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１ 例脊髓延髓肌萎缩症运动神经元分化
及分子病理分析

刘文竹ꎬ刘付臣
(山东大学齐鲁医院神经内科ꎬ 山东 济南 ２５００１２)

摘要:目的　 运用脊髓延髓肌萎缩症(ｓｐｉｎａｌ ａｎｄ ｂｕｌｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙꎬ ＳＢＭＡ)患者诱导多潜能干细胞( ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｉＰＳＣｓ)来源的运动神经元探究本病的分子病理表型ꎮ 方法　 提取 １ 例 ＳＢＭＡ 患者及 １ 例健

康对照者的皮肤成纤维细胞并重编程为 ｉＰＳＣｓꎻ将 ｉＰＳＣｓ 诱导为运动神经前体细胞(ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒꎬ
ＭＮＰ)并分化为成熟的运动神经元(ｍａｔｕｒｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓꎬ ｍＭＮ)ꎻ免疫荧光染色研究细胞的增殖与凋亡ꎬ检测细

胞核内包涵体的形成ꎮ 结果　 患者ꎬ３５ 岁ꎬ男性ꎬ主要表现为四肢近端无力、手抖以及性功能减退ꎮ 骨骼肌活检显

示神经源性损害病理改变ꎮ 外周血毛细管电泳检测显示雄激素受体( ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＡＲ)基因第 １ 外显子

ＣＡＧ 重复次数为 ４４ 次ꎮ ｉＰＳＣｓ 均表达干性标记物ꎬ细胞核型正常ꎬ并能随机分化为三胚层细胞类型ꎮ 患者 ｉＰＳＣｓ
及 ＭＮＰ 未见细胞核内包涵体ꎬ但 ｍＭＮ 中的核内包涵体较为典型ꎮ 与健康对照相比ꎬ患者 ＭＮＰ 增殖比例下降ꎬ凋
亡比例增加ꎮ 结论　 ＳＢＭＡ 患者 ｉＰＳＣｓ 携带致病变异ꎬ其分化的 ｍＭＮ 含有典型的细胞核内包涵体ꎬ精准地模拟

本病的分子病理特征ꎬ为后续机制研究和药物靶标发现提供理想的模型ꎮ
关键词: 脊髓延髓肌萎缩症ꎻ肯尼迪病ꎻ雄激素受体基因ꎻ诱导多潜能干细胞ꎻ运动神经元
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ａｎｄ ｂｕｌｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ (ＳＢＭＡ)
ｕｓｉｎｇ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ｉＰＳＣｓ) ｆｒｏｍ ＳＢＭＡ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏ￣
ｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｏｎｅ ＳＢＭＡ ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｏｎｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｉｎｔｏ ｉＰＳＣｓꎻ ｉＰＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ (ＭＮＰ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍａｔｕｒｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ (ｍＭＮ)ꎻ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｗａｓ ａ ３５￣ｙｅａｒ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ ｗｈｏ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｗｅａｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒｅｍｉｔｉｅｓꎬ ｈａｎｄ
ｔｒｅｍｏｒｓꎬ ａｎｄ ｈｙｐｏｇｏｎａｄｉｓｍ. Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｂｉｏｐｓｙ ｓｈｏｗｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ｄａｍａｇｅ. Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ
ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ４４ ｒｅｐｅａｔｓ ｏｆ ＣＡＧ ｉｎ ｅｘｏｎ １ ｏｆ ｔｈｅ ＡＲ ｇｅｎｅ. ｉＰＳＣｓ ａｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｒｋｅｒｓꎬ
ｈａｄ ｎｏｒｍａｌ ｋａｒｙｏｔｙｐｅｓꎬ ａｎｄ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｉｎｔｏ ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ. Ｎｏ ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ
ｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｅｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔ ｉＰＳＣｓ ａｎｄ ＭＮＰꎬ ｂｕｔ ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｙｐｉｃａｌ ｉｎ ｍＭＮ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌｓꎬ ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ̓ ＭＮＰ ｈａｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒ￣
ａｔｉｏｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｉＰＳＣｓ ｏｆ ＳＢＭＡ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｕｔａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｍＭＮｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ
ｔｙｐｉｃａｌ ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｍｉｍｉｃｋｅｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎ ｉｄｅａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ.
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　 　 脊髓延髓肌萎缩症(ｓｐｉｎａｌ ａｎｄ ｂｕｌｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ａｔｒｏｐｈｙꎬ ＳＢＭＡ) 又称肯尼迪病 (Ｋｅｎｎｅｄｙ ̓ ｓ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ)ꎬ以近端肢体和躯干进行性、对称性肌无力和

肌萎缩为主要临床表现的 Ｘ 连锁隐性遗传性神经

变性病[１]ꎮ 本病由雄激素受体( ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ＡＲ)基因第 １ 外显子中的 ＣＡＧ 重复扩增引起ꎬ患者

ＣＡＧ 的重复次数≥３８ 次[２]ꎮ ＣＡＧ 密码子编码谷氨

酰胺ꎬ异常扩增的 ＣＡＧ 编码形成多聚谷氨酰胺

(ｐｏｌｙｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬ ｐｏｌｙＱ)ꎬ随后从 α￣螺旋结构向 β￣片
层构象转变ꎬ然后形成可溶性低聚物ꎬ最后形成具有

淀粉样纤维结构的不溶性聚集体ꎬ也就是核内包涵

体ꎮ 这些中间可溶性物质已被证实具有显著的神经

毒性[３￣４]ꎮ ＳＢＭＡ 患者通常会出现震颤、肌肉痉挛

和血清肌酸激酶水平升高的表现ꎬ晚期可出现行走

困难和吞咽困难等ꎮ 内分泌异常也是本病主要临床

表现之一[５￣８]ꎮ 电生理检测主要表现为进行性和 /
或慢性失神经改变等广泛慢性神经源性损害[９]ꎮ
延髓和脊髓前角运动神经元变性是 ＳＢＭＡ 的主要

病理改变[１０]ꎮ 尸检可见脑干运动神经核和脊髓前

角运动神经元变性萎缩[１１￣１２]ꎮ
本研究构建 １ 例经基因诊断确诊 ＳＢＭＡ 患者

的诱导 多 潜 能 干 细 胞 ( ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬ ｉＰＳＣｓ)ꎬ并将 ｉＰＳＣｓ 诱导分化为运动神经前体

细胞(ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒꎬ ＭＮＰ)及成熟运动

神经元(ｍａｔｕｒｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓꎬ ｍＭＮ)ꎮ 患者 ｉＰＳＣｓ
分化的 ＭＮＰ 出现增殖缺陷ꎬ运动神经元含有细胞

核内包涵体ꎬ精准模拟本病的分子病理特征ꎬ为后续

ＳＢＭＡ 的分子机制研究和药物靶标发现提供理想

模型ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 研究对象

患者ꎬ男ꎬ３５ 岁ꎬ因四肢近端无力、手抖来我院

就诊ꎮ 患者一年前因乳腺发育手术治疗ꎬ性功能减

退一年ꎮ 舌肌有轻度萎缩ꎬ口周有肌肉跳动ꎬ右侧乳

腺手术瘢痕ꎬ左侧乳腺轻度发育ꎮ 家族史:舅舅可疑

肯尼迪病ꎮ 孕酮为 ０.８５ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ血清肌酸激酶值为

６２０ Ｕ / Ｌꎮ 肌电图示:①广泛神经源性损害ꎻ②上下

肢感觉神经病变ꎮ 本研究样本收集及所有实验方法

均符合山东大学齐鲁医院科研伦理委员会伦理审查

要求【(科)伦审第 ２０２００６６ 号】ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 肌肉活检

患者签署知情同意书后ꎬ行左肱二头肌肌肉组

织活检ꎮ 肌肉组织在液氨预冷的异戊烷中固定ꎮ 在

－２５ ℃的恒冷切片机内ꎬ切取 ８ μｍ 厚的切片ꎬ并进

行下列染色:苏木素￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)、
改良 Ｇｏｍｏｒｉ(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｇｏｍｏｒｉｔｒｉｃｈｒｏｍｅꎬ ＭＧＴ)、还
原型辅酶 Ｉ 四氮唑还原酶(ＮＡＤＨ￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｒｅｄｕｃ￣
ｔａｓｅꎬ ＮＡＤＨ￣ＴＲ)、琥珀酸脱氢酶(ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅꎬ ＳＤＨ)、细胞色素氧化酶 Ｃ ( ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ
ｏｘｉｄａｓｅꎬ ＣＯＸ)、过碘酸 Ｓｈｉｆｆ ( ｐｅｒｉｏｄｉｃ￣ａｃｉｄ ｓｃｈｉｆｆ
ｓｔａｉｎꎬ ＰＡＳ)、油红“Ｏ”(ｏｉｌｒｅｄ Ｏꎬ ＯＲＯ)和三磷酸腺

苷酶(ＡＴＰａｓｅꎬｐＨ４.３)染色ꎮ
１.２.２　 基因检测

在获得知情同意后ꎬ采集患者的外周血样本ꎮ
使用基因组 ＤＮＡ 试剂盒(北京天根生物技术有限

公司)从血样中提取基因组 ＤＮＡꎮ 采用 ＰＣＲ 扩增

基因组 ＤＮＡꎬＰＣＲ 扩增产物以质量浓度为 ３％的琼

脂糖凝胶电泳ꎬ１００ Ｖ 电压电泳 ４０ ｍｉｎꎬ对上述电泳

中出现 ２ 个电泳条带的样本进一步行毛细管电泳分

析ꎮ 采用核酸分析仪对 ＰＣＲ 扩增产物进行片段分

析:取 ２０ μＬ 甲酰胺ꎬ０.２５ μＬ ＣＥＱ ＤＮＡ Ｓｉｚｅ Ｓｔａｎｄ￣
ａｒｄ ｋｉｔ￣６００ 片段作为标准内标ꎬ１ μＬ ＰＣＲ 扩增产物

混匀后上样ꎻ预设程序进行电泳分离ꎬ分离条件为毛

细管温度达 ５０ ℃时ꎬ９０ ℃变性 １２０ ｓꎬ２.０ ｋＶ 电压下

注入样本 ３０ ｓ、４.８ ｋＶ 电压下电泳 ７０ ｍｉｎꎬ以预设的

分析参数进行片段分析ꎮ
１.２.３　 皮肤成纤维细胞培养

在获得患者及健康对照者知情同意后ꎬ进行肌

肉活检的同时获取皮肤样本ꎮ 将皮肤组织放入

１５ ｍＬ离心管中ꎬ加入 ５ ｍＬ ＰＢＳꎬ用力摇晃清洗皮肤

组织ꎬ重复 ５ 次后将皮肤组织取出ꎮ 剪去脂肪组织ꎬ
将皮肤组织分剪成小块放入 ６ 孔板中培养ꎮ 每孔添

加 ８００ μＬ 含 １０％ＦＢＳ(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)与 １％Ｐ / Ｓ
(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)的 ＤＭＥＭ(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)培
养基ꎬ使皮肤组织能紧贴 ６ 孔板底ꎮ ６ 孔板放置在

３７ ℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中ꎬ每天更换培养基ꎬ直至

３０ ｄ 后皮肤成纤维细胞长出ꎮ
１.２.４　 ｉＰＳＣｓ 重编程与运动神经元分化

用胰酶对皮肤成纤维细胞进行消化处理ꎮ 用培

养基将细胞沉淀重悬ꎬ并用细胞计数板进行细胞计

数ꎮ 取 ８×１０４ 个细胞加入 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中再次离心
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后ꎬ去上清ꎬ加入 １２０ μＬ 电转液和 ８ μｇ 混合好的 ４
种质粒(ｐＣＸＬＥ￣ｈＳＫ、ｐＣＸＬＥ￣ｈＵＬ、ｐＣＸＬＥ￣ｈＯＣＴ３ /
４￣ｓｈｐ５３￣Ｆ、ｐＣＸＷＢ￣ＥＢＮＡ１) (瑞士 ＬＯＮＺＡ 公司)ꎮ
用移液枪轻轻重悬细胞后ꎬ将细胞悬液转移至电转

杯中ꎬ并轻磕以去除气泡ꎮ 接着将电转杯放入电转

仪(瑞士 ＬＯＮＺＡ 公司)中ꎬ并选择 Ｕ￣０２３ 程序进行

电转操作ꎮ 电转完成后ꎬ将细胞悬液转移入基质胶

包被的 ６ 孔板中ꎬ再加入 ２ ｍＬ 含 １０％ＦＢＳ、１％Ｐ / Ｓ
与 １‰ＲＩ(美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司)的 ＤＭＥＭ
培养基ꎮ 第 ２ 天ꎬ将培养基更换为 ＴｅＳＲ ￣Ｅ７ 重编程

培养基(加拿大 ＳＴＥＭＣＥＬＬ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ 公司)ꎮ 大

约 ２０ ｄ 后ꎬ细胞克隆开始出现ꎬ更换为 ＮＣ ｔａｒｇｅｔ 培
养基(安徽首宁生物科技有限公司)ꎮ 当 ｉＰＳＣｓ 克

隆生长至足够大时ꎬ在镜下用枪头轻轻挑取单个克

隆ꎬ并转移至提前用基质胶包被好的 ２４ 孔板中ꎬ每
个孔中放置一个克隆ꎮ 此后每天更换新的 ＮＣ ｔａｒ￣

ｇｅｔ 培养基进行培养ꎬ传代扩增ꎮ 拟胚体的形成和体

外分化以及运动神经元诱导方法如前所述[１３￣１５]ꎮ
１.２.５　 核型分析

用 ０.２ μｇ / ｍＬ 秋水仙碱处理 ｉＰＳＣｓ １２０ ｍｉｎꎬ然
后离心并用 ２５％乙酸和 ７５％甲醇固定ꎮ 山东大学

齐鲁医院围产医学中心对 Ｇ 带有丝分裂期染色体

进行核型分析ꎮ
１.２.６　 免疫荧光

用 ４％多聚甲醛固定细胞 １５ ｍｉｎꎬ使用 ＰＢＳ 洗

涤细胞 ３ 次ꎮ 然后用 ０.１％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 在 ＰＢＳ 中

渗透 ３０ ｍｉｎꎮ 用 １％山羊血清封闭 １ ｈ 后ꎬ加入一

抗ꎬ将细胞置于 ４ ℃冰箱中过夜孵育ꎮ 第 ２ 天ꎬ用
ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ然后用二抗室温孵育 １ ｈꎮ 用

ＰＢＳ 冲洗细胞 ３ 次并用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭剂

[亚科因(武汉)生物技术有限公司]封片ꎮ 一抗二

抗具体信息见表 １ꎮ
表 １　 抗体详细信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
抗体名称 稀释比例 公司ꎬ货号

兔抗￣ＮＡＮＯＧ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ１４２９５￣１￣ＡＰ
兔抗￣ＳＯＸ２ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ１１０６４￣１￣ＡＰ
鼠抗￣ＯＣＴ４ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ６０２４２￣１￣Ｉｇ
鼠抗￣ＳＳＥＡ４ １ ∶２００ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬｓｃ￣２１７０４
鼠抗￣ＴＲＡ￣１￣６０ １ ∶２００ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬｓｃ￣２１７０５
兔抗￣ＳＭＡ １ ∶１００ 英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬａｂ５６９４
鼠抗￣ＴＵＢＢ３ １ ∶１００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ６６３７５￣１￣Ｉｇ
鼠抗￣ＨＮＦ３β １ ∶２００ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬｓｃ￣３７４３７６
兔抗￣ＰＡＸ６ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ１２３２３￣１￣ＡＰ
兔抗￣ＯＬＩＧ２ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ１３９９９￣１￣ＡＰ
兔抗￣ＣＨＡＴ １ ∶２００ 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ ２０７４７￣１￣ＡＰ
鼠抗￣ＨＢ９ １ ∶２００ 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬｓｃ￣５１５７６９
兔抗￣Ｋｉ６７ １ ∶２００ 武汉爱博泰克生物科技有限公司ꎬＡ２３７２２
鼠抗￣１Ｃ２ １ ∶２００ 美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬＭＡＢ１５７４
山羊抗鼠 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ) 交叉吸附二抗ꎬ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ １ ∶１ ０００ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬＡ￣１１００１
山羊抗兔 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ) 交叉吸附二抗ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ １ ∶１ ０００ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬＡ￣１１０１２

１.２.７　 细胞凋亡检测

用 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ 次ꎬ加入 ４％多聚甲醛固定细

胞 ３０ｍｉｎꎮ 用 ＰＢＳ 再次洗涤ꎬ用含 ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００
的 ＰＢＳꎬ室温孵育 ５ｍｉｎꎮ 按照 ＴｄＴ 酶 ∶荧光标记液为

１ ∶９的比例配制适当量的 ＴＵＮＥＬ 检测液(上海碧云

天生物技术有限公司)充分混匀ꎬ在每个样品上加

５０ μＬ ＴＵＮＥＬ 检测液ꎬ３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ
洗涤 ３ 次后ꎬ用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭剂封片后在荧

光显微镜下观察ꎮ 可以使用的激发波长范围为 ４５０~
５００ ｎｍꎬ发射波长范围为 ５１５~５６５ ｎｍꎮ
１.３　 统计学处理

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｖ１.８.０ 软件对 Ｋｉ６７ 阳性细胞及

ＴＵＮＥＬ 阳性细胞计数ꎮ 采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 统计软件

分析数据ꎬ同时用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进行绘

图ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ患者与健康对照者两组

间均数比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 肌肉病理

肌肉活检 ＨＥ 染色示肌纤维大小中度不等ꎬ小纤

维多呈长条形、角形ꎬ部分呈小圆形ꎻ可见肥大肌纤维

及核袋ꎻＭＧＴ 染色可见部分肌纤维肌膜下红染ꎻ
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ＮＡＤＨ、ＳＤＨ 及 ＣＯＸ 染色可见较多肌纤维肌膜下深 染ꎮ ＡＴＰ 酶染色可见两型纤维群组化改变(图 １)ꎮ

图 １　 ＳＢＭＡ 患者肌肉活检结果代表图
ＳＢＭＡ 患者肌肉病理染色(ＨＥ、ＭＧＴ、ＮＡＤＨ￣ＴＲ、ＳＤＨ、ＣＯＸ、 ＡＴＰａｓｅ ｐＨ４.３)代表图ꎬ标尺:１００ μｍꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｂｉｏｐｓｙ ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｍｕｓｃｌｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＳＢＭＡ ｐａｔｉｅｎｔｓ (ＨＥꎬ ＭＧＴꎬ ＮＡＤＨ￣ＴＲꎬ ＳＤＨꎬ ＣＯＸꎬ ＡＴＰａｓｅ ｐＨ４.３ ｓｔａｉｎｉｎｇ)ꎬ ｓｃａｌｅ
ｂａｒ: １００ μｍ.

２.２　 基因检测

患者外周血毛细管电泳结果显示ꎬＤＮＡ 长度为

３３１ ｂｐꎬ根据计算得出该样本 ＡＲ 基因 １ 号外显子

ＣＡＧ 重复次数为 ４４ 次(正常人该序列的重复次数

为 ≤３４ 次)ꎬ提示患者 ＣＡＧ 重复次数超出正常范

围ꎬ符合肯尼迪病的诊断ꎮ
２.３　 ｉＰＳＣｓ 的鉴定

经过重编程处理ꎬ皮肤成纤维细胞成功转化为

ｉＰＳＣｓꎮ 通过免疫荧光染色技术ꎬ我们观察到患者与

健康对照来源的 ｉＰＳＣｓ 表达了干细胞标志物￣
ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４ 和 ＳＳＥＡ￣４ꎮ 这表明我们构

建的 ｉＰＳＣｓ 具有多能性特征(图 ２Ａ)ꎮ ｉＰＳＣｓ 染色

体核型为 ４６ＸＹꎬ未见染色体形态异常 (图 ２Ｂ)ꎮ
ｉＰＳＣｓ向 ３ 个胚层的分化是定向分化为相应器官细

胞类型的第一步ꎬ也是作为验证 ｉＰＳＣｓ 多向分化潜

能的一个重要指标ꎮ ＨＮＦ￣３β、ＳＭＡ、ＴＵＢＢ３ 分别是

内、中、外胚层的标记蛋白(图 ２Ｃ)ꎬ证明 ｉＰＳＣｓ 具有

向 ３ 个胚层分化的能力ꎮ
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图 ２　 ｉＰＳＣｓ 多能性鉴定及正常核型验证
Ａ:ｉＰＳＣｓ 干性标记物染色—ＮＡＮＯＧ、ＳＯＸ２、ＯＣＴ４、ＳＳＥＡ￣４ꎬ标尺:２０ μｍꎻＢ:ｉＰＳＣｓ 多向分化潜能验证(ＨＮＦ￣３β、ＳＭＡ、
ＴＵＢＢ３ 分别是内、中、外胚层的标记蛋白)ꎬ标尺:２０ μｍꎻＣ:ｉＰＳＣ 核型验证正常且均为 ４６ＸＹꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉＰＳＣｓ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｋａｒｙｏｔｙｐｅ
Ａ: ｉＰＳＣｓ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ￣ＮＡＮＯＧꎬ ＳＯＸ２ꎬ ＯＣＴ４ꎬ ＳＳＥＡ￣４ꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ２０ μｍꎻ Ｂ: ｉＰＳＣｓ ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ (ＨＮＦ￣３βꎬ ＳＭＡ ａｎｄ ＴＵＢＢ３ ａｒｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｄｅｒｍꎬ ｍｅｓｏｄｅｒｍ ａｎｄ ｅｃｔｏ￣
ｄｅｒｍ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ２０ μｍꎻ Ｃ: ｉＰＳＣｓ ｋａｒｙｏｔｙｐｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ａｌｌ ４６ＸＹ.

２.４　 运动神经元的分化

采用化学小分子诱导法ꎬ模拟人运动神经元发

育过程ꎬ在相应时间节点加入不同的小分子化合物

在体外获得运动神经元ꎬ主要分化流程见图 ３Ａꎮ

Ｏｌｉｇ２ 与 ＰＡＸ６ 是 ＭＮＰ 的特异性指标ꎬ证明 ｉＰＳＣｓ
向 ＭＮＰ 的分化(图 ３Ｂ)ꎮ ＨＢ９ 和 ＣＨＡＴ 是 ｍＭＮ
的特异性标志物ꎮ 结果示经过诱导分化ꎬ ｉＰＳＣｓ 成

功分化为 ｍＭＮ(图 ３Ｃ)ꎮ
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图 ３　 ｉＰＳＣｓ 向运动神经元分化流程与鉴定
Ａ:ｉＰＳＣｓ 分化为 ｍＭＮ 流程图ꎻＢ:患者与健康对照者来源的 ＭＮＰ 免疫荧光染色鉴定— ＯＬＩＧ２、ＰＡＸ６ꎬ标尺:２０ μｍꎻＣ:
患者与健康对照者来源的 ｍＭＮ 免疫荧光染色鉴定—ＣＨＡＴꎬＨＢ９ꎮ 标尺:２０ μｍꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｉＰＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｏ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
Ａ:Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｉＰＳＣｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｏ ｍＭＮꎻ Ｂ:ＭＮＰ ｆｒｏｍ Ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ Ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｏｌｉｇ ２ꎬ Ｐａｘ ６)ꎻ Ｃ:Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕ￣
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＭＮ ｆｒｏｍ Ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ Ｃｏｎｔｒｏｌ￣ＣＨＡＴꎬ ＨＢ９ꎬｂａｒ: ２０ μｍ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ２０ μｍ.

２.５　 ＭＮＰ 增殖检测

Ｋｉ６７ 是细胞核上的一种非组蛋白ꎬ它的功能与

细胞的有丝分裂有关ꎮ Ｋｉ６７ 的表达高低说明细胞

增殖是否处于活跃状态ꎬＫｉ６７ 的阳性率越高细胞增

殖越活跃ꎮ 通过 Ｋｉ６７ 染色结果及统计学分析ꎬ发现

患者来源的 ＭＮＰ 的细胞增殖速率明显低于对照组

(Ｐ＝ ０.００１)ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 ＭＮＰ 增殖检测
Ａ:患者与健康对照者来源的 ＭＮＰ Ｋｉ６７(红色)免疫荧光染色代表图像ꎬ标尺:５０ μｍꎻＢ:Ｋｉ６７ 阳性细胞百分比统计
图ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ

Ｆｉｇｈｕｒｅ ４　 ＭＮＰ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ａ:ＭＮＰ Ｋｉ６７ ( ｒｅｄ) ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ:
５０ μｍꎻ Ｂ:Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｋｉ６７￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎬ ∗∗Ｐ<０.０１.



　 ９８　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ４ 期　

２.６　 ＭＮＰ 凋亡检测

在细胞凋亡过程中ꎬ染色体 ＤＮＡ 双链或单链

断裂产生 ３'￣ＯＨ 末端ꎮ ＴｄＴ 酶与 ３'￣ＯＨ 末端结合ꎬ
将荧光标记物连接到 ＤＮＡ 上ꎬ实现对凋亡细胞的

检测ꎮ 利用 ＴＵＮＥＬ 染色技术ꎬ对 ＭＮＰ 进行凋亡检

测ꎮ 在患者来源的 ＭＮＰ 中ꎬ凋亡细胞的比例明显

高于对照组(Ｐ＝ ０.００７)ꎮ 见图 ５ꎮ

图 ５　 ＭＮＰ 凋亡检测
Ａ:患者与健康对照者来源的 ＭＮＰ ＴＵＮＥＬ(绿色)荧光染色代表图像ꎬ标尺:５０ μｍꎻＢ:ＴＵＮＥＬ 阳性细胞百分比统计
图ꎮ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＭＮＰ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ａ:ＭＮＰ ＴＵＮＥＬ (ｇｒｅｅｎ) ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｆｒｏｍ Ｐａｔｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ５０ μｍꎻ
Ｂ:Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｋｉ６７￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１.

２.７　 核内包涵体形成时期鉴定

１Ｃ２ 是 ｐｏｌｙＱ 的特异性单克隆抗体ꎬ可以识别

ｐｏｌｙＱ 形成的包涵体ꎬ核内包涵体是 ｐｏｌｙＱ 疾病的

统一病理标志ꎮ 对 ｉＰＳＣｓ、ＭＮＰ 以及 ｍＭＮ 三个阶

段的细胞应用 １Ｃ２ 进行免疫荧光染色ꎮ 结果显示

患者来源的 ｉＰＳＣｓ 及 ＭＮＰ 未见细胞核内包涵体ꎬ而
ｍＭＮ 中可以看到典型的核内包涵体(图 ６)ꎮ

图 ６　 核内包涵体形成时期鉴定
ｉＰＳＣｓ、ＭＮＰ 以及 ｍＭＮ 三个阶段的细胞 １Ｃ２ 抗体免疫荧光染色图ꎬ白色箭头指示核内包涵体ꎬ标尺:２０ μｍꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ
ｉＰＳＣｓꎬＭＮＰ ａｎｄ ｍＭＮ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １Ｃ２ ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ２０ μｍ.

３　 讨　 论

ｉＰＳＣｓ 可以直接由患者皮肤成纤维细胞或其他

体细胞重编程产生ꎬ且具有自我更新和分化能力[１６]

可分化为包括各类神经元和胶质细胞在内的数十种

人体固有细胞[１７]ꎮ 与其他的动物模型或工程细胞

模型相比ꎬｉＰＳＣｓ 来源的分化细胞在神经遗传病领



刘文竹ꎬ等.１ 例脊髓延髓肌萎缩症运动神经元分化及分子病理分析 ９９　　　 　

域具有独特优势ꎬ有着广泛的应用前景:①疾病建

模:ｉＰＳＣｓ 来源于遗传病患者体细胞ꎬ携带致病性基

因变异ꎬ可精准模拟特定基因变异在特定神经细胞

中的特定病理生理过程ꎮ 此外ꎬ ｉＰＳＣｓ 分化为神经

元的这一动态过程也利于观察疾病的分子病理动态

演变ꎬ为研究疾病的发生和发展过程提供了有力工

具ꎻ②药物筛选:利用 ｉＰＳＣｓ 来源的神经元可以高效

地实现高通量药物筛选ꎬ测试不同药物对病变细胞

特定病理变化的影响ꎬ测试候选药物的有效性和安

全性ꎬ实现遗传病的个体化药物筛选和治疗ꎻ③基因

编辑:利用基因编辑技术如 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ꎬ可以在

ｉＰＳＣｓ 层面纠正致病性基因变异ꎬ建立基因矫正的

等基因 ｉＰＳＣｓꎬ用于个体化的细胞移植治疗[１８]ꎮ 总

之ꎬ患者 ｉＰＳＣｓ 来源的神经元为神经遗传病的研究提

供一种强大而灵活的工具ꎬ有助于深入理解疾病机

制ꎬ加速药物研发过程ꎬ并为个体化治疗提供新途径ꎮ
ＳＢＭＡ 由 ＡＲ 基因第 １ 外显子中的 ＣＡＧ 重复

扩增引起ꎮ 正常人该序列的重复次数为 ≤３４ 次ꎬ
患者 ＣＡＧ 的重复次数≥３８ 次ꎮ ＡＲ 在中枢神经系

统的分布相对广泛ꎬ主要表达在大脑的多个区域ꎬ包
括与性别差异、性行为、运动执行、认知功能和情绪

调节相关的区域ꎬ特别是在海马体、前脑基底核、下
丘脑、脑干和脊髓前角等区域[１９￣２０]ꎮ ＡＲ 相关信号

通路对运动神经元有营养支持作用ꎮ ＡＲ 在运动神

经元中的表达可维持运动神经元的轴突生长ꎬ促进

神经损伤后的修复[２１]ꎮ 在一项有关肌萎缩性侧索

硬化症的研究中发现ꎬＡＲ 表达水平的改变与疾病

进展有关ꎬ补充雄激素可刺激运动神经元的损伤后

修复ꎬ促进轴突和树突的发生ꎮ 本研究结果表明ꎬ
ＳＢＭＡ 疾病组 ＭＮＰ 凋亡细胞比例增多ꎬ增殖比例

降低ꎬ进一步证实 ＡＲ 蛋白对神经元的生长、分化具

有重要作用ꎮ
ＡＲ 基因中异常扩增的 ＣＡＧ 重复编码 ＰｏｌｙＱ

蛋白ꎮ 初始合成的 ＰｏｌｙＱ 蛋白构象为 α￣螺旋ꎬ然后

转变为 β￣折叠并形成可溶性低聚体ꎬ最终转化为不

溶性淀粉样纤维结构ꎬ并在细胞内异常聚集形成细

胞核内包涵体[２２]ꎮ 异常聚集的 ＰｏｌｙＱ 引起神经元

损伤的机制包括:①细胞应激反应:异常聚集的

ＰｏｌｙＱ 蛋白触发细胞应激反应ꎬ引起热休克蛋白和

其他分子伴侣的上调ꎬ进一步破坏细胞内的蛋白质

稳态ꎻ②细胞器功能障碍:异常聚集的 ＰｏｌｙＱ 蛋白干

扰细胞器的正常功能ꎬ特别是线粒体、内质网和溶酶

体ꎬ导致能量代谢障碍、细胞内钙平衡失调以及细胞

自噬清除机制异常ꎻ③基因表达调控受损:异常聚集

的 ＰｏｌｙＱ 蛋白可能与转录因子和其他基因表达调节

蛋白相互作用ꎬ干扰正常的基因表达ꎮ 长期的蛋白

质聚集和细胞应激最终导致神经元变性、死亡ꎬ引起

神经退行性疾病的发生[２３￣２５]ꎮ 本研究对 ＳＢＭＡ 的

ｉＰＳＣｓ、ＭＮＰ 以及 ｍＭＮ 进行免疫荧光染色ꎬ动态观

察包涵体的形成ꎬ结果显示只有在 ｍＭＮ 中才有包

涵体的形成ꎮ 分析原因可能为:①长期累积:ｍＭＮ
经历较长时间的蛋白质积累ꎻ②代谢差异:ｍＭＮ 的

代谢活动和蛋白质处理机制可能与神经干细胞不

同ꎮ 这些差异可能影响异常蛋白的形成、聚集和清

除ꎻ③细胞应激响应的变化:随着细胞的成熟ꎬ细胞

的应激响应能力可能会下降ꎮ ｍＭＮ 可能在处理蛋

白质聚集和应对细胞应激方面有所降低ꎻ④细胞修

复和清除机制的减弱:随着神经元的成熟和衰老ꎬ其
自噬和蛋白酶体系统(负责清除损坏或异常蛋白的

细胞机制)可能效率降低ꎬ导致异常蛋白质的积累ꎮ
综上所述ꎬＳＢＭＡ 患者 ｉＰＳＣｓ 携带致病变异ꎮ

我们在本病 ＭＮＰ 中发现细胞的增殖缺陷且细胞凋

亡显著增加ꎬ其分化的 ｍＭＮ 中含有典型的细胞核

内包涵体ꎮ ｉＰＳＣｓ 来源的运动神经元能够精准模拟

本病的分子病理特征ꎬ为后续机制研究和药物靶标

发现提供理想的模型ꎮ
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[７] Ｆｒａｔｔａ Ｐꎬ Ｎｉｒｍａｌａｎａｎｔｈａｎ Ｎꎬ Ｍａｓｓｅｔ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ｂｕｌｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ
ａｔｒｏｐｈｙ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ８２(２３): ２０７７￣２０８４.

[８] Ｈａｓｈｉｚｕｍｅ Ａꎬ Ｂａｎｎｏ Ｈꎬ Ｋａｔｓｕｎｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｗａｌｌｏｗｉｎｇ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｐｉ￣
ｎａｌ ａｎｄ ｂｕｌｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ[ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ
５６(２３): ３１５９￣３１６５.

[９] Ｓｕｚｕｋｉ Ｋꎬ Ｋａｔｓｕｎｏ Ｍꎬ Ｂａｎｎｏ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ
ｍｏｔｏｒ ｕｎｉｔ ｎｕｍｂｅｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ (ＭＵＮＥ) ｉｎ ｓｐｉｎａｌ ａｎｄ ｂｕｌ￣
ｂａｒ ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ
２０１０ꎬ ８１(５): ５６７￣５７１.

[１０] Ｈａｒｄｉｎｇ ＡＥꎬ Ｔｈｏｍａｓ ＰＫꎬ Ｂａｒａｉｔｓｅｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ
ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ｂｕｌｂｏｓｐｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｎｏｐａｔｈｙ: ａ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｔｅｎ ｃａｓｅｓ
[ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ １９８２ꎬ ４５ ( １１):
１０１２￣１０１９.

[１１] Ｓｏｂｕｅ Ｇꎬ Ｈａｓｈｉｚｕｍｅ Ｙꎬ Ｍｕｋａｉ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ ｒｅｃｅｓ￣
ｓｉｖｅ ｂｕｌｂｏｓｐｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｎｏｐａｔｈｙ. Ａ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｕｄｙ[Ｊ] . Ｂｒａｉｎꎬ １９８９ꎬ１１２ ( Ｐｔ １): ２０９￣２３２.

[１２] Ｍｉｎａｋａｗａ ＥＮꎬ Ｐｏｐｉｅｌ ＨＡꎬ Ｔａｄａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｉｓ ａ
ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ ｆｏｒ ｐｏｌｙＱ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｔｈａｔ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ
ｐｏｌｙＱ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｂｒａｉｎꎬ ２０２０ꎬ１４３(６):
１８１１￣１８２５.

[１３] Ｄｕ ＺＷꎬ Ｃｈｅｎ Ｈꎬ Ｌｉｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐａｎ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｐｕｒｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１５ꎬ ６: ６６２６.
ｄｏｉ: １０.１０３８ / ｎｃｏｍｍｓ７６２６.

[１４] Ｇｉａｎｄｏｍｅｎｉｃｏ ＳＬꎬ Ｓｕｔｃｌｉｆｆｅ ＭꎬＬａｎｃａｓｔｅｒ ＭＡ.Ｇｅｎｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｌａｔｅｒ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[ Ｊ] . Ｎａｔ
Ｐｒｏｔｏｃꎬ ２０２１ꎬ １６(２): ５７９￣６０２.

[１５] Ｗａｎｇ Ｄꎬ Ｚｈａｎｇ Ｒꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ( ｉＰＳＣ ) ｌｉｎｅ ( ＩＮＮＤ￣
ＳＵｉ００１￣Ａ) ｆｒｏｍ ａ ｈｅａｌｔｈｙ ｆｅｍａｌｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈａｎ [ Ｊ] .
Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ ６２: １０２８１９. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ. ｓｃｒ.
２０２２.１０２８１９.

[１６] Ｊａｍａｌ Ａ. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ｉＰＳＣｓ): ｗｈｅｒｅ
ａｒｅ ｗｅ ａｎｄ ｗｈｅｒｅ ａｒｅ ｗｅ ｈｅａｄｉｎｇ? [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ
(Ｎｏｉｓｙ￣ｌｅ￣ｇｒａｎｄ)ꎬ ２０２３ꎬ ６９(１１): ７６￣８０.

[１７] Ｓａｔｏ Ｍꎬ Ｔａｋｉｚａｗａ Ｈꎬ Ｎａｋａｍｕｒａ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｒｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｉｎ ｎｅｕｒｏ￣
ｍｕｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１９ꎬ １２: ２９７. ｄｏｉ: １０. ３３８９ / ｆｎｍｏｌ. ２０１９.
００２９７.

[１８] Ｐｅｔａｚｚｉ Ｐꎬ Ｍｅｎｅｎｄｅｚ Ｐꎬ Ｓｅｖｉｌｌａ Ａ. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉ￣
ａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｉｎ ｈｕｍａｎ ｉＰＳＣｓ[Ｊ] . Ｍｅｔｈ￣
ｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０２２ꎬ ２４５４: ５５９￣５７４. ｄｏｉ:１０.１００７ / ７６５１
＿２０２０＿３３７.

[１９] Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｇｕａｓｔｉ Ａꎬ Ｋｒｕｉｊｖｅｒ ＦＰꎬ Ｆｏｄｏｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｘ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｕｍａｎ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｏｍｐ Ｎｅｕｒｏｌꎬ ２０００ꎬ ４２５
(３): ４２２￣４３５.

[２０] Ｌｉ Ｍꎬ Ｓｏｂｕｅ Ｇꎬ Ｄｏｙｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｎｓｏｒｙ ｎｅｕ￣
ｒｏｎｓ ｉｎ Ｘ￣ｌｉｎｋｅｄ ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ｂｕｌｂｏｓｐｉｎａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ: ｈｉｓｔｏ￣
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ] .
Ｍｕｓｃｌｅ Ｎｅｒｖｅꎬ １９９５ꎬ１８(３): ３０１￣３０８.

[２１] Ｗａｒｄ ＰＪꎬ Ｄａｖｅｙ ＲＡꎬ Ｚａｊａｃ ＪＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｎｄｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ ２０２１ꎬ
８１(４): ４１１￣４２３.

[２２] Ｋｕｍａｒ Ｒ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ａｎｄｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｌｙＱ ｃｈａｉｎ ｅｌｏｎｇａ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ Ｋｅｎｎｅｄｙ'ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｕｓｅ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｏｓｍｏｌｙｔｅｓ ａｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ[ Ｊ] . ＩＵＢＭＢ Ｌｉｆｅꎬ ２０１２ꎬ ６４
(１１): ８７９￣８８４.

[２３] Ｍａｚｚｉｎｉ Ｌꎬ Ｇｅｌａｔｉ Ｍꎬ Ｐｒｏｆｉｃｏ ＤＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＬＳ: ｉｎｉｔｉａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ａ
ｐｈａｓｅ Ｉ ｔｒｉａｌ[Ｊ] . Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ１３: １７. ｄｏｉ: １０.
１１８６ / ｓ１２９６７￣０１４￣０３７１￣２.

[２４] Ｔａｄｅｓｓｅ Ｔꎬ Ｇｅａｒｉｎｇ Ｍꎬ Ｓｅｎｉｔｚｅｒ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｇｒａｆｔ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ａ ｔｒｉａｌ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｉｎ ＡＬＳ[Ｊ] .
Ａｎｎ Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｎｅｕｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ １(１１): ９００￣９０８.

[２５] Ｇｌａｓｓ ＪＤꎬ Ｈｅｒｔｚｂｅｒｇ ＶＳꎬ Ｂｏｕｌｉｓ ＮＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ＡＬＳ: Ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈａｓｅ １ ａｎｄ ２ ｔｒｉａｌｓ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ８７
(４): ３９２￣４００.

(编辑:张彩凤)


