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%&精神依赖性是药物成瘾

的主要原因)这一观点的存在使对躯体依赖性的研究缺乏应

有的重视)躯体依赖性是指反复使用具有依赖性潜能药物所
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的上调是阿片成瘾早期细胞内信号转导的

改变之一#在阿片成瘾的过程中起重要作用'

1$-

(

)本组采用行

为学*免疫组织化学和
9̂?:94AEG7:

方法观察鞘内应用
V"+

抑制剂对吗啡依赖大鼠纳洛酮催促戒断反应*脊髓磷酸化

!P&'

反应元件结合蛋白$

>

<7?

>

<74

J

GC:@7A7B;

J

;G@;P&'49$

?

>

7A?99G9F9A:E@A8@A

K>

47:9@A

#

>

$!Z[Q

%表达的影响)

?

!

材料与方法

?/?

!

实验动物及试剂
!

雄性
+

>

4C

K

I9$OCHG9

J

大鼠#体质量

%((

!

%)(

K

#由徐州医学院实验动物中心提供)吗啡系沈阳第

一制药厂产品$批号
(%(3(1

%&纳洛酮*

V$

硝基
$X$

精氨酸甲酯

$

V$A@:47$X$C4

K

@A@A9F9:<

J

G9?:94

#

X$VP&[

%系
+@

K

FC

公司产

品&

>

$!Z[Q

抗体购于美国
+CA:C!4IN

生物技术公司)免疫组

化试剂盒由北京中杉生物技术公司提供)

?/@

!

鞘内注射'

)

(

!

鞘内给药采用直接注射给药法!取
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腰椎间隙#局部剪毛#
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利多卡因
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局麻后
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破皮#使用
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激发吗啡戒断症状)
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动物模型和实验分组
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大鼠先被分为两组#分

别皮下注射吗啡和生理盐水#吗啡首日每次
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次#隔日每次增加
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立吗啡依赖模型&生理盐水组$
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%注射同体积的生理盐水)

末次注射后
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%#其余大鼠腹腔注射纳洛酮
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建立吗啡戒断模型#在纳洛酮激发戒断前
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)因此吗啡戒断模型大鼠又被分为两组#即
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戒断症状评分
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例在纳洛酮激发戒断后的
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内#根据湿狗样抖动*异常姿势*激惹症状*咬牙*植物神经系统
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神经元最多的切片#并记录两侧脊髓全层
>

$!Z[Q

阳性神经元
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#用戊巴比

妥钠将大鼠进行深度麻醉#快速将其胸腰段脊髓取出并放入液
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变性
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聚丙烯酰胺凝胶上电泳#然后电转至硝酸纤维素膜上#硝
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牛血清封闭
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抗体$
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磷酸检测反应条带#

半定量分析)
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统计学处理
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采用
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统计分析软件进行统计分

析#所有数据用
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表示#组内及组间相比用
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检验#进行统

计学处理#
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结
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果
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行为学观察结果
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正常和吗啡依赖大鼠没有戒断反应和
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的表达$
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免疫组织化学
!

正常大鼠脊髓神经元仅有极少

量
>

$!Z[Q

阳性神经元表达#吗啡依赖和纳洛酮催促戒断明显

增加脊髓神经元
>

$!Z[Q

阳性神经元表达#

>

$!Z[Q

阳性神经

元在双侧脊髓全层均大量分布为$

12(e.,

%)鞘内注射
X$

VP&[

能明显减少吗啡戒断大鼠脊髓
>

$!Z[Q

阳性神经元表

达$
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图
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$!Z[Q

免疫印迹
!

9̂?:94AEG7:

检测胞核
>

$!Z[Q

水

平表明#纳洛酮催促戒断大鼠
>

$!Z[Q

蛋白水平表达较高#鞘

内注射
X$VP&[

能明显减少吗啡戒断大鼠脊髓
>

$!Z[Q

蛋白

表达$

!

#
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%$图
)
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讨
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论

本实验结果显示!$

,

%鞘内预先应用
X$VP&[

能明显抑制

吗啡戒断反应和纳洛酮催促戒断引起的痛觉过敏#与行为学结

果一致)$

%

%吗啡依赖状态下脊髓神经元
>

$!Z[Q

表达增多#在

纳洛酮促发戒断反应后继续增高#免疫组织化学与
9̂?:94AEG7:

显示鞘内预先应用
X$VP&[

戒断大鼠脊髓神经元
>

$!Z[Q

的表

达减少#并与行为学结果相一致)上述结果提示#脊髓神经元
>

$

!Z[Q

参与介导吗啡依赖的形成和戒断反应的表达#鞘内应用

X$VP&[

能抑制戒断大鼠神经元
>

$!Z[Q

的表达)

V"

在吗啡耐受*依赖和戒断中的作用已被大量实验所证

实'

,

#

.

(

)

V"

参与
V$

甲基
$O$

天冬氨酸$

V$F9:<

J

G$O$C?

>

C4:C:9

#

V&OP

%受体介导的信息传递#敲除
V"+

基因的小鼠对可卡

因不形成条件性位置偏爱#同时减弱药物引起的行为敏感化#

提示
V&OP

"

V"

"

;]&'

信号转导通路参与成瘾行为的学习

记忆'

2

(

)

X$V&OP

能阻断小鼠对吗啡的依赖#

Y'%(

肽$蛋白激

酶
P

选择性抑制剂%可阻断吗啡成瘾小鼠脑内
V"+

活性的升

高)提示其可能机制是!吗啡与
"

受体结合后激活蛋白激酶

!

#蛋白激酶
!

磷酸化
V&OP

受体#使大量
!C

%S内流与钙调

蛋白结合激活
V"+

)另外慢性给予吗啡使神经元中
;P&'

信

号系统上调#蛋白激酶
P

可直接磷酸化
V"+

分子)

!Z[Q

作为一种核内转录因子#参与多种生物分子基因表

达的调控)

!Z[Q

的磷酸化是其发挥调节转录功能的基础#磷

酸化
!Z[Q

先与
!Z[Q

结合蛋白结合#共同结合到靶基因上

的特定序列
;P&'

反应元件#即可募集
ZVP

聚合酶
)

组成转

录复合体#调节靶基因的转录)外周伤害性刺激可引起脊髓背

角
>

$!Z[Q

大量表达#鞘内注射
!Z[Q

反义寡核苷酸能明显抑

制外周神经损伤引起的痛觉行为反应'

3$,%

(

)

iCA

K

和
'I

'

,1

(研

究发现小鼠海马神经元在吗啡依赖及戒断过程中
!Z[Q

的磷

酸化水平逐渐增高#

fCA

等'

,-

(研究发现吗啡依赖大鼠蓝斑核

神经元放电增高与
!Z[Q

密切相关#对
!Z[Q

的调控可以影

响吗啡的戒断反应)

!Z[Q

是
V"

信号通路重要的下游信号

蛋白#

V"+

非选择性抑制剂
X$VP&[

通过对
V"+

的抑制进

而使得
V"

产生减少#

!Z[Q

的活性降低#吗啡戒断大鼠的表

现则是戒断症状减轻)

本实验研究显示#鞘内注射
V"+

抑制剂能明显抑制吗啡

依赖及戒断大鼠脊髓
>

$!Z[Q

表达并与行为学的改变相一致#

提示激活的
V"

信号通路可能参与介导吗啡依赖及戒断大鼠

的脊髓神经元
!Z[Q

的磷酸化)
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