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一种增强缺氧耐力的新大鼠模型
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摘要： 目的　探究一种新的快速提高缺氧耐力的大鼠模型。 方法　采用小动物低压舱模拟不同的气压高度，观

察 SD大鼠 4 500 m适应 10 h，返回地面 1 h，然后在 7 620 m停留 24 h后的存活率；同时观察 SD大鼠在禁食 24 h、48 h

和 72 h后，在 7 620 m停留 24 h后的存活率，并检测禁食 72 h大鼠心肌的自噬通量。 结果　4 500 m缺氧预适应

可以提高 7 620 m停留 24h大鼠的存活率（P < 0.05）；禁食 24 h、48 h和 72 h大鼠，在 7 620 m停留 24h的存活率

明显提高（P < 0.01）；禁食 24 h联合 4 500 m预适应可使大鼠 7 620 m停留 24h的存活率达到 100%（P < 0.01）。

此外，鼠龄影响 7 620 m停留 24h的存活率，鼠龄较小的大鼠存活率更高（P < 0.01）。Western blot检测结果提示，

禁食 72 h大鼠心肌 Beclin-1表达增加（P < 0.01），LC3-II与 LC3-I之比增加（P < 0.01），p62蛋白表达降低（P <

0.01），表明心肌自噬通量增高。 结论　禁食预处理可作为快速提高缺氧耐力的一种新型大鼠模型，心肌自噬增强

与缺氧耐力提高的因果关系有待进一步研究。
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A noval rat model for enhancing hypoxia tolerance
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Abstract:  AIM　 To  explore  a  new  rat  model  for  rapid  improvement  of  hypoxia  tolerance.
METHODS　Small  animal  hypobaric  chamber  was  used  to  simulate  different  barometric  heights.  The
survival rate was obserred in SD rats after adapting to 4 500 m for 10 h, returning to the ground for 1 h,
and then staying at 7 620 m for 24 h. The survival rate of SD rats after fasting for 24 h, 48 h, 72 h and
staying at 7 620 m for 24 h were also obserred and the myocardial autophagy flux of rats after fasting for
72 h was detected. RESULTS　The 4 500 m hypoxic preconditioning improved the survival rate of rats
staying at 7 620 m for 24 h (P < 0.05); The survival rate of rats staying at 7 620 m for 24 h after fasting
for 24 h, 48 h and 72 h was significantly increased (P < 0.01); Fasting for 24 h combined with 4 500 m
preconditioning made the survival rate of rats staying at 7 620 m for 24 h reached 100% (P < 0.01).  In
addition,  the  survival  rate  of  rats  staying  at  7 620 m  for  24  h  was  affected  by  the  age  of  rats,  and  the  
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survival  rate  of  younger  rats  was  higher  (P  < 0.01).  The  results  of  Western  blot  showed  that  the
expression of Beclin-1 (P < 0.01), the ratio of LC3-II to LC3-I increased (P < 0.01) and the expression
of p62 protein decreased (P < 0.01) in the myocardium of rats after fasting for 72 hours, indicating that
myocardial autophagy flux was inreased. CONCLUSION　Fasting preconditioning can be used as a new
rat model to rapidly improve hypoxia tolerance, and the causal relationship between increased myocardial
autophagy and hypoxia tolerance needs to be further studied.

Key words:  rat；hypoxia tolerance；fasting；autophagy flux；myocardium
 

随着民用航空与高铁的快速发展，越来越多的

人可以很快从低海拔地区进入高原地区。特别是我

国高原地区国境线长，平均海拔高度大于 4 500 m，

且军事摩擦不断，而大集团的兵力投送决定着战争

主导权，解决人体快速适应高原缺氧问题显得尤为

关键。目前广泛采用的阶梯式缺氧习服方案，经

1周习服后，仅能保障进入小于 4 300 m地区的工作

能力与降低急性高原病的发病率，如果进入 4 500 m
地区，还需在 3 500 m习服 3 d[1]。在低压舱开展间

断缺氧习服，也至少需要 1周时间[2]。因此，亟待探

寻速度更快的缺氧习服方法。

目前，快速适应缺氧研究多采用缺氧预适应动

物模型。Paul等 [3] 研究发现 SD大鼠在 4 500 m停

留 10 h，降至地面恢复 1 h，然后上升至 7 620 m，停

留 24 h全部存活；相反，直接上升到 7 620 m的大鼠

在 24 h内全部死亡。我们重复了 Paul的快速适应

缺氧大鼠模型，发现结果与其报道不一致，但是在实

验过程中我们观察到禁食可能对大鼠的急性缺氧耐

力有影响。有研究报道，禁食可显著上调机体多种

组织和器官的自噬水平[4]，而自噬是广泛存在于真核

细胞中的一种自我调节的防御性适应过程，在维持

细胞内环境稳定、能量平衡中发挥重要的调节作用
[5]。因此，本研究拟建立一种能快速增强缺氧耐力的

新大鼠模型，并以此模型为基础，探明自噬在急性缺

氧过程中发挥的保护作用，为人体实际应用提供实

验数据。 

1    材料和方法 

1.1    材料　健康雄性成年 Sprague-Danley(SD)大鼠

由空军军医大学实验动物中心提供。LC3B抗体

（#ab48394）、Beclin-1抗体（#ab210498）、GAPDH抗

体 （ #ab8245） 购 自 英 国 Abcam公 司 ， p62抗 体

（#18420-1-AP）购自美国 Proteintech公司，辣根过氧

化物酶标记的山羊抗鼠/兔 IgG（#ZB-2 305/2 301）购
自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 公 司 ， 蛋 白 标 记 物 、 T-
PER（Tissue protein extraction reagent）、BCA蛋白分

析试剂盒均购自美国 Thermo Fisher公司，PVDF膜

和 ECL试剂盒购自美国 Millipore公司。台式研磨

机购自中国上海净信公司，FLUO Star Omega多功

能酶标仪购自德国 BMG LABTECH公司，电泳仪和

电转槽 (XCell  SureLockTM Mini-Cell,货号 EI  0001)
购自美国 Thermo Fisher公司。小动物低压舱群系

统定制于中国宏远氧业公司。 

1.2    方法 

1.2.1    实验分组与设计　取（6～8）周龄和（10～12）
周龄健康雄性 SD大鼠，按随机原则分为 6组，分别

为①CON组（正常成年雄性 SD大鼠）；②PRE组（先

暴露于气压高度 4 500 m，适应 10 h，然后下降到地

面高度停留 1 h）；③F24组（预先禁食 24 h，不限制饮

水，禁食组均相同）；④F24+PRE组（预先禁食 24 h
后，再暴露于气压高度 4 500 m，持续 10 h，然后下降

到地面高度停留 1 h）；⑤F48组（预先禁食 48 h）；
⑥F72组（预先禁食 72 h）。按各组不同预处理结束

后，SD大鼠直接暴露于 7 620 m气压高度，停留 24 h，
实时观察并记录 SD大鼠存活情况。 

1.2.2    小动物低压舱群系统　采用小动物低压舱模

拟急性高空缺氧，低压舱内温度和湿度分别保持在

（25 ± 5）℃ 和（50 ± 5）%。以 10 m/s的速度上升至

指定高度后，舱室维持 2 L/min的进气量以防止二氧

化碳蓄积。低压舱维持既定高度期间，给 SD大鼠提

供饮食饮水。实验结束后，以 30 m/s下降至地面高度。 

1.2.3    组织提取及蛋白免疫印迹实验　腹腔注射 10 g/L
戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉 SD大鼠，迅速摘取大鼠

心脏，用冷 PBS液冲洗后，置液氮中速冻，−80 ℃ 保

存。称取大鼠心肌组织，每 1 mg组织加入 20 μl T-
PER裂解液，于研磨仪中 65  Hz研磨 90  s；4 ℃，

12 000 r/min离心 10 min，上清即为蛋白液。BCA法

测定蛋白浓度。每道上样量约含 20 μg蛋白，进行

聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，待溴酚蓝泳出凝

胶底端即结束电泳，采用湿转法将蛋白转移至

PVDF膜上。将 PVDF膜置于含 50  g/L  BSA的

TBST封闭缓冲液中，室温下轻摇封闭 2 h。分别移

至含 Beclin-1（1:1 000稀释）、LC3B（1:1 000稀释）、

p62（1:1 000稀释）和 GAPDH（1:1 000稀释）一抗缓
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冲液中，4 ℃ 轻摇孵育过夜。次日用 TBST洗膜

3次，每次 5 min，移入HRP标记的羊抗兔二抗（1:10 000
稀释）缓冲液中，在室温下轻摇续孵育 1 h。配制

ECL发光液，利用凝胶成像系统拍照，采用 Image J
图像分析软件测定目的蛋白条带的灰度值，进行半

定量分析。 

x̄± s

1.3    统计学处理　采用 GraphPad Prism 8.0.1软件

进行统计。实验数据用 表示，多组间数据比较采

用单因素方差分析（one-way ANOVA），进一步两两

比较采用 Tukey校正的 t 检验。P < 0.05时认为均

值间差异具有统计学意义。 

2    结果 

2.1    预适应与禁食对提高大鼠在 7 620 m 停留 24 h
存活率的影响　鼠龄（6～8）周龄的大鼠（CON
组）直接暴露于 7 620 m高度并停留 24 h，存活率为

42.1%。同样鼠龄大鼠，在 4 500 m适应 10 h后返回

地面停留 1 h（PRE组），再上升至 7 620 m停留 24 h，
生存率上升到 63.0%，明显高于 CON组（P < 0.05）；
禁食 24 h（F24组）大鼠，7620m停留的生存率提高

到 79.1%，与 CON组形成显著差别（P < 0.01）。禁

食 24 h后，再暴露于气压高度 4 500 m，停留 10 h，然
后下降到地面高度停留 1 h（F24+PRE组），大鼠存活

率可达 100%（P < 0.01），见表 1。
 

 
 

表 1    预适应与禁食对大鼠 7620m 停留 24h 存活率的影响

CON PRE F24 F24+PRE

体质量 (g) 220 ± 16 232 ± 12 227 ± 17 229 ± 7

总数 38 54 43 31

存活数 16 34 34 31

存活率 (%) 42.1 63.0a 79.1 b 100 b

与CON组比较，aP < 0.05, b P <0.01
 
  

2.2    延长禁食时间对提高大鼠在 7 620 m 停留 24 h
存活率的影响　将（6～8）周龄 SD大鼠禁食 48 h
或 72 h,上升至 7 620 m气压高度停留 24 h，两组大

鼠存活率均达到 100%（P  <  0.01） ，见表 2；使用

（10～12）周龄 SD大鼠，直接暴露于 7 620 m高度（CON
组） ，存活率为 9.5%；禁食 48  h或 72  h（ F48和

F72组）后，上升至 7 620 m高度停留 24 h，存活率分

别为 71.4% 和 88.5%，与同步对照组（CON）相比，差

别均具有非常显著的统计学意义（P< 0.01），见表 3。 

2.3    鼠龄对禁食大鼠在 7 620 m 停留 24 h 存活率

的影响　在 CON组，（6～8）周龄大鼠存活率为

42.1%,显著高于（10～12）周龄大鼠 9.5% 的存活率

（P<0.01）；F48组与 F72组，（10～12）周龄大鼠存活

率均不能达到 100%，与（6～8）周龄大鼠对应组相

比，均呈下降趋势，见图 1。
 

 
 

表 2    禁食对（6～8）周龄大鼠 7 620 m 停留 24 h 存活率的

影响

CON F48 F72

体质量(g) 220 ± 16 233 ± 12 232 ± 15

总数 38 30 20

存活数 16 30 20

存活率 (%) 42.1 100 b 100 b

与CON组比较， b P <0.01
 
 

 

 
 

表 3    禁食对（10～12）周龄大鼠 7 620 m 停留 24 h 存活

率的影响

CON F48 F72

体质量 (g) 363 ± 14 360 ± 18 374 ± 37

总数 42 7 26

存活数 4 5 23

存活率(%) 9.5 71.4 b 88.5 b

与CON组比较， b P <0.01
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图 1    鼠龄对禁食大鼠 7 620 m 停留 24h 存活率的影响
与 CON组比较，b P <0.01
 
  

2.4    禁食对增加（10~12）周龄大鼠心肌自噬通量

的影响　与 CON组相比，禁食 72h(F72)组，Beclin-1
蛋白表达水平明显增加（P<0.01），p62蛋白表达水平

明显降低（P<0.01）；在 CON组 LC3呈线两条蛋白

带，较低分子量 LC3-II的蛋白表达低于较高分子量

的 LC3-I， F72组不仅蛋白表达水平明显增加

（P<0.01），且 LC3-II的蛋白表达反转为高于 LC3-
I。半定量分析结果显示，与 CON组相比，F72组

Beclin-1与 GADPH之比呈显著增高（P<0.01，）见
图 2B；LC3-II与 LC3-I之比亦呈显著增加（P<0.05），
见图 2C；与此相反，p62与 GADPH之比则显著降低

（P<0.05），图 2D。
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图 2    禁食对 10~12 周龄大鼠心肌自噬通量的影响
n = 6。与 CON组比较， b P <0.01
 
  

3    讨论

缺氧耐力的检测有升限法与耐受时间法，因后

者操作较为简便、相对时间较短，现多采用耐受时间

法[6]。耐受时间法检测人体缺氧耐力，观测未经习服

的健康青年暴露于 25 000 ft（即 7 620 m）时，人体有

效意识时间平均为 267.5 s(4.45 min)[7]。7 620 m为

急性高空缺氧的危险区，未经低氧习服的健康人超

出平均停留时间将出现意识丧失，甚至因缺氧导致

脑组织不可逆损伤。采用暴露于 7 620 m检测人体

对缺氧的耐力，一方面因为在 7 620 m高度暴露 3~
5 min，肺泡气氧分压达到临界值 30 mmHg（1 mmHg=
0.133 kPa）[8]，当停留时间延长，将导致肺泡气氧分压

低于 30 mmHg而引起意识丧失；另一方面，人体处

于严重急性高空缺氧区域时，机体代偿能力达到最

大程度，个体之间的差异影响降至最低，能真实反映

人体耐受缺氧的能力。亦有在 5 000 m高度测量人

体缺氧耐力的军用标准，但由于个体差异较大，观测

指标的敏感性与特异性较低，故一般多采用 7 620 m
高度暴露检测缺氧耐力的方法。

我们按照 Paul等[3] 的方法重复实验，发现大鼠

直接暴露于 7 620 m停留 24 h，仍有部分大鼠存活，

且存活率受鼠龄影响较大，鼠龄小的大鼠较鼠龄大

的大鼠存活率明显增高（图 1），Altland等[9] 亦有类

似研究报导。在 4 500 m预适应期间，我们观察到大

鼠食欲明显降低，几乎不进食，故推测 10 h禁食可能

为影响因素，于是我们采用禁食预处理大鼠观测存

活率。对于（6～8）周龄大鼠，禁食 24 h可进一步提

高大鼠在 7 620 m停留 24 h的存活率；禁食 24 h结合

4 500 m高度预适应后的大鼠在 7 620 m停留 24 h
的存活率可达 100%；当禁食时间延长至 48  h
或 72  h，大鼠 7 620 m停留 24 h的存活率也达到

100%；对于（10～12）周龄大鼠，禁食 48 h或 72 h
后，大鼠 7 620 m停留 24 h的存活率分别为 71.4%
和 88.5%，这表明禁食可作为提高大鼠缺氧耐力的

一个重要方式。当大鼠鼠龄增加时，体质量亦随之

增加，机体总的耗氧量增大，这可能是导致大龄大鼠在

7 620 m存活率降低的原因。

禁食可明显上调机体多种组织和器官的自噬水

平[4]，心脏作为机体极其重要的循环器官，保证心血

管功能的正常是提高机体急性缺氧耐力的关键因

素。我们取禁食 72 h后（10~12）周龄大鼠心肌组织，

观测自噬通量，自噬诱导因素 Beclin-1表达明显增

加，自噬小体标志蛋白 LC3-II与 LC3-I之比亦明显

增加，而溶酶自噬体中标志蛋白 p62表达降低（图 2），
这些结果表明禁食大鼠心肌自噬增强。我们前期研

究表明，提高心肌细胞线粒体在缺氧条件下的氧利

用效率，可增强心肌细胞缺氧耐力[10]。禁食大鼠心

肌自噬增加，可清除受损或功能老化的线粒体，减少

缺氧下线粒体源 ROS生成，保证急性缺氧下 O2 主

要用于 ATP的产生，提高急性缺氧下 ATP供应，最

终增强心肌缺氧耐力。心脏是机体中对缺氧较为敏

感的器官之一，由于心肌缺氧耐力增强，提示机体整

体缺氧耐力会随之增强。关于自噬增强机体缺氧耐

力的关联性与详细机制，还需进一步采用药物（如雷

帕霉素、3-MA等）调控机体自噬水平，观察自噬水

平的改变对大鼠急性缺氧耐力的影响。

综上所述，本研究主要发现禁食可作为一种增

强大鼠缺氧耐力的有效方法。随着禁食预处理时间

的延长，大鼠缺氧耐力（7 620 m停留 24 h存活率）逐

渐增强，心肌自噬通量的增加可能是其重要机制。

此外，鼠龄也是缺氧耐力的一个重要影响因素，鼠龄

较小的大鼠缺氧耐力明显比鼠龄较大的大鼠高。以

上研究为进一步探索人体快速适应缺氧环境的方法

和机制奠定了基础。
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