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慢性尼古丁成瘾大鼠脑组织中 Tet1 蛋白水平及
Npas4 基因甲基化水平研究

张明谦　李艳　邓虹　陆爽　薛洁蕊　王锦

【摘要】  目的　探讨慢性大鼠尼古丁成瘾过程中 Tet1 蛋白表达水平及 Npas4 基因甲基化水平变化及

意义。方法　通过背部连续注射尼古丁酒石酸氢盐构建大鼠慢性尼古丁成瘾动物模型，应用 Western blot 对

各组实验大鼠脑组织 Tet1 蛋白表达水平进行测定；应用选择性化学标记 SMRT 测序对大鼠海马区域及大脑

皮质中 5- 羟甲基胞嘧啶（5hmC）与 5- 甲 基 胞 嘧 啶（5mC）水平进行测定，获得 5hmC 与 5mC 在脑内的

动态变化；应用甲基化特异性 PCR（MSP）结合 RT-PCR 对大鼠海马区、大脑皮质中 Npas4 基因甲基化、

mRNA 和蛋白表达情况进行测定；应用荧光分光光度法对慢性尼古丁成瘾大鼠脑内神经递质多巴胺（DA）、

乙酰胆碱（AC）、阿啡肽（EOPs）及五羟色胺（5-HT）含量进行测定。结果　通过构建慢性尼古丁成瘾

大鼠动物模型应用 Western-blot 对各组大鼠脑内 Tet1 蛋白表达水平测定结果发现，在大鼠海马区中尼古丁

成瘾组大鼠 Tet1 蛋白表达水平明显低于非尼古丁成瘾大鼠（P<0.05），进一步对 5hmC 与 5mC 水平测定发

现，大鼠海马区中尼古丁成瘾大鼠组出现 5hmC 显著下降而 5mC 明显升高（P<0.05）；通过对 Npas4 基因

甲基化及 mRNA 及蛋白表达水平进行测定发现，在大鼠海马区域中尼古丁成瘾大鼠脑内 Npas4 基因呈现高

甲基化情况，而 Npas4 基因 mRNA 及蛋白表达水平下调（P<0.05）；对各组大鼠脑内神经递质浓度检测发

现，大鼠海马区中尼古丁成瘾组大鼠脑内神经递质浓度多巴胺（DA）、乙酰胆碱（AC）、内啡肽（EOPs）

及五羟色胺（5-HT）均高于非尼古丁成瘾大鼠组（P<0.05）。结论　在大鼠慢性尼古丁成瘾形成过程中大

鼠脑组织海马区 Tet1 蛋白表达水平下降，且可以影响大鼠脑组织中 5hmC 与 5mC 水平，进而影响 Npas4 基

因甲基化程度及神级递质变化从而参与尼古丁成瘾的形成。
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【Abstract】  Objective　To investigate the changes and significance of Tet1 protein expression and Npas4 

gene methylation in chronic nicotine addiction in rats. Methods　the rat model of chronic nicotine addiction was 

constructed by continuous injection of nicotine tartaric acid on back muscles, Western blot was used to determine 

the expression of Tet1 protein in the brain tissue of the rats, The levels of 5-hydroxymethylcytosine ( 5hmC ) and 

5-methylcytosine ( 5mC ) in the hippocampus and cerebral cortex of rats were determined by selective chemical marker 

SMRT sequencing. the methylation and expression of Npas4 gene in hippocampus and cerebral cortex of rats were 

detected by methylation-specific PCR ( MSP ) combined with RT-PCR, The contents of dopamine ( DA ), acetylcholine 

( AC ), enkephalin ( EOPs ) and serotonin ( 5-HT ) in the brain of rats with chronic nicotine addiction were determined 

by fluorescence spectrophotometry. Results　The expression level of Tet1 protein in the brain of rats with chronic 
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nicotine addiction was determined by Western blot. The results showed that the expression level of Tet1 protein in 

the hippocampus of rats with nicotine addiction was significantly lower than that of non-nicotine addiction rats ( P<0.05 ). 

The nicotine addicted rats in hippocampus showed a significant decrease of 5hmC and significant increase of 5mC 

( P<0.05 ). The Npas4 gene was hypermethylated in the hippocampus of nicotine addicted rats, while the expression 

of Npas4 gene was down-regulated ( P<0.05 ). The concentration of neurotransmitters in the hippocampus of nicotine 

addicted rats was higher than that of non-nicotine addicted rats ( P<0.05 ), including dopamine ( DA ), acetylcholine    

( AC ), enkephalin ( EOPs ) and serotonin ( 5-HT ).Conclusion　The expression of Tet1 protein in hippocampus of 

rats decreased, which could affect the levels of 5 hmC and 5 mC in brain tissue of rats, and then affect the methylation 

level of Npas4 gene and the changes of neurotransmitters, thus participating in the formation of nicotine addiction.

【Key words】： Tet1 protein; Npas4 gene; Nicotine addiction; DNA methylation.

烟草危害现已成为一个最严重的公共卫生问题，
是造成肺癌、慢性支气管炎和肺气肿等疾病发生的
独立危险因素之一 [1-2]。尽管目前已采取了多种戒烟
手段，但遗憾的是烟草复吸率仍高达 75%，其主要
原因是烟草中所含尼古丁具有强烈的成瘾性，但具
体机制尚不明确。近年来研究发现 DNA 甲基化与尼
古丁成瘾关系密切 [3-4]，因此，深入开展尼古丁成瘾
表观遗传研究对于阐明其具体的发病机制有着重要
意义。

Tet1 蛋白是甲基胞嘧啶双加氧酶家族（ten-eleven 
translocation family）中的一员，具有将 5mC 进一步
转化为 5hmC 从而启动 DNA 去甲基化过程 [5-6]，其关
键上游神经元活动调节基因 Npas4 基因 ( 神经元 PAS
域蛋白 4）是大脑特有活动依赖性转录因子，调节记
忆形成和恢复的重要基因 [7-8]。作者通过构建大鼠慢
性尼古丁依赖动物模型，并对在尼古丁成瘾过程中
的大鼠脑组织中 Tet1 蛋白表达水平、5hmC 与 5mC
水平及 Npas4 基因甲基化情况进行了检测。

材料与方法

1. 实验材料
实验所用 Wistar 雄性大鼠（250±15g）100 只均

购自昆明医科大学动物研究所，实验动物按美国国
立卫生研究院的指导方针进行护理及饲养并符合动
物伦理学规定。
2. 主要试剂和仪器

实 验 设 备 包 括： 荧 光 分 光 光 度 仪（ 上 海 棱
光 F97）， 选 择 性 化 学 标 记 SMRT 测 序 仪（Sequel 
PacBio 公 司 ）， 全 自 动 生 化 分 析 仪（ 西 门 子 
e164471），Tet1 蛋白抗体（上海瑶韵生物科技有限
公司），BD MAX 全自动核酸提取及荧光 PCR 分析
系统（美国 BD 公司）
3. 慢性尼古丁成瘾大鼠动物模型建立

8w Wistar 雄性大鼠（250±15g）共 100 只，实
验进行前让大鼠自由进食及饮水适应环境 7d，后由
计算机随机分配序列并随机分配为 3 组，其中空白
组（blank group）20 只，对照组（control group）40 只，

尼古丁成瘾组（nicotine group）40 只。通过连续背部
连续注射尼古丁酒石酸氢盐构建大鼠慢性尼古丁成
瘾动物模型，具体方法为尼古丁成瘾组大鼠分别在
每天 5:00，13:00 和 21:00 背部皮下注射尼古丁酒石
酸氢盐（0.02mg.kg-1.d-1x20d），在第 20 天末次注射
结束后 60min，给予皮下注射美加明 1mg.kg-1，观察
动物 15min 内出现戒断症状，如咀嚼 / 错齿、扭体 /
喘气、颤抖 / 震颤等。若尼古丁成瘾组动物明显出现
上述症状，即表明大鼠尼古丁成瘾模型造模成功。
对照组大鼠分别于每天 5:00，13:00 和 21:00 背部皮
下注射等计量 0.9% 氯化钠注射液，连续 20d。空白
组大鼠不做任何干预处理，自由进食及饮水饲养。
4. 各组大鼠脑内神经递质含量测定

实验第 10 天、20 天分别处死大鼠，获取大鼠脑
组织，通过荧光分光光度法对各组大鼠脑组织内神
经递质多巴胺（dopamine, DA）、乙酰胆碱（acetylcholine 
,AC）、内啡肽（endogenousopioids, EOPs）及五羟色
胺（five hydroxytryptamine, 5-HT）含量进行测定。
5. 各组大鼠脑组织 Tet1 蛋白表达水平进及 5hmC 与
5mC 水平进行测定，

实验第 10 天、20 天分别通过 Western blot 对大
鼠脑组织 Tet1 蛋白表达水平进行测定，并通过选择
性化学标记 SMRT 测序对各组大鼠脑组织中 5hmC 与
5mC 水平进行测定。
6.Tet1 蛋白上游基因 Npas4 基因甲基化情况检测

实验第 20 天，处死大鼠获取大鼠脑组织，应用
DNA 提取试剂盒对各组大鼠脑组织（包括海马区域
及大脑皮质）DNA 进行提取，琼脂凝胶电泳对提取
产物进行验证，DNA methylation-gold kit 试剂对产物
修饰处理后进行 PCR 扩增。具体引物如下（表 1）。

表 1　Npas4 甲基化特异 PCR(MSP) 引物设计

引物

名称
引物设计 长度

退火

温度
甲基化

引物

上游 5’-TCGTTGAGTTCGAGGTTTTTC-3’ 118bp 55℃
下游 5’-CGACTCACCTAATCGATAACGA-3’ 92bp 55℃

非甲基

化引物

上游 5’-TGTTGAGTTTGAGGTTTTTTGG-3’ 117bp 53℃
下游 5’-CAACTCACCTAATCAATAACAAA-3’ 92bp 53℃
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7.Npas4 基因蛋白表达及 mRNA 表达情况检测

Trizol 法提取大鼠脑组织总 RNA，测定 OD260/

OD280 值，经逆转录为 cDNA 后储存在 -20℃冰箱待

用。RT-PCR 产物使用 2.5% 的琼脂糖胶进行电泳检

测，qPCR 使用荧光定量仪器进行测定，结果分析使

用 2-ΔΔCT 法计算。引物如下（表 2）

表 2　实时定量基因扩增荧光检测系统 (qPCR) 引物设计

引物名称 引物设计

Npas4 上游引物
5'-GTAAATTGGTAGAGGATTAAGTTTTTTTTTATT

TTTTG-3'

Npas4 下游引物
5'-TATCTCACACAAATCCAATACTAAAACTA

TC-3'

β-actin 上游引物 5'-CCACGAAACTACCTTCAACTCC-3'

β-actin 下游引物 5'-GTGATCTCCTTCTGCATCCTGT-3'

8. 统计学方法

采用 SPSS 18.0( 美国 IBM SPSS Software 公司 ) 分

析实验数据，数据以 x-±s 表示，两组均数间比较采

用 t 检验；构成比或率之间比较采用 χ2 检验，以

P<0.05 为差异有统计学意义。

结　果

1. 各 组 大 鼠 脑 组 织 Tet1 蛋 白 表 达 水 平 及 5hmC 与

5mC 水平检测（图 1-2）

图 1　Tet1 蛋白在脑组织中的表达水平情况比较

通过 Western-blolt 对各组大鼠大脑皮质（除颞

叶外）及海马区域 Tet1 蛋白表达水平进行测定发现

大鼠大脑皮质区域内 Tet1 蛋白表达水平无明显变化

P > 0.05，而大鼠海马区域内尼古丁成瘾组大鼠 Tet1

蛋白表达水平较对照组及空白组大鼠 Tet1 蛋白表达

水平明显下降 P<0.05 。

图 2　各组大鼠脑组织 5MC 及 5hMC 水平测定

     -     : 大鼠大脑皮质（除颞叶）中 Tet1 蛋白的表达水平；

    -    : 大鼠海马区域中 Tet1 蛋白的表达水平；尼古丁组与空白组比

较 aP<0.05，尼古丁组与对照组比较 bP<0.05

A B

C D

A: 大鼠大脑皮质中（除颞叶）5MC 及 5hMC 水平测定；
B: 大鼠海马区域中 5MC 及 5hMC 水平测定；尼古丁组与空白组比较
aP<0.05，尼古丁组与对照组比较 bP<0.05.

进一步通过选择性化学标记 SMRT 测序对各组
大鼠脑组织中 5hmC 与 5mC 水平进行测定结果发现，
在皮质区域内（除颞叶）5hmC 与 5mC 水平变化无
统计学意义 P > 0.05，而在海马区域内尼古丁成瘾组
大鼠较对照组大鼠 5mC 水平升高而 5hmC 水平下降
P < 0.05。
2. 大鼠脑组织中 Npas4 基因甲基化情况检测（图 3）

实验 20d 处死大鼠并获取大鼠脑组织，通过
MSP 法对 Npas4 基因甲基化情况进行检查发现，结
果发现大鼠大脑皮质（除颞叶）Npas4 基因在尼古丁
成瘾组和对照组中均未发生甲基化情况，而在海马
区域尼古丁成瘾组大鼠较对照组大鼠 Npas4 基因明
显出现高甲基化情况。
3.Npas4 基因蛋白表达及 mRNA 表达情况检测（图 4）

A C

B D

A C

B D

图 3　各组大鼠脑组织中 Npas4 基因甲基化（MSP）情况检测

注：    : 甲基化；   ：非甲基化

BA

A B

图 4　各组大鼠脑组织 Npas4 基因蛋白表达水平和 mRNA 水平检测结果

B

A C

D



脑与神经疾病杂志 2020 年第 28 卷第 2 期 119

通过 qPCR 及 RT-PCR 对大鼠脑组织中 Npas4 基因蛋白表达水平和 mRNA 水平进行检查发现，在大鼠皮

质区域中（除颞叶）Npas4 基因蛋白表达水平和 mRNA 水平与对照组比较无明显变化    -    ，而在海马区中尼

古丁成瘾组大鼠 Npas4 基因蛋白表达水平和 mRNA 水平与对照组比较均出现了表达水平下降情况    -    。

B

D

A

C

4. 各组大鼠脑内神经递质含量测定（表 3~4）
表 3　各组大鼠大脑皮质（除颞叶）神经递质含量比较（x-±s）（ng·L-1）

                组别                                   项目 
空白组 对照组 尼古丁组

P 值 
n=20 n=20 n=20

10d（n=10） 多巴胺 1238.17±161.14 1310.28±153.27 1398.51±160.23 0.171

乙酰胆碱 2101.14±243.56 2098.56±197.69 2057.89±178.54 0.243

内啡肽 50.45±6.47 45.69±7.85 52.31±3.58 0.251

五 - 羟色胺 844.63±102.98 829.34±101.71 902.15±90.31 0.352

20d（n=10）
多巴胺 1287.71±159.83 1295.21±140.39 1401.67±160.56 0.258

乙酰胆碱 2221.31±213.46 2147.51±206.46 2469.27±223.74 0.351

内啡肽 48.57±5.82 47.54±5.87 52.89±4.23 0.195

五羟色胺 812.14±96.26 860.54±91.33 921..49±94.03 0.187

表 4　各组大鼠海马区神经递质含量比较（x-±s）（ng·L-1）

组别                                  项目
空白组 对照组 尼古丁组

P 值 
n=20 n=20 n=20

10d（n=10） 多巴胺 1238.17±165.43 1301.42±134.17 2415.59±217.45 0.035

乙酰胆碱 2214.01±235.71 2187.25±209.58 3723.51±310.17 0.019

内啡肽 49.26±5.16 48.15±6.59 70.14±7.01 0.016

五 - 羟色胺 832.17±99.21 856.47±95.12 1201.15±102.38 0.031

20d（n=10）
多巴胺 1301.47±102.53 1288.23±142.12 4821.12±312.47 0.024

乙酰胆碱 2198.42±198.57 2354.47±186.24 6124.17±510.51 0.020

内啡肽 50.93±4.14 46.35±5.19 120.15±10.16 0.023

五羟色胺 859.65±94.21 901.24±89.26 1863.22±216.79 0.013

实验第 10 天、第 20 天通过荧光分光光度法分

别对各组大鼠脑组织内神经递质包括多巴胺、乙酰

胆碱、内啡肽及五 - 羟色胺含量进行测定，结果发

现各组大鼠大脑皮质区域内（除颞叶）神经递质含

量无明显统计学差别 P>0.05，但在海马区域内神

经递质含量尼古丁成瘾组大鼠明显高于对照组大鼠

P<0.05。

讨　论

尼古丁被认为是导致烟草依赖的最主要成分之

一，常通过改变生物自身神经生物学基础能力和细

胞可塑性，从而产生强烈而持久的影响而成瘾 [9]。

尽管目前已针对因尼古丁成瘾采取了多种干预措施，

如药物、运动等措施 [10-11]，但依然难以完全戒断，

归其原因是对尼古丁成瘾的具体机制尚未阐明，现

有研究证实大脑海马内记忆相关脑区的强烈活化与

尼古丁成瘾有关 [12]。因此深入对尼古丁成瘾的分子

机制研究，对有效控制烟草危害有着重要意义。

Tet1 蛋白存在于所有脊椎动物中，通过调节

5mC 转化为 5hmC 从而参与生物体内的甲基化过程，

在多种生物学过程中发挥作用，包括基因表达的表

观遗传调控，胚胎发生，干细胞功能和药物成瘾等 [13]。

其上游基因 Npas4 基因是大脑特有活动依赖性转录

因子，调节记忆形成和恢复的重要基因 [14]。已有研

究表明在 Tet1-/- 小鼠中 Npas4 转录被抑制而表达下

降 [15]，因此我们推测 Tet1 可以通过介导 Npas4 甲基
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化状态参与药物成瘾过程，有进一步深入研究的价

值 ,。

作者通过构建大鼠慢性尼古丁成瘾动物模型对

大鼠脑组织中的 Tet1 蛋白表达情况进行了检测，发

现在尼古丁成瘾大鼠大脑海马区 Tet1 蛋白表达水平

明显下降，同时对 5hmC 与 5mC 水平检测发现，尼

古丁成瘾大鼠海马区 5mC 水平升高而 5hmC 水平下

降。由于 Tet1 可以通过介导 Npas4 甲基化状态，因

此进一步对尼古丁成瘾大鼠大脑组织中 Npas4 基因

甲基化水平、蛋白及 mRNA 表达水平进行了检测，

结果发现在成瘾大鼠海马区域中 Npas4 基因明显出

现了高甲基化情况同时 Npas4 蛋白及 mRNA 表达水

平下降，证实 Tet1 参与了尼古丁成瘾形成过程且影

响 Npas4 基因甲基化状态。最后对尼古丁成瘾大鼠

脑组织中神经递质进行了检测，结果发现在海马区

域中多巴胺、乙酰胆碱、阿啡肽及五羟色胺等神经

递质均出现了水平升高，推测可能机制为 Npas4 基

因调控下游基因进而影响成瘾神经递质水平从而参

与成瘾过程，但具体机制有待进一步研究证实。

综上所述，在慢性尼古丁成瘾大鼠成瘾过程中，

Tet1 蛋 白 表 达 下 降 影 响 5hmC 与 5mC 水 平， 介 导

Npas4 基因高甲基化状态而影响 Npas4 蛋白表达及

mRNA 表达，进而影响成瘾神经递质水平参与尼古

丁成瘾过程。深入研究 Tet1 及 Npas4 表观遗传有助

于阐明尼古丁成瘾的具体机制，为有效降低烟草复

吸提供帮助。
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