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二甲双胍对甲状腺功能减退大鼠甲状腺激素的影响
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!摘要"
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目的
!

探讨二甲双胍对甲状腺功能减退大鼠甲状腺激素水平的影响及其机制)

方法
!

取
&

个月龄雄

性
6@

大鼠
&C

只#随机分为正常对照$

?O

%组&甲状腺功能减退$

XQ

%组&二甲双胍$
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%组)

XQ

组和
7,8

组以含
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氨基三唑的饮用水喂养大鼠
H

周制备甲状腺功能减退大鼠模型#
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组大鼠喂养普通饮用水)造模成功后#

7,8

组用
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二甲双胍灌胃#

XQ

组和
?O

组用等体积
">"%̂

羟甲基纤维素钠$

O7OE?*

%灌胃)于灌胃第
'

周时对
&

组大鼠甲状腺组织行
XER

染色#采用
S

LOT

检测下丘脑促甲状腺激素释放激素前体$

#

/.9=N

%

-T?(

的表达*于灌胃

第
'

&

#!

周时采用电化学发光法检测
&

组大鼠血清
Q&

&

QH

水平#采用
S

LOT

和蛋白质印迹法检测甲状腺组织钠碘同向

转运体$

?B6

%

-T?(

和蛋白表达)

结果
!

在灌胃
'

&

#!

周时#

XQ

组大鼠血清
Q&

&

QH

水平均低于
?O

组#而
7,8

组

Q&

&

QH

水平均高于
XQ

组$

<

#

">"%

%)灌胃
'

周时#

XER

染色结果显示
?O

组滤泡大小不等#内见大量胶质及吸收空

泡*

XQ

组大鼠甲状腺滤泡缩小#滤泡上皮成柱状#滤泡周围吸收空泡减少*

7,8

组滤泡上皮增生较
XQ

组稍改善)灌胃

'

周时#

S

LOT

结果显示
XQ

组大鼠下丘脑
#

/.9=N

和甲状腺组织
G2Q -T?(

表达均高于
?O

组#而
7,8

组均低于

XQ

组$

<

#

">"%

%*蛋白质印迹法检测结果显示
7,8

组
?B6

蛋白表达低于
XQ

组$

<

#

">"%

%#而
XQ

组和
?O

组
?B6

蛋

白表达差异无统计学意义$

<
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">"%

%)灌胃
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周时#

XQ

组和
7,8

组甲状腺组织
G2Q-T?(

表达差异无统计学意义

$
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">"%

%#

7,8

组
?B6

蛋白表达高于
XQ

组$

<

#
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结论
!

二甲双胍能升高甲状腺功能减退大鼠的甲状腺激素

水平#但短期内并不是由甲状腺
?B6

表达升高所致)
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在糖尿病患者中#甲状腺功能异常的发生率居

高不下#其中以甲状腺功能减退$以下简称1甲减2%

最为常见,

#

-

)一项基于
#&#"

例糖尿病患者的大型

临床研究显示#甲状腺功能障碍的总体患病率为

#&>Ĥ

#其中包括
'>'̂

的男性和
#C>'̂

的女性#明

显高于基础人群的患病率$

C>Ĉ

%

,

!

-

)二甲双胍

$

-,8502-.3

%是经典的降糖药物之一#但除了降糖作

用以 外#其 还 可 用 于 治 疗 多 囊 卵 巢 综 合 征

$

I

04

9

)

9

<8.)0;*2

9

<

9

3+20-,

#

LOA6

%

,

&

-

&肿瘤,

H

-

&非

酒精性脂肪性肝炎,

%

-等)研究表明二甲双胍能降低

糖尿病合并甲减或者亚临床甲减患者的促甲状腺激

素$

8P

9

20.+<8.-14*8.3

M

P02-03,

#

Q6X

%水平,

CE'

-

#另有

研究发现服用二甲双胍的糖尿病患者形成甲状腺肿

和甲状腺结节的风险低于未服用患者,

F

-

)

目前#二甲双胍对甲状腺功能的研究仅限于有

限的临床资料研究#而对于二甲双胍对甲状腺激素

改变&形态及其机制尚缺乏动物实验研究)二甲双

胍作用的细胞和分子机制是非常复杂和多方面的#

但普遍认为二甲双胍诱导的腺苷酸活化蛋白激酶

$

(7LE*)8.;*8,+

I

208,.3].3*<,

#

(7LK

%的激活在

诸多效应中起了重要作用,

#"E##

-

)而近年来有细胞实

验表明
(7LK

通路能影响甲状腺的钠碘同向转运

体$
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.0+.+,<
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028,2
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?B6

%水平和碘摄

取,

#!E#&

-

#碘的摄取对于甲状腺激素的合成至关重要)

本实验通过构建甲减的大鼠模型#观察二甲双胍灌

胃对甲减大鼠甲状腺激素水平的影响#并通过检测

甲状腺
?B6

表达&观察甲状腺组织
XER

染色情况等

初步探讨其影响机制#为临床上二甲双胍应用于甲

减的辅助治疗或者甲状腺肿瘤术后的
Q6X

抑制治

疗提供依据)

;
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材料和方法
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动物
!

取
&

个月龄雄性
6@

大鼠
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只#体质量

$

!F$>"Ce#!>$#

%

M

#同批次购自上海斯莱克实验动

物有限公司#饲养于第二军医大学药学院实验动物

房,动物生产许可证号!

6OUK

$沪%

!"#!E"""&

*动物

使用许可证号!

6VUK

$沪%

!"#!E"""&

-#给予
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昼夜节律#不限制摄食和饮水#每笼
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只)室温

控制在
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#湿度控制在
%%̂

左右)
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!

动物模型的建立与分组处理
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大鼠适应性饮

水摄食
&+

后#按体质量从低到高排序编号!

#
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号#然后根据在线随机种子数随机分组为正常对照

$

?O

组%&甲减大鼠模型组$

XQ

组%和二甲双胍组

$

7,8

组%)对
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组和
7,8

组大鼠进行甲减造模#方

法如下!将氨基三唑$

(7Q

*美国
6.

M

-*

公司%按质量

分数
">"#̂

溶于饮用水#喂养大鼠
H

周时于眼眶取

血#检测血清
Q&

&

QH

水平以验证造模是否成功)造

模成功后#

XQ

组和
7,8

组饮用水改为
">""%̂ (7Q

维持)
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组大鼠同期喂养普通饮用水)然后
7,8

组

大鼠灌胃给予
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#""

M

二甲双胍溶液,将
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M

二甲双胍$中美上海施贵宝制药有限公司#批号!国药

准字
X!""!&&$#

%溶解于
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羟甲基纤维素钠
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*美国
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甲状腺%下丘脑标本采集
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大鼠腹腔注射

#"̂

水合氯醛麻醉#股动脉放血处死大鼠后#剪开大

鼠颈部皮肤#用镊子分开肌肉#可见甲状腺位于气管

两侧#将甲状腺及气管剪下立即拍照#然后摘除甲状

腺保存于
['"g

备用或固定行
XER

染色)断头后

剪除颅顶及侧壁骨质#充分显露脑组织#将鼠脑翻

转#可见位于脑底中心&与周围组织界限清楚&米粒

大小的菱形区域#即下丘脑#用镊子小心摘取保存

于
['"g

备用)

#>H

!

甲状腺组织
XER

染色
!

在灌胃
'

周后每组随

机取
&

只大鼠#按照
#>&

项方法摘取甲状腺后#用
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甲醛溶液固定
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#逐级脱水#二甲苯透明处理)

.

"F%

.



第
%

期
>

薛
!

嵩#等
>

二甲双胍对甲状腺功能减退大鼠甲状腺激素的影响

在恒温箱里石蜡包埋约
&"-.3

后#予
[!"g

冰冻

切片机
H

"

$

%

-

厚切片)然后置于
C%g

恒温箱烤

片
&"-.3

#再依次脱蜡&逐级水化#用纯水冲洗
#"

-.3

)苏木精液染色
%-.3

#伊红染色
!-.3

#最后用

二甲苯透明#

C%g

恒温箱放置
#%-.3

后通过显微镜

观察拍照)
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电化学发光法检测大鼠血清
Q&

%

QH

水平
!

分

别于灌胃第
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周和第
#!

周后处死大鼠$每组
C

只%#

股动脉放血取血#离心后的血清采用德国罗氏

O0J*<RC"!

型全自动电化学发光分析仪检测
Q&

&

QH

水平)

Q&

&

QH

正常参考值范围分别是
#>&

"

&>#

3-04

"

_

&

CC>""

"

#'#>""3-04

"

_

)

#>C

!S

LOT

检测大鼠下丘脑促甲状腺激素释放激

素前体'

#

/.9=N

(和甲状腺
G2Q-T?(

表达
!

于

灌胃第
'

周和第
#!

周末摘取大鼠下丘脑和甲状腺

组织#采用
QTBa04

法提取样品总
T?(

#反转录合成

)@?(

#以
!

A&+"5,

作为内参照基因#采用
S

LOT

试剂

盒$南京诺唯赞生物科技有限公司%检测大鼠下丘脑

#

/.9=N

和甲状腺
G2Q -T?(

表达)反应条件!

F%g%-.3

*

F%g#%<

&

%Cg!"<

&

$!g&%<

#循环

H"

次)引物序列为
#

/.9=N

!

N%iEW(OOOQWW(

QQOWWW(WQ(QE&i

#

T%iEO(QOOQWW(WQO

QWOW(( WQWE&i

*

G2Q

!

N%iEW(W OO( OO(

(OWOQQOO((OE&i

#

T%iE(WWQOOO(OO(O

(WO((QOOE&i

*

!

A&+"5,

!

N%iEWOQ(QW QQWOOO

Q(W (OQQOW (E&i

#

T%iEW(Q WOO(O( WW(

QQOO(Q(OOE&i

)所得数据用
(̀BL2.<-$&""6@6

软件整理#采用
!

[

,,

O8方法进行半定量分析)

#>$

!

蛋白质印迹法检测大鼠甲状腺组织
?B6

蛋白

表达
!

分离甲状腺组织#剪碎&匀浆#提取组织样品#

Ò(

法行蛋白定量#

L(WR

胶分离蛋白#转膜#

%̂

脱脂奶粉封闭
#P

#分别加入稀释好的
?B6

抗体

$

#f#"""

*

(FC"%

#美国
(̀ )403*4

公司%和内参照蛋

白
W(L@X

抗体$

#f#"""

*

%#$H

#美国
O6Q

公司%

Hg

孵育过夜#

Q̀ 6Q

洗膜
&

次#每次
%-.3

#加二抗

孵育#洗膜后显影拍照)用
B-*

M

,/

图像分析软件

测定灰度值并进行半定量分析)

#>'

!

统计学处理
!

应用
6L66#F>"

软件进行数据

分析)计量资料若符合正态分布则用
$

?e(

表示*若

不符合正态分布#则用中位数$

c

#

#

c

&

%表示)正态

分布的计量资料两组间比较采用
"

检验*正态分布

且方差齐性时多组间比较采用单因素方差分析

$

03,EY*

9

(?A=(

%#并采用
6?K

检验进行两两比

较*若非正态分布或者方差不齐时则用非参数检验)

检验水准$

#

%为
">"%

)

<

!

结
!

果

!>#

!

一般情况
!

?O

组大鼠毛发整齐#有光泽#体质

量随时间增加)

XQ

组和
7,8

组大鼠饮用含
">"#̂

(7Q

水
H

周后体质量几乎没有增加#且毛发稍杂乱#

色泽轻微晦暗#精神较差)造模后称量体质量显示

XQ

组&

7,8

组大鼠体质量均低于
?O

组大鼠$

<

#

">"%

%#而
XQ

组与
7,8

组差异无统计学意义$

<

'

">"%

%)灌胃给药
'

周和
#!

周后#

XQ

组&

7,8

组大鼠

体质量均仍低于
?O

组大鼠$

<

#

">"%

%#

XQ

组与
7,8

组差异无统计学意义$

<

'

">"%

%)见表
#

)

表
;

!

各组大鼠不同时间点的体质量

K"8;

!

T)-

:

#"'')3,"+'"+-(33$,$*++(#$

%

)(*+'(*$"1&

I

,)B

%

)

"

M

#

$

?e(

W201

I

,̀502,-0+,4.3

M

,j#!

(58,2-0+,4.3

M

,j#!

B382*

M

*<82.)*+-.3.<82*8.03

502'Y,,]<,jC

B382*

M

*<82.)*+-.3.<82*8.03

502#!Y,,]<,jC

?O &"H>H"e$>F$ H%">#$e!">#F %"F>%%e&">"H %&F>""e&">%'

XQ !F%>FHe#!>!' &"H>'&

e!H>!F

"

&H'>$&

e&$>#!

"

HC%>!"

eH">$H

"

7,8 !F%>$Fe#&>C& !FF>$C

e!C>"$

"

&%F>F&

e!F>C'

"

H%&>CF

e&!>#&

"

!!

?O

!

?02-*4)038204

*

XQ

!

X

9I

08P

9

20.+.<-

*

7,8

!

7,8502-.3>

"

<

#

">"%;<?O

M

201

I

!>!

!

二甲双胍减轻甲减大鼠的甲状腺肿大
!

如图
#

所示#灌胃
#!

周后
?O

组大鼠甲状腺颜色淡红#峡

部菲薄#两侧甲状腺对称而体积正常*

XQ

组甲状腺

颜色暗红#血流丰富#峡部明显增厚#两侧甲状腺不

规则肿大*

7,8

组甲状腺较
XQ

组颜色淡#相对
XQ

组峡部较薄#甲状腺肿大较
XQ

组改善)

!>&

!

二甲双胍改善甲减大鼠的甲状腺滤泡上皮

增生
!

XER

染色结果显示
?O

组滤泡大小不等#内见

大量胶质及吸收空泡*

XQ

组大鼠甲状腺滤泡缩小#滤

泡上皮成柱状#滤泡周围吸收空泡减少#部分滤泡间

纤维组织增生*

7,8

组甲状腺滤泡大小不等#滤泡上

皮增生较
XQ

组稍改善$图
!

%)

.

#F%

.
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图
;

!

灌胃
;<

周后各组大鼠甲状腺外观图

H(

I

;

!

7

%%

$","*1$)3,"++&

:

,)(-'(*$"1&

I

,)B

%

"3+$,

(*+,"

I

"'+,(1"-#(*('+,"+()*3),;<0$$C'

?O

!

?02-*4)038204

*

XQ

!

X

9I

08P

9

20.+.<-

*

7,8

!

7,8502-.3

图
<

!

各组大鼠甲状腺组织
AMN

染色

H(

I

<

!

K&

:

,)(-+(''B$')3,"+'(*$"1&

I

,)B

%

8

:

AMN'+"(*(*

I

(

!

?02-*4)038204

*

`

!

X

9I

08P

9

20.+.<-

*

O

!

7,8502-.3>A2.

M

.3*4

-*

M

3.5.)*8.03

!

h!""

!>H

!

二甲双胍升高甲减大鼠的血清
Q&

%

QH

水平
!

饮用
">"#̂ (7QH

周后
XQ

组&

7,8

组大

鼠血清
Q&

&

QH

水平均低于
?O

组$

<

#

">"%

%)灌胃

'

周&

#!

周后
XQ

组大鼠血清
Q&

&

QH

水平均低于

?O

组$

<

#

">"%

%*

7,8

组
Q&

&

QH

水平均高于
XQ

组$

<

#

">"%

%)见图
&

)

!>%

!

二甲双胍对甲减大鼠下丘脑
#

/.9=N -T?(

及甲状腺
?B6

的
-T?(

和蛋白表达的影响
!

灌胃

'

周后#

XQ

组$

#>CCe">%%

%大鼠下丘脑
#

/.9=N

-T?(

表达高于
?O

组$

#>""e">&&

%#而
7,8

组

$

#>!$e">%H

%表达低于
XQ

组$

<

均
#

">"%

%)检测

大鼠甲状腺组织中
?B6-T?(

和蛋白表达水平#结

果$图
H(

"

HO

%显示灌胃
'

周时#

XQ

组
G2Q-T?(

水平高于
?O

组$

<

#

">"%

%#两组间
?B6

蛋白表达水

平差异无统计学意义#而
7,8

组大鼠甲状腺组织中

?B6-T?(

和蛋白表达均低于
XQ

组$

<

#

">"%

%*灌

胃
#!

周$图
H@

"

HN

%时#

XQ

组大鼠甲状腺组织中

G2Q-T?(

表达与
7,8

组差异无统计学意义#但
7,8

组
?B6

蛋白表达高于
XQ

组$

<

#

">"%

%)

图
=

!

二甲双胍对甲减大鼠血清
K=

*

K>

水平的影响

H(

I

=

!

N33$1+)3#$+3),#(*(*+,"

I

"'+,(1"-#(*('+,"+()*)*

'$,B#K="*-K>.$2$.')3AK,"+'

?O

!

?02-*4)038204

*

XQ

!

X

9I

08P

9

20.+.<-

*

7,8

!

7,8502-.3>.>

M

>

!

B382*

M

*<82.)*+-.3.<82*8.03>

"

<

#

">"%;<?O

M

201

I

*

(

<

#

">"%;<

XQ

M

201

I

>,jC

#

$

?e(

图
>

!

二甲双胍对甲减大鼠甲状腺
YZ!#GY7

和蛋白表达的影响

H(

I

>

!

N33$1+)3#$+3),#(*(*+,"

I

"'+,(1"-#(*('+,"+()*)*$P

%

,$''()*)3YZ!#GY7"*-

%

,)+$(*(*+&

:

,)(-)3AK,"+'

(EO

!
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M
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*

@EN

!
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M

*<82.)*+-.3.<82*8.03502#!Y,,]<>?O

!

?02-*4)038204

*
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!

X

9I
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9

20.+.<-

*

7,8

!

7,8502-.3>?B6

!
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"
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I
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#
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第
%

期
>

薛
!

嵩#等
>

二甲双胍对甲状腺功能减退大鼠甲状腺激素的影响

=

!

讨
!

论

糖尿病合并甲减或亚临床甲减是临床上较为常

见的现象#而二甲双胍又是糖尿病患者应用最多的

一线口服降糖药物)

=.

M

,2<]

9

等,

#H

-对
&

例伴有原

发性甲减的糖尿病患者加用口服二甲双胍后#发现

Q6X

水平明显降低#其降低程度与二甲双胍剂量相

关#而
Q&

&

QH

水平无明显变化)后来基于多个临床

研究的
-,8*

分析也表明二甲双胍能降低糖尿病伴

甲减或者亚临床甲减患者的
Q6X

水平#但不改变

Q&

&

QH

水平,

#%

-

#其具体机制目前尚不明确)

本实验首先通过将
(7Q

溶于水配成
">"#̂

(7Q

水喂养大鼠
H

周#成功构建了甲减模型)

(7Q

构建甲减模型具有周期短&造模方便等优势#

是常用的甲减造模方法,

#CE#$

-

)造模成功后#

XQ

组

大鼠精神状态差#体质量下降#毛发无光泽#摄食&饮

水量减少#检测甲状腺功能显示
Q&

&

QH

水平低于正

常值)甲状腺外观显示#甲减大鼠甲状腺明显肿大#

峡部增厚#颜色加深提示血流丰富#均符合甲减表现)

XER

染色结果显示
?O

组大鼠甲状腺滤泡大小不等#

内见大量胶质及吸收空泡*而
XQ

组大鼠甲状腺滤泡

缩小#滤泡上皮成柱状#滤泡周围吸收空泡减少#部分

滤泡间纤维组织增生#滤泡上皮增生#符合甲减时应

对
Q6X

刺激的表现)

对甲减大鼠分别灌胃
'

周&

#!

周二甲双胍后#

7,8

组大鼠相比
XQ

组
Q&

&

QH

水平升高#差异均有

统计学意义)这不同于以往大多数临床研究提出的

二甲双胍仅可以降低甲减患者
Q6X

水平而对
Q&

&

QH

水平无影响的观点,

$E'

#

#H

-

#我们的动物实验表明

二甲双胍还能升高甲减大鼠
Q&

&

QH

水平#同时降低

下丘脑
#

/.9=N -T?(

表达水平)值得注意的是#

B<.+20

等,

C

-的前瞻性研究使用二甲双胍干预糖尿病

合并甲减的患者后#不仅
Q6X

水平下降#游离
QH

$

NQH

%的平均水平也有所上升#但差异无统计学意

义*停用二甲双胍
&

个月后#

NQH

水平下降且差异有

统计学意义#该研究与我们的结果一致#提示二甲双

胍降低
Q6X

水平可能与直接提高甲状腺激素水平

有关)特别是近年来报道二甲双胍作为一种

(7LK

激动剂#能影响甲状腺的
?B6

蛋白及摄碘功

能#更加支持了二甲双胍对甲状腺激素合成的直接

效应)甲状腺激素的合成与多种因素相关#包括碘

的摄取&酪氨酸的碘化&甲状腺过氧化物酶的活性

等)其中
?B6

介导的碘的摄取是甲状腺激素合成

的第一步,

#'

-

)

!"##

年
(3+2*+,

等,

#!

-最早报道

(7LK

能调节
?B6

表达和碘摄取#他们使用

(7LK

激动剂
(BO(T

处理
LOO_&

大鼠甲状腺滤

泡上皮细胞后#其碘摄取和
?B6

表达均被抑制#而这

个效应能被
(7LK

抑制剂
)0-

I

013+O

逆转)随

后#

!"#H

年
(J+142*P-*3

等,

#&

-在通过用二甲双胍

和
)0-

I

013+O

处理
ONTQ_E%

大鼠甲状腺滤泡上

皮细胞得到了类似的结果#分别能降低和升高
?B6

水平和摄碘率)

为了探究二甲双胍改善甲状腺功能的原因是否

与
?B6

转录和表达水平相关#我们检测了
'

周和
#!

周
!

个不同时间点的
?B6-T?(

和蛋白水平)我

们发现构建大鼠甲减模型后#

XQ

组
G2Q-T?(

表

达高于
?O

组#这与其他文献,

#F

-报道的甲减模型相

一致)其
G2Q -T?(

升高原因一方面是甲减后

Q6X

反馈性升高#而
Q6X

是影响
?B6

表达和定位

的重要因素#对
G2Q

基因的表达起到促进作用,

!"

-

*

另外
(7Q

本身可能与丙硫氧嘧啶相似#能在
Q6X

不存在的情况下促进
?B6

蛋白表达,

!#

-

)而用二甲

双胍灌胃
'

周后#

7,8

组
?B6-T?(

和蛋白水平均

较
XQ

组下降#这与
(J+142*P-*3

等,

#&

-的细胞实验

结果相一致#提示二甲双胍能降低甲状腺
?B6

的转

录和表达水平)但继续延长灌胃时间到
#!

周后#

7,8

组
G2Q -T?(

表达与
XQ

组差异无统计意

义#而
?B6

蛋白表达高于
XQ

组#但灌胃第
'

周和第

#!

周时
7,8

组
Q&

&

QH

水平均高于
XQ

组#提示甲

减大鼠
'

周内甲状腺激素的增加并非由
?B6

表达升

高所致#而
#!

周时甲状腺的摄碘功能的提高可能与

?B6

蛋白表达增加有关)

本实验尚存在一些不足之处)第一#

Q6X

作为

一个重要的甲状腺功能指标#不能通过临床所用的

电化学发光仪器检测#故本实验缺乏大鼠血清
Q6X

的数据#我们将会在后期实验中用放射免疫检测方

法检测这一指标#以进一步明确本实验结论)第二#

甲减大鼠二甲双胍灌胃第
'

周和第
#!

周时得到

?B6-T?(

和蛋白表达结果不同#这一问现象值得

进一步探讨)

二甲双胍作为甲减的补充治疗可能减少甲状腺

激素的用量#从而最大限度地减少高剂量甲状腺激

素诱导的骨代谢异常和心血管不良反应的发生#值

得进一步深入研究#为糖尿病以及甲减的综合治疗

提供新的思路和方法)本实验发现二甲双胍能够改

变甲减大鼠甲状腺
?B6-T?(

和蛋白的表达#且能

升高甲状腺激素水平#这些结论可能对以后的相关

临床工作有着深远意义)

.

&F%
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