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电针对中枢Stat5敲除所致肥胖小鼠瘦素水平和下丘
脑Kctd15、Sh2b1mRNA的影响

洪浩,卢圣锋,傅淑平,偶晨,朱冰梅* (南京中医药大学第二临床医学院,江苏 南京 210023)

摘要:目的 观察电针对中枢Stat5条件性敲除Stat5NestinCre(Stat5NKO)肥胖小鼠下丘脑Kctd15、Sh2b1基因表达的影

响。方法 20只肥胖的Stat5NKO小鼠随机分为肥胖组和电针组,每组10只;10只Stat5fl/fl小鼠作为正常组。其中电针

组选取单侧后三里、内庭穴进行针刺治疗,每日1次,双侧交替进行,每次30min,韩氏电针仪频率2/15Hz,疏密波,6d为1个

疗程,共治疗4个疗程。运用ELISA法检测血清中瘦素(Leptin)含量,qPCR技术检测下丘脑中肥胖相关基因Kctd15、Sh2b1
mRNA的表达。结果 与正常组小鼠比较,肥胖组小鼠体质量明显增加(P<0.01)伴随血清Leptin含量升高(P<0.05),下

丘脑Leptin水平下降(P<0.05),同时下丘脑Kctd15、Sh2b1mRNA表达下调(P<0.05~0.01);与肥胖组小鼠比较,电针组

小鼠的体质量明显下降(P<0.01),血清Leptin含量降低(P<0.01),且下丘脑Leptin水平回升(P<0.01),Kctd15、Sh2b1
mRNA表达水平上调(P<0.01)。结论 电针可能通过调节Leptin水平并促进Kctd15、Sh2b1表达,实现对Stat5NKO小鼠

的减肥效应。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToobservetheeffectofelectroacupunctureoncentralconditionalknockoutStat5NestinCreobese
mice Stat5NKO anddetecthowtheobesityrelatedgenes Kctd15andSh2b1 areinvolved METHODS 20obese
Stat5NKOmicewererandomlydividedintotwogroups obesemodelgroup n=10 andelectroacupuncture EA group n
=10  10Stat5fl flmicewererandomlyselectedandfedwithordinaryforageasnormalcontrolgroup EAgroupwastrea-
tedwithelectroacupunctureatHousanliandNeitingpointsfor30min withbilateralalternates byHan'electroacupuncture
apparatusat2 15Hz 6dwasaperiodoftreatment withatotalof4coursesoftreatment SerumLeptincontentwasmeas-
uredbyELISA andthelevelsofSh2b1andKctd15mRNAinhypothalamusweredetectedbyqPCR RESULTS Compared
withStat5fl flmice Stat5NKOmicegainedbodyweightsignificantly P<0 01  accompaniedwithincreasedserumLeptin
level P<0 05  decreasedhypothalamicLeptinlevel P<0 05  aswellasKctd15andSh2b1mRNAexpressions P<
0 05~0 01  ComparedwithStat5NKOmice EAgroupdecreasedbodyweight P<0 01 andserumLeptinmRNAlevel
 P<0 01  ThehypothalamicLeptinlevelwaselevated P<0 01  andtheexpressionsofKctd15andSh2b1mRNAwere
returnedtonormallevel P<0 01  CONCLUSION TheweightlosseffectofelectroacupunctureonStat5NKOobesemice
mayberelatedtotheregulationoftheexpressionofLeptin Kctd15andSh2b1 
KEYWORDS obesity electroacupuncture Leptin Kctd15 Sh2b1

  针刺减肥作用已经得到医学界广泛认可,涉及

多种机制,然而它是通过何种关键途径来发挥作用,
至今尚未有定论[1]。目前公认机体能量代谢平衡紊

乱是肥胖最主要原因,当能量摄取超过能量消耗时,
多余的能量便贮存于脂肪组织,导致肥胖形成。中

枢神经系统,特别是下丘脑的弓状核、室旁核、腹内

侧核、背内侧核和外侧区等组成饮食和能量代谢的

网状环路,共同完成对摄食行为的调节。上述脑区

特定神经元内的瘦素(Leptin)受体可以与穿过血脑

屏障的瘦素结合,激活下游信号转导通路,发挥抑制
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食欲、促进能量消耗的作用[2],从而参与机体能量代

谢平衡的调控。为进一步从分子水平探讨针刺减肥

起效的中枢作用机制,我们以Stat5NKO肥胖小鼠

为肥胖模型进行了以下实验。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物及分组 Stat5NKO肥胖小鼠由

美国国立卫生研究院(NIH)Dr.Henninghausen实

验室惠赠并在南京中医药大学实验动物中心繁殖,

20只Stat5NKO肥胖小鼠随机分为模型组(肥胖

组)和模型+电针组(电针组),每组10只;10只

Stat5fl/fl小鼠作为正常对照组(正常组)。

1.1.2 主要仪器与试剂 全自动酶标仪(BioTek),
紫外可见分光光度计(德国EppendorfBioPhotome-
ter),基因扩增仪MJmini(BIORAD公司),实时荧

光定量PCR仪(MX3000P,Stratagene公司),Tr-
izol(Invitrogen公 司,15596018);反 转 录 试 剂 盒

(FirstStrandcDNASynthesisKit,Thermo公司,

#K1612);RealtimePCR试剂盒(Promega公司,

A6002);引 物 (上 海 捷 瑞 生 物 工 程 有 限 公 司,

20120625);小鼠瘦素 ELISA 试剂盒(CRYSTAL
CHEMINC公司,#90030)。

1.2 实验方法

1.2.1 模型制备 Stat5fl/fl和Stat5NKO小鼠

从4周开始喂养全价SPF级鼠饲料至12周开始针

刺,肥胖的标准以肥胖组的平均体质量超过正常组

体质量的20%为准[3],造模成功率为50%。

1.2.2 干预方法 所有组清醒小鼠均固定后,参照

《实验针灸学》常用实验动物针灸穴位选取单侧后三

里、内庭[3]穴位后,针入2~4mm,得气后,接电针

(韩氏电针仪100,0.4~0.6mA,2/15Hz)30min,疏
密波,以肢体微微颤动为度。针具为一次性无菌中

研太和针灸针,规格为Φ0.18mm×10mm。每天1
次。治疗6d休息1d,共治疗30次。

1.2.3 标本处理 针刺治疗结束后处死小鼠,置于

冰盘上快速剥离下丘脑,迅速放入液氮冷冻;同时收

集血液静置2h后,3500r/min,4℃离心5min,吸
取上清-80℃冰箱冷冻保存备用。

1.3 指标检测

1.3.1 下丘脑和血清中Leptin含量的检测 从液

氮中取出下丘脑组织,迅速加入200μL1×PBS并

用玻璃匀浆器匀浆后,4℃,12000r/min,离心15
min,收集上清;另从-80℃冰箱取出血清融化,所

有下丘脑和血清样本均稀释20倍备用。严格按照

ELISA试剂盒说明书操作完毕后,立即在全自动酶

标仪上进行450nm/630nm双端读数,测定OD值,
根据标准曲线来计算血清中瘦素的含量。

1.3.2 下丘脑Kctd15、Sh2b1的表达 下丘脑总

RNA提取具体步骤严格按照Trizol试剂说明书操

作。得到总RNA,采用二步法进行RNA逆转录后

取150ng的cDNA 作 为 模 板,加 入10μL2×
SYBRGreenqPCRMix,上下游引物各0.5μL(10

μmol/L),引物从PubMed中通过 Nucleotide查找

获得序列后由上海捷瑞生物工程有限公司合成,序
列及长度见表1,其中Gapdh为内参。用无酶水补

齐总体积后RealtimePCR法检测mRNA的表达。
最终以DeltadeltaCt值来计算基因拷贝数。

表1 基因引物及序列

基因 序列(5'→3') 长度/bp
GapdhF:GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG 251

R:ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA
Kctd15 F:CGCTTAACGCACACGGCAGC 172

R:GCACGGGTGCGTTGGCTTTG
Sh2b1F:ACCCAAGAAGTGAGGCCGGGAG 204

R:GGGTCACGGGAGGTGCTCCG

1.4 统计学处理

运用SPSS17.0统计软件,检测结果以均数±
标准差(x±s)表示,多组间差异的显著性采用单因

素方差分析,齐性检验后LSD 法进行组间两两比

较,P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠治疗前后体质量

在针刺过程中,分别记录各组小鼠禁食6h后

的体质量作为统计数据。与正常组比较,肥胖组的

平均体质量超过正常组的20%,具有统计学意义(P
<0.01),而电针组与肥胖组相比,无统计学意义(P
>0.05)。针刺4周结束后,电针组体质量明显低于

肥胖组(P<0.01)。见表2。
表2 各组小鼠体质量针刺前后的比较(x±s,g,n=10)

组别 针刺前 针刺后

正常组 25.04±2.07 26.96±1.61
肥胖组 31.08±2.17** 33.07±2.93**

电针组 32.33±2.14** 28.82±3.82##

 注:与正常组比较,**P<0.01;与肥胖组比较,##P<0.01。

2.2 针刺前后血清和下丘脑中Leptin含量的变化

正常组小鼠的血清 Leptin含量为(13.69±
1.36)ng/mL,而肥胖组的血清Leptin含量为(17.14
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±3.09)ng/mL,高于正常组(P<0.05);但是电针组

的血清 Leptin含量则显著下降(P<0.01),仅有

(11.28±3.50)ng/mL。下丘脑中Leptin变化正好

与外周相反,肥胖组Leptin水平比正常组显著降低

(P<0.05),而电针组Leptin含量则显著增加(P<
0.01),提示电针可以促进外周血液中的Leptin向

中枢转运。见图1。

注:与正常组比较,*P<0.05;与肥胖组比较,##P<0.01。

图1 3组小鼠血清和下丘脑中瘦素含量比较(x±s,n=10)

2.3 下丘脑Kctd15、Sh2b1的mRNA表达结果

与正 常 组 比 较,肥 胖 组 下 丘 脑 中 Kctd15、

Sh2b1的mRNA表达均降低(P<0.05~0.01);与
肥胖组比较,电针组下丘脑中Kctd15、Sh2b1mR-
NA的表达则明显回升(P<0.01)。见图2。

注:与正常组比较,*P<0.05,**P<0.01;与肥胖组比较,

##P<0.01。

图2 3组小鼠下丘脑中Kctd15、Sh2b1基因 mRNA表达

差异比较(x±s,n=10)

3 讨论

已有研究表明,中枢Stat5条件性敲除后,小鼠

由于缺失STAT5,对GMCSF的敏感性降低,导致

摄食增加进而诱发肥胖[4]。这与肥胖分型中胃火炽

热、食欲旺盛所致肥胖有相似之处,故我们将该模型

引入肥胖研究领域。本课组前期研究也表明针刺可

以通过诱导 UCP1表达促进白色脂肪棕色化实现

减肥效应[3]。
血清瘦素(Leptin)被认为是一种由脂肪组织分

泌的信号,可以跨过血脑屏障,结合位于中枢神经系

统,特别是下丘脑内特定神经元细胞上的瘦素受体,
激活下游信号通路(包括位于弓状核上的 Agrp、

Npy和POMC神经元等[5],前2者激活可以促进食

欲,而后者激活可以抑制食欲),发挥调节食欲,调节

能量代谢,减少脂肪含量的功能,从而使人和动物的

体脂保持相对稳定。经研究证实大多数肥胖患者血

清瘦素水平比非肥胖者高,肥胖且瘦素缺乏者仅占

5%,因此推测肥胖者普遍存在瘦素抵抗,瘦素抵抗

是导致肥胖的主要原因。

Kctd15[6]属于钾通道四聚体结构蛋白家族的

一员,它可以抑制在脂肪发育过程中起重要作用的

一个转录因子AP2,从而影响肥胖。AP2是由脂肪

组织分泌的脂肪因子可以调节肝脏的糖代谢,研究

已证实肥胖人群体内具有显著升高的循环 AP2水

平[7]。Sh2b1是适配信号蛋白家族的成员之一,含
有SH2和pH2个特异性的结构域,可以与多种受

体结合,比如JAK2,TrkA,IR,IGF1,IRS等。研究

发现Sh2b1缺失的小鼠将导致严重的瘦素抵抗,摄
食增 加 进 而 肥 胖[8]。本 实 验 中 肥 胖 组 小 鼠 的

Kctd15表达下调,Leptin增加,引起瘦素抵抗,导致

肥胖;而下调Sh2b1后,由于摄食增加而加剧肥胖;
针刺足三里、内庭后,上调Kctd15、Sh2b1的表达,
从而逆转这一过程。基于以上结果推断针刺可能通

过调节丘脑Kctd15、Sh2b1的mRNA表达,参与抑

制脂肪发育和改善瘦素抵抗机制,从而发挥其良好

的减肥效应。
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