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【摘要】 目的  探讨蛋白激酶B（Akt）/沉默信息调节因子3（SIRT3）信号通路在高氧性急性肺损伤（HALI）
中的作用及相关机制。方法  ① 体内实验：将 C57BL/6J 小鼠分为对照组（常氧）和 HALI 组（≥95% 氧气），每
组 6 只。制模后 24 h，经苏木素-伊红（HE）染色后光镜下观察肺组织病理学改变，计算肺湿 / 干质量（W/D）比
值；用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测肺组织总蛋白中凋亡相关蛋白〔活化的天冬氨酸特异性半
胱氨酸蛋白酶 3（cleaved caspase-3）、Bax、Bcl-2〕和线粒体蛋白中自噬相关蛋白〔p62、Beclin-1、微管相关蛋白
轻链 3-Ⅱ/Ⅰ（LC3-Ⅱ/Ⅰ）〕的表达。② 体外实验：体外培养小鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞（AECⅡ）细胞株 MLE-12， 
取对数生长期细胞用于实验。将细胞分为对照组、H2O2 组（500 μmol/L H2O2 模拟 HALI）和 H2O2+3-甲基腺
嘌呤（3-MA）组，制模后 24 h 用细胞计数试剂盒-8（CCK-8）检测细胞活性，用流式细胞仪检测细胞凋亡率，用
Western blotting 检测相关蛋白表达，通过制模前 2 h 给予 10 μmol/L 线粒体自噬抑制剂 3-MA，探讨线粒体自噬
在 H2O2 诱导 AECⅡ细胞凋亡中的作用。另外，将细胞分为对照组、H2O2 组、H2O2+Ly294002 组、H2O2+SC-79
组，通过制模前 2 h 给予 10 μmol/L Akt 抑制剂 Ly294002 或 Akt 激活剂 SC-79，探讨 Akt 信号通路参与线粒体
自噬对 H2O2 诱导 AECⅡ细胞凋亡的保护作用；并通过敲低 SIRT3 探讨其是否也在 Akt 介导的线粒体自噬
对抗 H2O2 诱导 AECⅡ细胞凋亡中发挥保护作用。结果  ① 体内实验结果：光镜下可见对照组肺泡结构清
晰，排列规则；HALI 组可见大量炎症细胞浸润、水肿和肺泡壁增厚，肺 W/D 比值高于对照组（11.5±1.1 比
5.4±0.8，P＜0.05）。与对照组相比，HALI 组促凋亡蛋白 Bax、cleaved caspase-3 表达上调〔Bax（Bax/GAPDH）：
0.49±0.06 比 0.18±0.05，cleaved caspase-3（cleaved caspase-3/GAPDH）：1.71±0.07 比 0.63±0.06，均 P＜0.05〕，
抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达下调（Bcl-2/GAPDH：0.39±0.05 比 1.03±0.08，P＜0.05），自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ比值

（2.16±0.06 比 1.10±0.10）、Beclin-1 表达（Beclin-1/GAPDH：1.04±0.08 比 0.42±0.04）升高（均 P＜0.05），p62
表达降低（p62/GAPDH：0.41±0.04 比 0.99±0.08，P＜0.05）。表明细胞凋亡与线粒体自噬可能促进了 HALI 的
进展。② 体外实验结果：与对照组比较，经 H2O2 处理后 MLE-12 细胞活性、Bcl-2 和 p62 表达水平降低〔细胞
活性：（48.45±6.48）% 比（96.80±2.27）%，Bcl-2（Bcl-2/GAPDH）：0.57±0.07 比 0.82±0.05，p62（p62/GAPDH）： 
0.39±0.06 比 1.03±0.07，均 P＜0.05〕，细胞凋亡率、LC3-Ⅱ/Ⅰ比值、Beclin-1、Bax 和 cleaved caspase-3 表达水
平升高〔细胞凋亡率：（16.12±1.76）% 比（6.54±0.75）%，LC3-Ⅱ/Ⅰ比值：2.05±0.12 比 0.97±0.07，Beclin-1

（Beclin-1/GAPDH）：0.69±0.05 比 0.18±0.03，Bax（Bax/GAPDH）：0.53±0.07 比 0.29±0.04，cleaved caspase-3
（cleaved caspase-3/GAPDH）：0.63±0.04 比 0.19±0.04，均 P＜0.05〕；与 H2O2 组比较，给予 3-MA 预处理后细胞
凋亡增加差异均有统计学意义〔细胞活性：（34.00±5.05）% 比（48.45±6.48）%，细胞凋亡率：（22.21±3.05）%
比（16.12±1.76）%，cleaved caspase-3（cleaved caspase-3/GAPDH）：1.03±0.09 比 0.63±0.04，Bax（Bax/GAPDH）：
0.69±0.07 比 0.53±0.07，Bcl-2（Bcl-2/GAPDH）：0.30±0.04 比 0.57±0.07，p62（p62/GAPDH）：0.64±0.05 比
0.39±0.06，Beclin-1（Beclin-1/GAPDH）：0.34±0.04 比 0.69±0.05，LC3-Ⅱ/Ⅰ 比 值：1.64±0.05 比 2.05±0.12
比，均 P＜0.05〕，表明抑制线粒体自噬会促进 MLE-12 细胞凋亡。加入 Akt 抑制剂 Ly294002 后，细胞表现出与
3-MA 预处理相似的变化；而给予 Akt 激活剂 SC-79 则产生与 3-MA 预处理相反的效应。说明 Akt 的激活能够
促进线粒体自噬的发生，从而抑制细胞凋亡。与H2O2+SC-79组相比，H2O2+SC-79+SIRT3小干扰RNA（siSIRT3）
组细胞凋亡率、cleaved caspase-3、Bax 和 p62 表达水平升高〔细胞凋亡率：（10.30±0.96）% 比（8.82±0.95）%，
cleaved caspase-3（cleaved caspase-3/GAPDH）：0.69±0.05 比 0.44±0.05，Bax（Bax/GAPDH）：0.99±0.06 比
0.49±0.04，p62（p62/GAPDH）：0.59±0.06 比 0.38±0.04，均 P＜0.05〕，SIRT3、Bcl-2 及 Beclin-1 表达水平降低

〔SIRT3（SIRT3/GAPDH）：0.48±0.05 比 0.68±0.04，Bcl-2（Bcl-2/GAPDH）：0.64±0.05 比 0.78±0.05，Beclin-1
（Beclin-1/GAPDH）：0.68±0.04 比 0.79±0.04，均 P＜0.05〕。表明进一步敲低 SIRT3 后，尽管给予 Akt 激活剂
SC-79，细胞线粒体自噬仍受抑制，凋亡显著增加，提示 SIRT3 是 Akt 通路下游介导细胞保护作用的重要靶点。
结论  激活 Akt/SIRT3 信号通路可通过促进线粒体自噬抑制肺泡上皮细胞凋亡，从而减轻 HALI。
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  氧疗被广泛应用于缓解重症肺炎合并急性肺损

伤（acute lung injury，ALI）患者的严重呼吸衰竭［1］。

然而，长时间暴露于高浓度氧会导致多器官损伤，
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【Abstract】 Objective  To investigate the role and underlying mechanism of the protein kinase B (Akt)/sirtuin 3  
(SIRT3) signaling pathway in hyperoxia-induced acute lung injury (HALI).  Methods  1) In vivo experiments: C57BL/6J  
mice were randomly assigned to a control group (normoxia) or a HALI group (≥95% oxygen), with six mice in each group. 
After 24 hours of exposure, lung histopathological changes were evaluated by hematoxylin-eosin (HE) staining, and the 
lung wet/dry weight (W/D) ratio was calculated. Apoptosis-related proteins in total lung lysates (cleaved caspase-3, Bax,  
and Bcl-2) and mitophagy-related proteins in mitochondrial fractions [p62, Beclin-1, and microtubule-associated protein 
light  chain 3-Ⅱ/Ⅰ (LC3-Ⅱ/Ⅰ)] were measured by Western blotting.  2)  In vitro  experiments: Mouse  type Ⅱ alveolar 
epithelial cells (AECⅡ) MLE-12 in the logarithmic growth phase were used. Cells were divided into control group, H2O2 
group (500 μmol/L H2O2 to mimic the HALI), and H2O2+3-methyladenine (3-MA) group. After 24 hours, cell viability was 
assessed by cell counting kit-8 (CCK-8), apoptosis was quantified by flow cytometry, and related proteins were detected 
by Western blotting. To explore  the role of mitophagy in H2O2-induced apoptosis, cells were pretreated 2 hours before 
modeling with 10 μmol/L 3-MA, a mitophagy inhibitor. In additional experiments, cells were divided into control, H2O2,  
H2O2+Ly294002,  and H2O2+SC-79  groups;  10 μmol/L  Ly294002  (Akt  inhibitor)  or  SC-79  (Akt  activator)  was  added  
2 hours before modeling to investigate the involvement of Akt signaling in mitophagy-mediated protection against H2O2- 
induced apoptosis. SIRT3 was further knocked down to determine whether it functions downstream of Akt in this protective  
pathway.  Results  1) In vivo results: Under light microscopy, the control group exhibited clear and regularly arranged 
alveolar structures, whereas the HALI group showed marked inflammatory cell infiltration, edema, and thickened alveolar 
walls. The lung W/D ratio was higher in the HALI group than that in the control group (11.5±1.1 vs. 5.4±0.8, P < 0.05).  
Compared  with  the  control  group,  the HALI  group  showed  increased  expression  of  pro-apoptotic  proteins  Bax,  cleaved 
caspase-3 [Bax (Bax/GAPDH): 0.49±0.06 vs. 0.18±0.05, cleaved caspase-3 (cleaved caspase-3/GAPDH): 1.71±0.07 vs.  
0.63±0.06,  both P<0.05],  and  decreased  expression  of  anti-apoptotic  protein  Bcl-2  (Bcl-2/GAPDH:  0.39±0.05  vs. 
1.03±0.08,  P<0.05).  Mitophagy-related  markers  were  also  altered,  with  increased  LC3-Ⅱ/Ⅰ  ratio  and  Beclin-1 
[LC3-Ⅱ/Ⅰ ratio: 2.16±0.06 vs. 1.10±0.10, Beclin-1  (Beclin-1/GAPDH): 1.04±0.08 vs. 0.42±0.04, both P<0.05],  
and decreased p62 (p62/GAPDH: 0.41±0.04 vs. 0.99±0.08, P < 0.05), suggesting that apoptosis and mitophagy may be 
involved in HALI progression. 2) In vitro results: Compared with the control group, H2O2 treatment reduced cell viability, 
Bcl-2, and p62 [cell viability: (48.45±6.48)% vs. (96.80±2.27)%, Bcl-2 (Bcl-2/GAPDH): 0.57±0.07 vs. 0.82±0.05, 
p62 (p62/GAPDH): 0.39±0.06 vs. 1.03±0.07, all P<0.05], while increasing apoptosis rate, LC3-Ⅱ/Ⅰ ratio, Beclin-1, 
Bax,  and  cleaved  caspase-3  [apoptosis  rate:  (16.12±1.76)%  vs.  (6.54±0.75)%,  LC3-Ⅱ/Ⅰ  ratio:  2.05±0.12  vs. 
0.97±0.07, Beclin-1  (Beclin-1/GAPDH): 0.69±0.05 vs. 0.18±0.03, Bax  (Bax/GAPDH): 0.53±0.07 vs. 0.29±0.04, 
cleaved  caspase-3  (cleaved  caspase-3/GAPDH):  0.63±0.04  vs.  0.19±0.04,  all  P<0.05].  Compared  with  the  H2O2 
group,  3-MA pretreatment  further  aggravated  apoptosis  [cell  viability:  (34.00±5.05)%  vs.  (48.45±6.48)%,  apoptosis 
rate: (22.21±3.05)% vs. (16.12±1.76)%, cleaved caspase-3 (cleaved caspase-3/GAPDH): 1.03±0.09 vs. 0.63±0.04, 
Bax (Bax/GAPDH): 0.69±0.07 vs. 0.53±0.07, Bcl-2 (Bcl-2/GAPDH): 0.30±0.04 vs. 0.57±0.07, p62 (p62/GAPDH): 
0.64±0.05  vs.  0.39±0.06,  Beclin-1  (Beclin-1/GAPDH):  0.34±0.04  vs.  0.69±0.05,  LC3-Ⅱ/Ⅰ  ratio:  1.64±0.05 
vs. 2.05±0.12, all P<0.05],  indicating that inhibition of mitophagy promotes MLE-12 apoptosis. Similar changes were 
observed after adding the Akt inhibitor Ly294002, whereas the Akt activator SC-79 produced effects opposite  to those 
of  3-MA,  suggesting  that  Akt  activation  promotes  mitophagy  and  thereby  suppresses  apoptosis.  Compared  with  the 
H2O2+SC-79 group, SIRT3 knockdown (H2O2+SC-79+siSIRT3)  increased apoptosis rate, cleaved caspase-3, Bax, and 
p62 [apoptosis rate: (10.30±0.96)% vs. (8.82±0.95)%, cleaved caspase-3 (cleaved caspase-3/GAPDH): 0.69±0.05 vs. 
0.44±0.05, Bax (Bax/GAPDH): 0.99±0.06 vs. 0.49±0.04, p62 (p62/GAPDH): 0.59±0.06 vs. 0.38±0.04, all P<0.05], 
and decreased SIRT3, Bcl-2, and Beclin-1 [SIRT3 (SIRT3/GAPDH): 0.48±0.05 vs. 0.68±0.04, Bcl-2 (Bcl-2/GAPDH): 
0.64±0.05  vs.  0.78±0.05,  Beclin-1  (Beclin-1/GAPDH):  0.68±0.04  vs.  0.79±0.04,  all  P<0.05].  These  findings 
indicate  that  SIRT3  knockdown  attenuates  SC-79-induced  mitophagy  and  enhances  apoptosis,  supporting  SIRT3  as 
an  important  downstream  effector  of  the Akt  pathway.  Conclusion  Activation  of  the Akt/SIRT3  signaling  pathway 
promotes mitophagy to inhibit alveolar epithelial cell apoptosis, thereby attenuating HALI.
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其中肺是受氧毒性影响最大的组织之一［2］。高氧

性急性肺损伤（hyperoxia-induced acute lung injury，

HALI）以肺部炎症和蛋白渗漏为特征［3］。Ⅱ型肺泡
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上皮细胞（type Ⅱ alveolar epithelial cell，AECⅡ）主

要覆盖在肺泡表面，通过合成、分泌和回收肺表面

活性物质，对于维持肺内环境稳定至关重要［4］。在

HALI 过程中，高氧诱导氧化应激和线粒体功能障

碍，导致 AECⅡ细胞凋亡和随后的肺组织损伤［5］。

因此，保持 AECⅡ细胞活性和功能是治疗 HALI 的

一种有前途的方法。线粒体通过调节三磷酸腺苷 

（adenosine triphosphate，ATP）合成和细胞代谢为细

胞提供能量［6］。而线粒体自噬通过将受损的线粒

体选择性地靶向溶酶体降解，成为细胞稳态中的关

键调节机制［7-8］。线粒体自噬可有效抑制活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的产生，从而抑制细

胞凋亡和促进细胞存活［8-9］。沉默信息调节因子 3

（sirtuin 3，SIRT3）作为线粒体去乙酰化酶，在维持线

粒体稳态和能量代谢中发挥关键作用［10］。部分研

究表明，SIRT3 激活可抑制 ROS 过度活化并增强线

粒体自噬［11-12］；过表达 SIRT3 可减轻 HALI［13］，但

具体机制不明，部分研究表明，蛋白激酶 B（protein 

kinase B，Akt）激活可增强线粒体自噬，有利于选择

性清除受损的线粒体［14-15］。前期研究表明，激活

Akt 信号通路可抑制 AECⅡ凋亡，在 HALI 中发挥

保护作用［16-17］。SIRT3 作为 Akt 下游分子，可抑制

细胞凋亡［18］。然而 Akt/SIRT3 信号通路是否可以

调控 HALI 中的线粒体自噬从而影响细胞凋亡目前

尚不清楚。本研究旨在探讨 HALI 中线粒体自噬与

细胞凋亡之间的复杂相互作用，特别关注 Akt/SIRT3

信号通路在激活线粒体自噬对抗 H2O2 诱导的

AECⅡ细胞凋亡中的保护作用，并阐明 AECⅡ细胞

中 Akt/SIRT3 依赖的线粒体自噬的分子机制，为开

发 HALI 靶向治疗策略提供依据。

1 材料与方法 
1.1 体内实验

1.1.1 实验动物及伦理学：SPF 级雄性 C57BL/6J 小

鼠，体质量（22±2）g，购于长沙市天勤生物科技公

司，动物合格证号：SCXK（湘）2021-0004。动物实验

过程符合动物伦理学标准，并通过遵义医科大学附 

属医院伦理委员会批准（审批号：KLL-2021-095）。

1.1.2 动物分组及模型制备：按随机数字表法将小

鼠分为对照组和 HALI 组，每组 6 只。将小鼠暴露

于高浓度（≥95%）氧气中 24 h 制备 HALI 模型［19］； 

对照组则在常氧状态下正常饲养。制模后 24 h

颈椎脱臼法处死小鼠，取肺组织，苏木素-伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色观察病理学改变，并计

算肺湿 / 干质量（wet/dry weight，W/D）比值；用蛋白

质免疫印迹试验（Western blotting）检测肺组织蛋白

表达。

1.2 体外实验

1.2.1 抑制线粒体自噬观察H2O2对小鼠AECⅡ细胞 

株MLE-12细胞凋亡的影响：MLE-12细胞购于ATCC 

细胞库，并在含10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS） 

的DMEM/F12培养基中培养（待细胞融合约80%时，

各组细胞同步化 12 h），将细胞分为对照组、H2O2 组

和 H2O2+3- 甲基腺嘌呤（3-methyladenine，3-MA）组。

将细胞暴露于500 μmol/L H2O2中24 h模拟HALI［20］；

H2O2+3-MA 组于制模前 2 h 用 10 μmol/L 3-MA 处理

细胞；对照组细胞常规培养，加入等体积生理盐水。

于制模后 24 h 收集细胞，用细胞计数试剂盒-8（cell 

counting kit-8，CCK-8）检测细胞活性；用流式细胞仪 

检测细胞凋亡；用 Western blotting 检测蛋白表达。

1.2.2 Akt激活及抑制实验：取对数生长期的MLE-12 

细胞，在含 10% FBS 的 DMEM/F12 培养基中培养，

待细胞融合约80%时，将细胞分为对照组、H2O2 组、

H2O2+Ly294002 及 H2O2+SC-79 组。 以 500 μmol/L  

H2O2 干预 24 h 模拟HALI；H2O2+Ly294002和H2O2+ 

SC-79 组分别于制模前 2 h 用 Akt 抑制剂 Ly294002

（10 μmol/L）或激活剂 SC-79（10 μmol/L）干预；对照

组常规培养。制模后 24 h 收集细胞，用流式细胞仪

检测细胞凋亡；用 Western blotting 检测蛋白表达。

1.2.3 沉默 SIRT3 观察 Akt 激活剂 SC-90 对 MLE-

12 细胞线粒体自噬和凋亡的影响：取对数生长期的

MLE-12 细胞，在含 10% FBS 的 DMEM/F12 培养基

中培养，待细胞融合约 80% 时，将细胞分为对照组、 

H2O2组、H2O2+SC-79组及H2O2+SC-79+si-SIRT3组。 

用 500 μmol/L H2O2 干预24 h模拟HALI；H2O2+SC-79 

组于制模前2 h用Akt激活剂SC-79（10 μmol/L）干预；

H2O2+SC-79+siSIRT3 组利用 Gene Pharma 合成靶向 

SIRT3的小干扰RNA（small interfering RNA of SIRT3， 

siSIRT3）转染细胞，培养46 h后加入SC-79（10 μmol/L）； 

对照组常规培养。制模后 24 h，用流式细胞仪检测

细胞凋亡；用 Western blotting 检测蛋白表达。

1.3 检测指标及方法

1.3.1 病理学观察：取小鼠左肺上叶，浸泡在 4%

多聚甲醛中，石蜡包埋，切成 5 μm 厚切片，脱蜡和水

化后进行 HE 染色，光镜下观察肺组织病理学改变。

1.3.2 肺 W/D 比值：取小鼠左肺下叶，擦干称湿质

量，然后将肺组织置于 80 ℃下干燥，并称干质量，计
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算肺 W/D 比值以评估肺组织水肿情况。

1.3.3 线粒体蛋白提取：取小鼠右肺上叶组织 

20 mg，冰上保存，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered  

saline，PBS）洗涤 1 次，置于冰上离心管或培养皿，

剪成组织碎片；加入预冷的线粒体分离试剂 A 或

临用前使用添加丝氨酸蛋白酶苯甲基磺酰氟的线

粒体分离试剂 A，在冰浴上匀浆 10 次左右，4 ℃下

1 000×g 离心 5 min 取上清液，转移到另一个离心

管中，4 ℃下 11 000×g 离心 10 min，弃上清液，沉

淀即为线粒体，提取线粒体蛋白定量后备用。

1.3.4 Western blotting 检测蛋白表达：取小鼠右

肺中叶及下叶肺组织 50 mg，使用裂解液提取总

蛋白（线粒体自噬相关蛋白检测需用提取的线粒

体蛋白）；等量蛋白经 10% 十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移至甲醇化的聚偏

二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜上，然

后用 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入一抗促凋亡

蛋白〔活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3

（cleaved caspase-3；1∶1 000）、Bax（1∶2 000）〕、抗

凋亡蛋白（Bcl-2；1∶1 000）及线粒体自噬蛋白〔p62

（1∶1 000）、Beclin-1（1∶500）、微管相关蛋白轻链

3-Ⅱ/Ⅰ（microtubule-associated protein  light  chain 

3-Ⅱ/Ⅰ，LC3-Ⅱ/Ⅰ；1∶1 000）〕4 ℃孵育过夜，用辣

根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的

二抗室温孵育2 h。使用 Image Lab 软件曝光、拍照，

以靶蛋白与 3-磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）的灰度值比值作

为靶蛋白表达量。

1.3.5 CCK-8 法检测细胞活性：将 MLE-12 细胞

接种于 96 孔板（每孔 8×103 个细胞），待细胞融合

80%～90% 时加入 500 μmol/L H2O2 干预 24 h，加入

CCK-8 溶液（每孔 10 μL），继续孵育 2 h。用酶标仪

在 450 nm 处测量吸光度（A）值，代表细胞活性。

1.3.6 流式细胞仪检测细胞凋亡：收集处理后的

MLE-12 细胞，用 PBS 冲洗，800×g 离心，PBS 重悬；

将细胞与膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素（AnnexinⅤ-

fluorescein isothiocyanate，AnnexinⅤ-FITC）和 碘 化

丙啶（propidium iodide，PI）在 37 ℃下培养 30 min；

用流式细胞仪分析细胞凋亡情况。

1.4 统计学分析：应用SPSS 19.0软件进行统计学分

析。所有计量资料均符合正态分布，以均数±标准 

差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，两

两比较用Student-t 检验。检验水准α＝0.05（双侧）。

2 结 果 
2.1 体内实验：HE 染色显示（图 1），对照组小鼠肺

组织结构正常，未见明显病理学改变；而 HALI 组小

鼠肺组织出现明显的炎症细胞浸润、肺泡间隔增厚

及水肿。定量分析结果显示，HALI 组小鼠肺 W/D

比值高于对照组（11.5±1.1 比 5.4±0.8，P＜0.05）。 

提示HALI模型建立成功。进一步检测显示，与对照

组相比，HALI 组小鼠肺组织中促凋亡蛋白 cleaved  

caspase-3、Bax 表达升高，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达降

低；同时，自噬相关标志物 Beclin-1、LC3-Ⅱ/Ⅰ比

值升高，而 p62 表达下降（均 P＜0.05；图 2；表 1）。

以上结果提示，HALI 可同时诱导细胞凋亡和线粒

体自噬的活化，这一过程可能参与了 HALI 的病理

进展。

图 1　光镜下观察两组小鼠肺组织病理学改变　对照组（A）肺泡结
构清晰，排列规则；高氧性急性肺损伤（HALI）组（B）可见肺泡水肿
和肺泡壁增厚　苏木素 - 伊红（HE）染色　中倍放大

注：HALI 为高氧性急性肺损伤，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨
酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶，LC3

为微管相关蛋白 1 轻链 3

图 2　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测
两组小鼠肺组织蛋白表达

2.2 体外实验

2.2.1 抑制线粒体自噬可加重 H2O2 诱导的 AECⅡ

细胞凋亡：表 2 和图 3～4 显示，与对照组相比，

H2O2 组细胞活性、Bcl-2 和 p62 蛋白表达降低，细

胞凋亡率、LC3-Ⅱ/Ⅰ比值、Beclin-1、Bax 和 cleaved 

caspase-3 蛋白表达升高（均 P＜0.05），表明抑制

线粒体自噬能够促进 MLE-12 细胞凋亡。与 H2O2

组 相 比，H2O2+3-MA 组 细 胞 活 性、LC3-Ⅱ/Ⅰ 比

值、Bcl-2 和 Beclin-1 表达降低，细胞凋亡率、Bax、

cleaved caspase-3 和 p62 表达升高（均 P＜0.05），表

明抑制线粒体自噬可促进 MLE-2 细胞凋亡。
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表 1　两组小鼠肺组织中凋亡及自噬相关蛋白表达比较（x±s）

组别 动物数
（只）

cleaved caspase-3
（cleaved caspase-3/GAPDH）

Bax 蛋白
（Bax/GAPDH）

Bcl-2 蛋白
（Bcl-2/GAPDH）

p62
（p62/GAPDH）

Beclin-1
（Beclin-1/GAPDH）

LC3-Ⅱ/Ⅰ
比值

对照组 6 0.63±0.06 0.18±0.05 1.03±0.08 0.99±0.08 0.42±0.04 1.10±0.10
HALI 组 6   1.71±0.07 a   0.49±0.06 a   0.39±0.05 a   0.41±0.04 a   1.04±0.08 a   2.16±0.06 a

注：HALI 为高氧性急性肺损伤，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶， 

LC3-Ⅱ/Ⅰ为微管相关蛋白轻链 3-Ⅱ/Ⅰ；与对照组比较，aP＜0.05

表 2　各组小鼠 AECⅡ细胞活性、凋亡率以及凋亡和自噬相关蛋白表达比较（x±s）

组别 样本数
（孔）

细胞活性
（%）

细胞凋亡率
（%）

cleaved caspase-3
（cleaved caspase-3/

GAPDH）

Bax 蛋白
（Bax/
GAPDH）

Bcl-2 蛋白
（Bcl-2/
GAPDH）

p62
（p62/
GAPDH）

Beclin-1
（Beclin-1/
GAPDH）

LC3-Ⅱ/Ⅰ
比值

对照组 6 96.80±2.27 6.54±0.75 0.19±0.04 0.29±0.04 0.82±0.05 1.03±0.07 0.18±0.03 0.97±0.07
H2O2 组 6 48.45±6.48 a 16.12±1.76 a   0.63±0.04 a 0.53±0.07 a 0.57±0.07 a   0.39±0.06 a    0.69±0.05 a    2.05±0.12 a

H2O2+3-MA组 6 34.00±5.05 b 22.21±3.05 b   1.03±0.09 b  0.69±0.07 b 0.30±0.04 b   0.64±0.05 b    0.34±0.04 b    1.64±0.05 b

注：3-MA 为 3-甲基腺嘌呤，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，GAPDH 为 3-磷

酸甘油醛脱氢酶，LC3-Ⅱ/Ⅰ为微管相关蛋白轻链 LC3-Ⅱ/Ⅰ；与对照组比较，aP＜0.05；与 H2O2 组比较，bP＜0.05

Beclin-1 表达升高（均 P＜0.05），说明激活 Akt 可促

进线粒体自噬抑制 H2O2 诱导的 MLE-12 细胞凋亡。

2.2.3 敲低 SIRT3 后线粒体自噬抑制及细胞凋亡增

加，SC-79 能部分逆转 SIRT3 沉默致 H2O2 诱导的细

胞损伤：表 4 和图 7～8 显示，与对照组相比，H2O2

组细胞凋亡率、cleaved caspase-3、Bax 和 Beclin-1 表

达升高，Bcl-2、p62 和 SIRT3 表达降低（均 P＜0.05）。

与 H2O2 组相比，H2O2+SC-79 组细胞凋亡率、cleaved 

caspase-3、Bax 和 p62 表达降低，Bcl-2、Beclin-1 和

SIRT3 表达升高（均 P＜0.05）。与 H2O2+SC-79 组

相比，H2O2+SC-79+siSIRT3 组细胞凋亡率、cleaved 

2.2.2 激活 Akt 促进线粒体自噬抑制 MLE-12 细胞

凋亡：表3和图5～6显示，与对照组相比，H2O2 组细

胞凋亡率、LC3-Ⅱ/Ⅰ比值、Beclin-1、Bax 和 cleaved  

caspase-3 蛋白表达升高，Bcl-2、p62 蛋白表达降低

（均 P＜0.05）。与 H2O2 组相比，H2O2+Ly294002 组

LC3-Ⅱ/Ⅰ比值、Beclin-1、Bcl-2 表达降低，细胞凋亡 

率、cleaved caspase-3、Bax 和 p62 蛋白表达升高（均 

P＜0.05），说明抑制Akt激活可抑制线粒体自噬促进 

H2O2 诱导的MLE-12细胞凋亡。与H2O2+Ly294002组

相比，H2O2+SC-79组细胞凋亡率、cleaved caspase-3、 

Bax 和 p62 蛋白表达降低，LC3-Ⅱ/Ⅰ比值、Bcl-2 和

注：3-MA 为 3-甲基腺嘌呤，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3， 
GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3

图 4　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 AECⅡ细胞蛋白表达

注：3-MA 为 3-甲基腺嘌呤，AECⅡ为Ⅱ型肺泡上皮细胞，AnnexinⅤ-FITC 为膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶

图 3  流式细胞仪检测各组小鼠 AECⅡ细胞凋亡情况
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表 4　各组小鼠 MLE-12 细胞凋亡率以及凋亡和自噬相关蛋白表达比较（x±s）

组别 样本数
（孔）

细胞凋亡率
（%）

cleaved-caspase-3
（cleaved caspase-3/

GAPDH）

Bax 蛋白
（Bax/
GAPDH）

Bcl-2 蛋白
（Bcl-2/
GAPDH）

p62
（p62/
GAPDH）

Beclin-1
（Beclin-1/
GAPDH）

SIRT3
（SIRT3/
GAPDH

对照组 6 0.75±0.25 0.32±0.04 0.22±0.03 1.03±0.08 0.93±0.05 0.32±0.04 0.98±0.05
H2O2 组 6 15.75±1.55 a 0.82±0.04 a 0.68±0.05 a 0.36±0.04 a 0.79±0.04 a 0.57±0.04 a 0.54±0.04 a

H2O2+SC-79 组 6 8.82±0.95 b 0.44±0.05 b 0.49±0.04 b 0.78±0.05 b 0.38±0.04 b 0.79±0.04 b 0.68±0.04 b

H2O2+SC-79+siSIRT3 组 6 10.30±0.96 c 0.69±0.05 c 0.99±0.06 c 0.64±0.05 c 0.59±0.06 c 0.68±0.04 c 0.48±0.05

注：SC-79 为蛋白激酶 B（Akt）激活剂，siSIRT3 为沉默信息调节因子 3（SIRT3）小干扰 RNA，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性

半胱氨酸蛋白酶 3，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶；与对照组比较，aP＜0.05；与 H2O2 组比较，bP＜0.05；与 H2O2+SC-79 组比较，cP＜0.05

caspase-3、Bax 和 p62 表达升高，Bcl-2、Beclin-1 和

SIRT3 表达降低（均 P＜0.05）。

3 讨 论 
  HALI 是一种严重疾病，其特征是暴露于高水

平的氧气导致肺部炎症和损伤［21-22］。细胞凋亡是

一种高度调节的程序性细胞死亡过程，与 ALI 的发

病机制有关［23］，特别是在 HALI 中［24］。本研究表

明，HALI 诱导肺组织细胞凋亡，表现为促凋亡蛋

白 Bax、cleaved caspase-3 上调和抗凋亡蛋白 Bcl-2

下调。这种凋亡相关蛋白的失调表明细胞凋亡途

径在应对高氧时被激活。此外，在暴露于 H2O2 的

AECⅡ细胞中也观察到类似的凋亡相关蛋白变化，

提示 HALI 相关凋亡至少部分源于氧化应激驱动的 

AECⅡ细胞凋亡。

表 3　各组小鼠 MLE-12 细胞凋亡率以及凋亡和自噬相关蛋白表达比较（x±s）

组别 样本数
（孔）

细胞
凋亡率
（%）

cleaved-caspase-3
（cleaved caspase-3/

GAPDH）

Bax 蛋白
（Bax/
GAPDH）

Bcl-2 蛋白
（Bcl-2/
GAPDH）

p62
（p62/
GAPDH）

Beclin-1
（Beclin-1/
GAPDH）

LC3-Ⅱ/Ⅰ
比值

对照组 6 6.13±0.75 0.16±0.03 0.16±0.03 1.07±0.08 1.03±0.08 0.25±0.03 0.62±0.10
H2O2 组 6 16.43±1.94 a 0.48±0.05 a 0.72±0.06 a 0.48±0.04 a 0.70±0.04 a 0.65±0.04 a 1.21±0.05 a

H2O2+Ly294002 组 6 22.38±2.95 b 0.68±0.05 b 1.04±0.08 b 0.24±0.05 b 0.79±0.04 b 0.38±0.04 b 0.89±0.08 b

H2O2+SC-79 组 6 10.94±1.46 c 0.29±0.04 c 0.55±0.05 c 0.64±0.05 c 0.38±0.05 c 0.97±0.08 c 1.99±0.12 c

注：Ly294002 为蛋白激酶 B（Akt）抑制剂，SC-79 为 Akt 激活剂，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，GAPDH 为 

3-磷酸甘油醛脱氢酶，LC3-Ⅱ/Ⅰ为微管相关蛋白轻链 3-Ⅱ/Ⅰ；与对照组比较，aP＜0.05；与 H2O2 组比较，bP＜0.05；与 H2O2+Ly294002 组比较，
cP＜0.05

注：Ly294002 为蛋白激酶 B（Akt）抑制剂，SC-79 为 Akt 激活剂，p-Akt 为磷酸化 Akt，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，cleaved caspase-3 为
活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3

图 6　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 MLE-12 细胞蛋白表达

注：Ly294002 为蛋白激酶 B（Akt）抑制剂，SC-79 为 Akt 激活剂，AnnexinⅤ-FITC 为膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶

图 5  流式细胞仪检测各组小鼠 MLE-12 细胞凋亡情况
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  线粒体自噬是一种选择性自噬形式，已经成为

维持线粒体质量控制和细胞稳态的关键过程［25］。

线粒体自噬是一种选择性降解线粒体的过程，可以

清除受损的线粒体，防止 ROS 过度产生［26］。维持

线粒体健康及其生物能量平衡在 ALI 治疗中是必要

的［27］。本研究中通过提取线粒体蛋白并检测自噬

相关指标，证明了 HALI 可诱导肺组织中线粒体自

噬，自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1、p62 表达水

平改变有利于线粒体自噬激活，这表明线粒体自噬

是应对高氧触发的一种保护机制，以清除受损的线

粒体，维持线粒体健康。与此一致，在 H2O2 刺激的

AECⅡ细胞中，使用 3-MA 抑制线粒体自噬，加剧了

细胞凋亡并破坏了细胞活性，突出了线粒体自噬在

对抗 HALI 细胞损伤中的保护作用。

  Akt 信号通路在细胞存活中起至关重要的作

用，并广泛参与增殖、代谢、生长、抑制凋亡及调节

自噬等多个关键细胞过程［18］。前期研究已明确

了 Akt 激活在 HALI 中的保护作用［17，28-30］。本研

究结果显示，Akt 信号通路在 HALI 小鼠和 H2O2 处

理的 AECⅡ细胞中被抑制，并证实 Akt 激活可保护

AECⅡ细胞对抗 H2O2 诱导的细胞凋亡，增强细胞活

性，Akt 激活还可促进线粒体自噬，表现为自噬相关

蛋白调节和自噬流改变；相反，抑制 Akt 则进一步

加剧细胞凋亡，破坏线粒体自噬，证实 Akt 介导的信

号在减轻 H2O2 诱导 AECⅡ细胞凋亡中的重要性。

  SIRT3 是一种线粒体去乙酰化酶，参与调节线

粒体功能和细胞对氧化应激的反应［31］。有研究表

明，SIRT3 作为 Akt 下游靶点［18］，具有抗炎、抗凋亡

作用［32］。本研究结果显示，敲低 SIRT3 后，尽管给

予 Akt 激活剂 SC-79，细胞线粒体自噬仍受抑制，凋

亡显著增加，提示 SIRT3 是 Akt 通路下游介导细胞

保护作用的重要靶点。

  综上所述，HALI 启动了线粒体自噬和凋亡。

此外，Akt/SIRT3 激活可促进保护性线粒体自噬，抑

注：SC-79 为蛋白激酶 B（Akt）激活剂，siSIRT3 为沉默信息调节因子 3（SIRT3）小干扰 RNA，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶，p-Akt 为磷酸
化 Akt，cleaved caspase-3 为活化的天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 3，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3

图 8　蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组小鼠 MLE-12 细胞蛋白表达

注：SC-79 为蛋白激酶 B（Akt）激活剂，siSIRT3 为沉默信息调节因子 3（SIRT3）小干扰 RNA，AnnexinⅤ-FITC 为 AnnexinⅤ-异硫氰酸荧光素，
PI 为碘化丙啶

图 7  流式细胞仪检测各组小鼠 MLE-12 细胞凋亡情况
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制 H2O2 诱导的 AECⅡ细胞凋亡。因此，靶向 Akt/

SIRT3 信号通路将是 HALI 的潜在治疗策略。本研

究揭示了 Akt/SIRT3 信号通路通过线粒体自噬调

控 HALI 中 AECⅡ细胞凋亡的机制。与既往在心肌

缺血再灌注及神经退行性疾病中报道的作用不同，

HALI 具有独特的氧毒性病理环境和 AECⅡ细胞特

异性损伤模式，不仅补充了 Akt/SIRT3 信号通路在

肺损伤中的作用证据，还提示了其在肺保护治疗中

的潜在靶点价值。需要指出的是，本研究的线粒体

自噬证据主要依赖于蛋白学检测，相关结论仍需通

过透射电镜、共聚焦成像及体内功能学挽救实验进

一步验证。
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