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Orexins对小鼠摄食和能量代谢的影响 *
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摘要目的：探讨 Orexins对小鼠摄食和能量代谢的影响。方法：将小鼠分为摄食组和代谢组，摄食组通过中枢置管，注射不同剂量

(1、3、10 nmol)的 orexin-A和 orexin-B，观察它们对小鼠摄食以及肝柠檬酸合酶活性的影响。代谢组将小鼠置于代谢笼内，通过中

枢注射 orexin-A，观察小鼠在光照条件、黑暗条件、禁食条件下呼吸商和代谢率的变化。结果：与对照组相比，1 nmol和 10 nmol

orexin-A在注射后 4小时内可显著刺激小鼠进食(P<0.05)，而 3 nmol orexin-A对摄食量的影响并不明显，但能显著促进柠檬酸合

酶活性。任何剂量的 orexin-B对小鼠摄食都没有显示出刺激作用（P>0.05）。在光照条件下，orexin-A可显著降低呼吸商(RQ)，代谢

率显著升高（P<0.05）；而在黑暗条件下，orexin-A对 RQ没有任何影响，但代谢率显著升高（P<0.05）；但是给禁食小鼠中注射

orexin-A可诱导 RQ的短暂升高，代谢率显著升高（P<0.05）。结论：Orexins对小鼠摄食与能量代谢可能有一定的调控作用。
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Effects of Orexins on Feeding and Energy Metabolism in Mice*

To investigate the effects of Orexin peptides on feeding and energy metabolism in mice. The mice

were divided into two groups: feeding group and metabolic group. The feeding group were injected with different doses (1, 3 and 10

nmol) of orexin-A and orexin-B to observe their effects on feeding and the activity of tyrosine hydroxylase in liver. We used the

metabolic cages and observed the changes of respiration rate and respiration rate of mice were under light condition, dark condition and

fasting condition. Compared with the control group, 1 nmol and 10 nmol orexin-A significantly stimulated mice to feed (P <0.05)

within 4 hours after injection, and the effect of 3 nmol orexin-A on feeding was not obvious, but increase the activity of tyrosine

hydroxylase. Any dose of orexin-B did not show a stimulating effect on mice feeding. (P >0.05). In the light cycle, orexin-A could

significantly reduce the respiration rate (RQ), the metabolic rate was significantly increased (P <0.05); In the dark cycle, orexin-A had no

effect on RQ, but the metabolic rate was significantly rised (P <0.05); But the injection of orexin-A in fasting mice induced a brief

increase in RQ and a significant increase in metabolic rate (P <0.05). Orexins may play an important role in regulating

feeding and energy metabolism in mice.
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前言

Orexins（OX）是来自于下丘脑外侧区（LH）神经元细胞体

的 mRNA编码的一种神经肽[1,2]，在哺乳动物 LH主要参与调控

能量代谢[3-5]。其编码的蛋白质（Orexins，130个残基）经酶解生

成两种产物，分别是 orexin-A（残基 33-66）和 orexin-B（残基

69-96），在人、大鼠和小鼠之间高度保守，说明 orexins具有重

要的功能[1,2]。研究发现，orexins具有兴奋大鼠下丘脑神经元的

特性[1]，而在大鼠脑室注射 orexin-A和 orexin-B 时，都可剂量

依赖性地刺激大鼠摄食[2]。

研究已经证明 LH在调控食物摄取和能量代谢方面发挥

重要作用[6-8]。刺激大鼠 LH可诱发进食[9,10]，而损伤 LH则会出

现厌食现象[11-14]，如果不给大鼠灌胃饲养，会导致动物饥饿而死
[15-18]。更重要的是，研究证明，LH损伤后大鼠体重明显减轻，并

出现吞咽困难[15,19]。因此，激活 LH会导致能量代谢的增加明显

高于过量摄食[6]。

因为 LH除了对摄食行为的调控之外，LH在能量代谢调

节中发挥重要作用，之前大量研究报道 orexins对大鼠能量代
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谢的调控[3,5]，但是尚不明确 orexin调控摄食的机制，并且也未

能明确 LH在 orexin调控摄食过程中扮演何种角色，因此本研

究主要探讨 orexins对小鼠摄食和能量代谢的调控机制，以及

这一过程中是否有 LH的参与。

1 材料与方法

1.1 实验动物

将成年雄性 C57BL/6J小鼠 70只分别置于具有不锈钢盖

的塑料笼中饲养，室温控制在（22± 2℃），光照周期 12 h，光照

时间（06:00-18:00）。小鼠给予实验室标准饮食，可随意饮水。

1.2 实验分组及中枢置管

将小鼠随机分为摄食组（n=40）和代谢组(n=30)，摄食再分

A、B两组，A组 20只，随机分为 4小组，即：对照组(NS），orex-

in-A 1 nmol组 (1 nmol)，orexin-A 3 nmol组 (3 nmol)，orexin-A

10 nmol组(10 nmol)；同理，B组 20只也分为 4组，即：对照组

(NS），orexin-B 1 nmol组(1 nmol)，orexin-B 3 nmol 组(3 nmol)，

orexin-B 10 nmol组(10 nmol)。代谢组随机分为 3组，每组 10

只，即：光照组，黑暗组和禁食组。

采用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠（剂量为 50 mg/kg），待

小鼠麻醉后，将小鼠置于脑立体定位仪上，维持前、后囟在同一

水平面上。小鼠头部去毛，消毒，纵向切开头皮，暴露前囟门。剥

离骨膜，使颅骨干燥。根据小鼠脑定位图谱，以前囟为零点，定

位第三脑室（前囟后 1.8-2.0 mm，旁开 0.1 mm，深度 5.0-6.0

mm），标记此处，牙科钻钻孔，将一套管置于第三脑室，用螺钉

和牙科粘固剂固定在硬膜上，用不锈钢管探针封闭导管，缝合

切口，分笼饲养，自由饮食饮水，术后小鼠给予抗生素预防术后

感染。小鼠恢复一周后，取出探针，将注射套管固定在导管上。

其上端通过聚乙烯管连接到微量注射器。注射套管的下端通过

硬质套管延伸至第三脑室（i3vt）。

1.3 中枢给药

小鼠进入光照周期 3 h后，即每天上午 9:00开始进行第三

脑室注射不同剂量（1、3、10 nmol）的 orexin-A和 orexin-B。我们

研究了在光照周期和黑暗周期第三脑室注射 3 nmol orexin-A

对小鼠能量代谢的影响，但小鼠进入黑暗周期前可自由获取食

物。另外，给在整个实验过程中禁食的小鼠注射同等剂量的

orexin-A，观察其对能量代谢的影响。

1.4 小鼠呼吸熵和代谢率的检测

将每只小鼠单独放于代谢笼内，适应一天后开始检测。可

监视小鼠所在的代谢笼内氧气和二氧化碳的气体浓度，用来计

算耗氧量（VO2）、二氧化碳生成量（VCO2）和呼吸商（RQ，VCO2

与 VO2的比率），通过耗氧量和呼吸商计算总代谢率，连续检测

6小时。与此同时，该代谢笼还监测小鼠的摄食情况。

1.5 组织线粒体的提取

小鼠麻醉后取肝脏用预冷 PBS漂洗后滤纸吸干残余液

体，称取 100 mg样品加入 2 mLMIM+BSA后匀浆，600× g 4℃

离心 10 min，取上清液 8000× g 4℃离心 15 min，弃去上清液

留沉淀，沉淀为线粒体沉淀，在沉淀中加入 1 mLMIM+BSA混

匀后 8000× g 4℃离心 15 min，弃去上清液加入 500 滋LMIM，

冰上静置 5 min后弃去上清液加入MIM混匀后制成线粒体悬

浊液 -80℃保存。

1.6 线粒体柠檬酸合酶活性测定

1.01 mM DTNB 12.5 滋L，10% Triton X-100 3.125 滋L，10
mM草酞乙酸 6.25 滋L，12.2 mM 乙酞辅酶 A 3.125 滋L，0.1 M
Tris-HC1 ( pH7.0 ) 100 滋L。混匀后 30℃水浴 10 min，12.5 滋L
线粒体悬浊液，混匀后每 20 s检测一次 412 nm波长处吸光值，

共检测 3 min，以生理盐水组吸光值做为标准值，计算 orexin各

组柠檬酸合酶活性。

1.7 统计学分析

所有实验结果数据用 x依s表示，应用 PPMS1.5软件对实验

数据进行分析，方差分析用于多组数据之间比较，t检验用于两

组数据间比较。

2 结果

2.1 不同剂量 orexin-A和 orexin-B对小鼠摄食量的影响

进入光照周期 3小时后，在小鼠第三脑室注射不同剂量

orexin-A和 orexin-B，观察对小鼠摄食量的影响。与 NS组相

比，低剂量和高剂量 orexin-A在注射后 4小时内小鼠摄食量显

著增加（20.47± 7.34 vs. 61.97± 51.03，60.47± 13.18，P<0.05,图

1)，而 3 nmol orexin-A对摄食量的影响并不明显（P＞0.05，图

1）。任何剂量的 orexin-B都没有显示出任何刺激摄食的作用

（P>0.05,图 2）。

图 1不同剂量 orexin-A对小鼠摄食量的影响(mg, x依s )
Fig.1 Effects of different doses of orexin-A on food intake in mice (mg, x依s )

(A) 2h food intake, (B) 4 h food intake.

Notes:* P<0.05 vs. NS group.
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2.2 Orexin-A对小鼠呼吸熵和代谢率的影响

因为进入光照周期 3 小时后第三脑室注射 3 nmol orex-

in-A并没有增加摄食量（P＞0.05，图 1），所以我们选择了 3

nmol orexin-A观察其对能量代谢的影响。但是，在光照条件下

orexin-A可通过降低呼吸商（3 h vs. 4-6 h：0.92± 0.03 vs. 0.84±

0.02，0.83± 0.03，0.84± 0.01，P＜0.05，图 3A），来增加代谢率（3

h vs, 4-5 h：0.28± 0.03 vs. 0.41± 0.04，0.38± 0.03，0.32± 0.03，

P＜0.05，图 3B）。而在入黑暗周期时第三脑室注射 3 nmol

orexin-A 诱导代谢率的增加更持久（3 h vs, 4-6 h：0.29 ±

0.03，0.41± 0.05，0.37± 0.03，0.39± 0.04，P＜0.05，图 4B），但是

RQ没有发生任何变化（P＞0.05，图 4A）。给禁食的小鼠中注射

3 nmol orexin-A，其 RQ会短暂升高，但是代谢率的增加不太显

著（图 5）。

图 2不同剂量 orexin-B对小鼠摄食量的影响(mg, x依s )
Fig.2 Effects of different doses of orexin-B on food intake in mice (mg, x依s )

(A) 2 h food intake, (B) 4 h food intake.

图 3光照条件下 orexin-A对小鼠 RQ和代谢率的影响

Fig.3 Effects of orexin-A on RQ and metabolic rate of mice in the light cycle

(A) RQ, (B) metabolic rate

Notes:* P<0.05 vs. 3 h.

2.3 不同剂量 Orexin对肝脏线粒体功能的影响

为了进一步研究 orexin对机体主要代谢器官线粒体功能

的影响，实验中还检测了肝脏线粒体中柠檬酸合酶活性。与 NS

组相比，低剂量和高剂量 orexin-a组小鼠肝脏线粒体柠檬酸合

酶活性增强（P＜0.05，图 6），3 nmol orexin-a组小鼠活性明显增

强（P＜0.01，图 6）。与 NS组相比，orexin-B不引起肝脏线粒体

柠檬酸合酶活性改变。表明 orexin-A能够促进能量代谢。

3 讨论

本研究发现，雄性 C57BL/6J小鼠在进入光照期注射 orex-

in-A后摄食量增加，注射 orexin-B后摄食量无明显改变，这与

Sakurai等人所观察到大鼠注射 orexin后摄食量明显增加的结

果相反[2]。可能是由于我们选择小鼠为研究对象。尽管小鼠和大

鼠 orexin前体序列存在高度同源性，但 orexin-B对摄食无明显

刺激作用，表明在小鼠 orexins对食欲的影响主要由 orexin-1

受体介导。使用与 Sakurai等人选择研究的不同品系的大鼠也

报道了 orexin-B对食欲无明显刺激作用（分别为雄性 SD和

Wistar大鼠）[20-23]。这将表明种内或种间变异性可能发生在受体

功能水平。

研究中 orexin-A 采用 3 nmol 剂量研究对能量代谢的影

响，该剂量已被证明对摄取食物没有影响。进入光照周期 3小

时 i3vt注射 orexin-A没有增加小鼠食物摄入量，也没有产生与

摄食相关的活动。但是它导致代谢率的增加，并不依赖于活动

的增加。该代谢率的增加在 1小时达到峰值并持续 2小时。这
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图 6不同剂量 orexin对小鼠肝脏线粒体功能的影响

Fig.6 Effects of different doses of orexin on tyrosine hydroxylase activity in liver (mg, x依s)
Notes:* P<0.05 vs. NS group，** P<0.05 vs. NS group.

图 5禁食条件下 orexin-A对小鼠 RQ和代谢率的影响

Fig.5 Effects of orexin-A on RQ and metabolic rate in fasted mice

(A) RQ, (B) metabolic rate.

Notes:* P<0.05 vs. 3h

种延迟类似于刺激 LH后增加代谢率的延迟[6]。它是由长时间

的呼吸商减少来维持，说明小鼠在使用脂质作为能量底物。在

上升阶段或下降阶段，我们观察到代谢反应与进食活动无关。

研究已经证明，代谢率的下降可以刺激进食[6]。Orexins肽前体

主要局限于下丘脑外侧区（LH）的神经元细胞体。众所周知 LH

在能量调节中起重要作用[3-5]。在下丘脑中 orexins除了在控制

图 4黑暗条件下 orexin-A对小鼠 RQ和代谢率的影响

Fig.4 Effects of orexin-A on RQ and metabolic rate of mice in the dark cycle

(A) RQ, (B) metabolic rate.

Notes:* P<0.05 vs. 3h.
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啮齿类动物摄食的功能之外，orexins可能具有其它功能。研究

证明，电刺激 LH表现出周期依赖性[6]，对代谢底物利用的影响

取决于在光照阶段或黑暗阶段期间施加的刺激[6]。为了验证这

个假设，我们观察了 3 nmol orexin-A对小鼠周期转换过程中能

量利用的影响。在刚进入黑暗周期时单独 i3vt注射 orexin-A会

诱导代谢率的长时间增加。该增加在 1小时时达到峰值，并持

续超过 2小时。与在光照周期观察到的效应相比，在黑暗期观

察到的效应不是很明显。它不是由 RQ的任何变化来维持，但

是与此同时记录的对照小鼠相比，其食物摄取量减少。这些结

果与长期和连续输注 orexin-A可减少大鼠的夜间摄食的一个

报告相符合[20]。

肝脏作为脂类代谢的主要器官，研究中还探讨 orexin对肝

脏代谢的影响。柠檬酸合酶是三羧酸循环的关键酶，是线粒体

功能的标志物。研究发现 orexin-A 3 nmol组小鼠酶活性明显增

强，表明小鼠代谢明显增强。

本实验表明，在光照期间 orexin-A增强了利用脂质为底物

的代谢反应，但在黑暗阶段开始时没有转向以碳水化合物为代

谢底物。为了验证 orexin-A可能触发碳水化合物为底物的假

设，我们研究了 3nmol orexin-A对轻度禁食小鼠的能量利用的

影响（禁食 4 h）。这种轻度禁食可促进脂质底物的利用，如在实

验的第一部分显示的低水平的 RQ。注射 orexin-A可诱导禁食

小鼠代谢率的增加。但是不如在其他实验条件下观察到的增加

显著，并且延迟会缩短（少于 15 min），并持续 1 h。它与 RQ的

瞬时升高相关，表明小鼠在使用碳水化合物作为能量底物，然

后 RQ降低。这表明 orexin-A刺激也可以将能量代谢底物转向

为碳水化合物。

因此，在光照和黑暗阶段以及轻度禁食期间，orexin-A引

起的代谢率增强似乎使用不同的内源储存。这些效应可能通过

葡萄糖和游离脂肪酸利用的变化体现，因为研究已经证明刺激

LH对血糖和游离脂肪酸水平的影响不同[24]。

总之，本研究结果提供了 orexins可能参与能量代谢的控

制多于对食物摄入的控制的直接证据。在本实验中观察到的反

应使人想起由刺激或损害 LH引起的快速代谢变化及其对昼

夜循环的依赖性。这表明 orexins水平的变化与营养状态相关，

而不是与饥饿或饱腹感状态相关，并且它们在这些状态期间促

进代谢底物的可利用性。
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