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慢病毒介导ｓｈＲＮＡ特异性沉默ＴＬＲ４基因对大鼠肺泡巨噬细胞功能的影响

刘　建，范慧敏，刘中民
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　　［摘要］　目的　构建表达大鼠ＴＬＲ４ｓｈＲＮＡ的慢病毒，并观察其对大鼠肺泡巨噬细胞 ＴＬＲ４的抑制作用和对内毒素
（ＬＰＳ）诱导的ＩＬ６、ＩＬ１β释放的影响。方法　设计并构建４个可能具有干扰效力的ｓｈＲＮＡ表达质粒，将他们分别与预先构建
好的ＴＬＲ４表达质粒共转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，筛选出一段干扰效果最好的ｓｈＲＮＡ，使用Ｇａｔｅｗａｙ的方法重组到慢病毒表达载体

中并进行病毒包装和滴度测定，使用包装好的慢病毒感染大鼠肺泡巨噬细胞系 ＮＲ８３８３并加入ＬＰＳ刺激，ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１β、

ＩＬ６的释放情况。结果　成功筛选出具有较高干扰效率的ｓｈＲＮＡ，并成功包装入慢病毒，慢病毒滴度为２．０×１０６ＴＵ／ｍｌ。转染
慢病毒后的ＬＰＳ诱导的肺泡巨噬细胞ＩＬ１β、ＩＬ６的释放均明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论　成功构建了表达大鼠ＴＬＲ４ｓｈＲＮＡ的
慢病毒，具有良好的抑制ＩＬ１β、ＩＬ６表达的作用，为下一步动物体内实验基因治疗大鼠肺移植后的慢性排斥反应奠定良好的基础。
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　　肺移植是当今临床治疗一些终末期肺疾病的重
要手段。肺移植中７０％患者晚期出现慢性肺排斥，
即闭塞性细支气管炎（ｏｂｌｉｔｅｒａｔｉｖｅｂｒｏｎｃｈｉｏｌｉｔｉｓ，ＯＢ），
是其主要病死原因［１］。目前预防免疫排斥的方法就
是长期使用免疫抑制药。虽然药物治疗比较有效，但
是药物毒性、慢性排斥疗效差、免疫缺陷（主要是癌症
和感染的发病率明显提高），仍然是临床上无法解决
的问题。抗原呈递细胞（ＡＰＣ）在免疫排斥中起到非
常重要的作用，抑制ＡＰＣ的激活可以诱导免疫耐受，

Ｔｏｌｌ样受体（如ＴＬＲ４）是ＡＰＣ激活通路中的重要环
节［２］。本研究通过构建高沉默效率的大鼠 ＴＬＲ４
ｓｈＲＮＡ的慢病毒，并使用慢病毒感染大鼠肺泡巨噬细
胞系ＮＲ８３８３，检测其对ＮＲ８３８３功能的影响，为下一
步动物体内实验治疗ＯＢ奠定实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　大肠杆菌ＴＯＰ１０、ＤＨ５α菌株由
复旦大学生物医学研究院提供，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、
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ＮＲ８３８３细胞购自中国科学院上海细胞生物学研究
所。ＲＮＡ 抽提试剂盒为 Ａｍｂｉｏｎ公司出品；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶等为

ＴａＫａＲａ公司产品；质粒纯化试剂盒为Ｇｉａｇｅｎ公司产
品；大鼠ＩＬ６ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自ＢＤ公司；ｐｅｙｆｐ
Ｎ１表达质粒、大鼠ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｅｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００、ｍｉＲＮＡ表达载
体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ、慢病毒表达质粒

ｐＬｅｎｔｉ６．３／Ｖ５ＤＥＳＴ、病毒包装系统 ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭ

ＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。ＴＬＲ４一
抗（兔抗大鼠）、βａｃｔｉｎ一抗（小鼠抗大鼠），羊抗兔、
羊抗小鼠二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　仪器 　ＤＫ８Ｄ电热恒温水浴槽购自上海精宏
实验设备有限公司；ＥＰＳ３００电泳仪为上海天能科技
有限公司产品；ＰＣＲ仪购自Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；显微镜购
自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；共聚焦荧光显微镜购自Ｚｅｉｓｓ公司；

Ｖｉｃｏｒ３多标记酶标仪购自ＰｅｒｋｉｍＥｌｍｅｒ公司；流式细
胞仪购自ＢＤ公司；移液器、高速离心机为Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司产品；低速离心机购自上海医疗器械厂。

１．３　培养液　ＤＭＥＭ、Ｆ１２Ｋ、胎牛血清为Ｇｉｂｃｏ公
司产品；胰蛋白胨、酵母提取物购自 Ｏｘｏｉｄ公司；琼
脂糖、琼脂粉购自Ｄｉｆｃｏ公司；内毒素（ＬＰＳ）为Ｓｉｇ
ｍａ公司产品。

１．４　ＴＬＲ４真核表达载体的构建与鉴定　大鼠

ＴＬＲ４基因序列（ＮＭ＿０１９１７８．１）由ＧｅｎＢａｎｋ获得，使
用Ｐｒｉｍｅｒ５．０引物设计软件设计克隆引物，上游：５′
ＣＴＡ ＧＣＴ ＡＧＣ ＧＣＣ ＡＣＣ ＡＴＧ ＡＴＧ ＣＣＴ ＣＴＣ

ＴＴＧ３′；下游：５′ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＧＧＧＴＣＡＡＡＧＴ
ＴＧＴＴＧＣＴＴＣ３′。按照Ａｍｂｉｏｎ公司提供的说明书
抽提ＮＲ８３８３细胞的总ＲＮＡ，１％琼脂糖凝胶电泳鉴
定其完整性。紫外分光光度计测定纯度并定量。取２

μｇＲＮＡ进行反转录反应，根据 ＴａＫａＲａ公司的 Ｍ
ＭＬＶ操作说明书进行，使用上面的引物完成ＰＣＲ操
作，产物长度为２５１８ｂｐ，１％琼脂糖凝胶电泳鉴定后
使用ＰＣＲ产物回收试剂盒回收，使用ＮｈｅⅠ、ＫｐｎⅠ对
回收产物和ｐｅｙｆｐＮ１分别进行双酶切，利用酶切后的
相同粘端，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃将ｐｅｙｆｐＮ１与目的
基因连接过夜，命名为 ｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４。而后转化

ＴＯＰ１０感受态细胞，挑克隆抽提质粒ＤＮＡ，用ＮｈｅⅠ、

ＫｐｎⅠ分别酶切，鉴定正确后再送样（上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）测序确认。

１．５　ＴＬＲ４ｓｈＲＮＡ重组质粒的构建　根据ＴＬＲ４
基因序列，使用ｈｔｔｐ：／／ｉｈｏｍｅ．ｕｓｔ．ｈｋ／ｂｏｋｃｍｈｏ／

ｓｉＲＮＡ／ｓｉＲＮＡ．ｈｔｍｌ在线ｓｈＲＮＡ设计软件设计４
段可能具有干扰效力的序列，阴性对照为文献查阅
得到的通用序列（表１）。目的序列退火后两端分别
含ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切粘端。先将质粒ｐｃＤ
ＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ用ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ双
酶切，利用酶切后的相同粘端，Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃
与退火后的目的基因连接过夜，而后转化ＤＨ５α感
受态细胞，挑克隆抽提质粒 ＤＮＡ，用ＢａｍＨⅠ和

ＸｈｏⅠ分别酶切，鉴定正确后再送样（上海Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）测序确认。测序正确后分别命名为

ＳＲ７７１、ＳＲ７７２、ＳＲ７７３、ＳＲ７７４、ＳＲＮＣ。

表１　设计的ｓｈＲＮＡ序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＳＲ７７１Ｆ ＴＧＣＴＧＴＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＴＧＣＴＴＧＴＴＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡ
ＳＲ７７１Ｒ ＣＣＴＧＴＡＣＡＧＴＧＧＣＴＡＡＣＡＡＧＣＡＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＴＧＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣ
ＳＲ７７２Ｆ ＴＧＣＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＣＣＧＧＣＴＣＴＴＧＴＧＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＣＡＣＡＡＧＡＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴ
ＳＲ７７２Ｒ ＣＣＴＧＡＴＡＡＣＴＴＴＣＣＧＴＣＴＴＧＴＧＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＣ
ＳＲ７７３Ｆ ＴＧＣＴＧＴＧＡＴＣＡＡＧＣＣＡＡＧＡＡＡＴＡＴＧＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＣＡＴＡＴＴＴＴＧＧＣＴＴＧＡＴＣＡ
ＳＲ７７３Ｒ ＣＣＴＧＴＧＡＴＣＡＡＧＣＣＡＡＡＡＴＡＴＧＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＣＡＴＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＴＣＡＣ
ＳＲ７７４Ｆ ＴＧＣＴＧＴＴＣＡＡＡＧＡＴＡＣＡＣＣＡＡＣＧＧＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＡＴＣＴＴＴＧＡＡ
ＳＲ７７４Ｒ ＣＣＴＧＴＴＣＡＡＡＧＡＴＡＣＣＡＡＣＧＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＴＣＴＴＴＧＡＡＣ
ＳＲＮＣＦ ＴＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴＴＣ
ＳＲＮＣＲ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＡ

１．６　慢病毒载体的构建与病毒包装　将构建的干扰
质粒中最有效的一段用Ｇａｔｅｗａｙ重组技术重组到慢
病毒表达载体中，命名为ｐＬｅｎｔｉ６．３ＳＲ７７，测序正确

后进行慢病毒包装，将ＶｉｒａＰｏｗｅｒＴＭＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ和

慢病毒载体按照说明书转染入ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，转染

试剂使用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００，８ｈ后更换培养液，４８

ｈ后收集病毒上清，包装出的病毒命名为ＬｖＳＲ７７，保
存于－８０℃冰箱中，病毒滴度使用倍比稀释法感染

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，荧光显微镜下测定。

１．７　细胞培养和转染　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞培养于添
加１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／ｍｌ链

霉素的ＤＭＥＭ培养液中，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
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培养。为了筛选出干扰效率最佳的质粒，ＳＲ７７１、２、

３、４或者ＳＲＮＣ分别与ｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４共转染进
入 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞消化铺于

１２孔板中，铺板密度为３×１０５／ｍｌ，在上述条件下培
养过夜后，将１μｇＳＲ７７１、２、３、４和ＳＲＮＣ分别与

０．６μｇｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４共转染入该细胞中，留一孔
不转染作为对照。共转染４８ｈ后收集细胞，抽提总
蛋白并进行蛋白质免疫印迹检测。

　　ＮＲ８３８３细胞培养于添加１５％胎牛血清、１００
Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／ｍｌ链霉素的Ｆ１２Ｋ培养液
中，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。将细胞以５×
１０５／ｍｌ的密度接种于６孔板中，培养过夜后，在最
佳感染条件下使用ＬｖＳＲ７７感染细胞（ＭＯＩ＝２），
感染２４ｈ后更换为新鲜完全培养液继续培养７２ｈ。

１．８　ＬＰＳ刺激ＮＲ８３８３后ＥＬＩＳＡ检测细胞因子表
达　将ＮＲ８３８３铺于２４孔板中，密度为５×１０５／ｍｌ，
每孔１ｍｌ，培养过夜后分为３组：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
组（未感染的ＮＲ８３８３，加入与ＬＰＳ等体积的ＰＢＳ）、

ＳＲ７７组（上一步培养７２ｈ后的 ＮＲ８３８３，每孔加入

１００ｎｇ ＬＰＳ）、Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ 组 （未 感 染 的

ＮＲ８３８３，每孔加入１００ｎｇＬＰＳ），ＬＰＳ刺激１、６、

１２、２４ｈ 后分别收集培养上清进行ＩＬ６、ＩＬ１β
ＥＬＩＳＡ检测。

１．９　蛋白质免疫印迹法检测蛋白的表达　收集转

染４８ｈ后的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，按５×１０５细胞加入

１００μｌ预冷至０℃的细胞裂解液，冰上放置３０ｍｉｎ，

低温１６１００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液加入２×ＳＤＳ
凝胶加样缓冲液１００℃煮沸变性５ｍｉｎ，为确保蛋白

上样量一致，样品中蛋白经Ｂｒａｄｆｏｒｄ定量，样品中

蛋白通过１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转至ＰＶＤＦ膜上，

加入一抗孵育４℃过夜，洗膜１０ｍｉｎ，３次后加入二

抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ洗膜后ＥＣＬ化学发光法

暗室显影曝光。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件处理数

据，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分

析，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４质粒的鉴定　使用该质粒转
染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞４８ｈ后流式细胞仪检测到高比
例的荧光细胞（图１Ａ、１Ｂ），将转染后的细胞裂解蛋
白进行蛋白质印迹测定可见ＴＬＲ４表达（图１Ｃ）。

２．２　ＳＲ７７１、２、３、４中最有效的ｓｈＲＮＡ的筛选　
将共转染后４８ｈ的细胞进行裂解获取总蛋白，经过
蛋白质印迹检测（图２），并使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件

分析条带灰度，各条ｓｈＲＮＡ的抑制效率（实验重复

３次）分别为 ＳＲ７７ＮＣ （２．５±１．９６）％、ＳＲ７７１
（８８．０±７．８９）％、ＳＲ７７２（７２．３±５．４２）％、ＳＲ７７３
（４０．９±８．１２）％、ＳＲ７７４ （４４．２±７．３１）％，可见

ＳＲ７７１的抑制效果最好（与其他各组相比Ｐ＜０．０５）。

图１　ｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４质粒的鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４
Ａ：ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｎｏｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；Ｂ：ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｅｙｆｐＮ１ＴＬＲ４；Ｃ：Ｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．１：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；２：ｐｅｙｆ

ｐＮ１ＴＬＲ４

图２　蛋白质印迹分析检测ｓｈＲＮＡ的干扰效率

Ｆｉｇ２　ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＴＬＲ４ｉｎＨＥＫ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
１：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；２：ＳＲＮＣ；３：ＳＲ７７１；４：ＳＲ７７２；５：ＳＲ７７３；

６：ＳＲ７７４

２．３　感染实验　用抑制效率最高的ＳＲ７７１构建慢
病毒载体并包装，得到的病毒滴度为２×１０６ＴＵ／ｍｌ，
感染ＮＲ８３８３９６ｈ后，荧光显微镜下成功转染的细胞
有荧光蛋白表达（图３）。用ＬＰＳ刺激细胞６～２４ｈ
ＩＬ６、ＩＬ１β的表达均受到明显抑制 （Ｐ＜０．０５，表２）。

图３　病毒感染９６ｈ后ＮＲ８３８３细胞ＧＦＰ的表达

Ｆｉｇ３　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＲ８３８３

ｃｅｌｌｓ９６ｈａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＬｖＳＲ７７
Ａ：Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００
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表２　不同时间点３组细胞因子比较

Ｔａｂ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
［ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅｔ／ｍｉｎ

１ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ
ＩＬ１β Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ  ５８．９４±１３．８５ ３０．９７±６．２６ ４．８９±５．７７

ＳＲ７７ ９５．４０±４８．５４ １３４．３５±１９．１６ １９．７９±４．３３ １１７．３４±８３．６６

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ６８．１０±１８．１６ ３７９．８４±１８．４９ ２３９．７８±３３．２３ ７０４．３９±５３．１０
ＩＬ６ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ  ４８．５４±８４．０８ ３６．１６±６２．６２ 

ＳＲ７７ １６．４５±２８．４９ ８６０．４５±２７．５３ １３４９．３２±５７．６６ １７５２．３５±１５０．６３

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ７６．６８±１３２．８４ ２７５６．４１±４９．９４ ３５７６．３３±２０．４４ ４２２４．０５±７３．７２

　Ｐ＜０．０５ｖｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　肺移植已经成为治疗终末期肺疾病的有效方
法。目前，由于免疫抑制剂的应用，肺移植后早期存
活率有了显著提高，但 ＯＢ仍然是困扰肺移植后长
期存活的最主要障碍。长期应用免疫抑制剂会增加
感染以及恶性肿瘤的发生率。因此获得移植物特异
性的免疫耐受而不需要终生应用免疫抑制剂才是同

种异体器官移植的最终目标［３］。

　　ＡＰＣ是免疫应答中的关键环节，它的激活将启
动机体的免疫应答；ＴＬＲ４是ＡＰＣ的重要膜表面受
体，由于肺是与外界空气相通的空腔脏器，空气中漂
浮的革兰阴性菌含有大量的ＬＰＳ，ＴＬＲ４识别ＬＰＳ
后被活化，活化的ＴＬＲ４经过一系列下游信号转导
系统激活ＩＫＫ使ＩκＢ家族α、β激酶活化

［４］，最终通
过ＮＦκＢ的作用启动细胞因子（如ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ８、

ＩＬ１２等）和辅助刺激分子ＣＤ８０和ＣＤ８６基因的转
录、翻译，导致ＡＰＣ的激活，并最终导致排斥反应的
发生和ＯＢ的形成。因而ＴＬＲ４的表达与功能完整
可能会直接影响ＯＢ的发生［５］。因此部分阻断或减
弱ＴＬＲ４的信号转导有望成为研究排斥反应和ＯＢ
形成的新靶点。

　　ＲＮＡ干扰就是利用双链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎ
ｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）高效、特异地阻断体内特定基因
表达，使细胞表现出特定基因缺失表型的过程［６］。
本研究根据网络上的ｓｈＲＮＡ 设计工具并参考相关
文献［７］，筛选获得高干扰效率的ｓｈＲＮＡ，进而通过
慢病毒系统实现ＴＬＲ４基因的沉默。慢病毒的转染
效率比单纯质粒介导表达载体的转染效率要高得

多，可大大增强体内实验的干扰效率［８］。而且它的
生物安全性较好，也极不容易引起免疫反应，这一点
恰恰是研究免疫排斥反应与未来体内应用所需要

的［９］。

　　在本研究中，从ＴＬＲ４序列中筛选出了专一靶
向作用序列，并成功构建重组慢病毒用于转染，干扰

ＴＬＲ４的表达。蛋白质印迹分析结果显示，ＴＬＲ４
表达水平明显降低，而且位于其信号通路下游的ＩＬ
１β、ＩＬ６分泌也明显降低，说明所构建的慢病毒可有
效“敲低”ＴＬＲ４基因。

　　总之，本研究成功构建能够干扰大鼠ＴＬＲ４的慢
病毒，体外实验可明显抑制ＬＰＳ诱导的大鼠肺泡巨噬
细胞诱导的炎症反应，为体内实验奠定基础，有望提
供一个治疗肺移植慢性排斥反应的新方法。
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