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［摘要］ 目的：沉默调节蛋白家族（sirtuins，SIRT）是一类以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）为辅酶的第Ⅲ类组蛋白

去乙酰化酶。YME1样三磷酸腺苷酶（YME1 like 1 ATPase，YME1L1）对于维持线粒体形态、功能和可塑性至关重要。

视神经萎缩相关蛋白 1（optic atrophy 1，OPA1）主要介导线粒体融合。本研究拟探索乳腺癌内分泌治疗耐药中SIRT3的
表达变化， SIRT3与YME1L1、OPA1之间的关系及在乳腺癌内分泌治疗耐药中的作用机制。方法：使用4-羟基他莫昔芬

（4-hydroxytamoxifen）诱导耐他莫昔芬（tamoxifen，TAM）的MCF-7/TAM。采用细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，
CCK-8）检测细胞增殖能力，验证耐药性。采用透射电镜和免疫荧光染色（immunofluorescence staining，IF）实验观察线

粒体形态。通过实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）、

蛋白质印迹法（Western blot）检测SIRT3、OPA1的基因表达和蛋白水平。采用JC-1染色检测线粒体膜电位，采用二氢乙啶

（dihydroethidium，DHE）染色检测活性氧，验证线粒体功能。采用RNA干扰技术在耐药细胞中敲低SIRT3，采用过表达质

粒在亲本细胞中过表达SIRT3及YME1L1基因野生型（wild type，WT）、模拟乙酰化状态突变型（mutant，MUT K237Q）、

模拟去乙酰化状态突变型（MUT K237R）。采用免疫沉淀技术（immunoprecipitation assay，IP）及IF分析SIRT3与YME1L1
之间的相互作用。结果：RTFQ-PCR及Western blot检测结果显示，SIRT3在耐药细胞中的表达显著高于亲本细胞。在亲本

细胞中过表达SIRT3，乳腺癌细胞对TAM的敏感性出现下降。在耐药细胞中敲低SIRT3，耐药细胞对TAM的敏感性增强。

DHE染色结果显示，在相同浓度的TAM处理下，耐药细胞中ROS水平低于亲本细胞；透射电镜及IF结果显示，相较于亲本

细胞，耐药细胞的线粒体伸长；Western blot检测结果显示，耐药细胞L-OPA1蛋白表达水平高于亲本细胞。在亲本细胞中过

表达SIRT3，线粒体功能增强，其形态较对照组更长；此外，L-OPA1表达上调；而在耐药细胞中敲低SIRT3后，得到相反

结果。为了进一步验证SIRT3如何调控OPA1蛋白，影响线粒体的形态及功能，促进乳腺癌耐药，我们在亲本细胞中过表达

YME1L1（野生型及突变型质粒），结果显示，过表达模拟去乙酰化状态的YME1L1与过表达SIRT3结果相似，过表达乙酰

化状态的YME1L1得到与敲低SIRT3相似的结果。IP实验证实，SIRT3与YME1L1在乳腺癌细胞中存在相互作用；在SIRT3不
同表达水平下，YME1L1乙酰化水平不同。IF实验显示，在MCF-7细胞中YME1L1与SIRT3存在共定位。结论：SIRT3在耐

TAM的乳腺癌细胞中高表达。SIRT3通过去乙酰化YME1L1上调L-OPA1表达，进而促使线粒体融合并增强线粒体功能，促

进乳腺癌对TAM耐药。
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［Abstract］ Background and purpose: Silent information regulator proteins (sirtuins, SIRT) are a class Ⅲ histone deacetylases 
with nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) as coenzyme. YME1 like 1 ATPase (YME1L1) is essential for the maintenance 
of mitochondrial morphology, function and plasticity. Optic atrophy 1 (OPA1) mainly mediates mitochondrial fusion. The aim of 
this study was to explore the expression of SIRT3 in the endocrine resistance of breast cancer, the relationship between SIRT3 and 
YME1L1 and OPA1, and the mechanism of SIRT3 in the endocrine resistance of breast cancer. Methods: 4-hydroxytamoxifen was 
used to induce tamoxifen-resistant MCF-7/TAM cells. cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect cell proliferation and verify 
drug resistance. The mitochondrial morphology was observed by transmission electron microscopy (TEM) and immunofluorescence 
staining. The expressions of SIRT3 and OPA1 were detected by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-
PCR) and Western blot. JC-1 staining was used to detect mitochondrial membrane potential, and dihydroethidium (DHE) staining 
was used to detect reactive oxygen species (ROS) to verify mitochondrial function. SIRT3 was knocked down in drug-resistant cells 
by RNA interference, and SIRT3 and YME1L1 wild type (WT), simulated acetylation state mutant (MUT K237Q), and simulated 
deacetylation state mutant (MUT K237R) were overexpressed in parental cells by overexpression plasmid. Immunoprecipitation 
assay (IP) and immunofluorescence (IF) were used to verify the interaction between SIRT3 and YME1L1. Results: RTFQ-PCR and 
Western blot results showed that SIRT3 gene expression and protein level was significantly higher in drug-resistant cells than in 
parental cells. Overexpression of SIRT3 in parental cells decreased the sensitivity of breast cancer cells to tamoxifen. Knockdown 
of SIRT3 in drug-resistant cells enhanced the sensitivity of drug-resistant cells to tamoxifen. DHE staining showed that the ROS 
level was lower in tamoxifen resistant cells than in parental cells at the same concentration. Transmission electron microscopy and 
fluorescence staining showed that the mitochondria of the drug-resistant cells were elongated compared with the parental cells. 
Western blot results showed that the expression level of L-OPA1 protein was higher in drug-resistant cells than in parental cells. 
Overexpression of SIRT3 in the parental cells resulted in enhanced mitochondrial function and longer mitochondrial morphology 
compared with the control cells. Western blot showed that the expression of L-OPA1 was upregulated. When SIRT3 was knocked 
down in drug-resistant cells, the opposite result was obtained. We further verified how SIRT3 regulated OPA1 protein, affected 
the morphology and function of mitochondria, and promoted drug resistance of breast cancer. Overexpression of YME1L1 (wild-
type and mutant plasmids) in parental cells showed that overexpression of YME1L1 in the simulated deacetylation state resulted 
in similar results as overexpression of SIRT3, and overexpression of YME1L1 in the acetylated state resulted in similar results as 
knockdown of SIRT3. IP assay confirmed the interaction between SIRT3 and YME1L1 in breast cancer cells. The acetylation level 
of YME1L1 was different at different SIRT3 expression levels. IF assay showed that YME1L1 was co-localized with SIRT3 in MCF-
7 cells. Conclusion: SIRT3 is highly expressed in tamoxifen-resistant breast cancer cells. SIRT3 upregulates L-OPA1 expression 
by deacetylating YME1L1, thereby promoting mitochondrial fusion and enhancing mitochondrial function, and promotes tamoxifen 
resistance in breast cancer.
［Key words］ Breast cancer; Endocrine resistance; SIRT3; YME1L1; OPA1

根据2022年全球癌症统计，女性乳腺癌发病

率仍位高居，严重威胁女性的身心健康 ［1］。尽

管肺癌在中国仍旧是死亡最多的癌症类型，但女

性乳腺癌的发病率及死亡率仍旧居高不下，甚至

逐年上升 ［2］。自 2007 年以来，有部分国家癌症

登记数据发现，发病率上升仅限于雌激素受体阳

性癌症，而雌激素受体阴性的癌症发病率正在下

降 ［3］。雌激素受体阳性患者预后相对较好，然

而大多数患者在经过一段时间的内分泌治疗后会

产生耐药（获得性耐药），甚至初始内分泌治疗

便不敏感（原发性耐药） ［4］，因此克服内分泌

治疗耐药成为研究的重点问题。

调节蛋白3（sirtuin-3，SIRT3）是sirtuins家
族的成员，与肿瘤发生、转移和耐药有关 ［5］。

SIRT3主要存在于线粒体中，是线粒体内重要的

去乙酰化修饰酶，能够调控线粒体中许多代谢酶

的活性，进而调控细胞线粒体的稳态 ［6-7］。有研

究 ［8-9］表明在乳腺癌内分泌治疗耐药时SIRT3表
达水平升高，但具体分子机制仍需探究。

线粒体质量控制对于细胞稳态至关重要，

过度的应激导致线粒体稳态失衡，进而导致能

量代谢紊乱，最终导致细胞死亡 ［10］。最新的研
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究 ［11］显示，化疗后残存三阴性乳腺癌细胞的线

粒体结构和功能出现适应性转变。融合和分裂

稳态是线粒体质量控制中最重要的环节，也被

称为线粒体动力学 ［12］。视神经萎缩相关蛋白 1
（optic atrophy 1，OPA1）参与线粒体内膜融

合，受两种线粒体蛋白酶OMA1和YME1样三磷

酸腺苷酶（YME1 like 1 ATPase，YME1L1） 的
水解和调控，OPA1主要以长型（L-OPA1）和短

型（S-OPA1）两种形式存在。L-OPA1主要负责

线粒体内膜的融合，维持线粒体的正常功能；

相反，S-OPA1的积累有助于线粒体分裂，研

究 ［13］表明，YME1L1是稳定L-OPA1的关键酶。

研究 ［14］发现，OPA1可以抑制三阴性乳腺癌的生

长。线粒体的融合分裂与乳腺癌内分泌治疗耐药

是否相关，仍不清楚。

本研究旨在探讨乳腺癌SIRT3在乳腺癌中的

表达及促进乳腺癌内分泌治疗耐药的作用，以及

SIRT3、YME1L1、OPA1之间的相互作用，为克

服乳腺癌内分泌治疗耐药寻找新的靶点。

1 资料和方法

1.1  主要试剂

DMEM培养基、胎牛血清（fetal  bovine 
serum，FBS）购自武汉普诺赛生命科技有限公

司，二甲基亚砜、他莫昔芬（tamoxifen，TAM）

购自美国Sigma-Aldrich公司，细胞计数试剂盒

（cell counting kit-8）购自艾普拜生物科技（苏

州）有限公司，过表达质粒、siRNA均购自上海

吉玛制药技术有限公司，LipofectamineTM3000转
染试剂购自美国Invitrogen 公司，反转录试剂盒

购自日本TaKaRa公司，实时荧光定量聚合酶链反

应（real‑time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction，RTFQ-PCR）试剂购自北京全

式金生物技术有限公司，JC-1染色、免疫沉淀

（immunoprecipitation，IP）试剂盒购自上海碧

云天生物技术股份有限公司，Hoechst 33342染
色液购自北京索莱宝科技有限公司，活性氧检

测试剂二氢乙啶（dihydroethidium，DHE）、

4‘，6-二脒基-2-苯基吲哚（4‘，6-diamidino-2-

phenylindole，DAPI）购自北京普利莱基因技术

有限公司，MitoTrackerTM Red CMXRos购自美国

Thermo Fisher公司，抗SIRT3、抗YME1L1、抗

OPA1和抗GAPDH均购自美国Proteintech公司，

免疫荧光一抗SIRT3抗体购自美国Santa Cruz公
司，抗乙酰化赖氨酸、羊抗鼠Alexa Fluor488、羊

抗鼠Alexa Fluor647荧光二抗和酶标结合的二抗购

自美国Signalway Antibody LLC 公司。

1.2  细胞培养及转染

人乳腺癌细胞（MCF-7）购自厦门逸漠生物

科技有限公司。细胞在含有10%FBS和1％青霉素

/链霉素的高糖DMEM培养基中于37 ℃、CO2体

积分数为5%的条件下培养。 MCF-7/TAM细胞在

持续存在1 μmol/L TAM的高糖DMEM培养基中

培养，添加10% FBS、1%青霉素/链霉素。实验

组用TAM为4-羟他莫昔芬（4-hydroxytamoxifen）
（H6278，10 μmol/L）刺激48 h。将生长状态良

好的对数期细胞铺于6孔板，用脂质体转染法将

过表达质粒、siRNA等转入乳腺癌细胞中。操作

过程均使用无酶耗材，严格按照 LipofectammeTM 
3000 使用说明进行转染，并检测转染效率。

1.3  蛋白质印迹法（Western blot）检测

细胞在含有蛋白酶抑制剂和苯甲磺酰氟

（phenylmethylsulfonyl-fluoride，PMSF）的蛋白

提取缓冲液中裂解，并在4 ℃下以13 000 r/min
离心5 min。用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，
BCA）蛋白测定试剂盒（北京普利莱基因技术有

限公司）定量上清液的蛋白浓度，与上样缓冲液

混合并在100 ℃煮沸5 min。样品经十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecylsulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）

分离后转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride，PVDF）膜上。将膜在室温下用5%的

脱脂奶粉封闭2 h，并与一抗（SIRT3 1∶4 000，
OPA1 1∶4 000，YME1L1 1∶2 000，GAPDH 
1∶1 000）4 ℃温育过夜。将HRP标记的二抗加

到膜上并温育22 h，然后用ECL发光液（苏州莫

纳生物科技有限公司）和Western blot 曝光仪器

显影。使用image J 8.0 软件进行灰度值分析。
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1.4  RTFQ-PCR检测

使用TRIzol法提取细胞RNA，酶标仪检测

其纯度和浓度。按照转录试剂盒说明书，在 
37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃反转录条件下合

成cDNA。将各引物和合成的cDNA 按照 PCR 
试剂盒说明书体系配置混合液，设置反应条

件：预变性95 ℃ 30 s；循环反应为40个循环，

95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s； 融解曲线95 ℃ 15 s，
60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。引物内参GAPDH的上

游引物序列为5 ’-ACCCAGAAGACTGTGGAT 
GG-3’，下游引物序列为5’-TCAGCTCAGGGATG 
ACCTTG-3 ’。引物SIRT3的上游引物序列为

5’-CCCAGTGGCATTCCAGACTT-3’，下游引物

序列为5’-AAGGGCTTGGGGTTGTGAAA-3’。用

2-ΔΔCt法计算SIRT3的相对表达量。

1.5  细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，

CCK-8）检测

乳腺癌细胞转染 24~48 h，消化并重新铺板

于 96 孔板中0（每孔5 000 个细胞，100 μL）；

待细胞贴壁后更换含有不同浓度得TAM的培养

基，24 h后更换含有CCK-8 工作液浓度的培养

基，每孔100 μL，加入过程注意避光，室温温育 
2 h 上机测定 450 nm 处吸光度（D）值。

1.6  透射电镜

用细胞刮刀刮取细胞并用戊二醛和饿酸固

定。经不同浓度的乙醇脱水后再次渗透及包埋，

使用超薄切片机切片（德国Leica公司），切片

经过醋酸铀及枸橼酸铅染色，使用透射电镜观察

线粒体形态（日本日立公司）。所得结果采用

Image J 8.0 软件进行线粒体形态分析。

1.7  线粒体膜电位测定

采用JC-1试剂盒检测MCF-7及转染后，经

TAM处理前后线粒体膜电位的变化。将JC-1染料

加入到处理过的细胞中，在37 ℃下温育20 min。
用检测缓冲液清洗细胞2次，并将细胞置于培养

基中，然后用荧光显微镜捕获。

1.8  IP实验

IP实验按照试剂盒说明书进行。在适当的

处理后，从MCF-7细胞中提取蛋白质，并与所

指示的一抗（乙酰化赖氨酸或SIRT3）和蛋白质

A+G琼脂糖悬浮珠在4 ℃下温育过夜。将磁珠离

心洗涤3次，然后将免疫复合物在上样缓冲液中

煮沸洗脱。为了确定YME1L1的乙酰化程度以及

SIRT3和YME1L1之间的相互作用，蛋白质通过

SDS-PAGE分离，并与所指示的一抗（YME1L1 
1∶3  000）在4  ℃下温育过夜。其他步骤与

Western blot的方法相同。

1.9  线粒体蛋白提取

各组细胞刺激结束后，用细胞刮刀刮取细

胞，收集细胞悬液于Eppendorf试管中。根据

说明书，使用线粒体分离试剂盒（美国Thermo 
Scientific公司）提取线粒体蛋白。

1.10  免疫荧光检测

将细胞（3×105个）培养在共聚焦皿内，

进行转染等处理。4 %多聚甲醛在室温下固定

15 min，0.5%的Triton100通透20 min。2%牛

血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）封

闭 30 min，温育1抗（1∶400）于4 ℃过夜。

室温避光温育荧光二抗（1∶1 0 0）1  h，洗

涤3次。DAPI染色5 min。对于线粒体进行免

疫荧光（immunofluorescence，IF）染色，将

MitoTrackerTM Red CMXRos和Hoechst 33342染色

液配制成工作液，共同温育40 min。用共聚焦显

微镜采集图像。

1.11  活性氧的检测

采用荧光探针DHE检测乳腺癌细胞中活性

氧（reactive oxygen species，ROS）水平。将

细胞（3×105个）培养在共聚焦皿内细胞处理

后，DHE配制成工作液温育40 min，DAPI染色 
5 min，共聚焦显微镜采集图像。

1.12  统计学处理

采用Graphpad Prism 9.0对数据进行统计学分

析。符合正态分布的数据以x±s表示，多组数据

间采用单因素方差分析，两组之间数据分析采用

t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
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胞中，耐药细胞中SIRT3的RNA及蛋白表达水平高

于亲本乳腺癌细胞系（P＜0.05，图2）。
1.5

1.0

0.5

0.0

C
el

l g
ro

w
th

 (%
 o

f c
on

tro
l)

0.0 1.0 2.5

TAM ρB/(μmol•L-1)

5.0 10.0 20.0

ns

**

**
**

**

**

■■ MCF-7
■■ MCF-7/TAM

图1  构建稳定的乳腺癌耐药细胞株

Fig. 1　Construction of stable drug-resistant breast cancer cell lines

CCK-8 assay was used to detect the cell viability under tamoxifen 
treatment. **: P<0.01, MCF-7 compared with MCF-7/TAM. ns: No 
significance.

2.3  乳腺癌细胞耐药后，线粒体动力学和功能

发生改变

线粒体荧光探针观察耐药组线粒体形态相

对更长（P＜0.01，图3A、B），提示乳腺癌细

胞耐药后线粒体融合增加，分裂减少。电镜观察

结果显示，耐药细胞线粒体多呈长管状，亲本细

胞线粒体呈圆形、短小，线粒体纵横比减小（P
＜0.01，图3C、D）。Western blot检测结果显

示，L-OPA1表达水平在耐药后上调（P＜0.05，
图３E、F）。使用ROS特异性荧光探针DHE评

估氧化应激水平和线粒体功能。结果显示，在

对TAM的刺激下，耐药MCF-7/TAM细胞产生的

ROS较亲本MCF-7的水平明显降低。这些结果表

明TAM耐药导致线粒体功能增强（P＜0.01，图

2 结　　果

2.1  构建稳定的乳腺癌耐药细胞株

本研究采用TAM冲击法，诱导人乳腺癌

MCF-7/TAM耐药细胞株。后续以浓度为1 μmol/L 
TAM的培养基维持耐药性。结果显示，耐药组的

细胞在不同浓度的TAM下细胞成活率更高，证明

我们成功构建出耐药株（P＜0.01，图1）。

2.2  SIRT3在乳腺癌耐药细胞中高表达

检测乳腺癌亲本细胞及耐药细胞株中SIRT3
的表达情况，通过RTFQ-PCR以及Western blot检
测乳腺癌细胞（MCF-7）、耐药细胞系（MCF-7/
TAM）细胞中SIRT3的表达水平。在两种乳腺癌细

图2　SIRT3在TAM耐药的乳腺癌中高表达。

Fig. 2　SIRT3 is highly expressed in tamoxifen-resistant breast cancer. 

A: SIRT3 mRNA expression was detected by RTFQ‑PCR. B, C: SIRT3 protein expression and quantification in both cell lines were detected by 
Western blot. *: P<0.05, compared with each other; ***: P<0.001, compared with each other. 
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2.4  敲低SIRT3促进MCF-7/TAM对药物敏感

为了进一步研究SIRT3在耐药细胞中的作

用，在耐药细胞中使用si-RNA敲低SIRT3。结

果显示，相较于对照组，敲低组SIRT3的表达水

平显著降低（P＜0.05，图4A、B）。CCK-8实
验检测TAM处理下细胞的活力，结果表明，相

较于对照组，SIRT3敲低组显著增加了耐药细胞

对TAM的敏感性（P＜0.05，图4D）。IF观察到

敲低SIRT3加剧了线粒体形态的改变，线粒体长

度较对照组明显缩短（P＜0.01，图4F、H）。

Western blot结果显示，在敲低组，L-OPA1表达

降低（P＜0.05，图4A、C），进一步支持了IF染
色线粒体发现的线粒体形态改变的结果。TAM诱
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导的ROS水平通过活性氧检测（DHE探针），结

果显示，相较于对照组， 敲低组的活性氧水平明

显升高（P＜0.01，图4E、G）。

 2.5  过表达SIRT3促进MCF-7（亲本细

胞）对TAM耐药

在亲本细胞MCF-7细胞中，我们使用质粒过

表达SIRT3。结果显示，相较于对照组，SIRT3过
表达组的表达水平升高（P＜0.05，图5A、B）。

CCK-8实验检测TAM处理下细胞的活力。结果表

明，相较于对照组，SIRT3过表达显著增加了细

胞对TAM的耐药性（P＜0.05，图5D）。线粒体

膜电位检测，结果显示，在TAM处理下，相较于

对照组，过表达SIRT3组的线粒体膜电位更高（P
＜0.01，图5E、G）。IF观察到过表达SIRT3后，

线粒体长度较对照组明显变长（图5H、I）。

Western blot结果显示，在过表达组，L-OPA1表

图3　乳腺癌内分泌耐药后，检测线粒体形态及功能

Fig. 3  Detection of mitochondrial morphology and function in breast cancer after endocrine resistance

A, B: Mitochondrial length was observed and quantified by fluorescence staining (scale bar=5 μm); C, D: Mitochondrial morphology was observed 
and quantified by transmission electron microscopy (scale bar=200 nm); E, F: Western blot was used to detect and quantify L-OPA1 protein in 
parental cells and drug‑resistant cells. G, H: DHE staining assessment, ROS levels and quantification in parental and resistant cells (scale bar=200 
μm). *: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with each other.
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达升高（P＜0.01，图5A、C）。

2.6  YME1L1的乙酰化调控OPA1介导的线粒体

融合

本研究推测SIRT3可能通过作用于YME1L1
调控O PA 1，进而影响线粒体动力学。通过

Uniprot数据库查询YME1L1的氨基酸序列，发

现YME1L1人亚型1的第237位有一个赖氨酸(K)
位点。在MCF-7细胞中我们转染位点突变的

YME1L1质粒，以模拟YME1L1在细胞内不同

乙酰化状态。YME1L1-K237Q质粒将赖氨酸237
（K）突变为谷氨酰胺（Q）以模拟乙酰化状

态。YME1L1-K237R质粒将赖氨酸237（K）突

变为精氨酸（R）以模拟去乙酰化状态。Western 
blot结果显示，与转染YME1L1-WT相比，转染

YME1L1-K237R质粒，L-OPA1蛋白表达升高，

转染YME1L1-K237Q质粒，L-OPA1蛋白表达降

低（P＜0.01，图6A、B）。与转染YME1L1-WT
组相比，转染YME1L1-K237Q质粒组的线粒体分

A

E

G

B C D

F

H

图4　在耐药细胞中敲低SIRT3检测细胞增殖、线粒体形态及功能

Fig. 4  Cell proliferation, mitochondrial morphology, and function were examined by SIRT3 knockdown in drug-resistant cells

A, B, C: Western blot was used to detect the expression and quantification of SIRT3 protein and L-OPA1 protein after SIRT3 knockdown. D: 
CCK-8 assay was used to detect the cell viability under tamoxifen treatment; E, G: DHE probe was used to detect the intracellular ROS level and 
quantification after SIRT3 knockdown (scale bar=200 μm); F, H: Immunofluorescence detection of mitochondrial length changes and quantification 
after SIRT3 knockdown (scale bar=5 μm). *: P<0.05, Si-NC compared with Si-SIRT3.
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裂更多，转染YME1L1-K237R质粒组线粒体融合

更多（P＜0.01，图6C、D）。

2.7  SIRT3通过去乙酰化YME1L1作用于OPA1

在MCF-7细胞中过表达SIRT3，在MCF-7/
TAM细胞中敲低SIRT3。IP结果显示，与Ac-K抗

体结合的蛋白中检测到YME1L1蛋白，且相较于

对照组，过表达SIRT3组中的YME1L1蛋白较少

（图7A~C）；在敲低SIRT3组中得到相反结果

（P＜0.05，图7D、E）。通过IP实验进一步验证

SIRT3与YME1L1具有相互结合作用，结果显示，

在与SIRT3抗体结合的蛋白中能够检测到YME1L1
蛋白（图7G）。IF结果也显示，在乳腺癌细胞

中，SIRT3与YME1L1存在相互作用（图7H）。

图5  在亲本细胞中过表达SIRT3检测细胞增殖、线粒体形态及功能

Fig. 5  Overexpression of SIRT3 in parental cells examined cell proliferation, mitochondrial morphology, and function

A, B, C: Western blot was used to detect the expression and quantification of L‑OPA1 protein after SIRT3 overexpression; D: After SIRT3 was 
overexpressed in parental cells, CCK‑8 assay was used to detect the cell viability under tamoxifen treatment; E, G: Detection and quantification of 
mitochondrial membrane potential by JC-1 probe (scale bar=200 μm); H, I: Fluorescence staining for mitochondrial morphology and quantification 
(scale bar=5 μm). *: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with OE-SIRT3 group.

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

SI
RT

3/
G

A
PD

H

L-
O

PA
1/

G
A

PD
H

Vect
or

Vect
or

OE-SIR
T3

OE-SIR
T3

*
**

DCBA

E

G H

F

■■ Vector
■■ OE-SIRT3

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
0.0 1.0 2.5 5.0 10.0 20.0

*

* *

*

*

TAM ρB/(μmol•L-1)

C
el

l g
ro

w
th

 (%
 o

f c
on

tro
l)

Vect
or

OE-SIR
T3

L-OPA1
S-OPA1

SIRT3

GAPDH

Green

Red

Merge

Vector

Vector

Vector+TAM OE-SIRT3

OE-SIRT3

OE-SIRT3+TAM

6

4

2

0JC
-1

 st
ai

ni
ng

 (r
ed

/g
re

en
 

ra
tio

)
**

***

*

■■ Vector
■■ Vector+TAM
■■ OE-SIRT3
■■ OE-SIRT3

Vect
or

Vect
or+

TA
M

OE-SIR
T3

OE-SIR
T3+

TAM

Zo
om

M
ito

tra
ck

er

1.5

1.0

0.5

0.0

M
ito

ch
on

dr
ia

 le
ng

th
/μ

m

Vect
or

OE-SIR
T3

**



545《中国癌症杂志》《中国癌症杂志》2024年第34卷第6期

图6  在亲本细胞中过表达YME1L1导致线粒体形态改变

Fig. 6  Changes in mitochondrial morphology caused by overexpression of YME1L1 in parental cells

A, B: YME1L1 was overexpressed, and the expression and quantification of L‑OPA1 protein were detected by Western blot. C, D: Length and quantification 
of mitochondria by fluorescent staining (scale bar=5 μm). **: P<0.01, compared with each other; ***: P<0.001, compared with YME1L1-K237Q.

图7  SIRT3调控YME1L1的乙酰化状态

Fig. 7  SIRT3 regulates the acetylation status of YME1L1

A-G: IP was used to detect the interaction between YME1L1 and SIRT3 and quantify. *: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared with 
each other; ***: P<0.001, compared with each other. H: Co‑localization of YME1L1 and SIRT3 was detected by immunofluorescence (scale bar=50 μm). 
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2.8  去乙酰化YME1L1促进乳腺癌对TAM耐药

在亲本细胞中导入模拟不同乙酰化状态的

YME1L1质粒后，CCK-8结果显示，与野生型

（YME1L1-WT）组相比，乙酰化（YME1L1-
K237Q）组的耐药性下降，去乙酰化（YME1L1-
K237R）组的耐药性增强（P＜0.05，图8）。
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图8  去乙酰化YME1L1促使乳腺癌对TAM耐药

Fig. 8  Deacetylating Y ME1L1 promotes tamoxifen resistance in 

breast cancer

CCK-8 assay was used to detect cell viability under tamoxifen 
treatment. *: P<0.05, compared with each other; **: P<0.01, compared 
with each other; ***: P<0.001, compared with each other. ns: No 
significance, compared with YME1L1‑WT or YME1L1‑K237R.

3 讨　　论

耐药的出现限制了患者的治疗效果  ［15］。

SIRT3作为一种主要的线粒体NAD+依赖性去乙

酰化酶，在应对各种应激时对线粒体代谢适应至

关重要 ［16］。SIRT3与肿瘤发生、转移、耐药等

密切相关  ［17-18］。SIRT3在不同癌症中的作用不

同，并且具有特异性；即使在相同的癌症中，不

同研究人员也有不同的观点。有研究 ［19］表明，

SIRT3在乳腺癌中发挥致癌作用。例如，在同一

位乳腺癌患者的肿瘤组织中，SIRT3阳性的乳腺

癌细胞通过激活SIRT/FOXO/SOD2轴上调线粒体

未折叠蛋白（UPRmt）从而表现出更强的侵袭

性。乳腺癌患者淋巴结转移，也与SIRT3的表达

呈正相关 ［20］。一项研究 ［21］表明，SIRT3对脯氨

酸5-羧基还原酶1（PYCR1）在K228位点的去乙

酰化作用可以调节脯氨酸代谢，并促进MCF-7细

胞的生长。然而也有研究 ［22］表明SIRT3在乳腺

癌中表现出抑制作用。例如，SIRT3的基因缺失

会导致异常的线粒体结构、基因组结构不稳定以

及应激诱导超氧化物增加，敲除SIRT3基因的小

鼠可自发形成乳腺肿瘤。另一项研究 ［23］发现，

SIRT3低水平表达的乳腺癌患者的无复发生存期

相对较短。Finley等 ［24］发现乳腺癌中SIRT3表达

降低，过表达SIRT3可以抑制乳腺癌细胞中的糖

酵解和增殖。本研究发现，在雌激素受体阳性

乳腺癌细胞中SIRT3呈高表达，可促使癌细胞对

TAM敏感性下降。

肿瘤细胞的氧化应激水平增加及细胞凋亡异

常与线粒体相关，因此线粒体功能的调节与癌症

的发生、发展密切相关。线粒体具有高度动态的

结构，在活细胞内经历或长或短的形态学变化，

这种高度调节的过程被称为线粒体动力学 ［25］。

YME1L1是ATP酶AAA家族的主要成员，对于

维持线粒体形态、功能和可塑性至关重要 ［26］。

OPA1的功能受YME1L和OMA1肽酶影响，生

成一种与线粒体膜结合的长型L-OPA1，或另一

种可溶的短型S-OPA1 ［27］。有研究 ［28］报道，

OPA1蛋白在肿瘤血管生成过程中扮演重要角

色。在乳腺癌细胞中，抑制OPA1可以增加miR-
148/152的水平，降低乳腺癌的迁移、侵袭能

力 ［14］；化疗后残存三阴性乳腺癌细胞通过OPA1
介导线粒体融合，增加OXPHOS能力，从而对化

疗出现适应 ［11］。本研究发现，在雌激素受体阳

性乳腺癌中导入YME1L1突变质粒后，L-OPA1蛋
白表达水平发生改变，得到与敲降SIRT3相似的

结果，乳腺癌细胞对TAM出现耐药。

综上所述， SIRT3蛋白在乳腺癌内分泌耐药

后表达上调，SIRT3通过使YME1L1去乙酰化作

用于OPA1蛋白，促进线粒体融合，使乳腺癌对

TAM产生耐药性。SIRT3-YME1L1-OPA1信号转

导通路可能是乳腺癌内分泌治疗耐药的重要因

素，本研究结果可望为乳腺癌内分泌治疗耐药提

供新的思路。
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