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模拟不同海拔高度和缺氧时间对大鼠下丘脑中神经肽 Y mRNA表达的影响

田秀灵 ,糜漫天 ,许红霞　　(第三军医大学预防医学系营养卫生学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨急性缺氧对大鼠下丘脑组织神经肽 Y(neuropeptide Y , NPY)mRNA表达的影响。方法　78 只雄性

Wistar大鼠随机分为对照组和缺氧组。缺氧组大鼠被置于低压氧舱内模拟高原急性缺氧 ,其海拔高度分别为 3 000、4 000、

5 000、6 000 m , 同一海拔高度观察的时相点分别为 1、2 、3 d。采用 RT-PCR(逆转录-聚合酶链式反应)方法 , 检测急性缺氧

条件下大鼠下丘脑组织中 NPY mRNA的表达。结果　①缺氧组和对照组大鼠下丘脑组织中均存在 NPY mRNA的表达;②

在相同缺氧时间下 ,大鼠下丘脑组织中 NPY 的 mRNA表达随着海拔高度的上升呈逐渐下降的趋势;③在相同海拔高度

下 ,大鼠下丘脑组织中 NPY 的 mRNA表达随着缺氧时间的增加呈逐渐下降的趋势。结论　急性缺氧可降低大鼠下丘脑组

织中NPY mRNA的表达。
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Effects of different altitudes and acute hypoxia for different time on the expression of

NPY mRNA in the rat hypothalamus

TIAN Xiu-ling , MI Man-tian , XU Hong-xia(Department of Nutrition and Food Hygiene , College of Preventive Medicine , Third Military
University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effects of acute hypoxia on the expression of neuropeptide Y(NPY)mR-

NA in the rat hypothalamus.Methods　A total of 78 Wistar rats were randomly divided into 13 groups(n =6 in

each group):control group and 12 experimental groups.Rats in the experimental groups were exposed to hypoxia in

the hypobaric chamber simulating the altitudes of 3 000 , 4 000 , 5 000 , and 6 000 m for 1 , 2 , and 3 d , respective-

ly.The expression of NPY mRNA in the rat hypothalamus under the condition of acute hypoxiawas detected by semi-

quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction(RT-PCR).Results　①Expression of NPYmRNA was

detected in the rat hypothalamus in the experimental groups and the control group.②Under the condition of acute

hypoxia for the same time , the expression of NPY mRNA in the rat hypothalamus showed the tendency of decrease at

increasing altitudes;③At the same altitude , expression of NPY mRNA in the rat hypothalamus decreased gradually

with the increasing time for acute hypoxia.Conclusion　Acute hypoxia can decrease the expression of NPY mRNA

in the rat hypothalamus.
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　　研究显示 ,急进高原人员早期反应最常见的是胃

肠道症状 ,恶心 、呕吐和食欲减退可高达 60%
[ 1]
。下

丘脑是神经内分泌的中枢 ,也是食欲调节的中枢 ,其内
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存在着“食欲调节网络”。下丘脑的“食欲调节网络”通

过各种食欲调节因子(包括食欲促进因子和食欲抑制

因子)的信号传递作用 ,对哺乳动物的食欲进行综合调

节
[ 2]
。神经肽 Y(neuropeptide Y , NPY)作为该网络中

的一种食欲促进因子 ,在机体的摄食活动中发挥了重

要的食欲促进作用。急进高原人员出现食欲减退是否

与缺氧后下丘脑组织中NPY分泌减少有关尚不清楚。

为此 ,本研究在模拟高原急性缺氧条件下采用 RT-PCR

方法对下丘脑组织NPYmRNA的表达情况做半定量研

究 ,以初步探讨 NPY表达的变化与急性缺氧的关系 。
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1　材料与方法

1.1　实验试剂
　　Tripure分离试剂(Roche公司产品), Oligo-(dT)18、RNA 酶

抑制剂 、M-MuLV逆转录酶 、TagDNA 聚合酶(上海生工生物工程

技术服务有限公司产品), 100 bp DNA Marker(北京鼎国生物工

程技术服务有限公司产品)。

1.2　方法
1.2.1　动物模型制作及分组　　健康雄性Wistar 大鼠 78 只

(大坪医院实验动物中心提供),体质量180 ～ 200 g , 随机分为13

组(每组 6 只)。其中 1组作平原对照组 ,另 12 组作实验组。自

由进食(普通饲料)、饮水。实验组大鼠被置于低压氧舱(第三

军医大学高原军事医学系提供)内模拟高原急性缺氧。海拔高

度分别为 3 000、4 000 、5 000、6 000 m;各海拔高度观察的时相点

又分为 1、2 、3 d 组。

1.2.2　提取总 RNA　　取大鼠下丘脑组织 100 mg ,用 1 ml Tri-

pure试剂提取总 RNA ,详细步骤参见试剂盒说明书。紫外分光

光度计检测 RNA 的含量及 A260 A280比值 ,并保存于-70 ℃。

1.2.3　逆转录　　取 3μg总 RNA ,加入Oligo-(dT)18 , 无菌水至

11 μl , 75 ℃、5 min。加入 5×反应缓冲液 、RNA 酶抑制剂 、dNTP、

无菌水至 19 μl , 37 ℃、5 min , 加入 M-MuLV逆转录酶至 20 μl ,

42 ℃、1 h 进行逆转录 , 70 ℃、10 min 灭活逆转录酶。

1.2.4　PCR扩增引物　　PCR引物由上海生工生物工程技术

公司合成。 NPY 的引物序列为:上游引物:5′-GCT AGG TAA

CAA ACG AAT GGG G-3′, 下游引物:5′-CAC AGT GTT GAA GAT

GGT AAG-3′[ 3] , 扩增片段为 288 bp;内参照 GAPDH 的引物序列

为:上游引物:5′-TGC CTT CTC TTG TGA CAA AGT GG-3′, 下游引

物:5′-CAT TGC TGA CAA TCT TGA GGG AG-3′[3] , 扩增片段为

386 bp。

1.2.5　PCR扩增条件　　反应总体积 50 μl , 加入模板 DNA 3

μl , 扩增片段上游和下游引物终浓度为 0.3 μmol l。 扩增 NPY

和GAPDH 的反应参数均为:94 ℃×10 min;94℃×30 s , 60.5 ℃

×30 s , 72 ℃×1 min , 39 个循环;最后延伸 72 ℃×3 min。 PCR

产物 5 μl在 2%琼脂糖凝胶中电泳后 , 紫外透射仪下观察并照

相 ,密度扫描分析 PCR产物带 , NPY m RNA 的表达水平以 NPY 

GAPDH 比率来计算。

1.4　统计学分析
　　实验数据用 SPSS10.0 统计软件包行方差分析及均数间多

重比较。

2　结果

　　RT-PCR结果显示 , 缺氧组和对照组大鼠下丘脑组织中均

存在 NPY mRNA 的表达 , 缺氧组 NPY mRNA 表达均低于对照

组。在相同缺氧时间下 ,大鼠下丘脑组织中 NPY 的mRNA 表达

随着海拔高度的上升呈逐渐下降的趋势;在相同海拔高度下 ,

大鼠下丘脑组织中NPY的 mRNA 表达随着缺氧时间的增加呈

逐渐下降的趋势。3 000 m组 , 缺氧 3 d 的表达明显低于对照组

(P<0.05);4 000 m 组 , 缺氧 2 d和 3 d 的表达明显低于对照组

(P<0.05 , P<0.01);5 000 m 组和 6 000 m 组 , 缺氧 1 、2 和 3 d

的表达均明显低于对照组(P<0.05 , P<0.01)(图 1～ 3)。

1:PCR marker;2:Normal group;3:1 d group;4:2 d group;5:3 d group

图 1　模拟 5 000 m海拔高度持续性急性缺氧对大鼠下丘脑 NPY

mRNA表达的影响

Fig 1　Effects of continuous acute hypoxia on the expression of NPY

mRNA in hypothalamus of rats at 5 000 m altitude

1:PCR marker;2:Normal group;3:3 000m group;4:4000m group;

5:5 000 m group;6:6 000 m group

图 2　模拟不同海拔高度持续性急性缺氧 3 d 对大鼠下丘脑 NPY

mRNA表达影响

Fig 2　Effects of continuous acute hypoxia for 3 days at different alti-

tude on the expression of NPY mRNA in hypothalamus of rats

图 3　模拟不同海拔高度急性缺氧对大鼠下丘脑 NPY mRNA表达

的影响

Fig 3　Effects of acute hypoxia on NPYmRNA expression in rat hypo-

thalamus at different altitude
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3　讨论

　　NPY是 Tatemoto 等
[ 4]
于 1982年首次从猪脑中提

取的一种含 36个氨基酸的单链多肽 ,属胰多肽家族。

NPY广泛分布于哺乳动物的中枢和外周神经系统中 ,

在摄食 、体温 、血压 、情绪 、生殖等许多方面发挥着生理

调节作用 。NPY在下丘脑的含量很高 ,主要分布于下

丘脑的弓状核(ARC)神经元 ,少部分分布于室旁核

(PVN)、背中核(DMN)等区域 ,并形成相互投射的神经

环路
[ 5]
。本实验用 RT-PCR方法观察到大鼠下丘脑组

织中有NPY mRNA存在 ,证实下丘脑组织中有NPY合

成。研究表明
[ 6]
,NPY 通过与受体 Y1 和 Y5相互作

用 ,在动物的摄食活动中发挥了十分重要的食欲促进

作用。持续中枢注入 NPY可使大鼠产生特征性的夜

间阵发性进食行为 ,这种行为与正常大鼠的进食行为

非常相似 ,提示正常大鼠的夜间阵发性进食行为是

NPY释放所引起的
[ 2]
;将非修饰的磷酸二酯寡聚脱氧

核苷酸(oligodeoxynucleotide , ODN)序列注入大鼠大脑

脑室内 ,可使NPY 的合成受到阻碍 。将ODNs显微注

入ARC中 ,发现能减弱与 NPY相关的动物进食活动。

但要想完全阻碍 NPY 在进食活动中的作用 ,则必须长

期抑制NPY的基因表达
[ 7]
;Flynn等

[ 8]
还发现 ,大鼠脑

室(ICV)给予NPY 、NPY-36或 PP ,可使大鼠下丘脑组织

其产生 2 h 的短期进食行为。本研究显示 ,模拟不同

海拔高度及不同缺氧时间 ,各缺氧组大鼠与对照组相

比 ,其下丘脑组织中 NPY mRNA表达均有不同程度的

降低 。提示 ,急性缺氧使下丘脑组织中 NPY合成减

少 ,导致NPY水平降低 ,从而使下丘脑组织中 NPY的

食欲促进作用减弱 ,这可能是急性缺氧后机体食欲减

退的重要因素之一 。另外 ,本研究中实验组大鼠下丘

脑组织中NPYmRNA表达随缺氧时间的延长或海拔高

度的增加逐渐降低 ,进一步提示 ,急性缺氧条件下 ,下

丘脑组织中 NPY的食欲促进作用可随缺氧时间的延

长或海拔高度的增加而逐渐减弱。

　　目前对急性缺氧导致下丘脑 NPY表达下调的原

因尚不完全清楚 ,推测与以下因素有关:①高原急性缺

氧作为一个强烈刺激作用于机体 ,可导致丘脑下部大

量分泌促肾上腺皮质激素释放激素(corticotropin-re-

leasing hormone ,CRH)
[ 9]
。研究表明

[ 10]
,CRH 是一种食

欲抑制因子 ,其限制食欲的作用位点在下丘脑室旁核

(PVN)内。向 PVN中注入CRH ,能抑制NPY诱导的摄

食行为 。急性缺氧时 ,CRH 的大量分泌 , 可能使下丘

脑NPY的表达受到抑制。 ②研究表明
[ 11]
,下丘脑弓状

核(ARC)存在葡萄糖-敏感神经元 ,该神经元同时有

NPY存在 。这些神经元可通过感应脑组织中血糖水平

的升高或降低来抑制或促进 NPY的分泌。急性缺氧

时 ,交感神经-肾上腺髓质系统和下丘脑-腺垂体-肾上

腺皮质轴兴奋 ,可使血糖浓度升高 ,这可能导致 NPY

的表达降低。 ③有研究表明
[ 2]
,瘦素(Leptin)可以降低

ARC中NPY的基因表达 ,并能抑制NPY的食欲促进作

用 ,而急性缺氧后它是否也同样抑制了 NPY的表达 ,

还有待于进一步的研究。
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