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摘要目的：探讨下丘脑 nesfatin-1与组胺信号通路间的相互作用及对摄食的影响。方法：采用第三脑室置管、药物注射、免疫组化、
ELISA等方法，观察氟甲基组氨酸(FMH)、琢螺旋促肾上腺皮质激素释放激素(CRH)和促甲状腺激素释放激素(TRH)对 Nesfatin-1
诱导的抑制摄食的影响，以及 Nesfatin-1与组胺信号通路相互影响调控摄食机制。结果：第三脑室注射 nesfatin-1可显著减少大鼠
摄食量，而第三脑室内预先注射 FMH，nesfatin-1抑制摄食效应明显减弱，但 FMH本身并不影响大鼠夜间摄食量。第三脑室注射
nesfatin-1，可显著增加优降宁诱发的 PVN、腹内侧核(VMH）、结节乳头核(TMN)内 t-MH的积累；但腹腔注射 nesfatin-1没有引起
大鼠摄食改变，t-MH蓄积也无显著变化。第三脑室注射 琢螺旋 CRH或抗 TRH血清均可显著减弱 nesfatin-1的抑食效应，而 琢螺
旋 CRH、抗 TRH血清本身并不显著影响大鼠摄食量。第三脑室注射 nesfatin-1可显著增加下丘脑 PVN内 CRH和 TRH水平，且
nesfatin-1可显著增加优降宁诱导的 PVN、VMH和 TMN内 t-MH的表达，而 琢螺旋 CRH或抗 TRH血清可显著抑制 nesfatin-1
诱导的 PVN、VMH和 TMH内 t-MH的蓄积。第三脑室注射组胺可显著增加大鼠下丘脑 PVN内 nesfatin-1含量，但 LH、VMH、
TMN以及血浆内 nesfatin-1水平无显著改变。免疫组化研究显示，PVN内有 nesfatin-1和 H1-R免疫反应阳性神经元，且部分神经
元共存。结论：Nesfatin-1的抑食效应可能与下丘脑组胺信号通路介导。
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Nesfatin-1 in the Hypothalamus Antifeedant Effect and Mechanism Study*

To examine the interaction of nesfatin-1 in hypothalamus and histamine signaling pathways and the effect
of nesfatin-1 in hypothalamus on the feeding behavior in rats. Third ventricle catheter, drug injection, immunohistochemistry,
ELISA methods were used to observe the effects of FMH, CRH and TRH on the inhibition of feeding induced by nesfatin-1. In addition,
the interaction of nesfatin-1 and histamine signaling pathways on the regulation of feeding. Third ventricle nesfatin-1 had
significantly reduced food intake in rats, while the feeding inhibition third of the third intraventricular injection of FMH, advance
nesfatin-1 on rats reduced significantly, but the FMH itself does not affect night food intake in rats. The third ventricle injection of
nesfatin-1, can significantly increase the pargyline induced t-MH accumulation in PVN, VMH, TMN; but the intraperitoneal injection of
nesfatin-1 did not induce rat feeding change, t-MH accumulation also showed no significant changes. Third ventricle injection of alpha
helix CRH serum can significantly reduce TRH nesfatin-1 feed inhibitory effect, while alpha helix CRH, TRH serum itself does not
significantly affect food intake in rats. The third ventricle injection of nesfatin-1 can significantly increase the CRH and TRH levels in
PVN, and nesfatin-1 can significantly increase the pargyline induced t-MH expression in PVN, VMH and TMN t-MH. Alpha helical
CRH or anti-TRH serum can inhibit the nesfatin-1 induced accumulation of t-MH in PVN, VMH and TMH. Third ventricle injection of
histamine can significantly increase the content of nesfatin-1 in PVN of hypothalamus, but the content of nesfatin-1 in LH and VMH,
TMN and plasma had no significant changes. Immunohistochemical study showed that in PVN and H1-R nesfatin-1 immune response
positive neurons, and part of the coexistence of neurons. The feeding inhibitory effect of nesfatin-1 may be related to the
hypothalamus histamine signaling pathway mediated.
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前言

下丘脑基因编码的核连蛋白 -2（NUCB2）裂解后可产生三

种肽类，分别为 nesfatin-1、nesfatin-2以及 nesfatin-3 [1]。第三脑

室注射 Nesfatin-1可抑制大鼠夜间摄食，但 nesfatin-2 和 nes-

fatin-3则不具有这种功能[1]。尽管目前尚未发现 nesfatin-1的受

体，但是已经有证据表明大鼠下丘脑，如室旁核（PVN）、弓状核

（ARC），孤束核（NTS）可表达 NUCB2/nesfatin-1，并参与大鼠摄

食的调控[2-4，5]。另有研究报道，禁食 24小时后的大鼠，PVN中
NUCB2 mRNA以及 nesfatin-1水平明显下降[1]。而第三脑室注

射抗 NUCB2反义寡核苷酸可增加摄食量，并诱导体重增加[1]。

下丘脑组胺神经元起始于结节乳头核（TMN）主要分布于

下丘脑，如被称为饱食中枢的 PVN和腹内侧核（VMH），该神

经元可发出纤维投射至整个大脑 [6]。有研究表明，在下丘脑

VNH和 PVN，组胺 H1受体（H1-R）的激活可抑制摄食[7]，该效

应可能与促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）、促甲状腺激素释

放激素（TRH）的释放有关[8，9]。综合以上发现，我们提出，nes-
fatin-1、CRH、TRH以及下丘脑组胺神经元可能在下丘脑构成

一个神经通路，协同调控能量代谢。本研究旨在探讨下丘脑

nesfatin-1与 CRH、TRH和组胺共同参与摄食调控。

1 材料和方法

1.1 实验动物

采用体重 250-280 g 雄性 Wistar 大鼠 （合格证号：
0014125）。动物饲养于 21± 1 ℃、湿度在 55± 5 %室内，每天光

照 12小时，从早 7:00至晚 19:00。实验动物均喂以标准饮食，

自由摄水。

1.2 手术操作

大鼠经戊巴比妥钠（100 mg/kg）腹腔麻醉，置于立体定位

仪上。参照 Paxinos-Watson大鼠脑立体定位图谱，将一同芯套

管（长 15 mm的 23号不锈钢）植入第三脑室（前囟后 0.8 mm，

旁开 0.2 mm，颅骨表面下 5.6 mm-7.2 mm），置管 5天后开始实
验。

1.3 实验分组
1.3.1 氟甲基组氨酸（FMH，组氨酸脱羧酶抑制剂）对 nesfatin-1

诱导的抑制摄食影响 36只大鼠随机分为 6组（每组 6只），

分别为：PBS组；FMH组；nesfatin-1第三脑室注射（ivt）组；nes-

fatin-1腹腔注射（ip）组；FMH/nesfatin-1（ivt）组；FMH/nesfatin-1

（ip）组。
1.3.2 Nesfatin-1对下丘脑甲基组胺（t-MH）及血浆 nesfatin-1水

平的影响 24只大鼠随机分为 3组（每组 8只），分别为：PBS

组；nesfatin-1（ivt）组；nesfatin-1腹腔注射（ip）组。
1.3.3 琢螺旋 CRH和抗 TRH血清对 Nesfatin-1诱导的抑制摄

食的影响 56只大鼠随机分为 8组（每组 7只），分别为：PBS

组；琢螺旋 CRH 10滋g（ivt）组（竞争性 CRH受体拮抗剂）；琢 螺
旋 CRH 50 滋g（ivt）组；nesfatin-1（ivt）组；琢 螺旋 CRH 10

滋g/nesfatin-1（ivt）组；琢 螺旋 CRH 50 滋g/nesfatin-1（ivt）组；An-

ti-TRH（ivt）组；Anti-TRH/nesfatin-1 ivt）组。
1.3.4 下丘脑 CRH、TRH、甲基组胺、组胺以及血浆中 nesfatin-1

水平检测 36只大鼠随机分为 6组（每组 6只），分别为：PBS

组; nesfatin-1（ivt）组；琢螺旋 CRH 50 滋g组;琢螺旋 CRH/nes-

fatin-1（50 滋g）（ivt）组；抗 TRH血清组；抗 TRH血清 /nesfatin-1

（ivt）组；组胺组。每组实验结束后均腹腔注射优降宁（0.33

mmol/kg），优降宁能有效抑制单胺氧化酶 B活性，并且可诱发
t-MH在神经元外蓄积，而 t-MH是神经元释放组胺的主要代谢

产物。

1.3.5 PVN内 nesfatin-1和 H1-R免疫共表达 6只大鼠免疫

组化检测 PVN nesfatin-1和 H1-R神经元表达。
1.4 摄食量测定

注射药物后，观察大鼠在夜间（晚 19:00到 23:00）自由摄

食量，并在实验前后称量剩余食物。

1.5 下丘脑 CRH、TRH、甲基组胺、组胺以及血浆中 nesfatin-1

水平检测

大鼠实验结束腹腔麻醉（100 mg/kg戊巴比妥钠），断头取

脑和血，并分离下丘脑，将脑块置于 400 滋L 0.5 M醋酸中煮 10

min，采用试剂盒提取蛋白质。血液标本置于装有 EDTA和抑

肽酶的冰管中，离心 10 min（4 ℃，4000rpm），提取血浆。采用
ELISA试剂盒检测下丘脑和血浆中 nesfatin-1、CRH和 TRH水

平。采用高效液相色谱法测定大鼠外侧核（LH）、室旁核

（PVN）、结节乳头核（TMN）、腹内侧核（VMH）上清液中 t-MH

的含量。

1.6 免疫组化实验

大鼠经戊巴比妥钠（100 mg/kg）腹腔麻醉，4 %多聚甲醛经

心灌注固定。断头取脑，4 %多聚甲醛后固定，30 %蔗糖脱水，置

于 -80 ℃冰箱中冷藏。冰冻切片（10 滋m），加入 5 %正常山羊血
清（PBS稀释）封闭，室温孵育 120 min。滴加一抗，4 ℃孵育过

夜。PBS冲洗，5 min× 3次。滴加适量生物素标记二抗工作液，
37 ℃孵育 10-30 min。PBS冲洗，5 min× 3次。滴加适量的辣根

酶标记的链霉卵白素工作液，37 ℃孵育 10-30 min。PBS冲洗，
5分钟× 3次。显色剂显色 1-3 min。
1.7 统计学分析

所有数据均用 X± SD表示，两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析。P< 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 氟甲基组氨酸对 nesfatin-1诱导的抑制摄食影响以及 nesf-

atin-1对下丘脑 t-MH含量的影响

与 PBS对照组相比，第三脑室注射 nesfatin-1可显著减少

大鼠夜间 4 h 摄食量（P<0.05，表 1），而第三脑室内预先注射
FMH，nesfatin-1抑制摄食效应明显减弱（P<0.05）。但 FMH 本

身并不影响大鼠夜间摄食量（表 1）。
与 PBS对照组相比，第三脑室注射 nesfatin-1，可显著增加

优降宁诱发的 PVN、VMH、TMN 内 t-MH 的积累（P<0.05，表
2），但不能改变 LH 内 t-MH 的含量（P>0.05）。腹腔注射 nes-

fatin-1没有引起大鼠摄食改变（表 1），t-MH蓄积也无显著变化

（表 2）。皮下或第三脑室注射 nesfatin-1，血浆 nesfatin-1水平无

明显改变（P>0.05，表 2）。
2.2 琢螺旋 CRH和抗 TRH血清对 Nesfatin-1诱导的抑制摄食
的影响

与第 PBS对照组相比，第三脑室注射 10或 50 ng琢螺旋
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Group CRH(ng/mg protein) TRH(ng/mg protein)

PBS 35.2± 11.1 28.8± 8.3

Nesfatin-1 44.8± 13.4* 39.5± 10.2*

表 4 Nesfatin-1对下丘脑 CRH和 TRH表达水平的影响

Table 4 The effect of Nesfatin-1 on the expression levels of hypothalamic CRH and TRH

注：与 PBS组相比，*P<0.05。

Note: *P < 0.05 versus PBS.

Group LH PVN VMH TMN Plasma nesfatin-1

PBS 2.2± 0.6 3.4± 1.1 2.5± 0.8 4.2± 1.3 0.71± 0.13

Nesfatin-1（ivt） 2.3± 0.5 5.5± 1.2* 5.6± 1.6* 7.8± 2.2* 0.62± 0.15

Nesfatin-1（ip） 2.3± 0.7 3.7± 1.2 2.6± 0.7 4.4± 1.4 0.75± 0.25

Group 4 h Food intake（g）

PBS 4.2± 0.8

琢-hCRH（10 ng） 4.1± 0.7

琢-hCRH（50 ng） 4.2± 0.9

Nesfatin-1 1.8± 0.4*

琢-hCRH（10 ng）+nesfatin-1 3.0± 0.5*+

琢-hCRH（50 ng）+nesfatin-1 3.5± 0.6*+

Anti-TRH 4.1± 0.8

Anti-TRH+nesfatin-1 3.6± 0.6*+

注：*P<0.05，与 PBS组相比；+P<0.05，与 nesfatin-1 (ivt)组相比。

Note: *P < 0.05 versus PBS; +P < 0.05 versus nesfatin-1 (ivt.).

表 2 Nesfatin-1对下丘脑 t-MH含量的影响（pmol/mg蛋白）

Table 2 The effect of Nesfatin-1 on the content of t-MH of the hypothalamus（pmol/mg protein）

注：*P<0.05，与 PBS组相比。

Note: *P < 0.05 vs PBS.

表 3 CRH和抗 TRH血清对 Nesfatin-1诱导的抑制摄食的影响

Table 3 Effects of CRH and anti TRH serum on feeding inhibition induced by Nesfatin-1

注：*P<0.05，与 PBS或 琢-hCRH组相比；+P<0.05，与 nesfatin-1组相比。

Note: *P < 0.05 versus PBS and anti-TRH, +P < 0.05 versus nesfatin-1.

Group 4 h food intake（g）

PBS 4.2± 1.2

FMH 4.3± 1.1

Nesfatin-1（ivt） 2.1± 0.6*

FMH+nesfatin-1（ivt） 3.3± 0.7+

Nesfatin-1（ip） 3.8± 1.0

FMH+nesfatin-1（ip） 3.7± 1.1

表 1下丘脑 FMH对 nesfatin-1诱导的抑制摄食的影响

Table 1 The effect of FMH in hypothalamus on the feeding inhibition

induced by nesfatin-1

CRH均可减弱 nesfatin-1抑制的大鼠夜间 4 h摄食量（P<0.05，

表 3），而 琢螺旋 CRH本身并不显著影响大鼠摄食量（P>0.05，
表 3）。第三脑室注射抗 TRH血清，也可显著减弱 nesfatin-1对

摄食量的抑制作用（P<0.05，表 3），但抗 TRH血清本身不能影
响大鼠进食量（P>0.05，表 3）。
2.3 Nesfatin-1对下丘脑 CRH、TRH和 t-MH表达的影响

与 PBS对照组相比，第三脑室注射 nesfatin-1可显著增加

大鼠下丘脑 PVN内 CRH和 TRH含量（P<0.05，表 4）；且 nes-

fatin-1可显著增加优降宁诱导的 PVN、VMH和 TMN内 t-MH

的表达（P<0.05，表 5），而 琢 螺旋 CRH 或抗 TRH 血清可显著

压抑 nesfatin-1 诱导的 PVN、VMH 和 TMH 内 t-MH 的蓄积

（P<0.05，表 5）。

2.4 组胺对下丘脑和血浆内 nesfatin-1水平的影响

与 PBS组相比，第三脑室注射组胺可显著增加大鼠下丘

脑 PVN内 nesfatin-1含量，但 LH、VMH、TMN以及血浆内 nes-

fatin-1水平无显著改变（P>0.05，表 6）。

2.5 PVN内 nesfatin-1和 H1-R免疫共表达

免疫组化研究显示，PVN内有 nesfatin-1（图 1a）和 H1-R

（图 1b）免疫反应阳性神经元，且部分神经元共存（图 1c）。
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Group LH PVN VMH TMN

PBS 2.0± 0.5 3.2± 0.8 3.1± 0.9 4.4± 1.0

α -hCRH（50 滋g） 2.1± 0.6 4.1± 1.3 4.2± 1.2 5.0± 1.3

Nesfatin-1 2.3± 0.75 7.9± 1.1* 7.8± 1.4* 8.5± 1.6*

α -hCRH（50 滋g）

+nesfatin-1
2.1± 0.65 5.7± 1.0*覮 5.1± 0.8*覮 6.4± 0.7*覮

Anti-TRH 1.9± 0.6 3.8± 1.1 3.2± 0.8 4.8± 1.5

Anti-TRH+nesfatin-1 1.7± 0.5 5.5± 1.2*覮 5.9± 0.7*覮 6.1± 1.1*覮

Group LH PVN VMH TMN Plasma nesfatin-1 levels

PBS 11± 2.8 22± 6.8 11± 2.7 5± 1.3 0.55± 0.13

Histamine 13± 3.8 34± 9.8* 16± 4.3 6± 1.7 0.6± 0.14

表 5 Nesfatin-1、CRH、抗 TRH对下丘脑 t-MH表达水平的影响

Table 5 Effects of Nesfatin-1, CRH, anti TRH on the expression levels of t-MH in hypothalamus

注：*P<0.05，与 PBS组或 琢-hCRH或 Anti-TRH相比；覮 P<0.05，与 nesfatin-1组相比。

Note: *P < 0.05 versus PBS or 琢-hCRH or anti-TRH; 覮p < 0.05 versus nesfatin-1.

图 1 PVN内 nesfatin-1和 H1-R免疫共表达

Fig.1 Nesfatin-1 and H1-R immune expression in the PVN

注：nesfatin-1（红色），H1-Rs（绿色）。

Note: nesfatin-1(red), H1-Rs(green).

表 6组胺对下丘脑和血浆内 nesfatin-1水平的影响（pmol/mg）

Table 6 Effects of histamine on nesfatin-1 levels in the hypothalamus and plasma

注：与 PBS组相比，*P<0.05。

Note: *P < 0.05 versus PBS.

3 讨论

本研究结果显示，下丘脑注射 nesfatin-1、CRH、TRH和组
胺均可显著抑制大鼠摄食，但它们之间的相互作用还未知。

FMH诱导组胺减少大鼠可减弱 nesfatin-1厌食效应。提示，组

胺可能参与 nesfatin-1摄食抑制作用。组胺在神经末梢能迅速

转化为代谢物 t-MH。优降宁是一种单胺氧化酶 B抑制剂，可诱

导神经元 t-MH 生成 [6]。本研究发现，nesfatin-1 可显著增加
PVN、VMH以及 TMN内 t-MH水平，下丘脑 PVN只有少数细

胞能够同时表达 nesfatin-1和组胺。nesfatin-1还能增加 PVN内
CRH和 TRH 含量，提示，nesfatin-1可能通过作用于 PVN 的
CRH或 TRH神经元以增加组胺的转录、合成及释放。

有研究表明，nesfatin-1可影响 PVN神经元活性，还可影响

CRH和 TRH活性[7]。中枢 CRH和 TRH信号通路激活可抑制

摄食 [5]。本研究显示，中枢注射 nesfatin-1可显著增加下丘脑
CRH和 TRH水平。α 螺旋 CRH及抗 TRH血清，可减弱 nes-

fatin-1摄食抑制作用，提示，CRH和 TRH可能参与下丘脑 nes-
fatin-1对摄食调控作用。

CRH1 型受体（CRT1-Rs）和 TRH2 型受体（TRH2-Rs）在
TMN神经元内均有表达 [8]。本研究发现 CRH和 THR水平降
低，可抑制 nesfatin-1厌食效应。CRH和 TRH神经元通过激活

组胺介导 nesfatin-1厌食效应。PVN内约有 20 %-30 %的细胞

能够同时表达 nesfatin-1和 TRH，而约有 20 %的细胞能够同时

表达nesfatin-1和 CRH[9]。CRH调控 Nesfatin-1厌食效应，使用
TRH拮抗剂后 nesfatin-1抑食效应减弱[10]，证明 nesfatin-1的抑
食效应是通过 CRH、TRH神经元发挥作用的。
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CRH能够抑制瘦素诱导的摄食量减少，而单独注射 CRH

并不能对摄食量产生显著影响，同样 TRH以及 TRH-R缺陷也
不能影响摄食[11]。高剂量 CRH和抗 TRH注射能够明显抑制食

欲，产生与 nesfatin-1相同的抑制摄食作用。

本研究发现，组胺能够激活 PVN的 nesfatin-1神经元，提

示，组胺神经元通过释放促 CRH和 TRH激活 nesfatin-1神经

元。中枢注射瘦素后能够激活 CRH和 TRH神经元并刺激下丘

脑表达组胺[12]。CRH、TRH能够直接影响组胺表达[13]。结果证明

注射 nesfatin-1能够刺激下丘脑表达 CRH、TRH以及组胺。瘦

素并不能调节 NUCB2和 nesfatin-1在下丘脑核团中的表达[1]。

表明 nesfatin-1作用不依赖瘦素通路[14，15]。

下丘脑的 PVN、VMH、ARC、LH均能够表达 nesfatin-1[1，14]。

LH是摄食中枢，该核团损伤会导致体重下降[16]，LH 中含有黑

色素聚集激素（MCH）和食欲肽[17]。研究发现中枢注射组胺能够

增加 PVN的 nesfatin-1含量，但不能增加 LH对 nesfatin-1的

表达，这表明 LH不参与 nesfatin-1摄食调节作用。这表明 nes-
fatin-1和 MCH间有复杂的联系，nesfatin-1能够诱发饱腹感[1]，

而MCH则能够促进摄食[18]。另外，中枢注射 nesfatin-1能够增

加金鱼食欲肽 mRNA的表达，但是在禁食的金鱼则不能增加
食欲肽 mRNA的表达，这表明 nesfatin-1对大脑表达的食欲肽

的影响可能与进食状态有关[19]。

大鼠身体各部位均能够检测到 nesfatin-1表达，胃黏膜尤

其多[20]。此外，胰岛细胞不仅能够分泌胰岛素而且还分泌 nes-

fatin-1 [21]，这表明 nesfatin-1可能通过静脉系统分泌到身体各

处。本研究结果表明，中枢注射 nesfatin-1后能够立即产生摄食
抑制效应，且脑室内和腹腔注射 nesfatin-1，对血浆 nesfatin-1水

平无显著影响。

Nesfatin-1可能作用于 PVN的 CRH和 TRH神经元，激活

的 CRH和 TRH神经元反过来通过 CRH1-R 和 TRH2-R又作

用于 TMN组胺神经元。本研究为 nesfatin-1调节下丘脑能量代
谢提供了一种新的见解。
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