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藏猪(Sus
 

scrofa)Ⅱ型肺泡上皮细胞低氧应答关键时间点筛选
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摘　 要　 为探究藏猪(Sus
 

scrofa)Ⅱ型肺泡上皮细胞( type
 

Ⅱ
 

alveolar
 

epithelial
 

cells,
 

ATⅡ)对低氧环境应答的关键时间点,
 

本

研究在常氧(21%
 

O2)和低氧(2%
 

O2)水平下培养藏猪和长白猪的 ATⅡ,
 

观察并分析不同时间点(0~ 144
 

h)ATⅡ的三维构象

特征,
 

内皮 PAS 结构域包含蛋白(endothelial
 

PAS
 

domain
 

protein
 

1,
 

EPAS1)和血红蛋白 β(hemoglobin
 

beta
 

locus,
 

HBB)基因的表

达量,
 

以及细胞增殖率的变化,
 

寻找藏猪对低氧环境应答的关键时间点,
 

并使用流式细胞仪分析其凋亡率。 结果表明,
 

成功分

离到纯度达 90%以上的藏猪 ATⅡ,低氧培养的藏猪 ATⅡ呈现明显的纤维化。 0~ 36
 

h 时,
 

藏猪和长白猪 EPAS1 的表达量变化

较为平缓,在 48
 

h 时表达量变化显著(P<0. 05)。 在低氧环境下,
 

与长白猪相比,
 

与长白猪相比,
 

藏猪 ATⅡ的 EPAS1 基因表达

量更低,
 

此变化趋势一直延续至 96
 

h;
 

HBB 基因在藏猪和长白猪 ATⅡ中的相对表达量随着时间的变化呈现先升高后降低的

趋势,
 

在低氧环境下,
 

与长白猪相比,
 

藏猪 ATⅡ中更高;
 

在低氧 24~ 120
 

h 时,
 

藏猪 ATⅡ在 2%
 

O2 培养下其细胞增殖率变化

明显,
 

且在培养 120
 

h 时是高于其他组的;
 

48
 

h 低氧组(藏猪 ATⅡ2%
 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ2%
 

O2 培养)的 ATⅡ晚期凋亡率

均高于常氧组(藏猪 ATⅡ21%
 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ21%
 

O2 培养)的。 结果表明,
 

48
 

h 是藏猪 ATⅡ的低氧应答的关键时间点。
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Abstract　 To
 

explore
 

the
 

critical
 

time
 

points
 

of
 

type
 

Ⅱ
 

alveolar
 

epithelial
 

cells
 

( ATⅡ)
 

in
 

response
 

to
 

hypoxia
 

in
 

Sus
 

scrofa,
  

in
 

this
 

study,
 

ATⅡ
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

and
 

Landrace
 

pigs
 

were
 

cultured
 

under
 

normal
 

oxygen
 

( 21%
 

O2 )
 

and
 

hypooxygen
 

( 2%
 

O2 )
 

levels.
 

The
 

three-dimensional
  

comformational
   

characteristics
 

of
 

ATⅡ,
 

the
  

change
 

in
 

the
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

EPAS1
 

( endothelial
 

PAS
 

domain
 

protein
 

1)
 

and
 

HBB ( hemoglobin
 

beta
 

locus ) ,
 

and
 

the
  

proleferation
  

rate
 

of
 

ATⅡ
 

were
 

observed
 

and
 

analyzed
 

ATⅡ
 

at
 

different
 

time
 

points
 

( 0~ 144
 

h) .
 

The
 

key
 

change
 

points
 

of
 

Tibetan
 

pigs′
 

response
 

to
 

hypoxic
 

environment
 

were
 

investigated
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Results
 

showed
 

that
 

ATⅡ
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

with
 

purity
 

of
 

more
 

than
 

90%
 

was
 

isolated
 

successfully.
 

ATⅡ
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

cultured
 

with
 

low
 

oxygen
 

showed
 

obvious
 

fibrosis.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

EPAS1
 

in
 

Tibetan
 

pigs
 

and
 

Landrace
 

pigs
 

changed
 

gently
 

at
 

0~ 36
 

h,
 

and
 

significantly
 

at
 

48
 

h
 

(P<0. 05) .
  

Compared
 

to
 

Landrace
 

pigs,
 

the
  

expression
 

level
 

of
 

EPAS1
 

gene
 

in
 

AT

Ⅱ
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

was
  

lower
 

in
 

hypoxia
 

environment,
 

and
 

the
 

change
 

trend
 

continued
 

until
 

96
 

h.
 

Compared
 

to
 

Landrace
 

pigs,
 

the
 

rela-

tive
 

expression
 

of
 

HBB
 

gene
 

ATⅡ
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

firstly
 

increased
 

and
 

then
 

decreased
 

with
 

the
 

change
 

of
 

time,
 

and
 

ATⅡ
 

in
 

Tibetan
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pigs
 

was
 

higher
 

under
 

hypoxia
 

environment.
 

At
 

low
 

oxygen
 

levers
 

of
  

24
 

h
 

to120
 

h,
 

the
 

cell
 

proleferation
 

rate
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

ATⅡ
 

cul-

tured
 

with
 

2%
 

O2
 was

 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

other
 

groups,
 

and
 

at
 

120
 

hours
 

of
 

cultivation,
 

it
 

was
 

higher
 

than
 

other
 

groups.
 

The
 

late
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

ATⅡ
 

in
 

48
 

h
 

hypoxia
 

group
 

( Tibetan
 

pigs
 

ATⅡcultured
 

under
 

2%
 

O2 ,
 

Landrace
 

pigs
 

ATⅡcultured
 

under
 

2%
 

O2
 )

 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

oxygen
 

group
 

( Tibetan
 

pigs
 

ATⅡcultured
 

under
 

21%
 

O2 ,
 

Landrace
 

pigs
 

ATⅡcultured
 

under
 

21%
 

O2 ) .
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

48
 

h
 

was
 

the
 

key
 

time
 

point
 

for
 

hypoxia
 

response
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

ATⅡ.

Keywords　 Tibetan
 

pigs;
 

Hypoxia
 

adaptation;
 

Lung;
 

Type
 

Ⅱ
 

alveolar
 

epithelial
 

cells

缺氧可引发一系列应激反应,
 

如影响正常细胞周

期(Jeong
 

et
 

al.,
 

2018)、
 

代谢紊乱、
 

组织和细胞膜损

伤等(Gan
 

et
 

al.,
 

2019;
 

He
 

et
 

al.,
 

2019)。 高海拔、
 

低气压和低氧分压严重影响青藏高原人类和其他动

物的生存。 经历自然选择,
 

青藏高原的土著动物对这

种极端环境具有良好的遗传适应性。 藏猪(Sus
 

scro-

fa)在长期适应性进化中形成了独特的高原低氧适应

策略(Yang
 

et
 

al.,
 

2022a;
 

Yang
 

et
 

al.,
 

2021)。 肺泡

作为气体交换的主要场所,
 

其上皮细胞可最早感知肺

泡内氧分压变化。 肺泡上皮细胞主要由Ⅰ型肺泡上皮

细胞(type
 

Ⅰ
 

alveolar
 

cells,
 

ATⅠ)和Ⅱ型肺泡上皮细

胞(type
 

Ⅱ
 

alveolar
 

cells,
 

ATⅡ)构成。 低氧刺激下,
 

ATⅠ损伤后不能再生与修复;
 

ATⅡ可分泌表面活性

物质来维持肺泡的稳态并降低其表面张力,
 

同时通

过有丝分裂产生子代 ATⅡ以维持自身的细胞群,
 

也

可进行细胞更新及损伤修复而分化为 ATⅠ( Cardo-

soand
 

Whitsett,
 

2008)。
 

因此,
 

作为肺泡上皮的祖细

胞,
 

ATⅡ对维持低氧环境下肺功能稳态至关重要

(Matalon,
 

1991;
 

Hoffman
 

and
 

Ingenito,
 

2012)。

高原低氧在土著动物的适应性形成过程中扮演

着重要角色,
 

它可能会修改基因转录,
 

并可能不可

逆地影响特定的动物表型。 本研究通过建立低氧模

型来评估藏猪 ATⅡ对低氧应答的关键时间点。 相

比于长白猪,
 

藏猪的肺更发达,
 

肺泡间隔更厚,
 

血

管网更密集(Yang
 

et
 

al.,
 

2021)。 高海拔猪(藏猪)
的血红蛋白( hemoglobin)和平均红细胞血红蛋白浓

度 ( mean
 

corpuscular
 

hemoglobin
 

concentration,
 

MCHC)均显著高于低海拔猪(长白猪) 的(柏云心
 

等,
 

2020)。 藏猪和长白猪的 RNA-seq 分析表明,
 

藏

猪低氧相关信号通路可能形成一个复杂的级联反

应,
 

在缺氧条件下发生,
 

以降低肺损伤的风险。
氧是细胞生存的必要条件之一,

 

亦是维持细胞

稳态的重要调控因子。 低氧是肺损伤组织中重要的

微环境特征之一,
 

可刺激成纤维细胞生长因子( fi-

broblast
 

growth
 

factor,
 

FGF)等一系列基因表达上调,
 

从而促进肺内皮细胞和平滑肌细胞的增殖、
 

凋亡及

分化,促使大量癌细胞增殖或炎症细胞释放,
 

最终导

致肺动脉高压 ( Sajib
 

et
 

al.,
 

2018;
 

Tirpe
 

et
 

al.,
 

2019)。 内皮 PAS 结构域包含蛋白( endothelial
 

PAS
 

domain
 

protein
 

1,
 

EPAS1 ),
 

又称缺氧诱导因 子

(hypoxia-inducible
 

factor
 

2α,
 

HIF-2α),
 

可促进间充

质干细胞分化为 ATⅡ,
 

进而修复低氧导致的肺损伤

(马彩 云,
 

2018 )。 血 红 蛋 白 β ( hemoglobin
 

beta
 

locus,
 

HBB ) 基 因 是 缺 氧 诱 导 因 子 1 ( hypoxia-
inducible

 

factor
 

1,
 

HIF-1)途径中的关键基因,
 

缺氧

时 HBB 基因表达量上调,
 

可增加血液中血红蛋白,
 

以保证血液和营养的运输(张博,
 

2016)。
目前,

 

关于构建藏猪 ATⅡ低氧( 2%
 

O2 ) 损伤

模型的报道较少。 本研究分别在常氧(21%
 

O2 )和

低氧(2%
 

O2 ) 条件下培养藏猪和长白猪的 ATⅡ,
 

探究低氧作用下不同时间的 ATⅡ形态功能及其在

低氧环境下存活和凋亡的变化趋势,
 

以期确定其

在低氧环境下关键变化时间拐点,
 

为从细胞学水

平揭示藏猪 ATⅡ响应低氧胁迫的生物学机制研究

奠定基础。

1　 结果

1. 1　 低氧环境下培养藏猪 ATⅡ的形态学变化
 

　 　 分离出藏猪和长白猪 ATⅡ细胞后,
 

对其进行碱

性磷酸酶染色,
 

并观察生长状态。 结果表明,
 

ATⅡ
呈立方形,

 

经碱性磷酸酶染色后,
 

膜边缘有较多蓝

色反应,
 

其余细胞不显色,
 

说明分离的 ATⅡ纯度到

达 90% 以上(图
 

1A,
 

图 1B)。 在倒置显微镜下观察

低氧和常氧条件下培养的藏猪和长白猪 ATⅡ形态,
 

48
 

h
 

时 ATⅡ贴壁生长良好,
 

呈不规则的多边形,
 

细

胞密度高;
 

相较于常氧下的细胞,
 

低氧培养的 ATⅡ
呈现明显的纤维化,

 

细胞呈短梭形(图
 

1C,
 

图 1D)。
6

 

d 时,
 

低氧培养的 ATⅡ密度较大,
 

细胞纤维化更

明显,
 

细胞呈长梭形,
 

漂浮细胞逐渐增多,
 

培养液

折光度逐渐变小(图
 

1E,
 

图 1F)。
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图 1　 藏猪 ATⅡ的形态

(A)碱性磷酸酶染色鉴定藏猪 ATⅡ;
 

(B)碱性磷酸酶染色鉴定长白猪 ATⅡ;
 

(C)ATⅡ常氧(21%
 

O2)培养

48
 

h;
 

(D)ATⅡ低氧(2%
 

O2)培养 48
 

h;
 

(E)ATⅡ常氧(21%
 

O2)培养 6
 

d;
 

(F)ATⅡ低氧(2%
 

O2)培养 6
 

d

Figure
 

1　 Morphology
 

of
 

ATⅡ
 

in
 

Tibetan
 

pigs
(A)Alkaline

 

phosphatase
 

staining
 

of
 

ATⅡ
 

in
 

Tibetan
 

pig;
 

(B)
 

Alkaline
 

phosphatase
 

staining
 

of
 

ATⅡ
 

in
 

Landrace
 

pig;
 

(C)
 

ATⅡ
 

culture
 

for
 

48
 

h
 

under
 

normal
 

(21%
 

O2)
 

condition;
 

(D)
 

ATⅡ
 

culture
 

for
 

48
 

h
 

under
 

hypoxia
 

(2%
 

O2)
 

condition;
 

(E)
 

ATⅡ
 

culture
 

for
 

6
 

d
 

under
 

normal
 

(21%
 

O2)
 

condition;
 

(F)
 

ATⅡ
 

culture
 

for
 

6
 

d
 

under
 

hypoxia
 

(2%
 

O2)
 

condition

1. 2　 低氧环境下培养 ATⅡ中 EPAS1 和 HBB 的表

达变化

　 　 EPAS1 基因在 ATⅡ中的表达量随着时间的变

化逐渐升高。 0 ~ 36
 

h 时,
 

EPAS1 基因的表达量变化

较为平缓;
 

在 48
 

h 时发生了显著的变化,
 

EPAS1 基

因的表达量在低氧环境下以长白猪的 ATⅡ中最高,
 

在低氧环境下以藏猪的 ATⅡ中最低,
 

此变化趋势一

直延续至 96
 

h
 

(图 2A)。
HBB 基因在 ATⅡ中的表达量随着时间的变

化呈现先升高后降低的趋势。 0 ~ 36 h 时 HBB

基因的表达量几乎没有变化;
 

在 48
 

h 时发生了

显著的变化,
 

同时发现 HBB 基因的表达量在低

氧环境下藏猪的 ATⅡ中最高,
 

在常氧培养条件

下以长白猪的 ATⅡ中最低;
 

60
 

h 后 HBB 基因在

4 个组均呈现降低趋势
 

( 图 2B ) 。 低氧组 HBB
的表达量始终高于常氧组的。 HBB 基因的表达

量在低氧环境下以藏猪的 ATⅡ中最高,
 

在常氧

环境下以长白猪的 ATⅡ中最低。 在相同的环境

下,
 

HBB 基 因 在 藏 猪 的 表 达 量 始 终 高 于 长 白

猪的。
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图 2　 低氧对 ATⅡ的 EPAS1 和 HBB 表达量的影响

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

hypoxia
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

EPAS1
 

and
 

HBB
 

in
 

ATⅡ

1. 3　 低氧环境对藏猪 ATⅡ增殖的影响

　 　 采用 CCK-8
 

试剂盒检测细胞的增殖率,
 

结果

显示,
 

0 ~ 8
 

h 时,
 

ATⅡ的细胞增殖率几乎无明显

变化;
 

12 ~ 24
 

h 时,
 

变化较平缓;
 

24 ~ 48
 

h 时,
 

呈

现明显的升高趋势;
 

48 ~ 64
 

h 时,
 

细胞增殖率较

平缓;
 

68
 

h 时,
 

呈现短暂降低后继续增高。 与

2%
 

O2 培养下长白猪 ATⅡ相比,
 

21%
 

O2 培养下

的藏猪 ATⅡ、
 

21%
 

O2 培养下的长白猪 ATⅡ和

2%
 

O2 培养下的藏猪 AT Ⅱ的存活率明显较高。
在低氧条件下培养 24 ~ 120

 

h 时,
 

藏猪 ATⅡ的细

胞增殖率变化明显,
 

且在培养 120
 

h 时是高于其

他组的(图 3) 。

图 3　 低氧下藏猪 ATⅡ的增殖率随时间的变化趋势

Figure
 

3　 Change
 

trend
 

of
 

proliferation
 

rate
 

in
 

ATⅡ
 

of
 

Tibetan
 

pigs
 

with
 

time
 

under
 

hypoxia

1. 4　 低氧 48 h 对藏猪 ATⅡ凋亡率的影响

　 　 课题组前期研究发现,
 

与常氧组(藏猪 ATⅡ
21%

 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ21%
 

O2 培养)相比,
 

低

氧组(藏猪 ATⅡ2%
 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ2%
 

O2 培

养)ATⅡ的晚期凋亡率、
 

早期凋亡率、
 

总凋亡率均

更高,
 

而其正常细胞数则更低(表 1)。 4 组之间总

凋亡率从低到高排序如下:
 

藏猪 ATⅡ21%
 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ21%
 

O2 培养,
 

藏猪 ATⅡ2%
 

O2 培养,
 

长白猪 ATⅡ2%
 

O2 培养。 正常活细胞数的排序则

与之相反(图 4)(Yang
 

et
 

al.,
 

2022b)。

表 1　 低氧常氧处理下藏猪 ATⅡ的凋亡率
Table

 

1　 Apoptosis
 

rate
 

of
 

ATⅡof
 

Tibetan
 

pigs
 

under
 

hypoxia
 

and
 

normal
 

oxygen
 

treatment
分组

Groups
晚期凋亡率 / %

Late
 

apoptosis
 

rate / %
早期凋亡率 / %

Early
 

apoptosis
 

rate / %
总凋亡率 / %

Total
 

rate
 

of
 

apoptosis / %
正常活细胞率 / %

Normal
 

viable
 

cell
 

rate / %

长白猪 21%
 

O2

Landrace
 

pig
 

21%
 

O2

19. 78 4. 45 24. 23 72. 95

长白猪 2%
 

O2

Landrace
 

pig
 

2%
 

O2

29. 98 6. 89 36. 87 60. 68

藏猪 21%
 

O2

Tibetan
 

pigs
 

21%
 

O2

7. 29 6. 58 13. 87 84. 63

藏猪 2%
 

O2

Tibetan
 

pigs
 

2%
 

O2

15. 40 16. 50 31. 90 66. 47
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Annexin-V-FITC 表示膜联蛋白-V 标记的异硫氰酸荧光素;
 

PI 表示碘化丙啶。
Annexin-V-FITC

 

represents
 

fluorescence
 

isothiocyanate
 

labeled
 

with
 

annexin
 

V;
 

PI
 

represents
 

propidium
 

iodide.

图 4　 低氧和常氧处理下藏猪 ATⅡ的凋亡情况

Figure
 

4　 Apoptosis
 

of
 

ATⅡin
 

Tibetan
 

pigs
 

was
 

detected
 

under
 

hypoxia
 

and
 

normal
 

oxygen
 

treatment

2　 讨论与结论

　 　 细胞长期暴露在低氧水平下可导致细胞及其线

粒体、
 

生物膜损伤,
 

引起氧自由基增多而导致蛋白

质、
 

脂肪、
 

DNA 氧化损伤,
 

进而触发细胞凋亡( Guo
 

et
 

al.,
 

2019;
 

Schito
 

and
 

Rey,
 

2018)。 对于大多数细

胞来说,
 

缺氧会导致细胞增殖下降。 细胞数量的增

加会导致氧需求量的增加,
 

从而加剧了缺氧应激

(Hubbi
 

and
 

Semenza,
 

2015)。 有研究表明,
 

低氧环

境下刺激 HIF-2α 可直接上调心肌素( myocardin)的

表达量,
 

进一步促进骨髓间充质干细胞向心肌样细

胞分化(哈艳平
 

等,
 

2021)。 miR-21-5p 可调节 ATⅡ
在高氧引起的急性肺损伤中的凋亡(张鑫,

 

2017)。
军曹鱼(Rachycentron

 

canadum)幼鱼在低氧环境生存

28
 

d 后,
 

其免疫功能可能被抑制,
 

易引发肠道炎症,
 

并且其感染病原菌的风险也升高 ( 王维政
 

等,
 

2021)。 转基因小鼠过表达 FGF-10 基因可抑制 AT
Ⅱ纤维化,

 

并促进上皮细胞再生,最终维持肺泡上皮

细胞的完整性(Dredge
 

et
 

al.,
 

2003)。 缺氧或高氧诱

导的急性肺疾病或损伤包括肺纤维化、
 

慢性阻塞性

肺疾病和成人急性呼吸窘迫综合征,
 

氧化应激可能

是导致Ⅱ型肺泡上皮细胞(ATⅡ)凋亡的主要原因。
本研究发现,

 

与常氧组相比,
 

低氧培养的藏猪和长

白猪 ATⅡ形态均呈现明显的纤维化,
 

这是其对低氧

环境的显著适应性特征之一。
内皮 PAS1 蛋白,

 

又称“缺氧诱导转录因子 2α
亚基(HIF-2α)”,

 

作为低氧研究的明星因子,
 

最早

被发现于内皮细胞中(Tian
 

et
 

al.,
 

1997)。 低氧条件

下 PHD(plant
 

homeodomain)表达量减少,
 

使 HIF-2α

的氧依赖性降解域 ( oxygen-dependent
 

degradtion,
 

ODD)区脯氨酸残基羟基化水平降低,
 

通过抑制

HIF-2α 的降解使其表达量提高。 HIF-2α 和 HIF-1α
基因在序列和结构上具有高达 48% 的相似性,

 

且在

下游调控区存在着一些共同和特异的靶基因

(Hanaoka
 

et
 

al.,
 

2012;
 

Schönenberger
 

et
 

al.,
 

2015;
 

Yu
 

et
 

al.,
 

2018)。 有学者研究滇藏线连续海拔

(800-1800-3300
 

m)猪种,
 

检测 EPAS1 基因编码区的

遗传变异、
 

mRNA 及其蛋白表达量,
 

发现 EPAS1 基

因参与藏猪的低氧应答(易胜男
 

等,
 

2020)。 EPAS1
 

mRNA 在 ATⅡ中的相对表达量随着时间的变化逐

渐升高,
 

EPAS1 基因在低氧环境下藏猪的 ATⅡ中表

达量最低,
 

此变化趋势一直延续至 96
 

h,
 

与藏族人

的低氧应答趋势相同(Peng
 

et
 

al.,
 

2017)。
HBB 参与疟疾通路,可下调 HIF-1 途径中的关

键基因 IL-6。 HBB 作为一种重要的缺氧适应基因,
 

其编码蛋白也是机体内负责氧气运输的蛋白的主要

成分,
 

这表明缺氧通过上调 HBB 转录而增加血液中

的血红蛋白,
 

以保证血液和营养的运输(马彩云,
 

2018)。 在缺氧适应过程中,
 

动物通过增加血红蛋

白的浓度来改善氧气运输( Yang
 

et
 

al.,
 

2021)。 通

过对藏猪和普通猪 HBB 表达的比较,
 

发现在 β 球蛋

白第 58、
 

75、
 

119 和 137 位的氨基酸替换中,
 

第 137
位丙氨酸替换成缬氨酸提高了血红蛋白和 O2 的亲

和力(张博,
 

2016)。 因此,
 

HBB 对藏猪和藏族人血

红蛋白的调节作用相似,
 

HBB 的遗传变异与藏族群

体的血红蛋白水平和高原适应性有关。 本研究结果

表明,
 

低氧环境下 HBB 在藏猪和长白猪的 ATⅡ中表
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达量低于常氧环境下的,
 

且藏猪 ATⅡ中 HBB 表达量

最低,
 

在藏猪肺脏组织的 RNA-seq 中也得到类似结

果,
 

说明 HBB 的上调是藏猪 ATⅡ适应低氧环境的调

控方式之一,
 

且 48
 

h 为其变化的关键时间点。
本研究中低氧组(藏猪 ATⅡ2%

 

O2 培养、
 

长白

猪 ATⅡ2%
 

O2 培养)的 ATⅡ增殖率较高,
 

可能是低

氧促进其增殖和抑制衰老。 细胞凋亡又称细胞程序

性死亡,
 

是由一系列信号传递而启动,
 

并由多基因

调控及一系列酶参与的一个主动、
 

高度有序的过程

(Xu
 

et
 

al.,
 

2019)。 在本研究中,
 

低氧组(藏猪 AT
Ⅱ2%

 

O2 培养、
 

长白猪 ATⅡ2%
 

O2 培养)ATⅡ的晚

期凋亡率、
 

早期凋亡率、
 

总凋亡率均高于常氧组(藏

猪 ATⅡ21%
 

O2 培养、
 

长白猪 ATⅡ21%
 

O2 培养)
的,

 

可能是 ATⅡ对低氧环境的适应性变化。 长白猪

ATⅡ2%
 

O2 培养组的凋亡率高于藏猪 ATⅡ2%
 

O2

培养组的,
 

但增殖率低于藏猪 ATⅡ2%
 

O2 培养组

的,
 

表明藏猪 ATⅡ2%
 

O2 培养组比长白猪 ATⅡ2%
 

O2 培养组能更好地适应低氧环境。
综上所述,

 

在低氧环境下的藏猪 ATⅡ的 EPAS1
和 HBB 基因的表达量、

 

增殖率随着时间的变化而变

化,
 

48 h 是其变化的关键时间点。

3　 材料与方法

3. 1　 实验材料

　 　 选取甘肃省兰州市榆中县某猪场 1 月龄左右的

健康藏猪和长白猪公猪各一头,
 

麻醉后无菌条件下

屠宰收集肺组织。 所有操作均按照中华人民共和国

科学技术部制定的实验动物伦理学要求进行,
 

并经

甘肃农业大学批准(批准号:
 

2006-398)。

3. 2　 主要试剂

　 　 DMEM( dulbecco′s
 

modified
 

eagle
 

medium) 培养

液、
 

猪 IgG、
 

胎牛血清、
 

胰蛋白酶购自美国 Gibco 公

司;
 

T25 培养瓶购自美国康宁公司;
 

碱性磷酸酶试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司;
 

RT-qPCR
试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司;

 

Arical
流式细胞仪购自美国 BD 医疗器械有限公司;

 

低温

高速离心机购自美国 Sigma 化学公司;
 

荧光倒置显

微镜购自日本 Olympus 公司;
 

二氧化碳培养箱购自

赛默飞世尔科技(中国)有限公司。

3. 3　 ATⅡ的分离、
 

纯化及鉴定

　 　 将修剪后的肺脏用含 1% 双抗的 PBS 清洗 3 次,
 

剪成约 1 mm3 的小块后,
 

继续在培养皿中剪碎至糊

状。 加入 6
 

mL 胰酶于 37
 

℃ 下消化 35
 

min,消化完

成后加入等体积的完全培养基(90%
 

DMEM 基本培

养基和 10%
 

血清)终止消化,
 

并使用 100 目细胞筛

过筛。 滤液 1
 

000
 

r / min 离心 5
 

min,
 

用 3
 

mL 的

HBSS 缓冲液清洗 3 次后,
 

1
 

000
 

r / min 离心 5
 

min。
向细胞培养瓶中加入 0. 05%

 

猪 IgG 溶液 5
 

mL,
 

在细胞培养箱中静置 3
 

h
 

(避免接触 CO2 ),
 

弃上清

液并用 PBS 洗瓶 2 次,
 

DMEM 铺瓶静置 10
 

min。 弃

去 DMEM,
 

并加入分离后的细胞悬液,
 

置于细胞培

养箱中孵育 1
 

h。 收集未黏附的细胞,
 

1
 

000
 

r / min
离心 5

 

min,
 

将细胞铺至细胞培养瓶。 在 6 孔板中铺

少量细胞,
 

按照碱性磷酸酶染色试剂盒说明书进行

染色操作,
 

置于倒置显微镜下观察 ATⅡ的比例。

3. 4　 ATⅡ低氧培养模型构建

　 　 将藏猪和长白猪 ATⅡ分别随机分为 2 组,
 

即常

氧对照组(21%
 

O2)和低氧试验组(2%
 

O2)。 使用混

合气的三气培养箱在常氧
 

(74%
 

N2、
 

5%
 

CO2、
 

21%
 

O2)
 

和低氧
 

(93%
 

N2、
 

5%
 

CO2、
 

2%
 

O2 )
 

条件下培

养细胞。

3. 5　 实时定量 PCR 检测
 

HIF-1和 HBB 基因表达

　 　 根据细胞的生长周期,
 

选择培养 0、
 

12、
 

24、
 

36、
 

48、
 

60、
 

72、
 

84、
 

96、
 

108、
 

120、
 

132、
 

144 h 后收集样

品,
 

收样时先去除培养板中培养液,用 PBS 洗细胞

2 次,
 

每孔加入 1
 

mL
 

Trizol 溶液提取各组细胞总

RNA,并测定其浓度,
 

按照试剂盒说明书合成

cDNA,
 

引物序列见表 2,
 

进行实时定量 PCR 反应。
应用 2-ΔΔCt 对目的基因表达进行相对定量。 PCR 反

应程序如下:
 

95
 

℃ 预变性 1
 

min,
 

95
 

℃ 变性 5
 

s,
 

58
 

℃退火 15
 

s,
 

72
 

℃延伸 30
 

s,
 

共 40 个循环。

表 2　 实时定量 PCR 引物序列

Table
 

2　 Primer
 

used
 

for
 

real
 

time
 

quantitative
 

PCR

基因

Genes
引物序列

 

(5′-3′)
Primer

 

sequences
 

(5′-3′)

退火温度 / ℃
Annealing

 

temperature / ℃

HIF-2α F:
 

5′-TTGAAGATGAAATGAAGGCACAGA-3′
R:

 

5′-ATGGTCGCACGGATGAGTAAA-3′
60

HBB F:
 

5′-CTCCTGGGCAACGTGATAGT-3′
R:

 

5′-GGTCAGAGGAAAAAGGGCTCCTCCT-3′
60

β-actin F:
 

5′-CAGTCGGTTGGATGGAGCAT-3′
R:

 

5′-AGGCAGGGACTTCCTGTAAC-3′
60

3. 6　 CCK-8
 

法检测细胞存活率

　 　 各组细胞处理完成后,
 

在避光条件下加入
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CCK-8 溶液 10
 

μL / 孔 ( 96
 

孔板),
 

培养箱中孵育

1
 

h。 用酶标仪测定每组细胞在 450
 

nm 处的吸光度。

3. 7　 流式细胞术检测细胞凋亡率

　 　 胰酶消化后离心收集各组 ATⅡ及其上清,
 

加入

PBS 冲洗并回收 100
 

μL 浓度为 1
 

×
 

105
 

mL-1 的细胞

悬液。 分别加入 5
 

μL 的膜联蛋白-V 标记的异硫氰

酸荧光素 ( Annexin-V-FITC ) 和 5
 

μL 的碘化丙啶

(propidium
 

iodide,
 

PI)避光孵育 15
 

min,
 

1
 

h 内采用

流式细胞仪检测激发波长 488
 

nm 和发射波长

530
 

nm 处的荧光强度。

3. 8　 数据统计分析
 

　 　 所有指标均重复检测 3 次,
 

然后取其平均值。
采用 SPSS

 

19. 0 软件对数据进行统计学分析,
 

用

GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行绘图,
 

数据以“Mean
 

±
 

SD”表示。
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