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IRF5调控 AChR特异性 T细胞参与 EAMG疾病发生、发展的实验研究 *
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摘要 目的：体内外实验探讨干扰素调节因子 5（Interferon regulatory factor 5, IRF5）在乙酰胆碱受体（Acetylcholine Receptor，

AChR）特异性 T、B 细胞中的表达情况以及与实验性自身免疫性重症肌无力（Experimental Autoimmune Myasthenia Gravis,

EAMG）疾病的发生存在的可能关系。方法：ELISA法检测不同发病时相大鼠血清中 IRF5的含量；流式细胞仪法检测早期晚期发

病时相 CD4+T细胞以及 CD45R+B细胞中 IRF5的表达情况；QPCR法及Western blotting法分别检测体外 AChR刺激不同时间点

的 T、B细胞中 IRF5的 mRNA和蛋白水平的表达差异。结果：血清学检测结果显示，IRF5高表达于 EAMG大鼠的晚期发病时相

的血清中，并随着疾病进程的不断加重呈现逐渐增高的表达，与 CFA对照组大鼠相比较差异显著，有统计学意义（***，P<

0.001）；流式结果表明，来自 EAMG大鼠早、晚期发病时相的无论是淋巴结还是脾脏中的 AChR特异性 T细胞均高表达 IRF5，且

与 CFA对照组相比较，有统计学差异，而 B细胞中 IRF5的表达即便是在晚期发病时相也与 CFA对照组无明显区别；QPCR结果

发现，EAMG晚期发病时相的 AChR特异性 T细胞在经过 AChR体外刺激 0 h，72 h后，均可见 IRF5 mRNA水平的高表达，而 B

细胞中 IRF5的 mRNA水平则在两组中无统计学差异；Western blotting结果进一步证实，IRF5蛋白水平在 AChR特异性 T细胞

中呈现高表达。结论：IRF5是通过对 AChR特异性 T淋巴细胞的调控进而参与 EAMG疾病的发生和发展过程的。
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IRF5 was involved in the Occurrence and Development of EAMG via
Regulating AChR-specific T cells*

To explore the expression of IRF5 on AChR-specific T and B cells, as well as the potential relationship be-

tween IRF5 and EAMG occurrence via both in vivo and in vitro tests. The contents of IRF5 in serum at different phases of dis-

ease were detected by ELISA. The expression of IRF5 on CD4+T cells and CD45R+B cells at both early and late phases of this disease

was measured by flow cytometry. QPCR and western blotting were selected to evaluate IRF5 mRNA and protein expression levels on

AChR-specific T and B cells after different time of AChR incubation. Compared with CFA group, IRF5 highly expressed in the

serum of the late phase of EAMG rats, and IRF5 in serum presented a gradual increase in expression increased with the severer process of

EAMG disease, (***, P<0.001). Flow data showed that, AChR-specific T cells from lymph nodes and spleen expressed higher levels of

IRF5 compared with that of CFA group (**, P<0.01, ***, P<0.001), while no significance of IRF5 expression between AChR-specific B

cells and non-specific B cells from CFA rats. QPCR results replied that AChR-specific T cells from late phase of EAMG disease had

more IRF5 mRNA expression with 0 h and 72 h AChR in vitro incubation, while no difference was found in AChR-specific B cells, com-

pared with cells from CFA rats. What's more, we also detected more IRF5 protein expression levels in AChR stimulated T cells.

IRF5 was involved in the occurrence and development of EAMG via regulating AChR-specific T cells.
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前言

重症肌无力（Myasthenia Gravis, MG）是 B细胞介导、T细

胞依赖导的自身免疫性疾病，尽管其抗原抗体较为明确，但其

具体发病机制及相关的治疗手段仍然是医学工作者的研究重

点。研究表明 T细胞、B细胞以及巨噬细胞等免疫细胞均参与

了MG疾病的发生和发展。而干扰素调节因子（Interferon reg-

ulatory factor, IRF）作为 I型干扰素表达及信号的调控者，在诸

如类风湿性关节炎，系统性红斑狼疮[1,2]，多发性硬化[3]等自身免

疫性疾病的发病过程中均发挥着不可忽视的致病作用。其中，
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IRF5高表达于促炎性巨噬细胞中，可作为炎症发生过程中促

炎性巨噬细胞的表面标志物，其首先被发现能够诱导 I型干扰

素以及促炎性细胞因子的分泌[4]，随即研究者证实了 IRF5的这

种促炎性作用是通过 Toll样受体信号通路实现的[5]。IRF5同样

也参与核苷酸结合寡聚化结构域 2 (nucleotide-binding

oligomerization domain 2，NOD2)的下游包括 DNA损伤，Fas配

体，TRAIL等的凋亡信号通路[6]。IRF5能够促进 Th1/Th17细胞

的免疫反应，以及 LPS刺激的 M1型巨噬细胞的极化[4]。IRF5

基因缺失能够缓解多种动物模型的疾病严重程度 [7,8]。因此，

IRF5在免疫细胞功能发挥以及自身免疫性疾病的发病过程中

作用不同忽视。那么，作为多种免疫细胞参与的自身免疫性疾

病之一，MG的疾病进展过程中是否有 IRF5的参与，其角色如

何，目前尚未见相关的研究报道。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 健康纯系的 Lewis 雌性大鼠，体重约

140-150 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 结核菌素（H37RA）购自美国 Difco Labo-

ratories；不完全弗氏佐剂（incomplete freund ajuvant，IFA），大鼠

来源的 AChR，rat-AChR琢97-116，购买于西安联美生物科技有限公

司 ，IRF5 多 克 隆 抗 体 购 买 于 美 国 proteintech，an-

ti-rat-CD4-FITC，anti-rat-CD45R-FITC，anti-rat-IRF5-cy3 均购自

BD公司（美国），兔抗大鼠 IgG和辣根标记的山羊抗兔抗体，均

购自北京中杉。

1.2 实验方法

1.2.1 EAMG实验动物模型的建立 将 Lewis大鼠随机分为

阴性对照组（完全弗氏佐剂，complete freund's adjuvant, CFA）和

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[9]。

1.2.2 临床症状评定 依据 Lennon分级法[9]，隔天进行体重检

测和临床症状双盲评定：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 获取大鼠淋巴结和脾脏的单个细

胞悬液，体外 AChR 72 h后，分别用 CD4-FITC，CD45R-FITC，

IRF5-cy3按照胞内细胞因子染色试剂盒说明书进行染色，细胞

因子染色后 2 h内上机检测。

1.2.4 ELISA 法 用 Coating buffer 稀释 IRF5 抗原至 3 滋g/L
浓度包被 96孔板（Nunc，丹麦），100 滋L/孔，37℃孵育 2 h，10

%的 FCS室温封闭 2 h。逐孔加入经 200稀释后的不同时间点

的动物血清，4℃过夜。加入兔抗大鼠 IgG（1：2000倍稀释）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）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 实时荧光定量 PCR 以 SYBR Green PCR 试剂盒和

7500 Real-Time PCR检测系统(Applied Biosystems)检测不同处

理后的 AChR特异性 T、B细胞中 IRF5 mRNA的表达水平。引

物名称及序列分别如下：IRF5，正向引物序列 5'- GACATCC-

CCAGTGACAAGCA -3'，反向引物序列 5'- AGAACACCTTG-

CACTGACACA -3'；茁-tubulin，正向引物序列，5'-AGGAGTAC-
GATGAGTCCGGC-3'，反向引物序列 5'-AAGAAAGGGTG-

TAAAACGCAGC-3'。

1.2.6 Western blotting法检测相关蛋白 获取分选后的淋巴

结 CD4细胞蛋白样本，12 %的分离胶和 4 %的浓缩胶，上样电

泳，转膜完成后将 PVDF膜用 5 %的脱脂奶粉摇床室温封闭 1

h。将相应的目的蛋白一抗及内参一抗（IRF5，GAPDH）用 TBST

稀释到合适的浓度后加到相应的膜上，室温 2 h。TBST洗涤 3

次。将碱性磷酸酶标记的相应的二抗以 TBST稀释到适宜浓度

后加到相应的膜上，室温孵育 1 h。TBST洗涤 3次后，ECL显

色，去离子水终止显色。扫膜，分析整理数据。

1.3 数据统计

所有数据显示为均数± 标准差，两组之间比较用 Student's

t检验，三组及以上数据分析用单因素方差分析，以 P<0.05为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 IRF5高表达于 EAMG晚期发病的动物血清中

如图 1A所示为一免后第 12天和第 50天，实验组与对照

组动物血清中 IRF5的含量，可见，在早期疾病阶段，两组动物

血清中 IRF5的含量无差异，而在晚期疾病阶段，IRF5的血清

含量显著升高，并具有统计学意义（*，P<0.05）。接下来，我们留

取免疫后第 6，12，18，24，30，36 和 45 天的 CFA 对照组和

EAMG模型组动物血清，并检测整个发病过程中 IRF5的血清

动态变化过程，结果如图 1B所示，在一免第三十天前，两组实

验动物中血清 IRF5含量并无差异，而在第 30天后，EAMG大

鼠由于 AChR的特异性肽段免疫，而出现血清中 IRF5的高含

量，且与对照组相比较，P< 0.001，具有显著性统计学差异。结果

提示，血清的 IRF5高含量出现在 EAMG疾病的高峰期。

2.2 IRF5高表达于 AChR特异性 CD4+T细胞中

IRF5常见表达于巨噬细胞，树突状细胞[10]等，而在 T、B细

胞上是否有表达并未见相关报道。因此，我们分别选取一免后

第 12天和 36天的淋巴结细胞以及脾脏细胞，进行 CD4-IRF5

以及 CD45R-IRF5的染色，用以分析 IRF5在 AChR特异性 T、

B细胞中的表达情况，结果如图 2所示，可见，无论免疫后 12

天还是 36天，淋巴结和脾脏来源的 AChR特异性 CD4+T细胞

中均明显高表达 IRF5（图 2A，图 2C-D），而即便是疾病出现典

型的临床症状后（一次免疫后的第 36天），IRF5无论是在淋巴

结来源还是脾脏来源的 AChR特异性的 B细胞中并未见明显

的高表达（图 2B，图 2D）。由此可见，IRF5仅高表达于不同发病

时向的 AChR特异性 T细胞中。

2.3 AChR特异性 CD4+T细胞中 IRF5的 mRNA和蛋白均呈现

高水平表达

为进一步予以验证，我们将晚期发病时相的 EAMG大鼠

淋巴结和脾脏来源的 CD4+T细胞、CD45R+B细胞予以磁珠分
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图 1 IRF5在 EAMG大鼠血清中的动态表达

*, P<0.05, ***, P<0.001.

Fig.1 The dynamic expression of IRF5 in the serum of EAMG rats

*, P<0.05, ***, P<0.001.

图 2 IRF5在 AChR特异性 T、B细胞中的表达

**, P<0.01, ***, P<0.001.

Fig. 2 The expression of IRF5 on AChR-specific T and B cells

**, P<0.01, ***, P<0.001.

选后，并在体外进行 AChR特异性刺激 72 h后，进行 IRF5的

mRNA和蛋白水平的检测。结果如图 3A所示，IRF5 mRNA水

平在未经 AChR孵育和经过 AChR 72 h孵育的 AChR特异性

T细胞均有明显的高表达，并且，AChR体外刺激 72 h后，与对

照组相比较，差异更为显著（*，P<0.05，***，P<0.001），然而，在

B细胞中，无论是否经过 AChR的特外刺激，IRF5的 mRNA表

达与对照组相比，均无显著差异。同时对于 IRF5的蛋白水平，

我们检测了 AChR体外刺激 72 h的 CD4+T细胞中 IRF5的蛋

白表达，结果如图 3B所示，可见，在 EAMG组中，IRF5的蛋白

表达明显高于 CFA对照组。结果提示，IRF5无论是 mRNA和

蛋白水平，均显著高表达于 AChR特异性Ｔ细胞中，与上一流

式结果相吻合。

29· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.1 JAN.2018

图 3 IRF5在 T、B细胞中 mRNA和蛋白水平的表达

*, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.

Fig. 3 IRF5 mRNA and protein expression levels on AChR-specific T and

B cells

*, P<0.05, **, P<0.01, ***, P<0.001.

3 讨论

重症肌无力（Myasthenia Gravis, MG）是一种发生在神经肌

肉接头处（neuromuscular junction, NMJ）由自身抗体介导的器

官特异性自身免疫性疾病，乙酰胆碱（Acetylcholine receptor,

AChR）特异性 T细胞重新被激活并辅助 B细胞产生大量与神

经肌肉接头处 AChR高效结合的特异性抗体，导致神经肌肉接

头处传递障碍，是疾病发生的主要因素[11-13]，提示，MG是由抗

原 -抗体反应介导的自身免疫性疾病。因此，B细胞的抗体分

泌功能在MG疾病发生过程中担负着不可替代的致病作用。然

而，在针对MG的研究过程中，尤其是针对血清 AChR抗体阳

性的MG患者的研究，人们发现：T细胞是疾病的始动者，没有

T细胞的辅助，单纯的 B细胞是无法诱导疾病发生的[14-16]。

而干扰素调节因子（Interferon regulatory factor, IRF）作为 I

型干扰素表达及信号的调控者，目前在哺乳动物中已经被认定

其家族的至少 9 个成员（IRF1，IRF2，IRF3，IRF4，IRF5，IRF6，

IRF7，IRF8，IRF9）。近年来的研究显示，IRF5在多种自身免疫性

疾病的发病过程中均发挥着不可忽视的致病作用，然而，在

MG及其动物模型 EAMG中，IRF5是否参与，作用如何，并未

见相关报道。因此，我们首先检测了模型组动物血清中 IRF5的

含量，如结果 2.1所示，血清的 IRF5高含量出现在 EAMG疾病

的高峰期，并且与 CFA对照组相比较，具有显著性差异，提示

IRF5在B细胞介导、T细胞依赖的自身免疫性疾病中也有参与。

研究证实，EAMG实验动物模型发病过程中，T、B细胞是

两种关键性致病细胞，其中 B细胞作为抗体分泌细胞，针对

AChR的特异性抗体分泌，是本病发生的关键性步骤，而 T细

胞对 B细胞的辅助性作用也是 B细胞抗体分泌功能必不可少

的过程，那么，IRF5是否同样表达于 AChR特异性的 B细胞、T

细胞？结果如图 2 所示，无论是来源于淋巴结还是脾脏的

AChR特异性 CD4+T细胞在疾病模型建立的第 12天和 36天，

均明显高表达 IRF5，且与对照组相比较具有统计学差异，然

而，来源于淋巴结或者脾脏的即便是在免疫后的第 36天的

AChR特异性 B细胞中，其 IRF5的表达与对照组相比并无差

异，可见 IRF5仅高表达于不同发病时相的 AChR特异性 T细

胞中。为进一步证实 IRF5的 mRNA和蛋白水平在 AChR特异

性 T、B细胞中的表达情况，本研究中对 AChR特异性的 T、B

细胞进行体外 72 h的 AChR刺激，并收集刺激前后的细胞予

以 QPCR和 western blotting检测，结果如图 3A显示，IRF5的

mRNA表达水平在未经 AChR孵育和经过 AChR 72 h孵育的

AChR特异性 T细胞均有明显的高表达，与对照组相比较，差

异显著，同时对于 IRF5的蛋白水平，我们检测了 AChR体外刺

激 72 h的 CD4+T细胞中 IRF5的蛋白表达，结果如图 3B所示，

AChR特异性 T细胞中 IRF5的蛋白表达明显高于 CFA对照

组。然而，在 B细胞中，无论是否经过 AChR的特外刺激，IRF5

的 mRNA表达与对照组相比，均无显著差异。提示，IRF5无论

是 mRNA和蛋白水平，均显著高表达于 AChR特异性Ｔ细胞

中。结合上述结果，说明，IRF5仅高表达于 AChR特异性 T细

胞中，且，IRF5在 T细胞中的高表达，对于 B细胞的抗体分泌

具有非常必要的辅助作用。

以往的研究证实，表达 IRF5的巨噬细胞能够促进Ｔ细胞

的增殖和活化，并通过 IL-12或 IL-23的分泌使活化后的Ｔ细

胞向 Th1 或 Th17 细胞分化 [4]；同时，IRF5 还能够直接促进

Th1/Th17细胞的免疫反应，IRF5-/-的小鼠 Th1细胞的功能发生

缺陷，且 IRF5-/-的狼疮性小鼠体内 I型 IFN表达显著降低；而

IRF5基因缺失后，Th2细胞因子分泌水平则显著增高。IRF5基

因缺失小鼠还表现为致死性中毒性休克抵抗 [17,18]。此外，IRF5

的 mRNA水平被发现高表达于自身免疫性疾病好发的小鼠脾

细胞中，而 IRF5基因缺失小鼠中 Th1和 Th17细胞因子的表

达则发生严重损伤。这些结果提示，针对 IRF5的免疫疗法将能

够有效影响自身免疫性疾病的病程。同时，针对临床系统性红

斑狼疮患者的研究发现，其体内的血细胞中 IRF5也同样呈现

高表达，可见，IRF5对于自身免疫性疾病有着非常重要的价

值。IRF5基因缺失能够缓解多种动物模型的疾病严重程度[7,19]。

因此，IRF5被认为是自身免疫性疾病以及其他炎症性疾病的

潜在治疗靶点[20]。

然而，IRF5在重症肌无力及其动物模型中担任怎样的角

色，目前仍无相关的研究。我们的研究结果中高水平的血清

IRF5 含量出现在 EAMG 疾病动物模型的疾病晚期阶段，且

IRF5的表达差异，仅体现在 AChR特异性的 T淋巴细胞中，而

非 AChR特异性的 B淋巴细胞中，可见，IRF5是通过对 AChR

特异性 T淋巴细胞的调控进而参与 EAMG疾病的发生和发展

过程的。尽管，MG是目前抗原抗体最为明确的自身免疫性疾

病，其发病过程仍有诸多环节是我们无法解释的，且目前尚无

有效治疗手段，因此，搞清楚 MG发病机理，寻找有效治疗方

案，对临床MG患者的康复有着极为重要的意义。
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