
书书书

!!"""#! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

基金项目# 国家自然科学基金面上项目$

6/5 $#78%9:#

%

作者单位# 中国中医科学院广安门医院内分泌科$北京
#"""7%

%

通讯作者# 魏军平"

)14

#

"#" ; $$""#!<:

"

=

"

>?@4

#

A1@BCDE@DFG#!:5-/>

H,(

#

#"

!

8::#IB

!

-B@>

!

!"#$":%"

!

!<:

!基础研究!

甲亢宁胶囊含药血清对
+!!

刺激
JK)L

"

7

细胞

增殖的影响及自噬在其中的作用

魏军平#郑慧娟#李#敏#王秋虹#魏##柏力萄#陈舒雅

摘要#目的#探讨甲亢宁胶囊含药血清对甲状腺刺激性抗体"

)MN0

#单克隆抗体
+!!

刺激
J@OP12

大

鼠甲状腺细胞系"

JK)L

"

7

#增殖作用和自噬的影响$ 方法#体外培养
JK)L

"

7

细胞%采用不同浓度及时间观

察
+!!

刺激细胞增殖的量效关系%并确定作用最佳浓度及时间并制备甲亢宁胶囊含药血清$ 将
JK)L

"

7

细

胞分为模型组"

+!!

刺激
!< P Q#7R

空白大鼠血清#%中药低&中&高剂量组"

+!!

刺激
!< P

后
7R

&

#"R

&

#7R

甲亢宁胶囊含药血清干预
!< P

#%正常组"

#7R

空白大鼠血清#$ 采用
&&S$

法&酶联免疫竞争法检测

各组细胞增殖情况及上清液中
-N+T

水平$ 确定高剂量"

#7R

#甲亢宁胶囊含药血清抑制细胞增殖作用最

强后再将
JK)L

"

7

细胞分为正常组"

#7R

空白大鼠血清#&模型组"

+!!

刺激
!< P Q#7R

空白大鼠血清#和

中药组"

+!!

刺激
!< P

后
#7R

甲亢宁胶囊含药血清干预
!< P

#%透射电镜下观察各组细胞内自噬体的变

化%

*1O.12D 04/.

检测各组细胞自噬相关
L&%

及
U1-4@D#

蛋白水平$ 结果#

+!!

对
JK)L

"

7

细胞的增殖影

响呈现明显量效关系%确定
# !FI>L +!!

于
!< P

增殖作用最佳$ 与正常组比较%模型组
JK)L

"

7

细胞增殖

活性明显增强"

T V"

!

"#

#%细胞上清液中
-N+T

释放量增加"

T V"

!

"#

#%自噬相关蛋白
L&%"I#

和
U1-

"

4@D#

表达减少"

T V"
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#'与模型组比较%中药中剂量组和高剂量组
JK)L

"
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细胞增殖被抑制"

T V"

!

"#

#%上

清液中
-N+T

释放量减少"

T V"

!

"7

%

T V"

!

"#

#%中药低剂量组作用差异无统计学意义"

T W"

!

"7

#%中药组

自噬关键蛋白
L&%"I#

&

U1-4@D#

表达均增高"

T V"

!

"#

#$ 透射电镜提示%模型组较正常组自噬小体的数量

减少%而中药组较模型组增多$ 结论#

+!!

可促进
JK)L

"

7

细胞增殖且导致细胞自噬异常%而中药甲亢宁胶

囊可通过改善其自噬异常%进而发挥抑制
JK)L

"
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细胞增殖的作用$

关键词#甲亢宁胶囊'
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X2?Y1O

病$

X2?Y1O H@O1?O1

"

XH

%又称毒性弥

漫性甲状腺肿"是引起甲亢最常见的原因"约
%R

的女

性和
"

!

7R

的男性会患有
XH

'

#

(

) 随着环境污染加重*

生活节奏加快及人们压力加大"

XH

的发病率呈上升趋

势"影响患者的身心健康和生活质量'

!

(

) 研究认为"

XH

主要是由于遗传因素*环境因素*精神创伤等诱发的免

疫紊乱"产生的促甲状腺激素$

.P]2/@\ O.@>C4?.@DF

P/2>/D1

"

)M_

%受体抗体$

.P]2/.2/E@D 21-1E./2 ?D

"

.@0/\]

"

)KN0

%持续激活甲状腺细胞膜上促甲状腺激

素受体"进而激活腺苷酸环化酶"使甲状腺细胞内环磷

酸腺苷$

-]-4@- ?\1D/O@D1 >/D/EP/OEP?.1

"

-N+T

%

含量增加"从而促进甲状腺细胞增殖"导致甲状腺激素

合成*分泌增加'

%

(

) 本课题组前期研究发现"中药甲亢

宁胶囊能明显降低
XH

模型小鼠
)KN0

和
)<

水平改善

甲状腺肿大其作用可能是通过
N[.I>),K

信号通路介

导甲状腺细胞的增殖抑制和促凋亡'

<

(

) 通过体外验证

实验说明甲亢宁胶囊可通过调控
)M_

受体胞内信号通

路
=KS#I!

和
>),K

抑制甲状腺细胞的增殖'

7

"

:

(

) 而

甲亢宁胶囊干预甲状腺细胞的增殖机制是否与自噬活

性有关目前尚未见报道) 故本研究在前期体内外实验

的基础上"进一步优化方案"采用甲状腺刺激性抗体

$

.P]2/@\ O.@>C4?.@DF ?D.@0/\]

"

)MN0

%的单克隆抗体

+!!

刺激
J@OP12

大鼠甲状腺细胞系$

J@OP12 2?. .P]

"

2/@\ -144 4@D1

"

JK)L

"

7

%"建立体外研究
XH

甲状腺细

胞增殖模型"从形态学观察和自噬标记蛋白检测方面

观察中药甲亢宁胶囊含药血清对
+!!

诱导的甲状腺

增殖细胞自噬的影响"从而探讨甲亢宁胶囊可能的作

用机制"为中药甲亢宁胶囊在甲状腺自身免疫性疾病

治疗中的应用提供实验依据)

材料与方法

#

#动物与细胞#

MTJ

级
MH

雄性大鼠
!7

只"

$

周龄"体重$

!7"

%

!"

%

F

"动物购自北京维通利华实

验动物中心"合格证号#

M&dS

$京%

!"#!

&

"""#

)

JK)L

"

7

细胞株来源于美国细胞培养库 $

N>12@-?D

)]E1 &144 &C4.C21

"

N)&&

%"货号
&KL

"

#<:$

)

!

#药物及主要试剂#甲亢宁胶囊 $批号#

!"#%"7#<

"中国中医科学院广安门医院研制"

"

!

<7 FI

粒"主要成分#牡蛎*玄参*连翘*半夏*夏枯草*

山慈菇*土贝母*土茯苓%&

+!!

$

KMK

"

)M_K P+N0

"

+!!IJHI"

!

"<

"

&?2\@ZZ

公司"英国%&

_?>

$

O J#!

培养

基$美国
N)&&

"

%"

"

!""<

%&

"

!

!7R

胰酶含
=H)N

$杭

州吉诺生物医药技术有限公司"

#7##":"#

%&青链霉

素$美国
_]&4/D1

"

M3%""#"

%&

TUM

缓冲液 $美国

_]&4/D1

"

NU#"###"%9

%&

JUM

$美国
X@0-/

"

#""99

"

#%%

%&氢化可的松$美国
M@F>?

公司"

_"$$$

%&胰岛

素$日本
*?[/

"

"9%

"

":<8#

%&转铁蛋白$美国
M@F>?

公司"

)"::7

%&生长抑素 $美国
M@F>?

公司"

O

"



!!""&#! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

"$$7

%&甘氨酸"组氨酸"赖氨酸乙酸盐$美国
M@F>?

公

司"

X8%$8

%&

)M_

$美国
+12-[ +@44@E/21

公司"

:"9%$7

%&

&&S

"

$

$日本
H/B@D\/

公司"

S_$!7

%&

-N+T

环磷酸腺苷活性检测试剂盒$美国
U@/Y@O@/D

公司"

S%8#

"

#""

%&

!

!

7R

戊二醛$北京
M/4?20@/

公司"

T##!:

%&

L&%

抗体$日本
&M)

"

#!8<#

%"

U1-4@D

"

#

抗

体$日本
&M)

"

%<97M

%"

$

"

?-.@D

$

)N

"

"9

"中山金桥生

物技术有限公司%)

%

#主要仪器#二氧化碳培养箱$美国
)P12>/

公

司"

":#9$

%*荧光倒置显微镜$日本
6@[/D

公司"

)@

"

e

%*

离心机$北京白洋公司"

:""N

%*超净台$

c^U

京
I

京

""!<

&

!""7

%*

M)N) JNd !#""

全自动酶标仪$美国

NA?21D1OO )1-PD/4/F] (D-5

%一次性细胞计数板$德

国
=EE1D\/2Z

公司%*全自动酶标仪$美国
U@/.1[

公

司"

=Ld$""

%* 移 液 器 $德 国
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公 司"

%#!""""
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#实验含药血清的制备#

MH

大鼠
!7

只适应性

喂养
#

周"按体重进行分层后放于
7

个不同鼠笼内"每

个笼内随机抓取
!

只作为空白血清组$

D f #"

%*剩余

%

只作为甲亢宁胶囊含药血清组$

D f#7

%) 甲亢宁胶

囊含药血清组按前期动物实验'

8

(的有效剂量
#

!

7 FI[F

"

根据中药药理学研究方法"将甲亢宁胶囊混悬液灌胃"

给药
!

次
I

天"空白血清组给予等量生理盐水溶液"连续

灌胃
%

!

7

天"于末次给药
# P

后"

#"R

的水合氯醛麻醉"

于腹主动脉采血) 室温静置
! P

"

% """ 2I>@D

离心

#7 >@D

"于超净台内用移液枪取血清"置于
7:

'水浴

%" >@D

灭活"于
"

!

!! !>

微孔滤器过滤除菌"分装于

#

!

7 >L =T

管中"保存于&

$"

'中备用)

7

#细胞培养#

JK)L

"

7

细胞生长于
J

$

#!S

完全

细胞培养液$

J

$

#!S

培养基中含有
#" >eI> )M_

*

"

!

"# >FI>L

胰岛素*

#" D>/4IL

氢化可的松*

"

!

""7 >FI>L

转 铁 蛋 白*

#" DFI>L

生 长 抑 素*

#" DFI>L

乙酸盐*

7R JUM

*

#R

青链霉素% 中"将

!7 ->

!培养瓶放于
7R&,

!

*

%8

'培养箱中培养"此

细胞不易贴壁"前
<$ P

不要移动) 于
<$ P

后显微镜

下观察细胞贴壁情况"根据细胞贴壁情况约
<$ g8! P

间换液)

!

天换液
#

次"约
7 g 8

天"当细胞生长至

$"R

以上时用
"

!

!7R

含
=H)N

的胰酶消化"按
#

(

!

比例传代于带滤孔的
!7 ->

!培养瓶中)

:

#

&&S$

法检测细胞增殖 &抑制实验#将
+!!

溶解于无菌的
TUM

或灭菌水中) 制备实验所需细胞

悬液"细胞计数后稀释至
!

)

#"

7

I>L

接种于
9:

孔板

中"每孔
#"" !L

细胞悬液"每样本
#"

个重复) 经细

胞前期处理后"加入倍比稀释后的
+!!

$

"

*

"

!

#!7

*

"

!

!7

*

"

!

7

*

#

*

! !FI>L

%于完全细胞培养液中"分别作

用于不同时间$

#

*

%

*

:

*

#!

*

!<

*

<$

*

8! P

%后"每孔加入

#" !L

的
&&S$

液"在培养箱内孵育
! P

"于酶标仪测

定在
<7" D>

处的吸光度值$

,H

%) 确定
+!!

刺激

JK)L

"

7

细胞增殖的最佳浓度和时间)

8

#干预前处理及分组#选择生长状态良好*处于

对数生长期的
< g#"

代
JK)L

"

7

细胞用
"

!

!7R

胰酶消

化后"以
:

)

#"

7个
I

孔密度接种于
:

孔板"于
7R&,

!

*

%8

'培养箱中培养
<$ P

后"待细胞完全贴壁*细胞生

长至
:"R g8"R

时换用不含
)M_

的培养液培养
<$ P

"

继之更换含
"

!

%RJUM

*不含
)M_

的培养液继续培养

!< P

"使
JK)L

"

7

细胞生长同步于
X"

期) 将培养板中

的
JK)L

"

7

细胞分为正常组和模型组"模型组给予以

+!!

刺激
!< P

"正常组予同等剂量
TUM

做对照"在模

型建立的基础上给予甲亢宁胶囊含药血清干预"分组如

下#$

#

%正常组#

#7R

空白大鼠血清&$

!

%模型组#

#7R

空

白大鼠血清&$

%

%中药高剂量组#

#7R

甲亢宁胶囊含药

血清& $

<

%中药中剂量组#

#"R

甲亢宁胶囊含药血

清
Q7R

正常大鼠血清&$

7

%中药低剂量组#

7R

甲亢宁

胶囊含药血清
Q #"R

正常大鼠血清) 作用时间为

!< P

"每组设
:

个复孔) 采用荧光倒置显微镜
!""

倍镜

下观察
JK)L

"

7

细胞的形态学变化&再于每孔加入
#"

!L &&S$

液培养
! P

"于
<7" D>

波长检测各孔的
,H

)

$

#酶联免疫竞争法检测细胞上清液中
-N+T

释

放量#

JK)L

"

7

细胞接种于
9:

孔板中"经干预后收集

各组的细胞上清液
#"" !L

于
=T

管中) 按照试剂盒"

标准品稀释"每孔加入抗体
#"" !L

包被
! P

"弃掉液

体甩干"每孔加稀释后洗涤液
%"" !L

"震荡
%" O

"洗

去洗涤液"重复
7

次) 每孔加入包被液
!7 !L

"标本

!7 !L

"标准品
7" !L

"晃动混匀"每孔加入
_KT

#"" !L

混匀"室温静置
:" >@D

) 弃液甩干"每孔加洗

涤液
%"" !L

"震荡
%" O

"重复
7

次) 每孔分别加入显

色液
#"" !L #7 >@D

"终止液
#"" !L

终止反应"在

<7" D>

波长下测定各孔的吸光度值)

9

#透射电镜观察细胞自噬体超微结构#经实验

8

*

$

"确定高剂量$

#7R

%甲亢宁胶囊含药血清抑制细

胞增殖作用最强) 故进一步观察高剂量甲亢宁胶囊含

药血清抑制甲状腺细胞增殖过程中对自噬活性的影

响"将
JK)L

"

7

经处理后"分组如下#正常组*模型组和

中药组) 收集各组细胞
# >L TUM

重悬细胞后转移

至
#

!

7 >L =T

管中"采用
% 7"" 2 I>@D

)

7 >@D

离心

后弃掉上清"沿侧壁轻轻加入
# >L !

!

7R

戊二醛"

<

'中固定
! P

)

TUM

漂洗
%

次"加入
<

'预冷的

#R

锇酸固定
# P

后"丙酮脱水*树脂包埋"超薄切片"
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年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"
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"
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!

#"

!!""'#!

使切片厚度保持在
7" g8" D>

"经乙酸双氧铀和枸橼

酸铅双染色后"用透射电镜观察)

#"

#

*1O.12D 04/.

法检测自噬蛋白
L&%"I#

和

U1-4@D#

的表达#通过透射电镜初步观察到自噬形成

过程中自噬体的变化"进一步观察自噬体形成标记蛋

白表达水平"实验分组同方法
9

) 各组细胞经干预前

处理后"用蛋白裂解液抽提蛋白"

#! """

)

F

离心

#7 >@D

后取上清"保存于&

$"

'中) 按照
U&N

蛋白

定量试剂盒说明测定蛋白浓度) 经蛋白定量后"每组取

! !FI !L

蛋白进行
MHM

&

TNX=

电泳分离"移至

T3HJ

膜后"用丽春红试剂对膜进行染色"观察转膜效

果) 将膜浸没于
7R UMN

"

)UM)

中"脱脂奶粉封闭

#

!

7 P

后"加入
#

(

# """

倍比稀释的一抗
L&%

和
U1-4@D

#

"

<

'过夜) 次日"

)UM)

缓冲液洗膜
%

次"每次

#" >@D

"再滴加适当稀释的二抗"孵育
<" >@D

"

)UM)

洗膜
%

次后
=&L

滴加到膜的蛋白面"反应
% >@D

"胶片

曝光"定影后凝胶成像进行系统分析)

##

#统计学处理#?用
MTMM #:

!

"

统计软件进

行分析) 所测数据均以
b

%

O

表示) 服从正态分布且

方差齐者采用单因素方差分析"两两比较用
LMH

或
)

检验&不服从正态分布者"?用
S2CO[?4

"

*?44@O

秩和检

验) 作图使用
X2?EP T?\ T2@O> 7

软件)

T V "

!

"7

为差异有统计学意义)

结##果

#

#不同浓度及时间
+!!

刺激
JK)L

"

7

细胞增殖

情况$图
#

%#随着时间延长
+!!

干预的细胞增殖不

断增加"至
!< P

时达到最大值) 各浓度比较"随着浓

度的增加细胞的增殖逐渐增强"在
!< P

时
# !FI>L

浓

度
+!!

"

JK)L

"

7

细胞增殖显著大于
"

!

7

*

"

!

!7

*

"

!

#!7

*

" !FI>L

$

T V "

!

"#

%&与
! !FI>L

比较"差异

无统计学意义$

T W"

!

"7

%)

##注#与
# !FI>L

比较"

!

T V"

!

"#

图
#

#

+!!

刺激
JK)L

"

7

增殖的时效*量效关系

!

#甲亢宁胶囊含药血清对
JK)L

"

7

细胞增殖的

影响$图
!

"

%

%#正常组
JK)L

"

7

细胞呈扁平不规则多

角形"有聚集生长的特点"个别细胞团聚集发亮&模型

组细胞密度较大"形态饱满"立体感较强&经甲亢宁胶

囊含药血清干预后"细胞团聚集发亮部位增多"细胞增

殖被抑制"凋亡细胞增加"密度减少)

&&S$

结果显

示"与正常组比较"模型组
JK)L

"

7

细胞增殖明显增加

$

T V "

!

"#

%&与模型组比较"中药中剂量和高剂量组

JK)L

"

7

细胞增殖明显被抑制"

,H

值显著下降$

T V

"

!

"#

%"中药低剂量组略微降低"但差异无统计学意义

$

T W"

!

"7

%)

图
!

#各组
JK)L

"

7

细胞形态学变化#$ )

!""

%

##注#与正常组比较"

!

T V"

!

"#

&与模型组比较"

"

T V"

!

"#

图
%

#各组
JK)L

"

7

细胞增殖&抑制变化

%

#各组
JK)L

"

7

细胞上清液中
-N+T

释放量表

达水平比较$图
<

%#与正常组比较"

+!!

刺激
JK)L

"

7

细胞
!< P

后"模型组细胞
-N+T

释放量明显升高

$

T V"

!

"#

%) 与模型组比较"中药中剂量和高剂量组

JK)L

"

7

细胞的
-N+T

释放量降低 $

T V "

!

"7

"

T V

"

!

"#

%&而中药低剂量组差异无统计学意义 $

T W

"

!

"7

%)

<

#各组
JK)L

"

7

细胞自噬体超微结构变化$图

7

%#透射电镜观察"与正常组比较"模型组细胞浆内

出现大量空泡状结构"内质网丰富*扩张"线粒体增大"
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%$

卷第
#"
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"
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!

#"

##注#与正常组比较"

!

T V"

!

"#

&与模型组比较"

"

T V"

!

"7

"

""

T V"

!

"#

图
<

#各组
JK)L

"

7

细胞上清
-N+T

释放量

##注#

N

为正常组&

U

为模型组&

&

为中药组&箭头所指为自

噬体结构&

#

放大倍数为)

#! """

&

!

放大倍数为)

:" """

图
7

#各组
JK)L

"

7

细胞内自噬体的超微结构变化

而自噬小体的数量少&与模型组比较"中药干预后

JK)L

"

7

细胞内自噬体双层膜包绕的球状结构及自噬

溶酶体明显增多) 提示中药甲亢宁胶囊可以诱导

JK)L

"

7

增殖细胞自噬体的形成)

7

#各组
JK)L

"

7

细胞中自噬形成蛋白
L&%

*

U1

"

-4@D#

的变化$图
:

%#与正常组比较"模型组
JK)L

"

7

细胞自噬关键蛋白
L&%"I#

*

U1-4@D#

表达均显著降

低$

T V"

!

"#

%&与模型组比较"中药组自噬关键蛋白

L&%"I#

*

U1-4@D#

表达均增高$

T V"

!

"#

%)

讨##论

XH

属中医学+瘿病!瘿气,范畴"认为其发病与

情志内伤*饮食水土失宜*体质等因素有关"多由肝郁

化火"久则伤阴耗气形成虚实夹杂之证"其中以阴虚*

气虚为本"气滞*痰凝*血瘀为标'

$

(

) 中药甲亢宁胶囊

是由中国中医科学院广安门医院林兰教授研制治疗

XH

的药物'

9

(

) 选用生牡蛎咸寒入肝肾"具有滋阴潜

##注#

N

为正常组&

U

为模型组&

&

为中药组&与正常组比

较"

!

T V"

!

"#

&与模型组比较"

"

T V"

!

"#

图
:

#各组
JK)L

"

7

细胞
L&%

*

U1-4@D#

蛋白表达

阳*软坚散结的作用&玄参苦甘*咸寒入肾"滋阴生津"

阴液足则阳自潜&连翘*夏枯草有清肝泻火*化痰散结

之功"针对痰凝之病机) 诸药合用"共奏滋阴潜阳*化

痰散结*标本兼治之功"通过对整体功能的调节"可改

善
XH

患者临床症状*减轻抗甲状腺药物的副作用*缩

短病程*防止甲亢复发等'

#"

"

##

(

)

)KN0

是
XH

的致病性自身抗体"而
)MN0

是

)KN0

的一种"是诊断
XH

发生的敏感*特异性生物学

标志物"且与疾病的严重程度及复发相关'

#!

"

#%

(

"

)MN0

通过竞争性结合甲状腺细胞膜上的
)M_

受体
N

亚单

位"模拟
)M_

的生物学效应"引起细胞内
-N+T

水平

增加"从而促进甲状腺滤泡细胞过度增殖"分泌过多的

甲状腺激素"引起甲亢的发生'

#<

(

) 以往
XH

细胞模型

研究多采用临床
XH

患者血清中提取的
)KN0

刺激甲

状腺细胞"但因其提取的血清成分复杂*纯度较低*效

能稳定性差等问题"限制了其应用'

#7

"

#:

(

) 近十年来随

着技术的发展"国外学者已获取了多种
)KN0

的单克

隆抗体"如
+!!

*

S#

"

#$

等'

#8

(

"被广泛应用于
XH

和

X2?Y1O

眼病的研究"提示它们具有较稳定的效

能'

#$

"

#9

(

) 其中"来源于人体的
+!!

是刺激甲状腺细

胞
)M_

受体信号传导通路较为敏感的抗体"可较好的
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!

#"

!!"")#!

模拟
)MN0

的作用'

!"

"

!#

(

) 故本研究选取
+!!

刺激

JK)L

"

7

细胞建立体外研究
XH

细胞增殖模型"通过采

用
&&S$

法检测
+!!

对细胞增殖的时效*量效关系"

结果显示"

+!!

可呈浓度和时间依赖性促进
JK)L

"

7

细胞增殖"且
# !FI>L

及
!< P

甲状腺细胞增殖作用

最强)

自噬是细胞内大分子蛋白降解的一种主要途径"

普遍存在于所有真核生物细胞中"参与细胞生长*增

殖*分化*衰老*凋亡等多种重要细胞生理病理过程的

调节"这在维持细胞的稳态中发挥重要作用'

!!

"

!%

(

) 目

前研究已证实自噬相关基因缺失或自噬功能障碍广泛

存在于多种疾病的病理生理过程'

!<

(

) 甲状腺作为人

体内分泌器官之一"自噬在维持甲状腺细胞正常功能

方面发挥着重要的作用"这不仅体现在自噬的激活是

甲状腺细胞的一种自我保护机制"使其免受各种有害

应激所诱导的细胞凋亡"有助于维持甲状腺细胞正常

的分泌功能'

!7

(

) 目前研究已报道"细胞自噬功能异常

与桥本甲状腺炎'

!:

(

*甲状腺癌'

!8

(

*

X2?Y1O

眼病'

!$

(等

病理过程相关"而通过药物干预后自噬可表现出抑制

甲状腺细胞过度增殖或促进细胞的死亡等'

!9

"

%"

(

"从而

使机体达到+动态平衡,状态) 透射电镜用于观察自

噬体超微结构被推荐为观察自噬形成的+金标准,"

L&%

被公认为自噬体形成的标志性蛋白"

L&%"

的形

成与自噬活性强弱相关"

U1-4@D#

是调节自噬形成的

关键基因"故
L&%"I#

和
U1-4@D#

的表达变化常常作

为监测自噬发生或形成的标志物'

%#

(

) 本研究结果显

示"正常组甲状腺细胞内可观察到双层膜包饶的自噬

体结构&与正常组相比"模型组自噬小体及自噬溶酶体

结构消失"同时伴有
L&%"I#

*

U1-4@D#

蛋白表达水

平下调"提示细胞自噬形成过程受阻或功能障碍参与

XH

甲状腺细胞的过度增殖机制)

自噬作用受阻机体将产生大量的病理产物-衰老

或异常的细胞器*蛋白质等"与中医学中正气不足"继

之内生痰浊*瘀血等有形之邪有关"故细胞自噬的发生

与中医学阴虚*痰浊*瘀血密切相关'

%!

"

%%

(

"这与
XH

的

中医基本病机相符) 在中医理学论指导下"进一步观

察滋阴潜阳*化痰散结中药甲亢宁胶囊对
XH

甲状腺

细胞增殖过程中的自噬调节作用) 本课题组前期体内

外实验均表明"甲亢宁胶囊可通过
>),K

信号通路抑

制
XH

模型小鼠和
JK)L

"

7

细胞的增殖"从而促进细

胞的凋亡'

<

"

7

(

) 研究显示"化痰散结中药$玄参*土贝

母*夏枯草%可改善
XH

模型小鼠甲状腺自身免疫调控

开关"重建细胞动态平衡的作用'

%<

(

) 故本研究则进一

步从细胞自噬活性表达角度探讨了甲亢宁胶囊的作

用"发现甲亢宁胶囊可以促进模型组甲状腺细胞的自

噬活性表达"表现为与模型组比较"中药组甲状腺细胞

自噬关键蛋白
L&%"I#

*

U1-4@D#

表达升高"自噬体及

溶酶体超微结构出现) 故该研究首次从自噬与甲状腺

细胞过度增殖关系视角"探讨了中药防治
XH

的相关

分子机制"丰富了中医药治疗甲亢的内涵和科学依据)

然而本研究也存在一定的不足之处#首先"本实验只检

测了自噬体形成蛋白
L&%

和
U1-4@D#

提示自噬的发

生"如果能够用含或不含溶酶体降解抑制剂氯喹作用

观察中药对自噬标记蛋白表达的影响"则更容易说明

中药对自噬体的形成和$或%溶酶体的降解发挥一定

的干预作用) 其次"自噬的形成是一个动态变化的过

程"如果能对药物作用时间与自噬表达变化之间的关

系加以探索"则更有助于说明药物对自噬的影响) 所

以"在后续工作中有待于针对以上问题展开进一步

研究)

利益冲突#本研究不存在利益冲突)
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