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组氨酸及组胺对翘嘴鳜摄食调控的影响

朱强胜,何珊,梁旭方,陈珂,邹家明

华中农业大学水产学院/华中农业大学鳜鱼研究中心/

农业农村部鳜鱼育种创新基地/农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以翘嘴鳜(Sinipercachuatsi)为研究对象,将其分为３组,经脑室分别注射(ICV)磷酸盐缓冲液(对照

组)、组氨酸和组胺(试验组),通过检测翘嘴鳜２４h内的摄食量、食欲基因和氨基酸感知信号通路的变化来揭示

组氨酸及组胺对鱼类摄食调控的影响.结果显示,脑室注射组氨酸和组胺后翘嘴鳜的摄食量在１２h相比于对

照组显著性下降,同时npy 、gcn２和atf４mRNA的表达均显著降低(P＜０．０５),而agrp 和mtor mRNA 的表

达却无显著性变化(P＞０．０５).离体水平,通过用不同浓度(１．０、２．０和３．０mmol/L)的组氨酸和组胺处理鳜脑

原代细胞后检测促食欲基因的表达情况,结果显示,与对照相比,１．０、２．０和３．０mmol/L的组氨酸处理显著抑制

了鳜原代脑细胞npy mRNA 的表达(P＜０．０５),且随着浓度的升高,这种抑制作用会增强;同时,１．０和３．０
mmol/L的组氨酸处理也显著抑制了鳜原代脑细胞agrp mRNA 的表达(P＜０．０５),但不同浓度的组胺刺激并

没有引起鳜原代脑细胞npy 和agrp mRNA 的表达变化.此外,２．０mmol/L的组氨酸刺激并不会引起鳜脑原

代细胞 mTOR信号通路下游关键蛋白pＧS６的表达变化.以上结果提示:组氨酸和组胺会抑制翘嘴鳜的食物摄

入,组氨酸可能是通过激活鳜脑组胺神经元来发挥作用,而这种抑制作用可能是通过下调促食欲因子的表达来

抑制翘嘴鳜的食物摄入量.
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　　翘嘴鳜(Sinipercachuatsi),隶属鲈形目(PerＧ
ciformes)、真鲈科(Percichthyidae),是我国特有的

淡水鱼珍品.其食性奇特,终生以活鱼虾为食,在经

过长期驯化后才可接受人工饲料[１].而近年来由于

饵料鱼供应困难,翘嘴鳜人工饲料的研究就显得尤

为重要[２].组氨酸已经被证实是维持水产动物机体

生命活动的必需氨基酸,由于机体自身不能够合成,
必须通过摄食获取[３].对哺乳动物的研究发现,组
氨酸过量或不足可显著降低动物的食物摄入量,这
种抑制作用可能是通过激活组胺神经元来实现

的[４],而在鱼类中,关于组氨酸的研究主要集中在其

营养需求量的确定上[５Ｇ７],对于组氨酸影响鱼类摄食

调控机制还知之甚少.此外,动物机体在感应氨基

酸过程中涉及两个重要信号通路,即哺乳动物雷帕

霉 素 靶 蛋 白 (mammals target ofrapamycin,

mTOR)信号通路和一般氨基酸调控阻遏蛋白 ２
(generalaminoacidcontrolnonＧderepressible２,

GCN２)信号通路[８],这两个信号通路可能参与动物

的摄食调控[８Ｇ９],也有研究进一步表明下丘脑中的

mTOR信号与能量摄入的调节直接相关[１０].笔者

在前人研究[１１Ｇ１２]的基础上,进一步探讨组氨酸对翘

嘴鳜摄食调控的影响,以期完善必需氨基酸对翘嘴

鳜摄食调控的机制研究,并为翘嘴鳜人工饲料的开

发和利用提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

１)试验动物.试验用翘嘴鳜(３８~４２g)由华中

农业大学鳜鱼研究中心提供.试验开始前先将翘嘴

鳜转移到循环水养殖系统内暂养１周,单缸单尾,每
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缸(４０cm×５０cm×４０cm)放置１尾翘嘴鳜,水温

维持在(２４±１)℃,保持１２h光照与１２h黑暗交替

循环周期,pH７．０~７．５,溶氧为７．５~８．５mg/L,每
天０８:００和１８:００用(０．３５±０．０５)g麦瑞加拉鲮饱

食投喂.

２)主要试剂.LＧ组氨酸(晶体氨基酸)、组胺

(美国Sigma公司);１０μL不锈钢微量注射器(上海

高鸽公司);LＧ１５培养液(Genom 生物公司);胎牛

血清 (fatalbovineserun,FBS)、含０．２５％ EDTA
的胰蛋白酶、I型胶原酶(Gibco公司);DPBS、两性

霉素 B、硫酸庆大霉素、青链霉素双抗 (HyClone
公司).
1.2　分组及处理

１)活体处理.翘嘴鳜暂养结束后挑选规格均一

的个体随机分成３组,每组设１０个平行,每缸(４０
cm×５０cm×４０cm)放置１尾翘嘴鳜.在正式试验

开始前,将试验用鱼进行２４h饥饿处理.试验时用

MSＧ２２２将翘嘴鳜麻醉,称质量,然后用１０μL量程

的微量注射器于脑室注射药品,注射剂量的选择参

照文献[１２Ｇ１３],对照组注射４μL的磷酸盐缓冲液

(PBS),２个试验组分别注射２０μg的组氨酸和组胺

(均用PBS溶解为４μL).注射时轻轻将微量注射

器针头从翘嘴鳜的额骨和顶骨的中部连接处插入,
将药物缓慢注入到脑室内,注毕留针１min以防药

液外溢.注射完成后,将翘嘴鳜放入曝气的清水中,
待其恢复活力后立即转入到试验缸内,每缸投喂２０
尾麦瑞加拉鲮,通过定点计数每缸内１、４、８、１２、

２４h剩余的饵料鱼数量,统计每个时间段翘嘴鳜摄

食饵料鱼的数量,用摄食饵料鱼的质量与翘嘴鳜质

量的比值来计算出单尾翘嘴鳜在注射不同组试剂

１、４、８、１２、２４h时的累积摄食量.计算公式如下:
摄食量＝(初始的食物质量－剩余的食物质量)×相

关因子[１４].在脑室注射１２h后,每组随机取６尾翘

嘴鳜进行麻醉,解剖取脑组织,经液氮冷冻后,保存

于－８０℃超低温冰箱,用于后期分子生物学指标的

检测.

２)细胞处理.参照文献[１５],取状态活泼的翘

嘴鳜,经７５％的乙醇浸泡消毒,用纱布擦除体表黏

液,在超净工作台剖取鳜脑组织于DPBS中清洗,用
剪刀镊子去除多余的组织,然后将脑组织放入盛有

AIM 液的培养皿内浸泡消毒１．５h;吸掉培养皿中

多余 AIM 液,用剪刀将脑组织剪成１mm３大小的

组织块,将组织块转移到盛有胶原酶消化液的离心

管中于２８℃培养箱中消化２h;加入LＧ１５培养液轻

轻吹打得到脑细胞,１０００r/min室温离心５min后

弃上清,随后再用 LＧ１５ 培养液漂洗 ２ 次 (１０００
r/min,室温离心５min),最后将收集的鳜脑细胞加

入原代培养液重悬后接种到细胞培养瓶,于２８℃无

CO２培养箱中培养,第４天更换原代培养液１次.
在显微镜下观察脑细胞的生长情况.在鳜脑原代细

胞分离至第三代之后,即可进行试验.本试验所采

用的鳜脑细胞已经 NeuＧN 和βＧtubulin免疫荧光细

胞化学技术鉴定纯度[１５].在正式试验开始前,将脑

细胞扩大培养,铺板至６孔板中,每个孔盛放２．０
mL培养液.待细胞长满后使用无添加试剂的LＧ１５
培养基对细胞进行饥饿处理１８h,再添加不同浓度

的组氨酸和组胺,分别为０、１．０、２．０和３．０mmol/L
４个浓度梯度,刺激３０min后收集细胞蛋白,刺激

２４h后收集细胞RNA,于－８０℃超低温冰箱保存,
用于后期分子生物学指标的检测.本研究所选的刺

激浓度是基于前人的研究[１６].

1.3　相关基因的表达水平检测

利用 TRIzolReagent试剂(TaKaRa,日本)提
取鳜脑组织和原代脑细胞的总 RNA,再用 HiScript
IIQ RTSuperMixforqPCR 逆转录试剂盒(诺唯

赞,南京)进行反转录得到cDNA.采用实时荧光定

量 RTＧPCR 方法测定鳜脑中雷帕霉素靶蛋白(TarＧ

getofrapamycin,tor)、转录起始因子４(Activating
transcriptionfactor４,atf４)、神经肽 Y(neuropepＧ
tideY,npy)、刺鼠相关蛋白(agoutiＧrelatedprotein,

agrp)和一般氨基酸调控阻遏蛋白２(generalamino
acidcontrolnonＧderepressible２,gcn２)基因的 mRＧ
NA 表达水平.反应体系(２０μL):１０μLSYBR
GreenSupermix,上下游引物分别为０．４μL,１μL
cDNA 模 板,ddH２O８．２μL.反 应 程 序:９５ ℃,

５min;９５℃,１０s;退火３０s(退火温度见表１),延伸

３０s,共３９个循环.每经过１个循环,收集１次荧

光强度信号,最后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,使用２－△△Ct

法计算各基因的相对表达量,每个样品重复３次.
本试验所用到的荧光定量引物均采用Primer５．０软

件进行设计,并由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成,引物序列见表１.

１８１
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表１　实时荧光定量PCR引物信息

Table１　PrimersequencesusedfortherealＧtimePCRanalysis

引物

Primer
序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)
退火温度/℃

Annealtemperature

npy
F:GGAAGGATACCCGGTGAAA ５２
R:TCTTGACTGTGGAATCGTG

agrp
F:GTGCTGCTCTGCTGTTGG ６５
R:AGGTGTCACAGGGGTCGC

atf４
F:CTCCTTCTCCTCCTCCGAC ５８
R:ATACCCGCAAAAGCATCATC

gcn２
F:GCAGAACAAGAGCAATGACA ５８
R:TACAAGACCACCACAGCCAC

tor
F:GCATCAACGAGAGCACCA ５５
R:CGCTTCAAAATTCATAACCG

rpl１３a
F:TATCCCCCCACCCTATGACA ５９
R:ACGCCCAAGGAGAGCGAACT

1.4　Western blot 分析

吸掉６孔板中的培养基,用提前预冷的 DPBS
洗涤１次,每孔加入５０μL的蛋白裂解液(RIPA,碧
云天生物技术有限公司),裂解液中加入１％的蛋白

酶抑制剂(PMSF).用细胞刮将６孔板中的细胞收

集在１．５mL的离心管中,冰上静置２０min,每隔

５min上下颠倒混匀１次.８０００r/min４℃离心２０
min后,弃沉淀,留上清液,即得鳜脑细胞蛋白样,于

－８０℃超低温冰箱保存备用.蛋白浓度的测定采

用BCA试剂盒(碧云天生物技术有限公司).蛋白

变性时加入２×SDS蛋白上样缓冲液,９９℃煮沸

５min,以充分变性蛋白质,冷却后－２０℃保存.配

制聚丙烯酰胺凝胶(浓缩胶１０％),蛋白样上样量为

２０μg,蛋白样于浓缩胶中以８０V电压电泳３５min,
于分离胶中以２００V 电压电泳４５min.转膜在冰

上操作,恒流２００mA 电泳１２０min,转膜后,将膜放

在含５％脱脂奶粉的封闭液中室温封闭４h后,用

１×TBST洗膜３次,每次５min.一抗:内参抗体βＧ
actin(博奥森,北京)的稀释比例为１∶２０００,目的抗

体pＧS６(CST,美国)的稀释比例为１∶８００,４℃旋转

孵育过夜后,洗膜３次,每次５min;二抗:羊抗兔

(Licor,美国)的稀释比例为１∶２０００,室温旋转孵

育１h后,洗膜４次,每次８min.用凝胶成像系统

(LiCorOdyssey,美国)对膜进行显影检测,用ImＧ
ageJ软件对条带进行灰度值分析.
1.5　数据处理及统计分析

试验所有数据使用SPSS１９．０软件进行统计学

分析,两组数据之间的比较采用独立样本t检验.
多组数据之间采用单因素方差分析(ANOVA),差
异显著后进行 Duncan’s多重比较.数据均采用

“平均值±标准误”表示,P＜０．０５为差异显著.

2　结果与分析

2.1　组氨酸和组胺对翘嘴鳜摄食量的影响

脑室内分别注射２０μg组氨酸和组胺后,翘嘴

鳜的累积摄食量如图１所示.与对照组相比,注射

组氨酸和组胺１、４、８h后并没有引起翘嘴鳜的摄食

量的变化(P＞０．０５),但在１２h后注射组氨酸组和

组胺组翘嘴鳜的摄食量显著降低(P＜０．０５),这种

抑制作用在注射２４h后会消失(P＞０．０５).

　不同小写字母表示差异显著(P＜０．０５).DifferentlittleletteraＧ

bovethebarsindicatedsignificantdifference(P＜０．０５)．

图１　脑室注射组氨酸或组胺后翘嘴鳜的累积摄食量

Fig．１　FoodintakeofChineseperchafterICV

administrationwithhistidineorhistamine

2.2　脑室注射组氨酸和组胺对促食欲相关基因表

达的影响

　　脑室注射组氨酸和组胺１２h后,促食欲相关基

因表达结果如图２所示.脑室注射组氨酸和组胺均

可引起促食欲因子npy mRNA 表达水平显著性降

低(P＜０．０５),同时促食欲因子agrp mRNA 表达

水平有下降的趋势但无显著性差异(P＞０．０５).
2.3　不同浓度的组氨酸和组胺处理对鳜脑细胞促

食欲基因表达的影响

　　用不同浓度(０、１．０、２．０和３．０mmol/L)的组

氨酸和组胺分别处理鳜脑原代细胞２４h后,促食欲

基因npy 和agrp mRNA的表达情况如图３所示.
结果发现随着组氨酸浓度的升高,npy mRNA的表

达量有所降低(P＜０．０５)(图３A),同时agrp mRＧ
NA的表达在１．０和３．０mmol/L组氨酸的刺激下

显著性降低(P＜０．０５)(图３B).此外,不同浓度的

组胺刺激鳜脑原代细胞并不会引起npy 和agrp
mRNA的表达变化(P＞０．０５)(图３C、D).

２８１
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星号表示差异显著.表４同.∗indicatedsignificantdifference(P＜０．０５)．ThesameasFig．４．

图２　组氨酸(A)或组胺(B)脑室注射１２h后翘嘴鳜基因的表达

Fig．２　Geneexpressionat１２hofChineseperchafterICVadministrationwithhistidine(A)orhistamine(B)

　条形上 方 标 记 不 同 字 母 表 明 存 在 显 著 差 异 (P＜０．０５).Datawithdifferentlettersabovethebarsindicatedsignificantdifference
(P＜０．０５)．

图３　组氨酸(A、B)和组胺(C、D)处理鳜脑细胞后促食欲基因的表达

Fig．３　AppetiteＧregulatorygenesexpressioninprimarybraincellsoftheChinese

perchafterhistidine(A,B)orhistamine(C,D)stimulation
2.4　组氨酸对翘嘴鳜 GCN2 和 mTOR 信号通路的

影响

　　脑室注射组氨酸后鳜脑 GCN２和 mTOR信号

通路的表达情况如图４所示.与对照组相比,脑室

注射组氨酸可引起翘嘴鳜 GCN２信号通路关键基

因gcn２和atf４mRNA表达水平显著性降低(P＜
０．０５),但对 mTOR信号通路关键因子tor mRNA
表达水平无显著性变化(P＞０．０５).以浓度为２．０
mmol/L的组氨酸处理鳜脑细胞３０min后,WestＧ
ernＧblot检测 mTOR 信号通路下游关键蛋白pＧS６
的表达情况见图５.结果发现,与对照组相比,组氨

酸处理并没有引起pＧS６的表达变化(P＞０．０５).

图４　脑室注射组氨酸后鳜脑GCN２和

mTOR信号通路的变化情况

Fig．４　ChangeofGCN２andmTORsignalingpathways

ofChineseperchafterICVadministrationwithhistidine
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图５　组氨酸处理鳜脑细胞后mTOR信号通路的变化情况

Fig．５　ChangeofmTORsignalingpathwayafterhistidine
treatmentintheprimarybraincellsoftheChineseperch

3　讨　论

食物中的氨基酸含量不足或过量以及氨基酸失

衡均会使动物食物摄入量受到抑制[１７].同时,某些

氨基酸与神经递质合成之间存在着某种关系,如色

氨酸、酪氨酸和组氨酸分别控制５Ｇ羟色胺、儿茶酚

胺和组胺的合成[１８].而且有研究发现,腹腔注射５Ｇ
羟色胺能抑制鱼类摄食[１９].本研究结果显示组氨

酸和组胺对翘嘴鳜的摄食有显著影响.ICV 注射

２０μg的组氨酸和组胺在１２h后均可显著降低翘嘴

鳜的食物摄入量 (P＜０．０５),这表明一定剂量的组

氨酸和组胺对翘嘴鳜具有抑制食物摄入的作用.对

哺乳动物的研究也证实大脑中组氨酸和组胺的变化

与食物摄入的调节有关,例如在猫脑室内注射组胺

会抑制猫进食[２０];小鼠腹腔注射组氨酸可抑制食物

摄入且与大脑中组氨酸和组胺含量的升高有关[４];
而腹 腔 内 给 予 组 氨 酸 后,大 鼠 脑 中 的 组 胺 会 增

加[２１].也有研究发现下丘脑中存在将组氨酸转化

为组胺的组氨酸脱羧酶[２２].这些结果表明,哺乳动

物中组氨酸可能通过激活组胺神经元抑制食物摄

入.因此,我们推测ICV注射组氨酸可能通过激活

鳜脑组胺神经元来抑制摄食.
鱼类的摄食活动是由中枢摄食和外周饱食系统

共同调节的,而这种调节作用是通过促食欲因子和

抑食欲因子来调控的,为了探究组氨酸和组胺对翘

嘴鳜摄食产生影响的作用机制,本研究还测定了促

食欲相关基因npy 和agrp mRNA 的表达水平.
近年来,关于 NPY 和 AGRP在鱼类的摄食调控中

发挥重要作用的研究越来越多,例如脑室注射 NPY
可增加金鱼的摄食量[２３],腹腔注射 NPY 可促进尼

罗罗非鱼摄食量的增加[２４],这一研究在草鱼中也得

到相同的结果[２５].同样 AgRP也被证明是一种与

NPY相互配合的促进食欲的调节因子,在鱼类中能

发挥促进摄食的效果[２６].本研究结果显示脑室注

射组氨酸和组胺１２h后可显著性降低鳜脑npy
mRNA的表达,该结果与在哺乳动物研究中发现组

氨酸可有效降低大鼠海马区神经肽 Y 表达结果[２７]

基本一致.这表明组氨酸和组胺可能通过抑制促食

欲 NPY神经元的表达来抑制翘嘴鳜的食物摄入.
同时,本研究还采用胰酶消化法分离鳜脑原代细胞,
用不同浓度的组氨酸和组胺处理翘嘴鳜原代脑细

胞,进一步在细胞水平上探究组氨酸和组胺与促食

欲因子 NPY 和 AGRP的关系.研究结果表明,组
氨酸处理可下调鳜脑细胞促食欲基因npy 和agrp
mRNA 的表达,进而验证了在活体水平上组氨酸可

抑制促食欲因子npy mRNA 的表达,影响翘嘴鳜

的食物摄入.有证据表明,膳食中氨基酸不仅是蛋

白质合成的底物,而且在控制基因表达中也起着重

要的作用[２８Ｇ２９].有趣的是,我们用相同浓度梯度的

组胺处理鳜脑原代脑细胞,发现组胺并没有引起npy
和agrp mRNA的表达变化,这可能是组胺处理的浓

度和发挥作用的时间与组氨酸不同所导致的差异.
越来越多的研究证实,mTOR和 GCN２信号通

路在动物机体感应氨基酸的过程中发挥重要作用.

GCN２信号通路主要是在动物机体缺乏氨基酸时通

过增加氨基酸来源的同时减少氨基酸的去路来维持

动物机体内的氨基酸处于一种相对平衡的状态[９].
而 mTOR信号通路则是在动物机体摄入氨基酸充

足条件下,主要通过增加氨基酸的消耗方式来维持

机体内氨基酸的平衡[１０].本研究结果显示:ICV 注

射组氨酸可抑制鳜脑 GCN２信号通路,这与之前的

研究结果不一致.氨基酸缺乏诱导激活的 GCN２
路径可激活多巴胺神经元中 ATF４,通过与γＧ氨基

丁酸受体１亚基(GABA(B)R１)直接互作,使得γＧ
氨基丁酸(GABA)信号通路抑制,同时促进多巴胺

的释放,从而抑制摄食[３０].因此,我们推测,可能因

为对照组注射磷酸盐缓冲溶液后使得鳜脑中氨基酸

处于缺乏状态,在注射组氨酸后,这种缺乏状态得到

补偿,进而抑制了鳜脑 GCN２信号通路.有趣的

是,ICV注射组氨酸可抑制摄食,但并没有激活鳜脑

mTOR信号通路,在细胞水平上也得到类似的结

果.这与对虹鳟的研究结果不一致,在虹鳟脑室内

注射亮氨酸可以激活下丘脑的 mTOR信号通路,抑
制虹鳟摄食[１２],这可能是氨基酸的种类不同所造成

的差异.
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综上所述,组氨酸和组胺均可抑制翘嘴鳜的食

物摄入.本研究结果表明一定剂量的组氨酸和组胺

可通过下调促食欲因子表达来抑制翘嘴鳜的食物摄

入量.本研究结果为探索翘嘴鳜摄食调控机制提供

了一定的科学依据.
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Effectofhistidineandhistamineonfeedingregulation
ofChineseperch(Sinipercachuatsi)

ZHUQiangsheng,HEShan,LIANGXufang,CHENKe,ZOUJiaming

CollegeofFisheries/ChinesePerchResearchCenter,HuazhongAgriculturalUniversity/

InnovationBaseforChinesePerchBreeding/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthepresentstudy,theeffectsofhistidineandhistamineonfoodintakewereevaluated
throughintraventricular(ICV)administrationinChineseperch (Sinipercachuatsi),andtheprimary
cellsofChineseperchwerestimulatedwithdifferentconcentrationsofhistidineandhistamine．Thefood
intakechangeswereexaminedwithin２４hafterICV,andthechangesoftheappetitegenesandamino
acidsensingsignalingpathwaysweredetected．TheresultsshowedthathistidineandhistaminesignifiＧ
cantlydecreasedfoodintakeat１２hpostＧinjection,comparedwiththecontrolgroup．Meanwhile,themRＧ
NAexpressionofnpy,gcn２andatf４weresignificantlydecreased(P＜０．０５),whereasthemRNAexＧ
pressionofagrpandmtor werenotsignificantlychanged(P＞０．０５)．Atthecellularlevel,compared
withthecontrolgroup,１．０,２．０and３．０mmol/Lofhistidineobviouslyinhibitedtheexpressionofthe
npy mRNA (P＜０．０５),andthisinhibitoryeffectincreasedwithincreasingconcentration．Atthesame
time,１．０and３．０ mmol/Lofhistidinealsosignificantlyinhibitedtheexpressionoftheagrp mRNA
(P＜０．０５)．Inaddition,differentconcentrationsofhistaminedidnotcausechangesthenpyandagrp
mRNAexpression(P＞０．０５)．Besides,２．０mmol/Lofhistidinedidn’tsignificantlychangethephosphoＧ
rylationlevelofproteinS６,thedownstreamsignalingofmTORpathway．OurresultssuggestthathistiＧ
dineandhistaminecaninhibitthefoodintakeofChineseperch．Histidinesuppressesfoodintakethrough
itsconversionintoneuronalhistamine,andtheinhibitoryeffectofhistidineandhistamineonfoodintake
mightbemediatedthroughdownＧregulatingtheexpressionofappetiteＧpromotinggenes．

Keywords　Sinipercachuatsi;histidine;histamine;primarycells;feedingregulation;artificial
feed
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