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Ｓｅｓｔｒｉｎ１ 参与调控小鼠肝脏细胞糖异生
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摘要：目的 研究应激诱导蛋白 １（ＳＥＳＮ１）在小鼠肝脏糖异生途径中的作用及调节机制。 方法 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测

ＳＥＳＮ１ 在 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠禁食条件下肝脏组织以及用佛司可林（Ｆｓｋ）与地塞米松（Ｄｅｘ）处理的原代肝细胞中的

ｍＲＮＡ 表达水平。 通过质粒转染 ＨｅｐＧ２ 细胞，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＳＥＳＮ１ 过表达对糖异生相关基因 ＰＧＣ⁃１α，ＰＥＰＣＫ，
Ｇ６Ｐａｓｅ 的 ｍＲＮＡ 表达水平的影响。 利用双荧光素酶报告系统研究 ＳＥＳＮ１ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中对 ＰＧＣ⁃１α 的启动子

活性的影响。 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中，通过过表达 ＳＥＳＮ１ 同时抑制 ＳＩＲＴ１ 表达检测 ＳＥＳＮ１ 对 ＰＧＣ⁃１α 去乙酰化状态的

影响；通过敲低 ＳＩＲＴ１ 表达检测其是否介导了 ＳＥＳＮ１ 诱导糖异生相关基因 ｍＲＮＡ 水平的变化。 结果 ＳＥＳＮ１ 在

饥饿的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠肝脏组织和佛司可林（Ｆｓｋ）和地塞米松（Ｄｅｘ）处理的原代肝细胞中的 ｍＲＮＡ 表达水平显

著升高 （ Ｐ ＜ ０ ００１）。 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中过表达 ＳＥＳＮ１ 促进了 ＰＧＣ⁃１α，ＰＥＰＣＫ，Ｇ６Ｐａｓｅ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

（Ｐ＜０ ００１）并促进 ＰＧＣ⁃１α 的启动子活性（Ｐ＜０ ００１）。 ＳＥＳＮ１ 的过表达降低了原代肝细胞中 ＰＧＣ⁃１α 的乙酰化

水平，利用 Ｓｉｒｔ 家族抑制剂 ＮＡＭ 和 ｓｈＲＮＡ 腺病毒分别干扰 ＳＩＲＴ１ 表达，均拮抗了 ＳＥＳＮ１ 对 ＰＧＣ⁃１α 的去乙酰化

作，同时 ＳＩＲＴ１ 诱导的 ＰＧＣ⁃１α，ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达也明显受损（Ｐ＜０ ０００ １）。 结论 ＳＥＳＮ１ 参与调控小鼠

肝脏细胞糖异生，可能依赖于 ＳＩＲＴ１。

关键词： 肝脏糖异生；应激诱导蛋白 １（ＳＥＮＳ１）；沉默信息调节蛋白 １（ＳＩＲＴ１）；过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共

激活因子 １α（ＰＧＣ⁃１α）
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（Ｄｅｘ） ． ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ ａｎｄ Ｇ６Ｐａｓｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＥＳＮ１
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
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ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｏｎ ＰＧＣ⁃１α ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｂｙ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｗｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ｉｔ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｔａｒｖｅｄ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｆｓｋ ａｎｄ Ｄｅｘ （ Ｐ ＜ ０ ００１）． Ｏｖｅｒ⁃
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ ａｎｄ Ｇ６Ｐａｓｅ（Ｐ＜０ ００１） ａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α（Ｐ＜０ ００１）． Ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α ｉｎ
ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．Ｓｉｒｔ ｆａｍｉｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＮＡＭ ａｎｄ ｓｈＲＮＡ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＩＲＴ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ⁃
ｌｙ， ａｎｄ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｄ ｔｈｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＥＳＮ１ ｏｎ ＰＧＣ⁃１α． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ ａｎｄ Ｇ６Ｐａｓｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＩＲＴ１ ｗａｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐａｉｒｅｄ（Ｐ＜０ ０００ １）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＳＥＳＮ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｉｖｅｒ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅ⁃
ｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａ ＳＩＲＴ１⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｅｐａｔｉｃ ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １（ＳＥＳＮ１）；Ｓｉｒｔｕｉｎ １（ＳＩＲＴ１）；ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒｓ ｇａｍｍａ ｃｏ⁃ａｃｔｉｖａｔｏｒ １α（ＰＧＣ⁃１α）

　 　 糖尿病作为一类严重威胁人类身体健康的慢性

代谢性疾病，一直受到人们的广泛关注。 近年来，糖
尿病患者不断增加，深入研究糖尿病的发病机制和

治疗药物迫在眉睫。 糖尿病的主要特征为血糖升

高，主要由胰岛素分泌缺乏和 ／或胰岛素抵抗引

起［１］。 身体的主要糖异生部位就是肝脏，它是代谢

过程的核心部分。 沉默信息调节蛋白 １（Ｓｉｒｔｕｉｎ １，
ＳＩＲＴ１）是一种去乙酰化酶以及酵母 ＳＩＲ２ 蛋白的一

种直系同源物， 可直接将细胞代谢状态 （通过

ＮＡＤ＋）与染色质结构与基因的表达调控密切连接

起来［２］。 肝葡萄糖的产生主要是由肝糖异生和糖

原分解所决定的，磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙ⁃ｌａｓｅ，ＰＥＰＣＫ）和葡萄糖⁃６⁃磷
酸酶（ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，Ｇ６Ｐａｓｅ）的激活影响着

糖异生的发生，抑制 Ｇ６Ｐａｓｅ 和 ＰＥＰＣＫ 的表达，可以

有效的减少体内肝葡萄糖的产生［３］。 有研究发现，
过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 １α
（ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｇａｍｍａ
ｃｏ⁃ａｃｔｉｖａｔｏｒ １α， ＰＧＣ⁃１α）有效调控了肝糖异生的关

键酶的功能及表达。 应激诱导蛋白（Ｓｅｓｔｒｉｎ，ＳＥＳＮ）
家族包括 ＳＥＳＮ１、ＳＥＳＮ２ 和 ＳＥＳＮ３，它们是一类进化

高度保守的蛋白质，在体外，ＳＥＳＮ 表现出氧化还原

酶的活性。 有研究发现 ＳＥＳＮ２ 的缺失能加重葡萄

糖耐受不良、肝脂肪变性和胰岛素抵抗，表明应激诱

导的 ＳＥＳＮ 蛋白家族，可能在调控以及维持葡萄糖

和脂质代谢的稳态方面具有不可或缺的作用［４］。
但 ＳＥＳＮ１ 在小鼠肝脏糖异生中的作用及调节机制

还有待研究。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物：ＳＰＦ 级 ８ 周龄的雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
（中国医学科学院基础医学研究所实验动物中心）。
１ １ ２　 细胞：人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２（本实验室保

存）。
１ １ ３ 　 质粒和腺病毒：ＳＥＳＮ１⁃Ｆｌａｇ 表达质粒、ＰＧＣ⁃
１α⁃Ｆｌａｇ 表达质粒、ｐｃＤＮＡ３ １ 质粒、ｐＲＬ⁃ＴＫ 质粒、报告

基因质粒 ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ⁃ＰＧＣ⁃１α 启动子， 带 ＧＦＰ 标签的

腺病毒 （Ａｄ⁃ＧＦＰ），对照干扰腺病毒 （Ａｄ⁃ｓｈＣＯＮ），
ＳＩＲＴ１干扰腺病毒（Ａｄ⁃ｓｈＳＩＲＴ１）（本实验室保存）。
１ １ ４　 主要试剂：ＳＤＳ，Ｔｒｉｓ，甘氨酸（ＡＭＲＥＳＣＯ 公

司）； 蛋 白 酶 抑 制 剂， Ｔｒｉｚｏｌ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 ）；
ＤＭＥＭ 基础培养基，常规 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养基

以及胎牛血清（ Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＰｉｅｒｃｅＴＭ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；ＰＥＩ；佛司

可林（ ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ，Ｆｓｋ） 与地塞米松 （ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，
Ｄｅｘ）； Ｄｕａｌ⁃Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ  Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 和

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ Ｑ⁃ＰＣＲ ｋｉｔ （ Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司 ）； 抗

ＳＩＲＴ１ 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；抗 ＦＬＡＧ 抗

体（Ｓｉｇｍａ 公司）；抗乙酰赖氨酸抗体（ＭｉｌｌｉＰｏｒｅ 公

司），抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（Ａｂｍａｒｔ 公司）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 小鼠原代肝细胞的分离和培养：于 ６ 孔板接

种 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠的原代肝细胞，培养至贴壁后分

别感染对照干扰腺病毒（Ａｄ⁃ｓｈＣＯＮ）， ＳＩＲＴ１ 干扰腺

病毒（Ａｄ⁃ｓｈＳＩＲＴ１），感染 ２４ ～ ４８ ｈ 后收集细胞。 具
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体实验方法见参考文献 ［ ５ ］。 在 ６ 孔板中以

（２～４）×１０４ 个 ／孔的数量接种 ＨｅｐＧ２ 细胞，培养至

细胞汇合度为 ６０％ ～ ７０％后进行转染，对照组转染

ｐｃＤＮＡ３ １ 质粒，实验组同时转染 ＳＥＳＮ１⁃ＦＬＡＧ 和

ＰＧＣ⁃１α⁃ＦＬＡＧ 质粒，每组各设 ３ 个复孔，转染方式

参照 转 染 试 剂 说 明 书。 针 对 Ｓｉｒｔ１ 的 ｓｈＲＮＡ
（ＳｈＳＩＲＴ１）序列是 ＧＡＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＴＣＣＴＣＡ，对照

ｓｈＲＮＡ（ＳｈＣＯＮ）序列是 ＣＴＴＡＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＴＴＣＧＡ。
１ ２ ２　 双荧光素酶报告基因检测启动子活性：用荧

光素酶报告质粒（２００ ｎｇ）和 ｐＲＬ⁃ＴＫ（１０ ～ ２０ ｎｇ）将
一定数量的表达载体共转染入 ＨｅｐＧ２ 细胞。 培养

２４ ～４８ ｈ 后，用 Ｄｕａｌ⁃Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ 商品化试剂盒检测荧光素酶的活性，根据对照

组进行均一化处理。
１ ２ ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 相对表达量：采用

Ｔｒｉｚｏｌ法从人肝癌细胞株或原代肝细胞中提取总

ＲＮＡ。 用 Ｓｕｐｅｒ ＳｃｒｉｐｔＴＭ 反转录酶将约 ２ μｇ 的总

ＲＮＡ 逆转为 ｃＤＮＡ。 在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ 系统上使用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ Ｑ⁃ＰＣＲ 试剂盒进行实时定量反转录

聚合酶链式反应。 所有基因表达数据均归一化为

β⁃ａｃｔｉｎ 表达水平，最终得到 ｍＲＮＡ 的相对表达量。
具体的引物序列见表 １。
１ ２ ４　 蛋白质乙酰化的测定：用真核转染试剂将

所构建的表达载体导入 ＨｅｐＧ２ 细胞。 细胞用含

有蛋白酶抑制的 ＲＩＰＡ 裂解液（强）进行裂解，通
过离心收集上清。 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 琼脂糖珠用 ＲＩＰＡ 裂

解液（强）预清洗，然后用抗 ＦＬＡＧ 一抗将蛋白旋

转孵育 ２ ｈ （ ４ ℃ ）。 接 着 将 细 胞 裂 解 液 加 入

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 琼脂糖珠旋转孵育过夜（ ４ ℃ ）。 第二

天早上将琼脂糖珠洗涤 ６ 次，在缓冲液 Ａ（１％
ＮＰ⁃４０ 和 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ３ＶＯ４）中洗涤 ３ 次，在缓冲

液 Ｂ （０ ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ、 ｐＨ ７ ５、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、

０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ氯化钠和 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ３ＶＯ４ ） 中洗涤

３ 次。 用 １×ＳＤＳ 缓冲液洗脱磁珠中的抗原，１００ ℃
金属浴 １０ ｍｉｎ 后用常规的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定蛋白质

表达量。
１ ３　 统计学分析

运用 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＣ ２０１９ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 软件进行作图和统计学分析。 组间比较

采用 ｔ 检验，所有实验数据以平均值±标准差（ｘ±ｓ）
表示。

２　 结果

２ １　 肝组织中 ＳＥＳＮ１ 的表达受营养状态的控制。
禁食 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 都诱导了小鼠肝脏 ＳＥＳＮ１ 的

ｍＲＮＡ 表达水平增加（Ｐ＜０ ００１），而重新喂养 １２ ｈ
则逆转了这一诱导效果（Ｐ＜０ ００１） （图 １Ａ）。 用

Ｆｓｋ 和 Ｄｅｘ 共同处理模拟细胞中胰高血糖素和其他

糖皮质激素的禁食作用可以诱导 ＳＥＳＮ１ ｍＲＮＡ 表

达水平的上调（Ｐ＜０ ００１） （图 １Ｂ）。
２ ２　 ＳＥＳＮ１ 提高原代肝细胞糖异生基因 ＰＧＣ⁃１α、
ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达水平

在小鼠原代肝细胞中，ＳＥＳＮ１ 的过表达增加了

ＰＧＣ⁃１α 及其靶基因，糖异生基因 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ
的基因表达水平 （ Ｐ ＜ ０ ００１） （图 ２Ａ）。 过表达

ＳＥＳＮ１ 增强了 ＰＧＣ⁃１α 的启动子活性（Ｐ＜０ ００１），
ＰＧＣ⁃１α 对其自身的启动子活性有作用（Ｐ＜０ ０１）
（图 ２Ｂ）。
２ ３　 ＳＥＳＮ１ 依赖 ＳＩＲＴ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α去乙酰化

ＳＥＳＮ１ 的过表达降低了原代肝细胞中 ＰＧＣ⁃１α
的乙酰化（图 ３Ａ）。 分别利用 ＳＩＲＴ１ 家族抑制剂

ＮＡＭ 和 ｓｈＲＮＡ 腺病毒干扰 ＳＩＲＴ１ 表达，结果显示均

拮抗了 ＳＥＳＮ１ 对 ＰＧＣ⁃１α 的去乙酰化作用（图 ３Ｂ）。
综上，ＳＥＳＮ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α 的去乙酰化依赖于 ＳＩＲＴ１。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５′⁃３′） ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５′⁃３′）

β⁃ａｃｔｉｎ ＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧ

ＳＥＳＮ１ ＡＧＧＧＣＣＴＴＣＴＧＡＡＡＧＣＡＧＡＧ ＧＡＡＧＧＣＧＧＴＣ ＴＧＡＡＧＧＴＧＴＧ

ＰＧＣ⁃１α ＧＡＣＡＴＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧ ＣＡＴＴＧＴＴＧＴＡＣＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡＴＧ

ＰＥＰＣＫ ＧＴＧＴＣＡＴＣＣＧ ＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧ ＡＴＧＧＧＣＡＣＴＧ ＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧ

Ｇ６Ｐａｓｅ ＡＧＡＣＴＧＧＴＴＣ ＡＡＣＣＴＣＧＴＣＴ ＴＴＣＣＴＧＧＴＣＣ ＧＧＴＣＴＣＡＣＡＧ
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∗Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｅｄ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆａｓｔｅｄ⁃２４ ｈ．
图 １　 禁食和 Ｆｓｋ ／ Ｄｅｘ 处理诱导肝细胞中 ＳＥＳＮ１ ｍＲＮＡ 水平升高

Ｆｉｇ １　 Ｆａｓｔｉｎｇ ａｎｄ Ｆｓｋ ／ Ｄｅｘ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＳＥＳＮ１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

∗Ｐ＜０ ０１， ∗∗Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ．
图 ２　 ＳＥＳＮ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ， Ｇ６Ｐａｓｅ ｍＲＮＡ 水平的表达并激活 ＰＧＣ１⁃α的启动子活性

Ｆｉｇ ２　 ＳＥＳＮ１ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ， Ｇ６Ｐａｓｅ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
　 　 　 ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＧＣ１⁃α（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２ ４　 ＳＥＳＮ１ 能诱导 ＰＧＣ⁃１α及依赖 ＳＩＲＴ１ 的糖异

生相关基因的表达

当利用 ｓｈＲＮＡ 腺病毒下调 ＳＩＲＴ１ 的表达时，
ＳＩＲＴ１ 诱导的 ＰＧＣ⁃１α（Ｐ＜０ ０５）、ＰＥＰＣＫ（Ｐ＜０ ０００ １）
和 Ｇ６Ｐａｓｅ（Ｐ＜０ ０００ １）表达也明显降低（图 ４）。

３　 讨论

糖异生是生物体将多种非糖物质转变成葡萄糖

或糖原的过程，对维持空腹状态下血糖正常水平具

有重要意义［６］。 在哺乳动物中，肝脏是机体糖脂代

谢重要器官，是通过糖原分解或糖异生途径产生内

源性葡萄糖主要场所。 在某些应激情况下，肝脏糖

异生过度激活可导致多种代谢性疾病的发生。
ＳＥＳＮ 被认为是一种氧化应激中的关键抑制因

子，越来越多的证据表明 ＳＥＳＮ 与许多肝脏疾病有

关。 过往的研究表明，营养过剩造成哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白复合体（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ， ｍＴＯＲＣ） 和 ｐ７０Ｓ６ 激 酶 （ ｐ７０Ｓ６ ｋｉｎａｓｅ，
ｐ７０Ｓ６Ｋ）的慢性激活，导致肥胖相关的代谢疾病，
ＳＥＳＮ 作为一种应激诱导蛋白，能激活腺苷酸活化蛋
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图 ３　 ＳＥＳＮ１ 依赖于 ＳＩＲＴ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α的去乙酰化

Ｆｉｇ ３　 ＳＥＳＮ１ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｔｈｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α

∗Ｐ＜０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＯＮ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０００ １ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈＬＵＣ．
图 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ， Ｇ６Ｐａｓｅ ｍＲＮＡ 水平的表达

Ｆｉｇ ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＧＣ⁃１α， ＰＥＰＣＫ ａｎｄ Ｇ６Ｐａｓｅ ｍＲＮＡ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

白激 酶 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）并抑制 ｍＴＯＲＣ１⁃Ｓ６Ｋ 的活性，ＳＥＳＮ２
下调可加重肥胖诱导的 ｍＴＯＲＣ１⁃Ｓ６Ｋ 激活、糖耐量

异常、胰岛素抵抗和肝骨病，所有这些都可被 ＡＭＰＫ
激活逆转［７］。 此外，即使在没有营养过剩和肥胖的

情况下，同时去除 ＳＥＳＮ２ 和 ＳＥＳＮ３ 也会引起肝脏

ｍＴＯＲＣ１⁃Ｓ６Ｋ 的激活和胰岛素抵抗，这些结果表明，
应激诱导的 ＳＥＳＮ 蛋白家族在控制哺乳动物的脂肪

和葡萄糖代谢方面具有重要的动态平衡功能［８］。
在本研究中，禁食不同时间的小鼠的肝脏和用 ＦＳＫ
和 Ｄｅｘ 处理 ６ ｈ 的肝原代细胞中 ＳＥＳＮ１ 的 ｍＲＮＡ
表达水平均升高，说明 ＳＥＳＮ１ 在肝脏中的表达与糖

异生潜能之间存在相关性。 此外，有研究表明，
ＰＧＣ⁃１α在正常的肝细胞 中 能 激 活 ｃＡＭＰ⁃ＰＫＡ⁃
ＣＲＥＢ 信号通路，可与肝细胞核因子⁃４α（ＨＮＦ⁃４α）
和叉头盒转录因子 Ｏ１（ＦＯＸＯ１）相互作用，从而诱
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导 Ｇ６Ｐａｓｅ 和 ＰＥＰＣＫ１ 的表达，小鼠禁食和再喂养也

诱导肝脏 ＰＧＣ⁃１α 基因表达水平变化［９］。 本研究

中，过表达 ＳＥＳＮ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α、ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ
的基因表达水平并增强了 ＰＧＣ⁃１α 的启动子活性，
表明 ＳＥＳＮ１ 可 能 通 过 调 控 ＰＧＣ⁃１α、 ＰＥＰＣＫ 和

Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达影响肝脏糖异生。 也有研究证实，在
去乙酰化激活 ＳＩＲＴ１ 后，其可以通过上调 ＰＧＣ⁃１α
的表达水平来保护肝组织［１０］。 在本研究中，ＳＥＳＮ１
的过表达降低了原代肝细胞中 ＰＧＣ⁃１α 的乙酰化。

分别利用 Ｓｉｒｔ 家族抑制剂 ＮＡＭ 和 ｓｈＲＮＡ 腺病毒干

扰 Ｓｉｒｔ１ 表达，均拮抗了 ＳＥＳＮ１ 对 ＰＧＣ⁃１α 的去乙酰

化作用，说明 ＳＥＳＮ１ 依赖于 Ｓｉｒｔ１ 促进 ＰＧＣ⁃１α 的去

乙酰化。
综上所述， ＳＥＳＮ１ 能通过诱导 ＰＧＣ⁃１α 及糖异

生相关基因 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达来调控小鼠肝

脏糖异生，可能与 Ｓｉｒｔ１ 的去乙酰化作用有关。 本研

究表明 ＳＥＳＮ１ 可能是糖代谢异常的重要新靶点，为
未来糖尿病预防和临床诊疗提供新的思路。
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