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阿尔茨海默病转基因果蝇模型 β淀粉样蛋白对
胆碱能突触的毒性影响
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摘 要: 目的 研究 β 淀粉样蛋白( Aβ ) 多肽对阿尔茨海默病( AD ) 转基因果蝇大脑中胆碱神能经元突触的影响。方法

分别建立转 Aβ40，Aβ42 基因果蝇 AD 两个模型组，以野生果蝇( canton-s ) 作为对照组。采用生物素染色和激光共聚焦

成像记录投射神经元的形态; 通过全细胞膜片钳方法记录各组投射神经元胆碱能的自发突触后电流和微兴奋性突触后电

流; 检测各组果蝇的嗅觉短期记忆能力。结果 与对照组相比较，Aβ42 组的自发突触后电流的频率和振幅均有明显降

低，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 ) ; Aβ42 组微兴奋性突触后电流的频率明显下降，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 ) 。在巴

甫洛夫的嗅觉相关的短期学习记忆测试中，与对照组相比较，Aβ40，Aβ42 两组果蝇学习记忆指数均明显降低，差异有统

计学意义( P 均 ＜ 0 ． 05 ) 。结论 Aβ 肽对胆碱能突触传递的影响提示，其可能是由 Aβ 肽引起胆碱能神经元变性和记忆

不断下降的可能机制之一。
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Toxic effects of amyloid-β peptides on cholinergic synapses in transgenic Drosophila models of
Alzheimer’s disease
FANG Li-Qun，XU Jin-Jing，FU Song-Bin． Department of Neurology，Fourth Affiliated Hospital，Haerbin Medical University，Haerbin

150001，China

Abstract: Objective To study the effects of amyloid-β ( Aβ) peptides on the cholinergic synapses in the brain of transgenic Drosoph-

ila with Alzheimer’s disease ( AD) ．Methods An Aβ40-expressing transgenic Drosophila model of AD ( Aβ40 group) and an Aβ42-

expressing transgenic Drosophila model of AD ( Aβ42 group) were established，and wild-type Drosophila ( Canton-S) was used as con-

trol group． Avidin-biotin staining and confocal laser scanning microscopy were used to record the morphology of projection neurons． The

cholinergic spontaneous postsynaptic currents ( sPSCs) and miniature excitatory postsynaptic currents ( mEPSCs) of projection neurons

were recorded by whole-cell patch clamp technique． The short-term olfactory memory was tested by Pavlovian olfactory learning assay．

Ｒesults Compared with the control group，the Aβ42 group had significantly decreased frequency and amplitude of sPSCs ( P ＜ 0． 05)

and significantly decreased frequency of mEPSCs ( P ＜ 0． 05) ． The Pavlovian olfactory learning assay showed that the Aβ40 and Aβ42

groups had significantly decreased learning and memory indices compared with the control group ( P ＜ 0． 05 for both) ． Conclusions

The effects of Aβ peptides on cholinergic synaptic transmission suggest a possible mechanism by which Aβ peptides cause cholinergic

neuron degeneration and the consequent memory loss．
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阿尔茨海默病( Alzheimer’s disease，AD ) 是老
年痴呆的主要发病形式，其特点是逐渐进展的认知

功能障碍，特别是学习和记忆障碍。阿尔茨海默

病能够 影 响 胆 碱 能 系 统。尽 管 β 淀 粉 样 蛋 白
( Amyloid -β，Aβ ) 聚集是阿尔茨海默病的病理特
征，但 Aβ 肽引起胆碱能神经元变性和记忆障碍
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的机制还不清楚。为探索以上机制，作者设计了
此实验。
1 材料和方法
1 ． 1 材料
1 ． 1 ． 1 实验对象 转 Aβ40、Aβ42 基因果蝇是由
剑桥大学 D ． C ． Crowther 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。实验分为 3

组: 对照组、Aβ40 组和 Aβ42 组。将野生型黑腹果
蝇作为对照组。
1 ． 1 ． 2 实验试剂 分离果蝇脑组织试剂: 木瓜蛋
白酶、半胱氨酸、人工脑脊液、细胞内液、细胞外液
和标准电极内液。细胞内示踪剂: 鼠单克隆抗体
nc82、1 ∶ 200 荧光素 Cy3 标记链霉素和 Alexa Flu-
or488 标记的鼠抗体。果蝇嗅觉短期记忆缺陷测
试试剂: 1 ． 5‰辛醇和 1‰甲基环己醇。
1 ． 1 ． 3 实验器材 果蝇解剖脑的器材: 美的加湿
器、移液枪、吸头、超滤离心管、培养皿和 CO2 培养

箱。果蝇电生理器材: 奥林巴斯 BX51WI 等。果蝇
脑激光共聚焦成像器材: 激光扫描共聚焦显微系统

Zeiss LSM 710 德国卡尔 Carl Zeiss 光学仪器( 上海)

国际贸易有限公司。果蝇嗅觉短期记忆缺陷测试
器材: 美的加湿器、空调、秒表、整流瓶、EP1013 －
1500 瑞科电器、1500 VA，110 V 电源变压器 ( 广
东省佛山市瑞科电器厂) 、真空泵 AP-9950、分叉
真空管、气味管、嗅觉 T-maze 装置、两个密闭的气
味瓶、转子流量计 LZB-3WBF、红色光源、调频仪
器、刺激器机箱、万用表和 78 － 1 磁力加热搅拌器
( 金坛市医疗仪器厂) 。
1 ． 2 方法
1 ． 2 ． 1 建立转基因果蝇 AD 模型 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 Aβ40、Aβ42 基因转入果蝇染色体上，以杂交
方式建立果蝇品系，应用 UAS / Gal4 激活系统激活
在果蝇中枢神经系统中 Aβ 的表达。
1 ． 2 ． 2 分离果蝇脑组织 选择羽化前两天的雌果
蝇，用镊子从果蝇饲养管夹住果蝇中间处，放到培养

皿中，然后放到正荧光显微镜。用 1 ml 的注射器剥
离果蝇头与躯干，将头部竖起来，做梯形解剖口，暴

露出脑组织，剔除视球和复眼。用半胱氨酸激活蛋
白木瓜酶，滴入脑组织周围，待 3 ～ 10 min后剥离脑
膜。用特制的移液枪把果蝇的脑组织移到装有人工
脑脊液的记录槽中，并用直径 0 ． 07 mm，间隔0． 5 mm

尼龙绳粘成的 U 型框架固定住果蝇脑组织［1，2］。

1 ． 2 ． 3 电生理测定 在显微解剖镜下进行细胞
封接，调整电流稳定后建立全细胞记录，从电压钳

模式下转换到电流钳模式。计算机软件输出刺激
命令给膜片钳放大器，通过玻璃微电极施加到细胞

内，用于钳制细胞膜电位和诱发电压门控离子通道

电流。将河豚毒素 ( tetrodotoxin，TTX ) 及印防己毒
素( picrotoxin，PTX ) 加到人工脑脊液中，继而在记
录槽内加入 0 ． 5 μmol 河豚毒素后自发突触后电流
( spontaneousexcitatorypost -synapticcurrents， sPSCs ) 振
幅频率下降，说明 sPSCs 为 TTX 阻断电压依赖性钠
通道，此时记录的所谓的 mEPSCs 再用印防己毒素
阻断 γ-氨基丁酸 ( GABA ) 剩下就是 Ach 通道。最
后通过 Minianalysis 软件检测细胞的自发性微小突
触电流。
1 ． 2 ． 4 果蝇聚焦激共聚焦成像 应用共聚焦软
件动态扫描取图，并对图像进行三维立体构建。
1 ． 2 ． 5 嗅觉短期记忆缺陷测试 将待测果蝇放
入温度 25℃ /相对湿度 70% 的训练操作间，检查
刺激器机箱的设定，通过特制的枪头从大瓶中将

100 只果蝇装入训练管中，置于自动训练仪接受训
练训练时先后通入两种气体 1 ． 5‰辛醇和 1‰甲基
环己醇，一种伴随电击( CS ) ，而另一种不伴随电击
( CS-) ，1 个周期训练结束后立即检测其记忆，检
测时将果蝇置于相对而吹的两种气味中央，任其自

由选择 120 s。学习记忆指数计算: PI = ( Ncs － －
Ncs + ) / ( Ncs － + Ncs + ) × 100% 。取两种气味 PI 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。其它三组实
验步骤同前［3］。
1 ． 3 统计分析
膜片钳记录数据采集与分析使用 P Clamp 10

Clamlfit 软件，其中 sPSCs 和微兴奋性突触后电流
( miniature excitatory postsynaptic currents，mEPSCs ) 数
据分析使用 Minianalysis 软件; 共聚焦显微镜记录结
果用 3D imaging software ( BIT Plan Imaris， Switzer-
land ) 统计分析软件。果蝇记忆缺陷实验数值以均
数 ± 标准差( x ± s ) 表示，组间比较用单因素方差
分析，多重比较用 Bonferroni 进行事后检验。 P ＜
0． 05为差异有统计学意义。
2 结果
2 ． 1 Aβ 对果蝇投射神经元胆碱能自发的突触后
电流的影响

通过生物素染色及激光共聚焦显微镜显示了
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投射神经元的形态 ( 图 1A ) 。通过全细胞膜片钳
记录了 3 组果蝇投射神经元胆碱能的 sPSCs，发现
3 组果蝇中投射神经元胆碱能突触自发活动模式
都不相同( 图 1 B 和图 1 C ) 。比较 3 组果蝇的平均
sPSCs 频率发现: 对照组的 sPSCs 的频率为( 13 ． 8 ±
1 ． 21 ) Hz ; Aβ40 组为( 11 ． 48 ± 1 ． 05 ) Hz ; Aβ42 组
为( 8 ． 91 ± 0 ． 81 ) Hz ; Aβ42 组与对照组相比 sPSCs

频率明显减慢，差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 ; n =
10 ～ 12 ) ; Aβ40 组与 Aβ42 组比较 sPSCs 频率无明
显变化，差异无统计学意义( P ＞ 0 ． 05 ) ( 图 1D ) 。

比较 3 组果蝇的平均 sPSCs 振幅发现: 对照组 sP-
SCs 振幅为 ( 24 ． 20 ± 3 ． 81 ) pA ; Aβ40 组振幅为
( 18 ． 34 ± 1 ． 38 ) pA ; Aβ42 组振幅为 ( 15 ． 01 ±
01． 67 ) pA ; Aβ42 组与对照组相比 sPSCs 振幅降低，

差异有统计学意义( P ＜ 0 ． 05 ; n = 10 ～ 12 ) ; Aβ40

组与 Aβ42 组比较 sPSCs 振幅无明显变化，差异无
统计学意义( P ＞ 0 ． 05 ) ( 图 1 E )
2 ． 2 Aβ 对果蝇大脑投射神经元胆碱能微兴奋性
突触后电流的影响

本实验通过全细胞膜片钳记录了三组果蝇投

射神经元 mEPSCs。各组记录是在 TTX 阻止钠离子
通道和 PTX 阻断 GABA 受体的情况下得到的。测
得的这些 mEPSCs 完全可以被 150 μm / L MCA 阻
断，所以可以证明是胆碱能突触电流( 如图 2 ) 。

3 组果蝇经过在灌流液中加入 TTX 和 PTX 处
理后，在阈电位 － 70 mv 情况下，记录到单个投射
神经元的胆碱能 mEPSCs ( 图 3A ) 。比较 3 组果蝇
的平均 mEPSCs 频率发现: 对照组 mEPSCs 为( 2 ． 56
± 0 ． 46 ) Hz ; Aβ40 组为 ( 1 ． 82 ± 0 ． 29 ) Hz ; Aβ42

组为( 1 ． 19 ± 0 ． 33 ) Hz ; Aβ42 组和 Aβ40 组分别与
对照组相比较，mEPSCs 频率均降低，差异有统计学
意义( P ＜ 0 ． 05 ; n = 10 ～ 12 ) ( 图 3 B ) 。比较 3 组
果蝇间的平均 mEPSCs 振幅发现，差异无统计学意
义( 图 3 C ) 。
2 ． 3 Aβ40 和 Aβ42 诱发短期嗅觉记忆缺陷

3 组果蝇( 每组 100 只) 进行巴甫洛夫的嗅觉
相关的短期学习记忆测试。根据评估结果: 3 组果
蝇短时嗅觉记忆能力强弱排列的顺序依次为: 对照

组 ＞ Aβ40 组 ＞ Aβ42 组( 图 4 ) 。

图 1 Aβ 对果蝇投射神经元胆碱能自发的突触后电

流的影响。A : 由荧光素 Cy3 标记链霉亲和素

标记的触角小叶的投射神经元的形态 ( PN，红

色标记) 。果蝇的神经毡 ( nc82，绿色标记) 在
x-y 轴( a ) 和 z 轴( b ) 上界定大脑的轮廓投射神

经元三维立体结构显示使用 3D 成像软件。B :

全细胞电压钳记录的 3 组果蝇 sPSCs。C : 全细

胞电流钳记录的 3 组果蝇 sPSCs。D 和 E : sPSCs

的频率( D ) 和振幅( E ) 的均数。

图 2 由乙酰胆碱受体介导的不依赖 Na + 动作电位的

突触电流。
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图 3 Aβ 过度表达影响投射神经元胆碱能突触 mEP-

SCs 的频率，而不是振幅。

图 4 根据巴甫洛夫相关的嗅觉学习模式来评估 Aβ

肽介导的短期记忆缺陷实验。

3 讨论
研究发现果蝇只有 4 对染色体，基因组相对简

单，近交对果蝇的生殖能力没有影响，遗传操作非常

便利，果蝇与 80%以上的人类同源基因有较高的保
守性［4］。所以果蝇以其结构和基因遗传上的独特优
势，成为研究学习记忆机制的经典模式生物。

本实验选择分析投射神经元，是因为它们既是

胆碱神经元又是胆碱受体神经元，它们接受来自嗅

觉受体神经元的胆碱能突触传入信息和潜在的侧

枝兴奋性输入。由于在哺乳动物体内记录中枢胆
碱能突触电流受到限制，最近的研究通过记录果蝇

神经元细胞内胆碱能突触活动，来提供 Aβ 表达和
胆碱能突触调节的证据［5-7］。本研究转基因果蝇
AD 模型和全细胞记录技术为观察原位 Aβ 复杂毒
性提供了一个理想平台。果蝇原位脑部观察比哺
乳动物脑切片有几点主要优势: 第一，果蝇的全脑

小，足以轻松地放置记录腔，从而避免长投射神经

元组成的从基底前脑到皮质的胆碱能通路的损害;

第二，大部分的神经元细胞体分布到大脑表面一定

区域附近，并连续几个小时用含氧生理盐水灌注

时，他们仍然保持功能活动。这也是本研究研究方
法上的创新之处。

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，烟碱乙酰胆碱受体能介导快速兴

奋性神经传导［8］。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［9］。本研究证实了被记录的果蝇投射
神经元的微兴奋性突触后电位也是胆碱能的。本
研究发现，与对照组比较，Aβ42 组微兴奋性突触
电流频率的降低; 但 Aβ40 和 Aβ42 两组的微兴奋
性突触后电流的振幅没有变化。微兴奋性突触后
电流频率的不同说明了突触前膜释放乙酰胆碱的

数量具有差异。实验数据提示了 Aβ42 对 PNs 的
mEPSCs 频率具有调节作用，进而阐明了它们具有
调节神经元 mEPSCs 特性的能力，从而支持本研究
之前的假设: Aβ 肽能够调节胆碱能输入环路。由
于 mEPSCs 和突触可塑性之间，以及胆碱能传递和
突触可塑性之间具有紧密联系，因此本作者可以得

出这样的结论: Aβ 肽能够潜在影响突触可塑性的
形成。并且最终证明不是 Aβ40，而是 Aβ42 对突
触前膜的胆碱能突触传递有抑制作用。

嗅觉的胆碱能神经系统与记忆的形成和恢复

有关。有资料表明 AD 患脑中的 Aβ 的过度表达可
能导致各种不同的可塑性和记忆受损［10］。电生理
分析支持 Aβ42 组的果蝇短期记忆出现明显的缺
陷，这是早期 AD 患 者 的 主 要 临 床 证 据。虽 然
Aβ40 组果蝇短期记忆出现了缺陷，但是没有伴随
胆碱能突触传递的变化，这表明特定的 Aβ 肽存在
年龄依赖性缺陷和不同的神经毒性。虽然目前尚
不清楚这一发现的分子基础，早期认知功能下降支

持了这些转基因模型的突触功能异常的证据。本
研究中发现，与行为学缺陷相关的微兴奋性突触后

电流频率的降低，提示着胆碱能突触传递和 Aβ 肽
对记忆的神经毒性之间可能存在联系。在 AD 患
者中，早于记忆缺损和组织学变化之前，生理功能

异常就被发现。本研究结果提示: 在观察行为变化
之前，就已经记录到突触传递受到抑制。不同的转
基因模型之间的电生理和行为学的差异，主要是取

决 Aβ 毒性的不同，这是 Aβ 低聚体的形形式导致
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的一个复杂的和多方面的现象。在相对健康的 AD

患者中，Aβ40 肽沉积占主导地位，但是，在散发和
大多数家族型 AD 患者中，可见 Aβ42 比 Aβ40 的
比率增高或 Aβ42 的总浓度提高。Aβ42 聚集很迅
速，因此能够在较早的时间内形成了稳定的 Aβ 低
聚物［11］。而且，Aβ42 的趋向形成稳定的三聚体
和 /或四聚体低聚物，而 Aβ40 却不会如此。

本研究发现，Aβ42 过度表达导致触角叶投射
神经元的胆碱能突触传递明显减少，结果造成短期

记忆破坏。令人疑问的是，Aβ40 果蝇模型只表现
出明显的行为学改变，却没有显示出胆碱能突触传

递的抑制。这种现象可以解释为用于电生理学和
行为学研究所要求的果蝇年龄不同而造成的。以
上这些结果表明，与行为相关的神经环路中的胆碱

能突触传递和特定 Aβ 肽的神经毒性之间存在潜
在的联系。
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