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维生素D3对大鼠血清铁和肝脏铁调素
基因表达的影响
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摘要：目的探讨维生素D，对大鼠体内铁代谢的影响。方法雌性SD大鼠12只，随机分成2组：

实验组和对照组。实验组给予肌肉注射维生素D，3×105 U／Kg，每周一次，持续4周；对照组按相同

方法给予肌肉注射生理盐水。用全自动生化分析仪测大鼠血清钙、铁水平，用一步法逆转录聚合酶链

反应方法测定肝脏铁调素(hepcidin)的mRNA水平。结果对照组大鼠血清钙、铁水平分别为2．48

±0．03mmol／L和58．06±4．14umol／L；实验组大鼠血清钙、铁水平分别为3．01 4-0．12mmol／L和51．02

±5．31umol／L；与对照组相比，实验组大鼠血清钙显著升高(P<0．01)，血清铁显著降低(P<0．05)，

肝脏铁调素mRNA水平无显著变化。结论 维生素D，可能通过增加肠道对钙的吸收降低了血清

铁。
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Abstract：Objective To investigate the influence of vitamin D3 on the iron metabolism in rats in vivo．

Methods Twelve female SD rats were divided into 2 groups：the experimental group and the control group．

The rats in the experimental group were given vitamin D，3 x 10’U／Kg by intramuscular administration once

a week for 4 weeks．The rats in the control group were given normal saline by intramuscular administration．

Automatic biochemical analyzer was used to measure serum iron and calcium levels．The expression of

hepeidin mRNA in the liver were detected with one-step reverse transcription—polymerase chain reaction

(RT-PCR)．Results The levels of serum calcium and iron were 2．48±0．03mmol／L and 58．06±

4．14umoL／L。respectively in rats of control group，and 3．仇±0．12mmol／L and 51．02±5．31umol／L，

respectively in rats of experimental group．Serum calcium increased(P<0．01)and serum iron(P<0．05)

decreased in rats of experimental group significantly than those in control group．Expression of hepcidin

mRNA in the liver did not change significantly．Conclusion Vitamin D，may decrease serum iron level by

increasing intestinal calcium absorption．

Key words：Vitamin D3；Hepcidin；Iron metabolism

维生素D是骨质疏松症防治的基础药物，其与

钙剂联合使用时可以有效促进机体对钙的吸收，循

基金项目：江苏省自然基金题(BK2008165)；教育部博士学科

点专项科研基金(20103201110020)

作者单位：215004苏州大学附属第二医院骨科(李光飞、徐

又佳)；苏州大学附属第二医院实验中心(肖莉)；苏州大学医学部

放射医学与公共卫生学院(丁晓飞、张增利)

通讯作者：徐又佳，Emsil：xuyoujia@medmail．com．cn

证医学认为：两者联合使用可明显增加骨密度，减少

骨折发生率。

近年来，机体铁代谢与骨质疏松症的关系也越

来越为人们所认识，临床和实验研究均有报道：铁过

载可能是骨质疏松症的一个危险因素¨⋯。铁调素，

肝脏表达的一种小分子抗菌肽，是铁代谢的负调节

因素，其被用来治疗围绝经期和绝经后妇女骨质疏

松症的专利申请已于2010年8月12日在美国公开
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(专利申请公开号：US 2010／0204122 A1)。自此，骨

质疏松症的防治很可能即将展开新的序幕。

因此，本实验以大鼠为研究对象，观察维生素D

对大鼠体内铁代谢的影响，探讨维生素D对骨质疏

松症的防治作用除了与钙有关，是否还可能与铁代

谢有关。

l材料与方法

1．1材料

1．1．1试剂及设备维生素D3注射液(上海通用

药业股份有限公司)，焦碳酸乙二酯(DEPC)(美国

Sigma公司)，Trizol(美国Invitrogen公司)，AU5400

自动生化分析仪(日本奥林巴斯公司)，一步法RT—

PCR试剂盒Access RT—PCR Introductory System

A1260(美国Promega公司)，UV-2000紫外分光光度

计(上海尤尼柯仪器有限公司)，Gene Amp PCR

System 9700 PCR仪(美国ABI公司)，Champ Gel

5000凝胶成像系统(北京赛智创业科技有限公司)。

1．1．2实验动物及处理健康成年SD雌性大鼠

12只，购于上海斯莱克实验动物中心，许可证号：

SCXK(沪)2007-0005，体重250—3009。随机分为两

组，实验组(S组)和对照组(C组)，每组6只。自由

饮食水，标准颗粒饲料，铁笼喂养，自然昼夜光线照

明，室内通风良好，相对湿度40％一70％，室温保持

在18—28℃。S组给予肌肉注射维生素D，3×103

U／kg，每周一次，C组在同一时刻肌肉注射等容量生

理盐水。4周后采用3．6％水合氯醛腹腔麻醉，心脏

取血，用于测定血清铁和钙，然后心脏灌洗后取大鼠

肝脏，剪成小块，用PBS冲掉残留肝脏表面的血液，

迅速置于1．5ml经DEPC处理过的离心管中，冻存

于一80℃冰箱中，用于测定肝脏铁调素的mRNA水

平。

1．2方法

1．2．1血清指标测定血清钙、铁的测定由苏州大

学附二院生化实验室完成(奥林巴斯AU5400自动

生化分析仪)。

1．2．2一步法RT-PCR测定肝脏铁调素的mRNA

水平

总RNA提取：取出冻存于一80℃冰箱中的离

心管，向每一离心管中加入Iml的Trizol试剂，用匀

浆器匀浆。室温放置5rain。各加入0．2ml的氯仿，

振荡混匀后室温放置15min。以4℃，12000r／min离

心15min。取上层水相，加等体积的异丙醇混合，室

温放置10min。于4℃，12000r／min离心lOmin，弃

62l

上清。沉淀用75％乙醇冲洗后，室温晾干，以

50ulDEPC处理的去离子水溶解，用紫外分光光度计

测量RNA的浓度。

引物的设计及合成：大鼠铁调素的引物由上海

生工生物有限公司合成，上游序列为5’·ACA GAA

GGC AAG ATG GCA CT一3’，下游为5’-GAA GTT

GGT GTC TCG CTr CC-3’。同时合成p．actin引

物，上游序列为5’一GAG AGG GAA ATC GTG CGT

GAC-3’，下游为5’-CAT CTG CTG GAA GGT GGA

CA-3’。Hepeidin扩增产物的大小为201 bp，B-actin

扩增产物的大小为452bp。

一步法RT．PCR：在50ul的反应体系中加入

lug总RNA，lul Tn DNA polymerase，lul AMV

Reverse Transeriptase，2ul 25 mM MgS04，1 ul dNTP

Mix，lOul AMV／Tfl 5X Reaction Buffer，上下游引物

各2ul。置45℃加热45min，94℃预变性2rain；94℃

15s，58℃30s，72℃30s，进行35个循环；72℃延伸

7min。

PCR扩增产物结果分析：取各扩增产物8ul，经

159／L琼脂糖凝胶电泳，EB染色后，用凝胶成像系

统进行检测，并用LANE．1D Analyzer软件对各阳性

条带进行光量子强度测定。将阳性条带的密度与

B一肌动蛋白条带密度的比值作为hepcidin mRNA的

相对表达量。

1．3统计学分析

采用SPSS 17．0进行数据处理，数据以均数4-

标准差表示，两组间比较用两样本均数比较t检验，

P<0．05认为差异有统计学意义。

2 结果

2。1大鼠血清铁、钙含量

表1可见，实验组大鼠血清钙水平显著高于对

照组，差异有统计学意义(P<0．01)。实验组大鼠

血清铁水平显著低于对照组，差异有统计学意义(P

<0．05)。

表1实验组(S组)和对照组(C组)血清钙、铁水平(厅=6)

注：’P<0．05．“P<0．01

2．2大鼠肝脏hepcidin mRNA的表达变化

一步法RT—PCR结果显示，肝脏hepcidin mRNA

的表达水平在实验组和对照组间无显著性差异(P

>0．05)(图I)。
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3讨论

近年来．铁代谢尤其足机体铁过载与骨质疏松

症的盖系越来越为人们所认识。2005年，

Guggenbuhl等’报道：在38例男性遗传性血色病确

诊患者中，骨量碱少的患着比例为78 9％，而骨质

疏橙的比例也达34 2％。2006年，Liu等9去除大

鼠卵巢制作制质疏松模型．然后观察大鼠体内铁的

变化，结果显示：上势大鼠体内游离铁的古量较候手

术组显著增加，为了进一步证实诚骨质疏橙模型的

彤成与铁有盖，Liu等”卫在人鼠去势后第二天开

始给r口服铁螯合刹，凡周后观察其埘骨质疏橙模

型形成的影响．结果娃币：口服铁螫台剂之后骨矿物

质密度依旧比假f术组低，但是与未口服铁螯台剂

相比．骨矿物质密度显著增加。2009年，Jian等‘4

研究措}{{：绝经过渡期女性体内雌二群水平和铁蛋

白水平正好向相反的方J自变化，雌澈索水平下降而

铁蛋向水平升高．I：足提出疑问：绝经后女性体内升

高的铁是否影响r其健康．如老年女性多发的骨质

疏橙症是否与绝经后铁升高有关’2010年．T”y”1

等枉《Blood)杂志报道太鼠腹腔内注射有旋糖酐铁

2周后，大鼠部分器官铁含量箍著增加，同时发现骨

微结构、骨小梁和皮质骨厚度发生明硅改变，骨吸收

增加，井且铁过载使夫鼠体内捕性氧(ROS)增加；给

予铁过载大鼠抗氧化剂N-己酰一L一半胱氨酸处理后．

大鼠目小泶的发育舜常料到有效抑制，对于这篇报

道，我闰徐又佳7在《Bl,,nd}E-l,-|tter上报告‘高龄女

性髓部骨折患者存在铁过载”，发表部分临床比较

结果于以直持。

综E所迷，铁代谢异常与胃质疏挫症盖系越来

越受到研究者关沣。那么，传统意义r々目质疏松

密切相关的维生紊D是否与铁代谢变化相关，这

对了解骨质疏松拄f预方眭有比较积极的临床意

义。

维生索D及其衍生物具有钙调节激素作用，aI

“健进小肠上皮细胞对钙的嘁收，并可悱同PTH、降

钙素使目骨释放磷酸钙，提高血钙、血群浓度，促进

什钙化和骨细胞功能“。

2001年，北美绝经学会理事会认为，任何一种

抗骨质疏橙药物应用时．都应同时摄入钙和维牛素

D作为摹础干预。

本实验采用的维生衷D3浓度(3 x 10’U／Kg)

是大鼠动脉钙化模型中增加血清钙的外源性干预浓

度”1；当本实验中维生索D3干预4周后．实验组大

鼠血清钙从2 48±0 03mmol／I．上升到3 Ol±

0 12mmol／L，统计学比较有显著筹异(P(0 OI)，这

一结果说明维生桑D实验浓度促进了肠道对钙的

吸收．提示奉实验剂量有宴验干预效果。与此同时．

这一剂量维十索D3千顶4周后．血清铁从58 06±

4 14 umol／L降低到5l 02±5 3I umol／I．(比较有统

汁学意义．P(0 05)，这一结果说明：维生素D3既

可以提高血清钙离子浓度水平也同时降低r铁离子

浓度水平。由于近几年研究认为铁调袁可“参与、

引起体内血清铁离子浓度变化．故本宴验还观察了

维生紊D3干预后肝脏铁渊素mRNA裘选，实验结

果提示在奉实验剂量干预4周后铁凋素mRNA表

达并无显著性壹化(P>O 05)。

关于维生素D与铁代谢的文献报漕日前较少．

Masuhara等⋯在1963年报道维生素D可在短时

问((8h)内使鸡血清中铁升高。然而，本实验结果

发现：给予大鼠肌肉注射维生素D，4周后血清中铁

牡著降低，这可能与肠道钙与铁的捌互作用有关．

Cook等⋯报道：当钙刺与食物一起服用耐．其砸著

抑制了肠道对铁的吸收；Hallberg等”的实验结果

直持造结论，他们发现：钙不仅一f咀抑制血红索铁

的吸收，也抑制作血红索铁的吸收，尽管两者的吸收

亘。白。墨
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方式存在不同；因此，Hallberg‘123研究认为在黏膜细

胞到血浆的最后转运过程中，钙和铁可能使用相同

的转运载体，并且存在相互竞争抑制作用。所以。维

生素D在促进肠道对钙的吸收时，可能由于两者的

相互竞争抑制作用，间接地抑制了肠道对铁的吸收。
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