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[摘　 要] 　 目的　 探讨赖氨酸甲基转移酶 ＳＥＴ８ 对大鼠血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)增殖和迁移的影响ꎮ 方法　 体外分

离培养大鼠 ＶＳＭＣꎬ将 ＶＳＭＣ 随机分为正常对照组、空质粒组、ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组ꎮ 应用 ＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＥＴ８
和钙黏附蛋白 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎬ应用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖能力ꎬ应用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能

力ꎮ 结果　 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组与正常对照组和空质粒组比较 ＳＥＴ８ 表达水平降低(Ｐ<０.０５)ꎮ ＭＴＴ 结果显示ꎬ第 １２ ｈ、
２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组细胞增殖活性较正常对照组和空质粒组明显减弱(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示ꎬ
ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组细胞迁移能力减弱(Ｐ<０.０５)ꎮ ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达较正常对照组和空质

粒组明显增强(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 干扰 ＳＥＴ８ 基因表达能够促进 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达ꎬ抑制大鼠 ＶＳＭＣ 增殖、迁移能力ꎮ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
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　 　 动脉粥样硬化是导致心血管疾病发生和患者

死亡的关键因素[１]ꎮ 作为血管中膜主要组成成分

的血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓꎬ
ＶＳＭＣ)具有低增殖、低迁移的特征ꎬ起收缩作用ꎬ并
维持血管的正常形态[２]ꎻ但受到不同外界因素(高
磷、酸碱波动)刺激时ꎬＶＳＭＣ 可去分化为高增殖、高
迁移特性的分泌型细胞ꎬ导致管腔重塑和狭窄ꎬ发
生动脉粥样硬化导致心血管疾病的发生[３￣５]ꎬ因此

抑制 ＶＳＭＣ 增殖迁移是降低心血管疾病发生的方法

之一ꎮ ＳＥＴ８ 是现今发现的唯一能够特异性单甲基

化组蛋白 Ｈ４ 赖氨酸 ２０ 位(Ｈ４Ｋ２０)的赖氨酸甲基

转移酶ꎬ可甲基化 ＴＷＩＳＴ、Ｗｎｔ 等非组蛋白ꎬ参与调

控细胞增殖、细胞迁移与分化等[６]ꎮ 鉴于此ꎬ本研

究拟通过大鼠胸主动脉 ＶＳＭＣ 来观察 ＳＥＴ８ 对其增

殖迁移能力的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

选取 ４ 周龄健康雄性 ＳＤ 大鼠 １０ 只ꎬ体重 ８０ ~

２５１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



１２０ ｇꎬ饲养于河北医科大学动物实验中心ꎬ合格证

号:１３０５０９０ꎮ
１.２　 实验试剂与仪器

胎牛血清和 ＤＭＥＭ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ
脂质 体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ ( 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司)ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 质粒(广州复能基因有限公司)ꎬ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎬＢＤ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基

质胶(上海浩洋生物科技有限公司)ꎬＭＴＴ 粉(美国

Ｓｉｇｍａ 公司)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒、增强型 ＥＣＬ 试剂盒

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬＰＣＲ 引物(上海捷瑞生物工程

有限公司)ꎬＧＡＰＤＨ 抗体 (美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司)ꎬ
ＳＥＴ８ 抗体和 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ
二抗(美国 ＫＰＬ 公司)ꎮ 倒置相差显微镜(日本 Ｏ￣
ＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎬ细胞培养箱(美国 Ｓｈｅｌｄｏｎ 公司)ꎬ
蛋白电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎬ凝胶成像系统(美
国 Ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｍｐｌｅ 公司)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 仪 (美国 ＡＢＩ 公

司)ꎬ酶标仪(美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司)ꎮ
１.３　 实验模型的制备及分组

取原代大鼠胸主动脉ꎬ采用组织块贴壁法培养

原代 ＶＳＭＣꎬ传代培养至第 ３ 代ꎬ将细胞接种于适宜

孔板中ꎬ汇合率达 ８０％时给予干预ꎮ 实验分组:①
正常对照组:使用含 １０％牛血清 ＤＭＥＭ 完全培养基

换液培养ꎻ②空质粒组:ＮＳ￣ｓｈＲＮＡ 浓度为 ２ μｇ / Ｌ、
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 为 ４ μＬ / 孔ꎬ 转染 ＶＳＭＣꎻ③
ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组: ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 浓度为 ２ μｇ / Ｌ、Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 为 ４ μＬ / 孔ꎬ转染 ＶＳＭＣꎮ
１.４　 ＭＴＴ 法测定细胞增殖

取第 ３ 代 ＶＳＭＣ 以适当浓度接种于 ９６ 孔板ꎬ生
长至汇合率达 ６０％ ~７０％时分别转染 ２ μｇ / Ｌ ＳＥＴ８￣
ｓｈＲＮＡ 和 ２ μｇ / Ｌ ＮＳ￣ｓｈＲＮＡꎬ每组设 ３ 个复孔ꎮ 检

测前 ４ ｈ 每孔加入 ５ ｇ / Ｌ ＭＴＴ ２０ μＬꎬ于 ３７℃、ＣＯ２

培养箱中继续培养 ４ ｈꎬ弃培养液ꎬ每孔加入 １５０ μＬ
二甲基亚砜ꎬ室温充分震荡 １０ ｍｉｎꎮ 酶标仪 ４９０ ｎｍ
波长处检测吸光度值ꎬ记录结果ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能力

ＶＳＭＣ 转染 ２４ ｈ 后ꎬ基质胶与冷的无牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基以 １ ∶ ８ 比例混合ꎬ每孔加入 ５０ μＬ 混

合液ꎬ于 ３７℃培养箱孵育 ５ ｈꎬ基质胶凝固ꎬ吸去多

余培养基ꎮ 之后用胰酶消化细胞并收集细胞ꎬ用双

无 ＤＭＥＭ 培养基重悬细胞ꎬ细胞密度调整为 １×１０９

个 / Ｌꎬ取 １００ μＬ 细胞悬液加入上室ꎬ下室加入

５００ μＬ完全培养基ꎮ 置于 ＣＯ２ 培养箱中继续培养

２４ ｈꎬＰＢＳ 洗 ２ 遍ꎬ甲醇固定 ３０ ｍｉｎꎬ加入 ０.１％结晶

紫染色 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ２ 遍ꎬ用棉签小心擦去多余细

胞ꎬ显微镜下照相并计数迁移至下室的细胞数ꎬ实

验重复 ３ 次ꎮ
１.６　 ＲＴ￣ＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测 ＳＥＴ８、Ｅ￣ｃａｄ￣
ｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达

ＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列:ＳＥＴ８ 上游为 ５′￣ＡＡＡ ＧＡＣ
ＧＣＣ ＡＧＧ ＡＡＡ ＧＧＴ ＣＣ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＴＴＣ ＣＡＣ
ＣＡＣ ＡＡＡ ＧＴＣ ＡＣＣ ＣＣ￣３′ꎬ扩增片段 ３８４ ｂｐꎻＥ￣ｃａｄ￣
ｈｅｒｉｎ 上游为 ５′￣ＴＧＣ ＴＣＴ ＴＧＣ ＴＧＴ ＴＴＣ ＴＴＣ ＧＧ￣３′ꎬ
下游为 ５′￣ＴＧＣ ＣＣＣ ＡＴＴ ＣＧＴ ＴＣＡ ＡＧＴ ＡＧ￣３′ꎬ扩增

片段 ４２３ ｂｐꎻＧＡＰＤＨ 上游为 ５′￣ＣＡＡ ＧＧＴ ＣＡＴ ＣＣＡ
ＴＧＡ ＣＡＡ ＣＴＴ ＴＧ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＧＴＣ ＣＡＣ ＣＡＣ ＣＣＴ
ＧＴＴ ＧＣＴ ＧＴＡ Ｇ￣３′ꎬ扩增片段 ４９６ ｂｐꎮ 反应体系

２０ μＬꎬ反应条件:９５℃预变性 ５ｍｉｎꎬ９５℃变性 ３０ ｓꎬ
目的基因 ＳＥＴ８ 于 ５０℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬＥ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 于 ５２℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ均为 ３８ 个

循环ꎬ内参基因 ＧＡＰＤＨ 于 ５８℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸

４０ ｓꎬ２８ 个循环ꎮ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后进

行图像采集与分析ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测:提取的细胞

蛋白质采用凝胶电泳进行分离、转膜、５％牛奶封闭ꎬ
加入一抗(ＧＡＰＤＨ 为 １ ∶ １００００ꎬＳＥＴ８ 为 １ ∶ ５００ꎬＥ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 为 １ ∶ ５０００)稀释液ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 洗膜ꎬ
放入二抗稀释液(１ ∶ １００００)ꎬ室温下孵育 １ ｈꎬＥＣＬ
显色并进行图像采集和分析ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行统计学处理ꎮ 计量资

料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组
间两两比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检验ꎬ Ｐ <
０.０５为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ ＳＥＴ８ 表达的影响

ＲＴ￣ＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与正常对照组

和空质粒组比较ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 ＶＳＭＣ ＳＥＴ８ ｍＲＮＡ
和蛋白的表达水平明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ正常对照组

ＳＥＴ８ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达与空质粒组比较无统计

学差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 １)ꎮ
２.２　 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ 增殖能力的影响

ＭＴＴ 法检测结果显示ꎬＶＳＭＣ 转染质粒后 ０ ｈ、
１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈꎬ正常对照组 ＯＤ 值分别为０.３６±
０.１１、０.８４±０.０４、０.９９±０.１２、１.３３±０.０８、１.５８±０.０７ꎬ空质

粒组 ＯＤ 值分别为 ０.３５±０.０３、０.７２±０.１６、０.８５±０.１１、
１.２１±０.１３、１.４９±０.０２ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 ＯＤ 值分别为

０.３０±０.０２、０.３３±０.０４、０.４７±０.０６、０.９２±０.０４、１.０９±
０.０８ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 ＶＳＭＣ 增殖能力较正常对照组

和空质粒组显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ
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图 １. ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ ＳＥＴ８ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组和空质粒组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ＳＥＴ８(ｎ＝ ３)

图 ２. ＭＴＴ 法检测 ＶＳＭＣ 增殖能力(ｎ ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与正常对照组和空质粒组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ

２.３　 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ 迁移能力的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示ꎬ正常对照组、空质粒

组、ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 ＶＳＭＣ 迁移能力分别为 １７０.００±
２９.３１、１６４.００±３１.１８、５２.３３±１５.６３(Ｆ ＝ １９. ０５ꎬＰ ＝
０.００３)ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 ＶＳＭＣ 迁移能力显著降低

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ
２.４　 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响

与正常对照组和空质粒组比较ꎬＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ
组 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量明显升高

(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ３. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＶＳＭＣ 迁移能力(×４００ꎬ ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为空质粒组ꎬＣ 为 ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正

常对照组和空质粒组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓｓｙ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ(×４００ꎬ ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

动脉粥样硬化与心血管事件的发生密切相

关[７￣８]ꎮ 而动脉血管出现狭窄主要与中膜 ＶＳＭＣ 增

殖和迁移有关ꎬ最近 Ｓｃｈｗａｒｔｚ 等[９] 研究发现动脉粥

样硬化斑块中存在ＶＳＭＣ形状的细胞ꎬ且该细胞出

４５１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ２ꎬ２０１８



图 ４. ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 对 ＶＳＭＣ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组和空质粒组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ(ｎ＝ ３)

现于动脉中膜向内膜下间隙迁移的过程中ꎬ间接证

明了斑块中的 ＶＳＭＣ 来源于动脉中膜层的观点ꎮ 因

此ꎬ抑制 ＶＳＭＣ 过度增殖与迁移是减少动脉粥样硬

化斑块形成和动脉狭窄的关键环节ꎮ
赖氨酸甲基转移酶 ＳＥＴ８ 能够特异性单甲基化

组蛋白 Ｈ４Ｋ２０ꎬ其编码基因位于染色体 １２ｑ２４.３１ꎬ
由于组蛋白 Ｈ４ 位于 ＤＮＡ 与核小体的交界处ꎬ
Ｈ４Ｋ２０ｍｅｌ 修饰可影响染色体高级结构ꎬ促进细胞

间期中染色体的固缩ꎬ还能招募特异的调节蛋白ꎮ
在细胞内 ＳＥＴ８ 具有调控组蛋白修饰、调节染色质

结构和基因转录、调控细胞周期的作用ꎬ因此 ＳＥＴ８
参与细胞增殖、细胞转移分化等多种细胞生理功

能[１０]ꎮ 有研究显示敲除 ＳＥＴ８ 可有效抑制肿瘤细胞

的增殖与迁移[１１￣１２]ꎮ 本研究中ꎬＭＴＴ 法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验结果显示ꎬ干扰 ＳＥＴ８ 基因表达后ꎬＶＳＭＣ 增殖、
迁移能力较正常对照组和空质粒组明显降低ꎮ 提

示干扰 ＳＥＴ８ 能够抑制 ＶＳＭＣ 的增殖与迁移ꎮ
钙粘蛋白家族重要成员之一 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬ为上

皮蛋白标志物ꎬ是维持上皮细胞结构极性和完整性

的糖蛋白ꎬ对于维持细胞与细胞间的黏附能力非常

重要ꎬ其作用主要参与细胞间黏附ꎬ与细胞的侵袭、
转移 和 分 化 密 切 相 关[１３]ꎮ 在 肿 瘤 细 胞 中ꎬ Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达缺失或减弱ꎬ肿瘤细胞的侵袭迁移能

力则会增强ꎬＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 是肿瘤进展和预后的重要

标志物之一[１４]ꎮ Ｐｉｎｇ 等[１５]研究发现在 ＶＳＭＣ 中下

调 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达ꎬＶＳＭＣ 的增殖与迁移能力增强ꎮ
研究发现 ＳＥＴ８ 可以通过催化 Ｈ４Ｋ２０ 单甲基化来调

控 ＴＷＩＳＴ 的靶基因 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 的转录ꎬ介导 Ｅ￣ｃａｄ￣
ｈｅｒｉｎ 表达ꎬ进而参与调控细胞的侵袭、转移[１６￣１８]ꎮ
本研究结果发现ꎬ与正常对照组和空质粒组比较ꎬ
ＳＥＴ８￣ｓｈＲＮＡ 组 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平明显上调ꎬ表明

干扰 ＳＥＴ８ 促进 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达ꎬ使细胞间黏附作用

增强ꎬ从而抑制了 ＶＳＭＣ 增殖与迁移ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现抑制 ＳＥＴ８ 表达后ꎬＥ￣

ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平明显上调ꎬ促使大鼠 ＶＳＭＣ 间黏

附作用增强ꎬ使细胞的增殖与迁移能力受到抑制ꎮ
本研究仅在细胞实验中观察到干扰 ＳＥＴ８ 能促进 Ｅ￣
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达ꎬ从而抑制 ＶＳＭＣ 的增殖与迁移ꎬ具体

ＳＥＴ８ 是通过何种机制来影响 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达进而

影响 ＶＳＭＣ 的增殖与迁移能力仍需进一步验证ꎬ为
预防和治疗动脉粥样硬化提供依据ꎮ
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