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&&!摘&要"&目的&观察子宫内海洛因暴露对小鼠前额叶皮层$1B'%*海马$H1%和伏核$9WZ%脑区磷酸化

TNO!=#$0FTNO!=#%表达的影响'探讨TNO@91O细胞信号转导通路是否参与了发育期海洛因暴露导致小鼠神经

行为缺陷的分子机制& 方法&于胚胎鼠 % !̀: 日龄时'每天给孕鼠皮下注射海洛因 !$ /P=QP一次'建立宫内海洛

因暴露小鼠模型& 按出生前处理将小鼠分为海洛因组$H.4%和盐水组$U36%& N<F1'N和蛋白免疫印迹法检测两组

小鼠前1B''H1和9WZ三个脑区组织 0FTNO!=# 的表达变化& 结果&与 U36组相比'H.4组小鼠的体重无明显变

化#0FTNO!=# 的/N89和蛋白表达在三个脑区无明显改变& 结论& 发育期 !$ /P=QP海洛因暴露未损伤小鼠的体

格发育'海洛因可能通过TNO!=# @91O信号通路以外的机制导致神经行为缺陷&
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&&=30,9+8,( >3?)8,-@)&<,R-Y2M-(..̂04.RR),* ,X0(,R0(,4M63-.2FTNO!=#$0FTNO!=#%@91O)* -(.04.X4,*-366,Z.

W,4-.̂ $1B'%' ()00,W3/0YR$H1% 3*2 *YW6.YR3WWY/Z.*R$9WZ% )* /)W..̂0,R.2 -,(.4,)* )* -(.Y-.4YR' 3*2 .6YW)23-.

\(.-(.4TNO@91OR)P*36-43*R2YW-),* 03-(\3M034-)W)03-.R)* *.Y4,Z.(3[),436-.43-,P.*)W)-M)*2YW.2 ZM/3-.4*36(.4,)*

3ZYR.7A),1.:0&9*)/36/,2.6\3R.R-3Z6)R(.2 ZMRYZWY-3*.,YR32/)*)R-43-),* ,X2)3W.-M6/,40()*.$!$ /P=QP)2% -,

04.P*3*-C9AC=W/)W.,* ./Z4M,*)W23MR%F!:' 3*2 -(.)4,XXR04)*P\.4.3RR)P*.2 -,(.4,)* 3*2 *,4/36R36)*.P4,Y0R

3WW,42)*P-,-(./3-.4*36-4.3-/.*-70FTNO!=# .̂04.RR),* )* -(.1B'' H13*2 9WZ \.4.2.-.W-.2 ZMN<F1'N3*2

f.R-.4* Z6,-7()06*,0&<(.(.4,)* P4,Y0 (32 Z,2M\.)P(-RR)/)634-,-(.*,4/36R36)*.P4,Y0 3X-.4Z)4-(7<(.4.\.4.*,

R)P*)X)W3*-2)XX.4.*W.R)* -(.0FTNO!=# .̂04.RR),* )* -(.1B'' H13*2 9WZ Z.-\..* -(.-\,P4,Y0R7B./8*60-./0&

14.*3-36.̂0,RY4.-,!$ /P=QP(.4,)* 36-.4.2 *.)-(.4-(.Z,2M\.)P(-*,4-(.P.*.4362.[.6,0/.*-)* /)W.7<(.TNO!=#

@91OR)P*3603-(\3M/)P(-*,-Z.)*[,6[.2 )* -(.*.Y4,Z.(3[),436-.43-,P.*)W)-M)*2YW.2 ZM04.*3-36(.4,)* .̂0,RY4.7

!B1-/C B./,)52D):-+,9' !""#' $$ $%%(G"L &G"#"

&&E); 4.9:0(&H.4,)*# TNO!=# @91O# 14.X4,*-36W,4-.̂# H)00,W3/0YR# 8YW6.YR3WWY/Z.*R# @)W.

&&据中国国家禁毒委员会报告'近年来女性毒品

滥用者增多'约占全部吸毒者 #$S D̀$S'且年龄

集中在 ## #̀> 岁之间'属于育龄期妇女!!"

& 文献报

道'海洛因可迅速通过胎盘屏障和胚胎血脑屏障'直

接作用于发育中的神经细胞& 宫内海洛因暴露不但

可引起新生儿宫内窘迫和发育迟缓'还可导致子代

成年后长期的认知行为缺陷和社会行为障碍!#' D"

'

但其细胞*分子机制未完全阐明&

@91O$/)-,P.*F3W-)[3-.2 04,-.)* Q)*3R.%信号系

统作为真核细胞内各种信息传递的最后通路和共同

通路'能够将细胞外的各种刺激信息转移到细胞核

内'是神经细胞发生一系列可塑性变化的分子基础&

)?$D)
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TNO!=# @91O级联信号通路是最重要的信号转导

途径之一'其参与了细胞有丝分裂*生长和分化*增

殖和细胞恶性转化等多种生理病理学过程!""

#在神

经元和胶质细胞的信号传递中'尤其在神经元突触

可塑性*学习记忆和成瘾记忆方面发挥着极为重要

的作用!E' ?"

'是近年来 TNO!=# 功能研究的热点之

一& 由此可见'TNO!=# @91O是记忆和发育学研

究一个不可忽视的角色'但截止目前'没有资料报

道'海洛因损伤发育脑和认知行为的机制中是否有

TNO!=# @91O通路的参与&

$F材料与方法

$7$F材料

标准品海洛因$ (.4,)*%'学名二乙酰吗啡'纯

度 %:7ES'由中国药品生物制品检定所$国家麻

醉品实验室%提供'批号 !>!#$?F#$$?!"& 兔抗鼠

0FTNO!=# @91O单克隆抗体购自美国 '.66U)P*36F

6)*P公司#山羊抗
-

F3W-)* 多克隆抗体购自武汉博士

德公司#辣根过氧化物酶$HN1%标记的抗兔或山羊

二抗购自博奥森生物公司#T'A化学发光试剂盒*

15JB膜及 HM0.4X)6/胶片购自德国 @.4WQ 公司#蛋

白质提取及浓度测定试剂盒购于美国 C),FN32 公

司& BUF?$$ 超声波粉碎仪$上海生析超声仪器有限

公司%#离心机 $德国 T00.*2,4X%#电泳仪 $德国

f(3-/3* C),/.-43'%#紫外成像扫描仪及分析系统

$美国C),FN32公司%&

$7!F方法

!7#7!&动物模型建立及分组%称重&&选健康活泼

C9AC=W小鼠 ?$ 只$# 月龄'体重 #$ D̀$ P%'由第四

军医大学实验动物中心提供'雌雄各半'自由饮食饮

水'昼夜 !# (交替光照'室温 #Eo'湿度 ?$S左右&

每日 #!q$$ 时雌雄合笼'次日晨查精栓或阴道涂片'

以精栓或阴道涂片查到精子作为受精标志'记为

T$& 体重相近的实验动物随机分为海洛因组$H.4%

组和生理盐水组$U36%组& 从 T$ T̀> 各组动物自

由进食& T% T̀!:'U36组小鼠每日一次$#!q$$ 时%

大腿外侧皮下注射生理盐水 #$ /A=QP'H.4组小鼠

按文献报道的方法建立子代宫内海洛因暴露模型!>"

'

即孕鼠大腿外侧皮下每天注射海洛因!$ /P=QP'药物

溶于生理盐水中'浓度为 $7E /P=/A& 子代分组同

亲代孕鼠'第 > 日龄始每天称重&

!7#7#&N<F1'N实验&&仔鼠 D$ 2 时'$7!? /,6=A

戊巴比妥钠腹腔麻醉'速断头*开颅*分离各脑区'即

刻入液氮'冻存管分装' ;:$o贮存& <4)_,6法提取

组织细胞的总 N89& 各取 !

&

PN89'逆转录合成

WJ89& 应用1'N法进行扩增$%"o预变性 # /)*'

然后以 %"o "E R*?$o "E R*>#o ! /)*'循环 D# 次'

>#o延伸 % /)*%'以
-

F3W-)* 为内参& TNO!=#(上

游(EnF9'''<LL99L''9<L9L9FDn# 下游(EnF<9F

9LL<'L'9LL<LL<L<<FDn#产物长度 #E? Z0'

-

F

3W-)*(上游(EnF9<'9<L<<<L9L9''<<'99'9'FDn

下游(EnF<'<L'L'99L<<9LL<<<<L<'FDn'产物长

度 :#E Z0& 琼脂糖凝胶电泳后扫描J89条带灰度'

与
-

F3W-)*的比值作为半定量指标&

!7#7D&蛋白印迹实验&&小鼠脑组织取材同 1<F

1'N实验& 蛋白抽提试剂盒提取线粒体*胞浆蛋白

后'C'9法进行蛋白质定量& 各取 E$

&

P蛋白'加入

? a上样缓冲液'煮沸 E /)*'进行 UJUF19LT'电泳

完毕'湿转至硝酸纤维素滤膜'ES脱脂奶粉室温封

闭 # (后'加入 0FTNO!=#$!q:$$%兔单克隆抗体'

"o过夜'<CU<洗涤 D 次'每次 !$ /)*'加入辣根过

氧化物酶标记的二抗$!qD $$$%'室温孵育 ! ('

<CU<洗涤 " 次'每次 !E /)*'T'A显影& 以
-

F3W-)*

为内参照& 采用LJUF:$$$ 型凝胶成像分析系统测

量各阳性条带的光密度'将各组阳性条带与相应的

-

F3W-)*条带光密度比值作为其蛋白的相对表达量

进行半定量分析&

$7GF统计学分析

组织细胞的/N89表达率和蛋白表达率均用S

表示& 所有数据以均数b标准差$LbI%表示'组间比

较采用单因素方差分析$,*.\3MF98K59%'结果以

3e$7$E为有统计学意义'使用 U1UU !D7$ 软件进行

数据处理&

!F结果

!K$F海洛因暴露后子鼠的体重变化

U36组与 H.4组相比'动物的体重无明显变化

$3c$7$E'图 !%&
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图 $F海洛因暴露对生后小鼠体重的影响F两组比较差

异无显著性'3c$7$E&
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!K!F海洛因暴露小鼠前额叶皮层'海马和伏核

V(E$[! 5(X=表达的变化

N<F1'N检测'分析各组间相应电泳条带的平

均光密度值'以
-

F3W-)* 作内参基因'调整后进行半

定量分析& 与 U36组相比'H.4组动物的前额叶皮层

$1B'%'海马$H1%和伏核$9WZ%三个脑区组织的

TNO!=# /N89的表达无明显改变$3c$7$E'图 #%&
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&&图 ! F海洛因暴露对 DHB'TD和 =832PV(E$[!

A=DE5(X=表达的影响$&a!"%F两组间比较差异无显著

性'3c$7$E&

!KGF海洛因暴露小鼠 DHB#TD和 =83脑区 2P

V(E$[! 蛋白表达的变化

f.R-.4* Z6,-检测'分析各组间相应蛋白带的平

均光密度值'以
-

F3W-)* 作内参蛋白'调整后进行半

定量分析& 与 U36组相比'H.4组动物的1B''H1和

9WZ三个脑区组织的 0FTNO!=# @91O蛋白表达均

无显著改变$3c$7$E'图 D%&
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&&图 G F海洛因暴露对 DHB'TD和 =832PV(E$[!

A=DE蛋白表达的影响$&a!"%F两组间比较'差异无显著性'

3c$7$E&

GF讨论

药物成瘾研究有东西方地域性差异'西方多见

可卡因滥用导致成瘾'而国内多见海洛因滥用导致

成瘾& 截止目前'海洛因对成熟个体作用的流行病

学*影像学以及基于动物的研究资料较为丰富'在细

胞学上也取得了一定的研究成果'但对海洛因发育

毒性的研究目前仍很匮乏& 有文献在 #$$D 年报道

海洛因可导致子代空间学习记忆缺损'但截止目前

仍处于研究结果的积累阶段'并没有出现明确*系统

的学说'因此'对海洛因导致子代认知缺陷的研究仍

有很大的挑战和空间&

本研究采用了文献!>"建立的海洛因暴露小鼠

模型'妊娠第 % !̀: 天每日皮下注射 !$ /P=QP海洛

因'对照组则注射生理盐水& 此剂量的海洛因处理

是母鼠可以维持妊娠'无死亡和无妊娠早期胚胎吸

收*胎鼠生后可以存活的最大耐受剂量& 妊娠 !: 2

后结束用药是为避免分娩期间母鼠和子鼠的戒断反

应'以及母鼠哺乳等母性行为缺陷而影响小鼠发育

的因素& 基于以上实验设计'本研究发现子鼠的体

重在海洛因组和生理盐水组中无明显变化'提示其

体格发育无明显异常'而文献报道的水迷宫任务缺

陷可能主要由海马发育受损而造成!>"

&

中枢神经系统中'TNO!=# 在神经元胞核*胞浆

和突起上均有表达'在学习记忆相关脑区的分布尤

其丰富'如皮层和海马& 在伏核的表达也较丰富&

TNO!=# 的激活是海马*皮层 A<1诱导和维持的必

要条件'对 A<1起正性调节作用!E'?"

#TNO!=# 也是

多种记忆行为所必需的信号元件!:"

'如空间记忆*

情景恐惧记忆*条件性味觉厌恶记忆和目标识别记

忆等#另外'TNO!=# 的激活可以调节海马树突蛋白

的合成*树突棘的结构与变化!%' !$"

'这些都与长时

记忆有关#结合 U_30)4,

!!!" 的研究发现'TNO!=#

@91O和W9@1介导的信号通路是海马实现记忆提

取过程所必需的'我们推测'子代海马功能障碍可能

是由 TNO!=# @91O以外的通路'如 W9@1介导的

通路所发生&

在成瘾记忆研究中'TNO! 敲除小鼠纹状体依

赖的长期记忆明显加强'同时伏核记录到增强的长

时程电位$A<1%

!!#"

'注射TNO抑制剂jK!#? 后'动

物的短时记忆未受明显影响'但长时记忆的保持和

学习功能被阻断!!D"

#中央杏仁核神经元 TNO@91O

信号通路介导了大鼠可卡因的寻求与复吸行为'对

戒断后渴求的形成起关键作用!!""

'这些结果提示'

):$D)
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成瘾记忆相关脑区的 TNO表达与学习记忆和成瘾

行为的关系非常密切& 本研究发现'TNO!=# 在前

额叶皮层和伏核中无改变'提示这些与成瘾记忆相

关的脑区可能不存在TNO!=# 信号通路参与的病理

学过程&

本研究中未见TNO!=# @91O基因和蛋白在子

鼠学习记忆和成瘾相关脑区表达的变化'其可能原

因如下(

!

TNO!=# @91O通路可能未参与!$ /P=QP

海洛因处理对发育脑和认知行为的损伤'该损伤可

能是由 TNO!=# @91O通路以外的作用途径所导

致&

"

本研究所采用的海洛因处理方法'包括注射

!$ /P=QP剂量*注射方案*妊娠期注射时间*给药方

式等'也可能不足以激活 TNO!=# @91O通路& 如

果加大给药剂量'或以每日递增方式给药'或者延长

给药天数等'TNO!=# @91O通路可能会受到影响&

以往研究证实'药物成瘾通常具有量效依赖性'给药

剂量越大'作用时间越长'动物成瘾行为越容易形

成'药物造成的损伤越为广泛和显著'为这种假说提

供了支持&

#

TNO!=# @91O通路参与海洛因对发

育脑和认知行为的损伤可能受多种因素调控而呈动

态平衡状态& 据报道'海洛因对发育脑的作用非常

复杂'单在海马'海洛因作用的靶蛋白就涉及多种类

型神经递质受体$谷氨酸受体*乙酰胆碱受体和肾

上腺素受体等%和激素信号传入所共享的信号级联

反应蛋白!!E'!?"

'所以'本研究中不同脑区 TNO!=#

@91O的表现可能不仅仅受海洛因的直接作用'还

可能受其他诸多因素如激素等的间接影响'以及胞

内其他信号通道分子之间的交互调制$W4,RRF-36QF

)*P%

!!>'!:"

'最终没有呈现显著性变化&

综上所述'本研究提示发育期海洛因暴露可能

不通过 TNO!=# @91O信号通路导致神经行为缺

陷& 进一步的研究工作要阐明其上下游蛋白*基因

和其他激酶'如 N3R*N3X*@TO*'NTC*微管相关蛋

白F#$@91#%*突触素等的变化&
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