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藏鸡诱导型一氧化氮合酶基因低氧适应功能分析 
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摘要: 低氧刺激诱导型一氧化氮合酶(Inducible nitric-oxide synthase, iNOS)催化产生 NO, 增加血流, 改善组织

供氧。文章采用测序和 PCR-RFLP 技术检测藏鸡及低地鸡 iNOS 基因编码区、5′侧翼区(2.0 kb 片段)序列和 3′
侧翼序列 SNP, 并测定低氧和常氧孵化时鸡胚尿囊绒毛膜组织 iNOS 基因表达量和酶活力。结果在 iNOS 基因   
5′侧翼区发现一个与低氧适应相关的藏鸡高频率突变 SNP 位点(−870C→T), 藏鸡该突变的等位基因 T 频率高于

低地鸡种。藏鸡 iNOS 基因表达量和酶活力在低氧孵化环境中多高于矮小鸡。结果表明藏鸡群体 iNOS 基因的

突变及其低氧表达量的增加是其适应低氧环境的重要基础。 
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Function of inducible nitric oxide synthase on adaptability to 
hypoxia in Tibetan chicken 
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Abstract: The inducible nitric-oxide synthase (iNOS) can be induced by hypoxia to produce NO, which regulates blood 
flow and improves oxygen delivery to tissues. In present study, SNPs in coding and 5′-flanking regions of iNOS gene were 
examined in Tibetan chicken and lowland chicken using sequence and PCR-RFLP methods, and the quantitive express of 
mRNA of iNOS and the enzyme activity were measured in chorioallantoic membrane of chick embryo that was incubated 
under hypoxic and normal conditions. The results showed that a special SNP (−870C→T)was found in 5′-flanking region of 
iNOS gene. Tibetan chicken has higher frequencies in mutation allele T than lowland chicken. In hypoxic incubation, the 
mRNA expression of iNOS and enzyme activity were higher in Tibetan chicken than that in Dwarf chicken. It was con-
cluded that the mutation of iNOS and hypoxic increase of its expression were important base for adaptability to hypoxia in 
Tibetan chicken. 
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由于高原在政治、经济和国防上的重要意义 , 
低氧适应很久以来一直是国内外生物学和医学研究

的重要热点之一, 但至今人们对高原动物(包括人)
的低氧适应分子遗传机理还很不清楚。研究者曾关
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注血红蛋白在低氧环境中的适应性变化 [1], 发现了
高山动物的一些特异突变 [2~4], 但最近的研究表明
低氧适应研究焦点应转向控制血液流动的血管因 
子[5]。NO是重要的血管因子, 具有调节血流和血管
阻力的作用[6]。在低氧的诱导下, 动物产生NO增加, 
活化含血红素的鸟苷酸环化酶, 使血管平滑肌和血
小板中的cGMP水平增加 , 促进血管平滑肌松弛 [7], 
维持组织毛细血管持久性扩张, 减小外周阻力, 加
速血液循环, 改善组织获氧能力。已有研究发现高
原藏族人[5, 8]、高原印地安人[8]、高原鼠兔[9]、藏绵

羊 [10]等体内有较高的NO产生量 , 有利于动物对高
原低氧环境的适应。 

NO在体内由一氧化氮合酶 (NOS)催化产生 , 
NOS有 3 种同功酶, 其中诱导型NOS(iNOS)受低氧
诱导因子 1(HIF-1)诱导表达, 发挥扩张血管的作用[11]。

Lin等[12]首次克隆了鸡巨噬细胞iNOS的cDNA, 长约
4.5 kb, 编码 1 136个AA。由于iNOS重要的生理功
能, 其序列上变异和表达变化可能是哺乳动物和鸟
类适应氧环境的机制之一。本文以藏鸡为研究材料, 
采用测序和PCR-RFLP技术检测iNOS基因的编码区
和部分调控区序列 , 筛选藏鸡特异的SNP, 分析基
因型与藏鸡高海拔低氧适应的关系; 测定胚胎尿囊
绒毛膜(CAM)中iNOS基因的mRNA表达谱和酶活力, 
分析其在藏鸡高原低氧适应中的作用。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物及样品采集 

采集引进北京饲养的藏鸡(58只)、白来航鸡(30
只)、矮小隐性白鸡(30 只)、寿光鸡(40 只)、丝羽乌
骨鸡(30只)、北京油鸡(20只)(以上 5个鸡群均来自
中国农业大学种鸡场)、林芝藏鸡(60只, 来自西藏林
芝, 海拔 2900 m)、山南藏鸡(40只, 来自西藏山南, 
海拔 3600 m)、拉萨藏鸡(40 只, 来自西藏拉萨, 海
拔 3650 m)、日喀则藏鸡(40只, 来自西藏日喀则, 海
拔 3850 m)、尼西藏鸡(22 只, 来自云南迪庆, 海拔
3300 m)等 11个群体血液样品, 提取基因组 DNA。 

收集北京饲养的藏鸡和矮小鸡种蛋分别进行低

氧孵化(模拟海拔 4 000 m, 氧浓度 13%)和常氧孵化
(氧浓度 21%)。低氧孵化在自动化低氧模拟孵化机
内进行[13]。采集 6、10、13、17、19 d胚胎尿囊绒毛

膜 (CAM), 用于提取组织总RNA和测定NOS酶活
力。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA、RNA 提取及反转录 

苯酚-氯仿法提取样品的基因组 DNA。TRIZOL
一步法提取组织总 RNA, 并用 M-MLV 反转录酶
(Promega公司)合成总 cDNA。 

1.2.2  基因序列扫描引物设计及 PCR 反应 

根据鸡 iNOS 基因 mRNA 序列(NM_204961)、  
5′侧翼区(2.0 kb 片段)序列和 3′侧翼序列, 设计 10
对引物(见表 1和图 1中 iNOS P1~iNOS P10)。PCR
反应体系为 50 μL, 其中 10×PCR buffer 5 μL, 10 
mmol/L dNTP mix 4 μL, 5 pmol/μL的引物各 2 μL, 
Taq DNA 聚合酶 (5 U/μL)1 μL, 模板 2 μL, 加     
dd H2O至 50 μL。引物 iNOS P1~iNOSP6以鸡胚胎
尿囊绒毛膜 (CAM)cDNA 为模板 , 引物 iNOS 
P7~iNOS P10以 DNA为模板。PCR反应条件: 95℃
预变性 5 min; 95℃变性 30 s; 复性 30 s, 各引物复性
温度见表 1; 72℃延伸 1 min; 36个循环, 再 72℃延伸
7 min, 最后降温至 4℃保持。 

1.2.3  基因片段测序及 SNP 筛选 

胶回收个体 PCR扩增产物并直接测序。利用软
件 Chromas、DNAMAN、DNASTAR 等进行序列比
对和拼接, 确定 SNP突变位点。藏鸡特异 SNP确定
标准是测序藏鸡和矮小鸡(或寿光鸡)各 8个个体, 经
过比对, 筛选藏鸡突变频率高于 50%、而低地鸡低
于 10%的 SNP 位点 ; 然后将藏鸡突变序列再在
NCBI 上用 BLASTN 将该基因在鸡上的核苷酸序列
进行比对, 没有发现相同突变位点, 即作为待检测
的藏鸡特异 SNP。 

1.2.4  SNP 的检测 

分析待检藏鸡特异 SNP 酶切类型, 重新设计引

物。本实验针对筛选的 5′调控区−870C→T 突变, 设
计了 iNOS P11 引物(表 1), 扩增产物用 Xho I 内切酶

酶切分型。 

1.2.5 基因定量分析 

用 Gene Amp PCR System 9700(PERKIN ELMER, 
USA)对 iNOS基因进行实时荧光定量 PCR分析, 以次 
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表 1  引物序列、产物长度和复性温度 

引物编号 方向 引物序列 (5'→3') 产物 (bp) Tm (℃) 

F AACTTCATCCCCCAACCAG   
iNOS P1 

R AACTCCACACTTGCAGGGTC   
948 60 

F GGTATTTGATGCTCGTGATTGT   
iNOS P2 

R CTGGTGGAACACGGGAGTTA   
805 63 

F ATAAATGTGGCTGTGCTTCA   
iNOS P3 

R AGAATGGTAACACGACTGGAT   
1 010 66 

F TGAACTCAATGGTCAAGAAG   
iNOS P4 

R GATGAATCTCTCTGGGTGTC   
788 62 

F GCTATTGGGCAAGCGAGAA   
iNOS P5 

R ATCCCTGGCCATGCGTACA   
842 64 

F GGCAGCAGCGTCTCTATGA   
iNOS P6 

R CACCACCATCCACTTACTTG   
932 62 

F ATTCTTTATGGAAGTCGCAG   
iNOS P7 

R GCATTAGCCAGAGAAAACAA   
896 63 

F ACTGTGCTCACTCTTCTTAG   
iNOS P8 

R TAGCAAACTGAGACAGAGAG   
918 54 

F ACAACTTTTTAGATGTTTTCAA   
iNOS P9 

R CTTGTTTTGCTAATCTCTGG   
934 55 

F TTGCTATTGCTGGAAGTGAT   
iNOS P10 

R TCTTTGCTTAAGGGGAGAGT   
884 63 

F TGATGAAGGTGGAACTACTGAG   
iNOS P11 

R AAAGTGGCAGATGAAAAGACA   
380 55 

F CCTGGGCAGCCTAAAGTCTA   
iNOS P12 

R CAAGCATCCTCTTCAAAGTCTG   
154 56 

F CAACCTTGACTGGAAAGAATGT   
HPRT P1 

R CAACAAAGTCTGGCCGATAT   
171 56 

F GGAGCCCCGGGGAGAGTTC   
28S P1 

R GGATTTTCACGGGCCAGCGAGAG   
140 56 

 

 
图 1  iNOS 基因序列扫描引物图示 
 
黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 (HPRT)(登录号 : 

AJ132697)为内标, 以 28S rRNA(登录号: M59792)绘

制标准曲线, 引物分别为 iNOS P12、HPRT P1和 28S 

P1(表 1)。以样品中目的基因与内标基因的拷贝数比

值作为目的基因的表达量。 

1.2.6  酶活力测定 

制作 10%的 CAM 组织匀浆, 根据 NOS 催化
L-Arg产生NO, NO与亲和性物质生成有色化合物的
原理, 测定 iNOS活性。操作方法按试剂盒说明进行
(南京建成), 考马斯亮蓝法测定蛋白含量。 
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1.2.7  统计分析 

用 POPGEN3.2软件(http://www.ualberta.ca/~fyeh)
计算 SNP基因型是否符合 Hardy-Weinberg平衡, 群
体间基因型分布比较用χ2 检验。采用 SAS 8.02 的
ANOVA过程双因素有互作模型分析氧气浓度、品种
对 iNOS基因 mRNA表达量和酶活力的影响。 

2  结果与分析 

2.1  基因 SNP筛选 

用引物 iNOS P1~iNOSP6 扩增了 iNOS 基因
mRNA序列(NM_204961)的 134~4133 bp片段, 经比
对发现藏鸡该区段共有 5 个高频突变 , 分别是 : 
865T→A、1431G→C、1795G→T、2851 G→C和 3801
插入 C。分析可知, 865T→A为无义突变, 1431G→C、
1795G→T和 2851G→C为错义突变, 3801位点在 3′

非翻译区。但这些突变在矮小鸡群体也存在, 且在
NCBI 上 Blastn 发现, 这些突变在 EST 序列中也存
在。因此, 初步认为在 iNOS基因mRNA的 134~4133 
bp片段内藏鸡无特异的高频突变。 

用引物 iNOS P7~iNOS P10 扩增了 iNOS 基因
mRNA 末端和 5′侧翼区。测序发现, 藏鸡和寿光鸡
iNOS基因的第 2内含子(T→G)、第 1外显子(40C→G)
和5′侧翼区(−171G→A)均有 1个的高频率突变; 只
有 5′侧翼区−870C→T 突变在藏鸡中常见, 而在寿
光鸡中只有 1个个体出现。由此可见, −870C→T可
能是藏鸡特异的高频突变。 

2.2  SNP基因型检测 

iNOS P11 扩增产物经 XhoⅠ内切酶消化后, 出
现 3 种基因型(图 2), 分别为 CC(305 bp、75 bp)、
TT(380 bp)、CT(380 bp 、305 bp 、75 bp)。 

 

 
 

图 2  PCR 产物酶切电泳检测 
M: DL2000 Marker; 1、2、3、5、9、10、11、13、17和 18: CC基因型; 12、19和 21: TT基因型; 4、6、8、14、15、16和 20: CT基因型。 
 

测定不同鸡群 iNOS基因 5′侧翼区−870C→T位
点基因型(表 2)结果发现, 除北京油鸡外其他群体基
因型分布均符合 Hardy-Weinberg 平衡(P>0.05)。藏
鸡该突变的等位基因 T 频率较高, 寿光鸡和北京油
鸡有低的 T 等位基因频率, 而丝羽乌骨鸡、白来航
鸡和矮小隐性白鸡无突变基因。 

χ2 分析表明藏鸡基因型分布明显不同于低地鸡

群(P<0.05), 而不同地区的藏鸡群基因频率也存在
差别 , 其中日喀则藏鸡等位基因 T 频率最高 , 为
70.0%; 其次为尼西藏鸡和拉萨藏鸡, 分别为 61.4%
和 61.2%。林芝藏鸡和引进北京的藏鸡分别为 52.5%
和 51.7%。可以看出在不同地区藏鸡的中, 该突变的
等位基因 T频率与海拔有一定的关系, 5个地区藏鸡

T 等位基因频率与海拔相关分析发现 , 相关系数
0.8115, 但相关性未达显著水平(P=0.0954)。 

2.3  iNOS基因定量表达 

iNOS 基因定量 PCR 结果见表 3。藏鸡和矮小鸡

低氧孵化时 iNOS 基因表达均比常氧孵化明显增加。

品种之间比较发现, 在常氧孵化时 , 藏鸡与矮小鸡

iNOS 基因表达差异不显著(P>0.05); 低氧孵化时, 除

了 6 日龄胚外, 藏鸡高于矮小鸡。在鸡胚发育不同时

期, iNOS基因在第 6 d和第 19 d表达低, 中间时期表达

量高; 尤其在低氧环境中, 可能由于低氧的刺激, 第

10、13和 17 d CAM中 iNOS表达持续增加。第 19 d胚

胎 CAM呼吸功能已经失去, 因此基因表达迅速下降。 
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表 2  iNOS 基因突变频率分析 

基因型频率(%) 等位基因频率(%) 
品种 海拔(m) 样本数 

CC CT TT C T 

北京藏鸡  58 24.1 48.3 27.6 48.3 51.7 
林芝藏鸡 2900 60 21.7 51.6 26.7 47.5 52.5 
拉萨藏鸡 3650 40 12.5 52.5 35.0 38.8 61.2 
山南藏鸡 3600 40 20.0 42.5 37.5 41.3 58.7 
日喀则藏鸡 3850 40 12.5 35.0 52.5 30.0 70.0 
尼西藏鸡 3300 22 13.6 50.0 36.4 38.6 61.4 
寿光鸡 100 40 82.5 12.5 5.0 88.8 11.2 
北京油鸡 100 30 86.7 10.0 3.3 91.7 8.3 
丝羽乌骨鸡 100 30 100 0 0 100 0 
白来航鸡 100 30 100 0 0 100 0 
矮小鸡 100 30 100 0 0 100 0 

 
表 3  不同氧浓度下 iNOS 基因在藏鸡和矮小鸡 CAM 组织的表达 

定量 PCR 
胚胎期 氧浓度 样本数 

藏鸡(TC) 矮小鸡 (DC) P 值 (B) 

常氧(21%) 8 2.69 ± 0.57 2.84 ± 0.78 P=0.74 
低氧(13%) 8 5.16 ± 0.34 4.34 ±0.97 P=0.08 

P 值(O)  P＜0.001 P＜0.01  

6 d 

B× O (F/P) 32  2.05/0.1631  
      

常氧(21%) 8 2.90 ± 0.64 3.12 ± 0.62 P=0.64 
低氧(13%) 8 7.89 ± 0.92 6.09 ± 1.27 P＜0.001 

P 值(O)  P＜0.001 P＜0.001  

10 d 

B× O (F/P) 32  9.90/0.0039  
      

常氧(21%) 8 3.40 ± 0.62 3.52 ± 0.68  P＝0.73 

低氧(13%) 8 9.56 ± 1.33 6.41 ± 0.77 P＜0.001 

P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.0001  

13 d 

B× O(F/P) 36  26.63/<0.0001  
     

常氧(21%) 8 3.05 ± 0.57 2.97 ± 0.46 P=0.87 
低氧(13%) 8 10.17 ± 1.67 6.89 ±0.95 P＜0.0001 

P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.0001  

17 d 

B× O (F/P) 32 19.30/0.0001 
    

常氧(21%) 8 1.36 ±0.32 1.30 ±0.33 P=0.89 
低氧(13%) 8 5.21 ±1.37 2.80 ±0.81 P＜0.0001 

P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.01  

19 d 

B× O(F/P) 32  16.00/0.0004  

注: 数值以平均值±标准差表示;  B、O分别代表品种和氧浓度因素。 
 

2.4  iNOS酶活力 

藏鸡和矮小隐性白鸡 CAM组织 iNOS活力见表
4。在常氧孵化环境中, 藏鸡和矮小鸡 iNOS活力除 
第 10 d外, 差异均不显著(P>0.05)。但在低氧孵化环
境中, 除第 6 d和第 19 d外, 藏鸡酶活力显著高于矮
小鸡(P<0.01)。这说明藏鸡 iNOS酶活力受低氧影响

明显, 可以迅速增加, 以适应低氧环境。 

3  讨 论 

藏鸡是我国青藏高原特有的原始小型地方鸡种, 
长期生活在高海拔低氧环境, 在组织、细胞及分子水
平的适应能力达到较高水平, 具有了独特的稳定适 
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表 4  不同氧浓度下藏鸡和矮小隐性白鸡胚胎 CAM 组织 iNOS 活力 

iNOS酶活力(U/mgprot) 
孵化期 氧浓度 样本数 

藏鸡(TC) 矮小鸡(DC) P 值 (B) 

常氧(21%) 8 0.0742±0.0133 0.0840±0.0130 P=0.3356 
低氧(13%) 8 0.0824±0.0119 0.0840±0.0200 P=0.8706 
P 值(O)  P=0.4213 P=0.9974  

6 d 

B× O (F/P) 32 0.45/0.5094 
    

常氧(21%) 8 0.0972 ± 0.0136 0.0704 ± 0.0179 P＜0.01 
低氧(13%) 8 0.1618±0.0281 0.1253±0.0290 P＜0.001 
P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.0001  

10 d 

B× O (F/P) 32 0.26/0.6124 
    

常氧(21%) 8 0.1110±0.0115 0.1079±0.0143  P=0.7622 
低氧(13%) 8 0.2569±0.0355 0.1439±0.0193 P＜0.0001 
P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.001  

13 d 

B× O(F/P) 36 36.83/<0.0001 
    

常氧(21%) 8 0.1033±0.0065 0.0837±0.0090 P=0.0566 
低氧(13%) 8 0.1825±0.0175 0.1539±0.0149 P＜0.01 
P 值(O)  P＜0.0001 P＜0.0001  

17 d 

B× O (F/P) 32 0.75/0.3974 
    

常氧(21%) 8 0.0517±0.0153 0.0491±0.0129 P=0.7986 
低氧(13%) 8 0.0623±0.0095 0.0712±0.0077 P=0.3842 
P 值(O)  P=0.2980 P=0.0319  

19 d 

B× O(F/P) 32 1.44/0.2446 

注: 数值以平均值±标准差表示; B、O分别代表品种和氧浓度因素。 
 

应机制。与低地鸡种相比, 藏鸡的遗传基础颇具特
色, 即使将其引进到低海拔地区饲养和繁殖数代后, 
种蛋在高海拔孵化性能仍远高于低地鸡[14]。这说明

了藏鸡在长期适应高海拔低氧环境的过程中机体启

动或加速了许多基因的转录活动, 调整了氧气运输
功能和能量代谢活动, 在体内合成并贮存了一系列
抵抗低氧、预防疾病的活性物质。本实验室在藏鸡

高原低氧适应性研究中, 发现藏鸡和其他鸡种, 生
活在高海拔环境比生活在低海拔肺组织NOS活性明
显增加 ; 尤其是藏鸡 , 在低海拔时 , 肺NOS活力就
比其他品种高, 高海拔增加更加明显[15]。本文通过

测序和PCR-RFLP技术, 发现藏鸡iNOS基因 5′侧翼
区 1 个特异的高频率突变位点, 藏鸡群体突变等位
基因T频率均较高(51.7%~70.0%), 而低地鸡均较低
(0~11.2%)。突变基因频率在不同地区的藏鸡群体间
存在差别 , 与海拔可能有一定的关系。在网上
(http://www.genomatix.de)用软件MatInspector预测
突变和未突变的DNA序列中可能的转录因子结合位
点, 发现iNOS基因 5′侧翼区−870 C→T突变后, 增
加了甲状腺核转录因子−1(TTF1)和Hmx2/Nkx5-2 同

源转录因子的结合位点 , 对 iNOS转录起到调控作
用。因此, 本研究在iNOS基因 5′侧翼区发现的SNP, 
可能与藏鸡低氧适应性有关。 

低氧可诱导机体iNOS表达和活性增加, 在缺氧
性肺血管收缩反应和结构重组中起到一定的调节作

用, 从而限制肺动脉压的过度升高[16]。慢性低氧可

以增加心肌iNOS活性[17], 高原鼠兔血清NOS活性和
NO含量比移居高海拔 30d的大鼠高[18]。藏鸡在常氧

环境中, iNOS mRNA表达量、酶活力均与矮小鸡差异
不大; 但在低氧孵化条件下, iNOS mRNA表达量和酶
活力较大程度的升高, 显著高于低地鸡种, 这可能是
藏鸡胚胎能够适应低氧环境的原因之一。 
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