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淀粉样蛋白对阿尔茨海默病转基因果蝇认知功能的影响
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摘8要!目的8探讨 :

!

;"&:

!

;!&:

!

;!:<5对阿尔茨海默病!:="转基因果蝇认知功能的影响$ 方法8分别建立 :

!

;"&

:

!

;!&:

!

;!:<5转基因 :=果蝇模型$ 根据实验要求将果蝇分为 ; 组#分别是野生果蝇对照组&:

!

;" 组&:

!

;! 组&

:

!

;!:<5组$ 在整体动物水平上进行果蝇行为学研究#分别检测各组果蝇的嗅觉短期记忆能力&攀爬能力和平均寿命$

结果8在巴甫洛夫嗅觉相关短期记忆测试&攀爬能力试验&平均寿命测试中#与对照组相比#& 组转基因果蝇的嗅觉记忆

能力&攀爬能力&平均寿命均明显降低$ 结论8:

!

的毒性作用会导致 :=转基因果蝇认知功能下降$

关键词!阿尔茨海默病'转基因果蝇'认知功能'

!

淀粉样蛋白

!""#$%&"

!
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!

C-70D6E@ F<6?AE.*:

!

;"# :

!

;!# -.@ :

!

;!:<56. ?+A56/.E?EGAB,.5?E6.*E. ?+A?<-.*C

/A.E5@<6*6F+ED-HE?+ :D2+AE7A<(*@E*A-*A!:="4<#%5&-18>+AAIFA<E7A.?H-*@A*E/.A@ E.?6B6,</<6,F*% .6<7-DHED@C?0FA# :

!

;"#

:

!

;! -.@ :

!

;!:<5?<-.*/A.E5@<6*6F+ED-4J-GD6GE-. 6DB-5?6<07A76<0-.@ 5DE7KE./-KEDE?EA*-.@ DEBA*F-. HA<A7A-*,<A@ E. ?+AB6,<

/<6,F*4=#14+%18L67F-<A@ HE?+ ?+A56.?<6D/<6,F# ?+A*+6<?C?A<7@B-5?6<07A76<0-.@ 5DE7KE./-KEDE?EA*-*HADD-*DEBA*F-. HA<A<AC

@,5A@ E. ?+A:

!

;"# :

!

;! -.@ :

!

;!:<5/<6,F*4>&0$+41,&018:

!

7-0<A*,D?E. -@A5<A-*AE. 56/.E?EGAB,.5?E6.*E. ?<-.*/A.E5@<6C

*6F+ED-HE?+ :=4

?#* 6&/-1% :D2+AE7A<(*@E*A-*A' ?<-.*/A.E5@<6*6F+ED-' 56/.E?EGAB,.5?E6.*' KA?-C-70D6E@ F<6?AE.

88阿尔茨海默病 !:D2+AE7A<( *@E*A-*A# :="是最

常见的痴呆类型#是一种和年龄相关的慢性进行性

退行性改变的脑部疾病$ 临床表现为记忆障碍&失

语&失用&失认&视空间能力损害&抽象思维和计算

力损害&人格和行为的改变等$ 目前阿尔茨海默病

的确切发病机制尚不清楚$ 相关研究表明中枢胆

碱能神经元数量的减少&乙酰胆碱 ! -5A?0D5+6DE.A#

:5+"合成减少&:L+ 受体敏感性降低&:L+ 通路的

解剖异常等都可导致学习记忆功能的障碍)#C&*

$ 阿

尔茨海默病的特征性病理学改变是细胞外淀粉样

斑块和细胞内神经纤维缠结$ :

!

;! 的聚集性较

:

!

;" 更强#:

!

;! 是淀粉样斑块的核心成分);# 9*

#

而伴有 :<?E5突变的 :

!

基因#进一步增强 :

!

的低

聚化$ 因此#本研究主要从行为学方面来探索
!

淀粉样蛋白 ! KA?-C-70D6E@ F<6?AE.# :

!

" 对 :=转基

因果蝇模型认知功能的影响$

@A材料和方法

@4@A材料

#4#4#8实验对象8:

!

;" &:

!

;! &:

!

;!:<5转基因

果蝇是由剑桥大学 =4L4L<6H?+A<博士惠赠$ 实验

在中山大学中山医学院神经解剖实验室完成$ 实

验共分为 ; 组%正常对照组 !野生型黑腹果蝇 " &

:

!

;" 组&:

!

;! 组&:

!

;!:<5组$

#4#4!8果蝇嗅觉短期记忆缺陷测试材料8#49M

+#"#+
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辛醇'#M甲基环己醇'美的加湿器'空调'秒表'整

流瓶'NJ#"#&C#9"" 电源变压器 ! #9"" O:###" O#

广东省佛山市瑞科电器厂 " '真空泵 :JC''9" '分

叉真空管'气味管'嗅觉 >C7-2A装置'两个密闭的

气味瓶'转子流量计!PQRC&SRT" '红色光源'调频

仪器'刺激器机箱'万用表'%(C# 磁力加热搅拌器

!金坛市医疗仪器厂" $

#4#4&8果蝇攀爬能力试验材料8美的加湿器'空

调'果蝇瓶!指管" '红色光源'镊子$

#4#4;8果蝇平均寿命测定材料8蒸馏水'蔗糖'

琼脂'玉米粉'酵母粉'丙酸'乙醇 #""U'乙醚'美

的加湿器'空调'!"" 7D的培养三角瓶'称重器'美

的电饭锅' ;"" 7D烧杯' !"" 7D量筒'漏斗'麻醉

瓶'镊子'白瓷板'毛笔'吸水纸'海绵垫'果蝇瓶

!指管" '棉花'解剖镜'死蝇盛留器'灭菌锅$

@4BA方法

#4!4#8建立转基因果蝇 :=模型8转基因果蝇通

过质粒作为外源目的基因载体#用显微注射手段将

人源 :

!

;"&:

!

;!&:

!

;!:<5基因转入果蝇染色体

上#以杂交方式建立果蝇品系#应用 V:W XY-D; 激活

系统激活在果蝇中枢神经系统中 :

!

的表达))# %*

$

杂交方案%

"

:

!

;! 转基因果蝇模型%雌性亲本
!

AD-GX/-D; :

!

;! ! AD-GC/-D; XAD-GC/-D;' V:WC:

!

;! X

506' ZXZ&红眼直翅"与雄性亲本X野生型 !!"!V

"

! ZXZ' ZXZ' ZXZ&白眼直翅"进行杂交$ 子

代分配%子代一 !AD-GC/-D; XZ'506XZ' ZXZ&红眼

卷翅 " ' 子 代 二 ! AD-GC/-D; XZ' V:WC:

!

;! XZ' ZX

Z&红眼直翅" $ 目标子代%子代二X红眼直翅为目

标子代#雌雄分开后用于试验$

#

正常对照组果蝇%

雌性亲本
!

AD-GX/-D; X/-D; !AD-GC/-D; XAD-GC/-D;' ZX

Z' ZXZ&红眼直翅" '雄性亲本X野生型 !!"!V

"

! ZXZ' ZXZ' ZXZ&白眼直翅" $ 子代分配%子代

!AD-GC/-D; XZ' ZXZ' ZXZ&红眼直翅 " $ 目标子

代%只有一种子代雌雄分开后即可用于试验$

#4!4!8嗅觉短期记忆缺陷测试8在 !9[L&%"U

相对湿度 >型迷宫装置中进行测试$ 将空气流速

为 %9" 7DX7E. 的真空管与 >C\-2A相连#把装有 ("

只成年果蝇的试管快速震荡后倒至电刺激管中#然

后将电刺激管与 >C\-2A相连#用固定器固定 >C

\-2A#然后将含有 #49M辛醇的气味管相连#通气

之后马上打开调频仪及刺激器机箱#使用 )" O的

电压持续刺激 #49 *#然后间隔 &49 *再给同样振

幅和频率的电刺激#电刺激训练 # 7E. 后停止 !即

重复刺激 #! 次 " $ 随后将 #49M辛醇的气味管与

电刺激管分离#通空气 ;9 *后#将含有 #M甲基环

己醇的气味管与电刺激管相连#通气 # 7E.#但不伴

有电刺激$ 然后将真空管从 >C\-2A上拔下#再将

含有 #M甲基环己醇的气味管与电刺激分离#快速

震动电刺激将其中的果蝇震动到 >C\-2A圆洞内#

迅速推到两个气味管连接处#将 #9"" 7DX7E. 的真

空管与 >C\-2A连接#再将两个气味管同时与 >C

\-2A相连#用固定器固定 >C\-2A#只通气不通电#

计时 ! 7E.$ 最后取下两个气味管震荡#将其中的

果蝇分别倒入两个试管中#待冰冻后分别查冻死的

果蝇数量$ 根据选择每种气味的果蝇数目计算每

次实验的学习记忆指数 ! FA<B6<7-.5AE.@AI# J]"

)(*

%

J]̂ ! _5*CC_5*

Z

" X_5*CZ_5*

Z

" #̀""U#其中 L*

!56.@E?E6. *?E7,D,*"代表条件电击刺激'_5*C代表往

不伴有电击刺激的气味一侧移动的果蝇数目'_5*

Z

代表往伴有电击刺激的气味一侧移动的果蝇数目'

取两种气味 J]的平均值作为每组实验数据$ 为了

避免气味引起的偏差#两种气味的实验顺序颠倒过

来$ 其它 & 组实验步骤同前$

#4!4&8果蝇攀爬能力试验8将待测每组果蝇分

装成每瓶 !" 只#果蝇适应 !果蝇置空食瓶内适应

9 7E." '轻弹果蝇至平底#果蝇由于习性将向上爬#

暗室红灯下测试 #9 *到达瓶顶的果蝇个数 :#计

算攀附指数!5DE7KE./E.@AI# L]" ^:X总数$

#4!4;8果蝇的平均寿命测定8每组基因的雌果

蝇 (" 只#分别装入 ; 个果蝇专用营养管内#做上标

签待观察$ 每天更换一次培养基#并记录每次死亡

果蝇的数量#直至果蝇全部死亡为止$ 以上实验重

复 & 次计算出半数死亡时间&平均寿命和平均最高

寿命 & 个指标$ 全部果蝇存活天数的均数为平均

寿命#最后 !" 只死亡果蝇的生存天数均值为平均

最高寿命$

@4CA统计学分析

果蝇记忆缺陷实验数值以均数 a标准差表示#

组间比较用单因素方差分析#多重比较用 R6.BA<<6.E

进行事后检验$ 7b"4"9 为差异有统计学意义$

BA结果

BD@A7

!

EF $7

!

EB 和 7

!

EB7/$诱发短期嗅觉记忆

缺陷

在巴甫洛夫经典条件作用下#监测对照组&

:

!

;" &:

!

;! &:

!

;!:<5转基因成年果蝇 ! & 天龄 "

记忆缺陷症状$ & 个实验组分别与对照组相比#差

+!"#+
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异有统计学意义 ! 7b"4"# 和 7b"4""# " ':

!

;"

组与 :

!

;! 相比#差异有统计学意义 ! 7b"4"# " '

:

!

;" 组与 :

!

;! :<5相比#差异有统计学意义 ! 7

b"4"# " ':

!

;! 与 :

!

;! :<5相比#差异无统计学

意义!7d"4"9 " $ 根据评估结果#; 组果蝇的短期

嗅觉记忆能力由强到弱依次是%对照组 d:

!

;" 组

d:

!

;! 组 d:

!

;!:<5组!图 # " $

!"

#"

$%

&%

%

''

'''

'''

!

"

#

(

!

$

%

#

(

!

$

&

#

(

!

$

&

(

)

*

#

$
%

&
'

(
)

+
,
-

图 @ A根据巴甫洛夫相关的嗅觉学习模式来评估 :

!

介导的短期记忆缺陷"

BDBA7

!

EF $7

!

EB $7

!

EB7/$使果蝇攀爬能力下降

在第 #" 天时攀爬至顶部的果蝇数%对照组

%! 只&:

!

;" 组 %# 只&:

!

;! 组 %" 只和 :

!

;!:<5组

;( 只$ 第 #9 天时#将果蝇轻弹至瓶底#果蝇沿瓶

壁向上爬行的动作非常缓慢而且中间会从瓶壁滑

落#攀爬至顶部的果蝇数大幅度减少% 对 照 组

)( 只 &:

!

;" 组 9! 只 &:

!

;! 组 &! 只和 :

!

;!:<5

组 !" 只 $ 在第 &" 天时 #攀爬至顶部的果蝇数 %

对照 组 ); 只 & :

!

;" 组 !; 只 & :

!

;! 组 " 只 和

:

!

;!:<5组 ; 只 $ ; 组果蝇的攀爬能力由强到弱

依次是 %对照组 d:

!

;" 组 d:

!

;! 组 d:

!

;!:<5

组 !图 ! " $

BDCA7

!

EF $7

!

EB $7

!

EB7/$使果蝇寿命缩短

测定 ; 组果蝇!每组 (" 只"的平均寿命#结果发

现它们在生存时间上存在差异$ 观察到的果蝇的平

均寿命中对照组果蝇的平均寿命最长#为 9)4' @$

:

!

;" 组为 ;'4# @#:

!

;! 为 ;949 @#:

!

;!:<5组为

&%4& @$ 这些结果表明 :

!

表达导致寿命缩短$ 各

组平均寿命排列如下%对照组 d:

!

;" 组 d:

!

;! 组

d:

!

;!:<5组!图 &" $

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#%*

$"+

$",

$"-

$"!

$

* !$ !* -$ -* ,$ .

!

/

0

"#$

1

0 2!+- 234

$

"

0 2!+$

$

1 0 2!+-

$

1

图 BA; 组果蝇的攀爬能力比较"

!""

#"

$"
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&"

"

! $ !! !$ &! &$ '! '$ %! %$ (! ($

)*+,

-!%"

!

-!%&

!

-!%&-./

!

"#!

图 CA; 组果蝇的平均寿命比较"

CA讨论

本研究之所以选择转基因果蝇作为实验对象#

是因为转基因果蝇模型是研究人类神经系统退行

性疾病的理想模型$ 首先#人类和果蝇基因组序列

不仅具有很多同源基因#如阿尔茨海默病&亨廷顿

病和帕金森病等#而且果蝇的神经退行性疾病模型

与人类神经退行性疾病还有许多相似的表型)'*

$

另外#果蝇饲养容易#生长迅速#因此在短时间内

就可获得大量子代)#"*

$ 但也正是因为果蝇生命周

期短#不同年龄阶段对其认知功能有一定影响#因

此在实验中所用果蝇的年龄需严格控制$

本研究选择转基因果蝇模型的另一个原因是

果蝇嗅觉传导通路中大部分投射神经元既是胆碱

能神经元又是胆碱能神经元受体$ 乙酰胆碱是果

蝇中枢神经系统中一种重要的兴奋性神经递质#烟

碱性乙酰胆碱介导快速兴奋性神经传导)##*

$ 其

中#银环蛇毒素敏感的烟碱样胆碱能受体能够介导

果蝇浦肯野细胞之间的快速兴奋性突触传递#这些

受体可能与嗅觉相关的学习可塑性有关)#!*

$ 果蝇

下颚须和触须的嗅觉受体神经元接收的气味信息

+&"#+
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在嗅神经元内转换成神经电信号#然后沿嗅神经元

的轴突传递到触角叶的投射神经元#并在此形成轴

$树突触$ 在触角叶进行处理后#嗅觉信息由投射

神经元传递果蝇大脑的蘑菇体和前脑区#最终引发

为嗅觉记忆反应$

:

!

如何影响 :=认知功能障碍的机制#目前尚

不清楚$ 相关研究已经证实 :=患者认知功能下

降与乙酰胆碱突触传递障碍密切相关)#&# #;*

$ 本研

究中果蝇短期嗅觉记忆实验证实相对于正常对照

组而言#:

!

;" &:

!

;! &:

!

;!:<5组的记忆能力明显

下降#表明 :

!

的过度表达对果蝇的嗅觉记忆能力

有明显的损害$ 结合转基因果蝇的行为学研究结

果可以推测在转基因模型中 :

!

的过度表达对胆

碱能突触传递可能有抑制作用#进而导致转基因果

蝇的认知功能障碍$ 本研究中嗅觉短期记忆能力&

攀爬能力实验及平均寿命分析显示#& 组转基因果

蝇模型中#:

!

;! 组和 :

!

;!:<5组的转基因果蝇嗅

觉记忆能力&攀爬能力&平均寿命均出现明显的下

降#:

!

;!:<5组下降最明显# :

!

;" 组受损最轻$

由此可以得出结论#:

!

毒性作用损害转基因果蝇

的认知功能#且不同的转基因果蝇模型之间的行为

学差异#主要取决于 :

!

低聚体的形式$ 在相对健

康的 :=患者中#:

!

;" 沉积占主导地位#但是散发

和大多数家族型 :=患者中#:

!

;! 比 :

!

;" 的比率

增高或 :

!

;! 的总浓度提高$ :

!

;! 聚集很迅速#

因此#在很早的时间内形成了稳定的低聚物$ 而

且#:

!

;! 趋向形成稳定的三聚体和或四聚体低聚

物#而 :

!

;" 却 不 会 如 此)#)# #%*

$ 因 此# :

!

;! 较

:

!

;" 使转基因果蝇认知功能下降得更明显$ 此外#

伴有 :<?E5突变的 :

!

基因#进一步增强 :

!

的低聚

化#这将会导致 :=的早发性#这也是 :

!

;!:<5造成

:=患者认知功能下降最明显的主要原因$

总之#通过本研究证实 :

!

导致 :=转基因果

蝇模型认知功能下降#且其认知功能下降的程度取

决于 :

!

低聚体的形式#亦间接证实 :

!

对胆碱能

突触传递有抑制作用$ :

!

对突触传递的具体抑制

作用尚有待于进一步研究$
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