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糖皮质激素对儿童重症肌无力 Thl／Treg细胞转录因子表达 

的影响及机制研究 
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【摘 要】目的：探讨糖皮质激素治疗对儿童重症肌无力(Myasthenia gravis，MG)Thl／Treg细胞转录因子表达及相关细胞因子的 

影响。方法：应用 RT-PCR技术检测 52例 MG患儿和 20例健康对照者外周血单个核细胞(Peripheral blood mononuclear cell， 

PBMC)T-het和 FOXP3 mRNA的表达情况，应用 ELISA法检测相关细胞因子干扰素 一 (Interferon～gamma，IFN一 )、白细胞介 

素一6(Interleukin一6，IL-6)及转化生长因子 一13 1(Transforming growth factor—B 1，TGF一13 1)的浓度变化情况。结果：与健康对照 

组比较，患儿T—bet mRNA的表达显著增高(P<O．05)，而激素治疗前组与治疗后组比较无显著性差异。激素治疗前组FOXP3 

mRNA的表达显著高于健康对照组(P<0．05)，激素治疗后组与健康对照组比较，差异无统计学意义，激素治疗前后组无显著性 

差异。T—betmRNA与 FOXP3mRNA的表达比值，激素治疗前组显著高于健康对照组(P<O．05)。激素治疗后组与健康对照组及 

治疗前组比较 ，IFN一 的浓度显著升高(P<O．05)，而健康对照组与治疗前组比较无显著性差异。3组之间，IL一6和TGF—B 1的 

浓度无显著性差异。结论 ：T—bet mRNA和 FOXP3 mRNA在 MG患儿中表达异常，表明11hl和Treg细胞参与了MG的发病，经激 

素治疗后免疫功能有所恢复；本组患儿 IL一6和 TGF一8 1的浓度无明显异常，提示这些患儿免疫功能紊乱程度较轻 ，未达到显 

著差异水平；而在一定情况下，IFN一 在治疗后其水平升高可能对机体发挥着一定的保护作用。 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of glucocorticoid treatment on the expression of Th1／Treg cell transcription factor and 

related cytokines in children with myasthenia gravis f MG)．Methods：RT—PCR was used to detect the expressions of T—bet and FOXP3 

mRNA in children’s peripheral blood mononuclear cells of 52 MG patients and 20 healthy children；ELISA was applied to analyze related 
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of no signifiean!difference．In the group before hormone treatment，FOXP3 mRNA expression was significantly higher than that in the 

control group (P<0．05)，while the hormone therapy group and the healthy control group were of no significant difference and the groups 

before and after hormone therapy were of no significant difference．For the ratio of T—bet mRNA expression to FOXP3 mRNA，the groups 

before hormone therapy was significantly higher than in healthy controls．In hormone therapy group，compared with the healthy control 

group and before hormone therapy group，IFN-̂y concentration was significantly higher (P<0．05)，while the healthy control group and 

the before treatment group showed no significant difference．In the three groups，IL-6 and TGF-p 1 levels were not significantly different． 

Conclusion：T-bet mRNA and FOXP3 mRNA expressions are abnormal in children with MG．Th l and Treg cells are concemed with the 

pathogenesis of MG．After hormone therapy，the immune function has been restored to some extent．tn this research，II -6 and TGF-13 1 

levels are not abnorm al，suggesting a less extent in children with immune dysfunction and no significant difference；in some cases， 

IFN一 ŷ levels increase after treatment，which suggests IFN- may also play a role in the protection of the body． 

【Key words】children with myasthenia gravis；T-bet；FOXP3；IFN- 

重症肌无力是发生在神经肌肉接头处，针对自身抗原乙 

酰胆碱受体(Acetylcholine receptor，AChR)的 自身免疫性疾 

病。免疫细胞 、补体和细胞因子参与了该病的发生。李保华 

等⋯研究发现 ，儿童重症肌无力(Myasthenia gravis，MG)的临 

床特点是：起病年龄小，以 l～5岁为主，患病率较成人高，性 

别差异不明显，绝大多数患儿以眼肌症状为首发表现，Osser 

men改良分型以 I型即眼肌型(OcularMG，OMG)为主，较少 

进展为全身型，合并胸腺瘤者少见。大量的研究表明，Thl细 

胞功能紊乱在 MG的发病中具有重要的作用，其通过分泌干 

扰素 一 (Interferon—gamma，IFN一 )、肿瘤坏死因子(Tumor 

necresis factor—alpha，TNF— )等促炎症细胞因子参与MG的 

发生，T—bet作为该细胞的主要转录因子，能诱 导初始 CD4+T 

细胞向Thl型分化。Treg细胞作为一种抑制性的免疫调节细 

胞，在维持机体对自身抗原的免疫耐受方面具有重要的作用， 

该细胞的功能失调将导致多种 自身免疫性疾病的发生，转化 

牛}∈因子 一13 1(Transforminggrowthfactor—B 1，TGF—p 1)是其 

分泌的主要细胞因子，FOXP3则是该细胞的主要转录调节因 

子。正常状态下 Th1／Treg细胞保持着动态平衡状态，当该种 

平衡被打破时，机体的免疫功能发生紊乱，从而介导多种免 

疫性疾病的发生，包括 MG。目前，口服糖皮质激素(强的松) 

是治疗 MG的主要措施和手段。而国内外关于激素对MG患 

者免疫功能影响的研究较少，尤其在儿童 MG方面。本研究 

旨在了解激素治疗前后 T—bet mRNA和 FOXP3 mRNA表达 

情况和相关细胞因子 IFN一 、IL一6及 TGF—p 1的水平变化 

情况，从而探讨激素在儿童 MG中的干预机制及小儿 MG的 

免疫学变化规律。 

1 对象和方法 

1．1 研究对象 

收集 MG患儿 52例，所有患儿都通过临床症状和辅助 

检查(新斯的明试验、肌疲劳试验及电生理检查 )确诊，其中 

激素治疗前组 (新发及复发病例 )31例 ，激素治疗后组 2l 

例。所有患儿均为 OMG，行胸腺 MRI检查者无 1例有胸腺增 

生和胸腺瘤等异常情况。凡抽血前 3月内使用激素或免疫抑 

制剂及伴有其它自身免疫性疾病者均不纳入激素治疗前组， 

本研究激素治疗后组为临床症状改善且激素治疗时间至少 

1月。健康对照组 2O例，为同期未使用激素和免疫抑制剂治 

疗及未患免疫性疾病健康儿童。激素治疗前组年龄范围为 

1～l3岁 ，平均年龄为(5．00±3．66)岁，男 12例，女 l9例；激 

素治疗后组年龄范围为 2～l2岁 ，平均年龄为(5．10±2．86)岁， 

男 8例，女 l3例；健康对照组组年龄范嗣为 2-9岁 ，平均年 

龄为(5．00±2．29)岁，男 8例，女 12例，3组性别及年龄均差 

异无统计学意义。 

1．2 主要试 剂 

人淋巴细胞分离液购自天津TBI)公司。RNA提取试剂盒 

购自北京天根公司，逆转录试剂盒购自TaKaRa公司，2*Taq 

PCR MasterMix购自北京天根公刊，PCR引物由 TaKaRa公司 

合成。IFN一 、IL一6及 TGF—p 1 ELISA试剂盒购自北京四正 

柏公司。 

1．3 方法 

1．3．1 抽取患儿及对照组外周肝素抗凝 3 ml，分离外周血清 

及外周血单个核细胞(PeripheralbloodInon0nuclearcell，PBMC)， 

血清保存于一20℃冰箱用于 ELISA检测 ，提取的PBMC用于 

进一步处理。 

1．3．2 T—bet和 FOXP3 mRNA相对表达量的 RT—PCR检测 

提取 PBMC总 RNA，严格按照说明书进行操作 ，提取的 

RNA保存于 一80℃冰箱备用。取 5 nl总 RNA进行逆转录反 

应，反应体系总体积 lO l，在冰上按照说明书进行操作，产 

生的 cDNA保存于 一20~C冰箱备用 。取 cDNA 2 txl冉进行 

PCR反应，总反应体系为 25 l， 经 35个循环生成 目的产 

物 ，其中T—bet的引物序列 ：上游序列 At、GTGACCCAGATGA 

TFGTGCTC，下掂 序歹U GATACTGG_rrGGG11AGCAGAGGAG， 

退火温度为 63℃，产物长度为 333 bp；FOXP3引物序列 ：上 

游序歹U CT ITrCAccTACGccACGcTcATC，下游序歹0 GGCAA 

GACAGTGGAAACCTCACTrC，退火温度为55 ，产物长度为 
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照组，经激素治疗后表达水平呈下降趋势。这一结果的可能 

原因是 ：MG患儿免疫平衡失调，Thl细胞数量和功能增加， 

机体为维持整个免疫系统的平衡，致使 Treg细胞数量和功能 

应激性增加，但不足以抵抗 Thl细胞的致炎作用从而导致疾 

病的发生；经激素治疗后 FOXP3 mRNA的表达有所下降，反 

映患儿的免疫功能正处于恢复阶段。 

T—bet mRNA与 FOXP3 mRNA的表达比值 ，激素治疗前 

组显著高于健康对照组，经激素治疗后，水平有所下降，与健 

康对照组差异无统计学意义。这一结果进一步说明激素对患 

儿免疫功能的恢复具有重要的作用。 

IFN一̂y作为 T111细胞分泌的代表性细胞因子 ，能上调 

抗原提呈细胞 MHC I1分子的表达和增强其抗原提呈能力 ， 

具有抑制 Th2细胞反应的功能，表达异常时，可介导多种 自 

身免疫性疾病的发生。以往研究发现，在 MG病人的外周血 

中可检测到 IFN一 表达上升。本研究结果显示，激素治疗前 

组IFN一 浓度较正常对照组有所增加，但差异无统计学意义； 

激素治疗后组与健康对照组及治疗前组比较 ，IFN一，Y的浓 

度显著升高，表明在激素治疗后 IFN一̂y浓度有所增加并发挥 

着保护机体作用，这与大多数研究者研究结果不相一致，我们 

推测可能原因为 IFN一．y抑制了最近发现的另外一种参与MG 

发生的促炎症反应细胞 一T}1l7细胞的功能，有研究发现 Thl7 

细胞也与 MG的发生有关 I。有少数研究者也发现 IFN一 作 

用的不衡定性：最近有关 MG的动物模型～实验性自身免疫 

性重症肌无力研究发现(Experimental autoimmune myasthenis 

gTavis，EAMG)，IFN一ŷ敲除的小鼠仍对 EAMG易感，表明EAMG 

的发生可能与 Tit1细胞无关【 I；另有研究者发现，IFN一 在 

Treg细胞发挥免疫耐受方面具有重要作用 ，表现为 IFN一ŷ 

mRNA表达上升 ，而加入 IFN一̂y抵抗物则Treg细胞功能受 

损㈣，表明 IFN一 对机体发挥着一定的保护作用 ，这与我们 

的研究结果相一致。冈此，IFN一 的具体作用机制仍有待进 
一 步研究。 

lI 一6对 B细胞的增殖分化具有重要作用 ，能促进 B细 

胞增殖分化为浆细胞和产牛抗体；本研究中，3组 IL一6的浓 

度差异无统计‘学意义，反应患儿体液免疫反应紊乱程度较轻。 

TGF一8 1作为与 Treg细胞密切相关的细胞因子，能抑 

制 T细胞的增殖和炎症细胞因子的产生，抑制免疫炎症反应， 

在维持机体的免疫耐受方面具有重要的作用。本研究中，3组 

TGF—p 1的浓度虽无显著性差异，但经激素治疗后 ，TGF— 1 

水平呈上升趋势，问接说明TGF一8 1的保护作用。 

本研究显示，Thl细胞和Treg细胞在儿童 MG的发生中 

具有重要作用，经激素治疗后 T—bet mRNA与 FOXP3 mRNA 

的表达水平下降，患儿免疫功能有所恢复。经激素治疗后 

IFN一 的浓度增加，表明在一定条件下，IFN一 还能发挥一 

定的保护作用。该实验进一步证实，激素作为治疗 MG首选 

的免疫抑制药物 ，能有效改善患儿免疫功能 ，有利于临床症 

状的改善。 
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