
胎儿所有铁来自母体供给，母体通过胎盘向胎儿

进行单向的、主动的铁转运。铁转运过程分为铁吸

收、铁转运及铁输出 3个阶段。细胞内铁转运过程即

被还原酶还原的 Fe2+从内吞小体内转运入胞浆，以

及 Fe2+在细胞内储存利用的过程。二价金属离子转运

体 1（divalent metal transporter 1，DMT1）是一种广

泛表达的膜铁转运蛋白，其在细胞内铁转运过程中

具有重要作用。目前其在胎盘的表达仍未定义清楚。

收稿日期：2016-10-24

鄢基金项目：国家自然科学基金（No：30800909）

[通信作者] 李燕琴，E-mail：741213252@qq.com；Tel：15353556592

DOI: 10.3969/j.issn.1005-8982.2017.20.005

文章编号： 1005-8982（2017）20-0021-05

DMT1在人胎盘绒毛膜癌细胞中表达的实验研究鄢

曹晓晓 1，李燕琴 2

（1.陕西省西安市健康教育所，陕西 西安 710004；2.西安交通大学医学部

公共卫生学院，陕西 西安 710061）

摘要：目的 进一步确定二价金属离子转运体 1（DMT1）在人胎盘绒毛膜癌细胞（BeWo）中的表达定位，以

及缺铁状态下mRNA的表达变化。方法 采用免疫细胞化学技术观察 DMT1在 BeWo细胞中的表达定位，采用

实时荧光定量聚合酶链反应检测 DMT1在 BeWo细胞缺铁状态下mRNA的表达变化。结果 DMT1在 BeWo

细胞中呈阳性表达，其弥漫性表达定位于细胞质和细胞膜上；DMT1+IRE mRNA和 DMT1-IRE mRNA的相

对表达量随缺铁干预浓度和时间的增加而上调。DMT1+IRE mRNA的相对表达量高于 DMT1-IRE mRNA。

结论 DMT1大量表达在 BeWo细胞质和细胞膜上，且表达受机体不同铁水平的调节，说明其在胎盘铁转运

过程中发挥重要作用，为进一步探讨胎盘铁转运分子机制提供实验基础。
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Expression of divalent metal transporter 1 in BeWo cells鄢

Xiao-xiao Cao1, Yan-qin Li2

(1. Xi'an Institute for Health Education, Xi'an, Shaanxi 710004, China; 2. Department of
Public Health, Medical School of Xi'an Jiaotong University, Xi'an, Shaanxi 710061, China)

Abstract: Objective To further determine the positioning and the mRNA expression changes of divalent
metal transporter 1 (DMT1) under iron deficiency conditions in human placental choriocarcinoma BeWo cells.
Methods Adopting immunocytochemical technique, the localization of DMT1 in BeWo cells was detected. RNA
of the cells was extracted, and detected the changes of DMT1 +IRE mRNA and DMT1 -IRE mRNA using
qRT -PCR. Results DMT1 was positively expressed in BeWo cells, and distributed in cytoplasm and
membrane. The expressions of DMT1 +IRE and DMT1 -IRE mRNAs raised with the increase of drug
concentration and time of iron deficiency treatment. The relative expression level of DMT1+IRE mRNA was
significantly higher than that of DMT1 -IRE mRNA. Conclusions DMT1 is abundantly expressed in the
cytoplasm and cell membrane of BeWo cells and regulated by the body's iron levels, suggesting that DMT1
plays an important role during the iron transfer process in the placenta, which provides an experimental basis
for the study of molecular mechanism of placental iron transport.
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表 1 基因引物序列表

基因名称

1+

1-

引物序列 长度 /
bp

正向：5'-AGTGGTTTATGTCCGGGACC-3'
184

反向：5'-TTTAACGTAGCGTAGCCAACGGGTGG-3'

正向：5'-GGACCTAGGGCATGTGGCAT-3'
152

反向：5'-ACACAAGTGAGTCAGCGTGG-3'

本实验通过检测 DMT1 在 BeWo 细胞中的表达定

位，以及不同缺铁状态下 mRNA 的表达变化，来阐

明胎盘铁转运分子机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与器材

人胎盘绒毛膜癌 BeWo细胞（武汉大学细胞库），

去铁胺（Desferoxamine，DFO）（美国 Sigma 公司），

DMT1兔多克隆抗体（英国 Abcam公司），山羊抗兔

二抗试剂盒（美国 Zymed公司 SP系列），Revert Aid TM

First Strand cDNA Synthesis Kit 反转录试剂盒、

Maxima TM SYBR Green Realtime PCR Master Mix购

自美国 Fermentas Life Sciences公司。图像采集系统

Q550CW型（德国 Leica公司），实时荧光定量聚合酶

链反应（quantitative real-time polymerase chain reac-

tion，qRT-PCR）仪 ABI Prism 7000 Seqμence De-

tection System（美国 ABI公司）。引物设计与合成由

北京三博远志技术有限责任公司完成。

1.2 免疫细胞化学染色

细胞在 24孔板中爬片，用 80%酒精固定和脱水，

加 0.1～0.3% Triton-100通透细胞膜，孵育封闭后

逐滴加入浓度为 1∶50的一抗试剂，过夜浸泡后逐滴

加入二抗试剂。孵育、浸泡后用已二酸二丁酯染色。

苏木素复染后，采用 80%、90%和 95%及无水酒精逐

级脱水，并用二甲苯透明 3次。封片采集图像。

1.3 DFO缺铁干预

BeWo细胞分为基线对照组、48 h对照组、48 h

30 μmol/L缺铁组、48 h 60μmol/L缺铁组、72 h 对

照组、72 h 30μmol/L缺铁组、72 h 60μmol/L缺铁

组 7组，进行不同浓度的 DFO缺铁干预，并于 0、48

和 72 h后收获细胞。

1.4 qRT-PCR

提取总 RNA，每组进行总 RNA纯度测定，检测

每组总 RNA的 OD260/OD280 nm吸光度比值（Ratio，

R）。使用逆转录试剂盒逆转录反应合成 cDNA。使用

Lifeson Medical Tech Co，Ltd Two-Step qRT-PCR

试剂盒构建 PCR反应体系，进行熔解曲线和定量结

果分析，所得 Ct值进行函数运算得出 2-△△Ct值。见

表 1。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 13.0 统计软件，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，组间比较用方差分析，

两两比较用 LSD- 检验， <0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 DMT1在 BeWo细胞的表达定位

BeWo细胞系为贴壁细胞，生长周期为 1周，呈

团块状聚集生长。细胞形态呈不规则的多角形，细胞

核大而圆，呈卵圆形，位于细胞质中央，状况良好的

细胞质呈透明状。

本实验分为磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer

saline，PBS）对照组、1∶100和 1∶50抗体浓度组。

PBS对照组细胞核经苏木素染色呈紫红色，细胞浆

呈透明状，并无非特异性染色，阴性反应。1∶100与

1∶50抗体浓度组相比，黄色阳性反应物染色较浅，

两组阳性反应物染色均匀，在细胞上呈弥漫着色。从

1∶100 抗体浓度组可看出 DMT1 在 BeWo 细胞中

呈阳性表达，大量表达于细胞质，并且推测在细胞膜

上也有表达。见图 1。

黑色箭头示无非特异性染色

图 1 DMT1蛋白的细胞表达定位 （×400）

PBS对照组 1∶100抗体浓度组 1∶50抗体浓度组
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表 2 各组细胞总 RNA的 R值和浓度比较 （x±s）

组别 R值 浓度 /（ng/μl）

基线对照组 1.93±0.13 546.0±9.3

48 h对照组 1.91±0.06 551.1±4.6

48 h 30μmol/L缺铁组 1.93±0.06 630.3±15.0

48 h 60μmol/L缺铁组 1.94±0.45 690.0±12.0

72 h对照组 1.89±0.05 497.0±6.2

72 h 30μmol/L缺铁组 1.87±0.02 627.7±9.0

72 h 60μmol/L缺铁组 1.95±0.02 527.8±6.0

组别 DMT1+IRE mRNA DMT1-IRE mRNA

基线对照组 1.000±0.020 1.000±0.021

48 h对照组 1.430±0.298 0.727±0.150

48 h 30μmol/L缺铁组 1.815±0.154 1.507±0.151

48 h 60μmol/L缺铁组 1.881±0.190 1.367±0.123

72 h对照组 1.360±0.117 0.915±0.250

72 h 30μmol/L缺铁组 2.758±0.044 2.671±0.084

72 h 60μmol/L缺铁组 6.867±0.551 3.703±0.244

表 3 各组细胞 DMT1+IRE和 DMT1-IRE

mRNA表达的比较 （x±s）

图 2 各组 DMT1+IRE mRNA的表达比较 （x±s）
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2.2 缺铁状态下 BeWo 细胞 DMT1 mRNA 的表

达变化

每组 R值在 1.8～2.0，总 RNA纯度较好。48 h

30 μmol/L缺铁组、48 h 60 μmol/L缺铁组及 72 h

60μmol/L缺铁组浓度高于其他组。总 RNA浓度与

各组细胞生长量及生长时间相关，整体上说 BeWo细

胞生长均匀一致。各组总 RNA浓度整体较均匀，根

据样品浓度计算使用体积。由于 SYBR Green I能与

任意双链 DNA结合后非特异地发出荧光，以及每个

产物的解链温度不同，qRT-PCR结果显示，每个基

因的扩增曲线平滑，以及熔解曲线为单峰型，说明胎

盘 1基因的反应体系中无非特异性扩增，没有

引物二聚体产生。见表 2。

BeWo细胞经过不同浓度 DFO和不同时间的缺

铁干预后，各组 DMT1+IRE mRNA的相对表达量比

较，经方差分析，差异有统计学意义（ =184.347， =

0.001）。3个对照组相对表达量比较，经方差分析，差

异无统计学意义（ =4.662， =0.060），说明培养时

间不会影响相对表达量的变化。48 h 3组相对表达

量比较，经方差分析，差异无统计学意义（ =3.588，

=0.094）。72 h 3组比较，差异有统计学意义（ =

231.021， =0.001）；72 h 两两比较经 LSD- 检验，

30μmol/L组与对照组相对表达量比较，差异有统计

学意义（ =13.703， =0.001），30μmol/L组相对表达

量是对照组 2.03倍；60 μmol/L组与对照组相对表

达量比较，差异比较有统计学意义（ =11.969， =

0.001），60μmol/L组相对表达量是对照组 5.05倍；

60 μmol/L组与 30 μmol/L组相对表达量比较，差

异有统计学意义（ =9.104， =0.001），60 μmol/L组

相对表达量是 30μmol/L组的 2.49倍。不同时间相

同浓度相比，72 h 30μmol/L组与 48 h 30μmol/L相

对表达量比较，差异有统计学意义（ =10.203， =

0.001），72 h组相对表达量是 48 h组的 1.52倍；72 h

60 μmol/L 组与 48 h 60 μmol/L组相对表达量比

较，差异有统计学意义（ =14.817， =0.001），72 h组

相对表达量是 48 h组的 3.65倍。结果表明，DFO干

预浓度和时间可以影响 DMT1+IRE mRNA 的相对

表达量，DFO的干预浓度越高、时间越长，其 DMT1+

IRE mRNA的相对表达量越高。见表 3和图 2。

BeWo细胞经过不同浓度 DFO和不同时间的缺

铁干预后，各组 DMT1-IRE mRNA的相对表达量比

较，经方差分析，差异有统计学意义（ =131.854， =

0.001）。3个对照组相对表达量比较，经方差分析，差

异无统计学意义（ =2.061， =0.209）。48 h 3组相对

表达量比较，经方差分析，差异有统计学意义（ =

25.759， =0.001）；48 h 两两比较经 LSD- 检验，

30μmol/L组与对照组相对表达量比较，差异有统计

学意义（ =4.490， =0.011），30μmol/L组相对表达量

是对照组的 2.07 倍；60μmol/L 组与对照组相对表

达量比较，差异有统计学意义（ =4.042， =0.016），

60μmol/L 组相对表达量是对照组的 1.88 倍；

60μmol/L组与 30μmol/L组相对表达量比较，差异

无统计学意义（ =0.882， =0.4284）。72 h 3组相对

表达量比较，经方差分析，差异有统计学意义（ =

138.519， =0.001）；72 h 两两比较经 LSD- 检验，

30μmol/L组与对照组相对表达量比较，差异有统计
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图 3 各组 DMT1-IRE mRNA的表达比较 （x±s）
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图 4 各组 DMT1-IRE和 DMT1+IRE mRNA的表达比较

（x±s）
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学意义（ =8.154， =0.002），30μmol/L组相对表达

量是对照组的 2.92倍；60 μmol/L组与对照组相对

表达量比较，差异有统计学意义（ =9.766， =0.001），

60 μmol/L 组相对表达量是对照组的 4 .05 倍；

60 μmol/L组与 30 μmol/L组相对表达量比较，差

异有统计学意义（ =4.890， =0.008），60 μmol/L组

相对表达量是 30 μmol/L组的 1.39倍。不同时间相

同浓度比较，72 h 30 μmol/L组与 48 h 30 μmol/L

组相对表达量比较，差异有统计学意义（ =11.673，

=0.001），72 h组相对表达量是 48 h组的 1.77倍。

72 h 60μmol/L组与 48 h 60μmol/L组相对表达量

比较，差异有统计学意义（ =14.812， =0.001），72 h

组相对表达量是 48 h组的 2.71倍。证明 DFO的干预

浓度越高和时间越长，其 DMT1-IRE mRNA的相对

表达量越高。见表 3和图 3、4。

3 讨论

妊娠期孕妇铁缺乏和缺铁性贫血患病率分别为

46.44%和 19.94%，并随孕周增加而升高[1]。孕期缺铁

时，母体血液透过胎盘屏障向胎儿血液最大限度地

转运铁，防止胎儿患缺铁性贫血及贫血导致的相关

疾病[2-4]。合体滋养层细胞（syncytiotrophoblast，STB）

基底膜与胎儿血循环紧挨，顶部 STB细胞膜与母体

血循环接触，在物质交换中具非常重要作用，BeWo细

胞在形态及分泌等特性上与 STB细胞相似，性质均

一并易于传代。

胎盘铁转运包括 3个过程：①铁吸收，即铁从母

体血浆转运入胎盘屏障最外层 STB母体面顶端的

过程；②铁细胞内转运，即被还原酶还原的 Fe2+从内

吞小体内转运入胞浆，以及 Fe2+在细胞内的储存利

用的过程；③铁输出，即 Fe2+穿过 STB细胞的基底膜

并转运入胎儿血循环的过程。DMT1目前是 Fe2+从

STB细胞内吞小体内转入胞浆最好的假说。 1基

因定位于第 12条染色体，含 43 999 kb，长 4 142 bp，

能编码 2种mRNA：+IRE和 -IRE。DMT1+IRE mRNA

在 3'端非翻译区有 1个铁调节元件 IRE（含有 30个

核苷酸，呈氢环状结构），DMT1-IRE 则不含有 [5]。

DMT1蛋白的第 4跨膜结构域具有维持 DMT1转运

Fe2+等金属离子活性的重要作用。

本实验观察到 DMT1弥漫性地表达于 BeWo细

胞，阳性反应物在 BeWo细胞均匀着色，表明 DMT1

表达于 BeWo细胞质和细胞膜上，揭示胎盘 DMT1在

母体向胎儿铁转运机制中的作用。DMT1广泛表达

在哺乳类动物的各个组织，2种亚型具有组织细胞

分布特异性及亚细胞特异性。有研究表明，DMT1表

达在细胞质[6-7]；还有研究表明，DMT1表达在 STB细

胞的细胞浆内和基底膜上[8-9]，在铁释放和透过细胞

膜转入细胞质中起重要的作用。但 BASTIN等[10]研

究结果显示，其在 STB细胞不间断、连续地表达，并

且在基质细胞中也有表达，与本实验结果相同。由此

推断，一方面表达 DMT1的部分母体面 STB细胞顶

部膜凹陷为内吞小体，在内吞小体内 Fe3+由还原酶

还原为 Fe2+后，Fe2+可通过DMT1穿过细胞膜进入细

胞质，Fe2+在 STB细胞胞浆中主要以铁蛋白形式贮

存，进入胞浆后，铁或以铁蛋白的形式贮存、或参与

生物合成或被转出细胞；另一方面，受细胞外铁浓度

的影响，当细胞外铁吸收增多时，30%左右与 Fe2+结

合的 DMT1出现内化后以囊泡的形式游离在细胞质

中，含铁的囊泡在细胞质中从 STB细胞顶部膜上，向

基底膜转运铁，随后在基底膜附近 Fe2+从囊泡中释

放出去，最后 DMT1内化的囊泡再重新返回母体面

STB细胞顶部膜，参与细胞质中铁的转运。

本实验对 BeWo细胞进行 DFO干预使细胞处于

缺铁状态时，DMT1+IRE mRNA 相对表达量升高。
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DMT1的表达受多种影响因素调控，包括酸碱度值、

炎症介质、铁调素、蛋白激酶 C、生长发育等，主要受机

体不同铁水平的调节。机体缺铁时小肠组织 DMT1+

IRE mRNA 表达升高[11]，肝脏组织和宫颈癌细胞等

表达是否受机体铁水平调控研究结果不一致[12]。本

实验结果揭示，DMT1+IRE型受铁反应元件———铁

调控蛋白机制（iron regulatory element-iron regula-

tory proteins，IRE/IRPs）的调节，属于转录后水平上

的调控，与 CORNOCK等[13]动物实验缺铁时，DMT1+

IRE mRNA相对表达量提高结果一致。由此可推断

当 BeWo细胞处于缺铁状态时，IRPs与 IRE结构域

紧密结合在一起，从而增强 DMT1+IRE mRNA编码

蛋白的稳定表达，防止翻译过程中内切酶的降解作

用，最终增加 DMT1蛋白的表达。目前关于 DMT1-

IRE mRNA的研究还很少，一般认为其不含有 IRE

结构，因此不受 IRE-IRPs机制的调节。本实验结果

显示，DMT1-IRE mRNA的相对表达量随 DFO干预

的时间和浓度上调，可能存在未知的调节机制，但是

其调控能力不及 IRPs/IRE调控机制。

胎盘 DMT1除受转录水平的调控外，还受翻译水

平的调控，应进一步采用Western blot检测蛋白的表

达变化，对胎盘 DMT1的调节机制进行更为深入的

研究。
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