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【摘要】 　 目的　 探讨靶向促甲状腺激素受体（ＴＳＨＲ）和细胞间黏附分子⁃１（ ＩＣＡＭ⁃１）治疗格雷

夫斯病（ＧＤ）的新方法。 方法 　 设计合成 ＴＳＨＲ 的小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ） 及 ＩＣＡＭ⁃１ 单克隆抗体

（ｍＡｂ）。 ３０ 只 ＧＤ 模型鼠按随机数字表法分为 ｓｉＲＮＡ 治疗组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 治疗组及未治疗组，另取

１０ 只正常小鼠作为空白对照。 治疗前、后测定小鼠血清甲状腺素（Ｔ４）、促甲状腺激素（ＴＳＨ）、ＴＳＨ 受

体刺激性抗体（ＴＳＡｂ）、ＴＳＨ 刺激阻断性抗体（ＴＳＢＡｂ）水平，治疗结束后测定各组小鼠体质量、心率，
评估甲状腺摄取９９ＴｃｍＯ－

４ 能力、甲状腺大小及病理变化。 采用两独立样本 ｔ 检验、配对 ｔ 检验及单因

素方差分析处理数据。 结果　 ３ 次治疗后，ｓｉＲＮＡ 组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠体质量均低于正常小鼠（Ｆ＝
３．５０， Ｐ＝ ０．０２５），心率均低于未治疗组 ＧＤ 模型鼠（Ｆ＝ ２４．７３， Ｐ＜０．００１），其中 ｓｉＲＮＡ 组心率下降明显，
接近正常小鼠。 ３次治疗后，ｓｉＲＮＡ 组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠血清 Ｔ４［（２７．５８±１．９４）、（２７．２４±３􀆰 ５０） μｇ ／ Ｌ］、
ＴＳＡｂ［（３３１．４４±４３．３８）、（２７５．１６±４５．８０） ｍＵ ／ Ｌ］、ＴＳＢＡｂ［（１３．９４±１．１１）、（１４．５９±１􀆰 ０２） ｍＵ ／ Ｌ］水平均较

治疗前明显下降［Ｔ４：（６５．７１±６．８９）、（７０．８４±８􀆰 ４６） μｇ ／ Ｌ， ＴＳＡｂ：（４５７．３３±４５􀆰 ８５）、（４４３．９１±４２．３２） ｍＵ／ Ｌ，
ＴＳＢＡｂ： （１５．８３±５．９２）、（１７．０５±６．１６） ｍＵ ／ Ｌ；ｔ 值：４．４５ ～ １０．８７，均 Ｐ＜０．０５］，２ 组小鼠血清 ＴＳＨ 水平

［（０．１３±０．０５）、（１．４６±０．３４） ｍＵ ／ Ｌ］均较治疗前明显上升［（０．０４±０􀆰 ０５）、（０．０６±０．０３） ｍＵ ／ Ｌ；ｔ 值：－２．２２、
－５．８７，Ｐ 值：０．００７、＜０．００１］，ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠 ＴＳＨ 升高幅度及 ＴＳＡｂ 降低幅度高于 ｓｉＲＮＡ 组（ ｔ
值：１．０３、－１．６３， Ｐ 值：０．００２、０．０３１）。 治疗后 ｓｉＲＮＡ 组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠均见甲状腺部分腺叶摄

取９９ＴｃｍＯ－
４ 能力减低，相应腺叶肿大程度缩小。 治疗组小鼠甲状腺病理可见甲状腺滤泡吸收空泡减

少，胶质稀薄现象有所改善。 小鼠心、肝、肾病理未见明显损伤。 结论 　 靶向 ＴＳＨＲ 的 ｓｉＲＮＡ 及

ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 均对 ＧＤ 模型鼠有治疗作用，在控制心率方面 ｓｉＲＮＡ 效果更好，在升高 ＴＳＨ 及降低

ＴＳＡｂ 方面 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 效果更好。 上述治疗方法安全、有效，可以为 ＧＤ 的靶向治疗提供新思路。
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ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＴＳＨＲ ａｎｄ ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ ｈａｖｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＧＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ａｔ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌｌｉｎｇ ｈｅａｒｔ ｒａｔｅ， ａｎｄ ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ ａｔ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ＴＳＨ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ＴＳＡｂ． Ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｓ ｓａｆｅ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ＧＤ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇｒａｖｅｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ＲＮＡ， ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ； Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ｔｈｙｒｏｔｒｏｐｉｎ； Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｍｏｎｏ⁃
ｃｌｏｎａｌ； Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１； Ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌｓ， ａｎｉｍａｌ； Ｍｉｃｅ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ８１６０１５２３）； Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ （ＺＣ２０１８１）； Ｙｏｕｔｈ Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ （ＺＹＹＦＹ２０１９０２７）

ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｃｎ３２１８２８⁃２０２００８２４⁃００３２２

　 　 格雷夫斯病（Ｇｒａｖｅｓ′ ｄｉｓｅａｓｅ， ＧＤ）是自身免疫

性甲状腺病最常见的类型。 目前 ＧＤ 治疗主要针对

缓解患者的症状和体征，而非纠正病因。 为深入研

究 ＧＤ 病因、发病机制及靶向性更好的 ＧＤ 治疗方

法，本研究用靶向促甲状腺激素受体（ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕ⁃
ｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＳＨＲ）的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ）及细胞间黏附分子 １（ ｉｎｔｒａ⁃
ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃１， ＩＣＡＭ⁃１） 单克隆抗体

（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ｍＡｂ） 分别对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

ＧＤ 模型进行靶向治疗，从病因学角度对 ＧＤ 的发

生、发展、转归及治疗策略进行深入研究。

材料与方法

一、实验材料与仪器

人正常甲状腺细胞 Ｎｔｈｙ⁃ｏｒｉ⁃３⁃１ 购自上海慧颖生

物科技有限公司。 ７０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性小鼠［６～８ 周龄，
体质量 １８ ～ ２０ ｇ，无特定病原体（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｆｒｅｅ， ＳＰＦ）级］购自中国医学科学院医学实验动物

研究所［许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０１５⁃００３５］。 动物实

验经天津医科大学总医院实验动物福利伦理委员会

批准（批件号：ＩＲＢ２０２０⁃ＤＷ⁃１２）。 ｓｉＲＮＡ 由宝生物

工程（大连）有限公司合成。 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 由天津医

科大学总医院实验室制备及保存［１］。 甲状腺素

（ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ， Ｔ４）纸片法放射免疫测定试剂盒和促甲

状腺激素（ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＴＳＨ）纸片法

免疫放射测定试剂盒均购自北京北方生物技术研究

所。 ＴＳＨＲ 刺激性抗体（ＴＳＨＲ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ，
ＴＳＡｂ）、ＴＳＨ 刺激阻断性抗体（ＴＳＨ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｌｏｃ⁃
ｋｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ＴＳＢＡｂ）酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ⁃
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）试剂盒由天津医

科大学总医院实验室研制［２］。９９ＴｃｍＯ－
４ 由中国原子能

科学研究院钼锝发生器制备。 ＥＣＭ８３０ 电穿孔仪购

自美国 ＢＴＸ 公司。 小鼠无创血压计（ＢＰ⁃２０１０）购自

日本 Ｓｏｆｔｒｏｎ 公司。 临床前小动物 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ（Ｎａｎｏ
ＳＣＡＮ）购自匈牙利 Ｍｅｄｉｓｏ 公司。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ＧＤ
模型由天津医科大学总医院实验室构建［３⁃５］。

二、研究方法

１． ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ＧＤ 模型的构建。 按照随机数

字表法选择 ５０ 只小鼠，参照文献［３⁃５］，每间隔 ３ 周

在小鼠双侧腓肠肌注射重组质粒 ｐｃＤＮＡ ３．１ ／ ＴＳＨＲ
２８９，并在注射部位电穿孔，共 ４ 次，构建 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠 ＧＤ 模型。 其余 ２０ 只小鼠正常饲养。
２． ｓｉＲＮＡ 的合成及特性鉴定。 根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ

公布的 ＴＳＨＲ 基因序列，利用 ａｍｂｉｏｎ 在线设计 ２ 个

ＴＳＨＲ 同源序列 ｓｉＲＮＡ 并进行合成： （ １） ｓｉＲＮＡ
１０１２： 正 序 ＡＣＡＡＡＡＣＵＣＣＡＡＧＵＵＣＣＡＧｔｔ， 反 序

ＣＵＧＧＡＡＣＵＵＧＧＡＧＵＵＵＵＧＵｔｔ；（２） ｓｉＲＮＡ １０４１：正
序 ＧＣＡＡＣＵＣＵＣＡＣＵＡＵＵＡＣＧＵｔｔ，反序 ＡＣＧＵＡＡＵＡ⁃
ＧＵＧＡＧＡＧＵＵＧＣｔｔ。 分别转染至 Ｎｔｈｙ⁃ｏｒｉ⁃３⁃１ 细胞

后提取蛋白质。 采用蛋白质免疫印迹法检测转染前

后 ＴＳＨＲ 表达水平。
３ ．实验分组及模型小鼠的治疗。按随机数字表
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图 １　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠免疫、治疗及检测方案

法选出造模成功小鼠 ３０ 只，随机（方法同上）分为 ３ 组

（ｓｉＲＮＡ 治疗组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 治疗组及未治疗组），
每组 １０ 只。 从 ２０ 只正常饲养的小鼠中随机（方法

同上）选择 １０ 只作为空白对照。
３ 组小鼠结束 ４ 次免疫后，自第 １３ 周开始，每

间隔 ３ 周强化免疫 １ 次至第 １８ 周实验结束。
自第 １２ 周开始，ｓｉＲＮＡ 组小鼠腹腔注射 ｓｉＲＮＡ

６０ μｇ ／只，每 ４８ ｈ 给药 １ 次，共 ３ 次（２ 种 ｓｉＲＮＡ 按

照 １ ∶ １ 混合给药）；ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠腹腔注射

ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ １０ μｇ ／只，每 ４８ ｈ 给药 １ 次，共 ３ 次。
ｓｉＲＮＡ及 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 均溶于生理盐水中，体积 ２００ μｌ；
未治疗组小鼠仅进行每 ３ 周 １ 次的强化免疫。 免疫

及治疗方案见图 １。
４．体质量及心率测定。 于治疗结束后第 ６ 周

（实验第 １８ 周）测量每组小鼠体质量及心率。 测量

心率前将小鼠前半身置于鼠网内放入保温筒，保温

袋包裹，保温筒温度设为 ３９．５ ℃，将小鼠加压感应

器置于鼠尾根部进行测量。
５．血清学指标测定。 于第 １２ 周、１８ 周取小鼠内

眦静脉血测定血清 Ｔ４、ＴＳＨ 及 ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ 水平。
血清指标测定方法参见文献［３］。

６．甲状腺 ＳＰＥＣＴ ／ ＣＴ 显像。 于治疗结束后第 ６ 周

（实验第 １８ 周）行甲状腺９９ＴｃｍＯ－
４ 显像。 小鼠异氟

烷（体积分数 ３％）吸入式麻醉后，用异氟烷（体积分

数 ２％）维持麻醉，腹腔注射９９ ＴｃｍＯ－
４ ３７ ＭＢｑ（３．７ ×

１０５ ＭＢｑ ／ Ｌ），俯卧位固定，１０ ｍｉｎ 后采集图像。
７．病理学分析。 实验结束后，脊髓离断处死小

鼠，取甲状腺、心、肝、肾组织，质量分数 ４％甲醛溶

液固定后制作组织切片，行 ＨＥ 染色，光学显微镜下

观察病理变化。

８．统计学处理。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２５．０ 软件进行数

据分析。 符合正态分布的定量资料用 􀭰ｘ±ｓ 表示，２ 组间

比较采用两独立样本 ｔ 检验，治疗前后比较采用配对

ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析及最小显著

差异 ｔ 检验。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． Ｎｔｈｙ⁃ｏｒｉ⁃３⁃１ 细胞转染 ｓｉＲＮＡ 后 ＴＳＨＲ 表达情

况。 转染 ｓｉＲＮＡ 后 ２４ ｈ，细胞中 ＴＳＨＲ 表达水平明显

下降，证实合成的 ｓｉＲＮＡ 对 ＴＳＨＲ 有抑制作用。
２．小鼠体质量、心率变化。 第 ４ 次免疫结束后 ２ 周

（第 １２ 周），５０ 只小鼠中 ４１ 只出现 Ｔ４、ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ
升高，ＴＳＨ 降低，同时伴有体质量增长缓慢、甲状腺

摄取９９ ＴｃｍＯ－
４ 能力增强［４⁃６］。 建模成功率为 ８２％

（４１ ／ ５０）。 ３ 次治疗后，ｓｉＲＮＡ 组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组及

未治疗组 ＧＤ 小鼠体质量均明显低于正常小鼠

［（２３．８７±３．４１） ｇ、（２４．２８±３．４３） ｇ、（２４．１１±２．９１） ｇ
与 （２７．５６±１．７２） ｇ；Ｆ＝ ３．５０，Ｐ＝ ０．０２５］。 ｓｉＲＮＡ 组、
ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组治疗后小鼠心率均明显低于未治疗组

小鼠［（３８４．７０±５４．５０）、（４０９． ９０ ± ７０． ３５）与（５４４． ４０ ±
６２􀆰 ６２）次 ／ ｍｉｎ；Ｆ ＝ ２４． ７３，Ｐ ＜ ０． ００１］。 其中 ｓｉＲＮＡ
组下降更为明显，虽仍高于正常小鼠 ［（ ３２７． ７０ ±
４２􀆰 ４１）次 ／ ｍｉｎ］，但差异无统计学意义（ ｔ ＝ ３．３９， Ｐ＝
０．０５９）；ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组仍明显高于正常小鼠（ｔ ＝ ６．１１，
Ｐ＝ ０．０２０）。

３．小鼠血清学指标变化。 治疗前 ３ 组 ＧＤ 小鼠

和正常小鼠的血清 Ｔ４、ＴＳＨ、ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ 水平间差

异均有统计学意义（Ｆ 值：９．４５ ～ ２１．７５，均 Ｐ＜０．０５），
３ 组 ＧＤ 小鼠间各血清学指标差异均无统计学意义

（ ｔ 值：－４．８７～５．４５，均 Ｐ＞０．０５），３ 组 ＧＤ 小鼠的血清

Ｔ４、ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ 水平均明显高于正常小鼠（ｔ 值：３．３４～
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６．１８，均 Ｐ＜０．０５），ＴＳＨ 水平均明显低于正常小鼠（ ｔ
值：－２．１２～ －１．７０，均 Ｐ＜０．０５）。

３ 次治疗后，各组小鼠血清 Ｔ４、ＴＳＨ、ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ
水平变化情况如下： （ １） Ｔ４ 水平。 ｓｉＲＮＡ 组及

ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠血清 Ｔ４ 水平分别由（６５． ７１ ±
６􀆰 ８９）、（７０．８４±８．４６） μｇ ／ Ｌ 下降至（２７．５８±１．９４）、
（２７． ２４ ± ３． ５０） μｇ ／ Ｌ （ ｔ 值：５． ８８、４􀆰 ４５， Ｐ 值：０􀆰 ０２１、
０􀆰 ０１８），低于未治疗组 ＧＤ 小鼠［（６９．０３±２．７２） μｇ ／ Ｌ；
Ｆ＝ １７．５８， Ｐ＜０．００１， ｔ 值：－４．５９、－２．３６，Ｐ 值：０．００２、
０．００７］，但仍高于正常小鼠［（１３．９７±１．４１） μｇ ／ Ｌ；ｔ
值：３．１２、１．５５，Ｐ 值：０．００６、０．０１０］，２ 个治疗组间 Ｔ４

水平的差异无统计学意义（ ｔ＝ １．８５， Ｐ＝ ０．５４２）。
（２） ＴＳＨ 水平。 ｓｉＲＮＡ 组及 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组小鼠

血清 ＴＳＨ 水平分别由（０．０４±０．０５）、（０．０６±０．０３） ｍＵ／ Ｌ
上升至（０．１３±０．０５）、（１．４６±０．３４） ｍＵ ／ Ｌ（ ｔ 值：－２．２２、
－５．８７， Ｐ 值：０．００７、＜０．００１），高于未治疗组 ＧＤ 小鼠

［（０．０４±０．０３） ｍＵ ／ Ｌ；Ｆ＝ ２８．１６， Ｐ＜０．００１， ｔ 值：３．１２、
２．６４，Ｐ 值：０．０２１、０．００３］，但仍低于正常小鼠［（４．６１±
０．２８） ｍＵ ／ Ｌ；ｔ 值：－４．４０、－２．１７，Ｐ 值：０．００４、０􀆰 ００１］。
治疗后 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组 ＴＳＨ 上升幅度明显高于 ｓｉＲＮＡ
组（ ｔ＝ １．０３，Ｐ＝ ０．００２）。

（３） ＴＳＡｂ 及 ＴＳＢＡｂ 水平。 ｓｉＲＮＡ 组及 ＩＣＡＭ⁃１
ｍＡｂ 组 小 鼠 血 清 ＴＳＡｂ 水 平 分 别 由 （ ４５７． ３３ ±
４５􀆰 ８５）、（４４３． ９１ ± ４２． ３２） ｍＵ ／ Ｌ 下降至 （３３１． ４４ ±
４３􀆰 ３８）、（２７５．１６±４５．８０） ｍＵ ／ Ｌ（ ｔ 值：７．７９、９􀆰 ０１， Ｐ
值：＜０．００１、０．００２）；血清 ＴＳＢＡｂ 水平分别由（１５􀆰 ８３±
５􀆰 ９２）、（１７．０５±６．１６） ｍＵ ／ Ｌ 下降至（１３．９４±１．１１）、
（１４．５９±１．０２） ｍＵ ／ Ｌ（ｔ 值：１０．８７、８．０８， Ｐ 值：０．００１、＜
０．００１），均低于未治疗组 ＧＤ 小鼠［ＴＳＡｂ：（５０４．８４±
４２．７７） ｍＵ ／ Ｌ， ＴＳＢＡｂ：（１７．１４±２􀆰 ７６） ｍＵ／ Ｌ；Ｆ 值：
１５．４２、１４．６４， ｔ 值：－２．４４～－１．４７，均 Ｐ＜０．０５］，但仍高于

正常小鼠 ［ ＴＳＡｂ： （ ６． ３７ ± １􀆰 ８６） ｍＵ ／ Ｌ， ＴＳＢＡｂ：
（５􀆰 ９４±３．７２） ｍＵ ／ Ｌ；ｔ 值：１．３４ ～ ３􀆰 ２８，均 Ｐ＜０．０５］。
治疗后 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组 ＴＳＡｂ 下降幅度明显高于

ｓｉＲＮＡ 组（ ｔ＝ －１．６３，Ｐ ＝ ０．０３１），２ 组间血清 ＴＳＢＡｂ 水

平差异无统计学意义（ｔ＝－２．４８， Ｐ＝０􀆰 １８４）。
４．甲状腺 ＳＰＥＣＴ／ ＣＴ 显像（图 ２Ａ）。 甲状腺９９ＴｃｍＯ－

４

显像显示，未治疗组 ＧＤ 小鼠摄取能力最强，ｓｉＲＮＡ
组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组摄取能力明显高于正常小鼠，但
２ 组与未治疗组 ＧＤ 小鼠比较，均可见部分腺叶摄

取能力减低。
５．小鼠甲状腺形态及重要器官病理学分析（图

２Ｂ，２Ｃ）。 ３ 次治疗后，与未治疗组 ＧＤ 小鼠及正常

小鼠比较，２ 个治疗组小鼠甲状腺均可见相应的形

态学及病理学改变。 各组小鼠心、肝及肾等重要器

官均未见明显损伤。

图 ２　 小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）治疗组、细胞间黏附分子单克隆抗

体（ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ）治疗组、未治疗组格雷夫斯病（ＧＤ）小鼠及正

常小鼠（从上到下）甲状腺显像及病理图。 Ａ．甲状腺９９ ＴｃｍＯ－
４

显像。 ｓｉＲＮＡ 组、ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组 ＧＤ 小鼠甲状腺摄取９９ＴｃｍＯ－
４

能力明显高于正常小鼠，但与未治疗组 ＧＤ 小鼠比较，部分腺

叶摄取能力减低；Ｂ．甲状腺病理图（ＨＥ × １００）。 ｓｉＲＮＡ 组、
ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 组与未治疗组 ＧＤ 小鼠甲状腺均可见局部微滤

泡，其内部胶质稀薄、滞留不明显，滤泡上皮细胞增生、部分可

见高柱状改变；Ｃ．甲状腺病理图（ＨＥ ×４００）。 正常小鼠甲状腺

滤泡内胶质均匀，ＧＤ 小鼠甲状腺滤泡内可见胶质稀薄、大量吸

收空泡形成，２ 个治疗组 ＧＤ 小鼠甲状腺仅有部分滤泡内可见胶

质稀薄、吸收空泡形成

讨　 　 论

ＧＤ 病因及发病机制尚不明确，国内外对该病

研究多集中在 ＴＳＨＲ 方面，认为 ＴＳＨＲ 是 ＧＤ 的自身

抗原，在 ＧＤ 的发病及进展中至关重要［６］。 选择一

种拮抗剂，通过与 ＴＳＨＲ 结合而对其进行抑制，是非

常有前途的治疗手段。 本实验设计的 ｓｉＲＮＡ 可抑

制 ＴＳＨＲ 的表达，将其转染至 Ｎｔｈｙ⁃ｏｒｉ⁃３⁃１ 细胞后，
ＴＳＨＲ 蛋白水平明显下降。

ＧＤ 患者在自身抗体的持续刺激下，甲状腺细

胞表面有 ＩＣＡＭ⁃１ 大量表达， ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 可阻断
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ＩＣＡＭ⁃１ 与其配体的结合，从而抑制 Ｔ 细胞活化及效

应细胞与靶细胞间的相互作用，继而达到治疗 ＧＤ
的目的，这也是本研究用 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 对 ＧＤ 模型

小鼠进行治疗的原因。
有研究表明，ＧＤ 患者血清免疫球蛋白可通过

ＴＳＨＲ 介导促进 ＩＣＡＭ⁃１ 表达，提示 ＩＣＡＭ⁃１ 在 ＧＤ
的发病机制中具有重要作用。 而 ＴＳＨ 受体抗体

（ＴＳＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ， ＴＲＡｂ） 及可溶性 ＩＣＡＭ⁃１
（ｓｏｌｕｂｌｅ ＩＣＡＭ⁃１， ｓＩＣＡＭ⁃１）均可被用于评价 ＧＤ 及

格雷夫斯眼病的疾病进展、严重程度、病程，且在部

分研究中，由于 ｓＩＣＡＭ⁃１ 在 ＧＤ 治疗过程下降缓慢，
其对于疾病复发的预测效果要优于 ＴＲＡｂ［７］。 故本

研究选择这 ２ 种方法，从基因治疗及免疫抑制 ２ 个

方面对 ＧＤ 模型小鼠进行实验性治疗，为下一步的

联合治疗积累经验。
在治疗中，为了模拟 ＧＤ 患者持续存在的甲状

腺功能亢进（简称甲亢）状态，同时排除停止免疫后

ＧＤ 模型小鼠甲亢状态的自发性改善，本研究在常

规 ４ 次免疫构建 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ＧＤ 模型成功后，每
隔 ３ 周进行强化免疫，使 ＧＤ 模型小鼠持续处于甲

亢状态，在此基础之上验证 ２ 种治疗方法的有效性。
经过为期 １ 周的 ３ 次治疗，２ 组接受治疗的小

鼠均可观察到 Ｔ４、ＴＳＡｂ、ＴＳＢＡｂ 明显下降及 ＴＳＨ 显

著上升。 虽然未能恢复至正常小鼠的水平，但较

ＧＤ 未治疗组小鼠有明显改善。 此外，２ 组小鼠的体

质量和心率也与正常小鼠更为接近。 治疗组小鼠的

甲状腺仍肿大，但两侧腺叶肿大程度不一致，较小侧

腺叶摄取９９ＴｃｍＯ－
４ 的能力较对侧腺叶减低，考虑符合

治疗后改变。 以上表明，ｓｉＲＮＡ 和 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 均对

ＧＤ 有一定的治疗作用。 进一步比较 ２ 种方法的疗

效，ｓｉＲＮＡ 控制心率效果更好，而 ＩＣＡＭ⁃１ ｍＡｂ 在升

高 ＴＳＨ 及降低 ＴＳＡｂ 方面更有优势。 作为靶向

ＴＳＨＲ 治疗的 ｓｉＲＮＡ，降低 ＴＳＡｂ 并无优势，可能是

由于 ＴＳＨＲ 基因有多个结合位点，本研究只针对其

中一些位点设计并筛选出效果相对较好的 ｓｉＲＮＡ，
不排除 ＴＳＨＲ 其他靶点仍发挥作用、ｓｉＲＮＡ 腹腔注

射后部分脱靶的可能性，也可能与治疗剂量及疗程

有关，最佳治疗剂量及疗程仍需进一步探索。
本研究中 ２ 个治疗组小鼠甲状腺切片均可见

ＧＤ 特有的甲状腺滤泡上皮胶质稀薄、大量吸收空

泡形成等病理学变化有所改善，呈现出正常甲状腺

滤泡与 ＧＤ 甲状腺滤泡共存的特点。 这是由于治疗

延缓了 ＧＤ 病理学进展，还是已发生的 ＧＤ 病理学

改变因治疗而逆转，尚需进一步研究。

治疗后各组小鼠重要器官均未见明显损伤，证
明上述 ２ 种治疗方法及治疗剂量均安全、可靠。

综上，本研究使用靶向 ＴＳＨＲ 的 ｓｉＲＮＡ 和 ＩＣＡＭ⁃１
ｍＡｂ 分别对 ＧＤ 模型小鼠进行实验性治疗，疗效显

著，且未见明显的毒性及不良反应。 ２ 种疗法虽各

有局限，但具有病因治疗、靶向性强的优势，显示出

良好的应用前景，为 ＧＤ 靶向治疗拓展了新思路。
在今后的研究中，观察长期疗效及远期毒性及不良

反应并成功向临床转化，将是研究者面临的挑战。
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３９０⁃３９５． ＤＯＩ：１０．３７６０ ／ ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５⁃２８４８．２０１４．０５．０１３．

［６］ Ｍｏｒｓｈｅｄ ＳＡ， Ｄａｖｉｅｓ ＴＦ． Ｇｒａｖｅｓ′ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ： ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ， ｂｌｏｃｋｉｎｇ， ａｎｄ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒｅｇｉｏｎ ＴＳＨ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
［Ｊ］ ． Ｈｏｒｍ Ｍｅｔａｂ Ｒｅｓ， ２０１５， ４７（１０）： ７２７⁃７３４． ＤＯＩ：１０．１０５５ ／ ｓ⁃
００３５⁃１５５９６３３．

［７］ Ｌｉｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｓ， Ｑｉｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｈｏｒｔ ａｎｄ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃
ｄｏｓｅ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ｐｕｌｓｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｔｈｙｒｏｉｄ⁃ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｄ ｏｐｈｔｈａｌｍｏｐａｔｈｙ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１６， １２（ ２）： ９０１⁃
９０８． ＤＯＩ：１０．３８９２ ／ ｅｔｍ．２０１６．３４４６．

（收稿日期：２０２０⁃０８⁃２４） 　 　
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