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甲状腺激素减少对大鼠肾脏解耦联蛋白一2表达的影响

许静 田秀标房辉 刘鹏 孟庆义

【摘要】 目的观察甲状腺激素减少时肾脏线粒体解耦联蛋白一2(UCP2)表达的改变，探讨甲状腺激素

减少时肾脏损伤的发生机制。方法按随机数字表法将Wistar大鼠分为对照组和甲状腺激素减少组(甲减

组)，每组10只。采用低碘饮食复制甲状腺功能减退大鼠模型，对照组摄碘量10．00／-tg／d，甲减组1．24}tg／d，

两组均适应喂养1周，条件饲养3个月后取血测定甲状腺功能指标，取肾脏组织，用免疫组化法及逆转录一聚

合酶链反应(RT—PCR)测定UCP2的蛋白及mRNA表达。结果与对照组比较，甲减组促甲状腺激素(TSH，

mU／L)明显上升(4．88土1．37比1．65士0．33，P<0．05)，三碘甲状腺原氨酸总量(TT。)、甲状腺素总量

(TT。)、游离三碘甲状腺原氨酸(FT。)、游离甲状腺素(FT。)均明显下降[TT3(nmol／L)：0．54士0．07比0．98士

0．17；TT4(nmol／L)：7．82±2．18比48．78士3．65；FT3(pmol／L)：2．28土0．22比2．99士0．10；FT4(pmol／L)：

11．38土1．74比29．27士0．95，均P<0．013。免疫组化显示，甲减组UCP2蛋白在肾小球和肾小管中的表达均

低于对照组(肾小球：0．17±0．02比0．24士0．04，肾小管：0．19士0．02比0．25士0．02，均P<0．01)。RT—PCR

显示，甲减组UCP2 mRNA表达明显低于对照组(o．70土0．19比1．30±0．09，P<o．01)。绪论 甲状腺激素

减少时肾脏中UCP2表达下调，提示可能会有损伤肾脏，其机制与肾脏线粒体UCP2表达下调有关。
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[Abstract] Objective To observe the change in the expression of uncoupling protein 2(UCP2)in

kidney mitochondria in rats with hypothyroidism。and study the mechanism of renal injury due to hypothy—

roidism．Methods The Wistar rats were randomly divided into control group(，l=10)and hypothyroidism

group(狂=10)．The hypothyroidism rat model was reproduced by low—iodine diet．The intake of iodine in

control group and hypothyroidism group were 10．00 pg／d and 1．24 ttg／d，respectively．The rats were raised

under these conditions respectively for 3 months after they adapted to the feeding for 1 week．Then the

thyroid function parameters were measured in blood，and the expressions of UCP2 protein and mRNA in

renal tissue were measured by immunohistochemistry and reverse transcription—polymerase chain reaction

(RT—PCR)methods．Results The thyrotropic—stimulating hormone(TSH，mU／L)in hypothyroidism

group was significantly higher than that in control group(4．88土1．37 vs．1．65士0．33，P<0．05)．The

levels of total t“iodothyronine(TT3)，total thyroxine(TT4)，free triiodothyronine(FT3)and free thyroxine

(FT4)in serum in hypothyroidism group were significantly lower than those in control group[TTs

(nmol／L)：0．54士0．07 vs．0．98士0．17，TT4(nmol／L)：7．82士2．18 vs．48．78士3．65，FT3(pmol／L)：

2．28士O．22 vs．2．99±0．10，FT4(pmol／L)：11．38±1．74 vs．29．27土0．95，all P<O．013．The immunoh—

istochemistry study revealed that the UCP2 protein expression in both renal glomeruli and tubule tissues in

the hypothyroidism group was significantly lower than that of control group(renal glomeruli：0．17士0-02

vs．0．24士0．04，renal tubule：0．19士0．02 vs．0．25士0．02，both P<0．01)．The RT—PCR showed that the

UCP2 mRNA expression in the hypothyroidism group was significantly lower than that of control group

(O．70±O．19 vs．1．30士0．09，P<0．01)．Conclusion Hypothyroidism may produce damage to kidney，

which is related to the down—regulation of UCP2 expression in the mitochondria of renal cells．
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既往的研究表明，在没有甲状腺疾病的危重症

患者中，约44％存在循环甲状腺激素减少现象，并
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称之为非甲状腺性病变综合征(NTIS)或正常甲状

腺病态综合征(ESS)n。2]。由于这种甲状腺激素减少

现象的发生机制目前还未明确，故对这类危重病患

者是否补充甲状腺激素尚存在争议[31；尤其是甲状

腺激素减少是否对其他重要器官造成严重影响，可

能诱发或加重多器官功能不全的发生，已成为人们

关注的问题之一[4_7]。肾脏是人体重要器官，退行性
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变常累及的器官之一，也是甲状腺激素作用的重要

靶器官，故推测甲状腺激素减少可能会造成肾脏细

胞的损伤哺删。解耦联蛋白一2(UCP2)是线粒体内膜

上一种具有调节质子跨膜转运作用的阴离子转运蛋

白，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、

巨噬细胞的分化成熟外，还与细胞凋亡等现象密切

相关n“11]。据此，本研究中拟通过观察甲状腺功能减

退模型大鼠肾脏UCP2基因及蛋白的表达，探讨甲

状腺激素减少造成大鼠肾脏损伤的发生机制。

1材料与方法

1．1实验动物及分组：选择4～5周龄、体重70---,

100 g的健康Wistar大鼠，雌雄各半，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，动物合格证号：SCXK

(京)2002—0003。按随机数字表法将大鼠分为甲状腺

激素减少组(甲减组)和对照组，每组10只。

1．2 甲状腺功能减退动物模型的复制：甲减组大鼠

给予河北省兴隆山区重度缺碘地区出产的粮食作为

低碘饲料饲养。每公斤低碘饲料含黄豆40％、玉米

30％、无机盐40～80 g、水溶性维生素20，--40 g、脂

溶性维生素5 g、甲硫氨酸3 g、赖氨酸1 g，含碘量

50 tlg／kg。两组大鼠摄碘情况：对照组10．00／卫g／d，

甲减组1．24／Lg／d。适应喂养1周，条件饲养3个月

后处死大鼠，取血、肾脏组织冻存于一80℃冰箱中

备用。

1．3 甲状腺激素测定：采用化学发光免疫分析法测

定血清促甲状腺激素(TSH)、三碘甲状腺原氨酸总

量(TT。)、甲状腺素总量(TT。)、游离三碘甲状腺原

氨酸(FT。)、游离甲状腺素(FT。)水平，设备及试剂

均为德国拜耳公司产品。

1．4免疫组化法检测大鼠肾脏UCP2蛋白表达：

将大鼠肾脏纵切／横断，厚度<O．5 cm，4 o／t多聚甲醛

固定，常规梯度乙醇脱水，石蜡包埋后切片(4肛m)。

链霉卵白素(SP)法检测肾脏UCP2蛋白表达，严格

按试剂盒说明书进行操作。结果用图像分析系统进

行分析，根据积分吸光度与总面积的比值计算单位

面积平均吸光度(图中棕黄色区域代表阳性染色区

域，颜色越深阳性表达量越多)。

1．5逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测大鼠肾

脏UCP2 mRNA表达：取100 mg肾组织于液氮中

保存，提取总RNA，一70℃冰箱保存待检。UCP2、

p肌动蛋白(p-actin)上、下游引物由上海生物工程

有限公司合成，扩增产物大小为300 bp、156 bp。将

总RNA逆转录为cDNA扩增目的基因UCP2，以

pactin作为内参照，1．2％琼脂糖凝胶电泳后应用

BIO—Rad 2000采集图像，图像分析系统进行灰度测

量，结果取目的基因与内参照的比值进行半定量分

析。RT反应条件：50℃20 min，99℃5 min，5℃

5 min，1个循环。PCR反应条件：94℃2 min预变

性；94℃30 S，68～64℃30 s(每个循环降1℃)，

63～62℃30 s(每5个循环降1℃)，61～60℃

30 S(每6个循环降1℃)，59℃30 S(3个循环)，

58℃30 s(2个循环)，72℃延伸30 s，共32个循

环；72℃10 min。13-actin反应条件‘：94℃2 min预

变性；94℃30 s，57℃30 S，72℃30 s，共28个循

环；72℃10 min。

1．6统计学处理：应用SPSS 13．0统计软件进行数

据处理与统计分析，所有数据以均数士标准差

(z±s)表示，采用两独立样本t检验，P<O．05为差

异有统计学意义。

2结 果

2．1 甲状腺功能比较(表1)：与对照组比较，甲减

组TSH明显上升，TT。、TT。、FT。、FT。均明显下降

(P<0．05或P<0．01)，提示甲状腺激素减少动物

模型复制成功。

2．2肾脏UCP2蛋白表达(图1)：甲减组肾小球及

肾小管UCP2表达均明显低于对照组(肾小球：

0．17±0．02比0．24士0．04，肾小管：0．19±0．02比

0．25士0．02，均P<O．01)。

2．3 肾脏UCP2 mRNA表达(图2)：甲减组肾脏

UCP2 mRNA表达明显低于对照组(O．70±0．19比

1．30士0．09，尸<0．01)。

3讨论

NTIS是危重病患者常见的一种甲状腺功能异

常。危重病患者在严重应激状态下发生的内分泌代

谢紊乱，引起一系列代谢、营养、免疫功能改变，以及

表1两组大鼠甲状腺功能指标比较(至士5)

注：甲减：甲状腺激素减少，TSH：促甲状腺激素，TT3：三头甲状腺原氨酸总量，TT。：甲状腺素总量，FT3：游离三碘甲状腺原氨酸，FT．：

游离甲状腺素，与对照组比较，aP<O．05，bp<o．01
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图1 光镜下观察两组大鼠肾脏解耦联蛋白一2(UCP2)蛋白表达 甲状腺激素减少组(甲减组'a)肾小球UCP2蛋白表达荧光强度及面积

均明显小于对照组(b)免疫组化X400；甲减组(c)肾小管UCP2蛋白表达荧光强度面积均明显小于对照组(d)免疫组化Xi00

UCP2：解耦联蛋白一2，M：Marker，1、2：甲状腺激素减少组

争肌动蛋白(pactin)、UCP2，3、4：对照组13-actin、UCP2

圈2逆转录一聚合酶链反应检测两组大鼠肾脏UCP2 mRNA表达

相应的器官功能改变。本研究结果显示，甲减组

UCP2在肾小球和肾小管中的蛋白表达减少，UCP2

mRNA表达下调，说明大鼠甲状腺激素减少可造成

肾脏功能的改变；提示在危重病患者中，下丘脑一垂

体一甲状腺轴功能状态的变化可能会加重或导致肾

脏等器官功能的损害。

UCP2是线粒体内膜上一种具有调节质子跨膜

转运作用的阴离子转运蛋白，广泛表达于人体各种

组织，包括心、肾、肺、淋巴细胞和白色脂肪组织。甲

状腺激素对UCP2具有调节作用，近年来的基础与

临床研究结果已证实，甲状腺激素调节UCP2的机

制主要表现在基因转录和分子水平的调节[11。“]。本

研究表明，与对照组相比，甲减组大鼠肾脏UCP2

mRNA和蛋白表达明显下调，与国外学者报道的甲

状腺激素对UCP2具有正向调节作用[1妇相一致。

危重病患者NTIS的发病机制尚未完全明确，

可能与以下几个原因有关：危重病患者处于严重的

病理状态及经常处于饥饿状态，谷胱甘肽作为5'-脱

碘酶的辅助酶活性降低，使三碘甲状腺原氨酸(T。)

生成减少；垂体甲状腺素轴功能改变导致血清甲状

腺素(T。)、T。水平降低，甲状腺素结合球蛋白、白蛋

白生成减少或与甲状腺素亲和力下降，细胞核受体

及受体后激素作用降低；另外，机体应激状态时皮质

醇分泌增多，抑制外周组织T。转为T。[15|。同时，机

体内T。代谢清除率加快，而反三碘甲状腺原氨酸

(rT。)廓清率下降，致无生物活性rT。增高n 6|，其临

床意义被认为是疾病状态下储存能量的适应性反

应。由此可见，危重病患者T。、T。、TSH减少是由于

多因素造成，而甲状腺激素减少可以引起肾脏等重

要器官的改变，影响其生长、结构、功能及特异性基

因产物的生物合成。

近年来人们逐渐认识到甲状腺激素减少还与细

胞凋亡密切相关，可导致大鼠甲状腺、心肌、大脑皮

质和海马等组织细胞的凋亡[17|。但在危重病患者

中，有关甲状腺激素减少时肾脏细胞是否发生了凋

亡目前尚不明确。本研究中仅从线粒体UCP2表达

改变角度，对甲状腺激素减少大鼠肾脏细胞凋亡机

制中的一部分进行初步探讨，而甲状腺激素不仅作

用于线粒体，还参与内质网等亚细胞结构重要蛋白

的合成与分解的调节，且各凋亡通路之间又存在细

胞间通讯。在甲状腺激素减少时所致的肾脏细胞凋

亡当中是否还有其他抗凋亡因子、细胞周期调节因

子等参与，都有待于进一步研究。

总之，本研究表明在甲状腺激素减少大鼠肾脏

中存在UCP2表达下调现象。这提示在危重病患者

中，甲状腺功能状态的变化可能与肾脏功能的损害

有一定的关系。
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《中国危重病急救医学》杂志对运用统计学方法的有关要求

1统计学符号：按GB 3358—1982((统计学名词及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

2研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。例如：调查设计分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究；实验设计应告知

具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等；临床试验设计应告知属于第几期临床试验，

采用了何种盲法措施等。主要做法应围绕重复、随机、对照、均衡4个基本原则概要说明，尤其要告知如何控制重要非试验因素

的干扰和影响。

3资料的表达与描述：用均数土标准差(z±s)表达近似服从正态分布的定量资料，用中位数(四分位数间距)[M(Q一)]表达呈

偏态分布的定量资料。用统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚。用统计图时，所用统计图的类型应与资

料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则。用相对数时，分母不宜小于20，要注意区分百分率与百分比。

4统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分

析方法，不应盲目套用t检验和单因素方差分析。对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的

条件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用1C2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的

回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标

资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全

面、合理的解释和评价。

5统计结果的解释和表达：当P<O．05(或P<O．01)时，应说对比组之间的差异具有统计学意义，而不应说对比组之间具有

显著性(或非常显著性)差异；应写明所用统计学方法的具体名称(如：成组设计资料的t检验、两因素析因设计资料的方差分

析、多个均数之间两两比较的q检验等)，统计量的具体值(如：t一3．45，X2=4．68，F一6．79等)；在用不等式表示尸值的情况

下，一般情况下选用P>0．05、P<O．05和P<O．01 3种表达方式，无须再细分为P<o．001或P<O．000 1。当涉及总体参数

(如总体均数、总体率等)时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出95％可信区间。

《中国危重病急救医学》杂志对图表的要求

作者投稿时，原稿中若有图(表)，每幅图表应单占1页，集中附于文后，分别按其在正文中出现的先后次序连续编码。每幅

图表应冠有图(表)题。说明性的文字应置于图(表)下方注释中，并在注释中标明图表中使用的全部非公知公用的缩写。线条

图应墨绘在白纸上，高宽比例以5：7为宜。以计算机制图者应提供激光打印图样。照片图要求有良好的清晰度和对比度；图

中需标注的符号(包括箭头)请用另纸标上，不要直接写在照片上。每幅图的背面应贴上标签，注明图号、方向及作者姓名。若

刊用人像，应征得本人的书面同意，或遮盖其能被辨认出系何人的部分。大体标本照片在图内应有尺度标记。病理照片要求注

明染色方法和放大倍数。图表中如有引自他刊者，应注明出处。电子版投稿中图片建议采用JPG格式。

关于表格，建议采用三横线表(顶线、表头线、底线)，如遇有合计和统计学处理内容(如t值、P值等)，则在此行上面加一

鬣辟界横线．表内数据要求同一指标有效位数一致，一般按标准差的1／3确定有效位数。
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