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DVC orexin-A通过调控 ghrelin受体信号通路改善顺铂
所致大鼠胃功能紊乱 *
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摘要 目的：探讨迷走神经复合体（Dorsal vagal complex，DVC）内 orexin-A对顺铂所致胃功能紊乱的影响及可能机制。方法：随机

选取 30只大鼠并将其分为 3组（n=10）：对照组（NS组）；24 h顺铂治疗组；48 h顺铂治疗组。24 h顺铂治疗组和 48 h顺铂治疗组

大鼠分别在腹腔注射顺铂后 24 h和 48 h处死大鼠，对照组大鼠腹腔注射生理盐水（Normal saline，NS）。采用定量实时 PCR检测

各组大鼠下丘脑 orexin-A mRNA的表达，ELISA测量大鼠脑脊液中 P物质水平；DVC内微量注射 orexin-A和 ghrelin受体拮抗

剂后，检测大鼠食物和高岭土的摄入量。结果：顺铂可显著减少大鼠下丘脑 orexin-A mRNA表达，增加其脑脊液内 P物质的浓度。

外源性 orexin-A可改善顺铂引起的厌食症和异食癖。orexin-A以上的效应可被 DVC内预先注射 ghrelin受体拮抗剂部分逆转。结

论：orexin-A可能通过 ghrelin神经肽系统改善顺铂在化疗过程中诱导的胃功能紊乱。
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Effect of DVC Orexin-A on the Gastric Dysfunction Induced by Cisplatin
Via Regulating the Ghrelin Receptor Signaling Pathway*

To investigate the effect of orexin-A in Vagus nerve complex (DVC) on cisplatin-induced gastric dysfunc-

tion and its possible mechanism. Thirty rats were randomly selected and divided into 3 groups (n=10): control group (NS

group); 24 h cisplatin-treated group; 48 hcisplatin-treated group. Rats in the 24 h cisplatin-treated group and the 48h cisplatin-treated

group were sacrificed 24 h and 48 h after intraperitoneal injection of cisplatin. Rats in the control group were intraperitoneally injected

with normal saline (NS). Quantitative real-time PCR was used to measure the expression of orexin-A mRNA in hypothalamus of each

group of rats. The concentration of substance P in cerebrospinal fluid of rats was measured by ELISA; After microinjection of orexin-A

and ghrelin receptor antagonists into DVC, the intake of rat food and kaolin was measured in cisplatin treated rats. Cisplatin sig-

nificantly reduced orexin-A mRNA expression in the hypothalamus, and cisplatin increases the concentration of substance P in the cere-

brospinal fluid of rats. Exogenous orexin-A improve cisplatin-induced anorexia and pica. The effects of above orexin-A can be partially

blocked by pre-injection of ghrelin receptor antagonists in DVC. Orexin-A may improve the gastric dysfunction induced by

cisplatin during chemotherapy through the ghrelin neuropeptide system.
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前言

顺铂是化学治疗各种癌症的重要组成成分[1]，在化疗过程

中可引起多种副作用，例如恶心和呕吐[2]。与呕吐相关的中枢神

经递质主要有 5羟色胺（5-HT）、P物质、多巴胺、乙酰胆碱和神

经激肽 1等，虽然已有研究发现 5-HT3受体拮抗剂和神经激肽

-1受体拮抗剂可预防化疗引起的恶心和呕吐等副作用，但是临

床上许多患者仍会出现胃肠功能紊乱，特别是在治疗的后期阶

段[3]。顺铂主要通过促进中枢 P物质 mRNA表达从而增加 P物

质在脑内的含量，并进一步改变大鼠胃肠运动[4]。研究表明顺铂

等化疗药物能增加人血浆中 P物质含量[5,6]，而且 P物质可穿过

血脑屏障杂中枢发挥作用 [7]。P物质是含有 11个氨基酸的多

肽，与神经激肽 A（Neurokinin A，NKA）和神经激肽 B（Neu-

rokinin B，NKB）共同属于速激肽家族。而速激肽受体有 NK-1、
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NK-2和 NK-3，其中 P物质与 NK-1的亲和力最强。P物质和 P

物质免疫反应样物质存在于嗜铬细胞、迷走神经、孤束核、最后

区等化疗呕吐产生的关键部位[8]。

顺铂可影响多种摄食相关肽的表达，如腹腔注射顺铂可导

致 proopiome-lanocortin（POMC）、可卡因、苯丙胺调节的转录

物（Cocaine- and amphetamine-regulated，CART）的表达增加，同

时减少神经肽 Y（Neuropeptide Y，NPY）和 ghrelin 的表达[9,10]。

在啮齿类动物或人类中，注射 ghrelin可改善化疗药物顺铂诱

导的厌食症[9,11]。Orexin-A主要由中枢神经系统中的下丘脑外

侧区（Lateral hypothalamic area，LHA）神经元、下丘脑背内侧区

（Dorsal motor nucleus，DMN）神经元以及穹窿周围区（Perifor-

nical area，PeF）神经元产生[12,13]。这些神经元在脑内具有广泛的

投射，包括弓状核（Arcuate nucleus，Arc）、下丘脑腹内侧核

（Ventromedial hypothalamus，VMH）、臂旁核、中央灰质、孤束核

等[14]。最近有研究表明，侧脑室或 LHA注射 orexin-A可增加大

鼠的食物摄入量[15,16]。在啮齿动物中枢注射 orexin-A可促进大

鼠胃肠运动，并增加摄食量和体重[17,18]。LHA内的 orexin神经

元可激活延髓背侧运动核（Dorsal motor nucleus，DMN）中的神

经元，从而促进胃肠运动，刺胰腺分泌。因此，食欲素信号传导

的减少可能在功能性胃肠功能紊乱的发病机理中发挥着重要

作用[19]。

Ghrelin是一种主要由胃底粘膜细胞分泌的含有 28个氨

基酸的脑肠肽，被认为是 GH促分泌素受体（GHSR）的内源性

配体。迄今为止，ghrelin是唯一已知的外周促食欲激素[20]，摄食

调节是 ghrelin主要生理功能之一[21]。GHSR广泛分布于整个大

脑，尤其在迷走神经复合体（DVC）高度表达[22]，表明 DVC 是

ghrelin参与摄食调控的重要脑区。曾有研究表明，大鼠 DVC注

射 ghrelin可显著增加摄食量[23]。与 ghrelin类似，orexin-A也在

摄食和能量平衡的调控中也发挥着重要作用。然而 orexin-A是

否和 ghrelin类似可参与顺铂诱导的副作用，尚未有研究报道。

因此，本研究主要探讨了 DVC内微量注射 orexin-A对顺铂所

致大鼠食欲减退和异食癖、下丘脑内 orexin-A和 P物质的表达

的影响及与 ghrelin受体信号通路的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性Wistar大鼠，体质量在 250-300 g，所有大鼠均在室温

为 25± 2℃、昼夜循环光照时间为 08:00至 20:00的环境下进

行饲养，给予实验室标准饮食，自由进食和饮水。所有动物实验

均由青岛大学动物护理和使用委员会批准。

1.2 Real-time PCR
本部分实验主要观察顺铂对下丘脑内 orexin-A表达的影

响，随机选取 30只大鼠分为 3组（n=10）：对照组（NS组）；24 h

顺铂治疗组；48 h顺铂治疗组。24 h顺铂治疗组和 48 h顺铂治

疗组大鼠分别在腹腔注射（i.p.）顺铂后 24 h和 48 h处死大鼠，

对照组大鼠腹腔注射生理盐水（NS）。

快速提取分离脑组织，收集 150-200 mg下丘脑组织并储

存于 -80 ℃用于接下来实验。采用 TRIzol Plus RNA Puri fi

cation试剂盒（Invitrogen，CA，USA）提取总 RNA。使用 First

strand cDNA synthesis试剂盒（Pharmacia Biotech，Piscataway，

NJ，USA）进行逆转录：总 RNA（1 滋g）在 37℃条件下逆转录

1 h，并在 93℃下孵育 5 min后终止。采用具有 SYBR Green的

Gene Amp 5700 序列检测系统（Applied Biosystems，Warring-

ton，UK）进行实时 PT-PCR分析。引物序列：orexin-A上游引

物：5'-TGTTGCACGGAGCTGGCAACC-3'；下游引物：5'- GAT-

GCCAGCTGCGTGGTTACC-3'，扩增长度 128 bp；94 ℃持续

15 s，；59 ℃持续 1 min，共 40 个循环。通过 Gene Amp 5700

SDS 软件（Applied Biosystems，Warrington，UK）分析数据。

Orexin-A 相对含量计算如下：△ Ct= Ctorexin-A - Ct茁-Actin，△ △ Ct=

△ Ct 顺铂阻 -△ Ct 对照组。

1.3 脑脊液中 P物质检测

采用 ELISA测量大鼠脑脊液中 P物质，以判断大鼠的呕

吐程度。将 40只大鼠随机分为 4组（n=10）：（1）NS+NS组：腹

腔注射 NS，DVC 注射 NS；（2）顺铂 +NS 组：腹腔注射顺铂

（4 mg/kg），DVC注射 NS；（3）顺铂 +orexin-A组：腹腔注射顺

铂（4 mg/kg），DVC 注射 orexin-A（150 pmoL）；（4）顺铂 +orex-

in-A+ [D-Lys-3]-GHRP-6组：腹腔注射顺铂（4 mg/kg），DVC注

射 orexin-A（150 pmoL）和[D-Lys-3]-GHRP-6（30 nmoL, Tocris

Bioscience, USA）混合液。

用 0.05 M碳酸盐包被缓冲液将抗体稀释至蛋白质含量为

1～10 滋g/mL。在每个聚苯乙烯板的反应孔中加 0.1 mL，4℃过

夜。次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓冲液洗 3次，每次 3分钟。随

后将一定稀释的待检样品 0.1 mL加于上述已包被的反应孔

中，放置在 37℃环境中孵育 1 h。然后洗涤。（同时做空白孔，阴

性对照孔及阳性对照孔）。在各反应孔中，加入新鲜稀释的酶标

抗体 0.1 mL。37℃条件下孵育 0.5～1 h，洗涤。各反应孔中加入

临时配制的 TMB底物溶液 0.1 mL，37℃10～30分钟。最后在

各反应孔中加入 2 M硫酸 0.05 mL。结果判定：在白色背景上，

直接用肉眼观察结果：反应孔内颜色越深，阳性程度越强，阴性

反应为无色或极浅，依据所呈颜色的深浅，以 "+"、"-"号表示。

也可测 OD值：在 ELISA检测仪上，在 450 nm处，以空白对照

孔调零后测各孔 OD值，若大于规定的阴性对照 OD值的 2.1

倍，即为阳性。

1.4 脑室置管

大鼠禁食过夜，麻醉后置于脑立体定位仪上。根据大鼠脑

图将 24-号不锈钢导管植入到 DVC内（位置如上所述）用于药

物注射[24]。大鼠恢复一周后开始进行下一步实验。

1.5 食物和高岭土摄入量测量

将 40只大鼠随机分为 4组（n=10）：（1）NS+NS组：腹腔注

射 NS，DVC 注射 NS；（2）顺铂 +NS 组：腹腔注射顺铂（4

mg/kg），DVC注射 NS；（3）顺铂 +orexin-A组：腹腔注射顺铂（4

mg/kg），DVC注射 orexin-A（150 pmol）；（4）顺铂 +orexin-A+

[D-Lys-3]-GHRP-6 组：腹腔注射顺铂（4 mg/kg），DVC 注射

orexin-A（150 pmol）和[D-Lys-3]-GHRP-6（30 nmol, Tocris Bio-

science, USA）混合液。

根据先前的研究方法，注射顺铂前后 5 d测量大鼠对食物

和高岭土摄入量[25]。采用自动检测系统测量大鼠随食物和高岭

土的累积摄入量，自动检测系统（FDM700SW，Melquest，Japan）

由丙烯酸笼、两个容器和重量传感器组成。在实验前 3 d，将大

鼠放置在实验笼以适应实验环境。在整个实验期间大鼠自由摄
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入食物和高岭土，自由饮水。在实验当天，测量大鼠在注射药物

后食物和高岭土摄食量。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件进行统计分析，实验数据均以 mean

± SD表示，组间比较采用 t检验或单因素方差分析，以 P<0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 顺铂减少下丘脑 orexin-A mRNA的表达

如图 1所示，与 NS组相比，顺铂治疗 24 h后，orexin-A

mRNA的表达显著减少（24 h顺铂治疗组：0.92 ± 0.22 vs. NS

组：1.9 ± 0.35；P<0.05）；顺铂治疗 48 h后，orexin-A mRNA表

达也显著低于 NS组大鼠（48 h顺铂治疗组：0.76± 0.25 vs. NS

对照组：1.9 ± 0.35；P<0.05）。此外，24 h顺铂治疗组大鼠和 48 h

顺铂治疗组大鼠下丘脑 orexin-A mRNA的表达比较无显著差

异（P>0.05）。
2.2 顺铂、orexin-A对大鼠脑脊液 P物质浓度的影响

与 NS+NS对照组相比，顺铂 +NS组大鼠脑脊液中 P物质

浓度显著升高（P＜0.05），与顺铂 +NS组相比，Orexin-A 可显

著降低大鼠脑脊液中 P物质的浓度（P＜0.05），与顺铂 +orex-

in-A组相比，DVC微量注射 orexin-A和[D-Lys-3]-GHRP-6后，

大鼠脑脊液 P物质的浓度升高（P＜0.05），见图 2。

2.3 DVC内注射 orexin-A改善顺铂诱导的厌食症

如图 3 所示，与 NS+NS组大鼠相比，在顺铂治疗后的

12h，大鼠摄食量减少，顺铂诱导的这种厌食作用持续 5天。与

NS+NS组相比，顺铂 +NS组大鼠 1-5 d累积摄食量降低 40 %

（图 3）。与顺铂 +NS组大鼠相比，顺铂 +orexin-A组中大鼠摄

食量显着增加（P<0.05，图 3），提示 DVC 内注射 orexin-A（0.5

滋g）可改善顺铂诱导的厌食症。
2.4 DVC内注射 orexin-A可改善顺铂诱导的异食癖

顺铂 +NS组大鼠 1-5d内高岭土的日累计摄入量分别为：

6.21± 1.69 g，3.87± 0.89 g，3.15± 0.87 g，3.54± 0.94 g，4.01±

1.01g，均显著高于 NS+NS组大鼠（P<0.01，图 4），提示顺铂治

疗可诱导大鼠出现异食癖（高岭土摄入量增加），并且这种副作

用可持续 5 d。顺铂 +orexin-A组大鼠 1-5 d内日累计高岭土摄

入量分别是 3.89± 0.98 g，2.14± 0.54 g，2.16± 0.84 g，2.11±

0.84 g，2.04± 0.36 g，显着低于顺铂 +NS 组（P<0.05，图 4），提

示 DVC每日注射 orexin-A（0.5 滋g）可改善顺铂诱导的异食癖。
2.5 DVC内注射 orexin-A对 Ghrelin受体信号通路的影响

在 DVC 注射内注射 orexin-A 和 ghrelin 受体拮抗剂

[D-Lys-3]-GHRP-6（60 nmol）混合液后，检测顺铂诱导的食物和

高岭土的摄入变化。结果显示[D-Lys-3]-GHRP-6可部分逆转了

orexin-A 的效应（与顺铂 +orexin-A 组相比，P<0.05，图 3-4），

提示 ghrelin 在 orexin-A改善顺铂诱导副作用中发挥着重要

作用。

3 讨论

Orexin-A免疫阳性神经元主要位于 LHA和 PeF，其受体

可广泛分布于整个大脑，包括 PVN，DVC，ARC，隔核等脑区[14]。

因此，orexin-A可能在多种复杂的生理功能中发挥着重要作

用。有研究表明顺铂诱导的呕吐的主要病因主要取决于在化学

感受器触发区和呕吐中心激活 5-HT，P物质和其他神经递质的

能力[26]。在本研究中，我们发现顺铂可抑制 orexin-A mRNA的

表达，并且增家脑脊液 P物质的浓度，提示 orexin-A可能是顺

铂诱导呕吐的重要调节剂。此外，在顺铂治疗后的 24 h和 48 h

orexin-A mRNA的表达均降低，提示在癌症化疗期间，顺铂对

摄食的急性或慢性抑制作用会持续存在。

DVC是由晕动病和化学药物引起的恶心和呕吐的主要功

能区域之一，可整合来自呕吐相关中枢核和迷走神经的信号，

以控制身体的自主呕吐反应[27]。研究表明 DVC部分通过 5-HT

受体途径参与恶心和呕吐的调控 [28]。尽管这些研究集中于

5-HT，但其他神经递质可能参与这种复杂的呕吐反应。Orex-

in-A受体可激活多种神经通路，如蛋白激酶 C介导的 Ca2+信

号通路，用于伤害性和疼痛调节[29]；PI3K/AKT信号通路，用于

细胞稳定性和存活的调节[30]；以及阿片受体调节中的 JNK信号

通路[31]。以上的研究结果表明 orexin-A信号的摄食调控中的作

图 1 顺铂对下丘脑 orexin-A mRNA表达的影响

A：24 h顺铂治疗组和 48 h顺铂治疗组 orexin-A mRNA的电泳凝胶；

B：NS组，24 h顺铂治疗组和 48 h顺铂治疗组相对 orexin-A mRNA。

*P<0.05，与 NS组相比

Fig.1 Effect of cisplatin on the expression of orexin-A mRNA in the

hypothalamus

A: mRNA electrophoresis gel of the orexin-A mRNA in 24 h and 48 h

after cisplatin treatment; B: The NS group, 24 h cisplatin treatment group

and 48 h cisplatin treatment group relative orexin-A mRNA. *P<0.05,
compared with the NS group

图 2 顺铂、orexin-A对大鼠脑脊液 P物质浓度的影响

*P<0.05，与 NS+NS组相比；#P<0.05，与顺铂 +NS组相比；&P<0.05，与
顺铂 +orexin-A组相比

Fig.2 Effect of cisplatin and orexin-A on the concentration of substance P

in the cerebrospinal fluid of rats

*P<0.05, compared with NS+NS group; #P<0.05, compared with cisplatin
+ NS group; &P<0.05, compared with cisplatin + orexin-A group
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图 3 DVC微量注射 orexin-A对顺铂诱导的大鼠厌食症的影响

Orexin-A降低了顺铂诱导的大鼠厌食症和 ghrelin受体拮抗剂[D-Lys-3]-GHRP-6部分阻断 orexin-A的效应。*P<0.05，与 NS+NS组相比；

#P<0.05，与顺铂 +NS组相比；&P<0.05，与顺铂 +orexin-A组相比

Fig.3 Effect of DVC microinjection of orexin-A on cisplatin-induced anorexia in rats

Orexin-A reduced the effect of cisplatin-induced anorexia in rats and ghrelin receptor antagonist [D-Lys-3]-GHRP-6 partially blocking the effect of

orexin-A. *P<0.05, compared with NS+NS group; #P<0.05, compared with cisplatin + NS group; &P<0.05, compared with cisplatin + orexin-A group

图 4 DVC微量注射 orexin-A对顺铂诱导的大鼠异食癖的影响。

Orexin-A降低了顺铂诱导的大鼠异食癖和 ghrelin受体拮抗剂[D-Lys-3]-GHRP-6部分阻断 orexin-A的效应。*P<0.05，与 NS+NS组相比；

#P<0.05，与顺铂 +NS组相比；&P<0.05，与顺铂 +orexin-A组相比

Fig.4 Effect of DVC microinjection of orexin-A on cisplatin-induced pica in rats.

Orexin-A reduced the effect of cisplatin-induced pica in rats and ghrelin receptor antagonist [D-Lys-3]-GHRP-6 partially blocking the effect of orexin-A.

*P<0.05, compared with NS+NS group; #P<0.05, compared with cisplatin + NS group; &P<0.05, compared with cisplatin + orexin-A group

用。本研究结果显示 DVC外源性 orexin-A可显著增加大鼠摄

食，并减轻大鼠异食癖。此外，在正常大鼠中 ARC内注射

orexin-A可使 1 h内摄食量增加 12倍 [32]。在我们的研究中，

DVC内注射 orexin-A，顺铂治疗组大鼠在 6 h内摄食量仅出现

中度增加。异食癖通常用于评估顺铂诱导的呕吐和止吐效果[33,25]，

DVC内注射 orexin-A，顺铂治疗组大鼠的高岭土摄入量减少，

异食癖减轻，以上研究结果表明 orexin-A可改善顺铂诱导的胃

副作用。
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综上所述，我们的研究结果表明 DVC给予 orexin-A可能

通过 ghrelin神经肽系统改善顺铂在化疗过程中诱导的胃功能

紊乱。这为临床治疗顺铂诱导的副作用提供了新的治疗方向。
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