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摘要 目的 探究 Ras 相关区域家族 1 A( RASSF1A) 基因

甲基化与碘营养状态的关系。方法 将 40 只 SD 大鼠随机

均分成低碘组、适碘组、5 倍高碘组、10 倍高碘组、20 倍高碘

组，每组 8 只。分别用 ICP-MS 法测定尿碘水平，化学发光免

疫分析 方 法 测 定 血 清 中 甲 状 腺 激 素 水 平，BSP 法 测 定

RASSF1A 基因的甲基化率。结果 不同碘浓度饲养 SD 大

鼠 3 个月后:① 各组大鼠的血清 FT3 值随着碘浓度升高而

降低( P ＜ 0. 05 ) ，但 FT4、TSH 值在各组间差异无统计学意

义; ② 各组间 RASSF1A 基因启动子区域 CpG 岛 1 和 CpG 岛

2 的甲基化率差异无统计学意义。结论 3 个月碘诱导下，

各组间 RASSF1A 基因甲基化率无统计学差异，碘可能对

RASSF1A 基因甲基化无影响或机体处于代偿期。
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碘对维持正常的甲状腺功能起重要作用，高碘

和低碘都会增加甲状腺疾病的发生率。缺碘会造成

碘缺乏病，高碘会造成高碘性甲状腺肿、甲状腺功能

亢进和自身免疫性甲状腺炎等疾病。目前，碘的负

效应成为内分泌学界和地方病学界共同关注的问

题。Ras 相关区域家族 1 A ( ras-association domain
family 1A，RASSF1A) 是一个位于人类 3 号染色体

短臂( 3p21. 3 ) 上的抑癌基因。RASSF1A 基因几乎

在所有组织中都有表达，近年来，RASSF1A 基因甲

基化在肝癌、肺癌、胃癌、乳腺癌、甲状腺癌等肿瘤疾

病中的研究日益增多［1］。目前，有关不同碘营养水

平对 RASSF1A 基因甲基化影响尚未见报道。该研

究采用动物实验方法，对不同碘饲养状态的大鼠

RASSF1A 基因甲基化率进行了对比分析，以探讨

RASSF1A 基因甲基化与碘营养状态的关系。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 主要试剂: 碘化钾试剂( 天

津市凯通化学试剂有限公司) ，血清游离三碘甲腺

原氨酸( free 3，5，3'-L-triiodo-thyronine，FT3 ) 、游离

甲状 腺 激 素 ( free 3，5，3'，5'-L-tetraiodo-thyronine，

FT4) 、促 甲 状 腺 激 素 ( thyroid stimulating hormone，

TSH) 检测试剂盒( 德国西门子医学诊断股份有限公

司) ，基因组甲基化处理试剂 ( 德国 Qiagen 生物公

司) 、组织基因组提取试剂盒和凝胶回收试剂盒( 天

根生化科技有限公司) 。主要仪器: 纯水仪( 杭州中

灿科技有限公司) ，德国西门子医学诊断有限公司

化学免疫分析仪 ( 型号: ADVIA centaur XP) ，电泳

仪( 北京六一仪器公司) ，PCR 扩增仪( Eppendorf 公

司) 。
1． 2 动物分组与建模 选取 40 只 SPF 级雌性 SD
大鼠( 日龄 35 ～ 40 d，体质量 150 ～ 170 g) ，购自安

徽 医 科 大 学 动 物 实 验 中 心，合 格 证 号: NO．
340000200001326。40 只大鼠随机均分为 5 组: 低

碘( LI) 组、正常碘( NI) 组、5 倍高碘( 5HI) 组、10 倍

高碘( 10HI) 组、20 倍高碘 ( 20HI) 组。均饲以低碘

饲料( 含碘量 ＜ 50 μg /kg) 。根据国内学者［2］总结

的经验，完善大鼠碘过量及碘缺乏模型构建。LI 组

饮用去离子水( 含碘量 0 μg /L) ，余各组饮用加 KI
的去离子水。以大鼠每日进食 20 g，进水 20 ml 估

计每只大鼠每日的总摄碘量，分别为 LI 组 ＜ 1． 00
μg; NI 组 6． 15 μg; 5HI 组 30． 75 μg; 10HI 组

61. 50 μg; 20HI 组 123． 00 μg。每个月收集 1 次各

组大鼠 24 h 尿样，采用 ICP-MS( 电感耦合等离子体

质谱法) 测定每组的尿碘水平，评价各组的碘营养

状态。饲养 3 个月后处死大鼠，留取动脉血和甲状

腺标本。血标本送至内分泌科实验室，采用化学发

光免疫分析方法测定血清 FT3、FT4、TSH 水平。
1． 3 甲基化率测定 亚硫酸氢盐处理后测序法进

行检测。在 Genebank 内检索出大鼠 RASSF1A 的基

因序列( GenBank ID: 363140 ) ，经 MethPrimer 软件

检测，大鼠 RASSF1A 基因启动子区域共有 2 个符合
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条件的 CpG 岛( 见图 1) ，分别记为 C1 和 C2。C1 的

序列长度为 281 bp，包含 11 个 CpG 位点，C2 的序列

长度为 448 bp，包含 44 个 CpG 位点。RASSF1A 的

引物设计见表 1。PCR 反应体系 30 μl，上下游引物

均各为 1 μl，扩增条件为 95℃预变性 10 min，94 ℃、
30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、40 s，40 循环，72 ℃ 延伸 5
min。用 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测。

表 1 引物信息

引物名称 引物序列( 5'-3') 片段长度( bp)

S1-R AACRTCCAACCTATAAATTTCAACCCACCTA 281
S1-F ATTATATTTTTTTAGATTTTAGAAATTTGGG
S2-R ACRACRCCCCAAATAAAATCTCCACAAAAA 448
S2-F GATTGGGAAGGGGTTTTTTGAAAGGGTTTA
对照-R ACTCCTCCACTCTTCTCCTCC 247
对照-F AGGGAGGTGAAGTAGTGGTG

1． 4 统计学处理 结果用 SPSS 20. 0 进行统计分

析，以 珋x ± s 表示。采用单因素方差分析的方法对各

组数据进行比较，方差齐时使用 LSD 检验，方差不

齐时，使用 Tamhane' s T2 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同碘营养状态与尿碘的关系 Spearman 分

析显示，各组大鼠的平均尿碘与碘摄入成正相关( r
= + 0. 598，P = 0. 021) 。但与 NI 组比较，各高碘组

平均尿碘并未达到相应的倍数差，见表 2。

表 2 各组大鼠尿碘( n = 8，珋x ± s)

组别 尿碘( μg /L)

LI 337． 300 ± 174． 701
NI 411． 667 ± 148． 042
5HI 496． 367 ± 114． 591
10HI 543． 933 ± 39． 551
20HI 561． 633 ± 31． 682

2． 2 不同碘营养状态与血清甲状腺激素水平的关

系 饲养 3 个月后，FT3 与碘浓度呈负相关 ( P ＜

0. 05) 。而 FT4、FT3 /FT4、TSH 与碘浓度差异均无

统计学意义。但从总的变化趋势上看，低碘组和高

碘组 FT3 均较 NI 组降低，结果差异有统计学意义。
FT4 均较 NI 组升高，但差异无统计学意义，TSH 各

组间未见显著变化趋势，见表 3。

表 3 大鼠血清甲状腺激素水平变化( n = 8，珋x ± s)

组别 FT3( pmol /L) FT4( pmol /L) FT3 /FT4 TSH( μIU /ml)

LI 5． 221 ± 0． 440 26． 384 ± 7． 372 0． 212 ± 0． 068 5． 286 ± 1． 380

NI 5． 903 ± 0． 643 25． 880 ± 5． 853 0． 237 ± 0． 054 5． 125 ± 1． 642

5HI 4． 760 ± 0． 535 29． 384 ± 4． 704 0． 163 ± 0． 015 4． 571 ± 0． 976

10HI 5． 016 ± 0． 615 29． 707 ± 3． 334 0． 170 ± 0． 230 5． 857 ± 1． 574

20HI 4． 908 ± 0． 664 26． 637 ± 7． 416 0． 208 ± 0． 112 4． 386 ± 0． 951

F 值 4． 456 0． 644 1． 711 1． 469

P 值 0． 006 0． 622 0． 173 0． 236

2． 3 不同碘营养状态与 RASSF1A 基因启动子区

甲基化的关系 设定各 CpG 岛的平均甲基化率 =
CpG 岛甲基化的 CpG 个数 /该 CpG 岛总 CpG 个数;

总甲基化率 = ( C1 甲基化的 CpG 个数 + C2 甲基化

的 CpG 个数) / ( C1 + C2 总 CpG 个数) ，经不同碘营

养处理 3 个月后，BSP 法检测显示，无论实验组还是

对照组，在 C1 区域均呈现较高程度的甲基化，在 C2
区域则呈现较低程度的甲基化。各碘浓度组与正常

碘组对比，无论 C1 启动子区域 ( P = 0. 630 ) 、C2 启

动子区域 ( P = 0. 401 ) 还是总的启动子区域 ( P =
0. 398) 甲基化率，差异均无统计学意义，见表 4。但

通过绘制线型图，从总体趋势上看无论低碘组还是

高碘组，各启动子区域的甲基化率均比正常组低，且

在 C1 区域甲基化率从 5 倍高碘到 20 倍高碘呈现先

降低后升高的 U 型趋势，见图 2。

3 讨论

碘对甲状腺激素合成的作用受碘摄入量及作用

时间影响，碘过量早期时机体存在一定代偿功能，甲

状腺上皮通过钠 － 碘转运体等自主调节方式减少对

图 1 大鼠 RASSF1A 基因启动子区域的 BSP 分析结果

大鼠 RASSF1A 基因启动子 2 个 CpG 岛如图蓝色区域所示，从左往右第 1 个 CpG 岛记为 C1，第 2 个 CpG 岛记为 C2
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表 4 各组基因甲基化比率( n = 3，珋x ± s)

组别 C1 甲基化率 C2 甲基化率 总甲基化率

LI 0． 776 ± 0． 108 0． 099 ± 0． 013 0． 234 ± 0． 030
NI 0． 830 ± 0． 014 0． 114 ± 0． 023 0． 257 ± 0． 020
5HI 0． 751 ± 0． 112 0． 076 ± 0． 047 0． 211 ± 0． 044
10HI 0． 715 ± 0． 023 0． 106 ± 0． 013 0． 228 ± 0． 011
20HI 0． 824 ± 0． 169 0． 068 ± 0． 046 0． 219 ± 0． 027

图 2 各组甲基化率均值线性图

碘的摄取，以调控激素的合成与释放，但长期碘过量

也会出现失代偿［3］。碘缺乏早期，在组织脱碘酶的

作用下 T4 会更多的转化为 T3，这种转化具有明显

的适应代偿意义，但长期碘缺乏会使机体 T3 降低，

最终出现甲减表现［4］。本研究中 LI 组 FT3 较 NI 组

降低，FT4 比 FT3 升高，考虑存在早期的失代偿。而

高碘的调控机制相对复杂，秦贵军 等［5］对小鼠高碘

饲养 5 个月后，本研究结果与之相似，高碘组的 FT3
低于正常组，而 FT4 高于正常组，作者认为这种现

象可能与碘抑制 5'-脱碘酶，从而阻止 T4 向 T3 分解

有关，且这种抑制超过了高碘对甲状腺激素释放的

抑制，故未出现特征性 T3、T4 降低，反馈 TSH 升高

的血清改变。
目前关于碘营养水平对基因甲基化影响的研究

甚少，仅在近年略有增加趋势。Kim et al［6］通过对

临床患者进行尿碘采集，将患者分成不同的碘营养

状态组，发现低碘和高碘摄入都是导致 BRAF 基因

突变的危险因素。Guo et al［7］尝试通过动物造模的

方法去探究碘过量是否会影响小鼠甲状腺 T 淋巴

细胞和 B 淋巴细胞 DNA 甲基转移酶( DNA Methyl-
transferases，DNMTs) 的表达。结果在对比高碘和对

照组后，DNMT 基因的甲基化率、mRNA 和蛋白表达

水平均未见显著差异。但 Serrano-Nascimento et al
［8］通过细胞实验得出了相反的观点，他们认为碘过

量可以使 DNMTs 表达增加，且伴随组蛋白 H3 的高

甲基化和低乙酰化。在有限的关于碘与基因甲基化

的研究中，可知碘可能会对 BRAF 和组蛋白 H3 基

因甲基化造成影响。RASSF1A 是近年来研究较热

门的一个抑癌基因，目前认为它的抑癌作用可能与

导致细胞周期停滞、促进细胞凋亡和降低肿瘤细胞

的致瘤相关［1］。RASSF1A 启动子区域甲基化与甲

状腺癌的易感性和无病生存率密切相关，是甲状腺

肿瘤发生的一个早期步骤［9］。现有的研究表明吸

烟、病毒感染、过量雌二醇、氯乙烯和镍暴露等会对

RASSF1A 基 因 甲 基 化 造 成 影 响。但 关 于 碘 对

RASSF1A 基因甲基化的影响仍是未知的。
本实验结果存在 3 种可能:①碘与 RASSF1A 基

因甲基化无关。既往已有研究［7］表明小鼠在 3 个月

的高碘诱导下 DNMTs 表达组间无明显差异。DN-
MTs 是机体调节基因甲基化的重要途径，基因甲基

化率增减可能伴随一定 DNMTs 改变。在此基础上

可以推测，短期低或高碘与 RASSF1A 基因甲基化无

关。但影响基因甲基化的因素不止 DNMTs，还包括

miR ［10］和基因间相互影响［11］，故存在另一种可能。
②碘可以影响 RASSF1A 基因甲基化，但目前处于代

偿期。基因甲基化会受到感染物种类、浓度和感染

时间的影响。国内学者［12］在用氯乙烯染毒大鼠早

期未 发 现 阳 性 差 异，延 长 染 毒 时 间 后，高 剂 量 组

RASSF1A 基因才出现甲基化率升高，且呈先降后增

的趋势。本实验在饲养 3 个月后，C1、C2 区域无论

高碘还是低碘组，甲基化率都比正常组低，C2 区域

高碘组甲基化率呈现先降后增的 U 型趋势。这与

续志斌 等［12］和张慧霞［13］的实验结果有类似之处。
作者也对这种“反常”的降低做了推测，在染毒早期

机体通过 DNMTs［14］、miR ［10］等的异常表达，使启动

子区甲基化水平下降，从而发挥基因的抑癌作用。
故染毒早期不一定表现甲基化率升高，反而可以因

为抑癌作用出现甲基化率下降。③其他因素: 不同

肿瘤存在不同的甲基化热点位点。Volodko et al［15］

认为 RASSF1A 基因在乳腺癌中甲基化热点仅限于

11 个 CpG 位 点，余 与 乳 腺 癌 的 发 生 无 关。张 杰

兴［16］发现 RASSF1A 第 104 位 CpG 是镉促进人肝癌

细胞增殖的关键点。碘是否仅对甲状腺特定 CpG
位点产生影响仍有待如焦磷酸测定等定量检测去进

一步判断。
综上所述，在用不同碘浓度饲养 SD 大鼠 3 个

月后，各组大鼠的血清 FT3 值随着碘浓度升高而降

低，但 FT4、TSH 值在各组间无明显差异。3 个月的

碘诱导，各组间 RASSF1A 基因甲基化率差异无统计

学意义，碘可能对 RASSF1A 基因甲基化无影响或机

体处于代偿期。
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Effect of iodine on the methylation of the promoter region
of RASSF1A gene in rats

Wang Jingjing1，Dong Xiaowan2，Wu Yi3，et al
( 1Dept of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Dept of Rheumatology，The Fuyang Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Fuyang 236000;
3Dept of Endocrinology，The First People＇s Hospital of Zhongshan City，Zhongshan 528400)

Abstract Objective To explore the relationship between methylation of ras-association domain family 1A
( RASSF1A) gene and iodine nutrition status． Methods 40 SD rats were randomly divided into low iodine group，

suitable iodine group，5-fold high iodine group，10-fold high iodine group and 20-fold high iodine group． Urine io-
dine level was determined by ICP-MS method，thyroid hormone level in serum was determined by chemilumines-
cence immunoassay method，and methylation rate of RASSF1A gene was determined by BSP method． Results Af-
ter feeding SD rats with different iodine concentrations for 3 months: ① the serum FT3 value of rats in each group
decreased with the increase of iodine concentration ( P ＜ 0. 05) ，but FT4 and TSH values had no significant differ-
ence among the groups; ② The methylation rates of CpG island 1 and CpG island 2 in the promoter region of
RASSF1A gene were not significantly different among the groups． Conclusion There is no statistical difference in
methylation rate of RASSF1A gene among groups under iodine induction for 3 months． Iodine may have no effect on
methylation of RASSF1A gene or the body is in compensatory stage．
Key words iodine; rat; thyroid; RASSF1A; methylation
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