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吗啡对拉米夫定抗HIV-1药效影响的
体外MT2细胞实验研究

梁冰玉庄道民蒋俊俊刘思扬苏齐鉴李敬云 梁浩
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·实验室研究·

【摘要】 目的探讨吗啡是否影响拉米夫定(3Tc)抗HIV-1的抗病毒效果。方法MT2细

胞随机分为吗啡+3TC、吗啡+纳洛酮+3TC、纳洛酮+3TC处理组及3TC对照组和病毒对照组；

用纳洛酮处理相应组的MT2细胞0．5 h后，加入吗啡处理细胞24 h，然后每组细胞加入等量的

HIV-ImB病毒和3TC溶液；病毒感染细胞第3、4、5和6天，取培养上清，用ELISA法检测培养上

清的HIV-I p24抗原，根据p24抗原表达量，计算各个处理组的3TC抗HIV-l p24抗原抑制率。

结果HIv—l感染细胞第3和第4天，吗啡+3TC处理组的3TC抗HIV-I p24抗原抑制率最低，与

3TC对照组相比差异有统计学意义(P<o．05)；吗啡+纳洛酮+3TC处理组和纳洛酮+3TC处理组

的3TC抗HIV-I p24抗原抑制率相当，两组差异无统计学意义(P>0．05)，这两组分别与3TC对照

组相比，差异无统计学意义(P>O．05)；病毒感染细胞第5和第6天，各处理组的3TC抗HIV二1 p24

抗原抑制率与3TC对照组相比，差异无统计学意义(P>O．05)；各个处理组的3TC抗HIV-1 p24抗

原抑制率随感染时间延长而降低，呈现时间一效应关系。结论吗啡在病毒感染初期能降低3TC

的抗HIV-I药效；纳洛酮能够阻滞吗啡降低3TC的抗HIV-1药效作用。
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【Abstraet】 objective To determine whether morphine having the ability to influence the

antiviral efrect of lamivudine(3TC)in vitro study．Methods MT2 cells were randomly assigned into

morphine+3TC treatment group，morphine+naloxone+3TC treatment group．naloxone+3TC
treatment group．Both 3TC and vires control groups were set uD．The corresponding MT2 cells were

treated with opiates antagonist(naloxone)for 0．5 hours before the 24一hours morphine treatment

program was implemented while all of the groups were then infected with equal amounts of cell．free

HIV二l硼B strain and 3TC．HIV二l p24 antigen in culture supernatants collected at days 3．4。5 and 6

after infection status was tested and the inhibition of 3TC anti．HIV二l p24 antigen of various treatment

groups calculated．Results Inhibition of 3TC anti．HIV二l p24 antigen of Morphine+3TC treatment

group was the lowest when HIV|-l infected cells at 3“and 40 day and showed significant difference

(P<0．05)when compared to the 3TC contr01．HoweveT，there was no statistically significant
difference among them(P>0．05)．when vires was infected the cells at 5。and 6。day．The difference

of 3TC anti—HIV二l p24 antigen inhibition between the morphine+naloxone+3TC treatment group
and the naloxone+3TC treatment group was not significant(P>0．05)．Similar results were obtained

when these two groups wgre compared to the 3TC controI group(P>0．05)。respectively．The 3TC

anti—HIV二l p24 antigen inhibition ofeach treatment group reduced as the time ofinfection prolonged．

showing a significant and time—course effbct．Conclusion The 3TC antiviral effect was reduced by

morphine in the early stage of infection．and could be blocked by naloxone．
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近年来以强迫用药为特征的药物滥用，尤其是

阿片类毒品如海洛因、吗啡滥用呈逐年上升趋势。截

至2009年底，全国累计登记吸毒人员133．5万名，其

中滥用海洛因等阿片类毒品97．8万名，占73．2％⋯。

我国在2006年以前HIV一1感染主要经静脉吸毒传

播乜J，近年尽管HIV-l的传播逐渐以性传播取代吸

毒传播，但目前在累计的艾滋病患者和感染者中仍

以吸毒者为主，因而毒品依赖并接受抗病毒治疗的

HIV-I感染者占抗病毒治疗患者的大部分。已有研

究表明，因服药依从性差和病毒耐药性等原因，静脉

吸毒者比非吸毒者的抗病毒治疗效果差[3]，具体影响

机制尚不清楚。毒品是否与抗病毒药物相互作用而

影响其抗病毒效果?为此，本研究通过体外研究方式

观察阿片类毒品对抗病毒药抗病毒效果的影响。

材料与方法

1．材料：

(1)药物和试剂：盐酸吗啡注射液(吗啡，规格

l ml，lO mg)由东北制药集团公司沈阳第一制药厂

生产；盐酸纳洛酮注射液(纳洛酮，规格l ml，lO mg)

由国药集团国瑞药业有限公司生产；拉米夫定

(3TC)粉剂为上海迪赛诺生物医药有限公司生产。

3TC溶于RPMI 1640培养液[含青霉素lO U／ml，庆

大霉素50 gg／ml，10％胎牛血清(FBS)]，使用前以

RPMI 1640培养液稀释成所需浓度。p24试剂盒采

用法国生物梅里埃公司(Biomerieux)生产的

Vironostika HIV．_1 Antigen试剂盒。FBS和RPMI

1640培养液均购于美国Gibico公司。

(2)细胞和病毒：传代人类T淋巴细胞系MT2

细胞引自日本由中国军事医学科学院微生物流行病

研究所全军艾滋病检测中心(全军艾滋病检测中心)

保存；HW-l Ill B病毒(2008年11月26日分离自河

南省一名35岁男性艾滋病患者的外周血淋巴细胞)

在全军艾滋病检测中心实验室稳定传代保存。

2．方法：

(1)3TC的IC，。和细胞毒性测定：3TC的IC如测定

方法同文献[4]。药物对细胞毒性测定，取对数生长

期的MT2细胞以每孑L5X 104／／"／ml细胞接种到96孔

板。加入不同稀释浓度的吗啡(10．14。l旷mol／L)、纳

洛酮(1矿m～10r6mol／L)和3TC溶液(1cr4．1lYgmol／L)，

同时设不加药物的对照组，各浓度重复4个孔，培养

3 d。MTT法b1检测各药物浓度对MT2细胞的毒性，

并用Reed．Muench法计算CC如，即对50％宿主细胞产

生细胞毒作用时的药物浓度。

(2)实验分组与处理：MT2细胞随机分为3个处

理组和2个对照组，即吗啡+3TC(Mo+3TC)、吗

啡+纳洛酮+3TC(Mo+Nal+3TC)、纳洛酮+3TC

(Nal+3TC)及3TC和病毒对照组。前i组用浓度分

别为10—2、10。10、10罐mol／L的吗啡对MT2细胞预处理

24 h，各浓度重复3个孔。此外，在用吗啡预处理细胞

24 h前，于细胞培养液中加入10{mol／L的纳络酮处

理30 rain。吗啡、纳络酮处理的浓度和时间是通过

MTT实验后对细胞不产生毒性的浓度，且与报道的

体外实验有可比性哺1。吗啡处理24 h后，用浓度为

100TCID，。的HIV二lⅢB病毒，感染细胞4h，同时，除

病毒对照组外其余各组加入浓度为1／2 IC∞的3TC溶

液。病毒感染细胞4 h后，用RPMI 1640培养液洗涤

细胞3次，以洗去游离的病毒，再加入相应浓度的吗

啡、纳洛酮和3TC溶液。细胞感染病毒第3天，更换

一次含有吗啡、3TC和纳络酮的细胞培养液。

(3)HIV-l p24抗原的检测：MT2细胞病毒培养

第3、4、5和6天每孑L收集培养上清200 gl，检测

HIV-1 p24抗原，检测方法按照试剂盒说明书。3TC

抗HIV-1 p24抗原抑制率(％)=[(病毒对照组pg

值一给药组pg值)／病毒对照组pg值]×100％。

3．统计学分析：以上试验均重复3次，计算出每

个处理组3TC抗HIV-1 p24抗原抑制率(％，i±s)，

然后用Student—t检验和方差分析(ANOVA)比较处

理组间，以及处理组和对照组间差异是否有统计学

意义。采用SPSS 13．0统计软件。

结 果

1．3TC的IC如和细胞毒性测定：经计算，3TC

的IC如----0．32 pmol／L，所以l／2 IC，。的3TC浓度为

0．16 gmol／L。本实验所使用的吗啡、纳洛酮和3TC

对MT2细胞均无毒性作用。

2．吗啡对3TC抗HW-1 p24抗原抑制率的影

响：如表l所示，HIV-1感染MT2细胞第3天，Mo+

3TC组3个浓度的p24抗原表达量均大于3TC对照

组，且3TC抗HIV-1 p24抗原抑制率均低于3TC对

照组，差异有统计学意义(P<0．05)；HIV-I感染

MT2细胞第4天，Mo+3TC组10-12和10一omol／L两

个浓度的3TC抗HIV-1 p24抗原抑制率与3TC对照

组相比，差异有统计学意义(P<O．05)，但该处理组

内浓度为10。8 mol／L的吗啡对3TC抗HIV二1 p24抗

原抑制率无影响，与3TC对照组相比差异无统计学

意义(P>0．05)；HIv-l感染MT2细胞第5、6天，3个

处理组的3TC抗HIv-l p24抗原抑制率与3TC对照
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表l处理组和对照组p24抗原表达(×10～ng／ml，i±s)及3TC对HIV-1 p24抗原的抑制率(％，至±5)
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注：以i次实验的p24抗原抑制率的均数±标准差表示，经studellt·￡检验，比较不问处理组与3TC对照组的差异，VAt、P值表示

组的差异无统计学意义(P>0．05)。

3．纳洛酮对吗啡降低3TC药效的阻滞作用：由

图1A、B可见，HIV-1感染MT2细胞第3和4天，

Mo+3TC组的3TC抗HIV二1 p24抗原抑制率明显低

于M04-Nal4-3TC、Nal4-3TC组和3TC对照组，差

异有统计学意义(P<0．05)；而M04-Nal4-3TC组和

Nal4-3TC组分别与3TC对照组的3TC抗HIV-1 p24

抗原抑制率相比，差异无统计学意义(P>0．05)。

Mo+3TC Mo+NaI*3TC NaI*3TC 3 J1C

处理组 对照组

Mo+3TC Mo-+_NaI+3TC NaI*3TC 3 1 C

处珲组 对照组

HIV-1感染MT2细胞第5和6天，Mo+3TC组的

3TC抗HIV二l p24抗原抑制率与M04-Nal4-3TC、

Nal+3TC组和3TC对照组分别相比，差异均无统计

学意义(P>0．05)(图l C、D)。

4．吗啡对3TC抗病毒药效影响的时间一效应关

系：由表l和图2可见，从HIV-1感染MT2细胞第3

天到第6天，各处理组的p24抗原表达量逐日增加。

而各处理组的3TC抗HIV-I p24抗原抑制率逐日下

M0+3TC Mo tNaI+3TC Na卜3 I、C 3 C

—————夏蘧r———一丽

Mo+3TC Mo+Nal-3TC NaJt3TC 3 IC

处理组 对照组

图l纳洛酮对吗啡降低3TC药效的阻滞作用
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降，呈现时间一效应关系；Mo+3TC组的3TC抗

HIV．_l p24抗原抑制率与3TC对照组相比，差异逐

渐减少(从第3天的差异有统计学意义到第6天的差

异无统计学意义)。
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图2吗啡对3TC抗HIV-I p24抗原抑制率的时间一效应关系

讨 论

3TC可阻断反转录酶活性有效抑制HIV-1的复

制，是目前治疗艾滋病的首选药物；MT2细胞是人T

淋巴细胞，易感染HIV，是目前用于筛选和评价体外

抗HIV药物较好的细胞模型之一【7]。为此，本研究

运用体外研究模型，选取MT2细胞，以及我国流行

毒株HIV-1 HI B构建细胞一病毒培养系统，加入阿片

类毒品吗啡和抗HIV病毒药3TC，观察吗啡对3TC

抗HIV药效的影响。

流行病学调查发现，鸦片依赖能增加HIV感染

者体内的病毒载量，并促进病程和显著性增加死亡

率旧j。有临床研究报道，频繁使用阿片类毒品(如吗

啡、海洛因)，更易感染HIV【91。动物实验结果表明，

吗啡依赖的恒河猴体内病毒载量高于非鸦片依赖

猴n引。体外研究显示，阿片类毒品美沙酮和吗啡能够

促进HIV在免疫细胞内的复制⋯]。本研究结果显示，

一定浓度的吗啡能够降低3TC的抗HIV-1 p24抗

原。由此可推测吗啡能够促进HIV感染免疫细胞，

并促进HⅣ在细胞内复制，提示吗啡可能通过降低

免疫MT2细胞的抗病毒免疫功能，促进HIV-1感染

MT2细胞，并促进HIV-1在细胞内的复制，最终使病

毒一细胞培养系统的病毒量增加，HIV|-l p24抗原表

达增加，而表现出3TC抗HIVr-l p24抗原抑制率降

低。本文结果可解释流行病学研究结果：在接受抗病

毒治疗患者中，阿片类毒品(可卡因)依赖的HIV感

染者其病毒载量具有高于非依赖者的特征¨2。。

本研究发现，含有阿片受体阻滞剂的纳洛酮能够

阻滞吗啡降低3TC药效的作用，提示吗啡可能是通过

阿片受体作用于MT2细胞，促进HIV-1在免疫细胞

内的复制，从而降低3TC的抗病毒药效。此结果与

Wang等“31的研究一致，表明吗啡可能是通过促进

HIV感染和复制而降低抗病毒药3TC的抗病毒效果。

本研究还发现，各处理组培养上清的HIv-l

p24抗原随着培养时间的延长而增加，而3TC的抗

HIV-I p24抗原抑制率随着培养时间的延长而降

低，呈现时间一效应关系。提示吗啡降低3TC的抗病

毒效果随着病毒感染时间的延长而有减弱的趋势。

综上所述，吗啡可能是通过促进HIV-1ⅢB感染

MT2细胞，并促进病毒在MT2细胞内复制，增加

HIV-1的病毒载量，从『『i：『降低3TC的药效。研究结果

为阿片类毒品依赖合并HIV感染者的抗病毒治疗方

案的调整和防治HIV_l感染的宣传教育提供参考。
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