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　　摘　要　目的　研究 ｂＨＬＨ信号通路中激活型转录因子 ＮｅｕｒｏＤ１在肌萎缩脊髓侧索硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）转基因模型鼠脊髓中的表达变化，进一步探讨ｂＨＬＨ信号通路在ＡＬＳ转基因鼠发病中的作
用机制，为临床治疗提供理论依据。方法　选取 ＡＬＳ转基因鼠和同窝出生的野生型鼠各１８只，分别于９５ｄ、
１０８ｄ和１２２ｄ取材，应用免疫荧光染色观测鼠脊髓中ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞数，ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测鼠脊
髓ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ及蛋白水平。结果　免疫荧光实验结果显示，ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞主要分布在脊髓灰质前角，与
同窝野生型鼠比较，ＡＬＳ转基因鼠ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞明显减少（ｔ＝６．８２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝１７．２２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝５．８６，
Ｐ＜０．０５）。与同窝野生型鼠比较，ＡＬＳ转基因鼠ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ（ｔ＝３．８２，Ｐ＜０．０５；ｔ＝５．８５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝４．
９６，Ｐ＜０．０５）和蛋白表达在９５ｄ、１０８ｄ和１２２ｄ均降低（ｔ＝８．４９，Ｐ＜０．０５；ｔ＝８．７４，Ｐ＜０．０５；ｔ＝５．９４，Ｐ＜０．
０５）。结论　在 ＡＬＳ转基因鼠发病脊髓中 ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞明显减少，ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达降低，表明
ＮｅｕｒｏＤ１与ＡＬＳ的发生密切相关。

关键词　肌萎缩脊髓侧索硬化症；ＮｅｕｒｏＤ１；神经退行性变；脊髓
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ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅｍｉｃｅ（Ｐ＜＝６．８２，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜＝１７．２２，Ｐ＜０．０５；ｔ
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＜＝５．８５，Ｐ＜０．０５；Ｐ＜＝４．９６，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔ９５ｄ，１０８ｄａｎｄ１２２ｄｉｎｔｈｅＡＬＳ
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ｒｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ＮｅｕｒｏＤ１；Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄ

·６８２·



济宁医学院学报２０１７年８月第４０卷第４期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｕｇｕｓｔ２０１７，Ｖｏｌ４０，Ｎｏ．４

　　肌萎缩脊髓侧索硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌ
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）又称运动神经元病（ＭＮＤ）或卢伽雷
氏（ＬｏｕＧｅｈｒｉｇ）病，是一种主要累及上下运动神经
元的慢性神经退行性疾病［１］。临床表现为骨骼肌

进行性萎缩，最终导致瘫痪甚至死亡［２］。关于ＡＬＳ
的发病原因存在多种假说，但均无法完全解释ＡＬＳ
的发病机制［３４］。调查显示，约 ５％ ～１０％ＡＬＳ患
者具有家族遗传性，绝大部分为散发性［５］。研究

表明，约２０％家族性 ＡＬＳ病人超氧化物歧化酶１
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｌ，ＳＯＤ１）基因有突变。Ｒｏｓ
ｅｎ［６］和Ｍａｒｘ［７］等通过 Ｇ９３Ａ突变构建了 ＳＯＤ１Ｇ９３Ａ

ＡＬＳ转基因鼠，其表现型与人类 ＡＬＳ非常相似，是
研究ＡＬＳ发病机制的理想模型。

ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃＨｅｌｉｘＬｏｏｐＨｅｌｉｘ）信号通路在各
类真核生物的生长发育调控过程中发挥着重要的

作用，该信号通路中的因子均含 ｂＨＬＨ（碱性螺旋
环螺旋）基序［８］。分别介入调控神经元生成、肠组

织发育、肌细胞生成等生物学过程［９］。ＮｅｕｒｏＤ１是
一种神经细胞分化因子，属于激活型 ｂＨＬＨ因子，
其在神经干细胞定向分化过程当中起关键作

用［１０］。本实验采用成年 ＳＯＤ１Ｇ９３Ａ转基因模型鼠，
采用免疫荧光、ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
ＮｅｕｒｏＤ１在脊髓内的表达情况，探究ＡＬＳ的发病机
制，为ＡＬＳ的临床治疗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物和标本制备
ＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（ＢａｒＨａｒｂｏｒ，Ｍａｉｎｅ）提供

表达ＳＯＤ１Ｇ９３Ａ突变基因的ＡＬＳ转基因小鼠。将
３０ｄ龄 ＡＬＳ雌鼠与正常一月龄雄鼠按 １∶２合笼。
雌鼠生产后，将生后１月的新生鼠剪取鼠尾，进行
ＤＮＡ检测，鉴定野生型鼠和转基因鼠。将小鼠分
成野生型鼠组（ＷＴ组）和转基因鼠组（ＡＬＳ组），每
组１８只，每组小鼠再随机分为３组：９５ｄ组、１０８ｄ
组、１２２ｄ组，每组６只，分别于９５ｄ龄（发病初期）、
１０８ｄ龄（发病中期）和１２２ｄ龄（发病晚期）处死动
物、分离脊髓。部分脊髓标本置于４％多聚甲醛中
固定２ｄ以上，３０％蔗糖沉底过夜，将脊髓沿水平面
切片，以 ＯＣＴ包埋剂包埋，做冰冻切片 （厚
１０μｍ），用于免疫荧光技术检测。部分脊髓标本提
取ＲＮＡ和蛋白，用于 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测。

１．２　主要试剂
鼠抗 ＮｅｕｒｏＤ１多克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；

鸡抗 βｔｕｂｕｌｉｎＩＩＩ多克隆抗体；鸡抗 ＧＦＡＰ多克隆
抗体购自购自Ａｂｃａｍ公司；βａｃｔｉｎ购自Ｃｅｌｌｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ公司；兔抗羊 ＩｇＧ购自武汉凌飞科技有限公
司；Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＮｅｕｒｏＤ１和βａｃｔｉｎ引物
由上海生工生物工程有限公司合成。ＮｅｕｒｏＤ１上
游：ＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧ、ＮｅｕｒｏＤ１下游：
ＴＧＧＧＴＣＴＴＧＧＡＧＴＡＧＣＡＡＧＧ，扩 增 片 段 长 度
２４８ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游：ＧＴＣＧＴＡＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴ
ＧＡＴＧＧ、βａｃｔｉｎ下游：ＧＣＡＡＴＧＣＣＴＧＧＧＴＡＣＡＴＧ
ＧＴＧＧ，扩增片段长度４９２ｂｐ。
１．３　免疫荧光染色

冰冻切片室温复温 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗干净；加
羊血清，３７℃温箱放置３０ｍｉｎ；去除血清，滴加羊抗
ＮｅｕｒｏＤ１抗体（１∶５０），４℃孵育过夜；ＰＢＳ漂洗 ３
次，每次５ｍｉｎ，滴加兔抗羊 ＩｇＧ（１∶１００），３７℃避光
孵育４０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗。滴加Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（１０μｇ／
ｍｌ），３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗，封片照相。
对照组用０．０１ＭＰＢＳ取代一抗，其他相同。利用
ＩＰＰ５．１图像分析软件分别测量连续免疫荧光图片
ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞累积光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）值并进行分析。

为了确定 ＮｅｕｒｏＤ１的表达及定位，用抗 Ｎｅｕ
ｒｏＤ１多克隆抗体与神经元特异性标记物 βｔｕｂｕｌｉｎ
Ⅲ或星形胶质细胞特异性标记物 ＧＦＡＰ，作免疫荧
光双标染色，步骤如下：将冰冻切片室温复温

２０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ漂洗干净；加羊血清，３７℃孵育
３０ｍｉｎ；去除血清，加鼠抗ＮｅｕｒｏＤ１多克隆抗体与鸡
抗ＧＦＡＰ多克隆抗体或鸡抗 βｔｕｂｕｌｉｎＩＩＩ多克隆抗
体，４℃孵育过夜；３７℃温箱复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗
３次，每次５ｍｉｎ；滴加 ＦＩＴＣ标记的鼠抗羊 ＩｇＧ（１∶
５００）、ｃｙ３标记的兔抗鼠 ＩｇＧ（１∶５００）与 ＤｙＬｉｇｈｔ
４８８标记的羊抗鸡 ＩｇＹ（１∶５００）的混合二抗或滴加
ＦＩＴＣ标记的鼠抗羊 ＩｇＧ（１∶５００）、ｃｙ３标记的兔抗
鼠ＩｇＧ（１∶５００）的混合二抗，３７℃避光孵育５０ｍｉｎ；
ＰＢＳ漂洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ；滴加 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
（１０μｇ／ｍｌ），３７℃避光孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗３次，
每次５ｍｉｎ；以碳酸盐甘油缓冲液封片，荧光显微镜
或激光扫描共聚焦显微镜观察、拍照；对照组以

ＰＢＳ取代一抗，其余相同。
１．４　ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ检测

Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总 ＲＮＡ，紫外测光密度
（ＯＤ）值进行定量，并鉴定 ＲＮＡ的质量；按照试剂
盒说明逆转 ＲＮＡ，逆转录条件：３７℃ ９０ｍｉｎ，９５℃
５ｍｉｎ；以逆转录产物 １μｌ为模板，加 Ｔａｑ酶 ２０μｌ，

·７８２·
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ＮｅｕｒｏＤ１上游引物、ＮｅｕｒｏＤ１下游引物各１μｌ，βａｃ
ｔｉｎ上游引物、βａｃｔｉｎ下游引物各１μｌ，加无菌ＤＤＷ
至 ４０μｌ，反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ预变性，９４℃ ３０ｓ变
性、６０℃３０ｓ退火和７２℃３０ｓ延伸依次循环３０次，
最后一个循环延伸７２℃ ５ｍｉｎ。测量ＲＴＰＣＲ显示
的 ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ扩增带 ＩＯＤ与 βａｃｔｉｎ扩增带
ＩＯＤ的值，并进行比值计算、分析。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

将取出的脊髓放入研磨器中，加入细胞裂解

液，转移到离心管中，超声粉碎（１０ｓ／３次），冰浴
３０ｍｉｎ；４℃、１２００转／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取上清；取
１２０μｇ蛋白进行电泳；９０Ｖ恒压将蛋白转至ＮＣ膜；
５％脱脂奶粉／ＰＢＳ封闭１ｈ；兔抗 ｓＦＲＰ４多克隆抗
体（１∶１０００）或小鼠抗 βａｃｔｉｎ单克隆抗体（１∶
１００００），４℃孵育过夜；５％脱脂奶粉／ＰＢＳ漂洗 ３

次，每次１０ｍｉｎ；加羊抗兔 ＩｇＧ（１：１００００）或兔抗小
鼠ＩｇＧ（１∶１００００），室温孵育２ｈ；全自动化学发光成
像系统（ＢｉｏＲａｄＸＲＰ＋）检测。
１．６　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对结果进行分析。

２　结果

２．１　脊髓ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞的变化
ＮｅｕｒｏＤ１免疫荧光结果显示，在９５、１０８、１２２ｄ

的ＡＬＳ转基因鼠和同窝野生型鼠脊髓的灰质前角
可检测到 ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞。与同窝野生型鼠比
较，ＡＬＳ转基因鼠脊髓前角 ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞光密
度值降低，差异具有统计学意义。见图１、表１。

　　注：Ａ１、Ｂ１、Ｃ１分别为９５、１０８、１２２ｄ转基因鼠脊髓灰质前角ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞染色情况；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２分别为Ａ１、Ｂ１、Ｃ１与Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
染细胞核合成图；Ａ３、Ｂ３、Ｃ３分别为９５、１０８、１２２ｄ野生型鼠脊髓灰质前角ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞染色情况；Ａ４、Ｂ４、Ｃ４分别为Ａ３、Ｂ３、Ｃ３与Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３２５８染细胞核合成图

图１　９５、１０８、１２２ｄ龄小鼠脊髓灰质前角ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞染色情况（免疫荧光染色，×４００）

表１　不同时间点ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞光密度值

组别 ｎ ９５ｄ １０８ｄ １２２ｄ

ＷＴ组 ６ ０．６８±０．０４ ０．９０±０．０２ ０．９５±０．０４

ＡＬＳ组 ６ ０．５１±０．０３ ０．６５±０．０２ ０．７９±０．０３

ｔ － ６．８２ １７．２２ ５．８６

Ｐ － ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：ＷＴ组为野生型鼠组；ＡＬＳ组为转基因鼠组

２．２　ＮｅｕｒｏＤ１细胞类型
免疫荧光双标染色结果显示，大量ＮｅｕｒｏＤ１与

βｔｕｂｕｌｉｎⅢ共表达于同一细胞，提示 ＮｅｕｒｏＤ１阳
性细胞主要为神经细胞，少量ＮｅｕｒｏＤ１与ＧＦＡＰ共
表达。免疫荧光双标结果显示，ＡＬＳ转基因鼠
ＮｅｕｒｏＤ１／βｔｕｂｕｌｉｎⅢ双阳性细胞较多，提示 Ｎｅｕ
ｒｏＤ１促进神经干细胞向神经元方向分化。见图２。

　　注：２Ａ．免疫荧光双标染色示ＡＬＳ转基因鼠脊髓灰质内ＮｅｕｒｏＤ１表达；２Ｂ．免疫荧光双标染色示βｔｕｂｕｌｉｎⅢ表达；２Ｃ．２Ａ及２Ｂ合成图；
２Ｄ．免疫荧光双标染色示ＡＬＳ转基因鼠脊髓灰质内ＮｅｕｒｏＤ１表达；２Ｅ．免疫荧光双标染色示ＧＦＡＰ表达；２Ｆ．２Ｄ及２Ｅ合成图

图２　ＡＬＳ转基因鼠脊髓灰质内ＮｅｕｒｏＤ１／βｔｕｂｕｌｉｎⅢ和ＮｅｕｒｏＤ１／ＧＦＡＰ共表达情况（免疫荧光双标染色，×４００）

·８８２·
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２．３　ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ水平的变化
ＲＴＰＣＲ结果显示，在ＡＬＳ转基因鼠与同窝野

生型鼠在每个时期均可检测到ＮｅｕｒｏＤ１阳性条带，
与同窝野生型鼠相比，转基因鼠 ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ
水平均降低，差异具有统计学意义（ｔ＝３．８２，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝５．８５，Ｐ＜０．０５；ｔ＝４．９６，Ｐ＜０．０５）。见
图３。

注：与同窝野生型鼠比较Ｐ＜０．０５

图３　不同时间点ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ水平的表达变化

２．４　ＮｅｕｒｏＤ１蛋白水平的变化
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＮｅｕｒｏＤ１在 ＡＬＳ转基

因鼠与同窝野生型鼠脊髓中均表达，与同窝野生型

鼠相比，转基因鼠 ＮｅｕｒｏＤ１蛋白表达均降低，差异
具有统计学意义（ｔ＝８．４９，Ｐ＜０．０５；ｔ＝８．７４，Ｐ＜
０．０５；ｔ＝５．９４，Ｐ＜０．０５）。见图４。

注：与同窝野生型鼠比较 Ｐ＜０．０５

图４　不同时间点ＮｅｕｒｏＤ１蛋白水平的表达变化

３　讨论

在神经系统发育过程中，ｂＨＬＨ家族转录因子
发挥着决定性作用。ＮｅｕｒｏＤ家族属于激活型
ｂＨＬＨ因子，包括４个成员，分别是 ＮｅｕｒｏＤ１、Ｎｅｕ
ｒｏＤ２、ＮｅｕｒｏＤ４和 ＮｅｕｒｏＤ６。ＮｅｕｒｏＤ１主要在含有
尚未完全分化的神经元的组织中表达，在神经系统

中主要的表达时间点有两个，首先是在神经系统的

生成过程中表达，继而在分化成熟的神经元中持续

表达，如人和小鼠的脊髓、小脑和海马等，在神经干

细胞分化过程中起关键作用。实验表明，在非洲蟾

蜍或鸡的胚胎中异位表达 ＮｅｕｒｏＤ１可引起神经元
前体提前分化为神经元，并促使其他干细胞转化为

神经元。通过酵母双杂交实验也发现，ＮｅｕｒｏＤ１在
神经细胞的发育过程中表达，而且在神经母细胞中

过表达该基因时引起神经细胞提前成熟；外源引入

该基因，使原本向表皮细胞分化的干细胞发育成神

经元细胞。因此，ＮｅｕｒｏＤ１充当一种神经元分化因
子，能促使神经干细胞或非神经干细胞分化为神经

元。在胚胎发育的早期缺失 ＮｅｕｒｏＤ１可导致胚胎
不能成熟。在神经退行性疾病中，通常都会出现神

经元数目减少和星形胶质细胞反应性增生，这可能

与激活型和抑制型 ｂＨＬＨ转录因子之间的动态平
衡被打乱有关，激活型ｂＨＬＨ转录因子表达下调抑
制了神经干细胞向神经元方向分化导致神经元数

量的减少，可推动和加剧肌萎缩侧索硬化症、阿尔

茨海默病、帕金森病和亨廷顿氏病等多种慢性神经

退行性疾病的进展。本课题组前期研究发现，在

ＡＬＳ发病过程中，ＡＬＳ转基因鼠出现了星形胶质细
胞活化，神经元退行性病变导致了胶质细胞反应。

星形胶质细胞在 ＡＬＳ发病中通过分泌细胞因子、
能量代谢、调节蛋白质和抗氧化损伤等多种途径保

护神经元。在 ＡＬＳ转基因鼠发病的９５ｄ、１０８ｄ和
１２２ｄ，脊髓灰质前角都出现神经元细胞减少和星形
胶质细胞反应性增生现象，这与本实验结果中

ＮｅｕｒｏＤ１表达下调对神经系统的影响一致。
本文结果显示，ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞在 ９５ｄ、

１０８ｄ、１２２ｄ龄ＡＬＳ转基因鼠和同窝野生型鼠的脊
髓灰质中均可被检测到。在灰质内，大量的 Ｎｅｕ
ｒｏＤ１阳性细胞位于脊髓前角，主要分布于前角的
神经元中，脊髓后角也有表达，但阳性细胞的数量

少于前角。与同窝野生型鼠比较，ＡＬＳ转基因鼠脊
髓内ＮｅｕｒｏＤ１阳性细胞的光密度值在９５ｄ、１０８ｄ和
１２２ｄ均减少。免疫荧光双标结果显示 ＮｅｕｒｏＤ１与

·９８２·
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βｔｕｂｕｌｉｎⅢ共表达于同一细胞，提示 ＮｅｕｒｏＤ１阳
性细胞主要为神经细胞。ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果同样发现，与同窝野生型鼠比较，ＡＬＳ转基因
鼠脊髓内ＮｅｕｒｏＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达在９５ｄ、１０８ｄ
和１２２ｄ均降低，表明 ＮｅｕｒｏＤ１在 ＡＬＳ发病过程中
的表达降低。

ＮｅｕｒｏＤ１是重要的 ｂＨＬＨ转录因子之一，在人
和哺乳动物的神经系统发育和损伤修复的过程中，

ＮｅｕｒｏＤ１作为激活型的 ｂＨＬＨ因子促进神经元细
胞分化，抑制神经胶质细胞分化。本实验结果显示

ＮｅｕｒｏＤ１在ＡＬＳ发生发展过程中的表达均明显减
少，在星形胶质细胞中表达少。对神经干细胞分化

为神经元的激活作用减弱，对其向神经胶质细胞分

化的抑制作用也减弱，同时也抑制了一系列下游

ｂＨＬＨ转录因子促进神经细胞分化的作用。因此，
推测在ＡＬＳ转基因鼠发病的脊髓中神经元减少、
星形胶质细胞大量增殖与 ＮｅｕｒｏＤ１的表达下调有
关，导致了 ＡＬＳ转基因鼠脊髓病变的发展。从而
得到ＮｅｕｒｏＤ１表达的降低在 ＡＬＳ的发生和发展中
起到重要的作用。但是 ｂＨＬＨ信号通路在神经退
行性疾病发病机制中的作用还有待进一步研究。
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