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冷暴露对中缅树　褐色脂肪组织中
解偶联蛋白 1 含量的影响

谢 　静 　王政昆 3 　张武先 　朱莉萍
(云南师范大学生命科学学院 教育部生物能源持续开发利用工程研究中心　昆明　650092)

摘要 : 自备抗血清采用酶联免疫法测定了中缅树　 ( Tupaia belangeri)在 (5 ±1) ℃冷暴露 0 d、7 d、14 d、21

d、28 d 时 ,褐色脂肪组织 (BAT)中解偶联蛋白 1 (UCP1)的含量。结果表明 ,随着冷暴露时间的延长 ,中缅

树　的体重、褐色脂肪组织重量均表现出了增加的趋势 ,BAT线粒体总蛋白和 UCP1 的含量也呈增加的

趋势 ,其中 UCP1 的含量在 28 d 时达到极显著水平 ,比对照组增加了 5519 %。说明冷暴露能够诱导中缅

树　 UCP1 表达增加 ,从而使其适应性产热增加。
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The Effects of Cold Exposure on the Content of Uncoupling

Protein of BAT in Tupaia belangeri
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Abstract :Uncoupling proteins (UCPs) increase proton leakage across the inner mitochondrial membrane. UCP1 in

brown adipose tissue dissipates proton motive force as heat. This mechanism of nonshivering thermogenesis is

considered as a monophyletic trait of endothermic placental mammals and provided a crucial advantage for life in the

cold. Thereby , UCP1 is thus the only protein capable of mediating cold2acclimation2recruited adaptive adrenergic

nonshivering thermogenesis. In this study , the content of UCP1 in BAT in Tree Shrews ( Tupaia belangeri ) was

measured during cold exposure for 0 day ,7 days ,21 days and 28 days by enzyme2linked immunosorbent assay. The

body weight ,BAT weight ,mitochondrial protein contents and UCP1 contents greatly increased with the cold exposure.

The UCP1 content increased by 5519 %( P < 0101) significantly after 28 days cold acclimation. The changes in BAT

thermogenic properties are important for the survival under cold stress in T. belangeri .
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　　褐色脂肪组织 (brown adipose tissue ,BAT)是

小型哺乳动物非颤抖性产热 ( nonshivering

thermogenesis ,NST) 发生的主要部位 ,NST 能力

的变化与 BAT 的产热功能密切相关[1 ] 。BAT

产热的功能基础是位于线粒体内膜上的特异性

质子转导蛋白即解偶联蛋白 1 ( uncoupling

protein one ,UCP1) 。UCP1 是一种仅在哺乳动物

BAT线粒体内膜上存在的产热蛋白 ,也是机体



组织特异表达的线粒体内膜蛋白 ,分子量为

32 000 u ,它通过增加内膜的质子通透性 ,降低

由呼吸链所产生的质子梯度 ,使氧化磷酸化过

程解偶联[2 ] 。冷暴露过程中 ,在交感神经支配

下 ,通过 BAT 细胞膜上的β肾上腺能受体 (其

中主要是β3 型受体) 的激活而诱导 UCP1 基因

表达[3 ]
,进而使 UCP1 合成增加。UCP1 的含量

和活性决定了 BAT的产热能力。

小型哺乳动物的适应性产热机理研究主要

集中在实验啮齿动物[4 ]和室内驯化动物如黑线

毛足鼠 ( Phodopus sungorus) [5 ] ,而对野生动物的

研究则相对较少 ,且结论较不一致 ,如 Klaus

等[6 ]发现欧　 ( Clethrionomys glareolus) BAT线粒

体蛋白和 UCP1 表达在冬季分别比夏季增加了

70 %和 30 % ,而在室外气候驯化条件下 ,布氏

田鼠 ( Lasiopodomys brandtii) BAT 中的 UCP1 含

量并没有表现出季节性差异[7 ]
; 短光照能促进

布氏田鼠[8 ] 和非洲刺毛鼠 ( Acomys cahirinus )

BAT 中 UCP1 含量的增加 , 但对长爪沙鼠

( Meriones unguiculatus ) [9 ] 和金黄刺毛鼠 ( A .

russatus) [10 ]则无影响。

中缅树　 ( Tupaia belangeri ) 属攀　目

(Scandentia) 树　科 ( Tupaiidae) ,主要分布于东

南亚、印度、锡金、尼泊尔、缅甸、我国广西南部

及海南岛等 ,为东洋界特有小型哺乳动物。中

缅树　是该科中分布最广和分布纬度最高的一

个种[11 ]
,因此其生理适应上可能会显示出与东

洋界其他小型哺乳动物的不同。已有的实验研

究表明 ,分布于该过渡地带的中缅树　 ,其生理

适应特征显示出某些过渡特征 ,同时又表现出

一定的差异性[12～14 ] 。在本研究中 ,测定了冷暴

露 0 d、7 d、14 d、21 d、28 d 中缅树　 BAT 中

UCP1 蛋白的含量 ,旨在从细胞和分子水平上对

其产热机理进行探讨 ,从而对中缅树　的生存

适应对策有进一步的理解。

1 　材料与方法

111 　实验动物　实验动物于 2006 年 7 月捕自

云南省昆明市禄劝县屏山镇 (北纬 25°25′～26°

22′,东经 102°13′～102°57′) 附近灌丛中 (海拔

1 679 m) 。动物捕回后单笼饲养 ,22～25 ℃室温

条件下适应 3 d ,光照 12L∶12D ,此为 0 d 对照

组。冷暴露 7 d、14 d、21 d、28 d 共 4 组 ,每组 8

只动物 ,在环境温度 (5 ±1) ℃、无巢材、光照

12L∶12D 条件下单笼饲养。

每天上午定点喂以由玉米面、奶粉、白糖以

适当比例混合制得的熟食 ,添加少许水 ,每隔一

天加喂苹果、梨等水果适量。

实验动物均为非繁殖期成年个体 ,实验组

与对照组中尽量雌雄各半 ,饲养地点为云南师

范大学生命科学学院动物学实验室。

112 　BAT中线粒体分离及线粒体蛋白含量的

测定 　实验动物处死后 ,迅速取出 BAT 组织。

按照 Cannon 等[15 ] 介绍的方法 ,将 BAT 在冰浴

中剪碎 ,加 5 倍体积 (wΠv) BAT提取液 (5 mmolΠL
Tris ,250 mmolΠL 蔗糖 ,015 mmolΠL EDTA ,1 mmolΠ
L MgCl2·6H2O ,015 mgΠml 牛血清蛋白) ,手动匀

浆 ; 2 000 g 4 ℃离心 7 min ,弃沉淀 ; 取上清于

10 000 g 4 ℃离心 10 min ,弃上清 ; 将沉淀用适

量提取液悬浮 ,于 10 000 g 4 ℃离心 10 min ,弃

上清 ; 所得沉淀即为线粒体 ,加适量提取液溶

解 ,即可用于线粒体蛋白含量的测定。

蛋白质定量采用 Folin2酚法 ,以牛血清白蛋

白为标准 ,采用紫外分光光度计测定线粒体蛋

白含量。

113 　BAT 中 UCP1 的分离和纯化 　将实验动

物处死 ,迅速分离肩胛间及颈部两侧的褐色脂

肪组织 ,用提取液 A(10 mmolΠL Tris ,250 mmolΠL
蔗糖 ,2 mmolΠL EDTA )清洗组织 ,在冰上剪碎组

织 ,以 BAT∶提取液 A = 1∶5 (w∶v) 加入提取液

A ,匀浆 ; 然后 1 500 g 4 ℃条件下离心 10 min ,

用移液器去掉上层脂肪 ,500 g 4 ℃离心 5 min ,

去掉沉淀 ; 进一步在 10 000 g 4 ℃条件下离心

10 min ,去掉上清液 ,所得的沉淀用提取液 B

(20 mmolΠL MOPS ,20 mmolΠL Na2 SO4 ,2 mmolΠL

EDTA) 悬浮 (w∶v = 1∶5) 。

用超声波仪在 20 kHz 条件下超声两次 ,每

次 25 s。超声后的溶液在 10 000 g 4 ℃条件下

离心 20 min ,去掉上清液 ,用相同体积的溶液悬

浮 ,同时加入等体积 5 %的 Triton X2100 ,20 kHz
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条件下超声两次 ,每次 20 s。将超声后的溶液

于 10 000 g 4 ℃条件下离心 30 min ,保留上清

液 ,此上清液为 BAT中线粒体粗蛋白。

取适量的羟磷灰石溶于双蒸水中 ,装层析

柱[16 ] ,静置 20 min ,将上述上清液粗蛋白上样

(上样量为 1～115 ml) ,用提取液 B 进行洗脱 ,

用 DBS2100 电脑全自动部分收集器 (上海康华

生化仪器制造厂)收集柱不吸附成分 ,每管收集

时间为 100 s (大约 014 m1) ,根据 HD9721 紫外

检测仪 (上海康华生化仪器制造厂) 和 LM17 型

记录仪 (永青示波器厂)记录柱不吸附成分的洗

脱峰线 , (吸收波长为 280 nm ,蛋白质在此波长

下均有吸收) ,根据吸收峰线来确定 UCP1 蛋白

所在管号及含量最高管。

将确定含量最高管内的蛋白样品进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ,分离胶、浓缩胶的浓度分别为

12 %和 5 % ,先恒流 10 mA ,样品进入分离胶后

调至恒流 20 mA ,直到溴酚蓝指示剂走至前沿

为止 ,银染后 ,将蛋白样品与标准蛋白比较 ,根

据其分子量是否在 32 000 u 处 ,进一步确定是

否纯化出 UCP1 蛋白。

114 　抗血清的制备 　(1) 选择刚性成熟 ,健

康、生活力强的雄性家兔 3 只 ,体重 2～3 kg ,在

室温及自然光照条件下适应 3 d。实验当日 ,每

只动物先采取对照血清 3～5 ml , - 20 ℃保存备

用。血清制备方法为 ,采血前动物禁食 24 h ,在

近耳根处除毛 ,用甲苯刺激耳缘静脉扩张 ,纵切

开口 012～013 cm ,采血后静脉自行止血。新鲜

血液室温静置 2 h ,然后 4 ℃静置过夜 ,4 ℃条件

下 2 500 g 离心 l0 min ,于 - 20 ℃保存上层血

清。对照血清用于对照免疫后的血清效价及是

否存在交叉反应。(2) 免疫动物 ,纯化 UCP1

(购自北京达科为生物技术有限公司) 约 15μg ,

用水补足至 110 m1 , 加福氏佐剂 ( complete

Freunds adjuvant , CFA) 015 ml ,乳化混匀 ,分别

于动物背部皮下和两后肢肌肉 3 点注射 ,每点

015 ml。实验动物中 ,两只家兔注射抗原ΠCFA

乳剂 ,另一只作对照 ,只注射 CFA ,用双蒸水补

足体积。(3) 于两周后加强免疫一次 ,方法同

上 ,但佐剂用不完全福氏佐剂 ( incomplete

Freunds adjuvant ,IFA ) 。(4) 再过一周 ,采取适

量血清通过试管沉淀法及双向免疫扩散法测试

效价 ,达到 1∶32 以上时 ,就可每周采取血清 30

～50 ml ,采血方法同上。此后每 6 周记忆免疫

一次。

115 　间接酶联免疫法定量测定 UCP1 含量 　

(1) 去离子水冲洗酶标板 (8 ×12 孔) ,室温晾

干。每孔加入含 0105 %Tween 20 和 5 mmolΠL 巯

基乙醇及定量的梯度抗原 (纯化 UCP1 ,购自北

京达科为生物技术有限公司 ,每孔约含 37 ng)

的包被液 012 ml 于微孔中 ,再加入适量上述分

离出的 UCP1 蛋白样品 ,室温静置 3 h 或 4 ℃过

夜。(2) 除去包被液 ,用去离子水冲洗孔 3 ×3

minΠ次 ,晾干后加满孔封闭液 (含 1 %BSA 的包

被液) ,37 ℃静置 3 h 或 4 ℃过夜。(3) 除去包被

液 ,用去离子水冲洗孔 3 ×3 minΠ次 ,晾干后加

入最佳稀释浓度的上述自制兔抗 UCP1 血清

012 ml ,37 ℃静置 3 h 或 4 ℃过夜。(4) 用去离

子水冲洗孔 3 ×3 minΠ次 ,晾干后每孔加入 011

ml 稀释 500～1 000 倍的碱性磷酸酶标记的羊

抗兔抗体 ,37 ℃静置 1 h。(5) 用去离子水冲洗

孔 3 ×3 minΠ次 ,晾干后每孔加入底物试剂 P2硝
基苯磷酸 ( P2nitrophenylphosphate ,NPP ) 012 ml ,

37 ℃静置 15 min。(6) 每孔加 NaOH 011 ml ,终

止反应。

在酶联免疫分析仪 (DG5031 型 ,国营华东

电子管厂制造)上 ,于波长 405 nm 测量 OD 值 ,

根据梯度浓度 UCP1 标准品测得的剂量反应曲

线 ,计算样品 UCP1 含量 Ξ 。

116 　数据处理　实验数据用 SPSS 1510 统计软

件包进行分析处理 ,采用单因子方差分析 (One2
way ANOVA)多重比较。结果均以 Mean ±SE 表

示。

2 　结 　果

211 　体重及褐色脂肪组织重量的变化 　中缅

树　体重随着冷暴露时间的延长逐渐增加 ,与
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0 d 比较 ,到 21 d 时达到显著水平 ( P < 0105) ,

28 d 后 ,体重增加了 911 %(表 1) 。

表 1 　冷暴露对中缅树　体重的影响 (Mean ±SE)

Table 1 　The effects of cold exposure on

body weight in Tupaia belangeri

冷暴露时间

Cold2exposed

(d)

体重 Body weight (g)

初始
Control

驯化后
Acclimation

P 值

P value

0 11117 ±211 11117 ±211 > 0105

7 11013 ±411 10813 ±214 > 0105

14 11214 ±317 11416 ±219 > 0105

21 10819 ±219 11917 ±316 < 0105

28 11218 ±315 12119 ±315 < 0105

　　

　　与 0 d 比较 ,从冷暴露 7 d 开始 ,中缅树　

BAT重量就有了极显著的增加 ( P < 0101) ,分

别在 7 d、14 d、21 d、28 d 时增加了 11812 %、

16914 %、19114 %、19610 %( P < 0101) (图 1) 。

图 1 　低温处理对中缅树　 BAT重量的影响

Fig. 1 　The effects of cold exposure on the weight of

BAT in Tupaia belangeri

与对照组比较 33 P < 0101。

33 P < 0101 , compared with control .
　

212 　体温的变化 　中缅树　体温随着冷暴露

时间的延长显著降低 ,体温与冷驯化时间呈显

著负相关 ( P < 0101) ,与 0 d 比较 ,7 d 即达到显

著水平 ,28 d 后比对照组下降了 3166 %(表 2) 。

213 　BAT中线粒体总蛋白含量变化 　中缅树

BAT线粒体蛋白含量 ,与 0 d 比较 ,在 7 d 时

开始显著增加 ( P < 0105) ,14 d 时达到了极显

著增加 ( P < 0101) ,与 0 d 相比 ,在 7 d、14 d、21

d、28 d 分别增加 911 %、1319 %、1710 % 及

1913 %(图 2) 。

表 2 　冷暴露对中缅树　体温的影响 (Mean ±SE)

Table 2 　The effects of cold exposure on body

temperature in Tupaia belangeri

冷暴露时间

Cold2exposed

(d)

体温 Body Temperature ( ℃)

初始
Control

驯化后
Acclimation

P 值
P value

0 3812 ±011 3812 ±011 > 0105

7 3812 ±012 3716 ±011 < 0105

14 3811 ±014 3711 ±013 < 0101

21 3719 ±013 3712 ±013 < 0101

28 3812 ±012 3618 ±011 < 0101

　　

图 2 　冷暴露对中缅树　 BAT线粒体蛋白

含量的影响

Fig. 2 　The effects of cold exposure on the content of

mitochondrial protein of BAT in Tupaia belangeri

与对照组比较 3 P < 0105 ,33 P < 0101。

3 P < 0105 ,33 P < 0101 ,compared with control .
　

214 　BAT 中 UCP1 蛋白含量变化 　纯化出的

UCP1 经过 SDS2PAGE 电泳 ,银染法染色后 ,条

带位于 32 000 u 位置 ,由于UCP1 的分子量即为

32 000 u ,因此进一步确认纯化出的是 UCP1 (图

3) 。

经过间接酶联免疫测定 ,与 0 d 比较 ,UCP1

含量在 7 d 时开始显著增加 ( P < 0105) ,14 d 时

达到了极显著增加。与 0 d 相比 ,在 7 d、14 d、

21 d、28 d 分别增加 2517 %、3917 %、5214 %及

5519 % (图 4) 。
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图 3 　中缅树　褐色脂肪组织 UCP1 纯化的

SDS2PAGE图

Fig. 3 　SDS2PAGE of purified UCP1 from

BAT in Tupaia belangeri
　

图 4 　冷暴露对中缅树　 BAT中解偶

联蛋白21 含量的影响

Fig. 4 　The effects of cold exposure on the content of

the uncoupling protein one of BAT in Tupaia belangeri

与对照组比较 3 P < 0105 ,33 P < 0101。

3 P < 0105 ,33 P < 0101 ,compared with control .
　

3 　讨 　论

中缅树　体温随冷暴露时间的延长而逐渐
下降 ,这与体温季节性变化结果相似[12 ]

,也与
之前的研究结果一致[14 ] 。有研究显示 ,中缅树

的体温还具有明显的昼夜变化节律 ,其变化

幅度达到 5 ℃以上 ,这一特征对其抵抗夜间低

温也具有重要的适应意义[17 ] 。因此 ,在低温胁

迫下 ,中缅树　可以通过降低体温来调节能量

分配 ,减少产热 ; 同时 ,增加体重可减少相对体

表面积 ,降低热传导 ,进一步增强低温适应能

力。

中缅树　 BAT 的重量随着冷暴露时间的

延长而显著增加 ,这与其他小型哺乳动物的研

究结果相似 ,如草原田鼠 ( Microtus pennsylvani2
cus) [18 ] 、白足鼠 ( Peromyscus leucopus) [19 ] 、黄喉姬

鼠 ( Apodemus flavicollis ) 、欧　[6 ] 、高原鼠兔

( Ochotona curzoniae ) 和 根 田 鼠 ( M .

oeconomus) [20～22 ]等。BAT线粒体总蛋白含量和

细胞色素 C 氧化酶 (cytochrome C oxidase ,COX)

活力增加是 BAT 产热能力增加的重要特

征[23 ,24 ] ,冷驯化条件下 ,长爪沙鼠[25 ] 、布氏田鼠

和达乌尔黄鼠 ( Spermophilus dauricus) [26 ] BAT 线

粒体蛋白含量明显增加 , COX 活力也显著增

强 ,同样的现象在青藏高原的根田鼠和高原鼠

兔[23 ]中也有过报道。

在啮齿动物中 UCP1 在 BAT发挥调节机体

产热和总体能量消耗的生理功能方面起关键作

用。UCP1 作为脂肪酸阴离子转运载体 ,将不能

透过线粒体内膜的脂肪酸阴离子转运到线粒体

外 ,然后不与 H
+ 结合重新进入线粒体 ,在线粒

体内被重新氧化成脂肪酸阴离子 ,如此重复造

成物质氧化使线粒体内膜两侧 H+ 浓度梯度被

消除 ,ADP 因缺乏 H
+ 不能磷酸化生成 ATP ,使

物质氧化与 ATP 生成脱偶联而产热[27 ]
,帮助动

物在冷环境维持体温。

Soppela 等人[28 ] 验证了 BAT 中 UCP1 的非

颤抖性产热功能 , 以北方的驯鹿 ( Rangifer

tarandus)进行试验 ,利用兔抗鼠 UCP1 抗血清检

测了多种组织的 UCP 含量 ,结果表明冷刺激促

使 UCP1 的含量增加。Cannon 等[29 ] 在冷驯化仓

鼠 ( Cricetulus) BAT 中检测到 UCP1 含量占线粒

体蛋白质的 5 %～ 10 %。Florez[30 ] 用抗大鼠

( Rattus norvegicus) UCP1 抗血清分析了冷驯化对

F344 大鼠BAT中UCP1 含量的影响 ,结果表明 ,

在 10 ℃冷暴露 5 d 后 ,UCP1 含量也发生显著变

化 ,6 月龄和 12 月龄大鼠 UCP1 分别比对照组

增加了 156 %和 171 % , 说明 BAT 的增加与
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UCP1 的增加一致。本研究结果显示 ,冷暴露能

够极大地促进中缅树　 UCP1 含量的增加 ,这

与许多小型哺乳动物的研究结果类似 ,如冷暴

露能使大鼠和豚鼠 ( Cavia porcellus) [4 ] 、黑线毛

足鼠[5 ] 、布氏田鼠和长爪沙鼠 BAT 中的 UCP1

与 UCP mRNA 含量明显升高[24 ] 。研究发现长

爪沙鼠 UCP1 含量在冬季约为夏季的 2～3 倍 ,

欧　、黄喉姬鼠和大林姬鼠 ( A . speciosus) [6 ]
,以

及高原鼠兔和根田鼠[22 ,23 ]
BAT 产热特征的季

节变化也与此一致。

因此 ,UCP1 含量增加可能是中缅树　在冷

胁迫条件下 ,BAT 细胞和分子水平产热特征的

适应性改变 ,这也可能与其栖息生境及生活习

性有关 ,在食物充足和活动量明显减少的冬季 ,

温度可能是影响其产热能力的主要因素 ,在细

胞和分子水平上的生理调节策略 ,即主要通过

调整线粒体总蛋白含量及 UCP1 的含量来提高

产热能力 ,这有助于提高对环境的适应能力以

应对寒冷胁迫。
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