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地卓西平全身和局部给药对小鼠
前皮层多巴胺及其代谢产物和行为学的影响

左代英,李 霞,任利翔,王佳平,吴英良
(沈阳药科大学 药学院,辽宁 沈阳 110016)

摘要: 目的 研究地卓西平( MK 801)全身和局部给药对小鼠前皮层( PFC)中多巴胺( DA)及其代谢

产物二羟苯乙酸( DOPAC)和高香草酸( HVA)的影响及行为学改变。方法 通过微透析结合高效液

相色谱 电化学法( HPLC ECD)检测 DA及其代谢产物, 同时监测小鼠的自主活动。结果 腹腔注

射 MK 801 ( 0 6 mg kg- 1)能明显增加小鼠 PFC 中 DA、DOPAC 和 HVA 的水平,并明显增加小鼠

自主活动次数;向小鼠 PFC中局部灌注MK- 801( 10、50 和 250 mol L - 1)可以剂量依赖性地增加

PFC 中 DA的水平和小鼠的自主活动次数, 但对 DOPAC 和 HVA 没有明显的影响; 无论全身给药

还是局部灌注给药,小鼠 PFC 中 DA的水平与自主活动呈明显的正性相关。结论 MK 801 至少部

分上是直接作用于 PFC 的 DA 能神经元促进 DA 的释放, DA 参与 MK 801 诱导的行为反应。

关键词: 地卓西平; 微透析;多巴胺; 自主活动;精神分裂症

中图分类号: R 964 文献标识码: A

精神分裂症( schizophrenia)是危害人类健康

的一大顽疾, 其发病机制目前尚不完全清楚。近

年来,精神分裂症的 NMDA 受体功能低下假说得

到了前所未有的关注,一些 NMDA受体拮抗剂如

苯环己哌啶( phencyclidine, PCP)能够诱导人和动

物产生精神分裂症样症状[ 1, 2]。地卓西平 ( di

zocilpine, MK 801)与 PCP 类似, 是 NMDA 受体

的非竞争性拮抗剂。作者前期的研究表明, M K

801能够诱导小鼠产生运动亢进、定型反应和共

济失调等精神分裂症样行为表现, 与文献[ 3]报道

相一致。有研究认为, NMDA 受体拮抗剂所诱导

的行为反应至少部分上有多巴胺( dopam ine, DA)

能机制的参与, 因为一些基于 DA 能假说的抗精

神病药如氟哌啶醇能够阻断 PCP 所诱导的活动

亢进和定型行为
[ 4, 5]
、DA耗竭可以拮抗 MK 801

诱导的行为反应[ 6] ,并且 MK 801诱导运动亢进

的阈剂量在单胺能系统完整的动物要比单胺耗竭

的动物低 10 倍左右[ 7]。鉴于二者之间的密切联

系,而现有这方面的研究多集中于全身给药对大

鼠不同脑区单胺递质的考察, 且结果存在不一致

性[ 8, 9] , 所以作者进行以下一些实验来系统考察

MK 801全身给药以及前皮层( Prefrontal cortex,

PFC)局部灌注给药对小鼠 PFC 中 DA 及其代谢

产物水平的影响, 希望能为本模型的行为机制提

供更进一步的实验依据。

1 仪器与材料

EP 10 型高效液相色谱仪 (日本 Eicom 公

司) , ECD 100电化学检测器(日本 Eicom 公司) ,

S 10型自动进样器(日本 Eicom 公司) , EP 50型

微透析泵(日本 Eicom 公司) , JS 3050 色谱工作

站(大连江申分离科学技术公司) , 江湾 型 C07

2B脑立体定位仪(第一军医大学) , 佳能摄像系统

(日本 Canon公司)。

MK 801 (美国 Sigma 公司) , Ringer! s 液:

140 mmol L
- 1

NaCl, 3 35 mmol L
- 1

KCl,

1 26 mmol L - 1 CaCl2, 1 15 mmol L- 1 MgCl2,

1 35 mmol L- 1Na2HPO4, 0 3 mmol L
- 1NaH2PO4,

pH 7 4,临用前用 0 22 m 微孔滤膜抽滤。

昆明种小鼠,雄性, 体质量 25~ 30 g,沈阳药

科大学实验动物中心提供, 动物合格证号: SCXK

(辽) 2003 008。
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2 方法

2 1 脑微透析方法

小鼠腹腔注射水合氯醛( 350 mg kg
- 1
)麻醉

后,固定于脑立体定位仪上。切开头部皮肤, 暴露

颅骨,在冠状缝水平向前 1 mm,左右各 3 mm 处,

用牙科钻在左右两侧各钻一孔,将自制的透析管横

向植入前皮层内,用牙科水泥固定。术后 18~ 24 h

待小鼠苏醒恢复正常后进行灌流实验。将透析管

与微透析泵相连,用 Ringer! s液以 4 L min- 1恒

速灌流。弃去前 30 min 的流出液,以后每20 m in

收集一个样品, 待给药前连续 3个样品中所测得

的样品含量基本稳定后, 进行全身给药 ( MK

801, 0 6 mg kg
- 1
, 腹腔注射)或局部灌注给药

( MK- 801 10、50或 250 mmol L- 1分别溶解于

Ringer! s液中)。测定给药后 200 min 内前皮层

DA及其代谢产物 DOPAC和 HVA 含量的变化。

实验结束后,将动物断头,检查透析管埋植位置是

否正确,位置不正确的动物,其数据弃之[ 10]。

2 2 DA及其代谢产物的含量测定

精确吸取透析液 20 L, 立即注入 HPLC-

ECD系统中, 对各个单胺递质的含量进行检测。

色谱条件: Wakosil ∀ 5 C18 ( 4 6 mm # 150 mm,

5 m) 色谱柱 (日本, 和光纯药株式会社) , 流动

相:体积分数为 10%的甲醇溶液, 0 1 mol L
- 1
柠

檬酸, 0 1 mol L- 1醋酸钠, 0 05 mol L - 1乙二胺

四乙酸二钠( EDTA- Na2) , 65 mg L- 1辛基磺酸

钠, pH= 3 8, 流速: 1 0 mL min- 1。电化学检测

器工作电压: + 0 75 V。

2 3 行为学实验

在脑内微透析的同时监测小鼠自主活动, 将

小鼠放于一旷野箱中, 旷野箱规格为 40 cm #

30 cm # 20 cm, 底部划分为 20个等格, 用摄像机

记录小鼠的自主活动。在给药前 15~ 5 m in 间及

从给药 5 m in后开始每隔 10 min记录 1次,直至

给药后 200 min。回放计数小鼠自主活动次数,

以小鼠四肢走到同 1格内为走动 1格。

2 4 统计学处理

将给药前 3个连续样品测定值的平均值作为

基础值, 数据以  x ∃ S E M 表示。给药后每

20 min 的变化以基础值的百分数表示, 绘制曲线

图,采用反复测定方差分析判断组间总体显著性

和交互作用;各时间点的数值与生理盐水组相应

值采用 Student! s t test 进行统计分析, 同时计算

每只小鼠的 DA 水平与自主活动的 Pearson! s相

关系数。P< 0 05判定有统计学意义。

3 结果

3 1 全身给药和局部给药对小鼠 DA及其代谢

产物的影响

如图1所示, MK 801( 0 6 mg kg- 1, ip, n= 9)

能明显增加小鼠 PFC细胞外液中 DA 水平( 20~

200 min内, F1, 16= 13 890, P= 0 002)。给药后细

胞外液中 DA水平即开始升高,在 20~ 40 min达

到峰值( 521 8% ) , 120 m in 左右回到基础水平。

DA的代谢产物 DOPAC(图 2, 20~ 200 min 内,

F 1, 18= 11 918, P = 0 003)和 HVA 水平 (图 3,

20~ 200min内, F 1, 18= 6 756, P= 0 018)在PFC

Fig. 1 Effect of systemic administration of MK 801

( 0 6 mg kg
- 1

, ip) on extracellular DA levels in the PFC of

mice * P< 0 05, * * P< 0 01 compared with the corre

sponding vehicle group

Fig. 2 Effect of systemic administration of MK 801

(0 6 mg kg
- 1
, ip) on extracellular DOPAC levels in the

PFC of mice * P< 0 05, * * P< 0 01 compared with the

corresponding vehicle group
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Fig. 3 Effect of systemic administration of MK 801

( 0 6 mg kg- 1 , ip) on extracellular HVA levels in the PFC

of mice * P< 0 05 compared with the corresponding vehi

cle group

Fig. 4 The time course for the extracellular levels of DA

after perfusion of 10, 50, 250 mol L- 1 MK 801 into the

mice PFC The arrow indicates the time of MK 801 perfu

sion * P< 0 05, * * P < 0 01 compared with the corre

sponding vehicle group

Fig. 5 The time course for the extracellular levels of

DOPAC af ter perfusion of 10, 50, 250 mol L- 1 MK 801

into the mice PFC. The arrow indicates the time of MK 801

perfusion

Fig. 6 The time course for the extracellular levels of HVA

after perfusion of 10, 50, 250 mol L- 1 MK 801 into the

mice PFC The arrow indicates the time of MK 801 perfu

sion

细胞外液也有不同程度的升高。MK 801( 10、50

和250 mol L- 1)于小鼠 PFC中局部灌注给药可

以剂量依赖性的增加 PFC细胞外液中 DA水平,

最大增加值分别为 183 6%、274 2%和 425 8%

(图 4)。PFC 局部灌注给药对 DA 的代谢产物

DOPAC和HVA没有明显的影响(图 5、6)。

3 2 全身给药和局部给药对小鼠行为学的影响

微透析试验的同时, 作者同步观察了小鼠的

自主活动。结果表明, 生理盐水对照组小鼠在整

个实验过程中多在旷野箱内处于安静状态,睡眠

或清醒,偶尔有少量的正常探求行为。MK 801

( 0 6 mg kg- 1, ip, n = 9)给药后能明显增加小鼠

自主活动的次数(图 7; 5~ 195 min时间内, F 1, 16=

46 680, P< 0 001) ,自主活动的最大值在给药后的

25~ 35 min内。而且,给药组所有的小鼠均表现有

定型行为。MK 801( 10、50 和 250 mol L- 1)于

PFC局部灌注给药 60 min 能够剂量依赖性地增

加小鼠的自主活动次数, 并延长其作用时间(图

8)。

3 3 MK 801 全身给药和局部给药后小鼠自主

活动与 DA的相关性

在所有全身给药的小鼠中, 透析液中 DA 的

水平与小鼠的自主活动呈正相关 ( r 在 0 658,

P< 0 05和 0 826, P < 0 01之间, df= 9)。不同

浓度 MK- 801局部灌注给药时,透析液中 DA水

平与自主活动均呈正相关 ( 10 mol L - 1时, r 在

0 633, P< 0 05 和 0 871, P < 0 01之间, df= 8;

50 mol L - 1时, r 在 0 682, P< 0 685和 0 802,

P < 0 01 之间, df = 8; 250 mol L- 1时, r 在

0 669, P < 0 05 和 0 892, P < 0 01 之间, df =

8)。
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Fig. 7 Effect of systemic administration of MK 801

( 0 6 mg kg- 1 , ip) on open field locomotion of mice * P<

0 05, * * P< 0 01 compared with the corresponding vehi

cle group

Fig. 8 The time course for the locomotion after perfusion of

10, 50, 250 mol L- 1 MK 801 into the mice PFC The arrow

indicates the time of MK 801 perfusion * P< 0 05, * * P<

0 01 compared with the corresponding vehicle group

4 讨论

作者首次采用微透析结合行为学的实验方

法,对 MK 801局部灌注或全身给药后小鼠 PFC

细胞外液中 DA、DOPAC 和 HVA 水平的变化及

DA水平与自主活动之间的关系进行了系统的研

究。结果表明, MK 801单次给药可明显增加小

鼠 PFC 细胞外液中 DA 水平, 其代谢产物

DOPAC 和 HVA 水平也有不同程度的升高。

MK 801局部给药同样能够剂量依赖性地增加小

鼠PFC中DA 水平, 而对 DOPAC和HVA水平没

有明显的影响。自主活动与 PFC 中 DA 水平的

相关性研究表明,无论全身给药还是局部灌注,小

鼠 PFC 中 DA 的水平与自主活动呈明显的正性

相关,说明 DA在 MK 801所诱导的行为反应中

发挥着重要的作用。

研究表明, 位于 DA 能神经末稍突触前的

NMDA受体兴奋能够促进 DA 的释放, 而位于

GABA 抑制性神经元上的 NMDA 受体则对 DA

的释放发挥负反馈性抑制作用
[ 11]
。虽然在体内

实验中两种作用均可以观察到, 但 Carrozza 等

人[ 12]认为, 生理状态下 NMDA 受体对 DA 的突

触前兴奋性作用有限,而抑制性作用占主导地位。

NMDA受体拮抗剂可能正是减弱了 NMDA受体

对DA释放的抑制作用, 从而促进了 DA的释放,

使得小鼠前皮层细胞外液中 DA 水平明显升高。

Zhang 等人[ 13]的研究结果也提示,非竞争性 NM

DA受体拮抗剂如 MK 801 对中脑 DA 能神经元

的兴奋作用部分是由于 GABA 能中间神经元的

失抑制所致。French 等人[ 14]研究证明, MK 801

能够增加腹侧被盖A10区 DA能神经元的放电频

率。因为神经元放电频率的增加与神经末稍 DA

的释放密切相关, 所以在本实验中 MK 801所引

起的 PFC中 DA水平的增加应该与边缘系统 DA

能神经元放电频率的增加有关。

局部给药与全身给药的结果相似, M K 801

能够剂量依赖性的增加小鼠 PFC 中的 DA水平,

说明 MK 801能够直接作用于 PFC 中的 DA 能

神经元而增加 DA 的释放。另外, 与全身给药有

所不同的是, 局部给药对 PFC 中的 DOPAC 和

HVA水平没有明显的影响, 说明 PFC 中 DA 的

代谢过程可能还有皮层以外的其他一些机制参

与。

作者前期的研究结果表明, MK 801单次或

多次给药能够明显改变 PFC 中 Glu 和 AA 水

平[ 15] , 而文献报道 Glu能神经传递能够影响精神

分裂症患者PFC中 DA 系统的功能[ 16] ,所以推测

MK 801对 DA的作用至少部分是与 Glu和 AA

能神经传递相关的。一些研究表明, NMDA受体

主要存在于PFC的外层区域[ 17] ,而皮层的DA能

神经元多数是位于 PFC 的内层
[ 18]

, 因此 Glu 与

DA 之间的作用还可能存在间接作用, 其具体机

制还有待于进一步的研究。
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Molecular cloning and expression of pyruvate decar

boxylase gene from Zymomonas mobilis

REN Jie, GUO Li qing, JIA Xian, JIANG Ya hong, YOU Song

( School of Phar maceut ical Engineer ing , Sheny ang Phar maceutical University , Shenyang 110016,

China )

Abstract: Objective To clone and express the pyruvate decarboxylase( PDCzm ) from Zym omonas mobil is.

Methods To clone PDCzm gene from its genom ic DNA by PCR, const ruct its expressing plasmid and express

it s encoding protein by using Ion and ompT protease deficient strain Escher ichia coli BL21( DE3) . Results

PDCzm gene( ca. 1. 7kb) w as obtained and its expressing plasmid pZM 22b was successfully const ructed.

SDS PAGE result showed that the overexpression of PDCzm was achieved and the target protein reached

37. 9% among the total proteins in its host st rain. Conclusions The engineering st rain for overexpression

PDCzm was successfully constructed, w hich set up a base for the biot ransformat ion using PDCzm as cata

lyst .
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Abstract: Objective To invest ig ate the effects of systemic administ rat ion and local infusion dizocilpine( MK

801) on ext racellular dopam ine ( DA ) , 3, 4 dihydroxyphenylacetic acid ( DOPAC) and homovanillic acid

(HVA) levels in mouse prefrontal cortex ( PFC) and behaviors. MethodsHigh performance liquid chromato

g raphy and electrochemical detection( HPLC ECD) and in vivo microdialysis w ere used on line w ith open

field behavior. Results Ex tracellular DA, DOPAC andHVA levels in the PFC and the locomot ion numbers of

mice w ere signif icant ly increased af ter systemic MK 801( 0. 6 mg kg- 1, ip) administration. Ext racellular

DA levels and the locomot ion numbers of mice w ere dose dependently increased af ter MK 801( 10, 50 and

250 mol L
- 1
) local infusion to the PFC. DOPAC and HVA levels were unaffected after MK 801 local in

fusion. In all systemic and local MK 801 treatment mice, individual changes in DA dialysate levels and the

numbers of locomot ion were posit ively correlated. Conclusions These results suggest that MK 801 increased

ext racellular DA levels, at least in part, through its direct act ion on the PFC. DA is involved in the behavior

induced by system ic and local MK 801 administ rat ion.
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