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［摘　要］目的：探讨海洛因戒断、脱毒、复吸对大鼠肾上腺髓质细胞神经肽Ｙ（ＮＰＹ）表达的影响。方法：成年
雄性ＳＤ大鼠６３只，随机分为实验组、盐水对照组和正常对照组，实验组又分为戒断组、脱毒组和复吸组，采用免
疫组织化学及图像分析法，观察３组大鼠肾上腺髓质 ＮＰＹ的表达。结果：光镜下，肾上腺髓质 ＮＰＹ免疫反应
（ＩＲ）细胞免疫反应产物呈棕黄色细颗粒状，存在于胞质内；与正常对照组及盐水对照组比较，戒断组和复吸组
肾上腺髓质ＮＰＹＩＲ细胞免疫染色加深，图像分析平均灰度值低于正常对照组及盐水对照组（Ｐ＜００５）；脱毒组
与正常对照组比较，ＮＰＹＩＲ细胞染色强度、平均灰度值差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：在海洛因戒断及
复吸期间，ＮＰＹ在肾上腺髓质细胞表达增强，提示肾上腺髓质细胞分泌的ＮＰＹ增多；脱毒治疗组大鼠ＮＰＹ表达
与正常组ＮＰＹ差异无显著性，提示脱毒治疗后肾上腺髓质细胞分泌的 ＮＰＹ减少可能与其功能逐步趋于正常有
关。
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　　肾上腺是神经－内分泌系统的重要组成部分。
肾上腺髓质细胞能合成和分泌多种生物活性物质，

参与机体的调节功能。神经肽 Ｙ（ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ，
ＮＰＹ）属胰多肽家族，研究证明是哺乳动物神经系
统中分布最广、含量最高的神经肽，参与众多和重

要的生理功能，包括神经内分泌整合［１，２］。有报道

ＮＰＹ也存在于肾上腺髓质中，一般与去甲肾上腺
素共存［３］。ＮＰＹ可能具有双重角色，其作为神经
递质，起源于神经末梢；作为激素，起源于肾上腺髓

质。在应激以及紧张压力下，参与儿茶酚胺释放的

调节［４］。有报道海洛因成瘾者肾上腺皮质细胞超

微结构有明显改变［５］，但迄今尚鲜见关于海洛因

戒断、脱毒及复吸期间肾上腺髓质 ＮＰＹ免疫反应
（ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ，ＩＲ）细胞形态及功能改变的系统
报道。本实验通过建立海洛因戒断、脱毒、复吸大

鼠模型，应用免疫组织化学、图像分析方法探讨海

洛因戒断、脱毒及复吸期间大鼠肾上腺髓质 ＮＰＹ
ＩＲ细胞免疫染色强度的改变，以期为探讨海洛因
成瘾的机制提供一定依据。

１　材料与方法

１１　动物分组
成年雄性ＳＤ大鼠６３只，体重１８０～２２０ｇ，由

贵阳医学院实验动物中心提供。按随机原则分为

实验组（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＥＧ）、盐水对照组（ｓａｌｉｎｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＳＣＧ）、正常对照组（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＮＣＧ），各２１只。实验组又分为海洛因戒断
组（ｈｅｒｏｉｎａｂｓｔｉｎｅｎｃｅｇｒｏｕｐ，ＨＡＧ）、美沙酮脱毒治
疗组（ｍｅｔｈａｄｏｎｅｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ＭＤＧ）和海洛
因复吸组（ｈｅｒｏｉｎｒｅｌａｐｓｅｇｒｏｕｐ，ＨＲＧ），每组７只，
在贵阳医学院动物中心喂养。

１２　建立动物模型
１２１　海洛因戒断大鼠模型［６］　实验组大鼠按体
重逐日注射海洛因药液（纯度为６１４８％，贵州省
公安厅提供），首日剂量为３ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ（上午８
时，下午３时），每日递增剂量为３ｍｇ／ｋｇ，连续注
射９ｄ，至第９天剂量为２７ｍｇ／ｋｇ。第１０天将戒断
组大鼠腹腔注射０８ｍｇ纳洛酮催瘾，观察并记录
戒断症状１０ｍｉｎ。按照 Ｍａｌｄｏｎａｄｏ等［７］戒断症状

评分标准判定大鼠海洛因戒断模型建立成功，戒断

后１ｈ内处死。
１２２　美沙酮脱毒治疗［８］　将已成瘾大鼠腹腔注
射美沙酮（贵州汉方制药公司提供）脱毒治疗，连

续注射 ６ｄ，每日剂量递减，依次为 ５、４、３、２、１、
０５ｍｇ／ｋｇ，并记录大鼠戒断症状；脱毒第７天，使
用纳洛酮催瘾观察无明显戒断症状后，将美沙酮脱

毒大鼠取７只处死。
１２３　海洛因复吸模型　将剩余７只美沙酮脱毒
６ｄ后的大鼠再次注射海洛因，注射剂量首日
９ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ（上午 ８时），逐日递增剂量为
３ｍｇ／ｋｇ，让大鼠再次染毒，制作复吸模型。复吸
７ｄ后（剂量为２７ｍｇ／ｋｇ）将复吸组大鼠处死。
１２４　对照组　盐水对照组：按体重每日注射与
实验组相同剂量的生理盐水，并与实验组同时处死

相同数量的大鼠；正常对照组：不予任何处理，按时

喂养，分批取材。

１３　取材及标本制备
处死大鼠用生理盐水灌洗，４％多聚甲醛灌注

固定；取肾上腺组织，４％多聚甲醛再固定，常规石
蜡包埋，制成４μｍ连续切片，每例３张切片，切片
间隔５６μｍ。
１４　免疫组织化学ＳＡＢＣ法

按照免疫组织化学 ＳＡＢＣ法进行免疫组织化
学染色，显示 ＮＰＹＩＲ细胞。主要步骤为：切片常
规脱蜡入水，常温甲醇Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ，正常羊血清
（１∶５０）室温下封闭２０ｍｉｎ，滴加兔ＮＰＹ抗血清（１∶
１０００，ＳＩＧＭＡ公司提供），４℃孵育过夜，羊抗兔
ＩｇＧ（１∶１００）３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，ＳＡＢＣ复合物（１∶
１００）３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢＨ２Ｏ２液显色，苏木精
轻度复染细胞核，中性树胶封片。方法对照用ＰＢＳ
缓冲液替代特异性抗血清，余步骤同上。

１５　图像及统计分析
随机选取各模型组、盐水对照组和正常对照组

肾上腺切片，各取５例。在４０倍物镜下，每例切片
随机选取３个视野，用 ＢｉｏＭｉａｓ图像分析系统检测
ＮＰＹＩＲ细胞的平均灰度值。应用 ＳＰＳＳ１１５软件
包对实验数据进行方差分析，统计学处理。实验数

据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５差异具有
统计学意义。
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２　结果

２１　免疫组织化学观察
光镜下，大鼠肾上腺髓质细胞内 ＮＰＹ免疫阳

性产物位于胞质内，呈棕黄色细颗粒状，ＮＰＹＩＲ细
胞数量多，胞体多呈卵圆形或不规则形（图 １Ａ－
Ｆ），方法对照切片未见阳性反应细胞。盐水对照

组与正常对照组比较，大鼠肾上腺髓质 ＮＰＹＩＲ细
胞形态、分布及免疫染色强度均未见明显变化（图

１Ａ－Ｃ）。与正常对照组和盐水对照组比较，海洛
因戒断、复吸组大鼠肾上腺髓质 ＮＰＹＩＲ细胞形
态、分布未见明显变化，但免疫染色加深；美沙酮脱

毒组与正常对照组和盐水对照组比较，ＮＰＹＩＲ细
胞的形态、分布和免疫反应强度也未见明显变化

（图１Ｄ－Ｆ）。

Ａ．正常组（×４００），Ｂ．正常组（×１０００），Ｃ．盐水组（×１０００），Ｄ．脱毒组（×１０００），Ｅ．戒断组（×１０００），Ｆ．复吸组（×１０００）。

图１　各组大鼠肾上腺髓质ＮＰＹＩＲ细胞（ＳＡＢＣ）
Ｆｉｇ．１　ＮＰＹｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２２　图像分析
各组大鼠肾上腺髓质 ＮＰＹＩＲ细胞平均灰度

值的比较，见图２。正常对照组、盐水对照组及美
沙酮脱毒组肾上腺髓质 ＮＰＹＩＲ细胞平均灰度值
的差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；海洛因戒断组、
复吸组 ＮＰＹＩＲ细胞平均灰度值较正常对照组和
盐水对照组降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
图像分析结果与同期形态学观察基本一致。

注：（１）与ＮＣＧ和ＳＣＧ比较Ｐ＜００５

图２　各组大鼠肾上腺髓质ＮＰＹＩＲ
细胞的平均灰度值

Ｆｉｇ．２　ＭｅａｎｇｒｅｙｄｅｇｒｅｅｓｏｆＮＰＹｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓｉｎｒａｔａｄｒｅｎａｌｍｅｄｕｌｌａｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

ＮＰＹ是由３６个氨基酸残基组成的多肽，它既
是一种中枢神经调质又是一种外周交感神经递

质［９］，广泛存在于中枢神经系统及外周器官［３］。

在多种哺乳动物的肾上腺髓质的内分泌细胞中有

ＮＰＹ免疫活性物质。Ｃａｖａｄａｓ等［４］报道体外培养

的人肾上腺髓质嗜铬细胞释放 ＮＰＹ和儿茶酚胺
（Ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅ，ＣＡ），ＮＰＹ可刺激 ＣＡ分泌。免疫
电镜观察人肾上腺髓质有嗜铬细胞呈ＮＰＹ免疫反
应阳性，ＮＰＹ免疫反应物位于小颗粒囊泡和线粒
体外膜。ＮＰＹＩＲ细胞常位于有孔毛细血管旁，与
邻近的ＮＰＹ阴性反应嗜铬细胞紧密接触［１０］，提示

ＮＰＹＩＲ细胞具有内分泌、旁分泌的特点。
海洛因戒断使机体处于应激状态，此时除垂体

－肾上腺皮质轴参加外，交感神经 －肾上腺髓质系
统也兴奋［１１］。在应激状态下，机体发生一系列神

经内分泌的改变，如儿茶酚胺（肾上腺素和去甲肾

７４２

　３期 黄　智等　海洛因戒断、复吸对大鼠肾上腺髓质细胞神经肽Ｙ表达的影响



上腺素）释放增加，内分泌轴的激活导致很多促激

素如促肾上腺皮质激素释放因子水平升高，相继影

响不同的靶器官，分泌其相应的特定的激素［１２］，

ＮＰＹ、βＥＰ等神经肽的合成和分泌增加［１３］，从而

改变机体的内环境，提高对应激的适应。在本实验

中，戒断组大鼠 ＮＰＹＩＲ细胞表达增强，推测有可
能在海洛因戒断时交感神经－肾上腺髓质系统激
活，ＮＰＹ分泌增多，增多的ＮＰＹ有可能通过直接或
间接地方式，参与戒断的调节。

美沙酮维持治疗（ＭＭＴ）是目前国内外最常用
的针对海洛因等阿片类毒品依赖者采取的一种替

代治疗方法，可与其它阿片类毒品（包括海洛因）

产生交叉依赖性和耐受性，以减少对海洛因的渴

求［１４］，对阿片类药物依赖者具有良好的疗效［１５］。

本实验美沙酮脱毒治疗组与正常及盐水对照组比

较，ＮＰＹＩＲ细胞染色强度及平均灰度值差异无显
著性，表明ＮＰＹ的含量逐渐恢复。

海洛因依赖者脱毒后普遍存在稽延性戒断症

状，该症状在脱毒后可长达数年，是导致海洛因依

赖者复吸的因素之一，在这一应对过程中，中枢神

经系统，神经内分泌系统和免疫系统均参与其

中［１６］。本研究显示复吸组肾上腺髓质表达 ＮＰＹ
增高的改变，可能是海洛因再次作用于 ＮＰＹ应激
系统再次激活所致，这与本课题组对海洛因戒断、

复吸期间胃肠道 Ｇａｓ、５ＨＴ、ＳＳ、ＳＰ、ＮＰＹ、ＥＧＦ
ＩＲ细胞表达相应胃肠激素的研究结果相似［１７－２０］。

ＮＰＹ在海洛因戒断、脱毒、复吸期间肾上腺髓质细
胞表达的改变，表明肾上腺髓质 ＮＰＹＩＲ细胞参与
了海洛因戒断、脱毒、复吸期间机体内分泌的调节

过程。
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