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糖皮质激素对肥胖大鼠和普通大鼠

下丘脑神经肽Y mRNA的影响

范艳萍1。石建华1，项平2，胡小磊1，苗艳君1，黄i永齐
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·基础医学·

[摘要]目的：研究糖皮质激素对肥胖大鼠和普通大鼠下丘脑中神经肽Y(neuropeptide Y，NPY)mRNA表达的影响。方法：高

脂饲料构建肥胖大鼠模型，肥胖大鼠和普通大鼠分别随机分为生理盐水组、4,齐tl量绀和大剂量组，分别连续20大腹腔注射生

理盐水0．2 ml／100 g、琥珀酸氢化可的松5 me,／kg和15 me／kg。并观察其摄食变化，用实时荧光定量PCR方法，检测大鼠下丘

脑中NPY mRNA的表达水平。结果：应用大剂苗糖皮质激素后普通人鼠和肥胖大鼠的摄食量低于盐水组(P<0．05)；廊用大

剂量糖皮质激素后普通人鼠和肥胖大鼠的下丘腑中NPY mRNA的表达水平低下盐水组(P<0．01)；应用小剂量糖皮质激素

后普通大鼠的F丘脑中NPY mRNA的表达水平低于盐水组(P<0．01)。结论：大剂量糖皮质激素使普通大鼠和肥胖人鼠食

欲下降，抑制肥胖大鼠和普通大鼠NPY mRNA的表达；小剂带糖皮质激素抑制普通人鼠NPY mRNA的表达，NPY在食欲i睛I节

中起重要作用。，
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Influence of glucocorticoids on neuropeptide Y mRNA expression

in hypothalamus of obese and nonobese rats

FAN Yan—ping‘，SHI Jian·hual，XIANG Pin92，HU Xiao-lei。，MIAO Yan-junl．HUANG Yong—qil

(1．Department of Endocrinotogy，2．Department of Central Laboratories，

The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233004，China)

[Abstract]0bjective：To investigate the effects of glucocorticoid on neuropeptide Y(NPY)gene expression of the hypothalamus in

obese and nonobese rats．Methods：Obese rat model was established by high—fat diet．Both the obese and nonobese rats were randomly

assigned to normal saline(NS)group，low dose and high dose of glucocorticoid groups，and were administered intraperitoneal injection

with normal saline 0．2 ml／l 00 g，hydrocortisone sodium succinate 5 me／kg and 1 5 me／kg．respectively，for 20 days．Their food intake

WS．S measured．Real—time quantitative PCR was used to measure the expression of NPY mRNA in the hypothalamus of the rats．Results：

After high dose of glucocorticoid injection，the food intake of the obese and nonobese rats was lower than that of the NS group(P<

0．05)；the mRNA expressions of NPY in the hypothalamus of the obese and nonobese rats was lower than thal of the NS group(P<

0．01)：the expression of NPY mRNA of the nonobese rats in the low dose group was significantly lower than that of the NS group

(P<0．01)．Conclusions：High dose of glucocortieoid may inhibit the appetite and the NPY mRNA expression in the hypothalamus of

the obese and nonobese rats；low dose of glueocorticoid can inhibit the NPY mRNA expression in the hypothalamus of nonobese rats．

NPY plays all important role in regulation of the appetite of rats．
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神经肽Y(neuropeptide Y，NPY)是下丘脑中参

与食欲及能量平衡凋节的重要介质，与多种食欲调

节因子有密切关系¨’4j。NPY主要来源于弓状核

(arcuate nucleus，ARC)和背内侧核，其中ARC NPY

神经元可投射到同侧的室旁核。空腹时下丘脑

NPY mRNA表达和NPY释放增加，进食后减少。中

枢注射NPY可刺激动物的摄食活动、降低能量消
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耗，减少棕色脂肪耗能，抑制交感神经及甲状腺轴活

动，增高血浆瘦素(1eptin)、胰岛素和清晨皮质醇的

水平i5·“。囚此，NPY在食欲调节和肥胖的发生、发

展中起重要作用。本文就糖皮质激素对肥胖大鼠和

普通大鼠下丘脑NPY mRNA的影响作～研究。

1材料与方法

1．1肥胖大鼠模型构建购自上海斯莱克实验动

物有限责任公司的雄性SD大鼠125只『许_口f证号：

SCXK(沪)2003旬003]，体莆180～200 g。放人清洁

房间，室温18～22℃，自然光照，适应性喂养1周后

随机分笼分组，每笼≤5只。对照组38只，给予普

通饮食，实验组87只，给予高脂饮食。两组饮用水
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及饲料见文献[7]，均不限制进饮及进食量，饲养80

天后，利用实验组体重>对照组平均体重+1．5倍标

准差和实验组Lee’s指数>对照组平均Lee’s指数

+1．5倍标准差的双重标准界定肥胖大鼠{Lee 7s指

数=[体重(g)／体长(em)]1／3×10}，共得40只肥

胖大鼠，剩余大鼠淘汰。对照组随机分为生理盐水

组(tl,=12)，小剂量组(n=13)，大剂量组(n=13)；

实验组也随机分为生理盐水组(n=13)，小剂量组

(17,=13)和大剂量组(n=14)；连续20天于清晨7～

9时分别腹腔注射0．2 ml／100 g生理盐水、5 mr,／kg

琥珀酸氢化可的松和15 mg／kg琥珀酸氢化可的松

(天津市生物化学制药厂生产，生产批号为

20060314)。所用溶液均于临用前配制。

1．2取材断颈处死大鼠后即刻取出下丘脑，液氮

速冻后一80℃保存备用。

1．3扩增引物 由上海生物工程有限公司合成。

NPY上游引物：5’一CAA GAG ATC CAG CCC TGA

GAC A．3’；下游引物：5’一CAT CAC CAC ATG GAA

GGG TCT TC-3 7。13一actin上游引物：5 7一GAC GGT

CAG GTC ATC ACT ATC G一3 7；下游引物：5’一ACG

GAT GTC AAC GTC ACA CTr C-3’。

1．4下丘脑总RNA的抽提和质量鉴定取大鼠下

丘脑，加TRIZOL(GIBCO／BRL)试剂提取总RNA。

通过变性琼脂糖凝胶电泳确定RNA完整性，并在紫

外分光光度计下测定RNA浓度及纯度。

1．5逆转录反应取1斗g RNA，以oligo(drr)为引

物进行反转录及eDNA合成。20斗l体系，RNA

1灿g，oligo(dT)弓l物1斗l，加RNAase—free ddH20至

12“l，70℃孵育15 min，置冰上冷休克2 min，短暂

离心后，加入5×first stand Bufier4 ILl，dNTP混合液

1山，0．1mmol／L DTr 2斗l，混匀置42 oC 2 min后，

加入Superscript II反转录酶1¨l，混匀，置42℃

60 min，70 oC 15 min，一20℃保存。

1．6荧光定量PCR反应反应前模板稀释30倍，

SYBR Green I染料原液稀释500倍。反应体系：

eDNA 2斗l；forward primer(10 I．Lmol／L)0．4斗l；

reVel*se primer(10 I山mol／L)0．4汕l；20 X SYBR Green

I dye 0．5斗l；Hostart Taq DNA聚合酶(5 u／斗1)

0．2灿l；10×buffer 2．0灿l；MgCl2(50 mmol／L)

1．2 Ixl；dNTP Mix(10 mmol／L)0．5¨l；ddH20补足

至总体积20“l，同时每对引物设一阴性对照。反应

条件：94 oC 15 s，60 oC 60 s，80℃2 s，44个循环。

所有基因扩增前95℃预变性10 min，扩增后72℃

延伸10 min。用Opticon实时荧光定量PCR仪(MJ

Research)检测荧光，反应结束后通过Opticon
Monitor 3软件建立Real Time PCR融解曲线证实扩

增的特异性并分析结果，读取C，值，以管家基因B．

actin为内参，校正每个样品的c，值得AC，值，通过

2吨△ct方法¨1分析实验组与对照组之间基因表达

差异，△CT=CT，t盯get—CT，B噜cti。，AACT=△CT．№led一

△CT。nlml。

1．7统计学方法采用方差分析和q检验。

2结果

2．1 应用糖皮质激素后大鼠的摄食变化大剂量

糖皮质激素处理后，普通大鼠20天内的平均摄食量

明显低于生理盐水组(P<0．05)；小剂量组的平均

摄食量和生理盐水组差异无统计学性意义(P>

0．05)。大剂量糖皮质激素处理肥胖大鼠平均摄食

量较生理盐水组减少(P<0．05)；而肥胖大鼠的小

剂量组和生理盐水组相比，差异无统计学意义(P>

0．05)(见表1)。

2．2应用糖皮质激素后大鼠下丘脑NPY mRNA表

达水平比较 普通大鼠下丘脑NPY mRNA表达水

平在应用小剂量、大剂量琥珀酸氢化可的松后较应

用生理盐水组分别下降了30％、42％(P<0．05)。

肥胖大鼠应用小剂量琥珀酸氢化可的松后较应用生

理盐水组下降了36％，但无统计学意义(P>0．05)，

应用大剂量琥珀酸氢化可的松后较应用生理盐水组

下降了59％(P<0．01)(见表1)。

表l不同大鼠给予糖皮质激素后摄食量和NPY mRNA

表达水平比较(i±S)

竺兰 ： 篓竺兰!兰!：竺呈：盍达盔垩(2：全!：2
普通大鼠

生理盐水组 12 28．02±3．22 0．40±0．08

小剂鼙组 13 25．61±4．52 0．28±0．07一

大剂量组 13 23．91．4-1．89+0．24±0．1l“

F 一 4．62 10．93

P 一 <O．05 <0．01‘

鹏组内 一 11．488 0．008

肥胖大鼠

生理盐水组 13 25．87±3．56 0．32士0．11

小剂鬣组 13 24．66"4-2．95 0．23±0．18

大剂量组 14 22．64±2．60+0．14±O．08“

， 一 3．88 6．55

P 一 <O．05 <O．0l

MS组内 一 9．308 0．017

q检验：与生理盐水组比较$P<0．05，$}P<0．01

3讨论

糖皮质激素对NPY基因的表达有直接效应，大

鼠NPY基因上游存在糖皮质激素反应元件‘9|，并且

 



弓状核NPY神经元上存在糖皮质激素受体。注射

地塞米松(2 mg／kg，10 d)可以使大鼠下丘脑一垂体

系统的NPY表达上调olo]。Doyon等¨¨发现糖皮质

激素可以刺激虹鳟鱼脑部视前区NPY mRNA的表

达。而Sainsbury等¨纠给正常大鼠脑室注射NPY后

可以增加摄食、体重和胰岛素水平，但对肾上腺切除

的大鼠注射NPY后上述现象未出现。Zakrzewska

等¨引分别给大鼠脑室和腹腔注射糖皮质激素后发

现，脑室注射糖皮质激素使大鼠摄食及体重增加，下

丘脑NPY的含量增加，而腹腔注射糖皮质激素的结

果恰恰相反，即大鼠食欲和体重下降，下丘脑NPY

的含量减少；本文研究结果与此相符，即外周注射糖

皮质激素后，下丘脑NPY mRNA的表达下降。中枢

和外周应用糖皮质激素引起的这种矛盾现象可能原

因是：中枢注射糖皮质激素可以持续的刺激NPY的

合成，并抑制胰岛素和leptin对NPY合成的影响；而

腹腔注射糖皮质激素在引起胰岛素和leptin分泌增

加的同时，中枢中糖皮质激素的浓度却达不到刺激

NPY合成和阻滞胰岛素和leptin抑制NPY合成的

水平。研究发现，血浆胰岛素和leptin可以抑制

NPY的合成，一些学者认为胰岛素可以通过增加抑

制性神经递质或减少兴奋性神经递质(谷氨酸)来

下调NPY mRNA的表达014]。leptin则通过结合弓

状核NPY神经元上的受体诱导SOCS3基因的表达，

而SOCS3可以直接抑制NPY基因启动子的转

录¨5|，从而下调NPY基因的表达。糖皮质激素降

低NPY的表达是否还与其他途径有关尚需进一步

研究。

本次研究发现，小剂量糖皮质激素对大鼠摄食

的影响和盐水组相比无统计学意义，而大剂量糖皮

质激素使普通大鼠和肥胖大鼠的摄食下降。应用实

时荧光定量方法对下丘脑促进食欲调节肽NPY基

因的定量分析发现，大剂量糖皮质激素抑制肥胖大

鼠和普通大鼠下丘脑促进食欲调节肽NPY mRNA

的表达，这可能就是大剂量糖皮质激素干预后肥胖

大鼠和普通大鼠食欲下降的原因。此外，注射小剂

量糖皮质激素使普通大鼠下丘脑NPY mRNA表达

较盐水组下降，而对肥胖大鼠却无影响，这可能与大

鼠的营养状态相关。
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