
甲状腺素联合多奈哌齐对甲减大鼠乙酰胆碱酯酶活性、
乙酰胆碱含量和 synaptotagmin-1 表达的影响
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摘要 目的 探讨甲状腺素联合多奈哌齐对成年期甲状腺

功能减退模型 SD 大鼠的海马乙酰胆碱酯酶活性及乙酰胆
碱含量和突触结合蛋白(Syt-1)表达的影响。方法 将成年
SD大鼠随机分为正常对照组、甲状腺功能减退组(甲减组)、
单独甲状腺素治疗组和甲状腺素联合多奈哌齐治疗组(联

合治疗组)，每组 10 只。采用色度法测定各组大鼠海马乙酰
胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量，并应用免疫组织化学法检测

大鼠海马不同亚层 Syt-1 表达。结果 与正常对照组相比，
甲减组大鼠海马 CA1、CA3 和齿状回区乙酰胆碱酯酶活性、
乙酰胆碱含量及 Syt-1 表达显著降低(P ＜ 0. 05)。单独甲状
腺素治疗组大鼠海马乙酰胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量恢
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复正常，但 Syt-1 蛋白表达未恢复。联合治疗组大鼠海马乙
酰胆碱含量和 Syt-1 表达均恢复至正常。结论 甲减可引起
脑内乙酰胆碱酯酶活性、乙酰胆碱含量及 Syt-1 表达下降，甲
状腺激素单独治疗对上述损伤有改善作用，但联合多奈哌齐

治疗效果可能更好。
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甲状腺激素在中枢神经系统的发育和功能成熟

中发挥重要的作用
［1］。有研究［2］显示成年期甲状

腺功能减退(甲减)可致广泛的中枢神经系统结构

损伤和功能紊乱。然而，关于甲状腺素替代治疗是
否能恢复这些结构和功能的改变的研究结论并不一

致
［3 － 4］。成年期甲减主要表现为认知功能损伤，其
神经机制可能涉及神经元突触可塑性。乙酰胆碱是
广泛存在脑内的与学习和记忆功能相关的重要神经

［11］ Müller-Newen G，Küster A，Hemmann U，et al． Soluble IL-6 recep-

tor potentiates the antagonistic activity of soluble gp130 on IL-6 re-

sponses［J］． J Immunol，1998，161(11):6347 － 55．

［12］ Ｒydgren T，Oster E，Sandberg M，et al． Administration of IL-1 pro-

longs survival of transplanted pancreatic islets to type 1 diabetic

NOD mice［J］． Cytokine，2013，63(2):123 － 9．

［13］ Lamson D Ｒ，House A J，Danshina P V，et al． Ｒecombinant human

sperm-specific glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ( GAP-

DHS) is expressed at high yield as an active homotetramer in bacu-

lovirus-infected insect cells［J］． Protein Expr Purif，2011，75(1):

104 － 13．

Expression and identification of mouse IL-6 receptor fusion protein
Cheng Haiyan1，Gao Wenda2，Ｒen Cuiping1，et al

( 1Dept of Microbiology and Parasitology，Anhui Medical University，Hefei 230032;
2 Antagen Pharmaceuticals，Inc．，Boston 02118)

Abstract Objective To construct and express mouse IL-6 receptor fusion protein． Methods Mouse IL-6 recep-
tor fusion gene was cloned on the baculovirus plasmid Bacmid by recombinant technology． Ｒecombinant baculovirus
transfected insect cell Sf9 was mediated by liposome，then the titer of recombinant baculovirus was calculated by
plaque assay，and the expression of mouse IL-6 receptor fusion protein was identified by Western blot． Ｒesults
Ｒecombinant baculovirus was obtained from DH10Bac，the third generation recombinant baculovirus titer was 5 ×
107 pfu /ml，Western blot showed that mouse IL-6 receptor fusion protein expressed in infected cells． Conclusion
We successfully expressed mouse IL-6 receptor fusion protein，lays the foundation for further study on the role of IL-
6 in inflammatory diseases．
Key words IL-6 receptors; baculovirus; protein expression
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递质
［5 － 6］。研究［7 － 9］显示甲状腺素与胆碱酯酶活性
和乙酰胆碱含量关系密切，成年期甲减可以引起脑

内胆碱能系统功能紊乱，前期研究
［10］
也显示甲减大

鼠脑内乙酰胆碱含量降低并与学习记忆减退有关。
然而，关于成年期甲减导致特定脑区乙酰胆碱酯酶

活性和乙酰胆碱含量变化及甲状腺素替代治疗对这

些指标影响的报道甚少。突触结合蛋白( synapto-
tagmin，Syt)属于突触前囊泡蛋白，是涉及神经递质
释放过程的关键蛋白之一，其中 Syt-1 是 Syt 家族中
脑特异性亚型，高度表达于海马神经元。目前研
究
［11 － 12］
显示 Syt-1 可能与学习和记忆有关，如阿尔

茨海默病(Alzheimer disease，AD)患者脑内 Syt 水平
显著降低、自然衰老小鼠海马 Syt-1 表达存在年龄相
关性改变且与学习记忆减退有关等。该研究选用
SD大鼠作为研究对象，探讨甲状腺素联合多奈哌齐
对成年期甲减大鼠的海马乙酰胆碱酯酶活性及乙酰

胆碱含量和 Syt-1 表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 3 月龄 SD 大鼠 40 只，雄性，清洁
级，体重(170 ± 20) g，购自北京维通利华实验动物
公司。常规条件下喂养(温度 21 ～ 23 ℃，湿度 50%
～60%，明暗周期为 12 h)，所有大鼠接受标准啮齿
类食物，并自由进水，适应性喂养 1 周。
1． 2 模型制作 将 40 只 SD 大鼠随机均分为 4
组:正常对照组、甲减组、单独甲状腺素治疗组(单
独治疗组)和甲状腺素联合多奈哌齐治疗组(联合

治疗组)。除正常对照组外每组大鼠于每日饮水中
给予丙基硫氧嘧啶(PTU，0． 05%，Sigma 公司)，4 周
后甲减组继续予以 PTU处理，而单独治疗组开始腹
腔注射左旋甲状腺素［6 μg /100 ( g·d)，Sigma 公
司］，联合治疗组在单独治疗基础上饮水中加入浓

度为 0． 005%的多奈哌齐。正常对照组大鼠饮用正
常自来水，4 周后腹腔内注射相同体积生理盐水，造
模时间共 6 周。
1． 3 标本制备 血清制备:造模结束后称取大鼠体
重，予 7% 水合氯醛(350 mg /kg)麻醉后打开胸腔，
腹主动脉取血，离心后取血清置于 4 ℃冰箱保存待
测总三碘甲状腺原氨酸(Triiodothyronine，T3)、总甲
状腺素(Tyroxine，T4)和促甲状腺激素( thyrotropin，
TSH)。
脑标本制备:取血后将大鼠断头处死，冰上迅速

开颅取脑，右大脑半球置于 4%多聚甲醛溶液固定，

流水冲洗，修块，脱水，透明，浸蜡，HE 染色定位，4
μm连续冠状切片(德国 Leica 公司，ＲM2235 型)，
进行免疫组织化学染色检测 Syt-1 蛋白的表达。左
大脑半球在冰上分离出海马，用于比色法检测乙酰

胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量。
1． 4 甲状腺水平测定 采用放射免疫法根据试剂
盒指示测定血清 T3、T4 和 TSH水平。
1． 5 比色法检测 将左侧半球的海马，按照重量和
体积比 1 ∶ 9 的比例，加入预冷的生理盐水，在冰浴
中制成 10% 的组织匀浆，4 ℃ 离心分离上清液
(3 500 r /min，10 min)，按试剂盒说明书测定乙酰胆
碱酯酶酶活性和乙酰胆碱含量。
1． 6 免疫组织化学染色 免疫组化采用超敏 SP
法。一抗为重组单克隆 Syt-1 蛋白抗体(美国 Sigma
公司); SP 二抗超敏试剂盒(SP-9001，生物素标记
羊抗兔 /小鼠 IgG)和 DAB 显色试剂盒均购自北京
中杉金桥生物科技有限公司。10 × 40 倍显微镜(O-
lympus，日本)下对背海马齿状回(DG 区:颗粒细胞
层、分子层)、CA1 区(起层、放射层、腔隙层)和 CA3
区(起层、透明层、放射层)观察、照相。图像以 TIFF
格式保存，用 Image Pro Plus 6． 0 图像分析系统(美
国 Media Cygernetics公司)分析。亚区各层的 Syt-1
含量用免疫反应产物光密度值(optical density，OD)
代表。由于每个标本各层选取的形状大小有异，故
以平均 OD(累积 OD 与选取面积的比值)进入统计
学分析。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17． 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s表示。采用单因数方差分析(one
way-ANOVA)，进一步用 LSD法进行多重比较。

2 结果

2． 1 大鼠血清甲状腺激素水平 与正常对照组相
比，甲减组大鼠血清 T3、T4 水平明显减低(P ＜
0. 05)，TSH显著增高(P ＜ 0. 01)，而单独治疗组和
联合治疗组大鼠血 T3、T4 明显升高(P ＜ 0. 05)，
TSH接近正常水平，见表 1。

表 1 各组大鼠血清 T3、T4 和 TSH水平(n = 10，珋x ± s)

组别 T3(nmol /L) T4 (nmol /L) TSH(μIU /ml)
正常对照 0． 81 ± 0． 06 49． 31 ± 3． 71 1． 31 ± 0． 28
甲减 0． 62 ± 0． 03* 18． 14 ± 4． 30* 19． 28 ± 9． 79*

单独治疗 0． 81 ± 0． 05# 52． 40 ± 5． 86# 1． 23 ± 1． 21
联合治疗 0． 76 ± 0． 06# 52． 75 ± 2． 02# 1． 08 ± 0． 13

与正常对照组比较:* P ＜ 0． 05; 与甲减组比较:#P ＜ 0. 05
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2． 2 大鼠海马乙酰胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量
的变化 与正常对照组大鼠相比，甲减组大鼠海马

乙酰胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量明显降低(P ＜
0. 05)。单独甲状腺素治疗后，大鼠乙酰胆碱酯酶
活性和乙酰胆碱含量升至正常水平(P ＞ 0. 05)。甲
状腺素联合多奈哌齐治疗后，大鼠乙酰胆碱酯酶活

性明显降低(P ＜ 0. 05)，而乙酰胆碱含量恢复至正
常水平(P ＞ 0. 05)，见表 2。

表 2 大鼠海马乙酰胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量(n = 10，珋x ± s)

组别
乙酰胆碱酯酶活性

(μg /mg)

乙酰胆碱含量

(μg /mg)
正常对照 324． 27 ± 22． 12 20． 27 ± 3． 82
甲减 230． 27 ± 20． 87* 14． 80 ± 2． 24*

单独治疗 290． 27 ± 21． 53 21． 98 ± 4． 88
联合治疗 220． 27 ± 19． 41* 22． 27 ± 3． 45

与正常对照组比较:* P ＜ 0. 05

2． 3 大鼠海马各区 Syt-1 蛋白表达的变化 光镜
下观察各组大鼠海马不同亚区结构(见图 1)，可见
Syt-1 在海马所有亚区各层均有表达(阳性着色呈棕
红色)。甲减组和单独治疗组(尤其是甲减组)大鼠
海马 DG分子层、CA1 起层和放射层及 CA3 透明层
和放射层的 Syt-1 较正常对照组呈低表达，而联合治
疗组和正常对照组 Syt-1 在海马不同亚区的表达基
本相似。
以 Image Pro Plus 6． 0 图像分析系统对海马不

同亚区 Syt-1 的免疫产物进行平均光密度值分析，结
果显示，与正常对照组相比，甲减组大鼠海马 DG分
子层、CA1 起层和放射层及 CA3 透明层和放射层的
Syt-1 表达显著降低(P ＜ 0. 01)，而 DG颗粒细胞层、
CA1腔隙层及 CA3 起层的Syt-1表达未见明显改变
( P ＞ 0. 05)。单独甲状腺素治疗后Syt-1免疫反应

图 1 各组大鼠海马不同亚层的 Syt-1 的免疫反应物的表达 × 400

C:正常对照组;Hypo:甲减组;T4:单独治疗组;T4 + DON:联合治疗组;SO:起层;SＲ:放射层;SLM:腔隙层;SL:透明层;ML:分子层;PL:颗

粒细胞层
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表 3 大鼠海马 Syt-1 蛋白水平(珋x ± s，OD)

亚区 分层 正常对照组 甲减组 单独治疗组 联合治疗组

DG 分子层 4． 75 ± 0． 06 4． 09 ± 0． 03＊＊ 4． 37 ± 0． 05＊＊ 4． 61 ± 0． 05
颗粒细胞层 3． 76 ± 0． 05 3． 51 ± 0． 03 3． 67 ± 0． 07 3． 72 ± 0． 06

CA1 起层 5． 06 ± 0． 15 3． 49 ± 0． 13＊＊ 4． 09 ± 0． 20＊＊ 4． 79 ± 0． 16
放射层 4． 75 ± 0． 19 3． 19 ± 0． 14＊＊ 3． 60 ± 0． 29＊＊ 4． 29 ± 0． 28
腔隙层 4． 31 ± 0． 09 3． 91 ± 0． 16 3． 99 ± 0． 05 4． 42 ± 0． 09

CA3 起层 5． 01 ± 0． 18 4． 55 ± 0． 17 4． 87 ± 0． 10 4． 98 ± 0． 14
透明层 4． 85 ± 0． 10 3． 94 ± 0． 04＊＊ 4． 23 ± 0． 07＊＊ 4． 71 ± 0． 08
放射层 4． 94 ± 0． 05 3． 90 ± 0． 07＊＊ 4． 46 ± 0． 09＊＊ 4． 81 ± 0． 06

与正常对照组比较:＊＊P ＜ 0． 01

产物分布及细胞内表达与甲减大鼠相似，但甲状腺

素联合多奈哌齐治疗后大鼠 Syt-1 阳性免疫反应物
在海马各层均恢复至正常对照组大鼠水平，两者比

较差异无统计学意义(P ＞ 0. 05)。见表 3。

3 讨论

甲状腺功能减退症是一种常见的内分泌疾病，

目前建立甲减的动物模型的方法较成熟，其中科研

上最常用的方法之一是利用抗甲状腺药物诱导甲减

模型，其主要优点为实验方法操作简单，成功率高，

重复性好，便于观察等。本实验采用 PTU 饮水(浓
度为 0． 05% )6 周进行造模，并检测血清 T3、T4 水
平，结果显示甲减组大鼠血清 T3、T4 明显低于正常
对照组，提示甲减模型制备成功。此外，甲状腺单独
和联合治疗后 T3、T4 明显升高，说明甲状腺素治疗
可使甲状腺相关指标恢复至正常。与既往的研
究
［13］
结果基本一致。
目前认为突触联络的完整性遭到破坏可能是成

年期后认知功能减退(包括甲减)的原因
［14］。突触

蛋白由于参与化学突触传递的全过程正受到广泛的

关注，Syt-1 是一种含有两个 Ca2 +结合的 C2 结构域
的突触囊泡整合膜蛋白，介导快速同步神经递质释

放，参与调节突触囊泡循环的锚定融合和再利用，进

而在神经递质释放过程中发挥重要作用。Syt-1 广
泛分布与神经及神经内分泌组织中，在生物体内主

要集中于大脑皮质和海马的小突触囊泡和大致密核

心囊泡表面。近期研究［11 － 12］显示 Syt-1 可能与自然
衰老状态和病理性状态(如 AD、甲减)相关学习记
忆减退有关，之前的研究

［15］
显示成年期甲减大鼠海

马 CA1、CA3 和 DG 区 Syt-1 的表达明显降低，且单
独甲状腺素替代治疗并不能使 Syt-1 在海马中的表
达恢复至正常。本研究与既往研究［15］结果基本一
致。

脑内胆碱能神经元对甲状腺激素非常敏感，在

脑发育关键期，甲状腺激素缺乏会导致大脑皮层、海
马及前脑基底部胆碱能神经元相关酶的活性明显降

低，造成中枢胆碱能神经发育障碍。然而，对成年期
甲减对脑内(尤其是特定脑区)胆碱能神经元研究

较少。本课题组先前的研究［10］显示甲减大鼠额叶
乙酰胆碱含量显著减少，而脑内乙酰胆碱含量降低

可能是甲减引起学习记忆能力减退的原因之一。海
马位于颞叶内侧面的基底部，是内侧颞叶记忆系统

的重要组成部分，主要参与空间记忆和事件记忆的

形成
［16］。研究［17］显示海马在自然衰老和 AD更容

易受损，且与其相关认知功能减退密切相关。因此，
海马是研究学习记忆改变机制的理想目标脑区。本
研究显示甲减大鼠海马 CA1、CA3 和齿状回区乙酰
胆碱酯酶活性和乙酰胆碱含量明显降低，与额叶部

位的研究结果相似
［10］。

多奈哌齐是乙酰胆碱酯酶抑制剂，可以提高突

触间隙乙酰胆碱含量，研究
［15］
显示多奈哌齐可以改

善甲减大鼠的认知功能，但具体机制不明确，可能与

某些突触相关蛋白有关。本实验采用甲状腺激素联
合多奈哌齐干预成年甲减大鼠，发现海马内乙酰胆

碱含量和 Syt-1 均可恢复至正常范围，提示甲状腺素
联合多奈哌齐可能用于治疗甲减引起的脑功能损

伤。综上所述，血清甲状腺素可引起脑内乙酰胆碱
含量的变化，因此，甲减脑功能受损可能与海马内乙

酰胆碱含量异常有关。然而，甲减导致脑内乙酰胆
碱含量降低的确切原因未明，可能与甲减引起脑内

突触相关蛋白表达异常和(或)血清甲状腺素水平

改变直接影响脑内乙酰胆碱含量有关。
总之，甲减可引起脑内乙酰胆碱酯酶活性、乙酰

胆碱含量及 Syt-1 表达降低，甲状腺激素单独治疗对
上述损伤有改善作用，但联合多奈哌齐治疗效果可

能更好，提示多奈哌齐对甲减的认知功能恢复可能

更有价值。
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Effects of thyroxine and donepezil on acetylcholine content，acetylcholinesterase
activity and synaptotagmin-1 expression in hypothyroid rats

Wu Yang1，Cai Yaojun2，Zhu Defa2

( 1 Dept of Pharmacy，2 Dept of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of
Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of thyroxine and donepezil treatment on the hypothyroidism-in-
duced alterations of acetylcholine (ACh) content and acetycholinesterase (AChE) activity and synaptotagmin-1
(Syt-1) expression in the hippocampus of adult rats． Methods Adult male SD rats were randomly divided into
three groups: blank control group，hypothyroidism group，thyroxine treatment group，thyroxine and donepezil treat-
ment group． Concentration of ACh and the activity of AChE were determined colorimetrically，and protein level of
Syt-1 was determined by immunohistochemistry． Ｒesults Compaired to the controls，the hypothyroidism rats had
significant decrements of Ach levels，AChE activity and Syt-1 expression in the hippocampus (P ＜ 0. 05) ． Thyrox-
ine，ACh levels and AChE activity were restored by thyroxine administration，while expression of Syt-1 did not
reach the control level． Co-administration of thyroxine and donepezil led to normalization of thyroxine，ACh levels
as well as the Syt-1 expression． Conclusion Hypothyroidism can lead to the decline of ACh levels，AChE activity
and Syt-1 expression in the hippocampus，and thyroid replacement alone may reduce some of these damages，but
thyroid combined with donepezil treatment can be better in the hypothyroidism adult rats．
Key words hypothyroidism; hippocampus; thyroxine; donepezil; synaptotagmin-1
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