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血清反应因子经组蛋白乙酰化促进大鼠骨髓间充质干细胞向平滑肌细胞分化

刘晶霞１，２，梁志清１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院妇产科１；４０１１２１重庆，重庆市人民
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　　［摘要］　目的　探讨血清反应因子（ｓｅｒｕｍｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ，ＳＲＦ）在大鼠骨髓间充质干细胞
（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）分化为膀胱平滑肌细胞（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＳＭＣｓ）中的作用和机制。
方法　贴壁法分离４周龄雌性ＳＤ大鼠的骨髓ＭＳＣｓ与膀胱ＳＭＣｓ，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培养诱导ＭＳＣｓ
分化。收集ＭＳＣｓ，根据共培养不同时间点进行分组，通过实时荧光定量ＰＣＲ和免疫荧光法检测共培养
ＳＲＦＭＳＣｓ中ＳＭＣｓ标志基因表达；通过染色质免疫共沉淀（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＣｈＩＰ）定
量ＰＣＲ技术检测ＳＭＣｓ相关基因启动子区组蛋白乙酰化修饰、组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，
ＨＤＡＣ）和ＳＲＦ的富集。丁酸钠（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ，ＮａＢ）预处理 ＭＳＣｓ后与 ＳＭＣｓ共培养，实验分为正常共
培养对照组和ＮａＢ预处理干预组，ＣｈＩＰｑＰＣＲ对比两组间组蛋白修饰和ＳＲＦ富集情况。结果　共培养ＭＳＣｓ
中，αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ和ＳＭＭＨＣ基因表达量增加，在这些基因启动子区Ｈ３Ｋ９ａｃｅ，Ｈ３ａｃｅ和Ｈ４ａｃｅ富集量增
加（Ｐ＜０．０５），同时ＭＳＣｓ中ＨＤＡＣ１和ＨＤＡＣ２降低（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，ＮａＢ干预组ＳＲＦ、Ｈ３Ｋ９ａｃｅ

和Ｈ４ａｃｅ富集量增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＲＦ可能在 ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２调节下通过结合 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ和
Ｈ４ａｃｅ控制ＳＭＣｓ标志基因表达，从而促进ＭＳＣｓ向ＳＭＣｓ的分化。
　　［关键词］　骨髓间充质干细胞；血清反应因子；分化；组蛋白乙酰化；丁酸钠
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　　干细胞移植是治疗膀胱功能障碍最有前途和挑战
性的应用。最近，成人自体干细胞移植治疗压力性尿

失禁（ｓｔｒｅｓｓｕｒｉｎａｒｙｉｎｃｏｎｔｉｎｅｎｃｅ，ＳＵＩ），取得了一些开
拓性进展［１－２］。骨髓间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）具有容易获取、免疫原性小以及不涉及伦
理问题等优势，被认为是一种理想的移植种子细

胞［３－４］。研究表明表观遗传调控在干细胞向平滑肌细

胞（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＳＭＣｓ）分化过程中发挥重要作
用［５］，通过对 ＳＭＣｓ启动子区进行特殊的组蛋白修饰
来调节ＳＭＣｓ标记基因的表达［６］。多项研究发现，胚

胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）向ＳＭＣｓ分化过
程中，ＳＭＣｓ相关基因启动子区具有高水平的 Ｈ３和
Ｈ４残基（Ｈ３ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ）乙酰化［７－９］。组蛋白乙酰化

是组蛋白修饰之一，受组蛋白乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＡＴｓ）和组蛋白去乙酰化酶 （ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣｓ）调控。ＨＤＡＣｓ分为 ４个类别，其
中一些与ＳＭＣｓ标记基因的表达有关 ［１０－１１］。ＨＤＡＣ１
和ＨＤＡＣ２是ＨＤＡＣ的Ⅰ类成员，序列存在 ８５％相似
性，通常共同调控相关基因的表达［１２－１３］。此外，

ＨＤＡＣ２抑制ＳＭＣｓ特定基因的表达［１４］。

　　ＨＤＡＣ通过调节组蛋白特殊位点乙酰化，使致密
染色质解聚，招募转录因子结合到ＤＮＡ启动子区的特
殊序列，从而调控相关基因的表达。血清反应因子

（ｓｅｒｕｍｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒ，ＳＲＦ）是 ＳＭＣｓ的关键转录因子
之一，与 ＳＭＣｓ标志基因启动子区特殊 ＤＮＡ序列
ＣＡｒＧｂｏｘ［ＣＣ（Ａ／Ｔ）６ＧＧ］结合激活 ＳＭＣｓ基因转
录［１５－１８］。然而，在ＭＳＣｓ向 ＳＭＣｓ分化过程中，ＳＲＦ以
及相关组蛋白乙酰化修饰调控机制尚未阐明。本研究

在建立体外诱导ＭＳＣｓ向ＳＭＣｓ分化的基础上，从表观
遗传调控角度探讨其分子机制，以期为组织工程和细

胞种植治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　实验用３０只４周龄雌性清洁级 ＳＤ大鼠，体质量

６０ｇ，购自陆军军医大学实验动物中心，生产许可证号
ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２，使用许可证号 ＳＹＸＫ（渝），动物
实验均遵循陆军军医大学动物伦理实验委员会制定的

指导原则进行。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＨＤＭＥＭ培养
基、胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，胰蛋白酶、胶原酶、ＰＢＳ、青链霉素双抗购自 Ｇｉｂｃｏ
公司，细胞培养耗材购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；抗大鼠α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、
抗大鼠钙调蛋白（Ｃａｐｏｎｉｎ）和抗大鼠平滑肌肌球蛋白
重链 （ＳＭＭＨＣ）抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，ＦＩＴＣ标记山
羊抗鼠ＩｇＧ二抗购自Ａｂｃａｍ公司；定量ＰＣＲ试剂盒购
自ＴａＫａＲａ公司；ＣｈＩＰ级抗大鼠ＨＤＡＣ１抗体，ＣｈＩＰ级
抗大鼠 ＨＤＡＣ２抗体，ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白
Ｈ３Ｋ９（Ｈ３Ｋ９ａｃｅ）抗体，ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白
Ｈ４（Ｈ４ａｃｅ）抗体和ＣｈＩＰ级抗大鼠ＩｇＧ抗体购自Ａｂｃａｍ
公司，ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白 Ｈ３（Ｈ３ａｃｅ）抗体购
自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＣｈＩＰ级抗大鼠 ＳＲＦ抗体购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ＣｈＩＰ试剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，丁酸钠
（ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ，ＮａＢ）购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　骨髓间充质干细胞分离培养
　　取１～２只ＳＤ大鼠断颈法处死后，无菌分离大鼠
股骨和胫骨，用１０ｍＬ注射器冲洗骨髓腔两次。将冲
洗液离心后获得的细胞沉淀采用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（含１０％ＦＢＳ）重悬。细胞悬液在３７℃，５％ＣＯ２饱和
湿度培养箱中培养。细胞密度达到 ８０％～９０％时，进
行传代。本研究中所使用的是第３代或第４代细胞。
１．３　膀胱平滑肌细胞分离培养
　　从上述 ＳＤ大鼠中无菌分离膀胱，去除浆膜层和
黏膜层，通过胶原酶Ⅰ和Ⅱ（１∶１）消化后，收集游离细
胞。将获得的细胞在含 １０％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ培养基
中重悬，于３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。
细胞密度达到８０％～９０％时进行传代。本研究中第３
代或第４代细胞用于与ＭＳＣｓ共培养。
１．４　骨髓间充质干细胞与膀胱平滑肌细胞共培养
　　将ＭＳＣｓ与ＳＭＣｓ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中共培养。胰

４０３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



蛋白酶消化 ＳＭＣｓ后，以 １×１０４个／ｍＬ密度接种于
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的外室中。胰蛋白酶消化 ＭＳＣｓ后，同样也
以１×１０４个／ｍＬ密度接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的内室中。在
０、２４、４８和 ７２ｈ收获共培养的 ＭＳＣｓ细胞，用于 ＲＴ
ＰＣＲ测定ＳＭＣｓ标志基因表达；在０、３６和７２ｈ收集共
培养ＭＳＣｓ，用于ＣｈＩＰｑＰＣＲ检测组蛋白乙酰化修饰、
ＨＤＡＣ和ＳＲＦ在ＳＭＣｓ标志基因启动子区的富集。分
离的ＭＳＣｓ用 １．０ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ预处理 ４８ｈ后，再与
ＳＭＣｓ在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中共培养 ７２ｈ，胰蛋白酶消化
收集 ＭＳＣｓ细胞，实验分为对照组和 ＮａＢ干预组，
ＣｈＩＰｑＰＣＲ方法检测组蛋白修饰和ＳＲＦ富集量。
１．５　免疫荧光检测
　　ＭＳＣｓ、ＳＭＣｓ和共培养７２ｈ的ＭＳＣｓ，以５×１０３个／ｍＬ
密度接种在培养板中，用 ４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ。
采用抗大鼠 αＳＭＡ、抗大鼠 Ｃａｌｐｏｎｉｎ和抗大鼠 ＳＭ
ＭＨＣ的一抗，在４℃孵育１２ｈ。然后采用 ＦＩＴＣ偶联
ＩｇＧ二抗孵育３０ｍｉｎ。最后采用４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅ
ｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）进行５ｍｉｎ的细胞核染色，进行激光
共聚焦显微镜分析。

１．６　实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）
　　在０、２４、４８、７２ｈ收获共培养的 １×１０６个 ＭＳＣｓ，
预冷ＰＢＳ洗涤。提取总ＲＮＡ后，基于ＴａＫａＲａ反转录
试剂盒进行反转录。使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ第一链ｃＤＮＡ合
成试剂盒合成 ｃＤＮＡ。采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ试剂盒处理后，通过实时定量扩增系统（ＭｘＰｒｏ
ＭＸ３００００Ｐ）进行实时 ＰＣＲ。通过将定量的 ｃＤＮＡ转
录物标准化为 β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）来计算基因相对
表达水平。引物序列参见表 １。退火温度为 ６０℃。
每个值代表至少３次独立实验的平均值。

表１　引物序列列表（ｑＰＣＲ）

序号 基因名称 引物序列

１ αＳＭＡ ５′ＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴＡＴ３′（正向）

５′ＣＧＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＴＧ３′（反向）

２ Ｃａｌｐｏｎｉｎ ５′ＣＣＣＡＣＡＡＴＣＡＣＣＡＣＣＣＡＣＡＣＡＡＣ３′（正向）

５′ＣＣＴＣＧＧＣＣＴＧＡＴＣＴＣＣＣＣＡＡＡＣＴ３′（反向）

３ ＳＭＭＨＣ ５′ＧＡＧＧＡＧＧＣＧＧＴＧＣＡＧＧＡＧＴＧＴＡＧ３′（正向）

５′ＧＧＣＧＣＴＧＧＴＧＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴＴ３′（反向）

４ βａｃｔｉｎ ５′ＴＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧ３′（正向）

５′ＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＴＣＴＣＡＧ３′（反向）

１．７　染色质免疫沉淀法 （ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
ＣｈＩＰ）

　　在０、３６和７２ｈ收集 １×１０７个共培养 ＭＳＣｓ以及
正常共培养对照组和 ＮａＢ预处理干预组 ＭＳＣｓ，在室

温下用１％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ。通过超声处理，将
交联的ＤＮＡ剪切至２００～５００ｂｐ的长度。将 ＣｈＩＰ级
抗大鼠ＨＤＡＣ１抗体 （１μｇ）、ＣｈＩＰ级抗大鼠 ＨＤＡＣ２
抗体（１μｇ）、ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白 Ｈ３Ｋ９抗体
（５μｇ）、ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白Ｈ３抗体（５μｇ），
ＣｈＩＰ级抗大鼠乙酰基组蛋白Ｈ４抗体（５μｇ）和ＣｈＩＰ级
抗大鼠ＳＲＦ抗体（１０μｇ）与每种免疫沉淀在４℃磁珠中
孵育过夜，并将正常大鼠 ＣｈＩＰ级抗大鼠 ＩｇＧ抗体
（５μｇ）用作阴性对照。在反向交联之后，纯化ＤＮＡ，使
用ｑＰＣＲ进行定量测定。引物序列参见表２。退火温度
为６０℃。每个值代表至少３个独立实验的平均值。

表２　引物序列列表（ＣｈＩＰｑＰＣＲ）

序号 基因名称 引物序列

１ αＳＭＡ ５′ＣＣＧＣＡＧＴＴＡＣＡＧＴＧＡＴＴＣ３′（正向）

５′ＧＣＴＡＡＧＧＧＣＴＴＧＡＧＡＴＧＡ３′（反向）

２ Ｃａｌｐｏｎｉｎ ５′ＣＡＧＴＣＡＧＣＴＣＣＣＡＡＴＡＣＡＡ３′（正向）

５′ＴＴＣＣＡＡＧＣＣＴＧＴＣＣＣＡＴＴ３′（反向）

３ ＳＭＭＨＣ ５′ＣＡＧＡＴＣＣＧＴＡＣＡＧＧＧＣＴＡＡ３′（正向）

５′ＴＧＣＣＴＧＧＧＡＣＣＡＡＴＡＡＣ３′（反向）

１．８　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０分析数据，数据以 珋ｘ±ｓ
形式表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比

较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　共培养体系诱导骨髓间充质干细胞分化为膀胱
平滑肌细胞

　　为了建立诱导ＭＳＣｓ分化为ＳＭＣｓ的可行和有效的
方法，我们采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，将ＭＳＣｓ与ＳＭＣｓ共培养
７２ｈ，并采用ＲＴＰＣＲ检测不同时间点诱导的ＭＳＣｓ中
ＳＭＣｓ标志基因的表达，结果在共培养的ＭＳＣｓ中αＳＭＡ，
Ｃａｌｐｏｎｉｎ（Ｐ＜０．０５）和 ＳＭＭＨＣ（Ｐ＜０．０１）表达量显著
增加（图 １Ａ）；使用免疫荧光技术检测上述细胞中
αＳＭＡ、Ｃａｌｐｏｎｉｎ和ＳＭＭＨＣ蛋白表达，结果这些蛋白
在共培养的ＭＳＣｓ中表达增强（图１Ｂ）。
２．２　ＭＳＣｓ共培养后不同时间点 ＳＭＣｓ标志基因组蛋

白乙酰化修饰

　 为了测试是否有组蛋白乙酰化修饰参与了ＭＳＣｓ向
ＳＭＣｓ的分化，使用 ＣｈＩＰｑＰＣＲ检测 ＭＳＣｓ中 αＳＭＡ、
Ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭＭＨＣ启动子区的 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ，Ｈ３ａｃｅ和
Ｈ４ａｃｅ富集情况。图 ２显示，在共培养 ７２ｈ时，ＭＳＣｓ
的ＳＭＣｓ标志基因启动子区的 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ、Ｈ３ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ

富集量显著增加（Ｐ＜０．０５），具有统计学意义。

５０３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）
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图１　共培养ＭＳＣｓ中αＳＭＡ标志基因的表达

２．３　ＨＤＡＣ１和ＨＤＡＣ２参与ＭＳＣｓ向ＳＭＣｓ分化的过程
　　为了进一步证明组蛋白乙酰化对 ＳＭＣｓ基因表达
的影响，我们采用ＣｈＩＰｑＰＣＲ检测不同时间点诱导的
ＭＳＣｓ中 ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２的富集。结果表明，诱导
的ＭＳＣｓ中ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２在 ＳＭＣｓ标志基因启动
子区的富集量显著降低，有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．００１，图３）。

２．４　ＳＲＦ促进ＭＳＣｓ向ＳＭＣｓ分化
　　为了测定 ＭＳＣｓ向 ＳＭＣｓ分化是否受 ＳＲＦ调控，
我们测定共培养后ＭＳＣｓ的ＳＭＣｓ标志基因启动子区
ＳＲＦ的富集情况，图４显示随着共培养时间的延长，
ＳＲＦ在 αＳＭＡ和 ＳＭＭＨＣ基因中富集量显著增加
（Ｐ＜０．０５）。
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图３　共培养的ＭＳＣｓ中ＳＭＣｓ标志基因ＨＤＡＣ１和ＨＤＡＣ２富集量　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图４　共培养的ＭＳＣｓ的ＳＭＣｓ标志基因中ＳＲＦ富集　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与干预组比较
Ａ：两组ＳＭＣｓ标志基因中Ｈ３Ｋ９ａｃｅ、Ｈ３ａｃｅ和Ｈ４ａｃｅ的富集量；Ｂ：两组ＳＭＣｓ标志基因中ＳＲＦ富集量
图５　ＮａＢ预处理对共培养间充质干细胞中组蛋白乙酰化修饰和ＳＲＦ结合富集的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　组蛋白乙酰化可能通过 ＳＲＦ促进 ＭＳＣｓ分化成
ＳＭＣｓ

　　研究采用１．０ｍｍｏｌ／ＬＮａＢ提高其乙酰化水平，并
比较ＮａＢ处理干预组与对照组间组蛋白乙酰化修饰
和ＳＲＦ富集情况。结果显示：ＮａＢ干预组 αＳＭＡ和

ＳＭＭＨＣ基因中 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ的富集量明显高于
对照组（Ｐ＜０．０５，图５Ａ）；ＳＲＦ在干预组中呈现相同增
高趋势，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｂ）。相
反，经ＮａＢ干预组的Ｈ３ａｃｅ显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，
图５Ａ）。

８０３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　临床上细胞移植治疗受到干细胞来源的限制［２］。

由于ＭＳＣｓ能够分化成多种细胞，因此被认为是一种
极具应用潜能的种子细胞。体外培养中，ＭＳＣｓ可通过
直接接触或者细胞因子诱导分化为ＳＭＣｓ［１９－２０］。在体
内，骨髓间充质干细胞经尿道和膀胱颈黏膜下注射可

分化为膀胱平滑肌细胞［１］。我们的研究发现共培养

后ＭＳＣｓ的ＳＭＣｓ标志基因表达增加，说明体外 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室共培养能够诱导 ＭＳＣｓ向 ＳＭＣｓ分化，这为
干细胞定向分化寻找到一个较为可靠的途径。

　　ＭＳＣｓ向 ＳＭＣｓ分化的机制尚不清楚。先前的研
究表明，组蛋白乙酰化修饰参与了ＳＭＣｓ的分化［２１－２３］。

干细胞系的乙酰化水平较低，而在分化后的 ＳＭＣｓ中，
ＳＭＣｓ标志基因的 Ｈ３ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ升高［８］。与此相一

致，我们还发现，ＳＭＣｓ标志基因中 Ｈ３ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ的富
集在 ＭＳＣｓ向 ＳＭＣ分化中升高，这意味着 Ｈ３ａｃｅ和
Ｈ４ａｃｅ在ＭＳＣｓ分化过程中启动了相关基因表达。ＭＣ
ＤＯＮＡＬＤ［６］报道 αＳＭＡ和 ＳＭＭＨＣ的 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ升高。
我们还发现分化的 ＭＳＣｓ中 αＳＭＡ，Ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ
ＭＨＣ的Ｈ３Ｋ９ａｃｅ显著高于未分化的 ＭＳＣｓ。这些数据
表明在ＭＳＣｓ分化为 ＳＭＣｓ中，Ｈ３Ｋ９ａｃｅ激活平滑肌标
记基因表达。所有结果表明，组蛋白乙酰化修饰在

ＭＳＣｓ分化为ＳＭＣｓ中起促进作用。
　　组蛋白乙酰化状态由 ＨＡＴ和 ＨＤＡＣ调节。在
ＨＤＡＣ家族中，ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２保持相同的 ８５％序
列，通常共同存在并抑制基因转录。研究证明，

ＨＤＡＣ２通过结合某些 ＳＭＣｓ特异性转录因子来抑制
ＳＭＣｓ标志基因的表达［１４，２４］。我们的研究结果表明，

随着共培养时间的延长，ＨＤＡＣ１和 ＨＤＡＣ２在 ＳＭＣｓ
标记基因上的富集程度显著降低，说明 ＨＤＡＣ１和
ＨＤＡＣ２抑制了ＭＳＣ向ＳＭＣ分化中ＳＭＣｓ标记基因的
表达。

　　组蛋白修饰通过转录因子调控基因表达［２５－２６］。

ＳＲＦ是ＳＭＣｓ特异性基因表达的关键转录因子之一。
ＭＣＤＯＮＡＬＤ［６］报道 ＳＲＦ与 Ｈ４乙酰化结合可以控制
ＳＭＣｓ的分化。在本研究中，我们发现在ＭＳＣｓ分化中，
ＳＲＦ在ＳＭＣｓ标志基因启动子区富集量增加，促进ＭＳＣｓ
中ＳＭＣｓ标志基因的表达。进一步，我们通过１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＢ提高组蛋白乙酰化修饰水平，并观察了 ＳＲＦ的富
集和组蛋白修饰的变化。结果发现，与对照组相比，

ＮａＢ干预组ＳＭＣｓ基因启动子区Ｈ３ａｃｅ富集量显著降低，
原因可能是Ｈ４高乙酰化状态抑制了Ｈ３乙酰化［６］；同

时，ＳＲＦ、Ｈ３Ｋ９ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ明显升高，提示 Ｈ３Ｋ９ａｃｅ和
Ｈ４ａｃｅ可能联合ＳＲＦ促进ＭＳＣｓ的ＳＭＣｓ标志基因表达。

　　本研究通过建立体外共培养体系，揭示了组蛋白
乙酰化修饰在 ＭＳＣｓ向 ＳＭＣｓ分化中的作用。虽然组
蛋白特异位点乙酰化修饰促进 ＭＳＣｓ的 ＳＭＣｓ标志基
因的表达，并且ＮａＢ提高乙酰化修饰后ＳＲＦ与其有相
同的增高趋势，然而ＳＲＦ与相关乙酰化组蛋白间的结
合是直接还是间接，尚未明确，并且上述组蛋白特异位

点乙酰化与ＨＤＡＣ１和／或 ＨＤＡＣ２之间结合关系也需
在后续研究中进一步阐明。

　　总之，体外 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培养体系能够诱导
ＭＳＣｓ分化成 ＳＭＣｓ。在分化过程中，Ｈ３Ｋ９ａｃｅ、Ｈ３ａｃｅ和
Ｈ４ａｃｅ可能经ＨＤＡＣ１和ＨＤＡＣ２调整，促进 ＳＭＣｓ标志
基因的表达，Ｈ３Ｋ９ａｃｅ和 Ｈ４ａｃｅ可能结合 ＳＲＦ参与
ＳＭＣｓ标志基因的初始转录。
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［１１］ ＳＩＮＧＨ Ｎ，ＴＲＩＶＥＤＩＣＭ，ＬＵＭ Ｍ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｎｅｕ
ｒａｌｃｒｅｓｔｃｅｌｌｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｃａｒｄｉａｃｏｕｔｆｌｏｗｔｒａｃｔ
［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２０１１，１０９（１１）：１２４０－１２４９．ＤＯＩ：１０．
１１６１／ｃｉｒｃｒｅｓａｈａ．１１１．２５５０６７．

［１２］ＴＵＲＧＥＯＮＮ，ＢＬＡＩＳＭ，ＧＡＧＮ?ＪＭ，ｅｔａｌ．ＨＤＡＣ１ａｎｄ
ＨＤＡＣ２ｒｅｓｔｒａｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｒｅｇ
ｕｌａｔｉｎｇｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳ
ＯＮＥ，２０１３，８（９）：ｅ７３７８５．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．
００７３７８５．

［１３］ＨＥＳＨ，ＫＨＡＮＤＨ，ＷＩＮＴＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎｏｆＨＤＡＣ１ａｎｄＨＤＡＣ２ｄｕｒｉｎｇｍｉｔｏｓｉｓ：Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈ
Ｆａｃｔｉｎ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１３，２２８（７）：１５２５－１５３５．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．２４３１１．

［１４］ＫＯＮＧＸ，ＦＡＮＧＭ，ＬＩＰ，ｅｔａｌ．ＨＤＡＣ２ｄｅａｃｅｔｙｌａｔｅｓｃｌａｓｓ
ＩＩｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ａｎｄｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＣｅｌｌＣａｒｄｉｏｌ，２００９，４６
（３）：２９２－２９９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｊｍｃｃ．２００８．１０．０２３．

［１５］ＷＡＮＧＺ，ＷＡＮＧＤＺ，ＨＯＣＫＥＭＥＹＥＲＤ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｃａｒ
ｄｉｎａｎｄｔｅｒｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘｆａｃｔｏｒｓｃｏｍｐｅｔｅｆｏｒＳＲＦｔｏｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００４，４２８
（６９７９）：１８５－１８９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ０２３８２．

［１６］ＰＥＮＫＥＬＲ，ＨＵＡＮＧＳＫ，ＷＨＩＴＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎ
ｄｉｎＥ２ｉｎｈｉｂｉｔｓαｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇ
ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｖｉａｄｉｓｔｉｎｃｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｍｏｄ
ｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒａｎｄｍｙｏｃａｒｄｉｎｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１４，２８９（２４）：
１７１５１－１７１６２．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．ｍ１１４．５５８１３０．

［１７］ＭＯＲＩＴＡＴ，ＨＡＹＡＳＨＩＫ．Ａｒｐ５ｉｓａｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｍｙｏ
ｃａｒｄｉｎｉｎｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，２０４

（５）：６８３－６９６．ＤＯＩ：１０．１０８３／ｊｃｂ．２０１３０７１５８．
［１８］ＤＡＶＩＳＦＪ，ＧＵＰＴＡＭ，ＣＡＭＯＲＥＴＴＩＭＥＲＣＡＤＯＢ，ｅｔａｌ．

Ｃａｌｃｉｕｍ／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｓｓｅｒ
ｕｍｒｅｓｐｏｎｓｅｆａｃｔｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｉｔｓｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｆｒｏｍｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ４．Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｃａｒｄｉａｃ
ｍｕｓｃｌｅｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ
Ｃｈｅｍ，２００３，２７８（２２）：２００４７－２００５８．ＤＯＩ：１０．１０７４／
ｊｂｃ．ｍ２０９９９８２００．

［１９］ＰＡＲＫＷＳ，ＨＥＯＳＣ，ＪＥＯＮＥＳ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＩｏｎｃｈａｎｎｅｌｓｉｎＴＧＦβ
（１）ｔｒｅａｔｅｄｈｕｍａｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１３，３０５（４）：Ｃ３７７－
Ｃ３９１．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｃｅｌｌ．００４０４．２０１２．

［２０］ＷＡＮＧＴ，ＸＵＺ，ＪＩＡＮＧＷ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｔｏｃｅｌｌｃｏｎｔａｃｔｉｎ
ｄｕｃｅｓｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｉｎｔｏｃａｒｄｉｏｍｙｏ
ｃｙｔｅａｎｄｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｌ，２００６，１０９
（１）：７４－８１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｃａｒｄ．２００５．０５．０７２．

［２１］ＬＩＵＲ，ＬＥＳＬＩＥＫＬ，ＭＡＲＴＩＮＫＡ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，
２０１５，１８４９（４）：４４８－４５３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｇｒｍ．
２０１４．０６．００４．

［２２］ＶＩＬＬＥＮＥＵＶＥＬＭ，ＲＥＤＤＹＭＡ，ＬＡＮＴＩＮＧＬＬ，ｅｔａｌ．
ＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｈｉｓｔｏｎｅＨ３ｌｙｓｉｎｅ９ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｍｅｍｏｒｙａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓ
ｃｌｅｃｅｌｌｓｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００８，
１０５（２６）：９０４７－９０５２．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．０８０３６２３１０５．

［２３］ＡＬＥＸＡＮＤＥＲＭＲ，ＯＷＥＮＳＧＫ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｓｗｉｔｃｈｉｎｇ
ｉｎｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＰｈｙｓｉ
ｏｌ，２０１２，７４（１）：１３－４０．ＤＯＩ：１０．１１４６／ａｎｎｕｒｅｖｐｈｙｓｉｏｌ
０１２１１０１４２３１５．

［２４］ＭＥＮＧＦ，ＨＡＮＭ，ＺＨＥＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓＫＬＦ４ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇＨＤＡＣ２ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ
ｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｒｏｍＫＬＦ４ｉｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００９，３８７（１）：
１３－１８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２００９．０５．１１２．

［２５］ＫＡＴＡＮＫＨＡＹＫＯＶＩＣＨＹ，ＳＴＲＵＨＬＫ．ＳｐｌｉｔｔｉｎｇｏｆＨ３Ｈ４
ｔｅｔｒａｍｅｒｓａｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙａｃｔｉｖｅｇｅｎｅｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｄｙｎａｍ
ｉｃｈｉｓｔｏｎｅｅｘｃｈａｎｇｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１１，
１０８（４）：１２９６－１３０１．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１０１８３０８１０８．

［２６］ＸＵＭ，ＬＯＮＧＣ，ＣＨＥＮＸ，ｅｔａｌ．Ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇｏｆｈｉｓｔｏｎｅ
Ｈ３Ｈ４ｔｅｔｒａｍｅｒｓｄｕｒｉｎｇＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｈｒｏｍａ
ｔｉｎａｓｓｅｍｂｌｙ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，３２８（５９７４）：９４－９８．
ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．１１７８９９４．

（收稿：２０２００８２７；修回：２０２００９１６）

（编辑　栾　嘉）
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