
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ａｐｒ；２８（４） ·３８５　　 ·

·论　著·
戒断对吗啡依赖小鼠自发活动及场景性恐惧条件化表达的影响
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［摘要］　目的：研究不同戒断期对吗啡依赖小鼠自发活动及场景性恐惧条件化表达的影响。方法：以剂量递增法连续皮下

注射（ｓｃ）盐酸吗啡７ｄ建立吗啡依赖小鼠模型，随机分成吗啡戒断１ｄ、吗啡戒断７ｄ、吗啡戒断２１ｄ组，并设立生理盐水戒断

１、７、２１ｄ组作为对照，每组１２～１３只。戒断后采用旷场实验观察小鼠自发活动（检测穿梭格数、直立次数、理毛时间、中央区

活动时间、进入中央次数及外周时间等指标）；随后对小鼠进行场景性恐惧条件化，并于２４ｈ后进行恐惧反应（僵直）的检测。

结果：与生理盐水对照组相比，吗啡戒断１ｄ、７ｄ组小鼠的水平活动度（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１）和进入中央区次数（Ｐ＜０．００１，

Ｐ＜０．０５）明显降低；戒断１ｄ组小鼠垂直运动也显著下降（Ｐ＜０．００１）；吗啡戒断１ｄ组的理毛行为增加（Ｐ＜０．０５）；但各吗啡

戒断组的中央区、外周活动时间无显著差异。吗啡处理还选择性损害了戒断１ｄ组小鼠的场景性恐惧条件化表达（Ｐ＜０．０５）。

结论：戒断早期降低了吗啡依赖小鼠部分自发活动，同时损害了场景性恐惧条件化表达。
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　　慢性吗啡处理可导致成瘾，并引起大脑结构与
功能的不可逆改变，对人类造成严重威胁。然而治
疗成瘾效果甚微，每年阿片类药物用药人数有增无
减。其中一个重要因素与停药后（戒断）所出现厌恶
性躯体、情感及认知功能障碍有关。因此，探究慢性
吗啡处理及戒断所导致的行为、神经生物学改变将
有助于治疗阿片类药物成瘾。

　　早期实验证实，在研究慢性吗啡处理及其戒断
对大鼠焦虑行为影响过程中，高架十字迷宫模型缺
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乏有效性［１］。另有研究表明，吗啡处理５ｄ后，戒断

１ｄ使自发活动轻度下降，戒断３、５ｄ时自发活动没
有显著变化［２］。然而利用旷场实验研究戒断期间动
物焦虑样行为变化，以及长期戒断对自发活动影响，
目前尚无文献报道。尼古丁戒断可导致人类认知功
能缺乏［３］；且动物实验也表明，慢性尼古丁处理后的
戒断导致水平运动活性下降，同时损害了小鼠场景性
恐惧条件化［４］；另外，慢性吗啡处理损害了戒断１ｄ和
戒断７ｄ后的单次电击模式下场景性恐惧条件化表
达，而对戒断２１ｄ的没有影响［５］。但目前尚未见多次
电击模式下戒断对恐惧条件化表达影响的报道。

　　本研究首先利用旷场实验检测不同戒断期对小
鼠自发活动的影响；随后采用多次电击模式建立恐
惧条件化，探讨不同戒断期对场景性恐惧条件化表
达的影响。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　动物　雄性昆明小鼠７２只，体质量３０～３５
ｇ，由南华大学实验动物中心提供，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（湘）２００３０００９。实验前动物放在动物房内适
应３ｄ，每天抓取１次。室温２５～２６℃，整个实验过
程中自由饮水及摄食。

１．１．２　装置　自发活动实验箱（上海吉量软件科技
有限公司生产）：４０ｃｍ×４０ｃｍ×４０ｃｍ，箱底分成

１６个面积为１０ｃｍ×１０ｃｍ 小格。恐惧条件化装
置：４０ｃｍ×４０ｃｍ×４０ｃｍ实验箱，地板由２５根直
径５ｍｍ铜杆平行排列组成，并通过导线与电脑相
连，电刺激强度、频率由电脑程序控制。两种实验箱
都配有视频采集系统，可对实验过程进行同步录像。
装置放在隔音室内。

１．１．３　药品　盐酸吗啡注射液：沈阳第一制药厂产
品，批号：Ｈ２１０２２４３６。

１．２　方法

１．２．１　小鼠吗啡依赖模型的建立　将动物随机分为

６组：吗啡戒断１ｄ组、吗啡戒断７ｄ组、吗啡戒断２１ｄ

组、生理盐水戒断１ｄ组、生理盐水戒断７ｄ组和生理
盐水戒断２１ｄ组，每组１２～１３只。吗啡组皮下注射
（ｓｃ）盐酸吗啡稀释液，每天２次（８：００，２０：００），连续６
ｄ，第７天，上午８：００注射１次，递增式剂量（单位：

ｍｇ·ｋｇ－１）：１０，２０；２０，３０；３０，４０；４０，５０；５０，６０；６０，７０；

７０［６７］。生理盐水组注射等体积的生理盐水，其他步
骤同。末次给药２４ｈ后观测戒断症状：１５ｍｉｎ内湿
狗样抖动、跳跃和打洞（逃避反应）次数；１５ｍｉｎ内各
组出现上睑下垂、腹泻和前爪颤的动物数；戒断２４ｈ
前后体质量变化［８］。戒断症状评分参考文献［９］。

１．２．２　自发活动检测　戒断１ｄ、戒断７ｄ、戒断２１
ｄ组分别于末次给药后的ｄ１、ｄ７、ｄ２１进行自发活动
检测。实验时将单只小鼠放于箱底中央，录像４０
ｍｉｎ。记录４０ｍｉｎ内小鼠的穿梭格数（个），直立次
数（次），理毛时间（秒），中央区活动时间（秒），进入
中央区次数（次）和外周活动时间（秒）。

１．２．３　恐惧条件化及僵直行为检测　戒断１ｄ、戒
断７ｄ、戒断２１ｄ组分别于末次给药后的ｄ１、ｄ７、ｄ２１
进行恐惧条件化。实验时将小鼠放在铜杆地板上，
接受８次不可逃避的足部电击，电流强度０．５ｍＡ，
间隔（４０±２０）ｓ，前２ｍｉｎ没有电击，总时间１０ｍｉｎ
左右。２４ｈ后将动物再次置于与接受电击完全相同
的实验装置中，不予电击，观察１０ｍｉｎ并录像。记
录１０ｍｉｎ内的僵直时间。僵直的判断标准：除呼吸
相关运动以外，动物所处的静止状态。

１．３　统计学处理　各组数据均以珚ｘ±ｓ表示，并用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件做组间ｔ检验和方差分析
（ＡＮＯＶＡ）。

２　结　果

２．１　戒断症状　如表１所示，戒断２４ｈ后，吗啡组
动物的戒断症状：湿狗样抖动、跳跃次数，各组出现
上睑下垂、腹泻和前爪颤的动物数与对照组比较都
有显著性增高（Ｐ＜０．０５）；同时，体质量下降的数值
也显著多于生理盐水对照组（Ｐ＜０．００１）。由此可
知，本实验所建立的吗啡依赖模型是成功的。

表１　吗啡依赖小鼠的戒断症状

Ｔａｂ１　Ａｂｓｔｉｎｅｎｃｅｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｍｏｒｐｈｉｎｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｉｃｅ
（ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｉｍｅ

Ｊｕｍｐｉｎｇ Ｗｅｔｄｏｇｓｈａｋｅｓ Ｅｓｃａｐｅｄｉｇｇｉｎｇ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｓｐｏｎｓｉｎｇａｎｉｍａｌｓ
Ｐｔｏｓｉｓ Ｄｉａｒｒｈｅａ Ｆｏｒｅｐａｗｔｒｅｍｏｒ

Ｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓ
（ｍ／ｇ）

Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．３３±０．１６ ０．６６±０．１８ ０．４４±０．２０ ０／８　 ０／８ 　 ０／８ 　 ０．２２±０．１２
Ａｂｓｔｉｎｅｎｃｅ １２．７４±２．２９ ９．０４±１．２５ ０．５０±０．２６ ５／８ ７／８ ７／８ ０．６１±０．３０

　Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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２．２　自发活动结果　慢性吗啡处理与各自生理盐
水组相比，穿梭格子数在戒断１ｄ、７ｄ组显著降低
（Ｐ＜０．００１或＜０．００１）；戒断２１ｄ时差异无统计学
意义。而且，随着戒断期的延长，慢性吗啡处理动物
穿梭格子数呈线性增高，说明随着戒断期的延长，水
平活动度逐渐恢复（图１Ａ）。吗啡戒断１ｄ组小鼠
直立行为与生理盐水对照组间相比有显著差异

（Ｐ＜０．００１）；而吗啡戒断７ｄ和戒断２１ｄ组两者之

间无显著差异（图１Ｂ）。理毛行为只有在戒断１ｄ
时，吗啡戒断组明显多于生理盐水对照组（Ｐ＜
０．０５，图１Ｃ）。进入中央区次数，吗啡戒断１ｄ、戒断

７ｄ组明显低于生理盐水对照组（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜
０．０５）；而吗啡戒断２１ｄ组与生理盐水对照组无显
著差异（图１Ｄ）。外周活动时间和中央区活动时间
在吗啡戒断组与生理盐水对照组间无显著差异（图

１Ｅ、１Ｆ）。

图１　不同戒断期后的自发活动比较

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｄｒａｗａｌｐｅｒｉｏｄ
Ａ：Ｃｒｏｓｓｉｎｇ；Ｂ：Ｒｅａｒｉｎｇ；Ｃ：Ｇｒｏｏｍｉｎｇ；Ｄ：Ｔｉｍｅｓｏｆｃｅｎｔｅｒｅｎｔｒｉｅｓ；Ｅ：Ｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌａｒｅａ；Ｆ：Ｔｉｍｅｓｐｅｎｔｉｎｃｅｎｔｅｒａｒｅａ；Ｐ＜

０．００１，Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

２．３　场景性恐惧条件化表达　吗啡戒断１ｄ组僵直
百分比显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；吗啡戒断７ｄ和
戒断２１ｄ组对比对照组无显著差异（图２）。吗啡戒
断组场景性恐惧条件化后的僵直百分比呈线性升高。
经双因素方差分析，药物处理（吗啡或生理盐水）存在
显著主效应［Ｆ（１，８３）＝６．９８３，Ｐ＜０．０１）；但药物处理与
戒断期间不存在显著的交互效应［Ｆ（２，８３）＝０．７２７］。

３　讨　论

　　本实验的主要发现是慢性吗啡处理后戒断降低
了小鼠自发活动，表现为穿梭格子数和直立次数减
少，进入中央区次数减少。这说明戒断不仅导致水平
运动活性和探究行为能力降低，同时还增加了受试动
物的恐惧焦虑感。至于戒断初期（戒断１ｄ）理毛时间
增多，则是戒断初期戒断症状的一种显著表现指标。
另外，实验还发现戒断期延长（７ｄ或２１ｄ）时，戒断组

与对照组间的差异减少，甚至消失。在利用恐惧条件
化模型检测戒断对学习记忆能力影响的实验中，发现
类似的变化曲线，即戒断１ｄ时僵直时间显著低于对照
组，至７ｄ、２１ｄ时已无显著差异，且表现为上升曲线。

图２　不同戒断期后僵直行为

Ｆｉｇ２　Ｆｒｅｅｚｉｎｇｂｅｈａｖｉｏｒａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｄｒａｗａｌｐｅｒｉｏｄｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ
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　　旷场实验是观察动物自然状态下活动状况的动
物模型，目前广泛用于评价药物对机体精神神经系
统的影响（例如兴奋性、抑制性）。从本实验结果：对
比对照组，戒断１ｄ、戒断７ｄ时进入中央区次数降
低，而戒断２１ｄ时无差异，证实旷场实验可以作为
研究阿片戒断对焦虑样行为影响的有效模型。而先
前实验表明利用高架十字迷宫并不能有效检测戒断

对焦虑行为的影响［１］，再次说明两种模型涉及不同
的神经机制。

　　另外，本实验结果表明戒断早期（１ｄ、７ｄ）吗啡
组水平活动度降低，表现为穿梭格子数下降，这似乎
与戒断早期（１ｄ）吗啡组动物僵直时间百分比显著
下降矛盾。然而，事实并非如此，通过对实验录像的
分析，实验人员发现戒断早期吗啡组动物水平活动
度下降并没有导致僵直行为的升高，而是将更多的
时间用于其他行为表现。实验结果中戒断１ｄ时吗
啡组动物理毛时间显著增多，就是很好的证据。戒
断７ｄ时尽管对比对照组无显著差异，依然表现为
理毛时间增多。

　　关于不同戒断期对慢性吗啡处理动物僵直行为
的影响，本实验结果表明只有戒断１ｄ时显著损害
了吗啡组场景性恐惧条件化表达，而 ＭｃＮａｌｌｙ等［５］

研究表明戒断１ｄ和戒断７ｄ都显著损害了恐惧的
表达，这种差异有可能是由动物品系（大、小鼠）、慢
性给药方式和药物剂量、恐惧条件化模式（单次、多
次电击）等方法学上的差异引起的。

　　大量研究表明，慢性吗啡处理及其戒断可导致
神经元的损毁及神经可塑性的改变［１０］，长期戒断导
致ＮＡｃ壳核中的中等棘突神经元和前额叶及顶叶
锥体细胞的树突数量及其分支减少和海马中某些亚

结构受损。同时，慢性吗啡处理及其戒断还可从细
胞、分子水平导致许多信号通路及相关分子的改变，
如慢性吗啡处理后的ｃＡＭＰ系统的适应性上调［１１１２］，
大脑皮质和纹状体中 ＭＥＫ１／２磷酸化水平改变［１３］，
内源性阿片受体的去敏感化和内化［１４］。另外，吗啡处
理后的戒断可改变中枢神经系统中成瘾相关脑区（如

ＶＴＡ，ＮＡｃ，Ｌｃ）中的胞外神经递质浓度，包括多巴胺
（ＤＡ）、５羟色胺（５ＨＴ）浓度下降，去甲肾上腺素
（ＮＥ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）升高等［２，１５１６］。因此，从细胞分子
水平探讨戒断对自发活动及恐惧条件化作用机制，将
更有利于阐明阿片类成瘾的神经机制，这也是本实验
室下一步的工作重点。
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［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＭｅｄ，２００４，５５：１１３１３２．
［１３］ＡｓｅｎｓｉｏＶＪ，ＭｉｒａｌｌｅｓＡ，ＧａｒｃｉａＳｅｖｉｌｌａＪＡ．Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉ

ｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅｓ（ＭＥＫ１／２）ｂｙμ，δａｎｄ

κｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔｓｉｎｔｈｅｒａｔｂｒａｉｎ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙｃｈｒｏｎ
ｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅａｎｄｏｐｉｏｉｄｗｉｔｈｄｒａｗａｌ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００６，

５３９（１２）：４９５６．
［１４］ＰｅｉＧ，ＫｉｅｆｆｅｒＢＬ，ＬｅｆｋｏｗｉｔｚＲＪ，ｅｔａｌ．Ａｇｏｎｉｓｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｏｕｓｅｄｅｌｔａｏｐｉｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ：ｉｎｖｏｌｖｅ
ｍｅｎｔｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅｓｂｕｔｎｏｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＣ［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，１９９５，４８：１７３１７７．

［１５］ＧｕｏＭ，ＸｕＮＪ，ＬｉＹＴ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｉｎｅｍｏｄｕｌａｔｅｓｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｒｅｌｅａｓｅｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ａｒｅａｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
Ｌｅｔｔ，２００５，３８１（１２）：１２１５．

［１６］ＳｅｐｕｌｖｅｄａＭＪ，ＨｅｒｎａｎｄｅｚＬ，ＲａｄａＰ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｅｃｉｐｉ

ｔａｔｅｄｗｉｔｈｄｒａｗａｌｏｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄａｓｐａｒｔａｔｅｉｎ

ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｃｃｕｍｂｅｎｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃａｌｌｙｍｏｒｐｈｉｎｅｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓ：ａｎ

ｉｎｖｉｖｏ ｍｉｃｒｏｄｉａｌｙｓｉｓｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＢｉｏｃｈｅｍ Ｂｅｈａｖ，

１９９８，６０：２５５２６２．
［收稿日期］　２００６１１１０　　 ［修回日期］　２００７０３０６
［本文编辑］　尹　茶


