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  [摘要] 目的 探讨卡托普利对注意缺陷多动障碍(ADHD)模型大鼠行为学及神经递质水平的影响。
方法 取4周龄 WKY大鼠及自发性高血压大鼠(SHR)分为阴性对照组(WKY组)、模型组(SHR组)、卡托普

利组(CAP组),其中CAP组采用50
 

mg/kg卡托普利灌胃处理。4周后检测大鼠行为学(自发活动开场实验、
高架十字迷 宫、Morris水 迷 宫)及 神 经 递 质[多 巴 胺(DA)、去 甲 肾 上 腺 素(NE)、5-羟 色 胺(5-HT)]水 平。
结果 自发活动开场实验结果显示,SHR组和CAP组总路程、中央路程较 WKY组增加,而CAP组总路程较

SHR组减少,差异有统计学意义(P<0.05)。高架十字迷宫结果显示,SHR组开放臂进入次数比例及开放臂

停留时间比例较 WKY组增多,而CAP组较SHR组减少,差异有统计学意义(P<0.05)。Morris水迷宫结果

显示,SHR组、CAP组穿越平台次数和目标象限时间较 WKY组增多,且CAP组多于SHR组,差异有统计学

意义(P<0.05)。SHR组DA水平较 WKY组明显降低,而CAP组DA水平较SHR组明显增加,差异有统计

学意义(P<0.05)。结论 卡托普利可改善SHR大鼠ADHD症状。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

captopril
 

on
 

the
 

behavioristics
 

and
 

neurotransmitter
 

level
 

in
 

the
 

model
 

rat
 

with
 

attention
 

deficit
 

hyperactivity
 

disorder
 

(ADHD).Methods Four-week-old
 

WKY
 

rats
 

and
 

spontaneous
 

hypertensive
 

rats
 

(SHR)
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

(WKY),model
 

group
 

(SHR)
 

and
 

captopril
 

group
 

(SHR+CAP).The
 

captopril
 

group
 

was
 

treated
 

with
 

50
 

mg/kg
 

captopril
 

by
 

ga-
vage.The

 

rat
 

behavioriustics
 

(spontaneous
 

activity
 

opening
 

experiment,elevated
 

cross
 

maze,Morris
 

water
 

maze)
 

and
 

neurotransmitter
 

levels
 

[dopamine
 

(DA),noradrenaline
 

(NE)
 

and
 

5-hydroxytryptamine
 

(5-HT)]
 

were
 

detected
 

after
 

4
 

weeks.Results The
 

results
 

of
 

spontaneous
 

activity
 

opening
 

experiment
 

showed
 

that
 

the
 

total
 

distance
 

and
 

central
 

distance
 

in
 

the
 

SHR+CAP
 

group
 

were
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

WKY
 

group,
while

 

the
 

total
 

distance
 

in
 

the
 

CAP
 

group
 

was
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

SHR
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

elevated
 

cross
 

maze
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

proportion
 

of
 

open
 

arm
 

entry
 

times
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

open
 

arm
 

residence
 

time
 

in
 

the
 

SHR
 

group
 

were
 

increased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

WKY
 

group,while
 

the
 

CAP
 

group
 

was
 

decreased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

SHR
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

Moris
 

water
 

maze
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

num-
ber

 

of
 

crossing
 

platform
 

and
 

target
 

quadrant
 

time
 

in
 

the
 

SHR
 

group
 

and
 

CAP
 

group
 

were
 

increased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

WKY
 

group,moreover
 

the
 

CAP
 

group
 

was
 

more
 

than
 

the
 

SHR
 

group,and
 

the
 

differences
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

DA
 

level
 

in
 

the
 

SHR
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

compared
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with
 

that
 

in
 

the
 

WKY
 

group,while
 

the
 

DA
 

level
 

in
 

the
 

CAP
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

SHR
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Captopril
 

could
 

improve
 

the
 

ADHD
 

symptoms
 

in
 

SHR
 

rats.
[Key

 

words] captopril;attention
 

deficit
 

hyperactivity
 

disorder;behavioristics;noradrenaline;5-
hydroxytryptamine;dopamine

 

  多动症又名注意缺陷多动障碍(attention
 

deficit
 

hyperactivity
 

disorder,ADHD),是学龄期儿童常见

的神经发育障碍性疾病。流行病学研究结果显示青

少年ADHD患病率为5%~7%[1]。ADHD主要表

现为过度活动、注意力不集中、情绪不稳定,易冲动

等,病因目前尚未明确,涉及遗传因素、心理因素、社
会因素、围生期情况、家庭情况、营养状况等[2-3]。大

量研究显示,单胺类神经递质如多巴胺(dopamine,

DA)、去甲肾上腺素(noradrenaline,NE)、5-羟色胺(5-
hydroxytryptamine,5-HT)的代谢异常是 ADHD发

病的重要病理基础[4-5]。部分中枢兴奋药及抗抑郁药

可通过影响神经递质代谢进而改善ADHD症状[6-7]。
新近研究表明,脑肾素-血管紧张素系统(brain

 

renin
 

angiotensin
 

system,BRAS)可调节运动及认知功能,
其中抑制BRAS可改善包括阿尔兹海默病、创伤性脑

损伤模型等多种中枢疾病模型的认知功能[8-10]。血管

紧张素转化酶抑制剂(angiotensin
 

converting
 

enzyme
 

inhibitor,ACEI)卡托普利可改善神经激肽-1受体

(neurokinin-1
 

receptors,NK-1R)敲除小鼠ADHD样

症状[11],本研究观察卡托普利对于 ADHD大鼠模型

行为学及神经递质DA、NE、5-HT的影响,探讨卡托

普利改善ADHD症状的可能机制,现报道如下。

1 材料与方法
 

1.1 材料

4周龄 Wistar-Kyoto(WKY)大鼠及自发性高血

压大鼠(spontaneously
 

hypertensive
 

rats,SHR)购于

北京维通利华实验动物有限公司,所有实验动物遵循

国家制定的有关实验动物保护和使用指南,并通过西

安交通大学实验动物伦理委员会批准。大鼠饲养于

明暗交替12
 

h/12
 

h、温度20~22
 

℃、相对湿度(50±
10)%的无特殊病原体(specific

 

pathogen
 

free,SPF)
级动物房,自由摄食饮水。盐酸卡托普利购自美国

Sigma-Aldrich公司。

1.2 方法

1.2.1 分组与处理

大鼠适应3
 

d后,分为阴性对照组(WKY组)、模
型组(SHR组)、卡托普利组(CAP组),每组10只,其
中 WKY组采用 WKY大鼠,SHR组采用SHR大鼠,

CAP组大鼠采用SHR大鼠,并每天给予50
 

mg/kg
卡托普利灌胃处理,共4周,给药剂量参照文献[12]。

WKY组、SHR组给予等体积(10
 

mL/kg)的生理盐

水灌胃。

1.2.2 大鼠行为学检测

(1)自发活动开场实验。自发活动开场实验箱为

黑色,大小100
 

cm×100
 

cm×40
 

cm,运用小动物行为

活动记录分析系统记录大鼠活动轨迹。实验当天提

前5
 

min将测试大鼠放置到实验房间以适应房间环

境;随后将大鼠放入自发活动开场实验箱的中心处,
电脑软件统计大鼠的运动距离、中心运动距离等数

据。每只动物实验结束后清除动物粪便,然后用75%
乙醇擦拭,排除气味干扰。(2)高架十字迷宫。高架

十字迷宫由2个开放臂(50
 

cm×10
 

cm)和2个闭合

臂(50
 

cm×10
 

cm×40
 

cm)组成。测试时将大鼠放置

在中央区,头朝开放臂方向。记录5
 

min内活动指

标:开放臂进入次数(必须2只前爪进入臂内)、开放

臂停留时间,记录百分比。(3)Morris水迷宫。对各

组大鼠认知能力检测5
 

d,第1~4天主要包括定位航

行实验,将平台定在低于水面2
 

cm,每天进行4次检

测,将大鼠从水迷宫4个象限面向池壁放入水,限定

大鼠在120
 

s寻找并爬上平台躲避10
 

s;如在规定的

时间内未能找到平台躲避则将其引导平台躲避,平台

躲避时间为20
 

s,记录大鼠在120
 

s寻找到平台的逃

避潜伏期时间。每2次训练间的最短时间间隔为10
 

min。第5天进行空间探索实验,撤去装置内的平台,
记录在90

 

s内大鼠经过原平台位置的次数及目标象

限停留的时间。大鼠认知能力检测期间,池中水温控

制在(22±1)℃。摄像机头安装在水池 正 上 方 约

1
 

m处。

1.2.3 大鼠神经递质检测

行为实验完成后,用3%戊巴比妥钠麻醉断头处

死大鼠,根据大鼠脑立体定位图,冰台上快速剖取大

脑,分离出前额叶皮质,冰生理盐水清洗,滤纸吸干表

面水分。精密称取一定量的组织标本,记录质量,加
入250

 

μL甲醇(含0.1%甲酸),漩涡震荡1
 

min,匀浆

3
 

min。高速离心14
 

000
 

r/min,离心10
 

min,取上清

液进样分析。采用Q
 

Exactive高分辨质谱系统和Ul-
tiMate

 

3000
 

RS色谱分离系统进行LC-MS/MS检测

分析;各分析物的色谱图采集和积分由软件Xcalibur
 

4.0(美国Thermo
 

Fisher公司)进行处理,以1/X2 为

加权系数进行线性回归。色谱条件:采用 Waters
 

T3
 

150.0
 

mm×2.1
 

mm
 

3
 

μm色谱柱进行代谢物分离。
流动相包括0.1%甲酸的水溶液(A)和甲酸乙腈(B),
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采用梯度分离(0.3
 

mL/min),进样量5
 

μL。0
 

min,

2%
 

B;0.5
 

min,2%
 

B;6.0
 

min,98%
 

B;9.0
 

min,

98%
 

B;9.3
 

min,2%
 

B;10.0
 

min,2%
 

B。质谱条件:
电喷雾电离源,正负离子切换扫描,选择反应检测,扫
描范围50.0~500.0

 

m/z,电喷雾电压3.2
 

kV(正),
毛细 管 温 度300

 

℃,碰 撞 气 为 高 纯 氩 气(纯 度≥
99.999%),鞘气为氮气(纯度≥99.999%),40

 

Arb辅

助气为氮气(纯度≥99.999%),350
 

℃,数据采集时间

10.0
 

min。标准曲线绘制:精密称取各标准品适量,
配制为2.00

 

mg/mL的储备液备用。用0.1%甲酸甲

醇依次稀释成一系列浓度梯度的标准曲线工作溶液。
以质谱峰面积为纵坐标,浓度为横坐标,绘制线性回

归标准曲线。将样品的质谱峰面积代入标准曲线的

线性方程中,计算浓度,并以样品实际重量进行校正。
该方法检测 DA、NE、5-HT定量下限分别为2、20、

0.5
 

ng/mL。精密度相对标准偏差5%以内。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 卡托普利对SHR大鼠自发性活动的影响

SHR组和CAP组总路程、中央路程较 WKY组

增加,CAP组总路程较SHR组减少,差异有统计学

意义(P<0.05),见表1、图1。
表1  大鼠自发活动开场实验结果比较(n=10,x±s,mm)

组别 总路程 中央路程

WKY组 21
 

448.0±998.6 1
 

833.0±80.7

SHR组 30
 

936.0±1
 

310.0a 2
 

574.0±246.6a

CAP组 26
 

766.0±1
 

197.0ab 2
 

797.0±166.0a

  a:P<0.05,与 WKY组比较;b:P<0.05,与SHR组比较。

2.2 卡托普利对SHR大鼠冲动行为的影响

SHR组开放臂进入次数比例及开放臂停留时间

比例较 WKY组增多,CAP组较SHR组减少,差异有

统计学意义(P<0.05),见表2、图2。

2.3 卡托普利对SHR大鼠学习记忆的影响

SHR组、CAP组穿越平台次数和目标象限时间

较 WKY组增多,且CAP组多于SHR组,差异有统

计学意义(P<0.05),见表3。
表2  大鼠高架十字迷宫实验结果比较(n=10,x±s,%)

组别 开放臂进入次数比例 开放臂停留时间比例

WKY组 42.8±2.9 25.0±4.5

SHR组 58.6±1.5a 55.4±3.1a

CAP组 47.2±2.6b 31.3±3.5b

  a:P<0.05,与 WKY组比较;b:P<0.05,与SHR组比较。

图1  各组大鼠自发活动开场实验运动轨迹图

  红色方框:闭合臂。

图2  各组大鼠高架十字迷宫运动轨迹热图

2.4 卡托普利对SHR大鼠前额叶皮质中单胺类神 经递质的影响
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SHR组DA水平较 WKY组明显降低,CAP组

DA水平较SHR 组明显增加,差异有统计学意义

(P<0.05),见表4。
表3  大鼠 Morris水迷宫实验结果比较(n=10,x±s)

组别 穿越平台次数(次) 目标象限时间(s)

WKY组 1.8±0.4 25.2±1.0

SHR组 3.5±0.3a 32.4±1.4a

CAP组 5.1±0.6ab 43.5±2.9ab

  a:P<0.05,与 WKY组比较;b:P<0.05,与SHR组比较。

表4  大鼠前额叶神经递质水平比较(n=10,x±s,ng/g)

组别 DA NE 5-HT

WKY组 460.0±8.1 59.6±3.3 15.5±0.3

SHR组 229.5±9.1a 49.3±3.9 14.8±0.4

CAP组 424.5±9.7b 58.5±4.2 15.3±0.9

  a:P<0.05,与 WKY组比较;b:P<0.05,与SHR组比较。

3 讨  论

ADHD是以注意缺陷、活动过度,行为冲动为主

要特征的儿童期常见心理行为障碍,目前尚未阐明

ADHD发病的生物学机制。研究显示脑内肾素血管

紧张素系统在调节运动功能、执行功能、认知功能方

面具有重要意义[13]。ACEI可改善大鼠认知和记忆

功能。血管紧张素受体阻滞剂可改善高血压患者认

知损害[14]。此外,组织化学标记表明BRAS分布在

与ADHD和运动控制密切相关的神经元网络中。如

血管紧张素转化酶和血管紧张素受体在基底神经节

内密集表达,在如背侧纹状体、苍白球和黑质等区域

表达较高[15]。卡托普利是ACEI,研究显示卡托普利

可改善nk1r基因敲除小鼠的 ADHD行为改变[11]。
SHR大鼠是由 Wistar大鼠交叉培育的新品种。研究

发现,SHR大鼠通常在4~10周龄表现出ADHD核

心症状,10周龄后出现高血压。因此,SHR大鼠是目

前应用最为广泛的ADHD模型。所以本实验选取该

模型研究卡托普利对ADHD的影响。但也有文献质

疑SHR大鼠作为 ADHD动物模型的合理性。有研

究显示SHR模型在某些行为学检测中不存在ADHD
表型,例如在转轮实验中SHR大鼠甚至不如 WKY
大鼠活跃,这提示不同的行为学检测方法可能对结果

产生一定影响,SHR大鼠某些表型可能在某种行为

学检测方法中更明显[16]。但本研究中选用的行为学

实验包括自发活动开场实验、高架十字迷宫、Morris
水迷宫中SHR大鼠表现出较好的ADHD表型,这也

是与大部分实验结果类似。
ADHD以多动、冲动、注意力不集中为核心症状,

本课题组通过行为学实验研究卡托普利是否能够控

制ADHD核心症状。自发活动开场实验是评价动物

自主运动能力的常用实验方法,在 ADHD的行为学

研究中,自发活动开场实验中大鼠的总运动路程及中

央路 程 可 作 为 评 价 ADHD 多 动、焦 虑 的 重 要 依

据[17-18]。因此,本实验重点比较了各组大鼠总运动路

程及中央运动路程的变化情况,以评估卡托普利控制

SHR大鼠多动及焦虑相关症状的能力。结果显示,
SHR组总路程及中央路程均明显高于 WKY组,表明

SHR大鼠较 WKY大鼠存在活动能力明显增强的表

现。而CAP组总路程较SHR组明显降低,但中央路

程比较无差异(P>0.05),提示卡托普利能够控制

SHR大鼠多动的行为特点,对焦虑的影响较小。
焦虑相关的冲动采用高架十字迷宫评估,开放臂

进入次数及停留时间的增加可能反映了冲动[19-20],本
研究SHR组开放臂进入次数及停留时间比例均多于

WKY组,表明SHR大鼠可表现出ADHD样的冲动

行为,而CAP组开放臂进入次数及停留时间比例均

少于SHR组,表明卡托普利能减轻SHR大鼠的冲动

行为。
学习记忆能力能够从侧面反映注意力的情况,

Morris水迷宫作为评价动物学习记忆能力的经典实

验方法,可用来评价 ADHD模型注意力不集中这一

核心症状的严重程度。结果显示,CAP组大鼠穿越平

台次数和目标象限停留时间明显多于SHR组,表明

卡托普利能够明显提高SHR大鼠的学习记忆能力,
这一结果从侧面反映卡托普利具有改善ADHD注意

力不集中的作用。
ADHD的发生主要与DA、NE、5-HT等单胺类

神经递质有关。ADHD的认知功能障碍与前额叶

DA的异常有关,前额叶DA能神经元功能低下,可产

生注意障碍。当神经冲动传入时,储存在神经元囊泡

的DA释放,在突触间隙和不同类型的受体结合,最
终被突触前膜的多巴胺转运体(dopamine

 

transport-
er,DAT)

 

摄取而失活。有研究表明ADHD患者脑内

DA清除过度,致使 DA水平下降,动物实验也提示

SHR大鼠前额叶DA水平降低。研究显示损毁前额

叶皮质DA神经元,可增强纹状体DA活动,而将DA
激动剂注入前额叶皮质可降低纹状体DA代谢,表现

为行为活动功能被抑制。因此ADHD的形成可能是

因前额叶皮质DA功能降低,导致纹状体DA功能增

强,从 而 表 现 出 多 动、兴 奋 等 症 状[21-24]。哌 甲 酯

(methylphenidate,MPH)是临床上治疗ADHD的常

用药物,研究显示 MPH 可通过增加SHR大鼠前额

叶及纹状体DA水平,减轻ADHD症状[25-26]。NE有

α1、α2、β这3类受体,NE可通过不同的受体调控前额

叶皮质的功能。研究显示阻断前额叶皮质α2受体

后,动物可表现出注意力低下、工作记忆受损、多动和

冲动样ADHD症状。SHR大鼠前额叶的α2受体的

功能低下可能是其发生 ADHD的机制之一。5-HT
是神经系统内一种重要的单胺类神经递质,其功能的
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改变可对自发活动、认知等行为产生作用。有研究发

现5-HT水平低下可能导致脑的抑制功能不足,而发

生ADHD样行为改变。临床研究显示 ADHD患者

血清5-HT水平下降,在SHR动物模型中也出现5-
HT功能低下情况[21]。本研究CAP组大鼠前额叶皮

质中DA水平较SHR组明显升高(P<0.05),表明卡

托普利可能通过增加SHR大鼠前额叶皮质中DA水

平而减轻大鼠多动及冲动行为、增强大鼠学习记忆能

力。卡托普利虽可升高SHR大鼠前额叶 NE及5-
HT水平,但差异无统计学意义(P>0.05)。因此,卡
托普 利 可 能 主 要 通 过 升 高 前 额 叶 DA 水 平 改 善

ADHD症状。然而 ADHD发病机制复杂,卡托普利

通过何种机制调控神经递质分泌尚不明确,BRAS与

ADHD的相互关系仍需进一步研究来充分阐明。同

时,高血压和心动过速在一定程度上可以出现多动不

安和注意力不集中等表现,且高血压也可以影响认知

功能。这也是SHR这一模型作为 ADHD模型的一

个潜在问题。但4~5周龄的SHR大鼠血压尚未升

高,6~8周龄为高血压前期,本实验选择4周龄大鼠

干预4周,血压可能会对结果产生一定影响,不排除

卡托普利通过影响血压产生了改善ADHD表型的可

能。最新研究显示,卡托普利可改善nk1r基因敲除

小鼠的ADHD行为改变[11]。表明除去血压因素,卡
托普利仍可改善ADHD表型。这也是本课题组选择

检测神经递质,尝试从神经递质角度解释卡托普利改

善ADHD表型的原因,但 ADHD发病机制复杂,这
可能不是其发挥作用的唯一机制,未来可以在更多的

ADHD模型中验证卡托普利的作用。
综上所述,卡托普利可减轻大鼠多动及焦虑,改

善学习记忆能力,其机制可能与增加大鼠前额叶DA
水平有关,但确切的调控机制尚不明确,深入研究

BRAS与ADHD之间存在相互联系,有望为 ADHD
的发病机制和治疗提供新靶点。
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