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外源性皮质醇对异育银自ø~ TSH-p mRNA 表达
和血清甲状腺激素水平的影晌

曲宪成， 杨艳红， 刘 颖， 周正峰， 崔严慧

(上海水产大学生命科学与技术学院，上海 200090) 

摘 要:运用 Sybr Green 1 荧光定量 RT-PCR 方法和放射免疫方法(RIA) 分析了外源性皮质醇( cortisol) 对异育

银饵促甲状腺激素。亚基 (TSH-ß) mRNA 表达和血清甲状腺激素水平的影响。实验设计为 10 周，实验组每

两周注射一次 0.2 mglkg 体重的 cortisol (用 57%酒精溶解) ，对照组注射同剂量的 57%酒精。实验期间没有

投喂饲料。在本实验条件下，研究结果显示:注射 3 次外源性 cortisol 后，异育银拥 TSH-ß mRNA 表达量与对

照组相比略有下降;注射5 次后，与对照组相比显著降低(P <0. 05) 。另一方面， RIA 结果显示:注射3 次外源

性 cortisol 后，实验组与对照组相比，血清甲状腺激素 T3 和 T4含量虽略有升高，但无显著差异;而注射 5 次后

显著升高(P<0.05) 。以上结果提示:外源性 cortisol 能够影响异育银脚脑下垂体-甲状腺轴。
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Effects of exogenous cortisol on TSH-ß subunit mRNA level and 
serum thyroid hormone levels of Carassius auratus gibelio 

QU Xian-che吨， YANG Ya时刚19 ， LIU Yi吨， ZHOU Zhe吨岳吨， CUI Yan-hui 

( College 0/ Aqua句fe Science and Technology , Shanghai Fisheries University , Shanghαi 200090 , China) 

Abstract: In this study , Sybr Green 1 fluorescence quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

and radioimmunoassay (RIA) methods were used to investigate the effects of exogenous cortisol on thyroid­

stimulating hormone ß subunit (TSH-ß) mRNA and serum thyroid hormone levels of Cαrassius 刷刷山

gibelio. The study was carried out in 10 weeks , during which cortisol was injected every two weeks for 

experiment groups at a dose of 0.2 mg per kilogram body weight (dissolved in 579毛 ethanol) , while the same 

dose of 579毛 ethanol was injected for control groups. The fish were not fed throughout the experimental period. 

The results showed that after 3 times of cortisol injection , TSH-自 mRNA level decreased slightly compared 

with control group , but did not show significant difference; after 5 times of cortisol injection , TSH -ß mRNA 

level decreased significantly (P < O. 05 ). On the other hand , the serum thyroid hormones RIA results showed 

that after 3 times of cortisol injection , T3 and T4 concentrations increased slightly; after 5 times of cortisol 

injection , T3 and T4 concentrations increased significantly (P < 0.05). From these results we concluded that 

exogenous cortisol could influence pituitary-thyroid gland axis function of Cαrαss~us αurαtus gibelio. 
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压力通常是被定义为因外界剌激而导致自身生理稳态被打乱的一种状态或条件[1] 。有研究表明，

cortisol 是由压力所造成危害的直接作用者[2] 一般地L在外界压力等剌激的作用下，血液 co时isol 浓度升

高，由此对下丘脑，脑下垂体·肾上腺轴的反馈抑制作用增强而导致由肾上腺皮质分泌的其它种类的激

素减少，引起内分泌系统的紊乱[3] 。进一步研究结果显示:人类成年后的高血压、冠心病和糖尿病等发

病率高的群体与母体娃振期过多地应激或过多地暴露于外源性药用糖皮质激素等有关[4叫。但是，至

目前为止， co时isol 对鱼类正常内分泌系统具体影响的报道还不是很多，关于 cortisol 对鱼类的危害还需

进一步的认识和研究。以鱼类为对象，研究各种激素以及化学性物质对鱼类正常生理影响的结果，可以

为认识内分泌干扰物质对人类正常生理的影响提供理论帮助。目前，国内外一些学者分别在组织水平、

激素水平和基因水平研究了 co时isol 对动物促甲状腺激素(TSH) 分泌细胞活性[7 -9] 、促甲状腺激素。亚

基 mRNA(TSH-ß mRNA)水平川、甲状腺组织活性[11] 和甲状腺激素 (TH) 水平的影响 [8 ， 12 -14] 。从以上

的研究结果来看，学者们仅就 cortisol 对脑垂体·甲状腺轴中的某一个环节进行了研究，而对动物脑下垂

体-甲状腺轴进行研究的报道并不多见。因此，本研究以我国分布广的异育银饵 (Cαrass~山 auratus

gibelio) 为研究对象，运用荧光定量 RT-PCR 方法和放射免疫方法 (RIA) ，从分子和内分泌水平分析

cortisol 对异育银拥脑下垂体组织中 TS日-ß mRNA 和血清 TH 含量水平的影响，明确外源'性 cortisol 对异

育银饵脑垂体，甲状腺轴的影响作用。

材料

1.1. 1 实验动物

异育银拥购于上海孙桥水产养殖良种场，体重在 100 g 左右。购回后暂养于实验室 160 L 水族箱

内，每日按照 1%体重投喂饵料、暂养。一周后，挑选健康的样本作为实验对象，隔日开始注射激素，注

射期间均不投喂饲料。

1. 1. 2 主要试剂
Cortisol 购于 Sigma 公司 ;M-MLV-RT 试剂盒购于 Promega 公司 ;RNA 抽提试剂 Trizol@ Reagent 购于

Invitrogen 公司; Perfect Real Time (Sybr Green I)荧光定量反应试剂盒以及 PCR 反应试剂购于 TaKaRa 公

司;放射免疫分析试剂盒购于上海放射免疫分析技术有限公司。

1. 2 方法

1.2.1 激素的配制、注射和样本收集

首先称取适量 cortisol 用元水乙醇进行溶解配制成母液，通过小剂量倍比稀释实验找出其溶解下限

为酒精浓度 50% ，然后将 cortisol 搭解在 57% 的酒精中吧

将健康的异育银侧分成四个注射组，每组 6 条。实验组:注射3 次 0.2 mg/kg 体重的 cortisol ，注射 5

次 0.2 mg/kg 体重的 cortisol;对照组:注射 3 次同剂量的 579毛酒精，注射 5 次同剂量的 579毛酒精。

该四个注射组均采用肌肉注射法，每两周注射一次，在第 3 次、5 次注射完后的第三天取样。取样

时，采用断尾取血法收集血液，然后分离血清， - 20 "c保存，备用;同时，自异育银侧头部蝶鞍骨背面的

小骨腔内取出脑下垂体于1. 5 mL 经 DEPC 处理过的离心管中， -70 "c保存备用。实验期间所有注射

组均无死亡现象发生。

1. 2.2 总 RNA 提取，模板的制备

按照 Trizol@ Reagent 试剂制造商提供的方法，从脑垂体中提取总的 RNA。反转录操作按照 Promega

公司 M-MLV-RT 试剂盒说明书进行。

材料与方法

1. 1 
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1. 2. 3 引物设计

根据异育银饵 TSH-ß cDNA 序列[叫和金鱼萨actin cDNA 序列，运用 Primer Premier 5 结合 Dnastar

软件及在线 BLAST 分析，分别设计合成了适于荧光定量的目的 (TSH-ß cDNA) 片段引物和内参(自­

actin cDNA) 片段引物。引物序列如下:

目的片段引物(产物长度为 176 bp): 

上游引物 :5 二GGGTATI'ITGATGAAGGTAGCC-3 ';下游引物: 5 工C1TTGAACCAGGAAACGAGC-3'

内参片段引物(产物长度为 127bp):

上游引物 :5 工GATGCGGAAACTGGAAAGG-3 ';下游引物: 5:ACTGTGAGGGCAGAGTGGTAG-3' 

1. 2.4 实时荧光定量 RT-PCR 系统条件优化

利用 Sybr Green 1 荧光染料在 ABI Prism 7000 荧光定量 PCR 仪上检测 TSH-ß mRNA 表达水平。优

化后的实时定量 RT-PCR 体系如下 :SYBR@ Premix EX TaqTM.(2 叫 10μL;上、下游引物(10μM)各 0.4

μL ， ROX Reference Dye (50 x ) 0.4μ ， DNA 模板 2.0 μ，灭菌双蒸水 6.8μL，总量 20μL。将反应体

系稍微离心后放人定量 PCR 仪内，采用 2 步法进行扩增。反应条件 :95 "C, 10 s; 95 "c , 5 s , 60 "c , 30 s , 

45 个循环。反应结束后，系统将采集到的每一循环反应时各反应管荧光强度的增长指数(DRn)进行分

析绘制每一反应管的扩增动力学曲线。根据动力学曲线确定每个样品管中荧光强度增加到某一特定阔

值时的扩增循环数( Ct 值)。然后计算每个样品内参片段。值与相应目的'片段 Ct值的比值，进而得出

每个样品的相对值。最后，将所扩增的 PCR 产物进行溶解曲线分析〈检测温度 :60 "C)。

1. 2.5 血清飞和飞含量的测定

异育银饵血清 T3 ，飞水平的检测是采用常规 RIA 测定。首先分别配制 T3 标准液(0.25 、 0.50 、

1.00 ，2.00 ，3.00 、4.00 、 5.00 、 6.00 和 8.00 ng/mL) 和 T4 标准液 (0.5Q 、 L 25 、 2.50 、 3. 75 、 5.00 、 7.50 、

10.00 、 15.00 、20.00 和 40.00 ng/mL) ，建立飞和 T4 标准曲线，然后对待测样品进行飞 ， T4 含量测定。
1.2.6 数据处理

每组数据均以平均值±标准差表示，显著性检验采用 t 检验 ， P<0.05 为差异显著。数据统计采用

SAS 6.0 统计软件进行。

曲宪成，等:外源性皮质醇对异育银拥 TSH-ß mRNA 表达和血清甲状腺激素水平的影响4 期

荧光定量条件优化的结果

为保证本实验结果数据的准确性，首先随

取 5 个样本进行预实验，以求对荧光定量 PCR

效、样品质量以及引物设计情况进行鉴定。扩增曲

线显示 PCR 扩增指数增长期及平台期曲线都较

整齐，无不正常、不规则条带出现(图 1 )。

定量 PCR 仪性能良好、PCR 条件、引物设计适当，

增效果较好。

溶解曲线分析显示，特异性扩增产物都具有相

同的 Tm 值。 TSH-ß cDNA PCR 产物的 Tm 值在 83 "c 

左右， ß-actin cDNA 的 Tm 值在 80.5 "c左右，并且溶解温度单一(图 2) 。另外，将该随机抽取的五个样

本进行 PCR 扩增反应后，经琼脂糖凝胶电泳鉴定也同样证实了扩增系统以及反应条件、样品质量以及

引物设计情况比较合理，并且所得到的 PCR 产物与预期大小一致、均为单一条带(图 3) 。在此基础上，

测定了外源性 cortisol 对异育银饵 TSH-ß mRNA 表达水平的影响。

结果2 

2.1 

图 1 荧光定量 RT-PCR 扩增曲线分析

Fig.l A而plificatioll curve analysis of 

fluorescence real time PCR 

&
1町
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2. 2 外源性 cortisol 对异育银娜 TSH-ß 7.00 

mRNA 表达水平的影响 6.00 

注射外源性 ωisol 能够使异育银饵 TSH-F 』?!!
mRNA 的表达量降低。注射 3 次 corti叫后，异育银 Sj- …
饵 TSH-自 mRNA 的表达量与对照组相比略有下降 2.00

但并无显著差异;但注射 5 次后，与对照组相比显著 1. 00 

降低(P <0. 05) (图 4) 。

2.3 外源性 cortisol 对异育银侧血清 T3 和

飞含量水平的影响
Fi!!.2 

随注射次数的增加，外源性 cortisol 使异育银脚 ? 

工二丁~ I μ内参基因

1二二Jfft1
65 

图 2 荧光定量 RT-PCR 榕解曲线分析

95 

Melting curve analysis of fluorescence real time PCR 

血清 T3 和 T4 含量呈逐渐升高(图 5) 。注射 3 次 cortisol 后，异育银饵血清 T3 、 T4 含量与对照组相比
虽略有升高，却并无显著差异;但注射 5 次后，与对照组相比血清 T3 和 T4 含量显著升高(P <0. 05) 。

3 

2 

图 3

3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1000bp 

500bp 

200bp 
100bp 

异育银娜内参 cDNA 片段和目的 cDNA 片段

PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳

Fig. 3 Agarose electrophoresis of the PCR products of 

ß-actin cDNA and Carassius auratω gibelio TSH-ß cDNA 
1 -5: 内参 PCR 产物而 -10: 目的 PCR 产物; 1 1.标准分子量.

1 - 5 : PCR products of ß-actin cDNA; 
6 -10 PCR products of TSH-ß cDNA; 11. Marker 

讨论

本研究运用 Sybr Green 1荧光定量 RT-PCR 方法

以及 RIA 方法检测了外源性 cortisol 对异育银娜脑

垂体-甲状腺轴的影响。 Sybr Green 1 荧光定量 RT­

PCR 分析结果显示:在实验条件下，注射外源性

cortisol 能够导致异育银饵 TSH-白 mRNA 表达量降

低。该结果与国外一些学者的研究结果相似，如

Leatherland 和 Lam[7] 的研究结果显示，在外源性

cortisol 作用下，三刺鱼垂体 TSH 分泌细胞的体积变

小; Redding 等[8] 由研究结果推测，外源性 cortisol 对

鲤鱼丽 TSH 的分泌有抑制作用; Pamenter 和 Hedge[9]

的研究结果显示:外源性皮质酣能够抑制小鼠 TSH

1. 2 
因
尚1 1. 0 
2 
1m 0.8 
..., 
u 
画 0.6

黑 0.4
4空 0.2
..., 
u 

。
对3次 Cor3次对5次

注射时间/次

Cor5次

图 4 注射外源性 cortisol 对异育银饵 TSH-ß mRNA 

表达水平的影响(样本数 N =6) 
Fig.4 Effect of exogenous cortisol injection on TSH-ß 

subunit mRNA expression of Carassius 

αur，αtω gibelio (N = 6 ) 

u * "表示与相应对照组相比差异显著 ( P < O. 05 ) ; Cor 表示注射
cortisol 

~ 3. 。

要 2.5
国

妻川

摆1. 5
辈革 1. 0 

罢。
lll- 0 

E 

对3次 Cor3次对5次

注射时间/次

* 

Cor5次

图 5 注射 3 次和 5 次外源性 cortisol 对异育银脚血清中

TH 含量水平的影响(样本数 N =6) 

Fig. 5 Effects of cortisol on serum thyroid horrnone 

levels of CαrassLus αuratω gibelio (N = 6 ) 

*表示与相应对照组相比差异显著

(P < 0.05) ; Cor 表示注射 cortisol

的分泌。但与 Chowdhury 等问的体外研究结果不同，该学者离体研究结果显示:外源性 cortisol 能促进
蝙鱼脑垂体细胞 TSH-ß mRNA 的表达。结合本实验结果可以提示:外源'性 co时isol 可以直接和间接地影

响异育银饵 TSH ，并且外源性 cortisol 在体和离体环境下，对 TSH 的影响存在差异。
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运用 RIA 方法研究外源性 cortisol 对异育银饵血清 T3 和 T4 含量水平影响的结果显示:注射外源性

cortisol 后与对照组相比，血清飞和 T4 含量水平升高。这与 Miline 和 Leatherland川的结果相似，他们的

研究结果显示: cortisol 能够使虹蹲血浆中的飞水平升高。相反，与 Van Overheeke 和 Mchride [ 13 J 及

Redding 等[町的结果不同。 Van Overheeke 和 Mchride[ I3 J 的研究结果显示 :co时isol 能使蛙科鱼类红大麻

哈鱼甲状腺组织细胞的体积变小，血浆 T3 水平下降 ; Redding 等[ 8J 的研究结果显示: cortisol 能使欧洲鲤

鱼丽血浆中的 TH 水平降低。此外， Leatherland [ 14 J 用氢化椰子油溶解地塞米松或 c。此isol 以体内埋植的形

式对虹蹲进行处理的研究结果显示:其对血浆 TH 水平和 T/T4 比例没有明显影响。由此可见 ， cortisol 

对鱼类 TH 水平影响的机制非常复杂，这可能与研究对象的种类以及实验环境、条件等因素有关。

综合以上报道和本实验结果提示: cortisol 可能分别作用于异育银饵脑垂体-甲状腺轴中的脑下垂体

和甲状腺组织。一方面， cortisol 能够使异育银娜脑垂体 TSH-ß mRNA 的表达水平降低，同时使血清中

TH 含量水平有所升高[臼]。另一方面，由于甲状腺组织释放的 TH 对脑垂体 TSH 的合成与释放具有反

馈作用[叫，所以注射 5 次后，异育银饵血清中 TH 含量水平的显著性升高也加剧了 TSH-ß mRNA 的表

达水平出现了显著降低的现象。但具体的作用途径还需利用离体等实验来进一步地研究、分析。

本研究通过解析外源性 cortisol 对异育银饵脑下垂体组织中 TSH-自 mRNA 和血清 TH 含量水平的

影响，其结果在一定程度上证实了外源性 cortisol 能够对异育银饵脑垂体-甲状腺轴的正常生理功能产

生影响，说明压力对生物正常生理的危害作用，但该激素的具体作用机制还有待进一步研究。本实验的

完成为压力以及环境污染可能对生物机体产生影响作用的这一理论提供证据，同时也为保护生物生存

环境以及制定健康水产养殖标准提供了理论依据。

曲宪成，等:外源性皮质醇对异育银脚 TSH-ß mRNA 表达和血清甲状腺激素水平的影响4 期
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