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MN=O重症肌无力小鼠模型的建立#

刘潺潺!李!婷
!中国科学院大学深圳医院!光明" ’深圳!B"$###"

摘要%目的!建立肌肉特异性受体酪氨酸激酶抗体!MN=OKFV"阳性的重症肌无力小鼠模型, 方法!?f$ 周龄的雌

性 AB’HE;? 小鼠!(# 只"’适应饲养 " 周后’随机分组后造模, 造模第 " 天在 ( 个位置!两个后脚和两个肩膀"分别

注射免疫抗原!每个部位 B# $E’含 "&CB$[鼠源肽’AcF完全费氏佐剂"*造模第 )# 及 B# 天再次在上述 ( 个位置
!两只后脚和两个肩部"分别注射免疫抗原’第 ’# 天后每天对发病情况进行评分, 结果!模型成功率 B#g, 评分

为 " 分小鼠 " 只’& 分的 ) 只’) 分的 B 只’( 分为 " 只, 结论!制备 MN=OKFV 小鼠模型’造模方法可行’有助于对重

症肌无力疾病的深入研究,

关键词%肌肉特异性受体酪氨酸激酶抗体*造模*免疫抗原
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!!重症肌无力!MY"是一种神经肌肉接头的自身
免疫性疾病’早在 "%’) 年在 MY患者身上发现乙酰
胆碱受体抗体!F58DKFV"’&##" 年在 MY患者中才
又发现了一种新的抗体’肌肉特异性受体酪氨酸激
酶抗体 !MN=OKFV ", 乙酰胆碱受体 !F58D" 和
MN=O抗体阳性的 MY是具有独立免疫学靶点的自
身免疫性疾病, 与神经肌肉接头功能障碍的机制不
同’两者临床表现与治疗差别很大 . "/ ’比如 MN=O
MY经常呈现近端肩胛肌和面部肌无力的特征性临
床表现’更多的肌无力危象和呼吸衰竭’长期预后较
差, 在突触形成过程中’MN=O能调节 F58D聚集’
所以 MN=O能维持 F58D的正常空间结构’从而保
障突触功能, 国外报道 F58D抗体阴性的患者’
MN=O抗体阳性占 )$gf(’g左右’相当于所有 MY

患者中的 "#g左右, MN=OKMY患者胸腺增生少见’
胸腺瘤罕见’而且胸腺切除术后 MN=O抗体血清保
持不变’所以胸腺切除对 MN=O患者疗效较差’构建
MN=OKFV 小鼠模型有利于该疾病的研究 . &/ ,

/L材料与方法
/O/L材料
/O/O/!实验动物%?f$ 周的雌性 AB’HE;? 小鼠’购

于华中科技大学实验动物中心’生产单位为三峡大
学实验动物中心’许可证号 =Â O!鄂"&#"’K##"&,
/O/O6!试剂% MN=OK弗氏佐剂 !L1T56’LU9Q619’M<’
X=F"’ 鼠源肽’AcF完全费氏佐剂,
/O6L方法
/O6O/!MN=O小鼠模型的制备

雌性 AB’HE;? 小鼠 (# 只’分成实验组和对照
组’每组各 &# 只小鼠, 通过胰岛素注射器从尾静脉
给药 & 次对小鼠进行免疫, 第 " 次实验组 &# 只小
鼠麻醉并用 )#$[的 MN=OK弗氏佐剂免疫’对照组
&# 只小鼠仅用 AcF免疫, &$ , 后进行第 & 次免疫%
实验组给予 MN=OK弗氏佐剂’对照组给予等量 GH=,
适应饲养 " 周后进行造模, 造模第 " 天在 ( 个位置
!两只后脚和肩部"分别注射免疫抗原 !每个部位
B# $E’含 "&CBN[鼠源肽’AcF完全费氏佐剂"*造
模第 )# 及 B# 天再次在上述 ( 个位置!两只后脚和
肩部 " 分别注射免疫抗原 !每个部位 B# $E’含
"&CBN[鼠源肽’AcF不完全费氏佐剂" . &/ , 参照文
献要求 . "/ ’实验组第 & 次免疫后每周测抓力’做翻笼
试验’每天测临床评分和体质量’第 ’# 天后每天对
发病情况进行评分,
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/O6O6!临床检查%临床检查是先将小鼠在平台上放
置 ) 712’观察小鼠的精神状态’有无虚弱’脱水’小
鼠的活动情况’四肢肌力’有无瘫痪等’以便与锻炼
后情况进行对照, 对小鼠按下面的标准进行评分,

!""按国际重症肌无力小鼠临床评分标准进行
评分!A\12153\*56QU*" . &/ % 首先进行标准锻炼’放置
金属网格’轻抓小鼠的尾巴’小鼠抓住金属网格时’
再将老鼠提起’如此重复 &# 次’然后让小鼠自由行
走并进行测分%

""# 分’锻炼前活动正常’没有虚弱或疲劳的迹
象, 在标准锻炼后’老鼠似乎比正常情况下不太活
跃’或显示出其他轻微疲劳虚弱的迹象’

&"" 分’锻炼前活动正常’但在标准的锻炼方案
后’它会俯卧不动’下巴着地’不能抬头’缩成一团’
活动性减少’头部和尾巴搁在工作台上 !悬挂时间
小于 ?# *", 当小鼠达到这个等级时’应将柔软-潮
湿的食物放在笼子的地板上,

)"& 分’锻炼前小鼠即出现活动性减少’常俯卧
不动’头部及尾巴搁在工作台上’缩成一团’但未出
现脱水’瘫痪’很大程度上保持着脑袋不动和尾巴休
息!悬挂时间小于 )# *",

(") 分’小鼠即非常虚弱’脱水’瘫痪’体质量明
显下降, 评分为 ) 分的小鼠出现脱水和瘫痪’体质
量下降达 "Bg!悬挂时间n#",

B"( 分’小鼠死亡,
!6"抓力试验和翻笼试验
""抓力试验!YQ1: *9QU2[98"
轻抓小鼠的尾巴’当小鼠悬起时’下面放金属网

格’老鼠抓住金属网格时’将老鼠提起’重复 &# 次后
测拉力,

一端固定在拉力器上’测力器做成前端网格形,
抓住小鼠尾巴’让小鼠抓住测力器的前端’用力拉小
鼠的尾巴’当小鼠力量不够抓住测力器前端时’此时
测力器显示为抓力,

&"翻笼试验!<2]UQ9U, *5QUU2 9U*9"
翻笼试验是用来定量评估四肢肌力的测试方

法, 小鼠被放在了网格的中心后立即旋转到倒立位
置’稳定地保持在软垫上方 B# 57, 记录小鼠掉下
的时间’观察时间限定在 )## *,
/O3L统计分析

使用 =G=="%C# 软件进行统计分析’ MN=OKMY
小鼠建模成功率采用卡方检验’ 以 %h#C#B 为统计
学有意义,

6L结果

评分结果见表 "’评分为$" 提示造模成功’建
模成功率 B#g*) 分和 ( 分的小鼠抓力试验和翻笼
试验明确减退’有利于下一步药物试验, 评分为 "
至 ( 分为造模成功’成功率为 B#g’%n#C###&?’见
表 ",

表 /L评分结果
A%K;-/LE(+R-M;#&#M%;RM(H-H-R+;GR

临床评分分数 小鼠;只
# B
" "
& )
) B
( "

3L讨论

F58D自身抗体主要在免疫球蛋白 Y!<[Y"
<[Y" 和 <[Y) 亚型中’直接阻断受体功能, 相比之
下’MN=O抗体主要是 <[Y(’不激活补体’而是抑制
MN=O在终板诱导 F58D的正常聚集 . )/ , 肌肉活检
和上肢肌肉的电生理研究没有显示任何 F58D减少
或补体沉积在 MN=O阳性的 MY中, MN=OKFV*的
致病性已经通过患者纯化 <[Y被动转移到实验动物
上得到证实 . (/ , 与正常对照相比’MN=OKFV 阳性的
MY患者辅助性W细胞!W8"W8 " 和W8"’ 水平更高’
而 H"# 细胞百分比更低, 由于 H细胞 "# 是免疫耐
受和免疫激活调节的基础’这些结果与 W8" ;W8"’
介导的炎症反应和自身抗体产生是一致的’是
MN=OKMY的主要机制 . B/ ,

MN=OKMY的小鼠模型中最近研究结果表明’吡
斯的明加剧了终板 F58D损失’而 )’(K二氨基吡啶
增强了神经肌肉传递 . ?/ ,

AB’HE;?- F_和 V7"& 小鼠容易造模’但是
HFEH;5不适合用来做 MN=O小鼠模型, F;P+=2_’
F;_’ LHF;&’ cJH;>小鼠更适合作为造模小鼠’具
体原因不明 . ’/ , 必须定期监测动物’并防止不必要
的痛苦, 在开始治疗前几天开始的被动免疫注射过
程中’每天都要进行体重和疲劳虚弱的测量’以使动
物熟悉操作人员, 主动免疫研究的时间较长!( 至
"" 周", 对于这类研究’在第 & 次免疫接种之前’可
以接受较不频繁的例行检查’到第 & 次免疫接种时

0’?0
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应开始每日检查, 由于老鼠有一个昼夜节律的活动
周期’一个有规律的 "& 小时的光;暗周期应该在每
天的同一时间进行’最好是上午 "# 点到下午
" 点 . $K%/ ,

本研究按照国外文献制备 MN=OKMY的小鼠模
型’统一测评方法’与现有研究结果一致’造模方法
可行, 有利于重症肌无力疾病的进一步研究,
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