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樟柳碱所致学习和记忆障碍

动物模型的探讨”
” ,

管林初 崔秋耕
中国科学院心理研究所

,

北京
,

10 0 0 1 2

摘 要

本实脸米用水迷津法
、

步下法和步入法
,

用棒柳碱制备学习 和记忆障碍 的动

物模型
。

结果表明
,

樟柳碱 (加 毫克/ 公斤) 可使小鼠引起学习障碍
,

其表现为通

过水迷津全程的时间延长
,

而且小鼠进入盲路的错误次数明显增多
。

樟柳碱 (10

毫克 / 公斤)可使小 鼠引起记忆障碍
,

在掉柳碱的影响下
,

小 鼠步下平 台或步入暗

箱的潜伏期明显缩短
,

并使它们的错误次数增多
。

本实脸结果进一步表明
,

浏定

小 鼠的记忆障碍
,

步入法似乎比步下法更为敏惑
。
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为了进一步理解引起人类各种心理障碍的种种因素和心理紊乱的实质
,

同时为了更

有效地诊断
、

治疗和预防人体的各种心理障碍
。

现在
,

许多学者和临床心理学家都主张利

用实验动物来制备心理障碍的动物模型
。

在众多的动物模型中
,

人们对学习和记忆的动物模型似乎最感兴趣
。

这是因为研究

动物的学习和记忆有如下两个主要的并且几乎是同样重要的理由「‘] :

1
.

动物实验能为揭示学习和记忆的神经生物学机制提供颇有价值的实验室依据 ,

2
.

研究动物的学习和记忆
,

就能为研究人的学习和记忆提供有用的模型
。

近年来
,

利用心理药物来研究行为活动的神经生物学基础 已愈来愈受 到人 们 的 注

视
。

某些心理药物已成为研究行为的神经生物学机制的重要工具
。

利用作用机制较明确

的一些心理药物来制备特定的脑功能障碍的动物模型已在生理心理学和认知心理学的研

究中普遍应用
。

通过动物模型的制备
,

不但可以了解心理药物是通过什么途径和什么方

式使动物引起脑功能失调的
。

而且
,

可以利用动物模型来寻找和筛选治疗认知功能障碍

的药物
。

观察认知功能障碍的治疗过程和恢复过程
,

这又有助于人们进一步了解调节高

级功能的神经生物学机制
。

随着医学科学的发展
,

人类的寿命日益延长
。

而以记忆为代表的认知功能的障碍是

老年人常见的临床症状
,

这也是年龄老化的一个重要标志
。

因此
,

如何改善老年人的学习

和记忆障碍
,

延缓老年人的衰老过程
,

使老年人健康长寿
,

这已成为当前老年医学和老年

. 本文为中国科学院择优基金资助项 目
。

.. 本文曾在第一届中国科学院神经科学学术会议 (北京
,

1 9 9。
,

12 )上宜 读
。

1) 本文于 1 99 1 年 3 月 1 1 日收到
-
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心理学中令人关注的研究课题阁
。

为了更深入地研究引起老年人学习和记忆障碍的神经生物学机制
,

制备学习和记忆

障碍的动物模型是十分必要的
。

很长时间以来
,

临床上把东食若碱看作导致遗忘症的一

种制剂
。

国际上常把它作为制备学 习 和 记 忆障碍动物模型的药物
,

但价格昂贵
。

前几

年
,

我国从中草药中提取出的樟柳碱
,

其化学结构和药理作用和东食若碱相似
。

不但樟柳

碱的药源丰富
,

价格便宜
,

而且其毒性较低
。

为此
,

本文就以樟柳碱所致学习和记忆障碍

的动物模型进行探讨
。

实 验 方 法

选用昆明种小鼠
,

雄性
,

体重约为 20
.

0 士 2
.

0 克
,

由中国科学院生物物理研究所动物房

提供
。

实验前随机将动物分为三组
,

即樟柳碱 I 组
、

n 组和对照组
。

本实验分两部分进行
:

一为学习障碍动物模型的制备
;
二为记忆障碍动物模型的制备

。

学习障碍动物模型的制备是在水迷津中进行的
。

每天训练动物一次
,

连续训练 5 天
。

在每次训练前半小时给樟柳碱 工组和樟柳碱 11 组动物分别腹腔注射一定 剂量的 樟柳碱
,

给对照组动物腹腔注射等容积的生理盐水
。

将后 3 天的学习成绩进行统计分析
。

记忆障碍动物模型的制备是参照国内外常用的制备方法和给药途径并通过步下法和

步入法两种方法进行的 [3J
。

训练前半小时给樟柳碱 工组和樟柳碱 11 组分别腹腔注射一定

剂量的樟柳碱
,

给对照组动物腹腔注射等容积的生理盐水
。

本实验所用的樟柳碱由中国医学科学院药物研究所陈先瑜教授和张均田教授惠赠
。

一
、

学习障碍动物模型的制备

水迷津装置 (72
.

5 x 37
.

6 x 20 .0 厘米
3) 是由黑色的有机玻璃组成的

,

由中国医学科学

院药物研究所设计并制造
。

水深 10 厘米
,

水温一般控制在 22
.

0一25
.

0℃ 之间
。

本装置共

设 4 个盲端
,

终点设有台阶
,

动物通过台阶可上岸躲避溺水的威胁 (图 1 )
。
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图 i 水迷津内部通 路框图 图 2 步下法实脸箱示意图

i
、

2
、

8
、

4 分别为盲端 ,
Sl 为第一起始 点, S : 为第二起始点 ,

s , 为第 三起始点 , G 为终点台阶

此外
,

水迷津实验装置还设有自动记时和记数 显示部分
。

它能 自动 显示 动物 通过

水迷津金程所需的时间以及进入盲路的错误次数
。

如实验动物在规定时间内未 通过 全



1 期 管林初等
:

樟柳碱所致学习和记忆障碍动物模型的探讨

程
,

即未能如期到达终点
,

待特定的时间一到
,

计时器和计数器便立即自动停止计时和计

数
。

·

与此同时
,

报警器便立即 自动发出悦耳的报警声
。

这就表示该实验动物在这规定的

时间内没有学会躲避 溺水的威胁
。

本实验将从第二起始点 (s 2 )起到终点为止的路程作为

水迷津的全程
,

要求动物在 2 分钟内到达终点
。

二
、

记忆障碍动物模型的制备

记忆障碍动物模型的制备按如下两种方法进行
:

1
.

步下法 (ste p d o w n te st)
:

步下法通常又称跳台法
。

实验 箱为2 0
.

0 火 2 0
.

0 x 3 0
.

0

厘米
” ,

由本所工厂自制
。

它是 由白色透明的塑料板组成的
。

箱底铺以间距为 1
.

0 厘米的

铜栅
,

可以通电
。

在实验箱的左后方置 7. 5 x 7. 5 x 4. 0 厘米
3 乳白色不透明的塑料板平台

(图 2 )
。

由南京无线电厂生产的 SM I一 1 型动物试验仪提供电刺激
,

它能自动控制刺激电

流的强度和刺激时间
。

实验时
,

先将动物放入实验箱内适应 3 分钟
,

再将动物放在平台上并立即通以电流
,

电流强度为 0
.

3一0
.

4 毫安
。

在通常的情况下当动物从平台上步下受到电击后
,

其正常反

应是跳回平台以逃避电击
。

有些动物可能再次或多次从平台步下至铜栅上
,

当它们再次

受到电击后
,

又迅速跳回平台
。

如此连续训练直至动物在平台上站立满 5 分钟
,

即作为达

到学会的标准
。

记录在训练时每只动物下台受 电击的次数
,

即错误次数
。

以此作为训练

时动物的学习成绩
。

训练后 24 小时
,

将动物再次放置于平台上
,

以同样的方式进行测查
。

测查时
,

记录每只动物第一次步下平台的潜伏期以及 5 分钟内的错误次数
。

将潜伏期的

长短和错误次数的多少以及错误动物所占的百分比作为评价记忆好坏的指标
。

2
.

步入法 (ste p th r o u g h te s t) :
本实验装置

是 由深灰色有机玻璃板组成
。

它分明箱和暗箱两

部分
。

暗 箱 的 长宽 高分别 为 20 .0 x 20 .0 x 30 .0

厘米
。

在暗箱的底部铺以铜栅
,

可以通电
。

刺激

电流同样由 SM I一1 型动物试验仪供给 并 调 节
。

在暗箱箱体底部的正前方
,

有一个直径为 4 厘米

的门洞
,

在此洞的下方有一块向箱体外延伸的小

板(8 .5 x 3. 5 厘米
“)

。

实验时
,

在这小板的上方设

一白炽灯 (60 瓦 )形成明区
,

而箱体内部则为暗区

(图 3 )
。

实验时
,

将动物背向门洞放置于箱体外的小

板上
,

记录动物步入暗箱内的潜伏期
。

当动物一

进入暗箱
,

立即将门洞关闭
,
并给予电击 (0

.

3一0. 4

毫安)
,

电击时间为 3 秒钟
。

待电击结束后
,

将动

物放回饲养笼
。

24 小时以后
,

再次将动物背向开

启的门洞放置于小板上
。

测查时
,

当动物进入暗

箱后
,

暗箱的门洞不再关闭
,

此时暗箱底部通电
。

观察并记录动物在 5 分钟之内步入暗箱的潜伏期

~ 一 ‘ A

.....

一一沪沪

A :明箱区 B :
暗箱区

图 3 步入法实验箱示意图

和步入暗箱的错误次数
。

同样
,

将潜伏期的长短
、

错误次数的多少和错误动物所占的百分
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比作为评价动物记忆好坏的指标
。

实 验 结 果

为了进一步证实樟柳碱对小鼠的学习是否有破坏作用
,

本实验采用水迷津来观察樟

柳碱对小鼠行为活动的影响
。

动物在水迷津中从起始点到终点通过全程所花费时间的长短
,

是衡量它们的学习成

绩的一个重要指标
。

结果表明
,

樟柳碱 I
、

n 组动物每天到达终点所费的时间较长
,

而对

照组则较短 (表 1 )
。

随着训练时间的延长
,

对照组动物到达终点的时间愈来愈短
。

樟柳碱
.

1 组 ( 5 毫克/公斤 )的学习成绩较差
,

但它和对照组相比
,

差异并不显著
。

樟柳碱 n 组 (10

毫克/ 公斤 )的学习成绩更差
,

特别是当训练后第五天
,

和对照组相比差异非常显著 (表 1 )
。

表 1 各 组 动 物 给 药 后 到 达 终 点 的 时 间

给药后 到达终点的时间 (秒)变化 (M 土 SD )

组 别
动物数

(只 ) 第 三 天 第 四 天 第 五 天

停药 1 天后到达终

点的时间(M 士 SD )

5 4
。

7 士 4 8
。

5 2 0
。

8 士 3 0
。

4 2 2 。

9 士 2 8
。

3

棒柳旅 I
( 5 毫克/ 公斤)

6 8
。

7 士 4 5
。

8 1 5 0
。

7 土5 2
。

0 2 8
。

2 士 3 1
。

4 3 5
。

1 士 3 6
。

1

棒柳碱 I

(1 0毫克 /公斤 )
7 4

.

8 士 48
。

7 1 4 5
.

5 士3 5
。

8

l
6 7

。

5 士 4 4
。

2
.

3 4
。

8 士 37
。

5

和对照组 比较 : .

P’ 气。
.

0 01

从训练后第三
、

第四和第五天连续三天的训练成绩来分析
,

对照组动物有一半以上三

天来的学习成绩均在 1 分钟之内到达终点
,

而樟柳碱 工
、

n 组的学习成绩比对照组差 (表

2 )
。

其中
,

樟柳碱 n 组 (10 毫克/公斤 )和对照组之 间的差异较为显著 (P < 0. 01 )
。

该组没

有一只动物能在 1 分钟之内到达终点(表 2)
。

表 2 连续 3 天均在 1 分钟之内达到终点的各组动物数

组 别 剂 量
(毫克 /公斤 )

连续 8 天到达终点均在 i 分
钟之内的动物数(万)

樟柳碱 I

樟柳碱 l

7 / 1 3 (53
.

8 )

2/ 1 2 (16
。

7 )

0/ 12 ( 0 ) *

和对照组 比较 : .

P < 0
.

01

动物在水迷津训练中进入盲路的次数
,

即错误次数的多少是判断它们的学习成绩的

另一个重要指标
。

本实验的结果表明
,

樟柳碱可使动物进入盲路的错误次数增加(表 3)
。

不过
,

樟柳碱 I 组和对照组之间的差异无统计学意义
。

训练后第四天
,

樟柳碱 n 组和对照

组之间的差异开始明显(P < 0
.

05 )
。

训练后第五天
,

两组之间的差异更为明显 (P < 乐00 5 )
。

樟柳碱对小鼠的步下行为有影响
。

不过
,

当樟柳碱 的剂量为 5 毫克/公斤时
,

其影响

不甚明显
,

而当樟柳碱的剂量为 10 毫克/ 公斤时
,

其影响较为明显 (表 4 )
。

对照组所有动

物的潜伏期均为 3 00 秒
。

这就是说
,

对照组动物在平台上的站立时间均在 5 分钟或 5分

钟以土
,

在测验时没有一只动物步下平台而受到电击
。

而樟柳碱 (10 毫克/ 公斤 )能使动
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表 3 两 分 钟 内 各 组 动 物 进 入 盲 路 的 错 误 次 数

组组 别别 动物数数 给 药 后 错 误 次 数 的 变 化(M 士S D ))) 停药 1 天后 的错误误

(((((只 ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) 次数(M 土S D )))第第第第 三 天天 第
.

四 天天 第 五 天天天

对对 照照 1 333 6
。

2 士 6
。

222 3
。

4 士 3
。

777 2
。

1 士3
。

888 2
。

5 士 3
。

444

樟樟柳碱 III 1 222 1 1
。

4 土8
。

888 7
。

4 士7
。

333 3
。

8 士 4
。

666 5
。

4 土 4
。

888

《《5 毫克/ 公斤 )))))))))))))

樟樟柳诚 lll 1 222 1 1
。

5 土7
。

888 8
。

8 土 6
。

8
...

12
。

O 土8
。

7
0 ...

4
。

3 土 4
。
888

(((1 O毫克/ 公斤 )))))))))))))

和对照组 比较
: .

P< O
。

0幻 二P< 0
.
0 05

表 4 禅柳碱对小鼠步下行为的影响

组组 别别 剂 量量 动物数数 训练后 24 小时动物 的行为反应应

(((((毫克/ 公斤))) (只 ))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))) 潜潜潜潜潜伏期(秒))) 错 误次数数 常误动物 的百分数数
(((((((((M 土S D ))) (M 土S D ))) (终)))

对对 照
’’’

1 333 3 0 0
。

0 士000 000 000

摊摊柳旅 III 5
.

000 1 222 2 7 5
。

3 士 8 5
。

777 0
。

1 士0
。

3
‘‘

8
。

333

1110
。

000 1 333 8 2
。

5 士 1 3 1
。

4 ... 0
。

9 士0
。

777

和对照组比较二P < O
。
0 01

表 5 扮柳碱对小鼠步入行为的影响

} 荆 ,
⋯

·

组 别 l }

—
{止竺竺三兰⋯

一牛聋一卜一二一一
~

- 竺竺塑- -

卜一二二-
-

林柳碱 1 . 1”.0

动物数

(只 )

训练后 24 小时动物的行为反应

潜伏姐(秒 )

(M 士 SD )
错误 次数
(M 士 SD )

2 4 7
。

3 士 8 7
。

1 O
。

滩士 O
。

7
.

1 1 1
。

5 士 1 2 9
。

6 . } 0
.

9 士 0
。

7

...

30
。

888

777 5
。

0 ...

13一12

1 0 7
。

9 士 9 8
。

7二 1 1
。

5 士 0
。

9 .

和对照组 比较
: * P < 0

。

0 5 一 * * P< o
。

0 2

物的潜伏期明显缩短 (P < 0. 0 0 1 )
,

使动物的错误次数增加
,

并且
,

有半数以上的动物步下

平台曾受到 1 次或多次电击 (P < 0. 0 0 1 )
。

樟柳碱 5 毫克/公斤或 10 毫克/公斤均可使动物步入暗箱的潜伏期明显缩短
,

使动物

的 错误次数增加
,

并且
,

樟柳碱可使错误反应动物所占的百分率增加 (表 5 )
。

其中
, 以樟

柳碱剂量为 10 毫克/ 公斤时则更为明显(P < 0. 0 0 1 )
。

讨 论

本实验成功地用樟柳碱制备了学习和记忆障碍的动物模型
。

实验结果表明
,

在我们

的实验条件下以樟柳碱剂量为 10 毫克 /公斤所制备的学习和记忆的动物模型较为 理想
。

该剂量组的各项观察指标和对照组相比
,

其差异较为显著
。

而当樟柳碱剂量为 5 毫克/ 公

斤时
,

只能大致看到动物有学习和记忆障碍的趋势
。

和对照组相比
,

除个别指标有显著性

差异外
,

一般来说
,

其差异均不甚显著或不显著
。
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目前
,

制备学习和记忆障碍动物模型的方法很多
,

有电休克和 电损毁的方法
,

有造成

脑部缺血和缺氧的方法
,

还有应用某些化学制剂或神经毒素以及睡眠剥夺等方法 [4]
。

现

在
,

可利用不同的给药方式来观察药物对学习和不 同的记忆过程的影响
。

国内外有关学

者一般认为
,

训练前给药
,

可观察药物对学习和记忆获得的影响 ; 训练后给药
,

可观察药物

对记忆保持的影响 ; 测验前给药
,

可观察药物对记忆提取的影响
。

本实验选用的是训练前

给药的方法
。

一个动物模型能否正确地反映人类心理紊乱的基本特征
,

这是制备各种心理障碍动

物模型成败的关键
。

一般来说
,

动物模型和人类实际的心理障碍之间有明显的差别
,

而且
,

动物模型只是人类的真正疾病或 心理紊乱的一种简化形式或单纯的复制
。

正如 M c ki n -

ne y 于1 9 7 7 年所叙述的那样 [ “] , “

模型就是模型
” ,

而不是疾病的本身
。

事实上
,

没有一个

动物模型是人类疾病的完善的和精确的复制品
。

更确切地说
,

动物模型通常是以高度简

化和理论化为基础的
,

而不是全面的概括形式
。

动物模型永远不会是
“

真正的疾病
” ,

而只

是真正疾病的模型
。

过去
,

评价动物模型缺乏确切的标准
。

近年来
,

许多研究者已提出作为判断心理障碍

动物模型的若干标准
。

一般认为有三条标准
,

即动物模型的效度
、

特征性和实用性
。

ol t-

on (1 98 5 )指出[“] ,

记忆障碍动物模型的效度最终会受到如下三个方面的检验
: 1

.

涉及正

常记忆的脑机制 ; 2
.

能复制引起记忆损害的病理变化 ; 3
.

通过治疗能减轻记忆损害
。

因此
,

他认为
,

一个动物模型如能反映或包括上述的三个方面
,

这方可认为是成功的动物模型
。

本实验采用樟柳碱造成动物的学习和记忆障碍
,

它完全能反映上述的三个方面
。

我们知

道
,

胆碱能药物参与调节动物和人的学习和记忆过程
。

我们 以往的工作多次表明 t7 ’“] ,

樟

柳碱和东食著碱同属抗胆碱能制剂
。

石杉碱甲等胆碱能激动剂可逆转
、

领顽和改善樟柳

碱所致动物的学习和记忆障碍
。

因此
,

可以认为
,

樟柳碱是制备学 习和记忆障碍较理想的

化学制剂
,

其优点是不但制备的方法简单
,

价格便宜和节省时间
,

而且方法可靠以及重复

性好
。

它完全可代替进 口的东莫若碱
。

现在
,

樟柳碱不但可从我国天然的丰富
.

的植物资

源中提取
,

而且也可以人工合成
。

我们必须对每一个动物模型进行客观的评价
。

好的并有代表性的动物模型要使其不

断完善
,

并将推广到生理心理学和医学心理学中去应用
。

过去
,

动物模型对医学心理学已

作出了重要的贡献
。

我们深信
,

不久
,

动物模型对医学心理学将会起更大的作用
。
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