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α￣硫辛酸对自身免疫性甲状腺炎小鼠炎性反应的抑制作用
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摘要:目的 探讨 α￣硫辛酸抑制自身免疫性甲状腺炎(ＡＩＴ)小鼠炎性反应及对淋巴细胞亚群的影响ꎮ 方法 将 ８０
只 ＮＯＤ Ｈ￣２ｈ ４ 雌鼠随机分为对照组ꎬ给予无菌双蒸水灌胃ꎻＡＩＴ 组给予 ５０ ｍｇ / Ｌ 碘化钠无菌双蒸水灌胃ꎻ低及高

剂量 α￣硫辛酸干预组每天腹腔注射 ０ １ 和 ０ ４ ｇ / Ｌ α￣硫辛酸ꎮ 每组 ２０ 只ꎬ均持续干预 ８ 周ꎮ 干预 ８ 周后ꎬ用 ＨＥ 染

色观察淋巴细胞浸润ꎻ采用流式细胞仪检测 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ 细胞及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋水平ꎻ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测
定 ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦ￣κＢ 蛋白水平ꎮ 结果 ＡＩＴ 组小鼠甲状腺炎性反应发生率高达 ８５％ꎮ ＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛酸组

小鼠甲状腺炎发生率、甲状腺炎性反应程度评分以及 Ｔｈ１７ 细胞比例显著低于 ＡＩＴ 组(Ｐ<０ ０５)ꎻＴｒｅｇ、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋

以及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋细胞比例显著高于 ＡＩＴ 组(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛酸组的蛋白相对表达水平较 ＡＩＴ 组

明显降低(Ｐ<０ ０５)ꎮ 结论 α￣硫辛酸可以降低 ＡＩＴ 小鼠炎性反应因子的表达ꎬ改善淋巴细胞亚群的比例ꎬ从而抑制

炎性反应和改善 ＡＩＴ 症状ꎮ
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ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＡＩＴ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ａｓ ｈｉｇｈ
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( Ｐ<０ ０５ ) . Ｔｈｅ ＡＩＴ ＋ ｌｏｗ / ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ α￣ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＡＩＴ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０ ０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 α￣ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｃａｎ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄ ｍｉｃｅꎬ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ＡＩＴ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: α￣ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄꎻ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓꎻ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ(ｐ３８ＭＡＰＫ)ꎻ ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｔ ｌｙｍｐｈｏ￣
ｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔ

　 　 自身免疫性甲状腺炎( ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓꎬ
ＡＩＴ) 是一种常见的自身器官特异性免疫疾病ꎬ其发

病机制比较复杂ꎬ与遗传、性激素水平、年龄和免疫

因素等存在重要联系ꎬ且存在多因素协同作用ꎬ但其

发病机制尚未完全明确[１]ꎮ 近年来ꎬ研究显示ꎬ机
体自由基诱发氧化应激损伤与 ＡＩＴ 发病存在密切联

系ꎬ并证实抗氧化剂如硒和维生素 Ｅ 可改善 ＡＩＴ 的

高易感小鼠的甲状腺炎性反应和 Ｔ 淋巴细胞亚群

水平[２]ꎮ 有研究报道ꎬ强效抗氧化剂 α￣硫辛酸治疗

ＡＩＴ 可降低甲状腺相关炎性反应因子水平[３]ꎮ ｐ３８
促分 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬｐ３８ＭＡＰＫ)通路通过激活其下游核转

录因子 Ｋａｐｐａ Ｂ(ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｋａｐｐａ Ｂꎬ
ＮＦ￣κＢ)通路可诱导多种炎性反应因子的过度表达ꎬ
并激活机体炎性反应ꎮ 已有研究证实ꎬＡＩＴ 患者存

在 ＴＮＦ￣α 等炎性反应因子高表达ꎬ与 ＮＦ￣κＢ 通路间

存在正反馈环的相互调控关系ꎬ会加剧炎性反应反

应[４]ꎮ 本研究以 Ｐ３８ＭＡＰＫ / ＮＦ￣κＢ 通路来研究 ＡＩＴ
发病机制ꎬ分析 α￣硫辛酸对 ＡＩＴ 小鼠的炎性反应及

淋巴细胞亚群的影响ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物: ＳＰＦ 级 ４ 周龄 ＮＯＤ Ｈ￣２ｈ４ 雌性

小鼠ꎬ８０ 只ꎬ体质量 １８ ~ ２２ ｇꎬ动物来源为广东省医

学实验动物中心ꎬ所有动物饲养及实验均经动物伦

理委员会批准(批准文号:２０１７Ｄ０１Ｃ１０６)ꎮ
１ １ ２　 试剂及试剂盒: α￣硫辛酸(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司)ꎻ兔抗 ｐ３８ＭＡＰＫ、兔抗 ＮＦ￣κＢ 和抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体

(Ａｒｉｇｏ 公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物的分组及处理:将 ８０ 只 ＮＯＤ Ｈ￣２ｈ４ 雌

鼠随机分为对照组给予无菌蒸馏水、ＡＩＴ 组给予

５０ ｍｇ / Ｌ碘化钠无菌蒸馏水、低剂量以及高剂量 α￣

硫辛酸干预组分别每天静脉注射 ０ １ 和 ０ ４ ｇ / Ｌ α￣
硫辛酸ꎬ每组 ２０ 只ꎮ 干预 ８ 周ꎮ
１ ２ ２　 ＨＥ 染色检测淋巴细胞浸润: 取各组动物甲

状腺组织采取 ＨＥ 染色法观察ꎬ比较各组 ＮＯＤ Ｈ￣
２ｈ４ 雌鼠第 ８ 周时的甲状腺淋巴细胞浸润发生率以

及浸润程度ꎮ 根据各组动物甲状腺组织切片 ＨＥ 染

色的淋巴细胞浸润面积大小ꎬ将浸润评分标准[６] 分

为 ０ ~ ４ ＋共 ５ 个等级:０ 表示正常ꎻ１ ＋表示 １％ ~
１０％ꎻ２＋表示 １０％ ~ ３０％ꎻ３＋表示 ３０％ ~ ５０％ꎻ４＋表
示超过 ５０％ꎮ
１ ２ ３　 小鼠甲状腺炎性反应程度评分: 当小鼠甲

状腺腺体中炎细胞与腺面积比值超过 ２％ꎬ表示小

鼠发生甲状腺炎ꎮ 每只小鼠分别取 ３ 块不连续的甲

状腺组织切片后测定ꎬ并取测定平均值作为评分值ꎮ
１ ２ ４　 流式细胞仪检测小鼠脾脏 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋

及 ＣＤ８＋ 等 Ｔ 细胞水平: 比较各组小鼠脾组织中

Ｔｒｅｇｓ、Ｔｈ１７ 细胞比例:取各组动物脾脏ꎬ匀浆后ꎬ用淋

巴细胞分离液分离淋巴细胞ꎮ 用含 １０％胎牛血清的

培养基重悬细胞ꎻ 将其加入培养板中进行孵育ꎬ４ ｈ
后收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞后ꎬ用流式细胞仪检测

脾脏组织中 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 等辅助性 Ｔ 细胞数量比例以

及 ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ 细胞百分比以及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋等ꎮ
１ ２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠 ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦ￣κＢ
蛋白水平: 剪取各组小鼠甲状腺组织并经超声裂

解ꎬ以 ９９ ∶ １ 比例加入裂解缓冲液ꎬ当组织进行充

分匀浆后将其静置一段时间ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ用 ＢＣＡ 法对蛋白进行定量ꎮ 用

１０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 对蛋白样品进行分离后ꎬ将蛋白

转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用封闭液将样品于室温下封闭

１ ｈꎬ按 １ ０００ 倍稀释ꎬ将膜转入封闭液稀释的一

抗:兔抗 ｐ３８ＭＡＰＫ、兔抗 ＮＦ￣κＢ、兔抗β￣ａｃｔｉｎ抗体ꎬ
４ ℃过夜ꎬ然后加相应的二抗ꎬ按 １ ０００ 倍稀释ꎬ过
夜后使用 ＰＢＳ 冲洗洗液洗涤ꎬ电化学发光( ＥＣＬ)
检测并进行印迹成像ꎮ
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１ ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计分析软件ꎬ计量资料已均值±
标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ分析不同组别各项指标间差异ꎬ
多组间采用方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ
检验ꎮ

２　 结果

２ １　 各组甲状腺组织学变化

干预 ８ 周后ꎬＡＩＴ 组小鼠甲状腺炎性反应发生率

高达 ８５％ꎬＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛酸组小鼠甲状腺炎

发生率显著低于 ＡＩＴ 组(Ｐ<０ ００１)ꎮ 干预 ８ 周后ꎬ
ＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛酸两组小鼠甲状腺炎性反应

程度评分相比 ＡＩＴ 组均明显下降(Ｐ<０ ０５)(图 １)ꎮ

２ ２　 各组 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋Ｔ细胞水平比较

与对照组相比ꎬＡＩＴ 组小鼠脾组织 Ｔｈ１７ 细胞比

例显著升高ꎬ而 Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋以及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋细

胞比例显著降低(Ｐ<０ ０５)ꎮ ＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫
辛酸组小鼠 Ｔｈ１７ 细胞比例相比 ＡＩＴ 组显著降低

(Ｐ<０ ０５)ꎬＴｒｅｇ、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 以及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ 细胞

比例相比 ＡＩＴ 组显著升高(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ
２ ３　 各组 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦ￣κＢ蛋白表达水平的比较

ＡＩＴ 组 甲 状 腺 组 织 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 的

ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 蛋白相对表达水平较对照组

明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎬＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛酸两

组以上指标表达水平较 ＡＩＴ 组和对照组均降低

(Ｐ<０ ０５)(图 ３)ꎮ

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＩＴ ｇｒｏｕｐ
图 １　 各组甲状腺炎发生率与炎性反应评分比较

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝２０)

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＩＴ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 各组 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 以及 ＣＤ４＋ꎬＣＤ８＋Ｔ 细胞水平比较

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｔｈ１７ꎬ Ｔｒｅｇ ａｎｄ ＣＤ４＋ꎬ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｘ±ｓꎬｎ＝２０)
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∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＩＴ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ＮＦ￣κＢ 蛋白水平

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ＭＡＰＫ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝２０)

３　 讨论

ＡＩＴ 作为一种自身免疫性疾病ꎬ自身免疫因素

与该疾病的发生和发展存在紧密联系ꎮ Ｔ 淋巴细胞

作为机体质量要的免疫细胞ꎬ一般分为 ＣＤ４＋ 和

ＣＤ８＋ Ｔ 细胞亚群ꎬ维持两个 Ｔ 淋巴细胞亚群正常水

平[５]ꎮ ＮＦ￣κＢ 作为 ｐ３８ＭＡＰＫ 的下游信号因子ꎬ经
磷酸化活化的 ｐ３８ＭＡＰＫ 可诱导 ＮＦ￣κＢ 活化至关重

要[６]ꎮ 以往研究证实 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ 作为自身免疫病的

重要炎性介质ꎬ机体内 ＩＬ￣１７、ＩＬ￣１２ 以及 ＴＮＦ￣α 等

炎性反应因子水平的升高可以激活 ＮＦ￣κＢ 信号通

路ꎬ被活化后的 ＮＦ￣κＢ 通路可以促使 Ｔ 细胞发生分

化ꎬ进一步对炎性因子产生正反馈调节ꎬ从而放大炎

性信号并介导免疫应答的发生[７]ꎮ
研究发现ꎬ抗氧化剂在一定程度上可减轻 ＡＩＴ

小鼠炎性反应水平[８] ꎮ 近年研究证实ꎬα￣硫辛酸

对自身免疫性炎性反应疾病具有保护功能ꎬ可通

过调节甚至抑制 ＮＦ￣κＢ 信号通路的活化状态以减

轻机体的炎性反应[９] ꎮ 本文研究结果显示ꎬ低 /高
剂量 α￣硫辛酸干预小鼠后的甲状腺炎发生率及甲

状腺炎的炎性反应程度评分显著降低ꎬ而 Ｔｈ１７ 细

胞比例显著升高ꎬ Ｔｒｅｇ、 ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋ 以及 ＣＤ４＋ /
ＣＤ８＋细胞比例显著降低ꎮ ＡＩＴ＋低 /高剂量 α￣硫辛

酸组小鼠 Ｔｈ１７ 细胞比例相比 ＡＩＴ 组显著降低ꎬ
Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 以及 ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ 细胞比例相比

ＡＩＴ 组显著升高ꎮ 以上结果提示ꎬα￣硫辛酸可有效

降低 ＡＩＴ 小鼠 ＣＤ４＋等免疫细胞水平ꎬ从而缓解甲

状腺炎性反应程度ꎬ但高低剂量的 α￣硫辛酸之间

无显著性差异ꎬ可能与样本量较小有关ꎬα￣硫辛酸

的作用剂量需要深入研究以进一步明确ꎮ α￣硫辛

酸处理 ＡＩＴ 小鼠后的血清中 Ｔｈ１７、Ｔｈ１ 和 Ｔｒｅｇ 类

细胞因子( ＩＬ￣１０)达水平均发生明显改善[１０] ꎬ与本

文研究结果相一致ꎬ说明 α￣硫辛酸可能是通过影

响 Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２ 以及 Ｔｒｅｇ 等免疫细胞水平ꎬ改
善 ＡＩＴ 小鼠的病情ꎮ 另外ꎬ本文研究结果显示ꎬ
低 /高剂量 α￣硫辛酸干预小鼠的 ｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＦ￣κＢ
的蛋白相对表达水平明显较低ꎬ这说明 α￣硫辛酸

可以抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 蛋白表达水平[１１] ꎮ
综上所述ꎬα￣硫辛酸可以通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ /

ＮＦ￣κＢ 通路ꎬ降低自身免疫性甲状腺小炎性反应因

子表达ꎬ改善淋巴细胞亚群的比例ꎬ从而抑制炎性反

应反应和改善 ＡＩＴ 症状ꎮ
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