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摘要　目的:研究游泳训练后大鼠腓肠肌二价金属离子转运体1(divalent metal transporter 1 , DMT1)、

转铁蛋白受体(transferrin receptor , TfR)及膜铁转运蛋白 1(ferroportin1 , FPN1)表达的变化 ,探究运动对腓

肠肌铁代谢的影响机制。方法:40只雌性 SD大鼠随机分为对照组和游泳训练组 ,分别于游泳训练5周

及10周后取材 ,测定血清铁状态 、腓肠肌非血红素铁含量 ,采用Western Blot方法检测腓肠肌铁代谢相关

蛋白表达的变化。结果:(1)游泳训练 5周及10周组大鼠血清铁 、Hb及 RBC均较对照组显著升高 ,游泳

运动 10周组大鼠腓肠肌非血红素铁含量显著增加(P<0.01);(2)游泳训练组大鼠腓肠肌DMT1(IRE)和

TfR表达增加 ,FPN1表达减少(P<0.05),而 DMT1(non -IRE)表达无明显变化。结论:游泳训练可以增

加腓肠肌非血红素铁含量 ,促进机体铁动员。这可能与腓肠肌细胞膜上向胞内转运铁的TfR和 DMT1

(IRE)蛋白表达增加 ,而向胞外转运铁的FPN1表达下降有关。
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Abstract　Objective To investigate the effects of swim training on the expression of divalent metal trans-

porter 1(DMT1), transferrin receptor(TfR)and ferroportin 1(FRN1)in rats' gastrocnemius.Methods 40 fe-

male SD rats were randomly divided into two groups:control group(CG)and exercise group(EG), and were

sampled after 5 and 10-week swimming .Determined serum iron status and non-heam iron of gastrocnemius.

Observed the expression of TfR , DMT1 and FPN1 by Western Blot .Results (1)The serum iron , Hb and RBC

were significantly higher than those in control group.The gastrocnemius' non -heam iron of exercise group

were significantly increased after 10-week training(P<0.01).(2)The expression of DMT1 (IRE)and TfR

of exercise group was increased , but FPN1 expression was decreased , and DMT1(non-IRE)had no change.

Conclusion Suitable training could improve body iron homeostasis , increase gastrocnemius' non-heam iron.

The mechanism of changes were that the expression of DMT1 (IRE)and TfR were increased but that of FPN1

was decreased.
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　　铁广泛参与机体的各种生理反应 ,可直接影响

O2的运输和肌肉的有氧氧化能力及 ATP的形成 ,进

而影响运动能力 。多年来运动对铁代谢的影响 ,以

及铁稳态变化对运动能力的影响一直是相关领域的
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研究热点 ,同时也存在许多争议 。随着分子生物学

技术的不断发展和对体内铁稳态调节机制的深入研

究 ,转铁蛋白受体 (transferrin receptor , TfR),铁调节

蛋白(iron regulatory proteins , IRP),铁反应元件(Iron

responsive element , IRE),二价金属离子转运体 1(di-

valent metal transporter 1 , DMT1)和膜铁转运蛋白 1

(ferroportin1 , FPN1)以 及肝 脏抗菌 多肽 (hep-

cidin)[ 1 -4]等新的蛋白不断被发现 ,为探讨运动对铁

代谢的影响提供了分子生物学基础 。目前有关运动

对铁代谢的影响多集中在运动性贫血的研究 ,而运

动训练对机体铁代谢相关蛋白表达的影响及其机制

报道较少 ,鉴此 ,本研究通过探讨游泳训练对大鼠腓

肠肌中非血红素铁含量 、血清铁状态以及腓肠肌铁

代谢相关蛋白 DMT1 、TfR和 FPN1的影响 ,以阐明游

泳训练改变机体铁代谢的分子生物学机制 ,为科学

健身及合理训练提供实验和理论依据。

1　材料与方法

1.1 　实验动物

体重 90 ～ 100g 的 Sprague -Dawley 雌性大鼠 40

只 ,购自河北医科大学动物养殖中心 ,选用国家标准

啮齿类动物饲料喂养 ,自由饮水 。环境温度 22℃～

24℃,相对湿度为 45%～ 55%。实验大鼠随机分为

对照组(安静)和游泳训练组(根据文献报道及相关

实验确定强度为每天连续游 90min[ 5 ,6] ),每组 20

只 ,分别于训练 5周及训练 10周后取材 。不锈钢游

泳池规格为130cm ×90cm×70cm ,水温 32℃±1℃。

1.2 　取材

末次运动后 36h取材 ,以消除急性运动的影响 。

0.4%戊巴比妥钠(1ml/100g)麻醉后剪开右心耳 , EP

管内加抗凝剂 EDTA -K2 测血常规;于另一 EP 管中

取血 1.5ml ,845g/min ,4℃离心 20min取上清 , -70℃

保存以备测血清铁 。左心室插管 ,用去离子水(Mill

-Q ,France)配的 4℃生理盐水快速灌流 ,剪取腓肠

肌约 80 ～ 100mg ,滤纸吸干水分 ,锡箔纸包好迅速投

入液氮中 ,以备进行相关蛋白的测定。同时取腓肠

肌 ,生理盐水冲洗后 ,110℃烤 4h ,于-70℃保存以备

测组织非血红素铁。

1.3 　血常规测定:采用 Beckman Coulter AC Tdiff 2

型血液自动分析仪测定。

1.4 　血清铁状态的测定:采用 Iron and Iron -binding

Capacity 试剂盒(SIGMA ,USA),严格按说明书操作 。

1.5 　组织非血红素铁的测定:

将110℃烤干的腓肠肌称重后 ,分别加入 12.5

倍体积的由浓 HCl 、饱和三氯乙酸及去离子水配成

的混合酸 , 65℃消化 20h。12000g/min ,离心 10min ,

取 0.025ml上清液及标准液(1μg/ml),加入染色剂

1.25ml ,10mim 后 540nm比色。

非血红素铁(μg/g)=[(测试管吸收值/标准管

吸收值)×标准铁量×样品稀释倍数] / 样本重(g)

1.6　Western Blot[ 7]方法:

提取腓肠肌总蛋白:腓肠肌中加入裂解液(1ml

/100mg):1mlTBS(pH8.0)中加入 10μl NP -40 , 1μl

Pepstatin(1μg/ml ),1μl Leupeptin(1μg/ml),1μl Apro-

tinin (1μg/ml), 5μl PMSF(phenyl methylsulfonyl fluo-

ride)(100μg/ml)。冰浴超声破碎 ,离心(4℃,12000g/

min ,20min),取上清于-70℃保存。Bradford法测蛋

白浓度(Eppendorf Biophotometer)。SDS -PAGE(sodi-

um dodecly sulphate -polyacrylamide gel electrophore-

sis):Tris base ,glycine , acrylamide ,N , N' -methylene -

bisacrylamide , 2-mercaptoethanol 及 ammonium persul-

fate 等试剂均购自SIGMA 。10%分离胶 ,4 %浓缩胶 ,

上样量为 50μg ,同时加入 Marker (Molecular weight

standards , Amersham Pharmacia Biotech), 恒压电泳

(Bio -Rad)100V , 20min ,再 200V , 45min;恒流转至

NC膜(Trans -Blot★R Transter Medium Pure Nitrocellu-

lose Membrane , Bio -RAD , 0.45μm)300mA , 45min。

5%的脱脂奶粉室温封闭 2h ,分别加入 1∶5000兔抗

大鼠 FPN1 、DMT1(IRE)、DMT1(non -IRE)及 TfR

(ADI , San Antonio , TX)的一抗 , 4℃过夜;TBST (20

mM Tris-Cl , pH 7.6 , 137 mM NaCl , 0.1%Tween-

20)洗膜后加入 1∶5000辣根过氧化物酶(HRP)标记

的二抗(山羊抗兔 IgG(H +L)),室温摇动孵育 1h;加

入化学发光底物(Super Signal
★R

West Pico Trial Kit ,

PIERCE , USA)发光;用凝胶成像系统(Chemilumines-

cence imaging system , ΨMEGA12ic , USA)扫描图像 ,

Gel-Pro Analyzer★R(MEDIA CYBERNETICS , USA)分

析软件进行分析。TBST洗膜后奶粉室温封闭 ,再加

入 β -actin抗体(anti -actin ,Sigma -Aldrich , MO)再

进行发光 。最终统计每一种目的蛋白与 β-actin的

OD比值 。

1.7 　数据统计:结果数据采用  x ± s 表示 , 用

SPSS11 .0 进行单因素方差分析(One -Way ANO-

VA),P <0.05为差异具有显著性 , P <0.01为差异

具有高度显著性。

2　结果

2.1　游泳训练对大鼠机体铁状态的影响(表 1)

与对照组相比 ,5周游泳训练后大鼠 Hb 、Hct及

转铁蛋白饱和度显著增加(P <0.05 , P <0.01),未

饱和铁结合力显著降低(P<0.05)。

10周游泳训练后大鼠 Hct及 Hb 比对照组明显
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增加(P<0.05),血清铁 、转铁蛋白饱和度均显著高

于对照组(P <0.01),未饱和铁结合力比对照组显

著降低。

游泳训练5周对腓肠肌中非血红素铁含量无明

显影响(P >0.05)。游泳训练10周组大鼠腓肠肌中

非血红素铁含量比对照组显著增加(P <0.01)。

表 1　游泳训练对大鼠血常规 、血清铁状态及腓肠肌非血红素铁含量的影响(n=10)( x±s)

Tab.1　Effects of swim training on rats' blood iron status and non-heam iron in gastrocnemius

5 周

对照组

control

游泳训练组

exercise group

10 周

对照组

control

游泳训练组

exercise group

红细胞压积 Hct(%) 30.17±1.56 34.73±2.84
＊＊ 32.58±3.23 35.04±3.55

△

血红蛋白 Hb (g/ dl) 13.33±0.63 14.23±0.37＊ 13.55±0.85 14.46±0.52△

血清铁 SI(μg/ dl) 207.41±25.61 225.56±17.54 193.95±8.58 219.14±6.31△△

未饱和铁结合力 UIBC (μg/ dl) 256.47±21.36 223.89±30.91＊ 295.99±11.74 260.72±23.03△

总铁结合力 TIBC (μg/dl) 463.95±26.35 449.45±46.10 489.89±17.34 479.86±33.43

转铁蛋白饱和度 TS(%) 44.61±4.38 50.31±2.24＊＊ 38.86±2.59 45.67±3.67△△

腓肠肌非血红素铁

gastrocnemius' non-heam iron(μg/g)
103.2±18.07 125.95±38.09 66.92±15.39 125.16±20.91△△

注:＊ P <0.05 , ＊＊ P<0.01 ,与 5 周对照组比较 , compared with control group after 5-week swim training.
△P<0.05 , △△P<0.01 ,与 10 周对照组比较 , compared with control group after 10-week swim training.

2.2　游泳训练对大鼠腓肠肌铁代谢相关蛋白表达 的影响

　　图 1-4 为腓肠肌组织匀浆后铁代谢相关蛋白

的Western Blot结果。利用化学发光法检测蛋白条

带亮度 ,Gel -Pro Analyzer
★R
分析软件进行分析 。CG

为对照组 , EG为游泳训练组 。相关蛋白的分子量分

别为TfR ～ 90kDa ,DMT1 ～ 56kDa ,FPN1 ～ 60kDa , β -

actin ～ 42kDa 。各条带与 β -actin 的比值进行统计

( x ±s , n=10)(图 5)。

Western Blot结果显示:游泳运动 10周组腓肠肌
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TfR及 DMT1(IRE)均比对照组显著增加(TfR:CG 为

0.743±0.071 ,EG为 0.854 ±0.033;DMT1(IRE):CG

为 1.069 ±0.102 , EG 为 1.258 ±0.048 , P <0.05);

DMT1(non-IRE)两组相比无显著变化(CG为 1.157

±0.111 ,EG为 1.276±0.106),而游泳运动 10周组

FPN1表达比对照组显著降低(CG为 1.174±0.117 ,

EG为 0.953±0.133 , P<0.05)(图5)。

图 5　10 周游泳训练对大鼠腓肠肌铁代谢相关蛋白

表达的影响

Fig.5　Effects of 10- week swim training on the expres-

sion of gastrocnemius' iron transport proteins in

rats

＊P <0.05 ,与对照组相比 , compared with controls

3　讨论

3.1 　游泳训练对机体血常规及铁状态的影响

游泳训练 5周及 10周组Hct及 Hb均高于对照

组。Hct和Hb的增加确保了机体从肺部结合和运

输更多的O2 到身体各部 ,尤其是参与运动的组织和

器官 ,使其合成较多的 ATP 满足运动所需 。游泳训

练组血清未饱合铁结合力低于对照组 ,转铁蛋白饱

和度显著高于对照组 ,说明游泳运动组血液中与 Tf

结合的铁增多 ,可以运送更多的铁到参与运动的器

官组织 。同时血液中游离的铁减少 ,避免游离铁对

机体的过氧化损伤。游泳训练 5周组与对照组间血

清铁无明显差别 ,而游泳运动 10周组血清铁显著高

于对照组 ,保证了通过血液循环系统给运动器官提

供充足的铁 ,以合成Mb 及电子传递链中的各种酶 ,

是对运动产生的良好生理适应 。

3.2　游泳训练对腓肠肌组织非血红素铁含量的影

响

游泳训练 5周组与对照组相比腓肠肌中非血红

素铁的含量无明显差异 ,而游泳运动10周组的腓肠

肌中非血红素铁含量显著高于对照组 , 这与 Kap-

tanoglu及Navas 的报道是一致的[ 5 , 6] 。此结果说明

为了满足运动器官的能量需求 ,腓肠肌从血液中摄

取的铁增多 ,说明运动会促使铁在各个器官重新分

布 ,以满足运动时功能活跃组织对铁的需求 。腓肠

肌中增多的铁用来合成 Mb及电子传递链中的各种

酶 ,产生更多的ATP ,为运动提供充足的能量。

3.3　游泳训练对腓肠肌铁代谢相关蛋白表达的影

响

TfR是细胞膜表面铁转运蛋白 ,具有两个转铁

蛋白结合位点的跨膜糖蛋白二聚体 ,由两个相同的

分子量为 95kDa 的亚单位经两条二硫键联结成 ,主

要功能是参与受体介导的三价铁转运蛋白的内吞作

用[ 8 ,9] 。DMT1是迄今为止所克隆的第一个哺乳动

物跨膜铁转运体。DMT1是一种具有 12个跨膜域的

糖蛋白 ,在机体各组织广泛分布。根据 DMT1 mRNA

序列 ,DMT1有两种异构体 ,3' 末端非翻译区含铁反

应元件(iron regular element , IRE)的称为 DMT1

(IRE),无 IRE的称为 DMT1(non-IRE),两种异构体

在分布 、表达等方面性质近似 。细胞膜上 DMT1的

主要功能是将非血红素铁转运入细胞内 ,组织细胞

中内吞小体膜上的 DMT1可将内吞小体中已解离的

铁转入胞浆 , 供细胞利用[ 10 , 11] 。FPN1 是 2000 年

Donvoan等
[ 1]
采用定位克隆方法从斑马鱼中分离出

一个能使铁从细胞内释放出来的蛋白质编码基因 ,

并命名为 ferroportin 1。FPN1具有使铁从细胞内释

放出来的功能 ,在亚铁氧化酶 (hephaestin)和/或铜

蓝蛋白的协助下 ,可将细胞内的铁释放到血液中。

本实验中 , 游泳训练 10 周组腓肠肌膜上 TfR 和

DMT1(IRE)表达增加 ,有助于腓肠肌从血液中摄取

更多的铁 。而 FPN1表达比对照组降低 ,说明腓肠

肌细胞向血液中释放的铁减少。这均有助于为肌细

胞合成Mb及 ATP 提供足够的铁 ,是对运动的一种

适应。

3.4　大鼠腓肠肌铁代谢相关蛋白表达变化的分子

机制

在参与铁代谢的许多蛋白 mRNA 的非翻译区

(untranslated region , UTR)均含有 IRE ,可根据获得铁

的多少而改变铁调节蛋白(iron regulation protein ,

IRP)与 IRE 的结合活性在转录水平调节蛋白的表

达 。DMT1(IRE)与 TfR的 IRE均位于 mRNA 3′端非

翻译区 ,当细胞内铁含量充足时 , IRP 与 mRNA 3′端

的 IRE解离 ,mRNA 加速降解 ,DMT1(IRE)与 TfR蛋

白表达减少 。当细胞内缺铁时 , IRP 与 IRE的亲和

力增强 ,mRNA 稳定性增加 ,蛋白表达增多 ,增加细

胞对铁的摄取[ 13] 。而 FPN1的 IRE位于 mRNA 5′端

非翻译区 ,当细胞内铁缺乏时 , IRE/ IRP 复合体阻止

mRNA的翻译 ,蛋白表达降低 ,从而减少细胞内铁向
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血液中转运 。如果 , IRE位于 mRNA的 5' 末端 ,形成

的 IRE/ IRP复合体 ,通过阻止 mRNA 与小的核糖体

亚单位结合而抑制其翻译;如果 IRE位于 mRNA 的

3' 末端 ,与 IRE的亲和力增强 ,通过保护mRNA避免

降解 ,从而增加其稳定性 ,导致蛋白表达增多[ 12] 。

本实验中适度运动 10周组腓肠肌细胞膜上 DMT1

(IRE)的表达比对照组显著增加 ,而 DMT1(non -

IRE)无显著变化。进一步说明运动后腓肠肌铁转运

蛋白表达的变化可能与 IRE与 IRP 的结合活性有

关。游泳运动 10周组腓肠肌 TfR及 DMT1(IRE)表

达比对照组显著增加 , FPN1 比对照组显著减少(P

<0.05),使腓肠肌从血液中摄取更多的铁 ,而细胞

内铁向外转运减少 ,导致腓肠肌细胞内非血红素铁

含量显著增加。

IRE与 IRP 结合活性的改变 ,目前认为可能有

以下两种原因:(1)运动时 NO 的增多会提高 IRE 与

IRP结合活性[ 14-17] 。(2)Hepcidin 的整体调控作

用
[ 18]

:肝细胞产生的 Hepcidin可以通过血液循环到

达机体各部位 ,主要是在十二指肠 ,通过改变 IRE与

IRP的结合活性 ,改变 DMT1 、肠细胞色素 B 、膜铁转

运辅助蛋白(hephaesin , HP)和 FPN1等的表达 ,从而

调节铁的吸收和转运 。但由于在 Hepcidin基因转录

中没有 IRE参与 ,所以 Hepcidin mRNA随铁状态而

改变的机制还不清楚 。同时运动对Hepcidin表达的

影响以及NO 与Hepcidin的关系还需要做进一步的

实验研究 。

4　总结

(1)游泳运动增加血清铁及 Hb含量 ,提高转铁

蛋白饱和度 ,促进机体铁的动员 ,使贮存铁重新分

布 ,使机体对运动产生有益的生理适应 。(2)腓肠肌

细胞膜上 TfR和DMT1(IRE)的表达增加 ,FPN1表达

降低 ,可能是引起游泳训练 10周组腓肠肌非血红素

铁增加的主要原因。
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