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p53基因与川崎病患者淋巴细胞凋亡关系探讨 
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【摘 要】目的：进 步探讨川崎病 (KD)急性期患者外周血淋巴细胞捌J’：延迟的机理。方渣：采Hj斑点杂立 (Dot-blot) 

检测淋巴细胞p53 因mRNA表达水平：流式细胞仪 (FCM)榆测p53 白质表达阿1性细胞西分率。结果： KD患者外周血淋 

巴细胞p53慕囡mRNA和p53蚩白质表达水平降低． l：常儿誊比较差异显著 (．o<0．005)：当给予静脉注射免疫球篮 白 

(WIG)治疗后或加八抗IL-6 抗培养时，外周血淋巴细胞p53罄田mRNA和p53蛋白质表达水平提高。姑论：KD急性期患者 

外周血淋巴细胞p53基因袭达水平降低，其原困 能与本病患者异常升高的[L-6有关 p53基用具有促进细胞凋r=的作用． 

KD患者外周血淋巴细胞凋r：延迟可能与高浓度[L-6抑制p53基因的表达有戈 
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The expression of p53 gene in peripheral blood lymphocyte of acute Kawasaki
． 

disease 

Y／Qiqian,elal 

(Department ofCardiology，College ofPediatrics，Chongqing Medical University，4000[4) 

【Abstract】 Objective：To fu~her explore the mechanism of inhibited apoptosis of perlpheml blood 

mononuclear cell(PBMC)in acute Kawasaki diseas KD)．Methods：The expression level of p53 gene mRNA 

was determined by dot·blot；p53 protein positive cell percentage Was detected by flow cytometry(FCM)．Resu#s： 

The expression of p53 gene mRNA and p53 protein in acute KD patients were decreased (P<O．O01)，but 

increased after treating with intravenous immunoglobulin(WIG)in vivo or adding anti·IL-6 monoantihody(mAb) 

into PBMC culture in vitro．Conclu3ion：Th e decreased expression of p53 gene mRNA and p53 protein may be 

associated with the high concentration of IL-6 in KD patients．p53 gene expression could induce lymphocyte 

apoptosis． Th us，the expression of p53 gene inhibited by the increased IL-6 production might he rrelated to 

delaying or depressing apoptosis ofPBMC in KD． 

【Key words] Kawasaki disease；Apoptosis：p53 gene：lnterleukJn·6 

细胞凋亡是遗传基 因控制的细胞主动死亡过 

程。表现为一系列相关基因mRNA的转录和翻译。 

调节细胞凋亡的基冈有存话基因和致死基因两大 

类，存活基困包括bcl·2及其家族某些成员的基 

困，原癌基因和病毒基冈，这些基囡的过量表达可 

阻止细胞的捌亡；致死基因包括bcl·2家族llf勺另一 

些成员的基园，ice家族基囡以及p53~flRb基因等， 

这些基因直接控制细胞凋亡的发生和发展。细胞外 

部因素 (如细胞园子．激素等)通过信号传递途径 

影响这些基因表达而 接调节细胞凋亡 。文献报 

道IL-6可抑$Up53基冈诱导细胞凋亡的作用 。在证 

实IL-6抑SUKD病人外周血单个核细胞 (PBMC)凋 

作者舟蝈I易岂建 (1966- )． ．副
，  任跃I币．博七 

亡 的基础上，进一步检测KD病人PBMc p53基冈 

的表达，以探讨奉病患者PBMc凋亡延迟的基因调 

控机理。 

1 材料和方法 

1 1 病制厦对照 

l4例住院KD病人．诊斯符合H本川崎病研究委员会第4 

次修订标准。其中男8倒．女6倒．年龄7月～6．3岁 (平均2．4 

±1．5岁)：另设健康对照 l0例．男4例．女6例．年龄8月～ 

6．5岁 (平均2．6±1．3岁)的门诊体检儿童。 

I．2 治疗 

KD病人住院时病 为5～8灭，八院后 埘J给予治疗 

于半均痈程5．5天使用静脉注射丙种球篮白 (WIG．2 喀． 

长春生物制品研究所．批号9l·13)．同时联用阿司匹林 
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(ASP)5Om 唔d，热退后减 10 mg门 ．d。 

1．3 细胞分离及培养 

常规分离PBMC，以 RPMI1640先 培养液调细胞浓度 

1×tO'／ml，取trot加X24孔培养扳[f]，37℃-5'／,CO~孵箱 

培养48I1。分别设以下组别：{1)J】：常对照组：r2 人组； 

(孙[VIG治疗 组 (in vivo) ：f4)抗 IL-6mAb刺 激 组 (in 

vitro)。 

1．4 p53探针的制备 

p53质粒 (美}II华盛顿大学Dr．~ddlc赠送)经 制性内 

切酶Xbal，s (Boch~i~ Mandaeln)酶切、纯化 ，按照 

Dig-DNA Labeling and Detection Kit (Boc~ ingcr Mannhein) 

说明操作。 

1．5 斑点杂交 {Dotblot)捡测p53基因mRNAg迭 

根据文 ‘ 法将RNA样本转移 硝酸纤维素滤膜 卜- 

按照Dig-DNA Labeling and Detection Kit说明 与p53 制进 

预杂变和杂 及榆测。RNA杂变浓度为200 1，预杂盘 

和杂交时问分别为6h和24h。根据斑点显色强弱判斯p53 冈 

mRNA的相对表达强度。 

1 6 细胞总RNA的搁取 及电泳 

用11tlz0 Kit(Gibco，u )抽提，甲醛变性凝胶 

电泳检测RNA抽提效果。 

1．7 流式细胞仪 {FCM，FACStarplus,B~cton Dickinson)捡 

~,Jp53蛋白质表选 

PBMC经洗涤、 定等处理后，加抗p53单抗 (1 

ml，BochringerMa／Lrl~ n)200 1．室温孵~60min，加羊机 

鼠IgO．F]TC (1：50)，室温孵育30min，移八FCM测试管， 

榆测l0000个细胞I{Ip53阡I性细胞百分率。 

2 结 果 

2、I p53基~lmP．NA表达 

正常儿童DNA杂交浓度达50 g／ 1时显兰也， 

RNA杂交浓度需100--200vg／ I时显兰色，随着浓 

度上升，斑点兰色加深 。KD患者PBMC体#Fanti- 

CD~mAb诱导培养后，RNA杂交浓度需达50O～1000 

I时显兰色，： 1给予IVIG治疗厉或PBMC体外 

培养加入抗IL-6mAb时，RNA杂交浓度达200 I 

可显兰色。结果显示，KD患者外周血淋巴细胞p53 

基因mRNA表达水平降低，÷ IVIG治疗或PBMc体 

外培养加入抗IL·6mAb时，外周血淋巴细胞p53基冈 

mRNA表达水半明显提高。甲醛变性凝胶 电泳显示 

18S和28S两条带，证} 所提取RNA未被降解。 

2、2 p53蛋白质表达 

急性期KD病人外周血淋巴细胞p53蛋白质表达 

阳性细胞百分率较正常对照组明显降低，著异显著 

(f=5、027，P<0、00I)：'"IIVIG治疗后或PBMC体 

外培养加入抗IL-6mAb时，p53蛋臼质表达阳性细胞 

百分率明显提高 ( 值分别为5_3I6，5．0I7，P均(0． 

001)(见表1)。 

衰l PBMC p53阳性细胞百分率比较( l 

与l 常组比较 F5．027，P<O．00l，¨与KD组【￡较 l： 

5．316．P<0．001，+·+与KD组比较 5．017-P<0．001 

3 讨 论 

最近一系列研究揭示细胞捌亡垒少有两种途 

径：一为p53依赖性捌亡，一为p53~-依赖性凋亡。 

p53是重要的抑癌基网，野生型p53(Wild p53， 

wp53)是损伤后细胞捌亡必 可少的信 号。wp53 

使损伤后细胞进入G1期，进行损伤修复，并诱导 

能修复的细胞发生捌亡。突变州p53(mutation p53， 

rap53)与wp53作用相反，可抑制细胞捌亡 

KD是一种病冈 明盼临床综台征，其发病机 

理在超抗原 (SAg)诱 导的免疫功能失衡方面研究 

较多 。文献报道IL·6可抑$,Jwp53表达和p53诱导的 

骨髓白血病细胞的凋亡 。。我们己实验发现KD患者 

外蒯血淋巴细胞捌亡延迟，其机理可能与l奉病患者 

异常升高的IL·6有关 ，进一步证实了细胞凋亡减少 

与自身免疫性疾病发病有密切联系。目前自身免疫 

性疾病发病的分了机理在Fas及FasL基冈变昴方面研 

究较多 。奉研究在前面观察昀基础上进一步研究 

发现，KD病人外岗血淋巴细胞体外经anti-CD~mAb 

刺激培养，p53基因mRNA和p53蛋 质表达较正常 

儿童明显降低， 1IVIG治疗后3～5灭或PBMC体外 

培养加入抗IL·6mAb时，p53基冈mRNA和p53蛋 

质表达提高。提示本病异常增高的IL·6对外周血淋 

巴细胞p53基囡表达有抑制作用。掂此推测KD患者 

异常丁卜高的IL·6通过抑制外剧血淋巴细胞p53基因表 

达而致淋巴细胞凋亡延迟，免疫耐受遭到破坏，使 

活化昀免疫细胞持续存活，产生更多炎症性介质 

(如【L—I，【L-6，TNF等)，形成恶性循环，诱发和 

加重血管内皮损伤，从而参与KD的自身免疫反麻 

和发病。 i下转g55页) 
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症 。所以髌骨外侧切骨时尽罱保存软骨下骨 

利于减少内侧切骨过多对髌骨骨内血供的破坏。 

3．3 假体导向模板的放置 

图2 髌骨导向模板的位置 

有 中两孔置于外侧关节面上以增加骨水泥柱的同定作 

用 (如图2)。 

在人T全膝关节置换术中．髌股关节的置换在 

手术操作时无定能装置，多依靠医生凭经验用髌骨 

导向模板钻孔．山于模板可在360。范H司内旋转放 

置，具体采用何方向临床T作时往往随意放置 现 

在髌骨假体大多数属圆弧形中心对称rl生假体．采用 

骨水泥同定于髌骨截面，其为外周性同定柱 (三柱 

互成等边三角形 )。在临床上通常将假体偏内安 

置，这样能更好地摸仿正常髌骨在髌股关节面中央 

偏内的解剖结构．同时也使髌骨外侧支持带相对松 

弛．减少术后髌骨半脱似 一。这样减少了髌骨假体 

在外侧关节面的面积，此时骨水泥固定柱的协置尤 

为重要。本实验发现髌骨外侧软骨下骨具有较好的 

生物力学性能，故为了增强假体的同定效果，术中 

钻孔时虑注意旋转髌骨 导向模板 (三孔形 )的协 

置．在髌骨偏内位置放置的基础上，将三孔中的其 
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