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摘要：目的 　 探讨 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 及相关蛋白 Ｍｅｃｐ２、ＣＲＥＢ 在

甲基苯丙胺（ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＡ）神经毒性中的作用。 方

法　 大鼠腹腔注射 ＭＡ（１０ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）建立 １、２、４ 周 ３
个不同依赖时程的 ＭＡ 依赖模型。 取额叶皮质、海马，ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 检 测 ｍｉＲＮＡ⁃１３２、 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测

Ｍｅｃｐ２、ｐ⁃Ｍｅｃｐ２、 ＣＲＥＢ 和 ｐ⁃ＣＲＥＢ。 结果 　 在额叶皮质，
ｍｉＲＮＡ⁃１３２、Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 在 ＭＡ 依赖 １、２、４ 周组表达均升

高（Ｐ ＜ ０. ０５ 和 Ｐ ＜ ０. ０１），Ｍｅｃｐ２ 表达明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１），
Ｍｅｃｐ２ 磷酸化水平则明显升高。 在海马，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 呈降低

趋势，在 ２、４ 周组明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１）；Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 表达则

明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；Ｍｅｃｐ２ 在 １ 周组表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），
之后呈降低趋势，在 ４ 周组表达明显降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｍｅｃｐ２
磷酸化水平在 １ 周组降低（Ｐ ＜ ０. ０１），之后呈升高趋势，在 ２
周组明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ＭＡ 可诱导 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 异

常表达。 在额叶皮质，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 可能通过抑制 ｍＲＮＡ 的翻

译，致 Ｍｅｃｐ２ 表达降低而发挥作用；但在海马，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 与

Ｍｅｃｐ２ 表达趋势未呈现反向对应关系，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 调节并不

依赖于 Ｍｅｃｐ２。

关键词：药物依赖；甲基苯丙胺；ｍｉｃｒｏＲＮＡ；甲基化 ＣｐＧ 结合

蛋白 ２（Ｍｅｃｐ２）；环磷腺苷效应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）；基因

表达

开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

　 　 甲基苯丙胺（ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＡ）是一种安

非他明类中枢神经系统兴奋剂，ＭＡ 滥用者在我国

２４０. ４ 万名在册吸毒人员中占比 ５６. １％ ［１］，是滥用

人数最多的毒品类型。 ＭＡ 具有极强的依赖性，会
引起认知障碍、焦虑、抑郁以及暴力行为等精神系统

障碍症状，甚至中毒导致因脑出血、缺血缺氧而昏迷

或死亡。 迄今为止 ＭＡ 的依赖机制尚未明确。 微

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是脑内广泛存在的基因

转录调控因子，调节神经元凋亡和突触相关基因表

达。 既往研究表明，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在中枢神经系统中

的异常表达可能与 ＭＡ 诱发的神经毒性作用密切相

关。 在 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 基因上游调控序列中存在转录

激活因子环磷腺苷效应元件结合蛋白 （ ｃＡＭＰ⁃ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）结合位点，而
与中枢神经发育相关的甲基化 ＣｐＧ 结合蛋白 ２
（ｍｅｔｈｙｌ ＣｐＧ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，Ｍｅｃｐ２）则为 ｍｉＲＮＡ⁃
１３２ 的直接作用靶点之一。 但 ｍｉＲＮＡ⁃１３２、Ｍｅｃｐ２
在 ＭＡ 所致神经毒性损害和依赖中的作用尚未见文

献报道。 因此，本文试图探讨 ＭＡ 是否可通过

ＣＲＥＢ 调控 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 影响 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 及 Ｍｅｃｐ２
的表达，从而参与 ＭＡ 的依赖机制。
１　 材料与方法

１． １　 药品、试剂和仪器　 甲基苯丙胺由云南省公安

厅公安部禁毒技术重点实验室合法提供，化学法提

纯后用生理盐水配制成 １０ ｇ·Ｌ － １的 ＭＡ 溶液（现用

现配）。 Ｍｅｃｐ２ 一抗（兔抗，１ ∶ １ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
公司，Ｄ４Ｆ３，＃３４５６），ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ 一抗（兔抗，１ ∶ １ ０００，
Ｎｏｖｕｓ 公司，ｐＳｅｒ４２１，＃ＮＢＰ２⁃２９５２４），ＣＲＥＢ 一抗（兔
抗，１ ∶ １ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司，Ｄ７６Ｄ１１，＃９１９７），
ｐ⁃ＣＲＥＢ 一抗（兔抗，１ ∶ １ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司，
Ｓｅｒ１３３，＃９１９８），β⁃ａｃｔｉｎ（鼠抗，１ ∶ ５ ０００，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
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公司，６６３７５⁃１⁃Ｉｇ，＃２Ｄ４Ｈ５）。 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠的

二抗（１ ∶ ５ ０００，Ａｂｂｋｉｎｅ 公司，Ａ２１０１０），ＨＲＰ 标记

山 羊 抗 兔 的 二 抗 （ １ ∶ ５ ０００， Ａｂｂｋｉｎｅ 公 司，
Ａ２１０２０），ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒（ＢｅｓｔａｒＴＭ ｑＰＣＲ ＲＴ
Ｋｉｔ，ＤＢＩ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＤＢＩ⁃２２２０），ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 试

剂盒（ＢｅｓｔａｒＲ ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ，ＤＢＩ Ｂｉｏ⁃
ｓｃｉｅｎｃｅ，ＤＢＩ⁃２０４３），ｍｉＲＮＡ 逆转录试剂盒 （ Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃
ｏｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ，Ｇｅｎｅ⁃
Ｃｏｐｏｅｉａ，ＱＰ０１４），ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡ 试剂盒（Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃
ｏｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ，ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ，ＱＰ０１１）。
　 　 主要仪器：条件性位置偏爱检测设备（上海欣

软信息有限公司，型号 ＸＲ⁃ＸＴ４０１）；电泳仪、膜转印

装置（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司，型号

Ｔ１００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ），荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司，型号 Ｃ１０００ ＴｏｕｃｈＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ）。
１． ２　 动物模型　 雄性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只，５ ～ ６ 周龄，体
质量（１８０ ～ ２２０） ｇ，购于昆明医科大学实验动物学

部［许可证号：ＳＣＸＫ（滇） ２０１１⁃０００４］，随机分成 ６
组，分别为 ＭＡ 依赖 １ 周、２ 周、４ 周组及对照的生理

盐水组。 腹腔注射 ＭＡ（１０ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）与生理

盐水（１０ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）１０ ｄ 后，用 条件性位置偏

爱（ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｐｌａｃｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ＣＰＰ） 及刻板行为

（ｓｔｅｒｅｏｔｙｐｅｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ，ＳＢ）评分确认大鼠产生 ＭＡ 依

赖，再分别给药 １、２、４ 周建立不同依赖时程 ＭＡ 依

赖模型，再用 ＣＰＰ 实验和 ＳＢ 评分检测行为学改变。
末次给药 ２４ ｈ 后，用 １０ ｇ·Ｌ － １水合氯醛麻醉，灌注

取脑，分离额叶皮质、海马组织，置于 － ８０ ℃超低温

冰箱保存。
１． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白质表达 　 脑组织解冻

后称取约 ２００ ｍｇ，用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制

剂的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解，ＢＣＡ 法检测蛋白浓度，加入

上样缓冲液（５Ｘ）后混匀、变性。 以 ５０ ｎｇ 上样，ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分离，半干转膜仪转至 ０. ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜

上；膜用 ５％脱脂奶粉（或 ５％ ＢＳＡ）于摇床上室温

封闭 １ ｈ，分别加入相应 Ｍｅｃｐ２ 一抗，ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ 一抗，
ＣＲＥＢ 一抗和 ｐ⁃ＣＲＥＢ 一抗（１ ∶ １ ０００）４ ℃孵育过

夜，再加入相应种属二抗（１ ∶ ５ ０００）室温孵育 ２ ｈ；
ＥＣＬ 化学发光显色，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶成像仪显影成像。
ＩｍａｇｅＪ 图像软件分析 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带灰度值，计算

目的蛋白相对于内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的相对含量，磷酸化目

的蛋白相对于总蛋白的相对含量。
１． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡ 及 ｍＲＮＡ　
１． ４． １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物信息 　 经 ＮＣＢＩ 网站查询目

的基因序列信息后，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设计引

物，由 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 有 限 公 司 合 成

（Ｔａｂ １）。

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

Ｏｌｉｇｏ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ Ｔｍ

ｍｉＲＮＡ⁃１３２⁃５Ｐ ５′⁃ＡＧＧＴＡＡＣＡＧＴＣＴＡＣＡＧＣＣＡＴＧＧＴＣＧ⁃３′ ５８ ℃

ｍｉＲＮＡ⁃Ｕ６ ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′ ５８ ℃

Ｍｅｃｐ２
　

Ｆ ：５′⁃ＧＡＴＣＡＡＡＣＧＣＣＣＴＧＧＣＡＧＡＡ⁃３′
Ｒ ：５′⁃ＡＣＴＣＣＣＡＧＧＣＴＴＴＣＴＡＣＣＣＣ⁃３′

８２ ｂｐ
　

５５ ℃
　

ＧＡＰＤＨ Ｆ ：５′⁃ＡＧＡＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＧＴ⁃３′
Ｒ ：５′⁃ＣＴＴＧＣＣＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＴ⁃３′

２０７ ｂｐ
　

５５ ℃
　

１． ４． ２　 实验步骤 　 脑组织解冻后称取约 １００ ｍｇ，
用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，以 ２ μｇ 总 ＲＮＡ 进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 反应。 ①用 ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，
再用 ｑＰＣＲ 试剂盒检测 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ 为

内参基因。 ②用 ｍｉＲＮＡ 试剂盒合成第一链 ｃＤＮＡ，
再用 ｑＰＣＲ 试剂盒检测 ｍｉＲＮＡ⁃１３２，以 Ｕ６ 为内参基

因。 ２ －△△ｃｔ法比较各组 ｍＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ 的表达差

异。
１． ５　 统计学分析　 ＳＰＳＳ ２１. ０ 进行数据分析，数据

以均值 ±标准差（�ｘ ± ｓ）表示，所有数据单因素方差

分析（ ＡＮＯＶＡ） 进行组间比较，组间两两比较用

ＬＳＤ 检验。
２　 结果

２． １　 动物模型建立 　 ＭＡ 依赖 １、２、４ 周组大鼠在

伴药箱的停留时间明显增加，均产生明显 ＣＰＰ 效

应。 大鼠出现明显的兴奋性及刻板行为，刻板行为

评分随着依赖时间延长而减少。 实验结果参见课题

组前期发表的数据［２］。
２． ２ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡ⁃１３２、Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ
表达 　 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在甲基苯丙胺依赖 １、２ 周组（Ｐ
＜ ０. ０１）和 ４ 周组（Ｐ ＜ ０. ０５）额叶皮质中表达明显

升高；在海马中表达呈降低趋势，其中在 ＭＡ 依赖

２、４ 周组明显降低 （Ｐ ＜ ０. ０１） （ Ｆｉｇ １Ａ）。 Ｍｅｃｐ２
ｍＲＮＡ 在 ＭＡ 依赖 １、２、４ 周组额叶皮质（Ｐ ＜ ０. ０５
或 Ｐ ＜ ０. ０１）和海马（Ｐ ＜ ０. ０１）中表达均升高（Ｆｉｇ
１Ｂ）。
２． ３ 　 额叶皮质中 Ｍｅｃｐ２、 ｐ⁃Ｍｅｃｐ２、 ＣＲＥＢ、 ｐ⁃
ＣＲＥＢ 表达　 Ｍｅｃｐ２ 在 ＭＡ 依赖 １、２、４ 周组（Ｐ ＜
０. ０１）额叶皮质中表达明显降低（Ｆｉｇ ２Ａ，Ｂ），且磷

酸化水平呈升高趋势，在 ＭＡ 依赖 １、２ 周组（Ｐ ＜
０. ０１）中磷酸化水平明显升高（Ｆｉｇ ２Ａ，Ｃ）。 ＣＲＥＢ
在 １、２、４ 周组额叶皮质中表达无明显变化（Ｆｉｇ ２Ａ，
Ｄ），但磷酸化水平呈降低趋势，在 １、４ 周组中磷酸

化水平明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１）（Ｆｉｇ ２Ａ，Ｅ）。
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Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ａｎｄ Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ＭＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔｓ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｂ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ．
∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｃｐ２， ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ ／ Ｍｅｃｐ２， ＣＲＥＢ ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ｉｎ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｏｆ ＭＡ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔｓ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｂ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ ／ Ｍｅｃｐ２ ｉｎ ｒａｔｓ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｄ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＲＥＢ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＮＳ．

２． ４ 　 海马中 Ｍｅｃｐ２、ｐ⁃Ｍｅｃｐ２、ＣＲＥＢ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 表

达　 Ｍｅｃｐ２ 在 ＭＡ 依赖 １ 周组（Ｐ ＜ ０. ０５）海马中表

达明显升高，之后呈降低趋势，在 ＭＡ 依赖 ４ 周组

（Ｐ ＜ ０. ０５）中表达明显降低（Ｆｉｇ ３Ａ，Ｂ）。 Ｍｅｃｐ２ 的

磷酸化水平在 ＭＡ 依赖 １ 周组（Ｐ ＜ ０. ０１）表达明显

降低，之后呈升高趋势，在 ＭＡ 依赖 ２ 周组（Ｐ ＜
０. ０１）中明显升高（Ｆｉｇ ３Ａ，Ｃ）。 ＣＲＥＢ 及其磷酸化

在 ＭＡ 依赖 １、２、４ 周组海马中均无明显表达变化

（Ｆｉｇ ３ Ａ，Ｄ － Ｅ）。
３　 讨论

　 　 本研究以腹腔注射 ＭＡ 建立 １、２、４ 周不同时程

的 ＭＡ 依赖大鼠模型，ＭＡ 在各实验组均导致大鼠

表现出明显的 ＣＰＰ 效应。 ＣＰＰ 实验利用条件性刺

激影响动物位置偏好，以产生药物依赖动物的行为
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Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｅｃｐ２， ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ ／ Ｍｅｃｐ２， ＣＲＥＢ ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｏｆ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒａｔｓ（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｖｅ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｂ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ⁃Ｍｅｃｐ２ ／ Ｍｅｃｐ２ ｉｎ ｒａｔｓ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｄ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＲＥＢ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． Ｅ： Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ． ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ＮＳ．

学特点评价药物的依赖性，是评价动物出现药物依

赖的经典动物模型。
　 　 额叶皮质、海马是调节行为活动、认知功能、学
习和记忆的重要脑区，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在 ＭＡ 依赖 １、２、
４ 周组额叶皮质中表达明显升高，在海马中则表达

降低，虽然两个脑区 ｍｉＲＮＡ ⁃１３２ 的表达趋势不一

致，但均存在明显的异常表达。 此前，有研究在体外

培养 ｍｉＲＮＡ⁃２１２ ／ １３２ 敲除幼鼠皮质神经元，神经元

有出现树突短缩、分叉等改变［３］，靶向敲除 ｍｉＲＮＡ⁃
２１２ ／ １３２ 基因会对海马中 ｍＲＮＡ 的转录谱产生广泛

影响，并出现空间记忆、识别记忆和认知功能障

碍［４］，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 表达减少会增加神经退行性疾病

的患病率。 但 Ｃｈｅｎ 等［５］ 在神经干细胞转染 ｍｉＲ⁃
ＮＡ⁃１３２ 后，也发现 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 通过影响细胞周期，
促进细胞凋亡来抑制神经元的分化，且促进胶质细

胞分化。 维持 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 稳定在中枢神经系统功

能调节具有重要作用，ｍｉＲ⁃１３２ 轻度表达增加可增

强认知功能，但超生理水平的 ｍｉＲ⁃１３２ 则会损害学

习功能［６］。 上述研究结果说明 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 参与了

调节 ＭＡ 依赖引起的神经损害作用。
　 　 ｍｉＲＮＡ 为小分子单链非编码 ＲＮＡ，是基因转录

后调控因子，由 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 编码生成初级产物

ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ，经 Ｄｉｃｅｒ 酶切后形成约 ２０ 个核苷酸的

双链 ｍｉＲＮＡ，其中一链与靶 ｍＲＮＡ 的 ３′非编码区互

补配对，一方面装载成 ＲＩＳＣ 沉默复合体降解 ｍＲ⁃
ＮＡ，另一方面与翻译起始区结合抑制 ｍＲＮＡ 翻

译［７］。 在 ＭＡ 依赖者的血浆、外泌体以及组织中均

发现包括 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在内的 ｍｉＲＮＡ 的异常表达。
ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 位于人 １７ 号和大鼠 １０ 号染色体，与
ｍｉＲＮＡ⁃２１２ 合称为 ｍｉＲＮＡ⁃２１２ ／ １３２ 家族［８］。 ＭＡ 可

增加第二信使环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）分泌，活化 ＣＲＥＢ
后与 ｍｉＲＮＡ⁃２１２ ／ １３２ 基因上游 ＣＲＥ 位点的结合，调
节 ｍｉＲＮＡ⁃２１２ ／ １３２ 的生成［９］。 ＣＲＥＢ 参与 ＭＡ 依赖

机制已有多篇文献报道，ＭＡ 通过 ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ ／
ＣＲＥＢ 通路实现 ＣＲＥＢ 的磷酸化激活，ＣＲＥＢ 活化后

与 ｃ⁃ｆｏｓ、ｆｏｓｂ、Ｓｙｐ、ＢＤＮＦ 等基因的启动子结合而发

挥作用［１０］，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 亦受 ＣＲＥＢ 的调控。 本研究

中，ＣＲＥＢ 的表达在额叶皮质无明显差异，ＭＡ 在 １
周和 ４ 周组中抑制了 ＣＲＥＢ 的磷酸化，而海马中

ＣＲＥＢ 及其磷酸化均无明显差异。 有报道认为 ＭＡ
可抑制伏隔核、海马中 ＣＲＥＢ 的磷酸化激活，但在不

同依赖时程、不同脑区组织中 ＣＲＥＢ 蛋白的磷酸化
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水平存在差异［１１］，ＣＲＥＢ 磷酸化在 ＭＡ 依赖中可能

无稳定的表达变化趋势，ＣＲＥＢ 磷酸化水平降低也

未影响 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 的表达。 ＭＡ 可能通过其他转录

因子介导调节 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 表达，如已报道的 ＭＳＫ１ ／
２、ＥＲＫ１ ／ ２ 途径等［１２］，有待深入探索。
　 　 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 为 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 的作用靶点之一。
Ｍｅｃｐ２ 为甲基 ＣｐＧ 结合域家族成员，可招募胞嘧啶

甲基转移酶、组蛋白去乙酰化酶和其他染色质重塑

蛋白介导基因沉默［１３］，而 Ｃｈａｈｒｏｕｓ 等［１４］ 检测缺失

或过表达 Ｍｅｃｐ２ 小鼠下丘脑内基因表达时，发现大

部分靶基因被 Ｍｅｃｐ２ 激活，其兼具转录激活因子和

抑制因子作用。 Ｍｅｃｐ２ 基因缺陷为中枢系统发育障

碍性疾病 Ｒａｔｔ 综合征的主要病因，对神经元成熟、
突触形成和突触可塑性具有调节作用。 在额叶皮

质，ＭＡ 依赖各组中 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 表达均升高，而
Ｍｅｃｐ２ 蛋白表达降低，与 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 对 Ｍｅｃｐ２ ｍＲ⁃
ＮＡ 的转录后调控作用的理论相吻合，ｍｉＲＮＡ⁃１３２
对 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 有转录后抑制作用。 但在海马，ＭＡ
依赖各组中 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 表达降低，Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 表

达升高，Ｍｅｃｐ２ 蛋白在 ＭＡ 依赖 １ 周组时表达增加，
此后随 ＭＡ 依赖时间的延长而降低，在 ＭＡ 依赖 ４
周组中 Ｍｅｃｐ２ 的表达降低尤为明显，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 与

Ｍｅｃｐ２ 表达趋势未呈现负对应关系。 此前， Ａｔｅｎ
等［１５］在昼夜节律研究中也发现，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在海马

表达变化会影响神经元形态和记忆功能，但 Ｍｅｃｐ２
与 ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 表达趋势一致，认为在蛋白表达 ／调
控水平上，中枢内的动力学改变也会影响 ｍｉＲＮＡ 的

功能效果，ｍＲＮＡ 稳定性和翻译速率以及蛋白质的

半衰期，均影响着 ｍｉＲＮＡ 的作用效应。 Ｍｏｒｏｚｏｖａ
等［１６］也提出 ｍｉＲＮＡ 的作用模式还取决与靶 ｍＲＮＡ
的自身特征，因此，存在多个靶点时，并非所有靶点

表达均受影响。 Ｉｍ 等［１７］则提出 ｍｉＲＮＡ⁃２１２ ／ １３２ 和

Ｍｅｃｏｐ２ 之间的作用稳态可调节可卡因的摄取，观察

到连续注射 ７ ｄ 可卡因后 Ｍｅｃｐ２ 在纹状体和海马中

高表达，在额叶皮质中则表达降低，海马中 Ｍｅｃｐ２
的表达与本研究 ＭＡ 依赖 １ 周组的结果相似。 Ｄｅｎｇ
等［１８］的研究也表明，Ｍｅｃｐ２ 参与慢性 ＭＡ 依赖中兴

奋性和抑制性信号传递，慢性 ＭＡ 作用会增加

Ｍｅｃｐ２ 磷酸化而调节中枢内蛋白的转录活动，与之

相似的是，本研究中 ＭＡ 依赖中 Ｍｅｃｐ２ 磷酸化水平

也有明显增加。 上述结果均说明，Ｍｅｃｐ２ 在 ＭＡ 依

赖所致的毒性损害中有调节作用，但额叶皮质和海

马两个脑区中 Ｍｅｃｐ２ 的作用模式存在差异。
　 　 综上，ＭＡ 依赖可诱导额叶皮质和海马脑区中

ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 的异常表达。 在额叶皮质，ｍｉＲＮＡ⁃１３２

可能通过抑制 Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ 的翻译，致 Ｍｅｃｐ２ 蛋白

表达降低；但在海马，ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 与 Ｍｅｃｐ２ 表达趋

势未呈现负对应关系。 研究结果提示 ｍｉＲＮＡ⁃１３２
与 Ｍｅｃｐ２ 参与了调节 ＭＡ 诱导的神经毒性损害，
ｍｉＲＮＡ⁃１３２ 在额叶皮质中的作用可能是通过 Ｍｅｃｐ２
发挥的，但在海马中并不依赖于 Ｍｅｃｐ２ 发挥其作

用，Ｍｅｃｐ２ 在额叶皮质和海马中的作用模式和机制

存在差异。
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ａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ （ＭＡ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉ⁃
ｔｙ ａｎｄ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉ⁃
ｔｉｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ （ｉｐ） ｗｉｔｈ ＭＡ （１０ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １）
ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅｓ ｏｆ １ ｗｅｅｋ， ２ ｗｅｅｋｓ，
ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ａｎｄ Ｍｅｃｐ２
ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｅｃｐ２， ｐ⁃
Ｍｅｃｐ２， ＣＲＥＢ ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ａｎｄ ｈｉｐｐｏ⁃
ｃａｍｐｕｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ， ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ⁃
１３２ ａｎｄ Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ＭＡ⁃ｄｅ⁃
ｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０. ０５ ａｎｄ Ｐ ＜ ０. ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ
Ｍｅｃｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． ＭＡ
ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｔｈｅ
ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｗａｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ， ｂｕｔ Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （ Ｐ ＜
０. ０５）． Ｍｅｃｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＭＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ １

ｗｅｅｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ＭＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ， ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ＭＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ４ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０. ０５） ｉｎ ｈｉｐｐｏ⁃
ｃａｍｐｕｓ． Ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｗａｓ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １ ｗｅｅｋ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１），
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ２ ｗｅｅｋｓ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１） ｉｎ
ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＭＡ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｎ ａｂ⁃
ｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ
ａｎｄ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ａｎｄ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｍｉｇｈｔ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ． Ｂｕｔ
ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ， ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅ⁃
ｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｍｅｃｐ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｏｎｔａｌ
ｃｏｒｔｅｘ． Ａｎｄ ｍｉＲＮＡ⁃１３２ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｄｅｐｅｎｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｃｐ２ ｉｎ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｒｕｇ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ； ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ；
ｍｉＲＮＡ⁃１３２； ｍｅｔｈｙｌ ＣｐＧ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （Ｍｅｃｐ２）；
ｃＡＭＰ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＲＥＢ）； ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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