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自噬在 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型肌营养不良中的研究

周瑾瑕，李东方，毕方方

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　检测 Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型肌营养不良症（ＤＭＤ）患者骨骼肌中 ＬＣ３和 ｐ６２的表达情况，分析自噬在 ＤＭＤ骨骼肌细
胞坏死中的作用。方法　收集２００８年１月 ～２０１５年５月在我院就诊的病理确诊为 ＤＭＤ的患者（ＤＭＤ组，８１例），另以

怀疑为肌病，但肌肉病理未见明显病变者为对照组（６例）。所有入选者均行心肌酶学、肌电图、骨骼肌活检常规组织学

和酶学染色、抗 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎＮ，Ｃ，Ｒ和抗 ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ免疫组织化学染色。检测其中６例 ＤＭＤ患者及对照组骨骼肌中 ＬＣ３和

ｐ６２的表达。结果　８１例 ＤＭＤ患者均为男性，起病年龄（４．６０±２．３５）岁，首发症状多以双下肢起病为主。血清肌酸激

酶值的高峰出现在患者年龄的６～８岁，随着肌细胞明显坏死，肌酸激酶水平下降，但仍高于正常。在 ＤＭＤ患者骨骼肌

中，组织病理均示典型肌营养不良改变。半定量 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示 ＤＭＤ患者骨骼肌中 ＬＣ３ＩＩ的表达降低，而 ｐ６２表达显

著升高。结论　自噬功能障碍可能参与了 ＤＭＤ骨骼肌细胞坏死的病理生理过程。
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　　Ｄｕｃｈｅｎｎｅ型肌营养不良症（Ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＤＭＤ）一种罕见的全身肌肉进行性消耗
和运动功能减退的 Ｘ染色体隐性致死性遗传性肌

肉疾病［１］。其临床特点为进行性肌无力和肌萎缩

伴小腿腓肠肌假性肥大，病理表现为线粒体肿胀及

受损、蛋白质聚集物、肌浆网膨胀等。ＤＭＤ的发病
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机制尚未明确，目前该疾病无法完全治愈。

自噬是一种存在于真核细胞中的“自我消化”

过程，能抵御病原体的入侵，并对延缓衰老和延长

寿命等均具有积极作用［２］。当自噬被干扰，可导致

异常蛋白质和细胞器的聚集，影响正常细胞生长，

诱发多种急慢性疾病。微管结合蛋白轻链 ３（ｍｉ
ｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＩｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）是哺
乳动物常见的自噬小体标记物，其参与了自噬的形

成［３］。胞浆型 ＬＣ３（即 ＬＣ３Ｉ）转化为膜型的 ＬＣ３
ＩＩ，从而启动自噬。ＬＣ３ＩＩ能调控自噬小体的形
成，因此，其含量在某种程度上能反映细胞自噬活

性。ｐ６２是哺乳动物选择性自噬的底物及调节蛋
白，它与 ＬＣ３相互作用，在自噬体形成和降解过程
中起重要作用［４］。

近年来有学者发现自噬功能障碍参与了 ＤＭＤ
表型的 ｍｄｘ小鼠肌细胞坏死进程，从而提出调节自
噬有望成为一种新的药物靶点用来治疗 ＤＭＤ［５］。
然而，迄今为止尚无关于 ＤＭＤ患者骨骼肌中自噬
表达的相关研究。本研究采用半定量 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测 ＬＣ３和 ｐ６２在 ＤＭＤ患者骨骼肌细胞中的表
达，判断自噬功能与 ＤＭＤ患者骨骼肌细胞的坏死
的关系，为研究调节自噬功能作为新的 ＤＭＤ治疗
策略奠定基础。

１　研究对象与方法
１．１　研究对象

入选 ２００８年 １月 ～２０１５年 ５月在中南大学
湘雅医院神经内科病理确诊 ＤＭＤ患者 ８１例，对照
组为同时期就诊怀疑肌病，病理学检查未见明显异

常者 ６例。所有入选者均进行了肌电图、血清心肌
酶学检查、骨骼肌活检、常规酶组织化学染色、ｄｙｓ
ｔｒｏｐｈｉｎ蛋白及 ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ蛋白免疫组织化学染色检
查。

１．２　研究方法
１．２．１　常规酶组织化学染色　所有参与者均进
行肱二头肌肌肉活检术。离体新鲜骨骼肌标本快

速制成冰冻标本。将 ＤＭＤ组和对照组的冷冻骨骼
肌标本进行连续８μｍ的冰冻切片，行标准化ＮＡＤＨ
ＴＲ染色、苏木素 －伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎｓｔａｉ
ｎｉｎｇ，ＨＥ）、细胞色素 Ｃ氧化酶染色、改良 Ｇｏｍｏｒｉ三
原色染色、琥珀酸脱氢酶染色、酸性磷酸酶染色、ＡＴ
Ｐａｓｅ染色、油红 Ｏ染色及过碘酸雪夫染色。
１．２．２　免疫组织化学染色　将前述切好的 ８μｍ
的冰冻切片自然晾干后进行免疫组化染色（ＡＢＣ

法）。切片浸入 －２０℃丙酮溶液 １０ｍｉｎ，０．０１Ｍ
ＰＢＳ漂洗 ３次；４℃甲醇／０．３％双氧水（Ｈ２Ｏ２）漂洗
３０ｍｉｎ；０．０１ＭＰＢＳ再次漂洗 ３次；０．０５体积分数
的小 牛 血 清／０．０１Ｍ ＰＢＳ行 背 景 封 闭 （３７℃，
１５ｍｉｎ）；Ｉ抗（抗 ＤｙｓｔｒｏｐｈｉｎＮ，Ｃ，Ｒ抗体 １∶５０或
抗 ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ抗体 １∶５０）４℃置 ４８ｈ；０．０１Ｍ ＰＢＳ漂
洗 ３次；ＩＩ抗（１∶２００）３７℃置１．５ｈ；０．０１ＭＰＢＳ漂
洗 ３次；ＡＢ复合物（１∶１００）３７℃置 １．５ｈ；０．０１Ｍ
ＰＢＳ漂洗 ３次；ＴｒｉｓＨＣＬ缓冲液 ３７℃孵育 １５ｍｉｎ；
ＤＡＢ显色５ｍｉｎ；蒸馏水漂洗。自来水冲洗充分后，
苏木素轻度复染，用梯度乙醇脱水和二甲苯脱水、

透明，最后中性树脂胶封片

１．２．３　蛋白提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　随机挑选 ６例
ＤＭＤ及６例对照组骨骼肌组织０．０５ｇ加入３００μｌ
ＲＩＰＡ裂解液于匀浆器中反复研磨后置冰上裂解
３０ｍｉｎ，随后 ４℃，１２０００ｒｐｍ离心 １５ｍｉｎ，留取上
清，－８０℃保存。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｓｉｇｍａ，
ＵＳＡ）进行蛋白浓度测定。取蛋白样本 ５０μｇ／孔，
加入 ５ＸＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，调整最终上样体
积为１０μｌ，煮沸１０ｍｉｎ后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转
膜，１０％ＢＳＡ溶液封闭，加入稀释好的抗体工作
液，４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ洗膜 ３次。再加入 ＨＲＰ标
记的抗人 ＩｇＧ二抗，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后，加上化学发
光底物，于暗室内压片、曝光、显影和定影。

１．３　统计学分析
运用 ＳＰＳＳ１９．０进行统计学分析，计量资料用

均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，临床资料组间比较采
用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，半定量 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ组间比
较采用 ｔ检验。当 Ｐ＜０．０５时为差异有统计学意
义。

２　结果
２．１　一般资料分析

ＤＭＤ组在年龄、性别与对照组无明显统计学差
异（Ｐ＞０．０５）；但 ＤＭＤ组分别有３．７％、１４．８％和
７．４％患者有早产史、缺氧史和阳性家族史，而对
照组均无相关个人史。见表 １。

表１　ＤＭＤ组与对照组基本临床信息比较　［ｎ（％）；ｘ±ｓ］

项目 ＤＭＤ（ｎ＝８１） 对照组（ｎ＝６） Ｐ值
年龄 １０．１１±３．０８ １２．２４±４．２９ ０．４７
性别（男／女） ８１／０ ６／０ １．０
起病年龄 ４．６０±２．３５ － －
早产儿 ３（３．７０） ０ －
出生时缺氧史 １２（１４．８１） ０ －
家族史 ６（７．４１） ０ －
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２．２　临床资料
ＤＭＤ患者首发症状表现多以双下肢起病为主，

其中双下肢无力 ５１例（６２．９６％），四肢无力 ３例
（３．７０％）。另以发现转氨酶升高为主诉者 ９例
（１１．１１％），肌酶升高为主诉者 ３例（３．７０％）。
７８例患者有不同程度的腓肠肌肥大坚韧、翼状肩
胛、“鸭步”步态和 Ｇｏｗｅｒ征阳性（９６．２９％）。３９
例患者出现程度不同的肌萎缩（４８．１５％），以肢体
近端萎缩多见。

对照组首发症状表现为双上眼睑下垂 ３例，四
肢乏力 ２例，肝功能异常 １例。所有对照组患者均
无肌萎缩、腓肠肌肥大坚韧、翼状肩胛、步态异常、

Ｇｏｗｅｒ征及病理征。６例对照组患者肌电图检查提
示无异常者 １例，肌源性损害 ２例，类肌源性损害
３例。
２．３　血清肌酸激酶水平检测

８１例 ＤＭＤ患者血清肌酸激酶（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＣＫ）均显著升高，位于 ５５４７～２６５８９Ｕ／Ｌ之间（正
常值：２４～１９０Ｕ／Ｌ）。ＤＭＤ患者血清 ＣＫ值在发
病初期随病程增加呈上升趋势，持续约 ３～４年，
随后呈整体下降趋势。对照组中除 １例患者 ＣＫ
值轻度升高（２０５．５Ｕ／Ｌ）外，余 ５例 ＣＫ值均在正
常范围。见图 １。

!"###

!####

$"%##

&%%%%

'"###

(%%%%

"%%%

%

)*+!,-."

%# /#0#"#1#!#&#(# 2#

图 １　ＤＭＤ患者血清 ＣＫ值与病程变化趋势图

２．４　常规酶组织化学染色
８１例 ＤＭＤ患者骨骼肌活检均呈慢性肌营养不

良改变。光镜下 ＨＥ染色见大量萎缩肌纤维，变
性、坏死和再生肌纤维，以及炎性细胞浸润（图 ２Ａ
和图 ２Ｂ）。ＡＴＰａｓｅ染色可见呈镶嵌式分布的两型
肌纤维，无同型肌纤维群化现象。细胞色素 Ｃ氧
化酶染色、ＮＡＤＨ脱氢酶（图 ３Ａ和图 ３Ｂ）和琥珀
酸脱氢酶染色均可见部分肌纤维酶活性局限性增

高或减低。１２例油红 Ｏ染色可见部分肌纤维内脂
滴增多。酸性磷酸酶染色可见其中 ５７例在炎性细
胞浸润区和肌细胞变性及坏死区可见酶活性增高

（图 ３Ａ和图 ３Ｂ），２４例未见明显异常。Ｇｏｍｏｒｉ染
色及过碘酸雪夫染色未见明显异常。

６例对照组光镜下 ＨＥ染色肌纤维无明显变
性、坏死，其形态大小正常，结缔组织无明显增生，

常规酶组织化学均未见明显异常。

! " #

图 ２　ＨＥ染色（×１００）

注：Ａ：ＤＭＤ组，肌纤维大小不等，圆形化，肌间隙增

宽；Ｂ：对照组，肌纤维大小形态基本一致。

! " #

图 ３　ＮＡＤＨ脱氢酶染色（×１００）

注：Ａ：ＤＭＤ组，部分肌纤维酶活性局限性增高或减

低；Ｂ：对照组，未见明显异常。

! " #

图 ４　酸性磷酸酶染色（×１００）

注：Ａ：ＤＭＤ组，肌纤维变性、坏死，炎性细胞浸润区域

酶活性增高；Ｂ：对照组，未见明显异常。

２．５　免疫组织化学染色
８１例 ＤＭＤ患者抗 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎＮ，Ｃ，Ｒ染色中

均有一型或两型肌纤维膜完全缺失（图 ５Ａ）。所
有 ＤＭＤ患者抗 ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ染色均正常。所有对照组
骨骼肌抗 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎＮ，Ｃ，Ｒ和抗 ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ染色均
未见明显异常（图 ５Ｂ）。
２．６　半定量 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

半定量 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明在 ＤＭＤ患者骨骼肌中
ＬＣ３Ｉ的表达量高于对照组骨骼肌，但 ＬＣ３ＩＩ在
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ＤＭＤ患者骨骼肌中的表达显著低于对照组骨骼肌
（图 ６和图 ７）；而 ＤＭＤ患者骨骼肌中 ｐ６２蛋白的
表达明显高于对照组（图 ８和图 ９）。

! " #

图 ５　抗 ＤｙｓＮ染色（×１００）

注：Ａ：ＤＭＤ组，肌纤维膜 ＤｙｓＮ蛋白表达缺失；Ｂ：对

照组表达正常。
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图 ６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＤＭＤ患者骨骼肌和对照组骨骼

肌中 ＬＣ３蛋白表达

注：Ｔ１～Ｔ６为 ＤＭＤ组；Ｃ１、Ｃ２为对照组；ａｃｔｉｎ为内参

蛋白。
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图 ７　ＤＭＤ组和对照组骨骼肌中 ＬＣ３ＩＩ表达统计图

注：Ｐ＜０．０５。
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图 ８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ＤＭＤ患者骨骼肌和对照组骨骼

肌中 ｐ６２蛋白表达

注：Ｔ１～Ｔ６为 ＤＭＤ组；Ｃ１、Ｃ２为对照组；ａｃｔｉｎ为内参

蛋白。
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图 ９　ＤＭＤ组和对照组骨骼肌中 ｐ６２表达统计图

注：Ｐ＜０．０５。

３　讨论
自噬是真核细胞中广泛存在的降解／再循环系

统。一方面它可以帮助细胞清除不正常构型的大

分子蛋白质、降解受损的细胞器及入侵微生物，维

持细胞的自稳态；另一方面自噬作为一种降解途

径，在生长因子不足、营养物质缺乏时，通过降解

自身坏死和功能失调物质来生成核苷酸和氨基酸

等，实现细胞内物质的再循环和再利用。

ＬＣ３是酵母 ＡＴＧ８基因在哺乳动物细胞中的同
源物，与其它自噬基因共同参与前自噬泡形成。

ＬＣ３除定位在自噬体分隔膜上，还存在于自噬体形
成各阶段的内外膜上。目前，ＬＣ３被认为是自噬比
较特异的诊断指标［３］。ＬＣ３有可溶形式的 ＬＣ３Ｉ
和脂化形式的 ＬＣ３ＩＩ之分。当自体吞噬发生时，
ＬＣ３的表达上调，生成有活性的 ＬＣ３Ｉ，并经泛素
样加工修饰，与磷脂酰乙醇胺结合，生成 ＬＣ３ＩＩ并
与溶酶体融合实现降解。ＬＣ３ＩＩ的数量或者 ＬＣ３
ＩＩ／ＬＣ３Ｉ的比值与自噬泡的数量成正比关系，在某
种程度上反映了细胞的自噬活性。

ｐ６２是哺乳动物选择性自噬的底物及调节蛋
白，同时也是细胞信号传导中心，它能调节不同的

细胞进程。选择性自噬可降解蛋白聚集体、异常折

叠蛋白、受损细胞器、病毒、细菌以及核糖体，在自

噬的初始阶段，ｐ６２能招募无法被正常转运的异常
折叠蛋白，使其在细胞浆形成聚集小体，并通过泛

素化聚集物后形成更大的聚合体，被可以和 ＡＴＧ８
蛋白结合的调节蛋白或受体识别［６］，发挥自噬降解

作用。

ＤＭＤ是因抗肌萎缩蛋白基因突变导致肌无力
和肌萎缩，肌变性、坏死、再生循环，最终肌细胞再

生疲乏，剩余肌细胞数目减少，同时慢性炎症引起
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肌纤维被脂肪组织及结缔组织替代。ＤＭＤ患者存
在连续性和进展性的骨骼肌损伤。目前较多研究

均强调了自噬在肌肉组织调控中起了至关重要的

作用［７］，如：维持细胞结构和成分，应激反应等，而

自噬功能障碍可引起肌纤维的变性、坏死。Ｂｏｎａｌｄｏ
等研究曾提出：自噬功能障碍是各型肌营养不良症

肌细胞坏死机制［８］。而 Ｐａｌｍａ等［５］通过观察 ４个月
大的 ｍｄｘ小鼠和野生型（ＷＴ）小鼠胫骨前肌（ＴＡ）
和隔膜肌肉中自噬标记物的表达发现：脂化形式的

ＬＣ３（ＬＣ３ＩＩ）在 ｍｄｘ小鼠的胫骨前肌和隔膜肌的
表达与 ＷＴ小鼠相比是减少的，ｐ６２在 ｍｄｘ小鼠的
胫骨前肌和隔膜肌的表达与 ＷＴ小鼠相比是增加
的，提示自噬降解的异常导致了异常蛋白质和细胞

器的聚集，证实了自噬在 ｍｄｘ小鼠中是减少的。进
而科学家们通过一系列动物实验发现重新激活自

噬可改善 ＤＭＤ表型的 ｍｄｘ小鼠骨骼肌细胞。
本研究 ＤＭＤ患者骨骼肌与对照组骨骼肌相

比：ＬＣ３ＩＩ的表达明显降低，ｐ６２的表达明显增高。
此结果与 ｍｄｘ小鼠胫骨前肌和隔膜肌中自噬标记
物的表达一致，因此，我们认为：存在于 ｍｄｘ小鼠
骨骼肌中的自噬功能障碍同样存在于 ＤＭＤ患者骨
骼肌中。

ＬＣ３ＩＩ的减少是自噬受损的一个明确信号，而
ｐ６２水平的增加进一步证实了自噬潮的减少，同时
在超微结构下也能观察到受损细胞器的积累。而

有效的重新激活自噬，能使受损骨骼肌中 ＬＣ３ＩＩ
的水平较前增加和 ｐ６２的水平较前降低，且超微
结构下可见骨骼肌病理表现得到纠正。因此，我们

认为：自噬功能障碍存在于 ＤＭＤ患者骨骼肌中，并
参与了 ＤＭＤ骨骼肌细胞的坏死过程，重新激活自
噬有望能扭转 ＤＭＤ骨骼肌细胞坏死进程，从而产
生有益影响。

综上所述，本研究发现 ＤＭＤ患者骨骼肌细胞

中 ＬＣ３ＩＩ的表达较对照组明显降低，ｐ６２的表达
较对照组明显增高，提示 ＤＭＤ患者骨骼肌自噬异
常可能是自噬潮受到抑制导致的自噬减少。因此，

调整合适的自噬潮，有望延缓 ＤＭＤ的肌细胞死亡，
成为一种新的 ＤＭＤ治疗策略。
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