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摘 要：阿尔茨海默病（AD）是一种严重威胁人类健康的进行性神经退行性疾病，

目前为止仍然缺乏有效的治疗方法。最新研究表明，2 型糖尿病（T2DM）是 AD

发生的一个重要危险因素，T2DM 的治疗药物如 GLP-1 类似物对 AD 也显示出一

定的神经保护效应。GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂（Triagonist）是在 GLP-1 类似

物的基础上合成的一种单分子多肽，最近已在糖尿病模型小鼠上被证实有较好的

疗效。本实验利用行为学、脑片免疫荧光技术和 western blot 技术研究了

GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂对三转 AD（3xTg-AD）小鼠的神经保护作用。研究

结果显示，GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂明显逆转了 3xTg-AD 小鼠在 Y 迷宫自发

交替试验中的工作记忆和在 Morris 水迷宫中的长时程空间参考记忆损伤，减少了

3xTg-AD 小鼠海马内的淀粉样β（Aβ）蛋白斑块沉积和 Tau 蛋白过度磷酸化，

并上调了 3xTg-AD 小鼠海马内的 cAMP/ PKA/CREB 信号通路。这些结果表明，

GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂可以改善 3xTg-AD 小鼠的认知行为、减轻海马特征

性的病理伤害；cAMP/PKA/CREB 信号通路的上调可能介导了 Triagonist 的神经

保护作用。提示 GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂有望成为预防或治疗 AD 的一种新

策略。 

关键词：GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂；3xTg-AD 小鼠；淀粉样β蛋白；磷酸化

tau 蛋白；学习记忆 
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The study on the neuroprotection of GLP-1/GIP/Gcg receptor 

triagonist against the cognitive deficits and pathological changes 

in triple-transgenic AD mice 
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Biomedical and Life Sciences, Faculty of Health and Medicine, Lancaster University, 

Lancaster LA1 4YQ, UK 

Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is a progressively neurodegenerative disorder 

which is still irreversible up to now. Increasing evidence indicates that type 2 diabetes 

mellitus (T2DM) is an important risk factor of AD, and some drugs used for treatment 

of T2DM have been applied as a novel therapeutic strategy for AD. GLP-1/GIP/Gcg 

receptor triagonist, a monomeric peptide, has been reported to be effective in 

alleviating diabetic complications in rodent models of obesity. The present study 

investigated for the first time the neuroprotective effects of the triagonist on the 

triple-transgenic AD mice (3×Tg-AD) by using behavioral tests, immunofluorescence 

technique and western blot. The results show that the triagonist reversed the 

impairments in working memory and reference memory in 3xTg-AD mice, reduced 

immunopositive Aβ plaques and hyperphosphorylated tau protein in hippocampus, and 

upregulated the cAMP/PKA/p-CREB signaling in 3xTg-AD mice. These results 

indicate that the triagonist can improve the cognitive impairments and pathological 

damages of 3×Tg-AD mice, and the up-regulation of hippocampal 

cAMP/PKA/p-CREB signal pathway may mediated the neuroprotection of the 

triagonist. So, our results suggest that GLP-1/GIP/Gcg receptor triagonist probably 

become a novel therapeutic strategy for the treatment of AD. 

Key words: GLP-1/GIP/Gcg receptor triagonist; 3×Tg-AD mice; amyloid β protein; 

phosphorylated tau protein; learning and memory 



 

 

4 

阿尔茨海默病（Alzheimer’s Disease, AD）是一种严重威胁人类健康特别是老

年人寿命和生活质量的进行性神经退行性疾病，晚期出现痴呆。目前，全球已有

超过 460 万人深受 AD 的困扰，预计到 2050 年罹患痴呆的人数将会增加到 1315

万[1]。AD 不仅使患者遭受极大痛苦，也给其家庭及社会造成沉重的经济负担。然

而，目前为止仍然缺乏有效的治疗办法。AD 的主要临床症状包括认知、记忆和

精神行为方面的损害，典型的病理改变包括脑内出现高密度的老年斑、神经原纤

维缠结以及突触功能障碍和神经元的丢失[2]。其中，老年斑中的淀粉样蛋白

（amyloid  protein, A）具有广泛的神经毒性作用。A也与其他病理特征如细胞

内 Tau 蛋白过度磷酸化形成的神经原纤维缠结密切相关，而神经原纤维缠结的严

重程度被视为与 AD 痴呆程度成正比。脑内 A的产生起因于淀粉样前体蛋白

（amyloid precursor protein, APP）基因、早老素-1（presenilin-1,PS1）和早老素-2

基因突变。早老素-1（presenilin-1,PS1）和早老素-2 基因突变可能会使得其编码

的γ分泌酶异常，从而导致 APP 上裂解的 A增加，出现 A聚集、沉积，并引起

AD 的发生[3]。近年来，根据 A学说制备的动物模型有多种，包括脑内直接注射

外源性的 A和采用转基因动物过表达内源性的[4-7]。本研究采用的 3xTg-AD

小鼠就是分别在 PS1（M146V）、APP（Swe）和 tau（P301L）三个基因的三处位

点上发生错义突变形成的 AD 模型小鼠。这种 3xTg-AD 小鼠在到达一定月龄后，

即可表现出脑内 Aβ增多、tau 蛋白过度磷酸化等病理特征以及认知行为的损害。

这为 AD 的研究提供了极大的方便。 

近十多年来，人们利用转基因动物甚至在二期和三期临床试验中已经针对 A

设计和开展了一些卓有成效的工作如免疫学治疗，但其可靠性和副作用仍是目前

有待突破的瓶颈[8, 9]。大量流行病学调查表明，2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus, 

T2DM）和 AD 之间有密切的联系。AD 病人中 85%的患者同时具有 T2DM 或伴

有血糖明显升高，而同龄对照组仅有 42%；与此同时，患有 T2DM 的病人发展成

AD 的概率也比正常人多出一倍[10]。这意味着，胰岛素信号的异常包括胰岛素抵

抗可能会导致或者加剧神经退行性疾病的发生[11, 12]。因此，T2DM 已被视为 AD

发生、发展的一个重要的危险因素，甚至有人将 AD 称为 3 型糖尿病[13, 14]。有趣

的是，动物实验和一些临床前研究表明，用于治疗 T2DM 的药物如胰岛素以及长

效肠促胰岛素类似物具有一定的神经保护作用[15, 16]。我们先前的实验及其他人的
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结果显示，胰高血糖素样肽-1（GLP-1）类似物如利鲁拉肽可以改善 AD 小鼠学习

记忆和突触可塑性[17, 18]；有临床前研究表明，胰岛素及 GLP-1 类似物可以改善

AD 患者的脑功能紊乱，尤其是对于具有胰岛素抵抗的脑功能紊乱更有效[16]；一

种肠促胰岛素类似物 exenatide 被证实可显著提高神经紊乱病人的认知功能。这些

研究为 AD 的治疗提供了新的思路和希望[19,20]。GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂

（Triagonist）是一种在 GLP-1 类似物的基础上最新合成的一种新的单分子肽类化

合物，它可以同时激动三个与代谢相关的关键性受体，分别是胰高血糖素样多肽

-1（glucagon-like peptide-1，GLP-1）受体、葡萄糖依赖性促胰岛素多肽受体

（glucose-dependent insulinotropic polypeptide，GIP）受体和胰高血糖素（glucagon，

Gcg）受体。最新研究证实，Triagonist 在啮齿类动物中具有比单受体和双受体激

动剂更明显的改善糖尿病症状的作用[21]。然而，Triagonist 的神经保护作用目前尚

未见报道。本研究采用认知行为测定、脑片免疫荧光技术和分子生物学 Western 

blot 手段，研究了 Triagonist 对 3xTg-AD 小鼠认知功能和脑 AD 样病理特征的改

善作用，并初步探讨了其作用的分子机制，旨在为发展 AD 治疗新策略提供思路

和实验依据。 

 

1 材料与方法 

1.1 实验动物与材料  

1.1.1 实验动物  实验选用 9 月龄雌性 APPSwe/PS1M146V/tauP301L 三转 AD

（3xTg-AD）小鼠和野生型 C57BL/6J （C57）对照小鼠。其中，3×Tg-AD 小鼠

购自美国 Jakson Lab，C57 小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司。所有

动物在本实验室的独立送风系统（IVC）动物房繁殖或饲养，动物房温度为 20℃

-25℃，12 小时光照 12 小时黑暗，并保证充足的进食和饮水。 

1.1.2 实验试剂  GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂 Triagonist 由英国 Lancaster 大学

Christian Hölscher 教授馈赠。实验采用的抗体及主要试剂：Anti-β-Amyloid(6E10, 

Biolegend,美国)、Anti-Human PHF-Tau Monoclonal Antibody（AT8，Thermo，美

国）、Anti-PKA R2 antibody(Abcam,美国)、Anti-cAMP protein kinase catalytic 

subunit antibody(Abcam,美国)、Anti-CREB（phospho S133）（Abcam，美国）、

anti-β-actin（博士德，中国）、Biotin-羊抗兔 IgG（博士德，中国）、Biotin-兔抗羊
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IgG（博士德，中国）、Biotin-羊抗鼠 IgG（博士德，中国）、多聚甲醛（博士德，

中国）、蔗糖（Sigma，中国）、BSA（博士德，中国）、Triton X-100（Sigma，美

国）、羊抗小鼠 IgG-Cy3（博士德，中国）、DyLight 488-羊抗兔 IgG（博士德，中

国）、DAPI 染色液（博士德，中国）、RIPA 裂解液（索莱宝，中国）、BCA 蛋白

浓度测试试剂盒（索莱宝，中国）、SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（索莱宝，中国）

等。 

1.1.3 主要实验仪器  冰冻切片机（LEICA CM1850，德国）、激光共聚焦显微镜

（FV1200，OLYMPUS，日本）、酶标仪（Spectra Max M2/Mze 型，Molecular Oerices 

Corp，美国）、高速离心机（GL-20C，BD 公司，美国）、电泳仪（PAC300 型，

BIO-RAD 公司，美国）、转膜仪（Trans-Blot SD semi-dry transfer cell，Labnet，

BIO-RAD 公司，美国）、凝胶成像系统（BIO-Rad 公司，美国）、行为学记录和分

析系统（Ethovision 3.0，Noldus Information Technology，荷兰）等。 

1.1.4 实验分组及给药  将两种不同的小鼠随机分为 C57 给生理盐水（C57 + 

NS）、C57 给药（C57 + Triagonist）、3×Tg-AD 给生理盐水（3×Tg-AD + NS）以及

3×Tg-AD 给药（3×Tg-AD + Triagonist）四组。Triagonist 用生理盐水溶解。在小

鼠 9 月龄时，给药组以 10 nmol/kg/day 的剂量将 Triagonist 经腹腔注入，生理盐水

组则按同体积给予 0.9%NaCl。持续给药 28 天后开始行为学测试。 

1.2 动物行为学实验 

1.2.1 旷场试验  旷场试验用于测定小鼠的运动能力，为之后的行为学试验进行

初步筛选，同时也可测定小鼠的探索能力。正式实验前，将实验动物放入实验室

预适应 30 min。然后，将小鼠依次放入 40 cm×40 cm×40 cm 的旷场中。旷场被人

为划分为 16 个相等大小的正方形格子，中间四个定义为中心区，周围的格子定义

为外周区。将小鼠放入旷场中央，让其自由活动 5 min，期间用摄像头记录小鼠

的运动轨迹，并用 Ethovision 3.0（Noldus Information Technology，荷兰）软件分

析 5 分钟内小鼠行走的总距离和在中间区域所占时间的百分比[22]。实验结束后，

用 75%的乙醇擦洗旷场，然后再进行下一只动物测试。 

1.2.2  Y迷宫  Y迷宫用于测定小鼠的空间工作记忆能力。Y迷宫宫体由三个长、

宽、高分别为 30 cm、15 cm 和 7 cm 的臂组成，三臂之间的夹角为 120 度，中间

连合部位形成一个三角形区域。实验时，将小鼠面对同一臂放入中间三角区域，
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让其自由活动 8 min，同时用 Ethovision 3.0 软件记录 8 min 内的总进臂次数和进

臂顺序。在小鼠自发交替进臂过程中，若第三次进入的臂与前两次均不相同，则

视为正确进臂。由此统计进入正确臂的次数并计算自发交替正确率。自发交替正

确率=（进入正确臂的次数/进臂总次数-2）×100%[23, 24]。 

1.2.3 Morris水迷宫和对位水迷宫  水迷宫试验主要测试小鼠的空间参考学习记

忆能力。水迷宫由一个直径为 120 cm、高为 50 cm 的圆形宫体组成，宫体壁上和

四周设置有不同的图形标志。实验前，在宫体中注入自来水并加入钛白粉搅拌均

匀。水温保持在 22±2℃。在图像采集和分析软件（Noldus Information Technology，

荷兰）辅助下，将宫体划分为四个象限，并在第一象限中央放入一直径为 12 cm

的逃生用平台，平台表面位于水面下方 1 cm。经典水迷宫试验第一阶段为定位航

行试验，持续 5 天。每天将小鼠面朝宫壁放入任一象限水中，进行寻找水下平台

学习。当小鼠找到并爬上水下平台或者实验时间到达 1 min 后停止记录，由计算

机分析给出小鼠寻找水下平台的时间，即潜伏期。实验第二阶段为空间探索试验。

在完成定位航行试验后的第二天（即实验第六天）将水下平台撤出，随机选两个

象限，两次将小鼠放入水中，让其自由探索 1 min，记录小鼠在目标象限（第一

象限）内的游泳时间及其轨迹。实验第三阶段为可视平台实验。将平台抬高至水

面以上 1 cm，随机选择两个象限，将小鼠依次放入，记录小鼠到达平台的平均时

间。对位水迷宫试验主要用于测试小鼠重新学习的能力以及认知灵活性。在经典

水迷宫试验结束后，将水下平台移位到对侧象限（第三象限）。并于第 7-10 天再

次进行前述的定位航行试验和随后第 11 天的空间探索试验[25]。 

1.3 脑片免疫荧光化学测定 行为学实验结束后，将小鼠用 5%水合氯醛腹腔注射

进行麻醉、用 PBS 和多聚甲醛灌流固定。取脑在蔗糖溶液中脱水，行冰冻切片，

厚度为 30 μm。将脑片用 0.1 M 的 PBS 洗三次后，血清封闭，一抗 4℃过夜后，

加荧光二抗，2h 后加入 DAPI，用 PBS 洗三次后加抗荧光衰减封片剂，封片，最

后用激光共聚焦显微镜进行观察拍照，并用 Image-Pro Plus 6.0 软件分析统计。 

1.4 海马组织 Western blot 行为学实验结束后，将小鼠用 5%水合氯醛麻醉，剪

头，取脑，分离海马组织。组织称重、剪碎后，按照 10:1 的比例加入组织蛋白酶

裂解液，再加入广谱磷酸酶抑制剂（1:100）和 PMSF（1：100）超声破碎组织，

4 ℃放置 4h 后进行离心，尽快取出上清液，分装并进行 BCA 蛋白浓度测定。计
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算出上样量，取样后加热 5 min 变性，进行 SDS-PAGE 电泳，电泳完成后将蛋白

转移到 PVDF 膜上。用 5%胎牛血清（BSA）封闭 2h 后加入一抗，4℃过夜，用 TBST

洗膜 5 min×3 次；再加入二抗，4℃孵育 2h，TBST 洗膜 5 min×3 次。然后，加

入 ECL 发光液进行曝光，运用 Alpha View SA 软件分析目的蛋白的相对灰度值。 

1.5 统计学处理 所有数据均采用均数±标准误表示，水迷宫第 1 天到第 5 天和

对位水迷宫第 7 天到第 10 天的数据采用 SPSS18.0 重复测量方差分析，其余数据

采用 Sigmaplot12.0 的 two-way ANOVA 分析，Sigmaplot10.0 作图。P<0.05 定为有

统计学意义。 

 

2 结果 

2.1 Triagonist 不影响 3×Tg-AD 和 C57 小鼠的自主运动和探索能力 

如图 1A 所示，四组小鼠在旷场中自由活动 5 分钟的总距离分别为：C57 + NS

组 2052.1±88.3 cm（n=13）、C57 + Triagonist 组 2033.4±96. 0 cm（n=11）、3×Tg-AD 

+ NS组1981.3±88.3 cm （n=13）和3×Tg-AD + Triagonist组1968.8±106.1 cm（n=9），

各组之间没有统计学差异（P>0.05）。同时，以上各组小鼠在中心区的活动时间百

分比（图 1B）分别为：（19.3±2.7）%、（18.1±2.5）%、（16.3±2.4）%和（17.9±2.7）%，

也无统计学差异。这些结果表明，9 月龄雌性 3×Tg-AD 小鼠的运动和探索能力没

有受到损害，Triagonist 本身对两种小鼠的运动和探索能力也没有明显影响。 

 

 

2.2 Triagonist 改善了 3×Tg-AD 小鼠空间工作记忆 

图 2A 显示了小鼠 Y 迷宫自发交替实验结果，四组的自发交替正确率分别为：

C57+NS 组（66.1±2.5）%、C57+Triagonist 组（65.9±2.4）%、3×Tg-AD+NS 组

（48.4±1.9）%和 3×Tg-AD+Triagonist 组（62.8±2.5）%。其中，与 C57+NS 组比

较，3×Tg-AD+NS 组的小鼠自发交替正确率明显减少（P<0.001）；与 3×Tg-AD+NS

组比较，3×Tg-AD+Triagonist 组的自发交替正确率则明显升高，具有统计学差异

（**P<0.01）。图 2B 显示了同样四组小鼠的进臂总次数，分别为：C57+NS 组

（33.0±0.8）次、C57 + Triagonist 组（33.2±2.2）次、3×Tg-AD + NS 组（34.5±2.1）

次和 3×Tg-AD + Triagonist 组（34.8±2.4）次，各组之间没有明显差异（P>0.05）。

     Fig 1 
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这一结果表明，两组小鼠在 Y 迷宫中的运动能力没有区别，Triagonist 也不影响

两组小鼠的自主运动；3×Tg-AD 小鼠的 Y 迷宫空间工作记忆受到明显伤害，而

Triagonist 可明显改善 3×Tg-AD 小鼠的空间工作记忆。 

 

 

2.3 Triagonist 改善了 3×Tg-AD 小鼠长时程空间参考学习记忆 

表 1 和图 3A 显示了各组小鼠 Morris 水迷宫连续 5 天的定位航行试验结果。可见，

随着训练天数的增加，各组逃避潜伏期均有不同程度的减少。其中，第 1 天四组

的逃避潜伏期没有统计学差异；第 2~5 天 3xTg-AD + NS 组与 C57 + NS 组相比明

显增加（**P<0.01 和***P<0.001）；第 3~5 天 3xTg-AD + Triagonist 又较 3xTg-AD 

+ NS 组明显减少（##P<0.01）。这说明，3xTg-AD 小鼠出现了明显的空间学习障

碍，而慢性给予 Triagonist 可明显改善这一学习能力。 

 

 

图 3 B 显示了各组小鼠在 Morris 水迷宫第 6 天进行空间探索试验的代表性游

泳轨迹图。经统计学处理，各组小鼠在目标象限游泳时间占总时间的百分比（图

3C）分别为：C57 + NS 组（44.7±1.7）%、C57 + Triagonist 组（41.8±1.8）%、3xTg-AD 

+ NS 组（30.9±1.8）%和 3×Tg-AD + Triagonist 组（43.1±1.9）%。其中，3xTg-AD 

+ NS 组较 C57 + NS 组明显减少（P<0.001）；3×Tg-AD + Triagonist 组与 3xTg-AD 

+ NS 组相比，又有明显改善（P<0.001）。这表明，3xTg-AD 小鼠空间记忆功能严

重受损，Triagonist 处理可明显改善空间记忆。 

在可视平台试验中（图 3D），四组小鼠到达平台的时间分别是：C57 + NS 组

（11.6±0.5）s、C57 + Triagonist 组（12.2±0.4）s、3xTg-AD + NS 组（10.7±0.5）s、

3xTg-AD + Triagonist组（11.3±0.4）s，组间均无统计学差异（P>0.05）。说明3×Tg-AD

小鼠逃避潜伏期的延长和目标象限游泳时间的减少不是由于视力和运动能力的差

异所致，而是学习、记忆认知功能下降的缘故。 

 

 

2.4 Triagonist 改善了 3xTg-AD 小鼠空间再学习能力和认知灵活性 

     Fig 2 

     Fig 3 

    Table 1 
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以上经典水迷宫空间探索试验结束后，将水下平台移动至对位象限（第 III

象限）中心区域，再进行连续四天的对位水迷宫定位航行和随后的空间探索试验。

如图 4A 和表 2 所示，从对位试验第 1 天（即总试验第 7 天）开始 3xTg-AD + NS

组的逃避潜伏期与 C57 + NS 组相比已有明显差异，3xTg-AD + Triagonist 组与

3xTg-AD + NS 组相比，也有统计学差异。对位水迷宫定位航行试验结束后，进行

空间探索试验。如图 4B 和 4C 所示，与 C57 + NS 组相比，3xTg-AD + NS 组小鼠

在目标象限游泳的时间百分比明显减少（P<0.001），两组分别为（42.3±2.2）%和

（25.8±2.2）%。与 3xTg-AD + NS 组相比， 3xTg-AD + Triagonist 组则有所提高，

为（37.8±2.0）%（P<0.001）。 

 

 

     

 

2.5 Triagonist 预处理减少了 3xTg-AD 小鼠海马组织内 Aβ的沉积 

图 5A 显示了海马组织内的 Aβ 免疫荧光染色情况和 Aβ 斑块密度。虽然四组

小鼠海马内均发现有 Aβ阳性斑块，但 3xTg-AD + NS 组中斑块数量明显多于 C57 

+ NS 组，且斑块聚集程度较大；给予 3xTg-AD 小鼠 Triagonist 处理后其斑块量有

明显减少，聚集程度也明显减轻。经统计学处理（图 5B），以 C57 + NS 组为基础

值，四组的 Aβ阳性表达分别是 C57 + NS 组 (100.0±5.5）%、C57 + Triagonist

组（90.9±4.4）%、3xTg-AD + NS 组 (566.5±29.4)% 和 3xTg-AD + Triagonist

组 （202.5±3.7）%。3xTg-AD + NS 组小鼠海马内的 Aβ 斑块较 C57 + NS 组明

显增多（P<0.001），给予 3xTg-AD 小鼠 Triagonist 治疗后斑块数量与 3xTg-AD + NS

组比较则有明显减少（P<0.001）。n=4。 

 

 

2.6 Triagonist 预处理降低了 3xTg-AD 小鼠海马组织内过度磷酸化的 Tau 蛋白水

平 

图 6A 显示了海马组织中磷酸化的 tau 蛋白染色情况。各组均有磷酸化 tau 蛋

白在胞浆内的阳性表达，但 3xTg-AD + NS 组中的磷酸化 tau 蛋白密度较高，且形

状可多见为纤维状，其余组包括 C57 + NS 组的阳性表达则多为密度较低的小颗

     Fig 4 

    Fig 5 

    Table 2 
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粒点状分布。经统计学处理（图 6B），四组的阳性表达分别为：C57 + NS 组(100.0

±9.4）%、3xTg-AD + NS 组(247.9±6.4)%、C57 + Triagonist 组（95.3±3.6）%

和 3xTg-AD + Triagonist 组（138.6±15.1）%。3xTg-AD + NS 组与 C57 + NS 组比

较阳性表达明显增多（P<0.001），3xTg-AD + Triagonist 与 3xTg-AD + NS 组比较

阳性表达显著减少（P<0.001）。 

 

 

2.7 Triagonist 上调了 3xTg-AD 小鼠海马组织中的 cAMP/PKA/p-CREB 通路 

为了探讨 Triagonist 影响 3xTg-AD 小鼠行为学和病理学的分子机制，我们使

用 Western Blot 对小鼠海马组织中的信号分子 cAMP、PKA、p-CREB 进行了定量

分析。如图 7 所示，与 C57 对照组相比，3xTg-AD + NS 组小鼠海马组织中的 cAMP

（图 7B）、PKA R2（图 7C）以及 p-CREB（图 7D）均发生了明显的减低（P<0.05

或 P<0.001）。经药物处理后，三者的水平均有明显不同程度的恢复（P<0.05 或

P<0.001）。 

 

 

3 讨论 

AD 患者最早期的表现是近期记忆即工作记忆障碍，随后逐渐发展为长期记

忆损伤和普遍认知活动的下降。目前，临床上主要采用胆碱酯酶抑制剂改善患者

的认知行为，但长期疗效尚不理想，且胆碱酯酶抑制剂也不能阻止脑内 AD 病理

特征的逐渐加重。糖尿病与 AD 之间的密切联系为 AD 治疗开辟了一个新的途径。

本研究旨在观察一种新的抗糖尿病制剂即 GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂对 AD 小

鼠的神经保护作用。我们首先在 3xTg-AD 模型小鼠上进行了各种认知行为学测

试。Y 迷宫和水迷宫的实验结果显示，9 月龄 3xTg-AD 小鼠在 Y 迷宫试验中的自

发交替正确率明显下降，在水迷宫试验中逃避潜伏期明显延长，目标象限游泳时

间百分比则显著减少。同时，小鼠的运动功能和视力均不受影响。这表明，3xTg-AD

小鼠的工作记忆和长时程记忆均受到了损害。对位水迷宫试验则表明，3xTg-AD

小鼠的认知灵活性也受到影响。重要的是，我们观察到，给予 3xTg-AD 小鼠慢性

长期腹腔注射 GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂后，这些行为学的损害都得以不同程

    Fig 6 

     Fig 7 
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度的减轻。 

AD 患者最明确的病理特征是脑内特别是海马组织中出现以 Aβ为核心的、

高密度的老年斑以及因细胞内 tau 蛋白过度磷酸化形成的神经原纤维缠结。本研

究在行为学实验结束后，又利用免疫组织化学手段观察了 GLP-1/GIP/Gcg 三受体

激动剂对 3xTg-AD 小鼠脑内 AD 样病理特征改变即 Aβ沉积和 Tau 蛋白过度磷酸

化的影响。结果显示，与同月龄的 C57 小鼠相比， 3xTg-AD 小鼠海马组织中的

Aβ斑块明显增多，三受体激动剂则可有效减少 Aβ在脑内的生成和沉积。同时，

3xTg-AD 小鼠海马内的 Tau 蛋白也发生了过度磷酸化，给予三受体激动剂后，磷

酸化 Tau 蛋白含量有所减少。我们最近的研究也表明，GLP-1 类似物 Lixisenatide

可以有效拮抗 Aβ引起的神经元损伤和改善其空间记忆 [4]。也有人观察到，

Val8-GLP-1可以逆转APP/PS1转基因小鼠海马LTP的压抑，改善其突触可塑性[26]。

除此之外，GIP类似物D-Ala2-GIP也被报道具有增加APP/PS1小鼠脑内突触数量，

减少 Aβ斑块沉积和脑内炎性反应的功效[27]。 

CREB 是细胞核内一个关键的转录调节因子，其通过自身磷酸化对下游靶基

因起到转录调控作用[28, 29]。CREB 能整合 Ca2+和 cAMP 等诱导的信号，是细胞内

多条信号通路的交叉靶点[30]，这些信号通路包括 cAMP/PKA、CaMKII、钙/钙调

蛋白 IV 等[31]。蛋白激酶 A（PKA）是一种环腺苷酸（cAMP）依赖激酶，主要参

与调解细胞的代谢、基因表达、细胞增殖分化和学习记忆等功能[32-34]。当胞浆内

cAMP 水平较低时，PKA 以调节亚基（R）和催化亚基（C）结合的复合体形式存

在；当 cAMP 含量升高时，cAMP 与两个调解亚基结合，释放出催化亚基，并通

过 CREB 的 Ser133 位点自身磷酸化，使其保持激活状态[33, 35]。激活的 PKA 进入

细胞核内可使其下游因子活化，包括激活或促进与学习记忆相关的基因表达，从

而影响神经元乃至整个神经网络的功能[36]。已有证据显示，很多记忆损伤的动物

模型都存在有 CREB 及其上游信号的异常。例如，AD 小鼠脑内磷酸化 CREB 水

平明显下降，AD 病人尸检中也发现脑中磷酸化的 CREB 含量低于正常水平[37]；

AD模型动物和AD病人的脑中均发现有 cAMP/PKA/CREB信号通路的下调[38-40]。

此外，AD 小鼠中 Aβ的积聚也会使磷酸化的 CREB 水平降低。脑内给予外源性

Aβ1-42 时，磷酸化 CREB 的表达受到抑制，并直接影响到 CREB/CRE 编码的下

游基因 BDNF，二者的影响促发了 AD 早期的认知障碍和加剧了 AD 后期的病程
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进展[41]。由此我们推测，Triagonist 对 3xTg-AD 小鼠认知行为的神经保护作用可

能与脑内磷酸化 CREB 水平的调节有关。本研究 Western blot 实验结果显示，

3xTg-AD 小鼠海马内的 cAMP、PKA、p-CREB 水平与正常对照相比均是下降的，

而给予三受体激动剂后这三个蛋白的水平均有所上升。GLP-1/GIP/Gcg 三受体激

动剂作用的三个受体（GLP-1 受体、GIP 受体和 Gcg 受体）均为 G 蛋白偶联受体，

经 AC 介导后，可使第二信使 cAMP 含量增加[17]，随之激活 PKA，并进一步调节

其下游的 CREB，使其磷酸化水平增加，从而对 3xTg-AD 小鼠的学习记忆起到一

定的保护作用。 

总之，本研究采用 GLP-1/GIP/Gcg 三受体激动剂在三转基因 AD 动物的行为

学、病理学和分子生物学研究结果表明，Triagonist 有助于改善 AD 动物的认知行

为、逆转部分病理特征；这些神经保护作用可能与 cAMP/PKA/CREB 通路的激活

有关。 
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Figures and Figure legends: 

 

 

图 1. Triagonist 不影响 3×Tg-AD 和 C57 小鼠的自主运动和探索能力 

Fig. 1.Triagonist did not affect the locomotor and exploratory performance of 3×Tg-AD mice and 

C57 age-matched mice. (A and B) Histograms showing the total distance moved in the open field 

(A) and running time spent in the central area (B) of mice in 5 min, without any significantly 

difference between groups ( P>0.05 ).（C）A diagram showing the open field with animal. Red color 

squares were defined as central area (D) Representative running traces of mice in different groups. 

Green circles and red circles represent initial position and stop position of mice, respectively. 
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图 2. Triagonist 改善了 3×Tg-AD 小鼠在 Y迷宫中的工作记忆 

Fig. 2. Triagonist improved the working memory of 3×Tg-AD mice in Y-maze. (A) Histograms 

showing the percentage of correct spontaneous alternation of different groups of mice in Y maze 

test, with a significant decrease only in the 3×Tg-AD + NS group.** P<0.01, *** P<0.001. (B) 

Histograms showing the total arm entries of mice in 8 min, without any significant difference 

between groups. 
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图 3. Triagonist 对 3xTg-AD 小鼠空间学习和记忆的影响 

Fig. 3. The effects of triagonist on the spatial learning and memory of 3xTg-AD mice. (A) Plots 

showing the mean escape latencies of mice in hidden platform test from 1st-5th day. (B) Sample 

swimming traces of mice in different groups in probe test. (C) Histograms showing the swimming 

time percentage of mice in target quadrant in the probe test on 6th day. ***P<0.001 (D) Swimming 

time (sec) of mice to target in visible platform test.  
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图 4. 小鼠在对位水迷宫中逃避潜伏期和游泳时间百分比的观察 

Fig. 4. Observation of the escape latency and swimming time percentage of mice in reverse MWM 

test. (A) Plots showing the escape latency of mice in hidden platform test from 7th-10th day. (B) 

Histograms showing swimming time percentage of mice in probe test on 11th day. ***P<0.001. (C) 

Sample swimming traces of mice in different groups in probe test. 
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图 5.  C57 和 3xTg-AD 小鼠海马组织中 Aβ 斑块的免疫荧光测定 

Fig. 5. Immunofluorescence measurements of Aβ plaques in the hippocampus of C57 and 3xTg-AD 

mice. (A) Microphotographs showing Aβ positive plaques in the hippocampus of mice in four 

groups. Aβ positive plaques (red) were recognized and stained with specific 6E10 antibody, and cell 

nucleus (blue) were stained by DAPI. The scale bars in the first and second row are 100 μm and 

50 μm.（B）Histograms comparing the percentage of Aβ positive staining plaques, with a 

significant increase in 3xTg-AD + NS group and a prominent recovery in 3xTg-AD + Triagonist 

group. 
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图 6.  C57 和 3xTg-AD 小鼠海马组织中磷酸化 tau 蛋白的免疫荧光测定 

Fig. 6. Immunofluorescence measurements of phosphorylated tau in the hippocampus of C57 and 

3xTg-AD mice. (A) Microphotographs showing the distribution of positive phosphorylated tau 

staining in the hippocampus of mice in different groups. Phosphorylated tau positive stainings（red）

were recgonized with specific AT8 antibody, and cell nucleus (blue) were stained with DAPI. The 

scale bars in the first and second row are 100 μm and 50 μm, respectively. (B) Histograms 

comparing the percentages of positive staining of phosphorylated tau in the four groups, with a 

significant increase in the 3xTg-AD + NS group, and a recovery in the 3xTg-AD + Triagonist 

groups. 
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图 7. C57 和 3xTg-AD 小鼠海马组织内 cAMP、PKA、p-CREB 和 t-CREB 的 Western blot 定

量分析 

Fig. 7. Western blot quantitative analysis for the levels of cAMP, p-PKA, p-CREB and t-CREB in 

the hippocampus of C57 and 3xTg-AD mice. (A) Representative western blot images in different 

groups. (B, C, D, E) Histograms showing the quantitative analyses of cAMP, PKA R2, p-CREB and 

t-CREB. All data are expressed as the percentage of value in control (n=4-6). 
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Tables: 

 

表 1. 转基因和 Triagonist 对小鼠在 Morris 水迷宫定位航行试验中逃避潜伏期（秒）的影响  

Table 1. Effects of transgenic and triagonist on the escape latency (sec) of mice in hidden platform 

test. ** P<0.01, *** P<0.001 vs C57+NS; ## P<0.01 vs 3xTg-AD+NS.  

训练 

天数 

 

C57 + NS 

( n=9 ) 

C57 + Triagonist 

( n=9 ) 

AD + NS 

( n=9 ) 

AD + Triagonist 

( n=11 ) 

第 1 天（s） 53.6±1.9 51.3±1.8 54.9±1.5 55.1±1.5 

第 2 天（s） 30.6±3.5 37.0±3.3 46.0±2.7** 42.3±2.8 

第 3 天（s） 25.5±4.1 25.5±4.4 45.1±3.2*** 31.0±3.3## 

 

第 4 天（s） 18.6±4.0 20.5±3.8 39.9±3.1*** 25.7±3.2## 

第 5 天（s） 17.6±3.4 17.7±3.2 36.7±2.6*** 23.3±2.7## 

 

 

 

表 2. 各组小鼠在对位水迷宫试验中逃避潜伏期（秒）的比较 

Table 2. Comparison of the escape latency (sec) of mice in reverse Morris water maze test. ** 

P<0.01, *** P<0.001 vs C57+NS; # P<0.05, ### P<0.001 vs 3xTg-AD+NS. 

训练 

天数 

 

 

 

 

 

C57 + NS 

( n=9 ) 

( n=9 ) 

C57 + Triagonist 

( n=9 ) 

AD + NS 

( n=9 ) 

AD + Triagonist 

( n=11 ) 

第 7 天（s） 27.3±3.7 32.3±3.6 44.9±3.8** 
32.7±3.4# 

 

第 8 天（s） 22.6±3.2 28.4±3.2 44.8±3.2*** 
20.4±2.9### 

 

第 9 天（s） 19.2±2.9 18.8±2.9 41.8±3.0*** 
15.1±2.7### 

 

第 10 天（s） 17.0±2.2 18.7±2.2 39.5±2.4*** 16.6±2.1### 

 


