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摘  要 

    神经元核内包涵体病（Neuronal intranuclear inclusion disease，简称 NIID）

是以神经元核内包涵体为特征的神经退行性疾病。研究表明，核内包涵体不仅

出现在神经元中，还广泛出现在患者的胶质细胞等多种类型细胞中。尽管神经

退行性病变与神经元中的致病蛋白毒性密切相关，但胶质细胞中致病蛋白表达

也可能对疾病的病理和症状产生影响。 

    本研究希望探究胶质细胞和神经元中 NOTCH2NLC 上游开放阅读框翻译的

多聚甘氨酸（uN2CpolyG）蛋白表达如何影响 NIID 的疾病发生发展。 

    我们首先使用 GAL4/UAS 系统分别在果蝇中分别构建神经元和胶质细胞特

异性表达 uN2CpolyG 蛋白的模型；其次通过免疫荧光、寿命统计和爬管等实验

对比病理和行为学表型；最后对细胞特异性表达的 uN2CpolyG 结合蛋白进行质

谱检测，对比差异蛋白，揭示可能的调控机制。  

    实验结果表明胶质细胞较神经元表达 uN2CpolyG 蛋白形成更大的聚集体并

引起较弱的寿命缩短和更晚更弱的运动能力减退表型，免疫沉淀耦联质谱分析

（IP-MS）揭示不同来源 uN2CpolyG 结合蛋白中的差异蛋白富集于线粒体功能

和细胞死亡通路，初步验证发现胶质细胞与神经元来源 uN2CpolyG 引起细胞凋

亡的时间和程度存在差异。 

    本研究揭示了胶质细胞对 NIID 发病与疾病进程的影响，阐释细胞类型特

异性表达致病蛋白的潜在致病机制，为疾病诊断和治疗提供新的思路。 

 

关键词：神经退行性疾病，神经元核内包涵体病，胶质细胞，免疫沉淀耦联质

谱分析，细胞凋亡 
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Abstract 

    Neuronal intranuclear inclusion disease (NIID) is a neurodegenerative disease 

characterized by the existing of neuronal intranuclear inclusions. Current research 

shows that intranuclear inclusions not only exist in the neuron of NIID patients but also 

widely be found in other cell types including glial cells. Although neurodegeneration is 

closely related to the toxicity of pathogenic proteins in neuron, but the expression of 

pathogenic proteins in glial cells can also influence the disease pathology and 

symptoms. 

    This study aims to investigate whether and how the expression of poly-glycine 

protein (uN2CpolyG) translated from the upstream open reading frame of 

NOTCH2NLC gene in glial cells and neurons affects the pathogenesis and phenotypic 

progression of NIID. 

    First, we use GAL4/UAS system to construct NIID Drosophila models with glia- 

and neuron-specific expression of uN2CpolyG protein, respectively. Next, pathological 

and behavioral phenotypes were compared through immunofluorescence staining, 

lifespan analysis, and climbing assays. Finally, detecting differentially uN2CpolyG-

binding proteins between cell-specific expressing models by mass spectrometry to 

reveal potential regulatory mechanisms. 

    Compared with neuron, expression of uN2CpolyG in glial cells results in larger 

protein aggregates, slighter shortening of lifespan and later and milder decline of 

motibility. lmmunoprecipitation coupled with Mass Spectrometry  (IP-MS) result 

shows the enriched differentially binding protein of uN2CpolyG expressed by glial cells 

or neurons are associated with cell death and mitochondria biological process. 

Preliminary validation experiments demonstrate temporal and quantitative difference 

in apoptosis between glia- and neuron-specific uN2CpolyG expressing flies. 

    Revealing the impact of glial cells on the pathogenesis and progression of NIID 

contributes to the underlying pathogenic mechanisms of cell type-specific expression 

of disease-associated proteins, thereby providing novel insights for disease diagnosis 
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and therapeutic development. 

 

Key words： neurodegenerative diseases, Neuronal Intranuclear Inclusion Disease, 

glial cell, lmmunoprecipitation coupled with Mass Spectrometry, apoptosis 
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一、前  言 

1.1 短串联重复扩增疾病及其发病机制 

短串联重复序列（STR）异常扩增会导致蛋白质水平的氨基酸串联重复，与

多种疾病相关联。在蛋白质编码区域，CAG 重复序列扩展会引起多聚谷氨酰胺

的氨基酸序列延伸，形成蛋白质聚集体并影响细胞正常生理功能的，导致亨廷顿

舞蹈症以及脊髓小脑共济失调Ⅰ型等疾病；在启动子、非编码区或内含子区域的

三核苷酸串联重复数扩增（如 CGG,CCG,CTG,GAA 等）可能会影响基因的转录，

在脆性 X 综合征和弗里德希共济失调中发挥致病作用；位于基因 3’端非翻译区

（3’UTR）的三核苷酸重复扩增会导致 RNA 的积累，从而干扰 RNA 结合蛋白的

正常功能以及 RNA 剪接过程；此外，在 5’端非翻译区（5’UTR）的一个上游开

放阅读框中的 GGC 重复序列扩增会导致病理性多聚甘氨酸（polyG）蛋白的表

达，是神经元核内包涵体疾病（Neuronal intranuclear inclusion disease ，NIID）

和脆性 X 相关震颤/共济失调综合征的主要致病机理[4, 5]。 

短串联重复扩增相关疾病的致病分子机制可以从 DNA、RNA 和蛋白质三个

层次总结。在 DNA 层面，异常的串联重复数目能够通过影响 DNA 表观修饰，

如启动子区域的过度甲基化导致转录沉默；或形成 R 环（R-loop），激活 DNA 

损伤反应途径，加剧体细胞重复的不稳定性；在 RNA 层面，RNA 可能会形成复

杂的空间结构阻碍其翻译，或招募 RNA 结合蛋白使之被隔离和亚细胞定位发生

改变，影响其正常功能；在蛋白质层面，突变体蛋白质或是在没有经典 AUG 起

始密码子的情况下通过重复相关的非 AUG 起始翻译产生的多聚肽段会形成聚集

体，产生细胞毒性[6]。 

1.2 神经元核内包涵体病特征与致病机制研究现状 

神经元核内包涵体疾病以核内包涵体为主要特征，临床表现具有异质性，包

括肌无力、帕金森病、痴呆、脑白质病、特发性震颤视网膜病、自主神经功能障

碍等[7]。NIID 患者的组织病理检验发现核内包涵体广泛分布于中枢神经系统，包

括神经元和星形胶质细胞，同时也出现在皮肤、肺、淋巴腺、肾等器官的体细胞

中，直径 1.5-10μm，定位于核仁附近，p62 和泛素染色结果呈阳性（图 1-1）[3, 8]。 
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2019 年，来自中国和日本的研究团队相继报道了 NOTCH2NLC 基因 5’非翻

译区（5’UTR）的 GGC 三核苷酸重复扩增是 NIID 的致病基因[3, 8-10]。该突变主

要发生在亚洲病例中，欧洲报告的病例几乎为阴性 [11]。人类特异性基因

NOTCH2NLC 主要在放射状胶质细胞中表达，在神经元分化和皮层神经发生中起

重要作用[7]。临床上，NOTCH2NLC 基因的 GGC 重复数目可用于基因诊断，正

常人的重复数目小于 40 次，在患者中以 60 个重复作为诊断阈值, 处于中间值的

40-60 个重复被报道与 PD 和 ALS 有关[7]。研究表明该基因除了与 NIID 相关，

与其它许多神经系统疾病如眼咽远端肌病[12, 13]、肌萎缩侧索硬化[14]、帕金森病[15, 

16]、阿尔茨海默病[17]、脑淀粉样血管病[18]等也存在关联。 

随后针对 NOTCH2NLC 的研究发现其中的 GGC 重复片段位于该基因的上游

开放阅读框（upstream reading frame, uORF）,能够被翻译为含有多聚甘氨酸的

uN2CpolyG 蛋白，该突变蛋白聚集在细胞、小鼠以及患者的核内包涵体中，导致

小鼠的运动能力下降、神经元丢失和寿命缩短等疾病表型（图 1-2）[1, 19]。这些

结果证明重复扩增的 GGC 序列被翻译为一种致病性多聚甘氨酸（polyG）蛋白，

图 1-1 NIID 患者组织病理学特征和核磁共振成像（MRI）结果[3] 

图片摘自 Sone, J., S. Mitsuhashi, A. Fujita, et al., Long-read sequencing identifies GGC 

repeat expansions in NOTCH2NLC associated with neuronal intranuclear inclusion disease；

a，颈脊髓前角神经元核内包涵体；b,大脑皮层星形胶质细胞核内包涵体；c-f，泛素免

疫染色，中央前回（c），肌肠丛 （d），肾上腺皮质 （e）和肾小管（f）；g，颈脊髓星

形胶质细胞核内包涵体电镜；h，皮肤成纤维细胞电镜；i-l，皮肤活检样本泛素免疫染

色，成纤维细胞（i-j），汗腺（k），脂肪细胞（l）；m-p，患者核磁共振成像结果 
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导致核内包涵体形成以及神经退行性病变[1, 19]。同时，脆性 X 相关震颤/共济失

调综合征、眼肌型肌营养不良症也是由于多聚甘氨酸突变蛋白所导致，可以被归

纳为一类多聚甘氨酸（polyG）疾病[1, 19]。研究人员们进一步探究 uN2CpolyG 蛋

白具体的致病机制以及其它可能的致病因素，发现 uN2CpolyG 蛋白聚集会引起

DNA 损伤修复功能异常[1]、核层和核质运输受损[20]、核糖体生物发生和翻译功

能障碍[21]、线粒体功能障碍[22]、hnRNPM 功能障碍[23]、小胶质细胞介导的神经

炎症[24]、自噬受阻[25, 26]、血脑屏障受损[27]等结果，从而影响细胞的正常功能并导

致患病个体的疾病发生。 

1.3 胶质细胞在神经退行性疾病中的作用 

胶质细胞是中枢神经系统重要的组成部分，对神经发育、支持和维持微环境

稳态等方面发挥着重要作用[28]。在病理状态下，胶质细胞能够感知环境变化并做

出响应，从而对疾病的发生发展产生影响[29-31]。小胶质细胞和星形胶质细胞作为

图 1-2 神经元核内包涵体病（NIID）致病机制 [1] 

图片摘自 Boivin, M., J. Deng, V. Pfister, et al., Translation of GGC repeat expansions into a 

toxic polyglycine protein in NIID defines a novel class of human genetic disorders: The polyG 

diseases；NIID 的基因层面致病原因是 NOTCH2NLC 基因的 5’UTR 区域的 GGC 重复

扩增，包含该重复扩增区域的上游开放阅读框能够翻译为含有多聚甘氨酸的

uN2CpolyG 蛋白，形成核内包涵体并产生蛋白毒性 
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中枢神经系统炎症反应的关键调节因子，其功能异常所引发的神经炎症被报道与

神经退行性疾病有关，如阿尔茨海默病、帕金森病和肌萎缩侧索硬化症[32-34]。越

来越多的研究发现在蛋白质异常聚集相关的疾病中，功能失调的胶质细胞可能在

不同情况下起到神经保护或神经毒性这两种相反的作用，延缓或加剧疾病进展

[30]。因此胶质细胞对这类疾病的影响是复杂的，存在疾病类型、疾病进展阶段以

及病人个体差异等多方面的异质性影响因素。 

此前有研究者建立了在少突胶质细胞中选择性表达突变亨廷顿蛋白的转基

因小鼠，验证了突变的亨廷顿蛋白通过下调髓鞘调节因子（myelin regulatory factor, 

MYRF）介导的髓鞘基因表达，影响成熟少突胶质细胞功能，导致年龄依赖性的

脱髓鞘、进行性神经系统症状和寿命缩短，也表明在特定类型胶质细胞中特异性

表达突变蛋白能够研究该类型细胞相关的致病机制[35]。 

1.4 关于胶质细胞在 NIID 中的调控作用的研究现状 

根据对 NIID 患者样本的研究，核内包涵体在神经元和星形胶质细胞中均能

够被检出。一项研究中分别对散发性 NIID 患者脑组织和家族性 NIID 患者的脑

组织进行了研究，统计发现在大脑皮层、基底神经节区含有核内包涵体阳性的神

经元比例约 5-30%，海马体略低，而核内包涵体阳性的星形胶质细胞中占比在 10%

到 30%之间（图 1-3）[2]。 

因此尽管该疾病以神经元核内包涵体为特征，但越来越多的临床病例报道反

映在星形胶质细胞中也存在与神经元中比例相近的核内包涵体。在 2024 年报告

的两例经基因证实的成人 NIID 病例中，患者表现为脑病样症状，组织病理学检

测发现其脑组织中的核内包涵体阳性细胞以星形胶质细胞为主[36]。考虑到星形

胶质细胞对皮层发育和支持的功能，以及这类患者的症状相似性，推测星形胶质

细胞核内包涵体为主的病例可能是 NIID 的一个亚型，具有特征性疾病表型。 

目前对胶质细胞在 NIID 中的作用及其对病理特征贡献的研究较少。有研究

者根据转录组学数据发现，在表达 uN2CpolyG 蛋白的小鼠中与小胶质细胞病理

状态相关的基因表达发生变化，实验验证了 polyG 蛋白表达激活小胶质细胞，而

消除小胶质细胞可以部分挽救运动和寿命相关表型，但不影响 polyG 蛋白聚集体

的形成及其特性[24]。然而，现有研究尚无法解答胶质细胞对 NIID 病理表现的调
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控作用以及背后的机制。 

1.5 果蝇模型在重复扩增疾病研究中的应用 

动物模型的建立能够深入体内研究。果蝇作为一种受到广泛使用的模式生物，

具有遗传背景清晰、生长周期短、繁殖快、生物学结构相对简洁、遗传操作工具

丰富等优势，被广泛用于多种神经退行性疾病的研究[37-39]。 

GAL4/UAS 系统是果蝇研究中广泛使用的控制基因表达的遗传工具。该系统

由 GAL4 和 UAS 两部分组成, GAL4 是一种酵母衍生的转录因子，能够与上游激

活序列 UAS 结合，从而启动 UAS 下游基因的表达。通过调控 GAL4 的表达空间

和时间可以控制 UAS 下游基因的时空表达模式[40]。 

2022 年有研究者建立了 NIID 果蝇模型，用于致病机制以及治疗方法的研究

图 1-3 NIID 患者大脑中核内包涵体阳性神经元与星形胶质细胞比例[2] 

图片摘自 Sone, J., K. Mori, T. Inagaki, et al., Clinicopathological features of adult-onset 

neuronal intranuclear inclusion disease；A-C，散发性 NIID 病例；D-F，家族性 NIID

病例；A 和 D，大脑半球冠状切片 Klüver-Barrera 染色，前额叶白质出现显著脱髓鞘

现象；B 和 E，神经元中的核内包涵体比例与分布示意图；C 和 F，星形胶质细胞中

的核内包涵体比例与分布示意图；G 和 H，前额叶大脑皮层 p62 免疫染色，绿色箭

头指示核内包涵体阳性神经元，红色箭头指示核内包涵体阳性星形胶质细胞 
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[22]。在果蝇中分别转入 GFP、uN2C-GFP（带有 9×GGC 重复扩增的 NOTCH2NLC

上游开放阅读框融合 GFP 蛋白序列）和 uN2CpolyG-GFP（带有 100×GGC 重复

扩增的 NOTCH2NLC 上游开放阅读框融合 GFP 蛋白序列），采用 GAL4/UAS 系

统构建在眼睛和全身细胞中表达目标蛋白的转基因果蝇品系。该果蝇模型能够模

拟 p62 阳性和泛素阳性核内包涵体的形成、寿命缩短以及运动能力下降等 NIID

病理表型[22]。 

果蝇胶质细胞在形态和功能、神经发育过程中发挥着与哺乳动物中相似的功

能[28, 31]。成年果蝇胶质细胞可分为五大亚型：皮质胶质细胞包裹着大脑整个皮质

区域的神经元细胞体；星形胶质细胞调节神经元信号传导；鞘状神经胶质细胞包

裹着整个神经元轴突束；神经下神经胶质细胞和神经周围神经胶质细胞具有类似

血脑屏障的结构和功能[28]。果蝇胶质细胞除了能够匹配人类胶质细胞的主要功

能，还被用于多种神经退行性疾病相关胶质细胞功能或表型的研究，为这类疾病

的机制和神经胶质细胞的具体贡献提供新的见解[31]。目前已有成熟的神经元和

胶质细胞特异性表达的 GAL4 果蝇品系，可用于相关研究。 

因此，从研究方法的多样性、可操作性以及疾病模型的成熟性上来考量，果

蝇是研究胶质细胞在 NIID 中的影响与功能的有力工具 

 1.6 本课题主要研究内容 

本项目以 NIID 果蝇模型作为主要研究对象，使用分子、生化、显微成像和

行为学分析等技术对 NIID 致病机制进行探究，重点关注胶质细胞在疾病中发挥

的作用。首先，基于现有的 polyG 果蝇品系，使用 GAL4/UAS 系统分别在神经

元与胶质细胞中表达 uN2CpolyG 蛋白，通过共聚焦显微成像对比不同细胞类型

表达模式中 polyG 蛋白聚集体的数量、大小和形态等病理表型。其次，通过果蝇

寿命统计和爬管运动等实验探究神经元或胶质细胞表达 uN2CpolyG 所产生的行

为学表型，揭示神经元与胶质细胞在致病方面的不同作用。最后，对神经元与胶

质细胞中表达的 uN2Cpoly 蛋白以及对照组蛋白的结合蛋白进行质谱检测，通过

对比找出潜在关键调控分子和基因，揭示可能的调控机制。 
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二、材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验对象 

本研究使用的 UAS-GFP、UAS-uN2C-GFP、UAS-uN2CpolyG-GFP 品系果蝇来北

京大学第一医院王朝霞实验室[22]。GMR57C10-GAL4，repo-GAL4，Alrm-GAL4 品

系果蝇来源和具体基因型信息见参考文献[41]。 

 

2.1.2 实验试剂 

表 2-1 主要实验试剂 

试剂名称 公司 货号 

葡萄糖 沪试 10010518 

琼脂 沪试 10000561 

红糖 古松 —— 

酵母粉 金龙鱼 —— 

玉米粉 野三坡 —— 

磷酸 沪试 10015418 

丙酸 沪试 81011918 

对羟基苯甲酸甲酯 沪试 30119470 

95%乙醇 沪试 10009164 

20×PBS 缓冲液 生工 B548117 

4%组织细胞固定液 索莱宝 P1110 

Triton X-100 生工 A110694-0100 

含 DAPI 抗荧光猝灭封片液 VECTASHIELD H-1500 

指甲油 —— —— 

PIPA 裂解液（中） 碧云天 P0013C 

蛋白酶抑制剂混合物 Roche 4693132001 

超级核酸酶 碧云天 D7121-100KU 

BSA 溶液 生工 A600332 

BCA 试剂 A 碧云天 P0011-1 

BCA 试剂 B 碧云天 P0011-2 

LDS 蛋白上样缓冲液（4×） invitrogen 2915176 

DTT BBI Life Sciences A600332 

SurePAGErM GenScript M00654 

20×MOPS 缓冲液 磐超生物 PCDBE075 

转膜缓冲液 雅酶 PS109 

甲醇 沪试 10014118 

三色预染蛋白 marker 雅酶 WJ103 

无蛋白快速封闭液 雅酶 PS108P 
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TBS/Tween 缓冲液（10×） 雅酶 PS103 

快速剥离缓冲液 雅酶 PS107 

SuperSignal™ West Pico PLUS 化学发光

底物 

Thermo Fisher 34580 

Anti-GFP 琼脂糖磁珠 MedChemExpress HY-K0246 

Mito-Tracker Red CMXRos 碧云天 C1049B 

Trizol Ambion 15596-018 

异丙醇 沪试 80109218 

三氯甲烷 常试  

75%乙醇 沪试 80176961 

FastKing 一步法除基因组 cDNA 第一链

合成预混试剂 

天根 KR118 

SYBR® Green Realtime PCR Master Mix Toyobo QPK-201 

 

2.1.3 抗体信息 

表 2-2 主要抗体信息 

抗体英文名称 种属 公司 货号 

Anti-GFP antibody 兔 Abcam ab290 

Anti-Ubiquitin antibody 小鼠 Enzo Life Sciences BML-

PW8810 

Anti-Ref(2)P antibody 兔 Abcam ab178440 

Anti-Cleaved caspase3(Asp175) antibody 兔 Cell Signaling Technology 9661T 

Anti-β-Actin （HRP-conjugated）antibody 小鼠 康城 KC-5A08 

 

2.1.4 实验仪器 

表 2-3 主要实验仪器 

仪器名称 公司 型号 

恒温恒湿培养箱 宁波江南仪器厂 HWS-500 

体式显微镜 Motic SMZ-171 

旋转培养器 其林贝尔 QB-328 

组织研磨器 天根 OSE-Y30/50 

荧光定量 PCR 仪 Agilent Mx3000P 

共聚焦显微镜 尼康 A1 

干式转印系统 Thermo Fisher Iblot2 

Eblot 电子压片成像仪 易孛特 Touch Imager 

Envision 多模式读板仪 PerkinElmer EnVision 2105 

NanoDrop One 微量紫外-可

见光分光光度计 

ThermoScientific ND-ONE-W 
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2.2 实验方法 

2.2.1 果蝇培养 

表 2-4 果蝇培养基配方 

组分 体积/质量 

葡萄糖 525 g 

琼脂 100 g 

红糖 262 g 

酵母粉 600 g 

玉米粉 591 g 

ddH2O 10.8 L 

防腐剂Ⅰ 101 mL 

防腐剂Ⅱ 125 mL 

 

表 2-5 防腐剂Ⅰ配方 

组分 体积 

85% 磷酸 41.5 mL 

丙酸 418 mL 

ddH2O 定容到 1 L 

 

表 2-6 防腐剂Ⅱ配方 

组分 质量/体积 

对羟基苯甲酸甲酯 200 g 

95%乙醇 定容到 1 L 

 1）按照果蝇培养基配方依次称量除防腐剂外的组分并加入到电饭锅中，搅拌

均匀，加热至沸腾后停止加热，持续搅拌至温度下降到 55-60℃，加入防腐剂Ⅰ

和Ⅱ搅拌均匀； 

2）使用定制的分装器将培养基分装至塑料果蝇管中，静置于室温环境中盖上

纱布放置过夜，待培养基冷却凝固且冷凝水蒸发后，塞上海绵塞，置于 4℃冰箱

保存； 

3）果蝇培养于装有培养基的培养管中，置于 25℃培养箱。 
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2.2.2 果蝇大脑免疫荧光 

表 2-7 PBT 缓冲液配方 

组分 体积 

1×PBS 缓冲液 485 mL 

10% Triton X-100 15 mL 

 1）准备以下实验器材以及试剂用于解剖果蝇大脑：体式显微镜、常规镊子 1

个、解剖镊 2个、透明解剖盘 1 个、冰盒、1×PBS 缓冲液、1.5 mL 离心管； 

2）首先根据平衡子表型挑选在杂交后代中挑选目的基因型的雄性果蝇，使用

二氧化碳进行麻醉，装入 1.5 mL 离心管中置于冰上保持麻醉状态； 

3）在解剖盘中倒入约 5 mL 1×PBS 缓冲液覆盖中央部分，将麻醉的果蝇倒

于解剖盘无液体部分，使用解剖针从胸部插入果蝇身体，将其仰面固定住，全部

固定好后连同解剖针将果蝇移至液体中，保证果蝇完全浸没于缓冲液中； 

4）先使用解剖镊将果蝇口器拔除，再从空洞处将脑子的外壳向两侧撕扯开，

剥离果蝇头部外壳、复眼和脂肪组织，使得大脑完全暴露的同时保留与身体的连

接部分； 

5）将解剖好的果蝇转移到装有 PBS 缓冲液的 1.5 mL 离心管中置于冰上，相

同基因型果蝇放在一起，约 10-15 只每管； 

6）待全部果蝇解剖完毕后弃去 PBS 缓冲液，每管加入 1 mL 4%组织细胞固定

液，将离心管固定于旋转培养器上，室温固定 45 分钟。 

7）弃去固定液，每管加入 1 mL 1×PBT 溶液洗去残余固定液，室温混匀 10

分钟，此过程重复三次，最后加入 PBS 缓冲液； 

8）将固定后的果蝇和少量 PBS 缓冲液重新转移到解剖盘上，将大脑与身体

分离，对大脑上附着的脂肪和丝状物进行进一步的清理，将完成精细解剖的果蝇

大脑转移到装有 PBS 缓冲液的 0.6 mL 离心管中； 

9）使用 PBT 配制一抗溶液，加入 5%NDS 和适当稀释比例的一抗； 

10）弃去 PBS 后每管加入约 50 mL 一抗溶液，置于 4℃冰箱中的摇床上过夜

孵育，取出后先于室温放置 20 分钟，回收一抗，再用 PBT 清洗三次，每次 10 分

钟； 

11）使用于一抗相同方法配制二抗溶液，每管加入约 50 mL 二抗溶液，避光
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室温孵育 2小时，使用 PBT 清洗三次，每次 10 分钟，最后加入适量 PBS； 

12）在载玻片上标记好样品基因型、年龄、抗体信息和实验日期，贴上空心

垫圈，在中央滴加一滴含 DAPI 抗荧光猝灭封片液，使用解剖镊将果蝇大脑转移

到封片液中，调整大脑位置并是其全部正面/背面朝上，盖上盖玻片后在边缘轻

轻涂上适量指甲油，待晾干后存放于玻片盒中，于 4℃保存； 

13）使用 Nikon A1 正置激光扫描共聚焦显微镜对样品进行拍摄。 

 

2.2.3 果蝇头部蛋白质免疫印迹（Western Blot） 

 1）在冰上使用 RIPA（中）配置裂解液，加入超级核酸酶和蛋白酶抑制剂； 

 2）根据平衡子表型挑选杂交后代中的目的基因型果蝇，于所需年龄麻醉后转

移到 15 mL 离心管中，冻存在-80℃冰箱； 

 3）在冰盒中装入干冰，并在干冰上放铺上一张纸，将装有果蝇的离心管从-

80℃冰箱取出，立即剧烈敲击桌面 5~10 次，将果蝇头部与身体分离，随即将果

蝇从离心管中倒在滤网上，使果蝇头部通过筛网收集在垫在干冰上的纸张上，而

身体部分由于体积更大不通过滤网而被弃去； 

 4）对过筛的果蝇头部使用毛刷进一步进行分选和计数，收集于 1.5 mL 离心

管中，各基因型约 50 只，加入裂解液，每个脑子 1.5 μL，静置约 30 分钟； 

 5）裂解后的样品在 4℃，13000rpm 离心 10 分钟，取上清液； 

 6）超声处理上清液，4℃，13000rpm 离心 10 分钟，再次取上清液； 

 7）通过 BCA 定量试剂盒对蛋白质进行定量； 

 8）配置煮样体系，用裂解液将蛋白溶液稀释至相同浓度，LDS：DTT：蛋白

样品=5：2：13； 

 9）95℃金属浴 10 分钟； 

 10）准备电泳缓冲液，根据目的蛋白大小选择合适的 PAGE胶和蛋白marker，

对样品进行上样，两侧用 35%LDS DTT 压槽，上样完成后建立冰浴环境开始跑

胶至 marker 跑到合适位置； 

 11）根据实验需求和目的蛋白性质选择使用干转或湿转方法进行转膜； 

 12）将转好的膜转移至小盒子中用快速封闭液进行封闭，在摇床上缓慢摇晃

1 小时； 
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 13）封闭好的膜用 TBST 洗三次，每次 5 分钟； 

 14）使用通用抗体稀释剂稀释一抗，加入到装有膜的盒子中，4℃摇床孵育过

夜； 

 15）回收一抗保存于 4℃，用 TBST 洗膜三次，每次 5 分钟； 

 16）用抗体稀释液配制二抗，加入到盒子中，室温孵育 1 小时，TBST 洗膜

三次，每次 5 分钟； 

 17）1：1 配制发光液，将膜充分浸泡在发光液中，转移至 eblot 样品台上进

行曝光； 

 18）若需孵育其它抗体，加入 10 mL 抗体剥离液洗脱 30 分钟，用 TBST 洗

膜三次，每次 5 分钟，重复封闭、抗体孵育、显影步骤。 

 

2.2.4 果蝇寿命统计 

 1）每日收集目的基因型的杂交子代果蝇，雌雄分开放置在装有含酵母果蝇培

养基的培养管中，每管约 20 只，记录基因型和羽化日期； 

 2）每 3 天将果蝇转移到新的培养管中，并记录死去的果蝇数目； 

 3）待果蝇全部死亡后，汇总数据绘制生存曲线。 

 

2.2.5 果蝇爬管实验 

 1）提前准备无酵母培养基，配方同表 2-4 果蝇培养基配方，不添加酵母粉； 

 2）每日收集目的基因型的杂交子代果蝇，雌雄分开放置在装有含酵母果蝇培

养基的培养管中，25℃培养，在进行爬管实验前 12-24 小时将果蝇麻醉，以每管

10 只分装到装有无酵母培养基的培养管中，25℃培养； 

 3）将待检测果蝇倒入爬管设备[42]的透明管中，安装于检测设备上，记录实

验时间、果蝇性别、年龄、基因型和放置顺序； 

 4）安装 DV，保证视野内包含整个塑料管且底部处于同一水平线； 

 5）设置设备程序为每隔 10 秒连续震动三次，通过剧烈的上下震动将果蝇全

部震落到透明管底部，视频记录果蝇从管底向上攀爬的过程，此过程重复三次； 

 6）通过视频剪辑软件截取视频中果蝇从管底开始爬行 5 秒后的位置截图； 

 7）利用 RflyDetection 软件对截图中的果蝇爬行距离进行测量，每管 10 只果
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蝇的爬行距离取平均值，记录测量结果[42]。 

 

2.2.6 果蝇头部蛋白免疫沉淀-质谱分析（IP-MS） 

 1）组织裂解、蛋白质提取和蛋白质浓度测试步骤同 Western Blot 实验； 

 2）磁珠预处理：取适量 Anti-GFP 琼脂糖磁珠混悬液至 1.5 mL 离心管中，使

用磁性分离器弃去上清液，加入与悬浮液等体积的平衡缓冲液（50 mM Tris，0.15 

M NaCl，pH 7.4），反复吹打充分混匀，磁性分离弃上清，重复两至三次； 

 3）向磁珠中加入蛋白样品，置于旋转培养器上室温孵育 1 小时； 

 4）磁性分离取出上清，使用磁珠体积 5 倍的洗涤缓冲液（50 mM Tris，0.15 

M NaCl，pH 7.4）清洗磁珠，磁性分离弃上清，重复两至三次，得到目的蛋白与

靶蛋白和磁珠的复合物； 

 5）采用变性洗脱方法，向磁珠中加入等体积的 2× SDS-PAGE Loading Buffer，

混匀后 95℃金属浴 10 分钟，磁性分离收集上清液，用于后续 SDS-PAGE 检测和

质谱检测。 

 

2.2.7 Mito-Tracker 果蝇脑组织线粒体染色 

 1）使用 DMSO 配制 200 μM 储存液，保存于-20℃； 

 2）使用 PBS 将储存液 1：1000 稀释至 200 nM 工作液，37℃预热； 

 3）在 PBS中解剖约 5只雄性果蝇大脑，转移到装有Mito-Tracker Red CMXRos

溶液的 0.6 mL 离心管中； 

 4）瞬时离心使果蝇大脑完全浸入溶液中，在摇床上室温避光孵育 5 分钟； 

 5）弃去 Mito-Tracker 工作液，使用 PBS 清洗一次果蝇大脑； 

 6）在载玻片上标记好样品基因型、年龄、抗体信息和实验日期，贴上空心垫

圈，在中央滴加适量 PBS 缓冲液，使用解剖镊将果蝇大脑转移到垫圈中央，调

整大脑位置并是其全部背面朝上，盖上盖玻片后再边缘轻轻图上适量指甲油； 

 7）制片完成后立即使用 Nikon A1 正置激光扫描共聚焦显微镜对样品进行拍

摄。 
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2.2.8 果蝇头部总 RNA 提取 

 1）根据平衡子表型挑选杂交后代中的目的基因型果蝇，于所需年龄麻醉后转

移到 15 mL 离心管中，冻存在-80℃冰箱； 

 2）在冰盒中装入干冰，并在干冰上放铺上一张纸，对实验环境使用 75%乙

醇或 RNase-away 试剂进行清洁，去除 RNA 酶； 

 3）将装有果蝇的离心管从-80℃冰箱取出，立即剧烈敲击将果蝇头部与身体

分离，过筛使果蝇头部收集在垫有干冰的纸张上； 

 4）对过筛的果蝇头部使用毛刷进一步进行分选和计数，收集于 1.5 mL 离心

管中，约 50 个果蝇头每管； 

 5）每管加入 1 mL Trizol，使用手持式组织研磨仪进行研磨，静置 5 分钟； 

 6）加入 200 μL 三氯甲烷，缓慢上下颠倒混匀。静置 5 分钟； 

 7）12000rpm，4℃离心 15 分钟，液体分成上层水相、下层有机相和中间层；

将上层水相转移到新的 1.5 mL 离心管中； 

8）以 1：1 比例向水相中加入异丙醇，充分混匀后在冰上静置 30 分钟； 

9）12000rpm，4℃离心 10 分钟，得到白色胶状沉淀，弃上清； 

10）加入 500 μL 75%乙醇重悬沉淀，7500g，4℃离心 5 分钟; 

11）重复步骤 10）两次 

12）弃去上清，7500g，4℃离心 5 分钟; 

13）弃去上清，开盖在超净台晾干 15 分钟； 

14） 加入 30 μL RNase-free ddH2O 溶解 RNA，55℃水浴 10 分钟，使用

NanoDrop 测定 RNA 浓度和纯度； 

15） 提取的 RNA 立即反转录或保存于-80℃。 

 

2.2.9 RNA 反转录 

 1）使用天根 FastKing 一步法除基因组 cDNA 第一链合成预混试剂，实验方

法参考试剂盒说明书； 

 2） 将模板 RNA 在冰上解冻，5× FastKing-RT SuperMix 和 RNase-Free ddH2O

在室温解冻，解冻后迅速置于冰上。使用前将每种溶液涡旋振荡混匀，瞬时离心； 

 3）在冰上配置反转录体系，如下表所示； 
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表 2-8 反转录反应体系 

组分 体积 

5× FastKing-RT SuperMix 4 μL 

Total RNA 1.5 μg 

RNase-Free ddH2O 补足到 20 μL 

 4）使用 PCR 仪运行反转录程序，如下表所示； 

表 2-9 反转录程序 

反应温度 反应时间 

42℃ 15 分钟 

95℃ 3 分钟 

 5)反转录得到的 cDNA 保存于-80℃。 

 

2.2.10 实时荧光定量 PCR 

 1) 本实验采用 SYBR® Green Realtime PCR Master Mix 试剂盒，实验方法参

考说明书； 

 2）根据目的基因设计引物，本研究使用到的引物如下表所示； 

表 2-10 引物序列 

引物名称 引物序列 

act5C-F AGGCCAACCGTGAGAAGATG 

act5C-R GGGGAAGGGCATAACCCTC 

cnc-F GTTTTCAAGCTCACCACCAAT 

cnc-R TCGCTGCTTCTTCTTCTCCTG 

CG17544-F GTACTATGCTCTGACGCGCT 

CG17544-R GGTGGTCATGTGCTTCTCCA 

acox3-F TGCAGCCAACATCTACGATGA 

acox3-R CGCTCACGGTACTCTTCCAA 

FASN1-F CGCTCCACTCCAAGAACTCG 

FASN1-R CAGGTTTAGTTGTAGGGGCTAGA 

 3）将 cDNA、SYBR Green Realtime PCR Master Mix 和引物于冰上解冻，引

物稀释至 10 μM； 
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 4）如下表所示配置反应液，将除样品外的组分预混后分装到各孔中再加入样

品； 

表 2-11 实时定量 PCR 体系 

组分 体积 

ddH2O 6.4 μL 

SYBR Green Realtime PCR Master Mix 10 μL 

上游引物（10 μM） 0.8 μL 

下游引物（10 μM） 0.8 μL 

样品溶液 2 μL 

 5）每个样品分别检测目的基因和内参基因，各设置三个复孔，在冰上的 96

孔 PCR 板中进行加样，振荡混匀后，离心避免液体残留在管壁上； 

 6）运行 PCR 程序，95℃ 30 秒-[95℃ 5 秒-57℃ 15 秒-72℃ 30 秒]循环 40 次

-95℃ 60 秒-55℃ 30 秒-72℃ 30 秒； 

 7）用ΔΔCt 法对 qPCR 数据进行处理。 
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三、研究结果 

3.1 构建分别在神经元和胶质细胞中表达 uN2CpolyG 蛋白的果蝇 NIID 模型 

据报道，在神经元核内包涵体疾病（NIID）患者的神经系统、泌尿系统和皮

肤组织的神经元、星形胶质细胞、肾小管细胞等细胞类型中均能够检测到嗜酸性

核内包涵体。现有研究表明 uN2CpolyG 蛋白毒性是 NIID 的主要致病因素，但目

前对于 uN2CpolyG 蛋白在不同类型细胞中表达对疾病发生的作用尚不明确。 

已报道的 NIID 果蝇模型证明在果蝇中全身性表达 uN2CpolyG 蛋白能够模

拟 NIID 的主要病理表型和行为学表型，包括 p62 和泛素阳性聚集体的形成、运

动能力减退以及寿命的缩短。本研究在此基础上使用神经元特异性 GAL4 品系

GMR57C10-GAL4 和胶质细胞特异性 GAL4 品系 repo-GAL4 分别与已报道的

UAS-GFP、UAS-uN2C-GFP （带有 9×GGC 重复扩增的 NOTCH2NLC 上游开放阅

读框融合 GFP 蛋白序列)、UAS-uN2CpolyG-GFP（带有 100×GGC 重复扩增的

NOTCH2NLC 上游开放阅读框融合 GFP 蛋白序列）品系果蝇进行杂交，得到能

够在神经元或胶质细胞中特异性表达目的蛋白的如下基因型子代果蝇：

GMR57C10>GFP，GMR57C10>uN2C-GFP，  GMR57C10>uN2CpolyG-GFP，

repo>GFP，repo>uN2C-GFP，repo>uN2CpolyG-GFP (图 3-1)。 
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蘑菇体（mushroom body, MB）是果蝇大脑中的一对神经元组成的结构，包

含大约 2200 个 Kenyon 细胞，负责嗅觉学习和记忆处理，功能上类似于哺乳动

物的海马体。Kenyon 细胞的细胞体聚集在果蝇大脑的后部，其轴突汇聚并向前

延伸形成 5 个叶状结构（lobe）。本研究选取神经元细胞核密集分布的蘑菇体后

部所在区域作为主要观察对象（图 3-2），对于目的蛋白的形态以及病理特征进行

检测。 

为确定基因型构建是否成功，我们首先对细胞特异性表达目的蛋白的果蝇进

行了荧光成像和蛋白质水平的检测。由于目的蛋白均已携带绿色荧光蛋白（GFP），

对杂交后得到的神经元或胶质细胞特异性表达组果蝇进行大脑解剖、固定和细胞

核染色，制成封片后使用共聚焦显微镜进行观察，可见 GMR57C10>GFP 和

repo>GFP 基因型果蝇分别在神经元或胶质细胞中有 GFP 表达；无 GGC 重复扩

增的 GMR57C10>uN2C-GFP 和 repo>uN2C-GFP 基因型果蝇分别在神经元或胶

图 3-1 神经元或胶质细胞特异性表达 uN2CpolyG 蛋白 NIID 果蝇模型 

使用 GAL4/UAS 系统构建细胞特异性表达 uN2CpolyG 蛋白的果蝇品系。使用

GMR57C10-GAL4 品系分别和 UAS-GFP/uN2C-GFP/uN2CpolyG-GFP 杂交，在神经元

中特异性表达 GAL4 蛋白，GAL4 蛋白与 UAS 结合驱动下游目的蛋白表达。使用 repo-

GAL4 品系分别和 UAS-GFP/uN2C-GFP/uN2CpolyG-GFP 杂交，在胶质细胞中特异性

表达 GAL4 蛋白，GAL4 蛋白与 UAS 结合驱动下游目的蛋白表达 

图 3-2 果蝇大脑蘑菇体（Mushroom body）结构示意图 

分别展示从果蝇大脑前侧（Anterior）和后侧（Posterior）观察的蘑菇体形态，右图为左

图虚线区域局部放大图像，右下角白色直线为标尺，标尺代表实际长度 50  μm（左图）

或 30 μm （右图） 
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质 细 胞 中 有 相 对 较 弱 的 GFP 表 达 ； GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 和

repo>uN2CpolyG-GFP 基因型果蝇均能够形成聚集体，但是在形态上具有差异，

前者形成的聚集体较小，后者形成的聚集体较大且形状不规则（图 3-3A）。随后

进一步通过蛋白质免疫印迹实验检测到了以上基因型果蝇中均有相应的 GFP、

uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白表达（图 3-3B）。 

以上 GFP 融合蛋白荧光成像和蛋白质免疫印迹实验结果证明本研究成功构

建在神经元或胶质细胞中特异性表达 GFP/uN2C-GFP/uN2CpolyG-GFP 蛋白的果

蝇模型，可用于后续对于细胞特异性 uN2CpolyG 蛋白对 NIID 疾病发生发展影响

的研究。 

3.2 果蝇神经元或胶质细胞特异性表达 uN2CpolyG 的病理特征检测 

NIID 患者组织切片免疫荧光染色结果显示嗜酸性核内包涵体为 p62 和泛素

阳性。在此前的小鼠和果蝇 NIID 模型中也检测到了 p62 和泛素阳性核内包涵体

的形成[22, 23]。为验证在果蝇中的神经元和胶质细胞特异性表达的 uN2CpolyG 是

否具有 NIID 包涵体的主要病理特征，我们分别对神经元和胶质细胞中表达

uN2CpolyG 形成的聚集体进行了 Ref(2)P (果蝇中的 p62)和泛素免疫荧光染色。 

图 3-3 果蝇神经元或胶质细胞来源 uN2CpolyG 蛋白表达情况 

A ， 神 经 元 特 异 性 表 达 的 GMR57C10>GFP ， GMR57C10>uN2C-GFP ， 

GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 与胶质细胞特异性表达的 repo>GFP，repo>uN2C-GFP，

repo>uN2CpolyG-GFP 果蝇的 GFP 荧光共聚焦成像结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，

蓝色信号展示 DAPI 染色的细胞核，右下角白色直线为标尺，代表实际长度 20 μm；B，

蛋白质免疫印迹实验（Western Blot）检测相应基因型果蝇的GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-

GFP 蛋白表达情况，以 β-actin 作为内参蛋白 
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经过 Ref(2)P 和泛素免疫共染色实验，我们在 GMR57C10>uN2CpolyG-GFP

果蝇脑组织中观察到聚集体与 Ref(2)P 和泛素的共定位现象（图 3-4）。 

由于 repo>uN2CpolyG-GFP 果蝇的聚集体信号较强，为避免荧光信号串扰，

我们选择激发光波长与 GFP 距离较远的荧光通道分别进行 Ref(2)P 和泛素免疫

荧光染色，可见 Ref(2)P 与 uN2CpolyG 聚集体以及泛素与 uN2CpolyG 聚集体的

共定位，皮尔逊相关性分析结果显示 uN2CpolyG-GFP 与 Ref(2)P 和泛素有显著

的相关性，而在对照组中这两组信号无显著相关性(图 3-5)。 

以上结果表明，神经元和胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白的果蝇模型均能够

模拟 NIID 患者中发现的主要聚集体病理特征。 

图 3-4 神经元表达的 uN2CpolyG 蛋白与 p62 和泛素共定位 

神经元特异性表达 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白的果蝇大脑 Ref(2)P 与泛

素（Ubiquitin）免疫荧光染色结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，红色信号为 Ref(2)P

抗体信号，紫色信号为 Ubiquitin 抗体信号，蓝色信号展示 DAPI 染色的细胞核，白色

箭头指示 uN2CpolyG 聚集体与 Ref(2)P 和 Ubiquitin 共定位信号，右下角白色直线为标

尺，代表实际长度 5 μm 
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3.3 果蝇神经元或胶质细胞特异性表达 uN2CpolyG 蛋白的行为学检测 

NIID 的全身性症状包括对患者寿命以及运动能力的影响，先前的研究表明

在小鼠和果蝇模型中也均能够检测到此表型，果蝇中全身性表达 uN2CpolyG 会

导致显著的寿命缩短和年龄依赖性的运动能力丧失[22]。为探究特异性在神经元

图 3-5 胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白与 p62 和泛素共定位 

A，胶质细胞特异性表达 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白的果蝇大脑 Ref(2)P 免

疫荧光染色结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，紫色信号为 Ref(2)P 抗体信号，蓝色信

号展示 DAPI 染色的细胞核，白色箭头指示 uN2CpolyG 聚集体与 Ref(2)P 共定位信号，

右侧为皮尔森相关系数分析结果；B，胶质细胞特异性表达 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-

GFP 蛋白的果蝇大脑 Ubiquitin 免疫荧光染色结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，紫色

信号为 Ubiquitin 抗体信号，蓝色信号展示 DAPI 染色的细胞核，白色箭头指示

uN2CpolyG 聚集体与 Ubiquitin 共定位信号，右侧为皮尔森相关系数分析结果。皮尔森

相关系数分析结果先进行正态检验，符合正态分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不

符合正态分布使用 Kruskal-Wallis 统计检验方法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，

***表示 p 值＜0.001，****表示 p 值＜0.0001。免疫荧光图右下角白色直线为标尺，代

表实际长度 10 μm 
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或胶质细胞表达 uN2CpolyG 是否会产生寿命和运动能力的影响，并比较不同毒

性蛋白来源对于果蝇个体的寿命和运动能力影响是否存在差异，本研究统计了各

基因型果蝇的寿命和不同日龄的运动能力。 

我们分别统计和绘制了各基因型雌、雄果蝇成虫（n＞200）的生存曲线并进

行统计分析，结果显示在神经元中表达 uN2CpolyG 蛋白的果蝇出现显著的寿命

缩短表型，而在胶质细胞中表达 uN2CpolyG 蛋白也会导致果蝇寿命的缩短，但

影响程度显著低于神经元表达组（图 3-6 ）。雌性 GMR57C10>GFP 、

GMR57C10>uN2C-GFP、GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 果蝇的寿命中位数分别是

96 天、90 天和 30 天，repo>GFP、repo>uN2C-GFP、repo>uN2CpolyG-GFP 果

蝇的寿命中位数分别为 72 、 54 和 54 天；雄性 GMR57C10>GFP 、

GMR57C10>uN2C-GFP、GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 果蝇的寿命中位数分别是

66 天、66 天和 18 天，repo>GFP、repo>uN2C-GFP、repo>uN2CpolyG-GFP 果

蝇的寿命中位数分别为 57、42 和 48 天，表明神经元表达 uN2CpolyG 蛋白对果

蝇寿命的影响比胶质细胞表达该蛋白更为显著。 

在运动能力上，本研究采用快速迭代背地性检测方法对果蝇成虫的攀爬行为

进行检测从而评估运动能力[42]。根据基因型、性别和年龄进行分组，分别对 1 日

龄、3 日龄、10 日龄、20 日龄和 40 日龄（仅胶质细胞组）的雌、雄果蝇攀爬能

图 3-6 果蝇胶质细胞或神经元表达 uN2CpolyG-GFP 组与对照组生存曲线 

雄性神经元表达组（左上）、雄性胶质细胞表达组（右上）、雌性神经元表达组（左下）、

雌性胶质细胞表达组（右下）果蝇生存曲线。样本量各基因型各性别大于 200 只，统计

方法采用 Log-rank（Mantel-Cox）检验，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表

示 p 值＜0.001，****表示 p 值＜0.0001 
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力进行检测，测定其 5s 内的纵向攀爬距离。实验结果显示 1 日龄和 3 日龄果蝇

中表达 uN2CpolyG 蛋白对运动能力无显著影响。GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 果

蝇在 10 日龄的时候相比较于对照组开始出现显著的运动能力下降，在第 20 天几

乎丧失运动能力；雄性 repo>uN2CpolyG-GFP 果蝇截至 40 天未检测到显著的运

动能力下降，而雌性在 40 天出现运动能力的下降（图 3-7）。 

对各基因型果蝇以 1 日龄果蝇的攀爬速度对后续时间点的攀爬速度进行归

一化处理，得到运动能力指数（Performance Index, PI）。结果显示整体上果蝇运

动能力随年龄增长而下降，神经元中表达 uN2CpolyG 蛋白在果蝇羽化 10 天后导

致运动能力的显著下降，并且与对照组产生显著差异。胶质细胞表达组雄性果蝇

在 20 日龄和 40 日龄时分别出现 repo>uN2CpolyG-GFP 与 repo-GFP 和

repo>uN2C-GFP 的 PI 显著性差异。雌性胶质细胞表达组果蝇在 10 日龄时出现

repo>uN2CpolyG-GFP 与对照组果蝇的显著性差异；从 20 日龄开始出现

图 3-7 果蝇胶质细胞或神经元表达 uN2CpolyG-GFP 组与对照组攀爬能力统计 

采集雌性、雄性神经元表达组果蝇 1、3、10、20 日龄攀爬数据，雌性、雄性胶质细

胞表达组果蝇 1、3、10、20、40 日龄攀爬数据，记录被震落到透明塑料管底部的果

蝇在 5s 内的垂直攀爬距离进行统计分析。样本量各基因型各性别大于 70 只，统计方

法为先进行正态检验，符合正态分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不符合正态分

布使用 Kruskal-Wallis 统计检验方法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表示

p 值＜0.001，****表示 p 值＜0.0001 
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repo>uN2CpolyG-GFP 相较于 repo>GFP果蝇的 PI 显著性下降，而在 repo>uN2C-

GFP 与 repo>uN2CpolyG-GFP 之间则不存在显著性差异（图 3-8）。以上结果表

明胶质细胞中表达 uN2CpolyG 蛋白对果蝇运动能力的影响显著低于神经元表达

组。 

此外，由于在 NIID 患者胶质细胞中发现的核内包涵体主要集中于星形胶质

细胞，本研究还使用了星形胶质细胞特异性表达的 Alrm-GAL4 品系分别与 UAS-

GFP、UAS-uN2C-GFP、UAS-uN2CpolyG-GFP 品系进行杂交获得 Alrm> GFP、

Alrm>uN2C-GFP、Alrm>uN2CpolyG-GFP 基因型的果蝇，并对其进行了运动能力

检测。雄性 Alrm>uN2CpolyG-GFP 果蝇在 10 日龄时开始出现相较于对照组显著

的运动能力下降，雌性 Alrm>uN2CpolyG-GFP 果蝇在 1 日龄时检测到相较于对

照组的运动能力差异，40 日龄时开始出现相较于对照组显著的运动能力下降。PI

指数分析结果表明星形胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白在雄性 10 日龄、雌性 40

图 3-8 果蝇胶质细胞或神经元表达 uN2CpolyG-GFP 组与对照组运动能力指数折线图 

以各组别、各基因型 1 日龄果蝇的攀爬距离对后续时间点攀爬距离数据进行归一化处理

得到运动能力指数（Performance Index, PI），绘制折线图。统计方法为先进行正态检验，

符合正态分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不符合正态分布使用 Kruskal-Wallis 统计

检验方法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表示 p 值＜0.001，****表示 p 值

＜0.0001 
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日龄时导致果蝇的攀爬能力显著下降（图 3-9）。 

综上，胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白与神经元表达 uN2CpolyG 蛋白相比较

对于果蝇寿命以及运动能力的影响更低，这提示该蛋白对于不同类型细胞的毒性

可能存在差异，在神经元和胶质细胞中引起不同的下游通路响应。与此前报道的

全身性表达 uN2CpolyG 蛋白的寿命和运动能力检测结果相比较，神经元表达组

与全身性表达所产生的疾病表型更加贴近，推测在胶质细胞中可能存在抵抗

uN2CpolyG 蛋白毒性的机制，或存在不同于神经元为主导的疾病表型贡献。 

3.4 胶质细胞与神经元来源 uN2CpolyG 结合蛋白质谱分析 

通过上述实验，我们验证了神经元或胶质细胞特异性表达 uN2CpolyG 蛋白

的病理学特征和行为学表型差异。本研究希望进一步探究引起胶质细胞特异性

uN2CpolyG 蛋白表达模型寿命和运动能力表型较全身性或神经元表达组更弱的

原因，寻找参与该过程的关键蛋白，揭示背后的分子机制。 

图 3-9 星形胶质细胞表达 uN2CpolyG-GFP 与对照组果蝇攀爬能力统计 

A，采集雌性、雄性星形胶质细胞表达组果蝇 1、3、10、20、40 日龄攀爬数据，记录

被震落到透明塑料管底部的果蝇在 5s 内的垂直攀爬距离进行统计分析；B，以 1 日龄

果蝇的攀爬距离对各基因型后续时间点攀爬距离数据进行归一化处理得到 PI 指数，绘

制折线图。样本量各基因型各性别大于 100 只，统计方法先进行正态检验，符合正态

分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不符合正态分布使用 Kruskal-Wallis 统计检验方

法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表示 p 值＜0.001，****表示 p 值＜0.0001 
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在此前已发表的研究中，分别有研究者在 HEK293 细胞和 SY5Y 细胞中表

达 uN2CpolyG 与对照蛋白，采用免疫沉淀耦联质谱分析（IP-MS）鉴定该致病蛋

白的互作蛋白 [1, 23]。为了分别鉴定在果蝇模型中神经元和胶质细胞表达的

uN2CpolyG 蛋白的互作蛋白，并对比两者差异，本研究采用 IP-MS 方法对六组

基因型的果蝇样本进行了检测和分析。 

首先，我们通过分离果蝇头部并进行裂解获取总蛋白，使用抗 GFP 的磁珠分

别结合其中的 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白进行免疫沉淀，对于 GFP

磁珠免疫沉淀蛋白进行验证，结果显示磁珠成功结合到了含有GFP的目的蛋白。

随后，洗脱 GFP 磁珠结合蛋白作为质谱检测样品，SDS-PAGE 银染显示待测样

品中蛋白条带清晰且分布正常，各泳道行为差异不明显，存在一定程度的高丰度

蛋白（图 3-10）。 

经过蛋白质样品质控检验后，对共 6 组免疫沉淀样品进行质谱检测和搜库分

析，经数据过滤后共鉴定到 39119 个肽段、29937 个独特肽段（unique peptides）、

5289 个蛋白和 5249 个可定量比较的蛋白，将各基因型结果进行两两比对得到表

达上调和下调的蛋白（图 3-11）。 

图 3-10 果蝇 IP-MS 检测样本质控检测结果 

A，每个基因型收集大于 150 只 10 日龄雄果蝇成虫，分离果蝇头部进行裂解得到总

蛋白（input 组），用 GFP 磁珠免疫沉淀得到携带 GFP 标签的融合蛋白及其结合蛋白

（IP 组），对以上两组蛋白样本进行 Western Blot 实验检测各基因型相应 GFP、uN2C-

GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白，以 β-actin 作为内参；B，IP 组蛋白样品 SDS-PAGE 银

染实验结果，泳道 1-3：GMR57C10>GFP/uN2C-GFP/uN2CpolyG-GFP 果蝇 IP 样品，

泳道 4-6：repo>GFP/uN2C-GFP/uN2CpolyG-GFP 果蝇 IP 样品 
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随后，为了进一步鉴定这些差异蛋白相关的生物学功能从而揭示可能的差异

性调控机制，本研究对于筛选得到的差异蛋白进行了功能富集分析。GO 分类富

集分析对比胶质细胞表达的 repo>uN2CpolyG-GFP 组与神经元表达的

GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 组之间的差异蛋白，发现与线粒体和能量代谢相关

的蛋白显著上调（图 3-12）。 

图 3-11 胶质细胞与神经元来源 uN2CpolyG 蛋白 IP-MS 肽段鉴定与差异蛋白总览 

A，将质谱检测结果进行搜库分析，经数据过滤后鉴定到的肽段结果，其中鉴定肽段数

（Identified peptides）为 39119，鉴定独特肽段数（Unique peptides）为 29937，鉴定蛋白数

为 5289，可定量比较的蛋白数（Comparable proteins）为 5249；B，不同基因型样品两两比

较得到表达量上调和下调的差异蛋白分布柱状图，将蛋白在两个样本中的相对定量值之比作

为差异倍数（Fold Change，FC），以差异表达量变化超过 1.5 作为显著上调的变化阈值，小

于 1/1.5 作为显著下调的变化阈值 

图 3-12 果蝇 IP-MS 差异蛋白 GO 分析富集条形图 

对 repo>uN2CpolyG-GFP 和 GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 两组样本直接的差异表达蛋

白进行 GO 富集分析，使用富集条形图展示最显著富集的 20 个表达上调的功能，纵轴

为对应 GO 功能描述信息，横轴表示-Log10 转换的富集显著性 P value，数值越大代表

富集显著性越强，其中可见多条线粒体功能相关通路（红色方框标出） 
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差异蛋白聚类分析结果显示神经元表达组中GMR57C10>uN2CpolyG-GFP与

对照组之间细胞死亡和线粒体功能相关蛋白差异较胶质细胞组更为显著，

GMR57C10>uN2CpolyG-GFP与 repo>uN2CpolyG-GFP两组之间在线粒体和细胞

死亡相关功能蛋白中存在显著差异（图 3-13）。 

综上，IP-MS 结果表明胶质细胞和神经元来源的 uN2CpolyG 蛋白的互作蛋

白存在显著差异，并且差异蛋白集中在线粒体和细胞死亡相关通路中，提示该致

病蛋白可能引起了不同途径或不同程度的线粒体功能异常和细胞死亡，因此后续

实验主要聚焦于以上两个方向进行探究。 

3.5 比较胶质细胞和神经元表达 uN2CpolyG 蛋白引起的细胞死亡水平 

基于 IP-MS 结果中发现的细胞死亡通路蛋白组差异，以及此前研究中报道

图 3-13 果蝇 IP-MS 差异蛋白 GO 富集通路差异蛋白聚类热图 

A，对生物学功能为细胞死亡（GO：GO:0008219）的差异蛋白进行样本间比较，绘制聚

类热图；B，对生物学功能为线粒体呼吸链复合体组装（GO：0033108）的差异蛋白进

行样本间比较绘制聚类热图 
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的 NIID 细胞模型中致病蛋白的表达导致细胞死亡的结果[1]，本研究检测了神经

元和胶质细胞表达组中的细胞死亡情况。 

细胞凋亡是一种在物种间高度保守的细胞死亡形式，受到严格的程序性调控，

已被报道与多种神经退行性疾病相关，因此本研究选择对果蝇大脑中的细胞凋亡

情况进行检测[43]。在细胞凋亡通路中，外源或内源信号通过不同途径引起 Caspase

级联反应，汇聚到下游引起效应因子 caspase3 的激活导致其切割，故检测切割后

的 caspase3（cleaved caspase3）能够反映细胞凋亡的发生。 

由于运动能力检测结果表明在神经元 uN2CpolyG 表达组中 10 日龄果蝇即

发生显著的表型差异，我们首先通过免疫荧光染色检测了 10 日龄果蝇大脑中的

细胞凋亡情况。共聚焦显微成像结果显示在 GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 基因型

果蝇大脑中能够检测到相较于其他基因型显著更强的 cleaved caspase3 信号，表

明在神经元中表达 uN2CpolyG 蛋白在 10 日龄成虫中会导致细胞凋亡的显著增

加，而在胶质细胞中表达该蛋白则不影响细胞凋亡水平（图 3-14A）。随后蛋白

质免疫印迹结果也检测到了与免疫荧光一致的 GMR57C10>uN2CpolyG-GFP 组

cleaved caspase3 水平显著上调（图 3-14B）。 
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随后，为了明确胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白是否会在更晚的时间点导致

细胞凋亡增加的现象发生，本研究进一步对 20 日龄的果蝇的脑组织进行了

cleaved caspase3 免疫荧光染色。共聚焦荧光成像结果显示在神经元和胶质细胞

中表达 uN2CpolyG 蛋白均能引起细胞凋亡（图 3-15）。同时，我们也观察到凋亡

细胞并不局限于表达聚集体的细胞中，提示随着衰老过程，果蝇大脑整体的细胞

死亡增多。 

综上，胶质细胞和神经元中表达 uN2CpolyG 蛋白均会引起细胞凋亡，但在

胶质细胞中该现象的发生更晚，与行为学表型相符，即胶质细胞表达致病蛋白的

疾病进展相较于神经元表达组更慢。 

3.6 比较胶质细胞和神经元表达 uN2CpolyG 引起线粒体形态与功能差异 

根据质谱检测结果中发现的线粒体相关蛋白差异，本研究从线粒体途径进行

了初步探究。 

图 3-14 神经元表达 uN2CpolyG 蛋白引起 10 日龄果蝇大脑中细胞凋亡水平上升 

A，神经元或胶质细胞特异性表达 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白的 10 日龄

果蝇大脑 cleaved caspase3 免疫荧光染色结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，紫色信

号为 cleaved caspase3 抗体信号，蓝色信号展示 DAPI 染色的细胞；B， Western Blot 检

测 10 日龄果蝇头部蛋白样品的 cleaved caspase3 水平，以 β-actin 作为内参蛋白，免疫

荧光图右下角白色直线为标尺，代表实际长度 10 μm 

 

图 3-15 神经元或胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白引起 20 日龄果蝇大脑中细胞凋亡水平上升 

神经元或胶质细胞特异性表达 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 蛋白的 20 日龄果蝇大

脑 cleaved caspase3 免疫荧光染色结果，绿色信号展示 GFP 表达情况，紫色信号为 cleaved 

caspase3 抗体信号，蓝色信号展示 DAPI 染色的细胞，右下角白色直线为标尺，代表实

际长度 10 μm 
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首先，本研究使用了线粒体红色荧光探针 Mito-Tracker Red CMXRos 对活体

果蝇大脑中具有生物活性的线粒体进行标记并检测线粒体膜电位。染色结果显示

在神经元或胶质细胞中表达 uN2CpolyG 蛋白对线粒体的形态、数量、大小和线

粒体膜电位均未检测到显著的影响（图 3-16）。考虑到 NIID 作为一种神经退行

性疾病，对于线粒体的损伤程度可能较低且为年龄依赖性累积的，导致其无法通

过该探针检出。 

图 3-16 果蝇大脑的 Mito-Tracker Red CMXRos 染色与定量分析结果 

A，活体果蝇大脑 Mito-Tracker Red CMXRos 染色后的共聚焦荧光成像结果，绿色为

GFP 信号（由于组织未经过固定直接拍摄， repo>GFP 、 repo>uN2C-GFP 和

GMR57C10>uN2C-GFP 组 GFP 信号较弱），红色为线粒体荧光探针信号，右下角白色

直线为标尺，代表实际长度 10 μm；B，对荧光成像结果进行定量分析，统计线粒体数

目、大小和每个线粒体的平均荧光强度，样本量 n≥9，统计方法为先进行正态检验，

符合正态分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不符合正态分布使用 Kruskal-Wallis 统

计检验方法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表示 p 值＜0.001，****表示

p 值＜0.0001 
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本研究还选择了与氧化应激相关的关键基因进行实时荧光定量 PCR 实验

（qRT-PCR），探究这些关键分子的表达是否受到影响。其中 cnc 基因是 Nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2（Nrf2）同源基因；acox3 编码酰基辅酶 A 氧化

酶 3，参与脂肪酸 β-氧化；CG17544 是人类 acox3 同源基因；FASN1 编码脂肪酸

合成酶Ⅰ，参与糖原代谢和甘油三酯生物合成。研究结果显示 cnc、CG17544、acox3

和 FASN1 的表达在不同基因组之间均无显著差异（图 3-17）。 

综上，现有研究结果未发现胶质细胞与神经元表达 uN2CpolyG 蛋白对线粒

体形态、数量、膜电位和关键脂质氧化调控因子表达水平有影响。然而，由于 Mito-

Tracker Red CMXRos 探针染色和 qPT-PCR 实验的检测具有一定局限性，对于线

粒体的精细结构、代谢功能等方面仍有待进一步研究。 

  

图 3-17 qRT-PCR 检测氧化应激相关基因表达水平 

分别检测在神经元或胶质细胞中表达 uN2CpolyG 或对照组蛋白的果蝇头部 RNA 样品

中的 cnc、CG17544、acox3 和 FASN1 基因转录水平，以 act5C 作为内参，统计方法为

先进行正态检验，符合正态分布使用 One-way ANOVA 统计检验，不符合正态分布使

用 Kruskal-Wallis 统计检验方法，*表示 p 值＜0.05，**表示 p 值＜0.01，***表示 p 值

＜0.001，****表示 p 值＜0.0001 
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四、讨  论 

本研究创新性构建了分别在胶质细胞和神经元特异性表达 NIID 致病蛋白

uN2CpolyG 的果蝇模型，首次发现了神经元和胶质细胞表达 NIID 致病蛋白

uN2CpolyG 所导致的疾病表型差异，并且通过蛋白质组分析揭示了可能的生物

学机制并进行了初步的验证，对于后续针对该疾病的致病机制研究奠定了良好的

基础。 

然而，本研究尚有需要改进和后续深入研究的部分。 

首先，由于果蝇中的胶质细胞较人类大脑中占比较少，胶质细胞整体的目的

蛋白表达量相对神经元较低，可能导致对于个体疾病表型的影响存在差异。对此，

一方面可以使用其它由于核苷酸重复异常扩增所导致的神经退行性疾病模型，如

表达突变体 HTT（mHTT）蛋白的亨廷顿舞蹈症果蝇模型，比较细胞特异性的致

病蛋白表达导致的疾病表型是否存在差异，以此检验在本研究在 NIID 果蝇模型

中发现的现象是否为该疾病所特有；另一方面可引入哺乳动物模型，包括原代神

经元与胶质细胞和小鼠，对本研究中发现的表型差异进行验证。 

其次，胶质细胞中表达 uN2CpolyG 形成的聚集体从形态上较神经元中的聚

集体显著更大，其中部分聚集体体积达到单个细胞体积，并且能够观察到多个较

小的聚集体汇聚形成不规则形状的大聚集体，该现象尚需在哺乳动物系统中进行

验证。对于可能导致这种差异的机制还有待进一步对于聚集体动态形成过程以及

精细结构进行探究。 

再次，本研究中使用 IP-MS 实验对 GFP、uN2C-GFP、uN2CpolyG-GFP 的结

合蛋白进行了质谱分析，得到了与上述蛋白发生互作或结合的蛋白质，但对于较

弱或短暂的互作蛋白可能无法捕捉到。为了更加全面的了解胶质细胞或神经元特

异性表达 uN2CpolyG 蛋白对果蝇整体蛋白质表达水平的影响，对于总蛋白的质

谱分析能够补充部分信息，指导进一步的机制探究。 

此外，本研究中检测到了 10 日龄和 20 日龄果蝇大脑中的细胞凋亡情况，发

现了神经元和胶质细胞表达 uN2CpolyG 蛋白所导致的细胞凋亡发生时间和程度

存在差异。在此基础上尚需明确以下三点：一是细胞凋亡发生的时期以及各时期

对应的凋亡水平；二是表达 uN2CpolyG 蛋白是否会导致其它形式的细胞死亡，
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如有发生则需检测在神经元和胶质细胞表达时是否存在差异；三是可以鉴定发生

细胞死亡的细胞类型，了解致病蛋白导致细胞死亡是由内源性表达的致病蛋白所

致，还是由细胞间信号传导或组织微环境改变所致。通过遗传学方法引入细胞死

亡的标记系统也能够对细胞死亡的发生进行实时和永久的标记，更加准确地记录

细胞死亡的发生[44]。 

同时，针对线粒体相关功能差异的初步研究结果尚未发现显著差异。由于荧

光探针活体染色易受到实验操作影响，采用遗传学手段引入带荧光标记的线粒体

能够优化线粒体标记效果。此前在 NIID 果蝇研究中通过透射电镜观察到了线粒

体形态的异常[22]，透射电镜相较于本研究中采用的 Mito-Tracker Red CMXRos 线

粒体探针对线粒体形态、大小的观察更加精细，有助于补充本研究中可能被忽视

的细节差异。考虑到质谱结果中线粒体呼吸链复合物相关通路差异蛋白富集结果，

后续可以通过 Seahorse 技术实时高通量检测线粒体代谢功能，实现对线粒体功

能更为全面的检测。 

总体上，本研究中发现了 NIID 果蝇模型中胶质细胞表达致病蛋白不同于神

经元表达的疾病表型以及聚集体结合蛋白组学的差异，具体机制还有待进一步的

研究。本研究为 NIID 疾病中不同来源致病蛋白的差异性影响以及胶质细胞潜在

的抵抗致病蛋白毒性机制研究提供了思路，启发针对不同类型细胞及特定通路的

潜在治疗方案。此外，结合在 NIID 患者中发现聚集体检出的细胞类型存在个体

差异，神经元与胶质细胞表达的聚集体差异可能与疾病的分型相关，能够指导后

续的精准化治疗。 
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