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［摘　要］目的：探讨海洛因戒断、脱毒及复吸期间大鼠直肠内神经肽 Ｙ（ＮＰＹ）的表达。方法：正常雄性 ＳＤ
大鼠随机分为实验组、盐水对照组和正常对照组，实验组又分戒断组、美沙酮脱毒组和复吸组，采用免疫组织化

学ＳＡＢＣ法及图像分析方法观察各组大鼠直肠ＮＰＹ的表达。结果：（１）与正常对照组及盐水对照组比较，戒断
组及复吸组大鼠直肠内的ＮＰＹ阳性细胞免疫染色加深；图像分析ＮＰＹ阳性细胞的细胞计数增多，平均灰度值低
于正常及盐水对照组（Ｐ＜００５）；（２）脱毒组与正常及盐水对照组比较，ＮＰＹ阳性细胞免疫染色、细胞计数及平
均灰度值变化差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：海洛因戒断及复吸期间，ＮＰＹ在直肠黏膜表达增强，用
美沙酮脱毒治疗后ＮＰＹ的表达接近正常，提示ＮＰＹ可能参与海洛因戒断、脱毒和复吸期间机体的调节过程。
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　　近年来，外源性阿片类物质（吗啡、海洛因）滥
用已成为日益严重的社会问题，文献报道我国药物

滥用的复吸率高达９５％以上。因此，如何有效降
低复吸率，是脱毒治疗急需解决的首要问题［１，２］。
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美沙酮维持治疗是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，已成为全球阿片类毒

品依赖维持疗法中应用最为广泛的方式之一［３］。

近年来，阿片类药物滥用对胃肠道功能的影响已引

起国内外学者的广泛关注［４］。神经肽Ｙ（ｎｅｕｒｏｐｅｐ
ｔｉｄｅＹ，ＮＰＹ）由３６个氨基酸组成，属胰多肽家族，
主要分布于中枢神经系统及外周器官，具有广泛的

生物学活性。研究发现，ＮＰＹ参与了多种疾病的
病理生理过程［５］。目前国内外有关海洛因脱毒、

复吸时机体肠道神经内分泌改变的形态学研究尚

少，尚未见到海洛因脱毒、复吸时直肠黏膜 ＮＰＹ定
位及表达情况的系统报道。本实验通过建立大鼠

海洛因戒断、复吸及美沙酮脱毒模型，应用免疫组

织化学 ＳＡＢＣ法及图像分析，对 ＮＰＹ在直肠黏膜
的定位和表达进行研究，为探讨海洛因戒断和复吸

的机制提供形态学资料。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　实验动物　成年雄性 ＳＤ大鼠３５只，体重
１８０～２２０ｇ，由贵阳医学院实验动物中心提供。按
配对原则随机分为正常对照组（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＮＣＧ）５只、盐水对照组（ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ＳＣＧ）１５只和实验组（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＥＧ）１５只；
实验组又分为海洛因戒断组（ｈｅｒｏｉｎｗｉｔｈｄｒａｗａｌ
ｇｒｏｕｐ，ＨＷＧ）、美沙酮脱毒治疗组（ｍｅｔｈａｄｏｎｅｄｅ
ｔｏｘｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ＭＤＧ）和海洛因复吸组（ｈｅｒｏｉｎｒｅ
ｌａｐｓｅｇｒｏｕｐ，ＨＲＧ），每组各５只，由贵阳医学院动
物中心饲养员喂养。

１１２　药品及试剂　海洛因纯度为６１４８％，由
贵州省公安厅提供。美沙酮（汉方制药厂提供），

兔抗ＮＰＹ（１∶１０００，由 ＳＩＧＭＡ公司提供）。ＳＡＢＣ
试剂盒（武汉博士德生物工程公司提供）。

１２　方法
１２１　动物模型　海洛因戒断大鼠模型参照文献
［６］制作：实验组按体重逐日注射海洛因药液，首
日剂量为 ３ｍｇ／ｋｇ，１日 ２次（上午 ８时，下午 ３
时），每日递增剂量为３ｍｇ／ｋｇ，连续皮下注射海洛
因９ｄ，至第９天剂量为２７ｍｇ／ｋｇ。第１０天实验组
取５只大鼠腹腔注射０８ｍｇ纳洛酮建立成瘾戒断
模型，观察并记录戒断症状３０ｍｉｎ，出现扭体、湿狗
样抖、跳跃、站立、齿颤、清理皮毛、上睑下垂等戒断

症状，依照 Ｍａｌｄｏｎａｄ等的戒断症状评分标准评

定，判定大鼠海洛因戒断模型成功建立，戒断组大

鼠１ｈ内处死。美沙酮脱毒治疗组［７］：将已成瘾大

鼠注射美沙酮脱毒６ｄ，每日剂量递减，依次为５、
４、３、２、１、０５（ｍｇ／ｋｇ），观察并记录；脱毒治疗第７
天（实验第１７天）使用纳洛酮催瘾并观察，脱毒组
大鼠与正常组和盐水组比较，无明显戒断症状，将

脱毒组大鼠处死。海洛因复吸大鼠模型：将５只美
沙酮脱毒６ｄ后的大鼠再次注射海洛因，注射首日
剂量９ｍｇ／ｋｇ，１次／日（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（实验第２４天）后将复吸组大鼠处死。盐水对
照组按体重每日注射与实验组相当剂量的生理盐

水，并与实验组同时处死；正常对照组不予任何处

理，按时喂养，同期处死。

１２２　取材及标本制备　分别取正常对照组、盐
水对照组和实验组（戒断、脱毒和复吸）大鼠直肠

标本，多聚甲醛液固定，常规石蜡包埋，制成４μｍ
厚的连续切片，每例每项观察指标均观察切片３张
以上，切片间隔５６μｍ。
１２３　免疫组织化学ＳＡＢＣ法　按免疫组织化学
ＳＡＢＣ法进行染色，分别显示ＮＰＹ阳性细胞。主要
步骤为：切片常规脱蜡至水，室温，１０％甲醇 －
Ｈ２Ｏ２１０ｍｉｎ，正常羊血清（１∶５０）室温下封闭
２０ｍｉｎ，依次滴加兔ＮＰＹ抗血清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。方法对照采

用ＰＢＳ缓冲液代替特异性抗血清。
１２４　图像分析　细胞计数：随机选取各组直肠
切片各５张，在４０倍物镜下，每张切片随机选取５
个视野，分别计数每个视野内有核阳性 ＮＰＹ细胞
数。平均灰度值测定：随机选取各组直肠切片各５
张，在４０倍物镜下，每张切片随机选取５个视野，
用ＢｉｏＭｉａｓ图像分析系统检测 ＮＰＹ阳性细胞的平
均灰度值。

１３　统计分析
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（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜
００５差异具有显著性。

２　结果

２１　免疫组织化学观察
光镜下，大鼠直肠 ＮＰＹ阳性细胞的免疫反应
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产物呈棕黄色细颗粒状，定位于细胞质内，ＮＰＹ阳
性细胞数量少，胞体多呈卵圆形或锥形，单个夹杂

于黏膜上皮细胞之间，以肠腺底部多见。方法对照

切片未见阳性细胞。美沙酮脱毒组与正常对照组

和盐水对照组比较，大鼠ＮＰＹ阳性细胞的数量、形
态、分布和免疫反应强度比较未见明显变化；海洛因

戒断、复吸组ＮＰＹ阳性细胞的形态及分布未见明显
变化，但免疫染色加深，细胞数量增多，见图１。

１．盐水对照组（第２４天），２．海洛因戒断组（第１０天），３．美沙酮脱毒组（第１７天），４．海洛因复吸组（第２４天）。

图１　各组大鼠直肠黏膜ＮＰＹ表达（ＳＡＢＣ，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＮＰＹｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｎｉｃａｍｕｃｏｓａｒｅｃｔｉｏｆｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

２２　图像分析
各组大鼠直肠黏膜ＮＰＹ阳性细胞计数及平均

灰度值的比较见表１和图２。如表１及图２所示，
正常对照组、盐水对照组及美沙酮脱毒组直肠黏膜

的ＮＰＹ阳性细胞计数及平均灰度值的差异无统计
学意义（Ｐ＞００５），海洛因戒断、复吸组 ＮＰＹ阳性
细胞计数及平均灰度值较正常对照组和盐水对照

组均有显著性差异（Ｐ＜００５）。

表１　各组大鼠直肠黏膜ＮＰＹ阳性
细胞计数／视野（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＮＰＹｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｃｏｕｎｔｓｐｅｒｓｃｏｐｅ
ｆｉｅｌｄｉｎｒａｔｓｒｅｃｔｕｍ（ｘ±ｓ）

组别
实验天数

１０ｄ １７ｄ ２４ｄ
ＮＣＧ １１３±０６８ １１３±０６８ １１３±０６８
ＳＣＧ １１６±０７３（３） １２５±１０７（３） １３５±０８８（３）

ＥＧ ２５８±１２６（１） １３９±０８３（２） ２５３±１２８（１）

注：（１）与 ＮＣＧ、ＳＣＧ和第 １７天 ＥＧ比较，Ｐ＜００５；（２）与

ＮＣＧ、ＳＣＧ比较，Ｐ＞００５；（３）与ＮＣＧ比较，Ｐ＞００５。

（１）与ＮＣＧ、ＳＣＧ和第１７天ＥＧ比较，Ｐ＜００５

图２　各组大鼠直肠黏膜ＮＰＹ阳性细胞的平均灰度值
Ｆｉｇ．２　ＭｅａｎｇｒｅｙｄｅｇｒｅｅｖａｌｕｅｓｏｆＮＰＹｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｅｌｌｓｉｎｒａｔｒｅｃｔｕｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

海洛因依赖后，由于外源性阿片类物质作用于

阿片受体及其阿片肽系统，发挥类似于内源性阿片

肽作用而抑制体内正常内源性阿片肽的形成与释

放。如果骤然中断海洛因供给，机体阿片肽系统无

法继续保持平衡，从中枢到外周各系统的正常运行
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秩序被完全打乱，尤以去甲肾上腺素能系统和胆碱

能系统的功能紊乱更为明显。海洛因成瘾者的戒

断反应，实质上是机体内部适应与暂时不适应相互

转化的表现，这一过程是建立在神经内分泌的变

化、调节和失调基础上的［１，２］。戒断症状的存在，

是造成海洛因依赖者脱毒治疗后复吸的重要因素。

在临床所见的戒断症状中，消化道功能紊乱者尤其

普遍，如消化不良、食欲减退、腹胀、腹泻或便秘

等［４］。另有研究表明，吗啡戒断大鼠易出现肠系

膜局部微循环障碍［８］。

ＮＰＹ是含有３６个氨基酸的单链多肽，广泛存
在于中枢和外周神经系统，在消化道主要分布于黏

膜下神经丛及黏膜内分泌细胞，可控制食物和水分

的摄取，调节摄食和能量平衡［５］。ＮＰＹ作为一种
神经递质或调质发挥其生理调节作用，主要与去甲

肾上腺素（ＮＥ）共存于交感神经末梢，与 ＮＥ一起
释放，两者作用相似，并呈显著的协同关系。资料

显示，ＮＰＹ作为一种调节因子参与了众多胃肠道
疾病（包括消化不良、炎症性肠病、胰腺炎等）的发

病过程［９］。一些学者研究乙醇依赖大鼠脑组织中

ＮＰＹ表达变化，提示 ＮＰＹ作为一种关键因素参与
乙醇引起焦虑行为的调节过程［１０］。本研究结果显

示纳络酮注射后大鼠直肠黏膜 ＮＰＹ表达增多，提
示ＮＰＹ可能参与海洛因戒断时消化功能紊乱的调
节过程。

美沙酮系阿片受体激动剂，由于其特有的药理

学作用而被广泛地应用于阿片类成瘾的治疗。具

有与阿片受体亲和力大，维持时间长，成瘾潜力小

等特点，口服美沙酮可控制戒断症状［３］。本实验

采用美沙酮剂量逐日递减法建立美沙酮脱毒动物

模型，用免疫组织化学及图像分析法研究脱毒组大

鼠直肠黏膜ＮＰＹ含量变化，结果显示 ＮＰＹ含量较
成瘾戒断组大鼠显著降低，但与正常对照组及盐水

对照组比较无统计学意义。ＭａｒｉｃＴ等［１１］研究证

实，ＮＰＹ能够增强脱瘾大鼠对海洛因的渴求，从而
导致大鼠自我给药行为的发生；ＮＰＹ对药物滥用
引起的条件性强化和奖赏效应也有调节作用。美

沙酮脱毒组大鼠直肠黏膜 ＮＰＹ表达接近正常，提
示ＮＰＹ参与脱毒后消化道功能恢复的调节过程。

海洛因成瘾复吸率居高不下，已构成戒毒治疗

失败的主要原因。关于复吸的基础及临床研究仍是

当前国际神经科学中的热点和难点。最近研究显示

ＮＰＹ可能是药物依赖形成机制中的关键信号分

子［１２］。有学者对海洛因中毒性疾病患者血浆神经

肽测定结果表明，β内啡肽、ＮＰＹ、ＮＥ含量较对照组
显著升高，经治疗后随着疾病的好转血浆含量逐渐

下降，说明血浆神经肽与急性中毒性疾病与疾病的

发生、严重程度呈正相关［１３］。本实验结果显示复吸

组大鼠直肠粘膜表达ＮＰＹ增高，提示这种脑肠肽与
阿片肽之间存在复杂的作用机制，可能是机体对抗

海洛因依赖引起肠道功能紊乱的调节作用之一。
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