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［摘要］　目的：观察腺病毒介导 ＭＨＣⅡ类分子（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘｃｌａｓｓⅡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）反式激活因子突变体

（ＣⅡＴＡｍ）基因治疗小鼠实验性自身免疫性甲状腺炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＥＡＴ）的效果，并探讨其可能的作

用机制。方法：３１只健康雌性ＣＢＡ／Ｊ小鼠随机分成ＥＡＴ模型组（ｎ＝８）、ＣⅡＴＡｍ治疗组（ｎ＝９）、ＧＦＰ对照组（ｎ＝９）和正常

对照组（ｎ＝５）。除正常对照组不作特殊处理外，其余３组均以猪甲状腺球蛋白（ｐｏｒｃｉｎｅｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ｐＴｇ）＋弗氏佐剂（ｃｏｍ

ｐｌｅｔｅｏｒｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ／ＩＦＡ）建立ＥＡＴ小鼠模型，ＣⅡＴＡｍ治疗组和ＧＦＰ对照组分别静脉注射重组腺病

毒ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ及ＡｄＧＦＰ进行治疗，ＥＡＴ模型组注射等量生理盐水。首次免疫后第２９日处死小鼠，进行 ＨＥ染色观

察甲状腺病理形态；免疫组织化学染色测定甲状腺 ＭＨＣⅡ类分子表达；分析ｐＴｇ刺激下脾脏淋巴细胞的增殖及其上清液中

ＩＦＮγ的分泌水平；ＥＬＩＳＡ法检测血浆中抗ｐＴｇ自身抗体滴度；流式细胞术分析外周血和脾脏淋巴细胞中ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞

上可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）的表达水平。结果：ＨＥ染色结果表明，ＣⅡＴＡｍ治疗组甲状腺淋巴细胞

浸润指数（０．３±０．５）低于ＥＡＴ模型组（１．４±０．４）和ＧＦＰ对照组（１．５±０．２，Ｐ＜０．０１）。免疫组化结果显示，ＥＡＴ模型组和

ＧＦＰ对照组甲状腺组织有弥漫性 ＭＨＣⅡ类分子表达，而ＣⅡＴＡｍ治疗组未见明显表达，正常对照组表达呈阴性。８０μｇ／ｍｌ

ｐＴｇ刺激下，ＣⅡＴＡｍ治疗组小鼠淋巴细胞刺激指数（ＳＩ）明显低于ＥＡＴ模型组或 ＧＦＰ对照组（Ｐ＜０．０５）；培养上清各组

ＩＦＮγ分泌水平与ＳＩ结果类似（Ｐ＜０．０１）。ＣⅡＴＡｍ治疗组血浆抗ｐＴｇ自身抗体滴度显著低于ＥＡＴ模型组或ＧＦＰ对照组

（Ｐ＜０．０１）；ＣⅡＴＡｍ治疗组外周血和脾脏ＣＤ４＋ Ｔ细胞ＩＣＯＳ分子阳性表达率亦显著低于ＥＡＴ模型组或ＧＦＰ对照组（Ｐ＜

０．０１）。结论：重组腺病毒ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ能抑制ＥＡＴ小鼠甲状腺组织 ＭＨＣⅡ类分子表达，抑制自身反应性Ｔ细胞增

殖，减轻甲状腺炎性细胞浸润，降低自身抗体滴度，对ＥＡＴ有一定的治疗作用。

［关键词］　ＭＨＣⅡ类分子反式激活因子突变体；腺病毒科；自身免疫性甲状腺炎；基因疗法

［中图分类号］　Ｒ５８１．４；Ｒ５９３．２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００８）０１００４２０６

ＡｄｅｎｏｖｉｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄＭＨＣｃｌａｓｓⅡｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒｍｕｔａｎｔｉｎｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｍｏｕｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ

ＬＯＮＧＸｉａｎｌｉａｎ，ＧＵＡＮＺｈｅｎｇ，ＺＨＡＮＧＪｕｎ，ＦＡＮＧＣｈａｏｐｉｎｇ，ＺＨＡＮＧＷｅｉｗｅｉ，ＺＨＡＮＧＱｉａｎ，ＳＨＥＮＱｉａｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ（ＭＨＣ）ｃｌａｓｓⅡｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ

ｍｕｔａｎｔ（ＣⅡＴＡｍ）ｆｏｒｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｍｏｕｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ（ＥＡＴ）ａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｉｒｔｙｏｎｅｈｅａｌｔｈｙｆｅｍａｌｅＣＢＡ／Ｊｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ，ｎａｍｅｌｙＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝８），

ＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（ｎ＝９），ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝９），ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝５）．Ａｎｉｍａｌｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ３ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ

ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈｐｏｒｃｉｎｅｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（ｐＴｇ）ａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅｏｒｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ（ＣＦＡ／ＩＦＡ）ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈＥＡＴｍｏｄ

ｅｌ；ｍｉｃｅｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐａｎｄＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｓｏｔｒｅａｔｅｄｂｙｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍａｎｄＡｄＧＦＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｎｏｒｍａｌ

ｓａｌｉｎｅ．Ｍｉｃｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｎｏｓｐｅｃｉａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ａｌｌｍｉｃｅｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｏｎｔｈｅ２９ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔｉｍ

ｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ．ＴｈｅｔｈｙｒｏｉｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＨＣⅡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅ

ｔｈｙｒｏｉｄｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ；ｔｈｅｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄＩＦＮγｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ

ｂｙｐＴｇｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅｉｒｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ；ｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆｐｌａｓｍａａｎｔｉｐＴｇａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；ａｎｄｔｈｅ

［收稿日期］　２００７１０１０　　　　［接受日期］　２００７１２１８
［基金项目］　上海市科委联合利华研究与发展基金（２００３０５）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｌｅｖｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ＆ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＦｕｎｄ（２００３０５）．
［作者简介］　龙宪连，博士．Ｅｍａｉｌ：ｌｏｎｇｘｉａｎｌｉａｎ１９７０＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１２５０７０６４８，Ｅｍａｉｌ：ｍｓｍｉｎｌｉ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ



第１期．龙宪连，等．腺病毒介导 ＭＨＣⅡ类分子反式激活因子突变体基因治疗小鼠实验性自身免疫性甲状腺炎 · ４３　　　 ·

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ（ＩＣＯＳ）ｏｎＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓｉｎｂｏｔｈｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄａｎｄｓｐｌｅｅｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ

ｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｔｈｙｒｏｉｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（０．３±０．５）

ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（１．４±０．４）ａｎｄｔｈｅＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１．５±０．２，ｂｏｔｈＰ＜０．０１）．

ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｄｉｆｆｕｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＨＣ Ⅱ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅｔｈｙｒｏｉｄｏｆｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄ

ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｖｅｒｙｗｅａｋｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（ＳＩ）ａｇａｉｎｓｔ８０μｇ／ｍｌｐＴｇｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅＩＦＮγｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ

ｓｈｏｗｅｄａｓｉｍｉｌａｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｓＳＩｉｎａｌｌｔｈｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｔｉｔｅｒｏｆｐｌａｓｍａａｎｔｉｐＴｇａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａ

ｐｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｂｏｔｈＰ＜０．０１）．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅｏｆＩＣＯＳｏｎＣＤ４＋ ＴｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｂｏｔｈＰ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅＭＨＣⅡ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｙｒｏｉｄｏｆＥＡＴｍｏｕｓｅａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｓｅｌｆｒｅａｃｔｉｖｅＴｃｅｌｌｓ，ａｔｔｅｎｕａｔｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｉｎｔｈｅｔｈｙｒｏｉｄ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆｐｌａｓｍａａｎｔｉｐＴｇａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＣⅡＴＡｍｕｔａｎｔｓｍｉｇｈｔｈａｖｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ

ｅｆｆｅｃｔｆｏｒＥＡＴ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ＭＨＣｃｌａｓｓⅡｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒｍｕｔａｎｔ；ａｄｅｎｏｖｉｒｉｄａｅ；ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ；ｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１）：４２４７］

　　实验性自身免疫性甲状腺炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕ
ｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＥＡＴ）是人桥本甲状腺炎
（Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ’ｓｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＨＴ）的动物模型，其特征
是出现特异性的自身抗体以及甲状腺被淋巴细胞和

其他单个核细胞浸润［１］。ＥＡＴ 被认为是一种由
ＣＤ４＋ Ｔ细胞介导的器官特异性自身免疫病，但自
身反应性ＣＤ４＋ Ｔ细胞如何产生以及以何种机制引
起甲状腺损伤，目前仍不完全清楚。研究发现 ＨＴ
患者甲状腺上皮细胞异常表达 ＭＨＣⅡ类分子（ｍａ
ｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ⅱ ｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ）［２３］，而且表达 ＭＨＣⅡ类分子的甲状腺上皮
细胞具有抗原递呈功能［４］，因此推测其可能为自身
反应性Ｔ细胞的活化提供第一信号，引发甲状腺损
伤。这提示抑制甲状腺 ＭＨＣⅡ类分子表达可能对

ＥＡＴ有治疗作用。ＭＨＣ Ⅱ类分子反式激活因子
（ｃｌａｓｓⅡｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ，ＣⅡＴＡ）是调控 ＭＨＣⅡ
类分子表达的最关键因子之一，在转录水平上控制
着 ＭＨＣⅡ类分子的表达，从而影响与 ＭＨＣⅡ类
分子相关的免疫功能［５］，是干预 ＭＨＣⅡ类分子功
能的理想靶点。因此，Ｃａｉ等［６］尝试应用腺病毒介导

的ＣⅡＴＡ反义ＲＮＡ治疗实验性自身免疫性心肌
炎，并取得较好的治疗效果。

　　我们前期成功构建了ＣⅡＴＡ缺失型突变体（Ｃ
ⅡＴＡｍ）及其重组腺病毒ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ［７］，并
且证实其在体外能有效抑制 ＭＨＣ Ⅱ类分子的表
达［８］。本研究进一步将 ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ重组腺
病毒应用于治疗ＥＡＴ模型小鼠，观察其对自身免疫
性甲状腺炎的治疗效果，并探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ重组腺病毒和

ＡｄＧＦＰ对照腺病毒由本实验室构建、保存并扩增
纯化［７］，猪甲状腺球蛋白（ｐｏｒｃｉｎｅｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，

ｐＴｇ）、弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅｏｒｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅｕｎｄａｄ
ｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ／ＩＦＡ）和刀豆蛋白Ａ（ｃｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，

ＣｏｎＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司，淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ）购
自上海试剂二厂，３ＨＴｄＲ购自中科院原子能研究
所，大鼠抗小鼠 ＭＨＣⅡ单克隆抗体购自ＮｅｏＭａｒｋ
ｅｒ公司，ＨＲＰ羊抗大鼠ＩｇＧ单克隆抗体购自ＳＢＡ
公司，小鼠细胞因子ＥＬＩＳＡ测定试剂盒及流式细胞
术所用标记抗体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．２　动物分组及处理　ＣＢＡ／Ｊ（Ｈ２ｋ）小鼠，雌性，

６～８周龄，体质量（２０±５）ｇ，购于中国科学院上海
实验动物中心。小鼠随机分为ＥＡＴ模型组（ｎ＝８）、

ＣⅡＴＡｍ治疗组（ｎ＝９）、ＧＦＰ对照组（ｎ＝９）和正常
对照组（ｎ＝５）。ＥＡＴ模型组、ＣⅡＴＡｍ治疗组及

ＧＦＰ对照组小鼠采用ｐＴｇ＋ＣＦＡ／ＩＦＡ的方法建立

ＥＡＴ模型［９］：于第１日皮下多点注射０．１ｍｇｐＴｇ
与１００μｌＣＦＡ混合的乳化抗原，于第８日皮下多点
注射０．１ｍｇｐＴｇ与１００μｌＩＦＡ混合的乳化抗原。
于第１５～１７日分别尾静脉注射生理盐水、Ａｄ
ＣＭＶＣⅡＴＡｍ、ＡｄＧＦＰ。每只小鼠注射病毒的单
次剂量均为５×１０９ｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ｖｐ），１次／ｄ，连
续３ｄ。第２９日处死小鼠。

１．３　甲状腺组织 ＨＥ及免疫组织化学检查　取甲
状腺立即制备冰冻病理切片备用。取甲状腺冰冻病
理切片，ＨＥ染色后检查甲状腺组织病理改变，参照
文献［９］将甲状腺淋巴细胞浸润指数评为０～４分
（０：无炎细胞浸润；１：炎细胞分布于２个或多个滤
泡；２：１～２个炎性细胞病灶达１个滤泡大小；３：炎
性细胞取代了１０％～４０％的甲状腺；４：炎性细胞取
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代了４０％以上的甲状腺）。取甲状腺冰冻病理切
片，按免疫组化试剂说明书检测 ＭＨＣ Ⅱ类分子
（ＩＡｋ）的表达，ＤＡＢ显色，苏木精复染，细胞膜或细
胞质呈棕黄色着色为阳性。

１．４　脾脏淋巴细胞增殖试验及其培养上清中ＩＦＮ
γ的测定

１．４．１　淋巴细胞增殖试验　取小鼠脾脏组织，无菌
挤压制成细胞悬液，用Ｆｉｃｏｌｌ液分离单个核细胞。
将单个核细胞悬液细胞密度调整至５×１０６／ｍｌ后铺
板，分为３组，分别以８０μｇ／ｍｌｐＴｇ、２μｇ／ｍｌＣｏｎＡ
及等体积的完全ＲＰＭＩ１６４０培养基刺激，３７℃、ＣＯ２
体积分数５％培养４８ｈ后加入３ＨＴｄＲ，继续培养

１６～２０ｈ，收集细胞至玻璃纤维膜上并烘干，加入液
闪液，测定放射性活度，以ＲＰＭＩ１６４０组为对照管
计算刺激指数（ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＳＩ），即测定管放
射性活度与对照管放射性活度的比值。

１．４．２　培养上清中ＩＦＮγ测定　分离脾脏单个核
细胞，密度调整至５×１０６／ｍｌ后铺种到９６孔板，用

８０μｇ／ｍｌｐＴｇ刺激下，３７℃、ＣＯ２体积分数５％条件
下培养４８ｈ后收集细胞培养上清液，采用ＥＬＩＳＡ
双抗体夹心法检测ＩＦＮγ的表达。以４５０ｎｍ波长
在酶标仪上比色，绘制标准曲线，测定具体浓度。

１．５　血浆抗ｐＴｇ自身抗体检测　各组小鼠眼球后
取血抗凝并分离血浆。以５μｇ／ｍｌｐＴｇ包被９６孔
反应板，用ＰＢＳ将血浆稀释成１３２００，用ＥＬＩＳＡ
法检测血浆中抗ｐＴｇ自身抗体滴度，以４５０ｎｍ波

长在酶标仪上比色。

１．６　Ｔ淋巴细胞上可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＩＣＯＳ）的检测　取小鼠外周血５０μｌ
和约 １０６个脾脏单个核细胞，以 ＰＥａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩＣＯＳ、ＡＰＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ３和ＰＥ／ＣＹ５ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＣＤ４共３种抗体进行标记。操作步骤按抗体试剂盒
说明 书 进 行，流 式 细 胞 仪 （Ｃａｌｉｂｕｒ，ＢＤ）检 测，

ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析Ｔ细胞上ＩＣＯＳ的表达。

１．７　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，进行单因素
方差分析及均值多重比较分析，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　甲状腺组织病理改变　正常对照组甲状腺滤
泡呈圆形或椭圆形，上皮细胞呈低柱状，无淋巴细胞
浸润；ＥＡＴ模型组与 ＧＦＰ对照组病理改变极为相
似，上皮细胞肿胀，体积增大，胞质嗜酸性，甲状腺组
织中有灶性或弥漫性淋巴细胞浸润，伴甲状腺滤泡
萎缩；ＣⅡＴＡｍ治疗组甲状腺炎细胞浸润明显减轻
（图１）。ＥＡＴ模型组、ＣⅡＴＡｍ治疗组、ＧＦＰ对照
组及正常对照组淋巴细胞浸润指数分别为１．４±
０．４、０．３±０．５、１．５±０．２和０。ＥＡＴ模型组和ＧＦＰ
对照组病理改变重于正常对照组，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１），而ＣⅡＴＡｍ 治疗组病理损伤较

ＥＡＴ模型组和 ＧＦＰ对照组显著减轻，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图１　ＥＡＴ模型组（Ａ）、ＣⅡＴＡｍ治疗组（Ｂ）、ＧＦＰ对照组（Ｃ）及正常对照组（Ｄ）小鼠甲状腺组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｙｒｏｉｄｏｆＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ａ），ＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（Ｂ），

ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｄ）

ＨＥ，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．２　甲状腺细胞 ＭＨＣⅡ类分子的表达结果　正
常对照组甲状腺几乎没有 ＭＨＣⅡ类分子表达；而

ＥＡＴ模型组和ＧＦＰ对照组甲状腺内甲状腺滤泡上

皮细胞和浸润的淋巴细胞均有弥漫性 ＭＨＣⅡ类分
子表达；ＣⅡＴＡｍ 治疗组小鼠甲状腺组织未见

ＭＨＣⅡ类分子明显表达（图２）。
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图２　ＥＡＴ模型组（Ａ）、ＣⅡＴＡｍ治疗组（Ｂ）、ＧＦＰ对照组（Ｃ）及正常对照组（Ｄ）小鼠甲状腺组织中 ＭＨＣⅡ类分子的表达

Ｆｉｇ２　ＭＨＣⅡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｙｒｏｉｄｏｆＥＡＴｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ａ），ＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ（Ｂ），

ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｄ）

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　脾脏淋巴细胞的增殖　８０μｇ／ｍｌｐＴｇ刺激
下，与正常对照组相比，ＥＡＴ模型组和ＧＦＰ对照组
小鼠淋巴细胞的刺激指数（ＳＩ）均显著升高，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＣⅡＴＡｍ治疗组比ＥＡＴ
模型组或ＧＦＰ对照组显著下降，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），而与正常对照组无统计学差异。

２μｇ／ｍｌＣｏｎＡ刺激下，各组间ＳＩ没有统计学差异。
详见表１。

表１　各组小鼠脾脏淋巴细胞在ｐＴｇ（８０μｇ／ｍｌ）或

ＣｏｎＡ（２μｇ／ｍｌ）刺激下的刺激指数

Ｔａｂ１　Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（ＳＩ）ｏｆｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｗｉｔｈ

ｐＴｇ（８０μｇ／ｍｌ）ｏｒＣｏｎＡ（２μｇ／ｍｌ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ｐＴｇ ＣｏｎＡ

ＥＡＴｍｏｄｅｌ ８ ３．４２±０．３５△ ４２．１±６．７
ＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙ ９ １．８４±０．２５ ４１．５±９．４
ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ ９ ３．４５±０．５６△ ４２．８±１０．４
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ５ ０．９５±０．２２ ３７．４±６．６

　Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＣⅡＴＡｍ

ｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ

２．４　淋巴细胞培养上清中ＩＦＮγ表达　８０μｇ／ｍｌ
ｐＴｇ刺激后，与正常对照组相比，其余各组小鼠脾脏
淋巴细胞培养上清中ＩＦＮγ水平（ｐｇ／ｍｌ）均显著升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１）；且

ＥＡＴ模型组、ＧＦＰ对照组明显高于ＣⅡＴＡｍ治疗
组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

２．５　血浆抗ｐＴｇ自身抗体滴度测定结果比较　在

１３２００稀释度条件下，ＥＡＴ模型组、ＣⅡＴＡｍ治
疗组、ＧＦＰ对照组小鼠血浆中抗ｐＴｇ自身抗体滴度
（Ｄ４５０）比正常对照组显著升高（Ｐ＜０．０１）；且ＥＡＴ
模型组、ＧＦＰ对照组明显高于ＣⅡＴＡｍ治疗组，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

２．６　ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞ＩＣＯＳ分子的表达 　无论外
周血还是脾脏，ＥＡＴ模型组、ＣⅡＴＡｍ治疗组、ＧＦＰ
对照组ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞ＩＣＯＳ分子表达的阳性率
均明显高于正常对照组，差异具有统计学差异（Ｐ＜
０．０１）；且 ＥＡＴ模型组、ＧＦＰ对照组明显高于ＣⅡ
ＴＡｍ 治疗组，具有统计学差异（Ｐ＜０．０１）；而ＥＡＴ 模
型组和ＧＦＰ对照组之间无统计学差异。详见表２。

表２　小鼠脾脏淋巴细胞培养上清中ＩＦＮγ水平、血浆抗ｐＴｇ自身抗体滴度及

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞ＩＣＯＳ阳性表达率的测定结果

Ｔａｂ２　ＩＦＮγｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｓｕｐｅｒｎａｎｔｓｏｆｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ｔｉｔｅｒｏｆｐｌａｓｍａａｎｔｉｐＴｇａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ，

ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＩＣＯＳｏｎＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓｉｎｂｏｔｈｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄａｎｄｓｐｌｅｅｎ
（珔ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＦＮγ
ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＴｉｔｅｒｏｆａｎｔｉｐＴｇ
ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｄ４５０）

ＩＣＯＳｐｏｓｉｔｖｅｒａｔｅ（％）

Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ Ｓｐｌｅｅｎ
ＥＡＴｍｏｄｅｌ ８ ６６５±１５６△△ ０．６３５±０．１０４△△ １６．４±１．４△△ ７．４±０．６△△

ＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙ ９ ３４６±８４ ０．４１２±０．１４２ １１．４±１．８ ６．０±１．２

ＧＦＰｃｏｎｔｒｏｌ ９ ６９２±１５９△△ ０．５８４±０．０５６△△ １６．７±０．９△△ ７．７±０．９△△

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ５ １８６±４０ ０．１７０±０．０４１ ５．４±１．２ ３．６±０．８

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣⅡＴＡｍｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

　　ＣⅡＴＡ 是调控 ＭＨＣⅡ类分子表达的最主要转录

分子之一，决定着 ＭＨＣⅡ类分子表达的有无和高低。

氨基酸结构根据组成及功能特点，常可分为４个区

域：氨基端富含酸性氨基酸区域，具有强烈的反式激

活作用；富含脯氨酸、丝氨酸和苏氨酸区域，具有辅助

激活活性；ＧＴＰ结合区域，能与ＧＴＰ结合；羧基端富

含亮氨酸区域，含核定位序列［５］。我们前期［７］构建的

ＣⅡＴＡ突变体（ＣⅡＴＡｍ）仅在反式激活功能区缺失了

部分氨基酸，而保留了其他区域特别是ＧＴＰ结合区

和羧基端富含亮氨酸区域。因为这两个区域对ＣⅡ

ＴＡｍ 在细胞质表达后进入细胞核内行使竞争抑制功

能至关重要［１０１１］。在体外实验中，重组腺病毒 Ａｄ

ＣＭＶＣⅡＴＡｍ 能抑制细胞上 ＭＨＣⅡ类分子的表

达［８］，但它对ＥＡＴ的治疗效果尚不可知。

　　本研究结果表明，经 ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ 处理的

ＥＡＴ小鼠甲状腺组织中炎性细胞浸润减轻，血浆中

自身抗体滴度下降。这说明ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ 可以

抑制ＥＡＴ小鼠的甲状腺炎症反应和自身免疫应答，

具有治疗作用。进一步应用免疫组化的方法对甲状

腺组织 ＭＨＣⅡ类分子的表达水平进行了检测，结果

发现正常对照组小鼠甲状腺 ＭＨＣⅡ类分子表达呈阴

性，而ＥＡＴ模型和ＧＦＰ对照组甲状腺组织呈明显阳

性表达。这与人类 ＨＴ患者的检测结果相似［２３］。

Ｗｕ等［４］认为，ＭＨＣⅡ类分子的异常表达使甲状腺上

皮细胞变成抗原递呈细胞，将甲状腺过氧化物酶

（ＴＰＯ）等自身抗原递呈给ＣＤ４＋ Ｔ细胞，从而引起或

加重自身免疫反应乃至免疫损伤。Ｋｉｍｕｒａ等［１２］研究

证实，ＭＨＣⅡ类分子高表达会加重ＥＡＴ 症状。本研

究结果发现，ＣⅡＴＡｍ 治疗组小鼠甲状腺 ＭＨＣⅡ类分

子表达明显减轻，也进一步支持了上述观点。

　　ＭＨＣⅡ类分子最重要的功能就是把抗原递呈给

ＣＤ４＋ Ｔ细胞并使后者活化。本研究的淋巴细胞增殖

试验和ＩＣＯＳ分子表达的检测结果显示：经自身抗原

ｐＴｇ刺激，ＥＡＴ模型组和ＧＦＰ对照组小鼠脾脏淋巴

细胞的增殖明显强于正常对照组；二者外周血和脾脏

淋巴细胞中ＣＤ４＋ＩＣＯＳ＋Ｔ细胞比例显著升高。由于

ＣＤ４＋Ｔ细胞的ＩＣＯＳ分子表达只出现于该细胞活化

之后［１３］，以上结果表明，在ＥＡＴ 发病过程中Ｔ细胞

的活化增强了，同时自身反应性Ｔ细胞也发生了明显

增殖，导致进一步免疫损伤的产生。经过ＡｄＣＭＶＣ

ⅡＴＡｍ 治疗后，上述指标都表现出显著下降，这提示

ＡｄＣＭＶＣⅡＴＡｍ 可能通过下调 ＭＨＣⅡ类分子的表

达，抑制了ＥＡＴ小鼠自身反应性ＣＤ４＋Ｔ细胞的活化

和增殖。

　　体内上皮细胞和内皮细胞上 ＭＨＣⅡ类分子的表

达需要依赖ＩＦＮγ诱导［５］。本实验结果显示，ＥＡＴ模

型组和ＧＦＰ对照组小鼠脾脏淋巴细胞分泌ＩＦＮγ水

平明显高于正常组和 ＣⅡＴＡｍ 治疗组。国外研

究［１４１５］表明，ＨＴ患者甲状腺组织中浸润的淋巴细胞

以及外周血淋巴细胞主要是分泌ＩＦＮγ的Ｔｈ１细胞。

Ｙｕ等［１６］还发现，甲状腺上皮细胞能否对ＩＦＮγ产生

应答对易感小鼠是否能自发产生淋巴细胞性自身免

疫性甲状腺炎十分关键。本研究结果发现ＡｄＣＭＶ

ＣⅡＴＡｍ 腺病毒下调了ＥＡＴ 小鼠脾脏淋巴细胞的

ＩＦＮγ分泌，一方面可能会导致ＩＦＮγ对甲状腺上皮

细胞 ＭＨＣⅡ类分子表达的诱导作用减弱，从而减轻

自身抗原的递呈以及Ｔ细胞的活化，进而减轻炎症反

应［１７］；另一方面也可能导致ＩＦＮγ对巨噬细胞的激活

作用减弱，使致炎细胞因子ＩＬ１、ＩＦＮγ的分泌减少，

减轻炎症反应［１８］。

　　综上所述，本研究证实重组腺病毒ＡｄＣＭＶＣⅡ
ＴＡｍ 能抑制ＥＡＴ小鼠甲状腺组织中 ＭＨＣⅡ类分子

表达，降低自身反应性Ｔ细胞的活化、增殖和ＩＦＮγ
分泌水平，从而减轻甲状腺炎性细胞浸润，降低自身

抗体滴度，对ＥＡＴ有一定的治疗作用，但具体作用机

制仍有待进一步的研究探讨。
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·书　讯·

《２００８药师（药剂士）职称考试强化训练习题集》已出版

　　本书由陶文明、孙华君等主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８１２１，１６开，定价８０．００元。

　　本书根据卫生部考试中心编写的考试大纲和考试指南，由多名多年从事考前辅导的专家根据多年辅导经验，结合近几年

来的考试题型和内容精心编写的。主要包含药物化学、天然药物化学、药剂学、生物药剂学、药物分析、临床药理学、药事管理

与法规等七部分内容。每个部分包含有考试中的基础知识、相关专业知识、专业知识和专业实践能力四个部分，旨在指导复

习，有助于读者在晋升药师（药剂士）的考试中取得好成绩。

　　本书题量大，范围广，根据考试题型，主要分为Ａ型、Ｂ型、Ｘ型题三大类。Ａ型题为最佳选择题，每题只有一个标准参考

答案；Ｂ型题即配伍题，指若干组考题共同使用五个备选参考答案，从中选择一个最佳参考答案；Ｘ型题即多项选择题，每道试

题有多个参考答案。每章节末备有参考答案，以便读者检验复习情况。供参加药师（药剂士）考试的备考者使用。

　　本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大新华书店均有销售。
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