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【摘 要】目的:研究肿瘤坏死因子样弱凋亡诱导因子(TWEAK)与它的受体成纤维细胞生长诱导因子 14(Fn14)及其下游的
细胞因子单核细胞趋化蛋白(MCP-1)、γ-干扰素诱导蛋白 10( IP-10)、调节正常 T 细胞表达和分泌的活性因子(ＲANTES)、
Ｒo52 在皮肌炎(DM)中的表达。方法:免疫组化检测皮肌炎病人与健康对照组皮肤和肌肉中 TWEAK、Fn14、MCP-1、ＲANTES、
IP-10、Ｒo52 的表达水平，并进行半定量分析。结果:免疫组化结果显示，皮肌炎患者皮肤中各蛋白的表达水平高于健康对照
组;皮肌炎患者肌肉中各蛋白的表达水平高于健康对照组。结论: TWEAK/Fn14 信号轴可能参与皮肌炎的发病机制。
【关键词】皮肌炎;肿瘤坏死因子样弱凋亡诱导因子;成纤维细胞生长诱导因子 14;Ｒo52;免疫组化

【中图号】Ｒ 593． 26;Ｒ 392． 11 【文献标志码】A
【DOI】10． 3969 / j． issn． 1002-0217． 2018． 03． 004

Expression of TWEAK-Fn14 axis related factors in patients with dermatomyositis

TONG Fang，XIA Yumin，WANG Ping
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【Abstract】Objective:To investigate the expression of tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis(TWEAK) and its receptor deficiency of fibro-

blast growth factor-inducible 14 (Fn14)，together with the downstream cytokines MCP-1，IP-10，ＲANTES，and Ｒo52 in patients with dermatomyositis

(DM) ． Methods:Immunohistochemistry was performed to detect the expression levels of TWEAK，Fn14，MCP-1，ＲANTES，IP-10，and Ｒo52 in the skins

and muscles of dermatomyositis patients and healthy controls． Then the resuLts were analyzed by semi-quantitative method． Ｒesults:Immunohistochemistry

indicated significantly higher expression levels of these proteins in the lesion skin of dermatomyositis patients than those in healthy controls． Moreover，the

expression levels of these proteins were significantly higher in the involved muscle of dermatomyositis patients than those of healthy controls． Conclusion:

TWEAK-Fn14 signaling may be involved in the pathogenesis of DM．

【Key words】Dermatomyositis;TNF-related weak inducer of apoptosis;Fibroblast growth factor-inducible 14;Ｒo52;immunohistochemistry

皮肌炎(Dermatomyositis，DM)是一种特发性炎
症性肌病，以炎性浸润为主，主要影响骨骼肌和皮

肤。皮肤病理表现为表皮萎缩、基底膜变性真皮间
质黏蛋白沉积

［1］。肌肉活检呈现Ⅱ型肌纤维萎缩、
坏死和肌核膜集中肥大等特征性变化

［2］。DM 是一
种少见病，影响儿童和成人，男女比例约为 2∶ 1，目
前病理机制尚不清楚

［3］。
肿瘤坏死因子样弱凋亡诱导因子(TNF-related

weak inducer of apoptosis，TWEAK)和成纤维细胞生
长诱导因子 14( fibroblast growth factor-inducible 14，
Fn14)，在组织损伤和患有疾病时有所增加［4］。两
者结合后在 TNF受体相关因子(TＲAF)协同作用下

激活下游信号通路，上调一系列促炎因子，如调节正

常 T细胞表达和分泌的活性因子( regulated upon ac-
tivation normal T cell expressed and secreted，ＲAN-
TES)、γ-干扰素诱导蛋白 10 ( interferon gamma-in-
duced protein 10，IP-10)和单核细胞趋化蛋白(mono-
cyte chemotactic protein-1，MCP-1)［5 － 6］，趋化巨噬细
胞、淋巴细胞等参与局部的炎症反应。迄今为止，有
关 TWEAK-Fn14 在 DM 中表达的报道非常有限。
Ｒo52 是一个 52 ku 的胞内蛋白，与光敏性有关，在
一些炎症性皮肤病的表皮中高表达。但皮肌炎中
Ｒo52 是否表达鲜有报道。
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1 材料及方法
1． 1 材料 选取西安交通大学第二附属医院皮肤
科病理室 2012 年 1 月 ～ 2016 年 9 月皮肌炎石蜡标
本，其中包括皮肤组织 10 例，男性 1 例，女性 9 例，
年龄 19 ～ 73 岁，平均年龄(50． 4 ± 14． 04)岁;肌肉
组织 5 例，年龄 39 ～ 69 岁，平均年龄(54． 2 ± 11． 45)
岁。另选用整形手术切除的正常皮肤组织和骨外伤
患者的正常肌肉组织作为对照，其中包括皮肤组织

6 例，年龄 25 ～ 51 岁，平均年龄(38． 6 ± 11． 01)岁;
肌肉组织 5 例，年龄 37 ～ 64 岁，平均年龄(51． 6 ±
11． 97)岁。本研究经医院伦理委员会审批，所有标
本取材均签署知情同意书。
1． 2 主要试剂及配制 兔抗人 TWEAK多克隆 IgG
购自美国 Santa 公司。Anti-TWEAKEＲ IgG、Anti-
ＲANTES IgG、Anti-MCP-1 IgG、Anti-IP-10 IgG 均为
美国 Abcam公司产品。兔抗人 Ｒo52 多克隆抗体为
美国 Santa 公司产品。兔 /鼠通用型 Streptavidin-
HＲP试剂盒(内含内源限速酶封闭缓冲液、山羊血
清封闭液、DAB)购自中国康为世纪公司。HＲP 标
记的兔 /鼠通用型二抗购自丹麦 Dako 公司。Mayer
改良苏木素购自中国 Heart 公司。中性树胶购自中
国上海。
抗原修复液:柠檬酸 10 mmol /L，EDTA-Na2

1 mmol /L，Tween-20 500 μL，调节 pH至 6． 0，加蒸馏
水定容至 1000 mL;组织通透液 0． 1% Triton-100∶
1 mL Triton-100 加入 1000 mL PBS 缓冲液中，使其
充分溶解;0． 1% PBST:1 mL Tween-20 加入 1000
mL PBS缓冲液中，使其充分溶解。
1． 3 主要仪器 石蜡切片机、烤片机均为德国 Lei-
ca 公司产品;正置显微镜为日本尼康株式会社
生产。
1． 4 实验方法
1． 4． 1 石蜡切片的制备 手术标本用生理盐水彻
底冲洗，经 4%多聚甲醛固定，梯度酒精脱水，二甲
苯透明，石蜡包埋，4 μm 厚连续切片。每个标本取
13 张，其中 1 张用于常规 HE染色，其余行免疫组织
化学染色。
1． 4． 2 免疫组化染色采用 SP 法 切片常规脱蜡，
抗原修复，3%H2O2 灭活内源性过氧化物酶，用正常

山羊血清封闭，滴加一抗(4 mg /L，用封闭液稀释，
PBS替代一抗作为阴性对照)和适量 HＲP-标记的兔
鼠通用型二抗(PBS 替代二抗作为阴性对照)，DAB
显色，苏木精轻度复染，然后脱水，透明，中性树胶封

片，用光学显微镜观察并摄片。

1． 4． 3 结果判定和图像分析 用 Image-ProPlus 软
件测定某一视野下阳性染色细胞的光密度( optical
density，OD)，每张切片随机选取 10 个视野，对每组
样本阳性染色细胞的 OD 值取平均值，进行表达情
况分析。
1． 5 统计学方法 采用 SPSS 18． 0 软件进行统计
分析，所有数据采用均数 ±标准差(珋x ± s)表示，两组
间差异的比较采用 t 检验，P ＜ 0． 05 为差异有统计
学意义。

2 结果
切片经染色后，TWEAK、Fn14、MCP-1、ＲAN-

TES、IP-10 和 Ｒo52 阳性细胞的细胞质 /膜呈淡黄
色、黄色或黄褐色，细胞核不着色。我们采用免疫组
化的方法检测 TWEAK、Fn14、MCP-1、ＲANTES、IP-
10、Ｒo52 在 DM患者皮肤组织和正常皮肤组织中的
表达情况。结果显示各蛋白在 DM皮肤中表达较健
康组织升高(图 1a、b)。DM 皮肤组织各蛋白的平
均光密度值较健康皮肤组织增高(表 1、图 1c)，差
异有统计学意义(P ＜ 0． 05)。

表 1 DM患者和健康对照组皮肤中各蛋白平均光密度值

DM组(n = 10) 健康对照组(n = 6) t P

TWEAK 0． 113 ± 0． 040 0． 023 ± 0． 003 6． 909 0． 000

Fn14 0． 034 ± 0． 026 0． 010 ± 0． 004 2． 811 0． 010

MCP-1 0． 195 ± 0． 068 0． 059 ± 0． 025 5． 754 0． 000

ＲANTES 0． 097 ± 0． 029 0． 039 ± 0． 022 4． 172 0． 001

IP-10 0． 129 ± 0． 068 0． 043 ± 0． 027 2． 926 0． 006

Ｒo52 0． 125 ± 0． 062 0． 029 ± 0． 004 3． 695 0． 001

用同样方法检测各蛋白在 DM患者肌肉组织和
正常肌肉组织中的表达情况。结果显示在 DM肌肉
组织中各蛋白的表达较健康肌肉组织升高(图 2a、
b)。DM肌肉组织各蛋白的平均光密度值较健康肌
肉组织增高(表 2、图 2c)，差异有统计学意义(P ＜
0． 05)。

表 2 DM患者和健康对照组肌肉中各蛋白平均光密度值

DM组(n = 5) 健康对照组(n = 5) t P

TWEAK 0． 015 ± 0． 016 1． 515 ± 2． 355* 2． 161 0． 049

Fn14 0． 035 ± 0． 018 0． 004 ± 0． 003 3． 710 0． 003

MCP-1 0． 094 ± 0． 038 0． 044 ± 0． 030 2． 297 0． 026

ＲANTES 0． 071 ± 0． 032 0． 008 ± 0． 005 4． 414 0． 001

IP-10 0． 083 ± 0． 056 0． 029 ± 0． 009 2． 098 0． 035

Ｒo52 0． 018 ± 0． 008 0． 004 ± 0． 005 3． 397 0． 005

注:* ( × 10 －5)。
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A． TWEAK、Fn14、MCP-1 在 DM患者和健康对照组皮肤中的表达;B． ＲANTES、IP-10、Ｒo52 在 DM患者和健康对照组皮肤中的表达;C． DM患者

和健康对照组皮肤组织各蛋白的平均光密度值。免疫组织化学染色 × 200。1． TWEAK;2． Fn14;3． MCP-1;4． ＲANTES;5． IP-10;6． Ｒo52，* P ＜

0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001。

图 1 TWEAK、Fn14、MCP-1、ＲANTES、IP-10、Ｒo52 在 DM患者和健康对照组皮肤中的表达

A． TWEAK、Fn14、MCP-1 在 DM患者和健康对照组肌肉中的表达;B． ＲANTES、IP-10、Ｒo52 在 DM患者和健康对照组肌肉中的表达;C． DM患者

和健康对照组肌肉组织各蛋白的平均光密度值。免疫组织化学染色 × 200。1． TWEAK;2． Fn14;3． MCP-1;4． ＲANTES;5． IP-10;6． Ｒo52，* P ＜

0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001。

图 2 DM患者和健康对照组肌肉组织中各蛋白的表达

3 讨论
TWEAK属于 TNF 超家族多功能细胞因子，通

过结合并激活细胞上的受体 Fn14 发挥作用，Fn14
为 TNF受体超家族(TNFＲSF)蛋白［7］。TWEAK 最
初被合成为Ⅱ型跨膜蛋白，但它在细胞内可被弗林
蛋白酶裂解，释放出可溶性的细胞因子，以自分泌或

旁分泌的方式作用于细胞
［8］。Fn14 是Ⅰ型跨膜蛋

白，可高度诱导多种生长因子，包括表皮生长因子

(EGF)、血小板源性生长因子(PDGF)和血管内皮
生长因子(VEGF)。

Zhao等［9］发现 TWEAK 可导致小鼠角质形成
细胞的炎症反应和细胞凋亡，而 MＲL /lpr Fn14 基因
敲除小鼠的皮肤病变明显减轻，T 细胞和巨噬细胞
浸润减少，说明 TWEAK-Fn14 轴有助于皮肤型红斑
狼疮(CLE)的发病。TWEAK是一种炎性细胞因子，
有力地调节着神经损伤引起的骨骼肌萎缩。
TWEAK及其受体 Fn14，是骨骼肌质量的关键调节
因子
［10］。Enwere 等证明高浓度的 TWEAK 可通过

激活 NF-κB 通路损害肌肉［11］。Mittal 等说明
TWEAK-Fn14 轴可能会损害骨骼肌的形成，有助于
肌肉萎缩

［12］。也有实验在皮肌炎(DM)和多发性肌
炎(PM)患者肌肉组织中检测出高水平的 TWEAK
和 Fn14，且 Fn14 的表达与肌肉疾病活动度呈正相
关，同时还发现 TWEAK 蛋白在局部白细胞浸润的
地方表达增加，Fn14 mＲNA和蛋白在肌纤维膜上表
达上调，于是提出 TWEAK-Fn14 信号在 PM /DM 的
发病机制中可能起重要作用

［13］。这与我们的研究
结果一致。我们运用免疫组织化学研究了皮肌炎肌
肉组织与皮肤中的 TWEAK、Fn14 及下游因子 MCP-
1、ＲANTES和 IP-10 水平，各蛋白呈阳性表达或呈强
阳性表达;在正常组织中，TWEAK、Fn14 表达较弱
或几乎不表达。在皮肤组织中，6 种蛋白主要分布
在表皮中，在真皮部位炎性细胞浸润的地方表达明

显;肌肉组织中各蛋白表达的分布，尚未呈现一定的

规律。
Ｒo52 是一种广泛表达的干扰素诱导蛋白［14］，
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可被干扰素或干扰素诱导剂如病毒感染或 Toll样受
体所诱导上调。尤其是中波紫外线(波长 290 ～
320 nm)，又称为中波红斑效应紫外线，可诱发皮肤
的损伤，继而激活免疫系统，上调光敏相关蛋白

Ｒo52 的表达，诱导 Ｒo52-抗 Ｒo52 免疫复合物的形
成，最终促使皮肤光敏的发生。抗 Ｒo52 抗体可筛
选系统性自身免疫性病，如 SLE、CLE、干燥综合征、
系统性硬化、皮肌炎 /多发性肌炎、混合结缔组织病
以及 ＲA等。大量报道显示抗 Ｒo52 抗体和 Ｒo52 与
CLE的光敏性狼疮密切相关［15 － 16］。在紫外线诱导
的或自发的 CLE 损伤，以及在其他炎症皮肤中，
Ｒo52 的表达与健康组织相比呈增高趋势［17］。Liu
等
［18］
发现 Ｒo52 在表达着 TWEAK 和 Fn14 的 CLE

皮损区高表达，此外 TWEAK 在培养的角质形成细
胞中可单独上调 Ｒo52 的表达，证明了 TWEAK /
Fn14 调控 Ｒo52 的表达及其他下游信号。这些研究
大多针对皮肤组织，对于自身免疫病肌肉组织是否

表达 Ｒo52 的研究较少。有关于 TWEAK和 Ｒo52 在
皮肌炎中同时表达的研究尚未报道。在研究中我们
用免疫组化法同时观察了皮肤和肌肉组织与抗

Ｒo52 抗体的结合情况，发现 Ｒo52 不仅在 DM 的皮
肤组织中表达，在肌肉组织也高表达。TWEAK 与
Fn14 结合后，可以激活核因子-κB(NF-κB)和磷脂
酰肌醇 3-激酶(PI3K) /Akt 途径，从而上调 Ｒo52 和
一些因子的表达，这些因子包括 MCP-1、ＲANTES、
IP-10，可以招募巨噬细胞和 T 淋巴细胞，浸润的免
疫细胞又可以分泌促炎症因子，如 TWEAK 和干扰
素 α，从而加重了皮肌炎的免疫反应。
总之，在皮肌炎发病机制中，TWEAK-Fn14 通路

很可能起着重要作用，该通路在 DM 中很可能被激
活。为了进一步验证 TWEAK-Fn14 信号在皮肌炎
皮肤和肌肉中被激活，我们后续研究除了测定血清

中 TWEAK、Fn14 及下游因子水平，还需测定皮肤和
肌肉组织中相关 mＲNA 表达量，以及分析 TWEAK、
Fn14 与疾病严重程度是否存在联系。
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