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Abstract
誗AIM:To construct shRNA lentivirus interference vector
of mice orbital fibroblasts TLR4 and to research the
therapeutic effect and mechanism of TL4- / - fibroblasts on
thyroid-associated ophthalmopathy.
誗 METHODS: Optimal shRNA interference expression
plasmid of mouse orbital fibroblasts TLR4 gene was
designed, built, and screened. Then the best shRNA was
introduced into lentiviral expression vector by Gateway
method and recombinant lentiviral vector was used to
infect mouse orbital fibroblasts. Its capability of negative
regulating the immune inflammatory response was
researched. At last the method of fibroblast TLR4 gene
silencing in the model mice of thyroid - associated
ophthalmopathy was used, the in vivo therapeutic effect
was observed.
誗RESULTS: ShRNA sequences with the best effect of

gene silencing were selected and introduced into
lentiviral vectors (virus titer was 1. 5伊106TU / mL) . Balb / c
mice orbital fibroblasts transfected lentivirus could
negatively regulate the immune response, inhibit
immune inflammatory response. The proceeding of
thyroid - associated ophthalmopathyof the mice
transfected TLR4- / - recombinant lentivirus was obviously
prior to that of the control mice.
誗 CONCLUSION: Mouse fibroblast TLR4- / - siRNA
lentiviral vectors are successfully obtained, which has
the favourable inhibitory effect on immune inflammatory
responses. The recombinant lentivirus could protect the
proceeding of thyroid - associated ophthalmopathy,
therefore the TLR4 expression interference is a novel
potential target for thyroid-associated ophthalmopathy.
誗 KEYWORDS: shRNA; TLR4; fibroblast; thyroid -
associated ophthalmopathy; negative regulation to
immune responses
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摘要
目的:构建小鼠眼眶成纤维细胞 TLR4 的 shRNA 慢病毒
干扰载体,研究 TL4- / -的成纤维细胞对甲状腺相关性眼
病的治疗作用和机制。
方法:设计、构建、筛选小鼠眼眶成纤维细胞 TLR4 基因
的最优干扰 shRNA 表达质粒,选择 Gateway 方法将质粒
导入慢病毒表达载体中,使用重组慢病毒载体感染小鼠
眼眶成纤维细胞,研究其对免疫炎性反应的负向调控能
力,并在小鼠甲状腺眼病模型中采用沉默成纤维细胞
TLR4 基因的方法,观察其体内治疗效果。
结果:筛选出具有最好基因静默效果的 shRNA 序列,导
入慢病毒载体,病毒滴度为 1. 5伊106TU / mL。 转染慢病毒
的 Balb / c 小鼠眼眶成纤维细胞能够负向调控免疫应答,
抑制免疫炎症反应。 在疾病动物模型中转染了干扰病毒
载体实验组小鼠,其眼病发生发展情况均优于对照组。
结论:成功获得了小鼠成纤维细胞 TLR4- / - shRNA 的慢病
毒载体,转染了该载体的小鼠眼眶成纤维细胞能够抑制
正向免疫应答,可以有效地抑制甲状腺眼病的发展,揭示
干扰 TLR4 表达可能成为防治甲状腺眼病的生物诊疗措施。
关键词:shRNA;toll 样受体 4;成纤维细胞;甲状腺相关眼
病;负向免疫调节
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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眼眶组织
疾病之一,除眼部病变外,还伴随有甲状腺损伤与功能紊
乱情况。 TAO 的病程分为活动期和非活动期(静止期),
其眼部临床表现为眼泪、眼球运动障碍眼睑改变、视神经
受损。 因为 TAO 发病机制复杂,所以目前缺乏对其有效
的诊疗措施[1-2]。 新近的研究发现,TAO 是一种自身免
疫疾病,是机体免疫系统在甲状腺疾病所释放的甲状腺
球蛋白等自身抗原的刺激下产生自身抗体,继而激活眼
眶成纤维细胞,使成纤维细胞释放出 T 细胞趋化因子,最
终使眼眶的免疫细胞相互作用并活化,产生自身免疫反
应,导致眼眶组织广泛的结构改变和炎症损伤[3-5]。
摇 摇 成纤维细胞(Fibroblasts)是一种生长与裂殖迅速的
细胞种群,是疏松结缔组织的主要组成来源,被细菌脂多
糖等细菌产物和细胞因子激活后可分泌新的细胞因子,
趋引免疫细胞参与机体的免疫应答[6-7]。 研究表明,眼眶
成纤维细胞(orbital fibroblast,OF)表面高表达的 CD40 与
T 细胞表面的 CD40L(CD154)识别、结合提供 T 细胞的
共刺激信号通路,导致 T 细胞的充分活化,促进炎症因子
的分泌表达[8-9]。 有研究指出成纤维细胞中促发炎症反
应的主要信号分子是 TLR4[10],为此我们研究静默眼眶
成纤维细胞的 TLR4 基因表达对 TAO 的治疗效应。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 293 细胞株购自 ATCC。 小鼠 TNF-琢、IL-2、
IFN-酌 的 ELISA 试剂盒购自 Sigma 公司。 miRNA 表达载
体 pcDNATM6. 2-GW / EmGFPmiR、慢病毒质粒 pLenti6. 3 /
V5-DEST、包装病毒系统 ViraPowerTMPackaging Mix 均购
自 Invitrogen 公司。 TLR4 一抗(兔抗大鼠)、茁-actin 一抗
(小鼠抗大鼠),羊抗兔、羊抗小鼠二抗购自 Santa Cruz 公
司。 DMEM、胎牛血清购自 Gibco 公司。 6 ~ 8 周龄的 SPF
级 Balb / c 小鼠购自上海杰思捷公司。
1. 2 方法
1. 2. 1 设计构建 TLR4 siRNA 干扰质粒摇 利用 RT-PCR
方法从小鼠眼眶成纤维细胞中克隆 TLR4 的基因序列,
将基因序列导入到真核载体 pEGFP-N1 中,构建真核表
达载体 pEGFP - N1 - TLR4。 使用在线 RNA 设计软件
ihome 设计 4 种可能具有 TLR4 基因干扰效力的序列,
Bam H玉和 Hind 芋双酶切目的基因片段和表达载体
pcDNATM 6. 2-GW / EmGFPmiR,以 T4DNA 连接酶连接载
体和目的基因,构建眼眶成纤维细胞 TLR4 shRNA 重组
干扰质粒。
1. 2. 2 最优干扰 RNA 的筛选 摇 将得到的 4 段干扰序列
分别命名为 sht001,sht002,sht003,sht004(阴性对照序列
为 sht NC),将各质粒分别与 TLR4 真核表达载体共转染
进入 293 细胞,48h 后收集细胞,抽提胞内蛋白质行蛋白
质免疫印记检测,筛选最佳干扰效率的 RNA。
1. 2. 3 慢病毒干扰载体的构建和病毒包装测定摇 将获得
的 4 段序列中具有最高干扰效率的 sht001 序列用
Gateway 技术重组到慢病毒表达载体 pLenti6. 3 中,命名
为 pLenti6. 3-sht001,经测序验证正确后进行病毒包装,

图 1摇 pEGFP-N1-TLR4 真核表达质粒的鉴定摇 1:pEGFP-N1-
TLR4;2:Untransfeced。

将 ViraPower TM Packaging Mix 和慢病毒表达载体转染入
293 细胞,48h 后收集细胞上清,包装出的病毒命名为 Lv-
sht001,病毒滴度测定采用倍比稀释法感染 293 细胞法检测。
1. 2. 4 小鼠眼眶成纤维细胞的获取摇 处死 Balb / c 小鼠,
无菌摘取眼眶组织,剪碎呈 1mm3大小,利用域型蛋白酶
加胰蛋白酶联合消化法分离细胞,在通过差速贴壁分离
法收集培养小鼠眼眶成纤维细胞。
1. 2. 5 3H-TdR 掺入法检测 TLR4 沉默的 OF 刺激同种
异体 T 细胞增殖反应摇 将分离的 OF 分为 4 组并于 24 孔
细胞培养板中培养,1 伊106 / mL,每孔 1mL,分 4 组,分别
为:(1)非刺激 OF 组(未转染载体);(2)空载体转染 OF
组(转染空载体 Lv-shtNC);(3)sht 刺激 OF 组(转染 Lv-
sht001);(4) LPS 刺激 OF 组(未转染 sht+200ng LPS 刺
激)。 分别转染刺激,培养 24h 后加入同种异体的 CD4+T
细胞继续培养 48h,加入3H,液闪计数仪检测各组反应生
物 cpm 值。 收集各组的细胞培养上清,ELISA 法检测其
中 TNF-琢、IL-2、IFN-酌 的表达水平。
1. 2. 6 制备小鼠甲状腺眼病模型和研究重组慢病毒 Lv-
sht001 对小鼠眼眶纤维化进程的抑制效应 摇 参照文献
方法[11]建立实验动物模型,取 40 只 Balb / c 雌性小鼠,分
2 组,每组 20 只。 以重组质粒 pcDNA3. 1-TSHR 多部位
注射每只小鼠方法建立小鼠甲状腺眼病模型。 接下来将
疾病小鼠分为生理盐水组和 Lv-sht001 重组病毒组 2 组,
每组 20 只:生理盐水组,眼眶局部内注射 0. 5mL 生理盐
水;Lv-sht001 重组病毒组,采用眼眶内基因枪注入 Lv-
sht001 的重组病毒 4伊108TU。 分别于第 7、14、21、28d 处
死动物,每次每组处死 5 只,磁珠分选出眼眶中的 CD4+T
细胞,培养 4h 后收集培养上清,使用悬浮芯片系统测定
其中 TNF-琢、IL-2、IFN-酌 的表达含量。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 12. 0 统计软件分析处理,组
间比较选择 t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 构建 pEGFP-N1-TLR4 表达质粒和筛选最高干扰
效率的 shRNA摇 采用 TLR4 真核基因表达载体 pEGFP-
N1-TLR4,转染 293 细胞 48h 后,裂解细胞行蛋白质免疫
印迹检测可见胞内有 TLR4 表达(图 1)。 依据软件设计
的 4 段 shRNA 序列(表 1),携带干扰 shRNA 的载体转染
293 细胞 48h 后,行 TLR4 蛋白质印记检测(图 2),并采用
Quantity One 4. 0 软件分析各蛋白表达条带灰度,各条
shRNA 的抑制效率分别为 sht001(86. 8 依4. 8)% ,sht002
(15. 9 依 1. 9)% , sht003 (75. 1 依 6. 3 )% , sht004 (78. 1 依
5郾 9)% ,shtNC (6. 8% 依 1. 5)% ,可见其中 sht001 抑制
TLR4 效果最佳。
2. 2 慢病毒抑制载体的包装和病毒滴度测定摇 用筛选出
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摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 设计的 shRNA 序列

名称 序列(5蒺-3蒺)
sht001 TGCTGTACAGTGGCTGCCACTAGCACGTTTTCGCCAGGGACTGACGTGCTTGTTAGCTACTGTA

CCTGTACAGTGGGTAACAAGCGCGTCAGTCAGTGGCCCAAACGTGCTGGTTGGAGCCACTGTAC
sht002 TGCTGATAACGTTCCGACTCTTGTGGGGCTTGGCGACTGACTGACCCACAAGACCCAAAGTTAT

CCTGATAACTTTCGGTCTTGTGGGTCACGCAGCTGCCTAAACGCACAAGAGGCGGATAGTTATC
sht003 TGCTGTGATCAAGCCATGAAATATTCGTAATGGCCACTGTCTGACGCACTGTTTGGCTTGATCA

CCTGTGATCAAGCGAAAATATATGTCAGTTAGTGGCCAAAAGGTGCATTTCTTGGCTTGATCAC
sht004 TGCTGTTCAAAGAGTAACCAGCGGGTGTTTTGGCCACTGACTGAGAGCCGTTGGTATCTTTGAA

CCTGTTCAAAGTCCCCAACGCGTGTCTGTCCCTGGCCAAAACAGCGGTTGGTGTATCTTTGAAC
shtNC TTTCTCCGAACGTGTCACGTTTGAAGATGACGGCACACGTTCGGAGAATTTTTTCGCCTGGTAC

TCGAGAAAAAATTCTCCGACCCTGTCACGTTCTTAGGAAACGTGACACGTTCGGAGAAATTCGA

图 2 摇 蛋 白 质 免 疫 印 迹 法 检 测 筛 选 最 优 干 扰 效 率 的
shRNA摇 1:sht001;2:sht002:3:sht003; 4:sht004;5:sht NC。

图 3摇 各组 OF刺激的同种异基因 T细胞增殖。

的抑制效率最佳的 sht001 序列导入慢病毒载体,包装后,
得到的病毒滴定为 1. 5伊106TU / mL。
2. 3 感染重组慢病毒 Lv-sht001 的 OF 抑制 MLR 反应摇
我们将 Balb / c 小鼠来源的眼眶成纤维细胞分为未刺激

OF 组,空载体刺激 OF 组,sht 刺激 OF 组和 LPS 刺激 OF
组等 4 组,分别加入 C57 小鼠的同种异基因脾脏 T 细胞,
行3H 摄入检测 MLR。 如图 3 所示,结果表明:与未刺激

OF 组相比,Lvsht001 转染组可以显著抑制 MLR 反应(P<
0. 05),而空载体刺激组和未刺激 OF 组相比,无统计学差

异(P=0. 205),均能促进 MLR 反应发生。
2. 4 感染过 Lv-sht001 的重组慢病毒修饰的 OF 对 MLR
反应中细胞因子表达的影响摇 Lv-sht001 重组慢病毒感染

的 OF 诱导的 MLR 反应中,如图 4 所示,细胞上清内 Th1
亚群的细胞因子 TNF-琢(图 4A )、IL-2(图 4B)、IFN-酌
(图 4C)的含量都比未刺激 OF 组和空载体组 Lv-shtNC 明

显降低(P<0. 05)。

2. 5 TLR4 沉默后小鼠甲状腺眼病模型中 CD4+T 细胞分

泌炎性细胞因子的变化摇 按常规方法建立 TAO 感染小鼠

动物模型,导入 TLR4 干扰慢病毒 Lv-sht001,分别于 4 个

时间点处死小鼠,收集、磁珠分选眼眶部位内的 CD4+T 细

胞,培养4h 后,采用Bio-Plex 悬浮芯片系统测定胞内TNF-琢、
IL-2、IFN-酌 的含量,发现 TNF-琢、IL-2、IFN-酌 含量显著

下降(P<0. 05,表 2)。
3 讨论

摇 摇 格雷夫斯病(Graves disease,GD)是机体针对促甲状

腺激素受体(thyrotropin receptor,TSHR)产生循环抗体,触
发甲状腺功能亢进继而导致出现甲状腺毒症的一种自身

免疫疾病[12-13],GD 在临床上的常见表现为甲状腺的肿

大、毒症、炎症病变,眼眶组织的重塑或者出现其他一些罕

见皮肤病[14-15]。 若 GD 侵入眼眶,所引起的眼部病变即称

为甲状腺相关性眼病(TAO)。 TAO 的病程可分为活动期

与非活动的静止期,活动期的病理特征是眼眶内和眼眶周

围脂肪和结缔组织的广泛炎症,眼外肌肌纤维和眼眶脂肪

之间大量的 T 淋巴细胞、肥大细胞浸润,以及偶尔出现的

B 细胞。 活动期中眼眶组织中的单核细胞、巨噬细胞和成

纤维细胞等合成的促炎性细胞因子在诱发自身炎症反应

以及形成细胞外基质的进程中发挥了重要的作用;眼眶间

质中沉积的透明质酸的性质与数量不仅决定 TAO 的病变

组织学特征,还影响着眼眶组织的膨胀损伤程度。 稳定静

止期的 TAO 通常表现为炎症反应减弱消退,并伴有临床

症状的改善。 TAO 的活动期以分泌 Th1 类细胞因子为

主,而静止期则主要分泌 Th2 类细胞因子。 TAO 在炎症

反应过程中早期出现大量活化的 T 细胞浸润眼眶,其产生

的细胞因子和趋化因子反馈作用于 T 细胞,从而放大免疫

炎症效应,造成强烈组织损伤,因而有学者指出控制 TAO
疾病过程中 T 细胞介导的炎症应答可以成为 TAO 生物治

疗的关键手段[16-18]。
摇 摇 成纤维细胞,过去认为仅是局部微环境中的组织结构

成分,作用是合成细胞外基质成分并维持组织的动态平

衡。 但新近研究发现,成纤维细胞还是一种能与特定免疫

细胞之间进行信号传递通讯的细胞。 成纤维细胞能通过

增殖、分化为免疫效应细胞来合成细胞因子、趋化因子和

脂质中间体等成分参与炎症的活化通路[19-20]。 眼眶成纤

维细胞(OF)特别是来源于 TAO 患者的 OF,在与细胞因

子反应时具有独特性,OF 与 IL-1茁、CD40L 作用时,可产
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图 4摇 各组 OF诱导的 MLR反应体系上清中 Th1 型细胞因子表达水平摇 A:各组 OF 诱导的 MLR 反应体系上清中 TNF-琢 细胞因子
表达水平;B:各组 OF 诱导的 MLR 反应体系上清中 IL-2 细胞因子表达水平;C:各组 OF 诱导的 MLR 反应体系上清中 IFN-酌 细胞因
子表达水平。

摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 各时间点甲状腺眼病模型中小鼠眼眶 CD4+T细胞分泌炎性细胞因子情况 (軃x依s,pg / mL,n=3)
分组 时间点 TNF-琢 IL-2 IFN-酌
生理盐水组 7d 125. 26依13. 16 7. 58依3. 04 16. 54依3. 01

14d 158. 62 依17. 51 6. 56 依2. 97 25. 48 依2. 92
21d 132. 23 依14. 21 8. 01依1. 98 21. 06依1. 92
28d 109. 13依10. 05 4. 72依1. 52 18. 97依1. 42

Lv-sht001 重组病毒组 7d 45. 37依9. 63a 6. 02依5. 10a 7. 09依1. 12a

14d 68. 12 依14. 62a 5. 34 依3. 28a 10. 41 依2. 41a

21d 57. 41依12. 11a 4. 72依3. 09a 9. 71依1. 59a

28d 50. 54依13. 59a 3. 21依1. 67a 7. 62依1. 74a

摇 摇 摇 摇 摇 注:aP<0. 05 vs 生理盐水组同时间段。

生过量的前列腺素 E2(prostaglandin E2,PGE2),并能促进

合成细胞外基质透明质酸[21-22]。 T 细胞通过膜表面的
CD40L 与 OF 表面的 CD40 作用从而在 OF 的活化中发挥
重要作用,一旦 CD40 与 T 细胞表面的 CD40L 结合,诱发
幼稚 T 细胞的大量增殖,提高促炎细胞因子如 IL-1、IL-6、IL-8
等的产生,这些因子会导致透明质酸合成酶以及葡萄糖脱
氢酶的表达升高,增强炎症反应。 受刺激的 OF 分泌的多
种细胞因子中含有 IL-16 与趋化因子 rantes,可以趋引 T
细胞迁徙[23-24]。 因而有效阻断 OF 的活化或是阻止 OF 于
T 细胞之间的相互信号作用通路对于相关疾病的治疗是
一个关键。
摇 摇 TLR4 是 OF 表面的一种重要膜表面受体,其可以识
别细菌脂多糖后被活化,激活的 TLR4 经过胞内一系列下
游信号启动细胞因子,从而诱发一系列的免疫反应并导致
急慢性炎症[25],而在炎症演变的进程中,炎症导致眼眶组
织病变。 因而阻断或抑制 TLR4 信号传递有望成为探索
TAO 的发病机制和生物干预治疗的一种手段。
摇 摇 短发夹 RNA(short hairpin RNA,shRNA)对干扰基因
表达具有高效性和特异性,在科研实践中已被用于干扰基
因表达的有效载体用[26]。 在本实验中,依据设计软件设
计可能的 TLR4 shRNA 干扰序列片段,筛选得到最佳干扰
TLR4 基因表达的 shRNA 序列,克隆入慢病毒系统,导入
细胞内实现胞内 TLR4 基因的特异性静默。 慢病毒的转
染效率较高且安全性较好,当前已经成为科研中病毒转染
的首选载体[27]。 我们从小鼠 OF 的 TLR4 序列中筛选了
有效干扰靶点序列,并成功构建重组慢病毒转染 OF,有效
抑制了其胞内 TLR4 的表达,体外结果显示了 LV-sht001

能有效抑制 OF 中 TLR4 基因的表达,其转染的 OF 能有效
抑制 MLR 反应中 T 细胞的增殖,并且降低 T 细胞相关炎
性细胞因子分泌水平。 体内小鼠动物实验也证实,导入干
扰 TLR4 基因慢病毒实验组小鼠,其眼眶内 T 细胞分泌的
细胞因子水平显著下降。 这些结果显示经 shRNA 沉默的
TLR4 在抑制 TAO 的发展中可能起重要作用,有望成为治
疗 TAO 的新型生物靶点。 但由于 TAO 的发生发展机制
非常复杂,对于探索经 TLR4 干扰 OF,调控眼眶内细胞炎
症反应进程的效应和作用机制仍需要深入探索和研究。
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