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Abstract
誗 AIM: To construct the mice model with lentivirus
expressing AHNAK1 shRNA in CD4+ T cells, and to study
its inhibitory effect on the thyroid - associated
ophthalmopathy (TAO) in mice.
誗METHODS: The shRNA sequence with good disturbing
potency towards AHNAK1 was designed and selected;
then the shRNA was packed into lentivirus; and the CD4+

T cells were infected. The infected CD4+ T cells of mice
by the packed lentivirus were observed to detect the
inhibition effect on T cells. And then the
immunotherapeutic effects of AHNAK1- / - on TAO were
observed by experimental animal model.
誗RESULTS: The shRNA with good disturbing potency
was successfully screened and correctly inserted into the

lentivirus. The titer of the recombinant lentivirus was
1. 0 伊 106TU / mL. The CD4+ T cells infected by lentivirus
showed the anergy trend and restrained the immune
response of inflammation. Suppressing the expression of
AHNAK1 in T cells of animal model can effectively control
the occurring and proceeding of TAO, which can
significantly reduce the expression of IL-2 / IL-1茁 / IFN-酌
in the T cells of the control group.
誗CONCLUSION: This paper successfully constructs mice
model with the recombinant lentivirus expressing
AHNAK1 shRNA, which has a favorable inhibitory effect
on secretion of IL - 2, IL - 1茁, IFN - 酌 by T cells. The
recombinant lentivirus can effectively inhibit the
occurring and proceeding of TAO in mice.
誗 KEYWORDS: AHNAK1; T cells; RNA interference;
thyroid-associated ophthalmopathy; immunoregulation
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摘要
目的:构建表达小鼠 CD4+T 细胞钙支架蛋白 AHNAK1 的
短发夹 RNA(short hairpin RNA ,shRNA)慢病毒载体,并
研究其对小鼠甲状腺相关性眼病 ( thyroid - associated
ophthalmopathy,TAO)的抑制效应。
方法:设计并筛选对 AHNAK1 具有良好干扰效力的 shRNA
序列,慢病毒载体包装干扰序列,感染小鼠 CD4+T 细胞,
检测 AHNAK1 静默对 T 细胞功能的抑制作用,采用实验
动物模型观察AHNAK1体内抑制甲状腺相关性眼病的效果。
结果:成功筛选出具有良好干扰效力的 shRNA,并包装入
慢病毒。 病毒滴度为 1. 0 伊 106 TU / mL,转染慢病毒的
CD4+T 细胞展现出失能倾向,抑制炎症免疫反应;在动物
模型中抑制 T 细胞中 AHNAK1 表达可以有效控制甲状腺
眼病的发生发展, 显著降低治疗组 T 细胞中 IL-2、IL-1茁 和
IFN-酌 的表达。
结论:成功构建了表达小鼠 AHNAK1 shRNA 的慢病毒,
具有抑制 T 细胞分泌 IL-2、IL-1茁 和 IFN-酌 的表达效
应,能够有效抑制甲状腺眼病的发生发展。
关键词:AHNAK1;T 细胞;RNA 干扰;甲状腺相关性眼
病;免疫调控
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0 引言
摇 摇 甲状腺相关性眼病(thyroid-associated ophthalmopathy,
TAO)是当前我国发病率最高的成人眼眶疾病[1,2],除眼
部病征外,还伴有其他不同程度的甲状腺损害症状。 但
关于 TAO 的具体发病机制仍不明确,也导致了对 TAO 缺
乏有效的治疗手段[3]。 目前认为,TAO 是机体免疫系统
在自身抗原(甲状腺球蛋白、促甲状腺素受体、G2a 蛋白
等)长期刺激下,产生自身抗体—甲状腺刺激性抗体
(thyroid stimulating antibody, TsAb),造成眼眶和其他组
织广泛的炎症损害导致,具体过程以细胞免疫应答为
主[4,5]。 T 细胞是机体免疫应答的关键环节,初始 T 细胞
受抗原刺激后会发生分化,介导不同类型的免疫应答[6]。
AHNAK1 是 T 细胞胞内的一种钙通道支架蛋白,能够介
导钙内流,启动免疫基因转录表达[7]。 最近的研究表明
静默 AHNAK1 表达能导致 CD4+T 细胞发生分化,抑制细
胞免疫应答,阻抑炎症反应发生[8]。 研究提示静默
AHNAK1 表达有可能抑制 TAO 中细胞免疫应答进程,为
此我们观察了 AHNAK1 静默对 T 细胞功能的影响和对
TAO 的治疗效应。
1 材料和方法
1.1材料摇 293 细胞购自 ATCC。 小鼠 IL-2、IL-1茁、IFN-酌
的 ELISA 试 剂 盒 购 自 RD 公 司。 miRNA 表 达 载 体
pcDNATM 6. 2 - GW / EmGFPmiR、 慢 病 毒 表 达 质 粒
pLenti6郾 3 / V5-DEST、病毒包装系统 ViraPowerTMPackaging
Mix 为 Invitrogen 公司产品。 6 ~ 8 周龄的 Balb / c 小鼠购
自上海必凯公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 shRNA 重组质粒的构建 摇 利用 RT-PCR 方法从
Balb / c 小鼠外周血 CD4+T 细胞中获得 AHNAK1 的基因
序列,将其克隆到真核载体 pEGFP-N1 中,构建 AHNAK1
的真核表达载体 pEGFP-N1-AHNAK1。 依据得到的基因
序列,使用在线 RNA 设计软件 ihome 设计 4 种可能具有
干扰效力的序列,用 Bam H I 和 Hind III 双酶切目的基因
序列和质粒 pcDNATM6. 2 -GW / EmGFPmiR,以 T4DNA 连
接酶连接载体和目的基因,构建 AHNAK1 shRNA 重组
质粒。
1. 2. 2 干扰 RNA 的筛选 摇 将设计的 4 段序列分别命名
为 sha121,sha122,sha123,sha124 (阴性对照为 shaNC),
为筛选最佳干扰效率的质粒,将各质粒分别与 AHNAK1
真核表达载体共转染进入 293 细胞,72h 后收集细胞,抽
提胞内蛋白行蛋白质免疫印迹检测。
1. 2. 3 慢病毒载体的构建和包装病毒摇 将构建的 4 段干
扰序列中最有效率的一段 sha124 用 Gateway 重组技术重
组到慢病毒表达载体中,命名为 pLenti6. 3-sha124,测序
验证后进行慢病毒包装,将 ViraPowerTMPackaging Mix 和
慢病毒载体转染入 293 细胞,48h 后收集上清,包装出的
病毒命名为 Lv-sha124,病毒滴度测定采用倍比稀释法感
染 293 细胞测定。
1. 2. 4 外源抗原刺激 CD4+T 细胞后 ELISA 检测细胞因
子表达摇 取 12 只 Balb / c 小鼠, 将 Balb / c 小鼠 CD4+T 细
胞接种于 24 孔板中,密度为 1伊106 / mL,每孔 1mL,培养
24h 后分为 4 组,每组有 3 只小鼠来源的 T 细胞:阴性对
照组(未感染的 CD4+T 细胞,加入等体积的 PBS),sha124
非刺激组( sha124 感染 CD4+ T 细胞,加入等体积 PBS),
sha124 刺激组(sha124 感染的 CD4+T 细胞,每孔加入 100滋g

图 1摇 pEGFP-N1 -AHNAK 1 质粒的鉴定 摇 1:pEGFP-N1 -
AHNAK1; 2:Untransfeced。

图 2摇 蛋白质印迹检测 shRNA 的干扰效率 摇 1:sha124; 2:
sha123; 3:sha122; 4:sha121; 5:shaNC。

PHA),阳性对照组 (未感染的 CD4+ T 细胞,每孔加入
100滋g PHA)。 刺激 1,6,12,24h 后分别收集培养上清行
IL-2、IL-1茁、IFN-酌 的 ELISA 检测。
1. 2. 5 小鼠甲状腺眼病动物模型中观察重组慢病毒 Lv-
sha124 对炎症反应进程的阻碍作用摇 取 40 只 Balb / c 小
鼠,雌雄各半,分为 2 组,每组 20 只(雌雄各 10 只)。 分
别于 0,3,6wk 经双侧胫前肌各注射重组质粒 pcDNA3. 1 / h
TSHR 50滋g, 每次质粒免疫前予以胫前肌注射 5g / L 布匹
卡因协助免疫。 18wk 后处死小鼠,分离提取各小鼠脾细
胞,将各小鼠脾细胞经尾静脉注射入第二批 40 只 Balb / c
小鼠中(雌雄各半),4wk 后获得 TAO 模型。 接下来将实
验小鼠分为:生理盐水组(20 只,雌雄各半),眼眶局部内
注入 0. 5mL 生理盐水; Lv-sha124 治疗组(20 只,雌雄各
半),眼眶局部内采用基因枪注入 4伊108TU 重组慢病毒
Lv-sha124,注射时按 50mg / kg 予以戊巴比妥那麻醉小
鼠,消毒后从小鼠右睑下缘中后 1 / 3 处进针,分别眼眶注
射生理盐水和 Lv-sha124,注射后第 1,7,14,21,28d 分批
处死动物,每次每组处死 4 只大鼠,取眼眶组织灌洗后,
收集上清,用磁珠分选 CD4+T 细胞 4h,采用 Bio-Plex 悬
浮芯片系统测定其中 IL-2、IL-1茁、IFN-酌 的含量。
摇 摇 统计学分析:结果采用 SPSS 17. 0 统计软件分析处
理,组间比较用 t 检验,P<0. 05 为具有统计学意义。
2 结果

2. 1 鉴定 pEGFP-N1-AHNAK1 质粒和最有效 shRNA
的筛选 摇 构建 AHNAK1 真核表达载体 pEGFP - N1 -
AHNAK1,转染 293 细胞 72h 后,裂解细胞行蛋白质印迹
检测可见 AHNAK1 表达(图 1)。 设计的 4 段 shRNA 序
列(表 1),携带 shRNA 的载体转染 293 细胞 72h 行蛋白
质印记检测(图 2),并采用 Quantity One 软件分析各条带
灰度,各条 shRNA 的抑制效率分别为 sha121 ( 5. 6 依
1郾 3)% ,sha122 ( 35. 4 依 2. 6 )% , sha123 ( 79 依 3. 9 )% ,
sha124(82. 6依2. 9)% ,shaNC(3. 2 依2. 1)% ,可见 sha124
抑制效果最佳。
2. 2 慢病毒载体的包装滴定摇 用抑制效率最佳的 sha124
构建慢病毒载体并包装,得到的病毒滴定度为 1 . 0 伊
106TU / mL,在荧光显微镜下可显示成功转染的细胞有荧
光蛋白表达(图 3)。
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摇 摇 摇 表 1摇 设计的 shRNA 序列

名称 序列(5蒺-3蒺)
shn121 TGCTGTACAGTGGCTGCCACAAGCACGTTTTCGCCACTGACTGACGTGCTTGTTAGCCACTGTA

CCTGTACAGTGGGTAACAAGCACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTGCTGGTGGTAGCCACTGTAC
shn122 TGCTGATAACGTTCCGGCTCTTGTGGGTTTTGGCGACTGACTGACCCACAAGACGGAAAGTTAT

CCTGATAACTTTCGGTCTTGTGGGTCAGTCAGTGGCCTAAACCCACAAGAGGCGGAAAGTTATC
shn123 TGCTGTGATCAAGCCATGAAATATGCGTTTTGGCCACTGTCTGACGCATATTTTGGCTTGATCA

CCTGTGATCAAGCGAAAATATGCGTCAGTCAGTGGCCAAAAGGCATATTTCTTGGCTTGATCAC
shn124 TGCTGTTCAAAGATAGACCAACGGCTGTTTTGGCCACTGACTGAGAGCCGTTGGTATCTTTGAA

CCTGTTCAAAGATACCAACGGCTGTCTGTCAGTGGCCAAAACAGCGGTTGGTGTATCTTTGAAC
shnNC TTTCTCCGAACGTGTCACGTTTGAAGAGAACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTTCGCCTGGTAC

TCGAGAAAAAATTCTCCGAAGGTGTCACGTTCTCTGGAAACGTGACACGTTCGGAGAAATTCGAA

摇 摇 摇 表 2摇 CD4+T细胞中细胞因子不同时间点分泌情况比较 (軃x依s, pg / mL,n=3)
细胞因子 1h 6h 12h 24h
IL-2 阴性对照组 - 34. 76依10. 13 73. 24依23. 19 120. 23依34. 27

sha124 非刺激组 - 35. 98依11. 72 71. 47依25. 36 124. 13依36. 09
sha124 刺激组 34. 71依19. 16 68. 21依24. 23a 94. 12依28. 61a 136. 15依28. 22a

阳性对照组 48. 49依14. 65 143. 30依30. 41 278. 65依28. 91 375. 34依35. 21
IL-1茁 阴性对照组 - 56. 74依12. 76 34. 71依8. 71 5. 43依4. 46

sha124 非刺激组 - 58. 34依14. 15 33. 24依7. 56 5. 87依5. 05
sha124 刺激组 87. 65依46. 31 146. 53依16. 72c 21. 36依4. 12c 120. 34依78. 24c

阳性对照组 70. 14依20. 32 376. 47依19. 71 251. 08依34. 53 698. 52依60. 12
IFN-酌 阴性对照组 - 44. 51依80. 14 36. 34依53. 52 -

sha124 非刺激组 - 46. 32依78. 86 34. 27依56. 01 -
sha124 刺激组 17. 43依8. 54 810. 45依37. 11e 1467. 31依67. 71e 1732. 38依160. 32
阳性对照组 78. 85依121. 36 2865. 46依56. 73 3632. 36依26. 41 4346. 08依89. 02

摇 摇 摇 aP<0. 05 vs IL-2 sha124 非刺激组;cP<0. 05 vs IL-1茁 sha124 非刺激组;eP<0. 05 vs IFN-酌 sha124 非刺激组。

摇 摇 摇 表 3摇 不同时间点甲状腺眼病模型中 T细胞炎性细胞因子分泌情况 (軃x依s, pg / mL,n=4)
细胞因子 1d 7d 14d 21d 28d
IL-2 sha124 组 24. 14依9. 42 38. 34依15. 16 48. 43依17. 41 46. 42依13. 21 42. 13依10. 54

生理盐水组 120. 34依10. 75 130. 48依18. 21 146. 63依20. 67 136. 16依16. 42 128. 24依12. 08
IL-1茁 sha124 组 4. 38依4. 15 3. 83依3. 01 3. 41依2. 92 2. 86依1. 92 1. 97依1. 51

生理盐水组 12. 44依6. 15 8. 24依5. 26 7. 58依4. 87 6. 48依3. 36 4. 39依2. 08
IFN-酌 sha124 4. 38依4. 15 3. 83依3. 01 3. 41依2. 92 2. 86依1. 92 1. 97依1. 51

生理盐水组 12. 24依7. 15 18. 13依8. 11 20. 76依10. 33 18. 78依9. 32 14. 34依6. 04

图 3摇 病毒感染后 CD4+T 细胞中 GFP 蛋白表达情况(200伊)
A:相差显微镜观察;B:荧光显微镜观察。

2.3感染 Lv-sha124 的 CD4+T 细胞分泌炎性细胞因子显
著下降摇 以 LPS 刺激 Lv-sh124 感染的 NR8383,在刺激后 6 ~
24h 分泌 IL-2、IL-1茁、IFN-酌 受到显著抑制(P<0. 05,表 2)。
2. 4 动物模型中 T 细胞分泌炎性因子减少 摇 按常规方法
建立甲状腺眼病动物模型,导入 Lv-sha124,分别于各时间

点处死小鼠,分选收集 CD4+T 细胞,采用芯片系统测定,发
现 IL-2、IL-1茁、IFN-酌 含量显著下降(P<0. 05,表 3)。
3 讨论

摇 摇 甲状腺相关性眼病因为高发病率和损伤的不可逆性,
长期受到眼科学者们的关注。 近年来逐渐认识到眼与甲

状腺的共同抗原是导致本病的根本原因[9]。 目前认为可

能的自身抗原有 TSHR,眼外肌抗原(包括 G2s 蛋白、黄素

蛋白 Fp 亚基、肌集钙蛋白等),甲状腺球蛋白(Tg)等,在
免疫环境下,患者体内自身反应性 T 细胞与这些自身抗原

相互作用,使自身反应性 T 细胞激活,分泌多种细胞因子

及趋化因子,并促使眼眶组织中黏附分子的表达,在趋化

因子及黏附分子的作用下,T 细胞向眼眶组织聚集,并分

泌多种细胞因子激活眼眶的成纤维细胞(RF),使 RF 增殖

活化,分泌大量的葡萄糖胺聚糖(GAG),GAG 可提高渗透

压并结合大量的水分,从而使眼眶组织及眼外肌间质水

肿;前脂肪 RF 转化为脂肪细胞,致眶内容增加,眶压增
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高、眼球前突:T 细胞分泌的前炎症因子,可以引起眼眶组
织的炎症:Th2 细胞可刺激 B 淋巴细胞,使其活化,产生自
身抗体[10,11]。 由于炎症以及眼眶结缔组织和眼外肌间质
的水肿变性、最终纤维化导致了相应的临床症状。 甲状腺
相关眼病眼眶组织中的炎性免疫细胞浸润是导致眶内容
物增加,眼球突出的直接原因[12]。 启动炎症的免疫细胞
主要是 CD4+T 细胞。 Th1 细胞激活时可以分泌 IFN-酌、IL-2
以及 IL-1茁 等。 这些 Th1 型细胞因子在 TAO 的始动过程
以及自身免疫反应的过程起了重要的作用[13]。
摇 摇 作为一种钙通道支架蛋白,AHNAK1 可以介导 T 细胞
钙内流,启动免疫相关基因表达,参与调控免疫应答反应。
但其在胸腺中低表达,推测其与外周血 T 细胞功能更加密
切。 Matza 等[14,15] 发现,AHNAK1 缺陷小鼠对利什曼原虫
感染更加敏感,探寻其机制发现 AHNAK1- / - 小鼠来源的
CD4+T 细胞 IFN-酌 表达降低,不能有效地激发 Th1 效应
清除利什曼原虫。 进一步研究发现 AHNAK1- / -的 CD4+T
细胞增殖能力减弱,同时 IL-2 的表达水平也显著降低。
经靶向阻断小鼠 AHNAK1 基因表达造成的 AHNAK1 蛋白
缺失,导致 TCR 刺激诱导的 CD4+T 细胞胞外 Ca2+的内流
降低,影响下游转录因子 NFAT 的活化[16,17]。 研究提示
AHNAK1 可通过调节 Cav1 膜定位和钙内流,影响 CD4+ T
细胞的功能。 综合分析,如果静默眼眶内的 CD4+ T 细胞
的 AHNAK1 表达,可能从基因转录水平即抑制炎症细胞
因子分泌。 继而达到在 TAO 中控制自身免疫应答进程,
减弱免疫细胞对眼眶组织的损伤。
摇 摇 短发夹 RNA(shRNA)可以高效、特异地阻断体内特
定基因表达,使细胞表现出相关基因缺失表型的过程[18]。
本研究依据网络在线的 shRNA 设计工具,筛选得到高干
扰效率的 shRNA,进而通过慢病毒系统实现 TLR2 基因的
静默。 其中慢病毒的转染效率较高,而且其安全性较好,
不宜引起免疫反应,也逐渐成为病毒转染的首选载体[19]。
摇 摇 在本研究中,我们从外周血 CD4+ T 细胞的 AHNAK1
序列中筛选了专一靶点序列,并成功构建重组慢病毒用于
转染 CD4+ T 细胞,干扰其 AHNAK1 的表达,结果显示
sha124 有效干扰 TLR2 表达,其信号通路下游的 IL-2、IL-1茁、
IFN-酌 的分泌也明显降低。 而体内实验也证实,导入了慢
病毒干扰序列的实验组小鼠其眼眶内 T 细胞分泌炎性细
胞因子下降,病理提示眼眶内炎性程度较低,组织损伤轻
微。 这些研究结果显示 CD4+ T 中的 AHNAK1 在 TAO 进
程中可能起到重要作用,有可能成为 TAO 治疗的新靶点。
但由于 TAO 发生机制发生非常复杂,对 AHNAK1 调控眼
眶内 T 细胞炎症反应进程和相关信号转导机制值得进一
步的深入探索。
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