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甲状腺功能亢进对大鼠肝脾铁含量及血红素加氧酶
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表达的影响"
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"摘要#
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目的
!

通过检测甲状腺功能亢进"简称甲亢$时大鼠肝&脾组织铁含量和血红素加氧酶
$

"

2=.$

$的表达!探讨甲亢

对大鼠机体铁代谢的影响%方法
!

将
$/

只雌性
W5

大鼠分为甲亢
0

周组&甲亢
/

周组和对照组!每组
)

只%甲亢组灌胃给药优甲

乐!对照组灌胃生理盐水%造模结束分别取各组大鼠肝&脾脏!用二氨基联苯胺增强的
U:M@T+

铁染色法检测肝&脾组织铁含量!用

逆转录
U3D

技术检测大鼠肝&脾组织
2=.$;Dd6

的表达#利用
O:+H:M,R@"H

和免疫组织化学染色法对大鼠肝&脾脏
2=.$

表达

进行分析%结果
!

甲亢模型
0

周&

/

周组大鼠的肝&脾组织铁染色均明显强于对照组!且甲亢
/

周组强于甲亢
0

组"

@

$

%&%$

$#甲

亢
0

周&

/

周组大鼠的肝&脾脏的
2=.$;Dd6

&蛋白表达均高于对照组!且甲亢
/

周组明显高于
0

周组!差异具有统计学意义
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$%结论
!

甲亢可引起肝&脾组织铁含量增加!

2=.$

表达增强%

"关键词#

!

甲状腺素#血红素加氧酶
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#肝#甲状腺功能亢进#脾脏#铁含量
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甲状腺功能亢进$后简称甲亢&是甲状腺激素分泌增多导

致的一种常见内分泌疾病)临床上#甲亢患者易发生贫血'

$.1

(

)

研究资料显示缺铁*铁利用障碍与甲亢性贫血的发生有关'

'

(

)

肝*脾脏是机体最主要的储铁器官#而且是衰老红细胞内铁再

循环利用的主要场所#而血红素加氧酶
$

$

?:;:"K

LP

:,<+:$

#

2=.$

&作为血红素铁再利用的限速酶#在肝脾铁稳态调节中发

挥着非常重要的作用'

0.C

(

)然而#目前甲亢对肝脾铁代谢及

2=.$

影响相关的研究鲜见报道)因此#本实验通过检测甲亢

模型大鼠肝脾铁含量及
2=.$

的表达#进一步探讨甲亢对肝脾

铁代谢的影响#现报道如下)
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材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

实验药物
!

优甲乐片即左旋甲状腺素钠购自德国默克

公司$批号!

$)(/$/

&)

@&@&A

!

实验动物
!

WUX

级健康雌性
W5

大鼠
$/

只#由南华大

学实验动物中心提供#体质量$

1%%_$%

&

P

#在室温
$/

$

1C]

#

C%B

$

-%B

相对湿度条件饲养)

@&@&B

!

实验试剂及仪器
!

4M#Z"@

*逆转录
U3D

$

D4.U3D

&试剂

盒购自碧云天生物公司%辣根酶标记羊抗兔免疫球蛋白
9

$

V

P

9

&*羊抗小鼠
V

P

9

*兔抗大鼠
2=.$

抗体*羊抗兔链霉亲和

素
.

生物素复合物$

+HM:

N

H<F#!#,.R#"H#,J";

N

@:K

#

W6>3

&检测试

剂盒均购自武汉博士德生物公司%

"

.<JH#,

抗体购自
6RJ<;

公

司%内参甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶$

96U52

&和
2=.$

引物购于上

海生物工程公司%

U3D

仪购自美国
>#".D<!

公司)

)($'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期

"

基金项目!

1%$'

年湖南省教育厅科学研究优秀青年项目$

$'>$C-

&)

!

作者简介!彭丁晋$

$(/$Y

&#讲师#硕士#主要从事甲状腺功能亢进

对机体铁代谢的影响方面研究)
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!

通讯作者#
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方法
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!

实验甲亢模型分组*造模及取材
!

$/

只雌性
W5

大鼠

分为甲亢
0

周组*甲亢
/

周组和对照组#每组
)

只)参照张彬

等'

)

(的方法造模!研磨优甲乐片#用生理盐水混悬#灌胃给药

$

)%

%

P

"

$%%

P

#

$

次"天&%对照组灌服生理盐水)两个甲亢组大

鼠分别于第
0

周和第
/

周末处死#对照组于实验末处死)取大

鼠肝脾组织#部分石蜡包埋切片$

0

%

;

厚&#其余新鲜肝脾组织

经提取总
Dd6

#行
D4.U3D

实验%经提取总蛋白#行
O:+H:M,

R@"H

实验)

@&A&A

!

二氨基联苯胺$

56>

&增强的
U:M@T+

铁染色
!

肝*脾组

织切片脱蜡复水#置于现配的
CB

氯化氢$

23@

&

.CB

亚铁氰化

钾
$k$

混合液中
'%;#,

%磷酸盐缓冲液$

U>W

&冲洗后#

'B

2

1

=

1

去除内源性过氧化物酶%

56>

显色#苏木素复染细胞核

以利于镜下观察#封片镜检)同行做阴性对照染色#除了不加

23@.

亚铁氰化钾混合液外#其余步骤相同)组织铁阳性染色

呈棕黄色颗粒状)

@&A&B

!

D4.U3D

检测
!

用
4M#Z"@

提取肝*脾组织总
Dd6

)以

96U52

为内参#采用
D4.U3D

两步法检测大鼠
2=.$;Dd6

的表达#大鼠
2=.$

上游引物序列为
CT.369663336943

464933.'T

#下游序列为
CT.93439996699496666.

'T

#扩增长度
'%)R

N

%大鼠
96U52

上游序列为
CT.433343

66964494369366.'T

#下游序列为
CT.696433636

63996463644.'T

#扩增长度
'%/R

N

)

U3D

反应条件!第

$

步
(C]0;#,

#

$

个循环%第
1

步
(0]'%+

#

C/]'%+

$

C%

]I"M96U52

&#

-1]'%+

#共
'%

个循环%第
'

步
-1]

延伸

$%;#,

)扩增产物经
$&%B

琼脂糖凝胶电泳约
$?

$电压
$C%

^

&#经
U?"H"+?"

N

软件测定条带亮度值#将扩增目标产物与内

参相比进行相对定量)

@&A&C

!

O:+H:M,R@"H

检测
!

用
O:+H:M,R@"H

检测大鼠肝*脾脏

2=.$

的表达情况)大鼠新鲜肝*脾组织经匀浆裂解后#

0]

$1%%%M

"

;#,

离心
C;#,

#取上清液#采用蛋白质定量试剂盒

$

>36

&测定实验样品蛋白浓度)取含有
'%

%

P

蛋白量的上样

体积进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

W5W.U698

&电泳

分离#将胶上蛋白转移至聚偏二氟乙烯$

Û 5X

&膜)

CB

牛血

清清蛋白$

>W6

&封闭
1?

#加入兔抗大鼠
2=.$

抗体$

$k$%%

&#

0]

过夜孵育后#辣根过氧化物酶标记羊抗兔
V

P

9

$

$k$%%%

&

'-]

孵育
1?

#最后滴加超敏电化学发光$

83A

&发光液孵育#

f

胶片曝光#每步反应期间用磷酸盐缓冲液$

U>W4

&充分洗涤
'

次#每次
C;#,

)以
"

.<JH#,

为内参#一抗为小鼠抗大鼠
"

.<JH#,

抗体$

$k$%%%

&#二抗为辣根酶标记的羊抗小鼠
V

P

9

$

$k

$%%%

&)曝光胶片分别分析条带灰度值#以
2=.$

及
"

.<JH#,

灰

度值之比进行相对定量)

@&A&D

!

免疫组织化学染色
!

采用免疫组织化学
W6>3

法对

肝*脾
2=.$

进行定位)一抗为兔抗大鼠
2=.$

抗体$

$k

$%%

&#操作严格按照
W6>3

检测试剂盒说明书进行#阴性对照

用
U>W

代替一抗)结果判断!

2=.$

定位于细胞质内#染色呈

棕黄色部位)

@&B

!

统计学处理
!

采用
WUWW11&%

统计软件包进行分析)计

量资料用
/_B

表示#组间比较用
6d=̂ 6

方差分析较#检验

水准
!

%̀&%C

#以
@

$

%&%C

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

甲亢对大鼠肝*脾铁含量的影响
!

经
56>

增强的
U:M@T+

染色法#组织铁镜下呈棕黄色染色#分布于细胞质和$或&细胞

间质)对照组大鼠肝细胞和肝巨噬细胞铁染色明显#在中央静

脉周围染色更甚$图
$6

&#而门管区染色较浅)对照组脾组织

铁染色颗粒主要位于红髓#白髓无明显铁染色颗粒$图
$5

&)

而甲亢
0

周组和
/

周组大鼠肝*脾组织铁染色均明显强于对照

组#且甲亢
/

周组肝*脾组织铁染色强于甲亢
0

周组#见图

$>

*

3

*

8

*

X

)

!!

6

!对照组肝脏%

>

!甲亢
0

周组肝脏%

3

!甲亢
/

周组肝脏%

5

!对照组脾脏%

8

!甲亢
0

周组脾脏%

X

!甲亢
/

周组脾脏)棕黄色染色为铁染色颗粒)

图
$

!!

大鼠肝脏和脾脏
56>

增强的
U:M@T+

铁染色$

a$%%

%
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重庆医学
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年
/
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卷第
1'

期
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!

甲亢对肝*脾
2=.$;Dd6

表达的影响
!

D4.U3D

显示#

大鼠肝*脾组织均表达
2=.$;Dd6

)甲亢
0

周组和
/

周组

肝*脾组织的
2=.$;Dd6

表达均高于对照组#且甲亢
/

周组

肝*脾组织的
2=.$;Dd6

表达又明显高于甲亢
0

周组#差异

具有统计学意义$

@

$

%&%$

&#见图
1

$

'

)

!!

"

!

@

$

%&%$

#与对照组比较%

+

!

@

$

%&%$

#与甲亢
0

周组比较)

图
1

!!

D4.U3D

检测肝脏
2=.$;Dd6

的表达

!!

"

!

@

$

%&%$

#与对照组比较%

+

!

@

$

%&%$

#与甲亢
0

周组比较)

图
'

!!

D4.U3D

检测脾脏
2=.$;Dd6

的表达

A&B

!

甲亢对肝*脾
2=.$

蛋白表达的影响
!

经
O:+H:M,R@"H

结果显示#大鼠肝*脾组织均表达
2=.$

蛋白)甲亢
0

周组和
/

周组肝*脾组织
2=.$

蛋白表达均高于对照组#且甲亢
/

周组

明显高于甲亢
0

周组#差异具有统计学意义$

@

$

%&%$

&#见图

0

$

C

)免疫组织化学染色结果显示#对照组大鼠肝组织
2=.$

蛋白主要定位于肝巨噬细胞#肝细胞无明显染色#脾组织
2=.

$

蛋白主要定位红髓#白髓无明显染色)甲亢
0

周组和
/

周组

肝*脾组织
2=.$

染色均强于对照组#且甲亢
/

周组明显强于

甲亢
0

周组#见图
)

)

!!

"

!

@

$

%&%$

#与对照组比较%

+

!

@

$

%&%$

#与甲亢
0

周组比较)

图
0

!!

O:+H:M,>@"H

检测肝脏
2=.$

蛋白的表达

!!

"

!

@

$

%&%$

#与对照组比较%

+

!

@

$

%&%$

#与甲亢
0

周组比较)

图
C

!!

O:+H:M,>@"H

检测脾脏
2=.$

蛋白的表达

!!

6

!对照组肝脏%

>

!甲亢
0

周组肝脏%

3

!甲亢
/

周组肝脏%

5

!对照组脾脏%

8

!甲亢
0

周组脾脏%

X

!甲亢
/

周组脾脏)棕黄色染色为
2=.$

阳性染

色颗粒)

图
)

!!

大鼠肝脏和脾脏
2=.$

免疫组织化学染色$

a$%%

%

/($'

重庆医学
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年
/

月第
0C

卷第
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期



B

!

讨
!!

论

临床研究显示甲亢患者发生贫血的发病率国外约为
/B

$

C-B

#国内
$%

$

00B

#甲亢性贫血与机体铁代谢异常有关'

'

(

)

人体所需铁除了部分来源于食物#大部分则来源于衰老红细胞

中血红素铁的再循环)肝*脾不仅是机体最主要的储铁器官#

而且是衰老红细胞内铁再循环利用的主要场所#因此肝*脾在

机体铁稳态调节中处于重要的地位)本研究采用
56>

增强的

U:M@T+

铁染色检测了甲亢时肝*脾铁染色的变化'

-

(

)实验发现

大鼠肝组织铁主要位于肝细胞和肝巨噬细胞#在近中央静脉处

染色明显#而门管区染色较弱)脾组织铁染色颗粒主要位于红

髓)而甲亢模型大鼠的肝*脾组织铁染色均明显强于对照组#

且随时间延长逐渐增强#提示机体在甲亢时肝*脾组织铁储量

明显高于正常状态)

铁在机体发挥重要的作用#但过多的铁可诱导自由基的生

成#通过氧化应激反应损害组织器官'

/

(

)临床报道甲亢伴有肝

损害的并不少见'

(

(

#本实验发现的甲亢大鼠肝组织铁含量升高

可能参与了甲亢性肝损害)当胞内铁含量过多时#细胞一般通

过增加铁储存蛋白#即铁蛋白$

X:M#H#,

#

X,

&的表达来结合过多

的铁)有临床资料显示甲亢患者血清中
X,

水平升高#动物实

验也证实甲亢可引起肝组织
X,

表达升高'

$%

(

)可以这样认为#

甲亢引起了肝脾的铁含量升高#同时诱导肝脾
X,

表达结合过

多的铁#

X,

的升高对器官起保护作用#而过多的
X,

从细胞溢

出血液引起了血液中
X,

水平的升高)

甲亢大鼠肝*脾组织铁含量升高#提示甲亢时单核巨噬细

胞对衰老红细胞的破坏有可能高于正常生理状态#使得血红素

铁的再循环增加)脾脏巨噬细胞吞噬衰老的红细胞分解血红

蛋白释放出血红素#

2=

可催化血红素降解产生胆绿素*

3=

和

X:

1h

)另外#

$%B

$

1%B

的衰老红细胞也会在血管内发生破

裂#释放出的血红蛋白与结合珠蛋白结合#然后被运输到肝脏#

在肝细胞形成内吞小体#分解出血红素#血红素再经
2=

作用

释放出
X:

1h

'

$$

(

)

2=

是血红素分解代谢的限速酶#血红素铁

的再循环与肝脾
2=

的表达量有关)

哺乳动物体内存在
'

种形式的
2=

!

2=.$

*

2=.1

和
2=.

'

)在非应激状态#肝细胞主要表达
2=.1

#

2=.$

只在
cG

N

II:M

细胞中分布%在应激性伤害时#肝组织
2=

活性的主要成分是

2=.$

#不仅分布于
cG

N

II:M

细胞#也可表达在肝实质细胞和间

质细胞中'

$1

(

)在脾中
2=.$

的表达量是
2=.1

的
C

倍'

$'

(

)

2=.$

是诱导型
2=

#诸如重金属*血红素*缺氧*化学物质*细

胞因子等均可诱导
2=.$

的表达增加'

$0

(

)而目前认为只有糖

皮质激素能调节
2=.1

的表达#

2=.'

的表达量极少#其分解血

红素的活性亦最低)因此#本实验仅检测了甲亢模型大鼠肝*

脾组织
2=.$

的表达)

D4.U3D

和
O:+H:M,>@"H

结果显示#大鼠肝*脾组织均表

达
2=.$;Dd6

及蛋白)甲亢组
2=.$;Dd6

及蛋白各时间

点表达均高于对照组#且随时间延长逐渐升高)免疫组织化学

染色结果显示#对照组大鼠肝脏
2=.$

蛋白主要定位在肝巨噬

细胞#肝细胞无明显染色)而脾脏
2=.$

蛋白主要定位红髓#

白髓无明显染色)脾组织红髓含有大量的巨噬细胞#这也提示

脾脏中主要是巨噬细胞表达
2=.$

)本研究中甲亢模型鼠肝*

脾
2=.$

表达增强的结果提示肝脾对血红素的分解代谢活动

增强#使得衰老红细胞血红素铁再循环增强#这可能是甲亢肝*

脾铁储量增加的原因)

另外#资料显示
2=.$

也是机体内最易被诱导产生的抗氧

化酶类#缺血再灌注等多种损害因素均可诱导肝组织
2=.$

活

性增加'

$C

(

#而
2=.$

对由氧化应激损害引起的细胞损伤也具

有保护作用'

$)

(

)由于甲亢促进了机体新陈代谢#产热增加#耗

氧量增加#这可能引起器官氧自由基增加#氧化应激反应增强)

甲亢时肝*脾组织
2=.$

表达增加也可能是机体应对高氧化应

激反应的一种细胞保护反应)细胞中游离血红素是一种促氧

化剂#当血红素与分子氧反应时#可催化产生活性氧簇$

D=W

&#

而
2=.$

可催化血红素降解产生胆绿素*

3=

和
X:

1h

#避免对

细胞的损伤%铁离子亦能诱导
X,

的表达#结合催化氧自由基

形成所需要的游离铁#从而减轻氧自由基对组织细胞的损伤%

胆绿素和胆红素不仅具有抗氧化特性#二者还能通过其他途径

发挥细胞保护作用'

$-.$/

(

)

总之#本实验发现甲亢可引起肝*脾组织铁含量增加#

2=.

$

表达增强)增加的铁含量有可能是由于衰老红细胞血红素

铁再循环增加所致#而
2=.$

表达增强促进了血红素铁的释

放#增高的
2=.$

对肝*脾等重要脏器也可能具有保护作用)

虽然本实验未探讨甲亢时是否红细胞破坏增加#但有资料

显示甲亢时心肌收缩力增强#心率加快#血液循环加快)高速

血流可引起血管内红细胞破坏增加#加快红细胞衰老速度)另

外#甲亢时骨髓红细胞异常生成#幼红细胞数量偏高#但由于存

在某种铁利用障碍#而形成一定程度的无效红细胞生成)另

外#亦有观点认为血红蛋白具有甲状腺激素的结合位点#结合

甲状腺激素的多少可以反映血红蛋白的寿命#甲亢患者高含量

的甲状腺激素也必然导致红细胞的寿命缩短)同时动物实验

也发现甲亢大鼠红细胞的渗透脆性明显下降'

$(

(

)总之#这些

因素均有可能增加了肝脾内巨噬细胞对红细胞的过滤#加快血

红素铁在肝脾的再循环#促进肝脾铁储量的增加)因此#本研

究结果提示临床上治疗甲亢性贫血时#须慎用补铁疗法#以免

加重机体铁超载负担#增加肝脏等重要器官的氧化应激损伤)

然而#由于动物实验采用的甲亢造模方法与临床上甲亢患病的

机制有一定区别#本研究结果仍需在临床上进一步研究证实)
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*重庆医学+对临床研究论文医学伦理学要求

凡投本刊的临床研究论文$主体是以人为研究对象&#作者应说明其遵循的程序是否符合负责人体试验的委员会$单位

性的*地区性的或国家性的&所制订的伦理学标准#并提供$上传&该委员会的批准文件复印件及受试对象或其亲属的知情同

意书复印件)

*重庆医学+编辑部
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