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［摘要］ 目的 观察甲基苯丙胺与 HIV-Tat 蛋白协同对大鼠血脑屏障的作用机制．方法 雄性 SD 大鼠每天 2

次腹腔注射给予 MA10 mg/kg 的同时尾静脉注射给予 HIV-Tat 400 ng/kg，连续 7 d，给药结束 24 h 后随机取 10 只

大鼠尾静脉注射伊文思蓝检测脑组织 EB 含量，随机取 5 只大鼠断颈取脑，用于 SOD 活力、GSH 和 MDA 含量的

测定．余下 2 只大鼠快速断颈取脑，戊二醛 - 锇酸溶液固定前额叶皮质部分，透射电镜观察结构变化．结果 与

正常对照组相比，实验组脑组织中 EB 含量不同程度增加，提示实验组血脑屏障通透性增加 （ ＜0.05）；MDA 含

量升高、SOD 活力和 GSH 含量不同程度降低，提示实验组氧化应激反应增强 （ ＜0.05） ．MA+Tat 组与 MA 组、

Tat 组相比，EB 含量升高明显，提示 MA 与 HIV-Tat 蛋白联用能协同增加血脑屏障通透性；MDA 含量显著升高，

SOD 活力、GSH 含量明显下降，提示 MA 与 HIV-Tat 蛋白联用能协同增强大鼠脑组织氧化应激反应 （ ＜0.01）；

NAC+MA+Tat 组与 MA+Tat 组相比，EB 含量降低，提示 NAC 能一定程度拮抗 MA 与 HIV-Tat 蛋白对血脑屏障通

透性的影响 （ ＜0.01）；MDA 含量下降，SOD 活力、GSH 含量明显升高，反映 NAC 能在一定程度拮抗 MA 与

HIV-Tat 蛋白对大鼠脑内氧化应激反应增强作用 （ ＜0.01） ．各实验组在电镜下观察到血脑屏障一系列超微结构

改变，如脑微血管内皮细胞肿胀变薄，血管周围胶质细胞和星形胶质细胞肿胀，胞饮小泡增加等，这些改变以

MA+Tat 组最为显著．结论 MA 和 HIV-Tat 蛋白能改变血脑屏障通透性，两者具有协同作用，协同作用机制可能

与氧化应激有关．
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［Abstract］ Objective To investigate the changes of the blood-brain barrier and investigate the effects

induced synergistically by MA and Tat protein. Methods Male SD rats were ip given MA 10 mg/kg twice daily

followed by tail intravenous injection given Tat protein 0.4 滋g/kg once daily for 7 days. After the last injection，we

randomly chose 10 rats and given tail intravenous injection of EB， then we detected the EB content in brain

tissues， chose 5 rats to test the ROS in brain tissues， the rest rats were prepared for transmission electron-

microscopy （TEM） observation. Results Compared with control group， EB contents in brain tissues of rats in the
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test group were significantly increased， suggesting blood-brain barrier permeability was increased （ ＜0.05） .

Compared with control group，MDA in brain tissues of rats in the test group were significantly increased， while SOD

and GSH activities were significantly decreased， suggesting oxidative stress was enhanced （ ＜0.05） . Compared

with MA and Tat group，EB and MDA in the MA+Tat group were higher，suggesting that MA combined with Tat had

synergistic effects on changing permeability of blood-brain barrier and the level of oxidate stress . EB and MDA in

NAC+MA+Tat group were lower than MA+Tat group （ ＜0.01），whereas， SOD and GSH were higher than

MA+Tat group，suggesting NAC could protect BBB against injury induced by MA and Tat （ ＜0.01） . And a series

of ultrastructural changes of blood-brain barrier were found under transmission electron-microscopy， such as

cerebral microvascular endothelial cells became swollen and thinner， the glia and astrocytes also were swollen.

Conclusion MA and Tat protein have synergistic effects on changing the permeability of blood-brain barrier. In

addition， the effects may attribute to oxidative stress.

［Key words］ Blood-brain barrier；Methamphetamine； HIV-Tat protein；Oxidative stress； N-acetylcys-

teine

艾滋病病毒 （human immunodeficiency virus，

HIV） 感染与甲基苯丙胺 （methamphetamine，MA）

滥用是当今世界的两大公共安全问题．近年来的研

究发现，MA 的滥用可增加 HIV 感染者出现艾滋病

- 痴呆综合征的风险，本课题组前期实验证实 MA

滥用和 HIV 感染都可以造成神经元退行性变性[1]．

近年研究表明，MA 与艾滋病病毒反式转录因

子 （trans-activator of transcription，Tat） 不仅能够

协同对大脑神经元产生毒性作用[2]，还能够通过氧

化应激反应、调控血脑屏障紧密连接蛋白功能及表

达和诱导脑毛细血管内皮细胞凋亡等途径对血脑屏

障功能产生影响[3-6]，但对于二者在血脑屏障功能影

响过程是否存在协同机制报道较少．Banerjee 等[6]研

究 表 明 ， 硫 醇 抗 氧 化 剂 N- 乙 酰 半 胱 氨 酸

（N-Acetylcysteine，NAC） 能够削弱 MA 与 Tat 对血

脑屏障的损伤作用．本实验从氧化应激角度，观察

MA 和 Tat 蛋白协同对大鼠血脑屏障的通透性及脑

组织中超氧化物歧化酶 （Superoxide dismutase，

SOD） 活力、还原型谷胱甘肽 （Glutathione，GSH）

和丙二醛 （Malondialdehyde，MDA） 含量的改变，

探讨在血脑屏障损伤过程中二者协同作用的机制和

观察 NAC 在 MA 和 Tat 蛋白协同损伤血脑屏障中

的作用．

1 材料与方法

1.1 药品和试剂

盐酸甲基苯丙胺购自中国药品生物制品鉴定

所，公安部物证鉴定中心，用生理盐水溶解，制备

成 2.5 g/L 溶液，备用．HIV-Tat 蛋白购自以色列

PROSPEC 公司，10 μg/ 支，用生理盐水溶解制备

成 0.1 mg/L 溶液备用．NAC，25 g/ 支，购自北京

寰宇科创生物科技发展有限公司，用生理盐水配制

成 62.5 g/L 备用．伊文思蓝颗粒，1 g/ 瓶，购自昆

明诺贝生物科技有限公司，用生理盐水溶解制备成

2%溶液备用．甲酰胺，100 mL/ 瓶，购自昆明诺贝

生物科技有限公司．SOD 测试盒 （酶标法，96T）、

MDA 测试盒 （TBA 法，100 管 96 样） 和 GSH 测

试盒 （微板法，96T） （南京建成生物工程研究

所） ．2%戊二醛 - 锇酸固定液由昆明医科大学电

镜室提供．水合氯醛购自天津市化学试剂研究所，

用生理盐水配制成 10%溶液备用．

1.2 仪器

BD 第二代一次性使用静脉留置针 24G （直

型），苏州碧迪医疗器械有限公司产品．LLJ019D

离心机，珠海黑马医学仪器有限公司产品．96 孔

酶标板，海门弘澄实验器材制造有限公司产品．玻

璃匀浆器，海门市华凯实验玻璃仪器有限公司产

品．1 000 滋L、200 滋L可调微量加样枪，金花；

100 滋L、20 滋L和 10 滋L可调微量加样枪，Gilson．

电子天平 （JJ100/d=0.01g），奥豪斯仪器 （上海）

有限公司产品．酶标仪，SPECTRAMAX 公司产

品．超低温冰箱，海尔公司产品．

1.3 动物分组及给药

成年 SD 大鼠，雄性，清洁级，体质量 230～

270 g．由昆明医科大学实验动物学部提供．动物

常规喂养，温度21℃～25 ℃，湿度30%～70%．实验

前适应性饲养1周，每天抓取适应2次，自由进食和饮

水，保持环境清洁、安静，12 h 交替光照.

大鼠随机分为正常对照组、NAC 组、MA 组、

HIV-Tat 蛋 白 组 、 MA+HIV-Tat 蛋 白 组 和

NAC+MA+HIV-Tat 蛋白组，每组 17 只大鼠 （10 只

用于 EB 含量测定，5 只用于 ROS 产物测定，2 只

用于电镜观察） ．正常对照组分别于每日 9 时和



药物 （mg/kg） EB （滋g/g） 变化率 /% （同 Nacl 组比较）

0 0.27±0.05 -

NAC 250 0.22±0.02 -

MA 10 1.16±0.06*▲ 324

Tat （4×10-4） 0.57±0.05*▲ 105.4

MA+Tat （0+4×10-4） 3.20±0.05* 1 000.63

NAC+MA+Tat （250+10+4×10-4） 0.86±0.05#▲ 213.1

表 1 脑组织 EB含量（x±s）
Tab. 1 EB contents of rat brain tissue（x±s）

与 Nacl 组比较，* ＜0.05；与 NAC 组比较，# ＜0.05；与 MA+Tat 组比较，▲ ＜0.05.
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18 时 ip 给予生理盐水 1 mL；NAC 组给予 NAC 250

mg/kg；MA 组给予 MA 10 mg/kg；HIV-Tat 组；每

天 1 次 （上午 10:00） 尾静脉注射 HIV-Tat 400

ng/kg；MA+HIV-Tat 组按两药单独给药方式同时给

予；NAC+MA+HIV-Tat 组，先按 NAC 组给药，0.5

h 后，再按 MA 和 HIV-Ta 组给药方式给药．在最

后一次给药 24 h 后，根据实验要求对大鼠进行处

死．

1.4 测定脑组织伊文思蓝 （Evans blue，EB） 含

量

每组取10只大鼠，尾静脉注射2%EB（20 mg/k）

循环2 h后，10%水合氯醛3 mL/kg ip麻醉，迅速开胸

暴露心脏，灌注针头从左心室插至主动脉根部，在

右心耳处剪开作为出口，快速灌注生理盐水至流出

液体无血色，迅速开颅取脑，用玻璃匀浆器制备脑

组织匀浆后加入3 mL甲酰胺溶液，54℃恒温水浴箱

中孵育48 h，离心15 min，取上清液在酶标仪下

（λ=620 nm）下测定吸光度（absorbance，A）值并绘

制EB 标准曲线，计算出脑组织中EB含量．

1.5 脑组织 SOD活力、GSH 和MDA含量测定

每组取 5 只大鼠，10%水合氯醛 3 mL/kg ip 麻

醉，脱臼法处死，开颅取脑并称重．将大鼠脑组

织匀浆，按重量：体积为 1:9 加入生理盐水，用玻

璃匀浆器制备 10%脑组织匀浆，600×g 低温离心

15 min；取上清液分别使用SOD活力、GSH、MDA检

测试剂盒（南京建成生物工程研究所）进行检测.

1.6 大鼠前额叶皮质形态观察

每组取 2 只大鼠，10%水合氯醛 3 mL/kg ip 麻

醉，脱臼法处死后迅速于冰盘上分取约 1 mm3 大脑

前额叶皮质区，2%戊二醛 - 锇酸溶液固定后，送

昆明医科大学电镜室后续处理并观察．

1.7 统计学处理

实验所得数据使用软件 SPSS 进行统计学分

析，差异采用单因素方差分析和 LSD 法进行比较，

＜0.05 为差异有统计学意义.

2 结果

2.1 甲基苯丙胺与 HIV-Tat 蛋白协同对大鼠脑血

管通透性的影响

与正常对照组相比，实验组 EB 含量明显升高

（ ＜0.05）；NAC+MA+Tat 组与 NAC 组比较 EB 含

量明显降低 （ ＜0.05） ．实验组 EB 含量之间存

在差异，其中 MA+Tat 组 EB 含量明显高于 MA 组、

Tat 组和 NAC+MA+Tat 组 （ ＜0.01），见表 1．

2.2 大鼠前额叶皮质组织形态观察

透射电镜观察发现，正常对照组大鼠前额叶皮

质内皮细胞胞质浓密，厚度适中，胞饮小泡较少，

内皮细胞紧密连接完整．毛细血管基膜薄且均匀，

被星形胶质细胞足突包绕．实验组观察到内皮细

胞水肿，胞质稀松，胞饮小泡增多，内皮细胞周

围星形胶质细胞足突肿胀，与微血管基底膜分

离．MA 组、Tat 组和 NAC+MA+Tat 组未观察到内

皮细胞紧密连接开放，MA+Tat 组显示毛细血管内

皮细胞紧密连接开放．

2.3 脑组织 SOD 活力、GSH、MDA 含量检测结

果

与正常对照组相比，实验组SOD活力、GSH含量

明显降低（ ＜0.05）；NAC+MA+Tat组与NAC组比较，

SOD 活力、GSH含量明显降低（ ＜0.05）；实验组

SOD 活力、GSH含量之间存在差异，其中MA+Tat组

SOD 活 力 、GSH 含 量 明 显 高 于 MA 组 、Tat 组 和

NAC+MA+Tat 组（ ＜0.01）．与正常对照组相比，实

验组MDA含量明显升高（ ＜0.05）；NAC+MA+Tat组

与NAC 比较，MDA含量明显升高（ ＜0.05）；实验组

MDA 含量之间存在差异，其中MA+Tat组MDA含量

明显高于MA组、Tat组和NAC+MA+Tat组（ ＜0.01），

见表2.



组 别 SOD （U/mL） GSH(滋mol/L)
变化率 （与 Nacl 组比较） /%

SOD GSH MDA

0 331.12±39.81 15.65±1.58 4.28±0.19 - - -

NAC 390.13±24.55 16.97±0.50 4.92±0.92 - - -

MA 238.45±43.47*▲ 12.03±0.92*▲ 8.34±0.41*▲ -28.14 -23.13 95.32

Tat 218.74±13.39*▲ 14.17±0.91*▲ 6.45±0.54*▲ -34.07 -9.4 51.05

MA+Tat 171.63±17.81* 7.51±0.43* 11.92±1.63* -48.27 -52.07 179.2

NAC+MA+Tat 239.81±27.12#▲ 12.34±0.70#▲ 6.21±0.17#▲ -27.72 -21.15 45.20

表 2 脑组织SOD活力、GSH和 MDA含量测定（x±s）
Tab. 2 Detection of SOD，GSH，MDA in brain tissues of rats （x±s）

A B C

D E F

与 Nacl 组比较，* ＜0.05； 与 NAC 组比较，# ＜0.05；与 MA+Tat 组比较 ，▲ ＜0.05 .

图 1 各组大鼠脑组织的电镜观察结果

Fig. 1 Electron-microscope observation of brain tissues of rats in each group

A:Nacl 组大鼠脑组织；B: NAC 组大鼠脑组织；C: MA 组大鼠脑组织;

D:Tat 组大鼠脑组织；E: MA+Tat 组大鼠脑组织； F: NAC+Ma+Tat 组大鼠脑组织. (→指示紧密连接.★表明脑血管周围水肿).

3 讨论

当前，MA 滥用在亚洲相当严重，成为了 21

世纪的主导毒品[8]，研究表明 MA 滥用不仅能够通

过注射吸毒方式传播 HIV，还能够通过增加不安全

性行为、降低机体免疫力增加 HIV 的感染率，另

外 HIV 感染也可促进 MA 的滥用[9，10]．

血脑屏障由脑的连续微血管内皮及其细胞间的

紧密连接、完整的基膜、周细胞以及星形胶质细胞

脚板围成的神经胶质膜构成，是介于血液和脑组织

之间的对物质通过有选择性阻碍作用的动态界面．

在病理情况下，血脑屏障通透性发生改变导致脑内

环境改变造成严重后果．因此，从血脑屏障层面减

少甚至阻断 MA 与 HIV-Tat 进入脑细胞理论上能够

降低艾滋病痴呆的发生率．

综合本次实验形态学结 果来看 ，MA 与

HIV-Tat 蛋白在单药和联用时对 BBB 具有一致作

用，如，脑组织 EB 含量，特别是 MA+Tat 组含量

变化率高达 1000.63%，MA 组和 Tat 组相对于正常

对照组变化率分别只有 324%和 105.4%，表明两药

联用时，能够协同增加血脑屏障通透性；透射电镜

视野下显示对照组内皮细胞无病理改变，实验组内

皮细胞及周围胶质细胞足突不同程度水肿，
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MA+Tat 组观察到内皮细胞间紧密连接开放．上述

现象都反映了 MA 与 HIV-Tat 蛋白能够引起血脑屏

障通透性增加，而且 MA+Tat 组内皮细胞间紧密连

接开放说明了二者联用时会引起血脑屏障的屏障

功能进一步.

国外研究发现，HIV-Tat 蛋白和 MA 都能够诱

导细胞产生多种神经毒性物质并调控神经元细胞

凋亡，损伤线粒体诱导产生氧自由基、TNF-α 和

IL-β 等产物增强氧化应激反应以及影响细胞内紧

密连接蛋白的功能导致血脑屏障出现功能障

碍 [5，11-14]，这与本研究单药组氧化应激实验结果一

致，进一步印证了 MA 与 HIV-Tat 蛋白能够引起脑

内氧化应激产物增加的事实．对比 MA、Tat 和

MA+Tat 组氧化应激产物变化率，证实了 MA 联用

HIV-Tat 蛋白能够在增强脑内氧化应激反应上有协

同效应．运用抗氧化药物 NAC 与 MA、Tat 联用，

亦证明了 MA 与 HIV-Tat 的损伤作用与氧化应反应

有关．

本研究通过单药和多药联合应用的方法，从形

态学观察和氧化应激角度进行了研究和比较，表明

MA 与 HIV-Tat 蛋白对血脑屏障损伤作用机制在氧

化应激角度具有协同性，提示 MA 与 HIV-Tat 引起

的氧化应激反应造成血脑屏障通透性上升．为临

床改善滥用 MA 的 HIV 感染者生活质量及预防

HAD 发生提供一定的参考．
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