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  [摘要] 目的 探讨含十字形结构域蛋白3(JMJD3)在小鼠肝脏缺血再灌注损伤(IRI)时的作用,并探究

抑制JMJD3能否减轻小鼠肝脏IRI。方法 建立小鼠IRI模型,Western
 

blot、免疫组织化学检测JMJD3的表

达及定位;建立AML-12肝细胞的缺氧复氧损伤模型,Western
 

blot检测JMJD3的蛋白水平变化情况;用ShR-
NA沉默AML-12肝细胞中的JMJD3,CCK-8检测沉默JMJD3对AML-12细胞活力的影响,同时抑制C-jun
氨基末端激酶(JNK)的活性进一步探究JNK-p53信号通路是否调控JMJD3;在小鼠IRI模型中验证GSK-J4
预处理抑制JMJD3对肝脏IRI的作用。结果 小鼠肝脏IRI能导致JMJD3的表达增加,且JMJD3主要表达

于肝细胞中,缺氧复氧损伤也能导致AML-12蛋白水平增加。沉默JMJD3能减轻缺氧复氧损伤导致的AML-
12的凋亡,且JMJD3受JNK-p53信号通路调控。在小鼠IRI模型中,GSK-J4预处理能明显减轻IRI

 

6、24
 

h后

血清中丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天冬氨酸氨基转移酶(AST)水平,苏木素-伊红(HE)和TUNEL染色发现抑

制JMJD3能缓解IRI
 

6
 

h病理改变和降低肝细胞凋亡。结论 抑制JMJD3能减轻小鼠肝脏IRI,JMJD3受

JNK-p53信号通路调控。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Jumonji
 

domain-containing
 

protein
 

3
 

(JMJD3)
 

in
 

the
 

mouse
 

liver
 

ischemia
 

reperfusion
 

injury
 

(IRI),and
 

whether
 

inhibition
 

of
 

JMJD3
 

could
 

alleviate
 

liver
 

IRI.Meth-
ods Established

 

the
 

mice
 

IRI
 

model,Western
 

blot
 

and
 

immunohistochemistry
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

and
 

location
 

of
 

JMJD3.Established
 

a
 

hypoxia-reoxygenation
 

injury
 

model
 

of
 

AML-12
 

hepatocytes,West-
ern

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

changes
 

in
 

the
 

protein
 

level
 

of
 

JMJD3;Silenced
 

JMJD3
 

in
 

AML-12
 

cell
 

with
 

ShR-
NA,CCK-8

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

silencing
 

JMJD3
 

on
 

the
 

cell
 

viability
 

of
 

AML-12,while
 

inhibiting
 

the
 

activity
 

of
 

C-jun
 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)
 

to
 

further
 

explore
 

whether
 

the
 

JNK-p53
 

signaling
 

pathway
 

reg-
ulating

 

JMJD3.Verified
 

that
 

GSK-J4
 

pretreatment
 

inhibited
 

the
 

effect
 

of
 

JMJD3
 

on
 

liver
 

IRI
 

in
 

the
 

mice
 

IRI
 

model.Results Mice
 

liver
 

IRI
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

JMJD3,and
 

JMJD3
 

was
 

mainly
 

expressed
 

in
 

liver
 

cells.Hypoxia
 

and
 

reoxygenation
 

injury
 

could
 

also
 

lead
 

to
 

an
 

increase
 

in
 

AML-12
 

protein
 

levels.Silencing
 

JM-
JD3

 

reduced
 

the
 

apoptosis
 

of
 

AML-12
 

caused
 

by
 

hypoxia
 

and
 

reoxygenation
 

injury,and
 

JMJD3
 

was
 

regulated
 

by
 

the
 

JNK-p53
 

signaling
 

pathway.In
 

the
 

mice
 

IRI
 

model,GSK-J4
 

pretreatment
 

significantly
 

reduced
 

the
 

lev-
els

 

of
 

alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

after
 

6
 

and
 

24
 

hours
 

of
 

IRI,and
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

found
 

that
 

inhibiting
 

JMJD3
 

could
 

alleviate
 

the
 

patho-
logical

 

changes
 

of
 

IRI
 

6
 

h
 

and
 

reduce
 

hepatocyte
 

apoptosis.Conclusion Inhibition
 

of
 

JMJD3
 

could
 

alleviate
 

mouse
 

liver
 

IRI,JMJD3
 

is
 

regulated
 

by
 

JNK-p53
 

pathway.
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  肝移植是目前治疗终末期肝脏疾病最有效的方

法,肝脏缺血再灌注损伤(ischemia
 

reperfusion
 

inju-
ry,IRI)能引起肝细胞功能异常和肝脏结构紊乱,并
导致约10%的早期肝移植失败,增加急性和慢性排斥

反应的发生率[1]。IRI的发生机制十分复杂,可能与

活性氧产生、细胞凋亡、钙离子超载及大量炎性细胞

浸润导致的炎性反应有关,这些机制在肝脏缺血的过

程中开始出现,并在血液再灌注后进一步加重[2]。
IRI能导致肝细胞凋亡,凋亡的肝细胞能产生高迁移

率族蛋白1(high-mobility
 

group
 

box
 

1,HMGB1)、三
磷酸腺苷(ATP)、核酸等危险相关分子模式(danger-
associated

 

molecular
 

patterns,DAMP),进而引起炎

性细胞浸润,并产生大量炎性因子,而炎性因子又进

一步加重肝细胞凋亡[3]。大量研究也发现抑制肝细

胞凋亡能减轻IRI[4-5]。含十字形结构域蛋白3(Ju-
monji

 

domain-containing
 

protein
 

3,JMJD3)是一种特

异性去甲基化酶,能特异性去除组蛋白3第27位赖

氨酸的三甲基化(H3K27me3)状态,解除其对基因表

达的抑制作用[6]。有研究报道,JMJD3能直接去除促

凋亡 蛋 白 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶

(Caspase)-3和Bax的基因启动子区 H3K27me3,上
调Caspase-3和Bax的表达,促进细胞凋亡,抑制JM-
JD3能增加细胞活性,降低细胞凋亡的发生率[7]。而

JMJD3在肝脏缺血再灌注过程中作用尚未报道,本研

究通过建立小鼠IRI模型,探讨JMJD3在肝脏IRI过

程中发挥的作用,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

8~10周龄BALB/c雄性小鼠40只,体重16~
22

 

g,购于重庆医科大学动物实验中心,饲养于重庆医

科大学实验动物中心无特殊病原体(SPF)实验室,予
以正常昼夜光照及饮食、饮水。实验过程中所有操作

遵守重庆医科大学伦理委员会发布的伦理及管理

指南。
1.1.2 试剂

JMJD3抑制剂 GSK-J4、C-jun氨基末端激酶(c-
Jun

 

NH2-terminal
 

kinase,JNK)抑制剂JNK-IN-7、二
甲亚砜(DMSO)购自美国 MCE公司;JMJD3抗体购

于美 国 赛 默 飞 公 司;cleaved-Caspase-3、Bcl2、Bax、
GAPDH 抗 体 购 自 美 国 Abcam 公 司;p53、p-p53、
JNK、p-JNK抗体购自美国 CST公司;膜联蛋白 V
(Annexin

 

V)-异 硫 氰 酸 荧 光 素(FITC)/碘 化 丙 啶

(PI)双染细胞凋亡检测试剂盒购自上海博谷生物科

技有限公司;总蛋白提取试剂盒、BCA蛋白浓度测定

试剂盒购自上海碧云天公司;包被JMJD3的ShRNA

的慢病毒购自上海吉凯基因生物公司。
1.2 方法

1.2.1 小鼠IRI模型建立及分组

术前12
 

h小鼠禁食,自由饮水。采用异氟烷吸入

麻醉方式,麻醉成功后,将小鼠固定,腹部予以碘伏消

毒,采取腹部正中切口打开腹腔,暴露肝脏门静脉、肝
动脉,小血管夹夹闭左门静脉和中门静脉分支,90

 

min后重新恢复血供,并再灌注6、24
 

h后处死小鼠,
并采集肝脏及血液标本,血液予以离心收集血清,-
80

 

℃保存。假手术(Sham)组小鼠(n=10)仅予以开

腹和门静脉暴露。IRI组(n=10)小鼠予以IRI处理。
IRI+GSK-J4组小鼠(n=10)在术前连续3

 

d腹腔注

射GSK-J4(3
 

mg/kg),GSK-J4按说明书溶解于DM-
SO中,并于第4天进行IRI处理。IRI+DMSO组小

鼠(n=10)在术前连续3
 

d腹腔注射DMSO,并于第4
天进行IRI处理。
1.2.2 肝功能检测

采用Beckman
 

CX7全自动生化分析仪检测各组

小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天门冬氨酸

氨基转移酶(AST)水平。
1.2.3 苏木素-伊红(HE)染色

肝组织在4%的多聚甲醛中固定,石蜡包埋后切

片,厚度约5
 

μm。石蜡切片常规脱蜡水化,苏木素染

色5~15
 

min,自来水冲洗多余的染色液后再用蒸馏

水冲洗数秒,伊红染色液染色1~2
 

min后,自来水冲

洗反蓝,再进行脱水、透明、封片。光学显微镜下观

察。同时,采用Suzuki评分评价肝脏组织损伤情况。
1.2.4 免疫组织化学染色

石蜡切片常规脱蜡至水,95
 

℃椽盐酸钠中抗原修

复15
 

min,滴加正常山羊血清封闭60
 

min。50
 

μL
 

JMJD3抗体(1∶100)孵育过夜,磷酸盐缓冲液(PBS)
洗3遍后滴加辣根过氧化酶(HRP)标记的二抗(1∶
200),室温孵育1

 

h。PBS洗3遍后滴加DAB显示液

显色30
 

s至5
 

min,显微镜下见明显着色后终止显示。
苏木素染色10

 

min后,自来水冲洗反蓝,再进行脱

水、透明、封片。光学显微镜下观察。
1.2.5 TUNEL检测肝细胞凋亡

根据TUNEL检测试剂盒实验说明书进行操作。
石蜡切片脱蜡至水,蛋白酶K

 

37
 

℃反应30
 

min,PBS
洗3遍。用配置好的TDT反应液37

 

℃避光反应60
 

min,PBS洗3次。Streptavidin-Fluorescein标记液

37
 

℃避光反应30
 

min,PBS洗3次。DAP复染10
 

min后洗去多余的DAP染色液,抗荧光湮灭剂封片。
荧光显微镜下观察。
1.2.6 细胞培养及缺氧复氧损伤处理

将正常小鼠肝细胞AML-12于6孔板中种板,完
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全贴壁后,更换不含DMEM的培养基,置于缺氧细胞

培养箱(94%
 

N2,5%
 

CO2,1%
 

O2,37
 

℃)中培养3、
6、12

 

h,更换为完全培养基置于常氧细胞培养箱(5%
 

CO2,37
 

℃)中培养2
 

h,完成复氧。
1.2.7 慢病毒转染

设立阴性对照组(缺氧复氧损伤处理)、Scramble
组(阳性对照,不含慢病毒培养基培养)和ShJMJD3
组,其中ShJMJD3组AML-12贴壁后,更换含有慢病

毒、5
 

μg/mL
 

Polybrene的完全培养基培养24
 

h。再

吸弃上清液,更换为完全培养基培养48
 

h后,加入嘌

呤霉素筛选稳定转染细胞株。JMJD3
 

ShRNA核苷酸

序列,正 向:5'-ATG
 

GGA
 

ACA
 

GCT
 

TGH
 

ACA
 

GTT
 

GTT
 

TCA
 

AGA
 

GAA
 

CAA
 

CTG
 

TCC
 

AAG
 

CTG
 

TTC
 

CCT
 

TTT
 

TCT-3';反向:5'-TCG
 

AGA
 

AAA
 

AAG
 

GGA
 

ACA
 

GCT
 

TGG
 

ACA
 

GTT
 

GTT
 

CTT
 

GAA
 

ACA
 

ACT
 

GTC
 

CAA
 

GCT
 

GTT
 

CCC
 

A-3'。
1.2.8 流式细胞仪检测凋亡

正常小鼠肝细胞 AML-12经过缺氧复氧损伤处

理后,单独设立JNK-IN-7组并加入JNK-IN-7培养,
后将所有细胞制成细胞悬液,加入 Annexin

 

V-FITC
抗体常温下避光孵育30

 

min,加入PI染色液,室温孵

育20
 

min,离心后保留细胞,加入500
 

μL
 

PBS,振荡

混匀后于流式细胞计数仪上分析细胞凋亡情况。
1.2.9 Western

 

blot检测

采用总蛋白提取试剂盒提取细胞蛋白,BCA蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白浓度,按30
 

μg蛋白上样量

于十二烷基-硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)进
行电泳,并进行电转,将蛋白转到聚偏氟乙烯(PVDF)
膜上。5%脱脂牛奶中室温封闭60

 

min。TBST洗3
次,每次5

 

min,稀释后的一抗4
 

℃孵育过夜,TBST
洗3次,每次5

 

min,稀释后的二抗常温孵育60
 

min,

TBST洗3次,每次5
 

min。采用ECL发光液在凝胶

成像分析仪中曝光显影,用Image
 

lab(5.2.1)软件分

析目的蛋白和内参的灰度值。
1.2.10 细胞活性和毒性检测

根据CCK-8检测试剂盒实验说明书检测细胞活

性,将100
 

μL
 

AML-12种于96孔板中培养,加入10
 

μL
 

CCK-8避光孵育1~2
 

h后,用酶标仪检测450
 

nm
处的吸光度值来测定细胞活性。根据乳酸脱氢酶

(LDH)细胞毒性检测试剂盒实验说明书检测坏死凋

亡细胞释放到培养基中的LDH 来测定细胞毒性,其
中LDH水平越高则说明细胞毒性越大。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

prism7软件进行数据分析,计量

资料以x±s表示,多组间比较采用方差分析,两组间

比较采用非配对样本t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 肝脏早期IRI后JMJD3表达情况

Western
 

blot结果显示,与Sham组比较,IRI
 

6
 

h
后,肝脏中的JMJD3的蛋白表达明显增加。对小鼠

正常肝细胞 AML-12在体外建立缺氧复氧损伤模型

发现,随着缺氧复氧时间的增加,细胞中JMJD3的蛋

白表达水平明显增加。免疫组织化学结果也显示,
Sham组中肝脏JMJD3的表达主要集中于肝小叶中

央区的肝细胞中。IRI
 

6
 

h后,肝脏中JMJD3的表达

明显增加(P<0.05),且多位于肝细胞中。见图1。
2.2 沉默JMJD3对缺氧复氧损伤导致的肝细胞凋

亡的影响

Western
 

blot结果显示,ShJMJD3组中JMJD3
的蛋白水平明显降低。CCK-8实验检测细胞活力发

现,在常氧培养下,Scramble组和ShJMJD3组AML-
12细胞活性无明显差异,而在缺氧复氧损伤处理后,

  A:Western
 

blot检测小鼠肝脏缺血IRI
 

6
 

h后肝脏组织蛋白JMJD3的表达;B:Western
 

blot
 

检测缺氧0、3、6、12
 

h后复氧2
 

h处理AML-12,细
胞中JMJD3的蛋白表达水平变化;C:免疫组织化学检测小鼠肝脏IRI

 

6
 

h后JMJD3的定位及表达(免疫组织化学,×200);a:P<0.05。

图1  小鼠肝脏IRI后JMJD3的表达
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AML-12细胞活性明显降低,但与Scramble组比较,
ShJMJD3组细胞活性明显增加,细胞毒性明显降低

(P<0.05)。进一步采用 Western
 

blot检测凋亡相关

蛋白 的 表 达 水 平,在 常 氧 培 养 下,Scramble组 和

ShJMJD3组中Bcl2、Bax和cleaved-Caspase-3的表达

水平无 明 显 差 异。但 在 缺 氧 复 氧 损 伤 处 理 后,与
ShJMJD3组比较,Scramble组抗凋亡蛋白Bcl2的表

达水 平 下 降 更 明 显,促 凋 亡 蛋 白 Bax和cleaved-
Caspase-3的表达水平上升更明显。见图2。

2.3 抑制JNK对缺氧复氧损伤导致的肝细胞凋亡

的影响

用流式细胞仪检测缺氧复氧损伤引起 AML-12
的凋亡发现,与常氧培养比较,缺氧复氧损伤能明显

增加AML-12的凋亡,而JNK-IN-7组和ShJMJD3组

凋亡水平明显降低(P<0.05)。Western
 

blot
 

检测

JMJD3、JNK和p53发现,JNK-IN-7组p-JNK、p-p53
和JMJD3的蛋白水平明显降低,但ShJMJD3组p-
JNK和p-p53的蛋白水平无明显变化。见图3。

  A:Western
 

blot检测ShRNA沉默JMJD3后的蛋白水平;B:CCK-8检测试剂盒检测AML-12的细胞活性;C:LDH检测试剂盒检测细胞毒性;

D:Western
 

blot
 

检测AML-12中Bcl2、Bax及cleaved-Caspase-3蛋白水平的变化;a:P<0.05。

图2  沉默JMJD3对缺氧复氧损伤导致的肝细胞凋亡的影响

  A:流式细胞仪检测缺氧复氧损伤处理AML-12后,细胞的凋亡变化;B:Western
 

bolt
 

检测JNK、p-JNK、p53及p-p53的蛋白水平变化;a:P<0.05。

图3  抑制JNK对缺氧复氧损伤导致的肝细胞凋亡的影响
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  A:IRI
 

0、6、24
 

h后血清ALT、AST变化水平;B:Western
 

blot
 

检测肝脏组织JMJD3、Bcl2、Bax及cleaved-Caspase-3的蛋白水平;C:HE染色检

测组织病理变化及组织损伤评分,TUNEL检测肝脏细胞凋亡情况(HE/TUNEL,×200);a:P<0.05。

图4  抑制JMJD3对IRI导致的肝细胞凋亡及肝脏损伤的影响

2.4 抑制JMJD3对IRI导致的肝细胞凋亡及肝脏损

伤的影响

对血清ALT、AST的检测结果发现,IRI
 

6、24
 

h
血清ALT、AST水平明显升高,而IRI+GSK-J4组血

清ALT、AST水平明显降低。Western
 

blot结果也

表明与IRI+DMSO组比较,IRI+GSK-J4组肝脏组

织中JMJD3、Bax和cleaved-Caspase-3的蛋白水平明

显降低,Bcl2明显增加。HE染色发现,IRI
 

6
 

h能明

显导致肝小叶结构紊乱、组织坏死、炎性细胞浸润和

肝细胞空泡化。与IRI组和IRI+DMSO 组比较,
IRI+GSK-J4组病理组织改变明显减轻,肝脏组织损

伤评分明显降低。TUNEL检测细胞凋亡的也发现

抑制IRI+GSK-J4组肝细胞凋亡明显减轻,见图4。
3 讨  论

肝脏IRI是影响肝移植和肝切除等肝脏手术预

后的重要因素。目前对肝脏IRI的发生机制仍不明

确,探索IRI发生机制对肝移植、肝切除等有重要意

义。本研究发现,小鼠IRI能明显导致肝脏损伤及肝

功能异常,同时上调了肝细胞JMJD3的蛋白表达。
在体外实验也发现缺氧复氧损伤导致肝细胞凋亡,上
调JMJD3的表达。沉默JMJD3能提高细胞活性,对
肝细胞具有保护作用。抑制JMJD3能减轻小鼠肝脏

IRI和肝细胞凋亡,而凋亡相关的信号通路JNK-p53
调控了JMJD3的表达。

组蛋白是构成核小体的核心成分,而核小体是染

色质的基本组成单元,组蛋白甲基化、去甲基化、乙酰

化、去乙酰化等表观遗传修饰能调控基因的表达。组

蛋白主要分为4种,为 H2A、H2B、H3和 H4,其中

H3的表观遗传修饰最为广泛,例如 H3的第4位

H3K4me3与 基 因 表 达 激 活 相 关,而 H3K9me3和

H3K27me3与基因表达抑制相关[8-9]。目前发现2种

H3K27me3特异性去甲基化酶,分 别 是JMJD3和

UTX。研究发现JMJD3能通过解除前体巨噬细胞

HoxA7及HoxA11基因的 H3K27me3,调控前体巨

噬细胞分化、成熟[10]。JMJD3通过去除 Rorc基因

H3K27me3介导CD4+
 

T淋巴细胞向Th17
 

淋巴细胞

的分化[11]。最新的研究发现,肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)处理成骨细胞能导致JMJD3的表达水平增加,JM-
JD3直接激活促凋亡基因RASSF5,进而诱导成骨细

胞凋亡[12]。ZHANG等[7]研究发现JMJD3能直接作

用于Bax和Caspase-3基因启动子区的 H3K27me3,
促进神经元细胞凋亡。在本研究中也发现,小鼠IRI
能导致肝脏JMJD3蛋白水平增加,免疫组织化学结

果显示肝细胞中JMJD3的表达明显增加。缺氧复氧

损伤能诱导细胞凋亡和炎性反应,广泛用于探索肝脏

IRI[13]。本课题组在体外实验中也证实缺氧复氧损伤

能诱导肝细胞凋亡,促进JMJD3的表达,沉默JMJD3
后,细胞活性增加,细胞凋亡明显降低。因此,JMJD3
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参与调控肝细胞的凋亡。
JNK是丝裂原激活的蛋白激酶(mitogen-activa-

ted
 

protein
 

kinase,MAPK)超家族的一员,JNK信号

通路参与细胞增殖,细胞分化及细胞凋亡的过程[14]。
p53是一个广泛报道的抑癌基因,能诱导癌细胞凋

亡[15]。p53既能通过激活Fas诱导凋亡,同时p53也

能直 接 调 控 Bax 进 而 诱 导 凋 亡[16]。WILLIAMS
等[17]研究发现JMJD3能以一种依赖p53的方式结合

到与调节细胞周期、应激反应和凋亡相关的基因,并
激活这些基因的转录。WU等[18]研究报道JNK-p53
信号通路在诱导肝脏IRI中发挥作用。本研究也发

现缺氧复氧损伤能导致p-JNK、p-p53的增加,抑制

JNK能明显降低p-JNK、p-p53和JMJD3的表达,而
沉默JMJD3对p-JNK、p53和p-p53几乎无影响,说
明JMJD3是JNK-p53信号通路的下游分子。缺氧复

氧损伤通过JNK-p53-JMJD3信号通路诱导肝细胞凋

亡。本研究组采用JMJD3的特异性抑制剂 GSK-J4
对小鼠进行预处理,Western

 

blot和TUNEL均证实

抑制JMJD3能减轻肝细胞凋亡,同时降低血清ALT、
AST水平,改善肝功能。

综上所述,本研究组发现肝脏IRI能通过JNK-
p53-JMJD3信号通路诱导肝细胞凋亡导致肝脏损伤,
而抑制JMJD3能减轻凋亡并改善肝功能。因此,JM-
JD3可能是治疗IRI的新的靶点。但对于JNK-p53
调控JMJD3及JMJD3调控细胞凋亡的具体分子机制

需要进一步研究。
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