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摘 要：铁是新生动物重要的必需微量元素之一。铁营养对母猪胎儿生长发育和新生仔猪铁代谢具有重要生物学意义。

本试验建立猪肾细胞缺铁模型补加甘氨酸铁，通过荧光定量 PCR检测促红细胞生成素（Erythropoietin, EPO），低氧诱导因

子-1（Hypoxia-inducible factor, HIF-1）和血管内皮生长因子（Vascular endothelial growth factor, VEGF）的基因表达情况，

研究甘氨酸铁对猪肾细胞铁代谢基因表达的影响。结果表明，适宜浓度的去铁胺（Deferoxamine, DFO）可有效降低猪肾

细胞内铁含量，成功构建猪肾细胞缺铁模型。缺铁细胞添加甘氨酸铁可有效增加细胞内铁含量。添加甘氨酸铁可调控

铁代谢基因 EPO、HIF-1和 VEGF的表达，其信号传导通路需进一步研究。
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Regulated Gene in Pig Kidney Cells
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Abstract：Iron is one of the essential trace elements in newborn animals. Iron nutrition has important biological sig⁃
nificance for the growth and development of sow fetus and the metabolism of newborn pig iron. In this study, Glycine
Iron was added to the iron deficiency model of pig kidney cells, and the expression of EPO, HIF-1 and VEGF was
detected by fluorescence quantitative PCR to study the effect of Glycine Iron on iron metabolism gene expression in
pig kidney cells. The results showed that DFO with appropriate concentration can effectively reduce the content of
iron in pig kidney cells, and the model of iron deficiency in pig kidney cells was successfully constructed. Glycine
Iron was added to iron deficient cells to effectively increase the iron content in cells. Glycine Iron was added to regu⁃
late the expression of iron metabolism genes EPO, HIF-1 and VEGF. Its signal transduction pathways need further
study.
Key words：Glycine Iron; DFO; Iron-deficiency; HIF; EPO

低氧和铁调节多种代谢进程 [1-2]。研究表明，

低氧对体外细胞低氧相关基因表达有重要影

响 [3]。且铁缺乏可以进一步增强其与缺氧的相关

性 [4-5]。缺铁有潜在的损害脯氨酸羟化酶（proline
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hydroxylase, PHD）活性的效果，加重低氧反应的

作用。铁螯合剂去铁胺 (Deferoxamine, DFO)可增

强 HIF基因中 α亚基活性，可能通过抑制 PHD活
性，促进铁蛋白反应，降低HIF-2α翻译 [6]。HIF可
调节机体的缺氧反应，例如，通过诱导促红细胞

生成素（Erythropoietin, EPO）和血管生长内皮因子

（Vascular endothelial growth factor, VEGF）的基因

表达，以促进组织的氧气更大利用 [7-8]。相关报道

也证实 EPO在胎儿时期由肝脏分泌，成体主要由

肾脏分泌，EPO是调节红细胞生成的多肽类激素，
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在氧气稀薄的高原，EPO可以通过促进红细胞生

成，缓解因吸入空气氧浓度低而导致的慢性缺氧

损伤 [9-10]。DFO在临床上作为铁的第一螯合剂 [11]。

DFO分子量大，不容易穿透细胞 [12]。本试验以猪

肾细胞为模型，研究缺铁情况下，甘氨酸铁及水平

对猪肾细胞低氧适应及铁代谢基因的调节作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

选用原代的猪肾细胞，以 DMEM含血清培养

液（10%胎牛血清）为基础培养液，在 37 ℃、5%
CO2培养箱内培养。

1.2 DFO诱导建立猪肾细胞缺铁模型和细胞活

力测定

在基础培养液中分别加入 0（对照）、20、40、
60、80、100、120、140、160、180 µmol/L DFO（每个

处理 3个重复），诱导细胞 24 h产生缺铁应激，观

察细胞状态，采用MTS法，收集汇合的细胞，接种

于 96孔培养板，每孔 100 µL培养基加 20 µL Cell
Titer 96 AQueous One Solution Reagent, 在 37 ℃、

5% CO2环境下孵育 1~4 h，490 nm下读取吸光度

值。采用 Iron Assay Kit检测细胞内铁含量。

在缺铁细胞板中移去培养液，用磷酸盐缓冲

液（PBS）冲洗 1次，添加 0（对照）、20、40、80、160
µmol/L浓度水平的甘氨酸铁（Sigam，美国），24 h
后检测培养液中细胞的 HIF-1、EPO、VEGF基因

mRNA的表达情况。其中 NC组为空白对照组，未

添加 DFO，未做缺铁处理；其他组均做缺铁处理，

其中甘氨酸添加浓度为 80 µmol/L。
1.3 基因表达

1.3.1 总 RNA 提取

各细胞总 RNA 提取按照 RNA simple Total
RNA Kit（Takara, Japan）试剂盒说明书进行，每孔

细胞加 1 mL裂解液 RZ，加入氯仿萃取，最后得到

的总 RNA溶解于超纯水中，总 RNA的纯度与浓度

分别用分光光度计在 260 nm与 280 nm下检测，

A260/A280在 1.8~2.0之间方可采用。

1.3.2 反转录

采用相同浓度的总 RNA样品按试剂盒（Ta⁃
KaRa, Japan）说明书要求配制RT反应液，总体系 10
µL。用于实时荧光定量的RT产物（cDNA）于-20 ℃
保存 [11]。

1.3.3 常规 PCR 反应结果

以提取的 RNA反转录产物作为模板进行常

规 PCR反应，用 2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产

物，基因 PCR扩增产物条带清晰，无杂带，说明引

物可以特异性地扩增出目的产物。

1.3.4 实时荧光定量 PCR
上述 cDNA用于实时荧光定量 PCR相关内参

基因 β-actin以及目的基因。各基因序列见表 1。
表 1 RT-PCR引物信息

基因

VEGF (G)

HIF-1 (H)

EPO (I)

β-actin

引物（5'-3'）
F-CGAAGGTCTGGAGTGTGT
R-CATTTGTTGTGCTGTAGGAA
F-AAACAGAGCAGGAAAAGGA
R-TCAAAGCGACAGATAACACA
F-CATTTGCTGTTGATACTTTGTG
R-TCACCTGTCCCTTCTCCT
F-TCTGGCACCACACCTTCT

R-TGATCTGGGTCATCTTCTCAC

产物长度(bp)
117

80

107

114

1.4 数据分析

猪肾细胞抑制率、细胞铁含量、细胞应激参数

数据采用Microsoft Excel 2007处理，采用 SPSS 19.0
软件进行统计处理，结果用“平均数±标准差”表

示，各处理间采用Duncan's法进行多重比较。

采用 Livak等设计的比较阈值法测定目的基

因的相对表达量。所有不同处理细胞的铁调节基

因表达量均是以 β-actin为内参基因，目的基因的

量=2-△△Ct，△△Ct=[(Ct目的基因-Ct管家基因)试验

组]- [(Ct目的基因-Ct管家基因)对照组]，所以，

2-△△Ct表示的是试验组目的基因的表达相对于对

照组变化的倍数，使用这一方法可以直接得到目

的基因相对于管家基因的定量 [13]。试验数据采用

SPSS 19.0软件进行统计处理，各处理间采用 LSD
One-Way ANOVA进行标准单因素方差分析，采用

Sigma Plot 11.0软件画柱形图。

2 结果与分析

2.1 不同浓度DFO对猪肾细胞抑制率的影响

由图 1可知，DFO作用 24 h时，猪肾脏随着DFO
浓度增加，添加时间延长，肾脏细胞抑制率升高。

2.2 DFO作用对猪肾细胞铁含量的影响

由图 2可知，DFO作用 24 h，随着 DFO浓度升

高，猪肾细胞铁含量随之降低。

综合图 1、图 2结果，根据细胞的死亡率及细胞

铁含量分析，最终选择 100 µmol/L和作用 24 h为试

验DFO浓度和考察时间，细胞抑制率相对较低。

2.3 甘氨酸铁对猪肾缺铁细胞培养液应激参数

的影响

由图 3可知，随甘氨酸铁浓度增加，猪肾细胞
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超氧化物歧化酶（SOD）含量先升高后降低，甘氨

酸铁添加量为 80 µmol/L，SOD含量最高。添加甘

氨酸组与甘氨酸铁添加量为 0时，无显著差异。随

甘氨酸铁浓度增加，猪肾细胞乳酸脱氢酶（LDH）含
量先降低后升高，甘氨酸铁添加量为 80 µmol/L，
LDH含量最低，甘氨酸铁添加量为 160 µmol/L，LDH
含量极显著高于对照组（P<0.01）。
2.4 甘氨酸铁对猪肾细胞铁调节基因表达的影

响

由图 4可知，缺铁组 EPO的表达量显著高于

对照组（P<0.05）。随着甘氨酸铁浓度的增加，

EPO基因的表达量随之降低，甘氨酸铁添加量

160 µmol/L时，EPO表达量最低。添加甘氨酸组

与甘氨酸铁添加量为 0时，无显著差异。

缺铁组HIF-1的表达量极显著高于对照组（P<
0.001）。随着甘氨酸铁浓度的增加，HIF-1基因的

表达量随之降低，甘氨酸铁添加量 160 µmol/L时，

与对照组相比差异不显著。

缺铁组 VEGF的表达量极显著高于对照组（P<
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图 1 不同浓度DFO对猪肾细胞抑制率的影响
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图 2 不同浓度DFO对猪肾细胞铁含量的影响
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图 3 甘氨酸铁对猪肾缺铁细胞培养液应激参数的影响
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0.0001）。随着甘氨酸铁浓度的增加，VEGF基因的

表达量随之降低，甘氨酸铁添加量为 160 µmol/L时，

VEGF表达量最低，与对照组相比无显著差异。

3 讨 论

3.1 不同浓度 DFO对猪肾细胞抑制率及细胞铁

含量的影响

DFO添加浓度为 100 µmol/L，作用时间为 24
h时，细胞抑制率相对较低。随着 DFO浓度升高，

猪肾细胞铁含量降低。Paranee等研究表明，DFO
作为铁螯合剂可减少大鼠肾脏铁的积累和降低氧

化应激损伤 [14]。李红霞等使用 DFO成功为人肝细

胞建立缺铁模型，可显著降低肝细胞内铁含量，

与本试验结果一致 [15]。

3.2 甘氨酸铁对猪肾缺铁细胞培养液应激参数

的影响

SOD在保护细胞免受氧自由基的毒害中发挥

重要作用。SOD几乎存在于所有生物细胞中，通

过把 O2－转化为H2O2，H2O2再被过氧化氢酶和氧化

物酶转化为无害的水（H2O），从而达到清除细胞

内氧自由基，保护细胞的目的。本试验结果显

示，猪肾缺铁细胞添加 80 µmol/L甘氨酸铁，SOD
含量最高，随剂量添加，SOD显著下降。推测可能

由于过量铁源对肾脏细胞可产生氧化应激。

LDH存在于猪体内的各个器官中，是国际上

常用的评价细胞存活、生长状态和损伤常用的检

测指标。用于检测细胞整体损伤，损伤细胞由于

胞溶作用而使 LDH释放于细胞外。本试验结果显

示，甘氨酸铁添加浓度过大时，LDH呈上升趋势。

推测甘氨酸铁含量过高时，可对细胞产生损伤。

3.3 甘氨酸铁对猪肾细胞铁调节基因表达的影响

随着甘氨酸铁浓度的增加，EPO基因的表达

量随之降低。EPO是一个多功能组织保护性细胞

因子，具有抗炎，抗细胞凋亡，促血管生成和免疫

调节作用 [16]。在缺血再灌注损伤时，每日给予

EPO治疗，可保护肾脏。有研究报道，肾脏是生成

EPO的主要器官。本试验结果显示，缺铁时为增

加红细胞生成，EPO表达量会上升。

缺铁组 HIF-1的表达量极显著高于对照组。

随着甘氨酸铁浓度的增加，HIF-1基因的表达量

随之降低。因铁与氧密切相关，HIFs和铁调节蛋

白（IRP）是调节细胞氧和铁稳态关键介质，试验

结果表明，HIF-1随铁浓度增加，呈下降趋势。

缺铁组 VEGF的表达量极显著高于对照组。

随着甘氨酸铁浓度的增加，VEGF基因的表达量随

之降低。VEGF是内皮细胞生长因子，在微血管

通透性和血管生长中发挥重要作用 [17]。CRP能增

加 VEGF在牛主动脉内皮细胞、人冠状动脉内皮

细胞和单核细胞的表达 [18]。肾脏感染会导致

VEGF 表达下调 [19]。本试验结果显示，缺铁组

VEGF 的表达量极显著高于对照组，VEGF 作为

HIF-1的下游因子与HIF-1表达一致。

综上，高原低氧环境下，红细胞生成与铁、氧

气的运输密切相关。EPO是促红细胞生成素，对

红细胞生成与合成血红蛋白（HGB）具有重要调节

作用，而肾脏是 EPO合成的主要靶组织。结合前

期研究高原低氧环境下仔猪补铁试验，为提高仔

猪血红蛋白（HGB）含量和低氧适应性，本试验以

猪肾细胞为模型，探索缺铁情况下，甘氨酸铁对

猪肾细胞低氧适应及铁代谢基因的调节作用。明

确环境因素对高原仔猪的影响，为探索高原仔猪

hepcidin和EPO铁代谢的调节作用提供科学依据。

4 小 结

（1）DFO可有效降低猪肾细胞铁含量，成功建

立猪肾细胞缺铁模型；缺铁细胞随铁含量增加，

SOD增加，适宜剂量铁极显著降低培养液 LDH。
（2）缺铁细胞 EPO、HIF-1和 VEGF的表达量

极显著高于对照组。随着甘氨酸铁浓度的增加，

EPO基因的表达量随之降低。缺铁有潜在的损害

脯氨酸羟化酶（PHDs）活性的效果，加重低氧反应

的作用。DFO可增强 HIF-1基因中 α亚基活性。

诱导 EPO和 VEGF的基因表达。
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