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摘要 目的 研究半乳糖凝集素-3 ( galectin-3) 在桥本甲状

腺炎 ( HT) 小鼠子宫内膜动情周期的分布及表达。方法

64 只清洁级 NOD 雌性小鼠，适应性饲养 1 周后随机分为正

常对照组( CON 组) 、桥本甲状腺炎组 ( HT 组) ，每组各 32

只，并随机选择一组于小鼠尾根部皮下注射猪甲状腺球蛋白

建立桥本甲状腺炎小鼠模型。通过电化学发光免疫分析法、

酶联免疫吸附法测定血清甲状腺激素及抗体水平; 瑞氏染色

法确定小鼠动情周期; HE 染色法观察小鼠子宫内膜形态; 免

疫组织化学染色法、逆转录聚合酶链式反应技术( ＲT-PCＲ)

观察小鼠子宫内膜 galectin-3 及 mＲNA 的表达; 流式微球捕

获技术( CBA) 测定子宫组织局部细胞因子水平。结果 ①
与 CON 组比较，HT 组小鼠血清抗体水平( TgAb、TPOAb) 升

高( P ＜ 0． 05) ;② HE 染色显示: 与 CON 组比较，HT 组动情

期子宫内膜稍厚，腔上皮多呈分支绒毛状结构，固有层腺体

较多且大;③ 免疫组化染色、ＲT-PCＲ 示: 与 CON 组比较，HT

组 galectin-3 蛋白及 mＲNA 在动情期子宫内膜的表达降低( P
＜ 0． 05) ; ④ CBA 法示: 与 CON 组比较，HT 组 IL-2、IL-4 水

平均降低( P ＜ 0. 05) 。结论 galectin-3 在 HT 小鼠子宫内膜

动情各期均有表达，其中动情期升高明显，但较正常对照组

降低，可能与 HT 小鼠子宫局部细胞因子的改变相关。
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桥本甲状腺炎 ( Hashimoto' s thyroiditis，HT) 又

被称为慢性淋巴细胞性甲状腺炎，是一种逐年高发

的自身免疫性甲状腺疾病，多见于女性。近年来研

究［1］发现 HT 可引起女性不孕。不孕是由多种因素

综合作用的结果，有文献［2］指出妊娠期间子宫内膜

容受性降低是女性不孕的因素之一。稳定的子宫内

膜容受性能够促进胚胎与内膜的相互作用，利于胚

胎着床。半乳糖凝集素-3( galectin-3) 是一种通过其

糖识别域识别细胞表面糖蛋白、糖脂和 β 半乳糖苷

结构并与其结合的蛋白质，是半乳糖凝集素家族中

的一员［3］。有研究［4］表明 galectin-3 可在子宫内膜

着床窗口期能够调节子宫内膜的容受性，改善内膜

细胞间粘附能力，增强胚胎对子宫内膜的植入，从而

参与生殖过程。galectin-3 在子宫内膜中的表达具

有时空特异性，主要参与到人月经周期分泌中晚期、
小鼠动情期以及胚泡种植的过程中［4 － 5］。有研究［6］

发现小鼠动情期是一关键时期，在此期内能够进行

排卵，与妊娠关系密切。对于 galectin-3 有利于妊娠

并维持其过程的原因，有研究［7］表明在于此蛋白能

调节机体免疫机制的平衡。目前，关于 galectin-3 在

桥本小鼠妊娠准备阶段子宫内膜的表达情况在国内

报道较少见。该研究选取未妊娠的 NOD 雌鼠，旨在

观察对照组和桥本组小鼠子宫内膜动情周期 galec-
tin-3 的表达水平，为进一步探讨 HT 引起女性不孕

的机制提供相关的实验依据。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 取 8 ～ 9 周龄清洁级健康 NOD 雌

性小鼠 64 只，20 ～ 23 g，购自北京华阜康生物科技

有限公司，于安徽医科大学毒理实验室动物标准饲

养条件下饲养，保证室温 20 ～ 24 ℃，湿度 40% ～
60%，实验过程遵循《安徽医科大学实验动物管理

和使用指南》。
1． 2 主要试剂及仪器 猪甲状腺球蛋白 ( porcine
thyroglobulin，pTg) 、完全弗氏佐剂( complete Freund'
s adjuvant，CFA) 、不完全弗氏佐剂 ( incomplete Fre-
und's adjuvant，IFA) 均购自美国 Sigma 公司; 三碘甲

状腺原氨酸( triiodothyronine，T3 ) 试剂盒、四碘甲状

腺原氨酸 ( tetraiodothyronine，T4) 试剂盒、甲状腺球

蛋白抗体 ( thyroglobulin antibody，TgAb ) 、甲状腺过

氧化物酶抗体 ( thyroid peroxidase antibody，TPOAb)

试剂盒均购自德国 Ｒoche 公司; ELISA 试剂盒( US-
CNLIFE、CEA463Mu) ; 瑞氏染色液 ( 南京建成科技

有限公司) ; 苏木精 － 伊红染色试剂盒( 上海科汇生

物技术有限公司) ; 兔抗鼠 galectin-3 多克隆抗体
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( 美国 Abcam 公司) ; 免疫组化化学染色试剂盒( 北

京中杉金桥生物技术有限公司) ; DAB 显色试剂盒

( 北京中杉金桥公司) ; 普通 PCＲ 仪( 杭州晶格科学

仪器有限公司) ; 高速台式冷冻离心机( 安徽嘉文仪

器装备有限公司) ; 荧光定量 PCＲ 仪、逆转录试剂盒

( 美国 Thermo Scientific 公司) ; 细胞因子试剂盒、BD
FAC-SCalibur 流式细胞仪 ( 美国 BD 公司) ; 荧光显

微镜( 日本 Olympus 公司 ) ; 形态学图像分析系统

( Image-ProPLus 6. 0，美国 MEDIA CYBEＲNETICS 公

司) 。
1． 3 动物模型制备 NOD 雌性小鼠适应性喂养 1
周后，随机分为 2 组: 正常对照组( CON 组) 、桥本甲

状腺炎组( HT 组) ，每组各 32 只。HT 组造模步骤:

将 25 μg pTg 溶于 100 μl PBS 溶液中，随后 CFA 与

pTg 溶液按 1 ∶ 1 混于研钵中，在冰浴条件下研磨成

“油包水”状，即完全乳化。再用注射器抽取制备好

的乳状剂，固定好小鼠，在小鼠尾根部 1 cm 处皮下

注射，每只 0. 1 ml。对照组注射等量不含 pTg 的

CFA。第 14 天将模型组的 CFA 替换成 IFA 制备成

乳液，操作方法同前，对照组注射等量不含 pTg 的

IFA。造模周期为 49 d。实验经由安徽医科大学伦

理委员会审核批准。
1． 4 方法

1． 4． 1 动情周期确定 小鼠动情周期分为动情前

期、动情期、动情后期、动情间期，周期为 4 ～ 5 d，每

只小鼠每日动情时期各不相同，为保证 CON、HT 两

组小鼠处死时的动情各期数量相当( 均为 8 只) ，故

采取 1 周内进行小鼠阴道脱落细胞瑞氏染色涂片，

当日做完涂片确定所处时期后立即静脉取血、颈椎

脱臼法处死小鼠。
1． 4． 2 血清甲状腺激素水平测定 下腔静脉取血

1 ml，3 000 r /min 离心 10 min，分离血清，于 4 ℃冰

箱保存。电化学发光免疫分析法检测血清 T3、T4、
TgAb、TPOAb，ELISA 法 检 测 血 清 促 甲 状 腺 激 素

( thyrotropin，TSH) 。
1． 4． 3 标本制备 取血后小鼠立即颈椎脱臼处死，

于冰台迅速暴露小鼠腹腔“Y”形子宫，完整取出后

于子宫“Y”形中间分叉处剪断，将左半边子宫于

4%多聚甲醛中固定 24 h，石蜡包埋，矢状位连续切

片，片厚 5 μm，用于 HE 染色、免疫组化染色; 右半

边子宫浸泡于 4% 多聚甲醛溶液中固定，待做组织

匀浆用于子宫局部细胞因子检测。
1． 4． 4 HE 染色 通过小鼠阴道脱落细胞瑞氏染

色确定小鼠动情周期后再结合 HE 染色法观察动情

各期小鼠子宫内膜的形态及腺体变化。将子宫切片

经脱蜡、复水后，苏木精染料染色 20 min，盐酸乙醇

分色、蓝化后伊红染料染色 10 s，再经脱水、透明后

烘干封片。光学显微镜下拍摄图片。
1． 4． 5 免疫组织化学染色 小鼠子宫蜡片置于 60
℃烤箱 30 min，二甲苯脱蜡 3 次，每次 15 min，梯度

乙醇水化; TritonX-100 细胞通透，30% 过氧化氢阻

断内源性过氧化物酶; 柠檬酸盐微波炉加热暴露抗

原决定簇; 山羊血清封闭; 以上各步骤间使用 PBS
洗涤 3 次，每次 3 min。galectin-3 抗体( 1 ∶ 50) 室温

孵育 1 h 后孵育过夜( 4 ℃ ) ; HＲP 标记山羊抗兔 IgG
孵育 30 min( 37 ℃ ) ; 以上各步骤间使用 PBS 洗涤 5
次，每次 5 min; DAB 显色，苏木精复染 20 s，PBS 返

蓝 10 min，常规脱水、透明、封片。每张切片镜下随

机选取 5 个视野在同一放大倍数下( × 400 ) 进行观

察，应用光学显微镜拍摄; 运用 IPP6. 0 图像分析软

件分析免疫反应产物的光密度值，取平均光密度

( average optical density，AOD) 值。
1． 4． 6 ＲT-PCＲ 反应 每 100 mg 子宫标本中加入

1 ml TＲIzol 提取 ＲNA 后，进行分离、沉淀、洗涤溶解

后于 － 80 ℃ 保存; 在 0. 2 ml EP 管中，加入总 ＲNA
( 质量为 1 μg) 、10 μmol /L Oligo( dT) 1 μl、DEPC 水

补足至 12 μl，进行离心、加热、水浴; 在上述 EP 管

中加入 5 × Ｒeaction Buffer 4. 0 μl、10 mmol /L dNTP
Mix 2 μl、ＲibolockTM Ｒnase inhibitor 1 μl、ＲevertAidTM

M-MLV Ｒeverse Transcniptase 1 μl 于 42 ℃ 加热 60
min，70 ℃加热 5 min; 取出上述反应液，即为 cDNA，

－ 80 ℃保存备用; 取出 cDNA 作为荧光定量模板，

使 用 Thermo Scientific 公 司 的 ＲevertAid Ｒeverse
Transcniptase 建立反应体系; 进行目的基因扩增; ga-
lectin-3 上游引物: 5'-ACGCCATGATCTAAGCCAGA-
3'; 下 游 引 物: 5'-GCGATGGGTATCTCTCAGCC-3'。
观察反应结果，进行产物分析。
1． 4． 7 流式微球捕获技术( CBA 法) 检测细胞因子

将子宫组织匀浆后作为待测样品，准备好缓冲液

等试剂，将白细胞介素-2 ( interleukin-2，IL-2 ) 、白细

胞介素-4 ( interleukin-4，IL-4 ) 两种细胞因子标准品

冻干粉转移到离心管中，用稀释液进行重悬、梯度稀

释、混匀后将分装的捕获微球立即混匀并装入流式

管中，标记为混合微球; 各实验管中加入混合好的捕

获微球 50 μl，将标准管中加入上述梯度稀释好的标

准品，样本管中加入 50 μl 待测样品，弃去上清液。
所有管均室温避光孵育 2 h，同时用流式仪器调校微

球进行实验条件设置，清洗捕获微球 /样本 /标准品
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复合物，上机检测，进行数据分析。
1． 5 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 软件进行统计

分析，数据以 珋x ± s 表示，两组间比较采用两独立样

本 t 检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 小鼠血清甲状腺激素及抗体水平 与 CON 组

相比，HT 组 TgAb、TPOAb 水平升高( P ＜ 0. 05) ，T3、
T4、TSH 水平差异无统计学意义。见表 1。

表 1 各组小鼠 T3、T4、TSH、TgAb、TPOAb 水平( n = 20，珋x ± s)

项目 CON 组 HT 组 t 值

T3( nmol /L) 1． 536 ± 0． 096 1． 534 ± 0． 087 0． 015
T4( nmol /L) 39． 398 ± 2． 380 39． 902 ± 3． 041 － 1． 300
TSH ( μmol /L) 325． 638 ± 16． 951 355． 326 ± 2． 300 － 1． 030
TgAb ( IU /mol /L) 25． 681 ± 1． 380 166． 601 ± 9． 61* － 7． 186
TPOAb ( IU /mol /L) 23． 851 ± 0． 819 29． 649 ± 0． 500* － 6． 045

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 小鼠子宫内膜动情期 HE 染色 动情期是有

利于小鼠交配的最关键时期，故选取两组小鼠动情

期子宫内膜初步比较。光镜下显示: HT 组较 CON
组，内膜增厚明显，腔上皮多呈分支绒毛状结构，固

有层腺体多而大。见图 1。

图 1 两组小鼠子宫内膜动情期 HE ×50

A: CON 组动情期; B: HT 组动情期

2． 3 免疫组化光镜结果 光镜下可见 galectin-3 在

各动情周期小鼠子宫内膜组织中均有表达，呈棕黄

色颗粒，主要分布于腔上皮、腺上皮胞质中，尤其是

顶端面，间质细胞胞质中分布较少，各细胞核中则几

乎无分布。见图 2。
2． 4 免疫组化 AOD 值结果 与 CON 组比较，HT
组 galectin-3 的 AOD 值在动情期、动情后期降低( P
＜ 0. 05) ，而在动情前期、动情间期的差异无统计学

意义。见表 2。
2． 5 ＲT-PCＲ 结果 与 CON 组比较，HT 组 galec-
tin-3 mＲNA 在四期间的表达均降低( P ＜ 0. 05 ) ，差

异有统计学意义。见表 3。
表 2 两组小鼠动情周期免疫组化染色 AOD 值( n = 8，珋x ± s)

项目 CON 组 HT 组 t 值

动情前期 0． 082 ± 0． 002 0． 083 ± 0． 002 － 1． 370
动情期 0． 202 ± 0． 004 0． 164 ± 0． 003* 8． 069
动情后期 0． 140 ± 0． 002 0． 080 ± 0． 003* 19． 593
动情间期 0． 045 ± 0． 003 0． 043 ± 0． 002 0． 356

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

表 3 两组小鼠动情周期 galectin-3 mＲNA 表达水平( n = 8，珋x ± s)

项目 CON 组 HT 组 t 值

动情前期 0． 726 ± 0． 019 0． 314 ± 0． 010* 18． 766
动情期 1． 182 ± 0． 026 0． 654 ± 0． 020* 16． 141
动情后期 0． 748 ± 0． 021 0． 356 ± 0． 020* 13． 445
动情间期 0． 712 ± 0． 013 0． 304 ± 0． 022* 15． 762

与 CON 组比较: * P ＜ 0. 05

2． 6 小鼠子宫组织细胞因子水平 HT 组 IL-2 水

平( 0. 346 ± 0. 015) 低于 CON 组( 0. 712 ± 0. 020) ( P
＜ 0. 05，t = 14. 461) ; IL-4 水平( 0. 333 ± 0. 015) 低于

CON 组( 0. 676 ± 0. 021 ) ( P ＜ 0. 05，t = 13. 333 ) ，差

异有统计学意义。

图 2 galectin-3 在动情周期小鼠子宫内膜的表达 × 400

A: CON 组; B: HT 组; 1: 动情前期; 2: 动情期; 3: 动情后期; 4: 动情间期
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3 讨论

阴道涂片法是目前常用的小鼠动情周期判定方

法之一，本实验先采用阴道脱落细胞瑞氏染色涂片

法确定小鼠动情周期后，再结合 HE 染色法光镜下

观察各期小鼠子宫内膜形态。宋婉玲 等［6］的研究

表明，动情期是排卵并接受交配的最佳时期，此期内

膜较其他三期明显变厚，故本实验直接选取 CON 组

和 HT 组的动情期 HE 染色涂片进行观察。HE 染

色显示，HT 组的子宫内膜肉眼较 CON 组变厚，腺体

也较大而多，推测可能是由于造模成功导致桥本鼠

子宫出现上述结果，具体机制尚不清楚。
免疫组化结果示，galectin-3 主要表达于子宫内

膜腔上皮、腺上皮和基质细胞细胞质，且腔上皮表达

强于腺上皮与基质，这与 Popovici et al［8］的文献报

道一致。免疫组化法与 ＲT-PCＲ 法显示，HT 组 ga-
lectin-3 表达在动情期较 CON 组降低，这提示动情

期作为参与妊娠的关键时期，其出现可能有利于 ga-
lectin-3 的表达; 同时提示 HT 组小鼠子宫内膜虽具

有接受胚胎植入的能力，但其中 galectin-3 的低表达

可能减弱了内膜基质细胞间的黏附作用，不利于维

持妊娠。Quintino-Moro et al［1］在文中也提及 HT 女

性患者可以受孕，但受孕概率较低。此外，免疫组化

与 PCＲ 法显示，HT 组 galectin-3 在动情后期表达低

于 CON 组，而动情前、间期两组无差异，推测可能是

由于galectin-3表达和性激素含量有关，而性激素的

分泌受动情周期调控。Talebi et al［9］的研究表明，

受精后动情后期雌激素水平开始降低，孕激素水平

逐渐升至高峰。galectin-3 含量受雌孕激素调控，且

孕激素能够协同 galectin-3 表达增加［10］; 若未受精，

后期黄体萎缩，孕激素开始退化［11］。这提示 HT 组

的较低受孕率可能导致后期孕激素含量降低，促使

galectin-3 表达低于 CON 组。galectin-3 mＲNA 和蛋

白质的表达谱在动情周期中的差异，可能是转录后

调控使 galectin-3 蛋白的稳定性受到了影响，Yang et
al［4］研究 galectin-3 在基因与蛋白水平的表达也不

完全一致。
本实验 HT 小鼠是通过尾部皮下注射免疫球蛋

白进行造模，对于 HT 组小鼠动情期蛋白的低表达

推测 可 能 与 子 宫 局 部 的 免 疫 状 况 相 关。有 报

道［12 － 13］表明，IL-2、IL-4 是免疫机制平衡中相对立

的两种细胞因子。IL-2、IL-4 在体内主要是由活化

的 T 淋巴细胞产生，T 淋巴细胞存在于机体各个器

官，包括子宫组织，其中 IL-2 主要起促进炎症作用，

IL-4 主要起抵抗炎症作用［12 － 13］。本实验通过 CBA
法检测两组小鼠子宫局部 IL-2、IL-4 的水平。结果

显示，HT 组的 IL-2、IL-4 较对照组降低，提示 HT 小

鼠体内的免疫机制可能发生失衡，并推测这可能与

HT 组小鼠 galectin-3 蛋白的低表达有关。Karlsson
et al［14］的研究表明，galectin-3 参与 IL-2 及中性粒细

胞介导的炎症反应并在炎症病灶处大量产生，以清

除炎症部位的炎性介质，减轻炎症反应。同时体外

试验表明，galectin-3 的消除可阻断 IL-4 的存活，减

弱其抗炎的效应［15］。这提示了在本实验中，HT 组

小鼠内膜的 galectin-3 可能倾向于调节促炎与抗炎

反应的稳定，维持免疫机制的平衡，使得自身水平处

于不断变化之中。Kouo et al［7］的研究表明 galectin-
3 可通过免疫调节改变机体免疫状态的平衡。

综上所述，HT 小鼠子宫内膜 galectin-3 蛋白在

不同周期均有表达，动情期升高明显，但较正常对照

组降低，提示桥本小鼠可以妊娠，但在受精结合的关

键环节即动情期可能受到影响。对于其妊娠受到影

响的原因，推测可能与其子宫内膜局部细胞因子的

改变有关。
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Expression of galactose agglutinin-3
in endometrium of Hashimoto’s thyroiditis mice

Li Li，Fan Hua，Xia Qin，et al
( Dept of Elderly Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the distribution and expression of galactose agglutinin-3 ( galectin-3) in the estrus
cycle of mice with Hashimoto＇s thyroiditis( HT) ． Methods Sixty-four clean grade NOD female mice were randomly
divided into normal control group( Con group) and Hashimoto’s thyroiditis group( HT group) ，thirty-two in each
group． The model of Hashimoto's thyroiditis was established by subcutaneous injection of pig thyroglobulin into the
tail root of mice． The serum thyroid hormone and antibody levels were measured by electrochemiluminescence im-
munoassay( ECL) and enzyme linked immunosorbent assay( ELISA) ，and the estrus cycle of mice was determined
by Swiss staining of vaginal exfoliated cells． The morphology of mouse endometrium was observed by HE staining，

the distribution and expression of galectin-3 in estrous cycle of mouse endometrium were observed by immunohisto-
chemical staining，and the expression of galectin-3 mＲNA in estrous cycle of mouse endometrium was detected by
reverse transcriptase polymerase chain reaction( ＲT-PCＲ) ． Determination of cytokine levels in uterine tissue by cy-
tometric bead array( CBA) ． Ｒesults There was no significant difference between thyroid hormone level and CON
group( P ＞ 0. 05) ，but the serum antibody level( TgAb-TPOAb) of HT group was higher than that of CON group( P
＜ 0. 05) ． The results of HE staining showed that the endometrium was thicker in estrus than that in Con group，the
luminal epithelium was mostly branched villous structure，and the lamina propria gland was more and larger than
that in Con group． Immunohistochemical staining ＲT-PCＲ showed that the expression of galectin-3 protein and mＲ-
NA in the endometrium of the two groups was significantly higher than that in the estrous phase( P ＜ 0. 05 ) ． The
expression of galectin-3 protein and mＲNA in the endometrium of the HT group was lower than that in the Con
group during estrus( P ＜ 0. 05) ． The results of CBA showed that IL-2 and IL-4 were lower in the control group than
that in the control group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The expression of galectin-3 in endometrium of mice with Hashi-
moto's thyroiditis is significantly increased during estrus，but decreased compared with the control group，which
may be related to the changes of local cytokines in the uterus of mice with Hashimoto's thyroiditis．
Key words Hashimoto's thyroiditis; galectin-3; endometrium; estrous cycle; cytokines
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