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甲状腺激素对新生大鼠海马 11Β-羟基类固醇脱氢酶É 型表达的影响

郝如松, 孙　刚3 (第二军医大学基础医学部生理学教研室, 上海 200433)

[摘要 ]　目的: 探讨在大鼠脑的晚期发育过程中, 甲状腺激素对海马组织中糖皮质激素代谢酶 11Β2羟基类固醇脱氢酶É 型

(11Β2H SD 1)表达的影响及意义。方法: 将妊娠末期 SD 母鼠用丙基硫氧嘧啶 (PTU , 50 m göd)灌胃, 制造孕晚期甲状腺功能低

下的模型; 应用W estern 免疫印迹法, 检测实验性妊娠晚期甲状腺功能低下对新生大鼠海马组织 11Β2H SD 1 表达的影响; 应用

薄层层析法和W estern 免疫印迹法, 观察三碘甲腺原氨酸 (t riiodo thyron ine, T 3) 和人工合成的糖皮质激素 (D ex) 对体外培养

的新生大鼠海马神经元 11Β2H SD 1 活性和蛋白的影响。结果: 妊娠晚期甲状腺功能低下的母鼠分娩的新生鼠海马组织 11Β2
H SD 1 酶蛋白的表达量比对照组降低 41. 6%。T 3 (10- 9、10- 8、10- 7 mo löL )及D ex (10- 7 mo löL )分别上调原代培养的新生大鼠

海马神经元中 11Β2H SD 1 酶的活性达 29. 4%、45. 6%、60. 9%、39. 8% , 分别上调酶蛋白的表达量达 26. 0%、43. 2%、64. 9%、

41. 1% , 而且 T 3 与D ex 之间表现出显著的协同效应,D ex (10- 7 mo löL ) + T 3 (10- 7 mo löL )组上调该酶活性达 114. 1% , 上调该

酶蛋白质表达达 123. 3%。结论: T 3 可以单独或与糖皮质激素协同作用上调 11Β2H SD 1 酶的蛋白表达和活性, 从而进一步增

加海马组织局部有活性的糖皮质激素的水平, 这可能是甲状腺激素调节脑发育成熟的机制之一。
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Effects of thyro id horm one on expression of 11Β-hydroxystero id dehydrogena se type 1 in h ippocam pus of

newborn ra ts

HAO R u2Song, SUN Gang3 (D epartm en t of Physio logy, Co llege of BasicM edical Sciences, Second M ilitaryM edical U n iver2
sity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ] 　Objective: To observe the effect of thyro id ho rmones on 11Β2hydroxystero id dehydrogenase type 1 (11Β2

H SD 1) in new bo rn rats’ h ippocampus. M ethods: H ypo thyro id model w as induced w ith p ropylth iou racil (PTU , 50 m göd) in

SD rats in the last w eek of p regnancy and w as confirm ed by m easu ring the levels of thyro id ho rmones and thyro trop in (T SH )

in the new bo rn rats’ b lood. W estern b lo t w as used to determ ine the exp ression of 11Β2H SD 1 in h ippocampus in new bo rn rats.

Effects of triiodo thyron ine (T 3) and syn thet ic glucoco rt ico id dexam ethasone (D ex) on exp ression of 11Β2H SD 1 in p rim arily2
cu ltu red h ippocampus w ere studied w ith th in layer ch rom atography (TL C) and W estern b lo t. Results: T hyro id ho rmone lev2
els decreased and T SH level increased in the new bo rn rats’ b lood. T he exp ression of 11Β2H SD 1 decreased by 41. 6% in the

h ippocampus of new bo rn rats bo rn to the mo thers treated w ith PTU. T 3 (10- 9, 10- 8, 10- 7 mo löL ) and D ex (10- 7 mo löL ) up 2

regu lated the act ivity of 11Β2H SD 1 by 29. 4% , 45. 6% , 60. 9% and 39. 8% , respect ively. T 3 (10- 9, 10- 8, 10- 7 mo löL ) and D ex

(10- 7 mo löL ) increased the exp ression of 11Β2H SD 1 p ro tein by 26. 0% , 43. 2% , 64. 9% and 41. 1% , respect ively. Synergist ic

effect of T 3 and D EX w as observed in term s of regu lat ing 11Β2H SD 1: the exp ression of 11Β2H SD 1 increased by 123. 3% in the

h ippocampal neu rons expo sed to bo th D ex (10- 7 mo löL ) and T 3 (10- 7 mo löL ) and the act ivity increased by 114. 1%. Conclu2
sion: T hyro id ho rmone can up 2regu late the exp ression of 11Β2H SD 1 in the h ippocampus du ring b rain m atu rat ion either by itself

o r synergist ically w ith glucoco rt ico id, thereby enhancing the act ion of glucoco rt ico ids on the b rain.

[KEY WORD S]　thyro id ho rmone; glucoco rt ico ids; 11Β2hydroxystero id dehydrogenase type1; h ippocampus

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (10) : 106221065 ]

Ξ 　 糖皮质激素是促进神经系统发育和成熟的一

种重要激素, 它与受体结合的量除与血浆中糖皮质

激素水平、皮质醇结合蛋白 (CBG)浓度有关外, 还受

到脑细胞内受体前糖皮质激素代谢酶 11Β2羟基类固

醇脱氢酶 (11Β2H SD ) 的调节。 11Β2H SD 分为 11Β2
H SD 1 和 11Β2H SD 2[ 1 ]。11Β2H SD 1 广泛存在于脑组

织中, 如海马结构、皮层、小脑、垂体、下丘脑和脑干

等[ 2 ]。海马细胞的 11Β2H SD 1 活性以还原酶为主, 它

将无活性的糖皮质激素代谢产物脱氢皮质酮转化为

有活性的皮质酮[ 3 ]。
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研究表明, 新生儿期给予甲状腺激素可以促进

下丘脑2垂体2肾上腺轴的成熟、使海马的糖皮质激

素受体 (GR ) 数目上调、血清中糖皮质激素和 CBG

水平升高[ 4 ] , 提示对糖皮质激素作用的加强可能是

甲状腺激素影响脑成熟的机制之一。R icket ts 等[ 5 ]

发现, 甲状腺激素可以上调肝细胞内 11Β2H SD 1 的

活性。但甲状腺激素是否调节海马神经元 11Β2

H SD 1 的表达, 从而加强糖皮质激素促进海马成熟

的功能目前尚不清楚。本课题考察了孕晚期甲状腺

功能低下对新生大鼠海马组织 11Β2H SD 1 表达的影

响, 以及甲状腺激素对体外培养的新生大鼠海马神

经元 11Β2H SD 1 表达和活性的影响。

1　材料和方法

1. 1　甲状腺功能低下孕鼠模型的建立　采用 SD

大鼠 (第二军医大学实验动物中心) , 根据大鼠的发

情周期将雌、雄大鼠合笼, 次晨阴道涂片发现精子作

为受孕 0. 5 d。受孕第 14 天开始灌胃直至孕期的第

22 天。实验组灌丙基硫氧嘧啶 (PTU , 50 m göd, 溶

于蒸馏水 2 m l) [ 6 ]; 对照组灌生理盐水 (N S) 2 m löd。

灌胃在早晨 7: 00～ 8: 00 进行。让怀孕大鼠自然分

娩, 在哺乳前立即称取新生鼠体质量。

1. 2　血浆 T 3、T 4 和 T SH 水平的检测　采用放射

免疫分析法 (测定药盒由上海市放射免疫分析技术

研究所提供)。简述如下: 将新生鼠断颈, 收集躯干

血到已加有肝素的玻璃试管内, 轻轻混匀, 离心

(3 000 röm in, 20 m in) , 取出血浆, 保存于 - 20℃。

在测定管中加入待测血浆 0. 05 m l、125 I2T 3 0. 1 m l、

T 3 抗体 0. 1 m l, 混匀后置 37℃水浴 45 m in, 然后

加入 PR 试剂 0. 5 m l, 混匀, 置室温 10 m in, 再充分

混匀后, 3 000 röm in 离心 15 m in 以分离结合与游

离的125 I2T 3, 弃上清, 用 Χ计数器测定各管沉淀中的

结合125 I2T 3 放射性。测定 T 4和 T SH 的操作步骤同

T 3。最后根据用已知甲状腺激素标准品建立的标准

曲线计算样本中的甲状腺激素的水平。

1. 3 　海马组织 11Β2H SD 1 蛋白的检测　采用

W estern 免疫印迹法检测。简述如下: 在取血的同

时, 立即取出脑 (脑组织的下端取至枕骨大孔水平)

及各内脏组织, 用吸水纸吸去其表面的液体, 称取各

器官的质量。在解剖显微镜下取海马组织, 放入含有

蛋白酶抑制剂的组织裂解液[ 50 mm o löL T ris2HC l,

pH 7. 5, 150 mm o löL N aC l, 1% T riton X2100, 1%

脱氧胆酸钠, 0. 1% 十二烷基磺酸钠 (SD S) ]中, 用

KS2600 细胞超声粉碎机 (宁波科生仪器厂) 碎裂细

胞后, 迅速在 100℃变性 10 m in, 12 000 röm in 离心

10 m in, 吸取上清, 用B radfo rd 法测定上清液蛋白

质浓度后, 取 50 Λg 进行 SD S2聚丙烯酰胺凝胶电

泳, 用电转膜仪 (B io2R ad)转印凝胶上的蛋白质到硝

酸纤维素膜 (Am ersham ) 上, 然后用 10% 的脱脂奶

粉溶液室温封闭硝酸纤维素膜 2 h, 加入用 TBST

(含 0. 1% 吐温 20 的 TBS 溶液) 新鲜配制的兔来源

11Β2H SD 1 抗体 (加拿大西安大略大学杨开平教授

惠赠) , 滴度为1∶1 000, 室温孵育 1～ 2 h, 用 TBST

洗涤, 5 m in×3 次, 加入羊抗兔 IgG 抗体 (华美公

司) , 抗体滴度 1∶1 000, 室温孵育 1 h 后, 用 TBST

洗涤, 5 m in×3 次, 在膜上加增强化学发光剂 (Per2
fect 公司) , 在暗室内压X 线片。同一W estern 杂交

膜显示 11Β2H SD 1 条带后, 50℃下用洗脱缓冲液洗

涤硝酸纤维素膜 30 m in, 然后用同样的方法显 Β2
act in 条带, Β2act in 单克隆抗体 (Sigm a) 的滴度为

1∶10 000, 以此作为加样量的内参照。X 线片上的

11Β2H SD 1 和 Β2act in 条带用图像分析系统 (上海复

日科技有限公司) 读取光密度值, 并进行定量分析。

以 11Β2H SD 1 öΒ2act in 条带密度值之比来纠正上样

量的偏差。用该密度比值的高低表示 11Β2H SD 1 蛋

白质的表达水平。

1. 4　新生鼠海马神经元的原代培养　取正常出生

第 1 天的大鼠脑, 在冰上分离海马, 做原代海马神经

元培养, 方法参见文献[ 7 ]。简述如下: 分离得到的海

马组织剪碎后, 用 0. 125% 的胰蛋白酶 (Gibco) 37℃

消化 20 m in, 加培养液终止消化, 培养液为含 10%

胎牛血清 (杭州四季青公司) 和 10% 马血清 (Gibco)

的DM EM (Gibco)。终止消化后将海马组织移到含

2 m l 培养液的试管内, 用抛光的玻璃管反复吹打,

静置 10 m in。将细胞混悬液移到另一个试管内, 显

微镜下进行神经元计数, 按 1×106 细胞ö孔接种于

预先涂有多聚赖氨酸 (Sigm a) 的 6 孔培养板内。在

37℃、5% CO 2 培养箱中培养 24 h 后吸出培养液, 换

用B 27 培养基以抑制胶质细胞的生长和促进神经

元生长, 每 2 d 进行半量换液 1 次。

1. 5　培养的新生鼠海马神经元 11Β2H SD 1 酶活性

和蛋白质表达的测定　在神经元培养到第 5 天时,

换液并分别加终浓度为 10- 9、10- 8、10- 7 m o löL 的

T 3 (Sigm a)、终浓度为 10- 7 m o löL 的D ex (Sigm a)和

10- 7 m o löL 的D ex + 10- 7 m o löL 的 T 3, 继续培养

24 h 测定酶活性; 培养 36 h, 测定蛋白表达。

1. 5. 1　酶活性的测定　加入 11Β2H SD 1 的底物脱

氢皮质酮 (10- 6 m o löL , 含3H 2脱氢皮质酮 3. 08×
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1013Bq) , 加底物后继续孵育 12 h, 收集培养液。用乙

酸乙脂提取培养液中的类固醇激素, 用薄层层析法

(TL C)分离提取液内的底物脱氢皮质酮和产物皮质

酮, TL C 的展开溶剂为氯仿ö乙醇混合液 (95ö5, 体

积比) , 将分开的脱氢皮质酮和皮质酮在紫外灯下由

TL C 板刮下, 加液体闪烁液 (2. 52二苯基　唑 4 g,

1, 42双2[52苯基　唑基22 ]2苯 40 m g, 萘 60 g, A R

级甲苯 1 000 m l, 无水乙醇 570 m l, 充分混合) , 在液

体闪烁计数器上计数。以脱氢皮质酮转化为皮质酮

量的百分比作为衡量 11Β2H SD 1 活性的指标。

1. 5. 2　蛋白表达的测定　弃去培养液, 用 PBS 冲

洗后, 每孔加入 80 ΛlW estern 印迹上样缓冲液, 用

细胞刮刀刮下细胞, 并收集到试管中, 置- 80℃冰箱

保存, 待测。

1. 6　统计学处理　实验数据用 xθ±s 表示, 多组间

的比较采用方差分析, 两组间的比较采用 t 检验。

2　结　果

2. 1　新生大鼠血浆 T 3、T 4 和 T SH 水平　新生大

鼠躯干血浆样品经放射免疫分析法检测, PTU 组

血浆 T 3、T 4 水平分别为 ( 0. 26±0. 03)、(2. 91±

0. 79) nm o löL , 比正常对照组 ( 0. 46 ± 0. 03 )、

(5. 87±0. 77) nm o löL 分别降低 43. 3% 和 50. 4% ,

差异显著 (P < 0. 01, P < 0. 05) ; 两组 T SH 水平分

别为 (2. 10±0. 10) 和 (1. 61±0. 13) m IU öL , PTU

组比对照组 T SH 平均水平上升 30. 5% (P < 0. 05)。

2. 2　PTU 对子代大鼠体质量和脑及各内脏组织质

量的影响　妊娠末期接受 PTU 灌胃的大鼠, 其妊

娠时间和产仔数无明显改变。但子代出生时 PTU

灌胃组的体质量、脑、肾、肺和心质量分别比生理盐

水组下降 8. 2%、8. 1%、12. 8%、20. 2% 和 17. 3%

(P < 0. 05, P < 0. 01, 表 1)。

表 1　妊娠末期孕鼠 PTU 灌胃对子代新生大鼠体质量、脑和主要内脏器官质量的影响

Tab 1　Effect of prenata l PTU trea tm en t on body mass and major organ mass in ra ts
(xθ±s, m ög)

Group Body m ass B rain L iver Kidney L ung H eart

Contro l 6. 055±0. 408 0. 279±0. 012 0. 247±0. 025 0. 085±0. 007 0. 139±0. 017 0. 045±0. 005

(n= 13) (n= 12) (n= 14) (n= 14) (n= 14) (n= 14)

PTU 5. 559±0. 6123 0. 257±0. 0133 3 0. 245±0. 047 0. 075±0. 0093 3 0. 111±0. 0223 3 0. 037±0. 0083 3

(n= 32) (n= 28) (n= 28) (n= 28) (n= 28) (n= 28)

　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group

2. 3　PTU 对子代新生大鼠海马组织内 11Β2H SD 1

表达的影响　W estern 免疫印迹实验显示, 新生大

鼠海马组织存在相对分子质量为 34 000 的 11Β2
H SD 1 蛋白质。与对照组相比, 出生于孕末期 PTU

灌胃母鼠的子代海马组织 11Β2H SD 1 蛋白条带平均

密度值为 (12. 60±3. 13) , 比N S 灌胃组的 (21. 59±

2. 09)减少了 41. 6% (P < 0. 01, n= 7)。

2. 4　T 3 和D ex 对原代培养的新生大鼠海马神经元

内 11Β2H SD 1 酶活性和蛋白表达的影响　酶活性测

定显示, 10- 9、10- 8和 10- 7 m o löL 的 T 3 组、D ex 组

和D ex (10- 7 m o löL ) + T 3 (10- 7 m o löL )组的脱氢皮

质酮转化为皮质酮的百分比 (% ) 分别是 (129. 41±

5. 00)、(145. 65±3. 88)、(160. 87±4. 63)、(139. 84

±6. 77) 和 (239. 12±7. 22) , 与对照组相比, 10- 9、

10- 8 和 10- 7 m o löL 的 T 3 呈剂量依赖性使 11Β2
H SD 1 的酶活性分别增加了 29. 4%、45. 6% 和

60. 9% (P < 0. 05, n = 5) , 10- 7 m o löL 的D ex、D ex

(10- 7 m o löL ) + T 3 (10- 7 m o löL )使 11Β2H SD 1 的酶

活性分别增加了 39. 8% 和 114. 1% (P < 0. 05)。

D ex + T 3 组与单独 T 3 ( 10- 7 m o löL ) 或D ex (10- 7

m o löL ) 处理组相比差异有显著意义 (P < 0. 05) , 提

示D ex 与 T 3 合用对 11Β2H SD 1 的酶活性具有显著

的协同上调效应。

W estern 免疫印迹实验显示, 原代培养的海马神

经元暴露于浓度分别为 10- 9、10- 8和 10- 7 m o löL 的

T 3 后, 蛋白条带平均密度值依次为 (126. 03±5. 77)、

(143. 16±7. 79)和 (164. 89±8. 39) , 11Β2H SD 1 的酶

蛋白的表达呈剂量依赖性与对照组比较分别增加了

26. 0%、43. 2% 和 64. 9% (P < 0. 05) ; 经D ex (10- 7

m o löL ) 和D ex (10- 7 m o löL ) + T 3 (10- 9 m o löL ) 处

理后, 蛋白条带平均密度值分别为 (141. 08±6. 24)

和 (223. 32±7. 53) , 11Β2H SD 1 的表达量分别增加了

41. 1% 和 123. 3% (P < 0. 05) ; D ex + T 3 组与单独

T 3 或D ex 处理组相比, 差异显著, 提示D ex 与 T 3 合

用对 11Β2H SD 1 表达具有显著的协同上调效应。

3　讨　论

相对人类来说, 啮齿类的脑发育发生得较晚, 例
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如, 出生时大鼠的脑发育阶段相当于第 5～ 6 个月的

人类胎儿脑的发育, 出生后第 10 天的大鼠脑的发育

阶段相当于人类出生时的脑发育。所以围产期大鼠脑

组织是考察人类妊娠晚期脑组织成熟的理想模型[ 8 ]。

研究表明, 人类甲状腺激素的合成可能开始于妊

娠第 10～ 12 周, 血浆T 3 要到第 15 周才能测出[ 8 ]。胎

鼠的甲状腺于妊娠第 17. 5～ 18 天开始分泌甲状腺激

素[ 9 ]。人类和啮齿类母体的甲状腺激素都可以通过胎

盘进入胎儿血循环[ 8 ]。因此人类和啮齿类的孕早期,

母体提供的甲状腺激素是子体甲状腺激素的唯一来

源; 在孕晚期, 子体甲状腺开始合成和分泌甲状腺激

素以后, 仍有相当数量的母体甲状腺激素经胎盘转运

到子体[ 8 ]。PTU 是治疗甲状腺机能亢进的常用药物,

它抑制甲状腺合成甲状腺激素。由于 PTU 可以通过

胎盘屏障进入胎儿血循环, 因此母体服用 PTU 就会

导致母体和胎儿甲状腺功能被抑制。本实验发现给予

PTU 母鼠的新生鼠血浆 T 3 和 T 4 水平显著下降, 而

T SH 水平呈代偿性增加, 表明我们成功地建立了孕

期甲状腺功能低下的模型。

本实验中给予 PTU 灌胃组母鼠所分娩的新生

鼠体质量和脑、肾、肺、心的质量分别比生理盐水组

下降 8. 2%、8. 1%、12. 8%、20. 2% 和 17. 3% , 这一

结果与M o rrea le 等[ 10 ]实验相吻合。这些都有力地证

明了甲状腺激素在胚胎发育成熟期参与物质代谢和

能量代谢、促进生长发育的重要性。

实验还发现, 给正常幼鼠注射 T 4 后, 血清皮质

酮的水平上升; 抑制甲状腺功能则导致围产期大鼠

肺部发育期的 GR 的表达上升现象消失[ 11 ]。这说明

甲状腺激素和糖皮质激素在子体发育成熟过程中有

密切的联系。

胎鼠血清中皮质酮的水平于妊娠第 19 天到达

峰值[ 12 ] , 分娩后急剧下降到极低的水平, 直到出生

后的第 15 天才开始上升[ 13 ]; 而胎鼠的甲状腺于妊

娠第 17. 5～ 18 天开始分泌甲状腺激素[ 9 ]。本实验与

Seck l 等[ 8 ]的工作都证实了糖皮质激素可使海马组

织 11Β2H SD 1 的表达和活性增加。另外本实验发现,

甲状腺激素能促进海马神经元 11Β2H SD 1 的表达和

活性。由于 11Β2H SD 1 具有促进无活性的糖皮质激

素代谢产物转化为有活性的糖皮质激素的作用, 因

此本实验的结果提示在妊娠晚期, 甲状腺激素可以

在海马组织内放大糖皮质激素的作用, 并且甲状腺

激素和糖皮质激素可能共同上调海马 11Β2H SD 1 的

表达, 从而达到促进神经元成熟的作用。海马存在

GR 和M R 受体, 一般认为M R 比 GR 对 GC 的亲

和力较高, GR 作用的发挥需要较高浓度的 GC [ 3 ]。

因此, 甲状腺激素对海马 11Β2H SD 1 表达和活性的

促进作用可能有利于 GC 与 GR 的结合。有实验证

明, 在不同的发育阶段中, GC 可分别通过M R 或

GR 介导的作用影响神经细胞中不同类型的神经诱

导因子和神经营养因子的表达, 这些因子在突触信

息传递、突触发育和可塑性中起重要作用[ 4 ]。
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