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摘要　 目的　 初步探讨二甲双胍治疗桥本甲状腺炎的作用

机制。 方法　 选择健康 ＳＤ 雌性大鼠 ４５ 只，随机分为空白

组、模型组、二甲双胍组，采用高碘水联合甲状腺球蛋白与弗

氏佐剂混合免疫注射法模拟桥本甲状腺炎大鼠模型。 造模

成功后，空白组及模型组予以 ０ư ９％ 氯化钠溶液灌胃，二甲

双胍组按 ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 二甲双胍灌胃，连续给药 ４ 周，处死各

组大鼠并取样。 采用 ＥＬＩＳＡ 测定血清甲状腺功能指标

（ＴＳＨ、Ｔ３、Ｔ４、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ）及甲状腺组织炎性因子（ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２）水平；ＨＥ 染色观察甲状腺组织病理变

化；ＴＵＮＥＬ 荧光染色检测甲状腺组织细胞凋亡；免疫组化检

测甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ 表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定甲状腺组

织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
检测甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与

空白组比较，模型组血清中 ＴＳＨ、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平、阳性细

胞比率、 甲状腺组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 含量及 Ｆａｓ、 Ｆａｓ⁃Ｌ、
ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高，血清 ＦＴ３、ＦＴ４ 水平及甲

状腺组织中 ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ 含量降低（Ｐ ＜ ０ư ０１）；与模型组比

较，二甲双胍组血清中 ＴＳＨ、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平、阳性细胞比

率、甲状腺组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 含量及 Ｆａｓ、 Ｆａｓ⁃Ｌ、 ＦＡＤＤ、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达降低，血清 ＦＴ３、ＦＴ４ 水平及甲状腺组

织中 ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ 含量升高（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结论　 二甲双胍抑

制桥本甲状腺炎进展，其作用机制可能与抑制 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 介

导的细胞凋亡途径有关。
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　 　 桥本甲状腺炎（Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ′ｓ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＨＴ）是

一种慢性自身免疫性甲状腺疾病，其特征是自身免

疫介导的甲状腺破坏［１］。 由于遗传易感性、炎症、
过量碘摄入、感染及其他环境因素影响，其发病率正

逐渐上升［２］。 目前，ＨＴ 的治疗方法主要包括替代

疗法和免疫疗法（如甲状腺激素、糖皮质激素等），
但大多数病人仍常常进展为亚临床及临床甲状腺功

能减退，需终身随访及补充甲状腺激素，耗费大量财

力及医疗资源［３］。 二甲双胍作为治疗 ２ 型糖尿病的

有效药物之一，其降糖外的其他作用逐渐被发现，如
降低糖尿病患者心血管疾病风险、治疗神经退行性

病变、抗自身免疫、抗肿瘤、抗甲状腺肿大及减少亚

临床甲减发生等［４］。 此外，二甲双胍可显著抑制正

常甲状腺细胞和乳头状甲状腺癌细胞中 ＴＮＦ⁃α 诱

导的 ＣＸＣＬ８ 的分泌，并呈现剂量依赖性［５］。 而 ＨＴ
所涉及重要发病机制就有 ＴＮＦ⁃α 的活性增强，然而

二甲双胍作用 ＨＴ 的机制尚不清楚。 该研究旨在初

步探讨二甲双胍治疗 ＨＴ 的作用机制，以期为 ＨＴ 的

治疗提供新方向。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 实验选取 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雌性大鼠 ４５
只，体质量（２５０ ± ２０） ｇ，由重庆医科大学实验动物

中心提供，许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１８⁃０００３。 大鼠在

实验前适应性饲养 １ 周，饲养温度 ２２ ～ ２３ ℃，相对

湿度 ６０％ ，光照 ／黑暗周期为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，自由饮水，
给予标准饲料饲养。
１． ２　 主要试剂与仪器 　 二甲双胍（纯度 ９８％ ，批
号：１１１５⁃７０⁃４）购自湖北诺纳化学公司；碘化钠（批
号：２０１６０７１３３）、甲状腺球蛋白 （１０ ｍｇ ／支，批号：
１６７７７１ ）、 完 全 弗 氏 佐 剂 （ １０ ｍｇ ／支， 批 号：
２０１６０６２０）和不完全弗氏佐剂 （１０ ｍｇ ／支，批号：
２０１６０８０１）均购自上海羽朵生物科技有限公司；促甲

状腺激素（ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＴＳＨ）、游离三

碘甲腺原氨酸（ ｆｒｅｅ ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ，ＦＴ３）、游离甲状

腺素（ｆｒｅｅ ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ，ＦＴ４）、甲状腺球蛋白抗体（ ｔｈｙ⁃
ｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴＧＡｂ）、甲状腺过氧化物酶抗体

（ ｔｈｙｒｏｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＴＰＯＡｂ）、肿瘤坏死因

子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白介素（ ｉｎｔｅｒ⁃
ｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１０、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２ ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自上海

茁彩生物科技有限公司；相关一抗肿瘤坏死因子受

体超家族成员 ６（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒ⁃
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ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ６， Ｆａｓ， 货号： ａｂ１３３６１９ ）、 Ｆａｓ 配体

（Ｆａｓ ｌｉｇａｎｄ，Ｆａｓ⁃Ｌ，货号：ａｂ２３１０１１）、Ｆａｓ 相关死亡

结构域蛋白 （ Ｆａｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＦＡＤＤ，货号：ａｂ１０８６０１）、裂解半胱天冬酶⁃３（ｃｌｅａｖｅｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｓｐａｓｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３， ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３，货号： ａｂ３２３５１） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎ 裂解液（货号：Ｐ００１３） 购自上海碧云天生

物；ＲＮＡ ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ（批号：ｖｓ１８０６１７３０）购自合

肥博美生物科技有限责任公司；ＰＨＹ⁃Ⅲ型病理组织

漂烘仪购自常州市中威电子仪器公司；ＢＡ２１０Ｄｉｇｉｔａｌ
数码三目摄像显微镜购自上海麦克奥迪公司；
ＪＹ２００Ｃ 电泳仪购自北京君意东方电泳设备公司；
ＰＩＫＯＲｅｄ ９６ 实时荧光定量仪购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
仪器公司。
１． ３　 桥本甲状腺炎大鼠模型构建及分组治疗　 将

大鼠随机分为 ３ 组：空白组、桥本甲状腺炎组（模型

组）、二甲双胍组，每组 １５ 只，适应性喂养 １ 周后于

第 ２ 周模型组及二甲双胍组饮用高碘水（碘化钠

０ư ６４ ｇ ／ Ｌ），连续 ２ 周。 第 ４ 周模型组及二甲双胍组

双足后皮下多点注射由完全弗氏佐剂充分乳化的油

包水状的甲状腺球蛋白，每只大鼠注射 １００ μｇ，共 ２
次，中间间隔 ２ ｄ，作为初次免疫。 第 ５ 周起于后背

注射不完全弗氏佐剂乳化的甲状腺球蛋白 （１００
μｇ），每周 １ 次，共 ４ 周作为加强免疫，在此过程中

空白组注射等量的 ０ư ９％氯化钠溶液，饮用纯净水，
各组大鼠均取尾部血测定 ＴＳＨ、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＧＡｂ、
ＴＰＯＡｂ 水平，评价模型是否制备成功，造模组大鼠

ＴＧＡｂ 和 ＴＰＯＡｂ 水平高于空白组均值 ２ 倍及以上视

为造模成功［６］。 造模成功后二甲双胍组以 ３００ ｍｇ ／
ｋｇ 剂量灌胃［７］ ４ 周，空白组及模型组予以 ０ư ９％ 氯

化钠溶液灌胃 ４ 周后，处死各组大鼠并取样。
１． ４　 检测指标　
１． ４． １　 大鼠一般情况　 观察大鼠毛色、精神状态、
摄食、活动情况、造模期间的束缚反应和大便质地等

情况变化。
１． ４． ２　 ＥＬＩＳＡ 测定甲状腺功能指标及炎性因子水

平　 采用戊巴比妥钠（３５ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射麻醉大

鼠，后将大鼠转移至预先消毒的超净工作台上，腹主

动脉取血，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心 １５ ｍｉｎ 分离血清，
采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定血清中甲状腺功能指标

（ＴＳＨ、Ｔ３、Ｔ４、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ）水平。 后采集大鼠甲

状腺组织，将甲状腺组织在冰 ＰＢＳ 中冲洗，滤纸吸

干后，剪成小块，加入 ５ ｍｌ ＰＢＳ 在冰上用玻璃匀浆

器匀浆，再进行 ２ 次反复冻融，进一步破碎细胞膜，

匀浆物以５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取上清液，按

ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定甲状腺组织中炎性因子（ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２）水平。
１． ４． ３ 　 ＨＥ 染色观察甲状腺组织病理变化 　 取双

侧甲状腺组织，经由 ４％ 的多聚甲醛固定，石蜡包

埋，切片（厚 ５ μｍ），制片，苏木精染色 ４ ｍｉｎ，脱水，
伊红染色 ３ ｍｉｎ，光学显微镜观察组织病理变化。
１． ４． ４　 ＴＵＮＥＬ 荧光染色检测甲状腺组织细胞凋亡

　 同１． ４． ３ 项制作甲状腺组织切片，然后用 ３％
Ｈ２Ｏ２ 处理 １０ ｍｉｎ 抑制内源性过氧化物酶活性。 随

后将切片与 ＴＤＴ 标记缓冲液在 ３７ ℃ 孵育 １ ｈ，用
ＤＡＰＩ 复染，ＴＵＮＥＬ 阳性细胞染成绿色，细胞核 ＤＡ⁃
ＰＩ 染色，观察 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞。
１． ４． ５ 　 免疫组化检测甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ 表

达　 同１． ４． ３ 项制作甲状腺组织切片，后用 ３％
Ｈ２Ｏ２ 室温孵育 １０ ｍｉｎ，采用高温高压柠檬酸盐缓冲

液回收抗原，滴加一抗（Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ）４ ℃孵育过夜，
滴加二抗工作液 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤后，
用 ＤＡＢ 液孵育切片，然后用苏木精复染，中性树胶

封片，光学显微镜观察并采集图像。
１． ４． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、
ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 　 取双侧甲状腺

组织，在 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液中裂解，裂解产物在 ４ ℃
下以１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液。 用

ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳测定总蛋白，并转移到

ＰＶＤＦ 膜上。 将膜与一抗 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３（均 １ ∶ ５００）或 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ １ ０００）在 ４ ℃
孵育过夜。 然后与辣根过氧化物酶偶联的山羊抗兔

ＩｇＧ 室温孵育 １ ｈ。 使用 ＥＣＬ 暗室显色，显色后的蛋

白使用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 全功能成像系统采集图像，Ｉｍａｇｅ⁃
ＰｒｏＰｌｕｓ 分析吸光度，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，对照组目标

蛋白质相对含量为 １，计算各组蛋白质的相对表达

量，实验重复 ３ 次。
１． ４． ７ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、
ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ 表达 　 取双侧甲状腺组织，用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取总 ＲＮＡ，用超纯 ＲＮＡ 试剂盒纯化。 引物

序列： Ｆａｓ，５′⁃ＴＧＴＣＣＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＴＧＣＴ⁃３′ （正

向 ） 和 ５′⁃ＴＴＣＡＣＧＡＡＣＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣＡ⁃３′
（反向）；Ｆａｓ⁃Ｌ，５′⁃ＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣＴＡＡＧＣＣＣＴＣ⁃３′（正
向） 和 ５′⁃ＴＴＧＡＴＡＣＡＴＴＣＣＴＡＡＣＣＣＣＡＴＴＣＣ⁃３′ （ 反

向）； ＦＡＤＤ， ５′⁃ＡＡＣＣＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＣＣＴＧＧＴＧＧＡＡ⁃
３′（正向）和 ５′⁃ＣＣＴＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＡＧＧＧＴＧＴＴＴＣＴＧ⁃
３′（反向）；ＧＡＰＤＨ，５′⁃ＴＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡ⁃３′
（正向）和 ５′⁃ＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴ⁃３′（反向）。
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总 ＲＮＡ 按制造商说明书试剂盒反转录成 ｃＤＮＡ，使
用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ定量基因表达水平，初始

变性（９５ ℃、１０ ｍｉｎ），变性（９５ ℃、１０ ｓ），退火（６０
℃、１０ ｓ），延伸 （７２ ℃、１０ ｓ），４０ 个循环。 采用

２ － ΔΔＣｔ法分析相对基因表达。
１． ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２ư ０ 软件进行数据

统计分析，实验数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用

单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），以 Ｐ ＜ ０ư ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠一般情况的影

响　 所有大鼠于第 １ 周时，饮水、进食、排便、皮毛及

活动情况等均无明显异常。 第 ４ 周初次免疫后，造
模大鼠开始出现皮毛粗糙或脱毛、倦怠嗜卧等现象。
其中二甲双胍组 ３ 只大鼠灌胃给药时出现情绪激

动、烦躁易怒等现象。
２． ２　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠甲状腺功能指

标的影响 　 与空白组比较，模型组血清中 ＴＳＨ、
ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平升高，ＦＴ３、ＦＴ４ 水平降低 （Ｐ ＜
０ư ０１）；与模型组比较，二甲双胍组血清中 ＴＳＨ、

ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平降低，ＦＴ３、ＦＴ４ 水平升高 （Ｐ ＜
０ư ０５）。 见表 １。
２． ３　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠甲状腺组织病

理变化的影响　 空白组甲状腺被膜未见增厚，小叶

大小不等，小叶内可见甲状腺滤泡，多呈圆形、或卵

圆形，大小不一，滤泡壁由单层滤泡细胞组成，细胞

多呈立方状，滤泡腔内充满上皮分泌的滤泡胶质，间
质结缔组织内血管丰富，未见变性坏死或炎细胞浸

润。 模型组甲状腺结构受损，局部区域滤泡结构不

完整，滤泡壁较薄，滤泡细胞较为扁平甚至变性坏

死，坏死细胞胞核固缩或裂解，胞质基本消失，滤泡

腔内可见脱落的细胞碎片，间质内血管轻微扩张。
二甲双胍组甲状腺结构较为完整清晰，滤泡大小不

一，滤泡细胞多呈立方状，排列较为整齐，少量滤泡

细胞变性坏死，滤泡腔内可见细胞碎片。 见图 １。
２． ４　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠甲状腺组织炎

性因子的影响　 与空白组比较，模型组甲状腺组织

中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量升高，ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ 含量降低（Ｐ
＜ ０ư ０１）；与模型组比较，二甲双胍组甲状腺组织中

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量降低，ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２ 含量升高（Ｐ ＜
０ư ０５）。 见表 ２。

表 １　 各组大鼠甲状腺功能指标比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １５）

组别 ＴＳＨ（ｍＵ ／ Ｌ） ＦＴ３（ｐｍｏｌ ／ Ｌ） ＦＴ４（ｐｍｏｌ ／ Ｌ） ＴＧＡｂ（ＩＵ ／ ｍｌ） ＴＰＯＡｂ（Ｕ ／ ｍｌ）
空白 ２． ６１ ± ０． ３４ １． ３４ ± ０． ０５ ２． ９９ ± ０． １７ ５． ６０ ± ０． ４５ １． ０２ ± ０． ０４
模型 ３． ５３ ± ０． ２６∗∗ １． ０１ ± ０． ０４∗∗ ２． １７ ± ０． １２∗∗ １０． １６ ± ０． ５０∗∗ １． ６５ ± ０． ０８∗∗

二甲双胍 ２． ８８ ± ０． １３＃ １． １２ ± ０． ０４∗∗＃ ２． ５４ ± ０． １９∗＃ ８． ９１ ± ０． ４１＃ １． ３７ ± ０． １３＃

Ｆ 值 １０． １７５ ３９． ４７８ １８． ７２１ ９． ７８７ １５． ９１０
Ｐ 值 ０． ０１２ ＜ ０． ００１ ０． ００３ ０． ０１３ ０． ００４

　 　 与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 １　 各组大鼠甲状腺组织 ＨＥ 染色

Ａ：空白组 ；Ｂ：模型组；Ｃ：二甲双胍组；１： × ２００；２： × ４００
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表 ２　 各组大鼠甲状腺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２
含量比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １５）

组别
ＴＮＦ⁃α

（ｐｇ ／ ｍｌ）
ＩＬ⁃１０

（ｐｇ ／ ｍｌ）
ＩＬ⁃６

（ｐｇ ／ ｍｌ）
ＩＬ⁃１２

（ｐｇ ／ ｍｌ）
空白 ３３． ６９ ± ２． ６７ １１． ７８ ± ０． ６１ １９． ３３ ± １． ３２ ４． ７４ ± ０． ０８
模型 ４２． ５５ ± １． ３７∗∗ ９． １３ ± ０． ５９∗∗ ２５． ５２ ± １． １９∗∗ ３． ６２ ± ０． ３１∗∗

二甲双胍 ３５． ７０ ± ２． ４２＃＃ １０． ９４ ± ０． ７６＃ ２２． １１ ± ０． ８８∗＃ ４． １４ ± ０． ２５∗＃

Ｆ 值 １２． ９７７ １２． ５２９ ２２． ０４４ １６． ７５６
Ｐ 值 ０． ００７ ０． ００７ ０． ００２ ０． ００４

　 　 与空白组比较：∗ Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０ư ０１；与模型组比较： ＃ Ｐ ＜
０ư ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ５　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠甲状腺细胞凋

亡数的影响　 与空白组比较，模型组 ＴＵＮＥＬ 染色阳

性细胞比率增加（Ｐ ＜ ０ư ０１）；与模型组比较，二甲双

胍组 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞比率降低（Ｐ ＜ ０ư ０１）。
见图 ２。

图 ２　 各组大鼠甲状腺细胞凋亡数的影响 × ４００

与空白组比较：∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

２． ６　 二甲双胍对桥本甲状腺炎大鼠 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 途

径的影响　 免疫组化染色结果显示，与空白组比较，
模型组甲状腺组织中 Ｆａｓ、 Ｆａｓ⁃Ｌ 表达升高 （ Ｐ ＜
０ư ０１）；与模型组比较，二甲双胍组甲状腺组织中

Ｆａｓ 表达降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），Ｆａｓ⁃Ｌ 表达无差异统计学

意义（图 ３Ａ、Ｂ）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，与空白

组比较，模型组甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达均升高（Ｐ ＜ ０ư ０１）；与模型组比较，二甲双

胍组甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ 表达均

降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）（图 ３Ｄ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显

示，与空白组比较，模型组甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、
ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０ư ０１）；
与模型组比较，二甲双胍组甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃
Ｌ、 ＦＡＤＤ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０ư ０１）（图 ３Ｃ、Ｅ）。

３　 讨论

　 　 ＨＴ 是发病率极高的自身免疫疾病，其以抗甲状

腺球蛋白和甲状腺过氧化物酶抗体为特征，大多数

ＨＴ 患者血清 ＴＰＯＡｂ 和 ＴＧＡｂ 均为阳性；ＴＰＯＡｂ 和

ＴＧＡｂ 不仅可作为 ＨＴ 的诊断标志物，同时也是 ＨＴ
临床治疗及预后的重要依据，ＴＰＯＡｂ、ＴＧＡｂ 可通过

抗体 － 补体系统介导的 Ｔ 细胞活化引起甲状腺细

胞损伤［８］。 Ｐｒｕｍｍｅｌ ｅｔ ａｌ［９］研究表明 ＴＰＯＡｂ 抗体水

平与 ＴＳＨ 水平和甲状腺组织中淋巴细胞浸润密切

相关。 因此，降低 ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平是 ＨＴ 治疗的

一个重要目标。 此外，研究［１０］报道在甲状腺全切除

术后接受左旋甲状腺素（ＬＴ４）单一治疗的患者中，
ＴＳＨ 水平与血清 ＦＴ３ 水平偏低有关，相反，在甲状

腺体积增大的 ＨＴ 患者中血清 ＦＴ３ 水平往往较高，
ＦＴ４ 水平较低，ＦＴ３ ／ ＦＴ４ 比值较高。 因此，甲状腺体

积增大可能是影响甲状腺激素平衡的重要因素，包
括 ＦＴ３、ＦＴ４ 水平。 该研究中，ＨＴ 大鼠甲状腺组织

中有炎性浸润，且 ＨＴ 大鼠血清 ＴＳＨ、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ
水平均高于空白组，ＦＴ３、ＦＴ４ 水平低于空白组（Ｐ ＜
０ư ０１）， 经二甲双胍治疗后 ＨＴ 大鼠血清 ＴＳＨ、
ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ 水平降低，ＦＴ３、ＦＴ４ 水平升高 （Ｐ ＜
０ư ０５），甲状腺组织病理变化明显改善，说明二甲双

胍抑制 ＨＴ 进展。 该研究得到了先前研究 ［１１］的证

实，这些研究报道了某些化合物，如加减海藻玉壶汤

等，能够逆转 ＨＴ 大鼠血清 ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ
水平及甲状腺组织病理学改变，从而对 ＨＴ 大鼠具

有明显的保护作用。 此外，研究［１２］ 表明细胞凋亡是

甲状腺细胞死亡的主要机制，不同功能的促甲状腺

激素受体抗体可诱导甲状腺细胞存活、增殖或诱导

细胞死亡。 该研究显示，二甲双胍治疗后甲状腺组

织 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞比率降低（Ｐ ＜ ０ư ０１），表明

二甲双胍在一定程度上抑制甲状腺细胞的凋亡。 以

上结果提示，二甲双胍对 ＨＴ 大鼠具有良好的治疗

效果。
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图 ３　 各组大鼠甲状腺组织 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ 表达

　 　 Ａ：免疫组化染色结果 × ４００；Ｂ：免疫组化染色 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ 定量分析；Ｃ：蛋白表达条带；Ｄ：Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ ｍＲＮＡ 表达分析；Ｅ：Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、
ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达分析；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ư ０１；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ư ０１

　 　 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１２ 均为 Ｔｈ１ 型细胞因子，而 ＩＬ⁃
１０ 为 Ｔｈ２ 型细胞因子，Ｔｈ１ 因子产生高水平的干扰

素 γ，干扰素 γ 进而促进巨噬细胞活化，进一步产生

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和活性氧等炎性介质而导致甲状

腺组织的破坏［１３］。 该研究结果显示二甲双胍治疗

后甲状腺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 含量降低，ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃１２

含量升高（Ｐ ＜ ０ư ０５），说明二甲双胍可使 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２
之间平衡，与李婵 等［１４］ 的研究一致。 此外，研究表

明几乎所有的甲状腺癌标本（９７％ ）免疫组化染色

显示 Ｆａｓ 蛋白的存在，而临近的正常甲状腺滤泡 Ｆａｓ
免疫反应性较低，且 ｃａｓｐａｓｅ 依赖的细胞凋亡是由

Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 途径触发的，Ｆａｓ⁃Ｌ 激活 Ｆａｓ 受体，Ｆａｓ 受
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体通 过 招 募 ＦＡＤＤ 传 递 信 号， Ｆａｓ⁃ＦＡＤＤ 招 募

ｐｒｏａｓｐａｓｅ⁃８，结合形成 Ｆａｓ⁃ＦＡＤＤ⁃ｐｒｏａｓｐａｓｅ⁃８ 复合

物。 自我切割 ｐｒｏａｓｐａｓｅ⁃８ 激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 作为细胞

凋亡的起始 ｃａｓｐａｓｅ，ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 同时激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃３，
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 执行细胞凋亡［１５］。 Ｂｏｅｃｈａｔ ｅｔ ａｌ［１６］研究显

示自发性甲状腺炎小鼠甲状腺组织 Ｆａｓ 存在不同表

达。 该研究结果显示，模型组甲状腺组织中 Ｆａｓ、
Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达较空白组升高，
二甲双胍治疗后甲状腺组织中 Ｆａｓ、Ｆａｓ⁃Ｌ、ＦＡＤＤ、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），与 Ｂｏｅｃｈａｔ ｅｔ
ａｌ［１６］研究一致。 上述结果提示二甲双胍通过恢复

Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 平衡及抑制 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 介导的细胞凋亡途

径缓解 ＨＴ 症状。
　 　 综上所述，二甲双胍可降低雌性大鼠桥本甲状

腺炎相关自身抗体和甲状腺激素水平，抑制桥本甲

状腺炎发展，其作用机制可能与抑制 Ｆａｓ ／ Ｆａｓ⁃Ｌ 介

导的细胞凋亡途径有关。
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轻链检测在慢性肾脏病中的应用评估
史德宝，卢　 敏，潘亚萍，李　 聪，王中新，徐元宏，吕礼应

摘要　 目的　 评估慢性肾脏病（ＣＫＤ）患者在不同分期下，血
总轻链（ｓＴＬＣ）、尿总轻链（ｕＴＬＣ）及血游离轻链（ｓＦＬＣ）水平

差异及其与肾功能指标的相关性；探讨各轻链指标在 ＣＫＤ
患者分期中的预测价值。 方法　 回顾性分析 ２９２ 例 ＣＫＤ 患

者，排除浆细胞疾病、急性肾损伤、肿瘤性疾病等。 根据估算

肾小球滤过率（ｅＧＦＲ）将 ＣＫＤ 患者分为 ＣＫＤ１ ～ ５ 期组。 检

测 ＣＫＤ 患者 ｓＴＬＣ、ｕＴＬＣ、ｓＦＬＣ 及相应生化指标，比较各组

指标间差异及相关性；采用受试者应用工作曲线（ＲＯＣ 曲

线）， 以 ＣＫＤ１ ～ ２ 期合并为对照组，ＣＫＤ３ ～ ５ 期合并为病例

组，分析各轻链指标在 ＣＫＤ 分期中的预测价值。 结果 　
ＣＫＤ １ ～ ５ 期多组间比较显示，ｓＴＬＣ κ、ｓＴＬＣ λ、ｓＴＬＣ κ ／ λ、
ｓＦＬＣ κ ／ λ 差异无统计学意义；而 ｓＦＬＣ κ、ｓＦＬＣ λ、ｕＴＬＣ κ、
ｕＴＬＣ λ 差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５），且随着 ＣＫＤ 分期期

次的增高而增高。 ｓＦＬＣ κ、 ｓＦＬＣ λ 与肌酐 （ Ｓｃｒ）、尿素氮

（ＢＵＮ）、ｅＧＦＲ 的相关系数高于 ｕＴＬＣ κ、ｕＴＬＣ λ（Ｐ ＜ ０ư ００１）；
ｓＴＬＣ κ、ｓＴＬＣ λ、ｓＴＬＣ κ ／ λ、ｓＦＬＣ κ ／ λ 与肾功能指标相关系数

低 （ Ｐ ＞ ０ư ０５ ）。 ｓＦＬＣ κ、 ｓＦＬＣ λ 预 测 ＣＫＤ３ ～ ５ 期
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病例组，最佳临界点为 ３５ư ４、５２ư ８ ｍｇ ／ Ｌ，ＡＵＣ 分别为 ０ư ９１６
（０ư ８８３ ～ ０ư ９４９）、０ư ９１５（０ư ８８１ ～ ０ư ９４９），均高于 ｕＴＬＣ κ、ｕＴ⁃
ＬＣ λ，ＡＵＣ 分别为 ０ư ８１１ （０ư ７５４ ～ ０ư ８６９）、０ư ７８７ （０ư ７２８ ～
０ư ８４６）。 结论　 随着 ＣＫＤ 分期期次的增加，ｓＦＬＣ、ｕＴＬＣ 水

平逐渐增加；ｓＦＬＣ、ｕＴＬＣ 能够有效预测 ＣＫＤ３ 期以上患者，
对 ＣＫＤ 患者分层管理具有重要参考价值。
关键词　 轻链；慢性肾脏病；受试者工作特征曲线
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　 　 轻链可与重链组装生成免疫球蛋白，根据其结

构和恒定区抗原性差异分为 κ 和 λ 轻链，少量轻链

可以游离状态释放入血，称为血游离轻链（ ｓｅｒｕｍ
ｆｒｅｅ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ， ｓＦＬＣ）。 总轻链是指血或尿中结合

和游离的轻链总和，总轻链及游离轻链常用于浆细

胞疾病的辅助诊断及治疗监测。 ｓＦＬＣ 通过肾小球

滤过而从血中快速清除，后被近端小管重吸收分解，
轻链水平较为恒定。 而日常工作中，常发现慢性肾

脏病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ， ＣＫＤ）患者，轻链异常

率较高。 研究［１］ 指出 ＣＫＤ 中，可观察到 ｓＦＬＣ 的积

累。 因此，排除单克隆 ｓＦＬＣ 对肾脏的损害外，多克

隆的 ｓＦＬＣ 在 ＣＫＤ 中也有重要价值。 目前，研究多
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