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摘要 

I 

 

摘要 

随着对 Sirtuins 家族蛋白研究的不断深入，关于其功能的报道也越来越广泛。

通过转录组和数字表达谱分析，我们发现家蝇在受到细菌刺激后体内 Sirt1 和

Sirt4 基因表达水平发生显著变化，提示它们可能参与家蝇免疫应答过程。本文

基于此，本工作以此为出发点对家蝇应激过程中 Sirt1 和 Sirt4 基因表达的变化规

律及其可能存在的调控机制进行了研究。主要内容包括： 

1、克隆了家蝇 Sirt1 和 Sirt4 基因 cDNA 序列，分别命名为 MdSirt1 和 MdSirt4，

并对其进行了生物信息学分析。两条基因所编码的蛋白 MdSIRT 和 MdSIRT4 

各具有一段保守的 SIR2 保守结构域，两者氨基酸序列与其它物种中的同源蛋

白之间均具有较高的同源性。 

2、利用实时荧光定量 PCR 和蛋白免疫印迹方法对 MdSirt1 和 MdSirt4 在家蝇不

同发育时期、不同组织和应激过程中的表达量变化进行了分析。MdSirt1 和 

MdSirt4 在家蝇受到细菌刺激时分别上调和下调，同时检测到 MdSIRT4 在蛋

白水平也发生了相似的变化。 

3、MdSirt1 和 MdSirt4 在家蝇受到热激处理时 mRNA 表达量分别上调和下调，

同时检测到 MdSIRT4 在蛋白水平也发生了相似的变化。 

4、MdSirt1 和 MdSirt4 在家蝇受到重金属影响后 mRNA 表达量均上调，同时检

测到 MdSIRT4 在蛋白水平也发生了相似的变化。 

5、在对 MdSirt1 干扰后我们发现家蝇幼虫应对细菌刺激的能力下降；而对

MdSirt4 进行了干扰后，我们发现家蝇核转录因子 MdNF-κB 表达量上升，同

时检测到家蝇抗菌肽的表达量上调。 

 

关键词  家蝇  MdSirt1  MdSirt4   免疫   
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Abstract 

With the deepening of the research on Sirtuins family proteins, reports on their 

functions has become increasingly widespread. Transcriptom data of Musca 

domestica indicates that both MdSirt1 and Mdsirt4 play an vital role in the immune 

response of Musca domestica. From this point, the molucular mechanism of MdSirt1 

and Mdsirt4 in response to stress is studied in this work.  

The main content are as follows: 

1． Sirt1 and Sirt4 in Musca domestica are cloned and named as MdSirt1 and 

MdSirt4.Bioinformatic data shows that both of MdSIRT1 and MdSIRT4 share a 

conserved SIR2 domain，their core amino acid sequences are conservative in 

different species. 

2.  qRT-RT PCR method is employed to quantitative the expression level of M

dSirt1 and MdSirt4 in different development stages and tissues in Muscado

mestica. regulatory manners of MdSirt1 and MdSirt4 during immune respo

nse in Musca domesticaI is also determined.WB results of MdSIRT4 was 

consistent with qRT-RT PCR results. 

3、 MdSirt1 and MdSirt4 exhibits contradict regulatory manners during heat sho

ck in Musca domestica,  MdSirt1 gene expression level is enhanced in res

ponse to bacterial chanllenge while MdSirt4 expression level drop in the s

ame condition. 

4、 Both of the genes are up regulated in response to cadmium hazard. 

5、 Death ratio of MdSirt1 konckdown group is higher than control group whe

n challenged by bacteria. Inhibition of MdSIRT4 might contribute to theact

ivation of MdNF-κB , consequently，AMPs expression increase drasticly.  

 

Key words  Musca domestica  MdSirt1  MdSirt4   immunology  
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第 1 章 文献综述 

1.1 Sirtuins 家族蛋白的研究概况 

Sir2 蛋白最初发现于啤酒酵母，主要功能是具有依赖于 NAD+的去乙酰化酶

作用，后因发现其表达的上升能够促进酵母寿命的增长而受到了关注。此后将其

它物种中与 Sir2 蛋白同源的蛋白统称为 Sirtuins 家族蛋白。 

Sirtuins 家族蛋白属于 III 类去乙酰化酶，其特点是以 NAD+作为其催化的辅

底物(Imai et al., 2000)并且其活性不受曲古菌素 A 和聚 4-甲基戊烯的抑制。在

从酵母到哺乳动物的大量真核生物中，Sirtuins 家族蛋白一直被认为与机体的抗

衰老相关(Guarente, 2013)。在对哺乳动物 Sirtuins 蛋白的研究发现，Sirtuins 家族

蛋白的激活能够阻止包括神经退行性疾病、糖尿病、心血管疾病、癌症等多种与

衰老相关的疾病的发生(Guarente, 2011)。人 Sirtuins 家族有 7 个成员(分别命名为

SIRT1-SIRT7)，其家族成员均具有保守的 NAD+ 结合结构域却具有不同的催化活

性位点，也具有不同的催化底物和生理功能(Frye, 2000)。 

Sirtuins 家族蛋白在细胞的各种代谢中均起到重要的调控作用。现有的报道

关注的重点是 Sirtuins 蛋白与癌症发生的联系。癌细胞与正常细胞在生长和分裂

过程中存在很大的差异，比如癌细胞在缺氧条件下更多依靠糖酵解进行能量供应，

此外癌细胞较正常细胞摄入更多的谷氨酸(Ward and Thompson, 2012)。Sirtuins

能够相应地抑制癌细胞糖酵解过程的发生及其对谷氨酸的过量摄取，进而抑制细

胞的无限增值(Hanahan and Weinberg, 2011)。同样，在恶性癌细胞当中常伴随

着 DNA 损伤修复能力的下降和抗凋亡现象的增加，这导致了变异的积累和基因

组的稳定性降低，进而促进癌细胞的增殖和对其他组织的侵染。Sirtuins 能够通

过影响细胞周期、DNA 修复、细胞凋亡等过程对染色体不稳定造成的损伤进行

应答(Chalkiadaki and Guarente, 2015)。 

1.2 SIRT1 的研究进展 

SIRT1 在大多数哺乳动物组织当中均能找到同源蛋白，其主要存在于细胞核

当中。在卡路里摄入限制（CR）条件下，SIRT1 能够被激活并催化多种底物进
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行去乙酰化催化。这些底物包括组蛋白、转录因子、DNA 损伤修复因子和信号

转导蛋白。SIRT1 通过调节这些蛋白的乙酰化程度，进而调节它们在代谢活动当

中的功能活性(Chalkiadaki and Guarente, 2012; Chang and Guarente, 2014)。研

究人员使用特定的激活剂(Baur et al., 2006; Lagouge et al., 2006; Milne et al.,

 2007; Feige et al., 2008)或者转基因方法过表达 SIRT1 蛋白(Luo et al., 2001;

 Bordone et al., 2007; Pfluger et al., 2008; Herranz et al., 2010)，发现实验动

物的表型与 CR 条件下实验动物的表型十分相似(Luo et al., 2001)。同时，SIRT

1 蛋白表达增加的实验动物具有较对照组更强的抗氧化损伤能力，其癌症发病率

较低并且寿命得到延长。而在另一方面，研究者也发现 SIRT1 与癌症的发生存在

一定关联，最初的线索是观察到 SIRT1 能够催化癌症抑制因子 p53 去乙酰化从而

抑制其活性。SIRT1 的过表达减弱了由 p53 介导的细胞的凋亡(Vaziri et al., 20

01)。与此相对应的是缺乏 SIRT1 表达的胸腺细胞对离子辐射的敏感度增加(Che

ng et al., 2003)。而另外一个癌症抑制因子 E2F1 也能够被 SIRT1 抑制(Wang et 

al., 2006)。这些现象说明了 SIRT1 在一些情况下具有致癌因子的作用。癌细胞

在细胞周期与 DNA 修复过程与正常细胞不同，随着研究的深入，研究人员发现

SIRT1 蛋白能够间接调控细胞周期、DNA 修复和癌细胞迁移，最终促进了癌症

的发生，起到致癌基因的作用。 

总结 SIRT1 的作用，一方面 SIRT1 似乎在抑制癌症方面起到的作用更为突

出，从对结肠癌的研究表明：在患结肠癌的小鼠细胞中，SIRT1 能够将 β-连环蛋

白去乙酰化，从而抑制其促细胞分裂的能力(Firestein et al., 2008)。之后的研究

也表明，SIRT1 能够抑制原发性肿瘤的发生，也能够抑制有高脂饮食引发的肝癌

的发生(Herranz et al., 2010)。与前面的实验结果相一致的是：在多种类型的癌

症当中，包括结肠癌、恶性胶质细胞瘤、卵巢癌等种类的癌细胞中 SIRT1 的表达

均显著下降(Firestein et al., 2008; Wang et al., 2008; Chen et al., 2014a)。而在

另一方面，在另外一些种类的癌症当中，如白血病、淋巴癌、恶性间页肿瘤等种

类的癌症中，SIRT1 的表达量增高(Jang et al., 2012; Li et al., 2012; Menssen e

t al., 2012; Chen et al., 2014b; Li et al., 2014)。另外也有一些证据支持 SIRT1

的高表达促进了癌症的发生。转基因过表达 SIRT1 蛋白的小鼠患白血病和胃癌的

几率大大增加。可见对于在癌症发生中 SIRT1 起到的作用还需进一步研究。除此
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之外，研究者们还发现一些癌症抑制因子对 SIRT1 的表达水平和酶活起到负调控

作用，这些癌症抑制因子包括包括 HIC1、DBC1、p53。对这种矛盾现象可能的

解释之一是：SIRT1 蛋白在癌症初发阶段能够促进 DNA 损伤的修复和染色体的

稳定，这对于癌症的抑制起到了积极的作用；同时其能够抑制 p53 因子从而提高

损伤细胞的存活率，这在一定程度上，至少是在某些种类已经发生癌变的细胞会

起到促进癌症进一步恶化的作用(Wales et al., 1995; Nemoto et al., 2004; Chen

 et al., 2005; Chang et al., 2007; Welch et al., 2007; Kim et al., 2008)。 

1.3 SIRT2 的研究进展 

与 SIRT1 相似，SIRT2 也以 NAD+作为其具有酶活的辅底物。SIRT2 最初被

报道的功能是其具有微管蛋白去乙酰化功能，但是随后的发现表明除了能够将组

蛋白去乙酰化。SIRT2 还能与多种类型的其它蛋白相互作用，调节包括细胞周期、

能量代谢、炎症反应等多方面的生理反应(Houtkooper et al., 2012)。 

研究表明 SIRT2 在细胞的表达中受到细胞内能量水平的影响，在卡路里摄入

较多的情况下 SIRT2 的表达量降低；反之，在卡路里摄入较少的情况下，SIRT2

的表达升高。有实验结果表明，在 CR 条件下喂养 18 个月的小鼠的白色脂肪组

织和肾脏中SIRT2蛋白表达量较对照组高，但在肝脏和脑中却不存在这种差异(W

ang et al., 2007)；也有报道表明在 24 h 的短期禁食之后，禁食组小鼠的白色脂

肪组织中 SIRT2 的蛋白和 mRNA 表达量均有明显提高(Wang and Tong, 2009)；

在对人的研究中，体重超重的实验对象在进行 8 周的低热量饮食摄入实验后，对

其外周血单核细胞进行检测，发现实验组体内该种细胞中 SIRT2 蛋白的表达量较

正常饲养小鼠显著增加(Crujeiras et al., 2008)。这些研究结果均预示 SIRT2 具有

感受细胞内能量水平并根据能量代谢水平调节自身表达量和蛋白活性的能量代

谢调控分子的功能。之后的研究也证明了 SIRT2 具有多个下游调控靶标，其与多

种下游受调控蛋白共同作用以平衡细胞的能量代谢。 

而从另一个侧面，在包括乳腺癌、肝癌、肾癌和胃癌等类型的癌症中，SIR

T2 的表达量均下降(Kim et al., 2011)。在有丝分裂过程中，当细胞核膜降解之

后，SIRT2 能够与染色质接触，并将 H4K16 去乙酰化，这一反应可能会在有丝

分裂过程中的染色质聚集、细胞退出细胞周期和染色体的重建过程中起到关键作
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用(Vaquero et al., 2006)。SIRT2 能够将细胞中的后期促进复合物/细胞周期体复

合物（APC/C）去乙酰化，进而增加染色体的稳定。实验也证明了 Sirt2 敲除的

小鼠表现出基因组不稳定，同时 APC/C 活性的降低，癌症的发生概率也有所增

加(Kim et al., 2011)。SIRT2 能够将组蛋白甲基转移酶 PRSET7 去乙酰化并能够

调节其在染色体上的定位和 H4K20 在细胞周期中的甲基化水平。在氧化应激情

况下，SIRT2 和 PRSET7 在 G2/M 期的表达量上调，这与 H4K20 氨基酸甲基化

积累后导致有丝分裂阻滞进而激活有丝分裂检查的发生相符。而 SIRT2 激活的细

胞有丝分裂阻滞是否足以抑制癌症的发生还需要进一步的验证(Serrano et al., 2

013)。 

也存在与之相悖的报道，通过药物抑制 SIRT1 和 SIRT2 的表达能够激活 p5

3 从而延缓肿瘤的生长。而对人不同类型和不同发展时期的癌症组织样本中 SIR

T2 表达量的研究结果也存在着诸多矛盾(Lain et al., 2008; Chen et al., 2013)。

这些存在的问题均需要进一步细致的研究才能说明 SIRT2 在癌症中起到的作用。 

除了与癌症的相关的报道， SIRT2 在神经退行性疾病的发生也可能存在关

联。与 Sirtuins 家族其它成员不同的是，SIRT2 的表达抑制能够缓解神经退行性

疾病的发展(Outeiro et al., 2007; Luthi-Carter et al., 2010; Donmez and Outeir

o, 2013)。在最近的研究当中，研究人员对患有亨廷顿综合症的模型小鼠使用能

够渗透入脑的 SIRT2 抑制性药物，结果表明患病小鼠的病情得到了显著改善(Ch

opra et al., 2012)。但令人困惑的是，SIRT2 的完全缺失并不会对亨廷顿综合症

的病情有所缓解。这不禁让人疑惑，SIRT2 的表达是否能够降低神经退行性疾病

的发生？还是只在某些特定情况下 SIRT2 的表达才具有缓解神经退行性疾病的

作用？这一问题还需进一步研究才能解答(Bobrowska et al., 2012)。 

可以说，SIRT2 蛋白在人体正常情况下和病理情况下的表达差异具有很明显

的组织特异性，但其具体的作用是有利于健康还是损害健康，则还需要更深入的

研究才能阐明。且还有更多的 SIRT2 的反应底物亟待发现，其底物的特征也需要

进一步总结，这对日后 SIRT2 的功能研究及对其作用的探明至关重要。 

1.4 SIRT3 的研究进展 

SIRT3 是目前研究较为深入的一个 Sirtuins 家族蛋白，其定位于线粒体，已
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发现多个互作底物，其在 CR 情况下表达量上升，对于线粒体中能量代谢的调节

起到重要作用(Hirschey et al., 2010)。 

在 CR 条件下 SIRT3 能够促进使用脂肪作为乙酰辅酶 A 的来源，其原理是 S

IRT3 能够激活脂肪酸 β 氧化中的关键酶 VLACD。缺乏 SIRT3 表达的小鼠体内

积累大量的脂肪酸 β 氧化前体和中间代谢产物，不能将其完全分解。SIRT3 同

时也能够通过其自身的去乙酰化功能对酮体的代谢、乙酰辅酶 A 的生成等代谢

过程起到调节(Hirschey et al., 2010)。综合来看 SIRT3 在脂质代谢中的主要作用

是在 CR 情况下促进脂肪酸的氧化代谢，次要功能是促进脂肪代谢产物的使用。 

通过促进脂肪的氧化分解，SIRT3 间接地抑制细胞对糖类的使用。与之相关

的是，癌细胞更倾向于使用糖类作为能量的供应来源，这一现象叫做 Warburg e

ffect(Warburg, 1956)。癌细胞经常表现出 SIRT3 表达的减少并且摄入更多的糖，

这一特点导致了癌细胞中出现更多的活性氧（ROS），这会诱导 HIF-1α 的表达，

进一步刺激糖类的摄入。在缺乏 SIRT3 的情况下，线粒体外膜上的己糖激酶 II 

会被激活，促进葡萄糖-6-磷酸的生成(Qiu et al., 2010)。 

由上述研究可以得知，ROS 是 SIRT3 调控线粒体中氧化磷酸化过程中的副

产物。在这一过程中，SIRT3 首先催化异柠檬酸脱氢酶 II 去乙酰化，该酶能够催

化补充线粒体中 NADPH。NADPH 被谷胱甘肽还原酶利用以维持其底物谷胱甘

肽为还原态。其次，SIRT3 也能够乙酰化并激活 ROS 清除酶—锰型超氧化物歧

化酶，依赖于此功能清除产生的 ROS。而与之紧密相关的是，SIRT3 能够促进线

粒体氧化呼吸复合物活性的提高，其作用对象包括复合物 I 和复合物 II。缺乏 S

IRT3 表达的小鼠摄入的氧气量较对照组减少 10% ，ATP 产量最多减少 50%(Qi

u et al., 2010; Tao et al., 2010; Chen et al., 2011) 。 

由 SIRT3 表达缺乏导致的相关蛋白乙酰化程度提高与很多代谢综合症有着

紧密的联系。给野生型小鼠喂食高脂肪食物会导致小鼠发生肥胖、高血脂、II

型糖尿病等病症的发生，而给 SIRT3 缺陷型小鼠投喂同样的高脂肪食物会导致

上述病症发生的加速(Jeong et al., 2015)。除此之外，缺乏 SIRT3 还会导致前细

胞炎症因子表达水平的提高，这种现象通常是代谢综合症的典型表现。而另外一

些研究也表明 SIRT3 的缺失会导致肝细胞癌变率的增加。 

在胁迫条件下，敲除 Sirt3 基因的细胞染色体稳定性降低，并显示出一定的
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癌变倾向(Kim et al., 2010)。与 SIRT3 作为抑癌因子作用作用相一致的是，Sirt

3 敲除的小鼠发展出激素受体阳性的乳腺癌。在人体乳腺癌发病患者组织当中，

40% 的患者组织当中 SIRT3 蛋白缺失，而在另外一些诸如卵巢癌、肺癌患者的

组织当中 SIRT3 蛋白也有一定比例的缺失(Kim et al., 2010; Finley et al., 201

1)，并且在大部分种类的癌症患者组织中，SIRT3 蛋白的表达量都存在一定程度

的降低。而在一些特殊种类的具有遗传性的癌症当中，SIRT3 也显示出了致癌基

因的性质(Jeong et al., 2015)。 

1.5 SIRT4 的研究进展 

SIRT4 是一个定位于线粒体的 Sirtuins 蛋白家族成员，与其它同家族蛋白成

员不同的是，虽然 SIRT4 具有保守的 NAD+结合位点，但是其却缺乏依赖 NAD+

的去乙酰化酶活性（也有最新报道 SIRT4 具有微弱的去乙酰化酶活性）。取而代

之的是，SIRT4 具有很强的 ADP-核糖转移酶活性(Haigis et al., 2006)。到目前

为止,对于 SIRT4 的研究仍然处在起步阶段，在已经报道的文献当中，对 SIRT4 

功能的报道主要集中在其对能量代谢，尤其是谷氨酸盐代谢的调控上。对其功能

的报道主要集中在癌症、糖尿病相关领域，近期也有少量 SIRT4 与炎症相关的报

道。 

1.5.1 SIRT4 与谷氨酸盐代谢的调控 

因为整个 Sirtuins 家族成员最常见的功能是在细胞代谢和应激反应当中起到

调节作用，故对于 SIRT4 的相关研究最初也起始于这个领域。而最先确定的受到

SIRT4 调控的蛋白就是谷氨酸脱氢酶（GDH）。而 SIRT4 对于 GDH 的抑制也成

为了日后对其在各种调控中功能研究的起点。 

谷氨酸/谷氨酰胺是人体内含量最高的氨基酸，在细胞的生长和分裂当中均

起到重要作用。SIRT4 对于 GDH 作用的报道最初见于 Haigis 研究小组的工作(H

aigis et al., 2006)。在线粒体中，GDH 能通过一步被称为谷氨酸回补的两步脱氨

基反应，将谷氨酸催化成为 α- 同戊二酸（αKG），αKG 是 TCA 循环中一种重要

的中间产物，其也是一种重要的合成多种基本生物组分，是包括核苷酸、脂肪、

氨基酸的前体物质(DeBerardinis et al., 2007; DeBerardinis et al., 2008)。该反应

的第一步是由谷氨酰胺酶（GLS）将谷氨酰胺催化脱氨基成为谷氨酸，第二步的
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反应是将谷氨酸经 GDH 或氨基转移酶催化成为 αKG。SIRT4 能够将 GDH ADP

-核糖基化，这一修饰能够抑制 GDH 的催化活性，作为谷氨酸代谢的限速酶，G

DH 活性的抑制影响谷氨酸的代谢和细胞的能量代谢(DeBerardinis et al., 2007)。

而 Sebastia´n 等人基于此结论进一步研究发现，SIRT4 可能参与到由 DNA 损伤

引发的对谷氨酸的吸收和回补的抑制。这也引发了对于 SIRT4 对染色体稳定性调

节的关注。 

关于 SIRT4 一个十分有意思的发现是，在 DNA 损伤后其 mRNA 表达量的

显著提高，其上调幅度甚至高于之前被认为参与到 DNA 损伤修复的 Sirtuins 成

员 SIRT1 和 SIRT3 的上调幅度。而 SIRT4 抑制谷氨酸的摄入和回补对于 DNA 

损伤后细胞进入细胞周期阻滞是必须的。在缺乏 SIRT4 的细胞中，DNA 损伤后

细胞不能进入细胞周期阻滞，导致 DNA 修复的延迟和染色体非整倍几率的增

加。而缺乏 SIRT4 的原纤维母细胞也显示出了异常的多倍性，这表明 SIRT4 不

仅在对外界伤害引发的 DNA 损伤修复中起到作用，其也能阻止细胞内原发的 D

NA 损伤，保护免受细胞中自发的 DNA 损伤带来的伤害(Csibi et al., 2013; Jeo

ng et al., 2013)。而以上关于 SIRT4 表达能够抑制谷氨酸/谷氨酰胺摄入和转化

的报道也将我们引向了另一话题，即 SIRT4 是否在癌症的发生或抑制当中起到调

节作用？ 

根据报道 SIRT4 也是一个线粒体中具有抑癌能力的 Sirtuins 家族成员。与其

具有抑癌能力一致的发现有，缺乏 SIRT4 的成纤维细胞的生长速度高于对应的野

生型对照组；而已经癌化的成纤维细胞的葡萄糖的摄入量减少，且其形成的同种

异型移植瘤的体积较正常表达 SIRT4 的成纤维细胞形成的同种异型移植瘤体积

更大。而这种在缺乏 SIRT4 情况下产生的这种癌症发生加快的表型能够在加入特

异性抑制 GLS1 或 GDH 的抑制剂后得到缓解。年老的 Sirt4 敲除型小鼠患肺癌

的几率上升，在敲除了 Sirt4 基因的小鼠的肺组织液中也同时检测到了较高的 G

DH 活性。此外，离子辐射能够降低野生型小鼠体内 GDH 的活性而在而在 Sirt

4 基因敲除小鼠中却不能检测到这种现象的发生(Jeong et al., 2013)。在敲除了 S

irt4 的 Burkitt 淋巴瘤模型小鼠上进行的实验发现， Sirt4 敲除型小鼠的淋巴瘤

生长速度较野生型更快，且 Sirt4 敲除型小鼠的寿命大大缩短。与之相对应的是，

在过表达 SIRT4 的 Burkitt 淋巴瘤模型小鼠中，过表达的 SIRT4 能够抑制谷氨酸



河北大学理学硕士论文 

8 

 

的摄入从而抑制依赖于谷氨酸的细胞分裂，进而诱导细胞的死亡。在人体中，S

IRT4 蛋白的表达量会在一些种类癌症的情况下降低，其中包括小细胞肺癌、白

血病、膀胱癌和乳腺癌，这些研究结果均表明 SIRT4 是一种抑癌因(Jeong et al.,

 2014)子。 

之后的研究表明，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物 1（mTORC1）对 SIRT4 

起到调控作用。mTORC1 的激活能够促进 E3 连接酶 βTrCP 结合到 cAMP 应答

元件结合蛋白 2（CREB2）上，促进了 CREB2 的降解。CREB2 结合 SIRT4 转录

启动子促进 SIRT4 mRNA 的转录，CREB2 的降解则会从转录层面降低 SIRT4 

的表达，进而促进了 GDH 活性的提高，增加了谷氨酸的利用(Frank et al., 2010)。 

 

图 1-1： mTORC1 通过 SIRT4 调控谷氨酸代谢的通路(Frank et al., 2010) 

Figure 1-1：Regulation of SIRT4 and the regulation of Glu metabolism by mTORC1 

 

当然，还有一些问题悬而未决。关于 SIRT4 在 DNA 情况下是通过怎样的通

路调控 DNA 的修复，这其中的相互作用因子还有待发现。而关于 SIRT4 在细胞

周期阻滞当中的作用的调控通路也不明确。 

1.5.2 SIRT4 与胰岛素的分泌 

与其它种类的 Sirtuins 家族成员不同的是，SIRT4 并不会在 CR 条件下被激

活。在正常饮食情况下，β 胰岛细胞中的 SIRT4 通过抑制 GDH 的活性进而抑制
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了胰岛素分泌。而在卡路里摄入限制条件下，SIRT4 表达量显著下调，促进了 G

DH 活性的提高，导致胰岛素分泌的增强。对这一现象的一种解释是，由于卡路

里摄入限制导致 NAD+/NADH 比例的降低，而较低的 NAD+/NADH 比例会导致

SIRT4 活性的降低，进而解除对 GDH 的抑制(Haigis et al., 2006)。SIRT4 对胰岛

素分泌的调节与已知的 SIRT1 对胰岛素分泌的调节作用相反。在短期 CR 条件

下，SIRT1 对于 UCP-2 的抑制减轻，从而抑制胰岛素的分泌，而在长期的 CR 条

件下，SIRT4 能够通过激活 GDH 的活性激活胰岛素和糖异生。从整体来看，SI

RT1 和 SIRT4 共同调节胰岛素的分泌，在不同程度的能量摄入限制情况下发挥调

控功能(Bordone et al., 2006)。 

1.5.3 SIRT4 与衰老 

白藜芦醇作为一种新型保健品，近些年来在抗衰老、抗炎症、抗癌、治疗心

血管疾病等诸多领域均有十分广泛的关注。Helena 等人报道在白藜芦醇的作用下

SIRT4 的表达量降低，而也有报道中得到了白藜芦醇能够促进 SIRT4 表达的结

论。关于白藜芦醇是否能够激活 SIRT4 的表达还存在争议，现有的关于白藜芦醇

能够影响 SIRT4 的理论是白藜芦醇能够影响 NAMPT 的表达量，进而导致 NAD

+/NADH 比例的改变，最终影响 SIRT4 的活性(Schirmer et al., 2012)。但这些假

设也还存在诸多争议，还需要大量的细致的验证工作。 

1.5.4 SIRT4 与炎症、凋亡 

除了上述功能之外，SIRT4 在炎症方面的调控作用也有了相关报道。Chen 

Yongfeng 和 Yu Tao 分别报道了脐静脉血管内皮细胞和肺微血管内皮细胞在炎症

情况下 SIRT4 表达量降低的现象(Chen et al., 2014c; Tao et al., 2015)。其提出

的调控通路是，SIRT4 能够抑制核转录因子 NF-κB 的活性，从而抑制炎症反应

的发生。而在外界刺激下，SIRT4 表达量的降低则能够解除其对 NF-κB 的抑制，

促进炎症反应的进行。而 Ramatchandirin B 等人报道在炎症反应中 SIRT4 表达

量的下调是受到 JNK 的抑制(Ramatchandirin et al., 2016)。Liu Ban 研究小组的

工作表明，在缺氧诱导的心肌细胞凋亡过程中 SIRT4 表达量下降，其表达量的变

化影响前 caspase9/caspase9 或者是前 caspase3/caspase3 的比例，也能够影响到 B

ax 的转座，从而促进细胞的凋亡(Liu et al., 2013)。 

虽然 SIRT4 在炎症当中的调控作用已经有了相关报道，但是结论并不统一，

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramatchandirin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26365714
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至今没有确凿的证据证明 SIRT4 能够与上述任意一个调控或受到调控的蛋白因

子有着直接的作用，关于 SIRT4 与炎症相关的调控通路需要更多验证。  

1.6 SIRT5 的研究进展 

SIRT5 也是一种定位于线粒体的 Sirtuins 家族蛋白，目前对其研究较为清楚

地是其在氨的解毒方面的功能。目前发现 SIRT5 的主要功能是催化氨基甲酰磷酸

合成酶 1（CPS1）去乙酰化。CPS1 是尿素循环的限速酶，SIRT 5 的增加能够

提高血氨的清除效率(Nakagawa et al., 2009)。同时，CPS1 也受到去琥珀酰化和

去戊二酰化的调控，而 SIRT5 去琥珀酰化和去戊二酰化的催化能力，相关研究也

正在深入当中(Du et al., 2011; Tan et al., 2014)。 

其它发现的与 SIRT5 相关或受 SIRT5 调控靶蛋白还有 SOD1 和线粒体尿酸

氧化酶(Nakamura et al., 2012; Lin et al., 2013)。而最近报道的发现 SIRT5 能够

将脂肪酸代谢中关键的脂肪酸氧化酶去琥珀酰酰化从而促进了脂肪酸的氧化。但

其是否是脂肪酸氧化代谢调控中的主要调控方式还有待进一步的研究(Zhang et

 al., 2015)。对 SIRT5 在癌症方面的研究目前还较为粗浅，其主要功能还需要更

多的研究。最近有证据表明 SIRT5 具有致癌功能，其在人非小细胞肺癌当中过表

达(Lu et al., 2014)。 

1.7 SIRT6 的研究进展 

SIRT6 具有 ADP 核糖基化、去乙酰化、去豆蔻酰化等催化活性。近期的研

究表明，过表达 SIRT6 的雄性小鼠的寿命较对照组显著延长。除了在寿命延长方

面起到作用之外，SIRT6 还参与了转录调控、代谢调控、DNA 损伤修复和染色

体稳定的维持、细胞分裂与分化和癌症等很多方面的生理生化反应。这其中有多

种原因，最近的报道称 SIRT6 与染色质紧密结合，其能够将组蛋白氨基酸 H3K9

和H3K56去乙酰化，SIRT6 的缺陷型细胞表现出整体H3K9氨基酸的高乙酰化(M

ichishita et al., 2008; Michishita et al., 2009)。此外 SIRT6 还能稳定染色体端粒

处的 WRN 蛋白，从而抑制复制相关的端粒的缺失。而对 H3K56 去乙酰化作用

的研究则表明，SIRT6 的缺失导致的 H3K56 氨基酸的过度乙酰化会导致小鼠染

色体碎片化和中心粒的解离(El-Khamisy et al., 2003; Yuan et al., 2009)。由此

可以看出，SIRT6 对于染色体的稳定起到了促进作用。 
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同样引人关注的是：SIRT6 也参与到了对衰老的调节过程中。从卡路里能量

摄入限制的角度来看，卡路里摄入限制能诱导 SIRT6 蛋白表达水平的升高，其

中的原因是因为卡路里摄入限制最终导致了 SIRT6 蛋白的稳定性增高，降低了

其分解速率(Kanfi et al., 2008)。随后，在 Sirt6 缺陷型小鼠上进行的实验表明，

降低该缺陷型小鼠 NF-κB 的表达，结果发现与对照组相比，降低了 NF-κB 表达

的小鼠寿命延长了 3 个月(Kawahara et al., 2009)。NF-κB 是一种调控凋亡、细

胞衰老、免疫和炎症的核心调控因子。SIRT6 能够与 NF-κB 的 RelA 亚基相互作

用， RelA 亚基能够将 SIRT6 召集至受 NF-κB 调控的基因启动子处，进而抑制

了这些基因的表达。这一功能是通过 SIRT6 将 NF-κB 目的基因启动子处的 H3K

9 氨基酸去乙酰化，降低 NF-κB 对这些启动子的结合能力来实现的(Hayden and 

Ghosh, 2004; Adler et al., 2007; Chambers et al., 2007; Adler et al., 2008)。 

此外 SIRT6 还能够调控缺氧诱导调控因子（HIF-1α），SIRT6 具备负调控 HI

F-1α 的能力，在对 SIRT6 缺陷型小鼠的检测中，发现其代谢中糖酵解水平显著

提高，并且细胞摄入葡萄糖的量增加，这与 HIF-1α 过表达引发的葡萄糖摄入增

加现象相一致。而敲除了 Sirt6 基因的细胞内也确实检测到了 HIF-1α 表达量和

蛋白稳定性的提高(Zhong et al., 2010)。而后来也有研究者提出正是由于 SIRT6 

表达降低导致葡萄糖摄入过多而引发的低血糖是引发寿命缩短的主要原因(Xiao

 et al., 2010)。从上面的多方面研究可以体会到，SIRT6 在很多方面具有重要的

调控功能。 

这种功能的繁多预示了 SIRT6 与癌症的发生有着多方面的关联。通过对癌症

和肿瘤基因组数据库的数据进行分析，结果表明在约 20%的癌症种类当中，癌症

组织当中 SIRT6 的表达消失或者降低(Sebastian et al., 2012)。在小鼠的肝癌模型

当中，FOS 的抑制导致 SIRT6 蛋白表达量的降低，结果导致细胞 H3K9 氨基酸

的乙酰化，从而在细胞中高表达抗凋亡因子 survivin(Min et al., 2012)。肝癌患

者肝组织中 SIRT6 的表达量显著降低。但是，在另外一些种类的癌症中，如乳腺

癌，SIRT6 通过其诱导增强 DNA 损伤修复的能力导致了癌细胞抗化疗能力的增

强(Khongkow et al., 2013)；而在胰腺癌细胞中，SIRT6 促进了细胞因子的生成

和转移，从而增强了炎症反应、癌症组织血管的生成和癌细胞的转移(Bauer et 

al., 2012)。 
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1.8 SIRT7 的研究进展 

与其它同家族的蛋白相同的是，SIRT7 需要 NAD+作为共底物去参与到其对

组蛋白的催化当中。但是在一般情况下，SIRT7 对于常见的底物并不表现出特别

高的催化活性。SIRT7 的敲除并不改变核仁或者核蛋白整体的乙酰化水平，这表

明 SIRT7 的去乙酰化催化功能可能只是针对有限种类的蛋白。而有研究也，表明

一些与 SIRT7 有相互作用的蛋白，如 mTOR 和 GTF3C1 并没有被其去乙酰化，

表明去乙酰化酶活性可能只是 SIRT7 功能的一部分， SIRT7 同样具有一些非催

化功能 (Tsai et al., 2014)。与其它 Sirtuins 家族蛋白不同，现今发现的能与 SI

RT7 相互作用的蛋白十分有限，其中能够确定能被 SIRT7 去乙酰化的蛋白目前只

有 p53、H3K18、PAF53、NPM1 和 GABP-β1(Lee et al., 2014; Ryu et al., 2014;

 Tsai et al., 2014)。 

最近关于 SIRT7 在细胞应激反应当中的的报道中，在多种不利因素下，如缺

氧、内质网应激、染色体损伤和营养缺乏等，SIRT7 均表现出了一定的抗逆作用。

而 SIRT7 对于 rRNA 和蛋白合成的调控也为其在抗逆过程中发挥功能奠定了基

础(Tsai et al., 2014)。 

SIRT7 与疾病的相关性同样引人注目，在 Vakhrusheva 等人的实验中，敲除

Sirt7 的小鼠显示出了退行性心肌肥大，但是这种心肌肥大在小鼠初生三个月内

并不显现。同样，缺陷型小鼠的心肌细胞的调往率上升也表明了心肌细胞出现了

退行性病变(Vakhrusheva et al., 2008)。在对另外一个品系的 Sirt7 敲除品系小鼠

的研究中发现，敲除型小鼠的血液中乳糖含量较对照组明显升高，表现出较差的

体力，这一现象被归因于心肌机能不全，而血液中较高的乳糖含量可能是因为心

肌细胞不能够获得足够的氧(Ryu et al., 2014)。在对 SIRT7 另外的研究中，两个

独立的研究小组对 Sirt7 敲除型小鼠进行了检测，发现 SIRT7 的敲除导致小鼠肝

脏内积累过多的脂肪，而将 Sirt7 重新转入 SIRT7 缺陷型肝细胞中，肝细胞积累

的脂肪就会减少，脂肪肝病症减轻。对这一现象的原因可能是因为 SIRT7 的缺失

导致了细胞内持续的未折叠蛋白反应，这表明 SIRT7 在内质网应激的缓解当中起

到重要作用(Shin et al., 2013; Yoshizawa et al., 2014)。 

SIRT7 在一些癌症组织中高表达， Barber 经过研究将 SIRT7 归类为癌症基
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因是因为 SIRT7 的表达对于癌症症状的保持非常重要。这是由于 SIRT7 对于一

癌基因启动子处 H3K18 氨基酸的持续去乙酰化能够导致抑癌基因表达的降低，

从而增加细胞癌变的几率，同时，H3K18 的持续去乙酰化能够增加癌细胞的转

移并且增加癌症病人的死亡率(Barber et al., 2012)。与之相一致的是，将当在小

鼠皮下注射缺乏 SIRT7 表达的人星形胶质细胞瘤后，观察到 SIRT7 缺陷型肿瘤

与注射普通人星形胶质细胞瘤的体积相比，SIRT7 缺陷型的肿瘤体积明显较小，

这从另外一方面能够说明 SIRT7 的存在对于细胞癌变的发生和及癌细胞活力的

保持具有促进作用(Barber et al., 2012)。类似的报道也见诸于对原发性肝癌、结

肠癌、卵巢癌的报道中。而也有一些报道指出，SIRT7 的高表达本身可能并不能

强烈地诱发细胞癌变的发生，这可以从单独 SIRT7 的高表达并不能引发正常的成

纤维细胞癌变加以佐证。但是应该如何解释 SIRT7 在癌细胞内的高表达的原因？

其中一种可能性可能是因为癌细胞由于分裂和代谢过快，需要大量的 rRNA 和

核糖体蛋白的生成，而 SIRT7 的高表达正能够迎合这一需求(Shin et al., 2013)。 

整体来看，综合目前的研究报道，SIRT7 可能是一个潜在的致癌因子。 

1.9 无脊椎动物 Sirtuins 的研究进展 

无脊椎动物，尤其是昆虫 Sirtuins 的研究主要集中在果蝇中，其研究的重点

方向是 Sirtuins 对果蝇寿命延长的作用。Whitaker 等人培育了 dSirt1 转基因果蝇，

实验结果发现转基因果蝇 dSirt1 表达量较对照组表达量高 2~5 倍时，实验组果蝇

寿命较对照组显著增长，但是更高的 dSirt1 表达量反而会缩短果蝇的寿命，这是

因为dSirt1的过表达会引发细胞毒性，引发 JNK调控通路(Whitaker et al., 2013)。

而 Rahman 等人对果蝇 dSirt2 则认为 dSirt2 编码蛋白与人 SIRT3 单边功能相似，

dSirt2 缺失的小鼠体内赖氨酸残基的乙酰化程度显著提高，而参与到氧化呼吸作

用的 ATP 合成酶 β 蛋白中赖氨酸残基的乙酰化程度提高尤为明显。dSirt2 的缺乏

也同样能够导致线粒体中复合物 V 活性的降低，而过表达 dSirt2 使复合物 V 的

活性则得到了显著的提高。由此其得出结论：dSirt2 是果蝇体内重要的线粒体能

量调控蛋白参与到多方面的代谢调控中。此外，该研究还初步发现了一条神经酰

胺-NAD+-dSirt2 代谢调控通路，神经酰胺造成细胞应激反应后会降低果蝇细胞内

NAD+的浓度，而 NAD+浓度的降低则会导致 dSirt2 催化活性的下降，最终导致
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果蝇细胞内蛋白整体乙酰化水平的提高，引发一系列生理调控反应(Rahman et a

l., 2014)。 

可以说，无脊椎动物 Sirtuins 的研究正处于起步阶段，无脊椎动物 Sirtuins

蛋白的功能与特点在很多方面与以人为代表的脊椎动物 Sirtuins 蛋白存在着明显

的差异，其重要功能同样值得进行深入研究。 

1.10 无脊椎动物先天免疫的研究进展 

1972 年，Hans Boman 及其同事在 Drosophila melanogaster 中发现了一种

可被诱导的抗细菌免疫反应,这个发现引入了一个研究先天性免疫的新的模式生

物(Boman et al., 1972)。而这又直接导致了抗菌肽（AMPs）的发现，抗菌肽不

仅序列保守性强，且其受到核调控因子 NF-κB 调控(Strominger, 2009)。同时，

研究者还发现了 Toll 通路，这是一个在抗真菌免疫应答中的关键应答元件。这是

一个在先天免疫研究当中具有里程碑意义的发现，其与哺乳动物中 MYD-88 依

赖的 Toll 样受体（TLR）具有很高的相似性(Lemaitre et al., 1997; Lemaitre et 

al., 2012)。D.melanogaster 中体内编码 9 个 Toll 蛋白，虽然大部分 Toll 蛋白都

只是作为分泌型细胞因子 Spätzle 间接地参与到病原体的识别当中，Toll-7 却能

够直接识别病毒糖蛋白，这一点与哺乳动物 TLR 很相似(Shelly et al., 2009; Na

kamoto et al., 2012)。而在呼吸系统上皮细胞中表达的 Toll-8 能够负调控 NF-κ

B 的表达(Venken and Bellen, 2014)。Spätzle 是一个具有胱氨酸结构模体的细胞

因子，其结构与哺乳动物白细胞介素-17 相似。其以不具有活性的前体形式分泌，

在机体外部遭受感染或者是内部遭受细胞损伤时，细胞通过丝氨酸蛋白酶级联反

应激活 Spätzle 加工酶（SPE），使 Spätzle 被切割成为活性形式。如在外部感染

发生的过程中，循环系统中的丝氨酸蛋白酶 Persephone 能够感应毒性相关的蛋

白酶随之激活 SPE，这一过程被称作效应物诱导的免疫激活。而由细胞坏死诱导

的免疫过程同样也依靠 Persephone 引发应答反应(Hymowitz et al., 2001; Gottar

 et al., 2006; El Chamy et al., 2008; Ming et al., 2014)。 
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图 1-2： D.melanogaster 对微生物的免疫识别(Buchon et al., 2014) 

Figure 1-2：Recogniton mechanism of D.melanogaster immune system 

黑腹果蝇体内存在两条经典的信号通路：Toll 通路和 Imd 通路。这两条通路

调控着 D.melanogaster 体内由细菌或真菌诱导的免疫应答。Toll 通路主要在脂肪

体中激活，其与 Imd 通路一起控制着 D.melanogaster 体内抗菌肽（AMPs）的表

达。Imd 通路主要在包括肠道上皮等上皮结构中表达，其能够与活性氧（ROS）

生成酶（如 Duox）等一同发挥抗菌作用。而这些通路的激活均是以微生物细胞

壁成分被识别为基础的。PGRP-LC 和 PGRP-LE 能够识别革兰氏阴性细菌和特定

种类的革兰氏阳性细菌细胞壁上的二氨基庚二酸（DAP）型肽聚糖，从而激活 I

md 通路。PGRP-SA 和 GNBP1 能够识别革兰氏阳性细菌细胞壁上的赖氨酸型肽

聚糖，而 GNBP3 能够识别酵母等真菌细胞壁上的 β-葡聚糖，其均能激活 Toll 通

路。Toll 通路的激活最终导致了 NF-κB 转录因子 Dif 的磷酸化，继而引发 NF-κ

B 的转录，最终导致诸如抗真菌肽 Drosomycin 及其他相关基因的激活。而 Imd 

通路的激活则导致了另外一种 NF-κB 转录因子 Relish 的磷酸化从而引发 NF-κB 

的转录，最终导致多种抗菌肽表达的上调。ROS 在抗菌过程中也扮演着重要的
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角色，与 ROS 相关的蛋白是 Duox，尿嘧啶是一种细菌的代谢产物，其能够激活

一种未经确认的 G 蛋白偶联受体（GPCR）并且能够促进内质网中 Ca2+的释放，

这最终激活了 Duox。此外，Imd 通路和 GPCR 通路均能够通过一种磷脂酶 Cβ

依赖途径导致 p38 MAPK 的激活，这能够在机体受到细菌感染时维持 Duox 的

表达。 

除此之外，Spätzle 也能够被微生物细胞壁成分激活引发其切割。如真菌和

革兰氏阳性细菌可以分别被 GNBP3 和 GNBP1 识别(Gobert et al., 2003; Gottar 

et al., 2006)。这两类受体均能够识别 modSP 并将之激活。激活的 modSP 能够进

一步激活 SPE 并最终使 Spätzle 切割具备活性(Buchon et al., 2009)。 

而果蝇体内第二条免疫通路是免疫缺陷（Imd）通路。Imd 通路是在机体识

别二氨基庚二酸（DAP）型肽聚糖后被触发的。负责识别这类这类肽聚糖的受体

可以是膜受体 PGRP-LC 或者是胞质受体 PGRP-LE。这一通路的激活最终能够引

发 NF-κB 信号通路被激活。除了引发 NF-κB 信号通路的激活之外，PGRP-LE 

还能够引发抗菌自噬反应，这对于机体控制细胞内的病原体，如李斯特菌属的病

原微生物具有至关重要的作用(Chang et al., 2006; Kaneko et al., 2006; Lim et

 al., 2006; Yano et al., 2008)。尽管目前 Toll 通路和 Imd 通路均已经被阐明，

但是更多关于这两个同路的分子机制上的细节仍然值得我们去挖掘。站在整个生

物体的角度将这些通路有关的信息整合在一起，有助于我们进一步理解在疾病导

致的代谢紊乱情况下机体恢复自身平衡的机制(Buchon et al., 2014)。 

1.11 本研究的意义 

Sirtuins 家族蛋白作为一类重要的组蛋白去乙酰化酶，在机体的多项生理活

动中均起到关键的调控作用。近年来发现除了组蛋白去乙酰化酶活性外，Sirtuins

家族蛋白还可以对多种蛋白以非去乙酰化催化作用方式进行调控，这又进一步拓

宽了 Sirtuins 家族蛋白在生理上的研究广度。 

本工作主要探究了两个家蝇 Sirtuins 家族蛋白基因 MdSirt1 和 MdSirt4 在家

蝇抗逆过程中表达量的变化，初步探索了一条与 MdSirt4 相关的免疫调控通路，

拓展了无脊椎动物中 Sirtuins 家族蛋白的研究，也为今后深入工作的开展打下了

基础。
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第 2 章 实验材料与方法 

2.1 实验材料 

本实验室所使用的实验动物 Musca domestica 为中国科学院动物所何凤琴老

师惠赠并在本实验室成功饲养。 

2.2 实验方法与试剂 

2.2.1 家蝇的饲养 

家蝇生活史简单，易于饲养，是本实验的理想材料。 

成蝇饲养于 50 cm×50 cm×50 cm 的纱笼中，置于恒温培养箱中培养，光照

采用 12 h/12 h，温度恒温 28℃，湿度 70% ；每日按照 3:1 的质量比投喂红糖

和全脂奶粉共 4 g，每日更换清水。 

2.2.2 MdSirt1 和 MdSirt4 基因的序列分析方法 

家蝇转录组数据为本实验室自测（PRJNA227793）(Tang et al., 2014)，人 S

irt1-Sirt7 序列下载自 NCBI 数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）。本工作以人 S

irt1-Sirt7 序列作为种子序列，使用本地 Blast 方法在家蝇转录组中搜索家蝇 Sirtu

ins 家族同源序列。本工作使用在线预测工具 ORF finder（http://www.ncbi.nlm.ni

h.gov/gorf/gorf.htmL）对核苷酸序列进行 ORF 的预测；使用生物信息分析软件 D

NAMAN 构建序列氨基酸推导图；使用序列分析软件 BioEdit 对氨基酸序列的中

的氨基酸组成情况进行分析；使用 SMART（http://smart.embl-heidelberg.de/） 

在线预测工具对氨基酸序列进行保守结构域的分析；使用序列分析软件 CLC Ma

inWorkbench 5 对不同物种氨基酸序列进行比对；使用 MEGA5.0 软件，采用 NJ

法进行系统发育树的建立。 

2.2.3 MdSIRT1 和 MdSIRT4 的原核表达，蛋白纯化及抗体制备 

本工作根据 MdSirt1 和 MdSirt4 基因 ORF 序列设计表达引物，分别以 pET3

0-a 和 pET-DsbA 为表达载体，使用 BL21（DE3）为表达宿主进行重组蛋白的原

核表达。实验使用的引物为 Md-sirt1-exF、Md-sirt1-exR、MdSIRT4-exF、MdSIR

T4-exR。 

表达的重组蛋白使用 Ni-NTA 柱进行纯化，制备的蛋白进行 10% SDS-PAG

E，考马斯亮蓝染色检测。 
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本工作中种多克隆抗体的制备及抗体效价的检测参照《精编免疫学实验指

南》（J.E.科利根等，2009）进行。 

2.2.4 MdSirt1 和 MdSirt4 基因在不同条件下的表达分析 

2.2.4.1 家蝇不同发育阶段及幼虫不同组织的样品处理方法 

本工作中检测不同发育阶段基因表达量的工作选取家蝇卵、1 龄幼虫、2 龄

幼虫、3 龄幼虫、蛹、成虫共 6 个发育阶段的样品进行。家蝇的组织定量实验以

3 龄幼虫为实验材料，取全虫并分离表皮、肠道、脂肪体、血淋巴 4 种组织进行

实验。 

2.2.4.2 家蝇幼虫细菌感染实验 

本工作采用注射方法进行家蝇幼虫的细菌感染实验。在不同浓度梯度的细菌

感染试验中，分别选取革兰氏阴性细菌 Escherichia coli 和革兰氏阳性细菌

Staphyloccocus aureus，以 1×108 CFU 为基准使用 0.9%生理盐水按照 10 倍梯度稀

释至 1×107 CFU、1×106 CFU、1×105 CFU 四个浓度进行注射，以注射 0.9%生理

盐水组为对照组。家蝇细菌感染后不同时间点实验中，采用 1×106 CFU 为工作浓

进行注射，检测 MdSirt1 的实验中采用了将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌混合进行

注射的方法，而检测 MdSirt4 的实验中则采用了分别注射两种细菌的方法。在实

验第 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 进行取样。实验动物选取 2 龄幼虫，每头幼虫

注射量为 0.1 μl。 

2.2.4.3 家蝇幼虫 CdCl2 刺激，热激处理 

在家蝇幼虫 CdCl2 刺激实验中，本工作首先用 0，2，5，10，25，50，100 mM

浓度的 CdCl2 水溶液代替水拌麸皮饲养幼虫，检测不同浓度 CdCl2 刺激下家蝇幼

虫的死亡率，最终选取 25 mM 为本实验的工作浓度。使用上述方法对家蝇幼虫

进行 Cd2+处理，并选取 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h 进行取样。 

在家蝇热激处理实验中，本工作选取 2 龄幼虫置于 42℃培养箱中，分别于 0 

h、15 min、30 min、1 h 取样，之后将幼虫置于 28℃条件下进行恢复处理，并于

恢复第 2 h、4 h 进行取样。 

2.2.5 总 RNA 的提取、qPCR 及 Western Blot 实验方法 
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2.2.5.1 总 RNA 的提取和反转录 

本工作使用 Takara 公司 RNAiso Plus 提取家蝇幼虫总 RNA，操作步骤按照

试剂说明书进行。通过凝胶电泳检测提取 RNA 完整度，用紫外分光光度计测定

RNA 浓度；使用紫外分光光度计检测 RNA 的浓度。取 1 μg 总 RNA，使用 AO

LP 引物进行反转录(Liu et al., 2005)。 

2.2.5.2 qPCR   

本工作采用实时荧光定量 PCR 方法对目的基因的表达量进行检测。其中

MdSirt1 的定量引物为 MD-real-SIRT1F、MD-real-SIRT1R，MdSirt4 的定量引物

为 MD-real-SIRT4F、MD-real-SIRT4R，内参基因选取 MdGAPDH，定量引物为

Md-GAPDH-RtF1 、Md-GAPDH-RtR1。 

qPCR 采用 TransGen Biotech 公司 TransStart Green qPCR SuperMix 试剂盒，

具体方法参考高一夫等人论文(Gao et al., 2015)。 

2.2.5.3 Western Blot 

本工作对选取的家蝇幼虫样品进行蛋白印迹检测，实验主要过程方法参照

《生物化学实验原理与技术》（武金霞等，2005），具体步骤略。 

2.2.6 MdSIRT4 蛋白的亚细胞定位 

Hela 细胞的培养、传代、冻存、均按照常规方法进行。将 MdSIRT4 ORF

全长构建到细胞表达载体 pEGFP-N1 中，经测序验证无误，以 pEGFP-N1 空载质

粒为对照进行转染，转染实验和免疫荧光实验均按照常规方法进行。转染实验使

用北京博奥龙公司 Quick Shuttle Basic 转染试剂。免疫荧光实验中 AK4 蛋白兔

抗人单克隆抗体购自北京义翘神州生物技术有限公司。免疫荧光实验样品使用 1

X81 型激光共聚焦显微镜进行观察。 

2.2.7 MdSirt1 和 MdSirt4 基因的干扰及干扰后基因的功能的分析实验 

2.2.7.1 MdSirt1 和 MdSirt4 基因 dsRNA 诱导、合成及干扰敲低实验 

MdSirt1 干扰 dsRNA 的制备采用诱导生成的方法，本工作以 MdSirt1 序列片

段为模板设计引物扩增，根据 pEGFP-N1 质粒（GenBank 登录号：U55762）为

模板扩增 GFP 片段，使用 L4440 为 dsRNA 表达载体，使用 HT115 为表达宿主

进行了 dsRNA 的诱导表达。使用引物 MD-GR-SIRT1F、MD-GR-SIRT1R、GFP-

F、GFP-R。MdSirt4 干扰 dsRNA 的制备使用了 TransGen Biotech 公司 T7 High 
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Efficiency Transcription Kit 进行合成，使用引物为 MD-GR-SIRT4F、MD-GR-S

IRT4R、T7。 

本工作采用显微注射 dsRNA 的方法对特定基因进行干扰。具体方法为： 

（1） 将家收获的家蝇卵用镊子摆放在贴有双面胶的载玻片上 

（2） 在卵表面滴加少量的石蜡油 

（3） 使用日本成茂(Narishige)显微操作系统显微注射系统在显微镜下进行注射 

（4） 将注射后的卵收集如拌好的麸皮中培养 

在本工作中，采用对刚孵化的 1 龄幼虫进行注射的方式干扰，注射的 dsRN

A 的浓度为 50 ng/μl，每头幼虫的注射体积为 0.01 μl。 

2.2.7.2 MdSirt1 敲低之后家蝇幼虫在细菌刺激后存活率检测的检测 

为了检测在 MdSirt1 表达量降低的情况下家蝇幼虫在细菌刺激后成活率情

况。本工作选取 100 只敲低 MdSirt1 基因的 2 龄幼虫进行细菌刺激，对照组采用

注射 dsGFP 的同批 2 龄幼虫，进行同样处理。细菌刺激后，检验细菌刺激后不

同组别 0 h、3 h、6 h、24 h、36 h 家蝇幼虫的成活情况，统计成活率。 

2.2.7.3 MdSirt4 敲低之后家蝇幼虫核转录因子和抗菌肽表达变化的检测 

所以本工作采取了注射 dsRNA 干扰的方法降低了家蝇幼虫体内 MdSirt4 的

表达量，之后使用 qPCR 的方法检测了干扰 MdSirt4 之后家蝇体内 MdNF-κBmR

NA 表达量的变化及四种家蝇抗菌肽表达量的变化，本实验中使用的引物包括 M

D-real-SIRT4F、MD-real-SIRT4R、atta-F、atta-R、dip-F、dip-R、muscin-F、mus

cin-R、cecropin-F、cecropin-R、NF-kappa-B real F、NF-kappa-B real R、Md-G

APDH-RtF1、Md-GAPDH-RtR1。 

2.2.8 数据统计与分析方法 

采用 SPSS 17.0 软件对实验数据进行统计分析，组间差异采用单因素方差分

析和 Tukey 氏检验方法，两组比较采用 Student t-test 进行分析。 

2.3 实验仪器 

  本工作中使用的实验仪器见表 2-3： 

http://www.microimaging.com.cn/narishige/
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仪器名称 仪器作用 仪器品牌 

AB Applied Biosystem 

Veriti 96 well Thermal 
PCR 反应 Gene company limited 

真空浓缩机 化学物质的蒸发干燥 Eppendorf new brunswick 

G:BOX 型紫外凝胶成像仪 PCR 产物的检测 YNGENE 

Centrifuge 5430R 型离心机 高速离心 Eppendorf new brunswick 

超净工作台 无菌操作 AIRTECH 

DYCP-32B 型水平核酸电泳仪 核酸电泳 北京六一 

紫外分光光度计 核酸浓度及质量的测定 Biodrop 

制冰机 制冰 SANYO 

IS-RDS3 型摇床 细菌培养 CRYSTAL 

Light Cycler 96 实时荧光定量 PCR Roche 

FluorChemE 型成像仪 化学发光显色 Protein Simple 

SMART Ultra-purewater 

system 
超纯水的制备 Heal Force 

Mini Protean Tetra System 蛋白质凝胶电泳及 Western BIO-RAD 

SCIENTZ 型超声破碎仪 细菌及组织细胞的超声破碎 SCIENTZ 

CIMO QHX-400BS-III 型人工

气候箱 
家蝇饲养 新苗 

MODEL P97 型拉针仪 纤维注射针的拉制 Narishige 

MF-9 型断针仪 显微注射针的塑形 Narishige 

IM-9B 型显微注射器 显微注射 Narishige 

1X151 型显微镜及显微操作

系统 
显微注射 Olympus 

1X81 型激光共聚焦显微镜 免疫荧光 Olympus 

 

表 2-3 本工作中使用的仪器 

Tbble 2-3 Labotoratory Instruments 
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2.4 引物列表 

本工作中所使用的引物见表 2-4： 

表 2-4 引物 

Table 2-4 Primers 

 引物名称 引物序列 （5’-3’） 酶切位点 

干扰引物 MD-GR-SIRT1F GCGAATTCAAGTCCGACCAGT EcoR I 

MD-GR-SIRT1R GCAAGCTTGAAACGCAGTCAT Hind III 

MD-GR-SIRT4F GCGAATTCCACCCATTATTCTT Nde I 

MD-GR-SIRT4R GCAAGCTTCAAACTGGAACCC Hind III 

GFP-F CGGAATTCATGGTGAGCAAGG EcoR I 

GFP-R CGCTCGAGCTTGTACAGCTCG XhoI 

重组蛋白表达引物 pEGFP-Mdsirt4F CGGGGTACCATGCGTTTTACA KpnI 

pEGFP-Mdsirt4R TCCCCCGGGTTTGTTCTTAAAA SmaI 

Md-sirt1-exF CGAGCTC SacI 

Md-sirt1-exR CCCTCGAGTTATATGGAAACG XhoI 

MdSIRT4-exF CGGGATCCATGCGTTTTACACA BamHI 

MdSIRT4-exR CCCAAGCTTTCATTTGTTCTTA HindIII 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

定量引物 

MD-real-SIRT1F AAGTCCGACCAGTAGCAT  

MD-real-SIRT1R ACATCACCATCTCCCAAC  

MD-real-SIRT4F GTTGGGTTCCAGTTTGTT  

MD-real-SIRT4R AATGATCGGCTCTTGTCT  

atta-F CCACGGGTCACAGCGATTC  

atta-R TCCATTTCAGCGAGCCAC  

dip-F TGGTTGCCGACGATAAGT  

dip-R CTGTGGCATCAAACGAAT  

muscin-F ATACTCGTGGTGCTGCTAAT  

muscin-R ATCGCAAATCCTCTGGTCTA  

cecropin-F TCGTTGCCTTAGTCTTGG  

cecropin-R ATTGTAGCATCGCGGGTA  
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NF-kappa-B real F CTGGTAGGCATGGGCATTG    

NF-kappa-B real R TTGTCGTAGGCGGCGTGT    

Md-GAPDH-RtF1 AACGGTAAACTCACTGGTATG  

Md-GAPDH-RtR1 CATCGGTGTAGCCCAAGATA  

反转录引物 AOLP GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T  

体外转录引物 T7 TAATACGACTCACTATAGGG  
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第 3 章 实验结果与分析 

3.1 MdSirt1 和 MdSirt4 的生物信息学分析 

3.1.1 Sirtuins 家族蛋白系统发育树的建立 

本工作选取不同物种的 Sirtuins 蛋白氨基酸序列与转录组中预测的五条家蝇

Sirtuins 家族蛋白氨基酸序列共同建立系统发育树。结果发现转录组中预测的

MdSIRT1 与 MdSIRT4 序列分别于其他物种的 SIRT1 和 SIRT4 序列聚在一起。 
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图 3-1: Sirtuins 家族蛋白氨基酸序列系统发育树的建立 

      Figure 3-1： An NJ phylogenetic of Sirtuins from various species 
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智人 Homo sapiens；黑猩猩 Pan troglodytes；家牛 Bos taurus；小鼠 Mus musculus；斑马鱼

Danio rerio；白斑狗鱼 Esox lucius；黑腹果蝇 Drosophila melanogaster；地中海实蝇 Ceratitis 

capitata；意大利蜜蜂 Apis mellifera；家蝇 Musca domestica；厩螫蝇 Stomoxys calcitrans；

非洲鸵鸟 Struthio camelus；原鸡 Gallus gallus；秀丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans；酿酒

酵母 Saccharomyces cerevisiae 

3.1.2 MdSirt1 与 MdSirt4 核酸序列分析  

为了更全面地了解 MdSirt1 与 MdSirt4 的基因功能，本工作首先对 MdSirt1 

（GenBank 登录号：XP_005182634）与 MdSirt4(GeneBank 编号：XP_005180474.1)

的全长序列进行了分析，分析结果显示：MdSirt1 序列 ORF 全长 2667 bp，共编

码 888 个氨基酸；MdSirt4 ORF 全长 930 bp，编码 309 个氨基酸。 
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图 3-2: MdSirt1 cDNA 序列及其推到氨基酸序列 

Figure 3-2: The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of MdSirt1 

ATG：起始密码子；TAA：终止密码子； AATAA： 加尾信号 
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图 3-3：MdSirt4 的 cDNA 和氨基酸序列 

Figure 3-3：The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of MdSirt4 

ATG：起始密码子； TAA ： 终止密码子； AATAA：加尾信号 

3.1.3 MdSIRT1 和 MdSIRT4 氨基酸组成分析与保守结构域的预测 

为了了解 MdSIRT1 和 MdSIRT4 氨基酸序列的组成情况，本工作对 MdSIRT1

和 MdSIRT4 氨基酸序列的中的氨基酸组成情况进行了分析，之后对两者的氨基

酸序列的保守结构域进行了预测。分析结果发现：MdSIRT1 氨基酸序列中丝氨

酸的含量最高，含量较高的氨基酸种类还有苏氨酸、天冬氨酸和谷氨酸；MdSIRT4 

氨基酸序列中亮氨酸的含量最高，含量较高的氨基酸种类还有缬氨酸、天冬氨酸

和赖氨酸。 

MdSIRT1 序列第 280-485 位氨基酸组成 SIR2 保守结构域；而 MdSIRT4 氨

基酸序列在 53-259 位同样具有一段保守的 SIR2 保守结构域。 
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图 3-4: MdSIRT1、MdSIRT4 蛋白质氨基酸组成分析及其保守结构域的预测 

Figure 3-4：The analysis of MdSIRT1,MdSIRT4 amino acid sequence and their conservative 

domain 

A : MdSIRT1蛋白质氨基酸组成分析 The composition of MdSIRT1 amino acid sequenc

e；B: 预测得到的 MdSIRT1 的保守结构域 Conservative domain of MdSIRT1；C: MdSI

RT4 蛋白质氨基酸组成分析 The composition of MdSIRT4 amino acid sequence；D:预测

得到的 MdSIRT4 的保守结构域 Conservative domain of MdSIRT4  

3.1.4 SIRT1、SIRT4 氨基酸序列的比对 

本工作分别对包括家蝇在内的不同物种的 SIRT1 和 SIRT4 氨基酸序列进行

了比对，结果显示不同物种间 SIRT1 及 SIRT4 氨基酸序列的保守性较高。 

 

 

 

 

 

 

D C 
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图 3-5：SIRT1 和 SIRT4 氨基酸序列的比对 

Figure 3-5：Alignment of SIRT1,SIRT4 amino acid sequence 
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A：SIRT1 氨基酸序列的比对 Alignment of SIRT4amino acid sequence；B：SIRT4 氨基

酸序列的比对 Alignment of SIRT4amino acid sequence；小家蚁 Monomorium；阿根廷蚂

蚁 Linepithema；蜜蜂 Apis；灰翅麦茎蜂 Cephus；叶峰 Neodiprion；侧沟茧蜂 Microplitis；

果实蝇 Bactrocera；地中海实蝇 Ceratitis；黑腹果蝇 Drosophilia；库蚊 Culex；按蚊 Anoph

eles；家蚕 Bombyx；拟谷盗 Tribolium；家蝇 Musca 

3.2 MdSIRT1 和 MdSIRT4 重组蛋白的表达与纯化 

本实验根据MdSirt1保守结构域部分序列构建了pET-30a-MdSIRT1重组表达

载体。经检测，pET-30a-MdSIRT1 重组蛋白主要在包涵体当中表达，纯化重组蛋

白大小 49 ku，条带大小与预测值相符；而 MdSIRT4 重组蛋白同样主要在包涵体

当中表达。纯化的重组蛋白大小 59 ku，条带大小与预测值相符。 

 

 

图 3-6:MdSIRT1、MdSIRT4 重组蛋白凝胶示意图 

Figure 3-6:SDS-PAGE analysis of the recombinant protein pET-30a-MdSIRT1 and 

pET-DsbA –MdSIRT4 

A: pET-DsbA –MdSIRT4；B: pET-30a-MdSIRT1；1：未诱导 Non-induced protein；2：

诱导 Induced protein；3：诱导的上清 Soluble fraction of sonication lysate after IPTG i

nduction；4：诱导的包涵体 Precipitate fraction of sonication lysate after IPTG inducti

on；5：纯化后的重组蛋白 Purified recombinant protein；6：蛋白质分子量标准 Protein 

molecular weight marker 
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3.3 MdSIRT4 蛋白的亚细胞定位结果 

为了探究 MdSIRT4 在细胞当中的定位，本工作构建了人源细胞转染重组质

粒 pEGFP N1-MdSIRT4 并在 Hela 细胞中进行了亚细胞定位实验。实验结果表明

MdSIRT4 定位在线粒体上。 

 

图 3-7：MdSIRT4 的亚细胞定位 

Figure 3-7：Identification of MdSIRT4 subcellular location 

A：Merged；B：DAPI；C：pEGFP-N1-MdSIRT4；D：HG3C-AK4 

3.4 MdSirt1、MdSirt4 不同发育阶段定量和组织定量结果的分析 

本工作运用 qPCR 方法我们对 MdSirt1、MdSirt4 在家蝇不同发育阶段及不同

组织中的表达量进行了检测。检测结果表明：MdSirt1 在蛹期表达量最高，而在

幼虫阶段和成虫阶段的表达量偏低；MdSirt4 在卵中表达量最高，其次为成虫时

期，而在幼虫时期表达量较低，但是 MdSirt4 在幼虫时期表达量变化不大。MdS

irt1 在脂肪体重表达量最高，在其余几种组织当中 MdSirt1 的表达量均较低；Md

Sirt4 在脂肪体中表达量最高，而在表皮中表达量最低，MdSirt4 的表达量具有显
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著的组织特异性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-8：家蝇不同发育阶段及不同组织 MdSirt1、MdSirt4 的表达量 

Figure 3-8：Relative expression level of MdSirt1,MdSirt4 in different development stages and 

tissues in Musca domestica 

A: MdSirt1 在家蝇不同发育阶段的表达分析；B: MdSirt1 家蝇不同组织中的表达分析； 

C: MdSirt4 在家蝇不同发育阶段的表达分析；D: MdSirt4 家蝇不同组织中的表达分析； 

卵：eggs；1 龄幼虫：1st instar larvae；2 龄幼虫：2nd instar larvae；3 龄幼虫：3rd ins

tar larvae；蛹：pupae；成虫：adults；全虫：whole body；血淋巴：hemocyte；表皮：c

uticula；肠道：gut；脂肪体：fat body。本实验中中数据由 6 次平行实验结果综合得出；

字母 a-d 代表差异显著性(Duncan’s 多组样本间差异显著性分析，P<0.05)。Data in this e

xperiment come from 6 replicates;Letters a-d indicate significant difference(Duncan's s

ignificant difference between multiple sets of sample,P<0.05). 

3.5 MdSirt1、MdSirt4 在细菌感染后表达模式的分析 

实验结果表明：（1）与对照组相比，随着注射细菌浓度的提高，24 h 后 Md



第 3 章 实验结果与分析 

33 

 

Sirt1 的表达量逐步上调；而随着注射细菌浓度的提高，与对照组和注射生理盐

水组相比，24 h 后 MdSirt4 的表达量逐步下调。（2）在细菌刺激之后，3 h、6 

h、12 h MdSirt1 的表达量均显著上升，随后表达量缓慢回落至初始水平；而 M

dSirt4 在细菌刺激之后 3 h、6 h、12 h 的表达量均略有上升，随后表达量迅速

下调至基本水平的 30%左右，随着时间的推移 MdSirt4 表达量并未显示出明显的

向上恢复的趋势。（3）对 MdSIRT4 进行的 Western 检测也得到了与 qPCR 类似

的结果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-9：MdSirt1、MdSirt4 在不同细菌浓度刺激下及细菌刺激后不同时间点表达量变化

的定量 

Figure 3-9：Relative expression level of MdSirt1,MdSirt4 post bacterial challenge 
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A：不同浓度细菌刺激后 MdSirt1 的表达量 Relative expression level of MdSirt1 post bac

terial challenge by different concentration；B：细菌刺激后不同时间点 MdSirt1 的表达量 

 Relative expression level of MdSirt1 post bacterial challenge；C：不同浓度细菌刺激后

MdSirt4 的表达量 Relative expression level of MdSirt4 post bacterial challenge by diffe

rent concentration；D：细菌刺激后不同时间点 MdSirt4 的表达量  Relative expression le

vel of MdSirt4 post bacterial challenge；E：不同浓度大肠杆菌菌液刺激后 MdSIRT4 蛋

白表达量变化 Relative expression level of MdSIRT4 after Escherichia coli challenge b

y different concentration ；F：不同浓度金黄色葡萄球菌菌菌液刺激后 MdSIRT4 蛋白表

达量变化Relative expression level of MdSIRT4 after Staphyloccocus aureus challenge b

y different concentration ；G：MdSirt4 在细菌刺激后不同时间点 MdSirt4 表达量的变化 

Relative expression level of MdSirt4 post bacterial challenge.本实验中的结果由 3 次平行

实验得出，实验组与对照组的差异用*代表，*代表 P<0.05,**代表 P<0.01。Data in this e

xperiment come from 3 replicates，;Difference acrossblank group(CK)is indicated with

*(P< 0.05)or** (P<0.01)。 

3.6 MdSirt1、MdSirt4 在氯化镉影响和热激后不同时间点表达量变化

的分析 

实验结果表明：（1）在重金属镉影响过程中，MdSirt1 的表达量随着时间的

推移逐步升高； MdSirt4 的表达在前期上调，后期略有回落。（2）在热激过程

中，MdSirt1 的表达量逐步上调，在热激 30 min 时 MdSirt1 的表达量达到最高。

在热激之后的恢复过程中，MdSirt1 的表达量逐步回调至正常水平；而随着热激

时间的延长，MdSirt4 的表达量逐步下调，在之后的恢复过程中，MdSirt4 的表达

量逐渐上调。（3）对 MdSIRT4 进行的 Western 检测也得到了与 qPCR 类似的结

果。 
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图 3-10：MdSirt1、MdSirt4 在氯化镉影响和热激处理后不同时间点表达量的变化 

    Figure 3-10： Relative expression level of MdSirt1,MdSirt4 post CdCl2 challenge and 

heat shock 

A: MdSirt1 在氯化镉后不同时间点表达量的变化 Relative expression level of MdSirt1 post 

CdCl2 challenge；B：MdSirt1 在 42℃ 热激后不同时间点表达量变化 Relative expression 

level of MdSirt1 post heat shock；C：MdSirt4 在氯化镉影响后 mRNA 表达量的变化 Relative 

expression level of MdSirt4 post CdCl2 challenge.；D：MdSIRT4 在氯化镉影响后蛋白表达

量的变化 Relative expression level of MdSIRT4 post CdCl2 challenge；E:MdSirt4 在 42℃热

激后 MdSirt4 表达量的变化 Relative expression level of MdSirt4 post heat shock；F：

MdSIRT4 在 42℃热激后蛋白表达量的变化 Relative expression level of MdSIRT4 post heat 

shock 热激：0h；H15 min：热激 15 min；H30 min：热激 30 min；R1 h：恢复 1 h；R4 h：

恢复 4 h.本实验中的结果由 6 次平行实验得出，实验组与对照组的差异用*代表，*代表 

P<0.05,**代表 P<0.01。Data in this experiment is the result from 6 replicates，;Difference 

across blank group(CK)is indicated with*(P< 0.05)or** (P<0.01). 
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3.7 MdSirt1 和 MdSirt4 干扰敲低后的功能分析 

3.7.1 MdSirt1 在干扰之后细菌刺激条件下幼虫的存活率的分析 

实验结果表明：本工作成功诱导出 dsSirt1 RNA ，在对家蝇幼虫 MdSirt1 进

行干扰之后，MdSirt1 干扰组的成活率较对照组显著降低。 

 

图 3-11：MdSirt1 的干扰实验 

Figure 3-11: RNAi of MdSirt1 

A：dsRNA 诱导后凝胶电泳检测  Electrophoresis analysis of dsRNA.1：dsGFP 诱导后 R

NA 的提取 Induced HT115-L4440-GFP dsRNA；2：dsGFP 未诱导时 RNA 的提取 Non-

nduced HT115-L4440-GFP dsRNA；3：dsSirt1 诱导后 RNA 的提取 Induced HT115-L44

40-SIRT dsRNA；4：dsSirt1 未诱导时 RNA 的提取 non-induced HT115-L4440-SIRT ds

RNA；B：MdSirt1 在干扰之后细菌刺激幼虫的存活率 Survival rate of Musca domestica 

challenged by bacteira after RNAi.实验中结果由 3 次平行实验结果得出。Data are given

 as mean±SE from 3 replicates. 

3.7.2 MdSirt4干扰后家蝇核转录因子 MdNF-κB及四种抗菌肽表达量变化的分析 

实验结果显示： 

在将 MdSirt4 表达量降低之后，MdNF-κB 的表达量较对照组提高，而家蝇

体内四种抗菌肽的表达量较对照组也有所上升。  
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图 3-12：MdSirt4 干扰后转录调控因子及抗菌肽表达量的变化 

Figure 3-12：RNAi of MdSirt4 and analysis of anti-bacterial factors in Musca domestica 

A:dsRNA 的体外转录合成 Synthesis of dsRNA using transcription kit;1、体外转录得到的

dsGFP Synthesis of dsGFP using transcription kit;2、体外转录得到的 dsSirt4 Synthesis of 

dsSirt4 using transcriptionkit；B：MdSirt4 干扰后 mRNA 表达水平变化的检测 Relative 

expression level of MdSirt4 after RNAi；Blank：空白对照组、dsGFP：注射 dsGFP 对照组、

dsSirt4：注射 dsSirt4 实验组；C：MdSIRT4 干扰后蛋白表达量的变化 Relative expression 

level of MdSIRT4 after RNAi；Blank：空白对照组、 dsGFP：注射 dsGFP 对照组、dsSirt4：

注射 dsSirt4 实验组；D：干扰 MdSirt4 后 MdNF-κB 表达量的变化 Relative expression of 

MdNF-κB after konck down of MdSirt4  Blank：空白对照组、 dsGFP：注射 dsGFP 对照

组、dsSirt4：注射 dsSirt4 实验组；E：干扰 MdSirt4 后四种家蝇抗菌肽表达量的变化 Relative 

expression level of 4 AMPs after konck down of MdSirt4 attacin： 攻击素、diptericin：双翅

肽、cecropin：天蚕素、muscin：本实验室发现的一中抗菌肽。本实验中的结果由 3 次平行

实验得出，实验组与对照组的差异用*代表，*代表 P<0.05,**代表 P<0.01。Data in this 
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experiment is the result from 6 replicates;Difference across blank group(CK)is indicated 

with*(P< 0.05)or** (P<0.01). 
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第 4 章  讨论 

本工作通过系统发育树的建立与比对，将 XP_005182634 与 XP_005180474.

1 这两条序列命名为 MdSirt1 和 MdSirt4。SIR2 结构域包含 NAD+结合位点和底

物结合位点(Cao et al., 2015)。通过保守结构域预测，我们发现 MdSIRT1 氨基

酸序列包含一段 206 AA 的 SIR2 保守结构域，而 MdSIRT4 也包含一个 207AA

的 SIR2 保守结构域。这一结果与 Davenport 等对人 SIRT1 晶体结构进行的分析

结果相一致(Davenport et al., 2014)。 

Liu 和 Yang 等人的工作认为 SIRT1 的表达能够抑制机体抗炎症反应的过度

进行，防止机体自身损伤(Liu-Bryan and Terkeltaub, 2015; Yang et al., 2015)，

而另外的工作也有报道 SIRT1 的低表达能够降低其对关键炎症因子的去乙酰化

作用从而促进细胞的炎症反应的发生(Liu et al., 2015)。Pusalkar 等人的工作则

表明在受到外界刺激时人 SIRT4 的表达持续降低(Pusalkar et al., 2016)。本工作

对家蝇不同发育时期 MdSirt1 和 MdSirt4 的表达情况结果显示，MdSirt1 在蛹期的

表达最高；而 MdSirt4 在卵期和成虫时期表达量最高，在蛹期表达量最低。这可

能是因为家蝇在蛹期最易遭受细菌等病原体的侵染，而 MdSirt1 和 MdSirt4 可能

参与了家蝇在蛹期抵抗抗病原体的调控过程。脂肪体是家蝇最重要的参免疫等抗

逆反应的组织， MdSirt1 和 MdSirt4 在家蝇幼虫脂肪体中表达量最高也与其可能

存在的免疫应答功能相吻合。 

在家蝇幼虫细菌感染实验中，我们首先证明了 MdSirt1 和 MdSirt4 的调控模

式是依赖感染的细菌浓度的。随着感染细菌浓度的提高，MdSirt1 和 MdSirt4 的

表达量分别呈梯度升高和降低，MdSirt4 表达量降低这一结果这与 Chen 和 Tao

等人的工作结果一致 (Chen et al., 2014c; Tao et al., 2015)，说明 MdSirt1 和 M

dSirt4 的确主动参与到了家蝇的免疫调控过程当中。而随后检测的家蝇感染后不

同时间点 MdSirt1 和 MdSirt4 表达变化的实验结果中，MdSirt1 在感染初期表达量

即上调达到了最高，随后缓慢回落，似乎暗示其对于家蝇抗细菌侵染及炎症起到

了促进作用，这一推测与 Liu 等人的结果存在分歧，原因可能是因为我们对 SIR

T1 所调控靶标并未完全了解，可能在不同物种或者不同条件下，既存在 SIRT1

促进细胞免疫炎症作用发生的调控，也存在 SIRT1 抑制炎症过度进行的保护机
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制。因此本工作进一步对 MdSirt1 进行了干扰实验，由 MdSirt1 敲低组家蝇幼虫

较对照组家蝇幼虫在受到细菌感染后一段时间内死亡率明显较高这一现象，我们

认为 MdSirt1 对于家蝇抗细菌感染及炎症的发生起到促进作用，但是具体促进作

用的方式本工作并未能够阐明。而 MdSirt4 在细菌刺激后表达量下调的现象十分

明显，这与 Ramatchandirin 等在人睾丸细胞受刺激发生炎症时 SIRT4 表达量下

调的情况吻合 (Ramatchandirin et al., 2016)。而本工作进一步采用干扰手段敲低

家蝇幼虫体内 MdSirt4 基因的表达，由 MdSirt4 敲低组 MdNF-κB 及四种家蝇抗菌

肽表达量较对照组高这一结果我们有理由认为：MdSIRT4 参与到了家蝇在受到

细菌感染后的免疫应答过程中，其表达量的下调可能直接或者间接促进了家蝇体

内抗菌效应分子的表达。另外本工作确认了 MdSIRT4 蛋白定位在线粒体当中，

而 Coqswell 等人的工作结果认为线粒体中存在 NF-κB 蛋白(Cogswell et al., 200

3)。这些都支持 MdSIRT4 能够抑制 MdNF-κB 这一观点。 

Pi 等人蹭报道过人 HepG2 细胞在 Cd 刺激后 SIRT3 表达量降低，并提出了

一条 SIRT3-SOD2-mROS 调控通路，随着 SIRT3 表达量的降低，SOD2 乙酰化程

度提高导致 SOD2 清除自由基活性的提高(Pi et al., 2015)。本工作中，检测到家

蝇幼虫受到重金属 Cd 刺激后，MdSirt1 和 MdSirt4 表达量均显著上调，MdSIRT

4 蛋白表达量也有相同的表达模式。这一表达模式与报道中的 SIRT3 的表达模式

相反，其具体机理还需进一步研究，推测 MdSirt1 和 MdSirt4 的上调可能促进了

机体内抗氧化防御机制的启动，提升家蝇幼虫在重金属条件下的生存能力。 

关于 Sirtuins 家族蛋白与热激或氧化应激的报道均提出 Sirtuins 家族蛋白在

热激抗氧化过程中发挥一定作用(Marfe et al., 2010; Tomita et al., 2015; Karvi

nen et al., 2016)。本工作结果显示 MdSirt1 基因在热激条件下上调，而 MdSirt4

基因和 MdSIRT4 蛋白在热激条件下均下调，变化模式与已报道的 SIRT1 和 SIR

T4 蛋白在热激条件下变化模式一致。其中，MdSirt1 的高表达可能能够促进热激

蛋白的表达，从而缓解热激导致的蛋白错误折叠等伤害(Tomita et al., 2015)。而

MdSIRT4 表达的下调可能促进了线粒体中超氧化物歧化酶与底物的结合，从而

减少因热激增加的 ROS(Luo et al., 2016)。 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramatchandirin%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26365714
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第 5 章 结果与展望 

5.1 结果 

1、MdSIRT1 和 MdSIRT4 各具有一段保守的 SIR2 保守结构域，两者氨基酸序列

与其它物种中的同源蛋白之间均具有较高的同源性。 

2、MdSirt1 和 MdSirt4 在家蝇的卵、1 龄幼虫、2 龄幼虫、3 龄幼虫、蛹、成虫这

几个发育时期和血淋巴、表皮、肠道、脂肪体等主要组织器官当中均有表达。

其中两个基因在脂肪体中均表达量最高表明其均可能在家蝇免疫中发挥调控

作用。 

3、MdSirt1 和 MdSirt4 参与到了应对重金属刺激后表达量上调，在热激处理时 M

dSirt1 表达上调而 MdSirt4 表达量下调，说明 MdSirt1 和 MdSirt4 均可能参与

到了家蝇幼虫应对重金属刺激和热激的调控当中。 

4、在 MdSirt1 表达量降低时家蝇在受到细菌刺激时的死亡率提高。 

5、存在一条关于 MdSIRT4 的调控通路，当 MdSIRT4 表达量下调时，使 MdNF-

κB 表达的上调，MdNF-κB 的上调进一步促进了下游抗菌肽表达的上调，从

而使家蝇更好地抵御外界病原微生物。 

6、MdSIRT4 定位在线粒体上。 

5.2 展望 

本工作对家蝇体内 Sirtuins 同源蛋白 MdSIRT1 和 MdSIRT4 进行了基础性的

研究。 

在对 MdSirt1 的研究中主要采用 qPCR 的方法对 MdSirt1 在各种刺激条件下

的表达量变化情况进行了检测。遗憾的是，由于抗体制备的问题，未能够实现对

MdSIRT1 蛋白在刺激条件下表达量变化的研究。同时，我们现在只能够确认 Md

Sirt1 参与到了家蝇的免疫应答、对重金属刺激的应答和对热激的应答过程中，

但是缺乏对于其靶标蛋白和其调控通路的认识。 

在对 MdSirt4 的研究当中，我们确认了其在不同外界不良刺激条件下的表达

变化模式，也初步发现了一条 MdSIRT4 调控家蝇免疫反应的通路。但是，MdSI

RT4 和 MdNF-κB 之间究竟存在怎样的作用关系，我们并不清楚。 

基于以上对 MdSIRT1 和 MdSIRT4 的研究认识，本实验室已经继续开展了
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关于 MdSIRT1 和 MdSIRT4 互作蛋白的筛选工作，希望通过这项工作初步筛选

出可能与 MdSIRT1 和 MdSIRT4 蛋白相互作用的关键调控蛋白，能够更深入地

揭示 MdSIRT1 和 MdSIRT4 是如何在家蝇的免疫反应和氧化应激过程中起到调

控作用。
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