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摘要：高原鼢鼠（Myospalax baileyi）是青藏高原特有的地下鼠，其地下洞道严重缺氧。一般来说，低

氧会促进细胞凋亡。为了探讨高原鼢鼠适应低氧环境的分子机制，本文应用生物信息学方法对 p53 下

游凋亡促进基因 Pidd、Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3 和凋亡抑制基因 Bcl-2 的序列

和编码的氨基酸序列进行了进化分析，并以 SD 大鼠（Rattus norvegicus）为对照，研究了这些基因在

不同海拔环境条件下（3 300 m 和 2 260 m）的表达模式。结果表明：（1）高原鼢鼠细胞凋亡基因的序

列与以色列鼹鼠（Nannospalax galili）同源性 高；预测的 PIDD、PUMA、Apaf-1、IGFBP3 和 BCL-2

编码蛋白结构域与以色列鼹鼠的存在明显的趋同进化位点；SIFT 评估发现，高原鼢鼠和以色列鼹鼠与

其他物种相比，p53、PIDD、PUMA、Apaf-1 和 IGFBP3 氨基酸序列分别在 78、853、157、320 和 285

号位点的变异对其功能有显著影响；（2）在高海拔条件下（3 300 m），高原鼢鼠肺组织中凋亡促进基因

Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1 表达水平显著下降，凋亡抑制基因 Bcl-2 表达水平显著升高，而在 SD 大鼠

中凋亡促进基因和凋亡抑制基因的表达水平均没有变化；高原鼢鼠中 Bcl-2/Bax 比值随海拔的升高显著

上升，而在 SD 大鼠中没有变化。以上结果提示，高原鼢鼠 p53 结构变异可能导致其下游基因表达模式

与 SD 大鼠不同，其中凋亡促进基因 Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1 表达水平下降，凋亡抑制基因 Bcl-2

表达水平上升，从而抑制了细胞在低氧条件下的凋亡；在长期低氧的作用下，高原鼢鼠 p53 下游基因

产物 PIDD、PUMA、Apaf-1 和 IGFBP3 产生了影响其功能的变异位点，这可能改变了它们与发挥功能

的复合物的结合力，从而抑制了细胞凋亡。因此，通过长期的低氧适应，高原鼢鼠肺组织中与细胞凋

亡相关的基因产物结构发生变异，导致其基因表达水平发生变化，从而抑制细胞凋亡，这是高原鼢鼠

适应地下低氧洞道生境的分子机制之一。 
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Abstract: The plateau zokor (Myospalax baileyi) is a specialized subterranean rodent living on the 

Qinghai-Tibet Plateau, which is short of oxygen in burrows. In general, hypoxia can induce apoptosis. In order 

to shed lights into the molecular mechanism of the plateau zokor adaptation to the hypoxic environment, the 

sequences of Pidd, Fas, Bax, Puma, Apaf-1, Scotin, Perp, Igfbp3 and Bcl-2 were analyzed by MEGA 7.0, 

PAML4.8 program and Ancestor program. In addition, the expression levels of these genes were determined 

with real-time PCR in the lung tissues of zokors inhabiting at different altitudes (3 300 m and 2 260 m) and 

compared with the SD rats in this study. The sequences of the apoptotic target genes in plateau zokors were 

highly homologous those of Nannospalax galili (Table 2 and Table 3). PIDD (Fig. 2), PUMA (Fig. 3), Apaf-1 

(Fig. 4), IGFBP3 (Fig. 5) and BCL-2 (Fig. 6) in plateau zokor and Nannospalax galili showed convergent sites 

in their functional domains. The SIFT test showed that, compared to other species, 78, 853, 157, 320 and 285 

variation sites of plateau zokor and Nannospalax galili had effects on the function of p53, PIDD, PUMA, 

Apaf-1 and IGFBP3, respectively (Table 5). At the high altitude (3 300 m), the expression levels of 

proapoptotic genes Pidd, Bax and Puma were significantly decreased, while the expression level of 

antiapoptotic gene Bcl-2 was significantly increased; instead, the expression levels of proapoptotic and 

antiapoptotic genes showed no significant difference in SD rats. The expression levels of apoptotic genes in 

plateau zokor were higher than in the SD rats (Fig. 7, 8). At the high altitude (3 300 m), the ratio of Bcl-2/Bax 

expression was significantly increased in plateau zokor, whereas that of the SD rat was not (Fig. 9). The 

results above suggested that site variation of p53 in plateau zokor resulted in different expression patterns of 

p53 targeted apoptotic genes from those in SD rat: the expression levels of proapoptotic genes Pidd, Bax, 

Puma and Apaf-1 were decreased, while the expression level of antiapoptotic gene Bcl-2 was increased, so as 

to inhibit apoptosis under hypoxic environment. Under the long-term hypoxia conditions, the p53 targeted 

proteins PIDD, PUMA, Apaf-1 and IGFBP3 had significant variation sites, which might alter their ability to 

combine with their functional complexes and inhibit apoptosis. Therefore, over the long-term hypoxia 

adaptation, the apoptotic genes of plateau zokor underwent structural variation, leading to change in the 

expression levels of these genes, and thereby inhibited apoptosis, which is one of the molecular mechanisms 

of plateau zokor adaption to the hypoxic burrowing environment. 

Key words: Plateau zokor (Myospalax baileyi); Apoptotic target genes; Evolution analysis; Expression; Hypoxia 
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地下鼠是一类生活在完全封闭的地下洞道

中的啮齿动物，地下洞道生境的显著特征是严

重的低氧和高二氧化碳浓度（Shams et al. 
2005，Nevo 2011）。在长期进化过程中，地下

鼠形成了一系列对低氧环境的适应策略（Nevo 
et al. 2001，Fang et al. 2014）。研究表明，地下

鼠具有长寿和抗肿瘤的能力，以色列鼹鼠

（Nannospalax galili）和裸鼹鼠（Heterocephalus 
glaber）的寿命可长达 21 年和 30 年左右（Edrey 
et al. 2012），并且在多年的研究中没有发现肿

瘤个体，即使用致癌药物处理也并未发现患有

肿瘤的个体（Gorbunova et al. 2012，Manov et al. 
2013）。说明地下鼠不仅具有有效抑制肿瘤产生

的机制，而且具有延长细胞寿命的机制。 
一般来说，低氧会促进细胞凋亡，主要通

过死亡受体介导的外源凋亡途径和线粒体介导

的内源凋亡途径诱导发生（Pan et al. 2014，
Lohberger et al. 2016）。在低氧诱导的细胞凋亡

过程中，凋亡促进基因高表达，凋亡抑制基因

低表达（McClintock et al. 2002，Gogvadze et al. 
2006）。但是，对以色列鼹鼠基因组和转录组的

研究结果表明，在低氧条件下其组织中与细胞

凋亡负调控相关的基因富集表达（Malik et al. 
2011，2012，Schmidt et al. 2017）。在低氧条件

下（6% O2）处理 5 h 时，以色列鼹鼠肌肉和心

肌组织中 Bnip3 基因表达水平未发生显著变

化，Apaf-1 基因表达水平显著下降（Band et al. 
2009，2010）。因此，在低氧条件下，以色列鼹

鼠组织中凋亡基因的表达模式与地面动物和细

胞系不同。 
已有研究表明，在地下鼠中蛋白结构的变

异对其功能的发挥起着重要作用，如血红蛋白

（hemoglobin, Hb）、肌红蛋白（myoglobin, 
Mb）、p53 等（Gurnett et al. 1984，Kleinschmidt 
et al. 1984，Avivi et al. 2007）。p53 是一个肿瘤

抑制因子，它能通过激活或抑制一系列诱导细

胞凋亡的靶基因而抑制肿瘤生长（Avivi et al. 
2005）。在以色列鼹鼠中，p53 的 DNA 结合域

中第 172 位由精氨酸突变为赖氨酸，这种变异

使得凋亡促进基因 Apaf-1 不表达，Puma、Noxa
和 Bax 凋亡促进基因低表达，减缓了细胞的凋

亡（Ashur-Fabian et al. 2004，Avivi et al. 2007）。
Apaf-1 是 p53 下游重要的凋亡调控因子，其启

动子区含有 p53 应答元件（ p53 response 
elements, p53RE）（Kannan et al. 2001，Moroni 
et al. 2001）。以色列鼹鼠 Apaf-1 的第 4 个 p53
应答元件中缺失 A 和 G，并且 p53RE 的核心

CWWG 基序中 GG 会抑制 p53 转录激活的作

用，从而使得以色列鼹鼠中 p53 具有较低的凋

亡活性（Wang et al. 2009，Band et al. 2010）。
因此，在以色列鼹鼠组织中细胞凋亡的调控不

仅与凋亡相关基因的表达水平有关，而且与

p53 及其下游基因变异有关。 
高原鼢鼠（Myospalax baileyi）也是一种典

型的地下鼠，主要生活在青藏高原高海拔低氧

环境中，栖息地海拔在 2 800 ~ 4 200 m，其洞

道生境的显著特征也是严重的低氧和高二氧化

碳浓度（曾缙祥等 1984，周文扬等 1990）。我

们前期研究发现，低氧显著上调高原鼢鼠肺组

织中 p53 的表达水平，但 SD 大鼠（Rattus 
norvegicus）对低氧不敏感，并且高原鼢鼠 p53
与以色列鼹鼠存在两个趋同进化位点（78 号和

84 号位点）（An et al. 2018）。Zhao 等（2013）
的研究发现，高原鼢鼠 p53 在 104 位的点突变

虽然激活了下游凋亡促进基因 Igfbp3、Apaf-1
和 Bax 的表达，但是它失去了对凋亡抑制基因

Bcl-2 的转录抑制作用，使其表达水平升高，这

与对以色列鼹鼠凋亡抑制基因的研究结果一致

（Wang et al. 2009，Band et al. 2010）。目前，

高原鼢鼠细胞凋亡的研究只针对 p53 对其下游

个别基因表达调控作用的探讨，并且高原鼢鼠

细胞凋亡因子结构的变异对其功能的影响鲜见

报道。因此，为了进一步深入了解低氧条件下

高原鼢鼠组织中细胞凋亡的调控，本文应用生

物信息学方法对 p53 下游细胞凋亡基因 Pidd、
Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3、
Bcl-2 的序列和所编码氨基酸序列进行了进化

分析，并以 SD 大鼠为对照，研究了在不同海
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拔环境条件下（3 300 m 和 2 260 m）上述基因

在高原鼢鼠肺组织中的表达模式。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 
高原鼢鼠捕捉于青海省西宁市湟源区宗家

沟（北纬 36°43′，东经 101°17′，海拔 3 300 m），

样本量为 16 只，随机分为 2 组，每组各 8 只。

第 1 组为高海拔组（海拔 3 300 m）；第 2 组为

低海拔组（海拔 2 260 m），将捕捉于湟源区宗

家沟的高原鼢鼠置于西宁实验室黑暗无光照条

件下饲养8 d，鼠笼内铺满干草和木屑作为垫料。

SD 大鼠购买于甘肃省兰州市（海拔 1 520 m），

样本量为 16 只，随机分为 2 组，每组各 8 只。

第 1 组为高海拔组（海拔 3 300 m），将从兰州

购买的 SD 大鼠在西宁实验室静息 48 h 后运输

至青海省西宁市湟源区宗家沟（海拔 3 300 m）

饲养 8 d；第 2 组为低海拔组（海拔 2 260 m），

将购买的 SD 大鼠置于西宁实验室（海拔

2 260 m）饲养 8 d。饲养过程中喂食大鼠维持

鼠料和水。所有实验动物取样均在实验室进行，

用 5%戊巴比妥钠麻醉高原鼢鼠和 SD 大鼠后，

采集肺组织样品立即置于液氮中保存，采样过

程中所涉及处理动物的措施均按照国家《实验

动物管理条例（GB14923-2010）》执行。 
1.2  细胞凋亡基因序列分析 
1.2.1  序列获取  从 NCBI 公共数据库下载以

色列鼹鼠、大鼠、小鼠（Mus musculus）、橙腹

草原田鼠（Microtus ochrogaster）、金仓鼠

（Mesocricetus auratus）、黑线仓鼠（Cricetulus 
griseus）、突尼斯非洲跳鼠（Jaculus jaculus）、
裸鼹鼠、达马拉鼹鼠（Fukomys damarensis）、
豚鼠（Cavia porcellus）、毛丝鼠（Chinchilla 
lanigera）、智利八齿鼠（Octodon degus）、多纹

黄鼠（Ictidomys tridecemlineatus）、北美鼠兔

（ Ochotona princeps ）、野兔（ Oryctolagus 
cuniculus）、家牛（Bos taurus）、绵羊（Ovis 
aries）、山羊（Capra hircus）、人（Homo sapiens）、
黑猩猩（Pan troglodytes）细胞凋亡基因 Pidd、

Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3
和 Bcl-2 的碱基及编码的氨基酸序列。高原鼢

鼠和高原鼠兔（Ochotona curzoniae）细胞凋亡

基因的碱基序列利用 Blast 程序将三代转录组

数据库中全长非嵌合序列文件以及二代转录组

数据库中的 Trinity 文件，构建本地 Blast 数据

库。分别用以色列鼹鼠和北美鼠兔上述凋亡基

因的编码区序列作为 query文件进行Blast比对

筛选。使用 DNASTAR 中的 Lastergene 程序

（Burland 2000）拼接筛选出的基因片段序列，

终获得完整的编码区碱基序列。使用

MEGA7.0 软件（Kumar et al. 2016）将所有比

对以及拼接筛选出的序列进行比对，挑选与以

色列鼹鼠和北美鼠兔同源性 高的一段序列作

为目标基因的编码区序列。利用基因探索者软

件（White et al. 2008）将编码区序列翻译成氨

基酸序列。 
1.2.2  同源性分析  将高原鼢鼠、以色列鼹

鼠、裸鼹鼠、大鼠、小鼠、高原鼠兔、北美鼠

兔和人的 Pidd、Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、
Perp、Igfbp3 和 Bcl-2 的基因序列与编码的氨基

酸序列用DNAMAN 9.0和MEGA 7.0软件进行

同源性分析。 
1.2.3  物种树构建方法  从 NCBI 公共数据库

中检索并下载 1.2.1 中包括高原鼢鼠和高原鼠

兔在内的 22 个物种（啮齿目 14 个物种、兔形

目 3 个物种、偶蹄目 3 个物种和灵长目 2 个物

种）的线粒体 DNA 全基因组序列，用贝叶斯

算法的 MrBayes3.2（Huelsenbeck et al. 2001）
软件构建贝叶斯系统进化树。利用 DAMBE 软

件进行饱和度检测，若指标分数（index score，
ISS）小于临界分数（critical score，ISS.c），则

表明序列替代没有饱和，进一步采用 PAUP 4.0
（Swofford 2002）和 Modeltest 2.3（Darriba et al. 
2012）程序筛选 优的模型，以赤池信息量准

则（alaike information criterion，AIC）（Bozdogan 
1987）为标准进行 优模型的筛选与确定，采

用马尔科夫链蒙特卡罗运算（Markov chain 
Monte Carlo, MCMC），以随机数树为起始，当
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运行 2 条和 4 条（1 条冷链和 3 条热链）MCMC
时，分歧频率的标准差稳定的小于 0.01 为止。

在贝叶斯系统发育树构建的过程中，共进行了

1 000 000 代的 MCMC 运算，设置每 100 代间

隔进行一次抽样，舍弃起始老化样本数

（burn-in）占总数的 25%（Wang et al. 2016）。
利用 TreeGraph 2.7.1 软件作图。 
1.2.4  选择压力分析  将 22 个物种的 Pidd、
Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3
和 Bcl-2 基因编码区序列分别用 ClustalX 1.81
软件进行比对。比对后的结果利用 MEGA 7.0
进行格式转换，应用 PAML 4.8 软件包中的

CODEML 程序（Zhang et al. 2005，Yang 2007）
中改进的分支位点模型（“test2”）对基因序列

进行正向选择分析，该模型是基于 大似然法。

将高原鼢鼠设为前景枝（foreground branch），
其余枝系设为背景枝（background branch），先

用model A 检测前景枝中是否存在显著的正选

择位点，检测标准为贝叶斯经验贝叶斯值

（Bayes empirical Bayes, BEB）大于 0.95；再

将控制文件（codmel.ctl）中的 fix omega 和

omega 值都设定为 1，作为 Null A 进行第二次

运算，提取两次运算得到的 lnL 值，分别记为 
lnL1 和 lnL0，计算其加倍差值 2 × ΔlnL。
后利用 PAML 4.8 软件包中的 Chi2 程序，基

于 2 × ΔlnL 值计算模型的后验概率 P 值（df = 
1），当 P < 0.05 时，可认为此模型得到的结果

较可靠。 
1.2.5  趋同进化分析  选用高原鼢鼠、以色列

鼹鼠、大鼠、小鼠、裸鼹鼠、高原鼠兔、北美

鼠兔、家牛、绵羊、人和黑猩猩等 22 个物种，

对 PIDD、Fas、Bax、PUMA、Apaf-1、Scotin、
PERP、IGFBP3 和 BCL-2 的氨基酸序列进行地

下鼠趋同进化分析。利用 DNAMAN 9.0 软件进

行序列比对，使用  PAML 4.8 软件包中的 
CODEML 程序（Yang 2007）对每一组蛋白序

列进行了祖先序列重建。用重建后祖先位点的

后验概率（posterior probability）来评估重建结

果的准确性。由于祖先位点多态性会干扰后续

的分析，因此舍弃后验概率小于 0.9 的位点。

应用 converg2 软件（Zhang et al. 1997）检验趋

同进化位点的显著性；应用 MEGA 7.0 程序中

的 ClustalW 模式对 22 个哺乳动物的氨基酸序

列进行比对，去掉所有空格（gap），并按指定

格式做出系统发育树，然后输入树文件和序列

文件并应用 JTT 距离矩阵模型（ Jones- 
Taylor-Thornton，JTT）和泊松校正模型（Poisson 
correction model）分别计算，参数使用默认值，

舍弃 P > 0.05 的结果（Zhang et al. 1997）。 
1.2.6  变异位点对基因功能影响的评估  从
NCBI 和 Ensembl 数据库中下载得到小鼠 p53、
PIDD、Fas、Bax、PUMA、Apaf-1、Scotin、
PERP、IGFBP3 和 BCL-2 的蛋白 ID，以该氨

基酸序列作为 query 序列采用“Sorting Tolerant 
From Intolerant”（SIFT）algorithm 程序评估氨

基酸变异位点对该基因功能的影响，其中参数

的设置使用默认值（Kumar et al. 2009）。 
1.3  高原鼢鼠细胞凋亡基因表达水平测定 

利用总 RNA 抽提试剂盒（天根生化科技

有限公司）提取高原鼢鼠和 SD 大鼠肺组织总

RNA，核酸蛋白含量检测仪测定 A260/A280 值及

浓度，其中 A260/A280 的值在 1.8 至 2.0 之间，浓

度均大于 0.4 g/L，1%甲醛变性凝胶电泳检测其

质量。取 1.9 μg 总 RNA 采用 First Strand cDNA 
Synthesis kit（Thermo Fisher Scientific Inc., 
USA）试剂盒制备 cDNA。高原鼢鼠 Pidd、Fas、
Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3 和

Bcl-2 基因的序列从三代转录组数据库中全长

非嵌合序列文件以及二代转录组数据库中的

Trinity 文件中拼接比对得到，SD 大鼠基因的

序列从 NCBI 下载得到。在高原鼢鼠和 SD 大

鼠基因序列的同源区利用 Beacon Designer 7.7
软件设计荧光定量特异性引物（表 1），并由南

京金斯瑞生物科技有限公司进行引物合成。 
按照 Premix Ex Taq Version 试剂盒

（Takara，Japan）说明配置 PCR 反应体系进行

PCR 扩增，将产物切胶回收，用回收后的产物

进行 10 倍梯度稀释，设定原 PCR 产物的浓度 
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表 1  荧光定量引物序列 

Table 1  Quantitative PCR primers for genes 

引物名称 
Primer names 

引物序列 
Primer sequences (5-3′) 

Pidd-F CTACCGTGAACTACAGCGTATC 

Pidd-R ACCTCTTCAGCCACATCCT 

Fas-F GCCAGTTCTGCTGCTTACC 

Fas-R GAATAATGCTCCTTGTCCGTGTA 

Bax-F GCGATGAACTGGACAACAACA 

Bax-R CTGCCACACGGAAGAAGAC 

Puma-F CAGGGTGGTGGGTGGTAA 

Puma-R CGGGCGACTCTAGGTGTT 

Apaf-1-F GGAGACTGAGGAGGTTGAAGA 

Apaf-1-R GCGTATGCGGCTGGTAAT 

Scotin-F CTGCTCCTGCTGCTGTCTA 

Scotin-R CGGTGTGAACCACGGTAGTA 

Perp-F GCAGTCTAGCAACCACATC 

Perp-R GCAGCCATCGTCGTAGGA 

Igfbp3-F TGGTGTGTGGACAAGTATG 

Igfbp3-R AGTTCACTTCGTCCTTCC 

Bcl-2-F TGTTACGGTGGTGGAGGA 

Bcl-2-R CGGTTCAGGTAGTCAGTCATC 

β-actin-F TCACCAACTGGGACGATATG 

β-actin-R GTTGGCCTTAGGGTTCAGAG 

 

为 1，分别稀释为 1 × 10–1、1 × 10–2、1 × 10–3、

1 × 10–4、1 × 10–5、1 × 10–6、1 × 10–7、1 × 10–8 

共 8 个梯度，作为标准品备用。荧光定量 PCR
按照 SYBR ®Premix Ex TaqTM II 试剂盒

（Takara, Japan）在 iQ5 Multicolor Real-Time 
PCR Detection System（美国伯乐公司）上进行。

荧光定量 PCR 反应体系：12.5 μl SYBR Premix 
Ex Taq Ⅱ，10 mol/L 特异引物 F、R 各 1 μl，1 μl 
cDNA（0.2 g/L），加水至总体积 25 μl。反应条

件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，
72 ℃ 30 s，40 个循环。BIO-RAD connect 软
件采集和分析数据，根据软件采集到的数据得

到目的基因和管家基因的浓度。每个样品的目

的基因浓度除以其管家基因的浓度，即为此样

品基因校正后的相对含量。实验数据均以平均

值 ± 标准差（Mean ± SD）表示，采用 SAS 8.2 
统计软件进行数据统计分析，采用独立样本 t
检验方法进行相对表达量的比较，P < 0.05 为

差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  高原鼢鼠细胞凋亡基因同源性比对结果 
同源性比较发现，高原鼢鼠细胞凋亡基因

Pidd、Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、
Igfbp3 和 Bcl-2 编码区序列及编码的氨基酸序

列与以色列鼹鼠同源性 高（表 2，3）。 
 

表 2  高原鼢鼠与其他物种细胞凋亡基因序列同源性比较（%） 

Table 2  Sequence homology of apoptosis genes between Plateau Zokor and other species 

基因 
Genes 

以色列鼹鼠
Nannospalax 

galili 

裸鼹鼠 
Heterocephalus 

glaber 

大鼠 
Rattus  

norvegicus 

小鼠 
Mus musculus

高原鼠兔 
Ochotona 
curzoniae 

北美鼠兔 
O. princeps 

人 
Homo sapiens

Pidd 91.50 88.05 85.05 85.78 74.90 75.41 79.78 

Fas 84.02 68.32 68.26 68.63 65.10 49.90 68.32 

Bax 95.02 73.36 91.88 91.19 84.97 72.19 90.33 

Puma 95.19 79.37 92.27 90.89 87.80 87.69 90.89 

Apaf-1 94.00 88.39 87.54 88.23 78.22 80.38 88.98 

Scotin 91.29 78.37 – 78.32 75.75 76.05 80.30 

Perp 95.19 89.69 90.89 89.00 88.14 87.46 90.55 

Igfbp3 93.64 68.97 87.95 87.39 – – 82.57 

Bcl-2 95.92 89.58 90.72 91.14 84.91 84.91 89.03 

表中“–”表示该物种的细胞凋亡基因的序列未从 NCBI 公共数据库中查询到。 

The short dashes in the table indicated that the sequences of apoptosis genes of this species were not found from the NCBI.  
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表 3  高原鼢鼠与其他物种细胞凋亡基因编码的氨基酸序列同源性比较（%） 

Table 3  Amino acid sequence homology of apoptosis genes between Plateau Zokor and other species 

基因 
Genes 

以色列鼹鼠
Nannospalax 

galili 

裸鼹鼠 
Heterocephalus 

glaber 

大鼠 
Rattus  

norvegicus 

小鼠 
Mus musculus

高原鼠兔 
Ochotona 
curzoniae 

北美鼠兔 
Ochotona 
princeps 

人 
Homo sapiens

Pidd 91.56 79.85 85.87 86.60 74.40 74.84 79.62 

Fas 77.58 55.56 56.59 54.01 53.96 31.85 55.56 

Bax 97.93 76.06 95.83 96.88 85.94 71.88 93.23 

Puma 96.37 80.86 95.34 94.82 87.56 86.60 92.75 

Apaf-1 94.00 88.39 90.71 91.51 77.10 79.02 88.15 

Scotin 90.42 78.84 – 72.65 73.88 75.31 76.76 

Perp 97.41 89.64 93.78 90.67 91.71 91.19 93.26 

Igfbp3 96.23 69.28 84.59 85.96 – – 90.94 

Bcl-2 97.88 90.38 90.25 92.37 86.78 86.36 89.54 

表中“–”表示该物种的细胞凋亡基因的序列未从 NCBI 公共数据库中查询到。 

The short dashes in the table indicated that the sequences of apoptosis genes of this species were not found from the NCBI.  

 

2.2  物种树的构建 
基于线粒体 DNA 全基因组序列构建物种

进化树。DAMBE 饱和度检测结果显示，ISS < 
ISS.c（ISS = 0.685，ISS.c = 0.830，P < 0.01），
说明核酸替换未达到饱和，适合建树。 佳 DNA

进化替代模型采用 with gamma- distributed rate 
variation across sites 和 a proportion of invariable 
sites 的 GTR 模型。所得的贝叶斯树各枝的支

持率都大于 85%（图 1），说明构建的该物种树

准确度高，可以用于后续研究。 
 

 
 

图 1  22 种哺乳动物的 mtDNA 系统进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of 22 mammalian species based on mtDNA 
节点上数据表示 1 000 次重复的支持率（%），括号内字符为该物种 GenBank 登录号。 

Numbers at the nodes the bootstrap values of 1 000 replicates (%), the GenBank numbers of species are shown in brackets. 
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2.3  高原鼢鼠细胞凋亡基因选择压力分析 
基于图 1 构建的 22 个物种的进化树，检测

高原鼢鼠细胞凋亡基因 Pidd、Fas、Bax、Puma、
Apaf-1、Scotin、Perp、Igfbp3 和 Bcl-2 是否具

有正向选择位点。Fas、Bax、Apaf-1、Scotin、
Igfbp3 和 Bcl-2 基因未发现正向选择位点；Pidd
基因有 2 个潜在的正向选择位点，分别为 853
位的精氨酸（Arg）和 898 位的缬氨酸（Val）；

Puma 基因有 1 个潜在的正向选择位点，为 161
位的谷氨酰胺（Gln）；Perp 有 1 个潜在的正向

选择位点，为 21 号位的半胱氨酸。但是似然比

检验法显示这些位点的差异不显著（2ΔlnL = 
0，P = 1）（表 4）。 
2.4  细胞凋亡基因趋同进化分析 

选用图 1 中的 22 个物种，对细胞凋亡基因

PIDD、Fas、Bax、PUMA、Apaf-1、Scotin、 
 

表 4  高原鼢鼠 p53 下游与细胞凋亡调控相关靶基因的选择压力似然比检验 

Table 4  Likelihood ratio test (LRT) of branch-site models for p53 target genes related to apoptosis in Plateau Zokor 

基因 
Genes 

模型 
Model 

参数估计 
Estimate of parameters 

似然率值 
﹣lnLa 

模型比较 
Model comparison

正向选择位点 
Positively 

selected sites 

2 倍差值（P 值）

2lnL (P-value)

Null A p0 = 0.76, p1 = 0.24, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.07, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣19 516.5 Pidd 

Model A p0 = 0.76, p1 = 0.24, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.07, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣19 516.5 

Model A vs. Null A 853 R, 898 V 0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.42, p1 = 0.58, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.14, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣12 646.2 Fas 

Model A p0 = 0.42, p1 = 0.58, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.14, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣12 646.2 

Model A vs. Null A  0 (P = 1 ) 

Null A p0 = 0.97, p1 = 0.03, (p2+ p3 = 0.00),  
ω0 = 0.08, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 354.35 Bax 

Model A p0 = 0.97, p1 = 0.03, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.08, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 354.35 

Model A vs. Null A  0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.93, p1 = 0.07, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.09, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣2 809.95 Puma 

Model A p0 = 0.93, p1 = 0.07, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.09, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣2 809.95 

Model A vs. Null A 161 Q 0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.86, p1 = 0.13, (p2 + p3 = 0.03),  
ω0 = 0.10, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣21 934.7 Apaf-1 

Model A p0 = 0.86, p1 = 0.13, (p2 + p3 = 0.03),  
ω0 = 0.10, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣21 934.7 

Model A vs. Null A  0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.72, p1 = 0.28, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.11, ω1 = 1.00, ω2 = 3.12 

﹣6 192.31 Scotin 

Model A p0 = 0.72, p1 = 0.28, (p2+ p3 = 0.00),  
ω0 = 0.11, ω1 = 1.00, ω2 = 3.12 

﹣6 192.31 

Model A vs. Null A  0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.91, p1 = 0.09, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.03, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 393.72 Perp 

Model A p0 = 0.91, p1 = 0.09, (p2+ p3 = 0.00),  
ω0 = 0.03, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 393.72 

Model A vs. Null A 21 C 0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.90, p1 = 0.10, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.09, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣5 777.96 Igfbp3 

Model A p0 = 0.90, p1 = 0.10, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.09, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣5 777.96 

Model A vs. Null A  0 (P = 1) 

Null A p0 = 0.84, p1 = 0.16, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.07, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 962.37 Bcl-2 

Model A p0 = 0.84, p1 = 0.16, (p2 + p3 = 0.00),  
ω0 = 0.07, ω1 = 1.00, ω2 = 1.00 

﹣3 962.37 

Model A vs. Null A  0 (P = 1) 

p0 表示纯化选择的比例，p1 表示中性选择的比例，p2 + p3 表示正选择的比例；ω0、ω1 和 ω2分别表示纯化选择、中性选择和正向选

择的非同义替换与同义替换比值。 

p0, p1 and p2 + p3 are the proportion of purifying, neutral and positive selection, respectively; ω0, ω1 and ω2 are the nonsynonymous/ 

synonymous substitution ratios to determine purifying, neutral and positive selection, respectively. 
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PERP、IGFBP3 和 BCL-2 在地下鼠中进行趋同

进化分析。结果表明，只有 PIDD、PUMA、

Apaf-1、IGFBP3 和 BCL-2 在高原鼢鼠与以色

列鼹鼠中存在趋同进化位点（图 2 ~ 6）。 
 

 
 

图 2  基于邻接法构建的 PIDD 系统发育树和趋同进化位点 

Fig. 2  The neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree of the PIDD sequences and the convergent sites 

系统发育树后的序列分别表示氨基酸和对应的碱基序列，加粗及下划线的氨基酸表示高原鼢鼠和以色列鼹鼠共有的趋同进化位点。 

The amino acids and codons of the convergent sites are shown. Amino acids in Myospalax baileyi and Nannospalax galili are highlighted in bold 

underlined. 

 
 

图 3  基于邻接法构建的 PUMA 系统发育树和趋同进化位点 

Fig. 3  The neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree of the PUMA sequences and the convergent sites 

系统发育树后的序列分别表示氨基酸和对应的碱基序列，加粗及下划线的氨基酸表示高原鼢鼠和以色列鼹鼠共有的趋同进化位点。 

The amino acids and codons of the convergent sites are shown. Amino acids in Myospalax baileyi and Nannospalax galili are highlighted in bold 

underlined. 
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图 4  基于邻接法构建的 Apaf-1 系统发育树和趋同进化位点 

Fig. 4  The neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree of the Apaf-1 sequences and the convergent sites 

系统发育树后的序列分别表示氨基酸和对应的碱基序列，加粗及下划线的氨基酸表示高原鼢鼠和以色列鼹鼠共有的趋同进化位点。 

The amino acids and codons of the convergent sites are shown. Amino acids in Myospalax baileyi and Nannospalax galili are highlighted in bold 

underlined. 

 
 

图 5  基于邻接法构建的 IGFBP3 系统发育树和趋同进化位点 

Fig. 5  The neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree of the IGFBP3 sequences and the convergent sites 
系统发育树后的序列分别表示氨基酸和对应的碱基序列，加粗及下划线的氨基酸表示高原鼢鼠和以色列鼹鼠共有的趋同进化位点。 

The amino acids and codons of the convergent sites are shown. Amino acids in Myospalax baileyi and Nannospalax galili are highlighted in bold 

underlined. 
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图 6  基于邻接法构建的 BCL-2 系统发育树和趋同进化位点 

Fig. 6  The neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree of the BCL-2 sequences and the convergent sites 

系统发育树后的序列分别表示氨基酸和对应的碱基序列，加粗及下划线的氨基酸表示高原鼢鼠和以色列鼹鼠共有的趋同进化位点。 

The amino acids and codons of the convergent sites are shown. Amino acids in Myospalax baileyi and Nannospalax galili are highlighted in bold 

underlined. 

 
 

PIDD 趋同进化分析结果显示，在高原鼢

鼠和以色列鼹鼠中存在三处趋同进化位点，祖

先序列 109、110 和 566 位的氨基酸分别为谷氨

酰胺（Gln，Q）、精氨酸（Arg，R）和丙氨酸

（Ala，A），而在高原鼢鼠和以色列鼹鼠分支

上这三个位点的氨基酸分别为组氨酸（His，
H）、异亮氨酸（Ile，I）和天冬氨酸（Asp，D）

（图 2）。 
PUMA 在高原鼢鼠和以色列鼹鼠中存在

一处趋同进化位点，祖先序列 157 位的氨基酸

为谷氨酰胺（Gln，Q），而在高原鼢鼠和以色

列鼹鼠分支上 157 位的氨基酸为亮氨酸（Leu，
L）（图 3）。 

Apaf-1在高原鼢鼠和以色列鼹鼠中存在四

处趋同进化位点，祖先序列 289、320、1000
和 1168 位的氨基酸分别为谷氨酸（Glu，E）、
丝氨酸（Ser，S）、异亮氨酸（Ile，I）和异亮

氨酸（Ile，I），而在高原鼢鼠和以色列鼹鼠分

支上这四个位点的氨基酸分别为天冬氨酸

（Asp，D）、苯丙氨酸（Phe，F）、甲硫氨酸（Met，
M）和苏氨酸（Thr，T）（图 4）。 

IGFBP3 在高原鼢鼠和以色列鼹鼠中存在

两处趋同进化位点，祖先序列 207 和 285 位的

氨基酸分别为精氨酸（Arg，R）和组氨酸（His，
H），而在高原鼢鼠和以色列鼹鼠分支上这两个

位点的氨基酸分别为谷氨酰胺（Gln，Q）和天

冬酰胺（Asn，N）（图 5）。 
BCL-2 在高原鼢鼠和以色列鼹鼠中存在四

处趋同进化位点，祖先序列 63、81、128 和 176
位的氨基酸分别为精氨酸（Arg，R）、脯氨酸

（Pro，P）、丙氨酸（Ala，A）和谷氨酸（Glu，
E），而在高原鼢鼠和以色列鼹鼠分支上这四个

位点的氨基酸分别为谷氨酰胺（Gln，Q）、谷

氨酰胺（Gln，Q）、缬氨酸（Val，V）和天冬

氨酸（Asp，D）（图 6）。 
2.5  高原鼢鼠 p53 及细胞凋亡基因变异位点

对其功能影响的评估 
SIFT 评估结果表明，高原鼢鼠 p53 第 78
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位的丝氨酸（Ser，S）、PIDD 第 853 位的精氨

酸（Arg，R）、PUMA 第 157 位的亮氨酸（Leu，
L）、Apaf-1 第 320 位的苯丙氨酸（Phe，F）和

IGFBP3 第 285 位的天冬酰胺（Asn，N）的变

异对其功能有显著影响，其余变异位点对基因

功能均没有显著影响（表 5）。 
 

表 5  高原鼢鼠 p53 及细胞凋亡基因氨基酸序列中 

突变位点对其功能的影响 

Table 5  The effects of mutation sites on the function 
of apoptosis target genes in Plateau Zokor 

蛋白 
Protein 

变异位点 
Substitution 

SIFT 分值 
SIFT score 

SIFT 预测结果 
SIFT Prediction  
(cutoff = 0.05) 

P78S 0.029 有影响 Damaging p53 

A84P 0.386 良性的 Tolerated 

Q109H 0.363 良性的 Tolerated 

S110I 0.232 良性的 Tolerated 

A566D 0.308 良性的 Tolerated 

G853R 0.002 有影响 Damaging 

PIDD 

A898V 0.058 良性的 Tolerated 

Q157L 0.008 有影响 Damaging PUMA 

H161Q 1.000 良性的 Tolerated 

E289D 0.123 良性的 Tolerated 

S320F 0.001 有影响 Damaging 

I1000M 0.142 良性的 Tolerated 

Apaf-1 

I1168T 0.395 良性的 Tolerated 

PERP S21C 0.216 良性的 Tolerated 

R207Q 0.588 良性的 Tolerated IGFBP3 

H285N 0.012 有影响 Damaging 

R63Q 0.607 良性的 Tolerated 

P81Q 0.147 良性的 Tolerated 

A128V 0.375 良性的 Tolerated 

BCL-2 

E176D 0.350 良性的 Tolerated 

  
2.6  高原鼢鼠和SD大鼠细胞凋亡基因mRNA
表达水平 

荧光定量 PCR 结果表明，在高海拔（3 300 
m）条件下，高原鼢鼠肺组织中凋亡促进基因

Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1 的表达水平显著低

于低海拔（2 260 m）条件下的表达水平（P < 

0.05），而在 SD 大鼠肺组织中上述 4 个基因的

表达水平没有显著差异（P > 0.05）。在不同海

拔条件下，高原鼢鼠和 SD 大鼠肺组织中凋亡

促进基因 Fas、Scotin、Perp 和 Igfbp3 的表达

水平都没有显著差异（P > 0.05）（图 7）。在高

海拔条件下，高原鼢鼠肺组织中凋亡促进基因

Pidd、Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp
和 Igfbp3 表达水平均显著高于 SD 大鼠肺组织

中的表达水平（P < 0.05）（图 7）。 
在高海拔（3 300 m）条件下，高原鼢鼠肺

组织中凋亡抑制基因 Bcl-2 的表达水平显著高

于低海拔（2 260 m）条件下的表达水平（P < 
0.05），而在 SD 大鼠中则没有变化（P > 0.05），
并且高原鼢鼠肺组织中 Bcl-2 基因的表达水平

显著高于 SD 大鼠肺组织中的表达水平（P < 
0.05）（图 8）。 
2.7  高原鼢鼠和 SD 大鼠肺组织中 Bcl-2/Bax
比值 

在高海拔（3 300 m）条件下，高原鼢鼠肺

组织中 Bcl-2/Bax 相对表达量比值显著高于低

海拔（2 260 m）条件下的比值（P < 0.05）；而

在不同海拔条件下， SD 大鼠肺组织中

Bcl-2/Bax 比值没有显著变化（P > 0.05）（图 9）。 

3  讨论 

一般来说，低氧会促进细胞凋亡（Pan et al. 
2014，Lohberger et al. 2016）。细胞凋亡的过程

受多种基因的共同调控，Pidd 和 Fas 基因是死

亡受体介导的外源凋亡途径中的凋亡促进基

因，Bax、Puma、Apaf-1、Scotin 和 Perp 是线

粒体介导的内源凋亡途径中重要的凋亡促进基

因，Bcl-2 是关键的凋亡抑制基因，它能够阻止

细胞凋亡，延长细胞寿命（Gogvadze et al. 2006，
Brooks et al. 2007，Chipuk et al. 2009）。研究表

明，Bcl-2 与 Bax 相对表达量之比会决定细胞的

命运，当细胞内 Bcl-2 表达较多时，Bax 与 Bcl-2
易形成稳定的 Bax/Bcl-2 异源二聚体，从而抑

制细胞凋亡；若 Bax 表达水平增加，可以拮抗

Bcl-2 的作用，促进细胞凋亡（Brooks et al.  
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图 7  高原鼢鼠和 SD 大鼠肺组织中凋亡促进基因在不同海拔条件下的 mRNA 表达水平 

Fig. 7  The mRNA expression levels of proapoptotic target genes in lung tissues of  
Plateau Zokors at different altitudes and in the SD rat 

a. Pidd 基因表达水平；b. Fas 基因表达水平；c. Bax 基因表达水平；d. Puma 基因表达水平；e. Apaf-1 基因表达水平；f. Scotin 基因表达

水平；g. Perp 基因表达水平；h. Igfbp3 基因表达水平。**表示差异极显著，*表示差异显著，ns 表示无显著差异。 

a. Relative mRNA levels of Pidd gene; b. Relative mRNA levels of Fas gene; c. Relative mRNA levels of Bax gene; d. Relative mRNA levels of 

Puma gene; e. Relative mRNA levels of Apaf-1 gene; f. Relative mRNA levels of Scotin gene; g. Relative mRNA levels of Perp gene; h. Relative 

mRNA levels of Igfbp3 gene. **, P < 0.01; *, P < 0 .05; ns, not significant (P > 0.05). 

 
2007，付倩梅等 2014）。在低氧诱导的细胞凋

亡过程中，凋亡促进基因高表达，凋亡抑制基

因低表达（McClintock et al. 2002，Gogvadze 
et al. 2006）。本研究中，以 SD 大鼠为对照，研

究了高原鼢鼠肺组织中 p53 下游凋亡促进基因

Pidd、Fas、Bax、Puma、Apaf-1、Scotin、Perp、
Igfbp3 和凋亡抑制基因 Bcl-2 在不同海拔环境

条件下（3 300 m 和 2 260 m）的表达模式。研

究结果表明，与 2 260 m 海拔条件下的高原鼢

鼠相比，3 300 m 海拔条件下高原鼢鼠肺组织

中凋亡促进基因 Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1
的表达水平显著下降，凋亡抑制基因 Bcl-2 的

表达水平显著升高，并且 Bcl-2/Bax 相对表达量

比值明显上升，而在 SD 大鼠中没有变化。王 
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图 8  高原鼢鼠和 SD 大鼠肺组织中凋亡抑制基因

Bcl-2 在不同海拔条件下的 mRNA 表达水平 

Fig. 8  The mRNA expression levels of antiapoptotic 
gene Bcl-2 level in lung tissues of Plateau Zokors at 

different altitudes and in the SD rat  

** 表示差异极显著（P < 0.01）；ns 表示无显著差异（P > 0.05）。 

**. significant difference (P < 0.01); ns. not significant (P > 0.05).  

 

 
 

图 9  在不同海拔条件下高原鼢鼠和 

SD 大鼠肺组织中 Bcl-2/Bax 比值 

Fig. 9  The ratio of Bcl-2/Bax expression in Plateau 
Zokors at different altitudes and in the SD rat 

** 表示差异极显著（P < 0.01）；ns 表示无显著差异（P > 0.05）。 

**. significant difference (P < 0.01); ns. not significant (P > 0.05).  

 
铭洋等（2013）模拟在 2 000 m、5 000 m 和

7 000 m三个海拔条件下SD大鼠中凋亡促进基

因 Igfbp3、Bax 和凋亡抑制基因 Bcl-2 的表达模

式发现，与对照组相比，在 2 000 m 海拔条件

下 Igfbp3、Bax 和 Bcl-2 基因的 mRNA 表达都

没有变化，在 5 000 m 海拔条件下 Igfbp3 和

Bcl-2 基因的 mRNA 表达没有变化，在 7 000 m
时，Igfbp3、Bax 和 Bcl-2 基因的 mRNA 表达水

平才显著下降。我们推测，SD 大鼠中凋亡基

因的表达水平没有显著变化，可能与 SD 大鼠

从海拔 2 260 m 至 3 300 m 时对海拔高度的增

加并不敏感有关。Band 等（2010）的研究发

现，在低氧条件下以色列鼹鼠组织中 Apaf-1
基因的表达水平显著下降；Zhao 等（2013）
对于高原鼢鼠的研究发现，低氧显著下调Puma
和 Bax 基因的表达水平，这与本研究结果一

致。说明，高原鼢鼠在低氧环境中通过下调凋

亡促进基因、上调凋亡抑制基因的表达来抑制

细胞凋亡。  
在以色列鼹鼠的研究中发现，p53 下游基

因的表达与 p53 结构变异有关，DNA 结合域第

172位氨基酸的变异使得Apaf-1不表达，Puma、
Noxa 和 Bax 凋亡促进基因低表达，减缓了细胞

的凋亡（Ashur-Fabian et al. 2004，Avivi et al. 
2007）。我们前期研究发现，高原鼢鼠 p53 与以

色列鼹鼠在 78 和 84 号存在两个趋同进化位点

（An et al. 2018）。在本研究中，SIFT 评估发现，

高原鼢鼠p53第78号位点的变异对其功能有显

著影响，该位点由脯氨酸变异为丝氨酸。说明，

高原鼢鼠 p53 结构变异可能导致其下游基因表

达模式与 SD 大鼠不同，其中凋亡促进基因

Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1 表达水平下降，凋

亡抑制基因 Bcl-2 表达水平上升，从而抑制了

细胞在低氧条件下的凋亡。 
已有研究表明，在地下鼠中蛋白结构的变

异对其功能的发挥起着重要的作用（Gurnett et 
al. 1984，Kleinschmidt et al. 1984，Band et al. 
2010）。在本研究中，我们应用生物信息学方法

对高原鼢鼠细胞凋亡相关基因进行进化分析发

现，高原鼢鼠与以色列鼹鼠间细胞凋亡基因序

列的同源性 高，高原鼢鼠 PIDD、PUMA、

Apaf-1、IGFBP3 和 BCL-2 与以色列鼹鼠存在

共同的趋同进化位点，SIFT 评估结果表明，

PIDD 第 853 号位点、PUMA 第 157 号位点、

Apaf-1 第 320 号位点以及 IGFBP3 第 285 号位
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点的变异对其功能有显著影响。 
PIDD 是细胞存活和凋亡调节中的关键因

子（Wu et al. 2005），它由 N 端的 7 个富含亮

氨酸重复序列（LRRs）、2 个 ZO-1 和 Unc5-like
（ZU-5）区域和一个 C 端的死亡结构域组成，

PIDD 蛋白分子 C 末端序列可在胞质中与

RAIDD [receptor-interacting protein (RIP)- 
associated ICH-1/CED-3 homologous protein 
with a death domain]和天冬氨酸半胱氨酸蛋白

酶 2（cysteine aspartic acid specific protease 2，
Procaspase-2 ） 形 成 胞 质 PIDD 复 合 体

（PIDDosome），该复合体诱导 Procaspase-2 活

化，通过线粒体途径促进细胞凋亡（Tinel et al.  
2004，Berube et al. 2005）。SIFT 评估结果表明，

高原鼢鼠 PIDD 位于 C 端死亡结构中的 853 号

位点的变异对其功能发挥有显著影响，此位点

由非极性的甘氨酸（Gly）变异为极性带正电的

精氨酸（Arg），这种变异可能导致 PIDD 与

RAIDD、Procaspase-2 形成 PIDDosome 复合物

的结合力减弱，从而使得促进细胞凋亡功能  
减弱。 

PUMA 是 BH3-only 家族中的重要成员，

也是一个重要的凋亡促进因子，它由 BH3 结构

域、N 端的磷酸化修饰区域和 C 末端跨膜结构

组成，其中 C 端位于第 151 ~ 193 位的氨基酸

为线粒体定位序列（Nakano et al. 2001，Yu et al. 
2001）。PUMA能够通过其BH-3结构域与Bcl-2
家族抗凋亡蛋白结合，从而活化天冬氨酸半胱

氨酸蛋白酶（ cysteine aspartic acid specific 
protease，Caspase），导致细胞凋亡的发生

（Steckley et al. 2007，Yu et al. 2007，Chipuk 
et al. 2009）。Yu 等（2001）的研究发现，PUMA
促进细胞凋亡的活性不仅取决于 BH3 结构域，

也取决于 C 末端的线粒体定位序列，这段序列

缺失则不能定位于线粒体，使得 PUMA 丧失促

进细胞凋亡的活性。高原鼢鼠 PUMA 的 157
号位点由极性的谷氨酰胺（Gln）变异为非极性

的亮氨酸（Leu），该位点位于 PUMA 线粒体定

位结构域中，SIFT 评估结果表明，高原鼢鼠该

位点的变异对其功能有显著影响。因此，我们

推测高原鼢鼠PUMA中 157号位点的变异可能

不利于线粒体的定位，从而减小了 PUMA 促进

细胞凋亡的能力。 
Apaf-1是线粒体凋亡途径中重要的凋亡促

进因子，它主要与线粒体释放的细胞色素 C
（cytochrome C，Cyt C）结合并激活天冬氨酸

半胱氨酸蛋白酶 9（ cysteine aspartic acid 
specific protese-9，Caspase-9），启动细胞凋亡

（Zou et al. 2003，Bratton et al. 2010，Yuan et al. 
2013）。Apaf-1 由 N 末端半胱氨酸酶募集域

（caspase recruitment domain，CARD）、CED-4
同源结构域和 C 末端 12 个 WD-40 重复片段形

成的 Y 形调节域组成（Yuan et al. 2013）。研究

表明，CED-4 同源结构域可以促进 Apaf-1 发生

自身寡聚化，促进凋亡小体的形成（Leo et al. 
2005，Yuan et al. 2013）。高原鼢鼠 Apaf-1 的

CED-4 同源结构域中第 320 号位点由极性的丝

氨酸（Ser）变异为非极性的苯丙氨酸（Phe），
该位点的变异对其功能有显著影响，它可能影

响凋亡小体的形成。BCL-2家族成员是启动Cyt 
C、Apaf-1 和 Caspase-9 介导的细胞凋亡所必须

的关键因子，Bcl-2 的高表达会抑制线粒体释放

Cyt C，从而抑制细胞凋亡（Kim et al. 1997，
Huang et al. 1998，Finucane et al. 1999）。本研

究结果发现，在高海拔条件下，高原鼢鼠肺组

织中 Bcl-2 基因表达水平显著升高，这会抑制

线粒体释放 Cyt C，从而影响 Cyt C 与 Apaf-1
的结合。因此，高原鼢鼠 Apaf-1 第 320 号位点

的变异以及 Bcl-2 的高表达使得 Apaf-1 促进细

胞凋亡减小。 
IGFBP3 也是一个重要的凋亡促进因子，

它包括富集半胱氨酸的氨基区、羧基区以及中

央可变区 3 个结构域，其中氨基区和羧基区有

胰岛素样生长因子（lnsulin-like growth factor, 
IGF）的结合位点，是 IGF 结合的重要结构域，

IGFBP3 以依赖 IGF 和非依赖 IGF 的作用方式

诱导细胞凋亡（Devi et al. 2000，Imai et al. 
2000，Buckway et al. 2001）。本研究发现，高
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原鼢鼠 IGFBP3 在 285 号位点由带正电的组氨

酸（His）变异为不带电的天冬酰胺（Asn），
SIFT 评估结果表明，该位点的变异对其功能有

显著影响。因此，推测该位点的变异可能会改

变 IGFBP3 与 IGF 的结合力，进而改变 IGFBP3
诱导细胞凋亡的能力。 

综上所述，高原鼢鼠 p53 结构发生变异可

能导致其下游基因表达模式与 SD 大鼠不同，

其中凋亡促进基因 Pidd、Bax、Puma 和 Apaf-1
表达水平下降，凋亡抑制基因 Bcl-2 表达水平

上升，从而抑制了细胞在低氧的凋亡；在长期

低氧的作用下，高原鼢鼠 p53 下游基因产物

PIDD、PUMA、Apaf-1 和 IGFBP3 产生了影响

其功能的变异位点，这可能改变了它们与发挥

功能的复合物的结合力，从而抑制了细胞凋亡。

因此，通过长期的低氧适应，高原鼢鼠肺组织

中与细胞凋亡相关的基因产物结构发生变异，

导致基因表达水平发生变化，从而抑制细胞凋

亡，这是高原鼢鼠适应地下低氧高二氧化碳洞

道生境的分子机制之一。 
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