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【摘要】 目的 建立正常（CAG 重复次数为 19 次）和异常（CAG 重复次数为 82 和 66 次）atrophin⁃1
［齿状核红核苍白球路易体萎缩（DRPLA）致病基因］全长基因真核表达体系，通过观察细胞形态及蛋白

质表达水平和分布情况，比较稳定转染和瞬时转染两种细胞表达体系，为进一步研究建立良好的细胞模

型。方法 基于已构建的 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19/Flp⁃In TREx293 和 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q82/Flp⁃In TREx293 两

种稳定转染细胞株，利用四环素调控系统 Tet⁃on 诱导表达。正置荧光显微镜观察正常与异常 atrophin⁃1
融合蛋白在细胞中的表达定位，电子显微镜观察细胞超微结构的改变；脂质体介导法将重组真核表达质

粒 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19 和 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q66 瞬时转染 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞，HE 染色、倒置荧光显微

镜和电子显微镜分别观察细胞形态结构、蛋白质表达定位和细胞超微结构，Western blotting 检测

atrophin⁃1 融合蛋白表达水平。结果 在稳定转染体系中，绿色荧光信号大多位于细胞核内，异常蛋白

质呈不均匀分布且有少数聚集现象；电子显微镜观察异常细胞胞核结构欠完整，核膜皱缩，核内结构紊

乱。在瞬时转染 293T 细胞体系中，HE 染色可见异常细胞核内形成粉紫色嗜酸性小体；大量 atrophin⁃1
融合蛋白在核内呈点状聚集现象；电子显微镜观察异常细胞核膜皱缩严重，核内大量电子致密物沉积且

核仁消失；Western blotting 检测均表达 atrophin⁃1 融合蛋白。在转染的 SH⁃SY5Y 细胞体系中，蛋白质表

达定位及 Western blotting 检测结果与转染 293T 细胞基本一致。结论 包含异常扩增多聚谷氨酰胺链

的 atrophin⁃1 融合蛋白在真核表达体系中可产生明显的核内聚集现象，并引起细胞形态改变，此为研究

DRPLA 核内包涵体的形成及其在发病中的作用，以及进一步的干预治疗奠定了理论基础。
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【Abstract】 Objective To establish eukaryotic expression system of full ⁃ length gene in normal
[CAG repeats (Q19)] and abnormal [CAG repeats (Q82 and Q66)] atrophin ⁃ 1 [the pathogenic gene of
dentatorubral ⁃ pallidoluysian atrophy (DRPLA)]. To compare the expression system of stable and transient
transfected cell line by observing the cellular appearance and atrophin ⁃1 fusion protein expression and its
distribution for further research on the establishment of a fine cell model. Methods Based on the 2
established stable transfected green ⁃ fluoresent protein (GFP) ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃Q19/Flp ⁃ In TREx293 and GFP ⁃
atrophin ⁃ 1 ⁃ Q82/Flp ⁃ In TREx293 cell lines, Tet ⁃ on system was used to induce the expression, which
contained normal and abnormal atrophin ⁃ 1 full ⁃ length gene and GFP fusion proteins, respectively.
Meanwhile, GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q19 and GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q66 recombinant plasmids were transiently
transfected into 293T cells and SH⁃SY5Y cells respectively with LipofectamineTM 2000. The expression and
localization of normal and abnormal atrophin ⁃ 1 fusion proteins in the cells were detected by light

microscope with HE staining and
fluorescence microscope; the
ultrastructure of the cells were
observed by electron microscope; the
expression of GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 fusion
proteins were detected by Western
blotting. Results In stable
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齿状核红核苍白球路易体萎缩（DRPLA）是常

染色体显性遗传性神经变性疾病，为遗传性脊髓小

脑共济失调（SCA）的一种亚型。临床主要表现为不

同程度痴呆、言语障碍、共济失调、癫 和不自主运

动（包括舞蹈样动作、震颤和肌阵挛）等；病理改变

则以齿状核、红核、苍白球、路易小体（LB）变性萎缩

为主，因此而得名。迄今为止，文献报道的 DRPLA
家系大部分来自日本，致病基因定位于 12p13.31，编
码 atrophin⁃1 融合蛋白（ATN1），其第 5 号外显子存

在胞嘧啶 ⁃腺嘌呤 ⁃鸟嘌呤（CAG）重复序列，正常重

复范围为 3 ~ 36 次，异常重复范围为 49 ~ 88 次［1 ⁃2］。

正常 atrophin⁃1 融合蛋白定位于胞质和胞核，参与基

因调控与转录［3 ⁃4］，而异常重复的 CAG 则导致编码

蛋白中的多聚谷氨酰胺（PolyQ）链延长而致病，为一

种多聚谷氨酰胺疾病，突变蛋白在神经元内异常聚

集形成包涵体为该类疾病的共同病理学特征之一，

但包涵体的形成在发病过程中的作用尚存有争议，

为目前国内外研究的热点。本研究基于人胚胎肾 T
细胞（293T 细胞系）和人骨髓神经母细胞瘤（SH ⁃
SY5Y 细胞系）已建立的 atrophin⁃1全长基因的真核

表达体系，对正常和异常重复的 atrophin⁃1 融合蛋白

的表达和分布情况，以及其对细胞形态结构的影响

进行观察分析。

材料与方法

一、实验材料

1. 细胞株来源 稳定转染细胞株［绿色荧光蛋

白（GFP）⁃atrophin ⁃1 ⁃Q19/Flp ⁃ In TREx293（含 19 个

多 聚 谷 氨 酰 胺）和 GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q82/Flp ⁃ In

TREx293（含 82 个多聚谷氨酰胺）］，由日本东京大

学附属医院 Tsuji 教授惠赠。该细胞株是基于四环

素调控系统 Tet⁃on 调控表达的 Flp⁃In TREx293 细胞

系（美 国 Invitrogen 公 司）构 建 的，含 正 常 和 异 常

atrophin⁃1全长基因，以及绿色荧光蛋白融合蛋白。

293T 细胞株和 SH⁃SY5Y 细胞株购自北京协和细胞

资源中心。

2. 质 粒 载 体 GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q66 和 GFP ⁃
atrophin ⁃1 ⁃Q19 细胞株由日本东京大学附属医院

Tsuji 教授惠赠。

3. 试剂与仪器 （1）主要试剂：DMEM 高糖培养

基［含 100 μ g/ml 潮 霉 素 B （hygromycin B，德 国

Roche 公司）、15 μ g/ml 杀稻瘟素（blasticidin，美国

Invitrogen 公司）和体积分数为 10%胎牛血清（美国

HyClone 公司）］由美国 Gibco 公司提供。盐酸四环

素为美国 Amresco 公司产品。LipofectamineTM 2000
（0.75 ml）由美国 Invitrogen 公司提供。免疫试剂中

Ⅰ抗工作液（1∶1000）为兔抗绿色荧光蛋白单克隆

抗体（anti⁃GFP，rabbit IgG fraction，2 mg/ml）购自美

国 Invitrogen 公司；红外荧光标记的Ⅱ抗工作液（1∶
10 000）为羊抗兔多克隆抗体（IRDye800 conjugated
antibodies，1 mg/ml），由美国 Rockland 公司提供。荧

光探针染料 Hoechst 33342 购自美国 Invitrogen 公

司 。 抗 淬 灭 剂（Fluoromount ⁃ GTM，25 ml）为 美 国

Southern Biotech 公司产品。（2）主要仪器：BX⁃51 正

置荧光显微镜和 IX⁃71 倒置荧光显微镜均购自日本

Olympus 公司。H⁃600 电子显微镜由日本 Hitachi 公
司提供。Odyssey 双色红外激光成像系统（700 nm/
800 nm）为美国 LI⁃COR 公司产品。

transfected system, the green fluorescence signals were detected in the nucleus, and abnormal proteins were
not uniformly distributed while some were aggregated. Electron microscope showed shrinkaged nuclear
membrane and abnormal intranuclear structure in abnormal cells. In transient transfection of 293T, Q66
protein aggregated in the nucleus which was detected as acidophilic bodies by HE staining⁃light microscope
and atrophin ⁃ 1 fusion protein as punctuate pattern by fluorescence microscope. Under the observation of
electron microscope, great quantity of electron ⁃ dense substance accumulation, distinct shrinkage nuclear
membrane and nucleus disappearance were seen in abnormal cells. The expression of GFP ⁃ atrophin ⁃ 1
fusion proteins were detected by Western blotting. The location of protein expression and Western blotting
results in transient transfected SH ⁃SY5Y cells system were essentially similar to those in transfected 293T
cells. Conclusion In eukaryotic cell expression system, atrophin ⁃ 1 with amplified polyglutamine chain
may induce obvious aberrant aggregation in nucleus, and alteration of cellular appearance. The
establishment of atrophin⁃1 expression eukaryotic cell model will provide the foundation for the research of
pathogenesis of DRPLA, and therotic basis for further investigation of clincial intervention.

【Key words】 Spinocerebellar ataxias; Genes; Transfection; Cells, cultured; Microscopy,
fluorescence
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二、实验方法

1. Atrophin⁃1 全长基因稳定转染和瞬时转染真

核细胞系 （1）稳定转染细胞系的诱导表达：复苏

GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19/Flp⁃In TREx293 细胞株和 GFP⁃
atrophin ⁃1 ⁃Q82/Flp ⁃ In TREx293 细胞株，分别置于

25 cm2 培养瓶中，DMEM 高糖培养基、37 ℃、体积分

数为 5%二氧化碳培养箱孵育，光学显微镜下观察

细胞融合约达 95%即以 1∶3 比例传代。按照细胞

密度 10 6 个/孔接种于预先置入盖玻片的 6 孔板，继

续培养至细胞融合达 60% ~ 70%，以终浓度 1 μg/ml
盐酸四环素进行诱导，24 h 后荧光显微镜下观察。

（2）瞬时转染细胞系的诱导表达：复苏 293T 或 SH⁃
SY5Y 细胞，置于 25 cm2 培养瓶中，含体积分数为

10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养基、37 ℃、体积分

数为 5%二氧化碳培养箱孵育，显微镜下观察细胞

融合约达 95%即 1∶3 比例传代。将 10 6 个细胞接种

于 60 mm 培养皿或 6 孔板，当细胞融合达 80%时采

用 LipofectamineTM 2000 进行转染。在不含胎牛血清

的 DMEM 高糖培养基中加入 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q66 或

GFP ⁃atrophin ⁃1 ⁃Q19 质粒与 LipofectamineTM 2000 混

合物（1.00 μg∶2.50 μl），37 ℃、体积分数为 5%二氧

化碳培养箱孵育 4 ~ 6 h，含体积分数为 10%胎牛血

清的 DMEM 高糖培养基继续培养 24 h，以备分析。

2. Atrophin⁃1 融合蛋白表达检测 （1）HE 染色：

瞬时转染后培养 24 h 的细胞经磷酸盐缓冲液（PBS）
洗涤 1 min（× 1 次），中性甲醛溶液固定，苏木素染色

15 min，稀盐酸乙醇分色 30 s，伊红染色 10 min，梯度

乙醇脱色，二甲苯透明 15 min（× 2 次），封片，光学显

微镜下观察并照相。（2）荧光显微镜观察：稳定转染

的 GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q19/Flp ⁃ In TREx293 和 GFP ⁃
atrophin⁃1⁃Q82/Flp⁃In TREx293 细胞，经盐酸四环素

诱导 24 h 后，正置荧光显微镜下观察正常或异常

atrophin⁃1 融合蛋白在细胞内的表达分布。瞬时转

染后培养 24 h 的细胞以 Hoechst 33342 复染细胞核，

倒置荧光显微镜观察 atrophin⁃1 融合蛋白在 293T 或

SH⁃SY5Y 细胞的表达分布。（3）电子显微镜观察：经

盐酸四环素诱导 24 h，稳定转染细胞，以及瞬时转染

并培养 24 h 的 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞，经磷酸盐缓冲

液洗涤 1 min（× 1 次），室温下以离心半径 8.27 cm、

离心速度 1500 r/min 高速离心 5 min，收集细胞，

4 ℃、体积分数为 2.5%戊二醛溶液固定，梯度丙酮

脱水、浸透、包埋，超薄切片。H⁃600 电子显微镜观

察并摄像。（4）Western blotting 检测：收集瞬时转染

并培养 24 h 的 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞，预冷磷酸盐缓

冲液洗涤细胞 1 min，收获细胞，置 1.50 ml 离心管

中，每管 400 μl 细胞裂解液，冰浴裂解 30 min，离心

半径 8.27 cm、12 000 r/min 高速离心 10 min，取上清

液，二辛可宁酸（BCA）法进行蛋白定量检测。采集

20 μg 总蛋白上样，以质量分数为 10%十二烷基磺酸

钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE）分离蛋白质，

积层胶 60 V 电泳 30 min，分离胶 110 V 电泳 2 h。半

干法将蛋白质转移至硝酸纤维素（NC）膜 100 V 反应

1 h，质量分数为 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h。弃封闭

液，加入兔抗绿色荧光蛋白Ⅰ抗，4 ℃孵育过夜，磷

酸盐缓冲液冲洗 15 min（× 3 次），加入经红外荧光标

记的羊抗兔Ⅱ抗，室温孵育 1 h，磷酸盐缓冲液冲洗

15 min（× 3 次），化学发光显色试剂盒显色，Odyssey
双色红外激光成像系统分析，并与未转染组比较。

结 果

一、Atrophin⁃1 融合蛋白在细胞内的表达分布

1. 稳 定 转 染 GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q19/Flp ⁃ In
TREx293 和 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q82/Flp⁃In TREx293 细

胞经盐酸四环素诱导 24 h 后，正置荧光显微镜观察

显示，仅不足 10%细胞表达 atrophin⁃1 融合蛋白，正

常 atrophin⁃1 融合蛋白呈弥散性分布于整个细胞核

内，而异常 atrophin⁃1 融合蛋白则在细胞核内呈现少

量聚集分布（图 1）。

2. 瞬时转染 HE 染色显示，瞬时转染 GFP ⁃
DRPLA⁃Q19 的 293T 细胞结构正常，核仁清晰可见；

而转染 GFP⁃DRPLA⁃Q66 的 293T 细胞胞核内出现粉

紫色嗜酸性小体，似圆形，无明显核仁（图 2）。倒置

荧光显微镜观察显示，瞬时转染后培养 24 h 的 293T
和 SH⁃SY5Y 细胞表达 50% ~ 60% atrophin⁃1 融合蛋

白，正常 atrophin⁃1 融合蛋白均匀分布于细胞核内，

异常 atrophin⁃1 融合蛋白在细胞核内呈现大量点状

聚集分布（图 3，4）。

二、Atrophin⁃1 融合蛋白对细胞超微结构的影

响

1. 稳定转染 电子显微镜观察 GFP⁃atrophin⁃1⁃
Q19/Flp ⁃ In TREx293 和 GFP ⁃atrophin ⁃1 ⁃Q82/Flp ⁃ In
TREx293 细胞形态，前者细胞核结构完整、核膜光

滑、核仁清晰且形态正常；后者核膜严重皱缩，核仁

模糊（图 5）。

2. 瞬时转染 电子显微镜观察显示，大多数转

染 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19 的 293T 细胞具有较为完整的
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细胞核结构，且核仁清晰可见；而转染 GFP⁃atrophin⁃
1⁃Q66 的 293T 细胞胞核严重变形，核膜扭曲，核内出

现大量电子致密物沉积，且核仁消失（图 6）。提示：

可能为异常蛋白质在细胞核内聚集形成包涵体。

图 3 倒置荧光显微镜观察瞬时转染 293T 细胞 atrophin⁃1 融合蛋白表达水平及分布 × 400 3a 正常 atrophin⁃1 融合蛋白的绿色荧
光信号均匀分布于细胞核内 3b 异常 atrophin⁃1 融合蛋白的绿色荧光信号在细胞核内呈点状聚集分布（箭头所示） 3c 为图 3a
同一视野 Hoechst 33342 复染细胞核（蓝光荧光通道） 3d 为图 3b 同一视野 Hoechst 33342 复染细胞核（蓝光荧光通道，箭头所示）

图 4 倒置荧光显微镜观察瞬时转染 SH⁃SY5Y 细胞 atrophin⁃1 融合蛋白表达水平及分布 × 400 4a 正常 atrophin⁃1 融合蛋白绿色
荧光信号均匀分布于细胞核内 4b 异常 atrophin⁃1 融合蛋白绿色荧光信号在细胞核内呈点状聚集分布（箭头所示） 4c 为图 4a
同一视野 Hoechst 33342 复染细胞核（蓝光荧光通道） 4d 为图 4b 同一视野 Hoechst 33342 复染细胞核（蓝光荧光通道，箭头所示）

图 1 正置荧光显微镜观察稳定转染细胞系 atrophin⁃1 融合蛋白表达水平及分布 × 400 1a GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19/Flp⁃In TREx293
细胞中正常 atrophin⁃1 融合蛋白的绿色荧光信号弥散性分布于细胞核内 1b GFP⁃atrophin⁃1⁃Q82/Flp⁃In TREx293 细胞中异常
atrophin⁃1 融合蛋白的绿色荧光信号在细胞核内呈点状聚集分布（箭头所示） 图 2 光学显微镜观察瞬时转染 293T 细胞所见 HE
染色 × 400 2a 转染 GFP⁃DRPLA⁃Q19 的 293T 细胞结构正常 2b 转染 GFP⁃DRPLA⁃Q66 的 293T 细胞胞核内可见粉紫色的嗜酸
性小体（箭头所示）
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三、Atrophin⁃1 融合蛋白的表达

Western blotting 检测显示，经瞬时转染并培养

24 h 的 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞均表达 atrophin⁃1 融合

蛋白（图 7）。由于稳定转染细胞 atrophin⁃1 融合蛋

白表达水平极低，故未进行 Western blotting 检测。

讨 论

多聚谷氨酰胺疾病为遗传性神经退行性疾病，

由基因编码区 CAG 重复序列异常扩增引起蛋白质

中多聚谷氨酰胺链延长而致病。迄今为止，已发现

9 种此类疾病，包括脊髓小脑共济失调 1 ~ 3 型、6 型、

7 型、17 型、DRPLA、亨廷顿病（HD）和脊髓延髓肌萎

缩症（SBMA）［5⁃6］。由于此类疾病具有相似的基因突

变特征，而且神经元内均可见包涵体，提示它们可

能具有相同的发病机制。目前，多聚谷氨酰胺链延

长的突变蛋白质是通过何种途径导致神经元变性、

死亡的问题，已成为研究热点。由于包涵体形成是

多聚谷氨酰胺疾病的病理学特征，因此早期研究认

为，包涵体对神经元具有毒性，是诱发该病发病的

主要因素。但越来越多的研究显示，突变蛋白质形

成的错误折叠单体或寡聚体的毒性很可能比包涵

体更大，而包涵体作为复杂聚集过程的最终产物，

可能是神经元的一种自我保护［7］。目前公认的观点

是，异常蛋白质具有获得性毒性，而相关的发病机

制有多种学说，包括异常蛋白质错误折叠和构象改

变［8］，翻译后加工（蛋白水解切割［9］、磷酸化［10］和苏

素化［11］），分子伴侣相互作用［12］，泛素⁃蛋白酶体系

统（UPS）异常［13⁃14］，诱发凋亡，线粒体结构异常以及

基因转录调节障碍等［15⁃20］。

目前对于多聚谷氨酰胺疾病发病机制的研究

主要基于细胞模型和动物模型，而异常多聚谷氨酰

胺蛋白毒性获得机制的细胞模型相对易于建立，且

有利于进行高通量筛选及相应的干预实验。日本

的 Tsuji 教授及其同事于 1994 年克隆出 atrophin⁃1致

病基因并一直致力于这方面的研究，在这一研究领

域居国际领先水平。Atrophin⁃1 融合蛋白兼具氨基

末端（N 末端）核定位信号（NLS）和羧基末端（C 末

端）核输出信号（NES）［21］，同时可与膜受体、核受体

和转录因子相互作用，在转录的调控中协助核受体

及其他转录因子共同调节转录［3⁃4］。在本研究中，我

们与 Tsuji 教授的研究组合作，共同建立了正常

（Q19）和异常（Q66 和 Q82）atrophin⁃1全长基因与绿

色荧光蛋白融合蛋白的细胞表达体系，较单纯转染

蛋白质中多聚谷氨酰胺片段更接近生理状态，为多

聚谷氨酰胺疾病发病机制的研究建立了良好的细

图 5 电子显微镜观察稳定转染 293T 细胞所见 5a GFP ⁃atrophin ⁃1 ⁃Q19/Flp ⁃ In TREx293 细胞结构基本正常 铅铀染色 ×
4000 5b GFP⁃atrophin⁃1⁃Q82/Flp⁃In TREx293 细胞呈现明显核膜皱缩现象（箭头所示），而且核仁边界模糊 铅铀染色 × 8000
图 6 电子显微镜观察瞬时转染 293T 细胞所见 6a 转染 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q19 的 293T 细胞胞核结构正常 铅铀染色 × 6000
6b 转染 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q66 的 293T 细胞胞核严重变形，核内出现大量电子致密物沉积（箭头所示） 铅铀染色 × 10 000
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1：蛋白质相对分子质量标准物 2：293T 细胞空白对照
3：Q19 融合蛋白在 293T 细胞中表达 4：Q66 融合
蛋白在 293T 细胞中表达 5：SH⁃SY5Y 细胞空白
对照 6：Q19 融合蛋白在 SH⁃SY5Y 细胞中表达

7：Q66 融合蛋白在 SH⁃SY5Y 细胞中表达

图 7 Western blotting 检测正常和异常 atrophin⁃1
融合蛋白在 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞的表达分布
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胞模型。在本研究结果中，无论是光学显微镜、荧

光显微镜还是电子显微镜均观察到异常 atrophin⁃1
融合蛋白在细胞核内呈明显聚集现象，细胞超微结

构紊乱；Western blotting 检测正常和异常 atrophin⁃1
融合蛋白均呈阳性表达。稳定转染细胞株构建过

程为：将含有 CAG 重复序列为 19 次（正常）和 82 次

（异 常）的 atrophin ⁃ 1 全 长 基 因 序 列 片 段 插 入

pcDNA5/FRT/TO 表达载体 TetO 调控元件（TetR 结合

区）下游，通过同源重组，将质粒插入细胞系基因组

LacZ⁃Zeocin 融合基因的上游，从而改变其抗性，同

时根据潮霉素 B 和杀稻瘟素筛选稳定转染细胞株，

使其表达受四环素调控（http://products.invitrogen.
com/ivgn/product/V652020）。荧光显微镜观察稳定

转染过程中均表达正常和异常 atrophin⁃1 融合蛋白，

后者呈现蛋白质聚集现象，细胞超微结构改变，表

现为核膜严重皱缩、核仁边界不清。稳定转染细胞

中仅有不足 10%的细胞表达 atrophin⁃1 融合蛋白，考

虑可能与以下两个因素有关：目的基因整合至宿主

细胞染色体，表达基于少量拷贝；或四环素诱导不

完 全 。 瞬 时 转 染 GFP ⁃ atrophin ⁃ 1 ⁃ Q19 和 GFP ⁃
atrophin⁃1⁃Q66 至 293T 和 SH⁃SY5Y 细胞，50% ~ 60%
细胞表达绿色荧光蛋白。由于表达基于宿主细胞

内大量拷贝，明显高于稳定转染体系，则更为有利

于观察正常和异常 atrophin⁃1 融合蛋白在细胞内的

表达及定位。瞬时转染的 293T 细胞经过 HE 染色

后，光学显微镜下观察可见转染 GFP⁃atrophin⁃Q66
的细胞核内出现嗜酸性小体，说明包涵体在形成过

程中可能会募集一些其他蛋白质，相互结合后呈嗜

酸性。荧光显微镜观察显示，正常 atrophin⁃1 融合蛋

白均匀分布于细胞核内，而异常 atrophin⁃1 融合蛋白

则在细胞核内呈现点状聚集分布；超微结构观察可

见，转染 GFP⁃atrophin⁃1⁃Q66 的细胞核内有大量电

子致密物沉积。为了更进一步观察正常和异常

atrophin⁃1 融合蛋白在神经元中的表达及定位情况，

我们特别选择 SH⁃SY5Y 细胞作为研究的靶细胞，所

得结果与 293T 细胞相似。

本研究首次在国内建立 atrophin⁃1全长基因真

核表达体系，初步观察到异常 atrophin⁃1 融合蛋白引

起核内包涵体的形成，并对 293T 细胞形态产生明显

影响。以此细胞模型为基础开展进一步的细胞毒

性相关研究，并进行相应的干预实验，将有助于分

析异常蛋白质的毒性作用环节，以探索多聚谷氨酰

胺疾病的发病机制。
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