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Abstract
AIM: To investigate the role of small ubiquitin-
like modifier-1 (SUMO-1), murine double min-
ute gene 2 (MDM2) and P53 in 5-flurouracil 
(5-Fu)-induced apoptosis of HepG2 cells.

METHODS: Non-transfected HepG2 cells and 
HepG2 cells transfected with pMDM2 and pSU-
MO-1 plasmids, alone or both, were treated with 
different concentrations of 5-Fu for 36 hours. The 
expression of endogenous P53 protein in HepG2 
cells was detected by Western blot.

RESULTS: Treatment with 5-Fu significantly 
increased the relative expression level of en-
dogenous P53 protein and the apoptosis rate of 

HepG2 cells in a concentration-dependent man-
ner (90.15% ± 4.22% vs 11.27% ± 1.18%, 33.61% 
± 3.15% vs 3.22% ± 0.60%, both P < 0.05). Cells 
transfected with the pMDM2 plasmid had an 
apparent resistance to 5-Fu-induced apoptosis of 
HepG2 cells. The relative expression level of P53 
protein and the apoptosis rate in cells transfect-
ed with the pMDM2 plasmid were much lower 
than those in non-transfected cells treated with 
the same concentration of 5-Fu (51.80% ± 0.78% 
vs 90.15% ± 4.22%; 20.45% ± 2.23% vs 33.61% ± 
3.15%, both P < 0.05). No significant differences 
were noted in the relative expression level of 
P53 protein and the apoptosis rate between cells 
co-transfected with the pSUMO-1 and pMDM2 
plasmids and non-transfected cells (78.85% ± 
2.43% vs 51.80% ± 0.78%, 29.83% ± 0.53% vs 
20.45% ± 2.23%, both P < 0.05).

CONCLUSION: SUMO-1 could inhibit MDM2-
induced degradation of P53 protein and enhance 
the nuclear expression of P53, thus promoting 
5-Fu-induced cell apoptosis and elevating che-
mosensitivity.
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rine double minute gene 2; Chemotherapy; HepG2 
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摘要
目的: 探讨SUMO-1、MDM2和P53对化疗药
5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡的影响.

方法: 5-Fu诱导HepG2细胞产生凋亡, 以质粒
pCMV-HDM1B(pMDM2)和pcDNA3-His6-
SUMO-1(pSUMO-1)转染细胞, 应用Western 
blot检测经药物诱导及转染前后细胞中内源
性P53蛋白的表达强度, 流式细胞仪检测细胞
凋亡比例变化.

结果: HepG2细胞内源性P53蛋白表达强度与
空白对照组相比明显增高, 于1×10-3 mol/L浓

®

■背景资料
SUMO-1可通过
对P53蛋白的翻译
后修饰而增强P53
的转录活性, 同时
也可与其他因子
共同调节MDM2
作为E1泛素连接
酶的活性, 而增强
或减弱MDM2对
P53的降解, 说明
P 5 3、M D M 2 和
SUMO-1三者间
有着千丝万缕的
联系. 

■同行评议者
陈积圣, 教授, 中
山大学孙逸仙纪
念医院肝胆外科
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度处最强(90.15%±4.22% vs  11.27%±1.18%, 
P <0.05). 随5-Fu浓度的增加, HepG2细胞凋亡
率逐渐升高, 于1×10-2 mol/L浓度处凋亡率最
高(33.61%±3.15% vs  3.22%±0.60%, P <0.05). 
转染pMDM2的细胞具有明显的抗凋亡特性, 
与同浓度未转染细胞相比, P53蛋白表达强度
和细胞凋亡率均明显下降(51.80%±0.78% vs  
90.15%±4.22%; 20.45%±2.23% vs  33.61%
±3.15%, 均P <0.05). 共转染pSUMO-1的细胞
其浓度-蛋白表达强度-凋亡率曲线又接近未
转染细胞, 与单纯转染pMDM2细胞相比, P53
蛋白表达强度和细胞凋亡率显著上升, 差异
有统计学意义(78.85%±2.43% vs  51.80%±

0.78%, 29.83%±0.53% vs  20.45%±2.23%, 均
P <0.05). 只转染pSUMO-1细胞的P53蛋白表达
和凋亡率与未转染细胞相似, 两者间差异无统
计学意义.

结论: SUMO-1通过抑制MDM2对P53在胞质
的降解及增强P53在细胞核内的表达, 可促进
化疗药物诱导的细胞凋亡, 提高肿瘤细胞对化
疗药物的敏感性, 在药物诱导的细胞凋亡中具
有显著协同效应.

关键词: 小分子泛素样修饰体-1; P53; 鼠双微粒体

基因2; 化疗; HepG2细胞; 凋亡
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0  引言

野生型p53基因(wtp53 )可诱发细胞凋亡, 抑制

肿瘤细胞形成和生长, 鼠双微粒体基因2(murine 
double minute gene 2, MDM2, 人同源基因为

HDM2)蛋白由wtp53基因诱导表达, 与P53蛋白

结合后通过促进P53蛋白的泛素化降解, 形成

P53-MDM2反馈调节环路, 小分子泛素样修饰

体-1(small ubiquitin-like modifier-1, SUMO-1)
在蛋白翻译后修饰中具有很重要的作用, 可与

泛素竞争某些底物蛋白的受体结合位点, 抑制

泛素对诸如P53蛋白等底物的降解, 增强wtp53
等抑癌基因的稳定性和转录活性[1]. 本实验以

HepG2细胞为靶细胞, 分别及同时转染pwtp53、
pMDM2和pSUMO-1质粒后, 观察其对化疗药

5-Fu诱导的HepG2细胞凋亡的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝母细胞瘤细胞HepG2购自武汉典

型培养物保藏中心. 培养在RPMI 1640培养基中, 

37 ℃, 50 mL/L CO2饱和湿度, 用时补加100 mL/L
热灭活胎牛血清, 2 mmol/L谷氨酰胺, 100 kU/L
青霉素和100 mg/L链霉素. 取对数生长期细胞供

接种孔板使用. 5-Fu: 制剂规格0.25 g/10 mL/支, 
上海旭东海普药业有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 质粒瞬时转染: 利用阳离子脂质体转染试

剂Lipofectamine2000(购自Invitrogen公司), 按
试剂盒说明步骤, 将pcDNA3-wtp53(pwtp53)、
pCMV-HDM1B(pMDM2)、pcDNA3-His6-
SUMO-1(pSUMO-1)质粒和空质粒pcDNA3分
别及同时转染HepG2细胞, 培养36 h后, 获得不

同转染细胞系. 上述质粒由英国St.Andrews大学

David Lane实验室的Dimitris Xirodimas教授惠赠. 
1.2.2 抗肿瘤药物5-Fu诱导HepG2细胞凋亡: 将
HepG2细胞悬液以5×105个/孔接种于6孔板上, 
其中供免疫荧光原位检测的孔板中置入盖玻片, 
常规培养24 h至细胞汇合度达80%-90%后行同

步化处理, 实验组于转染后各孔加入化疗药物

5-Fu, 浓度梯度为0, 1×10-5, 1×10-4, 1×10-3, 1×
10-2,  1×10-1 mol/L, 每个浓度3个平行样, 培养36 
h后检测各项指标. 
1.2.3 Western blot检测P53蛋白在HepG2细胞中

的表达强度: 用全自动图像分析仪分析测定条

带的面积和灰度值, 计算出积分灰度值与内参

蛋白β-act in灰度值相比得到P53蛋白表达强度

值(%). 
1.2.4 流式细胞仪检测HepG2细胞凋亡比例: 以
未转染任何质粒的HepG2细胞为空白阴性对照, 
在FACScan流式细胞仪上波长>620 nm处测定PI
产生的红光, 得到各组细胞凋亡比例, 每组重复

3次, 每个样本测定1×104个细胞. 
统计学处理 P53蛋白表达强度值(%)及细胞

凋亡率(%)以mean±SD表示, 使用SAS9.2软件

进行统计学处理, 两样本间蛋白表达强度值及

凋亡率比较采用t检验(SNK法), P <0.05为差异有

统计学意义.

2  结果

2.1 Western blot分析P53蛋白在药物诱导及转染

前后的表达强度 药物诱导后, 随5-Fu浓度的增

加, P53蛋白表达亦逐渐增强, 于1×10-3 mol/L浓
度处最强, 是诱导P53表达的敏感浓度. 在同一

药物浓度不同组之间, 未转染细胞P53蛋白表达

最明显, 只转染pMDM2的细胞, P53蛋白表达明

显下降, 与除对照组以外的其他各组比较差异

■研发前沿
小分子泛素样修饰
蛋白-1(SUMO-1)是
近几年出现的研究
新热点, SUMO-1对
真核细胞中蛋白的
翻译后修饰具有重
要作用, 包括核胞
质的信号传递、复
杂基因组的精确复
制以及基因表达的
调控.

■相关报道
K a e s e r 等 应 用
RNA干扰技术封
闭成纤维细胞内
M D M 2 基因 ,  阻
断了P53-MDM2
负反馈调节环, 可
以提高p53 目的基
因的表达, 细胞对
5-Fu化疗敏感性
上升50%.
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有统计学意义(P <0.05), 而共转染pSUMO-1后, 
细胞P53蛋白表达则又接近未转染细胞或仅转

染pSUMO-1的细胞, 与只转染pMDM2细胞相比

差异有统计学意义(P <0.05, 表1, 图1).
2.2 流式细胞分析HepG2细胞在药物诱导及转染

前后凋亡比例变化 药物诱导后, 随5-Fu浓度的

增加, HepG2细胞凋亡率逐渐升高, 在细胞周期

G1期前, 出现明显的亚二倍体凋亡峰, 于1×10-2 

mol/L浓度处凋亡率最高, 该浓度是诱导细胞凋

亡的敏感浓度, 5-Fu浓度增加至1×10-1 mol/L
时, 细胞死亡以坏死为主, 凋亡率反而下降. 在
同一药物浓度不同组之间, 未转染细胞凋亡率

最高, 只转染pMDM2的细胞凋亡率明显下降, 
与除对照组以外的其他各组比较差异有显著意

义(P <0.05), 而共转染pSUMO-1后, 细胞凋亡率

又与未转染细胞或仅转染pSUMO-1的细胞相

近, 与只转染pMDM2细胞相比差异有显著意义

(P <0.05, 表2, 图2).

3  讨论

目前, 在肿瘤的分子生物学领域, p53是研究最

多的抑癌基因, 主要参与DNA复制和修复过程, 
能通过调节转录因子控制细胞周期, 并可依据

需要诱导细胞凋亡, p53基因发生突变后, 由于

空间构象发生改变, 失去了对细胞生长、凋亡

和DNA损伤的修复调控作用, p53基因即由抑癌

基因转变为癌基因. 大约50%以上的肿瘤中存在

p53基因的突变[2], 是人类肿瘤中最常失活的抑

癌基因,说明该基因的突变很可能是人类肿瘤产

生的主要原因. 
另外, 对于有关癌基因MDM2的功能被描述

表  1  不同浓度5-Fu诱导及转染前后p53蛋白表达强度值 (mean±SD, %)

     
分组            0      1×10-5      1×10-4      1×10-3      1×10-2      1×10-1

空白对照组 11.27±1.18a － － － － －

5-Fu组 － 38.10±3.91 59.58±3.72 90.15±4.22 80.46±4.66 77.44±3.35

pMDM2组 － 39.64±3.03 36.48±1.87c 51.80±0.78c 47.23±2.53c 41.43±1.39c

pMDM2+pSUMO-1组 － 33.60±3.77 54.32±2.39e 78.85±2.43e 76.81±2.91e 73.91±5.09e

pSUMO-1组 － 41.46±8.77 63.80±3.72 88.43±6.37 80.71±4.64 80.96±5.20

aP<0.05 vs  其他组; cP<0.05 vs  同浓度其他组; eP<0.05 vs  同浓度pMDM2组.

表  2  不同浓度5-Fu诱导及转染前后HepG2细胞凋亡率 (%)

     
分组          0      1×10-5      1×10-4      1×10-3      1×10-2      1×10-1

空白对照组 3.22±0.60a － － － － －

5-Fu组 4.33±0.58 11.47±2.10 18.52±2.62 23.43±3.34 33.61±3.15 17.68±3.68

pMDM2组 6.11±0.39   6.88±1.66c 10.05±2.45c 12.09±1.29c 20.45±2.23c 15.16±2.34

pMDM2+pSUMO-1组 2.81±0.40 13.25±1.68e 15.23±1.00e 23.56±0.59e 29.83±0.53e 18.28±0.54

pSUMO-1组 4.13±0.48 11.10±0.53 16.40±1.75 24.15±1.75 35.05±0.86 20.41±1.00

aP<0.05 vs  其他组; cP<0.05 vs  同浓度其他组; eP<0.05 vs  同浓度pMDM2组.

图  1  不同浓度5-Fu诱导及转染前后P53蛋白表达强度值
曲线. 

0        10-5      10-4     10-3      10-2      10-1

100.00

  80.00

  60.00

  40.00

  20.00

    0.00P
53

蛋
白

表
达

强
度

(%
)

5-Fu诱导浓度(mol/L)

5-Fu组
pMDM2
pMDM2+SUMO-1
空白对照组

图  2  不同浓度5-Fu诱导及转染前后细胞凋亡率曲线. 
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■应用要点
P 5 3 蛋 白 被
SUMO-1修饰后, 
可促进其核定位
或在核内某一区
域 浓 聚 而 脱 逃
MDM2对其在胞
质 的 降 解 ,  最 终
增 强 P 5 3 的 转 录
及诱导凋亡活性, 
SUMO-1-P53修饰
机制的建立, 为试
图通过调控P53功
能治疗肿瘤提供
了新思路.
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最多的就是与P53结合从而调节其活性[3,4], Dong
等[5]应用免疫组织化学方法发现胰腺癌中P53和
MDM2蛋白表达均升高, 提示其与肿瘤增殖及

判断预后相关, 而另一项研究则显示MDM2基
因的点突变与肝细胞癌无显著相关[6]; 但MDM2
仍有许多功能未得到阐明 ,  1996年鉴定出的

MDM2类似物MDMX[7], 他也能与P53结合并

抑制其转录活性, 哪些激酶是真正调节MDM2
与P53相互作用的[8], 是否还有其他的生物大分

子能直接干扰MDM2和P53的相互作用[9], 似乎

MDM2会和p53一样成为一个基因家族, MDM2
的作用机制也会变得越来越复杂. 

SUMO-1是近几年出现的研究新热点[10,11], 
S U M O-1对真核细胞中蛋白的翻译后修饰具

有重要作用 ,  包括核胞质的信号传递、复杂

基因组的精确复制以及基因表达的调控 [12-14]. 
SUMO-1可通过对P53蛋白的翻译后修饰而增强

P53的转录活性[15], 同时也可与其他因子共同调

节MDM2作为E1泛素连接酶的活性, 而增强或

减弱MDM2对P53的降解[16], 说明P53、MDM2
和SUMO-1三者间有着千丝万缕的联系. 

5-Fu广泛应用于消化道癌肿包括胃肠道肿

瘤、原发性和转移性肝癌的栓塞化疗等, 为细

胞周期特异性药, 主要抑制S期瘤细胞, 5-Fu在
体内先转变为5-氟-2-脱氧尿嘧啶核苷酸, 后者

抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶, 阻断脱氧尿嘧啶

核苷酸转变为脱氧胸腺嘧啶核苷酸, 从而抑制

DNA的生物合成, 此外, 还能通过阻止尿嘧啶和

乳清酸掺入 RNA而达到抑制其合成的作用. 
许多抗肿瘤药物可诱导细胞凋亡, 由于化

疗药物的细胞毒作用, 诱导凋亡的同时也阻断

程序中某些代谢途径, Inada等[17]就裸鼠内移植

胃癌和结肠癌细胞株用5-Fu做凋亡诱导实验, 发
现随药物浓度及作用时间延长凋亡细胞增加, 
停滞于S期细胞增多, 同时一组有关大肠癌的统

计数据也显示术前经5-Fu化疗的患者其细胞凋

亡指数明显高于未化疗的对照组, 且与增殖指

数呈负相关[18]. 以5-杂氮类药物干预细胞亦能导

致p53基因上调[19], 体外培养细胞经紫外线等损

伤因素作用后, 细胞DNA发生断裂, 可诱导细胞

内源性P53蛋白表达, 细胞生长停滞于G1期并导

致细胞发生凋亡[20]. 本实验结果亦显示, HepG2
细胞经5-Fu诱导后, 随药物浓度的递增, 细胞内

P53蛋白表达明显升高, 同时细胞凋亡也越明显, 
说明5-Fu通过P53途径诱导细胞产生凋亡, 也说

明诱导细胞内产生P53蛋白的高表达是5-Fu抗肿

瘤的重要机制之一. 当药物浓度超过一定范围

时(本实验为>1×10-3 mol/L), 细胞主要以坏死为

主, 编码P53蛋白的DNA亦发生不可逆性损伤, 
P53蛋白的表达及凋亡率反而下降. 

She t ty等[21]用含野生型p53基因的腺病毒

载体(Ad-P53)转染横纹肌肉瘤细胞系, 然后以

5-Fu、更生霉素D、博来霉素及长春新碱染毒

细胞, P53出现0-20倍不同程度的表达, 化疗敏感

性与pax3-FKHR、p21、Bax或Bcl-2的表达水平

无关, 而与P53及其调节基因MDM2的表达相关. 
Schumacher等[22]对SCID鼠种植HT29结肠癌细

胞并经5-Fu化疗后, 印戒型细胞中野生型P53阳
性表达率由17%增高到45%, 同时MDM2蛋白的

表达也明显增加, 而未分化癌细胞中突变型P53
的表达又高于印戒型细胞, 说明突变型P53蛋白

的表达与肿瘤组织的病理分型有关, 含有野生

型p53基因的癌细胞对5-Fu化疗更敏感. Kaeser
等 [23]应用RNA干扰技术封闭成纤维细胞内的

MDM2基因, 阻断了P53-MDM2负反馈调节环, 
可以提高p53目的基因的表达, 细胞对5-Fu化疗

敏感性上升50%. Pääjärvi等[24]在研究HepG2细胞

中P53-MDM2相互作用时发现, 3-羟基-3-甲基-
戊二酰-辅酶A(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA, 
HMG-CoA)还原酶抑制剂普伐他汀(常用作降脂

药), 可以诱导MDM2蛋白Ser166位点及2A10特
异性抗原决定簇位点的磷酸化, 该位点的磷酸

化可激活MDM2蛋白的泛素连接酶活性, 增强

MDM2对P53的降解, HepG2细胞内P53/MDM2
半衰期缩短, 最终减弱5-Fu等药物诱导HepG2细
胞的凋亡. P53羧基端含有与MDM2相互作用的

结构域, Zhao等[25]用一种可与该结构域结合的

Daxx蛋白来调控P53的功能, 当有MDM2表达时, 
P53的去乙酰化可以促进Daxx与P53的结合, 共
转染Daxx和MDM2基因, 可以明显抑制P53对其

下游启动子的激活, 细胞对5-Fu诱导的凋亡具有

极强的抵抗性, 产生5-Fu耐药. 本实验结果显示

转染pMDM2的细胞对5-Fu诱导的细胞凋亡有抵

抗性, 转染质粒在细胞内表达MDM2蛋白, 大量

降解药物诱导产生的内源性P53蛋白, 与未转染

细胞相比, 其P53蛋白表达和细胞凋亡率均明显

下降(P <0.05). 
SUMO-1在细胞增殖、分化、凋亡等多种

生理过程中发挥重要作用, 至今已发现193种
SUMO-1潜在的作用底物, 其中23种已被证实存

在于细胞核内, 如小核糖核蛋白、不均一性核

糖核蛋白、核糖体蛋白、组蛋白、RNA组合蛋

■同行评价
本文可读性较好, 
具有较高的学术
价值.
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白及转录蛋白[26], 而在EGFP-SUMO-1高表达的

HepG2细胞中, 利用双向凝胶电泳及质谱检测, 
发现不均一性核糖核蛋白hnRNP A2/B1的表达

上调[27]. Shao等[28]通过降低促性腺激素以诱导

鼠卵巢颗粒细胞凋亡, 其SUMO-1蛋白表达明显

升高, 提示SUMO-1在调控细胞核蛋白的定位及

稳定性方面具有重要功能. 本实验通过SUMO-1
的修饰以调控P53功能, 在共转染SUMO-1和
MDM2基因的细胞中, 可显著恢复P53的凋亡活

性, 提示不仅存在直接的对P53蛋白降解和抑制

降解作用, P53诱导的细胞凋亡还与其细胞定位

有关. P53蛋白的C末端是其促进细胞凋亡的中

心区域, 这一区域的磷酸化和乙酰化状态将影

响P53与DNA的结合活性, 也即影响P53下游其

他凋亡因子的启动活性[29,30], 推测SUMO-1可与

P53蛋白C末端结合而阻止泛素类蛋白分子对

P53的降解, 增强P53的转录活性. 
总之, P53蛋白被SUMO-1修饰后, 可促进其

核定位或在核内某一区域浓聚而脱逃MDM2对
其在胞质的降解, 最终增强P53的转录及诱导凋

亡活性, SUMO-1-P53修饰机制的建立, 为试图

通过调控P53功能治疗肿瘤提供了新思路. 
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