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低水平母源性
2341%(

暴露对子鼠甲状腺激素

及甲状腺激素脱碘酶的影响"

王程强!李胜联!欧超燕!施文祥!宋家乐#

"桂林医学院公共卫生学院!广西桂林
50$%%$

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨孕哺期低剂量十溴联苯醚"

2341%(

#暴露对子代小鼠甲状腺激素及甲状腺激素代谢酶碘化甲状腺氨酸

脱碘酶
!

"
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#的影响$方法
!

将
)0

只成年
678

级昆明雌鼠分为
0

组!受孕成功后分别经口灌胃给予
%

"对照组#%

5%

"低剂量组#%

$%%

"中剂量组#%

'%%

"高剂量组#

"

9

&

:

9

;$

&

!

;$

2341%(

染毒处理!染毒持续至母鼠分娩后第
1$

天$各组随机抽取
$%

只子鼠取

外周血和大脑组织!测定外周血甲状腺激素水平%大脑氧化损伤情况及大脑
31<=>?

表达量$结果
!

与对照组比较!不同
234.

1%(

剂量组的子鼠血清中总甲状腺素"

@@0

#%总三碘甲腺原氨酸"

@@'

#%游离四碘甲腺原氨酸"

8@0

#和游离三碘甲腺原氨酸

"

8@'

#水平出现不同程度的升高"

!

$

%&%5

#'脑组织中抗氧化酶谷胱甘肽
6.

转移酶"

A6@

#%超氧化物歧化酶"

6B3

#活性随着

2341%(

剂量增高而降低"

!

$

%&%5

#!丙二醛"

C3?

#随着
2341%(

剂量增高而升高"

!

$

%&%5

#'中%高剂量组脑组织中
31<=>?

相对表达量较对照组下降"

!

$

%&%5

#$结论
!

低水平母源性
2341%(

暴露可导致子代小鼠甲状腺激素水平的上升进而引起大脑

氧化损伤和
31

基因表达的下降$
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随着阻燃剂多溴联苯醚$

7234+

%的广泛使用#在人类*鱼

类等多种生物体内及大气*水底沉积物*土壤和室内灰尘等外

界环境中不断有
2341%(

检出#同时其浓度也在不断升高&

$.'

'

+

作为
7234+

暴露的主要来源#环境和生物体中的
2341%(

在

光降解*微生物降解及生物代谢等条件下可以转化为毒性更大

的
234.0-

*

234.((

等低溴联苯醚&

0.)

'

+溴系阻燃剂因为其生

物毒性正在被逐渐禁止使用#但含溴系阻燃剂的产品在使用*

拆解和回收过程中的仍将有
7234+

的释放和接触#未来几十

年内
2341%(

和其他
7234+

的暴露还将持续+大量研究证

明#低浓度的
7234+

$

234.0-

#

234.((

%可以通过干扰甲状腺

激素的转运或降低靶组织反应能力造成甲状腺激素水平异常

进而引起神经发育障碍等异常反应&

-./

'

+目前#关于
2341%(

对甲状腺功能损害的研究十分有限+人群流行病学资料提示

7234+

的敏感人群主要为孕妇*婴幼儿+而也有研究表明#母

亲孕期暴露
7234+

与出生儿童的神经发育和智力障碍存在高

度相关性&

(

'

+碘化甲状腺氨酸脱碘酶$

#"!"GI

N

O",#,F!F#"!#,H+.

F+

#

3X

%是一组含硒整合膜蛋白#能够调节组织细胞内甲状腺激

素的生物活性#大脑皮层的
@'

主要是由星型胶质细胞质中的

@0

在碘化甲状腺氨酸脱碘酶
!

$

31

%催化下生成#研究

2341%(

暴露下
31

的活性有助于进一步揭示
2341%(

引起神

经发育障碍的机制+因此#本实验通过对孕母鼠进行
2341%(

染毒#观察
2341%(

对子鼠甲状腺激素的干扰+

B

!

材料与方法

B&B

!

动物分组及处理
!

成年昆明雌鼠
)0

只$购于桂林医学院

实验动物中心#合格证号
6VDU

桂
1%$'.%%%$

%#体质量
$/

#

1%

9

#适应性饲养
$

周#按雌雄比例
'Y$

合笼交配#以雌鼠阴道分

$0%5

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
')

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$5)%5'%

%)

1%$)

年广西壮族自治区大学生科技创新项目$

1%$)$%)%$%/5
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!

作者简介$王程强

$
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%#讲师#硕士#主要从事地方医学*公共卫生研究+

!

#通信作者#

4.<H#L

!

+",

9*

#HLF

$9

L<K&F!T&K,

+



表
$

!!

A?73Z

%

31

基因引物的基本信息

基因名称 引物方向 序列$

5[.'[

% 扩增效率$

\

% 扩增片段$

P

R

%

A?73Z

正向
@@AV@A@@A??A@VAV?AA?A $%1 $$%

反向
@A@A@VVA@VA@AA?@V@A?

31

正向
V?VA@AAVA@@AV@@V@A $%) $$1

反向
V?V@AA??@@AAA?AV?@V@@V

表
1

!!

各组子鼠甲状腺激素水平比较&

2]<

'

组别
$ @@0

$

,<"L

"

W

%

8@0

$

R

<"L

"

W

%

@@'

$

,<"L

"

W

%

8@'

$

R

<"L

"

W

%

对照组
$% 0%&1']-&50 1$&%$]$&%( %&(-]%&1% 0&)$]$&1)

低剂量组
$% 51&'0]1&'1

H

10&05]0&-5

H

$&%(]%&%-

H

5&)(]%&/%

H

中剂量组
$% 5)&/%]'&-1

HP

1(&%)]'&51

HP

$&10]%&%(

HP

)&%(]%&/1

HP

高剂量组
$% )%&'/]0&(1

HPK

'%&(/]1&)0

HPK

$&'(]%&1%

HPK

)&5$]%&5(

HPK

!!

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较)

P

!

!

$

%&%5

#与低剂量组比较)

K

!

!

$

%&%5

#与中剂量组比较

泌物涂片中观察到活动的精子#作为交配成功的标志+将受孕

成功的雌鼠分为对照组*低剂量组*中剂量组和高剂量组+将

2341%(

$纯度
$%%\

#美国
6#

9

<H

公司%溶于玉米油#分别给予

%

*

5%

*

$%%

*

'%%

"

9

(

:

9

;$

(

!

;$剂量
2341%(

灌胃处理$对照组

母鼠灌胃与中剂量组等量花生油%至母鼠分娩的第
1$

天+各

剂量组选取子鼠
$%

只$雌雄各半%#乙醚麻醉后心脏取血法取

子鼠外周血#离心后取上清液#放射免疫分析法检测血清中总

四碘甲腺原氨酸$

@@0

%*总三碘甲腺原氨酸$

@@'

%*游离四碘

甲腺原氨酸$

8@0

%和游离三碘甲腺原氨酸$

8@'

%水平+无菌

环境下采集子鼠脑组织后将其速冻于液氮中#

;/% ^

保存

待用+

B&C

!

子鼠海马组织氧化应激指标的检测
!

取
%&5

9

脑组织#

解冻后用预冷的
0^

生理盐水稀释
$%

倍#冰上研磨制备匀浆#

'%%%O

"

<#,

离心
$5<#,

#取超滤离心后的上清液备检#按照谷

胱甘肽
.6.

转移酶$

A6@

%*丙二醛$

C3?

%*超氧化物歧化酶

$

6B3

%测试盒$南京建成生物工程研究所%说明书比色法检测

A6@

*

C3?

和
6B3

的水平+

B&D

!

大脑
31<=>?

表达检测
!

取冻存大脑#液氮研磨后用

@=XQ"L

$北京全式金生物技术有限公司%提取总
=>?

#采用紫

外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳对提取
=>?

进行定性定量

验证)取
1

"

9

总
=>?

反转录反应合成
K3>?

#反转录条件!

'-

^$5<#,

)

/5^5+

)

0^

保存)按照
@H:HOH6_2=7OF<#S4S

@H

`

@C定量试剂盒说明书#按顺序在
7V=

管中加入
Z

1

B-&1

"

W

*引物$

$%

"

<"L

"

W

%各
%&0

"

W

*模板
1&%

"

W

*

=BD=FJFOF,KF

3

N

F%&0

"

W

*

6_2=7OF<#S4S@H

`

$%&%

"

W

#混匀离心后在

@H:HOH@IFO<HLV

N

KLFO3#KF@7/%%7V=

仪上反应检测#反应

程序如下!预变性
(5^'%+

)

(5^5+

#

)%^'%+

#

0%

个循环)

(5^$5+

#

)%^'%+

#

(5^$5+

+内参
A?73Z

和
31

基因引

物序列见表
$

+使用
@7/%%E0&%$

软件对结果进行分析#以

A?73Z

的表达量对结果进行标准化+

B&E

!

统计学处理
!

采用
6766$/&%

软件进行数据处理+计量

资料采用
2]<

描述#多组数据采用单因素方差分析#进一步两

两比较采用
W63

法#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

C

!

结
!!

果

C&B

!

各组子鼠甲状腺激素水平比较
!

母源性
2341%(

暴露

1$!

后子鼠血清中
@@0

*

@@'

*

8@0

*

8@'

水平出现不同程度的

升高+其中#高*中*低剂量组中
@@0

*

@@'

*

8@0

*

8@'

水平与

对照组相比差异均有统计学意义$

!

$

%&%5

%+随着剂量的增

高#子鼠甲状腺激素水平增高#见表
1

+

C&C

!

各组子鼠大脑氧化应激指标比较
!

母源性
2341%(

暴露

后各剂量组子代小鼠大脑组织中抗氧化酶
A6@

*

6B3

活性随

着剂量增高而降低#均低于对照组$

!

$

%&%5

%+而氧化应激损

伤标志物
C3?

的水平随着剂量增高上升显著$

!

$

%&%5

%#均

高于对照组$

!

$

%&%5

%#见表
'

+

表
'

!!

各组子鼠大脑氧化应激指标比较&

2]<

'

组别
$

A6@

$

$%

'

a

"

9

%

6B3

$

$%

'

a

"

9

%

C3?

$

<<"L

"

9

%

对照组
$% 01)&'(]1$&5) )1&)0]$%&5% 5&(5]'&1%

低剂量组
$% '00&%%])(&11

H

50&)-]$$&5%

H

$1&0-]0&5'

H

中剂量组
$% 1(-&/(])0&5$

HP

00&05](&)1

HP

$/&5/]0&1%

HP

高剂量组
$% 10/&5']51&(5

HPK

1/&/(](&'-

HPK

15&5-]5&5-

HPK

!!

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较)

P

!

!

$

%&%5

#与低剂量组比较)

K

!

!

$

%&%5

#与中剂量组比较

C&D

!

各组子鼠大脑
31

基因表达比较
!

母源性
2341%(

暴露

后中*高剂量组子代小鼠大脑组织
31<=>?

相对表达量与对

照组和低剂量组相比下降$

!

$

%&%5

%#见图
$

+

!!

H

!

!

$

%&%5

#与对照组比较)

P

!

!

$

%&%5

#与低剂量组比较)

K

!

!

$

%&%5

#与中剂量组比较

图
$

!!

各组子鼠大脑
31

基因表达比较

D

!

讨
!!

论

!!

目前对于环境中
7234+

的暴露对生物体甲状腺激素水平

的影响存在争议+如有研究发现我国莱州湾生产源区人体血

清中较高水平的
7234+

暴露与甲状腺激素水平显著相关+较

高暴露水平的
2341/

和
2340-

可以造成人体内
@'

水平升

高#而
2341/

*

234$5'

*

234$/'

则与
8@'

水平之间均具有显

10%5

重庆医学
1%$-

年
$1
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著的正相关&

$%

'

+而本次研究结果也发现孕期低剂量
2341%(

暴露会造成小鼠子代甲状腺激素
@'

*

8@'

水平的升高+同样#

7234+

暴露也会引起鱼类中
@0

和反
@'

$

O@'

%水平的升

高&

$$

'

+但一些学者也得出不同的结论#即孕期
2341%(

暴露

导致雄性子鼠
@'

水平下降&

$1

'

#在人群研究中发现成年男性体

内
2340-

和甲状腺激素水平呈负相关&

$'

'

+而
bTLH,!FO

等&

$0

'

和
2L""<

等&

$5

'的研究则认为甲状腺激素水平和
7234+

及其

同系物水平并没有相关性+因此#笔者认为出现上述不一致的

原因较为复杂#可能与不同的环境暴露条件及不同种属不同个

体对
7234+

的代谢差异有关+

在 本 研 究 中#实 验 用 的 低*中 剂 量 $

5%

*

$%%

"

9

(

:

9

;$

(

!

;$

%的
2341%(

远低于迄今为止大多数啮齿类动

物实验剂量#而更贴近于
7234+

在人群中实际的环境暴露剂

量#更容易反映出其低水平环境的暴露特点&

$).$-

'

+而高计量

$

'%%

"

9

(

:

9

;$

(

!

;$

%则主要反映食物中被环境污染后的

2341%(

蓄积剂量&

$).$-

'

+而本研究也发现#低剂量的
2341%(

会造成子代小鼠甲状腺激素水平的降低+而低剂量
2341%(

通过母体代谢后#可能生产多种不同类别的代谢产物#如脱溴

代谢产物*甲氧基代谢产物及羟基代谢产物等&

$/

'

+而这一类

低剂量代谢产物可能对子鼠产生低剂量兴奋效应#引起机体出

现亚临床甲状腺功能亢进症状+

许多研究表明#较高的甲状腺激素水平在介导自由基所引

发的氧化损伤中起关键作用+甲状腺激素异常升高会导致机

体基础代谢增加#而线粒体呼吸链功能紊乱则会造成大量自由

基的产生+一旦自由基的生成量超出自身抗氧化系统的清除

能力#就会引起生物体内有机大分子变异#进而造成细胞和组

织器官的氧化损伤&

$(.1%

'

#本实验发现孕期低剂量
2341%(

暴露

会造成子代小鼠脑组织中抗氧化酶
A6@

和
6B3

活性随着剂

量增高而降低#而氧化应激损伤标志物
C3?

的水平对随着剂

量增高而显著上升+作为机体代谢最高的器官#大脑富含脂

质#但其自身的抗氧化能力较弱#对自由基产生非常敏感#极易

发生氧化损伤而引起自身的功能障碍+这为
7234+

导致生物

体神经发育障碍的机制研究提供了新的方向+

本研究发现#孕期低水平的
2341%(

暴露导致子鼠甲状腺

激素增高#引起机体出现亚临床甲状腺功能亢进症状+甲状腺

功能亢进除了高代谢综合征外还有精神和神经症状&

1$

'

+

31

是甲状腺激素的重要代谢酶#主要分布在脑组织中+

31

的活

性变化与机体甲状腺激素的水平关系密切+而本实验采用实

时荧光定量
7V=

技术检测孕期低剂量
2341%(

子鼠大脑
31

<=>?

表达水平时发现#各组剂量小鼠大脑
31<=>?

表达

量与对照组小鼠相比出现下降#这提示甲状腺激素水平异常升

高对大脑
31

基因表达水平起一定的抑制作用+国外学者也

得到了相似的结论#高水平甲状腺激素抑制中枢神经系统
31

表达#甲状腺激素降低时
31<=>?

表达增高&

11

'

+

31

能导致

血液中的
@0

脱碘转化成
@'

#适量的
@'

在大脑发育及生理功

能中起着关键的作用+甲状腺功能亢进时高水平的甲状腺激

素可导致
31<=>?

表达减少进而减少脱碘酶的生成#使脑中

@'

生成减少#这有助于了解
2341%(

暴露导致神经发育障碍

的发生机制#但其具体的发生机制还有待于进一步研究+
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D

!

讨
!!

论

!!

肝缺血再灌注损伤造成的肝功能异常显著增加肝移植术

患者*肝切除术患者及肝创伤患者的病死率&

$.1

#

5

'

+防止缺血

再灌注损伤是防止肝脏术后肝功能异常#改善患者生存率的重

要策略+肝细胞线粒体形态*功能损伤是肝缺血再灌注损伤的

主要超微病理特征&

).-

'

+近来研究发现
7AV.$

%

是热源性的转

录共激活因子#通过调节线粒体的形态和呼吸功能而参与细胞

能量代谢#

7AV.$

%

的表达缺失将导致生理刺激产生的
?@7

减

少&

/.(

'

+因此探讨
7AV.$

%

在缺血再灌注损伤中的作用#对于

开发防治缺血再灌注损伤策略具有重要意义+

本研究发现#肝缺血再灌注后#肝脏
7AV.$

%

表达明显降

低#而肝脏活性氧水平显著升高#

?@7

产生减少#提示
7AV.$

%

表达与缺血再灌注后肝细胞线粒体功能障碍显著相关+有研

究表明#肝缺血再灌注后#

7AV.$

%

低表达可造成肝细胞活性氧

水平显著增加#而活性氧对线粒体的能量代谢呼吸链具有显著

损伤*破坏及毒性作用#进而导致线粒体肿胀#

?@7

能量产生

障碍#最终使得肝细胞死亡&

'

'

+肝细胞死亡使得肝酶释放入

血#进而造成
?W@

等活性增加#提示肝功能损害+因此#

7AV.

$

%

的表达与肝细胞线粒体损伤和肝功能损害呈负相关+而转

染含清蛋白启动子的
7AV.$

%

慢病毒过表达载体#可使
7AV.

$

%

在清蛋白启动子调控下在缺血再灌注后的肝脏特异性表

达+当
7AV.$

%

表达逆转后#肝脏
?@7

的产生明显增加#活性

氧水平显著下降#

?V@

活性降低#提示
7AV.$

%

的表达对于肝

缺血再灌注损伤具有显著保护作用+

本研究提示
7AV.$

%

可能是肝缺血再灌注损伤的重要调

节因子+罗格列酮作为过氧化物酶体增殖物受体
&

激动剂#可

促进
7AV.$

%

表达而减轻肝缺血再灌注损伤+因此#研发新的

7AV.$

%

表达诱导剂#有助于更有效防治缺血再灌注损伤+同

时研究发现#

7AV.$

%

对线粒体形态功能的保护调节作用#依赖

于下游线粒体融合蛋白
CJ,1

的表达#

7AV.$

%

通过调节
CJ,1

表达减轻线粒体形态功能损伤&

'

'

#因此#研发
7AV.$

%

"

CJ,1

通

路激活剂#可能是防治肝缺血再灌注损伤的又一新策略+
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