
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.8 MAR.2015

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.08.010

下丘脑 Nesfatin-1/NUCB2对糖尿病小鼠摄食的影响 *
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摘要 目的：探讨下丘脑神经肽 NUCB2与 Tsumura Suzuki（TS）多基因突变 2型糖尿病（T2DM）小鼠摄食过多的关系。方法：将动
物分为 Tsumura Suzuki糖尿病（TSD）小鼠、正常小鼠；监视器监测小鼠摄食量；分析血生化指标；定量 RT-PCR分析摄食相关神经

肽 mRNA表达水平；放射免疫分析法检测 nesfatin-1蛋白水平。结果：与年龄匹配的 TSN小鼠相比，TSD小鼠在 1月龄就存在体

重增加（P＜ 0.05）和高瘦素血症（P<0.05），3-12月龄出现贪食（P＜ 0.05）、高血糖（P＜ 0.05）、高血脂（P＜ 0.05）和高胰岛素血症（P<0.

05），且 3-12月龄时厌食肽 nesfatin-1前体核连蛋白 2（NUCB2）mRNA和 nesfatin-1 蛋白水平均显著降低（P<0.05~0.01）；TSD小

鼠下丘脑甘丙肽、黑色素浓集素、神经肽 Y及前黑素细胞皮质素原 mRNA水平也有显著改变（P<0.05）。结论：下丘脑 NUCB2介
导信号通路破坏可能导致 TSD小鼠摄食过多。
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The Effects of Hypothalamic Nesfatin-1/NUCB2 on Feeding in Diabetes
Mice*

To discuss the relationship between hypothalamic neuropeptide NUCB2 and hyperphagic feeding in

Tsumura Suzuki Diabetes (TSD) mice, a model of type 2 diabetes with polygenic abnormalities. Animals can be divided into
Male Tsumura Suzuki Diabetes (TSD) mice, Tsumura Suzuki normal (TSN) mice. Food intake in mice was monitored and blood

chemistry was analyzed. Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) assay was used to measure the expression level of

feeding-related neuropeptide mRNA; radiation immunoassay was used to detect the protein level of nesfatin-1. TSD mice

showed an increase in body weight (P<0.05) and hyperleptinemia (P<0.05) from 1 month of age and hyperphagic feeding (P<0.05),

hyperglycemia (P<0.05), hyperlipidemia (P<0.05) and hyperinsulinemia (P<0.05) from 3 to 12 months of age compared with

age-matched non-diabetic control TSN mice. The mRNA and protein levels of nucleobindin-2 (NUCB2), the precursor of the
anorexigenic neuropeptide nesfatin-1, was significantly decreased (P<0.05~0.01) in the hypothalamus of TSD mice compared with that in

TSN mice from 3 to 12 months of age. The mRNA levels of galanin, melanin-concentrating hormone, neuropeptide Y, and

pro-opiomelanocortin were significantly changed (P<0.05) in the hypothalamus in TSD mice at several time points. The

results suggest that the disrupted control of hypothalamic NUCB2-mediated signaling may contribute to hyperphagic feeding in TSD

mice.
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前言

2型糖尿病（T2DM）患者在世界范围逐年迅速递增。2型

糖尿病的发生与环境因素相关，这给人类遗传性分析带来了困

难。动物模型在生物医学研究中广泛应用，可能会为人类 2型

糖尿病的研究带来新的进展[1]。Tsumura Suzuki糖尿病（TSD）
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小鼠是一种尿糖呈现阳性的模型动物[2]，与 TS正常（TSN）小鼠

相比，TSD小鼠早在 4周龄就出现肥胖和体脂增加，持续至 18

月龄[3]。TSD小鼠腹腔内注射葡萄糖后血糖水平显著升高，葡

萄糖刺激胰岛素释放敏感性减弱，胰岛素治疗后出现的低血糖

反应也减少[4]。TSD小鼠的骨骼肌和脂肪组织中胰岛素刺激 2-
[3H]脱氧葡萄糖的再摄取，以及葡萄糖转移 -4 蛋白移位受损
[5]，因此 TSD小鼠胰岛素抵抗增强、胰岛素分泌减少，但其产生

机制不清楚。

下丘脑神经肽可调控循环激素、营养物质和脂肪因子之间

相互作用，调控热量摄取和能量消耗平衡[6]。该系统破坏将导致

摄食过多、肥胖甚至 T2DM[7]。有文献报道，TSD小鼠比正常小

鼠摄食明显增多[8]，提示 TSD小鼠下丘脑调控摄食作用可能受

损。本研究拟检测下丘脑与摄食相关神经肽，如：核连蛋白 2

(NUCB2)，神经肽 Y(NPY)，甘丙肽 (GAL)，黑色素浓集激素
(MCH)，前皮质素原(POMC) [9-13]，以及测定下丘脑 NUCB2 mR-

NA表达水平，目的旨在阐明下丘脑神经肽的表达与 TSD小鼠

摄食过多之间的关系。

1 材料和方法

1.1 动物
雄性 TSD小鼠 10只、TSN小鼠 10只，分笼饲养，每笼 2-3

只，自由进食饮水。室温保持 23± 2℃，湿度 55± 10 %，12 h循

环光照（8:00-20:00）。实验前所有动物适应性饲养一周。
1.2 摄食

实验小鼠早晨 8:00 开始监测摄食情况，24 h 后小鼠放回
原笼中，计算 24 h摄食量。
1.3 血生化

小鼠腹腔戊巴比妥钠麻醉（50 mg/kg），实验结束后腔静脉

采集血液标本。收集的血液样本与乙二胺四乙酸（EDTA）混合，
4℃ 1000× g离心 10 min，收集血浆样本后立即在 -80℃冰箱冻
存。葡萄糖 C-II试剂盒检测血浆葡萄糖水平，甘油三酯 E试剂

盒检测甘油三酯和总胆固醇水平，ELISA检测胰岛素和瘦素水

平。

1.4 定量 RT-PCR分析

实验结束后小鼠断头处死，迅速分离下丘脑。RT-PCR检

测 nesfatin-1/NUCB2、NPY、GAL、MCH和 POMC mRNA水平。

使用 Tri-RNA 试剂盒提取下丘脑组织总 RNA，用 1 滋g 总
RNA和寡核苷酸 dT引物合成 cDNA。以 cDNA为模板,加入
TaqDNA聚合酶和相关神经肽特异性引物，滋-actin 作为内参,

常规 PCR进行扩增。PCR产物经 1.4 %琼脂糖凝胶电泳, Im-

age Tool软件(University of Texas at San Antonio)分析结果。扩

增条件：95℃ 1 min，95℃ 30 s，54℃ 15 s，72℃ 15 s (40 个循

环)。观察该 PCR产物的熔解曲线 (94℃ 0 s，55℃ 15 s，94℃ 0

s；温度变化速度为 0.1 ℃ /s)，并由电脑自动分析系统进行定量

分析。以不含 cDNA模板的 PCR反应体系设为阴性对照。
1.5 放射免疫测定

配制 nesfatin-1 标准液，1:8000 抗 nesfatin-1 血清和 125I-

nesfatin-1液。脑区内 nesfatin-1的提取和放免检测严格按说明
书进行操作。动物实验完毕，迅速断头取脑。将脑置于煮沸的生

理盐水中煮 5 min；吸干、分离下丘脑、称重，加 1 mol/L盐酸

1.0 mL制成匀浆，室温下静置 100 min。然后加 1 mol/L氢氧化

钠 1 mL中和，离心（4000× g）20 min，取上清液测定。测定程

序:各管加 125I-nesfatin-1 100 滋L，抗 nesfatin-1血清 100 滋L。

样品管加 100 滋L（下丘脑）或 300 滋L（其它脑区），标准管加
nesfatin-1 100 滋L，最后以磷酸缓冲液补足总反应体积为 500

滋L；40℃冰箱内孵育 24 h；各管加 1:3羊抗兔血清 100 滋L，继

续孵育 24 h，离心（4000× g）20 min，弃上清液。测沉淀物的每

分钟脉冲数（counts per minute，cpm），根据同批测定管的 nes-

fatin-1竞争抑制曲线，求取每 mg组织中 nesfatin-1-IR的含量。
1.6 统计学分析

所有数据均用（x± s）表示，多样本均数的比较采用单因素

方差分析（ANOVA），两样本均数的比较采用 t检验，real-time

PCR结果分析采用△Ct值表示，即检测待测基因 cDNA进入
PCR指数增长期的起始点即循环阈值（cycle threshold，Ct），以

同一样本中神经肽和看家基因 滋-actin之间的 Ct差值（△Ct），

即△Ct = Ct神经肽 - Ct滋-actin进行组间资料的 ｔ 检验（Prism
3.0统计软件），P<0.05为差异有显著统计学意义。

2 结果

2.1 TSD小鼠生长、血糖、胆固醇、胰岛素和瘦素表达

与 TSN小鼠相比，TSD 小鼠在 1月龄时体重就明显增高

（t=17.54，P＜ 0.05），可持续至 12 月龄（图 1A）；TSD 小鼠从 3

月龄时摄食（t=16.71，P＜ 0.05，图 1B）、血浆葡萄糖水平（t=21.

78，P＜ 0.05，图 1C）、甘油三酯（t=19.94，P＜ 0.05，图 1D）、总胆

固醇（t=16.70，P＜ 0.05，图 1E）和胰岛素（t=8.95，P＜ 0.05，图
1F）水平均显著升高，但在 1 月龄时变化不明显；1-12月龄
TSD小鼠血浆瘦素水平也显著升高（P＜ 0.05，图 1G）。
2.2 TSD小鼠下丘脑神经肽 mRNA表达

表 1 结果显示，两组小鼠在 nesfatin-1/NUCB2、NPY、
GAL、MCH和 POMC的 mRNA水平有显著差异，TSD小鼠在
3月龄（t=20.17，P＜ 0.05）、7月龄（t=11.93，P＜ 0.05）、12月龄

（t=9.2，P＜ 0.05）时下丘脑 nesfatin-1/NUCB2 mRNA水平显著

降低，7月龄时 NPY mRNA水平显著升高（t=9.43，P＜ 0.05），3

月龄（t=7.91，P＜ 0.05）、7月龄（t=8.81，P＜ 0.05）时 GAL mRNA

水平显著降低，7 月龄时 MCH mRNA 水平显著降低（t=8.9，
P＜ 0.05），1 月龄时 POMC mRNA水平显著升高（t=4.85，P＜

0.05）。
2.3 TSD小鼠下丘脑 nesfatin-1水平

放射免疫分析结果显示，与 TSN小鼠相比，TSD小鼠在 3

月龄（t=2.55，P＜ 0.05）、7 月龄（t=2.37，P＜ 0.05）、12 月龄（t=2.

23，P＜ 0.05）时下丘脑 nesfatin-1含量显著降低（图 1H）。

3 讨论

1月龄时，TS小鼠即呈现出体重和瘦素水平显著升高，但

是摄食，血浆葡萄糖、甘油三酯、总胆固醇或胰岛素水平无显著

改变，因此 TS小鼠在 1月龄时还未完全发展至 T2DM状态。
3-12月龄时，TSD小鼠呈现显著的体重和血浆葡萄糖、甘油三

酯、总胆固醇、胰岛素及瘦素水平增加，提示 3月龄时 TS小鼠

可表现为 T2DM类型。3月龄后 TSD小鼠还出现摄食过多，这

与 T2DM表型出现时间相一致。而 TSN小鼠摄食随年龄增大
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图 1 TSD和 TSN小鼠生长曲线

Fig.1 Growth Curves of TSD and TSN Mice

注：体重(A)、摄食(B)、血糖(C)、甘油三酯(D)、胆固醇(E)、胰岛素(F)、瘦素(G)和 nesfatin-1(H)。

*P＜0.05，与同月龄 TSN小鼠组相比

Note: Body Weight (A), Food Intake (B) and Plasma Levels of Glucose (C), Triglyceride (D),Total Cholesterol (E), Insulin (F), Leptin (G) and Nesfatin-1

(H).

*P < 0.05 vs. age-matched TSN mice.

而减少。有报道称，TSN成年小鼠食物消耗减少[14]。

下丘脑通过循环营养物质、激素和脂肪因子来接收代谢信

号，从而调整热量摄入及能量消耗。下丘脑神经肽是关键的摄

食调节因子，这些神经肽的生成和神经活性受代谢状态的影

响。NUCB2是一种厌食分子[9]。Nesfatin-1是 NUCB2的一个氨

基酸片段，在 NUCB2介导厌食功能中起关键作用[9]。本研究发

现，TSD 小鼠 3 月龄时下丘脑 nesfatin-1/NUCB2 mRNA 和蛋
白表达水平均显著降低，这种差异可持续至 12月龄，这个持续

时间与 TSD小鼠表现出贪食和 T2DM表型时间一致，但其他

神经肽表达的改变与这个时间不完全一致。有研究报道另一种

2型糖尿病模型 db/db小鼠，它是一种缺乏瘦素受体的突变体

小鼠，3月龄时 db/db小鼠体重及血浆葡萄糖、甘油三酯、总胆

固醇、胰岛素和瘦素水平显著升高，但 db/db和 db/+小鼠下丘

脑 nesfatin-1/NUCB2 mRNA 表达无显著差异 [15]。有报道称

nesfatin-1/NUCB2 的中枢厌食效应不依赖下丘脑瘦素信号通
路，而是由黑皮质素系统介导的[9，16]。因此，TSD 小鼠与 db/db

小鼠呈现相似的代谢状态，但是潜在机制不同。

TSD 小鼠下丘脑 GAL、MCH、NPY 和 POMC 的 cDNA 水

平有显著改变，但是与摄食过多出现的时期不相符，推测，这些

神经肽可能在一定条件下参与能量平衡的调控。NPY是一种
促食欲神经肽类，尽管 NPY神经活性原广泛分布于下丘脑，但

原位杂交及免疫组织化学研究发现，NPY 神经元主要表达于

下丘脑弓状核（ARC）和背内侧核[17]。许多 2型糖尿病模型鼠，

如 db/db和 ob/ob小鼠，下丘脑 NPY mRNA表达显著增加[18]，

敲除 NPY基因可部分恢复 ob/ob小鼠贪食、肥胖、高血糖症和

高胰岛素血症。因此，下丘脑 NPY信号上调与 T2DM状态摄食

Group nesfatin-1/NUCB2 NPY GAL MCH POMC

TSN mice

（months）

1 1.01± 0.01 1.02± 0.12 1.03± 0.08 1.02± 0.06 1.01± 0.07

3 0.99± 0.02 0.98± 0.08 1.02± 0.13 1.01± 0.07 1.02± 0.09

7 0.97± 0.05 0.97± 0.06 0.99± 0.10 1.02± 0.11 1.01± 0.08

12 0.98± 0.06 0.99± 0.10 0.98± 0.09 1.03± 0.08 1.01± 0.07

TSD mice

（months）

1 1.08± 0.01 1.30± 0.16 1.17± 0.13 1.06± 0.12 1.24± 0.14*

3 0.76± 0.03* 1.32± 0.17 0.61± 0.10* 0.97± 0.07 0.87± 0.10

7 0.75± 0.03* 1.65± 0.22* 0.65± 0.07* 0.68± 0.05* 1.15± 0.12

12 0.77± 0.04* 1.21± 0.10 0.82± 0.08 0.84± 0.09 1.17± 0.13

表 1 TSN和 TSD小鼠下丘脑神经肽 mRNA表达（△Ct，n=10, x± s）

Table 1 Changes of hypothalamic neuropeptide mRNA in TSN and TSD mice（△Ct, n=10, x± s）

注：*P＜0.05，与同月龄 TSN小鼠组相比。

Note: *P < 0.05 vs. age-matched TSN mice.
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过多有关。7月龄时 TSD小鼠下丘脑内 NPY mRNA表达显著

增加，血糖和胰岛素也呈高水平状态，因此，TSD小鼠糖尿病情
况较严重时可激活 NPY介导的促食欲信号，引起摄食过多。

下丘脑 GAL具有促食欲效应。除了对摄食行为有影响，
GAL还影响代谢功能，引起能量消耗减少及棕色脂肪组织交

感神经激活。GAL和 NPY的生理功能可相互弥补。Hohmann

等报道，NPY缺乏小鼠下丘脑 GAL mRNA表达增加[19]。本研

究显示，3-7月龄 TSD小鼠下丘脑 GAL mRNA表达显著降低，
3-7月龄 TSD小鼠下丘脑 GAL转录降低可能归因于中和了升
高的 NPY转录。

哺乳类动物 MCH 有较强的促食欲效应，脑室内注射
MCH可增加大鼠摄食。过度表达 MCH的转基因小鼠，在高脂

饮食条件下可呈现贪食、肥胖和高血糖。MCH缺乏小鼠，摄食

减少，耗氧量增加。MCH主要表达于下丘脑外侧核，与中枢神

经系统有广泛的神经元投射[20]。之前有研究报道，与 ob/+小鼠

相比，ob/ob小鼠下丘脑 MCH mRNA表达水平上调 [20]。MCH

缺乏 ob/ob小鼠出现肥胖表型，说明 MCH是作用于瘦素下游

的主要的神经肽 [16]。最近研究显示，7月龄 TSD小鼠下丘脑
MCH mRNA水平显著降低，推测下丘脑 MCH介导信号可能
与 TSD小鼠摄食过多相互作用，但这种机制还不清楚。

1月龄 TSD小鼠下丘脑内 POMC mRNA水平显著升高，

但摄食行为正常。POMC是 琢-MSH的前体蛋白，具有潜在厌食

效应，POMC表达受下丘脑瘦素信号通路调节。1月龄 TSD小

鼠呈现高瘦素血症。POMC是 茁内啡肽和促肾上腺皮质激素的
前体，因此不能排除下丘脑 POMC mRNA表达改变在 TSD小
鼠中发挥其他生理作用。

综上所述，TSD 小鼠摄食减少可能与下丘脑 nes-

fatin-1/NUCB2信号通路表达障碍有关。TSD小鼠可能成为不

依赖于瘦素通路研究摄食过多、肥胖和 T2DM的重要动物模

型。
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