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Abstract
AIM: To determine whether the SUMO-1 
gene controls the expression of mutant p53 in 
hepatocellular carcinoma cell line SMMC-7721, 

a n d w h e t h e r s i R N A - m e d i a t e d S U M O - 1 
knockdown inhibi ts the prol i ferat ion of 
SMMC-7721 cells.

METHODS: Synthetic SUMO-1 siRNA was 
transfected into SMMC-7721 cells to silence the 
expression of the SUMO-1 gene. The expression 
level of mutant p53 in SMMC-7721 cells was de-
tected by RT-PCR and Western blot experiments 
after SUMO-1 down-regulation. SMMC-7721 cell 
proliferation was examined by MTT assay at 24, 
48 and 72 h after siRNA transfection.

RESULTS: Both SUMO-1 and mutant p53 
were highly expressed in SMMC-7721 cells. 
The expression of mutant p53 was down-reg-
ulated coincidentally with SUMO-1 silencing 
in SMMC-7721 cells. The expression of mutant 
p53 in SMMC-7721 cells at 24, 48 and 72 h after 
siRNA transfection decreased by 5.73% ± 0.61%, 
69.43% ± 1.22% and 57.71% ± 0.94%, respectively. 
SUMO-1 knockdown inhibits the proliferation of 
SMMC-7721 cells. The reduced rates of cell prolif-
eration at 24, 48 and 72 h after siRNA transfection 
were 70.96%, 71.57% and 81.56%, respectively.

CONCLUSION: SUMO-1 controls SMMC-772 
cell proliferation possibly by regulating the 
expression of mutant p53 at the transcriptional 
level.

Key Words: SUMO-1; p53; Gene; Mutation; Hepa-
tocellular carcinoma
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摘要
目的: 研究肝癌细胞SMMC-7721中SUMO-1
基 因 对 突 变 型p 5 3 基 因 表 达 的 影 响 ,  及
SUMO-1基因对肝癌细胞增殖的作用.

方法:  通过将有效的人工合成的S U M O-1 

®

■背景资料
SUMO修饰调节
许多和癌症发生
发展相关蛋白质
的功能, 在癌症的
发生发展中发挥
重 要 的 作 用 .  前
期 研 究 发 现 ,  在
肝癌细胞株及临
床 肝 癌 标 本 中
SUMO-1基因均
显 著 高 表 达 ,  而
在癌旁肝组织中
SUMO-1基因表
达明显较低. 因此
推测SUMO-1基
因在肝癌的发生
发展中具有重要
的作用.

■同行评议者
范学工, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科
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s i R N A转染肝癌细胞S M M C-7721后沉默
SUMO-1基因的表达. 通过RT-PCR及Western 
b lo t实验来观察SUMO-1基因表达下调后对
SMMC-7721中突变型p53 基因表达的影响. 
通过MTT实验来检测SUMO-1 s iRNA转染
SMMC-7721后在24、48及72 h对细胞增殖的
影响. 

结果: 在SMMC-7721中, SUMO-1和突变型
p53 基因均高表达. SUMO-1基因表达下调后, 
SMMC-7721中突变型p53 基因在mRNA及蛋
白水平同步表达下调, 24、48及72 h表达下
调率分别为5.73%±0.61%、69.43%±1.22%
及57.71%±0.94%. 细胞增殖明显受到抑制, 
24、48及72 h SMMC7721增殖抑制率分别为
70.96%、71.57%及81.56%.

结论: 在转录水平, SUMO-1基因控制突变型
p53基因的表达, 并和突变型p53基因共同控制
SMMC-7721细胞的增殖.

关键词: SUMO-1; p53 ; 基因; 突变; 肝癌
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0  引言

SUMO-1是SUMO(small ubiquitin-like modifier)
家族成员之一, 主要作用为参与蛋白翻译后功

能的修饰, 在转录、DNA修复、核质物质转运

及染色体分离等方面发挥重要的调节作用[1,2]. 
SUMO-1基因与许多癌症发生发展相关因素关

系密切, 增殖细胞核抗原、雌激素受体、p53、
N F-κ B信号调节、端粒酶长度的维持都受到

SUMO-1蛋白的调节. 抑癌基因p53在细胞的发

生、分化、凋亡等方面发挥重要的作用, 如果

p53基因活性被抑制, 细胞就容易发生癌变. p53
基因缺失或突变可引起多种癌症的发生, 但如

失活的p53基因重新被激活, 就可能使肿瘤的生

长受到抑制甚至消亡. SUMO-1修饰可抑制p53
基因的活性[3,4], 促进癌症的发生发展. 研究发

现, 在肝癌传代细胞株SMMC-7721中p53基因明

显的高表达, 由于野生型P53蛋白的半衰期极短

(仅约6 min), 而突变型P53蛋白相对稳定, 因此

在SMMC-7721中的是突变型p53基因的表达[5-7]. 
我们前期研究发现在肝癌细胞SMMC-7721中
SUMO-1基因明显高表达[8], 本研究旨在探讨在

SMMC-7721细胞中SUMO-1基因和p53基因表

达的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株SMMC-7721购自中国典

型培养物保藏中心. 培养条件: S M M C-7721
培养在含1 0 0  m L / L胎牛血清 ( PA A )、1 0 0 
k U / L青霉素和 1 0 0  m g / L链霉素的R P M I 
1640(I n v i t r o g e n)培养液中 ,  培养箱条件为

37 ℃, 饱和湿度, 50 mL/L CO2. PCR热循环仪

(GeneAmp® PCR System 9600), Western blot
仪器(Bio-Rad), GeneGenius Match(syngene)
全自动凝胶成像分析系统, 酶标仪(DENLEY 
MK-2). RNA提取试剂TRIzol(Invitrogen); RT-
PCR试剂: Oligo(dT)(Promega), M-MLV RT 5×
Buffer(Promega), dNTP(Generay Biotech), Rnase
抑制剂(Promega), M-MLV逆转录酶(Promega), 
Ma s t e r Mix(2×Taq PCR)(Tiangen), DNA 
ladder(Tiangen); Western blot试剂: 总蛋白提取

试剂(applygen), SUMO-1一抗(兔多克隆抗体, 
ABZOOM), β-actin一抗(兔多克隆抗体, Santa 
Cruz), P53一抗(兔多克隆抗体, Santa Cruz), 二
抗(羊抗兔, ZSGB-B10); LipofectamineTM 2000 
Transfection Reagent(Invitrogen), MTT(Sigma). 
从网址http://www.ncbi.nlm.nih.gov的GenBank
中获得人SUMO-1、p53和β-actin基因序列, 应
用Primer Primier 5.0软件设计引物, 由Generay 
Biotech公司合成, 各引物序列见表1. 设计三对

针对SUMO-1 mRNA序列的siRNA, 靶序列编码

分别为001: 5'-CAAGAAACTCAAAGAATCA-3', 
002: 5'-GGAAGAAGATGTGATTGAA-3', 003: 
5'-CAATGAATTCACTCAGGTT-3', 由广州锐

博生物(ribobio)合成. 荧光标记的siRNA(FAM-
siRNA)及阴性对照siRNA(NControl)购自广州锐

博生物. 
1.2 方法 
1.2.1 肝癌细胞SMMC-7721 s iRNA转染效率

检测实验: FAM-s iRNA分3个终浓度, 分别是

30、50和100 nmol/L并设空白对照组. 按操作

说明用不含血清的R P M I 1640稀释适当量的

LipofectamineTM 2000和FAM-siRNA, 混合形成

FAM-s iRNA转染试剂混合液, 加入肝癌细胞

SMMC-7721密度为30%-40%的12孔板中, 轻轻

摇晃混合. 在37 ℃的CO2培养箱中培养6-8 h即
可在荧光显微镜下观察转染效率. 经重复实验

确定在终浓度100 nmol/L荧光强度最强, 几乎所

■研发前沿
在 肝 癌 细 胞 株
SMMC-7721中 , 
突 变 型p 5 3 显 著
高 表 达 .  由 于
SUMO-1修饰具
有抑制细胞内p53
水平的作用, 促进
癌症的发生与发
展, 研究SUMO-1
基因表达与突变
型p53 基因表达之
间的关系具有重
要的意义.
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有细胞都有荧光. 
1.2.2 有效SUMO-1基因siRNA片段筛查实验: 实
验分6组, 分别为待筛查的3对siRNA和阴性对照

(NControl)组、脂质体(Lipofectamine)组及空白

对照组(Blank组). 转染终浓度为100 nmol/L, 按
操作说明进行转染, 在转染后24、48、72 h分别

提取RNA及总蛋白, 采用RT-PCR及Western blot
检测SUMO-1基因的表达. 
1.2.3 SUMO-1基因沉默后p53 基因的表达: 在
SUMO-1 siRNA转染后24、48、72 h时分别提

取RNA及总蛋白, 采用RT-PCR及Western blot
检测p53基因的表达, 以正常细胞作为对照. 采
用TRIzol提取各组SMMC-7721总RNA, 逆转录

合成cDNA. PCR扩增每组p53基因的表达, 以
β-actin作为内参照. p53  PCR第1阶段通过94 ℃ 
5 min预变性, 然后94 ℃ 35 s、56 ℃ 35 s、72 ℃ 
35 s 30个循环, 第3阶段72 ℃延迟延伸7 min. 将
各组SMMC-7721裂解, 提取总蛋白. SDS-PAGE
聚丙烯酰胺凝胶电泳, 蛋白通过电转移至硝酸

纤维素膜上. 用50 g/L脱脂奶粉封闭2 h, 用P53一
抗孵育过夜, 二抗孵育2 h, 电化学发光试剂显色, 
经曝光、显影、定影后通过GeneGenius Match
全自动凝胶成像分析系统测条带的灰度值, 以
各自β-actin值为参照, 计算P53蛋白的表达量.
1.2.4 四甲基偶氮唑盐(MTT)实验: siRNA组: 有
效的SUMO-1基因siRNA组; NControl组: 阴性

对照组; Lipofectamine组: 单用LipofectamineTM 
2000组; Blank组: 空白对照组. 在96孔板接种

SMMC-7721, 在转染时细胞比例为30%-40%, 每
组3个孔. 按操作说明转染24、48及72 h后去掉

培养基, 加入用无血清1640配制的5 g/L的MTT
溶液100 μL/孔, 在37 ℃的CO2培养箱中温育4 h
后去掉上清液, 每孔加入二甲亚枫溶液200 μL, 
在平板摇床上摇20 min, 使用酶标仪测定吸光度

值(A ), 检测波长450 nm. 本实验重复3次.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 应用

SPSS12.0统计软件进行数据处理, 采用两样本比

较的t检验进行统计分析, 以P <0.05判定差异有

统计学意义.

2  结果

2 .1  S U M O-1与p53 基因的表达  针对靶序列

5'-CAAGAAACTCAAAGAATCA-3'的001 siRNA 
SUMO-1沉默效果最好, 24 h RT-PCR测得沉默效

果最高为9.80%, 48 h沉默效果最高为73.43%, 72 
h沉默效果最高为46.56%, 达到实验的要求(图1). 
Western blot检测SUMO-1蛋白的表达变化和RT-
PCR的变化规律一致(图2). p53基因在siRNA导

致SUMO-1基因沉默后这些基因的表达也明显

下调, 24、48及72 h表达下调率分别为5.73%±

0.61%、69.43%±1.22%及57.71%±0.94%, 变化

规律和SUMO-1表达水平一致(图1, 2). 
2.2 M T T实验各组A 值 s i R N A组和其他组A
值在24、48及72 h均差别明显 ,  24、48及72 
h S M M C-7721增殖抑制率分别为70.96%、

71.57%及81.56%(P <0.001, 图3, 表2).

3  讨论

SUMO蛋白是Ublp(ubiquitin-like protein)蛋白

■相关报道
研究显示, SUMO
基因参与许多蛋
白质翻译后功能
的 调 节 ,  许 多 和
癌症发生发展相
关的蛋白质存在
SUMO修饰. 在肝
癌及其传代细胞
中, SUMO-1基因
显著地高表达, 抑
制SUMO-1基因
的表达可显著地
抑制肝癌的生长.

表  1  PCR反应引物

     
基因				              引物序列			      产物长度(bp)

SUMO-1		           正义  5'-AGGAGGCAAAACCTTCAACT-3'		           245

		            反义  5'-TTCTTCCTCCATTCCCAGTT-3'

p53 		            正义  5'-TTGAGGTGCGTGTTTGTG-3'		           335

		            反义  5'-TTTATGGCGGGAGGTAGA-3'

β-actin		            正义  5'-ACACTGTGCCCATCTACGAGG-3'		           621  

		            反义  5'-AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3'  

Marker   24 h     48 h    72 h  Blank组
500
200

500
200
800
500

SUMO-1

p53

β-actin

图  1  SUMO-1 siRNA干扰后SUMO-1及p53  mRNA的表达.

    24 h       48 h        72 h    Blank组

15 SUMO-1

P53

β-actin

kDa

53

43

图  2  SUMO-1 siRNA干扰后SUMO-1及P53蛋白的表达.
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家族中的一员, 主要参与蛋白翻译后功能的修

饰(SUMOylation). SUMO在进化中高度保守, 
目前在脊椎动物中至少发现4种SUMO家族蛋

白, 分别是SUMO-1、SUMO-2、SUMO-3和
SUMO-4. SUMO-2和SUMO-3结构有96%相同, 
而SUMO-2/3和SUMO-1仅有46%的结构相同[1]. 
SUMO和泛素竞争结合同一底物的同一个作用

点[9], 因此被SUMO修饰的蛋白不能再和泛素结

合. 和其他泛素样蛋白功能不同, SUMO结合到

靶蛋白后不是引起靶蛋白降解, 而是通过和靶

蛋白共价结合后调节靶蛋白的功能. SUMO-1广
泛参与人类癌症相关基因功能的调节, 促进癌

症的发生与发展[3,10-13]. 因此, SUMO-1和癌症的

发生、发展关系密切, 是癌症发生、发展的一

个重要的调节因子. 
p53 基因是一种重要的抑癌基因, 是一种

控制细胞周期的重要的启动因子, 在细胞的发

生、分化及凋亡中发挥重要的作用. p53功能缺

陷、抑制或突变的细胞容易发生癌变, 在人类

50%以上的肿瘤组织中均发现了p53基因的突

变, 这是肿瘤中最常见的遗传学改变, 说明该基

因的改变很可能是人类肿瘤产生的主要发病因

素. p53基因突变后, 由于其空间构象发生改变, 
失去了对细胞生长、凋亡和DNA修复的调控作

用, p53基因由抑癌基因转变为癌基因, 转而促

进癌症的发生发展. 野生型P53蛋白在细胞内代

谢的时间很短, P53蛋白的代谢和MDM2(murine 

double minute-2)基因关系密切. MDM2一种具有

环状结构的E3连接酶, 具有结合P53蛋白的作用, 
并促进P53蛋白的泛素化及降解[3], 因此, MDM2
是p53基因的负调节因子. MDM2也是泛素的一

个结合底物, MDM2和泛素结合后导致MDM2的
降解[14], 细胞内P53蛋白的浓度增加. 但MDM2
蛋白发生SUMO-1修饰后, SUMO-1使MDM2分
子不能再和泛素结合, 因此在细胞内有更多的

MDM2和P53蛋白结合, 再经泛素化而导致P53
蛋白浓度下降[15]. 因此, SUMO-1基因是p53基因

的负调节因子. 
在SMMC-7721中, 文献报道及我们的研究

证实p53基因都明显高表达[5-7], 根据野生型P53
蛋白代谢规律及其功能, 推测这种P53蛋白是一

种突变的类型, 并具有促进SMMC-7721增殖的

作用[16,17]. 前期的研究证实在肝癌细胞及临床

肝癌中SUMO-1基因明显高表达, SUMO-1可能

是肝癌潜在的一个诊断和治疗的靶点[8]. 本研

究进一步证实在肝癌细胞SMMC-7721中同时

存在SUMO-1和p53基因(突变型)的表达, 说明

SUMO-1蛋白并不促进突变型P53蛋白的降解, 
在促进SMMC-7721的发生发展上可能具有协

同的作用. 通过RNAi的方法, 抑制SMMC-7721
中SUMO-1基因的表达, 可导致肝癌细胞p53基
因表达明显下调及细胞生长明显的受到抑制, 
SMMC-7721的生长明显和SUMO-1及突变型

p53基因表达有关. 由于突变型p53基因在mRNA
及蛋白的表达存在明显的同步性, 因此可以推

测SUMO-1基因对突变型p53基因表达的控制主

要作用在转录水平, SUMO-1基因在转录水平促

进突变型p53基因的表达. 进一步研究SUMO-1
基因如何控制突变型p53基因的表达可进一步

揭示肿瘤发生发展的规律, 并为肿瘤的治疗找

到新的靶点.
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