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吗啡对小鼠海马结构突触素表达及突触结构的影响

陈良富，柳　洁，李　莉，苏筱玲
（怀化医学高等专科学校组织学与胚胎学教研室，怀化４１８０００）

［摘要］　目的：研究吗啡对海马结构突触素（ＳＹＮ）表达的影响，为吗啡慢性中毒、成瘾和戒断症状的发生与治疗提供病理学

依据。方法：将２０只小鼠随机分成对照组和实验组，每组１０只。对照组每只小鼠每日皮下注射生理盐水０．１ｍｌ，实验组每

只小鼠每日皮下注射吗啡０．１ｍｌ（１ｍｇ）。注射３０ｄ后，将两组小鼠断头处死，开颅取出脑组织并制片。切片经免疫组织化学

ＳＰ法处理，光镜观察与照相，图像分析系统分析，最后行统计学处理。结果：在对照组，内嗅区、下托、齿状回的分子层和多形

层及海马的始层和辐射层均显黄色，有ＳＹＮ阳性表达，海马的腔隙分子层显淡黄色，有ＳＹＮ弱阳性表达，锥体细胞和颗粒细

胞的胞膜显黄色，呈ＳＹＮ阳性表达，海马结构的平均灰度值为１３２．８４±８．６７；下托和内嗅区内有阳性表达神经元，其均值为

（７．８０±１．０３）／ｍｍ２。在实验组，下托和齿状回多形层显黄色，有ＳＹＮ阳性表达，内嗅区及海马多形层、辐射层和腔隙分子层

显深黄色，有ＳＹＮ强阳性表达，锥体细胞和颗粒细胞的细胞膜显深黄色，呈ＳＹＮ强阳性表达，海马结构的平均灰度值为

１１６．２７±５．７０；下托和内嗅区内有强阳性表达神经元，其均值为（１１．９０±１．４５）／ｍｍ２。实验组的ＳＹＮ阳性神经元比对照组

多，ＳＹＮ的表达比对照组强（Ｐ＜０．０１）。海马结构呈毛玻璃状，细胞染色浅，其中可见较多固缩的细胞核与空泡。结论：吗啡

能促进海马结构内神经元的ＳＹＮ表达和凋亡，影响突触的结构和功能。
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　　突触素（ＳＹＮ，ｐ３８）在神经元胞体的粗面内质网
（ＲＥＲ）合成，广泛存在于突触前成分的突触小泡中，
是一种与突触结构和功能密切相关的膜蛋白。ＳＹＮ
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参与突触小泡的转运、导入和神经递质的释放，参与
突触小泡的再循环和突触的发生。ＳＹＮ不仅可以
作为突触小泡膜的分子标记，而且也可以作为突触
结构和功能的标志［１３］。ＳＹＮ与神经系统的发育、
学习、记忆、行为及多种神经系统疾病的发生有
关［４６］。近年，许多学者对吗啡慢性中毒、成瘾及戒断
症状与体征的发生进行了深入的研究，认为海马结构
的形态和功能改变是引起上述病理变化的原因之一。
有关吗啡慢性中毒、成瘾及戒断症状和体征的发生与
海马结构ＳＹＮ表达的关系，目前报道不多，是一个值
得深入研究的课题［７］。本研究通过免疫组化和图像
分析技术，详细观察了吗啡注射前、后海马结构内

ＳＹＮ的表达，分析了ＳＹＮ表达与海马结构神经通路
中突触传递的关系，旨在为吗啡慢性中毒、成瘾及戒
断症状的发生和治疗提供病理学依据。

１　材料和方法

１．１　实验试剂　一抗：ＭｏｕｓｅＡｎｔｉＳｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ
购于博士德生物工程有限公司；ＳＰ系列试剂盒：由
美国ＺＹＭＥＤ公司提供；ＤＡＢ：购于北京中杉金桥
生物技术有限公司。吗啡：针剂，１０ｍｇ／１ｍｌ，购于
沈阳第一制药厂。

１．２　动物分组及处理　取成年健康云南雄性小鼠

２０只，随机分成２组，每组１０只。第１组为对照组，
第２组为实验组。对照组每只小鼠每日皮下注射生
理盐水０．１ｍｌ，实验组每只小鼠每日皮下注射吗啡

０．１ｍｌ（１ｍｇ），连续用药３０ｄ。

１．３　检测方法　用药３０ｄ后将各组小鼠急性断头
处死，打开颅腔，取出脑，分别用４％多聚甲醛固定，
常规石蜡包埋，切片厚８μｍ，切片贴于经多聚赖氨
酸处理的载玻片上。采用免疫组织化学ＳＰ法和图
像分析法检测ＳＹＮ的表达，方法简述如下：切片脱
蜡至蒸馏水，经３％Ｈ２Ｏ２ 处理和微波抗原修复后，
用正常山羊血清封闭切片，滴加１２００稀释的一
抗；留下４张切片不加一抗，作为阴性对照片，３７℃
温箱中孵育３ｈ，其余步骤相同。ＰＢＳ冲洗３次，滴
加生物素化二抗工作液，室温下孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗３次，滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液，室温下
孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，滴加ＤＡＢ显色，蒸馏水
洗，苏木精复染，经两次无水乙醇脱水和二甲苯透明
后，中性树胶封片。用 ＭｏｔｉｃＢＡ４００／４５０显微镜观
察阴性对照片和海马结构并照相。镜下观，对照片
呈灰色或浅灰色，为ＳＹＮ阴性表达。以此为参照，
将淡黄色视为弱阳性表达，黄色视为阳性表达，深黄
色视为强阳性表达。用 ＭｏｔｉｃＩｍａｇｅｓａｄｖａｎｃｅｄ３．２

图像分析系统对海马结构进行图像分析，求出每只
小鼠海马结构各部的图像灰度平均值，选择下托锥
体细胞层与内嗅区皮质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ层的细胞密集区，
计数每平方毫米内的ＳＹＮ阳性神经元。

１．４　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１３．０软件对两组样本灰度值和阳性细胞数行总体
均数的假设性检验。

２　结　果

２．１　对照组ＳＹＮ的表达　内嗅区、下托、齿状回分
子层和多形层及海马的室床、多形层、辐射层均显黄
色，有ＳＹＮ阳性表达；海马的腔隙分子层显淡黄色，
有ＳＹＮ弱阳性表达（图１Ａ）。下托锥体细胞层与内
嗅区皮质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ层，可见散在分布的三角形或锥
体形细胞，细胞体积小，有突起，细胞膜染成黄色，细
胞核大，染色较深，核周胞质少，亦染成黄色，这些细
胞为ＳＹＮ阳性表达细胞（图１Ｂ）。高倍镜观，海马
锥体细胞层由５～６层排列密集的细胞构成，细胞核
大，染色浅，核仁明显，细胞膜与细胞质染成黄色。

ＣＡ１区锥体细胞的细胞膜和细胞质染成黄色；ＣＡ２
区锥体细胞有许多平行排列的长突起伸入辐射层，
细胞膜染成淡黄色（图１Ｃ、１Ｄ）。齿状回颗粒层细胞
的核大，染色较浅，核仁明显，细胞膜染成淡黄色，颗
粒细胞的突起伸入分子层。

２．２　实验组ＳＹＮ的表达　下托和齿状回多形层显
黄色，有ＳＹＮ阳性表达；内嗅区及海马室床、多形
层、辐射层和腔隙分子层显深黄色，有ＳＹＮ强阳性
表达（图１Ｅ）。高倍镜观，海马结构呈毛玻璃状，其
中可见较多固缩的细胞核与空泡，空泡内可见细丝
绒状或细粒状的浅蓝色结构。海马锥体细胞层的细
胞排列松散，细胞核肿大，染色浅，核内染色质稀疏，
呈淡蓝色颗粒状。海马ＣＡ１区锥体细胞层由３～４
层神经元构成，细胞的排列较松散，细胞膜染成深黄
色；ＣＡ２区锥体细胞的突起减少，细胞膜染成黄色
（图１Ｆ、１Ｇ）。齿状回颗粒细胞层的细胞核肿大，呈
圆形，染色浅。下托和内嗅区Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ层内可见锥
体形或圆形的细胞，细胞大小不一，散在分布，有突
起，细胞核染色浅，核周胞质多，细胞膜和核周胞质
染成棕黄色，有ＳＹＮ强阳性表达（图１Ｈ）。海马结
构可见较多的空泡，空泡之间的区域粗糙，呈颗粒状
外观（图１Ｉ）。

２．３　两组ＳＹＮ阳性表达的比较　对照组海马结构
的平均灰度值为１３２．８４±８．６７，下托和内嗅区皮质
的ＳＹＮ阳性神经元为（７．８０±１．０３）／ｍｍ２；实验组
海马结构的平均灰度值为１１６．２７±５．７０，下托和内
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嗅区皮质的ＳＹＮ强阳性神经元为（１１．９０±１．４５）／

ｍｍ２。经假设性检验，显示两组的总体均数不相等
（Ｐ＜０．０１）。实验组的ＳＹＮ阳性表达神经元比对

照组多，灰度值与免疫组化反应程度呈反变关系，实
验组的平均灰度值小于对照组，故ＳＹＮ的表达比对
照组强，见表１。

图１　免疫组织化学染色显示海马结构突触素的表达

Ｆｉｇ１　ＳＹＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ＩＨＣ）

Ａ：ＳＹＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅ（×４０）；Ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｓｕｂｉｃｕｌｕｍａｎｄｅｎｔｏｒｈｉｎａｌａｒｅａｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｈｉｐｐｏ

ｃａｍｐｕｓ（ａｒｒｏｗ，×４００）；Ｃ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１（ａｒｒｏｗｓ，×４００）；Ｄ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｅｄｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｔｈｅｃｏｎ

ｄｅｎｓｅｄｐｒｏｍｉｎｅｎｔｉａｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ２（ａｒｒｏｗ，×４００）；Ｅ：ＳＹＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｔｉｓｓｕｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅ（×

４０）；Ｆ：ＳｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＹＮｉｎｎｅｕｒｏｎｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅ；ｔｈｅｉｒｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｓｗｏｌｌｅｎａｎｄｕｎｄｅｒ

ｓｔａｉｎｅｄ（ａｒｒｏｗｓ，×４００）；Ｇ：ＳｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＹＮｉｎｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ２ａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｍｏｒ

ｐｈｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｉｒａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｗｅｒｅｓｐａｒｓｅ（ａｒｒｏｗ，×４００）；Ｈ：ＳｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＹＨｉｎｎｅｕｒｏｎｓｏｆｔｈｅⅠ，Ⅱ，Ⅲｌａｍｅｌｌａｏｆｔｈｅｓｕｂｉｃｕｌｕｍａｎｄ

ｅｎｔｏｒｈｉｎａｌａｒｅａｃｏｒｔｅｘａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅ（ａｒｒｏｗ，×４００）；Ｉ：ＳｔｒｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＹＨｉｎｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｔｈｅｖａｃｕｏｌｅｓｏｆｔｈｅｓｕｂｉｃｕｌｕｍａｎｄｅｎ

ｔｏｒｈｉｎａｌａｒｅａｃｏｒｔｅｘａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅ（ａｒｒｏｗｓ，×１００）

表１　海马结构的灰度值和ＳＹＮ阳性神经元数目

Ｔａｂ１　ＧｒａｙｓｃａｌｅｖａｌｕｅｓａｎｄＳＹＮ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇｒａｙｓｃａｌｅｖａｌｕｅ ＳＹＮｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓ
（ｍｍ－２）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １３２．８４±８．６７ ７．８０±１．０３
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ １１６．２７±５．７０ １１．９０±１．４５

Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　海马结构内ＳＹＮ的阳性表达部位和程度与个

体的发生、海马结构中突触及神经元的数量、分布相

一致，药物及中枢神经系统内理化环境的改变，均可
影响ＳＹＮ的表达［８９］。正常情况下，神经元的细胞

膜和化学性突触的突触前成分有ＳＹＮ表达，ＳＹＮ
的表达与神经元的分布及突触的种类和密度有关。
神经元的数量多，突触的密度大，ＳＹＮ 的表达强。
海马结构含大量的神经元与多种类型的化学性突

触，故有较强而广泛的ＳＹＮ阳性表达，其表达的程
度和范围与神经元和突触的分布相一致。本研究的
结果证实了这一点。同时，本研究还发现实验组的

ＳＹＮ阳性表达神经元比对照组多，ＳＹＮ的表达比对
照组强，海马结构可见较多的空泡，空泡之间的区域
粗糙，呈颗粒状外观。提示吗啡能促进海马结构的
神经元表达ＳＹＮ，并促进神经元凋亡。
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　　吗啡能影响海马结构的ＳＹＮ表达，但吗啡通过
何种机制影响海马结构的ＳＹＮ表达，又是通过何种
途径影响海马结构的功能，这是一个十分复杂的问
题。吗啡能诱导小胶质细胞表达脑源性神经营养因
子 （ＢＤＮＦ）［１０］。ＢＤＮＦ 经 ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＴｒｋＢ基因诱导神经元表达ＳＹＮ与微管相关蛋白，
并通过磷脂酶（ＰＬＣγ）和丝裂原活化的蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）途径促进突触蛋白Ⅰ和突触小泡钙结合蛋
白的表达，进而促进谷氨酸（Ｇｌｕ）释放，ＢＤＮＦ和

ＳＹＮ等还通过 ＭＡＰＫ促进γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）的
释放。ＳＹＮ、突触小泡钙结合蛋白、突触蛋白Ⅰ和微
管相关蛋白等，能维持突触的正常结构与功能，并能
促进神经递质的合成、转运和释放［１１１２］。海马和齿
状回是海马结构的中继站，海马锥体细胞和齿状回
颗粒细胞均接受来自下托、内嗅区、隔核和斜角带核
的谷氨酸能（ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ）纤维支配，同时也接受
来自局部中间神经元的γ氨基丁酸能（ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ）
纤维支配。海马锥体细胞除了接受上述两类神经纤
维的支配外，还接受来自齿状回颗粒细胞的ｇｌｕｔａ
ｍａｔｅｒｇｉｃ纤维支配，海马锥体细胞发出ｇｌｕｔａｍａｔｅｒ
ｇｉｃ纤维与额叶、嗅脑、下托、内嗅区、对侧海马、边缘
系统、锥体外系、间脑和中脑中央灰质等结构形成广
泛的突触联系。海马锥体细胞和齿状回颗粒细胞的
细胞膜上有Ｇｌｕ和ＧＡＢＡ两种受体，其活动受传入
通路的ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ和局部通路的ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤
维影响。由此可见，吗啡能改变ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ和

ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤维的兴奋性，通过神经递质和受体改
变海马结构的功能。

　　正常情况下，海马内ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤维的功能活
跃，通过突触前膜释放的 ＧＡＢＡ，兴奋突触后膜的

ＧＡＢＡ受体，锥体细胞和颗粒细胞的活动被抑制。
注射吗啡后，下托和内嗅区皮质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ层的锥体
细胞及海马锥体细胞和齿状回颗粒细胞的ＳＹＮ和

ＢＤＮＦ表达上调，ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ纤维的兴奋性大于

ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤维，海马锥体细胞兴奋。海马锥体细
胞又通过传出通路，兴奋额叶皮质、视皮质、嗅皮质、
边缘系统、锥体外系和中脑中央灰质等，引起幻听、
幻视、嗅觉过敏、兴奋、妄想、肌张力增强或抽搐、醉
汉步态、血压升高和呼吸加快等一系列的神经精神
症状与体征，同时唤起对欣快的留恋与回忆，上述症
状和体征的形成机制与癫 的形成相似［１３］。海马
锥体细胞的兴奋还可通过传出通路到达下托和内嗅

区，反馈性增强其神经元的兴奋性，使得齿状回颗粒
细胞和海马锥体细胞的兴奋性进一步增强，加重了
上述症状与体征。随着注射吗啡时间的延长和剂量

的增加，下托、内嗅区和海马内的锥体细胞因凋亡而
减少，ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ 纤 维 及 相 应 的 突 触 减 少，

ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤维的兴奋性大于ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ纤维，
海马锥体细胞被抑制，患者出现一系列锥体外系、边
缘系统及神经精神抑制的症状与体征［１４］。

　　总之，吗啡能促进海马结构的神经元凋亡，并能
促进 其 表 达 ＳＹＮ，改 变 ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ 纤 维 和

ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ纤维及相应受体的兴奋性。上述结构
与功能的改变，或许是导致吗啡成瘾、慢性中毒及戒
断症状形成的原因之一。
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