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吗啡成瘾时脑内Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的改变
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４．解放军总医院麻醉科，北京１００８５３

　　［摘要］　目的　观察吗啡成瘾时脑细胞中凋亡相关蛋白Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２表达的改变。方法　将４８只体质量为
１９０～２１０ｇ的成年ＳＤ大鼠随机分为３组：吗啡依赖组、吗啡戒断组和对照组，每组１６只。依据药物递增原则，依赖组和戒断

组大鼠腹腔内给予吗啡１３ｄ，建立吗啡成瘾模型。戒断组大鼠在成瘾后腹腔内注射纳洛酮５ｍｇ／ｋｇ，诱导戒断３０ｍｉｎ。对照

组大鼠在相同的治疗时间腹腔内注射生理盐水。应用免疫组织化学、蛋白印迹分析方法检测大鼠海马区 Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达。结果　与对照组比较，吗啡依赖组和戒断组大鼠海马区Ｆａｓ和Ｃａｓｐａｓｅ３的表达增加（Ｐ＜０．０１），而

Ｂｃｌ２的表达降低（Ｐ＜０．０１）。结论　长期应用吗啡可通过Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达的增加和Ｂｃｌ２表达的降低诱发脑细胞异常凋
亡，这可能是阿片类药物引起神经损害的机制之一。
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　　阿片类药物作为较强的镇痛剂，应用于疼痛治
疗已有近百年历史，但长期反复应用可引起患者成
瘾，出现躯体依赖和精神依赖。吗啡对脑部神经元
结构的多种慢性效应表明，长期应用阿片类药物可

能诱发神经元结构发生改变［１２］。有关吗啡成瘾时
脑细胞凋亡及其发生机制的在体研究，国内报道较
少，国外也以离体实验研究为主，近年 Ｈａｓｓａｎｚａｄｅｈ
等［３４］对大鼠脊髓和大脑皮质区进行了这方面的在
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体研究。本研究通过免疫组织化学方法和蛋白质印
迹方法，评估吗啡成瘾大鼠脑细胞中凋亡相关蛋白

Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２的表达变化，进而探讨阿片
类药物细胞凋亡的发生机制。

１　材料和方法

１．１　研究对象及分组　４８只成年雄性Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠 （第二军医大学实验动物中心提
供），体质量１９０～２１０ｇ，随机分为３组：吗啡依赖
组、吗啡戒断组和对照组，每组１６只。

１．２　吗啡成瘾及戒断模型的建立　 吗啡依赖组和
吗啡戒断组大鼠按照逐日递增原则，每日分３次腹
腔内注射吗啡（批号：９９０９０２，沈阳第一制药厂）建立
吗啡成瘾模型。给药时间分别为 ８：００、１２：００、

２０：００，从第１天用量５ｍｇ／ｋｇ起，前６ｄ每日递增

１５ｍｇ／ｋｇ，于第７天起每日递增３０ｍｇ／ｋｇ，直到第

１３天的２９０ｍｇ／ｋｇ［５］。对照组按照同样方法腹腔内
注射等量生理盐水。吗啡戒断组在大鼠吗啡成瘾后
腹腔内注射纳洛酮（批号：０１０７０５，北京四环制药厂）

５ｍｇ／ｋｇ，诱导戒断３０ｍｉｎ。观察并记录纳洛酮诱导
后２０ｍｉｎ内大鼠的可数症状，包括站立（１～５次为１
分，６～１０次为２分，≥１１次为３分），湿狗样抖、伸展、
齿颤、跳跃、舔阴（１～３次为１分，４～６次为２分，≥７
次为３分）等，并进行戒断症状评分。凡有接触惊叫
的大鼠均加２分。

１．３　标本取材　每组随机取８只大鼠，处死后剥离
头、颈部肌肉和筋膜，暴露出枕骨大孔，沿枕骨大孔
向上矢状剪开颅骨，小心剔除硬脑膜，剥离出全脑，
参照Ｂｈａｒｇａｖａ等［６］的方法分离海马区脑组织，置液
氮中冻存用于蛋白质印迹检测。其余大鼠原位灌
注、固定后，剥离的脑组织块进行脱水、透明处理，包
埋于石蜡中用于组织学观察和免疫组织化学检测。
在不同冠状层面将埋有脑组织的蜡块切成４μｍ的
薄片，贴于载玻片上。

１．４　组织学观察　石蜡切片脱蜡后苏木精伊红
（ＨＥ）染色，光镜下观察。

１．５　免疫组织化学检测 Ｆａｓ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３表
达　采用丹麦Ｄａｋｏ公司的检测试剂盒对Ｆａｓ、Ｂｃｌ
２、Ｃａｓｐａｓｅ３的表达进行免疫组织化学检测。石蜡
切片脱蜡至水，ＰＢＳ冲冼３次，每次３ｍｉｎ；３％
Ｈ２Ｏ２室温孵育２０ｍｉｎ，以消除内源性过氧化酶的活
性，ＰＢＳ冲冼３次，每次３ｍｉｎ；９８℃下抗原修复２
次，每次１０ｍｉｎ，自然冷却，ＰＢＳ冲冼３次，每次３
ｍｉｎ；１１０正常山羊血清封闭，室温孵育３０ｍｉｎ；分
别滴加适当稀释的 Ｆａｓ（１６０）、Ｂｃｌ２（１８０）、

Ｃａｓｐａｓｅ３（１３０）一抗，室温孵育８ｈ，ＰＢＳ冲冼３
次，每次３ｍｉｎ；滴加辣根过氧化酶标记的链霉卵白
素，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲冼３次，每次３ｍｉｎ；

ＤＡＢ显色，自来水充分冲洗，苏木精复染；常规树脂
封片。以ＰＢＳ替代一抗作为空白对照，正常血清替
代一抗作为替代对照，已知阳性切片作为阳性对照。
在每只大鼠的海马区随机取２张切片，每张切片随
机取３个高倍镜视野，计算海马区阳性细胞百分率。

１．６　蛋白质印迹法检测Ｆａｓ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达　从液氮中取出海马区脑组织，置于玻璃匀浆器
中，按１１０加入缓冲液，高速匀浆（１０ｓ×６次），

４℃下８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液，Ｌｏｗｒｙ法蛋白
定量后分装，置－８０℃冰箱保存。取４０μｇ总蛋白
上样，用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，以湿转法电转移
至ＰＶＤＦ膜上。将ＰＶＤＦ膜浸入５％的脱脂奶粉封
闭液，４℃过夜。加入１２００兔抗Ｆａｓ、Ｂｃｌ２多克隆抗
体（Ｄａｋｏ公司，丹麦），ＢｕｆｆｅｒＡ洗膜１０ｍｉｎ×３次；加
入羊抗兔ＩｇＧ（北京中山公司），孵育洗膜后，加入

１３００辣根过氧化酶标记的链酶卵白素（北京中山公
司），再次洗膜３次。最后将膜放入ＤＡＢ溶液中显色、
漂洗，拍照。ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公
司，美国）分析ＰＶＤＦ膜上的目的蛋白条带。

１．７　统计学处理　应用ＳＡＳ软件进行统计分析，
计量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分
析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　吗啡成瘾大鼠出现戒断反应　吗啡依赖组的
戒断评分（４．２４±０．４０）与对照组（３．９９±０．４２）比较
差异无统计学意义；而与吗啡戒断组（２０．６３±３．６５）
比较，则差异存在统计学意义（Ｐ＜０．０１）。此结果表
明吗啡成瘾模型建立成功。

２．２　吗啡成瘾大鼠脑细胞凋亡　组织学观察表明，
吗啡依赖组和戒断组大鼠脑组织中出现凋亡细胞，表
现为细胞变小，核浓缩，与周围细胞脱离接触（图１）。

２．３　吗啡成瘾大鼠海马区脑细胞内Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达改变　免疫组化染色以细胞质
内出现浓染的棕黄色颗粒为阳性细胞（图２），结果发
现，与对照组比较，吗啡依赖组和吗啡戒断组大鼠脑
细胞内Ｆａｓ及Ｃａｓｐａｓｅ３的表达均增加（Ｐ＜０．０１或

Ｐ＜０．０５），Ｂｃｌ２的表达降低（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜
０．０５）；而上述指标在吗啡依赖组和吗啡戒断组之间
差异均无统计学意义（表１）。免疫印迹结果同样表
明，吗啡依赖时 Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增加，而

Ｂｃｌ２蛋白表达减少（图３）。
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图１　吗啡成瘾时海马区脑凋亡细胞的ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｄｕｒｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅａｂｓｔｉｎｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×８００

图２　吗啡成瘾时大鼠海马区脑细胞内Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的改变

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＦａｓ，Ｂｃｌ２ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表１　吗啡成瘾时大鼠海马区Ｆａｓ、

Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞百分率

Ｔａｂ１　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｃｅｌｌｓｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆＦａｓ，

Ｂｃｌ２ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｄｕｒｉｎｇｍｏｒｐｈｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ Ｆａｓ Ｂｃｌ２ Ｃａｓｐａｓｅ３

Ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅ１１．３９±２．４２７．９５±２．８１２０．２４±２．３７

　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅ１１．０９±２．５７ ８．１０±２．４２ ２２．１３±２．４６

　ａｂｓｔｉｎｅｎｔ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．０７±２．２４ １０．９６±２．１８ ８．２１±２．３３

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　诱导凋亡的信号虽多种多样，但凋亡的死亡通
路却相当保守。线粒体依赖途径和死亡受体途径为
细胞凋亡的两条主要信号通路。在线粒体依赖途径
中，Ｂｃｌ２通过阻止细胞色素Ｃ的释放及特定蛋白酶
（即ｃａｓｐａｓｅ，一种蛋白水解酶，在核碎裂和细胞凋亡
的调节过程中起着关键作用）的激活抑制细胞凋亡。
死亡受体Ｆａｓ通过与其特异性配体ＦａｓＬ结合，可转
导由特定的死亡配体引起的凋亡信号。两条途径最
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终均激活Ｃａｓｐａｓｅ３，从而再活化Ｃａｓｐａｓｅ激活的脱
氧核糖核酸酶（ＣＡＤ），引起染色体ＤＮＡ断裂，最终
导致细胞凋亡。

图３　蛋白质印迹分析检测大鼠海马组织Ｆａｓ、

Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３表达

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＦａｓ，

Ｂｃｌ２ａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｒａｔｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｃｈｒｏｎｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｈｒｏｎ

ｉｃｍｏｒｐｈｉｎｅａｂｓｔｉｎｅｎｔｇｒｏｕｐ

　　Ｓｉｎｇｈａｌ等［７］进行的离体研究表明，吗啡和μ阿
片受体特异性激动剂 ＤＡＭＧＯ ［（ＤＡｌａ２，ＮＭｅ
Ｐｈｅ４，Ｇｌｙ５ｏｌ脑啡肽ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ）］通过抗凋亡基因

Ｂｃｌ２表达的降低和促凋亡基因Ｂａｘ表达的增加，
诱导Ｔ淋巴细胞和（或）Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡。吗啡还
可通过激活阿片受体增加淋巴细胞及小鼠脾脏、肺、
心脏中促凋亡受体ＦａｓｍＲＮＡ的表达［８］。在应激
小鼠（内源性阿片肽水平增加）的脾淋巴细胞中，Ｆａｓ
ｍＲＮＡ的表达明显增加。但这一效应可被纳屈酮
或纳洛酮阻断，说明Ｆａｓ介导的淋巴细胞凋亡依赖
于内源性阿片肽［９］。这一结果显示，在应激小鼠中
可能存在一种内源性阿片肽介导Ｆａｓ表达的紧张性
调节。本研究对吗啡依赖大鼠海马区Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达进行了在体研究，结果表明，
在吗啡成瘾的大鼠海马区，参与细胞凋亡调节的３
个主要蛋白含量发生了改变，与对照组比较，吗啡依
赖组和戒断组促进凋亡的 Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ３表达增
加，抑制凋亡的Ｂｃｌ２表达减少，说明长期应用吗啡
可通过凋亡途径引起大鼠脑细胞凋亡数目异常增

加，这与以上离体细胞的研究结果相一致。

　　综上所述，吗啡通过Ｆａｓ、Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３含
量的改变介导并促进脑部细胞凋亡。本研究为进一
步探讨为长期应用阿片类药物所引起的神经损害机

制和病理生理基础研究提供了依据。
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