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　　［摘　要］　目的：观察慢性束缚应激大鼠血清中瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）及下丘脑弓状核（ａｒｃｕａｔｅｎｕｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ）中瘦素
受体（ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＥＰＲ）、神经肽Ｙ（ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ，ＮＰＹ）、刺鼠相关蛋白（ａｇｏｕｔｉｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＡｇＲＰ）、阿黑皮
素原（ｐｒｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ，ＰＯＭＣ）和可卡因苯丙胺调节转录物（ｃｏｃａｉｎｅａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ）的表
达变化，探讨慢性束缚应激大鼠出现摄食减少和体重减轻等表现的中枢机制。方法：９０只 ＳＤ健康雄性大鼠随机
分为空白对照（ＢＣ）组、７ｄ应激（７Ｓ）组和２１ｄ应激（２１Ｓ）组。７Ｓ组和２１Ｓ组大鼠每天接受连续３ｈ束缚应激，
分别持续７ｄ和２１ｄ；ＢＣ组正常饲养２１ｄ，不予应激干预。观察各组大鼠摄食量和体重变化，ＥＬＩＳＡ方法测定血清
中ｌｅｐｔｉｎ和下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ含量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ法分别检测下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、
ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴ的蛋白和ｍＲＮＡ表达水平；并用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数法探究２１Ｓ组大鼠体重／摄食量变化与 ＡＲＣ中
上述食欲因子ｍＲＮＡ表达的关系。结果：与同一时点ＢＣ组相比，７Ｓ组和２１Ｓ组大鼠的摄食量减少，体重增长延
缓。７Ｓ组和２１Ｓ组大鼠血清ｌｅｐｔｉｎ水平，以及 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、ＰＯＭＣ和 ＣＡＲＴ的蛋白和 ｍＲＮＡ表达较 ＢＣ组有不
同程度升高（Ｐ＜００５），而ＮＰＹ和 ＡｇＲＰ的蛋白和 ｍＲＮＡ表达则显著降低（Ｐ＜００５），且２１Ｓ组变化最为明显。
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析表明，２１Ｓ组大鼠体重与其ＡＲＣ中ＬＥＰＲ和ＣＡＲＴ的ｍＲＮＡ表达呈显著负相关（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１），与ＮＰＹ的ｍＲＮＡ呈显著正相关（Ｐ＜００５）；摄食量与ＰＯＭＣ的 ｍＲＮＡ表达呈显著负相关（Ｐ＜００５）；体重
与摄食量的相关性分析无统计学显著性。结论：慢性束缚应激大鼠下丘脑ＡＲＣ内部食欲因子表达与其体重／摄食
变化存在一定关联性，但其作用机制有待进一步探讨。
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　　伴随着社会竞争日益激烈和生活节奏不断加
快，紧张的工作环境、复杂的人际关系和沉重的经济

压力等长期、慢性心理应激已成为威胁人类健康的

重要因素。机体体重增长缓慢和饮食量下降，则是

常见的慢性应激反应。本研究动态观察了慢性束缚

应激大鼠摄食量及体重变化，并采用 ＥＬＩＳＡ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和ＲＴｑＰＣＲ方法分别测定其血清瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）
水平及下丘脑弓状核（ａｒｃｕａｔｅｎｕｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ）中食欲
调控因子瘦素受体（ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＥＰＲ）、神经肽Ｙ
（ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ，ＮＰＹ）、刺鼠相关蛋白（ａｇｏｕｔｉｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＡｇＲＰ）、阿黑皮素原（ｐｒｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ，
ＰＯＭＣ）和可卡因苯丙胺调节转录物（ｃｏｃａｉｎｅａｍｐｈｅｔ
ａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ）的表达情况，以探
讨应激状态下机体出现摄食和能量代谢异常的中枢

机制。

材　料　和　方　法

１　动物
雄性ＳＤ大鼠，体重１８０～２００ｇ，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，动物合格证号为 ＳＣＸＫ
（京）２０１２０００１。动物饲养于清洁级动物房，光照明
暗各１２ｈ（明７：００～１９：００，暗１９：００～７：００），恒温、
恒湿［室温（２１±１）℃，相对湿度４０％ ～６０％］，自由
摄食，饮水。

２　试剂与仪器
２．１　主要试剂　Ｌｅｐｔｉｎ和 ＬＥＰＲＥＬＩＳＡ试剂盒购自
ＰｈｏｅｎｉｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ；ＲＩＰＡ裂解液购自ＰｉｅｒｃｅＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；兔抗 ＡｇＲＰ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ；兔抗 ＬＥＰＲ抗体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；兔抗 ＰＯＭＣ
抗体购自 ＳｉｇｎａｌｗａｙＡｎｔｉｂｏｄｙ；兔抗 ＮＰＹ和兔抗
ＣＡＲＴ抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；辣根过氧
化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗

兔ＩｇＧ购自北京中杉金桥生物公司；ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＭＭＬＶ反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ；ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自Ｆｅｍｅｎｔａｓ。
２．２　主要仪器　Ｔ１０型手持电动匀浆器购自 ＩＫＡ；
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ３８４读板机（酶标仪）购自 ＭＤ；
ＮＤ２０００型微量分光光度计购自 Ｔｈｅｒｍｏ；ＡＢＩ７３００
型荧光定量 ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ购自 ＡＢＩ；ＤＹＹⅢ型电泳
仪、ＤＹＹⅢ４０Ｂ型转膜槽和 ＤＹＣＺ２４Ｄ型垂直电泳
槽购自北京六一生物科技有限公司；凝胶成像系统

购自ＵＶＰ；３Ｋ１５低温离心机购自Ｓｉｇｍａ。
３　方法
３．１　动物分组及模型制备　９０只实验大鼠适应饲
养１周，随机分为空白对照（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ＢＣ）组、７ｄ
应激（７ｄｓｔｒｅｓｓ，７Ｓ）组和２１ｄ应激（２１ｄｓｔｒｅｓｓ，２１
Ｓ）组，每组３０只。应激方法同参考文献［１］，将大鼠

束缚于特制的Ｔ型束缚架上，每日３ｈ，束缚时点随
机。７Ｓ组和２１Ｓ组分别持续束缚应激７ｄ和２１ｄ；
ＢＣ组大鼠常规饲养２１ｄ，不予束缚应激干预。
３．２　摄食量和体重检测　称量大鼠应激前１ｄ（ｄａｙ
０）的体重和摄食量及应激后连续２１ｄ（ｄａｙ１～ｄａｙ
２１）的体重和摄食量。摄食量计算以前 １ｄ给食量
减去当天剩余食量。

３．３　检测标本制备　７Ｓ组于实验第８天、ＢＣ组和
２１Ｓ组于实验第２２天，以２％戊巴比妥钠（４０ｍｇ／
ｋｇ）麻醉，断头取血２ｍＬ分离血清备用；冰盘上快速
取脑，液氮速冻，抠取ＡＲＣ组织，－８０℃保存备用。
３．４　ＥＬＩＳＡ法测定大鼠血清 ｌｅｐｔｉｎ及下丘脑 ＡＲＣ
ＬＥＰＲ的含量　根据ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明，于酶标
仪上检测血清ｌｅｐｔｉｎ含量。另取脑组织ＡＲＣ置１ｍＬ
ＮａＣｌ溶液中煮沸３ｍｉｎ，加０５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ冰醋酸，
手持电动匀浆器匀浆，以０５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ中和
混匀，离心，取上清，根据试剂盒说明检测 ＡＲＣ组织
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中ＬＥＰＲ蛋白含量。
３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、
ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴ的蛋白表达　ＡＲＣ组织
置ＥＰ管，加ＲＩＰＡ缓冲液１ｍＬ进行匀浆，冰浴反应，
充分裂解，离心，取上清，提取总蛋白，采用分光光度

计测定蛋白含量。每个蛋白样本取３０μｇ进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ，转至ＰＶＤＦ膜。用蒸馏水振荡洗膜３次，每次
５ｍｉｎ，然后以５％脱脂奶粉，脱色摇床摇动封闭１ｈ；
ＴＢＳＴ振荡洗膜３次，每次５ｍｉｎ，加兔源性 Ｉ抗（β
ａｃｔｉｎ、ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、ＰＯＭＣ和 ＣＡＲＴ抗体的稀释度均
为１∶３００，ＡｇＲＰ抗体的稀释度为１∶２００），４℃孵育过
夜；ＴＢＳＴ振荡洗膜３次，每次５ｍｉｎ，加入１∶３０００的
ＩＩ抗（山羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ），４℃孵育１ｈ；ＴＢＳＴ室温
洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，然后用ＴＢＳ洗膜５ｍｉｎ，化学
发光法获得目标条带。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件分析
条带积分吸光度（ＩＡ），βａｃｔｉｎ为内参照，分别计算
ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴ蛋白表达相对含量。
３．６　ＲＴｑＰＣＲ法测定下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、
ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ、ＣＡＲＴ的ｍＲＮＡ表达　每样本５０μｇ，
ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＡＲＣ组织总 ＲＮＡ，１％琼脂糖凝胶电
泳和紫外分光光度计测定 Ａ２６０与 Ａ２８０，结果 ２８Ｓ和
１８Ｓ条带清晰可见，５Ｓ条带较弱弥散，表明所提取总
ＲＮＡ降解较少，完整性良好；Ａ２６０／Ａ２８０比值在 １８～
２０之间，纯度较高，可用于后续反转录反应。

根据ＭＭＬＶ反转录试剂盒说明操作，２０μＬ反
应体系（总ＲＮＡ１μｇ）于ＰＣＲ仪上４２℃ ５０ｍｉｎ，９５
℃ ５ｍｉｎ，灭活反转录酶，逆转录合成 ｃＤＮＡ。以
ｃＤＮＡ为模板，根据试剂盒说明操作，进行荧光定量
ＰＣＲ扩增：９５℃ ５ｍｉｎ；ＤＮＡ变性９４℃ ３０ｓ，退火
５８℃３０ｓ，引物延伸７２℃３０ｓ，４０个循环，于每个循
环引物延伸时收集荧光信号。以 βａｃｔｉｎ作为内参
照，空白对照组第１号样品设定为标准１，ＳＤＳＶ１．３
软件分析获得各样本目的基因 Ｃｔ值，ΔΔＣｔ＝
（Ｃｔ实验组 －Ｃｔβａｃｔｉｎ）－（Ｃｔ对照组 －Ｃｔβａｃｔｉｎ），根据公式
ＲＱ＝２－ΔΔＣｔ计算各样本 ＬＥＰＲ、ＡｇＲＰ、ＮＰＹ、ＰＯＭＣ和
ＣＡＲＴｍＲＮＡ表达量，用于统计分析。

ＬＥＰＲ的上游引物序列为５’ＧＣＣＡＡＡＧＴＣＡＡＣ
ＴＡＣＧＣＴＣＴＴ３’，下游引物序列为 ５’ＣＴＴＣＣＡＴ
ＡＣＧＣＡＡＡＣＣＣＡ３’；ＮＰＹ的上游引物序列为 ５’
ＣＧＴＧＴＧＴＴＴＧＧＧＣＡＴＴＣＴ３’，下游引物序列为 ５’
ＣＡＧＴＧＴＣＴＣＡＧＧＧＣＴＧＧＡＴ３’；ＡｇＲＰ的上游引物序
列为５’ＣＴＧＣＣＧＣＴＴＣＴＴＣＡＡＴＡＣＣ３’，下游引物序
列为５’ＣＴＴＴＧＣＣＣＡＡＣＡＴＣＣＧＴＴ３’；ＰＯＭＣ的上游
引物序列为 ５’ＴＧＣＴＴＣＡＧＡＣＣＴＣＣＡＴＡＧＡＣＧ３’，

下游引物序列为５’ＡＧＧＧＣＴＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＧＴＴ３’；
ＣＡＲＴ的上游引物序列为 ５’ＧＡＣＡＴＣＴＡＣＴＣＴＧＣ
ＣＧＴＧＧＡ３’，下游引物序列为５’ＣＧＧＡＡＴＧＣＧＴＴ
ＴＡＣＴＣＴＴＧＡ３’；βａｃｔｉｎ的上游引物序列为５’ＧＧＴ
ＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡ３’，下游引物序列为 ５’
ＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡ３’。
４　统计学处理

采用ＳＰＳＳ２１０软件进行统计分析。数据以均
数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，采用一般线性模型的
重复测量过程对体重和摄食量数据进行单变量方差

分析，并用多因素方差分析 ＬＳＤ法进行相同时点上
的两组间比较；其它数据进行单因素方差分析，多组

间比较采用 ＳＮＫｑ法。２１Ｓ组大鼠体重／摄食量和
下丘脑弓状核食欲因子表达的相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　慢性束缚应激对大鼠体重和摄食量的影响
从表１可以看出，束缚应激前，ＢＣ组和２１Ｓ组

大鼠体重和摄食量的差异无统计学显著性。从束缚

应激第２天开始，在相同时点内２１Ｓ组大鼠的体重
明显低于ＢＣ组（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；从束缚第１
天开始，在相同时点内２１Ｓ组大鼠摄食量始终低于
ＢＣ组，尤其在应激第１、７、８、１０、１１及１３～２１天，２组
间的差异最为明显（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），见表１。
２　慢性束缚应激对大鼠血清 ｌｅｐｔｉｎ及下丘脑 ＡＲＣ
中ＬＥＰＲ含量的影响

大鼠血清中 ｌｅｐｔｉｎ含量７Ｓ组和２１Ｓ组较 ＢＣ
组均明显增加（Ｐ＜００５）；７Ｓ组和２１Ｓ组相比差异
无统计学显著性，见表２。
　　大鼠下丘脑ＡＲＣ中ＬＥＰＲ含量７Ｓ组和２１Ｓ组
较ＢＣ组均有所增加，尤其 ２１Ｓ组增加更为明显
（Ｐ＜００５），见表２。
３　慢性束缚应激对大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、
ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴ蛋白表达的影响

与ＢＣ组比较，７Ｓ组和 ２１Ｓ组大鼠下丘脑的
ＡＲＣ中 ＮＰＹ和 ＡｇＲＰ蛋白表达水平均显著下降
（Ｐ＜００５），ＬＥＰＲ、ＰＯＭＣ和 ＣＡＲＴ的蛋白表达水平
显著升高（Ｐ＜００５）；２１Ｓ组较７Ｓ组 ＡＲＣ中 ＮＰＹ
和ＡｇＲＰ的蛋白表达水平明显减少（Ｐ＜００５），而
ＬＥＰＲ和ＰＯＭＣ表达则有所增高（Ｐ＜００５），７Ｓ组
和２１Ｓ组大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＣＡＲＴ蛋白表达虽然
也有所变化，但组间比较差异无统计学显著性，见图

１、表３。

·５７４·



表１　慢性束缚应激对大鼠体重和摄食量的影响
Ｔａｂｌｅ１．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓｏｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｆｔｈｅｒａｔｓ（ｇ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝２５）

Ｔｉｍｅｐｏｉｎｔ
Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ Ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅ

ＢＣ ２１Ｓ ＢＣ ２１Ｓ
Ｄａｙ０ ２５６．９０±５．１６ ２５７．８０±４．４９ ２２．９１±１．４４ ２３．６９±１．５０
Ｄａｙ１ ２６４．７５±７．２６ ２６１．１５±６．６０ ２３．００±１．５７ ２０．６６±１．７４

Ｄａｙ２ ２７０．５０±７．３９ ２６５．１０±７．６６ ２５．１９±２．５７ ２２．７３±２．０４
Ｄａｙ３ ２７７．１０±７．６３ ２６８．００±８．０６ ２４．８３±１．５１ ２３．０３±２．３３
Ｄａｙ４ ２８３．８０±７．３７ ２７１．６０±７．９６ ２４．９８±１．３６ ２２．７１±２．４８
Ｄａｙ５ ２９１．９５±８．００ ２７５．００±８．００ ２５．８３±１．４０ ２３．７１±３．９５
Ｄａｙ６ ２９７．００±８．９６ ２７８．６５±９．７２ ２５．０４±１．５３ ２３．２７±２．１９
Ｄａｙ７ ３０４．８５±９．５０ ２８１．４０±１０．８５ ２５．０８±１．７６ ２２．９２±１．５７

Ｄａｙ８ ３０８．２０±１０．５３ ２７７．１０±１０．３５ ２３．８９±１．４１ ２０．７７±２．４３

Ｄａｙ９ ３１０．４０±１０．２０ ２８０．４５±１１．８１ ２４．４１±１．２４ ２３．０７±１．６７
Ｄａｙ１０ ３１４．６５±１０．９１ ２８４．７０±１１．９７ ２５．１９±１．４１ ２３．０２±１．９１

Ｄａｙ１１ ３１８．７５±１１．００ ２８７．７５±１２．１４ ２５．２９±１．１３ ２２．８２±１．３５

Ｄａｙ１２ ３２４．４０±１１．４１ ２９１．７０±１３．３２ ２６．０１±２．１１ ２４．０６±２．３８
Ｄａｙ１３ ３２５．３０±１１．５６ ２９５．０５±１３．２６ ２７．１０±１．２５ ２３．２６±１．５３

Ｄａｙ１４ ３３０．９０±１１．３７ ２９８．２０±１３．２８ ２６．０７±１．２４ ２３．６３±１．７９

Ｄａｙ１５ ３３１．３５±１２．９２ ２９６．７０±１４．３２ ２４．３３±１．２６ ２２．３６±１．６２

Ｄａｙ１６ ３３８．１０±１２．１０ ３０１．２５±１４．７９ ２６．１３±１．４８ ２３．２５±２．４７

Ｄａｙ１７ ３４１．５５±１１．５８ ３０７．２５±１４．４３ ２６．３９±２．０７ ２２．７５±１．６５

Ｄａｙ１８ ３４５．５０±１０．９５ ３１２．９０±１４．９２ ２６．０５±１．５９ ２３．６１±２．０６

Ｄａｙ１９ ３４９．３５±１１．５８ ３１６．７５±１５．６４ ２５．６７±１．１６ ２２．５５±１．７２

Ｄａｙ２０ ３５１．９６±１０．５４ ３２１．７５±１５．５２ ２６．１５±１．６７ ２２．０４±１．６２

Ｄａｙ２１ ３５６．５０±１０．６８ ３２３．５５±１５．６５ ２６．３２±１．１２ ２１．４７±２．６４

　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＢＣｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．

表２　慢性束缚应激对大鼠血清 ｌｅｐｔｉｎ和 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ含
量的影响

Ｔａｂｌｅ２．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓｏｎｓｅｒｕｍ
ｌｅｐｔｉｎａｎｄＬＥＰＲｉｎＡＲＣｏｆｒａｔｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ Ｌｅｐｔｉｎ（μｇ／Ｌ） ＬＥＰＲ（μｇ／Ｌ）
ＢＣ ３．５８±１．３１ ７．５３±２．９５
７Ｓ ６．４０±１．８１ ９．１０±１．４６

２１Ｓ ６．７１±１．４２ １１．６９±２．１４＃

　Ｐ＜００５ｖｓＢＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ７Ｓｇｒｏｕｐ．

４　慢性束缚应激对大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、
ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴｍＲＮＡ表达的影响
７Ｓ组和 ２１Ｓ组大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＮＰＹ和

ＡｇＲＰ的 ｍＲＮＡ表达较 ＢＣ组均显著减少（Ｐ＜
００５），而ＬＥＰＲ和ＰＯＭＣ的ｍＲＮＡ表达则不同程度
增加（Ｐ＜００５）；２１Ｓ组与７Ｓ组比较，大鼠下丘脑
ＡＲＣ中 ＮＰＹ和 ＡｇＲＰ的 ｍＲＮＡ表达下降（Ｐ＜
００５），而 ＬＥＰＲ和 ＰＯＭＣ的 ｍＲＮＡ表达明显增加
（Ｐ＜００５）。３组比较，大鼠下丘脑ＡＲＣ中ＣＡＲＴ的
ｍＲＮＡ表达差异无统计学显著性，见表４。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏ
ｎｉｃｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＬＥＰＲ，ＮＰＹ，ＡｇＲＰ，ＰＯＭＣａｎｄＣＡＲＴｉｎＡＲＣｏｆｔｈｅ
ｒａｔｓ．

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢性束缚应激对大鼠下丘脑 ＡＲＣ
中ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和 ＣＡＲＴ蛋白表达的
影响
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表３　慢性束缚应激对大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、
ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴ蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ３．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＥＰＲ，ＮＰＹ，ＡｇＲＰ，ＰＯＭＣａｎｄ
ＣＡＲＴｉｎＡＲＣｏｆｒａｔｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｉｎｄｅｘ ＢＣ ７Ｓ ２１Ｓ
ＬＥＰＲ ０．２２±０．０１ ０．４５±０．０５ ０．６０±０．０７＃

ＮＰＹ ０．９７±０．０２ ０．７６±０．０３ ０．２７±０．０１＃

ＡｇＲＰ １．８１±０．０３ １．０９±０．０３ ０．５８±０．０３＃

ＰＯＭＣ １．４０±０．０７ １．６２±０．０４ １．７８±０．１１＃

ＣＡＲＴ １．６３±０．０８ １．９８±０．０２ ２．０５±０．０８

　Ｐ＜００５ｖｓＢＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ７Ｓｇｒｏｕｐ．

５　２１Ｓ组大鼠体重／摄食量与下丘脑 ＡＲＣ中食欲
因子表达的相关性

２１Ｓ组大鼠体重与其ＡＲＣ中ＬＥＰＲ和ＣＡＲＴ的
ｍＲＮＡ表达呈显著负相关（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），与

表４　慢性束缚应激对大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ＬＥＰＲ、ＮＰＹ、
ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ和ＣＡＲＴｍＲＮＡ表达的影响

Ｔａｂｌｅ４．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅ
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＥＰＲ，ＮＰＹ，ＡｇＲＰ，ＰＯＭＣａｎｄ
ＣＡＲＴｉｎＡＲＣｏｆｒａｔｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６）

Ｉｎｄｅｘ ＢＣ ７Ｓ ２１Ｓ
ＬＥＰＲ １．０１±０．２１ ２．５７±０．５７ ３．８２±０．７３＃

ＮＰＹ ０．９０±０．０７ ０．４１±０．０５ ０．３１±０．０３＃

ＡｇＲＰ ０．９７±０．０９ ０．８０±０．０８ ０．４２±０．０９＃

ＰＯＭＣ ０．４３±０．０７ ０．５４±０．０８ ０．８６±０．０８＃

ＣＡＲＴ ０．３４±０．０６ ０．３８±０．０７ ０．４２±０．０７

　Ｐ＜００５ｖｓＢＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓ７Ｓｇｒｏｕｐ．

ＮＰＹ的ｍＲＮＡ表达呈显著正相关（Ｐ＜００５）；摄食
量与 ＰＯＭＣ的 ｍＲＮＡ表达呈显著负相关（Ｐ＜
００５）。体重与摄食量无显著相关性（Ｐ＞００５），见
表５。

表５　２１Ｓ组大鼠体重、摄食量及下丘脑弓状核食欲因子ｍＲＮＡ表达的相关性
Ｔａｂｌｅ５．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ／ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｐｅｔｉｔｅｆａｃｔｏｒｓｉｎＡＲＣｏｆｒａｔｓ

Ｉｎｄｅｘ Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ Ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅ ＬＥＰＲ ＮＰＹ ＡｇＲＰ ＰＯＭＣ
Ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅ ０．５３
ＬＥＰＲ －０．９３ －０．５９
ＮＰＹ ０．８６ ０．７９ －０．８３

ＡｇＲＰ ０．７６ ０．７３ －０．５８ ０．８５

ＰＯＭＣ －０．６９ －０．８５ ０．７３ －０．９１ －０．６９
ＣＡＲＴ －０．８６ －０．７６ ０．８７ －０．９８ －０．７９ ０．８６

　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１．

讨　　论

应激是机体整个适应、保护机制的一个重要组

成部分。适度应激有利于机体在内外环境中保持自

身稳态，而过强或持久、频繁的应激则可能诱发多种

慢性疾病［２４］。目前，束缚应激是研究动物心理应激

反应最常用的模型之一［５］。束缚制动使动物躯体活

动受限，并由此产生挣扎、愤怒、焦虑、无助和抑郁等

一系列情绪变化及皮毛无光，耳廓淡白，食欲下降和

体重减轻等躯体症状，这既很好地模拟了机体在应

激状态下心理和生理的变化，又避免了造模本身对

躯体的直接病理损伤［６７］。本研究结果证实，束缚应

激大鼠摄食量和体重较同期空白对照组大鼠明显下

降，且应激时间越长，对体重增长影响越大，与前期

研究结果一致［８］，说明慢性束缚应激是影响机体能

量储备的不利因素之一。

目前普遍认为，下丘脑是机体中枢维持能量平

衡的核心，包含多个与食欲调控有关的神经核团，其

中紧邻第三脑室的 ＡＲＣ作为一个食欲调节和能量

平衡的综合体已成为广大研究人员关注的焦点［９１０］。

ＡＲＣ包含２组与摄食相关但作用相反的一级神经元
ＮＰＹ／ＡｇＲＰ和 ＰＯＭＣ／ＣＡＲＴ［１１］，这些神经元接收外
周传入的营养信息后，协同调控 ＮＰＹ、ＡｇＲＰ、ＰＯＭＣ
和ＣＡＲＴ等食欲因子的合成和分泌，并通过神经纤
维投射实现不同神经核团之间的信号传递，最终维

持下丘脑“食欲调节网”的平衡。

瘦素是一种能感知自身能量状态的蛋白质类激

素。作为食欲调节链上关键的一环，瘦素由白色脂

肪细胞分泌后，通过外周和中枢（主导作用）２条途
径参与机体能量代谢的调控。下丘脑 ＡＲＣ是瘦素
中枢作用的关键部位。作为主要参与介导瘦素调节

体重作用的功能性受体 ＬＥＰＲ，在弓状核促食欲
ＮＰＹ／ＡｇＲＰ神经元及抑食欲 ＰＯＭＣ／ＣＡＲＴ神经元均
显著表达［１２１３］。经血液循环进入下丘脑的瘦素，通

过与ＬＥＰＲ特异性结合，将饱食信号传递给该处的瘦
素反应性食欲调控神经元，激活食欲调节网，从而全

面启动摄食及能量平衡的瘦素调控通路。

下丘脑ＡＲＣ的各种食欲因子是瘦素循环作用
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的直接靶点［１４］。以往研究表明，ＮＰＹ通过与 ＡＲＣ
内广泛分布的ＮＰＹ受体特异性结合，激发机体的摄
食效应［１５１６］。ＡｇＲＰ是一种较 ＮＰＹ更为强效和长效
的食欲刺激素。表达于 ＡＲＣ的 ＰＯＭＣ在前转变素
酶１的作用下释放其剪切产物 α促黑素细胞激素
（αｍｅｌａｎｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ）和促肾上
腺皮质激素，前者通过激活与机体新陈代谢密切相

关的黑皮质素受体３／４（ＭＣ３Ｒ／ＭＣ４Ｒ），使机体产
生饱腹感，并向其它脑区传达饱食的信号，以减少摄

食行为［１７］。同时对 ＭＣ３Ｒ和 ＭＣ４Ｒ高度敏感的
ＡｇＲＰ可通过与之竞争性结合，从而抑制黑皮素受体
信号，拮抗αＭＳＨ的抑制摄食作用［１８］。ＣＡＲＴ广泛
存在于与摄食及体重密切相关的脑区，与瘦素具有

相互调节作用［１９２０］，其强大的抑食功能已在啮齿类

动物和部分水生动物研究中被初步验证［２１２３］。

本研究结果表明，应激因素对大鼠摄食行为及

体重增长具有消极影响，并能显著提高其血清瘦素

水平，下调 ＡＲＣ中促食欲因子 ＮＰＹ和 ＡｇＲＰ表达，
上调抑食欲因子 ＰＯＭＣ和 ＣＡＲＴ表达。进一步的
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果提示以 ＮＰＹ／ＡｇＲＰ和 ＰＯＭＣ／
ＣＡＲＴ为代表的２类食欲因子表达失衡可能是慢性
束缚应激大鼠出现摄食减少、体重增长缓慢的关键

中枢神经内分泌基础之一，但具体作用机制及通路

的研究有待进一步开展。本研究同时发现，应激大

鼠体重与摄食量之间并无显著相关性，提示摄食量

减少并非其体重增长延缓的唯一原因，很可能还与

机体代谢水平有关，这已在本课题组基于代谢组学

的相关研究中得到初步证实［２４］，并将成为我们下一

步深入研究的关注点之一。
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食相关神经肽变化机制研究［Ｄ］．石家庄：河北医科
大学，２０１５．

［７］　林文青．ＮＭＤＡｎＮＯＳＪＮＫ通路介导的Ｖｃ中神经元星
形胶质细胞间通讯在心理应激致大鼠咬肌痛敏中的作

用［Ｄ］．西安：第四军医大学，２０１７．
［８］　旷湘楠，王少贤，方朝义，等．逍遥散调节慢性应激肝

郁脾虚模型大鼠下丘脑弓状核 ｏｂＲ、αＭＳＨ变化机制
［Ｊ］．世界中医药，２０１７，１２（３）：４８８４９３．

［９］　王　建．食欲肽与其它食欲调节肽相互作用的研究进
展［Ｊ］．国外医学：卫生学分册，２００４，３１（２）：９６１００．

［１０］张毅敏，连　辉，宋海岩，等．６羟多巴损伤黑质导致
弓状核离子钙接头蛋白１和阿片促黑素皮质素原表
达的变化［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０１７，３３（６）：９７５
９８０．

［１１］ＳｏｎｇＺＧ，ＥｖｅｒａｅｒｔＮ，ＷａｎｇＹＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｅｎｅｒｇｙｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］．ＧｅｎＣｏｍｐ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１３，１９０：１１２１１７．

［１２］ＬｉＳＦ，ＬｉＸ．Ｌｅｐｔｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｌｅｐｔｉｎｒｅｓｉｓ
ｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＳｃｉＢｕｌｌ，２０１６，６１（１９）：１４８０１４８８．

［１３］ＭüｎｚｂｅｒｇＨ，ＭｏｒｒｉｓｏｎＣＤ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇｏｆｌｅｐｔｉｎ［Ｊ］．Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２０１５，６４（１）：１３２３．

［１４］郭春丽．瘦素与其他摄食信号在肥胖调节中的相互作
用［Ｊ］．安徽医药，２０１０，１４（９）：１０９８１１１０．

［１５］贾　敏，贺　媛，张晓辉，等．肥胖相关性神经肽Ｙ研
究现状［Ｊ］．神经解剖学杂志，２０１７，３３（１）：１０７１１０．

［１６］王国文，邵宝平，丁艳平．神经肽 Ｙ的促摄食作用及
其调控机制［Ｊ］．动物营养学报，２０１６，２８（２）：３８５
３９１．

［１７］ＭｏｕｎｔｊｏｙＫＧ．Ｐｒｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ（ＰＯＭＣ）ｎｅｕｒｏｎｅｓ，
ＰＯＭＣｄｅｒｉｖｅｄｐｅｐｔｉｄｅｓ，ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｏｂｅｓｉ
ｔｙ：ｈｏｗｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｔｈｉｓｓｙｓｔｅｍｈａｓｃｈａｎｇｅｄｏｖｅｒｔｈｅ
ｌａｓｔｄｅｃａｄｅ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１５，２７（６）：４０６
４１８．

［１８］吕　亮，张　丹，贝雪艳，等．刺鼠相关蛋白在能量代
谢及生殖方面研究［Ｊ］．河北医学，２０１４，２０（１０）：
１７５０１７５３．

［１９］ＮｉｉｍｉＭ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｎｏｒｅｃｔｉｃａｎｄｏｒｅｘｉｇｅｎｉｃｐｅｐｔｉｄｅｓ
（ＣＡＲＴ，ＮＰＹｅｔｃ）［Ｊ］．ＮｉｈｏｎＲｉｎｓｈｏ，２００１，５９（３）：
４４３４４８．

［２０］ＥｌｍｑｕｉｓｔＪＫ．Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｐａｔｈｗａｙｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｔｈｅｅｎｄｏ
ｃｒｉｎｅ，ａｕｔｏｎｏｍｉｃ，ａｎｄｂｅｈａｖｉｏｒａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｅｐｔｉｎ［Ｊ］．
ＰｈｙｓｉｏｌＢｅｈａｖ，２００１，７４（４５）：７０３７０８．

［２１］彭焕文，杨　雁，尹传龙，等．可卡因－苯丙胺调节转
录肽研究进展［Ｊ］．安徽农业科学，２０１３，４１（３）：９８１
９８４．

［２２］旷湘楠．慢性应激肝郁脾虚模型大鼠下丘脑弓状核ｏｂ
Ｒ、ＣＡＲＴ、αＭＳＨ变化及逍遥散调节作用［Ｄ］．石家
庄：河北医科大学，２０１７．

［２３］袁登越．齐口裂腹鱼ｌｅｐｔｉｎ、ＣＣＫ、ＰＹＹ和ＣＡＲＴ基因的
克隆、组织表达及摄食功能研究［Ｄ］．雅安：四川农业
大学，２０１４．

［２４］王坤红．逍遥散对慢性心理应激大鼠行为学及代谢组
学的影响［Ｄ］．石家庄：河北医科大学，２０１７．

（责任编辑：林白霜，罗　森）
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