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　　Ｇｒａｖｅｓ病（ＧＤ）和桥本甲状腺炎（Ｈａｓｈｉｍｏｔｏｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，

ＨＴ）是临床上最常见的自身免疫性甲状腺疾病（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ

ｔｈｙｒｏｉｄｄｉｓｅａｓｅｓ，ＡＩＴＤ），但其发病机制尚未完全阐明。近年

研究发现，细胞凋亡受体的激活及调节细胞凋亡的因子参与

ＡＩＴＤ的发病过程［１］。大量研究证实Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α是体内

重要的抗凋亡因子［２３］，Ｌｉｖｉｎ蛋白主要通过抑制ｃａｓｐａｓｅ途

径、激活 ＴＡＫ１／ＪＮＫ１信号转导途径发挥抗凋亡作用［４］，

ＨＳＰ９０α蛋白通过阻止细胞分裂来发挥抗凋亡作用［５］。关于

Ｌｉｖｉｎ和ＨＳＰ９０α在ＧＤ及ＨＴ患者甲状腺中的表达情况，目

前国内外均未见报道。本研究应用免疫组化ＳＰ法对 ＧＤ
及 ＨＴ甲状腺组织中凋亡相关蛋白Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α的表达进

行研究，从细胞凋亡水平探讨ＧＤ和 ＨＴ的发病机制。

１　资料和方法

１．１　一般资料　收集本院２００５～２００６年手术切除的甲状腺

组织，均经病理确诊。其中ＧＤ２６例，男８例、女１８例，年龄

１２～６０（３０．８８±１１．１５）岁；ＨＴ１５例，男２例、女１３例，年龄

４０～８０（５２．６７±１０．９８）岁。另取良性腺瘤旁正常甲状腺组织

１１例作对照，男２例、女９例，年龄３４～４６（４１．７８±３．５６）岁。

１．２　检测方法　行ＳＰ免疫组织化学染色。兔抗人Ｌｉｖｉｎ
多克隆抗体、兔抗人 ＨＳＰ９０α多克隆抗体购自武汉博士德生

物工程有限公司。ＳＰ免疫组织化学染色试剂盒、ＤＡＢ显色

剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司。操作步骤按说明

书进行。用已知表达Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α的乳腺癌组织作为阳性

对照，结果阳性；以正常血清代替一抗作为阴性对照，以ＰＢＳ
代替一抗作为空白对照，结果均为阴性。

１．３　结果判定　以ＧＤ、ＨＴ及正常甲状腺组织细胞质、细胞

膜和（或）细胞核被染成棕黄色颗粒状物作为Ｌｉｖｉｎ和 ＨＳＰ９０α
蛋白阳性染色。在随机选取的１０个高倍视野（×４００）下半定

量划分染色等级：－：显色强度与背景无明显差别；＋：阳性细

胞数＜１０％，显色强度为淡黄色或仅个别细胞呈黄至棕黄色

染色；：阳性细胞数及显色强度介于弱阳性与强阳性之间；

：阳性细胞数＞６０％，多数细胞呈黄至棕黄色染色。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件。两样本率的比较

采用χ
２检验，条件不满足者用确切概率法；相关性检验采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　各组Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α蛋白的表达　ＳＰ免疫组化染色，

Ｌｉｖｉｎ蛋白定位于甲状腺滤泡上皮细胞的胞质和胞核，呈异

质性表达，阳性着色为棕黄色颗粒。Ｌｉｖｉｎ蛋白在正常甲状

腺组织和ＧＤ（图１Ａ）主要表达在胞核，在ＧＤ中淋巴细胞浸

润区与远离淋巴细胞浸润区的甲状腺上皮细胞表达无明显

差别。Ｌｉｖｉｎ蛋白在 ＨＴ主要表达在胞质，淋巴细胞浸润区

附近的上皮细胞表达较强（图１Ｂ），甲状腺滤泡结构完整、上

皮细胞数目多、胞质丰富的上皮细胞Ｌｉｖｉｎ蛋白表达较强，而

结构破坏、胞质少、萎缩的滤泡上皮细胞Ｌｉｖｉｎ蛋白表达相对

较弱（图１Ｂ）。Ｌｉｖｉｎ蛋白在ＨＴ中滤泡腔侧细胞质与基底膜

侧细胞质着色无明显差别。ＨＳＰ９０α蛋白也定位于甲状腺滤

泡上皮细胞的胞质和胞核，呈异质性表达，ＨＳＰ９０α蛋白在正

常甲状腺组织、ＧＤ和 ＨＴ（图１Ｃ）中均以胞质表达为主。

ＨＳＰ９０α蛋白在ＧＤ、ＨＴ中淋巴细胞浸润区的表达与远离淋

巴细胞浸润区的表达均无明显差别，滤泡腔侧细胞质与基底

膜侧细胞质着色亦无明显差别。

图１　Ｌｉｖｉｎ在Ｇｒａｖｅｓ病细胞核（Ａ）、桥本甲状腺炎细胞质（Ｂ）
及ＨＳＰ９０α在桥本甲状腺炎细胞质（Ｃ）中的表达（ＳＰ法）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

　　Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α蛋白在ＧＤ和 ＨＴ中的表达均明显高于

正常甲状腺组织（Ｐ均＜０．０５），Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α蛋白在ＧＤ和

ＨＴ中的表达均无明显差别（Ｐ均＞０．０５）。见表１。
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表１　各组甲状腺组织中Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α蛋白的表达

组别 例数
Ｌｉｖｉｎ

－ ＋  

ＨＳＰ９０α
－ ＋  

ＧＤ ２６ ５ ４ ８ ９ ６ ３ １２ ５
ＨＴ １５ ３ ２ ３ ７ ３ ２ ３ ７
对照组 １１ ７ ２ ２ ０ ７ ３ １ ０

　Ｐ＜０．０５与对照组比较．ＧＤ：Ｇｒａｖｅｓ病；ＨＴ：桥本甲状腺炎

２．２　ＧＤ和 ＨＴ中Ｌｉｖｉｎ与 ＨＳＰ９０α蛋白表达的相关性　
Ｌｉｖｉｎ与 ＨＳＰ９０α蛋白在ＧＤ、ＨＴ中表达呈显著正相关（ｒ＝

０．４８６，Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　ＧＤ和ＨＴ中Ｌｉｖｉｎ与ＨＳＰ９０α蛋白表达的相关性

Ｌｉｖｉｎ
ＨＳＰ９０α

－ ＋  
总例数

－ ４ ２ ２ ０ ８
＋ １ ０ ３ ２ ６
 ３ ３ ３ ２ １１
 １ ０ ７ ８ １６
合计 ９ ５ １５ １２ ４１

　ＧＤ：Ｇｒａｖｅｓ病；ＨＴ：桥本甲状腺炎

３　讨　论

　　Ｌｉｖｉｎ是新发现的凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族成员之一。Ｌｉｖｉｎ基因抗凋亡的作用机制

主要是：（１）直接抑制Ｃａｓｐａｓｅ或ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ：Ｌｉｖｉｎ基因可以

和下游ｃａｓｐａｓｅｓ的活性形式ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ７直接作

用，也可以抑制ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的水解过程［２］。（２）转化因子

β激酶１（ＴＡＫ１）依赖的ｃｊｕｎＮ端激酶１（ＪＮＫ１）的激活，

近年来有很多研究表明ＪＮＫ１途径在ＩＡＰ抗凋亡中发挥重

要作用。Ｓａｎｎａ等［６］发现Ｌｉｖｉｎ通过选择性激活由ＴＡＫ１的

结合蛋白因子（ＴＡＢ１）／ＴＡＫ１介导的丝裂原激活的蛋白

（ＭＡＰ）激酶ＪＮＫ１，明显抑制 ＴＮＦα和白介素１β转换酶

（ＩＣＥ）诱导的凋亡，这种抗凋亡途径独立于ｃａｓｐａｓｅ途径。本

研究结果显示，Ｌｉｖｉｎ蛋白在 ＨＴ中淋巴细胞浸润区附近的

甲状腺上皮细胞表达较强，推测浸润的Ｔ淋巴细胞产生的一

些细胞因子可能诱导邻近的甲状腺上皮细胞表达Ｌｉｖｉｎ蛋

白。ＧＤ和 ＨＴ中凋亡相关蛋白Ｌｉｖｉｎ的表达明显高于正常

甲状腺组织。此结果提示在ＧＤ中高表达的Ｌｉｖｉｎ蛋白可能

通过抑制部分甲状腺细胞凋亡，促进甲状腺组织增生。本研

究发现，在 ＨＴ中甲状腺滤泡结构完整、上皮细胞数目多、胞

质丰富的上皮细胞Ｌｉｖｉｎ蛋白表达较强，而结构破坏、胞质

少、萎缩的滤泡上皮细胞Ｌｉｖｉｎ蛋白表达相对较弱。提示在

ＨＴ中Ｌｉｖｉｎ蛋白表达异常增多可能是机体产生的一种代偿

现象，以拮抗甲状腺组织的进一步破坏和萎缩。另外，本研

究还观察到，Ｌｉｖｉｎ蛋白在正常甲状腺组织和 ＧＤ主要表达

在胞核，而在 ＨＴ则主要表达在胞质。

　　研究证实，ＨＳＰ９０α蛋白可通过阻止细胞分裂来发挥重

要的抗凋亡作用［５］。在抗凋亡作用中扮演重要角色的丝氨

酸苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ）及上游的３磷脂酰肌醇依赖性蛋

白激酶１（ＰＤＫ１）激酶同属于 ＨＳＰ９０的底物蛋白。磷脂酰肌

醇３激酶／ＡＫＴ信号转导通路与许多细胞的抗凋亡以及增

殖、分化密切相关。ＡＫＴ的活化需要 ＡＫＴ与 ＨＳＰ９０及辅

助伴侣分子ｃｄｃ３７组成复合体。ＨＳＰ９０的伴侣功能对于维

持该复合体的存在是至关重要的［３，７］。另外 ＨＳＰ９０α还具有

重要的免疫作用。实验和临床观察表明，在自身免疫性疾病

的发病过程中存在着对 ＨＳＰ９０的免疫应答［８］。本研究结果

表明ＧＤ和 ＨＴ甲状腺 ＨＳＰ９０α蛋白表达水平较正常对照

组明显升高，提示可能与以下３个方面有关：（１）ＨＳＰ９０α蛋

白在ＧＤ中高表达抑制部分甲状腺滤泡上皮细胞的凋亡，促

使甲状腺增生肿大。ＨＳＰ９０α在 ＨＴ中高表达可能是机体的

一种代偿现象，能阻止部分甲状腺细胞凋亡，对机体产生保

护作用。（２）ＨＳＰ９０α蛋白可能作为一种自身抗原［９］被抗原

递呈细胞递呈给免疫细胞，参与甲状腺自身免疫反应的发生

发展。（３）ＧＤ和 ＨＴ中甲状腺组织增生肿大，其增生的组织

存在相对血供不足，缺氧和应激环境也可诱导 ＨＳＰ９０α蛋白

的过度表达［１０］。

　　相关性分析结果显示，在 ＧＤ和 ＨＴ中 Ｌｉｖｉｎ蛋白与

ＨＳＰ９０α蛋白呈显著正相关，提示Ｌｉｖｉｎ、ＨＳＰ９０α蛋白可能

通过作用于细胞凋亡的不同途径或不同阶段协同发挥抗凋

亡作用，其具体机制还有待于进一步研究。
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