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　　［摘要］　目的　探讨组蛋白去甲基化酶 ＪＭＪＤ２Ｂ（Ｊｕｍｏｎｊｉｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２Ｂ）小干扰
ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）对人皮肤鳞状细胞癌Ａ４３１细胞株生物学行为的影响。方法　采用免疫组化和细胞免疫
荧光的方法检测ＪＭＪＤ２Ｂ在人皮肤鳞状细胞癌组织和Ａ４３１细胞中的表达，转染ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ至Ａ４３１
细胞株，分别采用 ＣＣＫ８、克隆形成实验、流式细胞仪、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞增殖、克隆、周期分布、凋亡、
迁移及侵袭情况。结果　ＪＭＪＤ２Ｂ在肿瘤组织中的表达高于正常皮肤。与未转染组和转染对照组比较，
ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ转染组增殖、克隆、迁移及侵袭能力显著受抑，肿瘤细胞发生Ｇ１期阻滞，细胞凋亡比例增
加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＪＭＪＤ２Ｂ在人皮肤鳞状细胞癌中呈高表达，ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ能促进Ａ４３１细胞的凋
亡，同时也抑制了肿瘤细胞的增殖、克隆、迁移以及侵袭的能力。
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　　皮肤鳞状细胞癌（ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＳＣＣ）
是起源于表皮或附属器角质形成细胞的一种恶性肿

瘤，其发病率较高，在皮肤非黑素瘤细胞癌中仅次于基

底细胞癌（ＢＣＣ），约占２０％［１］。虽然ＳＣＣ发病率不及
ＢＣＣ，但其恶性程度高、生长迅速、易发生转移且病因
不明［２］，因此，对于 ＳＣＣ的病因研究尤为重要。近年
来，很多研究发现中波紫外线、人乳头瘤病毒、慢性皮

肤溃疡、烧伤疤痕、吸烟、化学致癌物以及免疫抑制等

是ＳＣＣ的高危因素［３－７］，然而对于 ＳＣＣ发病的分子机
制研究甚少［８］。

　　组蛋白去甲基化是一种重要的表观遗传性修饰方
式，能调节染色质结构和基因表达，是一种可逆的动态

调节过程。组蛋白去甲基化酶在胚胎发育、干细胞的

维持和分化、肿瘤发生和发展中起着重要的作用［９］。

含Ｊｕｍｏｎｊｉ结构域的蛋白２Ｂ（Ｊｕｍｏｎｊｉｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ２Ｂ，ＪＭＪＤ２Ｂ）属于组蛋白去甲基化酶家族成员
之一，它可将组蛋白 Ｈ３上三甲基化修饰的第９位赖
氨酸（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｌｙｓｉｎｅ９ｏｆｈｉｓｔｏｎｅＨ３，Ｈ３Ｋ９ｍｅ３）特
异性地去甲基化［１０］。以往研究发现 ＪＭＪＤ２家族在前
列腺癌、乳腺癌、大肠癌以及肺癌中表达显著升

高［１０－１１］，而该家族与ＳＣＣ发生、发展的关系目前尚不清
楚。因此，本课题组欲探讨 ＪＭＪＤ２Ｂ与皮肤 ＳＣＣ的关
系，从而为皮肤ＳＣＣ的临床治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料
　　ＤＭＥＭ培养液、胎牛血清（ＦＢＳ）、ＰＢＳ、０．２５％胰酶
消化液（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、ｓｉＪＭＪＤ２Ｂ（锐博公司）、抗原修复液
（中杉公司）、ＪＭＪＤ２Ｂ抗体（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ２７５３１）、Ⅱ
抗（中杉公司，山羊抗小鼠）、甲醇、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ（上海
索莱宝公司）、ＤＡＰＩ染液（碧云天公司）、水溶性封片
剂、ＣＣＫ８、９６孔培养板、２４孔培养板、６孔培养板等。
１．２　方法
１．２．１　组织收集　　收集２０１３－２０１５年西南医院皮
肤科ＳＣＣ患者石蜡标本共３０例，泌尿外科包皮环切
术后的成人正常包皮组织８例。
１．２．２　细胞培养　　ＳＣＣ细胞株 Ａ４３１购自中国科
学院上海细胞生物研究所，培养于 １０％小牛血清的
ＤＭＥＭ培养基中，于５％ＣＯ２和３７℃条件下培养。
１．２．３　免疫组化检测 ＳＣＣ和健康成人包皮组织
ＪＭＪＤ２Ｂ的表达　　石蜡切片脱蜡，抗原修复，滴加山
羊血清封闭液，滴加 ＪＭＪＤ２Ｂ抗体，４℃过夜。室温复
温，滴加Ⅱ抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ。滴加辣根酶标记链
霉卵白素工作液，ＤＡＢ显色，苏木精复染后脱水、透
明、封片、镜检。

１．２．４　细胞免疫荧光检测ＪＭＪＤ２Ｂ在Ａ４３１细胞中的
表达　　弃去 Ａ４３１细胞培养基，冰甲醇固定，０．１％
Ｔｒｉｔｏｎ通透１５ｍｉｎ，加入 ＪＭＪＤ２Ｂ抗体，４℃过夜。室
温复温，滴加荧光二抗，室温孵６０ｍｉｎ，加入 ＤＡＰＩ染
液染色，捞出细胞爬片，用水溶性封片剂将其封片至载

玻片上，利用激光共聚焦显微镜观察并拍照。

１．２．５　转染 Ａ４３１细胞株　　采用脂质体 ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染。分别设 ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组，
ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和未转染组。
１．２．６　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　实验分３组，分别为
未转染组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组、ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组，分别接
种于９６孔培养板，每孔１００μＬ（１×１０４／ｍＬ），共接种
１５孔。培养 ２４ｈ后转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ和 ＪＭＪＤ２Ｂ
ｓｉＲＮＡ，分别于转染后１～５ｄ检测。检测时，每孔加入
９０μＬＤＭＥＭ／高糖培养基１０μＬＣＣＫ８，再取３个没
有接种细胞的孔加入相同量的培养基和 ＣＣＫ８作为
空白对照，放细胞培养箱孵育２ｈ后，用酶标仪读取
４５０ｎｍ处光密度值。
１．２．７　克隆形成实验　　Ａ４３１细胞接种６孔板，培
养２４ｈ后转染 ｓｉＲＮＡ，实验分 ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组，
ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和未转染组，转染２４ｈ后，将各组细
胞消化，并分别计数。将每组细胞分别接种２４孔板，
２００个细胞／孔，每孔培养基体积补加至０．５ｍＬ，２周
后观察细胞克隆现象。４％中性甲醛固定３０ｍｉｎ，伊红
染色约３ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后进行拍照。
１．２．８　流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋亡　　
Ａ４３１细胞转染４８ｈ后做细胞周期检测。ＰＢＳ重悬细
胞（约１×１０６个细胞），７５％乙醇固定，ＰＢＳ重悬细胞，
加入１５０μＬＲＮａｓｅ，３７℃孵育４０ｍｉｎ后加入２００μＬ
ＰＩ，４℃孵育２ｈ，流式细胞仪检测。采用 ＭｏｄｆｉｔＬＴｆｏｒ
Ｍａｃ３．０软件进行分析。
１．２．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测 ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ对细胞迁移
与侵袭的影响　　实验分为未转染组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组、ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组。将转染２４ｈ后的Ａ４３１细胞取
出制备单细胞悬液，密度为１×１０６个细胞／ｍＬ。取出
３个细胞小室放入２４孔板中，每个细胞小室加入对应
分组稀释后的细胞悬液１００μＬ（即每孔细胞数为１×
１０５个），细胞小室的下室加入５００μＬ１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／高糖完全培养基，放细胞培养箱培养１０ｈ，ＰＢＳ
浸泡洗涤，８０％乙醇固定，伊红染色。取出小室放入盛
有３ｍＬＰＢＳ的６孔板中。倒置荧光显微镜下随机取
６个视野照相、计数（２００倍），取平均数。另外将
－２０℃ 保存Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶置于４℃冰箱过夜，融化稀释
后加入细胞小室上室，覆盖整个聚碳酯膜，重复以上相

同步骤检测细胞侵袭能力。
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１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，实验数据以珋ｘ±ｓ表示，
多组间均数的比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＪＭＪＤ２Ｂ在ＳＣＣ中的表达高于皮肤正常组织
　　在正常成人包皮组织中仅有少量细胞表达
ＪＭＪＤ２Ｂ，主要分布于表皮基底层。而在ＳＣＣ患者组织
中ＪＭＪＤ２Ｂ呈高表达，阳性细胞弥漫性分布，且能同时
表达在细胞核与细胞质（图１）。

! "

Ａ：正常皮肤组织，Ｂ：ＳＣＣ组织
图１　免疫组化检测ＪＭＪＤ２Ｂ在正常皮肤和ＳＣＣ组织中的

表达　（ＳＰ×２００）

２．２　ＪＭＪＤ２Ｂ同时表达在Ａ４３１细胞的细胞核与细胞质
　　在 Ａ４３１细胞中，ＪＭＪＤ２Ｂ能同时表达于细胞核、
细胞质（图２）。该结果和免疫组化检测结果一致。

２．３　ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ抑制细胞增殖活性
　　３组细胞增殖均呈增长趋势，ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组细
胞增殖活性明显降低（Ｐ＜０．０５），而 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组
的细胞增殖活性比未转染组稍低（表１）。

表１　ＣＣＫ８法检测各组细胞不同时间细胞增殖活性（珋ｘ±ｓ）

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

未转染组 ０．５８±０．１２ ０．８３±０．０８ １．１３±０．１６ １．４６±０．２０ ２．００±０．１６

ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 ０．５７±０．０８ ０．７９±０．０９ １．０９±０．１１ １．４０±０．２０ １．８３±０．１６

ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组 ０．４１±０．０８ａ０．５２±０．１２ａ０．８０±０．１７ａ１．０５±０．１６ａ１．３６±０．２３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与其他２组比较

２．４　细胞克隆能力受抑
　　ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组（２９．００±１１．５３）细胞克隆能力
较未转染组（７０．６７±１５．１８）、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组（６９．６７±
１０６０）显著受抑，细胞克隆数目及大小显著降低（Ｐ＜
０．０５）。未转染组和转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组细胞克隆数
目及大小接近（Ｐ＞０．０５）。
２．５　细胞周期分析
　　ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组Ａ４３１细胞凋亡率增加（１９９２％），
细胞更多地阻滞在 Ｇ１期（５９．７０％），而 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
及未转染组细胞凋亡率分别为１６．４３％和１５１３％，而
Ｇ１期细胞比例分别为５５．８５％和５５．７５％（Ｐ＜０．０５，
图３）。
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Ａ：ＤＡＰＩ；Ｂ：ＪＭＪＤ２Ｂ表达；Ｃ：ＤＡＰＩ和ＪＭＪＤ２Ｂ共定位
图２　免疫荧光检测ＪＭＪＤ２Ｂ在Ａ４３１细胞中的表达　（×２００）
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Ａ：未转染组；Ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组
图３　流式细胞仪检测各组细胞凋亡
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Ａ：未转染组；Ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；Ｃ：ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组
图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测各组细胞迁移

２．６　细胞迁移及侵袭
　　ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组细胞迁移力和侵袭力明显降低
（Ｐ＜０．０５），ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组的细胞迁移力及侵袭力
只比未转染组稍低（图４，表２）。

表２　各组细胞迁移和侵袭（个，珋ｘ±ｓ）

组别 细胞迁移 细胞侵袭

未转染组 ８８．００±１０．００ ５９．３３±７．５７
ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组 ８６．６７±７．５７ ４６．６７±６．１１
ＪＭＪＤ２ＢｓｉＲＮＡ组 ３９．３３±６．６６ａ ２４．３３±５．５１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与其他２组比较

３　讨论

　　近年来，表观遗传改变和肿瘤发生、发展的关系是
研究的一大热点，涉及的主要变化包括 ＤＮＡ甲基化、
组蛋白修饰、染色质重构、非编码ＲＮＡ改变等，其中组
蛋白甲基化酶与去甲基化酶的失衡在肿瘤形成中起着

重要作用［１２－１４］。组蛋白去甲基化酶 ＪＭＪＤ２家族包含
四个成员，分别为ＪＭＪＤ２Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ，能特异性地将组
蛋白Ｈ３上三甲基化修饰的第９位赖氨酸（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
ｌｙｓｉｎｅ９ｏｆｈｉｓｔｏｎｅＨ３，Ｈ３Ｋ９ｍｅ３）去甲基化。Ｈ３Ｋ９ｍｅ３
位于基因转录启动子区，能抑制染色质的转录，因此

ＪＭＪＤ２家族是通过特异性地使Ｈ３Ｋ９ｍｅ３去甲基，来激
活染色质的转录。研究发现在大肠癌中，ＪＭＪＤ２Ｂ的
过表达能激活癌基因如 ＪＵＮ、ＭＹＣ以及 ＣｙｃｌｉｎＤ１的
转录［１５］。

　　本课题研究发现：ＪＭＪＤ２Ｂ在 ＳＣＣ中的表达远高
于正常皮肤组织，据本实验３０例高中低分化 ＳＣＣ结
果分析，ＪＭＪＤ２Ｂ的核表达与肿瘤分化程度有呈负相
关的趋势，但仍需后续大样本实验验证。研究结果与

之前ＪＭＪＤ２Ｂ在胃癌中分布研究基本一致［１０］。另外，

ｓｉＲＮＡ特异性抑制 ＪＭＪＤ２Ｂ表达后的 Ａ４３１细胞较未

转染组和 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组细胞凋亡增加、增殖受抑，
而ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组较未转染组细胞的增殖、迁移及侵
袭稍低，推测与转染操作有关。虽然目前有关于

ＪＭＪＤ２Ｂ与乳腺癌、前列腺癌、大肠癌以及肺癌等关系
的文献报道，但 ＪＭＪＤ２Ｂ参与肿瘤形成的具体机制仍
不清楚。在大肠癌研究中发现ＪＭＪＤ２Ｂ能与βｃａｔｅｎｉｎ／
ＴＣＦ４形成复合物，当特异性抑制ＪＭＪＤ２Ｂ后，βｃａｔｅｎｉｎ／
ＴＣＦ４下游编码癌蛋白的靶基因ＪＵＮ、ＭＹＣ以及Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１表达降低。另外，ＪＭＪＤ２Ｂ也可能通过减少ＤＮＡ修
复所需的５３ＢＰＩ募集，来阻止 ＤＮＡ的损伤修复，从而
影响基因组的稳定性［１５］。在胃癌研究中发现：当特异

性抑制ＪＭＪＤ２Ｂ后，肿瘤抑制因子Ｐ５３及下游基因Ｐ２１
表达增加，从而使肿瘤细胞增殖与克隆活性受抑，凋亡

增加［１０］。虽然ＪＭＪＤ２Ｂ参与 ＳＣＣ形成的具体机制不
明，但近年来研究发现肿瘤抑制因子 Ｐ５３参与 ＳＣＣ的
形成［８，１６－１９］，且 Ｐ５３在 ＳＣＣ中的基因突变率约为
４０％～５０％［２０］，因此，我们推想在ＳＣＣ中，若特异性抑
制ＪＭＪＤ２Ｂ表达后，则 Ｐ５３表达增加，从而使得 Ａ４３１
细胞凋亡增加、增殖受抑。

　　综上所述，ＪＭＪＤ２Ｂ在 ＳＣＣ中呈高表达，当 ｓｉＲＮＡ
抑制 ＪＭＪＤ２Ｂ表达后，Ａ４３１细胞凋亡增加、增殖受抑。
对于ＪＭＪＤ２Ｂ参与ＳＣＣ形成的具体机制仍需进一步研
究，以期为ＳＣＣ药物的靶向治疗提供理论基础。
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