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nal kinase , JNK ）、自8丝裂原激活的蛋白激酶
（自8 mitogen-ac tivated protein kinase , p38MAPK) 

三个成员，对于细胞周期的运行和基因表达具有

重要调控作用。 MAPK 通路可被多巴胶受体激
活，而且不同类型的多巴肢受 体激 活不同的
MA PK亚型［ 5： 。 m 受体主要激活 ERK，且这一作

用依赖 AC-cAMP-PKA及 Ras
[6

-7] a G蛋白信号调
节因于（四伊lator of G-protein sigr叫ing,R GS ）属于
一类新发现的蛋白家族， 其中RGS4为RGS画家族

的成员之 一，是G蛋白信号传导的负性调节因
子，对脑内的Go.i具有较强的调节作用「81

0 目
前，METH依赖的大鼠纹状体RGS4和 m 受体信

号的分子变化尚不清楚。

1 材料与方法

1.1 动物 健康，雄性Strague-Dawley大鼠90只，

体质量（220 ±20) g，由昆明医科大学实验动物学

部提供， 动物合格证号：SCXK（滇）K2015-002。
1. 2 药晶及主要试剂 甲基苯丙脏药片由合作

单位云南省公安厅禁毒处毒品分析与禁毒技术公
安部重点实验室合法提供：水合氯醒，购自天津市
科密欧化学试剂有限公司；BCA蛋白浓度测定试 
剂盒，购自北京天根生化公司；预染蛋自maker 

0671，购自Fermentas公司；ECL化学发光检测试

剂，购自Thermo公司；一抗：鼠抗D2单克隆抗 

体，购自美国 abgent公司；兔抗Go.i 单克隆抗体，
购自由t:l:IIII公司；兔抗MAPK单克隆抗 体，购自 
美国Cell Signaling公司；兔抗RGS4多克隆抗体， 

购自美国 abgebt公司；兔抗自－actin 单克隆抗体， 

购自美国S AB 公司；二抗： HRP标记的羊抗兔 二 
抗，购自美国Cell Signaling公司；HRP标记的羊 

抗鼠二抗，购自美国Cell Signaling 公司；大 鼠
t:AMP酶联免疫分析试剂盒，购自上海江莱生物 

公司。

1.3 ME哑E侬赖CPP模型的建立和分组 将90 

只大鼠随机分为兰组：生理盐水对照组（30只）、甲 

基苯丙胶依赖 1周组（30只） �2周组（30只）。 条  
件性位置偏爱（conditioned place p陀ferance , CPP ) 

实验：(1 ）预实验：首先在未给药 时，将实验大鼠置
于鼠搏士动物行为分析系统实验箱内，移去中间的
隔板使大鼠可以在黑箱与自箱及通道内自 由活动，
适应3 d,1加d，每次15min 0 3 d开始记录 每只
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大鼠在白盒和黑盒的平均停留 时间，确定大鼠的天

然偏爱倾向。3 d适应结束后，将每只动物的非偏
爱侧箱设为伴药箱后进行下一步实验。（2）条件化

训练：应用METH训练大鼠，通过训练使其对伴药
箱产生条件反射。在此期间经腹腔注射ME四 10
吨. kg"1 • d"1 ,2如d( 8: 00 .. _20: 00），注射ME四后

即放人伴药箱内，用隔板封闭通道，观察 30min 0 

连续注射ME四并训练大鼠10 d。除生理盐水对
照组给予相同剂量的生理盐水注射10mg•kg 1 •

d"1' 2次／d(8：（）（）、20: 00）外，其它的与METH依颇
CPP组相同。（3）训练后 测试：11 d进行CPP实验

测定，测试前将隔板打开，使大鼠能够在两个盒子
内自由活动，观察15 min， 分别记录各组大鼠在两

侧箱体停留的时间。 测试时，尽量保持CPP箱内
光线、气味一致以及环境安静。

确认动物建立了明显的 METH依赖后，2个
METH 依赖组的动物再持续腹腔注射 ME四 10

吨• kg-I • d-l ,2加d(8:00、20:00），注射甲基苯

丙脑后即放人伴药箱内，用隔板封闭通道，观察
30 min，持续注射时间分别为1周和2周，建立2

个不同依赖 时间段的依赖大鼠模型。并且分别在
注射1周、2周完成后的2d进行 CPP实验 ，记录
实验结果。
1.4 W嗣tern blot技术检测METH依赖 CPP
大鼠按状体RGS4、m 、Gni、MAPK蛋白表达的

变化 将各组大鼠用10%水合氯醒麻醉，断头处
死，开颅取脑，取出纹状体，参照 Paxinos和Wat­
出n w 大鼠脑解剖图，分离纹状体，加人蛋白裂解
液，匀浆，计算上样量， 取匀浆好的样品，进行
SDS - PAG E电泳，转膜，洗膜，5%牛奶封闭2h后，

加入适量一抗稀释、液，一抗用1 %的PBST稀释，
稀释放度： m 为1: 1 000, RGS4为1 : 1 000, 

MAPK为t: 1 000,Gai为1: 10 000，自叫n为1:

2 000,4℃过夜进行孵育。1%PB ST洗液进行 洗
涤，加入二抗稀释液，Goat anti-rabbit IgG -HRP 稀
释比例为1: 3 000, Goat anti-mouse IgG-HRP稀释
比例为t: 20创则，室温下孵育2 h; 1 o/1 PBST洗液

进行洗涤；化学发光、显影、定影；凝胶图像分析 o

1.5 ELISA方法检测甲基苯芮艘依赖CPP大

鼠绽状体cAMP含量的变化 各组大鼠，依赖模

型建立成功后，用10%的水合氯醒麻醉后处死大
鼠，取出大脑分离纹状体， 加入PBS ,pH 7.4匀浆








