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摘要 目的  观察阿片激动剂长时程作用对 2  °信号转导系统的影响 ∀方法  选用≥ ⁄ 稳定表

达的 2≤ ÷≥细胞 采用 ≥活性和   °放免测定 • 杂交和 ⁄° 黄递酶组化染色技术 ∀结果

阿片类药物长时程作用剂量依赖性增高胞浆相 ≥ 活性和胞内   ° 含量 药物作用强弱顺序是 ⁄°⁄°∞ 

⁄⁄∞吗啡 ∞≤都在 # 数量级 ∀用纳洛酮急性戒断阿片耐受细胞 造成酶活性和   °水平增加更显

著 ∀ ⁄°⁄°∞长时程作用还引起≥基因表达增强和 ⁄° 黄递酶染色阳性细胞增多 ∀结论  提示 2  °

信号转导系统上调可能是阿片耐受和成瘾的重要生化改变 ∀

关键词 ∆2阿片受体 阿片类依赖 一氧化氮合酶 环磷酸鸟苷 信号转导
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  有关阿片耐受和依赖时 ≥基因表达介导的

2 °信息通路的调节作用的研究尚未见报

道 ∀近来我们≈ 研究表明 在≥基因转染获得

稳定表达的 2细胞 阿片激动剂长时程作

用引起   ° 代偿性增加 纳洛酮急性戒断诱发

  °反跳性升高 从而建立阿片类药物耐受和依

赖细胞模型≈ ∀在此基础上 本文进一步观察了阿

片类药物长时程作用及阿片拮抗剂诱发戒断时

≥活性 胞内  °水平和≥蛋白表达及其

功能变化 旨在探讨 2 °信号转导系统在阿

片耐受和依赖机制中的作用 为应用 ≥抑制剂阻

断阿片耐受成瘾提供实验依据 ∀

材 料 与 方 法

  药品与仪器  ∆2°  ∆2°2脑啡肽  ∆2

°  ∆2°2 ⁄°⁄°∞ ∆2  ∆2∏2

脑啡肽 ∆2  ∆2∏2 ⁄⁄∞ 盐酸

纳洛酮  Λ2 硝基蓝氮唑 ∏∏ 

×为 ≥公司产品 ∀盐酸吗啡为青海制药厂

产品 ∀高糖 ⁄ ∞ 为 公司产品 ≥单克

隆抗体为 ×∏ 公司产品    °

酶联免疫标记的二抗为北京中山公司产品 ∀其他常
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∞2∏ ∏

用试剂均为国产分析纯 ∀  ÷图象激光密

度扫描仪由 °公司生产 ∀

细胞培养与加药处理  用 ≥ ⁄ 转染

2细胞 获得的稳定表达≥基因工程细

胞 2≤÷≥ 由本室建株≈ ∀培养条件见参

考文献≈ ∀在≥活性和  °含量测定实验

中 接种  ≅ 细胞至 孔板 贴壁生长过夜 换培

养基 分别加入 ∆2受体选择性激动剂 ⁄°⁄°∞

⁄⁄∞   ∗   #和吗啡   ∗  

#  ε 孵育  ∀阿片激动剂组直接收获

细胞制备样本 阿片激动剂 纳洛酮组在收获细胞

前 弃培养基 °≥洗涤细胞 加入  Λ#纳

洛酮孵育细胞  实验还设置了空白对照组和

纳洛酮组 ∀在 • 杂交和 ⁄°2组化染色

实验中 除上述实验分组外 还有 Λ2  ⁄°⁄°∞

组 即用  #  Λ2 和   #  

⁄°⁄°∞共同预处理细胞  ∀

ΝΟΣ催化活性测定  测定方法见参考文献≈ ∀

Ωεστερν杂交分析    ≥⁄≥2°∞凝胶电泳

分离  Λ细胞裂解蛋白 转移至硝酸纤维素膜

上  脱脂奶粉封闭 用≥单克隆抗体杂交 洗

膜 置于   °酶联免疫标记的二抗中孵育 二氨基

联苯胺⁄显色 ∀激光密度扫

描仪测定≥蛋白条带的密度 ∀

ΝΑ∆ΠΗ黄递酶组化染色  参考 等方

法≈加以改良 ∀细胞爬片生长 用 1 #  

°≥ 1配制  多聚甲醛固定细胞  置于

## 药学学报  °∏≥    



  蔗糖磷酸缓冲液中  ε 过夜 在含有 1

# ×  #
Β2⁄° 1  × ÷2

溶液和 1 # °≥ 1中  ε 孵

育  每次孵育中用 1 #  °≥漂洗 次 

甘油明胶封片 光镜观察并照相 胞浆蓝染表示

⁄°2染色呈阳性反应 ∀激光密度扫描仪作图

像定量分析 以平均积分灰度值来反映 ⁄°2

染色阳性细胞数 ∀

胞内 χΓ ΜΠ含量测定  用 2 °放射免疫

测定法进行   ° 标准曲线的范围为 1 ∗

1 #   °含量以每毫克蛋白的 

数# 
表示 ∀

统计分析  实验数据以 ξ ? σ表示 采用单因

素方差分析 ∂ 和 τ检验 ∀

结 果

1  阿片激动剂长时程作用对 ιΝΟΣ催化活性的影

响

结果表明 不同阿片激动剂长时程作用 2

≤÷≥ 细胞 均引起胞浆相≥活性增高 剂

量效应呈正相关图  ∀ ⁄°⁄°∞⁄⁄∞和吗啡单

独作用 ∞≤分别为  #   # 和

 # 可见药物作用强弱顺序是 ⁄°⁄°∞ 

⁄⁄∞吗啡 ∀纳洛酮本身不影响≥活性 但

在上述阿片类药物引起细胞发生耐受时 用纳洛酮

急性戒断 ≥活性增加更显著 其 ∞≤较相应的

阿片激动剂单独作用分别减少了 1  1 和

1  ∀

ƒ  ∞ ≥ √ ¬∏ 2≤÷≥ 

 ⁄°⁄°∞⁄⁄∞   × 2≤÷≥    √∏

 ⁄°⁄°∞  ⁄⁄∞  ≤ 2∏ / 

0   ∏ π ) π  
 2≤      

  ¬ ∏ ο ) ο   ≥ √    ¬

√∏√∏ ∏ ∏

 ∏ ¬ Λ#
  ε  ∏

ν   ∗   ξ ? σ 3 Π 1  3 3 Π 1  

  本研究也比较了 2 细胞和 2

≤÷≥细胞用 ⁄°⁄°∞长时程处理以及纳洛酮

诱发戒断时 ≥ 活性的变化 ∀结果表明 在对照

2细胞 递增浓度 ⁄°⁄°∞长时程预孵细胞

及纳洛酮急性用药 胞浆≥ 活性与空白对照组

和纳洛酮对照组相比 无显著性变化 Π 1 而

2≤÷≥细胞胞浆相≥活性呈剂量依赖

性增加图  ∀

2  Ωεστερν 杂交分析阿片激动剂长时程作用对

ιΝΟΣ蛋白表达的影响

为了确定阿片激动剂长时程作用引起≥活

性变化和特异性≥基因蛋白表达的关系 本实

验观察了   # ⁄°⁄°∞单独用药或  

# ⁄°⁄°∞和  # 2共同孵育

2≤÷≥细胞  然后进行 • 杂交

分析≥基因蛋白 ∀结果表明 在  ⁄处出

现一条≥蛋白条带 光密度扫描显示 ⁄°⁄°∞

组蛋白表达产量比对照组略有增高 而联合用 2

组 表达产物含量明显减少 图  ∀证实

⁄°⁄°∞引起≥活性增加是由于≥蛋白表达

增多所致 且可被 2所阻断 ∀

3  阿片激动剂长时程作用对 ΝΑ∆ΠΗ2δ 活性的影

响

⁄°⁄°∞单独用药及 2 和 ⁄°⁄°∞联合用

药长时程预处理 2≤÷≥细胞 细胞固定前

加入纳洛酮孵育细胞  然后进行 ≥活性相

关的 ⁄°2组织化学反应 ∀结果表明 与空白
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对照组相比 ⁄°⁄°∞组和 ⁄°⁄°∞ 纳洛酮组可见

大量细胞胞浆内呈明显的蓝染 ⁄°2染色阳

性细胞增多  Π  1 或 Π  1 2 

⁄°⁄°∞组和 2  ⁄°⁄°∞ 纳洛酮组 胞浆内

蓝染细胞减少 ≥ 反应阳性细胞数目明显低于

⁄°⁄°∞组和 ⁄°⁄°∞纳洛酮组 Π 1 ∀

4  阿片激动剂长时程作用对胞内 χΓ ΜΠ水平的影

响

为了探讨阿片耐受和依赖中 2 °通路的

调节机制 本研究在发现阿片激动剂长时程作用引

起 ≥活性增高的基础上 又测定了胞内  °

含量的变化 ∀结果表明 不同阿片类药物⁄°⁄°∞

⁄⁄∞和吗啡均可剂量依赖性增加胞内  °

水平 其 ∞≤分别为  #  #和

 #  以 ∆2阿片激动剂作用最明显 若用纳

洛酮诱发戒断 药物作用的 ∞≤为  #  

#和  #分别减少 1  1 

和 1  这与胞浆相≥活性增加相一致 ∀

ƒ  ≤ √∏

⁄°⁄°∞  ≥ √  √≥ 2
      

Λ# ¬  2  2
≤÷≥     ⁄°⁄°∞ 1
# ∗  Λ#  ∏ × 2
∏√∆2√

∏¬ 2≤÷≥
⁄°⁄°∞ ∏2≤÷≥   π ) π  

⁄°⁄°∞  ¬ ∏ 2≤÷≥ 

 ο ) ο   ⁄°⁄°∞ ∏2   ω ) ω  

⁄°⁄°∞  ¬∏2   ϖ ) ϖ 

ν   ∗   ξ ? σ 3 Π  1  3 3 Π  1
 

ƒ   •  ≥  ¬  ≥ 2 

 ⁄°⁄°∞  ⁄°⁄°∞  2

 ≥⁄≥2°∞   •   ≤  2   ≤ τ  

⁄°⁄°∞ υ  ⁄°⁄°∞ 2 

ƒ  ≤2∏√  ° ∏∏ 2≤÷≥ ¬∏

√∏  ¬ × 2≤÷≥   

√∏⁄°⁄°∞ ⁄⁄∞  ≤ 2∏
 /   0   ∏ π ) π   ° √     

  ¬∏ υ ) υ   °  

¬√∏ √∏ ∏ 

∏ ∏   Λ# ¬ ε  ∏ ν   ∗   ξ ? σ
3 Π 1  3 3 Π 1  
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讨 论

  小鼠神经母细胞瘤和大鼠神经胶质瘤 2

杂交细胞株表达 ∆2阿片受体≈  对研究 ∆2受体

功能及其在吗啡耐受机制中作用 是较为理想的细

胞模型 ∀我们≈ 将≥ ⁄转染 2细

胞 获得≥组成型表达的 2≤÷≥细胞

株为研究在 ∆2受体耐受和依赖中 2 °信号系

统的变化创造了条件 ∀

有报道吗啡长时程给药小鼠小脑 ≥活性升

高≈ ∀吗啡长期用药大鼠的脊髓组织 ≥  

表达增强 ≥蛋白免疫反应性阳性细胞增多≈ ∀

研究表明 靶向作用神经型 ≥∏ ≥ 

≥的反义寡核苷酸探针能选择性下调 ≥活

性 用其治疗的小鼠 可以阻断小鼠发生吗啡镇痛耐

受≈ ∀本研究发现 ∆2阿片激动剂  ⁄°⁄°∞ 和

⁄⁄∞及吗啡长时程作用 2≤÷≥细胞 

可剂量依赖性增加胞浆相≥活性 ∀药物作用的

强弱顺序是 ⁄°⁄°∞  ⁄⁄∞ 吗啡 推测吗啡耐

受发生部分通过 ∆2阿片受体介导 ∀ • 杂交和

⁄°2染色方法证实阿片耐受和依赖时 ≥

蛋白表达和功能增强 可被 2 阻断 ∀上述体

内外实验的结果 说明 ≥激活使 生成增多可

能也是阿片耐受的一种适应性反应 ∀

本实验发现在阿片耐受细胞中加入纳洛酮后 

表现≥活性增加 其程度超过阿片激动剂单独

作用 且酶活性增加与 ⁄°2染色阳性细胞增

多相一致 提示吗啡戒断反应时也刺激≥增高 ∀

此外 √等研究显示
≈ 在正常大鼠的大脑皮

层匀浆中 加入 ∆2 Λ2 ϑ2阿片激动剂 体外反应测得

≥活性无明显变化 ∀而本实验用阿片激动剂长

时程预处理细胞 再制备 ≥活性测定样本 发现

≥活性明显升高 可见 ≥活性增高并不是吗

啡直接激活作用 而是吗啡耐受和依赖导致的生化

改变 ∀

研究表明 对脑室内注射吗啡诱发的抗伤害反

应 ≥抑制剂 2精氨酸类似物和鸟苷酸环化酶

∏≤抑制剂 ≠2 明显阻断

吗啡急性耐受 使吗啡作用的量效曲线左移 提示脊

髓上水平   °系统参于吗啡耐受的发生≈ ∀

本研究表明 阿片耐受和依赖细胞引起 ≥活性增

加同时伴有  °水平升高 与阿片激动剂剂量成

正相关 以 ∆2阿片激动剂作用更显著 推测阿片激动

剂诱发耐受和依赖时 ≥ 活性增加 大量释放

 刺激 ≤ 促进  ° 生成增多 引起 2

 °转导系统上调 为开展 ≥抑制剂和 ≤ 抑

制剂治疗阿片耐受成瘾的临床应用提供了直接证

据 ∀

我们近来报告阿片激动剂长时程作用于 2

≤÷≥细胞 可致 ≤2  °系统上调和受体

下调 ∀本研究发现阿片激动剂长时程作用诱发 2

 °信号系统上调这与阿片受体脱敏具有相同时

相性 ∞值都在 # 数量级 提示不仅是

≤2  °系统上调 而且 2 °系统激活均成

为阿片耐受和依赖的主要生化机制 我们所建立的

2≤÷≥细胞株 可进一步用于在阿片耐受

和依赖机制中 ≤2  °系统和 2 °系统调

节作用及其相互关系的研究 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈   •  ° ÷ ÷  ∏ °  ετ αλ ≤∏  

∏  ¬    √

 √∏≈  Αχτα Πηαρµ αχολ Σιν  

19    

≈   •  ≥ ±  •  ±  ετ αλ ∞¬ 

∏  ¬    ∏ 

 √∏√≈  Αχτα Βιοχηε µ Βιοπηψσ

Σιν  31    

≈   • ≥ ±  •  ±  ετ αλ∞

22  °  

 2¬ ¬ ∏

¬≈  Αχτα Πηαρµ Σιν  

34    

≈  ≥°  ≥∏   ±∏∏ ×  ετ αλ

≤  ¬   ⁄  ∏

∏ √¬¬

≈  ϑ Βιολ Χηε µ  267    

≈ ∞√≤  ⁄∞    ετ αλ ≤  

 ∏ ¬≈  Σχιενχε 

 258    

≈  √∏¬2 ∏ ≤  ετ αλ ×∆2

     ⁄  ¬

   ≈  Προχ

Νατλ Αχαδ Σχι ≥  89    

≈  ≤    ≥2 2≤   ετ αλ

 2∏

¬ √≈  Ευρ ϑ Πηαρµ αχολ  

285    

≈        ετ αλ ≤

¬

≈  Νευρορεπορτ  8 

  

≈ √ ≠   ° ≠ ÷      ετ αλ

ƒ∏   ∏  ¬

##药学学报  °∏≥    



∏   ∞√

       

≈  Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ≥  94 

  

≈ √  √  ∞  

 ¬√  

¬≈  Νευροσχι Λεττ  181  

 

≈ ÷∏ ≠   °     × ¬

  °   ∏ √√ 

√ ∏  √

≈  ϑ Πηαρµ αχολ Εξπ Τηερ 284    

ΥΠ2ΡΕΓΥΛΑΤΙΟΝ ΟΦ ΝΟ2χΓΜΠΣΙΓΝΑΛ ΤΡΑΝΣ∆ΥΧΤΙΟΝ ΣΨΣΤΕΜ

ΙΣ ΙΝς ΟΛς Ε∆ ΙΝ ΤΗΕ ΒΙΟΛΟΓΙΧΑΛ ΜΕΧΗΑΝΙΣΜΣ ΟΦ

ΟΠΙΑΤΕ ΤΟΛΕΡΑΝΧΕ ΑΝ∆ ΩΙΤΗ∆ΡΑΩΑΛ

 2  ∞ 2≥∞± •  ± ƒ 2

(Ινστιτυτε οφ Βασιχ Μεδιχαλ Σχιενχεσ, Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ

ανδ Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100005 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ : ΑΙΜ × 2°
 ∏∏2≤÷≥ ¬≥ ⁄ 

¬2 ΜΕΤΗΟ∆Σ  ≥ √ ° 

   √ 

2


2≤∏ ∏ √

• ⁄° ⁄°2  ∏√

≥ ¬⁄°2√  ≥ΡΕΣΥΛΤΣ  2
¬∏2≤÷≥√∏≥ √
∏° 2×⁄°⁄°∞

⁄⁄∞ ×∞≤ √∏√# 
√ • ¬∏

≥ √ ° √      

°∏∆2⁄°⁄°∞  ∏ 2√
¬ ≥  √∏ ⁄° 2√ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  
≤  ∏2∏ 2°     

∏√×∏2
≤÷≥ √∏ ∏ ≤2°  2°
 ∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ : ∆2    2¬   ° 

∏

## 药学学报  °∏≥    




