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［摘要］　目的：筛选能高效干扰大鼠Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）ｍＲＮＡ的最佳小分子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）序列。方法：克隆大鼠ＴＬＲ４基因全长，将ＴＬＲ４基因与含增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的质粒ｐＥＧＦＰＣ１重组，构建ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４，化学合成法合成３对干扰大鼠ＴＬＲ４的ｓｉＲＮＡ后，将３对

ｓｉＲＮＡ、阴性对照ｓｉＲＮＡ和干扰ＥＧＦＰ的ｓｉＲＮＡ分别与ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００共转染 ＨＥＫ２９３细胞株，通过

倒置相差显微镜和流式细胞仪观察ＥＧＦＰ的荧光强度。结果：与阴性对照组相比，３对针对ＴＬＲ４的ｓｉＲＮＡ及针对ＥＧＦＰ的

ｓｉＲＮＡ均明显抑制ＥＧＦＰ的荧光表达（Ｐ＜０．０５）。其中尤以ｓｉＲＮＡ２（核苷酸序列为５′ＧＴＣＴＣＡＧＡＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＴ３′，

位于ＴＬＲ４基因序列的１３５２～１３７０位）的抑制效果最强，干扰效率＞７５％。结论：成功筛选出体外可高效干扰大鼠ＴＬＲ４

ｍＲＮＡ的ｓｉＲＮＡ片段。
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　　Ｔｏｌｌ样受体的研究被认为是近年来炎症信号转
导领域所取得的最重要进展，也是当前危重病医学
研究的热点及重点领域之一［１］。第一个被发现的存
在于人单核／巨噬细胞表面的 Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４），在内毒素的识别和信号转
导过程中起着非常关键的作用，是人们长期致力寻

找的内毒素跨膜信号传递受体［２］。ＴＬＲ４的功能与
人体对内毒素及革兰阴性细菌的反应及脓毒症、成
人呼吸窘迫综合征／急性肺损伤（ＡＲＤＳ／ＡＬＩ）、多器
官功能障碍综合征（ＭＯＤＳ）的发生发展和转归密切
相关［３］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是
一种选择性沉默基因表达的有效工具［４］。本实验拟
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选择增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）作为报告分子，通过检测ＥＧ
ＦＰ荧光强度来评估小分子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）介导的ＲＮＡｉ效应，希望筛选
出可高效干扰大鼠ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的ｓｉＲＮＡ序列。

１　材料和方法

１．１　主要材料　质粒ｐＥＧＦＰＣ１购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；ＨＥＫ２９３细胞株和ＤＨ５α大肠杆菌由第二军医
大学长海医院胸心外科研究所提供；Ｔ４ＤＮＡ连接
酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ标准品及ＰＣＲ试剂购自 ＴａＫａＲａ
公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒、胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ公司。质粒纯化试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司。
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　大鼠肺组织总ＲＮＡ提取　１００ｍｇ大鼠肺组
织加１ｍｌＴＲＩｚｏｌＴＭ，用电动匀浆器冰浴匀浆１ｍｉｎ
后于冰浴中静置５ｍｉｎ；加入氯仿２００μｌ后快速振
荡１５ｓ，冰浴静置３ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ，取上清液
置于另一新离心管中；加入异丙醇５００μｌ，冰浴放置

１０ｍｉｎ后再次４℃离心１０ｍｉｎ，弃上清，加２ｍｌ预
冷的７５％乙醇清洗沉淀，４℃离心５ｍｉｎ，干燥后加

５０μｌ无ＲＮＡ水溶解。紫外分光光度计测定ＲＮＡ
浓度和含量，ＴＢＥ／琼脂糖电泳检测ＲＮＡ完整性。

１．３　ＲＴＰＣＲ反应　模板ｃＤＮＡ合成：向冰浴中的

０．２ｍｌＰＣＲ薄壁管中加入模板ＲＮＡ１．６μｌ（约含
总ＲＮＡ５μｇ），ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１５１μｌ，用无ＲＮＡ酶水补
至总体积６μｌ；置于ＰＣＲ仪内７２℃３ｍｉｎ后，取出
置冰上冷却；再加５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ５μｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ１μｌ，逆转录酶ＭＭＬＶ１μｌ，混匀后置于ＰＣＲ
仪中４２℃ 逆转录６０ｍｉｎ，７２℃放置３ｍｉｎ再常温冷
却；离心后加入１μｌ的ＲＮａｓｅＨ，３７℃反应２０ｍｉｎ
后－８０℃保存。

１．４　大鼠 ＴＬＲ４基因的获得　用引物设计软件

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０，结合ＰＣＲ产物欲连接的质粒

ｐＥＧＦＰＣ１的酶切位点，设计引物序列，正义：５′

ＣＧＧＧＡＧＣＴＣＴＧＡＡＴＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＡＴ
ＣＴＧＧＣＴＧＧ３′，反义：５′ＣＧＧＧＴＣＧＡＣＧＡＧ
ＡＴＡＣＡＡ ＴＴＣＧＡＣＣＴＧＣＴＧ３′。其中 ＧＡＧ
ＣＴＣ为ＳａｃⅠ的酶切位点，ＧＴＣＧＡＣ为ＳａｌⅠ的酶
切位点，ＴＧＡ为转录终止密码子。目的基因扩增条
件为：９４℃１ｍｉｎ；９４℃８ｓ，５４℃１２ｓ，６８℃１００ｓ，共

２５个循环，终末延伸６８℃５ｍｉｎ。用普通琼脂糖凝
胶分离ＤＮＡ，用ＰＣＲ产物回收试剂盒回收目的基
因片段。

１．５　重组质粒ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４的构建　以ｐＥＧＦＰ
Ｃ１质粒、ＴＬＲ４ＰＣＲ产物、ＳａｃⅠ和ＳａｌⅠ配制酶切
反应体系，制备双酶切产物；配置连接反应体系，连
接过夜；连接产物通过ＢｉｏＲａｄＧｅｎｅＰｕｌｓｅｒⅡ电转
系统转入ＤＨ５α感受态细胞；接种多个菌落，３７℃
培养过夜；２４ｈ后挑４个孤立菌落分别作ＰＣＲ鉴
定。ＰＣＲ引物序列，正义：５′ＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧ
ＧＣＴＴＣＣＡＣ３′，反义：５′ＧＧＣＧＡＴＡＣＡ ＡＴＴ
ＣＧＡＣＣＴＧＣ３′。阳性克隆再挑单克隆菌加入含
卡那霉素的ＬＢ液体培养基，３７℃摇床培养１６ｈ后
用ＱｉａｇｅｎＰｌａｓｍｉｄｓｐｉｎｋｉｔ抽提质粒。所得质粒送
测序。测序引物为ＰＣＲ引物，由于目的片段较长，
中间一段不能够测出，另外又合成中间段测序引物，
引物序列，正义：５′ＡＴＧ ＴＣＣ ＡＴＣ ＧＧＴ ＴＧＡ
ＴＣＴＴＧ３′，反义：５′ＴＧＧＡＴＧＴＣＴＣＴＡ ＴＧＣ
ＧＡＴＴＧ３′。

１．６　针对目的基因ｓｉＲＮＡ的合成与退火　针对大
鼠ＴＬＲ４的３个靶位点分别设计３对互补的ｓｉＲ
ＮＡ，并将候选的靶序列进行序列同源性ＢＬＡＳＴ分
析。设计序列由上海吉凯化学有限公司合成。合成
试剂中另包括阴性对照和阳性对照（ＧＦＰ２２：已证实
可有效干扰ＥＧＦＰ的ｓｉＲＮＡ）共５对ｓｉＲＮＡ（表１）。
于退火前１ｄ配制工作母液，在２．５ｎｍｏｌ的双链

ｓｉＲＮＡ中加入１２５μｌ１×通用缓冲液，得到浓度为

２０μｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲＮＡ母液，于９０℃中保存２ｍｉｎ，自
然冷却至室温后置４℃过夜备用。

表１　　化学合成ｓｉＲＮＡ序列

Ｔａｂ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｌｙｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｓｉＲＮＡｓ

Ｎａｍｅ ｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｏｒｉｇｉｎ ＧＣｃｏｎｔｅｎｔ（％） Ｌｏｃａｔｉｏｎ

ｓｉＲＮＡ１ ５′ＣＴＡＣＣＡＡＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＡＴ３′ １３０７ ４２．１ ＯＲＦ
ｓｉＲＮＡ２ ５′ＧＴＣＴＣＡＧＡＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＴ３′ １３５２ ３６．８ ＯＲＦ
ｓｉＲＮＡ３ ５′ＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＧＴＧＧＴ３′ ２４２０ ４７．４ ＯＲＦ
ＧＦＰ２２ ５′ＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴ３′
Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ５′ＡＴＡＣＣＡＡＣＡＴＡＧＡＧＧＡＴＡＴ３′

　ＯＲＦ：Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ
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１．７　ｓｉＲＮＡ 与ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４共转染 ＨＥＫ２９３
细胞株　于６孔板中接种４×１０５／孔，３７℃、ＣＯ２体

积分数为５％培养过夜，待细胞汇合至８０％，用无血

清无抗生素的ＤＭＥＭ培养液洗涤细胞２次后继续

加入ＤＭＥＭ培养备用。每孔分别用退火后的５种

合成ｓｉＲＮＡ双链３．３μｇ和５μｇｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４共

转染 ＨＥＫ２９３细胞，转染后的６孔板置于ＣＯ２体积

分数为５％、３７℃湿度孵箱中培养２ｈ后，加入１．５

ｍｌ含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液，ＣＯ２体积分

数为５％、３７℃继续培养。

１．８　荧光相差倒置显微镜观察和流式细胞仪检测

ＥＧＦＰ荧光强度　转染４８ｈ后在荧光倒置显微镜

下分别观察ＥＧＦＰ在 ＨＥＫ２９３细胞株中的表达情

况。７２ｈ后胰酶常规消化后收集细胞，ＰＢＳ洗涤

２次，用流式细胞仪检测每孔细胞的平均荧光强度

（ＭＦＩ）和ＥＧＦＰ表达细胞阳性率。

１．９　统计学处理　用ＳＡＳ６．１２软件进行统计分

析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　大鼠ＴＬＲ４基因的克隆　根据大鼠ＴＬＲ４基

因登录号ｇｉ：２５７４２７９８，获得 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ全长为

３３７３ｂｐ，其编码区（ＣＤＳ）为２３８～２７４５共２５０７

ｂｐ。使用ＰＣＲ方法克隆 ＴＬＲ４基因ＣＤＳ区，预期

ＰＣＲ产物长度为２３７６ｂｐ，经１％琼脂糖凝胶电泳

检测，可见在略大于２０００ｂｐ处有高度特异的ＤＮＡ
亮条带，所得基因片段与预期大小一致（图１）。采

用经典的分子克隆方法，构建ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４质粒

（图２）。以ＰＣＲ引物对４个单克隆进行鉴定筛选，

目的片段为１９８ｂｐ，ＰＣＲ结果显示其中３个单克隆

为阳性克隆（图３）。

２．２　ｓｉＲＮＡ干扰ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４中ＥＧＦＰ基因的

表达　５对ｓｉＲＮＡ 分别和ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４共转染

ＨＥＫ２９３细胞株４８ｈ后，荧光倒置显微镜下观察

绿色荧光蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中的表达强度，可见

与阴性对照组相比，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３以

及ＧＦＰ２２组ＥＧＦＰ的荧光强度呈不同程度的减弱，

荧光细胞数减少（图４）。

２．３　流式细胞仪检测ＥＧＦＰ阳性细胞数比例和相

对荧光强度　与阴性对照组相比，ｓｉＲＮＡ１～３组

和ＧＦＰ２２组的ＥＧＦＰ阳性细胞数和相对荧光强度

均明显降低（Ｐ＜０．０１），在ｓｉＲＮＡ１～３组中，以ｓｉＲ

ＮＡ２组中ＥＧＦＰ荧光强度最弱，其干扰效率最高

（表２）。

图１　大鼠ＴＬＲ４全长ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｒＴＬＲ４ｏｆｒａｔ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｒＴＬＲ４

图２　ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４质粒图谱

Ｆｉｇ２　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４ｐｌａｓｍｉｄ

图３　ＰＣＲ鉴定ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４克隆

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４ｃｌｏｎｅｓｗｉｔｈＰＣＲ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｌｏｎｅ；２４：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ
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图４　不同ｓｉＲＮＡ与ｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４共转染的ＨＥＫ２９３细胞的荧光表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＰｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉＲＮＡｓａｎｄｐＥＧＦＰｒＴＬＲ４
Ａ１，Ａ２：ｓｉＲＮＡ１；Ｂ１，Ｂ２：ｓｉＲＮＡ２；Ｃ１，Ｃ２：ｓｉＲＮＡ３；Ｄ１，Ｄ２：ＧＦＰ２２；Ｅ１，Ｅ２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ａ１Ｅ１：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ａ２Ｅ２：Ｌｉｇｈｔｍｉ

ｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０

表２　不同ｓｉＲＮＡ对ＥＧＦＰ蛋白表达的影响

Ｔａｂ２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉＲＮＡｓｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌ（％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
（％）

ｓｉＲＮＡ１ １８．６０±４．２３ １４６．４４±２１．７８ ６５．４
ｓｉＲＮＡ２ １１．６３±３．７１ ９１．０８±１２．３３ ７９．５
ｓｉＲＮＡ３ １１．８７±３．５９ ９５．６０±１７．８２ ７８．４
ＧＦＰ２２ ７．０９±３．２８ ５８．６４±９．０４ ８６．２
Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ４９．７８±１１．４７ ４２２．６９±７６．３３ ０

　Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　目前，ＴＬＲ４受体是炎症信号转导领域的研究
热点。ＴＬＲ最初是从果蝇胚胎发育过程中被发现
的跨膜蛋白，其在果蝇的个体发育尤其是在抵御微
生物的侵袭中发挥重要作用。哺乳类动物与果蝇的

ＴＬＲ具有高度同源性。迄今已确认鼠有１３种

ＴＬＲ，而人类拥有１０种ＴＬＲ（ＴＬＲ１～ＴＬＲ１０）［５］。
参与天然免疫的主要是ＴＬＲ４和ＴＬＲ２。它们呈限
制性表达，主要存在于巨噬细胞、多形核白细胞和树
突状细胞中。ＴＬＲ４在巨噬细胞内的含量最高，可
能与它们主要参与机体天然免疫有关。

　　现已知道，ＴＬＲ４被脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）激活后通过ＮＦκＢ途径向细胞内传递信
号，引起一系列炎症反应，清除入侵的病原体。但是
过强的炎症反应也可导致休克、多脏器衰竭甚至死
亡。许多体内与体外实验证明ＴＬＲ４表达异常会使
免疫炎症反应异常，削弱机体对病原微生物的清除
能力，但是同时也降低过强炎症反应所起的感染性
休克等临床危象。ＴＬＲ４的表达与功能完整直接影
响ＬＰＳ信号转导效能。反之，降低ＴＬＲ４的表达与
功能，有助于减少下游炎症因子的分泌与释放，从而
减轻ＬＰＳ所致的肺损伤。因此，本研究应用ＲＮＡｉ
技术来部分阻断或减弱ＴＬＲ４的信号转导，以期寻
找治疗ＡＲＤＳ／ＡＬＩ以及脓毒血症的新靶点。

　　抑制ＴＬＲ４功能的方法有基因敲除［６７］、ＴＬＲ４
单克隆抗体［８］、反义 ＲＮＡ等。单克隆抗体的制备
比较繁杂，而基因敲除需较长时间才能了解所缺失
基因后的生物学现象，尤其在人类不可能用这种方
法进行研究。特别是像ＴＬＲ４这类的基因，为机体
天然免疫所必需，敲除后可能引起致命性感染，在出
生后可能容易死亡。本实验筛选 ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ与
以往的方法相比具有高效性、高特异性和便捷性［９］

的优点。

　　目前ＲＮＡｉ方法有多种，第一种为体外化学合
成ｓｉＲＮＡ 法［１０１１］；第二种为体外转录合成 ｓｉＲ
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ＮＡ［１２］；第三种方法为体内转录合成ｓｉＲＮＡ［１３１５］；还
有一种方法是用ＰＣＲ制备的ｓｉＲＮＡ表达框架（ｓｉＲ
ＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｓｓｅｔｔｅｓ，ＳＥＣｓ）在细胞中表达

［１６］。
目前，在各种类型的ｓｉＲＮＡ干扰实验中，化学合成

ｓｉＲＮＡ方法因其简单、便捷得到较为广泛的应用，
而应用最多、最广、作用时间最长、效果也最为明显
的ｓｉＲＮＡ合成方法主要是体外构建发夹状ｓｉＲＮＡ
表达质粒载体，使其在体内转录合成ｓｉＲＮＡ。本实
险首先通过生物信息学的方法，利用生物信息学软
件设计了３条针对ＴＬＲ４的ｓｉＲＮＡ，然后再通过化
学合成法体外合成。另外还合成了１对错配的针对

ＴＬＲ４的ｓｉＲＮＡ（ｎｏｓｉｌｅｎｃｅ）和１对针对ＥＧＦＰ的

ｓｉＲＮＡ（ＧＦＰ２２），作为实验的对照组

　　本研究选择ｐＥＧＦＰＣ１中的ＥＧＦＰ作为报告
基因，该基因是由Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司人工合成和优化，
且适于哺乳动物细胞表达的编码基因，其蛋白对宿
主细胞无毒性、稳定性好、易于观察，而且蛋白质十
分稳定。ＥＧＦＰ是ＧＦＰ的突变体，它的激发波长是

４８８ｎｍ，含有１个更适合于在哺乳动物细胞中表达
的开放阅读框，因此其产生的荧光远远强于野生型。
我们将大鼠ＴＬＲ４的ＰＣＲ产物经过经典克隆方法，
将其连接入ｐＥＧＦＰＣ１中编码ＥＧＦＰ的基因后面，
使ＴＬＲ４和ＥＧＦＰ共用１个ＣＭＶ启动子，在体内
只转录出１条 ｍＲＮＡ。由于我们在ＴＬＲ４的ＰＣＲ
引物的上游插入了 ＴＧＡ翻译终止密码子，故这条

ｍＲＮＡ在完成ＥＧＦＰ的翻译后，就停止翻译，即在
细胞内ＴＬＲ４只转录出ｍＲＮＡ，而不翻译ＴＬＲ４蛋
白。当该融合的ｍＲＮＡ的ＴＬＲ４部分在ｓｉＲＮＡ的
作用下发生切割、降解，那么整条 ｍＲＮＡ的表达都
会受到抑制，即ＥＧＦＰ的表达亦受到抑制，其表现在
荧光显微镜和流式细胞仪的荧光强度强弱上。本实
验我们观察到针对 ＴＬＲ４的３对ｓｉＲＮＡ 和针对

ＥＧＦＰ 的 ｓｉＲＮＡ （ＧＦＰ２２）与 ｐＥＧＦＰ 共 转 染

ＨＥＫ２９３后，４组荧光强度均比对照ｓｉＲＮＡ组（ｎｏ
ｓｉｌｅｎｃｅ）荧光强度减弱，其中 ＧＦＰ２２组荧光最弱，

ｓｉＲＮＡ２组次之。该高效干扰大鼠 ＴＬＲ４表达的

ｓｉＲＮＡ片段的成功筛选将为下一步观察其对ＬＰＳ
诱导的大鼠肺巨噬细胞、ＬＰＳ诱导的大鼠 ＡＲＤＳ／

ＡＬＩ模型的影响奠定了基础。

　　综上所述，本研究应用ＥＧＦＰ报告基因成功筛
选出了针对大鼠ＴＬＲ４的高效ｓｉＲＮＡ片段，其核苷
酸序列为５′ＧＴＣＴＣＡＧＡＴＡＴＣＴＡＧＡＴＣＴ
３′，位于ＴＬＲ４基因序列的１３５２～１３７０位，其干扰
大鼠ＴＬＲ４的效率高达７９．５％。有关该ｓｉＲＮＡ对

ＬＰＳ诱导的大鼠肺巨噬细胞以及ＬＰＳ诱导的大鼠

ＡＲＤＳ／ＡＬＩ模型的影响有待进一步探讨。
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