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【摘* 要】目的：研究三七总皂甙（ORI）对吗啡依赖及纳络酮

催促戒断大鼠 海 马 组 织 NS1T，?NS1T 蛋 白 表 达 及 NS1T U
>RQ 结合活性的影响，探讨 ORI 抑制吗啡戒断症状的作用机

制, 方法：应用剂量递增法皮下注射盐酸吗啡建立吗啡躯体

依赖模型，采用腹腔注射纳络酮建立催促戒断模型，大鼠在给

予吗啡的同时，采用 0 种不同剂量 ORI 进行灌胃, 采用 W.C;#
.@6 5/8; 和电泳迁移率改变分析法（1DIQ）分别观察 ORI 对吗

啡依赖及戒断大 鼠 海 马 组 织 总 NS1T，?NS1T 蛋 白 表 达 及

NS1T U >RQ 结合活性的影响, 结果：!不同剂量 ORI 组、吗啡

成瘾（DXS）组及纳络酮催促戒断（RQY）组大鼠海马组织总

NS1T 蛋白表达与对照组相比无显著性差异（< Z ", "+）；"
DXS 组 ?NS1T 蛋白表达及 NS1T U >RQ 结合活性数值略高于

对照组（< Z ", "+），RQY 组 ?NS1T 蛋白表达及 NS1T U >RQ 结

合活性数值明显高于对照组和 DXS 组（< [ ", "!）；#ORI 可

以剂量依赖性的抑制纳络酮催促戒断所引起的 ?NS1T 蛋白

表达增高和 NS1T U >RQ 结合活性的增强, 结论：ORI 可以剂

量依赖的抑制吗啡成瘾及纳络酮催促戒断诱导的大鼠海马组

织 NS1T 磷酸化和 NS1T U >RQ 结合活性的增强,
【关键词】三七总皂甙；吗啡依赖；纳络酮；物质戒断综合症；

磷酸化 NS1T
【中图号】S%0%, $"+* * * 【文献标识码】Q

JK 引言

三七（O363= 68;8946C.69（TM@\）B!F!NJ.6）为五

加科植物，现已从不同部位分离得到数十种单体皂甙

成份，其中三七总皂苷（O363= R8;8946C.69，ORI）是三

七的主要生物活性成份，具有活血化淤、抗氧化、抑制

细胞内 N3 超载、改善学习记忆、调节神经系统、增加

免疫功能等功效，是一种非特异性钙拮抗剂, 关于
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!"# 对吗啡成瘾大鼠戒断综合症的研究国内外至今

尚未见报道$ 我们研究了 !"# 对吗啡依赖及戒断大

鼠核转录因子 %&’( 磷酸化以及 )"* 结合活性的影

响，探讨 !"# 在戒毒方面的应用及机理$

!" 材料和方法

!$ !" 材料" 健康雄性 #) 大鼠 +, 只，体质量 ,-- .
,,- /，华中科技大学同济医学院实验动物学部提供，

合格证号 012-,-；盐酸吗啡（3456789: 7;<54=7>458<:，

?@&），沈 阳 第 一 制 药 厂 生 产，批 号：辽 宁 药 准 字

（011A）第 --,B+B 号$ 盐酸纳络酮、氨基甲酸乙酯、亮

肽素（ >:C6:6D89）（美国 #8/3E 公司）；%&’( 及 6%&’(
抗体（美国 #E9DE %5CF 公司）$ !"#（天津天士力联合

制药股份有限公司提供），’?#* 试剂盒（ 美国 !542
3:/E），［!2G, !］*H!（ 北京福瑞生物公司），?C>D86745
"多功能电泳系统$ 凝胶成像分析仪（ 美国 IJ! 公

司）$
!$ #" 方法

0$ ,$ 0K 动物模型的制作及分组K 模型鼠随机分为对

照组（%49D54>），吗啡依赖组（?@&），纳络酮催促戒断

组（ "*L）和 !"#M-，!"#0--，!"#,--，!"#+-- 组

（!"#M-，0--，,--，+-- 3/ N O/ 治 疗 组），每 组 A 只$
?@& 组、"*L 组和 !"# 组参照文献记载以剂量递增

法连续 M < 背部皮下给予（ P=）吗啡的方法建立吗啡

依赖大鼠模型$ 首日吗啡 ,- 3/ N O/，分 , 次（ P=）（Q：

--，0Q：--）$ 以后每日增加 ,- 3/ N O/，第 M 日吗啡每

次用量达 M- 3/ N O/$ 第 A 日上午 Q：-- 末次注射吗啡

M- 3/ N O/$ "*L 组和 !"# 组在末次注射吗啡 , 7 后

皮下注射纳络酮 M 3/ N O/$ !"#M-，!"#0--，!"#,--，

!"#+-- 组在给予吗啡的同时分别按 M-，0--，,--，

+-- 3/ N O/ 剂量进行灌胃$ 对照组在相同时间注射生

理盐水$
0$ ,$ ,K R:PD:59 S>4D 检测 %&’( 及 6%&’( 蛋白表达

K 每组大鼠取 A 只，麻醉后在冰台上取出大脑，冰浴

下分离海马，依照文献［0］加入预冷提取缓冲液进行

匀浆$ +T 离心（0, --- !，M 389），取上清，置 U B-T
低温冰箱中保存，供测定总 %&’( 和 6%&’( 水平$
用考马斯亮兰 V,M- 试剂盒测定每一组样品 蛋 白

浓度$
各组取蛋白 ,-- #/，电泳分离后电转移至硝酸

纤维素（"%）膜$ 将膜置于 M- / N L 脱脂奶粉封闭 0 7，

分别加兔抗 大 鼠 非 磷 酸 化 的 %&’(20 和 羊 抗 大 鼠

6%&’( 抗体，+T 孵育过夜，H(# 洗膜后，分别加入

W&! 标记的 X/V 二抗，GBT孵育 0 7，H(# 洗膜后采用

化学发光法检测结果，以 $2E=D89 作为内参对照$ 上

述实验重复 G 次$ 用 #=8492X3E/: 软件对结果进行半

定量分析，用 *I（)E5:E·)<:9P8D;）代表条带的面积

Y 光密度值，以 %&’( N $2E=D89 和 6%&’( N $2E=D89 的

*I 比值代表的 %&’( 和 6%&’( 相对含量$
0$ ,$ GK ’?#* 检测 %&’( N )"* 结合活性 K 方法同

上分离海马，提取组织核蛋白，测定 %&’( N )"* 结合

活性$ 用考马斯亮兰 V,M- 试剂盒测定每一组样品蛋

白浓度$ 含有 %&’( 特异性识别位点的双链脱氧寡

核 苷 酸 为：MZ2*V*V*HHV%%HV*%VH%*V*V*V%2
H*V2GZ 和 MZ2%H*V%H%H%HV*%VH%*VV%**H%H%H2
GZ，用 H+ 多核苷酸激酶进行末端标记［!2G, !］*H!，乙

醇沉淀法纯化标记的寡核苷酸$ 取 M- #/ 核蛋白与

同位素标记的 )"* 探针（G$ M 634>，0- #%8）在室温

下进行结合反应 G- 389，反应成份包括：0 334> N L
?/%>,，-$ M 334> N L ’)H*，-$ M 334> N L )HH，M-
334> N L "E%>，0- 334> N L H58P2W%>（6W B$ M），-$ -M
#/ 64>;（<X2<%）和 +- / N L 甘油，总体积为 1 #L$ A- / N
L 聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶置真空干胶仪上真空干

燥，U B-T放射自显影 +Q 7$ 上述实验重复 G 次$ 结

果用凝胶图像分析管理系统对电泳谱带进行半定量

分析，取其面积与光密度值的乘积代表 %&’( 的相对

活性$
统计学处理：用 #=8492X3E/: 软件和凝胶成像分

析仪分别对 R:PD:59 和 ’?#* 结果进行半定量分析$
用 *I（)E5:E·)<:9P8D;）代表条带的面积乘光密度

值，表示目的蛋白的相对含量$ 多组实验结果采用

#!## 统计软件进行统计学分析$ 数据用 " # $ 表示，

各组均数的比较行单因素方差分析（*"@J*），用最

小显著差异法（ >:EPD P8/98[8=E9D <8[[:5:9=:，L#)）作两

两比较，% \ -$ -M 为有统计学差异$

#" 结果

#$ !" %&’ 对吗啡戒断大鼠海马组织总 ()*+ 的影

响" 实验结果表明：大鼠在慢性给予吗啡处理、纳络

酮催促 戒 断 及 给 予 不 同 剂 量 !"# 后 海 马 组 织 总

%&’( 的表达在各组之间有所不同，但与对照组相比

均无显著性差异（% ] -$ -M，表 0，图 0*）$
#$ #" %&’ 对吗啡戒断大鼠海马组织磷酸化 ()*+
蛋白表达的影响" 慢性 ?@& 组海马组织 6%&’( 蛋

白表达较对照组略有升高，但无统计学差异（% ]
-$ -M）$ "*L 组海马组织 6%&’( 蛋白表达显著高于

对照组和 ?@& 组（% \ -$ -0），在给予吗啡的同时每

O/ 体质量分别给予 M-，0--，,--，+-- 3/ !"# 之后可

以显著降低海马组织的 6%&’( 蛋白表达，并呈剂量

依赖性，以 +-- 3/ N O/ 剂量组磷酸化水平降低最为显
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著（! ! "# "$，图 $%，表 $）#

表 $& ’() 对 吗 啡 戒 断 大 鼠 海 马 *+,%、-*+,% 表 达 以 及

*+,% . /(0 结合活性的影响 （" 1 2，# $ %）

组别 *+,% -*+,% *+,% . /(0 结合活性

对照 3"4# 35 6 77# 33 55$# 54 6 8# 44 $97# 54 6 8# ::

;<+ 33:# $$ 6 8:# 94 534# $9 6 59# 3$ 5"$# 42 6 $$# 9

(0= 8""# 9$ 6 :8# "3 2"$# 44 6 58# 52> 233# 3$ 6 3# $$>?

’() 3" 3$3# 23 6 9$# 33 $87# 55 6 5$# ""@A?

’()$"" 373# :3 6 7$# 57 7"# 23 6 4# 48>A? 542# "$ 6 :# 44>A?

’()5"" 3"2# 22 6 54# :8 85# 44 6 :# 37>A? $74# 33 6 8# $9A?

’():"" 32:# :9 6 2"# 4$ 3:# 79 6 $# "7>A? $$5# 92 6 :# 3:>A?

@! ! "# "3，>! ! "# "$ &% 对照组；?! ! "# "$ &% ;<+；A! ! "# "$ &% (0=#

对照：盐水处理组；;<+：单独给予吗啡处理组；(0=：纳洛酮催促戒断

组；’()3"：’()3" BC . DC 治 疗 组；’()$""：’()$"" BC . DC 治 疗 组；

’()5""：’()5"" BC . DC 治 疗 组；’():""：’():"" BC . DC 治 疗 组；

*+,%：E0;’ 反应元件结合蛋白；-*+,%：磷酸化 *+,%#

$：盐水处理组；5：单独吗啡处理组；2：纳洛酮催促戒断组；:：’() 3"

BC . DC 治疗组；3：’() $"" BC . DC 治疗组；8：’() 5"" BC . DC 治疗组；7：

’() :"" BC . DC 治疗组#

图 $ & FGHIGJK >LMI 检测 ’() 对 吗 啡 戒 断 大 鼠 海 马 组 织 总

*+,%-（0）和 *+,%（%）的影响

!" #$ %&’ 对吗啡戒断大鼠海马组织 ()*+ , -&. 结

合活性的影响$ 实验结果显示：吗啡依赖大鼠海马组

织 *+,% . /(0 结合活性与对照组相比无显著差异

（! N "# "3）# 纳络酮催促戒断则使大鼠海马 *+,% .
/(0 结合活性显著高于对照组和 ;<+ 组（! ! "# "$，

表 $）#

#$ 讨论

慢性吗啡引起神经元可塑性和适应性改变的基

础是转录因子调节某些靶蛋白表达，机体稳态重建的

结果［5］# 转录因子 *+,% 是脑内介导多个信号通路

调节基因转录的主要核因子，其在脑组织内含量丰

富，尤以神经元内居多［2］# *+,% 是首先发现的与药

物成瘾密切相关的转录因子，其表达和功能是目前医

学界研究的热点之一［:］#
慢性吗啡诱导的依赖、纳络酮诱导的戒断动物的

中枢神经系统内以及某些细胞株的 *+,% 磷酸化程

度明显升高以及 *+,% . *+, 结合活性增强，且其变

化具有区域特异性，是衡量神经细胞活动程度的重要

生化指标［3 O 8］# 而海马作为边缘结构则广泛地参与

了学习与记忆过程，是参与成瘾记忆形成和强化的重

要脑区［7 O 9］，因此本实验选取海马作为实验脑区# 结

果证实，慢性给予吗啡、纳络酮催促戒断及不同剂量

’() 各组 *+,% 蛋白表达水平在海马组织有所不同，

但与对照组相比均无显著性差异（! N "# "3），吗啡依

赖大鼠海马组织中 *+,% 磷酸化水平及 *+,% . /(0
结合活性有增高趋势，但无统计学意义，而纳络酮催

促戒断大鼠海马组织中 *+,% 磷酸化水平及 *+,% .
/(0 结合活性则明显的高于对照组和吗啡依赖组

大鼠#
我们研究从蛋白水平和转录水平研究了 ’() 对

吗啡依赖大鼠纳络酮催促戒断诱导的脑内转录因子

*+,% 的影响，探讨了三七总皂甙缓解吗啡戒断症状

的部分分子机制，研究结果为 ’() 的临床应用提供

了必要理论依据#
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