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摘要 目的 研究桥本甲状腺炎合并甲状腺毒症对小鼠额
叶谷氨酸含量和分布的影响。方法 将 30 只 CBA/J 雌性
小鼠分为 3 个组，即正常对照组、甲状腺功能正常的桥本甲
状腺炎组( 桥本组) 、桥本甲状腺炎合并甲状腺毒症组( 甲状
腺毒症组) 。腹腔注射猪甲状腺球蛋白建立甲状腺功能正常
以及合并甲状腺毒症的桥本甲状腺炎小鼠模型。采用免疫
组织化学方法观察各组小鼠额叶谷氨酸含量和分布情况。

结果 与正常对照组相比，甲状腺毒症组额叶Ⅱ ～Ⅴ层中
细胞内谷氨酸含量显著增高( P ＜ 0. 01) ，桥本组Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ层
中细胞内谷氨酸含量增高( P ＜ 0. 05) ; 与桥本组相比，甲状
腺毒症组额叶Ⅱ ～ Ⅴ层中细胞内谷氨酸含量增高( P ＜
0. 05) 。结论 桥本甲状腺炎会导致小鼠额叶细胞内谷氨
酸含量增高，合并甲状腺毒症时增高更明显。
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甲状腺毒症是指血循环中甲状腺激素过多引发
多系统改变的一组临床综合征，包括易怒、焦虑及记
忆力减退等神经精神症状［1 － 2］。桥本甲状腺炎
( Hashimoto thyroiditis，HT) 是产生甲状腺毒症的常
见原因，能引起甲状腺毒症并与其合并存在。目前
有临床研究［3］显示甲状腺功能正常的 HT 患者即存
在神经精神症状。谷氨酸作为中枢系统中最主要的
兴奋性神经递质，与多种疾病引起的神经精神症状
有关，其代谢较复杂，可作用于额叶、海马、扣带回等
边缘系统及其周围区域［4］。其中，额叶是影响情绪
活动的重要脑区。因此，该研究利用猪甲状腺球蛋
白( porcine thyroglobulin，pTg) 建立桥本甲状腺炎合
并甲状腺毒症小鼠模型，观察其额叶谷氨酸含量及

分布是否受到影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 5 周龄 CBA /J 雌性小鼠 30 只，购
自南京大学模式动物研究所，动物标准饲养条件下
喂养，体质量 15 ～ 20 g，健康状况良好。
1． 2 主要仪器及试剂 pTg、弗氏完全佐剂 ( com-
plete Freund＇s adjuvant，CFA) 、弗氏不完全佐剂( in-
complete Freund ＇s adjuvant，IFA ) ( 美国 Sigma 公
司) ; T3、T4放射免疫试剂盒 ( 北京北方生物技术研
究所) ; 检测仪器为 DFM-96 型 16 管放射免疫 γ 计
数器; 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( 美国贝克曼公司) ; 检测
仪器为贝克曼 Uni Cel Dxl 800 全自动化学发光免疫
分析仪;大鼠来源抗谷氨酸单克隆抗体( 美国 novus
公司) ; 免疫组织化学染色试剂盒( 北京中山金桥生
物公司) ;光学显微镜( Olympus DP) ;形态学图像分
析系统( Image-ProPlus 6. 0) 。
1． 3 动物造模方法 CBA /J 雌性小鼠适应性喂养
一周后初步分为两组，即正常对照组( n = 10 ) 和模
型组。待造模结束后模型组按照测定的甲状腺激素
水平分为桥本组( n = 10) 和甲状腺毒症组( n = 10) 。
模型组造模步骤: 将 pTg 溶于 PBS 溶液中，CFA 与
pTg溶液 1 ∶ 1 混合于研钵中，pTg 终浓度为 2 mg /
ml，冰浴条件下研磨至“油包水”状，固定好小鼠，行
腹腔注射，每只 0. 1 ml。其余两组注射等量 CFA。
第 14 天将 CFA替换成 IFA，操作方法同前，其余两
组注射等量 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 血清制备及 T3、T4、TgAb、TPOAb 检测 乙
醚吸入麻醉后打开小鼠腹腔，暴露下腔静脉，用肝素
钠湿润 1 ml注射器，行下腔静脉采血，室温下静置 6
h，3 000 r /min 离心 10 min，分离血清，置于 4 ℃冰
箱保存待测血清 T3、T4、TgAb、TPOAb。放射免疫试
剂盒检测 T3、T4，电化学发光免疫分析法检测 TgAb、
TPOAb。
1． 5 标本制备 取血后立即断头处死，冰上迅速分
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离脑组织，4%多聚甲醛中固定 24 h 后，石蜡包埋，
矢状位连续切片，片厚 5 μm。连同气管分离甲状
腺，于 4%多聚甲醛中固定 24 h 后，石蜡包埋，连续
切片，片厚 5 μm。
1． 6 HE染色法 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． 7 免疫组织化学染色法 切片脱蜡、复水、微波
炉抗原修复后，滴 3% 过氧化氢溶液温箱孵育 30
min消除内源性过氧化物酶，山羊血清封闭 1 h，一
抗 4 ℃孵育过夜( 1 ∶ 400，阴性对照以 PBS 代替) ，
山羊抗小鼠 IgG /HRP 聚合物 37 ℃孵育 30 min，
DAB显色剂显微镜下显色，苏木精复染 3 min，漂洗
干净后脱水封片。光学显微镜下拍摄图片，利用形
态学图像分析系统对图片进行分析。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 统计软件分析，
以 珋x ± s 表示数据，数据分析采用单因素方差分析
法，进一步检验若方差齐采用 LSD 法，若方差不齐
采用 Games-Howell法，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 3 组小鼠激素及抗体水平 与正常对照组相
比，桥本组和甲状腺毒症组 TgAb、TPOAb 显著升高
( P ＜ 0. 01) ;桥本组 T4 较正常对照组差异无统计学
意义，甲状腺毒症组 T4 显著高于正常对照组 ( P ＜
0. 01) ，3 组间 T3 差异无统计学意义。见表 1。
2． 2 3 组小鼠甲状腺 HE 染色 与正常对照组相
比，桥本组和甲状腺毒症组小鼠甲状腺内可见明显
淋巴细胞浸润及部分甲状腺滤泡的破坏。见图 1。
2． 3 3 组小鼠额叶各层谷氨酸含量比较 小鼠额
叶按神经元形态分层: Ⅰ层为分子层，细胞结构少，
有较多水平纤维;Ⅱ层为外颗粒层，神经细胞颗粒状

表 1 3 组小鼠 T3、T4、TgAb及 TPOAb水平( n = 30，珋x ± s)

项目 正常对照组 桥本组 甲状腺毒症组 F值
T3( nmol /L) 2． 39 ± 0． 27 2． 65 ± 0． 62 3． 11 ± 1． 18 2． 17
T4( nmol /L) 69． 07 ± 4． 96 67． 02 ± 8． 66 131． 41 ± 24． 31* 58． 19
TgAb( U /ml) 16． 31 ± 0． 76 43． 38 ± 5． 92* 42． 98 ± 6． 37* 94． 68
TPOAb( U /ml) 9． 93 ± 0． 56 19． 03 ± 0． 90* 18． 80 ± 1． 06* 358． 81

与正常对照组比较: * P ＜0. 01

排列较整齐、致密;Ⅲ层为外椎体细胞层，此层较宽，
椎体细胞大小不等、松散分布，其中有少量星形细
胞;Ⅳ层为内颗粒层，由较多星形细胞构成; Ⅴ为内
椎体细胞层，主要由大量大、中型椎体细胞及少量星
形细胞构成。本实验小鼠额叶切片各组各层细胞胞
核均呈淡蓝色，Ⅰ层细胞极少，胞质也极少有棕黄色
颗粒分布;Ⅱ ～Ⅴ层细胞胞质呈棕黄色，此为谷氨酸
免疫反应所产生的阳性产物。肉眼可见甲状腺毒症
组棕黄色面积大于且颜色深于桥本组和正常对照
组，桥本组稍强于正常对照组。见图 2。

以平均光密度( average optical density，AOD) 值
作为分析指标，进一步量化分析各组小鼠额叶Ⅱ ～
Ⅴ层谷氨酸免疫反应产物，结果显示:甲状腺毒症组
与正常对照组相比，各层 AOD 值均显著增大( P ＜
0. 01) ; 与桥本组比较，各层 AOD值差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05) 。桥本组与正常对照组相比，除Ⅳ外，
余 3 层 AOD 值差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。
Ⅰ层细胞结构和棕黄色颗粒极少，未纳入统计。见
表 2。

表 2 3 组小鼠额叶谷氨酸含量比较( n = 30，珋x ± s )

层数 正常对照组 桥本组 甲状腺毒症组 F值
Ⅱ 0． 077 ± 0． 009 0． 110 ± 0． 026* 0． 145 ± 0． 056＊＊# 8． 783
Ⅲ 0． 073 ± 0． 009 0． 104 ± 0． 024* 0． 134 ± 0． 042＊＊# 11． 220
Ⅳ 0． 079 ± 0． 012 0． 083 ± 0． 016 0． 120 ± 0． 048＊＊# 5． 502
Ⅴ 0． 084 ± 0． 011 0． 094 ± 0． 008* 0． 105 ± 0． 014＊＊# 9． 427

与正常对照组比较: * P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01; 与桥本组比较: #P ＜0. 05

图 1 小鼠甲状腺组织 HE染色 × 50( 见图中▼标示)

A:正常对照组; B:桥本组; C:甲状腺毒症组
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图 2 谷氨酸免疫产物在各组小鼠额叶的分布情况
A:正常对照组; B:桥本组; C:甲状腺毒症组; 1: × 100; 2:Ⅰ /Ⅱ层 × 400; 3:Ⅲ层 × 400; 4:Ⅳ层 × 400; 5:Ⅴ层 × 400

3 讨论

本实验选用国际公认的桥本甲状腺炎造模小鼠
CBA /J小鼠，利用猪甲状腺球蛋白结合弗氏完全佐
剂和弗氏不完全佐剂造模［5-7］。结果显示，桥本组小
鼠仅表现为 TgAb和 TPOAb显著升高及甲状腺病理
切片呈淋巴细胞浸润等特征性形态学改变。甲状腺
毒症组小鼠除上述表现外，T4 增高，T3 与对照组相
比差异无统计学意义，但均值仍高于正常对照组，提
示造模成功。

研究［8 － 9］显示，甲状腺功能正常时，免疫因素即
可成为 HT 情绪改变的原因，而其产生的具体机制
目前鲜有报道。本实验中，桥本组小鼠额叶Ⅱ、Ⅲ、
Ⅴ层细胞内谷氨酸含量与正常对照组相比有增加。
多种疾病引发的神经精神症状甚至健康人群存在的
情绪改变与脑部谷氨酸代谢异常密切关联，
González-Sepúlveda et al［10］的研究发现，慢性疼痛导
致患者出现焦虑症状时，其额叶谷氨酸含量呈增加
趋势;商进春 等［11］的动物学研究发现，尿毒症脑病
致大鼠产生神经精神系统症状时，其脑组织谷氨酸
浓度发生变化; Modi et al［12］在健康人群的研究中发
现，焦虑情绪重者前扣带回内谷氨酸含量高于焦虑
情绪轻者。结合以上研究成果，本研究结果提示 HT

所致的神经精神症状可能与小鼠额叶谷氨酸代谢异
常有关。此外，可能因为锥体神经元在额叶活动中
发挥着主要功能，Ⅳ层主要由星形神经细胞构成，使
得桥本组小鼠额叶Ⅳ层相对于其它层受到影响稍
小。

本实验观察各组小鼠额叶各层谷氨酸分布与含
量，发现甲状腺毒症组小鼠额叶Ⅱ ～Ⅴ层中细胞内
谷氨酸含量较正常对照组和桥本组均增高，提示甲
状腺毒症组小鼠额叶细胞内谷氨酸含量的显著升高
可能是 HT和甲状腺毒症共同作用的结果，HT 合并
的甲状腺毒症可能会影响小鼠额叶谷氨酸代谢。甲
状腺毒症导致的神经精神症状的产生机制尚不十分
清楚。有研究［13 － 14］显示，利用左甲状腺素建立的甲
状腺毒症大鼠模型脑部多巴胺、去甲肾上腺素和 5-
羟色胺等神经递质发生变化。Zhang et al［15］在对甲
状腺功能亢进症( 甲亢) 患者神经精神症状机制的
研究中发现，甲亢患者扣带回谷氨酸含量减少。该
结果与本实验结果均提示甲状腺毒症可能会导致脑
部谷氨酸代谢异常，可能因为选取脑区不同、谷氨酸
代谢的调节作用以及疾病病因和进程等不同因素，
造成了实验结果的差异。

综上所述，HT会导致小鼠额叶细胞内谷氨酸含
量增高，合并甲状腺毒症时增高更加明显，该结果可
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能为 HT及 HT合并甲状腺毒症引发神经精神症状
的机制探讨提供一定参考作用。
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Effect of hashimoto thyroiditis complicated by
thyrotoxicosis on glutamate content in the frontal lobe of mice

Zhu Min，Cai Yaojun，Chen Zhangxiang，et al
( Dept of Elderly Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effect of Hashimoto thyroiditis complicated by thyrotoxicosis on glutamate con-
tent and distribution in the frontal lobe of mice． Methods All 30 CBA /J female mice were divided into three
groups，namely，normal control group，hashimoto thyroiditis group and hashimoto thyroiditis complicated by thyrotoxi-
cosis group( thyrotoxicosis group) ． Both the hashimoto thyroiditis group and the thyrotoxicosis group were induced
by intraperitoneal injection of porcine thyroglobulin． Immunohistochemical method was used to detect the glutamate
content and distribution in the frontal lobe of mice． Results Compared to the normal controls，the intracellular glu-
tamate content in the Ⅱ ～Ⅴ layers of the frontal lobe of mice in the thyrotoxicosis group was singnificantly in-
creased ( P ＜ 0. 01 ) and also increased in the Ⅱ，Ⅲ，Ⅴ layers of the frontal lobe of hashimoto thyroiditis group
mice( P ＜ 0. 05) ． In the thyrotoxicosis group，the intracellular glutamate content in the Ⅱ ～Ⅴ layers of the frontal
lobe was higher than the hashimoto thyroiditis group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The intracellular glutamate content
in the frontal lobe of mice with hashimoto thyroiditis is higher than the normal controls，and this effect on mice with
hashimoto thyroiditis complicated by thyrotoxicosis will be more obvious．
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