
肌肉减少症是导致老年人行动不便的主要原

因之一［1］，表现为骨骼肌纤维数目减少和（或）体积

减小。这一过程既反映了肌肉细胞自身的变化，也

组蛋白去甲基酶KDM3A介导小鼠骨骼肌细胞中活性氧诱导的
E2F1表达
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［摘 要］ 目的：研究在小鼠骨骼肌细胞凋亡过程中E2F1表达上调的表观遗传机制。方法：利用H2O2处理C2C12细胞，利用

干扰RNA和瞬时转染相关因子，用实时定量PCR（real⁃time quantitative PCR，RT⁃qPCR）与Western blot检测E2F1基因表达水

平，染色质免疫沉淀（chromatin immunoprecipitation，ChIP）检测蛋白质与DNA的结合。结果：E2F1表达水平上调，同时伴随

E2F1基因启动子上H3K9甲基化水平的下降。进一步研究发现，活性氧促进H3K9去甲基酶KDM3A结合到E2F1启动子上促

进E2F1转录。相反，使用干扰RNA敲减KDM3A显著减弱活性氧引起的E2F1表达上调。KDM3A干扰同时降低了E2F1启动

子上乙酰化H3与H3K4甲基化水平并恢复了H3K9甲基化水平。结论：KDM3A可能通过改变组蛋白修饰参与活性氧诱导的

E2F1转录激活。
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［Abstract］ Objective：Accumulation of reactive oxygen species（ROS）in skeletal muscle cells promotes apoptosis，which represents
a key mechanism underlying the loss of muscle mass during aging. Previously we have demonstrated that the transcription factor E2F1
promotes the transcription of the pro⁃apoptotic gene PERP in skeletal muscle cells（C2C12）. In the present stuy we investigated the
epigenetic mechanism whereby E2F1 expression is stimulated by ROS in C2C12 cells. Methods：Real⁃time qPCR and Western blotting
were used to examine gene expression levels. Chromatin immunoprecipitation was used to determine the interaction between protein and
DNA. Results：We report that E2F1 levels were up⁃regulated in C2C12 exposed to H2O2. Up⁃regulation of E2F1 expression by H2O2

treatment was accompanied by erasure of dimethyl H3K9 from the E2F1 promoter. Further study revealed that H2O2 treatment promoted
the binding of KDM3A，a histone demethylase，on the E2F1 promoter. In contrast，KDM3A depletion by siRNA significantly dampened
the induction of E2F1 expression by H2O2 treatment. Concomitantly，KDM3A knockdown decreased the levels of acetylated H3 and
trimethylated H3K4 but restored the levels of dimethylated H3K9 on the E2F1 promoter. Conclusion：Our data suggest that KDM3A
may participate in H2O2treatment⁃induced E2F1 trans⁃activation by modulating histone modifications on the E2F1 promoter.
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受到机体其他组织细胞的调控［2］。就肌肉细胞而

言，其凋亡加速以及自我更新速度变慢促进了肌肉

减少症。有报道发现，老年（约30月龄）大鼠骨骼肌

中促凋亡基因（如 Bax、Bak、XIAP）较年轻（约 6月

龄）大鼠显著上升，而抗凋亡基因（如Bcl⁃2）则显著

下调［3-5］。多种因素参与了衰老过程中骨骼肌细胞

凋亡［6］，包括氧化应激、炎症、代谢异常等。例如，

Mecocci等［7］发现衰老引起骨骼肌氧化损伤加重。

与此相应，H2O2处理可促进凋亡相关基因的表达，

诱导体外培养的骨骼肌细胞凋亡［8］。

活性氧（reactive oxygen species，ROS）诱导的凋

亡相关基因表达由转录因子介导。E2F1属于E2F
转录因子家族，在许多病理生理学过程中发挥作

用。前期研究表明E2F1参与细胞凋亡过程。Tana⁃
ka等［9］报道，E2F1通过抑制NF⁃κB介导的超氧化物

歧化酶（superoxide dismutase，SOD）表达从而促进细

胞中ROS积聚与凋亡。Wang等［10］发现在心肌缺血

状态下 E2F1 通过激活 miR⁃421 转录，从而靶向

PINK1蛋白引起线粒体破碎及心肌细胞凋亡增加。

有意思的是，E2F1的表达在多个不同细胞中可以被

ROS激活，但其中的表观遗传机制并不明确［11-12］。

在真核生物中，基因转录调控无一例外总是需

要表观遗传机器（epigenetic machinery）参与。表观

遗传机器包括不同分支，组蛋白修饰是其中研究最

深入的一个。核心组蛋白（H2A/H2B/H3/H4）的N末

端尾巴上的氨基酸残基可以发生不同修饰，例如乙

酰化、甲基化、磷酸化、泛素化等，从而对靶基因转

录进行调控，即通常所说的“组蛋白码”［13］。一般而

言，组蛋白H3赖氨酸泛乙酰化及H3第 4位赖氨酸

（H3K4）三甲基化与转录激活相关。相反，组蛋白

H3第 9位赖氨酸（H3K9）二甲基化与转录抑制相

关。H3K9的甲基化水平由甲基转移酶与去甲基酶

共同控制。甲基转移酶G9a、GLP等催化H3K9二甲

基化合成从而抑制基因转录，而去甲基酶 JMJD1A/
KDM3A通过移除H3K9二甲基化激活基因转录。

本研究探讨了KDM3A参与骨骼肌细胞中ROS诱导

E2F1表达的机制。

1 材料和方法

1.1 材料

小鼠骨骼肌细胞系C2C12（ATCC公司，美国）；

高糖DMEM、胎牛血清（Gibco公司，美国）；青链霉素

（Hyclone公司，美国）；KDM3A小干扰RNA（上海吉

玛公司），序列为：5′⁃GCAAGUCUUCUGA⁃GAAUAA⁃

3′；瞬时转染试剂Lipofectamine RNAiMax（Thermo公
司，美国）；细胞总RNA提取试剂盒（北京天根生化

公司）；逆转录反应试剂盒、SYBR Green qPCR Mas⁃
ter Mix试剂盒（南京诺维赞生物公司）；E2F1抗体、

KDM3A抗体（武汉 Proteintech公司）；H2O2、多聚甲

醛、甘氨酸、β⁃actin抗体（Sigma公司，美国）；乙酰化

H3（AcH3）抗体、二甲基化H3K9（H3K9Me2）抗体、

三甲基化H3K4（H3K4Me3）抗体（Millipore公司，美

国）；Supersignal化学发光试剂（Thermo公司，美国）；

凝胶成像系统（Bio⁃Rad公司，美国），Bioruptor Pico
水平式超声仪（Diagenode公司，德国）；STEPPLUS实
时定量 PCR仪（Thermo公司，美国）；引物序列为：

KDM3A上游 5′⁃AAATACGGTTTCGGGATG⁃3′，下游

5′⁃TACGGGTTTCTCGCTTCT⁃3′；E2F1上游 5′⁃GAG⁃
GCTGGATCTGGAGACTG ⁃ 3′，下游 5′ ⁃ AAGAAGC⁃
GTTTGGTGGTCAG⁃3′；actin 上游 5′⁃TGGAATCCT⁃
GTGGCATCCAT⁃3′，下游 5′⁃TAAAACGCAGCTCAG⁃
TAACA⁃3′。
1.2 方法

1.2.1 C2C12细胞的培养与预处理

用含 10%胎牛血清与 1%青链霉素的DMEM培

养基，在 37 ℃、5%CO2、饱和湿度条件下常规培养，

待细胞至对数生长期用于实验［14］。细胞使用无血

清培养基预处理过夜，再使用相同培养基稀释H2O2

（终浓度为0.5 mmol/L）处理。

1.2.2 干扰RNA与瞬时转染

选择生长状态良好的细胞，以胰酶EDTA消化液

消化后，接种于细胞培养板，细胞数量为2×105个/mL，
生长 24 h，细胞生长至约 70%接触时进行转染。将

干扰RNA与Lipofectamine RNAiMax分别准备，比例

为 1 μg∶3 μL，分别溶于 100 μL Opti⁃MEM培养基

中，静置5 min后将两种液体轻轻混匀，室温下静置

20 min。细胞培养板中更换无血清培养液，再将以

上质粒和脂质体混合物滴加至每孔中，轻轻混匀，

将细胞置于 37 ℃，5% CO2 培养箱中生长，6 h后更

换完全培养液。

1.2.3 实时定量 PCR（real⁃ time quantitative PCR，

qPCR）

处理后细胞提取细胞总RNA，逆转录为cDNA后

进行qPCR反应，反应体系（2×PCR SYBR Green Mas⁃
ter Mix 10 μL，上下游引物各1 μL，无核酸酶水 3 μL，
cDNA 5 μL，总体积 20 μL）加入 96孔 PCR反应板

中，1 500 r/min离心2 min，STEPPLUS荧光定量PCR
仪扩增，反应条件如下：50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min后；
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图1 H2O2处理促进E2F1表达

Figure 1 H2O2 treatment stimulates E2F1 expression

A B95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40个循环，目标基因CT值使

用actin基因CT值校正。

1.2.4 蛋白免疫印迹分析

处理后细胞使用RIPA缓冲液（50 mmol/L Tris
pH7.4，150 mmol/L NaCl，1% Triton X⁃100）裂解获得

全蛋白。蛋白使用 BCA 试剂定量。取等量蛋白

10%SDS⁃PAGE电泳分离并转至硝酸纤维膜上。5%
脱脂奶粉封闭 2 h，加入E2F1抗体、KDM3A抗体或

β⁃actin抗体4 ℃孵育过夜。次日加入相应二抗室温

孵育 1 h。最后加入 Supersignal化学发光试剂利用

凝胶成像系统成像。

1.2.5 染色质免疫沉淀（ChIP）
处理后细胞使用 1%多聚甲醛室温交联 10 min

并用1.25%甘氨酸终止。交联后细胞使用Bioruptor
Pico水平式超声仪将 DNA粉碎到约 200 bp大小。

提取核蛋白并使用BCA试剂定量。取 100 mg蛋白

加入AcH3抗体、H3K4Me3抗体、H3K9Me2抗体，或

KDM3A抗体进行ChIP反应。洗脱后的DNA加入相

应的启动子引物使用 qPCR扩增。10%起始材料作

为 input校正。

1.3 统计学方法

所有数据分析使用SPSS13.0软件进行，定量资

料以均值±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因素

方差分析，两两比较采用Post⁃hoc检验，P ≤ 0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 H2O2处理诱导E2F1在骨骼肌细胞中表达

用H2O2处理 C2C12细胞并在处理后不同时间

点收集细胞，qPCR和Western blot检测E2F1表达水

平。结果提示，H2O2处理显著提升E2F1 mRNA（图

1A）和蛋白质（图 1B）水平并呈时间依赖性变化。

H2O2处理1 h后E2F1水平即发生显著上升，处理3 h
后E2F1水平持续上升并保持到6 h。
2.2 H2O2处理促进组蛋白H3K9去甲基酶KDM3A
与E2F1启动子的结合

由于转录水平的改变通常伴随启动子上特征

性组蛋白修饰的改变，因此我们使用ChIP技术检测

了H2O2处理是否影响E2F1启动子上组蛋白修饰水

平。H2O2处理C2C12细胞后不同时间点收集细胞，

分别使用AcH3抗体、H3K4Me3抗体、H3K9Me2抗

体、KDM3A抗体进行ChIP实验。沉淀后的DNA使

用 E2F1启动子引物或GADPH启动子引物进行扩

增。结果提示，H2O2处理后伴随着E2F1转录水平的

上升，其启动子区AcH3水平呈显著上升趋势（图

2A）。同时，另一种与转录激活相关的组蛋白修饰

H3K4Me3水平也表现出上升态势（图 2B）。与此相

反，与转录抑制相关的组蛋白H3K9Me2水平则明显

下降（图2C）。与此一致的是，H2O2处理显著促进组

蛋白H3K9去甲基酶KDM3A在E2F1启动子上的结

合（图2D）。
2.3 KDM3A干扰抑制H2O2处理诱导的E2F1表达

上升

分别使用针对 KDM3A 的小干扰 RNA（siK⁃
DM3A）或对照小干扰RNA（SCR）转染C2C12细胞，

24 h后用H2O2处理细胞 3 h，用 qPCR和Western blot
检测E2F1表达水平。结果显示，siKdm3a显著下调

KDM3A水平超过 60%。与此同时，E2F1表达水平

也下降了约 50%（图 3A）。Western blot结果也显示

KDM3A敲减抑制了H2O2处理诱导的E2F1蛋白质水

平上升（图3B）。
2.4 KDM3A干扰影响E2F1启动子区组蛋白修饰

用针对 KDM3A的小干扰 RNA或对照小干扰

RNA（SCR）分别转染C2C12细胞，24 h后用H2O2处

理细胞 3 h，分别用 AcH3 抗体、H3K4Me3 抗体、

H3K9Me2抗体进行 ChIP实验。沉淀后 DNA使用

E2F1启动子引物或GADPH启动子引物进行扩增。

结果显示，KDM3A沉默后显著降低了H2O2处理诱

导的AcH3（图4A）与H3K4Me3（图4B）在E2F1启动

子区的聚集。相反，H2O2处理引起的E2F1启动子区

的H3K9Me2丢失随着KDM3A的沉默在很大程度上

得以恢复（图4C）。因此，我们得出结论：KDM3A通

过影响E2F1启动子区组蛋白修饰介导H2O2处理诱

导的E2F1表达上升。
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3 讨 论

基因转录的表观遗传学调控在众多病理生理

学过程发挥重要作用。本研究的结果提示，组蛋白

H3K9去甲基酶KDM3A参与调控氧化应激诱导的

骨骼肌细胞中E2F1表达上调。本研究发现，在H2O2

处理诱导下KDM3A直接结合到E2F1启动子上。相

反，干扰KDM3A则显著抑制E2F1的诱导表达。有

两组比较，*P < 0.05，n=3。
图2 H2O2处理改变E2F1启动子染色质结构

Figure 2 H2O2 treatment alters the chromatin structure surrounding the E2F1 promoter
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图3 KDM3A介导H2O2诱导E2F1表达增高

Figure 3 KDM3A mediates E2F1 expression induction by H2O2
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两组比较，*P < 0.05，n=3。
图4 KDM3A介导H2O2诱导的染色质重构

Figure 4 KDM3A mediates the changes in chromatin structure induced by H2O2
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意思的是，KDM3A干扰不仅恢复了E2F1启动子区

组 蛋 白 H3K9Me2 水 平 ，并 且 引 起 了 AcH3 及

H3K4Me3水平的下降，提示KDM3A可能与其他组

蛋白修饰酶发生对话，共同调控E2F1转录。既往研

究发现，KDM3A通过移除H3K9二甲基化从而协助

组蛋白乙酰转移酶CBP/p300结合到PPARg反应元

件（PPRE）进而促进代谢相关基因转录［15］。我们前

期的研究也发现，KDM3A可以和组蛋白H3K4三甲

基转移酶 SET1A互相作用共同促进血管紧张素诱

导的血管内皮细胞中集落刺激因子（CSF1）的转录

激活［16］。但是，CBP/p300或者SET1A是否参与了骨

骼肌细胞中E2F1的转录调控还有待进一步研究。

组蛋白修饰不仅受到去甲基酶调控，还受到甲

基转移酶的调控。本研究主要集中在 KDM3A对

E2F1的转录激活上。另一种可能的解释是甲基转

移酶G9a对E2F1的抑制作用在氧化应激过程中被

解除。有报道证实，G9a表达水平在动物组织中［17］

以及培养的细胞中均可被氧化应激所调控［18］。与

此相一致的是，G9a在多种细胞中均可抑制凋亡［19］。

G9a可以和E2F1相互作用共同调控基因转录［20］，但

目前尚不清楚 G9a 是否参与了氧化应激诱导的

E2F1转录调控以及骨骼肌细胞凋亡。

综上所述，本研究结果表明KDM3A可能通过

调控E2F1转录参与氧化应激诱导的骨骼肌细胞凋

亡，提示可以通过抑制KDM3A表达或酶活性阻止

骨骼肌细胞衰老及肌肉减少症的发生，但这一假说

还有待进一步实验验证。KDM3A敲除小鼠按照孟

德尔比例出生，提示KDM3A对胚胎发育并不是必

需的［15］。有意思的是，KDM3A缺陷小鼠成年后可发

生自发肥胖及胰岛素抵抗，提示系统性抑制KDM3A
有可能造成代谢紊乱。因此，进一步研究KDM3A

调控细胞氧化应激反应的机制将有助于制定更加

合理的干预策略。
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