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·论著·
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【摘要】 目的  探讨氯化锂对苯丙胺诱导的大鼠行为敏化的影响及蛋白激酶 B（Akt）/ 糖原合成激

酶 -3β（GSK-3β）通路在其中的作用。方法  40 只雄性 SD 大鼠随机分为空白对照组（S-S 组，n=13）、苯

丙胺敏化组（S-A 组，n=13）和氯化锂预处理苯丙胺敏化组（L-A 组，n=14），S-S 组大鼠接受连续 5 d 的生

理盐水（10 ml/kg）预处理 + 生理盐水（10 ml/kg）腹腔注射； S-A 组大鼠接受连续 5 d 的生理盐水（10 ml/kg）

预处理+苯丙胺（1.5 mg/kg）腹腔注射；L-A组大鼠接受5 d的氯化锂（100 mg/kg）预处理+苯丙胺（1.5 mg/kg） 

腹腔注射，之后停药 6 d，第 12 天时每组随机选取 6 只大鼠接受低剂量苯丙胺腹腔注射。采用自发活

动视频分析记录系统记录 3 组大鼠每组随机 6 只分别在用药第 1 天和第 12 天时 150 min 内的自发活

动。第 12 天时在未接受行为学测试的 3 组大鼠中每组随机 6 只，采用 Western blot 检测其前额叶皮质磷

酸化 Akt（p-Akt）/Akt、磷酸化 GSK-3β（p-GSK-3β）/GSK-3β 表达水平。结果  在用药第 1 天时，S-A 组

大鼠的自发活动总距离［（26 826.50±5 987.96） cm］明显高于 S-S 组［（1 861.50±612.49） cm］和 L-A 组 

［（7 599.00±4 778.14） cm］，差异均有统计学意义（均P＜0.05）。在第12天时，苯丙胺激发实验中S-A组大

鼠自发活动总运动距离［（43 823.83±5 831.88） cm］明显高于 S-S 组［（14 274.50±4 724.98） cm］和 L-A 组 

［（17 823.50±4 313.64） cm］，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。S-A 组大鼠前额叶皮质 p-Akt/Akt 比

值和 p-GSK-3β/GSK-3β 比值均低于 S-S 组（均 P ＜ 0.05），而 L-A 组大鼠前额叶皮质 p-Akt/Akt 比值和

p-GSK-3β/GSK-3β比值高于S-A组（均P＜0.05）。结论  氯化锂可以抑制苯丙胺诱导的大鼠行为敏化，

其机制可能是通过 Akt/GSK-3β 通路介导。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effect of lithium chloride on amphetamine-induced behavioral 
sensitization in rats and the possible involvement of the Akt/GSK-3β pathway. Methods  A total of 40 male 
SD rats were randomly divided into control group （S-S group， n=13）， amphetamine group （S-A group， n=13） 
and lithium chloride and amphetamine group （L-A group， n=14）. S-S rats were pretreated with normal saline 

（10 ml/kg） and intraperitoneally injected with normal saline （10 ml/kg） for 5 consecutive days. S-A rats were 
pretreated with normal saline （10 ml/kg） and intraperitoneally injected with amphetamine （1.5 mg/kg） for 5 
consecutive days. L-A rats were pretreated with lithium chloride （100 mg/kg） and intraperitoneally injected with 
amphetamine （1.5 mg/kg） for 5 consecutive days. All injections came to a stop during the ensuing 6 days. On day 
12， randomized 6 rats in each group were injected with a lower dosage of amphetamine. The spontaneous activity 
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动物行为敏化是指反复给予中枢神经系统兴奋

剂（苯丙胺、可卡因等）后出现的药源性行为增加，

是药物敏化作用在动物外显行为上的体现［1］。实验

动物药源性行为敏化主要表现为重复刻板行为、自

身给药和震惊反应等行为的增加［2-3］。研究表明，

苯丙胺通过调控中枢神经系统多巴胺释放和再摄取

在动物行为敏化中发挥重要作用［4］。近年来有研究

表明，苯丙胺行为敏化的动物可以表现出精神分裂

症或双相障碍的一些特征性行为症状，因此也被当

作动物模型而广泛应用于上述精神障碍的基础研究

中［5-7］。锂盐作为一种情感稳定剂，主要用于双相

障碍的治疗，对精神分裂症也有一定的辅助治疗作

用。研究表明，锂盐的药理学作用与其调控蛋白激

酶 B（protein kinase B，PKB/Akt）通路相关，而 Akt 主

要通过磷酸化作用调控下游重要靶点糖原合成激

酶 -3（glycogen synthase kinase-3，GSK-3）发挥其生物

学功能［8］。本课题组前期的研究表明，锂盐通过激

活 Akt 通路对血清剥夺的 PC12 细胞产生保护作用，

对抗急性苯丙胺诱导的动物活动增加及前脉冲抑制

缺失［9-10］。因此，推测锂盐可能通过 Akt/GSK-3 通

路对长期苯丙胺所致的大鼠行为敏化产生影响。

材料与方法

1. 实验动物：清洁级雄性 SD 大鼠（深圳大学实

验动物中心）40 只，体重 250～300 g，每笼 4 只，控制

温度 25 ℃，12 h：12 h 光暗循环饲养，食物和水自由

摄取。实验方案获得深圳大学医学部实验动物伦理

委员会批准。

2. 药物：实验中采用的苯丙胺、氯化锂（美国，

Sigma 公司）均可溶解于生理盐水中，采用腹腔注射

方式给药，氯化锂注射剂量参照既往实验方案［9］。

3. 自发活动实验：采用自发活动视频分析记录

系统（ACTANAL， Concordia University），通过视频采

集实验动物的活动距离来判断其自发活动的水平。

该系统由 8 个等大（30 cm×40 cm×40 cm）的隔音箱

组 成。40 只 SD 大 鼠 随 机 分 为 3 组（n=13/13/14），

所有大鼠均熟悉自主活动箱 15 min，之后空白对照

组（S-S）大鼠先接受生理盐水（10 ml/kg）腹腔注射，

15 min 后再接受生理盐水（10 ml/kg）腹腔注射；苯丙

胺敏化组（S-A）大鼠先接受生理盐水（10 ml/kg）腹腔

注射，15 min 后再接受苯丙胺（1.5 mg/kg）腹腔注射；

氯化锂预处理苯丙胺敏化组（L-A）大鼠先接受氯

化锂（100 mg/kg）腹腔注射，15 min 后再接受苯丙胺

（1.5 mg/kg）腹腔注射。给药结束后再持续记录 3 组

大鼠 150 min 内的总自发活动距离，挑选每组中在

同一时间内完成测试的 6 只大鼠（n=6/6/6）并对其总

活动距离进行统计分析。上述给药重复持续5 d后，

3组大鼠均停药6 d并自由饲养，在第12 天时随机挑

选3组大鼠每组6只（n=6/6/6）适应自主活动箱30 min

后，接受低剂量苯丙胺（0.5 mg/kg）腹腔注射，测试其

150 min 的总活动距离并进行统计分析。

4. Western blot：第 12 天时随机挑选每组中未进

行苯丙胺激发实验的剩余大鼠各6只（n=6/6/6），断头后

取其前额叶皮质组织并加入RIPA裂解液，匀浆超声裂

解，取上清液待用。测定蛋白含量后，取200 μg 总

蛋白用RIPA裂解液稀释到1 g/L，并与等体积含巯基乙

醇的 2 × 凝胶加样缓冲液混合并煮沸 10 min。经

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，

of three groups of rats was recorded by video recording system within 150 minutes on the 1st day and the 12th 
day of treatment， respectively. On day 12， 6 rats that did not receive the behavioral test were selected from each 
group. Western blot was used to detect the expression of phosphorylated Akt （p-Akt）/Akt and phosphorylated 
GSK-3 β （p-GSK-3 β）/GSK-3 β in prefrontal cortex. Results  Compared to S-S ［（1 861.50±612.49） cm］
and L-A ［（7 599.00±4 778.14） cm］rats， a significant increase in spontaneous locomotor activity was observed 
in S-A rats ［（26 826.50±5 987.96） cm］on the first day， and the differences were statistically significant  

（P ＜ 0.05）. On day 12， S-A rats were associated with a significantly increased spontaneous locomotor activity 
［（43 823.83±5 831.88） cm］ relative to S-S ［（14 274.50±4 724.98） cm］and L-A ［（17 823.50±4 313.64） cm］

rats， and the differences were statistically significant （P ＜ 0.05）. Ratios of p-Akt to Akt and p-GSK-3β to GSK-
3β showed a significant decline in the prefrontal cortex of S-A rats compared to those in the prefrontal cortex 
of S-S （P ＜ 0.05） and L-A rats （P ＜ 0.05）. Conclusions  Lithium chloride can inhibit amphetamine-induced 
behavioral sensitization in rats， and the potential mechanisms may be related to the Akt/GSK-3β pathway.
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转膜—甲醇预处理聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，含 5%

脱脂奶粉封闭 2 h，加入一抗 Akt（#2920，1∶1 000

稀释），磷酸化 Akt （p-Akt； #4060S，1∶1 000 稀释）， 

GSK-3a/β（#5676s，1∶1 000 稀 释）， 磷 酸 化 GSK-
3a/β（p-GSK3a/β； #9331，1∶1 000 稀释），甘油醛

磷酸脱氢酶（GAPDH）（#2118，1∶2 000 稀释），4 ℃

孵育过夜，洗膜 3 次后，加入二抗孵育 1 h，加入电

化学发光（ECL）显影液显影。用 Quality-one 软件分

析条带灰度值。所有抗体均购于美国 Cell Signaling 

Technology 公司。

5. 实验动物分组说明：为避免实验动物意外死

亡，40 只 雄 性 SD 大 鼠 随 机 分 为 3 组（n=13/13/14）。

第1天时，在每组中挑选在同一时间内完成测试的大

鼠（n=6/6/6），对其自发活动进行统计分析。第 12 天

时，首先在每组大鼠中随机挑选 6 只进行行为学测

试（n=6/6/6），然后在每组剩余的大鼠中再随机挑选 

6 只进行 Western blot 实验（n=6/6/6），接受行为学测

试的大鼠不能进入 Western blot 实验。整个实验周

期中无大鼠意外死亡。第 12 天时每组中剩余的大

鼠（n=1/1/2）未接受行为学测试以及 Western blot 实

验，不纳入统计分析。

6. 统计学方法：分别采用 SPSS 13.0 和 Prism 5 软

件进行统计学分析和作图。组间数据采用单因素方

差分析，差异有统计学意义后，两两比较前先进行

方差齐性检验，满足方差齐性时采用 LSD-t 检验，方

差不齐时采用 Dunnett T3 检验。以 P ＜ 0.05 为差异

有统计学意义。

结  果

1. 氯化锂对急性单次苯丙胺致大鼠高活动性

的影响：第 1 天时，3 组大鼠在自发活动行为测试箱

中熟悉 30 min，接受苯丙胺腹腔注射。3 组大鼠后

150 min 的自发活动趋势见图 1A。对 3 组大鼠 1 d 时

的自发活动距离进行分析，3 组间总运动距离差异

有统计学意义（F=52.108，P ＜ 0.001）。与 S-S 组大

鼠比较，S-A 组大鼠自发活动距离明显增加，差异

有统计学意义（P ＜ 0.05）。与 S-A 组大鼠比较，L-A

组大鼠自发活动距离明显下降，差异有统计学意义 

（P ＜ 0.05）。见图 1B。

2. 氯化锂对长期苯丙胺大鼠行为敏化的影响：

3 组大鼠接受连续 5 ｄ的药物腹腔注射，S-A 组大鼠

自发活动逐渐增加，而 L-A 组大鼠增加不明显（图

2A）。在第 12 天低剂量苯丙胺激发时，3 组大鼠总

运动距离差异有统计学意义（F=62.518，P ＜ 0.001）。

S-A 组大鼠的自主活动距离显著高于 S-S 组大鼠，

差异有统计学意义（P ＜ 0.05），而 L-A 组大鼠自发活

动较 S-A 组大鼠明显减少，差异有统计学意义（P ＜ 

0.05）。见图 2B，2C。

3. 氯化锂对苯丙胺敏化大鼠前额叶皮质 Akt/

GSK-3β 蛋白表达及其磷酸化水平的影响：采用

Western Blot 法检测各蛋白相对表达水平，印迹条带

见图 3A。S-A 组大鼠前额叶皮质 p-Akt/T-Akt 值低

于 S-S 组，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），L-A 组大

鼠前额叶皮质 p-Akt/T-Akt 值相对于 S-A 组显著增

加，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），见图 3B。S-A 组

大鼠前额叶皮质 p-GSK-3β/T-GSK-3β 值低于 S-S

组（P ＜ 0.05），而 L-A 组大鼠前额叶皮质 p-GSK-3β/

T-GSK-3β 值较 S-A 组明显增加，差异有统计学意

义（P ＜ 0.05），见图 3C。

讨  论

作为行为敏化的重要脑区，大脑前额叶皮质在

苯丙胺的作用下可释放多巴胺，导致动物行为敏化

表现为刻板行为和自主活动增多［11］。行为敏化的建

立可能与药物激活皮质-中脑边缘系统多巴胺通路，

促进多巴胺的释放，产生奖赏效应相关［12］。

课题组前期研究发现，锂盐能抑制急性单次苯

丙胺诱导的大鼠活动增加［9］。除此之外，锂盐也可

以抑制甲基苯丙胺、可卡因等拟多巴胺药物诱发的

小鼠活动增加，以及抑制多巴胺转运子缺失诱发的

小鼠活动增加，这也许可以从动物模型上验证锂盐

作为情感稳定剂的临床效用［13-15］。本研究结果表

明，连续给予 5 d 同等剂量的苯丙胺后，大鼠的自主

活动明显增多，并且随时间的延长而不断增加，最

终形成明显的行为敏化。锂盐预处理可以明显抑制

苯丙胺所致的行为敏化，这与前期的研究结果一致，

锂盐可以抑制甲基苯丙胺诱发行为敏化［14］。锂盐

对上述药源性行为敏化的抑制作用，可能从动物行

为学的角度解释其临床稳定心境和行为的作用。

单胺类神经递质假说认为，多巴胺功能亢进在

精神分裂症和躁狂发作中发挥重要作用［16-17］。反

复给予苯丙胺可以增加突触间隙的多巴胺水平，这

种作用能够在动物模型上诱导出类似精神疾病的一

系列行为症状，包括社会行为缺失、前脉冲抑制缺

失、自发活动增加等［6］。Akt 是精神分裂症的易感

基因，也是多巴胺系统的重要靶点，同时，Akt 的活

性也是锂盐发挥情绪稳定作用所必需的。GSK-3 主

要分为 α 和 β 两种亚型，锂盐主要通过 GSK-3β 发
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挥作用［18］。在 Akt/GSK-3β 通路中，锂盐通过磷酸

化 Akt 使其激活，Akt 激活导致 GSK-3β 磷酸化水平

升高从而使其失活［18］。研究表明，锂盐可以通过激

活 Akt/GSK-3β 信号通路对抗多巴胺功能亢进诱导

的活动增加［8，13，19］。与这些研究一致，课题组前期

报道了锂盐可以通过激活 Akt 通路对抗急性单次苯

丙胺诱导的大鼠活动增加以及前脉冲抑制缺失［9］。

Akt 活性在锂盐拮抗苯丙胺诱发的活动增加和行为

敏化中均发挥重要作用。本研究结果表明，苯丙胺

诱导的行为敏化后，大鼠前额皮质的 Akt 及其下游

GSK-3β 的磷酸化水平显著降低。鉴于 Akt 在甲基

苯丙胺所致的行为敏化中起了重要作用［20］，因此苯

丙胺所致大鼠行为敏化也可能与 Akt/GSK-3β 通路

活性下降相关。先前研究发现，锂盐在细胞及动物

    注：A 3 组大鼠接受苯丙胺腹腔注射后 150 min 内自发活动趋势，黑色箭头所示为予以大鼠苯丙胺腹腔注射的时间； B 3 组大鼠 150 min 内的总运动距离比较； 

S-S 空白对照；S-A 苯丙胺敏化； L-A 氯化锂预处理苯丙胺敏化；与 S-S 组比较，aP ＜ 0.05；与 S-A 组比较，bP ＜ 0.05

图1  单次苯丙胺刺激后 3 组大鼠自发活动结果（n=6）

    注：A 3 组大鼠接受连续 5 d 药物腹腔注射后 150 min 内总自发活动趋势；B 第 12 天时 3 组大鼠接受低剂量苯丙胺腹腔注射后总自发活动趋势（黑色箭头所示

为苯丙胺激发时间）； C 第 12 天时 3 组大鼠接受低剂量苯丙胺腹腔注射后 150 min 内总运动距离比较；S-S 空白对照；S-A 苯丙胺敏化； L-A 氯化锂预处理苯丙胺

敏化；与 S-A 组比较，aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.05

图2  氯化锂对苯丙胺所致大鼠行为敏化的影响（n=6）

    注：A 3 组大鼠 p-Akt、T-Akt、p-GSK-3α/β、T-GSK-3α/β 及对应内参 GAPDH 蛋白印迹条带，GSK-3 为 α 和 β 双条带，进行统计分析的为双条带中下方的

GSK-3β 条带；B 3 组大鼠 p-Akt/T-Akt 值比较；C 3 组大鼠 p-GSK-3β/T-GSK-3β 值比较；Akt 蛋白激酶Ｂ； p-Akt 磷酸化蛋白激酶 B；T-Akt 总蛋白激酶 B；p-GSK-3β 

磷酸化糖原合成激酶 3β；T-GSK-3β 总磷酸化糖原合成激酶 3β；GAPDH 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；S-S 空白对照；S-A 苯丙胺敏化； L-A 氯化锂预处理苯丙胺敏化；

与 S-S 组比较，aP ＜ 0.05；与 S-A 组比较，bP ＜ 0.05

图3  氯化锂对苯丙胺敏化后大鼠 Akt 激酶通路的影响（n=6）
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水平均可以增加 Akt 活性，从而抑制多巴胺功能亢

进［8，21-22］。本研究结果表明，锂盐预处理可以明显

阻断苯丙胺对Akt/GSK-3β通路活性的抑制，这一作

用很可能是锂盐阻断大鼠苯丙胺行为敏化的原因。

综上所述，苯丙胺可致大鼠行为敏化，锂盐通

过拮抗苯丙胺所致的 Akt/GSK-3β 通路活性下降改

善行为敏化。结果也为锂盐临床疗效作用提供了一

定程度的理论基础。
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