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下丘脑一氧化氮在电针调节吗啡戒断大鼠
血清黄体生成素中的作用 3
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(北京大学神经科学研究所 ,北京 ,100083)

摘要 　目的 :检测电针是否可以促进吗啡戒断大鼠血清黄体生成素 (LH) 的恢复 ,并探讨一氧化氮 (NO) 在这一过程

中的作用。方法 :在吗啡戒断大鼠模型上 ,进行 2 Hz 和 100 Hz 电针治疗后 ,用酶联免疫吸附实验 ( ELISA) 测定大鼠

血清LH的含量 ,用免疫组织化学法观察下丘脑神经元性一氧化氮合酶 (nNOS) 的表达变化。结果 :多次 100 Hz 电

针刺激可以显著增高吗啡戒断大鼠血清 LH水平 ( P < 0101) 。吗啡戒断状态下 ,大鼠下丘脑终板血管器官 (OVLT)

至喙侧视前区 (rPOA) nNOS阳性细胞数减少 ( P < 0101 , P < 0105) 。100 Hz 电针治疗一周可使 nNOS阳性细胞数恢

复至正常水平。结论 :多次 100 Hz 电针可促进吗啡戒断大鼠血清LH的恢复 ,增强 OVLT至 rPOA nNOS表达水平 ,这

可能是 100 Hz 电针促进吗啡戒断大鼠血清LH恢复的机制之一。
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ABSTRACT　Objective : To elucidate whether electroacupuncture ( EA) could increase serum luteinizing

hormone (LH) levels in morphine withdrawal rats , and the role of nitric oxide (NO) in this event . Methods :

Rats were made dependent on morphine by multiple injections of morphine. After the rats were given repeated

EA , ELISA was used to measure serum LH of the rats , and immunohistochemistry was used to detect the pro2
tein expression of neuronal nitric oxide syntheses ( nNOS) in organum vasculosum of the lamina terminalis

(OVLT) and rostral preoptic area (rPOA) . Results : Multiple 100 Hz EA stimulations significantly increased

serum LH levels in morphine withdrawal rats to a higher - than - normal level on the fourth day of EA treat2
ment. Chronic treatment with morphine produced a decrease in the number of nNOS - positive cells in OVLT

and rPOA in the rats. This suppressive effect of morphine was significantly reversed by multiple EA. Conclu2
sion : Multiple 100 Hz EA can increase serum LH concentrations of the morphine withdrawal rats. The effect of

100 Hz EA is mediated , at least partly by NO in OVLT and rPOA.
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　　临床及动物实验资料均显示 ,阿片成瘾者及吗

啡依赖大鼠血清黄体生成素 ( luteinizing hormone ,

LH) 及性激素水平降低 , 并伴有性欲下降或缺

失[1 , 2 ] 。2Π100 Hz 经皮电刺激可明显改善海洛因成
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瘾者的性机能障碍 ,显著升高其血清 LH 和睾丸酮

(testosterone ,T)的水平[3 ] 。动物实验亦证实 2Π100 Hz

电针 (electroacupuncture ,EA) 可以促进吗啡戒断大鼠

血清 T的恢复 ,并促进大鼠吗啡戒断后性功能的恢

复 (待发表资料) 。但其机制尚不清楚。

LH分泌的调节是一个非常复杂的过程。它主

要受到促黄体生成素释放激素 (luteinizing hormone -
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releasing hormone , LHRH) 的调控。另外体内还有多

种神经递质也参与调节LHRH的分泌。其中一氧化

氮 (nitric oxide , NO)是参与此调节过程的重要物质

之一 ,离体及在体实验均发现 ,NO 可以刺激 LHRH

和LH的释放[4 - 6 ] 。本工作主要目的是在验证电针

是否可以促进吗啡戒断大鼠 LH 恢复的基础上 ,观

察电针对大鼠下丘脑神经元性一氧化氮合酶 (neuro2
nal nitric oxide syntheses , nNOS) 表达的影响 ,推测

NO 在电针调节吗啡戒断大鼠血清 LH中的作用。

1 材料与方法

1. 1 动物

成年 ♂SD 大鼠 ,起始体重 250 g ,由北京大学医

学部实验动物部提供。大鼠随机分为两组 :吗啡组

和生理盐水组。吗啡组大鼠连续腹腔注射 (ip) 吗啡

10 d ,每天 2 次 (8 :00、20 :00) ,剂量逐日递增 ,分别为

10、20、20、40、40、80、80、100、100、和 120 mg·kg- 1 ,生

理盐水组注射同体积生理盐水。将吗啡处理组大鼠

随机分为 5 组 :吗啡依赖组 (最后一次注射吗啡后 3

h) ,自然戒断组 (natural withdrawal ,NW) ,NW + 束缚

组 (restrain ,RES) ,NW + 2 Hz 电针组和 NW + 100 Hz

电针组 ,每组 8 - 9 只。电针治疗为 7 d ,前 3 d 每日

两次 (8 :00 ,20 :00) ,后 4 d 每日一次 (12 :30) 。

1. 2 药品和仪器

盐酸吗啡 (青海制药厂 ,批号 :010202) 。518B7

anti - bLHβ亚单位 (Jan Roser 博士 ,动物科学系 ,加

利福尼亚州大学 ,戴维斯 ,加州 ,USA) 。rLH - RP - 3

和抗 - rLH - S - 11 (美国国家激素和垂体项目 ,

NHPP ,美国国家糖尿病、消化系统病和肾病研究所 ,

NIDDK) 。辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG(北

京中山生物技术有限公司) 。96 孔酶标板 ( Coastar

公司) 。nNOS 抗体 (北京中山生物技术有限公司) 。

DAB (Sigma 公司) 。恒冷式冰冻切片机 (Leica Jung

CM 1800) 。LH800 韩氏穴位神经刺激仪 (北京航空

航天大学) ,简称 HANS。

1. 3 方法

1. 3. 1 电针 　末次注射吗啡后 24 h 按下述方法进行

电针治疗 :将大鼠固定 (即束缚) 于特制的塑料套筒

内 ,双后肢及尾部自然地露在筒外 ,将两对直径为

0125 mm 的不锈钢针灸针插入大鼠双侧“足三里”

(St36 ,胫骨前结节外侧 5 mm)和“三阴交”(SP6 ,胫骨

后 1 mm ,内踝上 3 mm)部位。采用 LH800 韩氏穴位

神经刺激仪进行电刺激。频率分别为 2 Hz、100 Hz ;

方波刺激的波宽在 2 Hz 时为 016 ms ,在 100 Hz 时为

012 ms ;刺激强度按 015 mA - 1 mA - 115 mA 递增 ,

每一强度持续 10 min ,共刺激 30 min。

1. 3. 2 ELISA 测定大鼠血清 LH 的含量 　分别于大

鼠吗啡依赖期 (末次吗啡注射后 3 h) 、戒断期 (末次

吗啡注射后 24 h) 、电针 4 d 和 7 d 断尾或断头取血

115 - 2 ml ,取血清 , - 70 ℃保存待测。

将一抗 (518B7 anti - bLHβ subunit) 溶于包板缓

冲液 (0105 mol·L
- 1 碳酸氢盐缓冲液 ,pH 916) 中 ,浓

度为 5μg·ml
- 1

,加入 96 孔板 ,每孔 100μl ,37 ℃过

夜 ;用洗板缓冲液 ( PBS - 0105 %Tween - 20) 洗板 4

次 ,每孔加入 250μl 封闭缓冲液 (10 %胎牛血清 ,pH

714 - 716) ,4 ℃过夜 ;洗板 3 次 ,配制 10 个不同浓度

的标准品溶液 :2000 ;1000 ;500 ;100 ;50 ;10 ;5 ;215 ;1 ;0

pgΠ孔 ,加入 10 个孔内 ,每孔 100μl。其它孔则先加 50

μl 分析液 ( PBS - 1 %BSA) ,然后加血清检测样品 50

μl ,4 ℃孵育 16 - 24 h ;洗板 6 次 ,每孔加 1∶4000 的二

抗 (anti - rLH - S - 11) 100μl , 4 ℃孵育 16 - 24 h ;洗板

6 次 ,每孔加 1∶5000 的三抗 (anti - rabbit IgG peroxidase

conjugate) 100μl ,室温孵育 4 h ;洗板 6 次 , TMB 避光

室温显色约 30 min 后每孔加 50μl 终止液 (1 mol·L - 1

H2 SO4 )终止反应 ;用酶标仪 450 nm波长读板。

1. 3. 3 免疫组织化学法 　将吗啡依赖、戒断以及电

针治疗 7 d 的大鼠经多聚甲醛灌注固定后分离全

脑 ,冰冻切片 ,厚度 25μm ,冷风吹干 , - 70 ℃保存待

免疫组化染色。主要观察下丘脑终板血管器官 (or2
ganum vasculosum of the lamina terminalis , OVLT) 至喙

侧视前区 (rostral preoptic area rPOA) 区域的 nNOS 下

表达。

染色前将切片取出 ,室温晾干 , PBS 水化 10

min ;用 3 % H2O2 甲醇溶液室温下放置 20 min ,消除

内源性过氧化物酶 ;蒸馏水冲洗 ,PBS 浸泡 5 min ;将

切片放入盛有 011 mol·L - 1 pH 60 的枸橼酸缓冲液

(修复液)修复盒内 ,至微波炉中修复。修复完毕后

取出修复盒 ,室温冷却 10 分钟 ; PBS 洗片 ; Histostain

(tm) - SP Kit 封闭 ,室温孵育 1 h ,倾去封闭液 ;一抗

(1∶200)稀释 ,室温下过夜 ;PBS 洗片 ;二抗孵育 : His2
tostain (tm) - SP Kit 室温 1 h ; PBS 洗片 ; SA - HRP

Histostain (tm) - SP Kit ,室温孵育 1 h ; PBS 洗片 ;011

mol·L - 1醋酸缓冲液孵育 3 min ,倾去 ;DAB - 硫酸镍

铵醋酸缓冲液孵育 3 min , 倾去 ; 滴加含 1 %

H2O2DAB - 硫酸镍铵醋酸缓冲液 ,避光显色 5 min。

自来水反复冲洗 ,脱水 ,透明 ,中性树脂封片 ,光镜下

读片。

1. 4 数据处理及统计学检验
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切片位置的确定依靠第三脑室 ,前连合和视交

叉三个解剖学标志来确定。数码相机拍照 ,图像用

Scion Image (一种基于 NIH Image 的图像分析软件)

进行分析 ,与背景相比有明显边界 ,核区无染色的黑

紫色颗粒确定为阳性细胞。每只大鼠计数 6 - 8 张

切片 ,每组 3 - 5 只大鼠。数据以 �x ±s 表示 ,采用

GraphPad 软件公司 Prism 310 统计软件进行统计学

处理和绘图。两组数据间比较采用 t 检验 ,多组数

据间比较采用单因素方差分析进行统计。以 P <

0105 作为有统计学差异的界限。

2 结果

2. 1 多次 2 Hz 和 100 Hz 电针对吗啡戒断大鼠血清

LH含量的影响

图 1 所示为电针 4 d 大鼠血清 LH 的含量。与

生理盐水对照组相比 ,吗啡自然戒断、束缚及 2 Hz

电针对戒断大鼠血清 LH含量均无显著影响 ;仅 100

Hz 电针使戒断大鼠血清 LH 含量显著增高 ,与吗啡

自然戒断组和生理盐水对照组比较 , P < 0101。d7

100 Hz 电针使戒断大鼠血清 LH 含量仅有增加趋

势 ,但无统计学差异 ( P > 0105) 。

图 1 　电针 4 d 对吗啡戒断大鼠血清黄体生成素的影响

2. 2 吗啡依赖和戒断大鼠下丘脑 OVLT 和 rPOA

nNOS表达的变化及多次电针的调节作用

2. 2. 1 吗啡依赖和戒断大鼠下丘脑 OVLT 和 rPOA

nNOS表达的变化 　与生理盐水组相比 ,吗啡依赖大

鼠OVLT 和 rPOA nNOS 阳性细胞数显著降低 ( P <

0101) 。吗啡戒断时大鼠 OVLT 和 rPOA nNOS 阳性

细胞数与依赖期相比有所升高 ( P < 0105) ,但仍显

著低于生理盐水组 ( P < 0105) ,见图 2。

图 2 　吗啡依赖和戒断大鼠下丘脑 OVLT和 rPOA nNOS表达的变化

2. 2. 2 多次 2 Hz 和 100 Hz 电针对吗啡戒断大鼠

OVLT和 rPOA nNOS表达的影响 　结果如图 3 所示 ,

单纯束缚组对吗啡自然戒断组大鼠 OVLT 和 rPOA

nNOS阳性细胞数无明显影响 ; 2 Hz 电针组大鼠

OVLT和 rPOA nNOS 阳性细胞数与单纯吗啡自然戒

断大鼠相比有所恢复 ,但无统计学差异 ( P > 0105) ;

100 Hz 电针可使吗啡自然戒断组大鼠 OVLT和 rPOA

nNOS阳性细胞数显著增多 ( P < 0105) 。

图 3 　电针 7 d 后吗啡戒断大鼠下丘脑OVLT和 rPOA nNOS表达的变化

3 讨论

许多研究已证实 ,吗啡可抑制下丘脑 - 垂体 -

性腺轴的功能。我们以往临床研究也表明 , HANS

戒毒仪可以促进海洛因成瘾者血清 LH 的恢复。因

此我们设计动物实验来验证这一现象。结果显示 ,

连续 4 d 给予 100 Hz 电针后 ,吗啡戒断大鼠血清 LH

明显增高 ,这与临床结果相一致[3 ]
,也证实了我们实

验前的假设。至于 100 Hz 电针的作用优于 2 Hz 电

针 ,结合我们早期的研究工作做如下解释 :吗啡依赖

大鼠戒断初期表现出很明显的戒断症状以及显著的
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体重丢失 ,而 100 Hz 电针能迅速有效地抑制大鼠戒

断症状和戒断引起的体重丢失[7 ]
,使其平稳地渡过

急性戒断期 ,不致过分消耗 ,这对于下丘脑 - 垂体 -

性腺轴功能的尽快恢复具有重要意义。所以这可能

是 100 Hz 较 2 Hz 表现出较强促进血清 LH 增加的

原因之一。

近来的研究表明 ,一氧化氮可以通过作用于下

丘脑LHRH神经元调节LHRH或直接作用于垂体前

叶细胞调节LH的分泌。将 NOS抑制剂微量注射入

去势 ♂大鼠第三脑室 ,注射后 20 min 时 LH 脉冲式

分泌被阻断 ,60 min 时血清 LH 浓度进一步降低[4 ] 。

在 NO 慢性缺乏的条件下 ,免疫组织化学法测定显

示 ,正中隆起处 LHRH 显著减少 ,并伴有 LH 释放的

减少[5 ] 。在体内 NO 是由 NOS催化产生的。此酶在

氧和几个辅助因子的协助下将精氨酸转化成等摩尔

数的胍氨酸和 NO。NOS 有三种同工酶 ,nNOS ,诱导

性 NOS 和内皮性 NOS。分布于下丘脑的主要是

nNOS ,主要分布在 OVLT ,下丘脑内侧视前区 ,内侧

视前核 ,而这些部位也是LHRH神经元聚集的脑区。

目前没有资料显示 LHRH 神经元与 NOS 共存 ,但在

这些部位 NOS 神经元是环绕 LHRH 神经元存在的。

虽然LHRH神经元并不表达 NOS ,但它们在解剖位

置上如此接近也为 NO 调节 LHRH 分泌提供基

础[8 ] 。所以本工作在验证了电针可以促进吗啡戒断

大鼠血清 LH恢复后 (见结果 2. 1) ,观察电针后相关

脑区的 nNOS的表达变化 ,以探讨 NO 是否参与电针

对LH的调节。

本实验表明 ,吗啡依赖大鼠下丘脑 OVLT 和

rPOA nNOS阳性细胞数显著减少。停用吗啡后 24 h

即吗啡戒断状态下大鼠 OVLT和 rPOA nNOS 阳性细

胞数与依赖期相比有所增加 ,但仍低于正常对照组。

这与相关文献报道的结果是一致的 ,即吗啡依赖引

起下丘脑 nNOS 免疫活性降低 ,给予纳洛酮催促戒

断后则可使下丘脑 nNOS 免疫活性有所增加[9 ] 。这

可能是由于吗啡与 NO 能神经元上的μ受体结合抑

制 NO 分泌 ,从而抑制 LH 的分泌[10 ] 。电针治疗一

周后可以促进吗啡戒断大鼠 OVLT和 rPOA nNOS 阳

性细胞数的恢复。下丘脑 OVLT和 rPOA nNOS 阳性

细胞数的增多 ,提示这两个部位的 NO 分泌在电针

治疗后也会有所增加。故而 ,NO 可能是电针促进血

清LH恢复的原因之一。当然 ,要验证这个推测还需

要直接证据 : (1) 测定电针后下丘脑 OVLT和 rPOA 处

NOS催化产生 NO 时另一种代谢产物胍氨酸的变化 ,

从而估测 NOS的活性是否增加 ,可间接反映 NO 的释

放量是否增加[7 ]
; (2) 核团局部给予 NOS 的抑制剂后

电针是否仍然可以促进血清LH增高。
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