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为了解内皮型一氧化氮合酶 !

9LBN

"在动物体内催化产生一氧化氮!

LB

"$对动物低氧适应的重要作用$

选取饲养在西藏林芝地区!海拔约
$"""T

"的藏猪'大约克猪!高原大约克猪"和饲养在北京!海拔约
#""T

"的大约

克猪!低地大约克猪"$屠宰并采集心肌'肝脏和肺脏组织$采用荧光定量
M0K

技术测定
+=\C

基因的表达量#结

果发现$高原藏猪'大约克猪和低地大约克猪在肝脏和肺脏中
+=\C

的总体表达量分别比心脏中要高
#"""

和
D""

倍%在心脏中$高原藏猪和高原大约克猪
+=\C

基因的表达量均高于低地大约克猪的
D?"

和
!?H

倍!

>

%

"?"#

"$但

是在肝脏和肺脏中的表达量却相反#大约克猪从低地移居高原$心肌组织
+=\C

表达量增加了
!?H

倍$但肝脏和

肺脏组织中
+=\C

表达量分别下降了
#?H

和
#?#

倍#结果表明$藏猪
+=\C

基因表达量与低地大约克猪和移居高

原的大约克猪存在差异$且在心肌'肝脏和肺脏组织表现不同$可能对其低氧适应起不同的调节作用#
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#基因的表达与低氧适应分析

!!

动物高海拔低氧适应的分子机制是生物学和医

学研究热点问题之一!对人类医学和动物资源保护

具有重要意义(内皮型一氧化氮合酶"

S,@)619.2-.

,26+25)=2@9:

;

,61-:9

!

9LBN

#在内皮细胞中结构性

表达*

#

+

!是催化
W'

精氨酸生成一氧化氮"

LB

#的限

速酶之一*

!

+

(

9LBN

作为钙依赖性一氧化氮合酶

"

LBN

#!在哺乳动物组织中广泛表达*

$

+

!主要负责

肺和血管基础
LB

的合成*

D

+

(

LB

具有调节免疫)调

节神经和心血管的兴奋等功能*

&

+

(增加
9LBN

活性

可以改变心血管对低氧的反应!提高血液流入量*

H

+

(

S+U*+*T

等*

F

+报道!生活在海拔
D!""T

的藏族人

比海拔
!"HT

的美国人血流速度高
!

倍!血液中

LB

代谢产物高
#"

倍(因此!

LB

及其合成酶可能

在动物低氧适应中起着重要作用(

藏猪是我国青藏高原特有的原始小型地方猪

种!该品种以其应对不良环境的抵抗力和优良的肉

质著称*

%'G

+

!在组织)细胞中及分子水平的适应能力

可达到较高水平*

#"'##

+

!具有独特的稳定遗传机

制*

#!

+

!可以作为模式动物用于低氧适应相关基因的

研究(本研究以高原饲养的藏猪)大约克猪以及低

地饲养的大约克猪为材料!研究
+=\C

基因
TKL3

的表达情况!分析其低氧适应功能!旨在为进一步揭

示
+=\C

的低氧适应分子机制提供依据(

!

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

本试验所用西藏藏猪"

JY

#来自西藏农牧学院

教学实习牧场"海拔约
$"""T

#&饲养在西藏的大

约克猪"

eY

#来自西藏林芝地区尼洋河养殖场"海

拔约
$"""T

#&低地大约克猪"

eW

#来自北京中顺景

盛养殖场"海拔约
#""T

#(每组试验猪均为
#"

头
H

月龄的健康去势公猪!体重相近!无亲缘关系(屠宰

后!采集心肌"左心室部位#)肝脏"左中叶部位#和肺

脏"左心叶部位#组织!液氮速冻!

j%"_

保存!用于

提取
KL3

(

!"#

!

定量
<=(

引物设计和合成

从
L0RC

中下载猪
+=\C

和
!$>#P

"作为内

参#基因
TKL3

序列!采用
M+2T9+M+9T29+&?"

软件

设计荧光定量的引物"表
#

#(引物由上海生物工程

有限公司合成!用
"?#O ASM0

水溶解!

D_

保存(

表
!

!

基因定量的引物序列

J->.9#

!

M+2T9+:9

^

*9,59:/)+

^

*-,626-6289-,-.

;

:2:

基因名称

I9,9,-T9

I9,R-,X

登录号

I9,R-,X300?L)?

引物序列"

&]

$

$]

#

M+2T9+:9

^

*9,59

"

&]

$

$]

#

退火温度%
_

3,,9-.2,

4

69T

<

9+-6*+9

产物大小%
>

<

M+)@*56:2U9

+=\C Lc

'

!#D!G& \

$

0003I3I33JII3I3I3IJJ H" #"F

K

$

J3JJI33I0II3JJJJIJ33

!$>#P Lc

'

""#!"H$&G \

$

IIJ03003III0JI0JJJJ3 H" #$D

K

$

00JJI30JIJI00IJII33J

!"$

!

总
(&'

提取和
K%&'

制备

采用超纯
KL3

提取试剂盒"北京康为世纪生

物科技有限公司#提取心脏)肝脏和肺脏组织总

KL3

(

#O

琼脂糖胶电泳检测
KL3

样品的完整性(

用
L-,)A+)

<

!"""

"美国
J19+T)

公司#测定
KL3

样品浓度和质量(随后采用
c'cW[

反转录试剂

盒"北京百泰克生物技术有限公司#合成
5AL3

!

j!"_

冻存(

!")

!

定量
<=(

首先以
5AL3

为模板!用表
#

中引物扩增

!$>#P

和
+=\C

基因片段!

M0K

产物用
#?&O

琼

脂糖凝胶电泳!观察目的条带的大小)亮度和是否有

杂带!并对目的条带测序"北京诺赛基因组研究中心

有限公司#!看是否为目的基因(

用
&

个点
#"

倍梯度稀释的
5AL3

为模板!采用

NeRK

定量
M0K

试剂盒"北京百泰克生物技术有限

公司#在
0\QGH

定量
M0K

仪"

R2)'K-@

!

7N3

#进行

扩增!每个样品点设置
$

个重复(观察
&

个点扩增

曲线)标准曲线和产物溶解曲线!从扩增效率)重复

性和产物特异性来确定定量
M0K

引物的有效性(

对心脏)肝脏和肺脏组织
5AL3

样品进行定量

M0K

!每个样品设
$

个重复(同时!在每次
M0K

反应

中设置标准样"所有
5AL3

样品的等量混池#和空白

样(反应结束后!设置合适的阈值!读取所有样品的

9

%

值!样品目的基因的表达量采用
!

j

--

9%法计算$

&"#
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-

9

%

"样品#l9

%

"样品目的基因#j9

%

"样品内参基因#

-

9

%

"标准样#l9

%

"标准样目的基因#j9

%

"标准样内参基因#

--

9

%

l

-

9

%

"样品#j

-

9

%

"标准样#

目的基因表达量
l!

j

--

9%

!"*

!

统计分析

用
N3NG?"

软件对
+=\C

基因表达量进行双因

素"品种和组织#方差分析!并进行
A*,5-,

多重比较!

>

%

"?"&

时差异显著!

>

%

"?"#

时差异极显著!

>

(

"d"&

无显著性差异(数据表示为均值
g

标准误(

#

!

结果与分析

总
KL3

电泳检测"图
#

#可见
!%N

)

#%N

和
&N$

条带!且
!%N

条带比
#%N

条带更亮!表明总
KL3

质

量较好(所有样品总
KL3

在
!H"

和
!%",T

的吸收

#

)

!

为高原藏猪&

$

)

D

为高海拔大约克猪&

&

)

H

为低地大约克猪&

c

为
Ac!"""M.*:c-+X9+

(

#

)

!?J2>96-,

<

2

4

2,12

4

1.-,@

&

$

)

D?e)+X:12+92,12

4

1.-,@

&

&

)

H?

e)+X:12+92,.)a.-,@

&

c?Ac!"""M.*:c-+X9+?

图
!

!

猪心脏组织总
(&'

提取结果

\2

4

?#

!

J)6-.KL39=6+-562),/+)T19-+662::*9:)/

<

2

4

:

值比值均在
#?%

!

!?"

之间!无蛋白质和
AL3

等杂

质的污染!提取的总
KL3

质量完好!可用于后续

5AL3

的合成及定量分析(

!$>#P

和
+=\C

基因引物以
5AL3

模板的

M0K

产物分别可见明显
#$D

和
#"F>

<

的条带"图

!

#(扩增产物特异性好!目的条带测序结果证明是

该基因的序列片段(

#

)

&

为高原藏猪&

!

)

$

为高海拔大约克猪&

D

为低地大约克猪&

c

为

Ac!"""M.*:c-+X9+

(

#

)

& J2>96-,

<

2

4

2,12

4

1.-,@

&

!

)

$ e)+X:12+92,12

4

1.-,@

&

D

e)+X:12+92,.)a.-,@

&

cAc!"""M.*:c-+X9+?

图
#

!

!$2#3

#

6

$和
01-,

#

G

$基因引物
<=(

产物

\2

4

?!

!

M0K

<

+)@*56:)/

<

+2T9+:)/!$>#P

"

-

#

-,@+=\C

"

>

#

4

9,9:

!$>#P

和
+=\C

基因引物以梯度浓度
5AL3

为模板定量
M0K

扩增曲线见图
$

(可见扩增重复

性较高!标准曲线的
B

! 值在
"?GG

以上!扩增效率均

在
G&O

!

#"&O

之间!说明扩增引物符合定量
M0K

要求(

图
$

!

!$2#3

#

6

$和
01-,

#

G

$基因的荧光定量
<=(

扩增曲线

\2

4

?$

!

'̀M0K-T

<

.2/25-62),5*+89:/)+!$>#P

"

-

#

-,@+=\C

"

>

#

4

9,9:

!!

高原饲养藏猪)大约克猪和低地大约克猪
$

组

的心脏)肝脏和肺脏组织的
+=\C

基因
TKL3

表达

量见图
D

(在不同的组织和不同品种中!该基因表

达均有显著差异"

>

%

"?"&

#(在肝脏)肺脏中表达

量比较丰富!但在心脏中的表达量中均较低(在肝

脏)肺脏组织中!藏猪
+=\C

基因的表达量均低于高

原大约克猪和低地大约克猪"

>

%

"?"&

#"图
D

"

-

#和

"

>

##(而在心脏中却相反!高原藏猪表达量最高!显

著高于低地大约克猪"

>

%

"?"#

#(大约克猪从低地移

居到高海拔!心脏中
+=\C

表达显著增加"

>

%

"?"#

#

"图
D

"

5

##!在肝脏和肺脏中
+=\C

表达量虽有下降趋

势!但与低地大约克猪差异不显著"

>

(

"?"&

#(

H"#
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+=\C

#基因的表达与低氧适应分析

JY

为藏猪"

*l#"

#!

eY

为高海拔大约克猪"

*l#"

#!

eW

为低地大约克猪"

*l#"

#&

#

为显著差异"

>

%

"?"&

#!

##

为极显著

差异"

>

%

"?"#

#(

JYlJ2>96-,

<

2

4

2,12

4

1.-,@

"

*l#"

#!

eYle)+X:12+92,12

4

1.-,@

"

*l#"

#!

eWle)+X:12+92,.)a.-,@

"

*l#"

#&

#

N2

4

,2/25-,6@2//9+9,59

"

>

%

"?"&

#!

##

S=6+9T9.

;

:2

4

,2/25-,6@2//9+9,59

"

>

%

"?"#

#

?

图
)

!

01-,

基因在心脏#

6

$!肝脏#

G

$!肺脏#

K

$组织中的表达量

\2

4

?D

!

+=\C

4

9,99=

<

+9::2),2,61919-+6

"

-

#!

.289+

"

>

#!

.*,

4

"

5

#

62::*9:

$

!

讨
!

论

#

#

9LBN

最初在内皮细胞中发现和纯化!

G"O

以上呈颗粒性!少量可溶性酶的变性分子质量约为

#$&*

(研究发现
9LBN

除存在于血管内皮细胞外!

也存在于其他细胞中!甚至骨骼肌细胞和海马锥体

细胞内也有存在*

#$'#D

+

(

9LBN

被认为是结构型酶!

在生理状态下处于低水平表达!其接受激动剂作用

时快!酶活性迅速增加!起效时间仅几秒!其活性受

0-

!f浓度调节!当
0-

!f进入细胞内形成
0-

!f

'0-c

复合物从而导致其活性的激活*

$

+

(缺氧对
+=\C

表

达的影响表现不一!长期低氧损害肺血管内皮细胞

0-

!f代谢和
9LBN

与小窝蛋白
'#

"

0-89).2,'#

#的正

常耦联而导致
+=\C

表达的减少*

#&

+

(低氧时
9LBN

一个重叠的顺式反义引物转录物可能在转录后水平

下调
+=\C

发挥作用*

#H

+

(而另有研究报道!低氧可

以诱导
+=\C

基因表达的上调*

#F

+

(这可能是因为

不同的氧压力和%或不同的内皮细胞类型造成这一

差异的(

!

#心脏是调节低氧适应功能的重要器官!如

+=\C

基因敲除的小鼠心脏发育先天性缺陷会导致

其心脏衰竭*

#%

+

(藏猪是我国特有的高原型地方猪

种!具有较强的适应高海拔低氧)高寒环境的能力(

本试验发现!高海拔低氧环境中!藏猪心脏组织

+=\C

基因表达显著较高!这可能是其心血管系统

对低氧适应起了重要作用(藏猪为了适应低氧的环

境!需增加体内
9LBN

活性!改变心血管对低氧的反

应!提高血液流入量!增加心肌的泵血功能&低地大

约克猪移居到高海拔低氧环境后!心肌组织中

+=\C

基因的表达也比低海拔环境中高!原因可能

是低地猪通过增加
+=\C

表达量!改善心血管系统

运输氧的能力以适应高原低氧环境的代偿性生理

反应(

$

#氧是肝脏能量代谢中必需的电子接受体!缺

血灌注时!肝脏糖代谢主要受供氧调节!只有在氧气

体积分数大于
DO

时才有糖合成!氧气体积分数必

须大于
!O

时才有糖摄取(本试验中!藏猪长期处

于氧气稀薄)低温)高辐射)高海拔以及没有人类给

予生物学保护的应激环境下*

#G

+

!在长期的自然选择

过程中!在行为)生理和形态等诸多方面形成其独特

的特点以适应环境的挑战!所以在肝脏中的
+=\C

表达基本处于稳定(低地大约克猪移居到高海拔低

氧环境后!肝脏中
+=\C

的表达量降低!但是二者

差异不显著!可能是低地大约克猪移居到氧气体积

分数小于
!O

的低氧环境下!机体启动了脂肪和蛋

白质代谢!此种环境下肝糖原合成受阻!有可能导致

某发育阶段激活
9LBN

释放
LB

!

LB

升高!活化鸟

苷酸环化酶!维持毛细血管持久性扩张!减小外周阻

力!加速血液循环!改善组织获氧能力!但是本试验

移居到高海拔的大约克猪在低氧环境下有
$

!

D

年

之久!过高的
LB

水平又抑制
+=\C

在肝脏中的表

达!所以
9LBN

的合成发生负反馈调节作用而引起

+=\C

表达的下调(

有研究表明*

!"

+

!长期处于低氧环境中可抑制

9LBN

活性!使小鼠肺组织
+=\C

表达减少!随之

LB

生成与释放减少!舒张血管作用减弱!肺血管内

皮细胞和平滑肌细胞增殖)肺血管重构)肺动脉压力

升高(而
LB

减少主要由于血管内皮细胞的
+=\C

F"#
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卷
!

的低表达*

!#

+

(本试验中!大约克猪从低地移居到高

原!

+=\C

的活性受到抑制!肺脏组织的
+=\C

表达

量呈下降趋势!藏猪长期居住在低氧的环境中!与大

约克猪中
+=\C

表达量相比表现明显的差异性(

但是藏族和玻利维亚人呼出去的
LB

含量比平原人

高*

!!

+

!与本研究结果不一致(由于基因表达具有时

序性!不同时期
+=\C

基因的表达量是否会有变

化!其变化规律如何!仍需进一步对不同发育阶段藏

猪
+=\C

基因
TKL3

组织表达差异进行研究(
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