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摘要 目的 研究苹果酸酶 2 ( ME2) 的乙酰化修饰在恶性
脑胶质瘤细胞系 U87MG增殖中的功能及其分子机制。方法
基于序列保守性并结合质谱数据库，预测 ME2 的乙酰化
修饰位点，再构建点突变体，转染细胞，通过免疫沉淀( IP) 和
Western blot确定修饰位点; 通过 293T细胞纯化 ME2 野生型
和突变体，检测乙酰化修饰对 ME2 酶活的影响; 通过共转
染、富集纯化并结合酶活实验，检测去乙酰化酶 Sirtuin3
( SIＲT3) 对ME2 酶活、细胞内活性氧( ＲOS) 及 NADH水平的
影响; 在 U87MG细胞中用 shＲNA 敲低内源 ME2 后，回转野
生型和模拟乙酰化突变型，检测 ME2 的乙酰化对细胞增殖
的影响，并通过裸鼠成瘤在动物水平验证; 通过 Western blot

在恶性脑胶质瘤临床样本中检测癌与癌旁组织中 ME2 的乙
酰化水平差异。结果 K156 是 ME2 主要的乙酰化修饰位
点，该位点的乙酰化会抑制 ME2 活性并抑制 U87MG细胞增
殖。SIＲT3 去乙酰化 ME2，提高 ME2 活性，促进 NADH 的生
成，降低细胞内 ＲOS水平。结论 SIＲT3 调控的ME2 乙酰化
修饰通过提高自身酶的活性，上调细胞 NADH 水平，降低
ＲOS水平，从而促进 U87MG细胞增殖。
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脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性肿

瘤，约占颅内肿瘤的半数以上，恶性程度高，易复发，

对放化疗不敏感，治疗困难［1］。近几年来，人们对
肿瘤细胞代谢的认识逐渐加深，靶向肿瘤细胞代谢

成为一种有前景的治疗策略［2］。
苹果酸酶 2 ( malic enzyme 2，ME2 ) 是苹果酸酶

家族的一员，定位于线粒体中。作为调控线粒体氧

化还原稳态的代谢酶，ME2 在包括脑胶质瘤在内的
许多肿瘤中高表达［3］，然而其作用机制并不清楚。
研究［4］指出乙酰化修饰在调控肿瘤细胞代谢中发

挥关键作用［4］，该研究旨在阐明 ME2 乙酰化修饰的
分子机制及其在恶性脑胶质瘤增殖中的功能，为进

一步的体内研究提供支撑。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 质粒 pCDNA3． 1-HA 质粒、pCDNA3． 1-
Flag质粒、shＲNA 空载体质粒 pLKO． 1 和慢病毒包
装系统质粒 pMD2． G、pSPAX由本实验室保存。
1． 1． 2 细胞 人脑星形胶质母细胞瘤细胞系
U87MG和人肾上皮细胞系 293T购自中国科学院上
海细胞库。
1． 1． 3 主要试剂 胎牛血清( FBS) 及 DMEM 培养
基购自美国 Hyclone 公司; 鼠抗人 Flag、HA、actin 抗
体购自武汉 ABclonal 公司; 去乙酰化酶 Sirtuin3
( deacetylate Sirtuins 3，SIＲT3 ) ( # 2627 ) 、ME2
( #12399) 、pan-AcK ( #9441 ) 购自美国 cell signaling
technology公司; L-苹果酸、Flag 磁株( M2 ) 购自美国
sigma 公司; 转染试剂 lipo2000 购自美国 Thermo
Fisher公司; 活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 检
测试剂盒( #S0033) 、CCK-8 试剂盒( #C0038 ) 和 ＲI-
PA细胞裂解液( #P0013D) 购自于上海碧云天公司。
SIＲT3 siＲNA 序列: 5'-AAGUCUGGAAUGCCACUG-
GTT-3'，由上海吉玛公司合成。ME2 shＲNA 靶序列
为 5'-GCACGGCTGAAGAAGCATATA-3'，连接于 pL-
KO． 1-puro 载体上。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 U87MG细胞置于 37 ℃、5%CO2

恒温培养箱中培养; 90% DMEM 培养基加入 10%
FBS配制成完全培养基。
1． 2． 2 免疫沉淀 本研究主要涉及到的蛋白表达
质粒包括 ME2 野生型( WT) 和 ME2 突变体( K156Q
和 K156Ｒ) 。293T细胞转染相应质粒 48 h 后，加入
ＲIPA细胞裂解液( 含蛋白酶抑制剂) ，30 min后，
12 000 r /min离心 20 min，取上清液加入 15 μl Flag
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beads，于 4 ℃孵育过夜。再将 beads 用裂解液清洗
3 次( 2 000 r /min离心 2 min) ，最后吸尽上清液，加
入 40 ～ 60 μl 1 ×上样缓冲液，置于95 ℃煮 10 min，
离心后，样本可用于检测 ME2 的乙酰化修饰或蛋白
相互作用，或将样本冻存于 － 80 ℃。
1． 2． 3 Western blot 将蛋白样品上样后，80 V 电
泳 30 min，转至 120 V 电泳至结束。湿转法将蛋白
转至 PVDF膜上，将膜置于 5%脱脂牛奶，室温封闭
1 h。加入一抗，4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次。加
入二抗，室温孵育 1 h。TBST洗膜 3 次。最后，通过
ECL化学发光显影，并用凝胶成像系统拍照。
1． 2． 4 慢病毒包装和感染 在 10 cm 培养皿中铺
293T 细胞，待密度 80% 左右时共转染 1 μg
pMD2． G、3 μg pSPAX和 4 μg 目的质粒，进行包装
病毒。8 h后换液，36 ～ 48 h 后收含有病毒的细胞
上清液，离心后感染 U87MG细胞。感染 48 h 后，更
换含有 2 μg /ml 嘌呤霉素抗性的培养基，筛选稳定
过表达或者敲低的细胞系。
1． 2． 5 ME2 酶活检测 293T 细胞转染对应的质
粒，将 WT 或 K156Ｒ 突变体分别与 pCDNA3. 1-Flag
空载体或 HA-SIＲT3 质粒共转染。48 h 后，将细胞
裂解，用 Flag磁珠纯化 ME2 蛋白。将蛋白与 180 μl
酶活反应液 ( 33 mmol /L KH2PO4，3. 3 mmol /L
MgCl2，167 μmol /L NAD +，167 μmol /L L-苹果酸) 混
合。随即用酶标仪读取 340 nm 下的吸光度值，每
30 s测 1 次，持续 30 min。计算每秒生成 NADH 的
摩尔数( μmol NADH /s) 即为 ME2 相对活性。
1． 2． 6 ＲOS 水平检测 293T 细胞转染对应的质
粒，control组转染 pCDNA3. 1-Flag 空载体质粒，ME2
组转染 Flag-ME2 质粒，ME2 + SIＲT3 组转染 Flag-
ME2 和 HA-SIＲT3 质粒。48 h后，将细胞消化收集，
重悬于 PBS中，加入终浓度 20 μmol /L 的荧光探针
DCFH-DA，37 ℃孵育 20 min，每隔 3 ～ 5 min 颠倒混
匀。反应结束后，用 PBS 清洗 3 次，计数，将酶标仪
设置 488 nm激发波长，525 nm发射波长，读取细胞
荧光值，计算 ＲOS相对水平。具体操作参考上海碧
云天公司细胞 ＲOS检测试剂盒说明书。
1． 2． 7 NADH测定 U87MG细胞内 NADH含量通
过 NAD ( P ) H-Glo Detection System ( Promega
G9072) 试剂盒测定。实验方法同 1. 2. 5 细胞裂解
后离心分离上清液，将上清液与酶活反应液混合，随

即用酶标仪读取 340 nm下的吸光度值，以每毫克蛋
白对应测得的 NADH 量( nmoL /mg 蛋白) 反映胞内
的 NADH水平。

1． 2． 8 U87MG 细胞增殖 将处理后的 U87MG 细
胞野生型或者 K156Q 突变型消化重悬后，按照
2 000个 /100 μl加入 96 孔板，同时设置无细胞空白
对照组，分别于第 1、2、3、4、5 天的时间点，每孔加入
10 μl CCK-8 溶液，于 37 ℃避光孵育 2 h后，用酶标
仪读取 450 nm的吸光度值( OD450 ) 。以时间为横坐
标，相对 OD值为纵坐标，绘制细胞增殖曲线。具体
操作参考 CCK-8 检测试剂盒说明书。
1． 2． 9 裸鼠成瘤 购买 4 ～ 6 周龄的雌性 BALB /c-
nu /nu裸鼠，将 U87MG 细胞野生型或者 K156Q 突
变型消化处理后，制成 1. 0 × 107 个 /ml 细胞悬液，
每只裸鼠注射剂量为 0. 1 ml，接种于裸鼠左侧腹部
皮下建立裸鼠荷瘤模型。观察并测量记录成瘤情
况，直到第 22 天实验结束时停止。第 22 天时，断颈
处死裸鼠，剥离肿瘤块，拍照、称重。
1． 2． 10 临床样本检测 取实验室冻存的临床脑胶
质瘤样本，将癌和癌旁组织( 病变部位旁 2 cm 之外
的组织区域) 分别研磨，裂解提取蛋白，用 ME2 的抗
体进行免疫沉淀，纯化 ME2 蛋白，再通过 Western
blot检测 ME2 的乙酰化修饰。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件对实验数
据进行统计学分析，数据用 珋x ± s 表示，样本组间均
数比较采用 t检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 K156 乙酰化对 ME2 催化活性的影响 通过
检索质谱数据库并比较各物种 ME2 蛋白序列的保
守性，猜测 K156 位可能是 ME2 的乙酰化位点，见图
1A。将 K156 位点突变成模拟乙酰化的 Q和模拟去
乙酰化的 Ｒ，然后用泛乙酰化抗体检测修饰水平的
变化，结果如图 1B所示: K156Ｒ和 K156Q突变体的
乙酰化水平与野生型相比降低。因为乙酰化修饰往
往参与调控代谢酶活性，于是本研究检测了 WT 与
K156Ｒ的活性，结果显示 K156Ｒ突变对酶的活性无
显著影响，而 K156Q 突变体活性降低，差异有统计
学意义( t = 17. 94，P ＜ 0. 001) ，见图 1C。
2． 2 SIＲT3 去乙酰化 ME2 ME2 定位在线粒体
中，作为线粒体主要的去乙酰化酶，SIＲT3 与 ME2
相互作用( 图 2A) 。同时，外源过表达 SIＲT3 会降
低 ME2 的乙酰化修饰水平( 图 2B) ，而敲低 SIＲT3
则提高 ME2 乙酰化修饰( 图 2C) 。
2． 3 SIＲT3 对ME2 催化活性及细胞内 ＲOS 水平
的影响 为了研究 SIＲT3 调控的 ME2 乙酰化在细
胞内的生理功能，将 SIＲT3 与 ME2 共转染，结果显
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图 1 ME2 乙酰化位点的鉴定及其对酶活的影响
A: 不同物种ME2 蛋白序列比对( 第 152 位至第 178 位氨基酸) ;

H． sapiens: 人; M． musculus: 小鼠; D． rerio: 斑马鱼; C． elegans: 线虫; B:

WT、K156Ｒ、K156Q 乙酰化水平检测; C: WT、K156Ｒ、K156Q 酶活水

平检测; 与 WT比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

示，相较于 Control 组，过表达 SIＲT3 提高了 WT 的
活性( t = 11. 33，P ＜ 0. 01) ，而对 K156Ｒ 活性没有影
响( 图 3A) ，表明 K156 乙酰化负调控ME2 活性。此
外，因为 ME2 催化反应生成的 NADH是细胞重要的
还原力，相较于 WT 细胞内 ＲOS 和 NADH 水平，过
表达 ME2 降低了细胞内的 ＲOS 水平( t = 9. 98，P ＜
0. 01) ，提高了 NADH 水平( t = 4. 31，P ＜ 0. 01 ) ; 而
同时过表达ME2和SIＲT3则进一步降低 ＲOS ( t =
15. 15，P ＜ 0. 01) ，提高胞内 NADH 含量( t = 10. 13，
P ＜ 0. 01) ，差异有统计学意义( 图 3B、C) 。
2． 4 ME2乙酰化修饰对恶性脑胶质瘤细胞增殖的
影响 为了研究 SIＲT3调控的ME2乙酰化对 U87MG
细胞增殖的影响，在 U87MG细胞中，通过包装病毒感
染，敲低内源 ME2之后，再外源表达 WT和模拟乙酰
化突变体 K156Q( 图 4A) 。回转WT的细胞增殖速率
高于 K156Q突变体( 图 4B) ; 通过裸鼠成瘤实验，皮
下接种的 K156Q U87MG细胞成瘤大小和质量小于野
生型细胞( t =7. 238，P ＜ 0. 001) ( 图 4C) 。此外，通过
对恶性脑胶质瘤的临床样本检测显示癌组织中的

ME2乙酰化低于癌旁组织( 图 4D) 。

3 讨论

脑胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤，约 70%的

图 2 SIＲT3 与ME2 的相互作用及对ME2 乙酰化的影响
A: SIＲT3 与 ME2 相互作用; B: 过表达 SIＲT3 后检测 ME2 乙酰化水平; C: 敲低 SIＲT3 后检测 ME2 乙酰化水平

图 3 SIＲT3 对ME2 活性和细胞 ＲOS及 NADH水平的影响
A: SIＲT3 对 ME2 活性的影响; 与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; B: SIＲT3 对细胞 ＲOS 水平的影响; C: SIＲT3 对细胞 NADH 水平的影响; 与

ME2 组比较: ##P ＜ 0. 01
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图 4 ME2 乙酰化对 U87MG细胞增殖的影响
A: U87MG细胞敲低内源 ME2，分别回转 WT 及 K156Q; B: WT

和 K156Q 重组后的 U87MG 细胞增殖; C: WT 和 K156Q 重组后
U87MG细胞的裸鼠成瘤实验; D: 临床样本中检测癌与癌旁组织中

ME2 的乙酰化修饰，N: 癌旁组织; T: 癌组织; 与 WT 比较: * P ＜

0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001

成人脑肿瘤都是胶质瘤。在常规的外科手术以及放
化疗干预下，患者的 5 年生存率仍然很低［5］。近十
几年以来，针对致癌信号通路中关键分子如 EGFＲ、
VEGF、EＲK等的靶向药物在肿瘤的治疗中取得很
大进展［6 － 7］。然而，在恶性脑胶质瘤尤其是多形性
胶质母细胞瘤( GBM) 患者中，这些靶向药物有效时
间短，细胞易出现耐药性，治疗效果有限［8］。越来
越多的证据表明肿瘤细胞通过代谢重编程以满足对

高能量的需求，协调细胞合成代谢和能量生成，维持

细胞的快速增殖。深入研究关键代谢酶在肿瘤发生
发展中的作用将为开发靶向药物提供新的视角［9］。

ME2 催化的反应将三羧酸循环中的苹果酸转
化成丙酮酸，同时产生的 NADH，是细胞内重要的还
原力和能量来源。ME2 的高表达如何影响肿瘤进
展的机制还不清楚。有报道［10］指出 ME2 可以激活

AKT通路，促进细胞增殖。此外，在 K562 细胞中敲
低 ME2 会促进细胞凋亡，抑制增殖和成瘤。同样，
在 U2OS和 HCT116 细胞水平上，沉默 ME2 可抑制
细胞增殖［11］。总的来说，越来越多的证据支持 ME2
作为一个致癌因子，促进肿瘤发生发展。值得注意
的是，已有报道［12］初步筛选出针对 ME2 的小分子
作为抗癌药物。
乙酰化作为一种重要的翻译后修饰，在细胞核

中通过动态调控染色体的紧密度影响多种基因的转

录，而在细胞质中大部分的代谢酶都存在乙酰化修

饰，调控其酶活及稳定性等［13］。本研究表明 SIＲT3
去乙酰化 ME2 ( 图 2 ) ，提高其活性，帮助细胞生成
NADH，更好地清除 ＲOS( 图 3) ，维持细胞的氧化还
原稳态。作为线粒体内最主要的去乙酰化酶，SIＲT3
在维持线粒体稳态，调控衰老、免疫、神经系统等方
面发挥重要作用［14］。而 SIＲT3 在肿瘤中的功能一
直不是很清楚，促癌和抑癌的功能皆有报道［15］，该

研究也从 ME2 的角度暗示 SIＲT3 是一个促癌因子。
综上所述，该研究从乙酰化修饰的角度阐述了

代谢酶 ME2 通过影响细胞 NADH 水平及 ＲOS 的清
除，从而调控 U87MG增殖的分子机制，有助于从代
谢的视角深入认识脑胶质瘤的发生发展。该研究也
从一定程度上说明通过上调 SIＲT3，降低 ME2 活
性，能达到抑制脑胶质瘤细胞增殖的目的。此外，在
动物模型和临床标本上的研究也进一步验证了

ME2 的乙酰化修饰抑制增殖的功能。后续的研究
可围绕 ME2 K156 位点的乙酰化修饰制备特异性抗
体，对更多的临床样本进行检测，研究该位点的修饰

与恶性脑胶质瘤患者发展进程及预后的关系，为恶

性脑胶质瘤患者的诊断和治疗提供更多的思路。
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Mechanism of malic enzyme 2 acetylation regulating
the proliferation of glioma cells
Zhang Cheng1，2，Niu Chaoshi1，Mei Jiaming1，et al

( 1Dept of Neurosurgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;
2Dept of Neurosurgery，Fuyang Fifth People's Hospital，Fuyang 236001)

Abstract Objective To study the function and molecular mechanism of the acetylation of malic enzyme 2
( ME2) in the proliferation of malignant glioma U87MG cells． Methods Based on the conserved sequence and
combined with the mass spectrometry database，the acetylation modification sites of ME2 were predicted，point mu-
tants were constructed，transfected cells were transfected，and the modification sites were determined by IP and
Western blot． The wild － type and mutant of ME2 were transfected into 293T cells and purified to detect the effect
of acetylation on ME2 enzyme activity． The effects of deacetylate Sirtuins 3( SIＲT3) on the activity of ME2，ＲOS
and NADH were detected through co-transfection，purification，combined with enzyme activity experiment． After
knockdown of endogenous ME2 with shＲNA in U87MG cells，the effects of ME2 acetylation on cell proliferation
were detected by stable ectopic expressing wild type ME2 and mutant，which was verified at the animal level by
tumor formation in nude mice． Western blot was used to detect the difference of the acetylation level of ME2 in the
clinical samples of malignant glioma． Ｒesults Ｒesults showed that K156 was the main acetylation site of ME2，
which inhibited the activity of ME2 and the proliferation of U87MG cells． SIＲT3 deacetylated ME2，improved its
activity，thus promoting the formation of NADH and reducing the intracellular ＲOS level． Conclusion SIＲT3-
deacetylated ME2 can promote the proliferation of U87MG cells by increasing the activity of its own enzymes，up-
regulating the level of NADH and reducing the level of ＲOS．
Key words metabolic enzyme; acetylation; malic enzyme; glioblastoma
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