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ＳＳＡＴ２通过抑制ＨＩＦ１α表达增强肾癌Ｃａｋｉ１细胞化疗敏感性
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　　［摘要］　目的　探讨转染精脒／精胺Ｎ１乙酰基转移酶２（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ／ｓｐｅｒｍｉｎｅＮ１ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２，ＳＳＡＴ２）在低氧条
件下对肾癌 Ｃａｋｉ１细胞增殖、凋亡和阿霉素敏感性的影响及机制。方法　 经 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ介导将真核表达质粒
ｐｃＤＮＡ３．１（Ｄ）／Ｖ５ＨｉｓＳＳＡＴ２转入肾癌Ｃａｋｉ１细胞 ，细胞在１％氧浓度下培养，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＳＳＡＴ２蛋白和低氧诱
导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）蛋白表达；流式细胞仪检测细胞的凋亡率、死亡率；ＭＴＴ法检测细胞的
增殖，以及不同浓度阿霉素对细胞的抑制率。结果　 ＳＳＡＴ２成功转入肾癌Ｃａｋｉ１细胞，与空白细胞组及空载体组比较，转
染ＳＳＡＴ２组ＨＩＦ１α蛋白表达明显下调（Ｐ＜０．０１），细胞增殖受到明显抑制（Ｐ＜０．０１），细胞凋亡率和死亡率均增加（Ｐ＜
０．０５）。阿霉素浓度为 ２μｇ／ｍｌ时，转染组细胞抑制率可达（６７．５±３．７）％，对空白细胞和空载体细胞的抑制率为（５４．７±
８．４）％、（５６．８±７．７）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论 　转染ＳＳＡＴ２可以通过下调ＨＩＦ１α蛋白表达，减少肾癌细
胞的增殖，增加肾癌Ｃａｋｉ１细胞的凋亡率、坏死率和对阿霉素的敏感性，针对ＳＳＡＴ２的基因治疗可能成为逆转肾癌耐药的
方法之一。

　　［关键词］　 精脒／精胺Ｎ１乙酰基转移酶２；缺氧诱导因子１α；肾肿瘤；肿瘤细胞，培养的；阿霉素
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　　低氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）
是肿瘤细胞为适应缺氧微环境而表达的一种核转录因

子，与多种肿瘤生物学行为密切相关。研究显示ＨＩＦ１
在多种肿瘤中高表达，促进肿瘤细胞的生长并且影响

肿瘤细胞对放化疗的耐受性［１］。ＨＩＦ１α是 ＨＩＦ１的
功能亚基，处于表达与降解的动态平衡。低氧情况下，

ＨＩＦ１α不被降解，在胞浆内积聚并进入胞核与ＨＩＦ１β
结合从而调控下游基因的转录及表达。精脒／精胺Ｎ１
乙酰基转移酶 ２（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ／ｓｐｅｒｍｉｎｅＮ１ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ２，ＳＳＡＴ２）在 ＨＩＦ１α氧依赖降解途径中起着重
要作用。常氧情况下，ＨＩＦ１α被脯氨酸羟化酶所羟
化，希佩尔林道病肿瘤抑制蛋白（ｖｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄｕａ
ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＨＬ）与 ＨＩＦ１α结合，两者再
结合 ＥｌｏｎｇｉｎＣ，从而引起 ＨＩＦ１α的泛素化降解。其
中ＳＳＡＴ２是稳定 ＶＨＬ和 ＥｌｏｎｇｉｎＣ关键因素，可调控
ＨＩＦ１α的泛素化过程从而使ＨＩＦ１α迅速降解而失去
调控靶基因的活性［２］。为探明 ＳＳＡＴ２是否可通过抑
制ＨＩＦ１α表达而参与肾癌的分子生物学行为，本研究
将ＳＳＡＴ２基因转染肾癌细胞，观测 ＳＳＡＴ２对 ＨＩＦ１α
蛋白的影响，并研究 ＳＳＡＴ２对 ＨＩＦ１α的调控在肾癌
生长和耐药中的作用，从而为深入研究肾癌的分子靶

向治疗提供新的思路和实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人肾癌Ｃａｋｉ１细胞株购于中科院上海生命科学研究院，
ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基、胎牛血清及０．２５％ 胰蛋白酶均为ＨｙＣｌｏｎｅ
公司产品，去内毒素质粒中提试剂盒购自天根公司，转染试剂

ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ购自美国Ｒｏｃｈｅ公司，鼠抗人 ＨＩＦ１α单克隆
抗体购于英国 Ｎｏｖｕｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司，鼠抗人Ｖ５抗体购于美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司、二抗兔抗鼠 ＩｇＧ购自北京中杉金桥公司，凋亡
试剂盒购于碧云天公司，ＭＴＴ购于美国Ａｍｅｒｓｃｏ公司。阿霉素
购于辉瑞公司。其余试剂均为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　重组质粒的扩增与鉴定　　ｐｃＤＮＡ３．１（Ｄ）／Ｖ５Ｈｉｓ
ＳＳＡＴ２质粒由美国约翰霍普斯金大学 Ｄｒ．Ｓｅｍｅｎｚａ惠赠。质粒
转化ＤＨ５α感受态进行扩增，去内毒素质粒中提试剂盒提取质
粒，酶切及测序鉴定。

１．２．２　细胞培养、转染和分组　　人肾癌 Ｃａｋｉ１细胞株在含
１０％胎牛血清的ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养液中培养，定期换液，传代。
细胞于转染前换液铺板，按 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰ的说明书进行转
染，转染后放入３７℃、１％ Ｏ２、９４％ Ｎ２、５％ ＣＯ２低氧条件下培
养４８ｈ。实验分组：空白细胞组、空载体组、Ｖ５ＳＳＡＴ２组。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＳＡＴ２和ＨＩＦ１α蛋白表达　　ＲＩＰＡ
裂解液提取各组细胞总蛋白，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ后，转移
上清至新离心管中，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后并调节蛋白浓度一
致，按比例加入上样缓冲液后沸煮５ｍｉｎ。在电泳缓冲液中进
行聚丙烯酰胺凝胶电泳后，将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ膜上，用含
５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ封闭 １ｈ，加入 １∶５０００的 Ｖ５一抗或
１∶５００的ＨＩＦ１α一抗，４℃过夜，ＴＢＳＴ洗３次，加相应二抗孵

育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜４次后显色发光。
１．２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖活性　　取对数生长期的各组细
胞，消化后计数，以每孔３０００个细胞接种于９６孔板中，各组细
胞均设５个复孔。细胞转染后放入１％氧浓度中分别培养２４、
４８、７２ｈ，每孔细胞加入ＭＴＴ１０μｌ，放入孵箱继续培养４ｈ，小心
吸取上清，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡１０ｍｉｎ，以充分溶解甲!

颗

粒，酶标仪检测波长４９０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４９０）］，计算机
处理分析，实验重复３次。
１．２．５　流式细胞仪检测细胞死亡率和凋亡率 　　收集低氧
培养４８ｈ各组细胞，ＰＢＳ洗３次，胰酶消化细胞，１０００×ｇ离心
５ｍｉｎ，弃上清，分别加入１９５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液制成细
胞悬液，然后再加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μｌＰＩ，室温下避
光１０ｍｉｎ，流式细胞仪检测分析，实验重复３次。
１．２．６　ＭＴＴ检测加入阿霉素后各组细胞活力，计算抑制率　
　胰酶消化各组细胞，每孔３０００个细胞接种于９６孔板中，转染
６ｈ后各组细胞加入阿霉素并放入低氧条件下培养。以阿霉素
血浆峰浓度为中心，设置药物浓度为 ０．１２５、０．２５、０．５、１、
２μｇ／ｍｌ，每个浓度设５个复孔，并留置５个未加药孔作为对照
组，５个无细胞空白组作为空白对照组。加药后 ４８ｈ测定
Ｄ（４９０）值，计算各组抑制率。抑制率 ＝１－（给药组 －空白对
照组）／（对照组－空白对照组）×１００％。实验重复３次。
１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，组间比
较行ｔ检验和单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＳＳＡＴ２载体在肾癌细胞中的表达及对ＨＩＦ１α蛋
白的影响

　　提取培养４８ｈ的各组细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测带有
Ｖ５标签ＳＳＡＴ２蛋白的表达。结果显示ＳＳＡＴ２成功转入Ｃａｋｉ１
细胞，而空白细胞组和空载体组无外源的ＳＳＡＴ２表达。细胞转
染并低氧培养４８ｈ后，Ｖ５ＳＳＡＴ２组ＨＩＦ１α蛋白明显下降，与空
白细胞组和空载体组比较有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图１。
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１：空白细胞组；２：空载体组；３：Ｖ５ＳＳＡＴ２组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与 Ｖ５
ＳＳＡＴ２组比较
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＳＳＡＴ２和ＨＩＦ１α蛋白的表达
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Ａ：空白细胞组；Ｂ：空载体组；Ｃ：Ｖ５ＳＳＡＴ２组
图２　倒置相差显微镜观察低氧条件下转染ＳＳＡＴ２细胞形态的变化（×１００）

２．２　低氧条件下转染ＳＳＡＴ２细胞形态的变化
　　倒置相差显微镜观察各组细胞低氧培养４８ｈ时形态，结果
显示，空白细胞组及空载体组细胞密集，且细胞成梭形，体积较

大，细胞间呈融合状态，而 Ｖ５ＳＳＡＴ２组细胞数量较少，细胞间
连接减少，皱缩细胞数量增多。见图２。

２．３　转染ＳＳＡＴ２对肾癌Ｃａｋｉ１细胞增殖影响
　　ＭＴＴ法检测在低氧条件 ＳＳＡＴ２对 Ｃａｋｉ１细胞增殖水平的
影响。细胞培养２４ｈ即可观察到 Ｖ５ＳＳＡＴ２组细胞较空白细
胞组及空载体组细胞活力降低，培养 ７２ｈ时差异显著（Ｐ＜
００１）。ＭＴＴ检测结果显示，转染 ＳＳＡＴ２肾癌细胞增殖变缓，
ＳＳＡＴ２对Ｃａｋｉ１细胞的增殖有抑制作用。见图３。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白细胞组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图３　ＭＴＴ检测ＳＳＡＴ２转染对肾癌细胞增殖的影响

２．４　转染ＳＳＡＴ２对肾癌Ｃａｋｉ１凋亡率的影响
　　各组细胞低氧下培养４８ｈ，以 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ双标
记进行流式检测。结果显示，与空白细胞组及空载体组细胞相

比，转染ＳＳＡＴ２后肾癌细胞的死亡率和凋亡率均增加（Ｐ＜
００５），而死亡率增加更为显著。见表１。

表１　各组细胞凋亡率和死亡率的比较［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 死亡率 凋亡率

空白细胞组 ２．２７±０．４６ ４．９７±１．６１
空载体组 ６．６０±０．５３ ５．７２±１．５７
Ｖ５ＳＳＡＴ２组 １８．３０±１．２３ａｂ ７．３９±２．７１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白细胞组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与空载体组比较

２．５　转染ＳＳＡＴ２对阿霉素化疗敏感性的影响
　　各组细胞加入不同浓度阿霉素后低氧培养４８ｈ，检测各组

细胞Ｄ（４９０）值。结果表明，各浓度阿霉素对 Ｖ５ＳＳＡＴ２组细
胞的抑制率大于空载体组和空白细胞组（Ｐ＜０．０１）。说明转染
ＳＳＡＴ２可增加肾癌 Ｃａｋｉ１细胞在低氧条件下对阿霉素的化疗
敏感性，降低肾癌对阿霉素的耐药。见图４。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与空白细胞组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图４　不同浓度阿霉素作用下３组细胞生长抑制率的比较

３　讨论

　　在肾癌发展和转移过程中，由于肿瘤大小与血管
形成不成比例，肿瘤内部存在严重的缺氧状况。肿瘤

的生长、增殖的形成过程，也就是肿瘤细胞对缺氧的适

应过程，生成异常紊乱的肿瘤血管体系和改变能量供

给方式是肿瘤组织适应缺氧的最主要适应手段。近年

有研究表明ＨＩＦ１α在肾癌中异常表达，无论是在原发
病灶还是转移灶，ＨＩＦ１α的水平明显高于正常组
织［３］，并与肾癌的发生、发展及耐药密切相关［４］，抑制

ＨＩＦ１α能够降低肾癌肿瘤的生长，侵袭及转移［５］。在

肾癌细胞中ＨＩＦ１α的表达可以直接作为凋亡的标志
物，ＨＩＦ１α可以通过抑制细胞的生长，阻滞细胞周期，
最终诱导细胞对化疗药物的耐受［６］。同时研究表明

ＨＩＦ１α可以调控多药耐药 （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ＭＤＲ）相关基因从而影响肿瘤的化疗敏感性［７］。目前

临床上已应用针对ＨＩＦ１α靶基因的治疗药物，发现抑
制其表达后可以不同程度的逆转 ＭＤＲ，从而抑制肿瘤
耐药。
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　　ＳＳＡＴ是多胺分解的重要酶，多胺参与多种生理和
病理过程，与细胞周期，细胞的增殖和分化以及凋亡有

着密切关系。ＳＳＡＴ１和ＳＳＡＴ２是ＳＳＡＴ家族的主要成
员，ＳＳＡＴ１是多胺分解途径中的第一个限速酶，它在保
持细胞内多胺稳态中发挥重要作用，可以防止多胺过

度累积造成细胞毒性。ＳＳＡＴ１在多种肿瘤细胞内高表
达，可通过多胺代谢途径，促使多胺池耗竭，最终诱导

细胞死亡［８］，并且能够降低乳腺癌、卵巢癌等对化疗

药物的耐药［９－１０］。ＳＳＡＴ２与ＳＳＡＴ１是同源物，有４６％
结构一致，６４％结构相似，都与ＨＩＦ１α相互作用，都能
促使 ＨＩＦ１α的蛋白泛素化降解［２，１１］，但是 ＳＳＡＴ２对
肿瘤的生长和耐药的影响尚鲜见报道。

　　本研究成功将 ＳＳＡＴ２基因转入肾癌 Ｃａｋｉ１细胞
并且在１％氧浓度下培养，进行细胞增殖实验，结果显
示与空白细胞组和空载体组细胞相比，转染 ＳＳＡＴ２后
低氧２４、４８、７２ｈ各时间点细胞活力减低，增殖减慢。
同样，流式细胞检测表明，转染 ＳＳＡＴ２可以增加肾癌
凋亡率和死亡率，提示在低氧条件下转染 ＳＳＡＴ２可以
抑制肾癌细胞的增殖，促进细胞死亡。

　　本实验以阿霉素作为实验用药，并以阿霉素血药
峰浓度设置实验浓度进行细胞耐药实验，因为阿霉素

对于肾癌治疗几乎是无效的，大部分肾癌患者对阿霉

素都有耐药现象，并且阿霉素与ＨＩＦ１α介导的多药耐
药相关［１２］。结果表明，较空白细胞组和空载体组细

胞，转染ＳＳＡＴ２后肾癌细胞对各浓度阿霉素抑制率显
著提高，阿霉素浓度为 ２μｇ／ｍｌ时，转染组细胞抑制率
可达６７．５％，提示转染ＳＳＡＴ２能够在低氧条件下增加
肾癌细胞对不同浓度阿霉素的化疗敏感性，降低肾癌

对阿霉素的耐药。

　　同时，本研究证明在低氧条件下肾癌 Ｃａｋｉ１细胞
转染外源性 ＳＳＡＴ２后 ＨＩＦ１α蛋白明显下调，与参考
文献［２］的研究一致，ＳＳＡＴ２过表达可以促进ＨＩＦ１α
蛋白降解，并且Ｃｏｌｅｍａｎ等［１３］的研究证明ＳＳＡＴ２虽然
与ＳＳＡＴ１结构相似，同属于ＳＳＡＴ家族，但是并不参与
多胺代谢。以上结果提示，转染 ＳＳＡＴ２可能通过
ＨＩＦ１α途径调控肾癌的增殖，凋亡及耐药的病理生
理过程，设计针对 ＳＳＡＴ２的基因治疗可能会逆转肿
瘤的耐药性，并成为治疗肾癌的新靶点。但是

ＳＳＡＴ２增加肾癌对阿霉素化疗敏感性是否由于
ＳＳＡＴ２通过 ＨＩＦ１直接抑制细胞增殖，还是由于
ＳＳＡＴ２调控 ＨＩＦ１下游耐药基因表达尚不可知，以及
ＳＳＡＴ２与其他信号交联作用尚不清楚，还有待进一
步研究，进而为 ＳＳＡＴ２基因合理有效的应用于临床

肾癌治疗提供更为科学的研究。
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