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吗啡依赖及戒断大鼠相关脑区Bcl一2的表达研究 

余会平，蒙华庆，胡 华，罗庆华，邓 伟，傅一笑 

(重庆医科大学附属第一医院心理卫生中心 ，重庆 40016) 

【摘 要】目的：明确吗啡依赖及戒断两种状态时大鼠相关脑区Bcl一2的表达特征。方法：将 l8只Sprague—Dawley雄性大鼠随机 

分为吗啡依赖组、吗啡戒断组和空白对照组，每组 6只。采用递增法皮下注射吗啡建立大鼠吗啡依赖模型，纳络酮注射戒断，应 

用免疫组化和地高辛标记寡核苷酸探针原位杂交技术检测三组大鼠不同脑区Bcl一2的表达水平。结果：连续给予吗啡 5天及 

纳络酮戒断后 ，中脑腹侧被盖区、海马、蓝斑、前额叶皮质脑区 Bcl一2及其 mRNA较对照组显著降低( ．<0．05)，而吗啡戒断组伏 

隔核脑区内 Bcl一2及其 mRNA的表达较依赖组显著增~fl(P<O．05)，结论：吗啡依赖及戒断大鼠Bcl一2蛋白及其 mRNA的表达 

在不同脑区有选择性的改变，可能是吗啡依赖及戒断的分子机制之一。 
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Effect of morphine dependence and abstinence on the expression of 

B-cell Lymphomal-2 in Sprague-Dawley rats 

YU Huiping，et al 

(Department of ，)，，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the expression of Bcl一2 in rat brain during dependence and withdral state．Methods：The 

rats were rendered dependent by subcutaneous injections of increasing doses of morphine from 10 to 80 mg／kg for 5 

consecutive days．The rats as controls were administered with same volume of normal saline．Th e expression of Bcl——2 mRNA 

was assayed with digacin-labelled Bcl-2 cDNA probe by in situ hybridization and the levels of Bcl一2 protein were measured 

by immunohistochemistry．Reszdts：Th e evels of Bcl一2 and their mRNA in prefrontal cortex，locus coeruleus， hippocampus and 

ventral tegmental area significantly decreased as comparied with that in control rats after chronic administration of morphine and 

naloxone ad ministration．However， Bcl一2 an d their mRNA in nucleus accumbens of rats in withdral state wete markedly higher 

than that in nucleus accumbens of morphine dependent rats．Conclusion：Chronic exposure to morphine appears to induce 

modification of the expression of Bcl一2 mRNA and their protein of rats in the rat brain，which contributes to the development 

of morphine dependence． 

【Key words】Morphine dependence；Substance withdrawal syndrome：Bcl一2 

阿片类物质如海络因等是我国及东南亚最常 

见的毒品之一。目前认为，阿片类药物成瘾是一种 

反复发作的慢性脑病，有其特有的神经生物学基础 

【-一
。 近年来人们对细胞凋亡在疾病发生发展机制中 

的进一步认识发现，吗啡可促进单核／巨噬细胞系统 

的凋亡，促进肿瘤细胞和神经细胞的凋亡【z．31。Bcl一2 

基因是调控细胞凋亡的重要基因之一。国外学者报 

道，慢性吗啡处理后大鼠大脑皮层和脊髓 Bcl一2表 
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达下降[4．51，但与阿片类依赖密切相关的中脑腹侧被 

盖区、伏隔核、海马、蓝斑等脑区内 Bcl一2蛋白及其 

mRNA的表达有何改变，至今未见报道，本文就此 

作一初探。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

实验动物为 Sprague-Dawley大鼠，共 l8只。均为雄性 ， 

体重200~250g，购自第三军医大学实验动物中心。按随机数 

字法将其分为空白对照组、吗啡依赖组、盐酸纳洛酮处理戒 
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断组，每组 6只。 

1．2 方 法 

1．2．1 吗啡依赖大鼠模型的建立 参照 Maldonado．R的方 

法旧：采用剂量递增法对吗啡依赖组和戒断组大 鼠予连续皮 

下注射吗啡 ，建立大鼠吗啡身体依赖模型。具体方案为，每天 

于 8am、5pm各皮下注射 1次吗啡 ，吗啡单次剂量按第 1天 

lOn~ g、15mg／kg；第 2天 20mg／kg、25mg／kg；第 3天 30mg／kg、 

40mg／kg；第 4天 50meCkg、50mg／kg；第 5天 60meCkg、80mg／kg 

递增给药。身体依赖模型建立后 ，对戒断组大鼠皮下注射 

2m蜀 的盐酸纳络酮激发戒断症状。空白对照组大鼠按同等 

剂量给予生理盐水。 

1．2．2 主要药品和试剂 盐酸吗啡由沈阳第一制药厂生产， 

盐酸纳络酮由北京四环制药厂生产，Bel一2免疫组化试剂盒 

及 Bcl一2原位杂交试剂盒由武汉博士得公司提供。其余所有 

试剂均为分析纯。 

1．2．3 标本取材和制备 各组动物模型成功建立后，将动物 

麻醉，仰卧固定于手术台上，剪开胸前壁暴露心脏，立即作左 

心室插管，先用生理盐水灌注，同时打开腹腔剪开肝脏，至肝 

脏变白，约灌注 20rain，再用 4％多聚甲醛 ／0．I％DEPC灌流固 

定约 40min，最后剥离脑组织17]。对脑组织进行冰冻切片，根 

据大鼠脑立体定位图谱圈，选取包含吗啡依赖相关脑区的冰 

冻切片置 一20cE冰箱保存备用。 

1．2．4 Bcl一2的免疫组织化学 sP染色法17]选取含有中脑腹 

侧被盖区、伏隔核 、蓝斑 、前额叶皮质、海马等脑区的冰冻切 

片，置于 4cE冰箱平衡过夜，纯丙酮室温固定20～30rain， 

0．O1N_PBS洗 2rain X 3次。0．3％H20#甲醇处理 30rain，双蒸水 

洗5min X 3rain。滴加正常山羊血清，室温lOmin，甩去多余液 

体，不洗。滴加抗Bcl一2的抗体，于4℃冰箱过夜，0．01mol／L PBS 

洗 2 X 3次 。 滴 加 生 物 素 化 山 羊 抗 兔 IgC，37cE X 

20rain，0．Olmol／L PBS洗 2X 3次。滴加链霉亲和素 一生物素 

一 过氧化物酶复合物 37cE20rain，0．Olmol／L PBS洗 5rain X 4 

次。DAB显色，镜下控制反应时间约 5～lOmin，适度后终止显 

色，蒸馏水洗涤。苏木素轻度复染 、脱水、透明、封片。光学显 

微镜观察 Bcl一2蛋白阳性反应细胞的染色情况。每一批实验 

中设立阴性对照，阴性对照实验用替代实验，即用 PBS代替 

一 抗，其它免疫反应过程相同，结果阴性。 

1．2．5 Bcl一2mRNA的原位杂交日 选取相关脑区的冰冻切片， 

按博士德公司杂交试剂盒进行操作 ：将切片从 一20cE冰箱取 

出 ，用 0．Olmol／L PBS／O．1％DEPC漂洗 lOmin，0．3％Tri— 

tonx一100漂洗 lOmin，蒸馏水洗 3次。新鲜配制 0．5％H202／甲 

醇室温处理 30rain。双蒸水洗 5rainX 3次。暴露 mRNA核酸 

片段：切片上滴加 3％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶，37 cE消化 

约 5rain，0．5mol／L PBS洗 5rainX 3次，蒸馏水洗 1次。预杂 

交：将 20％甘油 2Oral加于杂交盒底部 ，按每张切片 20 l加 

上 Bcl一2预杂交液。恒温水箱 37cElh，吸取多余液体。杂交： 

每张切片2O l滴加 Bel一2。盖上专用杂交盖玻片，恒温水箱 

42cE杂交过夜。杂交后洗涤 ：37cE 水温的 2 XSSC洗涤 

5min X2次 ；55℃水温的0．5 X SSC洗涤 15 min X1次 ；55 cE 

水温的 0．2X SSC洗涤 15 rainX 1次。滴加封闭液：37'E 30 

min，甩去多余液体，不洗。滴加生物素化鼠抗地高辛：37cE 

60 rain。0．5MPBS洗 5min X 4次。滴加 SABC：37℃ 20 min， 

0．5 moI／L PBS洗 5rainX4次。滴加生物素化过氧化物酶： 

37 cE 20rain,0．5 mol／L PBS洗 5minX4次。DAB显色：按照 

显色试剂盒 ：lml蒸馏水加显色剂 A，B，C各 1滴 ，混匀，加至 

标本上。镜下控制反应时间约 30rain，蒸馏水充分洗涤，必 

要时苏木素轻度复染。充分水洗。酒精脱水，二甲苯透明，封 

片。显微镜观察：观察 Bcl一2mRNA阳性反应细胞的染色情 

况。原位杂交对照实验 ：在杂交前将切片用 20 g／ml RNase 

于 37cE处理 30rain，其它步骤同上。杂交液中不加探针，其它 

同上。 

1．2．6 结果处理 免疫组化和原位杂交切片的核团辨认参 

照《大鼠脑立体定位图谱》 。利用北航计算机图像分析系统 

对大鼠中脑腹侧被盖区、伏隔核、蓝斑、海马、前额叶皮质等 

部位的 Bcl一2蛋白及其 mRNA阳性染色细胞 的平均光密度 

进行测量，以平均光密度值作为各脑 区内Bel一2表达的相对 

含量。 

1．2．7 统计学处理 所有结果以均数 ±标准差( ±s)表示， 

采用方差分析进行统计检验。 

2 结 果 

2．1 吗啡依赖及戒断对大鼠脑内Bcl一2蛋 白表达 

的影响 

连续给予吗啡 5天后 ，吗啡依赖和戒断两组大 

鼠的中脑腹侧被盖区、前额叶皮质、蓝斑、海马等脑 

区 Bcl一2蛋白的表达较对照组显著低 (P<0．05)，吗 

啡戒断组中脑腹侧被盖区、前额叶皮质、蓝斑中 

Bcl一2蛋白的表达较依赖组降低(P<0．05)，而吗啡 

戒断组伏隔核脑区中Bcl一2蛋白的表达却较依赖组 

显著增加，以上各组问均有显著性差异(P<0．05)，见 

表 1。 

2．2 吗啡依赖及戒断对大鼠脑内Bcl一2 mRNA表 

达的影响 

连续给予吗啡 5天后，吗啡依赖和戒断两组大 

鼠的中脑腹侧被盖区、前额叶皮质、蓝斑、海马等脑 

区 Bcl一2 mRNA的表达较对照组低(P<0．05)，吗啡 

戒断组中脑腹侧被盖区、前额叶皮质、蓝斑中Bcl一2 

mRNA的表达较依赖组低(P<0．05)，而在伏隔核脑 

区，吗啡戒断组 Bcl一2 mRNA的表达较吗啡依赖组 

和对照组均增加 (P<0．05)。 
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注：与对照组比较，．P<0．05；与依赖组比较， <0．05 

表 2 吗啡依赖及戒断大鼠脑内 Bcl一2mRNA的表达 (x-I-s) 

注：与对照组 比较，．P<0．05；与依赖组比较， <0．05 

3 讨 论 

Bcl一2是一种与神经细胞凋亡关系最为密切 

的基因之一 ，其表达产物 Bcl一2蛋白是一种结合 

于核膜、线粒体膜 、内质网膜外表面的蛋白质，它 

通过改变膜对一些小分子、离子或蛋白质的通透 

性而参与细胞凋亡的调控t~olsinghal等报道 ，吗啡 

可降低体外培养的Jurkat细胞和T淋巴细胞内的 

bcl一2基因表达，增加抑制 bcl一2功能的 Bax基因 

的表达⋯】。国外学者在新近的研究中发现，慢性吗 

啡处理上调促凋亡因子 Fas受体蛋白，下调抑凋亡 

因子Bcl一2蛋白而诱导 s—D大鼠大脑皮层神经元 

发生凋亡【41s】。由此可见，细胞凋亡可能参与了阿片 

类药物依赖和耐受的形成，阿片依赖促进多种细 

胞凋亡【- 。 

但迄今为止，与吗啡依赖密切相关的中脑腹侧 

被盖区、伏隔核、海马、蓝斑等脑区在阿片类药物依 

赖时 Bcl一2的表达情况如何尚不清楚。本文旨在研 

究吗啡依赖及戒断时，与吗啡依赖密切相关的中脑 

腹侧被盖区、海马、蓝斑、前额叶皮层脑区内 Bcl一2 

mRNA及其蛋白含量的变化情况，以明确阿片依赖 

促发神经细胞凋亡的分子机制。结果发现，吗啡依 

赖及戒断大鼠中脑腹侧被盖区、海马、蓝斑、前额叶 

皮层脑区内Bcl一2 mRNA及其蛋白的含量显著降 

低 ，提示吗啡依赖及戒断可能通过下调抑凋亡因子 

Bcl一2的表达，促进上述脑区神经元凋亡，从而参与 

吗啡依赖的形成。 

另有研究发现，阿片类药物长期使用可导致中 

脑腹侧被盖区、伏隔核通路神经元独特的适应性变 

化：中脑腹侧被盖区内多巴胺神经元出现明显形态 

结构的适应性改变 ，三种神经纤维蛋白(NF200、 

NF160、NF68)的含量明显降低，多巴胺神经元个体 

萎缩 ，树突减少，胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的含量 

增加，而伏隔核脑区不出现这些形态结构的变化， 

表现为 D1受体超敏，cAMP—PKA系统活性上调， 

CREB和 c—f0s、c—iun基因表达的改变等【l3】。从而诱 

导神经元功能和形态结构的适应性变化，本文也出 

现与此相似的研究结果 ：吗啡戒断组大鼠伏隔核脑 

区内Bcl一2 mRNA及其蛋白含量较空白对照组和 

依赖组不是降低而是增加，提示伏隔核脑区在吗啡 

吗啡依赖和戒断中变化的机制与其它脑区变化的 

机制可能不同。 

(作者现工作单位：乐山市人民医院神经内科) 
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细胞标志物(Pan—endothelial marker，PEM)，但表 

达量存在差异。在 TdMEC中有 46种基因表达高于 

正常组织来源内皮细胞，33种低于正常内皮细胞。 

亦有许多基因在肿瘤周围正常内皮细胞、TdMEC及 

HUVEC的表达是不同的，某些基因在 TdMEC及肿 

瘤周围内皮细胞中高表达，但在 HUVEC中无表达 

或较少表达。以上研究结果说明，培养的正常内皮 

细胞并不能完全代替 TdMEC的整体情况。 

PDGF是胸腺嘧啶核苷的磷酸化酶，是内皮细 

胞特异的有丝分裂原，能刺激人的内皮细胞增殖 、 

趋化。PDGF家族成员由四种不同基因编码的多肽 

链 (A、B、C、D链 )组成 ，即 PDGF—AA，PDGF—AB， 

PDGF—BB，PDGF—CC和 PDGF—DD[9,101。人卵巢癌细 

胞及其来源的内皮细胞均可表达 PDGF及其受 

体【l】0 

有研究报到 PDGF—BB能诱导内皮细胞的增 

殖、迁移、管样结构的形成和细胞存活【ll】。本实验发 

现，PDGF—BB能促进体外培养的 OdMEC生长 ，呈 

剂量依赖性，PDGF—BB 20ng／ml作用最强。PDGF— 

AA／BB与受体结合后激活受体，导致参与抗凋亡机 

制的多个信号通路的上调【l2】。PDGF—BB对OdMEC 

的增殖的促进作用弱于 HUVEC，可能是由于在卵巢 

癌组织中，OdMEC还受到 PDGF以外其它刺激因子 

的作用，如 IL一8【l3】。在 PDGF—BB(20ng／m1)作用下， 

OdMEC中 VEGF蛋白和基因的表达增高，且升高幅 

度大于 HUVEC，从而说明与正常内皮细胞相比。 

OdMEC对 PDGF-BB刺激的反应性更强。这两种细 

胞对 PDGF刺激的反应性存在显著差异，其中的原 

因尚不清楚，可能与两种内皮细胞表面 PDGF受体 

的种类及功能的不同有关。本实验为研究卵巢癌血 

管生成机制和抗血管生成治疗提供了实验基础。 
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