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　　［摘要］　目的　探讨Ｗｉｌｍｓ肿瘤抑制因子１相关蛋白（Ｗｉｌｍｓ’ｔｕｍｏｒ１ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＴＡＰ）
在小胶质细胞活化调控中的作用及其可能的分子机制。方法　用１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ联合１μｇ／ｍＬＬＰＳ
诱导ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１极化作为实验组，以未处理的细胞作为空白对照组，采用实时荧光定量ＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中促炎细胞因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα和Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）相关基因的表达，在
ＨＭＣ３小胶质细胞中转染ＲＮＡｉ慢病毒敲低ＷＴＡＰ，使用实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低效
率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低ＨＭＣ３小胶质细胞 ＷＴＡＰ后促炎细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα蛋白表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低 ＷＴＡＰ后 ＨＭＣ３小胶质细胞沉默信息调节因子 ２相关酶 １（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ１，ＳＩＲＴ１）、ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８、ＥＰ４、促炎转录因子和部分炎症相关通路受体
的表达，使用 ＳＩＲＴ１激动剂 ＳＲＴ１７２０和 ＳＩＲＴ１抑制剂 ＥＸ５２７分别处理空载病毒组和敲低 ＷＴＡＰ组
ＨＭＣ３细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃ／ＥＢＰβ的表达。结果　与空白对照组比较，１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ联合
１μｇ／ｍＬＬＰＳ诱导的ＨＭＣ３细胞ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα表达上调（Ｐ＜０．０５）。Ｍ１极化的 ＨＭＣ３小胶质细
胞中ＷＴＡＰ高表达（Ｐ＜０．０５）。敲低 ＷＴＡＰ后，ＨＭＣ３细胞促炎细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα表达降
低（Ｐ＜０．０５），ＳＩＲＴ１表达升高（Ｐ＜０．０５），且促炎转录因子ｃ／ＥＢＰβ表达降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＩＲＴ１激动剂
ＳＲＴ１７２０使空载病毒组相对高表达的 ｃ／ＥＢＰβ降低（Ｐ＜０．０１）。ＳＩＲＴ１抑制剂 ＥＸ５２７使敲低 ＷＴＡＰ的
ＨＭＣ３细胞相对低表达的ｃ／ＥＢＰβ升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＷＴＡＰ促进 ＨＭＣ３小胶质细胞 Ｍ１极化，其
作用机制可能与通过调控ＳＩＲＴ１表达进而影响ｃ／ＥＢＰβ信号通路有关。
　　［关键词］　 小胶质细胞；Ｗｉｌｍｓ肿瘤抑制因子１相关蛋白；沉默信息调节因子２相关酶１；Ｎ６甲基

腺苷；细胞极化
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　　小胶质细胞是视网膜中的一类常驻免疫细胞，在
正常的静息状态下，主要分布于视网膜外丛状层至视

网膜神经纤维层，动态监视周围组织微环境的变化。

视网膜微环境的细微变化即可触发小胶质细胞的激

活。小胶质细胞激活后向视网膜下间隙迁移，召集周

围炎性细胞进入视网膜，加剧视网膜的损伤，可引发自

身免疫性葡萄膜炎等多种视网膜疾病［１］。激活的小

胶质细胞可以表现出不同类型，其中一种是经典激活

状态（Ｍ１型），这种表型分泌大量促炎细胞因子和毒
性物质，在组织间主要发挥促进炎症和清除异物的作

用［２］。阐明小胶质细胞激活的调控机制也许是治疗

葡萄膜炎等自身免疫性疾病的潜在突破口。

　　Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）修饰作为哺乳动物细胞中最
丰富的 ｍＲＮＡ转录后修饰，其由一系列“ｗｒｉｔｅｒｓ”
“ｅｒａｓｅｒｓ”和“ｒｅａｄｅｒｓ”动态调节，从 ｍＲＮＡ加工、核输
出、ｍＲＮＡ翻译和衰变等方面影响 ｍＲＮＡ代谢，进而
参与许多细胞生物过程［３］。Ｗｉｌｍｓ肿瘤抑制因子１相
关蛋白（ＷＴＡＰ）是 ｍ６Ａ修饰甲基转移酶复合物的重
要组成部分，与 ＭＥＴＴＬ３ＭＥＴＴＬ１４异二聚体相互作
用，共同参与ｍ６Ａ修饰的调控［４］。本研究以ＨＭＣ３小
胶质细胞为研究对象，旨在探讨ＲＮＡ甲基化酶ＷＴＡＰ
在小胶质细胞 Ｍ１极化中的表达和生物学功能，为调

控小胶质细胞极化，乃至为治疗葡萄膜炎等自身免疫

性疾病提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　细胞株：ＨＭＣ３（人源小胶质细胞）与 ＥＭＥＭ培养
基购自美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ）。胎牛血清与
０．２５％胰蛋白酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＴＲＩｚｏｌ购自美国
Ｒｏｃｈｅ公司，ＲＮＡ逆转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公
司，ｉＴａｑＴＭＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司，脂多糖（ＬＰＳ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，重
组人γ干扰素蛋白（ＩＦＮγ）购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，
化学发光液（ＥＣＬ）购自四正柏生物科技公司，ＲＩＰＡ裂
解液、ＢＣＡ蛋白检测试剂盒购自上海碧云天生物研究
所，ＰＶＤＦ膜购自德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，兔抗 ＩＬ６、兔抗
ＩＬ１β、兔抗 ＴＮＦα、兔抗 ＷＴＡＰ、兔抗 ＳＴＡＴ３、兔抗 ｐ
ＳＴＡＴ３、兔抗 ＴＬＲ４与兔抗 ＮＦκＢ抗体购自英国
Ａｂｃａｍ公司，兔抗 ＳＩＲＴ１与兔抗 ｃ／ＥＢＰβ抗体购自美
国ＣＳＴ公司，兔抗 ＵＳＰ１８抗体与兔抗 ＧＡＰＤＨ购自美
国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司，鼠抗ＥＰ４与鼠抗 ＥＧＲ１抗体购自
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔抗ＣＯＰ１抗体购自美国Ｂｅｔｈｙｌ
公司，ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ与 ＨＲＰ标记山羊抗鼠
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ＩｇＧ抗体购自中国武汉Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＳＩＲＴ１激动剂
ＳＲＴ１７２０购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，ＳＩＲＴ１抑制剂 ＥＸ５２７
购自上海陶素生物科技公司。

１．２　细胞培养
　　将ＨＭＣ３细胞培养于含 １０％胎牛血清、１％青霉
素链霉素的ＥＭＥＭ培养基中，在温度 ３７℃、５％ＣＯ２
的细胞培养箱中进行培养，每隔２～３ｄ更换１次培养
液。待细胞融合度达到８０％左右时，ＰＢＳ缓冲液洗涤
细胞后，用０．２５％胰蛋白酶消化细胞，离心并用ＥＭＥＭ
培养基按１∶３的比例重悬后传代培养。
１．３　细胞分组与处理
　　使用终浓度为１００ｎｇ／ｍＬ的 ＩＦＮγ联合１μｇ／ｍＬ
的ＬＰＳ处理 ＨＭＣ３细胞２４ｈ作为实验组（ＩＦＮγ＋ＬＰＳ
组），以不含 ＩＦＮγ及 ＬＰＳ培养基处理的细胞作为空
白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组），检测各组细胞炎症因子表达。
使用慢病毒敲低ＷＴＡＰ，具体分组包括：ＮＣ组（使用空
载慢病毒处理细胞），ＳｈＷＴＡＰ组（使用 ＷＴＡＰＲＮＡｉ
处理细胞）。为探讨 ＷＴＡＰ对小胶质细胞极化的作
用，实验分组包括：ＮＣ组（空载病毒处理，不含 ＩＦＮγ
及ＬＰＳ），ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组（空载病毒处理，１００ｎｇ／ｍＬ
ＩＦＮγ联合 １μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ处理细胞），ＳｈＷＴＡＰ组
（使用 ＷＴＡＰＲＮＡｉ处理细胞，不含 ＩＦＮγ及 ＬＰＳ），
ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组（使用 ＷＴＡＰＲＮＡｉ处理细胞，
１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ联合１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理细胞）。为研
究ＳＩＲＴ１对 ｃ／ＥＢＰβ的作用，具体分组包括，溶剂组：
ＮＣ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（空载病毒＋ＤＭＳＯ溶剂处理细胞），
ＳｈＷＴＡＰ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（ＷＴＡＰＲＮＡｉ处理细胞＋ＤＭＳＯ溶
剂处理细胞）；处理组：ＮＣ＋ＳＲＴ１７２０组（空载病毒＋
２．５μｍｏｌ／ＬＳＲＴ１７２０处理细胞），ＳｈＷＴＡＰ＋ＳＲＴ１７２０
组（ＷＴＡＰＲＮＡｉ＋２．５μｍｏｌ／ＬＳＲＴ１７２０处理细胞），ＮＣ＋
ＥＸ５２７组（空载病毒＋１０μｍｏｌ／ＬＥＸ５２７处理细胞），
ＳｈＷＴＡＰ＋ＥＸ５２７组（ＷＴＡＰＲＮＡｉ＋１０μｍｏｌ／ＬＥＸ５２７
处理细胞）。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测
　　将生长良好的 ＨＭＣ３细胞接种于 ６孔细胞培养
板，按照实验需求分组及药物干预，实验结束后收集细

胞，用ＴＲＩｚｏｌ试剂按照制造商说明提取和纯化细胞总
ＲＮＡ。接着使用逆转录试剂盒从等量的 ＲＮＡ中逆转
录ｃＤＮＡ。利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ在美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司７５００ＰＣＲ系统上检测ＲＮＡ转录水平。将管家基
因βａｃｔｉｎ作为内参基因，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目标基因
的相对表达量。所有引物序列见表１。

表１　人源ｑＲＴＰＣＲ引物序列与产物长度

引物名称 引物序列（５′→３′）　　　 产物长度／ｂｐ　

βａｃｔｉｎ
上游：ＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧ

下游：ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴ
６９

ＩＬ６
上游：ＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧＣ

下游：ＣＡＴＴＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＴＣＡＧＧ
１１２

ＴＮＦα
上游：ＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＣＧＴＧＧ

下游：ＧＣＴＧＧＴＴＡＴＣＴＣＴＣＡＧＣＴＣＣＡ
２６６

ＩＬ１β
上游：ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡ

下游：ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡ
１３２

ＷＴＡＰ
上游：ＡＣＣＴＣＴＴＣＣＣＡＡＧＡＡＧＧＴＴＣＧ

下游：ＧＡＴＣＴＧＴＧＴＡＣＴＴＧＣＣＣＴＣＣＡ
１２５

ｅＩＦ３
上游：ＡＣＡＧＧＣＡＧＴＧＴＴＴＧＧＡＣＣＴＴ

下游：ＴＡＣＧＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＡＧＧＣＡＧ
１０２

ＲＢＭ１５
上游：ＧＡＴＧＣＴＴＴＴＧＧＡＣＡＴＣＧＧＧＣ

下游：ＧＴＧＧＣＡＣＣＣＡＡＴＣＡＧＡＧＴＣＡ
１１５

ＨＮＲＮＰＣ
上游：ＡＣＡＧＣＣＴＧＡＴＧＴＴＴＧＧＧＡＣＣ

下游：ＡＧＡＧＧＴＴＴＴＧＴＧＧＡＧＧＡＣＧＣ
１５２

ＥＬＡＶＬ１
上游：ＣＧＣＣＡＡＣＴＴＧＴＡＣＡＴＣＡＧＣＧ

下游：ＴＡＡＡＣＧＣＡＡＣＣＣＣＴＣＴＧＧＡＣ
１４０

ＭＥＴＴＬ３
上游：ＴＴＧＴＣＴＣＣＡＡＣＣＴＴＣＣＧＴＡＧＴ

下游：ＣＣＡＧＡＴＣＡＧＡＧＡＧＧＴＧＧＴＧＴＡＧ
１４５

ＭＥＴＴＬ１４
上游：ＡＧＴＧＣＣＧＡＣＡＧＣＡＴＴＧＧＴＧ

下游：ＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＴＡＴＣＡＴＡＧＧＡＡＧＣ
１０１

ＭＥＴＴＬ４
上游：ＴＣＴＧＴＧＧＴＡＣＡＣＣＡＧＴＴＧＴＣＡ

下游：ＣＣＴＴＴＴＴＡＣＧＧＣＡＡＣＡＡＧＧＴＴＣＡ
１０９

ＦＴＯ
上游：ＣＣＡＧＧＧＴＴＧＧＧＡＴＧＧＧＴＴＣＡ

下游：ＣＧＣＴＧＡＣＣＴＧＴＣＣＡＣＣＡＧＡＴ
１９４

ＡＬＫＢＨ５
上游：ＣＧＣＴＧＣＣＧＣＣＧＡＡＣＣＴＴＡＣ

下游：ＧＧＡＴＧＣＣＧＣＴＣＴＴＣＡＣＣＴＴＧＣ
１３４

ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１
上游：ＴＣＧＧＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＡＧＴＡＡＣ

下游：ＧＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＴＡＴＣＣＴＣＣＴＣ
１６５

ＹＴＨＤＦ１
上游：ＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＡＣＧＧＣＡＡＣＡＡＧ

下游：ＣＣＡＴＴＧＡＣＧＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＧＧＴＡＧ
８９

ＹＴＨＤＦ２
上游：ＣＡＧＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＴＧＣＣＴＣＣＡＣ

下游：ＡＧＡＡＣＣＡＧＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＴＣＣＴＡＣ
１６２

ＹＴＨＤＦ３
上游：ＴＣＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＣＡＴＴＡＡＴＴＣ

下游：ＴＧＣＴＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＡＧ
８８

ＨＮＲＮＰＧ
上游：ＣＴＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＴＴＣＧＣＡＧＴＡ

下游：ＴＣＡＣＧＡＣＣＡＣＴＴＧＡＧＴＡＧＡＧＡＴ
５２０

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将不同实验分组细胞进行药物干预后，用含
１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白。将
收集的细胞裂解液放置在冰上裂解３０ｍｉｎ后，于设置
转速１４０００×ｇ、温度４℃的离心机离心１５ｍｉｎ后收集上
清。按ＢＣＡ蛋白检测试剂盒步骤测定蛋白浓度。将等
量的蛋白（１５μｇ）用８％～１５％ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离，切胶
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后将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上。在室温下用含５％脱脂奶
粉的ＴＢＳＴ缓冲液封闭ＰＶＤＦ膜２ｈ。分别加兔抗ＩＬ６
（１∶１０００）、兔抗ＩＬ１β（１∶１０００）、兔抗ＴＮＦα（１∶５００）、
兔抗 ＷＴＡＰ（１∶１０００）、兔抗 ＳＴＡＴ３（１∶１０００）、兔抗 ｐ
ＳＴＡＴ３（１∶２０００）、兔抗 ＴＬＲ４（１∶５００）、兔抗 ＮＦκＢ
（１∶１０００）、兔抗 ＳＩＲＴ１（１∶１０００）、兔抗 ｃ／ＥＢＰβ
（１∶１０００）、兔抗 ＵＳＰ１８（１∶５００）、鼠抗 ＥＰ４（１∶２００）、
鼠抗ＥＧＲ１（１∶２００）、兔抗 ＣＯＰ１（１∶１０００）抗体，兔抗
ＧＡＰＤＨ（１∶５０００），在 ４℃下孵育过夜。次日，用
ＴＢＳＴ缓冲液洗涤膜３次后，加 ＨＲＰ标记的山羊抗兔
ＩｇＧ抗体（１∶５０００）或 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ抗体
（１∶５０００），在室温下孵育１ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次
后，滴加化学发光液 ＥＣＬ后在 ＶＩＬＢＥＲ成像系统下显
影。用ＩｍａｇｅＪ分析蛋白质的灰度值。
１．６　慢病毒转染
　　本实验所用慢病毒购自上海吉凯基因化学技术有
限公司，将生长状态良好对数期的 ＨＭＣ３细胞，按 ５×
１０５／孔接种于６孔细胞培养板中常规培养过夜。实验
组分为ＮＣ组（转染空载病毒，靶标序列为 ＴＴＣＴＣＣＧ
ＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ）和 ＳｈＷＴＡＰ组（转染 ＷＴＡＰＲＮＡｉ
慢病毒，靶标序列为ＣＡＡＧＴＡＣＡＣＡＧＡＴＣＴＴＡＡＣ）。根
据吉凯公司提供的说明书按 ＭＯＩ＝５０进行 ＨＭＣ３细
胞慢病毒感染实验，转染 １０ｈ后更换新鲜培养基，培
养７２ｈ后收集细胞进行后续实验。
１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行分析，采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件制图。除另有说明，实验均
重复３次或３次以上。实验数据均以 珋ｘ±ｓ表示。为了
进行统计比较，首先评估数据是否正态分布，然后评估

正态分布数据之间的方差齐性。具有正态分布且方差

齐的数据采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验进行比较。Ｐ＜０．０５被
认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＦＮγ联合ＬＰＳ诱导ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１极化
　　按分组处理 ＨＭＣ３细胞 ２４ｈ后，实时荧光定量
ＰＣＲ结果显示：与空白对照组比较，１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ
联合１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理可显著升高 ＨＭＣ３小胶质细
胞促炎细胞因子ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦαｍＲＮＡ表达（Ｐ＜
０．０５，图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与空白对
照组相比较，１００ｎｇ／ｍＬＩＦＮγ联合１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理可
显著升高ＨＭＣ３小胶质细胞促炎细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１β
和ＴＮＦα的蛋白表达（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ）。
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１：空白对照组；２：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：实时荧光定量ＰＣＲ检测２组细胞 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦα
的ｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ２组细胞 ＩＬ６、ＩＬ１β
和ＴＮＦα的蛋白表达

图１　ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１极化表型

２．２　ＷＴＡＰ在 Ｍ１极化的 ＨＭＣ３小胶质细胞中高
表达

　　运用实时荧光定量 ＰＣＲ检测空白对照组和实验
组ｍ６Ａ修饰相关基因（ＭＥＴＴＬ３，ＭＥＴＴＬ４，ＭＥＴＴＬ１４，
ＷＴＡＰ，ＲＢＭ１５，ＦＴＯ，ＡＬＫＢＨ５，ＹＴＨＤＦ１，ＹＴＨＤＦ２，
ＹＴＨＤＦ３，ＥＬＡＶＬ１，ｅＩＦ３，ＨＮＲＮＰＣ，ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ，
ＨＮＲＮＰＧ）的表达。与空白对照组比较，ＷＴＡＰｍＲＮＡ
水平在Ｍ１极化的ＨＭＣ３小胶质细胞中显著升高（Ｐ＜
０．０５，图２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与空白对
照组比较，ＷＴＡＰ蛋白水平在 Ｍ１极化的 ＨＭＣ３小胶
质细胞中也显著升高（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ）。
２．３　敲低ＨＭＣ３小胶质细胞ＷＴＡＰ的表达
　　利用慢病毒转染ＨＭＣ３小胶质细胞７２ｈ，空载病
毒组（ＮＣ组）和 ＷＴＡＰＲＮＡｉ组（ＳｈＷＴＡＰ组）可见明
显较多的 ＧＦＰ＋细胞（图 ３Ａ）。使用实时荧光定量
ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染 ＷＴＡＰＲＮＡｉ的细胞的
敲低效率，结果显示：ＷＴＡＰ在 ＨＭＣ３细胞中 ｍＲＮＡ
水平成功敲低（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ），蛋白水平也成功敲低
（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ）。

３２６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ２组细胞 ｍ６Ａ相关基因的 ｍＲＮＡ表达　１：ＭＥＴＴＬ３；２：ＭＥＴＴＬ４；３：ＭＥＴＴＬ１４；
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１４：ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ；１５：ＨＮＲＮＰＧ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组细胞ＷＴＡＰ蛋白的表达　１：空白对照组；２：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组

图２　Ｍ１极化的ＨＭＣ３小胶质细胞高表达ＷＴＡＰ
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１：ＮＣ组；２：ＳｈＷＴＡＰ组；ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：荧光显微镜观察ＨＭＣ３细胞转染病毒７２ｈ后的变化；Ｂ：实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＮＣ组与 ＳｈＷＴＡＰ组 ＷＴＡＰ
的ｍＲＮＡ表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＣ组与ＳｈＷＴＡＰ组ＷＴＡＰ蛋白的表达

图３　敲低ＨＭＣ３小胶质细胞ＷＴＡＰ表达的验证

２．４　ＷＴＡＰ影响ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１激活
　　在 ＨＭＣ３小胶质细胞中敲低 ＷＴＡＰ，采用实时荧
光定量ＰＣＲ检测敲低 ＷＴＡＰ基因后 ＨＭＣ３小胶质细
胞的Ｍ１型极化相关炎症因子 ｍＲＮＡ表达的变化，结
果显示：ＳｈＷＴＡＰ组 ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＴＮＦαｍＲＮＡ水平
显著低于 ＮＣ组，ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组 ＩＬ６、ＩＬ１β
和ＴＮＦαｍＲＮＡ水平显著低于 ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜
０．０５，图４Ａ）。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低 ＷＴＡＰ基
因后ＨＭＣ３小胶质细胞 Ｍ１型极化相关炎症因子蛋白
表达的变化，结果显示：ＳｈＷＴＡＰ组 ＩＬ６、ＩＬ１β和

ＴＮＦα的蛋白水平显著低于 ＮＣ组，ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋
ＬＰＳ组ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα的蛋白水平显著低于ＮＣ＋
ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。上述结果表明敲低
ＷＴＡＰ显著抑制了ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１极化。
２．５　敲低ＷＴＡＰ使ＨＭＣ３小胶质细胞高表达ＳＩＲＴ１
　　为了探究ＷＴＡＰ调控ＨＭＣ３小胶质细Ｍ１极化的
机制，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测具有抑制小胶质细胞炎症
的相关基因（ＳＩＲＴ１、ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８和 ＥＰ４）的表达，结
果显示：ＳｈＷＴＡＰ组的 ＳＩＲＴ１蛋白水平显著高于 ＮＣ
组（Ｐ＜０．０５），而 ＳｈＷＴＡＰ组的 ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８和 ＥＰ４

４２６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的蛋白水平与ＮＣ组比较差异无统计学意义（图５Ａ），
ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组的 ＳＩＲＴ１蛋白水平显著高于
ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），而 ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ

组的ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８和 ＥＰ４的蛋白水平与 ＮＣ＋ＩＦＮγ＋
ＬＰＳ组比较差异无统计学意义（图５Ｂ）。
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１：ＮＣ组；２：ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组；３：ＳｈＷＴＡＰ组；４：ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：实时荧光定量ＰＣＲ检测各组细胞ＩＬ６、ＩＬ１β和ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＩＬ６、ＩＬ１β
和ＴＮＦα的蛋白表达

图４　ＷＴＡＰ影响ＨＭＣ３小胶质细胞Ｍ１激活
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＳＩＲＴ１、ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８和 ＥＰ４的蛋白表达　１：ＮＣ组；２：ＳｈＷＴＡＰ组；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测各组细胞ＳＩＲＴ１、ＣＯＰ１、ＵＳＰ１８和ＥＰ４的蛋白表达　１：ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组；２：ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组

图５　ＨＭＣ３细胞敲低ＷＴＡＰ后高表达ＳＩＲＴ１

５２６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



２．６　敲低ＷＴＡＰ使ＨＭＣ３小胶质细胞低表达ｃ／ＥＢＰβ
　　上述实验结果显示：敲低 ＷＴＡＰ促进了 ＨＭＣ３小
胶质细胞 ＳＩＲＴ１的表达，考虑到小胶质细胞 Ｍ１极化
需要激活促炎转录因子和炎症相关通路受体，因此采

用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测部分促炎转录因子和炎症相关通
路受体的表达变化。结果显示：ＳｈＷＴＡＰ组的ｃ／ＥＢＰβ
蛋白水平显著低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），而ＳｈＷＴＡＰ组的
ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３、ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的蛋白水平与 ＮＣ组

比较差异无统计学意义（图６Ａ），ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ
组的 ｃ／ＥＢＰβ蛋白水平显著低于 ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组
（Ｐ＜０．０５），而 ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组的 ＳＴＡＴ３、
ｐＳＴＡＴ３、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的蛋白水平与 ＮＣ＋ＩＦＮγ＋
ＬＰＳ组比较差异无统计学意义（图６Ｂ）。虽然ＳｈＷＴＡＰ
组的 ＥＧＲ１蛋白水平显著高于 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５，图
６Ａ），但 ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组的 ＥＧＲ１蛋白水平与
ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组的差异无统计学意义（图６Ｂ）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ｃ／ＥＢＰβ、ＥＧＲ１、ｐＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的蛋白表达　１：ＮＣ组；

２：ＳｈＷＴＡＰ组；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ｃ／ＥＢＰβ、ＥＧＲ１、ｐＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的蛋白表达　

１：ＮＣ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组；２：ＳｈＷＴＡＰ＋ＩＦＮγ＋ＬＰＳ组

图６　ＨＭＣ３细胞敲低ＷＴＡＰ后低表达ｃ／ＥＢＰβ

６２６ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞在溶剂和ＳＩＲＴ１激动剂ＳＲＴ１７２０的作用下ｃ／ＥＢＰβ的蛋白表达　１：ＮＣ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；

２：ＳｈＷＴＡＰ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＮＣ＋ＳＲＴ１７２０组；４：ＳｈＷＴＡＰ＋ＳＲＴ１７２０组；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞在溶剂和

ＳＩＲＴ１抑制剂ＥＸ５２７的作用下ｃ／ＥＢＰβ的蛋白表达　１：ＮＣ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；２：ＳｈＷＴＡＰ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＮＣ＋ＥＸ５２７组；

４：ＳｈＷＴＡＰ＋ＥＸ５２７组

图７　ＷＴＡＰ通过ＳＩＲＴ１调控ｃ／ＥＢＰβ在ＨＭＣ３小胶质细胞中的表达

２．７　ＳＩＲＴ１通过调控 ｃ／ＥＢＰβ表达参与 ＷＴＡＰ对
ＨＭＣ３小胶质细Ｍ１极化的影响

　　为了证明 ＳＩＲＴ１是否调控转录因子 ｃ／ＥＢＰβ表
达，对 ＮＣ组和 ＳｈＷＴＡＰ组细胞分别用 ＳＩＲＴ１激动剂
ＳＲＴ１７２０／ＳＩＲＴ１抑制剂 ＥＸ５２７促进 ＳＩＲＴ１活性／抑制
ＳＩＲＴ１活性，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ｃ／ＥＢＰβ
的蛋白表达，结果显示：与溶剂组相比较，ＳＩＲＴ１激动
剂ＳＲＴ１７２０能使 ＮＣ组相较于 ＳｈＷＴＡＰ组高表达的
ｃ／ＥＢＰβ表达显著降低（Ｐ＜０．０１，图 ７Ａ），ＳＩＲＴ１抑制
剂 ＥＸ５２７能使 ＳｈＷＴＡＰ组相较于 ＮＣ组低表达的
ｃ／ＥＢＰβ表达显著升高（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ）。表明在敲低
ＷＴＡＰ的 ＨＭＣ３小胶质细胞中，ＳＩＲＴ１参与调控转录
ｃ／ＥＢＰβ的表达。

３　讨论

　　小胶质细胞是视网膜的一类固有免疫细胞，其对
维持视网膜组织结构及其功能正常是必不可少的［５］。

目前有研究证实：在自身免疫性葡萄膜炎中，小胶质细

胞在启动免疫细胞浸润中起着至关重要的作用，清除

视网膜小胶质细胞后，外周免疫细胞不能通过血视网

膜屏障侵入视网膜，而不能诱发自身免疫性葡萄膜

炎［６］。也有研究表明：在视网膜脱离中，小胶质细胞

迁移到损伤部位保护感光细胞，并且参与调节局部的

炎症反应［７］。因此，寻找调控小胶质细胞活化的新靶

标，也许能为视网膜疾病，特别是为葡萄膜炎等自身免

疫性疾病的治疗带来新的突破口。

　　在健康的视网膜中，小胶质细胞通常呈高度分支
的形态，具有小细胞体和长细胞突起等典型特征［８］，

它们通过不断移动突起来扫描周围组织微环境。当周

围组织微环境发生变化时，小胶质细胞就会被激活，激

活的小胶质细胞胞体变大，水平突起会收缩，它们的形

态变成 “阿米巴样”［９］。我们在 ＨＭＣ３小胶质细胞系
上也观察到类似的形态特征。在静息状态下，ＨＭＣ３
小胶质细胞胞体较小，呈“分支样”。使用 ＩＦＮγ＋ＬＰＳ
诱导Ｍ１极化后，ＨＭＣ３小胶质细胞的胞体变大，呈
“阿米巴样”的形态。而使用 ＩＦＮγ＋ＬＰＳ诱导敲低
ＷＴＡＰ的ＨＭＣ３细胞时，我们发现“阿米巴样”的细胞
明显减少，说明敲低 ＷＴＡＰ可抑制 ＨＭＣ３细胞的 Ｍ１
型极化。

　　ｍＲＮＡ的转录后修饰主要包括 ｍ６Ａ、５甲基胞嘧
啶（ｍ５Ｃ）和假尿苷（ψ）。近年来，ｍＲＮＡ的表观遗传
修饰受到越来越多的关注，尤其是ｍ６Ａ修饰。ｍ６Ａ修
饰是哺乳动物细胞中最为丰富的 ｍＲＮＡ转录后修饰
形式［１０］，由甲基化酶、去甲基化酶和 ｍ６Ａ修饰识别蛋

白动态可逆调控［１１］。研究表明ｍ６Ａ修饰在ｍＲＮＡ加

７２６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



工、核输出、ｍＲＮＡ翻译和衰变等方面影响 ｍＲＮＡ代
谢［３］，参与了多种细胞生物过程，如迁移、侵袭、细胞

周期、细胞黏附、分化和炎症等。这意味着 ｍ６Ａ修饰
与许多疾病相关，如卵巢癌发生、转移［１２］和心肌梗死

后的修复［１３］等。此外，ｍ６Ａ修饰与免疫细胞的激活和
免疫应答的关系也十分密切［１４］。

　　ＷＴＡＰ是ｍ６Ａ修饰的一种重要的甲基转移酶，参
与了许多疾病的发生、发展。如 ＷＴＡＰ蛋白的增加可
增强了 Ｗｎｔ信号的激活，促进胰腺癌的进展［１５］；

ＷＴＡＰ的降解通过降低 ＩＲＦ３和 ＩＦＮＡＲ１ｍＲＮＡ的
ｍ６Ａ水平来阻断抗病毒反应［１６］；ＷＴＡＰ通过影响
ＭＹＣｍＲＮＡ的 ｍ６Ａ水平调节 ＭＹＣｍＲＮＡ在急性髓
系白血病细胞中的半衰期，ＷＴＡＰ的高表达预示着预
后不良［１７］。然而ＷＴＡＰ对小胶质细胞极化的调控，乃
至在自身免疫性葡萄膜炎中的作用尚不明确。

　　本研究结果显示ＷＴＡＰ在Ｍ１极化的ＨＭＣ３小胶
质细胞中高表达，进一步研究发现 ＷＴＡＰ在 ＨＭＣ３细
胞Ｍ１极化的过程中具有重要的生物学功能，在体外
发挥着促进 ＨＭＣ３小胶质细胞炎性细胞因子表达的
作用，敲低ＷＴＡＰ可以抑制这一现象。提示 ＷＴＡＰ可
能是调控小胶质细胞Ｍ１极化的潜在作用靶点。本研
究发现：敲低 ＷＴＡＰ通过促进 ＳＩＲＴ１的表达而降低
ｃ／ＥＢＰβ抑制 ＨＭＣ３小胶质细胞 Ｍ１极化。ＳＩＲＴ１是
一种烟酰胺腺苷二核苷酸（ＮＡＤ＋）依赖性酶，属于
Ｓｉｒｔｕｉｎ蛋白家族，是细胞调控相关蛋白去乙酰化的关
键酶［１８］。越来越多的证据显示：ＳＩＲＴ１参与机体许多
生理和病理的过程，如细胞凋亡、衰老、调控炎症反应

等。最近有研究表明：在创伤性脑损伤后，增加 ＳＩＲＴ１
活性，可促进小胶质细胞由 Ｍ１型向 Ｍ２型转变，并抑
制了小胶质细胞的活化，从而减轻随后的神经炎症反

应［１９］。此外，ＡＭＰＫＳＩＲＴ１轴通过介导下游途径的去
乙酰化，抑制 ＮＦκＢ活化，从而减少促炎细胞因子的
分泌，减轻实验性自身免疫性脑脊髓炎小鼠的神经炎

症［２０］。由此可见，ＳＩＲＴ１降低促炎信号的强度，抑制
小胶质细胞Ｍ１激活，这与我们的研究发现一致：敲低
ＨＭＣ３小胶质细胞ＷＴＡＰ后，ＳＩＲＴ１表达增加，降低了
ｃ／ＥＢＰβ的表达，进而抑制了小胶质细胞Ｍ１激活。
　　综上所述，本研究结果表明ｍ６Ａ甲基化酶 ＷＴＡＰ
可能是一种重要的转录后调控因子，参与了小胶质细

胞Ｍ１极化。靶向 ＷＴＡＰ可能为减轻免疫反应，降低
视网膜损伤，保护视功能提供了一种潜在的治疗策略。

结合目前已知的对 ＷＴＡＰ的研究，ＷＴＡＰ有可能影响

了ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ的 ｍ６Ａ水平，进而可能通过 ｍ６Ａ识
别蛋白以ｍ６Ａ依赖的方式对ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ的加工、核
输出、翻译甚至衰变等方面产生影响，从而可能影响

ＳＩＲＴ１在小胶质细胞中的表达，参与小胶质细胞Ｍ１极
化的调控过程。然而，ＷＴＡＰ如何通过ｍ６Ａ修饰发挥
调控小胶质细胞Ｍ１极化的具体机制还需进行深入的
研究和探讨。
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