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布氏田鼠胎后发育过程中褐色脂肪组织

和肝脏的产热特征

迟庆生1,2  李兴升1,2  赵志军1,2  王德华1,
(1 中国科学院动物研究所农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室 ,北京 ,100080)

(2 中国科学院研究生院 ,北京 ,100049 )
摘要:为探讨布氏田鼠胎后恒温能力的发育过程,本文测定了 1、5、9、17、21、33 和 41 日龄幼体的褐色脂肪

组织 (BAT)和肝脏的重量、线粒体蛋白含量和细胞色素 c 氧化酶 (COX) 的活性。布氏田鼠胎后发育期间

BAT 增补明显,主要表现为重量的增加和单位组织重量 COX 活性的升高等,属典型的晚成型发育特征。布氏田

鼠胎后发育过程中 BAT 和肝脏产热特征的变化与幼体的产热特点和恒温能力的发育是相一致的。
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Changes in thermogenic properties of brown adipose tissue and liver dur-
ing postnatal development in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii)
CHI Qingsheng1 ,2 ,LI Xingsheng1 ,2 ,ZHAO Zhijun1,2 ,WANG Dehua1 ,

(1 State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects and Rodents,Institute of Zoology,the Chinese Academy of Sciences,Bei-
j ing,100080)
(2 Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing,100049,China)

Abstract:To understand the postnatal development of thermoregulatory ability in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii),
we measured the mass as well as mitochondrial protein contents and cytochrome c oxidase (COX)activity of brown adipose
tissue (BAT)and liver at day 1,5,9,17,21,33,and 41 respectively. BAT mass and COX activity (per g tissue)
during postnatal development increased markedly . On day 5,COX activity (nmolO2 · min - 1 · g - 1 tissue) in BAT
(923 11 ± 45 47)and liver (728 40 ± 28 52)was significantly higher than day 1 (718  40 ± 28  8 and 651 56 ± 13 95,
respectively). Our data show that postnatal changes in thermogenic properties in BAT and liver mitochondrian are consist-
ent with their thermogenic ability in Brandt’s voles.
Key words:BAT;Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii);Brown adipose tissue;Cytochrome c oxidase;Liver;Post-

natal development

  非 颤抖 性产 热 (nonshivering thermogenesis,
NST)对于哺乳动物初生个体的体温调节至关重要

(Dawkins and Hull,1964; Hull,1973;Hull and
Segal,1965)。NST 的主要产生部位是褐色脂肪组

织 (brown adipose tissue,BAT) (Foster and Fryd-
man,1979;Heldmaier et al ,1981)。不同发育类

型的初生幼体,其 BAT 的发育特点也不同:早成

型幼体在出生时 BAT 的发育已很完善,且幼体出

生后 BAT 的产热功能立即被激活,如豚鼠 (Cavia
porcellus);晚成型幼体出生时只有少量 BAT,出生

后 BAT 有逐渐增补的过程,如大鼠、小鼠、长爪

沙鼠 (Meriones unguiculatus) (李庆芬等,1991);
未成熟型幼体出生时 BAT 发育更不成熟,BAT 的

增补一般从第 2 周开始,如仓鼠类 (Cannon and
Nedergaard,2004)。化学产热是动物体温调节的

重要基础,其热能来自于细胞内的线粒体呼吸以及

氧化磷酸化作用。除 BAT 外,肝脏也是重要的产

热器官之一 (Steffen and Roberts,1977)。一些研

究表明肝脏也参与对冷适应的 NST (Stoner,1973;
Mak et al ,1983;Brustovetsky et al ,1985)。
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  布氏田鼠 (Lasiopodomys brandtii)是一种典型

的温带草原鼠种,营群居生活,属仓鼠科 (Crice-
tidae )、 鼠 平亚科 (Arvicolinae)、 毛 足 田 鼠 属

(Lasiopodomys);主要分布于我国内蒙古草原、蒙

古以及俄罗斯的外贝加尔东南部地区。尽管对布氏

田鼠的生态生理学已有较多的研究,涉及消化策略

(Pei et al ,2001)、产热机理 (杨明等,2003;宋

志刚和王德华,2003)、能量代谢和体重调节 (李

庆芬和黄晨西,1994,1995;宋志刚和王德华,
2001;Li and Wang,2005 a,2005b; Liu et al ,
2003;Zhao and Wang,2005,2006)等,但关于体

温调节能力的生长发育研究尚缺乏。迟庆生和王德

华 (2005) 的研究表明,布氏田鼠是典型的晚成

型发育类型,初生幼体皮肤裸露,单独的个体在温

度较低时 (如 23℃ ) 不能维持恒定的体温;在胎

后发育过程中,幼体的产热能力不断加强并逐渐获

得成熟的恒温能力。我们预测布氏田鼠幼体产热特

征的变化应与 BAT 和肝脏等器官的产热能力一致。
本文通过测定布氏田鼠胎后发育过程中 BAT 和肝

脏的重量、线粒体蛋白含量以及细胞色素 c 氧化酶

(cytochrome c oxidase,COX) 活性等,以了解布氏

田鼠体温调节能力的发育机制。
1 材料和方法

1 1 实验动物

实验用布氏田鼠是 1999 年 5 月捕自内蒙古锡

林郭勒盟太仆寺旗的室内繁殖种群。动物用塑料鼠

盒 (30 cm × 15 cm × 20 cm) 饲养于中国科学院动

物研究所饲养房 (温度为 23 ± 1℃ , 光周期为

12L ∶ 12D),每盒 3 ～ 5 只,鼠盒中加锯末和棉絮作

为巢材。动物饲以标准兔颗粒饲料块 (北京科澳

协力饲料有限公司),自由取食和饮水。本实验在

2004 年 4 ～ 6 月间进行,取体重 40 ～ 60 g的健康成

年布氏田鼠,雌雄配对饲养,温度和光周期维持不

变,在雌鼠分娩前 1 周内分离雄鼠。为使取样具有

代表性,BAT 和肝脏的取材从同一窝中 (胎仔数

范围为 6 ～ 10) 随机选取 1 ～ 3 只动物,所用幼体

雌雄各半,共 70 只。
1 2 BAT 和肝脏

不同日龄的幼体称重后处死,迅速摘取完整的

肝脏及肩胛间和肩胛下的 BAT。仔细剔除 BAT 周

围的白色脂肪组织,用滤纸浸干肝脏组织的血液后

称重 (精确到1 mg),即组织的绝对重量 (mg)。
相对重量 (mg / g)为组织绝对重量与动物体重之

比值。1 ～ 9 日龄的个体 BAT 量较少,可将相同日

龄 2 ～ 3 只幼体的 BAT 合并。取材后样品立即放入

液氮速冻,然后转移至 - 20℃ 冰箱中保存。
1 3 BAT 和肝脏线粒体的提取

把约0 1 g BAT 或0 5 g肝脏剪碎,加入0 5 ml
提取 液 A (250 mM sucrose,10 mM TES,1 mM
EDTA,64 μM BSA,pH 7 2) 匀浆,倒入1 5 ml离
心管中,再用1 ml提取液 A 分 2 次冲洗;12 096 g
离心10 min,弃上清,用1 ml提取液 B (250 mM
sucrose,10 mM TES,1 mM EGTA,64 μM BSA,
pH 7 2) 悬浮,950 g离心10 min弃沉淀,吸上清

于另一离心管,8 740 g离心10 min,弃上清,用

1 ml提取液 B 悬浮,8 740 g离心10 min;弃上清,
按与组织重量 1 ∶ 1 的比例用提取液 C (100 mM
KCl,20 mM TES,1 mM EGTA, pH 7 2 ) 悬 浮

(Sundin et al ,1987;Zhao and Wang,2005;Li and
Wang,2005)。
1 4 BAT 和肝脏的线粒体蛋白浓度及细胞色素 c
氧化酶活性测定

BAT 和 肝 脏 线 粒 体 蛋 白 含量 用 福 林 酚 法

(Lowry et al ,1951)测定,以牛血清蛋白做标准,
用分光光度计 (Beckman 公司,型号 DU 800) 在

500 nm波长读取数值。
采用氧电极 (Oxygraph electrode system,Han-

satech 公 司 ) 测 定 COX 活 性 (Sundin et al ,
1987)。反应杯温度 25℃ ,反应液体积2 ml,其中

包括10 μl样品、30 μl细胞色素 C 和1 96 ml基质液

(75 mM KH2PO4 ,3 75 mM抗坏血酸,0 3 mM TMPD,
pH7 2) (Sundin et al ,1987;Li and Wang,2005b;
Zhao and Wang,2006)。

COX 活性采取 3 种方法表示:1)单位组织重

量 COX 活性 (nmolO2· min - 1· g - 1 tissue);2)单

位线粒体蛋白重量 COX 活性 (nmolO2 · min - 1·
mg - 1 mitchondrian protein);3)BAT 或肝脏总 COX
活性 (nmolO2· min - 1 )。
1 5 统计方法

数据统计用 SPSS 统计软件包进行。肝脏和

BAT 绝对重量在不同日龄间的差异,以体重为协

变量进行协方差分析 (One-way ANCOVA)。体重、
肝脏和 BAT 的相对重量、肝脏及 BAT 线粒体蛋白

含量和 COX 活性在不同日龄间的差异,数据经正

态分布检验后采用单因素方差分析 (one-way ANO-
VA) 和多重比较 LSD 检验,如果方差不具齐次

性,则多重比较选用 Tamhane 方法。全文数据以平
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均值 ± 标准误 (mean ± SE)表示,差异显著性全

部为双尾检验,P < 0 05 为差异显著。
2 结果

2 1 BAT 和肝脏重量的变化

布氏田鼠幼体在 1 ～ 41 日龄之间体重随发育而

逐渐增加 (表 1)。协方差分析表明,BAT 重量在

不同日 龄间 差 异极 显著 (F(6,4 8 ) = 4 522,P =
0 001),随幼体的发育逐渐增加 (表 1)。不同日

龄幼体 BAT 的相对重量也有类似的变化 (F(6 ,4 9 ) =
9 729,P < 0 001),出生后趋于增加,但 9 日龄后

无显著变化 (表 1)。
不同日龄幼体肝脏的绝对重量差异极显著

(F(6 ,4 8 ) = 4 742,P = 0 001)。1 ～ 17 日龄之间及 21
～ 44 日龄之间动物肝脏的绝对重量差异不显著;
21、33 和 44 日龄之间也无显著差异;表明肝脏绝

对重量的变化可分为断乳前 (17 日龄前) 和断乳

后两个阶段,断乳后肝脏的绝对重量显著高于断乳

前 (表 1)。不同日龄幼体肝脏的相对重量差异显

著 (F(6 ,4 9 ) = 6 621,P < 0 001),变化趋势无明显

特点 (表 1)。

表 1  布氏田鼠胎后发育过程中 BAT 和肝脏重量的变化 (n = 8,mean ± SE)
Table 1  Changes of BAT and liver mass during postnatal development in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii)

日龄
Age

(days)
体重

Body mass
(g)

BAT 肝脏
Liver

绝对重量
Absolute mass

(mg)
相对重量

Relative mass
(mg / g)

绝对重量
Absolute mass

(mg)
相对重量

Relat ive mass
(mg / g)

1 2  87 ± 0  06 f 17 ± 1 f 5  84 ± 0  44c 124 ± 5b 43  29 ± 2 05 ac
5 5 77 ± 0  29 e 36 ± 1 f 6  30 ± 0  50c 217 ± 21 b 37 12 ± 2  22c
9 8 16 ± 0  39d 88 ±4 e 10  97 ± 0 85ab 331 ± 15 b 40 62 ± 0  70 bc
17 12 05 ± 0  45c 128 ± 8 d 10  77 ± 0 78 a 483 ± 45 b 41  05 ± 4 74 ab c
21 13  4 ± 0  54 c 183 ±16 c 13  64 ± 1 00 b 806 ± 78a 59 29 ± 4  33 ab
33 29  15 ± 0  43b 366 ± 19b 12  54 ± 0 62ab 1489 ± 59 a 51 15 ± 2  14a
41 33 92 ± 1  37a 421 ±54 a 12  80 ± 1 98ab 1582 ± 67 a 46  94 ± 2 2a bc

  数据统计方法为协方差分析 ;同一列指标上标中不含相同字母的为差异显著

Data analys is uses one-way ANCOVA. Different superscript letters represent significant differences among the values in the same row

2 2 BAT 线粒体蛋白含量及 COX 活性的变化

不同日龄之间 BAT 线粒体蛋白含量差异极显

著 (F(6 , 4 9 ) = 21 322, P < 0 001)。 幼体出生后

BAT 线粒体蛋白含量迅速增加,于 5 ～ 17 日龄达到

最高水平,5 日龄和 9 日龄约为 1 日龄的 3 5 倍

(P < 0 001),此后逐渐降低 (表 2)。
不同日龄之间 BAT 单位线粒体蛋白重量 COX

活性差异显著 (F(6 , 4 9 ) = 20 683,P < 0 001)。单

位线粒体蛋白重量 COX 活性除 1 日龄较高外,此

后随幼体的发育而逐渐升高,并在 33 日龄达到最

高值 (P < 0 01;表 2)。
单位 BAT 重量 COX 活性在不同日龄之间差异

也显著 (F(6 ,4 9) = 5 183,P < 0 001)。在 1 日龄时

最低,5 日龄迅速升高 (P < 0 01),且 5 日龄与以

后日龄组之间没有显著变化,表明 5 日龄后幼体单

位 BAT 重量 COX 活性即达较高的水平 (表 2)。
表 2  布氏田鼠胎后发育过程中 BAT 线粒体蛋白含量和 COX 活性的变化 (n = 8,mean ± SE)

Table 2  Changes of protein content and activity of COX in BAT mitochondria during postnatal development in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii)

日龄
Age

(days)
线粒体蛋白含量

Mitochondrial prot ein content
(mg g - 1 tissue)

COX 活性 Activity of COX
单位线粒体蛋白重量 COX 活性

(nmolO 2· min - 1· mg - 1
mit ochondrial protein)

单位组织重量 COX 活性
(nmolO 2  min - 1  g - 1 tissue)

1 5  1 ± 0  5 c 147 35 ± 9  86 c 718  40 ± 28  85 c
5 18 7 ± 1 2b 50 34 ± 2  84 b 923  11 ± 45 47 ab
9 18 7 ± 1 8b 56 59 ± 5  61 b 1008  26 ± 73  06 ab
17 16  1 ± 2  8 ab 70  89 ± 14  63b 942  17 ± 34 62 ab
21 9  8 ± 2  0 ac 125  44 ± 20  92c 1019 15 ± 36  87b
33 4  6 ± 0  2 c 198  16 ± 16  83a 885  29 ± 41  92 a
41 6  9 ± 0  6 ac 149  41 ± 12  60c 989  09 ± 62 66 ab

  数据统计方法为单因子方差分析 ;同一列指标上标中不含相同字母的为差异显著
Data analys is uses one-way ANOVA . Diff erent superscript let ters represent s ignificant differences among the values in the same row
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  布氏田鼠幼体 BAT 总 COX 活性在不同日龄之

间差异极 显著 (ANOVA,F(6 ,4 7 ) = 34 174,P <
0 001,因方差不具齐次性,使用 Tamhane 多重比

较),从 1 到 33 日龄 BAT 总 COX 活性随着生长发

育而逐渐升高,但 21、33、41 日龄之间差异不显

著 (图 1)。

图 1  布氏田鼠胎后发育期间 BAT 总 COX 活性的变化

(n = 8,mean ± SE); 上标中不含相同字母为差异显著

F ig 1  Changes of COX activity in total BAT during postnatal devel-
opment in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandti i). Dif ferent super-
script letters represent significant diff erences

2 3 肝脏线粒体蛋白含量和 COX 活性的变化

不同日龄幼体肝脏线粒体蛋白含量差异显著

(F(6 , 4 9 ) = 26 819,P < 0 001)。肝脏的线粒体蛋白

含量在 1 日龄时最低,然后逐渐升高,21 日龄后

达到较高而稳定的水平 (表 3)。
肝脏单位线粒体蛋白重量 COX 活性在不同日

龄之间差异显著 (F(6,4 9) = 21 768,P < 0 001)。
幼体肝脏单位线粒体蛋白重量 COX 活性 1 日龄最

高 (P < 0 01),随着幼体的发育表现出缓慢下降

的趋势 (表 3)。
不同日龄布氏田鼠单位肝脏组织重量 COX 活

性差异显著 (F(6 ,4 9) = 11 695,P < 0 001)。1 日龄

时最低,随幼体的发育逐渐升高,并在 17 日龄达

到最高值,然后略有下降 (表 3)。
不同 日龄 幼体 肝脏 总 COX 活 性差 异 显著

(F(6 ,4 9 ) = 119 143,P < 0 001)。1 ～ 33 日龄幼体肝

脏器官总 COX 活性逐渐升高,33 和 41 日龄之间

差异不显著,幼体 33 日龄后肝脏器官总 COX 活性

达到较高而恒定的水平 (图 2)。
表 3  布氏田鼠胎后发育过程中肝脏线粒体蛋白和 COX 活性的变化 (n = 8,mean ± SE)

Table 3  Changes of protein content and the activi ty of COX in liver mitochondria du ring postnatal development in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii)

日龄
Age

(days)
线粒体蛋白含量

Mitochondrial prot ein content
(mg g - 1 tissue)

COX 活性 Activity of COX
单位线粒体蛋白重量 COX 活性

(nmolO 2· min - 1· mg - 1
mit ochondrial protein)

单位组织重量 COX 活性
(nmolO 2  min - 1  g - 1 tissue)

1 7  07 ± 0 41d 94 06 ± 4  95f 651  56 ± 13  95d
5 9  68 ± 0  31c 75  68 ± 3 41 e 728  40 ± 28  52 c
9 12  43 ± 0 55 b 61  73 ± 3 40 cd 758  94 ± 35 08 b c
17 12  84 ± 0 53 b 71  88 ± 3 44 d e 910  77 ± 23  40 a
21 15  68 ± 1 27 a 56  08 ± 4 77 b c 840  06 ± 27  62b
33 16  52 ± 0 70 a 50  28 ± 2 82 ab 817  50 ± 15  53b
41 16  69 ± 0 73 a 44  97 ± 1 28 a 745  70 ± 25  01 c

  数据统计方法为单因素方差分析 ;同一列指标上标中不含相同字母的为差异显著

Data analys is uses one-way ANOVA . Diff erent superscript let ters represent s ignificant differences among the values in the same row

图 2  布氏田鼠胎后发育过程中肝脏总 COX 活性的变化

(n = 8,mean ± SE); 上标中不含相同字母为差异显著

F ig 2  Changes of COX activity in tot al liver during postnatal devel-
opment in Brandt’s voles (Lasiopodomys brandtii). Different super-
script letters represent significant diff erences

3 讨论

BAT 的增补指动物在冷适应的过程中 BAT 产

热能力提高的过程,期间包括细胞的增殖分化、线

粒体的生成和解偶联蛋白 (UCP) 表达的增加等

(叶祖承和蔡益鹏,1994)。我们的研究显示:胎

后生长发育过程中,布氏田鼠的 BAT 重量和总酶

活性逐渐增加,是晚成型发育的特征。
BAT 是产生 NST 的主要器官,BAT 的不断增

补在布氏田鼠体温调节的发育过程中具有重要意

义。Newkirk 等 (1995)研究了坎氏毛足鼠 (Pho-
dopus campbelli)未成熟型幼体 BAT 的发育,发现

11 和 12 日龄幼体 BAT 重量的快速增加和体温调节
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密切相关。晚成型的长爪沙鼠在胎后发育过程中

BAT 重量不断增加,幼体出生时 BAT 线粒体蛋白

的含量较低,然后逐渐升高,并在 10 日龄时达到

稳定水平 (李庆芬等,1991)。大鼠幼体 BAT 重量

和线粒体蛋白含量的变化也表现出类似的趋势,线

粒体蛋白含量 1 日龄到 15 日龄逐渐升高 (李庆芬

等,1992)。布氏田鼠出生时线粒体蛋白含量也较

低,在 5 日龄即达到较高而稳定的水平;同时单位

组织重量 BAT 的 COX 活性也达到很高的水平,且

此后一直保持此水平,表明布氏田鼠的 BAT 存在

胎后发育现象,在 5 日龄左右即可成熟。在个体水

平上,当环境温度由 30℃ 降到 23℃ 时,布氏田鼠

幼体从 5 日龄即表现出产热显著增加的反应 (迟

庆生和王德华,2005),推测这与 BAT 的胎后发育

成熟相关。
单位重量 BAT 和肝脏线粒体蛋白含量在胎后

发育过程中的变化趋势不同。BAT 线粒体蛋白含

量 1 日龄较低,然后迅速升高并在 5 ～ 17 日龄维持

较高水平。从 21 日龄开始线粒体蛋白含量表现出

下降趋势,在 33 和 41 日龄降到最低水平。BAT 的

增补和产热都需低温的诱导,这方面幼体与成体类

似 (Cannon and Nedergaard,2004)。幼体在发育

早期皮毛的隔热性能较差,冷刺激诱导 BAT 的增

补。21 日龄后布氏田鼠幼体的恒温机制已发育完

善,隔热能力和代谢产热能力都大大增强 (迟庆

生和王德华,2005)。幼体对 BAT 产热作用的依赖

随动物逐渐发育成熟而降低。
布氏田鼠单位重量肝脏线粒体蛋白含量 1 日龄

时最低,然后逐渐升高并于 21、33 和 41 日龄维持

在相对较高的水平。肝脏不仅是重要的产热器官,
而且还具有其它生理功能,如能量贮存和解毒等。
为满足这些生理功能的能量需求,肝脏组织的线粒

体蛋白含量在幼体发育后期一直维持在较高水平。
许多研究表明,晚成型动物的初生幼体虽然恒

温能力很差,但仍可对冷刺激表现出具有一定的增

加产热的能力 (Taylor,1960;Hill,1992;MacAr-
thur and Humphries, 1999 )。 迟 庆 生 和 王 德 华

(2005)发现布氏田鼠也具有同样的现象。
胎后发育期间,虽然幼体肝脏单位线粒体蛋白

重量 COX 活性有下降趋势,幼体肝脏线粒体蛋白

含量却逐渐升高,于 21 日龄后达到较高而稳定的

水平。由于动物胎后发育期间肝脏绝对重量不断增

加,肝脏总 COX 活性仍逐渐升高。BAT 总 COX 活

性变化和肝脏相似,在胎后发育期间也逐渐提高,

且在 33 和 41 日龄达到最高水平,与动物的整体静

止代谢率从 1 日龄逐渐提高并在 33 日龄达到最高

水平的变化趋势一致 1 。
总之,布氏田鼠在胎后发育过程中 BAT 增补

明显,是典型的晚成型发育特点。肝脏和 BAT 产

热特征的变化与幼体的产热特点和恒温能力的发育

相一致。
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