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Aβ42转基因AD果蝇的构建及在药物筛选中的运用
王俊杰  王  敏  张丽红  张  儒*

(上海市信号转导与疾病研究重点实验室, 同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092)

摘要      阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是一种以β-淀粉样蛋白的形成和沉积为主要特

征的神经退行性疾病, Aβ42被认为在AD的发病过程中起着重要的作用。果蝇是一种遗传操作简便

的模式动物, 利用果蝇中经典的Gal4/UAS系统, 作者构建了在中枢神经系统中全神经元或运动神

经元表达单拷贝或双拷贝Aβ42的转基因AD果蝇, 并检验转基因果蝇在AD治疗药物筛选中的作用。

结果显示, 转基因AD果蝇寿命明显缩短且运动能力降低, 而使用AD临床治疗药物安理申后, 可延

长AD果蝇寿命, 改善AD果蝇的运动障碍。进一步的研究显示, δ阿片受体拮抗剂naltrindole给药后, 
也能缓解这些症状。该研究为AD治疗药物的初筛提供了一个经济便捷的工具。
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Construction of Aβ42 Transgenic AD Flies and 
Their Applications in Drug Screening
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Abstract       Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by generation and depo-
sition of β-amyloid (Aβ). Aβ42 has been suggested to play a central role in the pathogenesis of AD. Fly is a well-es-
tablished model system with abundant genetic tools. Using the classic Gal4/UAS system, we constructed transgenic 
AD flies expressing one copy or two copies of Aβ42 in all neurons or cholinergic neurons and found all transgenic 
AD flies showed locomotor dysfunction and shortened lifespan. Such phenotype could be reversed by Aricept, an 
FDA-approved AD therapeutic drug. Moreover, further tests revealed that δ-opioid receptor (DOR) antagonist 
naltrindole improved locomotor function and prolonged the lifespan in transgenic AD flies. Our study offers a use-
ful tool as a preliminary drug screen model for AD therapy.
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD), 俗称

老年痴呆, 是一种老年常见的神经系统退行性疾病, 
病理改变主要以神经元大量减少、Aβ大量沉积和神

经纤维缠结等病变为主要特征[1-4]。据报道, 随着老

龄人口的增加, 老年性痴呆的发病率越来越高。目

前, 全球约有3 500万人受此病困扰, 预计2050年全

球患者将达到1.15亿。AD发病机制十分复杂, 目前

还不十分清楚, 可能与遗传及环境因素相关。病因

学说也有多种, 如Aβ级联学说、胆碱能学说、氧化

应激学说和神经细胞凋亡学说等, 目前研究较多的

为Aβ级联学说。Aβ级联学说认为, 在AD患者脑内

大量Aβ沉积可引发一系列病理过程, 如tau蛋白异常

磷酸化、细胞凋亡的发生, 从而导致神经元死亡; 这
些病理过程又进一步促进Aβ沉积, 产生正反馈的级

联放大效应, 最终导致神经元减少, 引发临床认知和

行为障碍症状[4-7]。传统研究AD的模型主要集中在
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啮齿类动物上, 目前已经建立了多种转基因AD小鼠

模型[8]。与这些传统的动物模型相比, 转基因果蝇模

型有着繁殖周期快、遗传背景清晰、操作简单、经

济等独特的优势, 被广泛用于研究人类神经系统疾

病[9]。因此在本研究中, 我们利用果蝇特有的Gal4/
UAS系统, 建立了在全神经元及胆碱能神经元中过

表达Aβ42基因的AD果蝇模型, 该AD果蝇较正常果

蝇有着显著的寿命缩短和运动能力损伤等表型。利

用这两种表型, 我们检测了目前已上市的AD治疗药

物安理申的疗效, 发现安理申可以改善AD果蝇的

爬管能力和延长果蝇寿命; 我们进一步在该果蝇中

检验了前期报道在AD小鼠模型上有效的δ阿片受

体(δ-opioid receptor, DOR)拮抗剂naltrindole的疗

效[10]。与前期报道一致, 我们在AD果蝇模型中验证

了naltrindole的疗效, 说明该AD果蝇模型可以作为

AD治疗新药的初筛模型, 为AD治疗的新药研发提

供了很好的工具。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   果蝇品系      本研究中所使用的果蝇均为黑

腹果蝇(Drosophila melanogaster), 品系分别为: Elav: 
w;elav-Gal4, Cha: w;cha-Gal4/cyo, CS: w;+/+, Alz3: 
w;Aβ42/Aβ42, Alz38: w;Aβ42/Aβ42;Aβ42/TM6BTb, 
所有果蝇均来自同济大学受体生物医药实验室。果

蝇培养条件: (25.0±0.5) °C, 相对湿度70%±5%, 光照

周期为12 h照明: 12 h黑暗。

1.1.2   试剂      果蝇扩增培养基: 1 500 mL水、112.5 g
蔗糖、130 g玉米粉、27 g酵母、16 g琼脂、23 mL
的10%对羟基苯甲酸甲酯(溶剂为无水乙醇)。果蝇

给药培养基: 0.5 g亨氏基础婴儿米粉, 1.5 mL含有

各浓度的安理申或naltrindole的纯水。安理申和nal-
trindole均购自Sigma公司。

1.2   各转基因果蝇的构建

Elav-CS、Elav-Alz3、Elav-Alz38果蝇: 分别选

取5只Elav处女雌蝇与5只CS、Alz3或者Alz38雄蝇杂

交, 挑取杂交雄蝇后代。

Cha-CS、Cha-Alz3、Cha-Alz38果蝇: 分别选取

5只Cha处女雌蝇与5只CS、Alz3或者Alz38雄蝇杂交, 
挑取杂交后直翅雄蝇后代。

1.3   行为学实验 
加药或对照溶剂培养基每管10只果蝇, 每个加

药点培养5管果蝇, 实验当天每个加药点随机选取3管
果蝇转入无培养基的空管中, 暗室中预适应30 min。
如图1C所示, 选取红光作为实验光源, 摄像机拍照

截取图片。实验开始时, 同时震荡所有果蝇管使果

蝇全部位于空管底部作为起始点, 由于果蝇具有背

地性, 自发向空管顶部爬行。数据记录时将实验用

试管分为均等的五个部分, 每个部分用一种颜色表

示, 分别记录下震荡后10 s时每个部分对应的果蝇

只数, 用只数对应管子中相应部分的长度, 即一柱状

图中不同颜色的长度代表了五等分试管中各部分对

应的果蝇只数, 从而直观表示出果蝇的爬管能力; 数
据统计分析时以各部分的果蝇只数乘以不同的系数

(从空管顶部往下系数分别为5、4、3、2、1)的加和

作为爬管运动能力指数来衡量AD果蝇的运动能力。

每个加药点每管果蝇重复6次实验。

1.4   寿命学实验

每个加药点3~5管, 每管20只果蝇。果蝇培养

在给药培养基中, 每3 d换管一次, 每天记录死亡果

蝇数量。

1.5   数据统计

实验数据以mean±S.E.M.形式表示, 利用统计

学软件Graphpad Prism 5.0对记录的行为学和寿命学

数据进行分析, 得到运动能力和寿命曲线。寿命曲

线采用Log-rank (Mantel-Cox) Test方法检验, 平均寿

命柱状图采用Two-tailed T Test方法检验, 运动能力

曲线采用Two-way ANOVA方法检验。P<0.05为差

异显著, P<0.01为更加显著, P<0.001为极其显著。

2   结果 
2.1   AD转基因果蝇品系的建立

果蝇的杂交方案如图1A所示, 利用果蝇染色

体平衡子的遗传学表型特征挑选所需要的基因型

后代。在本研究中, 果蝇组织特异性表达模式Gal4-
UAS系统被用来构建所需要的AD转基因果蝇模型。

主要使用了全神经元表达的Gal4-UAS(Elav-Gal4)
和胆碱能神经元表达的Gal4-UAS(Cha-Gal4)处女蝇

雌蝇和对照果蝇(CS)、携带一个拷贝Aβ42的Alz3以
及两个拷贝Aβ42的Alz38雄蝇杂交。在Elav-Gal4与
CS或Alz3杂交得到的后代中, 直接选取雄性后代作

为实验用果蝇, 而与两个拷贝Aβ42的Alz38果蝇杂交

得到的后代中则选取肩甲部长毛的Elav-Alz38果蝇

作为实验材料, 将带有TM6BTb平衡子的短毛果蝇
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丢弃。由于胆碱能神经元表达的Cha-Gal4果蝇本身

具有卷翅平衡子, 所以在与CS或Alz3雄蝇杂交后代

中应都选取直翅果蝇, 而在与Alz38杂交得到的后代

中, 应选取直翅长毛的Cha-Alz38果蝇。杂交得到的

这些后代果蝇均能正常存活, 并没有致死的品系, 这
些AD转基因果蝇没有形态学上的明显缺陷, 个体大

小、肢体的完整性与对照组父母本果蝇相比没有明

显的区别(图1B)。AD病人自主意识的逐渐丧失及

行动能力的减弱是重要的疾病病程衡量指标。因此, 
在本研究中我们同时检测后代果蝇的寿命和爬管这

一运动能力, 作为重要的参数来表征AD果蝇的病变

程度。在爬管实验中, 试管分为均等的五个部分, 用
每个部分停留的果蝇只数对应各自部分的长度作

图, 可以直观地表现果蝇爬管能力(图1C)。
2.2   Aβ42转基因AD果蝇运动能力明显下降

如图2A所示, 在全神经元表达Aβ42的AD转基

因果蝇中, 与对照组果蝇Elav-cs相比, 表达一个拷贝

Aβ42的Elav-Alz3和两个拷贝Aβ42的Elav-Alz38果蝇

运动能力指数明显下降(P值分别为0.014 1和0.011 5, 
Two-way ANOVA), 并且表达两个拷贝Aβ42的Elav-

Alz38更为严重。同样, 在胆碱能神经元中表达Aβ42
的AD转基因果蝇, 与对照组Cha-CS相比, Cha-Alz3
和Cha-Alz38的运动能力指数也明显降低(P值分别

为0.016 1和0.016 0)(图2B)。
2.3   Aβ42转基因AD果蝇寿命明显缩短

果蝇寿命是最容易获得的检测指标, 也是衡量

果蝇基本生理状况的常用指标, 同时也可以作为药

物筛选时的初筛指标。如图3所示, 在全神经元表

达Aβ42的AD转基因果蝇中, 与对照组Elav-cs相比, 
表达一个拷贝Aβ42的Elav-Alz3和两个拷贝Aβ42的
Elav-Alz38果蝇平均寿命也显著降低, 生存曲线显著

左移(P值均<0.000 1), 表明AD转基因果蝇寿命明显

缩短(图3A)。同样, 在胆碱能神经元中表达Aβ42的
AD转基因果蝇中, 与对照组Cha-cs相比, Cha-Alz3和 
Cha-Alz38的寿命显著缩短, 且表达两个拷贝Aβ42的
Cha-Alz38更为严重(图3B)。
2.4   安理申给药能改善Elav-Alz3果蝇运动能力并

延长其寿命

安理申是一种高选择性、可逆、长效的乙酰

胆碱酯酶抑制剂, 通过抑制大脑突触间隙的乙酰胆

A: 果蝇的杂交方案, 选取Elav或Cha处女蝇雌蝇与CS、Alz3或Alz38雄蝇杂交得到所需转基因AD果蝇; B: 所有品系转基因AD果蝇均能存活并

且没有形态学上的缺陷; C: 运动能力指数检测及计算方法。右边柱状图中不同颜色代表左边试管中五等分的各部分, 各部分的长度反映停留

于该部分的果蝇只数。

A: the transgenic AD flies were generated by Elav or Cha virgin female crossed with CS, Alz3 or Alz38 male flies; B: all transgenic AD flies lines were 
viable and had no defects in morphology; C: calculation of Index of locomotivity. Length marked with different colours in column bar represented the 
number of flies stayed at the corresponding quintile of the vial. 

图1  转基因AD果蝇的建立

Fig.1  Construction of transgenic AD flies

(A)

(B) (C)

Female of Elav- or Cha-Gal4 transgenic flies Male of UAS-Aβ transgenic flies

Transgenic flies with Aβ overexpression in all or cholonergic neurons

X

Promoter GAL4 UAS   Aβ peptide

Elav-CS Cha-CS

Elav-Alz3

Elav-Alz38

Cha-Alz3

Cha-Alz38

Dark room Red

Index=2×1+3×2+1×3+1×4+3×5=30

3

3

2

1
1
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碱分解, 间接增加乙酰胆碱的含量, 从而改善AD的

症状[11-13]。安理申已被美国FDA批准上市, 用于治

疗轻、中及重度AD。安理申在不同的转基因AD小

鼠模型上均能缓解AD症状, 因此我们检测该药物在

AD果蝇模型上的治疗效果, 从而评价该果蝇模型

是否适用于AD治疗药物的疗效评价。不同浓度的

安理申给药, 对Elav-CS对照果蝇的运动能力没有明

显的影响(图4A); 而在Aβ42转基因果蝇中,  安理申

给药可显著缓解Elav-Alz3果蝇的运动能力障碍(图
4B)。

同时, 安理申给药也能延长Elav-Alz3果蝇的寿

命(图5B), 而对Elav-CS对照组果蝇没有明显的影响

(图5A)。安理申给药并未能延长表达两个拷贝Aβ42

的Elav-Alz38的寿命(图5C), 其原因可能与表达两个

拷贝Aβ42对果蝇寿命的影响过于严重, 以至于药物

治疗无法逆转有关。

2.5   安理申给药能延长Cha-Alz38寿命

我们同样检测了安理申在胆碱能神经元中表

达Aβ42的AD果蝇中的治疗效果。与Elav果蝇不同, 
安理申给药不能改善Cha-Alz3和Cha-Alz38果蝇的爬

管能力, 其原因可能与Cha-Gal4驱动在果蝇的运动

神经元中表达大量Aβ42, 从而对果蝇的运动能力造

成了过于严重且不可逆转的损伤有关。有意思的是, 
安理申给药仍能延长Cha-Alz38果蝇的寿命(图6B), 
而对Cha-CS果蝇基本无影响, 甚至高浓度给药时有

一定毒性(图6A)。

A: 与Elav-CS果蝇(a)相比, Elav-Alz3(b)和Elav-Alz38(c)的运动能力明显下降; B: 与Cha-CS(a)果蝇相比, Cha-Alz3(b)和Cha-Alz38(c)的运动能力明

显下降。同一柱状图中不同颜色标记的长度代表五等分试管中各部分对应的果蝇只数。

A: locomotivity of Elav-Alz3 (b) or Elav-Alz38 (c) flies were significantly decreased compared to that of Elav-CS control flies (a); B: locomotivity of 
Cha-Alz3 (b) or Cha-Alz38 (c) flies were reduced compared to that of Cha-CS control flies (a). Length marked with different colours in column bar rep-
resented the number of flies stayed at the corresponding quintile of the vial.

图2  转基因AD果蝇运动能力下降

Fig.2  Locomotor function of transgenic AD flies was decreased
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Fig.3  Life span of transgenic AD flies was decreased
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2.6   DOR受体拮抗剂naltrindole(NTI)给药能改

善Elav-Alz3果蝇运动能力并延长其寿命

综合上述研究结果, 全神经元中表达一个拷

贝的Aβ42的Elav-Alz3果蝇的运动能力障碍及寿命

缩短比较缓和, 而且在安理申药物治疗中的表现出

较为稳定的治疗窗口, 因而我们选用Elav-Alz3果蝇

作为AD治疗药物的初筛模型。为了进一步验证该

果蝇模型的可靠性, 我们在Elav-Alz3果蝇上检测了

DOR受体拮抗剂naltrindole(NTI)的疗效。先前的研

究已经证明, 在Aβ前体蛋白(APP)转基因小鼠上, δ
阿片受体(DOR)促进了BACE1和γ分泌酶对APP的
剪切, 进而促进了Aβ的产生。而NTI拮抗DOR受体

能够降低分泌酶的活性, 减少Aβ的产生, 进而缓解

由于Aβ毒性引起的行为能力的缺陷[10]。实验结果显

示, 30 μmol/L DOR受体拮抗剂naltrindole给药能缓

解Elav-Alz3果蝇运动能力的缺陷, 且与报道剂量相

A: Elav-CS果蝇在安理申给药后运动能力检测; B: Elav-Alz3果蝇在安理申给药后运动能力检测。a: 0 μmol/L; b: 10 μmol/L; c: 30 μmol/L, 同一柱

状图中不同颜色标记的长度代表五等分试管中各部分对应的果蝇只数。**P<0.01, 与对照组相比较。

Influence of Aricept on locomotor function of Elav-CS (A) and Elav-Alz3 (B) flies. a: 0 μmol/L; b: 10 μmol/L; c: 30 μmol/L. Length marked with dif-
ferent colours in column bar represented the number of flies stayed at the corresponding quintile of the vial. **P<0.01 vs Ctl group.

图4  安理申对Elav-Alz3的运动能力缺陷的治疗作用

Fig.4  Therapeutic effects of Aricept on the locomotor defect of Elav-Alz3 flies
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图5  安理申给药延长Elav-Alz3果蝇寿命

Fig.5  Life span of Elav-Alz3 transgenic flies was increased with Aricept treatment
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安理申对Cha-CS(A)和Cha-Alz38(B)果蝇寿命的影响。**P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比较。

Influence of Aricept on life span of Cha-CS (A) and Cha-Alz38 (B) flies. **P<0.01, ***P<0.001 vs Ctl group.
图6  安理申延长Cha-Alz38果蝇的寿命

Fig.6  Life span of Cha-Alz38 transgenic flies was increased with Aricept treatment
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A: Elav-CS果蝇在NTI给药后运动能力检测; B: Elav-Alz3果蝇在NTI给药后运动能力检测。a: 0 μmol/L; b: 30 μmol/L。同一柱状图中不同颜色

标记的长度代表五等分试管中各部分对应的果蝇只数。***P<0.001, 与对照组相比较。

Influence of NTI on locomotor function of Elav-CS (A) and Elav-Alz3 (B) flies. a: 0 μmol/L, b: 30 μmol/L. Length marked with different colours in 
column bar represented the number of flies stayed at the corresponding quintile of the vial. ***P<0.001 vs Ctl group.

图7  NTI对Elav-Alz3的运动能力缺陷的治疗作用

Fig.7  Therapeutic effects of NTI on the locomotor defect of Elav-Alz3 flies
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图8  NTI给药延长Elav-Alz3果蝇寿命

Fig.8  Life span of Elav-Alz3 transgenic flies was increased with NTI treatment
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当(图7B), 而对对照组果蝇没有明显的影响(图7A)。
同样, 我们发现NTI给药后, Elav-Alz3果蝇的寿

命也能显著延长(图8B), 而对Elav-CS果蝇没有明显

作用(图8A)。

3   讨论
目前, 对于AD的研究使用最多的是转基因AD

小鼠模型。与高等动物模型相比, 转基因果蝇模型

有着很多独特的优势, 如: (1)果蝇生命周期短, 一般

为2~3个月; (2)饲养成本低廉, 繁殖迅速, 短时间内

通过杂交可以获得大量子代; (3)遗传背景清晰, 只
有4对染色体, 并且可以携带多种平衡子作为遗传操

作的标记。与单细胞生物或者细胞系相比, 果蝇有着

复杂的神经系统和脑组织, 适合作为多种神经系统疾

病的动物模型。果蝇的神经退行性疾病模型与人类

神经退行性疾病有着很多类似的表型, 如疾病的进程

性和神经系统的高毒性; 也有利用转基因AD果蝇模

型研究APP剪切的最终产物Aβ的毒性作用[14], 所以

运用转基因果蝇研究AD是非常有潜力的方法。此

外, 果蝇大脑中阻止药物到达中枢神经系统的脑屏

障很弱, 使之可能成为大规模筛选中枢神经系统疾

病治疗药物的体内模型[15]。

在本研究中, 无论在全神经元还是在胆碱能神

经元特异性表达Aβ42均可导致果蝇在行为和寿命

上与对照组存在显著差异, 且表达两个拷贝Aβ42
的果蝇无论是行为学还是在寿命上均比仅表达一

个拷贝Aβ42的果蝇症状明显, 体现了良好的量效关

系, 说明Aβ42的转基因果蝇均可以模拟AD症状, 为
筛选治疗药物提供了工具。而在药物筛选过程中, 
Aβ42的表达部位和表达量对病理改变的影响程度

不同, 可能导致药物筛选窗口的变化。在全神经元

表达单拷贝Aβ42的Elav-Alz3果蝇中, 安理申的给药

有效缓解了其行为能力的下降(图4B), 且延长了寿

命(图5B)。但对于表达两个拷贝Aβ42的Elav-Alz38
果蝇而言, 安理申并没有表现出类似的治疗作用(图
5C), 这可能是由于高表达量的Aβ42具有较大的毒

性, 安理申的给药不足以缓解由此引发的损伤。同

样, 在胆碱能神经元特异性表达Aβ42的模型中, 安
理申的给药能延长AD果蝇的寿命(图6B), 但并不能

缓解该AD果蝇的运动能力缺陷, 这可能是由于不同

组织特异性地表达Aβ最终导致的症状的严重程度

不同。另外, 寿命检测是一个较为简单检测方法, 而

行为运动能力所涉及到的检测过程相对复杂, 因而

在选择药物筛选模型时要综合评价各方面指标。我

们的实验结果发现, Elav-Alz3果蝇具有相对明显而

适中的表型, 在药物疗效鉴定中能显示稳定的疗效

窗口, 可以作为AD治疗药物的初筛模型, 可为寻找

治疗AD新药提供便捷的新工具。
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