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阿尔茨海默症（)>fWF3;F7’4 134F64F，)U）亦称老

年性痴呆症，是一种神经退行性疾病，常伴有认知

功能障碍和记忆力衰退等特征g-h。目前 )U 的具体发

病机制并不十分清楚，但大量研究表明大脑内 ! 淀

粉样蛋白（6;X>=31 HF56$V7=5F3G，)!）的过度产生、聚

集是 )U 形成的重要原因之一g*$+h。海马突触传递与

人类学习和记忆密切相关，有研究表明可溶性 )!

寡聚体可与突触部位的作用位点相结合，造成大脑

突触传递功能受损g0$(h，这是研究 )U 早期发病机制
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的关键。体内外实验已经证实，!! 寡聚体的第 "#$

%& 位氨基酸序列即 !!

'&$%&

片段是 !! 寡聚体发挥

毒性作用的主要片段()*。'+,- 年，./012/ 等(3*发表在

《4562752》的研究结果表明视黄醇类 8 受体（989）

激动剂贝沙罗汀（:2;0/<=272）可快速降低阿尔茨海

默症小鼠模型中可溶性 !! 的含量，并逆转 !> 所

导致的神经退行性症状。该研究组发现大脑中载脂

蛋白 ?（!@<?）可促进 !! 的清除。!@<? 是血浆中主

要的载脂蛋白之一，主要在肝脏中合成，与神经系

统的修复和再生有关。!@<? 通过内在的蛋白水解

酶在细胞外和细胞内（小胶质细胞的吞噬作用）对

!! 进行降解以清除 !! 在脑内的沉积。而 !@<? 的

生成依赖于核受体 989 的激活，作为 989 的激动

剂贝沙罗汀可通过刺激 989 起作用，促进 !@<? 的

生成，进而清除 !!。这项成果为阿尔茨海默症药物

的研究提供了新的希望。但其具体的作用位点和机

制尚不明确。为进一步探究其作用位点是否在突触

部位，本研究通过电生理膜片钳技术，记录大鼠海

马 .!, 区神经元 "A氨基羟甲基噁唑丙酸（!BC!）

受体介导的自发兴奋性突触后电流（D@<7=072<ED

2;56=0=</F @<D=DF70@=65 5E//27=D，D?C4.D）和微小兴奋

性 突 触 后 电 流 （16760=E/2 2;56=0=</F @<D=DF70@=65

5E//27=D，1?C4.D），检测贝沙罗汀对 ! 淀粉样蛋白所

致的海马神经元突触功能损伤的影响。

! !"#$%

,G, !"

,H,H, 实验液体配方 人工脑脊液（!.4I）成分为

（11<JKL）：M0.J ,"N，O.J "H&，.0.J
"

"，BP4Q

R

-，

M0S.Q

%

-)，M0S
-

CQ

R

,H-&，葡萄糖 ,N，用 M0QS 将

@S 调至 3HR；电极内液成分为（11<JKL）：O.J ,%N，

.0.J

-

,，BP.J

-

-，?TU! ,N，S?C?4 ,N，BPV!UC -，用

OQS 将 @S 调至 3H-。

,H,H- 药品与试剂 河豚毒素（UU8）购于河北水产

研究所；!!
-& A%&

，贝沙罗汀，W65E5EJJ672，BPA!UC，

S?C?4，?TU! 购于美国 46P10 公司，其余普通化学

试剂均为国产分析纯，购于北京鼎国生物公司。

,H- #$

,H-H, 大鼠海马脑片的制备 选用出生 3!,R X 健

康 Y6D=0/ 大鼠（军事医学科学院卫生环境医学研究

所动物中心提供），雌雄不限。快速断头取脑，置于

N!R "通氧的 !.4I 中冷却 % 167，然后用振动式切

片机（L2650，ZU,NNN4，德国）在 N!R "通氧 !.4I 中

切出厚度为 %&N #1 的海马脑片，随后将海马脑片

转至 %- "装有通氧 !.4I 的孵育槽中孵育 , [，, [

后孵育温度调为 -\ "，实验过程中通氧浓度为

]&^ Q

-

_ &^ .Q

-

。

,H-H- D?C4.D 和 1?C4.D 记录 实验在室温下

（--`-& "）进行。将孵育 , [ 后的海马脑片转移至记

录槽中，将记录槽放置于正置显微镜（a26DD，德国）

下，通过蠕动泵以 ]&^ Q

-

b &^ .Q

'

饱和的 !.4I 持

续灌流。采用水平电极拉制仪（4E==2/，CEJJ2/V]3，美

国）将硼硅玻璃毛细管（4E==2/，美国）拉制成尖端开

口直径在 c!" #1 的实验用记录电极，将电极内液

注入记录电极后入水电阻值在 %!& B$。R+ 倍物镜

下利用 ..> 图像采集系统（>0P2，美国）选取细胞表

面光洁、立体感强的 .!c 区锥体细胞进行钳制封

接，全细胞记录形成后在电压钳模式下记录 D?C4.D

和 1?C4.D，记录采用 P0@ d/22 模式，钳制电压

为V3+ 1Z。记录 D?C4.D 和 1?C4.D 时向 !.4I 灌

流液中提前加入终浓度为 %+ #1<JeL 的 W65E5EJJ672

抑制 %V氨基丁酸 （T!W!） 受体的作用。记录

1?C4.D 时还需向 !.4I 灌流液中提前加入终浓度

为 , #1<JeL 的 UU8 抑制钠电流和动作电位。全细

胞记录形成后稳定 # 167 开始记录，各组记录时间

为 # 167。实验放大器采用 BEJ=6.J01@ 3++W（!;<7，

美国），数据采集接口为 >6P6X0=0,ff+（!;<7，美国），

数据记录软件为 @.J01@ c+gf（!;<7，美国）。实验记

录过程中采样频率为 ,+ hSi，滤波频率为 - hSi。记

录过程中以串联电阻值变动幅度小于 -+^的数据

为有效数据。

,gj %&'( 实验分为对照组，!!
-&Vj&

组和贝沙

罗汀处理组（!k3）。数据开始记录的 & 167为对照组，

对照组不加任何药物；然后加入终浓度为 ,#1<JeL的

!!

-&Vj&

，稳定 & 167 后开始记录，记录时间 & 167，作

为 !!

-&Vj&

组；然后加入终浓度为 & #1<JeL 的贝沙罗

汀，同样稳定 & 167 后开始记录，记录时间 & 167，作

为贝沙罗汀处理组。

,gf )*+,$ 采用 .J01@d6= ,+gf 对 D?C4.D 和

1?C4.D 数据进行幅度和频率分析，结果以 !""

#

表

示，统计采用 4C44 ,3g+ 软件进行单因素方差分析，

作图用 T/0@[@0XV@/6D1 & 软件，以 $l +g+& 为差异

有显著性意义。

" &'

-g, -(./ .!, 0123 !BC! 45678

D?C4.D9:;<=8>? 在W65E5EJJ672（j+#1<JeL）

存在条件下，将 !!

-&Vj&

（, #1<JeL）加入到 !.4I 灌流

液中，电压钳模式下记录海马神经元 D?C4.D。结果

显示：与对照组相比，海马神经元 D?C4.D 幅度和频

率都显著降低（图 ,!）。D?C4.D 平均幅度由（f-g)j#

,gf&）@! 减小到（-3g)\$,g+&）@!（!k3，$l +g+&）m 平均

第 -j 卷天津医科大学学报-\)



幅度降低了 !"#$%（图 &'）；()*+,( 平均频率由

（&#-.!/#&!）01 减小到（2345!2#&-）01（!64，"7 232"），

平均频率降低了 5&3!8（图 &,）。经 9!

-":!"

处理后，

振幅累积分布曲线左移，幅度减小（图 &;）；()*+,(

出现时间间隔变长，时间间隔累计分布曲线右移，

频率减小（图 &)）。向 9!

-":!"

处理过的海马脑片中加

入贝沙罗汀 （" "<=>?@），然后记录海马神经元

()*+,(。结果显示：贝沙罗汀可增加 ()*+,( 频率和

幅度，且接近于对照组（图 &9）。与 9!

-":!"

组相比，

经贝沙罗汀（" "<=>A@）处理后，()*+,( 平均幅度由

（-4#.B!&32"）C9增加到（!B3"B!&3D2）C9（!64，"7 232"），

平均幅度增高了 !D358（图 &'），振幅累积分布曲线

右移，幅度升高（图 &;）；()*+,( 频率由（2345!23&-）

01 增加到（&32B!23&2）01（!64，"7232"），频率增高了

5"3D8（图 &,），()*+,( 出现时间间隔缩小，时间间

隔累计分布曲线左移，频率增加（图 &)）。

-3- !"#$ ,9& %&'( 9E*9 )*+,-

<)*+,( ./012-34 在 FFG（& "<=>?@）、

'HIJIJ>>HKL（!2 "<=>A@）存在条件下记录海马神经元

<)*+,(。向脑片中加入 9!

-"M!"

（& "<=>?@）后，海马神

经元 <)*+,( 幅度和频率同样都显著降低（图 -9）。

与对照组相比，<)*+,( 平均幅度由（-23"D!&3"4）C9

减小到（&!34!!&35-）C9（!64，"7232"），幅度降低了

!!3!8（图 -'）；<)*+,( 平均频率则由（&3&-!23&-）

01 减小到（23..!23&2）01（!64，"7232"），频率降低了

5&3&8（图 -,）。经 9!

-":!"

处理后，振幅累积分布曲

线左移，幅度减小（图 -;）；<)*+,( 出现时间间隔

变长，时间间隔累计分布曲线右移，频率减小（图 -)）。

与9!

-":!"

组相比，经贝沙罗汀（" "<=>?@）处理后，海

马神经元 <)*+,( 平均幅度由（&!34!!&35-）C9 增加

到（&B3!2!&3!!）C9（!64，"7232"），平均幅度增高了

!!3!8（图 -'），振幅累积分布曲线右移，幅度升高

（图 -;）；<)*+,( 平均频率由（23..!23&2）01 增加到

（23D5!23&&）01 （!64，"7232"），平均频率增高了

5-358（图 -,），()*+,( 出现时间间隔缩小，时间间

隔累计分布曲线左移，频率增加（图 -)）。

9：海马 ,9& 区锥体神经元细胞上记录到的 ()*+,( 原始波形图；'：各组 ()*+,( 平均幅度柱状图（N"7 232"）；,：各组 ()*+,( 平均频率柱状图

（N"7 232"）；;：各组 ()*+,( 振幅累积分布曲线；)：各组 ()*+,( 时间间隔累积分布曲线
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! !"

研究表明，! 淀粉样蛋白对突触的神经毒性作

用在阿尔茨海默症病理进程中发挥着重要作用!"#，

$! 寡聚体对 $% 影响的假说把 $% 发病过程中认

知功能障碍的发生机制归因于可溶性 $! 寡聚体对

突触和神经元的毒性作用，突触减少以及功能受损

是 $% 发展的关键所在，而这一过程与 $! 寡聚体

有直接关系!&'()#，因此抑制 $! 寡聚体对突触的损伤

是研发治疗 $% 药物的重要途径。贝沙罗汀作为抗

癌药物，*))) 年获美国 +%$ 批准上市，临床主要用

于治疗皮肤 , 细胞淋巴瘤!--#。./012/!3#团队研究表明

贝沙罗汀可通过增强大脑 $456 的表达，进而清除

脑中的 7!，并逆转 7% 所导致的神经退行性症状，

但贝沙罗汀逆转 7% 所导致的神经退行性症状的作

用靶点还需进一步研究证明。

兴奋性突触后电流（689.:）是衡量突触传递功

能的可靠指标; 主要是通过谷氨酸能 7<87 受体和

='甲基'%'天冬氨酸（=<%7）受体介导的，其中

7<87 受体起着关键作用。由 7<87 受体介导的

689.: 有两类，分别是 :689.: 和 1689.: 。:689.:

和 1689.: 都是反映兴奋性突触传递功能的指标，

:689.: 是突触前钙通道开放钙离子内流引发谷氨

酸递质释放引起的兴奋性突触后电流!-*#，可被 ,,>

阻断；而 1689.: 不依赖于突触前钙离子的流入，

1689.: 是单个突触前囊泡随机自发释放递质并作

用于突触后膜造成突触后膜电位变化，由此引发的

一类兴奋性突触后电流!-?#，不能被 ,,> 阻断。在海

马脑片上通常记录的 :689.: 和 1689.: 都是由谷

氨酸能 7<87 受体介导的电流变化，不涉及 =<%7

受体介导的电流变化，因为 =<%7 受体通道通常被

7：海马 .7- 区锥体神经元细胞上记录到的 1689.: 原始波形图；@：各组 1689.: 平均幅度柱状图（A!B )C)D）；.：各组 1689.: 平均频率柱状

图（A!B )C)D）；%：各组 1689.: 振幅累积分布曲线；6：各组 1689.: 时间间隔累积分布曲线
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#$阻滞%其激活需要突触前施加强烈的刺激&'()。

本 实 验 以 *!+* 受 体 介 导 的 ,-+./, 和

0-+./. 为观测指标，检测了 *!

#1231

对大鼠海马

/*' 区神经元兴奋性突触后电流的影响，结果显示：

*!

#1231

可显著降低 ,-+./, 和 0-+./, 的频率和幅

度。,-+./, 和 0-+./, 频率和幅度值的变化分别与

突触前及突触后效应相关。,-+./, 和 0-+./, 的频

率与突触前谷氨酸递质的释放概率有关，频率的增

高或减小反映了单位时间内谷氨酸量子释放的数

目增加或减少，由突触前因素决定；而 ,-+./, 和

0-+./, 的幅度与突触后膜 *!+* 受体敏感性和数

目有关，幅度的变大或降低反映突触后膜 *!+* 受

体敏感性增加或降低及受体数目的增多或减少，因

而由突触后因素决定&'12'4)。*!

#1231

可降低 *!+* 受

体介导的 ,-+./, 和 0-+./, 的频率和幅度，提示

*! 的作用靶点包括突触前和突触后位点，即既减

少突触前谷氨酸递质的释放，又降低突触后谷氨酸

能 *!+* 受体数目以及敏感性，从而降低海马神经

元突触的兴奋性，造成海马突触损伤，此结果也印

证了可溶性 *! 可对突触产生神经毒性作用。将贝

沙罗汀加入 *!

#1231

处理过的海马脑片后，*!+* 受

体介导的 ,-+./, 和 0-+./, 的频率和幅度都明显

回升，且接近于对照组，提示贝沙罗汀拮抗可溶性

*! 对突触的毒性作用是通过作用于突触前和突触

后位点，即一方面提高神经元突触前谷氨酸递质的

释放，另一方面增加突触后谷氨酸 *!+* 受体的数

目以及敏感性，从而发挥保护作用。

综上所述，本实验记录 *!+* 受体介导的

,-+./, 和 0-+./,，初步证实了贝沙罗汀可通过突

触前和突触后位点对可溶性 *! 所致的突触损伤发

挥拮抗作用，但其具体机制还有待深入研究。
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