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大鼠心肺复苏后甲状腺的损伤及其影响因素
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[摘要 ]　目的: 观察心肺复苏后大鼠甲状腺滤泡细胞损伤情况并研究其影响因素。方法: 采用模拟窒息 (肌注琥珀酰胆碱

1. 5 m gökg)合并冰氯化钾 (0. 5 mo löL , 1. 2 m lökg)停跳液致大鼠心跳骤停 5 m in 后开始心肺复苏的动物模型。健康雄性大鼠

40 只, 随机分为 5 组: 对照组 (仅行假手术)、复苏后 3 h 组、复苏后 6 h 组、复苏后 12 h 组、复苏后 24 h 组。采用酶微粒子捕捉

法、荧光偏振法测定各组大鼠血清中 T 3、T 4、T SH 的浓度; 采用透射电镜观察甲状腺滤泡细胞的损伤情况; 采用比色法测定甲

状腺组织丙二醛 (M DA )含量及超氧化物歧化酶 (SOD )、N a+ 2K+ 2A T Pase 活力。结果: 复苏后 3 h 血清中 T 3、T 4 浓度开始降

低, 并在随后 24 h 持续在低水平状态, 而血清中 T SH 浓度仅在复苏后 12 h 出现短暂降低; 复苏后各组甲状腺组织中M DA 含

量较对照组显著升高 (P < 0. 05) , 同时 SOD 及N a+ 2K+ 2A T Pase 活力显著降低 (P < 0. 05) ; 透射电镜下可见复苏后大鼠甲状

腺滤泡细胞损伤表现。结论: 心跳骤停及心肺复苏后大鼠存在急性甲状腺滤泡细胞损伤; 氧自由基 (O FR )介导的脂质过氧化、

细胞能量代谢障碍在复苏后甲状腺滤泡细胞损伤中起着重要作用。
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Thyro id in jury and its inf luenc ing factors af ter card iopulm onary resusc ita tion in ra ts

ZHOU N ai2Sheng, YAN G X ing2Y i3 ,L IN Zhao2Fen, ZHAO L iang,WAN G Xue2B in (D epartm en t of Em ergency, Changzheng

Ho sp ita l, Second M ilitary M edical U n iversity, C rit ical Care M edicine Cen ter of PLA , Shanghai 200003, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the thyro id fo llicu lar cells in ju ry and its influencing facto rs after cardiopu lmonary

resuscita t ion (CPR ) in rats. M ethods: Sp rague2D aw ley rat models of cardiac arrest (CA ) and CPR w ere induced by asphyx ia2
t ion com bined w ith iced KC l. Fo rty m ale SD rats w ere random ized in to 5 group s: con tro l group (sham ) , po st2resuscita t ion 3

h, 6 h, 12 h, 24 h group s. Excep t fo r con tro l group , rats w ere reperfu sed spon taneously fo r 3 h, 6 h, 12 h, 24 h after CPR.

Serum concen trat ion of T 3, T 4, thyro id2st im u lat ing ho rmone (T SH ) w ere determ ined in each group. T he ch rom am etery, the

quan tity of m aleic dialdehyde (M DA ) and enzym e activity of superox ide dism u tase (SOD ) and N a+ 2K+ 2A T Pase in thyro id t is2
sues w ere analyzed using ch rom am etery in all group s. Results: T h ree hou rs after resuscita t ion, the serum concen trat ion of T 3

and T 4 began to decline and rem ained in a low er level du ring the fo llow ing subsequen t 24 h, w h ile there w as on ly a transien t

decrease in the serum concen trat ion of T SH on 12 h. U nder T EM , in ju ry of fo llicu lar ep ithelia l cells w as observed in po st2re2
suscita t ion rats. M DA increased great ly after CPR (P < 0. 05) , m eanw h ile, enzym e activity of SOD and N a+ 2K+ 2A T Pase in

thyro id declined sign ifican tly compared to tho se of con tro l group (P < 0. 05). Conclusion: A cu te thyro id fo llicu lar cells in ju ry

happens in rats after CPR. O FR 2t riggered lip id perox idat ion, cellu lar energy m etabo lism distu rbance and apop to sis m ay be

p rincipal m an ifesta t ions of thyro id fo llicu lar cells in ju ry in po st2resuscita t ion rats.

[KEY WORD S]　cardiopu lmonary resuscita t ion; thyro id in ju ry; m aleic dialdehyde; superox ide dism u tase
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Ξ 　 心跳骤停及心肺复苏过程中, 机体经历循环停

止、严重缺氧、酸中毒和缺血再灌注等一系列的应激

过程, 大量神经内分泌因子参与这一过程。早在 20

世纪 70 年代人们就已注意到许多危重病患者都伴

有血清甲状腺素水平的下降[ 1 ] , 认为激素水平下降

的程度与患者预后密切相关[ 2 ]。

本实验通过观察心肺复苏后 SD 大鼠甲状腺滤

泡细胞的超微结构与功能的变化, 并检测组织中丙

二醛 (M DA ) 含量、超氧化物歧化酶 (SOD ) 及N a+ 2

K+ 2A T Pase 活力。从氧化应激、能量代谢等不同层

面研究心肺复苏后甲状腺组织细胞的损伤情况及其

可能的影响因素。

1　材料和方法

1. 1　实验动物　健康 SD 雄性大鼠 48 只, 体质量
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(272. 03±31. 42) g, 由中国科学院上海分院动物实

验中心提供。预实验 8 只; 其余 40 只随机分为 5 组:

对照组 (仅行假手术)、复苏后 3 h 组、复苏后 6 h

组、复苏后 12 h 组、复苏后 24 h 组, 每组 8 只。

1. 2　心肺复苏模型制备　术前禁食不禁水 12 h,

称量, 氯胺酮 150 m gökg 经腹腔注射麻醉, 颈部正

中切口, 行气管插管和左侧颈外静脉、右侧颈总动脉

置管, 监测有创动脉血压, 监测心电图、呼吸及直肠

温度。操作完成并稳定 20 m in 后经颈静脉注射肌松

剂 (琥珀酰胆碱, 1. 5 m gökg) 抑制呼吸, 同时注射

0. 5 m o löL 冰氯化钾 (4℃, 1. 2 m lökg) 停跳液致大

鼠心跳骤停[ 3 ] , 持续 5 m in 后行心肺复苏, 出现自主

心律、脉搏波且收缩压≥ 60 mm H g ( 1 mm H g =

0. 133 kPa) , 持续 10 m in 以上判定为自主循环恢复

(RO SC)。所有实验参数设计和记录均参照复苏实

验研究的U tstein 模式[ 4 ]。对照组仅进行插管等手

术操作, 不进行心跳骤停和心肺复苏。由于麻醉和手

术意外, 对照组和复苏后 12 h 组各死亡 1 只大鼠。

1. 3　标本采集　复苏后 6、12、24 h 组再次以氯胺

酮麻醉, 分离左侧颈外静脉采血 8 m l 后剪开, 经右

侧颈总动脉灌注生理盐水 200 m l (对照组和复苏后

3 h 组不需麻醉直接进行上述操作) ; 取一侧甲状腺

组织, 用锐利刀片切成 1 mm 3 大小 3 块 (每组随机

选 1 只大鼠) 放入 2. 5% 戊二醛液中固定冷藏, 用于

T EM 观察组织细胞超微结构; 剩余甲状腺组织液

氮冷藏, 用于检测M DA、SOD、N a+ 2K+ 2A T Pase。

1. 4　指标检测

1. 4. 1　甲状腺功能测定　试剂盒由美国雅培公司

生产, 采用酶微粒子捕捉法、荧光偏振法测定, 在

A XSYM 酶微粒子发光全自动分析仪上检测血清

T 3、T 4、T SH 浓度。

1. 4. 2　甲状腺组织中M DA 含量及 SOD、N a+ 2

K+ 2A T Pase 活力的测定　试剂盒购自南京建成生

物工程研究所, 严格按说明书操作。

1. 4. 3　电镜检查　4℃、2. 5% 戊二醛固定 4 h, 0. 1

m o löL PBS 液漂洗, 2% 锇酸后固定 2 h, 乙醇丙酮

梯度脱水, 812 包埋剂包埋, 超薄切片, 常规铅铀染

色, 日立H E2800 透射电镜下观察。

1. 5　统计学处理　计量资料用 xθ±s 表示, 两组间

比较用 t 检验, 多组间两两比较用 SN K2q 检验。统

计学分析采用 SPSS 11. 0 统计软件。

2　结　果

2. 1　各组间血清中 T 3、T 4 及 T SH 变化　复苏后

各时相血清中 T 3、T 4 浓度逐渐降低, 较对照组有显

著差异 (P < 0. 05) , 6 h 组较 3 h 组血清中 T 3、T 4 浓

度显著下降 (P < 0. 05) , 6 h 组与 12 h 组比较, 血清

中 T 3、T 4 浓度持续较低状态, 无显著变化, 但 24 h

组较 12 h 组血清中 T 3、T 4 浓度再次显著下降 (P <

0. 05) ; 复苏后 12 h 血清 T SH 浓度较对照组明显下

降 (P < 0. 05) , 其余各组间血清中 T SH 浓度无显著

差异 (表 1)。

表 1　各实验组血清中 T3、T4 及 TSH 浓度

Tab 1　Serum concen tra tion of T3,

T4 and TSH in d ifferen t groups

(xθ±s)

Group n
T 3

(ΘB öng·m l- 1)
T 4

(ΘB öΛg·L - 1)
T SH

(zBöΛIU ·m l- 1)

Contro l 7 0. 56±0. 056 51. 1±3. 9 1. 61±0. 40

CPR

　 3 h 8 0. 47±0. 083 35. 1±4. 43 1. 50±0. 36

　 6 h 8 0. 31±0. 073 △ 28. 1±5. 53 △ 1. 46±0. 35

　12 h 7 0. 30±0. 073 27. 9±5. 13 1. 17±0. 273

　24 h 8 0. 23±0. 053 ▲ 15. 5±3. 53 ▲ 1. 44±0. 35

　CPR: Cardiopulmonary resuscitat ion; 3 P < 0. 05 vs contro l

group; △P < 0. 05 vs CPR 3 h group; ▲P < 0. 05 vs CPR 12 h group

2. 2　电镜结果　通过透射电镜 (T EM ) 我们观察到

对照组甲状腺滤泡细胞基本正常: 细胞低矮, 呈扁平

状, 核为圆形或椭圆形, 位于中央, 染色质分布均匀,

胞质内有丰富的粗面内质网, 线粒体呈短粗状, 数量

不多。而复苏后可见明显甲状腺滤泡细胞损伤: 细胞

核变形, 染色质边集, 核膜破裂, 核固缩; 线粒体肿

大, 基质变淡, 嵴变短甚至消失, 部分空泡化; 粗面内

质网扩张, 池内分离; 细胞内胶质颗粒减少 (图 1)。

2. 3　甲状腺组织中N a+ 2K+ 2A T Pase、SOD 活力及

M DA 含量的变化　N a+ 2K+ 2A T Pase 活力于复苏

后 3 h 明显下降 (P < 0. 05) , 3、6、12、24 h 持续在较

低水平, 组间比较无显著性差异; 甲状腺组织中

M DA 含量于复苏后 3 h 有显著升高 (P < 0. 05) , 6 h

再次显著升高 (与 3 h 组比较 P < 0. 05) , 6、12、24 h

组间无显著性差异。而组织中 SOD 活力于复苏后 3

h 有显著降低 (P < 0. 05) , 并且在 6、12、24 h 有继续

降低趋势 (表 2)。
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图 1　甲状腺滤泡细胞超微结构的变化

F ig 1　Ultrastructura l a ltera tion s of thyro id foll icular cells

A : N o rm al u ltrastructure of thyro id fo llicu lar cells in conto l group (×3 500) ; B: T he ultrastructure of thyro id fo llicu lar cells after CPR 6 h.

N uclear sh rinkage w ith sw elling of m itochondria and rough endop lasm ic reticu lum (×6 000) ; C: T he ultrastructure of thyro id fo llicu lar cells

after CPR 12 h. N uclear sh rinkage and pykno sis, m argination of nuclear ch rom atin. T he structure of o rganell tu rmo il (×3 000) ;

D: T he ultrastructure of thyro id fo llicu lar cells after CPR 24 h. N uclear sh rinkage w ith sw elling of m itochondria and rough endop lasm ic

reticu lum , vacuo lization of m itochondria and m argination of nuclear ch rom atin, a paucity of co llo id drop lets in the fo llicle lum en (×3 500)

表 2　甲状腺组织中 Na+ -K+ -ATPase、

SOD 活力及MDA 含量

Tab 2　Enzym e activ ity of Na+ -K+ -ATPase,

SOD and con ten t of MDA in thyro id tissue

(xθ±s)

Group n
N a+ 2K+ 2A T Pase

(zB öΛmo l·
m g- 1·h- 1)

M DA
(m B önmo l·m g- 1)

SOD
(zB öU ·m g- 1)

Contro l 7 1. 06±0. 17 0. 49±0. 09 11. 10±0. 98

CPR

　 3 h 8 0. 55±0. 083 0. 87±0. 123 9. 59±1. 223

　 6 h 8 0. 50±0. 093 1. 33±0. 163 △ 8. 99±1. 243

　12 h 7 0. 44±0. 123 1. 39±0. 163 △ 8. 99±1. 213

　24 h 8 0. 46±0. 083 1. 52±0. 213 △ 7. 80±1. 143

　CPR: Cardiopulmonary resuscitat ion; 3 P < 0. 05 vs contro l group;
△P < 0. 05 vs CPR 3 h group

3　讨　论

3. 1　心肺复苏后血清甲状腺素浓度的改变　甲状

腺是人体最大的内分泌腺体, 甲状腺素与机体许多

器官的活动有关, 通过下丘脑2腺垂体2甲状腺轴组成

的完整自控回路对甲状腺功能的调节, 血浆中甲状

腺激素的浓度得以维持相对稳定。但是, 许多非甲状

腺疾病在疾病发展过程中都会伴有血清中甲状腺素

浓度的改变, 报道较多的疾病有严重饥饿、创伤、休

克、骨髓移植、多器官功能障碍综合征 (M OD S) 等,

称之为“非甲状腺疾病病态综合征 (N T IS)”[ 5, 6 ]。

Fack to r 等[ 7 ]对健康犬诱发室颤 9 m in 后实施复苏,

复苏后 12 h 检测到血清中 T 3、T 4 及游离 T 3、T 4 浓

度明显降低, 而 rT 3 浓度显著升高, 甚至在心跳骤停

仅 30 s 即可测得类似结果, 认为心肺复苏后出现

N T IS。我们通过对模拟窒息合并冰氯化钾输注致大

鼠心跳骤停心肺复苏后血清甲状腺素浓度的测定发

现, 复苏后大鼠血清 T 3、T 4 浓度显著下降, 而血清中

T SH 水平无明显改变, 与文献报道基本一致。

3. 2　心肺复苏后甲状腺滤泡细胞损伤及其影响因

素　既往大多数学者认为N T IS 血清甲状腺激素改

变基于如下因素出现的短暂改变: (1) 下丘脑2垂体2
甲状腺轴功能紊乱; (2) 甲状腺激素与血浆载体蛋白

的结合障碍; (3) 甲状腺激素被甲状腺外组织吸收;

( 4) 甲状腺激素生成和降解发生改变; (5) 甲状腺激

素受体水平发生改变[ 8 ]。而未见报道甲状腺本身损

伤在导致血清甲状腺激素水平改变中的作用。我们

从形态上观察复苏后甲状腺的变化, 电镜下见复苏

后甲状腺滤泡上皮细胞核变形, 染色质边集, 核膜破

裂, 核固缩; 线粒体肿大, 基质变淡, 嵴变短甚至消

失, 部分空泡化; 粗面内质网扩张, 池内分离; 细胞内

胶质颗粒减少。证实心跳骤停及心肺复苏后造成了

急性甲状腺滤泡细胞损伤。

多因素参与了心肺复苏后甲状腺细胞损伤, 缺

血再灌注 ( IöR )可能是是导致损伤的主要原因。本实

验从氧自由基 (O FR ) 介导的脂质过氧化损伤、细胞

能量代谢障碍等方面探讨心跳骤停及心肺复苏后甲

状腺滤泡细胞损伤的影响因素。

3. 2. 1　氧自由基介导的脂质过氧化损伤　心跳骤

停及心肺复苏后机体经历 IöR 过程, 缺血期间组织

细胞内能量迅速耗竭导致细胞内外离子失衡, Ca2+

大量内流, 从而引起黄嘌呤脱氢酶大量转变成黄嘌

呤氧化酶, 经黄嘌呤氧化酶途径产生的超氧阴离子

(O 2
- ) 在甲状腺再灌注期间有氧条件下、并在 SOD

作用下或经H aber2W eiss Fen ton 反应产生大量的过

氧化氢 (H 2O 2)和羟自由基 (OH·)。这些自由基作用
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于甲状腺内生物膜中富含的多不饱和脂肪酸 (PU 2
FA ) , 引起链式反应 (脂质过氧化反应) 并产生大量

的脂质过氧化物 (L PO ) 及其降解产物M DA 等, 这

些物质可以造成甲状腺组织细胞生物膜的破坏而进

一步丧失功能, 甲状腺功能随之受损; 同时组织中内

源性清除O FR 的酶系 SOD 等则因大量消耗而活力

降低[ 9 ]。

目前, 直接测定O FR 的电子自旋共振 (ESR ) 方

法由于要求高、价格昂贵等因素而应用受限[ 10 ] , 但通

过测定甲状腺组织内M DA 和 SOD 水平可以间接

反映甲状腺组织内O FR 反应情况和甲状腺滤泡细

胞损伤程度。本实验复苏后各时相甲状腺组织中

M DA 含量均显著增高, 最高达对照组的 3. 10 倍, 同

时 SOD 活力显著降低, 而且组织中M DA 和 SOD 水

平与滤泡细胞凋亡程度密切相关, 结合电镜下甲状

腺细胞生物膜结构的严重损害, 表明O FR 介导的脂

质过氧化反应在复苏后甲状腺滤泡细胞损伤中起重

要作用。

3. 2. 2　细胞能量代谢障碍对甲状腺组织损伤及其

功能变化的影响　心跳骤停导致全身各组织器官低

灌流和微循环障碍, 甚至无灌流和微循环衰竭。若血

供只能维持正常的 15%～ 25% , 则组织内葡萄糖代

谢受到影响, A T P 迅速减少, 细胞代谢紊乱, 此时如

不能提高血供, 细胞将发生不可逆损害; 细胞内线粒

体氧分压< 0. 13 kPa 时, 占耗氧 90% 的电转移机制

即告丧失, 表现为氧化磷酸化失偶联、A T P 形成渐

趋停止, 随之出现线粒体肿胀、外膜延长, 终致衬膜

和其他细胞器断裂破坏, 出现细胞DNA、RNA 损害

和乳酸中毒[ 11 ]。本实验复苏后大鼠甲状腺组织N a+ 2

K+ 2A T Pase 活力显著低于对照组, 复苏后 24 h 较对

照组N a+ 2K+ 2A T Pase 活力降低 56. 6%。证实复苏

后大鼠存在细胞能量代谢障碍。钠泵功能的衰竭, 使

K+ 自细胞内外逸,N a+ 和水进入细胞内, 导致细胞水

肿; 因N a+ 大量内流, 使在正常情况下的N a+ 2Ca2+

交换出现翻转, 加重细胞内Ca2+ 超载, 从而引起一系

列病理、生化改变, 加重甲状腺滤泡细胞损伤。

I- 从血液转运进入甲状腺滤泡上皮细胞内, 是

依赖N a+ 2K+ 2A T Pase 活动提供的能量来完成的主

动转运过程。我们推测, 由于N a+ 2K+ 2A T Pase 活力

降低使甲状腺滤泡细胞聚碘功能障碍, 可能是引起

复苏后大鼠N T IS 的因素之一。

甲状腺激素的储存有两个特点, 一是储存于细

胞外 (滤泡腔内) ; 二是储存量大, 可供机体利用 50～

120 d 之久, 在激素储存量上居首位。但是甲状腺激

素的释放必须先通过吞饮作用以甲状腺球蛋白形式

进入滤泡上皮, 然后经过水解释放入血。甲状腺生物

膜的脂质过氧化损伤及能量代谢障碍, 而使甲状腺

素释放受阻可能也是复苏后N T IS 的重要机制之

一。
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