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【摘要】 目的  阐明微小 RNA-145-5p（miR-145-5p）在低氧诱导人肺泡上皮细胞焦亡中的作用及机制。 
方法  体外培养人肺泡上皮细胞株BEAS-2B，取对数生长期BEAS-2B细胞常规培养至80%融合度后用于实验。
① 在 1% O2 的低氧条件下培养BEAS-2B细胞，并设常氧对照组。采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检
测培养 24 h 细胞中焦亡标志蛋白〔NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）、Gasdermin D N 端结构域（GSDMD-N）和天冬氨
酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1（caspase-1）〕的表达；采用实时荧光定量反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测培养 
6 h和12 h细胞中miR-145-5p表达。② 在常氧条件下转染30 nmol/L miR-145-5p模拟物（miR-145-5p mimic）过表 
达 miR-145-5p，在低氧条件转染 30 nmol/L miR-145-5p 抑制物（miR-145-5p inhibitor）抑制 miR-145-5p 表达，并
分别设对照组和阴性对照组。细胞培养 24 h 后，采用 Western blotting 检测细胞中焦亡标志蛋白及核因子 E2 相
关因子 2（Nrf2）表达；应用流式细胞仪检测细胞中活性氧（ROS）水平；通过 miR 靶基因预测软件 miRWalk 预测
miR-145-5p的靶基因，并采用Western blotting进行验证。③ 分别在低氧条件下转染6.94 ng/μL沉默信息调节因
子 5（Sirt5）过表达质粒或加入 12.5 mmol/L ROS 抑制剂 N-乙酰-L-半胱氨酸（NAC）进行预处理，并分别设立空
载体质粒组和（或）对照组。细胞培养24 h后，采用Western blotting检测细胞中Sirt5、Nrf2和焦亡标志蛋白表达；
应用流式细胞仪检测细胞中 ROS 水平。结果  ① 与常氧对照组相比，低氧 24 h 组细胞中焦亡标志蛋白表达水
平显著升高，证明低氧可诱导 BEAS-2B 细胞焦亡。随低氧诱导时间延长，细胞中 miR-145-5p 表达水平逐渐升 
高，表明低氧可引起miR-145-5p表达水平升高。② 常氧条件下，与对照组和阴性对照组相比，miR-145-5p mimic组 
细胞中焦亡标志蛋白表达水平显著升高〔NLRP3 蛋白（NLRP3/β-actin）：1.58±0.07 比 1.00±0.01、0.98±0.07，
GSDMD-N 蛋白（GSDMD-N/β-actin）：1.71±0.03 比 1.01±0.01、0.85±0.03，caspase-1 蛋白（caspase-1/β-actin）： 
2.33±0.04 比 1.01±0.01、1.05±0.04，均 P＜0.05〕，Nrf2 蛋白表达水平显著降低（Nrf2/β-actin：0.79±0.03 比
1.00±0.01、1.03±0.04，均 P＜0.05），ROS水平显著升高（荧光强度：1.74±0.03比 1.00±0.01、0.92±0.03，均 P＜ 
0.05）；低氧条件下，与对照组和阴性对照组相比，miR-145-5p inhibitor 组细胞中焦亡标志蛋白表达水平显著降
低〔NLRP3 蛋白（NLRP3/β-actin）：0.21±0.04 比 1.70±0.02、1.63±0.04，GSDMD-N 蛋白（GSDMD-N/β-actin）：
1.32±0.02 比 2.51±0.02、2.72±0.03，caspase-1 蛋白（caspase-1/β-actin）：0.56±0.01 比 2.77±0.02、3.12±0.03， 
均 P＜0.05〕，Nrf2 蛋白表达水平显著升高（Nrf2/β-actin：1.57±0.04 比 1.22±0.01、1.28±0.04，均 P＜0.05），
ROS 水平显著下降（荧光强度：0.64±0.05 比 1.87±0.04、1.70±0.07，均 P＜0.05）。表明 miR-145-5p 可促进细胞 
焦亡。miRWalk预测结果显示，Sirt5的 3'非翻译区（3'UTR）与miR-145-5p存在碱基互补结合点位；常氧条件下，
miR-145-5p mimic 组细胞中 Sirt5 蛋白表达水平较对照组和阴性对照组显著降低（Sirt5/β-actin：0.59±0.03 比 
1.00±0.01、1.01±0.03，均 P＜0.05），验证了Sirt5是miR-145-5p的靶基因。③ 转染Sirt5过表达质粒或在细胞中
加入ROS抑制剂NAC均可以部分逆转细胞焦亡的发生，且Sirt5过表达还能够上调Nrf2表达，消除细胞内ROS。 
结论  在人肺泡上皮细胞中，miR-145-5p 可通过靶向 Sirt5 下调 Nrf2 表达，使 ROS 表达上调，诱发细胞焦亡。
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【Abstract】 Objective  To elucidate the role and mechanism of microRNA-145-5p (miR-145-5p) in hypoxia-
induced pyroptosis of human alveolar epithelial cells.  Methods  In vitro, human alveolar epithelial cell line BEAS-2B  
was cultured. Cells in the logarithmic growth phase were cultured to 80% confluence and then used for the experiment. 
① BEAS-2B cells were cultured under 1% O2 hypoxic condition, with a normoxic control group. Western blotting was 
employed to detect the expressions of pyroptosis marker proteins [NOD-like receptor protein 3 (NLRP3), Gasdermin D 
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  急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress 

syndrome，ARDS）是一种临床预后较差的急性弥漫

性肺损伤，常见于重症监护病房（intensive care unit， 

ICU），住院病死率高达35%～46% ［1-2］。在ARDS中，

局部氧供不足可导致肺泡内皮/上皮细胞功能障碍， 

是疾病进展的重要标志，能够引起细胞层面的氧化

应激，表现为活性氧（reactive oxygen species，ROS）在 

细胞内蓄积。ROS 可造成多种细胞死亡，如细胞凋

亡、细胞焦亡、铁死亡等，加重肺损伤［3］。鉴于 ROS 

在 ARDS 发生和进展中的作用，目前有研究表明抗

氧化治疗可部分逆转ARDS中的肺损伤 ［4-6］。因此，

抗氧化在 ARDS 治疗中具有巨大前景。

  沉默信息调节因子（silent information regulator，

Sirt）家族是一类辅酶Ⅰ（NAD+）依赖的去乙酰化酶，

已被证明在多种细胞功能中发挥关键作用，如蛋白

质的翻译后修饰、能量代谢、DNA 损伤修复及抗氧

化功能等，其中 Sirt5 的功能主要是参与调节抗氧化

剂和氧化还原信号通路［7-8］。Sirt5 主要定位在线粒

体基质中，其调控细胞氧化应激水平的主要方式是

通过上调核因子 E2 相关因子 2（nuclear  factor-E2- 

related factor 2，Nrf2）并激活下游的抗氧化反应元件

（antioxidant response element，ARE）以维持细胞的氧

化平衡，清除细胞内ROS ［9-10］。研究表明，Sirt5可被 

多种微小 RNA（microRNA，miR）调控，miR-145-5p 

则是被广泛关注的miR之一 ［11］。miR-145-5p是5号 

染色体上 miR-145 基因编码的 miR，在多种缺氧性

疾病中，miR-145-5p表达均上调并造成组织损伤，但 

在 ARDS 中的作用机制尚不明确，因此 miR-145-5p

N-terminal domain (GSDMD-N), and caspase-1] in cells cultured for 24 hours. Real-time fluorescent quantitative reverse 
transcription-polymerase chain  reaction  (RT-PCR) was used  to detect  the expression of miR-145-5p  in cells  cultured 
for  6  hours  and  12  hours. ② Cells  were  transfected  with  30  nmol/L miR-145-5p mimic  to  overexpress miR-145-5p  
expression  under  normoxic  condition  or  30  nmol/L  miR-145-5p  inhibitor  to  suppress  miR-145-5p  expression  under 
hypoxic  condition.  Control  group  and  negative  control  group were  respectively  set  up. After  24  hours  of  cell  culture, 
Western blotting was used to detect the expressions of pyroptosis marker proteins and nuclear factor-E2-related factor 2 
(Nrf2) in cells. Flow cytometry was applied to detect the level of reactive oxygen species (ROS) in cells. The target genes of 
miR-145-5p were predicted by miR target gene prediction software miRWalk and verified by Western blotting. ③ Under 
hypoxic condition, cells were  transfected with 6.94 ng/μL silent  information  regulator 5  (Sirt5) overexpression plasmid 
or pretreated with 12.5 mmol/L N-acetyl-L-cysteine (NAC) as an ROS inhibitor. The empty plasmid group and control 
group were set up. After 24 hours of cell culture, Western blotting was used to detect the expressions of Sirt5, Nrf2, and 
pyroptosis marker proteins in cells. Flow cytometry was used to detect the level of ROS in cells.  Results  ① Compared  
with the normoxic control group, the expression levels of pyroptosis marker proteins in the 24-hour hypoxia group was 
significantly  increased,  indicating  that  hypoxia  could  induce  pyroptosis  in  BEAS-2B  cells.  The  expression  level  of  
miR-145-5p  in  cells  gradually  increased with  the  extension  of  hypoxia  induction  time,  indicating  that  hypoxia  could 
cause  the  increase of miR-145-5p expression  level. ② The expression  levels of pyroptosis marker proteins  in cells of  
miR-145-5p mimic group significantly  increased under normoxic condition as compared with  the control and negative 
control  groups  [NLRP3  protein  (NLRP3/β-actin):  1.58±0.07  vs.  1.00±0.01,  0.98±0.07,  GSDMD-N  protein 
(GSDMD-N/β-actin):  1.71±0.03  vs.  1.01±0.01,  0.85±0.03,  caspase-1  protein  (caspase-1/β-actin):  2.33±0.04 
vs.  1.01±0.01,  1.05±0.04,  all  P  <  0.05],  Nrf2  protein  expression  level  was  significantly  decreased  (Nrf2/β-actin: 
0.79±0.03  vs.  1.00±0.01,  1.03±0.04,  both  P  <  0.05),  ROS  level  was  significantly  up-regulated  (fluorescence 
intensity: 1.74±0.03 vs. 1.00±0.01, 0.92±0.03, both P < 0.05). Under hypoxia condition, compared with control group 
and  negative  control  group,  the  expression  levels  of  pyroptosis  marker  proteins  in  miR-145-5p  inhibitor  group  were 
significantly decreased  [NLRP3 protein  (NLRP3/β-actin): 0.21±0.04 vs. 1.70±0.02, 1.63±0.04; GSDMD-N protein 
(GSDMD-N/β-actin):  1.32±0.02  vs.  2.51±0.02,  2.72±0.03;  caspase-1  protein  (caspase-1/β-actin):  0.56±0.01  vs. 
2.77±0.02, 3.12±0.03; all P < 0.05], Nrf2 protein expression level was significantly increased (Nrf2/β-actin: 1.57±0.04 
vs.  1.22±0.01,  1.28±0.04,  both  P  <  0.05),  ROS  level  was  significantly  down-regulated  (fluorescence  intensity: 
0.64±0.05  vs.  1.87±0.04,  1.70±0.07,  both  P  <  0.05).  The  results  indicated  that  miR-145-5p  could  promote  cell 
pyrodeath. The predictive result of miRWalk showed that the 3' untranslated region (3'UTR) of Sirt5 had complementary 
base  binding  sites  with miR-145-5p.  The  expression  level  of  Sirt5  protein  in  cells  of miR-145-5p mimic  group  was 
significantly  lower  than  that  of  control  group  and  negative  control  group  under  normoxic  condition  (Sirt5/β-actin: 
0.59±0.03 vs. 1.00±0.01, 1.01±0.03, both P < 0.05), which verified  that Sirt5 was  the  target gene of miR-145-5p.  
③ The occurrence of pyrodeath could be partially reversed by transfection with Sirt5 overexpression plasmid or adding 
ROS inhibitor NAC into cells, and Sirt5 overexpression could also up-regulate Nrf2 expression and eliminate intracellular 
ROS.  Conclusion  In human alveolar epithelial cells, miR-145-5p can down-regulate Nrf2 by targeting Sirt5, thereby 
increasing ROS expression and inducing pyrodeath.

【Key words】  Acute  respiratory  distress  syndrome;  Alveolar  epithelial  cell;  MicroRNA;  Reactive  oxygen 
species;  Pyroptosis
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在 ARDS中发挥的作用值得探究［12-13］。本研究旨在

通过细胞实验探究低氧下 miR-145-5p 靶向 Sirt5 促 

进肺泡上皮细胞焦亡的作用及机制，并通过干预实

验进行验证，以期更加深入全面地认识 miR-145-5p

在 ARDS 发生发展中的作用。

1 材料与方法 

1.1  细胞来源及伦理：人肺泡上皮细胞株 BEAS-2B 

购自美国 ATCC 公司。经广州医科大学附属第一医

院科研项目审查伦理委员会审查，本研究符合免除

伦理审查要求（审批号：KYLL-MS-011-01-FJ02）。

1.2  细胞培养及细胞低氧模型的建立：将复苏后的

BEAS-2B 细胞培养于含 10% 胎牛血清和青-链霉素

双抗的完全培养基中，并置于 37 ℃含 5% CO2 的培

养箱内进行细胞传代。取对数生长期BEAS-2B细胞

常规培养至80%融合度后，放入37 ℃含94% N2、5%  

CO2 和 1% O2 的培养箱内低氧培养 24 h。

1.3  细胞转染：按照 Lipofectamine®2000 转染试剂说

明书，将30 nmol/L miR-145-5p的模拟物（miR-145-5p  

mimic）、抑制物（miR-145-5p inhibitor）及其阴性对照 

（normal control，NC）的模拟物（NC mimic）、抑制物（NC  

inhibitor）转染至 BEAS-2B 细胞；将 6.94 ng/μL Sirt5
过表达质粒及空载体质粒转染至 BEAS-2B 细胞。

1.4  细胞分组及处理：① 将 BEAS-2B 细胞分为常

氧对照组和低氧组：低氧组细胞置于含 1% O2、94% 

N2 和 5% CO2 的 37 ℃培养箱中低氧培养；常氧对照

组置于含5% CO2 的 37 ℃培养箱中常氧培养。② 将

BEAS-2B 细胞分为常氧对照组、NC mimic+常氧组、 

miR-145-5p mimic+常氧组、低氧对照组、NC inhibitor+ 

低氧组、miR-145-5p inhibitor+低氧组：NC mimic+常 

氧组和 miR-145-5p mimic+常氧组转染 30 nmol/L 

NC mimic 或 miR-145-5p mimic 后常氧培养 24 h；NC 

inhibitor+低氧组和 miR-145-5p inhibitor+低氧组转

染 30 nmol/L NC inhibitor 或 miR-145-5p inhibitor 后 

低氧培养 24 h。③ 将 BEAS-2B 细胞分为低氧对照

组、空载体质粒+低氧组、Sirt5过表达质粒+低氧组： 

空载体质粒+低氧组和 Sirt5 过表达质粒+低氧组转 

染 6.94 ng/μL 空载体质粒或 Sirt5 过表达质粒后低氧 

培养24 h。④ 将BEAS-2B细胞分为低氧对照组、N-乙 

酰-L-半胱氨酸（N-acetyl-cysteine，NAC）+低氧组：

NAC+低氧组用 12.5 mmol/L ROS 抑制剂 NAC 干预

12 h 后低氧培养 24 h。

1.5  检测指标及方法

1.5.1  实时荧光定量反转录-聚合酶链反应（reverse 

transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）检测 

miR-145-5p表达：提取BEAS-2B细胞中总miR，定量 

并稀释至 5 ng/μL；将总 miR 反转录成 cDNA 后稀释

30倍，取3 μL进行PCR，扩增反应条件：95 ℃预变性 

10 min，95 ℃变性 5 s，56 ℃退火 / 延伸 15 s，40 个循 

环。完成反应后在软件中生成循环曲线及循环阈值

（cycle threshold，CT），以 U6 为内参，按照 2-ΔΔCT 计算 

miR-145-5p 的表达水平。

1.5.2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

蛋白表达：提取 BEAS-2B 细胞蛋白并定量；在聚丙

烯酰胺凝胶中电泳后电转移至硝酸纤维素膜；将膜

放入 5% 脱脂牛奶，室温封闭 1 h；洗膜后放入 NOD

样受体蛋白 3（NOD-like receptor protein 3，NLRP3）、

Gasdermin D N 端结构域（Gasdermin D N-terminal 

domain，GSDMD-N）、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶 1（caspase-1）、Sirt5、Nrf2 抗体（均 1∶1 000 稀释） 

或 β-肌动蛋白（β-actin）抗体（1∶5 000 稀释），4 ℃

孵育过夜；次日洗膜后，将膜放入辣根酶标记的二抗 

（1∶5 000稀释），室温振荡孵育1 h。使用混合发光液

曝光显色，放入凝胶成像仪成像，应用 Image J 软件 

计算蛋白条带灰度值，以目的蛋白与内参β-actin 的

灰度值比值代表目的蛋白表达量。

1.5.3  细胞 ROS 检测：用无血清培养液稀释 2'，7'-

二氯二氢荧光素二乙酸酯（2', 7'-dichlorodihydrofluo- 

rescein diacetate，DCFH-DA）至终浓度为 10 μmol/L，

并加入 BEAS-2B 细胞中，置于 37 ℃含 5% CO2 的培

养箱中孵育 30 min；待 DCFH-DA 与细胞充分接触

后，用无血清细胞培养液洗涤细胞；立即于倒置荧光

显微镜下观察并拍照记录，磷酸盐缓冲液（phosphate  

buffered saline，PBS）重悬后，应用流式细胞仪检测

ROS 荧光强度。

1.6  统计学分析：使用 GraphPad Prism 9.0 软件对

实验数据进行统计分析。计量资料均符合正态分布，

以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析；方差

齐用最小显著差异法（LSD），方差不齐用Tamhane检 

验或秩和检验。P＜0.05 表示差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  低氧对 BEAS-2B 细胞焦亡的影响（图 1）：低

氧 24 h 组细胞中焦亡标志蛋白 NLRP3、GSDMD-N、 

caspase-1 的表达水平均较常氧对照组显著升高（均

P＜0.05）。证明低氧刺激可以诱导 BEAS-2B 细胞发 

生焦亡。
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miR-145-5p inhibitor 组细胞中 NLRP3、GSDMD-N、 

caspase-1 蛋白表达水平较对照组和 NC inhibitor 组

显著降低（均P＜0.05），而对照组与NC inhibitor组差 

异无统计学意义。表明miR-145-5p可促进细胞焦亡。

2.4  miR-145-5p 靶向调控 Sirt5：miRWalk 预测结果 

显示，Sirt5的3'非翻译区（3' untranslated region，3'UTR） 

与miR-145-5p存在碱基互补结合点位。常氧条件下， 

miR-145-5p mimic组Sirt5蛋白表达水平较对照组和 

NC mimic 组显著降低（均 P＜0.05），而对照组与 NC 

mimic组差异无统计学意义（图4）。表明miR-145-5p 

可以靶向调控 Sirt5。

2.5  miR-145-5p对BEAS-2B细胞中Nrf2、ROS表达 

的影响（图 5～7）：常氧条件下，miR-145-5p mimic 组 

细胞中Nrf蛋白表达水平均较对照组和NC mimic组

显著降低，ROS 水平显著升高（均 P＜0.05），而对照

组与 NC mimic 组差异无统计学意义；低氧条件下， 

miR-145-5p inhibitor 组细胞中 Nrf2 蛋白表达水平较

2.2  低氧对 BEAS-2B 细胞中 miR-145-5p 表达的影

响（图 2）：与常氧对照组相比，低氧 6 h 和 12 h 组细 

胞中 miR-145-5p 表达水平显著升高（均 P＜0.05）。

表明低氧可引起 miR-145-5p 表达上调。

2.3  miR-145-5p对BEAS-2B细胞焦亡的影响（图3）： 

常氧条件下，miR-145-5p mimic 组细胞中焦亡标志

蛋白 NLRP3、GSDMD-N、caspase-1 表达水平均较对

照组和 NC mimic 组显著升高（均 P＜0.05），而对照

组与 NC mimic 组差异无统计学意义；低氧条件下，

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，BEAS-2B 细胞为 
人肺泡上皮细胞株，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，GSDMD-N 为 
Gasdermin D N 端结构域，caspase-1 为天冬氨酸特异性半胱氨酸 
蛋白酶 1，β-actin 为β-肌动蛋白；与常氧对照组比较，aP＜0.05

图 1  Western blotting 检测两组 BEAS-2B 细胞中 
焦亡标志蛋白表达

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，BEAS-2B 细胞为人肺泡上皮细胞株，NC 为阴性对照，mimic 为模拟物，miR-145-5p 为 
微小 RNA-145-5p，inhibitor 为抑制物，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，GSDMD-N 为 Gasdermin D N 端结构域，caspase-1 为天冬氨酸 

特异性半胱氨酸蛋白酶 1，β-actin 为β-肌动蛋白；与相同条件下对照组比较，aP＜0.05；与相同条件下 NC 组比较，bP＜0.05

图 3  Western blotting 检测各组不同培养条件下 BEAS-2B 细胞中焦亡标志蛋白表达

注：BEAS-2B 细胞为人肺泡上皮细胞株，miR-145-5p 为 
微小 RNA-145-5p；与常氧对照组比较，aP＜0.05

图 2  各组 BEAS-2B 细胞中 miR-145-5p 表达比较
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对照组和 NC inhibitor 组显著升高，ROS 水平显著降 

低（均P＜0.05），而对照组与NC inhibitor组差异无统 

计学意义。表明miR-145-5p可调控Nrf2、ROS表达。

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，BEAS-2B 细胞为 
人肺泡上皮细胞株，Sirt5 为沉默信息调节因子 5，NC 为阴性对照，

mimic 为模拟物，miR-145-5p 为微小 RNA-145-5p， 
β-actin 为β-肌动蛋白；与对照组比较，aP＜0.05； 

与 NC mimic 组比较，bP＜0.05

图 4  Western blotting 检测各组常氧条件下 
BEAS-2B 细胞中 Sirt5 蛋白表达

注：Western blotting 为蛋白质免疫印迹试验，BEAS-2B 细胞为 
人肺泡上皮细胞株，Nrf2 为核因子 E2 相关因子 2，NC 为阴性对照，

mimic 为模拟物，miR-145-5p 为微小 RNA-145-5p， 
inhibitor 为抑制物，β-actin 为β-肌动蛋白；与相同条件下 
对照组比较，aP＜0.05；与相同条件下 NC 组比较，bP＜0.05

图 5  Western blotting 检测各组不同培养条件下 
BEAS-2B 细胞中 Nrf2 蛋白表达

图 6　倒置荧光显微镜下观察各组不同培养条件下人肺泡上皮细胞株（BEAS-2B 细胞）中活性氧（ROS）的表达　在常氧条件下，微小
RNA-145-5p（miR-145-5p）模拟物（mimic）组 ROS 荧光强度较对照组和阴性对照（NC）mimic 组显著增强；在低氧条件下，miR-145-5p 抑制 
物（inhibitor）组 ROS 荧光强度较对照组和 NC inhibitor 组显著减弱　Hoechst 染色　低倍放大
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2.6  过表达Sirt5预处理对低氧诱导BEAS-2B细胞中

焦亡标志蛋白、Nrf2 及 ROS 表达的影响（表 1）：Sirt5 

过表达质粒+低氧组细胞中 Sirt5、Nrf2 蛋白表达水

平较低氧对照组及空载体质粒+低氧组显著升高，

焦亡标志蛋白 NLRP3、GSDMD-N、caspase-1 表达及 

ROS水平均显著降低（均P＜0.05）。表明过表达Sirt5 

可以上调Nrf2表达，消除细胞内ROS，并部分逆转细 

胞焦亡的发生。

表 1　各组 BEAS-2B 细胞中 Sirt5、Nrf2、焦亡标志蛋白 
及 ROS 表达水平比较（x±s）

组别
孔数

（孔）

Sirt5 蛋白

（Sirt5/β-actin）

Nrf2 蛋白

（Nrf2/β-actin）

NLRP3 蛋白

（NLRP3/β-actin）

低氧对照组 3 1.00±0.02 0.99±0.02 1.00±0.01
空载体质粒+
　低氧组

3 1.09±0.01 1.07±0.06 0.98±0.04

Sirt5 过表达
　质粒+低氧组

3     4.59±0.03 ab     2.02±0.06 ab     0.74±0.04 ab

组别
孔数

（孔）

GSDMD-N 蛋白

（GSDMD-N/β-actin）

caspase-1 蛋白

（caspase-1/β-actin）

ROS

（荧光强度）

低氧对照组 3 1.01±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01
空载体质粒+
　低氧组

3 0.85±0.04 0.85±0.03 1.01±0.06

Sirt5 过表达
　质粒+低氧组

3     0.50±0.04 ab     0.43±0.02 ab     0.57±0.06 ab

注：BEAS-2B 细胞为人肺泡上皮细胞株，Sirt5 为沉默信息调节

因子 5，Nrf2 为核因子 E2 相关因子 2，ROS 为活性氧，NLRP3 为 NOD 

样受体蛋白3，GSDMD-N为Gasdermin D N端结构域，caspase-1为天 

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，β-actin 为β-肌动蛋白；与低氧对 

照组比较，aP＜0.05；与空载体质粒+低氧组比较，bP＜0.05

表 2　两组 BEAS-2B 细胞中焦亡标志蛋白
及 ROS 表达比较（x±s）

组别
孔数

（孔）

NLRP3 蛋白

（NLRP3/β-actin）

GSDMD-N 蛋白

（GSDMD-N/β-actin）

低氧对照组 3 1.00±0.01 1.01±0.01
NAC+低氧组 3   0.72±0.06 a   0.44±0.03 a

组别
孔数

（孔）

caspase-1 蛋白

（caspase-1/β-actin）

ROS

（荧光强度）

低氧对照组 3 1.01±0.01 1.00±0.01
NAC+低氧组 3   0.29±0.04 a   0.68±0.05 a

注：BEAS-2B 细胞为人肺泡上皮细胞株，ROS 为活性氧，NAC

为N-乙酰-L-半胱氨酸，NLRP3为NOD样受体蛋白3，GSDMD-N为

Gasdermin D N端结构域，caspase-1为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白 

酶 1，β-actin 为β-肌动蛋白；与低氧对照组比较，aP＜0.05

3 讨 论 

  ARDS的发生发展往往伴随炎症，炎症是导致组 

织缺氧、产生ROS的主要原因之一。Beck-Schimmer 

等［14］报道，在发生炎症的大鼠肺组织中，中性粒细

胞和巨噬细胞与肺上皮细胞的黏附增加，这些白细

胞浸润会消耗炎症组织的氧气，使 ROS 大量蓄积；

Fröhlich 等［15］发现，炎症会导致水肿和微血栓形成，

也促使组织缺氧。低氧会促使组织产生大量 ROS，

ROS 主要来源于线粒体中的电子传递链，其机制是

膜 O2 水平影响线粒体复合物结构，增加从泛半醌到

O2 的电子转移，从而增加 ROS 向细胞质释放［14，16］。

ROS 在细胞内的蓄积可诱导多种细胞死亡发生，包

括细胞焦亡、细胞凋亡、铁死亡等［15，17］。本研究中

观察到低氧培养肺泡上皮细胞 24 h 后，细胞内 ROS

水平显著升高，细胞焦亡现象也随之发生；使用ROS 

抑制剂 NAC 预处理后，细胞内 ROS 水平被抑制，同

时也缓解了细胞焦亡的发生。

  低氧miR是一类细胞低氧期间表达量发生变化 

的 miR，被证明与多种疾病的低氧和组织损伤相关， 

包括心肌梗死、慢性心力衰竭、慢性阻塞性肺疾病

等 ［18-20］。作为低氧miR之一，miR-145-5p在低氧条 

件下的表达上调，这是由低氧诱导因子-1α（hypoxia 

inducible factor-1α，HIF-1α）介导的［21］。HIF-1α是

调节细胞缺氧反应的核心蛋白，在低氧条件下表达 

上调 ［22］。Blick等 ［16］ 在miR-145启动子区域中鉴定 

出两个 HIF 反应元件，证明 HIF-1α表达上调可使

miR-145 表达上调；使用小干扰 RNA 敲低 HIF-1α

后，miR-145 在低氧条件下的表达也相应降低，这也

2.7  NAC 预处理对低氧诱导 BEAS-2B 细胞中焦亡

标志蛋白及ROS表达的影响（表2）：NAC+低氧组细 

胞中焦亡标志蛋白 NLRP3、GSDMD-N、caspase-1 表

达及ROS水平较低氧对照组显著降低（均P＜0.05）。

表明 ROS 抑制剂 NAC 可以部分逆转细胞焦亡的 

发生。

注：BEAS-2B 细胞为人肺泡上皮细胞株，ROS 为活性氧， 
NC 为阴性对照，mimic 为模拟物，miR-145-5p 为 

微小 RNA-145-5p，inhibitor 为抑制物；与相同条件下 
对照组比较，aP＜0.05；与相同条件下 NC 组比较，bP＜0.05

图 7  各组不同培养条件下 BEAS-2B 细胞中 ROS 水平比较
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印证了 miR-145 的低氧诱导依赖于 HIF-1α。在本

研究中，miR-145-5p 在低氧条件下表达上调，有可

能是通过 HIF-1α表达上调引起的。

  Sirt5 具有抗氧化防御的功能，通过对其他蛋白

的翻译后修饰实现，也可以通过调控Nrf2表达实现。

Nrf2 是一种细胞保护性核转录因子，在细胞发生氧

化应激时从细胞质移位到细胞核，与抗氧化反应基

因启动子区域的抗氧化反应元件结合，启动一系列

抗氧化剂的转录，从而降低细胞内 ROS 水平［10，23］。

Sun 等［24］发现，Sirt5 可正向调控 Nrf2 表达，且 Sirt5

过表达可促进 Nrf2 入核激活；使用 Nrf2 抑制剂后， 

Sirt5 对 ROS 的下调作用被逆转。在非小细胞肺癌

中，敲除Sirt5 可使Nrf2 及其下游靶基因表达水平降 

低 ［25］。本研究中Sirt5 被miR-145-5p靶向表达水平

降低时，Nrf2蛋白表达水平也降低，ROS水平随之增

高；而 Sirt5 过表达上调了 Nrf2 蛋白表达水平，ROS 

水平随之降低。表明 Sirt5 可通过调控 Nrf2 表达，影 

响细胞内ROS水平，与其他研究结果一致。然而，由 

于 Sirt5 位于线粒体基质，其在转录水平调控Nrf2 的

机制尚不明确。一种假说认为，Sirt5 可移位至细胞

核，作用于Sirt家族另一个成员Sirt3，促进Sirt3核移 

位后，调控 Nrf2 表达［26］，但仍有待进一步研究。

  综上所述，本研究证实低氧诱导的 miR-145-5p

上调可促进人肺泡上皮细胞焦亡；应用靶基因预测

软件预测了 miR-145-5p 的靶基因是 Sirt5，并得到了 

Western blotting的验证；通过Sirt5过表达及抑制ROS 

的方法证实了 miR-145-5p 可通过 Sirt5/Nrf2 通路促

进低氧诱导的人肺泡上皮细胞焦亡。
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