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"摘要#
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目的
!

通过观察甲状腺素对重型颅脑损伤大鼠神经细胞凋亡'血清神经元特异性烯醇化酶"

F8?

$'白细胞介素

"

:=

$

.)

的影响及血清
Ì'

'

Ì0

的改变!探讨甲状腺素对重型颅脑损伤脑组织的保护作用%方法
!

(%

只
84

大鼠分为对照组
!

模

型组
!

左甲状腺素钠片低剂量组'左甲状腺素钠片中剂量组'左甲状腺素钠片高剂量组
6

组!每组各
$/

只!参照
K̀K,K

S

d+

自由落

体打击造模法复制动物模型#于伤后
)2

灌胃%灌胃后
10

'

-1

'

$)/2

分别通过
IaF?=

法'

?=:8>

法及放射免疫法检测神经细胞

凋亡'血清
F8?

'

:=.)

及血清
Ì'

'

Ì0

水平%结果
!

"

$

$重型颅脑损伤大鼠受伤后血清
Ì'

'

Ì0

水平低于正常水平!

Ì0

在
$)/

2

降到最低!甲状腺素可使
Ì'

'

Ì0

水平升高%"

1

$重型颅脑损伤大鼠受伤后出现明显的神经细胞凋亡!这种凋亡持续至
$)/2

%

中剂量及高剂量甲状腺素在
102

即可以改善神经细胞凋亡!低剂量甲状腺素在
$)/2

才可以改善神经细胞凋亡%"

'

$重型颅脑损

伤大鼠血清
F8?

'

:=.)

于伤后明显升高!一直持续到
$)/2

%中剂量及高剂量甲状腺素在
-12

即可以降低血清
F8?

'

:=.)

水平%

结论
!

外源性甲状腺素对重型颅脑损伤大鼠脑组织具有保护作用%
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I2

S

D"@#,KR"CM!#,RDKO+KL2KMKTKM+"Q̀ I'O,! Ì0&
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甲状腺激素是胎儿)新生儿脑部发育的必需且关键的激

素%在胚胎时期#甲状腺激素能促进神经元增殖)分化)突触和

突起的形成#以及胶质细胞生长与髓鞘形成#并能诱导神经生

长因子及某些酶的合成#还能促进神经元骨架的发育等%如果

胎儿或新生儿甲状腺功能低下#会导致以智力迟钝和身材矮小

为表现的呆小病%而甲状腺激素升高可引起中枢神经系统的兴

奋性升高'

$

(

*据此推测#甲状腺素对颅脑损伤神经组织的修复

和保护可能有促进作用*然而#目前有关甲状腺素对重型颅脑

损伤脑组织修复和保护影响的报道还很少见*为此笔者通过

神经细胞凋亡)血清神经元特异性烯醇化酶$

F8?

&)白细胞介

素$

:=

&

.)

等指标#观察甲状腺素对重型颅脑损伤脑组织的保护

作用*

@

!

材料与方法

@&@

!

材料与试剂
!

8<̀

级雄性
84

大鼠
(%

只#体质量$

1'%e

1%

&

U

#购于广西医科大学实验动物中心#许可证号!

83h\

$桂&

1%$0.%%%1

*左甲状腺素钠片购于广西医科大学第一附属医院

西药房$德国生产#进口药品注册证号!

91%$0%%61

&%

IaF?=

$

8#LCRKMM!KOL2!KLKRL#",P#L

#

B

"!

&试剂盒购于
5"R2K

公司%大

鼠
F8?

检测用武汉华美公司的
?=:8>

试剂盒#编号!

38A.

?%-()'D

%大鼠
:=.)

用欣博盛生物科技有限公司的
?=:8>

试

--00

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'1

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$0)%)/-

&%广西壮族自治区卫生厅中医药科技专项$

Zf=3$0.1(

&*

!

作者简介$董菲菲

$

$((%̂

&#硕士#主要从事中西医结合脑病研究*

!

#

!

通信作者#
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剂盒检测#编号!

?53%%'

%

Ì'

)

Ì0

在广西医科大学第一附属

医院核医学科实验室完成*

@&A

!

仪器与设备
!

改良的
K̀K,K

S

d+

自由落体打击装置%

7CM.

L#+PO, 3̀

酶标仪$塞默飞世尔仪器有限公司生产&%高速冷冻

离心机$英国生产#型号!英泰
I4=67

&%正置荧光相差显微成

像镜$型号!

Ah6'X4<-'XRKMM+K,+

&*

@&B

!

方法

@&B&@

!

动物分组及给药
!

84

大鼠分成对照组)模型组)左甲

状腺素钠片低剂量组)左甲状腺素钠片中剂量组)左甲状腺素

钠片高剂量组
6

组#每组各
$/

只*给药组在造模后
)2

予左甲

状腺素钠片灌胃#低)中)高剂量分别为每只大鼠
%&)6

)

$&%%

)

$&60

%

U

"

$%%

U

#剂量计算方法依据徐淑云药理实验方法学公

式计算'中剂量
k

$人的用量
N

换算系数
%&%$/N'&$)

倍&"

1

#

低剂量是中剂量的
%&)6

倍#中剂量是高剂量的
%&)6

倍(#对照

组与模型组分别在伤后
)2

以等量生理盐水灌胃#每组每天灌

$

次#接连
-!

*

@&B&A

!

重型颅脑损伤模型制备
!

参照
K̀K,K

S

d+

自由落体打

击造模法'

1

(

*将大鼠称重后#用浓度为
$%_

的水合氯醛$

%&'6

EM

"

$%%

U

&经腹腔注射麻醉#剪除大鼠头部毛发并消毒#在矢状

正中处切开头皮并将骨膜剥离#露出左侧顶骨#在中线旁左侧

1&6EE

#冠状缝后
$&6EE

处#用迷你电钻钻
$

个小洞#并扩大

至直径约为
6&%EE

的骨窗#保证硬脑膜的完整性%用一直径

约
0&6EE

#厚度约
'&6EE

的圆形钢板垫放至硬膜外#将
6%

U

击锤至
1%RE

高处呈自由落体沿套管落下#打击于圆形垫#导

致大鼠顶叶局部性脑挫裂伤#打击完后#用骨蜡封闭骨窗#再缝

合头皮*受伤动物醒后#放回原笼喂养#如出现死亡大鼠#则随

机用替补动物补上#保证每组每时间段有
)

只大鼠*造模后

)2

后参照文献'

'

(对每只大鼠行神经功能缺损评分#其评分标

准参照-现代药理实验方法学.

'

0

(

#采用
$%

分制)单盲法进行评

分#

&

1

分表示造模成功#

$

1

分则剔除*

@&B&B

!

标本采集
!

各组分别在造模后
10

)

-1

)

$)/2'

个时间

段取材#每个时间段每组随机取
)

只大鼠*$

$

&于心脏采血
0

E=

#

0c

#

11%%D

"

E#,

离心
$6E#,

#取上清液#置
^/%c

冰箱

待测
F8?

)

:=.)

)

Ì'

及
Ì0

*$

1

&经升主动脉灌注
16%E=

的

%&(_

氯化钠注射液#直至右心房流出清亮液为止#再予
16%

E=0_

多聚甲醛液灌注#断头取脑#并快速将脑浸入
0_

多聚

甲醛液中#固定
102

后修成
0EE

方块#常规乙醇脱水#石蜡包

埋#待测神经细胞凋亡*

@&B&C

!

Ì'

)

Ì0

检测
!

用放射免疫法进行检测#在广西医科

大学第一附属医院核医学科实验室完成*

@&B&D

!

神经细胞凋亡检测
!

以
IaF?=

原位法检测损伤区凋

亡细胞#严格按试剂盒说明步骤进行检测*脑组织蜡块行
'

%

E

切片#切片
)6c

预热#脱蜡$二甲苯与乙醇各洗
0

次&#水

洗#加蛋白酶
\

于
'-c

孵
'%E#,

#

<A8

洗
$

次#于避光条件下

加
IaF?=

混合液
'-c

温育
$2

后在显微镜下观察#每组
)

只大鼠分别选同一冠状层的切片#在高倍镜下观察#细胞核中

出现棕黄色的为阳性细胞#在
/

个高倍视野中计数
IaF?=

阳

性标记细胞#阳性率
k

阳性细胞数"$阳性细胞数
X

阴性细胞

数&

N$%%_

*

@&B&E

!

血清
F8?

检测
!

采用
?=:8>

法检测#严格按照试剂

盒说明书步骤进行检测*加样并于
'-c

温育#加生物素标记

抗体工作液于
'-c

反应温育#洗板后加入辣根过氧化物酶标

记亲和素工作液于
'-c

反应#温育洗板#加底物溶液于
'-c

避光显色#加终止溶液终止反应#酶标仪
06%,E

波长依序测量

各孔的浓度值*

@&B&M

!

血清
:=.)

检测
!

采用
?=:8>

法检测#严格按照试剂

盒说明书步骤进行检测*加样并于
')c

孵育#洗板#加生物素

化抗体工作液于
')c

孵育#洗板#加酶结合物工作液于
')c

孵育#洗板#加显色底物于
')c

避光孵育#加终止溶液终止反

应#酶标仪
06%,E

波长按顺序测量各孔的浓度值*

@&C

!

统计学处理
!

应用
8<88$-&%

统计软件处理*计量资料

用
Ge>

表示#多组间的比较采取单因素方差分析$

b,K.JO

S

.

>Fb;>

&*假如方差不齐#则采取秩和检验#行秩次转换后的

方差分析*检验水准
!

k%&%6

#以
!

$

%&%6

为差异有统计学

意义*

A

!

结
!!

果

A&@

!

血清
Ì'

)

Ì0

水平
!

模型组
Ì'

)

Ì0

在
10

)

-1

)

$)/2

明显低于对照组#各用药组明显高于模型组#差异有统计学意

义$

!

$

%&%6

&*模型组
Ì0

在
102

及
-12

时间段与
$)/2

时

间段比较有明显差异*模型组
Ì'

的各个时间段比较#差异

无统计学意义$

!

'

%&%6

&#见表
$

)表
1

*

表
$

!!

各组血清
Ì'

水平比较&

B

E"M

%

=

)

Ge>

)

'k)

'

组别
102 -12 $)/2

对照组
/&$/e$&11

O

/&$-e$&$1

O

/&$/e$&'$

O

模型组
0&/%e$&16 0&(0e$&)% '&/6e%&66

左甲状腺素钠片低剂量组
-&)%e%&('

O

-&('e$&01

O

6&/(e$&1%

O

左甲状腺素钠片中剂量组
(&%-e%&($

O

$$&$6e'&1/

O

)&(6e%&(/

O

左甲状腺素钠片高剂量组
(&-6e$&01

O

$%&%'e$&0-

O

/&1%e$&%'

O

. $0&-$/ (&'60 $0&10)

! %&%%% %&%%% %&%%%

!!

O

!

!

$

%&%$

#与模型组比较

表
1

!!

各组血清
Ì0

水平比较&

B

E"M

%

=

)

Ge>

)

'k)

'

组别
102 -12 $)/2

对照组
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#与同组
$)/2

时间段比较

A&A

!

脑组织
IaF?=

细胞凋亡率
!

模型组及各用药组与对照

组比较#神经细胞凋亡率明显升高#差异具有统计学意义$

!

$

%&%6

&*各用药组与模型组在
10

)

-1

)

$)/2'

个时间段比较#左

甲状腺素钠片中剂量组及左甲状腺素钠片高剂量组都明显低

于模型组*在
$)/2

时间段#左甲状腺素钠片低剂量组与模型

组)左甲状腺素钠片中剂量组与左甲状腺素钠片高剂量组比较

有差异*左甲状腺素钠片中剂量组及左甲状腺素钠片高剂量

组在
102

时间段与
-1

)

$)/2

两个时间段比较有差异*模型组

各时间段比较#差异无统计学意义$
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$

*

/-00

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'1

期



表
'

!!

各组脑组织
IaF?=

细胞凋亡率比较

!!!

&

_

)

Ge>

)

'k)

'

组别
102 -12 $)/2

对照组
(&00e1&/)

O

$%&%6e'&$1

O

$%&16e1&(%

O

模型组
-0&-6e$%&$' )/&66e$$&0) )/&1'e6&0)

左甲状腺素钠片低剂量组
)-&%)e$%&-) 6/&-1e(&(6 6/&'0e'&%%

R

左甲状腺素钠片中剂量组
6/&6%e6&)%

O

0'&('e$'&0%

OG

00&)%e$$&$1

OG

左甲状腺素钠片高剂量组
6/&6'e/&-1

O

'6&/6e(&1%

OG

')&0(e/&1(

OG!

. ()&'6- 0$&('0 -)&1'1

! %&%%% %&%%% %&%%%

!!

O

!

!

$

%&%$

#与模型组比较%

G

!

!

$

%&%6

#与同组
102

比较%

R

!

!

$

%&%$

#与同时间段模型组比较%
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#与同时间左甲状腺素钠片

中剂量组比较
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A

!模型组%
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!左甲状腺素钠片低)中)高剂量组

图
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各组大鼠脑损伤后
-12

损伤处周围额皮质

细胞凋亡情况&

N1%%

'

A&B

!

血清
F8?

水平
!

模型组与对照组比较#

F8?

水平明显

升高#差异有统计学意义$

!

$

%&%6

&*各用药组在
-1

)

$)/2

两

个时间段与模型组比较#左甲状腺素钠片中剂量组及左甲状腺

素钠片高剂量组
F8?

水平明显低于模型组*各用药组在
102

时间段与模型组比较#差异无统计学意义%模型组各时间段比

较#差异无统计学意义$
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A&C
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血清
:=.)

水平
!

模型组与对照组比较#血清
:=.)

水平明

显升高*各用药组在
-1

)

$)/2

两个时间段与模型组比较#左

甲状腺素钠片中剂量组及左甲状腺素钠片高剂量组
:=.)

水平

明显低于模型组$

!

$

%&%6

&*各用药组在
102

时间段与模型

组比较#差异无统计学意义%模型组各时间段比较#差异无统计

学意义$
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论
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甲状腺素是神经系统分化)增殖)生长发育必不可少的激

素*受此启发#作者在研究重型颅脑损伤神经组织修复的可能

影响因素时#考虑到了甲状腺素的有利作用*为此本研究选择

神经细胞凋亡)炎症介质)脑细胞特异酶等方面观察外源性甲

状腺素对重型颅脑损伤大鼠神经组织的保护的影响*实验发

现补充外源性甲状腺素对重型颅脑损伤大鼠的神经组织可能

有保护作用*

首先#甲状腺素可以改善重型颅脑损伤后的神经细胞

凋亡*重型颅脑损伤造成的脑细胞损害除了脑细胞死亡外#还

存在脑细胞凋亡'

6

(

*同时有研究表示#神经细胞凋亡还参与了

脑损伤后继发性损害的病理生理过程'

).-

(

*并且有研究表明#

脑组织凋亡细胞数与颅内压)脑组织含水量在不同时期呈正相

关#在总体的变化过程中也有正相关性'

/

(

*脑损伤后存在神经

细胞凋亡#已基本成为共识#但凋亡的程度在伤后的不同时间

段会有所差别*

本实验在
84

大鼠上也观察到重型颅脑损伤大鼠受伤后

脑细胞即出现明显的细胞凋亡#凋亡程度在
$

周内没有多大改

变*当用甲状腺素干预后#中剂量及高剂量在用药后
102

即

可以明显改善重型颅脑损伤大鼠神经细胞凋亡#而低剂量在

$)/2

后才能使神经细胞凋亡得到改善*

3DC

B

#

等'

(

(在实验中

亦发现用
I'

对创伤性颅脑损伤小鼠进行干预治疗#

I'

可以

改善其神经行为功能#减少神经细胞凋亡#同时降低水肿以及

挫伤体积*这些研究结果提示甲状腺素可以减少颅脑损伤后

神经细胞的凋亡#对脑组织有保护作用*

其次#甲状腺素能够降低重型颅脑损伤血清中脑细胞特异

酶
F8?

浓度*

F8?

大部分存在于神经元)神经内分泌细胞

中#脑组织损伤后#

F8?

被损伤的神经元释放#进入脑脊液及

体循环%脑损伤患者的神经细胞受到损害并发生瓦解#血脑屏

障遭到破坏#其通透性增加#

F8?

释放入体液中使外周血清中

的
F8?

水平升高#血液中
F8?

水平升高意味着神经细胞受

损#且与损伤程度呈正相关'

$%

(

*

8ROD,O

等'

$$

(指出#脑脊液)血

液中
F8?

水平的高低反映了脑神经元损伤部位的大小#以及

损伤的严重程度#脑组织受损越严重#

F8?

释放到血和脑脊液
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就越多*本研究观察到重型颅脑损伤大鼠受伤后外周血
F8?

浓度即明显升高#一直持续至
$)/2

*用不同剂量甲状腺素对

重型颅脑损伤大鼠进行干预后#中高剂量甲状腺素在用药后

-12

即开始有对抗血清
F8?

升高的作用*说明甲状腺素对颅

脑损伤的脑组织有保护作用*

第三#甲状腺素能够减少重型颅脑损伤血清炎症介质
:=.)

的释放*急性颅脑损伤后都会出现炎症反应过程*其机制为

脑组织缺血)缺氧以及细胞炎症因子释放#细胞因子炎症反应

导致脑细胞水肿)血脑屏障破坏)神经细胞死亡等#从而加重了

脑水肿)脑组织缺氧#使得中枢神经系统进一步受损#

:=.)

作

为主要的炎症细胞因子在颅脑损伤后出现的炎症反应过程发

挥重要作用'

$1

(

*虽然
:=.)

在一定情况下对中枢神经系统有

营养支持作用#影响着神经细胞的生长与分化#刺激神经元的

炎症细胞因子增生#能促进神经组织的修复#是机体免疫防护

的重要介质'

$'

(

*然而另一方面#颅脑损伤后在
:=.)

等促炎细

胞因子趋化作用下发生的继发炎症反应#会进一步加剧神经系

统脑水肿而加重神经元损害*已有报道血清中
:=.)

水平的变

化与急性的脑损伤程度呈正相关'

$0

(

*本研究观察到重型颅脑

损伤大鼠受伤后外周血血清
:=.)

明显升高#一直持续到

$)/2

*用不同剂量甲状腺素对重型颅脑损伤进行干预后#中

剂量及高剂量甲状腺素在
-12

有抑制血清
:=.)

升高的作用*

说明甲状腺素可以改善颅脑损伤后继发的炎症反应#从而保护

脑组织*

甲状腺素对颅脑损伤大鼠脑组织的保护作用#其机制不是

很清楚*考虑可能与以下几方面因素有关*一方面#颅脑损伤

导致下丘脑功能障碍#引起血清甲状腺素水平下降*补充甲状

腺素可以提高血清甲状腺素浓度#使甲状腺素浓度维持在脑组

织代谢所需要的一定水平*

7OMKP

B

"CD

等'

$6

(研究表明#重型颅

脑损伤患者会出现下丘脑
.

垂体
.

轴功能障碍#导致血清
I'

)

I0

水平降低#血清
I'

水平的降低与患者颅脑损伤的严重程

度具有正相关性#而血清
I0

水平的降低影响患者的死亡率#

并且呈正相关*本实验在
84

大鼠身上也观察到#颅脑损伤大

鼠血清中
Ì'

)

Ì0

在不同时间段均明显下降*补充左甲状

腺素钠后#可以对抗血清
Ì'

)

Ì0

浓度的下降#并有不同程

度的升高*另一方面#补充甲状腺素可以通过释放神经营养因

子等途径直接保护损伤的脑组织*有研究观察到外源性
I'

可以显著提高颅脑损伤小鼠脑源性和胶质细胞源性神经营养

因子$

A4F̀

和
Z4F̀

&

'

(

(

*

="+#

等'

$)

(发现
I'

能够对抗非基

因组机制谷氨酸的毒性以保护大鼠海马神经元*
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