
第 !" 卷第 !# 期
$#!$ 年 !# 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6!#

89,6$#!$

!收稿日期"$#!$ :#A :!"#!修回日期"$#!$ :#? :!#

!基金项目"国家自然科学基金'编号 <#?B!#<<(%

!作者简介"李秋香$女$硕士$技师%

!通信作者"李静$副教授%

论著*临床研究

杜兴型肌营养不良 B" 例临床及病理分析

李秋香%杨欢%张宁%肖波%毕方方%李静

!中南大学湘雅医院神经内科"湖南 长沙%"!###A#

%%!摘%要"%目的%总结分析杜兴型肌营养不良'WH9'-))-.HE9H5231JE,3+/'J$ WMW(患儿的临床及病理特点$

旨在加强对WMW的认识$提高WMW的早期诊断率% 方法%对 ;# 例通过临床表现&骨骼肌活检并进行单克隆抗体

免疫组化染色确诊的WMW患儿的临床资料进行回顾性分析% 结果%WMW患儿临床表现为)自幼跑步慢$爬楼&蹲

起费力$逐渐出现走路姿势异常$检查发现肌酸激酶显著增高$肌电图呈肌源性损害% 组织化学染色显示);# 例患

儿苏木精:伊红染色均可见肌纤维大小不一$圆形化$肌纤维明显变性&坏死$肌纤维不同程度再生$结缔组织增

生#部分肌纤维间可见少量炎性细胞浸润% 免疫组织化学染色显示);# 例患儿均可见肌纤维膜 1JE,3+/'()E蛋白表

达完全缺失$<< 例患儿肌纤维膜E239+L5J92)E' :

%

$ :

'

$ :

(

$ :

)

(不同程度表达减弱% 结论%对具有上述临床表

现的患儿$建议行骨骼肌活检并进行单克隆抗体免疫组化染色$发现肌细胞膜上 1JE,3+/'()E蛋白缺失即可确诊

WMW% !中国当代儿科杂志#!"#!##$$#"%&%$C '%B""

!关%键%词"%杜兴型肌营养不良#骨骼肌活检#肌酸激酶#免疫组织化学染色#WJE,3+/'()蛋白#儿童

!中图分类号"%>B"=6$%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##A :AA<#'$#!$(!# :#B"= :#;

<2).),121./51*-+2+N),12931*H034+9B" ,-)2/03.@)*-WH,-3..3X47H4,H210/64*0+5-6

-MT.L*I.()/$ '$+,#L()$ H#$+,+.)/$ IM$QA6$ AM%()/*%()/$ -MJ.)/0"12(3451)467+1L36@6/?$ I.()/?( #6;2.*

4(@$ C1)43(@!6L4D =).>13;.4?$ CD()/;D( "!###A$ CD.)( '-.J$ E5(.@) B.)/r)1L36@6/?CD645(.@0:65(

%%:;4*01,*) E;J3,*)K3%D+E,H1J,'-95()(9252)1 /2,'+5+L(925I-2,H3-E+I9'(513-) G(,' WH9'-))-.HE9H5231JE,3+/'J

'WMW($ G(,' ,'-2(.+I()93-2E()L,'-/+EE(P(5(,J+I-235J1(2L)+E(E6(3*-+/4%D'-95()(92512,2+I;# 9'(513-) G'+G-3-

1-I()(,-5J1(2L)+E-1 G(,' WMW$ P2E-1 +) 95()(925.2)(I-E,2,(+)E2)1 ,'-3-EH5,E+IEN-5-,25.HE95-P(+/E(-E2)1 .+)+95+)25

2),(P+1J(..H)+'(E,+9'-.(925E,2()()L$ G2E3-F(-G-16L34H2*4%D'-9'(513-) E'+G-1 E(.(52395()(925.2)(I-E,2,(+)E$ ()95H1()L

3H))()LE5+G5J() ,'-,+115-3/-3(+1$ .HE95-G-2N)-EEG'-) 95(.P()LE,2(3E2)1 E,2)1()LH/ I+55+G-1 PJETH2,,()L1+G) 2)1

G25N()L2P)+3.25(,(-E2/3-1+.()2),()93-2E-() E-3H.93-2,()-N()2E-5-F-5()93-2E-1 1+.()2),5J$2)1 .J+/2,'(95-E(+)EE--) +)

-5-9,3+.J+L32/'J6X-.2,+KJ5()R-+E() E,2()()LE'+G-1 E(.(523/2,'+5+L(925/3-E-),2,(+)E() 255;# 9'(513-)$ ()95H1()L1(II-3-),R

E(Q-1 .HE95-I(P-3EG(,' 3+H)1()L$ 1-L-)-32,(+) 2)1 )-93+E(E() F23(+HE1-L3--E$ 2)1 /3+5(I-32,(+) +I9+))-9,(F-,(EEH-E6D'-3-

G2EE+.-()I52..2,+3J9-55()I(5,32,(+) () .HE95-I(P-3E2)1 (),-3E,(,(25,(EEH-E6WJE,3+/'() -K/3-EE(+) G2E9+./5-,-5J2PE-),2,

,'-E239+5-..2() 255;# 9'(513-)$ 2)1 E239+L5J92)R

%

$R

'

$ R

(

$R

)

-K/3-EE(+) G2E3-1H9-1 ,+F23(+HE1-L3--E() << +I,'-.6

<+.,2H4)+.4%Y+39'(513-) G(,' ,'-95()(925.2)(I-E,2,(+)E.-),(+)-1 2P+F-$ EN-5-,25.HE95-P(+/E(-E2)1 .+)+95+)252),(P+1J

(..H)+'(E,+9'-.(925E,2()()L23-3-9+..-)1-1 2E,'-E--K2.()2,(+)E9+),3(PH,-,+21-I()(,-1(2L)+E(E+IWMWPJ1-.+)E,32,()L

1JE,3+/'() 1-I(9(-)9J2,,'-E239+5-..26 !<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%$C '%B""

%%?36 @+0/4)%WH9'-))-.HE9H5231JE,3+/'J# UN-5-,25.HE95-P(+/EJ# &3-2,()-N()2E-# O..H)+'(E,+9'-.(E,3JE,2(R

)()L# WJE,3+/'()# &'(51

%%杜兴型肌营养不良 'WH9'-))-.HE9H5231JE,3+R

/'J$WMW(是由于 `染色体上 1JE,3+/'() 基因突变

引起肌纤维膜 1JE,3+/'() 蛋白完全缺失的一种进行

性肌营养不良!!"

$为 `连锁隐性遗传$绝大多数为

男孩发病$女性一般为携带者$不出现临床症状!$"

%

WMW在出生存活男婴中发病率约为 ! <̂;## g

"###

!!"

$本病多数患儿 < g; 岁出现走路姿势异常$

易跌倒$爬楼&蹲起费力$病情缓慢进行性加重$逐渐

卧床$多于 $# 岁左右因心功能不全而死亡%

WMW致病基因 WdU 位于 /̀$!

!<"

$是目前已知

人类最大的基因之一$由 B? 个外显子和 BA 个内含

子组成% 该基因突变率约为 ! !̂####$远高于其他

*="B*
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基因的突变率!<"

% 近 <# 年来 WMW的分子遗传学

研究取得了巨大进展$基因检测可以发现大多数

WMW基因的缺失或重复突变$但有 <#[ g"#[为点

突变或常规方法检测不到的基因片段缺失或重

复!""

$由于检测技术复杂$耗时长$费用高$难以在

国内一般实验室开展和普及$因此在临床上很有必

要寻找更简便可靠的检查方法% WdU 编码蛋白为

1JE,3+/'()蛋白'抗肌萎缩蛋白(

!;"

$WMW基因突变

均可导致肌纤维膜 1JE,3+/'J蛋白缺失$通过肌活检

及应用单克隆抗体免疫组化染色检测 1JE,3+/'J蛋

白'1JE,3+/'()R>&1JE,3+/'()R&&1JE,3+/'()R7(表达$可

以明确WMW的诊断$进行肌营养不良的分型$并与

其他肌病进行鉴别% 开展肌活检及免疫组化染色检

测相关蛋白已成为诊断WMW的必需手段%

本研究通过对 ;# 例WMW患儿临床及病理资料

进行回顾性分析$旨在提高对该疾病的认识$重视肌

活检组织化学染色基础上的进一步免疫组化染色检

测相关蛋白对WMW的诊断价值%

#A资料与方法

#6#A研究对象

$##? 年 ! 月至 $#!$ 年 = 月于我院诊治的 ;# 例

WMW患儿$均为男性$年龄 !6; g!< 岁$平均 B6$ h

$6= 岁% 其中 < 例患儿有类似肌无力家族史$两例

为患儿舅舅$! 例为患儿母亲的舅舅% ! 例患儿外公

外婆系姨表亲结婚$其余患儿家庭均无近亲婚配及

阳性家族史%

#6!A方法

!6$6!%WMW的诊断标准%%目前国内尚无明确的

WMW诊断标准$临床根据肌无力的症状$伴腓肠肌

肥大&家族史&血心肌酶明显升高&肌电图呈肌源性

改变$同时肌活检免疫组化染色 1JE,3+/'() 蛋白缺

失诊断WMW

!!"

%

!6$6$%骨骼肌活检%%;# 例患儿肌电图呈肌源性

改变$均经患儿父母签署知情同意书$局麻下行开放

式腓肠肌活检$标本经液氮 异̂戊烷冷冻$B

&

.冰冻

连续切片%

!6$6<%组织化学$酶学染色 %%采用苏木精 :伊

红'XS(染色观察肌细胞形态&结构及炎细胞浸润#

改良a+.+3(三原色染色观察破碎红纤维&边缘空泡

和杆状体等#油红 8'+(53-1 8(染色观察肌细胞内

脂滴#糖原'0@U(染色观察肌细胞内糖原#三磷酸腺

苷脱氨酶'@D0(染色观察肌纤维类型和分布%

同时还采用以下酶学染色观察肌细胞内线粒体

代谢情况及有关酶的活性)还原型辅酶
"

四唑氮还

原酶'7@WXRD>(染色&琥珀酸脱氢酶'UWX(染色&

细胞色素 &氧化酶染色和酸性磷酸酶'29(1 /'+ER

/'2,2E-(染色%

!6$6"%单克隆抗体免疫组织化学染色!@\&法#%

% 采用@\&法观察肌纤维膜相关蛋白表达情况)

:$#k丙酮固定$甲醇封闭非特异性染色$!#[羊血

清稀释一抗'均 !p;#()抗 1JE,3+/'()'R>&R&&R7(

'购自 7+F+92E,32$c](&E239+L5J92) 'R

%

&R

'

&R

(

&R

)

(

'购自4-9,+3$cU@(&1JEI-35()'购自 7+F+92E,32$c](

行单克隆抗体免疫组织化学染色$"k过夜#!#[羊

血清 !p$# 稀释抗鼠 OLa抗体']0Z$cU@(作为二

抗$室温 <# .()#@\&发色反应$#6<[ <$<R二氨基

联苯胺'W@\(染色$0\U终止反应$核染$脱水固定$

封片% 具体方法参见文献!="

%

#6&A统计学分析

应用 U0UU !B6# 软件进行统计学分析$计量资

料采用均数h标准差'Ph;(表示% 年龄与血肌酸激

酶'&]( 水平的关系采用 0-23E+) 相关分析$8

i#6#;表示有统计学意义%

!A结果

!6#A临床特点

;#例患儿均为男性$发病多在患儿独自步行之

初$缓慢隐匿起病$就诊患儿以 = g? 岁为多% " 例以

心肌酶明显升高而就诊$其中 < 例无明显肌无力表

现$"= 例均因有肌无力表现而就诊$绝大部分患儿

! 岁后出现运动发育落后$跑跳不能$逐渐蹲下立起

费力% 有症状患儿表现为四肢近端肌无力&肌萎缩$

尤以双下肢明显$均有腓肠肌肥大$a+G-3E征阳性%

;# 例患儿均发现血 &]水平显著增高$在 !$;= g

<$B;# ĉZ之间$平均为 !!$#" hB!"B ĉZ$见表 !%

肌电图'SMa(呈肌源性损害$其中 <; 例患儿已行

心电图和心脏彩超检查$未见明显异常% $ 例患儿

在腓肠肌活检之前行基因检测$! 例检测到WMW基

因 < g$! 号外显子均缺失$另 ! 例未见 WMW基因

B? 个外显子的重复和缺失突变$但不排除点突变和

目前不能检测到的其他突变类型%

!D!AW(W患儿年龄与血<?值的关系

表 !示WMW患儿血&]值在不同年龄有较大差

异$在 < g;岁儿童较高$= gB 岁达到高峰$A 岁以后

逐渐下降% 进一步统计分析发现$年龄和血&]值之

间无相关性'3m#6$<B$8l#6#;(%

*B"B*
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表 #AB" 例患儿的血<?水平A

'ĉZ(

病例%年龄'岁(%%&]%

!

$

<

"

;

=

B

A

?

!#

!!

!$

!<

!"

!;

!=

!B

!A

!?

$#

$!

$$

$<

$"

$;

!6;

<

<

<6;

<6;

<6;

"

"

"

"6;

;

;

;

=

=

=

=

=

B

B

B

B

B

B

B

=""?

!$$!=

!$$A=

A<"A

!B?A;

!!!""

A";$

BB!<

!!<=#

!?=?A

AB;;

!!;?#

A#;$

<$B;#

BB#;

BBA;

$#B!<

$;#"A

B;B;

!B#"=

A=;#

!=!$=

$<!$$

;""<

=#!"

病例%年龄'岁(%%&]%

$=

$B

$A

$?

<#

<!

<$

<<

<"

<;

<=

<B

<A

<?

"#

"!

"$

"<

""

";

"=

"B

"A

"?

;#

B

B

A

A

A

A

A

A

A

A

A

?

?

?

?

?

!#

!#

!#

!#

!!

!!

!$

!<

!<

$B!#$

$$A$

<=B=

$"#$

!!B=B

A??A

!<B"<

<$;$

A!"#

$=;A?

;;"=

==B#

!#$BB

A;B!

?"?B

!$<A=

B<??

B!==

!$;=

!$?!

A$<=

!$B!#

="?"

="!$

"B!<

!6&A免疫组织化学染色病理分析

患儿肌肉组织与阴性对照者同时行单克隆抗体

免疫组化染色$结果发现$与阴性对照比较$;# 例患

儿肌纤维膜 1JE,3+/'()R>&1JE,3+/'()R&&1JE,3+/'()R7

其中某一种或两种或 < 种蛋白表达缺失#<< 例患儿

肌纤维膜 E239+L5J92)R

%

及 E239+L5J92)R

'

表达减弱$

E239+L5J92)R

(

及 E239+L5J92)R

)

表达正常$另 !B 例患

儿肌纤维膜 E239+L5J92)ER

%

&R

'

&R

(

&R

)

表达均正常#

;# 例患儿 1JEI-35() 蛋白在肌纤维膜表达均正常%

见图 !%

!6$A组织化学*酶学染色病理分析

;# 例患儿组织学病理特点相似)XS染色可见

明显肌纤维萎缩变圆$大小不一$变性&坏死和再生

肌纤维% 肌纤维间和间质可见少量炎性细胞浸润$

结缔组织多呈中至重度增生'图 $(% a+.+3(染色可

见较多不透光肌纤维% 在变性&坏死肌纤维区酸性

磷酸酶活性增高#部分肌纤维胞浆内 7@WXRD>酶

和细胞色素 &氧化酶染色活性局限性减低$肌原纤

维发育幼稚$甚至某些肌纤维 &8̀ 酶活性缺失%

0@U染色糖原成分正常% 多数患儿肌纤维内脂滴成

分大致正常% @D0染色两型肌纤维呈镶嵌分布%

!"#$ %& !"#$ %&

!"#$%&'()*

+

, !"-$.&'(/*

+

, -0.1234"105

+

!

-0.1234"105

+

"-0.1234"105

+

"6"-$.2'7/5

+

8 6"-$.&'7)5

+

8

6"-$.&'7)5

+

9 6"-$.&'7/5

+

9 -0.1&34"105

+

# -0.1&34"105

+

#

-0.1&34"105

+

!

6"-:;.4/* 6"-:;.4/* -0.1&34"10*

+

$ -0.1&34"10*

+

$

AA图 #A骨骼肌活检结果
'免疫组织化学染色$ n$##(%阴性对照 1JE,3+/'()R>&1JE,3+/'()R&&1JE,3+/'()R7$E239+L5J92)R

%

&R

'

&R

(

&

R

)

及 1JEI-35()蛋白均在肌纤维膜正常表达% 与阴性对照比较$WMW患儿 1JE,3+/'()R>&1JE,3+/'()R&及 1JE,3+/'()R7在肌纤维膜均表达

缺失#E239+L5J92)R

%

及E239+L5J92)R

'

表达减弱$E239+L5J92)R

(

及E239+L5J92)R

)

表达正常#1JEI-35()蛋白在肌纤维膜表达正常%

*A"B*
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AA图 !A骨骼肌活检组织化学染色结果
'XS染色$ n$##(

肌纤维大小不一$可见变性&坏死肌纤维'红色箭头所示($肌内膜炎

细胞浸润'黑色箭头所示(%

&A讨论

WMW又称假肥大型肌营养不良$是`连锁隐性

遗传的进行性肌营养不良中的一种!<"

$因 WMW基

因突变导致肌纤维膜 1JE,3+/'() 蛋白缺失所致!!"

%

WMW致病基因WdU位于 /̀$!

!<"

$长度为 $" MP$约

占人类基因组的 ![% WdU 编码蛋白为 1JE,3+/'()

蛋白即抗肌萎缩蛋白$该蛋白为多聚体蛋白复合物$

是一个细长杆状细胞结构蛋白$由 <=A; 个氨基酸组

成$含 " 个结构域$分别为氨基端结构域'7端(&中

央杆状结构域'>端(&半胱氨酸富集区结构域'&>

端(和羧基端结构域'&端(
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% 1JE,3+/'() 蛋白为

细胞骨架蛋白$位于肌细胞膜下$与分布于肌细胞膜

上的其他蛋白共同组成肌营养不良糖蛋白复合体
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RE239+L5J92)$ 1JE,3+P3-R

F()E$EJ),3+/'()E$E239+E/2)$92F-+5()R< 和 一氧化碳

合酶 ,'2E-% 在 1JE,3+/'() 蛋白缺陷的骨骼肌细胞

中$这些蛋白也相应地出现继发性缺失% 1JE,3+/'()

蛋白也与细胞外基质中层黏连蛋白 $ '52.()()R$$

又称M-3+E()(及肌膜内细胞骨架相连接$ 形成细胞

内外的蛋白链$ 具有保持细胞结构完整性&介导细

胞内外信号传导和细胞膜功能稳定性的作用% 本研

究中的 ;# 例WMW患儿$有 << 例E239+L5J92)蛋白中

的一种或两种出现继发性表达减弱$提示 1JE,3+/'()

蛋白和E239+L5J92)蛋白在结构上存在一定相关性%

WJE,3+/'()基因突变导致的 1JE,3+/'() 蛋白缺

陷$临床表型包括 WMW&贝克型肌营养不良'\-9N-3

.HE9H5231JE,3+/'J$ \MW(&`连锁扩张型心肌病&

1JE,3+/'() 基因变异携带者$统称为 1JE,3+/'()+/2R

,'J
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% 其中\MW与WMW相比$肌无力症状出现较

晚$多在 ; g!# 岁时出现症状$临床表现较轻$病情

进展缓慢$成人后多数患者仍可以步行$预后远比

WMW好% 另外\MW和WMW突变基因相同$但两者

1JE,3+/'()蛋白缺陷程度并不同$WMW为肌纤维膜

1JE,3+/'()蛋白完全缺失$而\MW为部分缺失$因此

免疫组化染色检测 1JE,3+/'() 蛋白表达情况$可进

一步鉴别 \MW和 WMW$对判断患儿预后也非常重

要%

肌活检冰冻切片行多种组织化学&酶学染色能

更直观地观察患儿肌细胞破坏程度及炎细胞浸润情

况$与多发性肌炎&皮肌炎和其他有特殊病理结构的

肌病进行鉴别$如代谢性肌病'脂质沉积病和糖原

累积病(&先天性肌病'中央轴空病&杆状体肌病&肌

管肌病等(% 在此基础上行免疫组化染色检测相关

肌纤维膜蛋白$就能确诊或完全排除 WMW$同时与

\MW及其他类型肢带型肌营养不良进行鉴别诊断%

肌活检虽有一定创伤性$但其对于 WMW及相关肌

病的诊断价值远大于基因检测% 骨骼肌活检结合单

克隆抗体免疫组化染色检测 1JE,3+/'() 蛋白的表

达$可以在蛋白水平进行 1JE,3+/'()+/2,'J的诊断并

进行分型$1JE,3+/'() 蛋白表达缺失是确诊 WMW的

依据!!"

% 本研究免疫组织化学染色显示$;# 例患儿

均可见肌纤维膜 1JE,3+/'()E蛋白表达完全缺失$提

示基因检测后仍不能明确诊断的患儿$应在肌活检

后行单克隆抗体免疫组织化学染色检查以明确

诊断%

对于WMW患儿$父母往往有再生育要求$须进

行遗传优生咨询和检查$尤其患儿母亲须明确是否

为WMW相关基因携带者$此时基因检测必不可少$

主要用于检出携带者&进行产前基因诊断和提供正

确的遗传咨询%

因WMW起病隐匿$早期临床表现轻微者常被

忽视% 本研究中有! 例父母发现其自幼体弱$一直

予以补钙$但未正规诊治% 另有 ; 例偶然发现血&]

升高$" 例为在入园前常规体检发现转氨酶升高$

! 例因\超发现-右侧精索鞘膜积液.$随后的检查

发现心肌酶明显升高% $ 例因转氨酶升高曾以-病

毒性肝炎. 在当地入院诊治% &]是骨骼肌中最丰

富的可溶性酶之一$虽然血 &]值增加是非特异性

的$但极度升高却是 WMW所特有的$常常高出正常

值 ;# 倍以上% 血&]在病程早期即有显著增高$但

因患儿年幼体弱$常被误诊或漏诊$甚至有些患儿因

走路姿势异常$在未确诊的情况下已在基层医院行

臀肌和跟腱挛缩术% < g" 岁多为入园阶段$常在入

园体检中发现患儿血&]升高#; gA 岁为小学时期$
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此间患儿运动量较平常增加$走路异常表现更易引

起家长关注$此为该年龄段患儿就诊多的主要原因%

经仔细追问病史$发现本组患儿中大多数患儿在独

自步行初期即有临床表现$但因早期临床表现轻$常

不易被患儿家长察觉重视% 因 WMW为 `连锁隐性

遗传$患儿多为男性$因此建议对小男孩入园时保健

医生需仔细追问运动发育情况$并常规体检查心肌

酶$以便及时&早期发现可疑WMW患儿%

本研究发现 WMW疾病早期血 &]值呈上升趋

势$在 < g; 岁逐渐升高$= gB 岁达到高峰$A 岁以后

逐渐下降% WMW患儿血 &]值明显升高$表明该时

期肌纤维变性&坏死严重$随年龄增大$肌纤维变性

坏死后出现代偿性结缔组织增生$正常肌纤维明显

减少$此时血&]值降低$但临床症状明显加重% 血

&]值的高低结合年龄及症状轻重$是应用激素治疗

的基础$在病情较轻的早期应用小剂量激素可以保

护肌细胞膜!?"

$减少肌细胞破坏$减慢病情发展%

但血&]明显下降$症状明显加重的患儿$残存的相

对正常肌细胞明显减少$此时激素治疗的副作用明

显大于其治疗效果$反而不主张应用激素%

综上所述$早期确诊&早期积极合理治疗对WMW

患儿非常重要% 对具有WMW临床表现的患儿$建议

早期行骨骼肌活检单克隆抗体免疫组化染色$发现肌

细胞膜上 1JE,3+/'()蛋白完全缺失即可确诊为WMW%
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