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Abstract
AIM: To observe the c-Myc gene expression and 
apoptosis of HepG2 cells after SET and MYND-
domain containing 3 (SMYD3) silence induced 
by short hairpin RNA.

METHODS: Three short hairpin RNA interfer-
ence plasmids targeting SMYD3 were prepared 
as 3 groups: Pgenesil-1-s1 (with interfering ef-
fect), Pgenesil-1-s2 (with interfering effect), and 
Pgenesil-1-hk (negative control plasmid, without 
interfering effect). Meanwhile, an empty control 

group was also designed. Transfection was per-
formed using the Lipofectmine2000 liposome. 
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) was employed to detect the expression 
of SMYD3 and c-Myc gene 24, 48 and 72 h after 
transfection. Flow cytometry (FCM) was used to 
detect cell apoptosis in each group.

RESULTS: SMYD3 and c-Myc gene were 
strongly expressed in HepG2 cells. The expres-
sion of SMYD3 gene was significantly inhibited 
after 24-, 48- and 72-h transfection (F = 67.46, P 
< 0.01; F = 176.79, P < 0.01; F = 175.28, P < 0.01). 
At the same time, c-Myc gene mRNA expression 
was down-regulated in the Pgenesil-1 transfect-
ed group as compared with that in the Pgenesil-
1-hk group (F = 11.58, P = 0.009; F = 126.41, P < 
0.01; F = 261.25, P < 0.01). Moreover, the early 
apoptosis rate was significantly higher in the 
Pgenesil-1-s1 or Pgenesil-1-s2 group than that in 
the Pgenesil-1-hk group (LSD-t = -13.58, -12.62; 
both P < 0.01) and the empty control group 
(LSD-t = -18.62, -17.67; P < 0.01).

CONCLUSION: Short hairpin RNA interference 
targeting SMYD3 may inhibit the expression of 
c-Myc gene in HepG2 cells, thus promoting the 
apoptosis of HepG2 cells.
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摘要
目的: 观察SMYD3(SET and MYND-domain 
containing 3)基因沉默后c-Myc的表达及对
HepG2细胞凋亡的影响. 

方法: 构建针对SMYD3的shRNA干扰质粒
Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2和阴性对照质
粒Pgenes i l-1-hk, 同时设空白对照组, 采用
Lipofectamine2000脂质体介导转染法转染质
粒. 转染后24、48、72 h, RT-PCR检测HepG2
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■背景资料
SMYD3是一种具
有组蛋白甲基化
功能的蛋白 ,  能
够使H3K4发生2
倍(di-)和3倍(tri-)
的甲基化 ,  激活
下游基因的转录. 
c-Myc基因是一个
原癌基因, 有多种
癌的发生密切相
关, 但其表达调控
机制不十分清楚.

■同行评议者
陈建荣 ,  副教授 , 
南通大学第二附
属医院急诊医学
中心



细胞SMYD3和c-Myc的表达情况. 流式细胞术
法检测各组细胞的凋亡.

结果: SMYD3、c-Myc基因在HepG2细胞中
强表达. RT-PCR显示Pgenesil-1-s1、Pgenesil-
1-s2转染组与阴性对照质粒转染组Pgenesil-
1-hk转染24、48、72 h后相比, SMYD3基
因表达均明显受到抑制(F  = 67.46, P <0.01; 
F  = 176.79, P <0.01; F  = 175.28, P <0.01), 同
时c-Myc表达下调(三组之间: F  = 11.58, P  = 
0.009; F  = 126.41, P <0.01; F  = 261.25, P <0.01). 
Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2转染组细胞早期
凋亡率与Pgenesil-1-hk转染组(LSD-t  = -13.58, 
-12.62, 均P <0.01)、空白组(LSD-t  = -18.62, 
-17.67, 均P <0.01)相比有显著性差异.

结论: RNA干扰技术特异性沉默HepG2细胞
SMYD3基因后, 抑制了c-Myc的表达, 促进了
HepG2细胞的凋亡.

关键词: SMYD3基因; c-Myc; 短发夹RNA; 凋亡; 
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0  引言

组蛋白修饰指通过对组蛋白特定残基进行翻译

后修饰, 如甲基化、乙酰化和磷酸化等, 调控

染色体的结构、调节基因的转录激活和抑制 
等[1-3]. 组蛋白甲基化是组蛋白修饰的一个重要

方式, 对基因转录的调控具有重要作用. 例如组

蛋白H3的第9赖氨酸残基(H3K9)的甲基化具有

抑制基因转录的作用, 而组蛋白H3的第4赖氨

酸残基(H3K4)的甲基化具有激活基因转录的功 
能[4-6].  SMYD3是一种具有组蛋白甲基化功能

的蛋白,  能够使H3K4发生2倍(di-)和3倍(tri-)的
甲基化, 激活下游基因的转录, 能够抑制肿瘤细

胞的凋亡、促进细胞增殖、促进细胞黏附和迁

移等[7-9]. 我们根据RNA干扰原理[10-11], 以强表达

SMYD3和c-Myc基因的HepG2细胞为研究对象, 
设计、构建、筛选针对SMYD3基因的shRNA, 
在体外研究肝癌细胞中SMYD3对c-Myc基因作

用以及对肝癌细胞凋亡的影响, 探讨shRNA沉

默SMYD3表达治疗肝癌的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞株HepG2购自中国科学院上海
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细胞库, 细胞在含100 mL/L小牛血清(美国Gibco
公司)的DMEM培养基、20 mL/L CO2、37℃条

件下培养. 分为Pgenesil-l-sl转染组、Pgenesil-
1-s2和Pgenesil-1-hk, 空白组. 由徐鋆耀博士赠送

构建好并经酶切鉴定的重组质粒Pgenesil-1-s1、
Pgenesil-1-s2、Pgenesil-1-hk. 重组质粒图谱请参

考文献[12]. Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2分别干

扰SMYD3 mRNA 302-323、267-288之间核苷酸

Pgenesil-1-s1正义5'-GATCCATACTGTAGTGCTA
AGTGTTTCAAGACGACACACTTAGCACTAC
AGTATTTTTTTGTCGACA-3', 反义5'-AGCTTG
TCGACAAAAAAATACTGTAGTGCTAAGTGT
CGTCTTGAAACACTTAGCACTACAGTATG-3'; 
Pgenesil-l-s2正义5'-GATCCGCTGATGCGATGC
TCTCAGTTCAAGACGCTGAGAGCATCGCAT
CAGCTTTTTTGTCGACA-3'. 反义5'-AGCTTGT
CGACAAAAAAGCTGATGCGATGCTCTCAGC
GTCTTGAACTGAGAGCATCGCATCAGCG-3'; 
Pgenesil-1-hk不针对任何SMYD3 mRNA序列, 正
义: 5'-GATCCGACTTCATAAGGCGCATGCTT
CAAGACGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTT
TTTGTCGACA-3', 反义: 5'-AGCTTGTCGACA
AAAAAGACTTCATAAGGCGCATGCCGTCT
TGAAGCATGCGCCTTATGAAGTCG-3'. 采用

Lipofectamine2000脂质体(美国Invitrogen公司)进
行转染, 转染前调整HepG2细胞密度为2×1010/L, 
以每孔2 mL接种于6孔板, 待细胞增至50%时, 将
质粒、脂质体复合物转染至细胞中, 具体操作参

照说明书.
1.2 方法 
1.2.1 HepG2细胞中SMYD3和c-Myc基因mRNA
表达的测定: 用T R I z o l提取H e p G2细胞的总

mRNA, 逆转录反应: DEPC水5.5 μL, mRNA 
2 μg, Oligo(dt)2 μg, dNTP(10 mmol/L)2.0 μL, 
MMLV(200 MU/L)1.0 μL, Rnasin(40 MU/L)0.5 
μL, 5×Buffer 4.0 μL, 经42℃ 1 h, 95℃ 5 min反
应后, 收集cDNA -20℃保存. SMYD3、c-Myc、
β-actin引物用Primer5.0设计, 由上海英俊生物技

术有限公司合成. SMYD3上游: 5'-TATCCTCCA
GACTCCGTTCG-3', 下游: 5'-TCCATACTTGCT
CATCACCAG-3', PCR产物为562 bp; c-Myc上游: 
5'-GGGGCTTTATCTAACTCGCG-3', 下游: 5'-C
TATGGGCAAAGTTTCGTG-3', PCR产物为222 
bp; β-actin上游: 5'-GTGGACATCCGCAAAGAC
-3'. 下游: 5'-AAAGGGTGTAACGCAACTAA-3', 
PCR产物为192 bp. PCR反应体系为: DEPC水
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■相关报道
2004年 ,  Hama-
moto et al首次报
道 S M Y D 3具有
组蛋白甲基酶活
性, 能结合靶基因
DNA启动子序列
5'-CCCTCC-3'、 
5'-GGAGGG-3'激
活靶基因的表达, 
与多种肿瘤发生
发展有关.

■创新盘点
本 文 首 次 探 讨
肝癌HepG2细胞
SMYD3可能通过
调控c-Myc基因参
与肝癌的发生发
展.



刘鑫, 等. shRNA干扰SMYD3对肝癌细胞c-Myc表达及凋亡的影响                                                		           1375

www.wjgnet.com

16.4 μL、10×Buffer 2.5 μL, 25 mmol/L MgCl2 
2.0 μL, dNTP(10 mmol/L)1.0 μL, cDNA 2.0 μL, 
Taq酶(83.35 mkat/L)0.5 μL, 上游引物、下游引

物(50 umol/L)各0.3 μL. PCR仪进行反应, 参数设

置为: 94℃ 5 min, 变性94℃ 30 s, 退火SMYD3、
c-Myc均为53℃ 30 s、β-actin为56℃ 30 s, 延伸

72℃ 30 s, 循环35次, 最后72℃延伸7 min. 分别

取5 μL PCR产物加样至12 g/L琼脂糖凝胶上电

泳, 用凝胶图像成像系统拍摄并分析结果.
1.2.2 HepG2细胞凋亡率的检测: 瞬时转染24 h
后, 收集各组细胞, 加AnnexinⅤ-PE和7-AAD荧

光染料(晶美生物工程有限公司), 具体操作按操

试剂盒说明书进行. 1 h内流式细胞仪(FACSsort, 
Becton Dinkinson)检测细胞早期凋亡率.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

SPSS13.0软件进行方差分析(ANOVA)LSD-t检验.

2  结果

2.1 HepG2细胞中SMYD3、c-Myc的表达 RT-
PCR结果显示SMYD3、c-Myc基因在HepG2细
胞中强表达(图1A)HepG2细胞转染24 h后荧光

(图1B-C).
2.2 shRNA干扰SMYD3对c-Myc基因表达的影
响 粒转染HepG2细胞24、48、72 h后, 分别提

取RNA, 通过RT-PCR检测各组中两个基因的

表达情况, 结果示: shRNA转染后, SMYD3基
因表达均明显受抑, 同时c-Myc表达下调. 24、
48、72 h各组SMYD3 mRNA及c-Myc mRNA的

光密度值/β-actin mRNA的光密度值, 各时间点

Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2组SMYD3基因

表达较Pgenesil-1-hk组均明显下调, 差异具有

统计学意义(24 h: 三组之间, 总F  = 67.46, s1与
hk组LSD-t = -0.300, s2与hk组LSD-t  = -0.300, P
均<0.01; 48 h: 三组之间, 总F  = 176.79, s1与hk
组LSD-t  = -0.378, s2与hk组LSD-t  = -0.370, P均
<0.01; 72 h: 三组之间, 总F  = 175.28, s1与hk组
LSD-t  = -0.376, s2与hk组LSD-t  = -0.380, P均

<0.01); 各时间点Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2
组c-Myc基因表达较Pgenesil-1-hk组也都明显降

低, 有统计学差异(24 h: 三组之间, 总F  = 11.58, 
P  = 0.009, s1与hk组LSD-t  = -0.068, P  = 0.029, s2
与hk组LSD-t  = -0.113, P  = 0.003; 48 h: 三组之间, 
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图  1  HepG2细胞中SMYD3、c-Myc的表达. A: 电泳图; 1: 
SMYD3、c-Myc; 2: β-actin; M: marker 2000 bp; B: 质粒转
染24 h荧光倒置显微镜; C: 关闭可见光.
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图  2  质粒转染HepG2细胞后SMYD3和c-Myc的RT-PCR结
果. A: 电泳图; B: SMYD3 mRNA表达量; C: c-Myc mRNA
表达量. 1, 10: Pgenesil-1-s1转染24 h;  2, 11: Pgenesil-1-s2

转染24 h; 3, 12: Pgenesil-1-hk转染24 h; 4, 13: Pgenesil-1-s1

转染48 h; 5, 14: Pgenesil-1-s2转染48 h; 6, 15: Pgenesil-1-hk

转染48 h; 7, 16: Pgenesil-1-s1转染72 h; 8, 17: Pgenesil-1-s2

转染72 h; 9, 18: Pgenesil-1-hk转染72 h; M: marker 2000 bp; 
bP<0.01.
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■应用要点
本研究表明应用
RNA干扰技术下
调HepG2细胞中
S M Y D 3的表达 , 
可调控c - M y c基
因的表达, 促进肿
瘤细胞凋亡, 为将
来RNA干扰技术
应用于临床提供
依据 ,  并充实了
c-Myc基因表达调
控的理论基础.
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总F  = 126.41, s1与hk组LSD-t  = -0.175, s2与hk组
LSD-t  = -0.178, P均<0.01; 72 h: 三组之间, 总F  = 
261.25, s1与hk组LSD-t  = -0.117, s2与hk组LSD-t 
= -0.125, P均<0.01, 图2).
2.3 转染24h细胞凋亡的情况 Pgenesi l-1-s1、
P g e n e s i l-1-s2转染组细胞早期凋亡率分别为

27.16%±0.57%、26.20%±0.71%两组间无明

显差异(LSD-t  = -0.957, P >0.05), 与Pgenesil-1-
hk转染组13.58%±0.50%(LSD-t分别为-13.58、
-12.62, P均<0.01)和空白组8.53%±0.14%(LSD-t  
分别为-18.62、-17.67, P均<0.01)相比, 差异均有

显著性. Pgenesil-1-s1、Pgenesil-1-s2转染组早期

凋亡明显增加(图3).

3  讨论

组蛋白甲基化转移酶能够使DNA组蛋白的氨

基酸残基发生甲基化, 不但使染色质的结构发

生变化, 而且更为重要的是能够从表观遗传学

水平介导下游基因的转录激活或转录抑制. 新
近发现的SMYD3基因所编码的蛋白是一种能

够催化H3K4发生2倍和3倍的甲基化, 介导下

游基因的转录激活 ,  在胆管癌、乳腺癌和肝

癌组织中高表达 ,  与肿瘤的发生发展关系密

切[12-14]. SMYD3基因有两个重要的结构域SET
和zf-MYND, SET具有甲基化转移酶功能[15-16], 
SMYD3的SET结构域能特异性催化H3K4发生

甲基化, zf-MYND能够特异地与靶基因启动子

区域的基因序列5'-CCCTCC-3'和5'-GGAGGG-3'
相结合, zf-MYND结合靶基因后, SET结构域发

挥其H3K4甲基化转移酶功能使靶基因启动子

H3K4发生2倍(di-)和3倍(tri-)的甲基化, 激活靶

基因转录[7,17-18]. 
c-Myc基因是一个十分重要的原癌基因, 在

许多恶性肿瘤中被激活, 肿瘤组织中c-Myc基
因的表达显著增加[19]. 研究发现通过shRNA干

扰肝癌细胞HepG2细胞中c-Myc基因的表达, 可
以明显抑制细胞的增殖, 促进HepG2细胞的凋 
亡[20-21]. 但是c-Myc基因被转录激活的机制复杂, 
目前研究认为, 他是Wnt/β-catenin的靶基因之

一, β-catenin与T细胞转录因子4/淋巴增强因子

(TCF-4/LEF)等结合形成复合物后将c-Myc基因

激活[22-24], 但是该复合物对c-Myc基因表达的具

体调控机制还不清楚. 
我们通过应用短发夹RNA Pgenesil-1-s1、

Pgenesil-1-s2和阴性对照质粒Pgenesil-1-hk, 成
功转染HepG2细胞24、48、72 h后, 结果显示

Pgenesil-1-s1组、Pgenesil-1-s2组SMYD3表达明

显受抑制, 而Pgenesil-1-hk组SMYD3的表达水平

没有明显改变, 各组的β-actin没有明显变化, 说
明了shRNA干扰的有效性和特异性. 经Pgenesil-
1-s1、Pgenesil-1-s2转染的HepG2细胞, Annexin
Ⅴ-PE和7-AAD荧光染料双标后, 流式细胞仪

检测发现早期凋亡明显增加, 同时RT-PCR测得

c-Myc基因表达明显下降, 这意示着SMYD3基
因的沉默可以使肝癌细胞凋亡增加, SMYD3可
能通过直接或间接激活c-Myc基因, 促进肝癌细

胞的增殖和肿瘤发展. 所谓直接激活指SMYD3
通过其组蛋白甲基化功能使c-Myc基因的启动

子区域的H3K4发生了2倍或3倍的甲基化, 从
而使c-Myc基因激活, 因为在c-Myc基因的启动

子区域存在5'-CCCTCC-3'和5'-GGAGGG-3'序 
列[25]; 间接激活指SMYD3对c-Myc基因的上游

基因进行调控, 影响c-Myc基因的表达, 其具体

机制将是我们今后研究的重点. 结果也提示设

计和应用针对SMYD3的特异性shRNA治疗肝癌

的可行性, 为肝癌的治疗提供新的方向. 
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