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H9C2大鼠心肌细胞心衰模型中G9a与BDNF水平
与心力衰竭的关系
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  [摘要] 目的 构建心力衰竭(heartfailure,HF)细胞模型,研究 H9C2大鼠心肌细胞中常染色质组蛋白赖氨

酸N-甲基转移酶2(euchromatichistone-lysineN-methyltransferase2,EHMT2或G9a)通过组蛋白H3第9位赖氨

酸发生二甲基化(HistoneH3K9dimethylation,H3K9me2)调控脑源性神经营养因子(brain-derivedneurotrophic
factor,BDNF)的表达,参与 HF发生。方法 通过 H9C2大鼠心肌细胞培养、传代、基因转染、氧糖剥夺(oxygen

glucosedeprivation,OGD)处理,构建 HF细胞模型,应用逆转录定量聚合酶链式反应、免疫印迹法等方法检测

OGD处理的 HF细胞模型中、对照组中G9amRNA的表达;检测OGD处理的 HF细胞模型中敲低G9a后BDNF
mRNA的表达量;检测 H9C2细胞中,经OGD处理的 H9C2、敲低G9a后经 OGD处理后的 H3K9me2的表达量。

结果 G9a在OGD处理的细胞模型中表达上调;敲低G9a基因后可抑制OGD处理后的 H9C2大鼠心肌细胞的凋

亡和损伤;敲低G9a通过抑制BDNF启动子的 H3K9me2修饰促进BDNF的表达;敲低BDNF部分逆转sh-G9a通

过激活酪氨酸激酶受体B信号通路来减轻心肌细胞凋亡和损伤。结论 H9C2大鼠心肌细胞 HF模型中,G9a通过

H3K9me2调控BDNF的表达,参与 HF的发展,可以为临床 HF标志物研究提供思路。
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TherelationshipbetweenG9aandBDNFlevelsandheartfailureinheart
failuremodelofH9C2ratcardiomyocyte
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LIUZi-ning,BUJi-qiang,ZHAOTeng-yue*
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[Abstract] Objective Toestablishaheartfailure(HF)cellmodelandtoinvestigatethe
roleofeuchromatichistone-lysineN-methyltransferase2 (G9a)intheprogressionofHFby
regulatingtheexpressionofbrain-derivedneurotrophicfactor(BDNF)through H3K9me2in
cardiomyocytesofH9C2rats.Methods H9C2ratcardiomyocyteswerecultured,passed,gene
transfectedandoxygenglucosedeprivation(OGD)-treatedtoestablishtheHFcellmodel.RT-
qPCRandWesternblotwereusedtodetecttheexpressionofG9amRNAintheOGD-treatedHF
cellmodelandcontrolgroup.TheexpressionofBDNFmRNAinOGD-treatedHFcellmodel
afterG9aknockoutwasdetected.TheexpressionofOGD-treated H9C2and OGD-treated
H3K9me2afterG9aknockoutwasdetectedinH9C2cells.Results TheexpressionofG9awas
up-regulatedinOGD-treatedcellmodels.TheapoptosisandinjuryofH9C2ratcardiomyocytes
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afterOGDtreatmentwereinhibitedbyG9agenedeletion.SilencingG9apromotedtheexpression
ofBDNFbyinhibiting H3K9me2 modificationofBDNFpromoter.SilencingBDNFpartially
reversedsh-G9abyactivatingtheTrkBsignalingpathwaytoreducecardiomyocyteapoptosisand
damage.Conclusion InHFmodelofH9C2ratcardiomyocytes,G9aregulatestheexpressionof
BDNFthroughH3K9me2,andisinvolvedinthedevelopmentofHF,whichcanprovideideasfor
clinicalresearchonHFmarkers.

[Keywords] heartfailure;brain-derivedneurotrophicfactor;G9a

  心脏作为人体最活跃的生理器官,耗氧量大,对
缺血、缺氧极为敏感,线粒体通过氧化磷酸化有效催

化腺嘌呤核苷三磷酸的生成,为心肌细胞提供能量,
产生活性氧,通过不同的机制介导细胞凋亡,在心脏

的能量代谢中发挥着重要的作用。有研究证实[1],
在缺氧情况下,心肌细胞线粒体分裂与融合的动态

平衡遭到破环,导致线粒体功能下降,从而引起心肌

细胞凋亡,造成心脏结构和功能的改变,心力衰竭

(heartfailure,HF)是各种心脏结构或功能性疾病

导致的心室充盈或射血功能受损,是心血管疾病最

严重的阶段和终末期表现,治疗 HF是心血管疾病

领域的巨大挑战[2-4]。随着药物的研发、技术的进

步,HF的诊断越来越明确,治疗手段也越来越多,
但是HF的发生机制尚不明确需要进一步深入研

究。本 研 究 用 氧 糖 剥 夺 (oxygen glucose
deprivation,OGD)处理 H9C2大鼠心肌细胞,构建

HF细胞模型,进一步研究 H9C2大鼠心肌细胞中

组蛋 白 赖 氨 酸 N-甲 基 转 移 酶 2(euchromatic
histone-lysineN-methyltransferase2,EHMT2或

G9a)通过组蛋白 H3第9位赖氨酸发生二甲基化

(HistoneH3K9dimethylation,H3K9me2)调控脑

源性 神 经 营 养 因 子 (brain-derivedneurotrophic
factor,BDNF)的表达,参与HF的发生机制。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验材料 H9C2大鼠心肌细胞(CRL-1446)
是从大鼠胚胎组织中分离出来的心肌细胞,本研究

使用的H9C2大鼠心肌细胞购自美国典型培养库

(Manassas,VA,USA)。

1.2 细胞培养

1.2.1 细胞传代 在温度37℃,5% CO2 的条件

下,用 含 有10%胎 牛 血 清、100kU/L 青 霉 素 和

100g/L链霉素的DMEM 培养基培养 H9C2大鼠

心肌细胞。

1.2.2 基因转染 依据说明书,使用脂质体2000
转染试剂盒将已构建的sh-G9a、sh-BDNF和sh-NC
转染,转染到生长良好的 H9C2大鼠心肌细胞中

12h后,用新鲜培养基替换原培养基,继续培养24h
后用于实验。本步骤所使用的sh-G9a、sh-BDNF和

阴性对照(sh-NC)由上海基因制药有限公司设计。

1.2.3 OGD处理 实验组 H9C2细胞在37℃、

95% N2 和5%CO2 的厌氧室中使用无血清培养基

培养6h,然后在37℃含有10%胎牛血清和5%
CO2 的DMEM中生长12h。对照组 H9C2细胞不

经厌氧处理[5]。

1.3 实验方法

1.3.1 逆 转 录 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 (reverse
transcription-quantitative polymerase chain
reaction,RT-qPCR) 取对数生长期 H9C2大鼠心

肌细胞,使用胰蛋白酶消化后,倒入电动匀浆器中,
加入合适的Trizol液进行充分匀浆,再用超声振动

仪震荡裂解,最后室温下孵育10min使其充分裂

解,后转移至无酶微量离心管(Eppendorftube,EP
管)完成组织裂解;水相分离:吸取100μL氯仿加进

EP管中,振荡10~15s,室温下孵育15min,4℃、

12000r/min离心10min,离心后可见样品会分为

3层,上层无色的水相为RNA,下层为黄色的有机

层,中间层为含有DNA和蛋白质的乳白色组织;异
丙醇沉淀:从离心机轻轻拿出EP管,以免管内物质

震荡导致下层沉淀激起,吸取上层水相,至另一新的

1.5mL 无酶EP管中,按比例500μL异丙醇/mL
Trizol加入异丙醇,振荡10~15s混匀,-20℃静

置30min以增加沉淀,于4℃、12000r/min高速

离心15min,后可见管底沉淀,呈白色的羽毛状胶

块,弃去上清液,得到的即为 RNA 沉淀;RNA 漂

洗:移液枪缓慢加入1mL预冷的75%乙醇(DEPC
水配制)漂洗RNA,轻轻上下颠倒振荡数次后,离心

机4℃、8000r/min离心5min,弃去上清液,用移

液器小心吸弃上清;干燥RNA:在弃上清液保留沉

淀后,EP管倒置5min,再转入超净平台中室温晾

干5~10min,使得残余乙醇挥发,不可过干;溶解

RNA:加入50μLDEPC水溶解沉淀RNA,移液枪

反复吹打使之完全溶解,留取2μL测定浓度及纯

度,剩余进行分装后放入-80℃冰箱保存。
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1.3.2 免疫印迹(Westernblotting,WB)实验 ①
组织总蛋白的抽提:将样品置于1~2mL匀浆器中

球状部位,加400μL强效裂解液于匀浆器中,进行

匀浆,然后置于冰上,反复充分研磨,裂解30min
后,即可用移液器将裂解液移至1.5mLEP管中,

4℃下12000r/min高速离心机离心10min,取上

清分装于0.5mLEP管中,加 入 缓 冲 液 沸 水 煮

10min,并置于-20℃冰箱保存。②蛋白质浓度定

量:按蛋白质定量试剂盒操作说明操作,根据公式计

算出各蛋白样品浓度。③变性聚丙烯酰胺不连续凝

胶电泳:制备10%分离胶和5%浓缩胶,然后上样:
组装好变性聚丙烯酰胺不连续凝胶电泳装置,将准

备好的样品液和生物素标记的蛋白质分子量标准分

别上样,maker蛋白加进第一个孔中,每孔上样量为

10~20μL,蛋白marker上样3~5μL,电泳分离蛋

白;接通 电 源、开 始 电 泳,电 泳 条 件 设 置 为 恒 压

80V,电泳50min,待蛋白marker到达分离胶改用

120V电泳2h至蛋白marker到达分离胶底部,停
止 电 泳。 ④ 蛋 白 质 转 移 到 聚 偏 氟 乙 烯

(polyvinylidenefluoride,PVDF)膜:电泳结束后,使
用转移电泳装置,在4℃、300mA恒流条件下电转

150min,将蛋白转移到PVDF膜上。⑤PVDF膜的

封闭和抗体杂交孵育:将PVDF膜浸泡在含5%脱

脂牛奶的TBST溶液中,室温孵育1h以封闭膜上

的非特异结合;封闭过的PVDF膜浸入一级抗体

[G9a1∶1000,ab185050,Abcam,Cambridge,UK;

BDNF 1∶2 000,GTX132621,GeneTex,Inc.,

AltonPkwyIrvine,CA,USA;H3K9me21∶1000,

GTX54102,GeneTex,;α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白 (α-
smooth muscle actin,α-SMA)1 ∶ 2 000,

GTX100034,GeneTex;FN11∶1000,ab268020,

Abcam;p-酪 氨 酸 激 酶 受 体 B (tyrosinekinase
receptorB,TrkB)1∶1000,ab229908,Abcam;

TrkB1∶1000,GTX54857,GeneTex;甘油醛-3-磷
酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,GAPDH)1∶10000,ab181602,

Abcam]稀释液(1∶1000稀释比),室温孵育2h或

4℃过夜,抗原抗体结合后,用TBST洗膜3次,每
次10 min;加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 (horseradish
peroxidase,HRP)标记的二级抗体以结合一级抗体

及HRP标记的抗生物素抗体以结合分子量标准,
室温孵育2h。加入 HRP标记的GAPDH 抗体可

同时检测GAPDH含量。

1.3.3  染 色 质 免 疫 沉 淀 (chromatin
immunoprecipitationsequencing,ChIP-seq)分析 

检测BDNF启动子中的关键结合位点,并进一步检

测敲低G9a对关键位点的作用。将处于对数生长

期的细胞与1%的甲醛在室温下混合10min,形成

脱氧核糖核酸-蛋白交联;用超声装置将形成的交

联物片段化,将染色质片段断裂成200~1000bp。
收集上清液,以4℃以13000r/min离心5min,在

4℃ 孵育过夜,以 G9a(1∶100,GTX129153)或1∶
100,GeneTex)(1∶100,GeneTex)和IgG(1∶2000,

ab172730,Abcam)作为对照抗体;内源性DNA-蛋
白质复合物用蛋白质琼脂糖/琼脂糖凝胶沉淀;离心

后弃去上清液,交联在65℃下过夜逆转;用苯酚/氯

仿萃取法纯化10个DNA片段;最后,通过实时荧

光定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 (real-timequantitative
polymerasechainreaction,qPCR)分析去交联生成

的DNA中BDNF启动子的表达情况。

1.3 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用t检验、单因素方差分析

和SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 G9a在OGD处理的细胞模型中表达 上调用

OGD处理H9C2大鼠心肌细胞,构建了HF细胞模

型。与对照组细胞相比,HF大鼠心肌细胞中 G9a
mRNA和蛋白表达水平均显著升高,见表1~2,
图1。

表1 OGD处理的细胞模型中和对照组中

G9amRNA的表达

Table1 mRNAexpressionofG9ainOGD-treatedcell
modelsandcontrols

(n=40,x-±s)

组别 G9a表达量

对照组 0.92±0.07
OGD组 6.72±0.58
t值 10.638
P 值 <0.001

表2 WB检测OGD处理的细胞模型和对照组中

G9a的表达

Table2 ExpressionofG9ainOGD-treatedcellmodelsand
controlsdetectedbyWB

(n=40,x-±s)

组别 G9a表达量

对照组 0.35±0.04
OGD组 1.03±0.16
t值 8.428
P 值 <0.001
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图1 WB检测OGD处理的细胞模型和对照组中G9a的表

达

Figure1 ExpressionofG9ainOGD-treatedcellmodelsand
controlsdetectedbyWB

2.2 敲低G9a基因后可抑制OGD处理后的 H9C2
大鼠心肌细胞的凋亡和损伤 RT-qPCR结果表明:
转染sh-G9a后H9C2大鼠心肌细胞中G9amRNA
的表达明显下调,见表3。
表3 RT-qPCR检测敲低G9a后OGD处理的心肌细胞中

G9amRNA的表达

Table3 RT-qPCRdetectionofG9amRNAexpressionin
OGD-treatedcardiomyocytesafterknockingdownG9a

(n=40,x-±s)

组别 G9a表达量

对照组 0.99±1.00
OGD组 2.29±2.13*

Sh-NG组 2.01±2.05*

Sh-G9a组 1.46±1.48*#△

F 值 28.657
P 值 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与OGD组比较 △P
值<0.05与sh-NG组比较(SNK-q检验)

2.3 敲 低 G9a 通 过 抑 制 BDNF 启 动 子 的

H3K9me2修饰促进BDNF的表达 免疫印记实验

表明:HF大鼠心肌组织中BDNFmRNA表达显著

降低,敲低G9a后显著升高,见表4,见图2。

表4 WB检测分析细胞中BDNF的表达

Table4 AnalysisofBDNFexpressionincellsbyWB
(n=40,x-±s)

组别 BDNF表达量

对照组 0.75±0.07
HF组 0.38±0.04*

Sh-NG组 0.34±0.03*

Sh-G9a组 0.56±0.06*#△

F 值 22.476
P 值 0.002

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与 HF组比较 △P
值<0.05与sh-NG组比较(SNK-q检验)

图2 WB检测分析细胞中BDNF的表达

Figure2 AnalysisofBDNFexpressionincellsbyWB
结合位点分析法(ChIP-seq)显示:BDNF启动

子上有一个H3K9me2结合峰,见图3。
染色质免疫沉淀聚合酶链式反应(chromatin

immunoprecipitation polymerase chain reactio,

ChIP-qPCR)检测结果显示:G9a敲低后,G9a和

H3K9me2在BDNF启动子上的富集能力明显降

低,见表5,6。WB法检测 H9C2大鼠心肌细胞中

H3K9me2的表达结果表明:在OGD处理的 H9C2
细胞中其表达显著升高,而在sh-G9a处理的细胞中

其表达显著降低,见表7,见图4。因此G9a可以通

过H3K9me2的修饰抑制BDNF基因表达。

图3 结合位点分析法(ChIP-seq)在BDNF启动子上有H3K9me2富集峰

Figure3 ChIP-seqshowingH3K9me2enrichmentpeaksonBDNFpromoter
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表5 ChIP-qPCR检测抗gG9a富集的BDNF启动子

Table5 DetectionofBDNFpromoterenrichedby
anti-G9abyChIP-qPCR

(n=40,x-±s)

组别 G9a表达量

sh-NC组 6.42±0.56
sh-G9a组 2.15±0.19
t值 9.973
P 值 <0.001

表6 ChIP-qPCR检测抗hH3K9me2富集的BDNF启动子

Table6 DetectionofBDNFpromoterenrichedby
anti-H3K9me2byChIP-qPCR

(n=40,x-±s)

组别 G9a表达量

sh-NC组 3.64±0.31
sh-G9a组 1.13±0.08
t值 8.043
P 值 <0.001

表7 WB检测细胞中H3K9me2的表达

Table7 TheexpressionofH3K9me2incellsbyWB
(n=40,x-±s)

组别 H3K9me2表达量

对照组 0.32±0.03
HF组 0.63±0.07*

Sh-NG组 0.66±0.06*

Sh-G9a组 0.43±0.04*#△

F 值 43.097
P 值 <0.001

*P 值<0.05与对照组比较 #P 值<0.05与OGD组比较 △P
值<0.05与sh-NG组比较(SNK-q检验)

图4 WB检测细胞中H3K9me2的表达

Figure4 TheexpressionofH3K9me2incellsbyWB

3 讨  论

HF是各种心脏结构或功能性疾病导致的心室

充盈或射血功能受损,是心血管疾病最严重的阶段

和终末期表现,HF的治疗是心血管疾病领域的巨

大挑战,HF患者4年内病死率可达50%,严重 HF
患者1年内病死率可达50%,目前心血管疾病是公

众健康的巨大威胁[5]。高血压、心脏瓣膜病、冠心

病、心肌疾病和代谢疾病等均可导致HF。HF的发

展过程涉及多种机制,如交感神经、肾素-血管紧张

素-醛固酮系统、细胞凋亡、自噬、活性氧、氧化应激

等与HF密切相关[6-9]。组蛋白甲基化转移酶G9a
主要催化组蛋白 H3第9位的赖氨酸发生甲基

化[10-11],并在胚胎发育的过程中发挥重要的 作

用[12]。有研究[13-14]报道,G9a在造血干细胞的分

化和发育过程中发挥着重要作用。并且 G9a可以

调控T细胞的分化和功能[15-16]。亦有研究[17-18]报

道,G9a已被证实通过抑制抗肥厚基因促进心脏肥

厚。本研究培养 H9C2大鼠心肌细胞,经 OGD处

理构建大鼠心肌细胞的HF模型进一步研究。本研

究显示,HF大鼠心肌细胞中G9amRNA和蛋白表

达均显著升高。通过RT-qPCR、WB实验等,本研

究显示,敲低G9a基因可通过增加细胞存活率、减
少细胞凋亡来减轻OGD诱导的H9C2细胞损伤。

BDNF属于神经营养因子家族,广泛分布于哺

乳动物的中枢和外周神经系统,对神经元生长、分
化、存活和突触可塑性发挥着重要的调节作用。目

前BDNF在心血管疾病方面引起了广泛的研究,

BDNF与其特异性高亲和力受体TrkB结合激活下

游一序列信号通路,发挥重要的心血管保护作用。

BDNF合成和功能抑制参与多种心血管疾病如高血

压、动脉粥样硬化、心律失常和心肌梗死等的发生发

展[19]。TrkB被BDNF激活后,其胞内2个酪氨酸

残基发生自动磷酸化,并激活下游信号通路,发挥生

物学活性。此通路可促进神经生长发育及再生,同
样在心血管系统中也发挥了重要的作用[20]。BDNF
基因下调时出现内皮细胞凋亡,心肌重构,心脏收缩

力下降等不良反应[21]。最近有研究[22]表明,早期

生活压力可导致大鼠海马中 H3K9me2表达增加,

BDNF表达减少,这表明BDNF表达与其启动子中

H3K9me2修饰之间可能存在关联。BDNF通过

TrkB结合而发挥着广泛的作用,BDNF/TrkB通路

与HF等心血管疾病的预后密切相关[23]。冠状动

脉疾病患者血浆BDNF水平明显低于对照组[24]。
此外,有研究[25]发现BDNF增强HF小鼠运动训练

的骨骼肌抗萎缩的作用。因此,本实验研究了G9a
在HF大鼠和OGD的 H9C2大鼠心肌细胞中的作

用以及G9a与BDNF之间的关系。
本研究采用 OGD处理 H9C2大鼠心肌细胞,

构建了HF细胞模型,发现与对照组相比,OGD组

G9amRNA及蛋白相对表达量明显升高,而BDNF
及H3K9me2mRNA及蛋白相对表达量降低。本

研究对OGD组大鼠心肌细胞进行转染,敲低 G9a
后发现,与sh-NG组相比,G9amRNA及蛋白相对
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表达量降低,而BDNFmRNA及蛋白相对表达量升

高,H3K9me2mRNA及蛋白相对表达量降低。本

研究尚通过结合位点分析法显示BDNF启动子上

有一个 H3kK9me2结合峰。通过染色质免疫沉淀

聚合酶链式反应检测出 G9a敲低后 H3K9me2在

BDNF启动子上的富集能力降低,差异有统计学意

义。敲 低 G9a 可 能 通 过 抑 制 BDNF 启 动 子 的

H3K9me2修饰促进BDNF的表达参与 HF的发

生。

Barcena-Varela等[26]发现,在小鼠肝星状细胞

激活过程中敲低G9a抑制了肝星状细胞中的转化

生长因子β1荧光反应。更重要的是,G9a抑制剂通

过抑制炎症、抗氧化应激、抗缺血生物标志物的表

达,在保护心肌免受急性心肌梗死损伤方面有着重

要作用[27]。Gupta-Agarwal等[28-29]发现,内嗅皮层

G9a活性的下调增强了CA1区 H3K9me2,导致海

马中非记忆允许基因COMT的转录沉默。有研究

发现,在低氧缺血性脑病大鼠的神经元中过表达

G9a后,H3K9me2在BDNF启动子区的富集水平

增强,BDNF水平降低,大鼠的神经元受损,学习记

忆能力下降[30-31]。
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