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高原鼠兔 ob基因的组织表达特征
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摘要 : ob基因编码的 lep tin蛋白在调节生物体能量平衡中起到重要作用。本研究应用 Taqman探针 real time PCR

技术对高原鼠兔 ob基因的组织分布进行检测。通过提取不同组织总 RNA, 经 DNase I消化后 , 用随机引物进行

反转录合成 cDNA, 采用特异性 Taqman探针和引物分别对 ob基因及β2actin基因进行实时定量 PCR扩增 , 对不

同组织中 ob基因和β2actin基因的初始拷贝数之比进行比较。结果表明 ob基因在脑、心脏、肺、肝脏、脾脏、

肾脏、骨骼肌、脂肪组织中均有表达 , 其中以白色脂肪组织中 ob基因表达量最高 , 其次为心脏和肺 , 表达量最

低的是肝脏和肾脏。
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The tissue expression character of ob m RNA in pla teau p ika ( O chotona

cu rzon iae)
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Abstract: Lep tin, the p roduction of the ob gene, p lays an important role in the regulation of energy homeostasis1 In this

study, we detected the tissue exp ression character of ob gene in p lateau p ika (O chotona curzon iae) using the method of real

time PCR ( Taqman p robe). Total RNA was extracted from eight tissues including brain, heart, lung, liver, sp leen, kid2
ney, muscle and white adipose of p lateau p ika1 After treated with DNase I, the total RNA was reverse transcribed with ran2
dom p rimer to synthesize cDNA1 Then the ob gene andβ2actin gene were amp lified with p ika2specific Taqman p robes and

p rimers by real time PCR1 The p ika lep tin mRNA in different tissueswere normalized withβ2actin mRNA to compensate for

variations in input RNA amounts1 Our results showed that ob mRNA was exp ressed in all of eight tissues, and tissular spe2
cificity was disp layed with the highest in white adipose, next in heart and lung, and much less in kidney and liver1
Key words: Ob gene; Plateau p ika (O chotona curzoniae) ; Real time PCR; Taqman p robe; Tissue distribution

　　动物与环境在长期相互作用中会导致动物结

构、生理或行为等方面发生一定的变化。气候环境

可以影响机体与外环境之间的温度梯度从而决定动

物能量消耗 (L i et a l1, 2001)。而动物只有在能量

贮存和能量消耗保持平衡的条件下 , 才能维持正常

的体重和繁殖功能 (李兴升 , 2003)。强紫外线辐

射、高寒、低氧是青藏高原主要的气候特征。独特

的高原环境给动物的生存带来影响。高寒环境是影

响这一地区小型哺乳动物产热的重要因素 (王德

华等 , 1993, 1996)。青藏高原高寒地区的小哺乳

动物由于常年暴露于低温环境下 , 与热带和亚热带

地区的小哺乳动物相比 , 其基础代谢率 ( basal

metabolic rate, BMR) 水平明显偏高 ; 自身维持的

能量代价也比较高 , 产热能力常年也维持在高水平

(宋志刚和王德华 , 2002 )。高原鼠兔 (O chotona

curzon iae) 是生活在青藏高原海拔 3 000 m以上的

小型非冬眠哺乳动物 , 是青藏高原的特有种 , 在维

持青藏高原生态系统平衡中起到了重要作用

(Chien and sm ith, 2003)。在长期的进化过程中 ,

高原鼠兔形成了特有的生活方式和适应机制。通常

表现为比较高的基础代谢率及非颤抖性产热 ( non2
shiveringthermogenesis, NST) (L i et a l1, 2001) 和
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高的氧利用率 (杜继曾和李庆芬 , 1982; 杜继曾

等 , 1984 ) 来适应这种环境压力。与北美鼠兔

(O chotona princeps) 相比 , 高原鼠兔体内常年存在

褐色脂肪组织 ( brown adipose tissue, BAT) , 且

BAT含量及其显微结构随着季节产生适应性的变

化 , 表现为严寒冬季 BAT含量增多 , 线粒体体积

增大 , 嵴的数量增多 , 线粒体蛋白含量增加以及细

胞色素 C 氧化酶活性增强 (王德华和王祖望 ,

1989, 1990, 1992; 王德华等 , 1996, 1999)。在对

高原鼠兔进行冷驯化以及脱冷驯化的实验中也表现

出与自然环境相一致的生理变化 : 冷驯化中 , 鼠兔

的非颤抖性产热 , 褐色脂肪组织线粒体蛋白含量明

显增加 , 细胞色素 C氧化酶活力显著升高 ; 而在

脱冷过程中 , NST和 BAT线粒体蛋白含量明显下

降 (柳劲松和李庆芬 , 1996) , 这些均表明高原鼠

兔是通过 BMR与 NST的调节 , 维持恒定的体温 ,

形成对高原地区气温变化的适应。

自 Zhang等 (1994) 首次克隆了 ob基因以来 ,

有关该基因功能方面的研究 , 便成为科研工作者的

研究热点。ob基因编码一个由 167个氨基酸组成

的分泌型蛋白 ( lep tin) , 与分布于中枢和外周的多

个组织器官中的 lep tin受体结合 , 发挥其重要的生

物学功能 ( Zhang et a l1, 1994)。例如维持机体能

量平衡、促进机体的新陈代谢、调节生殖与发育、

提高动物应激能力及免疫功能、参与造血等重要的

生理功能 ( Zhang et a l1, 1994; Farid et a l1, 1996,

1997; Zamorano et a l1, 1997; Thierry et a l1, 1997;

Lord et a l1, 1998)。Lep tin表达受到多种因素的调

节 , 比如冷暴露可以抑制 lep tin表达 ( Trayhurn et

a l1, 1996; Peino et a l1, 2000) , 而低氧环境下 lep2
tin合成增加 ( Grosfeld et a l1, 2001, 2002a, 2002b;

Ambrosini et a l1, 2002) , 可见 ob基因对低氧和低

温环境变化较为敏感 , 同时 lep tin又作为调节能量

平衡的重要激素 , 因而 , 我们推测 ob基因可能在

高原鼠兔对高寒低氧的高原环境的适应机制中起到

了重要的作用。Yang等 ( 2006) 报道了高原鼠兔

ob基因 cDNA序列以及在不同海拔下 ob基因 mR2
NA的表达特征 , 高原鼠兔体内 ob基因的表达特征

却鲜为报道 , 而这部分又是高原鼠兔生态适应分子

机制研究最重要的内容。因此 , 本文首次采用荧光

定量 PCR技术对高原鼠兔 ob基因的组织分布特征

进行了描述 , 目的在于揭示高原鼠兔在自然生活条

件下 ob基因的表达特征及其对动物生存适应的意

义。

1　材料与方法

111　材料来源

采集于中国科学院海北高寒草甸生态系统试验

站 (37°40′N , 101°23′E, 海拔 3 200 m ) 附近 , 采

用绳套活捕法捕捉高原鼠兔 , 鉴定性别、观察毛

色、称重并测量体长 , 选取有代表性的高原鼠兔

(体重、毛色等相近的雄性个体 ) , 以腹腔注射

20%乌拉坦 016 m l/100 g体重进行麻醉后 , 施与断

颈处死后就地解剖 , 迅速取各组织器官投入液氮

中 , 回实验室置 - 70℃低温冰箱中长期保存备用。

112　主要实验试剂

载体 PMD18 - T、限制性内切酶、Taq DNA聚

合酶为 TaKaRa公司产品。大肠杆菌 DH5a、引物

购自上海生工生物公司。Trizol RNA 提取试剂为

Invitrogen产品 , M - MLV逆转录酶、胶回收试剂

盒购自 Promega公司。其他试剂均为国产或进口产

品。含有 ob基因以及β2actin基因片段的重组质粒

为本实验室自行克隆。

113　实验步骤

11311　引物及 Taqman探针的设计

Real time PCR中 ob基因及内源基因β2actin所

使用的 Taqman 探针及引物由 AB I公司开发的

Primer Exp ress软件设计。Taqman探针 5’端连接

荧光基团 FAM , 3’端连接淬灭剂 TAMRA。引物

及 Taqman探针序列见表 1。

表 1　Rea l tim e PCR中所使用的引物及探针序列

Table 1　Primers and Taqman p robes for real2time PCR

目的基因
Target gene

引物 (探针 ) 名称
Primer (p robe) name

引物 (探针 ) 类型
Primer type

引物 (探针 ) 序列　　
Sequence (5’- 3’) 　　

预期片段长度
Expected size

ob 270F forward CCC GGA ATG TGG TCC AAA 66 bp
335R reverse CAG CTA CCA GGT GCA GAA GGT
289T Taqman p robe TGC CAA TGA CCT GGA GAA CCT CCG

β2actin BT277F forward GCG AGA TCG TGC GTG ACA T
BT343R reverse GCC ATC TCC TGC TCG AAG TC 67 bp
BT297T Taqman p robe AAG GAGAAG CTG TGC TAC GTC GCC C
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11312　高原鼠兔不同组织 RNA 提取

高原鼠兔不同组织 (脑、心脏、肺、肝脏、

脾脏、肾脏、骨骼肌、白色脂肪组织 ) 总 RNA的

提取采用 Trizol reagent一步抽提法完成。用无

RNase的 DNase I处理总 RNA, 以去除总 RNA中

残存的基因组 DNA。紫外分光光度计测其浓度和

纯度。甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性。

11313　cDNA 的合成

取不同组织总 RNA各 2μg分别与 015μg随

机引物 70℃保温 5 m in, 迅速冰浴 2 m in。将上述反

应液加入到如下逆转录反应体系中 (25μl) 含 1 ×

M 2MLV buffer, 015mM dNTPs, 25 units Rnasin, 200

unitsM 2MLV逆转录酶 ; 37℃保温 1 h; 95℃保温

5 m in以灭活逆转录酶 , 合成的 cDNA - 20℃保存备

用。

11314　标准曲线的制备

测定含 ob基因和内源基因β2actin部分片段的

重组质粒的浓度 , 按照 1μg 1 000 bp的 DNA相当

于 911 ×10
11个分子来计算其拷贝数 (Overbergh et

a l1, 1999) , 估计每微升体积中所含的质粒拷贝

数 , 以确定 Real time PCR 反应体系中的上样量。

将已知浓度的质粒分别稀释 103 ～107 5个浓度梯

度 , 按同样方法计算不同浓度下的拷贝数。

11315　Real - time PCR反应体系的建立

建立表 2所示反应体系 , 每一种 DNA 模板的

扩增重复 3 管。 PCR 扩增参数为 : 95℃预变性

2 m in, 95℃ 5 s, 60℃ 30 s, 45个循环扩增。信号

收集在每一循环第二步 : 60℃ 30 s。Real - time

PCR扩增在美国伯乐公司生产的 iCycler iQ TM Real

- Time PCR Detection System上进行。

表 2　荧光定量 PCR反应体系

Table 2　Quantitative PCR Reaction Components

组分

Component

体积

Volume

终浓度

Final concentration

Taq DNA polymerase (5U /μl) 0125μl 25U /m l

10 ×PCR buffer 5μl 1 ×

MgCl2 (25mM) 4μl 2 mM

dNTP m ixture (215mM each) 4μl 200μM each

Temp late DNA 5μl

Forward p rimer (10μM) 2μl 014μM

Reverse p rimer (10μM) 2μl 014μM

Taqman p robe (10μM) 1μl 012μM

ddH2O 26175μl

总体积 Total volume 50μl

2　结果

211　高原鼠兔不同组织总 RNA提取

利用 Trizol reagent一步抽提法提取高原鼠兔不

同组织 (脑、心脏、肺、肝脏、脾脏、肾脏、骨

骼肌、白色脂肪 ) 总 RNA, 在紫外分光光度计下

测定其浓度和纯度。测得 OD260 /OD280比值在 119～

210之间 , 说明所提的总 RNA纯度高 , 无基因组、

蛋白质或其他杂质的污染。总 RNA经 1%的甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳分离 , 溴化乙锭染色 , 紫外照

射下显示 , 28S rRNA亮度大约是 18S rRNA亮度的

1～2倍 ,说明所提的总 RNA完整 ,没有或者很少有

降解 ,可以作为逆转录模板用于 cDNA 合成 (图 1)。

图 1　甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析高原鼠兔不同组织总 RNA

1脑 ; 2心脏 ; 3肺 ; 4肝脏 ; 5脾脏 ; 6肾脏 ; 7骨骼肌 ;

8白色脂肪组织

Fig11　Formaldehyde2agarose gel electrophoresis analysis of total RNA

of different tissues in p lateau p ika11 brain; 2 heart; 3 lung; 4 liver; 5

spleen; 6 kidney; 7 muscle; 8 white adipose tissue

212　标准曲线的获得

紫外分光光度计下测得 ob基因重组质粒浓度 ,

按前述方法计算单位体积质粒拷贝数 ; 将质粒用

TE缓冲液稀释 10
3 ～10

7倍 ; 内源基因β2actin的重

组质粒按同样方法进行浓度测定和稀释。两个基因

的扩增曲线和标准曲线如图 2所示。

由图 2可看出 , ob基因的标准曲线各点相关

系数为 01996, 相关性较高 , 曲线定量准确。直线

回归方程为 Y = - 31516X + 401735, 曲线斜率为

- 31516, 说明反应的扩增效率较高。内源β2actin

基因标准曲线相关系数为 01991, 直线回归方程为

Y = - 31451X + 431299, 曲线斜率为 - 31451。利

用直线回归方程所得到的斜率按公式 [ 10
( - 1 / slope)

- 1 ] ×100 计算扩增效率 ( Elyanne, et a l1,

2001) , 可见 , 两条标准曲线的各自相关性较高 ,

扩增效率高。应用这两条曲线定量分析可以得到准

确结果。
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图 2　ob基因及内源基因β2actin重组质粒荧光定量 PCR扩增曲线及标准曲线 (扩增曲线只显示不同稀释浓度单孔扩增曲线 )

A: ob基因 real2time PCR扩增曲线及标准曲线 ; B: 内源β2actin基因 real - time PCR扩增曲线及标准曲线　　　

Fig12　The amplification p lot and standard curve of ob gene andβ2actin gene1 The amplification plot showed the plot of single pore in each dilution1
A: the amplification plot and standard curve of ob gene; B: the amplification p lot and standard curve ofβ2actin gene　　　　　

213　高原鼠兔不同组织 ob基因的分布特征

通过 icycler分析软件自动将未知样品的荧光值与

标准曲线荧光值相比对计算得出反应体系的初始拷贝

数值 (以对数值来表示 )。将不同组织 ob基因与β2
actin基因初始拷贝数之比作图 (图 3)。由图 3显示

出高原鼠兔 ob基因可在脑、心脏、肺、肝脏、脾脏、

肾脏、骨骼肌、白色脂肪组织中表达 , 其中在白色脂

肪组织中表达量最高 , 心脏和肺中 ob基因的表达量

次之 , 而肝脏和肾脏中 ob基因的表达量最低。

3　讨论

高原鼠兔作为青藏高原特有种有其独特的高原环

境的适应方式和机制 , 因此探讨高原环境作用下的基

因表达特征是揭示高原鼠兔生态适应分子机制的重要

内容。本文以 ob基因作为研究对象 , 探讨了高原鼠

兔在青藏高原这一独特自然环境下基因表达的组织分

图 3　高原鼠兔 ob基因组织分布比较

1白色脂肪组织 ; 2心脏 ; 3肺 ; 4脾脏 ; 5骨骼肌 ; 6脑 ;

7肾脏 ; 8肝脏

Fig13　Comparison of tissues distribution of ob gene in plateau p ika.

1 white adiposetissue; 2 heart; 3 lung; 4 spleen; 5 muscle; 6 brain;

7 kidney; 8 liver

布状态 , 从而为进一步研究其生态适应分子机制奠定

基础。

ob基因最初被认为只在白色脂肪组织表达
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(Zhang et al1, 1994)。近年来随着分子生物技术手段

的改进 , 灵敏度和准确度得到很大改善。ob基因组织

分布特征的研究也有一些新进展 , 据报道 , ob基因除

在脂肪组织表达外 , 还在棕色脂肪组织、胎盘、纤维

母细胞等组织细胞中表达 (Cancello et al1, 1998;

Buchbinder et al1, 2001; Glasow et al1, 2001)。这些

脂肪组织之外的 ob基因表达现象 , 除了与 ob基因表

达具有种属特异性之外还与所使用的检测手段有关。

目前对于基因 mRNA的表达研究有 4种常用方法 :

northern杂交、原位杂交、RNAse保护分析以及 RT -

PCR (Hod, 1992; Saccomanno et al1, 1992; Weis et

al1, 1992; Parker and Barnes, 1999) , 而本次研究则

采用了以 Taqman探针作为检测手段将高灵敏性与特

异性融为一体的 Real - time PCR技术描述高原鼠兔

ob基因的组织表达特征 , 同时建立了高原鼠兔 ob基

因 mRNA检测的优化条件。

为防止基因组 DNA污染对结果影响 , 总 RNA要

经过无 RNase的 DNase I进行处理 , 以去除残留的基

因组 DNA, 有效避免了由于基因组的扩增所产生的假

象。评价标准曲线的优劣主要从扩增曲线 , 相关系数

及回归曲线方程进行判断。通常 , 理想扩增曲线呈现

“S”型 , 上升的坡度陡峭 , 且不同梯度之间的上升曲

线形成平行线。回归直线的相关系数越接近 1, 说明

该曲线定量越准确。同时回归曲线斜率越接近于

[10
( - 1 / slope)

- 1 ] ×100, 说明扩增效率越高。在本次

研究中的标准曲线 , 两条曲线的相关系数都 > 0199,

相关性好 , 且直线的斜率分别为 - 31516和 - 31451,

扩增效率达 9215%和 9418% , 结果显示本次定量准

确 , 结论可靠。

Lep tin最主要的生物学功能是调节能量代谢 , 可

以减少动物摄食 , 增加机体代谢、体温及活动量

(Pelleymounter et al1, 1995)。Lep tin可以通过增加

BAT中的解偶联蛋白 1 (uncoup ling protein 1; UCP1) ,

白色脂肪组织中的解偶联蛋白 2 ( uncoup ling protein

2; UCP2) 以及骨骼肌中的解偶联蛋白 3 ( uncoup ling

protein 3; UCP3) 的表达来增加机体的能量 ( Scar2
pace, 1997; Zhou, 1997; L iu, 1998; 李兴升 , 2004)。

动物体内 lep tin水平对季节的适应具有种属特异性 ,

布氏田鼠 (Lasiopodom ys brandtii)、根田鼠 (M icrous

oeconom us) 和高原鼠兔体内 lep tin水平在冬季的环境

下显著下降 , 而叙利亚仓鼠 (M esocricetus auratus) 在

冬季 lep tin水平增加 (Wang et al1, 2006a, 2006b)。

然而对高寒地区动物与温带地区动物体内 lep tin水平

比较鲜为报道。本次研究所探讨的高原鼠兔 ob基因

的组织表达特征表明 : 高原鼠兔 ob基因可在脑、心

脏、肺、肝脏、脾脏、肾脏、骨骼肌、脂肪组织中表

达 , 其中以白色脂肪组织中的表达量最多 , 这与先前

的研究结论一致 , lep tin主要由白色脂肪组织分泌。

其次是心脏和肺的表达量仅低于脂肪组织 , 而肝脏和

肾脏的 ob基因的 mRNA表达量最低。高原鼠兔 ob基

因这种多种组织表达特征可能对于维持体内 lep tin的

高水平起到调节作用 , 对于高原鼠兔适应高寒低氧的

青藏高原环境具有重要的生态学意义。
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