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前边缘皮质生长激素抑制素神经元在吗啡引起的行为学改变

中的作用

侯伟青，刘佩佩，王雪颖，马 兰，王菲菲
*

复旦大学基础医学院医学神经生物学国家重点实验室，药理研究中心，上海 200032

摘  要：药物成瘾是一种由药物滥用所引起的慢性、复发性的精神疾病，主要特征是不计后果的强迫性用药。药物成瘾涉及

多个脑区的神经可塑性改变。前边缘皮质(prelimbic cortex, PrL)是背内侧前额叶皮质的主要区域，有大量的锥体神经元，其

兴奋性神经投射可以促进可卡因觅药行为。PrL还存在少量GABA能中间神经元，对PrL的兴奋性神经元功能、信息整合和传

递起到重要的调控作用，而这一部分神经元在药物成瘾过程中的作用并不清楚。小清蛋白(parvalbumin, PV)和生长激素抑制

素(somatostatin, SST)神经元是前额叶皮质中分布广泛的两类主要的抑制性GABA能中间神经元。本研究利用PV-Cre和SST-
Cre的转基因小鼠，结合化学遗传学的方法探究PrL中间神经元在吗啡引起的行为学改变中的作用。结果显示，特异性抑制

PrL脑区SST神经元可以显著增加小鼠的焦虑水平，但不影响小鼠的运动能力；抑制PrL脑区SST神经元降低小鼠吗啡诱导的

活动性增强及条件位置偏爱；而抑制PrL脑区PV神经元则对小鼠的运动能力、焦虑水平及吗啡引起的行为学改变均没有显著

影响。本研究通过对PrL脑区PV及SST中间神经元在吗啡诱导的行为学改变中作用的研究，为成瘾药物作用的细胞及神经基

础提供了依据。
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Somatostatin interneurons of prelimbic cortex in regulating morphine- 
induced behavior changes
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Abstract: Drug addiction is a chronic psychiatric disorder characterized by compulsive drug taking, and involves neuronal plasticity 
changes in multiple brain regions. The prelimbic cortex (PrL) is a key region of the dorsomedial prefrontal cortex and contains majority 
of pyramidal neurons. The excitatory projections from PrL play a very important role in the drug seeking behaviors. PrL also contains 
a small amount of GABAergic interneurons, which regulate the information integration and transmission of the pyramidal neurons. 
However, the roles of the GABAergic interneurons in PrL in drug-induced behavior changes are not clear. In the PrL, parvalbumin 
(PV) and somatostatin (SST) interneurons are two major GABAergic interneurons, which have been reported to regulate the activity 
of glutamatergic input, and form inhibitory synaptic transmission to regulate the output of downstream signals. Here, we used PV-Cre 
and SST-Cre mice combined with chemical genetics to explore the role of PV and SST interneurons in PrL in morphine-induced 
behavior changes. Our data showed that specific inhibiting SST interneurons in PrL significantly increased the anxiety level and 
decreased morphine-induced locomotor activity and the conditioned place preference (CPP) score. Instead, specific inhibiting PV 
interneurons in PrL had no effect on the anxiety level, morphine induced-locomotor activity and CPP. Our findings provide a new 
insight into the cellular and neuronal specific mechanism for drug addiction.
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药物成瘾是一种由药物滥用所引起的慢性、复

发性的精神疾病 [1]，主要表现为成瘾患者不计后果

的强迫性用药、撤药后出现强烈的负性情感，如焦

虑、抑郁和快感缺失，以及躯体依赖症状，并产生

对药物持续的心理渴求 [2, 3]。药物成瘾的过程涉及

神经可塑性、基因转录、受体信号转导等多种体内

外因素的调控，其中神经元结构和功能的适应性改

变是药物渴求持续存在以及药物复吸的主要原因 [4]。

前额叶皮质 (prefrontal cortex, PFC) 脑区参与执

行 [5] 及决策 [6]、情绪和动机 [7] 等生理过程。PFC 被

认为是药物成瘾相关的行为的关键脑区 [8]。对成瘾

人群的研究表明，PFC 脑区的功能缺陷以及由此所

引发的控制力缺失对于成瘾性药物的强迫性用药行

为至关重要 [9, 10]。以往的研究表明，PFC 脑区锥体

神经元参与可卡因觅药行为的重建过程、可卡因和

安非他明的行为敏化过程以及成瘾性药物诱导的条

件位置偏爱 (conditioned place preference, CPP)[11–15]。

研究显示，对大鼠的 PFC 脑区重复给予电刺激可以

产生类似可卡因诱导的行为敏化 [12]，PFC 脑区的兴

奋毒性损伤可以抑制由可卡因和安非他明诱导的行

为敏化以及相关的多巴胺能系统的细胞改变 [11]。

内侧前额叶皮质 (medial prefrontal cortex, mPFC)
脑区的锥体神经元可以投射至成瘾相关的多个脑

区，如伏隔核、背侧纹状体及杏仁核 [16–18]，其投射

至伏隔核 (nucleus accumbens, NAc) 脑区的谷氨酸能

神经元活性对于急性可卡因注射或可卡因相关环境

所诱导的重建是必要的 [19]。mPFC 脑区作为谷氨酸

的主要来源脑区，可以发出单突触的谷氨酸投射到

中脑腹侧被盖区 (ventral tegmental area, VTA) 多巴

胺能神经元，调控中脑边缘多巴胺神经元的放电频

率和放电模式 [15]，进而调控行为敏化 [14, 20]。慢性暴

露安非他明的大鼠，由 PFC 脑区调控的 VTA 多巴

胺神经元的兴奋性反应增加，提示 mPFC 脑区参与

可卡因和安非他明的行为敏化过程 [15]。前边缘皮质

(prelimbic cortex, PrL) 脑区是 mPFC 脑区的主要区

域之一，主要参与认知过程，在决策 [21]、学习记

忆 [22] 等过程中发挥作用。抑制 PrL 脑区的神经元

或 PrL 到 NAc 的神经元投射均可以抑制可卡因觅

药行为的重建，提示 PrL 脑区参与可卡因觅药行为

的重建过程 [13]。

CPP 模型是一种经典的巴甫洛夫范式，个体在

伴药侧的偏爱值可用来衡量药物线索的奖赏效应 [23]

以及个体对药物渴求的内在动机 [24]。之前的研究表

明，PFC 的去甲肾上腺素能和 5- 羟色胺能敲除可

降低小鼠对可卡因相关环境的偏好 [25, 26]，可卡因

CPP 测试可以诱导 PFC 脑区产生全基因组 DNA 甲

基化 [27]，而 mPFC 的多巴胺水平增加可以促进大鼠

吗啡 CPP [28]。此外，利用药理学方法抑制大鼠 mPFC
离子型谷氨酸受体可以增强吗啡诱导的 CPP [29]。蛋

白质组学结合吗啡 CPP 模型分析显示，在吗啡成瘾

过程中大鼠 PFC 脑区能量代谢、信号转导、突触传

递和细胞骨架形成相关生理过程的一些突触蛋白具

有差异性表达 [30]。PrL 脑区损伤可以抑制可卡因引

起的 CPP [31, 32]，提示 PrL 脑区在成瘾性药物诱导的

CPP 中起到重要作用。

除了占神经元群的 80%~90% 的兴奋性锥体神

经元以外，PFC 脑区还有 10%~20% 的 γ- 氨基丁酸

(GABA) 能神经元 [33, 34]。皮层微环路的调控功能参

与外部和内部信号的功能整合，形成大脑信息处理

及高级认知功能的基础。在细胞过程以及神经网络

活动中，大脑皮层兴奋性谷氨酸能锥体神经元和抑

制性 GABA 能中间神经元活性的相互平衡至关重

要。小清蛋白 (parvalbumin, PV) 和生长激素抑制素

(somatostatin, SST) 神经元是 PFC 脑区中分布广泛

的两类主要的抑制性 GABA 能中间神经元 [35, 36]。

以往关于中间神经元对吗啡成瘾过程调控的研究主

要集中在 VTA 脑区、中央杏仁核 (central amygdaloid 
nucleus, CeA) 脑区以及海马脑区 [37–41]。阿片类药物，

如吗啡和海洛因，可以诱导 VTA 脑区中间神经元

发生超极化，抑制其到多巴胺神经元的 GABA 能

神经输入，导致多巴胺能神经元通过去抑制产生兴

奋，从而介导成瘾性药物的正性强化过程 [37]。

NAc 脑区胆碱能中间神经元 μ 阿片受体上膜在吗啡

成瘾中起重要作用，慢性吗啡给药处理可以降低纹

状体亚区 μ 阿片受体的膜表达情况 [38]。慢性吗啡暴

露过程中，CeA 脑区 PV 中间神经元被激活，光遗

传学抑制 CeA 中的 PV 中间神经元可减弱吗啡戒断

引起的负性情感状态 [39]。腹腔注射吗啡可以诱导海

马中 PV 的表达，PV 中间神经元可以调控海马脑

区的主神经元的输出，进而促进记忆的形成 [40]。

吗啡腹腔注射可导致背侧海马 CA1 区中间神经元

间放电速率立即降低 [41]。而 PrL 脑区 GABA 能中

间神经元是否参与了吗啡成瘾及吗啡诱导的行为学

改变，以及其如何进行调控仍不清楚。

本文利用中间神经元特异的 PV-Cre 和 SST-Cre
小鼠，在 PrL 脑区注射腺相关病毒，利用 Cre-loxp
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系统在中间神经元内表达药物激活的受体 (designer 
receptors exclusively activated by designer drugs, DRE-
ADDs) hM4Di 的化学遗传学方法 [42]，通过腹腔注

射 hM4Di 配体氯氮平 -N- 氧化物 (clozapine-N-oxide, 
CNO)，激活小 G 蛋白 Gi 调节的信号通路，进而激

活 G 蛋白耦联的内向整流钾离子通道，特异性地沉

默 PrL 脑区的 PV 和 SST 中间神经元。本文通过化

学遗传学的方法结合 CPP 模型、旷场以及高架十字

迷宫等动物学模型，探究 PrL 脑区 PV 及 SST 中间

神经元在吗啡诱导的行为学改变中的作用，解析吗

啡成瘾的神经及细胞生物学基础。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物　　PV-Cre 小鼠购于 Jackson Lab 
(#008069)，品系为 C57BL/6J。SST-Cre 小鼠购于

Jackson Lab (#016868)，回交至 C57BL/6 品系。实验

所用 PV-Cre 小鼠由 Cre 阳性小鼠自交产生，SST-Cre
纯合子小鼠及杂合子小鼠 (SST-Cre+/−) 由 SST-Cre
杂合子小鼠 (SST-Cre+/−) 自交产生。小鼠饲养于清

洁级环境中，温度维持在 22~25 °C，湿度维持在

40%~60%。节律昼夜颠倒，光照 / 黑暗周期为 12 h/ 
12 h。每笼饲养小鼠 2~4 只，自由进水进食。所有

涉及动物的实验方案均符合国家颁布的《实验动物

管理条例》，并通过复旦大学实验动物伦理委员会

的批准。

1.1.2  实验试剂与抗体　　盐酸吗啡注射液 (NE-
PHARM, 1 mL) ；CNO (Sigma) ；抗体封闭液 (0.5% 
Triton X-100, Sigma-Aldrich, #T9284)；驴血清 (Jackson 
Immunoresearch, #005-000-001)；兔抗PV抗体 (Sigma- 
Aldrich, #P3088) ；鼠抗 SST 抗体 (Santa Cruz, #sc-
7819)。
1.2  方法

1.2.1  脑立体定位手术　　脑立体定位注射所用的

腺相关病毒为 AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry 和 AAV- 
EF1α-Dio-mCherry 购自和元生物技术公司，滴度约

为 5 × 1012 V.G./mL。腹腔注射麻药 10%乌拉坦与 2%
水合氯醛的混合液 (10% 乌拉坦，1 g/kg ；2% 水合

氯醛，200 mg/kg) 麻醉 SST-Cre 及 PV-Cre 小鼠后，

剪掉其头部毛发，将小鼠固定于脑立体定位仪上。

用碘酒对皮肤进行消毒后，剪开头部皮肤，棉球擦

拭以暴露头颅骨及前后囟，并调节脑立体定位仪，

使得头颅骨前后囟处于同一高度。以 33-gauge 的

10 μL量程的注射器在PrL脑区双侧注射 (0.5 μL/侧 )
的腺相关病毒。注射坐标为：AP + 2.0 mm，ML ± 0.3 
mm，DV −2.0 mm，14° 倾角指向内侧。术后恢复

14 ~ 21 d 后进行行为学实验。

1.2.2  CPP 实验　　实验均在两箱 CPP 系统 (Med 
Associates公司 )中进行，采用三次诱导的CPP模型。

行为实验前将小鼠置于实验环境中进行适应并使之

熟悉实验员及其抓取操作。行为实验开始时，需先

将小鼠置于实验环境中适应 30 min。第 1 天进行实

验前测试 (pretest)，即将小鼠放入 CPP 箱中，取出

隔板，使小鼠自由探索 CPP 箱 15 min。软件分析

并记录小鼠在 CPP 箱的两侧所处的时间，计算其基

础偏爱值，并将在单侧停留时间超过 10 min 的小鼠

剔除。第2~4天，进行条件性关联训练 (conditioning)，
需要插上 CPP 箱的隔板。小鼠腹腔注射 CNO 30 
min 后，小鼠腹腔注射盐酸吗啡后放入与吗啡奖赏

刺激相关联的单侧 CPP 箱体中，并将其定义为吗啡

侧。小鼠自由探索该侧环境 30 min 后，放回原笼内。

4~6 h 后，小鼠腹腔注射生理盐水后放入与生理盐

水中性刺激相关联的单侧 CPP 箱体中，并将其定义

为生理盐水侧。小鼠自由探索该侧环境 30 min 后，

放回原笼内。第 5 天进行测试 (test)，取出 CPP 箱

中的隔板。使小鼠自由探索 CPP 箱 15 min。记录

小鼠在两侧所处的时间，并用吗啡侧的时间减去生

理盐水侧的时间作为吗啡 CPP 评分。

1.2.3  高架十字迷宫实验　　实验在高架十字迷宫

中进行。行为实验前将小鼠置于实验环境中进行适

应并使之熟悉实验员及其抓取操作。实验开始前，

将小鼠置于实验环境中适应 30 min。实验开始时，

将小鼠面对开臂放入高架十字迷宫的中间区域，并

记录 6 min 内小鼠在高架十字迷宫的探索情况，包

括其在中间区域、开臂和闭臂中所处的时间以及小

鼠进入开臂和闭臂中的次数。

1.2.4  旷场实验　　实验在小鼠旷场检测箱 (Med-
OFA-MS) 中进行。吗啡活动敏感性实验用于检测小

鼠被动接受吗啡注射后的活动敏感性是否发生改

变，是否出现吗啡诱导的行为敏化。吗啡等成瘾性

药物的活动敏感性检测有两种实验方案，即急性单

针给予成瘾性药物后检测该动物的活动性，或者在

一定时间内按照不同的剂量对小鼠进行腹腔给药，

并记录其在不同剂量情况下的自主活动性。我们采

用单针吗啡诱导的行为敏化模型。行为实验前将小

鼠置于实验环境中进行适应并使之熟悉实验员及其
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抓取操作。实验开始前，将小鼠置于实验环境中适

应 30 min。第一天进行适应训练，腹腔注射 CNO 
30 min 之后，将小鼠放入旷场箱中，使其自由探索

自主活动箱 30 min，并记录其自主活动情况。第二

天进行吗啡活动敏感性测试，腹腔注射 CNO 30 
min 之后，腹腔注射盐酸吗啡 (10 mg/kg)，并将小

鼠置于旷场箱中自由活动，记录小鼠 2 h 内的活动

情况。

1.2.5  免疫荧光标记　　将小鼠麻醉后，分别用 37 °C
的生理盐水和 4 °C 的 4% 多聚甲醛溶液进行左心室

循环灌流。取出脑组织，并浸于 4% 多聚甲醛中进

行后固定。大约 4 ~ 6 h 之后分别用 20%、30% 的

蔗糖溶液对脑组织进行脱水，当脑组织在 20% 的

蔗糖溶液中沉底之后，更换 30% 的蔗糖溶液，再

次沉底时即完成脑组织脱水。将大脑用组织包埋剂

进行包埋后，放入液氮中约 1 min 进行速冻，再放

入−80 °C冰箱中进行冷冻保存。冷冻保存24 h之后，

利用冰冻切片机对冷冻大脑进行冠状切片 (30 μm/
slice)。免疫染色前用 1 × PBS 溶液将脑片清洗 3 遍，

每遍 10 min。一抗用含 0.3% Triton X-100 和 10%
驴血清的 PBS 按比例进行稀释，脑片在室温孵育 1 h
后，4 °C孵育过夜。用 1 × PBS溶液将脑片进行洗脱。

二抗用 PBS 溶液按 1:1 000 的比例进行稀释，室温

孵育 1 h。贴片后用抗淬灭荧光封片剂封片，采用

显微镜 20 倍物镜进行图像采集 (DP-80, Olympus)。
1.2.6  数据统计及分析　　本研究中数据用SigmaPlot
进行统计分析，实验结果以 mean ± SEM 来表示。

用 Graphpad 进行作图。数据分析主要采用 Student’s 
t 检验和双因素重复测量方差分析，P < 0.05 被认为

具有统计学差异。

2  结果

2.1  通过化学遗传学手段特异性干预小鼠PrL脑区

PV和SST神经元活性

本文通过脑立体定位手术，将重组酶 Cre 可诱

导的 AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry 和 AAV-EF1α-
Dio-mCherry 腺相关病毒载体注射在 PV-Cre 和 SST-Cre
小鼠的 PrL 脑区 ( 图 1A，B)。通过腹腔注射 hM4Di
配体 CNO，特异性地沉默 PV 及 SST 阳性神经元。

实验组为 PrL 脑区注射 AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry
病毒的 PV-Cre 和 SST-Cre 小鼠，对照组为 PrL 脑区注

射 AAV-EF1α-Dio-mCherry病毒的 PV-Cre和 SST-Cre
小鼠。AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry 和 AAV-EF1α- 

Dio-mCherry 腺相关病毒载体结构如图 1A 所示。

PrL脑区hM4Di-mCherry病毒表达情况如图1C所示。

小鼠在脑区注射病毒后恢复 14 ~ 21 d，进行相

关的行为学测试。实验流程如图 1D 所示，第 1 天

进行旷场实验，检测抑制 PrL 脑区 PV/SST 神经元

活性对小鼠自主活动的影响。第 2 天进行吗啡引起

的活动敏感性测试。第 3 天进行高架十字迷宫实验，

检测抑制 PrL 脑区 PV/SST 神经元活性对焦虑行为

的影响。第 4 ~ 8 天进行吗啡引起的 CPP 测试。第

4 天进行实验前测试；第 5~7 天，进行吗啡条件性

关联训练；第 8 天进行测试。

2.2  抑制PrL脑区SST神经元增强小鼠焦虑水平

我们分别采用旷场实验和高架十字迷宫实验对

PrL 脑区 PV/SST 神经元对小鼠自主活动和焦虑行

为的影响进行探究。旷场实验结果如图 2A，B 所示，

PrL 注射 AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry 和 AAV-EF1α- 
Dio-mCherry 的 PV-Cre/SST-Cre 小鼠自主活动均无

显著差异 ( 注射病毒的 PV-Cre 小鼠与对照组小鼠的

运动距离：P = 0.300 ；注射病毒的 PV-Cre 小鼠与

对照组小鼠在中间区域所处的时间：P = 0.088 ；注

射病毒的 PV-Cre 小鼠与对照组小鼠进入中间区域

的次数：P = 0.929 ；注射病毒的 SST-Cre 小鼠与对

照组小鼠的运动距离：P = 0.33 ；注射病毒的 SST-
Cre 小鼠与对照组小鼠在中间区域所处的时间：P = 
0.274 ；注射病毒的 SST-Cre 小鼠与对照组小鼠进入

中间区域的次数：P = 0.279)。结果提示，PrL 脑区

PV/SST 神经元活性不影响小鼠的自主活动水平。

高架十字迷宫实验结果如图 2C，D 所示，与对照

组相比，特异性抑制 PrL 脑区 SST 神经元可以显著

降低小鼠在高架十字迷宫中间区域所处的时间 (P = 
0.029)，以及小鼠进入开臂的次数 (P = 0.010) ；小

鼠在开臂、闭臂区域的时间以及进入闭臂的次数与

对照组相比没有显著差异 ( 注射病毒的 SST-Cre 小

鼠与对照组小鼠在开臂区域的时间：P = 0.243 ；在

闭臂区域的时间 ：P = 0.077 ；进入闭臂的次数 ：

P = 0.407) ；而特异性抑制 PrL 脑区 PV 神经元则对

进入开臂的时间和次数均没有显著影响 ( 注射病毒

的 PV-Cre 小鼠与对照组小鼠在开臂区域的时间 ：

P = 0.407 ；在闭臂区域的时间： P = 0.051 ；在中间

区域的时间：P = 0.057；进入开臂的次数：P = 0.629；
进入闭臂的次数：P = 0.374)。结果提示，特异性抑

制PrL脑区SST神经元可以导致小鼠焦虑水平上升，

而 PrL 脑区 PV 中间神经元的活性对小鼠的焦虑水
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图   1. 通过化学遗传学手段特异性干预小鼠前边缘皮质脑区PV和SST神经元活性

Fig. 1. Specific inhibition of the parvalbumin (PV) and somatostatin (SST) neuron activity in prelimbic cortex (PrL). A: Structure 
diagram of AAV-EF1a-Dio-hM4Di-mCherry and AAV-EF1a-Dio-mCherry. Two pairs of heterotypic, antiparallel loxP recombination 
sites were used to achieve Cre-mediated transgenes inversion, and to induce the virus expression under the control of EF1α promoter. 
B: Schematic of the virus injection in PrL. C: The representative images of PV/SST and mCherry co-containing in the mice following 
4 weeks of virus injection. Green: PV/SST; Red: mCherry; Scale bar: 50/100 µm. Arrows indicate the PV/mCherry or SST/mCherry 
colocalized cells. D: Schematic of the experimental procedure to study the effect of inhibitory interneurons in PrL on the locomotor 
activity, anxiety level and morphine-induced behavior changes of the mice. OFT: open field test; EPM: elevated plus-maze test; CNO: 
clozapine-N-oxide; M: morphine; S: saline.
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图   2. 干预小鼠PrL脑区PV和SST神经元活性对小鼠自主活动和焦虑水平的影响

Fig. 2. The effect of selective inhibition of PrL PV/SST interneurons on the locomotor activity and the anxiety level of the mice. The 
SST-Cre/PV-Cre mice were injected with AAV-EF1α-Dio-mCherry or AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry in PrL, and recovered for 3 
weeks. A–B: Open field tests: quantification of the total distance travelled, the time in the center and the center entries of SST-Cre (A) 
and PV-Cre (B) mice. Selective inhibition of PrL SST/PV interneurons had no effect on the basal locomotion of mice. C–D: Elevated 
plus-maze (EPM) tests: selective inhibition of PrL SST (C) and PV (D) interneurons on the anxiety level of the mice. Student’s t-test, 
*P < 0.05. Data are presented as mean ± SEM, n =10–15 per group.
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平没有显著影响。

2.3  抑制PrL脑区SST神经元降低吗啡引起的小鼠活

动敏感性

为了探究抑制 PrL 脑区 PV/SST 神经元对吗啡

引起的活动敏感性的影响，我们采用单针吗啡诱导

的活动敏感性实验模型，即急性单针给予成瘾性药

物吗啡后检测动物的活动性。在进行吗啡活动敏感

性实验前，对小鼠腹腔注射 CNO，30 min 之后，

腹腔注射盐酸吗啡 (10 mg/kg)，并将小鼠置于旷场

箱中自由活动，记录小鼠 2 h 内的活动情况。综合

小鼠两天的活动情况，实验结果如图 3A 所示，特

异性沉默 PrL 的 SST 神经元可使小鼠在 CNO 注射

80 min 时的活动性显著降低 (P = 0.030)。而特异性

沉默 PrL 的 PV 神经元对小鼠的吗啡引起的活动敏

感性在 2 h 各个时间点均没有显著影响 (F = 0.348, 
P = 0.560) ( 图 3B)。提示 PrL 脑区 SST 中间神经元

的活性参与调控单针吗啡引起的小鼠活动性的增强。

2.4  抑制PrL脑区SST神经元降低小鼠对吗啡的CPP
我们进一步采用吗啡 CPP 模型结合化学遗传学

的方法，探究 PrL 脑区 PV 及 SST 中间神经元对吗

啡引起的 CPP 的影响。将做完高架十字迷宫实验的

小鼠进行吗啡 CPP 实验。在实验前测试之后，进行

为期 3 天的吗啡条件性关联训练，在进行吗啡侧关

联训练前 30 min，小鼠腹腔注射 CNO (2 mg/kg)，
对 PrL 脑区 PV 或 SST 神经元进行抑制，4 ~ 6 h 后

图   3. 干预小鼠PrL脑区PV和SST神经元活性对单针吗啡诱

导的活动性增强的影响

Fig. 3. The effect of selective inhibition of PV/SST interneurons 
in PrL on the morphine-induced locomotor activity. The SST-
Cre/PV-Cre mice were injected with AAV-EF1α-Dio-mCherry 
or AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry in PrL, and recovered for 
3 weeks before the behavior test. A: Selective inhibition of SST 
interneurons in PrL decreased the morphine-induced locomotor 
activity. B: Selective inhibition of PV interneurons in PrL had 
no effect on the morphine-induced locomotor activity. Two-way 
RM ANOVA by a Bonferroni post-hoc test. *P < 0.05 vs control 
virus group (SST-mCherry). Data are presented as mean ± SEM, 
n = 10–16 per group.

图   4. 干预小鼠PrL脑区PV和SST神经元活性对吗啡诱导的

条件位置偏爱的影响

Fig. 4. The effect of selective inhibition of PV/SST interneurons 
in PrL on morphine-induced conditioned place preference (CPP). 
The SST-Cre/PV-Cre mice were injected with AAV-EF1α-Dio-
mCherry or AAV-EF1α-Dio-hM4Di-mCherry in PrL, and 
recovered for 3 weeks before the CPP test. A: Selective inhibition 
of SST interneurons in PrL decreased morphine-induced CPP 
score (F = 0.662; P = 0.044). B: Selective inhibition of PV 
interneurons in PrL had no effect on morphine-induced CPP 
score (F = 0.006; P = 0.938). Two-way RM ANOVA by a Bon-
ferroni post-hoc test. *P < 0.05. Data are presented as mean ± 
SEM, n = 11–13 per group.
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再进行生理盐水侧关联训练。CPP 评分结果 ( 图
4A，B) 显示，在进行吗啡环境关联训练时抑制 PrL
脑区 SST 神经元活性，降低小鼠吗啡诱导的 CPP，
而在吗啡环境关联训练时抑制 PrL 脑区 PV 神经元

活性则对吗啡诱导的 CPP 没有显著影响 (SST: F = 
0.662; P = 0.044; PV: F = 0.006; P = 0.938)。提示 PrL
脑区 SST 神经元的活性特异性地参与吗啡诱导的

CPP 的形成。

3  讨论

本研究利用化学遗传学的方法在 PrL 脑区特异

性抑制 PV 和 SST 中间神经元活性，研究 PrL 脑区

PV 及 SST 中间神经元在成年小鼠自主活动、焦虑

水平以及吗啡诱导的行为学改变中的作用。本研究

结果显示，用化学遗传学的方法特异性抑制 PrL 脑

区 SST 神经元可以显著增加小鼠的焦虑水平，但不

影响小鼠的运动能力；抑制 PrL 脑区 SST 神经元降

低小鼠吗啡诱导的活动性增强及 CPP ；而抑制 PrL
脑区 PV 神经元则对小鼠的运动能力、焦虑水平及

吗啡引起的行为学改变均没有显著影响。

PV 和 SST 神经元是 PFC 脑区主要的两类中间

神经元。本研究显示，PV 和 SST 两种中间能神经

元对吗啡成瘾过程中的行为调控作用不同。以往有

研究显示 [43]，特异性失活 PFC 脑区 PV 中间神经元

可对小鼠的工作记忆产生影响，而特异性失活 PFC
脑区 SST 中间神经元则对工作记忆没有影响。PV
和 SST 功能不同可能是由于 PFC 脑区对下游单胺

能通路复杂的突触调控所导致的 [44, 45]。本研究提示，

PrL 脑区不同的中间神经元可能通过不同的突触调

控，参与不同的神经微环路，从而发挥了不同的调

控作用。

作为一种常见的成瘾性药物，吗啡可诱导产生

行为敏化。而目前有关 mPFC 在行为敏化中作用的

大多数研究，主要集中于可卡因和安非他明。本研

究中急性吗啡注射可以增加小鼠的运动活性，表明

吗啡可以诱导小鼠产生行为敏化，抑制 PrL 脑区

SST 神经元可以在 CNO 注射 80 min 时显著抑制小

鼠的行为敏化。本研究显示，PrL 脑区参与吗啡诱

导的行为敏化，并且其 SST 中间神经元在其中发挥

重要的作用。之前的研究表明，mPFC 脑区的兴奋

毒性损伤可以抑制吗啡诱导的行为敏化 [46]，而本研

究则进一步提示，该毒性损伤可能是通过抑制 SST
神经元进而抑制吗啡诱导的行为敏化。

大脑 GABA 能信号降低对皮层兴奋抑制的平衡

起到关键作用。对严重抑郁症的研究表明，GABA
能的改变可以起到皮层抑制作用 [47]，并且背外侧前

额叶和眶额皮质 (orbitofrontal cortex, OFC) 钙结合

蛋白阳性 GABA 神经元，即 SST 神经元的密度降

低 [48]。提示SST神经元可能参与焦虑抑郁样行为 [49]。

之前有研究表明 [50]，抑制 OFC 脑区 SST 神经元能

够增加小鼠的焦虑行为。本研究显示，实验前 30 min
急性腹腔注射 1 mg/kg CNO 抑制 PrL 脑区 SST 中

间神经元活性可以增加小鼠的焦虑行为，首次表明

PrL脑区 SST中间神经元在焦虑行为中的调控作用。

SST 中间神经元是 PFC 脑区中分布广泛的一类

抑制性 GABA 能中间神经元，可以通过靶向锥体

神经元的树突末端调控谷氨酸能输入，抑制锥体细

胞丛并介导邻近的锥体细胞发生双突触抑制 [31]。一

般来讲，抑制 PrL 脑区 SST 神经元可以导致 PrL 锥

体神经元去抑制，进而诱导兴奋性反应。而我们的

研究显示抑制 PrL 脑区 SST 神经元导致吗啡诱导的

行为敏化及 CPP 受损，提示抑制 SST 神经元后，

PrL 兴奋性神经元活性可能受损。SST 作为一种抑

制性中间神经元，具有广泛的突触可塑性，其可能

抑制了周围其他 GABA 能神经元的活性，而周围

其他 GABA 能神经元可以直接作用于周围锥体神

经元，进而对锥体神经元起到去抑制的作用。

小鼠吗啡自给药研究表明，压力应激等情绪可

能增加个体对吗啡奖赏效应的敏感性，并使个体在

吗啡自给药过程中踏板数增加，更易产生药物成

瘾 [51]。压力应激的强度和持续时间可以影响吗啡诱

导的 CPP [52]。本文中抑制 PrL 脑区 SST 神经元导

致吗啡诱导的 CPP 降低，可能部分是由于抑制 PrL
脑区 SST 神经元增加了小鼠的焦虑水平，从而导致

吗啡诱导的 CPP 降低。

另一方面，研究表明，慢性的药物滥用可以导

致 PrL 脑区深层锥体神经元兴奋性降低；光遗传学

激活 PrL 脑区神经元，补偿由于滥用药物所导致的

活动性降低，可以抑制成瘾行为；光遗传学抑制

PrL 脑区神经元可以促进个体对成瘾性药物的强迫

性觅药行为 [53]。抑制 PrL 脑区 SST 神经元导致吗

啡诱导的 CPP 降低，可能是由于 PrL 兴奋性神经元

处于去抑制状态，补充了由于吗啡注射引起的活动

性降低，从而抑制了吗啡诱导的 CPP。
综上所述，本研究显示 PrL 脑区 PV 及 SST 中

间神经元在成年小鼠吗啡诱导的行为学改变中的不
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同作用以及对焦虑水平的不同影响。具体来说，特

异性抑制 PrL 脑区 SST 神经元可以显著增加小鼠的

焦虑水平，降低小鼠吗啡诱导的活动性增强及

CPP，但不影响小鼠的运动能力；而抑制 PrL 脑区

PV 神经元均无显著影响。这两类神经元对小鼠行

为学的不同调控作用究竟是如何产生的？是否涉及

吗啡引起的两类神经元突触可塑性的改变？阿片受

体信号转导是否参与其中？两类神经元是否对 PrL
脑区兴奋性神经投射有不同调控作用？这都有待进

一步的研究。
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