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自身免疫性甲状腺炎 （autoimmune thyroiditis，

AIT） 是一种常见的器官特异性自身免疫性疾病，其

主要特点为甲状腺内淋巴细胞浸润、滤泡细胞破坏

及血清甲状腺自身抗体水平升高，最终进展为甲状

腺功能减退［1］。AIT确切的发病机制尚未阐明，其

中，B和T细胞亚群的功能异常被认为在破坏免疫

稳态和启动自身免疫级联反应中发挥至关重要的

· 论著 ·

PI3K/AKT/mTOR信号通路通过调控Th17细胞分化

参与EAT小鼠甲状腺自身免疫损伤
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摘要  目的  探讨磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B/雷帕霉素靶蛋白 （PI3K/AKT/mTOR） 信号通路在自身免疫性甲状腺炎发病中

的作用及机制。方法  将24只雌性C57BL/6小鼠随机分为正常对照 （NC） 组、实验性自身免疫性甲状腺炎 （EAT） 组、LY294002干

预组 （LY294002 25 mg/kg和50 mg/kg。采用苏木素-伊红、免疫组织化学染色检测甲状腺组织淋巴细胞及Th17细胞浸润，Western 

blotting检测p-AKT （Thr308）、p-AKT （Ser473）、p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、白细胞介素 （IL） -17A蛋白表达水平，流式细胞术检测

小鼠脾脏单个核细胞 （SMCs） 中Th17细胞的比例，酶联免疫吸附试验检测血清甲状腺球蛋白抗体 （TgAb） 滴度及IL-17A浓度。结

果  EAT组小鼠p-AKT （Thr308）、p-AKT （Ser473）、p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A蛋白表达水平、SMCs中Th17细胞比例、

血清IL-17A浓度及TgAb滴度较NC组均明显升高，甲状腺炎症程度加重，LY294002干预后上述指标及甲状腺炎症程度均较EAT

组减轻，并呈浓度依赖性。结论  PI3K/AKT/mTOR信号通路通过调控Th17细胞分化参与EAT小鼠甲状腺自身免疫损伤的发生发

展。
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PI3K/AKT/mTOR signaling pathway participates in thyroid autoimmune
injury of EAT mice by regulating Th17 cells differentiation
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Abstract  Objective  To explore  the role and mechanism of phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B/mechanistic  target of 

rapamycin kinase （PI3K/AKT/mTOR） signaling in autoimmune thyroiditis （AIT）. Methods  24 female C57BL/6 mice were randomly 

divided into four groups：a normal control （NC） group，an experimental autoimmune thyroiditis （EAT） group，and two groups treated with 

LY294002 （25 mg/kg or 50 mg/kg LY294002）. The degree of thyroiditis was observed by hematoxylin and eosin staining. The percentage 

of Th17 cells in the spleen mononuclear cells （SMCs） was determined by flow cytometry. Enzyme-linked immunosorbent assay was used to 

measure the concentrations of thyroglobulin antibody （TgAb） and interleukin-17A （IL-17A） in the serum. Western blotting was conducted 

to detect  the protein levels of IL-17A，p-AKT （Thr308），p-AKT （Ser473），p-mTOR （Ser2448），S6K1，and S6K2 in the different groups. 

Results  Compared with the NC group，the infiltration of Th17 cells and the expressions of IL-17A，p-AKT （Ser473），p-AKT （Thr308），

p-mTOR （Ser2448），S6K1，and S6K2 rose remarkably in EAT mice. After the PI3K pathway was blocked，the degree of  thyroiditis was 

significantly alleviated，followed by  the proportion of Th17 cells，and the expression of  IL-17A and PI3K pathway-related molecules 

decreased in a dose-dependent manner. Conclusion  PI3K/AKT/mTOR signaling pathway participates in thyroid autoimmune jnjury of 

EAT mice by regulating Th17 cells differentiation.
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作用［2］。然而，目前针对AIT尚无有效的治疗手段，

常规治疗以激素替代为主。Th17细胞为一种新型

CD4+辅助性T细胞亚群，可分泌多种细胞因子，介

导针对细胞外细菌和真菌的免疫反应［3］。研究［4］发

现，桥本甲状腺炎 （Hashimoto thyroiditis，HT） 患者

外周血中Th17细胞比例及白细胞介素 （interleukin，

IL） -17A浓度显著升高，并与疾病的严重程度呈正

相关，提示Th17细胞可能参与AIT的发病。磷脂酰肌

醇-3-激酶/蛋白激酶B/雷帕霉素靶蛋白 （phosphati-

dylinositol 3-kinase/protein kinase B/mechanistic target 

of rapamycin kinase，PI3K/AKT/mTOR） 信号通路是细

胞内关键的信号转导途径，在细胞的生长、转移、存

活、代谢等生物学过程中扮演重要角色［5］。研究［6］发

现，PI3K/AKT/mTOR信号通路通过调控Th17细胞分

化参与多种自身免疫性疾病的发生发展。目前，甲

状腺球蛋白 （thyroglobulin，Tg） 诱导的实验性自身免

疫性甲状腺炎 （experimental autoimmune thyroiditis，

EAT） 是HT的理想动物模型［7］，模型成功的指标包括

血清中以甲状腺球蛋白抗体 （thyroglobulin antibody，

TgAb） 为代表的高水平自身抗体的存在及甲状腺组

织中大量淋巴细胞浸润。本研究通过给予EAT小鼠

模型PI3K抑制剂LY294002阻断PI3K/AKT/mTOR信

号通路，探讨PI3K信号通路对EAT小鼠Th17细胞表

达及甲状腺自身免疫损伤的影响。

1 材料与方法

1.1  实验动物 

雌性C57BL/6小鼠 （6~8周，体质量18~20 g）购自

济南朋悦实验动物繁育有限公司，生产许可证号：

SCXK （鲁） 20190003，饲养于滨州医学院附属医院

SPF级动物房，进食饮水自由，环境温度为19~22 ℃，

湿度维持在50%左右。适应性喂养1周后开始实验。

本研究获得滨州医学院附属医院动物伦理委员会

批准 （20220128-73）。

1.2  主要试剂和仪器 

猪甲状腺免疫球蛋白 （porcine thyroid immnuno-

globulin，pTg）、完全弗氏佐剂 （complete freund’s adju-

vant，CFA）、不完全弗氏佐剂 （incomplete freund’s ad-

juvant，IFA） 购自美国Sigma-Aldrich公司；LY294002

购自美国MedChemExpress公司；小鼠TgAb ELISA试

剂盒购自武汉华美生物工程有限公司；小鼠IL-17A 

酶联免疫吸附试验 （enzyme linked immunosorbent assay，

ELISA） 试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有

限公司；小鼠脾脏组织单个核细胞 （spleen mononu-

clear cells，SMCs） 分离液试剂盒购自天津灏洋生物

制品科技有限责任公司；苏木素-伊红 （hematoxylin 

and eosin，HE） 染色试剂盒、4%多聚甲醛、中性树胶、

RIPA裂解液、PMSF蛋白酶抑制剂、BCA蛋白浓度测

定试剂盒、TBST缓冲液、佛波酯、布雷非德菌素A、钙

离子霉素购自北京索莱宝科技有限公司；APC-CD4、

PE-IL-17A单克隆抗体购自美国Biolegend公司；兔二

步法检测试剂盒、DAB显色试剂盒购自北京中杉金桥

生物技术有限公司；BSA、Tris、甘氨酸、SDS均购自

德国biofroxx公 司；p-AKT （Thr308）、p-AKT （Ser473）、

p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A、β-actin抗 体

均购自美国Cell Signaling Technology公司；超敏ECL

化学液购自大连美仑生物技术有限公司；Multiskan

TMFC酶标仪购自美国Thermo Fisher Scientific公司；

FACS Calibur流式细胞仪购自美国BD公司。

1.3  方法

1.3.1  实验动物分组：24只雌性C57BL/6小鼠被随

机分为正常对照 （NC） 组、EAT组和LY294002干预组 

（LY294002 25 mg/kg、50 mg/kg），每组6只。

1.3.2  EAT模型的建立：将pTg溶于PBS中配成母液 

（2 mg/mL），EAT组及LY294002干预组小鼠第1周给

予100 μL CFA充分乳化的pTg多点皮下注射，第2~8

周给予IFA乳化的再次免疫制剂加强免疫，不同浓

度LY294002干预组小鼠自造模第5周于免疫制剂皮

下注射前30 min给予LY294002 （25 mg/kg、50 mg/kg） 

腹腔注射，2次/周，共给药4周。所有小鼠在第8周末

麻醉处死。

1.3.3  小鼠甲状腺组织HE染色：取小鼠甲状腺组织，

于4%多聚甲醛中固定、脱水、透明、包埋、制作4 μm厚

度切片，根据HE染色试剂盒进行染色，拍照。根据淋

巴细胞浸润程度进行炎症严重程度评分。0，正常；1，

1%~10%；2，>10%~30%；3，>30%~50%；4，>50%。

1.3.4  小鼠甲状腺组织免疫组织化学染色：小鼠甲

状腺组织制备成4 μm石蜡切片，梯度乙醇脱蜡后用

抗原液进行修复，PBS洗涤，分别加入CD4、IL-17A

抗体4 ℃孵育过夜，PBS洗涤3遍，二抗室温孵育20 

min，最后DAB显色，拍照。为排除组织内源性物质

引起的假阳性反应，设置了Control组，除不加一抗用

第11期  何呈燕等.  PI3K/AKT/mTOR信号通路通过调控Th17细胞分化参与EAT小鼠甲状腺自身免疫损伤



·974·

PBS代替外，处理方法与其他待测切片一致。

1.3.5  血清TgAb滴度及IL-17A水平的ELISA检测：小

鼠心脏取血，室温静置30 min，离心，收集上清，按照

小鼠TgAb及IL-17A ELISA试剂盒说明书的操作步骤

进行检测和计算。

1.3.6  脾指数计算：称量小鼠体重及脾脏重量，计

算脾指数，脾指数 （mg/g） =脾脏重量/体重。

1.3.7  小鼠SMCs悬液的制备：取小鼠新鲜脾脏，按

照小鼠SMCs分离液试剂盒说明书进行操作，最后将

细胞重悬于2 mL RPMI 1640培养基中 （含10%FBS），

调整细胞密度为1×106/mL。

1.3.8  SMCs中Th17细胞比例的流式细胞术检测：取

SMCs悬液1 mL加入12孔板，用含有佛波酯、钙离子

霉素的1 mL细胞培养基重悬细胞，于37 ℃、5%CO2

培养箱中培养1 h，加入布雷非德霉素A，培养4 h后

收集细胞。APC-CD4抗体进行表面染色，固定破膜

后用PE-IL-17A抗体核内染色，上机检测。

1.3.9  脾脏组织中p-AKT （Thr308）、p-AKT （Ser473）、

p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A蛋白表达

水平的Western blotting检测：取0.1 g小鼠脾脏组织，

加入RIPA裂解液以及PMSF、磷酸酶抑制剂Ⅱ、磷酸

酶抑制剂Ⅲ研磨提取总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，

将各组蛋白浓度调至一致。煮沸变性，SDS-PACE电

泳分离蛋白、转膜、封闭，加入p-AKT （Thr308） （1 ∶

1  000）、p-AKT （Ser473） （1 ∶ 1  000）、p-mTOR 

（Ser2448） （1 ∶ 1 000）、S6K1 （1 ∶ 1 000）、S6K2 （1 ∶

1 000）、IL-17A （1 ∶ 1 000）、β-actin （1 ∶ 10 000）  一

抗4 ℃孵育过夜，TBST洗膜，二抗室温孵育45 min，

洗膜、显影，采用ImageJ软件进行灰度值比较。

1.4  统计学分析 

采用SPSS 24.0统计学软件与GraphPad Prism 8.0

分析数据。符合正态分布且方差齐的计量资料以x-±s

表示，多组间均数采用ANOVA单因素方差分析进行

比较，组间两两比较采用LSD检验，采用Pearson相关

分析检测不同指标间的相关性。P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1  小鼠甲状腺组织炎症程度评估 

显微镜下观察，NC组小鼠甲状腺组织滤泡大小

较为均一，结构完整，无明显炎症细胞浸润；EAT组

小鼠甲状腺组织可见滤泡萎缩、破坏，大小差异明

显且不规则，间质纤维组织明显增生，并有不同程

度的淋巴细胞浸润。LY294002干预组小鼠甲状腺

滤泡萎缩程度减轻，淋巴细胞浸润面积减少，并呈浓

度依赖性 （图1）。进一步分析EAT组和NC组小鼠甲

状腺组织免疫组织化学染色结果，发现EAT组小鼠甲

状腺组织中CD4和IL-17A的表达明显高于NC组，证实

EAT组小鼠甲状腺组织中有Th17细胞浸润 （图2）。

2.2  各组小鼠脾指数比较 

与NC组小鼠相比，EAT组小鼠脾脏体积显著增

大，而LY294002组小鼠脾脏体积较EAT组减小 （图

3A）。计算各组脾指数，结果显示，EAT组小鼠脾指

数显著高于NC组 （P < 0.001），LY294002干预后，脾

指数明显下降，LY294002 25 mg/kg组小鼠脾指数与

EAT组及LY294002 50 mg/kg组相比，均有统计学差

异 （P < 0.05，图3B）。

2.3  各组SMCs中Th17细胞比例比较 

与NC组相比，EAT组SMCs Th17细胞比例显著

升高 （P < 0.001）；与EAT组相比，LY294002 25 mg/kg

组Th17细胞比例下降，有统计学差异 （P < 0.05），且

随着LY294002浓度升高Th17细胞比例下降更明显，

LY294002 25 mg/kg组与LY294002 50 mg/kg组Th17细

胞比例有统计学差异 （P < 0.05），见图4。

A，the thyroiditis score of the NC group is 0；B，the thyroiditis score of the EAT group is 4；C，the thyroiditis score of the LY294002 25 mg/kg group is 3；D，

the thyroiditis score of the LY294002 50 mg/kg group is 2.

图1  各组代表性小鼠甲状腺组织HE染色结果 ×200

Fig.1  Representative HE staining results of thyroid tissue in the different groups ×200

A B C D
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A，spleen volume of mice；B，spleen index of mice. *P < 0.05，***P < 0.001.

图3  各组小鼠脾脏体积及脾指数

Fig.3  Spleen volume and spleen index of mice in different groups

A，representative flow cytometry analysis charts of SMCs in different groups；B，proportion of Th17 cells in SMCs in different groups. *P < 0.05，***P < 

0.001.

图4  各组SMCs中Th17细胞比例

Fig.4  The proportion of Th17 cells in SMCs in different groups

图2  各组代表性甲状腺组织免疫组化染色结果 ×400

Fig.2  Representative immunohistochemical staining results of thyroid gland in different groups ×400
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2.4  各组血清TgAb、IL-17A水平的比较 

ELISA分析结果显示，EAT组IL-17A （图5A） 及

TgAb （图5B） 浓度均较NC组显著升高 （P均 < 0.05），

LY294002 25 mg/kg组IL-17A及TgAb浓度较EAT组下

降 （P均 <0.05），LY294002 50 mg/kg组浓度下降更明

显，且与LY294002 25 mg/kg组有统计学差异 （P均<

0.05）。将所有实验小鼠血清中IL-17A浓度及TgAb

滴度与SMCs中Th17细胞比例进行相关性分析，结果

表明两者均与Th17细胞比例呈正相关 （图5C、5D，r = 

0.927 7和r = 0.714 9）。

A，concentrations of serum IL-17A in different groups；B，concentrations of serum TgAb in different groups；C，correlation between the proportion of Th17 

cells in SMCs and serum IL-17A concentrations；D，correlation between the proportion of Th17 cells in SMCs and serum TgAb concentrations. *P < 0.05.

图5  血清IL-17A及TgAb浓度及其与SMCs中Th17细胞比例相关性分析

Fig.5  The concentrations of serum IL-17A and TgAb，and their correlation with the proportion of Th17 cells in SMCs

2.5  各组小鼠脾脏组织p-AKT （Thr308）、p-AKT 

（Ser473）、p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A蛋

白表达水平的比较 

EAT组小鼠脾脏组织p-AKT （Thr308）、p-AKT 

（Ser473）、p-mTOR （Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A蛋

白相对表达水平明显高于NC组 （P均<0.05）。与EAT

组比较，LY294002 25 mg/kg组上述蛋白表达下降，有

统计学差异 （P均 <0.05）。与LY294002 25 mg/kg组比

较，LY294002 50 mg/kg组p-AKT （Thr308）、p-AKT 

（Ser473）、p-mTOR（Ser2448）、 S6K1、S6K2、IL-17A蛋

白表达水平下降更加明显 （P 均<0.05）。见图6。

3 讨论

AIT为常见的自身免疫性甲状腺疾病。目前，

Tg联合佐剂诱导EAT小鼠因造模方法简单、模型成

功率较高、结果稳定而被广泛认可。Th17细胞为一

种新型CD4+ Th细胞亚群，可分泌IL-17A、IL-17F、IL-

21、IL-22等多种细胞因子［8］，目前已被证明与银屑

病、类风湿性关节炎、炎症性肠病等多种自身免疫

性疾病的发病相关［3，9-10］。本课题组前期研究［4，11］发

现Th17细胞参与AIT发病，并与疾病的严重程度呈

正相关。另有研究［12］发现IL-17促进了AIT患者甲状

腺组织的间质纤维化。因此，Th17细胞及其效应细

胞因子IL-17A在AIT自身免疫损伤的发病机制中发

挥重要作用。

PI3K/AKT/mTOR信号通路是控制细胞基本功

能最关键的细胞内信号通路之一，此通路的异常激

活可见于肿瘤、自身免疫性疾病、纤维增生性疾病

等多种疾病［13］。PI3K属于脂质激酶家族，包括Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ 3种类型。LY294002是一种PI3K的广谱抑制

剂［14］。目前对Ⅰ类PI3K的研究较多，当感应到细胞

外生长因子和细胞因子时，PI3K被招募到质膜上，

并被受体酪氨酸激酶或G蛋白偶联受体激活，磷酸

化磷脂酰肌醇第3位羟基，催化磷脂酰肌醇-4，5-二

磷酸 （phosphatidylinositol-4，5-bisphosphate，PIP2） 转

化为磷脂酰肌醇-3，4，5-三磷酸 （phosphatidylinosi-

tol-3，4，5-trisphosphate，PIP3）。PIP3充当第二信

使，收集含有PH结构域的分子，并将其携带至细胞

膜上，包括3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1 （3-phos-

phoinositide-dependentproteinkinase-1，PDK1）  和AKT ［15］。

第10号染色体磷酸酶和张力蛋白同源丢失性基因

编码的产物-同源性磷酸酶-张力蛋白是PI3K/AKT

信号通路的负调控因子，能够将PIP3去磷酸化生成

PIP2 ［16］。AKT是丝氨酸苏氨酸激酶的一种，结构上
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A，p-AKT （Thr308）；B，p-AKT （Ser473）；C，p-mTOR （Ser2448）；D，S6K1；E，S6K2；F，IL-17A. 1，NC group；2，EAT group；3，LY294002 25 mg/kg 

group；4，LY294002 50 mg/kg group . *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001. 

图6  各组小鼠脾脏组织信号通路相关分子蛋白表达水平

Fig.6  Expression levels of signaling pathway-related proteins in spleen tissue of mice from each group

含有PH结构域，未活化的AKT通过其PH结构域与

PIP3结合被招募到细胞膜上，而后PDK1和mTORC2

分别将AKT的Thr308和Ser473位点磷酸化，最终彻

底激活AKT［17］。mTOR是一种进化上高度保守的

苏氨酸/丝氨酸蛋白激酶，参与细胞增殖、存活、自

噬、代谢和免疫等多种生物过程［18］。PI3K/AKT/

mTOR信号通路可以通过多种不同的途径调控

Th17细胞分化，包括缺氧诱导因子1α表达、生长因

子独立性1下调以及RORγt通过S6K1/S6K2途径的核

转位［19］。

本研究结果显示，EAT组小鼠脾脏组织p-AKT 

（Thr308）、p-AKT （Ser473）、p-mTOR （Ser2448）、S6K1、

S6K2信号通路分子蛋白表达水平异常增高，提示

AIT中存在PI3K/AKT/mTOR信号通路的过度激活。

然而，在应用LY294002阻断PI3K信号通路后小鼠

脾脏组织p-AKT （Thr308）、p-AKT （Ser473）、p-mTOR 

（Ser2448）、S6K1、S6K2、IL-17A的蛋白表达水平、SMCs

中Th17细胞比例及血清IL17-A浓度均明显下降，且

呈浓度依赖性，提示在EAT小鼠模型中PI3K信号通

路可以调控Th17细胞的分化及其效应因子IL-17A的

表达。与此同时，LY294002干预组小鼠甲状腺组织

滤泡破坏程度及淋巴细胞浸润程度明显减轻，血清

TgAb滴度降低，相关性分析表明小鼠体内Th17细胞

的比例与血清TgAb及IL-17A浓度呈正相关，进一步

证明了Th17细胞参与了EAT小鼠甲状腺的免疫损伤

和甲状腺炎的发生和发展。因此，PI3K/AKT/mTOR

信号通路可能通过影响Th17细胞的分化和功能参

与AIT的发生和发展。
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综上所述，本研究初步证实了PI3K/AKT/mTOR

信号通路可能通过调控Th17细胞分化，促进EAT小

鼠IL-17A表达，参与其甲状腺组织自身免疫损伤。目

前，LY294002因其水溶性差、不良反应较大的缺点

尚未纳入临床用药开发中，但是本研究阐明了PI3K/

AKT/mTOR信号通路参与AIT发病的机制，为靶向治

疗AIT提供了新的思路。
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