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摘要 目的 研究不同碘摄入量对大鼠甲状腺功能、钠碘转

运体( NIS) 基因启动子区 5'-CpG 岛甲基化的影响，探讨碘是

否通过调节 NIS 基因甲基化的途径来影响 NIS 的表达。方

法 将 40 只雌性 SD 大鼠分入 5 组( 每组 8 只) ，分别给予低

碘( LI 组 ) 、适 碘 ( NI 组 ) 、5 倍 高 碘 ( 5HI 组 ) 、10 倍 高 碘

( 10HI 组) 、20 倍高碘( 20HI 组) 饮食构建大鼠模型。3 个月

后处死动物，采用化学发光法测定大鼠血清游离三碘甲状

腺原氨酸( FT3) 、游离甲状腺素( FT4) 、促甲状腺激素( TSH)

水平，免疫组化检测 NIS 表达，并应用硫化测序 PCＲ( BSP)

检测每组大鼠甲状腺细胞 NIS 基因启动子区 5'-CpG 岛甲基

化情况。结果 ① 与适碘组比较，低碘组和各高碘组血清

FT3 浓度均降低，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与适碘组

比较，低碘组和各高碘组血清 FT4 略增高，但差异无统计学

意义( P ＞ 0. 05) ; 各组大鼠的血清 TSH 水平差异无统计学意

义( P ＞ 0. 05) 。② LI 组大鼠甲状腺组织中 NIS 表达水平高

于 NI 组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，5HI 组 NIS 表达水

平低于 NI 组，差 异 无 统 计 学 意 义 ( P ＞ 0. 05 ) ，10HI 组 及

20HI 组 NIS 表达水平低于 NI 组 ( P ＜ 0. 01 ) ; ③ 比较各组

CpG1 甲基化比率及 CpG2 甲基化比率差异无统计学意义( P
＞0. 05) ; 进一步研究 NIS 启动子区域 － 420 ～ － 110 核苷酸

序列( CpG3) ，与适碘组比较，低碘组和各高碘组 CpG3 甲基

化比率降低，但差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。结论 碘过

量或碘缺乏均可致碘营养障碍，但不会影响大鼠甲状腺 NIS

基因启动子区 5'-CpG 岛甲基化状态，碘可能通过其他机制

调节 NIS 的表达。
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碘摄入量的多少与甲状腺疾病的呈 U 关系，U
字型的底端是最适宜人类的最佳碘剂量，无论碘的

摄入量是过低还是过高，都会增加甲状腺疾病的患

病风险。由碘摄入量不足引起的碘缺乏病，通过推

行全民食盐碘化已得到极大改善，但同时人群中碘

营养水平处于碘超足量和过量的个体数量在增多。
近年来甲状腺疾病的发病率不断上升，临床专家和

公卫专家意见不一致，临床认为甲状腺疾病的增多

与碘盐有很大关系，摄入过多的碘致使甲状腺疾病

增多，但是目前有关其作用机制的研究还比较缺

乏［1］。钠 /碘共同转运体 ( Na + / I － symporter，NIS )

是一种跨膜糖蛋白，主要表达于甲状腺滤泡细胞基

底膜上，是甲状腺细胞摄取碘的分子基础。如果

NIS 蛋白的表达缺失或功能异常，就会造成甲状腺

摄取、聚集和利用碘功能的异常［2］。故该研究构建

不同碘营养水平的大鼠动物模型，分析不同碘营养

水平对大鼠甲状腺 NIS 基因启动子区甲基化的影

响，探讨碘是否通过该途径影响 NIS 的表达而参与

甲状腺疾病发生。

1 材料与方法

1． 1 标本来源 选用 35 ～ 42 d，体质量 150 ～ 170
g 的 SPF 级雌性 SD 大鼠 40 只，购自安徽医科大学

实验 动 物 中 心，实 验 动 物 质 量 合 格 证 号: NO．
340000200001326，按随机数字表法分为 5 组: 低碘

组( LI 组) 、适碘组( NI 组) 、5 倍高碘组( 5HI 组) 、10
倍高碘组( 10HI 组) 、20 倍高碘组( 20HI 组) 。大鼠

饲养条件: 温度( 22 ± 2) ℃，湿度 45% ～ 70%，昼夜

交替各 12 h。均给予低碘饲料( 平均碘含量小于 50
μg /kg) ; LI 组饮用去离子水( 碘含量为 0 μg /L) ，NI
组、5HI 组、10HI 组及 20HI 组均饮用加碘化钾的去

离子水。按大鼠每日进食 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。饲养 3 个月后处死。
1． 2 方法

1． 2． 1 标本制备 使用代谢笼收集每只大鼠 24 h
尿标本，水合氯醛 0. 3 ml /100 g 体质量，腹腔注射

麻醉，下腔静脉取血，2 000 r /min 离心 10 min，分离

血清于 － 80 ℃保存待测游离三碘甲状原氨酸 ( free
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triiodothyronine，FT3 ) 、游离甲状腺素 ( free thyrox-
ine，FT4 ) 、促 甲 状 腺 激 素 ( thyroid stimulating hor-
mone，TSH) ; 剥离甲状腺，称重后于液氮保存。
1． 2． 2 尿碘和激素测定 尿碘采用电感耦合等离

子体质谱法 ( inductively coupled plasma mass spec-
trometry，ICP-MS) 测定，尿碘与给碘剂量呈正相关提

示造模成功。血清 FT3、FT4、TSH 由安徽医科大学

第一附属医院内分泌实验室釆用化学发光技术的竞

争免疫法( 美国西门子公司试剂盒) 测定，应用德国

西门子医学诊断有限公司化学免疫分析仪 ( 型号:

ADVIA centaur XP) 。
1． 2． 3 免疫组化检测 NIS 蛋白表达 每组随机选

取 2 只大鼠甲状腺石蜡切片脱蜡水化，柠檬酸缓冲

液微波抗原修复，3% H2O2 室温孵育 10 min，磷酸

盐缓冲液( PBS) 清洗，滴加大鼠 NIS 抗体，工作浓度

为 1 ∶ 400，4 ℃冰箱过夜，滴加二抗聚合物，37 ℃孵

育 30 min，缓冲液清洗，DAB 显色，苏木精复染，脱

水，透明，树脂封片，阴性对照用缓冲液替代一抗。
400 倍光镜下每张切片随机取 5 个视野，使用 Image
Pro Plus 图像分析软件分析累积光密度值。
1． 2． 4 硫化测序 PCＲ ( bisulfite sequencing PCＲ，

BSP) 法检测甲基化 每组随机选取 3 只大鼠，使用

天根生化科技( 北京) 有限公司的组织 DNA 提取试

剂盒，按照说明书的步骤提取甲状腺组织 DNA。按

DNA 亚硫酸氢盐修饰试剂盒( 德国 QIAGEN 公司)

使用说明书操作进行 DNA 的亚硫酸氢钠修饰及纯

化回收。通过 NCBI 查找大鼠 NIS 基因 ( Gene ID:

114613) 启动子区域，选择转录起始前2 000 bp 至第

一个外显子作为分析区域。采用生物信息学在线网

站 MethPrimer 对基因启动子区域 CpG 岛进行分析，

经预测发现 NIS 基因启动子区域具有 2 个 CpG 岛，

长度分别为 137 bp 和 556 bp。因为 2 个甲基化区

域挨的很近且较大，因此划分为两个反应进行的。
根据 NIS 基因序列设计 NIS 基因 CpG 岛引物如下:

① F: 5'-AGTTGYGGAGAAAGGTAGATGTTTTTTGG
G-3'，Ｒ: 5'-CTACAAATTTATTAAACTCCAAAATCAA
CＲC-3'; ② F: 5'-TTTATYGAGTTATTTGTTTTTATGG
AGGGTG-3'，Ｒ: 5'-CＲACAAAAAAAAAAACＲCTAT

AAACAACＲA-3'。扩增产物长度分别为 363 bp 和

342 bp，引物由华大基因科技有限公司合成 。扩增

条件为: 95 ℃ 预变性 10 min。40 个热循环 ( 94 ℃
30 s、退火 30 s、72 ℃ 40 s) ，72 ℃延伸 5 min。将目

标片段割胶纯化。PCＲ 产物纯化后连接克隆载体，

采用 Generay 的 PGH ( Lot: GV0108 ) 作 为 载 体，

XL10-Gold 感受态进行转化、复苏和涂板。挑取质

粒送北京六合华大基因科技有限公司测序，使用

BiQ Analyzer v2. 0 对测序的结果进行对比和甲基化

分析。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 软件处理数据。
参数计量资料以 珋x ± s 表示，多组间均数比较方差齐

时用单因素方差分析，进一步多重比较采用 LSD 检

验，方差不齐时采用 Tamhane’s T2 检验; P ＜ 0. 05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组血清甲状腺激素水平 与适碘组比较，低

碘组和各高碘组血清 FT3 浓度均降低，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05) ; 但低碘组与各高碘组比较，血清

FT3 水平无明显差异。与适碘组比较，低碘组和各

高碘组血清 FT4 略增高，但差异无统计学意义( P ＞
0. 05) ; 大鼠血清 TSH 各组间比较，低碘组、适碘组、
各高碘组的血清 TSH 水平差异无统计学意义( P ＞
0. 05) 。见表 1。
2． 2 各组 NIS 蛋白表达水平 与 NI 组比较，LI 组

大鼠甲状腺组织中 NIS 表达水平升高，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 而 10HI 组及 20HI 组大鼠甲状

腺组织中 NIS 表达水平低于 NI 组( P ＜ 0. 01 ) ，5HI
组与 NI 组比较差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) 。见

图 1、2。
2． 3 各组 NIS 基因 CpG 岛甲基化比较 经分析

显示 NIS 基因启动子区域有 2 个 CpG 岛( Island 1，

CpG1; Island 2，CpG2) ，见图 3。每个 CpG 岛平均甲

基化率 =［CpG 岛甲基化的 CpG 个数 ( m) /该 CpG
岛总 CpG 个数 ( M) ］× 100%。比较各组 CpG1 甲

基化比率及 CpG2 甲基化比率差异无统计学意义

( P ＞ 0. 05) ; 本文还研究了 NIS 启动子区域 － 420 至

表 1 大鼠血清甲状腺激素水平的检测结果( 珋x ± s，n = 8)

项目 LI 组 NI 组 5HI 组 10HI 组 20HI 组 F 值

FT3 / ( pmol /L) 5． 22 ± 0． 41* 5． 90 ± 0． 60 4． 76 ± 0． 50＊＊ 5． 02 ± 0． 67＊＊ 4． 91 ± 0． 61＊＊ 4． 456
FT4 / ( pmol /L) 26． 38 ± 6． 82 25． 88 ± 5． 48 29． 38 ± 4． 36 29． 71 ± 3． 09 26． 64 ± 6． 87 0． 664
TSH / ( μIU /L) 5． 29 ± 1． 28 5． 13 ± 1． 54 4． 57 ± 0． 90 5． 86 ± 1． 46 4． 29 ± 0． 88 1． 469

与 NI 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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表 2 各组 NIS 基因 CpG 岛甲基化情况( n = 3)

项目 LI 组 NI 组 5HI 组 10HI 组 20HI 组

CpG1 甲基化比率［m/M( %) ］ 9 /80( 11． 25) 9 /80( 11． 25) 12 /80( 14． 58) 10 /80( 12． 5) 10 /80( 12． 5)

CpG2 甲基化比率［m/M( %) ］ 15 /430( 3． 49) 18 /430( 4． 19) 10 /430( 2． 33) 7 /430( 1． 55) 10 /430( 2． 40)

CpG3 甲基化比率［m/M( %) ］ 9 /290( 3． 10) 15 /290( 5． 06) 7 /290( 2． 53) 4 /290( 1． 49) 6 /290( 2． 07)

图 1 大鼠甲状腺中 NIS 表达水平 DAB 染色 × 400

A: 空白对照组; B: LI 组; C: NI 组; D: 5HI 组; E: 10HI 组; F: 20HI 组

图 2 各组大鼠甲状腺组织中 NIS 蛋白表达量

与 NI 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

－ 110 碱基序列 ( CpG3 ) ，与适碘组比较，低碘组和

各高碘组 CpG3 甲基化比率降低，但差异无统计学

意义( P ＞ 0. 05) 。见表 2。

3 讨论

甲状腺是人体最大的内分泌腺，功能是合成甲

状腺激素，对几乎所有组织的代谢调节都至关重要。
碘严重缺乏致使甲状腺功能减退，影响儿童神经及

智力发育，同时诱发甲状腺功能亢进症。而碘过量

摄入也可引起各种疾病，如甲状腺自身免疫病，甚至

甲状腺癌等。补碘政策实施后，我国碘缺乏病发生

率大大降低，但西部偏远地区仍存在严重碘缺乏情

况。另外，高碘摄入、区域过量碘摄入引发的各种疾

病，成为我们必须高度关注的问题［3］。总之，进一

步明确碘摄入量对甲状腺疾病的影响，了解其作用

机制才能控制甲状腺疾病的发生，保证居民的身体

健康。本研究用不同浓度碘饲养大鼠，3 个月后检

测尿碘提示尿碘与给碘剂量呈正相关，说明本研究

大鼠造模成功［4］。低碘组和各高碘组与适碘组相

比，血清 FT3 差异有统计学意义，说明碘对大鼠血

清甲状腺激素水平有影响; 与李思果 等［5］研究结论

一致。
人 NIS( hNIS) 又称 SLC5A5( solute carrier family

5 member 5) ，基因位于 19 号染色体( 19p13. 11) 上，

高度专一且有效地编码 80 ～ 90 ku 跨膜糖蛋白，介

导碘从血流到甲状腺滤泡细胞的主动转运。此运输

通过 Na + /K + -ATPase 泵产生的能量梯度完成，这是

甲状腺激素生物合成关键的第一步［2］。编码 hNIS
的 cDNA 与鼠 NIS( rNIS) 相似。使用 rNIS cDNA 序

列 的引物通过PCＲ从人甲状腺乳头状癌组织中扩
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图 3 NIS 基因启动子区域 CpG 岛分析结果

增出 hNIS 的 cDNA 片段，该 cDNA 片段用于筛选人

类甲状腺 cDNA 文库，编码 hNIS 的单个 cDNA 克隆

被分离。hNIS 基因有含 1929 个核苷酸的开放阅读

框，它编码 643 个氨基酸的蛋白质。hNIS 基因编码

84%的氨基酸和 rNIS 有 93% 的相似性，仅因 rNIS
蛋白水平中不存在的两次插入而有所不同: 5 个氨

基酸插入在最后两个疏水域之间( 氨基酸 485 － 488
和 499) 和 20 个氨基酸插入在羧基末端( 氨基酸 618
－ 637) ［6］。

叶艳 等［7］利用组织芯片分析 NIS 在不同碘摄

入量下的大鼠组织器官的分布及表达，研究发现，与

适碘组比较，NIS 在低碘组甲状腺滤泡上皮细胞基

底膜呈线性分布强表达，而在高碘组较弱表达; 本

研究利用免疫组化检测大鼠甲状腺 NIS 蛋白的表达

也得出了上述结论，进一步证实了碘影响大鼠甲状

腺组织中 NIS 蛋白表达，但具体的、精确的机制尚需

进一步探讨。近年研究发现，表观遗传学会是疾病

发生的重要机制，主要有以下调控方式: DNA 甲基

化、组蛋白修饰、非编码 ＲNA 等机制。许敬 等［8］应

用实时荧光甲基化特异性聚合酶链反应 ( real-time

methylation-specific PCＲ，qMSP) 分别检测 152 例甲

状腺乳头状癌组织及癌旁正常组织中 NIS 基因启动

子区 5'-CpG 岛的甲基化情况，研究表明，与癌旁正

常组织相比，甲状腺乳头状癌组织中 NIS 基因启动

子区 5'-CpG 岛的甲基化率显著升高，致使甲状腺恶

性肿瘤中 NIS 基因表达降低; 这与 Galro et al［9］研

究是一致的。本文通过前瞻性的研究，分析碘摄入

量对大鼠甲状腺 NIS 基因启动子区 5'-CpG 岛甲基

化是否有影响。对通过 MethPrimer 网站预测的基

因启动子区域两个 CpG 岛进行分析，研究显示各组

大鼠对应的两个 CpG 岛均未见明显差异。Serrano-
Nascimento et al［10］报道调控大鼠 NIS 基因表达的区

域主要包含位于近端启动子相对于转录起始位点

－ 110 ～ － 420 的核苷酸，以及影响 TSH 的增强剂

( NUE) ，在 － 2 264和 － 2 495核苷酸之间; 故本研究

进一步分析 － 110 ～ － 420 的核苷酸序列( CpG3) CG
位点甲基化情况，发现各组之间仍无显著性差异。
Lakshmanan et al［11］研究显示在甲状腺恶性肿瘤中

microＲNA ( miＲ ) 可 以 调 节 NIS 蛋 白 的 表 达，miＲ-
339-5p 过表达降低了表达外源性 hNIS HEK293 细
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胞中 NIS 介导的放射性碘摄入( ＲAIU) 。Li et al［12］

及 Tang et al［13］研究分别发现 miＲ-146b 和 miＲ-875-
5p 也可以调节 NIS 的表达。Puppin et al［14］研究表

示组蛋白脱乙酰基酶( HDAC) 抑制剂可激活甲状腺

肿瘤细胞中的 NIS 表达。这提示碘可能通过组蛋白

修饰、miＲ 等其他机制调节甲状腺组织中 NIS 表达。
本研究利用 BSP 法检测不同碘摄入量大鼠甲

状腺 NIS 基因启动子区 5'-CpG 岛甲基化情况，结果

显示在各组大鼠中 DNA 甲基化无明显差异，但不同

碘营养组 NIS 表达存在差异，提示碘可能通过其他

机制调节 NIS 的蛋白表达。
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Effect of iodine on the methylation of the promoter region
of sodium iodine transporter gene in rats

Dong Xiaowan1，Chen Tingting2，Wu Yi1，et al
( 1Dept of Endocinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Dept of Endocinology，The Affiliated Hospital of Jiaxing University，Jiaxing 314000)

Abstract Objective To study the effects of different iodine intake on thyroid function and the methylation of 5'-
CpG island in the promoter region of sodium iodine transporter ( NIS) gene in rats，and to explore whether iodine
affects the expression level of NIS through regulating the methylation of NIS gene． Methods Forty female SD rats
were randomly divided into five groups ( 8 rats in each group) ． The rats in NI group ( control) were fed with normal
content of iodine，and the rats in LI group，5HI group，10HI Group and 20HI group were fed with different amounts
of potassium iodide． These rats were sacrificed 3 months after the feeding and all serum samples were tested for free
triiodothyronine( FT3) ，free thyroxine ( FT4) and thyroid stimulating hormone ( TSH) by using chemiluminescent
detection technology． The expression of NIS protein in the rats’thyroid tissues was determined by immunohisto-
chemical staining． The status of 5'-CpG island promoter methylation of NIS gene in the rats’thyroid tissues was

( 下转第 1063 页)
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MiＲ-17 inhibits growth and metastasis of non-small cell lung cancer
A549 cells by regulating fatty acid metabolism

Qin Xinxin1，Qiu Jing2，Lü Xuelian1，et al
( 1Dept of Oncology，2Dept of Geriatric Ｒespiration，

Sichuan Academy of Medical Sciences Sichuan Peoples Hospital，Chengdu 610072)

Abstract Objective To investigate the effect and mechanism of miＲ-17 on non-small cell lung cancer ( NSCLC)

by regulating fatty acid metabolism． Methods The expression of miＲ-17 mＲNA in human non-small cell lung
cancer cell lines ( H1703，A549，H1299，L78，PGCL3，H460) and normal lung cells ( BEAS-2B) was detected
by ＲT-qPCＲ． The growth of A549 cells was detected by colony formation assay． The migration ability of A549 cells
was detected by scratch test． The invasion ability of A549 cells was detected by Transwell method． The phospholip-
id and triglyceride content in A549 cells was detected by kit． The expression levels of cluster of differentiation 36
( CD36) ，fatty acid synthase ( FASN) ，acetyl-CoA carboxylase ( ACC1) and fatty acid binding protein 5 ( FABP5)

in A549 cells were detected by Western blot． The targeting relationship between miＲ-17 and stearoyl-CoA desatu-
rase ( SCD) was verified by a dual luciferase report． Ｒesults In non-small cell lung cancer cell lines ( H1703，

A549，H1299，L78，PGCL3，H460 ) ，the expression of miＲ-17 mＲNA was significantly down-regulated ( P ＜
0. 01) ． In the miＲ-17 mimic group，the number of cell clones significantly decreased ( P ＜ 0. 01) ，the scratch clo-
sure rate significantly decreased ( P ＜ 0. 01) ，the number of invasive cells significantly decreased ( P ＜ 0. 01) ，the
content of phospholipids and triglycerides significantly decreased ( P ＜ 0. 01) ，and the expression of FASN，ACC1，

FABP5 and CD36 protein was significantly down-regulated ( P ＜ 0. 01) ． Up regulation of CD36 reversed the regula-
tion of miＲ-17 on growth，metastasis and fatty acid metabolism in non-small cell lung cancer cells． miＲ-17 regula-
ted the expression of CD36 by targeting SCD． Conclusion MiＲ-17 inhibits the growth and metastasis of non-small
cell lung cancer cells by targeting SCD to regulate CD36-mediated fatty acid metabolism．
Key words miＲ-17; fatty acid metabolism; non-small cell lung cancer; growth; metastasis

( 上接第 1056 页)

detected by bisulfite sequencing PCＲ ( BSP) ． Ｒesults ① Compared with the iodine-adapted group，the serum
FT3 concentration of the low-iodine group and the high-iodine group decreased，and the difference was significant
( P ＜ 0. 05) ． Compared with the iodine-adapted group，the serum FT4 in the low-iodine group and the high-iodine
group slightly increased，but the difference was not statistically significant ( P ＞ 0. 05 ) ． There was no significant
difference in TSH level between groups ( P ＞ 0. 05 ) ． ② The expression level of NIS in thyroid tissues of the LI
group was higher than that of the NI group，with statistically significant difference ( P ＜ 0. 05) ，while that of the
5HI group was lower than that of the NI group，with no statistically significant difference ( P ＞ 0. 05) ，while those
of the 10HI group and the 20HI group were lower than that of the NI group ( P ＜ 0. 01) ;③ There was no significant
difference in CpG1 methylation ratio and CpG2 methylation ratio between the groups ( P ＞ 0. 05) ． Further study on
the sequence of － 420 to － 110 nucleotides in the NIS promoter region ( CpG3 ) showed that compared with the
normal iodine group，the methylation ratio of CpG3 in the low-iodine group and the high-iodine group decreased，

but the difference was not statistically significant ( P ＞ 0. 05 ) ． Conclusion Iodine overdose or iodine deficiency
can cause iodine nutritional disorders，but it does not affect the methylation status of the 5' -CpG island promoter
methylation of sodium iodide symporter gene in rats． Iodine may affect the expression level of NIS through other
ways．
Key words iodine; thyroid; sodium iodide symporter; methylation
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