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继发性甲状旁腺功能亢进症大鼠Ｇｃｍ２的表达
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　　［摘要］　目的　研究继发性甲状旁腺功能亢进症大鼠在病程中 Ｇｃｍ２的表达变化以及与甲状旁腺细胞增殖变化之
间的关系。方法　５／６肾切除结合高磷饲养建立大鼠继发性甲状旁腺功能亢进症模型，第１、４、７、１４、２１、２８天取甲状旁腺
和血清标本，ＥＬＩＳＡ检测血清ｉＰＴＨ浓度变化，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化，免疫组
化观察不同时间点甲状旁腺细胞的增殖变化情况。结果　与假手术对照组比较，造模后模型组 ｉＰＴＨ显著升高（Ｐ＜
００１）；模型组Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ的表达随时间进展升高趋势逐渐明显，在第１、４、７天仅缓慢升高，无统计学差异（Ｐ＞０．０５），
第１４天始升高趋势明显（Ｐ＜０．０１），于第２１天升高至最高点，为假手术对照组的９．９２倍（Ｐ＜０．０１），第２８天表达量稍有
下降（Ｐ＜０．０１）；模型组Ｇｃｍ２的蛋白表达呈先下调后升高的趋势，第１天先有所下调，第４天进行性升高，第７天稍有波
动，第１４天后一直处于显著升高的表达状态，于第２１天到达最高点，第２８天稍有回落（Ｐ＜０．０１）；模型组甲状旁腺细胞
增殖在第１天便显著增强（Ｐ＜０．０１），第４天达最高（Ｐ＜０．０１），之后开始回落，至第１４天回落到与假手术对照组相近的
水平，一直到实验结束。结论　 在继发性甲状旁腺功能亢进症发病过程中，Ｇｃｍ２的表达变化和甲状旁腺细胞增殖在时
间进程上有相反的趋势，两者的交互作用可能是导致甲状旁腺功能亢进的部分原因。

　　［关键词］　 甲状旁腺细胞；甲状旁腺功能亢进症；Ｇｃｍ２；细胞增殖
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　　决定神经前体细胞分化的神经胶质细胞缺失转录
因子（ｇｌｉａｃｅｌｌｓｍｉｓｓｉｎｇ，Ｇｃｍ）是在果蝇中发现的。在
哺乳动物中陆续发现了它的两个同源体：Ｇｃｍ１和
Ｇｃｍ２。Ｇｃｍ１的表达调控参与了胎盘血管迷路的形
成。Ｇｃｍ２在胚胎甲状旁腺发育和成熟甲状旁腺功能
维持中发挥着指导细胞分化成熟［１］、调控细胞内分泌

功能［２－３］等重要作用。研究发现，Ｇｃｍ２的表达在甲状
旁腺功能亢进症患者的甲状旁腺增生组织和腺瘤组织

中与正常组织相比有所改变［４－５］。这是否表明 Ｇｃｍ２
的表达变化参与了甲状旁腺细胞增殖的调控，抑或只

是甲状旁腺细胞增殖后分化成熟和维持正常功能的需

要，目前仍不清楚。本实验利用５／６肾切除结合高磷
饲养的方法制作继发性甲状旁腺功能亢进症模型［６］。

研究在该病发病过程中Ｇｃｍ２的表达变化及甲状旁腺
细胞的增殖情况，以明确两者在时间进程上的关系，旨

在为进一步研究Ｇｃｍ２的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　动物模型的建立和分组
　　６～８周龄雌性 ＳＤ大鼠４２只（第三军医大学大坪医院野
战外科研究所实验动物中心提供），体质量１８０～２２０ｇ，按随机
数字表法分为 ２组：甲状旁腺功能亢进症模型组（模型组，
ｎ＝３６），假手术对照组（ｎ＝６）用作采集时间原点数据。模型组
先在无菌条件下切除左肾的２／３体积，１周后切除全部右肾，然
后饲以高磷饲料（含磷１．２％，含钙１．６％，委托第三军医大学
大坪医院野战外科研究所实验动物中心饲料配置中心参照美

国营养学会１９９３年ＡＩＮ９３Ｇ标准及高磷饲料配方［７］制作）；假

手术对照组仅剥离双肾包膜后常规饮食喂养１周。手术前后
环境相同（室温１５～２５℃，正常昼夜节律，足够的饮水，无强
光、噪音刺激）。存活的大鼠饲养至预定时间，经常规生化检测

和全段甲状旁腺激素（ｉｎｔａｃｔｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅ，ｉＰＴＨ）检测，
以手术加高磷饲养后血清肌酐升高２倍以上和ｉＰＴＨ升高３倍
以上为造模成功的标准［６］。

１．２　标本采集及观测指标
１．２．１　甲状旁腺及血清标本采集　　在５／６肾切除术和高磷
饲养后的第１、４、７、１４、２１、２８天分别处死４～６只模型组大鼠，
解剖显微镜下摘取双侧甲状旁腺，断颈取血３ｍＬ，离心收集血
清样本。假手术对照组大鼠喂养１周后相同方法摘取双侧甲
状旁腺、收集血清，作为第０天的样本。收集标本的时间均在
上午９：００～１１：００。收集好的甲状旁腺标本依据实验目的放于
－８０℃保存或４％多聚甲醛固定。
１．２．２　常规生化检测　　血清中肌酐、总钙和无机磷由第三军
医大学西南医院检验科采用ＡＵ５４００全自动生化分析仪检测。

１．２．３　ｉＰＴＨ检测　　采用大鼠ｉＰＴＨ酶联免疫试剂盒（上海
沪尚生物科技有限公司）检测。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ的表达　　采用
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取甲状旁腺组织总ＲＮＡ，鉴定
完ＲＮＡ纯度和完整性后，利用 ＭＭＬＶ逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）将其逆转录成 ｃＤＮＡ。用 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ３０００荧光定量
ＰＣＲ仪进行实时荧光定量ＰＣＲ检测Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ的表达情况。
Ｇｃｍ２和内参βａｃｔｉｎ的引物由生工生物工程（上海）公司合成，
Ｇｃｍ２上游：５′ＡＴＧＧＧＴＧＴＧＧＡＡＧＣＣＴＧＧＡＧＡＧ３′，下游：５′
ＧＧＧＧＡＧＣＴＴＣＡＧＴＴＣＡＣＡＧＡＴＧＴ３′，产物大小１６０ｂｐ；内参 β
ａｃｔｉｎ上游：５′ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ３′，下游：５′ＡＡＡ
ＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３′，产物大小 ４３２ｂｐ。反应条件：
９５℃３ｍｉｎ，９５℃ ２５ｓ，６２℃ ４０ｓ，共进行 ４０个循环。每组
３个复孔，取 Ｃｔ平均值进行处理。以 ΔＣｔ值作为各时间点
Ｇｃｍ２的相对表达量，ΔＣｔ＝ＣｔＧｃｍ２ －Ｃｔβａｃｔｉｎ，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔＤｎ－
ΔＣｔＤ０，以２

－ΔΔＣｔ进行差异比较。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｃｍ２蛋白的表达　　在甲状旁腺组
织中加１ｍＬＲＩＰＡ（含５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ＝７．５、１％ ＮＰ４０、
１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００、０．１％ ＳＤＳ、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＧＴＡ）裂解，提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取５０μｇ上
样，１０％变性ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。３００ｍＡ恒流４ｈ湿转至纤维素
膜，室温封闭１ｈ。分别加入抗 Ｇｃｍ２抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＩｎｃ．ＳＣ
７９４９３，１∶１０００）及抗ＧＡＰＤＨ（内参）抗体（１∶１０００）４℃孵育过
夜。ＰＢＳＴ漂洗后加入相应二抗室温孵育１ｈ。ＰＢＳＴ洗膜后将
纤维素膜浸入化学发光试剂，暗室曝光。使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件分析，计算各组光密度值与ＧＡＰＤＨ光密度值之比，比较模型
组与假手术对照组的蛋白相对表达量。

１．２．６　免疫组化检测细胞增殖　　收集的各组甲状旁腺标本
经４％多聚甲醛固定后制作石蜡切片，采用 ＳＡＢＣ法免疫组化
试剂盒（北京中杉金桥生物公司）和兔抗大鼠Ｋｉ６７抗体（武汉
博士德生物有限公司）进行免疫组化染色。利用 ＩｍａｇｅＪ软件
计数细胞，计算各组甲状旁腺细胞的 Ｋｉ６７指数。以细胞核染
成均一棕黄色，细胞质及细胞膜不着色为Ｋｉ６７阳性细胞，计数
每张切片高倍视野（２００倍或４００倍）下甲状旁腺细胞数和甲
状旁腺细胞中Ｋｉ６７阳性细胞数，平均每１００个甲状旁腺细胞
中阳性染色细胞核数为Ｋｉ６７指数。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较方
差齐性时行方差分析及Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，方差不齐时行秩和检验
（ＫＷ检验）。

２　结果

　　模型组大鼠存活３０只，死亡原因为麻醉意外死亡、术后出
血和感染。通过生化及ＥＬＩＳＡ检测，确认造模成功２８只；假手
术对照组６只大鼠均存活。在预定的各时间点成功收集到模
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型组２４只大鼠和假手术对照组５只大鼠的甲状旁腺和血清样
本，其余大鼠因无法找到甲状旁腺作排除处理。

２．１　肾功能及甲状旁腺素水平的变化
　　模型组大鼠血清肌酐和 ｉＰＴＨ在甲状旁腺功能亢进症造
模后第１天便显著升高，至实验结束一直明显高于假手术对照
组（Ｐ＜０．０１）；模型组血清总钙较假手术对照组在后期稍有升
高，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；模型组血清无机磷在甲状
旁腺功能亢进症造模后第４天开始出现显著升高（Ｐ＜０．０１），
并维持至实验结束。见表１。

表１　２组大鼠血清肌酐、总钙、无机磷及全段甲状旁腺激素的变化（珋ｘ±ｓ）
组别 例数　Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ） Ｃａ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｐｉ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｉＰＴＨ（ｎｇ／Ｌ）

假手术对照组 ５　 ２７．４±２．３ ２．４８±０．１０ ２．４２±０．２１ ２６．１９±４．９８
模型组造模后

　第１天 ４　 １２４．３±１０．８ａ ２．４０±０．１５ ２．５７±０．０８ １０８．０１±８．４９ａ

　第４天 ４　 １０７．５±９．９ａ ２．５５±０．０８ ３．４３±０．３５ａ ９０．３１±６．５７ａ

　第７天 ４　 １０９．８±９．８ａ ２．４８±０．０３ ３．５８±０．２４ａ ８７．６０±５．４２ａ

　第１４天 ４　 ９８．５±２１．７ａ ２．５０±０．０５ ３．５６±０．３２ａ１０４．７１±７．７１ａ

　第２１天 ４　 ８９．５±５．８ａ ２．６２±０．１４ ３．５８±０．４５ａ ９３．６８±１４．５８ａ

　第２８天 ４　 ７２．３±４．０ａ ２．６１±０．１３ ３．５９±０．２６ａ ７９．９９±６．３３ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术对照组比较

２．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ的表达变化
　　与假手术对照组比较，模型组大鼠甲状旁腺细胞 Ｇｃｍ２
ｍＲＮＡ表达随时间进展升高趋势逐渐明显：在第１、４、７天仅缓
慢升高，无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；第１４天升高趋势明显（Ｐ＜
０．０１）；于第２１天升高至最高点，为假手术对照组的９．９２倍
（Ｐ＜０．０１）；第２８天表达量稍有下降（Ｐ＜０．０１）。见图１。
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第０天为假手术对照组，第１、４、７、１４、２１、２８天为相应的模型组　
ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术对照组比较
图１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测造模后不同时间点大鼠Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ的

表达变化

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｇｃｍ２蛋白的表达变化
　　与假手术对照组相比，模型组大鼠甲状旁腺细胞 Ｇｃｍ２的
蛋白表达在第１天时先有下调变化，于第４天进行性升高，第７
天稍有波动，第１４天后一直处于显著升高的表达状态，于第２１
天到达最高点，第２８天稍有回落。模型组各时间点的表达量
与假手术对照组的相比均有明显差异（Ｐ＜０．０１）。见图２。
２．４　免疫组化检测甲状旁腺细胞增殖
　　Ｋｉ６７阳性细胞散在于甲状旁腺不同部位。Ｋｉ６７指数在
造模后的第１天便显著升高（Ｐ＜００１）；第４天升高至最高点
（Ｐ＜０．０１）；第７天显著降低（Ｐ＜０．０１）；第１４～２８天，Ｋｉ６７指
数一直处于与假手术对照组相近的水平（Ｐ＞０．０５）。见图３。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：假手术对照组；２～７：分别为模型组
造模第１、４、７、１４、２１、２８天；Ｂ：半定量分析结果　第０天为假手术
对照组，第１、４、７、１４、２１、２８天为相应的模型组　ａ：Ｐ＜０．０１，与假
手术对照组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测造模后不同时间点大鼠Ｇｃｍ２蛋白的表达变化
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第０天为假手术对照组，第１、４、７、１４、２１、２８天为相应的模型组　
ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术对照组比较

图３　造模后大鼠不同时间点Ｋｉ６７指数的变化

３　讨论

　　Ｇｃｍ表达于果蝇胚胎神经前体细胞，决定其向胶
质细胞或神经元分化。但 Ｇｃｍ在哺乳动物中的同源
体Ｇｃｍ１和Ｇｃｍ２，却分别特异性地表达于胎盘迷路和
甲状旁腺。Ｇｃｍ２在胚胎阶段与 Ｆｏｘｎ１基因表达于第
３和第４咽囊甲状旁腺／胸腺共同原基不同区域的细
胞中，决定这些细胞向甲状旁腺或是胸腺方向分

化［８］。敲除了 Ｇｃｍ２的小鼠将缺失甲状旁腺［１］。

Ｇｃｍ２基因的不同变异也见于人类多种家族性甲状旁
腺功能减退症［９－１２］。除此之外，在成熟个体的甲状旁

腺中，Ｇｃｍ２也特异而持续地表达［１３］，提示其在维持成

体甲状旁腺细胞功能中仍发挥重要作用。已有研究证

实，Ｇｃｍ２的下游调节基因包括钙敏感性受体（ｃａｌｃｉ
ｕｍｓｅｎｓｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣａＳＲ）［２］和 ＰＴＨ［３］等甲状旁腺细
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胞赖以维持内分泌功能的重要分子。这些证据表明，

Ｇｃｍ２是决定甲状旁腺细胞分化和维持特异性内分泌
功能的关键分子。

　　除了与甲状旁腺功能减退症有关，在甲状旁腺功
能亢进症中也发现 Ｇｃｍ２的表达异常。Ｇｃｍ２是否还
参与了对甲状旁腺细胞增殖的调控呢？Ｃｏｒｒｅａ等［４］利

用ＲＴＰＣＲ对因功能亢进（包括原发性和继发性）而切
除的人甲状旁腺病变组织进行了研究，发现甲状旁腺

腺瘤组织中Ｇｃｍ２的表达较正常组织降低。而 Ｋｅｂｅ
ｂｅｗ等［５］用相同的 ＰＣＲ引物检测甲状旁腺病变组织
时，却发现甲状旁腺腺瘤、腺癌和增生组织中 Ｇｃｍ２的
表达相对正常甲状旁腺组织明显升高。２个研究得出
截然不同的结果。这提示Ｇｃｍ２的表达在甲状旁腺功
能亢进过程中并不是简单升高或者降低，而可能是在

病程中针对不同情况有着不同的变化。本研究通过制

备经典的继发性甲状旁腺功能亢进症大鼠模型［６］，检

测了甲状旁腺功能亢进过程中Ｇｃｍ２在ｍＲＮＡ及蛋白
水平的表达变化和甲状旁腺细胞的增殖情况，结果显

示Ｇｃｍ２蛋白的表达与甲状旁腺细胞的增殖在时间进
程上的变化趋势有所区别。在甲状旁腺功能亢进症造

模后的最初几天内，甲状旁腺细胞的增殖便明显增强，

这与既往研究结果一致［１４］；Ｇｃｍ２ｍＲＮＡ表达在最初
几天缓慢上调，但 Ｇｃｍ２的蛋白表达却先有一个下调
的变化，提示Ｇｃｍ２的表达可能存在转录后调控机制。
从第７天开始，甲状旁腺细胞的增殖逐渐回复到正常
水平，而 Ｇｃｍ２的表达却开始明显增强，这可能跟
Ｇｃｍ２促进甲状旁腺细胞分化成熟的功能有关。甲状
旁腺细胞的增殖与Ｇｃｍ２的表达水平似乎呈现一种此
消彼长的趋势。鉴于Ｇｃｍ２在甲状旁腺细胞中扮演着
决定分化的重要角色，而细胞增殖能力与细胞分化程

度一般呈相反的变化趋势，我们推测，Ｇｃｍ２表达下调
可能是甲状旁腺细胞发生增殖的必要条件，而 Ｇｃｍ２
表达的上调对甲状旁腺细胞增殖可能有抑制作用，当

然也有可能两者之间并没有直接的因果关系，而只是

同时受其他共同因素作用的结果。这些都需要进一步

的体外细胞实验来验证。

　　综上所述，在继发性甲状旁腺功能亢进症发病过
程中，首先表现为甲状旁腺细胞的增殖增强和 Ｇｃｍ２
蛋白的表达抑制，之后 Ｇｃｍ２的表达增强以促进增殖
后细胞的分化和功能成熟，由此共同作用成为导致甲

状旁腺功能亢进的部分原因。本研究明确了 Ｇｃｍ２在
继发性甲状旁腺功能亢进症发病过程中的表达变化，

以及与甲状旁腺细胞增殖在时间进程上的关系，为进

一步揭示Ｇｃｍ２的功能提供了实验依据，并为针对甲
状旁腺功能亢进症不同的病程阶段制定相应的临床治

疗策略提供了启示。同时，Ｇｃｍ２作为一个在甲状旁

腺细胞中特异性表达的转录因子，发挥着决定细胞分

化、维持成熟功能的关键作用，可能是甲状旁腺功能亢

进症或减退症１个潜在的治疗靶点。其调节可能涉及
多条通路，它们与 Ｇｃｍ２之间的相互作用机制值得进
一步研究。
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