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T细胞活化核因子5与胸腺瘤合并重症肌无力的相关性研究
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摘 要：目的 T细胞活化核因子 5(NFAT5)具有促进T细胞发育和激活T细胞作用，通过诱导不同靶基因实现免疫调节功能。该

研究旨在探讨NFAT5与胸腺瘤合并重症肌无力(MG)的相关性及其作用机制。方法 免疫组织化学(IHC)检测NFAT5在胸腺瘤中

蛋白表达与是否合并MG有关。通过生物信息网站预测NFAT5的微小RNA(miRNA)及下游靶基因，应用RT-qPCR与 IHC在临床

病理样本中对miRNA和靶基因进行验证。结果 应用 IHC在 56例胸腺瘤石蜡标本中检测NFAT5，NFAT5在单一胸腺瘤组（T组，

32例）阳性率高于伴MG胸腺瘤组（MT组，24例），差异具有统计学意义(P=0.006)。通过生物信息网站预测NFAT5的microRNA和

下游基因，得出NFAT5的下游基因为CD4，miRNA-17-5p靶向调控NFAT5。在 10例胸腺瘤石蜡标本中（T组 5例；MT组 5例），通过

RT-qPCR检测miRNA-17-5p，结果显示miRNA-17-5p在 T组表达低于MT组，差异有统计学意义(P=0.033)。在 56例胸腺瘤石蜡标

本中，应用 IHC检测到CD4在T组阳性率高于MT组，差异有统计学意义(P=0.034)。在T组和MT组中，NFAT5与CD4表达均呈正

相关(P<0.05)。结论 NFAT5在 T组中的表达高于MT组，说明NFAT5在胸腺瘤中对MG发病起到一定抑制作用。miRNA-17-5p
可能在胸腺瘤微环境中靶向抑制NFAT5，从而抑制CD4+ T细胞表面的CD4，减少CD4+ T细胞反应，促进MG的发生。
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Abstract： Objective Nuclear factor of activated T cells 5（NFAT5）can promote T cell development and activation，and
exert immunoregulatory function by inducing different target genes. This study aims to investigate the relationship between
NFAT5 and thymoma with myasthenia gravis（MG）and the underlying mechanisms.Methods Immunohistochemistry

（IHC）was used to determine whether the protein expression of NFAT5 in thymoma was associated with the presence of MG.
The microRNA（miRNA）and downstream target gene of NFAT5 were predicted using bioinformatic tools，and were validat⁃
ed in clinicopathological samples using RT⁃qPCR and IHC.Results A total of 56 paraffin-embedded thymoma samples were
examined for NFAT5 by IHC. The positive rate of NFAT5 was significantly higher in thymomas without MG（group T，
81.25%，26/32）than in thymomas with MG（group MT，45.83%，11/24）（P=0.006）. Bioinformatic analysis predicted that
miRNA-17-5p targeted and regulated NFAT5，and the downstream gene of NFAT5 was CD4. Ten paraffin-embedded thymo⁃
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ma samples were examined for miRNA-17-5p expression by RT-qPCR，with 5 from group T and 5 from group MT. The expres⁃
sion of microRNA-17-5p in group T was significantly lower than that in group MT（P=0.033）. Among the 56 thymoma sam⁃
ples，the positive rate of CD4 was significantly higher in group T（96.87%，31/32）than in group MT（79.16%，19/24）（P=
0.034）. There was a positive correlation between the expression of NFAT5 and CD4 for both group T（P=0.017）and group MT

（P=0.020）.Conclusions The higher expression of NFAT5 in thymoma without MG than in thymoma with MG indicates that
NFAT5 plays an inhibitory role in the development of MG in thymoma. MiRNA-17-5p may target and inhibit NFAT5 in the mi⁃
croenvironment of thymoma，which suppresses CD4 on the surface of CD4+ T cells，reduces the response of CD4+ T cells，and
thus promotes the development of MG.
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胸腺肿瘤均带有恶性隐患［1-2］，约1/2的胸腺瘤患者伴

发重症肌无力（myasthenia gravis，MG）。据报道1%~9%单

纯胸腺瘤患者切除胸腺后易发生MG，而伴发MG的胸腺瘤

患者在切除胸腺后，肌无力症状消失后复发或更严重［3］。
由此可见，探索胸腺瘤合并MG的发病机制成为关键。T
细 胞 活 化 核 因 子 5（T cell activating nuclear factor 5，
NFAT5）也称张力调节增强子结合蛋白（TonEBP），是Rel
家族中新型转录因子［4］。最新研究表明，NFAT5在人和小

鼠中高表达与炎症及自身免疫性疾病的发生有关［5］。
微小RNA（microRNA，miRNA）是一类小内源性非编

码RNA，使mRNA降解或翻译抑制［6］。通过改变miRNA
表达及其下游功能导致的过程障碍可以启动或维持自身

免疫状态［7］。有文献报导miRNA-17可以调节调节性T细
胞、刺激 T细胞介导的宿主免疫反应抑制肿瘤生长及调

节人类 T细胞的发育［8］。miRNA-17-5p为miRNA-17的成

熟体，具有同源性，因此我们推测miRNA-17-5p可能与自

身免疫性疾病有关。

本研究先应用免疫组织化学（immunohistochemistry，
IHC）在胸腺瘤组织芯片中检测NFAT5蛋白表达情况，运

用生物信息网站预测NFAT5的miRNA和下游基因，采用

RT-qPCR和 IHC在组织芯片中进行验证，探索胸腺瘤合

并MG的可能发病机制。

1 对象与方法

1. 1 研究对象

收集潍坊市人民医院病理科 2017年至 2020年的 56
例通过手术切除且经病理检查确诊为胸腺瘤的样本，其

中单一胸腺瘤 32例，合并MG24例。在干预前无任何治

疗。所有病理标本均通过潍坊医学院第一附属医院医学

伦理委员会同意。

1. 2 研究方法

1. 2. 1 生物信息网站、统计软件及方法 从基因表达文

库（Gene Expression Omnibus，GEO，https：//www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/）获取单一胸腺瘤（GSE131027、GSE29695）和

伴 MG 胸 腺 瘤（GSE11967、GSE103974）的 mRNA。
STRING数据库（http：//string-db.org）设置置信度≥0.4。使

用R包 igraph和 reshape2得出NFAT5下游基因。

通过 TargetScan（http：//www. targetscan. org/）、miRDB
（http：//mirdb.org/）与 miRWalk（http：//zmf.umm.uniheidel⁃
berg）3个网站预测靶向 NFAT5的 miRNA取交集。从

GEO数据库获取单一胸腺瘤（GSE79978）和伴MG胸腺瘤

（GSE103812）的 miRNA数据，差异表达阈值为 logFold⁃
Change绝对值≥1且Padjust<0.05。用R包VennDiagram将

网站预测 NFAT5的miRNA与 GEO中miRNA取交集，得

到靶向NFAT5的miRNA。
1. 2. 2 IHC及结果判读 在HE切片上选择有代表性的

肿瘤区域进行标记，用穿刺针从相对应的蜡块上取下组

织（直径 2 mm），石蜡包埋（4×3阵列），间距约 1 mm，深约

3 mm。切成 4 μm薄片贴在玻片上，对切片实施二甲苯脱

蜡、梯度酒精化处理。接着置于高压锅内，5 min高火、15 min
低火处理，完成抗原热恢复，浓度 3%过氧化氢、80%的甲

醇室温条件 30 min，去除内源性过氧化酶。兔抗人

NFAT5抗体（美国Abbkine，稀释浓度 1∶400），CD4（北京

中杉金桥公司，工作液）4℃温育整晚，选择 PBS清理，

PV9000室温温育，DAB着色，苏木素复染，1%盐酸及

75%乙醇分化，1%氨水着色，经梯度乙醇脱水和树胶封

片。PV9000和DAB显色液均购于北京中杉金桥公司。

IHC结果由两位高资历病理医生对各 IHC染片进行

双盲独立判读。NFAT5核、浆染色均为阳性。结果根据

细胞染色强度评分为 0、1、2、3和 4；根据阳性细胞的百分

数评分 0（≤5%）、1（>5%~25%）、2（>25%~50%）、3（>50%~
75%）、4（76%~100%）。计算芯片上每个组织点的染色强

度和阳性细胞数的评分乘积：0分为阴性，≥0分为阳性。

对CD4的细胞质免疫反应进行半定量：0=阴性；1%~5%=
1+；6%~20%=2+；>20%=3+。
1. 2. 3 石蜡组织提取miRNA、cDNA合成与RT-PCR 使

用试剂盒（中国，百泰克），从 5例单一胸腺瘤和 5例伴MG
胸腺瘤石蜡组织中提取microRNA。逆转录（RT）反应采

用 cDNA合成试剂盒（美国，GeneCopoeia）。实时荧光定

量逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）采用7500 PCR仪（美国

应用生物系统公司）进行。
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结果分析：ΔCT=CT（目的基因）-CT（U6）；相对表达

量=2-ΔCt。
1. 3 统计学方法

基于 SPSS 22.0软件进行统计学处理。计数资料以

例和百分比［n（%）］表示，组间比较采用 χ2检验；采用 χ2

检验分别统计 T组与MT组NFAT5、CD4表达差异性；采

用 t检验统计miRNA-17-5p在 T组与MT组表达量的差异

性；所采取的皆是双侧检验，存在显著区别的标准为 P<
0.05。采用 Spearman检验进行相关性分析。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2. 1 NFAT5在胸腺瘤中与临床和病理特征的关系

NFAT5在胸腺瘤组织中的阳性染色为棕黄色（图

1A），其主要表达在胸腺上皮性肿瘤的细胞核与细胞质

中 。 NFAT5 在 T 组 阳 性 率 高 于 MT 组（χ2=7.674，P=
0.006），与不表达NFAT5的患者相比，表达NFAT5的患者

并发MG的几率更低（图 1C）。ROC曲线分析结果显示，

NFAT5能有效区分胸腺瘤患者是否合并MG（AUC=0.621 6，
P=0.001 7，图 1D）。在胸腺瘤中NFAT5的表达与患者年

龄、性别、病理分型和肿瘤分期无关（表1）。

2. 2 生物信息分析结果

2. 2. 1 GEO数据库中NFAT5表达量 GEO数据库中T组
和MT组中NFAT5表达量不同（图2A），T组NFAT5与MT组
相比呈现出高表达模式，且差异有统计学意义（图2B）。

2. 2. 2 STRING数据库中基因与NFAT5相互作用 STRING
数据库中有 20个基因与NFAT5相互作用，包括 PLCG1、
CD19、CD4、S100A4等（图 3A）。GEO数据库中显示胸腺

瘤中与NFAT5表达呈正相关的基因（图3B）。

A：NFAT5阳性，IHC×200；B：NFAT5阴性，IHC×200；C：NFAT5在T组中的阳性率显著高于MT组；D：NFAT5对胸腺瘤合并MG
具有较好的诊断价值。

图1 NFAT5在胸腺瘤中与临床病理特征的关系
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表1 胸腺瘤中NFAT5表达与临床和病理特征的关系 [n(%)]

指标

年龄/岁
<50
51~70
>70

性别

男

女

病理类型

A
AB
B1
B2
B3

例数

23
26
7

28
28

14
9
13
15
5

阳性（阳性率）

17(73. 9)
18(69. 2)
2(28. 6)

18(64. 3)
19(67. 9)

8(57. 1)
4(44. 4)
10(76. 9)
12(80)
3(60)

阴性

6(26. 1)
8(30. 8)
5(71. 4)

10(35. 7)
9(32. 1)

6(42. 9)
5(55. 6)
3(23. 1)
3(20)
2(40)

χ2值
5. 138

0. 080

4. 439

P值

0. 077

0. 778

0. 350

指标

肿瘤分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

是否合并MG
否

是

例数

40
14
2

32
24

阳性（阳性率）

24(60)
12(85. 7)
1(50)

26(81. 3)
11(45. 8)

阴性

16(40)
2(14. 3)
1(50)

6(18. 7)
13(54. 2)

χ2值
3. 298

7. 674

P值

0. 192

0. 006
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2. 2. 3 GEO数据库中 CD4的表达 GEO数据库中 T组
CD4的表达高于MT组，且差异具有统计学意义（图 4A）。

此外，GEO数据库中T组和MT组CD4与NFAT5的表达均

呈正相关性（图 4B、4C），与之前图 3B相符，因此说明CD4
可能是NFAT5的下游基因。

A：3种颜色（红、白、蓝）表示基因在样本中的表达量，红色越深表达量越高，蓝色越深表达量越低；B：NFAT5在T组与MT组的

表达有显著差异。

图2 GEO数据库中NFAT5在T组和MT组的表达量比较

A：NFAT5蛋白质与蛋白质的相互作用网络，蓝色的点代表相互作用的基因；B：有连线的基因说明有共表达关系，红色表示正

相关，蓝色表示负相关，红色越深说明两个基因之间正相关性越显著，蓝色越深说明两个基因之间负相关性越显著。

图3 NFAT5的PPI网络与相互作用基因网络
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A：CD4在T组和MT组中的表达具有差异，P=0.032；B：在T组NFAT5与CD4呈正相关性，r=0.29，P=0.049；C：在MT组NFAT5与

CD4呈正相关性，r=0.59，P=0.012
图4 GEO数据库中CD4在T组和MT组中的表达量
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2. 2. 4 预测 NFAT5的 miRNA与 GEO中 miRNA的交集

将 3个生物学网站（TargetScan、miRDB、miRWalk）预测

NFAT5的miRNA与GEO中miRNA取交集，有 4个重叠的

miRNA（图5A、表2），根据表2发现miR-17-5p的数值差异

性最大，GEO数据库中miR-17-5p在T组的表达量明显低

于MT组（P=0.001）（图5B）。

2. 3 IHC验证CD4在胸腺瘤中与临床病理特征的关系

CD4染色为棕黄色，其主要表达在成熟淋巴细胞的

胞膜上（图 6A）。CD4在T组中阳性率为 96.87%，高于MT
组的79.16%（P=0.034，图6C）。CD4在胸腺瘤中的阳性表

达随年龄增长逐步下降，差异有统计学意义（P<0.01，表
3），而性别、肿瘤病理类型、肿瘤分期等差异无统计学意

义（P>0.05，表3）。

在 32例 T中 CD4与NFAT5呈正相关性（r=0.417，P=

0.017，表 4），在 28例MT中CD4与NFAT5呈正相关性（r=
0.472，P=0.020，表5）。

免疫组化结果与GEO数据库一致。

2. 4 miRNA-17-5p在临床样本中的检测

采用 RT-qPCR验证 miRNA-17-5p在 T和MT中的表

达情况，我们发现 miRNA-17-5p在 T组表达量低于 MT
组，差异有统计学意义（t=2.565，P =0.033）。见图7。

A：红色代表GEO中NFAT5的268个miRNA，蓝色代表miRWalk中NFAT5的2180个miRNA，紫色代表TargetScan中NFAT5的

1457个miRNA，绿色代表miRDB中NFAT5的606个miRNA，miRNA交集有4个；B：miR-17-5p在T组表达量明显低于MT组。

图5 生物信息网站预测NFAT5靶向miRNA

表2 网站预测与GEO数据库重叠的NFAT5靶向miRNA

microRNA名

hsa-miR-17-5p
hsa-miR-18a
hsa-miR-20a
hsa-miR-21

logFC
-20. 2294
-12. 1918
-8. 6227
-10. 1538

P值

<0. 0001
<0. 0001
<0. 0001
<0. 0001

A：CD4阳性，IHC×200；B：CD4阴性，IHC×200；C：CD4在T组中的阳性表达率高于MT组

图6 在胸腺瘤中CD4的表达与临床特征的关系
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3 讨论

NFAT5基因位于 16q22.1，蛋白质以稳定的同源二聚

体存在［9］。成人仅在胸腺上皮细胞和丝裂原激活的初级

T淋巴细胞检测到NFAT5蛋白［10］。但有研究显示在大多

数转化细胞系中都能检测到NFAT5蛋白。因此，NFAT5
蛋白表达与细胞生长有关［11］。NFAT5可以诱导多种细胞

因子和酶的产生［12］。最新研究显示缺乏 NFAT5的小鼠

胸腺较小，CD4+T细胞和 CD8+T细胞成熟度较低，说明

NFAT5可能在T细胞的增殖、成熟、活化及分化中起重要

调节作用［13］。先前有研究表明，胸腺瘤引起发MG是由

于T细胞增殖、成熟和输出出现问题，无NFAT5表达的小

鼠患有严重的免疫缺陷疾病，因此，NFAT5对T细胞的周

期进程和增殖至关重要［12］。本研究在 56例胸腺瘤石蜡

样本中，通过 IHC我们发现NFAT5在 T组蛋白表达水平

高于MT组，与GEO数据库中NFAT5在 T组表达高于MT
组结果一致。此外，我们发现NFAT5与患者年龄、性别、

肿瘤分期等临床特征之间无相关性。由此，我们推测

NFAT5在胸腺瘤中抑制MG的发生。

CD4分子是 T细胞发育和激活的关键成分。CD4与
人类主要组织相容性复合体Ⅱ类（human major histocom⁃
patibility complex Ⅱ，MHC-Ⅱ/HLA-Ⅱ）分子的膜近端结

构域结合，通过 T细胞受体（T cell receptor，TCR）促进信

号转导［9］。MG的发病机制多被认为是在补体参与下突

触后膜乙酰胆碱受体（AchR）产生免疫应答，乙酰胆碱受

体破坏不能产生足够的终板电位，使突触后膜传递障碍

而产生肌无力症状［14］。正常情况下，只有骨骼肌细胞和

胸腺肌样细胞表达功能性Ach R［15］。MHC-Ⅱ是T细胞阳

性选择的重要信号传递分子，有研究显示当NFAT5缺失，

胸腺上皮性肿瘤细胞表面MHC-Ⅱ不表达或表达减少，无

法将抗原衍生肽呈递给 CD4+T淋巴细胞，因此NFAT5缺
陷使 MHC-Ⅱ表达降低削弱了激活 CD4+T淋巴细胞中

TCR 介 导 的 反 应［9］。 当 调 节 性 T 细 胞 数 量 减 少 ，

CD4+CD8+T细胞从胸腺瘤细胞中向外周迁移分化为自身

反应T细胞，自身反应性T细胞激发的早期抗体攻击附近

表达折叠的 AchR的肌样细胞，并激活补体，随后释放

A：PCR扩增曲线无异常；B：PCR融解曲线呈单峰，说明引物特异性好；C：miRNA-17-5p在T组表达量低于MT组

图7 miRNA-17-5p在临床样本中的检测

表5 合并MG胸腺瘤CD4与NFAT5蛋白表达相关性

指标

NFAT5
CD4

阳性

11
19

阴性

13
5

r值

0. 472
P值

0. 020

表4 单一胸腺瘤CD4与NFAT5蛋白表达相关性

指标

NFAT5
CD4

阳性

27
31

阴性

5
1

r值

0. 417
P值

0. 017

表3 胸腺瘤中CD4表达与临床病理特征的关系 [n(%)]

指标

年龄/岁
<50
51~70
>70

性别

男

女

病理类型

A
AB
B1
B2
B3

肿瘤分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

是否合并MG
否

是

例数

23
26
7

28
28

14
15
13
9
5

40
14
2

32
24

阳性（阳性率）

22(95. 7)
23(92)
1(14. 3)

24(85. 7)
26(92. 9)

12(85. 7)
15(100)
11(84. 6)
7(77. 8)
5(100)

35(87. 5)
13(92. 9)
2(100)

31(96. 9)
19(79. 2)

阴性

1(4. 3)
2(8)
6(85. 7)

4(14. 3)
2(7. 1)

2(14. 3)
0

2(15. 4)
2(22. 2)
0

5(12. 5)
1(7. 1)
0

1(3. 1)
5(20. 8)

χ2值
28. 304

0. 747

4. 129

0. 560

4. 496

P值

<0. 01

0. 388

0. 389

0. 756

0. 034
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AchR免疫复合物，导致MG发生［16］。合并MG的胸腺瘤

产生并输出大量 CD4+T细胞到外周血液中，而在胸腺瘤

组织中成熟CD4+T细胞减少［17］。从GEO数据库中获取，

CD4在 T组表达高于 MT组，在 T组和 MT组中，CD4与
NFAT5均呈正相关性；本研究在胸腺瘤石蜡组织中应用

IHC检测CD4蛋白表达情况，发现T组CD4阳性表达高于

MT组，并且在 T组和MT组，CD4与 NFAT5均呈正相关

性。因此，我们认为CD4作为NFAT5的下游靶基因在胸

腺瘤合并MG的发病机制中发挥作用。

微环境中任何波动都可能影响免疫细胞的整体信号

传导，从而通过miRNA调控的途径影响应激反应。本研

究中，我们发现MT组miRNA-17-5p过表达，NFAT5受抑

制，CD4+T细胞表面的 CD4也受抑制，我们推测合并MG
胸腺瘤患者的 CD4+T细胞可能受到损害，可能部分归因

于NFAT5的抑制作用。因此，miRNA-17-5p能够在胸腺

瘤微环境中抑制 NFAT5，从而抑制 CD4+T细胞表面的

CD4，减弱CD4+T细胞反应，促进重症肌无力的发生。

综上所述，NFAT5参与多种信号途径的传导，许多其

他信号传导途径也积极参与 T细胞分化和克隆扩增的调

控，例如T细胞受体信号传导通路和VEGF信号通路。因

此我们接下来还需要从具体的信号通路和免疫调控机制

等方面进行进一步的研究。
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