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摘要

物质成瘾主要特征为持续地、失去控制地对成瘾物质的渴求，以

及持续的复吸倾向；由于这些特征，物质成瘾的临床治疗显得困难

重重。尽管物质成瘾的主要理论各持所见，但均认可与成瘾物质使

用相关的环境线索，在触发对成瘾物质的渴求和复吸行为中起了重

要作用，类似于条件化环境线索对成瘾记忆的提取。

海马在环境线索相关的学习记忆中起着重要作用。海马突触可塑

性，主要是指活动或经验依赖的长时程增强(Long-term potentiation，

LTP)和长时程抑制(Long．term depression，LTD)，被认为是海马依
赖的学习与记忆的细胞分子基础。既往吗啡成瘾对海马突触可塑性

影响的研究，常常是以记录单个通路的突触效能改变为基础(例如

低频刺激诱导LTD、高频刺激诱导L邛)，进而阐明突触可塑性在
成瘾行为中的作用及其可能的机制。然而，学习记忆的行为学研究

往往采用两种事件的条件化训练来进行，如经典的条件反射是通过

条件刺激和非条件刺激来建立联合型学习。在动物实验中运动敏感

化是常见的成瘾模型，由于环境线索和成瘾物质使用建立的联合型

学习，运动敏感化往往只有在条件化环境中才能有效表达。最近研

究进展表明，大鼠海马Schaffer-CAl双通路也存在类似于经典条件
反射的联合型学习记忆规律，两个通路之间在一定时间内的协同作

用，可在两个通路同时诱导出LTP和LTD，呈现为海马组合突触可

塑性，体现了海马突触可塑性可能在学习记忆的编码过程中具有灵

活性与稳定性的特点。鉴于条件化环境线索在成瘾记忆提取中的重

要作用，我们认为基于双通路条件化作用的海马组合突触可塑性可

能在成瘾过程中发挥着重要作用。

本研究采用了活体电生理、行为学、生化等方法，进行了了三方

面研究：(1)以海马Schaffer-CAl双通路技术为基础，研究了大鼠
Schaffer-CAl组合突触可塑性的分布特点； (2)在此基础上，研究

了吗啡成瘾对大鼠Schaffer-CAl双通路组合突触可塑性的影响；(3)

研究了吗啡反复戒断对大鼠Schaffer-CAl双通路组合突触可塑性以

及大鼠行为敏感化的影响，并采用了免疫印迹法(Western Blotting)

测定AMPAR@．amino．3-hydroxy-5．methyl．4．isoxazolepropionate receptor)的

G1uRl(Glutamate receptorl)及GluR2／3(Glutamate receptor2／3)邪_单

位，在一次戒断、三次戒断后在大鼠海马膜蛋白及突触小体的表达。
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在第一部分海马组合突触可塑性实验中，我们首次证实了海马突

触可塑性在Schaffer-CAl双通路上呈现出四种组合：LTD／LTD，

LTP／LTP，LTP／LTD，LTD／LTP。这表明了在信息编码过程中，LTP

及LTD可能同时存在，呈现组合可塑性的特点，提供了信息处理过

程中的稳定性，避免单_二L即或LTD产生时导致过度兴奋或抑制，
同时由于不同突触的不同组合也提供了信息处理的灵活性。因此，

推测信息加工可能是各种形式LTD与LTP的组合过程，类似于数字

0，1进行组合编码。这种组合编码似乎更加合理，因为它有助于提

高记忆编码效率及记忆容量，并有利于突触权重(Synaptic weight)

的精确调节。

在第二部分实验中，我们首次将海马Schaffer．CAl双通路技术应

用于吗啡成瘾的研究，我们发现慢性吗啡处理易化了LTD

(L吼TD)，伴随着吗啡戒断易化的LTD出现恢复的趋势，在戒
断第四天逆转为LTP／LTD。我们认为这反映了突触效能的内稳态性

适应(Homeostatic adaptations)过程，有利于吸毒和戒断相关线索

建立条件化(Comexmal conditioning)，形成牢固的物质成瘾记忆。

由于LTP／LTD组合可塑性能被NMDAR(N-methyl．D．aspartate

．receptor)及D1／D5多巴胺受体阻断剂完全阻断，提示了通过激活多

巴胺系统D1／D5受体，调控了谷氨酸系统的突触可塑性，可能是环

境线索相关成瘾记忆的分子机制。

第三部分海马组合可塑性实验中，我们首次证实了三次戒断后

LTP比一次戒断后的LTP幅值更大，持续更久，并表现为LTP／LTP

组合；在行为敏感化实验中发现，三次戒断大鼠的自发活动均多于

一次戒断(GluRl及G1uI也／3在海马膜蛋白及突触小体表达的数据

正在整理中)。结果提示多次戒断可进一步加强条件化环境线索相

关的成瘾记忆，增强大鼠的觅药动机。进一步说明了戒断后的存在
关键时间窗，促进了条件化环境线索相关成瘾记忆的形成，如能阻

断LTP的形成，可能会熄灭环境线索相关联的成瘾记忆，从而减少

条件化环境线索诱发的复吸行为。
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ABSTRACT

Drug addiction is characterized by persistent and compulsive drug

craving，drug seeking and persistence tendency to relapse，which is the

major problem hampering clinical treatment of drug addiction．Ample

evidence adds to a growing consensus that drug-associated contextual

cues play all important role in triggering drug craving and relapse and

the retrieval of addiction memory by conditioned contextual cues may

be the underlying mechanism．

Hippocampus is known to be critical for the formation of certain

type of memory including contextual cues—associated addiction memory．

Hippocampal activity--dependent or experience·-dependent synaptic

plasticity,including Long-term potentiation(ETa)and Long—term

depression(LTD)，is believed to be the cellular and molecular

mechanism which underlies hippocampus—dependent learning and

memory．Hippocampal synaptic plasticity in the studies of morphine

addiction is often examined by using one pathway recording technique，

in which LTD is induced by low frequency stimulation(LFS)and LTP is

induced by high frequency simulation(HFS)．The results of those

studies suggest that there should be a crosstalk between the potentiation

or depression of hippocampal synaptic plasticity and the mechanism of

addictive behavior．However behavioral learning，e．g．the classic

Ill



conditioning，is based on the association between conditioned and

unconditioned stimuli and in the experiment of locomotor sensitization

to morphine，locomotor sensitization may be expressed sucessfully only

in the conditioned context，which is based on unconditioned stimulus

(morphine inj ection)in the conditioned environment(open field)．Recent

study indicates that hippocampal combinatorial synaptic plasticity can

be induced by a similar conditioning procedure that conditioned stimuli

between two Schaffer-CA 1 pathways within a certain timing window

induces LTP and LTD simultaneously，which illustrates the flexibility

and stability of hippocampal synaptic plasticity．Since conditioned

contextual cues may make critical contribution to relapse，hippocampal

combinatorial synaptic plasticity based on conditioning of two pathways

should be a candidate mechanism for long—lasting and unforgettable

addiction memory．

In the present study,using in vivo electrophysiological，behavioral

and biochemical methods，we carried out three sets of experiments．In

the first set of experiments，we examined the distribution of

hippocampal combinatorial synaptic plasticity in two converging

Schaffer-CA 1 pathways in rat；in the second set of experiments，we

examined the effects of morphine addiction on hippocampal

combinatorial synaptic plasticity；in the third set of experiments，we

examined the effects of repetitive withdrawal on hippocampal
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combinatorial synaptic plasticity．We also used immunoblots(Western

Blotting)to asses the expression of GluRl(Glutamate receptorl)and

GluR2／3(Glutamate receptor2／3)subunits of the AMPAR,．which is the

major receptor responsible for the expression and maintenance of LTP

and LTD，in the total membrane fraction and the synaptosome fractions

of the hippocampus after one time and tmrd times of morphine

withdrawal．

In the first set of experiment，we demonstrated for first time that

there are four types of combinatorial synaptic plasticity,i．e．LTD／LTD，

LTP／LTD，LTD／LTP and L眦TP．The results implicate that LTD and

L四may coexist and concomitantly encode information，which provides

the stability of the hippocampal synaptic plasticity and makes

contribution to limit the tendency to drive synaptic strength towards

potentially epileptogenic level of LTP or minimum value and shows the

flexibility of encoding process which may be similar to encoding

information by digital 0 and 1．Combinatorial plasticity may encode the

information more efficiently and may enhance the capacity for the

storage of memory traces compared with encoding process mediated by

LTP or LTD independently,which provide the possibility to reset

synaptic weight and update synaptic configuration delicately．

In the second set of experiment，we first introduced the dual

Schaffer-CA 1 pathways experiments to examine hippocampal

V



combinatorial synaptic plasticity after repeated morphine exposure．We

observed that repeated morphine exposure facilitated LTD(LTD／LTD)，

which was gradually restored following morphine withdrawal．Ho．wever

on withdrawal day 4，LTP／LTD was induced．Thus，from drug taking to

withdrawal，homeostatic adaptations and contextual conditioning may be

the mechanism underlying contextual cues—associated addiction memory．

Since LTD or LTP was fully blocked by antagonists to NMDAR and

D 1／D5 receptors，it seems that morphine may employ dopamine system

to modulate glutamatergicm and LTD which may be the molecular

mechanism of the conditioned contextual cues which can retrieve

addiction memory．

In the third set of experiments，we demonstrated for first time that

LTP after three times of withdrawal was enhanced as compared with that

after one time of withdrawal and combinatorial plasticity was

remarkable LTP／LTP as compared with LTP／LTD after one time of

withdrawal．Consistent with this result，locomotor activity after three

times of withdrawal was largely increased as compared with that after

one time of withdrawal．The data of the expression of GluRl and

GluR2／3 are in preparation．Our findings suggest that the more times of

withdrawal，the more possibilities of combinatofifl plasticity would be

I TP／I胛that may be responsible for stronger contextual cues—associated

addiction memo巧and drug-seeking behavior．These results reveal that
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acute withdrawal may be critical in the formation of contextual

cues．associated addiction memory and effective block of hippocampal

LTP induction may contribute to the extinction of conte．xtual

cues—associated addiction memory and thereby decrease the tendency to

relapse evoked by conditioned contextual cues．

VⅡ



博士学位论文 英文缩略词简表

英文缩略词简表



博士学位论文 英文缩略词简表

NMDAR N-methyl．D．aspartate receptor NMDA受体

PHC Parahippocampal cortex 海马旁回

PKA Protein kinase A 蛋白激酶A

PKC Protein kinase C 蛋白激酶C

PLC Phospholipase C 磷脂酶C

PPl Protein phosphatases 蛋白质磷酸酶1

PPD Paired．pulse depression 配对．脉冲抑制

PPF Paired．pulse facilitation 配对堋k冲易化

PRC Perirhinal cortex 嗅周皮质

SLM Stratum lacunosum．moleculare 腔隙(网状)分子层

SPM Synaptic plasticity and memory 突触可塑性与记忆

SR Stratum radiatum 辐射层

STDP Spike-timing-dependent plasticity Spike-timing依赖的可塑性

STM Short-term memory 短时记忆

TADP Timing ofafferent pathways dependent plasticity 输入时序依赖的可塑性

TARPs TransmembraneAMPAR regulatory proteins 跨膜AMPAR调节蛋白

US Unconditioned stimulation 非条件刺激

VDCCs Voltage．dependent Ca2+channels 电压依赖钙通道

VTA Ventral tegmental area 腹侧被盖区
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一、刖吾

l海马突触可塑性与学习记忆

1．1海马的结构与学习记忆功能

1．1．1海马的结构

人类海马(Hippoeampus)因整体外观类似海洋生物海马(Sea horse)而得

名，希腊文hippo代表Horse，kampos代表Sea monster。海马由原(古)皮质构

成，属于边缘系统(Limbic system)，与齿状回(Dentate gyms，DG)、下托

(Subiculttm)、前下托(Presubiculum)、旁下托(Parasubiculum)和内嗅皮层

(Entorhinal Cortex，EC)共同组成海马结构(Hippocampal formation)。

海马的解剖结构与组织学结构均呈现有序分层的特点，在海马、齿状回、下

托都只有一个细胞层(Principal cell layer)，在齿状回称为颗粒细胞层(Granule cell

layer)，在海马称之为锥体细胞层(Pyramidal cell layer)，海马锥体细胞层一般

由3．6层椎体细胞构成。Ram6n Y Cajal(1911)把海马分为接近齿状回的大细

胞区(regio superior)和远端小细胞区(regio inferior)。Lorente de N6(1934)把

海马分为三个区域(CAl，CA2，CA3)，CA4被认为是毗邻海马的齿状回多形层

组织，已不再作为海马的结构区域)，CA2，CA3类似regio superior区，CAl类

似regio inferior区。依据锥体神经元轴突和树突的发布特点，自室床(Alveus)

向内可分为：始层(Stratum oriens)、锥体层(Stratum pyramidal)、辐射层(Stratum

radiatum)、腔隙层(Stratum lacunosum)和分子层(Stratum molecular)。海马中

的基本神经联系是以EC．DG．CA3．CAl的三突触联系回路结构为特征：(1)内嗅

皮层的第二层细胞发出穿通纤维(Perforant fiber)通过下托在齿状回的颗粒细胞

形成突触联系。(2)齿状回通过苔藓纤维(Mossy fibers)投射到CA3锥体细胞

形成突触联系。(3)从CA3锥体细胞发出的Schaffer侧枝(Schaffer collateral)

投射到CAI区的锥体细胞形成突触联系。此外，内嗅皮层的第二层细胞可直接

投射到海马CA3锥体细胞形成突触联系；内嗅皮层的第三层细胞则可直接投射

到CAl锥体细胞远端顶树突(Distal apical dendrites)形成突触联系；CA3锥体

细胞通过Commissural纤维与对侧海马的CA3，CAl锥体细胞形成突触联系，同

侧的CA3锥体细胞间也有突触联系。海马CAl锥体细胞则可投射到下托和内嗅

皮层形成回路结构。海马有序分层的解剖及组织结构，便于记录突触活动以进行

在体或离体脑片的电生理实验。
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1．1．2海马的学习记忆功能

早在上世纪50年代，一位名叫H．M．的病人引发了人们对海马学习记忆功能

的关注。当时27岁的H．M．因罹患难治性癫痫而被施行了经验性手术治疗，切除

双侧内侧颞叶(包括了海马前部三分之二)。术后病人不能形成新的事件记忆

(Episodic memo巧)即顺行性遗忘，并出现了部分逆行性遗忘，病人记不起对术

前几年间发生的事件，但仍然保留了对于术前很遥远事件的记忆(Scoville and

Milner,1957)。随后的类似病例均证实海马对新的事件性记忆的形成有关键作用。

动物研究表明，损毁海马或使其功能失活可导致空间学习或记忆障碍(Morris et

a1．，1986；Tsien et a1．，1996；Martin et a1．，2005)。动物电生理(Be玛er et a1．，1983)及

人类的核磁共振影像研究(Gabrieli et a1．，1997；Henke et a1．，1997；Maguire，2001)

均证实事件性学习与记忆能激发海马活动。

现实生活中有这样的现象，看到某人某物似曾相识(熟悉)，却无法回忆起

在何时何地见过。有研究证实，回忆(Recollection)和熟悉(Familiarity)是再

认记忆(Recognitionmemo巧)中两种不同功能过程，并由不同的内侧颞叶(Medial

temporal lobe，MTL)亚结构来执行(Witter et a1．，1989；Burwell，2000)。人类及动

物实验均表明海马及海马旁回与回忆有关，而嗅周皮质(Perirhinal cortex，PRC)

与熟悉有关。在信息编码过程中，关于外界刺激本身的信息可能由嗅周皮质及外

侧内嗅区负责加工处理，而刺激所处的环境(context)信息则由海马旁回及内侧

内嗅区加工后汇集到海马进一步处理。啮齿类动物(Gaffan et a1．，2004；Norman

and Eacott，2005)及灵长类动物(Malkova and Mishkin,2003；Alvarado and

Bachevalier,2005)损毁实验证实，海马旁回损毁伴有事物地点(Object-location)

再认障碍，而嗅周皮质损毁伴有事物(Object)再认障碍。基于此，在再认记忆

过程中，海马被认为在建立事物与环境的联系方面起重要作用，因而，海马依赖

的事物一环境联系(Contextual association)是回忆环节的重要内容；环境中事物

的再认是熟悉的过程(Eichenbaum et a1．．2007)(图1)。

事件记忆往往涉及事件所经历的环境，包括事件发生的地点及事件发生的时

序等(Healy and McNamara,1 996；Tulving，2002)。大量研究证实事件发生的空间

背景(Spatial context)能引发海马活动(Morris，2001；Eichenbaum，2004)。近来的

研究表明，事件发生的时序线索(Temporal cues)能引发海马活动，证实了海马

与事件记忆的时空环境(Spatiotemporal context)即记忆的“Where”“When’’成
分有关联(Manns et a1．，2007)。

2
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图．1内侧颞叶(MTL)系统的功能结构．大脑皮层把事物特征信息(“What”)

投射至嗅周皮质(PRC)和外侧内嗅区(Lateral emtorhinal area,LEA)，而关于事物

地点的信息(“Where”)投射至海马旁回(Parahippocampal co慨PHC)和内侧内嗅
区(Medial entorhinal area,MEA)．这些信息投射至海马，显示出处于环境中的事物．

如反向投射，PHC．MEA则与环境的回忆有关，而PRC．LEA则与事物的熟悉有关．

1．2海马突触可塑性

可塑性是哺乳动物大脑最重要也是最具吸引力的特质。突触可塑性是一种生

理现象，一般指活动(或经验)依赖的突触传递效能的修饰，通过特殊的神经活

动模式引起突触效能及神经兴奋性的改变，该改变往往比触发特殊神经活动的事

件更持久。事件引发的神经活动可引起神经环路的功能修饰进而修饰相应的认知

和行为，百余年前突触可塑性即被推测在把经历的事件整合入持久记忆痕迹的过

程中起了重要作用。此外，突触可塑性在神经回路的早期发育方面也起了关键作

用，大量证据表明损害突触可塑性可引起明显的神经精神障碍。研究不同脑区可

塑性的分子机制，对理解正常或病理性脑功能的神经基础显得尤为关键(Cirri and

Malenka,2008)。

突触可塑性可分为短时程突触可塑性(Short-term synapfic plasticity)和长时

程突触可塑性(Long-term synaptic plasticity)。短时程可塑性一般指当两刺激在

较短的时间间隔发出，比较两个刺激所引发反应的强度，如增强了即为配对．脉冲

易化(Paired-pulse facilitation,PPF)，反之则为配对．脉冲抑制(Paired．pulse

depression,PPD)。短时程可塑性大多由短促活动触发，引起突触前钙离子暂时聚

集从而导致调制突触囊泡胞吐作用的生化过程发生改变，最终引发神经递质释放

发生改变。短时程可塑性一般持续从数毫秒到数分钟不等，往往对感觉输入的短

时程适应、短时程改变行为状态及短时程记忆有重要作用。在哺乳动物的大脑中，
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短时程可塑性发挥了过滤器(Filter)的作用，例如当突触起初处于低递质释放

可能性时，就显示高通过滤器(High．pass filter)作用，动作电位高频发放就会

易化突触递质释放，而低频发放则不会引起同等效能的突触传递，反之亦然

(Abbott and Regehr,2004)。

一般认为能引起后续行为改变的事件，都或多或少伴有突触效能的长时程改

变，这已在科学界得到广泛认可。在大脑，以复杂的时空活动模式，编码内源性

或外源性事件的神经元簇群被称为神经回路(Neural circuits)。神经回路的关键

特质被定义为构成该神经回路的各神经元间突触联系的突触权重。新信息的存储

即记忆的生成伴随着相应神经回路的突触权重的长时程改变。突触活动与学习记

忆的假设可追溯至百余年前，西班牙诺贝尔奖获得者Santiago Ram6n Y Cajal提

出记忆存储假设(Bailey et a1．，2000；Citri and Malenka，2008)，认为信息存储是神

经连接间的解剖改变所致。直到上世纪40年代后期被加拿大心理学家Donald

Hebb进一步演绎："When an axon of cell A括near enough to excite cell B or

repeatedly or consistently takes part in firing it,some growth process or metabolic

change takesplace加one or both cells SO that A≥efficiency,as one ofthe cellsfiring

B括increased．”(Hebb，1949)。这种活动依赖的突触修饰(后来称之为突触可塑性)

假说，认为记忆痕迹的形成与同时活动的两事件有关，也从某种程度上构成了行

为学上经典条件反射(Pavlov,1927)的细胞学基础。

1973年，Bliss及其合作者首次报道了齿状回活动依赖的兴奋性突触后电位

(Excitatory postsynaptic potential，EPSP)长时程增强，他们在麻醉的家兔上发现，

当用一个或几个频率为10．20Hz，串长为10．15s或者频率为lOOHz，串长3．4s

的电刺激作用于穿通纤维，然后单个刺激就可以使海马齿状回的群体峰电位

(populaton spike，PS)及EPSP幅度增大，这种易化现象可以持续几个小时，甚

至几天(Bliss and Gardner-Medwin,1 973；Bliss and Lomo。1973)。这种符合Hebb

假说的长时程增强现象最终被命名为LTP，被认为是学习记忆的分子细胞基础

(Martin et a1．，2000；Pastalkova et a1．，2006；Whitlock et a1．，2006)。1 977年，Lynch

报道了海马脑片上长时程抑制(LTD)现象(Lynch et a1．，1977)。随后，Martin&

Morris等提出了突触可塑性与记忆的假说(Synaptic plasticity and memory,SPM)：

Activity—dependent synaptic plasticity is induced at appropriate synapses during

memory formation，and is both necessary and sufficient for the information storage

underlying the type of memory mediated by the brain area in which that plasticity is

observed(Martin et a1．，2000)。

其它形式的活动依赖的可塑性还包括Depotentiation(Barrionuevo et a1．，1980；
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Staubli and Lynch,1990；Montgomery and Madison,2002)和De-depression

(Dudek and Bear,1 993)，EPSP-spike(E—S)potentiation(Andersen et a1．，1980；

Abraham et a1．，1985)，Spike-timing依赖的突触可塑性(Spike-timing-dependent

plasticity,STDP)(Bi and Poo，1998；Dan and Poo，2004)，Input-timing依赖的突触可

塑性(Input-timing-dependent plasticity,ITDP)(Dudman ct a1．，2007)输入通路时序

依赖的突触可塑性(T'Lrning ofafferent pathways dependent plasticity,TADP)(Dong

etal．，2008)

我们在体电生理工作主要在Sehaffer-CAl近端突触展开，频率依赖的常规方

案诱导的LTP和LTD都是NMDAR依赖的突触可塑性。因此，我们将着重介绍

NMDAR依赖的高频诱导LTP，低频诱导LTD的特征、机制以及与学习记忆的

关系。

1．2．1活动依赖的海马突触可塑性

经典传统诱导方案诱出符合Hebb假说的活动依赖的海马突触可塑性，具有

频率依赖的特征，即突触前高频刺激(I-Iigh—frequency stimulation,HFS)输入诱

导LTP：突触前低频刺激(Low-frequency stimulation,LFS)输入诱导LTD。当

然LTP也可通过低频配对刺激来实现，即低频输入伴随突触后注入电流使之去

极化(>．30mV)；同样LTD也可通过低频配对刺激来实现，即低频输入伴有较

小的突触后注入电流使之轻度去极化(Mulkey and Malenka,1992；Dudek and Bear,

1993)。这里着重介绍HFS诱导的LTP及LFS诱导的LTD的特征及机制。

1．2．1．1 LTP的特征及机制

1．2⋯1 1 1 LTP的特征

基于Hebb假说的活动依赖的LTP有如下特征：(1)协同性(Cooperativity)。

在高频刺激诱导过程中，必须有一定数量的突触前输入纤维同时激活，从而产生

协同效应，使突触后膜去极化到一定程度，激活NMDAR，Mg+离开NMDAR

的结合位点，允许钙离子通过NMDAR内流，实现LTP诱导。(2)输入特异性

(Input(synapse)specificity)。只有参与诱导活动的突触才出现LTP,即只有突触

后膜NMDAR激活的突触才能产生LTP。同时也说明了具有同突触性，事件触

发所作用的突触，与事件触发后效能增强的突触是同一突触，即同突触的可塑性

(Homosyrmptic plasticity)。(3)联合性(Associativity)。有两种解释，一种解释

认为是突触前递质释放与突触后去极化的联合作用导致L1甲；另一种解释认为高

频诱导LTP的同时，能使邻近低频阈下刺激产生LTP,称之为联合性(Bliss and

Collingridge，1 993；Malenka,2003)。
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1．2⋯1 1 2 LTP的机制

NMDAR依赖的LTP的诱导机制

在突触后膜有两种对LTP诱导很关键的离子型谷氨酸受体即：AMPAR和

NMDAR。当细胞膜电位处于静息电位时，AMPAR对Na+，K+具有通透性，形

成内向电流，而NMDAR由于胞外M92+的阻断作用处于关闭状态，因此NMDAR

对基础突触活动基本没有作用。突触后膜去极化到一定程度(从--70至lJ--30mY)

的(Wu ct a1．，2001)，Mg+离开NMDAR的结合位点，突触后膜NMDAR允许Ca2+，

Na+内流进入突触后树突棘，达到某关键阈值就能激活LTP所需的生化过程

(Malenka,1 99 1；Malenka and Nicoll，1 993)。通过50．200Hz高频刺激(HFS)或者

配对刺激可直接诱导突触后膜去极化及Ca+内流。通过突触前释放谷氨酸，突触

后膜去极化，加上突触活动的协同性、联合性，使突触后膜充分去极化，最终导

致LTP被成功诱导(Nicoll et a1．，1988)。

LTP诱导过程中的信号转导机制

大量的信号转导分子参与了将钙信号转化为持久的突触效能增强，大多起到

了调制作用(是一种Modulator)，钙调蛋白依赖的蛋白激酶II

(Calcium／Calmodulin(CAM)．dependent protein kinase II，CaMKII)是诱导m的
关键成分(是一种Mediator)。CaMKII在m诱导后，能自身磷酸化(Fukunaga et

a1．，1995；Barria et a1．，1997)，基因敲除CaMKII的关键亚单位(Silva et a1．，1992)

或Knock．in没有自身磷酸化功能的CaMKII亚单位(Giese et a1．，1998)，均可导致

LTP不能被诱导。然而，提高突触后CaMKII浓度则可增强突触传递，LTP也不

能被诱导(Occlusion)(Pettit et a1．，1994；Lledo et a1．，1995)。

此外，环一磷酸腺苷依赖的蛋白激酶A(Protein kinase A，PKA)，能间接激

活CaMKII(Lisman，1989；Blitzer et a1．，1 998；Makhinson et a1．，1 999)。胞外信号调

节激酶．促分裂原活化蛋白激酶通路(The extracellular signal-regulated kinase

(Erk)／mitogen-activated protein kinase(MAPK))对LTP诱导及学习记忆也有重要

作用(Sweatt，2004；Thomas and Huganir,2004)。Sre激酶在L1限诱导过程中能提高

NMDAR的功f毙(Kalia et a1．，2004)，蛋白激酶C(Protein kinase C，PKC)特别是

PKC的同工酶PⅪⅥ‘，对L1限的诱导及维持均有作用(Hrabetova and Sacktor,1996；

Ling et a1．，2002；Serrano et a1．，2005；Pastalkova et a1．，2006)。
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LTP的表达机制

目前认为海马CAlLTP的表达是通过活动依赖的AMPAR转运(AMPAR

trafficking)来实现的，LIP表达期间突触后膜AMPAR受体数量增力II(Malenka and

Nicoll，1999；Malinow and Malenka,2002；Bredt．and Nicoll，2003；Derkach el：a1．，

2007)。AMPAR tmmcking机制的发现得益于沉默突触假说(Silent synapse

hypothesis)，该假说认为沉默突触由于极少或没有AMPAR，因此在静息状态下

没有活性，在LTP的诱导过程中，AMPAR的插入导致沉默解除(Unsilencing)。

该假说直接导致了LTP的表达与AMPAR trafficking的研究(Malinow and Malenka,

2002；Sheng and Kim，2002；Song and Huganir,2002；Bredt and Nicoll，2003；

Collingridge et a1．，2004)。AMPAR有四种亚单位，GIuRl．GIuR4，在成年海马中

主要有两种形式的AMPAR即GluRl／GlllI也异构体和GluR2／GluR3异构体

(Wenthold et a1．，1996)。NMDAR激活后，含GIuRl的AMPAR转运加快。一般

认为树突内存在反复循环的富含AMPAR的内涵体(Recycling endosomes)，在

LTP诱导后通过GTP结合蛋白Rabl la而被动员(Park et a1．，2004)。AMPAR首先

通过胞吐作用而弥散发布在外侧胞膜，通过槽蛋白(Slot proteins)一膜连合鸟苷

酸激酶(membrane．associated guanylate kirtles，MAGUKS)而被锚定突触后致

密区(postsynaptic density,PSD)。MAGUK家族的PSD蛋白包括PSD．95，SAP97，

PSD一93和SAPl02(Khn and Sheng，2004；Montgomery et a1．，2004)。PSD一95水平

对控制AMPAR数量尤为重要，PSD．95表达增多能增加突触效能，LTP不能被

诱导(Occlusion)(Stein Ct a1．，2003；Ehrlicla and Malinow,2004)。MAGUK不直接

与AMPAR接触，通过跨膜AMPAR调节蛋白(transmembraneAMPAR regulatory

proteins，TARPs)把AMPAR转运至突触外胞膜上(Chela ct a1．，2000；Nicoll ct a1．，

2006)。激活CaMKII、PKA及PKC磷酸化AMPAR亚单位可能重要，但不是关

键性的(Esteban et a1．，2003；Lee et a1．，2003；Boehm et a1．，2006)。激活CaMKII磷

酸化TRAP对LTP可能很关键。CaMKII磷酸化GIuRl C末端Ser831，能提高

GluRl同源体的电导性(Conductance)(Derkach et a1．，1999；Derkaeh et a1．，2007)，

但一旦与GluR2结成异构体则该现象消失(Oh and Derkach,2005)。

在LTP诱导后的起初l小时，可能有如下连续事件：LTP被诱导，激活钙依

赖信号转导通路，特别是CaMKII，导致GIuRl磷酸化，AMPAR胞吐、侧移，

插入PSD，最后插入PSD这一步可能最为重要。此外，可能通过BDNF逆传信

息，突触前膜在m诱导后也有相应变化(aramham and Messaoudi，2005)。

LTP的维持

晚期m(Late phase of LTP Or Long-lasting LTP,L—LTP)一般指诱导1—2h以
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后，伴随转录及蛋白质合成过程的LTP(Sutton and Schuman，2006；Zhou ct a1．，

2006)。许多蛋白激酶包括PKA，CaMKIV，Erk-MAPK等，能激活关键的转录因

子包括cAMP反应元件结合蛋白(cAMP response element．binding protein，

CREB)，即刻早期基因如c-FOS和Zif268／Egr-1(Thomas and Huganir,2004)。

Synaptic Tag被认为能稳定增强的突触效能，目前还不能确定Tag的成分，可能

与PKA，CAMKII，或Pl洲‘有关(Sajikumar et a1．，2005；Young et a1．，2006；

Reymann and Frey,2007)。伴随L1’P的发生，突触形态学也发生改变，包括形成

新的树突棘，以前存在的树突棘和PSD增大，以及把单个的PSD及树突棘分为

两个功能突触等(Yuste and Bonhoeffer,200 1；Abraham and Williams，2003；

Matsuzaki et a1．，2004)。

1．2．1．2 LTD的特征及机制

经典诱导LTD的方案是反复的持续的低频刺激(900个频率为1Hz的刺激)

(Dudek and Bear,1992；Mulkey and Malenka,1992)，与LTP类似，LTD也具备输

入特异性的特点(Dudek and Bear,1992)。主流的观点认为突触后钙信号量上的差

异，决定着LTP或LTD的诱导，LTD需要较温和的Ca2+浓度升高(Malenka,1991)

突触后Ca2+水平能实现LTP和LTD转换(Nishiyama et a1．，2000；Hamey et a1．，

2006)。通常O．5．3Hz的低频刺激能诱导出LTD，LTD的幅值会随年龄增长而减小。

此外，低频刺激在未成年海马的Schaffer侧支较易诱导出LTD(大鼠一般小于4

周龄)，也可能在生长发育过程中，LTD参与了修剪不必要的突触联系。

LTD的信号转导机制

LTD诱导需要激活钙依赖的蛋白质磷酸化进而引发级联反应，例如：钙依赖

的磷酸酶(蛋白质磷酸酶2B)，蛋白质磷酸酶1(Protein phosphatases 1，PPl)

和磷蛋白inhibitor-1(主要抑制PPl的功能，直到PPl被去磷酸化)(Blitzer et a1．，

1998)。阻断突触后磷酸酶则能阻断LTD(Mulkey et a1．，1993；Kirkwood and Bear,

1994；Mulkey et a1．，1994；Mofisllim et a1．，2001)。在CAl锥体细胞给予PPl则易

化LTD(Morishita et a1．，2001)。尽管有报道除磷酸酶以外的其它信号蛋白在LTD

的诱导中发挥作用，主流观点仍然认为诱导LTP的过程优先激活蛋白激酶，诱

导LTD主要激活磷酸酶。

LTD与突触后PKC，PKA底物的去磷酸化有关联(Hrabetova and Sacktor,1996；

Kameyama et a1．，1 998；Lee et a1．，1 998；Lee et a1．，2000)。特异性的PKA底物去磷

酸化，可导致NMDAR依赖的PPl在突触部位增多(Morishita et a1．，2001)，而PKA

则选择性减少(Gomez et a1．，2002；Snyder et a1．，2005)。与PKA是功能相一致的是
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LTD伴随着选择性GIuRl的Ser845去磷酸化(系PKA作用位点)(Lee et a1．，

2000)。小鼠在Ser845和Ser831位点(CAMKII作用部位)Knock-in丙氨酸，损

害了NMDAR依赖的LTD(Esteban et a1．，2003)。

LTD表达机制

目前主流观点认为NMDAR依赖LTD的表达机制是由于活动依赖的

AMPAR内吞(Malinow and Malenka,2002；Bredt and Nicoll，2003；Malenka and

Bear,2004；Derkach et a1．，2007)。AMPAR内吞受钙依赖去磷酸化作用调节(Beattie

et a1．，2000；Ehlers，2000；Carroll et a1．，2001)。LTD过程中AMPAR内吞的确切分

子机制目前尚不清楚。

1．2．2其它形式突触可塑性

1．2．2．1时序依赖的突触可塑性

传统经典活动依赖的LTP，LTD，显示了诱导频率依赖性，即高频刺激诱导

LTP，低频刺激诱导LTD。Levi&Steward首先报道了LTP，LTD的时序依赖性，

当从EC到DG的弱刺激先于从EC到DG的强刺激20ms以内，则突触效能增强；

反之则突触效能减弱(Levy and Steward,1983)。

1．2．2．1．1 Spike-timing依赖的突触可塑性

Bi&Poo等证实，突触前的输入先于突触后Spiking或先于反向传播动作电

位(Backpropagating action potential，BAP)数十毫秒，则诱导出U’P，反之则诱

导出LTD(Bi and Poo，1998)。BAP能易化镁离子离开NMDAR，从而允许钙内流。

LTP诱导的时间窗与镁离子离开NMDAR的动力学变化以及EPSP与BAP的相

互作用有关。在海马CAl区域，EPSP能使树突去极化，使得A型钾通道失活，

能促进BAP在数十毫秒内到达(Magee and Johnston,1997；Watanabe et a1．，2002)。

STDP中，LTP的诱导需要NMDAR激活，而LTD的诱导有时不需要NMDAR

激活，可通过激活代谢性谷氨酸受体(metabotropie glutamate receptors，mGluRs)，

导致磷脂酶C(Phospholipase C，PLC)激活，钙离子通过电压依赖的钙通道

(voltage-dependent Ca2+channels，VDCCs)内流，导致LTD被诱导(Caporale and

Dan,2008)。此外，内源性大麻素在短时程及长时程抑制中的起重要作用

(Chevaleyre et a1．，2006)，LTD的诱导往往需要突触前的内源性大麻素受体的信号

转导(Bender et a1．，2006；Nevian and Sakmann,2006)。

1．2．2．1．2 Input-timing依赖的突触可塑性

来自EC的感觉信息通过穿通通路(Perforant path)直接投射到腔隙(网状)

9
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分子层(Stratum laeunosum．moleculare，SLM)，CAl远端树突。来自CA3锥体神

经元的Schaffer collateral投射到辐射层(Stratum radiaaun，SR)，CAl的近端树

突。信息从EC到达CAl远端树突比到达CAl近端树突的快10．20ms(Yeckel and

Berger,1990)。在离体海马脑片上，远端输入先于近端输入20ms，以1Hz频率配

对刺激90s，在近端Sehaffer collateral．CAl突触诱导出LTP。这种形式的异突触

可塑性被称为：Input-timing依赖的可塑性(Input—timing—dependent plasticity,

ITDP)。在离体脑片上诱导的ITDP不需要胞体的Spiking发放，但需要激活

NMDAR，以及IP3受体依赖的钙离子释放(Dudman et a1．，2007)。

1．2．2．1．3输入时序依赖的突触可塑性

当配对刺激(600 pulses，5Hz)作用于戊巴比妥钠麻醉的大鼠一侧海马

Schaffer通路和对侧Commissural通路时，在40ms以内的配对时间窗(经过fEPSP

peak latency矫正)，可在双通路上诱导出NMDAR依赖的ITP／I腓组合可塑性。
以乌拉坦麻醉或在自由移动清醒状态下，则可诱导出LTP／LTD组合可塑性。在

同侧海马Schaffer双通路上也出现了类似现象。这种时序依赖的低频配对诱导的

在体双通路可塑性被称为：输入时序依赖的突触可塑性(Timing of afferent

pathways dependent plasticity,TADP)。实验也证实了LTP／LTP与LTP／LTD之间的

转换，可能是由于海马Theta节律的改变有关(Dong et a1．，2008)。

1．3海马突触可塑性与学习记忆的关系

尽管LTP、LTD被广泛认可，但这只是实验现象，用来说明不同的活动模式

会出现突触效能的双向调节。要想建立突触可塑性与特异性事件的因果联系，那

是令人望而生畏的想像。近来，Bear MF等采用在海马的多电极记录技术，发现

海马依赖的一次行为学习，在海马CAl可记录到类似HFS诱导的LTP，生化实

验发现GluRl Ser831磷酸化增多(Whitlock et a1．，2006)。LTP究竟是否为学习记忆

的充分必要条件呢?

1．3．1 LTP与学习记忆的关系

必要性，LTP是学习记忆必须的?

支持的理由：在早期的动物实验中发现，海马注射选择性NMDAR阻断剂

hiP-5(2．amino．5．phosphonovaleric acid)，显著损害了Morris水迷宫的学习，AP．5

阻断了海马L1['P，而没有影响基础突触传递(Morris et a1．，1986)：近期的实验显示，

海马注射蛋白激酶Pl洲(的特异性抑制剂，能损害空间记忆同时阻断L1m，即便
在记忆获取或LTP诱导数天以后，同样对基础突触传递没有影响(Pastalkova et a1．，

2006)；有报道采用病毒载体干扰GluRl trafficking，影响L胛·的表达，从而干扰

10
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杏仁核依赖的线索．恐惧条件反射，提出LTP对线索．恐惧学习是必须的(Rumpel et

a1．，2005)；迄今为止，与阻断LTP最为平行的动物实验，可能是可逆性的、选择

性的使海马CAl的NMDAR中NRI亚单位失活，结果显示LTP及空间学习均

受到抑制(Slli】：Ilizll et a1．，2000)。

反对的理由：阻断NMDAR同时影响着其它过程，例如E．S potentiation(Jester

et a1．，1995)及LTD(Y呶e and Bonhoeffer,2001)，减低了短阵高频激活的突触后反

应等ffIerron et a1．，1986)，而这些过程都会影响信息的存储；上述的实验设计无

法真正做到，干预措施仅仅影响了LTP的诱导或表达，而不影响其它任何过程，

即便经过基因工程处理的，也涉及处理后的生理性代偿问题。

也有报道GluRl敲除后传统高频刺激在CAl不能诱导出LTP，然而并不影

响在Morris水迷宫的学习与记忆(O’Keefe，1993)。一方面，动物可能在学习的过

程中有LTP形成，只是不知道采用了何种诱导方式；另外，海马接受信息的通

路也不仅仅在Schaffer／eommissural通路。因此，即便不能说LTP是学习所必须

的，但它仍然是大脑学习与记忆的首选的细胞与分子机制。

充分性，有了LTP就有了学习与记忆?

由于对事件性记忆在海马或大脑皮层的编码过程知之甚少，即便可以通过实

验手段调整突触权重，但不知道该选择哪些突触。或许其他脑区有可能实现该假

设。例如在小脑有规则的结构回路，未经处理的体感及运动信息被投射到小脑皮

层的浦肯野细胞，通过小脑皮层和或深部小脑核团的突触可塑性来介导运动学习

(M碣1 969；Ito and KRIlO，1 982；McCormick and Thompson,1 984；Attwell et a1．，

2002)。这些结构有与人体对应的二维定点图，有可能通过某处神经可塑性的变

化，实现介导特定的肌肉反应。这方面实验，最好的功能结构部位，可能是兔的

眨眼反射(Mauk el；a1．，1986；Attwell et a1．，2002)，有希望建立突触可塑性与运动学

习的因果联系。

1．3．2 LTD与学习记忆的关系

以往认为LTD对学习与记忆主要起两方面的作用，其一是遗忘(Dayan and

Willshaw,1991)，一般认为L1甲与新信息的学习有关，LTD则去除不需要的旧信

息，保持一种学习与记忆的动态平衡；其二是提高信噪比(Tsumoto，1993)，通过

LTD过滤不必要的信息。有研究认为在空间探索过程中，对新空间的学习可在

CAl诱导出LTP；对地貌(Landmark)的编码及方向信息往往由齿状回LTD介

导；对空间特征或细节的编码则表现为CAlLTD。所以，LTP及LTD可能联合

编码事件记忆(Kemp and Manahan-Vaughan,2007)。
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1．3．3突触可塑性的稳定性与灵活性

如果突触可塑性是信息加工及短时存储的细胞分子基础，随着新信息源源不

断涌入，突触可塑性可能处于一种动态变化之中，一些信息需不断的学习巩固，

一些信息需及时去除，有些陈旧的记忆也有可能进行适当的更新。如果以突触权

重来代表某一信息的记忆编码，一方面需要其保持稳定性(Stability)，以便于记

忆的巩固，稳定性还有一层含义，由于突触可塑性的诱导过程是个正反馈的过程

(Abbott and Nelson，2000)，它需要某种机制保持总体稳定性，这里主要介绍高级

可塑性(Metaplasticity)和稳态可塑性(Homeostatic plasticity)；另一方面突触

权重由于自身衰减(Decay)或局部新内容的更新或者由于新的学习形成全新的

突触权重，那便需要有灵活性(Flexibility)(Abraham and Robins，2005)。

1．3．3．1突触可塑性的稳定性

LTP的稳定性

LTP是学习记忆的细胞分子机制得到了较多的公认，LTP是否能在持续时间

上与长时程记忆相匹配?研究证实在CAl的m可存在数周(Staubli and Lynch，

1987)，而海马齿状回m据报道可持续数月之久(Abraham et a1．，2002；Abraham，

2003)。这样至少在持续时间上，为LTP的稳定性提供了证据。也就表明如果信

息经过学习获得后，并以突触可塑性的形式编码保存，那么LTP是有可能伴随

着记忆信息或记忆痕迹的巩固或再巩固而持续稳定存在着，从而为记忆的长久保

留提供了可能的细胞分子机带lJ(Abraharn and Robins，2005)。

高级可塑性(Metaplasticity)

突触效能改变的强度与方向会因为以前突触活动的历史而发生变化。这种现

象被称为高级可塑性(Abraham and Bear,1996)。例如，高频强直刺激后能抑制随

后U’P的诱导(Dayan and Willshaw,1991)，易化LTD的诱导(Holland and Wagner,

1998)。高级可塑性的理论基础是BCM模型(the Bienenstock-Cooper-Munro(BCM)

model)(Bienenstock et a1．，1982)，认为低水平的突触后活动导致LTD，高水平的

突触活动导致LTP。决定突触效能变化方向的临界值叫修饰阈值0M，如突触效

能水平低于这个阈值，则突触效能变化趋于负向，突触效能减弱，易化LTD；高

于这个阈值，突触效能变化趋于正向，突触效能发生增强，易化LTP。修饰阈值

0M会因条件的改变而左右移动，突触效能增强的历史会使0M右移到更高的值，

这就需要更高的刺激强度才发生突触效能增强，因而易于诱导出LTD。相反，突

触效能减弱的历史会使0M左移，这样就较容易产生突触效能增强，易于诱导出

L1’P。在CAl的脑片上，给予一系列频率的强直刺激，出现了符合BCM曲线的
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突触效能变化以及高级可塑性，也出现了修饰阈值。M的移动。随后，高级可塑

性又有了新的观点，活动依赖性的NR2A／NR2B比率可能决定了高级可塑性的突

触修饰阈值0M(Sear,2003；Mofishim et a1．，2007)。

由于符合Hebb假说的突触可塑性的诱导过程是个正反馈的过程(Abbott．and

Nelson,2000)，高级可塑性假说，从突触历史活动的角度，为整体突触可塑性的

稳定性提供了一种调节机制。这种调节机制既能限制突触效能的过度增强，反之，

也防止了突触效能降到0的可能。

稳态可塑性(Homeostatic plasticity)

神经元有种自我调整机制，以兴奋性突触为例：通过钙依赖感受器调整谷氨

酸受体的转运(Trafficking)，上调或下调谷氨酸受体的聚集；通过限定兴奋性突

触的发放比例(Scaling)，上调或下调整个神经元的兴奋性突触的效能来稳定神

经元的发放(Firing)。因而稳态可塑性也是一种突触可塑性，也是一种细胞层面

的负反馈调节机常O(Turrigiano，2008)。

基于Hebb假说的突触可塑性，如UT、LTD具有不稳定性(Abbott and Nelson,

2000)，具有使突触效能无限增强或无限降低的倾向，可导致突触可塑性饱和并

失去输入特异性。1998年Turfigiano等，首先在大脑皮层培养细胞上报道了

“Synaptic scaling’’ (即在神经调控网络内的神经活动，都会引起相反的代偿反

应，从而使得平均发放率保持相对稳定)，从此引入了神经活动稳定性的新概念：

神经元的平均活性就象其它生理变化一样，都受到经典内稳态负反馈

(Homeostatic feedback)的调控，通过调定点(Set-point)的设定，恢复平衡与

稳定(Turrigiano ct a1．，1998)。但是信息传递往往在数毫秒到数分钟内既已完成，

而突触Scaling的整合往往需要数分钟到数小时的时间(Davis，2006)。

通常而言，神经元会保持稳定的发放率，通过神经兴奋性的多方面的内稳态

调节，其中包括调节内源性兴奋性即平衡内向外向电压依赖的电导率(Marderand

Goaillard，2006)，调整兴奋性和或抑制性突触的权重(Turrigiano and Nelson,2004)

和数量00rov et a1．，2004)以及高级可塑性(Abraham and Bear,1996)。在兴奋性突

触，Synaptic scaling已被离体、在体，大脑皮层及海马锥体神经元等多方实验印

证(Turrigiano and Nelson,2004)。兴奋性突触的突触效能可以通过兴奋性突触后

微电流(miniature excitatory postsynaptic currents，mEPSCs，or“minis刀)来检

测(TurrigianO et a1．，1998)。Scaling可以在不影响输入信息存储的基础上调整兴奋

性突触的发放率。

从整体上而言，稳态可塑性可通过突触后的发放而触发Synaptic scaling；当
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动作电位及谷氨酸受体同时被阻断时，局部负反馈调节机制可导致谷氨酸受体局

部聚集。整体调节的稳态可塑性可不影响输入特异性突触权重，就不会干扰信息

存储，局部调节机制，可能会消除LTP、LTD效应，类似某种“遗忘”机制。一

种可能的调节通路可能以如下的方式进行调节：神经元的发放率下降，胞体钙浓

度下降，降低了CaMKIV的活性，通过转录调控AMPAR聚集增加，提高兴奋性，

神经元的发放率增加，胞体钙增加，CaMKlV的活性回到基线水平。目前还不清

楚如何通过胞内信号转导实现神经元发放的精确调节而不影响系统水平的震荡

(Oscillation)或漂移。调定点的设定可能通过作用相反的因素，共同调节而达

到某种平衡(Turrigiano，2008)。

1．3．3．2突触可塑性的灵活性

有报道恐惧条件反射或水迷宫训练后1周，条件敲除CAl的NRl，训练后

2周测试时出现逆行性遗忘(Shimizu et a1．，2000)。这表明记忆的早期巩固需要再

度激活NMDA受体。因为CAl的NMDAR不参与基础突触传递(Malenka,1991；

Derkach et a1．，2007)，NMDAR的再度激活就可能被视为是激发了诱导过程，突

触效能会因此而发生改变(如LTP或LTD)。基于此，在记忆的巩固阶段可能需

要多次轮回的突触修饰(特指在先前的学习过程中发生突触效能改变的突触部

位)，并以此来强化学习触发的可塑性变化，以使记忆的痕迹更加牢固更加稳定

(Shimizu et a1．，2000)。

即便是远期记忆保持也需要类似的NMDAR的再度激活。有研究表明，在

恐惧条件反射训练后6个月，在前脑(包括部分皮层，海马及纹状体)进行NRl

条件敲除(维持一个月)，在训练后9个月的测试显示，远期恐惧记忆受损(Cui et

a1．，2004)。由此可见，对在学习过程中触发的突触效能的改变，在记忆的巩固过

程中需再度强化已获得的突触修饰，海马依赖的近期记忆及不依赖海马的远期记

忆概莫能外。有研究发现，NMDAR的反复激活，实际上是为了防止突触漂移

(Synaptic drift)的需要，否则突触效能不能稳定保持，记忆痕迹会渐渐变得不

稳定，最终损害长期存储的记忆信。息(Wittenberg et a1．，2002；Wittenberg and Tsien,

2002)。触发NMDAR再度激活的机制可能是回忆(Recall)，可能性更大的是睡

眠，睡眠中可能以一种无序的方式激活记忆痕迹从而引发NMDAR再度激活

(Maquet，200 1；Siegel，200 1；Stickgold et a1．，200 1)。

总之，学习后突触效能发生了变化，在记忆的巩固与再巩固过程中，一方面

需要保持突触权重的稳定性以便储存学习所得的记忆信息，另一方面保留进一步

突触修饰的可能，即突触权重的灵活性以便整合新的信息，表现出学习记忆及与

之相应的突触可塑性的动态变化(Abraham and Robins，2005)。
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1．3．4学习记忆的动态变化

新近获得的记忆通过巩固(Consolidation)实现由脆弱易变的不依赖RNA

和蛋白质合成的短时记忆(Short-term memory,STM)向相对稳定的依赖RNA和

蛋白质合成的长时记忆(Long-term memory,LTM)的转变(McGaugh,2000)。巩

固又包括细胞水平的巩固和系统水平的巩固。前者一般持续1．3小时，后者一般

持续数小时、数天、数周甚至更久。以海马依赖的事件记忆为例，起初海马依赖

的事件记忆，经过海马细胞水平巩固(Cellular consolidation)后，最终储存于其

它脑区如大脑皮层，因而对海马不再敏感，该事件记忆不再依赖海马(人类一般

需要数年时间，啮齿类一般为数周时间)，即实现了系统巩固(Systems

consolidation)(Scoville and Milner,1957；Squire andAlvarez,1995)。

历史上曾经认为记忆一经巩固便不会回到不稳定的状态，研究表明经过细胞

水平巩固的记忆，一旦被提取(Be retrieved)或再激活(Be reactivated)或记忆

的回忆(Recall)，巩固的记忆便又回到不稳定的状态(Active memory)(Nader et

a1．，2000)，经过再巩固(Reconsolidation)后记忆痕迹得到进一步稳定(Inactive

memory)，随后又有研究证实经过系统水平巩固的记忆，同样存在再巩固的过程

(Myers and Davis，2002)。事实上，从某种程度而言，记忆的巩固与再巩固可能伴

随着整个生命周期而延续着(Nader and Hardt,2009)。

1．3．4．1细胞水平的巩固与再巩固

细胞水平的巩固又称为突触巩固，往往比较快速，早期的分子和细胞事件发

生在训练之后，持续数小时到数天，所涉及脑区为获取新信息相关脑区。细胞巩

固需要神经元合成新的RNA和蛋白质(McGaugh,2000；Kandel，2001)，通过蛋白

质合成把新学习获得的信息转化成稳定的突触修饰。干扰这些过程则可能影响细

胞水平的巩固。例如在延迟逃避训练后，立即海马注射反义寡聚脱氧核苷酸使

CREB失活，LTM受损而STM则没有影响；在训练后延迟注射，则LTM相对

完整(Ouzowsl【i and McGaugh,1997)。与学习及细胞水平的记忆巩固相对应的是

突触效能的变化，主要是LTP,LTD，因此细胞巩固的生理“单元一可能就是突

触。与记忆分为STM，LTM类似，LTP也分为早期LTP(E．LTP,Early-phase LTP)

及RNA和蛋白质合成依赖的晚期LTP(L．LTP,Late．phase L1卫)。

不稳定的记忆在巩固的过程中，既包括所需存储信息的巩固过程，也包括去

除噪音等无关信息的有效消退过程，因而出现组合可塑性的特点(Dudai，1996)。

记忆的形成是动态的过程，巩固后的记忆可通过提取而再次激活，呈现出不稳定

性，需要经历再巩固的过程。再巩固不是巩固的简单重复，是LTM形成过程中
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重要环节，提取后的稳定过程与巩固过程是截然不同的，尽管功能和潜在的机制

上有相似之处。有报道神经营养因子(brain-derived neurotrophic factor,BDNF)

是巩固过程需要的，而再巩固过程不需要BDNF；而Zif268是再巩固过程必须

的，与巩固过程无关(Lee et a1．，2004)。再巩固是提取依赖的有时限要求的记忆修

饰过程，记忆的再激活至少在训练后24小时发生，通过条件化线索来提取已巩

固的记忆实现再激活，这种无强化效应的再激活往往是再巩固与消退共存、竞争

及平衡的过程(Tronson and Taylor,2007)。再激活并不是在记忆的任何时间段都可

以发生，现以听觉恐惧记忆来举例说明：在建立听觉恐惧条件反射后24小时，

再次暴露条件线索，并在外侧基底杏仁核注入蛋白质合成抑制剂，再次激活后的

STM没有影响，再次激活后的LTM受到损害(Guzowski and McGaugh，1 997；

Schafe and LeDoux，2000)，再次激活使得巩固的记忆变的不稳定。然而在建立听

觉恐惧条件反射后6小时再次激活，则巩固的记忆不受蛋白质合成抑制剂的干

扰。因此再次激活是个时间依赖的过程。事实上，巩固与再巩固都有一个不稳定

的关键时间窗，对记忆的巩固而言往往是出现在获取信息后的一段时间，而对再

巩固而言出现于巩固的记忆再次激活时。与此类似，在L．LTP诱导后2小时，蛋

白质合成抑制剂对L．LTP的维持没有任何影响，但是在LTP的维持期再度予以

刺激，m又对蛋白质合成抑制剂恢复敏感(Fonseca et a1．，2006)。也有报道，阻

断了恐惧记忆的再巩固逆转了外侧杏仁核的场电位增强(Doyere et a1．，2007)，因

此损害再巩固行为学受损的同时伴有细胞水平的异常。

也有证据表明似乎有一种新的记忆模式，整合了巩固与再巩固。研究证实巩

固的记忆需要持续的激活PKM<(Hrabetova and Sacktor,1996；Pastalkova et a1．．

2006)，在行为学上评估巩固的记忆的稳定性的同时，也需要记忆相关的神经生

物学指标的持续存在，否则无需再次激活的过程，LTM也会受损(Dudai and

Eisenberg，2004；Pastalkova ct a1．，2006)。因此，巩固与再巩固的内生稳定性的假

设可能基于PⅪ呕介导的状态(Nader and Hardt，2009)。

1．3．4．2系统水平的巩固与再巩固

系统巩固一般形成较慢，涉及大脑皮层相关区域与内侧颞叶脑区的相互作

用，一般持续数周到数(Dudai and Eisenberg，2004)，如果需要系统巩固的新信

息与已经存储在大脑皮层的记忆有关联，这种系统巩固则较为快速(Tse et a1．，

2007)。系统巩固往往分为在线状态(如任务相关情形)和离线状态(如睡眠、

白日梦等)(Franldand and Bontempi，2005)。当海马依赖的记忆经过系统巩固而不

依赖海马后，是否同样有再巩固的过程?有研究表明，大鼠经过环境恐惧记忆条

件反射训练45天后，再次暴露于相同的背景环境，各组分别在再次暴露后的4，
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24，48小时后损毁海马，第7天的测试显示，在暴露后4，24小时损毁海马使

环境恐惧记忆受损(Debiec et a1．，2002)。以往实验结果认为系统巩固往往需要数

周时间(Squire andAlvarez,1995)，Debiec等发现系统再巩固的时间相对较短暂，

并且环境再暴露伴随系统再巩固时，又表现为海马依赖的环境恐惧记忆。系统水

平的再巩固提示了，有新信息加入已经存在的记忆痕迹(Milekic and Alberini。

2002)。

1．4海马组合突触可塑性

1．4．1海马组合突触可塑性假说

海马可塑性主要表现形式为LTP和LTD，既往单通路电生理实验中往往以

HFS或LFS分别诱导L1'P(Bliss and Lomo，1 973；Bliss and Collingridge，1993)，

LTD(Yuste and Bonhoeffer,2001)。活动或经验依赖的突触效能变化如：LTP、LTD，

被广泛认可为学习与记忆的细胞与分子基础(Martin et a1．，2000)。既往实验表明，

同一事件由于大鼠处于不同状态可分别诱导出LTP和LTD(或Depotentiation)，

例如：在探索新颖环境时，可表现为Depotentiation的过程，逆转了200Hz HFS

诱导的海马LTP(Xu et a1．，1998)，也有报道100Hz HFS直接诱导出海马LTP(Li et

a1．，2003)；高台应激可易化成年大鼠海马LTD(Xu et a1．，1997)，当处于吗啡戒断

状态时高台应激则易化LTP(Dong et a1．，2006)。海马与事件记忆有关，编码事件

发生的时空环境(Spatiotemporal context)信息(Eichenbaum，2004；Manns et a1．，

2007)，每时每刻大量的时空信息涌入海马，海马神经元不停地瞬间编码，形成

相应的突触效能变化或形成一定的突触权重，完成信息获取，部分信息经历了巩

固与再巩固的阶段得以长期存储。对于每一个神经元而言，它的自身状态可能是

各不相同的，一方面由于可能要编码处理不同的信息，而且处于信息获取．巩固．

再巩固的动态变化之中(Nader and Hardt，2009)，另一方面负责编码信息的突触可

能还受其它因素的影响包括：既往信息加工后形成的突触效能变化，可能以高级

可塑性(Metaplasticity)的方式，影响目前的信息加工处理(Abraham and Bear,

1996))邻近的突触效能变化，可能以稳态可塑性(Homeostatic plasticity)的方

式，影响自身突触效能变化(Turrigiano，2008)；邻近其它类型的突触，可能以异

突触可塑性(Heterosynaptic plasticity)的方式，影响突触效能变化(Bmley et a1．，

2000)(187)(如DA及抑制性突触对兴奋性突触的影响)等。因此，我们提出

假设海马在参与学习活动，编码信息形成记忆时，可能同时会出现LTP,LTD，

即基于突触的不同自身状态，同样事件可能触发突触效能呈现双向变化，亦即以

组合可塑性(Combinatorial plasticity)(Dudai，1996)的形式进行信息编码。
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1．4．2海马双通路突触可塑性

在单通路上进行可塑性诱导时，往往只能出现一种突触效能变化：LTP或

LTD，当然也有报道在没参与诱导活动的邻近异突触上，可能出现双向突触效能

变化(Bear and Abraham，1996；Royer and Pare，2003)。但是SPM理论认为(．Martin et

a1．，2000)，诱导相当于学习过程，因此没参与诱导活动的邻近异突触可塑性，可

能不能归于与学习记忆直接相关的可塑性。行为学习如经典条件反射或敏感化都

是基于两条通路的相互作用(Bailey et a1．，2000)，因此我们运用海马Schaffer-CAl

双通路技术，通过双通路条件化作用，观察双通路组合可塑性的变化。1965年，

Kandel等在海兔上证实了细胞水平的双通路条件化作用，可出现类似行为学

US．CS配对刺激效应(uncondifioned stimulation，US；conditioned stimulation，CS)

(Kandel and Taue，1965)。既往离体脑片实验曾利用一条具有活性的通路与一条没

有活性的通路，配对刺激诱导双通路可塑性(Huang et a1．，2004a)，也有报道利用

EC．CAl及Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导可塑·I生(Dudman et a1．，2007)。我

们实验室新近报道了在体海马Schaffer-CAl双通路条件化作用，诱导出输入通路

时序依赖的突触可塑性(TADP)，在不同状态下分别诱导出LTP／LTP，LTP／LTD

的组合可塑性，通过影响Theta节律的药理学干预，实现了LTP／LTP与LTP／LTD

之间的转换，很好的解释了海马突触可塑性的灵活性与稳定性(Dong et a1．，2008)。

在单通路的可塑性变化往往是双极变化即：LTP,LTD，而双通路组合可塑性理论

上应有四种组合即：LTDm，LTP，UD，U?D舡P，LTP册P。为此我们进一
步探索海马Schaffer-CAl双通路组合可塑性的发布特点，进而提出海马信息编码

的新特点。

2成瘾与学习记忆

成瘾常表现为一种持续地对成瘾物质的渴求以及持久的强迫性用药行为，对

成瘾物质的使用逐渐丧失控制力，目前还没有有效手段来控制其复吸。即便戒断

多年，在环境线索等因素的触发下，仍可出现强迫性觅药、用药行为。临床及实

验室研究均提出了成瘾与学习记忆假说：成瘾病理性控制了负责奖赏相关学习的

神经通路，学习记忆相关的细胞分子机制可能是强迫性用药行为的潜在机制

(Hyman et a1．，2006)。因而，逆转或阻止成瘾物质诱发的突触修饰，可能对强迫

性用药行为的治疗产生深远影响(Kauer and Malenka,2007)。

2．1成瘾的特征

物质成瘾最为显著的行为学特征便是强迫性用药行为，全然不顾其它方面的

负性后果例如：物质滥用导致身体状况恶化，显著的社会生活角色的失败，甚至
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为了取得成瘾物质而参加犯罪活动。成瘾者对成瘾物质的价值取向高于其他一切

活动，成瘾者逐渐只对如何获得成瘾物质和使用成瘾物质感兴趣。小部分成瘾者

可能会自行终止用药行为，然而大部分处于戒断一复吸的反复循环的慢性进程之

中，复吸在成瘾的进程中是绝对的主旋律。

成瘾物质如同食物及性行为一样具有奖赏性(Berridge and Robinson,2003)，

人类及动物能快速学习与成瘾物质相关的线索和环境，一旦学习成功，环境线索

本身就能激发觅药行为。条件位置偏好模型表明，动物更愿意呆在接受过成瘾物

质处理的地方，证明环境特征与用药体验建立了联系(Bardo and Bevins，2000)。

成瘾物质具有强化效应，除了获取及使用成瘾物质外，行为动机倾向于增加用药

体验的频率，强烈的动机会令成瘾者降低对食及性的渴求，排除困难来获取成瘾

物质(Kelley and Berddge，2002)。

反复使用成瘾物质会导致成瘾相应的药源性细胞及神经回路的内稳态性适

应(Homeostatic adaptations)，表现为耐受和依赖(Nestler and Aghajanian,1997)。

物质依赖会引起细胞和相应神经回路显著的生理变化，一旦停止使用则引发戒断

症状。戒断会引发一些躯体症状，以阿片戒断为例，包括流感样症状和腹部疼痛

痉挛，也会出现一些情绪症状如：心境恶劣，以及强烈的渴求成瘾物质的动机。

依赖与戒断曾被认为是成瘾的核心症状，如今人们认识到，这些症状对成瘾而言

既不是充分条件也不是必要条件。例如在癌症患者使用吗啡镇痛过程中也会出现

依赖及戒断症状，但并不出现强迫性觅药与用药行为(Hyman et a1．，2006)。可卡

因或安非他明成瘾者往往没有明显的躯体戒断症状，同样出现强迫性用药行为及

反复的复吸倾向。成瘾者即便停止用药数年，戒断症状已经消退，仍然有较高的

复吸风险(McLellan et a1．，2000)。物质成瘾的耐受与依赖被认为与蓝斑(10cus

coeruleus，LC)的环一磷酸腺苷(Cyclic adenosine monophosphate，cAlV[P)通路

上调有关(Nestler and Aghajani矾1997)。以阿片耐受与依赖为例：急性阿片类物
质使用降低LC神经元的发放率，持续使用阿片类物质发放率恢复正常水平，使

用阿片受体拮抗剂后可比正常水平高出数倍。生化实验证实，阿片类物质抑制

LC腺苷酸环化酶，抑制cAMP依赖的蛋白质磷酸化，这种抑制随着阿片类物质

的慢性使用而得以恢复(耐受)，使用阿片受体拮抗剂后上述抑制过程逆转为高

于正常水平(依赖与戒断)。

大量的临床及实验室观察认为，成瘾物质的强迫性用药行为与cAMP相关的

依赖与戒断过程(自适应过程)可能没有直接关联，而与中脑边缘系统多巴胺．

谷氨酸回路介导的长时程联合性记忆有紧密联系(oIBrien et a1．，1998；Berke and

Hyman，2000；Robbins and Everitt,2002；Everitt and Robbins，2005；Hyman et a1．，
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2006)。联合型学习受到关注得益于发现成瘾物质关联的线索暴露，引发成瘾物

质的使用及复吸(Wikler and Pescor,1967；Tiffany,1990；O’Brien et a1．，1998)。成瘾

物质关联的线索包括外在的感官刺激(如：相关的人，使用的器具，成瘾物质使

用时的环境等)，内感受性刺激(如：成瘾物质使用时的体验，包含戒断体验)

等。因此成瘾的主要特征为持久的强迫性觅药、用药行为及持久的复吸倾向，这

些特征的形成及发展与联合型学习有密切关联。

2．2成瘾与学习记忆的关系

2．2．1成瘾行为与学习记忆的关系

成瘾物质具有多维强化效应。首先，成瘾物质可作为“操作强化刺激”

(Instrumental reinforcer)，为了增加强化效应的可能性，导致自身给药

(Self-administration)行为或用药(Drug taking)行为。其次，环境刺激通过巴

甫洛夫条件反射，在时间空间上与自身给药时获得的动机凸显效应，形成密切联

系。再者，成瘾物质会产生主观的个体体验，包括自我感觉及歪曲的感知体验。

上述效应的任意组合便构成了成瘾物质的奖赏效应(Everitt and Robbins，2005)。

不可预知的成瘾物质配对条件刺激(CS)可引起伏隔核(nucleus accumbens，Nac)

的核心区(Core)DA释放，而不是Nae的壳区(Shell)(Nestler and Aghajanian,

1997)。与此结果相一致，选择性损毁Nae的Core区域(Parkinson et a1．，1999)或

训练时把NMDAR或DA受体的拮抗剂注入Nae的Core区域(Di Ciano et a1．，

2001)，阻止了巴甫洛夫条件反射的建立，训练后把NMDAR或DA受体的拮抗

剂注入Nae的Core区域则干扰了记忆的巩匿l(Dalley et a1．，2005)。选择性损毁Nae

的Core区域也阻止了巴甫洛夫条件反射转换操作反射的建立(Hall et a1．，2001)。

研究证实，Nae的Core通过边缘叶输入信号，介导条件化强化刺激物的效应；

Nae的Shell介导成瘾物质的精神运动效应(Parkinson et a1．，1999)，从行为上激活

巴甫洛夫效应，影响条件化强化刺激的动机凸显。神经影像证据表明，在人类腹

侧纹状体与巴甫洛夫条件反射有关，而背侧纹状体与操作条件反射有关

(O’Doherty et a1．，2004)。

海马是Nae的重要的谷氨酸能输入，尤其是Nae的Shell区域(Groenewegen

et a1．，1996)，往往与环境刺激或事件的空间背景有关，是成瘾物质关联的环境刺

激激发觅药行为的基础。研究表明通过VTA的谷氨酸能作用，Them-burst刺激

海马能再次强化已经熄灭的可卡因觅药行为(Vorel et a1．，2001)，损毁腹侧海马下

托削弱了成瘾物质的运动反应(Bums et a1．，1993；Caine et a1．，2001)。
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2．2．2成瘾与学习记忆共同的神经回路及细胞分子基础

成瘾物质的奖赏效应及奖赏相关的学习与古老的动机系统有密切联系，动机

系统经过数百万年的进化，来指引适应与生存。即便是地球上的早期生物如细菌

也存在趋利避凶的动机，激励它们趋向糖水远离毒素(Adler,1966；Qi and Adler,

1989)。动机系统参与了对环境刺激及其相应的情绪状态(正性或负性情绪)的

感知，情绪状态虽然短暂，但对行为有强大的驱动力和或被视为行为的持久的发

动机。正性情绪通常会激励生物体再去接触可能产生该情绪的事件，从而出现相

应的行为。大脑系统监视着各种体内体外的信号，及其激发的情绪反应，以及伴

随着的动机状态及其引发的可塑性，大量的分子信号相应产生(如单胺，G蛋白

偶联受体，蛋白激酶，CREB)，并随着进化而被保存下来。与动机系统相对应的

神经解剖结构基础也得到了广泛的研究，非常精细而又相互作用的下丘脑核团及

其在脑干系统的延伸，构成了对生存必须的特定行为的精细调控，被冠名为“行

为控制柱"(Behavioral control colmnm)(Kelley,2004)。动机作为控制行为的潜

在因素而存在，相应的情绪状态能读出特定的动机系统，生物体会做出本能的行

为反应。有了这个前提，就能较好的理解成瘾。成瘾物质仅仅依靠短暂的情绪效

应，然而却形成了持久持续的神经适应性变化，对动机系统产生了深远的影响。

对情绪动机系统及行为控制而言，除下丘脑．脑干系统以外，来自海马、杏

仁核、前额叶、纹状体及苍白球等区域的输入也很重要。海马是联合型学习记忆

的关键脑区，编码巩固新颖环境信息，参与环境刺激关联的信息学习(Morris et a1．，

2003)。杏仁核参与了奖赏评估和奖赏关联的学习(Schoenbaum et a1．，2000；

Cardinal et a1．，2002)，特别是基底外侧核的部分与外侧下丘脑相关联，杏仁核失

活会阻断纹状体．下丘脑回路介导的摄食行为的表达(Will et a1．，2004)。前额叶介

导执行功能、工作记忆及反应导向等，是动机系统重要组成部分，与其它皮层脑

区有大量的往返纤维联系(Floyd et a1．，2001)。除下丘脑．脑干系统以外，海马、杏

仁核及前额叶发出大量的谷氨酸能纤维投射到纹状体，丘脑也有大量的谷氨酸能

纤维投射到海马、杏仁核、前额叶及纹状体等。激活谷氨酸受体介导的突触修饰

是长时程可塑性的经典模式(Derkach et a1．，2007)，因而学习记忆在动机．情绪．行

为复杂的系统中发挥作用也就不不足为怪了。

在上述神经回路中另外一个关键的内在可塑性是DA，多巴胺能神经元位于

中脑的VTA和黑质(Substantia nigra,SN)，通过内侧前脑束，广泛投射到纹状

体、前额叶、杏仁核及海马。DA主要有两大G蛋白偶联的DA受体家族，即

D1家族(D1和D5多巴胺受体)和D2家族(D2／3和D4多巴胺受体)。其它单

胺类如5．羟色胺及去甲肾上腺素在前脑区域的投射也是明确的，同样在突触可塑

21
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性方面也发挥着重要作用，考虑到成瘾动机理论主要以DA为基础，所以这里着

重讨论DA系统与谷氨酸(Glutamate．Glu)系统的关系。事实上，DA能和谷氨

酸能纤维末梢可紧邻出现在同一个树突棘上，这也就为两者的相互作用提供了关

键的结构基础(Totterdell and Smith，1989；Sesack and Pickel，1990)。可塑性相关的

基因及其表达物如：蛋白激酶、CREB、即刻早期基因及突触后致密蛋白等在海

马、杏仁核、前额叶及纹状体回路中大量存在。

D1受体激活后，K+电流增加至接近静息电位水平，抑制兴奋性(Pacheco．Carlo

et a1．，1996)，但是当在接近去极化状态时，D1受体激活可导致L．ca+电流增加

而表现出增强兴奋。I生(Hemandez．Lopez et a1．，1 997)。大量研究证实，D 1受体激活

能提高NMDA激发的兴奋性(Cepeda et a1．，1993；Harvey and Lacey,1997；Cepeda

et a1．，1998；Wang and O’Donnell，2001)。有报道海马．前额叶突触的m，依赖于
Dl及NMDAR的共同激活(Jay et a1．，1995；Jay et a1．，1998；Gurden et a1．，1999；

Gurden et a1．，2000)。事实上，海马在与腹侧纹状体的突触整合上起关键作用，它

似乎在维持腹侧纹状体的上调状态(Up state)及其相应的神经元发放率方面起

了根本性的作用。Goto和0’Donnell报道了腹侧海马与腹侧纹状体之间有同步

活动(Goto and 0’Donnell，2001)，分析了前额叶与边缘叶突触输入整合的时序结

构(Ooto and O’Donnell，2002)。DA通过D1R，D2R调整c√6山口的表达，激活了

多种激酶通路，包括PKA、PKC、CaMK和ERK瓜嗄AP瓜SK等，通过控制Ca2+

电流，调节关键的转录元件CREB，最终导致基因表达和蛋白质合成，形成突触

修饰，因此CREB是NMDA与DA信号转导的共同通路(Silva et a1．，1998)。此外

DA和cA_M-P调节的磷蛋白(dopamine and cyclic AMP regulated phospho—protein，

DARPP)及PPl在胞内信号磷酸化调节方面有重要作用(Greengard et a1．，1998)。

在边缘叶．纹状体有大量的即刻早期基因，如c．fos，c?juIl，NGFI．B，homerlA，锄ia3，

arc，andzif268等，这些早期基因的诱导很多是NMDAR与D1R依赖的(Wang etal．，

1 994；Konradi et a1．，1 996；Das et a1．，1 997；Liste et a1．，1 997；Stcincr and Kitai，2000；

Steward and Worley，2001b)。Are是一种早期基因，它的mRNA选择性定向于最

近激活的突触区域，并被翻译整合如突触后致密区(Steward and Worley，2001 a)，

Arc的激活及定向整合可被NMDAR的拮抗剂所阻断(Steward and Worley，

2001b)。有研究报道了D1受体通过其碳尾与NRl与NR2A的相互作用调节

NMDAR的功fl皂(Lee et a1．，2002；Pei et a1．，2004)。在纹状体的培养细胞，NMDAR

的激活可引起D1R的再分布，从胞内移向树突棘膜，从而提升了AC的活性(Scott

et a1．，2002)。在培养的Nae细胞上刺激D1R，增加了依赖于PKA(Greengard et a1．，

1998)1约AMPAR(GluRl)的表达(Chao et a1．，2002)。

Glu-DA的相互作用同样在行为的学习上得到验证，如巴甫洛夫条件反射相
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关的线索、刺激及其发生的环境，都可与奖赏发生联系，对操作条件反射产生强

烈影响(Rescorla,1994；Cardinal et a1．，2002)。在Nac核心区以及前额叶，可能包

括其它脑区，NMDAR和D1R的共同激活对于学习是必须的(Smith-Roe and

Kelley,2000；Baldwin et a1．，2002)。在Nac阻断NMDAR，则阻断了条件线索的行

为反应(Di Ciano et a1．，2001)，而损毁或耗竭DA同样阻断了学习(Parkinson et a1．，

1999；Parkinson et a1．，2002)。新近研究证实，长时间的可卡因戒断可引起Nac区

域GluR2．1acking AMPAR增加，Nac局部注射GluR2．1acking AMPAR阻断剂则阻

断了线索激发的自身给药动物的复吸行为。因此，增加的GluR2-lackingAMPAR

可能介导了可卡因渴求及复吸行为(Conrad et a1．，2008)。曾有报道，刺激Nac的

D1／D5受体，可激发可卡因复吸行为(Anderson el a1．，2003；Bachtell et a1．，2005；

Schmidt et a1．．2006)，而激活Nac的AMPAR同样可以导致可卡因复吸(Kalivas et

a1．，2005；Schmidt et a1．，2005)。有证据表明，可卡因复吸与D1受体激活相关联，

而且伴随着Nac的壳区CalVIKII Thr286磷酸化增加以及GIuRl Ser831的磷酸化

增加(也是CaMKII磷酸化位点)，同时伴有Nac的壳区的GluRl表达增加，此

外Intra-Shell注射抑制GIuRlAMPAR转运的病毒载体(～W10一GluRl一C99)则

抑制了可卡因复吸行为(Anderson et a1．，2008)。因此CaMKII可能是多巴胺系统

与谷氨酸系统的共同信号通路，而奖赏机制与学习机制共同孕育了介导成瘾物质

渴求与复吸的神经可塑性变化。

2．2．3成瘾记忆的再巩固与成瘾行为

记忆的再巩固理论提示，巩固的记忆再次提取(再激活)，就会变得不稳定，

并对转录和蛋白质合成的抑制变得再度敏感，这也为复吸干预提供了新的机遇。

造成复吸干预困难的重要原因是由于持久存在的条件化环境线索(Hyman et a1．，

2006)。环境线索往往与渴求行为伴随的主观愉悦体验以联合型方式学习并形成

相应的成瘾记忆。神经递质多巴胺作为奖赏相关的信号，在成瘾记忆的形成与巩

固方面起了重要的调节作用。所有的成瘾物质都直接或间接涉及多巴胺系统，并

在大脑的情绪及认知等回路形成神经可塑性的变化。功能影像技术首次提供了，

可以从系统层面来观察成瘾物质对大脑影响。成瘾者在看到使用成瘾物质时的器

具或准备注射成瘾物质的场面时，大脑中负责记忆、动机、行为控制的脑区活性

发生了显著的变化(Grant et a1．，1996；Childress et a1．，1999)。中脑-边缘系统有着广

泛的DA通路联系，在成瘾记忆的获取及巩固发挥了重要作用，然而以前巩固的

成瘾记忆，通过再次提取，有可能暂时重回到不稳定的状态(Milekie andAlberini，

2002；Nader,2003；Dudai and Eisenberg，2004；Lattal and Abel，2004)。记忆的再巩

固保留了记忆的更新重组的能力，需要新一轮的基因转录及蛋白质合成，以使记

忆达到新的巩固与稳定。因此，再巩固提供了第二次机遇来消除条件刺激与用药
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体验之间的联系，从而使环境线索失去对觅药行为的推动作用。

ERK是成瘾物质与记忆巩固之间的功能链接之一，成瘾物质能激活Nae的

ERK，而ERK通过激活下游的转录因子(如Elk．1，CREB等)参与了记忆巩固。

曾有报道ERK及MAPK被抑制后，CPP不能形成(Valjent et a1．，2000)。Miller和

Marshall首次采用免疫印迹(Western blot)和免疫组织化学的方法证实，实验动

物形成CPP后，Nae核区的ERK，CREB和Elk-1的表达增多，而予以MAPK的

阻断剂U1026后，上述现象消失。因此激活ERK信号通路对于CPP记忆的提取

是必须的。提取后在Nac的核区局部注射U1026，在第二天测试时CPP不能形

成，未提取组Nac核区注射U1026，不影响CPP的形成(Miller and Marshall，2005)。

实验结果显示了干扰环境线索．用药体验的关联记忆的再巩固，环境线索则无法

提取相应的记忆信息，CPP最终无法形成。说明了干扰成瘾记忆的再巩固，有效

阻止了相应的成瘾行为。

有报道在可卡因自身给药模型中，予以条件化线索刺激(再激活，

Reactivation)前，杏仁核基底外侧核(Basolateral amygdala,BLA)注射Zif268反

义寡核苷酸后，干扰了记忆再巩固，条件化线索无法提取相应的成瘾记忆信息

(Lee et a1．，2005)。也有报道在提取后(Re．exposure)予以应激或糖皮质受体激动

剂RU28362，即干扰了记忆再巩固，CPP不能形成；BLA局部注射糖皮质受体

拮抗剂RU38486，则消除了应激对记忆再巩固的干扰(Wang et a1．，2008)。

2．3成瘾与敏感化

有些物质成瘾相关的行为反应表现为耐受，有的则出现敏感化

(Sensitization)，例如实验大鼠每天注射一定量的成瘾物质如：可卡因、苯丙胺

或阿片类物质等，大鼠的自发活动逐渐增强，即运动敏感化。敏感化可长期存在，

有报道在停止苯丙胺使用后一年，仍可观察到运动敏感化现象(Paulson et a1．，

1991)。鉴于敏感化的持久性及与环境相关性，敏感化被认为是成瘾潜在的神经

机锘lJ(Robinson and Berridge，1993，2003；Vezina,2004)。基于此现象，Robinson&

Berridge提出了动机敏感化成瘾理论：如果反复使用成瘾物质可导致运动敏感化，

那它也会使分配成瘾物质及其线索动机凸显的神经回路敏感化。成瘾物质相关线

索使得动机凸显(Incentive salience)，因而表现出强烈的对成瘾物质的渴求

(Robinson and Berridge，1993，2003)。动机敏感化理论与联合性学习机制有相一致

之处，把成瘾物质相关线索与成瘾物质渴求与觅药行为相联系起来。动机敏感化

理论与强化理论也有相一致之处(后者将DA作为奖赏的预测．错误信号

(Prediction-error signal)，两者都认为奖赏体验能提高成瘾物质相关线索的动机

凸显(Montague et a1．，2004)。敏感化的概念不能阐明成瘾物质相关线索的信息编
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码过程，也不能阐明成瘾物质相关线索激活觅药行为的全过程。在一定程度上，

敏感化能增强成瘾物质或相关线索激发的DA释放，有利于巩固成瘾物质与相关

线索的联系。

大量证据表明VTA与触发行为敏感化有关，阻断VTA的NMDAR受体，

阻止了敏感化的形成，而Nac在行为敏感化的表达方面起着重要作用(Kauer and

Malenka,2007)。有报道GluRl在VTA的过度表达，诱导了行为敏感化，提示了

VTA的m样变化可充分诱导出行为敏感化(Carlezon et a1．，1997)，也提示了增

加钙通透AMPAR的数量，可能在发展行为敏感化方面起了重要作用(Carlezon

and Nestler,2002)。但是GluRl敲除不影响可卡因诱导的行为敏感化(Dong et a1．，

2004)。有研究证实，阻断Nac的LTD后，苯丙胺的运动敏感化的表达受损，对

运动敏感化的形成没有影响(Brebner et a1．，2005)。突触修饰在行为敏感化模型中

的作用提示，NMDAR依赖的突触可塑性引发的神经适应性改变，可能是导致物

质成瘾的机制之一(如ng et a1．，1995；Wolf,1998)。

2．4成瘾与海马相关的学习与记忆

成瘾物质具有奖赏效应，当在某特定环境反复使用成瘾物质，环境特征与奖

赏效应之间会产生联合型学习，该环境特征可能会成为激发觅药行为或渴求药物

的环境线索，具有次级强化效应(Everitt and Robbins，2005)。条件位置偏爱

(Conditioned placepreference，CPP)模型，便很好的说明了环境特征相关的学

习与记忆参与了成瘾的发生与发展(Tzschentke，1998)。在自身给药动物实验中，

环境线索能使已经熄灭的自身给药行为再度得以强化(即复吸)(Crombag and

Shaham，2002)。因而，环境线索可能是引发物质成瘾复吸的重要因素(Tzschentke

and Schmidt，2003；Crombag ct a1．，2008)。

海马在事件记忆中起了关键作用，负责编码、巩固事件发生的环境及时序信

息(Eichenbaum et a1．，2007；Manns et a1．，2007)。海马可塑性如NMDA依赖的LTP,

LTD，被认为是海马相关学习与记忆的细胞与分子基础(Martin et a1．，2000)。因此，

海马参与了环境特征与奖赏效应之间的联合型学习，海马局部注射NMDAR拮

抗剂，CPP则不能形成(Carlezon et a1．，1997)。有自身给药实验证实，自身给药环

境能激发实验动物的复吸行为(Crombag and Shaham，2002)，而药理损毁海马自身

给药环境则不能激发实验动物的复吸行为ffuchs et a1．，2005)，海马参与成瘾相关

的学习与记忆的具体机制，目前尚未明了。成瘾物质一般都会引起VTA的DA

释放增加(Hym趾et a1．，2006)，DA能纤维可投射到Nac、前额叶、杏仁核以及海

马等，而Nac也接受来自海马的Gh能纤维投射(Berke and Hyman,2000)，因此

海马的Glu能系统与中脑．纹状体DA系统存在信号沟通的结构基础。DA能纤维
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沿着Schaffer collateral分布，并能与CAl的Glu能锥体神经元形成异突触联系

(Bailey et a1．，2000)。在Schaffer collateral通路，D1／D5多巴胺受体激动剂能诱导

出L．L1T，抑制D1／D5多巴胺受体，阻断L．LTP的形成(Huang and Kandel，1995)，

因此DA在海马的异突触调节，有助于长时程记忆的形成。也有离体海马电生理

报道，不同多巴胺浓度，分别低浓度DA诱导出LTD，高浓度DA诱导出

LTP(Saj ikumar and Frey,2004)。

既往动物实验表明，反复皮下注射阿片类物质，则损害海马LTP，并使空间

记忆受损，戒断后受损的LTP逐渐恢复(au et a1．，2002)。也有实验证实，反复皮

下注射吗啡海马册受损，戒断四天却易化了LTP(Dong et a1．，2006)。有报道反

复的可卡因给药，可易化海马LTP(Thompson et a1．，2002；Thompson et a1．，2004)。

上述海马电生理实验都是基于单通路输入，HFS诱导LTP，一方面HFS的诱导

方式不符合生理特点，通常以强直高频刺激的方式激发u’P。另一方面行为学习

一般以双通路刺激的相互作用为基础(Bailey et a1．，2000)。因此，我们运用双通路

技术，研究反复吗啡给药后，海马Schaffer-CAl双通路组合可塑性的变化。双通

路条件化作用通过低频配对诱导，可同时诱导LTP,LTD，因而海马Schaffer-CAl

双通路组合可塑性的变化可能更好的编码物质成瘾事件记忆中的时空背景信息。

2．5戒断与成瘾记忆

一般情况下，起初使用成瘾物质时可能多为愉快体验，随着成瘾物质的反复

使用，内稳态神经适应(Homeostatic neuroadaptations)将引起对成瘾物质的耐

受及依赖，因而一旦停药就会出现戒断症状(包括躯体症状以及负性情绪体验)，

曾有观点认为强迫性用药是基于逃避不愉快的戒断体验。这种快感双向假设

(Two．sided hedonic hypothesis)曾有多种命名：愉快．痛苦(Pleasure．pain)、正

性．负性强化(Positive．negative reinforcement)、相反过程(Opponent processes)，

快感内稳态(Hedonic homeostasis)、快感失调(Hedonic disregulation)、奖赏变

构(Reward allostasis)等(Wikler,1948；Solomon and Corbit，1974；Koob and I_，eMoal，

1997，2001)。持相反过程动机理论者提出，物质成瘾包含有冲动性及强迫性(Koob

and LeMoal。2008)，包括有三个阶段：先占／预期(Preoccupation／anticipation)、

过量使用／沉醉(Bin#intoxication)、戒断／负性情绪(Withdrawal／negative affect)，

三个阶段相互作用导致病理性状态即成瘾(Koob and LeMoal，1997)。当成瘾物

质的使用由冲动性转化为强迫性，成瘾行为的动机驱动便由正性强化转为负性强

化。相反动机理论认为物质成瘾有两种动机过程：a-过程(a-process)是快感情

绪体验，由于适应过程(或耐受)，会激发b．过程(b-process)戒断情绪体验。

在物质成瘾的初期往往a-过程占优势，随着成瘾物质的反复使用b．过程逐渐占主



博士学位论文 前言

导地位(Solomon and Corbit,1974)。基于此，成瘾被认为是由于大脑奖赏与抗奖

赏机制的失调所导致的基于负性强化的强迫性用药行为(Koob and LeMoal，

2008)。相反动机理论认为成瘾会涉及系统内及系统间的神经适应Cgoob and

Bloom,1988)。所有的成瘾物质在使用初期，都会降低颅内电刺激奖赏的阈值

Ⅸornetsky and Esposito，1979)，大多数成瘾物质在急性戒断时都会提高颅内电刺

激奖赏的阈值(Paterson et a1．，2000)，这种奖赏阈值的提高反映了与正性强化有关

联的中脑及前脑奖赏相关神经递质系统的活性降低，这便反映了系统内神经适应

过程。有研究证实戒断时，中脑边缘叶的DA系统活性降低并降低了Nac的5．

羟色胺水平(Weiss et a1．，1992，1996)，此外戒断数周后，仍会出现转录因子AfosB

持续升高(Nestler,2008)。成瘾物质的慢性使用会导致下丘脑．垂体．肾上腺轴以及

其它大脑应激系统的失调，在急性戒断会导致促。肾上腺皮质激素、皮质酮水平及

杏仁核促肾上腺皮质激素释放因子(Corticotropin-releasing factor,CRF)水平升

高(Rivier et a1．，1984；Koob ct a1．，1994；Merlo—Pich et a1．，1995；Rasmussen ct a1．，

2000；Olive ct a1．，2002)。CRF拮抗剂能改善成瘾物质急性戒断导致的焦虑样状

态，能阻断对成瘾物质的依赖，而去甲肾上腺素(Noradrenaline，NA)拮抗剂也

有类似的作用(Koob and LeMoal，2008)，而杏仁核局部注射或病毒转染神经肽Y

(Neuropcptidc Y NPY)能减少酒依赖者的酒摄入量(Thorsell et a1．，2007)。成瘾

物质的急性戒断升高了杏仁核的CRF水平，并与急性戒断的焦虑样效应及成瘾

物质的摄入增加有关联，同时可能引起了NA及强啡肽水平的增加以及NPY水

平的降低。大脑应激系统激活(CRF,N八强啡肽)以及抗应激系统的失活(NPY)，

体现了成瘾过程的系统间神经适应所伴随的情绪失调，对成瘾过程中的依赖及戒

断的情绪变化可能有着重要作用。戒断时的负性情绪状态包含有关键的动机激励

成分(负性强化)如：易激惹、情绪性疼痛、病理性心境恶劣，并伴随着成瘾物

质的奖赏阈值增加。成瘾相关的系统内适应，导致奖赏系统的功能下降甚至丧失，

以及系统间适应所涉及的应激系统或抗奖赏系统，都为负性强化导致的强迫性觅

药行为提供了强大的支持(Koob and LeMoal，2008)。

海马LTP被认为与海马相关的学习与记忆紧密关联，是海马编码与巩固信

息的细胞与分子基础。既往实验结果表明，阿片成瘾后的戒断期会出现LTP(Dong

ct a1．，2006)，这提示我们在成瘾后有一关键时间窗，编码与巩固了海马相关的成

瘾记忆。Robbins等认为阿片戒断作为一种激励状态(Motivational state)能提升

对成瘾物质的动机评价(Incentive value)，从而使成瘾物质具有更有效的奖赏效

应，并提出了动机．激励假说(Incentive-motivational hypothesis)(Hutcheson et a1．，

2001)。实验也证实，当海洛因依赖大鼠再次戒断时，前期经历过海洛因戒断体

验的大鼠表现出更强的觅药行为，因而只有在戒断相应的激励状态下，才能实现
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动机学习。正是由于动机学习的观点，使得动机．激励的假说不同与负性强化

(Wikler,1973)或相反过程理论(Opponent process theory)(Solomon,1980；Koob et

a1．，1989)。动机．激励的假说不仅承认了戒断的重要性(Stewart et a1．，1984)，更强

调戒断在促成动机学习，并因此而增强了强迫性觅药行为。实验证实戒断相关的

环境线索，使得边缘叶回路的c．fos的表达增加，如Nac、VTA、杏仁核及海马

等，为戒断提升动机评价及觅药动机(Hutcheson et a1．，2001；Frenois et a1．，2005)

提供了可能的机制。

戒断对成瘾行为的维持以及复吸的作用，一直存在争议(Wikler,1948)。负性

强化的观点认为，动物自身给药行为是基于减缓戒断体验的不适感(Solomon and

Corbit，1974；Koob and LeMoal，1997，2001)。Wikler(1948)提出了阿片成瘾两个

过程的假设：(1)环境刺激能与阿片戒断状态可以形成经典条件反射；(2)操作

条件反射的给药行为是基于缓解戒断体验或是条件化戒断状态。Wikler and

Pescor(1967)hq!实了经历过戒断的实验动物，当再次暴露与戒断关联的环境时，

能激发条件化戒断状态，基于条件化戒断状态的负性体验，他们预测条件化戒断

状态能提高觅药动机(负性强化)，但当时的实验一直难以证实该预测。Shaham，

Rajabi，&Stewart(1996)证实海洛因自发戒断反应能增强实验动物的觅药行为，

而纳洛酮激发的戒断反应没有该现象。也有观点认为成瘾物质依赖时的正性强化

效应或奖赏效应促成了戒断时期的负性体验，认为习得性戒断相关线索能激发戒

断反应，并引发对成瘾物质的渴求、觅药、复吸，最终激发强迫性用药行为

(Schulteis et a1．，2000)。Hellemans，Dickinson&Everitt(2006)证实纳洛酮激发的

戒断相关联的条件化刺激抑制了海洛因觅药行为，但是当该条件化刺激曾与海洛

因用药行为有联系时，则能增加觅药行为。Catherine Le Moine等认为存在戒断

记忆，环境特征与用药体验或戒断体验均能形成联合型学习并获得相应的记忆

(Wikler,1973；Childress et a1．，1993)，戒断相关线索能提取戒断记忆，从而产生激

励状态，促成觅药、用药行为(Ahmed et a1．，2000)。因此戒断与奖赏分别通过相

应的学习，形成戒断或奖赏相关的成瘾记忆，而不同的条件化环境线索可分别提

取戒断或奖赏相关的成瘾记忆，产生条件化戒断状态或奖赏效应，因而激发对成

瘾物质的渴求、觅药行为，并可能导致复吸。
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二、实验内容

(一)大鼠海马Schaffer-CAl组合突触可塑性分布

1．实验目的

动物实验及人类研究均证实海马与事件记忆有关(Eichenbaum et a1．，2007)，

海马突触可塑性被认为是海马相关学习与记忆的细胞与分子基础(Martin et a1．。

2000)。既往经典的诱导海马可塑性的方案大多基于一个刺激输入，如高频刺激

诱导LTP(Bliss and Gardner-Medwin，1973；Bliss and Lomo，1973)，低频刺激诱导

LTD(Dudek and Bear,1992；Mulkey and Malenka,1992)，因此一次诱导只能产生一

种方向的突触效能变化，即LTP或LTD。大多数实验通过影响LTP诱导和或维

持(如：E．LTP和或L．L1m)，同时伴有学习和或记忆受损来说明LTP是重要的

学习与记忆细胞分子“标记”(Martin et a1．，2000；Citri and Malenka,2008；Neves et

a1．，2008)。

事实上，同一事件在不同的生理状态下，可出现不同的突触修饰，因而表现

出不同的突触效能变化。有报道大鼠在探索新颖环境时，可以逆转高频强直刺激

诱导的海马LTP，即Depotentiation，也就是证明了探索新颖环境的过程抑制了海

马的突触效能，如果以强直刺激时的iEPSP为基线，探索新颖环境也就诱导了

LTD(Xu et a1．，1998)：也有报道大鼠在探索新颖环境时，易化了LTP(Li et a1．，

2003)。两者实验过程最大的不同是大鼠在探索新颖环境时的突触效能状态是不

一样的，前者经过了200Hz的强直刺激，增强的突触效能可能接近了生理极限，

而后者探索新颖环境前没做高频强直刺激预处理。又比如正常成年大鼠高台应激

后易化LTD(Xu et a1．，1997)；然而当大鼠处于吗啡戒断的某个时间窗，却易化了

LTP(Dong ct a1．，2006)。这些现象提示我们，在获取信息的学习过程中，在不同

的生理状态的突触中，可能同时分别出现LTP和LTD，而且不同的学习可能呈

现出不同的LTP／LTD组合，即组合可塑性的变化(Xu et a1．，1998)。

单通路实验在该通路上，每次只能一种可塑性方向变化，较难直接说明突触

可塑性的组合性变化。近来有报道在体海马存在输入时序依赖的可塑性(TADP)，

低频配对刺激在40ms时序时间窗内(经过EPSP pcak-lentency矫正)，在同侧

Schaffer／对俱0 Commissural及Schaffer-CAl同侧双通路上均可诱导出LTP／LTP的

组合可塑性，并随着Them节律的变化，海马可塑性可实现LTP／LTP与LTP／LTD

间的自由转换(Dong et a1．，2008)。当研究对象是单通路时，突触效能的变化只有

两种可能及增强(LTP)或抑制(L1D)。按常理推论，当研究对象是双通路时，
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突触效能的变化可能有四种组合即：L1’Dm、L1’P彤rP、LTP／LTD和L1’D／LTP。
于是，我们第一部分实验主要探索Schaffer-CAl双通路组合可塑性的分布，

如能证实确实存在四种组合可塑性分布，也就为我们提出的信息编码新假设提供

了现实可能性。我们会以四种分布的实验结果为基础，提出假设：海马获取信息

时，LTP、LTD可能共同存在，共同编码获得的信息。

此外，我们还通过计算两条通路之间的独立性或重叠度的不同(相互交叉重

叠的程度，Overlapping index)，来观察不同的Overlapping index对双通路组合可

塑性是否有影响。另外，一般认为相互隔离的突触输入整合趋近线性，而不完全

隔离的突触输入的整合为非线性，脑片实验结果显示，当刺激电极都位于CAl

区锥体细胞的近、远端树突，或一个电极位于近端，另一个电极位于远端树突时，

两个相互隔离的EPSP的输入整合都呈亚线性(Cash and Yuste，1998；Wang et a1．，

2003)。在体海马CAl近端树突间的整合效应未见报道，为此我们观察了在体海

马Schaffer-CAl双通路近端树突间的整合效应。

2．材料与方法

实验动物

实验动物采用的是雄性SD大鼠(同系繁殖，昆明医学院，动物中心)，体

重200—3009，动物分组饲养于中国科学院昆明动物研究所学习与记忆实验室，

予以自由饮水和进食，每天控制12小时室内照明，以保持大鼠正常的昼夜节律，

环境温度控制在22-24。C。动物饲养及实验方案均获得中国科学院昆明动物研究

所批准。

实验仪器及软件

1)手持微型电钻(T60DR SAE SHIN PRECISION CO．，KOREA)

2)大鼠脑立体定位仪(STOELTINC玉USA)

3)电生理刺激器(PSIU6C‘GRASS INSTRUMENT CO．，W．WARWICK，USA)

4)放大器(Powerlab／4sp，ADIntruments Pty Ltd，Castle Hill，Australia,和ETH-255

Bridge／BioAmplifier,CB Sciences Ine．Dover NH．)

5)刺激输出及fEPSP数据采集电脑软件(Scope V3．6．3／s)

6)刺激输出及数据采集电脑(Macintosh G4)
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电生理实验前的局部手术

首先对大鼠实施腹腔注射麻醉(戊巴比妥钠，50-60 mg／kg)，无法引出睫反

射后，用剪刀去除大鼠头部毛发。皮下注射普鲁卡因实施大鼠头皮局部麻醉，用

手术刀纵向切开头皮，暴露并清洁颅骨表面。随后将动物移至立体定位仪并固定

动物头部，低流量持续鼻导管供氧(含95％02和5％C02)。以大鼠脑立体定

位图谱海马坐标为参考，标记刺激电极、记录电极和参考电极在颅骨表面的位置，

以微型电转在标记点钻出四个直径约1．5 mill的电极插入孔，深度达软脑膜表面。

首先将一个直径1．5 1TlIn的不锈钢螺钉作为参考地线置入颅腔(前囟前7 inIn，中

缝左旁1 mm)，深度以触及软脑膜为准，避免过分压迫脑组织。记录电极和刺激

电极是两股拧在一起的Teflon绝缘的铂铱合金丝电极(90％铂和10％铱，内径

50 lZ m，外径75 p m)(World PrecisionInstaLments，Sarasota,FL)。记录电极位置

大约位于前囟后3．5—4．0 nLrn，中缝旁2．5--3．0 mm|刺激电极1位于前囟后4．2

--4．8 nLITI，中缝右旁3．5—3．8 111111，刺激电极2位于前囟后3．5—4．0 rain，中缝

右旁3．5—3．8 mmOCu et a1．，1997，1998a；Xu et a1．，1998b；Dong et a1．，2008)，。刺激

和记录电极的深度根据出现场电位波形来判断。整个实验过程中动物俯卧于电热

毯上，体温控制在37±0．5"C(肛表)。为维持实验所需的大鼠麻醉深度，动物腹

腔留置导管，以便于必要时补充戊巴比妥钠。实验结束后探查大鼠海马，以核对

电极位置。

记录兴奋性突触后膜电位

在位于海马的Schaffer侧枝刺激电极上，施加波宽O．1 ms的刺激方波，位于

海马的CAl辐射层的记录电极就可以记录到群集兴奋性突触后膜电位即场电位

波形(field Excitatory postsynaptic potential，fEPSP)。刺激和记录电极的深度是

根据场电位波形的翻转变化以及fEPSP波的潜伏期等来确定。最佳的fEPSP波

形判断标准是：当记录电极穿过胞体层时出现一个明显的场电位波形翻转过程，

fEPSP的Peak．1etency为8．15毫秒，fEPSP的最大幅值大于3毫伏。当取得最佳

fEPSP波形后，通过改变刺激强度(一般为2．5．5mv)来记录不同的EPSP值，

做出输入／输出曲线，继而调整刺激强度直至相应的fEPSP幅值约为最大值的

50％。在实验过程中，以此刺激强度记录基础突触传递的fEPSP。两条通路的独

立性判断：以40ms时间间隔给出一次配对刺激，如果配对刺激后的fEPSP幅值

与单独刺激时fEPSP幅值变化在±10％以内，就认为这两条通路独立性符合实验

要求(Xu et a1．，1997，1998a；Xu et a1．，1998b；Dong et a1．，2008)。记录40分钟基础

突触传递的fEPSP(每30 SeC记录一次fEPSP，两条通路轮流记录)作为fEPSP

基线值。
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诱导方案：两通路条件化作用方式：配对刺激(600 pulses，5Hz)分别作用

于两通路，条件通路1(CPl)先于条件通路2(CP2)给予刺激，两通路的fEPSP

的peak．interval为10ms，配对刺激interval，根据fEPSP的peak．1atency矫正(图

I)。诱导刺激结束后再记录60分钟fEPSP(每30 SCC记录一次fEPSP，两条通

路轮流记录)。把配对刺激后记录到最后5分钟的fEPSP值和诱导前记录的基线

均值相比较就可判定是否诱导出LTP和或LTD。

Conditioning of afferent pathways

S．t S! S．t Pairing at5 Hz

I I l Cona．t—on岫Pathway
St St St

全!I 全!I 全!l 90nditioning Pathway

图．I左：刺激及记录电极位置示意图； 右：诱导方案示意图

双通路独立程度计算

CPl-·-—--—l----·----------——---一
SI

CP2----—I-··--------------—--一
S2

SI
40Ins

CPl
I ：：：

CP2————————-r—
S2 弋户一弋，厂卜＼．一：7一

乏曼孚兰弋≯一锄百—一卜＼／一r＼．一／一

图．Ⅱ计算两条通路的重叠指数时的配对刺激示意图
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AMPsl表示刺激S1在Sachffer-CAl通路1(Conditioning Pathwayl，CPI)诱

发的fEPSP幅值，AMPs2表示刺激S2在Sachttcr-CAl通路2(Conditioning

Pathway2，CP2)诱发的fEPSP幅值。如CPl先给出刺激，AMPsl-2表示40ms后，

刺激S2在CP2通路诱发的fEPSP幅值。如CP2先给出刺激，AMPs2．1表示40ms

后，刺激S1在CPl通路诱发的fEPSP幅值(图II)。令A=AMPsl，B=AMPs2，

C=AMPsl-2，D=AMPs2．1，则两条通路的重叠指数(Overlapping index)=

C／B·100％(CPl先给出刺激)或D／A*100％(CP2先给出刺激)。

双通路整合效应

CPI--—-·-I---·---------·---一
Sl

CP2----·-JL-------·-—-—--——---一
S2

S1

CPl I

CP2 S2

图．Ⅲ两条独立通路刺激整合模式图

通路CPl给出刺激Sl，记录到fEPSP的幅值为Ah4Psi|间隔30 S后，通路

CP2给出刺激S2，记录到fEPSP的幅值为klVIPs2|再间隔30 S后，两条通路同

时给出刺激，记录到fEPSP的幅值为AMPsl-2(实际值)。两条通路单独刺激所

得fEPSP的代数和称为期望值。空间整合结果表示为实际值与期望值的百分比，

即：AMP’S1-2](AMPSl+AMPS2)*100％(见图111)。若整合结果为100％或超过

100％，则说明整合结果是线性或超线性的；若小于100％，则整合为亚线性的。

数据分析

所有的实验结果导入Origin7．0做图，数据以平均值±标准误(Mean±SEM)

表示。计量资料比较采用，检验统计处理，计数资料比较采用F检验，所有数

据导入SPSSll．0进行统计分析(p<0．05，表示统计学上有显著性差异)。

3．结果

3．1海马Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出四种可塑性组合

我们发现海马Schaffer-CAl双通路条件化作用(配对刺激：600pulses，5Hz)，
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可形成四种可塑性组合即LTD／LTD，LTP／LTP,LTP／LTD，LTD册P(见图l，图2)。
既往曾有报道同突触m伴有异突触LTD(Lynch ct a1．，1977；Scanziani ct a1．，1996；

Royer and Pare，2003)，或同突触LTD伴有异突触LTP(Royer and Pare，2003)，但

是上述异突触可塑性，没有经历突触前刺激诱导过程(Induction)，往往被解释

为伴随同突触可塑性而产生的涉及调节整体突触权重稳定性的一种成分。从另外

的角度来说，按照突触可塑性记忆理论(SPM)(Martin et a1．。2000)，这种异突触

可塑性可能不直接参与信息编码的过程。我们发现的LTP／LTD或LTD／LTP的组

合可塑性是在共同参与诱导或是交互诱导、互为条件刺激的前提下产生的，因而

按照SPM理论，可能参与了信息编码的过程。再者，按照数学的排列组合，假

设LTD为“0"，LTP为“1’’，两两组合有四种可能即“oo"，“01’’，“10”，“11”，

我们的结果完全实现了所有的四种组合。因此，我们首次证实了，共同参与诱导

的在体海马双通路上，在低频配对刺激的条件化作用下，可诱导出所有的四种可

塑性组合。

3．2海马Schaffer-CAl双通路是否独立不影响四种可塑性组合的分布

由表1可见，独立的海马Schaffer-CAl双通路与不独立的双通路都出现了四

种可塑性组合即LTD／LTD，LTP／LTP,LTP／LTD，LTD／LTP，而且r检验显示每种

可塑性的组合形式的构成比，在独立与不独立两组间无显著性差异，提示了这种

可塑性的分布形式可能广泛存在于多种生理状态，不管通路间是否有相互重叠或

是否独立。图3显示以独立性程度(Overlapping index)与可塑性(LTP,LTD)

散点图呈不规则分布，不能与常见数学方程拟合。结合表1结果，通路间是否独

立及独立程度可能都不影响组合可塑性的分布。

3．3海马Schaffer-CAl近端突触整合与组合可塑性

由表l可见，Schaffer-CAl近端突触整合显示为非线性整合，与既往研究结

果相一致，纯粹LTD／LTD组合的双通路近端突触整合程度低于含LTP的其它可

塑性组合，提示了突触的空间整合可能会影响可塑性(L1卫L1D)的诱导及相应

的可塑性组合。
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图．1 Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出四种可塑性组合．

A，Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出LTD／LTD组合，其中CPl通路的LTD幅

值小于CP2通路的LTD幅值(n--2 1，CPI：80．3士2．3‰P<0．001，vs．baseline；CP2：75．2--1=2．70／4

尸如．001，vs．baseline；P<0．001，CPl vs．CP2．)。B，Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出

LTP／LTP组合(n=4，CPI：105．6士2。0‰P--0．006，vs．baseline；CP2：103．6=1=1．9％，P--0。022，vs．

baseline；问．197，CPl vs．CP2．)。c，$chaffer-CAl双通路条件化作用诱导出LTP／LTD组

合(n--7，CPl：112．9士3．3％，P<0．001，vs．baseline；CP2：85．0士2．8％P<0．001，vs．baseline．)。D，

Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出LTD／LTP组合(n--7，CPI：80．1士4．5％P<0．001。vs．

baseline；CP2：114．9士4．7％，尸如．001，vs．baseline．)插图是c图中EPSP的trace图．水平刻

度：5ms，垂直刻度：lmv．
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20
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0

—10

-20

—30

_40

．50

图．2海马Schaffer-CAl双通路组合可塑性分布

该图总结了海马Schaffer-CAI双通路条件化作用后，出现了I胛／I皿LTP／LTD，

LTD／LTP,LTD／LTD四种可塑性组合。

N

表．1海马Schaffcr-CAl双通路独立性及突触整合与组合可塑性分布

由表．1可见，无论海马Schaffer-CAl双通路是否独立，均可出现LTP／LTP,LTP／LTD，

LTD／LTP,LTD／LTD四种可塑性组合，每种组合构成比在独立与不独立组间的／检

验均无显著性差异(LTP／LTP：P=-I．000；LTP／LTD：P=I．000；LTD／LTP：P=0．678；LTD／LTD：

P=I．000)。Schaffer-CAl近端突触整合显示可塑性组合为LTD／LTD的突触整合程度

低于含LTP可塑性组合(P--O．038)(·P<O．05。t-test)．
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图．3重叠指数与海马突触可塑性

A，当CP2先给出刺激，CPI与CP2之间重叠指数与海马Schaffer-CAl突触可塑性

的散点分布，不能与常见数学方程相拟合，呈不规则散点分布．B，当CPI先给

出刺激，CPI与CP2之间重叠指数与海马Schaffer-CAl突触可塑性的散点分布，不

能与常见数学方程相拟合，呈不规则散点分布．

4．讨论

(1)LTP与LTD共同参与了信息编码

我们的实验结果显示，一种诱导方式实现了四种可塑性组合LTD／LTD，

LTP／LTP,LTP／LTD。LTD／LTP，按照SPM理论，提示了LTP，LTD可能共同参与

了信息的编码过程。我们知道当不同突触处于不同的状态下，可出现不同的突触

可塑性(Xu et a1．，1998；Li et a1．，2003)。例如经典的低频刺激诱导LTD，可是当突

触后同时给予适当程度的去极化后，则既可诱导出LTP，也可可诱导出

LTD(Dudek and Bear,1 992；Mulkey and Malenka,1992；Dudek and Bear,1 993；

Caporale and Dan,2008)。另外，突触后钙信号量上的差异也决定着LTP或LTD

的诱导，LTD需要较温和的ca2+浓度升高(Malenka,1991)，突触后Ca2+水平能实

现LTP和LTD转换(Nishiyama et a1．，2000；Hamey et a1．，2006)。此外，突触权重

的本身也会影响可塑性的方向，当高频刺激提高了突触效能后，新颖空间的探索

导致了Depotentiation的过程∞et a1．，1998)，而Naive大鼠的新颖空间探索则易

化了LTP(Li et a1．，2003)。STDP理论认为，在一定的时间窗内，突触前的输入与

突触后的Spiking的先后时序，可导致不同的可塑性方向(Dan and Poo，2004；

Caporale and Dan,2008)。在TADP实验中发现，Theta节律的变化会引起LTP／LTP

及LTP／LTD的转换(Dong et a1．，2008)。综上所述，当细胞突触后去极化程度、突
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触后钙信号量上的差异、本身的突触权重、突触前的输入与突触后的Spiking的

先后时序以及Thcta节律等不同状态时，同样事件或诱导活动可产生不同方向的

突触可塑性。我们的实验结果显示了，在体Schaffer-CAl双通路在相同的诱导条

件下，呈现了四种突触可塑性组合，可能是由于上述不同的机制，导致了不同突

触，可能处于不同的状态，因而诱导出不同方向的突触可塑性。反过来也说明了，

LTP及LTD共同参与了信息编码。

(2)信息编码可能是由不同的LTP与LTD组合构成

研究表明海马参与了事件记忆，对事件发生的空间及时间背景进行编码并与

相应的事件形成联系(Eichenbaum ct a1．，2007)。因此可以想像，在日常的生活中

海量的信息需要海马瞬间处理，其中部分以核酸～蛋白质合成依赖的方式得以巩

固及再巩固(Dudai，1 996；Dudai and Eisenberg，2004；Tronson and Taylor,2007)。基

于此，不同电生理特征的突触可能随处皆是，或者突触的状态(或电生理特征)

在动态变化着。基于此当经历海马依赖的事件时，可能会在不同的突触上产生不

同方向的突触可塑性。我们的实验证实，Schaffer-CAl双通路在一次诱导下可形

成四种可塑性组合，我们提出假设，许多突触及许多通路参与的信息编码过程中，

可能有许多不同的L1甲和或LTD的组合，可能如同数字“0’’，“1"一样，无数

不同的组合编码不同信息。

此外，突触可塑性还受多种方式的调节：(a)Metaplasticity．突触既往活动

历史的不同，会影响现今的突触可塑性的诱导，例如既往突触效能得到了增强，

而要想继续诱导LTP就会困难很多(142)。(b)Homeoplasticity．当一个神经元

的某些突触产生LTP时，机体就会通过内环境稳态调节的方式，通过控制神经

元的发放率(Firing rate)来使得其它突触的LTP诱导难度加大(Turrigiano and

Nelson，2004；Tm-rigiano，2008)。(c)Heterosynaptic plasticity．众所周知DA受体

及p．肾上腺素受体的底物，可作为异突触调节因子，实现对突触可塑性的控制，

例如D1／D5拮抗剂可损害LTP的巩固，使得L．LTP无法形成(Bailey et a1．，2000)。

这些调节机制一方面可能使得突触的状态呈现出更多的多样性，另一方面也可能

参与诱导或学习过程及诱导后的突触修饰，LTP和或LTD的多种形式的自由组

合来编码信息，才可能更好的体现突触修饰的灵活性与多样性。

(3)LTP与LTD的组合编码有助于提高编码效率以及突触效能的精确调节

既往的SPM理论往往以单一的突触效能增强来反映信息编码过程，这是一

种理想状态的可塑性改变，它的前提是所有参与信息获取的突触都处于同一状态

下，或相似的电生理基线(Baseline)，这样当经历事件或活动诱导时出现整齐划
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一的U'P或LTD，并以突触效能改变为唯一假设的编码依据。而我们提出的LTP，

LTD共同编码信息，体现了突触处于各种纷繁复杂的动态变化之中，可能会出现

不同的电生理状态，继而经历事件或活动诱导时，一方面引向了突触效能的变化，

另一方面由于突触的状态或电生理基线是不一致的，而出现各种的LTP和或LTD

的组合。我们突触组合可塑性编码可能以突触效能及突触组合两种形式来实现信

息编码，而突触组合可塑性编码犹如二进制数字“0"和“l"可显著提高编码效

率及记忆容量。

学习记忆理论认为，学习时需加工编码海量的信息，只有少许的信息经过巩

固及再巩固而得以存储及记忆信息的升级，学习记忆过程中信息的扬弃(Dudai，

1996；Dudai and Eisenberg，2004；Tronson and Taylor,2007)，突触权重本身也会因

突触漂移自然衰减(Shimizu et a1．，2000；Cui ct a1．，2004)，这些都需要对突触权重

进行精确调节。突触组合可塑性机制可能更有利于突触权重的精确调节。

我们的实验结果还提示，通路的独立性对突触组合可塑性的分布没有影响，

提示突触组合可塑性假设的适用性很广。另外，突触的空间整合也可能是影响海

马组合突触可塑性的因素之一。
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(二)急性吗啡戒断对大鼠海马组合突触可塑性的影响

1．实验目的

成瘾的特征是持续的对成瘾物质的渴求、持久的强迫性用药行为及持久的高

复吸倾向，这些特征都与学习记忆有密切关系(Hyman ct a1．．2006；Kauer and

Malenka,2007)。各种线索(Cues)往往通过巴甫洛夫经典条件反射和或操作条

件反射建立了与成瘾物质奖赏效应之间的联系，各种线索也因此而具备次级强化

效应(Everitt and Robbins，2005)。实验证实成瘾物质的用药环境能与用药体验间

形成条件反射，表现出条件位置偏爱(CPP)(Bardo and Bevins，2000)，在自身给

药动物经历了熄灭程序后，用药环境能再度增强实验动物的觅药行为(Crombag

and Shaham，2002)。也有观点认为戒断症状及其相关条件化线索形成的条件厌恶

构成了觅药行为的主要动机(Wikler,1973；Solomon，1980；Koob et a1．，1989)，认为

习得性戒断相关线索能激发对成瘾物质的渴求、觅药、复吸，最终激发强迫性用

药行为(Schulteis et a1．，2000)。事实上，条件化的环境线索成了提取成瘾记忆(包

括奖赏相关或戒断体验相关的记忆)并导致持久的高复吸倾向以及持久的强迫性

用药行为的重要原因(Schulteis et a1．，2000；Tzschentke and Schmidt，2003；Hyman

et a1．，2006)。海马在环境线索的条件化作用中有关键作用，药理损毁海马后，自

身给药环境则不能激发实验动物的复吸行为(Fuchs et a1．，2005)。海马是编码环境

信息的重要脑区，活动或经验依赖的海马突触可塑性是海马相关的空间学习与记

忆，以及海马加工事件记忆时空背景信息的细胞与分子基础(Morris，2001；

EichenbRum，2004；Eichenbaum et a1．，2007；Manns et a1．，2007)。因而了解物质成瘾

对海马突触可塑性的影响，有助于理解环境线索对成瘾行为的贡献，并可能根据

学习与记忆的机制终止环境线索对成瘾记忆的提取，从而为临床治疗物质成瘾提

供新思路。

既往曾有报道慢性吗啡给药后损害了海马LTP，戒断后损害的L1rP渐渐恢复

(Vu et a1．，2002)，并于戒断的第四天易化了LTP(Dong gt a1．，2006)，也有报道反复

可卡因给药易化海马LTP(Thompson ct a1．，2002；Thompson et a1．，2004)。但是上述

研究都是基于高频刺激诱导单通路海马LTP，而成瘾行为的学习大多是基于两条

通路的交互作用，如经典条件反射的建立及敏感化。Kandel等在1965年证实，

海兔的电生理通路交互作用如同行为学条件反射一样，产生通路突触效能的“学

习"效应(Kandel and Tauc，1965)。2004年离体脑片实验证实了Schaffer-CAl上

没有活性的通路，通过与具有一定活性的另一通路的条件化作用(低频配对刺

激)，诱导出L．LTP，并有助于甄别普通HFS诱导的LTP无法甄别的行为异常

0{uang et a1．，2004a)。2007年曾有报道，离体海马CAl远端突触与近端突触双通
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路的交互作用(低频配对刺激)，在近端突触诱导出LTP(Dudman ct a1．，2007)。

2008年报道了在体海马CAl双通路条件化作用，诱导出了LTP／LTP及LTP／LTD

组合可塑性(Dong et a1．，2008)。海马双通路的条件化作用可实现LTP及LTD同时

诱导，显示出诱导方式的优势，另一方面这种细胞水平的双通路条件化作用，可

能更好地编码环境线索与用药体验(或戒断体验)之间行为学上的条件化作用。

基于此，我们想知道慢性吗啡处理对海马双通路条件化作用诱导的组合突触

可塑性的影响，或许基于双通路条件化作用诱导的海马组合突触可塑性能更好的

编码海马相关的成瘾记忆。

2．材料与方法

实验动物

实验动物采用的是雄性SD大鼠(同系繁殖，昆明医学院，动物中心)，体

重200—3009，动物分组饲养于中国科学院昆明动物研究所学习与记忆实验室，

予以自由饮水和进食，每天控制12小时室内照明，以保持大鼠正常的昼夜节律，

环境温度控制在22-24℃。动物饲养及实验方案均获得中国科学院昆明动物研究

所批准。

吗啡处理组动物连续12天吗啡注射，每天2次，间隔12小时，每次10毫

克／千克(皮下注射)(Trujillo and Aldl，1991；Pu et a1．，2002；Yang et a1．，2004；

Dong el a1．，2006)，然后根据不同时间的戒断分为戒断2小时组、戒断2天组、

戒断4天组及戒断7天组。对照组动物接受12天的生理盐水注射，程序同吗啡

组。每组动物6．8只。

实验仪器及软件，电生理实验前的局部手术，记录兴奋性突触后膜电位

均同实验内容(一)，详见30．33页。

药物及处理

大鼠戊巴比妥纳麻醉后(60 mg／kg，i．p．)，给大鼠侧脑室埋入不锈钢套管(26

gauge，11 mm)，并予以牙托水泥在颅骨表面固定，侧脑室埋管坐标(前囟后O．5

mln，中缝右旁1．5ram，深4mm)。在配对诱导前10min，NMDAR拮抗剂AP．5

或D1／D5多巴胺受体拮抗剂SCH23390(Sigma-Aldrich,St Louis，MO，USA)溶

解于生理盐水经不锈钢套管注入侧脑室(Ap_5：10mM，6山for 6min,i．c．v．；或

SCH23390：15pg in 5山for 5min,i．c．v)，对照组予以生理盐水经不锈钢套管注入侧

脑室(6m for 6min,i．c．v．)(Dong et a1．，2008)。
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数据分析

所有的实验结果导入Origin7．0做图，数据以平均值±标准误(Mean±SEM)

表示。组内计量资料比较采用r检验统计处理，组间计量资料比较采用方差分析

(One．way analysis ofvariance，ANOVA)，所有数据导入SPSSl1．0进行统计分析

(p<O．05，表示统计学上有显著性差异)。

3．结果

3．1反复吗啡处理增强了LTD

低频刺激(900 pulses at 3Hz或600 pulses at 5Hz)均不能在反复生理盐水注

射的大鼠海马Schaffer-CAl单通路上诱导出LTP或LTD(见图1A)。大鼠反复

注射生理盐水后，海马Schaffer-CAl双通路条件化作用(配对刺激，600 pulses at

5Hz)能在两个通路上诱导出LTD(见图1B)。考虑到急性应激能易化海马LTD(Xu

et a1．，1997)，反复生理盐水注射对于大鼠而言可能是个慢性应激过程，因此导致

了LTD的诱导。反复吗啡处理增强了海马Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导

的LTD(见图1D，图3)。低频刺激在反复吗啡处理组海马单通路上同样不能诱

导出LTP或LTD(见图1C)，这个结果与以往的实验报道相一致(Yang et a1．，2004；

Dong et a1．，2006)。由此可见，双通路条件化作用能诱导出单通路低频刺激无法

诱导出的海马可塑性，经典低频刺激无法诱导出的海马可塑性也可能参与了海马

相关的信息加工处理过程。

3．2吗啡戒断使增强的LTD得以恢复并易化了LTP

与戒断2小时相比，戒断2天及4天的增强的LTD幅值得到了明显的恢复：

与慢性生理盐水注射相比，在条件通路2(CP2)上的LTD已经完全恢复(见图

2A，图3)。在戒断4天，海马Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出了LTP／LTD

组合可塑性(见图2C)。戒断4天易化了LTP与既往报道相一致(Dong et a1．，

2006)。这种海马组合可塑性的增强可能是戒断体验相关记忆的细胞分子基础。

同样地，单通路低频刺激在戒断四天无法诱导出LTP或LTD(见图2B)。在戒

断7天，海马Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导出了LTD／LTD组合可塑性(见

图2D)，LTD的幅值与戒断2小时相比明显减小，在CPl通路上的LTD与戒断

2天的相似(见图3)。吗啡戒断期间，增强的LTD逐渐恢复的过程，与既往报

道的吗啡戒断期间单通路上受损的LTP逐渐恢复的过程是相一致的，反映了机

体的内稳态调节(Pu et a1．，2002；Dong et a1．，2006)。我们的结果除了增强的LTD

逐渐恢复的过程以外，在戒断四天还易化了LTP，于是我们推测可能是海马依赖

的学习(如：环境．戒断体验的条件化作用)促成了LTD向LTP的翻转。
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3．3海马LTP／LTD组合可塑性的诱导依赖于NMDAR及D1／D5受体

激活NMDAR对于海马CA3．CAl突触可塑性而言是很关键的，被视为学习

记忆的细胞底物(Luscher et a1．，2000；Liu et a1．，20．04)。我们于是验证海马

Schaffer-CAl双通路条件化作用是否需要NMDAR的激活。在戒断第4天，脑室

注射NMDAR拮抗剂AP一5(10mM in 6¨I，i．c．v)完全阻断了LTP／LTD组合可塑

性的诱导(见图4B上半部分)。而生理盐水的脑室注射(6山，i．c．v)不影响海马

Schaffer-CAl双通路条件化作用诱导的LTP／LTD组合可塑性。由此可见，LTP／LTD

组合可塑性的诱导依赖NMDAR的激活。成瘾物质通常会激活多巴胺系统，而

多巴胺的异突触调节是海马形成长久记忆的必要条件(O’Carroll et a1．，2006)，多巴

胺(DA)系统与谷氨酸(Glu)系统相互作用被认为是学习与成瘾的共同机制

(Tzschentke and Schmidt,2003；Kelley,2004；Smith et a1．，2005)。我们进一步验证

了海马Schaffer-CAl双通路条件化作用是否需要D1／D5受体的激活。在戒断第4

天，脑室注射D1／D5受体拮抗剂SCH23390(1599 in 5m，i．c．v)完全阻断了

LTP／LTD组合可塑性的诱导(见图4B下半部分)。这与D1／D5受体的激活对

Schaifer-CAl突触可塑性的双向调节效应是相一致的(Sajikumar and Frey,2004；

Lemon and Manahan-Vaughan，2006)。
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图．1反复吗啡处理增强了LTD

A，反复生理盐水注射后2小时，低频刺激(900 pulses at 3 I-Iz，上半部分或600

pulses at 5 Hz，下半部分)在CPl通路上没能诱导出LTP或LTD(n=6，CPI：99．9 4-2．1％，

尸=0．721 vs．baseline，上半部分；n=6，CPI：100．3 4-2．2％，尸=0．696 VS．baseline，下半部

分)。B，反复生理盐水注射后2小时，Schaffer-CAl双通路条件化作用在CPl通路

上诱导了幅值较小的LTD，在CP2通路上诱导了幅值较大的LTD(n=8，CPI：96．2 4-

2．3％，P<0．001 V8．baseline；CP2：90．5 4-1．5％，尸<0．001 vS．baseline；尸<0．001 CPl VS．CP2)．

C，反复吗啡处理后2小时，低频刺激(900 pulses at 3 Hz,上半部分或600 pulses at

5 Hz,下半部分)在CPl通路上没能诱导出卿或LTD(n=6，CPI：99．5 4-2．1％尸=

0．515 VS．baseline，上半部分；n=6，CPI：98．9士2．o％，P=0．689 VS．baseline，下半部分)。

D，反复吗啡处理后2小时，Schaffer-CAl双通路条件化作用在CPl通路上诱导了

幅值较小的LTD，在CP2通路上诱导了幅值较大的LTD(n=8，CPl：87．6 4-1．7％P<

0．001 vs．baseline；CP2：82．3 4-2．2％．尸<0．001 vs．baseline；P<0．001 CPl VS．CP2)。插图是B

及D图中EPSP的trace图。水平刻度：5ms。垂直刻度：1mv。
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图．2吗啡戒断第2，7天，在Schaffer-CAI双通路上诱导出LTD／LTD组合可塑性，

吗啡戒断第4天，诱导出LTP／LTD组合可塑性

A，在戒断第2天，双通路条件化作用在CPl诱导出幅值较小的LTD，在CP2诱导

出幅值较大的LTD(n=8。CPl：93．7士1．5％P<0．001 vs．baseline；CP2：89．7 4-1．8‰P<

0．001 VS．baseline；P<0．001 CPI vs．CP2)．B，在戒断第4天，低频刺激(900 pulses at 3如
上半部分或600 pulses at 5 Hz,下半部分)在CPl通路上没能诱导出可塑性(n=6，

CPl：98．9 4-1．2％P=0．163 VS．baseline，上半部分；n=6，CPI：99．3 4-2．5％P=0．824 VS．

baseline，下半部分)．C，在戒断第4天，双通路条件化作用在CPl诱导出m，在
CP2诱导出LTD(n--8，CPI：109．1士1．90／0,尸<o．001 VS．baseline；CP2：91．1圭2．2‰P<0．001

VS．baseline)．D，在戒断第7天，双通路条件化作用在CPI诱导出幅值较小的LTD，

在CP2诱导出幅值较大的LTD(n=8，CPI：92．9 4-2．3％，P<0．001 VS．baseline；CP2：86．2 4-
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2．o％，P<0．00l VS．baseline；P<0．00l CPI VS．CP2)。插图是C图中EPSP的trace图。水

平刻度：5ms，垂直刻度：lmv．
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图．3吗啡戒断过程中增强的LTD／LTD组合可塑性逐渐恢复并诱导出LTP／LTD组

合可塑性

反复吗啡处理后2小时LTDFLTD的幅值显著大于反复生理盐水处理组的LTD／LTD

(·P<0．001，VS．Saline)。在吗啡戒断2，4及7天，LTD幅值显著低于戒断2小时组

(6p<0．001，vs．2h)．在戒断第2及4天，在CP2通路上的LTD与生理盐水组相比

完全得到恢复(CP2：P=0．666，2d vs．saline；CP2：P=0．982，4d vS．saline)．伴随着LTD

的恢复，在戒断第4天，在CPi通路上诱导出LTP。在戒断第7天，在CPl通路

上的LTD的幅值与戒断第2天类似(CPI：尸=0．499，7d vs．2d)，因此，伴随着吗啡

戒断，增强的LTD得到恢复。
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图．4吗啡戒断第4天，LTP／LTD的诱导依赖NMDAR及D1／D5受体。

A，脑室注射生理盐水(69l for 6min,i．c．v．)不影响吗啡戒断第4天LTP／LTD的诱导

(刀=6，CPI：108．2 4-2．1％P<0．001 VS．baseline；CP2：92．2 4-2．2％，P<0．001、，s．baseline)．

B，脑室注射NMDAR拮抗剂AP-5(10mM,6山for 6min,i．c．Ⅵ)完全阻断了吗啡戒断

第4天，LTP／LTD的诱导(V／=6，CPI：100．5 4-1．9％P=0．746 vs．baseline；CP2：99．2 4-1．6‰

尸=0．448 vs．baseline，上半部分)．脑室注射D1／D5多巴胺受体拮抗剂SCH 23390(159tg,

51al for 5miIl'i．c．v)完全阻断了吗啡戒断第4天，LTPFLTD的诱导(刀=6，CPl：99．6 4-1．8％’

P=0．659 vS．baseline；CP2：98．5 4-1．弼，户=0．192 VS．baseline,下半部分)．因此，双通路

条件化作用诱导的海马组合突触可塑．}生依赖NMDAR及DI／D5多巴胺受体的激活。

4．讨论

本研究最主要的发现是：反复的吗啡处理在Schaffer-CAl双通路上易化了双

通路条件化作用诱导的LTD，在吗啡戒断第二天易化的LTD有所恢复，然而在

吗啡戒断第四天则诱导出NMDAR及D1／D5多巴胺受体依赖的LTP／LTD组合可

塑性。我们的结果提示，在成瘾物质戒断后有一关键时间窗，编码了海马依赖的

物质成瘾关联的环境信息。

吗啡戒断期间的海马LTP与环境．戒断状态条件化作用

海马最基本的功能是空间学习与记忆(Morris et a1．，1986；Martin et a1．，2005；

Pastalkova et a1．，2006)，环境线索与非条件刺激(如：奖赏、恐惧情绪及戒断相
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关负性体验等)的条件化作用延伸了海马的功fl邑(Marert,2001；Meyers et a1．。2006；

Krasnova ct a1．，2008)，海马不仅在陈述性记忆中有关键作用，在空间环境与正

性或负性情绪的联合型学习中也起了不可替代的作用。大量的证据表明海马与成

瘾关联的关键性DA回路如VTA，Nac间有着功能联系，海马被认为是海马．VTA

环路新颖信息的入Cl(Vorel et a1．，2001；Lisman and Grace，2005；Ito et a1．，2008)。

事实上，海马的谷氨酸能纤维广泛地投射向Nac(McGeorge and Faull，1989)，海

马活动也可引起VTA的DA释放，而发自VTA的DA能纤维也投射向海马并与

Schaffer侧支相伴(Gasbarri et a1．，1994)。V1'A-NaC是成瘾相关的中脑．边缘叶DA

系统中的核心脑区，成瘾物质一般会直接或间接激活VTA的DA神经元，使得

Nac的DA能投射增加，这一连串的神经．生化反应是大部分成瘾行为的始动环

节(Everitt and Robbins，2005)。在正性强化理论中，要解释条件化环境线索的奖

赏效应，也就离不开学习记忆机制在DA相关的奖赏学习中的重要作用(Hyman et

a1．，2006；Kauer and Malenka,2007)。在负性强化理论中，负性体验也是基于DA

在多巴胺能系统中的过度作用，才通过内稳态机制形成依赖，进而形成戒断状态

相关的负性体验。戒断体验消退后，与学习记忆相关的条件化戒断体验，如条件

化环境线索，可能会提取戒断记忆进而激发觅药动机(Schulteis et a1．。2000；Koob

&LeMoal，1997，2001)。由此可见，成瘾的强迫性特征及持久性复吸倾向迫切需

要引入学习记忆机制。基于此，我们认为反复成瘾物质处理后的海马可塑性，可

能编码了环境．奖赏或环境．戒断状态的条件化作用，形成了相关的成瘾记忆。

我们的结果显示，慢性的吗啡皮下注射12天(能引起显著的吗啡依赖及耐

受)(TrujiUo andAkil，1991；Pu et a1．，2002；Yang et a1．，2004；Dong et a1．，2006)易化

了LTD，这可能与吗啡依赖引起的神经适应性改变有关，停药后得以充分暴露。

伴随着吗啡戒断的进程，增强的LTD逐渐得到恢复，这可能是由于停药后，神

经适应内稳态调节的结果(nyman et a1．，2006)。既往研究也证实，反复吗啡处理

损害了HFS诱导的m，伴随着戒断的进程，受损的LTP逐渐恢复(Pu et a1．，2002；

Dong ct a1．，2006)。由此可见，慢性吗啡处理后出现了病理性神经适应性变化，

在停止用药的戒断期间，出现生理性内稳态调节，恢复吗啡慢性处理过程中的神

经适应性变化。在双通路可塑性中，停药后的内稳态调节应该把增强的LTD恢

复至接近用药前的水平(生理盐水对照组的水平)，但不应该把突触可塑性引向

反方向(LTP)调节，否则不符合内稳态调节的基本原理。因此，我们认为应该

有某种机制联合了内稳态调节机,I](Hyman et a1．，2006)，促成了戒断4天的LTP

诱导。L1甲往往被认为是神经可塑性介导学习记忆的细胞分子模型(Lynch，2004)。

我们认为环境线索．戒断状态的联合型学习，对吗啡戒断过程中海马LTP的形成

可能起了关键作用。环境线索．戒断状态之间条件化作用(Lu et a1．，2005)，参与形
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成了戒断记忆，是环境线索触发条件化戒断状态，进而形成觅药动机、对成瘾物

质的渴求以及觅药行为乃至复吸的基础。当然，环境线索．戒断状态的联合型学

习与神经适应性相关的内稳态调节，可能共同促成了戒断4天海马L1限的诱导

以及戒断记忆的形成。有研究提示戒断状态能提高阿片类物质的动机价值

(Ahmed et a1．，2000；Hutcheson et a1．，2001)，通过动机学习，可能会增加环境线索

的动机凸显。无论动机．激励假设或负性强化理论均认为戒断状态会推动强迫性

觅药行为(Ahmed et a1．，2000；Hutcheson et a1．，2001；Lu et a1．，2005)，而条件化环境

线索对戒断记忆的提取，可能是强迫性觅药及复吸行为重要的内在机制之一。

此外，我们的结果还提示有一个关键戒断时间窗，在此期间LTP被诱导。

因此如果能终止戒断LTP的形成，可能环境线索可能会失去对戒断记忆的提取

作用，减少环境线索诱发复吸的风险。

行为学条件化作用与细胞水平的条件化作用

我们的诱导方案显示两条Schaffer-CAl通路的条件化作用导致了突触效能

发生了变化(Huang et a1．，2004a；Dudman et a1．，2007；Dong et a1．，2008)。这种细胞

水平的通路间的条件化作用在一定程度上模拟了行为学的条件化作用过程。这种

细胞水平的条件化作用发生在起初没有活性的两条通路上，通过条件化作用最终

激发并完成了突触效能的改变(Dudman et a1．，2007；Dong et a1．，2008)。这种通路

间条件化作用诱导的LTP，相对于HFS而言，刺激强度较小，更符合生理特性。

此外，双通路的条件化作用能同时诱导产生LTP和LTD，因而诱导结果完全取

决于突触的状态。这种类型的突触可塑性曾被称为TADP，需要激活

NMDAR(Dudman et a1．，2007；Dong et a1．，2008)，可能无需突触后强大去极化作

用，这点上不同于基于Hebb假设的STDP(Bi and Poo，2001；Dudman et a1．，2007)。

此外我们的研究首次证实了反复吗啡处理后，Schaffer-CAl双通路的条件化

作用易化了LTD，既往研究证实反复吗啡处理损害了LTP，却无法在单通路上以

LFS诱导出LTD(Yang et a1．，2004；Dong et a1．，2006)。LTD可能不仅仅被视为提高

信．噪比(Dayan and Willshaw,1991)或遗忘(Tsumoto，1993)，LTP与LTD的合作与

竞争对于神经可塑性的稳定性与灵活性具有重要意义(Miller,1996；Xu et a1．，

1998；Dong et a1．，2008)。因此，我们的发现有助于全面理解反复吗啡处理后的动

态的全景式的突触可塑性变化。从LTD到LTP，每种形式的突触可塑性都能被

自由诱导，能很容易的相互转换，可塑性的变化完全取决于细胞本身的状态。因

而双通路条件化作用诱导的突触可塑性更接近细胞的生理状态，我们认为这种诱

导方式很有前景，这种方式诱导的突触可塑性可能更好地编码行为学的条件化作

用。从LTD／LTD海马组合突触可塑性到LTP／LTD组合可塑性，也从细胞分子水
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平反映了慢性吗啡处理后，海马CAl神经适应性变化，这种神经适应性变化可

能也反映了海马相关的物质成瘾记忆信息的编码及存储，可能是条件化环境线索

提取海马依赖的成瘾记忆的基础，也可能是条件化环境线索触发强迫性觅药行为

乃至复吸的内在机制。

DA．Glu机制与细胞水平的条件化作用及环境．戒断状态的条件化作用

有证据表明D2和D1多巴胺受体家族在海马都有表达。D1受体在DA相关

的学习中发挥了更大的作用(Huang et a1．，1992；Kobayashi et a1．，1994；Beninger

and Miller,1998)。我们的数据显示D1／D5多巴胺受体阻断剂能阻断U’P／LTD组

合可塑性。因此环境线索的条件化作用，在戒断第四天可能通过激活D1多巴胺

受体，引起cAMP／PKA／CREB途径或cAMP／PKA／DARPP．32／PPl信号转导通路

导致NMDAR依赖的L1P／LTD组合突触可塑性的产生(Greengard et a1．，1 999)。研

究证实，激活D1／D5多巴胺受体的对于在海马持久的记忆形成是必须的(O’Carroll

et a1．，2006)。此外，DA神经元轴突末梢与谷氨酸能神经末梢在海马CAl区域交

叉分布(Bailey et a1．，2000)，为DA能及Glu能的相互作用提供了结构基础。因此，

DA—Glu机制反映了环境线索．戒断状态之间的联合型学习，激活了海马CAl的

D1／D5多巴胺受体，通过DA能作用调制了NMADR依赖的海马突触可塑性(Glu

机制)，为L1田的诱导及维持提供了必要的分子环境，也为环境线索关联的戒断

记忆的形成提供了可能的机制。因此，DA．Glu机制可能参与了细胞水平的条件

化作用及行为学的环境线索条件化作用，对于慢性吗啡处理后组合突触可塑性的

产生及维持，对环境线索相关成瘾记忆的形成可能都是至关重要的。

总之，吗啡戒断期诱导出了海马Schaffer-CAl组合突触可塑性LTP／LTD，

这种组合突触可塑性可能参与编码了海马依赖的环境线索．戒断状态的条件化作

用，进而形成了环境线索相关的戒断记忆。DA．Glu机制可能在行为学的环境线

索条件化作用及细胞水平Schaffer-CAl双通路条件化作用中发挥了重要作用。此

外，在关键戒断时间窗阻断m的形成，可能有助于熄灭环境线索对戒断记忆
的有效提取，进而减少环境线索触发强迫性觅药行为及复吸行为的风险。
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(三)反复吗啡戒断对大鼠海马组合突触可塑性及AMPA受体表达

和自发活动的影响

1．实验目的

成瘾作为一种精神障碍在临床治疗上的最主要的困难在于无法有效干预复

吸(Relapse)问题，主要体现在戒断后仍然出现强迫性觅药行为，最终表现为

持久的高复吸风险(Hyman et a1．，2006)。正性强化理论强调DA为主导的奖赏效

应是觅药行为的强大内驱力(Montague et a1．，2004)：负性强化理论注重对戒断症

状及其相关条件化线索的逃避构成了觅药行为的主要动机(W沁％1973；

Solomon,1980；Koob et a1．，1989)；动机敏感化认为成瘾物质反复使用，使得成瘾

物质及与奖赏相关的线索被赋予强大的动机并逐渐敏感化，导致觅药动机敏感化

(Robinson and Berridge，1993，2003)。学习理论认为与成瘾物质关联的线索能提取

成瘾记忆是导致强迫性觅药行为的主要原因(Hyman et a1．，2006)。实际上，物质

成瘾很难用一种理论能完全解释清楚，而且各理论间也在某些环节或因素上也是

互相依存。有研究表明，有过戒断体验的大鼠当再次戒断时会被激发出更强烈的

觅药行为，并提出了动机．激励假说，认为戒断激发的动机学习，使得再次戒断

时出现更强的渴求(Hutcheson et a1．，2001)。对于戒断对强迫性觅药行为的贡献，

各种成瘾理论观点不一。也有实验证实戒断学习使得Nac、VTA、杏仁核及海马

等中脑边缘叶回路的c．10s的表达增力l(Frenois et a1．，2005)，为戒断提升动机评价

及激发觅药行为提供了可能的机制。

海马与成瘾相关的奖赏回路如：VTA-Nac之间有着广泛的联系。一方面VTA

的DA能纤维沿着Schaffer纤维在海马CAl区有着广泛的投射，构成了DA系

统对海马可塑性影响的结构基础(Gasbarri et a1．，1994；Bailey et a1．，2000)。大量的

研究证实，DA的异突触调节作用对L．L1m是充分的，也是必须的(I-Iuang and

Kandel，1995；Bailey et a1．，2000)，而L-LTP是长时记忆(Long-term memory)及

记忆巩固的基础。另一方面，海马也有大量的Glu能纤维投射之Nac等区域

(McGeorge and Fallll，1989)，海马作为新颖性的入口，海马新颖性探索会产生DA

依赖的海马L1P(Li ct a1．，2003)。成瘾强迫性觅药行为以及持久高复吸倾向性的

特征，迫使成瘾的研究者开始关注Glu能为代表的学习记忆相关脑区，与DA假

说为核心的成瘾行为之间的联系。海马是事件记忆的关键脑区，负责事件发生的

空间及时间背景方面的学习与记忆(Eichenbaum et a1．，2007；Manns et a1．，2007)，

海马突触可塑性作为海马关联的学习与记忆的分子与细胞的基础已得到广泛认

可(Martin et a1．，2000；Citri and Malenka,2008)。此外，研究证实刺激海马下托可

激发实验动物的觅药行为，该行为与VTA区域Glu释放增加有关联(Vorel et a1．，

5l
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2001)。我们的前期实验也证实了吗啡戒断后存在一个关键的时间窗，在该时间

窗海马Schaffer-CAl双通路的条件化作用诱导出了LTP／LTD的组合可塑性。我

们认为戒断是成瘾过程中的一个组成部分(许多成瘾者往往处于物质依赖．戒断．

复吸的反复循环之中)，它一方面可能巩固或再巩固了成瘾物质依赖期的奖赏关

联的成瘾记忆，也可能在戒断期间形成了戒断状态关联的新的学习记忆，并可能

会增强再次戒断时的觅药行为。基于此，我们展开了反复戒断的研究，观察反复

戒断后对海马组合可塑性的影响。

成瘾物质有一个共同的特征，那便是伴随着成瘾物质的反复使用，能增强实

验动物的自发活动即运动敏感化。动机敏感化的理论基础便源于此现象，既然运

动可出现敏感化，那觅药动机也可能会敏感化(Robinson and Berridge，1993，

2003)。敏感化与成瘾有关主要有如下特征(Tzschentke and Schmidt，2003)：(1)

敏感化具有持久性的特点，停止给药后数月，仍然持续存在(Robinson and Becker,

1986)。(2)敏感化程度预示着复吸风险，运动敏感化强烈的实验动物更容易复

吸(De Vries et a1．，1998)。(3)敏感化易化了自身给药行为(Schenk and Partridge，

2000)。自发活动敏感化也往往被认为是强迫性觅药行为及复吸的可能原因之一

(Robinson and Berddge，1993，2003)。我们检测了反复戒断大鼠的自发活动，观察

反复戒断对大鼠自发活动敏感化的形成及表达的影响。

海马谷氨酸机制在可卡因复吸行为可能也有作用，有研究证实电刺激海马下

托谷氨酸能纤维，激发了VTA谷氨酸依赖的可卡因觅药行为(Vorel et a1．，2001)。

AMPAR对在LTP表达起了关键作用，在成熟海马CA3．CAl的AMPAR主要由

GIuRl／GluR2构成(Derkach et a1．，2007)。GIuRl的C末端Ser83 1被CaMKII磷酸

化，并形成了GIuR2．1ackingAMPAR，增加钙通透性，在E．L1P中起了关键作用

(Derkach et a1．，2007)。近来有报道可卡因戒断45天后Nac的GluRl表达增加，

并提出增加的GluR2．1acking AMPAR可能介导了可卡因渴求及复吸行为(Conrad

et a1．，2008)。因此，我们对反复戒断大鼠海马进行了免疫印迹检测，观察反复戒

断对海马GluRl及GluR2／3表达的影响。

2．材料与方法

实验动物

实验动物采用的是雄性SD大鼠(同系繁殖，昆明医学院，动物中心)，体

重200—3009，动物分组饲养于中国科学院昆明动物研究所学习与记忆实验室，

予以自由饮水和进食，每天控制12小时室内照明，以保持大鼠正常的昼夜节律，

环境温度控制在22—24"C。动物饲养及实验方案均获得中国科学院昆明动物研究
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所批准。

吗啡处理组动物连续12天吗啡注射，每天2次，间隔12小时，每次10毫

克／千克(皮下注射)(Trujillo and Akil，1991；Pu et a1．，2002；Yang et a1．，2004；

Dong et a1．，2006)，然后根据不同戒断时间，电生理实验组分为：慢性吗啡处理

组(首次戒断2小时组)、首次戒断4天组、三次戒断3天组、三次戒断4天组、

三次戒断5天组、三次戒断6天组，每组8只大鼠。对照组动物接受12天的生

理盐水注射，程序同吗啡组，每组8只大鼠。自发活动行为学实验分为：生理盐

水组、慢性吗啡处理组首次戒断4天组、慢性吗啡处理组三次戒断4天组，每组

8只大鼠。免疫印迹实验组分为：生理盐水组、慢性吗啡处理组首次戒断4天组、

慢性吗啡处理组三次戒断4天组，每组8只大鼠。

实验仪器及软件，电生理实验前的局部手术，记录兴奋性突触后膜电位。

均同实验内容(一)，详见46．48页。

实验流程(如图．I所示)

Dl

吗啡注射

I

D⋯13⋯!,ND2r。．／、，Hw●

T
自发活动检测

▲

免疫印迹实验

图．I实验流程图(D，天)

自发活动检测

吗啡注射

T
自发活动检测

▲

T
免疫印迹实验

大鼠自发活动检测系统由观察箱、摄像头及视频合成装置(摄像头内置在每

个观察箱的顶部，视频合成装置可以同时合成每个观察箱的视频图像)、视频采

集卡及自发活动视频分析软件(DigBehv动物行为分析系统)组成。本实验所使

用的大鼠自发活动检测系统，购自上海吉量软件科技有限公司。观察箱尺寸(内

径，长×宽×高)：40X40X65em，具体检测流程(如图II所示)。
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D．8～．9 |l D一10

适应自发活动ll自发活动
观察箱2天 ll基线检测

D一1～7

适应实验室动

物饲养房一周

D1

D39

D12

D50

自发活动检测每天2小时

图．Ⅱ自发活动检测流程图(D，天)

免疫印迹(Western blotting)

D16

D54

自发活动检测

2小时

膜蛋白提取：迅速取脑，分离海马组织。海马组织加入10 mM Tris-HCl裂解液

(O．32 M蔗糖、1 mM EDTA、0．1 mMPMSF、PH 7．4、蛋白酶抑制剂、磷酸酶

抑制剂、0．2 mM DTT等)匀浆后，700×g条件下40C离心10分钟。沉淀重复离

心一次。混合两次低速离心的上清。上清37000xg条件下离心40分钟，可见蛋

白微粒沉淀于管底。将蛋白微粒溶于5 mM强卜HCl重悬缓冲溶液中(O．5 mM

EDTA、lmM MgS04、PH7．4、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂)。

突触小体制备：采用蔗糖密度梯度离心来提取突触小体。梯度离心(Gradient

Centrifugation)是把待分离的物质置于具有密度梯度的介质中进行的离心，依靠

它们的密度不同而进行分离。采用蔗糖作为介质，在离心管内形成一不连续的密

度梯度(从上到下依次为0．8 M和1．2 M)，将粗提到的组织样本置于蔗糖梯度的

顶部。在梯度介质中，当待分离的物质分别达到与其密度相同的介质部位时就不

再移动，从而达到分离的目的。流程如下：1)海马匀浆后，经1000xg离心得到

的上清(S1)在17000xg离心15分钟，留取沉淀部分。2)将沉淀重悬于蛋白提

取液，重悬后的混合液置于蔗糖梯度的顶部。3)54000xg，40C条件下离心90分

钟，离心机为Beckman L．XP冷冻超速离心机转子型号为SW28。4)收集1．2 M

蔗糖和0．8 M蔗糖之间的界面处悬浮的乳白色颗粒状物质，即提取得到的比较纯

的突触小体组分。5)将收集得到的悬浮液在78500xg，40C条件下离心20分钟。

6)沉淀重悬于5 mM"Iris—HCl缓冲液。

蛋白浓度的测定：海马匀浆和突触小体中的蛋白提取液经蛋白浓度测定(DC，
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ProteinAssay试剂盒，BIO．RAD公司)后，稀释到1微克蛋白／微升，．800C保存。

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳操作流程：制胶模具的准备(根据厂家说明书，本实验

室的模具购自Bio．Rad公司)，分别灌制分离胶和浓缩胶，分离胶浓度视目的蛋

白的大小确定(7．5．15％)。蛋白样本加入4X加样缓冲液，100℃煮3．5 rain使蛋

白完全变性，然后加样。100．200 V电泳分离，卸胶。

转移及免疫反应：取硝酸纤维素膜或PVDF膜，盖在凝胶上，电转移1．3小时(电

压IOOV)(转移时间由抗原的特性以及转移缓冲液中SDS的含量而定，一般为1．

小时)，胶为负极，膜为正极。取出硝酸纤维素膜，在TBST缓冲液中短暂漂洗，

放入封闭液中，温和振荡30分钟。把膜放入第一抗体中，温和振荡30分钟后放

入4"C冰箱过夜或室温下反应2小时，回收第一抗体，在TBST中洗膜30分钟，

中间更换TBST2-3次。把膜置于荧光标记的第二抗体中，温和振荡1．2小时(避

光)，在TBST中洗膜2．3小时，中间更换4次以上(避光)。沥干膜以待扫描定

量。(抗GluRl的多克隆抗体(1：500；Millipore)；抗GluR2／3的多克隆抗体(1：500；

Millipore))。

扫描和定量：在Odyssey荧光成像系统(LI-COR Biosciences，USA)中进行。膜经过

扫描后，在其自带的荧光定量软件中进行定量分析，得到相应的强度值。为了使

不同胶上的样本具有可比性，每块胶我们都引入了三孔同样的空白对照大鼠的皮

层样本，作为标准。对照动物和实验动物的数据都经过同块胶上的皮层样本的校

正之后，再计算出实验数据和对照数据的相对的百分比。

数据分析

所有的实验结果导入Origin7．0做图，数据以平均值±标准误(Mean±SEM)

表示。组内计量资料比较采用f检验统计处理，组阀计量资料比较采用方差分析

(One-way analysis ofvarianCe，ANOVA)，所有数据导入SPSSII．0进行统计分析

(p<0．05，表示统计学上有显著性差异)。

3．结果

3．1反复吗啡戒断易化了海马LTP／LTP组合可塑性

反复吗啡皮下注射每天两次，连续12天，能引起显著的吗啡依赖及耐受，

我们的前期工作已经证实，这种没有经历戒断的慢性吗啡处理增强了海马

LTD／LTD的组合可塑性(图1八上半部分)，LTD的幅值大于经历单次或反复戒

断的吗啡处理组以及生理盐水处理组(图1氏下半部分，图2C)。经历首次戒

断的在戒断第四天出现LTP／LTD海马组合可塑性，结果与前期实验相一致(图
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1B)。然而，经历反复戒断吗啡处理组在三次戒断的第4，5天，易化了LTP／LTP

海马组合可塑性(图1C，图1D)，LTP的幅值显著大于首次戒断组(图2C)。我

们的结果显示未经历戒断的慢性吗啡处理组易化了LTD，在海马组合可塑性上表

现为LTD／LTD组合可塑性。经历了戒断的慢性吗啡处理组易化了LTP，单次戒

断组在海马组合可塑性上表现为LTP／LTD组合可塑性，而反复戒断的慢性吗啡

处理组(三次戒断)在海马组合可塑性上表现为LTP／LTP组合可塑性。吗啡戒

断易化海马LTP与既往研究结果相一致(Dong et a1．，2006)，慢性吗啡处理易化

LTD也与慢性吗啡处理损害LTP的既往研究结果不矛盾(Pu et a1．，2002；Dong et

a1．，2006)。

3．2吗啡戒断易化LTP呈现时间依赖性

三次戒断第3天，出现了LTP／LTD组合可塑性的趋势，然而与基线相比无

显著差异(图2A)。三次戒断第6天，出现了L17D几rD组合可塑性的趋势，在

CP2通路上诱导出与基线相比有显著差异的LTD(图2B)。结合我们前期的研究

发现，单次戒断慢性吗啡处理组在戒断第4天易化了LTP，以及本实验显示三次

戒断慢性吗啡处理组在戒断第4，5天易化了LTP，可以看出吗啡戒断易化LTP

呈现时间依赖性，离开了关键戒断时间窗，LTP的易化效应消失。图2C显示，

反复戒断延长了易化LTP的时间窗，在LTP的幅值上也表明了反复戒断增强了

戒断易化LTP的效应。

3．3反复吗啡戒断增强了运动敏感化

慢性吗啡处理在运动敏感化形成期实验动物的自发活动增多(水平移动的距

离为观察指标)，在戒断后四天点燃显示出了运动敏感化的表达(图3A，图3B)，

与既往研究报道吗啡可导致大鼠运动敏感化的结果相一致(Carlezon et a1．，1997；

Hyman et a1．，2006)。然而我们的实验结果清晰的显示了经历了反复戒断的大鼠在

运动敏感化形成期，与没有戒断经历的大鼠相比，自发活动均显著增多；在运动

敏感化表达期，反复戒断大鼠的自发活动均显著多于首次戒断组(图3A，图3B)。

根据动机敏感化成瘾理论，反复戒断大鼠表现性出更强烈的药物渴求及觅药行为

(Robinson and Berridge，1993，2003)。

3．4反复吗啡戒断对大鼠海马GluRl及GIuR2／3表达的影响

因为涉及与其它实验室的合作，这部分实验结果还在分析处理中。
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图．1反复吗啡戒断易化了海马I胛／ITP组合可塑性．

A，未经历过戒断的大鼠吗啡反复注射，易化了海马LTD／LTD组合可塑性．双通

路条件化作用在CPl诱导出幅值较小的LTD，在CP2诱导出幅值较大的LTD(n=

8，CPI：89．1士3．1％，P<0．001 VS．baseline；CP2：81．0士2．3％，P<0．00l VS．baseline；P<0．001，

CPl VS．CP2上半部分)．生理盐水反复注射，易化了海马LTD／LTD组合可塑性．双

通路条件化作用在CPl诱导出幅值较小的LTD，在CP2诱导出幅值较大的LTD(11

=8，CPl：93．4圭2．2％P<0．001 vs．baseline；CP2：90．1士2．4％，P<0．001 vs．baseline；P=O．012，

CPl VS．CP2下半部分)．B，首次吗啡戒断第四天，易化了海马LTP／LTD组合可塑

性．双通路条件化作用在CPl诱导出了m，在CP2诱导出了LTD(11=8，CPI：110．3
士2．9％，P<0．001 vs．baseline；CP2：91．3士2．7％P<0．001 VS．baseline)．c，三次吗啡戒断

第4天易化了海马I胛／I肿组合可塑性．双通路条件化作用在CPI诱导出幅值较

大的LTP，在CP2诱导出幅值较小的L1甙rl=8，CPI：119．6 4-3．7％，P<0．001 vs．baseline；

CP2：106．1 4-2．8％，P<0．001 VS．baseline；P<0．001，CPl VS．CP2)．D，三次吗啡戒断第5

天易化了海马LTP／LTP组合可塑性．双通路条件化作用在CPl诱导出幅值较大的

LTP，在CP2诱导出幅值较小的LTP(11=8，CPI：118．5 4-3．1‰P<0．001 VS．baseline；CP2：

104．4 4-3．2％，P=0．01 1 VS．baseline；P<0．001。CPl VS．CP2)．
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图．2关键吗啡戒断时间窗易化了海马LTP／LTP组合可塑性．

A，三次吗啡戒断第3天，在CPl通路上有突触效能增强的趋势，在CP2通路上

有突触效能抑制的趋势，但未能诱导出具有统计上显著性意义的海马组合可塑性

(一=8，CPI：101．1 4-2．4％，P=0．422 VS．baseline；CP2：97 4-3．2％，P=0．155 V5．baseline)．B，

三次吗啡戒断第6天，在CPl通路上有突触效能抑制的趋势，在CP2通路上诱导

出了具有显著性意义的LTD(刀=8，CPI：98．6士3．2％，P=0．312 VS．baseline；CP2：95．3士

3．5％，尸=o．007 VS．baseline)。C，吗啡戒断易化海马m仅出现关键戒断时间窗，单
次戒断出现于戒断第四天，三次戒断出现于戒断第4，第5天。三次戒断把单次

戒断的LTP／LTD组合可塑性易化为LTP／LTP组合可塑性，三次戒断第4，5天的m
幅值显著大于一次戒断及未经历戒断的可塑性幅值(SSp<0．001)。未经历戒断的

吗啡处理组(首次戒断2h组)易化LTD／LTD海马组合可塑性，LTD的幅值显著

大于经历戒断各组的LTD幅值(··尸<o．001)，与生理盐水组相比LTD幅值也有显

著增强(CPI：P=o．006 V5．Saline；CP2：P<0．001 VS．Saline)．
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图．3反复吗啡戒断增强了运动敏感化

A，在运动敏感化形成期，经历过戒断吗啡处理组大鼠(三次吗啡戒断

组，Morphine(T-W))的自发活动多于未经历过戒断的吗啡处理组(首次吗啡戒断组，

Morphine(F．聊)及生理盐水处理组(Saline)。在运动敏感化表达时，三次戒断组

比首次戒断组表现出更强的运动敏感化。B，运动敏感化形成期自发活动比较，

以自发活动测试第12天为例，三次戒断组显著多于未经历过戒断的吗啡处理组

及生理盐水组(T-W：135．8-圭13．7m,P<0．001 VS．Saline；F．W．106．7士10．6m,P<0．001 VS．

Saline；P<0．001-w VS．F-W)。运动敏感化表达时，三次戒断组自发活动显著多于

一次戒断及生理盐水组(T-W：168．蛀8．7m,P<0．001 VS．Saline；F-W：143．4圭11．4m,P<

0．001 VS．Saline；尸<0．001 T-W VS．F．W)。
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4．讨论

我们的实验结果显示吗啡戒断易化了LTP，反复戒断则增强了对LTP的易化

效应，表现为延长了易化LTP的时间，增强了LTP易化的幅值。戒断在易化LTP

的同时，也表现出运动敏感化增强，提示了更强的药物渴求及觅药行为。戒断易

化LTP效应具有时间依赖性，有一关键戒断时间窗，如能终止LTP的易化效应

可能会减少复吸的发生。如不能有效治疗，戒断易化LTP效应可能会导致越戒

难治疗的局面。

戒断与海马依赖的成瘾记忆

我们的实验结果显示在吗啡依赖／耐受．戒断及再戒断的过程中，未经历戒断

的慢性吗啡处理，易化了海马LTD，结合前期的实验结果，增强的LTD的幅值

随着戒断又渐变小，显示了增强的LTD恢复的过程。首次戒断出现了LTP／LTD

组合可塑性，反复戒断则出现了LTP／LTP组合可塑性，反复戒断使得易化的LTP

更强更持久。我们认为海马可塑性的变化有成瘾相关的神经适应

(Neuroadaptations)的成分，如：在未经历戒断的慢性吗啡处理组易化了LTD，

戒断后暴露了与依赖／耐受相应的神经适应，并启动了自稳态神经适应

(Homeostatic neuroadaptations)的恢复过程(Hyman et a1．，2006)，所以增强的LTD

逐渐变小，戒断后的自稳态调节可能会使增强的LTD回归到Control的水平，但

戒断关键期的LTD向LTP的逆转说明了其它机制参与了海马可塑性的变化。我

们认为海马关联的学习记忆促成了戒断易化海马LTP。在负性强化理论中，戒断

的负性体验可以作为非条件刺激与环境线索建立联合型学习(Wikler and Pescor,

1967)，海马是负责环境信息编码的关键脑区(Morris et a1．，1986；Tsien et a1．，1996；

Martin et a1．，2005)，而且对事件发生空间背景的学习与记忆有关键作用

(Eichenbaum et a1．，2007)，因此戒断体验．环境的联合型学习可能推动了戒断易化

LTP。此外，当经历了再次戒断时，再次戒断的体验(可能与上次戒断的体验不

完全相同)可能与环境建立新的联合型学习，而既往的戒断记忆也可能由于环境

的提取而得以再巩固(Dudai and Eisenberg，2004；Nader and Hardt，2009)，因而反复

戒断增强了戒断对LTP的易化效应，使得易化的LTP更强更持久。

既往研究证实药理损毁海马后，自身给药环境则不能激发实验动物的复吸行

为(Fuchs et a1．，2005)，当形成可卡因CPP时，在海马出现了与LTP诱导相关基

因的表达增$日(Krasnova et a1．，2008)，上述研究表明了海马在环境线索．奖赏效应

的联合型学习中有关键作用，参与了奖赏相关的成瘾记忆。我们的结果提示了戒

断可能形成了海马依赖的戒断记忆，反复戒断使得海马原来的戒断记忆更牢固。

我们的结果初步提示了海马在环境线索．戒断状态的联合型学习中有关键作用，
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参与了戒断体验相关的成瘾记忆。当然戒断是基于依赖／耐受时期的神经适应性

改变，DA系统在成瘾的形成发展起了关键作用，而且应激、条件化线索及药物

能激发经过熄灭程序实验动物的再度觅药行为，然而戒断本身不能激发再度觅药

行为(nyman et a1．，2006)。然而Hellemans，Dickinson&Evel"itt(2006)证实纳洛酮

激发的戒断相关联的条件化刺激抑制了海洛因觅药行为，但是当该条件化刺激曾

与海洛因用药行为有联系时，则能增加觅药行为，即习得了给药能摆脱戒断体验

后，戒断相关联的条件化刺激就能增加觅药行为，充分符合了负性强化假说。也

有观点认为在戒断症状消退后的很长时间，仍会复吸，所以戒断对成瘾机制的贡

献不大。我们认为由于戒断状态．环境线索的联合型学习，当戒断症状消退很长

时间后，戒断关联的成瘾记忆可能被戒断体验相关线索提取而出现条件化戒断状

态，从而激发觅药行为。然而，我们的结果显示，在关键戒断时间窗至少产生了

海马关联的学习记忆。所以，正性强化和负性强化、成瘾关联的学习记忆机制、

动机敏感化机制以及神经内稳态适应性调节等可能共同参与了成瘾的发生发展，

只是在不同成瘾阶段，不同条件下，可能某种机制显得比较突出。

戒断与运动敏感化

我们的实验结果显示反复戒断后易化了LTP，结合记忆再巩固理论，我们认

为反复戒断后海马依赖的戒断记忆更稳固，因而实验动物会出现强烈的觅药动

机，驱使动物获取成瘾物质来避免戒断时的负性体验(Wilder,1973；Solomon,

1980；Koob et a1．，1989；Schulteis et a1．，2000)。此外，也有研究者提出了戒断期间

的动机学习理论，认为戒断期间的动机学习，可增强再次戒断时的觅药行为

(Hutcheson et a1．，2001)，相关独立实验也证实了戒断学习期间在VTA、Nac以及

海马等中脑．边缘叶区域的fos表达增][1(Frenois et a1．，2005)，这些既往的研究结

果与我们目前的结果都不矛盾。因而反复戒断的实验动物出现觅药动机增强，自

发活动增多，运动敏感化更明显，而增强的戒断记忆可能是运动敏感化的内在机

制之一。反而言之，运动敏感化的实验结果也提示了戒断学习形成的戒断记忆，

能增强实验动物的觅药动机，表现出觅药行为增多，增加了引发复吸的可能。

戒断与成瘾治疗

近来有研究报道，长期戒断可使G1uRl在Nac表达增加，形成了

GIuR2．1acking AMPAR，并证实GluRl表达增加与实验动物的觅药行为增加有关

联，提出了GluRl可能成为成瘾治疗新的靶点(Conrad et a1．，2008)。也有报道

CaMKII是Nac区域Glu机制及DA机制增强动物觅药行为的桥梁(Andersonetal．，

2008)。以上研究一方面说明了戒断过程中产生了生化变化可能导致复吸的内在

机制，也说明了与学习记忆密切相关的Glu机制既是成瘾重要的内在机制，也是

61
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治疗成瘾的新希望。我们研究发现在吗啡关键戒断时间窗，海马LTP得以诱导，

提示了通过干扰海马关键时间窗内可塑性的变化，可能有助于减少海马关联的戒

断记忆相关的复吸行为的发生。我们的研究还发现反复戒断增强了戒断对海马

LTP的易化作用，这也给了我们新的启示，如果一次戒毒不成功，反复戒毒，反

复戒断可能会使成瘾记忆更加牢固，出现越戒越难治疗的局面，因此首次戒毒的

成功与否可能关系着最终的戒毒能否能顺利成功。
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三、结论与展望

随着对成瘾行为的深入研究，成瘾的学习记忆假说逐渐被认可与接受。事实

上，正性强化理论所看重的奖赏学习及其条件化线索的强化效应，负性强化关注‘

的负性体验条件化作用，动机敏感化理论中线索动机凸显等都需要学习与记忆的

理论来提供相应的解释。目前认为学习记忆相关的谷氨酸机制与奖赏相关的多巴

胺机制，协同其它影响因素共同构成了成瘾发生发展的内在机制。海马在成瘾事

件的环境信息编码中的作用是无可质疑的，因而环境线索相关的成瘾记忆与海马

的活动密切相关。海马可塑性是海马相关学习记忆的细胞分子基础，我们通过研

究海马组合可塑性变化，发现吗啡戒断易化了海马LTP，吗啡反复戒断增强了对

海马LTP易化作用，提示环境线索．戒断状态的联合型学习可能促成了对海马LTP

易化作用，也可能形成了稳固的海马依赖的戒断记忆，为条件化环境线索导致觅

药行为及复吸的负性强化假说提供了可能的细胞机制。行为敏感化结果也证实反

复戒断后自发活动增多，提示觅药动机增强。我们的结论也从另外的角度反映了

首次成瘾治疗的重要性，否则反复戒断增强海马易化LTP的效应，可能会出现

越戒越难治的局面。我们的研究结果也提示，通过调控关键戒断时间窗内的可塑

性变化，可能会实现对成瘾记忆的干扰，从而为治疗复吸顽症提供新思路。

另外，我们运用海马Schaffcr-CAl双通路技术，通过双通路条件化作用，诱

导了海马组合可塑性，实现了对双通路条件下海马组合可塑性分布的研究。我们

发现双通路条件下出现了所有四种突触可塑性组合即LTD／LTD，LTP／LTD，

LTD／LTP,LTP／LTP。假如更多的通路呢，是否会出现更多的LTP与LTD的组合?

于是我们认为在不同学习记忆阶段，同时又会受到Mctaplasticity,Homoestatic

plasticity以及Heterosynaptic plasticity等机制的调节，不同突触可能处于不同的

生理状态之下。因此我们认为一旦事件发生，启动海马关联的学习记忆时，相关

的突触状态不可能处于统一的一种状态，于是可能会出现形形色色的LTP，LTD

的组合。海马可能是以不同形式的LTP，LTD的组合，犹如数字“0"和“1"一

般编码信息，并联合突触效能的变化，来共同完成信息的编码与加工。当然如何

能进一步印证，并实现与具体的学习与记忆过程及功能挂钩，这一切在目前看来

还显得任重而道远。
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五、综述

成瘾与学习记忆

物质成瘾常被定义为强迫性用药行为，成瘾者为了获取成瘾物质而不顾其它

后果，对成瘾物质的使用逐渐丧失控制力。物质成瘾还有一个显著特征便是持久

性，成瘾者即便戒断症状已经消退多年，当出现成瘾物质关联的线索时，仍会出

现对成瘾物质的强烈渴求，仍然有较高的复吸风险(Wikler and Pescor,1967；

O’Brien et a1．。1998)。与此同时，研究发现物质成瘾与学习记忆有相似的细胞分

子基础(Hyman and Malenka,2001；Nestler,2002；Chao and Nestler,2004；Kelley,

2004)。因此，成瘾又被认为是一种病理性学习与记忆，篡夺了学习记忆的神经

机制，导致对奖赏效应以及奖赏相关线索念念不忘(Hyman,2005；Hyman et a1．，

2006)。如果能逆转或阻止成瘾物质诱发的突触修饰，可能有助于的强迫性用药

行为的治疗，进而减少复吸的风险(Kauer and Malenka,2007)。

1奖赏相关的学习

个体以及种群为了生存的需要，往往会不计代价及风险以获得所需的资源

(例如：食物及交配对象)。这种生存相关联的基本需求具有奖赏效应以及正性

强化效应(Kelley,2004)。内在的激励状态如：饥饿、口渴以及性唤起，会增加对

具有奖赏效应的事物或相关线索的动机价值，也增加了愉悦感(如：饿时更觉饭

菜香)(Kelley,2004)。当奖赏关联的线索出现时(如食物的气味)，机体会处于

激励状态，并展开一系列复杂的行动，克服困难以求获得奖赏效应。通过反复的

学习，这种追求奖赏的行为会变得越来越流畅，越来越有效。药理学、转基因以

及微透析等多方面的研究已经证实，成瘾物质的奖赏效应是由于中脑腹侧被盖区

(Ventral tegmental area,VTA)多巴胺能神经元在伏隔核(Nucleus accumbens，

Nac)释放的多巴胺(Dopamine，DA)增加所致(Wise and Bozarth，1987；Koob and

Bloom，1988；Di Chiara,1998)。VTA向前额叶(Prefrontal cortex，PFC)及杏仁核

(Amygdala,AMG)等区域的DA能投射，在成瘾行为中也发挥了关键性的作用

(Everitt et a1．，1 999)。

1．1多巴胺的作用

DA释放传递了怎样的信息呢?关于DA的早期观点认为，DA是一种快感信

号。药理学、局部损毁(Berridge and Robinson,1998)及遗传学(Cannon and Palmiter,

2003)等方面的研究表明，DA与快感信号关联的必要性受到了质疑，因为DA缺

失后实验动物继续显示对糖水的偏好。另外，阿片、大麻、酒精以及尼古丁可能
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通过非多巴胺机制而获得部分奖赏效应(nyman ct a1．，2006)。阿片类物质在成瘾

行为中常常表现出非多巴胺依赖的机制：阿片类可通过作用于Nac上II受体，形

成Nac区域的自身给药模型；予以DA拮抗剂或VTA损毁不影响海洛因静脉自

身给药(Pettit et a1．，1984；Bardo，1998)：在阿片关联线索的学习过程中，DA也不

是必不可少的因素。损毁实验以及基因敲除小鼠实验表明，在某种特定的情况下，

DA对于奖赏相关的学习不是必要条件。与此同时，在正常的生理情况下，DA

在奖赏相关的学习中起了重要作用(Schultz et a1．，1997；Schultz,2006)。Schultz等

在体记录VTA上DA能神经元发放的动物实验中发现，当奖赏如期而至时，DA

神经元基础发放没有变化；当奖赏出乎意料的降临(Positive reward prediction

error)，则出现短阵的DA发放增加：当奖赏没能如期而至(Negative prediction

error)，DA神经元的基础发放出现暂停(Schultz ct a1．，1993；Montague et a1．，1996；

Schultz ct a1．，1997；Schultz，1998；Montague et a1．，2004)。尽管该实验结果并没能

在其它实验室完全复制出来，但是值得注意的是，成瘾物质对于自然奖赏而言可

能是一种额外的奖赏，而且成瘾物质具有即刻升高DA水平的药理学作用，因此

大脑可能会反复得到信号：成瘾物质是一种出乎意料的奖赏(Positive reward

prediction error)。Berridge和Robinson认为，DA对于糖水实验而言并不代表糖

水给实验动物带来的愉悦体验，而是Nac通过DA信号将动机凸显(Incentive

salince)分配给奖赏源及奖赏关联的线索(Berridge and Robinson,1998)，因而这

些线索能激发渴求的状态；在缺乏DA活动时，实验动物仍然会喜欢具有奖赏效

应的物质(Liking)，但是该物质不能激励动物采取必要的行动去获取奖赏效应

(Wanting)。总之，DA释放并不代表愉悦感，可能是作为一种预测．错误

(Prediction．error)信号，并以此引导行为重塑，以利于更有效的获取奖赏。

1．2多巴胺在前额叶的作用

在正常的生活环境中，生物体会对多种行为目标进行评估，然后进行取舍，

最终生物体会选择其中最有价值的目标，并组织相应的行为去实现该目标。成瘾

物质能病理性缩窄目标选择的范围，并使获取成瘾物质成为首要目标任务。PFC

介导执行功能、工作记忆及反应导向等，它能使相应的信息处于“在线"状态，

以方便与其它信息的整合及信息的升级。PFC是动机系统重要组成部分，与其它

皮层脑区有大量的往返纤维联系(Floyd ct a1．，2001)，对目标任务的评估与取舍有

关键性作用(Miller and Cohen,2001；Matsumoto et a1．。2003；Rocsch and Olson,

2004；Rolls，2004)。PFC中的眶额皮质(Orbitofrontal cortex，OFC)与AMG、背

侧纹状体、Nac、下丘脑以及岛叶之间互有联系，整合了工作记忆主体的情绪及

动机信．g(Schoenbaum and Roesch,2005)。与Nac类似，PFC接受VTA的DA投

射，而DA的发放可能控制着PFC中信息的升级，以及相应的新目标的选择。
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成瘾物质具有促进DA释放的功能，在OFC以及其它的PFC区域生成过多的

DA信号，因而干扰了PFC、Nac以及背侧纹状体等区域的DA关联的学习(Berke

and Hyman．2000；Montague et a1．，2004)，可能会导致成瘾物质关联线索的过度学

习，以及对成瘾物质的价值评估高于其它目标。此外，成瘾物质强大的DA释放

功能，减弱了上述脑区对自然奖赏物质的反应，并使之丧失成为首选目标任务的

竞争能力，生物体也因此逐渐丧失了对成瘾物质使用的控制。

1．3奖赏相关的学习

联合型学习受到关注得益于对条件化成瘾物质关联线索的研究，研究发现条

件化线索能引发成瘾物质的使用及复吸(Wikler and Pescor,1967；Tiffany,1990；

O·Brien et a1．．1998)。成瘾物质关联的线索包括外在的感官刺激(如：相关的人，

使用的器具，成瘾物质使用时的环境等)，内感受性刺激(如：成瘾物质使用时

的体验，包含戒断体验)等。成瘾物质具有多维强化效应：首先，成瘾物质可作

为“操作强化刺激”(Instrumental reinforcer)，为了增加强化效应的可能性，导

致自身给药(Self-administration)行为或用药行为。其次，环境刺激通过巴甫洛

夫条件反射，在时间空间上与自身给药时获得的动机凸显效应，形成密切联系。

再者，成瘾物质会产生主观的个体体验，包括自我感觉及歪曲的感知体验。上述

效应的任意组合便构成了成瘾物质的奖赏效应(Everitt and Robbins，2005)。

在刺激．奖赏．行为(获取奖赏的行为)的学习过程中，都会与相应的线索、

相应的环境产生关联。DA调动生物体进入激励状态对于获取奖赏起了关键作用，

但是对奖赏的感知、评价、后继的行为以及奖赏关联的环境线索的激发作用，得

通过感觉．运动系统及学习记忆系统等多方面的联合作用。位于中脑的VTA和黑

质(Substantia nigra,SN)多巴胺能神经元，通过内侧前脑束，广泛投射到PFC、

纹状体、AMG及海马等脑区。而PFC、AMG及海马也发出大量的谷氨酸能纤

维投射到纹状体。谷氨酸(Glutamate，Glu)与DA在Nae、PFC、AMG、海马以

及背侧纹状体的交互作用，可能对生物体的激励状态、环境线索的动机凸显以及

特定的行为反应等方面起了关键作用(McFarland et a1．，2003；Kalivas，2004)。VTA

向Nac的DA投射在觅药行为的形成中发挥了关键作用，Nac的壳(Shell)在可

卡因自身给药的初期有着重要作用，而对于线索激发觅药行为则依赖于Nac的核

(Core)。一旦线索与可卡因觅药行为的关联已经确立，可卡因觅药行为则不再

依赖Nac，转为背侧纹状体依赖的觅药行为，此时在Nac局部阻断DA受体或

AMPAR对条件线索关联的觅药行为没有影响，将上述任何受体的拮抗剂注入背

侧纹状体则阻断了条件线索激发的觅药行为(Vanderschuren et a1．，2005)。海马是

联合型学习记忆的关键脑区，编码巩固新颖环境信息，参与环境刺激关联的信息
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学习(Morris ct a1．，2003)。杏仁核参与了奖赏评估和奖赏关联的学>-J(Schocnbaum

et a1．，2000；Cardinal et a1．，2002)，特别是基底外侧核的部分，杏仁核失活会阻断

纹状体．下丘脑回路介导的摄食行为的表达(Will et a1．，2004)。事实上，DA能和谷

氨酸能纤维末梢可紧邻出现在同一个树突棘上，这也就为两者的相互作用提供了

关键的结构基础(Totterdell and Smith,1989；Sesack and Pickel，1990)。奖赏关联刺

激以及后继行为反应等信息都需要详细记录，其中的内在机制与联合型长时程记

忆的机制是相似的即激活谷氨酸受体介导的突触修饰(Derkach et a1．。2007)，因此

成瘾可能是一种病理性的记忆，篡夺了正常的奖赏关联的学习记忆系统。

2戒断相关的学习与记忆

Wiklgr and Pescor(1967)证实了经历过戒断的实验动物，当再次暴露与戒断关

联的环境时，能激发条件化戒断状态，基于条件化戒断状态的负性体验，他们预

测条件化戒断状态能提高觅药动机(负性强化)，但当时的实验一直难以证实该

预测。Shaham，Rajabi，&Stewart(1996)证实海洛因自发戒断反应能增强实验动

物的觅药行为，而纳洛酮激发的戒断反应没有该现象。也有观点认为成瘾物质依

赖时的正性强化效应或奖赏效应促成了戒断时期的负性体验，认为习得性戒断相

关线索能激发戒断反应，并引发对成瘾物质的渴求、觅药、复吸，最终激发强迫

性用药行为(Schulteis et a1．，2000)。Hellemans，Dickinson&Everitt(2006)证实纳

洛酮激发的戒断相关联的条件化刺激抑制了海洛因觅药行为，但是当该条件化刺

激曾与海洛因用药行为有联系时，则能增加觅药行为。Catherine Le Moine等认

为存在戒断记忆，环境特征与用药体验或戒断体验均能形成联合型学习并获得相

应的记忆(grader,1973；Childress ct a1．，1993)，戒断相关线索能提取戒断记忆，从

而产生激励状态，促成觅药、用药行为(Ahmed et a1．．2000)。

3自发活动敏感化与学习记忆

Berridge和Robinson提出了动机敏感化假设(Robinson and Berridge，1993，

2003)，认为成瘾物质能使实验动物出现自发活动敏感化，成瘾物质也能使动机

凸显敏感化，并把凸显的动机分配给成瘾物质及相关环境线索。自发活动敏感化

是一个具有吸引力的成瘾模型，因为实验动物自发活动敏感化可保持很长时间，

并且可以以环境依赖的方式表达(Anagnostaras and Robinson,1996)。动机敏感化

假设认为动机凸显会引起对成瘾物质的强烈渴求，并可能被环境线索激发

(Robinsonand Berridge，1993，2003)。反对该假设的提出质疑，实验动物上表现出

的自发活动敏感化及其神经机制是否在人类成瘾过程中也同样存在。在动物模型

中，自发活动敏感化被认为在VTA形成，在Nac表达(Kalivas and Weber,1988；

Vezina and Stewart,1990)，对DA反应增强被认为是潜在的机制。在解释环境线

87
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索激发觅药渴求及行为时，动机敏感化假设认为动机凸显起了关键作用，但是显

然不能排除联合型学习及成瘾记忆在其中的关键作用。有研究证实AMPAR基因

敲除小鼠仍然保留了自发活动敏感化，但是当实验动物处于可卡因关联的环境时

不能再表达自发活动敏感化，也不能形成条件位置偏好(Conditioned place

preference，CPP)(Dong et a1．，2004)。这说明了联合型学习在编码成瘾物质关联的

特定线索以及线索激发特定的反应等方面起了关键作用(Berke and Hyman,2000；

Berke，2003)。

4成瘾行为与学习记忆的细胞分子机制

究竟什么才是成瘾行为的细胞及分子机制?该机制至少能解释如下三方面

问题：1)成瘾物质引起的DA释放增加，是如何把成瘾物质的使用，引向强迫

性用药行为。2)成瘾物质停止使用数年后，为何仍具有复吸的风险。3)成瘾物

质关联的线索如何实现对行为的控制。突触可塑性是具有吸引力的候选机制，它

能把成瘾物质引发的信号如DA释放，转化为相应神经回路的再塑造。突触可塑

性通过改变突触权重可能会导致突触的形成与消亡并实现对树突或轴突结构的

再塑造(Chklovskii et a1．，2004)。成瘾物质关联的线索以及线索引发的相应行为反

应，提示了至少部分的成瘾机制是涉及联合性以及突触专一性。长时程增强

(Long-term potentiation，LTP)以及长时程抑制(Long-term depression，LTD)很

好的反应了联合性及突触专一性。LTP及LTD在多种形式的学习与记忆中被认

为发挥了关键作用(Martin et a1．，2000；Malenka,2003)。m及LTD可引起神经元
基因改变及蛋白质表达异常，从而导致神经回路的结构调整。对于成瘾物质导致

的神经回路的改变，m及LTD被认为是重要的候选机制(Hyman and Malenka,

2001)。

4．1 VTA的突触可塑性

首先，奖赏回路的突触可塑性在成瘾行为中有重要作用。在VTA局部注入

NMDAR拮抗剂，阻断了成瘾物质敏感化的形成(Wolf,1998；Vanderschuren and

Kalivas，2000)以及CPP的形成(Kim et a1．，1996；Harris and Aston—Jones，2003)。

NMDAR在LTP及LTD诱导中起了关键作用(Malenka and Bear,2004)，于是这样

的实验结果提示了成瘾物质可能在VTA诱导了突触可塑性。研究表明，在VTA

兴奋性突触可诱导出NMDAR依赖的LTP及电压依赖钙通道依赖的LTD(Bonci

and Malenka,1999；Jones et a1．，2000；Thomas et a1．，2000)。在体可卡因给药，离体

VTA脑片实验显示，可卡因处理后出现NMDAR依赖的AMPA／NMDA的比值显

著增加，此现象类似于L1m的突触效能变化。可卡因处理后的VTA多巴胺神经

元上兴奋性突触难以诱导出LTP，提示这些突触的突触效能可能已经得到增强
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(Ungless et a1．，2001)。可卡因在VTA诱导的突触修饰一般持续5-10天(Borgland el

a1．，2004)，这也说明了成瘾物质在VTA区域的适应性改变不是持久不变的，可

能仅在成瘾的起始阶段有变化(Everitt and Wolf,2002；Kauer,2004)。此外，在体

给予苯丙胺、尼古丁、吗啡或酒精都出现了VTA多巴胺神经元AMPA／NMDA的

比值增加(Saal ct a1．，2003)。

4．2 Nac的突触可塑性

有研究显示，经过5天可卡因给药，在戒断10-14天后导致Nac的Shell区

域AMPA／NMDA的比值降低(Thomas et a1．，2001)。阻断Nac的LTD，阻断了苯

丙胺诱导的自发活动敏感化的表达(Brebner et a1．，2005)。在体大麻或可卡因给药，

抑制了Nac的eCB-LTD(Hoffman et a1．，2003；Fourgeaud et a1．，2004；Mato ct a1．，

2004)。新近研究证实，长时间的可卡因戒断可引起Nac区域GluR2．1acking

AMPAR增加，Nac局部注射GIuR2．1ackingAMPAR阻断剂则阻断了线索激发的

自身给药动物的复吸行为。因此，增加的GIuR2．1ackingAMPAR可能介导了可卡

因渴求及复吸行为(Conrad et a1．，2008)。曾有报道，刺激Nac的D1／D5受体，可

激发可卡因复吸行为(Anderson et a1．，2003；Bachtell et a1．，2005；Schmidt ct a1．，

2006)，而激活Nac的AMPAR同样可以导致可卡因复吸(Kalivas et a1．，2005；

Schmidt et a1．，2005)。有证据表明，可卡因复吸与D1受体激活相关联，而且伴随

着Nac的Shell区域CaMKII Thr286磷酸化增加以及GluRl Ser831的磷酸化增加

(也是CaMKII磷酸化位点)，同时伴有Nac的Shell区域的GIuRl表达增加，

此外Intra-Shell注射抑制GIuRIAMPAR转运的病毒载体(～WlO．GIuRl．C99)

则抑制了可卡因复吸行为(Anderson et a1．，2008)。因此CaMKII可能是多巴胺系

统与谷氨酸系统的共同信号通路，而奖赏机制与学习机制共同孕育了介导成瘾物

质渴求与复吸的神经可塑性变化。

除了VTA和Nac，DA也影响PFC的LTP和LTD(Omi et al。，1998；Gurden et

a1．，1999；Huang et a1．，2004b)，慢性可卡因给药可显著影响PFC锥体神经元的膜

兴奋性(Nasifct a1．，2005)，具体机理尚不清楚。有报道DA调节其它脑区的突触

可塑性包括杏仁核(Bissiere et a1．，2003)及海马(Huang and Kandel，1995；

OUllakhova and Lismaa,1996)。反复吗啡给药损害海马LTP(Pu et a1．，2002)而吗啡

戒断易化LTP(Dong晚a1．，2006)，反复可卡因给药易化海马LTP(Thompson et a1．，

2002；Thompson et a1．，2004)。

4．3突触可塑性的分子机制

成瘾物质可在Nac及背侧纹状体引起持久的转录因子AFosB上调(Hope ct a1．，
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1994)，也可引起cAMP反应元件结合蛋白(cyclic AMP．response element binding

protein，CREB)暂时性的增加。CREB可被多种蛋白激酶激活，包括cAMP依赖
的蛋白激酶、钙离子依赖的蛋白激酶。DA通过D1R，D2R调整cAMP的表达，

激活了多种激酶通路，包括PKA，PKC，CaMK,和ERK／MAP／RSK等，通过控制

Ca2+电流，调节关键的转录元件CREB，最终导致基因表达和蛋白质合成，形成

突触修饰，因此CREB是NMDA与DA信号转导的共同通路(Silva et a1．，1998)。

大量的研究证实CREB在唧及联合型记忆中发挥了重要作用(Lonze and Ginty,

2002)。可卡因及苯丙胺激活Nac及背侧纹状体的D1受体，导致CREB磷酸化

(Cole et a1．，1995)，CREB可能在奖赏相关记忆的巩固中起了关键作用(Berke and

Hyman，2000；Hyman and Malenka,2001)。可卡因及苯丙胺在激活CREB的同时

也激活了强啡肽原的基因表达，生成的强啡肽能抑制中脑多巴胺能神经元的DA

的释放(Cole et a1．，1995；Steiner and Gerfen，1996)。D1受体介导的强啡肽增多可

被视为一种稳态调节，负反馈调节DA的释放。此外DA和cAMP调节的磷蛋白

(dopamine and cyclic AMP regulated phospho-protein，DARPP)及PPl在胞内信

号磷酸化调节方面有重要作用(Greengard et a1．，1998)。此外，在边缘叶．纹状体有

大量的即刻早期基因，如c．fos，c-jun，NGFI．B，homerlA，ania3，arc，and zif268等，

这些早期基因的诱导很多是NMDAR与D1R依赖的(Wang et a1．，1994；Konradi et

a1．，1 996；Das et a1．，1997；Liste：et a1．，1 997；Steiner and Kitai，2000；Steward and

Worley，2001毛b)。

然而迄今为止，任何检测到的慢性成瘾物质暴露后分子水平的改变，都不能

匹配成瘾行为持久性的特征。即便AfosB信号，一种比较长久的分子水平变化，

大约在戒断后6．8周后恢复正常(Nestler,2008)，以及新近研究发现可卡因戒断后

45天，Nac区域GluR2．1acking AMPAR仍高于对照组(Conrad et a1．，2008)，这些

都不足以匹配成瘾行为持久性的特征。尽管动物实验研究表明以DA机制为代表

的奖赏学习及Glu机制为代表的兴奋性突触修饰在成瘾的发生发展中起了重要

作用，但还远远无法确切解释人类的成瘾行为，从成瘾机制的研究到成瘾行为的

有效干预都还有很长的路要走。
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值此论文完成之际，衷心感谢三年来所有在学习、工作和生活中给予我指导

和帮助的人们l

感谢我的师傅——博士生导师郝伟教授，您严谨的作风、．求实的态度以及

对科学孜孜不倦的追求，深深的感染了我，激励着我。我们言谈不多，但阅读您

撰写的书籍，您广博的知识、缜密的逻辑、灵动的观点都跃然纸上——文如其

人。

感谢我的博士课题指导老师徐林研究员，您是我科研之路的领路人，行近不

惑的我，能得到您的指点，是我一生的幸运。您睿智的科研思路，不畏艰难的探

索精神，大胆而不失审慎科研判断，正直果断的行事作风，影响着您身边的每个

人。

感谢中国科学院昆明动物所学习与记忆实验室的杨上川老师、王丽萍老师、

杨跃雄老师、曹军老师，感谢你们对我学习和工作上的指导。感谢张继川博士、

董志芳博士、李红斌博士、马文裴博士、周启心博士、毛榕榕博士、白华毅博士，

感谢田孟、韩会丽、程宇琪、朱颞颇、吴坤、井亮、段婷婷、谭继伟、温菲及其

他工作人员，感谢你们的帮助，感谢你们给我的工作和学习带来了快乐。

感谢同门师兄谌红献博士、师姐向小军博士、师兄王绪轶博士、师兄张登科

博士、师兄王育红博士、师姐周旭辉博士、师姐夏卫萍硕士。感谢我的同门学友

王传升，感谢肖宁、胡义秋、王继才、刘勇、王纯、李凌、刘海洪、郝以辉、房

茂盛、俞妍、盖建芳以及中南大学湘雅医学院06级博士10班的全体同学，感谢

你们给予我的帮助，在我同窗生活的记忆里，有着你们的欢歌笑语与洒脱。

感谢父母，感谢我的妻子，感谢我的兄长，是你们的默默支持，才使我顺利

的完成了学业，深深谢意，难以言表。感谢女儿，给我带来会心的欢笑和快乐。
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发表论文：

1．Dong Cao，Lin Xu,Jun Cao and Wei Hao．Acute opioid withdrawal enhances

combinatorial plasticity in the rat hippocampal CAl in vivo．(in preparation)

2．Hui-Li Han，Zhi—Fang Dong，Qi-Xin Zhou，Dong Cao，Wei Hao，Lin Xul and

Jun Cao．Inhibitory long—term depression in the hippocampus is adapted to opioid

addiction、析m a combinatorial plasticity mechanism．Hippocampus．(in press)

3．曹栋，郝伟．饮酒行为的文化心理探源【J】．中国医学伦理学，2007，20(4)：

69．70．

4．郝伟，曹栋，于欣．我国饮酒现状及相关问题．中国药物依赖性杂志，

2007，16(3)：193．197

5．曹栋，曹军，郝伟，徐林．在体大鼠海马Schaffer-CAl条件化双通路与海

马组合突触可塑性．动物学研究．(已接受)

6．曹栋，曹军，徐林，郝伟．吗啡剂量及给药方式对大鼠运动敏感化的影响．

中国临床心理学杂志．(已接受)

参研项目：

1．973项目(2003cB515403)：依赖和复发神经核团确定及其递质改变

2． 国家自然科学基金项目(30370522)：吗啡依赖与复吸的神经可塑性的

相关机制研究
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