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摘要 目的  研究东莨菪碱致记忆障碍大鼠模型中枢电压依赖性钾通道亚型  表达的差异 ∀方法  

水迷宫实验检验大鼠空间学习记忆能力 用  ×2°≤ 方法检测大脑皮层和海马中 种电压依赖性钾通道 √1 

√1 √1 √1及 √1  的表达 ∀结果  注射东莨菪碱大鼠的学习记忆能力明显下降 大脑皮层中 √1

的表达比对照组降低 1  海马中 √1的表达升高 1  √1 的表达升高 1  而 √1 的表达降低

1  ∀其它电压依赖性钾通道表达的变化不大 ∀结论  东莨菪碱致大鼠学习记忆障碍的同时可诱发中枢电压依

赖性钾通道亚型的表达改变 ∀

关键词 东莨菪碱 电压依赖性钾通道 逆转录聚合酶链式反应 记忆障碍
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  阿尔茨海默病. ⁄是一种

神经系统退行性疾病 临床主要表现为进行性记忆

力减退和智力下降 在老年人中发病率很高 ∀脑内

胆碱能神经元大量丢失及中枢胆碱功能严重低下是

⁄病人的显著病理特征之一 ∀钾通道是目前已知

亚型最多的一类细胞膜离子通道 不同的通道亚型

在调节和对细胞功能的影响不同≈ ∀中枢神经系统

钾离子通道与学习记忆关系密切 其功能失调可能

导致记忆障碍 ∀文献≈报道 ⁄病人成纤维细胞以

及嗅成纤维细胞 ≥四已胺敏感的钾通道缺失 ∀

本文用大鼠东莨菪碱制备记忆障碍

模型 用逆转录聚合酶链式反应 ×2°≤ 方法研究

胆碱能损伤对几种中枢电压依赖性钾通道亚型

 表达的影响 ∀
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动物  •大鼠 ⎯  ∗  购自中国医

学科学院实验动物中心 ∀

  药品  氢溴酸东莨菪碱购自中国生物制品检定
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∞2¬ 

⁄∞°≤为 ≥产品 ×为博大公司产品 ×°!

琼脂糖 ! 和  ∂ 逆转录酶 !寡聚六

核苷酸随机引物购自 °公司 °≤ 引物均由

上海 ≥公司合成 ∀

  仪器  水迷宫 中国医学科学院药物研

究所 型 °≤ 仪 美国 °∞ 2∞∞

公司 电泳凝胶定量分析系统 ∞⁄≥ 美国柯达公

司 ∀

  动物模型的制备  将动物随机分为两组 模型

组动物氢溴酸东莨菪碱  #
对照组动物

空白溶剂生理盐水 持续  ∀

  Μορρισ水迷宫实验≈  迷宫主要由一个不锈钢

制成的直径  圆柱形水池和一个可移动玻璃

平台组成 ∀水池中水面高出平台  水温控制在

 ? 1 ε 在水池边缘上等距离设东西南北 个

标记点 将水池均等地分为 个象限 站台置于第 

象限 ∀每天给药后  进行实验 每只动物每天

训练 次 间隔  每次采用不同的入水点 每

次训练  ∀动物找到并爬到站台后让其停留 

若入水后  内未能找到或爬上站台 则将其放

置于站台上站立  之后将动物从站台上取下休

息 ∀结果以大鼠寻找站台的潜伏期及所采取的策略

表示 ∀

  组织总 ΡΝΑ的提取  大鼠断头后迅速取出大

脑皮层 !海马 置于液氮中保存 用 ×按一步法

提取总   ∀所提的总  在 Π的比值大于

1且 ∞染色后  和  两条带清晰可见呈 Β
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并无基因组污染时可用 ∀

  逆转录反应  取总    Λ分别加入下列成

分 ×°混合物每种 ×°各 1 #
 1

Λ随机引物 1 Λ    加无  水至

 Λ混匀后  ε 变性  迅速冰浴 ∀最后加入

 ∂酶  Λ÷ 缓冲液  Λ使总反应体系为 

Λ∀上述混合物在  ε 反应  接着  ε 变性 

后冰浴 进行扩增反应 或在   ε 保存待用 ∀

  扩增反应  取以上逆转录产物  Λ分别加入

以下成分 ×°每种各 1 #
 1 Λ特异

引物  ÷ 缓冲液 1 Λ×酶   加去离

子 ⁄∞°≤水使整个反应体系为  Λ∀用以下条件

进行 °≤ 反应 起始变性  ε  循环时  ε 

 ε   ε  共进行 轮循环 最后延

伸  ε  ∀将 √1 √1 √1 √1 √1

或  ≥   内对照等量的 °≤ 扩增产

物 ∗  Λ上样 经 1 琼脂糖凝胶电泳辨认 !

拍照 ∀特异引物的序列见表  ∀

Ταβλε 1  Πριµερ σεθυενχεσ υσεδ φορ ΡΤ2ΠΧΡ

 °∏χ χ Π

√1 ≥ ≤≤×≤××≤≤≤×≤≤ 

 ≤×≤×≤≤×≤≤≤≤≤×××

√1 ≥ ×≤≤≤≤×≤≤ 

 ×≤≤≤≤×≤

√1 ≥ ≤×≤××××≤××≤× 

 ≤≤≤××≤≤×≤

√1 ≥ ≤≤≤≤≤ 

 ×≤××≤××≤

√1 ≥ ≤≤≤××≤×××≤× 

 ×××××≤×≤

  数据统计  通过光密度扫描仪 ⁄

≥⁄√  检测并计算出各组中的钾通道电

泳条带与内对照  ≥   条带灰度为   的

表达量象素灰度的比值 实验数据用 ξ ? σ表示 组

间比较用 τ检验进行统计 ∀

结 果

1  东莨菪碱对大鼠空间学习记忆的影响

大鼠东莨菪碱  #可以诱导学习记忆

功能障碍模型 ∀在 水迷宫的实验中 随着训

练天数的增加 各实验组动物搜寻站台的潜伏期均

不断缩短 但是东莨菪碱给药组与空白对照组相比

其各天的潜伏期均显著延长 Π 1 图  ∀注射

东莨菪碱后 训练  的搜寻潜伏期总时间由对照

组的1 ? 1 延长至1 ? 1 统计

学具有非常显著性差异 Π  1 ∀在训练开始

时 两组动物主要以边缘式和随机式策略寻找站台 

随着训练次数的增加 这两种搜寻策略的出现逐渐

下降 而对照组的下降速度较模型组为快 且趋向式

和直线式的出现率较模型组增加的速度和程度快 ∀

水迷宫实验证实东莨菪碱可以引起大鼠空间

学习记忆障碍 ∀

ƒ∏  × 

       

  ∞∏

  ∏√  ν   

∏
3
Π  1  3 3

Π  1 ϖσ  
ο ) ο ≤ π ) π ≥

2  电压依赖性钾通道亚型在大鼠皮层中的表达

大鼠连续东莨菪碱  后取大脑皮层组织 

提取总   采用  ×2°≤ 检测中枢电压依赖性钾

通道亚型的表达改变 ∀发现注射东莨菪碱组 √1

的表达比对照组平均降低 1   Π 1 而对

其他亚型的影响较小图   ∀

ƒ∏   ≤√   ¬ √ 

√2 ∏   

¬∏

∂∏ ξ ? σ  ν    τ ≤≤  ≤¬ 

∏ ≤≥ ≤¬ ∏ υ ≤ 

∏  ∏ ≥  ∏

 ∏
3
Π 1 ϖσ∏

## 药学学报 °∏≥    



3  电压依赖性钾通道亚型在大鼠海马中的表达

大鼠连续东莨菪碱  后取大鼠海马组织 

提取总   检测中枢电压依赖性钾通道亚型的表

达改变 ∀发现与对照组相比 东莨菪碱损伤组

√1 的表达升高 1  √1 的表达升高

1  而 √1的表达降低 1  统计学均具有

显著意义 Π 1 对 √1和 √1的影响则较

小图   ∀

ƒ∏   ×2°≤  √√2∏ √1   √1   

√1   √1   √1   ≥     ¬∏

   ⁄ ≤≤  ≤¬ ∏≤≥  ≤¬ ∏ ≤  ∏

∏≥  ∏ ∏≥   √

讨 论

中枢胆碱能系统与学习记忆关系密切 许多研

究表明中枢胆碱能系统损伤和脑内 Β2淀粉样肽的沉

积增加之间密切相关 采用大鼠脑室内注射 Β2淀粉

样肽或前体蛋白和 °°转基因小鼠研究均发现

脑内胆碱乙酰转移酶≤×水平的明显降低≈ 


说明中枢胆碱能系统的功能严重受损 ∀有学者用东

莨菪碱和阿托品进行了一系列动物和人体实验研

究 结果发现东莨菪碱 1 ∗  #能明显阻抑

动物的主动和被动回避反应 !放射状迷宫和水迷宫

等多种行为模式的记忆获得过程≈ ∀在本实验中 

我们发现应用胆碱能拮抗剂东莨菪碱  #持

续给药可以有效削弱中枢胆碱能神经功能 造成模

型大鼠长期空间学习记忆障碍 ∀

钾通道是决定神经元兴奋性的重要离子通道 

它在学习记忆过程中起着重要作用 ∀在本实验中 

我们选择了几种具有代表性的电压依赖性钾通道亚

型 其中 √1 √1 √1编码的是快速失活的

瞬间外向钾电流 而 √1编码的是快速激活的延

迟整流钾电流 √1编码的是缓慢激活的延迟整

流钾电流 ∀ √1主要分布于神经细胞的轴突和末

梢 与动作电位的产生和传播有关 √1则主要分

布于神经细胞的树突 与神经细胞的兴奋性和突触

的可塑性有关≈ ∀ ∏等认为大鼠海马中延

迟整流钾电流主要由 √1组成≈
在海马锥体神

经元和抑制性中间神经元直接与星形胶质细胞接触

的位置有 √1特异性表达 在调节神经元胞体2树

突兴奋性过程中具有重要作用≈ ∀

已有文献报道 Β2淀粉样肽及胆碱能系统损伤

可引起中枢神经系统钾通道活性改变 但改变的通

道亚型则仍不清楚 ∀ 等≈报道 Β2淀粉样肽可

以抑制海马神经元快速失活的瞬间外向钾电流 ∀而

≥和 ×等≈ 发现大鼠基底前脑和新纹状体

胆碱能神经元中这种快速失活的钾电流主要是由

√1编码的钾通道组成 ∀本实验用  ×2°≤ 方法

研究了钾通道亚型  水平的表达 并发现胆碱

能系统阻断后海马区两种瞬间外向钾通道亚型

√1 和 √1 分别显著增加和降低 ∀海马中

√1和 √1在瞬间外向钾电流中所占比例及其

表达改变的意义还有待进一步研究 ∀在 Β2淀粉样肽

引起的海马神经元损伤中伴有延迟整流钾电流的增

加≈
推测与 √1亚型的改变有关 在我们的研

究中持续用东莨菪碱阻断胆碱能受体也发现

##药学学报 °∏≥    



√1 表达明显增加 说明 √1亚型与早老

性痴呆的发病过程可能关系密切 因为在以 Β2淀粉

样肽为主要病因的早老性痴呆中胆碱能系统功能明

显下降 ∀现已证实 神经元钾通道的过度开放可导

致兴奋性下降 而持续过度的开放则可引起细胞的

损伤和死亡 ∀我们的研究结果为了解早老性痴呆的

神经电生理机制 寻找新的治疗靶点提供了依据 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ≤ •   ≠ ≤∏ ετ αλ ∏√



≈  Ανν Ν Ψ Αχαδ Σχι  868  

 

≈ ∞   ∞ ετ αλ°∏ 

∏     

≈  Προχ ΝατλΑχαδ Σχι ΥΣΑ 90  

 

≈    ⁄√    ∏ 

∏≈  ϑ Νευροσχι Μετηοδσ

 11    

≈  ×       ∏

∏ ∏  2    ≈ 

Τοηοκυ ϑ Εξπ Μεδ  174    

≈ × ≠   ≠  ∏ ∞ ετ αλ

∏     °°

√¬ ∏

≈  Νευροσχι Λεττ  292    

≈ ≥√ ≥ 

≈  Πηψσιολ Βεηαϖ 27    

≈ ≥  ×∏ ≠ ετ αλ≥∏∏

 2

∏≈ 

Νευρον  9    

≈ ∏ ×≥   √1 


   


∏  ∏≈  ϑ Νευροσχι  

19    

≈ ⁄∏ ×2≤   °  ετ αλ × 




√1  

    

  ∏ ∏ ≈ 

Νευροσχιενχε  84    

≈ ×  ≥ ⁄  ∏    2 

 2√ 


∏ 

∏≈  Βιοπηψσ ϑ 70    

≈ ≥ • ×× ∏  ετ αλ≥

2√ ∏ ∏ 

∏   

∏ ¬  √1  √1 ∏∏

≈  ϑ Νευροσχι  18    

≈ ××  ∏  ≥∏ ⁄ √1  

∏  2 


∏∏  

    ∏≈  ϑ

Νευροσχι  20    

≈ ≠∏≥° ƒ≥  ≠ ≥  ετ αλ ∞

∏ ∏ ∏   2
2∏ ∏  ≈  Νευροβιολ ∆ισ

 5    

µ ΡΝΑ ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝΣ ΟΦ ς ΟΛΤΑΓΕ2∆ΕΠΕΝ∆ΕΝΤ ΠΟΤΑΣΣΙΥΜ ΧΗΑΝΝΕΛΣ

ΙΝ ΤΗΕ ΒΡΑΙΝ ΟΦΣΧΟΠΟΛΑΜΙΝΕ2ΙΝ∆ΥΧΕ∆ ΜΕΜΟΡΨΙΜΠΑΙΡΕ∆ ΡΑΤΣ

÷ ÷2∏°≠2 •  ÷2

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδεµψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ ανδ

Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×∏ ¬√2∏

2∏  ΜΕΤΗΟ∆Σ   ∏  

#
  

 ¬√√√2∏ √1√1√1√1 

√1 ¬∏ ×2°≤ ΡΕΣΥΛΤΣ  ≥ #
 

∏×√√1 1 1 

¬∏√×√√1√1 ∏

1 1 √×   √√2
∏ 2∏  ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×  ¬ √

√2∏2∏

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ×2°≤ √2∏. 

## 药学学报 °∏≥    


