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SIRT2对裸鼠原位肝癌生长和肺转移的

影响及其机制研究
杨秋霞  周洪钟  任吉华  李宛蔚  陶娜娜  程胜桃  何  琳  余海波  龚  蕊  陈  娟*

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文旨在探讨沉默信息调节因子2(silent information regulator 2, SIRT2)基因敲低对裸

鼠原位肝癌生长和肺部转移的影响。应用杀稻瘟菌素筛选构建稳定敲低SIRT2基因的SK-Hep-1
细胞, 应用定量逆转录PCR(qRT-PCR)和Western blot检测其敲低效率。将稳定敲SIRT2基因的细胞

(SIRT2-shRNA-SK-Hep-1)和对照组细胞(shCont-SK-Hep-1)原位注入裸鼠肝脏, 8周后处死裸鼠并取

出肝脏和肺组织, 比较两组裸鼠肝癌肿瘤的大小及肺转移结节的数量。应用Western blot和免疫组

织化学检测两组裸鼠肝癌组织中SIRT2、p-AKT、AKT、p-GSK3β、GSK3β、active β-catenin和β-catenin
的蛋白质水平。结果显示, 稳定敲低SIRT2基因的SK-Hep-1细胞系构建成功。裸鼠原位肝癌肺转移

模型中, 相比shCont-SK-Hep-1组, SIRT2-shRNA-SK-Hep-1组裸鼠原位肝癌体积减小(P<0.05), 肺转

移结节数量明显减少(P<0.05)。Western blot结果表明, 敲低SIRT2基因的裸鼠组p-AKT、p-GSK3β、
active β-catenin、β-catenin蛋白质水平降低, GSK3β水平升高, AKT水平无差异; 免疫组织化学结果

表明, 敲低SIRT2基因的裸鼠组p-AKT、p-GSK3β、β-catenin蛋白质水平降低。本研究结果提示, 在
裸鼠原位肝癌肺转移模型中, 敲低SIRT2基因可以通过激活AKT的表达影响GSK3β/β-catenin信号通

路, 从而抑制人肝癌细胞的生长和肺转移。
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Effects of SIRT2 on Growth and Lung Metastasis of Orthotopic 
Liver Cancer in Nude Mice and Its Mechanism

Yang Qiuxia, Zhou Hongzhong, Ren Jihua, Li Wanyu, Tao Nana, Cheng Shengtao, He Lin, 
Yu Haibo, Gong Rui, Chen Juan*

(Key Laboratory of Molecular Biology on Infection Diseases of Ministry of Education,
Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the effects of SIRT2 on growth and lung metastasis 
of orthotopic liver cancer in nude mice. SK-Hep-1 cells with stable knockdown of SIRT2 were screened with 
blasticidin and its knockdown efficiency was detected by qRT-PCR and Western blot. SIRT2-shRNA-SK-Hep-1 
and shCont-SK-Hep-1 cells were respectively injected into the orthotopic liver of nude mice. The liver and 
lung tissues of nude mice were removed after 8 weeks of injection. The size of orthotopic liver cancer and the 
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number of lung metastatic nodules were compared between the two groups. Next, the protein levels of SIRT2, 
p-AKT, AKT, p-GSK3β, GSK3β, active β-catenin and β-catenin in nude mice were detected by Western blot and 
immunohistochemistry. The results showed SK-Hep-1 cell lines with stable knockdown of SIRT2 were successfully 
established. Compared with shCont-SK-Hep-1 group, the volume of liver cancer in SIRT2-shRNA-SK-Hep-1 
group was decreased (P<0.05) and the number of lung metastatic nodules in SIRT2-shRNA-SK-Hep-1 group was 
decreased significantly (P<0.05). Western blot showed that the protein levels of p-AKT, p-GSK3β, active β-catenin, 
β-catenin in the SIRT2 knockdown group were decreased, the protein level of GSK3β was increased, the protein 
level of AKT was no difference. Immunohistochemistry showed that the protein levels of p-AKT, p-GSK3β, 
β-catenin in the SIRT2 knockdown group was decreased. The results indicated that SIRT2 knockdown can inhibit 
the growth and lung metastasis of human hepatocarcinoma cells by activating AKT, subsequently influencing on 
GSK3β/β-catenin signaling pathway in orthotopic liver cancer of nude mice.

Keywords       hepatocellular carcinoma; lung metastasis; growth; SIRT2

肝细胞癌是常见的原发性恶性肿瘤, 为全球第

六大常见癌症之一[1], 其死亡率在恶性肿瘤中高居

第二。在我国, 原发性肝癌的发生率和死亡率也位

居各种癌症的前列, 且仍呈上升的趋势[2]。据统计, 
肝癌是导致60岁以下男性癌症死亡的主要原因[3], 
且具有预后差和复发率高的特点。多数肝癌患者在

发现时已经发生肝内和肝外的转移, 手术难度大, 其
中位生存期仅6~8月。因此, 研究肝癌生长和转移的

机制, 对发展有效肝癌治疗策略具有重要意义。

沉默信息调节因子(silent information regulators, 
Sirtuins)家族是一种利用NAD+作为辅助因子的组

蛋白/非组蛋白去乙酰化酶, 其为SIR2的同类物, 
Sirtuins在哺乳动物中共有7个成员, 包括SIRT1~7。
目前研究表明, Sirtuins家族在细胞生长、凋亡、衰

老、代谢和昼夜调节等方面发挥着重要的作用, 其
中, 我们前期研究发现, SIRT1、SIRT3和SIRT6都与

肝癌的增殖、凋亡密切相关[4-6]。而SIRT2在肿瘤中

的作用也越来越得到人们的重视。研究发现, SIRT2
在人神经胶质瘤[7-8]、乳腺癌[9]、头颈鳞状细胞癌[10]、

食管腺癌[11]、浆液性卵巢癌[12]、结肠癌[13]、非小细

胞肺癌[14-16]中表达下调; 但在急性髓性白血病[17-18]、

成神经细胞瘤[19]、胰腺癌[20]和肝癌[21]中高表达。

SIRT2主要位于细胞质中, 在细胞周期的G2/M期时

由细胞质转移到细胞核中[22-23]。SIRT2能够乙酰化

多种非组蛋白和组蛋白 , 如非组蛋白 α-tubulin[24]、

Foxo1[25]、Foxo3[26]、p53[27]和组蛋白3H56[27]、4K16[23]

等。目前, 有关SIRT2在肝癌中作用的报道非常少。

本课题组在前期研究中提出, SIRT2基因在体外通

过AKT/GSK3β/β-catenin信号通路介导EMT转化从

而影响人肝癌的侵袭转移[21], 由于原发性肝癌具有

器官倾向性, 所以我们通过建立裸鼠人肝癌细胞肺

转移模型, 在体内验证SIRT2影响人肝癌细胞侵袭转

移的机制。因此, 进一步确定有效的体内治疗方法

势在必行。

1   材料与方法
1.1   细胞系和试剂材料

人肝癌细胞系SK-Hep-1购于ATCC(American 
Type Culture Collection)并培养于含10%胎牛血清的

DMEM培养基中。靶向SIRT2的改良pLentilox-3.7
慢病毒质粒来源于香港大学, shSIRT2序列: 5′-GCC 
AAC CAT CTG TCA CTA CTT-3′, shCont序列 : 5′-
GCA ACA AGA TGA AGA GCA CCA A-3′。SIRT2抗
体(09-843)和active β-catenin(clone 8E7, 05-665)购于

Merck Millipore公司。Ki-67抗体(#9027)、p-AKT抗
体(#4060)、AKT抗体(#2966)、p-GSK3β抗体(#9323)、
GSK3β抗体(#9832)、β-catenin抗体(#8480)和GAPDH
抗体(#97166)均购于Cell Signaling Technology公司。

杀稻瘟菌素购于Invitrogen公司。免疫组织化学试剂

盒购于Vector公司。裸鼠购于重庆医科大学动物中

心。

1.2   构建稳定敲低SIRT2基因的肝癌细胞系

先接种4×104/孔的SK-Hep-1细胞于24孔板中, 
24 h后依次加入浓度梯度为0、1.00、2.50、3.75、
5.00 μg/mL的杀稻瘟菌素筛选培养基, 每日观察细

胞生存情况, 确定细胞全部死亡的最低药物浓度

为最低筛选浓度(2.50 μg/mL)。接着, 在6孔板中接

种10×104/孔的SK-Hep-1细胞, 24 h后感染shCont和
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shSIRT6慢病毒质粒, 48 h后更换为上述最低筛选

浓度培养基。每日观察细胞生存情况, 待一个细胞

生长成为大小合适的单克隆细胞团, 挑选shCont和
shSIRT2组各5个单克隆细胞团进行扩大培养, 检测

敲低效率, 选取敲低效果最好的细胞进行后续实验。

1.3   裸鼠原位肝癌肺转移模型的建立

本模型在参考Yuan等[28]和Xiao等[29]的工作基

础上进行。将3~4周大的10只雄性裸鼠随机分为2
组, 分别在裸鼠肝脏注射2×106 shSIRT2-SK-Hep-1和
shCont-SK-Hep-1细胞, 待8周后将裸鼠处死, 取裸鼠

肝脏和肺组织, 进行HE染色及免疫组织化学实验, 
并对实验组与对照组裸鼠肝癌生长和肝癌肺转移情

况进行分析。本动物实验经过相关的伦理委员会批

准进行。

1.4   Western blot检测蛋白质水平

收集细胞或者约20 mg大小的裸鼠肝癌组织块, 
加入适量含蛋白酶抑制剂的蛋白质裂解液, 将组织

块用磁珠破碎、溶解, 并置于4 °C摇床充分裂解, 低
温16 000 ×g离心5 min去除沉淀; BCA法测量蛋白

质浓度, 在30 μg蛋白质体积中加入含5% β-ME的
6×loading, 95 °C变性10 min; 用SDS-聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白质, 并转移至硝酸纤维素薄膜, 5%
脱脂牛奶封闭1.5 h, 一抗4 °C摇床孵育过夜, 次日

用含 0.05% Tween 20的TBS-T洗膜 5 min×3次 , 室
温孵育带有辣根过氧化物酶的二抗2 h, TBS-T洗膜

5 min×3次, ECL(electronic chemiluminescence)显影。

1.5   qRT-PCR检测mRNA水平

用Trizol(Invitrogen公司)裂解细胞, 提取细胞总

RNA, 采用iScriptTM DNA Synthesis Kit(Bio-Rad公司)
试剂盒将1 μg RNA逆转录为cDNA; 以1 μL cDNA为

模板, 加入5 μL SYBGreen(Roche Diagnostics公司)、
上下游引物(10 μmol/L)各0.2 μL、3.6 μL灭菌超纯水, 
充分混匀后按照94 °C 20 s、60 °C 20 s、72 °C 15 s, 
循环35次的条件进行qRT-PCR。以β-actin为内参, 每
个样品设置3个复孔, 目的基因相对表达水平以2–ΔΔCt

的方法计算。SIRT2引物序列为F: 5′-CCG GCC TCT 
ATG ACA ACC TA-3′, R: 5′-GGA GTA GCC CCT 
TGT CCT TC-3′; β-actin引物序列为F: 5′-CTC TTC 
CAG CCT TCC TTC CT-3′, R: 5′-AGC ACT GTG 
TTG GCG TAC AG-3′。
1.6   HE染色

将小鼠肺部组织置于4%多聚甲醛中固定24~48 h, 

制作成厚度为7~10 μm的石蜡切片。将小鼠肺组织石

蜡切片放于烤箱中, 85 °C放置30 min, 随即放入新鲜

的二甲苯中脱蜡。再依次将切片置于无水乙醇I、无

水乙醇II、95%乙醇、80%乙醇、70%乙醇和双蒸水

中水化, 各为1 min。苏木素染色3 min, 分化液分化

30 s, 伊红染色20 s, 然后流水冲洗。接着在70%乙醇、

80%乙醇、95%乙醇、无水乙醇I、无水乙醇II、二

甲苯I和二甲苯II中脱水透明, 各30 s。最后用中性树

脂封片, 显微镜拍照观察。

1.7   免疫组织化学

将小鼠肝脏石蜡切片放于烤箱中, 85 °C放置

30 min, 随即放入新鲜的二甲苯I 1 min、二甲苯II 
1 min, 脱蜡后, 在无水乙醇I、无水乙醇II、90%乙

醇、70%乙醇和双蒸水中将切片水化, 各为1 min。
于微波炉加热柠檬酸抗原修复液中进行抗原修复, 
0.5% Triton通透10 min, 3%过氧化氢封闭内源性过

氧化氢酶10 min, 封闭15 min。一抗4 °C孵育过夜, 
二抗室温孵育1 h, SABC室温孵育1 h, DAB室温染

色6~20 min, 镜下观察到有棕黄色颗粒时, 中止反

应。苏木素复染3min, 流水冲洗。接着在70%乙醇、

90%乙醇、无水乙醇I、无水乙醇II、二甲苯I、二甲

苯II中脱水透明, 各30 s。最后用中性树脂封片, 显
微镜拍照观察。

免疫组织化学结果判定根据Lavorato-Rocha等[30]

发表的文献, 显微镜下观察目的细胞的染色强度(I)和
数量。染色强度评分: 0分为阴性, 1分为弱阳性, 2分为

阳性, 3分为强阳性。HScore评分系统分值为细胞染色

强度与该强度被染色细胞百分比(PC)的乘积的总和, 
即HScore=∑(I×PC)。HScore分值最大不超过300。
1.8   统计分析

运用SPSS 20.0软件进行统计学分析, 计量资料

数据以mean±S.D.形式表示, 两组间比较采用配对t
检验, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   成功构建稳定敲低SIRT2基因的SK-Hep-1细
胞系

收集筛选的shCont-SK-Hep-1和shSIRT2-SK-Hep-1
单克隆细胞, 分别应用qRT-PCR和Western blot检测

细胞中SIRT2的mRNA和蛋白质水平。结果显示, 与
shCont-SK-Hep-1细胞相比, shSIRT2-SK-Hep-1细胞

中SIRT2的mRNA水平下降至13%, 差异具有统计
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学意义(P<0.01, 图1A), 蛋白质水平也明显降低(图
1B)。这说明, 稳定敲低SIRT2基因的SK-Hep-1细胞

系构建成功。

2.2   敲低SIRT2基因抑制裸鼠原位肝癌细胞的生长

把构建成功的2组细胞(shCont-SK-Hep-1和SIRT2 
-shRNA-SK-Hep-1)分别注入裸鼠肝脏原位, 8周后

将裸鼠处死, 把裸鼠肝脏剥离出。结果显示, SIRT2-
shRNA-SK-Hep-1组裸鼠原位肝癌体积与shCont-

SK-Hep-1组相比显著减小(P<0.01, 图2A和图2B)。
应用免疫组织化学检测裸鼠原位肝癌中肿瘤标志物

Ki67的蛋白质水平, 结果发现, 与shCont-SK-Hep-1
组裸鼠原位肝癌相比, SIRT2-shRNA-SK-Hep-1组
Ki67蛋白质表达水平降低(图3)。这些结果说明, 敲
低SIRT2基因能够抑制人肝癌细胞的生长。

2.3   敲低SIRT2基因减少裸鼠原位肝癌肺组织转移

为了进一步确定敲低SIRT2基因是否影响肝癌

A: 注射8周后裸鼠原位肝癌的实体图; B: 裸鼠原位肝癌的体积, **P<0.01。
A: theentity map of orthotopic liver cancer in nude mice at 8 weeks after injection; B: the volume of orthotopic liver cancer, **P<0.01.

图2   敲低SIRT2基因对裸鼠原位肝癌体积的影响

Fig.2   Effects of SIRT2 gene knockdown on the volume of orthotopic liver cancer in nude mice
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图1   检测稳定细胞系中SIRT2 mRNA和蛋白质水平

Fig.1   Detection of SIRT2 mRNA and protein levels in stable cell lines
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图3   IHC检测敲低SIRT2基因对原位肝癌中Ki67蛋白质水平的影响

Fig.3   Effects of SIRT2 gene knockdown on the protein level of Ki67 in orthotopic liver cancer detected by IHC
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的转移, 在处死裸鼠取出肝脏的同时剥离肺组织。

通过肺组织大体图片和HE染色均发现, 敲低SIRT2
基因的裸鼠组其转移性肺结节的数量少于对照组

(图4和图5), 进一步提示敲低SIRT2能抑制人肝癌细

胞肺转移, 减弱人肝癌细胞恶性程度。

2.4   SIRT2在裸鼠体内通过AKT/GSK3β/β-catenin
信号通路调节人肝癌细胞转移

我们之前的研究发现, SIRT2在体外通过AKT/
GSK3β/β-catenin信号通路影响人肝癌细胞的转移[21], 
那么SIRT2在体内是否也是通过该信号通路发挥

作用的？我们将剥离出的裸鼠肝癌组织充分碾磨

裂解并提取总蛋白, 应用Western blot检测SIRT2、
p-AKT、AKT、p-GSK3β、GSK3β、active β-catenin、
β-catenin的蛋白质水平。结果发现, 敲低SIRT2基因

后 , p-AKT、p-GSK3β、active β-catenin、β-catenin
蛋白质水平降低, GSK3β表达水平升高, AKT水平无

差异(图6)。同时, 应用免疫组织化学检测发现, 敲
低SIRT2基因后, SIRT2-shRNA-SK-Hep-1组p-AKT、
p-GSK3β、β-catenin蛋白质水平较shCont-SK-Hep-1
组降低(图7)。这些结果与之前研究的结果一致, 说

明敲低SIRT2基因通过AKT/GSK3β/β-catenin信号通

路抑制人肝癌细胞转移。

3   讨论
研究发现, SIRT2是一个去乙酰化酶, 其在肿瘤

形成过程中发挥的作用具有争议性。一方面, SIRT2
在多种肿瘤中发挥抗肿瘤的作用。Du等[12]发现, 
SIRT2在浆液性卵巢癌中的表达降低, 而SIRT2表达

的降低能够增加细胞周期依赖激酶4的表达, 促进

细胞增殖, 并且SIRT2的低表达可以促进SOC细胞

转移。Li等[16]发现, SIRT2在非小细胞肺癌组织和细

胞系中低表达, 过表达SIRT2后可以抑制细胞增殖, 
促进细胞凋亡。Zhang等[13]发现, SIRT2在结肠癌中

低表达, 过表达SIRT2会阻碍SW480细胞的增殖和

转移。另一方面, SIRT2也可以发挥促肿瘤的作用。

Zuo等[31]发现, SIRT2与HDAC6协同作用, 并促进膀

胱癌细胞转移。Xu等[32]研究表明, SIRT2激活G6PD
产生NADPH, 并可以促进白血病细胞增殖。这些结

果说明, SIRT2在不同恶性肿瘤中具有表达和功能特

异性。我们在前期体外研究发现, SIRT2可以促进
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A: 注射8周后裸鼠原位肝癌肺转移的实体图(黑色箭头所指为肿瘤结节); B: 裸鼠原位肝癌肺转移结节的柱状图, *P<0.05。
A: the entity map of lung metastasis of orthotopic liver cancer in nude mice at 8 weeks after injection (black arrows refer to tumor nodules); B: the 
number of lung metastasis nodules of orthotopic liver cancer, *P<0.05.

图4   敲低SIRT2基因对裸鼠原位肝癌肺转移的影响

Fig.4   Effects of SIRT2 knockdown on lung metastases of orthotopic liver cancer in nude mice

*P<0.05.
图5   HE染色检测裸鼠原位肝癌肺转移结节数量

Fig.5   The number of lung metastases nodules of orthotopic liver cancer in nude mice detected by haematoxylin and eosin staining
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人肝癌细胞的增殖和转移[21], 因此, 我们将进一步在

此基础上验证在裸鼠体内, 敲低SIRT2基因是否影响

人肝癌细胞的生长和转移。首先, 我们成功构建了

稳定敲低SIRT2基因的SK-Hep-1细胞系, 并将SIRT2-
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图7   IHC检测敲低SIRT2对裸鼠原位肝癌中p-AKT、p-GSK3β和β-catenin蛋白质水平的影响

Fig.7   Effects of SIRT2 knockdown on expression levels of p-AKT, p-GSK3β and β-catenin detected by IHC

图6    Western blot检测敲低SIRT2对裸鼠原位肝癌中p-AKT、AKT、p-GSK3β、GSK3β、
active β-catenin和β-catenin蛋白质水平的影响

Fig.6    Effects of SIRT2 knockdown on protein levels of p-AKT, AKT, p-GSK3β, GSK3β, 
active β-catenin and β-catenin detected by Western blot
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shRNA-SK-Hep-1组和shCont-SK-Hep-1组细胞注入

裸鼠肝脏建立裸鼠原位肝癌肺转移模型, 每组各5只, 
8周后处死裸鼠。本次裸鼠原位肝癌肺转移模型的

建模成功率为100%, 与SIRT2-shRNA-SK-Hep-1组
裸鼠相比, shCont-SK-Hep-1组裸鼠精神差、食欲减

少, 有明显腹水等肝癌临床表现出现, 随后观察到敲

低SIRT2基因后裸鼠组肝癌组织体积明显小于对照

组, 且裸鼠肝癌肺转移能力显著弱于对照组。这说

明, 高表达SIRT2是引起人肝癌细胞恶性发展的因素

之一。同时, 提示在裸鼠体内, 敲低SIRT2基因能够

抑制人肝癌细胞的生长和肺部转移能力, 这与前期

体外研究发现在人肝癌细胞中敲低SIRT2基因抑制

人肝癌细胞生长和迁移侵袭能力的结果是一致的。

肝细胞癌转移是影响肝癌治疗效果的重要原

因, 其作用机制是多年来一直关注的重点。其中, 
肝细胞癌的侵袭转移与Wnt/GSK3β/β-catenin信号

通路密切相关。多篇研究发现, 多种信号分子通

过调控Wnt/GSK3β/β-catenin信号通路来影响人肝

癌细胞的侵袭转移。Liu等[33]发现, SGK2通过调控

GSK3β/β-catenin信号通路促进人肝癌细胞迁移和

侵袭。Guo等[34]发现, miRNA-500a通过直接结合

SFPR2和GSK3β, 激活Wnt/β-catenin信号通路从而

促进肝癌细胞迁移侵袭。Qin等[35]发现, 黄芪甲苷

通过AKT/GSK3β/β-catenin信号通路阻止EMT转化, 
从而抑制肝癌细胞转移。Wu等[36]发现, 在裸鼠肝癌

皮下移植瘤中, 花椒属植物提取物通过加强GSK3β
来减弱β-catenin表达, 从而减弱HA22T细胞的转移

能力。这些结果说明, β-catenin在肝癌侵袭转移中

发挥了重要的作用。此外, 有研究表明, β-catenin
的S33、S37、T41位点磷酸化受GSK3β的调控[37], 
Dishevelled存在的条件下, 可以激活AKT结合到

Axin-GSK3β复合物上, 使GSK3β失活, 从而增加游

离的去磷酸化β-catenin[38]; 去磷酸化的β-catenin为活

化状态, 可进入核内与转录因子结合, 促进基因的

转录表达[39], 从而调节细胞增殖分化; 并且有文献报

道, SIRT2可以直接与β-catenin结合, 从而抑制Wnt
信号通路应答辐射引起的压力[40]。以上研究提示, 
SIRT2可能与β-catenin信号通路密切相关。在我们

之前的机制研究中也发现, 在人肝癌细胞中, SIRT2
激活AKT和GSK3β的磷酸化, 活化β-catenin, 从而调

控GSK3β/β-catenin信号通路引起EMT[21]。进一步, 
在本研究的裸鼠人肝癌肺转移模型中, 应用Western 

blot和免疫组织化学技术检测均发现, 敲低SIRT2后, 
裸鼠肝癌组织p-AKT、p-GSK3β、active β-catenin、
β-catenin蛋白质水平均下降, 这提示SIRT2在裸鼠体

内也是通过AKT/GSK3β/β-catenin信号通路影响人

肝癌细胞转移的, 这一发现有利于为肝癌的治疗提

供新的靶点。
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