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摘"要!目的"研究丙基硫脲嘧啶#OX?$对甲状腺干扰作用的敏感指标及其时间效应模式" 方法"去卵巢大鼠

随机分为 & 个给药组!分别给予 ( \=/]=i6的 OX?连续灌胃 ,’0 和 !# P!同时设手术对照组和假手术对照组!灌

胃给予玉米油" 测定指标包括血清 X& ’X, 和 X>E!肝脏 d型 (p5脱碘酶和苹果酸酶活性!甲状腺组织病理学改变以

及表皮胶质比" 结果"与手术对照组相比!给药各组血清 X& 均降低#2k%-%($!X>E均升高#2k%-%($" 与手术

对照组相比!, P 组血清 X, 差异无统计学意义#2e%-%($!而 0 和 !# P 组 X, 降低#2k%-%($" 血清 X& 和 X, 随给药

时间增加而下降!血清 X>E则随时间增加而升高" 同手术对照组相比!给药各组"型 (p5脱碘酶活性均降低#2k

%-%($!苹果酸酶活性差异无统计学意义#2e%-%($" 给药各组甲状腺滤泡间可见毛细血管充血!滤泡上皮不同程

度增生!胶质减少!表皮胶质比均升高#2k%-%($" 结论"血清甲状腺激素 X& ’X, 和 X>E!d型 (p5脱碘酶活性!甲状

腺表皮胶质比及病理学改变可作为评价甲状腺干扰作用的敏感指标%OX?干扰去卵巢大鼠的甲状腺功能存在明显

的时效关系!给药 0 P 是最敏感观察期"
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""随着医药(化工(食品等工业的快速发展以及 环境污染的长期积累"多种内分泌干扰物$9:PN[R<:9
P<URBZT<:=[A9\<[CVU"G2SU%进入食品已成为不争的
事实 )!* ’ 虽然这些物质含量不高"暴露量不大"但
由于慢性暴露和交互作用$剂量相加(效应相加(协
同作用%的存在"G2SU带来的健康危害越来越受到
人们重视 )#* ’ 甲状腺是人和动物体内 G2SU作用的
靶器官之一"环境中存在的甲状腺干扰物数量众
多"因此对甲状腺干扰物的筛选是认识(了解和防
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治其危害的关键 )&* ’ 而筛选试验中"对敏感指标和
敏感作用时间的探索最为重要’ 目前"大多数筛选
甲状腺干扰作用的动物试验周期存在较大差异"给
药时间从 ( 天到 & 个月不等 ), c(* ’ 试验周期过长"
机体可通过代偿机制降低受试物对甲状腺的干扰
作用#周期过短"可能会因受试物尚未表现出毒性
作用而得出假阴性结论’ 此外"各研究所选指标敏
感性不同"采用相对单一指标进行研究是导致敏感
试验期不一致的原因之一"在研究甲状腺干扰物
时"需了解干扰物作用的敏感指标和时效关系"才
能进行正确的试验设计’

丙基硫脲嘧啶$ ZRNZKVTA<NBRC[<V"OX?%是临床治
疗甲状腺肿常用药物"现有动物试验表明"OX?能
够降低血清三碘甲腺原氨酸$&"("&5TR<<NPNTAKRN5:<:9"
X&%和甲状腺素$TAKRN<‘<:9"X, %"升高血清促甲状腺
素$TAKRN<P UT<\BVCT<:=ANR\N:9U"X>E%"并伴随较明
显的组织病理学改变 ) ’ * ’ 本研究选用 OX?作为
研究甲状腺干扰作用的模式药物"观察不同时间
点 OX?对去卵巢$NWCR<9[TN\K"_ga%大鼠 X& (X, (
X>E(d型 (p5脱 碘 酶 $ TKZ9d(p5P9<NP<N:CU9" (p5
2d% (苹果酸酶$\CV<[9: K̂\9"1G%及病理学等指
标的影响"筛选敏感指标"确定敏感试验期"为建
立短期甲状腺干扰试验模型提供参考’

!"材料与方法
!-!"仪器与试剂

i9[]\C: 4VV9=RCa##3低温高速离心机(酶标
仪( >Oa5#(% 生化培养箱(aE5’%0% 伽马计数器(
>!075!%8匀浆机’

OX?(2NQ9‘(%6a# 树脂(还原型辅酶#$:<[NT<:C5
\<P9CP9:<:9P<:B[V9NT<P9ZANUZACT9AKPRCT9"742OE%(
辅 酶# $ :<[NT<:C\<P9CP9:<:9 P<:B[V9NT<P9 ZANUZACT9"
742Ol%(J5苹果酸$均购自 ><=\C公司%"非转基因玉
米油$中粮福临门公司%"EGOG> 缓冲液(XR<U5ESV缓冲
液$均购自北京索莱宝科技有限公司%"J5甲状腺素钠
$阿拉丁公司%"X& 和 X, 放射免疫试剂盒(反三碘甲状

腺原氨酸$R9W9RU9&"("&p5TR<<NPNTAKRN‘<:9"RX& %(
!#( d标

记的 RX& $均购自北京北方生物科技研究所%"X>E
酶联免疫试剂盒$G:PN[R<:9X9[A:NVN=K公司%"iS4
蛋白定量试剂盒$XA9R\N>[<9:T<L<[公司%’
!-#"方法
!-#-!"实验动物

>OD级 + 周龄健康雌性 >2大鼠 (% 只"体重
#!% )#&% ="购自北京维通利华实验动物技术有限
公司)生产许可证号&>Saf$京% #%!#5%%%**"饲养
于中国医学科学院实验动物研究所动物房)合格证

号&>Haf$京% #%!%5%%#* *"温度 #% )#, h"湿度
,%. )+%."!# A 明暗交替’
!-#-#"动物分组和处理

大鼠适应性喂养 ! 周"按体重随机分 ( 组&假手
术$>AC\%对照组(去卵巢对照组(, P 组(0 P 组(
!# P组"!% 只/组’ >AC\对照组不摘除卵巢"仅切除
卵巢附近约 # =脂肪组织"其他 , 组大鼠行双侧卵
巢切除术 )+* ’ 恢复性喂养 !# P 后",(0 和 !# P 组大
鼠分别灌胃给予剂量为 ( \=/]=i6的 OX?玉米油
悬浮液"各组灌胃时间安排&!# P 组大鼠最先开始灌
胃", P 后开始灌胃 0 P 组大鼠"0 P 后开始灌胃 , P 组
大鼠"三组同时结束’ >AC\对照组和 _ga对照组灌
胃给予相同体积玉米油’ 试验期间大鼠单笼饲养"饲
以去大豆和苜蓿的配制饲料)0* "自由饮水’

灌胃结束次日用 #.戊巴比妥钠麻醉动物"腹
主动脉取血后处死并解剖"取肝右叶组织冻存"连
同部分气管切下甲状腺",.甲醛液固定’
!-#-&"血清 X&(X, 和 X>E检测

X&(X, 采用放射免疫法测定"X>E采用酶联免
疫法测定"具体操作按试剂盒操作规程进行"所有
样品均同批次测定’
!-#-,"病理学检查

固定后"将甲状腺剥离甲状软骨并称重"计算
脏器系数’ EG染色后镜下观察病理学改变’ 在镜
下"每张切片选择 !# 个甲状腺滤泡"分别测量滤泡
上皮和胶质面积"计算表皮胶质比’
!-#-("(p52d活性检测

参照 ENT̂)**等建立的 (p52d酶活性检测方法’
$冰浴制作 Em:j!m&* 肝匀浆 $! \\NV/J2XX(
!% \\NV/JEGOG>(&#% \\NV/J蔗糖"ZEj+-%%", h
& %%% o=离心 !% \<: 取上清"加 ! \V匀浆介质入沉
淀"吹匀后再次 , h #% %%% o=离心 !% \<: 取上清同
第一次离心的上清混合"用于脱碘酶活性检测#%蛋
白定量&采用 iS4法测定肝匀浆上清总蛋白浓度"具
体操作遵照试剂盒操作规程#&酶活性检测&!%% !V
保温液 $%-%%( !\NV/J!#(d标记 RX&(%-,*( !\NV/J
RX&(# \\NV/J2XX(! \\NV/JG2X4(!% \\NV/J磷酸
钾缓冲液"ZEj+-%%&+ h温浴#% \<:后加 #% !V样
本"&+ h反应 !! \<:"加#%% !V预冷 X,/OX?液终止#
取 0%.上述反应液加入预备的2NQ9‘强酸性阳离子交
换柱", h ! (%% o=离心 ( \<:"然后加入 %-( \V!%.
冰醋酸洗脱"相同条件离心"洗脱 # 次#’每分钟放射
计数$[NB:TUZ9R\<:BT9"[Z\%&(计数器记录收集的
反应液和洗脱液的 [Z\$ >S%"!%% !V保温液 [Z\
$XS%"空白对照$以 #% !V匀浆介质代替样品%的[Z\
$iS%#)(p52d活性计算见公式$!%&
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(p52d活性 j
>So!%%

0%
ciSo!%%( )0% o!%% !V保温液中总 RX& 含量 o! %%%

样本体积 o蛋白浓度 o反应时间 oXS
$!%

""(p52d活性表示每 \=蛋白质每 \<: 所释放的
!#(d的Z\NV数’
!-#-’"1G活性检测

参照 >[A\BT̂V9R)!%* 等建立的 1G酶活性检测
方法’ $肝匀浆&冰浴制作 Em:j!m!% 肝匀浆
$%-#( \NV/J蔗糖((% \\NV/JXR<U5ESV(%-! \\NV/J
G2X4"ZEj+-,%", h !( %%% o=离心 !% \<: 取上清"
加匀浆介质 !\V入沉淀吹匀"再次 , h #% %%% o=
离心 ( \<:吸上清同第一次离心所得上清混合"用于苹
果酸酶活性检测#%蛋白定量方法同 !-#-(#&酶活性
检测&建立 742OE标准曲线$即 742OE浓度为 (%%(
#(%(!%%((%(#((!%(% !\NV/J所得的标准曲线%#反应体
系总体积 #%% !V$含 ’+ \\NV/J三乙醇胺缓冲液(
!-( \\NV/JJ5苹果酸(, \\NV/J1:SV#(%-( \\NV/J

742Ol"ZEj+-,%"*’ 孔板中依次加标准曲线液和反
应体系液"然后加入 #% !V样本"空白对照加 #% !V匀
浆介质"反应温度 #( h"间隔 &! U动态测定 + 次在
_2&,% :\时的吸光度值#’1G活性计算&根据标准
曲线计算每个样本每次测定时的浓度"算出每个样品
浓度变化速率 #"D#8"酶活性计算见公式$#%&

"1G活性 j反应体系总体积 o*"/*8
样本体积 o样本蛋白浓度

o! %%% $#%

1G活性表示每\=蛋白每\<:产生742OE的!\NV数’
!-&"数据处理及统计学分析

试验结果以 "<!(表示"采用 >O>> !*-% 软件进
行单因素方差分析$_:95QCK47_g4%"组间均数比
较采用 J>2法"设定检验水准 $j%-%(’

#"结果
#-!"对动物体重的影响

由表 ! 可见"手术前各组大鼠体重差异无统计
学意义 $2e%-%( %’ 试验结束时"去卵巢处理的
, 组大鼠平均体重和增重均高于 >AC\对照组"差异
有统计学意义 $2k%-%! %’ _ga对照组(,(0 和
!# P组间大鼠体重差异无统计学意义$2e%-%(%’

表 !"去卵巢和 OX?对大鼠体重的影响$"<!("=%

XCYV9!"XA9<:LVB9:[9NLNWCR<9[TN\KC:P OX?N: YNPK

Q9<=AT[AC:=9NLRCTU
组别 初体重 末体重 增重
>AC\对照组 #!0-&0 s,-+! #((-,& s!!-+# &+-%( s!!-,0
_ga对照组 #!0-(’ s(-%% #*0-#* s!+-0&! +*-+& s!0-0%!

, P 组 #!+-(, s(-’+ #*’-00 s!+-,#! +*-&, s!’-#+!

0 P 组 #!0-*0 s+-,% &%’-’% s#&-+&! 0+-’# s#’-**!

!# P 组 #!*-’’ s0-!! #*0-+’ s*-*%! +*-!% s!&-!0!

注&!表示与 >AC\对照组比较 2k%-%!

#-#"血清 X&(X, 和 X>E水平
由表 # 可见"同 >AC\对照组比较"_ga对照组

大鼠血清 X&(X, 和 X>E三项指标中"仅血清 X& 的差
异有统计学意义$2k%-%!%’ 给药各组大鼠血清 X&
均低于 _ga对照组"差异有统计学意义$2k%-%!%’
同 , P 组相比"!# P 组大鼠血清 X& 浓度下降"差异
有统计学意义 $2k%-%(%’ 给药各组大鼠血清 X,
均低于 _ga对照组"但仅有 0 和 !# P 组的差异有
统计学意义$2k%-%!%’ 同 , P 组比较"0 和 !# P 组
大鼠血清 X, 下降"差异有统计学意义$2k%-%!%’
给药各组大鼠血清 X>E均高于 _ga对照组"差异
有统计学意义 $, P 组 2k%-%("0 和 !# P 组 2k
%-%!%# 0 和 !# P 组血清 X>E高于 , P 组 $2k
%-%!%"差异有统计学意义’

表 #"OX?对去卵巢大鼠血清 X& (X, 和 X>E的影响

$"<!(":=/\V%

XCYV9#"XA9<:LVB9:[9NLOX?N: U9RB\X& " X,
C:P X>ENLNWCR<9[TN\<̂9P RCTU

组别 X& X, X>E
>AC\对照组 %-** s%-#% ’!-*& s!!-*’ !!-&# s’-%(
_ga对照组 %-0! s%-%0C ((-%& s!0-*0 +-+! s&-,&
, P 组 %-,+ s%-!+ YY ,*-%( s!0-%# #’-’0 s!&-*, Y

0 P 组 %-,% s%-!# YY #!-,( s’-(, YY"[[ ,+-0+ s!’-%* YY"[[

!# P 组 %-&# s%-%+ YY"[ !(-%& s0-%* YY"[[ 0%-’! s#+-0, YY"[[" P

注&C表示与 >AC\对照组比较 2k%-%!#Y 表示与 _ga对照组比较 2k%-%(#
YY 表示与 _ga对照组比较 2k%-%!#[表示与 , P 组比较 2k%-%(#[[表示与
, P 组比较 2k%-%!#P 表示与 0 P 组比较 2k%-%(

#-&"(p52d和 1G酶活性
由表 & 可见"同 >AC\对照组比较"_ga对照组

大鼠 (p52d酶活性下降"差异有统计学意义 $2k
%-%!%’ 给药各组大鼠 (p52d酶活性均低于 _ga对照
组"差异有统计学意义$2k%-%!%’ 但给药组间大鼠
的 (p52d酶活性差异无统计学意义$2e%-%(%’ 各组
大鼠 1G酶活性差异均未见无统计学意义 $2e
%-%(%"但随着给药时间增加"1G活性有下降趋势’

表 &"OX?对去卵巢大鼠 (p52d和 1G酶活性的影响$"<!(%

XCYV9&"XA9<:LVB9:[9NLOX?N: (p52dC:P 1GC[T<W<T<9UNL

NWCR<9[TN\<̂9P RCTU

组别
(p52d酶活性

$ Z\NV/\<:/\=蛋白%
1G酶活性

$!\NV/\<:/\=蛋白%

>AC\对照组 !&-,! s,-%! !!-0! s#-(!
_ga对照组 +-*& s!-#% C !!-+’ s#-!*
, P 组 !-,’ s%-++ C" Y !#-(’ s#-’0
0 P 组 %-’( s%-!0 C" Y !!-’’ s&-&’
!# P 组 %-(% s%-#! C" Y *-,* s#-+’

注&C表示与 >AC\对照组比较 2k%-%!#Y 表示与 _ga对照组比较
2k%-%!
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#-,"病理学
由图 ! 可见">AC\对照组和 _ga对照组大鼠

甲状腺组织未见明显病理学改变#, P 组大鼠甲状
腺滤泡上皮增生(细胞核增大(滤泡间质毛细血管
充血#0 P 组甲状腺上皮弥漫性增生"由单层变为复
层(细胞排列紊乱(滤泡内胶质减少(滤泡间质毛细
血管充血#!# P 组大鼠甲状腺滤泡上皮细胞空泡
化(胶质减少或消失’

注&#指示滤泡间质毛细血管充血# 指示胶体减少或消失# 指示

滤泡上皮细胞空泡化# 指示甲状腺滤泡上皮增生’ 4$ >AC\对照

组%和 i$_ga对照组% &无明显病理变化#S$, P 组% &甲状腺上

皮复层化"毛细血管充血#2$0 P 组% "胶质减少或消失"毛细血管

充血#G和 D$!# P 组% &滤泡上皮明显增生"间质毛细血管充血"

滤泡胶质减少或消失"滤泡上皮细胞空泡化

图 !"不同 OX?染毒时间对去卵巢大鼠

甲状腺滤泡的病理学改变
D<=BR9!"E<UTNZCTANVN=KP<LL9R9:[9NLOX?TR9CT\9:TQ<TA

P<LL9R9:TPBRCT<N:

由表 , 可知">AC\对照组和 _ga对照组大鼠的
甲状腺脏器系数和表皮胶质比的差异均无统计学意
义$2e%-%(%’ 各给药组大鼠甲状腺脏器系数高于
_ga对照组"差异有统计学意义 $2k%-%!%’ 0 和
!# P组大鼠的甲状腺脏器系数高于 , P 组"差异有统
计学意义$2k%-%!%’ !# P 组大鼠的甲状腺脏器系
数高于 0 P 组"差异有统计学意义$2k%-%(%’ 给药
各组大鼠甲状腺表皮胶质比均高于 _ga对照组"差
异有统计学意义$2k%-%!%’ 同 , P 组比较"0 和 !# P

组大鼠甲状腺表皮胶质比增加"差异有统计学意义
$2k%-%!%’ 0 和 !# P 组比较"大鼠甲状腺表皮角质
比差异无统计学意义$2e%-%(%’

&"讨论
本文主要研究 OX?干扰甲状腺功能的敏感指

标和时效关系"采用去卵巢雌性大鼠作为模型动物

""""表 ,"OX?对去卵巢大鼠甲状腺脏器系数和甲状腺

表皮胶质比的影响$"<!(%

XCYV9,"XA9<:LVB9:[9NLOX?N: TAKRN<P/YNPKQ9<=ATRCT<NC:P

NLTAKRN<P LNVV<[BVCR9Z<TA9V<B\/[NVVN<PRCT<NNLNWCR<9[TN\<̂9P RCTU
组别 甲状腺脏器系数/. 甲状腺表皮胶质比
>AC\照组 +-’* s%-*’ %-+, s%-%*
_ga对照组 ’-#! s!-!* %-’, s%-!+
, P 组 *-0# s#-,’C #-0! s%-*!C

0 P 组 !(-!% s!-,(C"Y &-++ s%-+(C"Y

!# P 组 !0-&% s&-,’C"Y"[ ,-#, s!-!*C"Y

注&C表示与 _ga对照组比较 2k%-%!#Y 表示与 , P 组比较 2k
%-%!#[表示与 0 P 组比较 2k%-%(

主要因为甲状腺是雌激素的靶器官之一"雌激素的
大量存在将影响甲状腺的功能"而且雌激素能通过
下丘脑5垂体5甲状腺轴干扰甲状腺激素的水平 ),* "
因此"采用去卵巢大鼠模型可排除雌激素的干扰作
用 )("** ’ 去卵巢后的大鼠雌激素水平低下"影响脂
肪代谢"体重较 >AC\组增加 )0* "本研究去卵巢处理
的各组大鼠体重均高于 >AC\组’

OX?可抑制甲状腺过氧化物酶活性"导致甲状
腺球蛋白合成减少"干扰 X, 的正常合成"X,(X& 下

降并导致 X>E反馈性升高 )!!* ’ 19VV9RT)!#*等研究提
示 OX?对大鼠血清 X&(X, 和 X>E的影响存在明显

的剂量5反应关系’ 孙素材 )!&*等认为 OX?对甲状腺
相关激素的影响存在时间5效应关系"X& 在给药
!# P 时下降到最低"而 X, 和 X>E则在给药 !( P 时
达到平台期’ 本研究提示"OX?开始作用后"大鼠
血清 X,(X& 随着时间增加持续降低"X>E持续升高"
!# P 内三类激素均未出现代偿性回调’ 但是激素
水平易受环境等因素影响"血清 X&(X, 和 X>E不能
作为评判甲状腺干扰功能的唯一依据"还需结合甲
状腺病理学指标综合考虑 ),* ’

负反馈机制导致持续升高的 X>E刺激甲状腺
滤泡上皮增生"滤泡腔内胶质减少’ 部分 !# P 组大
鼠甲状腺滤泡的胶质完全消失"出现空泡化"其中
含甲状腺激素合成必需的甲状腺球蛋白"这和 OX?
干扰甲状腺球蛋白合成的机制相一致’ OX?对大
鼠甲状腺脏器系数和甲状腺表皮胶质比的影响存
在时间效应关系"且在 0 )!# P 时这种病理学改变
逐渐达到高峰’

肝脏 (p52d活性受到 X& 水平的影响"与 X& 水平

正相关 ),* ’ 当机体表现为 X, 缺乏时的甲状腺功能
减退时"为保证 X& 水平正常 (p52d活性会代偿性增
强"但当代偿能力达到饱和后"(p52d活性随之下降’
本研究提示 (p52d是敏感指标"给药 , P 后大鼠肝脏
(p52d酶活性下降"且随着给药时间增加下降明显’
大鼠 (p52d酶活性在给药初期即下降"说明机体的
代偿能力已经不足’
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苹果酸酶是反应甲状腺激素调节较为敏感的
终点"与 X& 水平成正相关"暴露于甲状腺激素类药
物的 大 鼠 肝 脏 1G 酶 活 性 是 对 照 组 大 鼠 的
!%-( 倍 )!,* ’ 本研究 OX?导致血清 X& 水平下降"但
各组 1G酶活性差异无统计学意义"其原因可能是&
$1G酶活性易受外界环境影响"对测定环境中的
温度(ZE(光路等要求高"易产生系统误差#%由于
雌激素参与体内脂质代谢"去卵巢的大鼠雌激素水
平低下"脂肪合成增加"1G酶为机体脂肪合成提供
所需的 742OE)!,* "因此"雌激素低下导致 1G酶活
性升高抵消了血清 X& 下降的导致 1G酶活性下降’
该结论提示 1G酶活性在去卵巢大鼠模型中不能作
为敏感指标’

本研究从甲状腺激素水平(甲状腺相关酶学和
病理学角度较全面地对 OX?干扰甲状腺作用进行
敏感指标筛选和时效研究’ 血清 X&(X>E((p52d活
性和病理学检查等指标在给药仅 , P 就表现出差异
有统计学意义"是筛选甲状腺干扰物的敏感指标’
从时效性上分析"OX?可在早期出现明显甲状腺干
扰作用#在 0 P 时"所有可检测指标$除去 1G活性%
均出现改变#!# P 时"部分指标$如 (p52d活性(表皮
胶质比(X&(X,%同 0 P 组比较差异无统计学意义"提
示机体病理生理学改变可能在此段时间达到高峰"
因此"0 P 可作为研究 OX?干扰甲状腺结构和功能
的敏感时间点’
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国家卫生计生委办公厅关于酪蛋白酸盐有关问题的复函
中国乳制品工业协会&

你协会)关于酪蛋白酸盐作为普通食品原料的请示*#中乳协+#%!&,00 号$收悉" 经研究!现函复如下&
根据)食品添加剂使用标准*#8i#+’%(#%!!$的规定!酪蛋白酸钠#酪朊酸钠$是允许使用的食品添加

剂" 生产使用食品添加剂酪蛋白酸钠应当符合相关法律法规和标准的规定" 对于酪蛋白酸钠以外的其他
酪蛋白酸盐!如需开发用于食品生产经营!应当按照使用目的和相关规定进行安全性评估并审查批准"

专此函复"

国家卫生计生委办公厅
二零一三年十二月二十日


