmunoassay
technologies(RIAandELISA)arestillthemostfeasiblemethodsformeasuringgastrointestinalhormonesinbiological
fluids.
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  胃肠激素指的是由消化道黏膜中的内分泌细胞、旁分泌细

胞以及神经元细胞分泌释放的一群肽类物质[1]。综合阐述胃

肠激素的定量测定方法,了解此类激素的生物学结构和作用至

关重要。根据胃肠激素的结构同源性可将大多数激素分为九

个家族[2],分别包括分泌素家族、胃泌素家族、速激肽家族、饥
饿素家族、PP家族、生长抑素家族、胰岛素家族、表皮生长因子

家族、阿片肽家族,见表1。每个家族都各自起源于一个基因。

此外,胃肠道中还有爱帕琳肽、缓激肽、降钙素基因相关肽、可
卡因-苯丙胺调节转录肽、甘丙肽、胃泌素释放肽、神经紧张素、

转化生长因子-β、促甲状腺素释放激素、食欲素(下丘脑泌素)

等肽激素和神经肽。
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表1 胃肠激素家族分类

Table1 Classificationofthegastrointestinalhormonefamily

家族 激素名称 生理作用 检测方法 相关临床疾病 参考文献

分泌素
家族

促胰液素(Secretin) 刺激胰腺分泌碳酸氢盐,调节胃肠活动 ELISA、RIA 胰腺炎、胃动力障碍 [3]
胰高血糖素样肽-1(GLP-1) 刺激胰岛素分泌,抑制胰高血糖素分泌 质谱、RIA 2型糖尿病、肥胖 [4-7]
胰高血糖素样肽-2(GLP-2) 促进肠道生长和修复 ELISA、RIA 短肠综合征、消化不良 [8-11]
胰高血糖素样肽-2(GLP-2) 促进肠道生长和修复 ELISA、RIA 短肠综合征、消化不良 [8-11]

血管活性肠肽(VIP) 刺激肠道水和电解质分泌 ELISA、质谱 VIP瘤、慢性腹泻 [12-15]
葡萄糖依赖性胰岛素促进肽(GIP) 刺激胰岛素分泌,抑制胃酸分泌 ELISA、RIA 2型糖尿病 [16,17]

组异肽(PHI) 促进肠道运动,调节血糖代谢 ELISA、RIA 肠动力障碍、代谢综合征 [10,18]

促垂体腺苷酸环化酶活性肽(PACAP)
参与调节神经内分泌功能,

促进胃肠运动 ELISA、质谱 神经内分泌肿瘤、胃肠运动障碍 [10,17,19]

胃泌素
家族

胃泌素(Gastrin) 刺激胃酸分泌 RIA、PIA 胃泌素瘤、卓-艾综合征 [10,19,20]
胆囊收缩素(CCK) 刺激胆囊收缩、胰酶分泌,调节饱腹感 ELISA、RIA 胆囊疾病、胰腺功能紊乱 [15,18,20]

速激肽
家族

P物质(SubstanceP) 参与疼痛传导和炎症反应 ELISA、质谱 疼痛、炎症性疾病 [7,10,21,22]
神经激肽A/B(NeurokininA/B) 调节神经传导、疼痛感知,参与炎症反应 ELISA、质谱 神经性疾病、疼痛感知障碍 [9,15,15,21,23]

饥饿素
家族

胃饥饿素(Ghrelin) 刺激食欲,调节能量平衡 ELISA、RIA、质谱 肥胖、糖尿病 [6,11,20,24]
胃动素(Motilin) 刺激胃肠蠕动,促进胃排空 ELISA、质谱 胃排空障碍、消化不良 [10,14,25,25]

PP
家族

胰多肽(PP) 调节胰腺分泌、胃酸分泌,调节肠道运动 ELISA、RIA 胰腺功能障碍、糖尿病 [9,10,21,26]
肽YY(PYY) 抑制食欲,延缓胃排空 质谱、RIA 肥胖、体重管理 [19,22,27]

神经肽Y(NPY) 促进食欲,调节能量代谢 ELISA、质谱 肥胖、代谢综合征 [10,20,27,28]

生长抑素
家族

生长抑素(Somatostatin) 抑制胃肠激素分泌,减缓胃肠运动 RIA、ELISA 胰腺肿瘤、肢端肥大症 [10,14,29]
皮质抑素(Corticostatin) 抑制皮质醇分泌,调节应激反应 ELISA、RIA 应激相关疾病、糖皮质激素异常 [6,20,30]

胰岛
素家族

胰岛素(Insulin) 促进葡萄糖吸收,调节血糖水平 ELISA、RIA 1型和2型糖尿病、代谢综合征 [31,22,26,32]
胰岛素样生长因子(IGF-I/II) 促进细胞增殖,抑制细胞凋亡 ELISA、RIA 代谢性疾病、癌症 [30,32-34]

表皮生长因子(EGF) 刺激细胞生长、分化和增殖 ELISA、质谱 组织修复、癌症 [3,28,35,36]

表皮生长
因子家族

转化生长因子α(TGF-α) 促进细胞增殖、组织修复,调节炎症反应 ELISA、质谱 组织修复、癌症 [35-38]
双调蛋白(Amylin) 调节血糖、抑制胃排空,调控食欲 ELISA、质谱 糖尿病、肥胖 [21,36,38,39]

β-内啡肽(β-Endorphin) 镇痛,调节应激反应 ELISA、质谱 慢性疼痛、抑郁症 [10,38-40]

阿片肽
家族

脑啡肽(Enkephalin) 镇痛,调节疼痛感知 ELISA、质谱 慢性疼痛、应激相关疾病 [15,38,39]
强啡肽(Dynorphin) 调节疼痛感知,应激反应 ELISA、质谱 疼痛调节、应激相关疾病 [6,38,41]

1 胃肠激素的多样性与定量检测

每个胃肠激素的祖先基因由于选择性剪接、细胞特定的转

录后加工等原因从而具有多种不同的表型,这就导致肠道中可

以分泌释放超过100种不同的激素活性肽物质[42]。同时,这

些胃肠激素基因也在消化道以外的其它内分泌细胞、大脑和周

围神经元、肌细胞、免疫细胞和其它体细胞中广泛表达[43]。这

些肠外细胞由于成熟路径不同,从而可能释放相同前体激素的

不同生物活性片段。此外,包括肿瘤细胞在内的细胞可能会以

不同方式分泌活性肽类物质,使得相同的肽不仅可以作为经典

的血液激素存在,还可以作为神经递质、局部生长因子(对正常

细胞和癌细胞均有作用)存在。因此,胃肠激素在整个有机体

中甚至在有机体之间都具有重要的调节性作用[25]。

各种类型的胃肠激素由于其结构同源性、表达形式特异性

(转录本的选择性剪接、带有一个活性位点的前体激素的多种

产物、含有两个或更多活性序列的前体激素的差异性加工)和

组织细胞分泌差异性(内分泌,神经分泌、旁分泌、自分泌、精子

分泌等五种分泌方式)等特点[44],导致其生物活性肽结构不能

依靠cDNA和蛋白前体序列进行预测,需要对氨基酸序列和释

放肽衍生物进行精确测算以及对其活性的研究。因此,用于测

定此类激素方法的特异性要求非常高。

2 胃肠激素的检测方法

北京协和医院是国内最早开展胃肠激素基础和临床研究

的单位之一。1979-1988年,消化内科陈寿坡、潘国宗、陈元方、

周志超、孙钢、钱家鸣等多名医师先后到美国从事胃肠激素及

其受体的研究,回国后积极开展工作。1980—1992年消化内

科逐步建立了促胰液素、胃泌素、血管活性肠肽、胰多肽、生长

抑素、神经降压素、表皮生长因子和胃动素等8种胃肠激素的

放射免疫测定方法(其中6种为国内首创)。陈元方等[30-31]完

成了血管活性肠肽、促胰液素等激素的测定,研究了多种胃肠

激素对大鼠肠道吸收功能的影响,还探讨了胃肠激素对胆石

形成的影响。

胃肠激素在血浆中测量的突破始于1950年代末的纽约布

朗克斯。SolomonBerson和 RosalynYalow[45]根据对蛋白质

代谢的研究,开发了后来被称为放射免疫分析(RIA)的技术,

并首次用于胰岛素测定。

放射免疫分析由于技术成熟、高灵敏度、且能检测极低浓

度的生物分子(如激素、酶和药物),检测限通常达到皮摩尔或

更低范围,而且高特异性。另外,由于抗体与抗原的特异性结

合,RIA在复杂样本(如血浆或组织液)中能准确检测目标分

子。自20世纪50年代开发以来,RIA技术已被广泛应用于内

分泌学、药物分析和医学诊断,积累了丰富的经验和标准化流

程。其定量精确性高通过放射性同位素发出的信号,RIA在定

量分析中具有较高的重复性和可靠性。

早在1960年,多个实验室开始为胰腺、垂体、甲状腺、甲状
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旁腺和胃肠道的肽类分泌激素开发RIA。

RIA的检测原理主要是基于样品中待测的激素与示踪剂

(同一肽被放射性碘标记)竞争结合到一种定量的抗体上。使

用的抗体表位对于确保测量的特异性至关重要。在许多情况

下,用于免疫分析的待测激素的完整长度序列可能因为激素不

同而以不同的分子形式出现,从而出现问题。因此,常用合成

的激素半抗原,这些激素半抗原由6至10个氨基酸残基序列

共价结合到载体蛋白上,用来标记抗体以确保抗体的精确特异

性。当区分同一胃肠激素系统下属的生物活性肽时,这一点至

关重要。因为如上所述,胃肠激素以不同的分子形式存在。表

位图谱是评估所用抗体特异性的另一种方式,但由于成本原因

并不常用。然后是关于示踪剂(放射标记的激素)的问题。碘

化标志肽有多种方法,常用的方法是逐步的氯胺氧化法。

但是放射免疫分析也有一定的缺陷,比如放射性安全问

题,放射性同位素(如碘-125、氚)具有潜在的安全隐患。实验

操作需要特殊设施和严格的辐射防护措施。另外,试剂稳定性

差,放射性标记物的半衰期有限,导致试剂有效期较短,需定期

更换。因此,RIA技术逐渐被一些新技术替代。

酶联免疫吸附试验(ELISA)的发展在临床生化和免疫检

验中起到了重要作用。ELISA的检测原理多种多样,包括直

接、间接、夹心和竞争性ELISA。ELISA的检测系统灵活,从

显色(吸光度)到激光(Luminex技术)各种各样。另一个方面

是ELISAs的多功能设计方式。从直接竞争性ELISA到夹心

ELISA,每种都有不同的优势和限制[46]。例如,夹心ELISA的

原理是使用两种抗体(因此称为夹心),这样可以提高待测激素

的特异性。用夹心ELISA方法测量激素的经典例子是生物检

测完整的甲状旁腺激素(PTH)和胰高血糖素。

与RIA相比,ELISA的可扩展性对普通的实验室更具吸

引力。传统的ELISA通常在96孔板格式中进行,与RIA相比

优点是只需要较少的样本量(5-50μL)完成检测。但是,它的缺

点也很明显,比如手工操作多且复杂,无法进行大批量标本的

检测,结果的重复性和一致性存在差异。

临床检测通常使用的自动化仪器是将化学发光分析法与

酶联免疫吸附试验有机结合起来。化学发光法的检测主要基

于一种电激发化学反应,通过光电倍增管或光电探测器捕获光

信号。通常,检测信号与目标分子的浓度成比例。化学发光法

与免疫学方法结合使用,不仅保留了ELISA方法的特异性优

点,还提高的检测的灵敏度,且更容易实现自动化,应对大批量

标本的检测。目前临床使用最广泛的主要是基于鲁米诺和三

联吡啶钌等化学发光底物的电化学发光法进行样本检测。

但对于胃肠激素而言,上述方法都只能检测其在血液中的

含量水平,比如胃蛋白酶原、胃泌素等的检测[47]。而胃肠激素

的分子异质性对解释或诊断疾病至关重要,必须仔细评估分析

特性,许多免疫测定由于缺乏特异性抗体而存在缺陷。因此,

在考虑测量胃肠激素的方法时,必须仔细考虑它们的分析可靠

性和缺点[48-49]。不幸的是,市场上许多对用于胃肠激素的商业

化免疫测定试剂盒评估不足,因此经常不够准确。这种缺陷可

能会导致严重的临床后果质谱分析是一种不同于抗原抗体的

方法。质谱方法可以大大消除交叉反应和血浆干扰,并且能够

区分分子量至1道尔顿的差异,质谱检测胃肠激素在原理上优

于基于抗体的测定方法[50]。当前基于质谱的方法通常可以分

为“基于无偏质谱的多肽组学”和“基于质谱的靶向检测”[51]。

对于后者,已经发表了几种方法,包括在Bottomup自下而上

的组学中,蛋白质或激素在进入质谱分析之前需要先消化成肽

段;Topdown自上而下的组学则通过分离技术(例如液相色谱

或2-D凝胶电泳)从复杂的生物样品中分离完整的蛋白质或激

素,然后进行质谱分析,这种串联质谱技术可以有效分离肽类

分子的结构异质体,单独进行检测。另外,质谱分析还涉及是

否使用预富集和分级步骤。富集策略包括使用磁珠偶联的抗

体,而分级步骤通常包括尺寸排除色谱,但一定程度限制了灵

敏度。基于抗体的富集很有效,但免疫反应特异性问题和 RIA
以及 ELISA中描述的一样存在。值得注意的是,富集的误差

可能高达50%,从而引入了相当大的不确定性[52]。

对于无偏质谱的多肽组学方法,一个主要问题是“搜索空

间”[53]。搜索空间指的是氨基酸序列可能出现的组合数,鉴于

胃肠激素不仅在细胞特异性加工中表现出较大的异质性,还包

括翻译后修饰和蛋白酶诱导的剪切位点搜索空间急剧增加,因

此分析时间也随之增加。此外,考虑到许多胃肠激素在体外血

浆中被剪切,样本收集时使用蛋白酶抑制剂变得同样重要,但

这也会因此导致多肽组学的改变[53]。总的来说,尽管理论上

质谱方法优于RIA和ELISA,但在分析可靠性、成本和实用性

方面仍存在一些问题。此外,对于那些在血浆浓度处于飞摩尔

范围的胃肠激素系统,目前的质谱技术还不够敏感。

3 胃肠激素的转化研究与临床应用

随着胃肠激素的基础研究向临床转化,医生也有了更多的

诊疗仪器。Guillemin团队[54]首次从下丘脑分离14肽生长抑

素(somatostatin,SS),并证实SS能够抑制下丘脑分泌生长激

素。山西医科大学第一医院联合西南医科大学附属医院、北京

协和医院等国内8家单位,共同制定了68Ga-DOTA生长抑素

受体PET/CT定位诊断NEN的操作规范[55],反映出本领域我

国与世界先进水平的差距已大大缩小如前所述,胃肠激素不仅

调控消化吸收,还广泛参与全身代谢活动。例如,胰高血糖素

前体经蛋白酶水解可产生一系列多肽,这些多肽产物不仅见于

胰腺的胰岛细胞,在具有内分泌功能的小肠L细胞也有丰富的

表达。其中来源于胰岛的主要是胰高血糖素和肠升糖素相关

性胰多肽,来源于肠道的则是肠高血糖素族,包括肠升糖素

(Glycentin)、胰高血糖素样肽(Glucagon-likepeptide,GLP-1
和GLP-2)和胃泌酸调节素(Oxytonmodulin,OXM)等。个体

摄入营养物质(尤其是碳水化合物)后刺激GLP-1释放,GLP-

1促进胰岛素分泌,降低餐后血糖的作用较强。GLP-1受体在

胰岛β细胞表达丰富,这一生物学特性可用于胰岛素瘤的定

位,成为该病诊疗技术的新亮点。李方团队[56]总结 GLP-1R
显像 在 胰 岛 素 瘤 中 的 应 用,并 以 68Ga-exendin-4GLP-1R

PET/CT为基础,提出了该诊断技术的操作规范。GLP-1的生

理效应呈葡萄糖浓度依赖性,当血糖浓度较低时终止刺激胰岛

素分泌,从而防止低血糖的发生。GLP-1对血糖的调节更符合

人体生理规律,其受体激动剂用于治疗2型糖尿病有独特优

势,特别是对心血管和其他器官有保护作用,已成为治疗该病
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的新一代药物。例如,GLP-1受体激动剂利拉鲁肽有助于降低

2型糖尿病患者心血管事件发生率和病死率。新一代 GLP-1
类似物索马鲁肽(semaglutide)有助于减轻非酒精性脂肪性肝

炎患者的肝损害,促进肝功恢复。OXM由小肠L细胞产生,主

要生理功能是调节食欲,其透过血脑屏障到达下丘脑弓状核,

与特异性受体结合后发出饱感信号,从而避免个体过度进食。

依据这一调控机制研发肥胖治疗用药,有助于控制全球肥胖

流行。

多年来,胃肠激素的测量在检查病理生理学和诊断严重和

常见的肿瘤性和代谢性疾病方面至关重要。因此,主要的胃肠

癌(食管癌、胃癌、胰腺癌、小肠癌和结直肠癌)在不同程度上表

达调节生长的胃肠激素,这些激素被认为有助于自分泌方式的

癌变。此外,常见的肠外癌症(脑瘤、肺癌、乳腺癌和卵巢癌)以

及肉瘤通常表达一个或多个胃肠激素。此外,2型糖尿病和肥

胖症也是胃肠内分泌学关注的主要代谢性疾病。特别值得注

意的是,肠激素GLP-1和DPP-4抑制剂衍生物已成为一种重

要的药物,由于GLP-1的肠促素效应,它们在2型糖尿病的治

疗中也变得尤为重要[57]。除此之外,胃肠激素也在神经内分

泌肿瘤的日常诊断中常规作为检测指标。事实上,通过胃肠激

素测量揭示了某些特定肿瘤的部分临床综合指征。尽管每年

患者发病率为每百万人1-2例[58],他们在国家神经内分泌肿瘤

中心很常见,因为大多数肿瘤尽管生长缓慢但是恶性的,需要

定期随访,测量实际特定胃肠激素的血浆浓度,甚至偶尔还需

测量其前体。例如,丹麦神经内分泌肿瘤中心(服务于580万

居民)每年需要进行大约1000次胃泌素及其前体的血浆浓度

测量[58]。

肠激素与肿瘤复杂变化的病理生物变化过程可由胰高血

糖素瘤类比说明:临床上,胰高血糖素瘤的症状可能是高血糖

和游走性坏死性红斑,与胰高血糖素对糖原分解、糖异生和尿

素生成的生物作用一致[59]。然而,免疫组化学诊断为胰高血

糖素瘤的患者也可能表现为低血糖和高胰岛素血症(尽管肿瘤

不产生胰岛素)。准确测量胰高血糖素衍生肽(如胰高血糖素

和GLP-1)后表明这确实是由于这些患者的胰高血糖素剪接不

同所致。具有胰腺表型的患者表现为高胰高血糖素血症,导致

高血糖和氨基酸分解加剧,而具有低血糖的患者为肠表型,表

现为GLP-1浓度增加和胰岛素促进,从而导致低血糖[60]。

4 胃肠激素研究的展望

随着对胃肠激素的分子和细胞生物学复杂性的认识,测量

方法也得到了进一步的发展。虽然在最初的纯化和鉴定中生

物测定是必要的,但它们通常对如今在血浆和组织提取物中的

检测激素水平来说不敏感和非特异性。因此,我们转向使用免

疫分析技术,如RIA和ELISA,它们提供了更高的敏感性和特

异性。最近,质谱技术的进步使得我们可以通过分子质量直接

测定和区分肽激素的不同分子形式,这在理论上可以提供强大

的分析精确性和测量范围。然而,尽管质谱技术存在的较强理

论优势,它在实际应用中仍面临诸多挑战,包括成本高、操作复

杂和样本处理要求严格。此外,现有的质谱设备通常无法达到

检测低丰度胃肠激素所需的灵敏度,特别是当这些激素的浓度

低至飞摩尔级别时。

因此,尽管这些先进技术的前景光明,但在未来一段时间内,

RIA和ELISA仍将是临床和研究实验室检测胃肠激素的主要

手段。对于那些需要高度精确和细致的胃肠激素测量的情况,

例如在临床诊断或药物开发中,我们现在可以通过结合使用多

种技术来实现。例如,可以使用RIA或ELISA进行初步筛选,

然后对可疑的样本或关键样本应用质谱加以确认和详细分析。

此外,随着生物技术和计算生物学的发展,我们可能会看到新

的分析方法的出现,这些方法可能会进一步提高我们测量和解

释胃肠激素水平的能力。

综上所述,胃肠激素的测量技术从其诞生之初便经历了从

基本的生物测定到高度精细的免疫分析和质谱技术的发展。

在未来,我们可以预见到对于这些测量方法的进一步优化和改

进,尤其是在提高灵敏度和减少成本方面。此外,随着人工智

能和机器学习等计算工具的发展,我们将能够更好地分析和解

释大量的数据,从而深入理解胃肠激素的复杂调控网络及其在

健康和疾病中的作用。随着研究的进展,我们也期待新的生物

标志物的发现,这将帮助我们更精确地诊断和治疗胃肠道以及

相关疾病。同时,随着科学技术的不断发展,未来可能会出现

全新的测量和治疗技术,使我们能够以前所未有的精确度进行

干预和治疗,从而提高患者的生活质量并减少医疗成本。
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