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重症肌无力患儿外周血单个核细胞中热休克蛋白 DC 的表达

刘润宁!黄志

"重庆医科大学附属儿童医院神经内科!重庆&G$$$!G#

&&!摘&要"&目的&重症肌无力%/F3A-(.*)3K43<)A#EJ&是一种自身免疫性疾病#发病机制自今仍未完全清楚)

在其他自身免疫性疾病研究中发现热休克蛋白 %$%(.3-A(,;g 04,-.)* %$#R=1%$&表达有异常#该研究探讨EJ儿童

外周血单个核细胞%1ME'& 中R=1%$ 亚型/:8T表达水平和血清皮质醇的水平#以了解机体的应激状态) 方法&

对新发EJ患儿 L"例及健康儿童 !%例%作为对照组&留取新鲜血液#取其上清液用化学发光法测定血清皮质醇水

平$从其血细胞中分离出 1ME'#采用 :HP1':方法检测 R=1%$

/

和 R=1%$

%

亚型 /:8T) 结果&EJ患儿 R=1%$

/

%$7bL#% c$7#!#$&*R=1%$

%

%$7b!%L c$7#@"%&/:8T表达水平比对照组%分别为 $7??bG c$7#$@G#$7G@%# c$7#!$G&明

显升高%5a$7$!&$EJ患儿血清皮质醇%#@?7$G c!G"7L% */,6]U&水平比对照组%!%"7#? c"G7?# */,6]U&升高

%5a$7$?&) 结论&R=1%$

/

和R=1%$

%

/:8T表达水平升高可能与EJ疾病本身有关$而血清皮质醇水平升高表

明机体处于高应激状态或可能与患儿糖皮质激素受体异常有关) !中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GXQ IGXF"

!关&键&词"&重症肌无力$热休克蛋白 %$$皮质醇$儿童

!中图分类号"&:bG"7!&&!文献标识码"&T&&!文章编号"&!$$@ d@@L$%#$$%&$" d$G?L d$G

LZ$)",,+%#%-*"/3,*%0̂ $)%3"+#DC +#$")+$*")/&:&%%2(%#%#10&"/)0"&&,%-0*+&2)"#

5+3*('/,3*"#+/ 4)/.+,

3.4L&+(#0+,# %4N#$!F06789':;<8+;*=#8&:*C*,G# 2F0C>:8+J@%*@90;'C*=2F*+,R0+, D8>0?'C4+0H8:@0;G# 2F*+,R0+,

G$$$!G# 2F0+' %%&'+, !# "<'0C'F&'+,EF0L?$$\G'F**6?*<6?+&

&&9:,3)/03' ;:<"03+."&EF3A-(.*)3K43<)A)A3* 39-,)//9*)-F2)A.3A.3*2 )-A03-(,K.*.A)A(3A*,->..* D966F

)2.*-)D).27R.3-A(,;g 04,-.)* %$ %R=1%$& A(,̂A3* 3>*,4/36.[04.AA),* )* ,-(.439-,)//9*)-F2)A.3A.A7H()AA-92F

.[3/)*.2 -(./:8T.[04.AA),* ,D-̂,)A,D,4/A,DR=1%$ )* 0.4)0(.436>6,,2 /,*,*9;6.34;.66A%1ME'& 3*2 A.49/;,4-)A,6

;,*-.*-)* ;()624.* )̂-( /F3A-(.*)3K43<)A7="3*%2,&H()4-FPA)[;()624.* )̂-( /F3A-(.*)3K43<)A3*2 !% (.36-(F;()624.* .̂4.

.*4,66.27=.49/;,4-)A,6;,*-.*-̂ 3A/.3A94.2 >F-(.;(./)69/)*.A;.*;.3AA3F7H(..[04.AA),* ,DR=1%$

/

3*2 R=1%$

%

/:8T)* 1ME' 3̂A2.-.;-.2 >F-(.:HP1':-.;(*)̀9.7>",1&3,&H(./:8T.[04.AA),* ,DR=1%$

/

%$7bL#% c$7#!#$&

3*2 R=1%$

%

%$7b!%L c$7#@"%& )* ;()624.* )̂-( /F3A-(.*)3K43<)Â 3AA)K*)D);3*-6F()K(.4-(3* -(3-)* (.36-(F;,*-4,6A

%$7??bG c$7#$@G 3*2 $7G@%# c$7#!$G 4.A0.;-)<.6F& %5a$7$!&7=.49/;,4-)A,6;,*-.*-%#@?7$G c!G"7L% */,6]U& )*

;()624.* )̂-( /F3A-(.*)3K43<)Â 3A36A,()K(.4-(3* -(3-)* -(.(.36-(F;,*-4,6A%!%"7#? c"G7?# */,6]U& %5a$7$!&7

?%#0&1,+%#,&H(.()K( /:8T.[04.AA),* ,DR=1%$

/

3*2 R=1%$

%

)* 1ME'/)K(->.3AA,;)3-.2 )̂-( -(.2.<.6,0/.*-,D

/F3A-(.*)3K43<)A7H(.()K( A.49/;,4-)A,66.<.6)*2);3-.A3()K( A-4.AAA-3-.,4/)K(->.;,44.63-.2 -,-(.K69;,;,4-);,)2

4.;.0-,43>*,4/36)-F)* ;()624.* )̂-( /F3A-(.*)3K43<)A7 !?*+#@ ?%#3"($A"2+/3)# BCCD# EE %F&'GXQ IGXF"

&&J"' 5%)2,'&EF3A-(.*)3K43<)A$ R.3-A(,;g 04,-.)* %$$ ',4-)A,6$ '()62

&&热休克蛋白 %$%(.3-A(,;g 04,-.)* %$# R=1%$&

是一种在正常状态下含量极低或无#而结构上高度

保守的*普遍存在于真核生物中的蛋白质!!"

#

R=1%$ 主要存在于淋巴细胞的细胞浆中#而核内含

量极微#其只有两个亚型
/

和
%

#同源性达 b"_

!#"

)

据报道主要发挥作用的是 R=1%$

%

!L"

) 在原来的科

学研究中大多只做R=1%$ 总蛋白的研究#为了进一

步阐明其作用机制#我们选择研究 R=1%$ 两个亚

型) 有研究表明 R=1%$ 是糖皮质激素受体 %K69P

;,;,4-);,)2 4.;.0-,4# J:&的重要伴侣分子#它的存在

有利于J:的活化#并且使激素与受体快速而牢固

地结合*定向转运及功能的发挥#因此推测 R=1%$

的存在可能对糖皮质激素功能的发挥起着重要作

用) J:是糖皮质激素%体内皮质醇&结合蛋白#血

清皮质醇的变化直接或间接反应机体的应激状态*

对激素的敏感性和J:的功能和数量) 许多实验研

究发现#R=1%$ 在人类多种自身免疫性疾病的发生*

发展过程中发挥着重要的作用!G#?"

#但尚未发现

(L?G(
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R=1%$ 或其亚型与重症肌无力%/F3A-(.*)3K43<)A#

EJ&发病及其他关系的相关研究) 本研究的目的是

观察 EJ患儿与对照组儿童外周血单个核细胞

%1ME'&中R=1%$ 两个亚型的表达情况并比较其差

异#以及血清皮质醇含量的变化情况)

EP资料与方法

E7EP临床资料

!7!7!&EJ诊断&&诊断标准必要条件'

(

骨骼肌

无力#有典型活动后加重*休息后减轻#即/晨轻暮

重0的临床特征$

)

疲劳试验阳性$

*

新斯的明试验

阳性或%和&胆碱酯酶抑制剂治疗有效) 支持条件'

(

血清乙酰胆碱受体抗体阳性$

)

重复神经电刺激

阳性$

*

E:C显示胸腺增生或者胸腺瘤!""

)

!7!7#&EJ组患儿的入选标准&&

(

未曾患过自

身免疫性疾病#且未使用过激素史的新发病患儿$

)

虽然曾使用过激素#但已停用激素 " 个月以上且复

发的患儿$

*

单用溴吡啶斯的明治疗#症状改善不明

显者) 符合上述任何一条均可作为纳入标准) 所有

入选患儿最近无感染*手术*外伤*精神创伤*不适药

物等加重EJ的诱发因素)

!7!7L&对照组&&重庆市健康儿童微量元素抽查

群体#均知情同意) 入选儿童无自身免疫性疾病*无

感染*手术*外伤*精神创伤*不适药物等病史)

E7BP实验方法

!7#7!&标本采集&&所有患儿及对照组均于上午

@ n!$ 时空腹取静脉血 L /U#肝素抗凝后保存于

Gq冰箱#并在 L nG ( 内用淋巴细胞分离液密度梯

度离心法分离1ME'#将细胞浓度调至 # o!$

"

#用于

:8T的提取)

!7#7#&总:8T提取&&按 QOK.*,试剂说明书要

求操作#提取总:8T#取 #

&

U样品用紫外分光光度

仪分别测定 #@$ */吸收值%N值&#鉴定纯度并测定

浓度#其余标本于db$q保存备用)

!7#7L&:HP1':&&

(

逆转录合成 ;S8T反应体

系';S8T合成按照逆转录试剂盒%M),:H&说明书操

作进行#具体步骤如下'? o:HM9DD.4G

&

U$28H1

E)[-94.%!$ /E&#

&

U$W6)K,P2-!

&

U$:83A.)*()>)-,4

%G$ V]

&

U&!

&

U$TE5:.<.4A.H43*A;4)0-3A.!

&

U$

试验样品 :8Tb

&

U$:83A.D4..R

#

WG

&

U$总体积

为 #$

&

U)

)

反应条件'轻搅拌混匀后#在1':仪上

进行反应#条件为 G#q G? /)*$%?q ? /)*$Gq

? /)*$循环 ! 次) 合成的 ;S8T于 d#$q保存用于

1':反应)

!7#7G&1':反应扩增 R=1%$

/

和 R=1%$

%

S8T&

&反应总体积为 #?

&

U#其中 !$ o1':M9DD.4%含

EK

# e

&#7?

&

U$28H1E)[-94.%!$ /E&$7?

&

U$上游

特异性引物%?

&

U&$7?

&

U$下游特异性引物%?

&

U&

$7?

&

U$H3̀ /)[S8T0,6F/.43A.$7?

&

U$;S8T模板

#7?

&

U$22R

#

W!@

&

U) R=1%$

/

反应条件为 %Gq

L$ A$ ??q L$ A$ b#q ?$ A$循环次数为 LL 次)

R=1%$

%

反应条件为 %Gq L$ A$ ?bq L$ A$ b#q

?$ A$循环次数为 LL 次) 以管家基因
%

P3;-)*为内对

照)

%

P3;-)*#R=1%$

/

#R=1%$

%

特异性引物均由北京

赛百盛生物工程公司合成) 引物序列为
%

P3;-)*'上

游引物' ?fPH''HJHJJ'TH''T'JTTT'HPLf#下游

引 物 ?fPJH'TTJTTTJJJHJHTT'J'TT'PLf$

R=1%$

/

'上游引物 ?fPJHJTT'JHTHJJJH'JHJP

JTT'PLf#下游引物 ?fPJJT'TTTHTJTTJJJ'H'HP

JTTHPLf$ R=1%$

%

' 上游引物 ?fPJT'HHJHJH'HP

H'T''HHJ'HPLf# 下游引物 ?fPJJHJJTJHHJH'P

''JTTJHJPLf$预期扩增片段为'

%

P3;-)* L!! >0*

R=1%$

/

G%@ >0*R=1%$

%

!$! >0)

!7#7?&:HP1':反应产物的检测&&取 ?

&

U产物

与 !

&

U" o6,32)*K>9DD.4混合后上样#在 #_琼脂糖

胶中电泳#每个产物跑 L 次电泳) 紫外凝胶成像系

统上照相#电泳结果用凝胶电泳分析软件进行分析#

记录每条S8T扩增带的灰度值#将每一种目的S8T

扩增片段灰度与相应的内参扩增片段灰度的比值#取

L次的比值平均值作为/:8T水平的定量指标)

!7#7"&血清皮质醇测定&&

(

分离血清#取!$$

&

U

至样品杯中%试剂来源于天津德普公司&)

)

方法'

化学发光法)

*

步骤'按 CEEVUCHQPC]!$$$ 型化学

发光分析仪%购置美国S1'公司&作业指导书操作)

正常范围参考值'!L@ n"%$ */,6]U%@ n!$ 3/&)

E7QP统计学分析方法

数值以均值c标准差%Kc@&表示#采用 P检验

进行两样本方差齐性检验) 两个样本间均数的比较

用;检验) 数据处理应用 =11= !!7$ 统计软件)

BP结果

B7EP两组儿童一般情况

EJ组共 L" 例#男 #$ 例#女 !" 例$平均年龄

%b7G cL7#&岁) 对照组共 !% 例#男 !! 例#女 @ 例$

平均年龄%"7b c#7@&岁) EJ组与对照组年龄*性

别差异无显著性%5j$7$?&)

B7BP实验结果

EJ组患儿R=1%$

/

和R=1%$

%

/:8T表达水

(G?G(
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平明显高于对照组#差异有非常显著性%;分别 i

#7%$#L7$@#均5a$7$!&$血清皮质醇测定结果也比

对照组高#差异有显著性 %;i#7L%#5a$7$?&#

见图 !*表 !)

!""#$%

&""#$%

!""#$%

&""#$%

& ' ( ) * ! + ,

&&图 EP=!组和对照组 68ADC (>[9亚型及内参
!

7

/03+#扩增产物的电泳图P

!#@'S8T标记物%!$$ n"$$ >0&$# nG

为EJ组'# 为EJ组 R=1%$

/

/:8T$ L 为 EJ组
%

P3;-)*$ G 为 EJ

组R=1%$

%

/:8T) ? nb 为对照组'? 为对照组R=1%$

/

/:8T$ " 为

对照组
%

P3;-)*$ b 为对照组R=1%$

%

/:8T) R=1%$

/

#R=1%$

%

#

%

P3;P

-)*扩增产物加样量为 ?

&

U)

表 EP两组68ADC

"

#

!

表达水平及皮质醇测定结果

%Kc@&

组别 例数 R=1%$

/

R=1%$

%

血清皮质醇%*/,6]U&

对照组 !% $7??bG c$7#$@G $7G@%# c$7#!$G !%"7#? c"G7?#

EJ组 L"

$7bL#% c$7#!#$

3

$7b!%L c$7#@"%

3

#@?7$G c!G"7L%

>

&&与对照组比较# 3'5a$7$!# >'5a$7$?

QP讨论

EJ是小儿神经科常见疾病之一#虽然在临床

治疗过程中有许多措施#但到目前为止糖皮质激素

仍然是治疗此病主要而有效的药物) 它的主要作用

机制是减少炎性细胞因子与粘连分子的表达及降低

炎性细胞产生的致炎作用#从而达到缓解 EJ临床

症状的目的) 糖皮质激素不仅对 EJ治疗有效#而

且对其他自身免疫性疾病的治疗也有很好的效

果!b"

) 国内外学者通过对其他自身免疫性疾病的

研究发现#糖皮质激素对自身免疫性疾病的疗效

%敏感性&的好坏与患儿体内皮质醇水平的高低无

明显相关性#而与其 J:有无异常密切相关#即 J:

正常的自身免疫性疾病患儿对糖皮质激素敏感性

高#疗效佳#反之亦然) 本研究结果显示#患儿血清

皮质醇水平虽然在正常范围内#但与对照组相比#差

异有显著性%5a$7$?&#血清皮质醇水平增高说明

机体处于应激状态#也可能说明体内J:结合J'的

能力降低或其数量减少#从而导致糖皮质激素治疗

EJ效果不佳的情况发生)

众所周知#R=1%$ 是J:的重要伴侣分子) Q6>)

等!@"在用R=1%$ 的抑制剂格尔德霉素做实验时发

现#R=1%$ 是决定 J:亚细胞的定位蛋白) 当糖皮

质激素缺乏时#R=1%$ 的主要功能是使 J:在细胞

质P细胞核之间转运#并使其主要存在于细胞核中)

J432等!%"发现#在1ME'胞核中 J:与 R=1%$ 表达

呈正相关#而二者形成复合物则主要在细胞浆中#进

入细胞核之后两者解聚$同时发现绝大多数 J:是

以游离状态存在于细胞质中) 国内外学者对肾病*

哮喘*系统性红斑狼疮肾炎*肿瘤*炎症等病理状态

下研究发现#患者的 1ME'中 R=1%$

/

#

%

/:8T表

达增高#因此推测 R=1%$ 可能是疾病在发生*发展

过程中对糖皮质激素敏感性和特异性起决定作用的

指标!!$"

) 而本研究发现#EJ患儿 1ME'中 R=1

%$

/

#

%

/:8T表达水平高于对照组#差异有非常显

著性%5a$7$!&) 因此#我们认为R=1%$

/

#

%

/:8T

表达的增高可能与EJ疾病的发生*发展有关#也可

能与机体J:异常有关$另一方面#也可能是 R=1%$

的过度表达抑制了 J:与糖皮质激素的结合*转运

及功能的发挥#从而导致疾病的发生) 但其确切的

发病机制及临床价值尚需进一步探讨)
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