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前言

Orexins分为 orexin-A和 orexin-B[1,2]，均能与 orexin受体 1

（OX1R）和 orexin受体 2（OX2R）结合[1]。Orexins阳性神经元主

要分布于下丘脑外侧区（LHA）和穹窿周区（PeF），在胃肠道、胰

腺等部位也有分布[3]。Orexins阳性神经纤维和受体广泛分布于

整个中枢神经系统，如室旁核（PVN）、伏隔核（NACC）和海马

（Hi）等区域 [3]。Orexin-A 和 orexin-B 具有促食效应 [4]，并且

orexins系统参与机体内的多种生理过程，如能量平衡稳态、奖

赏系统、情感、心血管系统等[5-12]。还有研究表明，orexin-A能够
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摘要目的：探讨下丘脑外侧核（LHA）-伏隔核（NAcc）orexin-A神经和功能通路构成及该通路对胃运动的影响及潜在机制。方法：

将健康成年雄性Wistar大鼠随机分为逆行追踪组和胃运动组：逆行追踪组大鼠采用逆行追踪技术结合免疫荧光组织化学染色

法，观察下丘脑外侧核 -伏隔核间是否存在 orexin-A神经通路；胃运动组大鼠通过在体胃运动研究，观察伏隔核内微量注射不同

浓度 orexin-A对大鼠胃运动幅度和频率的影响，以及电刺激下丘脑外侧核后，大鼠胃运动的变化及机制。结果：荧光逆行追踪结

合荧光免疫组织化学染色结果显示：下丘脑外侧核内有荧光金和 orexin-A双重标记的神经元。胃运动研究结果显示：伏隔核内微

量注射 orexin-A，大鼠胃运动幅度和频率显著增加，并呈现显著剂量依赖关系（P＜0.05），伏隔核预先微量注射 SB-334867，可反转

该效应（P＜0.05）。电刺激下丘脑外侧核，大鼠胃运动幅度和频率显著增强（P＜0.05）。同样，伏隔核内微量注射 SB-334867，再电刺

激下丘脑外侧核，电刺激导致的胃运动增强效应显著减弱（P<0.05）。结论：下丘脑外侧核 -伏隔核存在 orexin-A神经和功能通路，

该通路可能通过 orexin-A受体介导参与胃动力和能量代谢调控。
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To explore the effects and the potential regulation mechanisms of orexin-A and the neural pathways

between lateral nucleus (LHA) and nucleus accumbens (NAcc) on gastric motility. Adult male wiatar rats were used, and

randomly divided into two parts. We used retrograde tracing and fluorescent -immunohistochemistry staining method to observe the

neural pathways between lateral nucleus (LHA) and nucleus accumbens (NAcc) in the first part of rats. We used gastric motility

recording in vivo to observe the change of the amplitude and frequency of gastric constriction following by nucleus accumbens micinject

differents levels of orexin-A, and the change of gastric motility after electrical stimulated lateral nucleus in the two part of rats.

Retrograde tracing and fluorescent immunohistochemistry study shown that orexin-A/ fluorogold (FG) dual labelled neurons were found

in the lateral nucleus. Gastric motility study illustrated that orexin-A microinject to the nucleus accumbens, the amplitude and frequency

of gastric motility in rats were dose-dependently increased significantly (P < 0.05). SB-334867 microinject to the nucleus accumbens

could block the effect on gastric contraction (P < 0.05). The amplitude and frequency of gastric motility were significantly enhanced after

electrical stimulation of LHA in rats (P < 0.05). The effect on gastric motility included by orexin-A was disappeared or weaken following

by SB-334867 microinject to the nucleus accumbens(P < 0.05). There exist the neural pathways between lateral nucleus and

nucleus accumbens, it can regulate the gastric motility, and this way maybe mediated by the orexin-A receptor signaling pathway.
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参与机体对大鼠体内胃扩张敏感神经元和胃运动的调节[13,14]。

下丘脑外侧区参与摄食和能量平衡的调控，是摄食调节的

重要核团之一[1，15]，损伤大鼠的这个区域会诱发大鼠厌食，而电

刺激则会引起过度摄食和肥胖症[16]。电刺激未禁食的大鼠下丘

脑外侧区依然能够引起强烈的摄食行为[17]。伏隔核是基底神经

节的主要传入结构之一，能够接收来自大脑皮层和边缘结构的

信息，参与调节机体内多种生理性活动，如情感、精神紊乱、主

动和被动学习等[18,19]。此外，伏隔核微量注射 orexin-A能够增加

大鼠对食物和酒精的摄入量[20]。

本研究通过逆行追踪结合荧光免疫组织化学染色以及在

体胃运动，探讨下丘脑外侧核与伏隔核间 orexin-A神经功能通

路构成，阐述下丘脑外侧核 -伏隔核 orexin-A神经功能通路对

胃运动的调控及其潜在机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年雄性Wistar大鼠 260只，体质量约 250-300 g，由

青岛市药品检验所提供。全部大鼠均饲养于室温 24± 2℃条件

下，昼夜循环光照(07:00至 19:00)，并给予实验室标准饮食，自

由摄取食物和水分。所有动物实验均严格按《青岛大学实验动

物保护和使用管理办法》执行。

1.2 实验方法

1.2.1 逆行追踪和免疫组织化学染色实验 本组实验共用 6

只大鼠，结合荧光金逆行追踪和免疫组织化学染色法，观察下

丘脑外侧核 -伏隔核 orexin-A神经通路。

6只大鼠，腹腔注射 10%的水合氯醛麻醉后俯卧位固定于

脑立体定位仪，大鼠头部去毛行正中行矢状切口，3% H2O2腐

蚀组织和颅骨膜，暴露前囟和后囟。根据 Paxinos & Watson大

鼠脑图谱[32]定位伏隔核（前囟前 2.2 mm，旁开 1.5 mm，深度 7.5

mm）后牙科钻钻孔，微量进样器给予 FG 0.2 滋L 3% (w/v)，注射

停留 10 min后缝合切口，每只大鼠单笼饲养 7日，饮食自由术

后连续 3天给予 8万单位青霉素腹腔注射以预防术后感染。注

射荧光金 7日后，给予大鼠灌注固定，并断头取脑，将取下的组

织放置于 4%多聚甲醛溶液中进行后固定 4-6 h，30%蔗糖脱水

4℃保存，冰冻切片机连续冠状切片，切片厚度为 14 滋m，弃去
位置不准确者。切片 -40℃冰箱避光冻存。

给予切片双蒸水和 PBS分别洗涤 3次，每次 5 min，随后

置于柠檬酸修复液中，微波修复 5分钟。采用正常羊血清封闭

非特异性抗原，孵育 1 h，甩干，加一抗（Orexin-A，1:200稀释），

4℃下孵育过夜（避光），再次 PBS洗涤 3次，每次 5 min，后二

抗孵育 2 h（Cy3，1:500 稀释），仍给予 PBS洗涤，防淬灭油封

片，于荧光显微镜下观察。在 LHA处拍摄荧光金标记的脑细

胞，并拍摄同一部位的 cy3标记的脑细胞。

1.2.2 胃运动实验 54只大鼠随机分为 6组，每组 9只：(a)

0.05 滋g/0.5 滋L orexin-A组; (b) 0.5 滋g/0.5 滋L orexin-A组; (c)

5.0 滋g/0.5 滋L orexin-A组; (d) 5.0 滋g/0.5 滋L SB334867组; (e)

(0.5 滋g orexin-A+5.0 滋g SB334867)/0.5 滋L组; (f) 0.5 滋L生理
盐水(NS)组。

60只大鼠随机分 6 组每组 10只：(g) LHA假刺激组；(h)

LHA 电刺激组；(i) 0.5 滋L NS+LHA 假刺激组；(j) 0.5 滋L

NS+LHA电刺激组；(k) 5.0 滋g/0.5滋L SB334867 + LHA假刺激

组；(l) 5.0 滋g/0.5 滋L SB334867 + LHA电刺激组。以此来观察大
鼠在体胃运动改变。

大鼠禁食 24 h后，腹腔注射 10%水合氯醛（0.3 mL/100 g）

麻醉。行腹部切口，充分暴露胃部组织。在距幽门 0.5 cm处的

胃窦浆膜面沿环形肌的方向缝一应力传感器，经皮下将导线引

至颈部固定，并暴露 3 cm导线，缝合腹部切口。术后 4天内，饮

食自由。

将麻醉大鼠俯卧位置于脑立体定位仪上，定位至伏隔核和

下丘脑外侧核，并将不锈钢套管置入伏隔核（前囟前 2.2 mm，

旁开 1.5 mm，深度 7.5 mm）或下丘脑外侧核（前囟后 2.5 mm，

旁开 2 mm，深度 8.5 mm），采用 502胶和自凝牙托粉固定套

管，并将针灸内芯置入套管内，以避免套管阻塞。通过硅胶管将

不锈钢内套管外与微量注射器用相连接，各类药物通过微量注

射器注射至伏隔核。

胃运动实验开始前，给予大鼠禁食 24小时，记录期间自由

活动，并且自由摄取水分。实验开始时，为了降低环境因素的影

响，先将大鼠喂养于特制鼠笼内 20分钟以适应记录环境。将胃

部压力传感器和外部桥式放大器相连，待大鼠稳定后，通过台

式生理记录仪记录大鼠胃收缩波幅度与频率。各组在每次给药

前，稳定记录胃运动 30 min，注射药物后再记录 60 min。通过胃

收缩波幅度或频率的变化率来表示胃运动的变化。

胃收缩幅度或频率变化率 =

注药后幅度或频率 -注药前幅度或频率
注药后幅度或频率

× 100%

1.2.3 组织学检查 在每次细胞放电记录结束后，直流电通电

使电极内的滂胺天蓝微电泳入脑组织内，以检验记录电极的位

置。大鼠经心脏灌注固定，并断头取脑，随后制作冠状冰冻切

片，镜下观察电极准确位置，并将不准确者弃去。

1.3 统计血分析

所有实验数据采用 SPSS20软件分析，计量资料以 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，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 下丘脑外侧核 -伏隔核 orexin-A神经纤维投射

大鼠左侧伏隔核微量注射荧光金（FG）0.2 滋L，7天后，荧
光显微镜下可见双侧下丘脑外侧核内均有荧光金标记的神经

元，并同侧居多（图 2.1A），提示下丘脑外侧核（LHA）到伏隔核

存在神经纤维投射。同一张切片荧光免疫组织化学染色，在荧

光显微镜下可见下丘脑外侧核有 orexin-A免疫阳性神经元表

达（图 2.1B），并镜下可见有部分荧光金和 orexin-A 双重染色

的神经元（图 2.1C），提示，下丘脑外侧核部分 orexin-A免疫阳

性神经元可发出纤维投射至伏隔核。

2.2 伏隔核微量注射 orexin-A对大鼠胃运动的影响

给药前先记录 30-60 min清醒大鼠胃运动曲线。待曲线稳

定后，向伏隔核内注射不同浓度的 orexin-A。由表中数据显示，

与注射生理盐水组相比，伏隔核微量注射不同浓度 orexin-A，

大鼠胃运动幅度及运动频率均显著升高，且呈剂量依赖关系

（P< 0.05，表 1）。在伏隔核微量注射 orexin-A约 5分钟后，胃运
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图 1 LHAFG/orexin-A双标神经元

A：荧光金标记神经元；B：orexin-A标记神经元；C：荧光金 /orexin-A双标记神经元。

Fig. 1 FG/orexin-A dual labelled neurons in the lateral nucleus

A: FG labelled neurons; B:orexin-A labelled neurons; C: FG/orexin-A dual labelled neurons.

Group

（n=9）

Amplitude (g)

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min

NS 6.97± 2.03 6.68± 1.73 7.14± 0.93 7.14± 0.85 7.16± 1.98 7.16± 2.04 7.15± 2.15

0.05 滋g orexin-A 7.03± 1.87 6.59± 1.79 8.01± 0.53 7.03± 1.31 7.19± 2.21 7.22± 2.23 7.23± 2.14

0.5 滋g orexin-A 6.83± 2.15 6.64± 2.01 10.25± 1.32* 10.17± 2.19* 7.52± 1.29 7.19± 2.15 7.42± 0.98

5.0 滋g orexin-A 6.94± 1.68 6.72± 1.81 12.01± 2.91*# 11.86± 2.24*# 9.41± 2.53 7.85± 1.63 7.09± 1.59

5.0 滋g SB-334867 7.01± 2.04 6.37± 1.65 6.85± 1.73 7.05± 0.78 7.24± 2.14 7.36± 2.01 7.21± 2.18

0.5 滋g orexin-A+
5 滋g SB-334867

6.89± 1.76 6.63± 2.12 7.91± 2.68 7.69± 1.35 7.46± 1.38 7.24± 1.55 7.03± 1.43

表 1 orexin-A对大鼠胃运动的影响 (x依s)
Table 1 The effects of orexin - A on the gastric motility in rats

Group

（n=9）

Frequency (Hz)

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min

NS 3.15± 0.97 3.07± 0.85 3.11± 0.24 3.15± 0.33 3.18± 0.62 3.21± 0.59 3.19± 0.75

0.05 滋g orexin-A 3.23± 1.01 3.14± 1.02 3.08± 0.68 3.17± 0.77 3.29± 0.47 3.18± 0.71 3.24± 0.88

0.5 滋g orexin-A 3.03± 0.74 2.97± 0.81 4.38± 0.56* 4.52± 0.61*# 3.31± 0.38 3.09± 0.82 3.15± 0.46

5.0 滋g orexin-A 2.98± 0.76 3.04± 0.92 5.24± 0.41*△ 5.39± 0.81*# 4.12± 0.59*#△ 3.28± 0.41 3.20± 0.53

5.0 滋g SB-334867 2.87± 0.83 3.10± 0.91 2.99± 0.51 3.02± 0.71 3.11± 0.93 3.22± 0.46 3.13± 0.68

0.5 滋g orexin-A+
5 滋g SB-334867

3.05± 1.00 2.96± 0.69 3.47± 0.55△ 3.36± 0.49△ 3.30± 1.01 3.17± 0.69 2.99± 0.73

Note: *p < 0.05 vs. NS group; #p < 0.05 vs. 0.05 滋g orexin-A group; △ p < 0.05 vs. 0.5 滋g orexin-A group.

动幅度即呈现不同程度的增加，且注射不同浓度的 orexin-A，

胃运动增加的持续时间也有所不同，分别持续约 10 min、15

min和 20 min（表 1）。在给药约 10-15 min后，与 0.05 滋g orex-
in-A组相比，伏隔核微量注射 0.5 滋g或 5.0 滋g orexin-A，大鼠
胃收缩幅度和频率均显著增加(p < 0.05~0.01)；伏隔核微量注

射 orexin-A（0.5 滋g）和拮抗剂 SB334867（5.0 滋g）的混合液，

orexin-A引起的促胃运动效应减弱或消失（P＜0.01，表 1）。与

注射生理盐水对照组相比，伏隔核单独微量注射 orexin-A拮抗

剂 SB334867，大鼠胃运动幅度及运动频率均无显著变化（P＞

0.05，表 1）。

2.3 伏隔核微量注射 SB-334867对电刺激下丘脑外侧核诱导

的大鼠胃运动的影响

我们还通过电刺激下丘脑外侧核和核团注射药物对大鼠

胃运动的影响，来探讨下丘脑外侧核 -伏隔核 orexin-A通路是

否参与胃运动的调控。

表 4数据显示，与假电刺激组相比，电刺激下丘脑外侧核

后，经过 3-4分钟的潜伏期，大鼠胃运动呈现明显增强效应，其

收缩振幅和频率在电刺激约 14 min后达到高峰(表 2)。与生理

盐水或 SB334867+假刺激组相比，电刺激下丘脑外侧核，大鼠

胃运动幅度和频率明显增强(P＜0.05，表 2)；与电刺激组相比，

伏隔核预先微量注射 SB-334867，电刺激下丘脑外侧核对胃运

动的刺激效应减弱(P＜0.05，表 2)。

3 讨论

正常情况下，机体摄食、能量调控都处于一个动态平衡的

状态，从而使机体得以维持自身的能量平衡稳定状态。在机体
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Group（n=10）
Amplitude (g)

0 min 4 min 9 min 14 min 19 min 24 min 29 min

SS 6.831.21 6.571.82 6.511.33 6.941.28 6.800.62 6.771.65 6.751.96

ES 7.132.11 6.901.61 9.242.16* 11.762.31* 11.211.47* 7.542.12 7.212.01

NS+SS 6.861.45 6.531.49 6.421.68 6.711.06 6.650.51 6.441.37 6.541.81

NS+ES 6.941.50 6.571.76 7.822.01 10.981.14△ 9.911.28 6.611.39 6.581.74

SB-334867+SS 6.731.39 6.481.52 6.210.91 6.530.74 6.321.56 6.371.78 6.631.89

SB-334867+ES 7.151.92 7.041.99 8.031.25 9.431.18# 8.161.73 7.222.05 7.172.13

表 2 SB-334867对电刺激 LHA诱导的大鼠胃运动的影响(x依s)
Table 2 The effece of SB-334867 on gastric motility after electrical stimulation of LHA in rats

Group（n=10）
Frequency (Hz)

0 min 4 min 9 min 14 min 19 min 24 min 29 min

SS 3.351.04 3.390.89 3.410.76 3.410.41 3.370.35 3.280.64 3.400.81

ES 3.621.15 3.580.71 4.121.01 5.691.27* 4.650.85* 3.540.81 3.580.61

NS+SS 3.410.70 3.380.52 3.420.27 3.530.62 3.610.28 3.460.35 3.311.02

NS+ES 3.670.86 3.611.03 4.380.46△ 5.060.74△ 4.970.56△ 3.710.62 3.290.74

SB-334867+SS 3.450.72 3.260.67 3.150.64 3.270.50 3.350.27 3.120.40 3.180.92

SB-334867+ES 3.581.02 3.510.73 3.540.49 4.410.82# 4.010.29 #△ 3.480.96 3.520.39

Note: *p < 0.05, vs. SSgroup; #p < 0.05 vs. SB-334867 + SS group; △ p < 0.05 vs. NS + SS group; ^p < 0.05 vs. NS + ES group.

对能量平衡的调控过程中，许多肽类都参与其中，如 orexins、神

经肽 Y、刺鼠相关蛋白、leptin、黑色素刺激激素（MCH）及 nes-

fatin-1等[20]。

目前研究发现，orexins免疫阳性神经元胞体主要存在于下

丘脑外侧区和穹窿周区，在其他区域内暂未发现其阳性神经元
[3]。但是，orexins的两个受体则广泛分布于整个中枢神经系统，

诸如隔核、蓝斑核、海马和下丘脑等[21]。orexins阳性神经纤维更

是投射至整个脑区，其中在伏隔核、蓝斑和丘脑等区域分布密

度较高[3,22]。本文采用逆行追踪和荧光金免疫组织化学染色技

术研究发现，伏隔核微量注射荧光金 7日后，在下丘脑外侧核

区域发现了 orexin-A/荧光金双重标记的神经元，这说明下丘

脑外侧核中 orexin-A神经元可直接纤维投射至伏隔核，两者之

间可能存在 orexin-A神经纤维通路。这一现象与之前的研究结

果一致。

先前有报道指出，侧脑室微量注射 orexin-A能够使大鼠胃

运动活动增强[23，24]。本文通过在体胃运动实验，观察了 orexin-A

对大鼠胃运动的影响。伏隔核内微量注射 orexin-A能够剂量依

赖性地刺激大鼠胃运动的幅度和频率，预先微量注射 orexin-A

拮抗剂 SB-334867可阻断此兴奋效应，这说明，外源性 orex-

in-A可在伏隔核内对大鼠胃运动进行调控，并且可能由 OX1

受体介导而完成的。此外，我们还研究发现，电刺激下丘脑外侧

核，也能使大鼠胃运动活动增强，预先微量注射 orexin-A拮抗

剂 SB-334867也可使此兴奋效应明显减弱，这说明，下丘脑外

侧核在接受电刺激后，神经元内可能释放了内源性的 orexin-A

来调控大鼠胃运动，这一过程可能由 OX1R介导。

下丘脑是参与机体能量平衡调节的重要区域，如摄食行为

和胃肠功能[25，26]。有报道指出，伏隔核作为边缘系统的重要组成

部分，也参与调控机体的多种生理功能，如学习记忆、药物成瘾

和摄食行为等[27-29]。下丘脑外侧核中存在 orexin-A神经元胞体，

而其受体及阳性神经纤维则在下丘脑外侧核和伏隔核中都有

分布和投射。可能肯定的是，在下丘脑外侧核对摄食行为的调

控过程中，orexin-A发挥着不容忽视的作用[30]。研究发现中枢性

orexin-A可促进胃运动，这一过程与迷走神经通路有关[31]，并且

中枢性 orexin-A也可在对功能性胃肠病的调节过程中发挥病

理生理作用[32，33]。免疫荧光组织化学染色实验结果显示，下丘脑

外侧核中存在 orexin-A神经元纤维投射至伏隔核。在体胃运动

研究显示，伏隔核内注射 orexin-A能够刺激大鼠胃运动，微量

注射 SB-334867能够阻断此兴奋效应，而电刺激下丘脑外侧核

同样能够使大鼠胃运动增强，微量注射 SB-334867同样能够使

此效应减弱或消失。

综上所述，下丘脑外侧核 -伏隔核之间存在 orexin-A神经

功能通路，该通路可能参与机体对胃运动的调控，这一效应可

能是通过 orexins受体 1信号通路介导完成的。
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