
动 物 学 研 究 !""#，$%& ’ !(（!）：)*! + )*, -. (* / )"#" 0 1 233. "!(# / (4(*
5667689:;7 <=>=;&:?

!

常氧下高原鼠兔 @2AB)! C<.$ 的表达

赵同标!，"，赵新全!，"，常智杰#，孙 平!，"，

徐世晓!，"，赵 伟!，"

（! $ 中国科学院西北高原生物研究所，青海 西宁 %!&&&!；" $ 中国科学院研究生院，北京 !&&&#’；

# $ 清华大学 生物科学与技术系基因组研究所，北京 !&&&%(）

摘要：低氧诱导因子 ) !（*+,-!）是一种由低氧诱导因子 ) !!（*+,-!!）和 芳 香 烃 核 受 体 转 录 因 子

（./01）组成的二聚体转录因子，在生物体氧平衡调节中起关键作用。高原鼠兔（!"#$%$&’ "()*$&+’,）是生活

在青藏高原海拔 # &&& 2 以上区域，有着极强的低氧、低温耐受能力的特有自然种群。它通过高的基础代谢率

和高的氧利用率来适应高原低温、缺氧环境。将高原鼠兔带到北京，常氧室温条件下适应 3 4。/1-56/ 扩增高

原鼠兔 *+,-!! 780. 片断，#"5 标记作为特异性探针，09:;<=:> 杂交检测了常氧条件下高原鼠兔 *+,-!!的组织特

异性表达。结果显示，*+,-!! 2/0. 在高原鼠兔多种组织中均有表达，并且表现出明显的组织差异性。其中脑

的表达量最大，肾其次，心、脾和肝的表达相对较少。

关键词：高原鼠兔；低氧诱导因子-!!；/1-56/；09:;<=:> 杂交；青藏高原

中图分类号：?’@’A%#B 文献标识码：. 文章编号：&"@( ) @%@#（"&&(）&" ) &!#" ) &@

D9>>E= 3%=:9F9: GH%&=>>96I 6F J7;K=;E J9L;>（!"#$%$&’
"()*$&+’,）@2AB)!C<.$ MIN=& .6&C;7 OHP8=I
!"#$ %&’()*+,&!，"，!"#$ -+’)./,’!，"，0"#12 !3+)4+5#，671 8+’(!，"，

-7 63+)9+,&!，"，!"#$ :5+!，"

（! - .$)%#/,0% 12’%,’( 3&0%+%(%, $4 5+$2$67， %#, 8#+&,0, 9"’:,;7 $4 <"+,&",0，=+&+&6 %!&&&!，8#+&’；

" - >)’:(’%,: <"#$$2 $4 %#, 8#+&,0, 9"’:,;7 <"+,&",0，5,+?+&6 !&&&#’，8#+&’；# - @0+&6#(’ 3&0%+%(%, $4 >,&$;, A,0,’)"#，

B,C’)%;,&% $4 5+$2$6+"’2 <"+,&",0 ’&: 5+$%,"#&$2$67，@0+&6#(’ D&+E,)0+%7，5,+?+&6 !&&&%(，8#+&’）

$Q>K&;:K：*CD9EFG F>4H7FIJ= KG7;9: !（*+,-!），L<F7< FM G ;:G>M7:FD;F9> KG7;9: 792D9M=4 9K *+,-!!G>4 G:CJ<C497G:-
I9> >H7J=G: :=7=D;9: ;:G>MJ97G;9:（./01），DJGCM G> F2D9:;G>; :9J= F> ;<= MFN>GJ ;:G>M4H7;F9> 9K 7=JJ :=MD9>M= ;9 <CD9EFG $
5JG;=GH DFOGM（!"#$%$&’ "()*$&+’,），L<F7< G:= G OF>4 9K <FN< G>9EFG-;9J=:G>7= G>4 79J4 G4GD;G;F9> MD=7F=M JFP=4 9>JC
GI9P= # &&& 2 9> ?F><GF-1FI=; 5JG;=GH，<GP= H>HMHGJ <FN< /Q/ G>4 0R1，G7;F>N 2GF>JC PFG F>7:=GMF>N 0R1 ;9 G4GD; ;9
=E;:=2= 79J4 9K ;<= ?F>N<GF-1FI=; 5JG;=GH；G>4 <FN< :G;F9 9K 9ECN=> H;FJFSF>N ;9 79D= LF;< DJG;=GH <CD9EFG =>PF:9>2=>; $ +>
;<FM M;H4C，;<= DJG;=GH DFOGM L=:= ;GO=> ;9 T=FUF>N G>4 G4GD;=4 H>4=: >9:2GJ 9ECN=> G>4 :992 ;=2D=:G;H:= K9: 3 4GCM $
V>= K:GN2=>; 9K ;<= DJG;=GH DFOG *+,-!!780. LGM 9I;GF>=4 IC /1-56/ ;=7<>FWH= G>4 JGI=J=4 LF;< #"5 GM MD=7FKF7 D:9I= $
09:;<=:> IJ9; G>GJCMFM M<9L=4 ;<G; *+,-!!2/0. LGM =ED:=MM=4 F> 2G>C OF>4M 9K ;FMMH=M G>4 4FMDJGC=4 G ;FMMH= MD=7FKF7
=ED:=MMF9>：;<= <FN<=M; F> I:GF>，>=E; F> OF4>=C，G>4 2H7< J=MM F> <=G:;，JFP=:，G>4 MDJ==> $

R=P S6&N>：5JG;=GH DFOG；*+,-!!；/1-56/；09:;<=:> IJ9;;F>N；?F>N<GF-1FI=; 5JG;=GH

低 氧 诱 导 因 子 ) !（<CD9EFG-F>4H7=4 KG7;9:-!，

*+,-!）是 !’’" 年 R=2G>SG 等在低氧的癌细胞中发

现的一种转录激活因子（R=2=>SG X YG>N，!’’"），

在细胞低氧适应过程中发挥着重要作用。*+,-! 由
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!"#$%!和 !"#$%"组成（&’() * +,-,(.’，%//0）。

模拟环境低氧研究表明低氧诱导 !"#$%!蛋白的表

达，并作用于其下游一系列靶基因，从而引起各种

生理反应（+,-,(.’，1222）；常 氧 条 件 下 !"#$%!
蛋白迅速降解（+,-,(.’，122%）。!"#$%!在转录水

平表达的研究结果不完全相同：&,(),3 等的研究

认为 !"#$%! -456 在细胞中是构建性表达，低氧

条件下小鼠各组织中 !"#$%! -456 水平不发生变

化（&,(),3 ,7 ’8，%//9）；然而有实验表明暴露在

急性低氧条件下的正常小鼠肺中 !"#$%! -456 受

低氧 诱 导 表 达 （:’8-,3 ,7 ’8， %//;；<= ,7 ’8，
%//;）。

高原鼠兔是生活在青藏高原海拔 0 222 - 以上

区域的特有物种，在长期进化过程中，形成了独特

的适应高原低温、低氧环境的机制。移居平原地区

的高原鼠兔，繁殖特性出现明显的不适应现象，主

要表现为雄性高原鼠兔的精子畸形率较高（>?’()
,7 ’8，1222）。长期生活在高原缺氧环境的高原鼠

兔在相对“高氧”条件下，!"#$%! -456 的表达

情况如何？我们从反向思维出发，研究了低海拔常

氧条件下高原鼠兔 !"#$%!的组织表达情况，从而

为进一步揭示 !"#$%!在高原土著动物低氧适应过

程中的分子机制提供基础资料。

! 材料和方法

! "! 材 料

高原鼠兔采集于中国科学院海北高寒草甸生态

系统定位站（0@AB2C5，%2%A10CD，海拔 0 122 -，

气压为 9@ E@ F:’）。带到清华大学基因组研究所动

物房室温喂养 @ G。断颈处死，在超净工作台中解

剖高原鼠兔，取各组织迅速投入液氮中，低温保存

备用。

! "# 载体、工具酶及主要的实验试剂

大肠 杆 菌 菌 株 H!I!为 实 验 室 保 存。 载 体

JKH%;$L、 限 制 性 内 切 酶、L’M H56 聚 合 酶 为

L’N’4’ 公 司 产 品。回 收 试 剂 盒、DOJ3,PP!QR !Q$
R3SGS.’7ST( +T8=7ST( 快速杂交试剂盒购自 U8T(7,V? 公

司。01: 由北京亚辉公司生产。尼龙膜及转模器具为

:?’3-’VS’ 公司产品。:3S-,$’$W,(,4 X’R,8S() +QP7,-
标记试剂盒、4L$:U4 试剂盒购自 :3T-,)’ 公司。

其他试剂均为国产或进口产品。

! "$ 引物合成

参照 >?’T ,7 ’8（1220’，R）的报道，在 !"#$

%!高度保守的 :6+（:D4$645L$+"K）功能区域设

计 :U4 扩 增 引 物。上 游 引 物 序 列 为 IC$6WL LUL
W66 UWL UW6 666 W$0C；下游引物序列为 IC$U6W
W6L U6W U6U L6U LLU W$0C。引物合成由上海生

工完成，去离子水配制成终浓度为12#-T8 Y X，Z 12
[冰箱低温保存备用。

! "% 总 &’( 提取、电泳及转膜

高原鼠兔心、肝、脾、肾和脑组织总 456 的

提取采用 WSRVT \4X 公司的 L3S.T8 试剂，按说明书

操作。]873TPJ,V 0222 分光光度计测其浓度，电泳

鉴定总 456 质量， Z 12 [冰箱保存备用。

所有的电泳设备都用 HD:U 水处理。取高原鼠

兔心、肝、脾、肾和脑组织总 456 各 12#) 于 9I
[变性 I -S(，%^甲醛变性琼脂糖凝胶电泳。

电泳完毕，甲醛变性琼脂糖凝胶用 HD:U 水处

理数次后浸泡入 @ EI --T8 Y X 氢氧化钠中 12 -S(，

毛细管法将各组织总 456 转移至尼龙膜（!QRT(G$
5 _ ，6-,3P?’-，]+6）。紫外交联、;2 [烘干后

密封保存于 B [冰箱。

! ") *+’( 探针制备

取高原鼠兔脑 2 E;#) 总 456 为模板，参 照

:3T-,)’ 公司 4L$:U4 试剂盒说明，在 :U4 管中建

立 I2#X 反应体系。反应程序为：B; [逆转录 I2
-S(；/B [预变性 0 -S(；/B [ I2 P，I% [ % -S(，

9; [ 1 -S(，行 0I 循环；@1 [延伸 @ -S(。取 12

#X 反应液进行 %^琼脂糖凝胶电泳检验扩增结果，

按照 U8T(7,V? 公司试剂盒说明回收纯化特异性扩增

片段。

回收纯化后的片段连接于 JKH%;$L 载体上，

转化感受态 H!I!细胞，并完成一系列亚克隆过

程，获得带有目的片段的质粒。测序分析得知该片

段同鼠的同源性为 ;/^，说明该片段即为目的片

段。用限制性内切酶 !"#G$单酶切，得到一约 /22
RJ 的 VH56 片段，用作探针， Z B [ 冰箱保存备

用。

! ", ’-./01.2 快速杂交

% E9 E % 标记、纯化探针 参照 :3S-,$’$W,(,4 X’$
R,8S() +QP7,- 试剂盒说明，取 02 () VH56 室温条件

下用［!$01:］G6L:、［!$01:］GUL: 标记 0 ?，W$I2
柱纯化。LTJUT=(7 测放射性比活，最终所使用放射

性比活为 B ‘ %29 VJ- Y -X。

% E9 E 1 预杂交、杂交 标记好的 VH56 探针于 %22
[变性 I -S( 后冰镇 1 -S(。参照 DOJ3,PP!QR !Q$

00%1 期 赵同标等：常氧下高原鼠兔 !"#$%! -456 的表达



!"#$#%&’#() *(+,’#() 试剂盒说明，将 -./ 尼龙膜于

01 2杂交箱中预杂交 34 5#)。取出预杂交液，加入

混有纯化好的标记探针的新鲜杂交液，01 2杂交 6
7。

8 90 9 : 洗 膜、 压 屏、 信 号 扫 描 用 6 ; **<、

= 9=4> *?* 室温洗膜 6= 5#)，随后用 = 98 ; **<、

= 98>*?* 于 34 2洗膜 6 次，44 2洗膜 6 次，04 2
洗膜 6 次，每次 6= 5#)，洗至信号特异性比较强的

时候停止洗膜。将保鲜膜包被好的杂交膜室温平压

于磷屏下 :0 7。*’("5（@(+AB,+&" ?C)&5#BD）扫描，

检测表达信号。

8 90 9 3 内参选择 选择适宜的内参是 -./ 定量所

必不可少的，同家政基因!E&B’#) 和 F/G?H 相比，

61! -./ 更适合于低氧条件下转录水平的比较研

究。因而本实验选择 61! -./ 作为 -./ 定量内参

（I7()J K *#5()D，8LLL）。

! 结 果

! "# 高原鼠兔各组织总 $%& 的抽提及转膜

采用 M"#%(+ "A&JA)’ 一 步 法 抽 提 高 原 鼠 兔 心、

肝、脾、肾 和 脑 组 织 总 -./。分 别 取 各 组 织 总

-./ 6="J 经 8>甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，溴化

乙啶染色，紫外灯下显示，61! "-./ 亮度大约是

81! "-./ 亮度的 6 倍，表明提取的总 -./ 完整，

没有或者很少降解；同时，各组织的上样量大致相

同，可以用来转膜（图 8）。

图 8 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析常氧条件

下高原鼠兔各组织总 -./
N#J 98 N("5&+$A7C$A &J&"(DA JA+ A+AB’"(O7("AD#D (P O+&’A&,

O#Q& ’#DD,AD ’(’&+ -./ ,)$A" )("5&+ (RCJA)
8：心（HA&"’）；6：肝（S#TA"）；:：脾（*O+AA)）；3：肾（U#$)AC）；

4：脑（V"&#)）。

毛细管法将高原鼠兔各组织总 -./ 转移到尼

龙膜上，将转膜后的琼脂糖凝胶紫外灯下拍照，未

检测到 -./，表明各组织的总 -./ 完全或者基本

完全转移到尼龙膜上。

! "! ’(%& 探针

以高原鼠兔脑总 -./ 为模板，制备目的片断，

用限制性内切酶 "#$$#酶切含有编码区部分片段

的质粒，得到 B?./ 特异性片断，回收纯化该片

断，作为探针（图 6）。

图 6 8>琼脂糖凝胶电泳分析高原鼠兔

HWNE8$ B?./ 探针片段

N#J 96 /)&+CD#D (P O+&’A&, O#Q& HWNE8$ B?./ O"(!A !C
8> &J&"(DA JA+

@：?./ 标准分子量（?./ 5&"QA"）；8：高原鼠兔脑（G+&’A&, O#Q&
!"&#)）。

! ") 常氧高原鼠兔 *+,-#!的组织表达谱

以高原鼠兔脑 HWNE8$ B?./ 片段为探针，利

用 .("’7A") 杂交方法，对高原鼠兔心、肝、脾、肾

和脑组织 HWNE8$的转录产物进行分析，了解常氧

条件下 HWNE8$在高原鼠兔不同组织中的表达特征。

HWNE8$在检测的高原鼠兔各组织中均有表达，其中

肾中表达量较大，而脑中表达量最大（图 :）。

图 : .("’7A") 杂交探测常氧条件下高原鼠兔

HWNE8$ 5-./ 表达

N#J 9: .("’7A") !+(’ &)&+CD#D (P O+&’A&, O#Q& HWNE8$
5-./ ARO"ADD#() ,)$A" )("5&+ (RCJA)

8：心（HA&"’）；6：肝（S#TA"）；:：脾（*O+AA)）；3：肾（U#$E
)AC）；4：脑（V"&#)）；61! "-./：上样内参（W)’A")&+ B()’"(+）。
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! 讨 论

高原鼠兔是青藏高原特有物种，生活在海拔

! "## $ 到 % ### $ 的区域。本文所选用的高原鼠兔

采集于中国科学院海北高寒草甸定位站附近，海拔

! "## $，气压为 &’ (’ )*+，氧分压较低，属于缺氧

环境。该地区受东南季风和西伯利亚高气压的控

制，属于典型的大陆季风气候，日温差较大，平均

气温为 , - (’ .（/0+1 2 /013，-444）。长期生活

在高寒、缺氧环境中，高原鼠兔形成了自己独特的

适应方式，已有的研究表明高原鼠兔主要以高的基

础代谢率和非颤抖性产热能力来适应严寒（56 78
+9，"##-；:+;< 78 +9，-44!），以高的氧利用率来

适应缺氧环境（=3 2 56，-4>"；=3 78 +9，-4>?），

其具体分子机制有待深入研究。

@ABC- 的发现掀起了细胞低氧信号转导研究的

热潮。@ABC- 由 @ABC-!和 @ABC-"组成：@ABC-!是

功能亚单位，低氧诱导表达；@ABC-"是结构亚单

位，构建性表达（:+;< 2 D7$7;E+，-44!）。有机

体众多氧平衡调节有关的生理过程都有 @ABC- 的参

与。低氧条件下，@ABC-!降解途径阻遏，大量的

@ABC-!蛋白积聚并同 @ABC-"结合，形成具有活性

的 @ABC-，@ABC- 同靶基因的低氧反应元件结合，

在转录水平上调节促红细胞生成素、血管内皮生长

因子等靶基因的表达，从而引起一系列的生理反

应，维持有机体的氧平衡（D7$7;E+，"###）。无论

是在细胞水平，还是在有机体局部甚至是整体水

平，@ABC- 都是氧感受子与氧效应子之间联系的关

键性纽带，而 @ABC-!可以被认为是细胞低氧适应

反应所必需的的核信号（D7$7;E+，-44>，-444）。

从 @ABC-!着手研究高原鼠兔环境低氧适应的

分子机理具有可靠的理论基础。我们从高原鼠兔中

克隆了 @ABC-!全长 F=GH，并探测了自然低氧条件

下 @ABC-! $IGH 的组织特异性表达（/0+1 78 +9，
"##?）。在此基础上，我们研究了常氧条件下高原

鼠兔 @ABC-! $IGH 的组织特异性表达。G1J807J;
杂交显示 @ABC-! $IGH 在检测的各个组织均有表

达，这与 @ABC-!在有机体内低氧相关事件中广泛

发挥作用的假设相一致（D7$7;E+，"###）；另外，

@ABC-! $IGH 在高原鼠兔脑中呈特异性的大量表

达，其具体的功能意义有待于深入探索。氧是有机

体代谢和维持生命活动所必需的，静息状态下仅占

体重 "K的脑消耗了人体总耗氧量的 "#K（DF0$6L8
2 M07NO，-44’），脑是如何高效率的利用氧一直是

学界期望解决的问题，@ABC-! $IGH 在高原鼠兔

脑中的特异性大量表达无疑为从分子水平上解释脑

的高效率利用氧的问题提供了思路，同时也为从分

子水平上阐释高原鼠兔低氧适应机制提供了线索。

高压或常压下，吸入高浓度的氧达一定时程

后，氧对机体产生功能性或器质性损害，可引起氧

中毒。高压氧能够抑制细胞呼吸链与氧化磷酸化过

程，造成体内 HM* 的供应减少。体外研究表明，

高压氧暴露能降低细胞内 G+ P ，升高细胞外 Q P ，

这可 能 是 由 于 HM* 减 少 引 起 的 （ R1+;;S 78 +9，
-4’#；TS39+ 78 +9，-4’’）。同时高压氧对酶有抑制

作用，但 随 着 时 间 的 延 长，抑 制 作 用 可 以 解 除

（U03 78 +9，-44>）。U0+V7E 78 +9（"###）研究了急

性低氧条件下大鼠脑中 @ABC-! $IGH 的表达，发

现模拟低氧条件下，& 0 到 ? L 时间段内 @ABC-!
$IGH 表达逐渐升高，从第 ’ 天开始到第 "- 天逐

渐降低，在第 "- 天又回到初始水平：表明一个新

的有机体氧平衡的重新建立。

根据我们的观察，高原鼠兔移居平原地区开始

! L 内进食量较少，活动也较少，在第 ’ 天慢慢回

复到可观察到的正常状态，推测其原因之一可能是

平原地区的正常氧分压对于高原鼠兔来说是氧过

量，导致了有机体内 HM* 合成量减少，同行为相

关的各种激素水平发生相应的变化，从而引起机体

的适应性反应。随着时间的延长，“高氧”对高原

鼠兔的各种抑制作用减轻或解除，高原鼠兔慢慢的

适应了“高氧”环境，有机体建立起了新的生理平

衡，此时，高原鼠兔又恢复了正常的行为状态。

低氧可引起 @ABC-! $IGH 表达显著升高，而

常氧对于长期生活在缺氧环境的高原鼠兔是一种

“高氧”刺激。相对“高氧”条件下，高原鼠兔是

否通过下调 @ABC-! $IGH 表达来调 节 有 机 体 在

“高氧”环境下建立新的氧平衡有待于进一步的实

验证明。
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