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桦木脑通过SREBP1抑制靶基因PIK3R3抗肝癌
罗吉1#  苗杜凌2#  程竹君2  文雨松2  温和毅2  王藏2  傅芬1  汤晓丽3  贺晓菊1*

(1南昌大学第二附属医院, 南昌 330006; 2南昌大学转化医学研究院, 南昌 330031; 3南昌大学基础医学院, 南昌 330031)

摘要      该文主要研究桦木脑通过固醇调节元件结合蛋白1(sterol-regulatory element binding 
proteins, SREBP1)抑制靶基因PIK3R3(phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 3)抗肝癌的分子

机制。采用MTT法检测细胞增殖; 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡; qRT-PCR检测细胞周期蛋白、

周期蛋白激酶和凋亡相关基因mRNA水平; 采用RNA-seq并整合ChIP-Seq数据筛选SREBP1调控的

凋亡相关基因; 双荧光素酶报告系统检测SREBP1对凋亡基因的调控作用。结果显示, 桦木脑能够

显著抑制肝癌细胞增殖, 诱导其凋亡, 并且使肝癌细胞阻滞在G2/M期; 桦木脑通过抑制SREBP1可
直接下调凋亡基因PIK3R3的表达, 促进细胞凋亡, 进而抑制肝癌细胞增殖。
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Betulin on Anti-Hepatocellular Carcinoma through SREBP1 
Inhibits the Target Gene PIK3R3
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Abstract       This study focused on the molecular mechanism of betulin on Anti-hepatocellular carcinoma 
through SREBP1 inhibition of target gene PIK3R3. Cell proliferation was detected by MTT assay. Cell cycle 
and apoptosis were detected by flow cytometry. mRNA expression levels of cyclins, cyclin dependent kinase and 
apoptosis-related genes were detected by qRT-PCR. SREBP1-regulated apoptosis-related genes were screened by 
integration of RNA-seq and ChIP-Seq data. The regulation of SREBP1 on the apoptotic gene was detected by Dual-
Luciferase reporter system. The results showed that betulin can significantly inhibit the proliferation of hepatocellu-
lar carcinoma cells, induce apoptosis, and block hepatocellular carcinoma cells in G2/M phase. Betulin can directly 
down-regulate the expression of apoptosis gene PIK3R3 to promote apoptosis and inhibit the proliferation of Hepa-
tocellular Carcinoma cells.

Keywords       hepatocellular carcinoma; sterol-regulatory element binding proteins; betulin; transcriptional 
regulation; apoptosis中
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肝癌是一类异质性强、死亡率高的难治性恶性

肿瘤[1-2]。数据显示, 目前全球的肝癌发病和死亡数

将持续增加[3], 而我国是世界上肝癌高发国家之一, 
且发病年龄逐渐呈现年轻化趋势[4]。在临床等方面, 
肝癌早期症状并不明显, 而且病情发展迅猛; 同时肝

癌对常规放化疗等治疗措施不敏感, 从而导致患者

生存期短且死亡率高。因此加强肝癌的分子机制研

究, 开发抗肝癌的有效药物刻不容缓。

桦木脑是一种具有生物活性的五环三萜类天然

小分子物质[5], 在植物中广泛存在, 可运用有机溶剂提

取法从桦木属植物的树皮中获得。研究发现 , 桦木脑

及其衍生物可选择性抑制肿瘤细胞生长 , 同时其不良

反应少且程度较轻, 是潜在的抗肿瘤药物[6-8]。文献报

道 , 桦木脑具有广泛的抗肿瘤特性 , 包括对肝癌、宫

颈癌、结肠癌、直肠癌、乳腺癌、卵巢癌、前列腺

癌和肺癌等肿瘤细胞都有抑制作用[9-10]。另外, Li[11]等

的研究发现, 桦木脑能诱导Bax和Bak从胞质转移至线

粒体 , 进一步使线粒体膜电位消失 , CYCS释放 , 随之

激活caspase-9-3/-7导致细胞凋亡。该研究还提示 , 桦
木脑诱导凋亡与细胞的类型有关 , 能强烈抑制肝癌细

胞生长。总的来说 , 桦木脑对人类癌症的抗癌活性有

广谱性, 但其对肝癌的作用机制尚不明确。

固醇调节元件结合蛋白 (sterol-regulatory element 
binding proteins, SREBP)属于碱性螺旋–环–螺旋–亮氨

酸拉链家族 , 是调控脂质合成重要的核转录因子之

一 , 并且在脂肪酸、胆固醇和甘油三酯等生物合成方

面发挥重要作用 [12-14]。SREBPs前体嵌于内质网膜 , 与
SREBP裂解激活蛋白 (SREBP cleavage-activating pro-
tein, SCAP)紧密结合形成SCAP/SREBP复合物 [15]。研

究认为, 当细胞内胆固醇浓度较高时, 胰岛素诱导基因

(insulin induced gene, Insig)蛋白与SCAP相互作用 [16-17], 
使SREBP以无活性的形式与SCAP形成SREBP/SCAP
复合体镶嵌在内质网膜上 [18-20]。反之 , 当胆固醇浓度

较低时, Insig与SCAP的作用中断, SCAP将SREBP运
送至高尔基体进行蛋白酶解加工活化 [21-22]。研究表

明, 桦木脑是SREBP1的特异性抑制剂, 可与SCAP特
异性结合, 促进SCAP与Insig相互作用, 抑制SREBPs
转运至高尔基体活化为成熟的核型蛋白 , 从而抑制

SREBP1的活化 [23-25]。但桦木脑是否可通过SREBP1
直接调控肿瘤的表型尚不明确。

据此, 本课题将以SREBP1为研究核心, 阐释SREBP1
在肝癌中的作用以及桦木脑通过SREBP1抗肝癌作用的

分子机制, 为肝癌的临床治疗提供新的策略和理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

桦木脑购自美国MCE公司 , 用助溶剂二甲基亚

砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)溶解后于4 °C保存待

用。人肝癌细胞HepG2(目录号 : SCSP-510)购自中

国科学院典型培养物保藏委员会细胞库/干细胞库。

1.2   仪器及试剂

逆转录试剂盒和Prime STAR Max购自TaKaRa公
司; Dual-luciferase® Reporter Assay system购自Promega
公司 ; SuperFectin Transfection购自上海普飞生物技

术有限公司 ; PowerUpTM SYBR® Green Master Mix
购自赛默飞世尔科技 (中国 )有限公司 ; TrizoLTM试剂

购自 Invitrogen公司 ; DMEM、胰酶和胎牛血清购自

Gibco公司 ; DMSO购自Biomol公司 ; DEPC和MTT购
自Sigma公司; Lipo2000购自生工生物工程(上海)股份

有限公司 ; EasyTaq mix和Easy See Western blot Kit购
自北京全式金生物技术有限公司; 细胞凋亡检测试剂

盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司 ; RIPA蛋白

裂解液购自Solarbio公司 ; EZ-Magna ChIPTM A试剂

盒购自Millipore公司 ; SREBP-1染色质免疫沉淀抗体

购自Santa cruz(sc-8984)公司。

仪器包括 : 细胞培养箱 (Thermofisher)、荧光定

量PCR仪 (Thermofisher)、冷冻低温离心机 (Thermo-
fisher)、倒置荧光显微镜(Olympus)、流式细胞仪(BD 
Biosciences)和丙烯酰胺胶电泳仪(Bio-Rad)。
1.3   细胞培养

HepG2细胞培养于DMEM培养基中 , 内含有

10%新鲜胎牛血清、100 μg/mL青霉素和100 μg/mL
链霉素, 置于37 °C、5.0% CO2的饱和湿度培养箱中

培养, 待细胞汇合达到70%时进行传代培养。

1.4   MTT法检测细胞增殖

取对数生长期的细胞, 按5 000细胞/孔接种于96孔
板中 , 然后将桦木脑以5 μg/mL、8 μg/mL、10 μg/mL、
20 μg/mL的浓度分别加入每孔, 培养48 h后再每孔加

入20 μL浓度为5 mg/mL的MTT试剂 , 37 °C孵育4 h, 
吸掉孔中废液, 每孔加入150 μL DMSO溶解, 摇床摇

15 min; 在酶标仪595 nm波长处测定各孔的吸光度

(D)值, 记录结果, 统计数据绘制细胞生长曲线。

1.5   Guava检测细胞周期

取对数生长期的细胞, 按1×106细胞/孔接种于
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6孔板中, 分别加入DMSO和桦木脑(10 μg/mL), 培养

48 h后收集细胞 ; 加500 μL PBS重悬 , 于细胞沉淀中

加入75%乙醇固定细胞, 冰上放置2 h; 离心去除乙醇, 
用Guava细胞周期试剂400 μL重悬, 避光, 37 °C孵育

15 min, 立即上流式细胞仪检测细胞周期变化。

1.6   Annexin V-FITC/PI检测细胞凋亡

取对数生长期的细胞, 按1×106细胞/孔接种于6
孔板中 , 分别加入DMSO和桦木脑 (10 μg/mL), 培养

48 h后收集细胞; 用PBS洗涤细胞2次, 2 000 r/min离
心5 min, 去上清; 用100 μL结合缓冲液重悬细胞, 加
入5 μL Annexin V-FITC和10 μL PI, 避光, 室温孵育

15 min, 立即上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.7   RNA-seq表达数据库分析

提取并纯化各个培养条件下细胞的总RNA, rRNA
去除、建库以及ABI SOLID测序, 每种条件完成10 Gb
的测序 , 利用ABI SOLID自带软件LifescopeTM进行数

据处理 ; 确定基因组中的所有转录单元 (transcription 
units, TUs), 并计算TUs的表达丰度, 将TUs对应到相应

基因, 计算基因的表达量(reads per kilobase per million 
mapped reads, RPKM), 并通过序列的比对 , 确定转录

单元剪切模式 ; 通过DEGseq软件比较各组基因的表

达量 , 确定差异表达基因 , 利用分析软件对差异表达

基因 (differentially expressed genes, DEGs)进行生物学

通路分析, 筛选出显著的生物学通路。

1.8   筛查差异表达基因及其功能分析

以DMSO组为对照 , 通过DEGseq软件包确定

DEGs, FDR(false discovery rate)<0.01或P值<0.000 44。
筛选后的DEGs用Web-Gestalt软件进行通路分析和转

录因子富集分析。

1.9   qRT-PCR验证

按照Trizol试剂说明书提取各组细胞的总RNA, 
并用TaKaRa的逆转录试剂盒将RNA逆转录成cDNA, 
以cDNA为模板扩增内参和目的基因。qRT-PCR反应

体系: 10 μL SYBR Green、1 μL PCR引物、7 μL DEPC
水和10 μL cDNA模版。循环条件为: 95 °C 预变性30 s; 
PCR反应95 °C 5 s, 60 °C 34 s, 重复40个循环。熔解

曲线分析95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 95 °C 15 s。
1.10   Western blot验证

吸掉培养皿中旧的培养基, 用PBS洗细胞3次, 
向6孔板细胞中每孔加入200 μL RIPA裂解液, 摇床

上裂解30 min, 然后将裂解的细胞蛋白液转移到预

冷的EP管中, 4 °C、12 000 r/min离心15 min, 收集上

清液, 利用Western blot实验进行分析。

1.11   ChIP-Seq数据分析

从Encode计划中 (https://www.encodeproject.
org/)下载SREBP1的HepG2细胞的ChIP-Seq实验数

据 , ENCODE编号 : ENCSR000EEO。利用R语言的

数据包 (ChIP-seeker包 )对ChIP-Seq实验数据进行整

合分析, 对转录因子结合位点的临近基因进行预测。

1.12   ChIP-PCR验证

HepG2细胞以106个 /mL细胞密度接种于10 cm培

养皿, 按Magna ChIP A-17-408试剂盒说明书的步骤操

作。甲醛交联组蛋白和DNA, 超声打断DNA, 加入

SREBP-1染色质免疫沉淀抗体沉淀 , 蛋白G琼脂糖

珠收集抗体绑定的组蛋白-DNA复合物 , 逆转组蛋

白-DNA交联 , 用蛋白酶K处理和纯化DNA。ChIP实
验后 , 用qRT-PCR方法检测目的抗体免疫沉淀下来的

DNA。根据预测结果中TFBS序列信息, 选取6个位点

进行CHIP-PCR验证(引物设计列表见表1)。扩增产物

片段大小为80~120 bp, GC含量为40%~60%。用β-action
作为内参。

1.13   双荧光素酶报告系统

在24孔板中铺1×105个/mL细胞 , 24 h贴壁后用

Lipo 2000将转录因子表达质粒和报告基因质粒转染

到HepG2细胞中, 转染48 h后用120 μL细胞裂解液充

分裂解细胞; 然后将样品按照30 μL的体积加入测量

管中 , 另外加入100 μL荧光素酶测定试剂充分混匀 , 
之后测定RLU (relative light unit), 同时设置细胞裂

解液为对照孔。

1.14   数据统计

实验数据以均数±标准差(x
_
±s)形式表示, 显著

性差异分析用SPSS 11.5软件进行, 两组数据间比较

采用两独立样本的t检验。*P<0.05具有显著性差异, 
**P<0.01, ***P<0.001具有极显著性差异。

2   结果
2.1   桦木脑抑制HepG2细胞的增殖

浓度分别为5 μg/mL、8 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL
的桦木脑处理HepG2细胞24~96 h后, 用MTT法检测细胞

的增殖情况。结果表明, 相较于DMSO对照组, 桦木

脑处理下HepG2细胞增殖受到显著抑制 , 桦木脑浓

度越大, 抑制越明显(图1A); 如图1B所示, 随着培养

时间的延长抑制作用越显著, 桦木脑在浓度为10 μg/mL
下效果最好。
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2.2   桦木脑诱导HepG2细胞周期阻滞及凋亡

用DMSO和桦木脑 (10 μg/mL)处理HepG2细胞

48 h后 , 用流式细胞仪测定细胞周期变化。相较于

DMSO对照组 , 桦木脑处理后使肝癌细胞阻滞在G2/
M期(图2A和图2B), 且周期蛋白和周期蛋白激酶, 如
CDK1(cyclin dependent kinase 1)、CDC25B(cell divi-
sion cycle 25B)等mRNA水平呈下调趋势 , 而周期抑

制蛋白, 如P21(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)、
P27(cyclin dependent kinase inhibitor 1B)等mRNA水

平上调 (图2C)。Western blot结果也表明 , 桦木脑处

理组CDK1、CDC25A的蛋白表达量下降(图2D)。
用Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒检测

桦木脑诱导HepG2细胞凋亡的能力。相较于DMSO
对照组 , 桦木脑处理HepG2细胞凋亡明显增加 (图3A
和图3B), 促凋亡基因 (如BAX等 ) mRNA表达量上调 , 

而抑凋亡基因 (如BCL-XL、BCL-2等 ) mRNA表达量

呈下调趋势(图3C)。综上结果表明 , 桦木脑能够诱导

HepG2细胞凋亡, 并且使肝癌细胞阻滞在G2/M期。

2.3   桦木脑通过抑制SREBP1影响基因转录

为了探讨桦木脑抑制肝癌的分子机制 , 本课

题使用RNA-seq分析桦木脑对肝癌细胞转录的影

响。在桦木脑和DMSO处理下HepG2细胞中共确

定17 339个表达基因 , 任意一组的RPKM(reads per 
kilobase per million mapped reads) >0。如图4A所

示 , 在基因组水平两组的基因表达量有很好的线性

相关 (r2=0.499), 说明实验有很好的重复性。桦木脑

和DMSO组间比较筛查到993个DEGs(FDR<0.01或
P<0.000 44), 占表达基因的 5.73%, 其中上调基因

464个, 下调基因529个。

为了证实桦木脑对SREBP1的潜在影响 , 我们

A: 桦木脑显著抑制HepG2细胞的增殖; B: 不同浓度桦木脑对细胞增殖的影响(浓度为5 μg/mL、8 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL处理HepG2细胞

24 h、48 h、72 h、96 h)。*P<0.05, **P<0.01与DMSO对照组比较。

A: betulin can significantly inhibit the proliferation of HepG2 cells; B: effects of different concentrations of betulin on the proliferation of HepG2 cells (the 
concentrations of 5 μg/mL, 8 μg/mL, 10 μg/mL, 20 μg/mL treated for 24 h, 48 h, 72 h, 96 h). *P<0.05,**P<0.01 vs DMSO group.

图1   桦木脑对HepG2细胞增殖的影响

Fig.1   Effects of betulin on the proliferation of HepG2 cells
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                                                                                  表1   6个靶基因的引物序列

                                                                    Table 1   Primer sequences of six target genes
基因      位点                     基因组大小

Gene            Position                                    Genomic size
 上游引物(5′→3′) 
   Forward primer (5′→3′)

   下游引物(5′→3′)                                   产物大小
   Reverse primer (5′→3′)                          Product size

PIK3R3       chr1:4659847046598839          370 bp     CTC TCC ATC TCG ACT
    TTC  ACG

CCG GAT CGT ACC ATT CTG AT       104 bp

CYCS          chr7:2516485225165221          370 bp     TAC CGG TGT AAG TGC
    AAC CA

GAC TGG AGC CAA TGA GGT G      104 bp

ENDOG      chr9:131580744131581042      299 bp     CTT AAA TGC GCA AAG
    AAA GGA

GAC CTC CCT TCC ACT CAC AA     109 bp

FASN          chr17:8005603580056332         298 bp     CGT CTC TCT GGC TCC
    CTC TA

CCA AGC TGT CAG CCC ATG T          89 bp

LSS             chr21:4764872647648968         243 bp     AGG CGC TCA GGC TTA
    GGT

CAA GCG CTC CAC CAC TGT          100 bp

Gck             chr7:4419860344198928           326 bp     TGT AGC CTT GGA GCG
    TAA GG

GAG CCC TTT CAG TGC AGA AG    100 bp
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A: DMSO组和桦木脑组HepG2细胞周期分析; B: A的量化图; C: qRT-PCR检测周期相关蛋白和蛋白激酶mRNA表达水平; D: Western blot检测

CDK1、CDC25A的蛋白表达量。**P<0.01, ***P<0.001, 与DMSO对照组比较。

A: cell cycle analysis of HepG2 cells under DMSO and Betulin treatment; B: quantization map of Fig.A; C: qRT-PCR detection of mRNA expres-
sion levels of cycle-associated protein and protein kinase; D: Western blot analysis of protein expression levels of CDK1 and CDC25A. **P<0.01, 
***P<0.001 vs DMSO group.

图2   桦木脑对HepG2细胞周期的影响

Fig.2   Effects of Betulin on the cell cycle of HepG2 cells
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A: DMSO组和桦木脑组HepG2细胞凋亡分析; B: A的量化图; C: qRT-PCR检测凋亡基因mRNA表达水平。***P<0.001, 与DMSO对照组比较; ns
代表无统计学意义差异。

A: apoptosis analysis of HepG2 cells under DMSO and Betulin treatment; B: quantization map of Fig.A; C: qRT-PCR detection of mRNA expression 
levels of apoptotic genes. ***P<0.001 vs DMSO group. ns stands for no significance.

图3   桦木脑对HepG2细胞凋亡的影响

Fig.3   Effects of Betulin on the apoptotic of HepG2 cells
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分别整理了前期研究较多的19个SREBP1靶基因及

Brian[26]的文章中所报道的61个SREBP1直接调控的

靶基因 (在 refed状态下高表达大于1.75倍 )。分析表

明 , 桦木脑处理后这些基因的表达变化与文献报道

相同 (图4B, group 1为61个与Reed等 [26]的文章报道

的SREBP1靶基因 , group 2为公认的研究较多的19个
SREBP1靶基因 ), 提示桦木脑通过抑制影响肝癌细胞

中基因转录过程。本研究选取了 3个与脂质代谢相

关的SREBP1靶基因进行qRT-PCR实验和Western blot
实验验证 : 桦木脑处理下 , SREBP1、FASN和PIK3R3
的mRNA表达量相较于DMSO对照组呈明显下调趋

势 (图4C)。核内的SREBP1及其下游调控的靶基因

FASN的蛋白表达量也下降 (图4D~图4G)。综上研究

结果, 验证了桦木脑通过抑制SREBP1核型的激活, 调

A: 桦木脑和DMSO处理下HepG2细胞的差异表达基因分析; B: 已知SREBP1靶基因在桦木脑处理及SREBP1激活下差异表达的分析; C: qRT-
PCR检测SREBP1、FASN、PIK3R3的mRNA表达水平; D: Western blot分析核内SREBP1、FASN蛋白表达水平(β-actin做内参); E~G: D的量化图。

*P<0.05, **P<0.01,***P<0.005与DMSO对照组比较。

A: analysis of differentially expressed genes in HepG2 cells under Betulin and DMSO treatment; B: analysis of differentially expression of the known 
SREBP1 target gene under Betulin treatment and SREBP1 activation; C: qRT-PCR detection of mRNA expression levels of SREBP1, FASN and PI-
K3R3; D: Western blot analysis of protein expression levels of nuclear SREBP1 and FASN (β-actin as internal reference); E-G: quantization map of Fig.D. 
*P<0.05, **P<0.01,***P<0.00 vs DMSO group.

图4   桦木脑对肝癌细胞基因转录的影响

Fig.4   Effects of Betulin on gene transcription of Hepatocellular Carcinoma cell
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控SREBP1下游靶基因的表达, 是SREBP1的抑制剂。

2.4   桦木脑通过SREBP1调控凋亡基因PIK3R3
为了深入了解桦木脑对HepG2细胞中基因表达

调控的生物学意义 , 课题组基于993个DEGs进行了

通路富集分析。分析显示 , 差异表达基因富集于33
个功能学通路(P<0.01), 结果如图5A所示, 在前20个
富集通路中, 2个通路(steroid biosynthesis、metabolic 
pathways)与脂质代谢相关 , 再次印证了SREBP1可
以调控脂质代谢。7个通路 (renal cell carcinoma、
prostate cancer、pathways in cancer、P53 signaling 
pathway、MAPK signaling pathway、cell cycle、
bladder cancer)与肿瘤表型相关, 其中包含调控细胞

周期的通路(P=1.3×10–5, 基因13个, 富集度为5.12)。
结果提示, 桦木脑可通过抑制SREBP1分别影响脂质

代谢和肿瘤细胞的生存。

为了发现SREBP1直接调控的下游基因 (桦木脑

直接影响的基因 ), 我们从Encode计划中的ChIP-Seq
数据进行统计分析。使用R语言 (ChIP-seeker包 )进行

分析后 , 发现SREBP1在全基因中共有2 585个结合位

点。通过这些结合位点的物理信息 (染色体号、起始

位置、终止位置), 并对其进行功能诠释(图1), 我们发

现有76.5%(1 977/2 585)的结合位点位于基因的启动

子区域(以TSS为中心±3 000 bp, 图5B), 涉及1 884个基

因。这些结果均提示 , SREBP1作为转录因子主要结

合于下游基因的启动子区域发挥调控功能。进一步

整合DEGs和SREBP1下游基因数据, 共有164个DEGs
的启动子区有SREBP1的结合位点 , 即为SREBP1可调

控基因(图5C)。细胞凋亡相关的基因PIK3R3(图6A)、
细胞色素C(cytochrome C, CYCS)(图2)的启动子区域存

在SREBP1的结合位点。其中SREBP1对CYCS的直接

调控已有报道[11]。我们对SREBP1在PIK3R3启动子上

的结合位点进行预测。预测结果如图6B和图6C所示, 
SREBP1在PIK3R3启动子中有3个潜在的结合位点, 分
别是BS1(+183~+193)、BS2(+41~+51)和BS3(+7~+17)。
同时我们选取6个靶基因设计引物 , 进行ChIP-PCR验
证实验。结果如图6D所示, 阴性抗体IgG的ChIP-PCR
结果见图3, 与阳性对照组 (FASN、LSS)和阴性对照组

(Gck)相比 , 细胞凋亡相关的3个靶基因 (endonuclease 
G, ENDOG、PIK3R3和CYCS)成功扩出条带 , 其中

PIK3R3扩增出的条带最亮。

为了验证桦木脑对PIK3R3直接调控 , 我们构建

了PIK3R3-PGL3-BASIC质粒 , 转染HepG2细胞。用

浓度为10 μg/mL的桦木脑处理HepG2细胞48 h后 , 
通过双荧光素酶报告系统检测SREBP1对PIK3R3的
直接调控作用。结果表明 , PIK3R3启动子区域荧光

素酶强度比转录因子区域和增强子区域的表达量

高 , 说明PIK3R3的启动子上有SREBP1的结合位点 , 
SREBP1可以直接结合到PIK3R3的启动子上。同时, 
桦木脑处理组的PIK3R3的表达明显下降 , 表明桦木

脑可以抑制PIK3R3的表达 (图6E)。另外桦木脑处理

A: 前20个差异表达基因的通路富集分析; B: SREBP1结合位点在基因相关区域中的诠释; C: SREBP1转录组学及调控组学整合分析。

A: the first 20 pathway enrichment analysis of differentially epressed genes; B: interpretation of the SREBP1 binding site in gene related regions; C: in-
tegration analysis of SREBP1 transcriptomics and regulatory ensemble.

图5   转录因子靶基因的预测

Fig.5   Prediction of transcription factor target genes
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下PIK3R3的mRNA表达量也下调 (图6F), 由此说明 , 
桦木脑通过抑制SREBP1的功能从而下调凋亡基因

PIK3R3的表达。

3   讨论
研究提示, 脂类代谢与肝癌发生发展密切相关[27-28], 

癌细胞在脂代谢的不同方面都表现出特异改变。脂

代谢酶活性的变化受致癌信号的直接调控。肿瘤细

胞对脂代谢失调的依赖性提示我们 , 脂代谢相关蛋

白可作为抗癌靶标 [29]。已有许多研究以脂代谢为靶

向的抗癌治疗 , 开发出多种针对脂类合成酶的抑制

剂 (如针对FASN的小分子化合物等 )[30]。虽然这类

A: SREBP1结合在PIK3R3的启动子区, 红框代表SREBP1的结合位点区域, 下图为结合区域的放大模式图; B: SREBP1结合位点序列图; C: PI-
K3R3启动子中3个潜在的SREBP1结合位点示意图; D: SREBP1靶基因ChIP-PCR结果; E: 双荧光素酶报告系统实验证明SREBP1对PIK3R3的直

接调控作用; F: qRT-PCR实验验证桦木脑处理下PIK3R3的mRNA表达量。**P<0.01,***P<0.005与DMSO对照组比较。

A: SREBP1 binds to the promoter region of PIK3R3, the red box represents the binding site area of SREBP1, and the following figure is an enlarged 
schematic diagram of the binding area; B: map of SREBP1 binding site sequence; C: schematic illustration of three potential SREBP1-binding sites in the 
PIK3R3 promoter; D: ChIP-PCR results of SREBP1 target genes; E: demonstration of the direct regulation of SREBP1 on PIK3R3 by Dual-Luciferase Re-
porter System; F: verification of mRNA expression of PIK3R3 on betulin treatment by qRT-PCR assay. **P<0.01,***P<0.005 vs DMSO group.

图6   转录因子靶基因的功能分析

Fig.6   Functional analysis of transcription factor target genes
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药物大多数还未进入临床实验 , 但细胞和动物水平

的结果提示 , 其具有较好的抗肝癌潜能。目前研究

的热点是参与脂肪酸合成的关键酶。更重要的是这

些关键酶是SREBP1调控的靶基因所编码。研究发

现 , SREBP1在肿瘤细胞中高表达 [31-33], 因此有学者

提出SREBP1可以作为治疗癌症的候选分子 , 筛查

SREBP1的特异性抑制剂可抑制肿瘤。

本课题组前期实验通过用桦木脑处理HepG2细
胞, MTT细胞增殖实验发现, 桦木脑可以抑制HepG2
的增殖 ; 细胞凋亡周期实验也表明 , 桦木脑能够诱

导HepG2细胞凋亡 , 并且能够使肝癌细胞阻滞在G2/
M期。且桦木脑处理下 SREBP1的蛋白表达水平

明显降低 , 但暂时不能明确 “桦木脑是否通过抑制

SREBPs达到抗肝癌作用”。所以我们针对这个疑问

进行了进一步的机制探究。

机制方面, 使用RNA-seq实验技术筛选出HepG2
细胞中的差异表达基因, 然后通过KEGG通路富集分

析验证了RNA-Seq分析结果的可靠性 , 且得出桦木

脑处理下会影响脂质代谢通路的表达。再对脂质代

谢相关转录因子进行通路分析 , 结果验证了桦木脑

确实是通过SREBP1发挥作用 , 影响SREBP1的靶基

因 , 是SREBP1的抑制剂。qRT-PCR实验和Western 
blot实验验证了这一结果: 在桦木脑处理下, SREBP1
及其下游调控的靶基因FASN、LSS的mRNA水平

和蛋白表达量相较于DMSO对照组呈明显下调趋

势。同时, 在Li[34]等的研究中, 他们使用肝脏特异性

gp78-或SCAP-缺陷小鼠和桦木脑处理的C57BL/6J
小鼠来评估SREBP途径在肝癌发展中的作用。结果

表明 , 脂质生物合成在调节肝癌起始和发展中起关

键作用 , 并且桦木脑可通过靶向SREBP途径起调节

肝癌作用。通过KEGG通路分析, 发现SREBP1调控

的差异表达基因中包含参与调控细胞凋亡的基因。

通过ChIP-Seq技术和ChIP-seeker分析, 确定以TSS为
中心–3000 bp~+3000 bp为SREBP1靶基因的启动子

区 , 筛选出SREBP1调控的与细胞凋亡相关的基因

PIK3R3。通过双荧光素酶报告系统验证了SREBP1
对PIK3R3的直接调控作用 , 且桦木脑可下调凋亡基

因PIK3R3的表达。这个发现是本课题的一个创新

点。通过上述结果, 我们发现了以SREBP1为靶向新

的抗肝癌的机制: 桦木脑通过SREBP1直接下调凋亡

基因PIK3R3的表达促进细胞凋亡 , 抑制肝癌细胞增

殖, 促进细胞凋亡从而达到抗肝癌的目的。

PIK3R3是磷脂酰肌醇3-激酶 (phosphatidylinosi-
tol-4,5-bisphosphate 3-kinase, PI3K)家族的成员 , 通
过其独特的N-端结构域特异性结合细胞生长关键

蛋白 , 如Rb蛋白和PCNA(proliferating cell nuclear 
antigen), 在细胞增殖、细胞分化、肿瘤血管形成和

肿瘤生长中起关键性作用 [35-37]。据报道 , PIK3R3是
一种致癌基因 , 参与肝癌、卵巢癌和乳腺癌等多种

癌症的发生发展 [38-40] 。此外 , 有研究表明 , PIK3R3
可以调控AKT/mTOR信号通路 , 从而影响肿瘤细胞

的生存、增殖和迁移 [41,38]。因此 , 我们从 cBio癌症

基因组学门户中收集了375个肝癌患者和50个非肝

癌组织的TCGA转录数据。结果表明 , 肝癌组织中

的PIK3R3表达程度较非肝癌患者程度高 (P<0.001)。
综合以上结果得出 , PIK3R3的高表达可能在肿瘤的

发生发展中起到重要作用 , 并可能作为肿瘤预后的

潜在生物标志物。

综上, 本实验的研究结果显示, 桦木脑能够显

著抑制肝癌细胞HepG2的增殖, 诱导其凋亡, 并且使

肝癌细胞阻滞在G2/M期; 桦木脑抑制肝癌新的作用

机制是: 通过SREBP1直接下调凋亡基因PIK3R3的
表达促进细胞凋亡, 抑制肝癌细胞增殖。
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