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海洛因成瘾对大鼠海马ＣＡ３区ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚基表达的影响
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　　摘　要：目的　观察海洛因依赖大鼠海马ＣＡ３区ＮＭＤＡ受体ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚基的表达。方法　将４０只ＳＤ大鼠随机分成海

洛因依赖组、海洛因＋ＭＫ８０１组、海洛因戒断组及对照组，用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术半定量检测海马ＮＭＤＡ 受体

ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚基ｍＲＮＡ的表达。结果　与对照组比较，海洛因依赖组、海洛因戒断组和海洛因＋ＭＫ８０１组的ＮＲ１表达明显升

高（犘＜０．０５），且海洛因依赖组ＮＲ１的表达明显高于海洛因戒断组和海洛因＋ＭＫ８０１组，海洛因戒断组与海洛因＋ＭＫ８０１组的

ＮＲ１表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与对照组比较，海洛因＋ＭＫ８０１组ＮＲ２Ａ的表达降低（犘＜０．０５），海洛因戒断组ＮＲ２Ａ

表达升高（犘＜０．０５），依赖组ＮＲ２Ａ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　海洛因依赖可使大鼠海马ＣＡ３区ＮＲ１的表达

明显上调。海洛因戒断的大鼠海马ＣＡ３区ＮＲ２Ａ表达上调，使用 ＭＫ８０１干预的大鼠海马ＣＡ３区ＮＲ２Ａ表达下调。
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　　海马是学习记忆的重要脑区，海马内正常的学习记忆与成

瘾记忆之间的关系是目前研究的重点。目前普遍认为，药物成

瘾形成的基础是神经可塑性的改变，原来作为记忆形成重要基

础的谷氨酸能神经元突触后膜的长时程增强（ＬＴＰ）和长时程

抑制（ＬＴＤ），已被发现参与了复吸和行为敏化等与药物成瘾相

关的行为可塑性改变，而ＮＭＤＡ受体是谷氨酸受体的一种亚

型，参与形成突触传递的长时程增强过程［１］，因此 ＮＭＤＡ受

体在药物成瘾的研究中受到越来越多的重视。为研究海洛因

成瘾大鼠海马ＮＭＤＡ受体表达的影响，本试验采用逆转录聚

合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术半定量检测海马ＣＡ３区 ＮＭＤＡ

受体ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚基ｍＲＮＡ的表达。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康ＳＤ大鼠４０只，雄性，体质量２２０～２６０ｇ，

由第三军医大学大坪医院动物中心提供［许可证号：ＳＣＸＫ（军）

２００７０１７］，为清洁级动物，分笼饲养，自由饮水、进食。按随机分

组的原则将上述ＳＤ大鼠分为海洛因成瘾组（１０只）、海洛因戒

断组（１０只）、海洛因＋ＭＫ８０１组（１０只）和对照组（１０只）。

１．２　仪器与试剂　总ＲＮＡ提取试剂盒、ＲＴＰＣＲ试剂盒、引

物ＮＲ１、引物ＮＲ２Ａ、βａｃｔｉｎ、ＴＥ缓冲液由北京天根生化科技

有限公司提供；海洛因由贵州省公安厅提供；盐酸纳洛酮注射

液购自Ｓｉｇｍａ公司；ＭＫ８０１购自 ＡＬＥＸＩＳ公司；ＰＣＲ扩增仪、

荧光定量ＰＣＲ仪购自美国伯乐公司；紫外分光光度计购自日

本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司。

１．３　方法

１．３．１　动物模型建立　海洛因成瘾组、海洛因＋ＭＫ８０１组及

海洛因戒断组大鼠按文献［２４］的方法，逐日等量递增海洛因

的剂量。以每天的体质量计算剂量，首日剂量为３ｍｇ／ｋｇ，一

日两次（上午９：００和下午５：００）连续皮下注射９ｄ（第９天每次

剂量达到２７ｍｇ／ｋｇ）；海洛因戒断组于第１０天用５ｍｇ／ｋｇ纳

洛酮诱发戒断症状，大鼠确定成瘾后，不再给药。海洛因成瘾

组与海洛因＋ＭＫ８０１组大鼠在第９天用药后继续以维持剂量

（２７ｍｇ／ｋｇ）注射海洛因９ｄ即可进行实验。海洛因＋ＭＫ８０１

组在每次海洛因给药前１５～３０ｍｉｎ给予 ＭＫ８０１（０．１ｍｇ／

ｋｇ），直到实验停止。对照组按海洛因成瘾组的给药方式注射

等容积的生理盐水。

１．３．２　海马ＣＡ３区脑组织ＲＮＡ提取　取大鼠海马ＣＡ３区

脑组织，在冰上进行操作，将组织磨碎后加入裂解液ＲＺ用匀

浆仪进行匀浆处理。将匀浆样品在常温下放置５ｍｉｎ后，加入

２００μＬ氯仿，剧烈震荡数秒，室温放置３ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，样品分三层，取中间水相。将得到的溶液和
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沉淀一起转入吸附管中，按试剂盒说明依次加入相应试剂。离

心后提取总样品ＲＮＡ。

１．３．３　ＲＮＡ逆转录和荧光定量ＰＣＲ检测　检测ＲＮＡ纯度

后按试剂盒说明进行操作。设计的引物序列如下。ＮＲ１，正

向：５′ＡＣＣＡＴＧＣＡＣＣＴＧＣＴＧＡＣＡＴＴ３′；反向：５′ＣＴＴ

ＣＡＧＣＡＣＣＴＣＧＧＡＣＡＧＣＡ３′；ＮＲ２Ａ，正向：５′ＴＣＣＡＣＣ

ＴＴＣＴＣＣＧＧＣＴＡＣＡＧ３′；反向：５′ＧＴＣＧＧＴＧＣＴＧＣＡ

ＣＴＧＴＣＴＴＧ３′。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行数据处理，计

量资料以狓±狊表示，进行单因素方差分析，组间比较采用狋检

验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

各组海马ＣＡ３区 ＮＭＤＡ受体亚型 ＮＲ１、ＮＲ２ＡｍＲＮＡ

的表达情况见表１。与对照组比较，海洛因成瘾组、海洛因戒

断组和海洛因＋ＭＫ８０１组的ＮＲ１表达较高，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；海洛因成瘾组海马ＣＡ３区 ＮＲ１的表达高于海

洛因戒断组和海洛因＋ＭＫ８０１组（犘＜０．０５）。与对照组比较，

海洛因＋ＭＫ８０１组 ＮＲ２Ａ的表达降低（犘＜０．０５），海洛因戒

断组ＮＲ２Ａ表达升高（犘＜０．０５）。ＮＲ１、ＮＲ２Ａ扩增的标准曲

线见附图１、２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表１　　各组大鼠海马 ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚基ｍＲＮＡ

　　　　表达的比较（狓±狊）

实验动物 狀 ＮＲ１ ＮＲ２Ａ

对照组 １０ １０．０５±１．２７ ０．８１±０．０７

海洛因成瘾组 １０ ３６．７５±１．０２ａ ０．７１±０．１２

海洛因戒断组 １０ １８．１８±１．２５ａｂ １．６７±０．２４ａｂ

海洛因＋ＭＫ８０１组 １０ １８．０２±０．９３ａｂ ０．１７±０．０９ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与海洛因成瘾组比较；ｃ：

犘＜０．０５，与海洛因戒断组比较。

３　讨　　论

ＮＭＤＡ受体是一种电压与配体的双重门控通道，在静息

电位下该通道与 Ｍｇ
２＋结合而使通道阻滞，这种阻滞是一种电

压依赖性的。通道的激活主要依赖于突触后膜去极化及突触

前膜递质的释放。当突触后膜去极化后，Ｍｇ
２＋会与通道分离，

而递质与受体结合导致通道开放，但这种开放特异性不强，除

了Ｎａ＋与Ｋ
十 的跨膜流动外，Ｃａ２＋可以大量进入胞内，作为第

二信使激活了钙／钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ／ＣａＭＫⅡ）、

ＣＡＭＰ依赖性蛋白激酶等，启动下游一系列的生化反应，进而

形成ＬＴＰ。这些生理特性使得 ＮＭＤＡ受体具备重要的整合

能力，在神经系统的发育以及学习记忆和药物成瘾等复杂的生

理反应中起到了非常关键的作用［５］。

目前已从鼠脑克隆鉴定出５种 ＮＭＤＡＲ 亚基：ＮＲ１、

ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ２、Ｃ及 ＮＲ２Ｄ。海马中 ＮＭＤＡ受体亚单位

主要有ＮＲ１、ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ，本次实验研究的是ＮＲ１、ＮＲ２Ａ亚

单位。ＮＲ１亚单位可单独在细胞中表达有功能的同聚受体，

但对激动的反应很小，其基因表达的混乱将引起受体复合物功

能活性的丧失。ＮＲ２Ａ亚基不能单独形成有功能的通道，只有

和ＮＲ１组合才能表现出活性。ＮＭＤＡ受体是由 ＮＲ１和至少

一种ＮＲ２的亚基构成的异寡聚体，其中 ＮＲ１是组成 ＮＭＤＡ

受体离子通道的基本结构单位，是该受体的功能单位，而 ＮＲ２

是修饰或调节单位，ＮＲ２具有调节受体通道动力学作用
［６１０］。

ＮＲ１亚基作为ＮＭＤＡ受体的功能性亚基与学习记忆的

功能密不可分。多种因素引起的学习记忆等神经行为的改变

和ＮＲ１亚基有关。ＮＲ２Ａ亚基在脑内分布广泛，以海马、皮层

和小脑的分布最多。ＮＲ２Ａ基因敲除可明显降低海马ＣＡ３区

突触的ＥＰＳＰＳ，降低海马ＣＡ１区ＮＭＤＡ受体电流和ＬＴＰ，损

害空间学习能力。同时ＮＲ２Ａ基因突变的小鼠还表现为在新

环境中自发运动增强和潜在学习能力降低。

关于海马的研究目前主要是集中在ＣＡ１区，解剖与生理

的研究结果均表明：从穿通纤维到ＣＡ３区椎体细胞存在着一

条直接通路，而且是一条重要的海马信息加工通路，参与了海

马许多功能的调节。但其在药物成瘾方面的研究报道较少，有

必要做进一步研究。

本实验中用到的 ＭＫ８０１是一种 ＮＭＤＡ受体拮抗剂。在

海洛因成瘾组，ＮＲ１的表达明显升高，有可能介导了 ＮＭＤＡ

受体的兴奋性毒性作用，过度激动 ＮＭＤＡ受体造成了学习记

忆功能的损伤。海洛因戒断组和海洛因＋ＭＫ８０１组的 ＮＲ１

表达相对于海洛因依赖组下降了很多，这有可能是因为过度激

动的ＮＭＤＡ受体处于恢复之中，学习记忆的能力亦处于恢复

之中，也间接说明海马ＣＡ３区有 ＮＲ１亚基存在，并且在此区

域的分布密度可能比较大，参与到药物成瘾的复杂的生理反应

中，具体的机制还有待进一步研究。与对照组比较，海洛因戒

断组ＮＲ２Ａ表达明显升高，海洛因依赖组 ＮＲ２Ａ的表达差异

无统计学意义（犘＞０．０５），提示ＮＲ２Ａ可能主要介导的是戒断

症状。海洛因＋ＭＫ８０１组的 ＮＲ２Ａ 表达下降明显可能是

ＭＫ８０１选择性抑制的结果。海马ＣＡ３区有 ＮＲ２Ａ的表达，

ＮＲ２Ａ可能在学习记忆的恢复阶段起一定作用并介导了药物

成瘾的负性情绪反应，具体的机制有待进一步研究。
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