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【摘 要】目的：寻找与海洛因依赖有关的特异性基因。方法：用递增法建立海洛因依赖小鼠模型。纳洛酮催瘾后，分别提取 

实验组及对照组小 鼠脑内的总 RNA、mRNA，然后进行抑制性消减杂交，杂交产物扩增 ，凝胶 电泳分析。结果：实验组小 鼠脑 

内 mRNA含量高于对照组 ，并于实验组小 鼠脑内分离 出差异表达的 eDNA片段 。结论 ：海洛因依赖小 鼠脑 内可能存在特异性 

基因表达。 
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A study on specific mRNA related to the heroin dependence 

M_ENG Huaqing ．et al 

(Department ofPsychiatry，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To find out the specific gene related to heroin dependence．Methods；Heroin—dependent models in mice were 

established by dose—increasing administration．After withdrawal syndrome was precipitated  by naloxone，total RNA and mRNA were 

isolated  from the brains of expe rimental an d control groups respectively，then suppressive subtractive hybridization was proceeded ．The 

hybridization sample w-as amplified by PCR and analyzed on a agarose／EB ge1．Results：The mRNA level of the experimental group 

was significantly higher than that of control group an d a differently expressing eDNA fragment was obtained  from the brain of the ex— 

perimental group．Conclusion：There is probably an expression of the specific gene in the brain of heroin—dependen t mi ce． 
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吸毒已成为全球性的严重公害，联合 国已将每 

年的 6月 26日定为“国际禁毒 日”。加强对毒品依 

赖的基础研究 ，特别是依赖机制的研究 ，是毒品依赖 

防治的关键。目前，科学家认为一些基因相互作用 

使某些个体滥用物质的易感性增强 ，但对其神经生 

物学机制尚缺乏系统研究_1．2 J。本文采用抑制性消 

减杂交法探索与海洛因依赖性形成有关的特异性基 

因表达 ，以期阐明海洛因依赖的分子生物学机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

C57BL／6J小 鼠，18～20g，购 自重庆 医科 大学实验动 物 

中心。海洛因由重庆市公安局禁毒处提供，纯度为 82．7％。 

基金项目：重庆市科委应用基础基金资助项 目(99—16—110) 

作者介绍：蒙华庆(1956一 )，男，主任 医师，硕士， 

主要研究方向：精神病学和医学心理学。 

Tripure分 离试 剂 ，购 自 Boehringer mannheim。PolyATtract 

1TIRNA分离系统 Ⅲ购 自PromegaPCR—selectTM eDNA消减 

试剂盒 购 自 Clontech，DNA分 子量 标 准 ( ×174DNA／Hae 

Ⅲ)购 自Promega。 

1．2 海洛 因依赖小鼠模型的建立 

将小 鼠随机分为实验组和对照组 ，每组各 4只。模型建 

立参考国外 Comings等人的方法 _3J。实验组小 鼠采用递增 

法皮下注射海洛因，第 1天 10mg&g。第 2天 20mg&g，第 

3、4天 40mg／kg，第 5、6天 80mg／kg，分 二 次 注射 (9AM、 

9PM)，第 7天 9AM 一次皮下注射 80mg／kg，2h后腹腔注射 

纳洛酮 5mg／~。对照组小鼠皮下注射同体积的生理盐水及 

同剂量的纳洛酮 。注射纳洛酮后立即将小 鼠放入玻璃 观察 

罩内，观察 15rain内跳跃次数，15rain内出现眼睑下垂、腹 

泻、湿狗样抖动及前爪震颤的动物数 ，之后马上断头处死 ，迅 

速取出小 鼠的全部脑组织 ，并进行下一步操作 。 

1．3 鼠脑 总 RNA 和 mRNA 的提 取 

采用 Tripure分离试剂盒分别提取实验组和对照组脑组 

织 的总 RNA，操作严格 按试剂盒 说 明进行 。采用 polyAT． 
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tract⑧mRNA分离系统 Ⅲ分离总 RNA中的全部 mRNA，然 

后用琼脂糖 凝胶 电泳检测 总 RNA和 mRNA。用紫外分 光 

光度计 uv一265)检测其全部浓 度，最后计算 出所提取的总 

RNA 和 mRNA量 。 

1．4 消减 杂 交 

采 用 clontech公 司 的 PeR—Select eDNA Subtraction 

试剂盒 ，按用户手册中的说明进行操作，步骤简述如下 ：分别 

以“1．3”中分离纯化 的实验组和对照组 的 mRNA为模板合 

成双 链 eDNA。 

将 实 验组 eDNA分 为二 管 ，分 别连 接特 殊 设计 的核 苷酸 

接头 1和接头 2，然后分别与对照组 eDNA杂交 ，合并二种杂 

交产物后再与对照 eDNA进行第二次杂交 ，然后将杂交产物 

进行 选 择性 PeR扩 增 ，使 实 验 组 中特 异 性 eDNA 得 到 特 异 

扩增 ，最 后 进行 琼脂 糖 凝胶 电泳 分 析 。 

a b 

图 1 二 组 mRNA 的琼 脂糖 凝胶 电泳 图 

a．实验 组 b．对 照组 

1353bp 

lO78bp 

8726bp 

6O3bp 
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产物 

图 2 差 异表 达 的 eDNA片断 的 PeR产 物 电泳 图 

a．DNA分 子 量标 准 b．PeR产 物 

表 1 二 组 小 鼠脑 内总 RNA和 mRNA量 【 g)的 比较 

2 结 果 

2．1 海 洛 因依 赖 小鼠 模 型 

实验 组 小 鼠腹 腔 注 射 纳 洛酮 后 皆 出现 戒 断症 

状 ，15 min内跳跃次 数为 9．75±1．65次 ，对 照组 为 

0次 ，二组 间有显著性差异 (P<0．01)。实验组小 鼠 

全部出现腹泻 ，湿狗样抖动 ，眼睑下垂 ，前爪震颤 ，而 

对照组小 鼠则无上述症状 。海 洛 因依赖小 鼠模 型建 

立成 功。 

2．2 二 组 总 RNA、mRNA 量 的 比较 

实验 组及 对 照组 小 鼠脑 内总 mRNA 琼脂 糖凝 

胶电泳 电泳 结果见 (图 1)，两组 小 鼠脑 内总 RNA和 

mRNA量 见 (表 1)，表 1显 示 ，实 验组 小 鼠脑 内 总 

RNA和 mRNA量均 较对 照组 高 ，但 仅 mRNA 的差 

异具有显著性(P<0．05)。 

2．3 海洛 因依 赖 小鼠脑 内差异表达 的 eDNA 片断 

经二轮抑制性消减杂交后，获得杂交混合物 ，经 

PeR和巢式 PeR扩增 ，获得 了差异表 达的 cDNA片 

断(图 2)。 

3 讨 论 

在 阿片类依 赖 的实验 研究 中，通 常采用 吗啡 建 

立依赖模 型以研 究 其依 赖形 成 的神经 生 物学 机制 ， 

而罕见用海洛因来建立小鼠依赖模型进行研究 ，但 

造 成依赖 的阿片类 物 质在 国 内外 主要是 海 洛 因 ，其 

脂溶性 比吗啡强 ，能很快透过血脑屏障进入 中枢神 

经系统 ，具有作用强 ，起效快等特点。因此用海洛因 

建立依赖模型以深入研究其神经生物学机制具有更 

重要 的理论 和临床实践意义 。本 实验用海洛 因建立 

小 鼠依赖模 型 ，腹腔 注射纳洛酮后戒 断症状明显 ，如 

出现腹泻 、湿狗样抖动、眼睑下垂、前爪震颤，15 rain 

内跳跃次数为 9．75±1．65，与文献报道一致_1．4 J，说 

明海洛 因依赖 小 鼠模型建立成 功 。 

药物依 赖 的发 生 机 制 至今 未 完 全 明 了。近 年 

来 ，探索药依赖的分子生物学机制 已成为该领域研 

究的热点和主 流趋 势 。 目前 ，对药 物依 赖 的分 子机 

制特别是 基 因表 达 改 变 的研 究 主要 有 以下 三 种 思 

路 ：(1)利用多态分析方法对细胞内信息传导通路的 

特定元件进行研究。自 Blum等_5j报道多巴胺 D， 

受体 (DRD2)基 因的变 异与酒依赖有关 以来 ，已有许 

多研究探讨 DA受体基因与物质依赖 的关 系，Bond 

等(1998)通过对 t13例海洛因依赖者和 39例正常 
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健康人的 阿片受体基因编码 区的单核苷酸多态 

DNA进行分析 ，发现 5个特异性基 因变异与海洛因 

依赖有关 ，其出现频率明显高于正常健康人_6 J。另 

外，与 氨基丁酸(GABA)，5一羟色胺(5一HT)系 

统有 关的基 因也 可能参与物质依 赖 的形 成_7稍J。 

(2)从基因调控如结构基 因，转录因子等进行研究 ， 

通过对其研究来弄清物质 相关基 因的表达调控。 

(3)依赖物质与特异性基因表达之间的关系 ，筛选特 

异性基因，这些特异性基 因经克隆、测序 、对照基 因 

库，确证新基因，然后检测神经系统 中表达部位 ，并 

应用反义 RNA技术 ，观察抑制其表达后对成瘾的 

影响来证实它的功能。本研究采用第三种思路 ，利 

用最新的基因克隆技术，寻找与海洛 因依赖相关的 

特异性基因表达。本研究还对海洛因依赖小鼠与对 

照组小 鼠脑 内总 RNA、mRNA量进行对照分析，结 

果显示，用药组小 鼠脑 内 mRNA量较对 照组小 鼠 

高 ，其差异有显著性 (P<0．05)，与 Erdtmann等研 

究发现大鼠反复给予吗啡处理及纳洛酮催瘾后皆可 

引起脑内背侧纹状体及某些皮层 c—los的大量表达 

的研究结果一致[11 J，提示海洛因依赖戒断可引起基 

因表达的改变。 

抑制 性消减 杂交 (Suppression subtractive Hy— 

bidization，SSH)方法 自1996年问世以来[9,10 J，目前 

已成为有效地检测低丰度的差异表达基 因的手段 ， 

显示了很 多优越性 ：首先 ，SSH方法 的最大优 点是 

降低假 阳性率 ，它的两步杂交和两步 PCR，保证该 

方法具有较高的特异性。Stein等报道_1 ，他们用 

转移性和非转移性的两种胰腺肿瘤 细胞 p73一 

ASML与 Bsp73--1AS作 比较，证明了 SSH技术的 

真阳性率高达 94％。其次，SSH方法具有高度的敏 

感性。由于经每一 mRNA合成的 cDNA，再由 RsaI 

酶切后产生一个以上的 cDNA片断 ，这样具有差异 

表达的 cDNA检出率得以提高 ，另外 ，由于该方法的 

均等化和目标片段 的富集 ，保证了稀少丰度表达的 

mRNA能够被检 出。我们首次成功地运用海洛 因 

依赖小鼠模型，通过抑制性消减杂交方法扩增出特 

异性 cDNA片断 ，提示海洛因依赖小 鼠脑 内可能存 

在特异性基因表达。 目前 ，我们正在进行基因的克 

隆并鉴定其所编码 的蛋 白质的功能，以期最终揭示 

海洛因依赖的分子机制 ，为将来直接通过调控特异 

性基因的表达或开发更为有效的药物来预防和治疗 

海洛因依赖奠定理论基础。 

致谢 ：重庆市公安局禁毒总队陈光明总队长 ，陶秋副总队长对本 

研究提供 了大力支持和帮助 ，深表谢意 ! 
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