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绵羊分布于全世界,是主要的畜种之一。由于绵羊有较高的经济价值 ,科学工作者一

直十分重视,对其各项的研究开展得较早,既深人又全面。有关绵羊血红蛋白 (Hb)的生

理生化研究工作也是如此,早在本世纪五十年代就有较多报道,Harris和 Warrcn(1955)

用纸电泳法(pH8.6的巴比要缓冲液)分析 12头怀孕绵羊的 Hb时就发现其非常不均一

性。其中 5头含有 2个 Hb成分,3头仅含 1个快移动的 Hb成分,其余 4头也只含 1个

慢移动的 Hb成分。 Evans和 King(1956)把向阳极快移动的成分称为 Hb工A,把慢

移动的成分称为 Hb-B。 因此绵羊 Hb具有 A、 AB、 B3种多态型。Hclm等 (1957)

报道中提到的绵羊 Hb-I实际上就是上述的 Hb-B,Hb-II是 上述的 Hb-A。 如果人为

地致使绵羊患贫血病,则在具有 Hb-A的绵羊血液中出现 Hb-c,原来的 Hb-A就 因此

而消失。而具 Hb-B的绵羊则不因贫血而改变其 Hb成分,仍然是 Hb。 B。 绵羊的这几

种 Hb都是受遗传决定的,它们只有 1个 α位点,但

`位
点呈多态性 ,存在

`A和
卩
:等位

基因。贫血后出现的

`c位
点与

`A紧
密相连,称为

“
超基因

”
或

“
重复基因

”(胁yCr等 ,

1966)。 这些肽链的氨基酸序列也已清楚。一级结构分析表明,卩
A链有 7个残基不同于

`:链

,有 16个残基不同于严链,而

`:链

有 21个残基不同于

`G链
,在氨基端 卩

c比
卩A

或卩
:少 4个残基 (BoyCr等 ,1966)。 新近 Vcsoi等 (1983)从绵羊 Hb中又发现 2种新

的α链变体,其一是σ链上第 113或 114位的亮氨酸被组氨酸取代,另一是第 8位上的丝

氨酸被丙氨酸取代。

Hb-A和 Hb-B在 绵羊的自然群体中的分布及其生理功能也早有许多报道。Huisman

等 (1958)作了氧亲和力的测定,发现 Hb-A对氧的亲和力比 Hb-B高 ,而且不管是用

全血还是用 Hb溶液进行测定,Hb-A的氧解离曲线皆比 Hb-B向左偏离,这与适应高

海拔的动物其 Hb氧解离曲线一般比低海拔动物向左偏移的情况是相似的。因此绵羊的

Hb-A对高海拔具有适应意义。低氧耐力试验也证明具有 Hb-A的 绵羊对缺氧的耐力比

具有 Hb-B的绵羊大 (Dawson等 ,1966)。 据统计,英国山地绵羊以 Hb-A占 优势,低地

绵羊以 Hb-B为显著,前者对高海拔和低营养的饲料有较好的适应 (Manwc11和 Bakcr,

1970)。 调查不同品种绵羊 HbA的频率也说明绵羊饲养地的海拔高低与 HbA的频率有

衤此项工作承蒙夏武平教授的支持和指导,胡 晓梅同志参加部分工作,孙振荣同志拍洗图片,在 此一并致谢。
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一定的关系。通常海拔高的地区 HbA的频率也高 ,海拔低的地区 HbA的 频率也低(佐佐

木清纲,1982)。

如上所述 ,既然绵羊 Hb成分的出现频率与饲养地区的海拔高低有关 ,特别是 Hb-A

具有适应高海拔的功能,那末我国青藏高原上饲养的藏绵羊应该更具有这些特点。因为藏

绵羊的饲养地海拔较高,一般在 3000米 以上,显著高于国外文献报道的绵羊饲养地的海

拔 ,其对于高原缺氧的适应也必将在 Hb成分的频率和对氧亲和力的生理功能上得到更

充分的反映。我们对藏绵羊的 Hb进行电泳分析及其对氧亲和力的测定,其理由即寓于

此。

一、材 料 与 方 法

1.血样来源

血样于 1982年 9、 10两月采自青海省大通牛场冬宰绵羊。随机取样 2次共 38头 ,每

头羊血约收集 10毫升。所采血样的绵羊皆属成年个体,原放牧地一般在 3000米 以上。

血样用 Alscvcr液 。抗凝 (1:4),然 后于冰壶中带回实验室处理。

2.溶血液的制备

抗凝血样经离心弃去血浆 ,用 生理盐水洗涤红细胞 3次 ,去软层 ,最后加等体积的蒸

馏水和 1/4体积的四氯化碳 ,用 力振摇 2分钟 ,离心后取上层 Hb液 ,4℃冰箱保存待用。

3,Hb淀粉凝胶电泳

采用自制的青海马铃薯淀粉。淀粉水解,凝胶制备 ,电泳条件等详见周虞灿等(1981)

的报道。

4,Hb肽链的解离和醋酸纤维薄膜电泳

取 Hb溶液 0.1毫 升,先加二硫代苏糖醇 (DTT)0.032克 (Vcrva公 司产品),再加

尿素 0.074克 ,用细玻璃棒充分搅匀,室温下解离 30分钟。解离产物用醋酸纤维薄膜电

泳分离,点样前先将薄膜浸泡于合尿素(8M),pH为 8.6的 电极缓冲液(Tris-EDTA一 硼酸,

″-0.12)中 20分钟。 电泳电压为 30伏 /厘米,90分钟。电泳后用氨基黑 10B染色。

5.Hb氧分压的
·
贝l定和氧解离曲线的绘制

我们选用只含 Hb-A和只含 Hb-B的绵羊 Hb溶液 ,采 用混合技术测定法 (Edwards

等,1966)和 Bjork等 (1954)的 开路张力器技术 (opcn-circuit tonometcr tcchiquc)分

别进行测定。所谓混合技术测定法,是指把 1种 Hb溶液先分别制成无氧和氧合的 2种溶

液,再用此 2种溶液作一系列的不同比例混合,并测定各混合液的氧分压值。所谓开路

张力器技术 ,是指盛置 Hb的球形玻璃容器的对称两侧各接出一短玻璃管 ,使空气自由出

入。

测定前先将 Hb溶液置透析袋中,对 pH 7.4的 磷酸缓冲液 (″ -0,2)4℃ 透析 24

1)自萄糖 20.5克 ,柠檬酸钠 8.0克 ,食盐 4.2克 ,加蒸馏水至 1升。

· 1()0 ·



小时。透析后的 Hb溶液用氰高铁法 (Winrcrhaltcr,1974)测 定其浓度,然后用蒸馏水

调得浓度为 4%溶液。将此溶液分成2份,其一加到小容量瓶内,容量瓶与脱氧装置连

接,使充入氮气,赶 出氧气;另一加到氧合张力器中,让 Hb充分与空气接触。两者同时在
37℃水浴中平衡30分钟左右,并不断用手转动容器,直至前者得百分之百的无氧血红蛋白

溶液,后者得百分之百的氧合血红蛋白溶液 (Hbo2冫。 用专用注射器按不同比例吸取此

2种 Hb溶液,充分混合后加样到(注人)DH-100.型 血气酸碱分析仪 (南京分析仪器厂

出品)测出氧分压 (po2)值。作一系列不同比例的混合,则测得一系列不同氧饱和度的

氧分压值。专用注射器是用 1毫升的蓝芯注射器改制,在注射器后部套上一个有若干分

格 (10格左右)的有机玻璃装置,每格都能用档板固定,注射器芯的后部到达每格档板时 ,

注射器内的容量均用蒸馏水在分析天平上标定出。按每次吸取的 2种 Hb溶 液的容积

比,计算出混合 Hb溶液的百分氧饱和度为纵座标,以相应测得的 po2值 (毫米汞柱)为

横座标作图,即得此种 Hb成分的氧解离曲线图。

如所测 Hb溶液并非单一成分时,则需先把各 Hb成分分离后才能进行上述测定。

本实验所用试剂除 DTT外均为国产分析纯。

二、实 验 结 果

(1)藏 绵羊 Hb淀粉凝胶电泳分离结果 (图愚1)。 呈现由 2种 Hb成分组 成的 3种

Hb型。向阳极泳动快的谱带为 Hb-A,泳 动慢的为 Hb-B。 只具 Hb-A者为 A型 ,只具

Hb-B者 为 B型 ,二者同时兼有的为 AB型。38份样品中A型有 15例 ,B型 2例 ,AB型
21例 (表 1)。 如以基因频率表示 (斯特恩,1979),则 Hb人 为 0,67,Hb:为 0,33。 显然

HbA的频率大于 Hb:。

型 基 因 频 率
The ge:lc frcqucncies

测定绵羊数(头 )

Nulnber

自蛋
〓

红

H
b

血

ABA HbA

0.67

Hb:

38 2 21

(2)肽链解离和醋酸纤维薄膜电泳鉴定结果(图 2)。 Hb-A和 Hb-B经尿素解离后

各得 2条谱带。在 pH 8·6的电泳条件下,1条向负极迁移,其泳动速度较慢,此即α链;

另 1条向正极迁移,其泳动速度较快,此即卩链。具有 Hb-AB的样品经解离后呈 3条谱

带 ,其中向负极迁移的 1条 (α 链),向正极迁移的 2条 ,快的为卩
人链,慢的卩

:链。经比

较,3份样品中向负极移动的α链泳动距离相等,表明其理化性质相同。而向正极移动的

卩链泳动距离不等,表明其一级结构不同。此结果说明藏绵羊的 Hb与世界分布的其他

绵羊一样也只有 1个 α位点,而

`位
点存在涅人和卩

:等
位基因。∶绵羊 Hb的多态现象,其

实质是卩链的多态性。

(3)浓度为 4%的 Hb溶液,在 37℃ ,pH 7.4时 ,用血气酸碱分析仪测定不同的百分

·lO】 ·

表 1 i藩绵羊的 Hb型 及英基因频率
·
rabic 1  ncn1。 globin types and their gene ffequencies of ·

ribetan sheep

B
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∷    图 1 藏绵羊血红蛋白淀粉凝胶电泳分离

Fig~ l starchˉ gel electfophoretic separation of thc hen△ oglobins in ·
ribetan s1.cep

图 2 血红蛋白肽链醋酸纤维薄膜电泳分离

F.ig.. 2  CeIIulose acetate electror)110rctic separation 。f tllc l)o1ypeptide cllains of tllc 1】 cniogˉ lobins

氧饱和度(即无氧 Hb和氧合 Hb的不同比例)时的氧分压值,结果见表 2。 以氧的百分

饱和度为纵坐标,氧分压值为横坐标作图得 Hb-A和 Hb-B的氧解离曲线图(图 3)。 从

图可见 Hb-A氧解离曲线比 Hb-B明显偏左 ,前者的半饱和分压(即 50%的 Hb为氧合
Hb时的氧分压,以 P5a表示)为 19毫米 Hg,后者为 28毫米 Hg,说明 Hb-A对氧的

亲和力比 Hb-B强。

表 2 Hb不 同“饱和度下的】分压位
·
1·able 2  〈[)xygcn pressures at diffcfent saturations of b.en】 oglobins with oxygen

氧饱和度(%)
percent saturat!on

∷∷∷∷∷

27 40

8.5 】1~6

18.8 22.0

65 81

24.8

37.o

g5

50.0

49.5Hb-B(mmng)

P,0:^=I9mmHg,B=28mmng

讨  论

关于绵羊 Hb的研究 ,多数报道是采用低海拔地区的品种。 他们一般都发现绵羊有
3种 Hb型 ,并发现 Hb的

`链
在遗传上呈多态性。我们对藏绵羊 Hb的分析也得同样
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图 3 藏绵羊血红蛋白人和 B氧解离曲线

「ig. 3  C,xygen dissociation curves of thc two hen1ogiobins in ·
ribetan sheep

的结果,A型和 B型为纯合子,AB型为杂合子。Hb经裂解后,肽链的电泳分析也证明

藏绵羊 Hb只有 1个 σ位点 ,而

`位
点存在

`人

和

`:等
位基因 (图 2)。 我们的结果进

一步说明分布于世界各地的绵羊,尽管品种繁多,环境各别,但其 Hb组成基本一致。

vlict等 (1964)和 Blunt等 (1970)曾 报道在严重贫血及急性缺氧时有 Hb-C出 现 ,但

我们对 38份样品分析未见有 Hb-c成分。这可能因为我们分析用的动物是正常的健康

个体 ,而且是世居青藏高原 ,对高原缺氧早已适应 ,不存在急性缺氧的情况。

我们分析的 38份藏绵羊 Hb样品 ,其 HbA的频率为 0.67,Hb:为 0.33(表 1),可 见

前者明显高于后者。这一结果符合
“
高海拔地区 HbA的频率高 ,低海拔地区 HbA的频率

低
”
的一般性结论(Huisman等 ,1958)。 藏绵羊一般饲养在海拔 3000米 以上的青藏高原 ,

与现有文献材料相比 ,居于最高海拔 ,但其 HbA的频率并非最高。如南司派尔羊生长在

海拔 150米的地方,HbA频率却达 0,99之 高;代勒羊生长的海拔同样是 150米 ,其 Hb支

频率为 0.79,略低于前者;切维特羊的海拔 750米 ,比前二者高 ,但其 HbA频率只有 0.51,

明显比前二者低(佐佐木清纲,1982)。 这 3种绵羊的海拔都较低于藏绵羊 ,而 Hb人 频率

只有切维特羊低于藏绵羊 ,其余二者反而高于或较高于藏绵羊。可见 HbA频率的高低除

与海拔有关外,还可能有品种间的差别。可惜 目前还未见到绵羊种系相同而海拔不同的

分析材料。海拔高低对同种绵羊的 HbA频率究竟有多大的影响,目 前还难作出明确的回

答。

从氧解离曲线(图 3)可知藏绵羊 Hb-A的 曲线比 Hb-B向左偏离,表 明 Hb-A的

氧亲和力比 Hb-B强 ,这与 Vlict等 (1964)的 结果一致。对氧亲和力强意味着在氧分压

低的情况下容易摄取氧 ,满足机体耗氧的需要。绵羊 Hb-A这一生理功能无疑是高海拔

适应的结果。但是适应高海拔的 Hb却不利于低海拔生存的个体 ,因为它对氧的亲和力

强 ,使氧的释放增加困难。 在低海拔下 Hb-B的功能更有利于机体对氧的需要。绵羊具

有这 2种不同功能的 Hb,既能适应高海拔 ,也能生存于低海拔,这可称是绵羊所以能广

泛分布的一个生理上的原因。
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Hb的半饱和氧分压也常常是其生理功能的一项指标,可从氧解离曲线图上求出。

Kay(1977)曾经比较不同种类哺乳动物的 P50值 ,发现高海拔适应者的 P∞ 一般为低值。

值得注意的是藏绵羊 Hb的 P∞ 值特别低,Hb-A为 19毫米汞柱,Hb-B为 28毫米汞

柱 ,较低于 Huisman等 (1958)对 丹麦 Tcxcl羊 用 Hb溶液 (pH 7.2,37℃ )测得的 P∞ 值

(Hb-A为 29毫米汞柱,Hb-B为 38毫米汞柱)i而与他们用全血(pH7,38,37℃ )测得的

值 (Hb-A为 20毫米汞柱,Hb-B为 29毫米汞柱)相近。这说明藏绵羊 Hb的氧解离曲

线比其他种绵羊更向左偏离,不仅 Hb-A是 如此,Hb-B也是如此。表明藏绵羊的 Hb更

易摄取氧,更能适应高海拔的缺氧生境。我们初步认为,藏绵羊 Hb所以具有特别低的

P∞ 值 ,可能正是藏绵羊居于特别高海拔的反映,是长期的特别低氧生境适应的结果。
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Among the hemoglobins of domestic sbeep there exist two genetioal15· aetermhea
types,ie.the hemoglobin A and B,the former has hgher oxygen affinity than the la△

ter,It has been guggested that伍 e血eep witll hemogldbin A have abmity adapting to

lligh altitˉude,go the△e1m.oglolyin Δ~llas adaptive gignificance. In this report w·e deg:ribe

the obtained results from Tlbetan sheep which live at high altitude ab()ve g()()()m.

0n the pattem of starch gel electrophoresis twO zones Were obseWed.The c()II1-

pOne11t InoVing lnore rapidly towards the anode at p11 8.6 was ealled IIlbˉ Δ, alld the
slower∶〖lllgIlating colnponent mus callea iHb~B.In 38 sheep,4()percent of these animals

h.ad IIb-Δ , 5 percent ∶日ibˉBl and 55 percenC Hb~AIB. irhe gene frequency of II|bˉ A is

apppoxim-otely 0.67.

The polypephde ohains oF mbΔ  a11d HbB were∞ parate.d lby ce11ulose aoe浼 te ele-

ctrophore蕊 s in urea(8M)-DTTˉ TEB`buffer,.pH 8.6,since a complete geparation oF the

two baslc polypemide chains of th“ eh.emoglobins can be obtamed w△ th this tech“que.

The results sbow 1hat the two dlfferent type globins have one common polypeptide Chai0

w·hich move toward.s tlle cathode and identiFied as tbe α-chai.n,and the β-c△ains llligoa~

ting toward.s the an(x1e po啪 ess diFferent electrophore住c n1obility: the β
A is faster thall

the β
:· It indicates th痂 the hemoglobl∶【ls of Tibetan sheep also have onˇ α loc岫,but

there are twO Conllllon.a11eles,β
▲and β

:, at the 
β locus.

The oxygen aiss(四 iation curves of type IIb2生 ~and type∶IIb∶B have bee△1 detenllined

in Tibetall sheep.  It was founa that the oxygell dissociatioIl curVe of type ∶EbΔ  wag
ghifted to the left,indica住

1∶lg a higher oxygen⒏Efillity than iHbB.It is worth l∶ loticing

tllat the∶ P50 values of〕△b in Ti.betan sheep are relatively low at【 )I17.4,37。 C, irhe IIbΔ

is 19 InmIIg and tlle∶EIbB is 28 111tu..IIg. We consider it is a possible reflection.of parti~

cular adaptation to high altitude.Ⅱ
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