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孕晚期吗啡暴露子代鼠 NＲ2B 亚基与吗啡条件位置偏爱易感性的关系

杨 柳，姚卫东，钱 敏，金孝岠
( 皖南医学院第一附属医院 弋矶山医院 麻醉科，安徽 芜湖 241001)

【摘 要】目的: 探讨吗啡条件性位置偏爱( CPP) 不同易感性的孕晚期吗啡暴露的子代鼠脑伏隔核( NAc) 中 N-甲基-D-天冬氨

酸( NMDA) 受体 NＲ2B 亚基水平。方法: 孕晚期 SD 大鼠 48 只随机分为吗啡组( M 组) 和生理盐水组( N 组) 。首剂量为 2 mg /
kg，逐日递增 1 mg /kg，至 6 mg /kg 维持，头颈部皮下注射。N 组孕鼠以同样的方式注射等体积的生理盐水。取上述 2 组体质

量接近的子代鼠各 70 只，正常喂养至 8 周龄。每组子代鼠采用恒量法 ( 3 mg /kg) 连续颈背部皮下注射吗啡 7 d 进行条件位

置偏爱( CPP) 训练，训练结束 24 h 后对 CPP 效应进行检测。根据吗啡条件化训练后 CPP 分值( CPP 测试值 － CPP 基数值) 的

大小将 M 组子代鼠分为高偏爱组( n = 10) 、中偏爱组( n = 30) 、低偏爱组( n = 10) 。采用 Western blotting 方法检测高，低偏爱

组和 N 组子代鼠伏隔核区 NＲ2B 亚基的表达。结果:①预测试时，各组的 CPP 基数值的差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ; 吗啡高

偏爱组 CPP 分值( 552． 6 ± 132． 6) s 明显高于低偏爱组( 223． 4 ± 55． 14) s 和 N 组子代鼠( 42． 93 ± 31． 78) s( P ＜ 0． 01) ，差异有统

计学意义。②Western blotting 结果示高偏爱组子代鼠的 NＲ2B 亚基表达量( 0． 81 ± 0． 01) 均明显高于低偏爱组( 0． 64 ± 0． 01)

和 N 组子代鼠( 0． 55 ± 0． 01，P ＜ 0． 01) 。结论: 产前吗啡暴露的子代鼠吗啡 CPP 易感性高可能与伏隔核的 NＲ2B 亚基水平上

调有关。
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Morphine-induced conditioned place preference and alteration of NＲ2B subunit level in off-
spring rats undergone late gestational morphine exposure

YANG Liu，YAO Weidong，QIAN Min，JIN Xiaoju
Department of Anesthesiology，The first Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To examine the relationship of NＲ2B subunit expression and susceptibility of morphine-induced conditioned place preference( CPP)

in offspring rats undergone late gestational morphine exposure． Methods: Forty-eight late pregnant SD rats were randomized into morphine group ( group M)

and saline group ( group N) ． Pregnant rats in group M were subcutaneously administered with morphine by initial dose in 2 mg /kg，with daily increment at

1 mg /kg till final 6 mg /kg． Pregnant rats in group N were administered with the same volume of saline as the same protocol． Seventy offspring rats with sim-

ilar body weight were selected from the two groups，and conventionally fed for 8 weeks． Constant dose of morphine( 3 mg /kg) was subcutaneously adminis-

tered at the back of neck for 7 days to start conditioned place preference( CPP) paradigm，and the CPP effects were examined after 24 h of condition． Then

the rats were divided into high CPP( n = 10) ，moderate CPP( n = 30 ) and low CPP group( n = 10 ) on the CPP scores measured． Western blot was per-

formed to determined the NＲ2B expression in offspring rats with high CPP and low CPP． Ｒesults: CPP cardinality value at pre-test had no statistical differ-

ence for the two groups( P ＞ 0． 05) ，yet the scoring was significantly higher in high CPP( 552． 6 ± 132． 6) s group than that of low CPP ( 223． 4 ± 55． 14)

s and group N( 42． 93 ± 31． 78) s． The difference was significant( P ＜ 0． 01) ． Western blotting revealed that high CPP group had higher NＲ2B expression

( 0． 81 ± 0． 01) over the low CPP( 0． 64 ± 0． 01) and group N( 0． 55 ± 0． 01，P ＜ 0． 01) ． Conclusion: Higher susceptibility of morphine-induced CPP was

found in offspring rats undergone late gestational morphine exposure，suggesting that this vulnerability may be associated with up-regulated NＲ2B level．

【Key words】late pregnancy; morphine exposure; offspring rats; conditioned place preference; NＲ2B; Western blotting; vulnerability to addiction
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怀孕妇女滥用阿片药物将会对胎儿产生严重影

响，95%新生儿可因滥用阿片类药物发生戒断反应

综合征［1］。然而目前关于孕期使用阿片类药物对

患儿长期影响的研究尚少，故对子代成瘾易感性及

其机制的研究就显得尤为重要。我们前期研究表明

孕晚期吗啡暴露可增加子代鼠吗啡条件位置偏爱的

易感性。有研究报道，新生大鼠在胚胎期被动暴露

于吗啡的可导致行为和神经化学的改变，包括心理

依赖吗啡［2］。我们知道，成瘾药物精神依赖的易感

性存在个体差异［3］，故通过研究子代成瘾易感性的

差异进而深入探讨其神经生物学的机制具有重要的

理论和现实价值。伏隔核是参与药物精神依赖形成

的重要脑区。N-甲基-D-天冬氨酸 ( NMDA) 受体是

一类中枢神经系统兴奋性谷氨酸受体，NＲ2 是调节

亚 单 位，它 有 四 种 亚 型 ( NＲ2A，NＲ2B，NＲ2C，

NＲ2D) 。Albensi 等研究发现 NMDA 受体与阿片药

物的依赖密切相关［4］。NＲ2B 亚基在药物精神依赖

的形成、发展和维持中发挥关键作用，成为阿片受体

系统外最重要的调节系统之一。基因研究和行为学

结果证明，同吗啡精神依赖形成密切相关的谷氨酸

结合位点均定位于 NＲ2B 亚基，它是一个重要的调

节位点［5］。CPP 在研究药物的精神依赖方面有突出

优势［6］。中脑边缘多巴胺系统( MLDS) 与吗啡的成

瘾性密切相关，它的生长发育始于孕 12 d，至孕 18 d
结束［7］。故我们选取孕晚期即妊娠 12 ～ 18 d 为吗

啡暴露期从而建立孕鼠的吗啡暴露模型，选择与精

神依赖密切相关的 NMDA 受体 NＲ2B 作为主要的

研究指标，建立吗啡 CPP 模型比较 CPP 易感性不同

的子代鼠伏隔核区 NＲ2B 亚基的表达，从而进一步

研究吗啡精神依赖的神经生物学的部分机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验材料 健康雌性 SD 大鼠 62 只，雄性

31 只作为亲代大鼠，14 ～ 18 周龄，体质量 250 ～ 350
g，雌雄分开单笼饲养 l 周后开始实验。
1． 1． 2 实验药品 盐酸吗啡注射液购于沈阳第一

制药有限公司。
1． 1． 3 实验装置 CPP 视频分析软件由上海吉量

软件科技有限公司提供，CPP 实验箱为玻璃箱，实验

箱由中间一块可移动隔板分割成两部分，一侧底面

光滑，内面为黑色; 另一侧地面粗糙，内面为白色。
实验箱顶部有摄像头进行记录并置于隔音室中。
1． 2 方法

1． 2． 1 孕鼠吗啡暴露模型制备及子代鼠的分组

在动物室进行 1 周的单笼适应饲养后，我们将体质

量接近的雌鼠 62 只和雄鼠 31 只按 2∶ 1 进行雌雄配

对，每天 20: 00 进行合笼，次日 8: 00 观察雌鼠，若观

察到阴道有阴栓则视为其怀孕第 1 天［8］。最终观察

到 48 只雌鼠有阴栓，则将此 48 只孕鼠随机分为吗

啡组( M 组) 28 只和生理盐水组( N 组) 20 只，从观

察到阴栓的第 14 天开始分别给予吗啡和生理盐水

头颈部皮下注射。M 组每天 2 次注射吗啡，起始剂

量为 2 mg /kg，逐日递增 1 mg /kg 直至 6 mg /kg，剂量

不再增加直至分娩。N 组以同样的方式皮下注射同

体积的生理盐水。孕鼠分娩后，母乳喂养 3 周，子代

鼠和母鼠分开饲养。出生时每组各有子代鼠 150
只，分为 M 组子代鼠和 N 组子代鼠，选取上述 2 组

中体质量接近的子代鼠，每组 70 只，正常喂养到 8
周后进行以下实验步骤。
1． 2． 2 子代鼠吗啡 CPP 模型的建立及 CPP 测试

CPP 测试分为以下 3 个阶段［9］:①预测试阶段( 第 1
～ 3 天) : 每组子代鼠在打开实验箱中间隔板后，每

天进行一次两侧的自由活动 15 min，持续 3 d，使其

适应箱内环境。在第 2、3 天每天各测 1 次大鼠在箱

两侧的停留时间，CPP 基线值( 单位为秒) 即这 2 次

的平均值。自然偏爱箱则是停留时间长的那一侧，

伴药侧( 即大鼠注射吗啡后放入该侧) 则是时间停

留短的。②训练阶段( 第 4 ～ 10 天) : 将实验箱中间

的隔板关闭，每组子代鼠皮下注射吗啡后放入伴药

箱 45 min，在间隔 8 h 给予同体积的生理盐水后放

入自然偏爱侧 45 min。吗啡的注射剂量恒为 3 mg /
kg，持续训练一周。条件化训练后，若子代鼠在伴药

侧停留时间比预测试时在该侧停留的时间显著延

长，表明吗啡 CPP 模型建立成功。③测试阶段 ( 第

11 天) : 在末次吗啡训练 24 h 后，每组子代鼠在打

开实验箱中间的隔板后同预测试阶段一样，在箱两

侧自由活动 15 min 后记录伴药侧的停留时间，此时

定义为 CPP 测试值( 单位为秒) 。子代鼠的成瘾易

感性可用 CPP 分值( CPP 测试值 － CPP 基线值) 来

进行评价。即其分值越大，吗啡 CPP 易感性就越

高。我们在吗啡条件化训练期间观察到 M 组子代

鼠共有 8 只死亡( 其中 2 只被同笼子代鼠咬死，另 6
只死因不明) ，11 只淘汰( 根据 CPP 基线值我们去

除停留时间 ＞ 630 s 的子代鼠［10］) ; N 组子代鼠全部

存活，有 6 只淘汰，最后两组各留取 50 只子代鼠进

行分析。根据 CPP 分值的大小，我们将 M 组子代鼠

按 20%、60%、20%的比例，将其分为高偏爱组 、中
偏爱组、低偏爱组。旨在研究不同的吗啡成瘾易感

性子代鼠是否存在神经生物学差异，故仅对高偏爱
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组( 10 只) 和低偏爱组( 10 只) 子代鼠进行研究。
1． 2． 3 Western blotting 方 法 测 定 子 代 鼠 伏 隔 核

NＲ2B 亚基的表达将高、低偏爱组和 N 组子代鼠断

头处死，分离出伏隔核，将组织置于细胞裂解液中匀

浆，分离提取总蛋白溶液。初步测定总蛋白浓度后，

以等量蛋白样品在 8% 的 SDS-PAGE 胶上电泳 2 h，

之后转印至 NC 膜上，用 5%脱脂奶粉封闭 3 h，用兔

抗 NＲ2B 或鼠抗 β-actin 一抗( 兔抗 NＲ2B 稀释浓度

为 1∶ 1000，购于 Abcam 公司; 鼠抗 β-actin 稀释浓度

为 1∶ 1000，购于 Sigma 公司) 4℃孵育过夜，TBST 缓

冲液洗膜 3 次，每次 15 min 后室温下置于辣根过氧

化酶标记的二抗溶液( 稀释浓度为 1 ∶ 5000，购于北

京中杉金桥有限公司) 中孵育 1． 5 h，最后用 ECL 发

光试剂盒( 购于 Thermo 公司) 显像。用 ImageJ 软件

对蛋白条带进行分析，计算 NＲ2B 和 β-actin 条带灰

度的比值，表示 NＲ2B 的蛋白表达量。
1． 3 统计学方法 我们采用 SPSS 18． 0 统计软件

分析，均以均数 ± 标准差 ( 珋x ± s) 来表示实验数据。
两两比较采用 q 检验，组间比较采用 F 检验，以 P ＜
0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 检测子代鼠 CPP 模型 预测试时，各组的

CPP 基线值无明显差异( P ＞ 0． 05 ) ; 经过 1 周的吗

啡训练后，高偏爱和低偏爱组 CPP 测试值相对于基

线值存在明显的统计学差异( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 01 ) ，

而 N 组子代鼠 CPP 测试值相比于基线值无明显差

异( P ＞ 0． 05) ; 高偏爱组 CPP 分值明显高于低偏爱

组和 N 组子代鼠( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 01) ，差异有统计

学意义( 见表 1) 。
2． 2 Western blotting 方法检测子代鼠 NＲ2B 亚基

蛋白表达变化 每组子代鼠伏隔核蛋白质经过蛋白

印迹显影后，可有 166 ku 的 NＲ2B 和 42 ku 的 β-ac-
tin 内参照蛋白条带，高偏爱组 NＲ2B 亚基表达量均

明显高于低偏爱组和 N 组子代鼠( P ＜ 0． 01 ) ，见表

2 和图 1。

表 1 CPP 测试结果的比较( s，珋x ± s，n = 10)

组别 CPP 基线值 CPP 测试值 CPP 分值

高偏爱组( H) 149． 00 ± 97． 50 702． 2 ± 78． 46abc 552． 60 ± 132． 6bc

低偏爱组( L) 81． 40 ± 33． 84 304． 9 ± 28． 59ac 223． 40 ± 55． 14c

N 组子代鼠( C) 73． 64 ± 20． 27 116． 6 ± 36． 95 42． 93 ± 31． 78

F 值 0． 8211 34． 28 17． 41

P 值 0． 4652 0． 000 0． 000

注: 与 CPP 基线值比较，a P ＜ 0． 01 ; 与低偏爱组比较，b P ＜ 0． 01;

与 N 组子代鼠比较，c P ＜ 0． 01

A: 显示三组大鼠 NAc 区 NＲ2B 亚基的蛋白印迹图像

B: 显示三组大鼠 NAc 区 NＲ2B 亚基的蛋白印迹图像灰度比较，Y 轴

为各组 NＲ2B 条带与 β-actin 条带的灰度比值

图 1 子代鼠伏隔核 NＲ2B 亚基表达的比较( 珋x ± s，n = 10)

表 2 伏隔核中 NＲ2B 蛋白表达变化( 珋x ± s，n = 10)

组别 NＲ2B 表达量

高偏爱组( H) 0． 81 ± 0． 01ab

低偏爱组( L) 0． 64 ± 0． 01b

N 组子代鼠( C) 0． 55 ± 0． 01

F 值 88． 08

P 值 0． 000

注: 与吗啡低偏爱组比较，a P ＜ 0． 01; 与对照组比较，b P ＜ 0． 01

3 讨论

有实验表明，子代鼠脑结构和功能在孕期被动

暴露于阿片类药物后可产生持久的负性效应［11］; 增

加其对毒品的成瘾性［12］。本实验中，经过 1 周的吗

啡条件化训练后，高偏爱组和低偏爱组的子代鼠对

白箱产生稳定的 CPP 效应，而对照组子代鼠却并未

表现出吗啡 CPP 效应; 这表明孕晚期吗啡暴露可明

显增加子代鼠的吗啡成瘾易感性。这与相关研究报

道一致。但值得注意的是，排除环境因素对成瘾的

影响存在难度，且不同品系大鼠对药物反应的差异

与一些基因表达水平有关［13 － 14］。为此，在本实验

中，同品系子代鼠为保证其遗传背景、后天环境及干

预因素的一致，我们是在相同的饲养条件下，给予相

同的吗啡剂量和处理。在经过条件化训练后，部分

吗啡组的子代鼠在伴药侧的停留时间明显增加，则

表现为高吗啡 CPP; 部分在伴药侧的停留时间增加

的不明显，表现为低吗啡 CPP。上述结果表明同品

系子代鼠的不同个体，确实存在吗啡 CPP 易感性的

差异。本研究在进行 CPP 训练时选择的吗啡剂量

是参考了前人研究的数据［3，15］。然而需要考虑的

是，如果我们选取的吗啡剂量过大则可能会因为药

物的巨大奖赏效应而掩盖 CPP 的形成及表达，当然

剂量过小也会影响实验动物 CPP 的形成。
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本实验研究发现，高偏爱组子代鼠伏隔核区

NＲ2B 表达相对于低偏爱组和对照组明显增加。且

高偏爱组相对于低偏爱组子代鼠表现出更强的吗啡

CPP 效应，这表明两组子代鼠伏隔核 NＲ2B 亚基表

达的差异，主要与子代鼠的吗啡成瘾易感性的程度

有关。NMDA 受体通过调节突触的可塑性改变，从

而介导其的发生和维持，而这些都伴随着精神依赖

的发生和维持。研究报道，在吗啡成瘾的大鼠伏隔

核中 NMDA 受 体 亚 基 的 表 达 和 功 能 增 强［16 － 17］。
NＲ2B 主要存在于包括伏隔核、海马、纹状体等前脑

中; 而参与药物依赖的脑区主要有腹侧被盖区、伏隔

核、杏仁体等，这表明药物成瘾的分布与 NＲ2B 存在

重叠分布，成为 NＲ2B 参与药物依赖的结构基础。
研究报道，阿片类作用于中脑腹侧被盖区-伏隔核-
前额叶皮质 ( VTA-NAc-PFC) 奖赏环路而引起的奖

赏效应是精神依赖形成和维持的重要条件［18］，伏隔

核区谷氨酸递质及其受体 NＲ2B 亚基的上调与吗啡

精神依赖密切相关［19］。宋月晗等发现在吗啡精神

依赖大鼠伏隔核中显示 NＲ2B 表达增加［20］; Narita
等指出吗啡依赖小鼠边缘系统的 NＲ2B 表达上调，

脑室注射 NＲ2B 拮抗剂能显著抑制吗啡诱导的 CPP
效应［21］。这些都从分子水平揭示了长期激活阿片

受体对 NMDA 受体表达的影响，并提供了 NＲ2B 参

与吗啡精神依赖的直接证据。本实验结果支持上述

研究结论。然而，吗啡成瘾的形成是一个复杂的综

合的神经生物学改变，本实验只是从一个侧面研究

了药物成瘾的相关机制。同时，NMDA 受体及其介

导的突触可塑性本身也是复杂的，因此我们应进一

步研究吗啡成瘾的神经生物学机制，为精神依赖提

供可靠的理论基础。
综上所述，伏隔核区 NＲ2B 亚基蛋白的表达上

调确实与孕晚期吗啡暴露的子代鼠 CPP 易感性差

异密切相关，子代鼠吗啡成瘾易感性差异的因素之

一可能是 NＲ2B 亚基表达的差异。但其上游及下游

机制仍有待进一步探究。
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