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血红蛋白α、β亚基在大鼠不同类型血管组织中的表达

臧家涛，李清晖，吴　跃，张紫森，刘良明　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心战伤休克与输血研究室

　　［摘要］　目的　阐明大鼠血管组织是否表达血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）α、β亚基，以及不同类型
血管组织中的表达是否具有规律性。方法　通过ＲＴＰＣＲ、ＤＮＡ测序和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＳＤ大鼠颈总
动脉、颈外静脉、胸主动脉、肠系膜上动脉、肠系膜上静脉、股动脉、股静脉等血管组织是否表达 Ｈｂα、β
亚基，采用探针ｑＰＣＲ分析其表达差异，激光共聚焦荧光显微技术分析表达 Ｈｂα、β亚基的细胞类型。
结果　从上述血管组织中都扩增出与ＧｅｎＢａｎｋ收录的大鼠Ｈｂα、β亚基ｍＲＮＡ序列一致的ＤＮＡ片段，
同时通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到特异的Ｈｂα、β亚基蛋白条带。ｑＰＣＲ结果显示不同血管组织中 Ｈｂα、β
亚基的相对表达量存在差异，均在股静脉中表达最高（Ｈｂα＝７．２３，Ｈｂβ＝４．７３），胸主动脉表达最低
（Ｈｂα＝０．１２，Ｈｂβ＝０．１１），且与其他血管比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。免疫荧光分析显示
Ｈｂα、β亚基由血管内皮细胞表达。结论　Ｈｂα、β亚基共同在大鼠传导、阻力、容量等不同类型血管
组织中表达，其规律为相对表达量在阻力、容量血管中较高，而在传导血管中较低。
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　　血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）是红细胞的主要成分，
脊椎动物红细胞Ｈｂ主要由α、β亚基组成（胎儿、新生
儿除外），以四聚体（αβ）２的形式存在。红细胞Ｈｂ具
有运输 Ｏ２、ＣＯ２，运输与调节其他气体分子（ＮＯ、ＣＯ、
Ｈ２Ｓ等）的功能，还作为氧化酶参与氧化还原反应，是
体内重要的蛋白质之一［１］。

　　在１９世纪７０年代之前，人们一直认为Ｈｂ只在红
系细胞中表达，后来陆续发现多种非红系细胞也表达

Ｈｂ［２－１３］，但其功能和生理病理意义尚不清楚。２０１２年，
ＳＴＲＡＵＢ等［１４］在《ｎａｔｕｒｅ》杂志发表的文章报道，他们
通过蛋白质免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）、免疫荧光、定
量聚合酶链式反应 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）分析小鼠胸背动脉、颈动脉、肠系膜动
脉、肠胃营养动脉等血管以及人骨骼肌血管中 Ｈｂ的
表达情况，发现在血管组织中 Ｈｂα亚基表达而 β亚
基不表达，在阻力血管中表达而在传导血管中不表达。

２０１６年，ＫＯＬＬＡＵ等［１５］报道猪冠状动脉中间层存在

Ｈｂ，经研究认为 Ｈｂ来源于血管营养管内的红细胞而
不是血管组织表达。阐明血管组织是否表达 Ｈｂ及其
表达的亚基类型，是功能和生理病理作用研究的基础，

明确上述问题具有重要意义。

　　亚基组成是影响 Ｈｂ功能的首要因素，已知红细
胞Ｈｂ主要由α、β亚基组成。它们总是成对、共同表
达，亚基缺失或突变将导致红细胞结构功能异常，发生

地中海贫血等疾病［１６－１８］；而多种非红系细胞 Ｈｂ也是
以α、β亚基的形式存在。此外，体内血管根据功能可
分为传导、阻力、容量、交换等类型［１９］。大动脉属于传

导血管，动脉、微动脉属于阻力血管，静脉属于容量血

管，毛细血管属于交换血管。传导、阻力、容量血管都

由血管内皮细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＶＥＣ）、血管
平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）、成纤
维细胞组成，Ｈｂ只在阻力血管中表达的结论有必要进
一步验证。因此，本研究首先采用基因表达研究的经

典方案，从ｍＲＮＡ转录和蛋白翻译水平进行研究，阐
明大鼠血管组织是否表达 Ｈｂα、β亚基；在此基础上
分析不同类型血管组织中的表达是否存在差异性，是

否具有一定的规律性。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＤ大鼠来自陆军特色医学中心动物室。
１．２　实验材料
　　 ＴＲＩｒｅａｇｅｎｔ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＮＡｓｔｏｒｅ
ｒｅａｇｅｎｔ购自天根生化科技（北京）有限公司；４Ｓｇｒｅｅｎ
核酸染料购自上海生工生物工程有限公司；ＢＭ２０００
核酸分子量标准购自北京博迈德生物技术有限公司；

ＡＭＶ逆 转 录 试 剂 盒 购 自 美 国 Ｐｒｏｍｅｇａ公 司；
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ!ＨＳｐｒｅｍｉｘ高保真 ＤＮＡ聚合酶、Ｐｒｏｂｅ
ｑＰＣＲｍｉｘ（２ｘ）购自日本ＴａＫａＲａ公司；定制引物、ＤＮＡ
测序分析、ＨｂαＴａｑｍａｎ探针（＃Ｒｎ００８２０７２５＿ｇ１）、Ｈｂ
βＴａｑｍａｎ探针（＃Ｒｎ００５８３６５７＿ｇ１）、ＧＡＰＤＨＴａｑｍａｎ探
针（＃Ｒｎ０１７７５７６３＿ｇ１）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｈｂα
抗体（＃ａｂ９２４９２）购自美国 Ａｂｃａｍ公司；Ｈｂβ抗体
（＃ｓｃ３９０６６８）购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；驴抗小鼠 ＩｇＧ
抗体（＃９２６６８０７２）、山羊抗兔ＩｇＧ抗体（＃９２６３２２１１）、
山羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体（＃９２６３２２１０）购自美国 ＬＩＣＯＲ
公司；βａｃｔｉｎ抗体购自武汉博士德生物工程有限公
司；蛋白质分子量标准（＃２２６１６）购自美国Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ
公司；０．２２μｍＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；
ｍｏｕｔｉｎｇｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈＤＡＰＩ、山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（ＦＩＴＣ
标记）、山羊抗小鼠 ＩｇＧ抗体（ＴＲＩＴＩＣ标记）购自北京
中杉金桥生物技术有限公司。

１．３　实验仪器
　　ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００微量核酸蛋白测定仪购自美国
Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，ｑＰＣＲ仪和 ＰＣＲ仪购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司，Ｏｄｅｓｓｅｙ!ＣＬｘ远红外成像系统购自美国
ＬＩＣＯＲ公司，ＴＣＳＳＰ５Ⅱ激光共聚焦显微镜购自德国
Ｌｅｉｃａ公司。
１．４　方法
１．４．１　血管取材　　将体质量约２００ｇ的ＳＤ大鼠以
３％戊巴比妥钠麻醉，腹腔注射肝素钠溶液 ５００Ｕ／ｋｇ
后等待 ３０ｍｉｎ。钝性分离颈总动脉（ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄ
ａｏｒｔａ，ＣＣＡ）、颈外静脉（ｅｘｔｅｒｎａｌｊｕｇｕｌａｒｖｅｉｎ，ＥＪＶ）、股
动脉（ｆｅｍｏｒａｌａｏｒｔａ，ＦＡ）、股静脉（ｆｅｍｏｒａｌｖｅｉｎ，ＦＶ）、肠

００４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



系膜上动脉（ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｏｒｔａ，ＳＭＡ）。用一枚
输液器针头进行腹主动脉穿刺，制备 ９０％换血模
型［２０］。结扎大鼠股动脉近、远端后剪下血管，以冰预

冷肝素钠生理盐水快速冲洗，迅速吸干水渍后浸没在

冰预冷ＲＮＡｓｔｏｒｅｒｅａｇｅｎｔ中。按照同样的方法依次取
股静脉、肠系膜上动脉、颈总动脉、颈外静脉、肠系膜上

静脉（ｓｕｐｅｒｉｏｒｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃｖｅｉｎ，ＳＭＶ），最后打开胸腔剪
下胸主动脉（ｔｈｏｒａｃｉｃａｏｒｔａ，ＴＡ）。将血管浸泡在
ＲＮＡｓｔｏｒｅｒｅａｇｅｎｔ中，在解剖显微镜下去除血管外的脂
肪组织等。

１．４．２　ＲＮＡ提取与逆转录聚合酶链式反应（ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）　　通过
ＴＲＩｚｏｌ氯仿法［２１］提取血管组织总 ＲＮＡ，测定总 ＲＮＡ
浓度后以甲醛变性琼脂糖凝胶电泳分析总ＲＮＡ质量。
将２８Ｓ／１８Ｓ比值接近 ２．０的总 ＲＮＡ样本逆转录为
ｃＤＮＡ，２０．０μＬ反应体系中总 ＲＮＡ用量 １．０μｇ。利
用ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ! ＨＳ高保真酶进行ＰＣＲ扩增反应，总反
应体系２０．０μＬ，其中 ｃＤＮＡ１．０μＬ，正、反向引物各
０．５μＬ。采用跨外显子引物，序列及退火温度见表１。
ＰＣＲ反应条件为：９５℃２ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，退火３０ｓ，７２℃
３０ｓ，循环扩增Ｎ次（Ｎβａｃｔｉｎ＝３０，ＮＨｂ＝４０）；７２℃２ｍｉｎ。

表１　大鼠血红蛋白 α、β亚基ＲＴＰＣＲ引物

靶基因 引物序列（５’→３’） 退火温度

Ｈｂα
正向 ＧＧＣＣＣＴＡＣＡＧＡＧＧＡＴＧＴＴＣＧ

反向 ＧＡＧＧＣＧＧＣＴＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴ
５８℃

Ｈｂβ
正向 ＣＴＧＴＧＧＧＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＣＣＣ

反向 ＣＣＡＧＧＡＧＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＴＣＡ
５８℃

βａｃｔｉｎ
正向 ＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＴＡＴＧ

反向 ＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡ
６０℃

１．４．３　ＤＮＡ测序与比对分析　　ＰＣＲ产物进行琼脂
糖凝胶电泳，根据核酸分子量标准估测ＤＮＡ片段的长
度，将与理论产物长度一致的ＤＮＡ片段凝胶切下进行
测序分析。通过ＤＮＡＳＴＡＲ８．１．３软件进行比对分析，
靶序列为 ＧｅｎＢａｎｋ数据库收录的大鼠 ＨｂαｍＲＮＡ、
ＨｂβｍＲＮＡ。
１．４．４　总蛋白提取　　血管组织总蛋白从 ＴＲＩｚｏｌ氯
仿法提取总ＲＮＡ的氯仿层中提取，参照 ＳＩＭ?Ｏ等［２１］

建立的方法操作。

１．４．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　通过 ＢＣＡ试剂盒测定
总蛋白浓度后，进行十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电 泳 （ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ），分离胶浓度 １７％（质量体

积分数），上样量 １００μｇ。电泳完成后通过半转膜仪
将凝胶中的蛋白转到０．２２μｍＰＶＤＦ膜上，转膜条件
１８Ｖ３０ｍｉｎ。ＰＶＤＦ膜以脱脂奶粉封闭，Ｈｂα抗体、
Ｈｂβ抗体稀释比例１∶５００，４℃孵育７２ｈ；βａｃｔｉｎ抗体
稀释比例 １∶１０００，３７℃孵育 １ｈ；二抗稀释比例
１∶１００００，３７℃孵育１ｈ。ＰＶＤＦ膜上的荧光信号通过
Ｏｄｅｓｓｅｙ ＣＬｘ远红外成像系统检测。通过ＩｍａｇｅＪ软
件测定蛋白条带的灰度值，分析不同类型血管组织中

Ｈｂα、β亚基的相对蛋白表达量，动脉血管将颈总动
脉的表达量设为 １．０，静脉血管将颈外静脉的表达量
设为１．０。
１．４．６　激光共聚焦荧光显微技术分析　　按照１．４．１
的方法取下ＳＤ大鼠胸主动脉、颈动脉、股静脉，用手
术刀片在冰水浴中切下长度约３ｍｍ的血管环，浸没
在包埋剂中－２０℃冷冻１ｈ，冰冻切片厚度１５μｍ。组
织切片浸没在４％（质量体积分数）多聚甲醛中室温固
定１５ｍｉｎ，以ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次；以０．３％（体积分
数）的ＴｒｉｔｏｎＸ１００（用ＰＢＳ稀释）３７℃破膜３０ｍｉｎ，再
以即用型山羊血清３７℃封闭１ｈ。Ｈｂα、Ｈｂβ亚基抗
体用ＰＢＳ按照１∶１００（体积分数）的比例稀释，４℃孵
育７２ｈ，以ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。山羊抗小鼠ＩｇＧ抗
体、山羊抗兔ＩｇＧ抗体用 ＰＢＳ按照１∶２００（体积分数）
的比例稀释，３７℃避光孵育 ２ｈ。ＤＡＰＩ用 ＰＢＳ按照
１∶２００（体积分数）的比例稀释，３７℃避光孵育１５ｍｉｎ，
以ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。滴加荧光封片剂后盖上盖
玻片，在激光共聚焦显微镜下采集荧光数字图像。

１．４．７　ｑＰＣＲ分析　　总体积２０．０μＬ的ｑＰＣＲ反应
体系中，含ｃＤＮＡ１．０μＬ，商品化Ｔａｑｍａｎ探针１．０μＬ。
反应条件为：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，循环扩
增４０次。ＳＤ大鼠血管包括颈动脉、胸主动脉、肠系膜
上动脉、肠系膜上静脉、股静脉，每组设 ３个复孔，以
ＧＡＰＤＨ为内参，阴性对照孔不含ｃＤＮＡ模板。相对表
达量以２－△△Ｃｔ计算，设定颈动脉的表达量为１．０。
１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件，各组数据以 珋ｘ±ｓ表
示，各组间数据差异比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈｂα、β亚基ｍＲＮＡ共同在ＳＤ大鼠不同类型血
管组织中转录

　　以大鼠动脉（颈总动脉、胸主动脉、股动脉、肠系
膜上动脉）、静脉（颈外静脉、肠系膜上静脉、股静脉）

血管ｃＤＮＡ为模板，以跨外显子的大鼠 Ｈｂα、β亚基

１０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）



引物进行ＰＣＲ扩增，从上述血管中都扩增出单一ＤＮＡ
片段，见图 １。大鼠 Ｈｂα、β亚基引物都是跨外显子
的，当存在基因组ＤＮＡ污染时，扩增的ＤＮＡ片段长度
将发生显著改变。通过核酸分子量标准比较发现，扩

增的 ＤＮＡ片段分别与理论预测的大鼠 Ｈｂα、β亚基
ＲＴＰＣＲ产物长度一致，由此可以确定扩增得到的
ＤＮＡ片段来自ｃＤＮＡ而非基因组ＤＮＡ。
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Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；ＮＣ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＴＰＣＲ质控；
ＣＣＡ：颈总动脉；ＴＡ：胸主动脉；ＳＭＡ：肠系膜上动脉；ＦＡ：股
动脉；ＥＪＶ：颈外静脉；ＳＭＶ：肠系膜上静脉；ＦＶ：股静脉

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＳＤ大鼠不同类型血管组织Ｈｂα、β
亚基ｍＲＮＡ表达

　　将上述 ＲＴＰＣＲ产物条带切下进行 ＤＮＡ测序分
析，测得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ收录的挪威大鼠（Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）Ｈｂα、β亚基 ｍＲＮＡ序列进行比对分析。
结果显示，Ｈｂα亚基 ＲＴＰＣＲ产物序列与 Ｈｂα
ｍＲＮＡ（序列号为 ＮＭ＿０１３０９６）相同，见图 ２；Ｈｂβ亚
基ＲＴＰＣＲ产物序列与 ＨｂβｍＲＮＡ（序列号为 ＮＭ＿
０３３２３４）相同，见图３。
　　本部分实验结果在基因转录水平证实 Ｈｂα、β亚
基在血管组织中共同表达，且在传导、容量、阻力等不

同类型血管组织中都表达。

２．２　Ｈｂα、β亚基蛋白在不同类型血管组织中翻译
　　有的基因存在转录的 ｍＲＮＡ不进行蛋白翻译的
情况，为了验证Ｈｂα、β亚基是否在血管组织中表达，
进一步分析 Ｈｂα、β亚基的蛋白表达情况。结果显
示，Ｈｂα、β亚基蛋白在血管组织总蛋白中同时存在，
提示Ｈｂα、β亚基ｍＲＮＡ翻译成蛋白质；此外，不同类
型血管组织中检测到 Ｈｂα、β亚基蛋白质，提示
Ｈｂα、β亚基在不同类型血管组织中都表达，但表达
水平存在一定的差异，胸主动脉的相对表达量最低

（Ｐ＜０．０５），见图４。

! "

Ａ：Ｈｂα亚基ＲＴＰＣＲ产物测序图谱（样品编号为３Ｐ２）；Ｂ：ＲＴＰＣＲ产物序列与ＧｅｎＢａｎｋ收录的ＨｂαｍＲＮＡ序
列（编号ＮＭ＿０１３０９６）的比对分析结果

图２　ＳＤ大鼠不同类型血管组织Ｈｂα亚基ＲＴＰＣＲ产物ＤＮＡ测序与比对分析

!
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Ａ：Ｈｂβ亚基ＲＴＰＣＲ产物测序图谱（样品编号为Ｐ１）；Ｂ：ＲＴＰＣＲ产物序列与ＧｅｎＢａｎｋ收录的ＨｂβｍＲＮＡ序列
（编号ＮＭ＿０３３２３４）的比对分析结果

图３　ＳＤ大鼠不同类型血管组织Ｈｂβ亚基ＲＴＰＣＲ产物ＤＮＡ测序与比对分析

２０４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ｍ：蛋白质分子量标准；ｒＨｂ：大鼠红细胞血红蛋白；ＣＣＡ：颈总动脉；ＴＡ：胸主动脉；ＳＭＡ：肠系膜上动脉；ＦＡ：股动脉；
ＥＪＶ：颈外静脉；ＳＭＶ：肠系膜上静脉；ＦＶ：股静脉；红色荧光：检测波长６８０ｎｍ；绿色荧光：检测波长８００ｎｍ；ｍｅｒｇｅ：红
外荧光波长６８０ｎｍ、８００ｎｍ图像叠加；ａ：Ｐ＜０．０５，与其他血管组织比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：不同类型血管组织中Ｈｂα、β亚基蛋白相对表达量

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＤ大鼠不同类型血管组织中Ｈｂα、β亚基的蛋白表达

２．３　血管组织中Ｈｂα、β亚基主要由血管内皮细胞表达
　　以激光共聚焦显微镜观察颈总动脉、胸主动脉、股
静脉等血管组织中Ｈｂα、β亚基的免疫荧光，发现 Ｈｂ
α亚基的绿色荧光和 Ｈｂβ亚基的红色荧光共定位分
布于血管内皮细胞中，血管平滑肌细胞、成纤维细胞中

未观察到免疫荧光，见图 ５。提示不同类型血管组织
中Ｈｂα、β亚基主要由血管内皮细胞表达。结果还显
示Ｈｂα、β亚基仅在少量血管内皮细胞中表达，而不
是所有血管内皮细胞都表达。

２．４　不同类型血管组织中Ｈｂα、β亚基表达差异
　　ｑＰＣＲ检测不同类型血管组织中 Ｈｂα、β亚基的
表达差异，结果显示颈总动脉、胸主动脉、股动脉、肠系

膜上静脉、股静脉等不同类型血管组织中 Ｈｂα、β亚
基的表达存在差异性。与其他血管比较，胸主动脉中

的相对表达量最低（Ｐ＜０．０１），股静脉中的相对表达量
最高（Ｐ＜０．０１），见图６。不同类型血管中 Ｈｂα、β亚
基的表达水平总体呈以下规律：在阻力、容量血管中的

相对表达量较高，在传导血管中的相对表达量较低。
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ＤＡＰＩ：４’，６二脒基２苯基吲哚；Ｈｂα：血红蛋白 α亚基，二抗以 ＦＩＴＣ标记；Ｈｂβ：血红蛋白 β亚基，二抗以
ＴＲＩＴＩＣ标记；Ｍｅｒｇｅ：ＤＡＰＩ、Ｈｂα、Ｈｂβ荧光图像叠加；ＤＩＣ：微分干涉差（相差）；Ｍｅｒｇｅ＋ＤＩＣ：ＤＡＰＩ、Ｈｂα图像、
Ｈｂβ图像、ＤＩＣ图像叠加；ＣＣＡ：颈总动脉；ＴＡ：胸主动脉；ＦＶ：股静脉；Ｌ：血管腔

图５　激光共聚焦荧光显微技术分析ＳＤ大鼠不同类型血管组织中Ｈｂα、β亚基的蛋白表达

３０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）
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ＣＣＡ：颈总动脉；ＴＡ：胸主动脉；ＦＡ：股动脉；ＳＭＶ：肠系膜上
静脉；ＦＶ：股静脉；ａ：Ｐ＜０．０１，与其他各组比较

图６　ｑＰＣＲ分析ＳＤ大鼠不同类型血管组织中Ｈｂα、β
亚基的相对表达水平

３　讨论

　　从２０世纪７０年代起人们陆续发现晶状体［５］、视

网膜色素上皮细胞［６］、Ⅱ型肺泡上皮细胞［７－９］、多巴胺

能神经元 Ａ９细胞［１３］等非红系细胞也表达 Ｈｂ。这些
非红系细胞Ｈｂ的功能尚未阐明，提示人们对Ｈｂ的认
识才刚刚开始。关于血管组织是否表达 Ｈｂ，ＳＴＲＡＵＢ
等［１４］、ＫＯＬＬＡＵ等［１５］先后开展研究，前者发现血管组

织表达Ｈｂα亚基而不表达Ｈｂβ亚基，在阻力血管中
表达而在传导血管中不表达，后者在猪冠状动脉平滑

肌层发现Ｈｂα、β亚基，但认为其来源于血管营养管
内的红细胞。因此，有必要进一步明确不同类型血管

组织是否表达Ｈｂ以及其主要亚基类型α、β亚基的表
达情况。

　　确认基因表达需要从 ｍＲＮＡ转录和蛋白翻译两
个水平同时进行［２２－２３］。ｍＲＮＡ转录水平的标准分析
方法是ＲＴＰＣＲ和 ＤＮＡ测序，ＲＴＰＣＲ以指数方式扩
增目的ＤＮＡ，因而能够发现拷贝数极低的基因，是目
前灵敏度最高的基因表达分析方法；对扩增的ＤＮＡ片
段进行测序分析，将扩增片段序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库
收录数据进行比对即可确定目的基因 ｍＲＮＡ是否存
在。本研究通过ＲＴＰＣＲ和ＤＮＡ测序发现Ｈｂα、β亚
基ｍＲＮＡ在 ＳＤ大鼠血管中存在，且在传导、阻力、容
量血管中同时存在 Ｈｂα、β亚基 ｍＲＮＡ，从而证实大
鼠不同类型血管组织中同时存在 Ｈｂα、β亚基的基因
表达。通过采用跨外显子的引物可排除基因组 ＤＮＡ
污染的可能性，但还不能完全排除红系细胞污染的可

能性，还需要通过其他实验进一步确认 Ｈｂα、β亚基
ｍＲＮＡ由血管组织表达的结论。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ通过抗体、荧光／法学发光的组合放
大效应对蛋白多肽进行定性及半定量鉴定分析，是蛋

白表达的标准分析方法。本研究首先使用 ＳＴＲＡＵＢ

等［１４］使用的Ｈｂα亚基抗体（＃１０２７５８，Ａｂｃａｍ）对大鼠
红细胞Ｈｂ、血管Ｈｂ进行鉴定，但发现文中检测的 Ｈｂ
分子量为１７０００，与抗体说明书不符，而一条非特异蛋
白条带分子量约为 １７０００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果受抗原
丰度、抗原抗体亲和力、结合特异性、膜转移效率等诸
多因素的影响［２４］。本研究更换了 Ｈｂα亚基抗体后，
从大鼠血管组织中检测到特异的 Ｈｂα亚基条带，其
分子量与大鼠红细胞Ｈｂ对照品一致，且与已知的Ｈｂα
亚基分子量符合。ＳＴＲＡＵＢ等［１４］未能通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ从颈动脉中检测到Ｈｂβ亚基，可能与他们使用的
抗体、实验方法等有关。本研究进一步通过激光共聚

焦荧光显微技术分析初步明确Ｈｂα、β亚基主要由血
管内皮细胞表达，同时排除了红系细胞污染的可能性。

研究还发现Ｈｂα、β亚基只在少量血管内皮细胞中表
达，其机制尚不清楚，有待进一步研究。

　　ＳＴＲＡＵＢ等［１４］报道Ｈｂα亚基在阻力血管的ＶＥＣ
中表达，通过调节释放到 ＶＳＭＣ中 ＮＯ的量发挥血管
舒缩调控功能。Ｈｂ的功能主要决定于亚基组成，任一
Ｈｂ亚基都具有结合 Ｏ２和 ＣＯ２、结合和调节 ＮＯ等分
子、催化氧化还原反应的能力，但只有由两种不同亚基

组成的Ｈｂ四聚体才具有变构能力，发挥运输 Ｏ２、ＣＯ２
的功能［１］。本研究发现Ｈｂα、β亚基在血管组织中共
同表达，理论上它们可组成（αβ）２四聚体并具备与红
细胞Ｈｂ相同的能力，如运输Ｏ２、通过调节ＮＯ释放调
控血管舒缩功能、参与氧化还原反应等。结合Ｈｂα、β
亚基在传导、阻力、容量等不同类型血管中共同表达的

结果，推测血管组织表达的Ｈｂα、β亚基通过调节ＮＯ
释放发挥血管舒缩调控功能的可能性很低，可能具有

以下功能：①携氧功能，向高耗氧的 ＶＳＭＣ供氧；②参
与ＶＥＣ内的氧化还原反应；③作为氧感受器；④参与
Ｆｅ转运与代谢。
　　总之，本研究发现Ｈｂα、β亚基在大鼠血管组织中
共同表达且在传导、阻力、容量等不同类型血管组织中

普遍表达的现象，且大鼠血管组织中Ｈｂ的表达具有一
定的规律性。后续研究将进一步确认上述结论，并阐明

Ｈｂα、β亚基在血管组织中的表达部位、细胞类型、分布
特点，为血管组织表达Ｈｂ的功能研究奠定基础。
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