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SIRT3在肺泡Ⅱ型上皮细胞氧化应激及线粒体生物合成中的作用及机制研究
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［摘要］ 目的 探讨沉默信息调节因子 3（silent information regulator 3，SIRT3）在氧化应激条件下

对小鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞株MLE-12线粒体生物合成的调控作用及分子机制。方法 应用H2O2建立细

胞氧化应激模型。采用 siRNA特异性敲低MLE-12细胞 Sirt3基因，实验分为 6组，每组样本量为 3：对照

组（NC组）、siRNA阴性对照组（NCsiRNA组）、Sirt3敲低组（siSIRT3组）、H2O2损伤组（NC+H2O2组）、阴性

对照加 H₂O₂损伤组（NCsiRNA+H2O2组）及 Sirt3 敲低加 H2O2损伤组（siSIRT3+H2O2组）。采用白藜芦醇

（resveratrol）刺激 MLE-12细胞增加 SIRT3蛋白表达，实验分为 10组，每组样本量为 3：对照组（NC组）、

siRNA阴性对照组（NCsiRNA组）、DMSO对照组（DMSO组）、Sirt3敲低组（siSIRT3组）、白藜芦醇组（RSV
组）、H2O2损伤组（NC+H2O2组）、siRNA阴性对照加H₂O₂损伤组（NCsiRNA+H2O2组）、DMSO对照加H2O2
损伤组（DMSO+H2O2组）、Sirt3敲低加 H2O2损伤组（siSIRT3+H2O2组）、白藜芦醇组加 H2O2损伤组（RSV+
H2O2组）。应用MitoSOX Red荧光探针检测线粒体超氧阴离子（O2•⁻）水平，荧光素酶法测定细胞ATP含量，

通过 Western blot 检测 SIRT3、PGC-1α、AMPKα1、TFAM、Nrf1、SOD2 及乙酰化 SOD2 的表达；结果 500 
μmol/L浓度H2O2能明显降低MLE-12细胞 SIRT3蛋白表达水平（P<0. 0001）；与NC组相比，基础状态下

敲低 Sirt3能导致细胞ATP水平下降（P<0. 01）与MitoSOX Red荧光强度增强（P<0. 05）。H2O2处理后，所

有 H2O2处理组 ATP 水平进一步下降且荧光强度进一步增强（P<0. 05），其中，siSIRT3+H2O2组相较于

NCsiRNA+H2O2组ATP水平降低最明显（P<0. 01），荧光强度增强最明显（P<0. 0001）。Western blot结果

显示：与 NCsiRNA 组相比，敲低 Sirt3后，siSIRT3组 AMPKα1、Nrf1、PGC-1α、SIRT3表达下降（P<0. 05），

而 SOD2、乙酰化 SOD2 （Acetyl-SOD2）、TFAM表达水平则升高（P<0. 01），予以白藜芦醇刺激MLE-12细

胞后 SIRT3增高（P<0. 05）进一步导致PGC-1α表达增高（P<0. 05）；H2O2处理组AMPKα1、Nrf1、PGC-1α、

SIRT3 表达较相应对照组进一步下降（P<0. 05），NC+H2O2 组、NCsiRNA+H2O2 组 SOD2、乙酰化 SOD2 
（Acetyl-SOD2）、TFAM 水平较相应对照组升高（P<0. 05），与 NCsiRNA+H2O2 组相比 siSIRT3+H2O2 组
AMPKα1、Nrf1、PGC-1α、TFAM、SOD2、Acetyl-SOD2、SIRT3 的表达水平均显著降低（P<0. 05），而 RSV+
H2O2组的 PGC-1α、SIRT3表达水平均显著高于 NC+H2O2组和 siSIRT3+H2O2组（P<0. 05）。结论 SIRT3
通过调控 AMPKα1/PGC-1α/Nrf1/TFAM 通路增强线粒体生物合成，改善肺泡Ⅱ型上皮细胞线粒体功能

减轻肺损伤。调控 SIRT3 蛋白可能减轻肺Ⅱ型细胞氧化损伤，为治疗急性肺损伤（acute lung injury， 
ALI）提供新策略。
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［Abstract］ Objective　To elucidate the regulatory role and molecular mechanism by which silent 
information regulator 3 (SIRT3) modulates mitochondrial biogenesis in murine alveolar type II epithelial (MLE-12) 
cells under oxidative stress.  Methods　Oxidative stress was induced in MLE-12 cells by exposure to 
H2O2.  MLE-12 cells were transfected with siRNA specifically targeting Sirt3 to achieve knockdown.  Thus, the 
experiment included 6 groups (n=3): normal control group (NC), scrambled negative control siRNA group 
(NCsiRNA group), Sirt3 siRNA group (siSIRT3 group), H2O2 injury group (NC+H2O2 group), scrambled 
negative control siRNA+H2O2 injury group (NCsiRNA+H2O2 group), and Sirt3 siRNA+H2O2 injury group 
(siSIRT3+H2O2 group).  Resveratrol was used to stimulate MLE-12 cells to increase SIRT3 protein expression.  
Another 10 experiment groups (n=3) were also included, that is, normal control group (NC), scrambled negative 
control siRNA group (NCsiRNA group), DMSO group (DMSO group), Sirt3 siRNA group (siSIRT3 group), 
resveratrol-treated group (RSV group), H2O2 injury group (NC+H2O2 group), scrambled negative control 
siRNA+H ₂ O ₂ injury group (NCsiRNA+H2O2 group), DMSO+H ₂ O ₂ injury group (DMSO+H ₂ O ₂ group), Sirt3 
siRNA+H2O2 injury group (siSIRT3+H2O2 group), and resveratrol-treated+H2O2 injury group (RSV+H2O2 
group).  Mitochondrial superoxide (O2• ⁻) were detected using MitoSOX Red mitochondrial superoxide 
indicator, and ATP production was measured by using luciferase-based luminescence assay.  The protein 
levels of SIRT3, AMPKα1, PGC-1α, TFAM, Nrf1, SOD2 and Acetyl-SOD2 were detected with Western 
blotting.  Results　Exposure to 500 μmol/L H₂O₂ significantly reduced SIRT3 protein level in MLE-12 cells 
(P<0. 000 1).  Following H2O2 treatment, all H2O2-treated groups exhibited a further reduction in ATP level 
and a more pronounced increase in fluorescence intensity (P<0. 000 1).  Among these, the siSIRT3+H2O2 
group demonstrated the most significant decrease in ATP level (P<0. 01) and the greatest enhancement in 
fluorescence intensity (P<0. 000 1) relative to the NCsiRNA+H₂O₂ group.  Western blot analysis revealed that 
Sirt3 knockdown resulted in reduced protein levels of AMPKα1, Nrf1, PGC-1α and SIRT3 (P<0. 05), while 
the protein levels of SOD2, acetylated SOD2 (Acetyl-SOD2), and TFAM were increased (P<0. 01) when 
compared to the NCsiRNA group.  Resveratrol treatment increased the SIRT3 protein level in MLE-12 cells 
(P<0. 05), subsequently leading to increased protein level of PGC-1α (P<0. 05).  In H2O2 treated groups, the 
protein expression levels of AMPKα1, Nrf1, PGC-1α and SIRT3 were reduced compared to their 
corresponding control groups (P<0. 05).  The NC+H2O2 and NCsiRNA+H2O2 groups showed increased protein 
levels of SOD2, Acetyl-SOD2, and TFAM when compared to their corresponding control groups (P<0. 05).  
Compared to the NCsiRNA+H2O2 group, the siSIRT3+H2O2 group exhibited notably reduced protein levels of 
AMPKα1, Nrf1, PGC-1α, TFAM, SOD2, Acetyl-SOD2 and SIRT3 (P<0. 05).  Conversely, the RSV+H2O2 
group demonstrated significantly higher PGC-1α and SIRT3 protein levels than both the NC+H2O2 and 
siSIRT3+H2O2 groups (P<0. 05).  Conclusion　SIRT3 enhances mitochondrial biogenesis via the AMPKα1/
PGC-1α/Nrf1/TFAM signaling pathway, improves mitochondrial function of lung epithelial cells and alleviates 
lung injury.  Regulation of SIRT3 protein may reduce oxidative damage of type II alveolar cells, suggesting a 
potential therapeutic target for acute lung injury.  
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急性肺损伤（acute lung injury， ALI）及其重症形

式——急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 
syndrome， ARDS）是由创伤、感染脓毒症、休克等非心

源性因素诱发的进行性缺氧性呼吸衰竭。ALI/ARDS
是临床常见危重症，迄今虽然 ALI的发病机制及治疗

手段取得了一定进展，但发病率和死亡率仍居高不

下。肺组织内过度炎症反应与高氧化应激状态是其

核心病理生理特征和致病诱因，也因此引发肺细胞尤

其是肺泡 Ⅱ 型上皮细胞（alveolar type II epithelial 
cells， AT2）的弥漫性损伤，构成了 ALI/ARDS 的主要

病理学基础。AT2 是 ALI/ARDS 发生、发展的重要参

与者［1］，其损伤程度直接影响肺功能并决定患者愈

后［2-3］。因此有效保护 AT2 细胞、减轻其损伤或促进

其再生，是恢复肺泡气血屏障结构和肺功能的前提，

更是防止ALI/ARDS发生发展的关键环节［4］。
大量证据表明，氧化应激在 ALI/ARDS 的发病机

制中至关重要［5］。活性氧（Reactive Oxygen Species， 
ROS）的过度产生是 ALI/ARDS 中肺泡细胞氧化应激

（oxidative stress）损伤的主要诱因［6］。肺泡Ⅱ型上皮细

胞（alveolar type II epithelial cells， AT2）和肺泡 I 型上

皮细胞（alveolar type I epithelial cells， AT1）是构成功

能单位肺泡的主要细胞，发生 ALI 时 AT2 可分化为

AT1以修复损伤肺泡，因此 AT2被誉为损伤肺修复和

再生的主要干细胞，是影响损伤肺修复进程和 ALI转
归的关键效应细胞［7］。抑制肺AT2凋亡有助于减轻多

种因素诱导的ALI［8］。因此保护AT2细胞并减轻其氧

化损伤，是促进肺泡结构重建和肺功能恢复的前提与

基础，也是针对 ALI/ARDS 关键病理环节进行干预的

重要策略。

发生 ALI时，在缺血缺氧、炎症等病理情况下，组

织细胞内大约 95%的ROS源自线粒体（mitochondrion）
产生，而这些线粒体内过多ROS蓄积可引发线粒体氧

化应激反应［9-10］，导致线粒体结构及功能的损害。因

此线粒体既是病理条件下细胞内源性 ROS 的主要来

源，也是ROS攻击和损伤的首要靶细胞器［10］。线粒体

内高水平的 ROS（mtROS）直接损伤线粒体蛋白质、

DNA、脂质膜及抗氧化酶等生物大分子，特别是对编

码呼吸链蛋白的线粒体DNA（mtDNA）造成损害，导致

呼吸链复合物合成障碍、氧化磷酸化抑制及ATP生成

减少，而ATP生成不足是触发线粒体途径细胞凋亡的

强烈信号［11］。综上，氧化应激导致的线粒体损伤及功

能障碍是诱发 AT2 细胞凋亡的关键原因。因此探讨

肺AT2细胞线粒体稳态和功能调控机制对于防治ALI
具有重要科学意义。

在活细胞中，线粒体通过适应性重构保持其数量

及功能的相对恒定状态称为线粒体稳态，线粒体稳态

是细胞存活的前提。沉默信息调节因子 3（silent 
information regulator 3， SIRT3）是一种 NAD⁺依赖的去

乙酰化酶，分子量 44×103的 SIRT3存在于细胞质，功能

尚不清楚，28×103的 SIRT3亚型定位于线粒体基质，是

调控线粒体质量控制体系、维持线粒体稳态的关键抗

线粒体氧化应激分子［12］。在氧化应激情况下 SIRT3
可通过调控线粒体生物合成等质量控制机制，维持细

胞内功能线粒体的数量与稳态，从而抵抗氧化损伤对

线粒体发挥抗氧化保护作用［13］。研究表明，激活细胞

SIRT3能有效减轻ALI［14］，对ALI具有潜在的治疗应用

前景。然而，SIRT3 如何调控 AT2 细胞氧化应激与线

粒体生物合成相关机制尚不清楚。本研究以小鼠AT2
细胞株 MLE-12 为研究对象，应用 H2O2建立 AT2 以及

基因敲低 AT2 细胞的氧化应激模型，通过观察 SIRT3
对氧化应激 AT2 细胞 mtROS 和线粒体生物合成相关

分子表达的影响，阐明 SIRT3对 AT2细胞线粒体生物

合成功能调控的作用及相关分子机制，为 SIRT3激动

剂靶向线粒体途径治疗ALI/ARDS提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验细胞　　小鼠肺泡Ⅱ型上皮细胞 MLE-

12（Mouse Lung Epithelial-12）（CTCC-003-0020），购自

美森生物科技有限公司。

1. 1. 2　主要试剂　　3% 过氧化氢（3%H2O2）购自中

国利尔康公司；SDS-PAGE 凝胶（12. 5%）购自中国雅

酶生物科技有限公司；ATP 检测试剂盒、BCA 蛋白定

量试剂盒、RIPA 细胞裂解液、抗荧光淬灭封片剂和

DAPI染色液均购自上海碧云天公司；预染蛋白分子量

标准购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；超敏化学

发 光 试 剂（ECL Reagent）购 自 澳 大 利 亚 Affinity 
Biosciences公司；Sirt3-siRNA购自中国吉玛基因公司；

MitoSOX Red 检测试剂购自美国 MedChem Express 公
司；核呼吸因子 1（nuclear respiratory factor 1， Nrf1）抗
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体、腺苷酸活化蛋白激酶 α1（AMP-activated protein 
kinase catalytic subunit alpha-1， AMPKα1）抗体、线粒

体 转 录 因 子 A（mitochondrial transcription factor A， 
TFAM）抗体均购自美国 Abcam 公司；沉默调节蛋白 3
（sirtuin 3， SIRT3）抗体、超氧化物歧化酶 2（superoxide 
dismutase 2， SOD2）抗体均购自美国 Cell Signaling 
Technology公司；乙酰化锰超氧化物歧化酶2（acetylated 
manganese superoxide dismutase 2， Acetyl-SOD2）抗体

购自中国Affinity Biosciences公司；过氧化物酶体增殖

物激活受体 γ 共激活因子 1α（peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha，PGC-1α）抗

体、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）抗体、β-actin抗体均购自美国

Proteintech 公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔/小鼠

IgG 二抗（horseradish peroxidase， HRP）购自中国北京

中 杉 金 桥 公 司 ；白 藜 芦 醇（resveratrol）购 自 中 国

Saimike公司；DMEM/F-12（1∶1）培养基购自美国Gibco
公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　细胞培养与处理　　肺泡 Ⅱ 型上皮细胞

MLE-12 培养于含 2% 胎牛血清的 DMEM/F12（1∶1）培

养基中，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度的细胞培养箱

中，每 48 h更换培养基并传代。实验选用对数生长期

细胞，胰酶消化后以 2×105个/孔密度接种于 6孔板，待

细胞融合度达50%时进行后续处理。

1. 2. 2　实验分组　　Sirt3敲低实验分为以下 6组，每

组样本量为 3：对照组（NC 组）：未进行任何转染或

H2O2处理的 MLE-12细胞，仅用完全培养基培养 72 h；
siRNA 阴性对照组（NCsiRNA 组）：加入含阴性对照

NCsiRNA 序列及转染试剂复合物刺激细胞 72 h；Sirt3
敲低组（siSIRT3 组）：加入含 Sirt3-siRNA 干扰序列及

转染试剂复合物刺激 72 h；500 μmol/L H2O2处理组（共

3组）：对照加H2O2损伤组（NC+H2O2组）：MLE-12培养

基培养 72 h 后予以 500 μmol/L H2O2刺激 24 h；siRNA
阴性对照加 H2O2损伤组（NCsiRNA+H2O2组）：加入含

阴性对照 NCsiRNA 序列及转染试剂复合物刺激细胞

72 h 后予以 500 μmol/L H2O2 刺激 24 h；Sirt3 敲低加

H2O2损伤组（siSIRT3+H2O2组）：加入含 Sirt3-siRNA 干

扰序列及转染试剂复合物刺激 72 h后予以 500 μmol/L 
H2O2刺激 24 h。白藜芦醇刺激 MLE-12 细胞 SIRT3 表

达实验分为 10 组，每组样本量为 3：对照组（NC）、

siRNA 阴 性 对 照 组（NCsiRNA 组）；DMSO 对 照 组

（DMSO 组）：加入含有 0. 0685% 浓度的 DMSO 培养基

处理 24 h；Sirt3敲低组（siSIRT3组）；白藜芦醇组（RSV

组）：加入含有 30 μmol/L的白藜芦醇与 0. 068 5%浓度

DMSO 的培养基处理 24 h；500 μmol/LH2O2处理组（共

5 组）：H2O2 损伤组（NC+H2O2 组）；siRNA 阴性对照加

H₂O₂损伤组（NCsiRNA+H2O2组）；DMSO对照加H2O2损
伤组（DMSO+H2O2 组）：加入含有 0. 068 5% 浓度的

DMSO培养基同时含有 500 μmol/LH2O2的培养基处理

24 h；Sirt3敲低加H2O2损伤组（siSIRT3+H2O2组）；白藜

芦醇加H2O2损伤组（RSV+H2O2组）：加入含有30 μmol/L
的白藜芦醇与0. 068 5%浓度的DMSO并含有500 μmol/L 
H2O2的培养基处理24 h。
1. 2. 3　H2O2损伤模型建立　　采用H2O2损伤诱导的

MLE-12 肺泡Ⅱ型上皮细胞建立体外氧化应激模型，

H2O2浓度的选择参照QIN等［15］的浓度参数 500 μmol/L 
H2O2可诱导肺泡Ⅱ型上皮细胞明显损伤。选用对数

生长期细胞，胰酶消化后以2×105个/孔密度接种于6孔

板，待细胞融合度达 50%~80% 时或转染 siRNA 72 h
后以500 μmol/L H2O2处理MLE-12细胞24 h。
1. 2. 4　siRNA转染　　实验选用对数生长期的MLE-

12细胞，胰酶消化后以 2×105个/孔密度接种于 6孔板，

置于 37 ℃、5%CO2培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁融

合度达 50% 左右时予以 siRNA 转染，首先制备 siRNA
预混液，取Buffer 42. 5 μL置于无菌无酶EP管中，加入

3. 75 μL Sirt3 siRNA，吹打混匀，即得 46. 25 μL siRNA
预混液，下一步制备 siRNA/plus 复合物，向上述 EP 管

中，按每 46. 25 μL siRNA预混液加入 7. 5 μL plus转染

试剂，立即用移液枪吹打数十次进行混匀，即得

siRNA/plus 复合物，最后将制得的 siRNA/plus 复合物

加样至细胞培养基中，转染72 h后进行后续处理。

1. 2. 5　蛋白质印迹法（Western blot）检测蛋白表达水

平　　收集细胞，加入 RIPA 蛋白裂解液裂解细胞提

取细胞总蛋白。4 ℃ 13 225 ×g 离心 10 min 后吸取上

清，采用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid， BCA）法蛋白

定量法检测蛋白浓度。采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（sodiumdodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis， SDS-PAGE）电泳分离蛋白样品，采

用含 20% 甲醇的湿转液将分离好的蛋白样品转移到

聚偏氟乙烯（polyvinylidene difluoride， PVDF）膜上，随

后使用 5% 脱脂牛奶于室温下封闭膜 60 min，封闭后

加入以下按 1∶1 000 稀释的一抗：SIRT3、AMPKα1、
PGC-1α、Nrf1、TFAM、SOD2、Acetyl-SOD2 ，内 参

GAPDH（1∶3 000 稀释），4 ℃孵育过夜。次日予以

TBST 洗膜，再加入辣根过氧化物酶标记 IgG 二抗（羊

抗兔或鼠，1∶5 000 稀释），室温孵育 1 h。最后，加入

ECL发光液，放入化学发光成像系统中对目标蛋白进
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行显影，使用 ImageJ对蛋白表达定量分析。所有组的

培养体系为 2 mL，各组细胞分别在上述条件下培养

后，收集细胞及培养基，提取总蛋白。每组实验均重

复3次。

1. 2. 6　线粒体 ROS 检测　　将 MLE-12 细胞接种于

铺有细胞玻片的6孔板中，接种密度为4×104个细胞/孔，

培养体系为2 000 μL，分组同前述细胞分组，每组设置

3个复孔，处理同前。处理完毕后进行MitoSOX Red染

色，配置 5 μmol/L浓度的MitoSOX Red工作液，弃去爬

片上的培养基加入 100 μL 5 μmol/L MitoSOX Red 工

作液常温避光孵育 30 min，PBS洗涤 2次，每次 5 min，
再加入 4% 多聚甲醛（PFA）固定 20 min，弃去 4%PFA
后 PBS洗涤 2次，每次 5 min，加入DAPI染液避光孵育

15 min，弃去 DAPI，再用 PBS 洗涤 2 次，每次 5 min，最
后予以封片剂封片观察。荧光显微镜下观察荧光强

度；ImageJ软件定量分析荧光强度。

1. 2. 7　三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）水平

检测　　将细胞接种在 6孔板中，接种密度为 2×105个
细胞/孔，培养体系为 2 mL/孔。实验分组同前，每组设

置 3个复孔。处理完毕后，弃去培养基并用 PBS 将各

组细胞润洗后每孔加入 200 μL裂解液，裂解后将裂解

液收集至对应离心管中，在4 ℃、13 225 ×g离心10 min，
吸取上清于新的对应离心管中。配置 0. 01、0. 03、
0. 10、0. 30、1. 00、3. 00和 10. 00 μmol/L的 ATP标准溶

液（用于绘制标准曲线）。按照每个样品或标准品需

100 μL ATP 检测工作液的比例配制适当量的 ATP 检

测工作液。加 100 μL ATP 检测工作液到检测孔或检

测管内。室温放置 3~5 min。在检测孔或检测管内加

上 20 μL样品或标准品，迅速用微量移液器混匀，至少

间隔 2 s后，用化学发光仪测定相对光单位（RLU）值，

根据ATP标准品算出待测样品的ATP含量。

1. 2. 8　白藜芦醇刺激MLE-12细胞 SIRT3表达模型的

建立　　采用白藜芦醇刺激MLE-12肺泡Ⅱ型上皮细胞

建立体外模型，白藜芦醇浓度的选择参照GONZÁLEZ-

BLANCO等［16］的浓度参数。选用对数生长期细胞，胰

酶消化后以 2×105个/孔密度接种于 6 孔板，待细胞融

合度达 50%~80% 时予以 30 μmol/L 白藜芦醇处理

MLE-12细胞24 h，DMSO溶剂终浓度为0. 068 5%。

1. 3　统计学方法

实验组数据均以同期对照组的平均值进行归一

化，结果表示为相对于对照组的倍数变化。应用

GraphPad Prism 10. 0 统计软件分析，数据以均数±标

准差（x̄±s）表示，两组间比较采用 Student’s t 检验，多

组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）。以P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　氧化应激对SIRT3蛋白表达的影响

Western blot 检测结果显示：随着 H2O2浓度升高，

28×103 的 SIRT3 蛋白表达水平呈剂量依赖性下降。

H2O2浓度在 200~500 μmol/L 范围时，SIRT3 蛋白表达

显著低于正常对照组（0 μmol/L H2O2）水平（P<0. 01或P<
0. 001或P<0. 000 1，图 1）。在 500 μmol/L H2O2处理组

中，SIRT3表达量较对照组显著下降（P<0. 000 1，图1）。
结果提示200~500 μmol/L H2O2能诱导肺泡Ⅱ型上皮细

胞发生氧化应激，可能导致线粒体内 SIRT3蛋白水平

下降。
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A， B： Western blot analysis （A） and relative quantification （B） of SIRT3 expression in MLE-12 cells treated with varying 
concentrations of H₂O₂.  a： P<0. 01， b： P<0. 001， c： P<0. 000 1

图1  H2O2诱导氧化应激对小鼠肺Ⅱ型细胞MLE-12线粒体SIRT3蛋白水平的影响 （n=3）
Figure 1  Effect of H2O2-induced oxidative stress on mitochondrial SIRT3 protein levels in mouse lung type II epithelial 

MLE-12 cells （n=3）
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2. 2　建立敲低Sirt3基因的MLE-12细胞模型

Western blot 检 测 结 果 显 示 ：与 NC 组 比 较 ，

NCsiRNA 组细胞 SIRT3蛋白表达水平无变化；但 Sirt3
敲低组（siSIRT3 组）较 NCsiRNA 组的 SIRT3 表达水平

显著降低（P<0. 001，图 2），提示该序列能成功敲低

MLE-12细胞的Sirt3基因。

2. 3　敲低 Sirt3 基因加重氧化应激 MLE-12 细胞的

ATP合成障碍

细胞 ATP 检测结果显示：与 NCsiRNA 组相比，

siSIRT3 组 ATP 水平下降（P<0. 01，图 3）；氧化应激情

况下，NC+H2O2组、NCsiRNA+H2O2组、siSIRT3+H2O2组
MLE-12细胞ATP水平相较于对应组（未加H2O2）显著

降低（P<0. 000 1，图 3），其中 siSIRT3+H2O2组细胞ATP
降低最为显著，甚至低于 NCsiRNA+H2O2组（P<0. 01，
图 3）。结果表明敲低 Sirt3 基因会抑制肺 AT2 细胞

ATP合成，影响线粒体功能，而氧化应激情况下，敲低

Sirt3基因可能进一步损害线粒体功能，加重细胞ATP
合成障碍。

2. 4　敲低 Sirt3 基因加剧氧化应激 MLE-12 细胞线粒

体ROS（mtROS）的产生

MitoSOX Red 染色结果显示：红色荧光增强提示

线粒体内 O2•⁻产生增加。检测结果显示，NC 组和

NCsiRNA 组细胞红色荧光微弱；与 NCsiRNA 组相比，

siSIRT3 组红色荧光显著增强（P<0. 05，图 4）；加入

H2O2后，NC+H2O2组、NCsiRNA+H2O2组、siSIRT3+H2O2 
3个氧化应激组细胞的红色荧光较相应对照组明显增

强（P<0. 05或 P<0. 001，图 4），其中 siSIRT3+H2O2组细

胞的红色荧光强度显著高于 NCsiRNA+H2O2 组细胞

（P<0. 000 1，图 4）。结果表明敲低 Sirt3基因直接导致

mtROS 产生增加，氧化应激则会加剧敲低 Sirt3 基因

AT2 细胞的 mtROS 产生，增加 mtROS 积累，进而加重

线粒体的氧化应激损伤。

2. 5　敲低 Sirt3 及氧化应激对 MLE-12 细胞线粒体抗

氧化酶及线粒体生物合成的影响

2. 5. 1　敲低 Sirt3 抑制 MLE-12 细胞线粒体抗氧化酶

表达及其活性　　Western blot 检测结果显示：与

NCsiRNA 组相比，siSIRT3 组 SOD2 和 Acetyl-SOD2 表

达水平升高（P<0. 000 1，图 5A~C）；加入 H2O2后，NC+
H2O2 组、NCsiRNA+H2O2 组 SOD2 和 Acetyl-SOD2 表达

水平较相应对照组明显升高（P<0. 01 或 P<0. 000 1，
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图3　敲低Sirt3对MLE-12细胞ATP合成的影响 （n=3）

Figure 3　Effect of Sirt3 knockdown on ATP synthesis 
in MLE-12 cells （n=3）
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A， B： Western blot analysis （A） and relative quantification （B） of SIRT3 following siRNA-mediated knockdown.  a： P<0. 001
图2　Western blot鉴定Sirt3 siRNA敲低效果 （n=3）

Figure 2　Evaluation of Sirt3 knockdown efficiency in MLE-12 cells by Western blotting （n=3）
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图 5A~C），但是与 NCsiRNA+H2O2 组相比，siSIRT3+
H2O2 组的 SOD2 和 Acetyl-SOD2 表达明显下降（P<
0. 000 1，图 5A~C）。以上结果表明单纯敲低 Sirt3基因

和在氧化应激情况下均可能会刺激肺泡Ⅱ型上皮细

胞 MLE-12 的总 SOD2 蛋白及其乙酰化水平反应性增

加，但在氧化应激情况下，敲低 Sirt3 则显著降低细胞

SOD2总蛋白及其乙酰化水平（图 5A~C），提示氧化应

激或抑制SOD2蛋白的表达。

2. 5. 2　敲低 Sirt3 抑制肺 AT2 细胞株 MLE-12 线粒体

的生物合成相关蛋白表达　　Western blot结果显示，

与NCsiRNA组相比，siSIRT3组细胞的AMPKα1、PGC-1α、

Nrf1、SIRT3 表达水平显著下降（P<0. 05 或 P<0. 01 或

P<0. 001，图5A、D、E、G、H），但TFAM表达升高（P<0. 01，
图 5A、F）。氧化应激情况下，NC+H2O2组、NCsiRNA+
H2O2组、siSIRT3+H2O2组3组细胞的AMPKα1、PGC-1α、
Nrf1、SIRT3蛋白表达水平较相应的对照组显著下降

（P<0. 05或P<0. 01或P<0. 001或P<0. 000 1，图5A、D、

E、G、H），NC+H2O2组、NCsiRNA+H2O2组 TFAM较对应

组表达水平升高（P<0. 05，图 5A、F），而 siSIRT3+H2O2
组细胞的AMPKα1、PGC-1α、Nrf1、TFAM、SIRT3蛋白表

达水平较NCsiRNA+H2O2组进一步下降（P<0. 05或 P<
0. 01 或 P<0. 001 或 P<0. 000 1，图 5A、D~H）。
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图4　敲低Sirt3后及氧化应激条件下对MLE-12细胞线粒体O2•⁻的影响（n=3）

Figure 4　Effects of Sirt3 knockdown and oxidative stress on mitochondrial O₂•⁻ level in MLE-12 cells （n=3）
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A： Representative Western blot images of SOD2， Acetyl-SOD2， TFAM， PGC-1α， AMPKα1， Nrf1 and SIRT3 from different groups.  
B~H： Quantitative analysis of the relative protein expression levels of the respective proteins shown in A.  All bands were derived from 
a same sample.  a： P<0. 05， b： P<0. 01， c： P<0. 001， d： P<0. 000 1

图5　敲低Sirt3及氧化应激条件下MLE-12细胞粒体抗氧化及生物合成蛋白相关表达变化（n=3）
Figure 5　Effects of Sirt3 knockdown and oxidative stress on the expression of mitochondrial biogenesis and antioxidant proteins 

in MLE-12 cells （n=3）
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2. 6　建立增加MLE-12细胞SIRT3蛋白表达的模型

Western blot 检测结果显示：RSV 处理 MLE-12 细

胞 24 h后，Western blot检测 28×103 SIRT3蛋白的表达

水平。结果显示：与NC组比较，DMSO组细胞SIRT3蛋

白表达水平无变化；但白藜芦醇刺激组（RSV组）较NC
组的 SIRT3表达水平明显升高（P<0. 05，图 6），提示白

藜芦醇成功刺激MLE-12细胞的SIRT3蛋白表达增加。

2. 7　白藜芦醇刺激 MLE-12 细胞对 SIRT3 与 PGC-1α
的影响

Western blot检测结果显示：与NC组相比，RSV组

PGC-1α、SIRT3 表达水平显著升高（P<0. 05，图 7）；在

氧化应激条件下，NC+H2O2 组、NCsiRNA+H2O2 组、

DMSO+H2O2 组、siSIRT3+H2O2 组及 RSV+H2O2 组 MLE-

12细胞的PGC-1α、SIRT3水平相较于各自未加H2O2的
对照组均显著降低（P<0. 05，图 7），RSV+H2O2 组的

PGC-1α、SIRT3 表达显著高于 NC+H2O2组和 siSIRT3+
H2O2组（P<0. 05，图 7），其中与 siSIRT3+H2O2组相比升

高最为显著（P<0. 01，图 7），结果表明增加 SIRT3蛋白

表达能促进 PGC-1α 的表达，在氧化应激条件下能减

少PGC-1α的表达下降从而改善线粒体功能。

3　讨论

3. 1　SIRT3通过调控 SOD2与 ATP介导肺泡Ⅱ型上皮

细胞氧化应激损伤

氧化应激介导的组织细胞损伤，特别是肺泡 AT2
细胞的损伤在 ALI/ARDS 的发病机制中具有重要作

用［17］，并显著影响病程的发展和预后。 28×103 的
SIRT3是线粒体重要的去乙酰化酶，SITR3以NAD+依
赖的方式催化线粒体蛋白发生去乙酰化［18］，其能调节

线粒体的许多方面包括代谢、ATP 生成、调节氧化应

激反应等，在调控线粒体功能中占据关键地位。

SIRT3能通过上调细胞叉头框蛋白 O3α（forkhead 
box O3α， FOXO3α）、超氧化物歧化酶 2（superoxide 
dismutase 2， SOD2）及过氧化氢酶从而清除 mtROS。
本研究观察到，随着 H2O2浓度的增加，细胞 28KD 的

SIRT3表达水平呈剂量依赖性下降，敲低 Sirt3基因后，

MLE-12细胞的mtROS（O2•⁻）水平显著升高，相反细胞

ATP 水平显著下降，而氧化应激情况下，在氧化应激

条件下，上述变化进一步加剧。由此证实氧化应激可

以直接导致线粒体内 SIRT3蛋白水平下降，进而导致

线粒体的氧化还原失衡（即 mtROS 水平增加）及线粒

体功能障碍（表现为ATP生成减少），提示敲低 Sirt3基

因会加重AT2细胞线粒体内氧化还原失衡，加剧细胞

mtROS产生和蓄积，进而加重线粒体氧化应激并导致

线粒体结构及功能损害［19］。氧化应激时，由于缺乏

SIRT3加剧mtROS产生，从而直接加剧线粒体蛋白质、

DNA 和脂质膜的氧化损伤。编码呼吸链蛋白的线粒

体 DNA（mtDNA）损伤会抑制呼吸链复合物合成，同

时，呼吸链的电子漏出增加促进更多 ROS 产生［20］，如
此形成恶性循环最终加重线粒体结构和功能损害［21］。
因此 SIRT3是增强线粒体抗氧化应激的关键分子，发

挥线粒体内源性保护作用。

SOD2是线粒体内重要抗氧化酶之一，SIRT3通过

去乙酰化 SOD2 蛋白的第 68 位赖氨酸（Lys68）位点激

活其酶活性。有研究显示，SIRT3缺失直接导致 SOD2
功能失活［22］，Acetyl-SOD2的增加提示 SOD2去乙酰化

不足与酶活性降低有关。本研究发现，敲低 Sirt3会导

致细胞 SOD2 总蛋白和乙酰化 SOD2（Acetyl-SOD2）蛋

白反应性表达增加，其机制可能是细胞通过代偿性反

馈机制上调 SOD2 的表达以应对其活性不足。此外，

本研究还发现氧化应激时，敲低 Sirt3 基因情况下，
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A： Representative Western blot analysis of SIRT3 expression in MLE-12 cells following resveratrol treatment.  B： Quantitative 
analysis of relative SIRT3 protein level.  All bands were derived from a same sample.  a： P<0. 05

图6　白藜芦醇刺激MLE-12细胞后SIRT3蛋白影响  （n=3）
Figure 6　Effect of resveratrol on SIRT3 protein expression in MLE-12 cells  （n=3）
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SOD2总蛋白和 Acetyl-SOD2蛋白水平均显著下降，提

示氧化应激时敲低 Sirt3 会严重抑制 SOD2 蛋白合成，

原因可能是敲低 Sirt3 后导致细胞的细胞基础抗氧化

能力受损，严重氧化应激时氧化还原系统崩溃，大量

的 ROS 损伤 DNA、抑制 mRNA 合成或翻译过程，导致

包括 SOD2 在内的蛋白合成受阻，或者细胞损伤过重

进入凋亡程序导致 SIRT3、SOD2 和 Acetyl-SOD2 表达

下调。有研究报道 SIRT3 敲除动物的线粒体功能较

低，并且更容易遭受缺血缺氧损伤［23］，这与本研究体

外观察结果相一致。而 ATP 生成不足会强烈触发线

粒体途径的细胞凋亡，这可能是 ALI/ARDS 时肺组织

出现大量细胞凋亡坏死的重要原因［24］。
3. 2　SIRT3 通过调节线粒体生物合成在肺泡Ⅱ型上

皮细胞中发挥保护作用

线粒体生物合成是线粒体质量控制的重要机制

之一，通过促进新生线粒体生成以替代损伤线粒体功

能来维持细胞正常线粒体数量和功能。研究表明，

SIRT3在线粒体质量控制中发挥重要作用［25］。线粒体

生物合成包括 mtDNA 的复制、转录和翻译、核编码线

粒体蛋白的合成和输入、新合成蛋白质和脂质的募集

以及线粒体网络的构建［26］。PGC-1α被认为是线粒体

生物合成的主要调节因子，它与核呼吸因子 1 和 2
（NRF 1，2）相互作用可激活 TFAM，从而影响 mtDNA
的转录促进新生线粒体合成［27］。PGC-1α 的表达受

SIRT3和 AMPK 双重调控。AMPK 作为细胞能量感应

器能感知细胞内的能量状态（如 ATP 合成减少）［28］。
线粒体损伤及 ATP 合成减少时 AMPK 活化并通过启

动 PGC-1α促进线粒体生物合成即通过恢复线粒体数

量增强ATP合成。SIRT3可通过去乙酰化作用正反馈

激活 AMPK，进而激活 PGC-1α 并促进线粒体生物合

成、改善线粒体功能［29］。然而，在 ALI/ARDS 时，由于

长时间的缺血或氧化应激会导致 PGC-1α 和 TFAM 下

降，与此同时，线粒体 SIRT3水平下降或 SIRT3被敲低

会直接抑制TFAM的去乙酰化活化与线粒体生物合成
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A： Representative Western blot analysis of PGC-1α and SIRT3 expression in MLE-12 cells following resveratrol treatment and oxidative 
stress.  B~C： Quantitative analysis of relative PGC-1α and SIRT3 protein levels.  All bands were derived from a same sample.  a： P<0. 05， 
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图7　白藜芦醇刺激MLE-12细胞后后及氧化应激条件下对PGC-1α、SIRT3的影响 （n=3）
Figure 7　Effects of resveratrol and oxidative stress on PGC-1α and SIRT3 in MLE-12 cells （n=3）
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的关键通路 PGC-1α/Nrf1/TFAM［30］，导致新生线粒体

生成障碍，最终因损伤线粒体得不到及时补充以及线

粒体功能障碍促进线粒体途径的细胞凋亡坏死。

本研究中发现，敲低 Sirt3时会导致肺泡Ⅱ型上皮

细胞AMPKα1、PGC-1α、Nrf1表达下调，氧化应激导致

敲低和非敲低 Sirt3 基因的肺泡Ⅱ型上皮细胞这些蛋

白表达进一步下调，增加 SIRT3表达可以促进PGC-1α
表达上调并减轻氧化应激导致的 SIRT3表达下降，这

一结果提示 SIRT3缺失可能会抑制线粒体生物合成相

关通路 AMPKα1/PGC-1α/Nrf1 活化，而氧化应激情况

下，对该通路的抑制作用会进一步增加，进而损害线

粒体生物合成功能，抑制新生线粒体生成。增加

SIRT3表达有助于恢复肺泡Ⅱ型上皮细胞的线粒体生

物合成功能，这与文献报道相一致［31］。因此我们认为

SIRT3是维持肺AT2细胞线粒体氧化还原平衡和调控

线粒体生物合成以维持线粒体稳态的关键分子。

综上所述，本研究不仅确立了 SIRT3在保护肺泡

Ⅱ型上皮细胞抵御氧化应激中的核心地位，SIRT3 通

过其去乙酰化作用直接激活 SOD2增强线粒体内抗氧

化防御以维持细胞氧化还原平衡，从而维持线粒体稳

态。同时，SIRT3通过调控 AMPK-PGC-1α-Nrf1/TFAM
级联信号调控线粒体生物合成，以维持线粒体功能减

轻细胞损伤。最终阐明 SIRT3是维持线粒体稳态的关

键分子，通过维持肺AT2细胞线粒体氧化还原平衡和

增强线粒体生物合成发挥细胞抗氧化应激保护作用。

因此调控 SIRT3表达可能增强肺泡Ⅱ型细胞抵抗氧化

应激凋亡，为ALI/ARDS防治提供新的靶点。
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