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动物模型的可行性
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!!#摘要$!背景!甲状腺相关眼病%CHK&是眼科临床常见的难治性疾病"发病率在眼眶疾病中居首位(

目前对于 CHK的研究缺乏可复制的动物模型"在疾病早期阶段难以获得眼眶组织"具体病因及确切的发病机

制仍未得到阐明( 要详细了解 CHK的发病机制"探寻有效防治措施"关键在于建立适当的动物模型(!目的
!采用脂质体包裹的促甲状腺激素受体%CNF"&胞外段基因重组质粒免疫同系雌性 #HT#Q5小鼠"探讨该方法

建立 CHK动物模型的可行性(!方法!按照计算机随机分组方法将 $I 只同系 P a@ 周龄雌性 #HT#Q5小鼠随

机分为空白对照组'空质粒注射组'脂质体注射组和重组质粒注射组( 分别于 ;'$'P 周免疫各组小鼠"重组质

粒注射组小鼠经双胫前肌和腹腔内分别注射阳离子脂质体包裹的 15O\H$68tQ/CNF"I@9 $; "?和S; "?)脂

质体注射组小鼠分别经双胫前肌和腹腔内分别注射未包裹重组质粒的阳离子脂质体 $; "?和 S; "?)空质粒

注射组小鼠分别经双胫前肌和腹腔内分别注射 15O\H$68t空质粒 $; "?和 S; "?)空白对照组小鼠未行任何

干预( 分别于初次免疫前及初次免疫后 8'I'$'S 个月测量各组小鼠的体质量"观察小鼠外眼表现( 于初次免

疫后 8: 周末处死小鼠"取甲状腺及眼眶组织进行组织病理学观察)收集各组小鼠心脏血 ;bP a;b@ .+"采用
BT7NH法测定小鼠血清总甲状腺素 S%CCS&和促甲状腺激素%CNF&的质量浓度(!结果!重组质粒注射组 P

只小鼠 8I 只眼出现眼球突出'眼睑肿胀和角膜溃疡( 空白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组小鼠随着时

间的延长体质量逐渐增加"而重组质粒注射组小鼠体质量则逐渐下降"总体比较差异有统计学意义 %[
时间

l

$b@$@"Zl;b;I$&"不同组间小鼠体质量总体比较差异有统计学意义%[
分组

l$bSIR"Zl;b;I@&"其中注射后 I'

$'S 个月重组质粒注射组小鼠体质量明显低于空白对照组'空质粒注射组和脂质体注射组"差异均有统计学

意义%均 Zn;b;R&( 空白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组和重组质粒注射组小鼠血清 CCS 质量浓度分

别为%:b:Rp8b;;&'%:b9Pp;b:P&'%Pb:Pp8b8;&和 %SbS$pIb@@&"?Q4+"CNF质量浓度分别为 %Pb$PpIbR@&'

%Sb@$p$b9P&'%PbP$p8b:8&和%8bP;p8b:P& (?Q.+"总体比较差异均有统计学意义 %[l:b8R;"Zn;b;;8)[l

RbRI8"Zn;b;8&"其中重组质粒注射组小鼠血清中 CCS 和 CNF质量浓度均明显低于空白对照组'脂质体注射

组'空质粒注射组"差异均有统计学意义%均 Zn;b;R&( 组织病理学检查显示"P 只重组质粒注射组小鼠甲状

腺出现淋巴细胞浸润"8R 只眼小鼠眼眶组织出现眼眶内脂肪组织增生'淋巴细胞及肥大细胞浸润'透明质酸

沉积以及眼外肌肌纤维肿胀'变性和断裂"并伴有炎性细胞浸润(!结论!采用脂质体包裹的 CNF"胞外段基

因重组质粒免疫同系雌性 #HT#Q5小鼠建立 CHK动物模型是一种可行'有效的方法"该模型与人 CHK的病理

组织学特征相似"成模率高(!

#关键词$!W0,3%-病) 动物模型) 免疫Q方法) 近交系 #HT#Q5小鼠) 促甲状腺素受体Q血) 甲状腺素Q

血) 重组质粒) 甲状腺相关眼病
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!!56."'1."7;'1E/"%&+(7C/20)'4L,--)5',&%4 )1/&/,+.)1,&/2%CHK& '-,M'(4 )>5+'('5,++25)..)( ,(4
'(5<0,*+%)5<+,04'-%,-%",(4 '&-'(5'4%(5%'-,&&)1 1+,5%6C/%%&')+)?2,(4 1,&/)+)?'5.%5/,('-.)>CHK,0%-&'++
<(M()=( *%5,<-%)>-/)0&(%--)>0%1+'5,&'3%,('.,+.)4%+-,(4 4'>>'5<+&2&),5g<'0%&/%)5<+,0&'--<%-'( &/%%,0+2
-&,?%)>&/%4'-%,-%6C)*%&&%0<(4%0-&,(4 &/%1,&/)?%(%-'-)>CHK,(4 '(3%-&'?,&%%>>%5&'3%&0%,&,*+%.%,-<0%-",(
,110)10',&%,('.,+.)4%+-/)<+4 *%4%3%+)1%46!G5H#1.4A#!C/'--&<42=,-&)'..<('e%>%.,+%#HT#Q5.'5%='&/
&/%0%5).*'(,(&1+,-.'4 )>/<.,( &/20)'4L-&'.<+,&'(?/)0.)(%0%5%1&)0%CNF"& %A&0,5%++<+,04).,'( '( 5,&')('5
+'1)-).%->)0&/%%-&,*+'-/%.%(&)>CHK.)4%+-6!B#.*%(6!C/'0&2L&=)PL&)@L=%%ML)+4 >%.,+%#HT#Q5.'5%=%0%
0,(4).+2,--'?(%4 &)>)<0?0)<1-,55)04'(?&)5).1<&%00,(4).,++)5,&')(615O\H$68tQ/CNF"I@9 )>8;; "?'( ,(
,4G<3,(&5,&')('5+'1)-).%-=,-'(G%5&%4 3',,(&%0')0&'*',+'-.<-5+%,(4 1%0'&)(%,+5,3'&2-%1,0,&%+2'( &/%
0%5).*'(,(&1+,-.'4 '(G%5&')( ?0)<1 '( ;"$"P =%%M-",(4 15O\H$68 )05,&')('5+'1)-).%-=,-'(G%5&%4 '( &/%
+'1)-).%-'(G%5&')( ?0)<1 )0&/%*+,(M 1+,-.'4 ?0)<1 '( &/%-,.%=,2"0%-1%5&'3%+2",(4 ()0.,+-,+'(%-)+<&')( =,-
'(G%5&%4 '( &/%*+,(M 5)(&0)+?0)<16#)42=%'?/&)>&/%.'5%=,-.%,-<%4 *%>)0%,(4 8 .)(&/"I"$ ,(4 S .)(&/-,>&%0
'('&',+'(G%5&')(6C/%.,('>%-&,&')(-=%0%)*-%03%4 ,>&%0.)4%+'(?6C/%.'5%=%0%-,50'>'5%4 8: =%%M-,>&%0'('&',+
'(G%5&')(",(4 &/%/'-&)1,&/)+)?2%A,.'(,&')( =,-5,00'%4 )<&)( &/%&/20)'4 ?+,(4 ,(4 )0*'&,+&'--<%6C/%/%,0&*+))4
=,-5)++%5&%4 >0).&/%.'5%",(4 -%0<.5)(&%(&-)>&)&,+&/20)A'( S %CCS& ,(4 &/20)'4L-&'.<+,&'(?/)0.)(%%CNF&
=%0%,--,2%4 *2BT7NH6!:#6&0.6!J0)&0<-')("%2%+'4 -=%++,(4 M%0,&'&'-)55<00%4 '( 8I %2%-)>P .'5%'( &/%
0%5).*'(,(&1+,-.'4 '(G%5&')( ?0)<1 ,>&%0'..<('e,&')(6H-'?('>'5,(&4'>>%0%(5%'( &/%*)42=%'?/&)>&/%.'5%=,-
>)<(4 ,.)(?&/%*+,(M 5)(&0)+?0)<1" *+,(M 1+,-.'4 ?0)<1" +'1)-).%-'(G%5&')( ?0)<1 ,(4 0%5).*'(,(&1+,-.'4
'(G%5&')( ?0)<1 %[?0)<1 l$bSIR"Zl;b;I@&",(4 &/%*)42=%'?/&=,-5)(-'4%0,*+20%4<5%4 '( &/%0%5).*'(,(&1+,-.'4
'(G%5&')( ?0)<1 '( 5).1,0'-)( ='&/ &/%*+,(M 5)(&0)+?0)<1"*+,(M 1+,-.'4 ?0)<1"+'1)-).%-'(G%5&')( ?0)<1 %[&'.%l
;b@$@"Zl;b;I$&6C/%-%0<.+%3%+-)>CCS =%0%%:b:Rp8b;;&"%:b9Pp;b:P&"%Pb:Pp8b8;& ,(4 %SbS$pIb@@&"?Q4+
'( &/%*+,(M 5)(&0)+?0)<1" +'1)-).%-'(G%5&')( ?0)<1" *+,(M 1+,-.'4 ?0)<1" ,(4 0%5).*'(,(&1+,-.'4 '(G%5&')(
?0)<1",(4 &/)-%)>CNF =%0%% Pb$P pIbR@ &" % Sb@$ p$b9P &" % PbP$ p8b:8 & ,(4 % 8bP; p8b:P & (?Q.+"-/)='(?
-'?('>'5,(&4'>>%0%(5%-,.)(?&/%?0)<1-%[l:b8R;"Zn;b;;8)[lRbRI8"Zn;b;8&",(4 &/%-%0<.+%3%+-)>CCS ,(4
CNF=%0%0%.,0M,*+2+)=%0'( &/%0%5).*'(,(&1+,-.'4 '(G%5&')( ?0)<1 &/,( &/)-%)>&/%*+,(M 5)(&0)+?0)<1"
+'1)-).%-'(G%5&')( ?0)<1 ,(4 *+,(M 1+,-.'4 ?0)<1 % ,++,&Zn;b;R &6F'-&)1,&/)+)?20%3%,+%4 &/%+2.1/)52&%
'(>'+&0,&')( )>&/20)'4 ?+,(4 '( P .'5%,(4 10)+'>%0,&')( )>)0*'&,+,4'1)-%&'--<%" '(>'+&0,&')( )>+2.1/)52&%-,(4
.,-&)52&%-"4%1)-'&')( )>/2,+<0)('5,5'4 ,-=%++,--=%++"*0%,M,?%,(4 '(>+,..,&)025%++'(>'+&0,&')( )>%A&0,)5<+,0
.<-5+%'( 8R %2%-)>&/%0%5).*'(,(&1+,-.'4 '(G%5&')( ?0)<16!I%+10&64%+6!H.<0'(%.)4%+)>CHK5,( *%
-<55%--><++2'(4<5%4 *2'..<('e,&')( ='&/ 0%5).*'(,&')( 1+,-.'4 15O\H$68tQ/CNF"I@9 ,(4 5,&')('5+'1)-).%-6
C/%/'-&)1,&/)+)?25/,0,5&%0'-&'5-,(4 )5<+,0>'(4'(?-)>&/%,('.,+.)4%+-,0%-'.'+,0&)/<.,( CHK6!

!8#$ ,%"(6"7W0,3%-4'-%,-%) O'-%,-%.)4%+-" ,('.,+) 7..<('e,&')(Q.%&/)4-) U'5%" '(*0%4 #HT#Q5)
"%5%1&)0-" &/20)&0)1'(Q*+))4) C/20)A'(%Q*+))4) "%5).*'(,(&1+,-.'4) C/20)'4L,--)5',&%4 )1/&/,+.)1,&/2

!!甲状腺相关眼病%&/20)'4L,--)5',&%4 )1/&/,+.)1,&/2"
CHK&是常见的眼眶病之一"目前认为 CHK的主要病
理变化是自身免疫反应引起的眶周及球后组织淋巴细

胞浸润伴有黏多糖及胶原沉积"临床表现为局部组织
水肿'突眼和复视( 近年来"随着人们对 CHK研究的
深入"对其免疫病理机制有了进一步的认识"但其确切
的病因和发病机制至今仍不完全清楚( 优化的动物模
型有助于对 CHK的发病机制及治疗方法进行进一步
的探讨和研究( 目前采用的 CHK造模途径包括同源
的促 甲 状 腺 激 素 受 体 % &/20)'4L-&'.<+,&'(?/)0.)(%
0%5%1&%0"CNF"&肽免疫 ,8- 'CNF"肽转染的原核细胞免
疫'真核细胞免疫 ,IZS- 'D<;F基因免疫 ,RZP- 'CNF"和
WIN 基因联合免疫

,:- '免疫细胞转导免疫 ,@Z8;-
及激活

的 C细胞转导免疫 ,88-
等"近年又采用表达 CNF"的

U8I 细胞以及 CNF"转染的腺病毒免疫法建立 CHK
动物模型( 各种造模方法中仅 D<;F基因免疫动物模
型出现明显的甲状腺的淋巴细胞浸润以及眼眶结构的

组织病理学改变"接近人类 CHK的自然病程( 为了进
一步研究更接近人类 CHK自然病程的动物模型"本研
究中用脂质体包裹重组质粒 15O\H$68tQCNF"I@9 免
疫 #HT#Q5小鼠"复制出与人类 CHK外眼'全身激素
水平及体质量改变相似的动物模型"为 CHK的发病机
制研究和防治研究提供研究工具(

97材料与方法

9697材料
96969 7实验动物7同系 P a@ 周龄 NJ]级雌性
#HT#Q5小鼠 $I 只"体质量 89 aIR ?"由华西医科大学

!R:9!中华实验眼科杂志 I;8R 年 88 月第 $$ 卷第 88 期!E/'( [BA1 K1/&/,+.)+"\)3%.*%0I;8R"D)+6$$"\)688

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



实验动物中心提供( 小鼠在温度为 I; aIR q'相对湿
度为 RR^ a:;^'8I / 光照Q8I / 黑暗的条件下饲养(
实验动物的使用和喂养遵循相关的实验动物伦理要求(
9696<7主要试剂及仪器!穿梭质粒 1FUEUDCNF"I@9
% N,(40,U6U5+,5/+,(" J/6O J0)>%--)0)>.%4'5'(%
ENUEuVETH馈赠&)真核表达质粒 15O\H$68t%华西
医学中心眼科实验室&)阳离子脂质体%四川大学华西
医院生物治疗国家重点实验室提供&)B65)+'OFR#感
受态细胞 %大连宝生物公司&)琼脂糖凝胶回收试剂
盒'产物纯化试剂盒%美国 K.%?,公司&)硅胶树脂型
质粒大量制备试剂盒%北京天为时代科技有限公司&)
血清总甲状腺素 S%&)&,+&%&0,')4)&/20)('(%S"CCS&BT7NH
试剂盒 %9PC"E,&,+)?<%\)+f"ECL$;8$$I;I;$;I8B7Hv
VCT) TKCw+ "C88;$:8 &' CNFBT7NH 试 剂 盒 % 9PC"
E,&,+)?<%\)+f"ECL$;8$$I;8;I8IIB7H vVCT)TKCw+
"C88;$:8& %美国 H4+'&&%0,.O',?()-&'5T,*)0,&)0'%-公
司&( U<+&'-M,( Ud$ &21%$$R 酶标仪%芬兰 T,*-2-&%.-
公司&)高速离心机%美国 #%5/.,( 公司&)低温高速台
式离心机%德国 F%0,%<-公司&)T%'5,OUT#I 生物显
微镜%德国 T%'5,公司&)J'A%0,D'%=>'(4%0$6; 显微数
码摄像系统%美国 J'A%0,公司&)7.,?%LJ0)J+<-图像分
析软件 %美国 U%4',E2*%0(%&'5-公司 &) W,++%(M,.1
K0*'&,+7(5<*,&)0摇床 %日本 N,(2)公司 &) N,0&)0'<-
#JI8;N 电子天平%德国 N,0&)0'<-HWWx&&'(?%( 公司&)
微量移液器 %日本 \'5/'02)?公司&)紫外分光光度仪
%美国 JB公司&(
96<7方法
96<697重组质粒 15O\H$68tQ/CNF"I@9 及真核质粒
15O\H$68 t的抽提及定量 ! 扩增宿主菌 B65)+'
OFR#"采用质粒抽提试剂盒分别提取重组质粒
15O\H$68tQ/CNF"I@9 及真核质粒 15O\H$68t"经紫
外分光光度计纯度鉴定及定量( 重组质粒的质量为
8;; "?(
96<6<7动物分组及基因免疫7采用计算机随机分组
方法将 $I 只 #HT#Q5小鼠随机分为重组质粒注射组'
空白对照组'空质粒注射组和脂质体注射组( 阳离子
脂质体分别与重组质粒 15O\H$68tQ/CNF"I@9 及真
核质粒 15O\H$68t按体积质量比 $ c8混合均匀"室温
静置 $; .'(( 分别于 ;'$'P 周免疫各组小鼠"重组质
粒组小鼠经双胫前肌注射 $; "?阳离子脂质体包裹的
15O\H$68tQ/CNF"I@9"然后腹腔内注射 S; "?阳离
子脂质体包裹的 15O\H$68tQ/CNF"I@9)脂质体组小
鼠双胫前肌和腹腔内注射未包裹重组质粒的阳离子脂

质体)空质粒组小鼠双胫前肌和腹腔内注射 15O\H$68t

空质粒 8;; "?)空白对照组小鼠未行任何干预( 胫前
肌注射时尽量靠胫前肌后外侧"以防刺穿血管引起出
血)腹腔内注射时应靠近下腹部两侧"以防刺穿腹腔内
血管及脏器( 动物免疫后观察小鼠外眼的形态表现及
小鼠体质量变化(
96<6=7小鼠血清的收集7初次基因免疫后 8: 周末"
采用乙醚麻醉方法麻醉小鼠"立即用体积分数 :R^乙
醇行小鼠颈'胸'腹部消毒"剪开胸腔并暴露心脏"用
8 .+胰岛素注射器自小鼠心脏采血 ;bP a;b@ .+"收集
于 8bR .+的B11%(4)0>管中"室温下静置 I /"$ ;;; 0Q.'(
离心 R .'("离心 I 次"取上清液 8@; aIS; "+置入 ;bR .+
B11%(4)0>管中并冻存于Z:; q冰箱中"以检测 CCS 和
CNF含量(
96<6>7各组小鼠甲状腺及眼眶组织标本的制备7过
量麻醉法处死小鼠后剪开颈部皮肤"分离颈部皮下组
织和肌肉"暴露气管及甲状软骨两侧的甲状腺"完整摘
取甲状腺并附带部分气管组织"分别暴露双侧眼眶"摘
取全部眶内软组织( 甲状腺组织和眼眶组织均置于质
量分数 8;^中性甲醛中固定 S@ /"然后所有标本行常
规石蜡包埋"分别行苏木精Z伊红染色'阿尔新蓝Z过
碘酸希夫染色'U,--)( 三色染色和甲苯胺蓝染色"观
察小鼠甲状腺组织病理学和眼眶组织病理学改变(
96=7统计学方法

采用 NJNN 8$6; 统计学软件进行统计分析( 本研
究中测量指标的数据资料经 dLN 检验呈正态分布"以
\p:表示"组间均数经 #,0&+%&&检验方差齐 %均 Zj
;b;R&( 采用完全随机分组单因素干预多水平比较实
验设计"空白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组和
重组质粒注射组小鼠免疫前后各观察时间点各组

#TH#Q5小鼠体质量差异的总体比较采用区组设计两
因素方差分析"各组小鼠注射后 8: 周血清中CCS'CNF
质量浓度的总体差异比较采用单因素方差分析"组间
多重比较采用 TNOL/检验( 采用双尾检验法"Zn;b;R
为差异有统计学意义(

<7结果

<697各组小鼠免疫前后的外眼表现
空白对照组和脂质体注射组小鼠外眼均正常"免

疫前后外眼表现无明显改变%图 8H"#&( 重组质粒注
射组部分小鼠出现外眼改变"其中 R 只小鼠 P 只眼出
现不同程度的眼球突出%图 8E&"S 只小鼠 S 只眼出现
明显的眼睑肿胀"8 只眼有角膜水肿和刺激症状"出现
溢泪和局部脱毛%图 8O&"8 只小鼠的 I 只眼出现明显
的眼睑肿胀(

!P:9! 中华实验眼科杂志 I;8R 年 88 月第 $$ 卷第 88 期!E/'( [BA1 K1/&/,+.)+"\)3%.*%0I;8R"D)+6$$"\)688

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



A B C D
图 97小鼠免疫前后外眼表现!H+空白对照组小鼠免疫前外眼正常!#+脂质体注射组小鼠免疫后外眼未见异常改变!E+重组质粒注射组小鼠
右眼球明显突出"左眼球正常!O+重组质粒注射组小鼠右眼睑明显肿胀伴角膜刺激症状
!

<6<7各组小鼠免疫前后的体质量变化
空白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组小鼠随

着时间的延长体质量逐渐增加"而重组质粒注射组小
鼠体质量则逐渐下降"总体比较差异有统计学意义
%[时间 l$b@$@"Zl;b;I$&( 不同组间小鼠体质量总体
比较差异有统计学意义%[分组 l$bSIR"Zl;b;I@&"其
中注射后 I'$'S 个月重组质粒注射组小鼠体质量较空
白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组明显下降"差
异均有统计学意义%均 Zn;b;R&%表 8&(

表 97各组小鼠免疫前后不同时间点体质量变化%!P""/&

组别 样本量
注射前后不同时间点小鼠体质量

注射前 注射后 8 个月 注射后 I 个月 注射后 $ 个月 注射后 S 个月

空白对照组 @ IIb$@pIb88 I$b@9pIb$@ ISbI@pIb;;, IRb$;p8b:9, IRbSRp8bPP,

脂质体注射组 @ I8b@9p8b9S IIb:$p8b@$ ISb;@p8b:$, ISbR@p8bR$, ISbSIpIb$$,

空质粒注射组 @ I8b:Rp8b@; IIbPSpIb;8 I$b$@p8b$$, I$bRPp8b;I, ISbISp;bP@,

重组质粒注射组 @ I8bR9p8b8@ I8b:8p8b9; 89b9Rp8bRP I;b8Rp8bS: 89bRRpIb;R

!注+[分组 l$bSIR"Zl;b;I@)[时间 l$b@$@"Zl;b;I$6与各自时间点重

组质粒注射组比较",Zn;b;R%区组设计两因素方差分析"TNOL/检验&

<6=7各组小鼠注射后血清 CCS'CNF的变化
<6=697血清 CCS'CNF标准曲线!采用标准品绘制血
清 CCS 和 CNF的标准曲线( CCS 标准品质量浓度值
为横坐标"标准品在波长为 SR; (.时吸光度%X&值为
纵坐标"相关系数为 ;b9I8 :%图 IH&)CNF标准品质量
浓度值为横坐标"标准品在波长为 SR; (.时 X值为纵
坐标"相关系数为 ;b99S S%图 I#&(

标
准
品

A
值

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0 2 4 6 8 10 12

标
准
品

A
值

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
0 2 4 6 8 10 12

Y=-0.0652X+0.7823
R2=0.9217

Y=-0.0052X2+0.2714X-0.0160
R2=0.9944

A B

标准品质量浓度（μg/dl） 标准品质量浓度（ng/ml）

图 <7血清 ))>')）M标准曲线!H+血清中 CCS 标准曲线!#+血清
中 CNF标准曲线!

<6=6<7各组小鼠血清 CCS'CNF的比较!由空白对照
组小鼠血清CCS 测量数据加减 I 标准差作为参考值范
围"CCS 和 CNF参考值范围分别为 Rb:R a9b:R "?Q4+
和 8b8@ a88bRS (?Q.+( 空白对照组'脂质体注射组'
空质粒注射组'重组质粒注射组小鼠血清中 CCS 质量
浓度依次下降"总体比较差异有统计学意义 %[l
:b8R;"Zn;b;;8&"其中空白对照组'脂质体注射组和
空质粒注射组间小鼠血清 CCS 质量浓度的差异均无
统计学意义%均 Zj;b;R&"重组质粒注射组小鼠血清
CCS 质量浓度明显低于空白对照组'脂质体注射组和
空质粒注射组"差异均有统计学意义%均Zn;b;R&%表 I&(

空白对照组'脂质体注射组'空质粒注射组'重组
质粒注射组小鼠血清中 CNF质量浓度总体比较差异
有统计学意义%[lRbRI8"Zn;b;8&"其中空白对照组'
脂质体注射组和空质粒注射组间小鼠血清中 CNF质
量浓度两两比较差异均无统计学意义%均 Zj;b;R&"
而重组质粒注射组小鼠血清中 CNF质量浓度均明显
低于空白对照组'脂质体注射组和空质粒注射组"差异
均有统计学意义%均 Zn;b;R&%表 I&(

表 <7注射后 9F 周时各组血清中 ))>')）M的
质量浓度比较%!P"&

组别 样本量 CCS%"?Q4+& CNF% (?Q.+&

空白对照组 @ :b:Rp8b;;, Pb$PpIbR@,

脂质体注射组 @ :b9Pp;b:P, Sb@$p$b9P,

空质粒注射组 @ Pb:Pp8b8;, PbP$p8b:8,

重组质粒注射组 @ SbS$pIb@@ 8bP;p8b:P
[ :b8R; RbRI8
Z n;b;;8 n;b;8

!注+与各自的重组质粒注射组比较",Zn;b;8%单因素方差分析"TNOL/

检验&!CC+总甲状腺素)CNF+促甲状腺素

<6>7重组质粒注射组小鼠甲状腺组织病理学改变和
比较

空白对照组'脂质体免疫组和空质粒免疫组小鼠
甲状腺组织病理学检查未见异常"可见甲状腺滤泡为
单层滤泡上皮围成的卵圆形或不规则的球形囊泡"基
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底面有薄基板"表面包绕纤细的网状纤维网架( 上皮
细胞呈立方状"滤泡大小不等"结构完整)滤泡中为滤
泡腔"正常时腔内充满均匀红染的胶体物质"为滤泡上
皮细胞分泌的碘化糖蛋白( 滤泡间质无水肿"未发现
淋巴细胞浸润( 重组质粒注射组注射后 8: 周时"P 只
小鼠出现程度不同的甲状腺炎改变"苏木精Z伊红染
色见甲状腺腺泡明显增大'增生"部分腺泡上皮细胞增
生"上皮细胞因受压而变扁平"偶可见滤泡上皮细胞增
生构成乳头状结构"或滤泡上皮细胞柱状增生"呈乳头
状向腔内突起"间质血管明显充血"可见淋巴细胞浸
润"导致少数滤泡破坏"可见部分滤泡之间组织细胞吞
噬的胶质物质"伴间质增生%图 $&(

A B
图 =7小鼠甲状腺组织病理学表现%FByS;;&!H+空白对照组小鼠
甲状腺上皮细胞呈立方状"结构完整"滤泡腔内充满均匀红染的碘
化糖蛋白!#+重组质粒注射组小鼠甲状腺腺泡上皮呈乳头状突向滤泡
腔%红箭头&"其间可见组织细胞和增生的间质%绿箭头&
!

<6?7重组质粒注射组小鼠眼眶组织病理学改变
<6?697小鼠眼眶脂肪结缔组织7光学显微镜下可见
重组质粒注射组小鼠眼眶脂肪细胞间间隙增宽"有红
色无定形物质堆积"间隔部分血管增生"伴炎性细胞浸
润)部分脂肪细胞核明显可见"为前脂肪细胞( 甲苯胺
蓝染色可见脂肪结缔组织中有较多深紫红色肥大细胞

浸润"含较多嗜碱性颗粒状物质"但大多数肥大细胞出
现脱颗粒现象( 阿尔新蓝Z过碘酸希夫染色发现眼眶
脂肪与肌肉组织周边的堆积物质呈紫红色染色(
U,--)( 三色染色可见脂肪组织间隙不同程度变宽"其
间有蓝色的胶原纤维增生%图 S&(
<6?6<7小鼠眼外肌纤维改变!苏木精Z伊红染色可
见空白对照组小鼠肌纤维排列整齐"呈圆形'梭形或
不规则形"肌纤维周围边界清楚"肌浆均匀红染"肌
细胞核呈梭形"位于肌纤维周边部( 重组质粒注射
组小鼠眼外肌肌纤维横断面肥大且不均匀"部分肌
纤维周围边界不清"可见肌纤维断裂和肌浆溶解"部
分肌纤维仅存细胞膜)肌肉组织间可见脂肪组织和
间质组织增生( 甲苯胺蓝染色可见肌间隙和周围间
质内肥大细胞浸润和脱颗粒"呈深紫红染色( U,--)(
三色染色可见部分肌纤维间胶原纤维增生"呈蓝染
%图 R& (

A B C D
图 >7重组质粒注射组小鼠眼眶脂肪结缔组织改变!H+眼眶脂肪细胞间隙增宽%黑箭头& "可见部分脂肪细胞的细胞核"有红色无定形物质堆积

%白箭头&及炎性细胞浸润%绿箭头& %FBy8;;&!#+脂肪结缔组织内肥大细胞浸润及脱颗粒%箭头& %甲苯胺蓝 yI;;&!E+可见脂肪%红箭头&和

肌肉%绿箭头&组织间紫红色黏液物质堆积%阿尔新蓝L过碘酸希夫 yI;;&!O+可见脂肪组织间的胶原纤维增生"呈蓝色染色%U,--)( y8;;&

A B C D
图 ?7重组质粒注射组小鼠眼外肌纤维组织改变!H+空白对照组小鼠眼外肌肌纤维正常"横切面呈梭形"纵切面为圆形%FByS;;&!#+重组质

粒注射组小鼠眼外肌肌纤维肿胀'肥大%黑箭头& "肌纤维间隔增宽%白箭头& "间质增生伴炎性细胞浸润%绿箭头& %FByS;;&!E+肌纤维周边间

质内大量肥大细胞'淋巴细胞浸润%甲苯胺蓝 yS;;&!O+肌纤维间大量蓝染的纤维组织%U,--)( yI;;&
!
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=7讨论

以往建立 CHK动物模型的方法可归纳为两类+一
类是转染自身抗原蛋白的细胞系免疫法"另一类是转
染自身抗原基因的各种载体免疫

,88- ( ",)等 ,8I-
采用

转染 CNF"的成纤维细胞免疫雌性 Hd"Q\小鼠后从
:;^小鼠血清中检测出甲状腺刺激激素抗体%&/20)'4
-&'.<+,&'(?,(&'*)42"CNH*&"模型鼠甲状腺腺体肿大"
但并未在甲状腺组织中观察到炎性细胞浸润( U,(2
等

,8$-
采用转染 CNF"的脾细胞免疫雌性 #HT#Q5小

鼠"结果 P;^ a8;;^小鼠甲状腺出现淋巴细胞浸润"
模型鼠血清中可检测出甲状腺阻断性抗体 %CNFL
*'(4'(?,(&'*)42"C#H*&"P@^的小鼠眼眶组织出现透
明质酸浸润造成的组织水肿'脂肪组织聚积'肌纤维溶
解断裂以及淋巴细胞和肥大细胞浸润( 在各种造模方
法中"以转染 CNF"的 U8I 细胞以及转染 CNF"的腺
病毒免疫鼠的成模率最高( d,'&/,.,(,等 ,8S-

采用转

染 .CNF"或 /CNF"的 U8I 细胞系免疫 #TH#Q5小
鼠"结果发现 8;;^的小鼠诱导出甲状腺功能亢进"但
这种造模方法需要 P a@ 个月( \,?,2,.,等 ,8RZ8P-

采用

转染 /CNF"的腺病毒免疫 #HT#Q5小鼠建立 CHK的
动物模型"诱导出甲状腺功能亢进者占 RR^"其血清
CCS 水平增高"同时血清中可检测出CNH* 和C#H*"小
鼠眼眶组织出现典型的组织病理学改变(

甲状腺和眼眶组织有着多重共同抗原"如 CNF"'
甲状腺过氧化物酶'甲状腺球蛋白以及各种眼外肌抗
原"目前普遍认为 CNF"的胞外段是引起 CHK的自身
抗 原" 也 是 与 CNH* 以 及 C#H* 结 合 的 位 点(
E/,e%(*,+M 等 ,8:Z8@-

提出 CNF"胞外段的空间构象是其
产生自身免疫反应的重要前提条件"他们利用刀豆凝
集素 ,和镍螯合物进行色谱分析"从而得到部分纯化
的 CNF"LI@9" 用极其微量的 CNF"LI@9 即可中和
W0,3%-病患者血清中的 C#H*"纯化的 CNF"LI@9 去免
疫大鼠时"产生针对这种抗原的单克隆抗体 $#O8;"这
种抗体仅在CNF"的 \端富含半胱氨酸的区域具有空
间构象时才能与其发生反应"说明 CNF"胞外段三级
结构的保持对其产生自身免疫反应有着极其重要的作

用( N%%&/,0,.,',/ 等 ,89-
发现无糖基化的 CNF"胞外

段仅中和兔血清中的 C#H* 而不能中和 W0,3%-病患者
血清中的抗体"而糖基化后的 CNF"胞外段既可中和
实验动物又可中和 W0,3%-病患者血清中的 C#H* 和
CNH*"从而说明 CNF"胞外段的糖基化是产生自身免
疫反应的关键( U'e<&)0'等 ,I;-

采用转染 CNF"和
CNF"I@9 的腺病毒免疫 #HT#Q5小鼠的甲状腺功能亢

进的成模率分别为 $P^和 :;^"认为 CNF"的胞外段
是造模的主要抗原( E/%( 等 ,I8-

采用转染 /CNF"I@9
的腺病毒免疫 #HT#Q5小鼠"P@^ a@;^的小鼠发生
甲状腺功能亢进"血清中检测出抑制性 CNH*( d,(%4,
等

,II-
采用 /CNF"I@9 免疫 #HT#Q5小鼠后 :9bI^ a

9Rb:^的小鼠血清 CCS 水平增高"并且血清中出现
CNH*( m/,)等 ,I$-

采用 CNF"的胞外段质粒免疫雌性
#HT#Q5小鼠后 :R^的小鼠发生甲状腺功能亢进"血
清中检测出 CNH*"并且小鼠眼眶组织发生纤维化( 目
前"CNF"的胞外段区域已被普遍被认为是有效的致
CHK的自身抗原(

CHK是一种自身免疫疾病"理想的 CHK动物模型
除了应具备甲状腺功能亢进特征外"还应具备该病眼
部的特征( 以往动物模型研究报道中大部分出现甲状
腺炎症的改变"少有典型的 CHK眼部病理改变( 本研
究中采用脂质体包裹的重组质粒 15O\H$68 tQ
/CNF"I@9 免疫 #HT#Q5小鼠"初次免疫后 8: 周时经
组织病理学证实 P 只重组质粒免疫组小鼠出现典型淋
巴细胞浸润的甲状腺炎症改变"同时实验组小鼠体质
量在初次免疫后 I 个月开始明显下降"小鼠眼球不同
程度突出"并出现眼睑肿胀"甚至角膜炎症改变"这些
CHK外眼的特征性表现在以往国内外 CHK动物模型
中鲜有报道"此外本研究中重组质粒注射组 @ 只小鼠
的 8R 个眼眶组织出现不同程度的 CHK典型病理改
变"如眼眶内脂肪组织大量增生伴淋巴细胞及肥大细
胞浸润"透明质酸沉积)眼外肌的典型改变包括肌纤维
肿胀'变性和断裂"并伴有炎性细胞浸润"这些结果表
明采 用 脂 质 体 包 裹 的 重 组 质 粒 15O\H$68 tQ
/CNF"I@9 免疫小鼠成模率高"模型鼠表现与人类
CHK相似( 本研究提供的造模方法简单'有效"为进
一步开展相关的实验研究提供了有用的工具(
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