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［摘要］目的·研究沉默调节蛋白 3 （sirtuin 3，SIRT3）去 SUMO 化修饰对乳腺癌细胞的增殖和耐药性的影响。方法·用 CRISPR-

Cas9 质粒 pX330-sgRNA 敲除 MCF7 乳腺癌细胞系 SIRT3 基因，构建 SIRT3KO 的 MCF7 细胞系；在此细胞系基础上，利用表达 SIRT3

K288R （SUMO 化修饰位点突变型）和 SIRT3 WT （野生型）的反转录病毒，以及空载对照（Vector）病毒进行感染，以构建 SIRT3

SUMO化修饰位点突变的细胞系及其对照细胞系。3种细胞株在相同条件下培养后进行细胞计数并在显微镜下进行观察，确定细胞数

量和形态的变化；用不同浓度的阿霉素分别处理细胞 24、48、72 h，检测 3种细胞株的耐药程度。结果·成功构建了敲除 SIRT3的

MCF7细胞系，并利用反转录病毒感染构建了表达SIRT3 K288R和SIRT3 WT以及空载对照的细胞系；通过细胞计数发现，在相同培

养时间下，SIRT3 K288R细胞系的增殖速率显著低于 SIRT3 WT和Vector细胞系（P=0.000）；在显微镜下测量非黏附性乳腺球群细胞

的大小，发现SIRT3 K288R细胞系的直径较SIRT3 WT和Vector细胞系小，增殖缓慢。阿霉素耐药实验结果显示，在细胞培养 24、48

和 72 h时，不同阿霉素浓度（1.25、2.5、5和 10 μg/mL）处理下的 SIRT3 K288R细胞系的活性均显著高于 SIRT3 WT和 Vector细胞系

（均P<0.05）；并且相比另外 2个细胞系，阿霉素在SIRT3 K288R细胞系中的半数抑制浓度（IC50）也较高。结论·去SUMO化修饰的

SIRT3能抑制乳腺癌细胞MCF7的增殖，但增加其对阿霉素的耐药性。

［关键词］沉默调节蛋白3；SUMO化修饰；乳腺癌；阿霉素；耐药性

［DOI］ 10.3969/j.issn.1674-8115.2021.12.003 ［中图分类号］ R737.9 ［文献标志码］A

Role of SIRT3 SUMOylation deficiency in the proliferation and chemotherapeutic sensitivity of breast

cancer cells MCF7

HAO Yan-yun1, YÜ Si-hui2, LU Jing3, GU Xiang4, ZHANG Fan5, CHENG Jin-ke1#, WANG Tian-shi1#

1.Department of Biochemistry and Molecular Cell Biology, Shanghai Jiao Tong University College of Basic Medical Sciences, Shanghai 200025, China; 2.Department of

Obstetrics and Gynecology, Shanghai General Hospital, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 201620, China; 3.Department of Substance Addiction, Shanghai Mental

Health Center, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200030, China; 4.Department of Ophthalmology,Shanghai Ninth People's Hospital, Shanghai

Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200011, China; 5.Department of Otolaryngology Head and Neck Surgery, Xinhua Hospital, Shanghai Jiao Tong University

School of Medicine, Shanghai 200092, China

[Abstract] Objective·To investigate the effects of deSUMOylation of sirtuin 3 (SIRT3) on the proliferation and chemotherapeutic drug resistance in

breast cancer cells. Methods·In order to construct the MFC7-SIRT3KO cell line, the CRISPR-Cas9 plasmid pX330-sgRNA targeting SIRT3 gene was

designed. Then, this cell line was infected with SIRT3 K288R (sumoylation modification site mutant), SIRT3 WT (wild type) or Vector retrovirus to

establish the SIRT3 SUMOylation site mutation and control cell lines. Cell counting and microscopic observation were used to determine the changes in

tumor cell number and morphology under the same incubation condition. To detect the chemotherapeutic drug resistance of SIRT3 K288R and the control

cells, these cells were treated with different concentrations of adriamycin (ADM) for 24 h, 48 h and 72 h. Results·The MFC7-SIRT3KO cell line was

constructed successfully, and then SIRT3 K288R, SIRT3 WT and Vector cell lines were established. The cell growth curves showed that the growth rate of

SIRT3 K288R cells was significantly slower than those of SIRT3 WT and Vector cells under the same incubation condition (P=0.000). This phenotype

was also observed under the microscope. The diameter of non-adherent breast cancer cell clumps of SIRT3 K288R cells was smaller than those of the

control cells. ADM resistance experiment showed that the activity of SIRT3 K288R cells was significantly higher than those of Vector and SIRT3 WT

cells treated with different concentrations of ADM (1.25 μg/mL, 2.5 μg/mL, 5 μg/mL and 10 μg/mL) for 24 h, 48 h and 72 h (P<0.05), and the half
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maximal inhibitory concentration (IC50) of ADM in the SIRT3 K288R cells was higher than those in the control cells. Conclusion·The SIRT3

SUMOylation deficiency inhibits the proliferation of breast cancer cells MCF7, while increases the drug resistance to ADM.

[Key words] sirtuin 3 (SIRT3); SUMOylation; breast cancer; adriamycin (ADM); drug resistance

由致癌基因突变导致的细胞代谢重编程是引起肿瘤

发生的主要原因［1］。越来越多的研究［2-3］表明，肿瘤细

胞的代谢具有很高的可变性和灵活性。而线粒体作为能

量代谢和氧化还原的主要场所，肩负着为肿瘤细胞的各

种生理活动提供能源（ATP）和维持肿瘤细胞内氧化-还

原（redox）平衡的艰巨任务，这些过程对于肿瘤细胞的

存活、生长和增殖至关重要［4-5］。组学分析也证实了线粒

体蛋白的乙酰化修饰与肿瘤代谢之间确实存在着相互

影响［6］。

沉默调节蛋白 3 （sirtuin 3，SIRT3） 是依赖于 NAD+

的去乙酰化酶，主要存在于线粒体基质中，是调控线粒

体中能量代谢的关键因子［7］。越来越多的研究表明SIRT3

能够对许多参与线粒体氧化途径的酶去乙酰化，促进营

养物质氧化以及能量生成［8］。SIRT3在肿瘤的发生发展过

程中也扮演着重要角色［9-12］。报道［13］证实 SIRT3能够调

节线粒体活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）的产

生，抑制肿瘤细胞存活和增殖。近期研究［14］ 也发现，

SIRT3 的缺失能通过减少三羧酸循环 （tricarboxylic acid

cycle，TCA 循环）和乙酰辅酶 A 库中谷氨酰胺的量来诱

导弥漫大B细胞淋巴瘤的细胞死亡。

类 泛 素 蛋 白 （small ubiquitin-like modifier protein，

SUMO） 也是参与调控肿瘤发生发展的重要分子。它能

够通过 SUMO 特异性激活酶 （E1）、结合酶 （E2） 和连

接酶（E3）催化与靶蛋白中的赖氨酸残基偶联，实现靶

蛋白的 SUMO 化修饰（SUMOylation）。蛋白质的 SUMO

化修饰是一种可逆反应，受 SUMO 特异性蛋白酶家族

（sentrin-specific proteases， SENPs） 调控［15-16］。蛋白质

SUMO 化修饰会影响蛋白的细胞定位、活性以及稳定性

等。经过 20多年的研究，蛋白质的 SUMO化修饰已经被

报道广泛参与调控肿瘤细胞内的生物化学反应。因此，

蛋白质的 SUMO 化修饰位点可能成为治疗肿瘤的药物靶

点［17］。研究［16，18］证实，人的SIRT3蛋白能够发生SUMO

化修饰；在营养应激的条件下，SIRT3 的 SUMO 化修饰

减少，可增强 SIRT3的活性，降低其底物的乙酰化水平，

改善线粒体的应激响应能力。人的 SIRT3 SUMO 化修饰

位点是第 288 位赖氨酸残基，当这一位点突变为精氨酸

（K288R）时，SIRT3 将不发生 SUMO 化修饰，可增强线

粒体氧化磷酸化和脂肪酸代谢，改善线粒体乃至细胞的

活性［16，18-19］。由此，我们推测 SIRT3 的 SUMO 化修饰也

能够影响肿瘤细胞的代谢增殖以及对化学治疗 （化疗）

药物的敏感性。

乳腺癌的发病率近几十年来一直呈上升的趋势［20］，

应用抗癌药物遏制肿瘤细胞已经成为癌症治疗的重要手

段之一［21］。阿霉素 （adriamycin，ADM） 是临床上常用

的广谱抗肿瘤抗生素，它已经被用于急性淋巴细胞白血

病［22］、淋巴瘤［23］、卡波西肉瘤［24］、乳腺癌［25］等癌症的

治疗。但肿瘤治疗过程中产生的耐药性问题一直是肿瘤

治疗的大难题，目前的肿瘤化疗往往因为化疗敏感性低

而失败。基于已有报道，我们认为 SIRT3 SUMO 化修饰

通过调控其广泛底物的乙酰化水平，影响细胞内 ROS水

平和能量代谢水平，可能影响肿瘤细胞的耐药性。因此，

本研究通过构建 SIRT3 SUMO 化位点突变的人乳腺癌细

胞MCF7，来探讨SIRT3的去SUMO化修饰对肿瘤增殖及

耐药性的影响，以期发现提高肿瘤化疗敏感性的新机制，

为肿瘤的临床治疗提供新的策略。

1 材料和方法

1.1 主要试剂

胎牛血清 （美国 Gibco，10099141C），DMEM 培养

基 （美国 Gibco，11995065），RPMI 1640 培养基 （美国

Gibco，A1049101），B27 细胞培养添加剂 （美国 Gibco，

17504044）， 表 皮 生 长 因 子 （epidermal growth factor，

EGF）（美国 Gibco，PHG0311L），MEGM 培养基 （美国

Lonza，CC-3150），青霉素-链霉素双抗 （美国 Hyclone，

SV30010）， Lipo3000 转 染 试 剂 （ 美 国 Invitrogen，

L3000015），限制性内切酶 BbsⅠ （美国 New England

BioLabs，#R0539），T4 DNA 连接酶 （美国 New England

BioLabs， #M0202）， T4 多聚核苷酸激酶 （美国 New

England BioLabs，#M0236），E. coli 感受态细胞 （中国

TIANGEN， CB101）， pX330 质 粒 （美 国 Addgene，

#127875）， Gag-pol 质 粒 （美 国 Addgene， #14887），

pVSV-G 质粒 （美国 Addgene，#138479），抗 SIRT3 抗体

（美国CST，#5490），抗β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国

CST，#4967），兔源二抗（美国CST，#7074P2），蛋白A

琼脂糖纯化树脂（中国 YEASEN，36401ES25），阿霉素

（美国 Sigma，D1515）。pBABE-3×Flag 质粒来源于本实

验室库存［18］，抗SUMO1抗体由本实验室自行制备［26］。
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1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 本研究主要使用的细胞系为人乳腺癌

细胞 （MCF7：美国 ATCC，HTB-22），购自中国科学院

典型培养物保藏委员会细胞库。经鉴定，该细胞系无支

原体污染。该细胞为贴壁细胞，使用含 10% 胎牛血清和

1% 青霉素-链霉素双抗的 DMEM 培养基，培养于 37 ℃、

含 5% CO2培养箱中，每周传代 2~3次。本研究的所有实

验均经上海交通大学医学院伦理委员会批准。

1.2.2 构 建 用 于 敲 除 SIRT3 基 因 的 pX330-sgRNA 质

粒 利用美国麻省理工学院的 CRISPR sgRNA 设计在线

平台（http：//crispr.mit.edu）设计 sgRNA 的引物序列。在

美国国立生物技术信息中心 （http：//www.ncbi.nlm.nih.

gov）查找人 SIRT3基因的编码序列，同时确定基因敲除

位点。表1是最终合成的3对 sgRNA引物。

首先，用限制性内切酶 BbsⅠ对 pX330 质粒在 37 ℃

下酶切 30 min。同时，将合成的 sgRNA用T4多聚核苷酸

激酶在 37 ℃孵育 30 min，随后在 95 ℃作用 5 min，每分

钟降低 5 ℃直到 25 ℃，完成磷酸化过程。然后，将磷酸

化的 sgRNA 与琼脂糖凝胶回收的 BbsⅠ酶切质粒通过 T4

DNA 连接酶连接。最后，将连接产物转化到 E. coli感受

态细胞，挑取单克隆测序鉴定 pX330-sgRNA 质粒是否构

建成功。

1.2.3 构 建 MCF7-SIRT3KO 细 胞 系 通 过 脂 质 体

Lipo3000将 pX330-sgRNA质粒转染进MCF7细胞。首先，

将转染 pX330-sgRNA 的 MCF7 细胞培养 24~48 h 并计数，

然后将细胞均匀移种到 96孔板中，加入DMEM完全培养

基开始单克隆培养，通过 24 孔板、6 孔板持续传代培养

1个月左右得到 1×105个以上的细胞，然后一半用于鉴定，

另一半移种到 24 孔板继续培养。用于鉴定的细胞系经

RIPA溶液［含 50 mmol/L Tris-HCl（pH 7.4）、150 mmol/L

NaCl、0.3% NP40和 1%蛋白酶抑制剂］裂解变性，通过

SDS-PAGE 和 SIRT3 抗体检测确定 SIRT3KO 细胞株构建

成功。

1.2.4 构建反转录病毒质粒 通过设计带有酶切位点的

基因序列引物，将相应的人的 SIRT3 基因序列插入到

pBABE-3×Flag的BamHⅠ和EcoRⅠ酶切位点之间，构建

SIRT3 WT反转录病毒质粒，具体引物序列见表2。

在 SIRT3 WT反转录病毒质粒中，通过设计 SIRT3第

288位赖氨酸编码基因周围的引物序列将该位点突变为精

氨酸，使相应质粒表达的 SIRT3 蛋白不能够发生 SUMO

化修饰，且结构电荷不发生过多改变，从而构建 SIRT3

K288R反转录病毒质粒，相应引物序列见表2。

1.2.5 反转录病毒质粒感染MCF7 SIRT3KO细胞系 反转

录病毒感染前24 h，在10 cm培养皿中接种MCF7细胞，待

细胞贴壁生长汇合至60%~70%。通过反转录病毒包装质粒

Gag-pol、pVSV-G和目标基因质粒在293T细胞系产生病毒

液。用3 mL病毒液、1 mL培养基和8 µg/mL的聚凝胺感染

MCF7 SIRT3KO 细胞系，通过嘌呤霉素筛选构建空载

（Vector）、SIRT3 WT和SIRT3 K288R细胞系。

1.2.6 细胞线粒体组分分离 收集 1×108个细胞，用PBS

洗涤细胞 2遍，用冰浴预冷的PBS轻轻重悬细胞沉淀，取

少量细胞用于计数，剩余细胞在 4 ℃下 600×g离心 5 min，

弃上清液，加入 1 mL 线粒体分离液 ［210 mmol/L 甘露

醇 、 70 mmol/L 蔗 糖 、 5 mmol/L Tris-HCl （pH 7.5）、

1 mmol/L EGTA、0.5 mg/mL BSA］至细胞或组织中，轻

轻吹打细胞，冰上放置 10~15 min；把细胞悬液转移到玻

璃匀浆器中，匀浆30下左右。细胞匀浆液在4 ℃下600×g

离心 10 min，沉淀主要为细胞核组分，小心将上清液转

移到另一个离心管中，在 4 ℃下 3 500×g离心 10 min，小

心去除上清组分，沉淀即为分离得到的细胞线粒体。

1.2.7 免疫沉淀实验 收集 1×108个细胞的线粒体组分，

用 PBS 冲洗 1~2 遍，加入 300 µL 细胞裂解缓冲液 ［含

50 mmol/L Tris-HCl （pH 7.4）、300 mmol/L NaCl、0.3%

NP40 和 1% 蛋白酶抑制剂］，13 500×g 离心后取上清液。

取 1/10裂解液作为阳性对照样本，剩余裂解液加入 1 μL

相应的抗体，在 4 ℃下摇床孵育过夜。将 10 μL 蛋白A琼

脂糖纯化树脂加入上述细胞裂解液并在 4 ℃下摇床孵育

2~3 h。在 4 ℃下 4 500×g 离心 5 min，将琼脂糖纯化树脂

离心至管底；将上清液小心吸去，再将琼脂糖纯化树脂

用裂解缓冲液洗3次。最后，进行Western blotting分析。

表1 sgRNA引物信息

Tab 1 Primers used for sgRNA

Primer

SIRT3KO fwd1

SIRT3KO rev1

SIRT3KO fwd2

SIRT3KO rev2

SIRT3KO fwd3

SIRT3KO rev3

Sequence

5′-CACCGGGTCTTTGGCAGACTGTGC-3′

5′-AAACGCACAGTCTGCCAAAGACCC-3′

5′-CACCGTACGATCTCCCGTACCCCG-3′

5′-AAACCGGGGTACGGGAGATCGTAC-3′

5′-CACCGCCGCACGGCCTCGGTCAAGC-3′

5′-AAACGCTTGACCGAGGCCGTGCGGC-3′

表2 构建反转录病毒质粒引物序列

Tab 2 Primers used for retroviral plasmids construction

Primer

SIRT3WT fwd

SIRT3WT rev

SIRT3K288R fwd

SIRT3K288R rev

Sequence

5′-CGCGGATCCATGGCGTTCTGGGGTTGGCGC-3′

5′-CCGGAATTCTTTGTCTGGTCCATCAAGCTT-3′

5′-GGCGTTGTGAGGCCCGACATT-3′

5′-AATGTCGGGCCTCACAACGCC-3′
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1.2.8 阿霉素耐药性实验 以 1×105个/孔的密度将MCF7

细胞接种到96孔板中，加入含有10%血清的RPMI 1640培

养基，在各孔中分别加入终浓度为10、5、2.5、1.25 μg/mL

阿霉素处理 24、48、72 h，以未加阿霉素处理的细胞作

为对照组，用分光光度仪读取波长 540 nm处的吸光度值

［D （540 nm）］，通过公式 ［细胞活性= （D 样本/D 对照） ×

100%］计算细胞活性，确定 SIRT3 K288R乳腺癌细胞在

体外对于化疗药物的敏感性。分别计算阿霉素在 3个细胞

株的半数抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，

IC50）。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，数据均

以 x̄±s表示，2组间比较采用独立样本 t检验，所有实验至

少重复3次，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 建立SIRT3 SUMO化修饰位点突变的MCF7细胞系

为了特异性地研究 SIRT3蛋白对乳腺癌细胞的影响，

我们首先构建了将 SIRT3敲除的MCF7细胞系。将构建好

的 pX330-sgRNA 转染至 MCF7 细胞，用 Western blotting

检测 SIRT3蛋白条带，验证转染效率，并筛选阴性克隆，

用未转染的 MCF7细胞作阳性对照。结果（图 1A）可见

sgRNA1、sgRNA2和 sgRNA3转染后均无SIRT3条带，说

明 SIRT3 无表达；故 sgRNA1、sgRNA2 和 sgRNA3 均成

功 构 建 出 了 SIRT3 敲 除 的 MCF7 细 胞 系 ， 即 MCF7-

SIRT3KO细胞，可用于单克隆细胞培养。

为了进一步研究 SIRT3的 SUMO化对乳腺癌的影响，

我们在 MCF7-SIRT3KO 细胞的基础上，分别转入 SIRT3

WT 质粒和 SIRT3 K288R 质粒。得到 SIRT3 WT 和 SIRT3

K288R 稳 转 细 胞 株 ， 以 感 染 空 病 毒 载 体 的 MCF7-

SIRT3KO 细胞作为对照（Vector组）。然后，用免疫共沉

淀和 Western blotting 鉴定稳转细胞系 （图 1B），在 Input

中，SIRT3 WT和 SIRT3 K288R可见相对分子质量 28 000

的蛋白条带，而Vector组无条带，表明 2株细胞系均成功

转入 SIRT3质粒。用 SIRT3抗体做免疫沉淀，并用 SIRT3

和 SUMO1抗体检测，结果显示 SIRT3 WT有 SUMO化修

饰，即存在一个相对分子质量为 47 000 的条带，而在

SIRT3 K288R则没有，表明SIRT3 K288R能够使MCF7细

胞的 SIRT3 SUMO 化修饰缺失，可用于研究 SIRT3 去

SUMO化修饰在乳腺癌细胞的作用。

2.2 SIRT3去SUMO化修饰对乳腺癌细胞增殖的影响

乳腺癌细胞的增殖对乳腺癌的恶化、转移及治疗耐

药性均有明显的促进作用，控制癌细胞的增殖已经成为

遏制肿瘤对机体进一步侵袭的有效手段。SIRT3的SUMO

化修饰能减弱 SIRT3 的活性，进而降低蛋白质的去乙酰

化水平［18］，但 SIRT3的 SUMO化修饰是否影响乳腺癌细

胞的增殖并不清楚。我们使用超低吸附 6 孔板将 Vector、

SIRT3 WT和SIRT3 K288R细胞株培养于无血清的MEGM

培养基中，连续 7 d每隔 24 h对细胞进行计数，测定细胞

的生长曲线，以检测 SIRT3 去 SUMO 化修饰对乳腺癌细

胞增殖速率的影响。结果（图 2A）显示，相同培养时间

下，SIRT3 K288R细胞株的增殖速率明显低于 SIRT3 WT

和 Vector细胞系，表明 SIRT3不能发生 SUMO化修饰时，

即SIRT3活性增强时对乳腺癌细胞的增殖速率有抑制作用。

同时，我们使用超低吸附 6 孔板将 Vector、SIRT3

WT 和 SIRT3 K288R 细胞株培养于无血清的 MEGM 培养

基中（添加B27和EGF） 10 d。培养过程中在显微镜下对

非黏附性乳腺球群细胞测量直径大小；发现 SIRT3

K288R细胞株直径最小（图 2B），表明其增殖最缓慢。综

上，我们的研究表明 SIRT3 的去 SUMO 化修饰对乳腺癌

细胞的增殖有抑制作用。

2.3 SIRT3去SUMO化修饰对肿瘤细胞耐药性的影响

癌细胞的耐药性增强使得癌细胞能有效逃脱临床药

物的治疗，这使得肿瘤治疗面临着严峻的挑战。阿霉素

是一类广谱抗肿瘤药物，用于乳腺癌等肿瘤的治疗。为

了进一步研究 SIRT3 去 SUMO 化修饰对肿瘤耐药性的影

响，我们对 Vector、SIRT3 WT 和 SIRT3 K288R 细胞系进

行了阿霉素耐药性实验。通过分析 3株细胞系在化疗药物

处理下的活性差异，我们发现在细胞培养 24、48和 72 h

Note：A. MCF7-SIRT3KO lines identified by Western blotting (IB). B. Vector,

SIRT3 WT and SIRT3 K288R cell lines identified by immunoprecipitation (IP) and

Western blotting. SU-SIRT3—SUMOylated SIRT3.

图1 通过免疫沉淀和Western blotting鉴定构建的SIRT3 SUMO位点突变细胞系

Fig 1 Confirmation of SIRT3 SUMOylation deficiency cell line by

immunoprecipitation and Western blotting
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时，阿霉素浓度为 2.5、5 和 10 μg/mL 的条件下，SIRT3

K288R细胞株的活性均显著高于 SIRT3 WT和Vector细胞

系，表明 SIRT3 SUMO 位点突变后，乳腺癌细胞的耐药

性增强。同时，随着阿霉素浓度的增加，SIRT3 K288R

细胞株的活性由低于 SIRT3 WT 逐渐转变成高于 SIRT3

WT，我们在细胞培养 24、48和 72 h时均观察到了这种现

象（图 3），进一步提示 SIRT3 SUMO 化能提高乳腺癌细

胞在体外对于化疗药物的敏感性。

计算阿霉素的 IC50，其值越高，说明细胞对阿霉素的

耐药性越强。阿霉素不同时间处理下 Vector、SIRT3 WT

和 SIRT3 K288R 细胞系的 IC50 见表 4，我们发现 SIRT3

K288R 的 IC50 在 3 个时间点均高于 Vector 和 SIRT3 WT，

表明 SIRT3 SUMO 化修饰位点突变的 MCF7 细胞对阿霉

素的耐药性最强，即 SIRT3 去 SUMO 化修饰使乳腺癌细

胞系的耐药性增强。

Note：A. Seven-day Growth curves of Vector, SIRT3 WT and SIRT3 K288R cells. B. Full-field views of single wells in the 96-well plates under microscopy (×100), and the

values representing the diameters of the cell clumps.

图2 3组细胞的7 d生长曲线和非黏附性乳腺球群细胞

Fig 2 Seven-day growth curves of cells and non-adherent breast cancer cell clumps in 3 groups

Note：①P=0.001, ②P=0.004, ③P=0.000, ④P=0.040, SIRT3 K288R vs SIRT3 WT.

图3 3种细胞株经不同浓度阿霉素处理24 h（A）、48 h（B）和72 h（C）后的活性比较

Fig 3 Cell viability of 3 cell lines treated with various concentrations of ADM for 24 h (A), 48 h (B), and 72 h (C)

表3 阿霉素处理3种细胞不同时间的 IC50（μg·mL−1）

Tab 3 IC50 of ADM in 3 cell lines for different time（μg·mL−1）

Time

24 h

48 h

72 h

Vector

2.179

2.386

2.307

SIRT3 WT

3.634

3.708

4.646

SIRT3 K288R

6.930

6.892

5.053
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3 讨论

根据Warburg效应，即使在有氧的情况下，肿瘤细胞

仍然优先地利用葡萄糖进行糖酵解从而获取能量［27］。脂

肪酸合成及氧化代谢活跃是恶性肿瘤普遍具有的特异性

之一［28］。而去乙酰化酶 SIRT3促进氧化磷酸化和脂肪酸

氧化的代谢，从而能够降低糖酵解水平，起到抑制肿瘤

增殖的作用。SIRT3 的 SUMO 化修饰能够抑制其活性，

去 SUMO 化修饰可增强其活性，因此 SIRT3 去 SUMO 化

修饰后具有抑制肿瘤细胞增殖的潜质。

SUMO 化修饰在乳腺癌中扮演着重要的角色，它可

以控制乳腺癌细胞类型的转变［29］，还能调控细胞有丝分

裂中纺锤体的功能进而影响乳腺癌的发生发展过程［30］。

也有报道，SUMO 化修饰的乳腺癌 1 号基因编码蛋白

（breast cancer suppressor protein，BRCA1） 调控 DNA 损

伤反应，而 BRCA1的突变与高风险的乳腺癌有极大的相

关性［31］。对癌症中SUMO化修饰作用的研究将成为癌症

治疗的新方向。雌激素受体 （estrogen receptor，ER） 阳

性乳腺癌患者的 ROS 明显高于 ER 阴性患者，并且在 ER

阳性患者中，ROS与肿瘤大小和组织转移相关［32］，因此

我们选择 ER 阳性的 MCF7 细胞系作为研究对象，探索

SIRT3 去 SUMO 化修饰对乳腺癌细胞增殖和耐药性的影

响。为了研究 SIRT3 去 SUMO 化修饰对乳腺癌的影响，

我们在 SIRT3KO MCF7细胞的基础上，构建了SIRT3 WT

和 SIRT3 K288R 的稳转细胞株。我们发现在 SIRT3 的

SUMO 化修饰位点突变的乳腺癌细胞增殖受到了抑制，

这与已报道的 SIRT3 SUMO 化修饰位点突变增强氧化磷

酸化和脂肪酸氧化代谢，糖酵解受抑是能够相互印证的。

在正常细胞中，SIRT3维持线粒体代谢、增强抗氧化

系统，保护细胞免受自身凋亡。而在肿瘤细胞中，SIRT3

能通过产生较低水平的 ROS，减少细胞凋亡和自噬，提

高细胞活性，从而能够抵抗化疗诱导的氧化应激，使其

获得较高的细胞存活率。有研究表明，通过特异 siRNA

沉默 SIRT3 在 MCF7 和 T47D 细胞系中的表达，能够增加

化疗药物诱导的氧化应激，从而提高乳腺癌细胞对化疗

药物的敏感性，患者的生存曲线也显示高 SIRT3 表达的

乳腺癌预后较差［11］。通过对 SIRT3 WT 和 SIRT3 K288R

细胞株给予不同浓度的阿霉素，我们发现 SIRT3 K288R

细胞株均比SIRT3 WT细胞株耐药，而随着阿霉素处理浓

度的逐渐增加， SIRT3 WT 的活性由明显高于 SIRT3

K288R转变成明显低于SIRT3 K288R，表明SIRT3 K288R

的耐药性高于 SIRT3 WT。SIRT3 SUMO化位点突变性细

胞系与野生型对比，在使用不同浓度的阿霉素处理不同

的时间后，SIRT3 K288R 的 IC50 在 3 个时间点 （24 h、

48 h 和 72 h） 均高于 Vector 和 SIRT3 WT，进一步证明

SIRT3 的去 SUMO 化修饰能够显著增强肿瘤细胞对阿霉

素的耐药性。这些结果都表明，SIRT3 的 SUMO 化修饰

能够改变肿瘤细胞的生长和代谢状态。该结论可为治疗

乳腺癌的潜在靶点提供更多的理论方向。
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优化学科布局，坚持有所为、有所不为的理念，强化

优势专业、凸显学科特色；建立起以国际战略科学家组成

的领军人才为主导、相关人才为补充和配套的学科人才集

群；加大科研投入，扩充学科体量，提升科研水平；改革

学科建设成效考核方式，创造良好创新氛围。部分优势学

科如口腔颌面外科、口腔修复科等进入世界一流学科行列。

一流学科——口腔医学

“双一流”暨高水平地方高校建设项目
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