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毒品成瘾与脑组织基因表达谱的研究进展 
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摘要: 毒品成瘾是由滥用毒品外在因素与遗传易感性等内在因素共同作用而导致的一种慢性脑疾病; 毒品成瘾

的机制目前还不十分清楚。毒品成瘾研究的一个主要目标是鉴别和分离毒品导致脑功能障碍的分子机制; 采用

高通量的基因表达谱技术研究毒品成瘾者在不同状态下脑基因表达全貌, 对深入认识毒品成瘾的机制具有重

要的意义。文章综述了毒品成瘾的遗传机制及高通量脑组织基因组表达技术——SAGE 和微阵列(Microarry)在
毒品成瘾研究中的进展。 
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Abstract: Drug addiction, a chronic brain disease caused by interaction of in vitro drug toxification and in vivo gene sus-
ceptibility, has been widely studied but its underlining mechanism is so far been elucidated. A major goal in this field is to 
identify drug-induced molecular changes and their effects on brain function. By the advance of high throughput technolo-
gies in genomics and transcriptomics, the whole gene expression profile in addicted brain could be obtained and proved to be a 
very powerful tool to unclose the molecular mechanism underlying the addiction biology context. Here, we summarized the 
progress of serial analysis of gene expression (SAGE) and microarray, as well as their application in drug addiction. 
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毒品滥用和成瘾目前是一种严重危及人类健康

并为全球所关注的公共卫生问题, 同时也给社会、
经济及安全带来严重的危机[1]。对毒品成瘾的问题, 
不同领域的专家进行了广泛的研究, 并取得长足的
进展, 但其机制仍然还不十分清楚。采用功能基因
组和生物信息学技术探索脑功能和成瘾的机制是目

前神经生物学领域的一个热点方向。本文综述了毒

品成瘾的遗传机制及高通量脑组织基因组表达技术

——SAGE和microarry在毒品成瘾研究中的进展。 

1  毒品滥用和成瘾 

毒品成瘾 (Drug addiction)是滥用毒品 (Drug 
abuse)而导致的一种流行性、复发性的慢性脑疾病, 
是反复使用毒品造成中枢神经系统发生适应性变化
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而导致的耐受 (Tolerance)、躯体依赖 (Physical de-
pendence)、心理依赖(Psychological dependence)即渴
求(Craving)、复吸(Relapse)等复杂的病理生理过程, 
并伴有觅药(Drug-seeking)、用药(Drug-taking)等强迫
行为(Compulsive behavior)[1~4]。 

目前已有证据表明, 与毒品成瘾相关的脑区域
有 : 前额叶皮质 (FLC)、颞叶皮质 (TLC)、蓝斑核
(NUC)、苍白球(GP)、中脑腹侧被盖区(VTA)、腹隔
阂(NAc)、杏仁核(AMG)、海马(HIP)、下丘脑(HT)、
尾状核(CPu)等[1~4]。常见的毒品, 如海洛因、吗啡、
杜冷丁、美沙酮等阿片类物质的效应与这些部位都

有联系, 苯丙铵类兴奋剂的效应与腹隔阂联系更显
著 , 而可卡因类毒品的作用与皮质额叶联系更显
著。各类毒品通过与以上脑区域相互作用之后激活

一个或多个者信号转导通路产生各种毒理作用, 这些
信号通路包括: 脑内阿片受体通路[5]、多巴胺通路[6]、

大麻受体通路[7]、谷氨酸受体通路[8]和丝裂酶原活化

蛋白激酶(MAPK)等[9]通路, 这些通路可介导多种神
经兴奋或抑制功能, 并影响突触的可塑性, 脑学习、
记忆等高级功能[1, 2, 10]。因此毒品成瘾是一种具有复

杂症状的脑疾病。 
毒品成瘾不但是一种个体脑疾病, 同时也是目

前严重危及人类健康并为全球所关注的公共卫生问

题。据《2004年度世界毒品报告》全球有 1.85亿人
滥用毒品[11]; 我国大陆在册的吸毒人数达 105.3 万, 
现有吸毒人员 74万余人, 其中阿片类、海洛因吸毒
者 65 万人; 吸毒人员遍布全国所有的省市, 涉及不
同的民族及人群层次。尽管毒品问题进行了广泛的

研究, 成瘾的机制目前并不十分清楚, 各种戒毒治
疗方法均不理想, 戒毒后的复吸率高达 90%, 吸毒
的人数仍然在持续上升。艾滋病(HIV)感染目前在我
国进入广泛流行期, 其主要特点是HIV感染者以静
脉注射吸毒 (IVDU)者为主 , IVDU也引起了乙肝
(HBV)、丙肝(HCV)传播, 导致多系统发生感染; 25%
吸毒成瘾者会在开始吸毒后 10～20 年左右死于中
毒、疾病、外伤等 , 即发生各类毒品相关死亡
(Drug-related death)[12], 从而造成一系列社会危机。 

由于毒品成瘾是一种脑疾病, 该疾病可以因为
对其发生机制的深入了解而得到有效治疗, 从而使
患病个体和整个社会受益。因此, 采用新的研究策
略, 在整个中枢神经系统的基因、基因表达产物及
系统生物学水平探索毒品成瘾的本质, 发现新的治
疗药物作用靶标, 预防毒品相关死亡的发生将具有

重要的社会和科学意义。基因组学及功能基因组学

为成瘾研究提供一个新的强大的工具[13]。 

2  毒品成瘾具有遗传易感性 

关于毒品成瘾的形成 , 目前研究认为 40%～
60%的易感性与遗传因子即基因有关[14, 15], 是多个
遗传因子及其与环境因素共同作用而导致的一种复

杂的脑疾病。目前已经鉴别出很多与成瘾相关的基

因。动物实验表明, 对动物一些基因的进行修饰或
基因敲除之后, 动物对毒品的反应性发生改变。如
Bohn等[16]敲除小鼠β-arrestin-2 基因, 无论急性大剂
量给药或慢性给药 , 基因敲除小鼠中均没有μ阿片
受体的脱敏化表现 , 也不表现吗啡耐受 ; 但是
β-arrestin-2 基因敲除不能阻止慢性吗啡引起的腺苷
酸环化酶活性增加, 仍能形成对吗啡的躯体依赖。
mGluR 5受体基因敲除, 小鼠自身给药行为消失[17]; 
Muscarinic M5受体基因缺乏, 小鼠对阿片的偏好消
失[18]; Alpha 1b肾上腺素能受体基因缺乏, 小鼠对吗
啡、可卡因口服给药的行为降低[19]; P物质受体基因缺
乏, 小鼠对阿片的奖偿效应降低[20]。Olive 等[21]采用

定向基因敲除的技术研究表明蛋白激酶(Protein kinase 
C, PKC)的γ和ε亚型基因在小鼠药物成瘾中也发挥重
要作用。2006年, Zhang等[22]研究了D1和D3受体在可
卡因成瘾者细胞内信号传导和基因表达中的作用时发

现, D1和D3受体在脑内发挥相反的作用。D1和D3受
体突变的小鼠与野生型小鼠在可卡因给药后, 分别表
现为活动抑制和活动增加; 且D1、D3受体在c-fos的表
达中起着相反的调控作用。 

在人群中的研究表明: μ和δ阿片受体基因在不
同群体之间存在单核苷酸多态性(Single nucleotide 
polymorphism, SNP), 特别是μ阿片受体基因 118 nt
位置的SNP在不同种族之间有很大的差别, 具有特
定SNP的人群的阿片受体对β－内啡肽的亲和力增
大 3 倍, 从而使该人群对阿片毒品的易感性显著增
加[23]; 前脑啡肽基因、D2、D3、D4和D5多巴胺受
体基因多态性与海洛因依赖易感性有关[22, 24]。 

2003 年人类基因组完成图在Science杂志发表, 
2005 年人类基因组变异图在Nature杂志发表[25], 标
志着在基因组学领域研究人员的工作重点从识别各

个不同的基因向阐明基因功能方面转移。 
基因的功能由其最终表达产物——蛋白质来实

现, 但是大量的研究证明, 蛋白产物的数量直接决
定于mRNA的数量。所以, 成瘾脑细胞活动的特定条
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件和特定时期, 含有的mRNA的种类和数目可以反
映其功能和生化特性 ,如突触可塑性、细胞骨架功
能、神经元能量的变化、细胞内信号的转导等。这

种转录水平的基因表达谱(Gene expression profile)[26]

可以用脑的转录组(Transcriptome)[27, 28]来表示 , 即
特定脑区域转录的所有基因及其表达丰度。 

脑内的转录组并不是一成不变的, 受神经元内
部和外部因素的调控。在毒品成瘾的不同病理状态

下, 如依赖、戒断、渴求、复吸状态下, 一些基因表
达增强, 一些基因表达降低, 各基因表达的丰度不
同。因此对成瘾脑转录组的研究不仅能够提供有关

神经元的生物学功能的基本信息, 还能从脑整体水
平反映神经元对毒品刺激的生物学反应, 从而探明
成瘾的机制、建立有效的治疗方法。这是神经生物

学领域目前研究的一个热点方向。 

3  毒品成瘾与脑基因表达谱研究 

早在 2000 年美国 NIH 国家毒品滥用研究所
(NIDA)、国家酒精滥用及成瘾研究所(NIAAA)为了
鼓励毒品和药物滥用的研究, 在政府财政年会上发
布了毒品应用研究的请求(Request for Application, 
RFAs); 除此之外, NIDA和 NIAAA还激励研究人员
应用基因表达谱技术识别毒品和酒精毒性作用所导

致的基因表达谱特征性改变(http://www.nida.nih. 
gov)。2003年, 我国国家重点基础研究发展计划(973 
计划)启动了“精神活性物质依赖的生物学基础及防
治”项目, 其中涉及对成瘾相关主要脑区研究基因
表达及蛋白质功能研究(http://www.nartc.cn/973/ 
index.htm)。2008 年, 973 计划重要支持方向也包含
了精神依赖的神经生物学机制的研究等相关项目

(http://www.973.gov.cn/)。  
有很多研究基因表达谱的方法, 包括基因表达序

列分析(Serial analysis of gene expression, SAGE)[29]、表

达序列标签 (Expressed sequence tags, EST)[30]、

mRNA差异显示(Differential display, DD)[31]、微列阵

杂交 (Microarray)[32]、 cDNA消减杂交 (Substraction 
hybridization, SM)[33] 以 及 新 近 发 展 起 来 的

GeneCalling技术[34]。但高通量研究基因表达谱的方

法目前常用的主要是SAGE和microarray技术, 并在
毒品成瘾研究中得到应用。 

3.1  SAGE 技术的原理 

SAGE技术是在 1995 年由Velculescu等[29]提出

并首先发表在著名的Science杂志。经过不断的发展
和改进, SAGE技术目前成为精确定量、综合分析组
织细胞中基因表达谱的强有力工具。 

SAGE技术主要基于两个原理 [29, 35~42]: 首先由
锚定酶 (Anchoring enzyme, AE)NlaⅢ识别并酶切
cDNA 序列poly A端特定位置 (酶切识别位点为
CATG), 形成的 10 bp的短核苷酸序列, 即SAGE标
签; 理论上 10 bp的标签能够形成 410(1 048 576)种不
同的序列组合, 远远大于目前人类基因组中所预测
的基因的数量 , 因此SAGE标签足以识别人类基因
组中所有基因的转录产物。其次, SAGE 标签经随机
连接可以形成长的核苷酸多联体 (Concatemer), 这
个长的DNA分子经过克隆、测序, 就可以得到代表
基因表达的标签 , 标签的种类代表不同的转录物 , 
而标签重复出现的次数代表该转录物的拷贝数, 即
基因表达的丰度。 

SAGE 技术主要应用了多酶切、PCR 扩增、纯
化、分子克隆、DNA测序及生物信息学分析方法。
实验的基本过程为 :  混合 RNA 样本和寡核苷酸

(Oligo dT)磁珠 ,  以寡核苷酸为引物反转录合成
cDNA; 用锚定酶 NlaⅢ消化, 形成含有单标签的末
端, 末端 10 bp 为标签序列; 将消化所得的 cDNA 
等分为两部分, 分别与含标签酶(Tagging enzyme, 
TE) 位点的接头 A 或接头 B 连接。常用的标签酶
常用是 BsmF1, 为典型的ⅡS类限制酶, 能在其不对
称识别位点上游的 20 bp处切割 DNA 双链, 产生平
末端, 得到长约 50 bp的标签; 混合连有不同接头的
标签, 经连接形成双标签(Ditag)。根据接头序列设计
引物 , 扩增双标签; 用锚定酶消化双标签, 释放出
约 26 bp 的双标签; 连接酶连接双标签可以得到一
个长的 DNA分子, 进行克隆及测序。对标签数据采
用 SAGE 软件进行分析(http://www.sagenet.org), 并
与已有的 SAGE 文库进行比较(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/ 
pub/sage/map/Hs/NlaⅢ), 发现表达差异的基因。 

3.2  SAGE的技术优化 

早期的SAGE 技术对实验材料的数量要求大 , 
在用于活组织检查等少量或微量的生物样本时受

限。实验中在应用PCR扩增提高标签数量的同时, 往
往不可避免的产生大量的接头二聚体污染。为此

Datson提出了microSAGE[35]解决方案 , 该方法将
SAGE步骤从RNA分离到标签释放的所有步骤简化
为“单管”程序 , 这不仅将原始RNA用量减少至
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1/500～1/5 000, 也提高了效率 , 减少了纯化步骤 ; 
另外, 该法还采用有限的PCR循环次数获得足量双
标签。Peters等[36]提出了SAGE-Lite法, 将实验材料
的初始用量进一步减少到 0.1 μg, 同时也使SAGE 
标签与长 cDNA 更易快速分离。Ye等 [37]提出了

mini-SAGE法 , 该方法许多方面都做了改进 , 且他
们用此法成功建立了两个成纤维细胞的SAGE 标签
库, 对其中一个库的 3,838个标签的初步分析, 证实
了一个典型的成纤维细胞基因表达图谱。Vilain于
2003 年 提 出 的 SAR-SAGE (Small amplified 
RNA-SAGE)[38], 在SAGE实验过程中非常巧妙地引
入了一个mRNA的扩增步骤 , 从而显著降低了
mRNA的用量, 并克服了SAGE-Lite等方法由于引入
了额外的PCR步骤进行样品扩增而产生的忠实性大
大 降 低 的 问 题 。 2004 年 Heiden-blut 提 出 了
aRNA-longSAGE(Antisense RNA–longSAGE)技术[39], 
他利用扩增得到的反义RNA 来构建SAGE文库, 起
始总RNA用量减少到了 40 ng。总之, SAGE技术的不
断革新完善, 使其能够更加适应全局分析基因表达
谱的需要。为了分析基因的启动子区域和起始位点

的变异, Hashimoto等[43]建立了人类细胞 5′-端SAGE
技术, 5′-端SAGE的数据库也随之建立, 通过该技术
建立的数据库提供了各种mRNA标签的频率和存在
于启动子区域、内含子和基因间区的转录起始位点。

更加拓宽了SAGE技术的应用范围。 

3.3  SAGE 技术在毒品成瘾研究中的应用 

SAGE技术在人体疾病研究方面 , 目前应用最
多的是对肿瘤的研究[40], 包括肿瘤部位组织和周围
正常组织基因表达的比较, 肿瘤不同阶段、治疗前
后、不同治疗方案基因表达谱的特征, 肿瘤细胞脱
离原发环境的基因表达谱的改变。 

与 SAGE技术在肿瘤研究及其他方面相比 , 
SAGE在脑基因表达谱研究方面相对较少。2003 年
Hauser等[41]为了识别帕金森氏综合征特异性基因表

达, 建立了 2个正常人脑黑质和相邻中脑的SAGE文
库, 识别出 3 700个转录本, 其中有 3个表达非常高
的SAGE标签和已知的基因及ESTs都不相匹配 , 从
而筛选出了与帕金森氏综合症发病可能相关的新的

基因。Sun 等[42]采用SAGE技术研究了双相性精神
障碍患者尸体脑组织大脑额叶皮质基因表达谱, 并
与精神分裂症、抑郁症患者和正常尸体脑组织额叶

皮质的表达谱进行比较, 发现编码 5-羟色胺转运蛋
白和NF-kappaB转录因子复合物的基因转录水平在

这 3种疾病中均显著升高。 
目前用SAGE技术研究毒品依赖机制较少。

Ouchi等[44]用SAGE技术研究了一次急性分别给予大
鼠甲基安非他明(Methamphetamine, METH)和苯环
利定(Phencyclidine, PCP)1 小时后大鼠脑皮质中基
因表达谱, 从两种SAGE文库中均获得 50 000 种标
签, 18 000种标签得到注释; 通过与盐水对照组大鼠
皮质SAGE文库进行比较, 识别出了与METH和PCP
急性反应相关的基因。在两种文库表达显著上调的

基因有 7种: 钙调蛋白 2(Calmodulin 2, CaM2)、基质
细胞衍生因子受体 1(Stromal cell-derived facor re-
ceptor 1)、脑特异性血管生成抑制因子 1 相关蛋白
2(Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 associated 
protein 2) 、 basigin 、 Rheb 、 olfactmedin-reated 
ER-localized 蛋白和促甲状腺激素释放激素受体
(Thyrotropin-release hormone receptor)。下调的基因
有 5种: lipocalin、醛缩酶A(Aldolase A)、甘氨酸受
体 2(Glycine receptor 2)、importin 13和脂肪酸结合
蛋白 3(Fatty acid binding protein 3)。本研究给我们提
供了METH和PCP急性药物作用与不同基因反应之
间的联系, 但是急性一次给药与人体毒品依赖时反
复用药的模式还有很大的差别。目前尚未有对毒品

依赖状态下人体全脑组织基因表达谱的系统研究。 

3.4  SAGE和 Microarray技术比较 

与SAGE 技术同年诞生、并肩走过 12 载的
Microarray技术 [32]也是目前研究基因表达谱的常用

工具, 在毒品成瘾、脑组织基因表达谱研究中也得
到应用。2006 年Lehrmann 等 [45]采用Mammalian 
Gene Collection(MGC) 芯 片 组 分 析 了 可 卡 因
(Cocaine)、大麻(Cananbis)和苯环利定(Phnocyclidine)
毒品成瘾死亡者大脑额叶皮质基因表达情况, 发现
钙调基因(CALM1, CALM2, CAMK2B)转录降低, 与
胆 固 醇 合 成 运 输 相 关 基 因 (FDFT1, APOL2, 
SCARB1)、与高尔基 /内质网 (ER)功能相关的基因
(SEMA3B, GCC1)转录增加, 并且通过与对照组比较, 
表明这些变化不是细胞和机体代谢应急所导致的一

般改变, 而是滥用毒品所引起的特异性改变。2007
年, Mash等[46]采用Affymetrix公司人类基因组 U133 
AB 芯片组 (http://www.affymetrix.com)研究了慢性
可卡因成瘾者脑组织海马区基因转录情况, 与对照
组相比, 慢性可卡因依赖者显示海马区有 151 个基
因转录上调, 91 个基因转录下调, 其中转录改变最
显著的是RECK基因(reversion-inducing-cysteine- rich 
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protein with kazal motifs), 该基因表达产物是一种新
型基质金属蛋白酶(MMP)抑制剂 , 可在转录后调节细胞
外基质整合、抑制血管的形成。 

尽管 Microarray 是一种强有力的基因表达谱研
究工具, 但是芯片杂交过程的很多因素影响实验结
果, 包括杂交和洗涤时的温度、离子强度、pH值、
cDNA 用量、非特异性杂交及其荧光燃料的强度、
饱和度等, 因此各实验室之间所获得的结果难以相
互比较; 而 SAGE技术不存在这方面的不足。SAGE
第二优点是不断丰富的电子化的 SAGE 数据库
(www.sagenet.org), 可以使不同实验室的研究者直
接比较所获得的实验结果。与 Microarray技术相比, 
SAGE 最大的优点不需要预先知道所研究基因的序
列或者克隆特征, 是一种开放的技术平台系统, 对
于药物依赖等多基因疾病基因表达谱的研究, SAGE
技术的应用价值不容忽视。  
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