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ALS 相关突变 SOD1-G93A 

对小鼠骨骼肌细胞几种凋亡相关信号转导分子的影响
张  磊  郭  爽  徐俊杰 *
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摘　要：目的 探讨 ALS 相关突变 SOD1-G93A 对小鼠骨骼肌细胞几种凋亡相关信号转导分子表达的影响。方法 应用脂质体，

在小鼠成肌细胞 C2C12 中转入人 SOD1 基因或 SOD1-G93A 突变基因，采用 Western-Blot 检测转染效果，以 Western-Blot

分析细胞中信号转导分子 p-p38、DR6、Bax、pAkt 表达情况。并与携带人 SOD1-G93A 突变基因的 ALS 模型小鼠（症状

期）后肢腓肠肌组织内该几种分子表达变化进行比较。结果 与 SOD1WT 转染组相比，SOD1-G93A 转染后，p38 和 pAKT

明显异常激活，而 DR6 和 Bax 表现为过表达，与动物实验的结果一致。结论 SOD1-G93A 突变可影响骨骼肌内细胞凋亡

相关信号转导途径，这可能是 ALS 的机制之一。
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肌萎缩侧索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS）

是一种进行性、致死性神经退行性疾病，特征为大脑皮层、

脑干和脊髓运动神经元选择性丢失，导致进行性肌萎缩、无力、

瘫痪及呼吸衰竭致死 [1]。多数 ALS 为散发性，约 10% 为家族

性（fALS）。超氧化物歧化酶 1（SOD1）基因突变是 fALS 最

早鉴定且深入研究的致病因素 [1]。SOD1-G93A 突变体因在小

鼠模型中稳定重现人类 ALS 核心病理特征，成为研究该病机

制和治疗的常用转基因模型 [2]。当前研究聚焦脊髓运动神经

元及其微环境，发现突变 SOD1 蛋白的毒性获得功能引发多

种细胞内病理过程，包括蛋白质稳态失衡、线粒体异常、氧

化应激、轴突运输障碍及神经炎症异常激活等 [3]，这些信号

通路的紊乱共同促进了运动神经元的进行性变性和死亡。

但 ALS 并非单纯的“神经元中心”疾病，已有研究 [1,4]

支持其“非细胞自主性”发病机制，包括骨骼肌细胞在内的

多种细胞类型均参与疾病进程。但骨骼肌病变与神经元退变

的因果关系尚未明确，骨骼肌不仅是运动神经元退化的被动

靶点，其本身在疾病早期就可能发生结构和功能的原发性改

变。深入探究 SOD1-G93A 对骨骼肌关键信号分子的影响，

对于揭示骨骼肌自主性病理机制在 ALS 病程中的作用，开

发针对肌肉的保护性治疗策略至关重要。

1 材料与方法

1.1 实验材料

兔 抗 鼠 p-p38 及 pAKT(S473) 抗 体 购 自 Cell signaling；

兔抗鼠 DR6 及 Bax 抗体购自 Santa；GAPDH 单克隆抗体购

自 Millipore；兔抗人 SOD1 抗体购自 Abcam 公司；辣根过

氧化物酶（HRP）标记羊抗兔 IgG 二抗、DMSO 购自 Sigma

公 司； 脂 质 体 LipofectamineTM2000 购 自 Invitrogen 公 司；

基因组 DNA 和质粒提取试剂盒、RIPA 裂解液、ECL 化学

发光试剂盒及蛋白含量测定试剂盒购自上海碧云天；胎牛

血清、Opti-MEM 及 DMEM 购自 Gibco 公司；PVDF 膜购自

millipore 公司；SDS、TEMED、过硫酸铵等试剂购自 Sigma

公司。空白对照质粒 pcDNA3.1myc、对照质粒 pcDNA3.1（+）

SOD1WT、质粒 pcDNA3.1（+）SOD1-G93A 购自 Addgene 公司；

鼠成肌细胞株 C2C12 购自中国科学院细胞库。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及转染

小 鼠 C2C12 细 胞 常 规 复 苏 传 代，37 ℃、5%CO2 培 养

箱中用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养。对数生长期细胞

接种于 6 孔板，待细胞融合度达 60% 左右进行转染，采用

Lipofectamine 2000 作为转染试剂，按照说明书进行转染。

分为空白组和质粒 pcDNA3.1myc，对照质粒 pcDNA3.1（+）

SOD1WT、 质 粒 pcDNA3.1（+）SOD1-G93A 转 染 组。 转 染

4h 后及时更换新鲜培养基，继续培养 48h。

1.2.2 动物饲养及分组

本实验使用的携带人 SOD1-G93A 突变基因的 ALS 模型

小鼠和同窝 WT 小鼠，由 Jackson Laboratory（Bar Harbor，
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ME）提供。雌雄各半，12 周龄，体重 20±2g，每天光照

12h，饲养温度为 22±2 ℃，环境湿度为 50±20 %，定期给

予灭菌饲料及饮水。ALS 模型小鼠，按照 Jackson Laboratory

提供的说明进行交配、繁殖和鉴定。将雌性 WT 小鼠与雄性

ALS 小鼠杂交，后代小鼠出生 4 周剪尾处理，PCR 鉴定，

筛选 SOD1-G93A 基因突变小鼠 [5]。检测用症状末期组小鼠

为出生 130d 以上，双下肢丧失行动能力，仰卧 30 秒后无法

自主完成翻身动作；同窝的 WT 小鼠作为对照。

1.2.3  Western blot 检测

收集各组细胞后，使用蛋白裂解液裂解，提取总蛋白；

小鼠断头处死，取后肢腓肠肌，用含 PMSF 的 RIPA 裂解液

提取各组总蛋白；细胞及组织总蛋白均利用 BCA 法测定蛋

白浓度，各取 20μg 蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳并转

移至 PVDF(polyvinylidene fluoride) 膜，用封闭液（10% 脱脂

奶粉 /TBST）室温封闭 1h，分别加入兔源多克隆抗体 p-p38（1：

3000）、Bax（1：2000）、pAkt（S473）（1：3000）、DR6（1：

1000）、GAPDH（1:3000）、抗人 SOD1 抗体（1：2000）一抗，4℃

孵育过夜，TBST 漂洗 3 次，加入 HRP 标记山羊抗兔 IgG 抗

体（1:5000）室温孵育 1h，TBST 漂洗 3 次，加入 ECL 进行

发光反应，暗室 X 胶片显影。

1.2.4 统计学分析

运用 Image J 软件对 Western blot 条带的灰度进行分析，

采用 SPSS 22.0 软件对实验数据进行统计学处理。两组数据

比较时，先经正态检验和方差齐性检验，再使用 t 检验，3

组以上数据比较，则先进行方差分析，再进行多重比较。统

计结果用平均数 ±SD 表示，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  SOD1-G93A 的转染引起 C2C12 细胞几种信号转导

分子表达变化

图 1 表明，转染人 SOD1WT 和 SOD1-G93A 基因的细胞成功

表达了相应蛋白，转染效果良好。Western blot（图 2A）显示，

SOD1-G93A 基因转染组与对照组相比，p-p38、pAkt（S473）、

DR6 和 Bax 的表达均显著升高（图 2B-E）。

2.2  ALS 小鼠骨骼肌中几种信号转导分子表达显著升高

Western blot 分析（图 3）显示，与 WT 小鼠相比， 症

状末期 ALS 小鼠后肢腓肠肌中 p-p38、pAkt（S473）、DR6

和 Bax 的表达均显著升高（图 2B）。

（A）pcDNA3.1(+)-SOD1-G93A 转染组；（B）pcDNA3.1(+)-

SOD1WT 转染组；（C）质粒 pcDNA3.1 myc 转染组；（D）空白

对照组

图 1 Western blot 检测 SOD1 基因转染情况

    

			   A			   B				    C 	

  

					     D	 E
A 为 p-p38、pAkt（S473）、DR6 及 Bax 表达水平的 Western blot 检测 (1 为空白对照组；2-4 分别为 pcDNA3.1myc、pcDNA3.1(+)-
SOD1WT、pcDNA3.1(+)-SOD1-G93A 质粒转染组 ;)；B-E 依次为 p-p38、pAKT、DR6、Bax 的 Western 定量结果；SOD1-G93A 组与空
质粒和 SOD1WT 组比较，**P ＜ 0. 01

图 2 突变体 SOD1-G93A 对 C2C12 细胞几种信号转导分子的影响
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图3 症状末期ALS小鼠及同窝WT小鼠骨骼肌p-p38、pAkt（S473）、

DR6 及 Bax 表达水平的 Western blot 检测及分析（**P<0.01）

3 讨论

在 ALS 的病理进程中，运动神经元丧失的核心驱动因

素之一是细胞凋亡 [6]。死亡受体通路的异常活化也能影响凋

亡信号，并与内质网应激协同，加剧神经元损伤 [7]，DR6 已

被证明参与了 ALS 病理过程。相关研究证实，应用 Bax 或

caspase 抑制剂阻断关键凋亡分子，可有效延缓 SOD1-G93A

小鼠疾病进程，靶向凋亡调控对 ALS 治疗有一定研究价值。

p38 是丝裂原激活蛋白激酶 (MAPK) 家族成员，磷酸化

修饰其苏氨酸与酪氨酸位点可将其激活，p-p38 可上调促凋

亡蛋白的表达。促凋亡蛋白中的 Bax 是线粒体凋亡途径核心

调控分子。p-p38 与 Bax 之间存在正向调控。ALS 模型小鼠

脊髓中 p-p38 和 Bax 表达升高，共同驱动运动神经元的凋亡

进程。

本研究可见 ALS 小鼠骨骼肌 p-p38、Bax、DR6 表达均

显著高于同窝 WT 小鼠，与报道的 ALS 小鼠脊髓中的表达

呈现相同趋势。本研究发现 ALS 小鼠骨骼肌中出现 pAkt 的

显著升高，可能是代偿性的保护。SOD1-G93A 转染 C2C12

细胞也可引起 p-p38、Bax、DR6 及 pAkt 的异常激活或过表达，

且与 ALS 模型小鼠呈现相同趋势，这说明骨骼肌内信号

转导分子和代谢的异常也参与了 ALS 的病理进程，SOD1-

G93A 的骨骼肌细胞模型也可用于 ALS 的研究。
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