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下丘脑室旁核 orexin-A对大鼠摄食和胃动力影响及调控机制 *
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摘要 目的：探讨下丘脑室旁核 orexin-A对大鼠摄食和胃动力影响及调控机制。方法：采用免疫组化观察下丘脑室旁核(paraven-

tricular nucleus，PVN) orexin受体表达情况；PVN注射 orexin-A观察大鼠摄食、胃运动、胃酸分泌和胃排空的改变。结果：免疫组化

实验显示大鼠 PVN中存在 orexin受体免疫阳性细胞。PVN注射 orexin-A后，大鼠前三小时摄食增加，6 h和 24 h摄食无显著改

变。PVN微量注射 orexin-A后，大鼠胃运动幅度和频率增加、胃排空增快并且胃酸分泌增多。[D-Lys-3]-GHRP-6可部分阻断orexin-A

对摄食、胃运动、胃排空和胃酸分泌的促进作用，SB334867可完全阻断 orexin-A对胃运动、胃排空和胃酸分泌的促进作用。结论：

下丘脑室旁核 orexin-A可能通过生长激素促泌素 GHSR受体信号通路调控大鼠摄食及胃功能。
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Effects of Orexin-A on the Feeding and Gastric Motility of Rats in
Paraventricular Nucleus and Its Regulatory Mechanism*

To study the effect of orexin-A on the feeding and gastric motility of rats in paraventricular nucleus and its

regulatory mechanism. The expression of PVN orexin receptor was observed by immunohistochemistry. The changes of food

intake, gastric motility, gastric acid secretion and gastric emptying were observed after PVN injection of orexin-A. Immunohisto-

chemistry showed orexin receptor-positive immunoreactive cells in the PVN of rats. After PVN injection of orexin-A, the feeding of rats

increased in the first three hours, and there was no significant change in 6h and 24 h. After microinjection of orexin-A into PVN, the gas-

tric motility amplitude and frequency, gastric emptying and gastric acid secretion of rats were increased. [D-Lys-3]-GHRP-6 partially

blocked the promotion of food intake, gastric motility, gastric emptying and gastric acid secretion by orexin-A. SB334867 completely

blocked the promotion of orexin-A on gastric motility, gastric emptying and gastric acid secretion. Orexin-A in the hypotha-

lamic paraventricular nucleus could regulate the feeding and gastric function through GHSR receptor signaling pathway.
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前言

Orexin-A和 orexin-B在摄食以及奖赏通路中具有重要作

用，这两种肽具有相同的氨基酸前体，下丘脑约有 6700个含有

orexin mRNA的神经元，从下丘脑背内侧核穿过穹窿周区(peri-

fornical area, PFA)进入外侧区（lateral hypothalamic area, LHA）
[1-3]。研究显示向啮齿动物的侧脑室[4]、下丘脑室旁核(paraven-

tricular nucleus, PVN)[5,6]、LHA 以及 PFA[6,7]微量注射 orexin 能

够促进其摄食。Orexin-A及 orexin-B的促食效应依赖于 orex-

in-A受体(OXR)[5,7]。外周注射 OX1R拮抗剂 SB-334867能够抑

制动物对高脂食物的摄取[8-10]。但研究表明第三脑室微量注射

orexin-A能够促进动物对高脂饮食及高糖饮食的摄取，并且对

高脂饮食摄取的促进作用强于对高糖饮食的摄取[11]。外周注射

SB-334867并不能抑制动物对高糖饮食的摄取[12-14]。同时还有

研究发现，敲除 orexin前原肽的小鼠对蔗糖的摄取量明显低于

其野生型小鼠[15]。

生长素(ghrelin)是生长激素促分泌素受体（GHSR）的内源

性配体，主要从胃中分离出来的[16]，在 Ghrelin的中枢和外周给

药可显著增加大鼠或小鼠摄食量[17-20]。以往研究表明中枢和外

周注射 ghrelin 可激活大鼠摄食相关领域如 PVN 等 [21]。

[D-Lys-3]-GHRP-6为 GHSR的受体拮抗剂，已有研究表明其可

阻断 ghrelin诱导的摄食。有研究表明中枢注射 ghrelin诱导的

摄食可被食欲素 A和食欲素 B抗体削弱[22]，与野生型小鼠相

比，食欲素基因敲除的小鼠 ghrelin诱导的摄食明显降低[22]。这
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些研究表明 ghrelin与 orexin-A之间可能存在通路。研究发现

下丘脑 PVN能够调控摄食、奖赏以及自主功能等[23]。在 PVN

中发现大量的 orexin-A进一步证明 PVN对摄食调控的具有重

要作用[24]。本研究旨在探讨外源性 orexin-A在 PVN对大鼠摄

食和胃动力影响及调控机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

雄性Wistar大鼠，250-300 g，购于青岛市实验动物和动物

实验中心。动物房温度保持在 25± 2℃，相对湿度 60± 5 %，光

照时间从早上 8：00到晚上 8:00，小鼠皆为标准颗粒饲料，自由

饮食进水。所有动物遵循《青岛大学实验动物保护和使用管理

方法》。所有实验都按照青岛动物中心标准。

1.2 免疫组化实验

大鼠腹腔注射 10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)麻醉，伏卧位固

定于脑立体定位仪。给予 200 mL 0.9%的生理盐水快速灌注，

之后用 200 mL 4%的多聚甲醛进行灌注固定。取脑浸泡于 4%

多聚甲醛中固定 4-6 h，而后 4℃保存在 30%的蔗糖溶液 2-3

天。采用冰冻切片机将大鼠脑组织切成 15 滋m的切片。将所需
部位的切片小心放于涂胶载片上，展平，晾干。所有切片放于

-20℃冰箱避光冻存，以备下一步做免疫组织化学染色。首先

PBS溶液洗涤 3次，洗涤后浸于柠檬酸缓冲液中进行微波修

复，修复后滴加正常驴血清封闭非特异性抗原，每个脑片 30-50

滋L，保持避光操作，室温孵育 1 h。微量移液器滴加一抗，即抗

orexin-A受体抗体(多克隆抗体，1: 400稀释)，将加好一抗的标

本置于湿盒中，4℃过夜(避光操作)。PBS溶液洗涤 3次，然后

滴加荧光素 Cy3标记的二抗(驴抗兔，1: 500稀释)，室温孵育 2

h(避光操作)。淬灭油封片后，荧光显微镜下观察并计数细胞。

1.3 脑置管术

大鼠腹腔注射 10%水合氯醛(0.3 mL/100 g)麻醉，伏卧位固

定于脑立体定位仪。大鼠颅部正中行一纵行切口，过氧化氢腐

蚀皮下组织，充分暴露颅骨，参照大鼠脑图谱，以前囟为原点定

位 PVN区(前囟后 1.8 mm，旁开 0.3 mm，深 8.0 mm)，植入不锈

钢套管，聚乙烯管(10 cm)连接套管和注射器，术后恢复 1周。

1.4 摄食量的测定

为了检测[D-Lys-3]-GHRP-6对 orexin-A诱导摄食的作用，

随机选取 24只大鼠，分成四组，第一组：0.5 滋L生理盐水组
(n=6)，第二组：0.5 滋L orexin-A 组 (10 pmol，n=6)，第三组：0.5

滋L [D-Lys-3]-GHRP-6 组(2.5 pmol，n=6)，第四组：0.5 滋L 混合
溶液(10 pmol orexiun-A+2.5 pmol [D-Lys-3]-GHRP-6，n=6)。大

鼠禁食一晚，于第二日白天 12：00注射药物，记录大鼠 0.5 h，1

h，1.5 h，2 h，3 h，6 h以及 24 h食物摄入量。

1.5 胃运动记录

随机选取 30只大鼠，分为 6组，PVN微量注射 0.5 滋L生
理盐水组 (n=5)，PVN 微量注射 0.5 滋L SB3348667 组 (100

pmol，n=5)，PVN微量注射 0.5 滋L orexin-A组 (10 pmol，n=5)，

PVN微量注射 0.5 滋L [D-Lys-3]-GHRP-6组 (2.5 pmol，n=5)，

PVN 微量注射 0.5 滋L 混合溶液 (10 pmol orexin-A+100

pmolSB334867，n=5)，PVN微量注射 0.5 滋L混合溶液(10pmol

orexiun-A+2.5 pmol [D-Lys-3]-GHRP-6，n=5)。胃运动记录前大

鼠禁食 18 h，放于特制鼠笼内，将应力传感器与桥式放大器相

连，生理记录仪记录大鼠胃收缩幅度及频率。各组在给药前稳

定记录胃收缩运动 30 min，给药后记录 60 min，观察给药前后

胃收缩频率和幅度的变化，并计算变化率。每只大鼠每天记录

1-2 h，至少持续 2天。

胃 收 缩 幅 度 或 频 率 变 化 率 =

注药后幅度或频率 -注药前幅度或频率
注药前幅度或频率

× 100%

1.6 胃酸分泌量的测定

随机选取大鼠 36只，分为 6 组，第一组：生理盐水组

(n=6)；第二组：10 pmol orexin-A 组 (n=6)；第三组：2.5 pmol

[D-Lys-3]-GHRP-6 组 (n=6)； 第 四 组 ：2.5 pmol [D-Lys-3]

-GHRP-6+10 pmol orexin-A 组 (n=6)； 第 五 组 ：100 pmol

SB334867组(n=6)；第六组：100 pmol SB334867+10 pmol orex-

in-A组(n=6)。采用幽门结扎法检测大鼠胃酸分泌。麻醉大鼠于

胃幽门与十二指肠交界处做一切口，将双腔导管从切口处插入

胃内，固定导管同时结扎幽门。每 15 min用 5 mL生理盐水灌

流收集胃酸一次，共三次，分别测量体积和 pH值，取其平均值

作为正常基础胃酸分泌量。药物刺激后共观察 120 min，每 15

min用 5 mL生理盐水灌流收集胃酸一次。将胃灌流液装入滴

定管中，在自动滴定仪上用 10 mmol/L的 NaOH滴定，直至上

清液先呈黄色再转为红色 2秒内不消失为终点，记录消耗的

10 mmol/L的 NaOH量，计算不同时间段胃酸分泌量。

1.7 胃排空实验

大鼠随机分为 6组，第一组：生理盐水组(n=6)；第二组：10

pmol orexin-A组(n=6)；第三组：2.5 pmol [D-Lys-3]-GHRP-6 组

(n=6)；第四组：2.5 pmol [D-Lys-3]-GHRP-6 + 10 pmol orexin-A

组 (n=6)；第五组：100 pmol SB334867组 (n=6)；第六组：100

pmol SB334867 + 10 pmol orexin-A组(n=6)。将药物通过置管注

入 PVN，然后用 2 mL酚红溶液(1.5 mmol/L)灌胃，15 min后处

死大鼠。用分光光度法测定胃酚红残留率。

1.8 组织学检查

每次实验结束后，微电极接阴极，无关电极接阳极，以电流

强度为 50 滋A的直流电通电 20 min，微电泳使电极内的滂胺天

蓝泳入脑组织，标记微电极所在位置。先后用生理盐水和 4%多

聚甲醛溶液经由左心室灌流，快速断头取脑，4%多聚甲醛内浸

泡两天，作 50 滋m系列冠状切片，中性红染色，检查电极记录位
置，位置不准确的弃去不用。

1.9 统计学分析

应用 SPSS 18.0和 PPMS 1.5软件进行统计学分析。所有数

据均以(X± SD)表示，多组间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，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PVN orexin受体表达

免疫组化实验显示 PVN内有 orexin受体免疫阳性细胞。

2.2 PVN注射 orexin-A对摄食的影响

与生理盐水组相比，PVN注射 orexin-A后，大鼠 0.5h摄食

无明显变化，从 1h到 3h大鼠摄食量显著增加(P<0.05，图 2)，

而 6h和 24h大鼠摄食量无显著变化(P>0.05，图 2)。单独注射
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[D-Lys-3]-GHRP-6大鼠摄食量无显著改变(P>0.05，图 2)。注射

orexin-A和[D-Lys-3]-GHRP-6混合液后，orexin-A 对大鼠摄食

的促进作用被部分阻断(P<0.05，图 2)。

图 1 PVN orexin受体表达

A：4倍镜下 B：10倍镜下

Fig.1 Expression of orexin receptors in PVN

A:4× B:10×

图 2 PVN微量注射 orexin-A对摄食的影响

*P<0.05，**P<0.01，与生理盐水组比较；#P<0.05，与 orexin-A组比较

Fig.2 Effects of microinjection of orexin-A on food intake in PVN

*P<0.05, **P<0.01 vs. NS group; #P<0.05 vs. orexin-A group

2.3 PVN注射 orexin-A对胃运动的影响

与生理盐水组相比，PVN微量注射 orexin-A后，大鼠胃运

动幅度和频率显著增加(P<0.05，图 3A和 B)。胃运动幅度和频

率的增加具有 5 min的潜伏期，并在 10-15 min内达到峰值。

PVN微量注射 orexin-A和 SB334867混合液后，orexin-A对胃

运动的促进作用被完全抑制；PVN 微量注射 orexin-A 和

[D-Lys-3]-GHRP-6混合液后，orexin-A对胃运动的促进作用被

部分抑制，表明 orexin-A 对胃运动的促进作用可能是通过

ghrelin信号通路介导的，而 PVN单独注射[D-Lys-3]-GHRP-6、

生理盐水或 SB334867，大鼠胃运动无明显改变(P>0.05，图 3A

和 B)。

2.4 PVN注射 orexin-A对胃酸分泌的影响

为了进一步探讨外源性 orexin-A在 PVN对胃酸分泌的影

响，实验中向 PVN内微量注射 orexin-A后观察大鼠胃酸分泌

情况。结果发现，与生理盐水组相比，PVN微量注射 orexin-A

后，大鼠胃酸分泌增多(P<0.05，图 4)，[D-Lys-3]-GHRP-6 能够

部分阻断 orexin-A对胃酸分泌的促进作用，SB334867可完全

阻断 orexin-A 对胃酸分泌的促进作用，单独注射[D-Lys-3]

-GHRP-6和 SB334867大鼠胃酸分泌无显著变化（P>0.05，图4）。

2.5 PVN微量注射 orexin-A对胃排空的影响

为了进一步探讨外源性 orexin-A 在 PVN 对胃排空的影

响，实验中向 PVN内微量注射 orexin-A后观察大鼠胃排空的

改变。结果发现，与生理盐水组相比，PVN微量注射 orexin-A

后，大鼠胃排空增快(P<0.05，图 5)，[D-Lys-3]-GHRP-6 能够部

分阻断 orexin-A对胃排空的促进作用，SB334867可完全阻断

orexin-A对胃排空的促进作用，单独注射[D-Lys-3]-GHRP-6和

SB334867大鼠胃排空无显著变化（P>0.05，图 5）。表明外源性

orexin-A在 PVN通过 ghrelin通路调控胃排空。
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图 3 PVN微量注射 orexin-A对胃运动的影响

A：胃运动幅度 B：胃运动频率

*P<0.05，**P<0.01，与生理盐水组比较；△ P<0.05，与 orexin-A组比较

Fig.3 Effects of microinjection of orexin-A on gastric contraction in PVN

A: The amplitudes of the gastric contraction B: The frequencies of the gastric contraction

*P<0.05, **P<0.01 vs. NS group; △ P<0.05 vs. orexin-A group.

图 4 PVN微量注射 orexin-A对胃酸分泌影响

*P<0.05，与 NS组比较; #P<0.05，与 orexin-A组比较

Fig.4 Effects of microinjection of orexin-A in the PVN on the gastric acid

secretion

*P<0.05 vs. NS group; #P<0.05 vs. orexin-A group

3 讨论

下丘脑参与摄食、胃运动及胃酸分泌调控[25]。食物消化的

胃期是复杂的。食物的摄入刺激胃酸分泌和改变胃的运动。胃

液的高酸度有助于杀死食物中潜在的有害细菌。胃液的酸性也

会激活胃蛋白酶，有助于消化吸收肽类物质。胃底平滑肌起初

是松弛的，通过迷走反射在胃近端储存摄入的营养物质，而远

端胃 "研磨 "胃内容物和慢慢的传送到十二指肠，再通过胃肠

反射刺激影响胃的功能。大脑中包括 orexin-A以及 ghrelin在

内的神经递质以及肽类物质均参与 PVN对摄食的调控。本研

究发现 PVN微量注射 orexin-A能够促进摄食，促进胃运动，增

强胃排空，并促进胃酸分泌。

下丘脑 PVN紧贴第三脑室，上达下丘脑沟，位于视上核的

背、尾侧。室旁核及视上核神经元的轴突组成视上垂体束,止于

垂体后叶，与其他多个下丘脑核团间具有神经纤维联系，能够

整合外周营养信号，调控摄食以及能量平衡[26]。由于 PVN临近

正中隆起，所以 PVN具有收集并且整合中枢神经和外周血液

信号的功能。PVN内有具有内分泌作用的神经元，不但能够分

泌促食肽，如 ghrelin、神经肽 Y，还能够表达抑制摄食的 nes-

fatin-1和阿片 -促黑素细胞皮质素原。

GHSR广泛分布在中枢神经系统中，包括下丘脑[27,28]。以往

研究表明中枢和外周注射 ghrelin均可诱导不同脑核团的 c-fos

表达[21]。下丘脑核团是调控摄食和能量代谢的重要位点[21,29-32]。

下丘脑室旁核、弓状核以及下丘脑外侧区主要表达 GHSR。以

往有研究报道 Ghrelin和食欲素可能在摄食、行为和表达水平

有性别差异[33,34]，这方面的证据表明 orexin-A通过 ghrelin通路

诱导摄食可能有性别差异，需要进一步的研究来探讨 orexin-A

对 ghrelin介导的雄性和雌性大鼠不同作用的影响机制。我们

电生理实验数据证实了 orexin-A 可以影响与胃运动相关的

PVN神经元的活性。另一方面，我们的研究表明在清醒大鼠中

枢注射 orexin-A会促进胃排空、胃酸分泌以及胃运动幅度频

率，但该作用可以被[D-Lys-3]-GHRP-6 阻断，这表明 orexin-A

诱导作用可能是通过激活 GHSR 实现。然而，[D-Lys-3]

-GHRP-6单独使用既没有影响胃排空和胃酸分泌，也没有影响

胃运动，这表明是外源性的 orexin-A，而不是内源性的 orex-

in-A，参与调节 PVN对胃运动的调控。有文献报道，禁食大鼠

食欲素 mRNA表达增多，外周或中枢注射 orexin受体 1拮抗

剂 SB-334867，大鼠摄食量显著减少，表明 SB-334867 可选择

性地阻断 orexin-A的作用从而减少摄食，我们的研究也证实了

这一点。orexin-A可以促进大鼠摄食，且该效应是慢慢增加的，

3小时达到峰值。有趣的是，我们发现大鼠 6 h和 24 h累积摄

食量没有明显变化，说明 orexin-A对摄食的促进作用具有时效

性。同时，我们也发现 GHSR受体拮抗剂也可部分阻断 orex-

in-A的促摄食作用。

图 5 PVN微量注射 orexin-A对胃排空影响

*P<0.05，与 NS组比较; #P<0.05，与 orexin-A组比较

Fig.5 Effects of microinjection of orexin-A in the PVN on the gastric

emptying

*P<0.05 vs. NS group; #P<0.05 vs. orexin-A group
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Orexin-A由于其对摄食以及能量代谢的影响引起了广泛

关注。向啮齿动物脑室内或外周静脉注射 oreixn-A后，啮齿动

物的胃运动增强，并且胃酸分泌增多 [35]。迷走神经复合体

（DVC）中的神经反射通路接收来自下丘脑 PVN和 LH的信

号，参与调控胃、胰腺的分泌，并且调控胃肠蠕动。迷走神经是

整合消化道信息并传递给中枢神经系统的第十脑神经。迷走神

经由传入神经纤维（内脏感觉神经）和传出神经纤维（运动神

经）组成，可调节胃酸分泌，其中超过 70%的传入神经纤维由膈

下神经纤维分支组成。迷走神经传入神经是双极神经元，一端

投射到孤束核，另一端投射到各种外周器官。迷走神经传入纤

维投射到消化道的周围神经末梢分布于消化道粘膜和粘膜下

层，通过孤束核向中枢神经系统传递如肠肽等信号。通过胃牵

张引起的饱餐信号也由迷走神经传递。有研究显示脑池内注射

orexin-A能够刺激清醒大鼠胃酸分泌，表明 Orexin-A的这种生

理作用主要是通过作用于迷走神经末梢处的 orexin-A受体产

生的的。Orexin-A还能够促进胃排空以及胃肠道蠕动，在腹部

手术后胃运动减弱时有可能作为胃动力药物在临床引用。在本

研究中，我们发现中枢注射 orexin受体拮抗剂 SB334867可阻

断 orexin-A对胃运动、胃排空及胃酸的促进作用。这也与前人

的研究相似。以往研究显示 SB334867可完全性的阻断 orex-

in-A的促胃酸分泌、胃排空及胃运动作用，说明 SB334867可

完全阻断 orexin-A受体的作用，我们在注射 orexin-A后，又注

射 GHSR受体拮抗剂，orexin-A的促胃酸分泌作用减弱了，提

示 orexin-A既可作用于 orexin-A受体，同时可能作用于 GHSR

受体，orexin-A与 ghrelin之间存在通路。

综上所述，外源性 orexin-A在 PVN可能通过 GHSR受体

信号途径调控胃功能，具体通路机制有待于进一步阐明。PVN

中存在 orexin受体，外源性 orexin-A可促进大鼠摄食、胃运动、

胃排空及胃酸分泌。在未来的研究中，我们将进一步研究外源

性 orexin-A在其他核团对摄食及能量代谢的影响及机制。
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