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高锌对Ｃａｃｏ２细胞铁、锌含量及其调控基因ｍＲＮＡ表达的影响

张　弌１，李正银１，ＬｉＪｉｎｇ２，秦海宏１
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［摘要］　目的：探讨高锌对小肠细胞铁、锌含量和铁、锌调控基因ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ＺｎＴ１及ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达的影响。方

法：以Ｃａｃｏ２细胞为小肠细胞体外模型，以锌浓度分别为４、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的培养液培养２４ｈ，用原子吸收分光光度计

检测细胞内铁、锌含量，用ＲＴＰＣＲ方法检测ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ＺｎＴ１及ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达，以ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ水平作为内参

照。结果：高锌处理２４ｈ后Ｃａｃｏ２细胞内锌含量升高，培养基锌浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ时达到高峰，而细胞内铁含量却随培养基

锌浓度升高而降低。细胞内ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达均出现上调，ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达则发生下调。结论：补锌可以

提高小肠细胞内锌含量，但会使细胞内铁含量下降。铁和锌在小肠中的吸收可能相互影响。

［关键词］　锌；铁；Ｃａｃｏ２细胞；ＤＭＴ１；ＩＲＥＧ１；ＺｎＴ１；ｈＺＩＰ４；基因表达
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　　锌是３００多种酶保持活性的必要组成部分，并
与有丝分裂、ＤＮＡ及蛋白质合成、基因表达与激活
过程有关［１］。小肠是膳食锌吸收的主要部位，肠腔
中锌水平的提高可以影响铁的吸收以及两者的膳食

生物利用率［２］。以往的研究表明，补锌可使血清铁
蛋白和红细胞压积明显下降［３］，其影响机制至今尚
不清楚。本实验以Ｃａｃｏ２细胞为小肠细胞体外模
型，以铁、锌转运体相关基因为切入点，观察了高锌
对Ｃａｃｏ２细胞铁、锌含量和铁、锌调控基因ＤＭＴ１、

ＩＲＥＧ１、ＺｎＴ１及ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达的影响。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂

１．１．１　试剂　高糖型ＤＭＥＭ 培养基和胰蛋白酶

（Ｇｉｂｃｏ公司），小牛血清（杭州四季青公司），培养基
双抗（上海生工生物工程公司），ＲＮＡ抽提试剂盒
（ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司），ＲＴＰＣＲ试剂
盒（ＴａＫａＲａ公司），ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ
公司）。其余试剂为国产分析纯。

１．１．２　仪器　３５１０型原子吸收分光光度计（上海安
捷伦科技有限公司），二氧化碳培养箱（ＦＯＲＭＡＳＣＩ
ＥＮＴＩＦＩＣＩＮＣ３１１，ＵＳＡ），Ｌａｂｏｆｕｇｅ４００Ｒ高速低温离
心机（德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司），ＰＡＣ３００电泳仪（美国ＢＩＯ
ＲＡＤ），ＳＸ１００ＩＭＡＧＥＳＹＳＴＥＭ（上海四星公司），
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ＰＴＣ１００ＴＭＰＣＲ仪（美国 ＭＪ．ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｃ．）。

１．２　小肠细胞体外模型制备　Ｃａｃｏ２细胞购自中
国科学院上海细胞生物研究所。用含有１０％小牛
血清、１００ Ｕ／ｍｌ青霉素和 １００μｇ／ｍｌ链霉素的

ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下
常规培养。根据实验需要，按１×１０５个细胞／孔接种
于六孔板中，继续培养１３ｄ至细胞完全融合。

１．３　补锌对Ｃａｃｏ２细胞内铁、锌含量的影响　含

１０％小牛血清的普通ＤＭＥＭ 培养液锌浓度经复旦
大学分析测试中心测定为４μｍｏｌ／Ｌ，加入不同量硫
酸锌并经原子吸收分光光度计测定使培养液锌浓度

分别为５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ。细胞培养１３ｄ经镜下
观察达到完全融合后，吸去培养基，ＰＢＳ冲洗２次，
分别加入普通培养基和锌浓度为 ５０、１００、２００

μｍｏｌ／Ｌ的培养基，每组６孔，继续培养２４ｈ后，吸
去全部培养基，ＰＢＳ快速冲洗２次，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤ
ＴＡ冲洗１次，ＰＢＳ冲洗１次，加入纯硝酸６ｍｌ消化
过夜。用原子吸收分光光度计测定铁、锌含量。

１．４　高锌对Ｃａｃｏ２细胞ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ｈＺＩＰ４、

ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达的影响

１．４．１　ＲＮＡ的抽提　取培养１３ｄ并达到完全融
合的细胞，吸去培养基，ＰＢＳ冲洗２次，分别加入普

通培养基和锌浓度为５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的培养
基，每组６孔，继续培养２４ｈ后，弃尽培养基，按试
剂盒说明抽提总ＲＮＡ。

１．４．２　ｃＤＮＡ的合成　逆转录体系包括：２μｌ总

ｍＲＮＡ，４μｌＭｇ
２＋，１μｌＲＮＡ酶抑制剂，１μｌＡＭＶ

逆转录酶，１μｌ随机引物，４５℃反应６０ｍｉｎ，９９℃５
ｍｉｎ迅速灭活逆转录酶，然后迅速冰浴冷却。

１．４．３　ＰＣＲ扩增　在０．５ｍｌＰＣＲ薄壁管内加逆
转录产物１μｌ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ＭｇＣｌ２３μｌ，

ｄＮＴＰ０．５μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μｌ，上、下游引
物（引物序列见表１）各１μｌ，补充无酶水至总体积

５０μｌ，反应液表面加矿物油１５μｌ覆盖。ＰＣＲ采用
热启动法，即先于９９℃变性８ｍｉｎ，降至８０℃时再加
入ＴａｑＤＮＡ 聚合酶。ＰＣＲ 反应条件为：９４℃ １
ｍｉｎ，ＧＡＰＤＨ、ＺｎＴ１５２℃ （ＤＭＴ１６５℃，ｈＺＩＰ４
６０℃，ＩＲＥＧ１５５℃）退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，扩
增３０循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＲＴＰＣＲ反应
产物经２％琼脂糖凝胶电泳，ＳＸＩＭＡＧＥ凝胶成像
系统进行密度扫描后，以灰度表示电泳带的强度，以
对应的ＧＡＰＤＨ密度为对照，对扩增产物进行半定
量分析。

表１　ＲＴＰＣＲ所用引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ） Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＤＭＴ１ ３９１ Ｆｏｒｗａｒｄ ７８６８０５ ５′ＡＡＣＣＣＡＧＣＣＡＧＡＧＣＣＡＧＧＴＡ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ １１５７１１７６ ５′ＣＣＣＣＣＴＴＴＧＴＡＧＡＴＧＴＣＣＡＣ３′

ＩＲＥＧ１ ４４７ Ｆｏｒｗａｒｄ ２４５２６７ ５′ＴＣＡＧＣＧＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＡＴ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ６６９６９１ ５′ＧＡＧＡＡＣＣＣＡＴＣＣＡＴＧＧＴＡＣＡＴＧＧ３′

ＺｎＴ１ ３２２ Ｆｏｒｗａｒｄ ４２３ ５′ＡＴＧＧＧＧＧＣＴＣＴＧＧＴＧＡＡＣＧＣ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ３０６３２５ ５′ＣＣＴＧＧＴＣＧＧＧＡＣＣＣＴＧＣＴＣＧ３′

ｈＺＩＰ４ ３２５ Ｆｏｒｗａｒｄ １７１１１７３０ ５′ＧＧＣＴＡＣＴＧＣＣＣＴＡＴＡＴＧＡＴＣ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ２０１７２０３５ ５′ＡＧＡＧＴＧＣＴＡＣＧＴＡＡＧＧＡＡＣ３′

ＧＡＰＤＨ １９５ Ｆｏｒｗａｒｄ ３８６４０３ ５′ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５６１５８０ ５′ＣＡＡＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＣＣ３′

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
统计分析软件进行样本均数的方差分析。

２　结　果

２．１　补锌对Ｃａｃｏ２细胞内铁、锌含量的影响 补

锌２４ｈ后，Ｃａｃｏ２细胞内铁含量随培养基锌浓度增
加而降低，５０μｍｏｌ／Ｌ组虽有下降，但与对照相比无
显著差异（Ｐ＝０．０９６），而１００μｍｏｌ／Ｌ 组和２００

μｍｏｌ／Ｌ组分别较对照组下降了２０．８％和３５．６％，
均与对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５）。以５０μｍｏｌ／Ｌ
锌培养Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ后，细胞内锌含量较对照组

高８９．７％，与对照组比差异非常显著（Ｐ＜０．０１）。
随着培养基锌浓度的继续升高细胞内锌含量逐渐下

降，当培养基锌浓度达到２００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞内锌
含量与对照组无显著差异（Ｐ＝０．０８５）。见图１。

２．２　高锌对Ｃａｃｏ２细胞ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ｈＺＩＰ４、

ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达的影响　图２显示，ＤＭＴ１ｍＲ
ＮＡ和ＩＲＥＧ１ｍＲＮＡ、ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达都随培养
基锌浓度升高而增高，５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ组与
对照组相比差异均非常显著（Ｐ＜０．０１）。ｈＺＩＰ４
ｍＲＮＡ表达随培养基锌浓度升高而降低，５０μｍｏｌ／

Ｌ组与对照组相比无显著差异（Ｐ＝０．０６９），１００和
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２００μｍｏｌ／Ｌ组与对照组相比差异均非常显著（Ｐ＜
０．０１）。

图１　不同锌浓度培养２４ｈ后

Ｃａｃｏ２细胞内铁、锌含量

Ｆｉｇ１　ＩｒｏｎａｎｄｚｉｎｃｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＣａｃｏ２

ｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒｚｉｎｃｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图２　不同高锌水平培养２４ｈ后Ｃａｃｏ２
细胞中ＤＭＴ１、ＩＲＥＧ１、ｈＺＩＰ４

ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达量的比较

Ｆｉｇ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＭＴ１，

ＩＲＥＧ１，ｈＺＩＰ４，ＺｎＴ１ｍＲＮＡｉｎＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｉｇｈｚｉｎｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒ２４ｈ

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　锌是人体必需的微量元素之一，由于锌与许多
细胞功能有关，其在细胞内的浓度受到了严密的调
控［４］。锌的重要功能使锌缺乏与多种机能紊乱相
关，胎儿发育早期缺锌可能导致中枢神经系统发育
畸形［５］，儿童缺锌可引起生长发育迟缓、食欲减退、
机体免疫功能下降［６］。但体内锌蓄积同样会产生细
胞毒性作用，高锌可以通过抑制细胞能量产生而引
起神经元的死亡［７］，锌过度蓄积是脑出血、癫 、阿
尔茨海默病、肌萎缩侧索硬化等发生的重要原
因［８，９］。小肠是膳食锌吸收的主要部位，而以往的研
究发现锌和铁在小肠吸收过程中存在着相互竞争关

系［１０］，补锌后小肠细胞中铁和锌含量的变化可以清
楚地反应出肠腔中两者的竞争状况。

本实验发现当培养基锌浓度在５０μｍｏｌ／Ｌ以下
时，细胞内铁含量变化不明显，但随着培养基锌浓度
继续升高，细胞内铁含量明显下降，提示过量锌可以
使细胞内铁含量下降。而补锌后细胞内锌含量明显
高于对照组，当培养基锌浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ时达到
峰值，但随着培养基锌浓度继续升高，细胞内锌含量
逐渐下降，当培养基锌浓度达到２００μｍｏｌ／Ｌ时，细
胞内锌含量又降到与对照组相当的水平，提示在一
定范围内补锌可以提高小肠细胞内锌的含量。

近年来，锌、铁转运体的不断发现对我们了解小
肠的锌、铁吸收及转运机制有很大帮助。ＤＭＴ１是
迄今为止所克隆的第一个哺乳动物跨膜铁转运体，

１９９７年７月和８月，分别由美国哈佛医学院 Ｇｕｎ
ｓｈｉｎ研究小组及由哈佛医学院等机构联合组建的

Ｆｌｅｍｉｎｇ研究小组报道并鉴定得到了促进铁摄取的
新ｍＲＮＡ，即ＤＭＴ１［１１，１２］。ＤＭＴ１广泛分布于机体
各组织，其中在小肠和十二指肠的表达最高［１１］。其
最主要的功能为对二价金属离子的摄取和转运，在
二价金属离子中，ＤＭＴ１优先摄取铁，但其是否参与
小肠锌转运还不清楚。本实验发现当Ｃａｃｏ２细胞
暴露于高锌环境２４ｈ后，细胞中ＤＭＴ１ｍＲＮＡ表
达显著上调，５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ组分别比对照
组上调了３２．１％、７８．５％和１３３．８％，均有非常显著
性差异（Ｐ＜０．０１），这与高铁对小肠细胞 ＤＭＴ１
ｍＲＮＡ表达作用正好相反［１３］。该结果提示，补锌后
小肠细胞对铁的摄取是增加的，这与Ｙａｍａｊｉ等［２］的

实验结果一致，因此，我们推测ＤＭＴ１在小肠细胞
锌内稳态方面可能有一定的调节作用，但其作用是
类似ＺＩＰ，即促进小肠细胞对锌的摄取，还是类似

ＺｎＴ１，即促进细胞的锌外流，降低细胞内锌浓度，还
都有待深入探讨。

ＩＲＥＧ１在人体组织广泛表达，在网状内皮系
统、十二指肠及孕期子宫高度表达。在亚细胞水平，

ＩＲＥＧ１主要定位在十二指肠上皮细胞的基底膜上
和网状内皮系统细胞的胞质区室中［１４］。在十二指
肠，ＩＲＥＧ１只在其绒毛成熟的有吸收能力的上皮细
胞基底膜上表达，其主要功能是将铁从细胞中释放
出来。组织细胞中ＩＲＥＧ１过度表达可以导致细胞
内铁缺失，机体缺铁可以上调ＩＲＥＧ１在十二指肠的
表达，反之，当体内储铁增加时其表达下调。本研究
发现ＩＲＥＧ１ｍＲＮＡ表达会随培养基锌浓度升高而
显著增高，５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ组分别比对照组
增高５３．５％、８８．８％和１４５．１％ （Ｐ＜０．０１），表明补
锌后细胞内铁外流明显增加。这就解释了为什么补
锌后小肠细胞内铁含量会下降：虽然补锌后细胞对
铁的摄取增加，但由于铁外流同样增加且大于摄入，
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因此，细胞内铁含量降低。

ｈＺＩＰ４是ＺＩＰ家族中的一员。由于ＺＩＰ的功能
主要是调节锌的摄取，因而是目前国际上锌内稳态
研究的热点之一。在人类ＺＩＰ家族中，已经鉴定出
的ＺＩＰ蛋白共有１４种，ｈＺＩＰ１和ｈＺＩＰ２作为锌转入
体在Ｋ５６２细胞中表达［１５］，ｈＺＩＰ４主要定位于小肠
细胞顶膜，其主要作用是控制膳食锌摄取，在维持体
内锌稳态中发挥重要作用［１６］。现已证实，人类遗传
性锌缺乏疾病肠源性肢端皮炎（ＡＥ）均与患者体内

ｈＺＩＰ４改变有关［１７］。ｈＺＩＰ５是ＺＩＰ家族中的最新成
员，其序列与ｈＺＩＰ４的相似，在小肠细胞中的作用也
可能与ｈＺＩＰ４重叠，在机体锌水平的控制中担当重
要角色［１８］。本实验观察了高锌水平对小肠细胞

ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达的影响，发现随培养基锌浓度升
高ｈＺＩＰ４ｍＲＮＡ表达逐渐降低，５０μｍｏｌ／Ｌ组与对
照组相比无显著差异（Ｐ＝０．０６９），而１００和２００

μｍｏｌ／Ｌ组与对照组相比分别减少了 ２４．７％和

４０．４％（Ｐ＜０．０１），该结果提示ｈＺＩＰ４的表达受细
胞外锌水平的调节，高锌时细胞对锌的摄取减少，这
可以避免细胞内锌浓度过高而产生毒性，因此，ｈＺ
ＩＰ４在维持小肠细胞锌内稳态方面可能具有重要作
用。

ＺｎＴ１是ＺｎＴ家族中最先被发现的锌转运体，

１９９５年由Ｐａｌｍｉｔｅｒ和Ｆｉｎｄｌｅｙ首次报道并命名［１９］。
现已有研究报道的ＺｎＴ家族成员有８个，其功能、
组织或细胞定位各有特点，但也有一定的重叠。最
新发现的ＺｎＴ８只定位于胰岛素分泌颗粒，其主要
功能是为胰脏Ｂ细胞中胰岛素的成熟和存储过程提
供锌［２０］。ＺｎＴ１分布广泛，它在十二指肠和空肠高
度表达而在回肠和结肠没有表达，其在肠细胞定位
于基底膜，提示其主要功能可能是将过量的锌从肠
细胞转运至血中［２１］。以往的动物实验发现，高锌饲
料可使大鼠肠ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达比适锌饲喂组高，
而缺锌饲料却不会降低ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达［２１］。锌
对ＺｎＴ１表达的调控可能通过启动子上的一个金属
反应元件进行［２２］。这种调控机制可以减少锌在细
胞内蓄积，防止出现锌过量所致的细胞毒性。我们
在实验中发现ＺｎＴ１ｍＲＮＡ表达随培养基锌浓度
升高而逐渐增高，５０、１００和２００μｍｏｌ／Ｌ组与对照
组相比均差异显著（Ｐ＜０．０１），分别提高了１７．５％、

２８％和３８．６％。该结果提示，高锌状态下小肠细胞

ＺｎＴ１表达上调，锌外流增加，这反映了机体适应锌
水平变化的反馈防御机制，该反馈调节对小肠细胞
维持其锌内稳态具有重要意义。

本研究发现，一定范围内补锌后细胞内锌含量
增加。而高锌状态下ｈＺＩＰ４表达下调，锌摄取减

少；ＺｎＴ１表达上调，锌外排增加，两者作用均使细胞
内锌含量下降，与前面的实验结果不符。我们推测，
高锌状态下除了ｈＺＩＰ４和ＺｎＴ１对细胞锌水平进
行调控外，可能还有其他锌转运体在调节过程中发
挥作用，但具体还有哪些锌转运体参与了锌内稳态
的调节，它们的作用机制又是如何等问题尚待今后
进一步研究。
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