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摘要 目的
獉獉
:研究甲基苯丙胺( Methamphetamine，MA) 对大鼠纹状体中炎性因子肿瘤坏死因子 － α( Tumor necrosis

factor － α，TNF － α) 、白细胞介素 － 1β( Interleu － kin － 1β，IL － 1β) ，以及星型胶质细胞( Astrocyte，AST) 和小胶质
细胞( Microglia，MG) 的影响。方法

獉獉
:通过腹腔注射 MA( 15 mg·kg －1，共 3 次，每次间隔 24 h) 和对照组( 给药方式

相同，每次注射 1 ml生理盐水) ，分别于首次给药后 4 h、12 h、1 d、2 d、3 d进行取材及各项检查。每次给药后，各组
结合刻板行为观察并评分; 应用酶联免疫吸附试验 ( Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 检测 TNF － α 与
IL － 1β的表达含量;应用免疫荧光检测其纹状体内星形胶质细胞与小胶质细胞的变化。结果

獉獉
:与对照组大鼠比较，

给药组 TNF － α与 IL － 1β的含量呈递增趋势，且 3 d组显著升高( P ＜ 0. 01) ;与对照组大鼠比较，1 d、2 d、3 d组大
鼠纹状体内 MG 激活增加 ( P ＜ 0. 01 ) ; 而 AS 激活无差异。结论

獉獉
: 随着 MA 给药时间延长，可使大鼠纹状体中

TNF － α、IL －1β炎性因子表达增加且小胶质细胞激活逐渐增强，这一变化可能与 MA诱导的纹状体炎性损伤有关。
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Abstract

Objective: To study the changes of the expression of TNF － α，IL － β，Astrocyte ( AST)

and Microglia ( MG) ，in striatum of methamphetamine － treated rats．

Methods: The rats of experimental

and control group received i． p． injections of MA or saline ( 3 injections，15 mg·kg －1，at 24 h intervals) ．
The samples were harvested after treatments at 4 h，12 h，1 d 2 d and 3 d． The stereotyped behavior
activities in rats were scored after injections of MA． ELISA was applied to detect the changes of TNF
alpha and IL － 1 beta in experimental rats． Immunofluorescence was used to test the expression of AST
and MG in striatum of MA － treated rats．


Ｒesults: Compared with normal control group，the expression of

TNF alpha and IL － 1beta increased in different MA treated groups，there was a significant difference in 3
days group ( P ＜ 0． 01) ; the expression of MG increased in different groups compared with normal control
group，but there was no difference on the expression of AST．


Conclusion: As the time of administration MA

is extended，the expression of TNF alpha，IL －1beta，AST and MG were increased in striatum of rats． This
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change may be related to the inflammatory lesions of the striatum of methamphetamine － treated rats．
Keywords methamphetamine; striatum; TNF － α; IL － 1β; astrocyte; microglia

新型毒品甲基苯丙胺 ( methamphetamine，MA)
俗称“冰毒”，属于苯丙胺类，是一种具有精神活性
的新型毒品，它具有药物依赖性、中枢神经兴奋、致
幻、拟交感等药理、毒理学特性，是联合国精神药品
公约管制的精神活性物质。MA 滥用不仅可诱发依
赖形成，还可能导致人体出现好动、肌肉不自主收
缩、震颤等症状以及兴奋、焦虑、幻觉、认知功能和精
神活动障碍、中毒，甚至死亡［1］。MA 的中毒和依赖
在行为学等方面与帕金森氏病、阿尔兹海默症等中
枢神经疾病有很多相似之处［2］，其发生发展机理十

分复杂，涉及不同药物及脑内多个脑区、多条神经环
路、多信号分子的共同调节［3］。其中纹状体与成
瘾、学习和记忆有关的多个脑区具有广泛的联系，它
在激发和维持运动、情绪控制、奖赏效应和药物依赖
中扮演者重要角色，对 MA诱导的中毒非常敏感［4］。
MA 中毒可能是神经元炎性损伤引起的，而小胶质
细胞是中枢的免疫效应器［5 － 7］。Snider SE 等报道，
几种抑制免疫反应的药物，可以部分减少 MA 中毒
动物纹状体中小胶质细胞的激活变化，进而减轻其

MA中毒现象［8］。Narita M等还报道了，星形胶质细
胞的调节有利于减轻苯丙胺类要滥用引起的中枢毒

性［9］。亦有报道指出 MA诱导动物纹状体的星形胶
质细胞激活变化可能是其中毒的应激反应［10 － 11］。
小胶质细胞在纹状体中的激活变化可能是 MA损伤
多巴胺神经元的早期现象［12 － 15］。这些都暗示星形
胶质细胞和小胶质细胞的激活变化与 MA 中毒有
关，且 MA中毒在纹状体中的机制备受关注。
本文以纹状体中星形胶质细胞和小胶质细胞为

切入点，通过建立急性 MA中毒大鼠模型，在不同的
MA给药时间来探究此两种细胞的变化，为进一步
揭示 MA中毒对星形胶质细胞和小胶质细胞的作用
做铺垫，试图寻找到两者的关系以及为寻找急性中

毒时此二者的共同调节点提供理论基础，为 MA 中
毒治疗寻找新的靶点。

1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1. 1 实验动物 健康雄性 SD 大鼠 54 只，体重
230g ± 20 g，由昆明医科大学实验动物中心提供。
实验前室内分笼饲养一周，自由进食、饮水，自然
节律光照。观察其活动、摄食量、饮水量及大便等

情况。
1. 1. 2 主要试剂 甲基苯丙胺盐酸盐，由云南省公
安厅禁毒处毒品分析与禁毒技术公安部重点实验室

合法提供;水合氯醛，购自天津市科密欧化学试剂有

限公司; Ｒat TNF － alpha ELISA Kit、Ｒat IL － 1 beta
ELISA Kit，购自美国 Ｒay Biotech 公司; PBS 磷酸盐
缓冲液、Tritionx100、山羊血清，购自北京 Solarbio
Science ＆ Technology 公司; 兔抗大鼠 GFAP 单克隆
抗体、小鼠抗大鼠 CD11b 单克隆抗体，购自美国
Abcam 公司; FTIC 标记抗兔单克隆抗体、Cy3 标记
抗小鼠单克隆抗体，购自上海碧云天生物技术有限

公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 急性 MA中毒大鼠模型的建立 雄性 SD 大
鼠 54 只，随机分为实验组 45 只和对照组 9 只，整个
实验过程保持大鼠自由进食和饮水，12 h 明暗交替
光照。通过腹腔注射 MA( 15 mg·kg －1，共 3 次，每
次间隔 24 h) 和对照组( 给药方式相同，每次注射 1
ml生理盐水) ，分别于首次给药后 4h、12h、1d、2d、
3d共五个时间点进行取材分离纹状体［13 － 14］。每个
时间点为一实验组，处死 9 只实验大鼠，其中 6 只用
于 ELISA 实验、3 只用于免疫荧光检测。对照组于
最后一次注射生理盐水后 24 h 处死 9 只实验大鼠，
其中 6 只用于 ELISA实验、3 只用于免疫荧光检测。
1. 2. 2 刻板行为评分 大鼠在每次给药后，观察各
组大 鼠 的 一 般 行 为 和 刻 板 行 为 ( Stereotyped
behavior，SB) ，参照 Sams － Dodd’s 法评价［16］，观察、
记录刻板行为持续时间 60min，取平均值。以刻板
行为评分≥2 分，刻板行为持续时间≥20 min 为造
模成功。0 分: 静止不动，几乎或者根本不动; 1 分:
正常活动，偶有向前活动的运动; 2 分: 活动伴反复
的向前探索; 3 分: 连续的向前探索; 4 分: 反复抬头
摇头或旋转; 5 分:快速摇头、转圈或头的背腹运动。
1. 2. 3 ELISA检测各组实验大鼠纹状体 TNF － α 与
IL － 1β的表达含量 各组实验大鼠于末次给药后，
称重后，用 10%的水合氯醛，按 0. 3ml /100g 麻醉后
迅速断头取脑，按 Ｒat IL － 1 beta ELISA Kit 和 Ｒat
TNF － alpha ELISA Kit 的说明书进行大鼠纹状体
TNF － α与 IL － 1β的含量测定。
1. 2. 4 免疫荧光染色法检测 各组大鼠麻醉后升主
动脉插管，0. 9% 生理盐水、4% 多聚甲醛固定液
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( pH7. 2) 灌注。取纹状体置于 4%多聚甲醛中固定
过夜，然后进行梯度脱水，先放入 15%蔗糖溶液中，
沉底后取出再放入 30%蔗糖溶液中，沉底则表明脱
水完成。放入 － 80℃冰箱一周，将组织连续冰冻冠
状切片，片厚 12. 5μm。( 恒温箱 － 20℃，样品头 －
22℃ )
1. 2. 4. 1 GFAP测定中毒鼠纹状体中星形胶质细胞
的变化［17］ 在风干的冰冻切片上滴加 0. 3%
Tritionx100 溶液，在湿盒中室温孵育 30 min，用
PBST漂洗 3 次;加 10%山羊血清封闭 1 h，漂洗后
加入一抗 GFAP( 1: 250) ，4℃孵育过夜，用 PBST 洗
3 次后，加入 FITC 标记的二抗，温室避光孵育 2 h，
漂洗 3 次，荧光显微镜下观察并照相，用 Image － Pro
Plus对荧光图片进行分析。
1. 2. 4. 2 CD11b测定中毒鼠纹状体中小胶质细胞的
变化［18］ 在风干的冰冻切 片 上 滴 加 0. 3%
Tritionx100 溶液，在湿盒中室温孵育 30 min。用
PBST漂洗 3 次，滴加 10%山羊血清，进行封闭，加
一抗 CD － 11b ( 1: 500 ) 进行封闭，保证纹状体区部
分完全浸在液体中，在 4℃冰箱孵育过夜。滴加二
抗 Cy3( 1: 200) 在避光湿盒中室温孵育 1. 5 h，漂洗
充分后，荧光显微镜下观察并照相。
1. 3 统计学处理
实验数据采用“均值 ±标准差( 珋x ± s) ”表示，应

用 Image － Pro Plus对荧光图片进行分析，SPSS软件
进行统计学分析。多组多重比较时使用 One － way
ANOVA单因素方差分析，方差齐使用 LSD 统计方
法，以 P ＜ 0. 05 时表示各组间差异具有统计学意
义;如果方差不齐时用 Dunnett’s T3 法检验，以 P ＜
0. 05 时表示差异有统计学意义。

2 结果
2. 1 刻板行为观察评分
实验组大鼠腹腔注射给予 MA 数分钟后，大鼠

活动均明显增加，明显出现 Sams － Dodd’s 方法中
所述的刻板行为，如重复地抬头，抬头、摇头或旋转，
迅速地摇头，旋转或摇头的背腹运动，活动伴随反复

的向前探索，持续地向前探索，等。对照组动物行为
正常而实验组每次给药后刻板状态均持续 30 min
以上，评分均为 5 分。
2. 2 ELISA 检测各组实验大鼠纹状体 TNF － α 与
IL － 1β的含量变化
与对照组比较，MA 给药 4 h，12 h，1 d，2 d，3 d

组，TNF － α 的表达含量均升高，且 3 d 组明显升高
( P ＜ 0. 01) ，与对照组比较，IL － 1β在 MA给药 4 h，
12 h，1 d，2 d，3 d 组均升高，其中 3 d 组 IL － 1β 表
达含量显著增加( P ＜ 0. 01)
2. 3 免疫荧光测定中毒鼠纹状体星形胶质细胞与小
胶质细胞激活变化

与对照组比较，MA 给药 4 h，12 h，1 d，2 d，3 d
组，AST激活无差异，; 而与对照组比较，MG 在 MA
给药 4 h，12 h，1 d，2 d，3 d 组均升高，其中 3 d 组
MG激活数量显著增加( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组大鼠纹状体中 TNF － α和 IL － 1β的表
达含量(珔x ± s，n =6)

组别 TNF － α含量 IL － 1β含量

对照

4 h

12 h

1 d

2 d

3 d

1892 ± 55. 69

1912 ± 55. 72

1928 ± 32. 27

1940 ± 45. 54*

1977 ± 18. 74*

1992 ± 51. 94＊＊

1679 ± 23. 44

1682 ± 29. 44

1706 ± 19. 35

1717 ± 27. 81*

1717 ± 21. 88*

1755 ± 11. 77＊＊

注: ＊＊P ＜ 0. 01，与对照组比较; * P ＜ 0. 05，与对照组比较

表 2 各组大鼠纹状体 AST 和 MG 的激活变化
(珔x ± s，n =3)

组别 AST激活 MG激活

对照

4 h

12 h

1 d

2 d

3 d

128. 0 ± 2. 683

126. 9 ± 3. 162

128. 2 ± 1. 798

128. 3 ± 2. 789

128. 0 ± 3. 286

127. 6 ± 2. 677

913. 7 ± 34. 94

952. 2 ± 17. 93

1034 ± 57. 76

1071 ± 47. 81*

1261 ± 67. 85*

1386 ± 77. 85＊＊

注: ＊＊P ＜ 0. 01，与对照组比较; * P ＜ 0. 05，与对照组比较

3 讨论
MA 有很强的神经毒性，中枢神经系统中星形

胶质细胞具有分泌神经营养因子、调节神经元微环
境、免疫以及促进神经元发育与再生等功能［19］。小
胶质细胞是中枢神经系统的免疫效应器，属于单核

吞噬系统，参与了帕金森、阿尔兹海默病等的发
生［5 － 7］，常认为小胶质细胞的增加预示着炎症、损伤
等的产生，而星形胶质细胞的增加则预示神经系统

自我修复机制的开启［20 － 21］，小胶质细胞和星形胶质

细胞的激活都会引起神经炎症和神经毒性［22 － 23］。
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图 1 纹状体中星型胶质细胞激活( 100 倍荧光显微镜下观察)

图 2 纹状体中小胶质细胞激活( 100 倍荧光显微镜下观察)

本实验建立了 MA 中毒 4 h、12 h、1 d、2 d、3 d
组模型。通过 ELISA 检测到实验组大鼠纹状体内
炎性因子 TNF － α与 IL － 1β 呈递增趋势，且 3 d 组
TNF － α与 IL － 1β 表达含量与对照组比较存在显
著差异 ( P ＜ 0. 01 ) 。免疫荧光检测小胶质细胞
CD11b阳性率也呈增长趋势，与对照组比较存在显
著差异( P ＜ 0. 01 ) 。有文献报道指出，在动物模型
中 MA中毒导致的神经损伤，是通过小胶质细胞激
活反应和肿瘤坏死因子系统作用引起的［24 － 25］，这与

本实验观察到的现象一致。随着腹腔注射 MA给药
次数及时间的延长，大鼠纹状体内小胶质细胞激活

呈增长趋势，而炎性因子 TNF － α与 IL － 1β 的含量
也持续增加，表明 MA 中毒机制可能与纹状体内小
胶质细胞的激活、炎性因子 TNF － α 与 IL － 1β 表达
含量增加有关。如前所述 Snider SE等的报道，几种
抑制免疫反应的药物，可以部分减少 MA 依赖动物
纹状体中小胶质细胞的激活，进而减轻其 MA 依赖
现象［22］。Xiao Yue等建立体外大鼠 MA 中毒模型，
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观察到小胶质细胞的激活引起神经元的炎性反应，

通过抑制小胶质细胞的激活变化减少了炎性因子的

表达［26］。这与本实验观察到的结果一致，同时本实
验也观察到，具有神经营养、调节神经元微环境、免
疫以及促进神经元发育与再生、修复等功能的星形
胶质细胞在 MA中毒 4 h、12 h、1 d、2 d、3 d 组模型
中的激活程度，与对照组比较无显著差异。说明在
这些时间段内给予的 MA剂量中的实验大鼠纹状体
内的星型胶质细胞尚未启动、未激活，或者说自身修
复机制尚未开启。而 Narita M 等报道，星形胶质细
胞的调节有利于减轻苯丙胺类用引起的中枢毒

性［9］。提示临床也许可以通过检测小胶质细胞的

变化，来判断 MA滥用后神经损伤的程度，如果这一
途径成立，也可以通抑制小胶质细胞和激活星型胶

质细胞的保护作用来减轻 MA 中毒对神经的损伤。
如 Snider SE等的报道，免疫抑制剂只是部分减轻由
于短时大剂量滥用 MA引起的中枢毒性［22］，那么通
过星形胶质细胞和小胶质细胞共同调节可能更有

效。如何做到扼制 MA 滥用诱发的神经损伤，以及
损伤后的修复，对于 MA 滥用患者的治疗还有待进
一步的研究，本文提示激活星形胶质细胞同时抑制

小胶质细胞激活的变化可能是一种有效途径，其机

制需进一步探究。
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