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苗璐 1， 李傅尧 1， 魏明清 1， 李婷 1， 倪敬年 1， 李可心 2， 时晶 1

（北京中医药大学东直门医院 1. 脑病三科， 2. 国际部， 北京 100010）

摘要 ： 目的　通过在Neuro-2a细胞中构建稳定表达TDP-43A315T的肌萎缩侧索硬化（ALS）体外模型，以

期为药物筛选和致病机制的研究提供实验基础。方法　通过慢病毒介导的转染技术，在Neuro-2a细胞株中构建

稳定表达野生型TDP-43与TDP-43A315T突变型的细胞株。该研究设置3个分组，分别为空载组 （GFP-Control

组，简称GL组）转染质粒pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMVMCS-3xFLAG-WPRE；对照组（野生型人类

TDP-43序列，简称WT组）转染质粒pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-TARDBP-3xFLAG-WPRE；模

型组 （人类TDP-43A315T突变序列，简称M组） 转染质粒pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-TARDBP

（A315T） -3xFLAG-WPRE。采用CCK-8法和腺苷三磷酸 （ATP） 含量检测评估细胞活力与能量代谢；通过

Western blotting检测和免疫荧光染色实验分析TDP-43的亚细胞定位、剪切片段形成、泛素化聚集及凋亡相关蛋

白的表达；利用生化试剂盒检测氧化应激相关酶活性变化。结果　GL组、WT组ATP蛋白相对表达量均高于M

组（P <0.05）。M组的cleaved Caspase-3、B淋巴细胞瘤-2基因相关启动子、Bcl-2相关X蛋白的表达量均高于

GL组及WT组 （P <0.05）。M组TDP-43免疫荧光染色在细胞质中的占比高于WT组 （P <0.05）。M组细胞质

TDP-43蛋白水平高于WT组（P <0.05）。M组5、15、20 μmol/L过氧化氢干预后细胞存活率均高于GL组、WT

组（P <0.05），40、50 μmol/L过氧化氢干预后细胞存活率均低于GL组、WT组（P <0.05）。M组T-AOC、T-

GSH均高于GL组、WT组（P <0.05）。M组Nrf2、HO-1表达水平均低于WT组、GL组（P <0.05）。结论　该

研究成功构建了1个稳定表达和典型病理特征的TDP-43A315TNeuro-2a细胞模型。TDP-43A315T突变通过诱导线粒

体功能障碍、细胞凋亡、TDP-43蛋白病理改变及氧化应激防御系统失调，协同导致神经元损伤，为解析ALS发

病机制及药物筛选提供了体外研究工具。
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mislocalization and aggregation of TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) coupled with its nuclear clearance. The 

TDP-43A315T mutation is a well-established pathogenic mutation. This study aimed to construct a stable in vitro ALS 

model by expressing human TDP-43A315T in Neuro-2a cells to facilitate new drug development and genetic screening.  

 Methods  Lentivirus-mediated transduction was used to establish stable Neuro-2a cell lines expressing either wild-

type (WT) or A315T mutant human TDP-43 (hTDP-43). The study established three groups: the empty vector group 

(GFP-Control group, abbreviated as GL group) transfected with the plasmid pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-

MCS-3xFLAG-WPRE; the control group (wild-type human TDP-43 sequence, abbreviated as WT group) transfected 

with the plasmid pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-TARDBP-3xFLAG-WPRE; and the model group (human 

TDP-43 A315T mutant sequence, abbreviated as M group) transfected with the plasmid pSLenti-EF1-EGFP-P2A-

Puro-CMV-TARDBP (A315T)-3xFLAG-WPRE. Cell viability and energy metabolism were assessed using CCK-8 

assay and ATP level measurement. The subcellular localization of TDP-43, formation of cleaved fragments, 

ubiquitinated aggregates, and expression of apoptosis-related proteins were analyzed by Western Blotting and 

immunofluorescence staining. Activities of key enzymes related to oxidative stress were measured using biochemical 

assay kits.  Results  The relative expression of ATP protein in the GL and WT groups was higher than that in the M 

group (P < 0.05). The expression levels of cleaved Caspase-3, BAD, and BAX in the M group were higher than 

those in the GL and WT groups (P < 0.05). The proportion of cytoplasmic TDP-43 immunofluorescence staining in 

the M group was higher than that in the WT group (P < 0.05), and the cytoplasmic TDP-43 protein level was also 

higher in the M group than in the WT group (P < 0.05). After exposure to 5, 15, and 20 μmol/L hydrogen peroxide 

(H2O2), the cell viability in the M group was higher than that in the GL and WT groups (P < 0.05), whereas after 40 

and 50 μmol/L H2O2 exposure, cell viability in the M group was lower than that in the GL and WT groups (P < 0.05). 

The levels of total antioxidant capacity (T-AOC) and total glutathione (T-GSH) in the M group were higher than 

those in the GL and WT groups (P < 0.05). In contrast, the expression levels of Nrf2 and HO-1 in the M group were 

lower than those in the WT and GL groups (P < 0.05).  Conclusion  A stable TDP-43A315T Neuro-2a cell model with 

typical pathological features was successfully established. The TDP-43A315T mutation induces mitochondrial 

dysfunction, apoptosis, pathological TDP-43 protein alterations, and dysregulation of the oxidative stress defense 

system, which collectively contribute to neuronal injury, providing an in vitro model for elucidating the pathogenesis 

of ALS and for drug screening.
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肌 萎 缩 侧 索 硬 化 症 （amyotrophic lateral 

sclerosis, ALS） 是一种进行性神经退行性病变，是

运动神经元病 （motor neuron disease, MND） 最常见

的临床表型，出现上运动神经元和/或下运动神经

元进行性丢失，导致肌肉进行性无力、肌肉萎缩，

包括呼吸肌无力相关呼吸衰竭等临床表现[1]。近年

来，随着分子生物学和基因技术的发展，ALS 研究

取得了显著进展。约 10% 的 ALS 患者是家族遗传，

目 前 已 发 现 超 过 40 个 ALS 相 关 基 因 ， 其 中

C9orf72[2]、SOD1[3]、TARDBP 和 FUS[4] 是最主要的致

病基因[5]。尽管 TARDBP 突变仅占家族性 ALS 患者

的 3%～5%[6]，在特发性 ALS 患者中不到 1%，但超

过 97% 的 ALS 患者 （包括散发性和家族性） 可以在

大脑和脊髓中找到 TDP-43 蛋白的细胞质包涵体，

同时存在 TDP-43 蛋白的异常聚集与核清除现象，

这是 ALS 的核心病理标志[7]。因此，TARDBP 基因

被认为是 ALS 生物学模型构建的候选基因。

在细胞中，TDP-43 蛋白主要定位于细胞核中，

并 在 细 胞 质 和 细 胞 核 之 间 穿 梭[8]。 而 在 病 理 条 件

下，TDP-43 蛋白从细胞核错位到细胞质，在细胞

质中磷酸化、泛素化、裂解和/或形成不溶性聚集

体，导致 RNA 代谢、蛋白质稳态、线粒体功能、

氧化应激、轴突转运和局部翻译的下游途径功能

障 碍[9]。 2008 年 GITCHO 等[10] 首 次 报 道 在 家 族 性

ALS 患者中发现 TDP-43A315T 突变，携带此突变的患

者表现出典型的 ALS 症状，而在 1 505 例健康对照

受试者中未发现该突变，确立了其与疾病的直接

因果关系，而非无害的多态性。在后续的研究中，

与其他一些可能表型较弱的突变相比，TDP-43A315T

突变能够引起 ALS 模型 TDP-43 蛋白的错误折叠和聚

集倾向[11]，并表现出活力下降等强烈的毒性表型。

ALS 细胞模型构建可选择使用诱导多能干细胞

（induced pluripotent stem cells, iPSC） 诱导分化运动

神经元[12]、小鼠原代神经元[13]、运动神经元样细胞
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NSC-34[14]、 小 鼠 神 经 母 细 胞 瘤 细 胞 （Neuro-2a, 

N2a） [15]、人胚胎肾细胞 HEK293T[16]等。NSC-34 细

胞具有神经元特征，但分化不均一、转染效率低，

难以获得稳定传代的突变模型[17]。因此本研究使用

Neuro-2a 细胞系构建 TDP-43A315T 突变体外模型，其

成本低、转染效率高、蛋白均一表达，从而有更好

的模型可重现性，便于新药物的开发或基因筛选。

1  材料与方法 

1.1　细胞培养　

Neuro-2a 细胞系购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。细胞培养使用 MEM （含 NEAA、10% 胎牛血

清、1% 青霉素-链霉素） 的 Neuro-2a 细胞专用培养

基 （武汉普诺赛生命科技有限公司，货号：CM-

0168），放入 37 ℃、5% 二氧化碳细胞培养箱 （美

国赛默飞世尔科技公司，Forma Steri-Cycle i160 CR 

CO2 培养箱），2～3 d 更换培养基 1 次，细胞融合度

达 80% 时传代。

1.2　慢病毒载体构建与稳定株筛选　

质粒构建方案为空载组 （GFP-Control 组，以

下 简 称 GL 组） 转 染 质 粒 pSLenti-EF1-EGFP-P2A-

Puro-CMVMCS-3xFLAG-WPRE；对照组 （野生型人

类 TDP-43 序 列 ， 以 下 简 称 WT 组） 转 染 质 粒

pSLenti-EF1-EGFP-P2A-Puro-CMV-TARDBP-3xFLA

G-WPRE；模型组 （人类 TDP-43A315T 突变序列，以

下 简 称 M 组） 转 染 质 粒 pSLenti-EF1-EGFP-P2A-

Puro-CMV-TARDBP （A315T） -3xFLAG-WPRE。通

过上海和元生物技术股份有限公司构建慢病毒包

装质粒并筛选稳定株，将 Neuro-2a 细胞按 30% 汇合

度 接 种到 6 孔板，12～20 h 后感染病毒，加 10 μL 

polybrene/孔 （1 mg/mL），最终在细胞样品中 polybrene

终浓度为 5 μg/mL。慢病毒感染 12～20 h 后换培养

基，每孔加入 2 mL 新鲜的培养基。72 h 后加入终浓

度 2 μg/mL puromycin 进行筛选，每隔 2～3 d 换液，

药物筛选约 2 周后获得稳定表达目的基因的细胞株。

1.3　CCK-8法及过氧化氢刺激实验　

将对数生长期的细胞消化、重悬，细胞铺板

密度为 2×104 个/孔，接种到 96 孔板中，每孔加入

100 μL 培养基或不同浓度过氧化氢溶液 （由 3% 过

氧化氢配制，上海赛徕克生物科技有限公司） 培

养 24 h 后弃原培养基，每孔加入 100 μL 高糖培养

基 （ 杭 州 思 拓 凡 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 货 号

SH30022.01） 及 10 μL CCK-8 试剂 （北京翱擎生物

科技有限公司，货号：AQ308），在 37 ℃，含 5%

二 氧 化 碳 培 养 箱 中 避 光 孵 育 90 min 后 ， 使 用

Varioskau LUX 多功能酶标仪 （美国赛默飞世尔科

技公司） 检测 450 nm 波长的光密度 （optical density, 

OD） 值并计算细胞存活率，细胞存活率＝[ （实验

孔吸光度－空白孔吸光度） / （对照孔吸光度－空

白孔吸光度） ]×100%。

1.4　腺苷三磷酸含量检测　

将对数生长期的细胞以 70% 密度接种于 6 孔板

中，检测前 PBS 洗 1 次，收集细胞置于冰上，根据

腺苷三磷酸 （adenosine triphosphate, ATP） 检测试剂

盒 （美 国 MedChemexpress 生 物 科 技 公 司 ， 货 号 ：

HY-K0314） 说明书进行裂解，使用多功能酶标仪测

定相对光单位，根据BCA蛋白定量归一化，比较各组

细胞内ATP 含量。

1.5　免疫荧光染色　

将细胞接种在 35 mm 共聚焦培养皿中，使其密

度 在 染 色 时 达 60%～80% 汇 合 度 。 PBS 冲 洗 1 遍 ，

4% 多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗 3 遍，5 min/遍，

10% 山 羊 血 清 常 温 封 闭 1 h， 加 入 TDP-43 一 抗

[ （human specific） Monoclonal antibody， Mouse， 1∶

10 000， 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ：

60019-2-Ig； Anti-Ubiquitin antibody， rabbit， 1∶

500， 上 海 艾 博 抗 贸 易 有 限 公 司 ， 货 号 ：

ab134953]， 4 ℃ 过 夜 后 ， PBS 洗 3 遍 ， 10 min/遍 ，

加 入 对 应 种 属 二 抗 ， 稀 释 比 例 为 1∶ 1 000 （Ms-

Alexa Fluor™594，美国英杰生命技术有限公司，货

号：A-11005；Rb-Alexa Fluor™594，美国英杰生命

技术有限 公 司 ， 货 号 ： A-11012） 室 温 孵 育 1 h，

后 PBS 洗 3 遍 ， 10 min/遍 ， 用 滴 加 抗 荧 光 淬 灭 剂

（含 DAPI） 封片染液 （上海碧云天生物技术股份有

限公司，货号：P0131） 核染色及封片，在 BZ-810

型显微镜 （中国基恩士有限公司） 下观察并采集

图像。所有步骤于避光条件下进行，以避免荧光

信号损失。荧光强度定量分析通过 Image J 软件完

成，每组重复 3 次，其中，TDP43 细胞质分布占比=

（细胞质区域总荧光强度/整个细胞区域总荧光强

度） ×100% 。
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1.6　Western blotting检测蛋白表达　

将达到 80% 汇合度的细胞收集，全蛋白使用

RIPA 裂解液 （上海碧云天生物技术股份有限公司，

货号：P0013B） 裂解，核质分离使用细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒 （上海碧云天生物技术

股份有限公司，货号：P0028），进行 BCA 蛋白定

量，取等量蛋白样品经 SDS-PAGE 电泳分离，转入

PVDF 膜，快速封闭液 （上海伯乐生命医学产品有

限公司，货号：12010020） 封闭 10 min，一抗孵育

4 ℃ 过 夜 [B 淋 巴 细 胞 瘤 -2 基 因 相 关 启 动 子 （Bcl-

2asociated death promoter, BAD）， rabbit， 1∶ 1 000，

上海艾博抗贸易有限公司，货号：ab32445；Bcl-2 相

关 X 蛋白 （Bcl-2-associated X protein, BAX），rabbit，

1∶ 2 000， 上 海 艾 博 抗 贸 易 有 限 公 司 ， 货 号 ：

ab32503；B 细胞淋巴瘤 （B-cell lymphoma-2, Bcl-2），

rabbit，1∶2 000，上海艾博抗贸易有限公司，货

号 ： ab32503； cleaved Caspase-3， rabbit， 1∶ 500，

上海艾博抗贸易有限公司，货号：ab32042；Ho-1，

rabbit，1∶5 000，上海艾博抗贸易有限公司，货号：

ab189491；TDP-43，Mouse，1∶10 000，武汉三鹰

生 物 技 术 有 限 公 司 ， 货 号 ： 60019-2-Ig； Nrf2，

rabbit，1∶1 000，武汉三鹰生物技术有限公司，货

号 ： 16396-1-AP；β-actin， Mouse， 1∶ 5 000， 武

汉爱博泰克生物科技有限公司；β-tublin，rabbit，

1∶ 10 000， 上 海 艾 博 抗 贸 易 有 限 公 司 ， 货 号 ：

ab6046]，TBST 洗膜 3 次后，对应二抗 （HRP 标记

山羊抗兔，1∶10 000，武汉赛维尔生物科技有限

公 司 ， 货 号 ： GB23303； HRP 标 记 山 羊 抗 鼠 ， 1∶

10 000， 上 海 艾 博 抗 贸 易 有 限 公 司 ， 货 号 ：

ab205719） 室温孵育 1 h，ECL 显色，采用 ChemiDoc 

MP 成像系统 （美国伯乐生命科学研究公司） 采集

图像，通过 Image J 软件分析条带灰度值定量。

1.7　氧化应激相关酶活性检测　

采用生化试剂盒检测细胞内氧化应激相关酶

活性，包括总抗氧化能力 （total antioxidant capacity, 

T-AOC）（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ， 货 号 :

BC1315）、 超 氧 化 物 歧 化 酶 （superoxide dismutase, 

SOD）（上海碧云天生物技术股份有限公司，货号:

S0101S）、 总 谷 胱 甘 肽 （total glutathione, T-GSH）

（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ， 货 号 :

S0052）。按照说明书步骤操作，收集细胞裂解液后

测定蛋白浓度，分别加入对应反应体系，孵育一

定时间后通过多功能酶标仪检测 OD 值，计算酶活

性。每组设置 3 个重复样本，并设置复孔。总抗氧

化能力的测定采用 FRAP 法，以评估样本在酸性环

境下的总氧化还原能力。SOD 活性测定遵循 WST-8

显色反应的原理，GSH-Px 活性以 NADPH 的消耗速

率予以体现。 。

1.8　统计学方法　

数据分析采用 GraphPad Prism 10.1.2 统计软件。

计量资料以均数±标准差 （x±s） 表示，比较用 t 

检验或方差分析，两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05

为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　TDP-43A315T 突变降低 Neuro-2a 细胞活力水

平并诱导凋亡　

GL 组、 WT 组 和 M 组 ATP 蛋 白 相 对 表 达 量 分

别 为 （1 500.45±251.37）、（1 301.73±143.51）、

（1 041.57±135.60），经方差分析，差异有统计学

意义 （F =8.916，P =0.004），GL 组、WT 组 ATP 蛋

白相对表达量均高于 M 组 （P <0.05）。

各组 BAD、BAX、cleaved Caspase-3 比较，经方差

分 析 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （P <0.05）， M 组 的

cleaved Caspase-3、BAD、BAX 的表达量高于 GL 组

及 WT 组 （P <0.05）。各组 Bcl-2、Bcl-2/BAX 比较，

经方差分析，差异均无统计学意义 （P >0.05）。提

示该突变可诱导Neuro-2a细胞发生凋亡。见表1 和 图 1。

2.2　TDP-43A315T 突变 Neuro-2a 细胞模型表达典

型TDP-43病理　

WT 组与 M 组 TDP-43 免疫荧光染色细胞质分

布 占 比 分 别 为（26.37±9.95）% 、（47.73±14.35） % ，

经 t 检 验 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （t =3.819， P =

表 1　各组BAD、BAX、Bcl-2蛋白和Bcl-2/BAX比较 （x±s）

组别

GL 组

WT 组

M 组

F 值

P 值

BAD

0.45±0.14

0.46±0.12

0.69±0.07

4.329

0.039

BAX

0.73±0.19

0.76±0.20

1.02±0.16

5.003

0.022

Bcl-2

0.98±0.12

0.98±0.03

1.20±0.12

4.696

0.059

Bcl-2/

BAX

1.40±0.33

1.14±0.21

1.17±0.07

1.146

0.379

cleaved 

Caspase-3

0.47±0.13

0.45±0.11

0.70±0.06

10.020

0.003
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0.001）；M 组 TDP-43 免疫荧光染色在细胞质中的

占比均高于 WT 组 （P <0.05）。见图 2。

免疫荧光标记泛素基团后，M 组细胞中发现泛

素化聚集体，GL 组、WT 组无明显阳性信号 （见图

3）。各组细胞质、全细胞 TDP-43 蛋白水平比较，

经方差分析，差异有统计学意义 （P <0.05），M 组

细胞质 TDP-43 蛋白水平高于 WT 组 （P <0.05）。同

时，M 组全细胞裂解液中 25 kDa TDP-43 毒性剪切

片段水平明显增加，符合 TDP-43 病理特征性裂解

模式。见表 2 和图 4。

                    DAPI                                        EFGP                                      TDP-43                                       Merge

GL 组

WT 组

M 组

图2　各组TDP-43免疫荧光染色　（×40）

Bcl-2

BAX

BAD

β-action

       GL 组          WT 组             M 组

26 kD

21 kD

23 kD

43 kD

cleaved Caspase-3

Stain-Free Blot image

    GL 组       WT 组      M 组

19 kD

图1　蛋白条带图

GL 组

WT 组

M 组

                   DAPI                                         EFGP                                    Ubiquition                                     Merge                  

图3　各组Ubiquition免疫荧光染色　（×60）
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2.3　TDP-43A315T 突变 Neuro-2a 细胞模型存在氧

化应激失衡　

各组 5、15、20、40、50 μmol/L 过氧化氢干预

后细胞存活率比较，经方差分析，差异均有统计

学意义 （P <0.05），M 组 5、15、20 μmol/L 过氧化

氢 干 预 后 细 胞 存 活 率 均 高 于 GL 组 、 WT 组 （P <

0.05），40、50 μmol/L 过氧化氢干预后细胞存活率

均低于 GL 组、WT 组 （P <0.05），表明 TDP-43A315T

突变使细胞处于氧化应激失衡状态，外界弱刺激

下细胞氧化应激反应性上调，随着氧化应激刺激

增强，细胞耐受性变差，进而出现活力下降和细

胞凋亡。见表 3。

各组 T-AOC、T-GSH 比较，经方差分析，差

异 均 有 统 计 学 意 义 （P <0.05）， M 组 T-AOC、 T-

GSH 均高于 GL 组、WT 组 （P <0.05）。各组 SOD 比

较，经方差分析，差异无统计学意义 （P >0.05）。

见表 4。

各组 Nrf2、HO-1 比较，经方差分析，差异均有统

计学意义（P <0.05），M 组 Nrf2、HO-1 表达水平均低

于 WT 组、GL 组（P <0.05）。见表 5 和图 5。

3  讨论 

本研究在 Neuro-2a 小鼠神经母细胞瘤细胞中

构建了稳定表达 TDP-43A315T 突变的 ALS 体外模型，

该模型复现了 ALS 核心 TDP-43 蛋白病理特征，并

且表现出能量代谢障碍、蛋白病理改变、氧化应

激失衡及凋亡激活的多维度交联机制导致的神经

元损伤，为 ALS 致病机制解析与靶向药物研发提供

了稳定、可重复的体外工具。

表 2　各组全细胞、细胞质TDP-43蛋白水平比较 （x±s）

组别

GL 组

WT 组

M 组

F 值

P 值

细胞质 TDP-43

0.07±0.05

1.04±0.27

1.68±0.25

57.950

0.000

全细胞 TDP-43

0.11±0.04

1.05±0.36

1.53±0.68

23.100

0.002

细胞质 TDP-43

β-action

全细胞 TDP-43

β-action

    GL 组      WT 组          M 组

43 kD

42 kD

43 kD

42 kD

图4　蛋白条带图　

表 3　各组不同浓度过氧化氢刺激后细胞存活率比较 （%， x±s）

组别

GL 组

WT 组

M 组

F 值

P 值

0 μmol/L

101.47±11.04

100.00±6.25

100.00±13.43

0.026

0.974

5 μmol/L

116.21±9.63

97.79±9.54

116.01±7.30

4.347

0.036

10 μmol/L

108.41±7.38

99.05±11.96

121.26±15.13

3.496

0.075

15 μmol/L

105.88±6.17

99.91±8.69

128.66±28.59

2.495

0.044

20 μmol/L

92.56±11.90

97.32±6.29

120.94±13.43

7.667

0.011

25 μmol/L

97.70±9.27

96.62±8.56

114.42±27.90

1.100

0.378

30 μmol/L

95.41±16.04

91.93±14.50

94.10±6.58

0.073

0.931

40 μmol/L

104.93±12.95

76.21±5.55

45.20±28.85

10.390

0.005

50 μmol/L

59.96±16.74

38.93±4.30

33.74±2.37

6.273

0.023

表 4　各组T-AOC、SOD、T-GSH比较 （x±s）

组别

GL 组

WT 组

M 组

F 值

P 值

T-AOC

1.23±0.19

0.92±0.10

1.50±0.02

24.940

0.000

SOD

39.59±4.02

37.19±3.29

39.81±2.13

1.120

0.355

T-GSH

1.32±0.04

1.30±0.03

1.43±0.06

15.050

0.000

表 5　各组Nrf2、HO-1比较 （x±s）

组别

GL 组

WT 组

M 组

F 值

P 值

Nrf2

0.99±0.12

1.13±0.11

0.87±0.16

2.956

0.017

HO-1

1.09±0.14

0.94±0.16

0.73±0.16

7.340

0.007

HO-1

β-action

    GL 组      WT 组          M 组

33 kD

42 kD

Nrf-2
β-action

   GL 组      WT 组           M 组

93 kD
42 kD

图5　蛋白条带图
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ALS 体外模型的转化潜力首先取决于细胞系选

择能否兼顾病理模拟度与实验实用性。当前常用

的 ALS 模型细胞系主要使用 NSC-34 运动神经元样

细胞、iPSC 诱导分化运动神经元、HEK293T 肾上

皮细胞，NSC-34 细胞系作为最接近运动神经元的

细 胞 系 ， 国 内 难 以 购 买 ， 多 由 国 外 实 验 室 捐 赠 ，

且细胞增殖过程中分化不均一；HEK293T 肾上皮

细胞缺乏神经元特有的生理功能，无法真实反映

神经元病理损伤过程；iPSC 诱导分化运动神经元

虽能还原患者特异性表型，但培养周期长、成本

高、操作复杂，严重限制大规模药物筛选应用。

其次，ALS 体外模型的核心价值在于能否模拟

疾病核心病理特征，该模型复现了 ALS 患者脑组织

中核心的 TDP-43 病理表型——核内 TDP-43 缺失、

胞质 TDP-43 异常聚集、泛素化阳性包涵体形成及

25 kDa 毒性 C 端片段生成。TDP-43 蛋白的正常生

理功能依赖其核质穿梭平衡[18]，核内 TDP-43 参与

RNA 转录、剪接及稳定性调控，细胞质中 TDP-43

则参与 mRNA 转运与局部翻译。本研究通过免疫荧

光染色与 Western blotting 检测证实，TDP-43A315T 突

变导致 TDP-43 蛋白核内缺失与胞质异常聚集，这

一核质定位异常引发毒性效应[19]。此外，本研究在

突 变 组 中 检 测 到 25 kD 的 TDP-43 C 端 片 段[20]， 同

时，免疫荧光结果显示模型细胞胞质中存在泛素

化阳性聚集体，这与 ALS 患者脑组织中发现的病理

包涵体高度相似，提示细胞的泛素-蛋白酶体系统

与自噬系统无法有效清除异常聚集的 TDP-43 蛋白

及其片段，导致毒性物质持续积累，进一步加重

神 经 元 损 伤[21]。 这 与 2025 年 BALENDRA 等[9] 在

TARDBP 突变 ALS 患者脑组织中观察到的病理特征

高度一致，为后续机制研究与药物筛选奠定了可

靠基础。

此外，神经元作为高耗能细胞，其膜电位维

持、神经递质释放等核心功能高度依赖线粒体提

供的稳定 ATP 供应，LANDRY 等[22]已证实线粒体功

能障碍是 ALS 发病的关键上游事件。本研究发现

TDP-43A315T 突变显著降低 Neuro-2a 细胞 ATP 水平，

提示该突变可能破坏线粒体呼吸链复合体活性引

发能量危机；而 Western blotting 结果提示突变组促

凋亡蛋白 BAX、BAD 及 cleaved Caspase-3 表达显著

上 调 ， 但 Bcl-2-2/BAX 比 值 无 明 显 变 化 ， 这 与

SILVESTRI 等[23]在人 iPSC 来源 ALS 模型中发现的非

Bcl-2-2 依赖凋亡激活机制相符。ATP 耗竭破坏神

经元内环境稳态，激活凋亡信号通路；而凋亡程

序的启动又会进一步损伤线粒体结构与功能，加

剧能量危机，导致神经元不可逆死亡。

氧化应激失衡是 ALS 病理进程的重要放大器，

本研究发现的代偿性抗氧化物质上调与核心通路

功能受损的矛盾现象，推测突变通过双重机制加

剧氧化应激：一是 TDP-43 功能异常导致抗氧化酶

基因 mRNA 稳态失衡，二是异常聚集的 TDP-43 作

为应激源持续产生氧化压力，且氧化应激与 TDP-

43 聚集形成正反馈循环，推动疾病进展[24]，最终导

致 细 胞 在 高 浓 度 过 氧 化 氢 刺 激 下 活 力 急 剧 下 降 。

MINJ 等[25]研究证实激活 Nrf2/HO-1 通路可显著改善

ALS 模型的病理表型，这为本模型在抗氧化治疗药

物筛选中的应用提供了理论支撑。

从以上机制研究来看，本模型存在“能量代

谢障碍-凋亡激活-TDP-43 蛋白病理-氧化应激失

衡”的 ALS 多维度发病机制，适合研究以下干预靶

点：其一，Nrf2/HO-1 通路可作为抗氧化治疗的核

心靶点[26]，通过开发特异性通路激活剂增强细胞抗

氧化能力，打破“氧化应激-TDP-43 聚集”的正反

馈循环；其二，TDP-43 蛋白的异常剪切与聚集可

作为靶向治疗的关键靶点[27]，通过开发小分子抑制

剂阻止 TDP-43 蛋白剪切或促进异常聚集蛋白的降

解 （如调控自噬通路），减轻其毒性效应；其三，

线粒体功能保护可作为治疗靶点，通过改善线粒

体功能恢复神经元能量代谢，延缓凋亡激活[28]。

综上所述，本模型的易获得性、稳定性与可

重复性使其成为大规模药物筛选的理想工具，并

可用于筛选同时调控多个致病通路的多靶点药物，

为 ALS 治疗药物的研发提供了高效模型工具。
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