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ＳＩＲＴ１通过调节 ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路促进
低氧诱导的胰腺癌细胞自噬
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　　［摘　要］　目的：探讨ＳＩＲＴ１对低氧诱导的胰腺癌细胞自噬的影响及ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路在其中的作用。
方法：利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光法检测ＳＩＲＴ１在低氧诱导的自噬胰腺癌细胞核内的表达情况。将下调ＳＩＲＴ１基
因的小干扰ＲＮＡ和过表达ＳＩＲＴ１的质粒转染到胰腺癌Ｐａｎｃ１细胞中，敲减和过表达ＳＩＲＴ１基因；激光共聚焦显微
镜追踪双色ＬＣ３荧光蛋白表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测自噬相关蛋白ＬＣ３、ｐ６２及ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路的蛋白表
达情况。通过生物信息学ＧＥＰＩＡ网站关联性分析预测ＳＩＲＴ１与ＦＯＸＯ１的相互作用，并进一步利用免疫共沉淀技
术检测 ＳＩＲＴ１与ＦＯＸＯ１蛋白的相互作用。结果：ＳＩＲＴ１在低氧诱导的胰腺癌细胞核内表达增加。敲减ＳＩＲＴ１的表
达可以引起胰腺癌细胞自噬受抑制。过表达ＳＩＲＴ１能够增强Ｐａｎｃ１细胞中ＦＯＸＯ１和ＲＡＢ７的蛋白表达水平（Ｐ＜
００５），而当ＳＩＲＴ１表达下调时，ＦＯＸＯ１和 ＲＡＢ７表达受到抑制（Ｐ＜００５）。ＳＩＲＴ１与 ＦＯＸＯ１蛋白存在相互作用。
结论：ＳＩＲＴ１可能参与胰腺癌细胞自噬的调控，其机制可能与 ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路有关。
　　［关键词］　胰腺癌；ＳＩＲＴ１蛋白；自噬；ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路
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　　胰腺癌在世界肿瘤排名中为第７位，是恶性程
度较高的实体肿瘤之一，发生隐匿、发展迅速，明确

诊断时往往已经是进展期，５年生存率低于
５％［１－２］；随着前沿科技不断运用于临床，针对胰腺

癌患者的系统治疗方案不断改善，但是临床治疗效

果并没有明显提高，约４０％的新诊断胰腺癌患者均
发现有不同程度的转移，丧失了最佳手术时间，只能

采取姑息性治疗［３－４］。全球的学者们从胰腺肿瘤生

物学特性及其发生的分子生物学机制发生、发展的

分子靶点为突破口，为寻找治疗胰腺肿瘤的分子治

疗靶点。

　　哺乳动物沉默信息调节因子２（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ２，Ｓｉｒ２）最早在酵母菌中被发现，后来逐渐
发现在自然界生物中广泛的表达。Ｓｉｒ２作为组蛋白
去乙酰化酶类，通过调控下游结合蛋白的去乙酰化

水平来参与细胞内多个重要信号通路，如能量代谢、

脂类代谢和胰岛素分泌等。Ｓｉｒ２家族中研究最多的
是ＳＩＲＴ１；目前为止的研究中发现多个重要信号通路
的枢纽蛋白与 ＳＩＲＴ１相互作用；更多的研究指出
ＳＩＲＴ１在肿瘤代谢和营养调节中有着极其重要的作
用；现在的证据显示肿瘤细胞中经过上调 ＳＩＲＴ１的
表达及活性来提高胞内 ＮＡＤ＋数量来应对肿瘤的生
存和增殖。

　　本研究中，我们将 ＳＩＲＴ１小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）和过表达质粒分别转染到胰腺
癌Ｐａｎｃ１细胞中，敲减和过表达ＳＩＲＴ１基因，研究其
对于胰腺癌细胞自噬能力的影响，并分析 ＳＩＲＴ１对
ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路的调控作用，初步探讨相关
分子机制，为寻找胰腺癌治疗相关的分子靶点提供

理论依据。

材　料　和　方　法

１　细胞和试剂
　　人胰腺癌细胞株Ｐａｎｃ１由武汉华中科技大学同
济医学院胆胰实验室惠赠。高糖ＤＭＥＭ培养基与胎
牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ；ＲＮＡｉＭＡＸ转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ；ＬＣ３双标腺病毒购自汉恒生物科技（上海）有限
公司；ＳＩＲＴ１ｓｉＲＮＡ（ｓｉＳＩＲＴ１）设计及构建由广州锐
博公司完成；鼠抗人 ＳＩＲＴ１抗体及兔抗人 ｐ６２、
ＦＯＸＯ１和ＲＡＢ７抗体购ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；鼠
抗人ＧＡＰＤＨ和ｈｉｓｔｏｎｅＨ３抗体、辣根过氧化物酶标
记的ＩＩ抗及高灵敏度化学发光检测试剂盒购自武汉
博士德生物工程有限公司；细胞裂解液、细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒和ＤＡＰＩ染料购自北京碧云天生物技术有限公司；
ＰｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ琼脂糖珠购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ。ｐＦｌａｇＦＯＸＯ１
和 ｐＨＡＳＩＲＴ１质粒由本实验室构建。
２　主要方法
２．１　细胞培养及转染　人胰腺癌细胞株 Ｐａｎｃ１用
含１０％胎牛血清、１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链
霉素的ＤＭＥＭ培养基培养。每隔２４ｈ换液１次，待
细胞密度为８０％时，常规进行消化传代。细胞培养
分２组：对照组细胞于３７°Ｃ、５％ ＣＯ２、９５％空气在
恒温培养箱中常规培养；实验组细胞于 ３７°Ｃ、５％
ＣＯ２、９４％ Ｎ２、１％ Ｏ２三气培养箱中进行低氧培养１２
ｈ。选取对数生长期的细胞接种于６孔板，调整细胞
密度为每孔１×１０５个，利用 ＲＮＡｉＭＡＸ试剂进行转
染，严格按照试剂盒说明书操作。

２．２　总细胞蛋白的提取　常规消化离心收集细胞，
用碧云天ＲＩＰＡ裂解液（强）提取总蛋白。
２．３　胞核蛋白的提取　将 Ｐａｎｃ１细胞接种到 ６０
ｍｍ细胞培养皿中，分为 ｐＨＡＳＩＲＴ１组和 ｓｉＳＩＲＴ１
组，按上述分组转染相应质粒和 ｓｉＲＮＡ至 Ｐａｎｃ１细
胞，培养４８ｈ后，收集细胞并加入细胞浆蛋白抽提
试剂，放置冰上裂解 １０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ后吸弃上清液，加入细胞核蛋白抽提试剂。
每隔１～２ｍｉｎ高速剧烈振荡１５～３０ｓ，共３０ｍｉｎ。４
℃ （１２０００～１６０００）×ｇ离心１０ｍｉｎ，上清即为所需
胞核蛋白。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测目的蛋白的表达　半干法
电泳转移至ＰＶＤＦ膜，１０％脱脂奶粉封闭２ｈ。依次
加入特异性 Ｉ抗和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
ＩｇＧ、羊抗兔 ＩｇＧ，加入 ＥＣＬ化学发光液，于 ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像仪中进行显影。根据曝光结果进行定性分

析，以上实验重复３次。
２．５　免疫共沉淀实验　常规收集细胞后裂解细胞，
加入１μｇ小鼠抗ＳＩＲＴ１单克隆抗体，４°Ｃ旋转混合
２ｈ，加入２０μＬ蛋白 Ａ，继续混合过夜，离心后吸弃
上清，裂解液洗涤３次后加入５μＬ５×ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳ
ＰＡＧＥ上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，离心后立即电泳。
２．６　细胞免疫荧光检测　（１）将低氧培养的Ｐａｎｃ１
细胞用 ４℃、含 ４％多聚甲醛的磷酸缓冲液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ＰＢ）固定，加入鼠抗ＳＩＲＴ１（１∶１０００）抗
体４℃孵育过夜。磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）漂洗后加入羊抗鼠 Ｃｙ３荧光 ＩＩ抗，室温
下避光孵育 ２ｈ。漂洗后用荧光封片剂（００１ｍｏｌ／Ｌ
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ＰＢＳ和甘油１∶１）封片，于激光共聚焦显微镜下观察
拍照。（２）通过感染 ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３（ＡｄｔｆＬＣ３）腺
病毒，并定量ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３荧光点，实现对自噬体
的检测。定量单个细胞荧光斑的表达；计算５０个细
胞的荧光斑，再计算平均每个转染细胞的荧光斑数

量。

３　统计学方法
　　用ＳＰＳＳ２３０统计学软件进行统计分析，实验结
果采用均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。多组间的
均值比较用单因素方差分析法；ＳＩＲＴ１敲减或过表达
组与对照组之间的比较采用独立样本 ｔ检验；ＳＩＲＴ１
与ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路关键因子的相关性分析

采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析法。以 Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

结　　果

１　ＳＩＲＴ１在低氧诱导的自噬胰腺癌 Ｐａｎｃ１核内的
表达情况

　　免疫荧光显示，相比对照组０ｈ，ＳＩＲＴ１在低氧诱
导的胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞核内表达明显增加，见图
１Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＳＩＲＴ１在 Ｐａｎｃ１细胞核
中随低氧时间增加总体呈现逐渐表达增加的趋势

（Ｐ＜００５），见图１Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ．Ａ：ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｗｅｓ
ｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ．

图１　ＳＩＲＴ１在低氧诱导的胰腺癌细胞核中的表达情况

２　敲减或过表达ＳＩＲＴ１对低氧诱导的胰腺癌Ｐａｎｃ
１细胞自噬的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＳＩＲＴ１敲减和过表达效果，
见图２。敲减ＳＩＲＴ１后胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞自噬相关
蛋白ＬＣ３ＩＩ的表达增多，且 ｐ６２降解受到抑制（Ｐ＜
００５）；而当 ＳＩＲＴ１过表达时，ＬＣ３ＩＩ表达变化的差
异无统计学显著性（Ｐ＞００５），但是ｐ６２的降解受到
明显抑制（Ｐ＜００５），见图３。同时通过荧光显微镜
观测双色荧光标记的ＬＣ３蛋白在低氧诱导的胰腺癌
细胞中的表达情况，下调ＳＩＲＴ１后自噬溶酶体（红色
荧光点）数量明显增加（Ｐ＜０．０５），而自噬小体（黄
色荧光点）变化的差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），
见图４。
３　敲减或过表达 ＳＩＲＴ１对 ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通
路的影响

　　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，过表达 ＳＩＲＴ１后，

ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路蛋白的表达水平明显升高
（Ｐ＜００５）；敲减 ＳＩＲＴ１的表达能够显著降低
ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路蛋白的表达水平 （Ｐ＜
００５），抑制ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路，见图５。
４　生物信息学分析ＳＩＲＴ１与ＦＯＸＯ１的相关性
　　通过ＧＥＰＩＡ网站进行ＳＩＲＴ１与其它蛋白的关联
性分析，结果显示 ＳＩＲＴ１与 ＦＯＸＯ１显著相关（Ｐ＜
００５），提示 ＳＩＲＴ１与自噬信号通路可能存在密切关
系，见图６。
５　胰腺癌细胞中 ＳＩＲＴ１与 ＦＯＸＯ１蛋白存在相互
作用

　　在胰腺癌 Ｐａｎｃ１细胞中共转染 ｐＨＡＳＩＲＴ１和
ｐＦｌａｇＦＯＸＯ１质粒，通过蛋白免疫共沉淀实验检测
ＳＩＲＴ１与 ＦＯＸＯ１蛋白之间的相互作用情况，结果
显示 Ｐａｎｃ１细胞中 ＳＩＲＴ１与 ＦＯＸＯ１存在相互作
用，见图７。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＩＲＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅＰａｎｃ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３． Ｐ＜０．０５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓｐＨＡＳＩＲＴ１ｇｒｏｕｐ．

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰腺癌Ｐａｎｃ１细胞敲减或过表达ＳＩＲＴ１的效果

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳＩＲＴ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｔｈｅＰａｎｃ１ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３． Ｐ＜０．０５ｖｓ
ｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓｐＨＡＳＩＲＴ１ｇｒｏｕｐ．

图３　敲减或过表达ＳＩＲＴ１对于胰腺癌Ｐａｎｃ１细胞自噬的影响
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Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＩＲＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎａｕｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅＰａｎｃ１ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５
ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　敲减ＳＩＲＴ１的表达对于自噬溶酶体生成的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＳＩＲＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣ
ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓｐＨＡＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　ＳＩＲＴ１表达水平对 ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路相关蛋白
表达的影响

讨　　论

　　肿瘤缺氧微环境是人类恶性实体肿瘤的基本特
征之一，肿瘤缺氧与其恶性生物学行为密切相关［５］。

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎＳＩＲＴ１ａｎｄＦＯＸＯ１ｗｅｒｅａｎａ
ｌｙｚｅｄｉｎＧＥＰＩＡｄａｔａｂａｓｅ．

图６　生物信息学分析ＳＩＲＴ１与ＦＯＸＯ１信号通路关键因子
的相关性

人体的大部分组织中，氧浓度在３～５％之间，当氧浓
度处于３％以下即视为低氧环境［６］。临床研究中通

过１８ＦＦＡＺＡ辅助 ＰＥＴ图像证实胰腺癌缺氧分数在
５～５０％之间［７］，瘤体内呈低氧气张力，表明胰腺癌

处于低氧环境，具有缺血缺氧的病理生理特点。缺

氧与胰腺癌的发展进程及恶性生物学特性密切相

关［８９］。ＳＩＲＴ１是Ｓｉｒ２家族中的成员之一。ＳＩＲＴ１作
为一种重要的能量调控蛋白，连接着细胞代谢和核

染色质；作为ＮＡＤ＋依赖型去乙酰化酶，通过调控组
蛋白、转录因子和转录辅助因子，从而参与到细胞衰

老、凋亡、ＤＮＡ损伤修复和自噬等生理活动中［１０］。

叉头框蛋白转录因子家族中 Ｏ亚家族中的 ＦＯＸＯ１
在人体心脏细胞、脂肪细胞、肝脏细胞和脑神经中有
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Ｆｉｇｕｒｅ７．ＳＩＲＴ１ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＦＯＸＯ１ａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎ
ｔｈｅＰａｎｃ１ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａ
ｔｉｏｎ．

图７　胰腺癌细胞中ＳＩＲＴ１与ＦＯＸＯ１蛋白存在相互作用

着大量的表达。研究表明，ＳＩＲＴ１ＦＯＸＯ家族信号通
路对衰老、肥胖、肿瘤及血管应激损伤有着重要的影

响［１１］。ＳＩＲＴ１对肿瘤细胞的调控具有双重意义，特
别是ＳＩＲＴ１通过多个信号通路影响肿瘤细胞的侵
袭、转移和生存［１２］。

　　细胞在氧化应激状态时，ＦＯＸＯ１被激活，ＦＯＸＯ１
与Ａｔｇ７和 Ｅ１蛋白结合，进而影响肿瘤细胞的自
噬［１３］。此外，非折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅ
ｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）转录因子 ＸＢＰ１ｕ可促进 ＦＯＸＯ１的降
解。但Ｙｉｎｇ等［１４］的研究表明，ＦＯＸＯ１的降解受到
抑制可过度激活自噬，降低肿瘤细胞活性。

　　我们通过共聚焦荧光显微镜及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验发现ＳＩＲＴ１随着胰腺癌细胞自噬的进程，逐渐在
细胞核内表达增加。当通过转染手段抑制细胞内

ＳＩＲＴ１的表达时，Ｐａｎｃ１细胞出现自噬受到抑制的表
现。并且从 ＬＣ３双色荧光标记蛋白的结果可以发
现，ＳＩＲＴ１通过ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７信号通路，调控胞内自
噬小体及溶酶体的结合，使得自噬溶酶体大量在胞

内堆积，降解困难。同时通过生物信息学及免疫共

沉淀证实ＳＩＲＴ１通过结合ＦＯＸＯ１，并调控ＦＯＸＯ１的
去乙酰化程度进而调节胰腺癌细胞自噬。

　　综上所述，低氧环境能够引起 ＳＩＲＴ１的入核，通
过ＦＯＸＯ１／ＲＡＢ７调控胰腺肿瘤细胞自噬。通过下
调ＳＩＲＴ１的表达可以在低氧条件下抑制胰腺肿瘤细
胞的自噬，其机制可能与调节 ＦＯＸＯ１的乙酰化／去

乙酰化有关，但此信号通路具体作用机制还不甚清

楚，需要进一步的研究，并且该基因可能是除常规治

疗方法外的新的基因靶点。
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