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摘要 目的 了解不同碘摄入量对大鼠甲状腺鼠类肉瘤滤

过性毒菌( V-raf) 致癌同源体 B1 ( BＲAF) 基因甲基化的影
响，探讨碘是否通过 BＲAF基因甲基化影响 BＲAF 表达。方
法 40 只 SPF级雌性 SD 大鼠，随机均分为 5 组，分别为低
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) ，通过饮用不同碘含
量的去离子水并喂养低碘饲料造模。期间收集大鼠 24 h 尿
液测定尿碘，3 个月后处死大鼠，留取血标本和甲状腺组织，
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，应
用硫化测序 PCＲ( BSP) 检测启动子区 CPG 岛基因甲基化情
况，应用免疫组化技术测定 BＲAF 蛋白表达。结果 ① 与
NI组比较，LI组和各 HI 组血清 FT3 浓度均降低，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 05) 。② 比较 5 组大鼠 BＲAF甲基化率，差
异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。③ LI组、NI组和各 HI组甲状
腺组织中 BＲAF 表达逐渐增高，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。与 NI组比较，LI组甲状腺 BＲAF表达较低，各 HI组
表达较高，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 5HI 组比较，
10HI组和 20HI组表达较高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
结论 碘影响大鼠甲状腺 BＲAF蛋白表达，但对 BＲAF基因
甲基化没有明显影响，提示碘可能通过其他途径影响 BＲAF
基因表达。
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碘是维持人体正常甲状腺功能的必需元素，与

甲状腺功能异常、自身免疫性甲状腺炎、甲状腺肿
大、甲状腺结节和甲状腺肿瘤的发生发展有关，已有
文献［1 － 2］证实甲状腺结节和甲状腺肿瘤的发生与鼠

类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B1( v-raf mourine sar-
coma viral oncogene homolog B1，B-raf) 基因密切相

关。甲状腺疾病是常见的内分泌疾病，2014 年我国
有超过 2 亿的甲状腺疾病病人，并且其患病率呈现
逐年上升的趋势［3］。BＲAF 作为癌基因，其基因定
位于人常染色体 7q34 位点，对细胞周期有调控作
用，与甲状腺肿瘤的发生、发展、侵袭、转移、复发和
预后密切相关［4 － 5］。碘作为环境因素，是否通过
DNA甲基化机制影响 BＲAF 基因表达尚不清楚。
该研究通过建立不同碘营养状态的动物模型，探讨

碘对大鼠 BＲAF基因甲基化和蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 不同碘营养水平大鼠模型构建 动物购于安
徽医科大学实验动物中心( 安徽省实验动物质量合

格证: NO． 340000200001326 ) 的远交封闭群 SPF 级
SD大鼠，35 ～ 42 d，雌性，40 只，体质量 150 ～ 170 g，
随机均分为 5 组，分别为低碘组( 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) 。在安徽医科大学动物实验
中心喂养，每笼 4 只，共 10 笼。实验室温度 ( 22 ±
2) ℃，12 h昼夜交替，所有动物每日进食量限制 20
g /d、饮水量 20 ml /d。整个实验过程均遵循“安徽
医科大学实验用动物管理和使用指南”。5 组大鼠
均予以低碘饲料和混有碘化钾的去离子水喂养，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，5 组 SD大鼠的每日摄碘量( 见表 1) 。
每月使用代谢笼留取一次 SD 大鼠 24 h 尿液，由安
徽省疾病控制中心使用 ICP-MS( 电感耦合等离子体
质谱法) 测定尿碘水平，结果显示尿碘与给碘剂量

呈正相关，提示造模成功。喂养 3 个月后处死大鼠，
留取血液和甲状腺组织标本，甲状腺组织称干重后

迅速置于液氮中保存备用。
1． 2 方法
1． 2． 1 甲状腺激素测定 血清游离三碘甲状腺原
氨酸( free triiodothyronine，FT3) 、游离甲状腺素( free
thyroxine，FT4 ) 、促甲状腺激素 ( thyroid stimulating
hormone，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
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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． 2 甲基化 采用 BSP 法检测，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使用说明书操作，进行 DNA的
亚硫酸氢钠修饰及纯化回收。DNA 亚硫酸氢盐修
饰试剂盒购自德国 QIAGEN 公司;组织基因组提取
试剂盒、凝胶回收试剂盒购自于天根生化科技 ( 北
京) 有限公司。使用生物信息学在线网站 MethPrim-
er对 BＲAF基因启动子区域 CpG 岛进行分析，经预
测，发现 BＲAF 基因启动子区域具有 1 个 CpG 岛，
长度为 444 bp。根据 BＲAF 基因序列设计 CpG 岛
引 物， F: 5'-GAGGGTGGTTGGAGGAGAAG-
GAATATTTT-3'，Ｒ: 5'-CCATTAAACAAAACCTATC-
CCTATT-3';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． 2． 3 免疫组化 免疫组化操作步骤如下: ① 烤
片: 65 ℃、1 h;② 脱蜡至水:依次将切片放入二甲苯
Ⅰ 15 min-二甲苯Ⅱ 15 min-二甲苯Ⅲ 15 min-无水
乙醇Ⅰ5 min-无水乙醇Ⅱ5 min-85%酒精 5 min-75%
酒精 5 min;③ 抗原修复:组织切片置于枸橼酸缓冲
液中进行微波修复; ④ 阻断内源性过氧化物酶: 切
片放入 3%双氧水溶液中孵育 30 min，PBS 冲洗 3
次，每次 3 min;⑤ 10%山羊血清封闭:孵育 30 min;

⑥ 加一抗( 1 ∶ 100) :切片平放于湿盒内 4 ℃孵育过
夜;⑦ 室温复温 1 h; PBS 冲洗 3 次，每次 5 min; ⑧
加二抗: 室温孵育 50 min，PBS 冲洗 3 次，每次 3
min;⑨ 滴加新鲜配制的 DAB 显色液，显微镜下控
制显色时间、苏木精复染、脱水封片;⑩显微镜镜检，
图像采集分析。石蜡切片免疫组化结果判读: 苏木
精染细胞核为蓝色，DAB 显出的阳性表达为棕黄
色。使用 Image Pro Plus图像软件分析，分别计算面
积、累积吸光度 ( integrated optical density，IOD) 、吸
光度差值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS21. 0 统计软件分析，
实验计量数据以 珋x ± s表示;组间实验数据比较采用
单因素方差分析及 χ2 检验，进一步多重比较采用
LSD检验; P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 每日碘摄入量与尿碘 5 组大鼠尿碘中位数
与碘摄入量呈正相关，提示造模成功，但是，与 NI组
相比，5HI、10HI、20HI 组尿碘中位数并未达到相应
的倍数差。见表 1。
2． 2 各组血清甲状腺激素和 TSH水平 在 5 组大
鼠中，NI 组的血清 FT3 最高，LI 组和各 HI 组血清
FT3 浓度较低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;但 LI
组与各 HI 组比较，血清 FT3 水平无明显差异。与
NI组比较，LI组和各 HI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 5 组的血清 TSH 水平差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。见表 2。
2． 3 甲基化分析 生物信息学在线网站 MethPrim-
er对基因启动子区域 CpG岛进行分析，经预测发现
BＲAF基因启动子区域具有 1 个 CpG 岛，长度为
444 bp。统计分析以低碘组甲基化频率及位点数为
最高，但经单因素方差分析，非参数检验 ( K-W检

表 1 5 组大鼠尿碘检测情况( n = 8，珋x ± s)

项目 LI组 NI组 5HI组 10HI组 20HI组
尿碘( μg /L) 337． 30 ± 142． 64 411． 50 ± 121． 06 495． 03 ± 92． 99 543． 93 ± 32． 29 561． 63 ± 25． 87
尿碘( 中位数，μg /L) 337． 3 411． 5 495 543． 9 561． 6

表 2 各组大鼠血清甲状腺激素和 TSH水平比较( n = 8，珋x ± s)

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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验) 和卡方检验比较，5 组大鼠甲基化差异均无统计
学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 3。
2． 4 免疫组化分析 5 组大鼠甲状腺 BＲAF 免疫
组化表达( 图 1) 。经单因素方差分析，5 组间 AＲE-
A、IOD、吸光度差值比较，LI 组、NI 组和各 HI 组甲
状腺组织中 BＲAF 表达逐渐增高，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05) ( 表 4、图 2) 。经两两比较( LSD 法) ，
与 NI组比较，LI组甲状腺 BＲAF表达较低，各 HI组
表达较高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;与 5HI 组
比较，10NI组和 20HI组表达较高，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05) ( 见表 5) 。

3 讨论

全球除冰岛外，世界各国都有不同程度的缺碘。
我国是世界上缺碘相对严重的国家之一，碘缺乏病

流行范围广，发病人数多，而且病情较重。为控制这
一现状，WHO 推荐在全球范围内推行以食盐加碘
为主的策略。我国在 1996 年实行了全民食盐加碘
的干预措施，经过 20 多年的实施，国民碘营养状况
得到明显改善，人体碘储备增加，碘缺乏病得到了很

表 3 5 组发生甲基化位点比例比较( n = 8)

变量 分组 个案数 平均值 标准差 最小值 最大值 F值 P值
甲基化数 LI 30 0． 67 0． 758 0 2 0． 464 0． 762

NI 30 0． 63 0． 718 0 2
5HI 30 0． 63 0． 85 0 3
10HI 30 0． 43 0． 626 0 2
20HI 30 0． 57 0． 774 0 2
总计 150 0． 59 0． 744 0 3

60 位点甲基化率 LI 30 0． 011 1 0． 012 6 0 0． 033 0． 464 0． 762
NI 30 0． 010 6 0． 012 0 0 0． 033
5HI 30 0． 010 6 0． 014 2 0 0． 05
10HI 30 0． 007 2 0． 010 4 0 0． 033
20HI 30 0． 009 4 0． 012 9 0 0． 033
总计 150 0． 009 8 0． 012 4 0 0． 05

图 1 5 组大鼠甲状腺 BＲAF表达 DAB染色 × 400

A: LI组; B: NI组; C: 5HT组; D: 10HI组; E: 20HI组; F: PBS阴性对照组
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表 4 单因素方差分析 5 组间面积、IOD、吸光度差值( n = 8)

变量 分组 平均值 标准差 均值 ±标准差 F值 P值
面积 LI 10． 825 6 12． 324 7 10． 825 6 ± 12． 324 7 16． 641 0

NI 31． 366 8 16． 833 9 31． 366 8 ± 16． 833 9
5HI 49． 250 3 24． 078 5 49． 250 3 ± 24． 078 5
10HI 70． 450 8 32． 739 1 70． 450 8 ± 32． 739 1
20HI 95． 681 7 43． 098 9 95． 681 7 ± 43． 098 9
总计 51． 515 0 40． 316 6 51． 515 ± 40． 316 6

IOD LI 3． 210 2 2． 926 0 3． 210 2 ± 2． 926 0 15． 831 0
NI 7． 972 0 5． 577 5 7． 972 0 ± 5． 577 5
5HI 14． 337 4 8． 292 8 14． 337 4 ± 8． 292 8
10HI 22． 205 0 11． 663 8 22． 205 0 ± 11． 663 8
20HI 31． 908 9 15． 825 4 31． 908 9 ± 15． 825 4
总计 15． 926 7 14． 089 6 15． 926 7 ± 14． 089 6

吸光度 LI 0． 0709 0 0． 013 5 0． 0709 0 ± 0． 013 5 247． 035 0
NI 0． 105 1 0． 009 0 0． 105 1 ± 0． 009 0
5HI 0． 132 9 0． 009 5 0． 132 9 ± 0． 009 5
10HI 0． 162 5 0． 009 9 0． 162 5 ± 0． 009 9
20HI 0． 194 2 0． 010 5 0． 194 2 ± 0． 010 5
总计 0． 133 1 0． 044 6 0． 133 1 ± 0． 044 6

图 2 5 组大鼠甲状腺 BＲAF蛋白表达量
A:免疫组化组间、面积比较; B:免疫组化组间 IOD比较; C:免疫

组化光密度差值比较;与 NI组比较: * P ＜ 0. 05

表 5 5 组间面积、IOD、吸光度两两比较( n = 8)

因变量 分组
平均值差

值( I-J)
标准

误差

显著

性

95% CI
下限 上限

AＲEA LI vs NI － 20． 541 0 11． 466 5 0． 079 － 43． 5205 2． 4382
5HI － 38． 424 0 11． 466 5 0． 001 － 61． 4041 － 15． 4453
10HI － 59． 625 0 11． 466 5 0 － 82． 6045 － 36． 645 8
20HI － 84． 856 0 11． 466 5 0 － 107． 8355 － 61． 876 7

NI vs LI 20． 541 1 11． 466 5 0． 079 － 2． 4382 43． 520 5
5HI － 17． 883 0 11． 466 5 0． 125 － 40． 8629 5． 095 8
10HI － 39． 084 0 11． 466 5 0． 001 － 62． 0634 － 16． 104 6
20HI － 64． 314 0 11． 466 5 0 － 87． 2943 － 41． 335 5

5HI vs LI 38． 424 7 11． 466 5 0． 001 15． 4453 61． 404 1
NI 17． 883 5 11． 466 5 0． 125 － 5． 0958 40． 862 9

10HI － 21． 200 0 11． 466 5 0． 07 － 44． 1798 1． 778 9
20HI － 46． 431 0 11． 466 5 0 － 69． 4107 － 23． 452 0

10HI vs LI 59． 625 1 11． 466 5 0 36． 6458 82． 604 5
NI 39． 084 0 11． 466 5 0． 001 16． 1046 62． 063 4

5HI 21． 200 4 11． 466 5 0． 07 － 1． 7789 44． 179 8
20HI － 25． 230 0 11． 466 5 0． 032 － 48． 2103 － 2． 251 5

20HI vs LI 84． 856 0 11． 466 5 0 61． 8767 107． 835 5
NI 64． 314 9 11． 466 5 0 41． 3355 87． 294 3

5IHI 46． 431 3 11． 466 5 0 23． 452 0 69． 410 7
10HI 25． 230 9 11． 466 5 0． 032 2． 251 5 48． 210 3

IOD LI vs NI － 4． 761 8 4． 061 7 0． 246 － 12． 901 7 3． 378 0
5HI － 11． 127 0 4． 061 7 0． 008 － 19． 267 0 － 2． 987 3
10HI － 18． 994 0 4． 061 7 0 － 27． 134 6－ 10． 854 9
20HI － 28． 698 0 4． 061 7 0 － 36． 838 5－ 20． 558 8

NI vs LI 4． 7618 5 4． 061 7 0． 246 － 3． 378 0 12． 901 7
5HI － 6． 365 3 4． 061 7 0． 123 － 14． 505 2 1． 774 5
10HI － 14． 232 0 4． 061 7 0． 001 － 22． 372 8 － 6． 093 1
20HI － 23． 936 0 4． 061 7 0 － 32． 076 7－ 15． 797 0

5HI vs LI 11． 127 1 4． 061 7 0． 008 2． 987 3 19． 267 0
NI 6． 365 32 4． 061 7 0． 123 － 1． 774 5 14． 505 2

10HI － 7． 867 6 4． 061 7 0． 058 － 16． 007 5 0． 272 3
20HI － 17． 571 0 4． 061 7 0 － 25． 711 4 － 9． 431 6
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续表

因变量 分组
平均值差

值( I-J)
标准

误差

显著

性

95% CI
下限 上限

10HI vs LI 18． 994 7 4． 061 7 0 10． 854 9 27． 134 6
NI 14． 232 9 4． 061 7 0． 001 6． 093 1 22． 372 8

5HI 7． 8676 0 4． 061 7 0． 058 － 0． 272 3 16． 007 5
20HI － 9． 703 8 4． 061 7 0． 02 － 17． 843 8 － 1． 564 0

20HI vs LI 28． 698 6 4． 061 7 0 20． 558 8 36． 838 5
NI 23． 936 8 4． 061 7 0 15． 797 0 32． 076 7

5HI 17． 571 4 4． 061 7 0 9． 431 6 25． 711 4
10HI 9． 703 89 4． 061 7 0． 02 1． 564 0 17． 843 8

吸光度 LI vs NI － 0． 0342 8 0． 004 3 0 － 0． 043 0 － 0． 025 6
5HI － 0． 062 0 0． 004 3 0 － 0． 070 7 － 0． 053 3
10HI － 0． 091 66 0． 004 3 0 － 0． 100 3 － 0． 083 0
20HI － 0． 123 34 0． 004 3 0 － 0． 132 0 － 0． 114 7

NI vs LI 0． 0342 83 0． 004 3 0 0． 025 6 0． 043 0
5HI － 0． 027 73 0． 004 3 0 － 0． 036 4 － 0． 019 1
10HI － 0． 057 38 0． 004 3 0 － 0． 066 1 － 0． 048 7
20HI － 0． 089 06 0． 004 3 0 － 0． 097 7 － 0． 080 4

5HI vs LI 0． 062 019 0． 004 3 0 0． 053 3 0． 070 7
NI 0． 0277 36 0． 004 3 0 0． 019 1 0． 036 4

10HI － 0． 029 64 0． 004 3 0 － 0． 038 3 － 0． 021 0
20HI － 0． 061 32 0． 004 3 0 － 0． 070 0 － 0． 052 7

10HI vs LI 0． 091 667 0． 004 3 0 0． 083 0 0． 100 3
NI 0． 057 384 0． 004 3 0 0． 048 7 0． 066 1

5HI 0． 029 647 0． 004 3 0 0． 021 0 0． 038 3
20HI － 0． 031 67 0． 004 3 0 － 0． 040 4 － 0． 023 0

20HI vs LI 0． 123 347 0． 004 3 0 0． 114 7 0． 132 0
NI 0． 089 064 0． 004 3 0 0． 080 4 0． 097 7

5HI 0． 061 327 0． 004 3 0 0． 052 7 0． 070 0
10HI 0． 031 679 0． 004 3 0 0． 023 0 0． 040 4

好的控制［5 － 6］。但目前我国随机人群甲状腺结节检
出率高达 19% ～ 67%［7］; 食盐加碘前( 1961 ～ 1994
年) 甲状腺恶性肿瘤检出率为 0. 46%，食盐加碘后
( 1995 ～ 2000 年 ) 甲状腺恶性肿瘤检出率为
0. 69%，其中甲状腺乳头状癌在食盐加碘后所占构
成比高于加碘前［8］。

BＲAF基因作为癌基因，与甲状腺肿瘤的发生、
侵袭、转移和复发密切相关，其基因位于人体染色体
7q34，大小约 190 ku ，含 18 个外显子，有 3 个保守
区域，即 CＲ1、CＲ2 和 CＲ3。其中 CＲ1、CＲ2 位于氨
基末端，并含有调节 ＲA催化区域的部分，CＲ3 是激
酶区域。该基因至少含有 7 个转录区，能编码多种
蛋白质，其中包括全长约 94 ku，有 783 个氨基酸残
基的 B 型有丝分裂原激活的蛋白激酶依赖性激酶，
属丝氨酸∕苏氨酸蛋白激酶类［9 － 10］。BＲAF基因突
变位点大多位于第 1 799 位点腺嘌呤替代了胸腺嘧
啶，导致激酶活性片段第 15 位外显子上的 T1799A
点突变( V600E) ，BＲAF 中的缬氨酸 ( V) 被谷氨酸
( E) 替代［11］，从而持续激活 BＲAF激酶，造成 MAPK

通路持续活化，细胞不断分裂增殖，进而形成甲状腺

肿瘤。
碘作为环境因素，其摄取量的多少可能参与了

甲状腺疾病的发生。本实验通过不同碘含量饮用水
成功构建不同碘营养水平的大鼠模型，结果显示 NI
组、LI组和各 HI组仅血清 FT3 水平有统计学差异。
BＲAF是一种丝氨酸 －苏氨酸激酶，在 MAP 激酶通
路的信号转导中发挥作用，主要底物为 MEK1 和
MEK2，其致癌作用是通过 Ｒas-Ｒaf-Mek-Erk 通路激
活所介导的［12 － 13］，BＲAF高表达可能参与甲状腺上
皮细胞的过度增生。基因甲基化发生在 CpG 岛上，
CpG岛是围绕基因调控区聚集，从未影响基因自身
的转录调控。本研究利用免疫组化技术发现随着碘
摄入量的增多，LI组到 HI组面积、IOD、吸光度逐渐
增高，差异有统计学意义，说明碘可以影响大鼠甲状

腺 BＲAF蛋白的表达，但碘对甲状腺 BＲAF 基因启
动子区域 CpG 岛的影响在 5 组大鼠间未见异常。
提示碘对甲状腺 BＲAF蛋白表达的影响可能不是通
过 BＲAF基因的甲基化途径，而表观遗传学除 DNA
甲基化外，还有组蛋白修饰、非编码 ＲNA等途径，所
以，需进一步对其他途径进行探索。
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Effect of iodine on methylation of thyroid BＲAF gene in rats
Wu Yi，Xu Min，Xia Tongjia，et al

( Dept of Endocinology，The Frist Affiliated Hospital of Anhui Medical University，
Anhui Provincial Laboratory of Endocrinology and Metabolism，Hefei 230022)

Abstract Objective To study the effects of different iodine nutritional status on methylation of B1 gene of carcin-
ogen B1( BＲAF) of rat thyroid sarcoma filter toxic bacteria( V-raf) ，and to explore whether iodine affects BＲAF
expression through methylation of BＲAF gene． Methods 40 SPF female SD rats of different iodine nutritional status
were randomly divided into 5 groups，namely low iodine group( LI) ，iodine suitable group( NI) ，and 5 times high-
er iodine group( 5HI) ，10 times high iodine group ( 10HI) ，20 times high iodine group ( 20HI) ，8 rats in each
group． The model was made by drinking deionized water with different iodine content and feeding low iodine feed．
The urine of rats was collected for 24 h to measure urine iodine during the period，and rats were sacrificed after 3
months． Blood samples and thyroid tissues were collected，and the serum free triiodothyronine( FT3) and free thy-
roxine( FT4) and thyroid stimulating hormone( TSH) levels were determined by chemiluminescence． Bisulfite se-
quencing PCＲ( BSP) was used to determine the methylation of CPG island genes in the promoter region． Immuno-
histochemical technique was used to determine BＲAF protein expression． Ｒesults ① Compared with NI group，the
serum FT3 concentration in LI group and each HI group decreased，and the difference was statistically significant
( P ＜ 0. 05) ． ② Comparison of the methylation rate of BＲAF in the five groups of rats was not statistically signifi-
cant( P ＞ 0. 05) ． ③ The expression of BＲAF in thyroid tissues of LI group，NI group and HI group gradually in-
creased，and the difference was statistically significant( P ＜ 0. 05) ． Compared with the NI group，the expression of
thyroid BＲAF in LI group was lower，and the expression in each HI group was higher． Compared with 5HI group，
the expressions of thyroid BＲAF in 10HI and 20HI group were higher，and the difference was statistically signifi-
cant( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Iodine affects the expression of BＲAF protein in rats＇ thyroid gland，but has no obvi-
ous effect on the methylation of BＲAF gene，suggesting that iodine may affect the function of BＲAF gene through
other ways．
Key words rat; iodine; thyroid; BＲAF; methylation
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