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Suv39h1/H3K9me3 表观遗传修饰介导异常力学刺激诱导的软骨

细胞退变
镇祥燕 余诗宇 陈康武

（通讯作者）

苏州大学附属第一医院骨科 江苏 苏州 215006

【摘 要】：目的：探讨异常力学刺激诱导软骨细胞退变过程中组蛋白 H3K9me3及其甲基转移酶 Suv39h1的作用机制。方法：

分离培养小鼠原代软骨细胞，采用体外循环牵张加载系统建立异常力学刺激模型，以 5%幅度为对照、12%幅度为过度力学刺激。

通过免疫荧光染色和实时定量 PCR检测Ⅱ型胶原和 X型胶原表达变化；采用Western blot和实时定量 PCR检测 H3K9me3及相关

调控酶的表达。进一步通过 siRNA干扰 Suv39h1，观察其对 H3K9me3水平及软骨细胞退变的影响。结果：过度力学刺激显著降

低Ⅱ型胶原表达并上调 X型胶原表达，提示软骨细胞发生退变，同时 H3K9me3水平明显升高。多种 H3K9me3相关酶中，Suv39h1

表达显著上调。干扰 Suv39h1后，H3K9me3 水平降低，Ⅱ型胶原表达部分恢复，X型胶原表达减少，软骨细胞退变得到缓解。结

论：异常力学刺激可通过 Suv39h1介导的 H3K9me3 上调促进软骨细胞退变，Suv39h1/H3K9me3轴可能成为力学异常相关软骨退

变的潜在干预靶点。
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引言

力学信号作为细胞微环境中的关键调控因素，在调节细胞

命运、维持组织稳态以及参与疾病发生发展过程中发挥着重要

作用[1-3]。对于软骨细胞而言，其本身长期处于机械负荷环境中，

适度的生理性力学刺激有助于维持软骨稳态，而过度或异常力

学刺激则被认为是骨关节炎等软骨退变性疾病的重要致病因

素[4,5]。表观遗传学是指在不改变 DNA 序列的情况下，通过

DNA甲基化、组蛋白修饰和非编码 RNA调控等机制，稳定调

节基因表达状态，从而影响细胞命运和组织功能[6,7]。组蛋白赖

氨酸残基的甲基化是表观遗传修饰的重要形式，根据甲基化位

点及程度不同，可激活或抑制基因转录。其中，组蛋白 H3第

9位赖氨酸三甲基化（H3K9me3）是典型的转录抑制性标记，

常参与基因沉默、染色质稳态维持及细胞衰老过程[8,9]。本研究

通过建立体外循环力学拉伸模型，系统检测软骨细胞中Ⅱ型胶

原、X型胶原及 H3K9me3等表型和表观遗传学变化，并结合

对组蛋白甲基转移酶 Suv39h1的干扰实验，旨在阐明过度力学

刺激通过 Suv39h1介导的 H3K9me3上调诱导软骨细胞退变的

具体机制，为骨关节炎的防治提供新的理论依据和潜在靶点。

1 材料和方法

1.1小鼠软骨细胞的提取

SPF级雄性 C57BL/6J小鼠均由苏州大学实验动物中心提

供（许可证号：SCXK(苏)2022-0008），用于小鼠内侧半月板

不稳（DMM）模型、小鼠软骨细胞的分离、培养、鉴定及力

学刺激等实验。动物饲养及手术过程等均获得苏州大学伦理委

员会批准（批准号为 SUDA20250919A01）。实验过程遵循了

国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》

和本地及国家法规。

取 4-6周龄 C57BL/6J小鼠，处死后使用 75%乙醇灭菌。

无菌条件下取双侧下肢，精细解剖获得完整膝关节标本，含股

骨远端与胫骨近端。刮取透明软骨，置于预冷 PBS中。将软骨

剪碎至 1 mm³碎块，PBS冲洗 3次去除血细胞。加入 0.25%胰

蛋白酶-EDTA，37℃震荡消化 30 分钟，弃上清。加入 0.2%Ⅱ

型胶原酶，37℃摇床消化 4-6h，至组织完全溶解。加入含

10%FBS 的培养基终止反应，70 um细胞筛过滤，1500rpm离

心 5分钟。沉淀用完全培养基重悬，接种于培养皿中，37℃、

5%CO₂培养。24h后首次换液，细胞融合度达 80%—90%时用

0.25%胰蛋白酶传代。

1.2体外循环力学实验及检测

采用 Celload-300 细胞培养力学加载系统对软骨细胞施加

机械刺激。将软骨细胞以 105个细胞/平方厘米的初始密度接种

于聚二甲基硅氧烷（PDMS，道康宁公司）拉伸模具上。拉伸

模具提前高温高压灭菌，使用前使用 I型鼠尾胶原进行包被。
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根据本实验室前期的研究经验[10]结合文献综述的报道[11]，对照

组软骨细胞每天接受 0.5Hz频率、5%拉伸幅度的机械刺激，过

度应力组每天接受 0.5Hz频率、12%拉伸幅度的机械刺激，两

组每天均持续拉伸 8h，连续 7天后收样。

1.3实时定量 PCR

通过实时定量 PCR（RT-qPCR）检测 Col2a1、Col10a1和

H3K9me3的甲基转移酶（Suv39h1、Setdb1、Jmjd2a、Jmjd2b、

Jmjd2c、Jmjd2d）的 mRNA转录情况。具体来说，将处理后的

细胞使用 TRIzol试剂（美国 Invitrogen公司，卡尔斯巴德）提

取出软骨细胞的总 RNA，并通过 NanoDrop 2000 分光光度计

（美国 Thermo Fisher Scientific公司，沃尔瑟姆）测定 RNA浓

度。参考 PrimeScript™RT试剂盒说明，按两步法反转录合成

cDNA。使用 TB Green®Premix Ex Taq™ⅡKit以标准协议扩增

cDNA，热循环条件为：95℃预变性 30s后，同条件变性 5s，

之后在 60℃下退火和延伸 30s（共 40个循环），最后在 95℃

下延伸 15s，在 60℃下延伸 1 min 后继续在 95℃下延伸 15s。

以Gapdh作为内参分析mRNA相对转录表达情况，使用2-ΔΔCt

方法计算倍数变化。实验重复 3次。引物序列见表 1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因 上游序列(5’-3’) 下游序列(3’-5’)

Gapdh
TGTGTCCGTCGTGGATCTG

A

CCTGCTTCACCACCTTCTT

GA

Col2a1
GGACTGGCATCTGAACATG

GA

CCACCATCTCCTTTCACCA

GC

Col10a1
GGATGATGAACTGGCTGGA

TG

TGGGAGCCTGTCCAATCT

CTT

Suv39h1
GGAGAACAAGAAGGACA

GCAA

CAATCTGTCCTCTTCCCAC

TG

Setdb1
GCATCTTGGCTCTTCCAGT

AT

CAGGATGCAGATGTTTGC

TCC

Jmjd2a
CCAGCAACATCATCACCAC

AG

GGTTGGCTTCTGTGATGGT

TG

Jmjd2b
GAGAGAGATCCTGGCTGG

CTA

CCATCCTTTGACCATCCAT

CA

Jmjd2c
AGCATCAACCTGCCTCATC

AA

ACTGGAGCTTCCAGCTCT

TGT

Jmjd2d
GCTTCCTGAAGGAGAAGA

TGC

GGACTGGCTCCATAATGTG

GA

1.4免疫蛋白印迹

通过免疫蛋白印迹（Western blot）实验检测 H3K9me3和

H3蛋白的表达情况：在各组细胞应力刺激完成后指定的时间

点，使用含有 1%蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液（碧云天）提取

软骨细胞的总蛋白。加入适量的裂解液后，冰浴 30 min，离心

后收集蛋白。再使用二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒（碧云天）测

定总蛋白浓度。将总蛋白样品（30μg）装于 10%十二烷基钠/

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，将分离的蛋白转移到聚偏

二氟乙烯膜（0.45μm，Millipore，美国），用 5%脱脂奶粉悬

浮液在室温下封闭 2小时，以阻断非特异性蛋白结合，并在 4℃

下与针对以下蛋白的一抗孵育过夜：H3K9me3（1:1000）、H3

组蛋白（1:2000）和 GAPDH多克隆抗体（1:20000）。将膜与

HRP标记山羊抗小鼠 IgG(H+L）或HRP标记山羊抗兔 IgG(H+L)

(1:1000)在室温下孵育 1小时。这些膜在化学发光溶液中孵育，

以增强蛋白质的可视化。采用美国 Bio-Rad自放射成像技术检

测蛋白质，使用 Image J软件根据印迹带的强度对蛋白质进行

定量。

1.5免疫荧光染色

通过免疫荧光染色检测Ⅱ型胶原、X型胶原的表达变化情

况：将力学刺激后的细胞弃去培养基，PBS洗 3次。接着使用

4%的多聚甲醛固定 15分钟。吸去多聚甲醛，再 PBS洗 3次，

使用免疫染色封闭液室温封闭 30分钟。吸去封闭液，加入足

够量的稀释好的一抗Ⅱ型胶原（Collagen II，1:200）、X型胶

原（Collagen X，1:200）后放入湿盒，4℃孵育过夜。第二天

回收一抗，PBST浸洗 3次，每次 5分钟。加入 1:1000稀释好

的 Alexa Fluor®488偶联二抗，室温避光孵育 1小时；回收二

抗，PBST洗 3次，然后用细胞骨架（F-actin，1:300）滴染避

光孵育半小时；最后 PBST洗三次，滴加含有 DAPI的荧光封

片剂，封片后荧光显微镜下观察拍照。

1.6 siRNA构建及转染

所用 siSuv39h1由安震生物有限公司合成，构建序列见表

2，共分为四组，siSuv39h1#1/2/3和对照组 si-NC，每组以相同

条件转染：转染使用 Lipo Master 3000（诺唯赞公司）进行，

转染前 24小时内需要先接种细胞至 6孔板（3 x 105/孔），并

在正式转染前 2 h更换为无抗生素培养基。配制转染工作液时，

每孔需加入 125μL opti-MEM培养基、5μL siRNA（上海安震生

物科技有限公司合成提供）（20μM）、3.75μL Lipo Master 3000，

轻柔混匀后室温静置 15分钟。将转染工作液逐滴加入细胞培

养孔，37℃、5%CO₂培养箱孵育 12 h后更换完全培养基。转染

72 h后提取 RNA，检测目标基因 mRNA 表达水平，RT-qPCR

检测敲降效果。

表 2 siSuv39h1序列

Table 2 siSuv39h1 Sequence

名称 上游序列(5’-3’) 下游序列(5’-3’)
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siSuv39h1#1
CCACAAGGACUUAGAA

AGATT

UCUUUCUAAGUCCUUGU

GGTT

siSuv39h1#2
CCAAUUACCUGGUGCA

GAATT

UUCUGCACCAGGUAAUU

GGTT

siSuv39h1#3
GGUUAAGUGGCGUGGG

UAUTT

AUACCCACGCCACUUAA

CCTT

siRNANC
UUCUCCGAACGUGUCA

CGUTT

ACGUGACACGUUCGGAG

AATT

注：续表 2。

1.7统计学分析

所有实验数据均以均数±标准差（x̄±s）表示。统计分析

采用GraphPad Prism 8软件（GraphPad Software，SanDiego，USA）。

两组间比较使用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析

（one-way ANOVA）。P<0.05认为差异具有统计学意义。本研

究的统计学方法已由苏州大学生物统计学专家审核。

2 结果

2.1体外的异常力学刺激诱导小鼠软骨细胞退变

为筛选验证适用于体外模拟软骨退变的异常力学刺激条

件，采用循环力学拉伸仪刺激小鼠软骨细胞[12]，并根据本实验

室前期的研究经验[10]结合文献综述的报道[11]，采用 12%CTS

（12%应变幅度，0.5 Hz，8 h/d，连续 7 d）作为异常力学刺激，

5%CTS（5%应变幅度，0.5 Hz，8 h/d，连续 7 d）作为对照。

免疫荧光染色（图 1A-B）显示，在对照组中，软骨细胞内

Collagen II 呈强阳性表达（56.85±3.73%），广泛分布于细胞

胞质中，而 Collagen X表达水平极低（0.66±0.25%）。经过

12%CTS处理后，Collagen II阳性荧光信号显著减弱（10.95±

1.35%），几乎完全消失（p<0.001），Collagen X表达水平明

显上调（41.63±3.88%，p<0.001），提示软骨细胞表型由合成

型向肥大型转化，出现典型软骨退变改变。RT-qPCR结果（图

1C-D）显示与免疫荧光染色结果相一致，进一步证实过度力学

刺激可诱导软骨细胞表型异常，表现为基质合成能力下降及肥

大化标志基因表达上调。

图 1 小鼠软骨细胞过度力学刺激后的表型检测

图注：图 A 左侧为过度力学刺激与否的小鼠软骨细胞

Collagen II的免疫荧光染色结果，右侧为 Collagen II荧光面积

的半定量分析结果；B左侧为过度力学刺激与否的小鼠软骨细

胞 Collagen X的免疫荧光染色结果，右侧为 Collagen X荧光面

积的半定量分析结果；C为 RT-qPCR检测过度力学刺激与否的

小鼠软骨细胞 Col2a1相对表达的 mRNA结果；D为 RT-qPCR

检测过度力学刺激与否的小鼠软骨细胞 Col10a1 相对表达的

mRNA结果。

2.2 过度力学刺激显著上调软骨细胞中 Suv39h1 及 H3K9me3

水平

通过Western blot对组蛋白甲基化位点H3K9me3进行检测

（图 2A），结果显示 H3K9me3 在过度力学刺激下显著上调

（p<0.05）。通过 RT-qPCR对 H3K9me3 的常见甲基化酶编码

基因 Suv39h1、Setdb1 和去甲基化酶编码基因 Jmjd2a/b/c/d进

行检测（图 2B），结果显示甲基转移酶 Suv39h1和去甲基化

酶 Jmjd2a在过度应力下明显上调，根据 H3K9me3在过度应力

下明显上调的 Western blot 结果推测，Suv39h1 可能是调控

H3K9me3的关键酶。

图 2 小鼠软骨细胞过度力学刺激后的组蛋白甲基化相关检测

图注：图 A左为过度力学刺激与否的小鼠软骨细胞 H3K9me3 的Western blot结果，内参为 H3，右为 H3K9me3 的相对定量

结果；B为过度力学刺激与否的小鼠软骨细胞中基因 Suv39h1、Setdb1和 Jmjd2a/b/c/d的 RT-qPCR结果。

2.3干扰 Suv39h1可降低 H3K9me3水平并改善软骨细胞退变

构建 siRNAs 对小鼠软骨细胞中的 Suv39h1 进行敲降

（siSuv39h1#1/2/3），通过 RT-qPCR对敲降效率进行检测（图

4A），结果显示 siSuv39h1#2/3敲降效率均达到 90%以上，其

中 siSuv39h1#3敲降效果更好（8.59±0.38%），因此后续使用

其进行下一步实验。

通过 siSuv39h1结合体外力学刺激模型，Western blot结果

（图 3B）显示，敲降 Suv39h1的表达后，可以抑制过度应力
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造成的 H3K9me3 表达上调，这表明 Suv39h1可能是异常力学

刺激造成 H3K9me3 表达的主要甲基化酶。通过免疫荧光染色

（图 3C-D）显示，转染 siSuv39h1后的小鼠软骨细胞在过度力

学刺激下仍维持了 Collagen II的表达水平而减少了 Collagen X

的表达，表明干扰 Suv39h1的表达成功缓解了软骨细胞退变。

图 3 干扰 Suv39h1通过抑制 H3K9me3缓解软骨细胞退变

图注：图 A为转染 siSuv39h1后的 RT-qPCR结果；B 左侧

为转染 si-NC 和 siSuv39h1 经过度力学刺激的 SUV39H1 和

H3K9me3蛋白表达变化情况，右侧为定量结果；C 左侧为过度

力学刺激下转染 siSuv39h1与否的小鼠软骨细胞 Collagen II的

免疫荧光染色结果，右侧为 Collagen II荧光面积的半定量分析

结果；B左侧为过度力学刺激下转染 siSuv39h1与否的小鼠软

骨细胞 Collagen X的免疫荧光染色结果，右侧为 Collagen X荧

光面积的半定量分析结果。

3 讨论

过度力学刺激作为骨关节炎发生发展的重要致病因素，已

被大量基础与临床研究证实[4,5,13]。软骨组织作为无血管、无神

经分布的组织，长期处于力学负荷环境中，适度生理性应力对

维持软骨稳态至关重要，而异常应力则通过影响软骨细胞表

型、基质代谢和细胞命运，促进骨关节炎病理进程[14,15]。因此，

阐明力学信号调控软骨细胞命运的机制对于骨关节炎防治具

有重要意义。

表观遗传修饰，特别是组蛋白赖氨酸甲基化，在细胞命运

调控与疾病发生中发挥重要作用[16,17]。H3K9me3作为典型转录

抑制性修饰，主要定位于异染色质区域，调控基因沉默和染色

质稳态，特别是与细胞衰老相关[18,19]。目前已报道的 H3K9甲

基化转移酶主要包括 Suv39h1、Suv39h2、G9a和 SETDB1，其

中 Suv39h1 是最经典且功能明确的 H3K9me3 催化酶 [20,21]。

Suv39h1异常激活可导致衰老相关基因表达上调、细胞周期停

滞及衰老表型形成，在MSC、成纤维细胞、内皮细胞等多种

细胞中均有报道[22,23]。Li 等[24]在特发性脊柱侧弯患者的关节突

软骨中发现，Suv39h1和 H3K9me3 水平升高可通过 miR-15a/

Bcl2通路促进软骨细胞异常增殖。这一结果说明 Suv39h1不仅

在退变中具有作用，也可能通过表观遗传调控介导软骨细胞异

常生物学行为，从而参与骨骼疾病的发生与发展。

综上，本研究揭示了异常应力可诱导小鼠软骨细胞退变，

其中 H3K9me3表达明显上调，Suv39h1可能是其关键修饰酶，

而干扰 Suv39h1可以通过抑制 H3K9me3缓解软骨细胞退变。

总之，Suv39h1/H3K9me3及其相关分子可能成为治疗关节炎的

一个潜在靶点。
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