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己糖对杜兴肌肉萎缩症核酸药物 )*+(,$)-. 跳读活性
研究
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杜兴肌肉萎缩症（ZV\?,99, -V6\V;O8 Z>678<$

+?>，Z-Z）是一种伴 g 染色体隐性遗传的神经肌肉

失调症，在新生男孩中的发病率约为 'h_ (%%

i'j。Z-Z

发病主要是由于抗肌营养萎缩蛋白—=>678<+?*9 缺

失，导致肌肉细胞膜不稳定，大量钙离子内流，细胞

结构破坏，从而导致肌肉退化和功能丧失，患者随

着年龄增长会出现退行性的肌肉萎缩，平均寿命只

有 &% 岁左右i&j。Z>678<+?*9 基因长 &/k-:，是人类已

知的最大的基因之一i_j。Z>678<+?*9 是抗肌肉萎缩蛋

白相关复合物（=>678<+?> O66<\*O7,= +8<7,*9 \<C+;,`S

ZT)4）的一个组成部分，它将ZT)4 与胞内肌动蛋

白丝连接起来，对于维持肌肉细胞膜的完整性至关

重要ikj。目前关于治疗 Z-Z 的研究主要分为以下 k

类：细胞治疗i(j、基因替代疗法ilX0j、上调肌营养相关蛋

白imX "j和特异性基因突变（包括外显子跳读i'%j和抑制

过早终止密码子i''j）。其中外显子跳读是被认为目

前最有潜力的治疗方式之一i'&j。外显子跳读能够恢

复基因开放阅读框，从而产生结构部分缺失但仍具

有生物学功能的 =>678<+?*9 蛋白i'_j。如今临床上唯

一批准可以用于治疗 Z-Z 的反义寡核苷酸药物是

二酰胺吗啉代寡核苷酸（)-.），但是 )-. 介导

=>678<+?*9蛋白恢复水平较低，用药量大，价格昂贵i'kj。

因此通过不同的方法增强 )-. 系统作用效果，如
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将 !"# 与功能肽进行偶联或者利用辅助剂提高

其作用效果是目前研究外显子跳读的主要方向$%&'。

已有文献报道，利用细胞穿梭肽（()**+,)-)./0.1-2

,),).13)+!1,&)）共价修饰 !4#，可以提高 !4# 的

运输效率，相比其他系列的功能肽在降低 !4# 的

用量上具有极大的优势，并且以 5& 62782 的剂量在

!"# 小鼠上系统测试发现小鼠全身骨骼肌以及心

肌的 39:./;,<1- 蛋白能够恢复到野生型小鼠骨骼肌

和心肌中水平，血清激酶水平显著下降$%='。本课题

组前期研究发现，己糖特别是葡萄糖和果糖的混合

物（%>%），能够显著促进 !4# 的系统活性和运输效

率 $%?'，但己糖对肽修饰的 !"@ 的作用效果有待研

究。因此，在本研究中，拟在 !"# 小鼠模型上，系统

探究己糖对前期研发的细胞穿梭肽修饰的 !"@

（!1,&)+!"@）的作用。

! !"#$%

%A% !" #B(BC 包埋剂购自美国 D08E/0 公司，

39:./;,<1- 抗体购自 FGH06 公司，I)-)JE*0/ %KKG,

LMF *033)/ 购自美国赛默飞公司，JC+!(J @-)D.),

81. 购自德国 NOFIPQ 公司，山羊血清和胎牛血清购

买 于 R)/6)-.0: 公 司 ，S/03T;/3 试 剂 购 自 D0-2;

G1;.)H< 公司。

%B5 #$

%B5B% !"# 小鼠的饲养和给药处理 购买小鼠置于

天津医科大学动物饲养中心，进行 D!R 级常规饲

养。将 5 !2 !1,&)U!4#，与生理盐水（:0*1-)）及己糖

混合物IR（&V葡萄糖和 &V果糖等比混合）分别配

制成 WK !X 的药物注射液，注射到实验小鼠的胫前

肌，每种处理保证 Y 个重复。系统评估的注射方式

为将 !1,&)U!4@ 按 %& 62782 配制成 %5K !X 药物注

射液，并通过尾静脉注入成年 !"# 小鼠，注射 % 次，

两周后收样。

%A5A5 组织 JQF 的提取及反转录与扩增 利用冷

冻切片机切取 Z !6 的组织，收集适量加入 5&K !X

C/1[;* 进行裂解。每个样品按 %>& 的比例加入氯仿进

行抽提，并用涡旋振荡器震荡 %& :，静置 & 61-。W !

离心机，%5 KKK /761- 离心 %& 61-，吸取上清，加入

等体积异丙醇，轻轻上下颠倒后室温静置 5K61-。W!，

%5 KKK /761- 离心 %K 61-，弃去上清后，加入5&K !X

?&V乙醇（LP!( 水配制）进行漂洗。W !，? =KK /761-

离心 & 61-，弃去液体，可见白色沉淀，开盖晾干至残

余的乙醇完全挥发。每个样品加入 5K!XLP!( 水进行

回溶。测浓度后以 WKK -2 JQF 作为模板进行 JCU

!(J，引物序列为：P\;-5KR;：&"U(FIFUFCC(CI(#

(FFCCI(CIFI UY"；P\;-5=J;：&" UCC(CC(FI( CCI

CIC(FC((UY"。得 HLMF 后继续进行 !(J 扩增，

!(J 引 物 序 列 为 ：P\;-5KR%> &" U(((FIC(CF(#

(F(((CFC(FIFI( UY" ；P\;-5WJ%> &" U((CI(#

(CCCFFII(CC((CCUY"。

%A5AY 组织免疫荧光染色U39:./;,<1- 染色 利用

冷冻切片机切取 Z !6 厚的组织切片，固定于防脱

落载玻片上。用油笔圈出切片区域，浸泡在 %$!SD

%K 61-。每张切片滴加 %KK !X 左右封闭液（5KV羊

血清、5KV胎牛血清和 =KV!SD 配制封闭液），室温

封闭 %A& <。然后孵育一抗（一抗按 %>5KK 溶于稀释

液中），室温 %A& <。弃去一抗，滴加 !SD清洗 Y遍，孵育

二抗（荧光二抗按 %>5KK溶于 L!SD中），滴加 =K!X

左右于切片上，避光孵育 % < 左右。倾去二抗，!SD

清洗 Y 遍后，滴加提前加入 LF!O 的封片剂，盖上盖

玻片，避光晾干后即可进行观察拍照。

%A5AW 蛋白的提取 使用冷冻切片机切取小鼠全身

肌肉组织并收集于 %A& 6X P,管中。按照每管 %KK !X

蛋白裂解液（]&V裂解液和 &V"U巯基乙醇）加入到

离心管里，用移液枪捣匀，保证裂解充分。金属浴

%KK!，变性 & 61-，离心后吸取上清于新的离心管里。

%A5A& 蛋白浓度测定 S/03T;/3 法测定蛋白浓度，

首先利用 !SD 将蛋白样品稀释 %KK 倍，然后利用提

前配置好的 & 种浓度梯度蛋白标准品（K、KA%5&、

KA5&、KA& 和 % !27!X）制作标准曲线，加蛋白稀释液

和 5&K !X 的 S/03T;/3 试剂。轻轻混匀后，用酶标仪

读取 &]& -6 处的吸光度值。根据蛋白标准品制出

蛋白标准曲线，最后依据曲线公式计算出样品的蛋

白浓度。

%A5A= 蛋白杂交检测 按 &K !2 上样，使用 =V的

聚丙烯酰胺凝胶，恒压电泳 Y <。然后转印至 !^LR

膜上，恒流 %%K 6F 转膜过夜，用 &V的脱脂牛奶封

闭，按预染 60/8)/ 标记的分子量剪裁转印膜，加入

一抗，W!孵育过夜。次日，使用 &V的脱脂牛奶清洗

!^LR 膜 Y 遍，每遍 %K 61-。清洗完毕后，常温孵育

二抗 5 <。使用 !SDC 清洗二抗 Y 遍，每遍 %& 61-。加

入发光液后，压片曝光。

%BY %&'()*+, 使用 !<;.;:<;,、F3;G)

1**E:./0.;/ 软件作图，使用 O602) _ 软件进行数据分

析，使用 D!DD55BK 进行统计分析，计量数据用 !"#

表示，组间均数比较采用独立样本 $ 检验，以%`KBK&

为差异具有统计学意义，所有数据至少进行 Y 次独

立实验验证。

" &'

5B% !1,&)+!4@ - !"# ./012345 前期
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物（!"#）的药效有显著增强作用，且表现出一定的

临床安全性，其中 $% 的作用效果尤为明显 &'()。同

时，前期结果显示：在!"#小鼠上，!*+,-.!"/能够介

导高效的外显子跳读和 012345+6*7 蛋白恢复表达&89)。

为测试 $% 对 !*+:-.!;/ 活性的增强作用，将 < !=

!*+:-.!;/ 分别与 $% 和 2>?*7- 混合，对成年 !"#

小鼠的胫前肌进行局部注射。两周后取样，通过免

疫荧光检测 012345+6*7 阳性肌纤维数量和分布，结

果显示：与 2>?*7- 组相比，!*+:-.!;# 与 $% 混合

后，可有效地提高 012345+6*7 阳性肌纤维数量（图

8@），012345+6*7 阳性肌纤维数量相对于野生型从

8AB提高到 <AB（$CDED8F ,，%CF）（图 8G）。与免疫

荧光结果相一致，利用 H-23-47 I?53 对蛋白表达水

平的检测结果显示：与 2>?*7- 组相比，蛋白表达水平

由 8(E,B提高到 <,B（$CDED<A <，%CF）（图 8J、K），说

明$%能够促进 !*+:-.!;#恢复 012345+6*7蛋白的表

达，所以$%对 !*+:-.!;#的活性有一定的促进作用。

LEL !*+:-.!;# ! !"# "#$%&'() 为测

试 $ % 对系统注射的 !*+:-.!;# 活性影响，将 $%

与 ': M=NO= !*+:-.!;# 混合在 !"# 小鼠上进行系

统尾静脉注射。免疫荧光结果显示，野生型小鼠具

有均匀分布的 012345+6*7 阳性肌纤维，而 !"# 小鼠

基本无 012345+6*7 阳性纤维（图 L@），相比于 !"#

组，2>?*7- 组和 $% 组在全身骨骼肌中有大量的

012345+6*7 阳性肌纤维均匀分布 （图 L@）。通过

H-23-47 I?53 对 012345+6*7 蛋白恢复水平进行定量验

证，$% 组与 2>?*7- 组相比，在不同骨骼肌中

012345+6*7 蛋白的恢复水平均达到 :DB左右，结果与

免疫荧光显示具有一致性（$PDED:）（图 LG），说明相

对于不表达 012345+6*7 蛋白的 !"# 小鼠，!*+:-.!;#

能介导 !"# 小鼠全身骨骼肌中 012345+6*7 蛋白恢

复，但 $% 对 !*+:-.!;# 的活性增强效果有限。

LEQ !*+:-.!;/ &'()! !"# "#*+,()

-./0 为了探究 ': M=NO= !*+:-.!;/ 在 !"#

小鼠心肌中的活性，对系统尾静脉给药处理的小鼠

心肌组织进行 012345+6*7 检测。免疫荧光结果显示，

相比 !"# 阴性对照组，': M=NO= 的 !*+:-.!;/ 有助

于心肌中 012345+6*7 阳性纤维数目的提高（图 Q@），

但 $% 与 2>?*7- 组 无 明 显 差 异 （$ PDED:，% CQ）。

@E免疫荧光检测 012345+6*7 的阳性率，其中红色区域为 012345+6*7 阳
性肌纤维，蓝色为细胞核染色（'DD!）；GE免疫荧光结果定量分析比
较RS $TDED,；JEH-23-47 I?53 检测不同处理组中 012345+6*7 蛋白的恢
复情况，".>U3*7*7 为内参蛋白；KE对 J 图 H-23-47 I?53 结果进行定量
分析RS$TDED,
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!"#$"%& '()$ 结果显示，相比于 *+, 阳性对照，给药

剂量为 -+ ./01/ 的 234+"5267 对 !"# 小鼠心肌中

89#$%)4:3& 蛋白的恢复能达到 -;<+=以上，但是 >?

组与 #@(3&" 无明显差异（$AB<B+，%CD）（图 DE、*）。

FG52*F 结果显示，相比于 #H(3&" 组，>? 处理组在

.FIJ水平上没有表现出差异（$AB<B+，%CD）（图 DK）。

以上结果说明，-+ ./01/ 234+"5267 对成年 !"# 小

鼠心肌中 89#$%)4:3& 蛋白的恢复能力至少能达到正

常水平的 -;<+=，而 >? 无进一步促进234+"5267

的效果。

! !"

杜兴肌肉萎缩症的发病群体主要为新生男孩，

是一种伴 L 染色体的隐性遗传病，患病男孩的平均

寿命为 ;- 岁，根据最新文献报道，在过去的 ;B 到

DB 年里，关于 K6K 的诊断和治疗都取得了可观的

进步M-NO。本文利用了杜兴肌肉萎缩症模型 !"# 小鼠，

其外显子 ;D 发生突变而不表达肌营养不良蛋白，

典型特征是肌肉随着年龄增长会发生退化，出生 D周

后血清激酶水平明显上升M-PO，N周开始慢性损伤加剧，

并持续一年，能够在一定程度上模拟 K6K 患者的

病理状态M;BO。

反义寡核苷酸介导的外显子跳读对于 K6K 治

疗具有巨大的潜力M;-O。早期研究表明 234+ 系列多肽

是改良的细胞穿梭肽，可偶联反义寡核苷酸药物，

在介导的外显子跳读上活性高M-QO。本文利用前期报

道的己糖混合物 >? 联合 234+" 5267 来研究

234+"5267 恢复 89#$%)4:3& 蛋白的效果，通过局部

肌内注射初步比较 >? 与生理盐水对 234+"5267

的辅助作用效果，发现 >? 对 234+"5267 恢复

89#$%)4:3& 蛋白有一定的促进作用，为了继续探究

>? 对 234+"5267 的作用效果，通过将二者混合后

系统给药以检测全身骨骼肌中 89#$%)4:3& 蛋白恢复

水平。

根据前期实验研究，234+"5267 能够显著恢复

89#$%)4:3& 蛋白的水平MPO。为了探究 234+"5267 对

!"#小鼠全身肌肉的恢复情况，通过系统尾静脉注射

234+"5267，可以发现 -+ ./01/ 剂量的 234+"5267

能够明显提高 !"# 小鼠骨骼肌中 89#$%)4:3& 蛋白的

表达，然而 >? 并没有进一步促进 234+"5267 的活

性。根据前期研究，>? 能够显著提高 +B ./01/ 267

的作用效果，主要原因是 >? 在一定程度上恢复了

!"# 小鼠肌肉中线粒体的功能，进一步促进了肌肉

细胞对 267 的摄取M-,O。而 234+" 作为细胞穿梭肽能

够促进 267 进入肌肉细胞，从而促进 267 恢复

89#$%)4:3& 蛋白，在此基础上 >? 促进 234+"5267 的

作用效果不能凸显，但是肌肉的病理状态和线粒体

功能是否有进一步的变化还不得知，需要在后续的

实验中做进一步研究。

由于心肌中 89#$%)4:3& 蛋白的缺失，大部分

K6K 患者最终死因都是心力衰竭M;;O，因此通过恢复

K6K 患者心肌中 89#$%)4:3& 蛋白来改善其心肌功

能至关重要M;DO。据报道 >? 能显著促进 !"# 小鼠全

身骨骼肌 267 的摄取及跳读活性，但在心肌中未

检测到 89#$%)4:3& 蛋白的表达 M-,O，因此在本研究中

检测 234+"5267 联合 >? 处理心肌中 89#$%)4:3& 的

恢复情况成为必要。根据实验结果发现 234+"5267

在心肌中恢复 89#$%)4:3& 的作用效果能达到 -;<+=

以上，这为恢复 K6K 患者心肌中 89#$%)4:3& 蛋白的

J<免疫荧光检测显示心肌中 89#$%)4:3& 的阳性纤维，其中着色区域

为 89#$%)4:3& 阳性肌纤维，蓝色为细胞核染色（-BB!）；E<R"#$"%& S()$

检测心肌中 89#$%)4:3& 蛋白的恢复情况，!5@T$3&3& 为内参蛋白；*<对

E 图中的 R"#$"%& S()$ 结果进行定量分析，$AB<B+；K<FG52*F 显示

不同处理组心肌细胞中外显子 ;D 跳读情况

# ! $%&'( !"# )*+, "#$%&'()*+ -./012345

6789

,*- ! .#$%&'()*+ (&'%/*+ /0(&/$$*'+$ 1+" /0'+ $2*((*+- (&'"34%$ *+

"*55/&/+% %&/1%/" -&'3($ *+ 6"0 6*4/
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表达奠定了基础。在 !"#$%&!'( 系统给药剂量为

)$ *+,-+ 的情况下，生理盐水组和./ 处理组骨骼肌

中，012345#6"7 蛋白的表达量均在 $89左右，而在心

肌中，该剂量的 !"#$%:!'( 恢复 012345#6"7 蛋白水

平较低，;<=$9左右，出现相同剂量 !"#$%:!'( 在骨

骼肌和心肌中恢复 012345#6"7 蛋白表达水平不一致

的现象，推测可能的原因是核酸药物在心肌中发挥

功效需要的剂量要高于在骨骼肌中发挥同等功效

所需的剂量><?@。因此在后续研究中，需要对 !"#$%:

!'( 使用剂量做进一步的优化，以期在最小剂量下

最大程度地恢复 012345#6"7 蛋白的表达，从而为

A'A 的治疗提供依据。
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