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桥本甲状腺炎患者血清 miR-326、miR-155与甲状腺相关抗体和
Th17/Treg细胞因子失衡的相关性分析 *
王 新 范芝俏 范 丹 袁 曦 赵国宏 王晓光△

（空军军医大学唐都医院内分泌科 陕西西安 710038）

摘要 目的：探讨桥本甲状腺炎（HT）患者血清微小核糖核酸（miR）-326、miR-155与甲状腺相关抗体和辅助性 T细胞 17（Th17）/

调节性 T细胞（Treg）细胞因子失衡的相关性。方法：选择 2021年 1月至 2022年 10月空军军医大学唐都医院收治的 HT患者 82

例作为研究组，同期接受体检的健康人 80例作为对照组，比较两组血清 miR-326、miR-155、甲状腺功能参数 [促甲状腺激素

（TSH）、游离三碘甲状原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）]、甲状腺相关抗体[甲状腺过氧化物酶抗体（TPOAb）、甲状腺球蛋白抗体

（TGAb）]、Th17、Treg水平及其细胞因子水平，并分析 HT患者血清 miR-326、miR-155与甲状腺相关抗体和 Th17/Treg细胞因子

失衡的相关性。结果：研究组 TSH、TPOAb、TGAb显著高于对照组，FT3、FT4显著低于对照组（P<0.05）。研究组血清 miR-326、

miR-155表达水平显著高于对照组（P<0.05）。研究组 Th17、Th17/Treg、白细胞介素 -17（IL-17）、酌干扰素（IFN-酌）显著高于对照组，
Treg、白细胞介素 -10（IL-10）水平显著低于对照组（P<0.05）。Pearson相关分析显示，HT患者血清 miR-326、miR-155分别与 TSH、

TPOAb、TGAb、Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 呈正相关，与 FT3、FT4、Treg、IL-10 呈负相关（P<0.05）。 结论：HT 患者血清
miR-326、miR-155水平异常升高，其水平与 TPOAb、TGAb自身抗体及 Th17/Treg失衡相关，血清 miR-326、miR-155可能通过影

响 Th17/Treg免疫平衡，促进 HT的发生和发展。
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Correlation Analysis of Serum miR-326 and miR-155
with Thyroid-associated Antibodies and Th17/Treg Cytokine Imbalance

in Patients with Hashimoto Thyroiditis*

To investigate the correlation between serum micro ribonucleic acid (miR)-326 and miR-155 with

thyroid-associated antibodies and T helper cell 17 (Th17)/regulatory T cell (Treg) cytokine imbalance in patients with hashimoto

thyroiditis (HT). 82 HT patients who were admitted to Tangdu Hospital of Air Force Military Medical University from January

2021 to October 2022 were selected as study group, and 80 healthy individuals who underwent physical examinations as control group

during the same period, the levels of serum miR-326, miR-155, thyroid function parameters [thyroid stimulating hormone (TSH), free

triiodothyronine (FT3), free thyroxine (FT4)], thyroid-associated antibodies [thyroid peroxidase antibody (TPOAb), thyroglobulin antibody

(TGAb)], Th17, Treg and their cytokine levels were compared between two group, the correlation between serum miR-326, miR-155 and

thyroid-associated antibodies and Th17/Treg cytokine imbalance in HT patients were analyzed. TSH, TPOAb and TGAb in

study group were significantly higher than those in control group, FT3 and FT4 were significantly lower than those in control group (P<0.
05). The expression levels of serum miR-326 and miR-155 in study group were significantly higher than those in control group (P<0.05).
Th17, Th17/Treg, interleukin-17 (IL-17) and interferon-酌 (IFN-酌) in study group were significantly higher than those in control group, the
levels of Treg and interleukin-10 (IL-10) were significantly lower than those in control group (P<0.05). Pearson correlation analysis

showed that, the serum miR-326 and miR-155 in HT patients were positively correlated with TSH, TPOAb, TGAb, Th17, Th17/Treg,

IL-17 and IFN-酌 respectively, and were negatively correlated with FT3, FT4, Treg and IL-10 (P<0.05). The levels of serum

miR-326 and miR-155 in HT patients are abnormally increase, which level is relate to TPOAb, TGAb autoantibodies and Th17/Treg

imbalance, serum miR-326 and miR-155 may affect Th17/Treg immune balance, and promote the occurrence and development of HT.
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Index Forward primer Reverse primer

miR-326 5' - GGAGCAGCCAGTCATCTTTC-3' 5' - GTCCCGCACATAGTCCTTGA-3'

miR-155 5' -UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU-3' 5'-CCCCUAUCACGAUUAGCAUUAAUU-3'

U6 5' -ATGGACTATCATATGCTTACCGTA -3' 5' -CGCTTCACAAATTTGCGTGTC-3'

表 1 miR-326、miR-155及内参 U6的引物序列

Table 1 Primer sequences of miR-326, miR-155 and internal reference U6

前言

桥本甲状腺炎（HT）是一种器官特异性自身免疫性疾病，

也是引起甲状腺功能减退的常见疾病[1]。有报道显示，HT发病

是在遗传因素和环境因素的影响下，机体免疫系统异常而引起

的疾病[2]。近年来，随着分子生物学研究的进展，微小核糖核酸

（miRNA）被发现在很多疾病中表达异常，成为研究的热点之

一，miR-326和 miR-155均是与机体免疫调控关系密切的 miR-

NA[3，4]。研究表明，miR-326具有免疫调节的功能，与多发性硬

化、自身免疫性脑脊髓炎、甲状腺机能亢进症等多种自身免疫

疾病的发生有关[5]。miR-155可以影响辅助性 T细胞（Th）1细

胞和 Th2细胞亚群，起到调控 Th17细胞生成的作用，进而影

响机体免疫平衡[6]。目前研究表明，CD4+T淋巴细胞在抗原的刺

激下可以增殖分化为 Th1、Th2、Th17及调节性 T细胞（Treg），

并产生相应的细胞因子[7]。而 Th17/Treg细胞因子失衡在 HT发

生发展中起到重要作用[8]。本研究探讨 HT患者血清 miR-326、

miR-155与甲状腺相关抗体和 Th17/Treg细胞因子失衡的相关

性，旨在 HT的诊治提供依据，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2021年 1月至 2022年 10月空军军医大学唐都医院

收治的 HT患者 82例作为研究组。纳入标准：（1）符合《中国甲

状腺疾病诊治指南 -甲状腺炎》[9]中 HT诊断标准；（2）患者初

次诊治；（3）患者年龄≥ 18岁，临床资料完整；（4）签署知情同

意书。排除标准：（1）合并其他甲状腺疾病者；（2）合并系统性红

斑狼疮、类风湿性关节炎者；（3）合并肝炎、结核病、肾病、糖尿

病者；（4）近 3个月使用皮质类固醇激素、免疫抑制剂以及可能

影响甲状腺功能药物者；（5）妊娠哺乳期妇女。研究组年龄

24~56岁，平均年龄（36.13依8.11）岁；男性 13例、女性 69例；体

质量指数（body mass index，BMI）18~28 kg/m2，平均（22.57依
1.89）kg/m2。选择同期接受体检的健康人 80例作为对照组。年

龄 25~55岁，平均年龄（37.02依7.82）岁；男性 12例、女性 68例；

BMI 18~28 kg/m2，平均（22.85依2.03）kg/m2。两组性别、年龄、

BMI比较无统计学差异（P>0.05），组间具有可比性。本研究经
空军军医大学唐都医院伦理委员会审批通过。

1.2 方法

1.2.1 血液标本的采集及处理 对照组于体检当日，研究组患

者于入院后次日，采集空腹外周静脉血 6 mL，3个试管分装，每

个试管 2 mL，其中 1个试管为肝素抗凝试管，用于 Th17、Treg

细胞流式检测；另 2个试管为普通试管静置 10min后，3000 r/min

离心 10 min分离血清，离心半径 12 cm，用于血清 miR-326、

miR-155及 Th17、Treg细胞因子的检测。

1.2.2 血清 miR-326、miR-155的检测 应用实时荧光定量聚

合酶链式反应（qRT-PCR）检测血清 miR-326、miR-155 表达水

平。首先提取血清总 RNA，应用 Trizol法，Trizol试剂购自上海

联迈生物工程有限公司，批号为 LM0016，应用分光光度计测

量样品浓度，然后应用 Taq Man RT kit进行反转录并提取总

RNA，Taq Man RT kit 购自日本 Takara 公司生产，进行反转

录。应用 Taq Man MicroRNA assay进行扩增反应，试剂盒购

自北京百奥莱博科技有限公司，以 U6位内参，引物序列由北

京百奥莱博科技有限公司合成，见表 1。反应体系为：TaqMan

MicroRNA assay 1.00 滋L，TaqMan 2 伊 Universal PCR Master

Mix 10.00 滋L，cDNA 底物 1.33 滋L，dd H2O 7.67 滋L。反应条
件：95℃ 10 min，95℃ 15 s，60℃ 30 s，共计 50个循环，每个指

标重复 3次，完成后通过 2-△ △ Ct法计算血清 miR-326、miR-155

相对表达量。

1.2.3 血清甲状腺相关抗体及甲状腺功能参数的检测 应用

电化学发光法检测血清促甲状腺激素（TSH）、游离三碘甲状原

氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、甲状腺过氧化物酶抗体

（TPOAb）、甲状腺球蛋白抗体（TGAb），其中 TSH、FT3、FT4试

剂盒购自上海酶联生物科技有限公司，TPOAb试剂盒购自深

圳市安提生物科技有限公司，TGAb试剂盒购自上海艾研生物

科技有限公司。仪器为 E170电化学发光免疫分析仪，购自瑞士

罗氏公司。

1.2.4 Th17、Treg的检测 取抗凝试管血样，应用 Ficoll密度

梯度离心法获取单个核细胞，应用 PBS洗涤细胞并重悬，将细

胞密度调整至 2伊106个 /mL并加入到无菌培养板中，分别滴

加离子霉素、莫能霉素及丙二醇甲醚醋酸酯，共培养 5 h，然后

应用磷酸缓冲液（PBS）洗涤后分别加入荧光标记的单克隆抗

体：Anti-CD4-PE，混匀后室温避光孵育 20 min，加入破膜试剂

溶解细胞膜，洗涤细胞后，吹悬数次，在低温下 3000 r/min离心

10 min，弃上清，加入荧光标记的单克隆抗体 Anti-IL-17A-PE-

Cy7，室温下避光孵育 20 min。应用 FACS Calibur流式细胞仪

检测外周血 Th17、Treg水平，仪器购自美国 BD公司，并应用
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表 2两组血清 miR-326、miR-155表达水平比

Table 2 Comparison of serum miR-326 and miR-155 expression levels between two groups

Groups n miR-326 miR-155

Study group 82 2.93依0.68 3.83依0.84

Control group 80 1.04依0.23 1.04依0.25

t 23.410 28.684

P 0.000 0.000

表 3两组甲状腺功能、甲状腺相关抗体比较

Table 3 Comparison of thyroid function and thyroid-associated antibodies between two groups

Groups n TSH(mU/L) FT3(pmol/L) FT4(pmol/L) TPOAb(IU/mL) TGAb(IU/mL)

Study group 82 5.07依1.09 3.72依0.82 8.57依2.11 502.43依100.16 1023.68依311.34

Control group 80 3.88依0.82 4.51依0.33 11.58依2.45 1.07依0.21 21.11依5.21

掊2 or t 7.838 -8.007 -8.385 44.786 28.796

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

表 4 两组外周血 Th17细胞、Treg细胞因子比较

Table 4 Comparison of Th17 cells and Treg cytokines in peripheral blood between two groups

Groups n Treg(%) Th17(%) Th17/Treg IL-17(pg/mL) IL-10(pg/mL) IFN-酌(pg/mL)

Study group 82 2.23依0.53 1.55依0.48 0.70依0.14 12.76依3.51 22.27依7.34 28.64依6.25

Control group 80 5.02依1.28 0.43依0.13 0.09依0.02 7.89依2.19 38.32依8.13 10.25依2.87

t -18.204 20.160 38.586 10.564 -13.195 23.966

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

BD cell quest软件计算 Th17/Treg。

1.2.5 Th17、Treg细胞因子的检测 取普通试管血清，应用酶

联免疫吸附法检测血清 Th17 细胞因子 [白细胞介素 -17

（IL-17）、酌干扰素 (IFN-酌)]，Treg细胞因子 [白细胞介素 -10

（IL-10）]水平，IL-10、IL-17试剂盒购自上海西唐生物科技有限

公司（货号：F01360、F01450），IFN-酌试剂盒购自武汉伊莱瑞特
生物科技股份有限公司（货号：E-EL-H0108c）。

1.3 统计学方法

采用 SPSS26.0进行统计学分析，计量资料以（x依s）表示，
采用 t检验。计数资料以例及率表示，采用 掊2检验，应用 Pear原
son分析数据相关性，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清 miR-326、miR-155表达水平比较

研究组血清 miR-326、miR-155表达水平显著高于对照组

（P<0.05），见表 2。

2.2 两组甲状腺功能、甲状腺相关抗体比较

研究组 TSH、TPOAb、TGAb 显著高于对照组，FT3、FT4显

著低于对照组（P<0.05），见表 3。

2.3 两组外周血 Th17细胞、Treg细胞因子比较

研究组外周血 Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 显著高于对
照组，Treg、IL-10水平显著低于对照组（P<0.05），见表 4。

2.4 HT 患者血清 miR-326、miR-155 与甲状腺相关抗体和

Th17/Treg细胞因子失衡的相关性分析

Pearson 相关分析显示，HT 患者血清 miR-326 与 TSH、

TPOAb、TGAb、Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 呈正相关，与
FT3、FT4、Treg、IL-10 呈 负 相 关 ；miR-155 与 TSH、TPOAb、

TGAb、Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 呈正相关，与 FT3、FT4、

Treg、IL-10呈负相关。见表 5。

3 讨论

HT是临床上常见的一种自身免疫性甲状腺疾病，最初由

日本学者 Hashimoto报道，该病早期发病隐匿，临床症状不典

型，当疾病发展到一定阶段可出现甲状腺功能的改变[10]。HT的

病因和发病机制复杂，研究表明，HT的发病与自身免疫有密切

关系，其中 TPOAb、TGAb两种自身抗体与 HT的发展与预后

有关[11]。本研究中选择了我院收治的 HT患者及体检健康人比

较发现研究组 TSH 显著高于对照组，FT3、FT4显著低于对照

组，表明 HT患者存在甲状腺功能降低，患者出现 FT3、FT4水平

降低，同时 TSH代偿性升高。另外本研究发现 HT患者存在

TPOAb、TGAb 水平升高。TPOAb、TGAb 是甲状腺的自身抗

体，其水平升高提示机体存在甲状腺的自身免疫反应[12]。
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表 5 HT患者血清 miR-326、miR-155与甲状腺相关抗体和 Th17/Treg细胞因子失衡的相关性

Table 5 Correlation between serum miR-326, miR-155 and thyroid-associated antibodies and Th17/Treg cytokine imbalance in HT patients

Index
miR-326 miR-155

r P r P

TSH 0.329 0.032 0.332 0.027

FT3 -0.367 0.028 -0.373 0.023

FT4 -0.354 0.030 -0.311 0.034

TPOAb 0.491 0.000 0.483 0.000

TGAb 0.456 0.000 0.481 0.000

Th17 0.408 0.000 0.421 0.002

Treg -0.432 0.000 -0.467 0.000

Th17/Treg 0.489 0.000 0.491 0.000

IL-17 0.412 0.006 0.421 0.000

IFN-酌 0.389 0.023 0.372 0.018

IL-10 -0.389 0.027 -0.401 0.000

miRNA是一种机体内源的非编码单链小 RNA分子，具有

调控基因表达的功能[13]。近年来越来越多的研究证实，在自身

免疫疾病中存在 miRNA表达异常，miRNA表达异常与自身免

疫疾病的发生和发展密切相关[14，15]。miR-326是由 11号染色体

5-Arrbl编码基因的内含子区域编码形成，在调控机体基因表

达方面发挥重要作用[16]。近年来研究发现，miR-326也在免疫细

胞分化、成熟及维持免疫稳态等方面发挥重要的作用，并与多

种自身免疫性疾病的发生相关 [17]。miR-155由 21号染色体 B

细胞整合簇基因第 3个外显子编码形成[18]。研究表明，miR-155

可以通过调控免疫细胞生成、分化影响机体免疫平衡[19]。本研

究发现，研究组血清 miR-326、miR-155表达水平显著高于对照

组，表明 HT患者存在 miR-326、miR-155表达水平异常升高，

提示 miR-326、miR-155与 HT的发生和发展有关。研究表明，

miR-326可以促进 Th17细胞分化，进而引起自身免疫疾病[20]。

Zhao N等报道 [21]，miR-326还可以抑制 Ets-1基因的表达，而

Ets-1基因是参与机体免疫细胞平衡的关键基因，具有调节淋

巴细胞分化和增殖的功能，也是 Th17分化的反向调节因子，当

Ets-1基因被抑制时，Th17细胞分化增多，引发碘诱导的甲状

腺炎。Zhu F等报道 [22]，miR-155 可以正向调控 Th17 细胞的

生成，缺失 miR-155的小鼠 Th17细胞数量大幅降低。Kim HJ

等[23]报道，miR-155还可以促进 Th17细胞的发育成熟。本研究

中 HT患者 miR-155表达异常升高，可能促进 Th17细胞的生

成与成熟，并促进自身免疫反应，从而引发 HT的发生。

为了进一步验证以上推论，我们对两组受试者外周血

Th17细胞、Treg细胞及其细胞因子进行了比较，结果发现研究

组外周血 Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 显著高于对照组，
Treg、IL-10水平显著低于对照组，证实了 HT患者存在 Th17

细胞升高以及 Treg细胞降低的免疫失衡。Th17细胞是一种辅

助性 T淋巴细胞，可以分泌 IL-17、IFN-酌，具有促炎作用[24]。而

Treg细胞则是免疫调节性淋巴细胞，可以分泌 IL-10，并与

Th17细胞及因子起到抗衡作用。Liu Y等[25]报道，Th17/Treg在

HT发生发展中起到重要作用，通过改善 Th17/Treg平衡可改

善 HT。本研究与 Liu Y等 [25] 报道相符，表明 HT患者存在

Th17/Treg及其相关细胞因子的失衡。

另外，本研究 HT 患者血清 miR-326、miR-155 与 TSH、

TPOAb、TGAb、Th17、Th17/Treg、IL-17、IFN-酌 呈正 相关，与
FT3、FT4、Treg、IL-10呈负相关。提示 miR-326、miR-155可能通

过某些通路和机制影响了 HT患者 Th17/Treg免疫平衡，并促

进了 TPOAb、TGAb自身抗体的产生，进而影响了甲状腺功能。

推测 miR-326、miR-155 可能通过影响免疫细胞分化，促进

Th17细胞的发育成熟，并通过影响 Ets-1基因表达进而影响了

Th17/Treg免疫平衡，促进HT发生。本研究也提示临床上可能通

过对血清 miR-326、miR-155检测为 HT的辅助诊断提供依据。

综上所述，HT患者血清 miR-326、miR-155水平异常升高，

其水平与 TPOAb、TGAb自身抗体、Th17/Treg失衡相关，血清

miR-326、miR-155可能通过影响机体免疫细胞分化、增殖，进

而影响了 Th17/Treg免疫平衡，促进 HT的发生和发展，血清

miR-326、miR-155检测可为 HT的辅助诊断提供依据。
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