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◇基础研究◇

不同剂量甲基苯丙胺对小鼠空间
学习记忆能力的影响及其机制

曹国芬1,2,张永爱1,张苏梅1,张海苗1,朱 莉2,朱 杰2,周小兰1,陈 腾2

(1.
 

西安医学院护理学院,陕西西安 710021;2.
 

西安交通大学医学部法医学院,陕西西安 710061)

摘要:目的 研究不同剂量甲基苯丙胺(methamphetamine,
 

METH)对小鼠空间学习记忆的影响及可能机制。

方法 以C57BL/6小鼠为研究对象,采用0.5、1.0、2.0mg/kg的 METH或生理盐水,在每天的 Morris水迷宫行为

学习前腹腔注射给药,连续5d,每天4轮的定位航行实验训练,最后一次训练完24h后进行空间探索实验,观察不同

剂量 METH对小鼠空间学习记忆的影响。测试后立即采用颈椎脱臼法处死小鼠,并剥离海马组织,采用 Western
 

blot方法检测海马中ERK1/2(extracellular
 

signal-regulated
 

kinase)、CREB(cAMP
 

response
 

element-binding
 

protein)

磷酸化水平的变化。结果 相比盐水组小鼠,1.0mg/kg
 

METH组小鼠爬台潜伏期明显缩短(P<0.05),在目标象限

的停留时间(P<0.05)、穿台次数(P<0.05)明显增加;0.5、2.0mg/kg
 

METH对小鼠空间学习记忆无明显影响,但

是0.5mg/kg
 

METH组小鼠呈现记忆促进趋势,而2.0mg/kg
 

METH组小鼠呈现记忆破坏趋势;1.0mg/kg
 

METH
组小鼠明显伴随海马中p-ERK1/2(P<0.05)、p-CREB(P<0.05)水平的增高。结论 1.0mg/kg

 

METH明显提高

小鼠空间学习能力及记忆水平;在0.5、1.0、2.0mg/kg的 METH三个剂量之间,METH的效应呈倒 U曲线型;海马

中ERK1/2、CREB可能参与 METH诱导的小鼠空间学习记忆的提高。
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ABSTRACT:
 

Objective To
 

investigate
 

the
 

different-dose
 

effects
 

of
 

methamphetamine
 

(METH)
 

on
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory
 

and
 

the
 

possible
 

mechanisms.
 

Methods C57BL/6
 

mice
 

were
 

treated
 

with
 

0.5,
 

1.0
 

and
 

2.0
mg/kg

 

of
 

METH
 

or
 

normal
 

saline.
 

The
 

drug
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

30min
 

prior
 

to
 

the
 

Morris
 

water
 

maze.
 

All
 

mice
 

experienced
 

5
 

consecutive
 

days’
 

positioning
 

navigation
 

experiment
 

and
 

the
 

spatial
 

exploration
 

experiment
 

conducted
 

24
 

hours
 

after
 

the
 

last
 

training
 

trial.
 

Immediately
 

after
 

the
 

probe
 

test,
 

the
 

mice
 

were
 

killed
 

by
 

cervical
 

dislocation
 

and
 

the
 

hippocampus
 

was
 

dissected.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

(ERK1/2)
 

and
 

cAMP
 

response
 

element-binding
 

protein
 

(CREB)
 

in
 

the
 

hippocampus.
 

Results Compared
 

with
 

the
 

mice
 

in
 

saline
 

group,
 

those
 

in
 

1.0mg/kg
 

METH
 

group
 

had
 

a
 

significantly
 

shorter
 

latency
 

(P<0.05),
 

spent
 

more
 

time
 

in
 

the
 

target
 

quadrant
 

(P<0.05),
 

and
 

had
 

more
 

platform
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site
 

crossings
 

(P<0.05).
 

Moreover,
 

0.5
 

and
 

2.0mg/kg
 

of
 

METH
 

did
 

not
 

significantly
 

affect
 

the
 

mices
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory,
 

but
 

0.5mg/kg
 

of
 

METH
 

showed
 

a
 

memory-promoting
 

trend,
 

while
 

2.0mg/kg
 

of
 

METH
 

showed
 

a
 

memory-destroying
 

trend.
 

METH
 

of
 

1.0mg/kg
 

significantly
 

increased
 

p-ERK1/2
 

(P<0.05)
 

and
 

p-CREB
 

(P<0.05)
 

levels
 

in
 

the
 

hippocampus.
 

Conclusion METH
 

of
 

1.0mg/kg
 

significantly
 

improved
 

mices
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory.
 

The
 

effect
 

of
 

METH
 

is
 

an
 

inverted
 

U-curve
 

among
 

three
 

doses
 

of
 

METH
 

at
 

0.5,
 

1.0
 

and
 

2.0mg/kg.
 

ERK1/2
 

and
 

CREB
 

in
 

the
 

hippocampus
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

METH-induced
 

improvement
 

of
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory
 

in
 

mice.
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  甲基苯丙胺(methamphetamine,
 

METH)可以

诱导成瘾及改变学习记忆[1-5]。METH 诱导的记忆

改变与 METH 的 剂 量 有 关。研 究 表 明,小 剂 量

METH(1.0mg/kg)可以提高正常人群及意识功能

低下人群的记忆水平[4];同时,小剂量 METH 可以

促进记忆巩固[6];相反,10.0mg/kg
 

METH 则直接

破坏记忆的形成[7-8]。然而,伴随 METH 剂量的增

大,这种由记忆促进转化为记忆破坏的剂量效应目前

不是很明确。前期有关 METH 诱导的小鼠条件性

位置偏爱实验表明,相对较小(0.25mg/kg)或较大

(5.0mg/kg)剂量的 METH不会诱导小鼠形成关联

性记忆;中间剂量(0.5、1.0、2.0mg/kg)METH均会

诱导小鼠形成明显关联性记忆;1.0mg/kg
 

METH诱导

的关联性记忆最显著,而且这种关联性记忆在剂量增

大过程中的趋势呈倒U曲线型[9]。本研究进一步采

用0.5、1.0、2.0mg/kg
 

MTEH,观 察 不 同 剂 量

METH 对 小 鼠 空 间 记 忆 形 成 过 程 的 影 响,探 讨

METH对空间记忆形成的量-效关系。

METH可作用于不同脑区ERK1/2/CREB等

信号通路[6,10]。研究表明,METH 诱导的小鼠行为

学敏化伴随有纹状体中 ERK1/2磷酸化水平的增

高[11];而在METH诱导的再认记忆损伤中伴有前额叶

皮质中ERK1/2磷酸化水平的降低[12];在 METH诱导

的空间记忆巩固提高过程中伴有海马中ERK1/2、

CREB磷酸化水平的明显增高[6]。海马主要参与空

间记忆的形成过程[13]。所以,本研究同时检测了伴

随 METH诱导的学习记忆改变中的海马ERK1/2、

CREB磷酸化水平的改变。

1 材料与方法

1.1 实验动物及 METH 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)℃,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机

构委员会准则施行。盐酸甲基苯丙胺:购买于中国药品

生物制品检定所,使用生理盐水溶解。稀释为0.05、

0.1、0.2mg/mL即为实验组剂量0.5、1.0、2.0mg/kg。

1.2 方法

1.2.1 Morris水迷宫实验 Morris水迷宫的行为

学实验包括定位航行实验和空间探索实验2个检测

过程。
定位航行实验:在水池第2象限正中央放置平

台。共训练5d,每天4轮训练,每次寻找平台时间限

制为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后将小鼠放回饲养笼。记录小鼠

从放入水池到成功寻找到平台的时间,即为单次训练

爬台潜伏期。4轮训练中爬台潜伏期的平均值即为

当天结果指标,即爬台潜伏期。爬台潜伏期缩短,表
示小鼠逐渐学会寻找平台,该指标反映小鼠空间学习

能力的变化。
空间探索实验:移走平台,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

标包括:小鼠在目标象限停留时间百分比(即小鼠在

水池第2象限停留时间百分比)、在平台区域穿梭次

数即穿台次数、在平台区域停留时间。这3个指标数

值越高,表示小鼠对平台区域形成了越牢固的记忆,
即3个指标反映小鼠空间记忆水平的变化。同时,小
鼠在目标象限停留时间百分比与相对值25%比较,
分析各组小鼠对目标象限的偏好。

1.2.2 药物干预及实验流程 将小鼠按照给药剂量

随机分为4组。所有小鼠经历为期5d的空间学习

(Day
 

1~Day
 

5),每天训练4轮,第6天(Day
 

6)挪走

平台,检测小鼠空间记忆。在每天第1轮学习训练前

及第6天记忆检测前30min
 

4组小鼠分别腹腔注射

0.5、1.0、2.0mg/kg的 METH 或生理盐水。样本

量:生理盐水组n=11;0.5mg/kg
 

METH组n=8;
1.0mg/kg

 

METH组n=15;2.0mg/kg
 

METH组

n=9。
1.2.3 Western

 

blot实验方法 记忆检测后立即采

用颈椎脱臼法处死小鼠,剥离海马组织,加入RIPA裂

解液并采用超声细胞裂解仪提取总蛋白,BCA蛋白定

065
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量试剂盒测定各样本蛋白浓度,加入loading
 

buffer
并煮沸备用。制备120g/L分离胶和40g/L缩胶电

泳,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。二抗稀释比例为1∶10000。
化学发光法检测并图像采集,ImageJ软件进行图像

分析。

1.3 统计学处理 采用SPSS
 

16.0对数据进行统计

分析。数据统计结果是以均值±标准差(x±s)形式

表示。采用双因素重复测量方差分析方法分析爬台

潜伏期的差异,进一步采用多重比较方法比较同一组

不同时间点的差异;采用单因素方差分析方法比较记

忆测试指标的差异;采用单样本t检验方法比较相对

值的差异。对于分子实验部分,根据所得出的灰度

值,先对每个样品计算出p-ERK1/2与ERK1/2的相

对值,p-CREB与CREB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。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同剂量 METH对小鼠定位航行实验的影响 
4组小 鼠 第1天 第1轮 爬 台 潜 伏 期 无 明 显 差 异

(表1),表明在实验开始阶段,各组间无统计学差异。

4组小鼠空间学习过程存在明显的时间效应[F(4,

156)=53.76,P<0.05]及药物效应[F(3,39)=
4.426,P<0.05],而时间与药物的交互效应[F(12,

156)=1.037,P>0.05]无统计学差异(表2)。多重

比较发现,1.0mg/kg
 

METH组小鼠爬台潜伏期明

显缩短(P<0.05),而0.5、2.0mg/kg
 

METH组与

生理盐水组无统计学差异。随着5d的空间学习,

4组小鼠都学会了更快的寻找平台(与同组第一天比

较,P<0.05,表1);同时,在第2天、第4天及第5天

中,1.0mg/kg
 

METH组小鼠与相应生理盐水组小鼠的

爬台潜伏期差异有统计学意义(与同一天生理盐水组比

较,P<0.05,表1)。以上结果提示,1.0mg/kg
 

METH
显著提高小鼠空间学习能力;0.5、2.0mg/kg

 

METH对

小鼠空间学习无明显影响。

表1 不同剂量 METH对小鼠定位航行实验的影响

Tab.1 Effects
 

of
 

different
 

doses
 

of
 

METH
 

on
 

mouse
 

navigation
 

experiments (x±s,
 

s)

组别 基线 Day1 Day2 Day3 Day4 Day5
生理盐水 51.18±13.81 42.16±11.35 33.97±9.78 19.80±4.08# 18.42±7.02# 14.31±6.59#

METH
 

0.5 46.84±11.13 39.67±13.08 24.49±11.84 15.16±8.30# 11.80±5.35# 16.29±11.66#

METH
 

1.0 48.21±16.14 35.75±14.41 16.42±9.70* # 15.10±8.04# 9.55±5.03* # 8.45±4.38#

METH
 

2.0 48.91±17.06 37.43±14.71 24.24±15.44 20.47±15.94 16.08±11.63# 15.62±9.90#

与同一天生理盐水组比较,*P<0.05,;与同组第1天比较,#P<0.05。METH
 

0.5、1.0、2.0分别为 METH
 

0.5、1.0、2.0mg/kg组。

表2 小鼠爬台潜伏期的方差分析

Tab.2 Analysis
 

of
 

variance
 

of
 

mouse
 

latency
 

to
 

platform

变异来源 自由度
Ⅲ型离均
差平方和

均方 F P

药物(A) 3 2531.76 843.92 4.426 <0.05
时间(B) 4 17927.68 4481.92 53.760 <0.05
A×B交互作用 12 1037.24 86.44 1.037 0.412
组间误差 39 7435.93 190.67
组内误差 156 13005.58 83.37
 球形检验结果:Mauchlys球形度检验=55.227,P<0.001。

2.2 不同剂量METH对小鼠空间探索实验的影响 在

第6天空间记忆测试中,各组小鼠在目标象限停留时

间均显著提高(与相对值25%比较,P<0.05,表3),
提示4组小鼠对目标象限都形成了明显的记忆。组间

比较发现,4组小鼠在目标象限停留时间、穿台次数均

存在统计学差异。进一步两两比较发现,1.0mg/kg
 

METH
 

明显提高了小鼠在目标象限的停留时间百分

比及在穿台次数(与生理盐水组比较,P<0.05,表3)。
平台区域停留时间的检测中没有统计学意义,但也有

相似的趋势(表3)。0.5、2.0mg/kg
 

METH对小鼠记

忆无明显影响,但结果显示,0.5mg/kg
 

METH呈现记

忆促进趋势(表3),而2.0
 

mg/kg
 

METH
 

则呈现出记

忆破坏趋势(表3)。以上结果提示,METH对小鼠空

间记忆的影响呈剂量依赖性:在0.5、1.0、2.0mg/kg
的METH

 

3个剂量之间,METH的效应呈倒U曲线

型;1.0mg/kg
 

METH明显提高小鼠空间记忆水平。

2.3 不同剂量METH诱导的小鼠游泳速度的变化 分

析比较各组小鼠每天游泳速度变化,在第1天,4组

小鼠游泳速度无统计学差异。在第2、3、4、5、6天,

METH
 

1.0
 

mg/kg和 METH
 

2.0mg/kg组速度均

明显高于生理盐水组(表4),而 METH
 

0.5mg/kg
组与生理盐水组无统计学差异。

为了排除速度对小鼠空间学习记忆的影响,进一步

以小鼠游泳速度作为协变量,分别分析了爬台潜伏期及

目标象限停留时间百分比,结果提示
 

METH对于空间

学习及记忆仍然具有明显效应(表5)。这表明 METH
提高小鼠Morris水迷宫表现主要是通过增强学习记忆

水平,而不是由于游泳速度的增加而引起的。
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表3 不同剂量 METH对小鼠空间探索实验的影响

Tab.3 Effects
 

of
 

different
 

doses
 

of
 

METH
 

on
 

spatial
 

exploration
 

experiments
 

in
 

mice (x±s)

指标 生理盐水 METH
 

0.5 METH
 

1.0 METH
 

2.0 F P
目标象限停留时间百分比(%) 40.83±9.70# 44.83±14.22# 49.81±10.04*# 35.72±8.37# 3.707 <0.05
穿台次数(次) 4.45±1.04 5.88±2.85 6.27±2.34* 4.00±1.23 3.293 <0.05
平台区域停留时间(s) 2.20±0.98 2.49±1.18 2.58±1.02 1.17±0.82 1.549 0.217

 与生理盐水组比较,*P<0.05;与相对值25%比较,#P<0.05。METH
 

0.5、1.0、2.0分别为 METH
 

0.5、1.0、2.0mg/kg组。

表4 不同剂量 METH诱导的小鼠游泳速度的变化

Tab.4 Changes
 

of
 

swimming
 

speed
 

of
 

mice
 

induced
 

by
 

different
 

doses
 

of
 

METH (x±s,
 

cm/s)

组别 Day1 Day2 Day3 Day4 Day5 Day6
生理盐水 26.97±4.57 24.52±5.60 16.75±4.46 19.97±3.99 19.02±3.99 21.49±2.87
METH

 

0.5 23.79±4.00 27.10±5.39 19.66±3.46 21.34±3.20 20.25±3.38 22.19±1.99
METH

 

1.0 30.58±3.83 32.82±3.54* 21.85±3.06* 23.74±3.84* 23.31±2.49* 24.10±1.07*

METH
 

2.0 30.84±3.00 35.52±4.70* 24.03±3.20* 24.20±1.94* 24.91±2.93* 25.45±1.67*

 与同一天生理盐水组比较,*P<0.05。METH
 

0.5、1.0、2.0分别为 METH
 

0.5、1.0、2.0mg/kg组。

表5 以游泳速度作为协变量分析小鼠空间学习记忆的变化

Tab.5 Analysis
 

of
 

changes
 

in
 

spatial
 

learning
 

and
 

memory
 

in
 

mice
 

by
 

swimming
 

speed
 

as
 

a
 

cofactor

行为学 因素 F P

定位航行实验

时间(A) F(4,194)=48.994 <0.05
药物(B) F(3,194)=5.837 <0.05
A×B交互作用 F(12,194)=0.699  0.75

空间探索实验 药物 F(3,38)=3.996 <0.05

2.4 METH诱导的小鼠海马中ERK1/2、CREB的变化

本研究进一步采用 Western
 

blot检测了1.0mg/kg
 

METH组小鼠海马中ERK1/2、CREB磷酸化水平

的变化。统计发现,1.0mg/kg
 

METH 明显诱导小

鼠海马中p-ERK1/2(与生理盐水组比较,P<0.05,
图1A)、p-CREB(与 生 理 盐 水 组 比 较,P<0.05,
图1B)水平的增高。这表明海马中ERK1/2、CREB
可能参与着1.0mg/kg

 

METH诱导的小鼠空间学习

记忆的提高。

图1 METH诱导的小鼠海马中ERK1/2、CREB的变化

Fig.1
 

Changes
 

of
 

ERK1/2
 

and
 

CREB
 

in
 

the
 

hippocampus
 

of
 

mice
 

induced
 

by
 

METH
A:ERK1/2磷酸化水平变化;B:CREB磷酸化水平变化。与生理

盐水组比较,*P<0.05。METH
 

1.0为 METH
 

1.0mg/kg组。

3 讨  论

本研究采用0.5、1.0、2.0mg/kg
 

METH
 

3个剂

量,研究了 METH 对小鼠空间记忆形成过程的影

响,以期探讨 METH 在空间记忆形成中的量-效曲

线。研究发现1.0mg/kg
 

METH组小鼠相对生理盐

水组小鼠,爬台潜伏期明显缩短(表1),目标象限停留

时间、穿台次数(表3)明显增加,提示1.0mg/kg
 

METH提高了小鼠空间学习能力,增强了空间记忆

水平。0.5mg/kg
 

METH对小鼠空间学习记忆作用

不明显,但0.5mg/kg
 

METH呈现促进趋势,推测可

能是该剂量相对较小,效应较1.0mg/kg
 

METH弱。

2.0mg/kg
 

METH 对小鼠空间学习记忆无显著影

响,但其效应呈下降趋势(表3)。此外,在我们先前

的研究中,更大剂量如10.0mg/kg
 

METH,则会明

显破坏小鼠空间学习记忆[7]。综合本次实验结果,可
推测 METH 对小鼠空间学习记忆的作用呈剂量依

赖性,而且呈倒U型。
记忆形成包括记忆的获得、巩固、提取、再巩固等

过程[14-16]。在学习训练后进行干预,主要影响记忆巩

固[14];在记忆检测前进行干预,主要影响 记 忆 提

取[15];而在记忆检测后进行干预,则影响记忆的再巩

固[16]。本 研 究 采 用 每 天 行 为 学 前 给 药 的 方 式,

METH参与了小鼠空间记忆形成的整个过程。研究

表明,1.0mg/kg
 

METH明显提高记忆巩固,而对记忆

提取、再巩固过程无明显影响[6]。因此我们推测,本研

究中1.0mg/kg
 

METH也可能是通过提高空间记忆

巩固过程而引起的,具体记忆过程有待于深入研究。

METH通过cAMP/PKA 等通路诱导 ERK1/

2/CREB磷酸化水平增高[1,17],磷酸化的CREB可激
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活下游即刻早期基因c-fos、Jun等的表达而增强记

忆[18-19];同时,CREB的持续高表达可诱发突触可塑

性改变,诱导海马中长时程增强[20],提高学习记忆,
提示ERK1/2/CREB的激活可能是学习记忆改变的

重要机制。研究表明,METH 可通过海马等脑区中

ERK1/2/CREB信号通路而提高空间记忆巩固[6]。
本研 究 发 现,1.0mg/kg

 

METH 组 小 鼠 海 马 中

ERK1/2、CREB磷酸化水平明显增高(图1),这进一

步补充了先前的研究结论:海马中ERK1/2、CREB可

能参与着METH诱导的小鼠空间学习记忆的提高。
研究表明,1.0mg/kg及2.0mg/kg

 

METH 会

明显提高小鼠自主活动量、提高活动速度。本研究

中,1.0、2.0mg/kg
 

METH组小鼠游泳速度明显提

高(表4)。为了排除游泳速度对Morris水迷宫行为学

的影响,本研究进一步采用混合线性模型,将游泳速度

作为协变量,结果仍显示明显的药物效应(表5),提示

1.0mg/kg
 

METH 可以明显提高小鼠空间学习记

忆。同时,本研究发现,1.0、2.0mg/kg
 

METH组小

鼠游泳速度均明显高于生理盐水组(表4),但我们仅

检测到 METH
 

1.0mg/kg组小鼠学习记忆的提高,
而METH

 

2.0mg/kg组与生理盐水组无明显差异,这
进一步证明了1.0mg/kg

 

METH提高小鼠 Morris水

迷宫表现主要是通过增强学习记忆,而不是由于其对

速度的影响。
综上所述,1.0mg/kg

 

METH 明显提高小鼠空

间学习能力及记忆水平;在0.5、1.0、2.0mg/kg的

METH
 

3个剂量之间,METH 的效应呈倒 U 曲线

型;海马中ERK1/2、CREB可能参与 METH诱导的

小鼠 空 间 学 习 记 忆 的 提 高。本 研 究 为 深 入 探 讨

METH诱导空间学习记忆的改变及相关分子生物学

机制奠定了一定的理论基础。
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