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·论　著·
吗啡对小鼠室管膜上皮、中央灰质及海马结构中巢蛋白表达的影响
陈良富，张雪梅，苏筱玲，王喜梅 （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：观察吗啡对小鼠脑组织巢蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）表达的影响。方法：２０只小鼠随机分为对照组和实验组（ｎ＝１０）。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注射吗啡０．１ｍｌ（１ｍｇ）。３０ｄ后处死小鼠，开颅取脑并制

成石蜡切片，免疫组织化学法观察不同部位脑组织ｎｅｓｔｉｎ的表达，用图像分析系统进行分析。结果：对照组的室管膜上皮、中

央灰质、室周灰质和海马结构中巢蛋白呈弱阳性表达，平均灰度值为１５０．９８±１３．３１；其中有５类巢蛋白阳性细胞：第一类为室

管膜上皮的基底细胞，第二类分布于室周灰质和中央灰质的深层，第三类主要分布于中央灰质的浅层、下托、海马旁回和内嗅

区皮质的Ⅱ、Ⅲ层，第四类常见于顶盖与下托，第五类位于顶盖、海马、齿状回、海马旁回和内嗅区皮质的第Ⅴ层；下托和内嗅区

的阳性神经细胞数为（７．２０±１．２３）／ｍｍ２。实验组上述部位脑组织巢蛋白呈阳性表达，平均灰度值为１３３．０３±２２．２８，上述５
类细胞的密度增加，下托和内嗅区的强阳性神经细胞数为（１０．５０±１．４３）／ｍｍ２。两组平均灰度值和阳性神经细胞数均有显著

差异（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，实验组小鼠室管膜上皮细胞增生；中央灰质的浅层、海马旁回和内嗅区皮质第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ层内出

现了第二类细胞；海马锥体细胞层第三类细胞增加；顶盖和下托内第四类细胞增加。结论：吗啡可能通过促进小鼠室管膜上皮

细胞、中央灰质、室周灰质及海马结构巢蛋白的表达促进神经细胞的增殖、分化与迁移。
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　　巢蛋白（ｎｅｓｔｉｎ）属于第六类中间丝蛋白，存在于
细胞质中。在胚胎期神经系统的神经干细胞有大量
的表达，出生后其表达降低或消失，但在少数区域如
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海马结构和室管膜上皮等，仍然有ｎｅｓｔｉｎ表达，这些
能表达ｎｅｓｔｉｎ的细胞称ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞。Ｎｅｓｔｉｎ构
成细胞的骨架，是细胞的运动成分，能诱导神经细胞
的发生，参与神经细胞的增殖、分化、迁移及损伤修
复的全过程［１３］。神经系统缺血、缺氧、机械损伤及
某些化学因素和药物等，均可促进神经元表达ｎｅｓ
ｔｉｎ，从而促进神经细胞的增殖、修复与再生［４］。吗
啡是否影响神经细胞ｎｅｓｔｉｎ表达，并通过改变ｎｅｓ
ｔｉｎ表达进而影响神经细胞的增殖、迁移与分化，所
见报道不多。本研究旨在观察吗啡对小鼠室管膜上
皮、中脑中央灰质和海马结构ｎｅｓｔｉｎ表达及神经元
结构变化的影响，为进一步研究成瘾病理转归、设计
脱毒方案及评价脱毒治疗效果提供形态学依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及药物　一抗兔ａｎｔｉＮｅｓｔｉｎ购于博
士德生物工程有限公司；二抗羊抗兔ＩｇＧ及ＡＢＣ试
剂盒购于 ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）购自北京中杉金桥生物技术有限公司；吗啡
购自沈阳第一制药厂，针剂，规格１０ｍｇ／ｍｌ。

１．２　动物及分组　健康雄性成年云南小鼠２０只
（中南大学实验动物中心提供），随机分成２组，每组

１０只。对照组小鼠每只每日腹壁皮下注射生理盐
水０．１ｍｌ，实验组小鼠每只每日腹壁皮下注射吗啡

１ｍｇ（０．１ｍｌ），均连续３０ｄ。

１．３　标本制备　３０ｄ后将两组小鼠急性断头处死，
打开颅腔，取出脑组织，分别用４％多聚甲醛固定，
常规石蜡包埋，切片厚８μｍ，将切片贴于经多聚赖
氨酸处理的载玻片上。

１．４　免疫组织化学观察ｎｅｓｔｉｎ表达　采用免疫组
织化学ＡＢＣ法和图像分析法。简述如下：切片脱
蜡，经过氧化氢溶液处理和微波抗原修复后，用正常
山羊血清封闭切片；每个蜡块留２张切片不加一抗，
作为阴性对照片，其余切片滴加１２００稀释的一
抗，在４℃的冰箱中过夜孵育，ＰＢＳ洗２次，滴加二
抗孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，再滴加试剂ＡＢＣ处理

２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗４次，滴加ＤＡＢ液显色，蒸馏水洗，
苏木精复染，经２次无水乙醇脱水和二甲苯透明后，
中性树胶封片；用 ＭｏｔｉｃＢＡ４００／４５０显微镜观察对
照组与实验组的室管膜上皮、海马结构和中脑中央
灰质并照相。结果判定：镜下观，阴性对照片为灰色
或浅灰色，呈ｎｅｓｔｉｎ阴性表达；以对照片为参照，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
像分析系统对室管膜上皮、海马结构和中脑中央灰

质进行图像分析，计算小鼠海马结构各部的图像平
均灰度值，选择下托与内嗅区皮质的细胞密集区，计
数每平方毫米内的ｎｅｓｔｉｎ阳性神经细胞数。

１．５　统计学处理　计数资料以珚ｘ±ｓ表示，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　免疫组织化学染色结果　对照组海马、齿状
回、下托、海马旁回、内嗅区、室周灰质和中脑中央灰
质均染成淡黄色，ｎｅｓｔｉｎ呈弱阳性表达；侧脑室、第
三脑室和中脑水管的室管膜上皮染成黄色，ｎｅｓｔｉｎ
呈阳性表达。室管膜为复层柱状上皮，基底部的细
胞呈梭形，部分基底部的细胞被挤出向周围迁移（图

１Ａ）。在上述结构内，可见５类不同形态的ｎｅｓｔｉｎ
阳性细胞：第一类细胞位于室管膜上皮和齿状回颗
粒细胞层的基底部，细胞体积小，呈梭形，细胞核大、
染色深，胞质极少；第二类细胞分布于室周灰质和中
脑中央灰质的深层（内侧亚核），细胞呈梭形，有对称
细小的双突起，细胞核大，染色较深，细胞质染成黄
色；第三类细胞的数量少，体积较大，呈三角形或锥
体形，有单个突起，细胞核较大，染色较深，核仁明
显，核周胞质多，染成黄色，该细胞稀疏分布在中脑
中央灰质的浅层（背外侧亚核，腹外侧亚核）、下托、
海马旁回和内嗅区皮质的Ⅱ、Ⅲ层，海马ＣＡ３区锥
体细胞层较多，其余各部有零星分布；第四类细胞量
少，呈多边形，有多个短突起，胞质染成黄色，该细胞
分布于ＣＡ３区、中脑顶盖和下托内；第五类细胞分
布在中脑的核团、海马锥体细胞层、齿状回颗粒细胞
层和多形层及海马旁回和内嗅区皮质的第Ⅴ层，细
胞体积大，呈圆形或锥体形，有较多的长突起，细胞
核大，染色浅，核仁明显，核周胞质染成淡黄色。

　　实验组海马、齿状回、下托、海马旁回、内嗅区、
室周灰质和中脑中央灰质及室管膜上皮均染成黄

色，ｎｅｓｔｉｎ呈阳性表达。在上述结构内，５类细胞的
分布和形态均发生了改变。齿状回颗粒细胞层基底
部的小梭形细胞（第一类细胞）增多，并向浅层迁移。
室管膜上皮细胞的胞质染成深黄色，基底部的小梭
形细胞（第一类细胞）数量增加，体积变小，可见基底
部的梭形细胞被挤出上皮外，进入室管膜下区和中
央灰质内（图１Ｂ）。室管膜下区和中央灰质深层的
第二类细胞增多，海马旁回和内嗅区皮质第Ⅰ、Ⅱ层
内出现了第二类细胞，与对照组比较，第二类细胞的
核略大且染色略浅，胞质略多并染成棕色（图１Ｃ）。
在中央灰质的浅层、下托、海马旁回、内嗅区皮质第
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Ⅱ、Ⅲ层及海马锥体细胞层，第三类细胞的密度增
加，细胞质显棕色（图１Ｄ、１Ｅ）。在海马旁回和内嗅
区皮质的第Ⅴ层，可见稀疏分布的第三类细胞（图

１Ｆ）。海马ＣＡ３区内可见较多的第三类细胞和第四

类细胞（图１Ｇ）。下托和顶盖内的第四类细胞增加
（图１Ｈ）。海马锥体细胞层、海马旁回和内嗅区皮质
第Ⅴ层及中脑顶盖和背盖内的第五类细胞排列较松
散，细胞质染成黄色（图１Ｉ）。

图１　对照组和实验组小鼠室管膜上皮、海马结构及中脑灰质中巢蛋白的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｅｐｅｎｄｙｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａ，ｃｅｎｔｒａｌｇｒａｙａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅ（ＩＨ）

Ａ：Ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｂａｓａｌｃｅｌｌｓ（ｕｐｐｅｒａｒｒｏｗ）ｈａｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇｂｅｌｏｗｔｈｅｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ（ｌｏｗｅｒａｒｒｏｗ）ａｔ

ｔｈｅｅｐｅｎｄｙｍａｏｆｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌａｑｕｅｄｕｃｔ（×１００）．Ｂ：Ｔｈｅｅｐｅｎｄｙｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ（ｕｐｐｅｒａｒｒｏｗ）ａｎｄｔｈｅｆｉｒｓｔｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌ（ｌｏｗｅｒａｒｒｏｗ）；ｔｈｅｌａｔｔｅｒ

ｗａｓｓｑｕｅｅｚｅｄｏｕｔ（×４００）．Ｃ：Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｗａｓｓｐｉｎｄｌｅｓｈａｐｅｄａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅｓｕｂ

ｅｐｅｎｄｙｍａｌｒｅｇｉｏｎ（ａｒｒｏｗｓ，×４００）．Ｄ：Ｔｈｅｔｈｉｒｄｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｈａｄｍｏｎｏｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎ

ｔｈｅｓｕｂｉｃｕｌｕｍａｎｄｐａｒａｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｇｙｒｕｓ（ａｒｒｏｗｓ，×４００）．Ｅ：Ｔｈｅｔｈｉｒｄｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｈａｄｍｏｎｏｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅｐｙｒａｍｉｄａｌｌａｙｅｒｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ａｒｒｏｗｓ，×４００）．Ｆ：Ｔｈｅｔｈｉｒｄｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｈａｄｍｏｎｏｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｃｙｔｏ

ｐｌａｓｍｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅｐａｒａｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｇｙｒｕｓ（ａｒｒｏｗ，×４００）．Ｇ：Ｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｔｈｉｒｄ（ｌｅｆｔａｒｒｏｗ）ａｎｄｆｏｕｒｔｈ
（ｒｉｇｈｔａｒｒｏｗｓ）ｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｓｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅＣＡ３ａｒｅａｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（×４００）．Ｈ：Ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌｈａｄ

ｓｅｖｅｒａｌｓｈｏｒｔｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅｓａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｈａｄｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅｓｕｂｉｃｕｌｕｍ（ａｒｒｏｗｓ，×４００）．Ｉ：Ｔｈｅｆｉｆｔｈｋｉｎｄｏｆｃｅｌｌ

ｈａｄｌｏｎｇｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅｓａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｈａｄｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅｐｙｒａｍｉｄａｌｌａｙｅｒｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ（ａｒｒｏｗ，×４００）．

２．２　图像分析结果　对照组海马、齿状回、下托、海
马旁回、内嗅区、室周灰质和中脑中央灰质的平均灰
度值为１５０．９８±１３．３１，下托和内嗅区皮质的ｎｅｓ
ｔｉｎ阳性神经细胞数为 （７．２±１．２３）／ｍｍ２；实验组
上述结构的平均灰度值为１３３．０３±２２．２８，下托和
内嗅 区 皮 质 的 ｎｅｓｔｉｎ 强 阳 性 神 经 细 胞 数 为

（１０．５０±１．４３）／ｍｍ２。统计学结果显示两组灰度和
细胞的总体均数有显著差异（Ｐ＜０．０５）。统计结果
表明，实验组的ｎｅｓｔｉｎ阳性神经元比对照组多，ｎｅｓ
ｔｉｎ表达比对照组强。由于灰度值与免疫组化反应
程度（密度）呈反变关系，灰度值大，免疫组化反应程
度小；反之，免疫组化反应程度大。实验组的平均灰
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度值小于对照组，故ｎｅｓｔｉｎ表达比对照组强。

３　讨　论

　　本研究发现，对照组和实验组小鼠的室管膜上
皮、室周灰质、中脑中央灰质及海马结构均能表达

ｎｅｓｔｉｎ。通过对上述部位的图像分析显示，对照组呈

ｎｅｓｔｉｎ弱阳性表达，实验组呈ｎｅｓｔｉｎ强阳性表达。
实验结果表明，吗啡能促进上述结构增量表达ｎｅｓ
ｔｉｎ，与文献［５６］报道结果一致。Ｎｅｓｔｉｎ为一种中间
丝蛋白，与ｖｉｍｅｎｔｉｎ或αｉｎｔｅｒｎｅｘｉｎ共聚组装成神
经细胞胞质内的中间丝，构成细胞的骨架与运动成
分。非丝状的ｖｉｍｅｎｔｉｎ微粒为中间丝的前体，能在

ｎｅｓｔｉｎ的引导和参与下，共同构成中间丝。中间丝
的聚合与解聚，导致了细胞的增殖、分化与迁移。

Ｎｅｓｔｉｎ能够作为Ｃｄｋ５（周期素依赖性蛋白激酶）和

ｐ３５的支架，通过与Ｃｄｋ５／ｐ３５的结合而调节细胞的
凋亡与分化［７］。

　　研究［８］发现，吗啡与μ阿片受体 （ＭＯＲ１）及

κ阿片受体（ＫＯＲ１）的结合，可激活细胞外信号调
节激酶（ＥＲＫ），通过ＥＲＫ／ＭＡＰ激酶信号通路促进
神经干细胞的增殖与分化。吗啡亦可通过大麻素

ＣＢ１受体和脂肪酰胺水解酶这一途径，调节神经细
胞的增殖与分化。脂肪酰胺水解酶的活性增强可抑
制神经干细胞的增殖与分化，而大麻素ＣＢ１受体的
激活可促进神经干细胞的增殖与分化。吗啡与大麻
素ＣＢ１受体结合后，引起了大麻素ＣＢ１受体的激动
与兴奋，同时抑制了脂肪酰胺水解酶的活性［９］。吗啡
通过改变受体和酶的活性，启动了神经干细胞的增殖
过程，导致神经干细胞增量表达ｎｅｓｔｉｎ，在ｎｅｓｔｉｎ的直
接参与下，影响神经干细胞的分裂、分化与迁移。

　　神经元来源于胚胎时期神经管的神经上皮，神
经上皮经无极成神经细胞、双极成神经细胞、单极成
神经细胞和多极成神经细胞等阶段，最终分化为成
熟的神经元。出生后，神经管的神经上皮演化为室
管膜上皮，其基底部的细胞具有神经干细胞的形态
结构与功能，能分化为神经胶质细胞和神经元。在
脑缺血、缺氧和创伤等情况下，室管膜细胞有ｎｅｓｔｉｎ
增量表达，并表现出活跃的增殖、分化与迁移。本研
究在室管膜上皮、室周灰质、中脑中央灰质和海马结
构中发现了５类形态各异的ｎｅｓｔｉｎ阳性细胞。根据
上述细胞的形态特点与分布，结合胚胎期神经上皮
分化的规律，本研究认为这些细胞可能是不同分化
阶段的神经细胞，是胚胎发生时期神经上皮分化为
神经元的重演。第一类细胞相当于神经干细胞，第
二类细胞相当于双极成神经细胞，第三类细胞相当

于单极成神经细胞，第四类细胞相当于多极成神经
细胞，第五类细胞相当于成熟的神经元。出生后，室
管膜上皮保留了增殖与分化的潜能，在ｎｅｓｔｉｎ的参
与下，通过细胞增殖与分化，发育为成熟的神经
元［１０］。Ｎｅｓｔｉｎ能促进室管膜细胞增殖转变为第一
类细胞，进而分化为第二类细胞；第二类细胞向邻近
的部位迁移，同时胞质中的ｎｅｓｔｉｎ不断增加，最终转
变为第三类细胞；第三类细胞的胞质中有极为丰富
的ｎｅｓｔｉｎ，具有远距离迁移的能力，当它们到达特定
的部位后，伸出较多的短突起，转变为第四类细胞；
第四类细胞的ｎｅｓｔｉｎ表达减弱，但突起不断地伸长，
最终转变为第五类细胞［１１］。

　　通过实验观察与分析，本研究认为，神经细胞的
迁移具有一定的规律性。室管膜上皮内的第一类细
胞经上皮基底移出，进入室周灰质和中脑中央灰质
内。侧脑室底壁下方的第二类细胞，进入海马ＣＡ３
区内，在此分化为第三类细胞和第四类细胞。中脑
水管周围的第二类细胞，一部分向周围扩散，直接进
入中脑顶盖的网状结构内，另一部分进入中央灰质
深层的内侧亚核及浅层的背外侧亚核和腹外侧亚核

内，还有一部分向周围迁移，进入动眼神经核、滑车
神经核、三叉神经中脑核、蓝斑核、红核及黑质等脑
神经核内。第三脑室周围的第二类细胞，一部分进
入内嗅区和海马旁回Ⅰ层，继而进入Ⅱ、Ⅲ层，在此
分化为第三类细胞，并继续向Ⅳ、Ⅴ层迁移，最终分
化为第四、五类细胞，另一部分移入下托内，在此分
化为第三、四类细胞后，继续向海马ＣＡ１区、ＣＡ２区
及ＣＡ３区的锥体细胞层迁移，并分化为第五类细胞
即成熟的神经元，还有一些下托内的第三类细胞直
接进入海马锥体细胞层，在此分化为成熟的多极神
经元。齿状回颗粒层的神经元来源于本层底部的第
一类细胞，而这些成神经细胞由何处何种细胞分化
而来，仍是一个值得研究的课题。

　　总之，小鼠室管膜上皮、中脑中央灰质和海马结
构内的神经细胞均能表达ｎｅｓｔｉｎ，吗啡能促进其增
量表达，并可能通过ｎｅｓｔｉｎ促进神经细胞的增殖、分
化与迁移。
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