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去甲肾上腺素转运体和多巴胺转运体在甲基苯丙胺成瘾致大鼠心

肌损伤中的作用及机制

赵夏浦１，姚志军２，涂婉玉２，董　磊３，张腾腾２，刘　奔２，任明芬１

（１．新乡医学院第二附属医院，河南　新乡　４５３００２；２．新乡医学院法医学院新乡市法医毒理学重点实验室，河南
新乡　４５３００３；３．新乡医学院基础医学院／河南省医用组织再生重点实验室，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨去甲肾上腺素转运体（ＮＥＴ）和多巴胺转运体（ＤＡＴ）在甲基苯丙胺（ＭＡ）成瘾致大鼠心肌损
伤中的作用及机制。方法　将１７只雄性８周龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组（ｎ＝７）和 ＭＡ组（ｎ＝１０）。ＭＡ
组大鼠分别于实验第 ５、７、９、１１、１３、１５、１７天腹腔注射５ｇ·Ｌ－１ＭＡ溶液（１ｍＬ·ｋｇ－１），第６、８、１０、１２、１４、１６、１８天腹
腔注射生理盐水（１ｍＬ·ｋｇ－１）；对照组大鼠每日腹腔注射生理盐水（１ｍＬ·ｋｇ－１）。实验第１９天，对２组大鼠进行条
件性位置偏爱测试，记录大鼠在白箱中停留时间和活动轨迹，分析活动轨迹曲线密度。２组大鼠用体积分数２％的戊
巴比妥钠进行麻醉，依次用２００ｍＬ生理盐水和２００ｍＬ多聚甲醛溶液（４ｇ·Ｌ－１）行心脏灌流，然后取左心室制作组织
切片，采用苏木精伊红染色观察２组大鼠左心室心肌组织形态学变化，免疫组织化学法检测２组大鼠心肌组织中
ＮＥＴ及ＤＡＴ表达。结果　实验第１９天，对照组和ＭＡ组大鼠白箱中停留时间分别为（４０４．４７８±８７．５１２）、（１６５．４３３±
２７．３２３）ｓ，ＭＡ组大鼠白箱中停留时间显著长于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＭＡ组大鼠白箱活动轨迹曲线密度明显高于前测期，
对照组大鼠白箱活动轨迹曲线密度无明显变化。对照组大鼠左心室心肌细胞排列整齐，未见心肌损伤表现；ＭＡ组大
鼠左心室心肌细胞排列紊乱，可见心肌组织出血、心肌细胞波纹样改变，心肌内炎症细胞聚集。对照组和 ＭＡ组大鼠
心肌组织中均有ＮＥＴ及ＤＡＴ表达，ＭＡ组大鼠心肌组织中ＮＥＴ及ＤＡＴ相对表达量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　
ＭＡ成瘾可对大鼠心肌产生毒性作用，其机制可能是通过降低心肌组织中ＮＥＴ和ＤＡＴ表达水平来增加突触后儿茶酚
胺水平，从而导致心肌损伤。
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ｔｉｏｎｃａｎｐｒｏｄｕｃｅｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｎｍｙｏｃａｒｄｉｕｍｏｆｒａｔ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｃａｔｅ
ｃｈｏｌａｍｉｎｅｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＥＴａｎｄＤＡＴｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ；ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ；ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ；ｄｏｐａｍｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ；ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｐｌａｃｅｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

　　甲基苯丙胺（ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ，ＭＡ）是一种强
效的中枢神经系统兴奋剂，被列为第一类精神药

物［１］。ＭＡ重复摄入易造成药物成瘾，而药物成瘾
是一种与奖赏作用和学习记忆有关的慢性复发性脑

病［２］，可改变大脑的结构与功能［３］，对各个脑区造

成严重损害。目前，关于 ＭＡ成瘾的神经毒性机制
已经较为明确，但其对心脏的毒性作用及机制尚不

明 确。条 件 性 位 置 偏 爱 （ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｐｌａｃｅ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ＣＰＰ）动物模型是用来研究与奖赏相关的
学习、记忆功能的经典动物模型［４］，能够较好地模

拟ＭＡ成瘾者的行为特征［５］，且 ＣＰＰ效应的缓解与
成瘾性药物的戒断治疗具有同等效果［６］。本研究

拟通过ＣＰＰ制备ＭＡ成瘾大鼠模型，观察 ＭＡ成瘾
模型大鼠心脏组织学变化及心肌组织中去甲肾上腺

素转运体（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＮＥＴ）和多巴胺
转运体（ｄｏｐａｍｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＤＡＴ）表达的变化，探讨
ＭＡ成瘾对大鼠的心脏毒性作用及机制，旨在为进一
步研究ＭＡ成瘾对心脏的毒性作用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　无特定病原体级８周龄健康Ｓｐｒａ
ｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄性大鼠１７只，购自斯贝福（北京）
生物技术有限公司，动物合格证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９
００１０，体质量２３０～２５０ｇ。对动物的实验处理方法
遵照中华人民共和国科学技术部颁发的《关于善待

实验动物的指导性意见》。

１．２　主要试剂与仪器　ＭＡ购自中国食品药品检
定研究院（批准文号１７１２１２２０１６０５），ＮＥＴ一抗和
ＤＡＴ一抗购自上海安研商贸有限公司，苏木精伊红
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒购自武汉赛维
尔生物公司，免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）检测试剂盒购自北京中杉金桥生物公司；正置
光学显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司，冷冻切片机购自
日本Ｌｅｉｃａ公司，ＣＰＰ实验视频分析系统由上海移
数信息科技公司提供。

１．３　方法
１．３．１　实验动物分组及处理　将１７只 ＳＤ大鼠随

机分为对照组（ｎ＝７）和ＭＡ组（ｎ＝１０）。２组大鼠均
单笼饲养，整个实验过程自由饮水取食。将ＭＡ用生
理盐水配制成５ｇ·Ｌ－１ＭＡ溶液。ＭＡ组大鼠分别于
实验第５、７、９、１１、１３、１５、１７天腹腔注射５ｇ·Ｌ－１ＭＡ
溶液（１ｍＬ·ｋｇ－１），第６、８、１０、１２、１４、１６、１８天腹腔
注射生理盐水（１ｍＬ·ｋｇ－１）；对照组大鼠每日腹腔注
射生理盐水（１ｍＬ·ｋｇ－１）。
１．３．２　ＣＰＰ实验　第１～４天为适应期，每日将大
鼠放入ＣＰＰ箱中，将黑白箱中间的隔板取出，让其
在黑白箱中自由活动３０ｍｉｎ适应ＣＰＰ箱环境；然后
对每只大鼠进行ＣＰＰ测试１５ｍｉｎ，确定大鼠的天然
偏爱箱。第５～１８天为训练期，封闭 ＣＰＰ箱中间的
隔板，２组大鼠腹腔注射 ＭＡ溶液或生理盐水后放
入ＣＰＰ箱训练１２０ｍｉｎ，连续训练１４ｄ，于第１９天对
２组大鼠进行 ＣＰＰ测试１５ｍｉｎ，记录大鼠在白箱中
停留时间和活动轨迹，分析活动轨迹曲线密度。在每

个阶段ＣＰＰ测试过程中，保持安静，每只大鼠训练或测
试结束后对ＣＰＰ箱底部及侧壁喷洒酒精并清洁，并保
证实验条件、时间、环境的一致。

１．３．３　心脏组织取材和处理　实验第１９天，２组
大鼠以２０ｇ·Ｌ－１的戊巴比妥钠（６０ｍｇ·ｋｇ－１）麻
醉，然后依次用２００ｍＬ生理盐水和２００ｍＬ多聚甲
醛溶液（４ｇ·Ｌ－１）行心脏灌流，取左心室，置于
４ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中室温固定２４ｈ，使用冰冻切片
包埋剂包埋，连续切片（厚 １０μｍ），组织切片用于
后续ＨＥ染色和ＩＨＣ检测。
１．３．４　ＨＥ染色观察２组大鼠左心室心肌组织病
理学变化　冰冻切片４５℃ 烤片２ｈ，在摇床上洗
５ｍｉｎ洗去包埋剂。苏木精染液染色５ｍｉｎ，自来水
冲洗多余染色液；然后用体积分数１％的盐酸乙醇
分化３０ｓ，再用自来水充分洗涤。将组织切片置于
体积分数０．５％的伊红乙醇溶液中复染２ｍｉｎ，依次
在体积分数７５％的乙醇脱水２ｍｉｎ、体积分数８５％
的乙醇脱水３０ｓ；再依次在无水乙醇中彻底脱水２
次，每次２ｍｉｎ；然后将组织切片依次移入二甲苯Ⅰ、
Ⅱ中浸泡各３ｍｉｎ至切片透明，中性树胶封片。应
用正置光学显微镜观察心脏组织的形态学变化。
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１．３．５　ＩＨＣ法检测 ２组大鼠左心室心肌组织中
ＮＥＴ和 ＤＡＴ的表达　取心脏组织冷冻切片，复温
５ｍｉｎ，磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）浸洗３次，每次 ５ｍｉｎ；用体积分数３％过氧化
氢抗原封闭，ＰＢＳ浸洗３次，每次５ｍｉｎ；室温下滴加
适量的内源性过氧化物酶阻断剂，孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ
浸洗３次，每次５ｍｉｎ；滴加体积分数５％山羊血清
封闭，３７℃孵育３０ｍｉｎ，倾去血清；分别滴加兔抗大
鼠多克隆ＮＥＴ一抗（滴度１２００）和兔抗大鼠多克
隆ＤＡＴ一抗（滴度１２００），４℃过夜。３７℃恒温
箱复温 ３０ｍｉｎ，磷酸盐吐温缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳＴ）浸洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加
山羊抗兔 ＩｇＧ标记的二抗，３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ
浸洗３次，每次５ｍｉｎ。使用 ＩＨＣ试剂盒进行染色。
使用ＩｍａｇｅＪＢａｓｉｅｓＶｅｒｓｉｏｎ１．５３软件测量切片阳性
免疫反应区域的积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＩＯＤ）值，计算平均光密度值（ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＡＯＤ），ＡＯＤ＝目标分布区域 ＩＯＤ值／目标分布区域
的面积，以ＡＯＤ代表目标物质相对表达量。每只大
鼠取３个不同层面的３张切片进行分析，取均值。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据
统计与分析。计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，２组间比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组大鼠白箱中停留时间和活动轨迹曲线密
度比较　实验第１９天，对照组和ＭＡ组大鼠白箱中
停留时间分别为（４０４．４７８±８７．５１２）、（１６５．４３３±
２７．３２３）ｓ；ＭＡ组大鼠白箱中停留时间显著长于对
照组，差异有统计学意义（ｔ＝６．２９５，Ｐ＜０．０５）。ＭＡ
组大鼠在白箱中的活动轨迹曲线密度明显高于前测

期，对照组大鼠在白箱中的活动轨迹曲线密度无明

显变化（图１）。

图１　２组大鼠ＣＰＰ测试轨迹图
Ｆｉｇ．１　ＴｒａｊｅｃｔｏｒｙｄｉａｇｒａｍｏｆＣＰＰｔｅｓｔｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ
２．２　２组大鼠左心室心肌组织病理学变化比较　
结果见图 ２。对照组大鼠左心室心肌细胞排列整
齐，未见心肌损伤表现；ＭＡ组大鼠左心室心肌细胞
排列紊乱，可见心肌组织出血、心肌细胞波纹样改

变、心肌内炎症细胞聚集。

Ａ：对照组大鼠正常心肌组织；Ｂ：ＭＡ组大鼠心肌组织内出血；Ｃ：ＭＡ
组大鼠心肌细胞呈波纹样；Ｄ：ＭＡ组大鼠心肌组织中可见炎症细胞。
图２　２组大鼠左心室心肌组织病理学形态（ＨＥ染色）
Ｆｉｇ．２　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）
２．３　２组大鼠左心室心肌组织中 ＮＥＴ、ＤＡＴ相对
表达量比较　结果见表１和图３。免疫组织化学染
色显示，ＮＥＴ和ＤＡＴ阳性表达为棕黄色染色，定位
于左心室心肌细胞膜。ＭＡ组大鼠左心室心肌组织
中ＮＥＴ和 ＤＡＴ相对表达量显著低于对照组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表１　２组大鼠左心室心肌组织中ＮＥＴ和ＤＡＴ相对表达量
比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＥＴ
ａｎｄＤＡＴ ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｆｒａｔｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＮＥＴ相对表达量 ＤＡＴ相对表达量

对照组 ７ ０．５７９±０．０６１ ０．５４０±０．０４２

ＭＡ组 １０ ０．４３４±０．０４２ ０．４２２±０．０２３

ｔ －５．５９２ －８．９４９

Ｐ ０．０００ ０．０００

Ａ：对照组大鼠心肌组织中 ＮＥＴ的表达；Ｂ：ＭＡ组大鼠心肌组织中
ＮＥＴ的表达；Ｃ：对照组大鼠心肌组织中 ＤＡＴ的表达；Ｄ：ＭＡ组大鼠
心肌组织中ＤＡＴ的表达。
图３　２组大鼠左心室心肌组织中 ＮＥＴ和 ＤＡＴ表达（ＩＨＣ
染色）

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＮＥＴａｎｄＤＡＴｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ＩＨＣｓｔａｉｎｉｎｇ）
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３　讨论

ＭＡ成瘾性强、复吸率高，故其滥用已成为严重
的公共卫生问题和社会问题［７］。ＭＡ是一种间接的
拟交感神经药物［８］，可通过冠状动脉收缩压持续升

高［９］以及氧自由基大量累积［１０］对中枢神经系统和

心血管系统产生不良影响。ＭＡ对心血管系统造成
的毒副作用已成为 ＭＡ滥用者死亡的重要原因［１１］。

研究发现，ＭＡ成瘾对神经系统的影响与大脑中ＮＥＴ
和ＤＡＴ的表达和调控密切相关［１２］，但目前ＭＡ对心
血管系统的影响尚不清楚［１３］。

本研究通过给予大鼠 ＭＡ结合 ＣＰＰ训练制备
ＭＡ成瘾模型，结果显示，ＭＡ组大鼠在白箱中停留
时间显著长于对照组，ＭＡ组大鼠给药后在白箱中
活动轨迹曲线密度明显高于前测期，而对照组大鼠

在白箱中活动轨迹曲线密度无明显变化；说明 ＭＡ
可以使大鼠产生明显的 ＣＰＰ效应，对 ＭＡ产生躯体
和精神依赖，证实造模成功。此外，本研究结果显

示，对照组大鼠左心室心肌细胞排列整齐；ＭＡ组大
鼠左心室心肌细胞排列紊乱，可见心肌出血、心肌细

胞波纹样改变、心肌内炎症细胞聚集；说明ＭＡ可引
起大鼠左心室心肌细胞坏死、变性及心肌组织炎症

反应等病理变化，对大鼠心肌组织有一定的损伤

作用。

ＮＥＴ可高密度地表达于去甲肾上腺素能神经
元质膜上，也表达于胶质细胞中［１４］，其通过调节突

触间隙释放的去甲肾上腺素水平，在许多中枢和外

周神经系统生理机制中发挥关键作用，ＮＥＴ功能障
碍已被证明与注意缺陷多动障碍、恐慌、抑郁症等多

种中枢神经系统疾病相关。在外周神经系统中，

ＮＥＴ对心血管稳态至关重要，ＮＥＴ功能障碍通常与
高血压［１５］、体位性心动过速综合征［１６］、立位不耐受

和心力衰竭［１７］等心血管病变中交感神经过度活动

有关。ＤＡＴ可将多巴胺从细胞外迅速转运到突触
前神经元细胞质中，以维持多巴胺稳态［１８］，ＤＡＴ功
能异常参与注意力缺失过动症、ＤＡＴ缺乏综合征、
孤独症、精神分裂、药物成瘾及帕金森病等多种神经

和精神疾病的发生［１９］。研究表明，ＭＡ和其他精神
兴奋剂作用于ＮＥＴ和ＤＡＴ，可破坏去甲肾上腺素和
多巴胺的再摄取［２０］。本研究结果显示，对照组和

ＭＡ组大鼠心肌组织中均有 ＮＥＴ、ＤＡＴ的表达，而
ＭＡ组大鼠心肌组织中 ＮＥＴ、ＤＡＴ相对表达量显著
低于对照组。这一结果说明，ＭＡ成瘾可造成心脏
组织中 ＮＥＴ和 ＤＡＴ表达降低，从而造成对儿茶酚
胺的清除减少［１２］，导致突触后儿茶酚胺水平激增，

引起血管痉挛、缺血、活性氧产生以及线粒体损伤

等，最终造成心肌损伤［２１］。有研究报道，静脉注射

三硝基去甲肾上腺素过程中，三硝基去甲肾上腺素

在心脏中的分布比例远远超过在肾脏、前臂、腿部、

大脑和肺部，提示ＮＥＴ功能缺陷可能会增强交感神
经化学信号，增加情感性疾病个体心血管疾病发展

的风险［２２２３］。

综上所述，ＭＡ成瘾可通过降低心肌组织中
ＮＥＴ和ＤＡＴ表达水平，导致心肌损伤。但本研究未
检测突触后儿茶酚胺水平变化，ＮＥＴ和ＤＡＴ表达变
化对突触后儿茶酚胺水平的确切影响尚未证实，这

需在今后的实验中进行研究；而且未来可对心脏损

害和ＭＡ用药时间的关系进行研究，以指导临床对
ＭＡ成瘾导致的心肌损伤进行预防和治疗。
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