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前言

乳腺癌是发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤。多年来，乳腺

癌是全球女性最常见的癌症，是女性癌症死亡的第二大原因。

近年来其发病率呈增加趋势，低龄化走向[1]。化疗是乳腺癌治疗

的重要手段之一，多西他赛作为一线治疗转移性乳腺癌的化疗

药物[2]，主要作用于细胞周期 G2/M期，抑制有丝分裂纺锤体微

管蛋白的动态不稳定性并破坏有丝分裂，促进细胞凋亡[3]。尽管

多西他赛是临床常用的化疗药物，疗效显著，但依旧会产生耐

药性，影响患者预后。
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摘要目的：构建 SETD8重组慢病毒载体，探讨 SETD8对人乳腺癌细胞周期、氧化应激的影响，并观察稳定敲低 SETD8后对乳腺

癌细胞多西他赛敏感性的影响。方法：构建含 SETD8基因的重组慢病毒载体，经转染，荧光显微镜观察感染效率；采用 RT-qPCR

和Western blot检测 SETD8 mRNA和蛋白相对表达量；采用流式细胞技术检测细胞周期及活性氧水平，通过 CCK-8试剂检测稳

定敲低 SETD8基因的乳腺癌细胞对多西他赛的敏感性变化。结果：成功包装慢病毒，荧光观察慢病毒感染效率在 85%左右，通过

PCR和WB验证 SETD8过表达及敲低稳转细胞系的效率显著（P<0.01）。低表达 SETD8的乳腺癌细胞周期停滞在 G2/M和 S期，

细胞内 ROS水平高于对照组。不同浓度多西他赛处理的 SETD8敲低稳转细胞系的细胞活性较对照组明显降低(P<0.01)。结论：慢
病毒介导下调 SETD8表达，使得乳腺癌细胞周期阻滞在 G2/M期，细胞内 ROS增多，与多西他赛发生协同作用，从而增加了药物

敏感性。
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Effect of SETD8 Gene Expression on Cell Cycle, Reactive Oxygen Species
and Drug Sensitivity of Breast Cancer Cells*

To construct a recombinant lentivirus vector of SETD8, to investigate the effect of SETD8 on the cell cycle

and oxidative stress of human breast cancer, and to observe the effect of stable SETD8 knockdown on docetaxel sensitivity of breast

carcinoma cells. Recombinant lentivirus vector containing SETD8 gene was constructed, transfected into cancer cells and the

infection efficiency was observed by fluorescence microscopy. The relative mRNA and protein expressions of SETD8 were detected by

RT-qPCR and Western blot. Flow cytometry cell cycle and reactive oxygen species levels were evaluated by flow cytometry. Changes in

docetaxel sensitivity of breast cancer cells with stable SETD8 knockdown were detected by the CCK8 kit. Lentivirus were

successfully packaged, the infection efficiency of lentivirus was about 85% by fluorescence observation. The relative expression of

SETD8 in MDA-MB-231-shSETD8 and MCF-7-SETD8 cells was significantly lower or higher than in control cells (P<0.01). Compared
with control cells, the biological behavior of MDA-MB-231-shSETD8 reduced, the cells at S and G2/M phase increased, and intracellular

ROS level was also increased. The cell viability of MDA-MB-231-shSETD8 treated with docetaxel at different concentrations was

significantly lower than that of the control group (P<0.01). SETD8 recombinant lentiviral vector transfected breast

carcinoma cells, successfully established the stable knockdown cell lines, it reduce the malignant biological behavior and enhance the in

vitro inhibitory effects of docetaxel on breast carcinoma cell lines.
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SETD8是 SET基因家族的成员，作为赖氨酸单甲基转移

酶，能够特异性地甲基化 H4组蛋白第 20位赖氨酸的酶，并参

与多种肿瘤的发生发展[4-6]。前期研究表明，SETD8能够促进

乳腺癌细胞的合成代谢和 ATP生成，进而促进乳腺癌细胞

的增殖和克隆形成能力；SETD8 通过对缺氧诱导因子 HIF琢
（hypoxia-inducible-factor 1琢, HIF1琢）蛋白的翻译后修饰的改变
促进其对下游代谢相关靶基因的转录活性，进而调控乳腺癌细

胞的代谢谱；两者相互作用，形成正反馈协同调节乳腺癌细胞

的糖代谢，促进糖酵解[7]。但其在细胞周期和氧化应激中的作

用尚不清楚，是否与化疗药物敏感性相关也未曾有研究。因此，

本研究探究了 SETD8对乳腺癌细胞周期和氧化应激的影响，

其与多西他赛敏感性的关系。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人乳腺癌细胞系MDA-MB-231(复旦大学肿瘤医院馈赠)，

MCF-7（购于上海市中科院）；多西他赛（Docetaxel，DOCE）购自

江苏恒瑞医药；细胞周期检测试剂盒购自美国 BD 公司；

CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所；ROS试剂盒和 RIPA

裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司；Lipofec-

tamineTM3000 购自赛默飞世尔科技有限公司；qPCR SYBR

Green Master Mix 购于上海翊圣生物科技有限公司；一抗

ACTIN，SETD8，FLAG 购自 Proteintech 公司；胎牛血清，培养

基 DMEM，双抗均购自 Gibco公司。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建及病毒包装 SETD8全长 cDNA由人脑组织

PCR扩增获得，通过连接酶反应直接连入酶切后的慢病毒表达

载体 CMV启动子下游，基因测序选出重组 SETD8基因表达

序列正确的载体 GV248。病毒包装：将 293T细胞种板至 10 cm

培养皿，当细胞长至 60~70 %密度时，用 TIANGEN公司质粒

抽提试剂盒提取慢病毒包装系统中 SETD8干扰质粒、过表达

质粒和慢病毒辅助质粒（pSPAX2、pMD.2.G）；按照目的质粒：

pSPAX2：pMD.2.G=1:3:4的比例添加，根据 Lipo3000说明书完

成转染步骤，转染 48h后收集病毒，过滤浓缩提纯，测定最佳感

染指数，分装冻存于 -80℃。

1.2.2 细胞培养及稳转细胞系构建 MDA-MB-231，MCF-7及

293T细胞培养于含 10%的胎牛血清及 1%双抗的 DMEM培养

基内，置于 5%的 CO2，37℃培养箱中培养。将过滤提纯后的病

毒液感染 6 孔板中 MCF-7 细胞获得稳定过表达；同样

sh-SETD8慢病毒感染MDA-MB-231获得稳定沉默。感染 72h

后抽提细胞总 RNA和蛋白。

1.2.3 实时荧光定量 qRT-PCR检测取处于对数生长期的对

照和敲减及过表达细胞系，培养皿中加入 Trizol试剂吹打裂解

细胞，按照说明书提取 RNA，测定 RNA浓度，逆转录 RNA成

cDNA 后进行 qRT-PCR 检测，SETD8 正向引物：5'- CG-

CAAACTTACGGATTTCT-3'，反向引物：5'- CGATGAGGT-

CAATCTTCATT-3'； 内 参 基 因 ACTIN 正 向 引 物 ：5'-

CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC-3'，反向引物：5'- GATG-

GAGCCGCCGATCCACACGG-3'；使用 2-△ △ CT算法处理原始

CT数值。

1.2.4 蛋白提取与免疫印迹Western blot检测 收取 6孔板中

的细胞，PBS洗涤 2次，加入 150 滋L RIPA裂解液，冰上裂解
20 min，4℃，12000 rpm，离心 20 min，收集蛋白上清液，BCA定

量后，加入 1/4 体积的 5伊loading Buffer，100℃金属浴变性

5 min标注样品。SDS-PAGE蛋白恒压电泳，恒流转膜，5%脱脂

奶粉封闭 1 h，兔抗人 SETD8单克隆抗体，兔抗人 ACTIN单克

隆抗体按照 1：1000 稀释，4℃摇床孵育过夜，PBST 洗 3

次伊10 min，HRP标记的羊抗兔二抗室温孵育 1 h，PBST 洗 3

次伊10 min，洗涤后 ECL发光液显影，获取图像，Image软件对

图像进行灰度分析。

1.2.5 细胞周期检测 转染后的乳腺癌细胞 1伊105/孔接种于
6孔板，培养 24 h后细胞密度达 80%-90%，胰酶消化、收集细

胞，1000 r/min离心 5 min；1 mL预冷 PBS洗涤细胞 2次，转移

至 15 mL离心管，逐滴加入预冷的 3 mL 70%乙醇中，置于

-20℃过夜固定。固定后 800 r/min伊5 min洗涤 3次去除乙醇，

加入10 滋L DNase-free RNase，37℃孵育 30 min，1500 r/min 离

心 5 min，弃上清液，每管加入 500 滋L PI染色液，37℃避光孵育
1 h，流式细胞仪检测细胞周期分布。三次独立重复实验，分析

实验数据。

1.2.6 细胞内活性氧（reactive oxygen species, ROS）的测定 按

照 1:1000用无血清培养液稀释 DCFH-DA探针，取 6孔板中对

数生长的稳转细胞消化收集到 1.5 mL离心管中，去除培养液，

加入适当体积稀释好的 DCFH-DA。37℃细胞培养箱中孵育

20 min，每隔 3-5 min颠倒混匀，使探针和细胞充分接触。用无

血清培养基洗涤 3次后，尽快上流式细胞仪检测。每组 3个样

本，分别进行 3次独立实验，分析实验数据。

1.2.7 细胞活力检测 将处于对数生长期的稳转细胞

MDA-MB-231-Control，MDA-MB-231-shSETD8A，MDA-MB-

231-shSETD8B，接种于 96孔板中，每孔接种 5000-8000个细

胞，培养 24h后，分别加入不同浓度的多西他赛，其中空白对照

孔加入溶剂 DMSO，设置 3个复孔，继续培养 48h。弃去上清后

加入新鲜 DMEM 100 滋L/ 孔，加入细胞计数试剂盒 -8（cell

counting kit-8，CCK-8）试剂 10 滋L孔，继续培养 4h，测定 450nm

波长的 OD值即吸光度值，细胞抑制率 =[（实验孔 OD值 -对

照孔 OD值）/(对照孔 OD值 -空白孔 OD值)]*100%，GraphPad

Prism7.0软件计算 IC50值。

1.3 统计学分析

用 GraphPad Prism7.0软件进行统计学分析，各组数据均

属± 标准差 (x依s)表示，组间进行双尾 t检验，以 P<0.05认为有
统计学差异。

2 结果

2.1 慢病毒载体的构建和转染鉴定

SETD8 的重组载体 PCR 扩增产物鉴定结果与预期的一

致。将重组慢病毒目的质粒和辅助质粒共转染 293T细胞，获得

携带 SETD8 的重组慢病毒 GV248-sh-SETD8 (元件顺序：

hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-IRES-puromycin)。测序结果表明，合

成的 SETD8核苷酸序列插入正确，无碱基缺失或替换。慢病毒

的滴度为 6E+8 TU/mL，病毒感染细胞 72H后，荧光显微镜观

察标记基因 GFP表达情况，转染效率达到 85%，且细胞状态良
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图 1慢病毒转染使 SETD8在MDA-MB-231细胞静默，如图是转染

72H后荧光密度观察（A为MDA-MB-231阴性对照稳转株，BC为

MDA-MB-231敲低 shSETD8稳转株）

Fig.1 Lentiviral transfection silenced SETD8 in MDA-MB-231 cells, as

shown in the fluorescence density observation after transfection for 72H

(A: MDA-MB-231 negative control stable strain; BC: MDA-MB-231

knocked down shSETD8A&B stable strain).

图 2 AC通过 RT-qPCR进行 SETD8敲低和过表达mRNA效果检测；BD通过Western blot进行慢病毒敲减和过表达 SETD8蛋白效果检测

Fig.2 The detection of SETD8 mRNA inhibition and overexpression by RT-qPCR;

The detection of SETD8 protein inhibition and overexpression by Western blot

Note:**P<0.01,***P<0.001.

好(图 1)。

2.2 过表达及敲低 SETD8的稳转细胞效率验证

MCF-7细胞内源性 SETD8的 mRNA和蛋白水平表达均

较低，MDA-MB-231细胞则均较高；故以慢病毒介导的 SETD8

shRNA沉默MDA-MB-231细胞的 SETD8的表达，转染过表

达 SETD8 mRNA于MCF-7细胞。经Western blot及荧光定量

PCR鉴定结果提示,SETD8基因在MCF-7细胞中成功过表达，

在MDA-MB-231细胞中成功沉默，差异有统计学意义，P<0.01
（图 2）。

2.3 SETD8表达改变后对人乳腺癌细胞周期的影响

流式细胞术检测显示，慢病毒 shSETD8 转染的

MDA-MB-231细胞出现 S期及 G2/M期比例的升高，特异敲低

SETD8细胞阻滞于 G2/M期和 S期，差异有统计学意义，P<0.
001。过表达 SETD8引起了 G1期阻滞，OE-SETD8-MCF-7细

胞 G0/G1期细胞增多，S期不变，G2/M期细胞减少，差异有统

计学意义，P<0.05。外源性过表达 SETD8并未回补敲低 SETD8

引起的 S期阻滞，证明 SETD8的表达改变对细胞周期有影响

（图 3）。

2.4 SETD8表达改变后对乳腺癌细胞内 ROS的影响

流式细胞检测结果表明：用 DCFH-DA作为荧光探针测定

细胞内 ROS水平，与对照相比过表达 SETD8的 MCF-7细胞

内活性氧水平显著降低，差异有统计学意义，P<0.05。沉默
SETD8后的MDA-MB-231细胞内的 ROS生成量增加，峰值右

移，较对照组明显升高，差异有统计学意义，P<0.01（图 4）。

2.5 低表达 SETD8增加MDA-MB-231细胞对多西他赛敏感性

用阴性对照 (control)或 SETD8 敲低病毒感染细胞，不

同浓度的多西他赛刺激细胞 48 小时后，CCK8 法检测细

胞对多西他赛的敏感性。检测如图显示（图 5），与 Control组

相比，sh-SETD8A 和 sh-SETD8B 组多西他赛的半数抑制浓

度（Inhibitory concentration IC50）显著降低，差异有统计学意义，

P<0.01。结果表明，SETD8低表达可增加MDA-MB-231细胞对

多西他赛的敏感性。

3 讨论

绝大多数乳腺癌患者死于肿瘤的复发转移，研究表明因肿
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图 3 SETD8能够参与调控乳腺癌细胞周期进程 A-B：shSETD8转染 231细胞后细胞周期比例变化与 control组比较；

C-D：SETD8转染MCF-7细胞后细胞周期比例变化与阴性对照组比较。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
Fig.3 SETD8 is involved in the regulating of cell cycle in breast cancer cells A-B: The changes of cell cycle ratio of 231 cells transfected with shSETD8

compared with that in Control group．C-D: The changes of cell cycle ratio of MCF-7 cells transfected with SETD8 compared with that in negative control

group *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图 4 SETD8对乳腺癌细胞内活性氧水平的影响

Fig.4 Effect of SETD8 on intracellular ROS levels in breast cancer cells

瘤复发转移死亡的患者中有 90%的人发生耐药[8]。耐药的发生

机制包括：肿瘤细胞的 EMT特性，肿瘤干细胞的免疫逃逸作

用，肿瘤代谢重编程，DNA损伤修复能力强等[9，10]。因此，增强

肿瘤细胞对多西他赛的敏感性，提高疗效成为提高乳腺癌患者

生存率的重要途径。

SETD8不仅受到周期的严格调控，在不同周期含量发生
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图 5不同浓度多西他赛（DOCE）对MDA-MB-231-Control和

MDA-MB-231-shSETD8A，MDA-MB-231-shSETD8B细胞敏感性的影响

Fig.5 The relative inhibition rate of MDA-MB-231-Control and

MDA-MB-231-shSETD8A, MDA-MB-231-shSETD8B cells induced by

different concentrations of docetaxel（DOCE）

波动性变化[5，11]，也调控正常体细胞和肿瘤细胞的周期，参与肿

瘤的多种生物学行为包括细胞凋亡，上皮间质转化 (EMT)及

DNA损伤修复等 [12-14]。SETD8作为癌基因在多种肿瘤中高表

达，并作为预测肿瘤预后的因子[15-18]，同时 SETD8赋予肿瘤细

胞自我更新及复发转移的能力[19]。Liu等人通过检测 1192名乳

腺癌患者的标本证明了 SETD8 高表达与患者不良预后

相关 [20]。由此可见 SETD8的表达赋予肿瘤细胞耐药表型，我们

推测 SETD8的水平影响药物敏感性。

最新研究运用敲低 SETD8 的肿瘤细胞标本做基因组测

序，生信分析出 SETD8与周期调控的基因密切相关[17]。本研究

通过应用 shRNA特异性沉默 MDA-MB-231细胞 SETD8基因

表达，通过流式细胞术观察到下调 SETD8的表达后细胞发生

S,G2/M期阻滞，表明 SETD8可调控乳腺癌细胞周期。Veschi

等通过化学筛选出 SETD8是治疗神经母细胞瘤的重要靶点，

研究表明沉默 SETD8 的表达可减少 P53 甲基化水平，导致

P53经典通路的激活，发挥促进细胞凋亡和细胞周期阻滞的功

能[21-24]。同样在 Hela细胞中，沉默 SETD8的表达后，细胞也表

现出 G2/M期阻滞，与耐药相关的周期蛋白 CyclinB1的表达量

也明显降低[25]。基于 SETD8对细胞周期的调控作用，我们通过

观察 SETD8下调后细胞对多西他赛的敏感性，探讨 SETD8在

细胞水平对多西他赛抗肿瘤作用的影响。结果显示，SETD8下

调后细胞内 ROS增多，这与甲状腺癌细胞敲低 SETD8后细胞

内 ROS水平呈一致现象[28]。用不同浓度多西他赛处理稳转细

胞后，MTT结果显示各组细胞的增殖抑制率与药物浓度有明

显浓度依赖性，干扰组的抑制率在不同浓度下均大于空白组。

以上结果均表明 SETD8 下调能增强细胞对多西他赛的敏感

性，其可能的机制是：干扰 SETD8的表达后，细胞周期阻滞在

G2/M期，很可能增加多西他赛作用的时间从而提高疗效；ROS

生成的增加引起了 DNA链断裂，半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶活

化，C-Jun氨基末端激酶的激活等一系列级联反应，最后提高了

细胞毒性效应[26，27]；它也可以通过表观修饰改变代谢通路，发挥

毒性作用，影响肿瘤药物的敏感性[29]；目前已经有 SETD8为标

靶的抑制剂，并进入临床研究发挥抗肿瘤的作用[30]。

综上所述，SETD8与乳腺癌细胞的周期调控和氧化应激

及多西他赛化疗敏感性密切相关，这为克服乳腺癌多西他赛耐

药提供了理论基础和实验依据。然而，SETD8通过何种机制影

响多西他赛的敏感性还有待进一步研究，对其他不同作用机制

的化疗药物也展开研究，观察 SETD8是否会影响非周期性药

物的敏感性。
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