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G9a 组蛋白甲基转移酶抑制剂 BIX01294 抑制血管平滑肌细胞增殖的机制
研究

王泽澜，罗稳健，赵俊勇，罗小林，秦浙学　（陆军军医大学第二附属医院心血管内科，重庆 400037）

［摘 要］　目的　探讨G9a组蛋白甲基转移酶抑制剂BIX01294对血管平滑肌细胞（VSMC）增殖的影响及其潜在的作用机制。

方法　将 12只 SD大鼠分为对照组和治疗组，每组 6只。大鼠使用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，消毒备皮后，暴露颈总动脉、颈内外动

脉，结扎颈内外静脉远心端，夹闭颈总动脉近心端，剪开颈外动脉，插入球囊导管并加压阻断血流，抽出球囊后结扎颈外动脉近心端。

治疗组抽出球囊后维持颈总动脉夹闭状态，使用100 μmol/L BIX01294溶液灌注处理30 s后恢复血流；对照组使用PBS灌注30 s后恢

复血流。将VSMC分为正常组与BIX01294组，正常组细胞在含2%胎牛血清的低糖培养基中培养处理；BIX01294组细胞在正常组基

础上分别添加 2. 5、5. 0、7. 5、10. 0 μmol/L BIX01294共处理。分别通过CCK-8实验、EDU实验检测细胞活性、增殖能力，筛选合适浓

度的BIX01294。TUNEL实验检测正常组和BIX01294组、对照组和治疗组细胞凋亡情况。Western blot检测正常组和BIX01294组细

胞自噬与凋亡相关蛋白表达水平。结果　与 0 μmol/L相比，经不同浓度BIX01294处理后，VSMC的活性与增殖能力均呈浓度依赖

性降低（P<0. 05）。与正常组比较，BIX01294组VSMC凋亡水平增加（P<0. 05），VSMC自噬及凋亡相关蛋白 LC3Ⅰ/Ⅱ、Bax表达上调

（P<0. 05），Bcl-2、p62 蛋白表达下调（P<0. 05）。在体试验结果表明，BIX01294 局部灌注加重了颈动脉 VSMC 的凋亡。结论　

BIX01294激活VSMC自噬与凋亡并抑制了VSMC的增殖。
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Mechanism of G9a histone methyltransferase inhibitor BIX01294 inhibiting the proliferation of vascular 
smooth muscle cell
WANG Ze-lan, LUO Wen-jian, ZHAO Jun-yong, LUO Xiao-lin, QIN Zhe-xue (Department of Cardiovasology, the Second 
Affiliated Hospital of Army Medical University, Chongqing 400037, China)

Abstract: Objective　To investigate the effect of G9a histone methyltransferase inhibitor BIX01294 on the proliferation of vascular 
smooth muscle cell （VSMC） and its underlying mechanism. Methods　Twelve SD rats were divided into the control group and the treatment 
group， with 6 rats in each group.  The rats were anesthetized by intraperitoneal injection with sodium pentobarbital， then exposed the 
common carotid artery and the internal and external carotid artery after disinfection and skin preparation， ligated the distal end of the internal 
and external jugular veins，clamped the proximal end of the common carotid artery，cut the external carotid artery，inserted the balloon 
catheter， blocked the blood flow by compression， and ligated the proximal end of the external carotid artery after withdrawing the balloon.  
The common carotid artery clamping state of rats in the treatment group was maintained after withdrawing the balloon， then restored the blood 
flow after perfusion with 100 μmol/L BIX01294 solution for 30 seconds； rats in the control group were restored the blood flow after perfusion 
with PBS for 30 seconds.  VSMC were divided into the normal group and the BIX01294 groups.  Cells in the normal group were cultured in 
low glucose medium containing 2% fetal bovine serum，and cells in the BIX01294 groups were co-treated with 2. 5，5. 0，7. 5 and 10. 0 μmol/L 
BIX01294 on the basis of the normal group，respectively.  CCK-8 assay and EDU assay were used to detect the cell activity and proliferative 
ability respectively， to screen appropriate concentration of BIX01294.  The cell apoptosis was detected by TUNEL assay between the 
normal group and the BIX01294 group， and the control group and the treatment group.  Western blot was used to detect the expression levels 
of autophagy- and apoptosis-related proteins in the normal group and BIX01294 group. Results　Compared with 0 μmol/L， the activity and 
proliferative ability of VSMC decreased in a concentration-dependent manner after treatment with BIX01294 at different concentrations 
（P<0. 05）.  Compared with the normal group， the apoptosis level of VSMC in the BIX01294 group was increased （P<0. 05）， the expression 
of VSMC autophagy- and apoptosis-related proteins of LC3Ⅰ/Ⅱ and Bax were up-regulated （P<0. 05）， and the expression of Bcl-2 and p62 
proteins were down-regulated （P<0. 05）.  In vivo test results showed that BIX01294 local perfusion aggravated the apoptosis of carotid 
VSMC. Conclusion　BIX01294 activates VSMC autophagy and apoptosis and inhibits its proliferation.
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血管内膜增生是一种病理现象，主要是由于血管

平滑肌细胞（vascular smooth muscle cell,VSMC）受到病

理性刺激或损伤，从静止状态向合成状态转化，同时

增殖和迁移能力增强，从而导致血管内膜异常增生[1]。
血管内膜增生与多种心血管疾病密切相关，包括动脉

粥样硬化、高血压、血管再狭窄等[2]。目前针对血管内

膜增生的治疗方法主要有抗凝、抗血小板治疗等[3]。
例如，PRMT5 是一种精氨酸甲基转移酶，其通过表观

遗传修饰作用促进 SRF/MYOCD 复合物与 VSMC 标志

基因 CArG 元件结合，导致 VSMC 向去分化表型转化，

促进内膜增生，而抑制PRMT5可缓解血管内膜增生[4]。
因此，从分子层面调控特定蛋白活性可能成为抑制血

管内膜增生的一种新的治疗策略。而寻找新的血管

内膜增生的治疗靶点，对于动脉粥样硬化、高血压等

血管病理性重构有重要意义[5]。
BIX01294是一种小分子化合物，主要靶向G9a组

蛋白甲基转移酶，其可通过抑制G9a甲基转移酶活性，

阻断G9a对组蛋白H3第 9位赖氨酸的二甲基化，从而

影响基因表达和染色质状态[6-7]。BIX01294 在多种癌

症模型中具有抗肿瘤活性，是一种潜在的抗肿瘤药

物，尤其是在 G9a组蛋白甲基转移酶过表达的癌症类

型中[8-9]。有研究表明，BIX01294可促进 VSMC的自噬

与凋亡，并抑制其增殖[10]，但 BIX01294 在血管内膜增

生过程中的作用尚不明确。因此，本研究通过观察

BIX01294 对 VSMC 增殖、凋亡与自噬的影响，探索其

抑制血管内膜增生的潜在作用机制。

1　材料与方法

1. 1　动物来源

12只 SPF级雄性 SD 大鼠购自北京华阜康生物科

技股份有限公司[生产许可证号：SCXK(京)2024-0003]，
体质量 250~300 g。大鼠分笼饲养，饲养条件：温度

（20±1）℃，湿度 40%~50%，12 h明暗交替，食物与水不

限。本研究经陆军军医大学实验动物福利伦理委员

会批准（伦理批号：AMUWEC20234765）。

1. 2　主要试剂

1% 青/链霉素（上海碧云天生物，批号：C0222）；

T25 细胞培养瓶（苏州康宁，批号：430168）；胎牛血清

（澳大利亚英潍捷基，批号：10099141C）；低糖培养基

（武汉赛维尔生物，批号：G4520-500ML）；Hanks 平衡

盐溶液（合肥白鲨，批号：BL561A）；CCK-8 试剂盒（上

海碧云天生物，批号：C0037）；TUNEL 试剂盒（上海碧

云天生物，批号：C1089）；EDU 增殖检测试剂盒（上海

碧云天生物，批号：C0071S）；BIX01294（美国 MCE，批

号：HY10587）；G9a 组蛋白甲基转移酶（美国 Abcam，

批 号 ：ab185050）；Bax（上 海 碧 云 天 生 物 ，批 号 ：

A0057）；LC3（武汉塞维尔生物，批号：GB11124）；p62
（上海碧云天生物，批号：AF0279）；Bcl-2（上海碧云天

生物，批号：AF0060）；GAPDH（上海碧云天生物，批

号：AF1186）。

1. 3　动物模型构建及分组

将 12只 SD大鼠分为对照组和治疗组，每组 6只。

使用戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，按照大鼠体质量确定

麻醉剂量。消毒备皮，暴露颈总动脉、颈内外动脉。

结扎颈内外静脉远心端，夹闭颈总动脉近心端，剪开

颈外动脉，插入球囊导管并加压阻断血流，来回抽动

5次，抽出球囊后结扎颈外动脉近心端[11]。治疗组大鼠

抽出球囊后维持颈总动脉夹闭状态，使用 100 μmol/L 
BIX01294溶液灌注处理 30 s后恢复血流；对照组大鼠

使用 PBS灌注 30 s后恢复血流。术后 3 d处死大鼠并

取材，制作动脉环冰冻切片（厚度：8 μm）。

1. 4　原代细胞分离与培养

无菌条件下取 SD 大鼠胸主动脉，PBS 清洗，将完

整的主动脉置于 2 mg/mL胶原酶溶液中，并于 37 ℃培

养箱中孵育 30 min。孵育结束后，剥离血管外膜，剪碎

中膜组织，置于 0. 5 mg/mL 弹力酶溶液中，然后于

37 ℃培养箱中消化，每 30 min重悬 1次，直至组织完全

消化。将组织消化液移至离心管并置于水平离心机，

以 900 g离心 5 min。将沉淀的细胞重悬并种植于 T25
细胞培养瓶中，使用含 1%青/链霉素的 10%胎牛血清

低糖培养基静置培养 3 d，细胞贴壁后每 2 d换液 1次。

待细胞密度为 80%~90% 时，使用胰蛋白酶消化细胞

进行传代处理。选取第4~7代VSMC进行后续实验。

1. 5　细胞处理及分组

将细胞种植在培养皿中，用含 10%胎牛血清的低

糖培养基培养，每 2 d换液 1次。待细胞密度为 50%~
70% 时，更换为无血清培养基饥饿处理 24 h。将细胞

分为正常组（0 μmol/L BIX01294 处理）和不同浓度

（2. 5、5. 0、7. 5、10. 0 μmol/L）BIX01294 组，CCK-8 和

EDU实验测定细胞活性和增殖能力，筛选合适浓度的

BIX01294进行后续实验。

1. 6　CCK-8检测细胞活性

将 VSMC 均匀接种至 96 孔板，每组设 4 个复孔，

待 细 胞 贴 壁 后 加 入 0、2. 5、5. 0、7. 5、10. 0 μmol/L 
BIX01294 进行孵育。24 h 后，去除干预培养基，加入

含CCK-8试剂的培养基，置于 37 ℃培养箱中避光孵育

2 h，酶标仪检测 450 nm 波长处的光密度（optical 
density， OD）值。
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1. 7　EDU实验检测细胞增殖能力

将 VSMC 接种在含共聚焦玻片的培养皿中，加入

0、2. 5、5. 0、7. 5、10. 0 μmol/L BIX01294 进行干预，去

除干预培养基，更换为含 EDU 工作液的培养基，置于

37 ℃培养箱中避光孵育 2 h。然后在避光条件下使用

PBS 洗去 EDU 工作液，4% 多聚甲醛室温固定细胞

20 min。洗去固定液，加入 Triton-100X 室温通透

20 min。洗去通透液，加入Click反应液室温避光孵育

30 min。洗去 Click 反应液，加入 DAPI 染色液进行细

胞核复染，然后通过激光共聚焦显微镜检测EDU掺入

率（激发波长：EDU 488 nm，DAPI 405 nm）。EDU阳性

率使用 ImageJ软件进行定量分析。

1. 8　TUNEL实验检测VSMC凋亡情况

取正常组和BIX01294组细胞、对照组和治疗组冰

冻切片，使用 4% 多聚甲醛室温固定细胞或冰冻切片

20 min，洗去固定液，加入Triton-100X室温通透20 min。
洗去通透液，加入配制好的 TUNEL 检测液于 37 ℃避

光孵育 60 min。洗去 TUNEL 检测液，加入 DAPI 染色

液进行细胞核复染后，通过激光共聚焦显微镜检测

TUNEL 荧光信号（激发波长：TUNEL 555 nm，DAPI 
405 nm）。TUNEL阳性率使用 ImageJ定量分析。

1. 9　Western blot检测相关蛋白表达

取正常组和 BIX01294 组细胞，每组设 4 个复孔，

冰上放置 30 min，使用RIPA裂解液充分裂解细胞。提

取 VSMC 总蛋白后，使用 BCA 测定蛋白浓度。制备

10% SDS-PAGE 凝胶，取适量蛋白样本上样，在 100 V
下进行电泳分离；300 mA下转至 PVDF膜。转膜结束

后，使用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。使用脱脂奶粉

室温封闭 1 h，TBST 洗膜 3 次，分别加入兔抗 G9a
（1∶500）、兔抗 LC3Ⅰ/Ⅱ（1∶1 000）、兔抗 Bax（1∶500）、

兔抗 Bcl-2（1∶500）、鼠抗 p62（1∶500）、兔抗 GAPDH
（1∶1 000）一抗稀释液，4 ℃过夜孵育。孵育结束后，

TBST洗膜 3次，每次 10 min，加入山羊抗兔（1∶2 000）、

山羊抗鼠（1∶2 000）二抗稀释液，室温孵育 2 h。然后

TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，预冷凝胶显影仪至

-25 ℃，滴加配制好的 ECL 显影液进行显影。条带灰

度值使用 ImageJ定量分析。

1. 10　统计学分析

使用 Graphpad prism 9. 5. 0 对数据进行统计学分

析。数据以均数±标准误（x̄±sx̄）表示，2组间差异分析

采用非配对 t检验，多组间差异分析采用单因素方差

分析。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　BIX01294体外降低VSMC的活性

CCK-8 结果显示：与 0 μmol/L 相比，经不同浓度

BIX01294 处理后，VSMC 活性呈浓度依赖性下降

（P<0. 05），即 BIX01294 浓度越高，对 VSMC 活性的抑

制越明显，见图1。

2. 2　BIX01294体外抑制VSMC的增殖

EDU 实验结果显示：与 0 μmol/L 相比，经不同浓

度BIX01294处理后，VSMC增殖能力呈浓度依赖性下

降（P<0. 05），见图 2。由于BIX01294细胞毒性较强,故
选用5. 0 μmol/L BIX01294进行后续实验。

2. 3　BIX01294体外促进VSMC的凋亡

TUNEL 染色结果显示：与正常组相比，BIX01294
组VSMC的凋亡水平增加（P<0. 05），见图3。

*：与正常组比较，P<0.05；#：P<0.05
图1　各组VSMC活性比较

*：与正常组比较，P<0.05；#：P<0.05
图2　各组VSMC增殖能力比较
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2. 4　BIX01294 体外调节 VSMC 自噬与凋亡相关蛋白

的表达

Western blot 结果显示：与正常组比较，BIX01294
组VSMC的LC3Ⅰ/Ⅱ、Bax蛋白表达水平上调（P<0. 05），

而 G9a、Bcl-2、p62 蛋 白 表 达 水 平 下 调（P<0. 05），

见图4。
2. 5　BIX01294体内促进VSMC的凋亡

TUNEL染色结果提示：与对照组相比，100 μmol/L 

BIX01294明显促进了体内动脉VSMC的凋亡，见图5。

3　讨论

血管内膜增生这一病理过程与多种血管病理性

重构相关性疾病有关，是心血管疾病病死率增加的重

要危险因素。这个过程中伴随着 VSMC 的去分化、增

殖与迁移，但 VSMC 在这一转变中的机制目前尚不清

楚[12]。研究表明，动脉粥样硬化过程是一种以平滑肌

细胞为驱动的类肿瘤样反应，而抗肿瘤药物在预防和

治疗动脉粥样硬化性疾病中表现出较大潜力[13-14]。因

此，平滑肌细胞的抗肿瘤治疗为抑制血管内膜增生提

供了一种新型治疗策略。组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸的

二甲基化在心血管疾病中依赖其转录沉默活性发挥

调控作用[15-16]。BIX01294 能够特异性抑制组蛋白 H3
第 9位赖氨酸的二甲基化与三甲基化活性，在表观遗

传修饰调控中表现出抗肿瘤活性[6，8，17]。在VSMC的生

物进程中，表观遗传修饰也发挥着重要的作用[18]，如
PRMT5通过翻译后修饰调控血清反应因子的活性，从

而介导了VSMC的表型转换[4]。
本研究结果显示，BIX01294 能够显著降低 VSMC

的增殖能力，促进其凋亡；进一步研究发现，BIX01294
处理的 VSMC 中 Bax 与 LC3Ⅰ/Ⅱ蛋白表达水平上调，

可能提示 VSMC进入应激反应状态。Bax是一种促凋

亡蛋白，其在线粒体膜上的寡聚化改变了线粒体膜的

通透性，破坏了线粒体的正常功能，促使线粒体释放

细胞色素 c等物质，同时也可能影响线粒体的呼吸链

功能，导致线粒体膜电位下降，进一步推动细胞凋亡。

LC3Ⅰ/Ⅱ的变化则涉及自噬体形成与成熟、自噬底物

招募与降解。当自噬被激活时，LC3Ⅰ会被一系列酶

修饰，加入磷脂酰乙醇胺（PE）后转化为LC3Ⅱ，LC3Ⅱ
能够定位到自噬体膜上，参与自噬体的成核、延伸和

闭合过程，标志着自噬体的形成。本研究结果同时显

示Bcl-2与 p62表达下调，Bcl-2与 p62蛋白表达水平的

变化往往不是孤立的事件，它们与多种信号通路和细

胞过程相互作用，Bcl-2可稳定线粒体膜电位，防止线

粒体膜通透性转换孔开放，减少细胞色素 c等物质的

泄漏，从而维持细胞的正常代谢和功能。p62 作为一

种选择性自噬受体，能通过其UBA结构域特异性识别

*：与正常组比较，P<0.05
图3　各组VSMC凋亡水平比较

a：蛋白电泳图；b：蛋白定量统计   *：与正常组比较，P<0.05
图4　各组VSMC自噬与凋亡相关蛋白水平比较

图5　各组大鼠颈动脉VSMC凋亡情况
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泛素化修饰的蛋白质底物，同时利用其 LC3相互作用

区域与自噬体膜上的 LC3蛋白结合，将泛素化底物转

运至自噬体中进行降解。表明 BIX01294 激活了

VSMC的自噬，促进其凋亡。

凋亡是一种细胞程序性死亡过程，其在维持组织

稳态和发育中起着重要作用，而自噬是一种维持细胞

内环境稳定和正常功能的过程。在正常血管中细胞

增殖和凋亡处于平衡状态，当血管受到损伤（如内膜

剥脱或血管成形术），则会导致血管内膜增生[19]。研究

表明，促进 VSMC 凋亡与自噬是抑制血管内膜增生的

一种手段[20]。本研究构建了血管内膜损伤的动物模

型，并使用 BIX01294 局部灌注治疗，结果显示，

BIX01294诱发了颈动脉VSMC凋亡，其中可能涉及到

了 Bax、LC3Ⅰ/Ⅱ、Bcl-2、p62 等多种蛋白的调控。Bax
上调会促进细胞凋亡，使VSMC数量减少，从而抑制血

管内膜增生。LC3Ⅰ/Ⅱ上调标志着自噬增强，适度自

噬可清除细胞内有害物质，但过度自噬可能导致细胞

死亡，同样不利于血管内膜增生。Bcl-2下调会减弱其

对细胞凋亡的抑制作用，使细胞更容易凋亡，进而抑

制内膜增生。p62 起到了调控自噬流的作用，细胞内

物质被更有效地清除，这可能影响细胞的代谢和生

存，进而影响细胞凋亡。

综上所述，BIX01294通过激活 VSMC自噬与凋亡

抑制了 VSMC 的增殖。本研究尚存在不足，BIX01294
对血管内膜损伤后再狭窄研究较浅，并且对于凋亡与

自噬相关通路的探讨不足，后续将深入探究调控血管

内膜增生的作用机制。
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