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改良掺食法建立苯巴比妥成瘾大鼠模型
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　　摘　要：目的　研究用掺食法建立苯巴比妥成瘾大鼠模型的方法。方法　选用大鼠为实验动物，采用掺食法造模，苯巴比妥

起始剂量７５ｍｇ／ｋｇ，逐日递增剂量，经４５ｄ，模型分别采用文献报道的催促戒断法及自然戒断法加以检验，判断造模是否成功。

结果　掺食法催促戒断组的惊厥率明显高于对照组（犘＜０．０１）；掺食法自然戒断组的戒断症状评分明显高于对照组（犘＜０．０５）；

两个戒断组的体质量减轻程度均大于对照组（犘＜０．０５）；造模组脑切片显示明显的细胞凋亡改变。结论　掺食法建立苯巴比妥

成瘾大鼠模型简单可行。
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　　药物成瘾（ａｄｄｉｃｔｉｏｎ）是滥用药物的后果，指习惯于摄入某

种药物而产生的一种依赖状态，撤去药物后可引起一些特殊的

症状即戒断症状，又称药物依赖性。成瘾性药物可诱发欣快感

或缓解疼痛，持续使用促使中枢神经系统发生适应性改变，导

致出现耐受性、依赖性、嗜欲性和复发性［１］。苯巴比妥是一种

临床应用非常广泛的催眠镇静药物，随着其新的药理作用不断

被发现，大量使用此类药物所带来的药物成瘾已经成为临床日

益重视的问题。

既往文献中对于巴比妥类药物成瘾的研究，一般采用苯巴

比妥或者巴比妥，用大鼠、小鼠、狗、猴为试验对象，一般是采用

剂量递增的灌胃、腹腔注射、掺食的方式［２］。灌胃或腹腔注射

造模方法报道较多：建立大鼠苯巴比妥成瘾模型多历时９０ｄ

左右，操作要求较高，对大鼠损伤较大［３］；国内掺食法造模较少

报道：一般第１周内让大鼠日摄入药量达１００ｍｇ／ｋｇ，逐渐增

加剂量到６００ｍｇ／ｋｇ，历时１０周以上
［２］，造模耗时较长；国外

有报道掺食法历时４０ｄ左右建立苯巴比妥成瘾模型，但剂量

递增方法不尽相同［４］。模型检验一般采用停止摄入药物方式

自然戒断、中枢兴奋药催促戒断以验证造模是否成功［５］。

本实验参考国内外文献报道［３６］，对既往造模方法加以改

进，选用大鼠为实验动物，采用掺食法造模，苯巴比妥起始剂量

７５ｍｇ／ｋｇ，逐日递增剂量，经４５ｄ，模型分别采用文献报道的

催促戒断法及自然戒断法加以检验，结果表明大鼠形成了稳定

的苯巴比妥依赖。本法操作简单，造模时间较既往明显缩短，

有效地避免了长期灌胃及注射对大鼠造成的痛苦，无大鼠死

亡，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＤ大鼠雌雄各半，重庆腾鑫比尔实验动物销

售有限公司提供，动物批准号ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００８，体质量

１５０～２００ｇ。所有大鼠自由摄食、饮水１周适应环境。

１．２　药品与试剂　苯巴比妥片，每片３０ｍｇ，上海信谊药厂有

限公司提供，批号１２０４０１；异烟肼注射液，规格２ｍＬ：１００ｍｇ，

天津药业集团新郑股份有限公司提供，批号１１１２２８１。

１．３　 实验方法

１．３．１　造模方法　８０只大鼠分为对照组（催促戒断对照组、

自然戒断对照组），造模组（苯巴比妥催促戒断模型组、苯巴比

妥自然戒断模型组）共４组，每组２０只，雌雄各半。苯巴比妥
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造模组用剂量递增的苯巴比妥片粉末掺入粉末状的大鼠食物

喂养，药物剂量为结合临床，以 ＭｅｅｈＲｕｂｎｅｒ公式即人与大鼠

间药物剂量体表面积换算关系为依据［７］，并参考相关动物试

验［５６］及前期试验［８９］的用药剂量而定。１～１０ｄ苯巴比妥起始

浓度为７５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，１１～２０ｄ剂量为１２０ｍｇ·ｋｇ

－１·

ｄ－１，２１～３０ｄ剂量为１６５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，３１～４５ｄ剂量为

２１０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１。对照组则用普通的粉末状饲料喂养。

造模第３３天苯巴比妥催促戒断模型组用催促戒断试验验证成

瘾模型制造进展，自然戒断组继续喂养至第４５天后停药。

１．３．２　模型检验　大鼠催促戒断试验模型检验：造模第３３

天，催促戒断试验验证成瘾模型制造进展，苯巴比妥催促戒断

模型组大鼠，用普通的不含苯巴比妥的食物代替含苯巴比妥的

混合食物喂养大鼠并称取重量，戒断１６ｈ后用诱导惊厥阈下

剂量１５０ｍｇ／ｋｇ的异烟肼对大鼠给予腹腔注射
［１０１１］，观察半

小时内的大鼠反应并统计惊厥率；直至第７２小时，每日称取重

量［１２］。与对照组相比较，χ
２ 检验惊厥率差异的显著性，狋检验

重量减轻程度差异的显著性。大鼠自然戒断试验模型检验：造

模第４６天，苯巴比妥自然戒断模型组大鼠停药，称取重量，每

隔８ｈ进行戒断症状观察并评分直至７２ｈ
［１２］，统计戒断症状

评分，每日称取重量，与对照组相比较，狋检验差异的显著性。

１．３．３　对照组及造模组脑切片情况（光镜下情况）　上述各组

大鼠处死，脑组织切片，ＨＥ染色，光镜下观察对比切片情况。

１．４　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，

计算各组戒断后的体质量变化百分率、催促戒断各组惊厥百分

率、自然戒断各组戒断症状评分，计量资料以狓±狊表示，采用狋

检验，计数资料采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

采用上述掺食法建立大鼠苯巴比妥成瘾模型，分别采用催

促戒断、自然戒断两种方法进行模型检验，表明该方法能成功

用于建立大鼠苯巴比妥成瘾模型，方法简便可行，造模过程中

未发生大鼠死亡。

２．１　大鼠苯巴比妥成瘾模型催促戒断法模型检验结果　催促

戒断组的惊厥发生率为６０％，明显高于对照组（犘＜０．０５），见

表１。催促戒断组的体质量明显下降，至７２ｈ仍没恢复，与对

照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表１　　大鼠注射ＩＮＨ后惊厥情况

组别 合计 未惊厥 惊厥 惊厥率（％）

对照组 ２０ ２０ ０ ０．００

催促戒断组 ２０ １２ ８ ６０．００

表２　　大鼠催促戒断后体质量变化情况（狓±狊，％）

戒断后 对照组 催促戒断组

２４ｈ ０．５８±１．４８ －２．０６±１．８５

４８ｈ －０．７１±１．２９ －５．１１±２．４４

７２ｈ ０．１６±１．９４ －４．３２±２．６９

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．２　掺食法大鼠苯巴比妥成瘾模型自然戒断法进行模型检验

结果　戒断后第１６小时开始模型组有大鼠出现戒断症状，如

兴奋不安、嘶叫、流涎、稀便、竖毛、颤抖、四肢乱抓。２４～４８ｈ

症状出现到达顶峰，开始出现阵发性惊厥，呼吸急促，四肢痉

挛，全身皮肤发白，牙关打颤，个别大鼠出现强直性阵挛甚至死

亡（图１～３）。４８～７２ｈ症状稍有减轻，体质量下降尤为明显，

至７２ｈ仍未恢复。自然戒断组２４～７２ｈ的戒断症状评分（标

准见表３）与对照组差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表４，体

质量减轻与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表５。

图１　　大鼠兴奋、挣扎

图２　　大鼠阵发惊厥、跌倒

图３　　大鼠强直惊厥

表３　　大鼠戒断症状评分标准

等级 分数 症状

没有 ０ 无明显症状

轻微 １ 亢奋；厌食

中等 ２ 多汗；激烈震颤；体质量减轻（＜１０％）

严重 ３ 阵挛性惊厥；体质量减轻（＞１０％）

极其严重 ４ 强直性惊厥；死亡

　　：本文评分标准参考文献［１２］。

２．３　成瘾大鼠脑切片情况　大鼠苯巴比妥成瘾，与脑细胞的

凋亡相关联［６］，一般认为大鼠对苯巴比妥的依赖性越强，其额
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叶脑细胞凋亡数目占额叶脑细胞总数比例越高，将上述大鼠进

行断头取脑额叶部位，切片 ＨＥ染色，可观察到对照组与模型

组对比脑细胞形态的变化［９，１３］。对照组：脑细胞形态完好，细

胞核清晰可见，胞质颜色正常（图４）造模组：细胞体积小，胞质

浓缩，核染色质以不同形式凝聚：有的凝聚于核膜之下；有的呈

典型的新月形；有的凝聚成一大块或几小块占据整个核区（图

５、６）。

表４　　大鼠自然戒断评分（狓±狊，狀＝２０）

时间 对照组 自然戒断组

８ｈ ０．０５±０．２２ ０．１５±０．３７

１６ｈ ０．１０±０．３１ ０．３５±０．４８

２４ｈ ０．０５±０．２２ １．１５±０．６７

３２ｈ ０．１０±０．３１ １．８０±０．６９

４０ｈ ０．０５±０．２２ ２．８９±０．６９

４８ｈ ０．００±０．００ ３．３１±０．６６

５６ｈ ０．１５±０．３６ ３．０３±０．８４

６４ｈ ０．１０±０．３１ １．９４±０．８７

７２ｈ ０．０５±０．２２ １．７２±０．７５

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

表５　　大鼠自然戒断后体质量变化情况（狓±狊，％）

戒断后 对照组 自然戒断组

２４ｈ ０．０８±１．４１ －４．５９±１．０７

４８ｈ ０．７１±１．６２ －９．１６±２．９８

７２ｈ ０．３３±１．９７ －７．９９±３．０６

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

图４　　对照组脑细胞 ＨＥ染色切片（×２００）

图５　　催促模型组脑细胞 ＨＥ染色切片（×２００）

图６　　自然戒断组脑细胞 ＨＥ染色切片（×２００）

３　讨　　论

戒断反应是药物成瘾的明显特征之一，指停止使用药物或

减少使用剂量或使用拮抗剂占据受体后所出现的特殊的心理

症候群，其机制是由于长期用药后，突然停药引起的适应性反

跳，症状是出现反跳性的兴奋性升高。苯巴比妥是一种在临床

使用广泛，成瘾性较大的催眠镇静抗癫痫药，本身有中枢神经

系统抑制作用，能够提高惊厥的发作阈值［１２］。然而长期使用

该药后忽然停药，却会导致包括自发性的惊厥在类的戒断症状

出现。在苯巴比妥模型建立过程中，停药戒断后的亢奋、厌食、

多汗、体质量减轻、自发性惊厥等症状可以作为动物身体依赖

的观察指标，也可以根据程度的不同用来划分戒断症状的严重

等级。

本试验动物用药起始剂量（７５ｍｇ／ｋｇ）为结合临床，以

ＭｅｅｈＲｕｂｎｅｒ公式即人与大鼠间药物剂量体表面积换算关系

为依据［７］，并参考相关动物试验［４６］及前期试验［８９］的用药剂量

而定，此剂量会在一定程度上对大鼠造成轻微的中枢抑制，但

一般不会造成严重的中枢而抑制影响活动进食。每日早上用

少量食物粉末混合药物粉末，密切观察大鼠，保证全部食物及

药物均完全摄入大鼠体内，从而有效避免大鼠因为进食饮水习

惯导致的药物未完全摄入体内。待大鼠吃光后再给予剩余的

正常粉末食物。在掺食法造模过程中需注意的是：初期给药期

间如果出现大鼠中枢抑制极其严重已经不能正常进食可以略

微减少给药的剂量再逐渐递增，在计算催促戒断的惊厥率的时

候，只奔跑未倒地和奔跑倒地的动物，均应一并计算惊厥发

生率。

与现有的灌胃法和腹腔注射法相比，掺食法建立苯巴比妥

依赖模型的优势在于可以让大鼠以最自然的方式摄入药物，灌

胃法导致的食道损伤和腹腔注射法导致的局部感染溃疡等问

题都可以避免，可以更好地模拟患者平时长期服用药物形成的

药物依赖，大大减少实验动物在实验过程中的死亡数量（采用

文献报道方法灌胃法造苯巴比妥成瘾大鼠模型时发现该方法

操作要求较高，动物死亡数较多，且造模历时较长，由于病死率

高的原因模型成型率较低）；而与现有文献的掺食法需要造模

时间１０～１２周相比，本法将大鼠的初始摄药剂量略微增加，加

大了药物的递增梯度剂量，以起始剂量７５ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１开

始用药（以出现中枢抑制状态为标志［５］）直至剂量高达２１０

ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，造模时间仅仅为４５ｄ，除戒断检验模型时有

大鼠出现惊厥死亡外，造模过程中无大鼠死亡，在第３３天用催

促戒断的方式验证成瘾模型制造进展，４５ｄ就可以观察到自

６２９４ 重庆医学２０１４年１２月第４３卷第３６期



然戒断症状，与以往文献相比较，最终成型的模型在相同的时

间段均能观察到相似的戒断症状和体质量减轻情况。多年的

研究表明药物滥用对大脑有损伤，药物滥用导致的成瘾是一种

脑疾病，Ｃａｄｅｔ等
［１４］将药物成瘾造成的脑细胞丧失与细胞凋亡

机制联系在一起，认为药物成瘾的神经损伤是由激活调控细胞

凋亡的分子机制引起的。本实验中造模组大鼠脑切片图显示：

造模组大鼠脑细胞呈现明显的凋亡改变，符合成瘾大鼠脑细胞

改变情况，进一步表明造模成功。

近期研究发现，成瘾不仅有关于脑细胞的凋亡调控［１５］，而

且与学习和记忆也密切相关［１６］，本造模法建立的苯巴比妥成

瘾模型所造成的身体依赖结果可靠，重复性好，可以成为成瘾

脑细胞凋亡调控与成瘾学习记忆能力研究的基础。
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的斑块形态与人类斑块的早期病变相接近，更适合做ＡＳ发生

早期机制的研究；加强对临床 ＡＳ发病机制的研究，结合临床

发病机制及病变特点，建立更加符合人类ＡＳ特点的动物模型

对ＡＳ的诊断、治疗及预防具有重大的意义
［７］。
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