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高原鼢鼠、高原鼠兔和大鼠肺表面活性物质组成和含量的比较

李永晓1, 2，徐 波2，安志芳2，王志洁2，李吉梅2，高聪慧1, 2，魏 莲1，魏登邦1, 2, *
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摘  要：本研究通过分析肺表面活性物质(pulmonary surfactant, PS)组成和含量探讨高原鼢鼠(Myospalax baileyi)和高原鼠兔

(Ochotona curzoniae)的低氧适应机制。高原鼢鼠和高原鼠兔各36只，捕捉于海拔3 600 m左右的青海省海南州贵德县拉脊山

地区，36只Sprague-Dawley (SD)大鼠购自海拔1 500 m左右的兰州大学实验动物中心。所有动物麻醉后通过肺循环进行肺灌

洗，充分洗净肺组织中的血液，取出完整的肺组织灌洗得到肺泡灌洗液。应用高效液相色谱法分析三种动物PS中磷脂的组

成和含量；应用G-250考马斯亮蓝法、聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)和质谱测序分析PS蛋白质的含量和种类；应用溶氧电极测

定了PS溶液中的溶氧量。结果表明：高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠PS中，总磷脂含量依次显著增加(P < 0.05)，总蛋白含量

依次显著减少(P < 0.05)；三种动物PS中均含有亚油酰棕榈酰胆碱(linoleic palmitoylphosphatidylcholine, LPPC)、二棕榈酰磷

脂酰胆碱(dipalmitoylphosphatidylcholine, DPPC)、磷脂酰甘油(phosphatidylglycerol, PG)、磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol, PI)
和磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine, PSe)等5种磷脂成分，但其相对含量明显不同；在高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠中，

LPPC所占比例依次显著增加(P < 0.01)；高原鼢鼠PS磷脂中，DPPC、PG和PI所占比例极显著高于高原鼠兔(P < 0.01)，高原

鼠兔与SD大鼠之间没有显著差异 (P > 0.05)；高原鼢鼠与高原鼠兔PS磷脂中，PSe所占比例没有显著差异(P > 0.05)，但均极

显著高于SD大鼠(P < 0.01)。三种动物PS中均含有血清白蛋白(serum albumin, SA)，高原鼢鼠和高原鼠兔PS中含有血红蛋白β
亚基构成的含血红素的同源四聚体蛋白，高原鼢鼠和SD大鼠PS中含有免疫球蛋白(immunoglobulin, Ig)重链残基，高原鼢鼠Ig
重链残基含量极显著高于SD大鼠(P < 0.01)，含血红素蛋白含量显著高于高原鼠兔(P < 0.05)。高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠

PS溶液中溶氧量依次显著减小(P < 0.01)，但均显著高于生理盐水(P < 0.01)。以上结果提示，高原鼢鼠和高原鼠兔PS中总蛋

白含量显著增加，总磷脂含量显著减少，蛋白成分中含有高含量的含血红素同源四聚体蛋白，且高原鼢鼠主要磷脂成分

DPPC的相对含量显著增加，这种PS成分和含量的变化增强了这两种高原动物对低氧环境的适应性。
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Comparison of the composition and content of pulmonary surfactant among plateau 
zokors, plateau pikas and rats
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Abstract: In the present study, the composition and content of pulmonary surfactant (PS) were analyzed to explore the hypoxia adap-
tation mechanism in plateau zokors (Myospalax baileyi) and plateau pikas (Ochotona curzoniae). 36 plateau zokors and plateau pikas 
were trapped alive at the Laji Mountain in Guide County, Qinghai Province (at the altitude of about 3 600 m), and 36 Sprague-Dawley 
(SD) rats were purchased from the experimental animal center of Lanzhou University (at the altitude of about 1 500 m). All animals 
were lavaged after laboratory anesthesia, the blood in lung tissues was fully washed out and the lung tissues were then taken out to 
obtain the bronchoalveolar lavage fluid by bronchoalveolar lavage. The composition and content of phospholipids in the PS of three 
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different kinds of animals were analyzed by using high performance liquid chromatography; the protein composition, content and 
types in the PS were analyzed by G-250 Coomassie brilliant blue method, polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and mass spec-
trometry; the dissolved oxygen in the PS solutions were determined by using dissolved oxygen electrode. The results showed that the 
total contents of phospholipids in the PS were successively increased among plateau zokors, plateau pikas and SD rats (P < 0.05) , 
while the total content of proteins successively decreased (P < 0.05). There were five phospholipids identified in the PS, including 
linoleic palmitoylphosphatidylcholine (LPPC), dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), phosphatidylglyerol (PG), phosphatidylinositol 
(PI) and phosphatidylserine (PSe), but the relative contents of these phospholipids were different. The relative content of LPPC was 
successively increased among plateau zokors, plateau pikas and SD rats (P < 0.01). The relative contents of DPPC, PG and PI in the 
PS of plateau zokors were significantly higher than those of plateau pikas (P < 0.01), while insignificant differences between plateau 
pikas and SD rats (P > 0.05). The relative content of PSe had no significant differences between plateau zokors and plateau pikas (P > 
0.05), but both were significantly higher than that of SD rats (P < 0.01). The serum albumin (SA) was identified in the PS of three 
kinds of animals, including homologous tetramer protein containing heme, which is composed of hemoglobin β subunit, in plateau 
zokors and plateau pikas. Immunoglobulin (Ig) heavy chain was found in PS of plateau zokors and SD rats. The content of Ig heavy 
chain in plateau zokor was significantly higher than that in SD rats (P < 0.01), and the content of protein containing heme was signifi-
cantly higher than that in plateau pikas (P < 0.05). The amount of dissolved oxygen was successively decreased in the PS among 
plateau zokors, plateau pikas and SD rats (P < 0.01), but it was significantly higher than that in saline (P < 0.01). These results suggest 
that the total content of proteins in the PS of plateau zokors and plateau pikas was significantly higher, while the total content of phos-
pholipids was significantly decreased. There were high content of homologous tetramer protein containing heme in the PS of plateau 
zokors and plateau pikas. The relative content of DPPC, the main component of phospholipids, was significantly increased in plateau 
zokors. The changes of PS component and content improve the adaptability of the two plateau animals in hypoxia environment.

Key words: plateau zokor; plateau pika; pulmonary surfactant; phospholipid; protein

高原鼢鼠 (Myospalax baileyi)和高原鼠兔 (Ochotona 
curzoniae) 是青藏高原特有的小型哺乳动物。高原

鼢鼠终生生活在完全封闭的地下洞道中，栖息地海

拔在 2 800~4 200 m，洞道中平均含氧量比同地区

大气低 20% 左右 [1]。高原鼠兔生活在地面和开放洞

道中，栖息地海拔在 3 000~5 000 m [2, 3]。两种高原

动物生境严重缺氧，如何从低氧环境中有效地获取

氧气是其生存所面临的挑战。血液是氧气运输的载

体，高原鼢鼠和高原鼠兔血液中红细胞体积小而数

目多、红细胞压积小、血液黏度低、血红蛋白浓度高、

动脉血氧分压和血氧饱和度高、血氧利用率高，说

明这两种高原动物能够从低氧环境中有效获取氧

气 [4–6]。通过长期适应，这两种高原动物的肺组织

产生了从低氧环境中有效获取氧的一系列生理学策

略，如高原鼢鼠和高原鼠兔肺 / 体重比大、单位面

积肺泡小而数目多、微血管密度高、气血屏障薄，

说明这两种高原动物通过增加肺气体扩散容量、气

体交换面积和气血屏障通透性，加强了肺部气体交

换能力 [7, 8]。

肺表面活性物质 (pulmonary surfactant, PS) 主要

是肺泡 II 型上皮细胞合成并分泌到肺泡表面的物

质 [9]。哺乳动物 PS中约 90%为脂类，10%为蛋白质，

其中脂类的 80%~85% 为磷脂，5%~10% 为中性脂

肪和无机盐 [10]。磷脂酰胆碱 (phosphatidylcholine, PC)
为 PS 磷脂主要成分，并在哺乳动物之间具有高度

保守性 [11]，PC 的分子结构中，由于磷酸胆碱所连

接的第 3 和第 2 碳位置的不同，分别产生了 α 和 β
两种异构体，α 碳位上连接饱和脂肪酸，而 β 碳位

上通常连接亚油酸、亚麻酸、花生四烯酸等不饱和

脂肪酸 [12]。在 PS 磷脂中，二棕榈酰磷脂酰胆碱

(dipalmitoylphosphatidylcholine, DPPC) 为 PC 中的饱

和成分，此外还有磷脂酰甘油 (phosphatidylglycerol, 
PG)、磷脂酰肌醇 (phosphatidylinositol, PI)、磷脂酰

丝氨酸 (phosphatidylserine, PSe) 等成分 [13]。目前已

发现的肺表面活性物质蛋白 (surfactant associated 
protein, SP) 主要为 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D [14]，其

中 SP-A 和 SP-D 为亲水性蛋白，SP-B 和 SP-C 为疏

水性蛋白，SP-A 含量最多，约占 SP 总量的 50% [15]。

PS 具有降低肺泡表面张力、防止肺水肿和参与

呼吸系统局部防御等功能，有助于肺泡的气体交

换 [16]。肺部气体交换功能的维持，不仅与肺组织气

体交换的总面积大小有关，而且与 PS 的组成和含

量密切相关。已有研究表明，高原低氧环境会产生

肺水肿等疾病 [17]，肺水肿会导致患者支气管肺泡灌

洗液中总磷脂、PC 和 PG 显著减少 [18]，导致 PS 的

活性降低，影响肺部气体交换。在低氧条件下，平
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原 Wistar 大鼠的 PS 中总磷脂、PG、PC 和 DPPC 含

量均显著低于世代生活在高原低氧环境中的高原鼠

兔 [19]。因此，本文在此研究基础上，以平原 Sprague- 
Dawley (SD) 大鼠为对照，通过分析高原鼢鼠和高

原鼠兔 PS 的组分和含量特征，进一步探讨它们适

应高原低氧环境的生理机制，并为 PS 制剂的研发

提供参考。

1  材料与方法

1.1  实验动物　　高原鼢鼠和高原鼠兔各 36 只，不

分雌雄，捕捉于青海省海南州贵德县拉脊山地区 ( 北
纬 36°72′，东经 101°28′，海拔 3 600 m 左右 )，采样

点大气氧分压为 13.59 kPa，含氧量为 193.10 g/m3。

高原鼢鼠体重为 200~250 g，高原鼠兔体重为 150~ 
200 g。同等数量的 SD 大鼠购于兰州大学实验动物

中心 (北纬 36°02′，东经 103°51′，海拔 1 500 m左右 )，
不分雌雄，当地大气氧分压为 17.73 kPa，含氧量为

250 g/m3，SD 大鼠体重为 200~250 g。动物处理措

施均按照国家《实验动物管理条例 (GB14923-2010)》
执行，并获得青海大学动物伦理委员会批准。三种

动物均不在实验室进行饲养，采样返回当天立即在

实验室进行动物实验。

1.2  PS 的制备　　高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠

用 5% 戊巴比妥钠麻醉，用连接输液袋的灌注针 ( 输
液袋中注入生理盐水 ) 刺入右心室，经右心室插入

至肺动脉进行肺灌洗，充分洗净肺组织血液，待肺

组织变为白色后取完整的肺组织，滤纸吸干肺表面

水分后称重，按照每克肺 2 mL 的标准从支气管分

3 次缓慢注入 37 ℃生理盐水，充分灌洗肺泡后抽出

灌洗液。收集三种动物的肺灌洗液后，每 6 只动物

的肺灌洗液合并，在 4 ℃，10 000 r/min 的条件下

离心 10 min，取上清液置于 −50 ℃真空冷冻干燥

(GLZY-0.5B，上海浦东冷冻干燥设备有限公司 )，
将冻干粉置于 −20 ℃冻存。

1.3  PS 中脂质成分的提取　　将高原鼢鼠、高原鼠

兔和 SD 大鼠的 PS 冻干粉用去离子水配制成浓度

为 0.05 g/mL 的 PS 溶液，向三种 PS 溶液中分别加

入等体积的氯仿 - 甲醇溶液 ( 体积比 2:1)，振荡混匀，

在 4 ℃，10 000 r/min 的条件下离心 10 min，吸取

氯仿相溶液于容量瓶，用氯仿 - 甲醇溶液 ( 体积比

2:1) 定容，置于 4 ℃保存。 
1.4  高效液相色谱法磷脂分析方法的建立

1.4.1  标准品储备液的配制　　称取 5.00 mg PG ( 纯

度 99%)、5.00 mg PI ( 纯度 99%)、5.00 mg PSe ( 纯
度 98%)、5.20 mg DPPC ( 纯度 99%) 和 5.10 mg 亚

油酰棕榈酰胆碱 (linoleic palmitoylphosphatidylcho-
line, LPPC) ( 纯度 99%) 标准品 ( 美国 Sigma 公司 )，
分别置于 10 mL 容量瓶中，加入氯仿 - 甲醇溶液 ( 体
积比 2:1) 溶解并定容，所得溶液即为 PG、PI、PS、
DPPC 和 LPPC 的磷脂标准品储备液，浓度分别为

2.00、2.00、2.00、2.60 和 2.55 mg/mL。分别吸取 0.45、
0.50、0.26、0.15 和 0.10 mL 上述储备液于 2 mL 容

量瓶中，用分析纯的氯仿 - 甲醇溶液 ( 体积比 2:1)
定容后作为混合标准溶液。将样品储备液和标准品

储备液超声 5 min，使用 0.45 μm 有机微孔滤膜过

滤后，将所得样品置于 4 ℃保存。

1.4.2  样品检测方法　　应用 Agilent 1260 HPLC 高

效液相色谱仪 ( 上海安捷伦科技有限公司 ) 检测高

原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠的 PS 磷脂。色谱柱为：

Bio-Bond C4 5 μL 250 mm × 4.6 mm ( 北京迪科马科

技有限公司 )，色谱条件为：流动相的正己烷 ( 色
谱纯 )- 乙醇 ( 分析纯 )- 冰乙酸 ( 分析纯 )( 体积比

96.8:3:0.2) 等度洗脱，流速 0.07 mL/min，柱温 30 ℃，

进样 15 μL。检测器为 Agilent 1260 ELSD 蒸发光散

射检测器 ( 上海安捷伦科技有限公司 )，检测条件：

漂移管温度为 70 ℃，雾化气体流量为 2.50 L/min (氮
气，纯度 ≥ 99.5%)，检测信道为 A 信道，撞击器为

关闭模式。

1.4.3  精密度、重现性和稳定性实验　　取 LPPC、
DPPC、PG、PSe 和 PI 的磷脂混合标准品溶液分 6
次进样分析，每次进样 15 μL，计算各磷脂峰面积

的相对标准偏差 (relative standard deviation, RSD)，
为日内精密度实验；次日再取此溶液用相同方法进

样分析，将 12 次进样分析的峰面积合并计算，为

日间精密度实验。取同一样品溶液 6 份，分别进样，

计算各磷脂成分的峰面积和保留时间的 RSD，为重

现性实验。取同一样品溶液 6 份，在 0、2、4、6、8、
10 和 12 h 分别进样，测定各磷脂成分峰面积的

RSD，为稳定性实验。

1.5  PS 总蛋白含量测定　　利用 G-250 考马斯亮蓝

蛋白测定试剂盒 ( 北京索莱宝科技有限公司 ) 测定

高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 溶液中总蛋白

含量。

1.6  PS 蛋白分离和含量分析　　将高原鼢鼠、高原

鼠兔和 SD 大鼠 PS 冻干粉用去离子水配制成浓度

为 0.05 g/mL 的 PS 溶液，采用聚丙烯酰胺凝胶
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(PAGE) 电泳分离 PS 蛋白。电泳条件参照 Wei 等人

的实验条件进行 [20]，上样量为 10 μL。电泳结束后

取出胶板，将胶片置于室温下用考马斯亮蓝染色液

染色 30 min，用甲醇 - 冰乙酸 - 水的脱色液 ( 体积

比 4:5:1) 脱色 100 min。采用 BIO-RAD 凝胶成像系

统拍照，利用 AlphaImager HP 软件对所拍照片中的

电泳条带进行灰度值扫描，其灰度值作为蛋白含量

进行分析。

1.7  PS 蛋白质谱分析和同源性比对　　利用 PAGE
电泳分离高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 蛋白，

在北京六合华大蛋白质研发中心有限公司进行蛋

白质谱 Q-E 检测分析。采用蛋白质肽段重叠法，

在 Ubuntu16.0 系统下利用 PeptideMass 程序拼接

蛋白质谱检测的肽段序列 [21]。将拼接校正所得的

序列在 Uniprot 数据库中进行比对，分析确定蛋白

种类。从 NCBI 公共数据库中检索并下载与本研

究结果相同种类的大鼠 (Rattus norvegicus) 和小鼠

(Mus musculus) 的相应蛋白质氨基酸序列，利用

MEGA 7.0 软件、采用极大似然法对各物种的蛋白

质氨基酸序列建树，并利用 DNAMAN 8.0 软件进

行同源性比对。

1.8  PS 溶氧量测定　　将高原鼢鼠、高原鼠兔和

SD 大鼠 PS 冻干粉用去离子水配制成浓度为 0.05 g/
mL 的 PS 溶液。以生理盐水为对照组，用雷磁

JPB-607A 便携式溶氧仪 (DO-957 极谱型覆膜式溶

解氧电极 ) 测定 PS 溶液的溶氧量，实验中用空气

进行平衡，室温 25 ℃，环境压力 77.3 kPa，示数稳

定后记录数据。

图 1. 肺表面活性物质磷脂标准品高效液相色谱图

Fig. 1. The high performance liquid chromatogram (HPLC) of pulmonary surfactant (PS) phospholipid standards. A, B, C, D and E are 
HPLC of single standard of LPPC, DPPC, PSe, PG and PI, respectively. F is HPLC of mixed standards.
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1.9  统计学分析　　采用 SPSS 24.0 软件进行数据

处理，采用 Kolmogoro-Simirnov 和 Levene 检验数

据的正态性和方差齐性。数据符合正态分布并具有

同质性，采用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 和
Duncan’s 多重比较，结果用 mean ± SD 来表示，

P < 0.05 为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  高效液相色谱法建立磷脂的测定方法

在本实验选定的色谱条件下，5 种单一标准品

峰型良好，混合标准品能实现基线分离。LPPC、
DPPC、PSe、PG 和 PI 的出峰时间分别在 2.6 min、
4.1 min、5.0 min、7.9 min 和 9.3 min ( 图 1)。标准

品进样量与峰面积的相关系数 R2 > 0.99 ( 表 1)，说

明各磷脂标准品在各自范围内的含量与峰面积线

性关系良好。LPPC、DPPC、PSe、PG 和 PI 的日内

精密度 RSD 值分别为 0.39%、0.81%、0.21%、0.58%
和 0.44% ；日间精密度 RSD 值为 0.83%、1.24%、

0.48%、0.76% 和 0.69%，说明该仪器分析的精密度

良好。单一标准品溶液 LPPC、DPPC、PSe、PG 和

PI峰面积的RSD分别为 0.43%、1.08%、0.73%、0.37%
和 0.25%，保留时间的 RSD 分别为 0.12%、0.45%、

0.16%、0.08% 和 0.86%，说明该方法重现性良好。

在 0、2、4、6、8、10 和 12 h 分别进样测定，测得

LPPC、DPPC、PSe、PG 和 PI 峰面积的 RSD 分别

为 0.88%、0.38%、0.23%、0.45% 和 0.62%，说明

该方法稳定性良好。以上结果说明，建立的高效液

相色谱分析方法具有稳定性和可重复性，误差小，

表1. 五种磷脂峰面积与含量的线性回归方程

Table 1. Linear regression equation of peak area and content of five phospholipids
Phospholipids	 Regression equations	 R² Linear range (μg)
LPPC y = 8.049x − 25.642 0.9966 2.55–63.75
DPPC y = 301.410x − 1155.200	 0.9994	 26.00–65.00
PSe y = 31.305x − 226.580	 0.9917	 2.00–20.00
PG y = 10.617x − 51.098	 0.9960	 2.00–20.00
PI y = 10.807x − 45.885	 0.9973	 2.00–20.00
LPPC, linoleic palmitoylphosphatidylcholine; DPPC, dipalmitoylphosphatidylcholine; PSe, phosphatidylserine; PG, phosphatidyl-
glycerol; PI, phosphatidylinositol.

图  2. 高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠肺表面

活性物质磷脂溶液的高效液相色谱图

Fig. 2. The HPLC of pulmonary surfactant (PS) 
phospholipid solutions. A, B and C are HPLC 
of PS phospholipids in plateau zokors, plateau 
pikas and SD rats, respectively.
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灵敏度高，可用于样品的测试。

2.2  三种动物PS中磷脂的含量

高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 中均含有

LPPC、DPPC、PSe、PG 和 PI 等 5 种磷脂成分 ( 图
2)。统计结果表明，单位体积 PS 中，高原鼢鼠总

磷脂含量极显著低于高原鼠兔和SD大鼠 (P < 0.01)，
高原鼠兔显著低于 SD 大鼠 (P < 0.05)( 表 2) ；在三

种动物总磷脂中，各磷脂成分所占比例明显不同，

在高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠中，LPPC 所占

比例依次显著增加 (P < 0.01)；高原鼢鼠 PS 磷脂中，

DPPC、PG 和 PI 所占比例极显著高于高原鼠兔 (P < 
0.01)，高原鼠兔与 SD 大鼠之间没有显著差异 (P > 
0.05) ；高原鼢鼠与高原鼠兔 PS 磷脂中，PSe 所占

比例没有显著差异 (P > 0.05)，但均极显著高于

SD 大鼠 (P < 0.01) ( 表 3)。
2.3  三种动物PS蛋白组成、种类和含量

高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 中，总蛋白

含量依次显著减少 (P < 0.05)，分别为 (12.64 ± 1.05) 
mg/mL、(10.78 ± 1.13) mg/mL 和 (4.38 ± 0.44) mg/
mL ( 图 3A)。PS 蛋白的 PAGE 电泳显示，高原鼢鼠

PS 蛋白有 3 个条带 (Band1、Band2 和 Band3)，高

原鼠兔有 2 个条带 (Band2 和 Band3)，SD 大鼠有 2
个条带 (Band1 和 Band3)( 图 3B)。经质谱分析和同

源性比对发现，高原鼢鼠和 SD 大鼠的条带 1 蛋白

分别含有 125 和 143 个氨基酸残基，相似度为

38.93%，经 Uniprot 数据库比对，这两种动物条带

1 蛋白为免疫球蛋白 (immunoglobulin, Ig) 重链残基；

高原鼢鼠和高原鼠兔的条带 2 蛋白均含有 147 个氨

基酸残基，相似度为 68.71%，分析发现该蛋白是

由类似血红蛋白 β 亚基构成的同原四聚体血红素蛋

白；高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠的条带 3 蛋白

分别含有 606、608 和 608 个氨基酸残基，其中高

原鼢鼠与高原鼠兔序列相似度为 67.11%，高原鼢鼠

与 SD 大鼠序列相似度为 85.20%，高原鼠兔与 SD
大鼠序列相似度为 64.80%，经 Uniprot 数据库比对，

条带3蛋白为血清白蛋白 (serum albumin, SA)(图4)。
高原鼢鼠和 SD 大鼠 PS 中，Ig 重链残基电泳条带

灰度值分别为 84.94 ± 1.15 和 44.17 ± 2.03，高原鼢

鼠 Ig 重链残基含量极显著高于 SD 大鼠 (P < 0.01)，
高原鼠兔缺乏该蛋白；高原鼢鼠和高原鼠兔 PS 中，

表2. 肺表面活性物质磷脂成分的含量

Table 2. The content of phospholipids in pulmonary surfactant (μg/mL)
Phospholipids		  Species  
	 Zokor	 Pika	 Rat
LPPC 2.23 ± 0.61	 43.28 ± 4.17**	 74.52 ± 5.83**##

DPPC	 30.80 ± 3.73	 35.66 ± 1.67	 34.51 ± 5.35
PSe 5.23 ± 0.69	 7.83 ± 1.18*	 2.84 ± 0.74*##

PG	 6.36 ± 1.04	 6.48 ± 1.12	 9.54 ± 0.32*#

PI	 7.71 ± 0.93	 2.24 ± 0.16**	 1.65 ± 0.20**

TPL	 52.32 ± 7.00	 95.49 ± 8.30**	 123.06 ± 12.44**#

Zokor, plateau zokor (Myospalax baileyi); Pika, plateau pika (Ochotona curzoniae); Rat, SD rat; LPPC, linoleic palmitoylphospha-
tidylcholine; DPPC, dipalmitoylphosphatidylcholine; PSe, phosphatidylserine; PG, phosphatidylglycerol; PI, phosphatidylinositol; 
TPL, total phospholipids. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05 vs Zokor, **P < 0.01 vs Zokor, #P < 0.05 vs Pika, ##P < 0.01 vs Pika.

表3. 肺表面活性物质磷脂成分相对含量

Table 3. The relative content of phospholipids in pulmonary surfactant (%)
Phospholipids		  Species  
 Zokor Pika Rat
LPPC 4.32 ± 1.18	 45.32 ± 4.36**	 61.84 ± 4.84**##

DPPC 58.28 ± 7.22 37.34 ± 1.75** 28.64 ± 4.44**

PSe 10.14 ± 1.33 8.20 ± 1.23 2.36 ± 0.61**##

PG 12.32 ± 2.02 6.79 ± 1.18** 7.91 ± 0.26**

PI 14.93 ± 1.80 2.35 ± 0.17** 1.37 ± 0.17**

Zokor, plateau zokor (Myospalax baileyi); Pika, plateau pika (Ochotona curzoniae); Rat, SD rat; LPPC, linoleic palmitoylphospha-
tidylcholine; DPPC, dipalmitoylphosphatidylcholine; PSe, phosphatidylserine; PG, phosphatidylglycerol; PI, phosphatidylinositol. 
Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01 vs Zokor, ##P < 0.01 vs Pika.
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含血红素蛋白电泳条带灰度值分别 137.75 ± 2.02 和

116.41 ± 3.12，高原鼢鼠含血红素蛋白含量显著高

于高原鼠兔 (P < 0.05)，SD 大鼠缺乏该蛋白 ；高原

鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 中，SA 电泳条带灰

度值分别为 137.16 ± 1.32、138.68 ± 2.42 和 135.99 ± 
1.21，三种动物 SA 含量没有显著差异 ( 图 3C)。

从 NCBI 数据库中下载大鼠和小鼠的 Ig 重链残

基、SA、SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D 的蛋白序列后，

与高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠的 PS 蛋白序列

进行同源性比对并构建进化树。进化分析显示，高

原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 蛋白与大鼠和小

鼠的 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D 蛋白序列同源性

均低于 14%，但是高原鼢鼠的条带 1 蛋白与小鼠的

Ig 重链残基蛋白序列的同源性为 84.00%，SD 大鼠

的条带 1 蛋白与大鼠的 Ig 重链残基蛋白序列的同

源性为 97.20% ；高原鼢鼠的条带 3 蛋白与大鼠和

小鼠的 SA 蛋白序列的同源性分别为 83.72% 和

84.34%，高原鼠兔的条带 3 蛋白与大鼠和小鼠的

SA 蛋白序列的同源性分别为 63.38% 和 63.32%，

SD 大鼠的条带 3 蛋白与大鼠和小鼠的 SA 蛋白序列

的同源性分别为 98.03% 和 89.80%。说明高原鼢鼠、

高原鼠兔和 SD 大鼠的 PS 蛋白种类并不是 SP-A、

SP-B、SP-C 和 SP-D，而是 Ig 重链残基和 SA ( 图 5)。
2.4  PS溶氧量测定

高原鼢鼠、高原鼠兔、SD 大鼠的 0.05 g/mL PS
溶液和生理盐水溶氧量分别为 (7.05 ± 0.15) mg/L、
(6.30 ± 0.10) mg/L、(5.75 ± 0.05) mg/L和 (4.85 ± 0.05) 
mg/L。高原鼢鼠、高原鼠兔和 SD 大鼠 PS 溶液溶

氧量均极显著高于生理盐水 (P < 0.01)，且高原鼢

鼠和高原鼠兔 PS 溶液的溶氧量极显著高于 SD 大

鼠 (P < 0.01) ( 图 6)。

3  讨论

PS 具有降低肺泡表面张力，增强肺组织免疫系

统的防御功能，保证肺泡气体交换功能的作用 [22]。

研究显示，家兔在模拟 4 800 m 高原低氧环境时，

其肺灌洗液中总磷脂含量显著下降 [23]，Wistar 大鼠

移居高原后，其肺灌洗液中总磷脂、PG、PC、DPPC
和总蛋白含量显著低于高原鼢鼠和高原鼠兔 [24]。呼

吸窘迫综合征 (respiratory distress syndrome, RDS)
患者 PS 中总磷脂和总蛋白含量明显减少 [25, 26]，主

要成分 DPPC 和 PG 相对含量明显下降 [27, 28]，同时

图 3. 高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠肺表面活性物质总蛋白

和各条带蛋白含量

Fig. 3. The content of total protein and each protein band in the 
pulmonary surfactant (PS) of plateau zokors, plateau pikas and 
SD rats. A: The total content of PS protein. B: Polyacrylamide 
gel electrophoresis. M, protein marker; 1–3 lane, the PS protein 
of plateau zokors; 4–6 lane, the PS protein of plateau pikas; 7–9 
lane, the PS protein of SD rats. C: The gray value of each protein 
band. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01.
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患者的动脉血氧饱和度显著下降，动脉血二氧化碳

分压显著增高 [29]。应用外源性 PS 制剂治疗后，能

弥补组织中 PS 的不足，明显改善肺的顺应性，增

强气体交换功能 [30]，使患者 PS 中 DPPC 和 PG 相

对含量显著增高，动脉血氧分压和动脉血氧饱和度

显著增高，动脉血二氧化碳分压显著降低 [31, 32]。这

些结果说明，PS 中总蛋白和总磷脂含量下降，尤

其是磷脂成分中 DPPC 和 PG 相对含量下降是肺泡

气体交换功能减弱的重要因素。本研究结果显示，

虽然高原鼢鼠和高原鼠兔 PS 中总磷脂含量显著减

少，但总蛋白含量显著增加，且高原鼢鼠主要磷脂

成分 DPPC 相对含量显著增加。高原鼢鼠和高原鼠

兔是青藏高原典型的土著动物，栖息地大气氧分压

和含氧量显著低于平原地区。由于高原鼢鼠生活在

完全封闭的地下洞道中，而高原鼠兔在地面生活，

所以在同地区分布的高原鼢鼠生境中氧含量明显低

于高原鼠兔生活的地面生境 [33]。但是，两种高原动

物血氧利用率显著高于平原 SD 大鼠，且高原鼢鼠

显著高于高原鼠兔 [5]，这不仅与两种高原动物肺泡

气体交换总面积大有关，而且可能与它们 PS 中总

蛋白以及主要磷脂成分DPPC相对含量的增加有关。

PS 中的蛋白不仅与肺泡表面张力有关，而且具

有免疫防御功能。研究显示，SA 能维持血管内胶

体渗透压，其含量的提高有利于 PS 的合成并改善

肺部功能 [34]。Ig 的化学结构与抗体分子相似且具有

抗体活性，主要是两条相同的轻链和两条相同的重

链由二硫键连接形成，具有良好的抗体活性，可与

抗原相互结合，发挥细胞免疫效应 [35]。本研究结果

图  4. 高原鼢鼠、高原鼠兔和SD大鼠肺表面活性物质蛋白氨基酸序列

Fig. 4. Amino acid sequences of pulmonary surfactant proteins in plateau zokors, plateau pikas and SD rats. A, B and C are the amino 
acid sequences of band1, band2 and band3 proteins, respectively.
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显示，高原鼢鼠PS中有3种蛋白分别为 Ig重链残基、

含血红素蛋白和 SA，高原鼠兔 PS 中缺乏其中的 Ig
重链残基，SD 大鼠 PS 中缺乏其中的含血红素蛋白；

两种高原动物 PS 中总蛋白含量显著增加，且出现

了高含量的含血红素蛋白；三种动物的 PS 蛋白成

分中并没有发现 SP-A、SP-B、SP-C 和 SP-D 等 4 种

成分。本研究为了防止血液污染，在获取三种动物

PS 之前，对动物肺组织进行了充分灌洗，完全洗

净了肺部血管中的血液，因此，PS 中的蛋白成分

不可能是来自血液。可能由于动物种属和生境的不

同，PS 蛋白成分组成和功能有所差异，只有系统

的比较研究才能阐明差异原因。

值得注意的是，高原鼢鼠和高原鼠兔 PS 蛋白

成分中存在较高含量的含血红素蛋白，我们对该蛋

白的分子量、亚基组成、编码该亚基的基因起源、

结构和进化、亚基组织特异性表达、低氧对该基因

表达的调控和该蛋白的分泌过程进行了研究 ( 结果

待发表 )。结果表明，该蛋白为单亚基组成的含血

红素的同源四聚体蛋白，在肺组织中特异性表达；

控制合成该蛋白的基因属于血红蛋白 β 亚基家族，

基因组成元件中含有肺组织特异性增强子和低氧反

应元件，低氧上调该基因的表达；该蛋白在肺 II 型
上皮细胞中合成，经板层小体分泌至肺泡中成为

PS 组成成分。本研究组之前的研究表明，高原鼢

鼠和高原鼠兔的动脉血氧分压和血氧利用率显著高

于 SD 大鼠
[6]。本研究结果显示，高原鼢鼠、高原

图  5. 高原鼢鼠、高原鼠兔、SD大鼠肺表面活性物质蛋白和大鼠(Rattus norvegicus)以及小鼠(Mus musculus)蛋白序列的进化树

Fig. 5. Evolution tree of pulmonary surfactant protein sequences of plateau zokors, plateau pikas, SD rats, Rattus norvegicus and Mus 
musculus.

图 6. 高原鼢鼠、高原鼠兔、SD大鼠肺表面活性物质溶液和

生理盐水的溶氧量

Fig. 6. The dissolved oxygen content of pulmonary surfactant 
solutions in plateau zokors, plateau pikas, SD rats and saline. 
Mean ± SD, n = 6. **P < 0.01.
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鼠兔和 SD 大鼠相同浓度的 PS 溶液中溶氧量依次

显著降低，这与它们 PS 中含血红素蛋白的含量高

低一致。同源四聚体血红蛋白虽然失去了异源四聚

体血红蛋白具有的别构效应，但是具有肌红蛋白一

样氧结合和解离特征，并且在二氧化碳作用下能够

快速释放结合的氧气 [36]。高原鼢鼠和高原鼠兔 PS
中高含量的同源四聚体血红蛋白可能在吸气时储存

氧，在呼气时释放结合的氧进入血液中。因此，我

们猜想，高原鼢鼠和高原鼠兔 PS 中高含量的同源

四聚体血红蛋白使它们的肺具有类似鸟类肺的“双

重呼吸”功能，从而增强了从低氧环境中获取氧的

能力。鸟类的肺不仅具有管状肺泡，而且肺泡上连

有气囊，鸟类在吸气时，一部分空气进入肺泡，进

行氧气和二氧化碳的交换，另一部分吸入的空气不

经过肺泡直接进入气囊，这部分气体在呼气时才经

过肺泡进行氧气和二氧化碳的交换。因此，鸟类在

吸气和呼气时均进行氧气和二氧化碳的交换，从而

增强了肺的气体交换能力，满足飞行过程中对氧气

的大量需求。

总而言之，高原鼢鼠和高原鼠兔 PS 中总蛋白

含量显著增加，总磷脂含量显著减少，蛋白成分中

含有高含量的含血红素同源四聚体蛋白，且高原鼢

鼠主要磷脂成分 DPPC 相对含量显著增加，这种

PS 成分和含量的变化增强了这两种高原动物对低

氧环境的适应性。

*                         *                        *
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