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摘要 目的
獉獉

: 研究甲基苯丙胺( methamphetamine，METH) 重复暴露诱导的小鼠空间学习记忆损伤中可能的分子机

制。方法
獉獉

: 前期研究发现，1. 0 mg·kg －1 METH 连续给药 20d，明显损伤小鼠空间学习记忆。基于此，我们进一步采

用 Western blot 方法检测了海马、前额叶皮质、背侧纹状体中 EＲK1 /2 ( extracellular signal － regulated kinase) 、CＲEB
( cAMP response element － binding protein) 磷酸化水平的变化。结果

獉獉
: METH 组小鼠海马中 EＲK1 /2 磷酸化水平明显

降低( P ＜ 0. 05) ，该变化与小鼠在目标象限停留时间百分比( P ＜ 0. 05) 、穿台次数( P ＜ 0. 05 ) 的改变呈明显相关;

METH 组小鼠前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化水平无明显变化; 此外，METH 组小鼠背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水

平明显降低( P ＜ 0. 05) ，但该变化与小鼠在目标象限停留时间百分比、穿台次数的改变均无明显相关性。进一步检

测发现 METH 组小鼠海马中 CＲEB 磷酸化水平明显降低( P ＜ 0. 05) ，该变化与小鼠在目标象限停留时间百分比

( P ＜ 0. 05) 、穿台次数( P ＜0. 05) 的改变呈明显相关。结论
獉獉

: 1. 0 mg·kg －1 METH 重复暴露会降低小鼠海马中 EＲK1/2、
CＲEB 磷酸化水平，该降低可能参与着 METH 诱导的小鼠空间学习记忆损伤。
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Abstract

Objective: To investigate the potential molecular mechanisms of repeated

methamphetamine ( METH) － induced spatial learning and memory impairment in mice．

Methods: Our

previous study found that repeated METH ( once daily for 20 consecutive days ) destroyed the spatial
learning and memory of mice． Based on this，we further examined the changes of EＲK1 /2 ( extracellular
signal － regulated kinase) and CＲEB ( cAMP response element － binding protein) phosphorylation levels
in hippocampus，prefrontal cortex and dorsal striatum using Western blot．


Ｒesults: The phosphorylation of

EＲK1 /2 in the hippocampus was significantly decreased ( P ＜ 0. 05 ) in mice of METH group． The
change revealed significantly correlation with time in target quadrant ( P ＜ 0. 05 ) and platform site
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crossings ( P ＜ 0. 05 ) ． The phosphorylation of EＲK1 /2 in the prefrontal cortex showed no obvious
change． In addition，the phosphorylation of EＲK1 /2 in the dorsal striatum of METH group was also
significantly decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． However，there was no significant correlation between the change
and the behavioral changes． Furthermore，the phosphorylation of CＲEB in the hippocampus of METH
group was significantly decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． The change also revealed significantly correlation with
time in target quadrant ( P ＜ 0. 05 ) and platform site crossings ( P ＜ 0. 05 ) ．


Conclusion: Ｒepeated 1． 0

mg·kg －1 METH exposure reduced the phosphorylation of EＲK1 /2 and CＲEB in the hippocampus of
mice; this decrease might mediate the spatial learning and memory impairment induced by METH．

Keywords methamphetamine; hippocampus; prefrontal cortex; dorsal striatum; EＲK1 /2; CＲEB

甲基苯丙胺( methamphetamine，METH) 是一种

被广泛使用的精神兴奋性药物［1］。小剂量 METH
急性使用会诱导欣快感、记忆增强等效应［2］，但重

复暴露则会产生多种负面效应，包括成瘾、精神分裂

症症状、抑郁样症状及认知功能下降等，相关负面效

应在人群及啮齿类动物中均被逐渐证明［3 － 4］。我们

前期研究发现，小剂量 METH 重复暴露明显损伤小

鼠空间学习记忆［5］，但其机制并不明确。
METH 主要作用于黑质、中脑腹侧被盖区多巴

胺( dopamine，DA) 能神经元，通过 DA 能神经元的

投射，作用于不同脑区，包括前额叶皮质、背侧纹状

体及海马等［6］。DA 与相应脑区 DA 受体相互作用，

进一步通过环磷酸腺苷调节 EＲK1/2 ( extracellular
signal － regulated kinase ) 、CＲEB ( cAMP response
element － binding protein ) 等 信 号 通 路 及 基 因 表

达［7 － 8］。研究表明，小剂量 METH 急性给药诱导空

间记忆提高，诱导海马 EＲK1 /2、CＲEB 磷酸化水平

的增高，不明显改变前额叶皮质 EＲK1 /2、CＲEB 水

平［8］; 相对地，小剂量 METH 重复暴露诱导再认记

忆损伤，诱导前额叶皮质 EＲK1 /2 磷酸化水平的降

低［9］。以上研究提示: 小剂量 METH 不同给药方式

诱导不同的记忆变化，同时诱导不同脑区 EＲK1 /2、
CＲEB 的差异性变化。本研究基于前期研究，即小

剂量 METH 重复暴露诱导小鼠空间学习记忆损伤，

进一步采用 Western blot 方法，检测了海马、前额叶

皮质、背侧纹状体中 EＲK1 /2、CＲEB 磷酸化水平的

改变。

1 材料与方法

1. 1 药物

盐酸甲基苯丙胺: 购买于中国药品生物制品检

定所，使用 0. 9% 的生理盐水溶解。实验组给药剂

量 1. 0 mg·kg －1。
1. 2 实验动物

8 周龄雄性 C57BL /6 小鼠( 北京维通利华) ，体

质量 20 － 25g，3 － 4 只一笼，温度 ( 23 ± 1 ) ℃，湿度
( 50 ± 5) %，每天光照 12h ( 7: 00 ～ 19: 00 为灯光照

射时间) ，通风良好，小鼠自由摄食饮水。动物饲养

及动物实验过程严格按照西安交通大学动物管理委

员会准则施行。
1. 3 药物干预及 Morris 水迷宫行为学检测流程

药物干预及 Morris 水迷宫行为学检测流程［5］

如下:

药物干预流程: 将实验小鼠随机分为两组 ( 每

组 7 只小鼠) ，分别腹腔注射 1. 0 mg·kg －1 METH
( METH 组) 或生理盐水( 生理盐水组) ，每天给药 1
次，连续给药 20d。每隔一天，在给药前称体重，确

保给药剂量的精确性，同时观察体重的变化。连续

给药 20d 后，间隔 2d，随后进行为期 4d，每天训练四

轮的训练，第 5d 检测两组小鼠记忆的变化。记忆检

测 48h 后，检测海马、前额叶皮质及背侧纹状体中
EＲK1 /2、CＲEB 磷酸化水平的变化。

Morris 水迷宫包括定位航行实验和空间探索实

验。定位航行实验: 共 4d，每天 4 轮训练，每次寻找

平台时间限定为 60s。如果小鼠在 60s 内未能找到

平台，则实验员将小鼠放置在平台上，使其在平台上

停留 15s; 如果小鼠在 60s 内找到平台并且在平台上

停留 10s，则认为小鼠学会寻找平台，10s 后实验员

将小鼠放回饲养笼。记录小鼠进入水池到成功寻找

到平台的时间，每天 4 轮训练中寻找平台的平均值

即爬台潜伏期，表示小鼠空间学习能力。空间探索

实验: 移走位于第二象限的平台，实验员将小鼠从距

离平台最远的入水点放入水池，采集 60s。主要分

析指标如下: 小鼠在目标象限停留时间百分比、在平

台区域穿梭次数即穿台次数，表示小鼠空间记忆

水平。
1. 4 Western blot 方法检测蛋白变化

采用颈椎脱臼法处死小鼠，剥离前额叶皮质、背
侧纹状体及海马组织，采用 ＲIPA 裂解液并采用超

声细胞裂解仪提取总蛋白，BCA 蛋白定量试剂盒测
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定各样本蛋白浓度，加入 loading buffer 并煮沸备用。
制备 12% 分离胶和 4% 浓缩胶电泳，采用半干转膜

仪转膜，一抗稀释比例: p － EＲK1 /2、EＲK1 /2 稀释

比例 为 1: 2000; p － CＲEB、CＲEB 稀 释 比 例 为 1:

750; GAPDH 为 1: 1000。二抗稀释比例: 1: 10000。
化学发光法检测并图像采集，ImageJ 软件进行图像

分析。
1. 5 统计学处理

数据统计结果以均值 ± 标准差( 珋x ± s) 表示。采

用 SPSS16. 0 进行数据统计分析。对两组小鼠体重

变化，采用双因素重复测量方差分析比较。对分子

变化，根据所得出的灰度值，先计算每个样品 p －
EＲK1 /2 与 EＲK1 /2 的相对值，之后将盐水组的平

均值归为 1，计算出 METH 组的相对灰度值。采用

独立样本 t 检验方法比较两组差异。采用 Pearson
相关分析方法统计分子改变与小鼠行为学改变之间

的相关性。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 实验结果

2. 1 小剂量甲基苯丙胺重复暴露对小鼠体重的影响

第 1 天给药前测得体重，两组小鼠无明显差异。
连续给药过程中，每隔 1 天测一次体重，采用双因素

重复测量方差分析比较，发现两组小鼠随着时间增

加，体 重 逐 渐 增 长 ( F ( 9，108) = 16. 866，P ＜ 0. 05 ) ，

METH 重复给药过程对体重无明显影响 ( F ( 1，12) =
1. 382，P = 0. 263) 。即 1. 0 mg·kg －1 METH 重复

暴露不影响小鼠体重。

表 1 甲基苯丙胺( methamphetamine，METH) 重复

暴露对小鼠体重的影响

时间 /d 生理盐水组 METH 组

1 23. 73 ± 1. 58 22. 69 ± 1. 29

3 24. 03 ± 1. 29 22. 41 ± 1. 50

5 24. 19 ± 1. 20 23. 23 ± 1. 53

7 23. 87 ± 1. 73 23. 40 ± 1. 63

9 24. 37 ± 1. 36 23. 69 ± 1. 59

11 23. 73 ± 1. 31 23. 10 ± 1. 74

13 24. 53 ± 1. 63 23. 60 ± 2. 12

15 25. 19 ± 1. 50 24. 06 ± 2. 02

17 25. 19 ± 1. 29 24. 24 ± 1. 85

19 25. 39 ± 1. 34 24. 36 ± 1. 91

2. 2 海马、前额叶皮质、背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸

化水平的变化

本研究过程中，1. 0 mg·kg －1 METH 给药明显

降低小鼠在目标象限停留时间百分比( 生理盐水组

44. 67 ± 4. 61、METH 组 32. 33 ± 1. 60 ) ，减少小鼠穿

台次数( 生理盐水组 6. 43 ± 0. 84、METH 组 3. 14 ±
0. 77) ，提示 1. 0 mg·kg －1 METH 重复暴露明显损

伤小鼠空间学习记忆［5］。进一步，为了研究 METH
重复暴露诱导空间学习记忆损伤的可能分子机制，

我们分别检测了小鼠海马、前额叶皮质、背侧纹状体

中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化。
2. 2. 1 海马中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化 统计发

现，METH 组 小 鼠 相 对 生 理 盐 水 组 小 鼠，海 马 中
EＲK1 /2 磷酸化水平明显降低( 图 1A，t = 6. 692，df
= 12，P ＜ 0. 05) 。进一步分析海马中 EＲK1 /2 磷酸

化改变与小鼠目标象限停留时间百分比改变的相关

性，发现 r = 0. 65，P ＜ 0. 05 ( 图 1B) ; 分析海马中
EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关性，发

现 r = 0. 62，P ＜ 0. 05 ( 图 1C) 。该结果提示: 1. 0 mg
·kg －1 METH 重复暴露诱导海马中 EＲK1 /2 磷酸化

水平的降低，该分子降低可能参与着 METH 重复暴

露诱导的小鼠空间学习记忆损伤。
2. 2. 2 前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化

统计发现，两组小鼠前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化

水平无明显差异 ( 图 2A，t = 1. 502，df = 12，P =
0. 159) 。相关性分析中未发现明显相关( 图 2B，图
2C) ，提示 1. 0 mg·kg －1 METH 重复暴露对前额叶

皮质中 EＲK1 /2 无明显影响。
2. 2. 3 背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化

统计发现，METH 组小鼠相对生理盐水组小鼠，背侧

纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平明显降低( 图 3A，t =
3. 001，df = 12，P ＜ 0. 05) 。进一步分析背侧纹状体

中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠目标象限停留时间百

分比 改 变 的 相 关 性，发 现 r = 0. 39，P = 0. 17 ( 图
3B) ; 分析其与小鼠穿台次数的相关性，发现 r =
0. 50，P = 0. 07( 图 3C) 。该结果提示: 1. 0 mg·kg －1

METH 重复暴露诱导背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化

水平的降低，该变化可能不明显参与 METH 诱导的

空间学习记忆损伤。
2. 3 海马中 CＲEB 磷酸化水平的变化

EＲK1 /2 可诱导下游 CＲEB 等分子的变化，因

此，本实验进一步检测了海马中 CＲEB 磷酸化水平

的变化。统计发现，METH 组小鼠相对生理盐水组

小鼠，海马中 CＲEB 磷酸化水平明显降低 ( 图 4A，t
= 5. 627，df = 12，P ＜ 0. 05 ) 。进一步分析海马中
CＲEB 磷酸化改变与小鼠目标象限停留时间百分比

改变的相关性，发现 r = 0. 68，P ＜ 0. 05 ( 图 4B) ; 分

析海马中 CＲEB 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关

性，发现 r = 0. 60，P ＜ 0. 05 ( 图 4C) 。同时，海马中

的 EＲK1 /2、CＲEB 磷酸化水平变化也呈明显相关
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( r = 0. 96，P ＜ 0. 05) 。提示 1. 0 mg·kg －1 METH 重

复暴 露 诱 导 海 马 中 CＲEB 磷 酸 化 水 平 的 降 低，

EＲK1 /2 /CＲEB 信 号 通 路 活 性 降 低 可 能 参 与 了
METH 重复暴露诱导的小鼠空间学习记忆损伤。

图 1 海马中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化及其与行为学改变的相关性分析

注: A 为海马中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化; B 为海马中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠目标象限停

留时间百分比改变的相关性; C 为海马中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关性。* P ＜

0. 05，与生理盐水组比较。

图 2 前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化及其与行为学改变的相关性分析

A 为前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化; B 为前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠目标象限停留时间

百分比改变的相关性; C 为前额叶皮质中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关性。
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图 3 背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化及其与行为学改变的相关性分析

注: A 为背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平的变化; B 为背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠目标象

限停留时间百分比改变的相关性; C 为背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关性。
* P ＜ 0. 05，与生理盐水组比较。

图 4 海马中 CＲEB 磷酸化水平的变化及其与行为学改变的相关性分析

注: A 为海马中 CＲEB 磷酸化水平的变化; B 为海马中 CＲEB 磷酸化改变与小鼠目标象限停留时间百分比

改变的相关性; C 为海马中 CＲEB 磷酸化改变与小鼠穿台次数的相关性。* P ＜ 0. 05，与生理盐水组比较。
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3 讨论

METH 主要作用于大脑 DA 能神经元，通过 DA
能神 经 元 投 射 作 用 于 不 同 脑 区，引 发 不 同 的 效

应［6］。本研究发现，METH 组小鼠海马中 EＲK1 /2
磷酸化水平明显降低( P ＜ 0. 05 ) ，该变化与小鼠在

目标象限停留时间百分比 ( P ＜ 0. 05 ) 、穿台次数

( P ＜ 0. 05) 呈明显相关; METH 组小鼠前额叶皮质

中 EＲK1 /2 磷酸化水平无明显变化; 此外，METH 组

小鼠背侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平明显降低

( P ＜ 0. 05) ，但该变化与小鼠在目标象限停留时间

百分比、穿台次数的改变均无明显相关性。进一步

检测发现 METH 组小鼠海马中 CＲEB 磷酸化水平明

显降低( P ＜ 0. 05 ) ，该变化与小鼠在目标象限停留

时间百分比 ( P ＜ 0. 05 ) 、穿台次数 ( P ＜ 0. 05 ) 呈明

显相关。
研究表明，海马主要参与空间学习记忆的获得

与储存［10］，海马的损伤会导致严重的空间学习记忆

下降［11］。本研究结果提示，海马中 EＲK1 /2、CＲEB
磷酸化水平下降可能参与着小鼠空间学习记忆损

伤。相对地，前额叶皮质主要参与决策功能及多种

记忆储存［12］，在空间学习记忆中，前额叶皮质的储

存作用呈时间依赖性，即海马参与记忆的获得与短

期储存，随着时间的推移，前额叶皮质参与长期记忆

的储存［13］。在啮齿类动物中，记忆由海马向前额叶

皮质的转化约需 30d［13］，本实验流程不超过 7d，因

此我们推测是海马中分子改变参与着小鼠空间学习

记忆的损伤。背侧纹状体主要参与动机效应［14］，本

研究中，背侧纹状体 EＲK1 /2 磷酸化水平明显下降，

提示小鼠动机有一定破坏。然而，在 Morris 水迷宫

中两组小鼠游泳速度无差异，提示 METH 不明显影

响小鼠逃生动机。我们推测背侧纹状体中 EＲK1 /2
的变化比逃生动机行为学改变更为敏感; 同时，背侧

纹状体中 EＲK1 /2 的降低可能也是长期 METH 使用

所诱导的精神症状中动机缺乏、快感缺失［15］的潜在

机制。
此外，METH 急性使用会激活大脑 DA 能神经

元，诱发 DA 递质的大量释放; 而 METH 的重复暴露

会诱发 DA 能神经元的耗竭，诱导多种信号通路及

可塑性的改变，该改变长期持续存在［1，6］。本研究

提示海马及背侧纹状体中 EＲK1 /2、CＲEB 降低在

METH 重复暴露诱导的行为及分子改变中可能具有

重要作用。METH 作为一种重要的精神兴奋性药

物，其长期效应主要表现为各种精神症状，例如精神

分裂症、抑郁症等，但对体重等躯体效应无明显影

响，如本研究中，连续 20d 的 METH 重复暴露并不

影响小鼠体重。另外，本研究也存在一定局限性，即

海马 中 EＲK1 /2、CＲEB 磷 酸 化 水 平 降 低 究 竟 是

METH 重复暴露导致的，还是 Morris 水迷宫行为学

过程导致的，我们需要进一步通过对照实验进行

区别。
综上所述，1. 0 mg·kg －1 METH 重复暴露会降

低小鼠海马中 EＲK1 /2、CＲEB 磷酸化水平; 降低背

侧纹状体中 EＲK1 /2 磷酸化水平; 而对前额叶皮质

中 EＲK1 /2 磷酸化水平无明显影响。海马中 EＲK1 /
2、CＲEB 磷酸化水平降低可能参与着 METH 重复暴

露诱导的小鼠空间学习记忆损伤。本研究为探索

METH 重复暴露诱导的分子生物学机理提供了理论

基础。
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