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'实验研究'

双类似物鼻黏膜耐受对实验性自身免疫性
重症肌无力幼鼠作用机制的研究

刘仕林!黄志

"重庆医科大学附属儿童医院神经内科!重庆&%"""!%$

&&!摘&要"&目的&对实验性自身免疫性重症肌无力(A9@D)幼鼠选择双类似物(BZT#F#]963#":)通过不同时

间点进行鼻黏膜免疫耐受预防性给药后$观察其临床及免疫指标的变化$评价临床疗效及探讨鼻黏膜耐受对

A9@D的预防作用机制% 方法&用乙酰胆碱受体单克隆抗体建立 '<:iBJF 小鼠 A9@D模型$并在致敏前 !" 2(9

组)及致敏当日(i组)经鼻黏膜滴入BZT#F#]963#": 诱导黏膜耐受$检测给药后9$i组及相应对照组'9组*'i组

小鼠的临床症状及各项指标的改变情况% 结果&

'

9$i两组临床症状明显轻于相应对照组$且9组临床症状轻于

i组%

(

9$i组低频重复电刺激(H8G)出现衰减的阳性率低于各自对照组#

)

9$i两组小鼠血清乙酰胆碱受体抗

体9W(H9U(PRD)水平明显低于各自对照组$且 9组轻于 i组%

*

调节性 'e

%

O

'e

#<

O

C细胞含量 9组(%7<!F c

"7<=$)明显高于i组(>7F:! c"7>"")$且9$i组明显高于各自对照组% 结论& BZT#F#]963#": 鼻黏膜预防耐受可

有效地抑制重症肌无力的临床症状$为采用该途径治疗重症肌无力的可行性提供了理论依据%
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!关&键&词"&实验性自身免疫性重症肌无力#单克隆抗体#鼻黏膜耐受#双类似物#小鼠

!中图分类号"&H;>>&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!""$ ;$$>"(#""$)"# ;"!=! ;"%
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&&重症肌无力( /Z3T-(.*)3R43[)T$@D) 是主要由

乙酰胆碱受体抗体(3W.-Z6W(,6)*.4.W.0-,43*-)U,2Z$

9'(H]9U)介导*C细胞免疫依赖*补体参与的一种

自身免疫性疾病% 当前国内外对@D的治疗主要采

用非特异性免疫抑制剂$不能从根本上解决 C和 i

淋巴细胞功能的异常$防止疾病复发$且易产生严重

的副作用$尤其对生长发育中的儿童影响更大% 对

@D理想的治疗方法是既不影响机体免疫功能的完

整性$又能特异性的抑制或清除异常的自身免疫性

C和i淋巴细胞% 而@D免疫调节及耐受治疗是目

前受到广大学者高度重视和推崇的一种方法$其主

要机制是通过下调乙酰胆碱受体(9'(H)特异性免

疫反应来纠正异常的免疫病理反应$从而达到从根

本上治愈@D的目的%

实验性自身免疫性重症肌无力 (.a0.4)/.*-36

3V-,)//V*./Z3T-(.*)3R43[)T$ A9@D)在临床表现*

药理学*电生理*免疫学及组织学等方面与@D颇为

类似!!"

$从而为 A9@D作为 @D的动物模型提供了

条件% 双类似物(BZT#F#]963#":)是由两条单一的

氨基酸类似物 0!=<]#!# 和 0#<=]#:! 衔接而成的人

类9'(H反应性C细胞免疫主导表位% 已被证明是

A9@D模型的有效免疫调节剂$经口服耐受可以缓

解进展中的A9@D症状$并有效地抑制 @D相关的

免疫应答!#"

$选择 BZT#F#]963#": 为耐受原$通过不

同时间点对 A9@D动物模型进行预防性鼻黏膜免

疫耐受$观察其临床及细胞免疫指标变化$从而探讨

鼻黏膜耐受对预防 A9@D发病的细胞免疫调节机

制$以期为临床特异性治疗儿童 @D提供理论依据

和新的治疗方法%

$G材料和方法

$7$G材料

'

乙酰胆碱受体单克隆抗体(/9U><)$购自美

国 G)R/3公司#

(

耐受肽&BZT#F#]963#": 是由氨基

酸自动合成仪合成并链接的 # 条单个氨基酸置换的

多肽类似物$作为本实验的耐受肽(5]P]5]E]B]P]1]

G]C]G]G]9]5]e]C]1]m]B]e]P]C]m]̂]K]5]9]p]H]B]1]

B)$由联美(西安)生物科技有限公司合成%

$7!G实验动物

健康清洁级$雌性'<:iBJF 小鼠 F" 只$% b< 周

龄$体重 !> b!< R(第三军医大学大坪医院野战外科

研究所实验动物中心提供)%

!7#7!&动物模型的建立&&参照文献报道!>$%"

$并

采用预实验所成功建立的 A9@D动物模型的剂量

(!7" /RJQR)$经腹腔注射含 /9U>< 的 H)*R.4qT液

"7# /B(含 !%" //,6JB83'6$<7% //,6JBE'6$

! //,6JB'3'6

#

$#7% //,6JB83̂'?

>

$0^:7%)建立

模型!<"

% 鼻腔耐受的诱导&致敏前 !" 2 及致敏当日

(" 2)水合氯醛腹腔注射浅麻醉小鼠后$用微量加样

器取含有耐受肽 #<

!

R的磷酸盐缓冲液(1iG)<"

!

B

滴入两个鼻孔$每个鼻孔 #<

!

B$连续 !" 2% 对照组

滴入不含耐受肽的 1iG <"

!

B每个鼻孔 #<

!

B$连

续 !" 2%

!7#7#&动物分组&&将 F" 只小鼠随机分为 % 组$

每组 !< 只%

'

预防耐受组 !(9)&'<:iBJF 小鼠自

致敏前 !" 2开始每日用耐受肽进行鼻腔耐受诱导%

(

预防耐受组 #(i)&小鼠自致敏当日(" 2)开始用

耐受肽进行鼻腔耐受诱导%

)

对照组 !('9)&按照

9组的时间程序鼻饲含有等量不含肽的1iG <"

!

B%

*

对照组 #('i)&按照i组的时间程序鼻饲含有等

量不含肽的1iG <"

!

B%

$7HG检测指标

!7>7!&临床评分&&每 F ( 观察动物毛色*步态及

摄食情况% 小鼠致敏后$由两名观察者每日采用双

盲法对其进行 A9@D严重性的临床评估% 按

B.**,*等!F"的分级法将肌无力症状分为 % 级&" 级$

没有肯定肌无力表现#! 级$嘶咬无力$四肢力量较

差$在光滑地面上前肢打滑$活动减少且易疲劳##

级$明显无力$休息时脊背呈隆起姿势$头尾下垂$大

腿外展$前肢趾弯曲$动作笨拙$行走不稳#> 级$严

重无力表现$无嘶咬动作$肌肉震颤$呼吸困难$濒死

或死亡% 症状居中间者$分别评为 "7<$!7<$#7< 级%

!7>7#&低频重复频率电刺激"H8G$&&>7>`水合

氯醛按 !" /BJQR的用量腹腔麻醉实验小鼠$固定于

头部和四肢$将成对刺激针电极以 # b> //距离平

行插至坐骨切迹附近肌肉内$记录电极置于腓肠肌

内侧头(跟腱附着处)$参考电极插入腓肠肌肌肉

内$地线插入刺激电极与记录电极之间$采用 H8G

软件进行操作% 刺激频率分别为 ! \̂*> \̂*< \̂*

: \̂*!" \̂$记录实验小鼠的腓肠肌肌电位及收缩

波幅$用第 < 个电位对第 ! 个电位的变化百分比 e

<

表示衰减值$ g!"`者为阳性%

!7>7>&血清抗 9'(H]9U "PRD$水平的检测&&由

小鼠股动脉取血并分离血清$用 ABPG9法测定小鼠

血清9'(H]9U 滴度(包被好的 *9'(H酶标板由上

海华山医院神经免疫生化室提供)%

!7>7%&'e%

O

'e#<

O调节性C细胞测定&&小鼠处

死后$无菌条件下去脾脏 K)66W,66法分离$制成

# M!"

:

J/B单个核细胞(@8')悬液$设复孔$分别加

'#=!'
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入 #"

!

B荧光标记的抗小鼠单抗(KPC']抗'e%*1A]

抗'e#<)$并作阴性对照% #% ( 内用流式细胞仪检

测$测定 !" """ 个细胞$结果以 'e%

O

'e#<

O

C4细

胞占'e%

O细胞的百分比表示%

$7NG统计学处理

所有原始数据建立数据库$以均数 c标准差

(Oc:)表示$应用 G1GG!!7< 统计软件进行分析% 配

对样本比较采用3检验%

!G结果

!7$G症状观察临床评分

实验小鼠致敏后均出现不同程度的肌无力症

状$其中实验滴鼻(麻醉)过程中9组小鼠有 ! 只死

亡$i组有 > 只死亡#由于肌无力症状加重导致 '9

组 % 只小鼠死亡$'i组 < 只死亡$临床评分为 > 分%

其中9组与'9组$i组与 'i组在致敏后 F b$ (

时部分出现临床症状$表现为摄食*运动减少$毛皱*

易脱落失去光泽##% (均表现轻重不等的 A9@D症

状$临床评分差异均有显著性意义(7d"7"!)$9组

临床平均评分低于与 i组$但二者差异无显著性

(图 !)%

!

"!

#

"$

%& ' () '*+ ',% ')* '-. '/ '

!
"
#
$

,

.01

)

-01

-

/01

/

2

3

图 $G各实验组小鼠临床评分G

3&9组与 '9组比较$

7d"7"!# U&i组与'i组比较$ 7d"7"!

!L!G重复频率电刺激$DZU%

出现肌无力症状的小鼠在做低频重复电刺激时

均出现明显的衰减反应(e

<

g!"`)$'9组与'i组

小鼠H8G平均衰减率均 g!"`$为阳性% 9组与 i

组小鼠H8G 平均衰减率 d!"` $均为阴性$但二者

比较差异有显著性(7d"7"<)% 见表 !% 出现 H8G

衰减的小鼠经腹腔注射新斯的明$!" b!< /)* 后再

行H8G 检查$均不出现波幅的衰减$提示新斯的明

试验阳性%

!LHG血清抗>:1DY>?$S9K%水平的检测

对小鼠血清中的 9'(H]9U 水平通过 ABPG9法

进行定量检测$结果见表 #% 从表中可以看出致敏

后$9组*i组大鼠血清抗9'(H]9U (PRD)含量明显

低于相应对照'9组*'i组$且9组低于i组$差异

均有非常显著意义(7d"7"!)%

表 $G各实验组小鼠DZU衰减率比较

组别 鼠数 H8G衰减率(`)

e

<

g!"`例数

9 !%

%7>$ c!7>$

3$W

#

'9 !< !<7#< c!7!% !>

i !#

=7!# c!7"$

U

F

'i !% !F7!! c!7#> !%

&&3& 9组与'9组比较$7d"7"!#U&i组与 'i组比较$7d"7"!#

W&9组与i组比较$7d"7"<

表 !G各实验组小鼠血清>:1DY>?水平的比较

组别 鼠数 9'(H]9U水平(

!

RJ/B)

9 !%

!<7"! c!7"=

3$W

'9 !! #$7!# c!7#$

i !#

!=7#> c!7>!

U

'i !" #=7>< c!7#$

&&3& 9组与'9组比较$7d"7"!#U&i组与 'i组比较$7d"7"!#

W&9组与i组比较$7d"7"!

!LNG:WN

`

:W!%

`调节性J细胞测定

9组和i组'e%

O

C数目明显低于各自的对照

组#而'e%

O

'e#<

O

C细胞数目则高于各自对照组$

且9组高于 i组$二者差异有显著性(7d"7"!)#

9$i组中 'e%

O细胞中的 'e%

O

'e#<

O细胞亚群所

占比例均比各自对照组显著增高(表 >)%

表 HG小鼠脾脏CZ:中:WN

`

#:WN

`

:W!%

`细胞数目

(Oc:$`)

组别 鼠数
'e%

O

C 'e%

O

'e#<

O

C

9 !%

!#7$"! c!7#"<

3

%7<!F c"7<=$

3$W

'9 !! !%7=$% c!7:"> #7FF! c"7%!!

i !#

!>7"#< c!7%>"

U

>7F:! c"7>""

U

'i !" !:7$!% c>7$#< #7%!# c"7<""

&&3&9组与'9组比较$7d"7"!#U&i组与 'i组比较$7d"7"!#

W&9组与i组比较$7d"7"!

HG讨论

目前$国内外对 @D的免疫治疗主要采用皮质

类固醇及免疫抑制剂$但这种非特异性治疗通常不

能完全控制免疫反应$且停药后易复发% 预防 @D

发病的主要目的是下调 9'(H特异性免疫反应$防

止异常免疫反应% 最初用完整的电鳗9'(H口服耐

受虽然取得了一定的疗效$但追踪观察发现可使部

分大鼠病情加重!:"

$推测与 9'(H本身分子量极大

和具有高度致病性有关$且所需耐受量大$作用微

弱$维持有效耐受时间短暂% 双类似物 BZT#F#]

963#": 是经过改良使免疫原性减弱后的肽段$除具

有很好的安全性外$还具有下调人类针对 9'(H自

身免疫反应的作用% 鼻黏膜免疫耐受不需要确定作

用部位$并有特异性免疫抑制的优点$优势是抗原剂

'>=!'
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量用微克计$约为口服耐受剂量的 !J!"" b!J! """$

所以采用鼻黏膜耐受%

本研究应用BZT#F#]963#": 预防性免疫耐受9$

i组后$实验小鼠的病情明显轻于相应对照组$且 9

组耐受效果优于 i组% 在对实验小鼠做重复神经

电刺激$通过检测肌电图衰减率的结果也证实了这

一结果% @D患者血清中的 9'(H特异性 PRD抗体

是@D最主要的致病因子$小鼠致敏后测定血清的

9'(H抗体PRD含量$9$i组均低于各自对照组$且

9组低于i组% 本实验结果表明$BZT#F#]963#": 经

鼻黏膜耐受不仅可以有效的抑制临床症状$而且伴

有9'(H特异性 PRD致病性抗体含量减少$说明

BZT#F#]963#": 鼻黏膜耐受疗法可有效的抑制

A9@D的发生或减轻A9@D的病情%

随着对免疫耐受机制研究的不断深入$'e

%

O

'e

#<

O

C细胞引起了人们极大的兴趣$它是除胸腺阴

性选择以外$机体调节免疫耐受$阻止自身免疫性疾

病发生的另一重要机制!$$="

% 免疫耐受发生的机制

之一是与诱导'e%

O调节性C细胞(C4)产生免疫性

调节性细胞因子 CDK]

/

等介导的主动抑制有关%

目前研究表明$'e

%

O

'e

#<

O

C细胞系在体外被认为

是CDK]

/

的分泌细胞$免疫抑制功能与CDK]

/

分泌

呈正相关!!""

% 通过检测 'e

%

O

'e

#<

O

C细胞变化可

推测CDK]

/

在本实验中亦有上调$C4('e

%

O

'e

#<

O

C)细胞能抑制由 'e%

O

'e#<

;

C细胞诱导的器官特

异性自身免疫性疾病$且在体外可有效地抑制抗原

特异性C细胞激活!!!"

% 在本实验中预防耐受治疗

后$9组*i组'e

%

O

'e

#<

O

C细胞数均显著高于各自

对照组$且 9组高于 i组$即反应 CDK]

/

功能的

'e

%

O

'e

#<

O

C4细胞含量增高$证明 CDK]

/

功能增

强在A9@D耐受中起重要作用% 推测经鼻黏膜给

予的BZT#F#]963#": 被鼻黏膜相关淋巴组织吸收加

工后$激活免疫调节性 'e%

O

'e#<

O

C细胞$发挥生

物学效应$提示鼻黏膜耐受机制可能是首先导致了

特异性'e%

O

C细胞的无能$同时由于调节性 'e

%

O

'e

#<

O

C细胞的激活又反过来抑制了'e%

O

*'e$

O

C

细胞的活性$从而使 i细胞的增殖和分化受到抑

制$其结果是导致了 9'(H抗体 PRD的含量减

少!!#$!>"

% 因此 'e%

O

'e#<

O

C细胞可作为检测

A9@D功能的重要免疫指标%

通过本实验$我们推测BZT#F#]963#": 鼻黏膜耐

受具有下调人类针对 9'(H自身免疫反应的作用$

不同的时间点预防耐受效果不同$致敏前及致敏时

耐受优于致敏后耐受$致敏前优于致敏时耐受$提示

自身免疫一旦启动再给予耐受的疗效要逊于自身免

疫启动前或启动同时耐受治疗!!%"

% BZT#F#]963#":

鼻黏膜耐受使用方便*安全*无明显毒副作用$与临床

应用的目标更接近$为临床治疗 @D提供了理论依

据$为临床探索重症肌无力的防治开辟了新的途径%
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!F"&B.**,* 59$ B3/U.4-Â $ B.)UZEH$ ?Q34/3Ci$ C36)U G7H.]

W,/U)*3*-(V/3* 3W.-Z6W(6)*.4.W.0-,4360(3]TVUV*)-)*2VW.T

W(4,*)W.a0.4)/.*-363V-,)//V*./Z3T-(.*)3R43[)T!+"7+P//V]

*,6$ !==!$ !%F(:)&##%<]##%$7

!:"&王增钰$乔健$B)*Q 7̂乙酰胆碱受体制剂受体制剂实验性自身

免疫性重症肌无力的抑制作用!+"7上海免疫学杂志$!==%$!%

(>)&!#=]!>>7

!$"&C3Q3(3/3m7+,V4*.Z-(4,VR( -(.-(Z/VT&T-4,/36RV)2.TX,4C]W.66

2.[.6,0/.*-3*2 T.6.W-),*!+"783-H.[P//V*,6$ #""F$ F(#)&

!#:]!><7

!="&G3Q3RVW()G783-V4366Z34)T)*R'e%

O

4.RV63-,4ZCW.66TX,4)//V]

*,6,R)WT.6X]-,6.43*W.3*2 *.R3-)[..,*-4,6,X)//V*.4.T0,*T.T

!+"79**V H.[P//V*,6$ #""%$ ##(%)&<>!]<>$7

!!"" B.[)*RT@E$ G3*R4.R,4),H$ G34-)43*3'$ @,TW()* 9B$ i3--3R6)3

@$ ?4U3* 1'$ .-367 V̂/3* 'e%

O

'e#<

O

CTV004.TT,4W.66

W6,*.T04,2VW.-43*TX,4/)*RR4,Y-( X3W-,4U.-3$ UV-*,-)*-.46.VQ)*

!"$ 3*2 34.2)T-)*W-X4,/-Z0.! C4.RV63-,4ZW.66T!+"7+Aa0

@.2$ #""#$ !=F(!")&!>><]!>%F7

!!!" E,(/91$ '340.*-).419$ 9*R.4̂ 9$ @)66.4Ge7'V--)*R.2R.&

'e%

O

'e#<

O

4.RV63-,4ZCW.66TTV004.TT3*-)R.*]T0.W)X)W3V-,4.3W]

-)[.)//V*.4.T0,*T.T3*2 W.*-436*.4[,VTTZT-./ )*X63//3-),*

2V4)*R3W-)[..a0.4)/.*-363V-,)//V*..*W.0(36,/Z.6)-)T!+"7+

P//V*,!$ #""#$ !F=(=)&%:!#]%:!F7

!!#" B)V H$ B3'3[39$ i3)NK$ +..m$ 14)W.@$ '3/03_*,6,eP$ .-

367',,0.43-),* ,X)*[34)3*-8ECW.66T3*2 'e%

O

'e#<

O

C4.RV63]

-,4ZW.66T)* -(.04.[.*-),* ,X3V-,)//V*./Z3T-(.*)3!+"7+P/]

/V*,6$ #""<$ !:<(!#)&:$=$]:="%7

!!>" m3/3R)Y3G$ D43Z+e$ 3̂T()/,-,G$ ,̂4Y)-\e9794,6.X,4

CDK]

/

)* -(.R.*.43-),* 3*2 .a03*T),* ,X'e%

O

'e#<

O

4.RV63-,4Z

CW.66TX4,/(V/3* 0.4)0(.436U6,,2!+"7+P//V*,6$ #""!$ !FF

(!#)&:#$#]:#$=7

!!%" 富羽弘$王化冰$王丽华$王维治7设计耐受原并用鼻黏膜耐受

治疗A9@D的方法学研究!+"7中国神经免疫学和神经病学杂

志$#""#$=(%)&#"F ;#"=7

(本文编辑&吉耕中)

'%=!'




