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Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在吸烟诱导的肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤中
的作用机制

姜晓亮，刘　 雪，刘云鹏，付　 慧，刘　 星，杨志伟∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探索 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在吸烟诱导的肺泡Ⅱ型上皮细胞损伤中的作用机制。 方法　 使用香烟烟雾提

取物（ＣＳＥ）处理人肺泡Ⅱ型上皮细胞复制吸烟诱导的肺泡上皮细胞损伤。 使用 ＤＣＦＤＡ 荧光探针检测 ＲＯＳ 的生成，
ＥＬＩＳＡ 方法检测炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的水平，免疫印迹方法检测 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的表达以及过氧化物酶（Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３Ｈ）的
氧化情况。 同时检测 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 以及阿奇霉素处理后细胞中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 和 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３Ｈ 的表达以及 ＲＯＳ 的生成和

炎症因子的分泌。 结果　 ＣＳＥ 处理 Ａ５４９ 细胞后 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的表达降低，Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３ Ｈ 的表达增加，ＲＯＳ 的产量升高，
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的分泌增多，阿奇霉素能够显著缓解 ＣＳＥ 诱导的氧化应激及炎症损伤（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ａ５４９ 细胞经

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 沉默后，超氧化的 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３Ｈ 表达增多，ＲＯＳ 的产量升高，ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的分泌增多，但额外给予阿

奇霉素不能缓解细胞的氧化应激及炎症损伤。 结论　 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 通过抑制细胞内 ＲＯＳ 的生成在吸烟诱导的肺泡Ⅱ型

上皮细胞损伤中发挥重要的保护作用，其机制与 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 催化还原超氧化的过氧化物酶有关。
【关键词】 　 肺泡上皮细胞损伤；慢性阻塞性肺疾病；香烟烟雾；Ｓｅｓｔｒｉｎ２；活性氧
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　 　 吸烟是严重危害公共健康的重大问题，也是导

致支 气 管 肺 癌 和 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）等疾病发展的

重要病因之一［１］。 香烟烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ，ＣＳ）含
有多种复杂的化学物质，包括大量的自由基以及高

浓度的氧化剂［２］。 香烟烟雾中自由基的吸入可导

致氧化应激反应，直接损伤肺泡上皮细胞，是诱发

肺损伤的第一步［３］。 肺泡 ＩＩ 型上皮细胞（ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｔｙｐｅ ＩＩ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＡＴ⁃ＩＩ） 是肺泡上皮的干细

胞［４］，它的损伤参与了多种慢性气道疾病的发展，
导致不良预后的发生［５ － ６］。 因此，保护 ＡＴ⁃ＩＩ 细胞

免受香烟烟雾的伤害，在多种与吸烟相关肺病的治

疗中有重要意义。
Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 是抗氧化蛋白 Ｓｅｓｔｒｉｎ 家族的重要成

员［７］，它可缓解糖尿病代谢异常、心血管疾病等导

致的氧化应激损伤［８ － ９］，近年来被认为是一种高效

的安全生物制剂。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 通过抑制过氧化物酶

（Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３Ｈ）的超氧化，降低细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 水平［１０］，从而发挥抗氧化作

用，可能参与吸烟诱导的 ＡＴ⁃ＩＩ 细胞损伤的发生发

展，然而肺泡上皮细胞受到烟雾刺激损伤时 Ｓｅｓｔｒｉｎ２
的作用机制仍然不是很清楚。 因此，该研究以肺泡

ＩＩ 型上皮细胞为靶细胞，从而对 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在香烟烟

雾诱导的 ＡＴ⁃ＩＩ 细胞损伤中的作用机制进行初步

探讨。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

人 Ａ５４９ 细胞株（肺泡Ⅱ型上皮细胞来源）购自

美国培 养 物 保 存 中 心 （ ＡＴＣＣ， 编 号： ＣＲＭ⁃ＣＣＬ⁃
１８５）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

１６４０ 培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血清（ ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ ） 和 双 抗 以 及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 抗体、ＧＡＰＤＨ

抗 体 购 自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公 司；
ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃Ｃｙｓ 和 ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃ＳＯ３ 抗 体 购 自

Ａｂｃａｍ 公司；Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 和 ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ
购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；２’， ７’⁃二氯荧光素二

乙酸酯（２’， ７’⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＤＡ）购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司；羰酰氰基对氯

苯脘购自 Ｓｉｇｍａ 公司；山羊抗兔 ／鼠二抗购自北京中

山金桥公司；ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 检测 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自

上海信帆生物有限公司。 电泳仪（北京六一仪器

厂，ＤＹＹ⁃Ｃ）；电泳槽（上海天能，ＶＥ⁃１８０）；电转槽

（上海天能， ＶＥ⁃１８６ ）； 多功能酶标仪 （ Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
ＧＯ）；化学发光凝胶成像仪（Ｔａｎｏｎ⁃５５００）；正向显微

镜（Ｌｅｉｃａ ＤＭ６０００ Ｂ）；低温高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养和实验分组

将 Ａ５４９ 细胞用含 １０％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基，置
于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。 取指数生长期

细胞接种于相应的培养皿中长至约 ７０％ ～ ８０％ ，实
验前需换无血清的培养基培养 ２ ～ ４ ｈ 然后用于实

验。 然后将 Ａ５４９ 细胞分为八组：对照组、香烟烟雾

提取物（ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）处理组（１０％ ，
２４ ｈ）、阿奇霉素（ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，ＡＺＭ）处理组（５ μｇ ／
ｍＬ，２４ ｈ）、 ＣＳＥ ＋ 阿奇霉素处理组、 转染 ｎｏｎ⁃
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ 组（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，４８ ｈ）、转染 Ｓｅｓｔｒｉｎ２
ｓｉＲＮＡ 组 （ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ４８ ｈ ）、 转 染 ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｓｉＲＮＡ ＋阿奇霉素处理组和转染 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ ＋
阿奇霉素处理组。
１􀆰 ３􀆰 ２　 香烟烟雾提取物（ＣＳＥ）的制备

参照 Ｃａｒｐ 等［１１］ 的方法，将两支香烟去掉滤嘴

后燃烧，由 ５０ ｍＬ 注射器负压吸引装置（改造）连续

匀速抽吸（５０ ｍＬ ／ ｍｉｎ），该装置将烟雾吸入 １０ ｍＬ
的 １６４０ 培养基中，香烟在 １５ ｍｉｎ 内需要燃烧完毕，
然后充分摇动使其溶解制成悬液，并用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢

氧化钠（ＮａＯＨ）将 ｐＨ 调至 ７􀆰 ２ ～ ７􀆰 ４，最后用 ０􀆰 ２２
μｍ 孔径的滤器（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｗａｔｆｏｒｄ，ＵＫ）过滤，除去

７４中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ２８ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ５



细菌和杂质。 制备好的 ＣＳＥ 原液用不含血清的

１６４０ 培养基稀释 １０ 倍［１２］， 浓度用百分数表示

（１０％ ），在 ３０ ｍｉｎ 内用于实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ａ５４９ 细胞 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 基因沉默

Ａ５４９ 细胞在 ６ 孔培养皿中培养 ２４ ｈ，细胞密度

达到每孔 ２ × １０５ 个。 按照说明书的步骤，使用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ２０００ 将 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ （１０ ｎｍｏｌ ／
Ｌ）转入到 Ａ５４９ 细胞中，ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ 作为阴

性对照。 转染 ４８ ｈ 后更换新鲜的培养基（含 １０％
ＦＢＳ），用免疫印迹法检测细胞中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的表达。

注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与未进行阿奇霉素处理的香烟烟雾提取物组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 香烟烟雾提取物对肺泡上皮细胞 ＲＯＳ 和细胞因子的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＳＥ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ＡＺＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

用细胞刮收集各组处理后的细胞，放置到蛋白

裂解液中制备总蛋白样本，ＢＣＡ 法测蛋白浓度并调

整一致。 每个样本取 ３０ μｇ 上样进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳，转膜，脱脂奶粉常温封闭 １ ｈ，抗体稀释液将不同

抗体按比例稀释：抗 Ｓｅｓｔｒｉｎ２（１∶ ５００）、ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃
Ｃｙｓ（１ ∶ １０００）、ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃ＳＯ３ （１ ∶ ２００）和 ＧＡＰＤＨ
一抗，放置于 ４℃冰箱孵育过夜，再次洗膜，室温下

孵育二抗（１∶ ５０００，１ ｈ），洗膜后使用化学发光试剂

显色，ＮＣ 膜扫描保存并定量分析。
１􀆰 ３􀆰 ５　 炎症因子水平检测

取实验各组细胞上清液，ＥＬＩＳＡ 方法检测细胞

上清液 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的水平，所有实验操作均严格

按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒使用说明书进行，并设定实验平

行组，最终使用酶标仪读数并分析。
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测

细胞内 ＲＯＳ 水平采用 ＤＣＦＤＡ 荧光探针进行检

测。 药物处理的细胞使用无血清的 １６４０ 培养基洗

１ 次后，加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＤＡ 于 ３７℃ 孵育 ３０
ｍｉｎ，羰酰氰基对氯苯脘作阳性对照。 使用微板阅读

器在 ４８５ ｎｍ 的激发波长和 ５３０ ｎｍ 的发射波长上测

量 ＤＣＦＤＡ 荧光并计算 ＲＯＳ 的阳性率。
１􀆰 ４　 统计学方法

统计学分析采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件。 统计数据的

表示采用平均数 ±标准误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ），两组比较采用

ｔ 检验，多组间比较采用 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析，以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 香烟烟雾提取物诱导肺泡上皮细胞发生氧化

应激

已有研究证实氧化应激是香烟烟雾的主要致

病因子［１２］，本研究采用香烟烟雾提取物 （ ＣＳＥ，
１０％ ）处理肺泡上皮细胞 ２４ ｈ。 研究发现 ＣＳＥ 组细

胞 ＲＯＳ 产量较对照组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ａ），
细胞分泌的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图
１Ｂ 和 １Ｃ）。 研究证实在 Ａ５４９ 细胞中，阿奇霉素能

够抑制 ＣＳＥ 诱导的氧化应激损伤［１３］，因此本研究

在 ＣＳＥ 处理的基础上同时给予阿奇霉素（ＡＺＭ，５
μｇ ／ ｍＬ）。 如图 １ 所示，ＡＺＭ 能够显著缓解 ＣＳＥ 诱

导的 ＲＯＳ 产生，细胞分泌的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 等炎症

因子较未进行阿奇霉素处理的 ＣＳＥ 组亦显著减少。
２􀆰 ２　 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在肺泡上皮细胞氧化应激中的作用

图 ２Ａ 显示，ＣＳＥ 处理 Ａ５４９ 细胞后抗氧化蛋白

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的表达较对照组显著降低［（７１ ± ７􀆰 ２）％ 比

（１００ ± ８􀆰 ７）％ ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］，该结果显示 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 可

能通过其抗氧化作用参与了吸烟诱导的 ＣＯＰＤ。 为

证实 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在 ＣＯＰＤ 中的重要作用，本研究给予

肺泡上皮细胞 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）处理。 ４８
ｈ 后检测 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 蛋白表达显著降低［（５０ ± ８􀆰 ９）％
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比（１００ ± １０）％ ，图 ２Ｂ］。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 沉默组细

胞的 ＲＯＳ 的产量较对照组显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ３
Ａ），炎症因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的水平显著增加（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，图 ３Ｂ 和 ３Ｃ）。 但给予 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 组阿奇

霉素，发现升高的 ＲＯＳ 并没有显著降低， Ｓｅｓｔｒｉｎ２
ｓｉＲＮＡ 沉默后使得阿奇霉素的抗氧化作用效果减

弱。 该结果证实了 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在肺泡上皮细胞中重要

的抗氧化作用，同时显示阿奇霉素能够直接或者间

接通过 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 发挥其抗氧化功能。

２􀆰 ３　 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 通过抑制 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３的超氧化参与肺

泡上皮细胞氧化应激的机制

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够抑制过氧化物酶的超氧化从而抑

制 ＲＯＳ 的产生［１０］。 过氧化物酶是一种以硫为基础

的抗氧化酶，它通过两对半胱氨酸的氧化 （ Ｐｒｘ⁃
ＳＯ２ ／ ３），导致过氧化物酶活性的失活［１４］。 为探索肺

泡上皮细胞中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 对过氧化物酶的调节作用，
本研究检测了 ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃ＳＯ３ （ Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３ ） 和总

ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ⁃Ｃｙｓ（Ｐｒｘ⁃２Ｃｙｓ）蛋白的表达，计算二者

注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与未进行阿奇霉素处理的香烟烟雾提取物组相比，∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０５；与未沉默组相比，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在肺泡上皮细胞中的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＳＥ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ＡＺＭ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

注：与未沉默组相比，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 对肺泡上皮细胞 ＲＯＳ 和细胞因子的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ ｏｎ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ
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的比率。 如图 ４ Ａ 所示，ＣＳＥ 处理 Ａ５４９ 细胞后 Ｐｒｘ⁃
ＳＯ２ ／ ３表达较对照组显著增加［（２３２ ± ８􀆰 １）％比（１００
±４􀆰 ６）％ ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］而总 Ｐｒｘ⁃２Ｃｙｓ 不变，加入 ＡＺＭ
能够显著减少 ＣＳＥ 诱导的 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３超氧化［（１７１ ±
１３）％比（２３２ ± ８􀆰 １）％ ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ
同样能够诱导 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３ 超氧化［（１５６ ± ９􀆰 １）％ 比

（１００ ± ５􀆰 １）％ ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５］，但 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 沉默

后再给予 ＡＺＭ 并不能减少 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３ 的超氧化

［（１４８ ± ７􀆰 ９）％ 比 （１５６ ± ９􀆰 １）％ ，图 ４Ｂ］。 证实

Ａ５４９ 细胞中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 通过抑制 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３的超氧化，
从而抑制过氧化物酶的失活以及 ＲＯＳ 产生，可能成

为 ＣＯＰＤ 抗氧化治疗的重要机制。

注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与未进行阿奇霉素处理的香烟烟雾提取物组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与未进

行阿奇霉素处理的未沉默组相比，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３和 Ｐｒｘ⁃Ｃｙｓ 在肺泡上皮细胞中的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＳＥ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ＡＺＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ＡＺＭ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，＆Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３ ａｎｄ Ｐｒｘ⁃Ｃｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

吸烟是导致肺内呼吸障碍的主要病因，包括慢

性阻塞性肺疾病和特发性肺纤维化［１５］，其特征是肺

泡上皮细胞的不可逆损伤。 香烟烟雾（ＣＳ）是活性

氧的丰富来源，氧化应激损伤是香烟烟雾的主要致

病因子［１２］。 香烟烟雾的化学成分复杂，在本研究

中，香烟烟雾提取物（ＣＳＥ）被用于模拟香烟烟雾。
在肺的各种细胞类型中，肺泡上皮细胞是氧化损伤

的主要部位之一。 与 Ｉ 型肺泡细胞（ＡＴＩ）相比，肺
泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＴＩＩ）在肺内的免疫反应中发挥

着重要作用，它可以分泌多种细胞因子和趋化因子

对呼吸刺激引起的慢性阻塞性肺疾病等慢性肺病

的发展起重要作用［１６］。 本实验选用的人 Ａ５４９ 细胞

系来源于肺泡Ⅱ型上皮细胞，其脂质转运体和补体

系统与原代培养的 ＡＴＩＩ 细胞具有显著相似性，作为

ＡＴＩＩ 细胞生理模型广泛应用［１７］。 通过给予 Ａ５４９
细胞香烟烟雾提取物（ＣＳＥ）干预，本研究发现抗氧

化蛋白 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够抑制过氧化物酶 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３超氧

化，从而阻断肺泡细胞内活性氧（ＲＯＳ）的过度生成

并抑制炎症因子分泌增多，可能成为吸烟诱导肺泡

ＩＩ 型上皮细胞损伤及吸烟相关肺病治疗的新靶点。
Ｓｅｓｔｒｉｎｓ 蛋白是一类保守的应激诱导型抗氧化

蛋白，在氧化应激和 ＤＮＡ 损伤时表达上调［９］。 哺乳

动物的 Ｓｅｓｔｒｉｎｓ 家族成员主要包括：Ｓｅｓｔｒｉｎ１、Ｓｅｓｔｒｉｎ２
和 Ｓｅｓｔｒｉｎ３。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 是 Ｓｅｓｔｒｉｎｓ 家族中的重要成员，
它是 ｐ５３ 的转录调控底物分子［１８］。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能通过

抑制细胞内 ＲＯＳ 生成而发挥抗氧化作用，对抗糖尿

病代谢异常、心血管疾病等导致的氧化应激损伤，
近年来被广泛研究［８ － ９］。 本研究证明在 Ａ５４９ 细胞

中 ＣＳＥ 可诱导 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 表达抑制和 ＲＯＳ 的大量生

成，而同时给予阿奇霉素能够有效缓解 ＲＯＳ 的增

多，并且使得 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 表达增加。 Ｂａｒｎｅｓ［１９］ 在 ２０１３
年提出了香烟烟雾通过氧化应激诱导慢性阻塞性

肺疾病的过程。 文章指出 ＲＯＳ 通过激活 ＮＦ⁃κＢ 和

ｐ３８ ＭＡＰＫ，从而导致促炎、炎性细胞因子和趋化因

子基因的激活，进而加速肺损伤和慢性阻塞性肺疾

病的发展［２０］。 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃８ 是参与慢性气道性疾病

０５ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ２８ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ５



炎症反应的重要促炎因子［２１］，通过诱发气道、肺实

质以及肺部血管的慢性炎症反应最终导致肺结构

的破坏。 因此本研究也检测了 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 对于炎症因

子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 水平的影响。 发现给予 Ａ５４９ 细胞

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 之后 ＲＯＳ 的生成增多，ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８
的水平显著升高，但同时给予阿奇霉素无法降低

ＲＯＳ 的生成，也不能缓解 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃８ 的升高，证
实了抗氧化蛋白 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 在肺泡 ＩＩ 型上皮细胞氧化

应激损伤以及炎症反应中的重要作用。
研究表明 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 可抑制过氧化物酶 （ Ｐｒｘ⁃

ＳＯ２ ／ ３）的超氧化，清除细胞内的 Ｈ２Ｏ２ 从而维持细胞

内的氧化还原稳态［２２］。 为探索 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的作用机

制，本研究用 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 沉默处理 Ａ５４９ 细胞，
发现 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 组细胞中超氧化的 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３增

多而总蛋白 Ｐｒｘ⁃２Ｃｙｓ 表达不变。 Ｙａｎｇ 等［１０］ 发现在

肾脏中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够抑制过氧化物酶（Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３）的
超氧化，并且激活 ＰＯＮ２ 信号通路参与了多巴胺 Ｄ２
受体诱导的 ＲＯＳ 生成的阻断。 Ｗｏｏ 等［２３］ 也指出抑

制 Ｐｒｘ⁃２Ｃｙｓ 的超氧化和 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 对氧化应激的调节

作用相似。 本研究则证实在肺泡上皮细胞中

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 通过抑制下游 Ｐｒｘ⁃ＳＯ２ ／ ３的超氧化从而参与

ＲＯＳ 的生成以及减少氧化应激。 另外本研究额外

给予 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ ｓｉＲＮＡ 组的细胞阿奇霉素处理，发现

氧化应激损伤并不能够缓解。 该结果再次证实了

Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 以及下游过氧化物酶在肺泡上皮细胞中的

重要作用。 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 也可通过多种机制参与 ＲＯＳ 生

成的调控，它通过下游信号通路在多种病理生理现

象中发挥重要作用。 研究发现 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够激活

ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲＣ１ 信号通路从而抑制 ＲＯＳ 的生成并

诱导细胞凋亡，被认为结肠直肠癌的新靶点［２４］。 在

肾小球系膜细胞中 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够激活 ＡＭＰＫ 通路参

与阻断 ＮＯＸ４ 依赖的 ＲＯＳ 生成［２５］。 另一项研究发

现， 选 择 性 降 低 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 的 表 达 可 激 活 下 游

ｍＴＯＲＣ１⁃Ｓ６Ｋ 信号通路，从而导致胰岛素抵抗、葡萄

糖耐受不良并出现肥胖等一系列代谢病症［２６］。
综上所述，Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 能够抑制过氧化物酶（Ｐｒｘ⁃

ＳＯ２ ／ ３）的超氧化阻断 ＲＯＳ 的多度产生，在香烟烟雾

诱导的肺泡 ＩＩ 型上皮细胞损伤中起到重要的保护

作用，可能为吸烟相关肺病的防治提供新思路。 然

而 Ｓｅｓｔｒｉｎ２ 还能够通过哪些信号途径和相关机制来

抑制香烟诱导的肺泡 ＩＩ 型上皮细胞损伤目前尚不

得知。 此外是否有其他抗氧化或抗炎分子在这一

过程中协同作用也不明确，还需要进一步探索研究。
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􀦋􀦋专家问答

问：基因治疗在医学中的应用？
答：基因治疗是指将外源正常基因导入靶细胞，以纠正或补偿因基因缺陷和异常引起的疾病，以达到治

疗目的。 基因治疗主要是治疗那些对人类健康威胁严重的疾病，包括：遗传病（如血友病、囊性纤维病、家庭

性高胆固醇血症等）、恶性肿瘤、心血管疾病、感染性疾病（如艾滋病、类风湿等）。
基因治疗与常规治疗方法不同：一般意义上疾病的治疗针对的是因基因异常而导致的各种症状，而基

因治疗针对的是疾病的根源———异常的基因本身。
基因治疗有两种形式：一是体细胞基因治疗，正在广泛使用；二是生殖细胞基因治疗，因能引起遗传改

变而受到限制。
（１）体细胞基因治疗：体细胞基因治疗是指将正常基因转移到体细胞，使之表达基因产物，以达到治疗

目的。 这种方法的理想措施是将外源正常基因导入靶体细胞内染色体特定基因座位，用健康的基因确切地

替换异常的基因，使其发挥治疗作用，同时还须减少随机插入引起新的基因突变的可能性。
（２）生殖细胞基因治疗：理想的方法是将正常基因转移到患者的生殖细胞（精细胞、卵细胞中早期胚胎）

使其发育成正常个体。 实际上，这种靶细胞的遗传修饰至今尚无实质性进展。 基因的这种转移一般只能用

显微注射，然而效率不高，并且只适用排卵周期短而次数多的动物，这难适用于人类。 就人类而言，多不考

虑生殖细胞的基因治疗途径。
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