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可卡因苯丙胺调节转录肽蛋白疫苗在吗啡镇痛及其耐受中的作用
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第二军医大学基础部神经生物学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：检测可卡因苯丙胺调节转录肽（ＣＡＲＴ）蛋白疫苗在吗啡镇痛及其耐受中的作用。方法：利用基因克隆技术

构建ｐＧＥＸ４Ｔ３ＣＡＲＴ５５１０２表达质粒，通过谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）亲和层析法纯化出ＧＳＴＣＡＲＴ蛋白。实验分为６组：空

白对照组，生理盐水组，ＧＳＴ＋弗氏佐剂组，ＣＡＲＴ蛋白疫苗５μｇ组、１０μｇ组和２０μｇ组，免疫两次后热板法对各组进行痛反

应检测。皮下注射６ｍｇ／ｋｇ吗啡进行镇痛效应检测，计算最大镇痛效应百分率（ＭＰＥ％）。随后建立吗啡耐受模型，并于末次

给药１２ｈ后皮下注射６ｍｇ／ｋｇ吗啡进行耐受效应检测。结果：ＣＡＲＴ蛋白疫苗本身对基础痛阈没有影响（Ｐ＞０．０５）。１０μｇ
ＣＡＲＴ蛋白疫苗组显著降低了吗啡镇痛效应（Ｐ＜０．０５）。对比生理盐水组，疫苗组显示出抗耐受的潜力，其中１０μｇ组

ＭＰＥ％增高具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。结论：ＣＡＲＴ蛋白疫苗本身对痛反应没有影响，但削弱了吗啡的镇痛效应，同时对吗

啡镇痛耐受具有拮抗作用。
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　　可卡因苯丙胺调节转录肽 （ｃｏｃａｉｎｅａｍｐｈｅｔａ
ｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ，ＣＡＲＴ），是一种表达受
到可卡因和苯丙胺调节的多肽［１］。ＣＡＲＴ肽是一种
新型的肽类神经递质或调质，在摄食、应激、感觉信
息的加工处理、内分泌、生物节律及药物依赖等多种
生理过程发挥重要作用［２４］。近年来研究发现

ＣＡＲＴ肽在调制疼痛的过程中具有重要作用。然
而，ＣＡＲＴ肽参与疼痛调制作用的行为学研究结果
不完全一致。脊髓鞘内注射ＣＡＲＴ５５１０２，剂量依赖
性缩短了小鼠热板试验舔足潜伏期，提示ＣＡＲＴ可
能具有致痛敏的作用［５］。另有研究表明侧脑室注射

ＣＡＲＴ５５１０２，鼠源性ＣＡＲＴ４２８９、ＣＡＲＴ４９８９，可剂量依
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赖性延长小鼠的缩足潜伏期［６７］，说明ＣＡＲＴ具有
镇痛作用。

　　吗啡具有镇痛作用，广泛应用于临床疼痛的治

疗，但是重复用药可产生耐受和依赖。Ｄａｍａｊ等
［８］

研究发现，脊髓鞘内先注射ＣＡＲＴ５５１０２，后鞘内或同

时皮下注射吗啡，ＣＡＲＴ 肽能够增强吗啡的镇痛

作用。　　　　

　　以上研究显示ＣＡＲＴ可能参与了痛觉的调制

和吗啡镇痛的调节，但其作用机制目前尚不清楚。

有研究表明，改变内源性ＣＡＲＴ肽水平可引起某些

脑区中μ阿片受体水平的变化
［９］，慢性吗啡处理可

导致下丘脑视上核 （ＳＯＮ）和室旁核 （ＰＶＮ）中

ＣＡＲＴｍＲＮＡ表达上调［１０］，提示内源性ＣＡＲＴ系

统与内源性阿片系统之间可能存在相互调节关系。

改变中枢内源性ＣＡＲＴ肽水平是否可以影响吗啡

镇痛或调节吗啡诱导的痛觉耐受，目前尚无相关文

献报道。本研究的实验目的是通过皮下注射ＣＡＲＴ
蛋白疫苗降低中枢内源性ＣＡＲＴ肽水平，观察其在

痛觉调节、吗啡镇痛和吗啡耐受中的作用。

１　材料和方法

１．１　细菌菌种、质粒　Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）（Ｎｏｖｅｇ
ｅｎ）。ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＣＡＲＴ 质粒，ｐＧＥＸ４Ｔ３载体由

第二军医大学基础部神经生物学教研室提供。

１．２　实验动物　雌性昆明种小鼠６０只，体质量

２０～２５ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。实

验前动物在动物房内适应３ｄ，每天抓取１次。室温

（２２±２）℃，整个实验过程中自由饮水及摄食。

１．３　仪器和试剂　热板测痛仪，美国 ＭＥＤ公司产

品。酶标仪，ＢｉｏＲａｄｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒｍｏｄｅｌ６５０，

美国伯乐公司产品。盐酸吗啡：青海制药厂生产，用

ｐＨ３．５～４．０的生理盐水配制。限制性内切酶

ＢａｍＨⅠ酶和ＳａｌⅠ酶为ＴａＫａＲａ公司产品。弗氏
佐剂：Ｓｉｇｍａ 公 司 产 品。ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄａｎｔｉ

ｍｏｕｓｅＩｇＧ购自上海华舜生物工程有限公司。ＴＭＢ
试剂购自Ｐｉｅｒｃｅ公司。其他分析纯试剂均为市售。

１．４　ＣＡＲＴ５５１０２蛋白疫苗的制备　从 ＧｅｎＢａｎｋ上

检索到大鼠短的ＣＡＲＴ全长基因序列，用ＤＮＡＳｔａｒ
（ＤＮＡＳｔａｒ，Ｉｎｃ．）计算机程序按照引物设计基本原

则设计相关引物，送生物公司合成。上游引物 Ｔｍ
为６３．９℃，下游 Ｔｍ 为 ６５．３℃，ＧＣ 百分比为

５４．５％，上游引物引入ＢａｍＨⅠ酶切位点，下游引物

引入ＳａｌⅠ酶切位点，在ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＣＡＲＴ质粒上

扩增出ＣＡＲＴ５５１０２片段 。

　　获得的ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，切割下

目的条带，并进行胶回收。将胶回收产物以及

ｐＧＥＸ４Ｔ３载体用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ 酶和

ＳａｌⅠ酶双酶切，胶回收片段和载体，用 Ｔ４ＤＮＡ连

接酶连接。连接产物转化入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）

菌株，挑取单克隆，菌落ＰＣＲ鉴定，筛选阳性克隆，

测序，谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）亲和层析方法纯化

蛋白，以ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析方法鉴定

蛋白。

　　将纯化出的蛋白用生理盐水稀释成合适的浓

度，弗氏佐剂和蛋白溶液等体积混合，用注射器或震

动混合器充分混合成油包水抗原乳剂。取１滴滴于

水面（４～８℃）上，若不散开且保持滴状，即可

使用。　　　　　

１．５　基础痛阈检测　热板测痛仪温度设定为

５５℃，１０ｍｉｎ后（使装置预热）开始实验。检测时将

单只小鼠放入热板上的透明器皿中（无底，有顶盖）。

动物一旦接触热板，便开始计时。动物在热刺激下，

经过一段时间会本能的舔后足，一旦出现这一动作，

计时停止。动物在３０ｓ内仍未出现舔足动作时，则

将其取出，以免灼伤，且舔足潜伏期记为３０ｓ［１１１２］。

实验过程中测痛仪热板表面保持干燥，无排泄物。

实验在隔音室中进行，室温保持在２１℃左右。以

１０～３０ｓ为标准筛选动物。

１．６　动物分组及免疫　将筛选后的动物随机分为

空白对照组、生理盐水组、ＧＳＴ＋ 弗氏佐剂组、

ＣＡＲＴ蛋白疫苗５μｇ组、１０μｇ组和２０μｇ组，每组

９只。并对５μｇ组、１０μｇ组和２０μｇ组进行尾静脉

取血，分离血清备用。首次免疫，完全弗氏佐剂和

ＧＳＴＣＡＲＴ５５１０２蛋白溶液等体积混匀乳化，采用背

部皮下多点注射，按０．０１ｍｌ／ｇ给药，各组分别注射

生理盐水、ＧＳＴ蛋白（含２０μｇＧＳＴ）＋弗氏佐剂、３
种剂量ＣＡＲＴ蛋白疫苗。免疫２周后进行第二次

取血，分离血清备用，并加强免疫１次（用不完全弗

氏佐剂配制疫苗，剂量和方法同第一次）。加强免疫

１周后，再次测痛，结果用最大镇痛效应百分率

（ＭＰＥ％）表示，计算公式：ＭＰＥ％＝［（给药后痛

阈－基础痛阈）／（３０－基础痛阈）］×１００％。取血分

离血清备用。

１．７　ＥＬＩＳＡ 法 检 测 抗 体 效 价 　 用 １μｇ／ｍｌ

ＣＡＲＴ５５１０２多肽包被ＥＬＩＳＡ板，以ＨＲＰ标记的羊抗
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鼠ＩｇＧ为二抗，采用间接ＥＬＩＳＡ法检测抗血清的

效价。

１．８　吗啡镇痛效应检测　空白对照组皮下注射等

体积的生理盐水，其他各组分别皮下注射６ｍｇ／ｋｇ
（０．０１ｍｌ／ｇ）的吗啡溶液。３０ｍｉｎ后进行镇痛效应

检测。方法和条件都同于基础痛阈的检测。

１．９　吗啡耐受模型的建立及耐受检测　空白对照

组给予等体积 ＮＳ，其他各组分别皮下注射３０ｍｇ／

ｋｇ（０．０１ｍｌ／ｇ）吗啡溶液，一日３次（８：００，１４：００，

２０：００），连续３ｄ。第４日上午８：００采用热板测痛

仪检测吗啡镇痛耐受效应：各组分别皮下６ｍｇ／ｋｇ
（０．０１ｍｌ／ｇ）的吗啡溶液，３０ｍｉｎ后进行痛反应

检测。

１．１０　统计学处理　数据均以珚ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ

１１．０统计软件进行方差分析，组间比较用ＬＳＤ 分

析，以Ｐ＜０．０５作为显著性差异的标志。

２　结　果

２．１　效价测定　首次免疫２周后平均抗血清效价

达１１０００以上，加强免疫１～２周后平均抗血清

效价达１１００００，说明ＧＳＴＣＡＲＴ５５１０２蛋白疫苗具

有良好的免疫原性。ＣＡＲＴ蛋白疫苗５μｇ组、１０

μｇ组、２０μｇ组抗体效价比较：１０μｇ＞２０μｇ＞５μｇ
（图１）。

图１　１１０００（Ａ）及１１００００（Ｂ）稀释时各疫苗组不同时间段的Ｄ值比较

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤｖａｌｕｅｓｉｎｖａｃｃｉｎｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｗｈｅｎｄｉｌｕｔｅｄａｔ１１０００（Ａ）ｏｒａｔ１１００００（Ｂ）
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ５μｇｇｒｏｕｐ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｈｅｂｏｏｓｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ．ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．２　ＣＡＲＴ疫苗对痛反应的影响　加强免疫１周

后实验各组痛阈的变化，经单因素方差分析，各组间

不存在显著性差异（Ｐ＞０．０５），ＧＳＴ＋弗氏佐剂组

ＭＰＥ％（－１０．７５）与空白组（１．６９）比有所降低，但

无显著性差异（Ｐ＞０．０５），表明初次和加强免疫对
小鼠的基础痛阈无明显影响。

２．３　ＣＡＲＴ蛋白疫苗对小鼠吗啡镇痛的影响　在

建立耐受模型前，检测６ｍｇ／ｋｇ吗啡的镇痛作用，与

空白对照组相比较，除ＣＡＲＴ蛋白疫苗１０μｇ组外，

其他各组的 ＭＰＥ％都显著升高（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）；与生理盐水组比较，ＧＳＴ＋弗氏佐剂组、

ＣＡＲＴ蛋白疫苗５μｇ组和２０μｇ组 ＭＰＥ％差异没

有统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＣＡＲＴ蛋白疫苗１０

μｇ组的吗啡镇痛作用（ＭＰＥ％３７．９９），显著低于生

理盐水组（ＭＰＥ％９４．５１，Ｐ＜０．０５）。

２．４　ＣＡＲＴ蛋白疫苗对吗啡诱导的痛觉耐受的影

响　耐受模型建立后，６ｍｇ／ｋｇ吗啡的镇痛作用，与

空白对照组比较，实验各组ＭＰＥ％均显著下降（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）。与生理盐水组相比，ＧＳＴ＋弗氏

佐剂组、ＣＡＲＴ蛋白疫苗５μｇ组和２０μｇ组ＭＰＥ％
的变化无明显差异（Ｐ＞０．０５），而 １０μｇ组的

ＭＰＥ％显著增加（ＭＰＥ％：生理盐水组为－３３．７３，

１０μｇ组为７．８３，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　本实验结果表明，ＣＡＲＴ蛋白疫苗和免疫操作

对小鼠 ＭＰＥ％没有显著影响。对比空白组，ＧＳＴ＋
弗氏佐剂组 ＭＰＥ％值降低最明显，这可能是由于免

疫反应激活粒细胞、巨噬细胞和Ｔ细胞等免疫细胞

释放ＴＮＦα、ＩＬ１、ＩＬ６等致痛因子，所导致的痛觉

过敏［１３１４］。同时，相对 ＧＳＴ组，３种剂量的ＣＡＲＴ
疫苗组 ＭＰＥ％值呈现剂量依赖性增高，可能是由于

在ＧＳＴ和ＣＡＲＴ连接处有水解位点，在体内出现

部分水解，从而导致体内局部ＣＡＲＴ水平的升高，

而ＣＡＲＴ本身具有镇痛效应［６７］，从而拮抗了ＴＮＦ

α、ＩＬ１、ＩＬ６等致痛因子所产生的痛觉过敏效应。

　　对于ＣＡＲＴ肽在吗啡镇痛过程中作用，Ｄａｍａｊ
等［８］研究表明，利用甩尾动物模型，脊髓鞘内注射
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ＣＡＲＴ５５１０２，剂量依赖性增强了吗啡镇痛效应。且这

种增强效应可被非选择性阿片受体阻断剂纳洛酮所

逆转，进一步说明ＣＡＲＴ５５１０２在脊髓水平不直接干

预痛觉的传递，但能协同阿片类物质抑制疼痛信息

的传导，表明ＣＡＲＴ肽对阿片受体功能具有调节作

用。本实验结果显示，ＣＡＲＴ疫苗对吗啡镇痛作用

具有拮抗效应。中等剂量（１０μｇ组）时效应最强。

这与ＥＬＳＩＡ结果中该剂量组抗体滴度最高相吻合。

注射ＣＡＲＴ疫苗导致 ＣＡＲＴ抗体的产生，ＣＡＲＴ
抗体结合内源性ＣＡＲＴ肽，使其浓度降低，进而削

弱其对吗啡镇痛的协同作用，可能是ＣＡＲＴ疫苗对

抗吗啡镇痛的内在机制之一。

　　耐受实验结果表明，３ｄ的重复性吗啡处理，导

致显著的镇痛耐受。对比生理盐水组，疫苗组显示

出抗耐受的潜力，且１０μｇ组效应最强。有研究表

明ＩＣＶ注射抗ＣＡＲＴ抗体，可引起海马、尾状核等

脑结构中μ阿片受体的表达上调
［９］。受ＣＡＲＴ系

统激活的某些递质系统如阿片系统，在内源性

ＣＡＲＴ系统活性下降时（如注射抗ＣＡＲＴ抗体或本

实验中的注射ＣＡＲＴ疫苗），这些系统活性也会随

之下降，μ阿片受体的表达上调可能正是以一种代

偿的形式来抵消下降。这可能正是ＣＡＲＴ疫苗抗

吗啡镇痛耐受的机制之一。

　　总之，随着ＣＡＲＴ肽受体的鉴定及吗啡镇痛耐

受机制的深入研究，ＣＡＲＴ蛋白疫苗在吗啡镇痛、耐

受中的调节机制将最终得以阐明。
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