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摘要 目的 研究桥本甲状腺炎( HT) 对孕鼠额叶谷氨酸

( Glu) 浓度的影响及 Glu 转运体的变化。方法 适应性饲养

50 只 NOD 雌性小鼠 1 周后，随机分为正常对照组( CON 组)

20 只 、桥本甲状腺炎组( HT 组) 30 只，将猪甲状腺球蛋白

( pTg) 于 HT 组小鼠尾根部皮下注射制备 HT 小鼠模型。造

模成功后，各组雌鼠与健康 NOD 雄鼠合笼使其受孕。通过

ELISA 测定血清促甲状腺激素( TSH) 水平; 电化学发光免疫

分析法测定血清甲状腺过氧化物酶抗体( TPOAb) 、甲状腺球

蛋白抗体( TgAb) 水平和血清甲状腺激素三碘甲状腺原氨酸

( T3) 、甲状腺素( T4 ) 水平; ELISA 法检测孕鼠额叶 Glu 浓

度; Western blot 法检测额叶中囊泡谷氨酸转运体( VGLUT) 1

和兴奋性谷氨酸转运体 ( EAAT) 2 的蛋白表达水平。ＲT-
qPCＲ 观察孕鼠额叶 VGLUT 1、EAAT 2 mＲNA 的表达水平。

结果 ① HT 组孕鼠血清甲状腺抗体水平( TPOAb 、TgAb)

较 CON 组升高( P ＜ 0. 05 ) ，2 组血清 T3、T4、TSH 差异无统

计学意义; ② ELISA 法显示: 与 CON 组比较，HT 组额叶中

Glu 含量升高( P ＜ 0. 05) ;③ Western blot 法: HT 组 VGLUT 1

蛋白表达较 CON 组降低( P ＜ 0. 05 ) ，2 组 EAAT 2 的蛋白表

达水平差异无统计学意义; ④ ＲT-qPCＲ 法显示: HT 组额叶

VGLUT 1 mＲNA 表 达 相 比 CON 组 降 低 ( P ＜ 0. 05 ) ，2 组

EAAT 2 mＲNA 表达水平差异无统计学意义。结论 HT 可

导致孕鼠额叶 Glu 含量增高，Glu 转运体 VGLUT 1 蛋白表达

下降，提示 HT 可导致 Glu 代谢紊乱。
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桥本甲状腺炎( hashimoto’s thyroiditis，HT) 是

常见的自身免疫性甲状腺疾病，发病率 0． 3% ～
10%，女性高发。其特征为甲状腺内淋巴细胞浸润，

部分甲状腺滤泡破坏以及血清自身抗体甲状腺球蛋

白抗体( thyroglobulin antibody，TgAb ) 、甲状腺过氧

化物酶抗体( thyroid peroxidase antibody，TPOAb) 的

增加［1］。相关研究［2］表明，妊娠期女性血清抗 TPO-
Ab 水平与情绪障碍有着明显关系。有文献［3］指出

情绪障碍与谷氨酸能系统功能障碍有关。谷氨酸

( glutamic acid，Glu) 具有广泛的神经调节作用，是

中枢神经系统中主要的兴奋性神经递质［4］。高浓

度的 Glu 产生的神经毒性可导致神经元死亡，Glu
在神经元细胞外维持低浓度主要依赖于 Glu 转运体

的调节［5］。课题组前期研究［6］显示，HT 可导致小

鼠额叶 Glu 含量增加，额叶是影响情绪行为的关键

大脑区域。现试图探讨小鼠在妊娠状态下，HT 对额

叶 Glu 水平的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 6 周龄健康 NOD 雌性小鼠 50 只、
NOD 雄鼠 10 只，购自北京华阜康生物科技有限公

司，体质量 20 ～ 23 g，标准饲养条件饲养于安徽医科

大学动物实验中心，温度 21 ～ 23 ℃，湿度 ( 55 ±
5) %，实验过程遵循《安徽医科大学实验动物管理

和使用指南》。
1． 2 主要试剂及仪器 猪甲状腺球蛋白( porcine-
thyroglobulin，pTg) 、完全弗氏佐剂( complete Freund'
s adjuvant，CFA) 、不完全弗氏佐剂( incomplete Fre-
und's adjuvant，IFA) ( 美国 Sigma 公司) ; 三碘甲状

腺原氨酸( triiodothyronine，T3 ) 试剂盒、四碘甲状腺

原氨酸 ( tetraiodothyronine，T4) 试剂盒、甲状腺球蛋

白抗体( thyroglobulin antibody，TgAb ) 、甲状腺过氧

化物酶抗体( thyroid peroxidase antibody，TPOAb) ( 德

国 Ｒoche 公司) ; 促甲状腺激素( thyroid stimulating-
hormone，TSH ) ELISA 试 剂 盒 ( 武 汉 云 克 隆、
CEA463Mu) ; Glu ELISA 试剂盒( 武汉华美公司) ;

兔单克隆抗体囊泡谷氨酸转运蛋白( vesicular gluta-
mate transporter，VGLUT) 1、兴奋性谷氨酸转运蛋白

( excitatory glutamate transporter，EAAT) 2 及内参一

抗 GAPDH( 美国 Abcam 公司) ; 辣根过氧化物酶标

记山羊抗兔 IgG 抗体( 美国 Millipore 公司) ; 超敏显
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影液( 美国 Thermo 公司) ; 化学发光成像仪 ( 上海

Tanon 公司) ; 高速台式冷冻离心机( 安徽嘉文仪器

装备有限公司) ; 低速迷你离心机( 海门市其林贝尔

仪器制备有限公司) ; 普通 PCＲ 仪( 杭州晶格科学仪

器公司) ; 微量移液器( 德国 Eppendorf 公司) ; 微板

孔迷你离心机( 杭州奥盛仪器有限公司) ; 逆转录试

剂盒、荧光定量 PCＲ 仪 ( 美国 Thermo Scientific 公

司) ; 形态学图像分析系统( Image-ProPlus 6. 0，美国

Media Cybernetics 公司) 。
1． 3 制备动物模型 适应性喂养 50 只 NOD 雌性

小鼠 1 周后，随机分成 2 组，即 CON 组( 20 只) 和

HT 组( 30 只) 。在 100 μl 生理盐水中溶入 25 μg
pTg ，分别在一次性注射器中吸入等量 CFA 与 pTg
溶液，接通三通管，冰浴条件下研磨至完全乳化。随

后固定小鼠，在 HT 组小鼠尾根部 1 cm 处用一次性

注射器皮下注射乳状剂 0. 1 ml。在 CON 组注射等

量不含 pTg 的 CFA 乳化剂。14 d 后将 CFA 替换成

IFA，与 pTg 制备成乳化剂，同样操作方法在每只 HT
组小鼠尾根部 1 cm 处皮下注射 0. 1 ml 乳化剂。在

CON 组注射等量不含 pTg 的 IFA 乳化剂。造模周

期 49 d。造模成功后，将各组雌鼠与健康 NOD 雄鼠

2: 1 合笼建立妊娠模型。实验经安徽医科大学伦理

委员会审核批准。
1． 4 方法

1． 4． 1 妊娠小鼠模型制备 将造模成功的雌鼠与

健康雄鼠随机分组合笼，雌雄比 2 ∶ 1，每日 19: 30 －
20: 00 合笼，次日 7: 00 － 7: 30 观察雌鼠阴道口是否

有阴栓，若有阴栓判断为已交配，取出另笼饲养，记

为受孕 0. 5 d。
1． 4． 2 血清甲状腺激素水平测定 取 2 组孕鼠各

15 只经水合氯醛麻醉后眼眶静脉取血 1 ml，4 ℃冰

箱静置 4 ～ 6 h，4 000 r /min 离心 15 min，分离血清

并于 4 ℃ 冰箱保存。ELISA 法检验血清 TSH 水平，

电化学发光免疫分析法检验血清 T3、T4、TPOAb、
TgAb 水平。
1． 4． 3 标本制备 妊娠 4. 5 d 小鼠取血后立即断

头处死，冰上迅速分离脑组织，取额叶置于 － 80 ℃
冰箱保存。2 组各分离 6 只小鼠甲状腺，4% 多聚甲

醛中固定分离的甲状腺，置于摇床上 24 h 后，石蜡

包埋，连续切成 5 μm 厚薄片。
1． 4． 4 HE 染色 将甲状腺切片脱蜡、复水，苏木

精染色后水洗，盐酸乙醇分色、蓝化，伊红染色后水

洗，再经脱水、透明后烘干封片。光学显微镜下拍摄

图片。
1． 4． 5 ELISA 法检测谷氨酸水平 2 组各取 6 只

左脑额叶组织加入 300 μl PBS ( pH 7. 4) 冰上匀浆，

4 ℃、3 000 r /min 离心 20 min，收集上清液。按 Glu
的 ELISA 试剂盒说明操作: 配置标准品与洗涤液;

将 50 μl 标准品加入酶标包被板的标准孔中; 样品

孔加入样品稀释液 40 μl 后加入样品 10 μl( 最终稀

释度为 5 倍) ; 每孔加入酶标试剂 100 μl; 空白孔不

加入酶标试剂及样品; 封板膜封板后 37 ℃温育 1 h;

弃去液体，洗涤液重复洗涤各孔 5 次; 每孔相继加入

显色剂 A、显色剂 B 各 50 μl，轻轻震荡混匀后 37 ℃
避光显色 15 min; 各孔加终止液 50 μl，终止反应; 以

空白孔调零，酶标仪 450 nm 波长测量各孔的吸光度

( optical density，OD) 值; 对照标准曲线换算出样品

的 Glu 浓度。
1． 4． 6 Western blot 法检测 VGLUT1、EAAT2 蛋白

表达水平 2 组孕鼠各取 3 只右脑额叶，按 100 ∶ 1
混匀组织裂解液和蛋白酶抑制剂后，加右脑额叶并

冰上匀浆，4 ℃、15 000 r /min 离心 15 min ，取上清

液再次 4 ℃、15 000 r /min 离心 15 min，取上清液按

BCA 试剂盒方法测定蛋白浓度; 使用 2 × 上样缓冲

液稀释定量，100 ℃、10 min 蛋白变性，分装 － 20 ℃
保存; 制胶，每组取蛋白样本 20 μg 进行 SDS-PAGE
电泳分离后转至 PVDF 膜上; 丽春红染色，三蒸水洗

涤 3 次 7 min; 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，三蒸水洗涤 3
次 7 min; 加入不同一抗( VGLUT 1 1 ∶ 1 000，EAAT
2 1 ∶ 1 000，GAPDH 1 ∶ 4 000) 4 ℃条件下摇床孵育

过夜。PBST 洗膜 3 次，每次 10 min，PBS 洗膜 10
min; 加入 HPＲ 相应二抗 ( VGLUT 1 /EAAT 2 1 ∶
80 000，2 h; GAPDH 1 ∶ 150 000) 室温孵育 40 min;

PBST 洗膜 3 次，每次 10 min，PBS 洗膜 10 min; 滴加

超敏显影液后置于化学发光成像仪中拍摄蛋白条

带; Image proplus 图像分析软件进行灰度值分析，计

算目的蛋白与内参对照 GAPDH 的灰度值比值。
1． 4． 7 ＲT-qPCＲ 法检测 VGLUT1、EAAT2 mＲNA 水

平 2 组各取 8 只额叶组织 60 mg，剪碎研磨，加入 1
ml TＲIzol 匀浆，加 0. 2 ml 氯仿，振荡 15 s，室温孵育

5 min 后离心，加 0. 5 ml 预冷异丙醇，混匀，冰上孵

育 30 min 后离心弃上清液，加 1 ml 预冷 75% 乙醇

后离心 弃 上 清 液，室 温 干 燥 ＲNA 沉 淀，加 50 μl
DEPC 水，－ 80 ℃ 保存; 在 0. 2 ml EP 管中，加入总
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ＲNA ( 质量为 1 μg ) 、10 μmol /L Oligo ( dT ) 1 μl、
DEPC 水补足至 11 μl 后混匀，进行离心、加热、冰

浴; 上述 EP 管中加入 5 × Ｒeaction Buffer 4. 0 μl、10
mmol /L dNTP Mix 2 μl、ＲibolockTM Ｒnase inhibitor 1
μl、ＲevertAidTM M － MuLV Ｒeverse Transcniptase 1
μl; 42 ℃、60 min，70 ℃、5 min; 取出上述反应液，即

为 cDNA，－ 80 ℃ 保存备用。取出 cDNA 作为荧光

定量的模板，反应体系: 2 × SYBＲ Green mixture 5
μl; Forward primer ( 10 μmol /L) 1 μl; Ｒeverse primer
( 10 μmol /L) 1 μl; cDNA 1 μl; 不含 ＲNase 的纯水 2
μl; 反应条件: 95 ℃ 变性 2 min; 95 ℃退火 5 s; 60 ℃
延伸 10 s，3 个步骤进行 40 个循环; 进行目的基因

扩增。荧光定量结果用 2 － ΔΔCt进行分析。各基因引

物序列见表 1。

表 1 ＲT-qPCＲ 引物序列

基因 序列长度( bp) 上游引物( 5'-3') 下游引物( 5'-3')
β-actin 120 AGTGTGACGTTGACATCCGT TGCTAGGAGCCAGAGCAGTA
EAAT2 119 CAATGTGGTGGGCGATTCTT ACTGCGTCTTGGTCATTTCG
VGLUT1 148 GTCGCTACATCATCGCCATC TTGAACTGGGCTTTCTGCAC

1． 5 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 软件进行统计

分析，实验数据以 珋x ± s 表示，两组间比较采用成组 t
检验; P ＜ 0. 05 表示差异具有统计学意义 。

2 结果

2． 1 孕鼠血清甲状腺激素及抗体水平 两组 T3、
T4、TSH 水平差异无统计学意义，HT 组 TgAb、TPO-
Ab 水平较 CON 组升高( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

表 2 各组孕鼠 T3、T4、TSH、TgAb、TPOAb 水平( n = 15，珋x ± s)

项目 CON 组 HT 组 t 值

FT3( nmol /L) 6． 058 ± 0． 833 6． 270 ± 0． 923 － 0． 764
FT4( nmol /L) 32． 463 ± 5． 618 32． 433 ± 4． 084 0． 020
TSH ( pg /ml) 268． 444 ± 34． 053 272． 053 ± 38． 250 － 0． 315
TgAb ( IU /ml) 12． 745 ± 1． 464 155． 392 ± 35． 784* － 17． 813
TPOAb ( IU /ml) 22． 917 ± 6． 811 44． 132 ± 14． 333* － 5． 978

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 两组孕鼠甲状腺 HE 染色情况对比 与 CON
组相比，HT 组孕鼠甲状腺内可见部分甲状腺滤泡破

坏及大量淋巴细胞浸润。见图 1。
2． 3 两组孕鼠额叶谷氨酸含量比较 ELISA 法检

测结果显示，CON 组孕鼠额叶 Glu 浓度水平低于

HT 组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 1 孕鼠甲状腺组织 HE 染色 × 200

A: CON 组; B: HT 组

图 2 两组孕鼠额叶 Glu 水平的表达

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 两组孕鼠额叶 VGLUT1、EAAT2 蛋白表达水

平情况 HT 组 孕 鼠 额 叶 组 织 中 谷 氨 酸 转 运 体

VGLUT 1 蛋白表达较 CON 组孕鼠降低( P ＜ 0. 05) ，

差异有统计学意义; 与 CON 组相比，HT 组额叶组

织中谷氨酸转运体 EAAT 2 的蛋白表达差异无统计

学意义。见图 3。

图 3 HT 对孕鼠额叶 VGLUT 1、EAAT 2 蛋白水平表达的影响

A: VGLUT 1 和 EAAT 2 在孕鼠额叶中的蛋白表达的情况; B: 两

组 VGLUT 1 蛋白表达; C: 两组 EAAT 2 蛋白表达; 与 CON 组比较:
* P ＜ 0. 05

2． 5 两组孕鼠额叶 VGLUT1、EAAT2 mＲNA 表达
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情况 与 CON 组相比，HT 组额叶组织中 VGLUT 1
mＲNA 表达降低( P ＜ 0. 05 ) ，差异有统计学意义; 而

两组额叶中 EAAT 2 mＲNA 表达差异无统计学意

义。见表 3。

表 3 两组孕鼠 VGLUT 1、EAAT 2 mＲNA 表达水平( n = 8，珋x ± s)

项目 CON 组 HT 组 t 值

VGLUT1 1． 041 ± 0． 291 0． 534 ± 0． 212* 4． 224
EAAT2 1． 008 ± 0． 145 0． 873 ± 0． 215 1． 552

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

本研究通过将 pTg 结合弗氏完全佐剂和弗氏不

完全佐剂注射于 NOD 小鼠尾根部建立 HT 动物实

验模型［7］，结 果 显 示 HT 组 小 鼠 仅 表 现 TgAb 和

TPOAb 升高，甲状腺 HE 染色结果见大量淋巴细胞

浸润及部分甲状腺滤泡破坏，提示 HT 造模成功。
HT 造模成功后，将健康 NOD 雄鼠与 2 组小鼠合笼，

选取妊娠小鼠。
课题组前期对 HT 小鼠进行研究［6］，显示 HT 小

鼠额叶 Glu 较 CON 组升高; 本实验通过对孕鼠的研

究，显示 HT 组孕鼠额叶 Glu 含量高于 CON 组; 有文

献报道［8 － 9］对多发性硬化症患者的研究，发现血清

Glu 含量及脑脊液 Glu 水平升高，多发生情绪障碍。
Kashanian et al［2］的研究显示在甲状腺功能正常的

孕妇 中，妊 娠 早 期 血 清 抗 TPOAb 阳 性 比 血 清 抗

TPOAb 阴性的孕妇焦虑与抑郁增加更明显。这提

示了 HT 可能是导致孕妇情绪改变的一个关键因

素，推测其机制可能与脑内 Glu 水平相关。有报

道［10］进一步表明 HT 可能导致大脑失衡，其机制可

能是抗 TPOAb 水平与 T 淋巴细胞的细胞因子相关。
T 淋巴细胞产生的细胞因子包括肿瘤坏死因子 α 和

干扰素 γ 显著增加，这些炎性因子可能通过改变其

自身的合成，释放和再摄取影响神经递质 Glu 的水

平。
Glu 转运体能摄取转运 Glu，保护神经元免受谷

氨酸能过度信号传递产生的兴奋性毒性，其表达降

低，可造成 Glu 堆积在突触间隙［5］。Glu 转运体分

为 VGLUTs 与 EAATs。研究［11］显示，突触间隙中的

Glu 浓度由介导 Glu 胞吐释放的 VGLUTs 和增加

Glu 再摄取的 EAATs 调节。VGLUTs 能特异性地将

神经元胞质内的 Glu 转运至突触囊泡内，其主要分

布于囊泡膜上，有 3 种亚型( VGLUT 1-3 ) ，VGLUT 1

最重要［5，12］。EAATs 有 5 种亚型( EAAT 1 － 5 ) ，其

中 EAAT 2 主要表达于神经元及神经胶质细胞膜

上，以高亲和力运输 Glu，负责将 Glu 从突触间隙中

清除，维 持 低 水 平 的 细 胞 外 Glu［5，13］。本 研 究 中

Western blot 法表示，HT 组额叶中 VGLUT 1 蛋白表

达水 平 较 CON 组 降 低。ＲT-qPCＲ 结 果 显 示，与

CON 组相比，HT 组 VGLUT 1 的 mＲNA 表达降低。
2 种方法中 EAAT 2 的蛋白表达水平与 mＲNA 表达

虽有下调趋势，但差异无统计学意义。有研究［12，14］

发现，模 拟 严 重 抑 郁 症 行 为 模 型 中，小 鼠 前 脑

VGLUT 1 水平的降低，能引起 Glu 水平的增加。自

身免疫性脑脊髓炎大鼠脊髓 Glu 摄取上调伴随着

EAAT 2 蛋白水平降低。本研究实验结果显示 HT
妊娠小鼠额叶内 VGLUT 1 表达水平降低，可能不能

有效的将神经细胞产生和在摄取的 Glu 储存于突触

囊泡内，导致神经细胞外 Glu 的堆积。
综上所述，HT 可导致孕鼠额叶 Glu 含量升高，

Glu 转运体 VGLUT 1 蛋白表达下降。该结果提示

HT 可导致 Glu 代谢紊乱，为妊娠 HT 患者的情绪障

碍提供一定的理论依据。
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Effect of Hashimoto's thyroiditis on glutamate and its
transporter in frontal lobe of pregnant rats

Liu Tiantian，Yang Hao，Xia Qin，et al
( Dept of Elderly Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of Hashimoto's thyroiditis ( HT) on the concentration of glutamate
( Glu) in the frontal lobe of pregnant rats and the changes of glutamate transporters． Methods After adaptively
feeding for a week，50 NOD female micewere randomly divided into normal control group ( CON group，20 mice)

and Hashimoto thyroiditis group ( HT group，30 mice) ． HT mouse model was prepared by subcutaneous injection of
porcine thyroglobulin in the tail root of HT group． After successful modeling，female mice in each group were caged
with healthy NOD males to get pregnant． Serum thyroid stimulating hormone ( TSH) levels were determined by
ELISA． The levels of serum thyroid peroxidase antibody ( TPOAb) ，thyroglobulin antibody ( TgAb) and serum thy-
roid hormone triiodothyronine ( T3) and thyroxine ( T4) were determined by electrochemiluminescence immunoas-
say． The concentration of Glu in the frontal lobe of pregnant rats was detected by ELISA． Western blot assay was
used to detect protein expression levels of vesicular glutamate transporter VGLUT 1 and excitatory glutamate trans-
porter EAAT 2 in frontal lobe． ＲT-qPCＲ was used to observe the expression of VGLUT1 and EAAT2 mＲNA in the
frontal lobe of pregnant rats． Ｒesults ① Serum thyroid antibody levels ( TPOAb，TgAb) in HT group were higher
than those in CON group ( P ＜ 0. 05) ． There was no significant difference in serum T3，T4 and TSH between the
two groups; ② The ELISA showed that the glutamate content in the frontal lobe of the HT group was higher than
that in the CON group ( P ＜ 0. 05) ; ③ Western blot method showed that the expression of VGLUT 1 protein in HT
group was lower than that in CON group ( P ＜ 0. 05) ，and the protein expression level of EAAT 2 in the two groups
was not statistically significant; ④ ＲT-qPCＲ showed that the mＲNA expression of VGLUT 1 in the frontal lobe of
HT group was lower than that in CON group ( P ＜ 0. 05) ． There was no significant difference in the expression level
of EAAT 2 mＲNA between the two groups． Conclusion HT can increase the content of Glu in the frontal lobe of
pregnant mice，and decrease the expression of the glutamate transporter VGLUT 1 protein，suggesting that HT can
cause glutamate metabolism disorders．
Key words Hashimoto's thyroiditis; frontal lobe; glutamic acid; glutamate transporter; pregnancy
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