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Obestatin对血浆 ghrelin和 nesfatin-1水平及胃排空的影响 *
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摘要 目的：探讨侧脑室注射 obestatin对大鼠血浆酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin、nesfatin-1水平的影响以及对胃排空的调控。方
法：侧脑室注射 obestatin，采用酶免疫测定（EIA）法检测血浆酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin、nesfatin-1 水平以及胃排空率的变
化。结果：侧脑室分别注射 0.1、0.3或 1.0 nmol obestatin，大鼠血浆酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin以及 nesfatin-1水平无显著改
变（P>0.05），且酰基化 ghrelin与去酰基化 ghrelin比率无显著改变（P>0.05）；侧脑室注射 obestatin，大鼠摄食量无显著改变，但胃
排空率明显增加（P<0.05）；胃排空率明显延迟（P<0.05）。与侧脑室注射 1.0 nmol Obestatin组相比，注射 1.0 nmol Obestatin+CRF，
大鼠摄食量无显著改变，胃排空率明显延迟（P<0.05）。各组摄食量及进入十二指肠内食物量无明显差异（P>0.05）。结论：中枢
obestatin促进大鼠的胃排空，可能与 h/rCRF通路有关。
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The Effects of Obestatin on Plasmaacyl Gheelin and Nesfatin-1 Levels,
and on Gastric Emptying in Rats*

To discuss the impact of intracerebroventricular obestatin on plasma acyl ghrelin, des-acyl ghrelin and
nesfatin-1 levels, and the regulation of gastric emptying in rats. Rats were administrated obestatin through
intracerebroventricular (ICV) injection; Enzyme immunoassay (EIA) method was used to detect the plasma levels of acyl ghrelin,
des-acyl ghrelin, nesfatin-1 and changes in the rate of gastric emptying. After lateral ventricle injection respectively 0.1, 0.3 or
1.0 nmol obestatin, the plasma levels of acyl ghrelin, des-acyl ghrelin, nesfatin-1 had no significant change (P>0.05), and the ratio of acyl
ghrelin and des-acyl ghrelin had no significant difference (P>0.05) too. Food intake of rats had no obvious difference after lateral
ventricle injection of obestatin, but the gastric emptying rate increased significantl (P<0.05). Gastric emptying rate delayed significantly
(P<0.05). Compared with lateral ventricle injection 1.0 nmol Obestatin group, injection 1.0 nmol Obestatin + CRF, no significant changes
in food intake in rats significantly delayed gastric emptying rate (P<0.05). While the amount of food intake and the food into the
duodenum had no obvious difference (P>0.05). Central obestatin promotes gastric emptying of rats, which may be
associated with h/rCRF pathways.
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前言

Obestatin是 23个氨基酸的脑肠肽，是胃促生长素前原体
转录翻译产物[1]，在中枢 obestatin神经元主要分布于下丘脑摄
食相关中枢，如下丘脑外侧区（LHA）、背内侧核，室旁核（PVN）
和弓状核（Arc）也有分布。Obestatin具有抑制渴觉[2]、抗焦虑[3]、

促进学习记忆[3]、增加快速动眼睡眠和减少睡眠延迟[4]等功能。

有研究表明，肥胖患者血浆 obestatin水平较低[5]，而消瘦者则较

高[6]。另有文献报道，obestatin 可促进食欲，参与能量代谢调

控[7]，但目前对 obestatin的促摄食作用仍有争议。因此，本研究
采用侧脑室注射 obestatin，观察大鼠血浆与摄食和胃运动密切
相关的脑肠肽，如 ghrelin和 nesfatin-1水平改变，并同时观察
其对胃排空的影响，目的是进一步验证 obestatin在调控摄食和
胃肠动力中的作用。

1 材料和方法

1.1 动物
体重 250-320g的雄性 SD大鼠，购自青岛市动物检疫中

1628· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.9 MAR.2015

心，置于循环光照下（8:00-20:00 光照），温湿度恒定（22.5±
1.5℃），自由饮水、摄食。实验均在 8:00Am开始。
1.2 侧脑室植入套管

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠（50 ng/kg），将大鼠置于立
体定位仪上，在右侧脑室植入一同芯套管（定位：前囟后 0.8
mm，旁开 1.4 mm，深 4.5 mm）。将植入后的导管固定于头骨表
面。为了验证导管是否植入侧脑室，实验结束后经导管向大鼠

脑室注射 100 滋L 0.05%甲苯基紫色[8]。

1.3 血浆酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin以及 nesfatin-1的检测
随机选取 40只大鼠，分为 4组（每组 10只）：对照组，侧脑

室注射 NS；obestatin低剂量组：侧脑室注射 0.1 nmol obestatin；
obestatin中剂量组：侧脑室注射 0.3 nmol obestatin；obestatin高
剂量组：侧脑室注射 1.0 nmol obestatin。侧脑室注药 2小时后采
集血液。将血样放入含有乙二胺四乙酸二钠（EDTA）（1 mg/ml）
和抑肽酶（500 U/ml）的冰冻玻璃管内，离心分离血浆。酶免疫
测定（ELISA）法测量血浆中酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin以
及 nesfatin-1的含量。实验用 ELISA试剂盒均购自上海劲马实
验设备有限公司，严格按说明书操作：

1)试剂配制：

1× 洗涤液：将 5× 洗涤液与 dH2O以 1:4进行稀释；
1× 稀释液：5× 稀释液与 dH2O以 1:4进行稀释；
1× 检测液：以 1× 稀释液稀释 100× 检测液 100倍，检测

液应在使用前 1h内配制；
2)标准品配制：分别向酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin以

及 nesfatin-1标准品试管内加 dH2O 1 mL，终浓度为 500 ng/mL
（酰基化 ghrelin），1200 ng/ml（去酰基化 ghrelin），12 ng/mL（nes-
fatin-1）；取 8个离心管，每只离心管加 300 滋L的 1× 稀释液，
向 #7离心管中加 300滋L标准品溶液，倒置混合，浓度为 10ng/mL；
#0离心管不加标准品，从 #6~1开始依次倍释标准品浓度；

3) ELISA：血浆标本以 1× 稀释液按 1:50进行稀释；取 100
滋L#0~7离心管内标准品、稀释的血浆加入到抗体包埋的板孔
内；37℃下孵育 1 h；以 300 滋L 1× 洗涤液洗涤 3次；向各孔加
100 滋L二抗，37℃下孵育 1h；以 300 滋L 1× 洗涤液洗涤 3次；
向各孔加 100 滋L 1× 检测液，37℃下孵育 1h；以 300 滋L 1× 洗
涤液洗涤 5次；向各孔加 100 滋L 1× 底物反应液，室温下避光
下孵育 10 min；使用排刷向各孔加 100 滋L反应终止液；450 nm
紫外线下检测，并建立标准曲线（图 1），计算各样本蛋白数值
乘以稀释倍数，取得蛋白的血浆浓度。

图 1 酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin和 nesfatin-1的标准曲线

Fig. 1 Acyl ghrelin, dis-acyl ghrelin and nesfatin-1 standard curve

1.4 胃排空实验
随机选取 60只大鼠，分为 6组，每组 12只。实验前大鼠禁

食 16小时，随后给予大鼠 350 kcal/100 g固体食物，1小时后侧
脑室注射药物。对照组注射 10 滋L NS，实验组分为 5组，分别
注射 0.1 nmol obestatin、0.3 nmol obestatin、1.0 nmol obestatin、1
nmol h/rCRF、1.0 nmol obestatin+h/rCRF，注药后禁食 2小时。

摄食量计算方式：固体食物总量—剩余固体食物量[9]。

实验结束后，大鼠断颈处死，开腹、夹闭食管、胃及十二指

肠，将胃完整取出，胃内容物干燥后称量。

胃排空率 = [1-（干燥的胃内容物重量 /摄食量）]× 100%。
十二指肠内容物 =摄食量 -干燥的胃内容物重量。

1.6 统计学分析

应用 PPMS 1.5统计软件进行数据分析。以 ANOVA对多
样本数据进行分析，两样本均数的比较采用 t检验，P<0.05为
有统计学意义。

2 结果

2.1 侧脑室注射 obestatin对血浆 ghrelin和 nesfatin-1水平的影响
大鼠侧脑室注射不同剂量的 obestatin（0.1 nmol、0.3 nmol、

1.0 nmol），2小时后测量血浆酰基化 ghrelin、去酰基化 ghrelin
以及 nesfatin-1含量。与对照组相比，血浆酰基化 ghrelin、去酰
基化 ghrelin、nesfatin-1 水平以及酰基化 ghrelin 与去酰基化
ghrelin的比值均没有明显改变（表 1）。

表 1 侧脑室注射 obestatin对血浆 ghrelin和 nesfatin-1水平的影响

Table 1 Effect of obestatin on plasma ghrelin and nesfatin-1 levels

Acyl ghrelin
(pg/mL)

Des-acyl ghrelin
(pg/mL)

Acyl ghrelin/ Des-acyl ghrelin
ratio

Nesfatin-1
(pg/mL)

Saline(n=10)
0.1nmol Obestatin (n=6)
0.3nmol Obestatin (n=6)
1.0nmol Obestatin (n=6)

194.2± 50.5
163.8± 42.3
227.1± 60.4
111.8± 25.7

654.4± 161.1
781.5± 184.2
948.5± 304.0
792.5± 231.0

0.3± 0.09
0.2± 0.05

0.22± 0.06
0.14± 0.04

4.4± 1.2
4.9± 1.5
6.2± 1.8
5.1± 1.3
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2.2 侧脑室注射 obestatin和 h/rCRF对大鼠胃排空率、摄食量
及十二指肠食物量的影响

本研究发现，大鼠摄食量与胃排空率呈负相关（r=-0.741,

P<0.001图 2A）；但进入十二指肠的食物量与胃排空率无显著
相关性（P=0.07，图 2B）。

与生理盐水对照组相比，注射不同剂量 obestatin，大鼠摄

食量无显著改变，但胃排空率明显增加（P<0.05）；但侧脑室注
射 1 nmol促肾上腺皮质激素释放激素（CRF），胃排空率明显延
迟（P<0.05）。但各组摄食量及进入十二指肠内食物量无明显差
异（P>0.05）。与侧脑室注射 1.0 nmol Obestatin组相比，注射
1.0 nmol Obestatin+CRF，大鼠摄食量无显著改变，胃排空率明
显延迟（P<0.05，表 2）。
表 2 Obestatin和 h/rCRF对胃排空率、摄食量以及排入十二指肠

食物量的影响（n=12）
Table 2 The gastric emptying of a solid nutrient meal, food ingested and

food emptied into the duodenum in groups treated with

intracerebroventricular injection of either obestatin, or
corticotropin-releasing factor (n=12)

3 讨论

以往研究显示，静脉或脑室注射 obestatin，血浆中生长激
素、促甲状腺激素以及促肾上腺皮质激素表达均没有显著改

变，脑内神经肽 Y、刺鼠色蛋白相关蛋白、苯丙胺调节转录因子

以及类吗啡样神经肽 mRNA表达也无显著变化[7]。本研究也发

现，侧脑室注射不同剂量 obestatin，血浆酰基化 ghrelin、去酰基
化 ghrelin以及 nesfatin-1水平均无明显改变。Ghrelin主要以酰
基化和去酰基化的形式调控摄食，影响肠蠕动和机体能量平衡
[8]。去酰基化 ghrelin主要存在于循环血中[9]，在胃、小肠和胰腺，

去酰基化 ghrelin经 O-酰基转移酶催化生成酰基化 ghrelin[10]。

Nesfatin-1 是含有 82个氨基酸的肽类，是由核连蛋白 -2
所编码的饱感信号肽[11]。最近研究发现，nesfatin-1和 ghrelin在
胃内共表达，推测 nesfatin-1 可能与 ghrelin 共同或协同调控
摄食和体重 [11]。但是目前还没有研究表明 obestatin与酰基化
ghrelin、去酰基化 ghrelin以及 nesfatin-1间有相互作用。但有文
献报道，厌食症患者，其能量平衡及摄食受 obestatin、
nesfatin-1、酰基化 ghrelin及去酰基化 ghrelin的调控[12]。本研究

首次脑室给药观察了 obestatin对 nesfatin-1、酰基化 ghrelin、去
酰基化 ghrelin 等多肽的影响。但侧脑室注射不同剂量的
obestatin并不影响血浆中上述肽类水平。

以前对胃排空的研究主要围绕观察食物的排空率，而对食

物排空进入十二指肠研究较少。本研究显示，摄入的食物量与

胃排空率呈显著负相关；且摄入的食物量与进入十二指肠量也

呈负相关趋势；因此将来我们研究胃排空影响应该考虑进食

量。

Ghrelin前体基因主要有三种基因产物，一是能够促进胃排
空的酰基化 ghrelin[13]，二是能抑制胃排空的去酰基化 ghrelin [14]，

三则是在本研究中研究的 obestatin。与前两种基因产物相比，
obestatin也促进大鼠胃的排空。在大鼠杏仁核、海马以及听觉
皮层含有丰富的 GPR39 mRNA，并且 obestatin 能靶向与
GPR39 结合[15]，因此 obestatin 促进胃的排空可能与 ghrelin 信

图 2 侧脑室注射 obestatin对大鼠摄食量及胃排空的影响
Fig. 2 The effect of food intake and gastric emptying in rat after Lateral ventricle injection obestatin

注：A：侧脑室注射 obestatin对摄食量与胃排空率关系(r=-0.741，P＜0.001)；
B：侧脑室注射 obestatin后 2小时，进入十二指肠食物量与胃排空率间关系(r=-0.236，P=0.07)；n=60

Note: There was (A) a significant negative correlation between the gastric emptying of a solid nutrient meal and the weight of food ingested at 1 h before
intracerebroventricular (ICV) injection (r=-0.741, P<0.001), and (B) a tendency of negative correlation observed between the gastric emptying of a solid

nutrient meal and the weight of food emptied into the duodenum 2 h after ICV injection (r=-0.236, P=0.07); n=60 rats total.

Gastric

Emptying

(%)

Food

Ingested

(g/h)

Food Emptied

into Dudenum

(g/h)

NS

0.1nmol Obestatin

0.3 nmol Obestatin

1.0 nmol Obestatin

CRF

1.0 nmol Obestatin+CRF

58.1± 18.2

65.4± 17.3

82.3± 21.1*

87.1± 20.2*

41.5± 10.3*

51.2± 14.3#

5.7± 1.7

5.2± 1.5

5.5± 1.6

5.0± 1.1

6.1± 2.5

5.6± 1.6

3.5± 1.1

3.2± 1.4

3.1± 1.0

2.8± 0.8

2.5± 0.8

2.6± 0.7

注：与 NS组相比，*P＜0.05；与 1.0 nmol Obestatin组相比，#P＜0.05。
Notes:* P<0.05 vs. NS group；#P＜0.05 vs. 1.0 nmol Obestatin group.
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号通路有关。

已有研究表明，obestatin可与 CRF受体结合，进而改变胃
和十二指肠动力[16]。因此，本研究观察了脑室内注射 CRF为胃
排空的影响。结果显示，侧脑室注射 CRF可显著抑制胃的排空
率，这与已有的相关研究结果相吻合[17]。尽管在人类脑脊液中

CRF的半衰期不到 10分钟[18]，但是我们研究结果表明，脑室内

注射 1nmol的 CRF能有效抑制大鼠胃的排空。
总之，侧脑室注射 obestatin 2小时后，血浆酰基化 ghrelin、

去酰基化 ghrelin以及 nesfatin-1水平无显著改变；大鼠摄食量
与胃排空率呈负相关；侧脑室注射 obestatin可使大鼠胃排空率
增加；但侧脑室注射 CRF，大鼠胃排空率明显延迟。
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