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侧脑室注射 Orexins对大鼠摄食的影响及机制 *
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摘要 目的：探讨侧脑室注射 orexins(食欲素)、NPY(神经肽 Y)、MCH(黑色素聚集激素)和甘丙肽对大鼠摄食的影响及其机制。方

法：将成年雄性Wistar大鼠随机分为对照组、侧脑室注射组和室旁核(PVN)注射组。通过套管将 orexin-A、orexin-B、NPY、MCH和

甘丙肽分别注射至侧脑室和 PVN内，随后测量大鼠食物摄入量，并检测 PVN、弓状核(ARC)和 VMH内 c-fos的表达。结果：与对

照组比较，侧脑室注射 NPY、MCH和 orexin-B 2 h后，大鼠摄食量显著增多(P＜0.05)。相较于 orexin-B和MCH，NPY对摄食的影

响更显著(P＜0.05)。与 NS对照组比较，侧脑室注射甘丙肽和 orexin-A 1 h后，大鼠摄食量显著增多(P＜0.05)。与 NS对照组比较，

侧脑室注射 orexin-A可显著增加 c-fos在 PVN和 ARC中的表达，在 VMH中效应较弱(P＜0.05)。与 NS对照组比较，PVN注射

NPY能显著增加大鼠 2 h摄食量(P＜0.05)，PVN注射 orexin-A能显著增加大鼠 2 h和 4 h摄食量(P＜0.05)。结论：orexins与可促

进大鼠摄食，此效应可能通过下丘脑参与摄食调控中枢 PVN和 ARC而实现的。
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Effects of Orexins on the Food Intake of Rats and Its Mechanism*

To investigate the role of the orexins, NPY, melanin-concentrating hormone (MCH) and galanin in food in-

take in rats and their mechanism. Male wistar rats were randomly divided into sham group, lateral ventricle (ICV) group and

PVN group. Orexin-A, orexin-B, NPY, MCH and galanin were respectively injected into ICV and PVN through the cannula, then mea-

sured the food intake of rats to compared their effect. Also the expression of c-fos was detected in PVN, ARC and VMH. Com-

pared with sham group, the 2 h food intake of rats following injected NPY, MCH and orexin-B into ICV had significantly increased (P＜

0.05). The effect of NPY in food intake was more obviously than orexin-B and MCH (P＜0.05). Compared with sham group, the 1 h food

intake of rats following inject galanin and orexin-A into ICV had significantly increased (P＜0.05). C-fos was expressed in PVN and

ARC markedly (P＜0.05). Compared with sham group, the expression of c-fos was greatly inhanced after orexin-A administered into

ICV, weakly in VMH (P＜0.05). Compared with sham group, the 2 h food intake of rats following injected NPY into PVN had signifi-

cantly increased (P＜0.05), orexin-A markedly increased the food intake of rats at 2 h and 4 h (P＜0.05). Orexin-A can

stimulated food intake of rats, and it may related to its physiology role in appetite regulation.
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前言

食欲素最初在背侧下丘脑和外侧下丘脑区的神经元胞体

内发现，因其位于下丘脑及与分泌素具有序列同源性，故而得

名，其纤维投射至包括脑干在内的多个区域[1]。后来经识别被命

名为 orexin-A和 orexin-B，这些肽类被报道能够强有力的刺激

摄食[2]。研究表明，与生理盐水组相比，给予 3 nmol的 orexin-B

能够在 2 h内 5倍的刺激摄食，同样的 orexin-A能够 6倍的刺

激摄食。在禁食 48 h后，这两种肽类的基因前体，即食欲素前

体能够被上调 2.4倍，大于 NPY mRNA的上调水平。Orexin包

含有两种受体，OX1和 OX2，二者仅在脑内表达。但迄今为止

此两种受体的分布仍未曾有研究报道。研究表明 orexin作为介

质在调控摄食行为中的中央反馈机制[2]。我们对两个单独的个

体分别给予 orexinA和 orexinB，并对其促食效应进行了对比，

即早基因 C-fos作为一种神经元激活的标记物[3]，我们也评估

了 orexinA在其感应现象中的效应。最后，我们通过对室旁核
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直接注射 orexins，研究了 orexins是否是通过室旁核发挥其效

应。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

成年雄性Wistar大鼠，体重约为 250-300 g，饲养温度为

21-23℃，每天 12-12 h昼夜循环光照，自由摄取食物和水分。

Orexin-A，Orexin-B，NPY，MCH，甘丙肽购买于美国 sigma 公

司。

1.2 脑室内置管

将永久 22规格的不锈钢套管置入大鼠第三脑室内，按照

先前的方法注射 orexinA、orexinB、NPY、MCH和甘丙肽[4]。正

确置入套管时，机体产生血管紧张素 II，引起阳性致渴反应。将

永久 23规格的不锈钢套管置入大鼠侧脑室内，然后按照之前

的方法注射 c-fos[5]。将永久 26规格不锈钢套管置入 PVN(前囟

后 1.8 mm，中线旁开 0.5 mm，颅骨下 7 mm)中。在 PVN注射时

给予 25 nmol去甲肾上腺素以确定套管正确位置[6]。所有动物

被随机分组，测量各组平均食物摄入量和平均体重。

1.3 侧脑室注射 orexins、MCH、NPY和甘丙肽

1.3.1 侧脑室注射 orexin-B、MCH和 NPY 大鼠侧脑室分别

注射 10 或 30 nmol Orexin-B，3 nmol MCH 和 3 nmol NPY[4,7]，

以及生理盐水(NS)。共 4组，每组 9只。分别于注射后 2 h和 4

h测量每组大鼠的食物摄入量。

1.3.2 侧脑室注射 orexin-A 和 orexin-B 以及 NPY 和甘丙肽

大鼠侧脑室内分别注射 3 nmol orexin-A、orexin-B、NPY、甘丙

肽和 NS，共 5组，每组 9只。分别于注射后 1 h、2 h和 4 h测量

每组大鼠的食物摄入量。

1.4 Orexin-A对 c-fos表达的影响

侧脑室内分别注射 3nmol orexin-A和 NS，共 2组，每组 4

只。

1.5 PVN内注射 orexin-A和 NPY

PVN内分别注射 0.3 nmol NPY和 NS，共 2组，每组 12

只。注射后 2 h测量每组大鼠的摄食量。7日之后，给予 0.03

nmoL和 0.3 nmoL orexin-A以及 NS对照，每组 15只大鼠。分

别于注射后 2 h和 4 h测量大鼠的摄食量。

给予 PVN内注射 3日后，每只大鼠都给予 0.5 滋L蓝色染
料，并且断头取脑。4 %多聚甲醛灌注固定，脑片为 15 滋m横截
面，甲酚紫染色，光学显微镜下观察。

1.6 免疫组织化学法

c-fos的测定方法参照以往文献[5,8]。麻醉大鼠，断头取脑，4

%多聚甲醛固定 4 h，15 %蔗糖溶液浸泡过夜，冰冻切片机切为

40 滋m冠状横截面的脑片，c-fos染色。在 4℃下，脑片加一抗

(1:15000)在 TBS(12 g/L三羟甲基氨基甲烷，0.3 % Triton-X和

5 %酪蛋白)中孵育 48 h。酪蛋白可以降低非特异性物质表达[9]。

一抗(羊抗兔)购买于美国 Sigma公司。之后加二抗(1:200)，在 1

mg/mL二氨基联苯胺盐酸盐中孵育 3-10 min。中性树胶封片，

过夜晾干。

1.7 c-fos阳性神经元的定量

采用光学显微镜检测脑片中 c-fos阳性神经元。Orexin-A

和生理盐水在腹内侧核(VMH)、PVN和弓状核中的效应不同。

采用图像分析系统计算这些区域的 c-fos阳性神经元数量。计

算每个脑片所含 c-fos阳性神经元的平均数量。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 18.0软件进行统计学分析。所有数值以均数±

标准差(x± SD)表示，多样本均数比较采用单因素方差分析，两

组间样本均数比较采用 t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 侧脑室注射 orexin-B、NPY和MCH对大鼠摄食量的影响

如图 1a所示，与注射 NS组(2.4± 0.7 g)相比，侧脑室注射

NPY组大鼠 2 h和 4 h摄食量 (3 nmoL，8.3± 1.2 g) 明显增多

(P＜0.05)，侧脑室注射 MCH组大鼠 2 h 摄食量(3 nmol，3.8±

1.1 g)也显著增多(P＜0.05)。orexin-B虽然也使得大鼠 2 h摄食

量(30 nmoL，3.6± 0.8 g)增加，但此效应并没有统计学意义(P＞

0.05)。相较于 orexin-B 和 MCH，NPY 对摄食的影响更显著

(P＜0.05)。与两种剂量的 orexin-B相比(10 nmoL，2.8± 0.9 g)，

虽然MCH刺激摄食更明显，但并没有统计学意义(P＞0.05)。

2.2 侧脑室注射 orexin-A和 orexin-B以及 NPY和甘丙肽对大

鼠摄食量的影响

如图 1b所示，与对照组相比，NPY和 Orexin-A在 1 h，2

h，4 h时都使得大鼠摄食量显著增加 (2 h：NPY 3 nmoL，8.2±

0.9 g 比 NS，1.8± 0.4 g，P＜0.05；1 h：orexin-A，2.5 ± 0.6 g 比

NS，1.1± 0.3 g，2 h：orexin-A，3.5± 0.9 g比 NS，P＜0.05)。甘丙

肽在最初的 4 h内能够使摄食量增加(甘丙肽 3 nmoL，2.3± 0.6

g比 NS，1.1± 0.3 g，P＜0.05)，此后效应减弱。Orexin-B在 2 h

时使得大鼠摄食量增加 (Orexin-B，2.9± 0.5 g比 NS，1.8± 0.4

g，P＜0.05)，在 1 h和 4 h时的差异没有统计学意义。Orexin-A、

orexin-B和甘丙肽在任何时间点的效应差异都没有显著意义，

但都没有 NPY 的促食效应强 (P＜0.05)。Orexin-A 似乎比

orexin-B的促食效应强，但没有统计学意义。

2.3 orexin-A对 c-fos表达的影响

侧脑室注射 orexin-A能够极大地增强 c-fos在 PVN和弓

状核的表达，在 VMH中效应较弱。与对照组比较，c-fos阳性神

经元在 PVN中增多 342 %(orexin-A：526± 45 vs NS：154± 42，

P＜0.05，图 2)；c-fos阳性神经元在弓状核中增多 285 %(orex-

in-A：232± 31 vs NS：81± 12，P＜0.05，图 2)；c-fos阳性神经元

在 VMH 中增多 146 %(orexin-A：135± 25 vs NS：92± 14，P＜

0.05，图 2)。

2.4 PVN内注射 orexin-A和 NPY对大鼠摄食量的影响

如图 3所示，与对照组比较，PVN注射 NPY能够显著增

加大鼠 2 h摄食量 (NPY 0.3 nmoL，6.8± 0.9 g vs NS，2.3± 0.5

g，P＜0.05)；PVN注射 orexin-A能够显著增加大鼠 2 h 和 4 h

摄食量 (2 h：orexin-A 0.03 nmoL，2.5± 0.6 g vs NS 0.9± 0.4 g，

P＜0.05)。增加 orexin-A剂量并不能使摄食量增加 (2 h：orex-

in-A 0.3 nmoL，2.1± 0.5 g，P＞0.05)。

3 讨论

Orexin-A和 orexin-B被认为是调节食欲的生理性介质[2]。

本研究比较了这两种肽类和已知的具有促食效应的物质对摄
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图 1侧脑室注射 orexin-B、NPY和MCH对摄食量的影响

Fig.1 Effect of orexin-B, NPY and MCH administered ICV to rats on the food intake

Note: * P＜0.05, compared with NS group; ** P＜0.05, compared with NS group; *** P＜0.05, compared with NS group; + P＜0.05, compared with NS

group; ++ P＜0.05, compared with NS group.

图 3 PVN内注射 orexin-A和 NPY对大鼠摄食的影响

Fig.3 Effect of orexin-A and PVN injected IPVN to rats on food intake

Note: * P＜0.05, compared with NS group; ** P＜0.05, compared with NS group; *** P＜0.05, compared with NS group; + P＜0.05, compared with NS

group; ++ P＜0.05, compared with NS group.

图 2侧脑室注射 orexin-A和 NS之后 PVN、ARC和 VMH中 c-fos阳性

神经元数量

Fig.2 The number of c-fos positive neurons in the PVN,ARC and VMH

after ICV orexin-A or NS

Note: * P＜0.05, compared with NS group; ** P＜0.05, compared with NS

group; *** P＜0.05, compared with NS group.

食的影响。NPY具有最强效的促食效应，能够强有力的促进摄

食并使体重增加[10]。MCH也被发现能够刺激摄食[11]。与野生型

大鼠相比，MCH敲除的大鼠体重下降，这说明 MCH在对鼠类

的体重调节中具有重要的生理学作用[12]。甘丙肽对摄食量的影

响较 NPY减弱，但是在摄食调节中仍然具有一定的作用[13]。

最初，本研究试图通过剂量差异来比较 orexin-A、orexin-B

和 NS之间的效应区别，但是得到的数据并无统计学意义。这

可能是由于实验组较多，而 orexins对摄食的效应较小所致。

Orexins并没有比已知的促食物质具有更强烈的促食效应。本

实验中，orexin-B的注射剂量高达 30 nmoL，NPY和MCH则给

予低剂量注射。高剂量 orexin-B能够增加摄食，而低剂量 NPY

和MCH已经具有显著的促食效应。即使在 orexin-B注射剂量

高达十倍时，NPY和 MCH也比 orexin-B的促食效应更显著。

Orexin-A比 orexin-B的促食效应更明显[2]。Orexin-A和 orexin-B

能够少量的增加摄食量，但是没有 NPY的促食效应显著。甘丙

肽仅能在 1 h内增加摄食量[14]。甘丙肽和 orexins的促食效应在

1 h以后没有差异。本研究中，orexin-B能够显著的增加摄食，

并且在体内合成和加工制造所得到的 orexin-B中，其促食效应

没有明显的差异。

PVN是调节摄食的重要区域[15]，也是许多促食肽的作用部

位，如 NPY[16]和甘丙肽[13]。内生的 NPY主要在弓状核和 PVN

表达[17,18]。VMH也是参与摄食调节的重要区域[19]，尤其是其损

伤之后能够引起肥胖[20]。本实验中，侧脑室注射 orexins引起的
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促食效应较弱，仅具有统计学上的显著意义。注射 orexin-A能

够激活 PVN中的许多神经元，大量促食肽都在 PVN中表达。

我们把 orexin-A直接注射至 PVN，进一步确定此区域是否是

orexin-A发挥促食效应的敏感区域。NPY能够显著的增加摄食

量。侧脑室注射 orexin-A似乎能够增强 Orexin-A自身的促食

效应。Orexin-A在剂量为 0.03 nmol时能够最大的发挥其促食

效应。本研究也采用 c-fos的表达来确定其中央活性[21]，orex-

in-A也许不能直接作用于 PVN或弓状核，而是投射至这些区

域以发挥其活性作用。本研究结果显示侧脑室注射 orexin-A

后，c-fos在 PVN和弓状核中呈现大量高表达，在 VMH中表达

量较少，结果提示 orexin-A促进大鼠摄食效应可能主要通过下

丘脑促摄食相关中枢，如 PVN和 ARC而发挥效应的。

总之，orexin-A和 orexin-B比 NPY的促食效应弱，可能也

比MCH的促食效应弱。而且，orexin-B并不能立即刺激大鼠摄

食。注射 orexin-A能够激活 PVN和弓状核中的大量神经元活

性。PVN直接注射 orexin-A能够刺激摄食，虽然此效应较弱。

Orexins在 PVN中也许不仅仅发挥其促食效应，也可能具有其

它的一些功能。C-fos在弓状核的表达表明 orexins和 NPY之

间可能具有相互作用。

在 orexins发挥食欲调节的作用部位被确定之前，检测长

期注射之后的影响以及它们与已知促食肽之间的相互作用有

待进一步研究。本研究发现在大鼠中，orexins并不是强效的促

食肽类。Orexin前体在禁食时强有力地上调，c-fos在 PVN和

弓状核中的表达大大增强，尤其是在注射 orexin-A时，加之对

摄食的效应，这些现象表明刺激摄食并不是 orexins最主要的

生理学作用。
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