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营养状态影响大鼠味蕾甘丙肽及其受体mRNA的表达
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摘  要：机体的营养代谢状态参与调制外周味觉信息的整合，影响外周味觉感受和食物摄入。味蕾上的味觉受体及神经递质

都是营养状态调节味觉感知的重要靶点。本文旨在探讨营养状态对味蕾上的重要神经递质甘丙肽及其受体表达的影响。我

们比较了高脂饮食诱导的肥胖大鼠、慢性限制性饮食大鼠、以及正常膳食大鼠味蕾水平甘丙肽及其受体2 (galanin receptor 2, 
GalR2) mRNA表达水平的差异，以探讨机体营养代谢状态是否通过调控味蕾水平甘丙肽的表达来影响味觉感知。分别给予

各组大鼠6周的高脂饮食、半量饮食和正常饮食，检测其体重、血糖、血脂等代谢相关指标，用real-time PCR方法检测其味

蕾甘丙肽与GalR2 mRNA的表达变化。结果显示：与对照组相比，高脂饮食大鼠的体重显著增加，血清甘油三酯及血糖水平显

著增高，味蕾水平甘丙肽与GalR2的mRNA表达水平显著降低，而慢性限制性饮食大鼠味蕾甘丙肽的mRNA表达增高，是对照

组的2.3倍。结合以前的研究，我们可以得出初步结论：高脂饮食诱导的肥胖大鼠味觉感受行为学的变化可能与味蕾甘丙肽及

其受体的表达变化存在相互关系。味蕾水平的甘丙肽及其受体GalR2参与营养状态调控大鼠味觉感知及摄食行为的外周机制。
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Abstract: The nutritional and metabolic status alters the peripheral taste perception and food intake by participating in the modulation of 
taste information integration. The taste receptors and neuropeptides in the taste buds are the important targets of this modulation process. 
To explore the effects of nutritional status on the expressions of galanin and its receptors in the taste buds, we compared the mRNA levels 
of galanin and its specific receptor GalR2 in the taste buds among the high-fat diet induced obese rats (HF), chronically restricted diet rats 
(CR) and control rats. The high-fat diet, half of chow diet, and normal chow diet were given to HF, CR and control groups for 6 weeks, 
respectively. The body weight and some metabolic indexes, including blood glucose, triglyceride and cholesterol levels were detected. 
The mRNA expressions of galanin and its receptors in taste buds were determined using real-time PCR. Results showed that compared 
with control rats, the body weights, levels of blood glucose and triglyceride were significantly elevated in HF rats; while the mRNA 
expressions of galanin and GalR2 were dramatically decreased. However, galanin mRNA expression in CR rats was increased to 2.3 
times of that in control group. Considering the results obtained from our previous studies, we conclude that the behavioral changes in tasting 
choice of HF rats may be related to the expressions of galanin and GalR2 in the taste buds. The changes of galanin and GalR2 in taste 
buds are involved in the peripheral mechanism of nutritional status regulating taste perception and feeding behavior in rats.
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味觉是机体的重要感觉之一，引导机体根据自

身需求及时补充各种营养物质，避免摄入有毒有害

的食物，维持机体的生存和发展 [1, 2]。机体的营养

与代谢状态会影响味觉的敏感性，影响味觉信息在

中枢的传递和整合，最终参与调节食物的摄入。味

蕾是味觉感受的终末器官 [3]。进入口腔的食物与味

蕾上的味觉感受器相互结合，产生味觉感受信息，

经过一系列编码和整合，经由味觉神经纤维传递到

中枢，形成味觉感知，参与调节摄食行为及机体的

能量平衡 [4]。多种神经递质、调质或肽类物质参与

介导这一复杂的感知过程。因此，味蕾上的味觉受

体及神经递质都是营养状态调节味觉感知的重要靶

点。甘丙肽 (galanin) 就是这些重要的神经递质之一。

Galanin 是 1983 年 Tatemoto 等人从猪小肠提取出

来的神经肽。它广泛分布于中枢及外周神经系统，作

为神经递质和调质参与机体的神经及内分泌功能 [5–9]。

Galanin 通过与其 3 种 G 蛋白耦联受体结合发挥生

理功能：galanin 受体 1 (galanin receptor 1, GalR1)，
受体 2 (GalR2) 和受体 3 (GalR3) [10]。2006 年 Seta
等人证实大鼠味蕾的轮廓乳头上皮也表达 galanin
及 GalR2 mRNA，而且与味觉特异转导蛋白 α-gust-
ducin、味觉转导通路的重要因子磷脂酶 C-β2 (phos-
pholipase C-β2, PLC-β2) 都存在共表达。研究证实，

galanin 在 II 型和 III 型味觉感受细胞表达 [11]。II 型
细胞是味觉感受细胞，可感受不同的味质特性并将

其转化为味觉信号。III 型细胞是目前所知的唯一与

味觉传入神经有突触联系的细胞，它在味觉信息向

中枢的传递中发挥重要作用 [12]。受体 GalR2 在味

蕾的表达提示 galanin 可能不仅仅通过激活外周传

入神经，也可能通过 GalR2 作用于邻近的味觉受体

细胞发挥其生理作用。2008 年和 2009 年的研究显

示 galanin 表达过量或缺乏影响小鼠对脂肪食物的

摄入，这一过程可能是通过调节味蕾 II 型味觉细胞

的脂质感受通路来完成的 [13, 14] 。2013 年又有研究显

示大鼠咽部的神经纤维及毗邻区域类似于味蕾的结

构上也表达 galanin [15]。这些结果都提示 galanin 作为

一种神经递质在味觉感受过程中发挥作用，参与味

觉信息的外周感知和传递过程。

以前对 galanin 的研究主要集中在调节摄食行

为和体重方面。现在越来越多的研究关注 galanin
在葡萄糖代谢中的重要作用，并发现其与肥胖、糖

尿病等代谢综合征密切相关 [16–18]。中枢 galanin 及

其受体的表达受机体营养代谢状态的影响 [19–21]。很

多研究已经证实营养代谢状态确实会改变机体对味

觉刺激的敏感性，这种变化在味觉传递通路上的各

个不同水平均可发生 [22–27]。因此我们推测，外周味

蕾 galanin 水平很可能也处于机体营养代谢状态的

调控之下。本研究检测了高脂膳食诱导的肥胖大鼠、

慢性限制性饮食大鼠以及正常膳食大鼠味蕾水平

galanin 及 GalR2 mRNA 表达的变化，初步探讨营

养状态与味蕾 galanin 表达之间相互关系的细胞和

分子机制，为深入研究 galanin 影响味觉感知，进

而影响摄食和代谢这一复杂机制中扮演的角色奠定

基础。

1  材料和方法

1.1  实验动物及其分组　　本实验全部选用西安交

通大学医学部实验动物中心提供的健康活泼、无运

动障碍的雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠，初始体

重 70~95 g。所有动物均用不锈钢代谢笼分笼喂养，

动物房温度维持在 18~26 °C，光暗周期为 12 h:12 h 
(08:00~20:00)，无强烈声光刺激。开始造模前在上

述条件下喂养 1 周。将实验动物随机分为 3 组：(1)
对照组 (control group, n = 8)：给予标准膳食 (12.98%
脂肪，58.62% 碳水化合物，28.40% 蛋白质，2.86 
kcal/g)，自由摄入水及食物；(2) 高脂膳食组 (high-fat 
diet group, HF, n = 8)：自由摄入水及高脂饮食 (50.52%
脂肪，31.50% 碳水化合物，17.98% 蛋白质，4.14 
kcal/g) ；(3) 慢性限制性饮食组 (chronically restricted 
diet group, CR, n = 8) ：自由摄水，但给予正常摄食

量的一半，持续喂养 6 周。每周称重一次。动物模

型成功建立后，在 10:00~12:00AM 期间处死动物

取材。所有针对实验动物的处理方案均符合国家颁

布的《实验动物管理条例》，并得到西安交通大学

实验动物伦理委员会的批准。

1.2  血清指标检测　　用 20%乌拉坦 (0.5 mL/ 100 g)
麻醉大鼠，腹主动脉取血置于 1.5 mL EP 管内。血液

于 4 °C 下以 4 000 r/min 的转速离心 10 min，200 
μL/ 管分装，冻存于 −80 °C 冰箱，以备检测。分别

选用总胆固醇测定试剂盒 (CHOD-PAP 法 ) 和甘油

三酯 ELISA 试剂盒 ( 北京普尔伟业生物科技有限公

司 ) 检测血清甘油三酯和胆固醇水平，用 Accu-Chek 
Advantage II (Roche, USA) 血糖仪检测各组大鼠的

血糖，采用胰岛素放射免疫试剂盒 (insulin RIA kit, 
Royal College, London, UK) 检测血清胰岛素水平。

1.3  味蕾取材　　从麻醉大鼠口角剪开，取出完整
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的舌。置于冰生理盐水中。围绕轮廓乳头的边缘注

入约 0.9 mL 混合酶溶液，孵育 15~20 min 后，将轮

廓乳头切成小块，置于放有 3 mL 无钙混合酶溶液

( 包含 15 mg 中性蛋白酶，3 mg 胰蛋白酶和 1.5 mg
胶原酶 ) 的器皿内，味蕾上皮很容易即可从肌肉层

剥离。立即振荡，即可得到味蕾细胞。迅速投入液

氮中。将组织保存于 −80 °C 冰箱，以备检测。

1.4  荧光实时定量 PCR 
1.4.1  提取 RNA 并检测　　将收集到的味蕾细胞放

入平皿 ( 置冰袋上预冷 ) 中的钢网上，加入 200 μL 
Trizol，用研磨棒研磨挤压过钢网，收集过网悬液，

放入 1.5 mL EP 管中。按照 RNAfast1000 总 RNA
快速抽提试剂盒 ( 上海飞捷生物技术有限公司 ) 的
步骤，依次操作，获得总 RNA。储存于 −80 °C 备用。

取 1~2 μL RNA 样品溶于 1 mL 超纯水中，用紫外

分光光度仪来衡量 RNA 的纯度和浓度。配制 1.2%
琼脂糖凝胶 (50 mL)，检测提取的 RNA 的完整度。

紫外灯下 18S 和 28S 条带明亮、清晰、条带锐利，

并且 28S 的宽度和亮度约是 18S 的两倍以上，说明

RNA 完整无降解。 
1.4.2  反转录 cDNA　　按照 TaKaRa 反转录试剂盒

(TaKaRa，Cat. No. DRR037，日本 ) 的步骤，依次

加入以下试剂构建逆转录反应体系 (10 μL 体系 ) ：
2 µL 5 × Prime Script TM 缓冲液，0.5 µL Prime Script 
TM 反转录混合酶1，0.5 µL Oligo dT引物 (50 µmol/L)，
0.5 µL 随机引物 (100 µmol/L)，500 ng RNA，最后

加 DEPC 水，定量至 10 µL。在反转录仪上 37 °C
反应 15 min，85 °C 条件下反应 5 s，之后迅速置于

冰上冷却，所合成的 cDNA 于 −20 °C 保存备用。

1.4.3  引物设计及合成　　以 NCBI GenBank 提

供的大鼠基因的 cDNA 序列为模板，用 Beacon 
Designer v 4.0 (Premier Biosoft, USA) 软件辅助设计

引物序列，并在 NCBI 网页中经引物特异性 (Blast)
检测，所设计的引物序列 ( 表 1) 均符合实验要求。

1.4.4  Real-time PCR　　按 TaKaRa 试 剂 盒 (Cat. 
No. DRR037，日本 ) 的步骤，依次加入以下试剂构

建 PCR 反应体系：12.5 µL SYBR Green premix Ex 
Taq TM，0.5 µL 正向引物 (10 µmol/L)，0.5 µL 反向

引物 (10 µmol/L)，2 µL cDNA，最后加 DEPC 水至

25 µL，振荡混匀，离心。置于 BIO-RAD iQ5 荧光定

量 PCR 仪中按下述反应条件进行扩增：预变性 (95 °C, 
10 s)，1 个循环；PCR 反应 (95 °C, 5 s; 58~60 °C, 30 s)，
40~45 个循环；绘制熔解曲线。同时用去离子水代

替反转录产物作为 PCR 反应体系的阴性对照，以

排除操作中的 DNA 污染。

1.4.5  PCR 产物琼脂糖凝胶电泳　　配制 4% 琼脂

糖凝胶，对 PCR 产物进行电泳。电泳约 1 h 后，全

自动凝胶成像系统观察并采集图像。

1.5  数据分析　　所有数据均以 mean ± SEM 表示。

采用统计软件 Prism 6.0，双因素方差分析及 t 检验

进行差异显著性的统计学分析，以 P < 0.05 作为有

显著性差异的统计学标准。定量 PCR 目的基因

mRNA 的相对表达量采用 2−ΔΔCt 法计算并统计，计

算公式如下： 
目的基因标准化表达量 = (E目的基因 )Δ Ct 目的基因 ( 对照组 - 实验组 )/  
(E 管家基因 )ΔCt 管家基因 ( 对照组 - 实验组 )

E 目的基因代表目的基因的表达；E 管家基因为参考基因的

表达；ΔCt 为实验组与对照组 Ct (cross threshold) 的
差值。实验组与对照组之间的显著性比较用双因素

方差分析，实时定量 PCR 的结果用 REST 软件进

行分析。

2  结果

2.1  不同营养状态大鼠体重的增长变化

双因素方差分析结果显示：对照组、HF 组和

CR 组 3 组大鼠的体重从第一周 [F(2, 21) = 34.228, 
P < 0.001] 到第六周 [F(2, 21)= 32.239, P < 0.001] 均
表现出显著性差异。如图 1 所示：高脂膳食喂养 6

表1. Real-time PCR 引物序列

Table 1. Real-time PCR primer sequences
Target gene Gene ID Primers sequence (5’–3’) Orientation Product size (bp)
Galanin 204236 ATCGGTTGTTGCTCCTTCTCTG Forward 80
  TTGTGGTCTTGTCATCGTCATCC Reverse  
GalR2 29234 CGGCGTCTGGCACTTTGGG Forward 147
  CGGAACTTGGTGGAGGAGATGG Reverse 
β-actin 55574 CATTCGGCAATGAGCGGTTCC Forward 146
  TGTGTTGGCATAGGGTCTTTACG Reverse 
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周后，大鼠体重显著增加，最终达 (371.15 ± 4.12) g 
(n = 8)，与对照组 [(335.20 ± 4.41) g, n = 8] 相比，

增加约 20%。与对照组相比，HF 大鼠在第 4、5、
6 周表现出体重显著增加 (P = 0.003, P= 0.004, P = 
0.001) ；但 CR 大鼠体重增加较缓，在第六周时仅

为 (234.88 ± 4.20) g (n = 8)，从第一周起，CR 的体

重就显著低于对照组 (P < 0.001)。
2.2  不同营养状态大鼠的血清代谢指标

我们检测了不同营养状态大鼠血清胆固醇、甘

油三酯、葡萄糖和胰岛素的水平。结果显示，HF 大

鼠的甘油三酯是对照组的 2.2 倍 (P = 0.003)，胆固

醇水平有增高趋势，但并未表现出显著差异。CR 大

鼠的胆固醇和甘油三酯水平与对照组相比均有降低

趋势，无显著变化。CR 大鼠的血清甘油三酯 (P < 
0.001) 和胆固醇 (P = 0.049) 水平比 HF 大鼠显著降

低 ( 图 2)。
检测血糖相关指标显示：HF 诱导的肥胖大鼠血

糖水平与对照组相比显著增加 (P = 0.038)，而 CR
大鼠的血糖有减低趋势，进一步分析表明 CR 大鼠

血糖水平比 HF 大鼠显著降低 (P < 0.001)。HF 大鼠

血清胰岛素水平与对照组相比无显著变化，而 CR
大鼠的血清胰岛素与对照组和 HF 组相比均显著降

低 (P < 0.001) ( 图 3)。
2.3  营养状态对大鼠味蕾galanin及其受体mRNA表达

的影响

图 4 显示大鼠味蕾的 galanin 及其受体 GalR2 的 

图   1. 不同营养状态大鼠的体重变化

Fig. 1. The body weights of rats upon different nutritional status. 
The body weights of high-fat diet (HF) rats were significantly 
higher from the 4th week to the 6th week than those of control 
rats. During the whole experimental period, the body weights 
of chronically restricted diet (CR) rats were lower than those of 
control rats. Mean ± SD, n = 8, ***P < 0.001 vs control group. 

图   2. 不同营养状态大鼠的血清甘油三酯和胆固醇水平

Fig. 2. The plasma triglyceride (TG) and cholesterol levels of 
rats upon different nutritional status. The plasma TG concentra-
tion of high-fat diet (HF) rats was significantly higher than that 
of the control rats. The plasma TG and cholesterol concentra-
tions of chronically restricted diet (CR) rats were markedly lower 
than those of HF rats. Mean ± SD, n = 8, **P < 0.01 vs control 
group; #P < 0.05 and ###P < 0.001 vs HF group.

图   3. 不同营养状态大鼠的血糖及胰岛素水平

Fig. 3. The blood glucose and insulin levels of rats upon differ-
ent nutritional status. The blood glucose concentration of high-
fat diet (HF) rats was significantly higher than that of the control 
rats. Plasma insulin level in chronically restricted diet (CR) rats 
decreased markedly compared to those of control and HF rats. 
Mean ± SD, n = 8, *P < 0.05, ***P < 0.001 vs control group; ### P < 
0.001 vs HF group.
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其中扮演的角色，我们检测了 HF、CR 大鼠味蕾水

平galanin及其受体GalR2的mRNA表达。结果显示，

与对照组相比，HF 组 galanin 和受体 GalR2 的表达水

平显著降低，而 CR 大鼠味蕾 galanin 和受体 GalR2
的表达增高。结合之前的研究结果 [28]，我们认为，

营养状态不但影响大鼠味蕾的味觉受体及其下游信

号分子的表达，也影响味蕾上参与味觉感知的神经

递质 galanin 的表达。这种 mRNA 水平的变化可能

是不同营养状态大鼠对味觉感受及摄入存在显著性

差异的重要机制之一。味蕾 galanin 及其受体 GalR2
基因表达的变化参与调控大鼠的外周味觉感知。

很多研究证实，营养及代谢状态影响血清 galanin
水平及其在中枢和外周的表达。肥胖儿童血清 galanin
水平显著增高，其水平与胰岛素抵抗和甘油三酯水

平呈正相关，提示血清 galanin 水平与肥胖儿童的

糖脂代谢密切相关 [29] ；2 型糖尿病血清 galanin 水

平显著增加，健康成人经口腔给予葡萄糖后血清

galanin 水平增加 [30, 31]。 SD 大鼠及肥胖 Zucker 大
鼠摄入高脂膳食后，中枢 galanin 及其受体的表达

显著增高；2 型糖尿病小鼠海马 galanin mRNA 的

表达上调，十二指肠的表达减少，galanin 可能通过

脑肠轴参与调节葡萄糖代谢 [19, 21]。这些研究都证实

血清 galanin 水平与机体营养状态密切相关，中枢

和外周 galanin 的表达水平都处于机体营养代谢状

态的调控之下。以上研究显示，在肥胖、糖尿病等

代谢异常状态下，galanin 在下丘脑和海马的表达增

加，在肠道的表达减少。本研究显示 galanin 在肥

胖大鼠味蕾的表达也减少，说明其在中枢和外周组

织的表达变化并不一致，提示机体营养状态可能是

通过不同的信号通路来调节外周和中枢 galanin 的

表达。

近年来，越来越多的研究证实 galanin 通过中

枢及外周机制参与葡萄糖代谢，与肥胖、糖尿病等

代谢综合征密切相关
[16, 17]。Galanin 通过增加胰岛

素敏感性抑制 2 型糖尿病的发生，这一作用是通过

中枢 galanin 受体 GalR1 和 GalR2 来完成的 [32–34]。

在外周，galanin 通过抑制胰腺 β 细胞分泌胰岛素，

增强骨骼肌和脂肪组织的胰岛素敏感性，参与调节

葡萄糖代谢 [35]。本研究结果显示高脂膳食诱导的肥

胖大鼠味蕾水平 galanin 及其受体的表达都减少，

说明至少在味蕾水平 galanin 的效应减弱。那么高

脂膳食诱导的肥胖大鼠胰岛素分泌增加，敏感性减

弱，调节血糖的能力减弱是否与外周 galanin 及其

图   4. 营养状态对味蕾上galanin及其受体GalR2 mRNA表达

的影响

Fig. 4. The mRNA expression of galanin and its receptor GalR2 
in taste buds of rats upon different nutritional status. The 
expression of galanin and GalR2 decreased significantly in high-
fat diet (HF) rats compared to those of the control rats. Galanin 
expression level in chronically restricted diet (CR) rats was 
markedly higher than that of HF rats. Mean ± SD, n = 8, *P < 0.05 
and ***P < 0.001 vs control group;  #P < 0.05 and ###P < 0.001 vs 
HF group.

mRNA 表达受到营养状态的显著影响，HF 大鼠味蕾

galanin 的表达与对照组相比显著降低 (36%) (P = 
0.016)，CR 大鼠味蕾 galanin 的表达显著增高，是

对照组的 2.3 倍。HF 和 CR 大鼠之间也表现出显著

性差异 ( 图 4)。HF 大鼠味蕾的 GalR2 表达与对照

组相比显著降低 (P = 0.024)，CR 大鼠与对照组相

比未表现出显著差异 (P = 0.656)，但比 HF 组表达

显著增高。

3  讨论

近年来，越来越多的研究证实，营养代谢失衡，

尤其是肥胖和糖尿病影响机体的味觉感知及摄食行

为，其中涉及到复杂的神经调控机制。我们以前的

研究显示，高脂膳食诱导的肥胖大鼠味蕾甜味觉受

体 T1R2/T1R3 的表达显著减少，其下游信号分子

的表达也有变化，这些变化可能是导致肥胖大鼠对

甜味质的喜好率下降及摄入显著减少的原因之一 [28]。

这一结果证实了机体营养状态影响味觉感受器味蕾

上的受体表达，直接影响味觉的感知和摄入。由此

推测，味蕾上参与味觉感知形成及味觉信号传递的

神经递质可能也处于营养状态的调控之下。

为了验证这一推断，深入探讨机体营养代谢状

态影响味觉感知的外周机制，以及味蕾 galanin 在
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受体表达的变化相关，CR 大鼠胰岛素水平显著减

少是否也有 galanin 参与其中？这些都需要进一步

研究证实。我们将深入探讨不同营养状态下血清

galanin 水平，其他外周组织 galanin 及其受体表达

的变化，继续深入探讨 galanin 参与营养状态调控

的外周机制。

由于存在着复杂的遗传、生物及心理因素，营

养状态与味觉感知之间的相互关系还不十分清楚。

本研究探讨了营养状态对味蕾 galanin 及其受体

mRNA 表达的影响，试图探讨 galanin 参与营养代

谢调控外周味觉感知的可能机制。本研究结果表明

营养状态可能通过复杂的机制影响外周味觉感知，

其中涉及味蕾水平 galanin 及其受体 GalR2 mRNA
表达的变化。我们的研究从 mRNA 水平进一步证

实了至少味蕾细胞的 galanin 和 GalR2 受体水平的

表达受到代谢营养状态的影响。具体这种表达变化

如何进一步影响外周的味觉感知还需深入的研究。
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