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羟基脲诱导胚胎样血红蛋白表达对小鼠缺氧的改善作用
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　　［摘要］　目的　探讨羟基脲（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ，ＨＵ）对密闭缺氧小鼠的保护作用及机制。方法　将６０只
６～８周龄、体质量 １８～２２ｇ的雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分成常氧对照组（ＮＣ组，ｎ＝１０）、常氧 ＨＵ组
（ＮＨＵ组，ｎ＝１０）、缺氧对照组（ＨＣ组，ｎ＝２０）、缺氧 ＨＵ组（ＨＨＵ组，ｎ＝２０）。ＨＵ组每天腹腔注射 ＨＵ
１００ｍｇ／ｋｇ；对照组每天注射等量生理盐水。４周后取 ＮＨＵ组和 ＮＣ组小鼠的骨髓进行转录组测序；再
将ＨＨＵ组和ＨＣ组置于密封瓶，进行密闭缺氧，记录其生存时间；在缺氧１５ｍｉｎ时，取脑、肾组织进行免
疫组化，同时取未缺氧的ＮＨＵ组和ＮＣ组脑、肾组织进行对照；并对骨髓进行 ＲＴｑＰＣＲ验证，外周血进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证。结果　ＨＨＵ组小鼠密闭缺氧的生存时间显著延长（Ｐ＜０．０５）；脑和肾脏缺氧程度
显著降低（Ｐ＜０．０５）。外周血氧亲和力显著提高，且 Ｐ５０与小鼠生存时间存在显著的负相关关系
（Ｐｅａｒｓｏｎ＝－０．７３８，Ｐ＜０．０１）。转录组共检测到６５３８９个基因，其中 ＮＨＵ组上调基因５０个，下调基因
２７２个（ｌｏｇ２ＦＣ≥１，Ｑ＜０．０５），对差异显著的基因进行功能富集，结果发现在分子组成上，血红蛋白复
合体居于首位；分子功能上，主要富集到影响血红蛋白各亚基结合的分子；生物学功能上主要富集到红

细胞发育相关的生物学过程。差异分子中，Ｅｒｆｅ、Ｈｂｂｙ、Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａｘ＞１．５倍以上，而下调基因有红系
发育相关基因 Ｋｌｆ１、Ｓｏｘ６、Ｇａｔａ１等；经验证，ＮＨＵ组 Ｈｂｂｙ、Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａｘ的 ｍＲＮＡ显著升高，外周血
ＨｂＥ（εｇｌｏｂｉｎ）蛋白表达增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　　ＨＵ对密闭缺氧小鼠具有明显
的保护作用，可能与ＨＵ诱导高氧亲和力的胚胎样血红蛋白表达，从而促进携氧的作用有关。
　　［关键词］　羟基脲；低氧；胚胎样血红蛋白；胎儿血红蛋白
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ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｓｕｂｕｎｉｔｓ（ＧＯｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ），ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｃｏｍｐｌｅｘ（ＧＯ
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　　低氧是机体氧气供应不足或用氧障碍导致组织器
官功能障碍的病理过程。高原、高空等极端环境，空气

稀薄，导致机体出现低张性缺氧。随着人类生产生活

宽度和深度的不断扩展，在极端低氧环境的作业活动

越来越多，如何增强机体的抗缺氧能力成为一个重要

的研究课题［１］。

　　对于高原、高空等极端低氧环境下所导致的低张
性缺氧，仅靠额外提供氧气供给，不能完全满足实际需

要。因为人们很难在吸氧的同时进行劳动作业，例如，

很难在高原作战的同时吸氧。另外，一般便携式携氧

装置供氧时长不足，难以保证长时间劳动作业的氧供。

因此，研究者们致力于提高机体自身耐缺氧能力的研

究［２］。既往在研究高原习服方案和机制方面已经取

得了较好的进展［３－５］。其中间断缺氧、局部缺血缺氧、

阶梯习服等均以将机体预先置于缺氧环境，通过机体

自身代偿反应促进习服，此类方法有利于系统全面的

习服，但是缺乏针对性。氧的运输主要靠红细胞，如果

能够有效增强红细胞运输氧的能力，将是一个高效且

特异的低氧习服措施。因此，本研究致力于如何预先

提高红细胞运输氧的能力，促进低氧习服。

　　羟基脲（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ，ＨＵ）是用于治疗镰刀型贫血
和地中海贫血的一线用药，能够改善患者的缺氧症状。

ＨＵ可能诱导高氧亲和力的胚胎样血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏ
ｂｉｎ，Ｈｂ）高表达来提高携氧，促进极端环境的缺氧耐
受。因此本研究拟尝试利用 ＨＵ处理小鼠，并观察其
对密闭缺氧的保护作用和机制，为低氧环境下机体习

服适应能力的提高提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验材料　　羟基脲购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，
ＰＣＲ采用日本 ＴａＫａＲａ试剂盒，ＡｎｔｉＨＢＥ（ａｂ２２８７０９）
抗体购于美国 Ａｂｃａｍ，αｔｕｂｕｌｉｎ抗体购于美国 ＣＳＴ公
司，缺氧探针 Ｈｙｐｏｘｙｐｒｏｂｅ１试剂盒购于探金生物；骨
髓转录组测序送华大基因检测；氧离曲线用美国 ＴＣＳ
ＨＯＭＯＸＡＮＡＬＹＺＥＲ进行检测。
１．１．２　实验动物 　　６０只６～８周龄、体质量１８～２２ｇ
雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自莱彼特生物科技有限公司，
动物均有详细出生档案和检疫证书，合格证号为

ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４。按照随机数字表法分成常氧对
照组（ＮＣ组）１０只，常氧ＨＵ组（ＮＨＵ组）１０只，缺氧
对照组（ＨＣ组）２０只，缺氧 ＨＵ组（ＨＨＵ组）２０只。
ＨＵ组予以腹腔注射 ＨＵ１００ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ；ＮＣ组和
ＨＣ组注射等量生理盐水，连续４周［６］。再将ＨＣ组和
ＨＨＵ组小鼠置于容积为２５０ｍＬ的密封瓶内进行密闭
缺氧，观察其生存时间，在缺氧１５ｍｉｎ时，断颈处死小
鼠后取脑和肾组织以备后续实验。而 ＮＣ组和 ＮＨＵ
组小鼠，摘取眼球取血，测定氧离曲线和进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验，并取小鼠骨髓，送华大基因公司进行转录组
测序。动物研究方案经动物福利委员会认证批准。

１．２　方法
１．２．１　转录组测序　　小鼠经ＨＵ腹腔注射４周后，
在注射最后一次的第二天提取骨髓，用ＴＲＡｚｏｌ法提取
骨髓样本总 ＲＮＡ，对纯度、浓度、质量合格的样本，即
ＮＣ组和ＮＨＵ组样本各 ３个生物学重复，在 ＤＮＢＳＥＱ

４９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



平台进行测序。测序结果利用 Ｃｏｕｎｔｒｅａｄｓ表示各个
样本的表达情况，再利用 ＤＥＳｅｑ２法对 ＮＨＵ组和 ＮＣ
组之间的差异显著性进行分析，ｌｏｇ２Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥１，
Ｐ＜０．０５为显著差异。再对差异基因进行ＧＯ和ＫＥＧＧ
富集分析，Ｐ＜０．０５为具有统计学意义。
１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ验证　　用 ＴＲＡｚｏｌ提取样本总
ＲＮＡ，酶标仪测量浓度，按照说明书配置反转录反应体
系，ｃＤＮＡ置于－２０℃保存，按照 ＴａＫａＲａ试剂盒说明
书配置反应体系，置于 ＰＣＲ仪进行反应，引物序列
（５′３′）Ｈｂｂｙ，正义：ＴＧＧＣＣＴＧＴＧＧＡＧＴＡＡＧＧＴＣＡＡ，反
义：ＧＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡＣＡＡＧＴＴＣＣＣＡ；Ｈｂａｘ，正义：ＣＴＡ
ＣＣＣＣＣＡＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣＴＡ，反义：ＣＴＴＡＡＣＣＧＣＡＴＣＣＣ
ＣＴＡＣＧＧ；Ｈｂｂｂｈ１，正义：ＧＡＡＡＣＣＣＣＣＧＧＡＴＴＡＧＡＧＣＣ，
反义：ＧＡＧＣＡＡＡＧＧＴＣＴＣＣＴＴＧＡＧＧＴ，根据 Ｃｔ值计算
ＲＮＡ的相对表达量。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　蛋白提取后用
ＢＣＡ蛋白定量后上样，电泳，转膜，用 ５％的脱脂奶粉
封闭，一抗ａｔｕｂｕｌｉｎ１∶２０００、ＨｂＥ（εｇｌｏｂｉｎ）１∶１０００，
在４℃摇床孵育过夜，洗膜后室温摇床孵育二抗，再次
洗膜后显影。用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值分析。
１．２．４　免疫组化检测小鼠组织缺氧程度　　实验组
和对照组小鼠腹腔注射 Ｈｙｐｏｘｙｐｒｏｂｅ１溶液６０ｍｇ／ｋｇ
剂量，１ｈ后置于密封瓶内进行密闭缺氧１５ｍｉｎ（根据
ＨＨＵ组和ＨＣ组生存时间，取略低于最短生存时间作
为该实验的时间节点），脱颈处死小鼠，取脑组织和肾

组织于－８０℃冰冻保存。而后将组织放入４％多聚甲
醛固定２４ｈ，依次放入不同浓度的酒精（７０％、８０％、
９０％、９５％、１００％）中进行脱水，用二甲苯浸泡标本
３０ｓ后用石蜡包埋组织标本。在切片机中进行组织切
片，厚度设置为 ４μｍ。然后进行免疫组化，中性树胶
封片后，显微镜下观察，拍照记录。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０进行统计学分析，计量数据用 珋ｘ±ｓ
表示，利用独立样本ｔ检验比较两组之间的差异，对于
免疫组化用ＩｍａｇｅＪ进行分析，阳性信号率采用 χ２检
验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。对于转录组数
据分析和结果可视化图均在华大基因在线分析工具

ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｓｙｓ．ｂｇｉ．ｃｏｍ／进行分析和处理。

２　结果

２．１　ＨＵ预处理的小鼠密闭缺氧生存时间延长
　　常氧条件下，ＮＣ组与 ＮＨＵ组小鼠持续存活率为
１００％，说明注射ＨＵ对小鼠的存活率没有影响。将小
鼠置于密封瓶进行密闭缺氧后，ＨＣ组小鼠在 ２１ｍｉｎ
后快速出现死亡，２４ｍｉｎ时小鼠全部死亡（图１Ａ）；而

ＨＨＵ组小鼠在密闭缺氧环境下，与 ＨＣ相比其生存率
曲线明显右移，且在 ２６ｍｉｎ后才出现大量死亡，最长
存活时间达到３１ｍｉｎ。ＨＨＵ组小鼠密闭缺氧的生存
时间［（２５．２０±３．９４）ｍｉｎ］显著高于 ＨＣ组［（２１．９２±
０．９１）ｍｉｎ］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ）。
说明ＨＵ处理小鼠后，小鼠密闭缺氧的生存时间明显
延长，小鼠的抗缺氧能力增强。
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Ａ：生存曲线；Ｂ：生存时间　ａ：Ｐ＜０．０１

图１　ＨＵ预处理的小鼠密闭缺氧生存时间延长　（ｎ＝１８，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＨＵ预处理的小鼠脑和肾组织缺氧程度降低
　　为了探讨ＨＵ处理后的小鼠耐受密闭缺氧生存时
间延长的原因，进一步采用缺氧探针的方法检测了小

鼠脑组织和肾组织的缺氧程度。由于缺氧探针为硝基

咪唑替代物（派诺硝唑），其可弥散至胞内，被还原后

与大分子不可逆的结合，再用ＦＩＴＣ偶联的抗派诺硝唑
抗体进行免疫组化检测，缺氧程度越高，还原的硝基咪

唑越多，可被抗体结合而染色越深，而含氧细胞内的亲

电子硝基咪唑还原物被立即氧化而无法被抗体结合而

不着色。ＮＣ组和ＮＨＵ组脑、肾组织切片显色上未见
明显差异，ＨＣ组脑和肾脏着色程度明显深于ＮＣ组和
ＮＨＵ组，其中肾脏最为明显；而 ＨＨＵ组着色明显减
淡，但仍然略深于 ＮＣ组和 ＮＨＵ组（图２Ａ、Ｂ）。对着
色的深浅度半定量统计分析显示：ＮＣ组和 ＮＨＵ组脑
和肾组织无显著差异；ＨＣ组脑和肾脏缺氧程度显著
高于ＮＣ组和ＮＨＵ组，而 ＨＨＵ组脑组织的缺氧程度
降低了将近１倍，肾组织的缺氧程度降低了２倍，但尚
未完全逆转缺氧，ＨＨＵ组高于对照组，差异均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ、Ｄ）。提示 ＨＵ预处理后，
小鼠密闭缺氧的生存时间延长，可能与局部组织缺

氧程度降低有关。

２．３　高血氧亲和力提高了小鼠的耐缺氧能力
　　ＨＨＵ组小鼠生存时间延长，组织缺氧程度降低。
进一步检测小鼠外周血的氧离曲线显示：ＮＨＵ组小鼠
氧离曲线明显左移，Ｐ５０下降，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ），氧亲和力增加。将小鼠外周血的
Ｐ５０与密闭缺氧的生存时间进行相关性分析，发现
Ｐ５０与生存时间存在显著的负相关性（Ｐ＜０．０５，见

５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）



图３Ｃ），即Ｐ５０越大，小鼠的生存时间越短，小鼠外周
血的氧亲和力越高，小鼠的生存时间越长。因此 ＨＵ

可能诱导了某种高血氧亲和力分子的表达，从而显著

提高小鼠的耐缺氧能力。
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度半定量灰度值统计图

图２　ＨＵ预处理小鼠的耐缺氧能力增强　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：两组小鼠的外周血氧离曲线；Ｂ：两组小鼠的Ｐ５０统计图　ａ：Ｐ＜０．０５；Ｃ：Ｐ５０与生存时间的Ｐｅａｒｓｏｎ相关关系　ｂ：Ｐ＜０．０５

图３　高氧亲和力的血红蛋白表达可促进小鼠密闭缺氧的生存时间　（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＨＵ注射后小鼠骨髓转录组测序结果
　　为了进一步探讨高氧亲和力分子的来源，进一步
分析了小鼠骨髓转录组测序情况。小鼠骨髓合格样本

在ＤＮＢＳＥＱ平台进行测序，原始数据经过滤后，所测
的６个样本中，每个样本平均产出 ６．３４Ｇ数据，所有
样本的碱基质量值Ｑ３０均在９３％以上，说明测序质量
可靠，见表１。共检测到６５３８９个基因，其中上调基因
５０个，下调基因 ２７２个（ｌｏｇ２ＦＣ≥ １，Ｑ＜０．０５），差
异具有统计学意义（图４Ａ）。对差异基因进行 ＫＥＧＧ
ＰＡＴＨＷＡＹ富集（图４Ｂ），并呈现前２０条，其中前８条
具有显著差异的通路，可以看出差异较明显的集中在

ＥＣＭｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ和 Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ，
说明ＨＵ处理小鼠后，造血干细胞的功能受到显著影
响。另外，对差异基因进行ＧＯ富集，结果ＧＯＭｏｌｅｃｕ
ｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ、Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ分别
富集到２８、３７和２４条，其中图４Ｃ～Ｅ分别显示了差异
最明显的前２０条注释。差异最为明显的 ＧＯ注释提
示，在分子组成上，血红蛋白复合体居于首位（图４Ｃ）；
分子功能上，主要富集到影响血红蛋白各亚基结合的

分子（图４Ｄ）；生物学功能上主要富集到红细胞发育
相关的生物学过程（图４Ｅ）。说明ＨＵ通过影响Ｈｂ各
亚基的结合，产生不同类型的 Ｈｂ复合体，影响红细胞
发育的生物学过程。由此可推测 ＨＵ注射小鼠后，血
红蛋白类型发生一定程度的转换，红细胞的发育过程

受到了较大的影响。因此我们对红细胞发育的差异基

因进行聚类热图分析，发现 Ｅｒｆｅ、Ｈｂｂｙ、Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａ
Ｘ与 Ａｌａｓ１等 ５个基因显著上调，其中 Ｅｒｆｅ、Ｈｂｂｙ、
Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａｘ＞１．５倍以上，而下调基因有Ｋｌｆ１、Ｓｏｘ６、
Ｇａｔａ１、Ｓｌｃ４ａ１、Ａｎｋ１、Ｒｈｄ、Ｂｐｇｍ、Ａｌａｓ２、Ｈｂｂｂｓ、Ｈｂｂｂｔ、
Ｈｂｂｂ１、Ｈｂａａ１、Ｈｂａａ２（图 ４Ｆ）。说明 ＨＵ注射小鼠
后，胚胎样 Ｈｂ基因表达显著提高，而成年 Ｈｂ表达下
降，ＨＵ能够诱导胚胎样Ｈｂ的表达。
２．５　ＨＵ诱导正常小鼠胚胎样血红蛋白的表达
　　经上述测序分析得知 ＨＵ处理小鼠胚胎样 Ｈｂ基
因表达增加，Ｈｂｂｙ、Ｈｂａｘ、Ｈｂｂｂｈ１为胚胎样血红蛋白
基因，Ｈｂｂｂｈ１和 Ｈｂｂｙ是编码胚胎型 βｇｌｏｂｉｎ和 ε
ｇｌｏｂｉｎ的基因，Ｈｂａｘ则是胚胎型ζｇｌｏｂｉｎ的编码基因，
该类基因的表达情况可以直观的反应胚胎样高氧亲和

力血红蛋白基因的表达。对小鼠骨髓胚胎样 Ｈｂ基
因，Ｈｂｂｙ、Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａｘ基因进行 ｑＰＣＲ进行验证，
结果ＨＵ注射后的小鼠，上述３个基因表达显著升高
（Ｐ＜０．０５，图５Ａ～Ｃ），与转录组测序结果具有一致性，
因此转录组测序结果可靠。另外，对 ＨＵ注射后的小
鼠外周血进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，同样ＨＵ注射后的小
鼠外周血ＨｂＥ蛋白表达增加（Ｐ＜０．０５）。说明 ＨＵ注
射小鼠后，能够诱导正常小鼠外周血胚胎样血红蛋白

ＨｂＥ的表达。

表１　过滤后的ｒｅａｄｓ质量统计

样本
原始总

ｒｅａｄｓ（×１０６）
过滤后总

ｒｅａｄｓ（×１０６）
过滤后总

碱基／Ｇｂ
过滤后

ｒｅａｄｓＱ２０（％）
过滤后

ｒｅａｄｓＱ３０（％）
过滤后

ｒｅａｄｓ比率 （％）
ＮＣ１Ｂ ４２．２ ４１．８７ ６．２８ ９７．８４ ９３．９２ ９９．２１
ＮＣ２Ｂ ４２．２２ ４１．９８ ６．３ ９７．８ ９３．８４ ９９．４５
ＮＣ６Ｂ ４３．５３ ４３．２３ ６．４８ ９７．９４ ９４．１８ ９９．３
ＮＨＵ１Ｂ ４２．４８ ４２．２１ ６．３３ ９７．９１ ９４．１ ９９．３６
ＮＨＵ２Ｂ ４２．５６ ４２．２９ ６．３４ ９７．９ ９４．０８ ９９．３６
ＮＨＵ４Ｂ ４２．４３ ４２．１３ ６．３２ ９７．９１ ９４．１１ ９９．２９
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图４　ＨＵ注射后小鼠骨髓转录组测序结果
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ａ：Ｐ＜０．０５　Ａ：小鼠骨髓胚胎样Ｈｂ基因ＨｂａｘｍＲＮＡ表达量；Ｂ：小鼠骨髓胚胎样Ｈｂ基因 Ｈｂｂｂｈ１ｍＲＮＡ表达量；Ｃ：小鼠骨
髓胚胎样Ｈｂ基因ＨｂｂｙｍＲＮＡ表达量；Ｄ：外周血ＨｂＥ相对蛋白表达量；Ｅ：ＨｂＥ相对蛋白表达量

图５　ＨＵ诱导正常小鼠胚胎样血红蛋白的表达　（ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

３．１　成年后ＨｂＡ可以再度向ＨｂＦ表达转换
　　缺氧给机体造成损伤，机体可同时启动适应机制，
促进低氧习服。将机体缓慢多次的置于缺氧环境，可

以促进机体全面的习服，但是缺乏针对性。缺氧的核

心是体内氧不足，如果能够提高体内整体的氧量，将是

一个高效的抗缺氧措施。氧的运输分为肺组织的抓

氧、循环系统运输氧、组织内卸氧３个过程。为了提高
体内整体氧水平，可以通过呼吸加深加快，提高血气交

８９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



换频率，肺血管收缩，减少无效通气腔等，但该代偿方

式有限，在极端低氧环境收效甚微，且极易引发肺水

肿［７］。循环系统可增加心输出量，加快氧的运输。从

组织内氧的利用角度，可提高线粒体的用氧效率［８］。

上述方法均有一定限制或缺乏实际有效的干预方案，

主要靠机体自主代偿，但机体自身代偿能力有限，难以

应对急性的极端低氧环境。由于红细胞是携带和运输

氧的细胞，胞内血红蛋白对氧的亲和力是氧气运输的

核心和关键。如果能提高血红蛋白的氧亲和力，将如

同吸氧一样，直接全面提高体内整体氧量，从而促进机

体低氧环境的习服。因此，我们致力于从红细胞携氧

的角度来探讨提高对极端低氧环境习服的措施。

　　机体运输氧主要靠红细胞的 Ｈｂ，人体 Ｈｂ主要包
括成人血红蛋白（ａｄｕｌｔｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨｂＡ，α２β２）和胎
儿血红蛋白（ｆｅｔａｌｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨｂＦ，α２γ２）以及卵黄囊
期血红蛋白［９］。胎肝造血期，主要由 ２个 γｇｌｏｂｉｎ与
２个αｇｌｏｂｉｎ形成四聚体的 ＨｂＦ组成，而出生后红细
胞则主要表达 βｇｌｏｂｉｎ，与 αｇｌｏｂｉｎ形成四聚体
ＨｂＡ［１０－１１］。由于胎儿必须从母体血液中夺取氧分子，
ＨｂＦ的氧亲和力明显高于成人 ＨｂＡ［１２－１３］。ＨｂＦ主要
在胎肝造血期表达，出生后仅有 ０．１％～７％的红细胞
能够检测到ＨｂＦ表达，该类表达ＨｂＦ的红细胞被称为
Ｆ红细胞［１４］。在缺氧、溶血、地中海贫血、镰刀形贫血

中，骨髓红细胞造血增加，应激性红系造血不仅是红系

谱系的增加还伴随 Ｆ红细胞的表达增加［１５］。在应激

造血情况下，成年后 ＨｂＡ／Ａ２和 ＨｂＦ表达转换的开关
可以再次被打开。胎儿在子宫发育过程发生缺氧，

ＨｂＦ表达量增加［１６］。高原出生的新生儿 ＨｂＦ表达高
于平原新生儿 ［１７］。成年灵长类动物狒狒在溶血和在

低氧舱缺氧后也可导致 ＨｂＦ的表达增加［１８］。暴露于

海拔３１００～５６００ｍ数天的成年志愿者 ＨｂＦ表达增
加［１９］。上述均提示在体内成年动物可以再度激活

ＨｂＦ的表达，且在慢性缺氧后即可提高 ＨｂＦ的表达。
而ＨｂＦ的氧亲和力高于 ＨｂＡ，因此缺氧促进 Ｈｂ向氧
亲和力高的亚型转变，从而促进携氧。这也提示既往

的缺氧预适应，一定程度地提高了血液系统的高氧亲

和力血红蛋白的表达是习服适应的一种可能机制，鉴

于此，针对急性的极端缺氧，我们可以预先诱导高氧亲

和力的Ｈｂ也能够提高缺氧耐受能力，该法具有较好
的理论基础。

３．２　ＨＵ可诱导ＨｂＡ向ＨｂＦ表达转换
　　ＨＵ是唯一被美国和欧洲批准使用的胎儿血红蛋
白诱导剂，镰刀型贫血长期治疗经验提示，其可安全有

效地诱导 ＨｂＦ表达［２０－２１］。在镰刀型贫血和地中海贫

血患者中，高表达胎儿血红蛋白ＨｂＦ患者的缺氧症状

明显轻于低表达 ＨｂＦ的患者［２２－２３］。说明预先诱导

ＨｂＦ的表达能够改善机体的缺氧程度。本研究利用
ＨＵ处理小鼠４周后，能显著延长小鼠密闭缺氧的生
存时间，可能是由于改善脑和肾脏缺氧。脑和肾脏缺

氧程度的降低，说明向组织运输氧的能力提高。这与

ＨＵ改善地贫、镰贫患者症状结果相似［１５］。在阿尔茨

海默氏病（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）小鼠模型中，ＨＵ
对神经元具有保护作用，可改善线粒体生物合成，并改

善ＡＤ小鼠空间记忆［２４］。提示ＨＵ的确可从多个角度
对机体具有一定的保护作用。我们进一步探究发现

ＨＵ明显改善了外周血的氧亲和力，说明ＨＵ可改善肺
组织抓取氧的能力，从而提高机体可用氧的总体水平。

　　然而普通啮齿类动物与灵长类动物的 Ｈｂ基因簇
具有较大的差异，人类的珠蛋白基因经历两次转换即

ζ２ε２α２γ２α２β２，而小鼠的珠蛋白基因只经历一次转换
即ζ、εｙ和 βＨ１向 α，βｍａｊｏｒ和 βｍｉｎｏｒ的转换

［２５－２６］。ＨＵ
可诱导成年镰贫和地贫患者 ＨｂＦ（α２γ２）的表达，从而
改善缺氧，但ＨＵ改善正常小鼠缺氧的机制仍不清楚，
有可能与诱导成年 Ｈｂ向胚胎样 Ｈｂ转换有关。本研
究通过进一步探讨经ＨＵ预处理４周后小鼠骨髓转录
测序，结果发现 ＨＵ可显著提高胚胎样血红蛋白基因
Ｈｂｂｙ、Ｈｂｂｂｈ１、Ｈｂａｘ的表达，小鼠外周血 ＨｂＥ（εｇｌｏ
ｂｉｎ）表达显著升高，外周血氧离曲线左移，氧亲和力增
加，从而改善了小鼠密闭缺氧程度，证实了我们的推

测。这与遗传性高表达高亲和力 Ｈｂ的人群上到高原
更易习服高原，在高原的作业能力强于普通人群的研

究结论一致［２７］。由此表明诱导高氧亲和力 Ｈｂ可以
显著提高红细胞的携氧能力，改善小鼠缺氧程度，提高

耐低氧的能力。

３．３　转录组测序预测 ＨｂＡ向胚胎样 Ｈｂ表达转换的
机制

　　β珠蛋白基因簇包含一个被称为基因座控制区
（ｌｏｃｕｓｃｏｎｔｒｏｌｒｅｇｉｏｎ，ＬＣＲ）的５远端调控元件，该元件
具有５个活性 ＤＮＡａｓｅＩ超敏位点（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｉｔｅ，
ＨＳ）及ＨＳ１、ＨＳ２、ＨＳ３、ＨＳ４、ＨＳ５，这是珠蛋白基因表
达所必需的调节元件［２８］。β珠蛋白基因簇顺序包含
有为ε，Ｇγ，Ａγ，δ，β基因，随着基因研究的不断深
入，研究者提出不同基因转换模型，包括基因竞争模

型：γ和β球蛋白基因在个体发育过程中以阶段特异
性的方式竞争结合 ＬＣＲ，从而引起不同球蛋白基因的
表达；染色质 ｌｏｏｐｉｎｇ模型：ＬＣＲ的 ＨＳ位点形成环状
向γ或 β球蛋白靠近，则促进该靠近基因的转录；以
及顺式和反式调控元件进行复杂的相互的作用，促进

染色质重构等［２９－３０］。上述机制属于正常生理情况下，

机体珠蛋白基因的表达转换机制，但是在病理情况下，

９９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２）



如何实现逆转是目前的研究热点，具体机制仍然不清。

同样ＨＵ诱导 ＨｂＦ表达的机制仍不完全清楚，可能与
表观遗传、转录以及转录后修饰相关。正常成人的

ＢＣＬ１１Ａ、ＳＯＸ６和Ｍｉ２／核小体质量塑和去乙酰化酶
复合物共同占据β珠蛋白位点，β珠蛋白簇的远程重
构象，从而实现γ珠蛋白的转录沉默［１０，３１］。虽然小鼠

的珠蛋白基因只经历一次转换，但转换的机制可能与

人类相似［３２］。本次转录组发现 ＮＨＵ组小鼠的 Ｓｏｘ６
表达下降，推测可能逆转了上述过程。Ｋｌｆ１是红系特
有的转录因子，协调多个重要的过程，包括促进红系连

接，γ到β球蛋白基因开关的激活，促进β球蛋白的表
达，抑制γ球蛋白，而本次转录组发现ＨＵ可降低Ｋｌｆ１
的表达［３３－３４］。ＨＵ可活化Ｇａｔａ２的表达，而抑制 Ｇａｔａ１
的表达，Ｇａｔａ１／Ｇａｔａ２表达比例下降能够促进 γ－珠蛋
白的表达，我们转录组测序也发现相似结果［３５］。

３．４　局限性和意义
　　ＨＵ可诱导一氧化氮鸟苷酸环化酶（ＮＯｃＧＭＰ）
信号通路，进一步通过 ＰＫＧ诱导 γ珠蛋白的表达，而
ＨｂＦ相对于ＨｂＡ又更易促进 ＮＯ向胞外释放，发挥扩
血管作用，促进组织血供，改善缺氧，因此 ＨＵ诱导
ＨｂＦ的表达不仅可以直接促进携氧来改善缺氧，还可
以通过其它间接途径改善缺氧［３６－３７］。分析转录组结

果，还发现差异分子 Ｓｌｃ４ａ１、Ａｎｋ１、Ｒｈｄ，其主要为红细
胞骨架蛋白，表达下降可能与ＨＵ的细胞毒性有关，抑
制了无效红细胞造血［３８］。本研究可能会因 ＨＵ的基
因毒性等副作用较难即刻推广应用到即将进入极端低

氧环境的正常人，但是我们可以借鉴预先诱导高氧亲

和力血红蛋白表达来促进低氧习服适应的思路，未来

可开发研究副作用更小的，诱导ＨｂＦ表达的方法来促
进对低氧环境的习服。

　　综上所述，ＨＵ对密闭缺氧小鼠具有明显的保护
作用，可能与ＨＵ诱导高氧亲和力的胚胎样血红蛋白
的表达，从而促进携氧的作用有关。因此，用ＨＵ诱导
高氧亲和力的胚胎样血红蛋白表达有望成为一种有效

的抗缺氧措施。
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