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摘要    利用免疫学和分子生物学手段研究哺乳动物的高海拔(缺氧)适应, 通过哺乳动物热休克

反应, 了解热休克蛋白在生物体高海拔(缺氧)适应中的意义. 用 Western blot 和常规 RT-PCR 及实

时荧光定量 PCR(real-time PCR detection)测定不同海拔哺乳动物(牦牛)心肌组织热休克蛋白

70(Hsp70)的表达差异和脑组织中Hsp70基因的自然表达. 将低海拔哺乳动物(家兔)直接送达不同

高海拔地区(海拔 2300, 3300, 5000 m)喂养 3 周后宰杀, 再用 RT-PCR 测定其脑组织中 Hsp70 基因

的诱导表达. 结果显示: 不同海拔哺乳动物都具有热休克反应基因, 应激时高海拔哺乳动物

Hsp70 表达快速升高; Hsp70 可被高海拔(缺氧)诱导产生. 热休克反应中 Hsp70 的快速合成有利于

维持应激时细胞的正常生理功能, Hsp70 的表达存在着阈值, 海拔 5000 m 是热休克反应最佳的条

件, 超过海拔 6000 m 时热休克反应减弱; Hsp70 生成量与细胞的耐缺氧能力成正比.  
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高海拔(缺氧)  哺乳动物  应激 

生物对环境的适应是指生物的形态结构和生物

功能与其赖以生存的一定环境条件相适应的现象 . 
在进化的历史长河中, 有机体具备了诸如行为适应、

形态变化、生殖调节和细胞反应等抵抗环境变化的 
胁迫的能力, 其中最常见的是涉及热休克蛋白(heat 
shock protein, Hsp)迅速合成的细胞胁迫反应[1]. 国际

上, 对通过分子比较追溯生物进化的轨迹的研究已

有极大的突破, 热休克蛋白在分子进化上的研究, 主
要就是从这一方面进行的. 热休克反应是生物对逆

境适应的一种新的形式. 自 Ritossa[2]在 1962 年对果

蝇唾液腺染色体的研究, Tissiéres 等人[3]在 1974 年对

果蝇幼虫的研究中发现热休克反应以来, 热休克反

应已成为各领域的研究热门. 热休克反应(heat shock 

response)是细胞在受到外界应激刺激后发生的反应, 
存在于从细菌到人的整个生物界中[4], 它不仅为热刺

激所诱导, 而且可为物理因子如紫外线、射线等, 化
学因子如重金属、细胞性毒剂等及机械刺激如缺氧、

寒冷及营养缺乏等所诱发[5]. 由各种应激因子引起的

热休克反应被称为应激反应(stress response, Sr), 产
生的蛋白质被称为热休克蛋白, 热休克蛋白具有保

护有机体(或细胞)不受损害或少受损害的功能[6], 其
中 Hsp70 具有重要的细胞作用, 如抗逆性、分子伴  
侣. Hsp70在高海拔(缺氧)应激时, 产生的 Hsp70 可以

增强细胞对下一次有害损伤的耐受程度, 维持细胞

的正常生理功能代谢, 提高细胞生存率[7~10]. 热休克

蛋白能产生一系列相应的生理反应, 来减缓细胞的
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损伤 [11~15]. 此外, 热休克蛋白(Hsp), 包括分子伴侣, 
是其他蛋白质减轻压力的变性细胞. 国际上, 很多科

学家对Hsp展开了研究, 目前已经在分子和细胞水平

了解了 Hsp 的作用. 对 Hsp 的研究包括真核细胞的

应激生理和组织及器官应激性改变, 也包括对生态

学的变化和 Hsp 基因演变的研究[16]. 目前的研究多

认为热休克蛋白可作为促进因子或“突变容器”在物

种进化中发挥作用[17~19]. Lerman 等人[20]通过实验证

实, 环境转变时, Hsp 的遗传物质可产生定量的变化,
这种变化会在种群范围内产生区别, 自然选择可对

其起作用. Rutherford 等人[17]认为 Hsp 可以缓冲物种

的表型变化, 即自然选择能增加物种的遗传多样性, 
在Hsp的调节下, 机体的表型变化一般不能立刻表现

出来 , 直到当物种的环境受胁迫时 , 这种变化才显 
现. 相应地, 当机体受胁迫时, Hsp 参与某种机制使

中性突变转变成选择突变, 依靠此来适应选择的需

要. 换句话说, Hsp 可以在选择压力下影响基因的表

达, 通过调节突变的蛋白质正确折叠, 或是间接地通

过调节信号转导缓冲开始变化的表型, 使不利于环

境的形态基因不能立刻表达, 而隐藏的有利基因得

以表达. Feder 等人[18]通过实验进一步支持这种说法. 
国内对 Hsp的研究已进展到基因水平, 如 Hsp 基因的

表达, 应激时热休克蛋白的表达, 但大多局限于医药

学、运动医学、畜牧兽医、农业等领域, 在生态方面

的研究刚开始, 但国外早已开始用Hsp的表达研究生

态适应. 如以色列科学家 Choresh 等人[21]用 Hsp60 研

究地中海以色列沿岸盛产的绿海葵对海水温度变化

的适应能力 ; 加拿大科学家 Ramaglia 等人 [22]用

Hsp70 研究西方绘画海龟对缺氧的适应能力. 本研究

用 Hsp70 探讨哺乳动物对高海拔(缺氧)适应能力. 它
的意义是哺乳动物(人类)突然到达高海拔地区时, 因
高海拔不适出现呼吸困难等一系列症状, 甚至死亡; 
但在次高海拔地区休息数日后, 则能改善呼吸困难

等一系列症状, 克服了高海拔产生的不适. 研究结果

提示机体对高海拔(缺氧)应激能发生适应[23], 但不能

突然到达高海拔地区, 而只能缓冲到达, 使机体有时

间对应激产生适应. 应激适应的机理是热休克反应

及热休克蛋白的产生. Hsp70 对生态环境的重要贡献

是: (ⅰ) 所有组织都有 Hsp70 的表达, 不同的组织变

化发生在它们的反应时间之中; (ⅱ) 多数 Hsp70 表达

后, 均能回归到正常生理状态; (ⅲ) Hsp70 作为一生

物标记在环境监测中被应用[24]; (ⅳ) 热休克反应能

提高生物的生存和有机体的耐受力[25]; (ⅴ) 在适应

环境的生物中 Hsp70 mRNA 的表达高, 热休克反应

在种内调节诱导适应[26].  

1  材料和方法 

1.1  试剂 

Hsp70 标准分子量蛋白购于 Serva 公司、一抗为

鼠抗人 Hsc70/Hsp70 单克隆抗体购于北京中山公司, 
二抗为辣根过氧化物酶(hrp)标记的羊抗小鼠 IgG 购

于北京中山公司, DAB 显色(二氨基联苯胺)购于北京

中山公司. Trizol 提取 RNA 试剂盒购于北京鼎国公

司; M-MLV RT(100 u/µL), Rnasin, 5×buffer 购于日本

东洋坊生物公司; DTT(100 mmol/L)、随机引物六 聚
体(20 µmol/L) 购于北京鼎国公司; dNTPs(10 mmol/L, 
pH 7.5, 购于Genview公司; Hsp基因和β-actin基因的

引物由奥科生物公司合成 ; 仪器 :  PCR 仪为美国

ABI-2400 型; 实时荧光定量 PCR 仪(real-time PCR 
detection systerm) 为 美 国 ABI-7700 型 . 用

Gel-ProAnalyzer 软件对 Western blot 蛋白质条带进行

定量测定 ; 用 Excel 2000 软件做统计学处理 ; 用
SPSS(11.0 版)对 RT-PCR 数据进行统计分析. 

1.2  材料 

海拔 5000 m 牦牛(Poephagus grunniens)两头来

自青海省玛多县, 3300 m 牦牛两头来自青海省海南 
州, 2300 m 牦牛两头来自青海省西宁市周围, 平原地

区黄牛(Bos taurus domesticus Gmelin)两头来自河南

师范大学试验动物中心. 取材部位为上述动物的心

肌和脑组织. 不同高海拔地区实验动物的对比均为

牦牛 , 高海拔地区与平原地区对比为牦牛与黄    
牛[27~29], 低海拔家兔(Oryctolagus cuniculus domesti-
cus )购于卫生部兰州生物制品厂(新西兰品系大白兔, 
合格证书: 医动字第 14-004号. 甘肃省兰州市的海拔

是 1600 m). 将低海拔地区哺乳动物(家兔)直接用车

送达不同高海拔地区(海拔 2300 m的青海省西宁市喂

养 10 只﹑海拔 3300 m 青海省共和县喂养 10 只﹑海

拔 5000 m 的青海省玛多县喂养 10 只), 喂养 3 周(均
为摄氏 18℃环境温度、12 h 光照时间及相同的饲料)
后宰杀. 
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1.3  Western blot 测定不同海拔哺乳动物的 Hsp70
的热休克反应 

海拔 5000, 3300, 2300 m 牦牛和平原地区黄牛, 
分别宰杀后 , 取其心肌 . 立即置 4℃缓冲液 (40 
mmol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, 缓冲液= 

1:10)中匀浆, 12000×g 离心 10 min, 取上清液[30], 用
Neuhoff 等人 [31]方法测定匀浆液的蛋白质浓度 , 用
75-2 型分光光度计测量各个样品 630 nm 处的 A 值; 
蛋白质分子量为 72 kD. 换算出每个样品的浓度(即
蛋白质浓度), 根据蛋白质浓度和上样的总蛋白量 , 
计算出上样体积. 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
按 Laemmli[32]的方法进行. Western blot 印迹(WB)按
Towbin 等人[33]方法进行. 一抗为鼠抗人 Hsc70/Hsp70
单克隆抗体, 二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

IgG, 避光显色后, 用 TE-Buffer (Tris-HCl 10 mmol/L, 
EDTANa 21 mmol/L)终止固定.  

1.4  RT-PCR 测定不同海拔哺乳动物的 Hsp70 基
因的表达 

海拔 5000, 3300, 2300 m 牦牛和平原地区黄牛, 
分别宰杀后, 取其大脑组织. Hsp 扩增引物序列(根据

所需检测的病原体或者待检特定基因). 上游引物: 
5′-AAAAACATggCTATCggCATCGA-3′, 下游引物 : 
5′-CAgATCAAAgATgAgCACgTT-3′.  

(1) 细胞总 RNA 的提取、RNA 的纯度、含量及

完整性的测定和 RT-PCR 操作步骤均依照 Newton   
法[34,35]进行: 称取 0.2 g 冻存的高海拔牦牛脑组织放

入 Trizole 里, 液氮快速研磨, 加入 1 mL Trizole 试剂, 
振荡, 加入氯仿溶液 200 µL, 振荡, 取上清液, 加入

500 µL 异丙醇, 离心, 沉淀 20 min, 离心 20 min, 弃
上清, 10DEPCddH2O, 取 2 µL RNA 电泳, 另取 2 µL 
RNA 完成 cDNA, 产物冻存于−20℃备用. 

(2) Hsp与β-actin基因 的 PCR(51 µL): 以制备的

总 RNA 细胞 cDNA 为模板进行 PCR 扩增, PCR 反应

参数为: 94℃, 变性 5 min, 94℃, 30 s, 55℃, 30 s;  72
℃, 30 s 共 30 个循环, 再 72℃延伸 7 min. 反应结束

后, 取 5 µL 产物在 10 g 琼脂糖凝胶中进行电泳鉴定. 
用 DNA 胶回收试剂盒回收鉴定正确的 PCR 产物片 
段, 拍照.  

(3) 软件分析: 用 One-Dsan2.03 软件进行分析.  
(4) Hsp 的 PCR 产物为 600 bp, β-actin 的 PCR 产

物为 420 bp.  

1.5  荧光实时 RT-PCR 测定不同海拔哺乳动物的
Hsp70 基因表达差异 

(1) 取海拔 5000, 3300 m 牦牛和平原地区黄牛脑

组织: 通过资料查询并设计 Hsp 扩增引物序列: 上游

引物: 5′-aggagatctcgtcgatggtg-3′, 下游引物: 5′-gatgat- 
cctcagcacgttca-3′扩增产物大小为 170 bp; β-actin 基因

引物序列为: 上游引物: 5′-cacagagcctcgcctttgcc-3′, 下
游引物: 5′-gacccatgcccaccatcacg-3′, 扩增产物大小为

200 bp.  
(2) 细胞总RNA的提取, RNA的纯度, 含量及完

整性的测定和 RT-PCR 操作步骤与第 1.4 小节相同(均
依照 Newton 法[34, 35]).  

(3) 将两种 cDNA 部分等体积混合然后 10 倍梯

度稀释作为相对标准样， 并自定义其浓度为 1.0×
10−1, 1.0×10−2, 1.0×10−3 和 1.0×10−4. 

(4) 定量 PCR 实验(25 µL 体系): cDNA: 2 µL, 引
物 (上游+下游): 0.5+0.5, SYBRGreen Real-time PCR 
master mix: 12.5 µL, 双氧水为 9.5 µL. 每个样品做两

个平行, 并设有两个空白对照. 
(5) Hsp 与β-actin 基因的 PCR(25 µL): 以制备的

β-actin 基因和 Hsp 基因的细胞 cDNA 为模板进行

PCR 扩增, PCR 反应参数为: 94℃, 变性 2 min, 94℃ 
30 s, 55℃ 30 s; 72℃ 40 s 共 38 个循环, 结束反应.  

(6) 实验结果统计分析: 应用分析软件进行结果

分析, 即用荧光定量 PCR 检测系统 V4.0 软件进行分

析.  

1.6  RT-PCR 测定高海拔(缺氧)诱导低海拔家兔
Hsp70 基因表达的差异 

用 RT-PCR 测定其大脑 Hsp70 的基因表达. 上游

引物: 5′-tgttgcaaccatgaaggtg-3′, 下游引物: 5′-aatcatc-
cgcagaatacg-3′. 

(1) 细胞总 RNA 的提取、RNA 的纯度、含量及

完整性的测定和 RT-PCR 操作步骤与第 1.4 小节相同

(均依照 Newton 法[34,35]). 
(2) 提取 RNA 步骤参考说明书(Trizol 方法提

取).  
(3) 反转录: Hsp 与β-actin 基因的 PCR(25 µL): 

以制备的β-actin 基因和 Hsp 基因的细胞 cDNA 为模

板进行PCR扩增, PCR反应参数为: 94℃, 变性 2 min,  
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图 1  海拔 5000, 3300 m 牦牛和平原地区黄牛 Hsp70 的表达 
(a) Hsp70示诱导型热休克蛋白(cinduced heat shock proteins 70), Hsc 70示组成型热休克蛋白(continuous heat shock proteins 70); (b) 海拔 5000, 3300, 

2300 m 牦牛 Hsp70 的表达. 0 示平原地区黄牛, 1 示海拔 2300 m 牦牛, 2 示海拔 3300 m 牦牛, 3 示海拔 5000 m 牦牛, 4 示海拔 6000 m 牦牛 
 

94℃, 30 s, 55℃, 30 s; 72℃, 40 s, 72℃, 5 min, 共 35
个循环, 结束反应. 

(4) 电泳拍照. 
(5) 实验结果统计分析: 应用分析软件进行结果

分析(One-Dsan2.03 软件), Hsp 的 PCR 产物为 800 bp, 
β-actin 的 PCR 产物为 200 bp.  

2  结果 

2.1  Western blot 测定不同海拔哺乳动物的 Hsp70
的热休克反应 

经 Western blot 检测牦牛 Hsp70 表达结果见图 1
和 2.  

 
图 2  β-actin(进样量 80 µg) 

由图 1可见: 不同海拔牦牛心肌中的蛋白质条带

密度不同, 带宽也不同, 着色浓度也不同, 因此它们

的相对值存在差异, 该差异反映了 Hsp 表达的不同, 
即高海拔地区牦牛 Hsp70 应激反应对比中 , 海拔

3300 m 牦牛应激反应中等(Hsp70 的表达居中), 海拔

5000 m 牦牛的应激反应激剧(Hsp70 的表达最高), 海
拔 6000 米牦牛应激反应减弱(Hsp70 的表达消失); 平
原地区黄牛无 Hsp70 应激反应. 

由图 2 可见: 经过进样量筛选后, 样品的进样量

为 80 µg 时效果较好, 确定了检测牦牛心肌中 Hsp 的

表达时进样量为 80 µg. 

2.2  RT-PCR 测定不同海拔哺乳动物的 Hsp70 基
因的表达 

(1) 提取的细胞总 RNA 质量: 培养的高海拔牦

牛脑组织 Hsp70 细胞总 RNA 经 1%琼脂糖凝胶中电

泳(图 3), 可见 28S, 18S 两条清晰的带, 证明所提取

RNA 质量完整, 无降解.  
(2) RT-PCR 测定不同海拔哺乳动物的 Hsp70 基因

的表达: 普通 PCR 方法: 以 DNA 为模板扩增出基因. 
由 mRNA 反转录产生的 cDNA 进行克隆而得以解决.  

以高海拔牦牛脑组织总 RNA 为模板, 通过 pdN6
随机引物在 AMV 反转录酶的作用下合成 cDNA, 采
用 pfu-DNA 聚合酶进行 RT-PCR 反应, PCR 扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳检测, cDNA 分子量是 540 bp, 获
得高海拔牦牛脑组织 Hsp70 基因, 见图 4.  

以平原黄牛脑组织总RNA为模板, 进行RT-PCR
反应, PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测, cDNA
分子量是 600 bp, 获得平原黄牛脑组织 Hsp70 基因, 
见图 5.  

2.3  荧光实时 RT-PCR 测定不同海拔哺乳动物的
Hsp70 基因表达的差异 

由于 Ct 值与模板初始拷贝数的对数值呈线性关

系, Ct 值越小, 说明模板的目标拷贝数量越多, 即该

基因的表达量越大.   
(1) β-actin 原始数据: β-actin 定量标准模板荧光

实时定量 PCR 的动力学曲线见图 6, β-actin 表达结果

见表 1. 
将不同梯度定量模板数与其 Ct 值关系经对数拟

合作图, 得到了定量标准曲线, 其相关系数为 0.9843, 
见图 7. 

(2) Hsp 基因原始数据: Hsp 基因荧光实时定量

PCR 的动力学曲线见图 8, Hsp 表达结果见表 2. 
将不同梯度定量模板数与其 Ct 值关系经对数拟

合作图, 得到了定量标准曲线, 其相关系数为 0.9833, 
图 9. 

(3) 结果校正: 结果校正见表 3. 
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图 3  细胞总 RNA 质量 
 

 
图 4 

cDNA 分子量为 540 bp. β-actin 用来证明 cDNA 是正确的, Marker 示分子量标准 

 

 

图 5 
cDNA 分子量为 600 bp. β -actin 用来证明 cDNA 是正确的, Marker 示分子量标准 

 

2.4  RT-PCR 测定高海拔(缺氧)诱导低海拔家兔
Hsp70 基因表达的差异 

(1) 提取的细胞总 RNA 质量, 高海拔(缺氧)诱导

低海拔家兔脑组织 Hsp70 细胞总 RNA 经 1%琼脂糖 

凝胶中电泳(图 10), 均可见 28S, 18S 两条清晰的带, 

证明所提取RNA质量完整, 无降解. β-actin用来证明

cDNA 是正确的; Marker 是分子量标准.  

(2) 两次测定经高海拔(缺氧)诱导的低海拔家兔
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图 6  β-actin 定量标准模板荧光实时定量 PCR 的动力学曲线 

 
表 1  β-actin 表达结果 a) 

编号 样品号 型号 Ct 拷贝数 平均拷贝数 浓度值/% 

1 β-actin 标准 1 标准 16.74 1.00×10−1 1.12×10−1 1.2% 

2 β -actin 标准 2 标准 20.24 1.00×10−2 9.63×10−3 3.7% 

3 β -actin 标准 3 标准 23.51 1.00×10−3 1.00×10−3 0.0% 

4 β -actin 标准 4 标准 25.43 1.00×10−4 1.05×10−4 0.5% 

5 样品 1 未知 20.55  6.56×10−3  

6 样品 2 未知 20.72  5.74×10−3  

7 样品 3 未知 20.90  4.99×10−3  

8 样品 4 未知 20.85  5.18×10−3  

9 其他      
a) 样品 1 和 2 分别代表高海拔(5000 m)的样品, 样品 3 和 4 分别代表低海拔(2300 m)的样品 

 
表 2  Hsp 表达结果 a) 

编号 样品号 型号 Ct 拷贝数 平均拷贝数 浓度值/% 
1 Hsp 标准 1 标准 19.37 1.00×10−1 1.02×10−1 0.2% 
2 Hsp 标准 2 标准 rd 24.87 1.00×10−2 1.01×10−2 0.1% 
3 Hsp 标准 3 标准 rd 27.82 1.00×10−3 9.62×10−4 3.8% 
4 Hsp 标准 4 标准 31.57 1.00×10−4 1.13×10−4 1.3% 
5 样品 1 未知 22.80  1.93×10−2  
6 样品 2 未知 22.65  2.11×10−2  
7 样品 3 未知 25.82  3.33×10−3  
8 样品 4 未知 25.67  3.63×10−3  
9 其他      
a) 样品 1 和 2 分别代表高海拔(5000 m)的样品, 样品 3 和 4 分别代表低海拔(2300 m)的样品 

 



 
 
 
 

 
102 中国科学 C 辑 生命科学 第 37 卷 

 

 

 

表 3  结果校正表 a) 
样品名称 高海拔样品 低海拔样品 

编号 1 2 3 4 
β-actin(内参) 6.56×10−3 5.74×10−3 4.99×10−3 5.18×10−3 
待测基因(Hsp) 1.93×10−2 2.11×10−2 3.33×10−3 3.63×10−3 

校正后值 
Hsp /β-actin 

2.94 3.67 0.67 0.70 

a) 两种样品待测基因(Hsp)实时定量 PCR 后由标准曲线图所得测量值为: 1.93×10−2, 3.33×10−3; 两种样品内参基因(β-actin)实际时间定量

PCR 后由标准曲线图所得测量值为: 6.56×10−3, 4.99 ×10−3; 实时定量 PCR 时两种样品上样量均为 2 µL, 然而由于受 RNA 浓度定量误差和 RNA  
反转录效率误差等的影响, 每个样品的 2 µL 体积的 cDNA 其含量并不完全相同, 为校正此差异, 使用管家基因 β-actin(不同样品间表达量基本恒

定)作为内参, 以样品待测基因得值除以此样品内参得值, 最终得到的比值为样品的待测基因相对含量; 样品 1 和样品 2 的比值比样品 3 和样品 4
的比值高, 说明高海拔地区牦牛 Hsp 基因表达量相对高些. 由于海拔高, 缺氧气等恶劣环境促使牦牛的 Hsp 基因大量表达 

 

 
图 7  β-actin 荧光定量 PCR 法定量标准曲线 

 
 

 
图 8  Hsp 基因荧光实时定量 PCR 的动力学曲线 
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图 9  Hsp 标准曲线 
 

 

图 10  低海拔家兔高海拔(缺氧)诱导后 Hsp70 基因的细胞总 RNA 
1~10 示总 RNA 

 

 
 

图 11  低海拔家兔高海拔(缺氧)诱导后 Hsp70 基因的表达 
1 系列为在海拔 2300 m; 2 系列为在海拔 3300 m, 3 系列为在海拔 5000 m; M 示 Marker; 2~11 为β-actin. Hsp 的 PCR 产物为 800 bp, β-actin 的 PCR

产物为 200 bp 

均有 Hsp70 基因的表达(图 11). 

高海拔(缺氧)诱导低海拔家兔 Hsp70基因表达的

差异见表 4. 

3  讨论 
利用免疫学和分子生物学手段对生态学和高原 

医学的现象进行了研究, 并且利用动物实验对哺乳
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动物(人类)突然到达高海拔地区时, 因高海拔不适出

现呼吸困难等一系列症状, 甚至死亡; 但在次高海拔

地区休息数日后, 则能改善呼吸困难等一系列症状, 

克服了高海拔产生的不适的现象进行了研究. 实验 

表 4  高海拔(缺氧)诱导低海拔家兔 Hsp70 基因表达的 
差异( x s± )a) 

组别 产地 海拔/m Hsp70 表达 
家兔 1 组 西宁市 2300 0.16±0.14 
家兔 2 组 共和县 3300 0.14±0.12* 
家兔 3 组 玛多县 5000 0.12±0.14* 

a) 家兔 3 组和 2 组与 1 组比较: *P<0.05 

 
表明: 热休克蛋白是机体对应激反应产生的物质, 能
促进机体对高海拔应激的适应; 高海拔应激对 Hsp70
的诱导表达剧烈; 高海拔哺乳动物和低海拔哺乳动

物都具有热休克反应的基因, 以及不同的反应程度; 
生物从低海拔到高海拔后出现热休克蛋白基因的表

达. 实验证明了热休克反应是哺乳动物高海拔(缺氧)
适应的一种形式. Western blot 测定发现不同海拔牦

牛, 其 Hsp70 表达量不同, 以海拔 5000 m 最多, 海拔

3300 m开始下降, 海拔 3300, 2300 m Hsp70表达差异

显著. 实验结果显示: 高海拔(缺氧)可以使牦牛心肌

组织中Hsp70的表达明显升高, 但在平原黄牛心肌组

织中未检测到 Hsp70 的表达. RT-PCR 和实时荧光定

量 PCR 测定发现不同海拔哺乳动物都具有 Hsp70 基

因, 且在应激时被激活; 经过 RT-PCR 两次测定的低

海拔哺乳动物直接到达不同高海拔地区, 在缺氧诱

导下, 该实验组动物出现不同程度的热休克反应, 低
海拔家兔的 Hsp70 基因出现表达. 实验结果说明: 
Hsp70 的快速表达有利于维持细胞正常生理功能; 热
休克反应中 Hsp70 的表达可能存在着阈值, 海拔

5000 m 牦牛热休克反应是最佳的热休克条件, 海拔

6000 m 牦牛热休克反应降低. 哺乳动物对高海拔的

适应能力是逐步形成的, 在海拔 2300 m 开始产生热

休克蛋白, 在海拔 5000 m 达到高峰, 超过海拔 6000 
m 时则开始下降, 这个特殊的结果说明了海拔越高, 
缺氧越严重, 机体的 Hsp70 表达越明显, 如果海拔超

过一定的高度, Hsp70 的保护作用消失. 对果蝇的研

究表明, 用Hsp70单克隆抗体检测热应激和未热应激

果蝇的细胞 Hsp70 含量 , 发现在果蝇细胞中有时

Hsp70 的增加幅度可达未热应激时的 1000 倍[36]. 随
着Hsp70的表达增强, 机体对热的耐受能力也迅速增 

加. 熊一力等人[37]通过对大鼠的研究, 发现高温情况

下, Hsp70 mRNA 基因表达及 Hsp70 蛋白的合成均明

显增加. 可见, 机体在热应激状态下 Hsp70 基因被激

活, 其 RNA 聚合酶在转录调控因子调节下, 激活

Hsp70 基因的启动子, 大量转录 Hsp70 mRNA 而合成

Hsp70 蛋白 , 导致 Hsp70 的表达水平升高 . 但是

Hsp70 对细胞的保护作用不是无限的, 不能无限夸大

Hsp70 对细胞的保护作用, 它只能在一定范围内起作

用 , 如果应激超过一定的强度 , 或持续时间过长 , 
Hsp70 的保护作用也是无能为力的. 如王枫等人[38]发

现当细胞在 45℃热暴露达到 6 h 以上时, 不管是

Hsp70 表达高的细胞还是 Hsp70 表达低的细胞, 其细

胞活力均降低. 这主要是因为应激时间过长, 使维持

细胞正常生长的蛋白质合成受阻, 威胁细胞的生存; 
同时变性蛋白过多的产生超过了 Hsp70 的保护能力, 
所以影响了细胞的功能, 引起细胞死亡. 生物体受不

良环境的因素作用后, 自动关闭或减少正常蛋白基

因的表达 , 启动热休克基因 , 产生 Hsp, 所以了解

Hsp70 基因的转录是认识 Hsp70 产生的基本机制[39]. 
Hsp70 基因的表达调控包括基础水平表达和诱导表

达两个层次 , 是研究基因转录调控的一个良好模  
型[40]. 在热休克反应中, Hsp70 的变化取决于转录和

翻译水平[41], 与热休克转录因子(heat shock transcrip-
tion factor, Hsf)的活性密切相关, Hsf 有多种, 与体内

外环境应激关系最密切的是Hsf1. Hsf1的激活是一个

多步骤的过程, 其基本途径: 应激→Hsf1 三聚化→

Hsf1 三聚体由胞质向胞核转移→Hsf1 与 Hsf 结合→

Hsf1 丝氨酸残基的磷酸化→促进 Hsp70 基因转录  
等[42]. 在实验室不同的温度下, Hsf 能迅速活化, 热
休克反应在其中充当一个重要的角色 [43]. 细胞应激

时, Hsp70 合成增加, 而其他蛋白质合成减少[44]. 如
何有效地诱导 Hsp70 的表达已成为近来研究的热点, 
特别是在不造成细胞损伤的条件下诱导或者潜在性

诱导合成 Hsp 更具应用前景. 有文献报道, 处于高海

拔的生物对缺氧的耐受性明显增强[45], 从而使动物

对缺氧的耐受时间大为延长[46]. Hsp 为一组高度保守

的蛋白质, 有其独特的生物学特性及功能, 在生物体

内广泛地参与了多种复杂的功能活动, 人们将其生

物活性比喻为“瑞士军刀”[47], 较为形象地反映出其

多作用的生物学效应. 目前已有许多研究证实Hsp在
形态进化中起作用, 例如, Rutherford等人[17]认为Hsp
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可以缓冲物种的表型变化, 即自然选择能增加物种

的遗传多样性, 在 Hsp 的调节下, 机体的表型变化一

般不能立刻表现出来, 直到当物种的环境受胁迫时, 
这种变化才表现出来. 相应地, 当机体受胁迫时 Hsp
参与某种机制使中性突变转变成选择突变, 由此适

应选择的需要. 换句话说, Hsp 可以在选择压力下影

响基因的表达, 通过调节突变的蛋白质正确折叠, 或
是间接地通过调节信号转导缓冲开始变化的表型 , 
使不利于环境的形态基因不能立刻表达, 而隐藏的

有利基因得以表达, 但不能产生适应, 相反会产生死

亡. Lerman 等人[20]通过实验证实, 环境转变时, Hsp
的遗传物质可产生定量的变化, 这种变化会在种群

范围内产生区别, 自然选择可对其起作用. Stenseng
等  人[48]对这方面的研究仍在继续, 已成为分子生

物学的热点之一. Feder[49~56]认为: (ⅰ) 热休克蛋白能

影响野生动物的适应性; (ⅱ) 有机体能整体保留热

休克蛋白, 如真核细胞; (ⅲ) Hsp70 对果蝇的影响集

中在整体幼虫和蛹上的繁殖数量的变化, 潜在地影

响果蝇的适应; (ⅳ) 热休克蛋白的研究有重大的意

义, 因为它是研究遗传工程的一个工具, 在动物生态

学和演变生理的研究中被应用; (ⅴ) 热休克蛋白是

一种生物化学的压力指示器, Hsp 能被环境压力所诱

导[57].  
本研究的实际意义是哺乳动物(包括人类)都具

备 Hsp 基因, 只要缓慢、逐渐地从低海拔地区缓冲到

达高海拔地区, 机体就能产生适应, 即机体发生热休

克反应, 产生热休克蛋白, 但这种适应有一定的限度

(如实验中的海拔 6000 m), 超出这种限度, 哺乳动物

不能耐受和生存. 本研究的生态学意义是: (ⅰ) 探索

相同的生物对不同环境的生态因子的应激是否启动

不同的 Hsp, 不同的生物对相同环境的生态因子的应

激是否启动不同的 Hsp; (ⅱ) 探索 Hsp 作为对特殊人

群适应环境能力的评估指标(如登山运动员对高海拔

及缺氧适应, 潜水员对深海缺氧适应); (ⅲ) 探索 Hsp
的功能时, 应该与所研究的生物群体与环境生态因

子的刺激相关联; (ⅳ) 探索一种可以提高生物有机

体Hsp表达的技术手段, 将其应用于不同生态因子作

用下的环境中, 以增加生物体的抗逆能力; (ⅴ) 探索

一种无损伤(或损伤较小)的强诱导剂, 以便诱导生物

体产生 Hsp, 从而保护生物体免遭恶劣环境生态因子

的伤害; (ⅵ) 人类只有遵循自然, 保护自然, 才能在

自然中生存, 并且在自然中发现有利于人类的规律, 
达到更好适应自然的目的. 本研究为人类适应高原

提供了科学理论依据.  
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