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与亨廷顿疾病致病蛋白结合的小分子化合物药用
功能探究  

 

杨惠雅 1 

指导教师：鲁伯埙 2 

(1. 生命科学学院，复旦大学；2. 生理学和生物物理学系，生命科学学院，复旦大学)  

 

摘要：单基因显性遗传的亨廷顿舞蹈症（Huntington's disease）由于其明确的遗传背景，成

为研究神经退行性疾病的经典模型。尽管已知变异亨廷顿蛋白（mHtt）含有的多聚谷氨酰胺

是其致病的根本原因，但是其具体功能机制尚不清楚，为直接降低变异蛋白从而治疗疾病造

成了巨大的困难。同时，研究发现，mHtt 的错误构象不仅会损害自身降解，同时还会改变

其与胞内很多其他蛋白的相互作用。因此我们假设通过小分子化合物阻断 mHtt 与某些蛋白

的异常相互作用，可以实现逆转细胞毒性，从而治疗疾病。合作者高通量筛选出一批与变异

蛋白直接结合的小分子化合物。这里，我们得到在细胞层面、果蝇个体上具有拯救疾病表型

效果的化合物 6I1（由于未发表，使用代号），进一步测量了 6I1 与 mHtt 的结合常数，并利

用长时间动态细胞成像分析技术研究了 6I1 对 mHtt 蛋白 N17 区域不同位点突变的突变体细

胞的拯救作用，证明 N17 区域的若干特定氨基酸位点对 6I1-mHtt 相互作用十分重要；最后，

我们发现 6I1 处理直接阻断了 mHtt 蛋白与一分子量为 400kDa 的蛋白的结合。上述发现不仅

为治疗亨廷顿疾病提供了潜在药物 6I1，也验证了我们的假说，6I1 通过改变 mHtt 相互作用

组达到拯救作用，这为进一步揭示 mHtt 的致病机制提供了新的思路和证据，也为揭示其他

神经退行性疾病的机制提供新的想法。 

关键词：亨廷顿舞蹈症；变异亨廷顿蛋白；N17；结合化合物 
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Study the function of Huntingtin-interacting 
compounds 

Huiya Yang1 

Advisor: Boxun Lu2 

(1. School of Life Sciences, Fudan University; 2. Department of Physiology and Biophysics, School of Life 

Sciences, Fudan University)  

 

Abstract:  Most neurodegenerative diseases are related to pathogenic protein accumulations, 

which lead to neuronal death. Among them, Huntington’s disease (HD), which is an autosomal 

dominant inherited disease, is a perfect model of neurodegenerative disorders. Although mutant 

Huntingtin (mHtt) protein with poly glutamine (polyQ) ultimately leads to neurodegeneration, the 

pathogenic mechanism remains unclear. Thus, it is tough to treat HD through lowering mHtt. 

However, at the core of HD pathogenesis is the fact that mHtt adopts misfolded aberrant 

conformations, which impair its degradation, and also alter its interaction dynamics with other 

proteins. The main goal of my scientific project has focused on identifying compounds that could 

physically bind to mHtt protein, thus neutralizing the pathogenic effects derived from its abnormal 

physical interactions. Here, we assess the ability of hit compounds to suppress neurodegeneration 

in HD cell models and a Drosophila model in the previous study. We also determine the Kd value 

for mHtt-6I1interaction by MST technique. In addition, we discover several amino acid sites in 

N-terminal region are critical to mHtt-6I1 interactions. Finally, one of the mHtt-interacting 

proteins, which is around 400kDa, has been shown to be reduced, or even be disappeared after 6I1 

treatment. These results combined give a possible mechanism for 6I1 treatment. Furthermore, it is 

shown that the interactome altered after drug treatment, which is correlated with the reversion of 

neurodegeneration. Hence, our drug candidate, 6I1, can be subsequently used to reveal the 

functions of the mHtt protein and expand our knowledge of other complicated neurodegenerative 

diseases. 

Key words:  Huntington’s disease; mHtt; N17; mHtt-interacting compounds 
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1 引言  
神经退行性疾病因蛋白在大脑中不正常折叠、聚集和积累引发神经元死亡[1]，影响患者

思维、运动、情感、认知和其他能力[2]，是最重要的一类神经系统疾病。但是，由于缺少能

够早期发现的生物标志物，疾病致病机制尚不明确，很难及时诊断治疗。其中，亨廷顿疾病

（Huntington’s disease, HD）和脊髓小脑性共济失调（SCA1）[3][4]等是一类遗传性的神经退

行性疾病，由于具备清晰的遗传学背景，成为研究神经退行性疾病的模型。 

亨廷顿疾病全球患病率约为 5-10 例/10 万人。患者一般 40-50 岁发病[5][6]，主要临床表

现为不受控运动、精神障碍和进行性痴呆[7]，发病后 5-15 年死亡。亨廷顿病是单基因显性

遗传病，由第 4 号染色体亨廷顿（HTT）基因 1 号外显子的 CAG 重复数变异增多(>36CAG)

引起的。正常人的这段 CAG 重复序列扩增 9-35 次，超过 36 次则会引起亨廷顿病，并且患

者的发病时间与所含 CAG 重复呈负相关[8]。HTT 基因编码的亨廷顿蛋白（Huntingtin）是一

个相对分子质量为 347603 Da 的蛋白质[9]，突变基因编码变异亨廷顿蛋白（mHtt），含过长

多聚谷氨酰胺（polyQ），导致大脑纹状体区域中间多棘神经元(MSN)和皮层深层锥形神经元

的死亡[10]；并在皮层和纹状体区域聚集 mHtt N 段区域 polyQ 片段[11]。但是，mHtt 在生物体

内如何发挥生物学功能，以及如何引起大脑中进行性神经元功能障碍和神经退行的具体机制

尚不可知[12]，因此，很难利用经典靶向制药的手段筛选阻断致病蛋白毒性功能的小分子。 

长期以来，亨廷顿疾病没有有效的特异性治疗。尽管一些治疗方法和药物能够改善病人

运动过多和精神症状，但是没有足够的证据支持这些方法可以长期对症治疗。美国食品药品

监督管理局（FDA）2008 年批准了首个获准治疗亨廷顿疾病的治疗药 Xenazine（丁苯那嗪）

[13]，丁苯那嗪通过选择性耗尽大脑中的多巴胺发挥作用，控制运动功能障碍，多巴胺、谷

氨酸、GABA 等神经递质及其受体被推测在亨廷顿病致病机理中起到作用。但是，服用丁

苯那嗪只能改善病人的舞蹈症症状，神经元死亡缺失的现象没有得到有效控制，长时间服用

甚至会导致抑郁、头晕、帕金森症等不良反应，不能从根本上特异性治疗亨廷顿疾病。另有

一些研究表明降低 mHtt 可以使病情好转，如 IONIS-HttRx 利用反义寡核苷酸，催化 RNase H

介导的变异亨廷顿蛋白 mRNA 降解，延缓疾病的发展[14][15]。 

虽然致病的分子机制复杂[16-25]，但是我们明确知道变异亨廷顿蛋白（mHtt）是致病的根

本原因，因此，如果我们能把 mHtt 本身作为药靶，改变其结构或者影响其在细胞内的生物

学功能，很有可能达到治疗疾病的作用。目前已知，Htt 蛋白有许多相互作用蛋白，如伴侣

分子(Tcp1, Hsp90s)与Htt直接作用并且修饰mHtt毒性[26]；参与很多神经退行性疾病的 14-3-3

途径中的 4 个蛋白与 Htt 的 N 端结合[27]；Htt 通过与 Dynactin, Ran 等结合参与依赖于微管的

细胞运输[28]。除上述之外，Htt 蛋白还参与胚胎发育[29]、膜泡运输[30]、信号传导、翻译等蛋

白－蛋白相互作用[31][32]，在自噬中作为自噬小体生成和运输的支架蛋白调控自噬[33]。  

基于 Htt 蛋白复杂的相互作用关系，我们提出假设：如果能得到一组直接与变异亨廷顿

蛋白结合的小分子，其中很可能有些能通过改变变异蛋白的相互作用关系组而降低变异蛋白
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的毒性。这不仅提供了新的治疗亨廷顿疾病的方法，还将从根本上解决 mHtt 致病机制。本

课题将着重寻找具有拯救 mHtt 毒性的 mHtt－结合化合物，并对化合物的作用机制进行深入

探索。  

在进行筛选时，我们所用的化合物均来自合作实验室体外筛选的结果。他们构建了一个

与 mHtt 结合，且不与正常亨廷顿蛋白（wtHtt）结合的小分子化合物库（成果未发表），此

筛选库基于 FDA-approved Drug Library（美国食品药品监督管理局批准药物化合物库），分

子种类涉及皮质类固醇激素、哌啶类、咪唑类、吡啶类、酯类、酚类等，其中一些化合物的

生物学功能包括但不仅限于受体阻断剂、受体激动剂、酶抑制剂、激素类似物等。尽管如此，

受目前科学技术手段所限，判断化合物与蛋白质结合只能依靠一些物理参数间接反映。合作

实验室通过光学效应高通量筛选结合化合物，不能排除假阳性情况，明确结合及测定结合常

数还需要通过其他物理参数体外验证。相对于其他传统的检测方法，如 ITC（等温滴定量热

法），SPR（表面等离子体共振）等，MST（微量热泳动）通过监测生物分子热泳动的变化

可以判断分子间是否具有相互作用以及分子间的结合亲和力，可以在较短时间内利用极少量

样品获得数据[34]，成为我们进行筛选实验的重要技术。 

和 wtHtt 相比，mHtt 更多的聚集在核内[35]，体内体外实验均证明，核内存在的含有过

长 polyQ 的蛋白是不利的[36][37]。尽管 Htt 基因编码超过 3,500 个氨基酸，但是在细胞和动物

模型中表达 exon1 区域足够产生 HD 的病理学特征[38]，另有证据表明蛋白水解产生的 exon1

是产生 mHtt 毒性所必需的[39]。Exon1 区域包括 N 端的 17 个氨基酸区域（N17），polyQ 和

P-rich（多聚脯氨酸）。由于过长 polyQ 使蛋白不正常聚集，mHtt 蛋白的高级结构不稳定，

很难得到高分辨率的蛋白结构。但 N17 部分（M-A-T-L-E-K-L-M-K-A-F-E-S-L-K-S-F）已经

被解出为 a-螺旋结构[40]，生化分析表明 N17 的 a-螺旋结构可以促进寡聚体形成，在体外加

快 Htt-polyQ 部分的聚集[41][42]。mHtt 的 Q 的增多，使蛋白松散、柔性增强，从而影响 N17

结构与 P-rich 结构相互作用，使其两端距离增加，促进了蛋白的聚集[43]。 

另外，N17 在进化上高度保守，N17 通过 Crm-1 出核途经介导 Htt N 端出核[44][45]调节蛋

白质定位和稳定性[46]，还可以调节 Htt 结合到外周膜结构[44][45]。此外，缺失 N17 部分的细

菌人工染色体（BAC）的 HD 小鼠表现出更强烈的运动受损，神经元死亡和核内 mHtt 聚集

[47]。N17 拥有超过 10 个翻译后修饰，似乎是 Htt 的调节中心[48]。其中，13，16 位丝氨酸的

磷酸化被证明可以减少 mHtt 的寡聚化和聚集[49]，在细胞和 BAC HD 小鼠中丝氨酸的磷酸化

突变可以抑制 mHtt 的细胞毒性[50]，而 mHtt 中过长的 polyQ 可能会减少磷酸化的效率，从

而带来细胞毒性； 6，9，15 位赖氨酸被泛素化和 SUMO 化后呈现出和 mHtt 片段毒性相反

的效果[46]，另有乙酰化[50]，氧化[49-52]等修饰。结构生物学和体内实验的结果引发了我们对

Htt-exon1-N17 的兴趣，N17 区域可能存在对化合物与 mHtt 结合起关键作用的氨基酸位点。

因此，除了上述提到的被修饰的 S13，S16，K6，K9，K15 外，我们还将构建 E5，E12，

M8[44]的突变体，这些位点被证明对 N17 的 a-螺旋的稳定起关键作用。通过化合物作用于这
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些突变体，来寻找对化合物－mHtt 结合有影响的氨基酸位点。 

于是，本课题将着重研究筛选得到的化合物的作用机制。定量测量化合物与 mHtt 的结

合，并且尝试在分子层面上解释化合物与 mHtt 的结合位点，更进一步解释我们之前提出的

假设：小分子化合物通过改变变异蛋白的相互作用关系组而降低变异蛋白的毒性。研究成果

将为未来进一步证明有效的化合物可以通过化学修饰改造，进入临床试验，实现治疗亨廷顿

疾病奠定重要基础。 

 
2 MST（微量热泳动）实验筛选出和 mHtt 结合的化合物  

我们通过合作者得到了一批来自高通量筛选的结合变异 Htt 的小分子化合物；为了排除

高通量筛选带来的假阳性结果，我们利用纯化蛋白体外与化合物进行微量热泳动实验的筛选，

进一步确认化合物－蛋白的结合，并测量其结合常数。 

2.1 野生型和变异蛋白的体外表达纯化 

首先在大肠杆菌菌株 BL21 诱导表达 GST-His 标签的蛋白，经小量诱导表达鉴定后，

发现菌株几乎不表达蛋白，大量低温慢速诱导仍然无法解决表达问题。于是我们更换表达质

粒，在大肠杆菌菌株 BL21 诱导表达 His-MBP-His 标签的蛋白，小量诱导表达很好，扩大培

养后，经过 Ni 柱亲和层析和分子筛凝胶排阻层析，纯化得到较为纯净的 MBP-Htt-exon1-Q25

和 MBP-Htt-exon1-Q72 蛋白（图 1）。经 Western Blot 验证，确为目标蛋白（图 2）。 

 
 
 
 

图 1. MBP-Htt-exon1-Q25 和 MBP-Htt-exon1-Q72 蛋白经 Ni 柱、

分子筛纯化后考马斯亮蓝染色   
    胶图显示纯化后可以得到纯度较高的蛋白，左侧为野生型蛋白（MBP-Htt-exon1-Q25），右侧为突变蛋

白(MBP-Htt-exon1-Q72)。突变蛋白因会自发聚集，形成沉淀，故产率较低 

Htt-Q25 Htt-Q72 
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图 2. Western Blot 验证纯化蛋白   

使用 Htt 特异抗体 2B7 对纯化蛋白进行验证。第 1-3 泳道：MBP-Htt-exon1-Q25；第 4-6 泳道：

MBP-Htt-exon1-Q72，目的蛋白略有降解 
 

在纯化中，我们得到了纯度较高的蛋白，由于 mHtt 具有自发聚集的性质，因而得到的

纯化 mHtt 蛋白浓度较低。Western Blot 结果除验证目标蛋白之外，还显示出纯化蛋白经冻

融后有降解。考虑到后续实验目的是验证化合物－蛋白结合，蛋白略微降解对实验的影响可

以接受，因而后续实验将继续用此纯化蛋白。 

 

2.2 MST 实验筛选体外与 mHtt 特异结合的化合物 

    获得纯化蛋白后，我们利用 NanoTemper 公司提供的蛋白染料标记试剂盒和 MST 测量

仪器，筛选体外与 mHtt 特异结合的化合物。在对蛋白进行标记后，我们将所测化合物从最

大溶解度开始，逐渐等比稀释 16 倍，通过监测化合物－蛋白溶液中分子热泳动的变化，来

测量分子间的相互作用。同时，我们采用 MBP-Htt-exon1-Q25 作为阴性对照，进行筛选。 

根据合作者的筛选结果，我们利用 MST 测量了大量化合物（部分结果见表 1），其中，

化合物 6I1，可以特异性结合致病蛋白 MBP-Htt-exon1-Q72（图 3），不结合正常蛋白 

MBP-Htt-exon1-Q25（图 4），7D4、5F2 等也表现出相似性质。综合亨廷顿疾病细胞模型和

果蝇模型的拯救效果，我们最终决定对 6I1 进行深入研究，明确其在治疗 mHtt 引发的细胞

毒性中的机制。 
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图 3. MST 实验测定化合物 6I1 与 MBP-Htt-exon1-Q72 蛋白结合   

蛋白首先被红色荧光燃料 NT-647-NHS 标记，化合物 6I1 浓度由 500uM 等比稀释，测量于室温下进行。可

见，6I1 与变异蛋白的结合常数为 34.1uM 

 
图 4. MST 实验测定化合物 6I1 与 MBP-Htt-exon1-Q25 蛋白结合   

蛋白首先被红色荧光燃料 NT-647-NHS 标记，化合物 6I1 浓度由 500uM 等比稀释，测量于室温下进行。可

见，6I1 与正常蛋白没有结合 
     

 结合常数 Kd （uM） 

化合物 MBP-Htt-exon1-Q72 MBP-Htt-exon1-Q25 

6I1 34.1 51.3 69.3 N.C. 

7D4 204 172.7  N.C. 

5F2 0.54   N.C. 

10 100 1000 10000 100000 1000000

940

945

950

6I1 (nM )

Fn
or

m
(1

/1
00

0)

6I1 vs MBP-Htt-exon1-Q72

Kd=34.1uM

10 100 1000 10000 100000 1000000
930

940

950

960

970

6I1 (nM )

Fn
or

m
(1

/1
00

0)

6I1 vs MBP-Htt-exon1-Q25



 9 

5L8 0.296   N.C. 

1P22 33.7   N.C. 

8D5 24.6   N.C. 

10H17 N.C.  

3A9 N.C.  

3C13 N.C.  

3J19 N.C.  

6I12 N.C.  

7F19 N.C.  

7O12 N.C.  

8C16 N.C.  

8F20 N.C.  

9M4 N.C.  

7F20 N.C.  

表 1. MST 测量各化合物与 MBP-Htt-exon1-Q72,  MBP-Htt-exon1-Q25 结合结果   
在 MST 测量环境下，可见合作者所提供的高通量筛选结果出现部分假阳性结果。实验中与变异蛋白无结合

的化合物，不再对其进行正常蛋白的结合测量实验 

 
3 亨廷顿疾病模型筛选出拯救变异蛋白毒性的化合物  

首先，我们希望能在确认有特异性结合的若干个小分子化合物中，筛选出能够改善疾病

表型的化合物。正如前文所述，在过表达的细胞中，mHtt 带来细胞毒性，引起细胞凋亡。

在细胞凋亡早期阶段，caspase3 活性上升，因而我们通过测量信号分子 caspase3 活性，反应

细胞凋亡情况。若 caspase3 活性升高，表明细胞凋亡信号上升，此时 mHtt 引发的细胞毒性

高。在小鼠纹状体来源的突变细胞系 STHdh Q7/Q111 和正常细胞系 STHdh Q7/Q7 中，我们

发现 6I1（图 5）, 5F2, 7D4 和 5L84 个化合物可以降低 mHtt 带来的细胞毒性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

图 5. 6I1 处理亨廷顿疾病细胞后 caspase-3 信号  
饥饿处理后，STHdhQ7/Q111 细胞 caspas-3 信号上升。Caspase inhibitor 抑制 caspas-3 活力；DMSO
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对 caspase-3 活力没有影响。可以发现 6I1 明显降低 capsase-3 信号 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

图 6. 6I1 处理正常细胞后 caspase-3 信号 

Etoposide 阻断细胞周期，STHdhQ7/Q7 细胞 caspase-3 信号上升。Z-VAD-FMK 抑制 caspase-3 活

力；DMSO 对 caspase-3 活力没有影响。可以发现 6I1 在正常细胞中不通过其它途径降低 caspase-3 信

号 

    接着，我们希望能够在具有神经系统的动物体内看到化合物的拯救作用，因此借助于实

验室大型果蝇爬管实验仪器，利用疾病果蝇模型 W118/elav-GAL4; UAS:NT-HTT-128Q，我

们发现化合物 6I1 可以明显改善疾病果蝇运动能力（图 7），具体表现在爬管运动中平均速

度的提高、爬管旋转角度的减少等参数。同时，我们还发现 6I1 具有剂量效应，增加浓度至

50uM 后，对果蝇具有致死作用（图 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

A.果蝇爬管平均速度 
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B.果蝇爬管平均旋转角度 

 

图 7.6I1（10uM）改善亨廷顿疾病果蝇运动能力（A, B） 

对疾病果蝇喂食化合物 6I1，以喂食 DMSO 的疾病果蝇（蓝色）为阴性对照；正常果蝇（红色）为阳性对照，

发现果蝇爬管 7.5 秒内的平均速度升高（A）；果蝇 7.5 秒内的转角降低（B），反应运动平衡能力增强 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

图 8.6I1（50uM）不改善亨廷顿疾病果蝇运动能力 

对疾病果蝇喂食化合物 6I1，以喂食 DMSO 的疾病果蝇（绿色）为阴性对照；正常果蝇（蓝色）为阳性对照，

发现果蝇爬管 7.5 秒内的平均速度只在后期略为升高，表明 6I1 具有剂量效应 

 
4 寻找 6I1 与 mHtt 的结合位点  

4.1 构建 mHtt 蛋白 N17 区域突变质粒 
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确认 6I1 与 mHtt 结合后，我们迫切地希望知道 6I1 与 mHtt 的结合位点，或者 mHtt 的

哪些关键氨基酸位点对 6I1 的结合有影响，了解结合位点对于解释 6I1 拯救机理和 mHtt 都

十分重要。结合前述 Htt 的结构生物学知识，我们认为 N17 区域具有修饰的氨基酸极有可能

对 6I1-mHtt 结合起关键作用。因此，根据文献报道，构建了 N17 缺失体（图 9-A）以及定

点突变质粒：S13,16D（图 9-B）; K6,9,15R（图 9-C）; E5,12A（图 9-D）和 M8P（图 9-E）。 

 
A 设计删除 N17 区域的中间 15 个氨基酸 

 
B 13，16 位丝氨酸突变为天冬氨酸  

 
C 6，9，15 位赖氨酸突变为精氨酸  

 
D 5，12 位谷氨酸突变为丙氨酸  

 
E 8 位甲硫氨酸突变为脯氨酸  

图 9. Htt-exon1-Q72 的 N17 缺失及突变体示意图（A-E）  

 

接着，我们在细胞模型中表达了这些质粒。为了验证我们已经成功表达了上述突变蛋

白，我们进行了 western blot 检测（图 10）。 

其中 pSG5-Htt-exon1-Q72-deltaN17 表达量明显低于 pSG5-Htt-exon1-Q72，这与之前的

报道结果是一致的[47]。pSG5-Htt-exon1-Q72-E5,12A 的突变可能会造成 N17 区域蛋白结构的

改变，从而影响抗体识别。因此，尽管利用 MW1 抗体在 Western Blot 下检测不到明显的差

异，我们通过 TR-FRET 技术，利用 2E6/MW1 和 4C9/MW1 两种抗体对分别观察到了 E12A

和 E5,12A 与野生型 Q72 的差异。TR-FRET 是实验室成熟的可用来检测 Htt 水平的技术，还

可以通过不同抗体对检测蛋白的不同结构，从而增加了检测的灵敏度和对构象变化的检测能

力。这里使用的 2E6-Tb/MW1-d2 抗体对分别识别 N17 和 polyQ；4C9-Tb/MW1-d2 抗体对分

别识别 polyQ 和 polyP[53]。因而，理论上 E5,12A 带来的 N17 结构变化，会使 2E6/MW1 的
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结果发生变化，而不改变 4C9/MW1，事实上我们也的确观察到了这点（图 11）。以上均表

明构建的这些 mHtt 蛋白突变体在细胞中表达是没有问题的。 

 
图 10. Western Blot 检测突变质粒在 293T 细胞的过表达水平  

使用 MW1 抗体特异性识别 mHtt 的 polyQ 区域检测突变质粒表达情况，每个质粒各转染两孔细胞，Western 
Blot 结果表明质粒表达正常 
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D 

图 11. 利用 TR-FRET 技术检测 Htt 蛋白水平  
以上所测蛋白含量均在抗体对识别过表达蛋白的线性范围内。A．2E6/MW1 抗体对识别 N17-poly Q（室温），

发现 Q72 和 Q72-E12A 信号差异很大 B. 4C9/MW1 抗体对识别 polyQ-polyP（4 摄氏度），作为对照发现 Q72
和 Q72-E12A 没有明显差异 C. 2E6/MW1 抗体对识别 N17-poly Q（室温），发现 Q72 和 Q72-E5, 12A 信号差

异很大 D. 4C9/MW1 抗体对识别 polyQ-polyP（室温），作为对照发现 Q72 和 Q72-E5, 12A 没有明显差异 以
上每个质粒各转染 3 孔细胞，在 TR-FRET 检测时各 6 个复孔 

 

4.2 利用含有突变氨基酸位点的 mHtt 蛋白在细胞模型中寻找与 6I1 结合的氨基酸位点 

紧接着，我们将上述质粒转染到细胞中，试图观察 mHtt 的突变体是否会对 mHtt 的细

胞毒性产生改变。在实验中，我们发现转染不同氨基酸突变位点的质粒后，细胞凋亡没有显

著 性 差 异 （ 图 12 ）。 尽 管 如 此 ， 我 们 仍 然 可 以 发 现 与 Htt-exon1-Q72 相 比 ，

Htt-exon1-Q72-S13,16D 的毒性较小，这一现象与前文所述丝氨酸的磷酸化对 mHtt 的毒性具

有 减 缓 作 用 相 一 致 （ 因 为 D 所 带 负 电 荷 可 以 模 拟 磷 酸 化 后 的 负 电 状 态 ）；

Htt-exon1-Q72-deltaN17 和 Htt-exon1-Q72-K6,9,15R 的毒性增强也与前文所述原因一致。 

在细胞凋亡信号没有显著性差异的基础上，我们对各个蛋白突变体进行 6I1 处理，试

图寻找对 6I1 与 mHtt 蛋白结合有作用的关键氨基酸位点。我们发现，丝氨酸的突变蛋白

（Q72-S13,16D）经 6I1 处理后，对 mHtt 细胞毒性引发的细胞凋亡没有得到改善（图 13）。

而其他 mHtt 突变体则没有发现这样的逆转。这一结果揭示了，mHtt-exon1 的 13,16 位丝氨

酸很有可能对 6I1 与 mHtt 的结合起关键作用，后续实验将继续丝氨酸突变体的研究。 
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图 12. 细胞表达 Htt-exon1-Q72 突变质粒后 caspase-3 信号  

细胞转染 24 小时后，进行 opti-MEM 血清饥饿处理，同时加入染料观察。由图可见，野生型蛋白 Q25
与突变蛋白 Q72 间 caspase-3 活性具有显著性差异；不同突变质粒与 Q72 间没有显著性差异。其中，每个

质粒各转染 3 个复孔，每个复孔选择两个视野进行拍摄统计 

 
图 13. 6I1 处理表达 Htt-exon1-Q72-S13,16D 的细胞后 caspase-3 信号  

细胞转染 24 小时后，进行化合物 6I1opti-MEM 血清饥饿处理，以 DMSO 作为阴性对照，同时加入

染料观察。由图可见，6I1 处理 mHTT-Q72-S13,16D(黑)后，其 caspase-3 活性较 mHTT-Q72(黄)具有显著升

高，表明 6I1 降低 mHTT 带来的细胞毒性的效果消失。其中，每个质粒与药物处理各 3 个复孔，每个复孔

选择两个视野进行拍摄统计 
 

5 免疫共沉淀分析 6I1 处理后 mHtt 相互作用蛋白变化  
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在寻找 6I1 与 mHtt 的结合位点中，我们已经有所收获。另外一个令人非常感兴趣的问

题是 6I1 是否改变了 mHtt 相互作用蛋白，是否存在让我们之前的假设成立的证据。于是，

我们尝试分析经 6I1 处理后的 mHtt 相互作用蛋白组。我们首先尝试利用识别 mHtt 的抗体进

行 IP 实验，但总会出现目标蛋白不能被完全拉下的情况，换用带有 GFP 标签的 mHtt-GFP

融合蛋白也会出现相似的情况，有时甚至因为背景噪声过大而掩盖目标蛋白（图 14）。最后，

我们发现利用带有 HA 标签的 mHtt 蛋白，可以较好的完成银染，分析蛋白相互作用组（图

15）。在所得结果中，我们惊喜地发现，经过 6I1 处理的细胞，在 400kDa 处明显少了一条带。

通过查阅已发表的 Htt 相互作用组的文章，此大小处的确对应有与 mHtt 存在相互作用的蛋

白 X（因未发表，采用代号），这表明 6I1 直接阻断了 mHtt 与此蛋白的结合。而考虑到前述

实验证实 6I1 与 N17 区域特定位点相互作用，我们可以猜想 mHtt 致病的关键机制可能是

N17 与蛋白 X 的异常相互作用，而我们的小分子 6I1 恰好阻断了这一相互作用，进而阻止了

病变的恶化。这一发现可能为解释 6I1 治病机制，和 mHtt 的致病机理提供新的证据。后续

实验仍将以此为重点深入研究。 
 

 
图 14. 银染分析 Htt-exon1-GFP 融合蛋白 co-IP 结果  

使用 GFP 抗体对 Htt-exon1-GFP 融合蛋白进行 IP，银染前已经通过 Western Blot 验证过目标蛋白被 beads
拉下，但 Q25 和 Q72 蛋白均未在银染胶图中显示目的条带，无法用来分析 mHtt 的相互作用蛋白 
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图 15. 银染分析 Htt-exon1-HA 蛋白 co-IP 结果  

使用 HA 抗体对 Htt-exon1-HA 蛋白进行 IP。可以观察到与对照空载体 pSG5 相比，Htt-exon1-HA 蛋白明显

表达。与对照 DMSO 处理相比，经 6I1 处理的细胞中，缺少了一条约 400kDa 的条带 

 
6  结果与讨论  
    神经退行性疾病的致病机理和治疗手段的研究一直是此类疾病研究的热点和难点。亨廷

顿病作为神经退行性疾病良好的模式疾病，给我们认识此类疾病提供了极大的便利。然而，

虽然经过近 20 年的研究，我们仍然对这一疾病的致病机理知之甚少。更重要的是，由于对

致病机理了解的匮乏，相关治疗手段始终停留在针对疾病症状的“治标”水平。而本课题的研

究独辟蹊径，通过高通量筛选，体外生化，和体内细胞生物学研究，鉴定出了能够在果蝇个

体水平拯救亨廷顿疾病表型的小分子化合物，为亨廷顿疾病药物研发开辟了方向。更重要的

是，我们的化合物为进一步解释疾病的致病机理提供的可能；通过对化合物与 Htt 蛋白相互

作用的体内外研究，我们首次揭示了 Htt 蛋白 N17 区段通过与蛋白 X 的相互作用，进而导

致变异 Htt 致病的分子机理（假设）。由于通过化合物 6I1 阻断相互作用后，可以明显在完

整的中枢神经系统水平（果蝇）观测到疾病表型的改善（行为学拯救效果）， 故这一新发现

的致病机理在 mHtt 导致整个神经系统退行性病变的过程中起到了关键的作用。我们的发现

对了解，治疗亨廷顿疾病有着突破性意义，同时我们揭示的神经退行性病变的分子机理，对

于了解和治疗其他神经退行性疾病也有着重要的导向作用。 

     截至目前，我们已经完成了小分子 6I1 与 mHtt 结合常数初步测量，确认了小分子 6I1

的拯救作用是其直接与 mHtt 相互作用而导致的。进一步的，我们在细胞模型和果蝇模型上

证实了这一化合物具有明显的疾病拯救效果，确定了其可以在完整神经系统层面拯救神经元

的退行性病变。同时，我们已经初步通过构建突变体和细胞实验将 6I1 的拯救效果与 mHtt

的 N17 区域关联起来，并得到了可能有效的互作氨基酸位点——13，16 位丝氨酸。最后，

我们在分子层面上发现了 N17 可能通过与内源性蛋白 X 相互作用，进而导致神经退行性病

变。但本课题还有许多方向需要完善，现陈述如下： 

第一，精细测量化合物 6I1 与 mHtt 相互作用的结合常数。在前述实验中，我们通过 MST 技

术初步测量了 6I1 与 mHtt 的结合常数。但由于纯化得到的蛋白在冻融后出现明显降解，蛋

白聚集状态未知等原因，我们认为这一结合常数可能较真实值偏高。另一方面，由于小分子

最可能通过竞争性结合改变 mHtt 与蛋白 X 的相互作用，因此该小分子与 mHtt 的结合强度

应十分可观。考虑到我们初步测量值为 50uM 左右，我们猜测这一数值可能由于技术原因而

偏高。因此，将来的研究还将优化蛋白表达纯化的条件，使用更好的蛋白样品精准测量这一

结合常数。 
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第二，通过体外结合实验进一步证明 6I1 与 N17 的相互作用位点。在之前的研究中，我们通

过构建并表达不同位点的 N17 突变体，在细胞水平研究了 6I1 与 mHtt 的作用位点。但由于

细胞水平无法表征小分子和 mHtt 的直接相互作用，我们不能完全证实这些位点就是 6I1 真

正的结合位点，为了进一步说明小分子特异性结合 mHtt 的机理，我们今后还需要选取细胞

层面具有影响显著的作用位点，构建和纯化突变的 mHtt-exon1，通过体外结合实验直接证

实 mHtt 和 6I1 的结合位点。 

 

第三，进一步证实蛋白质 X 在神经退行性病变中的作用。虽然我们用银染的方法鉴定了 IP

得到的蛋白质 X 的含量在小分子处理前后有明显变化。但上述结果是基于 SDS-PAGE 以及

染色得到的结果，仅仅依靠分子量对目的蛋白进行了粗分离；因此我们不能确定化合物处理

前后相互作用组改变的蛋白的具体组分。为了确认蛋白质 X 在 6I1 拯救疾病表型以及亨廷顿

疾病致病过程中的重要作用，将来我们将对 SDS-PAGE 分离出的蛋白条带进行质谱分析，

确认蛋白组分。同时，进一步的进行细胞水平的直接验证，如利用 siRNA 敲低蛋白质 X 的

表达量，观察对细胞毒性的拯救效果等。 

 

   虽然本课题还有许多地方有待将来的研究完善，但我们通过高通量筛选和体内外研究的

手段，首次鉴定了与 mHtt 蛋白直接相互作用同时可以拯救疾病表型的小分子化合物；并初

步揭示了一个全新，而且具有主导性地位的神经退行性病变的致病分子机理。对这一致病机

理的深入研究将成为之后亨廷顿疾病研究的一个全新方向。更重要的是，我们鉴定的小分子

化合物 6I1 不仅可以成为将来药物研发的前体分子，更可以作为研究亨廷顿疾病致病机理的

独特工具，极大的促进我们神经退行性疾病的研究发展。 
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