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印楝素对果蝇厌恶性味觉记忆的

诱导及多巴胺能神经元的影响
燕　颍１，顾怀宇２，徐汉虹１，张志祥１

（１天然农药与化学生物学教育部重点实验室／华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２；
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摘要：【目的】明确印楝素是否能诱导果蝇产生厌恶性味觉记忆，并探讨多巴胺信号在这种记忆形成中的调控作用。

【方法】利用印楝素诱导果蝇产生短期厌恶性味觉记忆，并通过昆虫口器伸展反应测试诱导结果；采用压力注射给

药方式及果蝇全脑膜片钳记录，研究印楝素对果蝇脑内不同亚群多巴胺能神经元兴奋性及受体电流的影响。【结

果】印楝素Ａ及印楝素干粉均能显著抑制果蝇口器伸展的概率，口器伸展反应（ＰＥＲ）分别为６０３４％和１７２４％，
（Ｐ＜０００７），并且干粉的效果更加明显；印楝素对不同亚群的多巴胺能神经元的兴奋性有不同的作用，ＰＰＬ１、ＰＡＭ
和ＰＰＭ２亚群兴奋性呈现增加趋势，其中ＰＰＬ１亚群兴奋性改变最为显著；印楝素对多巴胺Ｄ１受体具有激动效应，
这种激动效应可被Ｄ１受体特异性拮抗剂抑制。【结论】印楝素可以诱导果蝇产生厌恶性味觉记忆，这种记忆受果
蝇脑内多巴胺能信号的调控。

关键词：印楝素；厌恶性味觉记忆；多巴胺；神经兴奋性；果蝇

中图分类号：Ｓ４８２．１　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１００１４１１Ｘ（２０１７）０４００１２０７

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｖｅｒｓｉｖｅｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙｂｙａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎａｎｄ
ｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ

ＹＡＮＹｉｎｇ１，ＧＵＨｕａｉｙｕ２，ＸＵＨａｎｈｏｎｇ１，ＺＨＡＮＧＺｈｉｘｉａｎｇ１

（１ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮａｔｕｒａｌＰｅｓｔｉｃｉｄｅａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＢｉｏｌｏｇｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ／
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ；
２ＺｈｏｎｇｓｈａｎＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｕｎＹａｔｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００８０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（ｆｒｕｉｔｆｌｙ）ａｎｄｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｓｕｃｈｍｅｍｏｒｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ．【Ｍｅｔｈｏｄ】
Ａｖｅｒｓｉｖｅｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｐｒｏｂｏｓｃｉｓｅｘｔｅｎｓｉｏｎｒｅｆｌｅｘ（ＰＥＲ）．Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎＤ．ｍｅｌａｎｏ
ｇａｓｔｅｒｂｒａｉｎｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｕｓｉｎｇｐｒｅｓｓｕｒｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐａｔｃｈｃｌａｍｐｒｅｃｏｒｄｉｎｇ．
【Ｒｅｓｕｌｔ】ＢｏｔｈａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎＡａｎｄｔｈｅａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｄｒｙｐｏｗｄｅｒｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＰＥＲ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ６０３４％ ａｎｄ１７２４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０００７）．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｒｙｐｏｗｄｅｒｗａｓｍｏｒｅ
ｏｂｖｉｏｕｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｒｅｓｐｏｎｄｅｄｖａｒｉｏｕｓｌｙｔｏａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ．ＰＰＬ１，ＰＡＭａｎｄ
ＰＰＭ２ｓｕｂｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄｓｉｎｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ，ｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＰＰＬ１ｃｌｕｓｔｅｒｎｅｕｒｏｎｓ
ｗｅｒｅｍｏｓｔｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ．ＡｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｓｈｏｗｅｄａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ａｎｄｓｕｃｈｅｆｆｅｃｔｃｏｕｌｄｂｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＤ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ．【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｃａｎｉｎｄｕｃｅａｖｅｒｓｉｖｅｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙ



ｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ，ａｎｄｓｕｃｈｍｅｍｏｒｙｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｓｉｇｎａｌｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ；ａｖｅｒｓｉｖｅｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙ；ｄｏｐａｍｉｎｅ；ｎｅｕｒｏｎａｌｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ

　　印楝素是当今世界公认的最优秀的生物农药之
一，属于柠檬素类物质，也是一种苦味剂，具有拒食、

忌避、抑制生长发育、诱导凋亡和自噬等多种作用机

制［１］。印楝素在实际应用中不稳定、易降解，但对害

虫具有持续效果，目前仍无法解释这种现象。近期

有研究提出印楝素具有味觉记忆性的观点，并通过

取食行为观察和分子生物学检测发现，印楝素对斜

纹夜蛾Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｕｒａ幼虫的拒食活性与长时程记
忆相关蛋白 ＣＲＥＢｍＲＮＡ的表达量一致，认为两者
可能存在关联［２］。果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ是神经生物学的
重要模式生物之一，因其详实的遗传背景和便捷的

试验操作手段，在学习记忆功能研究中具有其他试

验动物模型无法比拟的优势。多巴胺（Ｄｏｐａｍｉｎｅ，
ＤＡ）是生物体广泛存在的一种神经递质，参与调控
昆虫的多种生理和行为过程，如学习、记忆、认知、抉

择、运动以及型变等［３］。在昆虫联合学习记忆中，多

巴胺介导着非条件化（强化）刺激的传导，尤其是负

向强化（电击、高热或苦味物质）刺激［４］。果蝇脑内

大约有６００个多巴胺神经元，根据解剖学位置分为
不同的细胞亚群，其中ＰＰＬ１、ＰＡＭ、ＰＰＬ２ａｂ这３个神
经元群投射至蘑菇体（果蝇的学习记忆中心）神经纤

维网［５］。目前已经明确ＰＰＬ１与ＰＡＭ亚群参与调控
果蝇厌恶性学习记忆［６８］。ＤＡ释放后需要通过结合
突触后膜特异性的多巴胺受体 （Ｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＤＡＲｓ）来发挥作用。果蝇脑内存在４个 Ｇ蛋白偶
联性ＤＡＲｓ，包括２个 Ｄ１型受体（ＤｏｐＲ１、ＤｏｐＲ２）、１
个Ｄ２型受体Ｄ２Ｒ和１个非经典型受体 ＤｏｐＥｃＲ［９］。
已有研究证实，果蝇对厌恶性进食行为的学习依赖

于蘑菇体内部神经元中多巴胺 Ｄ１受体的存在，当
Ｄ１受体发生突变时，果蝇几乎丧失学习能力［１０］。驱

蚊胺（Ｎ，ＮＤｉｅｔｈｙｌｍｔｏｌｕａｍｉｄｅ，ＤＥＥＴ）是常用的趋
避剂，有研究报道其效应是由于同时诱导害虫产生

了嗅觉和味觉躲避反应［１１］。ＤＥＥＴ可以强化刺激诱
导果蝇产生短期厌恶性记忆，而这种记忆同时接受

特定多巴胺能神经元的调控［１２］。动物可以根据先前

的经历形成强烈的味觉记忆来躲避有毒食物［１３］。昆

虫口器伸展反应（Ｐｒｏｂｏｓｃｉｓｅｘｔｅｎｓｉｏｎｒｅｆｌｅｘ，ＰＥＲ）是
分析昆虫味觉行为的一种经典的行为范式，其抑制

程度可以代表化合物效应的强弱，能够快速地检测

厌恶性味觉记忆的形成［１４１５］。本研究以黑腹果蝇

Ｄ．ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ为材料，利用ＰＥＲ测试和果蝇全脑膜

片钳记录研究印楝素是否能够诱导果蝇产生味觉厌

恶性记忆，并探讨这种记忆形成的细胞机制，以期解

释印楝素存留期与持效期不一致的矛盾现象。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　药剂　试验用的化合物：印楝素 Ａ（文中简
称为印楝素），由华南农业大学天然农药与化学生物

学教育部重点实验室提供；印楝素干粉（印楝素Ａ质
量分数为４０５９％），由成都绿金生物科技有限责任
公司提供；蔗糖、奎宁、多巴胺、ＤＭＳＯ及电生理溶液
配制试剂购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ上海分公司。行为学试
验中印楝素Ａ纯品及印楝素干粉用水溶解，电生理
试验中印楝素 Ａ纯品用 ＤＭＳＯ配制成高浓度（１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）溶液分装备用。
１．１．２　果蝇品系及饲养　野生型 ＣａｎｔｏｎＳ，特异标
记多巴胺神经元的品系 ＴＨＧａｌ４＞ＵＡＳｍＣＤ８：：
ＧＦＰ。饲养果蝇的食物选用标准的玉米粉培养基，饲
养温度２４℃，相对湿度６０％～７０％，１２ｈ光：１２ｈ暗
循环光照。行为学试验选用１～３日龄的雌性和雄性
ＣａｎｔｏｎＳ，电生理记录选用 ＴＨＧａｌ４＞ＵＡＳｍＣＤ８：：
ＧＦＰ子一代雌性果蝇。
１．２　方法
１．２．１　厌恶性味觉记忆检测　收集羽化后５～７ｄ
的果蝇转移至新鲜的食物中放置２４ｈ，然后再将果
蝇转移至装有湿润滤纸的培养管中饥饿 ４８ｈ。用
ＣＯ２麻醉后将果蝇背部黏至载玻片上，放入湿盒内
恢复２～３ｈ。试验时将载玻片固定在解剖显微镜下
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＳＺ６１）进行训练和测试。训练前用 １００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的蔗糖刺激果蝇口器，出现口器伸展的个
体用于训练。用水喂饱果蝇后，用蔗糖（作为条件化

刺激）刺激足部２～３ｓ，连续３次，每次间隔１０ｓ，选
取３次刺激都能够伸喙的果蝇用于进一步的测试。
每次给予刺激时，在蔗糖刺激足部的同时将奎宁、印

楝素等不同的化合物溶液（非条件化刺激）运送至果

蝇口器，让果蝇取食直至缩回口器。训练结束用水

清洗足部和口器，并用水将果蝇喂饱。５ｍｉｎ后用蔗
糖刺激足部，观察口器是否伸展。每种化合物用 ３
批果蝇测试，每批２０～３０只果蝇。
１．２．２　电生理记录　果蝇全脑制备方法参照 Ｇｕ
等［１６］的 报道。在含有木瓜蛋白酶（Ｐａｐａｉｎ，２０

３１　第４期 　　　　　燕　颍，等：印楝素对果蝇厌恶性味觉记忆的诱导及多巴胺能神经元的影响 　　　



Ｕ·ｍＬ－１；Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ，Ｆｒｅｅｈｏｌｄ，ＮＪ，ＵＳＡ）及激活剂
（Ｌｃｙｓｔｅｉｎ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的解剖液［用Ｖ（Ｏ２）∶Ｖ（ＣＯ２）
为９５∶５的混合气充分饱和］中将果蝇整个大脑从头
部中摘除，去除脑壳和脑组织表面的结缔组织，将脑

组织移至含有记录液的浴槽中，将脑组织背侧或腹

侧面朝上放置并用自制的 Ｕ形铂金框架固定，记录
前用连续流动的含氧记录液孵育至少１０ｍｉｎ。试验
中含氧记录液灌流贯穿整个记录过程。在荧光蛋白

标记指引下，定位不同亚群的多巴胺神经元作为记

录对 象。正 常 记 录 外 液 成 分 及 浓 度 （单 位：

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：ＮａＣｌ１０１、ＣａＣｌ２１、ＭｇＣｌ２４、ＫＣｌ３、葡萄
糖 ５、ＮａＨ２ＰＯ４１２５、ＮａＨＣＯ３２０７，ｐＨ７２，渗透压
２５０Ｏｓｍ。全细胞记录电极电阻为１０～１５ＭΩ。电
极内液成分及浓度（单位：ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：葡萄糖酸钾
１０２、ＣａＣｌ２００８５、ＭｇＣｌ２１７、ＮａＣｌ１７、ＥＧＴＡ０９４、
ＨＥＰＥＳ８５，ｐＨ７２，渗透压２３５Ｏｓｍ。记录过程中，
印楝素通过灌流的方式施加入浴液，观察 １０～２０
ｍｉｎ。多巴胺受体电流通过程控灌流给药系统以压
力注射的方式触发多巴胺电流。采用 ＢＸ５１ＷＩ正置
固定载物台显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＬｅｈｉｇｈＶａｌｌｅｙ，ＰＡ，
ＵＳＡ）、Ｍｕｌｔｉｃｌａｍｐ７００Ｂ放大器和 Ｄｉｇｉｔａｌ１４４０ＡＤＡ
转换器（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，ＵＳＡ）。
１．２．３　免疫荧光　利用全脑制备方法分离 ＴＨＧａｌ４
＞ＵＡＳｍＣＤ８：：ＧＦＰ品系果蝇的全脑，转移至入体积
分数为４％的多聚甲醛中，冰上固定１～３ｈ，室温下
用 ＰＢＳ清洗３次，再用含体积分数为１０％正常山羊
血清和体积分数为 ０３％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的 ＰＢＳ溶液
（ＰＢＳＴ）在室温下封闭１～３ｈ，然后用兔抗ＧＦＰ抗体
（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，体积比１∶５００）４℃孵育
２４ｈ；ＰＢＳＴ室温清洗３０ｍｉｎ后将脑孵育于含有山羊

抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（分子探针，体积比１∶２００）二抗
中，４℃放置２４～４８ｈ；最后，室温下清洗后用抗荧光
淬灭封片剂进行封片。成像采用蔡司公司 ＬＳＭ７８０
激光共聚焦显微镜（Ｏｂｅｒｋｏｃｈｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ），在２０倍
物镜下进行全脑拍照。

１．２．４　数据分析　电生理数据分析采用 ｐＣｌａｍｐ１０
软件包中的ｃｌａｍｐｆｉｔ功能，用于分析印楝素对多巴胺
神经元自发电活动、静息膜电位、膜电导及多巴胺受

体电流的影响。所有数据的统计分析采用生物统计

软件ＳＰＳＳ２００，行为学试验结果分析采用 Ｆｉｓｈｅｒ精
确检验，电生理数据采用 ｔ检验或单因素方差分析，
数据均以平均值 ±标准误表示。Ｐ＜０００７（行为学
数据）或 Ｐ＜００５（电生理数据）时认为有统计学
差异。

２　结果与分析
２．１　印楝素诱导果蝇短期厌恶性味觉记忆形成

采用改进的单只果蝇味觉条件化行为范式（图

１），通过训练果蝇对甜味觉条件化蔗糖刺激与厌恶
性非条件化刺激进行关联，从而诱导果蝇对特定化

合物的厌恶反应。在给予果蝇蔗糖与印楝素、印楝

素干粉、奎宁配对刺激后，果蝇形成了条件化ＰＥＲ抑
制。图２ａ显示，随训练次数增加，印楝素 Ａ、印楝素
干粉及奎宁抑制果蝇 ＰＥＲ的作用逐渐增强；纯净水
和蔗糖刺激时，果蝇ＰＥＲ在训练前、训练中和测试时
无明显差异。图２ｂ比较了测试时各化合物组间的
记忆指数，印楝素 Ａ纯品、印楝素干粉、奎宁与对照
（纯净水）均有显著差异（Ｐ＜０００７）；印楝素 Ａ与印
楝素干粉组间也存在明显差异（Ｐ＜０００７）；印楝素
干粉组与奎宁组差异不显著。

　训练前先用１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖刺激足部３次，以诱导果蝇口器伸展；训练时给予３串训练，每串含３次蔗糖刺激，口器伸展后给予 １
ｍｍｏｌ·Ｌ－１印楝素；测试时只给蔗糖刺激足部，检测口器伸展情况。

图１　味觉厌恶记忆测试示意图（修改自文献［８］）
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｔｅｓｔｉｎｇｓｃｈｅｍｅｏｆａｖｅｒｓｉｖｅｔａｓｔｅｍｅｍｏｒｙｏｆｆｒｕｉｔｆｌｙ（ｒｅｖｉｓｅｄｆｒｏｍｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［８］）
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　ａ：印楝素纯品及干粉明显抑制果蝇口器伸展的概率，干粉的抑制效果尤为显著，提示厌恶性味觉记忆的产生；ｂ：测试时不同化合物组间记
忆指数比较。Ａ─印楝素干粉（２４６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，其中印楝素Ａ为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），ＰＡ─印楝素Ａ（１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），Ｑ─奎宁（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１），

Ｓ─蔗糖（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１），Ｗ─纯净水；和分别表示对比的两组间差异达显著和极显著（Ｐ＜０００７，Ｐ＜０００００１，Ｆｉｓｈｅｒ精准检

验）。

图２　印楝素诱导的条件化味觉抑制
Ｆｉｇ．２　Ａｚａｄｉｒａｔｈｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｇｕｓｔａｔｏｒｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

２．２　印楝素对不同亚群多巴胺能神经元兴奋性的
影响

　　果蝇脑内的多巴胺能神经元散布于全脑，根据
其胞体位置分为１５个亚群，本试验电记录时主要选
取蘑菇体附近的 ６个亚群（ＰＰＬ１、ＰＰＬ２、ＰＰＭ１／２、
ＰＰＭ３、ＰＡＬ、ＰＡＭ）进行记录。图３显示利用 ＧＡＬ４／
ＵＡＳ二元表达系统及绿色荧光蛋白标记的果蝇脑内
６个亚群多巴胺能神经元的脑区分布。全细胞电流
钳模式下，６个亚群多巴胺神经元静息膜电位基本一
致，为（－５０±５４）ｍＶ，但各自的自发电活动特征有
明显的不同；在２μｍｏｌ·Ｌ－１印楝素作用下６个亚群

呈现不同的反应特征，ＰＰＬ１亚群兴奋性增加显著，
膜电位去极化幅度为（７２±３３）ｍＶ（Ｐ＜００５，ｎ＝
６），ＰＡＭ和ＰＰＭ２亚群兴奋性轻度提高，而其余３个
亚群兴奋性呈降低趋势（图４）。电压钳斜坡电压注
入下［（－９０～８０）ｍＶ］，６个亚群多巴胺神经元膜电
流激活阈值也各不相同，ＰＡＭ、ＰＰＭ１／２、ＰＰＭ３、ＰＡＬ
亚群激活阈值较低，而 ＰＰＬ１、ＰＰＬ２亚群激活阈值较
高。加入印楝素（２μｍｏｌ·Ｌ－１）５ｍｉｎ后，ＰＰＬ１电导
增加明显并可触发动作电位（阈值约 －４５ｍＶ），其
他亚群电导变化不显著（图５）。

　ａ：ＴＨＧＡＬ４＞ＵＡＳｍＣＤ８：：ＧＦＰ品系果蝇标记的多巴胺能神经元亚群的背侧面观；ｂ：ＴＨＧＡＬ４＞ＵＡＳｍＣＤ８：：ＧＦＰ品系果蝇标记的多巴胺能
神经元亚群的腹侧面观。标尺代表１００μｍ。

图３　果蝇脑内６个不同亚群多巴胺能神经元的解剖位置
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅａｎａｔｏｍｉｃａｌｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆｓｉｘｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｂｒａｉｎ
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图４　印楝素对６个亚群多巴胺能神经元静息膜电位与自发电活动的影响
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ ｏｎ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｉｘ ｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆ

ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ

图５　印楝素对６个亚群多巴胺能神经元膜电导的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅｓｏｆｓｉｘｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ
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２．３　印楝素对多巴胺受体的影响
鉴于Ｄ１型受体在厌恶性记忆的形成与遗忘过

程中的重要作用［１７］，试验进一步检测印楝素对多巴

胺受体功能的影响。通过压力注射给药方法，在蘑

菇体内的神经元上我们记录到多巴胺受体电流（图

６ａ），提前孵育２μｍｏｌ·Ｌ－１印楝素增强了电流幅值，
当印楝素与 Ｄ１受体特异性拮抗剂 ＳＣＨ２３３９０同时
使用则明显降低了印楝素的增强效应（图６ｂ）。

　ａ：多巴胺受体电流曲线记录示例，提前孵育２μｍｏｌ·Ｌ－１印楝素增加了电流幅值，提前孵育印楝素与Ｄ１受体特异性拮抗剂ＳＣＨ２３３９０抑制
了印楝素的增强效应。ｂ：不同条件下触发的受体电流总结图，Ｐ＜００５（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。ＤＡ：５００μｍｏｌ·Ｌ－１多巴胺；ＡＺＡ＋ＤＡ：印楝素预

孵育，２μｍｏｌ·Ｌ－１印楝素＋５００μｍｏｌ·Ｌ－１多巴胺；ＡＺＡ＋ＳＣＨ２３３９０＋ＤＡ：印楝素与 ＳＣＨ２３３９０提前共同预孵育，２μｍｏｌ·Ｌ－１印楝素 ＋１０

μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＣＨ２３３９０＋５００μｍｏｌ·Ｌ－１多巴胺。

图６　印楝素对多巴胺受体电流的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｄｏｐａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｃｕｒｒｅｎｔ

３　讨论与结论
本研究根据印楝素半衰期与持效期不一致的现

象，从昆虫记忆的角度检测了印楝素与味觉记忆的

关系，发现印楝素可诱导果蝇产生短期厌恶性味觉

记忆，且这种记忆的形成与印楝素对脑内多巴胺能

神经元及其受体的作用有关。

与哺乳类动物类似，昆虫也可以根据先前的经

历形成味觉记忆，以利于将来的食物选择［１３］。苦味

觉刺激可以作为诱导剂，与甜味觉配对可诱导 ＰＥＲ
抑制，且先前的经历可调控 ＰＥＲ［１５，１８］。与昆虫嗅觉
记忆研究相比，有关味觉记忆的研究较少。近年的

研究显示昆虫不仅可以形成味觉关联性记忆，还与

嗅记忆类似，要求蘑菇体与多巴胺能神经元参与这

种记忆的形成与调控。本研究中，与公认的苦味剂

奎宁效应类似，印楝素 Ａ纯品和印楝素干粉也可以
诱导果蝇形成短期厌恶性记忆，而且印楝干粉对

ＰＥＲ的抑制程度高于奎宁。印楝干粉的效果好于印
楝素Ａ纯品提示印楝素干粉中的其他成分起到了协
同增效的作用。果蝇嗅觉学习记忆按时程可分为短

期（持续数分钟至１ｈ）、中期（持续数小时）和长期
记忆（持续２４ｈ至１周）［１９］。目前味觉记忆的研究
只关注了训练后３０ｍｉｎ（短期）的记忆［１５，２０］。印楝

素能否诱导更长期的厌恶性味觉记忆形成有待进一

步检测。

果蝇脑内支配蘑菇体不同区域的多巴胺能神经

元具有不同的功能特点。已经证实参与调控厌恶性

记忆的有 ＰＰＬ１亚群的 ＭＢＭＰ１、ＭＢＭＶ１亚类及
ＰＡＭ亚群的ＭＢＭ３亚类［６８］。本研究中不同亚群多

巴胺能神经元对印楝素的不同反应特征提示，印楝

素可以作为强化刺激，进而选择性地激活调控厌恶

记忆的多巴胺能神经元亚群。电击及 ＤＥＥＴ诱导的
厌恶记忆研究表明，不同的厌恶性记忆共用介导负

向强化刺激的多巴胺能神经元。印楝素特异性地提

高ＰＰＬ１亚群神经元的兴奋性进一步支持了这一规
律。今后将进一步开展研究，以明确印楝素激活的

ＰＰＬ１亚群中的具体亚类。
多巴胺释放后需要结合突触后膜的多巴胺受体

才能发挥其功能。蘑菇体是昆虫的学习记忆中枢，

也是多巴胺能神经元最重要的突触后靶点之一，其

内在神经元中表达的２个Ｄ１Ｒ（ＤｏｐＲ１和ＤｏｐＲ２）已
被证实参与调控厌恶性记忆的形成与遗忘［１７］。印楝

素可以兴奋 ＰＰＬ１亚群神经元、增加多巴胺释放，极
有可能直接作用于多巴胺受体。本研究的结果显

示，印楝素确实增加了蘑菇体内在神经元上的多巴

胺受体电流；此外，Ｄ１受体特异性拮抗剂降低印楝
素的增强效应，提示Ｄ１受体可能是印楝素的作用靶
标。果蝇脑内不同类型的多巴胺受体有着不同的功

能，近期研究发现突触前和突触后膜的 Ｄ２Ｒ皆参与
了调控学习记忆［２１］。印楝素是否也能够影响 Ｄ２Ｒ
将是一个有趣的方向。
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