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肌萎缩性侧索硬化症非临床药效学评价体系的探索
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摘要: 肌萎缩性侧索硬化 (amyotrophic lateral sclerosis, ALS) 是运动神经元病的最常见类型, 其发病机制尚不明

确。近年来, 对于ALS遗传基础的研究进展促进了各种ALS疾病模型的出现和发展, 为ALS相关药物及治疗方法

的筛选提供了多种选择。本综述主要介绍肌萎缩性侧索硬化症的相关研究进展, 对典型的非临床动物模型药物筛

选评价体系进行归纳, 包括转基因动物模型、基因敲除动物模型及自然发病动物模型, 总结了规范化ALS非临床研

究需要注意的问题, 并对系统性规范化的非临床药效学研究方案提出建议。
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Abstract: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is among the most common type of motor neuron diseases,

and its pathogenesis remains unclear. In recent years, our understanding of the genetic basis of ALS has led to

the development of various ALS disease models, which allow for screening of ALS-related drugs and treatment

methods. This review focuses on the research progress of ALS, summarizes the systems of commonly used experi‐

mental animal models, including transgenic animals, gene knockout approaches and autonomous animal models,

points to the problems needing attention in standardized ALS non-clinical research, and proposes the criteria for

selection of standardized R&D model.
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肌萎缩性侧索硬化 (amyotrophic lateral sclerosis,

ALS) 是一种病因未明的选择性侵犯脊髓前角细胞、脑

干运动神经核及锥体束的慢性进行性变性疾病。临床

表现为上下运动神经元合并受损的体征, 是运动神经

元病 (motor neuron disease, MND) 的最常见类型。

ALS可由起初的肌无力、肌萎缩逐渐发展为构音障碍、

吞咽困难和呼吸衰竭, 可伴有认知障碍。患者多在出

现呼吸衰竭症状后的 2～5年内死亡。ALS患者中, 大

约 65%发病起始于肢体, 20%～30%发病起始于延髓,
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但大多数患者在疾病过程中会同时存在延髓和肢体两

处体征。此外, 多达 50% ALS患者可能具有额颞叶痴

呆 (frontotemporal dementia, FTD) 的症状。ALS 发病

高峰期为 70～74岁, 此后, 发病率迅速下降[1], 但生存

期差异很大, 有些患者在几个月内死亡, 有些则可生存

很多年[2]。ALS每年发病率在 1/10万～3/10万, 患病

率多在 5/10万～7/10万, 是导致成年人瘫痪的常见疾

病之一[3]。

ALS 中 90% 是散发性肌萎缩性侧索硬化症

(sporadic ALS, sALS), 10%是常染色体显性遗传的家

族性肌萎缩性侧索硬化症 (family ALS, fALS)[4]。在过

去 10年中, 人们已发现了超过 30种与ALS相关的基

因突变。其中约 40% fALS 是由于 C9orf72 基因六核

苷酸 (GGGGCC) 的重复扩增; 20%是由于超氧化物歧

化酶 1 (superoxide dismutase 1, SOD1) 基因突变; 编码

TDP-43的TAR DNA结合蛋白基因 (TARDBP) 突变和

FUS基因突变分别占 4%; 其他基因如 p62 (SQSTM1)、

ubiliquin-2 (UBQLN2)、TANK-结合激酶 1 (TBK1) 和视

神经病变诱导基因 (OPTN) 等则少于 1%[5]。其他未知

病因引起的 sALS具有遗传异质性, 导致表型多样性,

从而增加了疾病治疗的复杂性。

由于 ALS患者发病年龄、发病部位、疾病进展的

多样性, 相关上行或下行运动神经元的参与以及存在

额颞叶痴呆 (FTD) 等情况, 导致其临床表现也呈现高

度多样性。因此, 研究者需要更好地了解ALS发病机

制, 以确定潜在的治疗靶点。到目前为止ALS的病因

及确切的发病机制仍不明确, 但随着研究的不断进展,

人们已发现ALS可能涉及多种病理机制, 包括基因突

变、谷氨酸兴奋性毒性、线粒体功能障碍、蛋白异常聚

集、轴突转运受损、氧化应激、内质网应激、RNA错误

加工以及神经炎症机制等[6]。目前ALS仍然缺乏有效

治疗手段, 现有治疗方案主要集中在缓解症状以改善

患者的生活质量[7,8]。利鲁唑 (riluzole) 是第一个获美

国FDA和欧盟批准用于治疗ALS的药物, 它仅能轻微

地延缓疾病进展, 延长患者约 2～3个月的生存时间[9]。

依达拉奉 (edaravone) 是一种自由基清除剂和有效的

抗氧化剂 , 已于 2017 年 5 月 6 日经美国 FDA 批准上

市[10]。依达拉奉对延缓ALS的进展有一定的作用[11]。

因此, ALS作为一种高死亡率的疾病迫切需要找到有

效的治疗方法来延缓或终止疾病的进展[12], 创新药物

的研发需要建立稳定的、规范的、重现性好的药效学评

价模型。目前新药临床试验的失败率很高, 即使在非

临床研究表明治疗安全有效后, 仍然有超过 80%的潜

在治疗方法在临床试验中失败。在过去 10年中, 大约

有十几种治疗ALS的药物进入临床试验阶段, 这些药

物都已证明可在既定的动物模型中改善疾病症状, 但

除了利鲁唑和依达拉奉外, 其他药物均在临床试验中

宣告失败, 其原因可能与非临床研究试验方案不完善

有关, 导致从动物实验向临床转化困难。因此, 课题组

在此综述中描述了ALS的非临床药效学研究动物模

型建立及评价指标, 希望建立起严格规范化的ALS治

疗药物的非临床药效学评价体系, 减少转化失败率。

1 ALS动物模型及评价指标

1.1 转基因动物模型

各国学者从不同角度出发建立了很多用于研究

ALS的动物模型, 其中应用基因工程得到的转基因动

物模型得到了最为广泛的应用。转基因动物模型是理

解ALS病理生理和测试有效治疗手段的重要工具。

1.1.1 SOD1转基因啮齿类动物模型

SOD1G93A转基因小鼠是第一个真正建立的 ALS

模型, 并且仍然是当今ALS研究中使用最广泛的小鼠

品系。随后的许多其他 SOD1相关转基因模型是使用

来自患者基因组片段的序列变体设计的, 包括人G37R

突变[13]、人G85R突变[14]和小鼠G86R突变[15]。这些转

基因小鼠在内源性 SOD1启动子的控制下普遍表达高

水平的突变 SOD1。大多数 SOD1基因突变小鼠能很

好地模拟人ALS的病理表现, 小鼠可存在运动神经元

丢失导致的致死性瘫痪、神经胶质增生及胞浆内的泛

素化的SOD1包涵体[16]。将人 fALS突变的 SOD1基因

转移至鼠, 这些转基因鼠在 3～4个月开始出现类似人

类 ALS 的症状 , 并在 4 周内死亡[17]。敲除 SOD1 基因

的小鼠不表现 ALS 症状 , 但是表达突变的人 SOD1

(G93A、G37R) 转基因小鼠可以表现出与人ALS临床

症状相似的运动神经元进展性变性、肌肉萎缩和寿命

缩短[18]。因此一般采用 SOD1基因突变的转基因小鼠

进行 ALS 病因学机制研究和筛选有效的治疗药物。

目前已建立了超过 20个品系的 SOD1基因不同突变位

点、神经元特异或星型胶质细胞特异启动子的转基因

大鼠和小鼠模型, 主要病理特征包括线粒体损伤、蛋白

折叠错误和沉积、兴奋性毒性、氧化应激等。转基因动

物总体表现为生存期短和肢体瘫痪。但是, 这些转基

因动物之间具有不同的表型、发病年龄和存活时间, 这

些差异可能归因于特定的基因突变位点、突变的

SOD1表达水平、性别和遗传背景。总的来说, 雌性与

雄性相比, 雌性小鼠具有发病时间延迟和存活期延长

的特点, 在人类中也可观察到这些差异。根据研究, 在

小鼠和人之间, 发病年龄与疾病进展速度可能存在反

向相关性。例如, A4V突变是人类中导致疾病快速发

展的最常见突变, 但在小鼠 85周之前没有出现病理改

变[19]; SOD1G93A突变在小鼠中可导致早期发病和快速
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进展 , 在人类中却进展缓慢。但是 , 小鼠和人类的

D90A突变显示出极高的相似性, 纯合 SOD1D90A小鼠

表现出缓慢的疾病进展和膀胱障碍, 其与人类相同纯

合突变表现一致。在一些小鼠模型中存在认知障碍,

G37R突变的小鼠在 8月龄时开始出现学习缺陷症状,

SOD1G93A转基因小鼠在症状出现前也可表现出学习能

力减弱和长期记忆障碍[20,21]。疾病的严重程度依赖于

转基因载量或拷贝数。既往研究显示 SOD1G93A小鼠

会自发地删除种系中的转基因拷贝数, 因此需要对每

一代小鼠的基因拷贝数进行严格的监测。低拷贝转基

因小鼠的病情缓慢发展过程与人类 ALS 更相似[22]。

SOD1G93A小鼠已广泛用于非临床药效研究[23], FDA批

准的药物利鲁唑和依达拉奉都是使用此模型发现了其

重要的治疗作用[24,25]。

在大鼠中只引入了H45R和G93A两种人类 SOD1

基因突变模型。这些大鼠表现出的ALS特征与 SOD1

转基因小鼠模型类似, 也存在上下运动神经元变性和

相似的神经病理性改变。其中 SOD1G93A大鼠与延髓

ALS特征一致, 即在三叉神经、面神经和舌下神经核中

有运动神经的丢失。大鼠由于其大小有利于鞘内或脑

室内注射药物而常用于ALS的非临床研究[26]。然而,

SOD1转基因啮齿类动物模型也存在许多弊端, 比如

大部分动物不能模拟皮层运动神经元实质性变性, 而这

却是人类ALS的一个基本特征[27]; 多达 50% ALS患者

会同时患有FTD, 但却未见于SOD1转基因动物模型。

SOD1G93A转基因小鼠模型是近年来常用的 fALS

疾病模型, 被认为是相关治疗研究的标准模型, 它能够

在体内保持持续的应激状态从而导致脊髓内的星形胶

质细胞和小胶质细胞的早期激活, 加速肌肉无力, 有助

于研究者理解谷氨酸毒性、星形胶质细胞受累、轴突运

输缺陷、线粒体异常、蛋白错误折叠和其他与疾病有关

的细胞异常。以下将 SOD1G93A转基因小鼠模型在体

药物筛选评价体系作以详细介绍。

1.1.1.1 病理机制 SOD1基因突变是 1993年第一个

被发现可引起 fALS的病因[26], SOD1是一种结合Cu／

Zn离子的超氧化物歧化酶, 是由两个单体组成的同源

二聚体[28]。它能催化毒性超氧阴离子O2-转变成无毒

的 O2和 H2O2。在 fALS 患者中 , 往往可发现 SOD1 基

因单点突变。现已发现 166种与 SOD1基因相关的突

变, 突变主要发生在 SOD1第 1外显子的第 4个丙氨酸

突变为缬氨酸, 或者 SOD1第 93位甘氨酸突变为丙氨

酸[18]。突变位点改变了对 β-折叠形成十分关键而保守

的相互作用和二聚体接触模式, 从而改变了该酶的空

间构象, 而对酶催化功能改变不大[29]。因此这种错义

突变引起的是 SOD1蛋白的获得性毒性功能, 从而增

加了损伤性氧自由基的产生, 而非造成 SOD1催化活

性的降低 (功能丧失性突变)[30]。

当提出 SOD1基因突变理论后, 获得毒性功能的

SOD1被认为与ALS病理过程中的氧化应激作用密切

相关。氧化应激是许多神经系统疾病包括ALS的病理

学特征, 它源于氧代谢产生的活性氧 (reactive oxygen

species, ROS) 的增加, 进而引起脂质、蛋白质、DNA损

伤, 最终导致细胞死亡。因此, 通过抵消或降低细胞内

ROS水平的药物可用于治疗ALS[31]。

线粒体可执行多种细胞过程 , 如产生能量物质

(ATP)、维持钙稳态、参与细胞代谢和细胞凋亡过程。

线粒体功能障碍与 SOD1小鼠模型密切相关, 表现在

线粒体结构改变 (线粒体破裂)、ROS产生增加、氧化应

激及钙稳态失衡[32]。在ALS中, ROS的过度产生会导

致促凋亡因子的释放, 引起神经退行性改变[33]。有假

设认为在 SOD1小鼠模型中存在损伤线粒体的自噬障

碍, 自噬机制引起的损害和线粒体钙稳态的改变可能

是导致运动神经元损伤的原因, 也可能是线粒体损伤

所造成的结果[7]。

有研究认为, fALS有其“启动者”和“促进者”。由

于 SOD1基因突变所产生的氧自由基对蛋白质或者膜

脂质造成的氧化攻击是疾病的起始因素, 这种损伤作

用不断积累直到达到疾病的起始阈值, 此时运动神经

元开始对环境中能引起兴奋性神经毒性作用的谷氨酸

变得敏感, 谷氨酸能诱导大量的自由基产生、促进了脂

质过氧化, 从而形成氧自由基产生和谷氨酸兴奋毒性

的恶性循环, 形成瀑布式连锁反应, 对脊髓前角运动神

经元造成不可逆性损害。虽然谷氨酸兴奋毒性被认为

是该疾病的促进因素, 但是运动神经元死亡所涉及的

通路目前仍未知[34]。

1.1.1.2 SOD1G93A转基因小鼠模型用于 ALS 药物非

临床研究的评价指标 SOD1G93A转基因小鼠模型的

分组 : 选取雄性高表达 SOD1G93A 阳性小鼠 [Jackson

laboratory: B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J] 和同窝阴

性小鼠, 分别随机分为实验给药组或溶剂对照组等, 每

组至少 12只。在相对恒温 (22～27 ℃)、恒湿 (40%～

50%)、12 h光照再 12 h黑暗的无特殊病原菌的动物房

中饲养, 自由进食。为了控制变量, 各组之间应保持年

龄和体重平衡, 同窝小鼠数量和性别一致。如若实验

药物具有性别特异性治疗效果或者药理作用, 则应采

用50%雄性和50%雌性小鼠的实验设计。

体重及生存期: 小鼠一般在 90日龄时表现出疾病

起始症状并在随后的 30～60天左右死亡, 平均存活时

间为 134 ± 10天。小鼠在大约 40～50天症状起始前

会出现神经肌肉接头的退化, 小胶质细胞增生和轴突
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运输缺陷也出现在发病前并随着时间增加。实验开始

的前 60天每周观察 2次小鼠情况, 60天后每日称重并

观察转基因小鼠的精神状态、病情发展、存活情况, 发

现步态异常或前后肢虚弱为ALS发病的起始点, 将小

鼠向一侧放倒 , 30 s 内不能翻正 (即 ALSTDI 评分 4

分), 即判定动物死亡。小鼠从出生到死亡的时间记录

为生存期。

行为学变化: SOD1小鼠症状出现前和症状出现

阶段可使用ALSTDI神经学评分进行评价。0分: 当小

鼠尾巴被悬吊时, 其后肢完全伸展远离外侧中线且能

保持 2 s, 悬吊 2～3次; 1分: 后肢瘫痪或部分瘫痪伸向

外侧中线 (无力) 或尾部被悬吊时后肢震颤; 2分: 在

30 cm的步行过程中, 脚尖弯曲至少 2次, 或脚的任何

部分沿笼底/桌子拖动; 3分: 强直性麻痹或最小关节运

动 , 脚不能产生向前运动 , 出现肢体麻痹 (通常为后

肢); 4分: 将小鼠向一侧放倒, 30 s内不能翻正。值得

注意的是 , 神经学评分应该与体重相结合以排除非

ALS 死亡 , 真正的 ALS 死亡其体重应随着神经学评

分的增加而逐渐减少, 如果小鼠在评分达到 2分之前

死亡, 可能并非死于ALS[35]。此外, 还可根据症状发展

的阶段进行分期: 症状前期: 没有明显的运动异常 (例

如后肢正常伸展); 症状期: 异常后肢伸展; 末期: 出现

肢体瘫痪 (特别是后肢); 垂死期: 将小鼠向一侧放倒,

30 s内不能翻正。

转棒实验 (rotarod test): 在小鼠 60～70 日龄时每

周进行 2次转棒实验测试小鼠的运动协调性、力量和

平衡能力。正式实验前先训练小鼠 2～3天。正式实

验时, 小鼠在一个直径 3.5 cm的转棒上适应 30 s后, 启

动转棒仪, 转速为16 r·min-1, 计时180 s, 记录小鼠第一

次从棒上跌落的时间 (潜伏期) 以及 3 min内的掉落次

数。连续测定3次, 每次间隔1 h以上, 取平均值[36]。

握力实验 (grip strength test): 在小鼠 60～70日龄

时开始每周使用抓握力测量系统对小鼠的前后肢的抓

握力进行测试, 首先让小鼠抓住前肢拉杆组件, 然后朝

远离拉杆的方向垂直拉拽小鼠, 当小鼠松爪时, 最大力

量会显示在相连控制单元的数字显示器上。之后让小

鼠保持移动直至其后肢抓住第二拉杆组件, 同理按上

述方法拉拽小鼠得到后肢抓握力。每只动物每个肢体

应测试4次/周[2], 取平均值。

肌电图 (electromyography, EMG) 分析: 电生理测

试被认为是ALS小鼠疾病进展的标志物[37]。因此, 可

使用Nicolet Viking IV (Nicolet, Charles, Missouri, USA)

EMG记录仪测量肌电图。① 自发电位: 小鼠麻醉后,

同心针电极插入后肢腓肠肌肌腹中, 观察有无纤颤电

位 (常是一种无节律的双相棘波) 和 (或) 正锐波 (为一

正相关形主峰向下的双相波, 仅见于失神经支配的肌

肉)。② 复合肌肉动作电位 (compound muscle action

potential, CMAP) 的记录: 小鼠麻醉后, 用加热灯维持

小鼠正常体温, 刺激腰段脊旁坐骨神经, 记录电极插入

后肢腓肠肌肌腹中。给予 0.2 ms/1 Hz超强刺激, 记录

CMAP, 测量峰值表示CMAP波幅。③ 运动单位数目

估计 (motor unit number estimation, MUNE) 记录 : 小

鼠麻醉后, 刺激腰段脊旁坐骨神经, 记录电极插入后肢

腓肠肌肌腹中, 调整电极位置, 以最小刺激强度获得

CMAP; 并获得刺激反应功能曲线, 保证起始部分和终

止部分所包含的 2～4个反应点位于同一水平, 根据刺

激反应功能曲线确定采样区间。首先选择曲线中相邻

2个反应点间波幅差距最大的部分, 作为第 1个采样区

间; 选择曲线中相邻 2个反应点间波幅差距次大的部

分, 作为第 2个采样区间; 选择曲线上相邻 2个反应点

间波幅差距第 3大的部分, 作为第 3个采样区间; 最后

选择曲线中相邻 2个反应点间波幅差距最小的部分,

作为第 4个采样区间。调整刺激强度, 使所获得的反

应点均落于采样区间内, 然后进行采样, 采样时保证同

一采样区间内至少存在连续且规律出现的两种类型的

反应点, 否则应扩大采样区间的范围, 直至满足采样条

件。同一采样区间可重复采样 2～10次。结束某一采

样区间采样的条件为: 所得运动单位电位波幅的标准

差小于均数的 10%, 采样点直方图近似正态分布或略

呈负性偏态分布。结束某一采样区间的采样后, 可获

得该区间的采样范围和运动单位数目估计测值。重复

上述采样步骤, 对下一个选定的采样区间进行检测, 直

至完成全部 4 个采样区间的采样最终获得 CMAP 和

MUNE。CMAP波幅的大小主要反映了周围神经轴索

的功能, MUNE反映了有功能的运动单位的数量[38]。

脊髓组织学和运动神经元计数: 小鼠麻醉后, 用生

理盐水进行心脏灌流, L4～L5段脊髓用于组织病理学

分析和免疫组化分析。将脊髓浸泡于多聚甲醛中 4 ℃

过夜, 随后用 10%、20%、30% 梯度的蔗糖溶液 4 ℃依

次分别处理 24 h。之后进行石蜡包埋, 脊髓连续切片

200张, 厚度为 6 μm, 每 7张取 1张做尼氏染色。处理

好的切片用显微镜明视野拍照后, 计数运动神经元。

计数的运动神经元所在的区域为脊髓前角部分, 中央

管以上的部分。运动神经元有明显的细胞核, 且直径

在20 μm以上。

实验中为了深入阐明待测化合物的作用机制, 可

在症状起始或末期时将其麻醉后处死并取材进行尼氏

染色、H&E染色、免疫组化和Western blot等检测, 观察

胶质细胞活化、氧化应激、轴突损伤、自噬改变、泛素阳

性蛋白质聚集体等情况。
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评价指标小结: ① 体重; 生存期。② 行为学评

价指标: ALSTDI神经学评分; 转棒实验潜伏期; 跌落

次数; 前后肢握力。③ 电生理学评价指标: CMAP波

幅; MUNE。④ 病理学和生化评价指标: 腰段脊髓前

角运动神经元的数量; 轴突损伤情况; GFAP与 Iba1的

表达情况; LDH、HO-1、Caspase、LC3等水平。

1.1.2 TDP-43转基因啮齿类动物模型

虽然 SOD1小鼠模型模拟了许多ALS表型, 但它

只能反映具有 SOD1突变的 fALS, 不能代表ALS的所

有形式, 比如与 ALS发生密切相关的病理性 TDP-43

的积累。虽然 TDP-43突变相对较少, 占 fALS的 4%,

但它的发现标志着ALS遗传学的一个重大事件, 并由

此产生了大约 20 个小鼠模型 , 能模拟运动神经元丧

失、蛋白质聚集和进行性肌肉萎缩等ALS的标志性特

征[5,39], 它们使用不同的启动子, 如小鼠朊病毒启动子

(prion promotor, Prp)、小鼠 Thy1.2 启动子、CaMKII 启

动子或者细菌人工染色体和内源性启动子等。一些早

期的实验使用 Prp 来构建野生型和过表达突变型

(A315T和M337V) TDP-43转基因小鼠模型[40]。尽管

使用不同的启动子所构建的模型在表征上略有差异,

但一般而言, 高表达突变型和野生型TDP-43 (>2倍的

小鼠内源性水平) 的小鼠耐受性不好, 早期即可出现

神经表型。而TDP-43表达水平相对较低时 (1～1.5倍

小鼠内源性水平), 小鼠表型严重程度较低[41]。转基因

小鼠在特定神经元群中 (额叶皮层V层锥体神经元和

脊髓运动神经元) 累积泛素化的病理性蛋白质聚集体,

主要表现为轴突和突触缺损、胞质内含物、步态异常、

抓力降低及不同程度的脊髓病理改变。hTDP-43WT和

hTDP-43G348C 转基因小鼠在 36～42 周龄时可出现年

龄相关性的进行性运动缺陷和与 FTD 相关的认知

障碍。在 10 月龄的 hTDP-43G348C小鼠中还可观察到

TDP-43核和胞质包涵体。hTDP-43M337V、hTDP-43Q331K

和 hTDP-43WT转基因小鼠在 3月龄时可发展为肢体震

颤, 并逐渐发展为后肢紧缩。突变 TDP-43转基因鼠,

尤其是 Prp-Q331K转基因鼠, 可在转棒和握力实验中

表现出缺陷。在TDP-43转基因小鼠模型中, 突变位点

和小鼠表型之间没有明确的相关性, 而突变TDP-43的

表达水平与表型严重程度相关。低蛋白表达可导致与

年龄有关的运动功能障碍和TDP-43胞质积累, 但小鼠

没有瘫痪[42]。高蛋白表达可导致早期发病和疾病快速

进展, 但没有明确的运动神经元丢失和TDP-43神经元

胞质包涵体。在临床症状中患者会随着时间的推移而

进展性瘫痪, 然而在TDP-43突变小鼠中没有观察到这

种现象。步态和握力测量表明, TDP-43突变小鼠的肌

肉缺陷较为轻微, 并且尸检后发现动物死亡不是由于

进行性肌肉萎缩, 而是由肠道平滑肌恶化引起的急性

肠梗阻[43]。由于TDP-43的病理性聚集存在于大多数

ALS (包括 sALS 和 fALS) 和 FTD 患者中 , 因此使用

TDP-43转基因动物模型适用于研究药物对ALS病理

机制的影响, 但在TDP-43突变小鼠模型中, 以生存期

作为检测指标发现的治疗ALS的潜在药物在临床试

验中可能会面临挑战。

除了小鼠模型外, 目前也建立了几种TDP-43转基

因大鼠模型。在最近的一项研究中使用两种不同的启

动子 : 神经丝重链 (NEF) 启动子和胆碱乙酰转移酶

(ChAT) 启动子来诱导 TDP-43M337V突变体在大鼠体内

的表达。使用NEF启动子的转基因大鼠, 突变TDP-43

的表达在 8.5周龄时被完全激活, 在 10～12周龄之间,

大鼠握力和活动能力开始降低, 并在 13周龄时出现后

肢瘫痪。大鼠在出现瘫痪时可观察到轴突退化、骨骼肌

去神经支配和萎缩, 齿状回和下行运动神经元数量下

降20%。在ChAT启动子控制下, 表达突变TDP-43M337V

的转基因大鼠可见运动神经元变性更加严重。突变

TDP-43的表达在 8.5周龄之前就被完全激活, 随后一

周内大鼠迅速丧失握力且移动性降低, 并在 1.5周后可

观察到瘫痪症状。与使用NEF启动子的M337V突变

大鼠相似, 使用 ChAT启动子的转基因大鼠也可观察

到轴突退化和骨骼肌的去神经支配和萎缩, 然而运动

神经元变性更为显著, 下行运动神经元数量减少 60%,

且存活的运动神经元具有泛素化蛋白胞质聚集[44]。

Wegorzewska等[45]在2009年报道了Prp-TDP-43A315T

小鼠模型的产生 , 并在不久之后可从 Jackson 实验室

获得, 供世界各地的研究人员使用, 是目前应用较多

的 TDP-43 转基因动物模型。最初的报告表明 , 这种

Prp-TDP-43A315T 转基因小鼠在 3 月龄之前是正常的 ,

随后在 3～4月龄时开始出现步态异常, 大约在 4.5月

龄时出现体重下降, 并发展成独特的“游泳”步态, 即

当他们无法支撑自己的身体离开地面时, 可以用前肢

作为推进使身体向前滑动。最初报道的此转基因小鼠

的寿命为 154 ± 19天, 而当这些小鼠与C57BL6小鼠回

交后 , 其寿命也会缩短 , 与 C57BL6 / J 100% 同源的

TDP-43A315T小鼠寿命平均为97 ± 11天。为了延续种族

的繁殖, 一般选用与C57BL6/J 80%同源的TDP-43A315T

小鼠更为合适。TDP-43A315T转基因小鼠在终末期阶段

大约有 20%的运动神经元损失, 在结肠肌间神经丛中

表现出进行性神经变性, 是造成小鼠严重衰弱和死亡

的原因。以下将对 TDP-43A315T转基因小鼠模型在体

药物筛选评价体系作详细介绍。

1.1.2.1 病理机制 蛋白质错误折叠、聚集和降解异

常是许多神经退行性疾病的病理特点, 通常表现为出
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现病理性的包涵体。ALS的一个主要病理特征是在神

经元和胶质细胞的胞质中存在不溶性的泛素阳性包涵

体。大约 95% ALS患者中的包涵体都与RNA结合蛋

白TDP-43相关[16]。由TARDBP基因编码的TDP-43蛋

白是一种高度保守、广泛表达的核蛋白, 包含 1个核定

位信号 (nuclear localization signal, NLS)、2 个 RNA 结

合基序和 1个富含甘氨酸的区域 (具有“朊病毒样”结

构域并介导蛋白质和 hnRNP的相互作用)。在这个富

含甘氨酸的结构域内, 发现了 ALS中与 TDP-43相关

的大多数致病性突变[46]。TDP-43的病理性聚集存在

于大多数ALS和 FTD患者中, 正常情况下, TDP-43存

在于细胞核中, 在转录过程中发挥作用, 但错误折叠的

TDP-43 聚集在细胞质 , 从而导致细胞核转录功能缺

陷。因此 , TDP-43被认为是 ALS的一个关键致病蛋

白, 其异常聚集也可能通过增加基本细胞成分的疏水

性、产生氧化物质和抑制蛋白酶体来产生毒性[47,48]。

除TDP-43之外, FUS的细胞质聚集也存在于一些病例

报道中。SOD1的错误折叠和聚集也是毒性最可能的来

源。因此, 蛋白质的错误折叠和聚集 (尤其是TDP-43)

可能是ALS的一个有价值的研究方向, 为以此作为靶

向的治疗药物提供了一个有前景的平台。

1.1.2.2 TDP-43A315T转基因小鼠模型用于 ALS 药物

临床前研究的评价指标 TDP-43A315T转基因小鼠模型

的分组: 选取TDP-43A315T雄性小鼠 [Jackson laboratory:

B6.Cg-Tg (Prnp-TARDBP*A315T) 95Balo/J] 和非转基

因同窝阴性小鼠, 分别随机分为实验给药组或溶剂对

照组等, 每组至少 12只。在相对恒温 (22～27 ℃)、恒

湿 (40%～50%)、12 h光照再 12 h黑暗的无特殊病原菌

的动物房中饲养, 自由进食。

体重及生存期: 与C57BL6/J背景 80%同源的Prp-

hTDP-43A315T雄性小鼠一般在 90～95日龄时表现出疾

病起始症状, 平均存活时间约为 119 ± 18天。实验开

始的前 60天每周观察 2次小鼠情况, 60天后每日称重

并观察转基因小鼠的精神状态、病情发展、存活情况,

发现步态异常或前后肢虚弱为ALS发病的起始点, 将

小鼠向一侧放倒, 30 s内不能翻正 (即ALSTDI评分 4

分), 即判定动物死亡。小鼠从出生到死亡的时间记录

为生存期。

行为学变化、转棒实验、握力实验肌电图分析、脊

髓组织学和运动神经元计数, 及对作用机制的深入探

讨: 上述SOD1G93A转基因小鼠模型。

评价指标小结: 同SOD1G93A转基因小鼠模型。

1.1.3 其他ALS相关转基因动物模型

1.1.3.1 FUS转基因啮齿类动物模型 FUS最初被发

现是由于其在染色体易位后的致癌特性, 导致截短的

FUS蛋白与转录因子CHOP融合[49]。FUS可结合DNA

和RNA, 主要定位于核内[50]。与TDP-43类似, FUS的

主要功能与RNA代谢有关。人们已经发现与 FUS相

关的 50多个突变, 约占 fALS的 4%和 sALS的 1%。目

前已建立了几十种与 FUS相关的小鼠模型, 包括 FUS

功能丧失模型、过表达转基因模型、基因敲入以及Cre

诱导模型, 其中大多数破坏了FUS的NLS[51]。

将包含野生型或各种突变FUS的 cDNA插入微管

相关蛋白 tau (Mapt) 基因座中, 从而建立了一系列转

基因小鼠品系。这些小鼠在被 cre-重组酶激活之前,

插入的 cDNA是沉默的。含有FUS突变形式的小鼠表

现出神经肌肉接头异常, 随后发生运动神经元变性、胞

质错误定位和蛋白聚集, 但小鼠不会瘫痪, 也不会发展

至终末期疾病[52]。

过度表达 FUS的转基因小鼠可显示出严重且具

有侵袭性的ALS样表型。例如使用来自Prnp或 Thy1

基因的启动子能驱动转基因动物的神经元表达 FUS

的水平高于正常的内源水平。使用 Thy1启动子表达

含有NLS突变的FUS转基因半合子小鼠在 2.5～4.5个

月时迅速产生运动表型, 在发病后几天内死亡。FUS

内含物主要存在于运动神经元、轴突及整个神经系统

的其他神经元亚群中。在这些小鼠的脑干和脊髓中可

见神经炎症反应[53]。目前对 FUS的相关病理改变只

有少数的临床描述, 其表型相关性很难确定。野生和

突变 FUS转基因大小鼠都有报道, 其中突变的转基因

大鼠可发展成进行性麻痹和运动神经元丢失, 同时人

野生型转基因大鼠皮层和海马有明显的神经元丢失,

并可发展为空间学习记忆障碍。

病理机制 : FUS 和 TDP-43 是多功能的 DNA 和

RNA结合蛋白, 参与RNA转录、选择性剪接及mRNA

稳定性调节, 这两种蛋白发生突变可能导致轴突运输

异常或者由于核表达的减少造成与RNA加工过程有

关的功能丧失[4]。因此 RNA代谢异常可能是 ALS的

核心机制之一。与TDP-43一样, FUS主要定位于细胞核,

但在细胞应激时被运输到细胞质并结合其他mRNA,

形成无膜细胞器[54]。在正常条件下, 应力颗粒随细胞

应激消退而消退, 但在突变 FUS存在下, 应激颗粒可

持续存在, 形成具有细胞毒性的聚集体[55]。

1.1.3.2 C9orf72啮齿类动物模型 C9orf72内含子多

聚 GGGGCC(G4C2) 六核苷酸包涵体是导致 FTD-ALS

最常见的遗传原因。有报道称C9orf72重复扩增小鼠

模型具有泛素阳性包涵体, 但表型分析尚未完成[56]。

C9orf72基因敲除小鼠没有导致任何运动神经元变性

或存活率降低, 这表明 C9orf72基因功能丧失不足以

引起ALS[57]。
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病理机制: 研究表明, ALS存在异常的RNA剪切

加工和蛋白质代谢 (内质网应激和自噬) 过程。而RNA

剪切过程可参与所有的非SOD1介导的ALS疾病。其

中 C9orf72 基因六核苷酸的重复扩增导致的 ALS 在

fALS病例中的比例最高, 与RNA代谢的关系也最为

密切。由于C9orf72基因的第一个内含子中含有过量

的GGGGCC六核苷酸重复序列 (hexanucleotide repeat

expansion, HRE), HER长短在人群中具有多态性, 正常

人群中GGGGCC的扩增次数少于 23次, 高于 23个重

复就可能会诱导FTD或ALS的发生, ALS患者中拷贝

数可高达 5 000个。C9orf72的GGGGCC多拷贝重复

可造成RNA的异常积累和定位。目前推测HRE参与

FTD或ALS的可能机制为HRE结构导致C9orf72转录

子在细胞内的积累, 并可能与DNA形成RNA/DNA杂

交环 (R-loop) 引起RNA毒性。此外, FUS、TARDBP等

基因也与RNA代谢相关。

C9orf72通过重复相关的非ATG翻译产生的二肽

重复蛋白的毒性作用也被认为是导致 C9orf72 相关

ALS的病理机制[58]。携带C9orf72突变的患者基因中

存在异常长的GGGGCC重复扩增, 产生不存在于健康

人体内的二肽重复蛋白, 从而对运动神经元产生毒性

作用。最近有研究认为, 这种来自于RNA翻译生成的

二肽重复蛋白才是C9orf72相关ALS产生毒性的主要

原因, 但目前尚无定论[59]。

除此之外, 研究人员还建立了与VCP、UBQLN2和

OPTN等基因相关的ALS动物模型, 由于目前对于这

些模型的研究尚少, 因此在此综述中不做以具体阐述,

但随着研究的不断进步 , 相信未来会研发出更符合

ALS病理进展的动物模型。

1.2 基因敲除动物模型

既往研究表明 , 许多途径都可能参与 TDP-43 介

导的神经变性, 除了由异常的胞质中不溶性的泛素阳

性包涵体导致的毒性功能之外, TDP-43的核功能的丧

失也被认为是 ALS 的关键病理机制之一 , 目前认为

TDP-43 的毒性功能的增加和正常功能的丧失共同

介导了 TDP-43 所致 ALS 的发生发展[60]。因此 , 除了

前述 TDP-43相关转基因动物模型之外, 建立 TDP-43

基因敲除模型对于全面理解 TDP-43 介导的 ALS 的

病理生理机制也是不可或缺的, 由此便开发出了TDP-

43flox/flox/ VAChT-Cre (TDP CKO) 基因敲除小鼠 , 其特

点是在运动神经元中特异性地删除 TDP-43 的表达。

TDP CKO小鼠一般可在 50周左右出现震颤, 这是运

动功能障碍的最早症状, 在约 60周时开始出现进行性

体重减轻, 此时可检测到躯干和后肢的肌肉萎缩。从

75周开始, TDP CKO小鼠在转棒实验中体现出的运动

能力明显低于同窝对照小鼠, 从 85周开始, TDP CKO

小鼠的抓握力量也明显低于同窝对照小鼠。在 100周

时, TDP CKO小鼠的后爪步长的平均长度显著短于对

照同窝小鼠。然而, TDP CKO小鼠的生存期与对照同

窝小鼠相比没有明显改变[61]。

1.2.1 TDP-43flox/flox/VAChT-Cre基因敲除小鼠模型的

分组

选取 TDP-43flox/flox /VAChT-Cre (运动神经元特异

性 TDP-43 敲除 : TDP CKO) 和 TDP-43flox/flox同窝对照

小鼠, 分别随机分为实验给药组或溶剂对照组等, 每组

至少 12 只。在相对恒温 (22～27 ℃ )、恒湿 (40%～

50%)、12 h光照再 12 h黑暗的无特殊病原菌的动物房

中饲养, 自由进食。

1.2.2 体重及生存期

实验开始后每日称重并观察基因敲除小鼠的精神

状态、病情发展、存活情况, 发现步态异常或前后肢虚

弱为ALS发病的起始点, 将小鼠向一侧放倒, 30 s内不

能翻正 (即ALSTDI评分 4分), 即判定动物死亡。小鼠

从出生到死亡的时间记录为生存期。

1.2.3 行为学变化、转棒实验、握力实验肌电图分析、

脊髓组织学和运动神经元计数, 及对作用机制的深入

探讨

同上述SOD1G93A转基因小鼠模型。

1.2.4 评价指标小结

同SOD1G93A转基因小鼠模型。

1.3 自然发病动物模型

可自发突变形成运动神经元疾病的啮齿类动物模

型已有半个世纪的历史。在首次确定出第一个人类

ALS突变蛋白质之前, 这种模型已被广泛用于探索疾

病的病因。虽然这种啮齿类模型自发突变的染色体定

位不具有与少数已知突变或染色体定位的人类疾病之

间的遗传相似性, 但事实上大多数人类ALS病例的病

因仍不明确, 表明这种自然发病动物模型仍有助于理

解运动神经元的退行性过程。

在自然发病动物的ALS模型中, 出现最早和研究

最多的是 Wobbler小鼠。Wobbler小鼠由于常染色体

隐性突变导致脊髓神经元退行性改变, 与ALS疾病的

神经元受损和临床表现具有相似性, 因此被选为ALS

模型进行研究[62]。Wobbler 基因定位于 11 号染色体

上[63], Vps54基因发生点突变, 但 Wobbler小鼠确切的

遗传缺陷机制尚未明确[64]。Wobbler小鼠的疾病症状

可分成 3个不同的阶段: 症状前期、进展期和稳定期。

症状前期从出生开始持续到大约 3周龄, 此阶段小鼠

基本没有表现出临床症状, 小鼠体重、握力、翻正反射

和网格步行测试均显示正常。从 3周龄到 3月龄为进
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展期, 小鼠在此期会出现体重和肌肉力量下降、肌肉萎

缩、摇摆步态和头部震颤等症状。从 3月龄至小鼠死

亡为稳定期, 特征为渐进性运动神经元变性进程发生

停滞。Wobbler小鼠表现为选择性的运动神经元丢失

和变性[65], 可见尼氏小体染色变弱, 胞体变大, 胞浆空

泡样变性, 内质网、核糖体减少, 线粒体功能障碍, 胶质

细胞增生, 泛素化蛋白质聚集, 轴突转运受损, 肌肉出

现失神经性萎缩, 可见氨基酸和过氧化物的代谢异常,

临床体征特点主要是累及动物的前肢肌肉, 出生后出

现行走摇晃和前爪无力, 渐到前爪瘫痪, 电生理研究显

示动物前肢失神经表现。Wobbler小鼠模型因其神经

元变性的特点, 适合于研究ALS疾病神经元变性的发

病机制, 其症状发展迅速, 可重复性好, 易于监测运动

障碍进展情况, 因此可作为ALS非临床药效学评价体

系的可靠模型[65]。

1.3.1 Wobbler小鼠模型的分组

使用具有Wobbler表型 (基因型为wr/wr) 的小鼠

(Jackson laboratory: B6.B-Vps54wr/J) 和具有正常表型

(基因型为Wr/Wr和Wr/wr) 的同窝小鼠, 分别随机分

为实验给药组或溶剂对照组等, 每组至少 12只。由于

未检测到 Wobbler 小鼠中具有性别差异 , 所有实验

组可包括相同数量的雄性和雌性小鼠。在相对恒温

(22～27 ℃)、恒湿 (40%～50%)、12 h光照再 12 h黑暗

的无特殊病原菌的动物房中饲养, 自由进食。

1.3.2 体重及生存期

自发突变纯合Wobbler小鼠 (基因型为wr/wr) 一

般在 3周龄时开始出现运动障碍, 与同窝对照鼠相比

其体重降低 40%～50%, 并且症状逐渐发展至 3～5月

龄时达到稳定状态, 平均存活时间约为 3个月。实验

开始后每周进行 2 次称重并观察转基因小鼠的精神

状态、病情发展、存活情况, 发现步态异常或前后肢虚

弱为ALS发病的起始点, 并记录到第 11周。完成半定

量评分 (爪异常和步行异常测试) 和定量评价 (运动速

度和握力测试)。在症状起始或第 12周, 将其麻醉后

处死并取材进行尼氏染色 (颈部脊髓C2～C6, 厚度为

30 μm)、H&E染色、免疫组化、免疫荧光或Western blot

检测胶质细胞活化、氧化应激、轴突损伤、自噬改变、泛

素阳性蛋白质聚集体等情况。小鼠从出生到死亡的时

间记录为生存期。

1.3.3 半定量评分

在疾病起始后每周进行 1 次半定量评分至第 12

周。按照爪的位置进行分级: 0级: 正常; 1级: 爪萎缩;

2 级 : 爪弯曲 ; 3 级 : 腕部向后弯曲 ; 4 级 : 前肢屈曲挛

缩 (图1)。

按照行走方式进行分级 : 0 级 : 正常 ; 1 级 : 颤抖 ;

2级: 摆动; 3级: 弯曲爪行走; 4级: 下颌行走 (不用爪

行走, 用下颌来支撑身体行走)。

1.3.4 定量评价

运动时间测试: 在小鼠出现起始症状后每周记录

小鼠行走 2.5英尺 (0.762米) 的时间, 连续测定 3次, 取

最短时间。

握力实验: 在小鼠出现起始症状后每周使用抓握

力测量系统对小鼠的前后肢的抓握力进行测试直至第

12周, 具体操作步骤同SOD1G93A转基因小鼠模型的握

力实验步骤。

1.3.5 评价指标小结

① 体重; 生存期。② 行为学评价指标: 定量和

半定量评分。③ 病理学和生化评价指标: 颈段脊髓前

角运动神经元的数量; 轴突损伤情况; GFAP与 Iba1的

表达情况; LDH、HO-1、Caspase、LC3等水平。

2 规范化ALS非临床研究需要注意的问题

虽然目前对于 ALS 临床和神经病理学特征的

研究已经取得了很大进展, 但从动物实验向临床的转

化依旧十分困难, 这种失败至少在一定程度上是由于

方法学的缺陷, 而不是模型本身固有的问题, 因此, 需

制定 ALS/MND 动物研究的标准操作规程 (standard

operating procedure, SOP)。这些标准操作规程将有助

于在未来几年内为其他神经系统疾病的转化研究制定

SOP。因此, 课题组总结了如何更好地设计非临床药

效学研究方案, 改进动物模型以克服转化缺陷的策略

(表 1)[66]。这种规范化的动物模型建立措施可以最大

限度地减少实验噪音, 从而帮助筛选真正能为患者带

来治疗益处的药物。

① 排除不相关的动物。因与疾病无关的原因而

死亡的动物 (例如错误操作) 不应计入结果中。动物

排除及其原因应该有详细记录, 并需要提前在实验方

案中予以规定。

② 性别平衡。雌性和雄性可对某些药效不清的

药物表现出症状的差异。通常雄性动物的发病与死亡

比雌性提前一周, 而这种差异很容易被当成为药物的

效应。

③ 在同一实验组中将同窝动物分开, 减少同入一

组可能带来的偏差。

④ 追踪基因。诱导疾病的基因通常不能稳定地

遗传, 当致病基因丢失后, 会导致症状比实际更轻微或

Figure 1 Semi-quantitative limb score of wobbler mice
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者药物比实际更有效。因此, 必须定期测定后代动物

的基因型以确保致病基因的拷贝数没有减少。

⑤ 每组实验动物至少 12只。对于旨在预测治疗

益处的研究, 如延长生存期或延迟症状进展, 需要进行

数学模拟。这需要根据在动物模型中观察到的变化以

计算每个实验组应该分配多少动物。根据计算, 变化

大的动物模型每组需要的动物数增加, 甚至数百只, 即

使是均一性较好的动物模型每组也需要至少12只。

⑥ 每种测试药物至少设置 3个剂量组, 为临床转

化提供合理的剂量依据。在评估药物的疗效之前, 应

测试动物的耐受剂量, 药物是否以所需剂量到达相关

组织, 以及药物被代谢或降解的速度。

⑦ 非临床研究中多选用几个动物模型。在将受

试物推进到临床试验之前甚至是在临床试验过程中,

应多选择几种转基因动物模型进行综合考察。

⑧ 受试物应在小规模的不同遗传背景动物中进

行测试, 以确定遗传变异性对治疗效果的影响。

⑨ 试验设计合理。a. 盲法。b. 疾病起始。症状

起始指标应经过充分验证, 稳定, 可重复, 如体重减轻

和行为体征。c. 疾病进展。疾病进展的定量测试 (体

重减轻、握力、转棒实验、步态分析、神经学评分)。d.

生存期。对于 (高拷贝) G93A动物的生存期研究, 每

组至少应包含 12只单一性别的动物。e. 组织学。应

包括最小 n = 5～6的性别特定组的运动神经元计数。

f. 统计分析。选用适当的统计学方法。例如SOD1G93A

模型具有多个变量, 因此选用Cox比例风险回归进行

统计较为合适, 而常用的 t检验/ANOVA分析不适合生

存统计。

参考以上方法开展非临床药效学研究, 可以增加

药物进入临床试验的成功率, 并提高了ALS动物模型

的有效性和可重复性。

3 选择规范化研发模型的建议

到目前为止, 人们已经建立了很多ALS相关的模

型, 范围涉及体外生化系统、细胞培养系统、非脊椎动

物、非哺乳类脊椎动物、啮齿类动物及最近出现的人类

患者来源的干细胞模型。上述模型各有其发展优势和

限制, 因此, 如何正确选择适宜的研究模型是实验能否

取得成功的关键因素之一 (表2)。

啮齿类动物模型仍然是ALS模型的金标准, 因为

这种哺乳动物模型与人类具有相对较高的基因同源

Table 2 Recommendations for the selection of animal models related to ALS[66]

Number

1

2

3

4

5

Recommendation

High-copy SOD1G93A transgenic animals are still the gold standard of ALS model

Systematic comparisons should be made between other rodent models (such as other SOD1 mutant transgenic animals, low-copy animals)

Establish and compare new animal models (such as TDP-43, FUS, C9orf72)

Attempt to develop drug-specific biomarkers

Use and develop new rapid in vivo drug screening tools (e.g. zebrafish, drosophila)

Table 1 Considerations for the establishment of standardized non-clinical animal models of amyotrophic lateral sclerosis (ALS)[66]

1

2

3

4

5

6

7

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Consideration

Exclude unrelated animals

Genetic background

Potential sources of model

variability

Number of animals in each

group

Select the key evaluation

index from the phenotype

Selection of animal models

Experimental design

Blind method

Onset of disease

Disease progression

Survival period

Histology

Statistical analysis

Solution

Non-ALS deaths must be tracked and excluded from final analysis

It should be clearly pointed out, including breeding programs, animal sources and the sex of each group of

animals

For example, maintaining gender balance, excluding mice in the same litter, tracking the number of gene

copies

There were at least 12 animals in each group (the number of males and females was balanced)

Select the key evaluation indicators from the obvious phenotypes that can predict disease and corresponding

treatment methods

Several transgenic animal models should be selected for comprehensive investigation. For most studies that

may enter the clinical stage, at least two species should be considered in the non-clinical stage

The observer should not be aware of the placebo or drug treatment group

Symptom initiation indicators should be fully validated, stable and repeatable, such as weight loss and

behavioral signs

Quantitative measurements of disease progression (weight loss, grip strength, rotarod test, gait analysis,

neurological scores)

A uniform endpoint criterion should be adopted (putting the mice to one side and not reversing the rule

within 30 seconds should be used to determine the endpoint of the disease)

The number of motor neurons in a sex-specific group with a minimum n = 5-6 should be included

Select appropriate statistical methods, such as Cox proportional hazard regression
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性, 其具体的机制研究与人体生理存在明显相关性, 不

仅可用于研究ALS的潜在病理机制, 还可用于筛选新

的治疗药物。然而, 与离体模型相比, 啮齿类动物模型

的时间和花费较大, 且难以同时测试多种给药方案。

对于 fALS转基因动物模型 , 表达低水平突变蛋白的

SOD1G93A转基因小鼠疾病发展速率较慢, 生存期可延

长到 1年左右。这些小鼠的脊髓病变同没有出现空泡

化改变的人ALS更为相似, 表现为运动神经元的丢失

伴随胶质细胞增生及泛素化的路易小体和轴突肿胀的

出现[67,68]。病程较长的表达低水平人突变 SOD1的转

基因小鼠能更好地模拟人 ALS, 可用这种模型进行

ALS相关发病机制的研究。而病程进展较快的高表达

鼠可能更应该用于潜在治疗药物的快速筛选, 可依据

药物在高表达突变 SOD1转基因鼠中表现出的治疗效

益为标准来预测该药是否能成功应用于临床。

与 SOD1转基因小鼠不同, 由于高表达TDP-43的

转基因小鼠会过早死亡, 限制了高表达转基因小鼠系

的产生, 因此TDP-43转基因小鼠的TDP-43蛋白表达

量一般较低 , 与 SOD1 转基因小鼠相比 , 低水平表达

TDP-43的转基因小鼠其中枢神经系统的病理表型较

轻, 皮质或者脊髓运动神经元的丢失较少, 轴突数量和

神经肌肉接头的神经支配通常仅受到轻微的影响。

TDP-43转基因动物或者不会出现较早的死亡, 或者是

由于与ALS发病病理无关的原因死亡。

从ALS患者中得到的诱导多能干细胞 (iPSCs) 并

将其分化成为运动神经元已成为ALS研究的新途径。

通过向患者来源的细胞中引入多能性基因, 已经可以

从 ALS患者中产生 iPSCs[69]。这种方法容易建立, 可

应用于患者特异性细胞治疗和研究而不需要特殊的

伦理考虑[70]。其最大的优势在于不需要过度表达包含

致病性ALS的突变基因, iPSCs可携带单个患者遗传

背景的内源性基因突变, 本身具有疾病表型。此外, 这

种方法既可以模拟 fALS, 也可以模拟 sALS。迄今为

止已经开发了多种不同的技术通过遗传重编程产生

iPSC系, 并且优化了多种直接转化方法以从ALS患者

产生诱导的神经祖细胞 (iNPC) 和运动神经元。因此,

iPSC 来源的细胞可有效地用于筛选新的治疗药物。

虽然目前应用 iPSCs已经发现了与ALS相关的一些重

要的致病机制和潜在的治疗靶点, 但这种技术仍然具

有很多局限性。如干细胞之间或从同一个体分化的

iPS克隆之间的表型有可能不一致, 这种现象称为克隆

变异。如何克服克隆变异已成为优化细胞重编程技术

的主要挑战之一[71,72]。

4 中国ALS药物研究现状

目前我国处于临床研究的治疗ALS的药物较少。

2018年我国开发的创新药丁苯酞获得美国 FDA治疗

ALS孤儿药资格。文献资料显示, 非临床研究中丁苯

酞对ALS动物模型有一定的治疗作用, 北京协和医院

崔丽英教授正在主持开展ALS相关临床研究。北京

大学樊东升教授探讨了粒细胞集落刺激因子 (G-CSF)

和肉苁蓉总苷 (CTG) 用于治疗ALS的临床疗效, 发现

粒细胞集落刺激因子和肉苁蓉总苷可以通过激活几种

保护途径起到抗凋亡作用, 刺激大脑中成体神经干细

胞的神经元分化, 并具有长期改善作用, 可成为治疗

ALS的很有潜力的候选药物。大连医科大学附属第一

医院使用外周血单核细胞自体移植的方法考察使用干

细胞治疗ALS患者的临床效果。

5 小结

迄今为止, 尽管在理解ALS的遗传学和神经病理

方面已取得了显著的进步, 但由于动物模型的缺陷、临

床前研究方案不规范等因素的影响, ALS治疗药物的

研发进展缓慢。虽然从多个模型得到的综合信息有助

于研究者深入理解ALS的病理学机制, 并解决该领域

的关键性问题 , 但目前仍无动物模型能够完美复制

ALS的病理特征。鉴于目前 ALS的新药从动物实验

向临床转化的高失败率, 严格设计规范化的非临床药

效学评价体系成为非常关键的问题。规范化的非临床

药效学评价方案可以增加药物进入临床试验的成功

率, 并提高了ALS动物模型的有效性和可重复性。转

化困难不仅仅存在于ALS研究这一个领域, 上述针对

ALS临床前研究转化的措施对于阿尔茨海默病、帕金

森氏病等神经退行性疾病的临床前动物研究也具有很

大的借鉴意义。
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