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【摘要】 目的 分析慢性吗啡依赖大鼠纳洛酮催瘾戒断条件性位置厌恶（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅａｖｅｒｓｉｏｎ，
ＣＰＡ）建立前后，与成瘾密切相关的脑区伏隔核壳区（ｔｈｅｓｈｅｌｌｏｆｎｕｃｌｅｕｓａｃｃｕｍｂｅｎｓ，ＡｃｂＳＨ）内蛋白激酶 Ａ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）蛋白表达的适应性变化，探讨阿片依赖戒断后厌恶动机形成的生物学基础。方法
１．将雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠分为研究组（慢性吗啡注射 ＋纳洛酮催瘾组 ｍｏｒｐｈｉｎｅ＋ｎａｌｏｘｏｎｅ，ＭＮ），
对照组（慢性吗啡注射＋生理盐水“催瘾”组（ｍｏｒｐｈｉｎｅ＋ｓａｌｉｎｅ，ＭＳ），慢性生理盐水注射 ＋纳洛酮催瘾组
（ｓａｌｉｎｅ＋ｎａｌｏｘｏｎｅ，ＳＮ），每组１２只。采用慢性吗啡注射（１０ｍｇ／ｋｇ，ＢＩＤ，ＩＰ）后予１次纳洛酮（０．３ｍｇ／ｋｇ）
催瘾注射（同时与条件性位置训练箱搭配）建立大鼠ＣＰＡ模型。２．在ＣＰＡ建立前后，采用免疫组织化学方
法检测ＡｃｂＳＨ内ＰＫＡ蛋白表达情况。结果 ＣＰＡ建立前，ＭＮ组 ＰＫＡ蛋白表达水平（１０９．３３±５．５０８）与
对照组ＭＳ组（１１１．８６±８．６８８）和ＳＮ组（１３２．２５±４．８４４），差异无统计学意义（Ｆ＝２．３０６，Ｐ＝０．１３０）。ＣＰＡ
建立后，各组ＰＫＡ蛋白表达水平比较差异有统计学意义（Ｆ＝３６．５１６，Ｐ＝０．０００）其中 ＭＮ组（１０９．５０±
４．６６１）高于ＭＳ组（１２６．５０±３．６９７；Ｐ＜０．０１），高于ＳＮ组（１３３．５０±６．３６４；Ｐ＜０．０１）。结论 １．ＡｃｂＳＨ内
ＰＫＡ蛋白的高表达导致的厌恶的中枢状态，可能是ＣＰＡ建立的关键的神经机制。２．ＡｃｂＳＨ内ＰＫＡ的适应
性变化可能是物质依赖戒断后ＣＰＡ相关神经可塑性变化的重要分子基础。
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毒品成瘾是一种慢性复发性脑病，具有很强的顽

固性，可产生精神依赖和身体依赖性，一旦停药将产生

戒断综合症［１２］。吸毒者存在“吸毒→成瘾→戒断所

致厌恶动机→再吸毒（复吸）”循环，导致吸毒者摄毒
动机难以自控，毒品使用形成恶性循环，即毒品的负性

强化循环［３４］。戒断所导致的厌恶动机是这条复吸通

路的重要“源头”，可作为阻断复吸通路的重要“靶

点”。对毒品成瘾戒断所致厌恶动机的生物学机制进

行研究十分必要，具有重要的理论和临床意义。目前

对毒品成瘾戒断所致的厌恶动机的研究主要集中在：

厌恶动机的解剖基础以及神经生化基础两个方面，而

在生物信息转导通路方面并不明确，条件性位置厌恶

（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅａｖｅｒｓｉｏｎ，ＣＰＡ）试验动物模型被广泛
用于急、慢性阿片成瘾戒断所致的厌恶性动机的生物

·２３２· 中华行为医学与脑科学杂志２０１２年３月第２１卷第３期　ＣｈｉｎＪＢｅｈａｖＭｅｄ＆ＢｒａｉｎＳｃｉ，Ｍａｒｃｈ２０１２，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．３



学机制研究，试验敏感、成熟［５６］。蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）作为第二信使传导通路的关键分子之
一，其功能涉及突触可塑性［７］、基因转录［８］等方面。

物质依赖戒断后ＣＰＡ建立的过程中，有厌恶动机
#

情

绪的产生，那么特定脑区内 ＰＫＡ的表达变化是不是
ＣＰＡ的分子基础，目前尚不明了。本实验通过对慢性
吗啡成瘾雄性ＳＤ大鼠纳洛酮催瘾戒断后ＣＰＡ动物模
型的建立，定位于伏隔核壳区，测定 ＣＰＡ建立前后
ＰＫＡ蛋白表达水平。以期部分揭示毒品戒断后厌恶
动机形成的生物学基础，为打破毒品的负性强化循环

寻找可能的干预靶点，以此为切入点毒品成瘾的防治

提供理论依据。

材料与方法

一、材料

１．仪器与试剂：ＹＤ１０５８Ｂ石蜡切片机（浙江金华
益迪医疗设备厂），Ｍｏｔｉｃ病理图像分析系统（厦门麦
克奥迪实业集团有限公司），盐酸吗啡注射液（Ｍｏｒ
ｐｈｉｎｅＨｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎ）（东北制药集团公司沈阳
第一制药厂生产，批号为１００３０５１）盐酸纳洛酮注射
液（ＮａｌｏｘｏｎｅＨｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎ）（北京四环制药有
限公司生产，批号为 ２０１００２０７），兔抗大鼠 ＰＫＡ多克
隆抗体（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，批号０７１４６８）山羊抗兔
二抗（北京中杉公司，批号ＳＰ９００１）。
２．动物及分组：选用３６只 ＳＰＦ雄性（ＳｐｒａｇｅＤａｗ

ｌｅｙ）ＳＤ大鼠（郑州大学实验动物中心提供，许可证号
ＳＣＸＫ（豫）２００５０００１），１０周龄，体质量（２００±２０）ｇ，
独立通风笼具系统饲养，颗粒型清洁级饲料［许可证

号：ＳＣＸＫ（豫）２００５０００１］饲喂，室温（２０±２）℃，自然
昼夜循环，非直接光照，所有实验均在８∶００～２０∶００完
成。在整个实验过程中，大鼠自由饮水及进食。人道

主义对待实验动物。

本研究共分为３组。研究组：慢性吗啡注射 ＋纳
洛酮催瘾组（ｍｏｒｐｈｉｎｅ＋ｎａｌｏｘｏｎｅ，ＭＮ），简称 ＭＮ组；
对照组：慢性吗啡注射＋生理盐水“催瘾”组（ｍｏｒｐｈｉｎｅ
＋ｓａｌｉｎｅ，ＭＳ）和慢性生理盐水注射 ＋纳洛酮催瘾组
（ｓａｌｉｎｅ＋ｎａｌｏｘｏｎｅ，ＳＮ），分别简称ＭＳ和ＳＮ组。

慢性吗啡注射：从第１天（Ｄａｙ１）至第７天（Ｄａｙ７）
的上午（共计注射 ６．５ｄ），每天 ２次（８ＡＭ；８ＰＭ），
１０ｍｇ·ｋｇ－１·次 －１，腹腔注射（ＩＰ）。慢性生理盐水注
射：按同期对照的原则，注射的均为生理盐水。纳洛酮

催瘾注射：在慢性吗啡注射的第６天（Ｄａｙ６），０．３ｍｇ／
ｋｇ，腹腔注射１次。

二、方法

１．慢性吗啡依赖纳洛酮催瘾戒断ＣＰＡ的建立：即
应用成瘾戒断所致的厌恶动机与特定的信号（ｃｕｅｓ，非
条件刺激）结合，建立条件性反射后，形成此反射的对

象再次暴露于相同或相似的信号时，表现出明显的厌

恶动机，并出现回避行为．行为训练大致可以分为三个

阶段：条件化前期、条件化期条件化后 ＣＰＡ测试期训
练均在受声光控制的环境进行：照明４０ｌｕｘ，排气扇白
噪音５０ｄＢ。具体方法参考文献［９］。

２．免疫组化标本的制备：具体方法参考文献［１０］。

３．ＰＫＡ蛋白表达测定：每组选取免疫组织化染色
切片各４张，４张图片分别来自不同的动物，使用Ｍｏｔ
ｉｃ病理图像分析系统（厦门麦克奥迪实业集团有限公
司）测量阳性神经元的平均灰度值。

４．统计处理：所有的试验结果除非特殊说明，均用
以ｘ±ｓ表示。所有的统计分析均采用ＳＰＳＳ１２．０软件
包完成。多组均数间的多重比较，采用方差分析

（ＡＮＯＶＡ），若存在差异，采用 Ｌｅｖｅｎｅ检验进行方差一
致性检验，若方差齐时，两两比较用 Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（ＬＳＤ）方法，若方差不齐时用 Ｔａｍｈａｎｅ＇ｓＴ２
方法。两均数之间的比较采用独立样本 ｔ检验。以 Ｐ
＜０．０５为差异有统计学意义。

结 果

一、各组大鼠ＣＰＡ评定的结果
ＣＰＡ条件化后，ＭＮ组试验鼠在伴药侧的时间

（ｓｅｃ）较条件化前期明显减少，结果显示差异有显著
性，ＭＮ组大鼠形成了明显的ＣＰＡ，ＭＳ组和ＳＮ组在伴
药侧的时间结果显示两者之间的差异无统计学意义。

见表１。

表１ 各组试验鼠条件化搭配前、后在伴药侧时间

及厌恶分数（ｘ±ｓ，每组ｎ＝１２）

组别 条件化前（ｓ） 测试阶段（ｓ） 厌恶分数（ｓ）

ＭＮ ６０８．６０±５０．７０ ４４５．６７±４２．４０ａ －１７９．８３±３８．９２
ＭＳ ５７８．６０±８７．９５ ５２６．６６±６３．０２ －５５．１３±８８．９２
ＳＮ ５５３．６３±８６．９４ ５５０．６９±７８．１１ －１９．９９±３７．７９

注：厌恶分数即吗啡依赖纳洛酮催瘾戒断的 ＣＰＡ分数（ｓ）：测试阶段
（Ｄａｙ７）试验鼠在纳洛酮搭配侧，又称为伴药侧（ｗｉｔｈｄｒａｗａｌｐａｉｒｅｄｃｏｍ
ｐａｒｔｍｅｎｔ）的时间减去条件化前阶段（Ｄａｙ５）在同侧的时间。研究组测试

阶段与条件化前比较ａＰ＜０．０１

二、各组大鼠伏隔核壳区ＰＫＡ蛋白表达水平
ＣＰＡ建立前，ＭＮ组ＰＫＡ蛋白表达水平较对照组

ＭＳ组和 ＳＮ组差异无显著性。ＣＰＡ建立后 ＭＮ组
ＰＫＡ蛋白表达水平高于 ＭＳ组和 ＳＮ组，差异有显著
性。见表２。

表２ ＣＰＡ建立前后大鼠伏隔核壳区ＰＫＡ的
平均灰度值（ｘ±ｓ，每组ｎ＝１２）

组别 条件化前 测试阶段

ＭＮ １０９．３３±５．５１ １０９．５０±４．６６ａｂ

ＭＳ １１１．８６±８．６９ １２６．５０±３．７０
ＳＮ １３２．５０±４．８４ １３３．５０±６．３６
Ｆ值 ２．３１ ３６．５２
Ｐ值 ０．１３ ０．００

注：测试阶段ＭＮ组与ＭＳ组比较ａＰ＜０．０１，ＭＮ组与 ＳＮ组比较ｂＰ＜
０．０１

·３３２·中华行为医学与脑科学杂志２０１２年３月第２１卷第３期　ＣｈｉｎＪＢｅｈａｖＭｅｄ＆ＢｒａｉｎＳｃｉ，Ｍａｒｃｈ２０１２，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．３



讨 论

目前对厌恶动机的分子机制的研究主要集中在生

物信息转导通路方面，研究较多的途径主要是腺苷酸

环化酶（ａｄｅｎｙｌｉｃａｃｉｄ，ＡＣ）环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）ＰＫＡ
ｃＡＭＰ反应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）途径、鸟苷酸环化酶环磷酸鸟
苷蛋白激酶Ｇ途径和 Ｃａ２＋钙调节蛋白（Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，
ＣａＭ）钙调节蛋白依赖的蛋白激酶（Ｃａ２＋／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＣａＭＫ）ＣＲＥＢ等途径，其中，
ＰＫＡ通路的上调是经典途径之一。长期滥用药物造
成大脑神经适应性改变，这些改变导致行为变化并成

为药物复吸的驱动力［１１１２］。

本研究表明，ＭＮ组试验鼠在测试阶段的时间较
条件化前期明显减少，ＭＮ组大鼠ＣＰＡ模型成功建立，
ＣＰＡ形成过程中，研究组脑内 ＡｃｂＳＨ的 ＰＫＡ的蛋白
表达明显高于对照组，提示此脑区内ＰＫＡ蛋白高表达
可能是ＣＰＡ建立的关键因素之一。前期的研究发现
给予成瘾药物戒断后可增加ＰＫＡ的活性，给予大鼠可
卡因戒断后在ＮＡｃ区域ＰＫＡ的活性增加维持了３０ｄ，
９０ｄ后才回到基线水平［１３］，本实验结果与之类似。慢

性给予小鼠四氢大麻酚（ＴＨＣ），停药后又快速给予大
麻素受体拮抗剂发现躯体戒断症状如湿狗样抖动次数

也会相应增加［１４］，而本实验在测试阶段 ＭＮ组较对照
组有明显的湿狗样抖动、躯体拉伸、跳跃和腹泻的表

现。

ＡＣ／ｃＡＭＰ系统内部存在一个正反馈调节，即 ＡＣ
#

ｃＡＭＰ的上调激活了ＰＫＡ，而ＰＫＡ不仅能启动信号
通路的下游信号反应，如使 ＣＲＥＢ磷酸化而改变一些
基因的表达水平，还能反过来使上游信号通路中的ＡＣ
受到磷酸化调节而使 ＡＣ活性进一步增强。ＡＣ／
ｃＡＭＰＰＫＡ系统的这一正反馈调节可能与维持或上
调，以及使神经元处于过度激活状态有关，因此可能是

形成和维持吗啡依赖状态的一个重要机制。在体外刺

激大鼠纹状体神经元 μ阿片受体可增加 ＰＫＡ催化亚
基的核转录，同时也增加磷酸化的 ｃＡＭＰ反应元件结
合蛋白（ｐＣＲＥＢ）的水平，此效应在成瘾戒断后可被加
强［１５］。这进一步证实了 ＰＫＡＣＲＥＢ通路在毒品成瘾
戒断后所导致的厌恶动机的重要性。

ＰＫＡ可促进药物诱导的突触可塑性，ＰＫＡ通过磷
酸化ＡＭＰＡ受体的 ＧｌｕＲ１亚基促进 ＡＭＰＡ受体运输
到细胞膜［１６］。多巴胺 Ｄ１受体激动剂 ＳＫＦ８１２９７和
ＳＣＨ２３３９０以及 ＰＫＡ激活剂 ＳｐｃＡＭＰＳ均增加了大鼠
ＮＡｃＧｌｕＲ１细胞表面的表达［１７］，吗啡依赖戒断大鼠伏

隔核谷氨酸水平的升高可能是由于相应突触释放谷氨

酸所致［１８］。提示ＰＫＡ可能通过此机制增强物质依赖
戒断后ＣＰＡ的神经可塑性。

本实验的局限性在于仅从蛋白水平没有从ｍＲＮＡ
水平检测ＰＫＡ的表达变化来验证 ＰＫＡ的适应性变化
可能是物质依赖戒断后 ＣＰＡ相关神经可塑性变化的
重要分子基础。只观察了 ＡｃｂＳＨ脑区内 ＰＫＡ的表达
变化与成瘾相关的其它脑区如杏仁核、腹侧被盖区等

没有进行验证，这些都需进一步的研究。
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