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  [摘要] 目的 该研究拟探讨低氧环境下沉默信息调节因子5(SIRT5)在拮抗B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)蛋

白同源结构域3(BH3)模拟物抑制角质形成细胞迁移中的作用及机制,为创面修复新靶点的探索提供理论依

据。方法 分别建立2%
 

O2 低氧、15%
 

O2 常氧培养模型,采用BH3模拟物ABT-199和S63845干预细胞,通

过小干扰RNA
 

si-SIRT5或高表达腺病毒Ad-SIRT5实现SIRT5敲低或过表达;划痕实验和活细胞成像追踪

评估细胞迁移能力;Western
 

blot检测SIRT5表达水平。结果 在低氧和常氧环境下,ABT-199和S63845处

理角质形成细胞后迁移能力较对照组(除常氧或低氧处理外,细胞不作其他处理)均明显降低(P<0.01),且细

胞内SIRT5表达水平下调(P<0.01);过表达SIRT5后,ABT-199和S63845所致的迁移抑制被逆转(P<
0.05),而敲低SIRT5,迁移抑制现象会进一步加重(P<0.05)。结论 在低氧微环境下,SIRT5可拮抗BH3模

拟物诱导的角质形成细胞迁移抑制,为解析BH3模拟物抗肿瘤治疗时创面愈合障碍的分子机制、寻找干预靶

点提供了新视角。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

and
 

mechanism
 

of
 

SIRT5
 

in
 

antagonizing
 

the
 

inhibition
 

of
 

keratinocyte
 

migration
 

by
 

Bcl-2
 

BH3
 

mimetics
 

under
 

hypoxic
 

conditions,and
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

exploring
 

new
 

targets
 

for
 

wound
 

repair.Methods A
 

2%
 

O2 hypoxia
 

model
 

and
 

a
 

15%
 

O2 normoxia
 

culture
 

model
 

were
 

established.Cells
 

were
 

treated
 

with
 

the
 

BH3
 

mimetics
 

ABT-199
 

and
 

S63845.Knockdown
 

or
 

over-
expression

 

of
 

SIRT5
 

was
 

achieved
 

using
 

small
 

interfering
 

RNA
 

si-SIRT5
 

or
 

the
 

high-expression
 

adenovirus
 

Ad-SIRT5,respectively.SIRT5
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Cell
 

migration
 

ability
 

was
 

as-
sessed

 

by
 

scratch
 

wound
 

healing
 

assay
 

and
 

live-cell
 

imaging
 

tracking.Results Results
 

showed
 

that
 

under
 

both
 

hypoxic
 

and
 

normoxic
 

conditions,the
 

migratory
 

ability
 

of
 

keratinocytes
 

treated
 

with
 

ABT-199
 

and
 

S63845
 

was
 

significantly
 

reduced
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group
 

(cells
 

without
 

any
 

treatment
 

other
 

than
 

normoxic
 

or
 

hy-
poxic

 

exposure)
 

(P<0.01),and
 

the
 

intracellular
 

expression
 

level
 

of
 

SIRT5
 

was
 

downregulated
 

(P<0.01).
After

 

overexpression
 

of
 

SIRT5,the
 

migration
 

inhibition
 

induced
 

by
 

ABT-199
 

and
 

S63845
 

was
 

reversed
 

(P<
0.05),whereas

 

knockdown
 

of
 

SIRT5
 

further
 

aggravated
 

the
 

migration
 

inhibition
 

(P<0.05).Conclusion Un-
der

 

a
 

hypoxic
 

microenvironment,SIRT5
 

counteracts
 

the
 

inhibition
 

of
 

keratinocyte
 

migration
 

induced
 

by
 

BH3
 

mimetics.This
 

provides
 

a
 

new
 

perspective
 

for
 

elucidating
 

the
 

molecular
 

mechanisms
 

and
 

identifying
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

for
 

wound
 

healing
 

impairment
 

during
 

anti-tumor
 

therapy
 

with
 

BH3
 

mimetics.
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  慢性创面是当今全球面临的一项重大公共卫生

挑战,阐明创面愈合障碍的分子机制并研究治疗策

略,已成为创伤医学与再生医学领域亟待突破的关键

科学问题[1]。创面愈合是一个高度协调、时空有序的

生物学过程,再上皮化是影响愈合进程的核心环

节[2]。研究表明,创面形成后局部会形成低氧微环

境[3],角质形成细胞感受低氧并启动迁移,同时还促

进细胞外基质合成和血管生成,随着再上皮化完成,
创缘氧分压也恢复正常[4]。然而,持续低氧会损害细

胞迁移能力,导致再上皮化进程受阻,说明适度低氧

刺激是促进再上皮化的重要因素[5]。因此,深入探索

低氧微环境下细胞迁移介导创面再上皮化的机制十

分必要。
B细胞淋巴瘤-2蛋白(B-cell

 

lymphoma-2,Bcl-2)
同源结构域3(BH3)是BH3-only蛋白的标志性序列,
在Bcl-2家族中高度保守[6]。既往研究发现,含BH3
结构域的蛋白如Bcl-2相互作用蛋白3(Bcl-2

 

interac-
ting

 

protein
 

3,BNIP3)和微管相关蛋白4(microtu-
bule-associated

 

protein
 

4,MAP4)等,可通过该结构

域激活自噬参与创面愈合,而BH3结构域失活则会

导致线粒体功能紊乱,并抑制低氧条件下角质形成细

胞的迁移[7-8]。BH3-only蛋白是线粒体稳态的关键

上游调控因子,其功能状态直接决定线粒体的功能完

整性[9],基于此研发的 BH3模拟物(如 ABT-199、
S63845)已获批用于血液系统肿瘤治疗[10]。然而,在
临床上应用 ABT-199时常引发口腔溃疡、舌溃疡等

不良反应[11-12],提示BH3模拟物可能干扰黏膜创面

愈合过程。BH3结构域在创面愈合中的作用及机制

尚不完全清楚,因此,阐明该过程有望为创面治疗提

供新靶点。
沉默信息调节因子5(sirtuin

 

5,SIRT5)是Sirtuin
家族重要成员,主要定位于线粒体基质,具有去酰化

酶活性,参与调控能量代谢、应激响应及细胞命运等

多种生物学过程[13]。研究发现,在结直肠癌、肺癌中,
SIRT5表达水平与肿瘤细胞迁移能力密切 相 关:
SIRT5高表达促进肿瘤细胞迁移;而SIRT5表达下

调则抑制细胞迁移能力。此外,SIRT5高表达可通过

抑制细胞外信号调节激酶(extracellular
 

signal-regu-
lated

 

kinase,ERK)/信号转导与转录激活因子3(sig-
nal

 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,
STAT3)通路提升丝聚蛋白、兜甲蛋白及水通道蛋白-
3等屏障相关蛋白的表达,从而改善角质形成细胞屏

障功能障碍[14],提示,SIRT5可能是细胞迁移过程中

的调控因子[15-16]。BH3结构域可以影响线粒体稳态,
而SIRT5作为线粒体蛋白,在调节线粒体稳态中发挥

重要作用[17-18]。基于上述线索,作者推测低氧微环境

下,BH3结构域通过影响SIRT5的表达调控角质形

成细胞迁移,进而调控创面再上皮化速率。本研究系

统探讨了低氧微环境下 ABT-199和S63845对角质

形成细胞迁移的作用,旨在揭示SIRT5在调控创面再

上皮化中的机制,希望能为慢性创面的干预提供潜在

新靶点。
1 材料与方法

1.1 细胞及主要试剂

HaCaT细胞购自中国科学院细胞库。RPMI-
1640培养基、胎牛血清购于美国Gibco公司;BCA试

剂盒、快速封闭液、一抗稀释液、二抗稀释液、青霉素-
链霉素双抗、胰酶购于上海碧云天生物技术有限公

司;十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,
SDS-PAGE)试剂盒、电泳液、电转液、Tris缓冲盐溶

液-吐温 20(Tris-buffered
 

saline
 

with
 

Tween
 

20,
TBST)及β-actin

 

抗体购自武汉赛维尔生物科技有限

公司;ABT-199、S63845购自上海蓝木化工有限公司,
增强化学发光(enhanced

 

chemiluminescence,ECL)液
购于重庆葆光生物技术有限公司;SIRT5

 

抗体购自美

国Abcam公司。SIRT5小干扰 RNA(si-SIRT5)及
其阴性对照si-NC

 

由苏州吉玛基因股份有限公司合

成;Ad-SIRT5过表达腺病毒及其阴性对照(CMV-
null)由上海汉恒生物科技有限公司包装。
1.2 方法

1.2.1 细胞分组

基于SIRT5 可 调 控 肿 瘤 细 胞 迁 移 的 既 往 报

道[19],本研究拟探讨SIRT5在BH3模拟物抑制角质

形成细胞HaCaT迁移中的作用机制。在常氧和低氧

环境下,首先将角质形成细胞分为对照组(除常氧或

低氧处理外,细胞未做任何处理)、ABT-199组(加
ABT-199)和 S63845 组 (加 S63845)。应 用 Ad-
SIRT5腺病毒转染构建SIRT5过表达细胞模型,细
胞 分 为:CMV-null组、Ad-SIRT5 组、ABT-199+
CMV-null组、ABT-199+Ad-SIRT5 组、S63845+
CMV-null组、S63845+Ad-SIRT5组。采用小干扰

RNA构建SIRT5敲低细胞模型,细胞分为:si-NC
组、si-SIRT5组、ABT-199+si-NC组、ABT-199+si-
SIRT5组、S63845+si-NC组、S63845+si-SIRT5组。
1.2.2 细胞培养

HaCaT细胞复苏后接种于含10%
 

胎牛血清(fe-
tal

 

bovine
 

serum,FBS)、1%青霉素-链霉素的RPMI-
1640

 

完全培养基,置于37
 

℃、5%
 

CO2 的常氧培养箱

中。每48
 

小 时 更 换 新 鲜 培 养 基,生 长 至 融 合 度

80%~90%时消化传代。
1.2.3 SIRT5过表达细胞模型构建

取适量HaCaT细胞接种于6孔板,待细胞生长

至适宜密度,在6孔板中加入含Ad-SIRT5或阴性对

照病毒的RPMI-1640培养基,37
 

℃
 

孵育4
 

h后补加

等量完全培养基,继续培养24
 

h后,进行后续的低氧
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或药物处理。Western
 

blot验证过表达效果后,用于

后续实验。
1.2.4 SIRT5敲低细胞模型构建

取适量HaCaT细胞接种于6孔板,待细胞生长

至融合度约60%时,制备siRNA预混液,按siRNA-
mate

 

plus说明书加入siRNA-mate
 

plus转染试剂并

迅速吹打混匀,按实验所需量进行加样,继续培养48
 

h后进行后续的低氧或药物处理。Western
 

blot
 

验证

敲低效果后,用于后续实验。
1.2.5 Western

 

blot
 

实验

收集各组细胞,加入细胞裂解液(含苯甲基磺酰

氟、磷酸酶抑制剂)在冰上裂解30
 

min,于转速15
 

000
 

r/min、4
 

℃条件下离心15
 

min,BCA法测定蛋白浓

度。取蛋白样品经10%
 

SDS-PAGE
 

分离后湿转至聚

偏氟乙烯膜上,快速封闭液封闭10
 

min,4
 

℃下一抗

孵育过夜(SIRT5
 

按1∶1
 

000稀释,β-actin按1∶1
 

000稀释)。TBST洗膜3次,每次10
 

min,孵育二抗

1
 

h后再次洗膜,ECL曝光显影。灰度值由Image
 

J
软件定量,蛋白表达水平=目的条带灰度值/内参蛋

白灰度值,本研究以β-actin作为内参,实验重复3次。
1.2.6 常氧、低氧培养

Thermo三气培养箱可精准调控 O2 浓度(通过

调节氮气流量)、CO2 浓度及温度。实验前预先将参

数设定为,常氧:37
 

℃,15%
 

O2,5%
 

CO2;低氧:37
 

℃
 

2%
 

O2,5%
 

CO2。将
 

HaCaT细胞迅速置于Thermo
三气培养箱中,待氧浓度稳定至设定值后,开始计时

常氧或低氧处理时间,并依据实验需求调整处理时

间[20]。
1.2.7 划痕实验

取适量HaCaT细胞接种于6孔板,观察细胞生

长状况,待生长至融合度
 

90%~95%时,用无菌枪头

垂直于6孔板底划“十”字痕,无菌磷酸盐缓冲液

(phosphate-buffered
 

saline,PBS)轻柔漂洗3次,每次

5
 

min。分别于划痕后0
 

h和24
 

h在显微镜下拍摄划

痕图像。使用Image
 

J软件分别测量划痕后0
 

h(S0
 

h)、24
 

h(S24
 

h)细胞划痕面积,划痕愈合率=(S0
 

h-
S24

 

h)/S0
 

h
 

×
 

100%。
1.2.8 单个细胞运动性检测

选取适量HaCaT细胞接种于24
 

孔板,待细胞贴

壁生长良好后,按实验分组处理通过活细胞工作站动

态观测细胞迁移:每3分钟拍照1次,持续3
 

h,每孔

追踪细胞数≥100
 

个。采用
 

Image
 

J
 

软件进行轨迹分

析,迁移速度=曲线距离/运动时间。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism9.5.0软件进行数据统计

分析,计量资料以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。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 BH3模拟物抑制低氧微环境下角质形成细胞

迁移

为明确低氧微环境下,BH3模拟物对角质形成细

胞迁移的影响,本研究利用BH3模拟物ABT-199和

S63845处理HaCaT细胞并行划痕实验。结果显示,
无论常氧还是低氧环境下,ABT-199(1

 

μmol/L、5
 

μmol/L)与S63845(0.2
 

μmol/L、1.0
 

μmol/L)均可

明显抑制细胞迁移(P<0.01),见图1A、B。活细胞

工作站动态监测数据进一步表明,在常氧和低氧环境

下,ABT-199或S63845预处理后,细胞迁移能力明显

下降(P<0.001),见图2A、B。综合药物浓度对细胞

迁移能力影响的差异及剂量效应,选用 较 低 浓 度

(ABT-199
 

1
 

μmol/L与S63845
 

0.2
 

μmol/L)进行后

续实验。综上所述,BH3模拟物可以抑制低氧微环境

下角质形成细胞的迁移能力。
 

  A、B:ABT-199或S63845处理后细胞划痕实验及定量分析;C、D:ABT-199或S63845处理后活细胞工作站观测细胞迁移及定量分析;a:P<
0.05,b:P<0.01;①:对照组;②:S63845

 

0.2
 

μmol/L;③:S63845
 

1.0
 

μmol/L;④:ABT-199
 

1
 

μmol/L;⑤:ABT-199
 

5
 

μmol/L。
图1  BH3模拟物抑制角质形成细胞迁移和运动

277 重庆医学2026年第55卷第4期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.4



  A、B:ABT-199或S63845处理后活细胞工作站观测细胞迁移及定量分析;a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001;①:对照组;②:S63845
 

0.2
 

μmol/L;③:S63845
 

1.0
 

μmol/L;④:ABT-199
 

1
 

μmol/L;⑤:ABT-199
 

5
 

μmol/L。

图2  BH3模拟物抑制角质形成细胞迁移和运动

2.2 BH3模拟物抑制低氧微环境下角质形成细胞

SIRT5表达

收集经BH3模拟物处理的 HaCaT细胞,进行

Western
 

blot检测。结果显示,无论是常氧还是低氧

条件 下,ABT-199 或 S63845 处 理 24
 

h 后,细 胞

SIRT5表达水平均明显下调(P<0.01或P<0.05),
见图3A~H。

  A~D:常氧下,ABT-199或S63845处理后 Western
 

blot实验检测细胞SIRT5表达水平及定量分析;E~H:低氧下,ABT-199或S63845处理

后 Western
 

blot实验检测细胞SIRT5表达水平及定量分析;a:P<0.05,b:P<0.01;①:对照组;②:ABT-199组;③:S63845组。

图3  BH3模拟物抑制角质形成细胞SIRT5表达
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2.3 SIRT5高表达减轻BH3模拟物在低氧微环境

下对角质形成细胞迁移的抑制

Western
 

blot结果显示,常氧下,Ad-SIRT5组

SIRT5表 达 水 平 较 CMV-null组 明 显 升 高 (P <
0.001),说明SIRT5过表达细胞模型构建成功,见图

4A、B
 

。划痕实验及活细胞工作站中动态监测结果显

示,在常氧与低氧环境下,Ad-SIRT5组细胞迁移能力

较CMV-null组明显增强(P<0.01),见图4C~F。
划痕实验结果显示,SIRT5高表达可以逆转ABT-199
和S63845在低氧环境下对细胞迁移能力的抑制作用

(P<0.05),见图4G、H。表明SIRT5高表达可减轻

BH3模拟物在低氧微环境下对角质形成细胞迁移的

抑制作用。

  A、B:转染腺病毒Ad-SIRT5或对照病毒(CMV-null)后 Western
 

blot实验检测SIRT5表达水平及定量分析;C、D:转染腺病毒 Ad-SIRT5或

CMV-null后细胞划痕实验及定量分析;E、F:转染Ad-SIRT5或CMV-null后活细胞工作站观测结果及定量分析;G、H:低氧下,转染Ad-SIRT5或

CMV-null,并给予ABT-199或S63845处理后细胞划痕实验及定量分析;a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001;①:CMV-null组;②:Ad-SIRT5组;

③:ABT-199+CMV-null组;④:S63845+CMV-null组;⑤:ABT-199+Ad-SIRT5组;⑥:S63845+Ad-SIRT5组。

图4  SIRT5高表达减轻BH3模拟物对角质形成细胞迁移的抑制
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2.4 SIRT5敲低加重BH3模拟物在低氧微环境下

对角质形成细胞迁移的抑制

Western
 

blot实 验 结 果 显 示,常 氧 环 境 下,si-
SIRT5组、ABT-199+si-NC组SIRT5表达水平较si-
NC组明显降低(P<0.001),ABT-199+si-SIRT5组

较si-SIRT5组、ABT-199+si-NC组进一步降低(P<
0.001),见图5A、B。划痕实验及活细胞工作站动态

监测结果提示,常氧和低氧环境下,ABT-199+si-NC
组细胞迁移能力较si-NC组明显降低(P<0.001),
ABT-199+si-SIRT5组较 ABT-199+si-NC组进一

步降低,见图5C~F。以上现象在加入S63845时同

样可以观察到,见图5G~L。表明SIRT5敲低可加

重BH3模拟物在低氧微环境下对角质形成细胞迁移

的抑制作用。
 

  A、B:转染SIRT5
 

siRNA或ABT-199处理后 Western
 

blot实验检测SIRT5表达水平及定量分析;C、D:转染SIRT5
 

siRNA或ABT-199处理

后细胞划痕实验检测迁移能力及定量分析;E、F:转染SIRT5
 

siRNA或 ABT-199处理后活细胞工作站观测结果及定量分析;G、H:转染SIRT5
 

siRNA或S63845处理后 Western
 

blot实验检测SIRT5表达水平及定量分析;I、J:转染SIRT5
 

siRNA或S63845处理后细胞划痕实验检测迁移能

力及定量分析;K、L:转染SIRT5
 

siRNA或S63845处理后活细胞工作站观测结果及定量分析;a:P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001;①:si-NC组;

②:si-SIRT5组;③:ABT-199+si-NC组;④:ABT-199+si-SIRT5组;⑤:S63845+si-NC组;⑥:S63845+si-SIRT5组。

图5  SIRT5敲低加重BH3模拟物对角质形成细胞迁移的抑制

3 讨  论

  既往研究发现,BNIP3和 MAP4等含BH3结构

域的蛋白可促进创面再上皮化,BH3结构域诱导自噬

或调控线粒体功能在此过程中发挥重要作用[7],但具
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体机制尚不清楚。鉴于 ABT-199与S63845具有模

拟BH3结构域的作用,且在临床抗肿瘤治疗中出现

诱发创面形成的不良反应[21],因此本研究借助上述两

种药物探究BH3结构域对角质形成细胞迁移的影响

并阐明BH3结构域在创面再上皮化中的作用机制。
首先通过体外低氧处理模拟创面形成后的早期低氧

微环境,证实BH3模拟物ABT-199与S63845均可明

显抑制角质形成细胞的迁移能力,并同步下调SIRT5
表达。进一步调控 SIRT5表 达 后 证 实,SIRT5是

BH3模拟物抑制角质形成细胞迁移的关键分子。因

此,在低氧环境下BH3模拟物通过下调SIRT5表达

水平,从而抑制角质形成细胞迁移,这为临床靶向

SIRT5的创面治疗提供了理论证据。
现研究表明,BH3模拟物在肝细胞癌和黑色素瘤

中能够抑制肿瘤细胞的黏附与迁移[22-23],且ABT-199
在临床使用中常诱发口腔溃疡、舌溃疡等不良反应,
然而其在影响角质形成细胞迁移中的作用机制尚不

明确。本研究通过划痕实验结合活细胞工作站动态

监测,证实两种经典BH3模拟物ABT-199与S63845
均能抑制角质形成细胞的迁移能力。SIRT5主要位

于线粒体[24],已被报道与Bcl-2家族蛋白存在密切的

相互作用[25-26]。SIRT5在 HK-2细 胞 中 能 够 上 调

Bcl-2蛋白表达并抑制Bcl-2相关X蛋白(Bcl-2
 

asso-
ciated

 

X
 

protein,Bax)表达,而敲低SIRT5则产生相

反的调控作用[27]。前期研究显示,BNIP3、MAP4可

通过其BH3结构域与Bcl-2家族成员结合,参与调控

细胞凋亡或自噬,进而影响细胞迁移[7-8,28]。最新的研

究进一步揭示,SIRT5通过调节羟基酰基辅酶A脱氢

酶三功能多酶复合物亚基α(hydroxyacyl-CoA
 

dehy-
drogenase

 

trifunctional
 

multienzyme
 

complex
 

sub-
unit

 

alpha,HADHA)酶活性维持线粒体稳态,敲低

SIRT5可加重ABT-199诱导的凋亡[29]。上述证据表

明,SIRT5可能通过调节凋亡或自噬途径参与影响角

质形成细胞迁移并在BH3结构域调控创面愈合中发

挥作用。
 

Sirtuin家族在创面愈合中发挥重要作用,其中

SIRT1、SIRT3可促进创面修复[20],但是SIRT5在创

面愈合中的作用鲜有报道。有间接证据提示环状

RNA
 

circ-Klhl8过表达通过微 RNA-212-3p/SIRT5
通路促进糖尿病创面愈合。然而,目前关于SIRT5在

创面愈合中的具体作用机制仍缺乏实验证据[30]。本

研究发现,无论在常氧或低氧条件下,BH3模拟物均

可明显抑制 SIRT5表达。Western
 

blot结果显示

SIRT5正向调控角质形成细胞的迁移能力,BH3模拟

物可能通过下调SIRT5表达影响细胞迁移能力。干

预SIRT5表达水平后,无论在常氧或低氧条件下,过
表达SIRT5均可明显逆转BH3模拟物对角质形成细

胞迁移的抑制作用;反之,敲低SIRT5则加重该抑制

效应,提示SIRT5是影响角质形成细胞迁移的关键分

子。表明BH3模拟物通过下调SIRT5表达水平进而

抑制角质形成细胞迁移,提示靶向SIRT5可能成为干

预慢性创面再上皮化的潜在靶点。
综上所述,本研究发现SIRT5在角质形成细胞迁

移中的关键作用,并证实其能够拮抗BH3模拟物对

细胞迁移的抑制效应。后续研究将进一步探索该过

程的内在机制,以期为靶向SIRT5治疗创面提供更深

层次的理论依据。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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