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Table 1. Body Weights and Blood Glucose Levels in the Control and the

High-fat Diet Group after Feeding for 6 Weeks
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Fig. 1. NPY immunoreactivity from a control and a high fat-diet group in the

rat hypothalamus.

Fig. 2. Representative photomicrographs of the NPY immunoreactivity from a

control and a HFD group in the PVH and difference of the numbers of

NPY-IR cells in the PVH between the control and the HFD group.

Fig. 3. Representative photomicrographs of the NPY immunoreactivity from a

control and a HFD group in the Arc and difference of the numbers of

NPY-IR cells in the Arc between the control and the HFD group.

Fig. 4. Representative photomicrographs of the c-Kit immunoreactivity from

the control and the HFD group In the region of Auerbach’s plexus (AP) of

the small intestine.

Fig. 5. Representative photomicrographs of the c-Kit immunoreactivity from

the control and the HFD group in the whole musculature of small intestine

and quantification of the c-kit-IR cell proportions in the small intestine from

the controls and the HFD groups.
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ABSTRACT

Changes in neuropeptide Y-immunoreactive cells in the

hypothalamus and in interstitial cells of Cajal in the small

intestine of the rat with high-fat diet

Moon Ji Young

Advisor : Prof. Park Sang Kee, M.D., Ph.D.

Department of Medicine,

Graduate School of Chosun University

Neuropeptide Y (NPY) is a potent orexigenic neurotransmitter in the

hypothalamus and induces hyperphagic response. Several antagonists of NPY

have been developed, but their effects on suppression of food intake are

limited. The interstitial cells of Cajal (ICC) are involved in the regulation of

gastrointestinal motility.

The aim of the study was to assess the changes in NPY immunorectivity in

the hypothalamus and the changes in ICC in the small intestine of the rats

fed high-fat diets (HFD). Male Sprague-Dawley rats (200~250g body weight

) were randomly divided into two groups: control group (normal chow diet for

6 weeks), and HFD group (rodent Diet with 60%kcal fat for 6 weeks). The

immunoreactivities of NPY in the hypothalamus and ICC in the small intestine

were evaluated after every feed for 6 weeks.

NPY immunoreactivity was observed strongly in the hypothalamic nuclei in

the HFD group compared to the control group. The numbers of

NPY-immunoreactive (IR) cells were significantly higher in the paraventricular
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hypothalamic nucleus in the HFD group than in the control group. In the

region of Auerbach’s plexus (AP) of small intestine, the staining intensity of

the ICC-IR cells was reduced in the HFD group compared to the control

group. The numbers of the ICC in the small intestine with HFD, including ICC

in the inner circular and outer longitudinal muscle were significantly lower

than in the control group.

Based on the results, it can be suggested that the action of NPY in the

hypothalamus may become resistant after a HFD, and the loss of ICC in the

small intestine after a HFD is probably functionally significant in

gastrointestinal motility.

Key Words: High-fat diet, Neuropeptide Y, Interstitial cells of Cajal
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I.

에 비만 가에 한 심신 건강과 경제적 에 심각

과 어 비만 병태 생 에 한 해가 필 하다. Neuropeptide Y (NPY)

뇌 신경계에 개 아미노 티드 신경전달물 시 하 에36 ,

비 여러 신경전달 물 가 강 한 식 극제 알 져 다(1). NPY

시 하 paraventricular hypothalamic nucleus (PVN), ventromedial

에 주 비 다 주hypothalamic nucleus (VMN) arcuate nucleus (ARC) .

역할 식 취 가시키 한 과 하고 신체 동

감 시키 적하 해 에너 항 한다 식, (2-4).

동 등 다양한 체 감 시킨 비만 들에 감 체

하 어 감 체 복하 해 식 가시키, NPY

에 한 것 알 져 다 에(5,6). 비만 자에서 수 체 항제를NPY

이 하여 의 작 을 저해하 식 억제제가 개발 어 사 고 있지만NPY ,

한 만큼의 식 억제 과 보이지 않고 있다 그러므 정상과 비 하여 비(7).

만에서 시상하 의 의 변 를 찰할 필 가 있다NPY .

간질 세포 위장 에서 발견Cajal (Interstitial cells of Cajal, ICC)

간질세포의 일종으 평 근의 수축을 유발하 역할을 한다, pacemaker .

당뇨병 자에서 소 량 복통 심 토 복 팽만 및 포만감 등의 위장, , , ,

증상들의 소가 많지만 정 한 전은 알 져 있지 않다 최근 연 들에서.

이나 당뇨병을 유발 동물 실험에서 위장 의 간질 세포의 발 감소1 2 Cajal

등이 보고 고 있다(8). 주 한 병 비알

간 간에 과(non alcoholic fatty liver disease, NAFLD)

적 어 생하 단순한 간에 비알 간염, (nonalcoholic

래할 수 고 내 비만 당뇨병seatohepatitis, NASH) , , 2 ,
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심 과 흔히 동 다 과 달시 동안 탄수 물 나(9). ,

고 식 한 에너 과 태 포에 생합 가

감 래할 뿐만 아 라 조 에 착 시,

애 슐 저항 래할 수 다 런 점에 고 식 에 해.

담낭 나 동 애가 다 애뿐만 아 라,

생과 함께 악순 래 수 다.

본 연 고지방식이를 섭취한 흰쥐에서 식이조절 인자인 시상하 의NPY

변 를 찰하고 소장 및 췌장의 간질 세포의 변 를 찰하고자 한다, Cajal .
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연 료II.

실험동물과 실험A.

동 연 계 수컷 흰 조 균Sprague-Dawley 14 7 (

체 고 식 균체 하 다; 283.3±7.5g) 7 ( ; 240.4±14.3g)

(P 각 씩 하 고 실내 시간 씩=0.382). cage 2-3 , 21°C 12

암조절 해주었다 조 에 흰 료 히 취시 고. ,

식 에게 포함 료 주 동안 물과 함께 히 취하60% Kcal 6

하 다.

연B.

조 처 본제1.

각 실험동물 주간 료 취6 k 한양행etamine (5-10mg/Kg, )

근 주 하여 취시 다 든 실험동물 고정하 전 가슴 열고 심.

채 해 당 정하 다 심 채 좌심실에 한.

헤 녹십 함 한 생 식염수 척하고, (250 unit/ , ) , 0.1M㎖

에 녹 액 나phosphate buffer (PB, pH7.4) 4% paraformaldehyde Zamboni

고정액 고정한 다 시 하 포함한 뇌 췌 시 적 하,

여 동 한 고정액에 담가 에 시간 동안 고정하 다4 12 . F℃ ree-floating

역조 학염 시행하 해 고정 뇌 조 고정 에30% sucrose

넣고 시간 적시킨 내어 동결 절 하여 께 연24 35 µm

동결 절 제 하여 과 함 저 액에 담아 에glycerol ethylene glycol 4℃
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보 하 다 고정한 과 췌 에탄 탈수과정과 거쳐 라핀에 포매. xylene

하여 께 연 절 제 하여8-12 µm 슬라 드X-tra (Surgipath, Richmond,

에 착하 다U.S.A.) . 탈 라핀 함수과정 거쳐 첫 째 열 째 절

과 염 시행하 다 들 염 본에 과 췌hematoxylin eosin (H-E) .

조 학적 특징 학 미경 하 다.

역조 학 염2.

역조 학 염1) NPY

저 액에 보 한 조 절 매 다 씩 취하여 겨5 1 0.1M PB

여러 수 한 과 수1% (H2O2 처 하여 내 과)

억제하 다시 척한 역조 학 실시하 다, 0.1M PB .

첫 단계 비특 적 해 염 청 실 에(normal goat serum)

간 시 다 차 항체30 . 1 rabbit polyclonal NPY (1:1000, Abcam)

하 고, 에 시간 동안 동시키 시 다4 24-48 . 0.1M PB 10℃

씩 척하 차 항체 실3 , 2 biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector)

에 간 시 다 씩 척한 가90 . 0.1M PB 10 3 peroxidase

희 하여 실 에 간avidin-biotin complex (ABC, Vector) 1: 100 90

시 다 간 척한. 0.1M PB 10 3 3,3‘diaminobenzidine tetrahydrochloride

에 어 액 하 전에(DAB, Vector) PB , H2O2

가 첨가하 실 에 간 시킨 미경하에0.003% , 5-10

정 하 다 척한 염 한 조 절 들 젤라틴 피. 0.1M PB 2-3

슬라 드에 착하여 실 에 시간 건조한 다 적 조 처 과정12 ,

거쳐 하여 학 미경 찰하 다polymount (Polyscience) .
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역조 학 염2) ICC (C-kit)

과 췌 라핀 포매 조 절 라핀 제거 에탄 함수과정 거

수 척하 다 항원 복 해 액 에. citrate (10mM, pH 6.0)

슬라 드 담근 전 븐 하여 에 동안 끓 다 실 에99 15 .℃

간 식힌 다 액에 척하고 내 과 억제시키20 tris

해 과 수 하여 동안 처 하 다0.3% 20 .

비특 적 해 염 청 실 에 간(normal goat serum) 30

시 다 차 항체 하. 1 rabbit polyclonal c-kit (1:400, Neuromics)

고, 에 시간 동안 시 다 씩 척하4 24 . 0.1M PB 10 3 , 2℃

차 항체 실 에 간 시 다biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector) 90 .

씩 척한 가0.1M PB 10 3 peroxidase avidin-biotin complex (ABC,

희 하여 실 에 간 시 다 간Vector) 1: 100 90 . 0.1M PB 10 3

척한 에 어3,3‘diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Vector) PB

액 하 전에, H2O2 가 첨가하 실0.003% ,

에 간 시킨 미경하에 정 하 다 수 척하5-10 .

여 조염 적 조 처 과정 거쳐Mayer's hematoxylin polymount

하여 학 미경 찰하 다 조 차 항체 신(polyscience) . 1

에 정 청 희 하여 시킨 그 결과가 가 하 다1:10 .

계학적3.

주간 식 고 식 취한 간 체 당 차6 ,

간 시 하 단 적당 역 신경 포 수 에 단 적당NPY

역 양 양 포 수 비ICC c-kit t 하 다 시 하-test .
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에 계처 정 해 역 신경 포 포체에 실히NPY

염 경 만 계수하 한 개체 당 해당 핵 포함하 가 앞 과

간 에 해당하 절 택하 다 라 각 개. 12

절 에 각 시 하 핵 에 단 적당 역x 100 NPY

양 포 수 계수하 다 역 양 포 수 한 개체 당. C-kit 2

절 에 각각 다 곳 택하여 계수하 다 라 각5 .

개체 당 개 근 에 단 적당 전체 포10 x 400

수에 역 양 포 수 비 시하여 값 하 다 각c-kit % .

든 값 시하 다 계 검mean±SD . P 값 하0.05

계학적 것 정하 프 그램, SPSS (version 17.0)

하 다.
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결 과III.

체 과 당 비A.

주간 식 고 식 취 고 식 체6 374.8±46.1g

조 체 보다 많았 나 한 차 보 않았다324.5±58.5g

(P 당수 비 하 고 식=0.07). 256.2 조±25.2 mg/dL,

고 식 당 하게 높았다173.5±35.8 mg/dL (P=0.0009, Table

1).

시 하 에 역 양 비B. NPY

역조 학 염 해 시 하 과 에 역PVH, VMH Arc NPY

정 비 했 고 식 시 하 핵들에 조 에 비해 역, NPY

양 신경돌 들 많아 전 적 역 강하게 나타났다(Fig. 1).

시 하 에 역 과 포 수 비C. PVH NPY

내에 많 수 역 양 포체 신경돌 들PVH NPY

찰 었다 특히 고 식 에 조 에 비해 염 강하게 나타났다. (Fig.

역 양 포 수 비 했 고 식 역2A). NPY , NPY

양 포 수 가 조 에 비해 하게 가하 다(86.8±1.8) (62.6±1.5) (P

0.05, Fig. 2B).〈
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시 하 에 역 과 포 수 비D. Arc NPY

조 과 고 식 에 시 하 에 역 포들Arc NPY

강하게 염 것 찰할 수 었 전 적 간 역 양 에

큰 차 가 없었다 고 식 역 양 포 수(Fig. 3A). NPY

가 조 에 비해 가하 양 나타냈 나 계학적(92.7±1.9) (84.7±1.7)

한 차 보 않았다(Fig. 3B).

에 역 비E. Auerbach's plexus c-kit

조 에 역 강 가 높고 양Auerbach's plexus c-kit ,

포 수 많 찰 었 나 고 식 에, Auerbach's plexus

역 정 가 조 에 비해 저히 감 었다c-kit (Fig. 4).

근 에 역 과 양 포 수 비 비F. c-kit

고 식 에 근 과 종주근(circular muscle) (longitudinal

에 역 강 가 조 에 비해 약하게 나타났다muscle) c-kit (Fig. 5

단 적 당 역 양 포 수 근 전체 포 수에 한 비A). c-kit

나타냈 고 식 역 양 포 수 비, c-kit (24.8±3.9)

조 에 비해 하게 높았다(44.9±4.1) (P 0.05, Fig. 5B).〈
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고 찰IV.

식생 동 족에 비만 과 어 슐 저항 슐

비 애에 한 당뇨병 가하고 다 생 전 과 비2 .

조 근 나 간에 착 어 미 드 아 애 래함

슐 저항 당뇨병 수 다 연 들 알 져 다

(10-13). 비만 에 슐 저항 과 포함하

료 해 식 동 에 식 조절 약제들 투여 고

다.

뇌 신경계에 개 아미노 티드 신경전달물 에NPY 36 ,

너 균 억 학습 간 조절 등 포함한 뇌 수많 생 적 과정과, , ,

어 다 주 역할 식 취 가시키고 신체 동 감 시키 것(14).

다 시 하 에 비 고 식 취 가시킬 뿐만 아 라 에너. NPY , ,

저 하 비 가시키고 뇌 가 신 다, (15). NPY

또한 노 아드 날 신경 포 수 과 시킨다 시 하. NPY

에 하 런 신경 포 종말 시 하 에 하고, NPY PVH ,

역 시 하 에 가 높 수 견 다 또NPY PVH (16).

시 하 에 높았다 에 투여하거Arc NPY mRNA (17). NPY

나 타 과 같 시 하 에 주 해 식 취가 어남NPY agonist

한 연 가 었다 또한 식 취에 한 역할 특정 수 체(18,19). NPY NPY

차단시 동 억제하고 식 취 감 시키게 하 것 다 그러나, NPY , .

수 체 동 히 비 억제하고 그것 동NPY Y2 NPY ,

에 라 식 취 조절하게 다 연 가 었다 연 에(20). ,

에 택적 항제 주 가 미 게 가하 다 또 동물 실험Arc NPY NPY .

에 고 식 고당 식 억제보다 비가 고 복, NPY NPY
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적 야 한다 보고 다(21).

본 연 에 역조 학 염 해 고 식 취한 흰 시 하

에 역 조 과 비 찰하 다PVH, Arc, VMH NPY .

고 식 에 역 강 가 조 에 비하여 강하게PVH NPY

나타났 역 포 수 고 식 에 가하 다 또한, NPY .

고 식 시 하 에 뇌피 에 흔히 찰 전 적 신경돌

가 역 신경 포 볼 수 었 고 식 각각NPY ,

시 하 핵 에 포함한 신경돌 들 가 역NPY

가한 것 생각할 수 다 에 고 식 과 조 역. Arc NPY

강 큰 차 가 없었 역 포 수 고 식 에, NPY

많았 나 조 과 계적학적 한 차 없었다 같 결과.

고 식 취한 경 체 가가 에 시 하 에 식 가시키

가 저항 나타남 할 수 다NPY NPY .

한 간 포 에 견 간 포 종 근, Cajal ,

수 하 역할 하 특히 연동 동에 결정적pacemaker

역할 한다 간 포 전 적 역할 하고 에. Cajal pacemaker ,

적 전 만들어낸다 간 포에 나 전. Cajal

근에 탈 극 해 슘 수 킨다 수.

하고 연동 동과 절 동 가 다, .

당뇨병 에 량 복 심 복 만 포만감 등, , , ,

들 가 많다 년 당뇨 에. 10 1 2 30~50%

신경 근 경한 량에 역, , , ,

복 비 당뇨 병 다양하다 그러나 당뇨병과 런, (18).

병 과 정 한 전 알 져 않다.
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근 근 생시키 포에 한 연 과Cajal 1 2

당뇨병에 내 포 실 당뇨병 에 동 애Cajal

래한다고 보고하고 고 식 담낭에(22, 23), guinea pig

포 식 생존에 여하 감 한다 연 가Cajal c-kit mRNA

다(24). 등Wang 투여하여 당뇨 한 에streptozotocin Cajal

간 포가 감 하 것 당뇨 에 감 시, ,

비 보고하 다(25).

에 라 본 연 에 고 식 취한 흰 에 Auerbach’s

근 종주근과 점 하 에 간 포plexus (myenteric plexus), , Cajal

역 각 조 과 비 찰하 다 어 당뇨병에 간 포. Cajal

찰하고 투여하여 당뇨병 한 흰 에streptozotocin Cajal

간 포 찰하 다 흰 공 에 간 포. Cajal

역 찰 한 결과 조 에 염 양 전 적 든 단 에,

강하게 찰 고 식 에 가 강하게 염 단 찾았 에,

하고 근 종주근과 점 하 등 든 에, Auerbach`s plexus, ,

조 보다 염 양 연히 감 하 고 간 포 수 하게, Cajal

감 어 었다 행 췌 에 역조 학 염 에. c-kit

고 식 간 포가 조 에 비해 많 찰 었Cajal ,

고 식 에 한 당 가 보 하 하여 췌 에 슐 비

가시키 한 보 전 생각 만 많 췌 단 찰과,

전 적 실험 동 어야 할 것 료 다 또한 저 전에 여러.

연 들 보고에 같 투여하여 당뇨병 한 흰streptozotocin

역조 학 염 시행한 결과 조 보다 투여한, streptozotocin

흰 간 포 역 저히 감 함 알 수 었다Cajal .

당뇨병과 들에 간 포 역할 매 함 시 하Cajal
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견 다 향 액 내 물들과 담낭 포함한 에 간. Cajal

포 역 에 한 가적 연 가 필 할 것 료 다mRNA .
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결V.

고 식 에 한 비만 에 시 하 역 신경 포 가가NPY

찰 었 저항 나타내 에 간 포 감NPY , Cajal

동 래할 것 료 다 향 간 포 감 전 히. Cajal

하여 연 에 한 연 전체 한 연

가 가 필 할 것 생각 다 또한 본 연 에 에 해. sterptozotocin

당뇨병에 간 포 찰 어 당뇨병과 전 계Cajal ,

간 포 에 해 가적 연 가 필 할 것 생각 다Cajal .
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Table 1. Body Weights and Blood Glucose Levels in Control and High-fat

diet Group after Feeding for 6 Weeks

Values are expressed as Mean±SD

Control High-fat diet P value

Body weight (g) 324.5±58.5 374.8±46.1 0.07

Glucose (mg/dL) 173.5±35.8 256.2±25.2 0.0009



- 22 -

Fig. 1. NPY immunoreactivity from a control (A, B) and a high fat-diet (HFD;

C, D) group in the rat hypothalamus. NPY immunoreactivity was observed in

the PVH, VMH and Arc in both groups. NPY immunoreactivity was strongly

detected in these hypothalamic nuclei from the HFD compared to the control

group. Arc: arcuate nucleus; PVH: paraventricular hypothalamic nucleus; VMH:

ventromedial hypothalamic nucleus; HFD: high-fat diet. Scale bars = 100 mμ
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A.

Fig. 2. A: Representative photomicrographs of the NPY immunoreactivity

from a control (a, b) and a HFD (c, d) group in the PVH. The PVH

contained large numbers of NPY-IR cell bodies and axon terminals in both

groups. The staining intensity of NPY-IR cells was increased in the HFD

group compared to the control group. Scale bars = 100 m. B: The numbersμ

of NPY-IR cells in the PVH of the control and the HFD group. PVH:

paraventricular hypothalamic nucleus; HFD: high-fat diet.
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A.

B.

Fig. 3. A. Representative photomicrographs of the NPY immunoreactivity from

a control (a, b) and a HFD (c, d) group in the Arc. Strong stained NPY-IR

cells were observed in the Arc in both groups. Scale bars = 100 m. B: Theμ

numbers of NPY-IR cells in the Arc of the control and the HFD group. Arc:

arcuate nucleus; HFD: high-fat diet.
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A.

B.

Fig. 4. A: Representative photomicrographs of the c-Kit immunoreactivity from

the control and the HFD group in the small intestine. In the region of

Auerbach’s plexus (AP), the staining intensity of the c-Kit IR cells was

reduced in the HFD group compared to the control group. B: Small arrows

indicate c-Kit IR cells within the AP in the control group. AP: Auerbach’s

(myenteric) plexus; CM: circular muscle layer; LM: longitudinal muscle layer;

SM: submucosa; HFD: high-fat diet. Scale bars = 100 m.μ
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Fig. 5. A: Representative photomicrographs of the c-Kit immunoreactivity from

the control and the HFD group in the whole musculature of small intestine.

In the inner CM and outer LM, the staining intensity of the c-Kit IR cells was

reduced in the HFD group compared to the control group. Scale bars = 100

m. B: Quantification of the c-kit-IR cell proportions in the small intestineμ

from the controls and the HFD groups. *P 0.05. AP: Auerbach’s (myenteric)〈

plexus; CM: circular muscle layer; LM: longitudinal muscle layer; SM:

submucosa; HFD: high-fat diet.
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