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沉默信息调节因子3促进肝癌细胞凋亡及其机制研究
陶  颖1  陈  娟2*

(1中国人民解放军第161医院, 武汉 430012; 2重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文旨在探讨沉默信息调节因子3(sirtuin 3, SIRT3)对肝癌细胞凋亡的影响, 并研究

SIRT3调节肝癌细胞凋亡的分子机制。运用流式细胞术检测SIRT3过表达对肝癌细胞系(SMMC-
7721和SK-Hep-1)凋亡的影响; 通过siRNA靶向沉默SIRT3并检测SIRT3沉默对肝癌细胞凋亡的影响; 
实时荧光定量PCR(Real-time PCR)分析SIRT3对Bcl-2家族成员mRNA水平的影响, 筛选受SIRT3调
节的Bcl-2家族成员; Western blot进一步检测SIRT3对目标Bcl-2家族成员蛋白水平的影响; 流式细胞

术分析目标Bcl-2家族成员在SIRT3诱导肝癌细胞凋亡中的作用。结果显示, SIRT3过表达促进肝癌

细胞凋亡并引起Bax mRNA和蛋白水平升高; SIRT3沉默抑制肝癌细胞凋亡, 同时也抑制Bax蛋白水

平表达, Bax沉默显著减少了SIRT3过表达细胞中的凋亡数目。该研究结果提示, SIRT3通过凋亡调

节基因Bax诱导肝癌细胞凋亡。
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Abstract       This study investigated the effect of silent information regulator 3 (sirtuin 3, SIRT3) on the 
apoptosis of hepatocellular carcinoma (HCC) cells, and the molecular mechanism of SIRT3 regulating HCC cells 
apoptosis. The influence of SIRT3 overexpression on the apoptosis of HCC cells (SMMC-7721 and SK-Hep-1) 
was measured by flow cytometry (FCM). SIRT3 expression was downregulated by siRNA targeting SIRT3, then 
the apoptosis induced by siSIRT3 was detected by FCM. The effect of SIRT3 on the mRNA level of Bcl-2 family 
members was assayed by Real-time PCR. The protein level of targeting Bcl-2 family member was further tested 
by Western blot after SIRT3 overexpressed and knockdown. The role of Bcl-2 family members in the HCC cells 
apoptosis induced by SIRT3 was analyzed by FCM. Our results showed that SIRT3 overexpression promoted HCC 
cells apoptosis. SIRT3 silent inhibited HCC cells apoptosis. SIRT3 increased the mRNA and protein level of Bax.
SIRT3 knockdown inhibited the expression of Bax protein. Bax knockdown significantly decreased the apoptosis 
ration in cells overexpressed SIRT3. Together, these data indicated that SIRT3 induced HCC cells apoptosis through 
apoptosis-regulatory gene Bax.
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世

界上最具侵袭力和最常见的恶性肿瘤之一[1], 在亚

洲其死亡率居恶性肿瘤的第二位。尽管手术治疗可

以切除肿瘤组织, 但大部分病人在诊断为HCC时已

是晚期, 并发生了肝内肝外转移, 不适合外科手术治

疗。目前, 即使使用最有效的系统治疗方法, 如阿霉

素[2-3]、索拉菲尼[4-5], 也只能有限地延长患者的寿命。

因此, 阐明HCC发生发展的机制, 研究抑制HCC细胞

生长的基因对开发更有效的治疗HCC的方法具有重

要的意义。

沉默信息调节因子(silent information regulator, 
sirtuin)家族是一组依赖烟碱腺嘌呤二核苷酸(NAD+)
的III类组蛋白去乙酰化酶[6]。人类sirtuin家族有7
个成员, 即SIRT1~7, 它们参与了体内多种生物学进

程, 如凋亡、应激反应、DNA修复、细胞周期、代

谢和老化等[7], 其作用与癌症、糖尿病、心血管疾

病和神经退行性变等疾病的进展密切相关[8]。目

前, SIRT1是研究得最为深入的sirtuin家族成员。近

年来, SIRT3的功能也逐渐引起了研究人员的重视。

研究表明, SIRT3是线粒体内主要的去乙酰化酶, 调
节了线粒体代谢和氧化应激调节通路[9-11], SIRT3通
过抑制低氧诱导因子1α(hypoxia inducible factor 1α, 
HIF1α)和活性氧(reactive oxygen species, ROS)的产

生, 参与了肿瘤的进展[12-13]。线粒体信号通路在细胞

凋亡过程中具有重要的作用, SIRT3作为一种线粒体

蛋白, 参与了食管鳞状细胞癌[14]、非小细胞肺癌[15]、

上皮细胞癌[16]、结肠癌和骨肉瘤[17]等癌细胞的凋亡

过程。然而, 目前关于SIRT3是否参与了HCC细胞的

凋亡却鲜有报道, SIRT3调节HCC细胞凋亡的分子机

制也尚未明确。本研究将阐明SIRT3与HCC细胞凋

亡的关系, 并进一步探讨SIRT3调节HCC细胞凋亡

的分子机制。

1   材料与方法
1.1   材料

SMCC-7721、SK-Hep-1细胞系购于 ATCC 
(American Type Culture Collection)。pcDNA3.1及
SIRT3质粒购于Addgene公司。靶向沉默SIRT3表达

的siRNA由Invitrogen公司合成。SIRT3抗体(#3627)
和Bax抗体 (#5023)购于Cell Signaling Technology
公司, 辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG购于GE公
司, GAPDH抗体及辣根过氧化物酶标记羊抗鼠IgG

购于北京中杉金桥生物技术有限公司。BCA试剂

盒购于碧云天生物技术有限公司。质粒转染试剂

(06366546001)购于Roche公司。siRNA转染试剂

Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent(11668-
019)购于Invitrogen公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养和转染      以上细胞均培养于含

有10% FBS、1%青霉素/链霉素的DMEM培养基

中, 在5% CO2、37 °C孵箱中常规培养。质粒转染

和siRNA转染严格按照试剂说明书操作。转染质

粒时首先将2 μg质粒与6 μL质粒转染试剂混匀, 静
置15 min后均匀滴加于6孔板中, 3 d后检测质粒过

表达水平及细胞凋亡发生率等。siRNA转染时, 先
将100 pmol/L siRNA稀 释 于250 μL opti-MEM中, 
再将10 μL siRNA转染试剂稀释于另外的250 μL 
opti-MEM中静置5 min, 充分混匀稀释的siRNA和

siRNA转染试剂, 静置20 min, 然后均匀滴加于6孔
板中。3 d后检测siRNA沉默水平及细胞凋亡水平

等。质粒和siRNA共转染采用Lipofectamine® 2000
转染试剂。首先, 将2 μg质粒和50 pmol/L siRNA
稀释于250 μL opti-MEM中。其次, 将10 μL转染试剂

稀释于另外的250 μL opti-MEM中, 静置5 min, 充分

混匀稀释的质粒、siRNA和转染试剂, 静置20 min。
然后, 均匀滴加于6孔板中, 3 d后检测质粒过表达及

siRNA沉默水平。

1.2.2   Western blot检测      收集细胞, 用PBS洗涤2
次后, 加入相应体积RIPA裂解缓冲液, 裂解15 min
后离心收集裂解液, 用BCA法测定蛋白浓度。取等

量(30 μg)细胞总蛋白上样, 于10% SDS-PAGE中分离

蛋白后, 在Bio-Rad湿式转移电泳槽中, 以90 V电转膜

4 h。将转移好的NC膜用5%脱脂奶粉封闭1 h。将经

过封闭处理的NC膜孵育于一抗(以封闭液1000 2׃稀
释一抗), 4 °C摇床孵育过夜, 第2 d将NC膜用TBST
洗涤3次, 每次10 min, 室温下摇床孵育二抗2 h, 再用

TBST洗涤3次后, ECL显影。以GAPDH为内参。

1.2.3   实时荧光定量PCR      细胞转染3 d后, 用
Trizol裂解细胞, 提取RNA。DNase I(New England 
Biolabs)处理样品后采用iScript™ cDNA Synthesis 
Kit(Bio-Rad公司)将RNA逆转录成cDNA, 随后使用

FastStart Universal SYBR Green Master Mix(Roche公
司)进行Real-time PCR, 以β-actin为内参。每组实验

重复3次, 以2−∆∆Ct计算目的基因的相对表达水平。
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1.2.4   细胞凋亡检测      细胞转染3 d后, 按照

Annexin V细胞凋亡检测试剂盒(Invitrogen公司)说明

书检测细胞凋亡。在1×105细胞中加入100 μL膜联蛋

白结合液(annexin-binding buffer), 再加入5 μL Alexa 
Fluor® 488 annexin V和1 μL 100 μg/mL碘化丙啶染

色液(PI working solution), 避光孵育15 min, 最后加

入400 μL annexin-binding buffer, 混匀后送流式细胞

仪检测细胞凋亡。

1.3   统计分析

采用SPSS 17.0软件进行统计, 两样本均数间

的比较采用配对t检验, 多样本均数间的比较采用

单因素方差分析, 所有试验数据以平均值±标准误

(mean±S.D.)表示, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   SIRT3过表达对肝癌细胞凋亡的影响

在前期的预实验中我们发现, SIRT3在SMMC-

7721和SK-Hep-1细胞中的表达水平显著低于人

类正常肝细胞。因此, 我们在这两个细胞系中分

析了SIRT3对肝癌细胞凋亡的影响。首先, 我们在

SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中瞬时转染了SIRT3过
表达质粒和对照质粒, 3 d后, 提取细胞总蛋白, 通过

Western blot证实SIRT3成功过表达(图1)。运用流式

细胞术检测发现转染Vector和SIRT3后, SMMC-7721
细胞凋亡率分别为(8.27±0.99)%和(21.42±3.14)%, 
SK-Hep-1细胞凋亡率分别为(8.45±1.37)%和(24.06± 
2.83)%。这些数据说明, 过表达SIRT3显著促进了

SMMC-7721和SK-Hep-1细胞凋亡(P<0.05, 图2)。
2.2   SIRT3沉默对肝癌细胞凋亡的影响

为了确认以上发现, 我们在SMMC-7721和
SK-Hep-1细胞中转染了靶向沉默SIRT3表达的

siRNA(siSIRT3)及siCont, 3 d后, 提 取 细 胞 总 蛋

白, 通过Western blot证实SIRT3的沉默是有效的

(图3)。同时, 运用流式细胞术检测凋亡发现, 转染

图1   Western blot检测SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中SIRT3的过表达水平

Fig.1   The overexpressions of SIRT3 in SMMC-7721 and SK-Hep-1 cells measured by Western blot

SMMC-7721

Vector SIRT3

SIRT3 SIRT3

GAPDH GAPDH

SK-Hep-1

Vector SIRT3

*P<0.05, **P<0.01.
图2   流式细胞术检测SIRT3过表达对SMMC-7721和SK-Hep-1细胞凋亡的影响

Fig.2   The effect of SIRT3 overexpression on the apoptosis of SMMC-7721 and SK-Hep-1 cells determined by flow cytometry
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图3   Western blot检测SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中SIRT3的沉默效果

Fig.3   The efficiency of SIRT3 knockdown in SMMC-7721 and SK-Hep-1 cells measured by Western blot
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图4   流式细胞术检测SIRT3沉默对SMMC-7721和SK-Hep-1细胞凋亡的影响

Fig.4   The effect of SIRT3 knockdown on the apoptosis of SMMC-7721 and SK-Hep-1 cells determined by flow cytometry

siCont和siSIRT3后, SMMC-7721细胞凋亡率分别为

(10.66±2.91)%、(5.99±2.71)%, SK-Hep-1细 胞 中 细

胞凋亡率分别为(14.50±3.04)%、(8.95±1.19)%。以

上结果说明, SIRT3沉默可以明显抑制SMMC-7721
和SK-Hep-1细胞凋亡(P<0.05, 图4)。以上数据揭示, 
SIRT3可明显促进肝癌细胞凋亡。

2.3   SIRT3对肝癌细胞中Bax表达的影响

线粒体信号通路在肝癌细胞凋亡过程中发挥

着关键的调节作用, 而Bcl-2家族是线粒体凋亡通

路的重要调节因子。为了阐明SIRT3调节肝癌细胞

凋亡的分子机制, 我们用Real-time PCR在SK-Hep-1
细胞中检测了Bcl-2家族基因的表达, 发现当转染

Vector和SIRT3后, Bax mRNA水平相对值分别为

1.01±0.24和2.33±0.28, 过 表 达SIRT3使Bax mRNA
水平明显升高(P<0.05)。而对其他Bcl-2家族成员

的mRNA表达未见显著影响(图5)。同时, 我们用

Western blot检测发现, 过表达SIRT3可以显著增高

SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中Bax的蛋白表达水平

(图6), SIRT3沉默可以明显抑制SMMC-7721和SK-
Hep-1细胞中Bax的蛋白表达水平(图7)。
2.4   SIRT3通过促进Bax信号通路诱导肝癌细胞

凋亡

为确定SIRT3是否通过Bax信号通路促进肝癌

细胞凋亡, 我们在SK-Hep-1细胞中过表达了SIRT3, 
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并同时沉默了Bax的表达。Western blot证实, SIRT3
的过表达和Bax的沉默都是有效的, 而且SIRT3过表

达时Bax的表达增加(图8)。流式细胞术检测结果显

示, SK-Hep-1细胞中共转染Vetor和siCont、SIRT3

和 siCont、SIRT3和 siBax、Vector和 siBax后 , 细胞

凋亡发生率分别为(9.34±2.65)%、(23.01±4.08)%、

(10.59±2.53)%和(8.91±1.15)%。分析后发现, SIRT3
过表达导致SK-Hep-1细胞凋亡发生率明显增加, 而
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图5   Real-time PCR分析过表达SIRT3对SK-Hep-1细胞中Bcl-2家族基因mRNA水平表达的影响

Fig.5   The effect of overexpression SIRT3 on the mRNA expression level of Bcl-2 family in SK-Hep-1 cells 
analyzed by Real-time PCR

SMMC-7721

Ve
cto
r

SI
RT
3

Ve
cto
r

SI
RT
3

Bax

GAPDH

SK-Hep-1

图6   Western blot检测在SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中过表达SIRT3对Bax蛋白水平表达的影响

Fig.6   The effect of overexpression SIRT3 on the protein expression level of Bax in SMMC-7721 and SK-Hep-1 
cells determined by Western blot
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图7   Western blot检测在SMMC-7721和SK-Hep-1细胞中SIRT3沉默对Bax蛋白水平表达的影响

Fig.7   The effect of SIRT3 knockdown on the protein expression level of Bax in SMMC-7721 and SK-Hep-1 cells 
determined by Western blot
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当Bax沉默时SK-Hep-1细胞的凋亡发生率则明显减

少(P<0.01, 图9)。结果说明, Bax沉默拮抗了SIRT3
所诱导的肝癌细胞凋亡, SIRT3可能通过促进Bax信
号通路诱导肝癌细胞凋亡。

3   讨论
目前, SIRT3在细胞凋亡过程中的作用是富有

争议的。一些研究结果揭示, SIRT3具有抗凋亡的

作用。有研究发现, SIRT3通过去乙酰化8-羟基鸟嘌

呤DNA糖 苷 酶1(oxoguanine glycosylase 1, OGG1)

在线粒体DNA损伤修复和抗凋亡细胞死亡中发挥

了关键作用[18]。在食管鳞状细胞癌中, SIRT3表达

下调可能通过p21/Bcl-2/Bax信号通路诱导了细胞

凋亡[19]。Sundaresan等[20]发现, SIRT3可以保护心

肌细胞免受氧化应激和基因毒性反应诱导的细胞

死亡, 有利于细胞存活。在人间充质干细胞(young 
human mesenchymal stromal/stem cells, hMSCs)中 , 
过表达SIRT3可以增加hMSCs对氧化应激反应的

抵抗, 降低细胞凋亡[21]。而另一些研究结果揭示, 
SIRT3具有促凋亡的作用。Marfe等[22]报道山柰酚
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图9   流式细胞术分析Bax沉默对SIRT3诱导的SK-Hep-1细胞凋亡的影响

Fig.9   The effect of Bax knockdown on the apoptosis of SK-Hep-1 cells induced by SIRT3 analyzed by flow cytometry

图8   Western blot检测SK-Hep-1细胞中SIRT3过表达及Bax沉默的效果

Fig.8   The efficiency of SIRT3 overexpression and Bax knockdown in SK-Hep-1 cells detected by Western blot
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(kaempferol,一种黄酮类化合物)在白血病细胞中通

过增加Bax、SIRT3的表达和活化caspase-3诱导了氧

化应激和细胞凋亡。在肺腺癌细胞A549中, SIRT3
增加了Bax/Bcl-2和Bad/Bcl-xL的比值, 促进了凋亡

诱导因子(apoptosis-inducing factor, AIF)的核定位, 
进而诱导了细胞凋亡[23]。我们认为, SIRT3发挥抗凋

亡还是促凋亡的作用可能取决于不同的组织细胞系

或刺激因子所激活的信号通路。在我们的研究中发

现, SIRT3过表达促进了HCC细胞凋亡, SIRT3沉默

抑制了HCC细胞凋亡。

我们进一步的研究结果显示, SIRT3激活了HCC
细胞中的线粒体凋亡信号通路。已知多种蛋白参与

了线粒体凋亡的调节, 特别是Bcl-2家族蛋白在其中

发挥了重要的作用。Bcl-2家族包括了至少20个成员, 
分别具有促凋亡或抗凋亡的作用[24], 其中, Bax位于

细胞不可逆损伤通路的上游, 调节线粒体凋亡反应。

在死亡刺激物作用时, Bax被活化, 并从细胞核转位

到线粒体, 进而启动线粒体介导的凋亡[25]。本研究

发现, 在HCC细胞中过表达SIRT3促进了Bax mRNA
和蛋白水平的升高。据文献报道, GSK-3β是Bax凋
亡信号通路常见的激活激酶, 可以促进Bax的表达和

活化[26-27]。因此, 我们推测, SIRT3可能通过GSK-3β
间接调节了Bax的表达, 但这一假设仍然需要多种实

验进一步验证。为深入分析Bax在SIRT3诱导肝癌

细胞凋亡中的作用, 我们沉默了Bax的表达, 实验数

据证实, Bax沉默能部分拮抗SIRT3过表达所诱导的

细胞凋亡。这些结果揭示, Bax活化可能是SIRT3诱
导HCC细胞凋亡的分子机制。综上所述, 本研究为

HCC靶向治疗的发展提供了新的策略。
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