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　　［摘要］　背景与目的：组蛋白赖氨酸去甲基化酶1(lysine specific demethylase 1，LSD1)是重要的染

色质修饰蛋白之一，可以通过调节染色质的结构调节基因的转录调控，进而影响肿瘤的发生、发展、侵袭、转

移以及代谢异常等恶性潜能，是判断肿瘤预后的生物标志物。Sirtuins家族去乙酰化酶3(sirtuin3，SIRT3)

基因是位于线粒体内的抑癌基因，通过调控肿瘤代谢异常以及氧化损伤行使抑癌基因的功能。本研究通过基

因转录调控的手段，研究胰腺癌细胞PANC-1中LSD1与SIRT3的关系。方法：通过RNA干扰(RAN interference，

RNAi)、免疫共沉淀(co-immunoprecipitation，CoIP)、染色质免疫共沉淀(chromatin immunoprecipitation 

assay，ChIP)及启动子活性分析等分子生物学实验手段，探讨LSD1与SIRT3在PANC-1细胞中的关系。结果：

通过RNAi的手段干扰LSD1的表达，发现SIRT3基因转录水平和蛋白水平明显上升；通过蛋白相互作用的手

段，发现LSD1可以与SIRT3转录调控的重要转录因子过氧化物酶增殖体激活受体辅激动子-1α(peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma,coactivator 1 alpha，PGC-1α)相互作用；通过ChIP方法，发现

LSD1与PGC-1α共同募集到SIRT3基因的启动子区域染色质上；通过启动子活性分析，发现LSD1基因可以显著

抑制PGC-1α对SIRT3基因的转录调控。结论：LSD1可以表观遗传调控抑癌基因SIRT3的转录，为深入研究LSD1

与肿瘤代谢异常以及氧化应激提供了理论依据。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Lysine specific demethylase 1(LSD1) is an important chromatin 
modifier. It epigenetically regulates gene expression pattern through chromatin modification and participates in 
maintenance of tumor malignant properties, such as oncogenesis, development, invasion, migration and metabolic 
transformation. SIRT3 (sirtuin 3) is a mitochondria localized tumor suppressor and regulates tumor metabolic 
transformation and oxidative stress. The correlation between LSD1 and SIRT3 has never been reported before. This 
study aimed to elucidate the correlation between LSD1 and SIRT3 with gene transcriptional regulation methods. 
Methods: RNA interference technique, co-immunoprecipitation assay(CoIP), chromatin immune-precipitation 
assay(ChIP) and firefly luciferase activity assay were employed to elucidate the correlation between LSD1 and SIRT3 
in pancreatic cancer. Results: mRNA and protein levels of SIRT3 were significantly elevated in LSD1 knock-down 
PANC-1 cells. LSD1 interacts with PGC-1α, an important regulator of SIRT3 gene expression. LSD1 and PGC-1α 
occupied the same region in SIRT3 promoter region through ChIP analysis. Luciferase activity assay validated LSD1 
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as a negative regulator of PGC-1α in SIRT3 gene transcriptional regulation. Conclusion: LSD1, as an important tumor 
promoter, negatively regulates the expression of tumor suppressor gene SIRT3, these results provide important clues for 
the role that LSD1 plays in aberrant metabolism and oxidative stress.
  　［Key words］ Pancreatic cancer; Lysine specific demethylase 1; Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma; Coactivator 1 alpha; Sirtuin 3; Epigenetic regulation

　　人类基因组计划基本完成后，研究基因的

表达调控成为了解肿瘤发生机制的关键问题

之一。随着研究的不断深入，科学家们发现基

因的表达不仅取决于基因本身，还取决于不改

变基因序列的表观遗传修饰。异常的表观遗传

修饰会使基因发生错误的表达，进而引起代谢

模式的异常，甚至导致肿瘤的发生、发展。表

观遗传修饰主要涉及DNA甲基化、组蛋白修

饰、染色质重塑以及非编码RNA调控等方式。

其中组蛋白修饰因为其修饰的多样性，以及遗

传密码的丰富性而备受关注，随着组蛋白乙酰

化抑制剂等在治疗肿瘤患者的成功临床应用，

组蛋白修饰逐渐成为肿瘤表观遗传学的研究 

重点［1-2］。

　　组蛋白赖氨酸去甲基化酶1(lysine specific 
demetylase1，LSD1)是第一个被发现的组蛋白去

甲基化酶，通过催化组蛋白赖氨酸的去甲基化

过程参与染色质结构的调整进而影响基因的转

录调控［3］。LSD1通过异常的基因表达调控，

在肿瘤的发生、发展、侵袭、转移以及代谢异

常等方面发挥着重要的作用，是一个潜在的干

预肿瘤恶性潜能的靶点［4-6］。肿瘤的代谢异常

是近些年研究的热点。新陈代谢是机体生命活

动的基本特征，肿瘤的恶性潜能离不开代谢模

式的转变来为其提供物质和能量，大量的研

究证实干预肿瘤的代谢也是一个重要的干预靶 

点［7-9］。在肿瘤代谢的关键调控分子中，Sir-
tuins 或沉默信息调节蛋白(silencing information 
regulator 2，Sir2)类似酶家族蛋白，因其在能量

代谢，细胞氧化应激，以及细胞长寿和衰老方

面的重要作用而成为肿瘤代谢异常的研究热点

分子。该家族中的分子去乙酰化酶3(sirtuin3，

SIRT3)，位于线粒体内，是线粒体内的肿瘤抑

制因子，通过调控细胞内的活性氧水平和糖代

谢水平而发挥抑癌基因的功能。SIRT3在肿瘤细

胞中的低表达或者缺失会激发肿瘤细胞的恶性

潜能已经成为共识，但是其低表达的分子机制

还有待深入研究［10-13］。

　　本文通过RNA干扰(RAN interference，

RNAi)、免疫共沉淀(co-immunoprecipitation，

CoIP)、染色质免疫共沉淀(chromatin immuno-
precipitation assay，ChIP)及启动子活性分析实

验，研究PANC-1细胞中LSD1与SIRT3基因转录

调控的关系，并为深入研究LSD1与胰腺肿瘤代

谢异常提供了重要依据。

1　材料和方法

1.1　细胞培养

　　PANC-1细胞和HEK293T细胞购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心，培养

基为含有10%胎牛血清的DMEM培养基(GIBCO
公司)，在37 ℃，CO2体积分数为5%的条件下 

培养。

1.2　质粒构建 
　　LSD1和PGC-1α的蛋白编码区域分别克

隆至真核表达载体pCMV-C-FLAG和pCMV-C-
HA中，得到FLAG融合的LSD1和HA融合的 

PGC-1α。

1.3　CoIP实验

　　FLAG-LSD1质粒和HA-PGC-1α质粒转染

PANC-1细胞48 h后，用预冷的PBS清洗细胞

2次。用1 mL RIPA缓冲液［20 mmol/L Tris-
HCl(pH为8.0)，1% NP40，150 mmol/L NaCl，
10% Glycerol，Roche cocktail抑制剂］冰上裂解

30 min，随后超声破碎3次 ，功率100 W，超声 

5 s，间隙20 s。12 000 r/min离心10 min后，去离

心后，将细胞上清液与偶联了FLAG抗体的亲和

胶(Sigma公司)共同在4 ℃旋转结合4 h。用RIPA
缓冲液洗涤6次后，用FLAG肽竞争性洗脱1 h。

洗脱样品与2XSDS-PAGE上样缓冲液混合， 
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100 ℃水浴5 min。

1.4　蛋白质印迹法(Western blot)检测 

　　样品与蛋白上样缓冲液煮沸5 min，SDS-
PAGE电泳分离样品。湿法将蛋白转移至Portran
硝酸纤维素膜，用含有5%脱脂奶粉的PBST室温

封闭1 h。一抗与膜共同温育2 h至过夜。PBST
洗膜3次，每次10 min，二抗与膜共同温育1 h，

再用PBST洗膜3次，ECL显色。

1.5　免疫荧光检测  
　　将FLAG-LSD1质粒和HA-PGC-1α质粒

共转至在玻片上培养的PANC-1细胞中，培养

36 h，用PBS洗涤1次，3.7%的多聚甲醛固定 

10 min，PBST洗涤2次，每次5 min。0.5%的

Triton-X100破膜10 min，随后用PBST+1% BSA
洗涤2次。PBST(1%)BSA封闭30 min。将一抗稀

释到PBST/BSA中，与玻片室温温育2 h或者4 ℃
过夜，PBST/BSA洗涤3次，每次10 min，加二

抗温育1 h。PBST/BSA洗涤3次，每次5 min，加

含有DAPI的封片剂封片，4 ℃避光保存。激光

共聚焦显微镜观察，拍照。

1.6　ChIP实验

　　ChIP实验采用Millipore公司的ChIP试剂盒

(EZ CHIP KIT)，所用的LSD1和PGC-1α抗体购

自Abcam公司，检测SIRT3基因启动子区域的

引物顺义链：5′-TACGTCTACCTGGGCGCGC-
CGG-3′；反义链：5′-CAAGGAGTCCTCCG-
GACTCGC-3′。
1.7　LSD1基因敲除细胞株的构建 
　　构建pLKO.1-shLSD1的慢病毒表达克隆

用来稳定表达针对LSD1的shRNA，21 bp的靶

位点分别为CCACGAGTCAAACCTTTATTT 
和CCAACAATTAGAAGCACCTTA。共转

pLKO.1-shLSD1、psPAX和pMD2.G至HEK293T
细胞中，48 h后收集培养基上清液得到慢病毒

颗粒。用慢病毒颗粒感染PANC-1细胞，并用嘌

呤霉素进行抗性筛选，得到稳定表达shLSD1的

PANC-1细胞株。

1.8　实时荧光定量PCR  

　　TRIzol法提取总RNA，反转录采用Invitro-
gen公司的SuperScriptⅢ试剂盒，定量PCR采用

TAKARA公司的试剂盒。针对LSD1的引物为

LSD1顺义链：5’-GCTCGGGGCTCTTATTCC-
TA-3’；LSD1反义链：5’-CCCAAAAACTG-
GTCTGCAAT-3’；针对SIRT3的引物为SIRT3
顺义链：5′-ACCCAGTGGCATTCCAGAC-3′；
S I R T 3 反 义 链 ： 5 ′ - G G C T T G G G G T T G T-
GAAAGAAG-3′；内参引物为β-actin顺义链

5′-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3′；β-actin反

义链：5′-AGCACTGTGTTGGGTACAG-3’。
1.9　双荧光素酶报告基因分析 
　　SIRT3基因的启动子克隆至载体pGL2-Basci
中，得到pGL2-SIRT3克隆，转染PANC-1细胞，

分析PGC-1α以及LSD1对SIRT3基因启动子活性

的影响。试剂盒采用Promega公司的双荧光素酶

报告基因检测系。

1.10　统计学处理 
　　数据统计采用SPSS 18.0统计软件，计量资

料以x±s表示，组间比较采用t检验分析，P<0.05
为差异有统计学意义。 

2　结　　果

2.1　干扰LSD1对PANC-1细胞中SIRT3表达的

影响

　　设计针对LSD1的shRNA序列，构建慢病

毒表达载体，包装慢病毒后，感染PANC-1细

胞后，检测LSD1的干扰效果以及干扰LSD1后

SIRT3表达水平的变化。与对照细胞相比，两

条shRNA能够有效地干扰LSD1表达，mRNA
水平分别下调72%和57%，差异有统计学意义

(P<0.001和P=0.026)。同时在干扰LSD1表达的

PANC-1细胞中，SIRT3的转录水平明显上调，

与对照细胞相比分别上调4.32和5.72倍，差异有

统计学意义(P=0.028和P<0.001)。Western blot
检测结果显示，在LSD1基因敲除的细胞中，

SIRT3蛋白水平明显上升(图1)。
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2.2　LSD1与PGC-1α相互作用

　　在PANC-1细胞中转染FLAG-LSD1和HA-
PGC-1α，通过CoIP的方法发现，LSD1与PGC-
1α存在相互作用。在PANC-1细胞中，再次通过

CoIP的方法，以LSD1的抗体进行免疫沉淀，

在免疫沉淀产物中检测PGC-1α，证实LSD1与

PGC-1α存在内源的相互作用。通过免疫荧光，

发现LSD1与PGC-1α在细胞核内存在共定位 

(图2)。
2.3　LSD1与PGC-1α共定位于SIRT3基因的

启动子区域

　　采用LSD1抗体进行ChIP实验，发现LSD1
可以结合SIRT3基因的启动子。进一步采用

PGC-1α抗体进行ChIP实验，发现PGC-1α也可

以结合在SIRT3基因的启动子上。在证实LSD1
和PGC-1α可以结合在SIRT3基因的启动子区域

后，采用二次ChIP实验，发现LSD1和PGC-1α
可以共同结合在SIRT3基因的启动子上(图3)。
2.4　LSD1抑制PGC-1α对SIRT3启动子转录

活性的调控

　　PGC-1α是一个已知的调控SIRT3转录的转

录因子，通过荧光素酶报告基因实验进行启动

子活性分析发现，LSD1可以显著抑制PGC-1α
对于SIRT3基因启动子的激活效应，抑制效率为

19.6%，差异有统计学意义(P<0.001)。进而证

实LSD1是PGC-1α的辅抑制子，可以抑制SIRT3
基因的转录(图4)。

图 1　干扰LSD1对PANC-1细胞中SIRT3表达的影响

Fig. 1    Effect of LSD1 knock-down on the expression of SIRT3

 A: Real-time PCR analysis of LSD1 gene knock-down efficiency; B: Real-time PCR analysis of SIRT3 mRNA level change upon LSD1 gene 
knock-down; C: Western blot analysis of LSD1 gene knock-down efficiency and SIRT3 protein level change.
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3　讨　　论

　　LSD1的发现是表观遗传学研究领域的重

要进展。LSD1可以结合在基因的染色质区域，

通过调节染色质的结构调控基因的表达，通过

调控细胞增殖和分裂相关因子的表达影响肿瘤

的发生、发展。基于LSD1在表观遗传调控方向

图 2　LSD1与PGC-1α相互作用

Fig. 2    LSD1 interacted with PGC-1α

 A: FLAG-tagged LSD1 interacted with HA-tagged PGC-1α in PANC-1 cells; B: Endogenous interaction between LSD1 and PGC-1α; C: LSD1 
co-localizes with PGC-1α in the nucleus in PANC-1 cells.

图 3　LSD1与PGC-1α共定位于SIRT3基因启动子区域

Fig. 3    LSD1 and PGC-1α co-occupy the same chromatin region 

in SIRT3 promoter

 A: LSD1 occupied SIRT3 promoter chromatin region; B: PGC-1α 
occupies SIRT3 promoter chromatin region; C: LSD1 and PGC-1α 
co-occupy the same chromatin region in SIRT3 promoter through re-
ChIP assay.

图 4　LSD1抑制PGC-1α对SIRT3启动子转录活性的调控

Fig. 4    LSD1 inhibits PGC-1α transcriptional activity on SIRT3 

expression

 PGC-1α activated SIRT3 promoter luciferase activity. Upon 
introduction of LSD1, SIRT3 promoter luciferase activity was 
significantly repressed.

的重要作用，其在肿瘤中的作用也逐渐得到重

视。随着肿瘤代谢异常与肿瘤恶性潜能的关系

研究不断深入，LSD1在肿瘤代谢方面的作用也

逐渐引起关注［14-15］。

　　本研究发现，LSD1可以负向调控肿瘤代谢

重要调控因子SIRT3的表达。细胞内SIRT3的表

达主要受到PGC-1α的调控，PGC-1α是核受体



92

的辅因子，最早发现于1998年，在细胞的葡萄

糖、脂肪酸以及线粒体的氧化应激方面起着重

要的作用，是治疗肥胖、糖尿病等疾病的药物

靶点［16-17］。通过CoIP以及免疫荧光检测蛋白

共定位的实验，我们在PANC-1细胞中验证了

LSD1与PGC-1α的相互作用，为揭示LSD1在胰

腺癌中代谢异常方面的作用提供了重要依据。

　　综上所述，LSD1可以与PGC-1α相互作用而

调控重要代谢调控因子SIRT3的表达。本研究为

研究肿瘤代谢表观遗传调控提供了新的思路，

也为研究改善胰腺肿瘤代谢异常而抑制胰腺癌

恶性潜能提供了新的分子靶标。
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