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  [摘 要] 目的 探讨干扰组蛋白去甲基化酶 KDM3A表达对肝星状细胞增殖和胶原合成的影响。
方法 首先乙醛处理大鼠肝星状细胞,用实时荧光定量PCR技术(RT-PCR)检测KDM3A

 

mRNA的表达。接

着利用慢病毒转染肝星状细胞72
 

h,干扰KDM3A的表达,乙醛刺激后,收集肝星状细胞,采用噻唑蓝法检测细

胞增殖活性,酶联免疫吸附试验检测Ⅲ型和Ⅰ型胶原蛋白的含量,RT-PCR和蛋白质印迹法检测转化生长因子-

β2(TGF-β2)的表达水平。结果 与对照组比较,乙醛处理组KDM3A
 

mRNA相对表达量升高约4倍(1.00±
0.10

 

vs.
 

4.00±0.20),TGF-β2 mRNA相对表达量升高约3倍(1.00±0.40
 

vs.
 

3.00±0.50),差异均有统计学

意义(t=43.201、44.032,P<0.001)。干扰KDM3A后,与对照组比较,转染组的细胞增殖活性下降约43.3%
[转染组光密度值(0.38±0.06)低于对照组的(0.67±0.08)],Ⅲ型胶原蛋白含量下降约20.00%(1.00±0.10

 

vs.
 

0.80±0.04),Ⅰ型胶原蛋白含量下降约30.00%(1.00±0.10
 

vs.
 

0.70±0.04),TGF-β2 蛋白及mRNA水

平也明显下降(1.00±0.10
 

vs.
 

0.70±0.10),差异均有统计学意义(t=12.272、12.621、21.369,P<0.001)。
结论 干扰组蛋白去甲基化酶KDM3A可一定程度阻止肝星状细胞的增殖和胶原合成,机制可能是通过抑制

TGF-β2 表达来实现。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

impact
 

of
 

interfering
 

with
 

the
 

expression
 

of
 

histone
 

demethy-
lase

 

KDM3A
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

collagen
 

synthesis
 

of
 

hepatic
 

stellate
 

cells(HSCs).Methods Primary
 

rat
 

HSCs
 

were
 

treated
 

with
 

acetaldehyde,and
 

the
 

expression
 

of
 

KDM3A
 

mRNA
 

was
 

detected
 

using
 

real-time
 

quantitative
 

PCR(RT-PCR).Subsequently,HSCs
 

were
 

transfected
 

with
 

lentivirus
 

to
 

interfere
 

with
 

KDM3A
 

expression
 

for
 

72
 

h.After
 

acetaldehyde
 

stimulation,the
 

HSCs
 

were
 

collected,and
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

thiazolyl
 

blue
 

assay.The
 

content
 

of
 

type
 

Ⅲ
 

and
 

type
 

Ⅰ
 

collagen
 

proteins
 

was
 

determined
 

u-
sing

 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

transforming
 

growth
 

factor-beta
 

2
(TGF-β2)

 

were
 

measured
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

Western
 

blotting.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

KDM3A
 

mRNA
 

in
 

the
 

acetaldehyde-treated
 

group
 

increased
 

approximately
 

4-fold
(1.00±0.10

 

vs.
 

4.00±0.20),and
 

TGF-β2 mRNA
 

expression
 

increased
 

approximately
 

3-fold(1.00±0.40
 

vs.
 

3.00±0.50),with
 

both
 

differences
 

being
 

statistically
 

significant(t=43.201,44.032,P<0.001).Following
 

interference
 

with
 

KDM3A,the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

transfected
 

cells
 

decreased
 

by
 

approximately
 

43.3%
 

compared
 

to
 

the
 

control
 

group[transfected
 

group
 

optical
 

density(0.38±0.06)
 

lower
 

than
 

control
 

group
(0.67±0.08)].Compared

 

to
 

the
 

control
 

group,the
 

content
 

of
 

type
 

Ⅲ
 

collagen
 

decreased
 

by
 

approximately
 

·8712· 现代医药卫生2024年7月第40卷第13期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,July
 

2024,Vol.40,No.13

* 基金项目:浙江省温州市科技局项目(Y2020943)。

  作者简介:蔡福景(1988—),硕士研究生,副主任医师,主要从事肝炎、肝纤维化、肝癌的临床及基础研究。



20.00%(1.00±0.10
 

vs.
 

0.80±0.04),and
 

type
 

Ⅰ
 

collagen
 

content
 

decreased
 

by
 

approximately
 

30.00%
(1.00±0.10

 

vs.
 

0.70±0.04),the
 

protein
 

and
 

mRNA
 

levels
 

of
 

TGF-β2 also
 

significantly
 

decreased(1.00±
0.10

 

vs.
 

0.70±0.10)
 

in
 

the
 

transfected
 

group,with
 

all
 

differences
 

being
 

statistically
 

significant(t=12.272,

12.621,21.369,P<0.001).Conclusion Interfering
 

with
 

histone
 

demethylase
 

KDM3A
 

can
 

partially
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

collagen
 

synthesis
 

of
 

hepatic
 

stellate
 

cells,possibly
 

by
 

suppressing
 

TGF-β2 expression.
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  肝纤维化是肝脏遭受长期慢性损伤的结果,尽管

肝脏有强大的再生能力,如果不加控制,易进展为肝

硬化,引起肝衰竭或肝癌,威胁患者的生命安全。肝

纤维化发生机制中主要涉及的是肝星状细胞的激

活[1-2]。组蛋白去甲基化酶KDM3A是调节组蛋白甲

基化重要的一个成员,在基因激活中扮演着重要的角

色,其表达水平的差异影响着多种疾病的发生、发
展[3-4]。本研究利用大鼠肝星状细胞系HSC-T6,探讨

干扰KDM3A对肝星状细胞增殖、胶原合成的影响,
并初步了解潜在机制,以期为肝纤维化发病机制提供

新的诊疗思路。

1 材料与方法

1.1 一般材料 大鼠肝星状细胞系 HSC-T6来自中

南大学湘雅医学院细胞库;TRIzol
 

Reagent
 

RNA提

取试剂购于Gibco公司;噻唑蓝(MTT)购自广州赛国

公司;聚合酶链反应(PCR)试剂盒购自Promega公

司;40%乙醛购自北京百灵威公司;阴性对照病毒和

LV-KDM3A-RNAi慢病毒购自上海吉凯科技公司;

Ⅲ型胶原、Ⅰ型胶原试剂盒购自Abcam公司;β-actin
单抗购自Abcam公司;转化生长因子-β2(TGF-β2)多
抗购自Santa

 

Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 HSC-T6细胞培养及转染 将 HSC-T6细胞

接种于25
 

cm2 培养瓶,在12孔培养板中,每孔加入

1×105~2×105 个细胞,用含5%胎牛血清的DMEM
混合液培养,置于5%二氧化碳(CO2)、37

 

℃的恒温

培养箱中,每2天换液,每3~4天用胰蛋白酶消化传

代。按照转染说明书,在96孔板中,分别加入阴性对

照病毒和LV-KDM3A-RNAi慢病毒进行转染,16
 

h
后换成常规培养基,继续培养72

 

h,设转染阴性对照

病毒的 HSC-T6细胞为对照组,转染 LV-KDM3A-
RNAi慢病毒的细胞为转染组(KDM3A-shRNA)。

1.2.2 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术(RT-PCR)检 测

KDM3A、TGF-β2 表达水平 慢病毒转染72
 

h后,应用

终浓度为200
 

μmol/L的乙醛刺激肝星状细胞,24
 

h后

提取细胞总RNA,取2
 

μg
 

RNA进行逆转录合成cD-
NA,完成PCR扩增,以β-actin为内参。引物序列如

下:KDM3A 上 游 引 物 ATGCTGCAAAGGA-
CACGG,下 游 引 物 GAACTCCATACTCTTGAT-

GAAGACG;TGF-β2 上游引物 CCCACATCTCCT-
GCTAATGT,下游引物GCTGAGTGTCTGAACTC

 

CAT;β-actin 上 游 引 物 GTGAAGGTGACAGCAG
 

TCGGTT,下游引物 GAAGTGGGGTGGCTTTTA
 

GGA。引物由上海吉玛公司合成。实验重复3次,取
均值。目的基因用2-ΔΔCt计算相对表达量。

1.2.3 MTT法检测细胞增殖活性 用常规胰酶液

消化对数生长期细胞,制成1×105
 

mL-1 细胞悬液,
将细胞接种至96孔板,每孔加入10

 

μL,每组设6个

复孔,按照说明书转染72
 

h后,每孔加入 MTT液20
 

μL,培养4
 

h后,弃去上清液,每孔再加入二甲基亚砜

150
 

μL,振荡10
 

min,最后用自动酶标仪(波长490
 

nm)测定各孔光密度。

1.2.4 细胞上清液Ⅲ型、Ⅰ型胶原含量测定 慢病

毒转染72
 

h后,应用终浓度为200
 

μmol/L的乙醛刺

激肝星状细胞,采用酶联免疫吸附试验检测细胞上清

液中Ⅲ型、Ⅰ型胶原的含量,操作按照试剂说明书

进行。

1.2.5 蛋白质印迹法检测 慢病毒转染72
 

h后,接
着应用终浓度为200

 

μmol/L的乙醛刺激肝星状细

胞,利用蛋白质印迹法分析TGF-β2 表达。弃去细胞

上清液,用蛋白裂解液提取总蛋白,收集上清液用

BCA试剂测定蛋白浓度,取50
 

μg蛋白进行常规十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),转印

至PVDF膜上,用5%的牛血清白蛋白封闭2
 

h,加入一

抗分别为TGF-β2 多抗和β-actin单抗,4
 

℃孵育过夜,
加入二抗为辣根过氧化物酶标记羊抗兔抗体,37

 

℃孵

育1
 

h,最后用Bio-Rad凝胶成像分析仪分析结果。

1.3 统计学处理 应用SPSS21.0统计软件进行数

据分析,计量资料符合正态分布的数据以x±s表示,

2组间比较采用独立样本t检验进行分析,P<0.05
为差异有统计学意义。应用 GraphPad

 

Prism4.0软

件辅助作图。

2 结  果

2.1 乙醛刺激对肝星状细胞KDM3A、TGF-β2 表达

的影响 与对照组比较,乙醛处理组KDM3A
 

mRNA
相对表达量升高约4倍(1.00±0.10

 

vs.
 

4.00±
0.20),差异有统计学意义(t=43.201,P<0.001);
TGF-β2 mRNA相对表达量升高约3倍(1.00±0.40
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vs.
 

3.00±0.50),差异有统计学意义(t=44.032,
P<0.001),见图1。

  注:与对照组比较,aP<0.001。

图1  对照组与乙醛处理组KDM3A、TGF-β2 mRNA
相对表达量比较

2.2 KDM3A干扰对肝星状细胞增殖的影响 MTT
实验结果分析得出,转染组在乙醛刺激肝星状细胞

后,其光密度值为0.38±0.06,低于对照组的0.67±
0.08,转染组增殖活性下降约43.3%,差异有统计学

意义(t=12.272,P<0.001)。
2.3 KDM3A 干 扰 对 肝 星 状 细 胞 胶 原 合 成 的 影

响 转染组Ⅲ型、Ⅰ型胶原蛋白含量明显低于对照

组,Ⅲ型胶原蛋白含量下降约20.00%(1.00±0.10
 

vs.
 

0.80±0.04),Ⅰ型胶原蛋白含量下降约30.00%
(1.00±0.10

 

vs.
 

0.70±0.04),差异均有统计学意义

(t=12.621,P<0.001;t=21.369,P<0.001),见
图2。

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图2  不同组别Ⅲ型胶原和Ⅰ型胶原蛋白含量比较

2.4 KDM3A干扰对肝星状细胞中TGF-β2 表达的

影响 与对照组比较,转染组TGF-β2 蛋白及 mRNA
表达水平明显下降(1.00±0.10

 

vs.
 

0.70±0.10),差
异有统计学意义(t=37.674,P<0.001),见图3、4。

图3  不同组别TGF-β2 蛋白表达水平比较

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图4  不同组别TGF-β2 mRNA表达水平比较

3 讨  论

  肝纤维化形成的主要原因是细胞外基质蛋白的

沉积,包括Ⅰ型和Ⅲ胶原蛋白,随后形成纤维瘢痕,使
正常肝功能受损。肝纤维化发病的具体机制非常复

杂,包括肝细胞死亡、慢性炎症因子的释放等,其中肝

星状细胞的激活环节非常重要[5-6]。当肝脏受到持续

损伤时,原本静止的肝星状细胞激活成肌成纤维细

胞,开始表达成纤维基因,例如α-平滑肌肌动蛋白(α-
SMA)和Ⅰ型胶原。有研究认为,如能去除病因或抑

制肝星状细胞的活化,肝纤维化有逆转可能[7-8]。
组蛋白修饰是一种重要的调节基因表达的机制,

组蛋白去甲基化酶是其中关键性组成部分,参与了机

体胚胎形成、分化和新陈代谢等过程。KDM3A是组

蛋白去甲基化酶家族中被研究最广泛的成员之一,特
别是在促进肿瘤细胞增殖、生存、迁移和转移上被深

入报 道,与 肝 纤 维 化 不 良 预 后 也 有 密 切 关 系[9]。

KDM3A涉及多种不同类型肿瘤的发生、发展,包括

前列腺癌、乳腺癌、结肠癌和肝癌等,被认为是相关疾

病,特别是肿瘤治疗的潜在药物靶点[10-12]。近期,关
于KDM3A调节脏器纤维化的研究逐渐增加。有报

道发现,在慢性肾脏纤维化组织中,KDM3A被检测

出呈现较高水平,抑制KDM3A表达可减少Ⅰ型胶原

基因的产生,减轻肾脏纤维化程度,机制可能涉及

miR-101a的调控[13]。
本研究 利 用 乙 醛 刺 激 肝 星 状 细 胞 活 化,发 现

KDM3A的表达水平升高,说明KDM3A可能涉及肝

星状细胞的激活。在此基础上,向肝星状细胞转染慢

病毒,干扰 KDM3A表达后,用 MTT法分析细胞增

殖活性,发现转染组的细胞增殖活性显著下降,提示

KDM3A干扰可抑制肝星状细胞增殖。接着,本研究

检测Ⅲ型和Ⅰ型胶原蛋白的表达,发现转染组中两者

分泌均下降,提示KDM3A干扰抑制了肝星状细胞的

胶原合成。为了进一步确定 KDM3A的具体作用机

制,本研究在蛋白和基因水平上检测了TGF-β2 的表

达,发现干扰KDM3A后TGF-β2 的水平明显下降,提
示TGF-β2 可能是KDM3A在肝星状细胞中作用的靶

点之一。TGF-β2 可抑制胶原的降解,促进纤维化进
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程,并且可作用于肝星状细胞使之转变为肌纤维母细

胞并大量合成胶原,在肝脏纤维化中发挥重要作

用[8]。但本研究仅为细胞实验,有待进一步进行体内

动物实验以验证本研究机制。
综上所述,干扰KDM3A可在一定程度上阻止肝

星状细胞增殖和胶原合成,减少细胞外基质的成分,
机制可能 是 通 过 抑 制 TGF-β2 的 表 达 实 现。干 扰

KDM3A的方式可能成为肝纤维化的潜在治疗手段。
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