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褪黑素对大鼠下丘脑垂体甲状腺轴相关激素及组织超微结构的影响
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［摘要］　目的：观察褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）对大鼠下丘脑垂体甲状腺轴相关激素分泌及分泌轴器官超微结构的影响。方

法：ＳＤ雄性大鼠随机分为４组（ｎ＝１５）：正常对照组、低剂量 Ｍｅｌ干预组（０．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、中剂量 Ｍｅｌ干预组（１０ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１）、高剂量 Ｍｅｌ干预组（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。Ｍｅｌ干预组每日腹腔注射不同剂量 Ｍｅｌ，各组分别于干预后第１、２、３
周处死５只大鼠，留取血清及下丘脑、垂体、甲状腺组织。放射免疫分析法检测血清Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、促甲状腺激素（ＴＳＨ）水

平，实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测下丘脑ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达水平，电镜观察下丘脑、垂体、甲状腺超微结构的变化。结

果：药物干预后第１、２、３周，中、高剂量 Ｍｅｌ干预组血清Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ水平明显低于对照组及低剂量 Ｍｅｌ干预组（Ｐ＜
０．０１）；中、高剂量Ｍｅｌ干预组血清Ｔ４水平逐周降低（Ｐ＜０．０１）；Ｍｅｌ干预２周后ＴＳＨ水平下降，第３周与前２周相比差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）。Ｍｅｌ干预后第１、２、３周，高剂量 Ｍｅｌ组ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达水平低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），并随给药

时间的延长，ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达水平呈先降低后升高的趋势；下丘脑、垂体、甲状腺组织超微结构无明显变化。结论：中、高

剂量褪黑素抑制下丘脑垂体甲状腺轴相关激素分泌，但对各组织超微结构影响不大。

［关键词］　褪黑素；下丘脑垂体甲状腺轴；激素；超微结构

［中图分类号］　Ｒ５８４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００９）０９１００９０４

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎｏｎｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｔｉｓｓｕｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｈｙｒｏｉｄａｘｉｓｉｎｒａｔｓ

ＢＡＯＹｉ，ＢＵＬｅ，ＺＯＵＪｕｎｊｉｅ，ＳＨＩＹｏｎｇｑｕａｎ，ＬＩＵＺｈｉｍｉｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２００９０３１２　　　　［接受日期］　２００９０４２８
［基金项目］　国家重点基础研究规划（“９７３”计划，２００５ＣＢ５２３３０４）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｎＫｅｙＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔ（９７３

Ｐｒｏｇｒａｍ，２００５ＣＢ５２３３０４）．
［作者简介］　宝　轶，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｃｙｎｔｈｉａ０５３０＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６３２７２１２４，Ｅｍａｉｌ：ｚｍｌｉｕ＿ｙｚｈａｏ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ（Ｍｅｌ）ｏｎｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｔｉｓｓｕｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｈｙｒｏｉｄａｘｉｓ（ＨＰＴＡ）ｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａｔｏｔａｌｏｆ６０ｍａｌｅＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙｒａｔｓｗｅｒｅｅｖｅｎｌｙｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ

ｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ，ｌｏｗｄｏｓｅＭｅｌ（０．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅＭｅｌ（１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＭｅｌ（５０

ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒ３ｇｒｏｕｐｓｒｅｃｅｉｖｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＭｅｌｄａｉｌｙ．Ａｔ１ｓｔ，

２ｎｄａｎｄ３ｒｄｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ，ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅ

ｏｂｔａｉｎｅｄ．ＳｅｒｕｍＴ３，Ｔ４，ＦＴ３，ＦＴ４ａｎｄＴＳＨｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ（ＲＩＡ）．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ

ｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ．Ｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｗｅｒｅ

ｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＴ４，ＦＴ３，ＦＴ４ａｎｄＴＳＨｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅａｎｄ

ｈｉｇｈｄｏｓｅＭｅｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｌｏｗｄｏｓｅＭｅｌｇｒｏｕｐａｔ１ｓｔ，２ｎｄａｎｄ３ｒｄ

ｗｅｅｋｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｔ４ｌｅｖｅｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＭｅｌｇｒｏｕｐｓａｔａｗｅｅｋｌｙｂａｓｉｓ，ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｆｏｕｎｄｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｅｅｋｓ（Ｐ＜０．０１）．ＴＳＨｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｃｅａｓｅｄａｔｔｈｅ２ｎｄｗｅｅｋ，ａｎｄｔｈａｔａｔｔｈｅ３ｒｄｗｅｅｋｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅａｔｔｈｅｆｉｒｓｔｔｗｏｗｅｅｋｓ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏＴＲＨ ｍＲＮＡｗａｓｌｏｗｅｒｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅＭｅｌｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔ１ｓｔ，２ｎｄａｎｄ３ｒｄｗｅｅｋｓ．ＷｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆＭｅｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ

ｈａｄａｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｅｎｄｅｎｃｙｆｉｒｓｔａｎｄａｎｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｅｎｄｅｎｃｙｌａｔｅｒ．Ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅ

ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｔｉｓｓｕｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＭｅｌａｔｏｎｉｎｍａｙｉｎｈｉｂｉｔＨｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓＰｉｔｕｉｔａｒｙＴｈｙｒｏｉｄａｘｉｓｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｉｎｒａｔｓ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｍｅｌａｔｏｎｉｎ；ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｈｙｒｏｉｄａｘｉｓ；ｈｏｒｍｏｎｅ；ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（９）：１００９１０１２］



·１０１０　 · 第二军医大学学报　２００９年９月，第３０卷

　　褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，Ｍｅｌ）是松果体分泌的一种
吲哚类神经内分泌激素，具有调节生物节律和清除
自由基等作用，其对神经内分泌免疫系统的影响正
受到广泛关注［１］。Ｃｈａｍｐｎｅｙ等

［２］研究发现 Ｍｅｌ对
下丘脑垂体靶腺轴（性腺、肾上腺、甲状腺）具有抑
制作用，但确切调控机制仍不明确。下丘脑垂体靶
腺轴系统涉及的组织、器官较多，相关激素间相互调
节作用错综复杂，褪黑素对各分泌轴的调节作用也
不甚相同，相关结论争议很大［３５］。为此，本研究通
过观察不同剂量、不同时间点 Ｍｅｌ对下丘脑垂体
甲状腺轴相关激素分泌及分泌轴组织超微结构的影

响，初步探讨 Ｍｅｌ对下丘脑垂体甲状腺轴的影响。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　Ｍｅｌ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、促甲状腺激素（ＴＳＨ）放射免疫检
测试剂盒购自北京北方生物技术研究所；荧光定量

ＰＣＲ试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；实时荧光定
量ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司；透射电镜为Ｐｈｉｌｉｐｓ
Ｔｅｃｎａｉ１２。

１．２　动物分组及处理　６０只健康雄性６～８周龄

ＳＤ大鼠购自第二军医大学实验动物中心，体质量

１８０～２２０ｇ，随机分为４组（ｎ＝１５）：正常对照组、高
剂量 Ｍｅｌ干预组（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、中剂量 Ｍｅｌ
干预组（１０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、低剂量 Ｍｅｌ干预组
（０．５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。大鼠分笼饲养于室温（２２±
２）℃，给予标准饲料喂养，饮水不限量。Ｍｅｌ经无水
乙醇溶解后再配制成乙醇含量为２％的不同浓度的
溶液。每日１７：００腹腔注射１次，正常对照组给予
乙醇含量２％的生理盐水。实验周期为３周，每周每
组处死５只大鼠，留取血清及下丘脑、垂体、甲状腺
组织。

１．３　血清Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ水平的测定　大
鼠禁食８～１０ｈ后，予３％戊巴比妥钠腹腔注射麻
醉，心脏采血，采用放射免疫分析法按照说明书检测
血清Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ水平。

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测下丘脑ｐｒｏＴＲＨ ｍＲＮＡ
表达　ＴＲＩｚｏｌ法提取下丘脑总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ样
品纯度。取１μｇＲＮＡ进行逆转录，条件如下：２５℃
１０ｍｉｎ；５０℃３０ｍｉｎ；然后８５℃５ｍｉｎ，冰上骤冷；加
入１μｌＥ．ｃｏｌｉＲＮａｓｅＨ３７℃２０ｍｉｎ。逆转录后ｃＤ
ＮＡ保存于－２０℃。取合成的ｃＤＮＡ为模板，采用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进行实时荧光定量ＰＣＲ扩增，应用

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＤｅｌｔａｄｅｌｔａ法计算各基因相对表达
量［６］。ｐｒｏＴＲＨ基因上游引物：５′ＴＣＴＧＣＡＧＡＧ

ＴＣＴＣＣＡＣＴＴＣＧＣＡＧＡＣＴＣＣＡＧ３′，下游引
物：５′ＧＧＴＧＡＣＡＴＣＡＧＡＣＴＣＣＡＴＣＣＡＧＧＧ
ＧＡＡＧＧＡ３′；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＣＣＡＴＣＴＣＴ
ＴＧＣＴＣＧ ＡＡＧ ＴＣ３′，下游引物：５′ＧＣＣ ＴＡＣ
ＡＧＣＴＴＧＡＣＣＡＣＣＡＣＡ３′［７］。

１．５　超微结构观察　各取１ｍｍ３大小的下丘脑、垂
体、甲状腺组织投入３％戊二醛固定溶液中固定，用
磷酸缓冲液冲洗，１％四氧化锇后固定，逐级乙醇、丙
酮脱水，用Ｅｐｏｎ８１２包埋，制备超薄切片，醋酸铀和
枸橼酸铅双染色，应用透射电镜观察。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，计数资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因
素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　大鼠血清Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ 水平测定结
果　结果表明：Ｍｅｌ干预后第１、２、３周，中、高剂量

Ｍｅｌ干预组血清Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ水平明显降低，
与正常对照组及低剂量 Ｍｅｌ干预组相比差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）；中、高剂量 Ｍｅｌ干预组血清Ｔ４水
平逐周降低，各周间相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；ＴＳＨ水平在 Ｍｅｌ注射２周后明显下降，第３
周与前２周相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

ＦＴ３、ＦＴ４的水平各周间相比无统计学差异（图１）。

Ｔ３水平各组间及各周间相比均无统计学差异。

２．２　分泌轴器官超微结构观察结果　各组大鼠下
丘脑、垂体、甲状腺的超微结构无明显异常，提示不
同剂量的 Ｍｅｌ对正常大鼠下丘脑、垂体、甲状腺超微
结构可能无明显影响（图２）。

２．３　下丘脑ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ的表达水平　在Ｍｅｌ注
射后第１、２、３周，高剂量 Ｍｅｌ组ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达
水平低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），并随给药时间的延
长，ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达水平呈先降低后升高的趋
势，但各周间相比并无统计学差异（图３）。

３　讨　论

　　Ｍｅｌ对下丘脑垂体靶腺轴具有调节作用，其可
通过调节促性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）的分泌抑制
下丘脑垂体性腺轴［８］；其对下丘脑垂体甲状腺轴
的功能有一定调节作用，但相关研究争议较大。

Ｃｓａｂａ等［３］发现，注射 Ｍｅｌ３０ｍｉｎ后机体Ｔ４水平在
短时 间 内 不 发 生 改 变。ＢｒｚｅｚｉńｓｋａＳｌｅｂｏｄｚｉńｓｋａ
等［４］于不同时间点向实验兔注射 Ｍｅｌ，发现肝和肾
相关酶活性增加，血清 Ｔ４、Ｔ３和ｒＴ３水平上调。而

Ｗｒｉｇｈｔ等［９］研究发现，体外培养的甲状腺细胞给予
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外源性 Ｍｅｌ可以减弱甲状腺细胞激素分泌的功能，
特别是在培养初期，呈剂量依赖性关系，高剂量的

Ｍｅｌ可抑制甲状腺对 ＴＳＨ 的反应性。外源性 Ｍｅｌ

还可以抑制细胞有丝分裂，并显著抑制甲状腺功
能［５，１０］。目前为止，Ｍｅｌ对甲状腺激素分泌的确切效
果尚有争议［１１１３］，值得进一步深入研究。

图１　不同时间点各组大鼠血清Ｔ３、Ｔ４、ＦＴ３、ＦＴ４和ＴＳＨ水平

Ｆｉｇ１　ＳｅｒｕｍＦＴ３，ＦＴ４，Ｔ３，Ｔ４ａｎｄＴＳＨｌｅｖｅｌｓｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｅｅｋｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｏｗｄｏｓｅＭｅｌ；▲Ｐ＜０．０１ｖｓｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅＭｅｌ；!Ｐ＜０．０１ｖｓ１ｗｅｅｋ；"Ｐ＜０．０１ｖｓ２ｗｅｅｋｓ．ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图２　注射 Ｍｅｌ３周后各组大鼠下丘脑、垂体、甲状腺组织超微结构

Ｆｉｇ２　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×９７００（Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ）；×４０００（Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ）；×５８００（Ｔｈｙｒｏｉｄ）
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图３　大鼠下丘脑ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表达水平的变化

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡｉｎ

ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｅｅｋｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

　　本研究发现 Ｍｅｌ对正常大鼠下丘脑垂体甲状
腺轴相关激素分泌主要表现为抑制性作用，而对下
丘脑、垂体、甲状腺的超微结构无显著影响。中、高
剂量 Ｍｅｌ可以显著性降低正常大鼠血清 Ｔ４、ＦＴ３、

ＦＴ４、ＴＳＨ和下丘脑ｐｒｏＴＲＨ ｍＲＮＡ表达水平，同
时随给药时间的延长，Ｔ４的水平逐周降低，ＴＳＨ 水
平在 Ｍｅｌ注射２周后明显下降，ｐｒｏＴＲＨｍＲＮＡ表
达水平呈先降低后升高的趋势。这些结果提示 Ｍｅｌ
的这种抑制作用呈剂量和时间依赖性。血清甲状腺
激素水平下降，ＴＳＨ 水平同时下降，可能与 Ｍｅｌ对
下丘脑水平的直接抑制作用有关，但其具体机制仍
需进一步探讨。
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