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中缝背核在甲基苯丙胺
诱导小鼠条件性位置偏爱中的作用

宋锐恒　沈建宇　韩伟凯　李贵宝　侯海光　岳庆伟　孙晋浩△

（山东大学基础医学院人体解剖与神经生物学系，济南 ２５００１２）

　　孙晋浩，山东大学，教授，博士生导师。１９９４年毕业于济宁医学院临床医学
专业，获医学学士学位，１９９７年于山东医科大学获医学硕士学位，２００２年于山东
大学获医学博士学位。曾先后两次赴美国耶鲁大学医学院神经生物学系进行为

期两年的学习深造。现任山东大学人体解剖与神经生物学系主任。主要从事神

经发育与退行性脑病的研究，在本领域发表中英文研究论文１００余篇，其中通信
作者和第一作者ＳＣＩ论文４０余篇。主持国家自然科学基金６项，其中重点项目
１项，面上项目５项；主持省部级科研课题１０余项。培养研究生３０余名。主编
人民卫生出版社国家规划教材八年制及“５＋３”《系统解剖学》第４版；副主编五
年制临床医学《系统解剖学》第８版和第９版。

　　摘　要　目的　研究中缝背核（ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＲＮ）在甲基苯丙胺（ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＥＴＨ）成瘾中
的作用。方法　将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为 ＭＥＴＨ模型组和对照组。通过腹腔注射 ＭＥＴＨ（２ｍｇ／ｋｇ）制备条件
性位置偏爱（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ＣＰＰ）动物模型，对照组注射等量生理盐水。经即刻早基因 ｃＦｏｓ免疫
组织化学染色、含Ｃａ２＋指示剂病毒载体脑内注射、化学遗传学和蛋白质谱分析等技术，探究 ＭＥＴＨ激活 ＤＲＮ脑
区情况及蛋白表达变化，并分析抑制ＤＲＮ脑区神经元ＣＰＰ评分的变化。结果　ＣＰＰ评分显示，ＭＥＴＨ模型小鼠
在伴药箱产生明显偏好（ｔ＝４．４３８，Ｐ＜０．０５）。ＭＥＴＨ模型组 ＤＲＮ内 ｃＦｏｓ阳性细胞数较对照组显著增多（ｔ＝
４０６５，Ｐ＜０．０５），而且ＤＲＮ神经元内Ｃａ２＋荧光信号明显增强（ｔ＝２０．５０，Ｐ＜０．００１）。通过叠氮平Ｎ氧化物（ｃｌｏｚ
ａｐｉｎｅＮｏｘｉｄｅ，ＣＮＯ）腹腔注射（３ｍｇ／ｋｇ）诱导ｈＭ４Ｄｉ表达抑制ＤＲＮ神经元兴奋性，明显降低了ＭＥＴＨ模型组小
鼠ＣＰＰ分数（ｔ＝３．２６，Ｐ＜０．０５）。蛋白质谱分析在ＭＥＴＨ模型组ＤＲＮ脑区筛出了一批差异蛋白，其中突触囊泡
蛋白１（Ｓｙｔ１）和细胞黏附分子１（Ｃａｄｍ１）表达升高（均Ｐ＜０．０５）；神经束蛋白（Ｎｆａｓｃ）和突触小泡蛋白２（ＳＶ２）的
Ｃ亚型表达降低（均Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＲＮ脑区在 ＭＥＴＨ诱导小鼠ＣＰＰ行为偏好中起着重要作用，ＭＥＴＨ特异
性诱导ＤＲＮ内与突触相关的蛋白分子的表达，可能与ＤＲＮ参与的成瘾机制有关。
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ｎｉｑｕｅ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅａｌｓｏｅｘａｍｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＭＥＴＨｉｎｄｕｃｅｄａｎｏｂｖｉｏｕｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇＣＰＰｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｔ＝４．４３８，Ｐ＜０．０５）．ＩｎｔｈｅＭＥＴＨｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃＦｏｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅ
Ｃａ２＋ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｉｎｔｈｅＤＲＮｗｅｒｅｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｃＦｏｓ：Ｐ＜
０．０５；Ｃａ２＋：Ｐ＜０．００１）．ＡｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｃｌｏｚａｐｉｎｅＮｏｘｉｄｅｔｏｉｎｄｕｃｅｈＭ４ＤｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎＤＲＮ
ｎｅｕｒｏｎｓ，ｔｈｅＣＰＰｓｃｏｒｅｉｎＭＥＴＨｍｏｄｅｌｍｉｃｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｔ＝３．２６０，
Ｐ＜０．０５）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ＭＥＴＨｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＳｙｔ１ａｎｄＣａｄｍ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＮｆａｓ
ｃａｎｄＳｖ２ｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＤＲＮ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＲＮｅｘｅｒｔｅｄａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＭＥＴＨ
ｉｎｄｕｃｅｄＣＰＰ．ＭＥＴＨａｌｔｅｒｅｄｓｏｍｅｓｙｎａｐｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ，ｗｈｉｃｈｐｏｓｓｉｂｌｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎ
ＭＥＴＨａｄｄｉｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅｎｕｃｌｅｕｓ；Ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ；Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ；Ｐｒｏｔｅｉｎａｎａｌｙｓｉｓ

　　甲基苯丙胺（ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＥＴＨ）是一种
精神活性药，滥用后会导致神经损伤和精神障碍。

该药具有强烈的成瘾性。中缝背核（ｄｏｒｓａｌｒａｐｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＤＲＮ）是中脑导水管腹侧的神经核，可调
控情绪和认知功能。在奖励性饮酒行为中，ＭＲＩ显
示小鼠的ＤＲＮ脑区激活［１］。内源性阿片受体通过

ＤＲＮ到伏隔核的神经通路调控小鼠的奖赏行
为［２］。激活大鼠ＤＲＮ中促肾上腺皮质激素释放因
子受体１（ＣＲＦＲ１）明显降低了吗啡诱导的条件性
位置偏爱（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ＣＰＰ）评
分［３］。这些研究说明 ＤＲＮ与药物成瘾相关，但
ＤＲＮ在ＭＥＴＨ成瘾中的作用和机制还不清楚。

本实验建立小鼠 ＣＰＰ动物模型，然后分析了
ＭＥＴＨ诱导ＤＲＮ神经元ｃＦｏｓ表达情况，并通过化
学遗传学抑制ＤＲＮ神经元活性，检测对 ＭＥＴＨ诱
导ＣＰＰ行为偏好的影响。最后，进行蛋白质谱分
析，寻找差异表达的蛋白分子。本实验有助于揭示

ＭＥＴＨ成瘾机制并发现针对性的干预靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
选用６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠，体重２０～

２５ｇ，购于山东大学实验动物中心，所有动物实验符
合山东大学实验动物伦理委员会要求。腺病毒

ＡＡＶ２／９ｈＳｙｎｈＭ４Ｄ（Ｇｉ）ｍＣｈｅｒｒｙ和 ＡＡＶ２／９
ｈＳｙｎｍＣｈｅｒｒｙ购自上海吉凯基因科技有限公司。
兔抗小鼠ＣＦｏｓ单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　 ＣＰＰ行为检测　实验动物均进行基线测
试（ｐｒｅｔｅｓｔ），ＭＥＴＨ模型组分别在第１、３、５天给予
ＭＥＴＨ腹腔注射（２ｍｇ／ｋｇ），对照组注射等量生理

盐水。两组动物均在白箱中训练，时长４０ｍｉｎ。在
２、４、６ｄ两组动物均给予生理盐水腹腔注射，在黑
箱中训练。第 ７天自由探索 １５ｍｉｎ，进行测试
（ｔｅｓｔ）。
１．２．２　脑内定位注射　采用５％水合氯醛腹腔注
射（０．７５ｍｌ／１００ｇ），麻醉小鼠。将含钙指示剂的病
毒 ＡＡＶ２／９ＣＭＶＧＣａＭＰ６ｓＰ２ＡｎｌｓｄＴｏｍａｔｏ注射
至ＤＲＮ脑区，坐标为前囟前ＡＰ：－４．５ｍｍ，旁开Ｌ：
０ｍｍ，硬膜下 Ｄ：３．１ｍｍ，注射 ３００ｎＬ，３ｗ后取脑切
片检测 Ｃａ２＋信号变化。在化学遗传学实验中，将
ＡＡＶ２／９ｈＳｙｎｈＭ４Ｄ（Ｇｉ）ｍＣｈｅｒｒｙ和 ＡＡＶ２／９
ｈＳｙｎｍＣｈｅｒｒｙ分别注射到 ＭＥＴＨ模型组和对照组
小鼠ＤＲＮ脑区，待３ｗ后病毒充分表达，ＣＰＰ测试
前３０ｍｉｎ腹腔注射叠氮平Ｎ氧化物（ｃｌｏｚａｐｉｎｅＮ
ｏｘｉｄｅ，ＣＮＯ），剂量为３ｍｇ／ｋｇ。
１．２．３　免疫组织化学染色　实验动物灌注取脑，
固定６ｈ后，置入３０％蔗糖溶液内，４℃静置至沉入
容器底部，切取含 ＤＲＮ脑区的组织块，行冰冻切
片，厚度 ３０μｍ。经 ５％二抗同源血清封闭 １ｈ后，
给予兔抗小鼠ｃＦｏｓ（１∶１０００）孵育，４℃过夜。然后
经羊抗兔二抗（１∶５００）室温孵育２ｈ，在荧光显微镜
下观察分析。

１．２．４　蛋白提取及分析　提取ＤＲＮ脑区蛋白，以
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测量蛋白浓度，－２０℃储存。对蛋白进
行还原和烷基化后，使用 １００ｍＭ ＴｒｉｓＨＣｌ，（ｐＨ
８５）稀释 ３倍，在 １ｍＭＣａＣｌ２的条件下用胰蛋白
酶消化（酶与底物的比例为 １∶５０），持续处理 １６ｈ
（３７℃）。经纯化、洗脱、干燥后，重新溶解于０．１％
甲酸，行ＬＣ／ＭＳＭＳ分析。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　提取 ＤＲＮ区域组织
的总ＲＮＡ。通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ检测 ＲＮＡ纯度。设计
靶分子引物，在以下条件下进行 ＰＣＲ扩增：９５℃
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３ｍｉｎ，９５℃ ５ｓ和 ６０℃ ３０ｓ，重复 ４０个循环。以
ＧＡＰＤＨ为内参。引物序列见表１。

表１　引物序列
基因 引物序列

ＧＡＰＤＨ ＦＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ
ＲＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴ

ＳＶ２Ｃ ＦＧＡＡＣＣＡＧＧＣＡＧＴＧＧＡＴＣＧＧ
ＲＧＴＴＴＣＧＣＣＡＧＧＴＧＧＧＴＡＧＴ

Ｃａｄｍ１ ＦＴＣＣＴＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＣＧＴＡＡＣ
ＲＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＣＴＧＡＴＴＴＧＣＣ

ＳＮＣＡ ＦＣＡＧＡＧＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＡＧＡＣＡ
ＲＣＡＣＣＡＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＡＡＣＡＴ

Ｎｆａｓｃ ＦＣＡＡＧＴＡＣＣＣＡＧＴＧＣＧＧＧＡＡＡ
ＲＣＣＴＴＣＧＣＣＡＴＡＧＴＣＣＡＣＣＡＧ

Ｓｙｔ１ ＦＧＴＴＧＣＧＧＴＣＣＴＴＣＴＡＧＴＣＧＴ
ＲＧＧＣＣＴＧＡＴＣＣＴＴＣＡＴＧＧＴＣＴ

ＡＴＰ１ｂ２ ＦＧＴＴＣＣＴＧＡＡＴＧＴＧＡＣＣＣＣＣＡ
ＲＧＡＡＣＴＴＧＴＣＣＣＧＣＴＣＡＴＣＧＴ

Ｓｔｘ１ａ ＦＡＧＧＧＧＧＡＧＡＴＧＡＴＴＧＡＣＡＧＧＡ
ＲＴＡＴＣＣＡＡＡＧＡＴＧＣＣＣＣＣＧＡＴＧ

　　注：Ｆ，Ｆｏｒｗａｒｄ，即上游引物；Ｒ，Ｒｅｖｅｒｓｅ，即下游引物。

１．３　统计学方法
统计分析使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件。正

态分布的计量资料采用 珋ｘ±ｓ描述，两组数据的比较
采用独立样本ｔ检验分析，组内比较采用配对资料
的ｔ检验分析。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠ＣＰＰ模型的建立
采用ＭＥＴＨ腹腔注射建立小鼠 ＣＰＰ模型，评

估ＭＥＴＨ引起的成瘾记忆（图１ａ）。ＭＥＴＨ模型组
小鼠在伴药箱中的运动轨迹较训练前密集，停留时

间明显增加，较前产生了明显的 ＣＰＰ偏好（ｔ＝
４４３８，Ｐ＜０．０５），而对照组小鼠测试时 ＣＰＰ分数
与基线水平无明显差异（Ｐ＞０．０５）（图 １ｂ，ｃ）。这
表明成功建立了ＭＥＴＨ诱导的ＣＰＰ动物模型。

　　注：ａ．ＭＥＴＨ诱导ＣＰＰ模型建立示意图；ｂ．对照组小
鼠基线和测试的 ＣＰＰ评分；ｃ．ＭＥＴＨ模型鼠基线和测试
的ＣＰＰ评分，测试时形成明显的ＣＰＰ偏好（ｔ＝４．４３８，Ｐ＜
０．０５）。对照组ｎ＝４，ＭＥＴＨ模型组ｎ＝５。

图１　ＣＰＰ模型的建立

２．２　ＭＥＴＨ诱导ＤＲＮ神经元ｃＦｏｓ表达
ＭＥＴＨ模型小鼠 ＤＲＮ内大量神经元呈 ｃＦｏｓ

阳性着色，这些 ｃＦｏｓ阳性细胞多沿 ＤＲＮ中线分
布；对照组 ＤＲＮ内仅有少量散在的 ｃＦｏｓ阳性细
胞 （图２ａ）。ＭＥＴＨ处理后 ｃＦｏｓ阳性细胞数较对
照组明显增多（图 ２ｂ，ｔ＝４．０６５，Ｐ＜０．０５），而且
ｃＦｏｓ阳性细胞比例也明显高于对照组（图 ２ｂ，ｔ＝
４．５２９，Ｐ＜０．０５）。

　　注：ａ．ＭＥＴＨ诱导 ＤＲＮｃＦｏｓ表达，对照组仅有少量
阳性细胞分布；ｂ．ｃＦｏｓ阳性细胞数和阳性细胞比例统计
分析。对照组ｎ＝４，ＭＥＴＨ模型组ｎ＝５；标尺：５０μｍ。

图２　ｃＦｏｓ免疫组织化学染色结果

２．３　ＭＥＴＨ升高ＤＲＮ神经元胞内钙离子水平
将含Ｃａ２＋指示剂的病毒载体实施脑内注射，神

经元转染后显示红色荧光，钙离子活动显示为绿色

荧光（图３ａ）。对照组 ＤＲＮ神经元 Ｃａ２＋信号荧光
强度２６．９３±０．６４，ＭＥＴＨ处理后 Ｃａ２＋信号荧光强
度为５０．４３±１．０２，明显高于对照组（ｔ＝２０．５０，Ｐ＜
０．００１）。见图３ｂ、ｃ。

　　注：ａ．示意图显示钙离子与 ＧＣａＭＰ６结合后，分子构
象改变导致了５１５ｎｍ波段发射荧光增加；ｂ．为钙离子荧
光强度统计分析；ｃ．分别为对照组，ＭＥＴＨ组ＤＲＮ神经元
钙离子荧光检测图片。对照组ｎ＝３，ＭＥＴＨ模型组ｎ＝３；
标尺：５０μｍ。

图３神经元胞内钙离子水平检测结果

２．４　抑制ＤＲＮ神经元活性降低ＣＰＰ评分
本实验采用化学遗传学的方式抑制ＤＲＮ脑区

·３８３·
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神经元（图 ４ａ）。在 ＭＥＴＨ模型鼠测试前 ３０ｍｉｎ
腹腔注射 ＣＮＯ，激活 ｈＭ４Ｄｉ抑制 ＤＲＮ神经元活
性，结果显示，抑制后模型鼠的ＣＰＰ分数明显降低
（ｔ＝３．２６，Ｐ＜０．０５）。而对照组，在ＣＮＯ诱导后，仍
表现出ＣＰＰ行为偏好（ｔ＝４．４０７，Ｐ＜００５）。显示
抑制ＤＲＮ可以降低ＭＥＴＨ诱导的ＣＰＰ偏好。

　　注：ａ．化学遗传学病毒载体元件构成；ｂ．脑区注射示
意图；ｃ．ＣＰＰ行为分析，抑制 ＤＲＮ脑区后，明显降低了
ＣＰＰ分数（Ｐ＜００５）。对照组 ｎ＝５，ＭＥＴＨ模型组 ｎ＝６；
ｎｓ：表示比较的两组数据没有差异。

图４化学遗传学抑制ＤＲＮ降低ＣＰＰ评分

２．５　蛋白质谱分析
本实验采用ＬＣ／ＭＳＭＳ对ＤＲＮ脑区组织进行

了蛋白组学的分析。共获得了５８３个蛋白分子，其
中１３个表达上调，１７个表达下调（设定差异倍数
≥１．５倍及 Ｐ＜０．０５）（表２，表３）。筛选了部分和
神经及突触相关的蛋白分子进行表达验证，其中突

触囊泡蛋白１（Ｓｙｔ１）和细胞黏附分子１（Ｃａｄｍ１）表
达升高（均Ｐ＜０．０５）；神经束蛋白（Ｎｆａｓｃ）和突触小
泡蛋白 ２（ＳＶ２）的 Ｃ亚型 Ｓｖ２ｃ表达降低（均 Ｐ＜
００５）。其中，Ｓｙｔ１的上调较为明显，上调近 ４倍

（图５）。

表２　表达上调分子
ＵｎｉｐｏｒｔＩＤ 名称 差异倍数 ｔ值 Ｐ值
Ｐ６３２１３ Ｇｎｇ２ １．５６３２５３２２６ ５．３１７４２４０９４ ０．００６０１６
Ｏ３５５２６ Ｓｔｘ１ａ １．８５６１５２０９８ ４．７９５２８２１４８ ０．００８６７８
Ｑ８Ｒ５Ｍ８ Ｃａｄｍ１ １．６６８４１９９９７ ４．４０００２０５６５ ０．０１１６９１
Ｑ３ＵＶ８４ Ｎｃｏａ３ １．９２７０５７００６ ３．９９１６１９４０８ ０．０１６２４３
Ｑ８ＢＦＺ９ Ｓｐｆｈ２ １．７２９２２８２３４ ３．７８６６２６３９２ ０．０１９３２５
Ｑ９９Ｌ１３ Ｈｉｂａｄｈ １．７３５８４４５５６ ３．７４９９４６８０２ ０．０１９９４８
Ｑ４ＫＭＭ３ Ｏｘｒ１ １．５３６２１５０６６ ３．４５０４３９８２５ ０．０２６０４４
Ｐ４６０９６ Ｓｙｔ１ １．５０４８９９１９２ ３．３９５６４６０２９ ０．０２７３８７
Ｂ２ＲＰＹ３ Ｆｂｘｌ１６ １．７７７３２９１６７ ３．３９０３５４３４５ ０．０２７５２１
Ｑ３ＵＧＲ５ Ｈｄｈｄ２ ２．１６２１６６７８７ ３．３０９２９５２８９ ０．０２９６７４
Ｐ２８６５６ Ｎａｐ１ｌ１ １．９６０８５６３９５ ３．２７１９３８６４４ ０．０３０７３３
Ｏ５５０４２ Ｓｎｃａ ０．０３４２９７ ２．８１７４９５６５６ ０．０４７９５
Ｐ６２７４３ Ａｐ２ｓ１ １．５２８３８９６３９ ２．７９６７６１２８６ ０．０４８９７３

表３　表达下调分子
ＵｎｉｐｏｒｔＩＤ 名称 差异倍数 ｔ值 Ｐ值
Ｑ８１０Ｕ３ Ｎｆａｓｃ －１．６００４０７３１６ －３．１５５１３８５９４ ０．０１７１７２
Ｑ６０５９７ Ｏｇｄｈ －１．７４９１３７８５５ －４．７９４０２０８０６ ０．００４３４３
Ａ２ＲＳＨ４ Ｓｖ２ｃ －１．８２８２８２０５５ －４．４６５３９５８０１ ０．００５５５７
Ｑ９ＣＱ９１ Ｎｄｕｆａ３ －２．４１５０２９１３７ －４．４４３６５２２５５ ０．００５６５１
Ｑ６１８７９ Ｍｙｈ１０ －１．７４２４９８５３ －４．１０９６７９８７９ ０．００７３６８
Ｑ３Ｔ９Ｊ９ Ａｂｔｂ２ －２０．８３７４８６７ －３．７７３２１８１５４ ０．００９７７５
Ｐ１４２３１ Ａｔｐ１ｂ２ －１．９７６５１０９２２ －３．３６４６９０８５７ ０．０１４０９１
Ｑ９ＷＶ５５ Ｖａｐａ －１．５３９７１５９０４ －３．１５２１７３０５７ ０．０１７２２１
Ｑ９９ＰＢ１ Ｎｓｃｍｅ３ｌ －３．９９８８９５７３４ －３．１２８６８２７９３ ０．０１７６１５
Ｐ９７８０７ Ｆｈ１ －１．５４３４６６５２１ －３．０３６７６８７８２ ０．０１９２６２
Ｑ９１ＶＤ９ Ｎｄｕｆｓ１ －２．１０８５４０６９６ －２．７４０４７７８１６ ０．０２５９４
Ｐ５６３８０ Ａｐａｈ１ －１．５８０１１４９０２ －２．５０７３２８１６６ ０．０３３１２３
Ｑ９ＱＷＩ６ Ｓｒｃｉｎ１ －１．５２５０２５９６７ －２．４７５４８７０３ ０．０３４２７１
Ｐ４７７５４ Ｃａｐｚａ２ －１．５６１７７８１０８ －２．３５２２５７３８７ ０．０３９１６１
Ｑ６４５０２ Ｐｔｐｎ４ －１．５４１７１２１０５ －２．３０４６９４１２６ ０．０４１２５６
Ｐ１４０９４ Ａｔｐ１ｂ１ －１．８７４６０２８０９ －２．４６７３１２４１８ ０．０３４５７３

　　注：通过荧光定量ＰＣＲ检测筛选分子的ｍＲＮＡ表达变化。ａ．检测Ｃａｄｍ１、ＡＴＰ１Ｂ２、Ｓｔｘ１ａ的表达；ｂ．检测Ｎｆａｓｃ、Ｓｖ２ｃ、Ｓｙｔ１的表
达。对照组ｎ＝３，ＭＥＴＨ模型组ｎ＝３。

图５　差异分子的表达验证

３　讨论

３．１　ＭＥＴＨ明显激活了ＤＲＮ神经元
本实验发现，给予ＭＥＴＨ处理后，小鼠ＤＲＮ内

ｃＦｏｓ阳性细胞明显多于对照组，同时ＤＲＮ内钙离
子信号强度增加，说明ＭＥＴＨ激活了ＤＲＮ神经元。

ｃＦｏｓ作为即早基因，是 Ｆｏｓ转录因子家族的成员
之一，多数成瘾性药物如可卡因、吗啡、苯丙胺等可

快速诱导ｃＦｏｓ表达，活化神经元［４］。Ｃａ２＋是通用
的第二信使，参与神经元去极化信号的传递并有助

于突触活动的发生，所以对于神经元的活化至关重

要。在吗啡成瘾中，通过在体多通道的电生理记录
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发现，ＤＲＮ５ＨＴ神经元在吗啡作用下被激活［５］。

并且，在吗啡诱导的ＣＰＰ测试时，ＤＲＮ内神经元活
化明显。本项实验中，ＭＥＴＨ明显激活 ＤＲＮ神经
元，提示这个脑区可能和 ＭＥＴＨ导致的成瘾行为
变化有关。

３．２　抑制ＤＲＮ后显著降低ＣＰＰ评分
本实验通过化学遗传学手段抑制 ＤＲＮ脑区，

显著降低了 ＭＥＴＨ诱导的 ＣＰＰ评分。ＤＲＮ内含
有多 种 神 经 元，其 中 ５羟 色 胺 （５ｈｙｄｒｏｘｙ
ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５ＨＴ）能神经元最多，占 ＤＲＮ神经元总
量的２／３。５ＨＴ神经元投射广泛，也接受多个脑
区的投射［６］。ＤＲＮ５ＨＴ神经元从与奖赏信号密
切相关的前脑和边缘系统接收广泛而密集的投

射［７］。５ＨＴ能神经元可控制情绪，学习和认知功
能，感觉和运动的控制等［８］。最近研究发现，ＤＲＮ
的５ＨＴ神经元编码奖赏信号［９］。我们推测，抑制

ＤＲＮ脑区导致ＣＰＰ的逆转，很可能与ＤＲＮ脑区的
５ＨＴ神经元有关。
３．３　ＤＲＮ脑区蛋白组学分析

本实验对ＭＥＴＨ模型鼠的ＤＲＮ组织进行了蛋
白质组学分析，获得了一批差异变化的蛋白分子，

其中和突触相关的分子变化显著，如 Ｓｙｔ１表达明
显上调，Ｎｆａｓｃ，Ｓｖ２ｃ表达下调。Ｓｙｔ１属于突触蛋白
突触蛋白家族，在突触传递和可塑性的几个阶段起

着关键作用。ＳＹＴ１可以在参与突触的常规功能之
前调节轴突丝状伪足和分支的形成［１０］。突触囊泡

２Ｃ（ＳＶ２Ｃ）属于突触囊泡２（ＳＶ２）蛋白超家族的一
种新的异构体，是已知的肉毒杆菌神经毒素／Ａ
（ＢｏＮＴ／Ａ）的受体，调节多巴胺释放，从而成为治
疗精神疾病的潜在目标分子［１１］。这说明筛选的分

子在调控突触可塑性以及神经递质的释放与转运

方面发挥了重要的作用。我们推测在 ＭＥＴＨ成瘾
中，这些分子在 ＤＲＮ脑区的差异表达可能执行着
重要的功能。

综上，ＭＥＴＨ激活了 ＤＲＮ脑区神经元。ＤＲＮ
在ＭＥＴＨ成瘾中起着重要作用，ＭＥＴＨ可通过改变
ＤＲＮ内一些与突触相关的蛋白分子的表达，进而
调控成瘾行为的变化。

利益冲突：所有作者均申明不存在利益冲突。
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