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［摘要］　目的：观察不同碘缺乏大鼠肾组织ＵＣＰ２、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达，探讨二者表达的相关性。方法：雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠

随机分为轻度缺碘组、重度缺碘组及正常对照组，总碘摄入量分别为５、１．２４、１０μｇ／ｄ，采用ＲＴＰＣＲ、免疫组化等方法检测大

鼠离体肾脏ＵＣＰ２及ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达，并分析二者表达的相关性。结果：与正常对照组相比，碘缺乏大鼠肾组织 ＵＣＰ２
基因、蛋白表达水平下降，ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５），远端肾小管、髓质肾小管改变更明显；且ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达与

ＵＣＰ２表达负相关。结论：碘缺乏导致大鼠肾组织ＵＣＰ２表达下降，可能与凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９表达增加有关。
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　　解偶联蛋白２（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＵＣＰ２）是细胞内活

性氧产生的生理性调节器［１］，普遍存在于人及鼠的心、肾、

肺、淋巴细胞、白色脂肪组织、骨骼肌等多种组织细胞中，在

能量平衡、体质量和热量调节、细胞凋亡及炎症反应等多方

面发挥重要作用［２３］。甲状腺激素可通过基因转录和分子水

平正向调节ＵＣＰ２表达［５］。因此，本研究通过改变大鼠碘摄

入量调控甲状腺激素水平，观察其对机体肾组织 ＵＣＰ２表达

的影响，并探讨其与凋亡蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶９
（ｃａｓｐａｓｅ９）表达的相关性，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　兔抗大鼠 ＵＣＰ２多克隆抗体购自武

汉博士德生物工程有限公司，Ｂｓ００４９Ｒ兔抗大鼠ｃａｓｐａｓｅ９
多克隆抗体、ＳＰ００２通用型ＳＰＫｉｔ广谱免疫组化试剂盒购

自北京博奥森生物技术有限公司，ＤＡＢ显色试剂盒购自北

京中杉生物工程有限公司。ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、ＲＮＡＰＣＲ３．０
试剂盒、西班牙琼脂糖、１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ均购自

大连宝生物工程有限公司。

１．２　动物分组及处理　３０只４～５周龄 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠，

体质量７０～１００ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，随机均分为轻度缺碘组（ｍｉｌｄｉｏｄｉｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＭＩＤＧ）、

重度缺碘组（ｓｅｖｅｒｅｉｏｄｉｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＳＩＤＧ）和正常对照组

（ｃｏｎｔｒｏｌ，ＣＬ），饲养３个月［６］。低碘饲料来自河北省兴隆山

区重度缺碘地区粮食，饲料实测含碘量为５０μｇ／ｋｇ；天津自

来水实测含碘量８μｇ／Ｌ，每升饮水中加入ＫＩ量各组分别为：

１６３．８、０、３８１．７μｇ，按大鼠每日进食２０ｇ，进水３０ｍｌ来估计

每日总碘摄入量分别为：５、１．２４、１０μｇ。

１．３　血清ＦＴ３、ＦＴ４水平的测定　处死前取大鼠血清，采用

化学发光法测定大鼠血清ＦＴ３、ＦＴ４水平。

１．４　免疫组化检测大鼠肾脏 ＵＣＰ２及ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表

达　取大鼠肾脏纵切／横断，厚度＜０．５ｃｍ，４％多聚甲醛固

定２４ｈ，常规梯度乙醇脱水，石蜡包埋后切片（４μｍ）。ＳＰ法

检测肾脏 ＵＣＰ２、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达，免疫组化染色方法按

试剂盒说明书进行操作。结果用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ５．０专业图

像分析系统软件进行分析，根据累积分光密度与总面积的比

值（ＩＯＤｓｕｍ／ａｒｅａｓｕｍ），计算单位面积平均光密度。

１．５　ＲＴＰＣＲ 检测大鼠肾脏 ＵＣＰ２ｍＲＮＡ 的表达　取

－８０℃保存的新鲜肾脏实质部组织１００ｍｇ，利用ＴＲＩｚｏｌ一

步法提取总ＲＮＡ，再逆转录成ｃＤＮＡ，ＴｅｃｈｎｅＴＣ５１２梯度

ＰＣＲ仪扩增目的基因ＵＣＰ２，利用βａｃｔｉｎ作为内参照，１．２％
琼脂糖凝胶电泳后应用 ＢｉｏＲａｄ２０００采集图像，Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｏｎｅ图像分析系统进行灰度测量，结果取目的基因与内参的

比值进行半定量分析。引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成，具体引物序列［７］见表１。

　　ＲＴ反应条件：５０℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ，１个

循环。ＰＣＲ反应条件：９４℃２ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ→６８～

６４℃３０ｓ，每１个循环降１℃→６３～６２℃３０ｓ每５个循环降

１℃；６１～６０℃３０ｓ每６个循环降１℃；５９℃３０ｓ３个循环；

５８℃３０ｓ２个循环→７２℃延伸３０ｓ共３２个循环，７２℃１０

ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ反应条件：９４℃２ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ→５７℃

３０ｓ→７２℃３０ｓ共２８个循环，７２℃１０ｍｉｎ。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行数据处
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理与统计分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素

方差分析、Ｆ检验，进一步两两比较采用ＬＳＤｔ检验，指标间

相关性用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数表示。

表１　引物序列

基因 引物（５′３′） 退火温度θ／℃ 基因序列号 长度（ｂｐ）

ＵＣＰ２

　　Ｓｅｎｓｅ ＴＡＡＡＧＣＡＧＴＴＣＴＡＣＡＣＣＡＡＧＧＧ ５６．９ ＡＦ０３９０３３ ３６０

　　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＧＡＡＧＧＣＡＧＡＡＧＴＧＡＡＧＴＧＧ ５８．１

βａｃｔｉｎ

　　Ｓｅｎｓｅ ＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣ ５６．３ Ｊ００６９１ １５６

　　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＡＣＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡ ５４．７

２　结　果

２．１　各组大鼠血清激素水平的比较　结果（表２）表明：随着

碘缺乏逐渐加重，甲状腺激素水平也逐渐降低。与正常对照

组相比，ＳＩＤＧ组ＦＴ４、ＦＴ３明显降低（Ｐ＜０．０１）。结果说明低

碘饮食可以导致大鼠血甲状腺激素水平降低，且饮食中含碘

量越低激素水平下降越明显。

表２　各组大鼠血清ＦＴ４、ＦＴ３、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白、ＵＣＰ２蛋白和ＵＣＰ２基因表达的比较
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

组别 ＦＴ４
ｃＢ／（ｐｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＴ３
ｃＢ／（ｐｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃａｓｐａｓｅ９（ＩＯＤ／ａｒｅａ）
肾小球 肾小管

ＵＣＰ２（ＩＯＤ／ａｒｅａ）
肾小球 肾小管

ＵＣＰ２／βａｃｔｉｎ

ＣＬ ２９．２７±０．９５ ２．９９±０．１０ ０．１８±０．０３ ０．１６±０．０１ ０．２４±０．０４ ０．２５±０．０１ １．３０±０．０９
ＭＩＤＧ ２７．５４±１．５７ ２．７２±０．２２ ０．２１±０．０１ ０．２０±０．０２ ０．２１±０．０２ ０．２３±０．０２ １．１３±０．１０

ＳＩＤＧ １１．３８±１．７４△△ ２．２８±０．２２△△０．２５±０．０３△ ０．２５±０．０３△△ ０．１７±０．０２△ ０．１９±０．０２△△０．７０±０．１９△△

　ＭＩＤＧ：轻度缺碘组；ＳＩＤＧ：重度缺碘组；ＣＬ：正常对照组．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＣＬ组比较；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与 ＭＩＤＧ组比较

２．２　各组大鼠肾脏ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达情况　结果（图１）表

明：与ＣＬ相比，ＭＩＤＧ、ＳＩＤＧ组大鼠肾小球、远端肾小管及髓

质肾小管ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达增加，远端肾小管与髓质肾小管

改变尤甚，且ＳＩＤＧ组更明显。结果（表２）表明：髓质肾小管

各组间具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；肾小球除 ＭＩＤＧ与ＣＬ
组间无统计学差异，余各组间差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结果说明碘缺乏可以导致肾小球、远端肾小管及髓质

肾小管上皮细胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９表达增加。

图１　各组大鼠肾组织ｃａｓｐａｓｅ９（ＡＦ）、ＵＣＰ２（ＧＬ）蛋白的表达

ＡＣ，ＧＩ：肾小球；ＤＦ，ＪＬ：肾小管．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（ＡＣ，ＧＩ）；×１００（ＤＦ，ＪＬ）

２．３　各组大鼠肾脏 ＵＣＰ２基因及蛋白表达情况　结果（图

２、表２）发现：伴随碘缺乏加重 ＵＣＰ２ｍＲＮＡ表达量降低越

明显；除 ＭＩＤＧ与ＣＬ组间无统计学差异外，余各组间均具有

统计学差异（Ｐ＜０．０５）。免疫组化结果（图１、表２）发现：与
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ＣＬ相比，ＭＩＤＧ、ＳＩＤＧ组大鼠肾小球、远端肾小管及髓质肾

小管ＵＣＰ２蛋白表达减少，ＳＩＤＧ组更加明显；除 ＭＩＤＧ与

ＣＬ组间肾小球、髓质肾小管无统计学差异外，余各组间均有

统计学差异。结果说明碘缺乏可以导致大鼠肾脏 ＵＣＰ２基

因与蛋白表达下降。

图２　ＵＣＰ２基因表达产物

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１：ＳＩＤＧβａｃｔｉｎ组；２：ＳＩＤＧＵＣＰ２

组；３：ＭＩＤＧβａｃｔｉｎ组；４：ＭＩＤＧＵＣＰ２组；５：ＣＬβａｃｔｉｎ组；６：ＣＬ

ＵＣＰ２组

２．４　大鼠肾脏ＵＣＰ２与ｃａｓｐａｓｅ９表达的相关性分析　结果

表明 ＵＣＰ２／βａｃｔｉｎ与肾小球、髓质肾小管ｃａｓｐａｓｅ９蛋白明

显负相关，相关系数分别为－０．６６５、－０．９２０。肾小球、髓质

肾小管ＵＣＰ２蛋白与ｃａｓｐａｓｅ９蛋白明显负相关，相关系数分

别为－０．６０５、－０．７０９。结果表明凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９表达增

加与ＵＣＰ２基因、蛋白表达下降密切相关。

３　讨　论

　　ＵＣＰ２除参与能量代谢、脂类代谢、调节胰岛素分泌、动

脉粥样硬化、巨噬细胞介导的免疫应答和炎症过程等外，还

与细胞凋亡密切相关［８９］。Ｃａｓｐａｓｅ９属于线粒体通路凋亡的

启动者，在细胞凋亡过程中发挥重要作用。碘缺乏可导致子

代大鼠海马细胞凋亡［１０］以及甲状腺细胞凋亡［１１］，且对甲状

腺激素有明显影响，而甲状腺激素对 ＵＣＰ２具有正向调节作

用。本研究旨在通过测定ＵＣＰ２基因的表达、肾小球及肾小

管细胞ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的改变，探讨不同碘缺乏大鼠肾组织凋

亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９的改变与ＵＣＰ２的关系。

　　本研究结果表明低碘饮食使大鼠血甲状腺激素水平、肾

脏ＵＣＰ２基因与蛋白表达下降，且ＳＩＤＧ组比 ＭＩＤＧ组下降

更明显。免疫组化结果显示碘缺乏导致大鼠肾小球、肾小管

ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达增加，而且远端肾小管及髓质肾小管更加

明显，且与 ＵＣＰ２基因、蛋白表达下降密切相关。各种因素

诱导的细胞凋亡均出现线粒体功能紊乱，ＵＣＰ２可通过降低

线粒体跨膜电位，增加电子传递比率，减少活性氧的产生［１２］。

近期研究［１，１３］发现ＵＣＰ２不但具有抗凋亡作用，而且这种作

用与氧化应激直接相关；而甲状腺激素缺乏／甲减可导致包

括肾脏在内组织器官的氧化损伤［１４］。结果提示低碘饮食可

能通过减弱大鼠肾组织 ＵＣＰ２基因与蛋白的表达使线粒体

ＲＯＳ生成增加，诱导凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ９表达增加，具体机制

仍有待进一步探讨。
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