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两种表达人促甲状腺激素受体的质粒电穿孔诱导
Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型的比较研究

林晓瑛，张萌，周星辰，吴梦芝，许华阳，王玲，伍丽萍∗ ，施秉银∗

（西安交通大学第一附属医院内分泌代谢科，西安　 ７１００６１）

　 　 【摘要】 　 目的　 本研究旨在通过比较在两种表达人促甲状腺激素受体（ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＳＨＲ）Ａ 亚

单位基因的质粒载体在电穿孔介导下诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病动物模型的效果，为探索 Ｇｒａｖｅｓ 病防治方法提供更为有

效的研究工具。 方法　 构建表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的两种质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ，通过

对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠肌内注射并立即电穿孔的方式诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病，每 ３ 周 １ 次，共 ４ 次。 对照组小鼠使用 ＰＢＳ。 在

第 ２ 次电穿孔后 １ 周采血测定血清 ＴＳＨＲ 抗体（ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ＴＲＡｂ）。 末次电穿孔后 ３ 周对小

鼠进行心脏超声检查。 末次电穿孔后 ４ 周处死小鼠，收集血液、甲状腺及眼眶组织，测定血清总甲状腺素

（ｔｏｔａｌ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＴＴ４）并进行组织病理学检查。 结果　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（ｎ ＝ １５）和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组

（ｎ ＝ １３）小鼠血清 ＴＲＡｂ 平均值分别为（６􀆰 ９ ± ２􀆰 ０）Ｕ ／ Ｌ 和（７􀆰 ５ ± ２􀆰 ２）Ｕ ／ Ｌ。 后者显著高于对照组（４􀆰 ９ ±
０􀆰 ５）Ｕ ／ Ｌ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３）。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 平均值分别为（４１􀆰 ４ ±
２３􀆰 ８）ｎｇ ／ ｍＬ 和（６３􀆰 ２ ± ５３􀆰 ７）ｎｇ ／ ｍＬ，均高于对照组（２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０）ｎｇ ／ ｍＬ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 甲状腺病理显示模型

组小鼠甲状腺滤泡上皮增生并且有 Ｔ 细胞浸润。 心脏超声显示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组的左心室质量高于对照

组（Ｐ ＝ ０􀆰 ００７）和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２）。 眼眶病理显示模型组小鼠的眼外肌中存在纤维化改

变。 结论　 表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 均能通过电穿孔法成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型，
且诱导甲状腺功能亢进和甲亢眼病的效能相近。 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 诱导甲状腺毒症性心脏病的效能优于

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ。
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ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＴＲＡｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １５） ａｎｄ
ｔｈｅ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ １３） ｗｅｒｅ （６􀆰 ９ ± ２􀆰 ０） Ｕ ／ Ｌ ａｎｄ （７􀆰 ５ ± ２􀆰 ２） Ｕ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （４􀆰 ９ ± ０􀆰 ５） Ｕ ／ Ｌ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３）． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｓｅｒｕｍ ＴＴ４ ｉｎ ｔｈｅ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ （４１􀆰 ４ ± ２３􀆰 ８） ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ （６３􀆰 ２
± ５３􀆰 ７） ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｂｏｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ： （２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０） ｎｇ ／ ｍＬ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
Ｔｈｙｒｏｉｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｙｒｏｉｄ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｗｉｔｈ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．
Ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｖｅｎｔｒｉｃｌｅ ｍａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝ ０􀆰 ００７） ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２）． Ｏｒｂｉｔａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｓｈｏｗｅｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｏｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｂｏｔｈ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ ａｎｄ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｉｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｈｙｐｅｒｔｈｙｒｏｉｄｉｓｍ ａｎｄ Ｇｒａｖｅｓ’ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ． Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ
ｉｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｙｒｏｔｏｘｉｃ ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｗａｓ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｇｒａｖｅｓ’ ｄｉｓｅａｓｅ； ｐｌａｓｍｉｄ； ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ； ｍｉｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 Ｇｒａｖｅｓ 病是一种累及甲状腺和全身多器官的

自身免疫病，是导致甲状腺功能亢进最常见的原

因［１］。 甲状腺功能亢进会导致新陈代谢和能量

消耗增加的一系列症状［２－３］。 此外，Ｇｒａｖｅｓ 病还

可能会伴有甲状腺毒症性心脏病和眼病的症

状［４－５］。 Ｇｒａｖｅｓ 病现有的治疗方法包括抗甲状腺

药物、碘 １３１ 治疗和手术治疗，各有优劣［６－９］。 因

此，Ｇｒａｖｅｓ 病仍然有待进一步研究。
小鼠模型是研究 Ｇｒａｖｅｓ 病的重要工具。 和

人类不同，小鼠不会自发发生 Ｇｒａｖｅｓ 病，不同的

研究人员采用了许多不同的方法诱导小鼠出现

Ｇｒａｖｅｓ 病表型。 过去最常用的方法是用腺病毒作

为促甲状腺激素受体（ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＳＨＲ）
Ａ 亚单位的表达载体，肌内注射诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ
病，重复 ３ 次可以诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表

型［１０］，随着重复次数的增加可以诱导小鼠 Ｇｒａｖｅｓ
病眼病表型［１１］。 但腺病毒的包装过程复杂且包

装后的效能并不稳定，为了优化造模方法，有研

究者开始尝试使用质粒作为载体诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病

小鼠模型，质粒的制备与腺病毒相比更加简单且

稳定。 但是直接注射质粒难以高效地诱导 Ｇｒａｖｅｓ
病小鼠模型［１２］。 所以有研究者在注射质粒的同

时，对小鼠进行电穿孔，通过电场的作用，将质粒

转染进入小鼠细胞内，这种方法提高了质粒的转

染效能，并成功诱导了 Ｇｒａｖｅｓ 病小鼠模型。
最早在电穿孔辅助下使用质粒作为 ＴＳＨＲ Ａ

亚单位的载体成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病动物模型的是

日本 ＫＡＮＥＤＡ 等［１３］在 ８０％ ～ ９０％的小鼠中诱导

出了甲亢。 随后，ＰＡＵＬ ＢＡＮＧＡ 的研究团队采用

了新的质粒 ｐＴｒｉＥｘ⁃１􀆰 １ Ｎｅｏ 进行造模［１４］，稳定地

诱导小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢和甲亢并发症眼病

表型［１５－２２］。 同时，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 质粒也被报道可以

作为载体，诱导小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢和眼病表

型［２３－２６］。 然而，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 是一种能够在哺乳动

物细胞中高效表达的质粒，ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 是一种能够

在多种表达系统中高效表征靶基因的质粒，两者

的造模情况并未进行比较。 因此，本研究旨在比

较这两种质粒载体的诱导效果，为之后使用表达

ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的质粒电穿孔方法诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病

模型时质粒载体的选择提供依据。

５１



中国实验动物学报 ２０２５ 年 １ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． １

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ３８ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，６ 周龄，体质

量 １７ ～ ２０ ｇ，购于西安交通大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ（陕）２０２３－００２】。 小鼠饲养在西安交通大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ（陕）２０２３－００４】，温度 ２０
～ ２２ ℃，湿度 ２４％ ～ ２８％，每日 １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ
黑暗，能够自由获得食物和水。 本研究方案经西

安交通大学医学部动物实验伦理审查批准（２０１８⁃
１５９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ 汉 恒 生 物， 上 海， 中 国 ）；
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １（淼灵生物，武汉，中国）；ＤＨ５α 化学感

受态细胞（擎科生物，北京，中国）；兔抗 ＣＤ３ 多克

隆抗体，兔抗 ＣＤ４ 多克隆抗体，ＨＲＰ 标记的山羊

抗兔免疫组化多聚二抗（赛维尔生物，武汉，中
国）；ＥｎｄｏＦｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｅｇａ Ｋｉｔｓ（凯杰，德国）；人
血清促甲状腺素受体自身抗体放射受体分析试

剂盒（协和医药，天津，中国）；碘【１２５Ｉ】⁃甲状腺

素放射免疫分析药盒（协和医药，天津，中国）。
Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计（赛默飞，美国）；ＥＣＭ

８３０ 系统（哈佛仪器 ＢＴＸ，美国）；７ ｍｍ 镊子电极

（哈佛仪器 ＢＴＸ，美国）；Ｖｅｖｏ １１００ 小动物超声成

像系统（ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ，加拿大）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 表达 ＴＳＨＲ２８９ 质粒 ＤＮＡ 的准备和克隆

使用了两种质粒表达载体，分别是： （ １）
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １，一种高效的哺乳动物表达载体；（２）
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １，一种多系统表达质粒。 扩增人 ＴＳＨＲ
Ａ 亚单位（氨基酸残基 ２２ ～ ２８９）用于克隆。 使

用表 １ 中的引物分别将 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位 ｃＤＮＡ 区

克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 的 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｃｌａ Ⅰ限制性位

点之间和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 的 ＢａｍＨ Ⅰ和 Ｎｏｔ Ⅰ限制性

位点之间，构建重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ，并且对两个重组质粒均进行

全测序。
质粒转化到 ＤＨ５α 化学感受态细胞中进行扩

增，并使用 ＥｎｄｏＦｒｅｅ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｅｇａ Ｋｉｔｓ 纯化。 将

纯化的质粒重悬于无菌双蒸水中，使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
分光光度计测量浓度，并在 ４ ℃下储存。

表 １　 用于构建重组质粒的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
重组质粒

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
引物序列（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ（５’－３’）

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ Ｆ：ＴＡＧＧＧＡＧＡＣＣＣＡＡＧＣＴＧＧＣＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＣＣＣＣＧＡＧＴＣＣＣＧＴＧＧＡＡＡＡＴ
Ｒ：ＡＴＣＧＣＡＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＡＧＴＡＴＣＧＡＴＴＣＴＡＧＡＴＡＴＣＡＧＴＡＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴ

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ Ｆ：ＴＧＧＣＧＡＴＡＴＣＣＣＧＧＧＡＧＣＴＣＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＧＧＣＧＡＴＴＴＣＧＧＡＧＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＡＣＧＴＧＴＡＴＡＣＡＧＣＴＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＡＣＴＧＡＴＴＣＴＴＡＡＡＡＧＣＡＣＡＧ

１􀆰 ２􀆰 ２　 活体肌内注射质粒 ＤＮＡ 和电穿孔免疫诱

导 Ｇｒａｖｅｓ 病
小鼠随机分为 ３ 组，对照组 １０ 只以及两个模

型组 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ
组分别 １５ 只和 １３ 只。 小鼠麻醉后剃去双侧后腿

股二头肌（大腿）的毛发，用胰岛素注射器双腿分

别注射 ５０ μＬ 含 １ ｍｇ 质粒的 ＰＢＳ，对照组注射不

含质粒的 ＰＢＳ。 并立即在注射部位用 ＥＣＭ ８３０
系统和 ７ ｍｍ 镊子电极以 ２００ Ｖ ／ ｃｍ 的电场强度

进行电穿孔，共施加 １０ 个方波脉冲，每次持续时

间为 ２０ ｍｓ，频率 １ Ｈｚ，导致明显的肌肉抽搐。 电

穿孔结束观察动物从麻醉中恢复过来，并监测是

否有痛苦的迹象。 小鼠每隔 ３ 周进行 １ 次肌内注

射并电穿孔，共进行 ４ 次。 在第 ２ 次电穿孔后 １
周采血，将血清样本存储在－８０ ℃，直至测定血清

ＴＳＨＲ 抗 体 （ ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
ＴＲＡｂ）。 末次电穿孔后 ３ 周对小鼠进行心脏超声

检查。 在最后 １ 次干预后 ４ 周处死小鼠，并收集

血液、甲状腺及眼眶组织（图 １），将血清样品储存

在－ ８０ ℃， 直至 测 定 血 清 总 甲 状 腺 素 （ ｔｏｔａｌ
ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＴＴ４）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 小鼠心脏超声

末次电穿孔后 ３ 周，小鼠在异氟烷麻醉下用

Ｖｅｖｏ １１００ 小动物超声成像系统进行心脏超声检

查。 检查指标包括舒张末期室间隔厚度，收缩末

期室间隔厚度，左心室舒张末期内径，左心室舒
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图 １　 实验流程

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ

张末期内径，舒张末期左心室后壁厚度，收缩末

期左心室后壁厚度，射血分数，短轴缩短率，左心

室质量，左心室舒张末期容积，左心室收缩末期

容积和心率。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清 ＴＲＡｂ 和 ＴＴ４ 的测量

分别使用人血清促甲状腺素受体自身抗体

放射受体分析试剂盒和碘【１２５Ｉ】⁃甲状腺素放射

免疫分析药盒测量血清 ＴＲＡｂ 和血清 ＴＴ４。
１􀆰 ２􀆰 ５　 甲状腺和眼眶组织的组织学检查

收集甲状腺组织固定在 ４％甲醛中。 甲状腺

组织包埋在石蜡中，并切片进行苏木精⁃伊红

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色以及 ＣＤ３ 和 ＣＤ４ 免

疫组化染色。 眼眶组织包埋在石蜡中，脱蜡后将

切片进行 ＨＥ 染色和 Ｍａｓｓｏｎ 染色。
１􀆰 ３　 统计学分析

统计分析采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６􀆰 ０ 进行。
实验结果以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 评估

所有连续变量的正态性，对正态分布的数据使用

单因素方差分析比较组间差异，对非正态分布的

数据使用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验比较组间差异。 对

二分类变量使用 ｆｉｓｈｅｒ 精确检验比较组间差异。
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 重组质粒的鉴定

为了确定重组质粒是否构建成功，对两个重

组质粒进行测序，并将测序结果在 Ｇｅｎｂａｎｋ 中和

已发表的人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列 ＮＭ＿

０００３６９􀆰 ５ 比对，比对结果显示序列一致（图 ２）。
２􀆰 ２　 小鼠甲状腺功能水平

２􀆰 ２􀆰 １　 血清 ＴＲＡｂ 水平

对照组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（４􀆰 ９ ± ０􀆰 ５）Ｕ ／ Ｌ，
ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（７􀆰 ５ ±
２􀆰 ２） Ｕ ／ Ｌ， 显 著 高 于 对 照 组 （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３３ ），
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 为（６􀆰 ９ ±
２􀆰 ０）Ｕ ／ Ｌ，与对照组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组均无

显著性差异（图 ３Ａ）。
以对照组小鼠血清 ＴＲＡｂ 的（􀭰ｘ ＋ ２ ｓ）为正常

上限，即 ６􀆰 ０ Ｕ ／ Ｌ，超出正常上限为 ＴＲＡｂ 阳性，
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＲＡｂ 的阳性率

为 ７１􀆰 ４％（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小

鼠血清 ＴＲＡｂ 的阳性率为 ６６􀆰 ７％（Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５），差
异均具有显著性，两模型组间无显著性差异（图
３Ｂ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 血清 ＴＴ４ 水平

造模结束后测得对照组小鼠血清 ＴＴ４ 平均

值为（２０􀆰 ２ ± ４􀆰 ０） ｎｇ ／ ｍＬ，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组

小鼠血清 ＴＴ４ 平均值为（４１􀆰 ４ ± ２３􀆰 ８） ｎｇ ／ ｍＬ（Ｐ
＝ ０􀆰 ００１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 平

均值为（６３􀆰 ２ ± ５３􀆰 ７）ｎｇ ／ ｍＬ（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），差异均

具有显著性。 两个模型组之间没有显著性差异

（Ｐ ＝ ０􀆰 １５２） （图 ３Ｃ）。 以对照组小鼠血清 ＴＴ４
的（􀭰ｘ ＋ ２ｓ），即 ２８􀆰 ２ｎｇ ／ ｍＬ 为正常上限，超出正常

上限为 ＴＴ４ 阳性，ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清

ＴＴ４ 的阳性率为 ７３􀆰 ３％（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠血清 ＴＴ４ 的阳性率为 ９１􀆰 ７％（Ｐ ＜
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注：Ａ：ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 的质粒图谱；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 测序结果与人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列之间的比对；Ｃ：ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 的质粒图谱；Ｄ：ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 测序结果与人 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的 ｍＲＮＡ 序列之间的比对。

图 ２　 表达 ＴＳＨＲ Ａ 的重组质粒的构建和鉴定

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ． Ｂ． Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ． Ｃ． Ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ． Ｄ． Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＴＳＨＲ Ａ ｓｕｂｕｎｉｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＳＨＲ Ａ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。 （下图同）

图 ３　 甲状腺功能的对比

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
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０􀆰 ００１），差异均具有显著性，两模型组间无显著

性差异（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ３　 小鼠甲状腺病理改变

小鼠甲状腺标本 ＨＥ 染色和免疫组化染色结

果在光镜下 ４０ 倍观察可见（图 ４）：对照组小鼠甲

状腺滤泡上皮细胞呈扁平状，模型组小鼠甲状腺

滤泡上皮细胞显著增生呈立方状或高柱状，部分

滤泡细胞形成乳头状折叠向滤泡腔内突起，滤泡

间隙可见 Ｔ 淋巴细胞浸润。 其中 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠甲状腺增生比例为 ４５􀆰 ５％ （５ ／
１１），ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠甲状腺增生比例

为 ６０％（３ ／ ５）。

注：箭头：免疫组化染色阳性细胞。

图 ４　 甲状腺的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ． Ｃｅｌｌｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ

图 ５　 心脏超声的对比

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃａｒｄｉｏｇｒａｐｈｙ
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２􀆰 ４　 模型组小鼠心脏超声的改变

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠左心室质量平均

值为（７９􀆰 ９ ± １７􀆰 ９）ｍｇ，高于对照组（５６􀆰 ５ ± ８􀆰 ４）
ｍｇ（Ｐ ＝ ０􀆰 ００７）和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组（６１􀆰 ６ ±
１４􀆰 ７） （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１２） （图 ５）。 提示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠存在左心室心肌肥厚。 其余指标

各组间无明显差异。
２􀆰 ５　 模型组小鼠眼眶组织学改变

小鼠眼眶标本 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果在光镜

下 １０ 倍观察见（图 ６）：ＨＥ 染色可见模型组小鼠球

后脂肪增多，Ｍａｓｓｏｎ 染色在模型组小鼠的眼外肌

中观察到纤维化改变，肌肉间隙胶原纤维增多。

注：箭头：眼外肌中的纤维化改变。

图 ６　 眼眶的病理改变

Ｎｏｔｅ． Ａｒｒｏｗ． Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｅｘｔｒａｏｃｕｌａｒ ｍｕｓｃｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｏｒｂｉｔ

３　 讨论

小鼠模型是 Ｇｒａｖｅｓ 病的重要研究手段。 通

过在小鼠体内表达 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位使小鼠产生

ＴＲＡｂ 是诱导小鼠发生 Ｇｒａｖｅｓ 病的有效方法。 本

研究在电穿孔介导下通过两种表达人 ＴＳＨＲ Ａ 亚

单位基因的质粒载体成功诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表

型和眼病表型，同时还比较了两种质粒的效果，
并且首次在该模型中发现甲状腺毒症性心脏病

表型。
Ｇｒａｖｅｓ 病是由于机体产生了 ＴＲＡｂ，与甲状腺

上的 ＴＳＨＲ 结合，刺激甲状腺，导致甲状腺激素过

量合成和分泌，从而表现出甲状腺功能亢进的一

系列症状［２７］。 本研究检测小鼠血清 ＴＲＡｂ 和

ＴＴ４，发现 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ

Ａ 早期即可引起 ＴＲＡｂ 升高，并最终分别诱导

７３􀆰 ３％和 ９１􀆰 ７％的小鼠出现 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型，
符合 Ｇｒａｖｅｓ 病在人体的发展模式。 此外，和之前

的研究一样［１４，２４］，本研究观察到了甲状腺滤泡上

皮增生伴淋巴细胞浸润。 而之前在 ＫＡＮＥＤＡ
等［１３］使用 ｐＣ１⁃ＩＲＥＳ⁃ΔＣＤ４ 和 ｐＢａｃＭａｍ⁃２ 作为载

体的模型中没有观察到淋巴细胞浸润，说明不同

质粒作为载体的造模效果可能并不一致，而

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 诱导的模型更接近人体

的病理变化。
此外，本研究首次报道了质粒电穿孔诱导的

Ｇｒａｖｅｓ 病模型的心脏超声改变，ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ
Ａ 组小鼠跟对照组和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组相比，
有更高的左心室质量。 左心室质量的升高提示

存在左心室心肌肥厚，符合甲状腺毒症性心脏病

０２
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早期的表现。 其他检测指标并未显示出差异，可
能是由于检查是在麻醉下进行的，其他指标受麻

醉影响可能无法反映真实水平［２８］。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 造模小鼠心脏超声

的差异再次证明不同质粒作为载体的造模效果

可能并不一致，在诱导甲状腺毒症性心脏病方面

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 的 效 能 优 于 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ。

本研究还检测了眼眶的病理，在 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＴＳＨＲ Ａ 组和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １⁃ＴＳＨＲ Ａ 组小鼠中均观察

到眼外肌中纤维化改变，并非所有表现出甲亢表

型的小鼠均出现了眼病表型。 Ｇｒａｖｅｓ 眼病可能和

胰岛素样生长因子 １ 受体 （ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦ１Ｒ）抗体的产生有关［２９］。 虽

然本研究中并未检测，但之前的研究表明使用

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为载体时，小鼠体内产

生 ＴＲＡｂ 和 ＩＧＦ１Ｒ 抗体并不是平行的［１４］，因此并

非所有甲亢小鼠都出现眼病。
值得注意的是，血清 ＴＴ４ 的检测及组织病理

学检查的结果显示 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为 ＴＳＨＲ Ａ 亚单

位的载体在诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型和眼病表型

方面有优于 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 的趋势。 本次研究的结果

并未显示统计学意义，考虑可能与实验样本量不

足有关，未来将增加实验小鼠只数进一步比较两

种质粒诱导 Ｇｒａｖｅｓ 病模型的效果。 此外，本研究

由于取材的失误，并未取得足够的甲状腺和眼眶

组织样本，这可能是导致组织学检查没有显著性

差异的原因。
总 的 来 说， 本 研 究 表 明 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 和

ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为 ＴＳＨＲ Ａ 亚单位的载体都在电穿

孔的辅助下通过重复 ４ 次注射能够诱导小鼠出现

Ｇｒａｖｅｓ 病甲亢表型及眼病表型，并首次报道了使

用 ｐＴｒｉＥｘ１􀆰 １ 作为载体时可以同时诱导出甲状腺

毒症性心脏病表型。 以质粒作为表达载体诱导

Ｇｒａｖｅｓ 病的模型极好地模拟了 Ｇｒａｖｅｓ 病在人体

的发病过程，可以作为将来 Ｇｒａｖｅｓ 病研究的可靠

方法。
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