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·论著·
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【摘要】 目的 建立精神分裂症的腹侧海马损伤大鼠模型，并探讨模型大脑中蛋白激酶 B（PKB/

Akt）和叉头型转录因子 O 亚型（FoxOs）蛋白磷酸化活性水平。方法 健康雄性 SD 乳鼠随机分为 2 组，腹

侧海马损伤组（NVHL）和对照组，每组各 8 只大鼠，利用脑立体定位技术注射鹅膏蕈氨酸制备腹侧海马

损伤模型。第 56～60 天时，大鼠接受自发活动、前脉冲抑制（PPI）等行为学测试。测试完成 3 d 后取大

鼠脑组织进行形态学观察。采用 Western blot 测定大鼠皮层和纹状体 Akt/FoxOs 磷酸化水平。结果 与

对照组大鼠相比，NVHL 大鼠腹侧海马明显损伤。安非他命诱导的自发探索活动增加［（1 014±72）次

比（753±87）次，P ＜ 0.01］，PPI 受 损［PP6：（5.04±3.24）% 比（22.08±14.26）%，PP9：（11.26±5.24）% 比

（25.16±13.45）%，PP12：（8.17±10.45）% 比（29.16±10.25）%，均 P ＜ 0.01］。大脑皮层 Akt/FoxO1 和纹状

体 Akt/FoxO1/FoxO3a 磷酸化水平降低 （P ＜ 0.05）。结论 腹侧海马损伤是一个广泛应用的精神分裂症

动物模型，海马损伤后大鼠皮层和纹状体 Akt/FoxOs 蛋白磷酸化水平下降，提示该通路参与了精神分裂

症的过程。
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【Abstract】 Objective To establish a rat model of hippocampal injury in schizophrenia， and to 
investigate the protein phosphorylation activity of protein kinase B （PKB/Akt） and forkhead box Os （FoxOs） 
protein in the model brain. Methods Healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into two 
groups： the neonatal ventral hippocampus lesion （NVHL） and the control group， with 8 rats in each group. 
The model of NVHL was established by stereotactic injection with ibotenic acid. At 56-60 days， the rats were 
subjected to spontaneous activity， pre pulse inhibition （PPI） and other behavioral tests. Three days after the 
test， the brain tissue was taken for morphological observation. Akt/FoxOs phosphorylation levels in cortex and 
striatum were measured by Western blot. Rusults Compared with the control group， the ventral hippocampus 
of NVHL rats was significantly damaged. Amphetamine induced spontaneous exploration activity increased  

［（1 014±72） times vs. （753±87） times， P ＜ 0.01］， PPI was impaired ［PP6： （5.04±3.24）% vs. 
（22.08±14.26）%， PP9： （11.26±5.24）% vs. （25.16±13.45）%， PP12： （8.17±10.45）% vs. （29.16±10.25）%， 

all P ＜ 0.01］ in the NVHL group. The phosphorylation levels of Akt/FoxO1 in cerebral cortex and Akt/FoxO1/
FOXO3a in striatum were decreased （P ＜ 0.05）. Conclusions Ventral hippocampal injury is a widely 
used animal model of schizophrenia. After hippocampal injury， Akt/FoxOs protein phosphorylation levels in 
cortex and striatum of rats decreased， which further indicated that this pathway was involved in the process of 
schizophrenia.
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精神分裂症是一种严重的精神障碍，目前病因
未 明［1］。 研 究 表 明，蛋 白 激 酶 B（protein kinase B，
PKB/Akt）是精神分裂症的易感基因，其活性下降可
能介导了精神分裂症的发生［2］。Akt 也是抗精神病
药和锂盐发挥治疗作用以及多巴胺信号转导的分
子靶点［3-6］，其主要通过磷酸化调控下游重要靶点
糖原合成激酶 -3（glycogen synthase kinase-3， GSK-3）
和叉头型转录因子 O 亚型（forkhead box Os， FoxOs）
发挥生物学功能［7］。FoxOs 是 2000 年正式命名的
Fox 转录因子家族的一个亚族，是磷酸肌醇 3- 激酶

（phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K）/Akt 信 号 通 路
的重要下游分子，Akt 可以通过磷酸化 / 去磷酸化调
节其转录活性［8］。FoxOs 在细胞增殖、分化及凋亡
中发挥了重要作用。我们与其他课题组前期发现
FoxOs 转录因子可能介导了锂盐、氯氮平等的神经
保护作用［9-11］，但其在精神分裂症模型中的作用还
不明确。腹侧海马损伤的模型大鼠青春期后产生了
一系列类似于精神分裂症的行为表型，其脑内生长
发育相关的分子信号转导明显异常［12-15］。该模型
是一种公认的基于精神分裂症神经发育假说的动物
模型，然而 Akt/FoxOs 通路在腹侧海马损伤大鼠模
型中的情况并不清楚。本研究初步探讨磷酸化 Akt/
FoxOs 蛋白在腹侧海马损伤动物模型中的表达。

材料与方法

一、实验动物
清洁级 SD 孕鼠，怀孕 14～15 d，单独饲养，给

予明暗控制各 12 h，自由摄取食物。每天早晨下午
观察孕鼠的生育情况，以早晨观察到乳鼠当天为第
1 天（PD 1），下午观察到乳鼠当天为第 0 天（PD 0）。
第 4 天处死部分或者全部雌性乳鼠，如果雄鼠多于
8 只则处死部分雄鼠，每窝只保留 8 只雄性乳鼠。实
验获得深圳大学医学部实验动物伦理委员会批准。

二、方法
1. 模型制备［15］：第7天进行脑内立体定位注射。

体重为15～17 g的雄性乳鼠在冰上麻醉18～20 min
后，随机分为海马损伤（neonatal ventral hippocampus 
lesion，NVHL）组和对照组，每组 8 只。用胶布和乳
鼠固定器将两组大鼠固定在脑立体定位仪上（Kopf 

instrument：Tujunga， Canada），切开头部皮肤，同时
将 30 号针头的汉密尔顿注射器固定在立体定位仪
上，注射器与微量注射泵相连，针头下探到腹侧海
马（前 囟 AP-3.0 mm 和 左 右 ML-3.5 mm，深 度 DV-
5.0 mm）。海马损伤组双侧海马各微量注射注入 
0.3 μl 的鹅膏蕈氨酸［10 μg/μl 加入 0.1 mol/L 磷
酸缓冲溶液（PBS，pH 7.4）中溶解］，注射时间 2 min。
对照组注射相同体积的 PBS。注射完成后针管留
在脑内 2 min，使液体进一步扩散，立体定位注射完
成后，用组织胶粘合乳鼠头部切口。手术完成把乳
鼠放在加热垫上，直到乳鼠苏醒恢复。手术结束后
把乳鼠放回各自的窝中，断奶（PD 21）后分开雄鼠， 
2 只 1 笼饲养。

2. 观察指标：动物行为分析及蛋白检测在 PD 
56～PD 60 的时候进行。（1）自发活动实验［16］。将
大鼠放入行为分析记录仪中（ACTANAL，Concordia 
University），分析程序通过大鼠打断测试箱中的 2 个
感应光柱次数来测算其在箱内的运动情况。首先
记录大鼠自由运动 120 min，然后腹腔注射生理盐
水（1 ml/kg），继续记录运动 60 min，最后注射含有 
1 mg/（kg·ml）安 非 他 命 的 生 理 盐 水，继 续 记 录 运
动 180 min。（2）震 惊 反 射 的 前 脉 冲 抑 制（prepulse 
inhibition，PPI）实 验［16］。 采 用 San Diago 仪 器 有 限
公司的 sR-LAB 惊吓反应系统，实验时将大鼠放入
隔音测试箱中的内罩并用插板固定使之不会转身。
震惊刺激（pulse，P）采用 120 dB 的白噪音，弱刺激

（prepulse，PP）采用 3、6、9、12、15 dB 的纯音，震惊
刺激和弱刺激之间间隔 100 ms。听到随机的 P 刺激
或 P+PP 刺激后，大鼠震惊反射的情况通过平台连
接的传感器收集传输给主机产生。PPI=（1-PP/P）× 
100%。（3）形态学实验。取处死大鼠脑组织行冰冻
切片，乙醇洗涤切片，接着用 0.05％甲酚紫溶液染
色，染色完成后采用乙醇洗涤脱色，采用光学显微
镜（Imaging Research Inc，Canada）观察两组大鼠海
马损伤的程度、双侧海马腹侧神经元的丢失和萎缩
而背侧海马保留为造模成功。（4）Western blot。取
两组处死大鼠的前额叶皮层与纹状体，提取总蛋
白，检测 Akt/FoxOs 蛋白的磷酸化表达水平。试剂
主 要 购 自 Bio-Rad、Sigma-Aldrich、CST、Invitrogen、

【Key words】 Schizophrenia； Neonatal ventral hippocampal lesion model； Protein kinase B （PKB/
Akt）； Forkhead Box Os （FoxOs）
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Amersham 等公司。
3. 统计学方法：采用 SPSS 13.0 统计学软件和

Prism 5 分别进行数据分析和作图，两组间计量资料
比较采用独立样本的 t 检验。P ＜ 0.05 为差异有统
计学意义。

结  果

1. 形态学结果：相较于对照组，海马损伤组大
鼠腹侧海马明显损伤。见图 1。

注：A 海马损伤组（箭头示损伤处）； B 对照组

图1 两组大鼠腹侧海马损伤形态学比较（×4）

2. 自发运动测试：注射安非他命后，与对照

组大鼠相比，海马损伤组大鼠自发活动明显增加 

［（1 014±72）次比（753±87）次，P ＜ 0.01）］。见图 2。

3. PPI 实验：在弱刺激分别为 6、9、12 dB 时，与

对照组大鼠相比，海马损伤组大鼠PPI明显降低［PP6：

（5.04±3.24）% 比（22.08±14.26）%，PP9：（11.26±5.24）%

比（25.16±13.45）%，PP12：（8.17±10.45）% 比（29.16± 

10.25）%，均P＜0.01）］。见图3。

4. 两组大鼠前额叶皮层和纹状体磷酸化 Akt/

FoxOs 表达比较：与对照组大鼠相比，海马损伤组大

鼠皮层磷酸化 Akt 和 FoxO1 表达下降（P ＜ 0.05）；两

组大鼠的磷酸化 FoxO3a 表达比较，差异无统计学意

义（P ＞ 0.05）。与对照组大鼠相比，海马损伤组大鼠

纹状体磷酸化Akt、FoxO1和FoxO3a表达均下降（P＜ 

0.05）。见图 4。

讨  论

本研究采用鹅膏蕈氨酸诱导的海马损伤大鼠作

为精神分裂症的动物模型。海马损伤组大鼠海马腹

侧损伤明显、安非他命诱导的自发活动增加、PPI 下

降等结果提示海马损伤模型建立成功。同时，研究

发现，海马损伤组大鼠大脑额叶和纹状体磷酸化Akt

和FoxO1表达明显下降，FoxO3a在纹状体表达下降，

提示模型大鼠有关神经发育调控的通路存在异常。

神经发育异常在精神分裂症发生、发展中起到

重要作用。Lipska 等［12］最早报道了海马损伤的精

神分裂症动物模型。随后的研究逐渐发现，海马损

伤的大鼠在青春期后出现了一系列类似精神分裂症

的行为表型，感觉运动门控通道损害［13］、奖赏探索

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.01；每组 8 只大鼠；A 两组大鼠在自主活动箱中

360 min内活动量趋势图，在120 min时给予两组大鼠腹腔生理盐水注射，180 min

后给予安非他命腹腔注射；B 腹腔注射安非他命后两组大鼠 180 min 内自主活

动量分析 

图2 两组大鼠自发活动结果

注：与对照组比较，aP ＜ 0.01；每组 8 只大鼠

图3 两组大鼠震惊反射的前脉冲抑制比较
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行为减弱［17］等。同时，这些模型大鼠也表现出类似

精神分裂症的神经生化异常，如多巴胺释放［18］和与

谷氨酸相互作用异常［14］，多巴胺受体表达增加［19］，

对安非他命的反应性增加［12］，这些异常可以通过抗

精神病药物治疗而恢复［20］。新生海马损伤大鼠动物

模型是神经发育假说的经典模型。新生大鼠腹侧海

马区域的兴奋性毒性损伤引起大鼠神经发育异常，

结果导致海马损伤大鼠在少年（PD 35）和成年初期

（PD 56）出现一系列类精神分裂症的异常行为［12］，如

对精神药物刺激明显敏化，听感门控缺陷［2，21］。与

先前结果一致，本研究发现海马损伤大鼠 PD 56 时

安非他命诱导的总自发活动在 180 min 时明显高于

对照组；PPI 在 6、9、12 dB 较对照组明显降低。模型

大鼠腹侧海马损伤的形态学表现联合以上行为学异

常提示造模成功。

Akt/FoxOs 信号通路在调控细胞分化、增殖、和

细胞周期中起到重要作用，Akt 调节细胞生存通过

直 接 抑 制（磷 酸 化）前 凋 亡 信 号 FoxOs 来 实 现［22］。

Akt1 在大脑发育中起着举足轻重的作用，其在哺乳

动物大脑中高表达，且参与神经元存活，调节神经

元的兴奋性和突触可塑性，同时也参与了神经发育

和工作记忆的形成。尸检研究发现，精神分裂症患

者大脑内 Akt1 蛋白水平明显降低［2］，这可能解释精

神分裂症患者存在神经发育异常和认知功能的缺

陷。本研究也从动物实验的角度部分解释了模型大

鼠行为学异常表现可能与大脑皮层和纹状体磷酸化

的 Akt 表达明显下降相关。

研究发现，Fox1a 和 Fox2a 基因敲除小鼠表现

出纹状体多巴胺代谢下降、多巴胺能细胞减少、探

索行为的缺陷。本课题组无们的前期研究也发现

FoxO1 在皮层和纹状体表达下降与安非他命诱发

的探索行为增加，但没有进一步探索两者之间的

关系［16］。激活 Akt 并阻止 FoxO3a 进入细胞核是一

条重要的神经保护通路，而且，在多巴胺能神经元

中，FoxO3a 的抑制是一种保护性因素［23］。本研究

发现，模型大鼠皮层磷酸化 Akt 表达下降，而磷酸化

FoxO3a 表达与对照组相比无差异，提示模型大鼠大

脑皮层可能存在 Akt-FoxO3a 反馈调节通路异常，这

种 Akt 和 FoxO3a 相互作用的减弱也与神经元的死亡

相关［24］。精神分裂症动物模型的一个特征就是其

大脑中多巴胺受体活化，纹状体中具有更丰富的多

巴胺受体。相较于其他神经递质受体，FoxO3a 活性

  注：与对照组相比，aP ＜ 0.05，每组 8 只大鼠； A 海马损伤组和对照组前额叶皮层 p-FoxO3a、p-FoxO1a、p-Akt473、p-Akt308 及其对应的内参 GAPDH 蛋白印记

条带；B 海马损伤组和对照组前额叶皮层p-FoxO3a、p-FoxO1a、p-Akt473、p-Akt308及其对应的内参GAPDH比较；C 海马损伤组和对照组纹状体p-FoxO3a、p-FoxO1a、

p-Akt473、p-Akt308 及其对应的内参 GAPDH 蛋白印记条带；D 海马损伤组和对照组纹状体 p-FoxO3a、p-FoxO1a、p-Akt473、p-Akt308 及其对应的内参 GAPDH 比较；

p-FoxO3a 磷酸化叉头型转录因子 O 亚型 3a；p-FoxO1a 磷酸化叉头型转录因子 O 亚型 1；p-Akt473 磷酸化蛋白激酶 B473；p-Akt308 磷酸化蛋白激酶 B308；GAPDH 3-

磷酸甘油醛脱氢酶

图4 磷酸化 Akt/FoxO 在两组大鼠大脑皮质和纹状体中表达
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与多巴胺受体活性更加密切，这可以部分解释模型

大鼠纹状体 FoxO3a 磷酸化水平下降。

综上所述，海马损伤动物模型是一种经典的精神

分裂症神经发育异常的动物模型。在本实验中，模型

动物表现出Akt/FoxOs信号通路异常，但其上下游调控

通路状态及其之间的反馈值得更进一步研究。另外，

前期细胞实验发现，PI3k/Akt/FoxOs信号通路在抗精

神病药物神经保护作用中发挥重要作用［10-11］，进一

步可以探究抗精神病药物在该模型大鼠中的作用。
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