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摘要 目的  观察阿片类依赖时 ≤
Π钙调蛋白依赖的蛋白激酶 信息通路的变化 ∀方法  以 2细胞

作为体外的细胞模型 分别用竞争性蛋白结合法及放射免疫法 !°⁄∞法 !Χ2 °参入法测定 °水平 !钙调蛋白

≤活性和钙调蛋白依赖的蛋白激酶 ≤活性 ∀结果  ⁄°⁄°∞作用 2细胞  可使细胞浆和细胞

核 ≤ 和 ≤活性升高 该变化可被 ≤ 特异性拮抗剂 • 2所抑制 ≤特异性抑制剂 2可抑制 ≤

活性的增高 而对 ≤ 活性无明显影响 ∀ ⁄°⁄°∞作用 2细胞  后 加入纳洛酮 ≤ 活性 !≤活性

进一步增高 ∀结论  ≤
 Π≤信息通路参与了阿片依赖的机制 ∀
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  阿片类药物的显著特点是能够引起耐受 !依赖

和成瘾 ∀而有关阿片依赖的细胞和分子机制仍不清

楚 有关的研究报道尚不多≈ ∀本研究在以往工作

的基础上 研究在阿片依赖时 ≤
Π钙调蛋白依赖

的蛋白激酶 ∏  

≤信息通路变化≈ ∀

  2细胞是一种小鼠神经母细胞瘤和大

鼠胶质细胞瘤的杂交细胞株 表现出一系列神经元

的性质 可以表达 ∆阿片受体⁄  ≤及其

他的 蛋白偶联的受体 ∀在细胞和分子水平研究

阿片受体的信号转导过程中 2细胞是一有

效的工具 ∀

  本研究观察 ⁄°⁄°∞长时程作用 2细胞

后 细胞浆和细胞核钙调蛋白∏ ≤及

≤活性的变化 并选择 ≤ 特异性拮抗剂 • 2

及 ≤特异性抑制剂 2 与不同浓度的阿片

激动剂同时作用于 2细胞 观察阿片类药物

依赖时 ≤
Π≤信息通路活性的变化 ∀
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  目 苯甲基磺酰氟°≥ƒ 二硫苏糖醇

⁄×× ×为 ≥公司产品 ∀≈Χ2°×°1 ≅



#

为亚辉公司产品 

2°1 ≅



#

 

2°1 ≅ 


#



为原子能所产品 °°和 °°°为 ƒ∏公司产品 

×和 为 公司产品 高糖

⁄∞ Λ2谷氨酰胺购自 Π公司 其余为国

产分析纯 ∀

  细胞为小鼠神经母细胞瘤和大鼠神经胶质瘤杂

交瘤 2 细胞株 由美国 ≤≥ƒ ≤ ≤∏∏

ƒ的 ⁄×∏惠赠 ∀

  钙调蛋白(ΧαΜ)活性测定  (1) 样品制备 :将

2细胞以每孔  ≅ 
 细胞接种于 孔培养

板 ∀加药处理  后进行 ≤ 测定 ∀全细胞 ≤

样品制备用  #
×2≤含  #

∞×  1 1 稀释 超声破碎 取部分进行

蛋白测定 其余  ε 煮沸   ε  

#
  离心 取上清液 用 1 #

≤≤ 进行对半稀释  ε 保存 ∀细胞核 ≤ 样品制

备用 °≥洗后细胞核提取液  #
≤

#
°≥ƒ 1 #

⁄××  #

 1 1  °2  Λ加入细胞管 移

液器吹散后 冰浴放置    # ≅ 

取沉淀 加缓冲液 不含 °2 其余同  

Λ进行洗涤 然后加入  #
×2≤ 含 
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#
∞×  1 1 稀释 ∀其余同全

细胞 ≤ 样品制备 ∀(2) 活性测定 :利用 °⁄∞法测

定≈ ∀加样顺序为  Λ测定缓冲液 #

×2≤ #咪唑 1 #乙酸镁 

 1  Λ1 #
≤≤或 1 #

∞×  ∏°⁄∞ Λ  Λ∏样品和

 Λ

2° 1  1 ≅ 


#

 ∀反应体

系置入  ε 水浴   ε 水浴  终止反应 ∀

冰浴放置  加入 1 #腺苷  Λ上

±∞2≥¬ 2色谱柱 加   #甲

酸铵冲洗 收集  洗脱液 进行液闪测定 ∀

  钙调蛋白依赖的蛋白激酶 ΙΙ(ΧαΜΚ ΙΙ)活性测

定  (1) 细胞浆样品 ΧαΜΚ ΙΙ活性测定 :细胞浆样

品处理基本同 ≤ 不进行煮沸及 ≤≤ 稀释 ∀细

胞浆样品测定≈
细胞样品  Λ加入  Λ反应

液中 反应液包括  #
≤  #

×2≤   1    Λ#


2  

#牛血清白蛋白 1 #
×° 1 ≅




Λ≈Χ2

°×°∀总钙调蛋白激酶 活性测定加

 #
≤≤  Λ#

≤∏∀ ≤
 非

依赖性 ≤活性测定加  #
∞× ∀

≤
依赖性 ≤活性为总 ≤活性与 ≤

非

依赖性 ≤活性之差 ∀ ≤活性用每分钟

每 
 细胞参入2的

°的数表示 取 

Λ加至滤膜上 用  #磷酸洗 次 乙醇吹

干 液闪仪测定 ∀(2) 细胞核样品 ΧαΜΚ ΙΙ活性测

定 :细胞核样品处理 基本同 ≤ 不进行煮沸及

≤≤ 稀释 ∀ ≤活性测定≈同上 ∀

  χΑΜΠ含量测定  样品制备 每孔  ≅ 
 细胞

接种于 孔板 ∀加药处理  后直接进行 °

测定 ∀弃培养基 加入 1  ×∞ ∏ 

#
×2≤ #

∞⁄×  1终止

反应 用自制刮匙将孔底细胞刮下 移入 1 

∞管 细胞超声破碎仪破碎 取出部分用于

蛋白定量 余置于  ε 水浴煮沸    ε

  ≅ 离心  取上清   ε 保存 ∀°测

定 利用竞争性结合蛋白法测定 ∀

  蛋白测定  用牛血清白蛋白作为标准 利用考

马斯亮蓝法进行测定 ∀

  统计方法  数据用 ξ ? σ表示 ⁄°⁄°∞  • 2 

⁄°⁄°∞  2 与 ⁄°⁄°∞ 组实验数据对比用

/ ≥∏0 τ2进行计算 不同程度的 ⁄°⁄°∞组间

实验数据用 ≥⁄方差分析法作统计处理 ∀ Π 1

表示有统计学意义 ∀

结 果

1  ∆Π∆ΠΕ 长时程作用于 ΝΓ108215 细胞对 χΑΜΠ

水平的影响

⁄°⁄°∞长时程作用于 2细胞 °显

著升高 加入 
 

#纳洛酮作用 1 后 

°水平反跳性增高 ∀本实验结果和文献≈报道

一致 此现象是 2细胞形成阿片类药物依赖

的标志之一图  ∀

ƒ∏  ∞⁄°⁄°∞  ° ∏∏

2  ≤ ∏ 1  

#
⁄°⁄°∞       

∏¬ °√ ∏

∏

2°  

ν    ξ ? σ

Π 1   

Π 1 ϖσ

⁄°⁄°∞ ∏

Π 1   

Π 1

ϖσ   ⁄°⁄°∞  ¬∏

π ) π ⁄°⁄°∞ ο ) ο ⁄°⁄°∞ ¬

2  ∆Π∆ΠΕ长时程作用 ΝΓ108215 细胞对 ΧαΜ活性

的影响

⁄°⁄°∞各用药组长时程作用于 2细胞 

细胞浆 ≤ 活性显著升高 ∀当加入 ≤ 特异性拮

抗剂 • 2 ≤ 活性和未加 • 2的各组相比显著降

低 ∀而同时加入  Λ#


≤特异性抑制

剂 2≈
≤ 活性和未加 2的各组相比无

明显变化图  ∀

  ⁄°⁄°∞各用药组长时程作用于 2细胞 

细胞核 ≤ 活性升高 ∀当加入 ≤ 特异性拮抗剂

• 2 ≤ 活性和未加 • 2 的各组相比显著降低 ∀

加入 ≤抑制剂 2 ≤ 活性和未加 2

的各组相比无明显变化图  ∀
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ƒ∏  ∞ ⁄°⁄°∞   ∏

√ 2 ≤1 
 #

⁄°⁄°∞⁄°⁄°∞  Λ#


• 2 
⁄°⁄°∞  Λ#


2  

ν    ξ ? σ
 

Π 1 ϖσ
 

Π 1 ϖσ

⁄°⁄°∞ ∏ π ) π ⁄°⁄°∞ ο ) ο ⁄°⁄°∞  • 2 
ϖ ) ϖ ⁄°⁄°∞ 2

ƒ∏  ∞⁄°⁄°∞ ∏∏√

 2  ≤   1  

#
⁄°⁄°∞ ⁄°⁄°∞   Λ#


• 2 

⁄°⁄°∞  Λ#


2  

ν    ξ ? σ

Π 1   

Π 1 ϖσ 

Π 1   

Π 1 ϖσ ⁄°⁄°∞ ∏ π ) π

⁄°⁄°∞ ο ) ο ⁄°⁄°∞ • 2  ϖ ) ϖ ⁄°⁄°∞ 2

3  ∆Π∆ΠΕ长时程作用 ΝΓ108215 细胞对 ΧαΜΚ ΙΙ

活性的影响

⁄°⁄°∞长时程作用于 2细胞后 细胞浆

≤活性明显升高 ∀当加入 ≤ 特异性拮抗剂

• 2 细胞浆 ≤活性和未加 • 2的各组相比显

著降低 ∀而加入 ≤特异性抑制剂 2 细胞

浆 ≤活性和未加 2的各组相比也下降 

 #剂量组差异具有显著性图  ∀

  2细胞给予 ⁄°⁄°∞  后观察各不同

处理组 细胞核 ≤活性明显升高 ∀当加入

≤ 特异性拮抗剂 • 2 细胞核 ≤活性和未加

• 2的各组相比显著降低 ∀而加入 ≤抑制剂

2 细胞核 ≤活性和未加 2的各组相

比明显降低图  ∀

ƒ∏  ∞⁄°⁄°∞ ≤√

 2  ≤   1  

#
⁄°⁄°∞ ⁄°⁄°∞   Λ#


• 2 

⁄°⁄°∞  Λ#
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Π 1 ϖσ 
 

Π 1 ϖσ ⁄°⁄°∞ ∏ π ) π ⁄°⁄°∞ ο ) ο

⁄°⁄°∞ • 2  ϖ ) ϖ ⁄°⁄°∞ 2

ƒ∏  ∞ ⁄°⁄°∞  ∏≤ √

 2  ≤   1  

#
⁄°⁄°∞ ⁄°⁄°∞   Λ#


• 2 

⁄°⁄°∞  Λ#


2  

ν    ξ ? σ
 

Π 1 ϖσ 

Π 1 

 
Π 1 ϖσ ⁄°⁄°∞ ∏ π ) π ⁄°⁄°∞ ο ) ο

⁄°⁄°∞ • 2  ϖ ) ϖ ⁄°⁄°∞ 2

4  纳洛酮诱发阿片戒断时对 ΧαΜ及 ΧαΜΚ ΙΙ活

性的影响

在 2 细胞中加入 ⁄°⁄°∞处理  之

后 加入纳洛酮  收集细胞 进行 ≤ 活性测

定 发现细胞浆和细胞核中 ≤ 活性显著增高 与

⁄°⁄°∞处理组相比 细胞浆和细胞核中 ≤ 活性升

高 在高剂量组差异具有显著性图  ∀

  图 中 ⁄°⁄°∞长时程作用于 2细胞 

再加入纳洛酮诱发戒断 细胞浆和细胞核 ≤

活性升高 与 ⁄°⁄°∞组相比 差异具有显著性 ∀
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ƒ∏  ∞ ¬   ∏ √  1   #
⁄°⁄°∞ 

2 ≤⁄°⁄°∞ ¬ 

 ≤∏ √    ≤∏ √  ∏∏ ν    ξ ? σ

Π 1 

 
Π 1 ϖσ


Π 1 ⁄°⁄°∞ ∏√⁄°⁄°∞ ¬∏ π ) π ⁄°⁄°∞ τ ) τ

⁄°⁄°∞ ¬

ƒ∏  ∞ ¬   ≤ √  1   #
⁄°⁄°∞ 

2 ≤⁄°⁄°∞ ¬ 

≤√ ≤√ ∏∏ ν    ξ ? σ

Π 1   

Π 1
ϖσ


Π 1   

Π 1 ⁄°⁄°∞ ∏ϖσ ⁄°⁄°∞ ¬∏ σ ) σ ⁄°⁄°∞ τ ) τ

⁄°⁄°∞ ¬

讨 论

在本实验中 首先观察 ⁄°⁄°∞作用于 2

细胞对 ° 水平的影响 ∀ ⁄°⁄°∞ 长时程作用

2细胞即  后 °水平明显升高 加

入纳洛酮后 可测得细胞 ° 反跳性升高 是

2细胞形成阿片依赖的标志 因此 ⁄°⁄°∞长

时程作用的 2细胞可作为体外阿片依赖的

细胞模型 ∀利用这些细胞可进行 ≤
Π≤信号

通路的研究 ∀

本研究发现 ⁄°⁄°∞长时程作用引起 2

细胞中细胞浆和细胞核 ≤ 活性和 ≤活性升

高 此时 加入纳洛酮诱发阿片的戒断症状 ≤ 活

性和 ≤活性进一步升高 ∀提示 ⁄°⁄°∞长时程

作用于 2细胞 ≤
Π≤信息通路活性

上调 ∀ ≤ 拮抗剂 • 2可抑制 ≤ 活性和 ≤

活性的增高 ≤抑制剂 2可抑制细胞浆和

细胞核 ≤活性增高 而对 ≤ 活性无影响 证

明 ≤
Π≤信息通路参与了阿片依赖的机制 ∀

本室以前对于阿片依赖时细胞内 ≤2°通

路 !2°通路以及≈≤

系统的变化进行了深

入的探讨≈
本研究在以往的工作基础上 观察

⁄°⁄°∞长时程作用引起 2细胞细胞浆和细

胞核 ≤
Π≤信息通路的变化 企图揭示阿片

依赖时 细胞核内细胞信号转导的机制 ∀在本实验

中 ⁄°⁄°∞长时程作用 2 细胞 细胞核内

≤ 活性和 ≤活性增高 ∀药物的长时程作用

可能影响基因的转录和相关蛋白翻译后修饰 ∀文献

报道 ≤可磷酸化 ° 反应元件结合蛋白

≤ ∞
≈

≤ ∞参与了阿片成瘾过程≈
有报道
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≤也参与了阿片受体脱敏这种动物阿片类依

赖的细胞机制≈
在 2细胞中 阿片类药物

通过 ∆阿片受体刺激细胞内 ≤ ∞的磷酸化 有

≤
Π≤ 和 °≤ 通路的参与≈ ∀在该实验中 阿

片类药物长时程作用引起细胞核内 ≤ 活性和

≤活性增高 推测在阿片类依赖时 ≤
Π

≤通路活性增高可能通过影响转录因子参与

阿片类依赖机制 ∀
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