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摘要　 目的　 通过实验性甲减妊娠大鼠模型的建立，初步探

讨妊娠期甲减和药物干预对大鼠子代认知功能的影响。 方

法　 选取 ＳＤ 雌性大鼠 ２０ 只随机分为对照组（ＣＯＮ 组）和甲

减组（ＰＴＵ 组），采用丙硫氧嘧啶（ＰＴＵ）建立甲减模型，电化

学发光免疫法检测雌鼠甲状腺激素水平，比较两组指标差

异。 造模成功后与雄鼠合笼交配，将甲减组孕鼠再随机分为

孕期未干预组（Ⅰ组）、孕早期干预组（Ⅱ组）和孕中晚期干

预组（Ⅲ组）。 通过莫里斯水迷宫（ＭＷＭ）实验测试仔鼠学

习记忆能力。 通过苏木精伊红染色（ＨＥ）、尼氏染色及免疫

组化观察仔鼠海马神经元的形态结构、成熟神经元核蛋白

（ＮｅｕＮ）和突触相关蛋白（ＳＹＮ）的表达情况。 结果　 ① ＰＴＵ
组雌鼠较 ＣＯＮ 组 ＴＳＨ 显著增高、ＦＴ４ 显著减低（Ｐ ＜ ０. ０５）。
② 在定位航行试验中，各组仔鼠到达平台的躲避潜伏期均

表现逐渐缩短。 第 ５ 天，Ⅰ组仔鼠到达平台的潜伏期较

ＣＯＮ、Ⅱ、Ⅲ组明显延长（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ⅱ、Ⅲ组与 ＣＯＮ 组变化

不大（Ｐ ＞ ０. ０５）。 ③ 空间探索阶段Ⅱ组仔鼠的滞留时间与

Ⅰ组相比有明显差异（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｉ 组的仔鼠穿越平台次数

与 ＣＯＮ、ＩＩ、ＩＩＩ 组有明显差异（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ④ 各组仔鼠海马

组织 ＨＥ 染色和尼氏染色无明显差异。 但与 ＣＯＮ 组相比，
Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组仔鼠海马组织 ＮｅｕＮ、ＳＹＮ 蛋白的平均吸光度值

均显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 甲状腺功能减退对妊娠大

鼠子代认知功能及海马神经元发育会产生不良影响，孕期不

同阶段干预对子代认知功能的影响不同，干预越早，对认知

功能的损伤越小。
关键词　 甲状腺功能减退症；妊娠；子代；海马体；认知功能

中图分类号　 Ｒ ５８１. ２
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２４）０６ － １０３５ － ０５
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２４． ０６． ０１９

　 　 妊娠期甲状腺功能减退（简称妊娠甲减）是近

年研究［１］发现影响胎儿智力水平的多发病。 甲减

可以影响性激素的分泌，导致经量异常、经期延长，
甚至闭经不孕［２］。 据报道［３ － ４］，妊娠期间未经治疗

的临床甲减与流产、早产、先兆子痫、妊娠期糖尿病、
低出生体质量儿、胎死宫内的风险增加有关。 胎儿

期是中枢神经系统发育的关键时期，胎儿的甲状腺

在孕 ２０ 周前不具有分泌甲状腺激素的能力，该时期

是依靠母体甲状腺激素供给维持胎儿正常的脑发

育［１，５］，未充分治疗的妊娠期临床甲减患者，其子代

神经智力发育也将受到影响［６］。 该研究旨在建立

实验性妊娠期甲减孕鼠模型，初步探讨妊娠期甲减

对后代认知功能的影响以及孕期不同阶段的干预对

临床治疗的重要性。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物及分组 　 ＳＰＦ 级健康 ＳＤ 大鼠雌性

（５ ～ ６ 周龄，２２０ ± ２０ ｇ）２０ 只，雄性（５ ～ ６ 周龄，
２２０ ± ２０ ｇ）１０ 只，购自安徽医科大学实验动物中

心。 温度（２４ ± ２） ℃，湿度（４８ ± ２）％ ，光暗周期

为 １２ ｈ，大鼠自由饮食饮水。 将 ＳＤ 雌性大鼠适应

性饲养 ７ ｄ 后，随机分为对照组（ＣＯＮ 组）和甲减组

（ＰＴＵ 组），每组 １０ 只。 实验过程遵循《安徽医科大

学实验用动物管理和使用指南》，实验操作经安徽

医科大学实验动物伦理委员会批准 （审批号：
ＬＬＳＣ２０２４１４３２）。 剔除实验过程中感染、死亡、未成

功受孕以及未成功自然分娩的 ＳＤ 雌性大鼠，最后

ＳＤ 雌性孕鼠计入统计并进行子代大鼠相关实验的

共 １２ 只，分为对照 ／孕期未干预 ／孕早期干预及孕中

晚期干预组各 ３ 只。 各组所产仔鼠随机选择 ８ 只。
１． ２　 主要试剂及仪器 　 丙硫氧嘧啶片（Ｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏ⁃
ｕｒａｃｉｌ，ＰＴＵ） （上海朝晖药业有限公司，国药准字：
Ｈ３１０２１０８２，５０ ｍｇ ／片）；左甲状腺素钠片［默克雅柏

药业 （中国） 有限公司，国药准字： Ｊ２０１６００６５，５０
μｇ ／片］。 Ｔ３、Ｔ４、ＴＳＨ 测定试剂盒及全自动化学发

光免疫分析仪（ＡＤＶＩＡ Ｃｅｎｔａｕｒ ＸＰ）均购自美国西门

子医学诊断股份有限公司。
１． ３　 实验方法

１． ３． １ 　 甲减模型制备 　 参考文献［６］ 制备动物模
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型，将 ＰＴＵ 与生理盐水混合溶解成 ０. １％溶液，以每

只大鼠 １０ ｍｌ ／ ｋｇ 灌胃，１ 次 ／ ｄ，连续两周进行 ＰＴＵ
组模型制备，ＣＯＮ 组连续两周灌胃 １０ ｍｌ ／ ｋｇ 生理盐

水。 大鼠每日称重并观察生存状态，ＰＴＵ 组均出现

食量下降、毛色黯淡和反应迟钝等表现。 两组的 ２０
只大鼠均分别眶静脉取血 １ ｍｌ，高速离心机 ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，分离血清，检测血清甲状腺激

素：促 甲 状 腺 激 素 （ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＴＳＨ）、游离四碘甲（状）腺原氨酸（ ｆｒｅｅ ｔｅｔｒａｉｏｄｏｔｈｙ⁃
ｒｏｎｉｎｅ，ＦＴ４）、游离三碘甲状腺原氨酸（Ｆｒｅｅ ｔｒｉｉｏｄｏ⁃
ｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，ＦＴ３）水平，判断甲状腺功能，与 ＣＯＮ 组相

比，ＰＴＵ 组大鼠血清中 ＴＳＨ 含量上升，伴或不伴

ＦＴ４、ＦＴ３ 含量下降，则为造模成功［７］。 为防止大鼠

自我恢复，造模成功后仍采用 ＰＴＵ 溶液灌胃，维持

甲减状态，频率从 １ 次 ／ ｄ 改为隔日 １ 次。
　 　 造模成功后，随机将各组的 ２ 只雌鼠与 １ 只未

经处理的 ＳＤ 雄鼠合笼交配，自合笼第 ２ 日清晨起

行雌鼠阴道涂片镜检，将发现阴栓的雌鼠取出单独

安置，确定为胚胎第 ０ 天（Ｅ０）。 模仿人类妊娠周

期，将大鼠的妊娠周期分为 ３ 个阶段：孕早期（孕第

１ － ７ 天），孕中期（孕第 ８ － １４ 天），孕晚期（孕第 １５
天后）。 从造模成功且合笼受孕的雌鼠中随机选取

９ 只，分为 ３ 组，设为孕期未干预组（Ｉ）、孕早期干预

组（ＩＩ）、孕中晚期干预组（ ＩＩＩ），每组 ３ 只。 ＩＩ 组和

ＩＩＩ 组分别在孕第 ３ 天（Ｅ３）和孕第 １２ 天（Ｅ１２）时给

予左甲状腺素钠片治疗，剂量为 １. ２５ μｇ ／ １００ ｇ。 干

预过程中观察孕鼠生存状态并测定血清甲状腺激素

水平，判断甲状腺功能是否恢复正常，并维持正常甲

状腺功能水平直至分娩。 Ｉ 组每日持续灌胃生理盐

水，直至分娩。 各组产出的仔鼠随机选取 ８ 只单独

安置饲养至 ３ 周龄。
１． ３． ２　 血清甲状腺激素水平测定　 电化学发光免

疫 分 析 （ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，
ＥＣＬＩＡ）测定雌性大鼠血清中甲状腺激素 ＴＳＨ、ＦＴ４、
ＦＴ３ 含量。
１． ３． ３ 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水 迷 宫 实 验 （Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ，
ＭＷＭ） 　 采用 ＭＷＭ 实验进行空间学习记忆能力测

试。 在各组中随机抽取 ８ 只出生后 ３ 周龄的仔鼠进

行 ＭＷＭ 实验。 水池直径 １８０ ｃｍ、高 ５０ ｃｍ、水深 ３０
ｃｍ，水温（２２ ± ２） ℃。 按照东南西北 ４ 个方向将水

池平均划分为 ４ 个象限，任选其一（本实验选择第 ３
象限），正中放置一个顶端平面为 １０ ｃｍ × １０ ｃｍ 的

平台，高 ２８ ｃｍ，低于水面 ２ ｃｍ，水池周围参照物保

持不变。 ＭＷＭ 实验分为两个部分：① 定位航行实

验：实验开始先将小鼠放入水池中（不放平台）自由

游泳 １ ｍｉｎ 使其熟悉迷宫环境。 实验共历时 ５ ｄ，每
日下午进行一个系列，每一系列包括 ４ 次。 仔鼠面

向池壁分别从 ４ 个不同象限入水，发现平台后在平

台上停留 １５ ｓ、休息 ６０ ｓ，再随机由下一象限入水；
记录仔鼠发现平台的时间即逃避潜伏期。 如果仔鼠

入水后 ６０ ｓ 内找不到平台，则由操作者帮助其上平

台，即本实验中的最大逃避潜伏期为 ６０ ｓ。 ② 空间

探索实验：在定位航行实验后第 １ 天（本实验第 ６
天）撤去平台，将仔鼠从第 １ 象限面向池壁放入水

中，观察并记录 ９０ ｓ 内在第 ３ 象限内滞留时间及穿

越原始平台的次数。 为排除视觉损害对测试成绩的

影响，行可视平台实验，即平台露出水面 １ ｃｍ 时，观
察仔鼠到达平台的时间。
１． ３． ４　 海马标本制作及观察　 仔鼠行为学实验结

束后次日，３％戊巴比妥钠（０. １ ｍｌ ／ ｋｇ）腹腔注射麻

醉，解剖仔鼠，暴露心脏，行左心室穿刺，自心尖部快

速滴入生理盐水，同时右心耳开口，一边灌流生理盐

水一边挤压肝脏，待右心耳流出液清亮、肝脏变白后

继续注入 ４％多聚甲醛灌注固定，待四肢抽搐、全身

僵硬后固定板上断头取脑，留取新鲜海马和皮质组

织，４％多聚甲醛中固定，后经石蜡包埋，切片。
１． ３． ５　 苏木精 －伊红（ＨＥ）染色　 仔鼠脑海马组织

石蜡切片经二甲苯脱蜡、复水后，进行苏木精染色，
盐酸乙醇返蓝，伊红水溶液染色，再经梯度乙醇脱

水，二甲苯透明处理，最后封片。 光学显微镜下观察

海马神经元形态结构的变化情况并采集图片。
１． ３． ６　 尼氏染色　 取仔鼠海马组织切片，常规脱蜡

至水，用 １％甲苯胺蓝水溶液进行染色，染色 ２０ ｍｉｎ
后冲洗多余的染色，乙醇分化、脱水，二甲苯透明后

中性树胶封固。 光学显微镜下观察并拍摄图片。
１． ３． ７　 免疫组化染色　 免疫组化法检测成熟神经

元核蛋白（ ｎｅｕｒｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＮｅｕＮ）和

突触相关蛋白（ ｓｙｎａｐｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＳＹＮ）的
表达。 仔鼠海马组织切片常规脱蜡至水，浸入柠檬

酸盐修复液 ５００ ｍｌ 微波修复，水浴冷却。 滴加 ３％
Ｈ２Ｏ２ 孵育 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 缓冲液漂洗 ３ 次后，滴加适

当稀释的 ＮｅｕＮ、ＳＹＮ 一抗，４ ℃孵育过夜。 ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次，分别滴加二者相应抗小鼠 ／兔二抗。 再次

ＰＢＳ 漂洗 ３ 次，加入 ＤＡＢ 显色液。 苏木精复染、蓝
化，梯度乙醇脱水，二甲苯透明、封片，光学显微镜下

采集图片，观察标本切片染色情况，使用图像分析软

件分析 ＮｅｕＮ 和 ＳＹＮ 的平均吸光度值。
１． ４　 统计学处理　 数据分析采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 统计
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学软件进行处理，计量资料以 �ｘ ± ｓ 描述，正态分布

的计量资料采用两独立样本 ｔ 检验，多组间比较行

单因素方差分析，两两比较方差齐用 ＬＳＤ 检验，方
差不齐采用塔姆黑尼检验，不符合正态分布采用分

参数秩和检验。 重复测量数据采用重复测量方差分

析；以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 两组母代大鼠血清甲状腺激素水平比较　 与

ＣＯＮ 组比较，ＰＴＵ 组大鼠血清中 ＴＳＨ 含量明显增

高、ＦＴ４ 含量显著降低，差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０. ０５），ＦＴ３ 含量略微降低，见表 １。

表 １　 ＣＯＮ 组与 ＰＴＵ 组雌性大鼠甲状腺功能指标比较

（ｎ ＝ １０，�ｘ ± ｓ）

组别 ＦＴ３（ｐｍｏｌ ／ Ｌ） ＦＴ４（ｐｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＳＨ（ｍＵ ／ Ｌ）
ＣＯＮ １． １８ ± ０． １３ ３８． ０８ ± ４． ６８ ０． ００２（０． ００１２５ ～ ０． ００２）
ＰＴＵ １． １６ ± ０． １９ １４． ６１ ± ８． ４０∗ ０． ６１８（０． ４７５ ～ ０． ６８１）∗

Ｆ 值 ０． ０２ ４７． ６０ ４３． ６２５

　 　 与 ＣＯＮ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 各组仔鼠行为学指标

２． ２． １　 定位航行实验　 数据显示，在定位航行测试

中，从第 １ 天至第 ５ 天随着训练的进展，各组仔鼠到

达平台的逃避潜伏期均表现逐渐缩短。 在第 １ 天，
除 ＣＯＮ 组外，其余各组无明显差异。 第 ５ 天时，Ⅰ
组仔鼠到达平台的潜伏期与 ＣＯＮ、Ⅱ、Ⅲ组相比均

显著延长（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ⅱ、Ⅲ组仔鼠与 ＣＯＮ 组相比

未见明显改变（Ｐ ＞ ０. ０５），见图 １Ａ。
２． ２． ２　 空间探索实验　 数据显示，各组仔鼠在第 ３
象限滞留时间有明显差异，Ⅱ组仔鼠在平台象限的

滞留时间与Ⅰ组和Ⅲ组相比差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０５）；Ⅰ组仔鼠穿越平台的次数较 ＣＯＮ、Ⅱ、Ⅲ
组差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ｂ。
２． ３　 海马组织形态　 ＣＯＮ 组与Ⅰ组仔鼠海马组织

通过 ＨＥ 染色观察到 ＣＡ１ 区域结构完整，锥体神经

元形态规则，呈金字塔形且排列紧密，胞内结构多而

清晰，无明显水肿。 通过尼氏染色显示 ＣＡ１ 区域神

经元结构完整，核大而圆，胞质深蓝色，胞质内有丰

富的尼氏小体，锥体层细胞排列整齐，呈锥体或球

星，胞质呈深蓝色，未观察到明显的神经元丢失。 见

图 ２。

图 １　 空间探索实验

　 　 Ａ：定位航行实验逃避潜伏期；Ｂ：空间探索实验各组仔鼠第 ３ 象限平台滞留时间、穿越平台次数；与Ⅰ组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅱ组比较：＃Ｐ
＜ ０. ０５；与Ⅲ组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 仔鼠海马组织 ＣＡ１ 区神经元 ＨＥ 染色和尼氏染色结果 × ４００
Ａ：ＣＯＮ 组；Ｂ：Ｉ 组；１：ＨＥ 染色；２：尼氏染色
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２． ４　 海马组织 ＮｅｕＮ、ＳＹＮ 表达情况 　 ① 各组仔

鼠海马 ＮｅｕＮ 表达水平：与 ＣＯＮ 组相比，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
组仔鼠海马组织 ＣＡ１ 区 ＮｅｕＮ 阳性细胞的平均吸光

度值显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），提示 ＮｅｕＮ 蛋白表达降

低，见表 ２。 ② 各组仔鼠海马 ＳＹＮ 表达水平：与
ＣＯＮ 组相比，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组仔鼠海马组织 ＣＡ１ 区 ＳＹＮ
平均吸光度值显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），提示 ＳＹＮ 蛋白

表达降低，见表 ２。

表 ２　 各组仔鼠海马 ＮｅｕＮ、ＳＹＮ 蛋白表达的平均吸光度值

（ｎ ＝ ８，�ｘ ± ｓ）

组别 ＮｅｕＮ ＳＹＮ
ＣＯＮ ０． ８ ± ０． １４ ０． ３９ ± ０． ０７
Ⅰ ０． ２４ ± ０． ０２∗ ０． ２３ ± ０． ０１∗

Ⅱ ０． ３ ± ０． ０２∗ ０． ３２ ± ０． ０２∗＃

Ⅲ ０． ２８ ± ０． ０２∗ ０． ２６ ± ０． ０２∗＆

Ｆ 值 １０８． ７２ ２３． ４７

　 　 与 ＣＯＮ 组比较，∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅰ组比较：＃ Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅱ组比

较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 近年妊娠期甲状腺功能减退患病率呈增高趋

势。 既往研究［８ － １０］表明，妊娠甲减患者不仅损害母

体自身健康，更对子代神经认知功能发育存在负面

影响。 通过给予左甲状腺素干预可改善妊娠期甲减

患者子代神经心理发育情况［１１ － １２］。 本研究也得出

相同结论，但本研究对孕期干预的时机进行了分组，
发现母体孕期越早干预其子代认知功能损伤程度越

小，改善效果越好。 分析其原因可能是：① 妊娠早

期，胎儿甲状腺尚未发育成熟，其生长发育所需的甲

状腺激素完全依赖母体。 若孕期母体甲状腺激素分

泌减少，则子代合成甲状腺激素的原料供应不足。
② 海马体的 ＣＡ１ 区域是影响神经认知功能的关键

脑部位。 该区域神经元的成熟度与学习记忆能力显

著相关。 ＮｅｕＮ 蛋白是神经元成熟的重要标志物，其
表达水平与神经元活跃度紧密相关。 神经元之间信

息的传递、处理及储存等均通过突触进行。 ＳＹＮ 蛋

白是影响突触传递的重要物质，其阳性表达减少可

以影响突触小泡的运输能力。 甲减会抑制室管膜下

区域和海马齿状回颗粒下层区域的神经生成［１３］，尤
其是未成熟神经元的活性会不断受到抑制。 甲减还

可以破坏连接在神经元之间的突触的可塑性以及神

经元的成熟度，从而影响认知功能。 本实验中提示

孕早期干预较未干预的蛋白表达有显著差异，进一

步说明早干预少损伤。 ③ 经早期左甲状腺素钠片

干预后，可较好地将孕妇甲状腺功能维持在孕期控

制目标内，弥补妊娠期甲状腺激素的不足，保障胎儿

阶段神经系统的分化和发育，继而减轻对子代神经

智力的损伤。 但孕期不同干预阶段的最佳治疗剂量

尚不明确，有待进一步研究。 本项研究也存在一定

的局限性，未来关于妊娠甲减对子代认知功能影响

和机制的深入研究，应注意以下几点：首先母体妊娠

与甲减疾病状态发生的先后关系可能对后代认知功

能有不同影响，可以分别建立甲减大鼠妊娠模型与

妊娠大鼠合并甲减模型进一步探讨两者对后代认知

的影响。 其次可以探索妊娠甲减改变突触可塑性及

传递信号通路的机制，再次设置孕期不同阶段不同

剂量的药物干预，观察其对子代认知的作用。 为了

认知更全面评价后代的认知功能，应开展恐惧条件

反射测试、避暗测试等多项行为学试验，以及后代远

期认知功能的实验。
　 　 综上所述，妊娠期甲状腺功能减退可以影响海

马神经元的突触可塑性及相关蛋白表达，导致子代

认知功能障碍。 在孕期的不同阶段干预，子代认知

功能障碍的程度及临床表现有明显差异，及时有效

地筛查和治疗可以尽量减少甚至避免损伤。 我国

《妊娠和产后甲状腺疾病诊治指南（第 ２ 版）》指出

妊娠早期临床甲减的孕妇建议 ２ ～ ４ 周检测甲状腺

功能，及时调整药量［１４ － １５］。 建议女性在怀孕前进行

筛查，密切关注孕期甲状腺并对甲状腺功能的变化

进行动态监测，特别是高危孕龄期的女性更要注意。
对于确诊的甲减孕妇，要及时进行治疗，减轻对产妇

及子代的严重伤害。
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