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摘要 目的：观察全反式维甲酸(ATRA)对乙酰胆碱受体(AChR)特异性淋巴细胞的体外调控作用，探讨其治疗重症肌无力(MG)的

可能机制。方法：建立完全弗氏佐剂(CFA)对照组及实验性自身免疫性重症肌无力(EAMG)组大鼠，并获取淋巴结单个细胞悬液，

以 AChR97-116多肽片段以及不同浓度的 ATRA体外培养 72 h，采用流式细胞仪法、CCK-8法、ELISA法分别检测活细胞比例、

细胞凋亡和周期的改变以及 Th亚群的格局和 B细胞抗体分泌能力的变化。结果：ATRA显著降低活细胞比例(P<0.001)；不同浓

度的 ATRA均促进了特异性细胞群的凋亡(P<0.001)，且呈剂量依赖性，而 ATRA未改变 AChR特异性淋巴细胞的生长周期；

ATRA处理后，CFA和 EAMG组的淋巴细胞增殖均受到明显抑制，且 ATRA对 AChR特异性的淋巴细胞的抑制明显(EAMG组，

P<0.01)于 CFA组(P<0.05)；ATRA干预后，AChR特异性 CD4+T淋巴细胞的比例下降(P<0.01)，且 ATRA促进了 Th2、Treg细胞亚

群百分比(PIL-4<0.001，PFoxp3<0.001)，而抑制了促炎性的 Th17、Th1细胞亚群百分比(PIL-17<0.05，PIFN-酌<0.001)；ATRA能够降低 AChR

特异性 B细胞的抗体分泌能力(P<0.01)。结论：ATRA不仅能抑制 AChR特异性 T细胞功能，同时也能抑制 AChR特异性 B细胞

功能，其在MG的临床治疗中可能起治疗作用。
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The Immunomodulatory Effects of All-trans Retinoic Acid on AChR-specific
Lymphocytes*

To observe the effects of All-trans retinoic acid (ATRA) on the immune functions of AChR-specific lymph-

cytes via in vitro assays, and investigate the possibility of ATRA in the clinical treatment of myasthenia gravis (MG). CFA con-

trol group and EAMG experimental rats were established to obtain single lymphocytes suspension and cells were followed by

AChR97-116 peptide with or without ATRA stimulation for 72 h, and then viable cell population, cell apoptosis, cell cycle and the distri-

bution of Th cells were determined by flow cytometry. CCK-8 assay was selected to evaluate the effects of ATRA on proliferatory ability

of lymphocytes. ELISA was used to detect the antibody secretion of B cells affected by ATRA. Compared with CFA group, lym-

phocytes obtained from EAMG rats had higher ratios of living cells, and this ratio was obviously decreased after ATRA treatment, P<0.

001. Different concentrations of ATRA promoted the apoptosis of AChR-specific cells (P<0.001), and the promoted effects were ATRA

dose-dependent, however, cell cycles were not changed. ATRA markedly inhibited the proliferation of cells from both CFA and EAMG

groups, moreover, AChR-specific cells were more sensitive to ATRA treatment (P<0.01) than that of cells from CFA rats (P<0.05). The

ratio of AChR-specific CD4+T cells was reduced by ATRA (P<0.01), and ATRA incubation significantly promoted the percentages of

Th2, (PCD4+-IL-4+<0.001), Treg (PCD4+-Foxp3+<0.001) cell types, but markedly inhibited the percentages of Th17 (PCD4+-IL-17+<0.05), Th1 (PCD4+-

IFN-酌+<0.001) cells. ELISA data showed us that ATRA obviously down regulated the antibody secretion of AChR-specific B cells, P<0.01.

ATRA not only inhibited the functions of AChR-specific T cells, but also suppressed the roles of AChR-specific B cells,

predicating a therapeutic effect of ATRA on myasthenia gravis therapy.
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前言
重症肌无力(Myasthenia Gravis，MG)低一种 B细胞介导、T

细胞依赖的神经自身免疫性疾病，T细胞是疾病的启动因素。
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目前研究显示 MG的发病机制与 Th细胞亚型功能失衡有关，

而 Th细胞失衡导致的对 B细胞的辅助功能失控是疾病发生

的直接因素，提示针对 T、B细胞的免疫学治疗可能是MG临

床治疗的作用靶点[1]。随着养生观念的升温，越来越多的人意识

到，药补不如食补，因而从食物中获取的营养物质的营养和治

疗功效备受关注。随着维生素 A免疫调节功能的发现，全反式

维甲酸(All-trans retinoid Acid，ATRA)作为维生素 A的代谢产

物备受关注 [2]。现已有研究报导 ATRA 对免疫细胞尤其对

Th17/Treg有着重要调节作用，对诸如自身免疫性脑脊髓炎、重

症肌无力、Ⅰ型糖尿病等自身免疫性疾病的动物模型有良好的

治疗效果[3,4]，为了进一步证实 ATRA 对 MG动物模型的治疗

机制，本研究以MG的动物模型实验性自身免疫性重症肌无力

(Experimental Autoimmune Myasthenia Gravis, EAMG)为研究对

象，通过体外实验探讨 ATRA治疗 EAMG的免疫调节机制，也

为进一步阐明MG等自身免疫性疾病的发病机理提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 纯系健康雌性 Lewis大鼠，清洁级，体重

140-160 g，购买于北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.1.2 试剂及仪器 R-AChR (大鼠来源的 AChR，rat-AChR

琢97-116)，购自西安联美生物科技有限公司；结核菌素(H37RA)

购自美国 Difco Laboratories；不完全弗氏佐剂 (incomplete fre-

und ajuvant，IFA)和全反式维甲酸(all trans retinoic acid, ATRA)

购自美国 Sigma-Aldrich。

1.2 实验方法

1.2.1 EAMG实验动物模型及 CFA对照组的建立 将 Lewis

大鼠随机分为 2 组，即：阴性对照组(完全弗氏佐剂，complete

freund's adjuvant, CFA)和阳性对照组(EAMG模型组)。EAMG

组大鼠以 100 滋L PBS+100 滋L IFA+50 滋g AChR+2 mg H37RA/
大鼠，尾根部免疫。于免疫后第 30天以 100 滋L PBS+100 滋L
IFA+50 滋g AChR/大鼠，尾根部追加免疫一次。CFA阴性对照

组大鼠免疫方法同 EAMG大鼠，其中以 PBS替代 AChR补充

至 200 滋L。
1.2.2 临床症状评定 依据 Lennon评分法，隔天进行体重检

测和临床症状评定：0分：无确定的肌无力现象；1分：轻度活动

减少，撕咬抓取无力，易疲劳；2分：明显活动减少，体重下降，

休息时身体呈隆起姿势，头尾下垂，前肢趾屈曲，行走不稳，震

颤；3分：严重的全身无力，无抓取、撕咬动作，身体震颤，濒死

状态；4分：死亡。

1.2.3 流式细胞仪染色法 获取实验动物的淋巴结单个细胞

悬液，体外 ATRA 不同浓度培养 48-72 h 后，以 PMA，

Ionomycin，BFA (购自 ALEXIS，美国) 刺激 4-6 h，分别用

CD4-FITC，CD45R-FITC，IL-17-APC，IL-4-PE，IFN-gamma-PE，

Foxp3-PE，CD25-Percp，以及 PI/Annexin V，PI/Rnase试剂盒按

照说明书方法进行染色，细胞因子及周期染色后 2 h内上机检

测，凋亡染色结束后半小时内上机检测，所有流式抗体均购自

BD公司(美国)。

1.2.4 ELISA 法 用 Coating buffer 稀释 AChR 抗原至 2

滋g/mL包被 96孔板(Nunc，丹麦)，100 滋L/孔，37℃孵育 2 h，10

%的 FCS室温封闭 2 h。逐孔加入不同处理的细胞培养上清

100 滋L，4℃过夜。加入兔抗大鼠 IgG(1：2000倍稀释，北京中杉)

100 滋L/孔，室温孵育 2 h；加入二抗辣根标记的山羊抗兔(1：

5000 倍稀释，北京中杉)室温孵育 1 h；显色液显色，并在 490

nm波长下测定吸光度。

1.2.5 CCK-8法 调整细胞浓度至 2× 104/孔 /100 滋L，加入
ATRA至浓度 1 滋mol/L，细胞培养箱培养 72 h后，每孔加入

CCK-8(日本同仁)10 滋L，继续孵育 4-8 h后，450 nm波长下检

测吸光度值。

1.3 统计学分析

实验动物的临床评分使用Mann-Whitney U检验，两组以

上数据采用方差分析，两组比较采用 t检验，以 P<0.05视为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 EAMG模型建立

二次免疫后，EAMG组动物相继出现肢体无力、身体颤抖、

体重减轻等典型的重症肌无力临床表现，且 p值均小于 0.001，

证明建模成功。根据 Lennon评分法[5]，当评分达到 2.5分以上

时，可以进行样本取材，进行后续实验。

2.2 特异性淋巴细胞存活率

分别获取 CFA、EAMG组大鼠的淋巴结单个细胞悬液，用

特异性抗原 AChR97-116多肽片段体外刺激 72 h，流式细胞仪

法圈定活细胞群，设置 CFA对照组和 ATRA 1 滋M体外干预
组，结果如下图 (图 2A) 所示，左边由上至下分别为 CFA、

EAMG和 ATRA体外干预组的细胞流式分析图，右侧 B图为

AChR特异性淋巴细胞存活率的统计分析图。由于 EAMG组

淋巴细胞为 AChR特异性，因而与 CFA对照组相比较，AChR

单纯体外刺激 72 h后，活细胞比例升高明显，而 ATRA同时干

预后，活细胞比例明显下降，差异具有统计学意义(P<0.001)，表

明 ATRA体外干预能抑制 AChR特异性淋巴细胞的存活。

2.3 特异性淋巴细胞凋亡检测

为进一步探讨体外 ATRA干预后，AChR特异性淋巴细胞

存活率下降的原因，我们以 2.2条件体外刺激细胞，并分别加

入 ATRA终浓度至 0、0.5、1、5 滋M，体外孵育 72 h后检测淋巴

细胞的凋亡率和周期的改变，如下图所示，A为细胞凋亡流式

图、B为细胞凋亡检测的统计图，C为 ATRA干预后的细胞周

图 1 临床评分，*** P<0.001

Fig. 1 Clinical scores. *** P<0.001
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图 2 AChR特异性淋巴细胞存活率

Fig.2 Ratios of the AChR-specific living cells

与 EAMG组相比较，***P值均小于 0.001；Compared with EAMG group, *** P<0.001.

期流式图，结果显示不同浓度的 ATRA体外干预均促进了该

特异性细胞群的凋亡，差异具有统计学意义(***p<0.001)，且随

着浓度的增加，促凋亡效果也增加，而以往的研究中 1 滋M的
ATRA的使用较为常见，且效果明显。因此，在后续研究中，我

们选用此浓度，进行淋巴细胞的体外干预。细胞周期结果显示

ATRA的体外刺激并未改变 AChR特异性淋巴细胞的生长周

期。结合上一结果提示 ATRA通过促进 AChR特异性淋巴细

胞的凋亡，从而降低 AChR特异性淋巴细胞的存活率。

图 3 ATRA对 AChR特异性淋巴细胞凋亡和周期的影响

A-B.与 0 滋mol/L相比较，0.5,1,5 滋mol/L的 ATRA均明显促进了淋巴细胞的凋亡，P值均小于 0.001，***；C.1 滋mol/L的 ATRA并没有改变淋巴

细胞的周期。

Fig.3 The effects of ATRA on the apoptosis and cell cycle of AChR-specific lymphocytes

A-B. Compared with 0 滋mol/L, 0.5,1 and 5 滋mol/L of ATRA promoted the apoptosis of AChR-specific lymphocytes, *** P < 0.001. C. No change was

observed by the addition of 1 滋mol/L ATRA.
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2.4 ATRA对 AChR特异性淋巴细胞的增殖抑制

如上实验步骤，1 滋M ATRA 体外对 CFA 组以及 EAMG

组淋巴细胞进行体外刺激，72 h后 CCK-8法检测不同处理后

组细胞的增殖差异，结果显示：ATRA处理后，CFA和 EAMG

组的淋巴细胞增殖均受到明显抑制，且 ATRA对 AChR特异

性的淋巴细胞(EAMG组，**, P<0.01)的抑制明显与 CFA组细

胞(*, P<0.05)，可见 ATRA的作用有一定的 AChR特异性。

2.5 AChR特异性 CD4+T淋巴细胞比例

既然 ATRA 对淋巴细胞的作用具有一定的 AChR 特异

性，那么，这种特异性作用是针对 AChR特异性的 T细胞，还是

针对 AChR特异性的 B细胞呢？为进一步验证，我们对体外培

养 72 h的 AChR 特异性淋巴细胞进行 anti-CD4-FITC的染色

后，流式细胞仪法检测显示 EAMG组 AChR特异性 CD4+淋巴

细胞的阳性率占总细胞说的 50.3%(图 5. A)，而 ATRA 1 滋M体
外干预后，其阳性率下降至 37.15% (图 5. B)，两组相比较P<0.01

(图 5.C, D)，差异有统计学意义。综合以上结果，ATRA体外刺

激能够通过诱导细胞凋亡降低 CD4+细胞比例，从而抑制

CD4+AChR特异性 T细胞的活性。

2.6 ATRA对 Th细胞格局的影响

为进一步分析，ATRA对 CD4+T细胞的功能影响，流式法

检测不同处理组的 AChR 特异性 T 淋巴细胞体外培养 72 h

后，Th1/Th2/Th17/Treg 四种细胞亚群的格局变化：与单纯

AChR刺激组相比，ATRA体外干预组 T淋巴细胞中具有免疫

抑制功能的 CD4+-IL-4+(Th2)、CD4+-Foxp3+(Treg) T细胞亚群百

分比明显增加，且 PCD4+-IL-4+<0.001(图 6. E, F, G)，PCD4+-Foxp3+<0.001

(图 6. H, I, J)，有显著性差异，而促炎性的 CD4+IL-17+(Th17)、

CD4+-IFN-酌+ (Th1) T 细胞亚群百分比则明显降低，且

PCD4+-IL-17+<0.05(图 6. A, B, C)，PCD4+- IFN-酌+<0.001(图 6. A, B, D)，有

统计学意义。因此，结果提示，ATRA能够通过逆转 Th亚群失

衡从而调控 AChR特异性 T细胞的免疫学功能。

图 4 细胞增殖

Fig.4 Proliferation assay

*P<0.05; **P<0.01.

图 5 CD4+T细胞比例

Fig.5 CD4+T cell ratios

A、B图分别为未干预组和 ATRA体外干预组的 AchR特异性 CD4+T淋巴细胞的流式散点图，C图为两组 CD4+T细胞的流式峰图，D图为两组的

统计分析图，与单纯 EAMG组淋巴细胞相比较，PE+ATRA<0.01.

A, non-treated group; B, ATRA-treated groups; C, overlaty; D staistical analysis. Compared with non-treated group, PE+ATRA<0.01.

2.7 ATRA对 B淋巴细胞特异性抗体的分泌的影响

与此同时，ELISA法检测 ATRA 体外干预后 AChR 特异

性 B淋巴细胞抗体的分泌情况，统计结果显示；与单纯 AChR

刺激、ATRA未加药干预组比较，ATRA加药后 AChR特异性

B细胞抗体分泌能力下降，且差异显著(P<0.01)。可见，ATRA

不仅能够抑制 AChR特异性 T细胞功能，同时也抑制了 AChR

特异性 B细胞的功能。

3 讨论

重症肌无力是一种世界范围内较为罕见的神经系统自身

免疫性疾病，尽管相对其他疾病而言，MG的发病率和死亡率

均较低，但目前仍然没有一种高效、特异、副作用小的治疗手段
[6]。随着营养免疫学的深入研究，人们逐渐认识到营养物质对免

疫功能影响的重要性。目前研究表明维生素及其代谢产物能够

影响机体的免疫系统，而维生素 A是能够起到免疫调节功能

的维生素之一[7]，以三种形式来源于食物，包括全反式视黄醇

(all-trans-retinol)、视黄酯、茁-胡萝卜素。其中，组织中的全反式
视黄醇被视黄醛脱氢酶(RALDHs)不可逆地氧化为全反式维甲

酸(all-trans-retinoid acid，ATRA)，而维甲酸则通过与维甲酸受

体(retinoic acid receptor，RAR)家族的核受体结合，而发挥多种

免疫调节作用，因而备受重视[8]。

MG是一种典型的抗体介导的自身免疫性疾病，但 AChR

特异性 Th细胞连同相应的细胞因子在允许和促进高亲和的抗

AChR抗体的合成过程中起到非常重要的病理性作用[8]，因此，

在MG/EAMG发病机制中，AChR特异性 T细胞是疾病的始动

者，在没有 T细胞存在情况下，EAMG是不能发生的[9]。而自上

世纪 80年代，就有研究者尝试性的应用维甲酸对 EAE大鼠模

型、Ⅰ型糖尿病、类风湿性关节炎及自身免疫性肾炎等疾病进

行了治疗性研究，并取得了良好的疗效[3,4,10]。鉴于EAMG发病

机制中 Th细胞的始动性和不可获缺性、目前对维生素 A及其

代谢产物维甲酸的研究以及 ATRA对 EAMG治疗效果的研究

证实，我们进一步探讨了 ATRA治疗 EAMG的可能机制。
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图 6 Th亚群改变。B图分别 ATRA未干预与干预组，AChR特异性 CD4+IL-17+、CD4+IFN-酌+淋巴细胞的流式散点图，C、D图为二者统计图；E、F

图分别 ATRA未干预与干预组，AChR特异性 CD4+IL-4+淋巴细胞的流式散点图，G图为二者统计图；H、I图分别 ATRA未干预与干预组，AChR

特异性 CD4+CD25+Foxp3+淋巴细胞的流式散点图，J图为二者统计图。*P<0.05; ***P<0.001.

Fig. 6 CD4+T cell ratios. A-B. The ratios of AChR-specific CD4+IL-17+ cells with or without ATRA incubation. E-F. The ratios of AChR-specific CD4+

IFN-酌+ cells with or without ATRA incubation. H-I. The ratios of AChR-specific CD4+CD25+Foxp3+ cells with or without ATRA incubation.

C,D,G,J showed the statistical analysis for AChR-specific CD4+IL-17+, CD4+IFN-酌+, CD4+IL-4+, CD4+CD25+Foxp3+ treated by ATRA, compared with

non-treated group, respectively, * P<0.05; *** P<0.001.

首先，我们将 EAMG组大鼠淋巴细胞进行体外培养，在正

常AChR肽段的体外刺激培养同时，我们设立了 ATRA 1 滋M
的药物干预组，72 h后收集 ATRA干预组和未干预组细胞以

及 CFA未加药对照组，进行流式检测。散射角结果显示 ATRA

药物干预后的 AChR特异性淋巴细胞的存活率明显降低 (图

2)，且细胞周期和凋亡实验结果证实了 ATRA能够促进淋巴细

胞的凋亡，但并不参与淋巴细胞的周期阻断(图 3)，同时，结果

还显示由于 ATRA药物干预后的 AChR特异性淋巴细胞的存

活率降低，而在这些存活下来的细胞团中，CD4+T细胞的比例

明显下降(图 5)，说明 ATRA能够特异性的诱导活化的 CD4+T

细胞发生凋亡。大量数据表明 Th1、Th2、Th17以及 Treg四种

细胞亚群通过他们本身和各自分泌的细胞因子，相互影响，相互

制约构成了一个复杂的网络系统，参与 EAMG的发病过程[11]。

这提示疾病的进展或者在有效治疗下向正常状态的转归，都可

能与这四种细胞亚群的偏移有关。

IL-17基因敲除小鼠实验证实 IL-17及 Th17细胞在 T介

导的自身免疫性疾病的发病过程中均起到极为重要的作用，其

中也包括由 B细胞介导的自身免疫性疾病、EAMG[12]。Th17细

胞的分化依赖于另一种 CD4+T细胞，即 CD4+CD25+Foxp3+的

调节性 T细胞(Treg)，Treg细胞亚群能抑制 EAMG中自身反应

性 T细胞的增殖[13,14]，因而成为治疗 EAMG一个有力的靶点。

已有研究者发现全反式维甲酸能通过诱导 Foxp3编码基因的

转录进而促进树突状细胞依赖的 Foxp3+调节性 T细胞的生成
[15,16]，同时能有效抑制孤核受体 酌编码基因 --Th17细胞亚群的

重要转录因子的转录，导致对 Th17 细胞的抑制 [17]。此外，

TGF-茁也能降低很多自身免疫性 T细胞的反应性，对细胞的增

殖、生长、凋亡均有调节作用。并且，维生素 A代谢产物对

Th1-Th2的细胞亚群平衡以及 Th17和 Treg细胞亚群的分化

具有特异性的免疫调节功能。体内、外实验表明维生素 A缺乏

时，Th2细胞的反应性降低；反之，当补充维生素 A时能阻断

Th1细胞因子的分泌，而这些作用均是通过维生素 A代谢产物

RA介导的[18]。

在以往的研究中，我们也已经证实了 IFN-酌和 IL-17 在

EAMG中的促疾病发生作用，表现为以分泌这两种致病性因子

图 7 B淋巴细胞抗体的分泌情况

Fig. 7 Immunoglobulin production by B cells

**P<0.01.
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为主的 Th1和 Th17 细胞在 EAMG发病过程中显著增高，而

Treg、Th2细胞的比例则明显低于对照组[4]。体外流式检测结果

显示 ATRA 处理组大鼠的 T 淋巴细胞中 CD4+IFN-酌+/

CD4+IL-17+阳性细胞表达量明显均低于 EAMG组，说明 A-

TRA能通过降低致病性 CD4+IFN-酌+和 CD4+IL-17+阳性 T 细

胞的促炎性因子的分泌而发挥免疫调节功能(图 6 A-D)。与之

相反的是，Th2细胞被认为在 EAMG可能是保护性的，缘于

IL-4能促进 AChR特异性 CD4+调节性 T细胞 Treg的分化，而

这种 Treg细胞则能抑制 EAMG的发生、发展，维持机体的免

疫耐受[19]。本研究结果显示 ATRA药物干预后的 AChR特异性

T淋巴细胞中 CD4+IL-4+T细胞，尤其是 CD4+CD25+Foxp3+ T细

胞的比例明显高于未干预组(图 6E-J)，提示 ATRA在抑制 Th1

和 Th17细胞的促炎性细胞因子分泌的同时，能诱导 Th2以及

Treg细胞的分化。

以上结果进一步证实了 ATRA对 CD4+T细胞的免疫调节

是通过逆转 Th1、Th2、Th17、Treg这四种辅助性 T细胞亚群的

失衡状态而达到的[4]。而 ELISA结果显示 ATRA药物干预后 B

细胞的抗体分泌减少(图 7)，提示 ATRA不仅能通过对 T细胞

的抑制，间接抑制 B细胞的抗体分泌能力，同时也能够直接作

用在 B细胞上，从而降低了 B细胞的抗体分泌能力。

综上，ATRA 通过对 EAMG 中 AChR 特异性 Th1、Th2、

Th17及 Treg几种细胞亚群平衡格局的逆转恢复了内环境的

相对稳态 [20]，同时降低了 AChR特异性 B细胞的抗体分泌能

力。ATRA的免疫调节功能为MG等自身免疫性疾病及其他关

乎人类健康的疾病的治疗提供了可能，而我们的实验结果将为

进一步的 ATRA对MG的临床治疗提供实验和理论基础。
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