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Abstract
AIM: To investigate the expression of 5-hydroxy-
tryptamine (5-HT) and substance P (SP) in the 
rectum of rats during heroin abstinence, detoxi-
cation, and relapse.

METHODS: Male Sprague-Dawley rats were 
divided into normal control group (NCG), saline 
control group (SCG), and experiment group (EG). 
The EG group was further divided into heroin 
abstinence group (HAG), methadone detoxica-
tion group (MDG), and heroin relapse group 
(HRG). Rectum tissue samples were taken from 
each group to perform immunohistochemistry 
to detect the expression of 5-HT and SP.

RESULTS: Compared with the NCG and SCG 

groups, the immunostaining density of 5-HT- 
and SP-positive cells was greater, the numbers 
of 5-HT- and SP-positive cells increased (5-HT: 
10 d: 5.09 ± 3.39 vs 3.16 ± 2.05, 2.80 ± 2.13; 24 d: 
5.05 ± 3.04 vs 3.16 ± 2.05, 2.81 ± 1.85; SP: 10 d: 
2.55 ± 1.35 vs 1.29 ± 0.86, 1.37 ± 0.93; 24 d: 2.57 ± 
1.27 vs 1.29 ± 0.86, 1.39 ± 0.79, all P < 0.05), and 
the mean grey degree of 5-HT- and SP-positive 
cells decreased (F = 36.642, 4.583, P < 0.05) in 
the HAG and HRG groups. Compared with the 
NCG and SCG groups, there were no statistical 
significances in the immunostaining density, 
numbers, and mean grey degree of 5-HT- and 
SP- positive cells in the MDG group (all P > 0.05). 

CONCLUSION: Altered expression of 5-HT 
and SP in the tunica mucosa recti of rats during 
heroin abstinence or relapse suggests that 5-HT 
and SP can regulate the recovery of digestive 
function during heroin abstinence, detoxifica-
tion, and relapse.
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摘要
目的: 探讨海洛因戒断、脱毒及复吸期间大
鼠直肠内5-羟色胺(5-HT)、P物质(SP)表达的
改变.

方法: 正常♂SD大鼠, 随机分为实验组、盐水
对照组和正常对照组, 实验组分别建立海洛因
依赖戒断模型, 美沙酮脱毒治疗模型和海洛因
复吸模型. 取各组大鼠直肠组织, 采用免疫组
织化学SABC法及图像分析方法进行研究.

结果: 与正常对照组及盐水对照组比较, 实
验组大鼠直肠内的5-HT、SP细胞免疫染色
加深; 图像分析5-HT、SP阳性细胞的细胞计
数增多(5-HT: 10 d: 5.09±3.39 vs  3.16±2.05, 
2.80±2.13; 24 d: 5.05±3.04 vs  3.16±2.05, 
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■背景资料
近年来, 药物滥用
对胃肠道功能的
影响已引起国内
外学者的广泛关
注. 已有研究证实
药物滥用将导致
直肠癌的发病率
增加. 胃肠激素的
改变与消化系疾
病的发生关系密
切 .  5-HT作为一
种神经递质, 对机
体免疫系统和神
经内分泌系统都
有调节作用. P物
质作为神经递质
的调节因子, 可促
进消化系平滑肌
收缩, 加强结肠的
集团推进运动, 刺
激肠黏膜分泌水
和电解质. 目前国
内外有关机体直
肠神经内分泌的
形态学和机能学
的改变及其关系
的研究尚少, 形态
学方面的研究尤
其少见. 
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2.81±1.85; SP: 10 d: 2.55±1.35 vs  1.29±0.86, 
1.37±0.93; 24 d: 2.57±1.27 vs  1.29±0.86, 
1.39±0.79, 均P <0.05), 平均灰度值低于正常
及盐水对照组(F  = 36.642, 4.583, P <0.05). 实
验组与正常及盐水对照组比较, 5-HT、SP阳
性细胞免疫染色、细胞计数及平均灰度值变
化差异均无统计学意义(均P >0.05).

结论: 5-HT、SP在大鼠直肠黏膜表达的改变, 
提示二者参与海洛因戒断、脱毒和复吸期间
消化系功能恢复的调节过程.

关键词: 5-羟色胺; P物质; 直肠; 海洛因戒断; 海洛

因脱毒; 海洛因复吸; 美沙酮; 大鼠
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0  引言

阿片类药物依赖戒断机制及治疗的研究一直是

医学界关注的热点. 海洛因是目前非法滥用范

围最广、危害程度最为严重的阿片类物质, 吸
食大量海洛因后, 体内内源性阿片样物质因受

到负反馈调节而减少, 从而引起机体神经-内分

泌-免疫网络的功能紊乱[1]. 海洛因依赖治疗中

最难解决的问题是脱毒后的复吸. 因此, 如何有

效降低复吸率, 是当今脱毒治疗急需解决的首

要问题[2]. 美沙酮维持治疗是针对海洛因等阿片

类毒品依赖者采取的一种替代治疗方法, 目前

已成为全球阿片类毒品依赖维持疗法中应用最

为广泛的方式之一[3]. 近年来, 药物滥用对胃肠

道功能的影响已引起国内外学者的广泛关注[4]. 
已有研究证实药物滥用将导致直肠癌的发病率

增加, 并成为溃疡性结肠炎的诊断依据之一[5]. 
而直肠黏膜内分泌细胞数量及种类较多, 且胃

肠激素的改变与消化道疾病的发生关系密切[6]. 
5-羟色胺(5-hydroxytryptamine, 5-HT)是一种在

人体内广泛存在的生物活性胺, 哺乳动物体内

大约60%-90%的5-HT存在于胃肠道, 主要由肠

嗜铬细胞合成. 5-HT作为一种神经递质, 对机体

免疫系统和神经内分泌系统都有调节作用[7]. P
物质(substance P, SP)是最早发现的一种神经肽, 
属于哺乳动物速激肽家族; 在消化道主要分布

于肠神经系统及黏膜内分泌细胞[8]. 本课题组曾

对海洛因依赖大鼠结肠及直肠黏膜内5-HT和SP
的表达进行研究[9,10]. 目前国内外有关海洛因脱

毒、复吸时机体胃肠胰神经内分泌改变的形态
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学原位研究尚少, 尚未见到海洛因脱毒、复吸

时直肠内激素定位及表达情况的系统报道. 本
实验通过建立大鼠海洛因戒断、美沙酮脱毒及

复吸模型, 应用免疫组织化学SABC法及图像分

析, 对5-HT、SP在大鼠海洛因戒断、美沙酮脱

毒及复吸期间直肠黏膜的定位和表达进行研究. 
为探讨海洛因戒断和复吸的机制提供形态学资

料, 并试图为临床通过调整胃肠激素治疗海洛

因成瘾提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 成年SD大鼠35只, ♂, 体质量180-220 g,  
由贵阳医学院实验动物中心提供. 海洛因: 纯度

为61.48%, 由贵州省公安厅提供. 美沙酮: 汉方

制药厂提供.
1.2 方法 
1.2.1 分组: 按配对原则随机分为正常对照组

(NCG)5只、盐水对照组(SCG)15只和实验组

(EG)15只, EG又分为海洛因戒断组(heroin with-
drawal group, HWG)、美沙酮脱毒治疗组(meth-
adone detoxication group, MDG)和海洛因复吸组

(heroin relapse group, HRG), 由贵阳医学院动物

中心饲养员喂养. 
1.2.2 造模: (1)海洛因戒断大鼠模型[11]: EG按体

质量逐日注射海洛因药液. 首日剂量为3 mg/kg, 
2次/d(上午8:00, 下午15:00), 每日递增剂量为3 
mg/kg, 连续皮下注射海洛因9 d, 至第9天剂量为

27 mg/kg, 第10天EG取5只大鼠腹腔注射0.8 mg
纳洛酮催瘾, 观察并记录戒断症状30 min, 出现

扭体、湿狗样抖、跳跃、站立、齿颤、清理皮

毛、上睑下垂等戒断症状, 依照Maldonad等的

戒断症状评分标准评定, 判定大鼠海洛因戒断

模型成功建立. 戒断组大鼠1 h内处死; (2)美沙

酮脱毒治疗模型[12]: 将已成瘾大鼠注射美沙酮

脱毒治疗, 连续注射6 d, 每日剂量递减, 依次为

5、4、3、2、1、0.5 mg/kg, 观察并记录, 脱毒

治疗第7天(实验第17天)使用纳洛酮催瘾并观察, 
MDG大鼠与NCG和SCG比较, 无明显戒断症状, 
将MDG大鼠处死; (3)海洛因复吸大鼠模型: 将
剩余5只美沙酮脱毒6 d后的大鼠再次注射海洛

因, 注射剂量9 mg/kg首日, 1次/d(上午8:00), 逐
日递增剂量为3 mg/kg, 让大鼠再次染毒, 制作复

吸模型. 复吸7 d(实验第24天)后将复吸组大鼠处

死. SCG按体质量每日注射与EG相当剂量的生

理盐水, 并与EG同时处死; NCG不予任何处理, 
按时喂养, 同期处死. 
1.2.3 取材及标本制备: 分别取NCG、SCG和

www.wjgnet.com

■研发前沿
阿片类药物依赖
戒断机制及治疗
的研究一直是医
学 界 关 注 的 热
点. 海洛因是目前
非法滥用范围最
广、危害程度最
为严重的阿片类
物质, 海洛因依赖
治疗中最难解决
的问题是脱毒后
的复吸. 美沙酮维
持治疗已成为全
球阿片类毒品依
赖维持疗法中应
用最为广泛的方
法之一.
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EG(戒断、脱毒和复吸)大鼠直肠标本, 多聚甲

醛液固定, 常规石蜡包埋, 制成4 μm厚的连续切

片, 每例每个观察指标均观察切片3张以上, 切
片间隔56 μm. 
1.2.4 免疫组织化学SABC法: 按免疫组织化学

SABC法进行染色, 分别显示5-HT和SP阳性细

胞. 主要步骤为: 切片常规脱蜡至水, 室温10%
甲醇-H2O2 10 min, 正常羊血清(1∶50)室温下封

闭20 min, 依次滴加兔5-HT(1∶1 000, 中国人民

解放军第四军医大学提供)、SP(1∶100, 北京

中杉金桥生物技术有限公司)抗血清4 ℃孵育过

夜, 羊抗兔 IgG(1∶100)37 ℃孵育20 min, SABC
复合物(1∶100, 武汉博士德生物工程公司提

供)37 ℃孵育20 min, DAB-H2O2液显色, 苏木精

轻度复染细胞核, 中性树胶封片. 方法对照: PBS
缓冲液代替特异性抗血清, 余步骤同上. 
1.2.5 图像分析: 随机选取NCG、SCG和实验各

组直肠切片各5张, 在40倍物镜下, 每张切片随

机选取5个视野, 分别计数每个视野内有核阳性

5-HT、SP细胞数. 同样的方法选取视野, 用Bio-
Mias图像分析系统检测5-HT、SP阳性细胞的平

均灰度值. 
统计学处理 应用SPSS11.5软件包对实验数

据进行单因素方差分析, 实验数据用mean±SD
表示. P <0.05为具有显著性.

2  结果

2.1 直肠5-HT阳性细胞的形态学观察和图像分析

2.1.1 免疫组织化学观察: 光镜下, 正常组大鼠

5-HT阳性细胞经DAB-H2O2液显色, 可见免疫

反应产物呈棕黄色或棕黑色细颗粒状存在于细

胞质内. 5-HT阳性细胞主要分布于黏膜上皮细

胞间, 形态多样, 呈圆形、椭圆形、锥形、梭形

等, 有的细胞顶端可见细长突起抵达肠腔或小肠

腺腔(图1A). 方法对照切片未见阳性反应细胞. 
SCG和NCG相比, 5-HT阳性细胞的形态、数量、

分布及免疫染色强度均未见明显变化(图1B). 
MDG与SCG和NCG比较, 大鼠直肠5-HT阳性细

胞的数量、形态、分布和免疫染色强度未见明

显变化(图1D). 与正常和SCG比较, HWG、HRG
大鼠直肠5-HT阳性细胞的形态分布未见明显变

化, 但免疫染色加深, 细胞数量增多(图1C, E). 
2.1.2 图像分析结果: NCG、SCG及MDG大鼠直

肠5-HT阳性细胞计数及平均灰度值的差异无统

计学意义(P >0.05), 与正常及SCG相比, HWG、

HRG大鼠直肠5-HT阳性细胞计数增多, 平均灰

度值降低, 差异有统计学意义(P <0.05, 表1, 图2). 
2.2 直肠SP阳性细胞的形态学观察和图像分析

2.2.1免疫组织化学观察: 光镜下, 正常组大鼠直

肠SP阳性细胞数量较少, 散在分布于肠腺上皮

细胞之间, 多呈卵圆形或不规则形. 经DAB-H2O2

液显色, 可见免疫反应产物位于细胞质内, 呈棕

黄色细颗粒状(图3A). 方法对照切片未见阳性

反应细胞. SCG与NCG比较, 大鼠SP阳性细胞的

数量、形态、分布和免疫染色强度未见明显变

■相关报道
Capasso研究显示
5-HT受体阻断剂
可明显减弱体外
培养豚鼠回肠对
吗啡戒断的反应, 
表明血清素能和
阿片系统之间存
在功能上的密切
联系 .  SP是直接
调控吗啡等阿片
类药物镇痛功能
和耐受性的关键
物质.
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图  1  5-HT阳性细胞的光镜观察(SABC法×400). A: NCG; B: SCG第17天; C: HWG; D: MDG; E: HRG.
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化(图3B). 与SCG和NCG比较, HWG、HRG SP
阳性细胞的免疫染色加深, 细胞数量增多(图3C, 
E); MDG则未见明显变化(图3D). 
2.2.2 图像分析结果: NCG、SCG及MDG SP阳
性细胞计数及平均灰度值的差异无统计学意义

(P >0.05), 与正常和SCG比较, HWG、HRG SP阳
性细胞计数增多, 平均灰度值降低, 差异有统计

学意义(P <0.05, 表2, 图4). 

3  讨论

海洛因依赖及戒断后, 由于外源性阿片类物质

的作用及其对内源性阿片类物质的影响, 导致

阿片受体、内源性阿片肽及受其调节的神经内

分泌系统的改变, 表现出以迷走神经功能亢进

为主的戒断症状. 海洛因成瘾者的戒断反应, 实
质上是机体内部适应与暂时不适应相互转化的

表现, 这一过程是建立在神经内分泌的变化、

调节和失调基础上的[1]. 戒断症状的存在, 是造

成海洛因依赖者脱毒治疗后复吸的重要因素. 
在临床观察所见的戒断症状中, 消化道功能紊

乱者尤其普遍存在, 如消化不良、食欲减退、

腹胀、腹泻或便秘等[4]. 另有研究表明, 吗啡戒

断大鼠易出现肠系膜局部微循环障碍[13]. 
5-H T是参与调节胃肠道运动和分泌功能

的重要神经递质和旁分泌信号分子, 95%来源

于肠道黏膜层的肠嗜铬细胞. 迷走神经刺激、

胃肠内压对胃肠壁的作用等均可使肠嗜铬细胞

释放5-HT[14]. 5-HT信号系统异常可导致胃肠道

动力及分泌功能异常、内脏高敏感性, 与慢性

便秘、肠易激综合征(irritable bowel syndrome, 

IBS)、腹泻及功能性消化不良等胃肠道功能性

疾病密切相关[15-17]. Capasso研究显示5-HT受体

阻断剂可明显减弱体外培养豚鼠回肠对吗啡戒

断的反应, 表明血清素能和阿片系统之间存在

功能上的密切联系[18]. 本实验通过建立海洛因

依赖动物模型, 注射纳络酮诱发急性戒断症状, 
结果显示戒断组大鼠直肠内5-HT阳性细胞的数

量较NCG及SCG明显增多, 免疫染色增强, 推测

肠黏膜5-HT的表达增高与海洛因戒断时消化系

反应密切相关. 
SP为含11个氨基酸残基的多肽, 在消化道

主要分布于肠神经系统及黏膜内分泌细胞, 可
与5-HT共存于肠嗜铬细胞[19].  SP可作为神经递

质的调节因子, 可促进消化系平滑肌收缩, 加强

结肠的集团推进运动, 刺激肠黏膜分泌水和电

解质[20]. IBS发病过程中出现的肠道应激反应、

肠道感染及内脏高敏感性均与SP密切相关[21,22]. 
Wang等[23]报道便秘型IBS大鼠肠神经系统及中

枢神经系统内SP和c-fos蛋白的表达异常, 并推

测SP的表达异常直接参与IBS的发病机制. 夏
頔等观察IBS患者回盲部肠黏膜SP、SP受体及

5-HT的改变及其相互关系, 实验结果表明认为

SP、SP受体和5-HT共同作用, 在IBS的发病机

制中起重要作用[24]. 研究证实大鼠脑室神经活

性肽SP片段(SP1-7)在吗啡戒断期间明显增高[25]. 
在大鼠阻断SP特异性NK1受体将减少纳洛酮给

药后引起的戒断综合征的出现[26]. 本实验结果

显示戒断组大鼠直肠黏膜表达SP增高, 提示SP
与阿片肽之间存在复杂的作用机制, 二者共同

参与海洛因戒断时消化系黏膜损伤的调节过程. 
美沙酮系阿片受体激动剂, 由于其特有的药

理学作用而被广泛地应用于阿片类成瘾的治疗. 
具有与阿片受体亲和力大, 维持时间长, 成瘾潜

力小等特点, 口服美沙酮可控制戒断症状[3]. 本
实验采用美沙酮剂量逐日递减法建立美沙酮脱

毒动物模型, 用免疫组织化学及图像分析法研

究MDG大鼠直肠黏膜5-HT、SP的含量变化, 结
果显示5-HT、SP含量较HWG大鼠显著降低, 与

■创新盘点
本实验观察到戒
断及复吸组大鼠
直肠5-HT的表达
增高可能参与肠
黏膜损伤的调节
过程. 戒断及复吸
组大鼠直肠黏膜
表达SP增高 ,  提
示SP与阿片肽之
间存在复杂的作
用机制, 可能是机
体对抗海洛因依
赖引起肠道功能
紊乱的调节作用
之一. 脱毒组大鼠
戒断症状有所改
善 ,  5-HT含量的
降低可能提示美
沙酮维持疗法有
一定疗效 .  SP表
达接近正常, 提示
SP参与脱毒后消
化系功能恢复的
调节过程.

表  1  大鼠直肠5-HT阳性细胞计数/视野 (mean±SD)

     
分组       10 d        17 d        24 d

NCG 3.16±2.05 3.16±2.05 3.16±2.05

SCG 2.80±2.13 2.92±1.77 2.81±1.85

EG 5.09±3.39a 3.03±2.01c 5.05±3.04a

aP<0.05 vs  NCG、SCG和EG 17 d; cP<0.05 vs  NCG、SCG.

表  2  大鼠直肠SP阳性细胞计数/视野 (mean±SD)

     
分组       10 d        17 d        24 d

NCG 1.29±0.86 1.29±0.86 1.29±0.86

SCG 1.37±0.93 1.38±0.75 1.39±0.79

EG 2.55±1.35a 1.48±0.71c 2.57±1.27a

aP<0.05 vs  NCG、SCG和EG 17 d; cP<0.05 vs  NCG、SCG.
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图  2  各组大鼠直肠5-HT阳性细胞的平均灰度值. aP <0.05 

vs  NCG、SCG和EG 17 d.
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NCG及SCG比较无统计学意义. 国内外研究发

现, 阿片类戒断后的焦虑情绪和5-HT系统功能

有关, 5-HT含量的改变可能是稽延性戒断症状

的主要机制之一[27]. 血清中5-HT的浓度改变可

作为观测稽延性戒断症状程度的客观指标, 其
降低的程度可作为疗效的评定参考[28]. 本实验观

察到MDG大鼠戒断症状有所改善, 5-HT含量的

降低可能提示美沙酮维持疗法有一定疗效. SP
表达接近正常, 提示SP参与脱毒后消化系功能

恢复的调节过程. 
叶峻等 [29]研究证实海洛因复吸大鼠脑内

NA、DA、5-HT等神经递质的含量升高, 而且

随复吸次数增多而升高. 本实验通过模拟海洛

因依赖者脱毒后复吸的过程, 研究5-HT、SP在
大鼠直肠含量的改变, 结果表明复吸后5-HT、
SP的含量再次升高, 与叶峻等的结果相似. 这与

本课题组前期对海洛因依赖期间大鼠结肠内分

泌细胞的研究结果类似[10]. 5-HT(1A)拮抗剂可

阻断口服大豆吗啡对小肠蠕动的抑制作用[30]. 本
研究显示海洛因长期依赖引起5-HT改变可能是

阿片肽再次作用引起消化系黏膜的损伤所致, 
增多的5-HT也参与肠黏膜损伤的调节过程. 

SP是直接调控吗啡等阿片类药物镇痛功能

和耐受性的关键物质[31]. 国内外研究发现长期吗

啡依赖后脑组织中SP含量升高[25]. Liang等[32]研

究显示β2肾上腺素能受体对慢性吗啡依赖大鼠

脊髓背根神经节内SP表达水平升高具有重要作

用, 并证实其参与长期吗啡依赖时神经元适应的

调节. Kojima等[33]研究表明阿片受体激动剂洛哌

丁胺对NK3受体诱发的5-HT释放具有明显的抑

制作用, 并推测该抑制作用是由位于神经元内的

κ和δ受体所介导的. 本实验结果显示复吸组大鼠

直肠黏膜表达SP增高, 提示脑肠肽与阿片肽之间

存在复杂的作用机制, 可能是机体对抗海洛因依

赖引起肠道功能紊乱的调节作用之一. 
总之, 本研究结果显示在海洛因依赖戒断期

间, 直肠黏膜5-HT、SP表达出现明显变化, 提示

胃肠激素参与海洛因戒断、脱毒和复吸时消化

功能紊乱的调节过程, 为进一步研究其具体机制

提供形态学原位资料, 并为下一步临床通过调整

胃肠激素治疗海洛因成瘾提供形态学资料.
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