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重症肌无力患者免疫治疗前后 ＡＩＲＥ、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与
病情的相关性
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［摘　要］目的：观察重症肌无力（ＭＧ）患者免疫治疗前后自身免疫性调节因子（ＡＩＲＥ）及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值变化，
分析其与ＭＧ严重程度的相关性。方法：收集１６例全身型ＭＧ（ＧＭＧ）患者、１４例眼肌型ＭＧ（ＯＭＧ）患者、１０例
健康体检者（对照组）的外周血标本，并收集１０例接受免疫抑制治疗１个月并获得随访的 ＧＭＧ患者（治疗组）
外周血标本；采用流式细胞术检测ＡＩＲＥ阳性细胞、Ｔｆｒ细胞及Ｔｆｈ细胞数量，计算Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值；观察治疗组治疗
前后ＡＩＲＥ及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值变化，分析ＡＩＲＥ阳性表达率、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与 ＭＧ严重程度的相关性。结果：治疗组
ＧＭＧ患者治疗后ＡＩＲＥ阳性表达率及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值较治疗前均有显著提高（Ｐ＜００１），治疗组ＡＩＲＥ阳性表达率
与ＯＭＧ组及对照组比较差异均无统计学意义（Ｐ＝０１６４，Ｐ＝０８６２）；治疗组 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值低于对照组（Ｐ＜
０００１），而与ＯＭＧ组比较差异无统计学意义（Ｐ＝０６８５）；ＧＭＧ患者ＡＩＲＥ阳性表达率及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与ＭＧ定
量评分（ＱＭＧ）评分及临床绝对评分均呈负相关（Ｐ＜００５）。结论：ＡＩＲＥ阳性表达率及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与ＭＧ严重
程度呈负相关，免疫治疗可提高ＡＩＲＥ及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值。
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　　重症肌无力（ＭＧ）是自身免疫性疾病（ＡＩＤ），
病变靶点为突触后膜上的乙酰胆碱受体异常，导致

神经 －肌肉接头传递功能障碍［１］。作为典型的

ＡＩＤ，ＭＧ发病的关键在于异常免疫耐受的发生，药
物治疗首选胆碱酯酶抑制剂（ＡＣｈＥＩ）及免疫抑制
剂，可以有效改善患者的肌无力症状。自身免疫调

节因子（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＡＩＲＥ）是一种转录因
子，由胸腺髓质上皮细胞产生，对自身反应性 Ｔ细
胞有极高的亲和性，可选择性的与之结合并促使其

凋亡，避免了自身反应性 Ｔ细胞的逃逸，从而避免
自身免疫反应的发生［２－３］。Ｔｆｈ细胞是Ｔ细胞的重
要亚群，在 Ｂ细胞分化、增殖、迁移过程中发挥重
要作用［４］。Ｔｆｒ细胞是调节性 Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞的亚
群，对Ｔｆｈ细胞介导的细胞活化起拮抗作用［５］。本

课题组之前的研究发现 ＡＩＲＥ、Ｔｆｒ细胞及 Ｔｆｈ细胞
水平与ＭＧ患者分型及病情严重程度明显相关［６］，

本研究通过观察免疫治疗前后 ＡＩＲＥ、Ｔｆｒ细胞及
Ｔｆｈ细胞水平的变化，进一步分析其在 ＭＧ发病过
程中的作用。

１　资料与方法

１１　一般资料
２０１６年１月～２０１７年１月收治的ＭＧ患者３０

例。入组患者符合中国 ＭＧ诊断和治疗指南
（２０１５）：（１）骨骼肌易疲劳，表现为波动性及易疲
劳性，呈晨轻暮重；（２）新斯的明试验阳性；（３）肌
电图低频刺激波幅递减１０％以上。排除标准：３个
月内曾接受免疫抑制剂、免疫球蛋白或血浆置换治

疗者，合并其他 ＡＩＤｓ。根据 Ｏｓｓｅｒｍａｎ分型将患者
分为全身型 ＭＧ（ＧＭＧ）组（１６例），眼肌型 ＭＧ
（ＯＭＧ）组（１４例），选择同期１０例健康体检者作
为对照组；ＧＭＧ患者中１０名患者采用免疫抑制利
妥昔单抗治疗（未使用血浆置换或静注免疫球蛋

白治疗）并取得随访、为治疗组，其余６名 ＧＭＧ患
者因无法复诊而失访。ＧＭＧ组男８例、女８例，平
均年龄（４３１９±１３４７）岁；ＯＭＧ组男 ８例、女 ６
例，平均年龄（４０５０±１５６２）岁；对照组男 ５例、

女５例，平均年龄（４０７０±１５４４）岁，各组年龄、
性别分布差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。本研究
获得医院伦理委员会的批准，受试者签署知情同意

书。

１２　方法
１２１　收集标本　ＧＭＧ组及ＯＭＧ组患者于治疗
前留取空腹静脉血标本，治疗组于治疗１月后留取
空腹静脉血标本，用１５ｍＬ无菌干燥肝素抗凝的血
标本采集管从每位 ＭＧ患者和对照者肘静脉采集
静脉血３ｍＬ两管，充分摇匀，放置在４℃环境中保
存。

１２２　ＡＩＲＥ阳性细胞、Ｔｆｒ细胞及 Ｔｆｈ细胞占比
检测　采用密度离心法分离外周血单个核细胞
（ＰＢＭＣｓ）。将 ３ｍＬ血样本与等量 １６４０培养液
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）充分混和，加入人外周血淋巴细胞
分离液３ｍＬ，在４°Ｃ下２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；
离心后吸出云雾层，即 ＰＢＭＣｓ层，加入 ５倍体积
ＲＭＰＩ１６４０溶液洗涤细胞２次，保留黏附在离心管
底部的ＰＢＭＣｓ。细胞表面标志 ＣＤ４及 ＣＸＣＲ５免
疫荧光染色：将抗人 ＣＤ４抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）和
抗人ＣＸＣＲ５抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）与细胞悬液充
分混匀，避光孵育３０ｍｉｎ；洗涤细胞２次后保留黏
附在离心管底部的细胞，避光情况下加入１ｍＬ固
定／破膜液（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司）重悬，避光３０ｍｉｎ进行
细胞破膜。细胞胞内标志ＡＩＲＥ及Ｆｏｘｐ３免疫荧光
染色：避光情况下，将洗涤好的细胞加入１ｍＬ固
定／破膜液中重悬，避光３０ｍｉｎ进行细胞破膜，洗
涤并重悬细胞后加入抗人 ＡＩＲＥ抗体（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公
司）和抗鼠／人Ｆｏｘｐ３抗体（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）避光孵
育３０ｍｉｎ；避光加入２％多聚甲醛５００μＬ固定细
胞。采用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞分析仪（ＢＤ公
司）进行ＡＩＲＥ阳性细胞、ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋Ｆｏｘｐ３＋
的Ｔｆｒ细胞及 ＣＤ４＋ＣＸＣＲ５＋Ｆｏｘｐ３－的 Ｔｆｈ细胞
检测。

１２３　ＭＧ病情严重程度评价　采用 ＭＧ定量评
分（ＱＭＧ评分）法及绝对评分法评价ＭＧ患者病情
的严重程度，评分越高，表明 ＭＧ病情越重。３组
ＭＧ患者病情严重程度评分见表１。
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表１　３组ＭＧ患者病情严重程度评分（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＭＧｐａｔｉｅｎｔｓ＇ｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅｉｎＧＭＧ
ｇｒｏｕｐ，ＯＭＧｇｒｏｕｐａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

组别
ＭＧ严重程度评分（分）

ＱＭＧ评分 绝对评分

ＧＭＧ组 １４８７±５６７ １７６３±５０７
ＯＭＧ组 ６５０±３２８ ８７１±４０８
治疗组 ６６０±１８４ ８８０±２３９

１３　观察指标
比较治疗组治疗前后及各组间 ＡＩＲＥ阳性表

达率、Ｔｆｒ细胞占比、Ｔｆｈ细胞占比及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值。
并分析ＡＩＲＥ阳性表达率、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与病情严重
程度的相关性。

１４　统计学分析
统计学分析采用 ＳＰＳＳ１９０进行分析。计量

资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，治疗组治疗前后

指标比较采用 ｔ检验，多组间比较采用方差分析，
两两比较采用 ＬＳＤ检验；相关性分析采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ检验。以Ｐ＜００５代表有统计学意义。

２　结果

２１　ＡＩＲＥ阳性表达率
治疗组ＧＭＧ患者治疗后ＡＩＲＥ阳性表达率较

治疗前显著提高（ｔ＝－３２４８，Ｐ＝００１），见图１Ａ。
４组被检者 ＡＩＲＥ阳性表达率比较，差异有统计学
意义（Ｆ＝１０７６３，Ｐ＜０００１）；治疗组 ＡＩＲＥ阳性
表达率［（８９４１±２９９）％］较 ＧＭＧ组［（７６２５±
１２７３）％］明显上升（Ｐ＜０００１），治疗组与 ＯＭＧ
组 ［（８４３０±６１３）％］、对 照 组 ［（８９９８±
３５６）％］比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０１６４，Ｐ＝
０８６２），见图１Ｂ。

注：Ａ为治疗组治疗前后ＡＩＲＥ阳性表达率，Ｂ为各组 ＡＩＲＥ阳性表达率；（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜０００１

图１　治疗组治疗前后及各组被检者ＡＩＲＥ阳性表达率
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＡＩＲＥｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

２２　Ｔｆｒ细胞、Ｔｆｈ细胞占比及Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值
治疗组ＧＭＧ患者治疗后 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值较治疗

前显著提高（ｔ＝－３３１４，Ｐ＝０００９）。４组被检者
Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值比较，差异有统计学意义（Ｆ＝２３２５１，
Ｐ＜０００１）；治疗组Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值较 ＧＭＧ组明显上
升（Ｐ＜００１），但低于对照组（Ｐ＜０００１），而与
ＯＭＧ组比较差异无统计学意义（Ｐ＝０６８５）。见
表２、图２。
２３　ＡＩＲＥ阳性表达率、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与 ＭＧ严重
程度的相关性

ＧＭＧ患者ＡＩＲＥ阳性表达率与ＱＭＧ评分（ｒ＝
－０７２９，Ｐ＜０００１）及绝对评分（ｒ＝－０７０９，Ｐ＜
０００１）均呈负相关；Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与ＱＭＧ评分（ｒ＝

－０６４０，Ｐ＜００５）及绝对评分（ｒ＝－０６５６，Ｐ＝
０００２）呈负相关。见图３。

表２　各组被检者Ｔｆｒ、Ｔｆｈ细胞占比及
Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴｆｒａｎｄＴｆｈｃｅｌｌｓａｎｄ
ｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＴｆｒｔｏＴｆｈｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

分组
Ｔｆｒ细胞占比
（％）

Ｔｆｈ细胞占比
（％）

Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值

治疗组 ２５０３±２１４ ７４９７±２１４ ０３４±００４
ＧＭＧ组 １８２４±４０２ ８１７６±４０２ ０２３±００６
ＯＭＧ组 ２４０８±４８６ ７５９２±４８６ ０３２±００９
对照组 ３１８２±３８７ ６８１８±３８７ ０４７±００８

（１）与ＧＭＧ组比较，Ｐ＜００１；（２）与对照组组比较，Ｐ＜００１

５３９
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注：Ａ为治疗组治疗前后Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值，Ｂ为各组 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值；（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜０００１

图２　治疗组治疗前后及各组被检者Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆＴｆｒｔｏＴｆｈｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ

图３　ＡＩＲＥ阳性表达率、Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值与ＭＧ病情严重程度相关性
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｃｏｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＡＩＲＥａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＴｆｒｔｏＴｆｈｃｅｌｌｓｗｉｔｈＭＧｓｅｖｅｒｉｔｙ

３　讨论

ＭＧ发病的关键在于异常免疫耐受的发生，并
产生了相应抗乙酰胆碱受体抗体（ＡＣｈＲＡｂ），因
而体液免疫在ＭＧ整个发病、发展过程中起了关键
作用，但是目前针对自身抗体的治疗效果仍较差，

因而现阶段临床主要的治疗方式是对症支持治疗

及个体化的免疫抑制治疗，必要时外科手术介入进

行胸腺切除并逐步改善患者的生活方式以避免

ＭＧ的复发［７］。利妥昔单抗为鼠源性单克隆抗体，

其针对的抗原为 Ｂ细胞的表面标志 ＣＤ２０，利妥昔
单抗可通过与其特异性结合的方式清除体内的 Ｂ
细胞。利妥昔单抗多用于普通药物治疗效果较差

的ＭＧ患者，能有效降低患者体内的 ＡＣｈＲＡｂ抗
体水平，与其他免疫抑制剂可相互协同并减少使用

剂量［８］。结合本研究结果，１０名 ＧＭＧ患者均取得
了较好的疗效，治疗后 ＡＩＲＥ及 Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值均较
前有明显提升，治疗组ＡＩＲＥ表达与ＯＭＧ组、对照
组差异无统计学意义，而治疗组Ｔｆｒ／Ｔｆｈ比值介于

６３９
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治疗前ＧＭＧ组及对照组之间，与 ＯＭＧ组差异无
统计学意义，提示ＡＩＲＥ表达恢复正常水平后，Ｔｆｒ／
Ｔｆｈ细胞比值可能仍低于正常水平，在外周的免疫
系统中可能存在 ＡＩＲＥ和 Ｔｆｈ、Ｔｆｒ之间的相互作
用。ＡＩＲＥ主 要 存 在 于 胸 腺 髓 质 上 皮 细 胞
（ｍＴＥＣｓ），参与多种组织特异抗原的表达，ＡＩＲＥ能
够控制 ｍＴＥＣｓ自身抗原表达水平，是维持免疫耐
受的一个重要调控因子，在免疫耐受过程中起了重

要作用［９－１０］。而 ＡＩＲＥ在外周血的主要作用是对
抗原进行修饰及增强 Ｔ细胞活性，并加强对部分
ＡＩＲＥ相关的抗原的清除，维护了免疫系统的稳
定［１１］。Ｔｆｈ细胞是一个独特的Ｔ细胞的亚集，可以
通过共刺激细胞因子促进 Ｂ细胞的成熟，并进一
步促进浆细胞的分化，从而产生大量的抗体［１２］。

同时，Ｔｆｈ细胞可迁徙至外周组织，并不断通过级
联反应加强 Ｂ细胞的迁徙及强化，从而形成恶性
循环，不断加强异常免疫反应［１３］。Ｔｆｈ细胞与Ｂ细
胞间存在相应的调控机制，这一调控过程可能与

ＡＩＲＥ有关［１４］。Ｔｆｒ细胞具有Ｔｒｅｇ及Ｔｆｈ细胞的双
重特性，可直接或间接与 Ｂ细胞发生作用，在 Ｔｆｒ
细胞数量上升或功能增强时，可限制Ｔｆｈ细胞的表
达及功能，进而使 Ｂ细胞的数量下降［１５］。可见，

Ｔｆｒ细胞对免疫调节行使重要功能，可避免 Ｂ细胞
的过度表达，保持细胞免疫内部的平衡，减少抗体

的产生，从而改善临床症状［１６］。当 Ｔｆｒ细胞、Ｔｆｈ
细胞比值发生变化，会导致免疫平衡紊乱，其结果

是Ｂ细胞过度表达，抗体增多，ＭＧ病情进展。结
合本实验结果及文献回顾来看，治疗后患者病情好

转的同时伴随ＡＩＲＥ及Ｔｆｒ、Ｔｆｈ细胞比值不同程度
的回升，ＡＩＲＥ因子更多的是参与抗原递呈阶段，或
调控机制［１７］；而Ｔｆｒ、Ｔｆｈ细胞更多的是参与对Ｂ细
胞的调控，直接影响抗体的生成。

综上所述，ＡＩＲＥ和Ｔｆｈ、Ｔｆｒ细胞与ＭＧ病情严
重程度相关联，治疗后更进一步印证这种关联的存

在，但从两者不同步的回升程度提示可能存在

ＡＩＲＥ与Ｔｆｒ细胞、Ｔｆｈ细胞间相互影响的机制，尚
需要进一步的实验研究验证。
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