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甲基苯丙胺中毒大鼠相关脑区多巴胺能神经毒性研究 *
徐 静 李艳明 曾晓锋△ 赵永和 王尚文 李 桢△

（昆明医学院法医学院 云南昆明 650500）

摘要目的：探讨MA中毒多巴胺能神经毒性的损伤机制。方法：将Wistar大鼠 40只，随机分成对照组 10只和实验组 30只(实验
组分成三个亚组，分为末次给药后 1天组、4天组和 7天组，n=10)。实验组给予 20mg/kg的MA腹腔注射，对照组给予同样剂量的
生理盐水，每天注射一次，注射时间为 20：00，连续注射 4天。分别于末次给药后 1天，7天，14天处死实验大鼠，用免疫组织化学
染色法（S-P法）和荧光分光光度计法检测大鼠中脑黑质致密区（SNC）、中脑腹侧被盖区(VTA)、前额叶皮质（PFC）以及纹状体
（CPu）四个脑区的多巴胺神经元细胞的形态和数量的变化，对神经纤维进行灰度值分析。结果：1、黑质致密区和腹侧被盖区 TH
阳性细胞图像分析结果与细胞计数分析结果一致：与对照组相比，各实验组 TH免疫反应阳性降低，差异具显著性（P<0.05），d1组
开始降低（P<0.05），d7组达到低谷（P<0.01），d14天组黑质致密区和腹侧被盖区 TH免疫反应阳性有不同程度的恢复（P<0.05）。2、
纹状体和前额叶皮质 TH阳性纤维图像定量分析结果：各实验组 TH免疫反应阳性均减低（P<0.05），d7组阳性反应最弱（P<0.
01），d14组仍未恢复（P<0.05）。3、黑质致密区、腹侧被盖区、纹状体及前额叶皮质荧光分光光度计检测 DA递质含量结果：与上述
免疫组化结果基本一致。结论：1、大鼠各脑区 TH阳性表达和 DA含量，均出现不同程度的减低。2、MA中毒大鼠各脑区 DA递质
含量的变化与 TH的变化结果基本一致。
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ABSTRACT Objective: To investgate injury mechanism of methamphetamine dopaminergic toxicity. Methods: 40 male rats were

randomly divided into control group (n=10) and experimental group (dividing it into the first, fourth and seventh group after the last
injection, n=10).Rats in the experimental group were intraperitoneal injected with MA(20mg/kg ,8 pm, ip ×4 d), and those in the control
group were injected with saline with the same volume (20 mg·kg-1 ,8 pm, ip ×4 d ).Through S-P TH antibody and
spectrophotofluorometer in DA, the mentioned seven brain regions were examined, including SNC.VTA.PFC and CPu. The mentioned
TH masculine cell and neurotic fibre were analysed by the image analysis system. Results: 1.The image analysing results was similar to
the results of cell counting in the SNC and VTA TH masculine cell: Compared with relation group, TH immunity reaction masculine in
the different experimental group reduces with obvious difference (P<0.05), d1 begins to reduce (P<0.05), d7 gets to the lowest level,
(P<0.01) d14 SNC and VTA masculine cell regains to different degree (P<0.05).2.The analysing results of TH masculine Neurotic Fibre
Density in the PFC and CPu：Compared with relation group, The changes of TH masculine Neurotic Fibre Density reduces with obvious
difference, d1 begins to reduce, d7 gets to the lowest level, d14 masculine cell regains to different degree (P＞0.05).3. The results of
analysing DA by SPF rat methamphetamine intoxication SNC. VTA and CPu: It is similar to the analysing results of the SNC. VTA . PFC
and CPu TH immunohistochemistry results in five brain regions. Conclusion: 1. To different degrees, the reduction and changes appear in
rat SNC、VTA、PFC and CPu, with dose dependent. 2. The changes of TH were consistent with rat methamphetamine intoxication and
DA transmitter.
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前言
MA俗称“冰毒”，属苯丙胺类中枢兴奋剂。其神经元毒性
作用机制主要有：多巴胺信号转导的影响和 DA的氧化作用
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[1，2]、谷氨酸介导的兴奋性毒性作用[3]、氧化应激和细胞因子的形
成[4-5]、线粒体功能紊乱[6]、诱导神经细胞发生凋亡[6]、神经胶质细
胞的活化及高热[7]。酪氨酸羟化酶（tyrosine hydroxylase, TH）为
儿茶酚胺生物合成过程中的关键酶，是 DA能神经元的标记
酶。现结合 DA能神经系统以及中毒 /依赖的生物学结构基
础，对MA中毒大鼠，SNC、VTA、CPu以及 PFC四个脑区 DA
合成的限速酶 -TH变化与神经递质 DA的含量变化，探讨MA
中毒多巴胺能神经毒性的损伤机制，并为寻找特异性拮抗剂来

改善MA的神经毒性症状提供方向。

1 材料和方法

1.1 实验动物、给药方法及分组
健康成年Wistar雄性大鼠 40只，鼠龄 3个月，体重 240±

30g，购自昆明医学院实验动物中心。随机分成对照组 10只和
实验组 30只(实验组分成三个亚组，分为末次给药后 1天组、4
天组和 7天组，n=10)。实验组给予 20mg/kg的MA腹腔注射，
对照组给予同样剂量的生理盐水，每天注射一次，注射时间为

20：00，连续注射 4天。分别于末次给药后 1天，7天，14天处死
实验大鼠，大鼠实验前在安静环境下适应性饲养 7天,（室温
22±10℃，湿度 55±5℃），并保持 12小时明暗交替光照，供应
充足的食物和水，每天抓取两次。实验组在各时间点平行分为
两组，一组行免疫组化法观察 TH的变化，一组行荧光分光光
度计法检测 DA的变化。
1.2 主要实验仪器及试剂
荧光分光光度计，日本岛津公司；HPIAS-1000高清晰彩色

病理图文报告分析系统，同济医科大学千屏影像工程公司；兔

抗酪氨酸羟化酶（TH）单克隆抗体，Chemicon公司；S－P即用

型超敏试剂盒：Kit-9707，福州迈新生物技术开发公司。
1.3免疫组织化学检测黑质致密区、纹状体 TH水平
石蜡切片，二甲苯脱蜡至水，抗原修复，正常山羊血清封

闭，滴加一抗（浓度 1:500）、二抗，采用 DAB显色，脱水，中性树
胶封片。片中出现棕黄色颗粒为阳性结果。应用 HPIAS一 1000
高清晰图文分析系统分别测量 SNC、VTA多巴胺能神经元胞
浆内 TH阳性反应物的平均灰度值，以及 PFC和 CPu的 TH阳
性纤维的平均灰度值。
1.4 荧光分光光度计测多巴胺含量
分离 SNC、VTA、PFC以及 CPu四个脑区后用溶剂提取法

分离出多巴胺，然后用荧光分光光度计测 MA组和 Nacl组的
多巴胺含量。
1.5 统计学处理
应用 SPSS13.0软件包，对图像分析测定及细胞计数的均

数，进行单因素方差分析及两两比较的 q检验，数据采用均
数±标准差(X ±S)表示，凡 p<0.05，结果被认为有统计学意
义。对 TH阳性纤维密度的半定量结果进行多个样本比较的秩
和检验（等级资料），检验效正水准 а'＝0.008，凡 p<0.008，结
果被认为有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠中脑黑质致密区、中脑腹侧被盖区、前额叶皮、纹状体
以及海马的多巴胺神经元及神经纤维免疫组织化学染色结果

各实验组 SNC、VTA、CPu和 PFC四个脑区 TH阳性反应
反应均减弱，以 d7组降低最为明显，表现为 DA能神经元数目
减少、胞体固缩、轴突变短，DA能神经纤维扭曲、稀疏甚至缺
失。（见图 1-图 4）

图 1对照组 SNC正常 TH阳性细胞×400

Fig.1 TH-positive cell in SNC in Control groups
图 2 d7组 SNC TH阳性细胞×400

Fig.2 TH-positive cell in SNC in 7d groups

2.2 中脑黑质致密区、腹侧被盖区 TH阳性细胞灰度值
与对照组相比，d1 组开始降低（P<0.05），d7 达到低谷

（P<0.01），d14天组有所恢复（P<0.05）。(见表 1)
2.3 中脑黑质致密区、腹侧被盖区 TH阳性细胞计数结果
与对照组相比，d1 组开始减少（P<0.05），d7 达到低谷

（P<0.01），d14组仍未恢复（P<0.05）。(见表 2)
2.4 MA中毒大鼠 CPu和 PFC的 TH阳性纤维灰度值分析结
果

与对照组相比，各实验组 TH免疫反应阳性均减低（P<0.

05），d7组阳性反应最弱（P<0.01），d14组仍未恢复（P<0.05）。
（见表 3)
2.5 荧光分光光度计检测 DA递质含量的变化结果（见表 4)
荧光分光光度计检测 DA递质含量变化的结果与五个脑

区抗 TH标记 DA能神经细胞的变化结果相一致。

3 讨论

国外研究学者认为，DA的氧化作用系 MA神经毒性损伤
机制之一，其机制主要是MA能够通过多巴胺转运体进入神经

2231· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModernBiomedicine Vol.11 NO.12 JUN.2011

** P<0.01, compared with the control * P<0.05, compared with the control

表 1各组中脑黑质致密区、腹侧被盖区 TH阳性细胞灰度值比较（X±S）
Table 1 Comparison of the number of TH-positive gray scale value in SNC and VTA in different groups

Groups n SNC VTA

Control 5 71.48±4.77 71.48±4.76

d1group 5 90.80±5.06* 88.60±5.34*

d7group 5 100.70±5.41** 97.60±3.64**

d14group 5 94.60±4.39* 89.80±5.06*

图 4 d7组 PFC TH阳性纤维×400

Fig.4 TH-positive Fibre in PFC in 7d groups
图 3对照组 PFC正常 TH阳性纤维×400

Fig.3 TH-positive Fibre in PFC in Control groups

表 4各组中脑黑质致密区、腹侧被盖区、前额叶皮质以及纹状体 DA递质含量的变化（X±S）
Table 4 The variation of DA levels in SNC,VTA,CPu and PFC in different groups

Groups n SNC VTA PFC CPu

Control 5 1243.5±189.2 1239.6±172.8 268.3±32.6 639.1±87.1

d1group 5 896.0±196.7** 886.3±159.8** 172.3±61.7* 410.3±50.9*

d7group 5 617.3±123.1** 628.9±131.2** 128.1±51.8** 199.7±61.7**

d14group 5 987.1±194.9* 990.3±186.8** 169.7±73.9* 230.2±64.3*

表 3前额叶皮质和纹状体 TH阳性纤维灰度值比较（X±S）
Table 3 Comparison of the number of TH-positive gray scale value in PFC and CPu in different groups

Groups n PFC CPu

Control 5 115.80±3.27 123.60±4.04

d1group 5 119.90±4.32* 131.40±4.56*

d7group 5 131.00±2.55** 148.40±4.28**

d14group 5 119.00±2.55* 130.80±6.76*

** P<0.01, compared with the control * P<0.05, compared with the control

** P<0.01, compared with the control * P<0.05, compared with the control

** P<0.01, compared with the control * P<0.05, compared with the control

表 2各组中脑黑质致密区、腹侧被盖区 TH阳性细胞数的变化（X ±S）
Table 2 Comparison of the number of TH-positive cells in SNC and VTA in different groups

Groups n SNC VTA

Control 5 36.40±4.03 38.40±5.41

d1group 5 29.80±3.96** 23.80±3.89**

d7group 5 16.60±2.71** 14.80±2.38**

d14group 5 28.40±6.58* 25.80±6.53**
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元和神经末梢，置换出 DA，使 DA大量外流到突触间隙，通过
作用 DA受体，导致神经毒性的发生[7]。本实验从 TH活性以及
DA含量的水平，证实了 MA对 DA神经系统的损伤，并且此
损伤在脑区内长期存在，各实验组 TH与 DA的含量均有不同
程度的降低，且以 d7组降低最为明显，这与王雪[8]的报道一致,
说明 MA中毒，可导致 DA神经系统毒性损伤，表现为 TH活
性降低，DA含量下降。根据 MA的毒药理学作用并结合本实
验五个脑区的 TH阳性神经细胞、神经纤维以及 DA递质含量
变化的实验结果，推测上述脑区在脑内有可能形成一“神经网
络结构”与 MA的中毒 /依赖作用直接相关，即 MA中枢神经
系统毒性作用的多靶点神经网络结构，此神经网络结构可能借

助 DA能神经系统或 DA神经递质等进而诱发 MA中毒的神
经元、神经纤维的病理形态学改变。

MA虽不能直接对神经元产生兴奋性毒性作用，但是 MA
可以通过促使 DA 的异常释放而增加 EAAs 浓度，这在
Faleiro、Mora[9，10]等研究中得到了证实。Mora等[10]研究表明，给

予大鼠 MA能剂量依赖性的增加细胞外 Glu和天门冬氨酸的
浓度，上述作用能被 D1-4受体阻断剂氟哌啶醇所阻断，进一步
肯定了 DA在 MA诱导神经元的兴奋性毒性中的至关重要的
作用。这也说明MA对神经元的兴奋性毒性作用需要 DA的异
常释放来诱导发生，即 DA是MA引起 EAAs的神经毒性作用
的前体或媒介。另外，DA神经细胞的兴奋性活动亦可由 EAAs
介导增强。因此，DA与 EAAs二者共同演绎、协调完成MA的
中枢神经毒性作用。
总之，MA中毒的诸多损伤机制中，MA对多巴胺能神经
系统的损伤是最为主要的，而其他损伤机制的提出与假设大多

建立在多巴胺能神经系统损伤的基础之上。因此，应将MA损
伤的重要靶点结构 -多巴胺能神经系统作为 MA毒性研究的
基础和出发点。
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