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摘要：为了探讨藏羚羊低氧适应的分子生物学机制，从藏羚羊（1+$2"(,(3& "(4/&($##）骨骼肌组织中提取总

@’A，通过逆转录聚合酶联反应（@B,CD@）技术扩增出 EFG 基因编码区 9H’A 片段，并与 IF.E,B .0J= 载

体连接构建重组质粒，转化 HK%!菌。扩增培养后鉴定阳性质粒并进行序列测定，结果与 ’DGL 数据库进

行比较。结果显示，EFG 基因编码区由 $+% MI 组成，编码 -%$ 个氨基酸。其序列与绵羊、牛、猪、人、小

鼠、大鼠的同源性分别是 N?O、N#O、N"O、?+O、?!O、?-O。推测出的氨基酸序列与绵羊、牛有 N?O同

源性，而与猪、人、小鼠及大鼠分别有 ?NO、?%O、?"O、#NO的同源性。与 ’DGL 数据库登录的绵羊的

EFG 9H’A 序列比较发现，藏羚羊 EFG 基因的 !- 位和 #? 位密码子分别发生了突变（FFB"FAB 和 FAA

"AAF），其对应的氨基酸分别由甘氨酸变为天冬氨酸及谷氨酸变为赖氨酸。至此，成功克隆出藏羚羊

EFG 基因编码区，为进一步揭示藏羚羊低氧适应的分子机制打下基础。
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氧作为生命活动最重要的自然因素，是人

类及许多生物赖以生存的重要条件。机体内氧

的结合、转运等过程主要是通过一系列携氧珠

蛋白来实现的，其功能是协助将氧分子转运到

线粒体中，参与细胞的氧化磷酸化和 74< 的生

成。高寒和缺氧是高原地区的两个重要的特

征，生活在高原地区的高原土著动物，在长期的

适应进化过程中必将形成自己独特的低氧适应

策略［=］。藏羚羊（!"#$%&’&() %&*+)&#,,）是青藏高

原特有的国家一级重点保护野生动物。它主要

分布在西藏和青海大部以及新疆南缘、四川西

北部 和 甘 南 西 南 的 部 分 地 区。栖 息 高 度 在

> ?@@ A ? ?@@ 3，尤以 B ?@@ A ? ?@@ 3 的高原无

人区比较常见［C］，常在高寒草甸、高寒草原、高

寒荒漠的生态环境中生活，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。

目前研究显示，脊椎动物中有 B 种携氧珠蛋白，

分别为血红蛋白（,$3(0&(51)，D./）、肌红蛋白

（3’(0&(51)，-./）、脑红蛋白（)$"2(0&(51)，E./）

和胞红蛋白（#’+(0&(51)，F./）［>］。它们在机体实

现氧转运、氧储存、氧利用及氧清除的过程中发

挥重要作用。-./ 主要在骨骼肌细胞和心肌

细胞中表达，尤其是在!型肌纤维细胞中高表

达，它 在 肌 肉 中 的 主 要 功 能 是 携 氧（ (:’0$)
#622’）、储 氧（(:’0$) !+(260$）和 氧 缓 冲（(:’0$)
5"%%$21)0）作用［B，?］。以往有许多物种的 -./ 基

因序列已有报道，但藏羚羊的 -./ 基因序列尚

未见 报 道。为 了 进 一 步 在 基 因 水 平 上 揭 示

-./ 在藏羚羊高原低氧适应中的作用，探索在

低氧环境下 -./ 对氧运输、氧利用和氧储存的

调控机制，分析藏羚羊抗缺氧、高运动耐力的机

制，本文对藏羚羊肌红蛋白基因编码区进行了

克隆与测序。

) 材料与方法

)*) 材料来源 经国家林业局批准（林护批字

［C@@>］=GB 号），于 C@@B 年 G 月在青海省可可西

里自然保护区捕捉藏羚羊 = 只，颈总动脉采血

后放血处死，就地解剖，取所需组织迅速投入液

氮中，低温保存并运回西宁。

)*+ 主要试剂 421H(& 试剂及 8.I-J4 I6!’ 载

体均购自 <2(3$06 公司，*E4< -1:、-". KE7 聚

合酶、-J-LM 反转录酶 N"8$2!#218+（C@@ OP"&）和

限制性内切酶 /0&Q !均为 46R6Q6 公司产品，

ST7U"1#V .$& 回收试剂盒为 ST7.IE 公司产品。

)*, 引物设计 利用 .$)/6)V 中 绵 羊（ 12,)
"3,4)，KSGG?CC@）、牛（ 5&) $"636)，E-—=W>XX=）、

人（7&8& )"(,4#)，/F@=B?BW）、猪（96) )03&:"，E-—

C=BC>Y）、小鼠（;6) 86)06’6)，/F@C?=WC）及大鼠

（<"$$6) #&324+,06)，/F@W@?==）的 -./ #KE7 序

列，输入到 KE7-7E 软件，通过核酸序列的同

源比对，得到 -./ 核酸序列的高度保守区。根

据 Z" 等［C］对藏羚羊的前期研究结果，藏羚羊与

绵羊的亲缘关系最近，故参照绵羊的 -./ 基因

设计如下引物：上游引物（-05J[）序列为 ?\J
74....F4F7.F.7F....7J>\， 下 游 引 物

（-05JQ）序 列 为 ?\J447.FFF4..77.FFF7.FJ
>\。引物的设计与评价用 KE7-7E 软件进行。

引物均由上海英骏生物技术有限公司合成，使

用浓度为 C@"3(&PL。

)*- 总 ./0 提取 藏羚羊骨骼肌组织总 QE7
的提取采用 421H(& 试剂一步抽提法进行。用

KOX@@ 核酸蛋白含量检测仪（/IF7R-7E 公司）

测定 7CY@ 和 7CX@ 及浓度，并进行 &]的甲醛变性

凝胶电泳，检测其质量，̂ X@_冰箱保存备用。

)*1 .2345. 扩增及序列测定

)*1*) #KE7 第一链的合成 取总 QE7 ="0、
‘&10(*4 C"& 混匀后置于 W@_水浴 ? 31)，于冰上

快速冷却，稍离心，加入 ? a 逆转录缓冲液 ?"&，
*E4< -1:（Cb? 33(&PL）Cb?"&，-J-LM 反转录

酶 ="&，QE7 酶抑制剂 @b?"&，其余用无 QE7 酶

灭菌水补充至 C?"&，混匀后 BC_反应 G@ 31)，
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然后 !"#孵育 " $%&，结束后 ’ ()#冰箱保存备

用。

!"#"$ *+, 扩增反应 取合成的 -./0 模板 1

!2，依次加入 1) 3 *+, 缓冲液 (4"!2，5/6* 7%8
9!2，引物 7:;<= 及 7:;<, 各 )4("!2，!"# ./0
聚合酶 )4("!2，加无菌去离子水补足至 ("!2。
*+, 扩增条件为：!9#预变性 > $%&；!9# 9) ?，
>)4(# 9) ?，@(# 1 $%&，循环 A) 次；@(#，延伸

1) $%&。

!"#"% *+, 产物的回收、纯化及序列测定 取

*+, 全部反应液进行 14(B琼脂糖凝胶电泳，

检验扩增结果，按照 CD0EF%-G HI2 回收试剂盒

说明回收纯化特异性扩增片段。将回收纯化的

片段连接到 JHK7<6 KL?M 载体上，连接产物转

化感受态 .N""细胞，用含氨苄青霉素、O<HL2
和 D*6H 的 PQ 培养基 A@#过夜培养。从转化

的平板上挑白斑单克隆，接种后 A@# 摇床过

夜。提取质粒，用 $%&, #酶切，1B的琼脂糖

凝胶电泳，选出含有目的片段的克隆，送上海英

骏生物技术有限公司测序。将获得的序列在

HI&QL&G 上进行 Q2L?R 初步比较分析，并将相关

物种绵羊、牛、猪、人、小鼠及大鼠的 7HQ 基因

-./0序列下载，在 ./070/ 软件上进行同源

性比较。

$ 结 果

$"! 藏羚羊总 &’( 提取 利用 6S%TU2 试剂一

步抽提法提取藏羚羊骨骼肌组织总 ,/0，经

1B变性琼脂糖凝胶电泳、溴化乙啶染色，紫外

灯下显示，(VW S,/0 亮度大约是 1VW S,/0 亮度

的 ( 倍，说明提取的总 ,/0 完整，没有或者很

少降解（图 1），可以作为逆转录模板用于 ,6<
*+,。

$"$ &)*+,& 结果 以藏羚羊的肌肉组织总

,/0 为模板，以寡聚核苷酸为引物，在逆转录

酶的作用下，合成 -./0。取 1!2 合成的 -./0
为模板，采取梯度 *+, 进行预实验，寻找最佳

退火温度。确定 >)4(#为最佳退火温度，得到

特异性条带。取 1)!2 样品进行 1B琼脂糖凝

胶电泳，可见一明显的大小约9>" ;J左右的特

图 ! 甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析

藏羚羊肌肉组织总 &’(
-./0! )12 34356 &’( 47 ).82359 (93264:2 ;<262=349
>?;=62 3.;;?2 5; @2A2562B 8C 74@>56B21CB2 5/5@4;2

/26 262=3@4:14@2;.;

图 $ 藏羚羊 DEF 基因编码区 &)*+,& 扩增结果

-./0$ &)*+,& :@4B?=3 859B 47 =4B.9/ @2/.49
47 312 ).82359 (93264:2 DEF /292

7X./0 分子量标准 .P()))；

14 藏羚羊 7HQ 基因编码区 ,6<*+, 扩增产物。

7X.P())) ./0 $LSGIS；14,6<*+, JSU5F-R UY RZI

-U5%&: SI:%U& UY RZI 6%;IRL& 0&RI2UJI 7HQ :I&IX

异性扩增片段（图(），与预期产物的大小一致。

$"% 测序结果及序列分析 将 *+, 产物测

序，其结果经 /+QD 数据库 Q2L?R 搜索，表明测得

的序列与 HI&QL&G 中哺乳动物的 7HQ 最为相

似。表明本实验所克隆得到的序列为藏羚羊

7HQ基 因 -./0 序 列。其 开 放 读 码 框 为 9>"
;J，可编码 1"9 个氨基酸（图 A），该基因序列已

被 HI&QL&G 序 列 数 据 库 收 录，序 列 号 为

K=>(>!>9。

用 ./070/ 软 件，将 藏 羚 羊 7HQ 基 因

-./0 序列与其他物种进行同源性比较分析，结

果显示藏羚羊的 7HQ 基因 -./0 序列与绵羊的

·(@· 动物学杂志 ’()*+,+ -&./*"0 &1 2&&0&34 9( 卷



图 ! 藏羚羊 "#$ 基因编码区的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

%&’(! )*+,-./&0- 120 0-0*+-0 13&2. 1+&0 4-5*-2+-4 .6 +.0&2’ 7-’&.2 .6 8&9-/12 :2/-,.;- "#$ ’-2-
加粗部分为起始密码子与终止密码子。!"#$" %&’&( #(’ ")$*+(#"+&( %&’&( #$) ,&-’)’.

基因 %/01 序列有 234同源性，而与牛、猪、人、

小鼠及大鼠分别有 254、264、374、384、394
的同源性。推测出的氨基酸序列与绵羊、牛有

234同 源 性，而 与 猪、人、小 鼠 及 大 鼠 分 别 有

324、3:4、364、524的同源性（表 9）。与绵羊

的 ;<= %/01 序列比较发现，其密码子发生了两

处突变，分别位于 89 位（<<>!<1>）和 53 位

（<11!11<），其对应的氨基酸分别由甘氨酸变

为天冬氨酸及谷氨酸变为赖氨酸（图 ?）。

表 < 藏羚羊与不同物种间 "#$ 基因 +=): 序列

核苷酸及氨基酸同源性比较

819,- < >.3.,.’? +.3;17&4.24 .6 /@- 2*+,-./&0- 120
13&2. 1+&0 4-5*-2+-4 .6 "#$ 9-/A--2

!"#$%&’&() %&*+)&#,, 120 ./@-7 4;-+&-4（4）

绵羊

!@))A
牛

B#""-)
猪

C+D
人

EF*#(
小鼠

;&FG)
大鼠

H#"
核苷酸

0F%-)&"+’)
23 25 26 37 38 39

氨基酸

1*+(& #%+’
23 23 32 3: 36 52

图 B 藏羚羊与绵羊 "#$ 氨基酸序列的比较

%&’(B 8@- +.3;17&4.2 .6 /@- 13&2. 1+&0 4-5*-2+-4 .6 "#$ 9-/A--2 !"#$%&’&() %&*+)&#,, 120 C@--;
图中阴影部分为变异位点。<$#I G@#’)G #$) J#$+#"+&( G+")G.

进一步用 /01;10 软件对藏羚羊进行系

统进化分析（图 :），结果发现藏羚羊与绵羊同

属一个进化分支，而与人、猪、小鼠、大鼠的距离

相对较远，这一结果与 KF 等［8］对藏羚羊线粒体

基因组序列的研究中发现藏羚羊与绵羊的亲缘

关系最近是相一致的。

! 讨 论

低氧适应的本质是机体在低氧的条件下，

能够最大程度地摄取和利用有限的氧，完成正

常的生理功能［5］。肌红蛋白作为携氧珠蛋白中

的一 种，在 机 体 的 氧 利 用 中 发 挥 了 重 要 作
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图 ! 藏羚羊肌红蛋白系统进化树分析

"#$%! &’()*+#+ ,- ./*),$0’01#2 03,)41#,’ ,-
5#601(’ &’10),.0 7*,$),6#’ $0’0

标尺及数据：不同物种间肌红蛋白基因的系统进化距离。

!"#$% #&’ ’#(#：)*+$,-%&%(." /0#&"* ’.1(#&"% ,2

345 /%(6%%& ’.22%0%&( 17%".%18

用［9 : ;;］，其主要功能是通过可逆性地与氧结合

和释放，促进氧从细胞质弥散到线粒体，为肌肉

组织储存和转运氧［;<］。有研究报道，肌红蛋白

与氧的亲和力高于血红蛋白，在同样的氧分压

下，肌红蛋白结合的氧量是血红蛋白的 = 倍。

李庆芬［;>］在人与动物呼吸系统对高海拔低氧

适应的研究中发现，高原的动物和人骨骼肌中

的肌红蛋白含量比平原地区的水平高，而平原

居民 与 平 原 动 物，如 大 鼠 和 豚 鼠（ !"#$"
%&’()**+,）经过 > ;?? : @ ??? A 海拔驯化后，骨骼

肌 中 的 肌 红 蛋 白 则 会 显 著 增 加。 反 之，

B%+&#2#0C%! 则发现，高山羊驼（-"." %"(&,）移至

平原后，其肌红蛋白在 = 个月内降为原来的一

半。显然，肌红蛋白表达水平的增加是动物对

低氧适应的机制之一。

藏羚羊作为青藏高原特有的土著哺乳动

物，常年生活在海拔 D @?? A 以上的高寒、缺氧

地区，却能够以 =? EA 的时速连续奔跑 F? : ;??
EA，具有极强的耐缺氧能力。因此从基因组学

角度考虑，低氧适应相关基因的克隆与鉴定对

于了解高原土生动物低氧适应的分子机制尤为

重要［;D］。目前，对于藏羚羊低氧适应机制的研

究仅有!G珠蛋白的研究报道［;@］，但对于 345
的研究尚未见报道，因此我们克隆了藏羚羊

345 基因编码区并测序，得到藏羚羊 345 基

因 "HIJ 序列，其开放读框为 D=@ /7，可编码

;@D 个氨基酸。同源序列比较发现藏羚羊与绵

羊的同源性最高，这与 KL 等人对藏羚羊线粒

体基因组序列的研究报道［<］是一致的。将本研

究的藏羚羊 345 基因 "HIJ 序列与 IM5N 数据

库登录的绵羊 345 "HIJ 序列比较发现，其密

码子发生了两处突变，分别位于 <; 位（44O"
4JO）和 F9 位（4JJ"JJ4），其对应的氨基酸分

别由甘氨酸变为天冬氨酸及谷氨酸变为赖氨

酸。这一突变是否对肌红蛋白的结构与功能有

影响，尚需要进一步的蛋白结构及功能的研究，

目前我们正在进行 345 "HIJ 全序列的克隆和

表达研究，以期填补该项研究领域的空白。

致谢 承蒙军事医学科学院基础医学研究所范

明研究员、范文红博士、王晓文博士、吴燕老师、

吴海涛硕士、马鑫硕士等在实验过程中提供帮

助，谨此致谢！
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《动物学杂志》投稿注意事项

" 稿件的投寄

稿件通过本刊的电子信箱（QE#$/)：Y,".%$)Z /,[4 $+4 +%）投寄（N,.- 文件作附件）。

# 论文的格式要求

题目 应言简意赅。中文题目字数一般不超过 56 个字；英文题目不超过 76 个实词，实词首字母大写。

作者 署名人应是对论文的全部或部分内容做出主要贡献，并能对文章内容负责的人。

单位 应写作者单位的标准全称及所在地和邮编。

摘要 中文摘要放在文首。内容必须包括：研究目的、方法、结果（主要数据）和结论。用第三人称叙述。英文

摘要放在中文摘要下面，其内容应与中文摘要相对应或略详于中文摘要。

关键词 一般为 9 : I 个，中英文对应，分别列在中英文摘要下面。

前言 结合文献阐述国内外相关研究领域的发展状况及本研究的目的和意义。

正文 材料与方法对材料的来源及方法的出处应详细陈述；结果的数据要完整，微观形态的稿件应有实验照

片作为依据，文字叙述要简洁明了，与图表内容相互呼应；讨论应依据前言的内容、结果的数据、现象展开讨论，以

达到解决问题或得出结论的目的。

全文书写规格 文中请使用国家颁布的法定计量单位和符号及规范化的名词、术语。文中首次出现的英文缩

写词，应先写出中文名称后，再在括号内写出英文全称和缩写词。物种名称在文中第一次出现时应附拉丁学名（种

属名用斜体，属名首字母大写）。名词术语的用法文中应前后一致。

!小标题：应简短准确、层次清楚。各级标题一律采用阿拉伯数字连续编码，左顶格编排，如“7”（一级标）、

“7<7”（二级标）、“7<7<7”（三级标）。

"图表：力求精选，反应同一数据的图与表不能重复。其序号一律采用阿拉伯数字编码，在文中引用处注明。

线条图应用计算机绘制，激光打印机打印；照片图要求反差适中、层次清晰。显微及电镜照片，应注明长度标尺和

放大倍数。

参考文献 应列出与本文直接有关的中外文主要文献，未公开发表的文献可作脚注处理。本刊文献的著录格

式采用顺序编码制，即以文献在文中出现的先后顺序连续编码，加方括号标注在文中引用处，文后文献表的文献要

与文中一致，并按文中的顺序排列，多名作者须在列出前三名作者后加“等”。具体格式要求为：

!期刊：作者 4 题名 4 刊名（外文刊用斜体），出版年，卷（期）号：起止页码 < 示例：
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·I8·I 期 马 兰等：藏羚羊肌红蛋白（=LA）基因编码区的克隆与分析


