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二乙酰吗啡致大鼠小脑颗粒神经元细胞凋亡过程中 C-Jun、
Cytc 和 Caspase-9 的作用

苏丽萍 1，路子扬 2，刘  丽 2，张  巍 1，苏天园 3，胡夏韵 4，蒲红伟 5，6，韩登峰 7

文题释义：

二乙酰吗啡：为半合成的阿片受体纯激动剂，由吗啡和醋酸酐为原料经化学反应制成，其镇痛作用强于吗啡，镇痛效果为吗啡的4-8倍，

其成瘾速度快，戒断难度大。长期使用后不仅会对人体的免疫功能造成严重破坏，还可导致心、肝、肾等重要脏器的功能损害。

C-jun：作为最早被发现的JNK核内底物，属于碱性-亮氨酸拉链蛋白的主要成员，可与胞质中激活的c-jun氨基末端激酶特异性结合，与碱

性-亮氨酸拉链蛋白转录因子(如c-fos家族和ATF家族成员)形成异二聚体，然后与DNA染色体结合，促进凋亡相关靶基因表达。

摘要

背景：二乙酰吗啡药物可导致神经元损伤，但是目前二乙酰吗啡是否诱导神经元细胞凋亡，c-jun、cytc 和caspase-9因子是否参与此过程

尚未见报道。

目的：探讨C-jun、Cytc、Caspase-9是否参与二乙酰吗啡诱导神经元细胞凋亡过程。

方法：将SD乳鼠小脑颗粒神经元细胞体外培养7 d，采用不同质量浓度二乙酰吗啡(0，10，40，80，100，120 mg/L)干预神经元细胞24 h，
在倒置荧光显微镜下观察神经元细胞形态改变，流式细胞仪检测细胞凋亡率。采用100 mg/L二乙酰吗啡和20 μmol/L JNK抑制剂SP600125作
用于细胞24 h，通过免疫荧光和蛋白印迹方法检测c-jun、cytc 和caspase-9蛋白的表达。

结果与结论：①在不同质量浓度二乙酰吗啡干预下，随着给药质量浓度的增加，神经元细胞胞体萎缩、亮度降低，部分呈灰黑色，细胞碎

裂，神经元网状结构不同程度的消失，细胞改变数量逐渐增加；②随着给药质量浓度的增加，形态改变的细胞数量明显增多(P < 0.01)，细

胞凋亡率也显著增高(P < 0.01)；③与对照组相比，100 mg/L二乙酰吗啡作用神经元细胞时，二乙酰吗啡组c-jun、cytc和caspase-9 蛋白呈高

表达，差异有显著性意义(P < 0.05)；与二乙酰吗啡组相比，二乙酰吗啡+SP600125组c-jun、cytc和caspase-9 蛋白表达明显下调，差异有显

著性意义(P < 0.05)；④结果表明，二乙酰吗啡可诱导小脑颗粒神经元细胞凋亡，c-jun、cytc 和caspase-9参与了二乙酰吗啡致神经元细胞

凋亡的过程。
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

△通过二乙酰吗啡对神

经元细胞进行干预，

探索二乙酰吗啡诱导

神 经 元 细 胞 凋 亡、

调 控 c-jun、cytc 和

caspase-9 因子变化的

机制，以期获得二乙

酰吗啡致海洛因海绵

状白质脑病的证据。

培养 SD 乳鼠
小脑颗粒神
经元细胞

100 mg/L 二乙酰
吗啡致神经元细
胞凋亡模型

20 μmol/L JNK 抑
制剂 SP600125 联
合干预

检测：
(1) 观察神经元细胞形态；
(2) 计数神经元细胞凋亡率；
(3) 免疫荧光检测 c-jun、cytc 和

caspase-9 蛋白表达；
(4) 蛋白印迹检测 c-jun、cytc 和

caspase-9 蛋白表达。

结论：  
(1) 二乙酰吗啡可致神经元细胞凋

亡，c-jun、cytc 和 caspase-9
蛋白参与了神经元细胞凋亡；

(2)SP600125 抑制剂对二乙酰吗啡
引起的神经元细胞凋亡有一定
改善作用。
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0   引言   Introduction
二乙酰吗啡 (Diacetylmorphine) 作为阿片类药物，可通

过血脑屏障作用于中枢神经系统，抑制神经递质传递、干扰

感觉信号途径。同时，二乙酰吗啡可致脑细胞水肿、变性及

神经元损伤等
[1-3]

，较为典型的病理变化为海洛因海绵状白

质脑病，其典型病理特征为脑白质空泡变性，其发生机制与

细胞凋亡密切相关
[4-5]

。

 C-jun 作为最早被发现的 JNK 核内底物，属于碱性 - 亮

氨酸拉链 (basic leucine zipper，bZip) 蛋白的主要成员，可与

胞质中激活的 JNK 特异性结合，与 bZip 转录因子 ( 如 c-fos
家族和 ATF 家族成员 ) 形成异二聚体，然后与 DNA 染色体结

合，促进凋亡相关靶基因表达，是目前研究较为广泛的凋亡

蛋白
[5]
。在细胞凋亡信号转导途径中，C-jun/JNK 信号通路可

通过作用于线粒体，磷酸化线粒体细胞膜中的 Bcl-2/Bcl-xL， 

促进线粒体释放 Cytc 至细胞质中，从而诱发 Caspase 级联效

应，促进细胞凋亡。Cytc 作为线粒体细胞器中的组成部分，

是 caspase 上游的重要蛋白酶激活因子，通过 dATP 作用可

发生级联效应诱发凋亡，其途径主要是：Cytc→ 凋亡相关

因子 1 (Apaf-1)→ 形成聚合体 →caspase-9 结合 → 级联激活

caspase 家族 ( 凋亡效应因子 )→ 凋亡小体 → 凋亡
[6-8]

。 
 目前对于 C-jun 信号通路在二乙酰吗啡致神经元损伤发

生、发展过程中的具体作用机制阐述不清，只有少数证据提

示 C-Jun 在神经元细胞损伤中起关键作用
[9-10]

，以往研究主

要集中于二乙酰吗啡致神经元细胞损伤形态学观察
[11-12]

，一

定程度证实了二乙酰吗啡成瘾致脑损伤的主要形式是细胞凋

亡，已有充足的依据证实对神经细胞凋亡进行调控，可有效

减轻二乙酰吗啡成瘾导致的脑组织损伤的程度。

C-jun/JNK 信号通路是否参与了二乙酰吗啡致大鼠小脑

颗粒神经元 (cerebellar granule neurons，CGC) 损伤的过程？

C-jun/JNK信号通路与 cytc和 caspase-9之间是否存在相关性，

这有待于深入研究，这将为法医病理学中不明原因的神经元

性猝死检案提供理论基础，并且为临床诊疗和预防提供新方

向。 

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   细胞学体外实验。

1.2   时间及地点   实验于 2018 年 10 月至 2019 年 10 月在新

疆医科大学第一附属医院临床研究院实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   随机选取出生 7 d 龄 SD 乳鼠，雌雄不限，

由新疆医科大学动物实验中心提供，所有动物使用和管理均

由新疆医科大学第一附属医院动物实验医学伦理委员会批

准，批准号 IACUC201805-K1。动物处理均在新疆医科大学第

一附属医院临床研究中心完成。

1.3.2   实验试剂及来源   二乙酰吗啡 ( 纯度为 90% 以上 ) 由新

疆维吾尔自治区禁毒总队提供；C-jun、Cytc、Casepase-9、
Alexa Fluor® 594 和 Alexa Fluor®488(Goat Anti-Rabbit IgG H&L)
抗体 (Abcam 公司 )；DMEM/F12、Neurobasal A、胎牛血清、

B27 补充物、L- 谷氨酰胺、0.25% 胰蛋白酶 (Gibco 公司 )；
阿糖胞苷 (Ara-C)、JNK 抑制剂 SP600125、多聚赖氨酸 (Sigma
公司 )；Western blot 二抗试剂盒 (Invitrogen 公司 )。
1.4   实验方法   
1.4.1   细胞培养   将 SD 乳鼠小脑组织置于 D’Hanks 液中，

无菌环境下剔除软脑膜和血管，将小脑皮质组织剪碎成 
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Abstract
BACKGROUND: Diacetylmorphine drugs can cause neuronal injury, but whether diacetylmorphine induces neuronal apoptosis or whether c-Jun, cytc and 
caspase-9 factors are involved in this process have not been reported. 
OBJECTIVE: To investigate whether C-jun, Cytc, and Caspase-9 are involved in apoptosis induced by diacetylmorphine.
METHODS:  The cerebellar granule neurons of SD suckling mice were cultured in vitro for 7 days. Different concentrations of diacetylmorphine (0, 10, 40, 80, 
100, 120 mg/L) were used to intervene neurons for 24 hours. The morphological changes of neurons were observed by inverted fluorescence microscope, and 
the apoptosis rate was detected by flow cytometry. The cells were treated with 100 mg/L diacetylmorphine and 20 μmol/L JNK inhibitor SP600125 for 24 hours. 
The expressions of c-jun, cytc and caspase-9 protein were detected by immunofluorescence and western blot assay.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) With the increase dosages of diacetylmorphine, the neuronal cell body of neurons shrank, the brightness decreased, some 
of them were gray black, the cells were fragmented, the neuron network structure disappeared in different degrees and the number of cell changes increased 
gradually. (2) With the increase of the concentration of the drug, the number of morphological changes increased obviously (P < 0.01), and the apoptosis rate 
also increased significantly (P < 0.01). (3) Compared with the control group, c-jun, cytc and caspase-9 proteins were highly expressed in the diacetylmorphine 
group when treated with 100 mg/L diacetylmorphine and the difference was statistically significant (P < 0.05). Compared with the diacetylmorphine group, 
c-jun, cytc, and caspase-9 protein expression was significantly down-regulated in the diacetylmorphine+SP600125 group (P < 0.05). (4) The results indicate 
that diacetylmorphine can induce apoptosis of cerebellar granule neurons. The c-jun, cytc, and caspase-9 are involved in neuronal apoptosis induced by 
diacetylmorphine.
Key words: diacetylmorphine; cerebellum; neuron; c-jun; Cytc; Caspase-9; apoptosis
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1 mm×1 mm×1 mm 大小，37 ℃胰蛋白酶消化 20-30 min，
用 DMEM/F12 培养基终止消化，细胞筛网过滤、离心、弃上

清液，计数细胞并稀释至 4×109 L-1
，接种细胞，培养 24 h 后

更换培养液 ( 添加 2%B27 的 Neurobasal A+ 阿糖胞苷 )，每隔

48 h 进行 1 次半量换液。小脑颗粒神经元细胞培养至第 7 天，

神经元分化已基本成熟，加入不同质量浓度二乙酰吗啡 (0，
10，40，80，100，120 mg/L)进行细胞形态观察和凋亡率检测。

 

1.4.2   小脑颗粒神经元形态学观察   不同质量浓度的二乙酰

吗啡干预小脑颗粒神经元 24 h，于倒置荧光显微镜下观察神

经元细胞形态改变并拍照。

1.4.3   流式细胞仪检测小脑颗粒神经元细胞凋亡率   不同质

量浓度的二乙酰吗啡干预 24 h 后，PBS 清洗，调整细胞悬液

浓度为 1×109 L-1
，经过离心、弃上清、细胞固定、消化、清洗、

离心、弃上清等步骤后，分别加入 5 μL AnnexinV-FITC( 绿色

荧光 ) 和 5 μL Propidium Iodide( 红色荧光 ) 混匀，避光孵育

15 min，加入 Binding Buffer 混匀，室温放置 15 min，上流式

细胞仪检测细胞凋亡情况，每组重复独立进行 3 次实验，并

计算早期凋亡率。

1.4.4   免疫荧光检测 C-jun、caspase-9 和 Cytc 蛋白的表达   
将 100 mg/L 二乙酰吗啡和 20 μmol/L JNK 抑制剂 SP600125 作

用于小脑颗粒神经元 24 h，分为对照组、二乙酰吗啡组和二

乙酰吗啡 +SP600125 组，PBS 清洗、离心、固定，0.3%Triton  
X-100 和 PBS 孵 育 30 min，5%BSA 封 闭 30 min， 分 别 加

入 β-tubulin (1 ∶ 500)、C-jun(1 ∶ 800)、Cytc(1 ∶ 1 000)、
caspase-9(1 ∶ 1 000) 抗体，4 ℃冰箱孵育过夜，次日室温孵

育 1 h，PBS 清洗 3 遍，加 Alexa Fluor® 594 和 Alexa Fluor®488
二抗 37 ℃孵育 40 min，PBS清洗，DAPI染色 10 min，PBS清洗，

上激光共聚焦仪进行拍照，结果以荧光指数表示，荧光指 

数 =( 实验样品的平均荧光强度 -对照样品的平均荧光强度 )/
正常组织样品的平均荧光强度。数据结果判定：荧光指数> 1.0
为阳性表达，荧光指数≤ 1.0 为阴性表达。 
1.4.5   蛋白印迹检测 C-jun、caspase-9 和 Cytc 蛋白的表达   
收集对照组、二乙酰吗啡组和二乙酰吗啡 +SP600125 组细

胞，提取总蛋白，BCA 法蛋白定量，蛋白上样、转膜、电转

移至 PVDF 膜 1 h、5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，分别加入 

β-tubulin(1 ∶ 8 000)、C-jun(1 ∶ 2 000)、caspase-9(1 ∶ 2 000) 

抗体，4 ℃孵育过夜，次日室温孵育 40 min，加入二抗 37 ℃
孵育 1 h，TBST 液洗膜，显色。利用基因公司 (GeneCompany)
图像处理仪进行蛋白表达分析，利用 Gel-Pro 图像分析仪软

件对蛋白进行定量检测。 
1.5   主要观察指标   ①不同质量浓度二乙酰吗啡对神经元细

胞形态和神经元细胞凋亡率的影响；② JNK 抑制剂 SP600125
干预前后 C-jun、caspase-9 和 Cytc 蛋白表达变化。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 17.0 统计软件进行数据分析和处

理，计量资料用 x-±s 表示，两组组间差异比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析和方差同质性检验，如方差

齐采用 LSD 检验，如方差不齐采用 Tamhane’s T2
检验，检验

水准 α=0.05。

2   结果   Results 
2.1   小脑颗粒神经元细胞形态   对照组小脑颗粒神经元细胞

数量较多、密度大，神经元胞体透亮，结构清晰，神经元突

触网络结构完整，见图 1A；10 mg/L 二乙酰吗啡作用 24 h 后，

细胞形态改变数量和密度与对照组无明显差异，见图 1B；
40 mg/L 二乙酰吗啡干预 24 h 后，部分神经元细胞体积缩

小，细胞形态改变数量增加，少量细胞形态类似于营养不良

性神经炎，见图 1C；80 mg/L 二乙酰吗啡干预 24 h 后，神经

元细胞胞体缩小，细胞形态改变数量增加，胞体亮度降低，

细胞密度减低，神经轴突触网状结构部分消失，见图 1D；

当药物质量浓度到达 100 mg/L 时，多数神经元细胞胞体萎

缩、胞体亮度下降，存活细胞密度降低，细胞与细胞之间突

触断裂、消失，网格状结构消失明显，细胞形态改变数量明

显增加，见图 1E；当药物质量浓度高达 120 mg/L 时，大量

神经元细胞胞体萎缩，胞体亮度灰暗或呈黑色，细胞碎屑形

成，网格结构消失，细胞数量明显减少，见图 1F。当 80，
100，120 mg/L 二乙酰吗啡作用于小脑颗粒神经元，形态改

变的细胞数量与对照组相比有明显不同，差异有显著性意义 

(P < 0.05)。通过统计软件经单因素方差分析得出 F=33.23，
P=0.048，二乙酰吗啡可影响神经元细胞形态功能。

2.2   小脑颗粒神经元细胞凋亡率   当二乙酰吗啡质量浓度达

到 10 mg/L 时即可出现神经元细胞凋亡 ( 早期凋亡 )，当其质

量浓度达到 40 mg/L 时，小脑颗粒神经元则出现较为明显的

细胞凋亡，随着二乙酰吗啡质量浓度增加小脑颗粒神经元细

胞的凋亡率呈明显上升趋势，与对照组比较，差异有显著性

意义 (P < 0.01)，见图 2，表 1。

小脑颗粒神经元的培养及鉴定

细胞来源： 新生 SD 大鼠小脑颗粒细胞

培养方法： 酶消化法体外培养

基础培养基： DMEM/F12 培养基 

添加材料： 体积分数为 20% 无菌胎牛血清、2% B27、10 μmol/L 阿糖胞苷、

青霉素、链霉素

培养时间： 原代细胞培养 24 h 后，全量换成含 2% B27 的 Neurobasal A+ 阿

糖胞苷 (10 μmol/L )+Kcl(25 mmol/L) 维持培养液，此后每隔 48 h

半量换液 1 次，培养至 5 d 开始后续实验

细胞鉴定： 通过激光共聚焦显微镜检测神经元细胞特异性抗体 β-tubulin Ⅲ

蛋白，进行心肌细胞纯度鉴定 

伦理学批准： 该实验于 2018-05-21 经新疆医科大学第一附属医院动物实验医

学伦理委员会批准，批准号 IACUC201805-K1

表 1 ｜不同质量浓度二乙酰吗啡干预 24 h 后小脑颗粒神经元细胞凋亡
率                                                                                                          (x-±s，n=3，%)
Table 1 ｜ Apoptosis rate of cerebellar granule neurons after 24-hour 
intervention with different concentrations of diacetylmorphine 

二乙酰吗啡 (mg/L) 小脑颗粒神经元凋亡率

0( 对照组 ) 4.00±1.82
10 9.20±3.51
40 12.68±4.78a

80 43.67±3.79b

100 49.25±9.36b

120 63.78±11.57b

F 值 79.63
P 值 0.001

表注：与对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01
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2.3   免疫荧光检测 C-jun、cytc 和 caspase-9 蛋白的表达   二
乙酰吗啡组 C-jun、cytc 和 caspase-9 蛋白呈高表达，而对照

组 C-jun、cytc 和 caspase-9 蛋白表达不明显，两组比较差异

有显著性意义 (P < 0.05)。在二乙酰吗啡 +SP600125 组中，以

上 3 种蛋白表达量均降低，与二乙酰吗啡组比较，差异有显

著性意义 (P < 0.05)，见图 3-5。

图注：图中 A-F 分别为 0，10，40，80，100，120 mg/L 二乙酰吗啡组；G 为形态改变的细胞数量统计分析，与对照组比较，
aP < 0.05

图 1 ｜不同质量浓度二乙酰吗啡干预 24 h 后小脑颗粒神经元细胞形态改变 (×200)
Figure 1 ｜ Morphological changes of cerebellar granule neurons after 24-hour intervention with different concentrations of diacetylmorphine (× 200)
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图注：图中 A-F 分别为 0，10，40，80，100，120 mg/L 二乙酰吗啡组。当二乙酰吗啡质量浓度达到 10 mg/L 时即可出现神经元细胞凋亡 ( 早期凋
亡 )，当其质量浓度达到 40 mg/L 时，小脑颗粒神经元则出现较为明显的细胞凋亡，随着二乙酰吗啡质量浓度增加小脑颗粒神经元细胞的凋亡率呈
明显上升趋势
图 2 ｜不同质量浓度二乙酰吗啡干预 24 h 后小脑颗粒神经元细胞凋亡率
Figure 2 ｜ Apoptosis rate of cerebellar granule neurons after 24-hour intervention with different concentrations of diacetylmorphine
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图 3 ｜免疫荧光检测各组小脑颗粒神经元 cytc 蛋白的表达
Figure 3 ｜ Expression of cytc protein in cerebellar granule neurons 
detected by immunofluorescence in each group

图 4 ｜免疫荧光检测各组小脑颗粒神经元 Caspase-9 蛋白的表达
Figure 4 ｜ Expression of Caspase-9 protein in cerebellar granule neurons 
detected by immunofluorescence in each group 

2.4   蛋白印迹检测 Cytc、caspase-9 和 C-jun 蛋白的表达   二
乙酰吗啡组 C-jun 和 Caspase-9 蛋白表达明显高于对照组，差

异有显著性意义 (P < 0.05)，Cytc 蛋白表达与对照组比较，差

异有非常显著性意义 (P < 0.01)。与二乙酰吗啡组比较，二乙

酰吗啡 +SP600125 组 C-jun、Caspase-9 和 Cytc 蛋白表达量较

低，差异均有显著性意义 (P < 0.05)，见图 6。
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图注：神经元在免疫荧光激发下
Cytc 呈红色，β-tubulin Ⅲ呈绿色，
核主要被 DAPI 染为蓝色；对照组
cytc 蛋白表达不明显，二乙酰吗啡
组 cytc 蛋白表达量较高，二乙酰
吗啡 +SP600125 组 cytc 蛋白表达
量降低。与对照组比较，

aP < 0.05，
与二乙酰吗啡组比较，

bP < 0.05

图注：神经元在免疫荧光激发下
Caspase-9 呈红色，β-tubulin Ⅲ呈绿
色，核主要被 DAPI 染为蓝色；对
照组 Caspase-9 蛋白表达不明显，
二乙酰吗啡组 Caspase-9 蛋白表达
量较高，二乙酰吗啡 +SP600125 组
Caspase-9 蛋白表达量降低。与对照
组比较，

aP < 0.05，与二乙酰吗啡组
比较，

bP < 0.05
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图 5 ｜免疫荧光检测各组小脑颗粒神经元 C-jun 蛋白的表达

Figure 5 ｜ Expression of C-jun protein in cerebellar granule neurons 
detected by immunofluorescence in each group 
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图 6 ｜蛋白印迹检测各组小脑颗粒神经元 Cytc、caspase-9 和 C-jun 蛋白

的表达

Figure 6 ｜ Expression of Cytc, caspase-9 and C-jun protein in cerebellar 
granule neurons detected by western blot assay 

图注：神经元在免疫荧光激发下

C-jun 呈红色，β-tubulin Ⅲ呈绿色，

核主要被 DAPI 染为蓝色；对照组

C-jun 蛋白表达不明显，二乙酰吗

啡组 C-jun 蛋白表达量较高，二乙

酰吗啡 +SP600125 组 C-jun 蛋白表

达量降低。与对照组比较，
aP < 0.05，

与二乙酰吗啡组比较，
bP < 0.05

图注：与对照组比较，
aP < 0.01，

bP < 0.05

3   讨论   Discussion
细胞凋亡是由编码基因调控的程序性死亡，属于机体主

动过程。凋亡基因的激活、表达及调控等与凋亡密切相关，

主要涉及 JNK 家族、Bcl-2 家族和 caspase 家族等
[13]
。二乙酰

吗啡作为全球滥用最为广泛的毒品之一，长期吸食可导致神

经元细胞和神经纤维超微结构发生改变，还可导致中枢神经

系统器质性疾病，例如海洛因海绵状白质脑病，其病理特征

为脑白质组织发生海绵状变性，主要是由细胞凋亡引起
[14-15]

。

C-jun 作为 JNK 信号通路中的主要调节因子，可在胞质

中活化 JNK 而进入细胞核，激活相应转录因子诱导 Bim、

Bid 等 BH3-only 蛋白的表达，从而活化 Bax、bcl-2 等促凋亡

蛋白，使 Bax 从胞浆转入线粒体，导致线粒体膜通透性增加

甚至破坏，释放大量细胞色素 C，激活线粒体凋亡途径的信

号通路。有研究表明，在神经细胞缺血再灌注损伤研究中，

细胞外信号调节激酶 (ERK) 及 JNK 信号通路的异常激活与神

经损伤和凋亡机制发生密切相关
[16-17]

。C-jun/JNK 信号通路

参与了细胞增殖、存活、凋亡、神经元轴突再生等生物学活

动。有学者发现，在 5 mmol/L Kcl 处理小脑颗粒神经元、淀

粉样蛋白处理大脑皮质神经元、撤神经生长因子处理交感神

经元、MPP+/MPTP 诱导黑质神经元凋亡等过程中，c-jun 均

发挥着主要作用
[18-19]

。但目前对这些现象的解释还仅仅是在

“神经元种类、发育阶段或模型不同”这一水平上，其具体

分子机制还需继续深入研究。在细胞内凋亡信号途径中，线

粒体是重要的感受器和放大者，在细胞凋亡中起着举足轻重

的作用
[20]
。有文献报道，JNK/c-jun 信号通路的激活与神经

元凋亡过程密切相关，抑制剂 SP600125 可降低细胞凋亡的

发生，其作为 JNK 信号通路的特异性阻断剂能够有效保护神

经元
[21]
。在哺乳动物生命活动过程中，Caspase 家族作为重

要的信号效应分子，在细胞凋亡过程中扮演重要角色，其主

要发挥作用的分子有两类：第一类是起始 caspases 因子 ( 例
如 caspase-2，8，9和10)，主要是接收胞质上游凋亡信号刺激，

并激活下游 caspase 分子活化；第二类为效应 caspases 因子

( 例如 caspase-3，6，7 等 )，当被其他分子激活并逐级活化后，

特异性水解一系列蛋白质底物，从而诱发细胞发生凋亡。

Caspase 亚家族常以无活性前体形式存在，其中

caspase-3，6，7，8，9，10 蛋白都直接参与机体细胞凋亡

的过程，当胞质中 JNK 被磷酸化后可降低细胞膜上的 Bcl-2
和 Bcl-xl 因子表达，造成线粒体 PTP 持续开放，引起膜电

位下降，线粒体肿胀，外膜破裂，原先位于线粒体内膜的

细胞色素 C 大量释放，促使 Caspase-9 前体裂解为活化的

Caspase-9，活化的 Caspase-9 再使 Caspase-3 前体裂解产生

活化的 Caspase-3，引起细胞发生程序性死亡。在细胞凋亡

过程中 Caspase 家族占有十分重要的角色，其中 caspase-9
可作为凋亡内外源性途径的中间纽带，级联激活 caspase 家

族因子从而扩大凋亡信号，发挥内外源性桥梁功能。有数据

显示，caspase-9 在大鼠脑组织及脊髓机械性损伤后，可出

现神经细胞和轴索变性，并在脑组织多部位均有表达
[22]
。大

鼠胸部机械性创伤后，肺组织内 caspase-9 有高表达，但在

肝脏未见有表达
[23]
。目前，关于凋亡信号通路的研究文献较

多，但对于 C-jun、cytc 和 caspase-9 因子在二乙酰吗啡干预

大鼠小脑颗粒神经元过程中的变化，国内外鲜见报道。因此，

课题组为寻找 C-jun、cytc 和 caspase-9 在二乙酰吗啡致神经

元凋亡过程中发挥作用的证据，将不同质量浓度的二乙酰吗

啡作用于小脑颗粒神经元，参照预实验结果选择 100 mg/L 
二乙酰吗啡作用于小脑颗粒神经元 24 h，观察 C-jun、cytc
和 caspase-9 是否参与了神经元凋亡过程，为海洛因海绵状

白质脑病发病机制提供理论依据。

实验结果发现，不同剂量二乙酰吗啡干预小脑颗粒神

经元 24 h 后，神经元细胞形态发生相应的改变，胞体、轴

突和神经元网状结构发生不同程度的损伤。随着二乙酰吗啡

药物质量浓度的增加，细胞凋亡率也逐渐增加，神经元细胞
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形态损伤的数量和细胞凋亡率与二乙酰吗啡的质量浓度呈正

相关，这提示二乙酰吗啡可诱导神经元细胞发生凋亡，凋亡

率与药物呈浓度依赖性。为了研究 c-jun、cytc 和 caspase-9
是否参与二乙酰吗啡致小脑颗粒神经元细胞凋亡过程，C-jun
是否调节 cytc 和 caspase-9 因子而发挥促凋亡作用，课题组

采用了 c-jun/JNK 信号通路抑制剂 SP600125 作用于小脑颗粒

神经元细胞，结果发现：在100 mg/L二乙酰吗啡干预下，c-jun、
cytc 和 caspase-9 蛋白均明显升高，与对照组相比差异有显

著性意义，这说明 c-jun、cytc 和 caspase-9 参与了凋亡过程；

而加入特异性抑制剂 SP600125 后，c-jun、cytc 和 caspase-9
蛋白表达明显降低，表明了这 3 种因子参与了二乙酰吗啡致

小脑颗粒神经元凋亡过程，这可能是由于 c-jun 因子在二乙

酰吗啡作用下大量激活，作用线粒体而释放大量的 cytc 进

入胞浆，进一步级联激活 caspase 家族，导致 caspase-9 增

多而诱发小脑颗粒神经元凋亡，提示 cytc 和 caspase-9 的

激活可能与 c-jun 信号通路激活相关，cytc 和 caspase-9 蛋

白可作为 c-jun/JNK 信号通路的候选靶基因。同时，抑制剂

SP600125 在二乙酰吗啡作用小脑颗粒神经元过程中对神经元

起到了一定的保护作用。因此，c-jun、cytc 和 caspase-9 参

与了二乙酰吗啡致神经元凋亡过程，可作为 c-jun/JNK 信号

通路的靶基因，关于 c-jun 是否调控下游 cytc 和 caspase-9
因子促进细胞凋亡的发生，这有待于进一步深入的分子检测

进行验证。

总而言之，c-jun、cytc 和 caspase-9 参与了二乙酰吗啡

致神经元凋亡的过程，这为长期吸食二乙酰吗啡导致的神经

源性猝死及海洛因海绵状白质脑病的发生发展机制提供了新

的研究方向，为临床诊疗提供了新思路，亦为法医病理尸体

解剖中二乙酰吗啡滥用发生脑卒中提供基本理论依据。
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