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脑室注射 6一羟基多巴胺对小鼠被动回避性反应和脑 内乙酰胆碱及 
M 受体的影响 

潘恩源 (北京中医学院药理教研室．北京 100029，中国) 
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^BSTR^CT In step—through and steD—down 

tasks．icy 6-hydroxydopamin~(6—0HDA)20川；on 

d 14 before training irepaired tk~ learning and 

mcm0ry processes in mice． But the atone虹c eff~~tS in 

mice received icv 6—oHDA were overcome by ip 

r．opolamine(Stop)0．5 mg·kg一。 at 15 man before 

ⅡL W hen mice were pretreatcd with icv 6-OHDA 

也e content oface竹Icholine【Ach)inthebrain showed 

no ehangc， whereas the ACh-depleting action of 

Stop(2 mg·kf。)w“diminish。d 【JH]Quinu~lidiayl 
b~azihite binding assay indicated that the brain 

muscarinic re~ptor density(口一 )and in the mice 

after icy 6-0HDA were rcspcetively decreased 48％ 

and 57％ a3 compared to the icv St~riIc water oup． 

These findings suggested a possible participation of 

bram ChOlinerglc oer'cous system in menlory 

impairmentinducedb icy6--0HDA inmice 

KEY W ORDS 6-hydroxydopamin~； quinuclidinyl 

bcnzilate； scopolamine； avoidance learning； 

memory； bra in； ace tylchohne； muscarinic rece pto~ 

提要 用避暗法 。跳台法和放射性棱素法研究发现 

羟基多巴胺(6---OHDA。20 pg)后 d 14 能拂制 

小鼠的被动回避性反应，此作用可为东莨菪碱【scop) 

0．5 mg·kg- 所拮抗．能减弱 Stop对脑内乙酰胆碱 

含量下降的作用．并使小 鼠脑 内 M 受 体敷j虫少 

4B％。 而 亲 和 力 增 加 57％．本 结 果 表 明。icy 

6-OHDA对小鼠学习记忆的伤害作用。可能与其脑 

内胆碱能神经有关． 

关键词 6一羟基多巴胺；二苯羟乙酸奎宁酯；东莨 
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某些 由中枢儿茶酚胺神经元功能亢进或减 

弱所引起的精神情感障碍和疾病．往往伴有 

脑内胆碱能神经括动的改变“J．文献报道，当 

脑内儿茶酚胺递质耗竭后．脑干部位的胆碱 乙 

酰化酶活性增加 )．并加强抗胆碱药物对动物 

行为活动的影响0．．)．在迷宫实验 中增敏东莨 

菪 碱 (scopolamine． Stop)的 致 记 忆 缺 损 作 

用 )．但在避暗法中却能延长小剂量 Scop组 

小鼠测验期的潜伏期 ．本文用 icv 6一羟基多 

巴胺(6--hydroxydopamin~，6-OHDA)毁损脑 

内儿茶酚胺神经末梢的方法，以观察其对小鼠 

学习记忆及脑内胆碱能神经功能的影响． 

M ATERIALS ANO M ETH0l’s 

小鼠 昆明种， a，体重 13±SD 1．7 g． 

购于北京中医研究院动物房．用乙醚麻醉． 

剪 开 头 部 皮 肤 ， 取 AP-0．4， ML+1．5． 

DV-2．2I7J
． 于侧脑室注射 6-OHDA。对照组 

注入 20 1注射用水． 

药 品 6～OHDA，Fluka产 品 ．Scop。 

Merck 产 品 [3HI-- 苯 羟 乙 酸 奎 宁 酯 

([ HIquinuclidinyl benzilate．【 H]QNB)25 1．4 

TBq·too!～，AmershamUK产 品． 去 甲肾 

上腺素(norepmcphrine，N E)，Scrva产 品． 

多 巴胺(dopaminc，DA)．Sigma产 品，5～羟 

色胺 (serotonin．5一HT)，Sigma产 品．乙酰 

胆 碱(aeetylcholine， ACh)．[ H]ACh，ACh 

抗血清。均由军事医学科学皖供给． 

孔径 0．45胛 的混合纤维素微孔滤膜。49 

型玻璃纤维纸，上海虹光纸厂生产． 

被动 回避 性 反应 实 验 ts) 采 用 避 暗 法 

(step-through)和跳台法(step-down)．避暗法 

记录小鼠训练期和 24 h后测验期的错 误潜伏 
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期，及测验 期的错误 数．跳 台法训练期让小 

鼠适应 3rain，然后通电 36v，5rain，并记 

录 5rain内的触电次数．24h后测 5rain内所 

出现的错误数 

ACh放射免疫 测定 ’ 小 鼠断头取脑， 

用冷 HC10．0．1tool·L 匀浆，离心．ACh 

抗血清用磷酸缓冲液 50 mmo]·L～，pH 7．4， 

1：500稀 释 ． [3H]ACh用 HC1 0．叭 tool· 

L『’稀释．样品测定管中含有稀释的 ACh抗 

血清 500 1．脑组 织 上清液 10 1及稀 释 的 

[3H]ACh 10 I_标准管在稀释的ACh抗血清 

500 pl中分 别 加入 ACh 160，40， 10．2,5 

pmol·L～．混匀后置 4℃ 12-16h后用混台 

纤维素徽孔滤膜真 空抽滤，80℃烘干．放人 

0．5％甲苯 PPO闪烁液内，用 B~kman 5801 

藏闪计数仪测放射性． 

脑组织中 ACh含量的计算 计算公式如 

下： 

B／B0(％)=(B—N)·(Bo-N)一‘×100 

Y—logit B／B (％) 

： In((B／B ％)·(1O0～B／B ％) )； 

=Ig10x 

B和 B0为各标准管或样品管和零标准管 

的dpm数，N为无抗 ACh血清管读数．x为 

加入 的标 准 ACh数或样 品管 中的 ACh量 ． 

用直线回归处理求出 ACh pmol·(mg脑)～． 

M 胆 碱受体 的制备 小 鼠脑用冷蔗糖 

0．32 tool·L『 1：20 t／vo1)匀 浆 ， 4℃ 

2000 g离心 10rain 取上清液 4℃ 40 000× 

g离 心 10 rain． 沉 淀 再 用 Tris-HC1 50 

mmo]·L～，pH 7 4缓 冲液洗 涤，40 000X g 

离心 10 min．最后沉淀加入 Tris缓冲液，置 

O℃备 用 膜制 备 中蛋 白的含 量 用 比色 

法 ‘ 定 ． 

M 胆碱 受体结台实验 总反应管中加入 

[3H]QNB 0．03—4．0 nmol·L-’．非特异管中除 

加入相同浓度的PH]QNB外，另含有阿托品 
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0．5 mo1·L～．反应液为 Na—K磷酸缓冲液 

50 mmol·L～，pH 7．4．总反应 管和 非特异 

管都加入上述制备的膜蛋白 100 g．终容量 

200 1．混匀后 37℃水浴 30 min．然后用冷缓 

冲液中止反应．49型滤纸过滤，80'C烘干． 

置甲苯 PPO闪烁液中测定放射性强度 结果 

用总反应管的 dpm数减去非特异管的 dpm 

数．求出PH NB对M胆碱受体的特异性结 

合．并用 Scatchard作图法，求出 M 受体的 

最大结合数 及其平衡解离常数 ％ 值． 

RESULTS 

对 学 习 记 忆 的 影 响 小 鼠 分 别 

oHDA 20，10，5 g及水．d 14进行避暗实 

验．结果发现，训练期各组 小鼠的潜伏期没 

有显著差异．但在测验期．6-OHDA组小鼠 

的潜伏期缩短，错误数增加．其中20 g组与 

对照组相差显著(Tab 11l 

Tab 1． Effects of icy 6--OHDA OR IIIOtlS~learning and 

memory pmee~ m In etelr-through． The experI柚eat 

WH pertormed OR d 14 after Icy 6--OHDA and sterile 

water． ^墨l3， ± SD． ’P>0．05， ¨P<0．O5 

”-尸<0．01"jltrIle water fcontro1)． 

Dose Latcncics(s) Rctcntion 
Group 

g Training Retenn。n M
err

em

。

o

rs

ry 

对记忆再现 或保留的影响 选择在测验 

期潜伏期 )300 s的小鼠，d 3 icy 6-OHDA 20 

g．间隔 14 d进行重测验，观察此次的潜伏 

期．结果对照组和 6-OHDA组的潜伏期分别 

为 255_+89．202±122 )0．05)． 

对 Scop引起记忆障碍的影响 小 鼠 icy 

6-OHDA后 d 14．在进行被动回避性反应实 

验的训练期前 15 rain．ip Stop．记录训练期 
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Tab 2． Effects ofIcY6-OHDA 20 gOIIIp S∞ I耐 uOed amnesbe micethat received 6-OITDA or_怔一k waterd 

14 before u'sledag test step-throq h an d step-dews． lO， 土 SD． ’P>0．05． ¨，<O．05。 ⋯ P(O．01 v 

C~ tmL P>0．05． ”P<0．O5" Seep． Stopip 15 miabe foretraining, 

和测验期避暗法的潜伏期，及跳台法中的错误 

数．结果显示，Scop 0．5mg·kg- 完全消除 

icy 6-OHDA对小 鼠被动回避性 反应 的抑制 

作用．而 2mg·kg- 则无对抗作用(Tab2)． 

对 Stop引起脑内ACh含量下降的影响 

小鼠在接受 icy 6-OHDA后 d 14．在取脑测 

ACh前 30 min各组小 鼠分别 ip不 同剂量的 

Stop或生理盐水．结果表明，icy 6-OHDA 

对正常小鼠脑中ACh含量投有影响，但减弱 

Stop引起脑内ACh浓度下降的作用frab 3)． 

对脑内M 胆碱受体的影响 在进行脑 M 

受体 测定前 d 14，小 鼠 icy 6-OHDA．通过 

Tab 3． Efleets of1钾 HDA 20地 on帅 IlACh 

content aM IP Seep—indueed ACh de脚etioa ofbra I． 

-Ice窖ITe-Icy 6一oHDA or sterile water(contro1)伽 d 

“ k rnre experIm eat． ；10． 土 SD． ‘P>0．05 

⋯ P<0．O1 v ∞ n订oI． P>0
．05． *P‘0．05 " 

scop． ‰ ptp30intobeforeteat． 

up (m 1)(肿A
01

ce

．

t

㈣

ylcho

b

l ine 

t) 

受 体 结合 实 验及 Scatchard作 图 发 现． icy 

6-OHDA组小鼠脑内 M 受体密度 比对照组 

减少 48％，局 值下降 57％frab 4)． 

4． Effects of kT 6-OID A O41 mu~adnlc 

receptm's in morn  brabe． 6—0H DA and steHfo water 

(comm1)wereInjectedIcyOIId14beforet 一̂7． 
±SD． “ ‘O．O1" contro1． 

Group D ose 麓 血一 
(fm0l·(rn te_m ) (nmo1：L-1) 

对脑 内单胺 类神 经递质 的影响 icy 

6-OHDA后 d 14．用荧光分光光度法测定小 

鼠脑内单胺类神经递质的含量．其中以 NE 

含量下降最明显(62％)，DA下降 38％．而 

5-HT的含量则无影响frab 5)． 

Tab 5． Effect~of kv 6—0HDA OII bra monoambee 

neurotrmmmlttere mice that receIved 6—0HDA Or 

sterilewater(congro1)nm d14 afterIcy． =9。 ±SD． 
”  

<0．01" contro1． 
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DISCUSSIoN 

选择性毁损脑内儿茶酚胺神经，对动物学 

习记忆 的影 响，文献 报道不一” 这可能 

与实验方法，动物月龄及递质耗竭的程度等因 

素有关 本文选用幼年小鼠 icy 6-OHDA 

能抑制其被动回避性反应．但对记忆的保留或 

再现无障碍作用．这说明脑内 NE和 DA神 

经主要参与记忆的获得或巩固过程 

Stop通过阻断突触后膜的 M 受体而损伤 

记忆的获得过程．通过阻断突触前膜的M 受 

体．使 ACh释放增加，脑中含量减少．本实 

验 发 现 ，经 过 icy 6-OHDA 处 理 的小 鼠 ， 

Stop的记忆障碍作用和降低脑中ACh的作用 

均减弱．这显示 脑内儿茶酚胺神经末梢受损 

后，中枢 的腮碱能神经突齄前和突齄后机能 ． 

均有一定的增强．从而部分的拈抗了sc0p的 

中枢作用．或 Scop的中枢作用可能与儿茶酚 

胺神经递质有关．或脑内的胆碱能神经可能 

参与 icy~OHDA对小鼠被动回避性反应的 

抑锎作用． 
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