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摘要　以肉食性鱼类翘嘴鳜(Sinipercachuatsi)为研究对象,分别脑室注射二甲基亚砜(DMSO)＋生理盐

水(简称 D)、DMSO＋１２５μgγＧ氨基丁酸 GABA(简称 DG)、DMSO＋１２５μgGABA＋２０μgBicuculline(GABA_

A受体拮抗剂荷包牡丹碱)(简称 DGB),研究 GABA对翘嘴鳜摄食及糖代谢的影响.结果显示,DGB组的摄食

量在０．５h、２h相比于 D组(对照组)显著性下降,同时促食欲相关基因npy、agrp 分别在０．５h和２h下调引起

的抑制食欲与翘嘴鳜的低摄食保持一致.DG组的血糖含量相对于对照组显著下降,胰高血糖素显著上升,但

cs、pc、pfk１基因的 mRNA水平却并无显著性差异.试验结果表明,GABA_A 受体拮抗剂能够抑制 GABA 与

其受体结合从而抑制翘嘴鳜摄食,但 GABA与糖代谢的偶联关系并不显著.
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　　γＧ氨基丁酸(γＧaminobutyricacid,简称 GAＧ
BA)是一种非蛋白氨基酸,又称氨酪酸.１９４９年,

Stewated等[１]首次从马铃薯茎块中提纯出 GABA,
其分子式为 C４H９NO２,相对分子质量为１０３．１２.

GABA作为一种重要的抑制性神经递质,普遍存在

于动植物及微生物体内,在哺乳动物脑中含量最高,
大量分布在丘脑、海马、基底神经节等区域,参与多

种生理活动[２Ｇ３].GABA 主要是通过与其受体结合

发挥生理作用,GABAR根据其对激动剂和抑制剂

的敏感性分为 GABA_AR、GABA_BR、GABA_

CR[４],其中 GABA_AR属于离子型通道受体,发挥

主要抑制作用,对痉挛剂荷包牡丹碱(bicuculline)
等 GABA受体拮抗剂敏感.随着对 GABA 研究的

深入,发现 GABA在镇静[５]、抗失眠和抑郁[６]、激素

调节[７]等方面具有重要作用.GABA 作为哺乳动

物中一种重要的摄食调控因子也早有报道[８Ｇ９].食

欲调节是一个复杂的过程,下丘脑作为食欲调节中

枢也早有报道.在下丘脑室旁核(PVN),AGRP(刺
鼠相关蛋白)/NPY(神经肽 Y)能通过抑制大量激

活的 GABA 能神经元增强摄食,同时激活 GABA

神经元刺激食欲[１０].例如在小鼠的下丘脑注射

GABA,可以显著提高小鼠的摄食量[１１].李庆凯

等[１２]通过对泌乳母猪口服 GABA 后发现,GABA
能够显著提高泌乳母猪的采食量并呈剂量依赖性变

化.同时,GABA 在鱼类中也发挥着重要生理作

用,在建鲤饲料中添加不同剂量的 GABA(０、３０、

６０、９０、１２０、１５０mg/kg)饲养８周后发现,其增重率

相对于对照组显著升高,且６０~１５０mg/kg添加组

的摄食率也显著升高[１３].摄食作为一种重要的经

济性状,直接影响到养殖业的经济效益,目前我们对

摄食调控机制的认识大都来自哺乳动物,但在硬骨

鱼类中,GABA对摄食的调控机制还知之甚少.
传统的理论认为动物摄食与糖脂代谢和维持机

体能量平衡具有密切关系,一般情况下,动物高血糖

后会抑制摄食[１４].鱼类作为天生的“糖尿病患者”,
尤其是肉食性鱼类对糖的耐受性很低,因此,研究鱼

类糖代谢与摄食因子间的关系就显得尤为重要.现

有研究表明,GABA在绝大多数哺乳动物中具有促

进摄食的作用[８Ｇ９],而在鱼类中对摄食的研究还很少

见,同时 GABA对摄食的作用与糖代谢是否偶联也
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未曾有过报道.本试验以肉食性鱼类翘嘴鳜为试验

鱼,基于其特殊的食性,在已有翘嘴鳜驯食性状、相
关转录组数据库基础上,采用动物生理学、分子生物

学等技术手段,通过脑室注射的方法研究 GABA对

翘嘴鳜摄食量和关键食欲因子基因以及糖代谢相关

基因的影响,以期丰富鱼类摄食调控和糖代谢研究

机制,为后期开发水产饲料添加剂积累基础资料.

1　材料与方法

1.1　试验用鱼及养殖条件

本试验用到的翘嘴鳜购于湖北省武汉市四汇水

产科技有限公司.正式试验开始前,将１５０尾翘嘴

鳜(２５~３５g)随机分配在华中农业大学水产学院养

殖试验基地的２个养殖缸中(３５０L)暂养２周使其

适应试验环境.在适应期间,每天早上９点和下午

５点用麦瑞加拉鲮(体质量:０．１６±０．０２g)饱食投喂

翘嘴鳜.
1.2　试验设计

本试验所用的 GABA 及 GABA_A 受体拮抗

剂,均购自美国Sigma生化试剂有限公司.翘嘴鳜

暂养结束后挑选规格均一的个体平均分成３组,每
组设３个平行,每个平行１２尾.正式试验前先进行

２４h饥饿处理,试验开始时用 MS２２２(质量浓度为

２００mg/L)将翘嘴鳜麻醉直至其失去平衡后称质

量,测量全长.用２５μL量程的微量进样器脑室注

射不同剂量的药品,D组(对照组)注射２μLDMSO
和３μL的生理盐水,DG组注射２μLDMSO和３μL
溶解有１２５μgGABA 剂量的生理盐水,DBG 组共

注射２μLDMSO(溶解２０μg荷包牡丹碱)和３μL
溶解有１２５μgGABA 剂量的生理盐水.本研究所

选取注射的 GABA 为１２５μg剂量,都是基于前人

的研究[１５Ｇ１７]以及笔者所在实验室前期的研究基

础[１８].注射后试验鱼无死亡,随后转移到每缸放有

１００尾饵料鱼的养殖缸中,给予充足的溶解氧.
1.3　摄食量及血糖的统计

通过定点拍照和计数养殖缸中０．５、２h剩余的

饵料鱼数量,统计翘嘴鳜每个时间段摄食量,计算得

出单尾翘嘴鳜在注射不同组试剂０．５、２h的累积摄

食量.公式如下:摄食量(foodintake,FI)＝ 初始

的食物质量(initialdryfoodweight,Wi)－剩余的

食物质量(remainingdryfoodweight,Wf)× 相关

因子(correctionfactor,F)[１９].
注射０．５和２h后,断尾取血,血液仪测量,同

时每缸随机挑取５尾采集血样离心后取血清,取样

鱼体置于－８０℃保存待后续试验分析.
1.4　相关基因表达水平检测

利用RNAisoPlus法提取翘嘴鳜脑组织和肝

脏组织的总RNA,再利用TaKaRa公司的两步法去

基因组DNA反转录试剂盒进行反转录,采用实时

荧光定量RTＧqPCR方法测定翘嘴鳜脑中神经肽 Y
(neuropeptideY,npy)、刺鼠相关蛋白(agoutiＧreＧ
latedprotein,agrp)、原阿片黑皮素(proopiomelＧ
anocortin,pomc)以及翘嘴鳜肝脏中柠檬酸合酶

(citratesynthase,cs)、丙酮酸羧化酶(pyruvatecarＧ
boxylase,pc)、６Ｇ磷酸果糖激酶 １(６ＧphosphofrucＧ
tokinase１,pfk１)基因的 mRNA 表达水平.每个

定量PCR反应中包含１０μLSYBR的荧光染料混

合物(Toyobo,Japan),０．４μL的上下游引物和１μL
的模板cDNA.PCR的程序是９５℃预变性５min,

９５℃变性１５s,５８℃(不同引物退火温度不同)退火

１５s,７２℃延伸４５s,４０个循环,选用从翘嘴鳜中筛

选出来的内源性的看家基因rpl１３a 来校正模板

量,每个样品设置３个重复.PCR产物的特异性都

是通过熔解曲线分析证实,基因的表达水平用２－ΔΔCt

的方法分析得到[２０].特异基因的编码序列来源于

翘嘴鳜短的核苷酸序列打包测序所得的转录组序列

结果[２１].使用PrimerPremier５．０软件进行荧光定

量引物设计,引物序列见表１.
表１　本研究实时定量PCR引物

Table１　PrimersforrealＧtimePCRusedinthisstudy

引物 Primer 序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′)

rpl１３aＧF TATCCCCCCACCCTATGACA

rpl１３aＧR ACGCCCAAGGAGAGCGAACT

agrpＧF GAGCCAAGCGAAGACCAGA

agrpＧR GCAGCACGGCAAATGAGAG

npyＧF GTTGAAGGAAAGCACAGACA

npyＧR GCTCATAGAGGTAAAAGGGG

pomcＧF GTGTCATCCTCGTTACTGC

pomcＧR GCGACGCTCCTATTCAAT

csＧF GAATGCCACCTACTTCCTTGT

csＧR CCCCTCATACCTCCATAAACC

pcＧF GTCCCGTTCCAGATGC

pcＧR GTCCCGTTCCAGATGC

pfk１ＧF GCTACCATCAGCAACAACG

pfk１ＧR GCCACAGAATCCACCCAT

1.5　数据统计与分析

试 验 数 据 采 用 “平 均 值 ± 标 准 误”表 示

(Mean±S．E．).先使用SPSS１８．０软件的单样本t检

５０１
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验(OnesampletＧtest)来检测数据分布的正态性,
再对数据进行单因素方差分析 (OneＧwayANOＧ
VA).方 差 同 质 性 分 析 后 再 将 平 均 值 通 过

Duncan’s算法进行多重比较分析,以P＜０．０５为差

异显著性标准.

2　结果与分析

2.1　脑室(intracerebroventricular,ICV)注射 GABA
和荷包牡丹碱对翘嘴鳜摄食量的影响

　　翘嘴鳜脑室注射１２５μg剂量的 GABA 后(DG
组),D组(对照组)相比摄食量在０．５h和２h都没

有显著性变化(P＞０．０５),而共注射 GABA 和荷包

牡丹碱(GABA_A 受体拮抗剂)(DGB组)后,相对

于D和DG组,摄食量在０．５h和２h都呈显著下降

(P＜０．０５)(图１).

　注:不同的字母表示有显著差异(P＜０．０５).D 组:二甲基亚

砜＋生理盐水;DG组:二甲基亚砜＋１２５μgγＧ氨基丁酸;DGB组:

二甲基亚砜＋１２５μgγＧ氨基丁酸＋２０μg 荷包牡丹碱.下同.

Note:Valuesthatsharedifferentlettersaresignificantlydifferent
(P＜０．０５)．Dgroup:DMSO＋saline;DGgroup:DMSO ＋１２５μg

GABA;DGBgroup:DMSO ＋ １２５μgGABA ＋ ２０μgbicuculＧ

line．Thesameasfollows．

图１　脑室注射GABA和荷包牡丹碱后

０．５h和２h翘嘴鳜累计摄食量

Fig．１　TheaccumulatedfoodintakeinChineseperchat
０．５hand２hafterICVinjectionofGABAandbicuculline

2.2　脑室注射 GABA 和荷包牡丹碱后对翘嘴鳜脑

中相关食欲基因表达的影响

　　脑室注射不同剂量药品０．５h后,与 D组相比,

DGB组翘嘴鳜脑中npy 的 mRNA 水平显著下调

(P＜０．０５),而agrp 的 mRNA 水平无显著变化

(P＞０．０５),抑食欲因子pomc 的 mRNA 水平也无

显著性变化(P＞０．０５).脑室注射不同剂量药品２h
后,DGB组与 DG 组相比,翘嘴鳜脑中的agrp 的

mRNA水平显著下调(P＜０．０５),而npy 的 mRNA
水平无显著变化(P＞０．０５)(图２).
2.3　脑室注射 GABA 和荷包牡丹碱对翘嘴鳜血糖

变化的影响

　　脑室注射不同剂量药品后０．５h,与 D组相比,

DG组翘嘴鳜血糖显著降低(P＜０．０５),而 DGB组

无显著性差异;注射２h后各组间均无显著性差异

(P＞０．０５)(图３).
2.4　脑室注射 GABA 和荷包牡丹碱后翘嘴鳜血清

中胰高血糖素的变化

　　用试剂盒检测脑室注射不同剂量药品后０．５h
翘嘴鳜血清中的胰高血糖素的浓度,可以看出 DG
组血清中胰高血糖素的含量显著高于 D组和 DGB
组(P＜０．０５)(图４).
2.5　脑室注射 GABA 和荷包牡丹碱后对翘嘴鳜肝

脏中相关基因的影响

　　脑室注射不同剂量药品０．５h后与 D组相比,

DG组翘嘴鳜肝脏中cs(柠檬酸合酶)、pc(丙酮酸羧

化酶)、pfk１(６Ｇ磷酸果糖激酶１)的 mRNA 水平无

显著变化(P＞０．０５);而 DGB组相比较于 D 组和

DG组,cs的 mRNA水平显著上升(P＜０．０５),pfk１
的 mRNA水平显著下降(P＜０．０５),pc的 mRNA水

平各组间均无显著性变化(P＞０．０５)(图５).

图２　脑室注射GABA和荷包牡丹碱后０．５h(A)和２h(B)翘嘴鳜脑中食欲基因表达

Fig．２　Theappetitegenesexpressioninbrainin
Chineseperchat０．５h(A)and２h(B)afterICVinjectionofGABAandbicuculline

６０１
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图３　脑室注射GABA和荷包牡丹碱后

０．５h和２h翘嘴鳜血糖水平

Fig．３　ThelevelofbloodglucoseinChineseperchat
０．５hand２hafterICVinjectionofGABAandbicuculline

图４　脑室注射GABA和荷包牡丹碱后

０．５h翘嘴鳜血清中胰高血糖素水平

Fig．４　TheglucagonlevelinChineseperchat
０．５hafterICVinjectionofGABAandbicuculline

图５　脑室注射GABA和荷包牡丹碱后

０．５h翘嘴鳜肝脏中糖代谢相关基因的表达

Fig．５　Theglucosemetabolismgenesexpression

inliverofChineseperchat０．５hafterICVinjection

ofGABAandbicuculline

3　讨　论

鱼类摄食是依靠中枢神经系统和外周神经系统

共同调节,中枢神经系统由一些摄食相关的神经肽

和神经递质组成,而外周神经系统由一些胃肠肽和

激素组成[２２].这些多肽、激素等物质通过调节食欲

促进 因 子 和 食 欲 抑 制 因 子 的 表 达,综 合 调 控 摄

食[２３Ｇ２５].早期研究发现,食欲调节中枢主要是分布

在下丘脑,内侧下丘脑区的弓状核(ARC)、腹内侧

核(VMN)、背中核(DMN)、室旁核(PVN)、视交叉

上核(SCN)和外侧下丘脑(LH)相互协作,互相影响

共同调节摄食[２６].弓状核对食欲调控起枢纽作用,
有刺激食欲的神经元 NPY、AGRP和抑制食欲的神

经元POMC和CART,其他神经核可以接受弓状核

的神经元的突触投射,从而能使食欲信号表达.

γＧ氨基丁酸(GABA)是生物体内一种重要的抑

制性神经递质,在下丘脑各区中也广泛存在.有研

究表明,GABA 和 NPY 可以在弓状核中共表达并

且可以投射到室旁核[２７,１０],推测室旁核中的 GABA
可能通过与 NPY共同释放出来刺激食欲.在哺乳

动物的研究中发现,在脑中注射一定剂量的 GABA
可以显著提高动物的摄食量,但是呈现一定的剂量

依赖性[２８Ｇ２９],高剂量的 GABA 对摄食有抑制作用,
所以 GABA 的促摄食效果与剂量的添加有密切

关系[３０].
基于前人的研究[１５Ｇ１７]和本实验室前期的研究基

础,本次试验用的 GABA 剂量为１２５μg,注射后

０．５h和２h统计其摄食量,结果显示 DG组和 D组

(对照组)相比无显著性差异,这与本实验室前期的

研究结果[１８]不一致,这可能是鱼的规格大小不同以

及本次试验注射了 DMSO 导致的差异.猜测可能

DMSO具有毒性,同时高剂量的 GABA 也可能产

生一定的毒性[３１],对鱼的摄食会产生消极影响,不
同规格的鱼能承受的毒性剂量区间不一致,同时

GABA在调控动物摄食上也存在时间和剂量的关

系[３２].GABA主要通过与其受体结合发挥作用,其
中GABA_A受体是最重要的一种GABA受体.有

研究发现[３２Ｇ３３],在小鼠的脑区注射GABA_A受体激

动剂有显著的促摄食效果,再注射 GABA_A 受体

拮抗剂荷包牡丹碱后,这种促摄食效果明显减弱,所
以推测 GABA_A 受体主要发挥摄食调控作用.这

与DGB组的摄食量相对于D组和 DG 组显著下降

的结果相吻合,说明注射 GABA_A 受体拮抗剂荷

包牡丹碱能和脑中的GABA形成竞争性抑制从而产

生拮抗作用,当其受体被抑制后,GABA 不能再通

过氯离子通道进行递质传导,从而导致 GABA受体

不再被有效激活行使食欲调节.同时我们在检测脑

中食欲基因的mRNA表达水平时发现,DGB组的促

食欲基因npy,在０．５h相对于D组显著下降,这与

试验鱼的摄食结果升高相一致.而２h的agrp 基

因表达结果表明,脑室注射 GABA能显著提高促食

欲基因的表达,共注射 GABA和荷包牡丹碱后能显

著抑制翘嘴鳜的摄食量和促食欲基因的表达,从正

反面验证了GABA的促摄食效果,这与在小鼠脑区
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注射 GABA受体拮抗剂荷包牡丹碱后其摄食显著

下降的结果一致[３４].
胰高血糖素是由胰岛a细胞分泌,是一种可以

升高血糖的激素,它在体内可以促进糖原和脂肪分

解、糖异生以及抑制糖酵解[３５].有研究表明,在高

蛋白消化的早期,肉食动物胃中受到刺激分泌胰高

血糖素,以对抗胰岛素诱发的低血糖[３６].所以 DG
组血糖下降,胰高血糖素上升从而对血糖进行反馈

调节使血糖达到平衡.GABA 在体内是由体内的

谷氨酸脱羧酶(GAD)脱去α位上的羧基形成 GAＧ
BA后在 GABA转氨酶(GABAＧT)的催化作用下生

成谷氨酸和琥珀酸半醛,后者经琥珀酸半醛脱氢酶

(SSAＧD)催化成琥珀酸进入三羧酸循环,GABA 代

谢通路是三羧酸循环侧枝[３７].由此我们检测了糖

异生、糖酵解和三羧酸循环相关基因的 mRNA 水

平,发现 DG 组和 D 组并无显著差异,与血糖下降

的结果不一致,我们推测 GABA对糖代谢的影响可

能存在更复杂的调控模式,这还需要进一步研究.
综上发现,通过共注射 GABA 和 GABA_A 受

体拮抗剂荷包牡丹碱表明 GABA_A 受体拮抗剂能

够抑制 GABA与其受体结合从而抑制翘嘴鳜的摄

食.同时,GABA可能会对翘嘴鳜体内糖代谢产生

一定影响,具体机制还有待下一步研究.
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EffectofγＧaminobutyricacidＧAreceptorantagonistonfood
intakeandglucosemetabolisminChineseperch(Sinipercachuatsi)

XIEShuang　HELei　LIANGXufang　HEShan　HUANGDong

CollegeofFisheries/ChinesePerchResearchCenter,HuazhongAgriculturalUniversity/

FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince/

FreshwaterAquaculture,KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgriculture,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthisstudy,effectofγＧaminobutyricacid(GABA)andGABAＧAreceptorantagoniston
foodintakeandglucosemetabolisminChineseperch(Sinipercachuatsi)wasinvestigated．Threegroups
includingintracerebroventricular(ICV)injectionofsalineandDMSO (control,D),DMSOand１２５μg
GABA (DG),andDMSO,１２５μgGABAand２０μgantagonistbicuculline(DGB)wereconducted．Food
intakewassignificantlydecreasedintheDGBgroupat０．５hand２hpostＧinjectioncomparedwiththeD
(control)group．Furthermore,themRNAlevelsofnpyandagrp weredecreasedsignificantly,which
wascoincidentwithlowerfoodintakeinChineseperch．Bloodglucosecontentwassignificantlydecreased
at０．５hpostＧinjection,butthemRNAlevelsofcs,pcandpfk１werenotsignificantchanged．Theresult
ofcoＧinjectionofGABAwithbicucullineindicatedthatGABAactsasanorexigenicfactorandfurtherreＧ
searchaboutGABAonglucosemetabolismisneededinChineseperch．

Keywords　γＧaminobutyricacid;receptorantagonist;Sinipercachuatsi;foodintake;glucosemeＧ
tabolism
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