附件2

湖南省大学生创新创业训练计划项目
结   题   报   告  书
项目名称：槟榔碱促进尼古丁成瘾及其机制研究
项目编号：S202010547017
学生姓名：满心怡、肖煦晖、张文超、谭建、萧裕
所在学校和院系：邵阳学院第二临床学院
项目实施时间：2020年6月至2022年6月
指导教师: 黄俊
填表日期：2022年4月14日
湖 南 省 教 育 厅

一、基本情况

	项目名称
	槟榔碱促进尼古丁成瘾及其机制研究
	立项时间
	2020年6月

	项

目

主

要

完
成
人

员
	序号
	姓  名
	学号
	专业班级
	所在院（系）
	项目中的

分    工

	
	1
	满心怡
	1741601349
	临床医学10班
	第二临床学院
	文章撰写

	
	2
	肖煦晖
	1741601495
	临床医学14班
	第一临床学院
	实验设计及操作

	
	3
	张文超
	17873954680
	护理学8班
	护理学院
	数据统计及分析

	
	4
	谭建
	1941601224
	临床医学7班
	第二临床学院
	实验操作

	
	5
	萧裕康
	1941601206
	临床医学7班
	第二临床学院
	图表绘制


二、成果简介

	本项目的目的在于探索槟榔碱对尼古丁成瘾的机制的研究，在实验计划的调整以及中期搜查文献后，将主题分为两部分研究，主要探索了成瘾记忆密切相关的AMPA受体和NMDA受体分别对小鼠再巩固记忆和以及精神分裂性记忆中的调节，以及槟榔碱对MK-801诱导小鼠精神分裂性记忆改善作用。记忆障碍在精神分裂症、阿尔兹海默症等疾病中占有重要研究地位，影响人类的生活质量，并且当今典型的抗精神病药物，无法改善患者的认知障碍，关于槟榔碱在改善认知方向的作用至今未见报道，所以开发此类新型抗精神病性及认知障碍的药物具有重要意义。

根据本研究相关的参考文献报道，在前期的实验中探索了槟榔碱对小鼠生理性记忆及精神分裂性记忆障碍的影响。实验分两批进行，第一批小鼠随机分成对照组，低剂量槟榔碱饮用组和高剂量槟榔碱饮用组每组8只。第二批小鼠随机分成对照组，MK-801组，MK-801+低剂量槟榔碱饮用组和高剂量槟榔碱饮用组每组8只。采用新颖物体识别任务和物体位置识别任务研究槟榔碱对生理状态下小鼠记忆的影响、MK-801所致小鼠记忆障碍的影响。结果表明，在实验一中，与对照组相比，槟榔碱低剂量组小鼠新颖物体识别任务和物体位置识别任务的辨别指数显著提高。在实验二中，槟榔碱低剂量组较MK-801组小鼠的辨别指数显著提高。这些结果提示槟榔碱可以提高小鼠生理性记忆及改善MK-801诱导精神分裂性记忆障碍。

项目中期，我们再次阅读大量参考文献，发现成瘾记忆的形成与再巩固记忆密切相关，因此在后期研究中我们还探索了成瘾相关受体AMPA受体在再巩固记忆中的调节作用。通过分别给小鼠腹腔注射AMPA受体拮抗剂NBQX和激动剂CX546，观测小鼠在新颖物体识别测试的记忆再巩固过程的影响。首先实验研究和比较了两种药物在记忆重新激活后立即给药的效果，后研究了NBQX的有效时间及其在无记忆再激活情况下的作用。实验结果显示激活后立即给药小鼠CX546对新颖物体识别测试再巩固无影响，而给药10 mg/kg的NBQX在6小时内显著损伤新颖物体识别测试再巩固记忆。这个结果支持了AMPA受体通路在记忆障碍中的重要调节作用。

研究方法的特色上，对于初期接触科研的本科学生来说，新物体识别和物体位置识别记忆测试这两种记忆范式较容易学习并熟练掌握，大大提高了实验的可实践性。在社会影响上，记忆障碍在老年退行性疾病及精神障碍相关疾病中具有重要地位，当前对记忆障碍的特效药物甚少，探索记忆障碍的机制以及寻找新型抗记忆障碍药物的研究为临床上疾病的治疗提供了新的思路和方向。

在为期两年的创新创业训练计划项目中，我们成功的验证了槟榔碱改善NMDA受体拮抗剂MK-801诱导小鼠精神分裂性记忆障碍，同时也成功验证了AMPA受体在小鼠新物体识别实验对再巩固记忆的调节作用，最终攥写出两篇文章《The role of a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalepropionic acid receptor modulators in object recognition memory reconsolidation》及《槟榔碱改善MK-801诱导小鼠精神分裂性记忆障碍》，其中一篇被SCI杂志《NeuroReport》收录。


总结报告

	本课题组基本按计划执行，由于不能成功完成小鼠尼古丁成瘾的造模，便开始探寻槟榔碱对小鼠的影响，由于本项目组成员熟练掌握新物体识别测试，并对文献报道的AMPA受体通路进行研究，通过不断的实验摸索，成功探索槟榔碱改善NMDA受体拮抗剂MK-801诱导小鼠精神分裂性记忆障碍以及AMPA受体对小鼠新物体识别实验再巩固记忆过程的调节作用。

最开始的研究计划是进行小鼠尼古丁成瘾的造模，但是由于经费限制，成员自己组装小鼠成瘾装置，选择购买透明的亚克力板以及小格子网架和竖棍组装，在进行预试验中，由于透明亚克力板箱能让小鼠感受操作者的整个实验操作，对实验造成影响，且在用黑色贴纸遮住箱子表面后，实验效果也仍不明显，还出现了小鼠撕咬贴纸，影响实验结果的情况，经过几次改进，实验结果仍不理想，便放弃尼古丁成瘾的造模。经过推测，可能是实验器材的材质选取木制箱子可能会造模成功。

在尼古丁造模失败后，我们选择用之前熟练的新物体识别测试，重新查找资料，研究槟榔碱对小鼠记忆的影响，最初使用槟榔碱静脉注射，但效果不加，悬浮物过多，后再次查找文献，选择混入小鼠饮用水中，喂食30天，在预试验中，对比实验组，喂食槟榔碱的小鼠在新物体识别测试中有了差异性，实验结果表明槟榔碱改善小鼠记忆障碍，并且槟榔碱还能改善在NMDA受体拮抗剂MK-801诱导的小鼠精神分裂性记忆障碍。然而，槟榔碱改善精神分裂性记忆障碍的具体机制仍不清楚，需要进一步研究。

项目中期，我们再次阅读大量参考文献，发现成瘾记忆的形成与再巩固记忆密切相关，因此在后期研究中我们还探索了成瘾相关受体AMPA受体在再巩固记忆中的调节作用。通过分别给小鼠腹腔注射AMPA受体拮抗剂NBQX和激动剂CX546，观测小鼠在新颖物体识别测试的记忆再巩固过程的影响。首先实验研究和比较了两种药物在记忆重新激活后立即给药的效果，后研究了NBQX的有效时间窗及其在无记忆再激活情况下的作用。实验结果显示激活后立即给药小鼠CX546对新颖物体识别测试再巩固无影响，而给药10 mg/kg的NBQX在6小时内显著损伤新颖物体识别测试再巩固记忆。这个结果支持了AMPA受体通路在记忆障碍中的重要调节作用。

对于研究主题分成两部分相关研究，我们意识到文献查阅和预实验的重要性。查阅大量文献是进行各项试验的基础，如果我们加强阅读文献中的方法与结果这一部分并收集整理及借鉴，能够在实验前总结出更加完善的方法。同时加强预实验的设定，不仅能促进实验顺利进行，也能在一定程度上节约经费及试错成本。



四、经费情况
	项目经费合计20000元 。

	经费支出情况：

实验器材（新物体识别测试箱、物体位置识别测试箱、统计软件、胶水、剪刀、喷漆、黑色贴纸）：3500元

实验小鼠：10500元

试验鼠笼、实验鼠瓶、饲料、垫料：2500元

药物试剂（CX546、槟榔碱、NBQX、MK801）：1500元
文章版面费：1000元
打印材料、组会报告、车费报销：500元
烘干机、网架：500元



五、审核意见

	项目指导教师结题意见，包括对项目研究工作和研究成果的评价等。

指导老师签章：

  年    月    日

	项目主持人所在学院（系）结题意见

院系负责人签章：

  年    月    日

	学校结题意见
学校计划管理部门签章：
年    月    日


