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　　［摘　要］　目的　利用免疫组织化学技术检测肌细胞膜上 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白表达是鉴别诊断 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型和
Ｂｅｃｋｅｒ型肌营养不良（ＤＭＤ和ＢＭＤ）的病理学基础，然而个别病例的肌细胞膜上 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白表达几乎接近于
正常，这给临床疑似ＢＭＤ诊断带来一定困难。本研究探讨神经源性一氧化氮合酶（ｎＮＯＳ）对 ＢＭＤ患者的诊断价
值。方法　对 ＤｙｓＣ端结构域表达呈阳性的 ５例ＢＭＤ（其中已临床明确诊断 ３例，临床疑似 ２例）和作为对照的
骨折患儿肌肉组织，利用免疫组织化学的方法行单克隆 Ｄｙｔｒｏｐｈｉｎ抗体和 ｎＮＯＳ抗体染色。结果　与对照组比较，
已临床明确诊断ＢＭＤ３例病例的肌细胞膜上 ＤｙｓＣ、ＤｙｓＲ和 ＤｙｓＮ端结构域蛋白均有显著缺乏，ｎＮＯＳ均未见表
达；临床疑似 ２例 ＢＭＤ病例的肌细胞膜上，即使 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白接近于正常表达，但 ｎＮＯＳ在肌细胞膜上是缺乏
的。结论　 对 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｎ三端结构域蛋白接近于正常表达的临床疑似ＢＭＤ患儿，可通过ｎＮＯＳ抗体染色达到明
确诊断的目的。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：２８８－２９１］
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　　Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白位于肌细胞膜磷脂双层结构中，
是连接胞外基质和胞内纤维状肌动蛋白（Ｆａｃｔｉｎ）组
成的细胞骨架蛋白，与Ｄｙｓｔｒｏｇｌｙｃａｎｓ、Ｓａｒｃｏｇｌｙｃａｎｓ和

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｉｎｓ三种糖蛋白共同构成了 ＤＧＣ（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ）复合体。如果复合
体中某一种编码蛋白质的基因发生突变，则会导致
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不同类型肌营养不良。如 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ基因突变打破
阅读编码框，就会引起该蛋白缺乏，导致 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ
型肌 营 养 不 良 （Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，
ＤＭＤ）；若该基因发生整码突变，则保留部分蛋白表
达，引起 Ｂｅｃｋｅｒ型肌营养不良（Ｂｅｃｋｅｒｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓ
ｔｒｏｐｈｙ，ＢＭＤ）。因此目前实验室采用免疫组织化学
技术检测肌细胞膜上相关蛋白是否存在是鉴别诊断

不同类型肌营养不良首选方法。由于 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋
白在 ＢＭＤ患者的肌细胞膜上呈缺乏现象，因此对
Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ不同结构域抗体病理反应也有多种类
型，如弱阳性、线状、点线状、镶嵌状和斑片状等。最

近发现个别病例 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白表达几乎接近于正
常对照，这对临床出现血清肌酸激酶（ＣＫ）值升高、
无明显步态异常而被临床高度疑似 ＢＭＤ患儿达不
到病理诊断目的。因此寻找一种与 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ相关
蛋白在肌细胞膜上表达的“敏感元件”对临床诊断

有很大的帮助。Ｄｕｂｏｗｉｔｚ等［１］研究发现，肌营养不

良患儿在肌肉病理发生发展过程中，Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋
白缺乏可继发的引起位于肌膜上神经源性一氧化氮

合酶（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｎＮＯＳ）活性缺
乏，该酶或蛋白表达异常有助于对抗肌萎缩蛋白病

（ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎｏｐａｔｈｙ）发病机制的研究。基于该观点，
本研究对临床怀疑 ＢＭＤ患儿能否利用单克隆
ｎＮＯＳ抗体用于病理明确诊断进行了探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料及标本
２００９年 １０月至２０１０年４月在上海交通大学

医学院附属新华医院儿科研究所肌活检标本库中，

按常规检测方法［１３］，即通过 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ（Ｒｏｄｄｏ
ｍａｉｎ）、Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ（Ｃｔｅｒｍｉｎｕｓ）和 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ（Ｎｔｅｒ
ｍｉｎｕｓ）结构域抗体 （以下分别简称 ＤｙｓＲ、ＤｙｓＣ和
ＤｙｓＮ）检测ＤｙｓＣ端结构域蛋白表达阳性者，共计
５例患儿肱二头肌标本。其中，结合临床相关检查
已明确诊断为 ＢＭＤ病例标本３例（病例 １、病例 ２
和病例３），临床怀疑 ＢＭＤ２例（病例 ４和病例 ５），
见表１。正常对照标本来源于新华医院骨折患儿。

表１　患儿临床表现和 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白表达

临床表现 病例１ 病例２ 病例３ 病例４ 病例５

肌活检年龄（岁） １０ ４ ８ １．５ ２
最高血清ＣＫ（Ｕ／Ｌ） ７７８２ １２３５０ ６０２０ ５２００ ９６００
独立行走年龄（月） １４ １４ １６ １３ １２
肌张力是否低下 是 是 是 无 无

肌肥大 有 有 有 无 无

难于跑、跳或爬楼梯 是，较严重 否 是，较严重 否 否

肌挛缩 有 否 有 否 否

Ｇｏｗｅｒ征 阳性 阴性 阳性 阴性 阴性

肌电图（腓肠肌） 肌源性损害 肌源性损害 肌源性损害 未见异常 未见异常

ＤｙｓＲ （＋／－） （＋／－） （＋＋） （＋） （＋＋＋）
ＤｙｓＣ （＋） （＋＋＋） （＋） （＋＋＋） （＋＋）
ＤｙｓＮ （＋） （－） （＋／－） （＋＋＋） （＋）

　　（＋＋＋）：蛋白表达正常；（＋＋）：蛋白轻度缺乏；（＋）：蛋白中度缺乏；（＋／－）：蛋白严重缺乏；（－）：蛋白缺失

１．２　材料
单克隆抗 ＤｙｓＲ、ＤｙｓＣ和 ＤｙｓＮ三端结构域

抗体 （Ｎｏｖｏｃａｓｔｒａ），多克隆ｎＮＯＳ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），
生物素标记二抗（ＫＰＬ），ＡＢＣ试剂盒（Ｖｉｔｃｔｏｒ），ＤＡＢ
显色试剂盒（长岛生物技术公司）。

１．３　免疫组化染色
５μｍ的连续冰冻切片，－２０℃ 丙酮固定

１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，用含有 ３％ Ｈ２Ｏ２溶液孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，滴加封闭血清，室温孵育
３０ｍｉｎ。滴加一抗（ＤｙｓＲ１∶５０；ＤｙｓＣ１∶５０；ＤｙｓＮ
１∶２０），室温孵育 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，滴加荧光
素标记的二抗（１∶１５０），室温 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次

后用甘油ＰＢＳ液封片，荧光显微镜下观察。另外，
滴加一抗 ｎＮＯＳ（１∶２００），室温孵育 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤 ３次，滴加生物素标记的二抗（１∶１００），室温
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３次，ＡＢＣ液作用 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤 ３次，ＤＡＢ显色８ｍｉｎ，脱水封片后光学显微镜下
观察。空白阴性对照：分别用 ＰＢＳ代替一抗、二抗。
每次实验均设正常组织标本作阳性对照。

２　结果

２．１　肌肉组织的 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ和 ｎＮＯＳ检测结果
与正常对照比较，已确诊为 ＢＭＤ的病例 １、病

·９８２·
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例 ２和病例 ３的肌细胞膜上 ＤｙｓＣ结构域蛋白均
有不同程度的表达，而 ＤｙｓＲ和 ＤｙｓＮ端结构域蛋
白均有不同程度的缺乏（表１）。对临床疑似的ＢＭＤ
病例，与正常对照比较，病例 ４肌细胞膜 ＤｙｓＣ和
ＤｙｓＮ端结构域蛋白未见明显缺乏，但 ＤｙｓＲ端结构

域蛋白可见中度缺乏；病例 ５肌细胞膜 ＤｙｓＲ结构
域蛋白几乎接近于正常对照，而 ＤｙｓＣ和 ＤｙｓＮ结
构域蛋白表达可见轻中度缺乏。ｎＮＯＳ在 ５个病例
患儿的肌纤维膜上均未见表达。图１显示病例４和
病例 ５肌细胞膜上Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ和ｎＮＯＳ检测结果。
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　　图１　肌细胞膜上 ＤｙｓＲ、ＤｙｓＣ及 ＤｙｓＮ三端结构域和 ｎＮＯＳ蛋白在临床疑似 ＢＭＤ病例中的表达（ＤｙｓＲ、
ＤｙｓＣ和ＤｙｓＮ，×２００；ｎＮＯＳ，×４００）　正常对照组ＤｙｓＲ、ＤｙｓＣ和ＤｙｓＮ蛋白在肌细胞膜上呈红色均匀的荧光环带，ｎＮＯＳ为棕色

的环带。与正常对照比较，病例４肌细胞膜 ＤｙｓＣ和 ＤｙｓＮ端结构域蛋白未见明显缺乏，但 ＤｙｓＲ端结构域蛋白可见中度缺乏；病

例５肌细胞膜ＤｙｓＲ端结构域蛋白几乎接近于正常对照，而 ＤｙｓＣ和 ＤｙｓＮ端结构域蛋白表达可见轻中度缺乏；ｎＮＯＳ在病例４和病

例５患儿的肌纤维膜上均未见表达。

３　讨论

Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ位于肌细胞膜磷脂双层结构中，是
连接胞外基质和细胞内的骨架蛋白之一，为保护肌

纤维和肌膜在反复机械收缩过程中免受损伤起到了

重要的保护作用。Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白由 ３６８５个氨基
酸组成，分子质量为 ４２７Ｋｄａ，分为 ４个区域：①与

ａｃｔｉｎ结合的氨基端区域，包含第 １４～２４０氨基酸，
跨越 １～８号外显子；②中央棒状区：包含第 ２５３～
３０４０氨基酸，跨越９～６３号外显子；③含半胱氨酸
富含区域：第３０８０～３３６０氨基酸，跨越６４～６８号外
显子，该区域与肌膜上ＤＧＣ相连；④羧基端区域：第
３３６１～３６８５氨基酸，跨越 ６８～７９号外显子，与细胞
内的 Ｓｙｎｔｒｏｐｈｉｎ蛋白相连。因此根据４个结构域，
目前联合应用 ＤｙｓＮ端、ＤｙｓＲ端、ＤｙｓＣ端 ３种成
·０９２·
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份的商品化抗体，分别识别氨基酸 ３２１～４９４区域、
１１８１～１３８８区域和最后 １７个氨基酸区域中的抗原
表位，对鉴别诊断 ＤＭＤ和 ＢＭＤ具有重要的临床意
义。如果半胱氨酸富含区或羧基端区域受累（即

ＤｙｓＣ端结构域蛋白不表达），即使氨基端区域或中
央棒状区蛋白表达，通常归为 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型；若氨基
端区域或中央棒状区同时受累或一端受累（即

ＤｙｓＮ端和 ＤｙｓＲ端蛋白表达均缺乏或其中一端缺
乏），但依然保留半胱氨酸富含区或羧基端区域，

Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白仍可部分合成，则为 Ｂｅｃｋｅｒ型［２３］。

也就是说，肌细胞膜上 ＤｙｓＣ端结构域蛋白表达与
否，是区别 ＤＭＤ和 ＢＭＤ的一个重要标尺。本研究
的５个病例中，ＤｙｓＣ端结构域蛋白均有表达，排除
了 ＤＭＤ。

由于 ＢＭＤ患儿 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ仍可部分合成，因此
对 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ三端结构域抗体行免疫组化检测时，
则呈多种类型表达 ［２３］。本研究 ５个病例中，病例
１、病例 ２和病例 ３患儿肌细胞膜上 ＤｙｓＲ端和
ＤｙｓＮ端结构域蛋白均有明显的缺乏，进一步结合
患儿的肌肉病理和临床相关辅助检查即可准确诊

断；而病例 ４的 ＤｙｓＲ端结构域和病例 ５的 ＤｙｓＮ
端结构域蛋白几乎接近于正常人，加之年龄较小、临

床表型不典型和肌肉病理表现较轻，对临床怀疑

ＢＭＤ患儿进行准确诊断有一定的困难。既往研究
报告，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ可精确定量大片段的基因
缺失和重复所造成的 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白缺乏程度以及
残留 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ大小和降解产物的性质，但对小片
段的基因缺失和重复及点突变造成的不显著 Ｄｙｓ
ｔｒｏｐｈｉｎ蛋白的改变，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术进行病
理诊断很难检测到，加之活检标本所限，因此建议利

用组织切片行免疫组织化学的方法，可检测相关蛋

白发生继发性的变化，对鉴别诊断有一定的帮

助［４５］。

Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白半胱氨酸区域是 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ与
ＤＧＣ复合体相连的区域，其中 ｎＮＯＳ是 ＤＧＣ复合
体元件之一［１，４５］。在 ＤＭＤ或 ＢＭＤ患儿肌肉病理
发生发展过程中，Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白缺乏可继发性引
起肌膜上 ｎＮＯＳ蛋白或酶的活性缺乏［１，４６］。导致

ｎＮＯＳ缺乏的原因到目前为止有多种解释，一是由
于 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白半胱氨酸区域受到累及导致
ＤＧＣ复合体松动，致使肌膜上 ｎＮＯＳ、糖聚蛋白（ｓａｒ
ｃｏｇｌｙｃａｎ，ＳＧ）αＳＧ、βＳＧ、γＳＧ、δＳＧ等复合体中相
关蛋白发生继发性丢失［６］；二是由于 ｎＮＯＳ通过
Ｓｙｎｔｒｏｐｈｉｎ的 ＰＤＺ（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＤＺ）

结构域与 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白羧基端连接，如果 Ｓｙｎｔｒｏ
ｐｈｉｎ的 ＰＤＺ区域受到累及会导致肌膜上 ｎＮＯＳ的
缺乏［７］；三是推测肌膜上 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ与 ｎＮＯＳ的定
位是一个三元关系，即除了 Ｓｙｎｔｒｏｐｈｉｎ和 ｎＮＯＳ的
联系外，Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ的分子区域有 １个或多个区域
受到累及可直接或间接影响 ＳｙｎｔｒｏｐｈｉｎｎＮＯＳ稳定
性，导致 ｎＮＯＳ的错位以致造成肌膜上 ｎＮＯＳ缺乏
［７８］。本研究中，病例 ４ＤｙｓＲ端和病例 ５的 ＤｙｓＣ
和 ＤｙｓＮ端蛋白发生不同程度的缺乏均可引起
ｎＮＯＳ的丢失，为 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ的分子区域有１个或多
个区域受到累及可直接导致肌膜上 ｎＮＯＳ缺乏理论
假设提供了证据。

本研究结果提示，对 Ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ蛋白三端结构域
表达接近于正常、血清 ＣＫ值升高、没有明显步态异
常和肌力下降的而临床高度怀疑 ＢＭＤ患儿，可进一
步利用组织切片行单克隆 ｎＮＯＳ抗体实施病理诊断，
为临床提供正确的诊断信息。
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