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沉默调节蛋白３通过ｍＴＯＲ信号途径调节溶酶体功能抑制Ｕ８７细胞凋亡

张旭东１，２，单李天一１，王　蓉１，刘树义１，兰　凯１，陈　敏１，廉　婷３，李　凯１，４，ＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪｈａ１，２　　７１００２１
西安，西安医学院临床医学院：中尼友好拉吉姆医学实验室１，西安市肿瘤早诊创新转化重点实验室２，陕西省呼吸病预

防与诊治工程研究中心３；７１００７７西安，西安医学院第一附属医院神经内科４

　　［摘要］　目的　探讨沉默调节蛋白３（ｓｉｒｔｕｉｎ３，Ｓｉｒｔ３）在胶质瘤细胞 Ｕ８７中的作用，为胶质瘤的早
期诊治提供新靶点。方法　基于中国脑胶质瘤数据库（ＣＧＧＡ）、ＧＥＰＩＡ２数据库，通过生物信息学分析
Ｓｉｒｔ３在胶质瘤不同分级的表达情况，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测６位胶质瘤患者癌旁与肿瘤组织中 Ｓｉｒｔ３的
蛋白水平。利用 ｓｈＲＮＡ慢病毒、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统干预 Ｕ８７细胞 Ｓｉｒｔ３的表达，采用 ＴＵＮＥＬ染色、
ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ双荧光标记检测细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３及
ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、ＴＦＥＢ、ｍＴＯＲ等蛋白的表达。利用ｍＴＯＲ小分子抑制剂Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理Ｓｉｒｔ３
敲减Ｕ８７细胞，检测相关蛋白及细胞凋亡的变化。对Ｓｉｒｔ３敲除前后的 Ｕ８７细胞进行核质分离实验，并
检测ｐＴＦＥＢ蛋白表达的变化。在敲减及敲除Ｓｉｒｔ３的Ｕ８７细胞中分别过表达ＴＦＥＢ及Ｓｉｒｔ３后，检测溶
酶体膜蛋白表达的变化情况。结果　Ｓｉｒｔ３在高级别胶质瘤中高表达，且与患者的低生存率密切相关。
敲减Ｓｉｒｔ３表达后细胞凋亡增加（Ｐ＜０．０１），溶酶体膜蛋白ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ显著下调（Ｐ＜０．０１），
ｐｍＴＯＲ显著增加（Ｐ＜０．０１），通过核质分离实验发现敲除 Ｓｉｒｔ３后 ｐＴＦＥＢ在胞质中增加（Ｐ＜０．０１）。在
Ｓｉｒｔ３敲除组过表达Ｓｉｒｔ３后，ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２蛋白水平恢复，且溶酶体数量显著增加（Ｐ＜０．０１）；在 Ｓｉｒｔ３
敲减组过表达ＴＦＥＢ后，ＬＡＭＰｓ蛋白表达明显上调（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｓｉｒｔ３可能通过调控ｍＴＯＲ信号通
路影响ＴＦＥＢ的核质分布，上调溶酶体膜蛋白 ＬＡＭＰｓ表达增强胶质瘤细胞溶酶体功能，进而促进胶质
瘤细胞存活和恶性增殖，提示Ｓｉｒｔ３可能是胶质瘤临床诊断和进展的分子标志物。
　　［关键词］　沉默调节蛋白Ｓｉｒｔ３；胶质瘤；凋亡；溶酶体；雷帕霉素靶蛋白；转录因子ＥＢ
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３９．４１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　陕西省高校青年人才托举计划项目（２０２００３１４）；陕西省科技厅面上项目（２０２１ＪＭ４９５）；陕西省教育厅专项科研计划项目（２１ＪＫ０８９０）；
大学生创新创业训练计划（Ｓ２０２１１１８４００７５）

［通信作者］　ＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪｈａ，Ｅｍａｉｌ：ｒａｊｉｖｘｊｔｕ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ３ｍｏｄｕｌａｔｅｓｌｙｓｏｓｏｍｅｆｕｎｃｔｉｏｎｔｏｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ
Ｕ８７ｃｅｌｌｂｙｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ
ＺＨＡＮＧＸｕｄｏｎｇ１，２，ＳＨＡＮＬｉｔｉａｎｙｉ１，ＷＡＮＧＲｏｎｇ１，ＬＩＵＳｈｕｙｉ１，ＬＡＮＫａｉ１，ＣＨＥＮＭｉｎ１，ＬＩＡＮＴｉｎｇ３，ＬＩＫａｉ１，４，
ＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪＨＡ１，２　　１ＣｈｉｎａＮｅｐａｌＦｒｉｅｎｄｓｈｉｐＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪｈａ，２Ｘｉ’ａｎＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｆＩｎｎｏｖａｔｉｖｅａｎｄＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＣａｎｃｅｒＥａｒｌｙＤｉａｇｎｏｓｉｓ，３ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
Ｄｉｓｅａｓｅ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｉ’ａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ’ａｎ，ＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，７１００２１；４Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉ’ａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ’ａｎ，ＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｅ，７１００７７，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ３（Ｓｉｒｔ３）ｉｎｇｌｉｏｍａＵ８７
ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｎｅｗｔａｒｇｅｔｓｆｏｒｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｇｌｉｏｍａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅＣｈｉｎａ
ＢｒａｉｎＧｌｉｏｍａＤａｔａｂａｓｅ（ＣＧＧＡ）ａｎｄＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｒｔ３ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒａｄｅｓｏｆｇｌｉｏｍａ
ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＳｉｒｔ３ｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔａｎｄｔｕｍｏｒｓａｍｐｌｅｓｏｆ６ｇｌｉｏｍａ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｎ，ｓｈＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓａｎｄＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｉｎｔｅｒｆｅｒｅｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｒｔ３ｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓ，ａｎｄＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ，ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶｄｏｕｂｌｅ

６１９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｂａｘ，
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）ａｎｄｌｙｓｏｓｏｍｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＬＡＭＰ１，ＬＡＭＰ２，ＬＡＭＰ２Ａ），ＴＦＥＢ，ｍＴＯＲ，ａｎｄ
ｏｔｈｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ．ＴｈｅｎｍＴＯＲｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｒａｐａｍｙｃｉｎｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｔｒｅａｔＳｉｒｔ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｓ，
ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｎｕｃｌｅａｒａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｏｎＵ８７ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＳｉｒｔ３ｋｎｏｃｋｏｕｔ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｃｈａｎｇｅｏｆ
ｐＴＦＥＢｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｌｙｓｏｓｏｍｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＦＥＢａｎｄ
Ｓｉｒｔ３ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎａｎｄｏｕｔｏｆＳｉｒｔ３．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｓｉｒｔ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｇｌｉｏｍａｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｗａｓｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｔｈｅｇｌｉｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｓｉｒｔ３
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｐ＜０．０１），ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＡＭＰ１，
ＬＡＭＰ２ａｎｄＬＡＭＰ２Ａ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｍＴＯＲ（Ｐ＜０．０１）．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，Ｓｉｒｔ３
ｋｎｏｃｋｏｕｔａｌｓｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐＴＦＥＢｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｆｒａｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）ｗｈｉｌｅ，ｉｎｔｈｅＳｉｒｔ３
ｋｎｏｃｋｏｕｔＵ８７ｃｅｌｌｓ，ｉｔｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｅｒｖｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＡＭＰ１ａｎｄＬＡＭＰ２ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ
ａｍｏｕｎｔｏｆｌｙｓｏｓｏｍｅ．ＩｎｔｈｅＳｉｒｔ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｃｅｌｌｓ，ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＦＥＢｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＬＡＭＰｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｉｒｔ３ｍａｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴＦＥＢｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＡＭＰｓ，ｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｌｙｓｏｓｏｍｅ，ａｎｄ
ｔｈｅｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ．ＯｕｒｓｔｕｄｙｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＳｉｒｔ３ｍａｙｂｅａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｉｏｍａ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ３；ｇｌｉｏｍａ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｌｙｓｏｓｏｍｅ；ｍＴＯＲ；ＴＦＥＢ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｕｐｐｏｒｔＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＹｏｕｎｇＴａｌｅｎｔｓｏｆＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＣｏｌｌｅｇｅｓａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ（２０２００３１４），ｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌ
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２０２１ＪＭ４９５），ｔｈｅＳｐｅｃｉａｌＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ（２１ＪＫ０８９０），ａｎｄｔｈｅ
ＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＥｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐＴｒａｉｎｉｎｇＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＣｏｌｌｅｇｅＳｔｕｄｅｎｔｓ（Ｓ２０２１１１８４００７５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＲＡＪＩＶＫｕｍａｒＪｈａ，Ｅｍａｉｌ：ｒａｊｉｖｘｊｔｕ＠
ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　胶质瘤是最常见的原发性神经系统肿瘤，占所有
原发性神经系统肿瘤的 ４０％以上［１］。高级别胶质母

细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）因生长迅速、侵袭性强，患
者５年生存率低于 １０％，严重危害人类健康。目前
ＧＢＭ治疗的策略主要是在手术切除后联合放化疗干
扰肿瘤细胞 ＤＮＡ复制，以抑制肿瘤细胞的恶性增殖，
但治疗效果不理想。９０％以上的患者在指南推荐的标
准治疗后数月出现复发［２－３］，目前对胶质瘤发病机制

研究仍不清楚。最近两项独立研究发现，苍术酮和腀

酮通过调控ＳＩＲＴ３ＳＯＤ２ＲＯＳ信号通路抑制胶质瘤发
展［４－５］，越来越多的证据表明自噬溶酶体途径参与胶
质瘤发生［６］。在真核细胞中，沉默调节蛋白 ３（ｓｉｒｔｕｉｎ
３，Ｓｉｒｔ３）对溶酶体降解的正调控作用促进三阴性乳腺
癌的进展［７］，但Ｓｉｒｔ３通过调控溶酶体在胶质瘤发生发
展中的作用尚不清楚。

　　Ｓｉｒｔ３是哺乳动物 ｓｉｒｔｕｉｎ家族成员之一，主要位于
线粒体中，依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）发挥去乙酰化酶作用［８］。

其在体内有４４、２８ｋＤ２种形式，主要靠短同源异构体
发挥生物学功能［９］。Ｓｉｒｔ３参与生物体内诸多代谢过
程，如能量代谢［１０］、氧化应激［１１］、酮体代谢［１２］、线粒体

稳态［１３］、脂肪酸代谢［１４］和尿素循环［１５］。

　　溶酶体是负责细胞内消化的细胞器，含多种酸性
水解酶［１６］。溶酶体相关膜蛋白（ｌｙｓｏｓｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＡＭＰ）是溶酶体膜蛋白的主要成
分，对维持其功能至关重要［１７］。研究表明，溶酶体数

量的增加会导致细胞生长失控［１８］。因此，调节溶酶体

蛋白是肿瘤靶向治疗的有效方法。转录因子 ＥＢ
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＥＢ，ＴＦＥＢ）是溶酶体生物合成的主
要调控因子［１９］。调控 ＴＦＥＢ蛋白磷酸化的激酶主要
有ｍＴＯＲ、ＥＲＫ、ＧＳＫ３和ＡＫＴ，其能影响 ＴＦＥＢ蛋白的
核质转位进而抑制 ＬＡＭＰ的转录、表达［２０］。但 Ｓｉｒｔ３
在调节溶酶体中的作用尚不清楚，本研究利用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 ｓｈＲＮＡ系统干预胶质瘤细胞 Ｕ８７中
Ｓｉｒｔ３的表达，观察其对细胞凋亡，ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、
ＬＡＭＰ２Ａ的蛋白水平及ｍＴＯＲ信号通路的影响。探讨
Ｓｉｒｔ３在胶质瘤发生发展中的作用及可能的分子机制，
以期为胶质瘤治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂
　　人源胶质瘤细胞系（Ｕ８７、ＬＮ２２９、Ｕ２５１、ＳＨＳＹ５Ｙ、
Ａ１７２）、人胚肾细胞（ＨＥＫ２９３Ｔ）购自美国 ＡＴＣＣ细胞
库；胎牛血清、ＤＭＥＭ细胞培养基、胰蛋白酶（货号：

７１９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）



ＳＶ３０２０８．０２、ＳＨ３００２２．０１、ＳＨ３００４２．０１）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（货 号：１１６６８０２７）购 自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；总蛋白提取试剂盒（货号：０００６１００）
购自碧云天公司；Ｓｉｒｔ３（货号：Ａ５７８１）购自爱博泰克生
物科技有限公司；ＧＡＰＤＨ（货号：ＫＣ５Ｇ４）购自康成生
物工程有限公司；ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ
及 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（货号：ａｂ２４１７０、ａｂ１９９９４６、ａｂ１２５０６８、
ａｂ１１５１２４、Ｅ８３７７）购自 Ａｂｃａｍ公司；ｐＴＦＥＢ（货号：
ＡＢＥ１９７１）购自ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、
Ｂａｘ（货号：２９８３、５５３６、４１１６２）购自 ＣＳＴ公司；ＴＦＥＢ
（货号：１３３７２１ＡＰ）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；Ｒａｐａｍｙｃｉｎ
（货号：ＡＹ２２９８９）购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；辣根过氧化物酶
标记的小鼠二抗（货号：Ａ４４１６）和辣根过氧化物酶标
记的兔二抗（货号：Ａ０５４５）购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＵＮＥＬ、
ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ试剂盒（货号：Ｃ１０８６、Ｃ１０６２Ｍ）和溶酶体
红色荧光标记探针、细胞核染料 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（货号：
Ｃ１０４６、Ｃ１０２８）购自碧云天公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养及组织样品　　胶质瘤细胞系Ｕ８７、
ＬＮ２２９、Ｕ２５１、ＳＨＳＹ５Ｙ、Ａ１７２ 和 人 胚 肾 细 胞
ＨＥＫ２９３Ｔ在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的恒温培养箱中
培养，培养基为含１０％胎牛血清（ＦＢＳ），１％双抗（链霉
素、青霉素）的ＤＭＥＭ高糖完全培养基，待细胞融合率
达到８０％左右进行传代。１０μｍｏｌ／ＬｍＴＯＲ抑制剂
Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理细胞２４ｈ后，收集样品进行相关蛋白
检测。６例胶质瘤及相邻癌旁组织于术后立即置于液
氮中快速冷冻，患者平均年龄４５岁，其中男性２例（星
形细胞瘤），女性 ４例（多形性胶质母细胞瘤）。所有
患者样本来自西安医学院第一附属医院（２０１６年１月
至２０２１年１２月）。研究中所使用样本均获得捐赠者
的知情同意书，并得到医院伦理委员会的批准

（ＸＹＬＳ２０２３０９２）。
１．２．２　生物信息学分析　　利用中国胶质瘤数据库
ＣＧＧＡ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｇｇａ．ｏｒｇ．ｃｎ／）、ＧＥＰＩＡ２数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）分析 Ｓｉｒｔ３在人源胶质
瘤组织中的表达情况。ＣＧＧＡ数据库中获得３２５例胶
质瘤样本（ＷＨＯⅡ、Ⅲ、Ⅳ），分析在胶质瘤不同级别、
分类中Ｓｉｒｔ３的表达及其与存活的相关性。同时还利
用ＧＥＰＩＡ２数据库分析 Ｓｉｒｔ３在正常组织（ｎ＝２０７）及
癌症组织（ｎ＝１６３）中的表达。
１．２．３　质粒载体构建　　将公司合成的 ｓｈＲＮＡ及
ｇＲＮＡ正义链、反义链加蒸馏水溶解，先加热至煮沸然
后自然冷却至室温进行退火，退火产物与酶切后的载

体ｐＬＫＯ．１（ＥｃｏＲⅠ、ＡｇｅⅠ）、ＰＸ４５９（ＢｂｓＩ）混匀后在
ＤＮＡ连接酶的作用下（１６℃）反应１６ｈ后进行转化，
挑取单克隆菌落进行培养、提取质粒，通过测序验证。

分别用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ切割ｐＬＶＸＩＲＥＳＺｓ
及目的基因片段，经连接、转化、质粒提取后通过测序

比对验证。对照组 （ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ）、Ｓｉｒｔ３敲减序列
（ｓｈＳｉｒｔ３、Ｓｉｒｔ３ｇＲＮＡ）及过表达基因扩增引物由擎科
生物公司合成，见表１。
１．２．４　病毒包装和细胞感染　　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞融合
度达到 ７０％时，用分别将 ８μｇ骨架质粒 ｐｓＰＡＸ２、
ｐＭＤ２．Ｇ和Ｓｃｒ、ｓｈＳｉｒｔ３、过表达质粒及３０μＬ转染试剂
ＰＥＩ加入１５００μＬＤＭＥＭ培养基（不含血清、双抗）混
匀，室温放置２０ｍｉｎ后，加入ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染４～６ｈ
换成新鲜完全培养基，继续培养 ４８ｈ后收集培养基，
１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ取上清，再用０．４５μｍ滤膜过滤，
所得液体即为包装后病毒。用上述包装好的病毒感染

Ｕ８７细胞４８ｈ后，用含２．５μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的培养基
筛选４８ｈ，收集样本用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ３、ＬＡＭＰ１、
ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ＴＦＥＢ、ｐＴＦＥＢ等蛋
白的表达水平。

表１　引物序列
名称 序列（５′→３′）

ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ 正义链：ＣＣＧＧＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＡＴＧＴＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＡＴＧＴＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣ

ｓｈＳｉｒｔ３１ 正义链：ＣＣＧＧＧＣＧＧＣＴＣＴＡＣＡＣＧＣＡＧＡＡＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＴＧＴＡＧＡＧＣＣＧＣＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＴＣＴＡＣＡＣＧＣＡＧＡＡＣＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＴＧＴＡＧＡＧＣＣＧＣ

ｓｈＳｉｒｔ３２ 正义链：ＣＣＧＧＧＴＧＧＧＴＧＣＴＴＣＡＡＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＣＴＴＧＡＡＧＣＡＣＣＣＡＣＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＧＧＧＴＧＣＴＴＣＡＡＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＣＴＴＧＡＡＧＣＡＣＣＣＡＣ

ｇＲＮＡ１ 正义链：ＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＧＣＡＧＡＡＣＡＴＣＧＡＴ
反义链：ＡＡＡＣＡＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＴＧＴＡＧＣ

ｇＲＮＡ２ 正义链：ＣＡＣＣＧＴＡＣＧＡＴＣＴＣＣＣＧＴＡＣＣＣＣＧ
反义链：ＡＡＡＣＣＧＧＧＧＴＡＣＧＧＧＡＧＡＴＣＧＴＡＣ

ｐＬＶＸＳｉｒｔ３ 正义链：ＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＧＴＴＣＴＧＧＧＧＴＴＧＧ
反义链：ＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＡＧＴＣＴＴＴＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＡＡＧＣ

ｐＬＶＸＴＦＥＢ 正义链：ＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＡＡＧＣＴＣＡＧ
反义链：ＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＡＧＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＣＡＴＣＧＣＣＣＴ
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１．２．５　细胞裂解与核质分离　　在收集好的细胞样
品中加入含有蛋白酶抑制剂的预冷提取缓冲液置于冰

上，每隔５ｍｉｎ剧烈涡旋１次，共裂解２０ｍｉｎ，１２５００×ｇ、
４℃离心５ｍｉｎ，取上清进行ＢＣＡ蛋白定量，再加入对
应体积的蛋白上样缓冲液（５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）９５℃加
热５ｍｉｎ后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。细胞蛋白质核、质
分离实验参照 ＷＡＮＧ等［２１］的方法进行，将细胞重悬

于ＣＳＫ缓冲液，置于冰上孵育１５ｍｉｎ后，５０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃离心５ｍｉｎ，细胞核组分用ＣＳＫ溶液重悬并用超声
破碎仪处理。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｕ８７细胞中的蛋白表达　　
将制备好的蛋白样品经过１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，
在低温下转移至 ＰＶＤＦ膜（使用前用甲醇浸泡激活
３０ｓ），用含５％脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ封闭液摇床室温孵
育 １ｈ，加入 Ｓｉｒｔ３、Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ＴＦＥＢ、
ｐＴＦＥＢ、ＧＡＰＤＨ等抗体４℃孵育过夜，用 ＰＢＳＴ洗膜
４次，每次５ｍｉｎ，室温孵育二抗１ｈ（１∶２００００），再用
ＰＢＳＴ洗膜４次，每次 ５ｍｉｎ，最后用 ＥＣＬ法发光后胶
片曝光。

１．２．７　ＴＵＮＥＬ染色　　将 Ｓｃｒ、ｓｈＳｉｒｔ３稳转细胞系接
种于含有盖玻片的 ６孔板中培养 ２４ｈ，４％多聚甲醛
（ＰＦＡ）固定１０ｍｉｎ后，用１×ＰＢＳ缓慢冲洗１次，０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温孵育 ２ｍｉｎ后，加入适当体积的
ＴＵＮＥＬ染色试剂避光条件下染色１ｈ，再用１×ＰＢＳ缓
慢冲洗，最后用１０μｇ／ｍＬ的 ＤＡＰＩ复染２ｍｉｎ后在荧
光显微镜下进行观察统计。

１．２．８　ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ染色　　筛选稳定的Ｓｃｒ、ｓｈＳｉｒｔ３
胶质瘤细胞系用１×ＰＢＳ洗涤２次，加入不含 ＥＤＴＡ的
胰酶消化后，１０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清后用 １×ＰＢＳ
重悬计数，再１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ结合液和 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻重悬细
胞，最后加入１０μＬ碘化丙啶染色液（ＰＩ）室温避光孵
育１５ｍｉｎ，采用流式细胞仪检测分析。
１．２．９　ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ染色　　将一定数量的细胞
接种在２４孔板中培养过夜，去除细胞培养液并加入配
好的ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ荧光探针工作液（１∶２００００），与
细胞在３７℃共孵育 ３０ｍｉｎ后，去除 ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ染
液，加入新鲜细胞培养液，随后在荧光显微镜下拍照并

进行统计分析。

１．３　统计学分析
　　使用ＩｍａｇｅＪ软件对通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定的蛋白
质表达进行定量分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，实验至少进行
３次。使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３（ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＣｏｒｐ）与

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．）软件进行
数据采集、记录、运算与分析。两组间比较采用两独立

样本ｔ检验，多组间差异分析采用方差分析（Ｔｕｋｅｙ’ｓ
多重比较）。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｉｒｔ３表达与人胶质瘤临床分级显著相关
　　基于ＣＧＧＡ数据库中胶质瘤患者数据，通过分析
发现在不同临床分级胶质瘤患者中 Ｓｉｒｔ３ｍＲＮＡ水平
显著性增加（Ｐ＝０．０１８，图１Ａ），同时根据中枢神经系
统肿瘤最新的分类标准进行分析，显示Ｓｉｒｔ３在胶质母
细胞瘤中的表达最高（Ｐ＝０．０１３，图１Ｂ）。利用ＧＥＰＩＡ２
数据库分析正常组织与胶质瘤组织中Ｓｉｒｔ３的表达，发
现Ｓｉｒｔ３在胶质瘤组织中高表达（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。进
一步将患者分为 Ｓｉｒｔ３高表达组和 Ｓｉｒｔ３低表达组，发
现 Ｓｉｒｔ３高表达与胶质瘤患者的低生存率密切相关
（Ｐ＜０．０１，图１Ｄ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测６名胶质瘤患者
的临床肿瘤样本和配对的相邻癌旁组织中的 Ｓｉｒｔ３表
达，结果显示 Ｓｉｒｔ３在胶质瘤组织中高表达（Ｐ＜０．０１，
图１Ｅ）。以上结果提示 Ｓｉｒｔ３可能在胶质瘤发生发展
过程中发挥重要的生物学作用。基于数据库分析和实

验结果，提示Ｓｉｒｔ３在胶质瘤中异常高表达，可能是胶
质瘤发展的促进因素。

２．２　胶质瘤细胞系中Ｓｉｒｔ３的表达
　　利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胶质瘤细胞系 ＬＮ２２９、
Ｕ２５１、Ｕ８７、ＳＨＳＹ５Ｙ、Ａ１７２中 Ｓｉｒｔ３的表达情况，结果
显示Ｓｉｒｔ３在Ｕ８７中的表达明显高于其他细胞系（Ｐ＜
０．０５，图２）。因此，选择Ｕ８７细胞用于后续实验。
２．３　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减Ｓｉｒｔ３
　　为进一步明确 Ｓｉｒｔ３在胶质瘤进展中的生物学功
能，构建 ２个靶向 Ｓｉｒｔ３不同位点的 ｓｈＲＮＡ载体用来
敲减Ｓｉｒｔ３的蛋白水平，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｉｒｔ３、
Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ确定２个ｓｈＲＮＡ的敲减效率。与 Ｓｃｒ组相
比，ｓｈＳｉｒｔ３组Ｓｉｒｔ３蛋白水平显著降低，Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ明显
上调（Ｐ＜０．０１，图３），表明ｓｈＳｉｒｔ３质粒敲减效率较高，
可以用于后续实验。

２．４　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减Ｓｉｒｔ３诱导细胞凋亡
　　Ｕ８７细胞中敲减 Ｓｉｒｔ３后，ＴＵＮＥＬ染色结果显示，
与对照组（Ｓｃｒ）相比，敲减 Ｓｉｒｔ３后细胞凋亡显著增加
（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ）。用 ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ染料标记后流式
细胞术分析显示，Ｓｉｒｔ３敲减后阳性细胞百分比显著增
加（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｓｉｒｔ３
敲减后凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３显著增加（Ｐ＜
０．０１，图４Ｃ）。提示敲减Ｓｉｒｔ３会增加Ｕ８７细胞凋亡。

９１９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）
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Ｓｃｒ：对照组；ｓｈＳｉｒｔ３１、ｓｈＳｉｒｔ３２：Ｓｉｒｔ３敲减组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
Ａ：ＴＵＮＥＬ染色观测敲减Ｓｉｒｔ３前后Ｕ８７细胞凋亡情况及比例变化；Ｂ：流式细胞术分析敲减Ｓｉｒｔ３后Ｕ８７细胞凋亡情况及比例变
化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ３敲减后Ｕ８７细胞凋亡蛋白的表达及半定量分析

图４　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减Ｓｉｒｔ３诱导细胞凋亡

２．５　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减（除）Ｓｉｒｔ３导致溶酶体功
能异常

　　溶酶体具有重要的生物学功能，不仅在延长细胞
寿命中有作用，还参与调控细胞凋亡过程。因此，进一

步探究Ｓｉｒｔ３在调控胶质瘤细胞溶酶体中的作用。结
果显示，敲减Ｓｉｒｔ３后溶酶体膜蛋白ＬＡＭＰ１和ＬＡＭＰ２Ａ
显著降低（Ｐ＜０．０１，图５Ａ）。利用 Ｓｉｒｔ３敲除细胞系进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证，结果显示敲除 Ｓｉｒｔ３也会导致
ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ蛋白水平显著下调（Ｐ＜０．０１，
图５Ｂ）。进一步利用Ｌｙｓｏｔｒａｃｋｅｒ染色体系分析溶酶体
的数量变化，与Ｓｃｒ组相比，Ｓｉｒｔ３敲除组荧光强度明显
降低（Ｐ＜０．０１，图 ５Ｃ）。最后在 Ｓｉｒｔ３敲除组中转入
Ｓｉｒｔ３外源过表达质粒（ｐＬＶＸＳｉｒｔ３），利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
和Ｌｙｓｏｔｒａｃｋｅｒ染色分别检测溶酶体膜蛋白 ＬＡＭＰｓ和
数目的变化，发现 ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２的蛋白质水平能够

恢复（Ｐ＜０．０１，图５Ｄ），同时溶酶体的数量也显著增加
（Ｐ＜０．０１，图５Ｅ）。证明 Ｓｉｒｔ３可能在调控胶质瘤溶酶
体数量中发挥重要作用。

２．６　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减Ｓｉｒｔ３通过ｍＴＯＲ通路诱
导细胞凋亡

　　ｍＴＯＲ信号通路是调控细胞凋亡、自噬的重要通
路，在细胞代谢中发挥重要的作用。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测发现，与对照组相比，敲减Ｓｉｒｔ３后ｐｍＴＯＲ、ｐＴＦＥＢ
蛋白显著上调（Ｐ＜０．０１，图６Ａ）。为探究 Ｓｉｒｔ３敲减所
导致的细胞凋亡增加是否依赖于 ｍＴＯＲ通路，将
ｍＴＯＲ通路抑制剂雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）加入 Ｓｉｒｔ３敲
减的Ｕ８７细胞中，通过流式细胞术分析发现细胞凋亡
比例明显减少（Ｐ＜０．０１，图 ６Ｂ）。进一步说明敲减
Ｓｉｒｔ３后Ｕ８７细胞凋亡增加是由ｍＴＯＲ激活导致。

１２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）
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Ｓｃｒ：对照组；ｓｈＳｉｒｔ３１、ｓｈＳｉｒｔ３２：Ｓｉｒｔ３敲减组；ＷＴ：空白对照组；Ｓｉｒｔ３ＫＯ：Ｓｉｒｔ３敲除组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
Ｓｉｒｔ３敲除组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ３敲减后Ｕ８７细胞溶酶体膜蛋白ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２Ａ的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ３敲除后Ｕ８７细胞溶
酶体膜蛋白ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ的表达；Ｃ：Ｌｙｓｏｔｒａｃｋｅｒ探针染色分析Ｕ８７细胞溶酶体数量变化；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在敲
除Ｓｉｒｔ３的Ｕ８７细胞中过表达Ｓｉｒｔ３后ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２蛋白表达

图５　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减（除）Ｓｉｒｔ３导致溶酶体功能异常
图５Ｅ续下页
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续图５　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减（除）Ｓｉｒｔ３导致溶酶体功能异常
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Ｓｃｒ：对照组；ｓｈＳｉｒｔ３１、ｓｈＳｉｒｔ３２：Ｓｉｒｔ３敲减组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｉｒｔ３敲减组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲减 Ｓｉｒｔ３后 Ｕ８７细胞 Ｓｉｒｔ３、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ＴＦＥＢ及 ｐＴＦＥＢ蛋白表达的变化；Ｂ：流式细胞术分析敲减
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图６　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲减Ｓｉｒｔ３通过ｍＴＯＲ通路诱导细胞凋亡

３２９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１８）



２．７　胶质瘤细胞Ｕ８７中干预Ｓｉｒｔ３表达通过ｍＴＯＲ通
路影响 ＬＡＭＰｓ

　　ＴＦＥＢ是溶酶体蛋白 ＬＡＭＰｓ的主要调控因子，可
被ｍＴＯＲ激酶磷酸化。因此，进一步探究Ｓｉｒｔ３在调节
细胞凋亡和ＬＡＭＰｓ蛋白水平的潜在机制。利用敲除
Ｓｉｒｔ３的Ｕ８７细胞进行核质分离实验，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测发现，与对照组相比，敲除 Ｓｉｒｔ３会导致溶酶体膜
蛋白ＬＡＭＰ２Ａ表达显著减少，但细胞质中 ｐＴＦＥＢ表

达显著增加（Ｐ＜０．０１，图７Ａ）。此外，利用 Ｒａｐａｍｙｃｉｎ
处理 Ｓｉｒｔ３敲减的 Ｕ８７细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，
ＬＡＭＰｓ蛋白水平显著升高（Ｐ＜０．０１，图７Ｂ）。与对照
组相比，在敲减Ｓｉｒｔ３的 Ｕ８７细胞中外源过表达 ＴＦＥＢ
后ＬＡＭＰｓ蛋白明显上调（Ｐ＜０．０１，图７Ｃ）。以上结果
均证明Ｓｉｒｔ３可能通过调节 ｍＴＯＲ通路，影响 ＴＦＥＢ的
磷酸化状态及核质分布，进而下调ＬＡＭＰｓ蛋白表达。
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Ｓｃｒ：对照组；ｓｈＳｉｒｔ３１、ｓｈＳｉｒｔ３２：Ｓｉｒｔ３敲减组；ＷＴ：空白对照组；Ｓｉｒｔ３ＫＯ：Ｓｉｒｔ３敲除组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对应对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
Ｓｉｒｔ３敲减组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｉｒｔ３敲除前后核质分离的Ｕ８７细胞ＬＡＭＰ２Ａ、Ｓｉｒｔ３、ｐＴＦＥＢ蛋白表达　１：总蛋白ＷＴ１；２：总蛋白ＷＴ２；
３：总蛋白Ｓｉｒｔ３ＫＯ；４：细胞质ＷＴ；５：细胞质Ｓｉｒｔ３ＫＯ；６：细胞核ＷＴ；７：细胞核Ｓｉｒｔ３ＫＯ；ＧＡＰＤＨ代表胞浆蛋白组分；Ｈｉｓｔｏｎｅ
代表胞核蛋白组分；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｐａｍｙｃｉｎ处理敲减Ｓｉｒｔ３的Ｕ８７细胞ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２、ＬＡＭＰ２Ａ、Ｓｉｒｔ３、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、
ＴＦＥＢ、ｐＴＦＥＢ蛋白表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达ＴＦＥＢ敲减Ｓｉｒｔ３的Ｕ８７细胞ＬＡＭＰ２Ａ、ＬＡＭＰ２、ＴＦＥＢ蛋白表达

图７　胶质瘤细胞Ｕ８７中敲除（减）Ｓｉｒｔ３下调ＬＡＭＰｓ依赖ｍＴＯＲ途径
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３　讨论

　　经标准化的替莫唑胺化疗结合放射治疗后，胶质
瘤患者的预后仍较差，且容易复发，５年生存率极
低［２２］。因此，筛选和探究新的干预靶点对制定新的治

疗策略和改善患者预后具有重要意义。Ｓｉｒｔ３是线粒
体中重要的去乙酰化酶，在肿瘤发生发展中具有双重

调节作用［２３］。最近的一项研究表明，Ｓｉｒｔ３通过阻断上
皮间质转化过程抑制胆囊癌的发展［２４］。本研究结果

显示，Ｓｉｒｔ３在胶质瘤组织中异常高表达，且与患者生
存率呈负相关，提示Ｓｉｒｔ３在胶质瘤进程中发挥促进作
用，是胶质瘤发生的驱动因素。因此，本研究聚焦探讨

Ｓｉｒｔ３在胶质瘤发生发展中的作用机制，旨在为胶质瘤
的临床诊治提供理论和实验依据。

　　ｍＴＯＲ信号通路在哺乳动物生命活动中有重要的
作用，细胞内外多种信号通路上的生长因子、激素、应

激和能量转化代谢等因素通过激活 ｍＴＯＲ，调控细胞
生长、增殖、凋亡等生理过程［２５］。其活性一旦异常就

会导致细胞代谢和增殖状态高度活跃，从而导致肿瘤

的发生［２６］。溶酶体是细胞中调控分解代谢的重要细

胞器，参与体内大分子、细胞器循环利用及细胞凋亡等

关键生物学过程［２７－２８］。正常情况下，细胞内的溶酶体

数目是恒定的，一旦出现异常可能会导致细胞清除能

力障碍，诱发细胞凋亡甚至死亡［２９］。ＬＡＭＰ１、ＬＡＭＰ２
和ＬＡＭＰ２Ａ是溶酶体上重要的膜蛋白，高度糖基化修
饰能增加其稳定性［３０］。ＴＦＥＢ是溶酶体生物发生的主
要调节因子［３１］，与溶酶体膜上的生长调节蛋白 ｍＴＯＲ
复合物１（ｍＴＯＲＣ１）共定位，且ｍＴＯＲＣ１能使ＴＦＥＢ发
生磷酸化，进而抑制ＴＦＥＢ核转位过程［３２］。

　　Ｓｉｒｔ３主要位于线粒体，可对靶蛋白进行去乙酰化
并增强其活性，进而调控多种生物学过程。乙酰化修

饰是一种主要发生在蛋白质赖氨酸残基上的可逆性化

学修饰。发生在线粒体上会导致线粒体上多个代谢酶

活性降低，严重影响线粒体功能的维持。Ｓｉｒｔ３是调控
线粒体蛋白翻译后修饰的重要调节因子，能有效调控

超氧化物歧化酶２（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ２，ＳＯＤ２）、乙
酰辅酶Ａ合成酶等线粒体蛋白乙酰化修饰，从而降低
细胞内能量代谢水平及活性氧（ＲＯＳ）水平。ＲＯＳ作
为第二信使分子，可以参与 ｍＴＯＲ等的信号级联反
应，进而调控细胞增殖、凋亡等重要生物学过程。近期

研究表明芳樟醇通过调控 Ｓｉｒｔ３的表达调节 ＳＯＤ２的
活性，进而诱导 ＲＯＳ促胶质瘤细胞凋亡［３３］。本研究

显示，敲减 Ｓｉｒｔ３导致细胞凋亡增加，溶酶体膜蛋白
ＬＡＭＰ明显降低，ｐｍＴＯＲ、胞质中ｐＴＦＥＢ蛋白表达上
调，且外源过表达 ＴＦＥＢ能使 ＬＡＭＰｓ蛋白水平恢复，
表明敲减 Ｓｉｒｔ３后 ｍＴＯＲ信号通路激活，从而影响

ＴＦＥＢ的核质易位，导致ＬＡＭＰｓ的表达下调，进而诱发
细胞凋亡。因此，Ｓｉｒｔ３可能通过调控 ｍＴＯＲ信号通
路，增强ＬＡＭＰｓ蛋白表达，促进胶质瘤的发生发展。
　　总之，本研究探讨Ｓｉｒｔ３表达水平与胶质瘤发生发
展及患者生存的关系，结果表明Ｓｉｒｔ３高表达与胶质瘤
患者临床分级正相关，与患者生存负相关。敲减 Ｓｉｒｔ３
会影响 ｍＴＯＲ信号通路及 ｐＴＦＥＢ细胞定位，最终导
致胶质瘤细胞中 ＬＡＭＰ的表达急剧减少且细胞凋亡
明显增加。这些发现表明 Ｓｉｒｔ３可能是胶质瘤诊治中
一个新的生物标志物，靶向Ｓｉｒｔ３也是一种很有前景的
胶质瘤治疗策略。
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