
是绝对的无痛。这是因为 ＩＨＳ技术一般采用５０％浓
度以下笑气，它可产生镇静及轻度镇痛作用，此浓度

下患者的呼吸和心血管功能不受影响，且保护性反射

存在，而加大浓度镇痛作用虽然能加强，但患者的意识

将逐渐丧失，自主呼吸不能维持，故应谨慎［１１］。因此，

在５０％浓度以下，其镇痛效果是有限的，对于部分高
度疼痛敏感的牙科焦虑症患者，为达到无痛 ＳＲＰ治
疗，需辅以局部麻醉［９］。

　　综上所述，ＩＨＳ技术应用于ＳＲＰ治疗，可以最大程
度达到“无痛”效果，而且操作简便、快捷、安全，符合

口腔门诊治疗特点，满足绝大多牙周炎患者的需求，尤

其是牙科焦虑症人群，同时也可以提高治疗质量，值得

临床推广。但同时必须加强 ＩＨＳ技术的安全保障，如
操作人员的技能强化、相关不良反应的应急处理、镇静

深度的控制以及麻醉意外的急救等。
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地塞米松诱导的危重病性肌病的细胞死亡方式

袁　静１，梁　佳２，赵　颂２，包翠芬２　　（１２１０００辽宁 锦州，辽宁医学院：附属第一医院神经内科１，科学实验中心２）

　　［摘要］　目的　探讨地塞米松诱导的危重病性肌病的细胞死亡方式。方法　将ＳＤ大鼠分为健康对照组和实验组；
实验组又分为７、９、１１ｄ３个时相点（ｎ＝１０）。实验组采用５ｍｇ／ｋｇ地塞米松连续腹腔注射，每天１次，健康对照组腹腔注
射等量的生理盐水。采用肌功能缺损评分判定肌功能缺损情况。利用免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测比目鱼肌 ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ｐＵＬＫ的表达情况。结果　①健康对照组无肌肉功能缺损症状；而实验组７ｄ时大鼠７０％出现肌肉功能
缺损症状，９、１１ｄ时全部出现明显的肌肉功能缺损症状，以１１ｄ时相点缺损程度最为严重。②各组ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ
均为阴性表达；健康对照组可见少量ｐＵＬＫ阳性表达细胞，实验组ｐＵＬＫ表达显著增强，以１１ｄ时相点表达增强最为明显。
结论　地塞米松诱导的危重病性肌病中无ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ表达，以ｐＵＬＫ表达为主，提示该病可能以自噬性死亡为
主要死亡方式。

　　［关键词］　地塞米松；肌疾病；半胱氨酸蛋白酶３；多腺苷二磷酸核糖聚合酶；磷酸化自噬相关蛋白１抗体；大鼠
　　［中图法分类号］　Ｒ７４６．１０２；Ｒ３２９．２８；Ｒ９７７．１　　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　辽宁省教育厅计划项目（２００９Ａ４６２）
［通信作者］　包翠芬，Ｅｍａｉｌ：ｍｉａｎｙｉｚｕｈｕａ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　危重病性肌病（ｃｒｉｔｉｃａｌｉｌｌｎｅｓｓｍｙｏｐａｔｈｙ，ＣＩＭ）临床
特征表现为全身性肌无力、肌肉萎缩［１－３］。多发于临

床ＩＣＵ病房患者，统计数据显示，ＣＩＭ的出现将 ＩＣＵ
患者的治疗费用提高３倍。因此，对 ＣＩＭ的研究与防
治已经成为目前临床工作中亟待解决的问题。

　　目前关于ＣＩＭ的研究主要集中在病理活检、电生
理评价上，由于对潜在的发病机制还不清楚，影响了对

ＣＩＭ治疗措施的选择［４－５］。研究表明，ＣＩＭ病理活检
可见不同程度的细胞死亡。目前对于细胞死亡的分类

有凋亡、胀亡、自噬等。ＣＩＭ中肌细胞死亡以何种方式
为主目前还不清楚，探讨肌细胞死亡方式对于 ＣＩＭ的
防治具有重要作用。本研究拟应用大剂量地塞米松处

理大鼠以模拟ＣＩＭ模型，分别检测细胞凋亡、胀亡、自
噬的标志性因子半胱氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）、多腺苷
二磷酸核糖聚合酶（ＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）、磷
酸化自噬相关蛋白１抗体（ｐｈｏｓｐｈｏＡＴＧ１，ｐＵＬＫ）在肌
细胞的表达水平，以探索ＣＩＭ中肌细胞的死亡方式。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　仪器　　全自动免疫组化染色仪（美国 ＤＡＫＯ公司），
ＬｅｉｃａＲＭ２１３５石蜡切片机（德国徕卡），ＣＩＡＳ１０００型细胞图像
分析仪（北京大恒图像公司），ＣａｒｌＺｅｉｓｓＡ１显微镜（德国蔡
司），ＴｒａｎｓｂｌｏｔＳＤ半干转膜仪、ＰｏｗｅｒＰａｃ３０００电泳仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．１．２　试药　　地塞米松（Ｓｉｇｍａ公司）。兔抗大鼠 ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３（Ａｂｃａｍ公司）、ＰＡＲＰ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、ｐＵＬＫ单克隆
抗体（博奥森公司），蛋白质预染Ｍａｒｋｅｒ（Ｂｅｙｏｎｄ公司）。
１．１．３　动物　　４０只健康 ＳＤ大鼠，体质量１８０～２１０ｇ，由辽
宁医学院实验动物中心提供［合格证号：ＳＹＸＫ（辽）２００３
００１１］。

１．２　方法
１．２．１　危重病性肌病模型的制备　　将健康 ＳＤ大鼠分为健
康对照组和实验组；实验组又被分为７、９、１１ｄ３个时相点（ｎ＝
１０）。实验组采用５ｍｇ／ｋｇ地塞米松连续腹腔注射，每天１次，
健康对照组腹腔注射等量的生理盐水。

１．２．２　危重病性肌病模型的鉴定　　按照ｌｅｎｎｏｎ等［６］的分级

法将症状严重程度分为４级。对不符合实验条件的大鼠予以
去除。对于去除的大鼠均按严格实验条件统一补充、分组。

１．２．３　免疫组织化学标本的制备及检测　　各组大鼠分别采
用 ４％多聚甲醛灌注固定后，暴露左肢，垂直于比目鱼肌长轴
方向切取长约１ｃｍ组织。常规石蜡包埋切片。免疫组化法
（ＳＰ）染色。采用ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照。采用 ＣＩＡＳ图
像分析系统检测每高倍速视野下阳性蛋白表达的平均灰度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ标本制备及检测　　各组大鼠经１０％水
合氯醛麻醉，迅速取出大鼠右肢比目鱼肌，称量，加入 ＲＩＰＡ裂
解液，匀浆后４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清。用 ＢＣＡ
法测定蛋白含量后，上样、电泳、转膜、半干转印，５％脱脂奶粉
溶液封闭后，顺序加入适当稀释倍数的一抗、二抗进行孵育，

ＥＣＬ发光；扫描条带，用光密度软件分析电泳条带光密度。采
用βａｃｔｉｎ作为内参。根据目的条带与内参照条带吸光度的比
值表示待测蛋白含量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　肌病模型评分
　　健康对照组大鼠全部存活，无肌肉功能缺损症状；而实验
组大鼠死亡８只，死亡率为２７％；７ｄ时７０％呈现肌肉功能缺
损症状，９、１１ｄ时全部呈现明显的肌肉功能缺损症状，１１ｄ时
大鼠缺损程度最为严重（Ｐ＜０．０５）。见表１。
２．２　免疫组化检测
　　健康对照组比目鱼肌呈正常肌组织结构。实验组各时相
点呈不同程度的病理改变，主要表现为肌束结构紊乱，界限不

清晰，肌纤维分布松散，间隙加大，肌纤维横截面积变小，以

１１ｄ时相点病理表现最为明显，可见肌纤维碎片。各组 ａｃｔｉｖｅ
ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ均呈阴性表达，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
健康对照组可见少量 ｐＵＬＫ阳性表达细胞；与健康对照组比
较，实验组肌细胞细胞质内可见明显的ｐＵＬＫ表达（Ｐ＜００５）。
见图１，表１。
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↑：阳性细胞
图１　ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ｐＵＬＫ在各组大鼠比目鱼肌的表达 （ＳＰ×４００）
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表１　各组大鼠肌功能缺损评分及比目鱼肌ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、
ｐＵＬＫ表达平均灰度 （ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 肌功能缺损评分 ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３ ＰＡＲＰ ｐＵＬＫ
正常对照组 ０．００±０．００ｂｃ ２６．９７±８．５０ ２７．５０±１１．１８ ２６．４７±１８．５２ｂｃ

实验组

　７ｄ １．３０±１．００ａｃ ２７．２８±９．４３ ２４．５５±７．１６ ４０．５４±１４．３３ａ

　９ｄ ２．１０±０．４６ａｂ ２４．６８±５．７９ ２３．６０±７．３３ ４６．８９±８．８７ａ

　１１ｄ ２．８０±０．３５ａｂｃ ２３．９７±７．２０ ２８．０７±５．６１ ５２．４６±９．９５ａｂ

ａ：Ｐ＜００５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 ７ｄ比较；ｃ：Ｐ＜
００５，与９ｄ比较

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　各组ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ均呈阴性表达。健康对照组可
见少量ｐＵＬＫ阳性表达细胞；与健康对照组比较，实验组 ｐＵＬＫ
表达显著增强，以１１ｄ时相点表达最为明显。见图２，表２。
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１：标准；２：健康对照组；３：实验组７ｄ；４：实验组９ｄ；５：实验组１１ｄ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ｐＵＬＫ在各组大鼠

比目鱼肌的表达

表２　各组大鼠比目鱼肌ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ｐＵＬＫ蛋白表达
（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

　组别 ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎ ＰＡＲＰ／βａｃｔｉｎ ｐＵＬＫ／βａｃｔｉｎ
健康对照组 ０．００７２±０．０００４ ０．００７５±０．０００６ ０．０１４５±０．００２６ｃ

实验组

　７ｄ ０．００６７±０．００１２ ０．００８３±０．００１１ ０．０４３７±０．０１６６ｃ

　９ｄ ０．００５４±０．０００３ ０．００７７±０．０００７ ０．１７３０±０．０５６２ａｂ

　１１ｄ ０．００７１±０．０００２ ０．００８３±０．０００４ ０．２９１２±０．０２１４ａｂｃ

ａ：Ｐ＜００５，与健康对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与 ７ｄ比较；ｃ：Ｐ＜
００５，与９ｄ比较

３　讨论

　　研究［７］表明，细胞死亡方式主要有３种：凋亡、胀
亡、自噬。其中，ｃａｓｐａｓｅ３被认为是引起细胞凋亡的
关键蛋白酶，处于凋亡级联反应的核心位置［８］。ＰＡＲＰ
是存在于多数真核细胞中的蛋白质翻译后修饰酶，主

要功能是保持染色体结构完整、参与 ＤＮＡ复制和转
录，维持基因组稳定。但当自由基等因素破坏ＤＮＡ而
使ＰＡＲＰ过度活化时，在胀亡诱导因子的作用下，细胞
发生胀亡［９－１０］。ｐＵＬＫ是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激
酶，很多调控细胞自噬的信号传导通路汇集在 ｐＵＬＫ。
因此ｐＵＬＫ可能是调控细胞自噬的关键点［１１－１２］。

　　地塞米松作为 ＩＣＵ病房的常规用药，可竞争性拮
抗乙酰胆碱受体，引起药物性去神经支配作用，从而导

致ＣＩＭ［１－３］。实验中大鼠相继出现了肌无力、肌萎缩、
肌肉震颤、濒死或死亡等表现，与临床 ＣＩＭ患者的症
状相似。７ｄ时相点大鼠体质量减轻，食欲不振，呈现
明显的肌无力、肌萎缩；１１ｄ时，症状进一步加重。提
示随地塞米松应用时间的延长，大鼠肌无力、肌萎缩症

状呈进行性加重。免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
健康对照组和实验组比目鱼肌细胞 ａｃｔｉｖｅｃａｓｐａｓｅ３、
ＰＡＲＰ均呈阴性表达，而 ｐＵＬＫ阳性表达显著增强，以
１１ｄ时相点表达最为明显。提示 ＣＩＭ细胞死亡方式
可能不通过 ｃａｓｐａｓｅ３依赖的凋亡途径以及 ＰＡＲＰ依
赖的胀亡途径，可能通过 ｐＵＬＫ的调节而导致肌细胞
自噬，但是关于ＣＩＭ中 ｐＵＬＫ以何种机制激活下游通
路以发挥调节细胞自噬的作用的分子机制还不清楚，

有待于进一步研究。
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