
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:张晓静,陈延松,唐经纬,等.敲低SETD8抑制乳腺癌 MCF-7细胞的转移及

其机制研究[J].右江民族医学院学报,2022,44(5):628-632,643.
【论著与临床报道】

敲低SETD8抑制乳腺癌 MCF-7细胞的转移及其机制研究

张晓静,陈延松,唐经纬,陈晨,刘元,金功圣,刘先富

(蚌埠医学院第一附属医院肿瘤外科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 研究赖氨酸甲基转移酶(SETD8)对乳腺癌 MCF-7细胞转移的调控作用。方法 用qRT-PCR和免疫组

化实验检测癌旁正常组织和乳腺癌组织中SETD8表达。使用Lipofectamine3000分别将小干扰RNA阴性对照(Con-
trol),SETD8的小干扰RNA(siRNA-1、siRNA-2组)转染到 MCF-7细胞中,Transwell实验检测细胞的迁移、侵袭能力。

qRT-PCR检测SETD8、Slug、Zeb1、Zeb2、Twist1、Snail的mRNA表达量。Westernblot检测SETD8和Slug的蛋白表达

水平。染色质免疫共沉淀(ChIP)实验检测 H4K20me1修饰在Slug基因启动子上的富集情况。结果 与癌旁正常组织

相比,乳腺癌组织中SETD8的 mRNA和蛋白水平均显著升高(P<0.05)。与Control组比较,敲低组SETD8的 mR-
NA和蛋白水平均显著降低(P<0.0001)。相比于Control组,细胞迁移、侵袭能力减弱,Slug蛋白表达水平降低。与

IgG组比较,H4K20me1修饰能够显著富集在Slug基因启动子上游1500~2000bp之间(P <0.001)。结论 下调

SETD8的表达能够抑制 MCF-7细胞的转移能力,其机制可能与SETD8调控Slug基因转录相关。
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中图分类号:R737.9   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2022)05-0628-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2022.05.003

ThestudyontheknockdownofSETD8inhibitingthemetastasis
ofbreastcancerMCF-7cellsanditsmechanism

ZhangXiaojing,ChenYansong,TangJingwei,ChenChen,LiuYuan,JinGongsheng,LiuXianfu

(DepartmentofSurgicalOncology,TheFirstAffiliatedHospitalof
BengbuMedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective TostudytheregulationofSETD8inthemetastasisofbreastcancerMCF-7cells. 
Methods TheqRT-PCRandimmunohistochemistrywereusedtodetecttheexpressionofSETD8innormal
tissuesadjacenttothecancerandbreastcancertissues.ThesmallinterferingRNAofnegativecontrolgroup
andSETD8groups(siRNA-1,siRNA-2)wastransfectedintoMCF-7cellsbyLipofectamine3000,respective-
ly.TheabilityofcellmigrationandinvasionwastestedbyTranswellassay.ThemRNAexpressionofSETD8,

Slug,Zeb1,Zeb2,Twist1andSnailweredeterminedbyqRT-PCR.TheproteinexpressionlevelsofSETD8
andSlugweretestedbyWesternblot.Chromatinimmunoprecipitation(ChIP)assaywasusedtodetecttheen-
richmentofH4K20me1onSluggenepromoter. Results Comparedwiththeadjacentnormaltissues,the
mRNAandproteinlevelsofSETD8weresignificantlyincreasedinbreastcancertissues(P<0.05).ThemR-
NAandproteinlevelsofSETD8intheknockdowngroupweresignificantlydecreasedcomparedwiththecon-
trolgroup(P<0.0001).Comparedwiththecontrolgroup,theabilityofcellmigrationandinvasionwasre-
duced,andtheexpressionlevelsofSlugproteinwasdecreasedintheknockdowngroup.Comparedwiththe
IgGgroup,H4K20me1wassignificantlyenrichedintheupstreamofSluggenepromoterof1500~2000bp

—826—

第44卷 第5期          右江民族医学院学报           Vol.44No.5
2022年10月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Oct.2022

基金项目:安徽省教育厅重点课题(KJ2019A0341);蚌埠医学院自然科学基金重点项目(2020byzd132)

  第一作者简介:张晓静(1986-),女,硕士,主治医师,研究方向:甲状腺及乳腺肿瘤的治疗,E-mail:zhangxj54321@163.com
  通讯作者简介:刘先富(1983-),男,硕士,副主任医师,研究方向:甲状腺及乳腺肿瘤的治疗,E-mail:276325428@qq.com



(P<0.001). Conclusion Down-regulationofSETD8expressioncaninhibitthemetastasisofMCF-7cells,

andthemechanismmaybeassociatedwiththeregulationofSETD8intheSluggenetranscription.
  Keywords: breastcancer;SETD8;MCF-7cells;metastasis

  尽管在过去的几十年中,乳腺癌诊断和治疗取得

了长足进步,但其仍是全世界女性中最常见的癌症之

一,严重威胁着女性身心健康[1]。虽然早期发现和诊

断的乳腺癌患者拥有较高的治愈率,但易复发和高转

移特性是其治疗失败的主要原因[2]。许多诱因能够导

致的乳腺癌发生,包括家族病史、遗传因素和激素水平

等[3]。不幸的是,与乳腺癌复发和转移相关的分子靶

标仍然知之甚少,特别是目前转移性乳腺癌的诊断和

治疗方法仍然非常有限[4-5]。因此,迫切需要寻找和阐

明与乳腺癌转移有关的治疗靶点和作用机制。赖氨酸

甲基转移酶(SETD8)是催化组蛋白 H4第20位赖氨

酸单甲基化(H4K20me1)修饰的唯一赖氨酸甲基转移

酶。目前国内外对于SETD8在乳腺癌发生发展中的

作用研究较少,本研究将探究SETD8在乳腺癌转移

中的作用及其分子机制,为乳腺癌的临床治疗提供一

定的理论基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂 乳腺癌组织芯片(货号:BRD481)购
于上 海 卓 灏 生 物 公 司;Trizol溶 液,Lipofectamine
3000购自美国Invitrogen公司;DMEM 培养基、胎牛

血清购自美国Gibco公司;qRT-PCRMix、HiScriptⅡ
QRTSuperMix逆转录试剂盒购自南京诺唯赞公司;

Westernblot(WB)蛋白裂解液、BCA蛋白定量试剂

盒、染色质免疫共沉淀(Chromatinco-immunoprecipi-
tation,ChIP)试 剂 盒 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 公 司;

SETD8siRNA购于上海吉玛公司;SETD8、Slug抗体

购自美国Abcam公司;GAPDH抗体购自武汉三鹰生

物技术公司;实验中所有引物均由安徽通用生物公司

合成。

1.2 免疫组化实验步骤及结果判读 将组织芯片置

于60℃烘箱中烤片60min,分别放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ中浸泡10min,乙醇梯度脱水2min,去离子水冲洗

干净,放入0.01M的柠檬酸钠溶液(pH6.0)使用高

压锅进行抗原修复,待自然冷却后置于3% H2O2 溶

液中避光孵育15min,PBS溶液洗涤3次,10分钟/
次。组织芯片上加入5%BSA稀释的SETD8抗体置

于4℃冰箱中过夜孵育,PBS溶液洗涤3次,10分钟/
次;二抗室温45min,PBS溶液洗涤3次,10分钟/次。
加入DAB溶液显色10min,PBS溶液洗涤后加入苏

木素复染,PBS洗去残留的苏木素溶液;最后使用梯

度乙醇脱水并加入中性树脂封片,用于后续拍照观察。
使用高倍显微镜进行标本染色情况观察,统计阳性细

胞比例和阳性强度,根据阳性肿瘤细胞数目分为5组:
无阳性细胞组(0分)、25%以下组(1分)、26%~50%
组(2分)、51%~75%组(3分)、75%以上组(4分);根
据染色强度将样本划分为4组:不着色组(0分)、淡黄

色组(1分)、棕黄色组(2分)、棕褐色组(3分),计算二

者乘积作为样品染色结果。

1.3 细胞培养 人乳腺癌 MCF-7细胞购于北纳生

物,使用含有10%胎牛血清、100U/mL青霉素和100
mg/mL链霉素的 DMEM 培养基进行培养,并置于

37℃、5%CO2 培养箱中。

1.4 细胞转染及分组 将生长状态良好的 MCF-7细

胞接种于6孔板中过夜培养,待细胞达到60%融合

时,使 用 Lipofectamine3000 将 SETD8 的 小 干 扰

RNA(SETD8siRNA-1、SETD8siRNA-2)和siRNA
阴性对照(Control)转染到 MCF-7细胞中,转染方法

根据Lipofectamine3000说明书操作。

1.5 Westernblot检测SETD8、Slug的蛋白表达量

 收集转染后的 MCF-7细胞,使用RIPA裂解液冰上

裂解10min,低温离心机13000×g离心30min,收集

蛋白上清,随后使用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白浓

度,进行定量和蛋白变性处理。样品准备好后通过

SDS-PAGE胶电泳分离蛋白,并转膜至PVDF膜上。
室温下用5%的脱脂牛奶封闭2h,4℃转盘上过夜孵

育一抗,PBST洗涤3次,15分钟/次,室温条件下孵育

对应的二抗1h,再次洗涤3次,使用ECL发光液显

影、曝光。

1.6 qRT-PCR 检 测 SETD8、Slug、Zeb1、Zeb2、

Twist1、Snail的 mRNA 表 达 量  收 集 转 染 后 的

MCF-7细胞,Trizol法提取总RNA,用逆转录试剂盒

进行逆转录。依据qRT-PCR试剂盒说明书配制反应

体系,随后使用荧光定量PCR仪进行扩增。PCR程

序为:95℃预变性5min;95℃预变性10s;60℃退

火、延伸30s,循环40次。GAPDH 作为内参,使用

2-ΔΔct计算基因相对表达量。所有引物序列见表1。

1.7 Transwell实验检测细胞的迁移、侵袭能力 将

转染后的 MCF-7细胞消化、计数,使用无血清培养基

重悬,迁移实验直接在transwell小室上室接种4×
104 个细胞;下室加入含10%胎牛血清的培养基,置于

培养箱中继续培养24h,取出细胞进行固定、染色,去
离子水洗涤干净用于拍照。侵袭实验需要提前在小室

加入100μL稀释好的基质胶,并放在37℃培养箱凝

固1h,其余步骤同迁移实验。
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表1 引物序列

基因名 上游引物 下游引物

SETD8 ACAAATGCTCTGGAATGCGTT CCGGCTAATGGTTTCCCCTG
Slug CTGTGACAAGGAATATGTGAG CAAATGCTCTGTTGCAGTGA
Zeb1 TTACACCTTTGCATACAGAACC TTTACGATTACACCCAGACTG
Zeb2 CAAGAGGCGCAAACAAGCC GGTTGGCAATACCGTCATCC
Twist1 GGAGTCCGCAGTCTTACGAG TCTGGAGGACCTGGTAGAGG
Snail GGAAGCCTAACTACAGCGA CTGGAAGGTAAACTCTGGATT
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAG GAAGATGGTGATGGGATTTC

1.8 ChIP实验检测 H4K20me1在基因启动子上的

富集情况 将 MCF-7细胞培养于10cm细胞培养皿

中,待细胞长满使用37%甲醛交联,收集细胞并加入

SDS裂解缓冲液进行超声,将基因组DNA大部分剪

切在200~1000bp,随后加入抗体4℃过夜孵育进行

免疫沉淀,使用多种缓冲液仔细洗涤,随后加入洗脱缓

冲液65℃洗脱,将蛋白质和DNA分离开,使用DNA
提取试剂抽提DNA用于PCR检测。详细步骤可参考

碧云天ChIPassaykit(货号:P2078)说明书。

1.9 统计学方法 实验数据使用GraphPadPrism7

软件进行统计分析和作图,计量数据均以(췍x±s)表示。
两组间比较使用t检验,多组间比较使用单因素方差

分析。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SETD8在乳腺癌组织中高表达 qRT-PCR结

果显示:与癌旁正常组织相比,乳腺癌组织中SETD8
的mRNA表达显著升高(P <0.001),见图1A。免

疫组化实验(immunohistochemistry,IHC)结果证实:
与癌旁正常组织比较,SETD8在乳腺癌组织中显著高

表达(P<0.05),见图1B。

注:与癌旁正常组织比较,*P<0.05。

图1 SETD8在乳腺癌组织中的表达情况

2.2 SETD8siRNA敲低效果验证 MCF-7细胞中

转染SETD8siRNA后,WB结果表明:相比于Control
组,siRNA-1、siRNA-2组SETD8蛋白表达明显减少,

见图2A。qRT-PCR实验结果证实:相比于 Control
组,敲低组中SETD8mRNA水平显著降低,且差异具

有统计学意义(P<0.0001),见图2B。

注:与Control组比较,****P<0.0001。

图2 MCF-7细胞中SETD8siRNA转染效率
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2.3 敲低SETD8对细胞迁移、侵袭的影响 MCF-7
细胞转染SETD8siRNA后,Transwell实验表明:相

比于Control组,siRNA-1、siRNA-2组的迁移、侵袭细

胞数目均明显减少,见图3。

注:与Control组比较,***P<0.001,****P<0.0001。

图3 敲低SETD8对细胞迁移、侵袭的影响

2.4 SETD8对Slug的调控作用 敲低SETD8表达

后,qRT-PCR结果显示:相比于Control组,敲低组的

SlugmRNA 水平显 著 降 低(P <0.01),而 Zeb1、

Zbe2、Twist1、Snail的 mRNA 水平基本不变,见图

4A。WB结果也证实,相比于 Control组,siRNA-1、

siRNA-2组的Slug蛋白表达水平明显减少,见图4B。

注:与Control组比较,**P<0.01,***P<0.001。

图4 探寻SETD8的下游靶基因

2.5 组蛋白 H4K20me1修饰能够结合在Slug的启

动子上 ChIP实验结果显示:相比于阴性对照IgG
组,H4K20me1修饰能够显著富集在Slug的启动子上

(P<0.001),且结合位置在转录起始位点(TSS)上游

1500~2000bp之间,见图5。

3 讨论

组蛋白是生物体中染色质的重要组成成分,它由

4个核心组蛋白亚基(H2A、H2B、H3、H4)外围包裹着

147个碱基对长度的DNA形成八聚体结构,其中在组

蛋白亚基的氨基末端会产生伸向核小体外的组蛋白尾

巴[6]。组蛋白尾巴上的氨基酸残基普遍带有正电荷,
使得其可被多种酶催化修饰,这些修饰包括甲基化、乙
酰化、磷酸化、泛素化等[7]。

注:与IgG组比较,***P<0.001。
图5 H4K20me1在Slug启动子上的结合情况
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  组蛋白甲基化是最为常见的翻译后修饰之一,它
在染色质结构的调节、基因组稳定性、细胞有丝分裂,
基因转录和细胞内信号转导等生理生化反应中起到了

关键作用[8-10]。组蛋白甲基化主要发生在赖氨酸和精

氨酸这两种氨基酸残基上,其中赖氨酸残基较为常见。
组蛋白赖氨酸甲基化可以增加氨基酸残基的疏水性,
更容易招募其他蛋白来识别甲基化的赖氨酸进而调控

生物学进程[11-12]。赖氨酸残基的甲基化反应根据甲基

基团的数目可分为3类:单甲基化、双甲基化和三甲基

化,每一种形式的甲基化都可被特定蛋白质赖氨酸甲

基转移酶(proteinlysinemethyltransferase,KMT)所
催化[13]。KMT可将S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosyl-L-
methionine,SAM)的甲基基团催化转移到赖氨酸残基

侧链的ε-胺 基 上。大 多 数 的 KMT 都 有 SET[Su
(var),Enhancerofzeste,Trithorax]结构域[14],但有

些不含有SET结构域的蛋白也拥有赖氨酸甲基转移

酶的活性,如DOT1L、METTL等[15]。

SET结构域最早是在黑腹果蝇体内被发现的一

段包含3个蛋白质的保守序列,这3种蛋白分别是花

斑位置效应的调节蛋白,zeste基因的染色质调节增强

子和三空腔蛋白质染色质调节蛋白[16]。SET结构域

拥有130个氨基酸,并且在多种真核生物体内广泛发

现。含有SET结构域的蛋白被称为SET蛋白家族,
其有SETD1、SETD2、SETD7、SETD8等9个主要的

成员,它们在调控基因表达,基因组印记,干细胞成熟

等方面起到重要作用[17]。SETD8催化的 H4K20me1
可以招募53BP1蛋白至DNA双链断裂处进行损伤修

复,它在DNA复制,染色质沉默,细胞周期,转录调控

中发挥着至关重要的作用[18-19]。SETD8被发现在多

种肿瘤,如非小细胞肺癌、肝癌、膀胱癌等中高表达且

与不良预后有关,说明SETD8在肿瘤的发生发展中具

有重要作用。本研究证实SETD8在乳腺癌组织中高

表达,且敲低SETD8能够抑制乳腺癌细胞的侵袭迁移

能力,说明SETD8对于乳腺癌转移具有重要作用。

Slug又名锌指蛋白Snai2,是Snail转录因子家族成员

之一,是上皮-间质转化过程中一个重要的转录因子。
研究表明Slug可以介导RAF1诱导的对于闭锁蛋白

的转录抑制,导致上皮细胞的转化,在EMT过程中

Slug可以结合在CXCL12、BSG、E-cadherin等基因的

启动子的E-box序列上(CAGGTG)调控基因表达,促
使细 胞 向 间 质 状 转 化,提 高 细 胞 的 侵 袭 和 迁 移 能

力[20-22]。本研究证实SETD8催化的 H4K20me1修饰

能够直接富集在Slug基因的启动子区域,进而调控其

转录。
综上所述,本研究证实SETD8在乳腺癌组织中高

表达,且在 MCF-7细胞中敲低SETD8表达能够抑制

细胞的侵袭、迁移能力,其机制可能与SETD8调控

Slug基因转录相关。
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