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ＳＩＲＴ５通过促进ＩＤＨ２去琥珀酰化增加ＣＯＰＤ小鼠肺上皮细胞的抗氧化能力
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［摘　要］　目的　探讨去乙酰化酶５（ＳＩＲＴ５）对慢性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）中肺上皮细胞抗氧化能力的调节作用及机制。方法
体外实验：肺上皮细胞ＭＬＥ１２经Ｈ２Ｏ２、ＳＩＲＴ５过表达质粒（ＳＩＲＴ５ＯＥ）或空载体（ＥＶ）处理后分为ｃｏｎｔｒｏｌ组、Ｈ２Ｏ２组、ＳＩＲＴ５ＯＥ组、
ＥＶ组、Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥ组、Ｈ２Ｏ２＋ＥＶ组。在体实验：用烟草烟雾（ＣＳ）和脂多糖（ＬＰＳ）诱导小鼠ＣＯＰＤ模型，并分为正常组（小鼠
不进行任何处理）、ＣＳ组（模型小鼠）、ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅ组（生理盐水静脉注射到模型小鼠中）、ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组（将ｒｈＳＩＲＴ５静脉注射到模
型小鼠中）、ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１组（将 ｒｈＳＩＲＴ５和 ＳＩＲＴ５抑制剂共同注射到模型小鼠中）。按照说明书检测各组肺细
胞／肺组织中丙二醛（ＭＤＡ）、活性氧（ＲＯＳ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）的水平；流式细胞术检测细胞
凋亡水平。免疫沉淀法和蛋白免疫印迹法检测柠檬酸脱氢酶２（ＩＤＨ２）的琥珀酰化水平和 ＳＩＲＴ５蛋白表达。结果　与 ＥＶ组相比，
ＳＩＲＴ５ＯＥ组抑制ＩＤＨ２的琥珀酰化水平降低，ＳＩＲＴ５蛋白表达增加，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组中
ＩＤＨ２的琥珀酰化、凋亡率、ＭＤＡ、ＲＯＳ的水平都增加／高（Ｐ＜０．０５）。与Ｈ２Ｏ２＋ＥＶ组相比，Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥ组的琥珀酰化和细胞
凋亡率降低，且ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ水平增加，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与正常组相比，ＣＳ组肺组织中 ＩＤＨ２的琥珀酰化、
ＭＤＡ、ＲＯＳ的水平均增加／高（Ｐ＜０．０５）。与ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅ组相比，ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组中 ＩＤＨ２的琥珀酰化减少，而 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ水平
均增加，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组相比，ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１组中ＭＤＡ、ＲＯＳ的水平均增加，
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平明显降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＩＲＴ５通过促进 ＩＤＨ２去琥珀酰化增加 ＣＯＰＤ小鼠肺上皮细
胞的抗氧化能力。

［关键词］去琥珀酰化；去乙酰化酶５；慢性阻塞性肺病；小鼠；肺上皮细胞；柠檬酸脱氢酶２
［中图分类号］Ｒ５６３．３　［文献标识码］Ａ　［收稿日期］２０２２０８１７

　［基金项目］新疆维吾尔自治区自然科学基金（２０２１Ｄ０１Ａ１４３）；２０２２年新疆维吾尔自治区青年岐黄学者项目
　［通信作者］李风森，Ｅｍａｉｌ：ｆｅｎｇｓｅｎ６０２＠１６３．ｃｏｍ

ＳＩＲＴ５ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｏｆＣＯＰＤｍｏｕｓｅｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇＩＤＨ２ｄｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ
ＭＥＮＧＴｉｎｇ１，２，ＭｉｙｅｓｉｅｒＭａｉｍａｉｔｉＡｉｌｉ２，ＸＵＤａｎ３，ＬＩＺｈｅｎｇ３，ＬＩＦｅｎｇｓｅｎ１，３　（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，
ＸｉｎｊｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＵｒｕｍｑｉＸｉｎｊｉａｎｇ８３００００，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＥｉｇｈｔｈＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＵｙｇｕｒ
ＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ，ＵｒｕｍｑｉＸｉｎｊｉａｎｇ８３００００，Ｃｈｉｎａ；３．ＮａｔｉｏｎａｌＣｌｉｎｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＢａｓｅｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＦｏｕｒｔｈＡｆｆｉｌｉａｔｅｄ
ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＵｒｕｍｑｉＸｉｎｊｉａｎｇ８３００００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｒｔｕｉｎ５（ＳＩＲＴ５）ｏｎｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｏｆｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ
ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ（ＣＯＰＤ）ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ：ｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓＭＬＥ１２ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＨ２Ｏ２，ＳＩＲＴ５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ＳＩＲＴ５ＯＥ）ｏｒｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ（ＥＶ）ａｎｄｔｈｅｎｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｈ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ，ＳＩＲＴ５ＯＥ
ｇｒｏｕｐ，ＥＶｇｒｏｕｐ，Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥｇｒｏｕｐａｎｄＨ２Ｏ２＋ＥＶｇｒｏｕｐ．Ｉｎｖｉｖｏｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ：ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ（ＣＳ）ａｎｄ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｆｏｒｉｎｄｕｃｉｎｇｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＣＯＰＤｍｏｄｅｌ，ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（ｍｉｃｅｗｉｔｈｏｕｔａｎｙ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ＣＳｇｒｏｕｐ（ｍｏｄｅｌｍｉｃｅ），ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｓａｌｉｎｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ），ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５ｇｒｏｕｐ（ｉｎｊｅｃｔｅｄｒｈＳＩＲＴ５
ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ）ａｎｄＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ｇｒｏｕｐ（ｃｏｉｎｊｅｃｔｅｄｒｈＳＩＲＴ５ａｎｄＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ）．Ｔｈｅ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ），ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨＰｘ）ｉｎ
ｌｕｎｇｃｅｌｌｓ／ｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｓｕｃｃｉ
ｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２（ＩＤＨ２）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ５ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＥＶｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＤＨ２ｉｎｔｈｅＳＩＲＴ５ＯＥｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ５ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＩＤＨ２ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ＭＤＡａｎｄＲＯＳｉｎｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＥＶｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈ

１１２局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２３，３２（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＤＨ２ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ，ＭＤＡａｎｄＲＯＳｉｎｔｈｅｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅＣＳｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＳ＋ｓａｌｉｎｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩＤＨ２ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ
ｔｈｅＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５ｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨＰｘｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡａｎｄＲＯＳｉｎｔｈｅＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳＩＲＴ５ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙｏｆｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎＣＯＰＤｍｉｃｅｂｙｐｒｏｍｏ
ｔｉｎｇＩＤＨ２ｄｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ；ｓｉｒｔｕｉｎ５；ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ；ｍｏｕｓｅ；ｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２

　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）通常是由吸烟引起的一种肺部疾病，其
特征是肺功能不可逆损伤，并伴随慢性炎症反应［１］。

越来越多的证据表明，与健康人群相比，ＣＯＰＤ患者肺
组织中有明显的内皮细胞和上皮细胞凋亡及氧化损

伤［２］。去乙酰化酶５（ｓｉｒｔｕｉｎ５，ＳＩＲＴ５）是 ｓｉｒｔｕｉｎｓ家族
的重要成员，其在线粒体中被发现，可参与细胞生理动

态调节，ＳＩＲＴ５的去乙酰化酶活性低，而去琥珀酰化的
活性较高［３］，并在细胞抗氧化中发挥重要作用［４］。线

粒体异柠檬酸脱氢酶 ２（ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２，
ＩＤＨ２）通过产生ＮＡＤＰＨ调节线粒体氧化还原平衡，并
减少氧化应激诱导的细胞损伤，这主要是受 ＳＩＲＴ５的
去琥珀酰化调控［４５］。然而，ＣＯＰＤ肺上皮细胞的氧化
损伤是否受ＳＩＲＴ５调控及 ＳＩＲＴ５调节 ＩＤＨ２去琥珀酰
化在ＣＯＰＤ肺上皮细胞氧化损伤中的作用和价值尚未
明确。因此，本文拟通过在体内外研究 ＳＩＲＴ５对
ＣＯＰＤ肺上皮细胞氧化损伤的影响并基于 ＳＩＲＴ５介导
的去琥珀酰化探讨其机制，以期为 ＣＯＰＤ的药物研发
和治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
小鼠肺上皮细胞ＭＬＥ１２购自上海弘顺生物科技

有限公司。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和
ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｈ２Ｏ２、Ｍ２亲和树脂、
荧光染料２’，７’二氯荧光素二乙酸酯（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）
购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＳＩＲＴ５一抗、ＧＡＰＤＨ一
抗、泛琥珀酰赖氨酸购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。Ｆｌａｇ购自上海基因公司。重组人 ＳＩＲＴ５蛋白
（ｒｈＳＩＲＴ５）购自英国Ａｂｃａｍ公司。７５只ＳＰＦ级８周龄
雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（体质量２１～２４ｇ）购自新疆医科
大学实验动物中心［合格证号：ＳＣＸＫ（新）２０１８
０００２］。ＳＩＲＴ５过表达质粒（ＳＩＲＴ５ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ＳＩＲＴ５ＯＥ）和空载体（ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ）由上海吉玛公
司构建。

１．２　细胞培养、转染和处理
将ＭＬＥ１２细胞置于含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉

素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养基，并在３７℃、
５％ ＣＯ２的培养箱中培养，取对数生长期细胞进行后续
实验。将ＭＬＥ１２细胞分为ｃｏｎｔｒｏｌ组（细胞常规培养，
不进行任何处理）、Ｈ２Ｏ２组（用２５０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２诱导
２４ｈ）、ＳＩＲＴ５ＯＥ组（转染 ＳＩＲＴ５ＯＥ２４ｈ）、ＥＶ组（转
染ＥＶ２４ｈ）、Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥ组（２５０μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋
转染 ＳＩＲＴ５ＯＥ２４ｈ）、Ｈ２Ｏ２ ＋ＥＶ组（２５０μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２＋转染ＥＶ２４ｈ）。
１．３　动物实验

所有小鼠自由饮食和饮水，在２０～２３℃、４５％ ～
６０％的ＳＰＦ级环境中饲养２周，然后将小鼠置于小室，
暴露于烟草烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅ，ＣＳ）中 ９０ｄ，每次
１０支，每２ｈ１次，每天２次，每周６ｄ，并于第１天和
第１４天气管内注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
７．５μｇ／５０μＬ，建立 ＣＯＰＤ小鼠模型。香烟购自中国
延安烟草工业公司，每根香烟含有１１ｍｇ焦油、０．９ｍｇ
尼古丁和１２ｍｇ一氧化碳。本研究方案均经新疆医科
大学动物伦理委员会批准（ＩＣＡＣＵＣ２０２０１１１６４６）。
７５只小鼠随机分为正常组（小鼠仅暴露于室内空

气中，不进行ＣＳ暴露及任何药物的静脉注射，ｎ＝８）、
ＣＳ组（小鼠暴露于 ＣＳ中９０ｄ，ｎ＝８）、ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组
［小鼠经 ＣＳ联合 ＬＰＳ处理后，于第 ６０天静脉注射
ｒｈＳＩＲＴ５（３０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），ｎ＝８］、ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅ组（小鼠
经ＣＳ联合ＬＰＳ处理后，于第６０天静脉注射无菌生理
盐水５ｍＬ／ｄ，ｎ＝８）、ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１
组［小鼠经 ＣＳ联合 ＬＰＳ处理后，于第 ６０天静脉注
射 ｒｈＳＩＲＴ５（３０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）及 ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１
（２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），ｎ＝８］。于第 ９１天处死所有小
鼠，收集肺组织。

１．４　免疫沉淀和蛋白免疫印迹检测 ＩＤＨ２的琥珀酰
化水平

　　免疫沉淀实验：将各组细胞在４℃的 ＮＰ４０缓冲
液［５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝７．４）、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、０．１％ ＮＰ４０和蛋白酶抑制剂］中裂解。将细胞
裂解物、带Ｆｌａｇ标记的ＩＤＨ２抗体、琥珀酰ＣｏＡ抗体及
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带有抗 Ｆｌａｇ标记的 Ｍ２亲和树脂在４℃下共同孵育
３ｈ。将各组收集的肺组织在４℃的 ＮＰ４０缓冲液中
裂解，将肺组织的裂解物、带 Ｆｌａｇ标记的 ＩＤＨ２抗体、
琥珀酰ＣｏＡ抗体及带有抗 Ｆｌａｇ标记的 Ｍ２亲和树脂
在４℃下共同孵育３ｈ。随后用４℃的 ＮＰ４０缓冲液
清洗３次，通过ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白免疫印迹进行分析。
１．５　氧化损伤指标检测

严格按照说明书，使用 Ｈ２ＤＣＦＤＡ检测细胞内活
性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的含量；使用谷胱
甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）试剂
盒检测ＧＳＨＰｘ水平；采用黄嘌呤氧化酶法检测超氧
化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）的含量；采用
硫代巴比妥酸比色法检测丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）。
１．６　流式细胞术检测细胞的凋亡水平

严格按照说明书，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和碘化丙
啶（ＰＩ）标记物检测细胞凋亡情况。收集各组细胞用
胰蛋白酶消化并离心。用 ＰＢＳ洗涤细胞沉淀，然后悬
浮在１００μＬ结合缓冲液中。将５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和５μＬＰＩ（１０μｇ／ｍＬ）添加到细胞悬液中，并在
１．５ｍＬ不透明的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中室温孵育１５ｍｉｎ。将
４００μＬ的ＡｎｎｅｘｉｎＶ结合缓冲液添加到试管中，然后
置于ＣｙｔｏｍｉｃｓＦＣ５００流式细胞仪中进行检测。该检测
量化了４种细胞群：非凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ－）、

早期凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－）、晚期凋亡细胞（Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ＋）和坏死细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ＋）。
１．７　统计学分析

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行数据录入和统
计学分析。符合正态分布的计量资料用均数±标准差
（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用ｔ检验，多组间比较采用单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＩＲＴ５对ＩＤＨ２琥珀酰化的影响
免疫沉淀结果显示，与只存在 ＦｌａｇＩＤＨ２相比，同

时存在琥珀酰ＣｏＡ和 ＦｌａｇＩＤＨ２时 ＩＤＨ２的琥珀酰化
水平明显增加（Ｐ＝０．０００２），见图１ａ。与ＥＶ组相比，
ＳＩＲＴ５ＯＥ组ＳＩＲＴ５蛋白表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），
见图１ｂ。与只存在 ＦｌａｇＩＤＨ２相比，同时存在 ＳＩＲＴ５
ＯＥ和ＦｌａｇＩＤＨ２时ＩＤＨ２的琥珀酰化水平被显著抑制
（Ｐ＜０．０５），见图１ｃ。与只存在 ＦｌａｇＩＤＨ２相比，同时
存在ＦｌａｇＩＤＨ２和Ｈ２Ｏ２时ＩＤＨ２的琥珀酰化水平显著
增加（Ｐ＜０．０５）；与同时存在 ＦｌａｇＩＤＨ２、Ｈ２Ｏ２、ＥＶ时
相比，同时存在 ＦｌａｇＩＤＨ２、Ｈ２Ｏ２、ＳＩＲＴ５ＯＥ时 ＩＤＨ２
的琥珀酰化水平显著降低（Ｐ＜０．０５），见图１ｄ，表明
ＳＩＲＴ５可以导致ＩＤＨ２去琥珀酰化。

ａ：免疫沉淀检测 ＩＤＨ２的琥珀酰化（αＳｕｃｃｋ为带有 αＦｌａｇ标记的琥珀酰赖氨酸）；ｂ：蛋白免疫印迹法检测 ＳＩＲＴ５蛋白表达；
ｃ：ＳＩＲＴ５过表达对ＩＤＨ２琥珀酰化的影响；ｄ：Ｈ２Ｏ２联合 ＳＩＲＴ５过表达对 ＩＤＨ２琥珀酰化的影响　 △：与只存在 ＦｌａｇＩＤＨ２相比，
Ｐ＜０．０５；＃：与ＥＶ组相比，Ｐ＜０．０５；▲：与同时存在ＦｌａｇＩＤＨ２、ＥＶ、Ｈ２Ｏ２相比，Ｐ＜０．０５

图１　ＳＩＲＴ５抑制ＩＤＨ２的琥珀酰化
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２．２　ＳＩＲＴ５对 Ｈ２Ｏ２诱导的肺上皮细胞氧化损伤的

影响

　　与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组可明显观察到肺上皮细

胞中ＭＤＡ和ＲＯＳ水平显著增高（Ｐ＜０．０５），而 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ的水平降低（Ｐ＜０．０５）。与 Ｈ２Ｏ２＋ＥＶ组相
比，Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥ组细胞中ＭＤＡ和ＲＯＳ水平明显
降低（Ｐ＜０．０５），而 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的水平明显增加
（Ｐ＜０．０５），见图２ａ～ｄ。与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组的
细胞凋亡率升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｈ２Ｏ２＋ＥＶ组相比，
Ｈ２Ｏ２＋ＳＩＲＴ５ＯＥ组的细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０５），
见图２ｅ。

ａ～ｄ：肺上皮细胞中ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的表达；ｅ：流式细
胞术检测细胞凋亡水平　 ：与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与
Ｈ２Ｏ２＋ＥＶ组相比，Ｐ＜０．０５

图２　ＳＩＲＴ５抑制Ｈ２Ｏ２诱导的肺上皮细胞氧化损伤

２．３　ＳＩＲＴ５对ＣＯＰＤ小鼠肺组织氧化损伤的影响
　　与正常组相比，ＣＳ组小鼠肺组织中 ＭＤＡ和 ＲＯＳ
水平显著增高（Ｐ＜０．０５），而 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平降低
（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅ组相比，ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组
ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平明显降低（Ｐ＜０．０５），而 ＳＯＤ、

ＧＳＨＰｘ水平明显增加（Ｐ＜０．０５），见图３。

ａ～ｄ：肺组织中 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的水平　 ：与正常
组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＣＳ＋ｓａｌｉｎｅ组相比，Ｐ＜０．０５

图３　ＳＩＲＴ５抑制小鼠肺组织的氧化损伤

２．４　ＳＩＲＴ５通过促进ＩＤＨ２的去琥珀酰化抑制肺组织
的氧化损伤

　　与只加入ＦｌａｇＩＤＨ２相比，加入ＦｌａｇＩＤＨ２和ＣＳ后
肺组织中ＩＤＨ２的琥珀酰化水平显著增加（Ｐ＜０．０５）；与
ＦｌａｇＩＤＨ２联合 ＣＳ和 ｓａｌｉｎｅ相比，ＦｌａｇＩＤＨ２联合 ＣＳ
和 ｒｈＳＩＲＴ５的 ＩＤＨ２琥珀酰化水平均显著降低
（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，ＣＳ组 ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平
明显增高（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平明显降低
（Ｐ＜０．０５）。与ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组相比，ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５＋
ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１组 ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平明显增高
（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ水平明显降低（Ｐ＜０．０５），
见图４。

３　讨论

研究报道，ＳＩＲＴ５可通过调控乙酰化或琥珀酰化
作用参与炎症反应、氧化应激及肺损伤等过程［６７］，但

是ＳＩＲＴ５是否在肺上皮细胞中直接调节 ＩＤＨ２的琥珀
酰化尚不明确。本研究结果表明，ＳＩＲＴ５通过促进
ＩＤＨ２去琥珀酰化，明显降低 ＭＤＡ和 ＲＯＳ水平，并提
高ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ水平，说明其可改善Ｈ２Ｏ２诱导的肺
上皮细胞的氧化应激反应。有研究发现，ＣＳ暴露联合
ＬＰＳ灌注会加速肺部炎症和肺细胞损伤，从而诱导
ＣＯＰＤ［８］。因此，本研究通过 ＣＳ暴露和 ＬＰＳ灌注，
并按照Ｌｉ等［９］的方法成功建立了ＣＯＰＤ小鼠模型，
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ａ：ＳＩＲＴ５过表达或抑制 ＳＩＲＴ５对 ＣＯＰＤ小鼠肺组织中 ＩＤＨ２琥珀酰化的影响；ｂ～ｅ：肺组织中 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ的水平　
▲：与只存在ＦｌａｇＩＤＨ２相比，Ｐ＜０．０５；■：与同时存在ＦｌａｇＩＤＨ２、ＣＳ、ｓａｌｉｎｅ相比，Ｐ＜０．０５；：与正常组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＣＳ＋
ｓａｌｉｎｅ组相比，Ｐ＜０．０５；△：与ＣＳ＋ｒｈＳＩＲＴ５组相比，Ｐ＜０．０５

图４　ＳＩＲＴ５通过促进ＩＤＨ２的去琥珀酰化抑制肺上皮细胞的氧化损伤

并观察到ＳＩＲＴ５可以改善肺组织的氧化损伤，过表达
ＳＩＲＴ５不仅减少了Ｈ２Ｏ２诱导的肺上皮细胞凋亡，还显
著抑制了肺上皮细胞和小鼠肺组织中ＭＤＡ和ＲＯＳ水
平，增加了ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ水平；过表达ＳＩＲＴ５在体内
外均显著抑制了ＩＤＨ２的琥珀酰化，表明过表达ＳＩＲＴ５
可促进ＩＤＨ２去琥珀酰化，ＳＩＲＴ５可能是ＣＯＰＤ潜在的
治疗靶点。

去乙酰化酶存在于哺乳动物细胞中，具有多个亚

细胞定位，可调节多种代谢途径、应激反应、衰老、新陈

代谢和其他疾病的生物学活动［１０］。ＳＩＲＴ５定位于线
粒体基质，除去乙酰化酶活性外，还表现出脱丙二酰酶

和去琥珀酰酶活性［１１］。本研究观察到 ＳＩＲＴ５可显著
抑制ＣＯＤＰ中ＩＤＨ２的琥珀酰化。以往关于 ＳＩＲＴ５对
ＣＯＰＤ的改善作用报道较少。但有较多的证据表明，
ＳＩＲＴ１和ＳＩＲＴ６对 ＣＯＰＤ有改善作用。在肺组织中，
ＳＩＲＴ１通过将ＮＡＤ作为共底物对靶蛋白进行去乙酰
化，在抑制自噬、细胞衰老、纤维化和炎症中起关键作

用，从而调控氧化还原反应，进而改善或减缓

ＣＯＰＤ［１２］。而本研究在体内外均观察到 ＳＩＲＴ５ＯＥ和
ｒｈＳＩＲＴ５均可明显抑制氧化损伤，且 ＩＤＨ２的琥珀酰化
亦被抑制。此外，本研究使用 ＳＩＲＴ５ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑制
ＳＩＲＴ５的去琥珀酰化作用后，小鼠肺组织中 ＭＤＡ和

ＲＯＳ的水平都明显增高，而 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ的水平显
著降低，表明 ＳＩＲＴ５可以抑制 ＩＤＨ２的琥珀酰化改善
ＣＳ诱导的肺上皮细胞氧化损伤。

ＩＤＨ２同样定位于线粒体中，并在异柠檬酸脱羧为
α酮戊二酸的过程中将 ＮＡＤＰ＋还原为 ＮＡＤＰＨ。因
此，ＩＤＨ２被广泛认为是线粒体中 ＮＡＤＰＨ的关键生成
器。也有研究表明，ＩＤＨ２对维持线粒体的氧化还原平
衡至关重要［１３１５］。本研究观察到 ＳＩＲＴ５可明显抑制
ＩＤＨ２的琥珀酰化，ＳＩＲＴ５过表达可抑制氧化损伤导致
的肺上皮细胞凋亡。有研究发现，ＳＩＲＴ５促进ＩＤＨ２的
去琥珀酰化可以明显提高 ＩＤＨ２的活性［４］，ＩＤＨ２缺失
可加剧小鼠肺损伤，使用线粒体抗氧化治疗可减轻肺

细胞的氧化损伤［１６］。本研究表明，ＩＤＨ２活性的增加
可能是抑制肺上皮细胞氧化损伤的关键，与以上研究

结果基本一致。

综上所述，本研究发现，ＳＩＲＴ５在介导氧化损伤过
程中使ＩＤＨ２发生去琥珀酰化，而ＩＤＨ２的去琥珀酰化
是ＳＩＲＴ５防止氧化损伤的关键机制。因此，ＳＩＲＴ５通
过促进 ＩＤＨ２去琥珀酰化增加 ＣＯＰＤ小鼠肺上皮细胞
的抗氧化能力。
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