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摘  要 

神经元核内包涵体病（Neuronal Intranuclear Inclusion Disease，NIID）是一种

神经退行性疾病，该疾病患者的典型病理征状是在其神经系统、内脏器官或皮肤

组织等组织细胞中出现广泛的嗜酸性核内包涵体。其中 NOTCH2NLC 中的 GGC

片段重复在 2019 年被鉴定为 NIID 的一种致病原因，但其调控机制尚不清楚。本

论文使用 293 细胞系建立 NOTCH2NLC 型 NIID 的细胞模型，通过蛋白质免疫印

迹和免疫荧光染色的方法对该细胞模型中表达出的 NOTCH2NLC-(GGC)98 蛋白

进行检验，确定了细胞模型中 polyG 聚集体的产生。利用此细胞模型，我们还检

测了 polyG 蛋白质的降解途径，在对该细胞进行免疫荧光染色我们发现 polyG 

聚集体与 p62 和泛素存在共定位，确认细胞模型中的 polyG 蛋白的降解与自噬

和蛋白酶体途径均有关。此外，本论文还使用 GAL4/UAS 系统建立了在果蝇中

枢神经系统中表达 polyG 聚集体的果蝇模型。 

根据上述的实验结果，NOTCH2NLC 型 NIID 中 polyG 蛋白的调控与自噬高

度相关，因此利用上述建立的细胞与果蝇模型从自噬通路角度出发进行研究可以

进一步筛选出 polyG 致病蛋白的调控基因，而这可以加深我们对于该疾病分子机

制的理解，有助于推进该疾病的临床治疗。 

 

关键词：神经退行性疾病，polyG，细胞模型，果蝇模型 
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Abstract 

 Neuronal intranuclear inclusion disease (NIID) is a neurodegenerative disorder 

characterized by the presence of eosinophilic intranuclear inclusions in various tissue 

cells, including those of the nervous system, visceral organs, or skin. GGC repeats in 

the NOTCH2NLC gene was identified in 2019 as a causative factor for NIID. To gain 

better understanding of NIID, this work established a cell model of NOTCH2NLC-type 

NIID using the 293 cell line. Protein immunoblotting and immunofluorescence staining 

were employed to examine the expression of NOTCH2NLC-(GGC)98 protein in this 

cell model and to detect polyG aggregates. Based on this cell model, we investigated 

the degradation pathway of polyG protein, and found co-localization of polyG 

aggregates with p62 and ubiquitin, suggesting the degradation of polyG 

protein via the autophagy and ubiquitin-proteosome pathway. Additionally, a 

Drosophila model expressing polyG aggregates in the central nervous system was 

established using the GAL4/UAS system. 

According to the above results, the regulation of polyG protein in NOTCH2NLC-

type NIID is highly correlated with autophagy. Therefore, starting from autophagy 

pathway using the established cell and Drosophila models can further screen for 

regulatory genes of pathogenic polyG protein, deepening our understanding of the 

molecular mechanisms of this disease and facilitating clinical treatments. 

 

Key words: neurodegenerative disorder, polyG，cell model, Drosophila model 
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一、前  言 

1.1 研究背景 

神经元核内包涵体病（Neuronal Intranuclear Inclusion Disease，NIID）又称神

经元核内透明包涵体病（Neuronal Intranuclear Inclusion Disease ,NIHID）或核内

包涵体病（Intranuclear Inclusion Body Disease, INIBD），是一种缓慢进展的神经

退行性疾病，该疾病在东亚范围内表现出高发态势。已知该疾病是由于细胞内的

多聚甘氨酸链扩展（polyG）引起的，其特征是患者的中枢、外周和自主神经系

统细胞以及内脏器官细胞中出现嗜酸性透明质核内包涵体[1]。 

NIID 最早在 1968 年被发现于一名儿童时期就患有进行性痉挛和共济失调的

智力迟钝的 28 岁男性中[2]。在这位患者的整个大脑和内脏器官中广泛存在嗜酸

性粒细胞核内包涵体。患 NIID 的病例中常常包含锥体和锥体外系症状、小脑性

共济失调、痴呆、惊厥、神经病变和自主神经功能障碍等广泛的临床表现[3,4]。而

在病理学层面，研究者发现患者几乎所有细胞类型均存在嗜酸性粒细胞核内包涵

体。在免疫组织化学上，NIID 中的嗜酸性粒细胞核内包涵体对 p62 和泛素呈现

出共定位的特点[5]。除此之外，许多成人 NIID 的发病发展表型谱系与帕金森病

与阿尔兹海默症一致[6–8]。 

 

图 1 NIID 患者中的大脑损伤(左)与核内包涵体电镜图像(右)[2] 

NIID 作为一种常染色体显性遗传病[9]，具有另一特征——即 NIID 在东亚人

群中高发，Sone 等人在 2002 报告了 2 个没有血缘关系的日本大家庭中至少跨越

2代的多人患有NIID；研究者在长达十几年的时间内报道了大量来自日本的NIID
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病例[10–15]；Tian 等人在 2019 报告了 9 名 NIID 患者[16]。大量文章中有关 NIID

的报道似乎都仅出现在中国、日本或马来西亚及相关族裔的人群中。因此，NIID

的发病机制似乎具有一定的种族差异性。 

在 2019 年，由 Hiroyuki Ishiura 等人鉴定出 NIID 的致病基因之一是非编码

GGC 扩增后的 NOTCH2NLC[17,18]。2021 年由 Boivin, Manon 等人确定 NIID 致病

蛋白是由 GGC 翻译出的多聚甘氨酸[19]。NOTCH2NLC 属于三个 NOTCH2 N 端样

（NOTCH2NL）旁系同源物（NOTCH2NLA、NOTCH2NLB 和 NOTCH2NLC）之

一，它们仅在人类基因组中发现。从进化上讲，NOTCH2NL 基因来源于 NOTCH2 

的基因复制和基因转化，仅在人类物种的皮质神经发生中发挥作用。遗传分析表

明，NOTCH2NLC 中致病性 GGC 重复的程度范围约为 60 至 500 次[20,21]，该

GGC 重复会在生物的细胞中产生具有神经元毒性的聚甘氨酸 (polyG)、聚丙氨酸 

(polyA) 或聚精氨酸 (polyR)，从而引发退行性神经疾病[16]。 

在 2022 年来自中南大学的唐北沙团队构建了第一个表达 NOTCH2NLC 基因

的外显子 1，具有扩展的 GGC 重复序列转基因小鼠模型[22]。在这种小鼠模型中，

NOTCH2NLC 中的GGC重复扩增通过AUG依赖性翻译产生了多种多肽 （polyG、

polyA 或 polyR 的蛋白质），这些多肽导致了神经元毒性。NOTCH2NLC 型 NIID

的小鼠表现出严重的神经退行性变、运动功能障碍和认知缺陷，忠实地再现了与 

NIID 相关的临床和病理特征。他们也发现 NIID 疾病模型中出现了选择性剪接

事件的改变。被称为选择性剪接调控因子的 RNA 结合蛋白 hnRNPM 被

NOTCH2NLC 中的 GGC 重复扩增的 polyG 蛋白质相互作用，并在细胞核中隔

离，继而引发选择性剪接事件的改变[22,23]。 

NIID 中的 polyG 聚集体在免疫组织化学层面既与泛素又与 P62 存在共定位

的现象，因此 NIID 中 polyG 致病蛋白的清除或许同时与自噬途径和蛋白酶体途

径有关。同时，大量的 GGC 重复片段作为 CpG 岛存在于细胞的基因组中，而

CpG 岛会导致 DNA 甲基化的发生，或许会在表观遗传的层面对 polyG 致病蛋白

的翻译造成影响[24]；GGC 重复同时也会对 DNA 复制时形成的复制叉结构造成

影响，或许也会导致 GGC 片段重复的数量在遗传过程中造成差异[25,26]。目前尽

管已有的研究已经鉴定出 NOTCH2NLC 第一外显子中的 GGC 片段重复翻译出的

polyG 蛋白造成 NOTCH2NLC 型 NIID 的发生，但对于 NIID 中 polyG 致病蛋的
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降解等途径目前仍缺乏足够的了解，因此建立更加符合疾病状态的更多 NIID 模

型有利于我们更全面地研究 NIID 的致病机制与 polyG 蛋白的调控机制。 

1.2 立题依据及研究主要内容 

由于 NIID 的致病原因是由于 NOTCH2NLC 中非编码 GGC 扩增导致的，该

基因仅在人类基因组中出现，并且仅在人类皮质神经的发生中发挥作用。目前报

导的小鼠模型在较早发育阶段就已死亡[19]，因此该构建模型难以模拟疾病在人

类中的致病情况，同时，采用 CRISPR 对该疾病的调控基因进行筛选需要对小鼠

进行大量遗传操作，难度大且成本过高。因此本项目将采在 293 细胞系中转入非

编码 GGC 扩增的 NOTCH2NLC 基因构建细胞模型。同时，本项目也将利用

GAL4/UAS 系统，在果蝇的中枢神经系统中复现 NIID 的表型，以构建 NIID 的

果蝇疾病模型。 
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二、材料与方法 

2.1 实验材料与仪器 

2.1.1 实验材料 

HEK293 细胞 

GMR57C10-GAL4 果蝇 

UAS-GFP 果蝇 

UAS-NOTCH2NLC-GFP 果蝇 

UAS-polyG-GFP 果蝇 

  DH-5α 感受态细菌 

2.1.3 实验仪器 

表 1  实验仪器列表 

组成  公司 

倒置荧光显微镜  Zeiss 

CO2 培养箱  Thermo Fisher Scientific 

超低温冰箱  Thermo Fisher Scientific 

-20℃冰箱  美菱 

低温高速离心机  Eppendorf 

低速台式离心机  湘仪 

低温高速离心机（大容量台式）  Eppendorf 

蛋白质电泳仪  Invitrogen 

蛋白质转膜仪  Invitrogen 

接触式化学发光成像仪  e-Blot 

细胞计数仪  Thermo Fisher Scientific 

移液枪  Eppendorf 
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正置荧光共聚焦显微镜  Leica 

倒置荧光共聚焦显微镜  Zeiss 

净水装置  Millipore 

摇床  Dlab 

金属浴  Dlab 

多模式微孔板检测仪  EnVision 

超净工作台  Hamilton Scientific 

体视镜  Motic 

摩天轮式旋转混匀仪  Kylin-Bell 

恒温培养箱  一恒 

 

2.2 实验试剂 

表 2  实验试剂列表 

组成  公司 

LB 培养基  自配 

活细胞计数染料  Thermo Fisher Scientific 

10% DMEM  Thermo Fisher Scientific 

TryPLE 胰蛋白酶  Glico 

PBS 缓冲液  自配 

果蝇解剖盘  Dow 

DAPI  碧云天 

无内毒素质粒抽提试剂盒  Tiangen 
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Lipofetamine 2000 转染试剂  Thermo Fisher Scientific 

TBST 缓冲液  雅酶 

MOPS 电泳缓冲液  Invitrogen 

防淬灭封片液  碧云天 

防淬灭封片液（含 DAPI）  Thermo Fisher Scientific 

显影液  圣尔生物 

iBlot 3 转印膜组  Invitrogen 

SDS-PAGE 预制胶  Invitrogen 

 

表 3  实验抗体列表 

抗体类型  公司 

Anti-GFP  ProteinTech 

Anti-Ubiquitin  ProteinTech 

Anti-SQSTM1  Abcam 

 

2.3 实验方法 

2.3.1 细胞培养与转染 

 细胞使用 10%DMEM 进行培养，在 T75 中扩增培养。传代时使用 TryPLE 胰

蛋白酶进行消化。消化后进行 1200g，3min 进行离心。而后加入 10%DMEM 重

悬细胞，而后取 10μl 细胞重选液进行细胞计数，根据细胞数量进行传代。 

 先将培养好的细胞分装至 6 孔板，每个孔中 2 mL 细胞培养液，每株细胞 3

个平行组。将培养基、脂质体、质粒三种成分按照一定比例混合：Opti-MEM 培

养基 200 μL、Lipo 2000 5 μL、质粒（2000/C）μL。混合后，放在室温 25 °C，15 

min 左右，使得脂质体完全包裹质粒。 
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将孵育好的脂质体混合物取出，利用移液枪吸取 200 μL 加入到 2 mL 的细胞

培养液中。脂质体需要分次滴加到培养液中，滴加完毕后进行水平和垂直方向轻

轻晃动培养液，使其与细胞培养液混合均匀。加入脂质体培养 8 小时后需要尽快

换液。如果是用于荧光显微镜成像则培养 48 小时，如果是用于分离纯化蛋白则

需要培养 72 小时。 

 

2.3.2 果蝇的培养与杂交 

 GAL4/UAS 系统是果蝇中一种常用的遗传工具，用于进行基因表达的定

向控制。这个系统包括两个主要组成部分：GAL4 转录因子和 UAS 响应元件。

GAL4 是一种源自于酵母的转录因子，能够结合到 UAS 响应元件序列上，激活

下游的基因的转录。通过将 GAL4 转录因子与研究的目的组织与细胞类型相关

联，将 UAS 序列与要研究的基因相关联，可以实现对该基因在特定组织或细胞

类型中的定向表达。GAL4/UAS 系统在果蝇模型的建立中被广泛应用，因为相关

基因的表达具有高度的空间和时间分辨率。 

GMR57C10-GAL4 果蝇为实验室保有的果蝇，GMR57C10-GAL4 的目的是为

了在果蝇的中枢神经系统中表达目的基因。UAS-GFP 果蝇、UAS-NOTCH2NLC-

GFP 果蝇和 UAS-polyG-GFP 果蝇来自于北京大学第一附属医院王朝霞课题组[27]。

果蝇在 25℃培养箱中培养，相对湿度维持在 60%并保持 12h 的光照与 12h 的黑

暗环境。培养果蝇使用的培养基为玉米淀粉培养基。 

 果蝇处女蝇在每日进行挑取，判断处女蝇的标准为果蝇的形态与腹部未排出

胎粪。将处女蝇与相应的果蝇品系进行杂交。在杂交后，根据果蝇平衡染色体上

携带的标记基因基因对表达目的基因的果蝇进行挑选。解剖果蝇幼虫时挑选果蝇

三龄幼虫，果蝇的三龄幼虫会从玉米淀粉培养基中爬至管壁上，同样根据标记基

因的特征进行筛选。 

2.3.3 蛋白质免疫印迹 

将细胞以 25w/ml 的密度培养在六孔板中，而后每孔加入 500μl TryPLE 胰蛋

白酶处理 5min 将细胞悬浮。在悬浮细胞后，收集悬浮液到 1.5ml EP 管中，每个

空再加入 500μl PBS 清洗收集剩余细胞。将收集到的细胞悬浮液在离心机中以

12000g 离心 2min，弃去上清即为所需细胞样本。然后向细胞样本中加入 100μl 
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RIPA 裂解液（已加入 PSMF 蛋白酶体抑制剂及超级核酸酶）裂解细胞，冰上静

置 30min。裂解完成后将细胞裂解液进行超声处理，处理后再将细胞裂解液使用

离心机进行 12000g 离心 2min，使得裂解后剩余的 DNA 集中在管底的沉淀中。

而后取上清进行 BCA 处理。 

将所有的细胞裂解样品取 8μl 加入 96 孔板中用 PBS 进行 10 倍稀释，再将

BSA 标准蛋白溶液按照浓度梯度以 80μl 的体系加入六孔板中，而后使用电排枪

将每个 80μl 的体系转移到 3 个平行孔中，每孔 20μl。将以上取 BCA 工作液 A 液

与 B 液按 50：1 的比例混合均匀，在每个平行孔中加入 200μl 混合后的 BCA 工

作液，在 37℃培养箱中反应 30min 后使用超灵敏度酶标仪中测定 A560nm，并通

过标准曲线与样品吸光度来测量蛋白质的浓度。 

根据蛋白浓度，使用占总体系 35%的 LDS+DTT 和水将蛋白浓度标平，而后

在 95℃金属浴中煮样 10min使得蛋白质可以以蛋白质单体的形式存在于体系中，

保障跑胶结果。 

将完成煮样的样品按照 15μl/孔的量加入 SDS-PAGE 预制胶（Invitrogen 公司 

NuPAGE Bis-Tris 4%-12%），使用 MOPS Running Buffer 作为电泳缓冲液，以电

压 120V 进行 90min 电泳。 

在电泳完成后，将 SDS-PAGE 胶取出，使用 iBlot3 Western Blot 转印系统进

行转膜，以 22V 电压进行转膜 7min，使得蛋白条带转移到硝酸纤维膜上。在转

膜后，使用 5%脱脂牛奶对硝酸纤维膜进行封闭 30min，使得抗体不易与膜结合

降低背景。完成封闭加入一抗，过夜孵育。完成孵育后，回收一抗，并使用 TBST

缓冲液洗涤 3 次，每次 5min。而后加入二抗在室温下进行孵育 1h，而后使用

TBST 缓冲液洗涤 3 次，每次 5min。使用显影液与定影液以 1：1 混合，浸湿膜

纸，进行显色拍照。 

 

2.3.4 免疫荧光染色 

将圆形盖玻片放置在 12 孔板中，以 3w/孔的浓度培养细胞。取出 12 孔板弃

去培养基，用 500μL 1×PBS 轻轻清洗细胞一遍，弃去；每孔加入 500μL 4%多聚

乙醛溶液（PFA）或细胞固定液固定细胞，固定 10 min；吸走 PFA，并用 1×PBS

清洗细胞后弃去；每孔加入 500μL 0.5% Triton X-100 处理 10min，穿透细胞膜和
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核膜；每孔加入 500μL 4%牛血清白蛋白（BSA）溶液孵育 30min，进行封闭（可

以不用洗，弃去就行）；一抗按 1:200 溶解于 4% BSA 溶液中，加入配置好的一

抗溶液，4℃孵育过夜；用 1×PBS 清洗细胞后弃去；加入二抗（4% BSA 配置），

继续孵育 1h，完整过程中需要注意避光；用 1×PBS 清洗细胞 3 次对于需要对细

胞核染色的材料加入 DAP1 染料染色 5min；用 1×PBS 清洗细胞 2 次；在载玻片

上滴一小滴封片剂（棕色瓶）。利用针头将 12 孔板中制备好的盖玻片取出，反向

扣在载玻片上，使细胞面向内。利用指甲油轻轻涂抹在载玻片周围，注意不能挪

动载玻片，否则会导致细胞移动影响实验结果。避光条件下静置 10min，指甲油

凝固后即为封片完成。 

果蝇的免疫染色则需要通过解剖果蝇幼虫或成虫将其大脑取出后加入组织

细胞固定液，在转盘混匀仪中固定 35min，弃去固定液，加入 PBST 缓冲液（PBS

中加入 TritonX-100 配置）清洗 3 次，每次 10min。完成组织处理后，将果蝇幼

虫/成虫大脑附着器官清理干净，而后进行免疫荧光染色与封片（同细胞）。 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

三、研究结果 

3.1  NOTCH2NLC 型神经元包涵体病质粒的设计与扩增 

通过查阅文献，我们发现来自中南大学的 Qiong Liu 等人从 NIID 患病者的基

因组DNA中分别克隆并成功提取了含有 17个和 98个GGC重复的NOTCH2NLC 

第一外显子片段，并在该致病片段后加上 green fluorescent protein–hemagglutinin 

(GFP-HA) 标记对致病 GGC 重复的翻译产物进行研究。因此我们采用来源于该

团队的 NOTCH2NLC-EGFP-HA 质粒，该质粒的 GGC 重复片段会翻译形成 polyG

毒性蛋白。而后我们将该质粒加入感受态细菌，将转入质粒的细菌添加到 LB 培

养机中进行震荡过夜培养后使用无内毒素质粒大提试剂盒进行质粒抽提。将抽提

后的质粒进行测序与质粒的原本序列一致，说明此次抽提的质粒可以用于后续的

实验。 

 
图 1. 细胞模型构建质粒主要组成[22] 

该质粒采用 pcDNA3.1(+)骨架，使用 CMV 启动子，包含 NOTCH2NLC 的第一外显子

与 GFP 片段，对照组与实验组 GGC 片段重复分别为 17 与 98 

3.2 NOTCH2NLC 型神经元包涵体细胞模型的构建与验证 

3.2.1 NOTCH2NLC 型 NIID 的蛋白质免疫印记验证 

将 抽 提 获 得 的 NOTCH2NLC-(GGC)17 与 NOTCH2NLC-(GGC)98 的

NOTCH2NLC 质粒使用 Lipofectamine 2000 转染试剂对 293 细胞进行细胞转染构

建 NOTCH2NLC 型 NIID 细胞模型。在转染完成后 72h 取细胞进行蛋白质免疫印

记，我们分别测定了 NOTCH2NLC-(GGC)17 与 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞模型

中的 polyG 蛋白表达量。我们使用 GFP 抗体作为一抗，在转入了 NOTCH2NLC-

(GGC)17 的细胞中检测到其的特异性条带，出现在 35kDa 左右；在转入了

NOTCH2NLC-(GGC)98 的细胞中检测到相应的特异性条带，出现在 40kDa 左右，

如图 2.A 所示。而后，我们采用 siRNA 敲降了 GFP 的表达水平，可见在 40kDa

左右的条带在敲除后消失，因此足以说明该条带为转染成功的目的条带，见图 2.B。 
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图 2. NOTCH2NLC-(GGC)98 的 SDS-PAGE 分析 
A 图中泳道 1 为蛋白质 marker WJ103，各条带分子量如图所示，泳道 2 为

NOTCH2NLC-(GGC)17 细胞裂解液，泳道 3 围殴 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞裂解液；

B.泳道 1 为蛋白质 marker WJ103，各条带分子量如图所示，泳道 2 为 NOTCH2NLC-
(GGC)98 细胞裂解液，其余泳道为使用 siRNA 敲降 GFP 的 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞

裂解液；C 图中，泳道 1 为蛋白质 marker WJ103，各条带分子量如图所示，其余

NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞裂解液；D 图中泳道 1 为蛋白质 marker WJ103，各条带分

子量如图所示，泳道 2 为 NOTCH2NLC-(GGC)17 细胞裂解液，其余泳道的样品依次采

用强度 40% 10min，强度 60%的 5min、10min，强度 80%的 2min、5min 和 10min 超

声处理 

在进一步对 NOTCH2NLC-(GGC)98 的 293 细胞进行蛋白质免疫印记时，我

们发现虽然在使用 GFP 抗体作为一抗时，存在 NOTCH2NLC-(GGC)98-GFP 在

40kDa 处的特异性条带，但是在 SDS-PAGE 凝胶的胶孔泳道存在较强信号，推测
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为 polyG 毒性蛋白在细胞内形成了聚集体，而该聚集体的结合过于紧密使得其无

法进入蛋白凝胶进行泳动，从而滞留在硝酸纤维膜的上端，见图 2.C。 

聚集体蛋白滞留在泳道使得通过蛋白质免疫印迹对 polyG蛋白的定量无法进

行，因此在查阅文献后，在对 α- synuclein 进行蛋白质免疫印迹时研究者常采用

长时间高强度的超声将具有一定黏性的 PFF 以及 polyQ 聚集体打散后进行检测，

因此我们参考此方法尝试对 polyG 蛋白质的蛋白质免疫印记条件进行优化。在尝

试改变转膜条件等不同因素均无结果后，我们尝试改变对细胞裂解液进行处理的

超声强度与时间以及是否对细胞裂解液进行离心处理，来探究该条件是否可以减

少胶孔中滞留的 polyG-GFP 蛋白聚集体量，大量 polyG-GFP 蛋白仍停留在胶孔

中，并未进入蛋白胶，见图 2.D。因此我们难以对在胶孔中滞留的 polyG 蛋白进

行定量分析。因此对细胞模型中的 

3.2.3 NIID 细胞模型探究 polyG 蛋白降解途径 

蛋白酶体途径和自噬途径是细胞内两个主要的蛋白质降解途径，它们在维持

细胞内环境稳态和蛋白质质量控制中发挥着关键作用。蛋白酶体途径可以通过泛

素连接酶将蛋白质泛素化，然后通过蛋白酶体将这些蛋白质降解。自噬途径则是

形成自噬小体来包围细胞内的蛋白质、细胞器和其他大分子，在与溶酶体结合后

降解这些生物分子。这两种途径发生功能障碍会导致细胞内毒性蛋白的积累，与

神经退行性疾病的发展密切相关。  

在通过多次实验确认了 98G-GFP 蛋白质条带的位置与其通常残余在胶孔中

的特点，我们使用 MG132、EPO 两种通过抑制蛋白酶体功能的蛋白酶体途径抑

制剂，BafA1、CQ 和 NH4Cl 三种自噬抑制剂，其中 BafA1、CQ 抑制自噬小体与

溶酶体结合，NH4Cl 抑制溶酶体酸化与 NOTCH2NLC-(GGC)98 进行处理，在进行

免疫蛋白印迹实验后我们得到如下图结果：；而 CQ、BfA、NH4Cl 阻断

NOTCH2NLC-(GGC)98 的降解的效果强于 MG132 和 EPO。从结果来看，使用蛋

白酶体抑制剂对细胞中 NOTCH2NLC-(GGC)98 蛋白质的降解存在一定影响，同

样使用自噬抑制剂对 NOTCH2NLC-(GGC)98 处理后可见 NOTCH2NLC-(GGC)98

蛋白质的含量有显著增加。此外，部分样品在 35 到 40kDa 的出现了两个条带出

现，或许是 polyG 蛋白存在磷酸化或一些赖氨酸的乙酰化修饰等情况，可以进行

更进一步的探究。由此结果，我们可以推测 NOTCH2NLC-(GGC)98 蛋白质可能更
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依赖自噬途径进行降解，NIID 中 polyG 蛋白的调控基因或许与自噬存在关联。

自噬途径中的部分基因对 polyG 蛋白存在一定的调控作用。但是由于蛋白酶体抑

制剂与自噬抑制剂对于细胞正常生理过程的影响机制各不相同，因此仅仅采用抑

制剂干预无法完成对 polyG 蛋白真正的降解途径进行解释。后续实验需要在 ATG

等自噬基因敲除的细胞系中进行检测或通过 Cycloheximide（CHX）处理来对

polyG 蛋白降解途径进行进一步探究。 

图 3. NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞降解途径探究 

泳道中均为的 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞裂解液；DMSO 处理为对照组，MG132 与

EPO 为蛋白酶体抑制剂，BfA1、CQ 与 NH4Cl 为自噬抑制剂，所有处理时间均为

24h，蛋白免疫印迹使用抗体为 GFP 抗体 

3.2.2 NOTCH2NLC 型 NIID 的免疫荧光染色验证 

在 NIID 患者的病理组织切片中，NIID 中的嗜酸性粒细胞核内包涵体对 p62 

和泛素呈现出共定位的特点，已发表文献中的免疫荧光染色结果也表明

NOTCH2NLC-(GGC)98中的聚集体与 p62 和泛素存在共定位的现象。我们还对该模

型细胞进行了免疫荧光染色，以验证该细胞模型是否能够成功地还原正常状态下

的疾病表型。首先，为了验证 NOTCH2NLC-(GGC)98 的 293 细胞是否会形成聚

集体，我们制作了该细胞类型的爬片，并在 DAPI 染色细胞核后使用共聚焦显微

镜对其进行了拍摄。在荧光图片中，我们可以观察到 NOTCH2NLC-(GGC)98 293

细胞中存在亮度较高的绿色荧光信号，并且在细胞中呈现出聚集体的形式。而在

NOTCH2NLC-(GGC)17 293 细胞中绿色荧光呈现出弥散分布，且总强度较弱，见

图 3。因此，该 NOTCH2NLC-(GGC)98 293 细胞忠实的再现了 NOTCH2NLC 型

NIID 中出现的聚集体。但是从图中可以观察到的是，NOTCH2NLC-(GGC)98 293
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细胞中 polyG-GFP 聚集体的绿色荧光信号与 DAPI 信号并无共定位信号，聚集体

出现在细胞核周围而并未入核。该聚集体细胞定位的表型与实际疾病中核内包涵

体聚集体出现的细胞定位并不一致，因此该细胞模型并未完全反应 NIID 中的核

内包涵体表型。 

 

图 4. NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞的荧光定位分析 

上为 NOTCH2NLC-(GGC)17 在 DAPI 染色后的荧光图像，下为 NOTCH2NLC-(GGC)98 在

DAPI 染色后的荧光图像，其中箭头所指为 NOTCH2NLC-(GGC)98 形成的 polyG 聚集体，

标尺长度为 20μm 

 在检验 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞中 GFP 的聚集情况后，我们针对 NIID 患

者细胞中核内包涵体与 Ubiquitin、P62 共定位的组织学特点进行进一步验证。我

们使用 Ubiquitin 与 P62 的一抗对 NOTCH2NLC-(GGC)17 和 NOTCH2NLC-

(GGC)98 分别进行了免疫荧光染色，而后使用 DAPI 对细胞核进行染色。染色结

果表明，polyG 聚集体的形成在某种程度上导致了泛素与 p62 的聚集，其中 p62

与 polyG 的聚集体存在较为明显的共定位，这与文献中的内容一致，也说明了

polyG 蛋白质的聚集对蛋白酶体与自噬途径均存在一定程度的影响。 
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图 5. NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞的泛素与 p62 免疫荧光染色结果 

上图为 NOTCH2NLC-(GGC)17 和 NOTCH2NLC-(GGC)98 抗泛素染色结果，放大部分为

polyG 聚集体与泛素共定位；下图为 NOTCH2NLC-(GGC)17 和 NOTCH2NLC-(GGC)98

抗 p62 染色结果，放大部分为 polyG 聚集体与 p62 共定位部分，标尺长度为 20μm 

3.3 NOTCH2NLC 型神经元包涵体果蝇模型的构建 

3.3.1 GAL4/UAS 系统在果蝇中枢神经系统中表达 NIID 致病基因 

在查阅文献时，我们发现来自北大医院神经内科的王朝霞团队将

NOTCH2NLC GGC 重复微卫星序列在对照条件下嵌入到  AUG 启动的短 

uORF 编码中，他们使用上游活性序列 GALactose 调节的上游启动子元件

（GAL4/UAS）系统在果蝇中分别表达绿色荧光蛋白（GFP）对照组、 uN2C-GFP

A 

B 
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和 uN2CpolyG-GFP 实验组[27]。他们构建了在果蝇视神经中表达 NIID 表型的果

蝇模型。但是，该果蝇模型中的 polyG 聚集体仅在果蝇的视神经系统中表达。 

果蝇的中枢神经系统是研究生物学和神经科学的经典模型之一。蝇脑分为许

多区域，包括视觉中枢、嗅觉中枢、运动控制区等。视觉中枢处理来自复眼的视

觉信息，嗅觉中枢负责处理来自感觉器官的气味信息，而运动控制区则控制果蝇

的运动和行为。果蝇中枢神经系统中的蘑菇体是与学习和记忆密切相关的结构。

蘑菇体分为两个半球，每个半球内部有数千个被称为 Kenyon 细胞的神经元，这

些神经元的突触和突触前细胞与其他神经元连接，形成了复杂的神经网络。因此，

我们使用携带有 GMR57C10-GAL4 的品系果蝇与该团队研究结果中的 UAS-GFP、

UAS-uN2C-GFP 和 UAS-uN2CpolyG-GFP 品系果蝇分别进行杂交，使用

GMR57C10 启动子建立在果蝇中枢神经系统中表达 NIID 致病基因的模型果蝇，

并主要关注与果蝇学习与记忆相关的磨菇体，并希望还原 NIID 患者由于中枢神

经系统中的 polyG 表达引发的认知功能障碍等症状。uN2CpolyG 转基因果蝇与

NIID 患者中枢神经病理学特征更加贴近，可以作为一种有用的动物模型，以揭

示致病机制并研究 NOTCH2NLC 相关疾病的治疗方法。 

 

图 6. 果蝇模型构建质粒主要组成[27] 

图中质粒结构分别为 UAS-GFP、UAS-uN2C-GFP 与 UAS-uN2CpolyG-GFP，UAS-

uN2CpolyG-GFP 中 GGC 片段重复的数量为 100 

3.3.2 果蝇 NIID 疾病模型的检验 

为检验 uN2CpolyG 转基因果蝇模型是否还原 NIID 患者中 polyG 聚集体的出

现，我们分别解剖了三种果蝇三龄幼虫与成功的大脑，在使用 DAPI 进行染色后

使用共聚焦显微镜对三龄幼虫全脑以及成虫大脑中磨菇体部位进行观察。其中幼

虫大脑中的 DAPI 染色效果不佳，无法准确的标记大脑中细胞核的位置；在表达
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GFP 与 uN2C-GFP 的果蝇大脑中并未观察到绿色荧光的聚集，在表达

uN2CpolyG-GFP 的果蝇大脑中我们可以观察到其荧光面积更小，且部分细胞内

有绿色荧光聚集。这表明在 uN2CpolyG-GFP 的三龄果蝇幼虫的中枢神经系统神

经细胞中有 polyG 聚集体的形成。 

图 7. 果蝇大脑中的 polyG 蛋白表达情况 

A 为果蝇三龄幼虫大脑荧光图像，箭头所指为果蝇幼虫大脑中磨菇体；B 和 C 为果蝇

成虫大脑中蘑菇体神经细胞荧光图像，B 为神经细胞胞体、C 为神经细胞轴突，箭头所

指为果蝇蘑菇神经细胞中的 polyG 聚集体 

A 

B 

C 



18 
 

在表达 GFP 与 uN2C-GFP 的成虫大脑的磨菇体部位中存在弥散的绿色荧光

分布，这些绿色荧光信号并未产生聚集；而在表达 uN2CpolyG-GFP 的果蝇大脑

磨菇体的胞体部分中整体绿色背景信号较弱，且存在明显的绿色荧光聚集，而在

磨菇体神经细胞的树突上则无绿色荧光聚集 。这表明在 uN2CpolyG-GFP 的果蝇

幼虫和成虫的中枢神经系统神经细胞中有 polyG 聚集体的形成。这说明我们建立

的在中枢神经系统中表达 NIID 的果蝇模型成功再现了 NIID 病理学上聚集体的

发生。 

同时，在对杂交后代果蝇进行解剖时，我们发现表达 uN2CpolyG-GFP 的果蝇

数量较少。我们推测 polyG 蛋白对果蝇的发育产生了一定影响。对三种表型的果

蝇出生率进行统计可以进一步验证该模型中 polyG 蛋白存在一定的生理毒性。 
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四、讨  论 

 NIID 是一种进行性的神经退行性疾病，这种疾病的一大特点就是在患者的

中枢、外周和自主神经系统细胞以及内脏器官细胞出现大量细胞核内包涵体。而

这种包涵体的产生来源于人类特有的 NOTCH2NLC 基因第一外显子中的 AUG

密码子启动产生大量 GGC 片段重复引起的。但是，GGC 片段重复引发 NIID 的

分子机制尚未可知。我们在实验室中建立了 NOTCH2NLC 型细胞模型并以该模

型对 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞表达的致病蛋白进行了免疫蛋白印迹的条件摸

索，确定了 NOTCH2NLC-(GGC)98-GFP 蛋白的条带位置；由于聚集体的形成使

得大量 NOTCH2NLC-(GGC)98-GFP 蛋白滞留在蛋白胶上样孔中，因此我们仍无

法通过 GFP 抗体对 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞中致病蛋白进行定量分析，若需

定量分析则需要进行 mRNA 的定量或使用溶剂将滞留在上样孔中的 polyG 蛋白

进一步溶解分散。除了残留在泳道中的 polyG 蛋白外，在进行蛋白免疫印迹实验

中在目的条带的位置存在出现两条条带的情况，这可能说明我们转入细胞中

NOTCH2NLC-(GGC)98 或许存在特定的磷酸化或踩在赖氨酸乙酰化等修饰。探究

这些蛋白质修饰的方式或许可以发现 NIID 中 polyG 蛋白存在的独特调控机制。 

在后续的实验中，我们还通过蛋白酶体抑制剂与自噬抑制剂同时对

NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞进行处理，并通过定性分析发现阻断蛋白酶体途径和

自噬途径都会对 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞中的 polyG 蛋白水平造成影响。这

说明自噬途径对 NIID 中的 polyG 致病蛋白水平的影响较大，自噬相关的基因可

能对 NIID 中 polyG 蛋白的水平存在调控作用。但是我们采用的蛋白酶体抑制剂

与自噬抑制剂处理对这两种途径的影响较为复杂，无法确切的说明在细胞中

polyG 蛋白的降解途径如何，因此下一步使用 CHX 处理可以更准确地探究出

polyG 蛋白的降解途径如何。在 ATG 敲除的细胞系中进行细胞系的建立并通过

高内涵成像的方式检测 polyG 蛋白的水平与分布可以进一步的验证其降解途径

是否为自噬途径。 

 在进行免疫荧光染色对 NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞模型进行处理后，我们观

察到相比于 NOTCH2NLC-(GGC)17 细胞中出现的弥散绿色荧光，NOTCH2NLC-

(GGC)98 细胞中出现了明显的聚集体，这说明我们的细胞模型很好的再现了 NIID
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细胞中出现的聚集体。在对细胞中的泛素与 P62 进行免疫荧光染色后，我们发现

NOTCH2NLC-(GGC)98 细胞中的聚集体与 P62 存在显著的共定位，而与泛素的共

定位水平较低。这也与蛋白免疫印迹的结果相互印证，我们建立的细胞模型中的

NOTCH2NLC-(GGC)98 聚集体与 P62 共定位，与文献报道中一致。 

 除了细胞模型外，我们还建立了 NOTCH2NLC 型 NIID 的果蝇模型，将

NOTCH2NLC-(GGC)100 在果蝇的中枢神经系统中表达并产生了 polyG 聚集体。

由于表达 NOTCH2NLC-(GGC)100 的果蝇出生率较低，因此我们推测在果蝇大脑

中表达 polyG 造成了果蝇致死，某种程度上也证明了 polyG 聚集体存在一定的生

理毒性。但果蝇模型仍需进一步进行实验验证，我们需要进一步确认果蝇中

polyG 与细胞内泛素和 P62 是否存在共定位，以及通过蛋白免疫印迹的方式来对

果蝇大脑中的 polyG 蛋白进行检测。除此之外，我们计划进一步对果蝇进行行为

学实验，检测其运动能力与认知能力变化，也计划将 polyG 在果蝇的神经肌肉接

头处表达 polyG蛋白，检测NIID中 polyG蛋白是否存在组织特异性表达等情况。 

 综上所述，我们成功建立了 NOTCH2NLC 型 NIID 的细胞模型和果蝇模型，

并通过细胞模型的蛋白免疫印迹以及免疫荧光分析推测 NIID 中 polyG 蛋白的降

解是可能是通过自噬途径进行的。因此，自噬途径中的部分基因对 polyG 蛋白存

在一定的调控作用。我们也建立了在果蝇中枢神经系统中表达 NOTCH2NLC-

(GGC)100 的果蝇模型，而果蝇模型是否符合 NIID 真实的病理学特征仍需进一步

验证与确认。而后我们将在细胞与果蝇模型中检测自噬途径对 polyG 蛋白的降解

存在怎样的影响，检测自噬途径中是否存在某些基因对 polyG 蛋白的水平存在影

响，并对其分子机制进行进一步研究。 
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