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重症肌无力胸腺细胞凋亡与 Fas基因表达的研究

马　铮 ,王如文 ,蒋耀光 ,赵云平　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所全军胸外科中心 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　探讨胸腺细胞凋亡及相关基因Fas FasL在 MG发病中的作用和意义。方法　采用脱氧核糖核酸末端

转移酶介导的缺口末端标记(TUNEL)技术检测胸腺组织中凋亡细胞 , 免疫组织化学 S-P法与原位杂交组织化学检测 Fas 

FasL及其mRNA 的表达。结果　重症肌无力胸腺中细胞凋亡数与Fas、Fas mRNA 表达阳性率均显著低于正常胸腺。Fas 阳

性表达与重症肌无力胸腺组织中细胞凋亡数呈负相关。胸腺切除术后有效组的胸腺细胞凋亡数显著低于无效组。结论

胸腺细胞凋亡减少及相关基因 Fas 表达异常可能与重症肌无力的发病有关 , 胸腺细胞凋亡水平可作为反映术后疗效的客

观指标。
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Apoptosis of thymocytes and expression of Fas FasL in MG thymus
MA Zheng , WANG Ru-wen , JIANG Yao-guang , ZHAO Yun-ping(Department of Thoracic Surgery , Institute of Surgery Research , Dap-

ing Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the significance of apoptosis of thymocytes and expression of apoptosis-as-

sociated gene Fas FasL in the thymus of myasthenia gravis(MG).Methods　The apoptosis of thymocytes was de-

tected by TUNEL , and the expressions of Fas FasL and Fas FasL mRNA were detected by S-P immunohistochemical

method and in situ hybridization.Results　The amount of apoptotic thymocytes , and the expressions of Fas and Fas

mRNA were significantly lower in MG thymus than those in normal thymus.The expression of Fas was negatively as-

sociated with the amount of apoptotic thymocytes.The amount of apoptotic thymocytes was reduced significantly in the

surgically effective cases as compared with that in non-effective cases.Conclusion　The changes of apoptosis of thy-

mocytes and the expression of Fas in the thymus may be associated with the pathogenesis of myasthenia gravis.The

amount of apoptotic thymocytes may act as a potential indicator for the outcome of the thymectomized MG patients.

　　Key words:myasthenia gravis;apoptosis;Fas;FasL;prognosis

　　重症肌无力(myasthenia gravis , MG)系一种自身免

疫性疾病 ,其病因尚不清楚 。研究显示胸腺异常与其

关系密切 。细胞凋亡与免疫耐受以及多种自身免疫性

疾病有关 ,胸腺内自反应胸腺细胞的凋亡是形成中枢

免疫耐受的主要机制之一 。本研究检测MG增生胸腺

组织中凋亡细胞及凋亡相关基因 Fas FasL 的表达 ,旨

在探讨其在MG发病中的作用和临床意义 。

1　材料和方法

1.1　临床资料
　　收集我科 1980-2000 年 10月行胸腺切除术的MG 病例 54

例 ,男 29 例 , 女 25 例 , 平均年龄 28.35 岁;OssermanⅠ型 19 例 ,
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Ⅱa型 18例 , Ⅱb型 12 例 , Ⅲ型 5 例。 54 例均经新斯的明试验

明确诊断;术前半年内无激素 、免疫抑制剂及放射治疗史;均在

全麻下行胸腺切除及前 、上纵隔脂肪组织清扫;无手术死亡病

例 ,术后病理诊断为胸腺增生。

　　13 例原位杂交组为近期病例 , 未计随访结果。免疫组化组

41 例随访 10～ 219 个月 , 平均 60.07 个月 , 其中 36 例获完整的

随访资料。术后疗效按 Evoli[ 1]标准评定 ,缓解 12 例 ,明显改善

12 例 , 轻度改善 6 例 , 无变化 4 例 , 2 例死亡(1 例死于肺部感

染 , 1例死于交通事故);有效率为 83.3%。

1.2　标本来源及分组
　　胸腺标本分为 3组:正常胸腺组:16 例 ,为我科心脏病患者

因手术需要而切除的胸腺组织;免疫组化组:41例 , 为石蜡标本

(取自我院病理科), 检测胸腺凋亡细胞及 Fas、FasL 表达;原位

杂交组:13 例 , 为 MG 冰冻标本 , 检测 Fas FasL mRNA 的表达。

经统计学检验 ,每两组间性别 、年龄无显著差异(χ2=0.032 , P

=0.984;t=-0.291 , P=0.773)。
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1.3　实验方法
1.3.1　TUNEL 法原位细胞凋亡检测　　购自德国 Boehringer

Mannheim 公司 POD细胞凋亡原位检测试剂盒 ,按说明书操作。

以细胞核呈棕黄色或棕褐色染色为凋亡阳性细胞。凋亡细胞

计数[ 2] :选择阳性细胞区 , 在 400 倍下分别计数 D16 目镜测微

网网格中阳性及阴性细胞数 ,每例计数 10 网格 , 重复 3次。

1.3.2　免疫组织化学检测　　多克隆兔抗人 Fas 、FasL抗体为

Santa Cruz 公司产品 , S-P试剂盒购自北京中山生物技术有限公

司。按说明书进行免疫组化染色。以 PBS 液代替一抗作阴性

对照。以胞浆及胞膜被染成棕黄色或棕褐色者为阳性细胞。

阳性细胞比例<10%者为阴性;>10%为阳性。

1.3.3　原位杂交组织化学　　人 Fas mRNA 、FasL mRNA 探针

以及原位杂交检测试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司 ,

实验按说明书进行。阴性对照不加探针。以胞浆中呈现棕黄

色或棕褐色为阳性表达。

1.4　统计学方法
　　计量资料数据采用 x±s表示 , 运用 SPSS9.0统计软件行 t

检验 ,χ2 检验。

2　结果

2.1　MG 胸腺细胞凋亡检测(图1)
　　41 例MG胸腺平均凋亡细胞数为 5.25±1.79 ,正常胸腺为

7.60±1.75 , 两组间差异非常显著(t=2.487 , P =0.007);术后

有效组 30 例凋亡细胞数为 4.73±1.71 , 无效组 6 例为 7.28±

0.83 ,两组间差异显著(t=2.401 , P =0.022)。

图 1　MG胸腺中细胞凋亡　(TUNEL×200)

Fig 1　Apoptosis of thymocytes in MG thymus　(TUNEL ×200)

2.2　胸腺 Fas FasL 的表达
2.2.1　胸腺 Fas FasL的表达　　见图 2、表 1。

表 1　胸腺 Fas FasL表达

Tab 1　Expression of Fas FasL in the thymus

Fas FasL
n

Positive(%) Positive(%)

Normal thymus 16 14(87.5) 3(18.8)

MG thymus 41 21(51.2) 20(48.8)

χ2 6.392 4.312

P 0.011 0.038

图 2　MG胸腺中 Fas的表达　(S-P ×400)

Fig 2　Expression of Fas in the MG thymus　(S-P ×400)

2.2.2　Fas FasL 表达与细胞凋亡的关系　　21 例 MG 胸腺

Fas+者胸腺凋亡细胞数为 6.03±1.58 , 20 例 Fas-者为 4.43±

1.66 ,差异非常显著(t=-2.84 , P=0.008);20 例 FasL+者凋亡

细胞数为 5.35±1.81 , 21例 FasL-为 5.15±1.81 , 差异不显著(t

=-0.945 , P=0.350)。

2.2.3　Fas FasL表达与术后疗效的关系　　术后有效组 Fas 阳

性率 46.7%, 低于无效组 83.3%, 但无统计学意义;两组间 FasL

表达亦无显著差异。

2.3　胸腺中Fas FasL mRNA的表达(表 2)

表 2　胸腺 Fas FasL mRNA 的表达

Tab 2　Expression of Fas FasL mRNA in the thymus

Fas mRNA FasL mRNA
n

Positive(%) Positive(%)

Normal thymus 16 12(75.0) 4(25.0)

MG thymus 13 4(30.8) 5(38.5)

χ2 5.673 0.607

P 0.017 0.436

3　讨论

　　在生理条件下 ,细胞凋亡参与免疫细胞的发育 、免

疫监控和免疫耐受形成。细胞凋亡的异常将破坏机体

免疫系统的平衡与稳定 ,导致淋巴细胞的异常发育与

选择 ,产生各种自身免疫性疾病。胸腺内自反应性细

胞株识别自身抗原-MHC 复合物 ,启动凋亡信号而死

亡 ,从而形成免疫耐受
[ 3]
。MG 胸腺中不仅表达自身

抗原AchR ,亦同时存在AchR特异性T 、B细胞 ,提示可

能存在免疫耐受的障碍
[ 4 , 5]
。Shiono

[ 6]
报道 ,MG胸腺生

发中心细胞凋亡数低于对照淋巴结 。殷伟
[ 7]
亦发现

MG实验模型 EAMG胸腺细胞凋亡指数减少 。本研究

中MG胸腺凋亡细胞数非常显著少于正常胸腺(P <

0.01),提示MG胸腺内细胞凋亡异常 ,可能与自反应

细胞逃逸阴性选择而致病有关 。

　　Fas FasL介导的细胞凋亡参与胸腺中自反应胸腺

细胞的清除
[ 8 , 9]
。Kawanami

[ 10]
发现在胸腺瘤组织中有
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Fas与 AchR抗原表达 ,并且两者间存在一定的同源

性 ,提示 Fas 可能与 MG 自身免疫的产生有关 ,但对

MG病人胸腺中 Fas的表达尚有不少争议 。Moulian
[ 11]

发现 ,MG AchR抗体阳性病例胸腺中高表达 Fas的胸

腺细胞比例显著高于对照胸腺 。而 Masunaga
[ 12]
则报

道MG 胸腺中 Fas及 mRNA 的水平下降 。本研究结果

与此相近 ,MG 病人胸腺中 Fas以及 Fas mRNA均显著

低于正常胸腺 ,并且 Fas表达与 MG 胸腺细胞凋亡呈

负相关 ,Fas阳性表达组胸腺凋亡细胞数显著高于 Fas

阴性表达组;此外 ,MG胸腺FasL的阳性率显著高于正

常胸腺 ,但 FasL mRNA的表达无变化。研究结果提示

Fas FasL 介导的细胞凋亡途径可能参与 MG 的发病 ,

Fas表达的下降可能是导致 MG 胸腺细胞凋亡异常的

重要原因。但实验中未显示 FasL 与 MG胸腺细胞凋

亡以及 Fas表达的相关性意义 ,对其在 MG 发病中的

作用尚需进一步研究 。

　　手术切除胸腺是治疗 MG 最主要的方式 ,术后的

疗效除与MG病人的临床分型 、胸腺切除是否彻底 、纵

隔脂肪组织的清扫 、异位胸腺 、微小胸腺瘤以及其他免

疫器官功能异常有关外 ,尚可能与胸腺细胞凋亡及相

关基因异常有关 。本研究表明术后有效病例组凋亡细

胞数显著低于无效组;有效组 Fas阳性率低于无效组 ,

但无统计学意义 。说明MG胸腺内细胞凋亡水平以及

Fas表达与胸腺切除术的疗效有关 ,细胞凋亡与 Fas表

达可作为反映预后的客观指标 。
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　　(上接 1586页)
心功能 ,严格控制补液量及补液速度。

2.3　呼吸机的管理
　　使用时注意双侧呼吸音的变化 , 根据病人表情 、皮肤颜色 、

呼吸方式 、血氧饱和度 、血气分析结果随时调整呼吸机参数。

湿化疗法是防止和减少并发症 ,保持呼吸道通畅的一个重要措

施。定时吸痰 , 严格无菌操作 , 并注意观察痰液的性质 、量 、颜

色 ,痰液粘稠不易吸出时 , 用无菌生理盐水 2～ 4 ml稀释。气囊

定期放气前要求病人取平卧位 ,先吸气管内痰再吸口鼻中分泌

物 ,以避免由于漏气造成坠积性肺炎的发生。

2.4　呼吸道护理
　　人工通气 、脱机 、拔气管插管前后的呼吸道管理至关重

要[ 2] 。鼓励和指导患者有效咳痰及深呼吸锻炼 ,并配合 1 ～ 2 h

翻身拍背或轻压气管环状软骨刺激咳嗽等方法促进排痰。 痰

液粘稠时行超声雾化吸入 , 必要时鼻导管吸痰。 同时给予镇

痛 ,以减轻患者痛苦 , 有利于患者主动咳嗽和早期活动。加强

血氧饱和度监测 ,经常听诊肺部 , 给予引流所需的体位 , 并按药

敏选择运用抗生素。

2.5　引流管护理
　　全肺切除术侧胸腔成为一个空腔 , 逐渐被渗出的血性胸水

所填充 , 故术后胸腔内放置一根引流管 , 接无菌水封瓶以调节

胸腔内压力 ,平时夹闭 , 注意观察气管有无移位 , 气管位置居中

是全肺切除术后了解纵膈 、判断胸腔内压力的标志。

2.6　生活护理
　　做好口腔 、皮肤护理 ,预防口腔炎及褥疮发生 , 加强卫生宣

教, 控制医院感染的发生 ,鼓励患者多食高蛋白质、高热量饮食,

加强营养 ,指导患者进行功能锻炼, 促进机体各功能的恢复。

　　关键词:护理;体外循环;肺肿瘤
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