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【论著】

孕期补碘性高碘对子鼠脑细胞凋亡的影响
周明1 , 雷方2 , 张富昌3 , 王振林2

[摘　要 ] 　目的 : 观察不同孕期补碘所引起的高碘对子鼠脑凋亡及调节基因表达的影响情况。方法 : 受精大鼠分成 3

个组 , 2个高碘组分别在受孕 0 d和 7 d一次性经口灌胃给予 1 ml/ kg1bw 40 %碘化油、对照组给予同剂量食用豆油。用免

疫组化法测定 21、28、35 d龄子鼠海马 bc1 - 2、bax蛋白表达 ; TUN EL 法测定 35 d龄子鼠神经元细胞凋亡状况。结果 :

与对照组比较 , 在海马各亚区 , 两个高碘组 bcl - 2蛋白表达减少 , bax蛋白表达增多 ; 高碘Ⅰ组凋亡指数增高 , 高碘Ⅱ组

指数虽增高但无统计学意义。结论 : 孕期补碘性高碘可使子鼠海马神经细胞凋亡增加 , 作为凋亡调控基因 bcl - 2、bax可

能参与了高碘诱导海马神经元凋亡的过程。
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THE EFFECT OF EXCESS IODINE CAUSED BY SUPPLYING IODINE DURING GESTATION ON BRAIN APOPTOSIS AND

GENE EXPRESSION OF FIL IAL RATS. ZHOU Ming , L EI Fang , ZHA N G Fu2chang , et al . School of Public Health , N an2
jing Medical U niversity , N anjing , 210029.

Abstract : Objective : To observe the effect of excess iodine caused by supplying iodine during different gestation period on the

neuron apoptosis and gene expression of filial rats. Methods : Fertilized rats were divided into three groups , 40 % iodide oil was in2
jected into two high iodine group’s stomach through mouth with 1ml/ kg1bw at day 0 and day 7 respectively. At the same time ,

edible bean oil was injected into control group by the same way. For PN21、PN28、PN35 offspring , the expressions of bcl - 2 and

bax gene were measured by immunohistochemistry. For PN35 offspring , the neuron apoptosis were examined by TUN EL . Results :

Compared with control group , in hippocampus CA1 , CA3 , D G region , the expression intensity of bcl - 2 of high iodine group de2
creased , but expression intensity of bax increased ; the apoptosis index of the first group increased , although the second group was

higher than control group , but there was no statistical significance. Conclusion : Excess iodine caused by supplying iodine during

gestation can cause hippocampus neuron apoptosis increase of the filial rats. As a regulative and control gene of PCD , bcl - 2 and bax

may participate in this process.
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　　孕妇碘缺乏可引起胎儿精神发育迟滞。我国严重缺碘

的秦巴山区 , 尽管食用加碘盐 , 但血清甲状腺素测定结果

显示 , 仍有约 50 %孕妇乳母低于正常值下限[ 1 ] , 因此 , 在

缺碘严重地区的孕妇除食用碘盐外 , 应额外补充碘剂以预

防碘缺乏对子代健康造成的危害。但一次性给予碘油制剂

后 , 可在体内形成一过性的高碘 , 考虑到胎儿对环境条件

的改变十分敏感 , 尽管世界卫生组织认为在孕期的任何时

候补碘都是安全的[ 2 ] , 但鉴于目前绝大多数高碘与智力关

系的动物实验研究结果均显示高碘对脑发育有不良影响 ,

应慎重考虑孕期补碘对子代智能发育的安全性。本文采用

给不同孕期的大鼠一次性经口灌胃给予碘油制剂 , 观察孕

期补碘性高碘对子鼠脑细胞凋亡及调节基因表达的影响 ,

旨在对高碘影响脑发育的机制方面进行探讨 , 为孕妇合理

补碘提供科学依据。

1　材料和方法

111　实验动物与分组　健康 SD大鼠 60 只 , ♀∶®= 2∶1 ,

体重 180～220 g (西安交通大学医学院实验动物中心提

供)。实验前适应性饲养 1周。随后每晚 11 时将动物以雌

雄 2∶1合笼 , 次日晨 7时检查阴栓 , 做阴道涂片。若发现

精子 , 即为受精鼠 , 确定为妊娠 0 d , 共检出受精鼠 30只 ,

然后依随机化原则将其平均分成 3 组 : 高碘 Ⅰ组 (0 d灌

胃) 和Ⅱ组 (7 d 灌胃) 及对照组。高碘组动物按 1 ml/

kg1bw用 40 %碘化油 1次性经口灌胃 , 对照组按同样标准

用食用豆油 1 次性经口灌胃 , 自然分娩。分别于 21、28、

35 d取脑做石蜡切片 , 用于各项指标检测。

112　主要试剂 　兔抗大鼠 bcl - 2 多克隆抗体、兔抗大鼠

bax多克隆抗体、SABC免疫组化试剂盒、细胞凋亡检测试

剂盒等均购于武汉博士得生物工程有限公司。

113　主要仪器 　石蜡切片机、QWin550CW型图像信号采

集与分析系统 (德国 Leica公司)。

114　Bcl - 2 及 bax 免疫组化 　使用标记亲和素 - 生物素

法 , 操作按试剂盒说明进行。每个指标各选 8 张切片 , 分

别于 40倍光学显微镜下随机选择海马 CA1、CA3、D G各 4
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个视野 , 用图像分析仪测定各亚区 bal - 2、bax蛋白表达的

平均灰度值。

115　细胞凋亡检测　使用 TUN EL 法 , 操作按试剂盒说明

进行。每个剂量组选出 8张切片 , 分别于 40倍光学显微镜

下随机选择海马 CA1、CA3、D G各 4个视野 , 计数 TUN EL

阳性神经元细胞 , 以凋亡指数 (apoptosis index , AI) 来反

映各组海马各亚区神经元细胞凋亡的状况。AI = (视野内

凋亡细胞个数/视野内所有神经细胞) ×100 %。

116　数据处理　采用 SPSS1010 建立数据库并使用单因素

方差分析进行统计。

2　结果

211　海马不同亚区 bcl - 2蛋白表达　光镜下观察 bcl - 2蛋

白免疫组化反应物质为棕黄色 , 细胞呈胞浆着色。在皮层、

海马各个区均可见到 bcl - 2蛋白表达阳性神经元细胞 , 海

马结构中除锥体细胞和颗粒细胞外其它细胞很少表达。对

平均灰度值做统计分析 , 实验组与对照组比较差异有统计

学意义 , 见表 1～3。

表 1　21 d仔鼠海马神经元 bcl - 2蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 139166±4185 3 137132±6119 145176±5116 3

Ⅱ组　 8 132156±7175 　 137104±3193 142101±3178 　

对照组 8 129154±8132 　 136125±3125 140105±4101 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 4125 , 3154 , P < 0105

表 2　28 d仔鼠海马神经元 bcl - 2蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 143134±2170 3 148194±2138 3 142171±6107 3

Ⅱ组　 8 135122±5136 3 140144±2118 3 138103±5163 　

对照组 8 129109±5184 　 135104±2143 135110±5196 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 17150 , 72126 , 3140 , P < 0105

表 3　35 d仔鼠海马神经元 bcl - 2蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 155113±8152 3 129127±1191 3 144196±1184 3

Ⅱ组　 8 146187±4100 3 120116±6139 3 140138±4137 3

对照组 8 120196±3135 　 97181±6192 　 131136±3140 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 76144 , 68111 , 33176 , P < 0105

212　海马不同亚区 bax蛋白表达　光镜下观察 bax蛋白免

疫组化反应物质为棕黄色 , 细胞呈胞浆着色。在皮层、海

马各个区均可见到 bax蛋白表达阳性神经元细胞 , 海马结

构中除锥体细胞和颗粒细胞外其它细胞很少表达。对平均

灰度值做统计分析 , 实验组与对照组比较差异有统计学意

义 (表 4～6)。

213　海马结构细胞凋亡改变　TUN EL 阳性神经元细胞可

见细胞核内有棕黄色颗粒 , 各组的 D G、CA3、CA1 区均可

见 TUN EL阳必神经元细胞 , 主要分布于锥体细胞和颗粒

细胞层 , 对照组相应脑区的神经元细胞仅可见极少量

TUN EL阳性神经元细胞 , 且着色浅淡。与对照组比较 , 高

碘Ⅰ组凋亡指数增高 , 高碘 Ⅱ组指数虽有增高但差异无统

计学意义 , 见表 7。

表 4　21 d仔鼠海马神经元 bax蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 138120±4170 151175±5185 3 165136±3108 3

Ⅱ组　 8 140114±4104 145120±4176 3 158179±2141 3

对照组 8 141131±2132 126154±2193　 128115±2162 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 62172 , 427119 , P < 0105

表 5　28 d仔鼠海马神经元 bax蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 123196±4176 3 127160±9113 3 125109±6155 3

Ⅱ组　 8 130121±4116 3 131168±9156　 128131±5188 3

对照组 8 159141±2140 137157±3156　 136158±3159 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 187190 , 3121 , 9134 , P < 0105

表 6　35 d仔鼠海马神经元 bax蛋白表达

平均灰度值的比较

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 92152±3125 3 102188±1178 3 89172±7140 3

Ⅱ组　 8 104122±3110 3 105110±2184 3 97131±4185 3

对照组 8 125172±2147　113170±4102　 117161±5123 　

　　注 : 3 为与对照组比较 , F = 259105 , 28156 , 47124 , P <

0105

表 7　35 d仔鼠大脑海马结构神经元凋亡指数 AI

分组　脑片数 DG区 CA3区 CA1区

Ⅰ组　 8 10167±2109 3 8121±1120 3 9185±2106 3

Ⅱ组　 8 7109±1161 3 5161±1136 　 6105±1146 　

对照组 8 6102±1155 　 4149±1139 　 4142±1132 　

　　注 : 3为与对照组比较 , F = 15126 , 16177 , 23101 , P < 0105

3　讨论

Gavieli等于 1992 年建立 TUN EL 即 DNA断裂的原位

末端标记法 , 它是检测单个细胞早期出现凋亡现象的较好

方法。该法特异性强、灵敏度高 , 在形态上尚未发生典型

凋亡细胞也可以显示 , 特别适用于检测发生频率较低的凋

亡[ 3 ]。许多基因通过自身编码的蛋白发挥诱导或抑制凋亡

的作用 , bcl - 2 和 bax是一对正负凋亡调节基因 , 在中枢

和外周神经系统的神经元及甲状腺组织中均有表达[ 4 ]。bcl

- 2基因能阻遏多系统及多种损伤和刺激引起的细胞凋亡 ,

延长细胞的生存期。bax蛋白既能和 bcl - 2 形成异源二聚

体使 bcl - 2蛋白失活 , 对细胞凋亡有促进作用 , 又可以自

身形成同源二聚体 , 直接促进凋亡[ 5 ]。bcl - 2/ bax的比值

决定细胞对凋亡刺激的易感性 , 决定细胞的生与死。bcl - 2

表达下调 , bax蛋白过量表达 , bcl - 2/ bax下降则促进细胞
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的推广和正确使用) , 减少歧视等。营造有利于预防和控制

艾滋病的社会环境 , 以建立起有效的艾滋病社会支持体系

控制艾滋病的蔓延。

以上各方面的实施 , 要依靠多部门的协调合作 , 方能

建立起适合于本地的社区关怀支持模式。
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凋亡 , 否则反之[ 6 ]。本研究观察到各龄仔鼠高碘组与对照

组比较 , bcl - 2 蛋白染色强度降低 , bax蛋白染色强度增

高 , 提示 bax、bcl - 2可能参与了高碘诱导海马神经元细胞

凋亡的过程。

大量研究证实海马是学习记忆的高级中枢之一。由于

海马与学习记忆有密切关系 , 以及它广泛的纤维联系 , 加

之它具有相对简单而高度有序化的层状结构 , 故其被广泛

用作研究学习记忆的模型部位。有学者认为高碘对神经系

统的毒性作用可能和神经元凋亡有关 , 杨长春等实验发现

高碘通过诱发大脑皮质、海马细胞凋亡的发生而对中枢神

经系统造成损伤 , 进而影响其功能活动 , 并且认为 bcl - 2

及 bax基因是参与高碘诱发脑和甲状腺细胞凋亡调控的重

要基因 , bax基因过度表达和 bcl - 2 基因表达下调以及由

此引起的 bcl - 2/ bax比值降低可能在高碘诱发脑和甲状腺

细胞凋亡过程中起重要作用[ 7 ,8 ]。本研究 TUN EL 染色切片

可见 , 各组的 D G、CA3、CA1 区均可见 TUN EL 阳性神经

元细胞 , 对照组相应脑区的神经元细胞仅可见极少量

TUN EL阳性神经元细胞 , 且着色浅淡。提示高碘可引起幼

鼠海马神经元细胞凋亡 , 而发育期海马神经元的过度凋亡

必然会影响海马细微形态结构及突触联系的建立 , 进一步

损害动物的学习记忆行为。

由于细胞凋亡对机体生长发育、维持细胞总体数量平

衡及机体内稳态等具有重要作用 , 神经细胞过度凋亡必然

会对其结构及功能造成损害。深入研究补碘性高碘对脑细

胞凋亡的基因调控机制 , 有助于从基因水平认识它对中枢

神经系统损伤的机制 , 有望对其防治提出新的思路。
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