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摘 要

近年来 ， ＲＮＡ 表观转录修饰是研 宄热 门 领域之
一

， Ｎ
６
－ 甲 基腺嘌呤 （

Ｎ６－

ｍｅｔｈｙ ｌａｄｅｎｏｓ ｉｏｎ
，
ｍ

６

Ａ
）是哺乳动物 ｍＲＮＡ 上丰度最高的

一

种表观转录修饰方式 ， 由

甲基转移酶 、 去 甲基化酶和其结合蛋 白共同调节 。 通过影响 ｍＲＮＡ 的代谢参与 了多

种生理与病理的调控 。 如果 ｍ
６

Ａ 修饰出现异常 ， 可能导致肿瘤和神经退行性病变等

疾病的发生 。

迄今为止的研究表明 ＲＮＡｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在中枢神经系统 、 生殖系

统发挥着重要的生理调控功能 ， 同时也与乳腺癌 、 胰腺癌 、 结肠癌等多种肿瘤的进

展过程密切相关 。 本课题组主要关注 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化在脑肿瘤与神经退行性病变

过程中 的功能与机制研宄 ， 本课题即 以 ＡＬＫＢＨ５ 为切入点 ，

一

方面探讨 ＡＬＫＢＨ５

在脑肿瘤胶质母细胞瘤 （
Ｇｌ ｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ

，ＧＢＭ）中 的促癌机制 ； 另
一

方面则

是 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑神经退行性病病变过程中 的作用 。

胶质母细胞瘤是中枢神经系统最恶性的肿瘤之
一

， 为了提高其疗效 、 改善患者

预后 ， 亟需对齐发病机制有更加全面和深入的 了解 。 有研究报道铁代谢紊乱时会产

生氧化应激反应 ， 将加速胶质母细胞瘤的进展 ， 使得患者的存活率下降 ， 而 引 发铁

代谢紊乱的分子调控机制仍需要进
一

步的研宄 。 我们前期研宄发现胰腺导管腺癌 中

ＡＬＫＢＨ５ 通过调控铁代谢可以控制肿瘤的进展 ， 同时有研究报道 ＡＬＫＢＨ５ 在胶质

母细胞瘤中过表达并具有促癌作用 ， 因此我们推测胶质母细胞瘤中 ＡＬＫＢＨ５ 的过

表达是否也会通过 ｍ
６

Ａ 调控 ， 导致铁代谢发生紊乱 ， 进而促进胶质母细胞瘤的进

展 。

为了验证这
一

猜想 ， 我们首先利用多发胶质母瘤临床病人样本进行 ｍ
６
Ａ 测序及

生物信息学分析 ， 发现肿瘤标本中铁代谢相关基因的 甲基化水平出现明显变化 。 同

时敲低 ＡＬＫＢＨ ５ 之后 ， 胶质母细胞瘤细胞中铁离子的含量明显减少 。 我们进
一

步利

用敲低前后的胶质母细胞瘤细胞系进行 ｍ
６

Ａ 测序 ， 发现多种铁代谢相关基因 的 甲基

化水平发生变化 ， 其中编码铁蛋 白 的 ＦＴ＾ ＲＮＡ 甲基化水平升高最为显著 。 因此我

们进
一

步探宄在胶质母细胞瘤中 ， ＡＬＫＢＨ５ 通过 Ｆ７２ＷＲＮＡ 去 甲基化对铁代谢的

调控作用 。 我们从 ＲＮＡ 代谢的角度分别从剪切 、 ＲＮＡ 稳定性和翻译效率三个方面

探究 ｍ
６

Ａ 对 靶基因 的作用 ， 发现 ＡＬＫＢＨ５ 对 的去 甲基化作用不影响

其 ＲＮＡ 稳定性和剪切 ， 主要参与翻译调控 。 此外 ， 我们发现 的 ｍ
６

Ａ 位点能

够影响 ＩＲＰ 蛋 白和 尸７界７ 的结合 。 综上 ， 这项研究提示 ｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５

的表达异常和 由此产生的 ｍ
６

Ａ 异常 甲基化修饰可 以通过 Ｆ７７Ｗ 铁代谢通路影响

ＧＢＭ 的发生发展 ， 从而为探宄胶质母细胞瘤的发病机制与治疗靶点提供了新的思

１
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路与理论依据 。

另
一

部分我们探讨 了ＡＬＫＢＨ５ 在小脑退行性病变过程中的作用 。 本课题组前

期研究发现在低压低氧刺激下 ， Ｊ汝Ｍ５ 缺失破坏了ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化的平衡 ， 导致

小脑细胞异常増殖和分化 ， 小脑发育障碍 。 已有研宄表明 ｍ
６
Ａ 参与大脑皮层神经退

行性病变过程 ， 但是小脑退行性病变是否也受到 ｍ
６

Ａ 调控 目 前尚未见报道 ， 于是我

们进
一

步研宄 ＡＬＫＢＨ５ 是否参与老年小 鼠小脑的神经病变 。 我们发现随着小 鼠老

龄化的加剧 ， ＡＬＫＢＨ ５ 蛋 白在小脑中 的表达逐渐升高 ， 且在浦肯野细胞中的表达高

于其他类型的神经细胞 。 同时老年 Ｊ伙Ｍ５
Ｖ？

小 鼠 （
Ｋ０

） 的体重和全脑重相较于老年

野生型小 鼠 （
ＷＴ

） 均有所下降 ， 且老年 ＫＯ 小 鼠的小脑重量明显减少 。 通过免疫组

织化学实验检测 中年及老年 ＷＴ 小 鼠和 ＫＯ 小 鼠 中 ＮｅｕＮ ， Ｃ ａｌｂｉｎｄｉｎ－Ｄ２８Ｋ ， ＭＡＰ２ ，

ＧＦＡＰ 等蛋 白 的表达情况 ， 发现老年 ＫＯ 小 鼠的浦肯野神经元缺失且排列紊乱 ， 同

时树突数量明显减少 。 老年 ＫＯ 小 鼠通过平衡木的时间相较于同龄的野生型小 鼠 明

显增长 ， 且出现步态不稳的情况 。 以上结果说明去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 缺失会造成老

年小 鼠小脑萎缩 、 浦肯野神经元缺失与受损 ， 进而损害其运动协调和平衡能力 ， 同

时提示 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化失衡会导致小脑的神经退行性病变 。

综上 ， 我们分别从两部分探宄 ＲＮＡｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 表达异常对胶质

母细胞瘤和老年小 鼠小脑退行性病变的影响 ， 该研究为治疗相关的神经系统疾病提

供了新的思路 。

关键词 ： ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化 ；
ＡＬＫＢＨ５

； 胶质母细胞瘤 ； 铁代谢 ；
Ｆｍ／

； 小脑 ； 神

经退行性病变

２



北京 丨办和 Ｅ 学 院硕 上
？

毕业论文


摘 要

Ａｂ ｓｔｒａ ｃｔ

Ｉｎｒｅｃｅｎ ｔ
ｙｅａｒｓ ，

ＲＮＡｅｐ ｉ ｇｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃｔｒａｎ ｓ ｃｒｉ
ｐ

ｔ ｉｏｎｍｏｄ ｉｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎｈａｓｂ ｅｃｏｍｅｏｎｅｏｆ ｔｈｅｈｏ ｔ

ｒｅｓ ｅａｒｃｈｆｉ ｅ ｌｄｓ ．Ｎ
６
－ｍｅ ｔｈｙ ｌａｄｅｎ ｉｎｅ（

ｍ
６

Ａ
） ｉ ｓｔｈｅｍｏ ｓ ｔａｂｕｎｄａｎｔｐｏ ｓ ｔｔｒａｎｓｃｒｉｐ ｔｉｏｎ ａ ｌ

ｍｏｄ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏｎｍａｍｍａ ｌ ｉａｎｍＲＮＡ ｓ
，ｗｈ ｉ ｃｈｉ ｓ

ｊ
ｏ ｉｎｔ ｌｙｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄｂｙｍｅ ｔｈｙｌ ｔｒａｎｓ ｆｅｒａｓ ｅ ｓ

，

ｄｅｍｅｔｈｙ ｌ ａｓ ｅｓ
，ａｎｄｔｈｅｉｒｂ ｉｎｄ ｉｎｇｐｒｏ ｔｅｉｎｓ ．Ｉ ｔｐａｒ

ｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａ
ｔｅｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｐ

ｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌａｎｄ

ｐａ
ｔｈｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｂｙ

ｉｎｆｌｕｅｎｃ ｉｎｇ
ｍＲＮＡｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ．Ｔｈ ｉ ｓｄｙｎａｍ ｉ ｃａｎｄｒｅｖｅｒｓ ｉｂ ｌ ｅ

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｉ ｓａｓ ｓｏ ｃ ｉ ａｔｅｄｗ ｉ ｔｈｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏ ｆｖａｒｉ ｏｕｓｄ ｉ ｓｅａｓｅ ｓ
，ａｎｄａｂｎｏｒｍａ ｌｍ

６

Ａ

ｍｏｄ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｍａｙ
ｌ ｅａｄｔｏｔｈｅｏ ｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆ ｔｕｍｏｒｓａｎｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔ ｉｖｅｄ ｉ ｓｅａｓ ｅｓ ．

ＡＬＫＢＨ ５ｉ ｓｏｎｅｏｆ ｔｈｅｍａ
ｊ
ｏｒＲＮＡｍ

６

Ａｄｅｍｅｔｈｙ ｌ ａｓｅ ｓａｎｄ
ｐ

ｌ ａｙｓｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅｂ ｉｏ ｌｏｇ

ｉ ｃａｌ

ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ｉｎｄｉ ｓ ｅａｓｅ ｓ ． Ａ ｓｒｅｐｏ ｒｔｅｄ
，
ＡＬＫＢＨ ５ｉ ｓｉｎｖｏ ｌｖｅｄｉｎ ｔｈｅ

ｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ
ｇ

ｌ ｉｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｏｍａ
，

ｐ
ａｎｃ ｒｅａｔ ｉ ｃｃａｎｃｅｒ

，ｃｏ ｌｏｎｃａｎｃｅｒａｎｄｏ ｔｈｅｒｔｕｍｏ ｒｓ ． Ｉｎａｄｄ ｉ ｔ ｉｏｎ
，ＡＬＫＢＨ ５ａ ｌ ｓｏｐ ｌａｙｓ

ｉｍｐｏ ｒｔａｎ ｔｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎｓ ｉｎｔｈｅｎｅｒｖｏｕ ｓｓｙ ｓ ｔ ｅｍ
，ｒｅｐ

ｒｏｄｕｃｔ ｉｖｅｓｙｓ ｔｅｍ
，ｅｔｃ ．Ｏｕｒｒｅ ｓｅａｒｃｈ

ｇｒｏｕｐ

ｆｏｃｕｓｅ ｓｏｎ ｉｎｖｅ ｓ ｔ ｉｇａｔ ｉｏｎｏｆ ＲＮＡｍ
６

Ａｍ ｅ ｔｈｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｉｎｂｒａ ｉｎｔｕｍｏｒｓａｎｄｎｅｕｒｏｎａ ｌｄ ｉ ｓｅａｓｅｓ ．

Ｈ ｅｒｅ
，ｗ ｅｍａｉｎ ｌｙ

ｆｏ ｃｕｓｏｎＡＬＫＢＨ ５ｔｏｓ ｔｕｄｙ
ｉ ｔ ｓａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｏｆｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓ

ｏ ｆ
ｇ ｌ ｉｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｏｍａａｎｄｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａ

ｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｔｈｅｍｏｕｓ ｅｃｅｒｅｂｅ ｌ ｌｕｍ ．

Ｇ ｌ ｉｏｂ ｌ ａｓ ｔｏｍ ａｍｕ ｌ ｔ ｉ ｆｏｒｍ（
ＧＢＭ

）
ｉ ｓｏｎｅｏｆｔｈｅｍｏ ｓ ｔｍａ ｌ ｉｇｎａｎ ｔｔｕｍｏ ｒｓ ｉｎｔｈｅｃｅｎ ｔｒａ ｌ

ｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓ ｔｅｍ ．Ｉｎｒｅｃｅｎｔ
ｙｅａｒｓ ，ｖａｒ ｉｏｕ ｓｅｆｆｏｒｔ ｓｈａｖｅｂ ｅｅｎ

ｐａ ｉｄｔｏ ｉｍ
ｐ
ｒｏｖｅ ｉ ｔ ｓｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉ ｃ

ｅｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎｃｙａｎｄｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌｏｕ ｔ ｃｏｍ ｅ ｓｏｆｔｈｅｐａ ｔ ｉ ｅｎ ｔ ｓ
，ｗｈ ｉ ｃｈｒｅ

ｑｕ ｉ ｒｅ ｓａｃｏｍｐ ｒｅｈ ｅｎ ｓ ｉｖｅ

ｕｎｄｅｒｓ ｔ ａｎｄ ｉｎｇｏｆ ｉ ｔ ｓｍ ｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍ ． Ｉ ｔｈａｓｂ ｅｅｎｒｅｐｏ ｒｔ ｅｄｔｈａ ｔｗｈｅｎｉ ｒｏｎｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｉ ｓ

ｄ ｉ ｓ ｒｕｐ ｔｅｄ
，ｏｘ ｉ ｄａ ｔ ｉ ｖｅｓ ｔ ｒｅｓ ｓｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓｗ ｉ ｌ ｌｏ ｃ ｃｕ ｒａｎｄａｃｃｅ ｌ ｅｒａｔｅｔｈｅｐｒｏｇｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ

ｇ
ｌ ｉｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｏｍａａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｓｕｒｖ ｉ ｖａ ｌｒａｔ ｅｏ ｆ

ｐａ
ｔ ｉ ｅｎｔ ｓ ．Ｓｏｆａｒ

，
ｄｅｔａｉ ｌ ｅｄ ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ ｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ

ｉ ｓｕｎｃ ｌ ｅａｒ
ｙｅ

ｔａｎｄａｗａｉ ｔｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓ ｔ ｉｇａｔ ｉｏｎ ．Ｐｒｅｖ ｉｏｕｓ ｌｙ ，
ＡＬＫＢＨ ５ｉ ｓｆｏｕｎｄｔｏ

ｐ
ｌａｙ

ａｒｏ ｌ ｅ

ｉｎｍａ ｉｎｔａｉｎｉｎｇｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ｉ ｔｙｏｆｇ
ｌ ｉｏｂ ｌａｓ ｔｏｍａ ｉｎｍ

６

Ａ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ ．Ｏｎｔｈｅｏ ｔｈｅｒ

ｈａｎｄ
，ｗｅ

ｐｒｅ
ｖ ｉｏｕｓ ｌｙ

ｆｏｕｎｄｔｈａｔＡＬＫＢＨ ５ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｅ ｓｉｒｏｎｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔ ｉ ｃｄｕｃｔａｌ

ａｄ ｅｎｏｃａｒｃ ｉｎｏｍａ ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
，ｗｅｓｐｅｃｕ ｌ ａｔｅｔｈａｔｉ ｆｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆＡＬＫＢＨ ５ ｉｎｔｈｅ

ｇ ｌ ｉｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｏｍａｍａｙａｌ ｓｏｌ ｅａｄｔｏｔｈｅｄ ｉ ｓｏｒｄｅｒｏｆｉｒｏｎｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，ｔｈｕ ｓｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｔｕｍｏｒ

ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
ｇｌ ｉｏｂ ｌａｓｔｏｍ ａ ．

Ｔｏｖｅｒｉ ｆｙｔｈ ｉ ｓｈｙｐｏ ｔｈｅ ｓ ｉ ｓ
，ｗｅｆｉｒｓ ｔ

ｐｅｒｆｏｒｍ ｅｄｍ
６

Ａｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇａｎｄｂ ｉｏ ｉｎｆｏｒｍａ ｔ ｉ ｃ ｓ

ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏｎｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌｐａｔ ｉ ｅｎｔｓａｍｐ ｌ ｅ ｓｏｆｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ ｌ ｅｇ ｌ ｉｏｂ ｌａ ｓ ｔｏｍａｓ
，ａｎｄｆｏｕｎｄｓ ｉ

ｇｎ ｉ ｆｉｃａｎｔ

ｃｈａｎｇｅ ｓ ｉ ｎｔｈｅｍ ｅｔｈｙ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ  ｉ ｒｏｎｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｒｅ ｌ ａｔｅｄ
ｇｅｎｅ ｓｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｓａｍｐ ｌｅ ｓ ．

Ｍ ｅａｎｗｈ ｉ ｌ ｅ
，
ＡＬＫＢＨ５ｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎｃａｕｓｅｄｓ ｉｇｎ

ｉｆｉ ｃａｎｔｄ ｅｃｒｅａ ｓｅｏｆ ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ ｉｒｏｎｉｏｎｓ

ｉｎｇ ｌ ｉ ｏｂ ｌ ａ ｓ ｔｏｍａｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｗ ｅｆｕｒｔｈｅｒｃｏｍｐａｒｅ
ｄｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ ｔｏｍ ｅ

－ｗ ｉｄｅｍ
６

Ａｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｇ ｌ ｉｏｂ ｌ ａｓ ｔｏｍａｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎＡ ＬＫＢＨ５ ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔ ｔｈｅ

３
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ｍｅｔｈｙ ｌ ａｔ ｉｏｎｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆｖａｒｉ ｏｕ ｓｉ ｒｏｎｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｇｅｎｅｓｃｈａｎｇｅｄ ，ｗ ｉ ｔｈｔｈｅｍｏ ｓ ｔ

ｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎ ｔ ｉｎｃｒｅａｓ ｅｏｂ ｓｅｒｖｅｄ ｉｎｆｅｒｒｉ ｔ ｉｎ －

ｅｎｃｏｄ ｉｎｇＦＴＨ１ＲＮＡｍｅ ｔｈｙ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ．

Ｔｈｅｒｅｆｏ ｒｅ
，ｗｅｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖ ｅｓ ｔ ｉｇａ ｔｅｄｔｈｅｒｅ

ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｏｒｙ

ｅｆｆｅｃｔｏｆ ＡＬＫＢＨ ５ｏｎｉ ｒｏｎｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ

ｔｈｒｏｕｇｈＦＴＨ１ＲＮＡｄｅｍｅｔｈｙｌａｔ ｉｏｎｉｎ
ｇ ｌ ｉｏｂ ｌａｓ ｔｏｍａ ．Ｗｅｉｎｖｅ ｓｔ ｉ ｇａｔｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆ ｍ

６

Ａｏｎ

ＦＴＨ１ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅ

ｐ
ｅｒｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｓｏｆＲＮＡｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，ｉｎｃ ｌｕｄ ｉｎｇ

ＲＮＡｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ ，

ＲＮＡｓ ｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ ，ａｎｄｔｒａｎ ｓ ｌ ａｔ ｉｏｎ ．Ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｄｅｍｅｔｈｙ ｌａ ｔ ｉ ｏｎｅｆｆｅｃ ｔｏｆＡＬＫＢＨ ５ｏｎ

ＦＴＨ１ｄ ｉｄｎｏ ｔａｆｆｅｃ ｔｉ ｔ ｓＲＮＡｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇｏｒｓ ｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ ，
ｂｕ ｔｍ ａ ｉｎ ｌｙｐａｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａ
ｔｅｄｉｎｔｒａｎｓ ｌ ａｔ ｉｏｎ

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ ．Ｉｎａｄｄ ｉ ｔ ｉｏｎ
，ｗ ｅｆｏｕｎｄｔｈａ ｔｍ

６

Ａｍｅｔｈｙ ｌａｔ ｉ ｏｎｏｆ ＦＴＨ１ｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｏｆＩＲＰ
ｐｒｏ ｔ ｅ ｉｎｔｏＦＴＨ１ ．Ｔｈｏ ｓｅｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓｓｕｇｇｅ ｓ ｔｔｈａｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆｍ

６

Ａｄｅｍｅ ｔｈｙｌａｓｅ

ＡＬＫＢＨ ５ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕ ｌ ｔ ｉｎｇａｂｎｏｒｍａｌｍ
６

Ａｍｅｔｈｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｃａｎａｆｆｅｃｔｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄ

ｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎｔｏｆＧＢＭｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＦＴＨ１ｉｒｏｎｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
ｐ

ａｔｈｗａｙ ，ｐｒｏｖ ｉｄ ｉｎｇ
ｎｅｗｉｄｅａｓ

ａｎｄｔｈｅｏｒｅｔ ｉ ｃａ ｌｂａｓ ｉ ｓｆｏｒｅｘｐ
ｌｏ ｒ ｉｎｇ

ｔｈｅｎｏｖｅ ｌｔｈｅｒａｐｅｕ ｔ ｉ ｃｔａｒｇｅｔ ｓｏｆ
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前 言

１ ．ＲＮＡｍ
６Ａ 甲基化

ｍ
６

Ａ 是 ｍＲＮＡ 上丰度最高的
一

种表观转录修饰方式 ［
１
］

， 其受到 甲基转移酶和去

甲基化酶共同调控 ， 并在识别蛋 白 的介导下调控 ＲＮＡ 的剪切 、 出核 、 降解或翻译

等过程 ［
２

］

（ 图 Ｕ ） 。 常见的 甲基转移酶有 ＭＥＴＴＬ３ ，ＭＥＴＴＬ １ ４ 和 ＷＴＡＰ 等 ， 三者

共同催化 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化的形成 ｔ
３

＿

＼ 除此之外 ， 近年来相关研究也发现了 甲基转

移酶复合体其他组分 ， 包括Ｖ ＩＲＭＡ ［
６

】

、 ＺＣ ３Ｈ １ ３
［
７

］

、 ＲＢＭ １ ５ ／ １ ５Ｂ
ｒａ

、 ＭＥＴＴＬ １ ６
［
９

］等 ，

它们在 甲基化过程中也发挥着相关功能 。 目 前发现的去 甲基化酶有两个 ： ＦＴＯ 和

ＡＬＫＢＨ ５ 。 ＦＴＯ 和 ＡＬＫＢＨ ５ 均为 Ｆｅ
２＋

和 ａ－酮戊二酸依赖的非血红素加氧酶 ， 属于

Ａ ｌｋＢ 家族成员 ［
１ １ ）

］

。 除 了 甲基转移酶和去 甲基化酶 以外 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 还会与特定的识

别蛋 白结合 ， 按照其结合方式不 同 ， 可 以分为直接结合和间接结合 ［
１ １

］

。 直接结合是

由 识别 蛋 白 内 部特定的结构域介导 ， 该结构域识别序列基序 内 的修饰 ， 例如含有

ＹＴＨ结构域的结合蛋 白 ： ＹＴＨＤＣ １ 、 ＹＴＨＤＣ ２ 、 ＹＴＨＤＦ １ 、 ＹＴＨＤＦ２ 、 ＹＴＨＤＦ３
； 间

接结合的有 ＨＮＲＮＰＣ 和 ＨＮＲＮＰＧ 等 ［
１ １

］

。

ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化在 甲基转移酶 、 去 甲基化酶的作用下维持生物体 内 的动态平

衡 ， 并且在识别蛋 白结合下调节 ＲＮＡ 的剪切 、 出核 、 翻译或降解等环节 。 例如 ，

ＹＴＨＤＣ １ 在细胞核 内 调控含有 ｍ
６

Ａ修饰的 ｍＲＮＡ 的剪接和 出核 ｔ
１ ２

，
１ ３

］

； 在细胞质 中 ，

ｍ
６

Ａ 读码器 ＹＴＨ 家族 （
ＹＴＨＤＦ １ 、 ＹＴＨＤＦ２ 、 ＹＴＨＤＦ ３

）
和胰岛素样生长因子 ２ 的

ｍＲＮＡ 结合蛋 白 （
ＩＧＦ２ＢＰ １ ／２／３

）调控含有 ｍ
６

Ａ 修饰的 ｍＲＮＡ 的稳定性 、 翻译和降解

［
１ ４

］

； 除此之外 ， 研究发现突触调节因子 ＦＭＲＰ 也增强 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 的稳定性 ［
２

］

。

Ｎ ｕ ｃ ｌｅｕ ｓＣ ｙ
ｔ ｏｐ ｌ ａ ｓｍ

Ｄ Ｆ １

ｒｎ
．

Ｌ Ｄ Ｆ ２Ｏ ｔ ｈｅ ｒ ｍ
６

Ａ

＿ Ｒ ｉｂｏ ｓｏｍｅＣ－ｖ Ｄ Ｆ ３

＾
ｒｅａ ｄ ｅ ｒ ｓ ？

／ ｍ
－

Ａ ｗｒｉ ｔｅ ｒ＾

时Ｖ＿＾㈨

， ｃ ｏｍｐ ｌｅｘｆＭ Ｅ ＴＴ Ｌ Ｂ ）
；ｍＲ ＮＡ 又

＾ ｉ ． ＤＰ ２ Ｌ
， Ｃ Ｆ ２ ＢＰ １ ／２ ／ ３ Ｉ；＾７

：
． ＤＲ

｜ Ｆ Ｍ Ｒ Ｐ １
：二
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图 １ ． １ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化调节酶结构和 功 能示 意 图 ｌ

１ ６
］

基于其对 ＲＮＡ 代谢的调控作用 ， ＲＮＡｍ
６

Ａ 在生殖 ［
１ ５

］

、 代谢 ［
１ ６

１

、 免疫Ｍ及发育

［
１ ８

］等多种生命活动 中发挥重要的调控作用 ， 因此 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化异常会引 起多种

６
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疾病的发生 ［
１ ５

］

。 相关研究 己表明 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化通过调节癌基因和抑癌基因 的

表达从而影响肿瘤细胞增殖 、 分化 、 侵袭和转移等进程 。 其中 甲基转移酶 ＭＥＴＴＬ ３

在肺癌与髓母细胞瘤 中起着致癌或促癌 的作用 ［
｜ ９

］

， ＭＥＴＴＬ ３ 和 ＭＥＴＴＬ １ ４ 在胶质母

细胞瘤 中对肿瘤具有抑制作用 ［
２ Ｇ

，
２ １

］

；ＷＴＡ Ｐ 在急性髓性 白血病 中具有致癌作用 ［
２ ２

］

。

去 甲基化酶 ＦＴＯ 在急性髓性 白血病 中发挥着癌基因 的功能 ， 促进 白血病的发生发

展 ［
２ ３

］

；ＡＬＫＢＨ ５ 在胶质母细胞瘤 （ Ｇ ｌ ｉｏｂ ｌａｓ ｔｏｍａ ｍｕ ｌ ｔ ｉ ｆｏｒｍｅ
，
ＧＢＭ ） 和肺癌 中具有致

癌作用 ［
２ Ｇ

，
２４

］

、 在 白血病中具有抑癌作用 ［
２ ５

］

；ｍ
６

Ａ 识别蛋 白 ＹＴＨＤＦ２ 通过 ｍ
６

Ａ 修饰

降解 ｍＲＮＡ 以选择性损害 急性髓性 白血病 的肿瘤干细胞 ［
２６

］

：ＩＧＦ２ＢＰ 通过阻止

ｍＲＮＡ 的降解而发挥致癌作用 ｆ
２ ７

： ！

。 因此研究 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化参与 的发病机制可 以

为研发新的诊疗措施提供重要的理论依据 。

ＳＯＣＳ２ ＜＞ＵｒＣ １

ＦＯＸＭ １ ）ｍＲ－

１ ２？
｜ ｜ＭＹＢ

． 
ＵＹＣ ｜

ＩＱ
－ｔｏｒ

＾ＡＳ８２ＲＡＲ／
＊ＭＹＣ


ＣＥＢＰＡ  ｜

ｂ）ＥＧＦＲ ＴＡＺ
）—ＳＲＦ ）

ＨＢＸ １Ｐ Ｕｐ＾ｅｇ ｕ ｔａｂｏｎ Ｇ ＢＭ

Ａ－

ｉＫＡＮＯＧ ｜

Ｏｏｗｍ ｒｅｇｕ
ｔａ ｔｏｎ Ｎ ＰＣ

ＲＢＩＩ １ ７  ＪＭＥＴＴＬ ３ Ｌｕｎ
ｇ 

ｃａｎｃｅｒ

Ｕ
 ｆ八、

ＭＥＴＴＬ １ ４ Ｂｒｅａ ｓ ｔ  ｃａｎｃｅ ｒ

Ｓ
ＷＴＡＰ＾＾０Ｐａｎｃｒｅａ ｔ ｊｃ  ｃａｎｃｅ ｒ

ＦＴＯ ＣＲＣ

ＡＦＦ４
．

ＭＹＣ
） ＶＴ

ＡＬＫＢＨ５ Ｂ ｌａｄｄｅ ｒ
ｃａｎｃｅ ｒ

＜ ｌ （

一
ＹＴＨ０Ｆ２

＾
Ｅ ｎｄｏｍｅ ｔｎａ ｌ ｃａｎｃｅ ｒ

—Ｋ５Ｆ２ＢＰ １

＾
ＨＣＣ

＾ 

ＣＡＭ Ｌ

图 １ ．２ ＲＮＡ ｍ
６Ａ 甲 基 化修饰在 多 种人类肿瘤 中 的 作用 示 意 图 ［

２ ８
】

２ ．ＲＮＡｍ
６
Ａ 甲基化与胶质母细胞瘤的研宄

胶质母细胞瘤是脑组织中最常见的恶性肿瘤 ， 占恶性脑肿瘤 的 ５ ０％左右 ［
２９

］

（ 图

１ ． ３ ） 。 ＧＢＭ 的标准治疗方法是手术切除 、 放化疗和化学药物治疗 。 手术治疗的指

导原则是最大程度的安全切除 ， 切除范围取决于所涉及的脑区部位 ， 因此并＋能通

过手术完全治愈 ［
３ （ ）

］

。 因此放疗被用于 ＧＢＭ 的治疗中 ， 旨在提高局部控制率和生存

时间 。 另外 ， 近年来较为常用 的化学治疗药物有替莫唑胺 、 卡莫司汀和洛莫司汀等 ，

替莫唑胺作为辅助或伴随放疗的治疗 口服给药是 ＧＢＭ 患者的标准治疗方法 在

治疗过程中经常 出现耐药性的 问题 。 同时 ， 由于肿瘤的高度浸润性 、 遗传异质性以

及存在血脑屏障的作用 ， 使得 ＧＢＭ 的治疗面临着 巨大的挑战 ， 目 前 ５ 年生存率仅

７
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

Ｍ ｍ
＿

为 ７ ．２％ 。 因此 ， 探宄新的 ＧＢＭ 治疗靶点 ， 以及新的治疗方法是非常必要的 而

这首先需要对 ＧＢＭ 的发生 、 发展与耐药性机制有全面而深入的 了解 。

Ｏ ｌ ｉ９〇ａｓ ｔｒｏｃｙｔ ｉ ｃ

Ｐ ｌ ｌ ｏｃｙｔｔｃ
＇＇

ＴＴ％Ａ ｌ ｌ Ｏｔｔ ，

＾ 

Ｇ ｌ ｉｏｍａ．
．

Ａｓ ｔｒｏｃ
ｙ
ｔｏｍａ ｉ



５ １ ＇
Ｓ

Ｏ ｌ ｉ

ｇ
ｏｄｅｎｄｒｏ

ｇ
ｌ ｉ ｏｍａｓ—

５ ９ ％ １ Ｇ ｌ ｉｏｂ ｌ ａｓｔｏｍａ ａｎｄ ｏ ｔｈｅ ｒ

Ｘ ＼ Ａｓ ｔ ｒｏｃｙｔｏｍａ ｓ ａｃｃｏｕ ｎ ｔ

Ａｎａ ｐ ｌ ａｓ ｔ ｉ ｃ

 ｙ

／ ＼ ｆｏｒ 

－

７５％ ｏ ｆ ａ ｌ ｌ

ｇ
ｌ ｔｏｍａｓ

Ａｓ ｔ ｒｏｃｙｔｏｍ ａ ／ １ ｌ ■ ｎ

６ ， ％

Ｅ ｐ？ ｎｄｙ
ｍａ ｌ  Ｔｕｍｏｒ＊

－

１ Ｇ ｌ ｉ ｏｂ ｌ ａｓ ｔｏｍａ

ＧＨｏｍａ Ｍａ ｌ ｉ ｇ
ｎａ ｎｔ ＮＯ Ｓ

Ｄ ｉｆ ｆｕ ｓｅ Ａｓ ｔ ｒ ｏｃｙｔｏｍａ

８ ９ ％

图 １ ． ３ 胶质母细 胞瘤在脑恶性肿瘤 中 占 比 图 ［
２ ８

］

铁在肿瘤进展中起着至关重要的作用 ， 它对肿瘤存活和肿瘤微环境的重编程都

有重要的贡献 ［
３ １

］

。 大规模的流行病学研宄表明 ， 全身铁水平含量与癌症风险增加直

接相关 ［
３Ｚ ３ ３

］

。 首先 ， 肿瘤细胞比正常细胞需要更多 的铁 ， 细胞摄入过多 的铁是癌变

的标志之
一

。 过度铁积累会导致氧化应激并促进癌症的发展 。 研究表明 ， ＧＢＭ 中铁

代谢失衡 ， 引起铁的摄取和储存增加 ， 导致氧化应激 ， 从而促进肿瘤生长 、 并产生

治疗耐药性 ｔ
３４

＿

３ ６
』

。 因此我们进
一

步探究在胶质母细胞瘤中 ， 铁代谢的调控机制 。

Ｃｙｔｏｓｏｌ ｉｃ

识 Ｐ １

＾
＾

００
＂

ｆ

＂

ｖ
ｖ

＾

ａ ｃ ｏ ｎ ｉ ｜ａ ？＊

［

Ｌｏｗ Ｆ ｅ Ｈ ｉ ｇ ｈ Ｆ ｅ
＾

ｊ
＞

〇
Ｑ ｐ

：＝參
Ｄ？

ｇ
ｒ ？ｄ？ｄ

＇

 Ｉ ＲＰ ２

＾

＂＂＂

（

Ｆ ＴＮＨ ． 
ＦＴＮ Ｌ ． ？Ａ ＬＡＳ ． 

Ｆ ＰＮ １ Ｈ Ｉ Ｆ ２ ＜ ． ａｎｄ 
ＡＣ０２

）

￣

＇

ｊ ＩＲＰ１ ／２ ？ Ｒ Ｅ

０＾＾Ｌｗｉｈａ＾｜ＥＺＺ＞ ｔ

（
Ｔ Ｆ Ｒ １ ＤＭＴ １ Ｍ ＲＣＫＣ ＤＣ １ ４Ａ ）

图 １ ．４ 铁代谢 中 ＩＲ Ｐ ／ＩＲＥ 调控示意 图 丨

３ ７
］

铁调节蛋 白 １ 和 ２（
Ｉｒｏｎ－

ｒｅｇｕ ｌａｔｏ ｒｙｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
，ＩＲＰ １ 和 ＩＲＰ２

）
是铁代谢的主要调节

因子 ， 在铁水平较低时被激活％
３ ９

： ！

（ 图 １ ．４ ） 。 ＩＲＰ 具有 ＲＮＡ 结合结构域 ， 识别被

称为
“

铁响应元件 （
ｉｒｏｎ ｒｅ ｓｐｏｎｓｅｅ ｌ ｅｍｅｎｔ

，
ＩＲＥ

）

”

的 ｍＲＮＡ 中 的发夹状结构 ［
４ （）

］

。 根

８
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ｍ
＿

ａ
＿

据 ＩＲＥ 定位在 ｍＲＮＡ 上的位置 ， ＩＲＰ 结合可 以稳定靶 ｍＲＮＡ
（

３ＷＴＲ
）
或抑制其翻

译
（
５

’

ＵＴＲ
）

［

４ Ｑ ＇ ４ １

］

。 在铁缺乏 的 条件下 ， ＩＲＰ 被激活 ， 可 以结合 ７Ｆ／？ＣｍＲＮＡ 的 ３
’

ＵＴＲ ，

增加 ＴＦＲＣ 蛋 白水平和铁摄取 １
４ ２

］

。 同时 ＩＲＰ ｓ 与铁蛋 白
（
Ｆ７Ｘ／Ｆ７７／ｉ

） 
ｍＲＮＡ 的 ５

’

ＵＴＲ

结合 以抑制其翻译 ， 从而降低铁蛋 白水平并释放储存的铁 ［
３ ７

］

。 同理 ， 当铁含量充足

时 ， ＩＲＰ 被抑制 ， 减少 ＴＦＲＣ 蛋 白水平和铁摄取 ， 增加铁蛋 白 的含量 ［
３ ７

］

。 因此 ， 当

ＩＲＰ 被激活时 ， ＩＲＰ 通过调节铁的利用 、 运输和储存来增加可获得的细胞铁库 ， 维

持细胞 内铁含量的稳定 。

在 ＧＢＭ 中 ， 铁主要通过转铁蛋 白 ｌ
（
ｔｒａｎｓｆｅｒｒ ｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｌ

，
ＴＦＲ ｌ

） 转运进入细胞

内 ， 然后被铁载蛋 白转运至线粒体中进行代谢 ［
４ ３

］

。 过多 的铁会导致线粒体呼吸链受

损 ， 从而 引 起氧化应激和细胞凋亡 。 ＧＢＭ 细胞中 ＴＦＲ １ 的表达较高 ， 且其表达水平

与肿瘤分级 、 预后等指标有关 。 研究发现 ， ＴＦＲ １ 促进 ＧＢＭ 细胞的增殖 、 侵袭和转

移 ， 并影响其对化疗和放疗的敏感性 ［
４ ３

］

。 除 了ＴＦＲ １ 外 ，

一

些铁相关的蛋 白也在 ＧＢＭ

中发挥重要作用 。 例如 ， 铁载蛋 白 ｌ
（
ｆｅｒｒｏｐｏｒｔ ｉｎ ｌ

，

ＦＰ ｌ
） 负责将细胞 内 多余 的铁转运

至细胞外 ， 其在 ＧＢＭ 中 的表达水平与预后有关 。 另 外 ， 铁调节蛋 白 可 以调节细胞

内铁的稳态 ， 影响 ＧＢＭ 细胞对铁的利用和积累 ， ＧＢＭ 患者 中 ， 铁蛋 白 的含量较高

［
４４

］

。 铁在胶质瘤细胞 内还通过转运蛋 白 ＤＭＴ １（
ｄ ｉｖａ ｌ ｅｎｔｍｅ ｔａ ｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１

）
进入细

胞 。 近期的研究表明 ， ＤＭＴ １ 的表达水平与胶质瘤 的恶性程度呈正相关 ， 同时也与

胶质瘤患者的预后相关 。 综上 ， 研宄发现铁能够增加细胞中 的氧化应激并作为多种

酶的辅助 因子使其成为癌症治疗的靶点 。

研究表明 ， ＲＮＡｍ
６

Ａ 修饰的失衡与脑中胶质母细胞瘤 的发生发展密切相关 。 例

如 ， 甲基转移酶 ＭＥＴＴＬ ３ 和识别蛋 白 ＹＴＨＤＣ １ 通过对剪接因 了
－

ＳＲＳ Ｆ ３ 、 ＳＲＳＦ ６ 和

ＳＲＳＦ １ １ 的 ｍＲＮＡ 的调节在胶母细胞系 Ｕ ８ ７ 中发挥着促癌作用 ［
４ ５

１

。 去 甲基化酶 ＦＴＯ

通过调节 ＭＹＣ 和其他致癌基因在胶母细胞系 中发挥着抑癌作用 ［
４６

］

。 研究发现 ｍ
６

Ａ

去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 的过表达是胶质瘤千细胞增殖和肿瘤发生所必需 的 ， 并且

Ｆ０ＸＭ １ 是介导 ＡＬＫＢＨ ５ 在胶质瘤干细胞中 的关键靶标 ［
２ Ｑ

］

。 值得注意 的是 ， 去 甲基

化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 通过调节铁代谢在胰腺癌 中发挥着抑癌作用 Ｉ
４＇ 铁代谢异常对胶质

母细胞瘤进展具有重要 的调节作用 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 修饰是否通过铁代谢途径在胶母 中

发挥作用 ， 目 前 尚不清楚 。 因此本研究 以 ＡＬＫＢＨ ５ 为切入点 ， 探讨胶质母细胞瘤 中

ｍ
６

Ａ 甲基化修饰和铁代谢平衡的关系 ， 以期为治疗胶质母细胞瘤的提供新的思路 。

３ ．ＲＮＡｍ
６Ａ 在神经退行性疾病中的研宄

研究发现 ， 在小 鼠全身各组织 中 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 在脑组织的丰度最高＃
４９

１

， 提示其

在神经系统可能发挥 了重要的功能 （ 图 １ ． ５ ） 。 已有研究表明 ＲＮＡｍ
６

Ａ 甲基化失衡

会导致皮质和小脑发育 的严重缺陷 ［
５ Ｑ

］

， 并且 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化紊乱会引 发神经退行

９
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

前言

性病变 ［
５ １

］

（ 图 １ ． ６ ） 。

ａ

ＵＨ Ｐ ｒ ｏｍｏ ｔ ｅ ｓ ｍ
ｙ
ｅ ｔ ｉ ｎａ ｔ ｉｏｎ ｖ ｉａ  ｒｅ

ｇ
ｕ ｌａ ｔ ｉ ｏｎ  ｏ ｆ ＆乂 一 ｉｄ
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图 １
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Ａ 甲 基化参 与 神经细胞发育过程 的示 意 图 ［
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图 １ ． ６ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲 基 化在神经退行性疾病 功 能示 意 图 ［

５ ２
］

我们课题组前期对小 鼠大脑皮层和小脑进行 了表观转录组水平的 甲基化分析 ，

以描绘其区域特异性 甲基化特征 ， 发现小 鼠小脑的 ＲＮＡ 甲基化水平普遍高于大脑

皮层 ， ＲＮＡ 甲基化的异质性存在于不 同 的脑区和不 同类型的神经细胞中 ［
４９

１

。 另有研

究发现在大脑皮层区域 ， 甲基化转移酶 ＭＥＴＴＬ １ ４ 通过 ＲＮＡｍ
６

Ａ 调控小 鼠大脑皮

层的时序性发育 ［
５ ３

１

。 而在小脑 区域中 ， ＭＥＴＴＬ ３ 和 ＡＬＫＢＨ ５ 的缺失都会使小脑的

发育受损 ， 表明 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化对于小 鼠小脑正常发育至关重要 ［
５４

，
５ ５

】

。

ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化除 了影响小脑和皮质 的发育 以外 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化紊乱会 引

发神经退行性病变 ［
５ １

］

。 在阿尔兹海默症 （
Ａｌｚｈｅ ｉｍｅｒ

＇

ｓｄ ｉ ｓｅａｓｅ
，

ＡＤ
） 模型小 鼠的海马

１０
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

ｉｔｓ
＿

中 ＭＥＴＴＬ ３ 表达增加 ， ＦＴＯ 表达减少 ， 提示 ＲＮＡｍ
６

Ａ 甲基化修饰促进 ＡＤ 进展 ［
５ ６

－

５ ７
］

。 甲基化酶 ＭＥＴＴＬ３ 和 ＲＢＭ １ ５Ｂ 在 ＡＤ 患者的海马 中差异表达 ， ＭＥＴＴＬ３ 的表

达水平与异常磷酸化的 ｔａｕ 呈正相关 ［
５ ８

］

。 肌萎缩性脊髓侧索硬化症是
一

种致命的进

行性神经退行性疾病 ， 导致肌肉无力 ， 瘫痪 ， 最终死于呼吸衰竭 ［
５９

，＿
。 有研究表明

ｍ
６

Ａ 修饰的 ＲＮＡ 片段的调控作用可能有助于肌萎缩性脊髓侧索硬化症新型治疗剂

的开发 。 帕金森病是
一

种相对常见的神经退行性疾病 ， 帕金森病患者的多 巴胺能神

经元逐渐丧失 ， 这些蛋 白介导神经毒性 ［
６ １

，
６气 研宄表明去 甲基化酶 ＦＴＯ 基因的失

活会导致帕金森病患者的多 巴胺能神经元活性丧失 ［
６３

］

。

我们课题组前期研宄发现在低压低氧刺激下 ， ｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 缺失使

得小脑发育异常 ［
４９

，
５４

］

， 但是 Ｊ ／姑Ａ５ 缺失是否会引起老年小脑的神经退行性病变尚

不明确 。 本研宄中 ， 我们发现随着小 鼠老龄化的加剧 ， ＡＬＫＢＨ５ 蛋 白在小脑中 的表

达逐渐升高 。 虽然在 Ｊ伙Ｍ５ 缺失的 中年小 鼠的表型分析中未发现小脑体积与形态上

的改变 ， 但是 Ｊ ／妨／＊５ 缺失的老年小 鼠小脑体积明显变小 、 浦肯野神经元数量及神经

树突的数 目 显著减少 ， 运动平衡性明显减弱 ， 说明 ＡＬＫＢＨ ５ 在老年小 鼠小脑的神经

退行性病变过程中发挥
一

定的作用 。

１ １
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

材料与方法

材购施

１ ． 实验材料

１ ． １ 实验动物

本课题利用野生型小 鼠 ２ 月龄 （
２ｍ

）
、 ６ 月 龄 （

６ ｍ
）
、 １ ８ 月龄 （

１ ８ ｍ
）的 Ｃ ５７ＢＬ／６

小 鼠各 ３ 只进行 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 分析 ； 利用雌性 １ ２ 月龄和 １ ８ 月龄 基因全身敲

除小鼠 （
Ｋ０

） 及其同窝对照 （
ＷＴ

） 小 鼠各 １ ０ 对进行免疫组织化学和行为学实验 。

３ ／姑Ｍ基因敲除杂合小鼠 由挪威奥斯陆大学 ＡｒｎｅＫｌｕｎｇ ｌａｎｄ教授赠予 ， Ｃ ５ ７ＢＬ／６

野生型小 鼠在维通利华公司购买 。 本课题所有的动物实验是在中 国医学科学院基础

医 学 研 究 所 实 验动 物 使 用 与 管 理委 员 会 （
ＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌＡｎｉｍａｌＣａｒｅａｎｄＵｓｅ

Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ
，

ＩＡＣＵＣ
）的批准下 、 在实验动物中心的支持下完成 。 伦理编号是 入１１０；

－

Ａ０ １
－２０ １ ９－００９ 。

１ ．２ 主要试剂

（
１
）Ｈａｒｒｉｓ 苏木精染液 ： 中杉金桥 ， ＺＬＩ

－９６ １ ０ 。

（
２

） 伊红染液 ： 中杉金桥 ， ＺＬ Ｉ
－９６ １ ２ 。

（
３

） 封闭用正常羊血清原液 ： 中杉金桥 ， ＺＬＩ
－９０２ １ 。

（
４
）
过氧化物酶封闭液 ： 中杉金桥 ， ＺＬＩ

－９３ １ １ 。

（
５
）ＤＡＢＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ（

ＨＲＰ
）ＳｕｂｓｔｒａｔｅＫｉｔ（

ｗｉｔｈＮ ｉｃｋｅ ｌ
） ，３ ，

３
’

－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ ：

Ｖｅｃｔｏｒ ，ＳＫ－４ １ ００ 〇

（
６

） 兔二步法检测试剂盒 ： 中杉金桥 ， ＰＶ－９００ １ 。

（
７
） 中性树脂 ： 西雅金桥 ， ＦＺ－

５２０２ 。

（
８
）ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ ：Ａｍｒｅｓｃｏ ，０６９４ 〇

（
９
）Ｔｗｅｅｎ－２０ ：Ｆｌｕｋａ ， ９３ ７７３ 。

（
１ ０

）
ＮＰ４０ ：Ｓ ｉｇｍａ ， １ ８ ８９６ 。

（
１ １

）
１ ０％ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒 ： 上海雅酶生物医药科技有限公司 ， ＰＧ １ １ ２ 。

（
１ ２

）Ｗｅｓｔｅｒｎ转膜液 ： 碧云天 ， Ｐ００２ １Ａ 。

（
１ ３

）十二烷基磺酸钠 （ ＳＤＳ ） ：ＡＭＲＥＳＣＯ ， ０２２７－

１ＫＧ 。

（
１ ４

）预染蛋 白质分子量标准 ｍａｒｋｅｒ ：ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ ， ２６６ １ ６ 。

（
１ ５

）ＣｏｍｐｌｅｔｅＰｒｏｔｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉ ｌＴａｂｌｅｔｓ ：Ｒｏｃｈｅ ， ０４６９３ １ ５９００ １ 。

（
１ ６

）ＰｈｏｓＳＴＯＰＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉ ｌＴａｂ ｌｅｔｓ ：Ｒｏｃｈｅ ，０４９０６８４５００ １〇

（
１ ７

）ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和Ｂ ＳＡ ＰｒｏｔｅｉｎＳｔａｎｄａｒｄ ：ＧｅｎＳｔａｒ ， Ｅ １ ６２ －０５ 。

（
１ ８

）ＥＣＬ 化学发光高敏显色试剂盒 ： Ｔａｎｏｎ ， １ ８０－

５００ １ 。

（
１ ９

）ＴＲＩｚｏ ｌ ：Ｓ ｉｇｍａ ，Ｔ９４２４ 〇

１２
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（
２０

） 鼠尾裂解液 （
Ｔａｉ ｌｂｕｆｆｅｒ

）
：ＶｉｎｇｅｎＢ ｉｏｔｅｃｈＩｎｃ ． ，１ ０２－Ｔ 。

（
２ １

） 琼脂糖 （
Ａｇａｒｏｓｅ）

： 擎科 ， Ｒ９０ １ ２ＬＥ 。

（
２２

） 溴化乙锭 （ ＥＢ ） ：Ｓ ｉ
ｇｍａ ， Ｅ ８ ７５ １ 。

（
２３

）ＤＥＰＣ（焦碳酸二乙酯 ） ： 国产试剂 。

（
２４

）ＰＣＲ Ｔａｑ酶 ： Ｇｅｎｓｔａｒ ， Ａ０ １ ２ 。

（
２５

） 多聚甲醛 （
ＰＦＡ

）
：Ｓ ｉｇｍａ ，Ｐ６４ １ ８ 。

（
２６

）ＤＮＡ分子标记Ｍａｒｋｅｒ ／ ６ｘ ｌ〇ａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ ：ＧｅｎＳｔａｒ ， Ｅ １ ０６－

１ ０ 。

（
２７

） 蛋 白酶Ｋ粉末 ： ＡＭＲＥＳＣＯ ， ０７０６－

１ ００ＭＧ 。

（
２８

）
无水乙醇 、 二 甲苯 、 甲醛溶液购 自 国药集团化学试剂有限公司 。

（
２９

）ＲＮａｓ ｉｎ Ｒｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉ ｔｏｒ ：Ｐｒｏｍｅｇａ ，Ｎ２５ １ ５ 〇

（
３０

）
比色法铁含量检测试剂盒 ： Ａｂｅａｍ ， ａｂ８３ ３ ６６ 。

（
３ １

） 逆转录试剂盒 ： ＴＯＹＯＢＯ ， ＦＳ３ ０ １ 。

（
３２

）ＳＹＢＲ绿色荧光染料ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒 ： ＴＯＹＯＢＯ ， ＱＰＳ
－２０ １ 。

（
３ ３

） 建库试剂盒ＳＭＡＲＴｅｒ？ＳｔｒａｎｄｅｄＴｏｔａｌＲＮＡ－Ｓｅｑ
Ｋｉｔ ：Ｔａｋａｒａ ，６３４４ １ ３ 。

（
３４

）ＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔｓ ：Ａｍｂ ｉｏｎ ，ＡＭ８ ７４０ 〇

（
３ ５

）Ｇ ｌｙｃｏｇｅｎＲＮＡ ｇｒａ
ｄｅ ：Ｔｈｅｍｍｏ ，Ｒ０５ ５ １ 〇

（
３ ６

）Ｄｙｎａｂｅａｄｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ／Ｇ ：Ｌ ｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ， １ ０００２Ｄ 。

（
３ ７

）ＲＮｅａｓｙ ＭｉｎＥ ｌｕｔｅＣ ｌｅａｎｕｐ
Ｋｉｔ ：Ｑ ｉａｇｅｎ ， ７４２０４ 。

（
３ ８

）ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ ：ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ ， １ ０９７７－０ １ ５ 。

（
３ ９

）Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ Ｍａｇｎｒ
ｔｉｃＢｅａｄｓ ：ＮＥＢ ，Ｓ １ ４２０Ｓ 〇

（
４０

）ＤＦＯ ：ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ ，１ ３ ８
－

１ ４－７ 〇

（
４ １

）ＦＡＣ ：ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ ， ＨＹ－Ｂ １ ６４５ 。

（
４２

）Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙ
试剂盒 ： Ｐｒｏｍｅｇａ ， Ｅ １ ９ １ ０ 。

１ ．３ 耗材

（
１
） 各型号离心管 、 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管 、 枪头 ， 购 自 Ａｘｙｇｅｎ 公司 。

（
２
）
Ｒｅａｌ

－

ｔｉｍｅＰＣＲ 所用 ９６ 孔板 ， ９６ 孔板封 口膜 ， 购 自 ＡＢ Ｉ 公司 。

（
３
） 载玻片 、 盖玻片 ， 购 自 西雅金桥公司 。

（
４

）
Ｔｉｓｓｕｅ －Ｔｅｋ 塑料包埋模块 ， 购 自北京海德创业公司 。

（
５

）
ＰＶＤＦ 膜购 自 美国 Ｍｉ ｌｌｉｐｏｒｅ 公司 ， 转膜滤纸 ， 购 自 Ｗｈａｔｍａｎ 公司 。

１ ．４ 抗体

抗体名称抗体公司抗体货号抗体用途

Ａｎｔｉ
－ＮｅｕＮＭｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅＭＡＢ３７７ ＩＨＣ

１３
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Ａｎｔｉ
－ＧＦＡＰ ＳＩＧＭＡＧ６ １ ７ １ ＩＨＣ

Ａｎｔｉ
－ＡＬＫＢＨ５ Ｓ ＩＧＭＡＨＰＡ００７ １ ９６ＷＢ

Ａｎｔｉ
－ＡＬＫＢＨ５ＭＢＬＲＮ １ ２２ＰＷＲＩＰ

Ａｎｔｉ
－ＭＡＰ２ＡｂｅａｍＡｂ３２４５４ ＩＨＣ

Ａｎｔｉ
－Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ－Ｄ２８Ｋ ＳＩＧＭＡＣ９８４８ ＩＨＣ

Ａｎｔｉ
－ＧＡＰＤＨ ＣＳＴ ２ １ １ ８ＳＷＢ

Ａｎｔｉ
－Ｒａｂｂ ｉｔＩｇＧＭＢＬＰＭ０３ ５ＲＩＰ

Ａｎｔｉ
－ｍ

６

Ａ ＳｙｎａｐｔｉｃＳｙｓｔｅｍｓ２０２００３ｍ
６

Ａ－

ＩＰ

Ａｎｔｉ
－ＦＴＨ ｌＡｂｅａｍＡｂ６５０８０ＷＢ

Ａｎｔｉ
－

ＩＲＰ２ＡｂｅａｍＡｂ １ ２９０６９ＷＢ ／ＲＩＰ

Ａｎｔｉ
－

ＩＲＰ ｌＡｂｅａｍＡｂ ｌ ８３７２ １ＷＢ／ＲＩＰ

１ ．５ 引物

小 鼠模型基因型鉴定 引物


ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＡＡＴＣＴＧＡＣＧＧＡＧＴＡＴＣＡＡＡＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＧＧ －

３
，

ｍｏｕｓｅ Ａ ｌｋｂｈＳ
＇^

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
，

－ＡＡＧＧＡＧＡＣＣＡＣＡＴＴＣＡＴＡＧＡＡＣＴＣＧＡＡＣＴＣＣ －

３
，

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
’

－ＣＧＡＴＣＣＧＴＧＧＴＡＡＡＴＣＴＧ－

３
’

ｍｏｕｓｅ ＷＴ

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
？

－ＴＡＡＧＴＡＡＧＴＧＣＣＴＧＡＡＴＧＧ＾

３
？

ｑＰＣＲ引物

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＡＣＧＴＴＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＧＴＣ －

３ 

’

ＦＴＨ１

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
，

－ＡＧＧＴＴＧＡＴＣＴＧＧＣＧＧＴＴＧＡＴＧ－

３
，

５
，

ＵＴＲ－Ｆ７Ｍｆｏｒｗａｒｄ ：５
’

－ＣＣＣＧＧＣＧＣＴＣＧＴＴＣＣ －

３
，

Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅ ：５
，

－ＣＧＣＣＧＧＧＣＣＴＴＴＣＴＴＴＡＴＧＴ－

３
，

ＩＲＥＢ２ ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＡＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＴＡＧＴＣＣＣ －

３

，

内源 ｉ：ｅｖｅｉ

＇

ｓｅｄ
，

＿ＡＧＣ５

ｒ

ｒｃ
ｒ

ｒＣ：ＩＴｅＣ：ＡＣ：ＡＡＣＡＣＡＣＴ＿

３
，

１ＲＥＢ２ ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＴＣＡＧＣＧＴＧＡＴＴＧＣＴＴＣＧＴＴＴＧ －

３

，

外源 ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
，

－ＡＡＣＡＡＣＡＧＡＴＧＧＣＴＧＧＣＡＡＣ －

３
’

１４
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ｆｏｒｗａｒｄ ：５ 

’

－ＣＡＧＴＧＴＴＴＧＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＡ －

３ 

’

ＦＴＬ

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
’

－ＣＣＴＣＣＡＣＧＴＣＧＧＴＧＧＡＡＴＡＡ－

３
，

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
’

－ＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴＧＧＣＡＧＴＴＣＡＧＡ－

３
’

ＴＦＲＣ

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
’

－ＣＡＴＣＴＡＣＴＴＧＣＣＧＡＧＣＣＡＧＧ －

３

，

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＴＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＧＡＴＴＴＣＣＧＴ －

３
，

ＦＢＸＬ５

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
’

－ＣＣＣＴＴＴＴＣＡＡＡＧＡＧＧＣＴＡＡＧＣＡ－

３
，

１ ．６ 主要仪器设备



仪器名称


生产厂家


ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓ ｉｃ 基础电源美国 Ｂｉｏｒａｄ 公司

ＰｏｗｅｒＰａｃ
？

ＨＣ 高电流电泳仪电源美国 Ｂ ｉｏｒａｄ 公司

Ｍ ｉｎｉ
－ＰＲＯＴＥＡＮ？ 电泳仪及附件美国 Ｂ ｉｏｒａｄ 公司

ＭｉｎｉＴｒａｎｓ
－Ｂ ｌｏｔ？湿法转膜仪及附件美国 Ｂ ｉｏｒａｄ 公司

高速冷冻离心机
美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

高速常温离心机

酶标仪美国 Ｂ ＩＯ－ＲＡＤ６８０ 型全 自动酶标仪

Ｌｅ ｉｃａＤＭ３ ０００ 显微镜 中 国徕卡仪器有限公司

３Ｄ－Ｈ ｉｓｔｅｃｈ 全信息数字切片扫描仪匈牙利 Ｐａｎｎｏｒａｍ ｉｃ 公司

凝胶成像仪 ＵＶＩ 中 国 Ｔａｎｏｎ 公司

ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００ 凝胶成像系统美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司

ＴＳ －

１ 型摇床 中 国其林贝尔仪器制造有限公司

迷你型旋涡混合器美国 Ｇｉ ｌｓｏｎ 公司

恒温水浴箱 中 国长风仪器仪表公司

金属浴仪器 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

ＰＨ计美国ＭＥＴＴＬＥＲ－ＴＯＬＥＤＯ公司

电子天平美国 ＭＥＴＴＬＥＲ－ＴＯＬＥＤＯ 公司

ＲＨ ｂａｓ ｉｃ２ 经济型加热磁力搅拌器德国 ＩＫＡ 公司

移液器 美国 Ｇ ｉｌｓｏｎ 公司

Ｇ５０ 组织研磨器金属研磨器 、 研磨棒中 国卡由迪公司

１ ． ５ｍ ｌＥＰ 管铅块架 中 国卡 由迪公司



梯度 ＰＣＲ 仪


美国 Ｂ ＩＯ－ＲＡＤ 公司


１５
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ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪美国Ａｐｐ ｌ ｉｅｄｂ ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司

ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
－Ｐ３ ６０ 超微量分光光度计德国 ＩＭＰＬＥＮ 公司

４
°

Ｃ 、
－２０

°

Ｃ 、
－４０

°

Ｃ低温冰箱 中 国海尔公司

－

８０ 

°

Ｃ超低温冰箱 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

微波炉 （ ８００Ｗ ） 中 国格兰仕公司

烘干箱 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司



超纯水制备器


美国 Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司


１ ．７ 主要洛液的配制

（
１
） 琼脂糖凝胶电泳用液

ａ
）５〇 ｘＴｒｉ ｓ

－ 乙酸 （
ＴＡＥ

）
：２４２ ｇ Ｔｒｉ ｓ碱 ， ５ ７ ． １ｍｌ ＨＡＣ ， １ ００ ｍ ｌ ０ ＿ ５ ｍｏ ｌ／Ｌ ＥＤＴＡ

ｐＨ
＝

８ ． ０ ， 力口水至１ Ｌ 。

ｂ
） 溴化乙锭 （

ＥＢ
）

：１ ００ｍｌ 去离子水中溶解 ｌ ｇ 溴化乙淀 ， 磁力搅拌数小时 ，

终浓度为 ｌ 〇 ｍｇ／ｍｌ 。

（
２

）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 蛋 白 电泳主要试剂

ａ
） 裂解液 （

ＲＩＰＡ
）

按下表配好后 ， ｌ 〇 ｍｌ ／支分装 ，

－２０

°

Ｃ保存 ， 用前半小时内加入蛋 白酶抑制剂和

磷酸酶抑制剂 。



存液终浓度
１ ０％ ＮＰ４０／ＩＰＥＧＡＬ １％

１ＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ８ ． ０
） ５ ０ｍＭ

５ Ｍ ＮａＣ ｌ １ ５０ｍＭ

１Ｍ ＤＴＴ １ｍＭ

ｌ 〇 Ｘ蛋 白酶抑制剂 ｌ
ｘ



ｌ 〇Ｘ磷酸酶抑制剂


ｌ
ｘ

１＞
）

５４０３８ １１？七 电泳液 （？１１ ８ ． ３
）

： 称取 ９４ § 甘氨酸 ；
１ ５ ． １ ￡ １＾ 碱 ；

５ ￡ ３０８ ，

用 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ８ ． ３ ， 加蒸馏水定容至 １ Ｌ ， ４ 度冰箱保存 。

ｃ
） 封闭液 （ ５％脱脂奶粉 ， 现用现配 ） ： 脱脂奶粉 ｌ ．Ｏ ｇ 溶于 ２〇 １１１１ 的 １

＞＜丁８ ８丁

工作液中 。

ｄ
）Ｓｔｒｉｐｐｉｎｇ 

Ｂｕｆｆｅｒ
（ｐＨ ２ ．２

）
： 称取甘氨酸７ ． ５

ｇ ；ＳＤＳ０ ． ５
ｇ ；１ ０％Ｔｗｅｅｎ－２０５０ ｍｌ ，

加去离子水 ４００ｍｌ 充分溶解 ， 用 ＨＣ １ 、 ＮａＯＨ 调 ｐＨ
＝
２ ．２ ， 然后加蒸馏水定

容至 ５００ｍ ｌ 。

ｅ
）

１ ０ Ｘ ＴＢ Ｓ 缓冲液 ： ３０ ．０ ｇ Ｔｒｉｓ 碱 ， ８０ ． ０ ｇ ＮａＣ ｌ ， ２ ．０ ｇ Ｋ：Ｃｌ 溶解于 ８００ ｍｌ 蒸馏

水 ， 用 ＨＣ １ 调节 ｐＨ 值至 ７ ．４ ， 加蒸馈水定容至 １ Ｌ ， 室温保存 。 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶

液即用１ ００ｍｌｌ 〇 ｘＴＢＳ＋１ ０ｍｌ１ ０％Ｔｗｅｅｎ－２０＋８９０ｍｌ蒸馏水配制成１Ｌ工

作液。

１ ６
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（
３
）
组织化学常用溶液配制

ａ
）４％多聚 甲醛 ： 取 ２０

ｇ 多聚 甲醛溶入 ４００ｍｌ０ ． ０ １Ｍ ＰＢ Ｓ
（ｐＨ

＝
７ ．４

）
， 磁力搅

拌器加热搅拌 ， 温度控制在 ６０

°

Ｃ 以下 ， 滴加 ＮａＯＨ
（

ｌ Ｎ 或 ０ ． １ Ｎ
）

， 最后调

ｐ
Ｈ 值 ７ ．４ 并定容到 ５ ００ｍｌ ， 现用现配 ， ４

°

Ｃ保存 。

ｂ
）２ ． ５％山羊血清封闭液



工作液


１〇ｍｌ

１ ０％ Ｔｒ ｉｔｏｎＸ－

１ ００ １ ００
ｐｉ

１ ０％ ＮＰ－４０５００ ＾１

山羊血清原液２５０ 叫



ｌ
ｘＰＢ Ｓ


９ ． １ ５ｍｌ

ｃ
）０ ． ５％山羊血清抗体稀释液



工作液


１０ｍ ｌ

１ ０％ ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ １ ００
ｐｉ

１ ０％ ＮＰ－４０ ５ ００
（

＾１

山 羊血清原液５ ０
ｎ ｌ



ｌ
ｘＰＢＳ


９ ．３ ５ｍｌ

ｄ
）１

°
／。盐酸酒精 ： 浓盐酸 ｌ ｍ ｌ ， ７５％乙醇 ９９ｍｌ 。

ｅ
）５ 〇 ｘ枸橼酸盐缓冲液 （ｐＨ ６ ． ０

）
： 称量 １ ５ ０

ｇ 柠檬酸钠和 ２０
ｇ 的柠檬酸盐 ， 最

后定容到 １ Ｌ
（ｐＨ６ ． ０

）
， 充分溶解 ， 于室温条件下保存 。 待使用时 ， 用蒸馏

水稀释至 ｌ
ｘ即可 。

（
４
） 小 鼠取材麻醉剂 ： 称量三溴乙醇粉末 ２５ ｇ ， 加入 １ ５ ． ５ ｍｌ 叔戊醇后避光溶解至少

１ ２ 个小时 ， 于 ４
°

Ｃ条件下避光保存 。 待使用时 ， 用生理盐水稀释 ８０ 倍即可 。

（
５
）

１ ０ｍｇ／ｍｌ 蛋 白酶 Ｋ 溶液 ： 称量蛋 白酶 Ｋ 粉末 １ ００ｍｇ ， 加入 １ｍｌ０ ． １ＭＴｒｉ ｓ
（ｐＨ

８ ．０
） 和 １ｍｌ０ ． ０５ＭＥＤＴＡ ， 最后定容到 １ ０ｍｌ 充分溶解 ， 于 ４

°

Ｃ条件下保存 。

１ ．８ｓ ｉＲＮＡ 序列信息

敲低 的 

ｓ ｉＲＮＡ

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＡＣＡＡＧＵＡＣＵＵＣＵＵＣＧＧＣＧＡ－

３
’

ｓ ｉＡＬＫＢＨ５－

＼＃

ｒｅｖｅｒｓｅ ：５
’

－ＵＣＧＣＣＧＡＡＧＡＡＧＵＡＣＵＵＧＵ－

３ 

’

ｆｏｒｗａｒｄ ：５
，

－ＧＣＵＧＣＡＡＧＵＵＣＣＡＧＵＵＣＡＡ－

３
，

１ ７
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ｓ ｉＡＬＫＢＨ５ －２＃ ｒｅｖｅｒ ｓｅ ：５
，

－ＵＵＧＡＡＣＵＧＧＡＡＣＵＵＧＣＡＧＣ －

３

’

ｆｏｒｗａｒｄ ：５

’

－ＧＣＧＣＣＧＵＣＡＵＣＡＡＣＧＡＣＵＡ－

３

，

ｓ ｉＡＬＫＢＨ５ －

３＃

ｒｅｖｅｒ ｓｅ ：５
，

－ＵＡＧＵＣＧＵＵＧＡＵＧＡＣＧＧＣＧＣ －

３
’

１ ．９ 质粒

质粒名称 质粒来源

ｐＧＬ３ 

－ｈ－ＦＴＨ １ 

－

５ 

’

ＵＴＲ －ＷＴ上海生工公司

̄

ｐ
ＧＬ３

－ｈ －ＦＴＨ １ 

－

５

＇

ＵＴＲ －ｄ ＩＲＥ上海生工公司

ｐＧＬ３ｈ－ＦＴＨ １ 

－

５

＇

ＵＴＲ －Ｍｕｔ  １上海生工公司

ｐ
ＧＬ ３

－ｈ－ＦＴＨ ｌ
－

５
’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ２上海生工公司

ｐＧＬ３ 

－ｈ －ＦＴＨ  １ 

－

５
？

ＵＴＲ－Ｍｕｔ １ 
＋２上海生工公司



ｐＧＬ３
－ｈ－ＦＴＨ ｌ

－

５
’

ＵＴＲ －ｄ ＩＲＥ －Ｍｕｔ ｌ ＋２


上海生工公司

２ ． 方法

２ ． １ 小 鼠基因型的鉴定

取 ０ ．２
￣０ ． ３ 厘米长 鼠尾或脚趾置于 １ ００

ｐ ｉＴａｉ ｌＢｕｆｆｅｒ 中 ， 加入 ３
０ 蛋 白酶 Ｋ 溶

液 ， 在 ５ ５

°

Ｃ 金属浴中 ５ ００ｒｐｍ／ｍ ｉｎ 消化过夜 。 次 日 ， 将金属浴调整为 ８ ５

°

Ｃ 、 ２００

ｒｐｍ／ｍ ｉｎ 继续消化 ４ ５ｍ ｉｎ 使蛋 白酶 Ｋ 变性 。 常温离心机中 １ ３ ３ ００ｒｐｍ／ｍ ｉｎ 离心 ５

ｍ ｉｎ ， 吸取上清液进行 ＰＣＲ 反应 。 ＰＣＲ 反应条件如下 ：

ＭｏｕｓｅＷＴ 引 物程序 ：

９４ 

°

Ｃ２ｍｉｎ

９４

°

Ｃ３ ０ｓ＾

５ ６

。

。３ ０ｓＸ ３ ５

６ ８ 

°

Ｃ３ ０ｓＪ

６ ８ 

°

Ｃ８ｍ ｉｎ

Ｍｏｕ ｓｅ ｄ ／姑
？

引 物程序 ：

９４

。

。２ｍ ｉｎ

９４

°

Ｃ３ ０ｓ＾


６６ 

°

Ｃ３ ０ｓ＞Ｘ ３ ５

６ ８ 

°

Ｃ３ ０ｓＪ

１ ０

°

Ｃ８ｍ ｉｎ

将 ＰＣＲ 产物进行 ２％琼脂糖凝胶电泳 ， 电压为 １ ５０Ｖ ， 电泳时间为 ３ ０ｍ ｉｎ ， 随

后在 ＤＮＡ 凝胶成像仪中分析结果 。

１８
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２ ．２ 小鼠平衡木实验

将小鼠放在平衡木上进行行走训练 ， 训练其能在平衡木上较稳定地行走 ， 每天训练 ２

次 ， 每次时间间隔至少 ３０ 分钟 ， 训练 ３ 天 ， 然后进行测试 。 全程视频记录小鼠走过平衡木

时的状态 ， 观察小鼠在行走过程中有无身体倾斜 、 步态不稳 、 后爪频繁跌落及后爪抱杆等

异常现象 ， 同时统计在
一

次行走中通过平衡木抵达平台所用的时间作为评价指标 。

２ ．３ 小鼠步态分析实验

将小鼠前爪涂有红色染料 ， 后爪涂有蓝色染料 ， 放在白纸上训练其能较稳定地硫

每天训练两次 ， 每次时间间隔至少 ３０ｘｎｉｎ ， 训练两天 。 然后统计小鼠行走过程中 ， 后爪是

否能较为稳定地落在前爪走过的印记上 ， 进行定量分析 ， 统计前后爪印记的距离 ， 从而评

价小鼠的步态稳定性 。

２ ．４ＨＥ 染色

（
１
）
组织固定 、 梯度酒精脱水 、 二 甲苯透明 、 浸蜡 、 包埋 。

（
２

） 常规石蜡切片 ， 厚度 ３
￣

５
＾
ｉｍ 。

（
３
） 石蜡切片至于 ６０

°

Ｃ烤箱烘烤 ２ ｈ 。

（
４
） 脱蜡 ？

？ 石蜡切片置于二 甲苯 （
Ｉ 、 ＩＩ

） 中各浸泡 １ ５ ｍｉｎ 。

（
５
） 水化 ： １ ００％乙醇 （

Ｉ 、 Ｉ Ｉ
） 中各浸泡 １ ０ｍｉｎ

；９５％乙醇 （
Ｉ 、 ＩＩ

） 中各浸泡 １ ０

ｍｉｎ
；９０％乙醇中浸泡 １ ０ｍｉｎ

；８０％乙醇中浸泡 ５ｍｉｎ ；７０％乙醇中浸泡 ５ｍｉｎ 。

（
６
） 苏木素染色 １ ０

￣

２〇 ３ ， 自来水冲洗 ２ １１１把 。

（
７
）１％盐酸酒精分化 １

？

５ ｓ 。

（
８
） 自来水返蓝 ２ｍｉｎ 。

（
９
）
伊红 （酒精溶性 ） 染色 ｌ

￣

５ ｓ 。

（
１ ０

）梯度酒精脱水 ： ８０％乙醇中浸泡 ３ ０ ｓ
；９５％乙醇 （

Ｉ 、 ＩＩ
） 中各浸泡 ３ ０ ｓ

；１ ００％

乙醇 Ｉ 中浸泡 １ｍｉｎ ；１ ００％乙醇 ＩＩ 中浸泡 ２ｍｉｎ 。

（
１ １

）透明 ： 二 甲苯 Ｉ 、 ＩＩ各透明 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 。

（
１２

） 中性树胶封片 ， ３ ７

°

Ｃ烤箱过夜干燥 ， 显微镜下拍照观察 。

２ ．５ 免疫组织化学染色

（
１
）
组织固定 、 梯度酒精脱水 、 二 甲苯透明 、 浸蜡、 包埋 。

（
２

） 常规石蜡切片 ， 厚度 ３
？

５
ｎｍ 。

（
３
）
石蜡切片至于 ６０

°

Ｃ烤箱烘烤 ２ ｈ 。

（
４
） 脱蜡 ： 石蜡切片置于二甲苯 （

Ｉ 、 ＩＩ
） 中各浸泡 １ ５ ｍｉｎ 。

（
５
） 水化 ： １ ００％乙醇 （

Ｉ 、 ｎ
） 中各浸泡 １ ０ ｍｉｎ

；９５％乙醇 （
Ｉ 、 ＩＩ

） 中各浸泡 １ ０

ｍｉｎ
；９０％乙醇中浸泡 １ ０ｍｉｎ ；８０％乙醇中浸泡 ５ｍｉｎ ；７０％乙醇中浸泡 ５ｍｉｎ 。

１９
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（
６
）

１ ＼？８ ８ 冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ １＾１１ 。

（
７
） 内源性过氧化氢酶失活 ： ３％过氧化氢溶液室温孵育 １ ０ｍｉｎ 。

（
８
）

１外８８ 冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ １＾１１ 。

（
９
） 抗原修复 。

（
１ ０

）
１ ＞＜？８ ８ 冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ １＾１１ 。

（
１ １

） 封闭 ： ２ ．５％山羊血清室温封闭至少 ３０ｍｉｎ 。

（
１ ２

）
—

抗孵育 ： 按比例使用抗体稀释液稀释
一

抗后 ， 滴加于组织上 ， 放置湿盒中 ４
＂

Ｃ

孵育过夜 。

（
１ ３

）
１外８３ 冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ １１＾１１ 。

（
１ ４

）
二抗孵育 ： 湿盒中 ３７

°

Ｃ孵育 ６０ ｍｉｎ 。

（
１ ５

）
１外８８ 冲洗 ３ 次 ， 每次 ５ 〇１１１１ 。

（
１ ６

）ＤＡＢ显色 。

（
１ ７

） 苏木素染色 １ ０？２０ｓ ， 自来水冲洗 。

（
１ ８

）１％盐酸酒精分化 １
？

５ ｓ 。

（
１ ９

） 自来水返蓝 ２ｍｉｎ 。

（
２０

） 梯度酒精脱水 ： ８０％乙醇中浸泡 ３０ｓ ；９５％乙醇 （
Ｉ 、 ＩＩ

） 中各浸泡 ３ ０ｓ
；１ ００％

乙醇 Ｉ 中浸泡 １ｍｉｎ
；１ ００％乙醇 ＩＩ 中浸泡 ２ｍｉｎ 。

（
２ １

） 透明 ： 二 甲苯 Ｉ 、 ＩＩ各透明 ５ ｍｉｎ 。

（
２２

） 中性树胶封片 ， ３ ７

°

Ｃ烤箱过夜干燥 ， 显微镜下观察 。

２ ．６ＲＮＡ的提取及实时荧光定量
ＰＣＲ

（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ
－

ｔｉｍ ｅＰＣＲ
，
ＲＴ－

ｑＰＣＲ）

２ ．６ ． １ＴｏｔａｌＲＮＡ的提取

（
１
） 细胞中加入 Ｔｒｉｚｏｌ 后 ， 室温摇床颠倒混匀 １ ０ｍｉｎ ， 使其充分裂解 。

⑵ ４

°

Ｃ１ ３ ３００ ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃沉淀 ， 每毫升 Ｔｒｉｚｏｌ 中加入 ２００
ｐｉ 氯仿 ， 上下

颠倒混勾 １ ０ｍｉｎ ， 冰上静置 １ ５ｍｉｎ 。

（
３
）
４

°

Ｃ１ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心２０ｍ ｉｎ 。

（
４
） 吸取上层水相至另

一

新的 １ ． ５ｍｌ 离心管中 。

（
５
）
加入与吸取的水相等体积的约 ６００

０ 异丙醇 ， 颠倒混匀 ， 室温静置 １ ０ｍｉｎ 。

（
６
）
４

°

Ｃ１ ３３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ３０ｍｉｎ ， 弃上清 ， ＲＮＡ 已沉于管底 。

（
７
）
加入 ｌ ｍ ｌ７５％乙醇溶液 ， 颠倒振荡离心管 ， 悬浮 ＲＮＡ 沉淀 。

（
８
） 洗涤 １＾认 ， ４

°

〇１ ３ ３ ００ ／１１１ １１１ 离心 ５ １１１丨１１ ， 弃上清 ， 重复
一

次 。

（
９
）
室温晾干 ５

？

１ ０ｍｉｎ 。 用 ２０￣４０ 叫 ＲＮＡａｓｅｆｒｅｅＨ２０ 溶解 ＲＮＡ ， 振荡 １ｍｉｎ ， 离

心 ５ｍｉｎ ， 重复
一

次 ， 然后迅速置于冰上 。

（
１ ０

） 使用ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定ＲＮＡ的浓度 ， 记录Ａ２６０／Ａ２８０及Ａ２６０／Ａ２３０ ， 同时

２０
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用 ０ ．８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 是否降解 。

２ ．６ ．２ｃＤＮＡ 的合成

按照ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ
ｑＰＣＲ ＲＴ Ｋｉ ｔ

（
ＴＯＹＯＢＯ－ＦＳ３０ １

） 说明书进行

（
１
）０ ． ５ｎｇ ＲＮＡ的变性 ：

将 ＲＮＡ 用 ＲＮＡａｓｅｆｒｅｅ Ｈ２０ 补齐至 ６
＾１ ， 在 ６５

°

Ｃ条件下温浴 ５ｍｉｎ 后 ， 立即放

于冰上冷却 。

（
２
） 去除ＧｅｎｏｍｅＤＮＡ反应 ： 制备４

＞＜ＤＮＡ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ ４４０
 （

ｊＪＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ＋８ ． ８
叫

ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ ） ，３ ７

°

Ｃ条件下温浴 ５ｍｉｎ 后 ， 迅速至于冰上 。



Ｎｕｃｌｅａｒ
－ｆｒｅｅＨ２Ｏ


ｕｐ
ｔｏ８

 ［

ｘｌ



４ ＞＜ＤＮＡＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２ ．０
＾１



ＲＮＡ


０ ． ５
ｐｇ


（
３
） 逆转录反应 ：



Ｎｕｃ ｌｅａｒ
－ｆｒｅｅＨ２Ｏ


ｕｐ
ｔｏ１ ０

 ｆ
ｘｌ



５ ｘＲＴＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２ ．０
 ｜

ｉｌ



ＲＮＡ


０ ． ５
ｐ

，ｇ


ａ
）３７

°

Ｃ条件下 ， 进行 １ ５ｍ ｉｎ 的逆转录反应 。

ｂ
）９８

°

Ｃ条件下 ， 进行 ５ｍｉｎ 的酶失活反应 。

ｃ
） 反应结束之后 ， ｃＤＮＡ 保存于－２０

°

Ｃ条件下 。 在进行 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 反应时 ， 将 ｃＤＮＡ

１ ：１ ０－ １ ：２０ 稀释后作为反应模板添加 。

２ ．６ ．３ＲＴ－

ｑＰＣＲＭ ｊ
Ｓｉ

参照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ说明书进行

（
１
） 反应体系如下 ：

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ


５
ｐＪ


上游引物 ０ ．５ ＾１

下游引物 ０ ． ５
４

ＲＯＸ ０ ．２ ＾１

ｃＤＮＡ模板 １
ｐｉ



蒸馏水


２￡ ＾１



（
２
）
上样时 ， 每个反应设 ３ 个复孔 。 加样完成后 ， 用专用封 口膜将 ９６ 孔板封 口 。 将

上样板在 ４
°

Ｃ平板离心机中离心 ， ５ ００ｒｐｍ／ｍｉｎ ， ５ 分钟 ， 使反应液全部沉于底

部 。

（
３
） 将样品放入ＡＢ ＩＳｔｅｐＯｎｅＲｅａｌ

－ＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃ ｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ中进行Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ＣＴ（ ＡＡＣＴ ） 反应 ， 反应采用二步法 ， 反应条件如下 ：

２ １
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９５ 

°

Ｃ３ ０ｓ

９５ 

°

Ｃ５ ｓ
？

６０
°

Ｃ３ ０ｓ－Ｘ
４０

循环

９５ 

°

Ｃ １ ５ ｓ

６０ 

°

Ｃ６０ ｓ

９５ Ｖ １ ５ｓ

（
４
） 结果分析 ： 反应结束后观察溶解曲线以检测 引 物特异性 良好后 ， 进行 ＰＣＲ 定量

时制作标准曲线等 （ ２
－ＡＡＣＴ法或直接用 ＲＱ 值 ， 或以 内参为标准的 ２

＿ＡＣＴ 法 ） ，

通过与 内参 ＧＡＰＤＨ 对比检测不同分组中 目 的基因 ｍＲＮＡ 的表达情况 。

２ ．７ 组织 、 细胞蛋白的提取 、 浓度测定及 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏ ｔ 分析

２ ．７ ． １ 组织、 细胞蛋白的提取

冻存的组织取出后 ， 放入无菌的 ＥＰ 管中 ， 将适量预冷的裂解液 （
ＲＩＰＡ

）
加入

组织中 ， 用研磨棒或者电动研磨器在冰上研磨组织至无肉眼可见的组织块 ， 冰浴 ３ ０

ｍｉｎ ， 期间充分振荡 ４￣５ 次 ， 使组织充分裂解 。 ４
°

Ｃ ， １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ ，

收集上清 ，

－

８０

°

Ｃ分装冻存 。 细胞中蛋 白 的提取则是直接将细胞重悬于适量预冷的

ＲＩＰＡ 裂解液中 ， 冰浴 ３ ０ｍｉｎ ， 后续步骤与组织蛋 白提取相
一

致 。

２ ．７ ．２ＢＣＡ 法蛋白定量

（
１
）ＢＣＡ 工作液 ： 根据标准品和样品数量 ， 按 Ａ 试剂和 Ｂ 试剂体积 比 ５０ ：１ 配制

成 ＢＣＡ 工作液 ， 充分混匀 。

（
２

） 配制 ＢＳＡ 标准品 ： 取 １ ０ 叫 １ ０ ｍｇ／ｍｌ ＢＳＡ 标准品用 ＰＢ Ｓ 稀释至 ２００ 叫 （待测样

品
一

般用 ＰＢ Ｓ 以 １ ：２０ 稀释 ） ， 使终浓度为 ０ ． ５ｍｇ／ｍｌ 。 将 ＢＳＡ 标准品按 ０ ，

２ ， ４ ， ８ ， １ ６ ，２０
４ 加到 ９６ 孔板中 ， 加 ｌ ｘＰＢ Ｓ 补足到 ２０

Ｍ 。 如下表 ：

Ｂ ＳＡ（ ０ ． ５ ｍｇ／ｍｌ ） 对应体积 （ ｊ

ｉｌ
）０２４８ １ ６２０

ＰＢＳ 对应体积 （叫） ２０ １ ８１ ６１ ２４０

对应标准蛋 白浓度 （Ｈｇ／ｍｌ
）０５０ １ ００２００４００５００

（
３
） 稀释后的待测样品加 ２０

０ 到 ９６ 孔板中 。

（
４
） 各孔加入 ２００ 叫 ＢＣＡ 工作液 ， ３７

°

Ｃ放置 ２５？３０ｍｉｎ 。 酶标仪测定样品吸光值 ，

根据标准 Ｂ ＳＡ浓度及吸光值得到标准 曲线 ｙ
＝

ａｘ＋ｂ（ ｘ为蛋 白浓度 ， ｙ为Ａ５ ６２ ，

ａ 、 ｂ 为常数 ） ， 根据标准曲线计算出蛋 白浓度 。

２ ．７ ．３ＳＤＳ 聚丙嫌酰氨凝胶电泳

２ ２
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（
１
） 根据

“

雅酶 ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒
”

操作说明书将玻璃板安装至制胶架上 。

取等体积下层胶溶液和下层胶缓冲液 ， 各 ４ ． ０ｍ ｌ ， 同时加入 ８０
Ｗ 的改 良型促凝

剂 ， 混匀 。 混合溶液注入制胶玻璃板中 ， 加入适量水覆盖于下层胶之上 。

（
２

） 待下层胶凝固后 （约 １ ５ｍｉｎ ） ， 倒去上层水或醇 ； 取等体积上层胶溶液和彩色

上层胶缓冲液 ， 各 １ ．０ ｍｌ ， 同时加入 ２〇 ｎ ｌ 的改 良型促凝剂 ， 混匀 ；

（
３

） 将 ２ 的混合溶液注入制胶玻璃板中 ， 插入梳齿 ； 待上层胶凝固后 （约 １ ５ ｍｉｎ ） ，

拔去梳齿即可用于电泳 。

（
４
） 各组取等量蛋 白提取液与 ５ ｘＳＤＳ 混合均匀 ， ９５

°

Ｃ金属浴 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性 ， 然

后 １ ２０００ 印１１１／１１１１１１ ， 离心 ５ １１１１１１ 。 用 ２０
［
１１ 加样枪按预定顺序加样于分离胶的凝胶

加样孔内 ， 总蛋 白量在 ４０？ １ ００
ｐｇ

／孔 。

（
５
）８０ Ｖ ３０ ｍｉｎ 稳压电泳至溴酚蓝前缘进入分离胶 ， 然后 １ ００ Ｖ 稳压电泳直至溴酚

兰到达分离胶的底部 ， 停止电泳取出凝胶 ， 共约 ２ｈ 。

２ ．７ ．４ 湿法转膜

制作湿法转移的凝胶
“

三明治
”

， 夹子黑色面朝下 ， 依次放海绵 、 滤纸 、 凝胶 、

ＰＶＤＦ 膜 、 滤纸和海绵 。 将夹子黑色面朝 向转膜槽黑色面 ， ４
°

Ｃ转膜
一

般恒压
“

１ ００ｖ ，

２ ｈ
， ，

。

２ ．７ ．５ 免疫印迹检测

（
１
） 封闭 ： 转膜完毕 ， 取出 ＰＶＤＦ 膜 ， 置于 ｌ

ｘＴＢ ＳＴ 缓冲液中漂洗 ， 再将 ＰＶＤＦ 膜

放入含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 封闭液中 ， ４
°

Ｃ过夜 。

（
２
）
—

抗结合 ： 将封闭后的 ＰＶＤＦ 膜置于适当 比例的
一

抗稀释液中 ， ４

°

Ｃ摇床过夜 。

（
３
） 洗膜 ： 取出 ＰＶＤＦ 膜置于适量 ｌ

ｘＴＢＳＴ 缓冲液的平皿中 ， 室温洗膜 ， 每次 ５ｍｉｎ ，

共 ３ 次 。

（
４

）
二抗结合 ： 将 ＰＶＤＦ 膜置于辣根过氧化物酶标记二抗溶液中 ， 其按 １ ：１ ００００ 比

例在含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢ ＳＴ 溶剂中稀释 ， 于室温摇床反应 １ｈ 。 取出 ＰＶＤＦ 膜

放入有适量 ｌ
ｘＴＢＳＴ 缓冲液的平皿中 ， 室温洗膜 ， 每次 ５ ｍｉｎ ， 共 ３ 次 。

２ ．７ ．６ 化学发光检测

（
１
）
配制 ＥＣＬ 工作液 ： 等体积混合适量的 ＥＣＬ Ａ 液和 Ｂ 液 。

（
２

） 把滴加过 ＥＣＬ 工作液的膜用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＬＡＳ４０００ 凝胶成像系统 自动成像 。

２ ．８ ＲＮＡ
免疫沉淀 （ＲＮＡ Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ

ｉｐｉｔａｔｉｏｎ ， ＲＩＰ
）

２ ．８ ． １ 溶液獅Ｊ

（
１
）
Ｎｏｎ－ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ

ｌｙｓ ｉｓｂｕｆｆｅｒ

２ ３
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Ｓｔｏｃｋ ｃｏｎ ．



Ｒｅａｇｅｎｔｓ


Ｆ ｉｎａｌｃｏｎ．１０ｍ ｌ

１ ＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ＝７ ．４ ） ５０ｍＭ５００

ｐｉ

５ＭＮａＣ ｌ ２５ ０ｍＭ５００
ｐ

ｉ

１ ０％ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ ０ ． ５％５００
卩１

１Ｍ ＤＴＴ １ｍＭ １ ０
＾ １

１ ００ｍＭＥＤＴＡ ２ ｍＭ２００
ｐ ｉ

５００ｍＭＮａＦ １ｍＭ２０ ＾１

５００ ｘＰｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉ ｌ ｌ
ｘ２０

 ｜

ｊ ． ｌ

４０Ｕ／ｍｌＲＮａｓ ｉｎＲｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒ０ ．０４Ｕ／ｍｌ １ ０
 ｜

〇 ．ｌ



ｄｄＨ２〇


８ ．２４ｍｌ

（
２
）
ＬｏｗｓａｌｔＴＢ Ｓ

Ｓｔｏｃｋ ｃｏｎ．ＲｅａｇｅｎｔｓＦ ｉｎａｌｃｏｎ ．１０ｍ ｌ

１ＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ＝７ ．４ ） ５０ｍＭ５００

ｐｉ

５ ＭＮａＣ ｌ ２５０ｍＭ５００ ＾１

１Ｍ ＤＴＴ １ｍＭ １ ０
ｐｉ

５００ｍＭＮａＦ １ｍＭ２０
 ｜

ｎｌ

５００ ｘＰｒｏｔｅａｓｅ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｃｏｃｋｔａｉ ｌ ｌ ｘ２０
＾１

４０Ｕ／ｍｌＲＮａｓ ｉｎＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒ０ ． ０４Ｕ／ｍｌ１ ０
 ｜

ｊ ， ｌ



ｄｄＨ２Ｑ


８ ．９４ｍｌ

（
３
）
Ｈｉｇｈｓａｌｔ ＴＢ Ｓ

Ｓｔｏｃｋ ｃｏｎ ．



Ｒｅａｇｅｎｔｓ


Ｆ ｉｎａｌｃｏｎ．１０ｍ ｌ

１ＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ＝７ ．４ ） ５０ｍＭ５００

ｐｉ

５ ＭＮａＣ ｌ ２５０ｍＭ６００
＾ １

１ ＭＤＴＴ １ｍＭ １ ０
＾１

５００ｍＭＮａＦ １ｍＭ２０
…

５００ ｘＰｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉ ｌ ｌ
ｘ２０

＾ １

４０Ｕ／ｍｌＲＮａｓ ｉｎＲｉｂｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒ０ ． ０４Ｕ／ｍｌ１ ０
 ｜

ｉｌ



ｄｄＨ２Ｑ


８ ． ８４ｍｌ

（
４

）
２ ＞＜Ｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅＫｂｕｆｆｅｒ

Ｓｔｏｃｋ ｃｏｎ．ＲｅａｇｅｎｔｓＦ ｉｎａｌｃｏｎ ．１ｍ ｌ

１ＭＴｒｉｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ＝７ ．４ ） １ ００ｍＭ１ ００

卩１

５ Ｍ


ＮａＣ ｌ



１ ５０ｍＭ３ ０
＾

ｉ ｌ

２４
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１ ００ｍＭＥＤＴＡ １ｍＭ １ ０
洋１

５００ｍＭＮａＦ １ ２ ． ５ｍＭ２５
 （

ｊ ．１

１ ０％ ＳＤ Ｓ ２％２００ ＾１



ＤＥＰＣＨ２Ｏ


６４５
＾１

２ ．８ ．２ 细胞蛋白的提取

在新鲜或冻存的细胞中加入适量预冷的 ｎｏｎ－ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ

ｌｙｓ ｉｓ ｂｕｆｆｅｒ ， 冰浴 ３０ｍ ｉｎ ，

期间充分振荡 ４ 次 ， 使细胞充分裂解 。 ４
°

Ｃ ，１ ３ ３００ ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ ， 收集上清

于新 ＥＰ 管中 ， 测浓度 ， 留取 １ ００ｕｇ 蛋 白作为 ｉｎｐｕｔ 。

２ ．８ ．３Ｐｒｅｃｌｅａｒ
蛋白

（
１
） 取ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ－Ａ ｂｅａｄｓ（ ２００
ｐｌ／ＥＰ管 ） ， 用ｌｏｗ ｓａｌｔ ＴＢ Ｓ洗３次 ， 每次１ｍｌ 。

（
２
） 加 ５０？６０

０ 洗过的 ｂｅａｄｓ 到蛋 白原液中 ， 冰上孵育 ３０ｍｉｍ

（
３
） 在磁力架上将 ｂｅａｄｓ 洗脱 ， 留蛋 白原液进行下

一

步实验 。

２ ．８ ．４封闭ｂｅａｄｓ

（
１
） 将

ｂｅａｄｓ按每管１ ４０
￣

１ ５ ０
ｐｉ分开 ， 加入１ｍｌｌｙｓ ｉ ｓｂｕｆｆｅｒ 、 ２５

 （

ｊＪ１ ０ｍｇ／ｍｌＢＳＡ
，

４
°

Ｃ摇床孵育 １ 小时 。

（
２

）
用ｌｏｗｓａｌｔ ＴＢ Ｓ洗３次 ， 每次１ｍｌ 。

２ ．８ ．５免疫沉淀 ， Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐ ｉｔａｔｉｏｎ

（
１
） 将留取的蛋 白原液用 ｌｙｓ ｉｓｂｕｆｆｅｒ 稀释至浓度为 ４ｍｇ／ｍｌ 左右 。

（
２

） 在上述蛋 白 中加入 ａｎｔｉ
－ＡＬＫＢＨ５ 抗体 ， ４

°

Ｃ摇床孵育 ５ 小时 。

（
３

） 将封闭好的 ｂｅａｄｓ 加入 （
２
）的反应体系中 ， ４

°

Ｃ摇床孵育过夜 。

（
４
） 将 ｂｅａｄｓ 在磁力架上洗脱 ， 依次用 ｌｏｗｓａｌｔＴＢ Ｓ 洗 ２ 次 ， 用 ｈｉ

ｇ
ｈｓａｌｔＴＢ Ｓ 洗 ２

次 。

２ ．８ ．６ 蛋白酶 Ｋ 处理

２ ＞＜ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫｂｕｆｆｅｒ 现用现配 ， 估计得到的 ｂｅａｄｓ 的体积 ， 加入等体积的

ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫｂｕｆｆｅｒ ， 再加入蛋 白酶 Ｋ 至其终浓度为 １ ．２ｍｇ／ｍｌ ， ５５

°

Ｃ金属浴解育 ３０

ｍｉｎ 。

２ ．８ ，７ＲＮＡ 的提取

同 ２ ．４ ． １ 中的实验步骤 。

２５
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２ ．９ ＲＮＡ 沉降 ＲＮＡ ｐｕ ｌｌ ｄｏｗｎ

２ ．９ ． １撕的构建 ：

（
１
） 设计原则 ： 根据 自 己的需求来委托公司合成 （带有特殊修饰的 ｏ ｌ ｉｇｏ

－ＲＮＡ 送至公

司合成 ） ， 基于本实验采用 的是 ｂｉｏｔｉｎ－

ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ 纯化方式 ， 因此在其 ５
’

端引入

了ｂ ｉｏｔｉｎ
标记 。

ｓｓ
－ＦＴＨ ｌ

－ＷＴ 探针序列为 ：

ＧＧＧＧＵＵＵＣＣＵＧＣＵＵＣＡＡＣＡＧＵＧＣＵＵＧＧＡＣＧＧＡＡＣＣＣＧＧＣＧ ；ｓｓ
－ＦＴＨ ｌ

－Ｍ２ －

ｍ
６

Ａ 探针序列在红色标记第 ３ ３ 个碱基处进行 ｍ
６

Ａ 修饰 ：

ＧＧＧＧＵＵＵＣＣＵＧＣＵＵＣＡＡＣＡＧＵＧＣＵＵＧＧＡＣＧＧＡＡＣＣＣＧＧＣＧ 。

（
２

） 具体详情见 Ｔａｋａｒａ 官网 ：

ｈｔｔｐｓ  ： ／／ｗｗｗ ． ｔａｋａｒａｂｉｏｍｅｄ ．ｃｏｍ ．ｃｎ／Ｐｒｏｄｕｃｔ ．ａｓｐｘ？ｍ
＝
２０ １ ４ １ ２ １ ５ １ ０３０５５５６０ １ ７８＃ｐ ）

２ ．９ ．２ 蛋白提取 ：

（
１
） 收集足够量的新鲜的细胞于 １ ． ５ ｍｌ 离心管中 ， ｌ

ｘ ＰＢＳ 清洗后 ， 重悬于 ｌ ｍｌ ｌｙｓｉｓ

ｂｕｆｆｅｒ裂解液中 。

（
２
） 冰上裂解 ３０ｍｉｎ ， 期间每隔 ６￣７ｍｉｎ 振荡

一

次 。

（
３
）
４

°

Ｃ
离心 ， １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ ， ４０ｍｉｎ 。

（
４

） 将上清转移至另
一

新的 １ ５ ｍｌ 离心管中 ， 冰上放置 。

（
５
）
ＢＣＡ 法测蛋白浓度 。

（
６
） 留适量蛋 白作为 ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 和 ＩＰ 的 ｉｎｐｕｔ 。

２ ．９ ．３ＲＮＡ
与ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ结合 ：

（
１
） 使用１ ００￣２００ ｐｍｏ ｌ的ＲＮＡ对应于２００

￣４００
ｎｇ的ｂｅａｄｓ 。 ２００ ｐｍｏｌ的ＲＮＡ对应

于１ ００
Ｈｉ的ｂｅａｄｓ 。

（
２
） 试剂盒中提供阳性和阴性 ＲＮＡ 对照 ， 可以验证 ＲＮＡ－ｏｌｉｇｏ 的特异性 。

（
３
）
２０〇 ４ ｂｅａｄｓ 充分混悬加入 １ ． ５ ｍｌ ＥＰ 管中 ， 放在磁力架上 ， 弃上清 ， 用等体积的

２０ｍＭＴｒｉ ｓ
（ｐＨ

＝
７ ． ５

）
上下吹打或 ｖｏｒｔｅｘ 来重悬 ｂｅａｄｓ 。 置于磁力架上 ， 弃上清 ， 重

复两次 ， 均分为 ２ 份 ， 每份各 １ ００ 叫 ｂｅａｄｓ 。

（
４
） 弃上清 ， 加入 ６００ ｜

ｉｌ 的 ＲＮＡＣａｐｔｕｒｅＢｕｆｆｅｒ ， 上下吹打或 ｖｏｒｔｅｘ 来重悬 ｂｅａｄｓ ，

加入 ２００ ｐｍｏｌ 标记的 ＲＮＡ ， 轻柔的吹打混匀 ， 摇床室温 ２０￣３ ０ ｒｐｍ／ｍｉｎ 孵育 ３０
￣４５

ｍｉｎ 。

２ ．９ ．４ 蛋白与 ＲＮＡ 结合

２６
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（
１
） 将 ＲＮＡ －ｂｅａｄｓ 复合物放在磁力架上 ， 去掉上清 ， 加入等体积的 ２０ｍＭＴｒｉｓ（ｐＨ

７ ． ５
）
上下吹打重悬 ｂｅａｄｓ 。 置于磁力架上 ， 弃上清 ， 重复两次 。

（
２

） 用５００
ｐｉ的Ｐｒｏｔｅｉｎ－ＲＮＡＢ ｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ混悬ｂｅａｄｓ复合物 。

⑶ 将管置于磁力架上 ， 弃上清 ， 加入 ３００配置好的 ｐｒｏｔｅｉｎ－ＲＮＡＢ ｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ

与约 １ｍｇ 蛋 白 的混合液 ， 轻柔吹打混句 ， ４
°

Ｃ 摇床 ２０
？

３０ｒｐｍ／ｍｉｎ ， 过夜孵育 。

２ ．９ ．５ＲＮＡ－Ｂ ｉｎｄｉｎｇ

Ｐｒｏｔｅｉｎ
复合物的洗脱

（
１
） 将管置于磁力架上 ， 保留上清 。 用等体积的 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ ， 重悬 ｂｅａｄｓ ， 洗三次 。

（
２
） 弃上清后 ， 加入５０

ｊ
ｉｌ的Ｅｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ， ｖｏｒｔｅｘ混勾 。 ３ ７

°

Ｃ
孵育１ ５

？

３ ０ ｍｉｎ ， ５００

ｒｐｍ／ｍｉｎ ， 将管置于磁力架上 ， 上清液为获得的蛋 白 。

（
３
） 做 ＷＢ 的情况下 ， 直接弃上清后加 ５０

０ 的 ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ 和 １ ２
０

５ ｘＳＤＳＬｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ ， ９８

°

Ｃ孵育５ ｍｉｎ ， 使蛋 白变性 ；
４

°

Ｃ１ ３ ３ ００ ｒｐｍ／ｍｉｎ ， ５ ｍｉｎ ， 将上清 （约５０
？６０

Ｗ ） 转移至
一

新的 ＥＰ 管中 ， 对照反应每孔上样 ２０
￣

３ 〇 ｎｌ 。

２ ． １０ＲＮＡ ｓ ｔａｂｉｌｉｔｙ实验

（
１
） 提前

一

天铺细胞 （两个 ｌ 〇 ｃｍ培养皿 ） ， 待细胞密度至 ５０％？６０％进行转染 ｓｉＲＮＡ 。

在转染前 ２ 小时 ， 更换新鲜的完全培养基 （含 １ ０％血清的 ＭＥＭ 培养基 ， 无抗生

素 ） 。

（
２
）
ＥＰ 管中加入 ｓｉＲＮＡ ， 并加入相应体积的 Ｏｐｔｉ

－ＭＥＭ 稀释混合均匀 ， 调整 ｓ ｉＲＮＡ

浓度 ２０ｎＭ ， 室温下温育 ５ 分钟 。 加入 Ｒｆｅｃｔ 转染试剂 ， 共同孵育 ２０ｍｉｎ ， 加入 １ ０

ｃｍ 培养皿中 。

（
３
）
ｓｉＲＮＡ 转染 ２４ 小时后 ， 对 Ｕ２５ １ 细胞进行胰蛋 白酶处理 ， 并重新接种到 ６ 孔板

中 ，

一

式两份 ， 每个检测时间点保证有 ４ 个复孔 。 细胞密度要保证在检测开始时能

达到 ５０￣７０％的密度 。

（
４

） 开始放线菌素 Ｄ 处理时 ， 先收集 ０ 小时时间点的细胞

（
５
） 在其他检测时间点的细胞中添加放线菌素 Ｄ （＃Ａ９４ １ ５ ， Ｓｉｇｍａ

）
， 以达到 ５ｎｇ／ｍｌ

的最终浓度 。

（
６
） 在处理后 ３ 小时 、 ６ 小时和 ９ 小时 ， 收集细胞并进行 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 用于 目标基因的

定量分析。 １ ８ Ｓ 用作 内参阴性对照 。 使用 以下公式计算 ＲＮＡ 的降解率 ： Ｎｔ／Ｎ０＝ｅ－ｋｔ ，

其中 Ｎｔ 代表放线菌素 Ｄ 处理 ｔ 小时之后 ， ＲＮＡ 的相对表达量 ， ＮＯ 代表放线菌素处

理 ０ 小时的 ＲＮＡ 的相对表达量 ， ｔ 代表放线菌素处理的时间 。

２ ． １ １ 双焚光素酶报告实验 ， Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ

（
１
） 质粒载体的选择 ： 选用 ｐＧＬ３Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ｖｅｃｔｏｒｓ ， 以 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司为例 ，

选用载体 ｐＧＬ３
－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｖｅｃｔｏｒ ： 该载体有 ＳＶ４０

ｐｒｏｍｏｔｅｒ 但无 ｅｎｈａｎｃｅｒ ， 其用于验

２７
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证 ＦＴＨ １
－

５
’

ＵＴＲ 的功能验证 ： 将 ５
’

ＵＴＲ 构建到载体的启动子下游与 ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 的

ＣＤＳ 区上游的区域 ， 通过报告基因的荧光强度判断 ５
’

ＵＴＲ 对编码基因的表达的影

响 。

（
２
） 质粒的构建 ： 根据实验 目 的确定所需要的突变位点位置 ， 可通过委托公司进行质

粒构建 ， 公司备选 ： 上海生工 。

（
３
） 质粒转染 ： 转染前 １ 天进行细胞铺板 ， 将需要进行转染的细胞铺在 ６ 孔板中 ， 细

胞铺板密度约为 ６０％ 。 铺板 ２４ｈ 后 ， 进行转染 ， 将包含突变位点的质粒转入细胞 ，

同时转染带有海肾荧光素酶的质粒 ， 质粒的添加 比例如下 ： 莖火虫荧光素酶质粒 ：海

肾荧光素酶质粒＝
１ ９ ： １ 。

（
４

） 使用 Ｄｕａｌ
－Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔｅｒ Ａｓｓａｙ

Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒收集、 裂解细胞 ， 使用多功能

酶标仪 ＬＢ９４２ｒｅａｄｅｒ 进行生物荧光检测 。

（
５
） 取试剂盒中的 ５ ＞＜Ｐａｓｓｉｖｅｌｙｓ ｉ ｓｂｕｆｆｅｒ

（
ＰＬＢ

）
， 以双蒸水稀释为 ｌ ｘ ， ６ 孔板每孔加

５００

（
６

）
去除 ６ 孔板中的培养基 ， 以 ＰＢ Ｓ 洗 １ 遍 。

（
７
） 加入 ｌ

ｘ ＰＬＢ ， 后避光 ， 用摇床以中速摇 １ ５
？２０ ｍｉｎ 。

（
８
） 将细胞吹打下来 ， 并收集在 １ ． ５ １１１１ 丑？ 管中 ， ４１： ， １ ３ ３０〇 １

１
）１１１／１１１１１１ 离心 ５ １＾１１ 。

（
９
） 留取上清 ， 可直接进行后续的检测 ； 若不立即实验 ， 可保存于－８０

°

Ｃ冰箱 。

２ ． １２ 利用 ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 进行 ｍ
６Ａ－

ＩＰ 及建库测序

２ ． １２ ． １ＴｏｔａｌＲＮＡ
打断及

ＴｏｔａｌＲＮＡ－ｍ
６Ａ＿

ＩＰ

方法见

“

ｔｏｔａｌＲＮＡ ｍ
６

Ａ－

ＩＰ －

ｑＰＣＲ
”

。

２ ． １２ ．２ 文库构建

利用ＳＭＡＲＴｅｒ？ＳｔｒａｎｄｅｄＴｏｔａｌＲＮＡ－

ｓｅｑ
Ｋｉｔｖ２ －Ｐ ｉｃｏＩｎｐｕｔＭａｍｍａｌｉａｎＵｓｅｒＭａｎｕａｌ

试剂盒对 ＩＰ 与 Ｉｎｐｕｔ 样品进行 ｃＤＮＡ 文库构建 ， 具体操作步骤如下 ：

２ ． １２ ．２ ． １第
一

链ｃＤＮＡ合成

（
１
） 在冰上混合以下组分 ：

＾体积ＱＵ）

ＲＮＡ
（
０ ．２５

￣

１ ０ｎｇ） １
￣

８
卩１

ＳＭＡＲＴＰｉｃｏＯｌ ｉｇｏ ｓＭｉｘ １
卩１

Ｎｕｃｌｅａｓｅ
－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ０－７

ｐｉ

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ
ｐｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ


９
 ｆ

ｉｌ

２８
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（
２

）
７２

°

Ｃ孵育 ３ｍｉｎ ， 然后立即将样品放在冰上孵育 ２ｍｉｎ 。

（
３
） 按如下顺序在冰上配置

一

链混合物 ：



成分


体积０＊１
）

５Ｘ Ｆ ｉｒｓｔ
－Ｓ ｔｒａｎｄＢｕｆｉｆｅｒ

（
Ｒｎａｓｅ－Ｆｒｅｅ

）４
ｐｉ

Ｔｅｍｐ ｌａｔｅＳｗｉｔｃｈｉｎｇ
Ｏ ｌ ｉｇｏＭｉｘ

（
ＴＳＯｍｉｘ

）４ ． ５

ＲｎａｓｅＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒ ０ ． ５
 ｊ
ｘ ｌ

ＳＭＡＲＴＳｃｒｉｂｅＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ２
ｐｉ

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ
ｐｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ＾

^

（
４
） 每反应管中加入 １ １

０ 的
一

链混合物 ， 手指轻弹混合管中成分 ， 轻微离心至管底 。

（
５
） 使用 以下程序在预热的 ＰＣＲ 仪器中孵育 ：

哩时间

４２ 

°

ｃ ９０ｍｉｎ

７〇

。

〇 １ ０ｍｉｎ

４
°

ｑ ｆｏｒｅｖｅｒ

２ ． １２ ．２ ．２ ：ＰＣＲ１ ■添加ＩＵｕｍ ｉｎａ Ａｄａｐｔｅｒｓ以及
Ｉｎｄｅｘｅｓ

（
１
） 按如下顺序在冰上配置 ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ， 混合均匀 ， 轻微离心至管底 ：



体积

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ ２
卩 １

２ ｘ ＳｅｑＡｍｐ
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２５

卩１

ＳｅｑＡｍｐ
ＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ １

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ
ｐｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ２８

ｐｉ

（
２

）
在上

一

步骤 （
５
）中 的每个样本中加入 ２８

ｎ ｌＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ 。

（
３
） 在每个样品 中加入正向和反向 ＰＣＲＰｒｉｍｅｒＨＴ 各 １

ｐ ｉ 。 手指轻弹混合管中成分 ，

轻微离心至管底 。

（
４

） 使用 以下程序在预热的 ＰＣＲ 仪器中孵育 ：

９４
°

Ｃ １ｍ ｉｎ

５ｃｙｃｌｅｓ ：

９８
°

Ｃ １ ５ ｓｅｃ

＿

５５
°

Ｃ １ ５ｓｅｃ

６８
°

Ｃ３０ｓｅｃ

６８
°

Ｃ ２ｍ ｉｎ

４
°
Ｃ ｆｏｒｅｖｅｒ

２９
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２ ． １２ ．２ ．３ ：ＰＣＲ１
－添加ＩＵｕｍｉｎａ Ａｄａｐｔｅｒｓ以及

Ｉｎｄｅｘｅｓ

（
１
）
ＡＭＰｕｒｅ 磁珠在使用前室温平衡约 ３０ｍｉｎ 。 在每个样品 中加入 ４５的 ＡＭＰｕｒｅ

磁珠 。

（
２
） 室温孵育 ８ｍｉｎ ， 使 ＤＮＡ 与磁珠结合 。

（
３
） 轻微离心至管底 ， 磁力架上放置 ５ｍｉｎ 或更长时间 ， 直到溶液澄清 。

（
４
） 小心弃上清液 ， 在每个样品 中小心加入 ２００

ｐ ｉ 现配的 ８０％乙醇 ， 以洗去污染物 。

静置 ３０ｓ ， 小心弃上清液 。

（
５
）
重复步骤 （

４
）

一

次 。

（
６
） 轻微离心 以收集每个管底剩余的 乙醇 ， 磁力架上静置 ３０ｓ 后 ， 小心地移除剩余

的所有乙醇 。

（
７
） 打开 ＥＰ 管 ， 室温下千燥约 ３？５ｍｉｎ 。

（
８
） 加入５２ ｜

ａ ｌ的Ｎｕｃｌｅａｓｅ
－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ ， 吹打混勾磁珠 。

（
９
）
室温孵育 ５ｍｉｎ 以溶解 ＤＮＡ ， 轻微离心至管底 。

（
１ ０

）
磁力架上静置 １ｍｉｎ 或更长时间 ， 直到溶液澄清 。

（
１ １

） 将每个样品的 ５０
４ 上清液放入新 ０ ．２ｍｌ 管中 。

（
１ ２

） 重复步骤 （
１
）

－

（
７

）
， 第二次清洗时步骤 （

７
）大约 １

？２ｍｉｎ 干燥 。

（
１ ３

）
加入１ ８ｐ

ｉ的Ｎｕｃｌｅａｓｅ
－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ ， 吹打混勾磁珠。

（
１ ４

）
室温孵育 ５ｍｉｎ 以溶解 ＤＮＡ ， 轻微离心至管底 。

（
１ ５

） 磁力架上静置 １ｍｉｎ 或更长时间 ， 直到溶液澄清 。

（
１ ６

） 将每个样品的 １ ６
４ 上清液置于新的 ０ ．２ｍｌ 管中 。

２ ． １２ ．２ ．４ ： 用ＺａｐＲ和ｒ
－Ｐｒｏｂｅｓ去ｒＲＮＡ的ｃＤＮＡ

（
１
）
室温解冻 Ｒ－Ｐｒｏｂｅｓ 、 ＺａｐＲ 和 ＺａｐＲ ｂｕｆｆｅｒ ， 随后将解冻后的 Ｒ－Ｐｒｏｂｅｓ 和 ＺａｐＲ 立

即放在冰上 ， 但 ＺａｐＲ ｂｕｆｆｅｒ 仍保持室温 。

（
２
） 将足量反应的 Ｒ－Ｐｒｏｂｅｓ（ １ｎ ｌ／反应 ） ７２

°

Ｃ 的预热的 ＰＣＲ 仪中放置 ２ｍｉｎ 并逐渐

恢复至 ４
°

Ｃ 。

（
３
） 将 Ｒ－Ｐｒｏｂｅｓ 在 ４

°

Ｃ放置至少 ２ｍｉｎ ， 但不超过 １ ０ｍｉｎ ， 然后在下
一

步使用 。

（
４
） 按如下顺序在冰上配置 Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ， 轻微涡旋混合 ， 轻微离心至管底 ：



ｍ
：

倾

１ ０ 
Ｘ

ＺａｐＲ Ｂｕｆｆｅｒ ^

Ｒ－Ｐｒｏｂｅｓ １

ＺａｐＲ
１ ２５



Ｔｏｔａｌｖｏ ｌｕｍｅ
ｐｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ


４ ．２５

３０
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（
５
） 将 ４ ．２５

ｐｉ 的 Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ 添加到上步骤 （
１ ６

） 中纯化的 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 文库 中 ， 使总体

积为 ２０ ．２５轻微涡旋混合 ， 轻微离心至管底 。

（
６
） 使用 以下程序在预热的 ＰＣＲ 仪器中孵育 ：



ｍｔ


时间

３７

〇

Ｃ ６０ｍｉｎ

７２ 

°

〇 １ ０ｍｉｎ

４ ｆｏｒｅｖｅｒ

２ ． １２ ．２ ．５ ：ＰＣＲ２■最终ＲＮＡ－Ｓｅｑ
文库扩增

（
１
） 按如下顺序在冰上配置 ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ， 混合均匀 ， 轻微离心至管底 ：



ｍ


体积

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ －ＦｒｅｅＷａｔｅｒ ２６

２Ｘ ＳｅｑＡｍｐ
ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５０

ＰＣＲ２Ｐｒｉｍｅｒ ｍｉｘ ２

ＳｅｑＡｍｐ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２

Ｔｏｔａｌｖｏ ｌｕｍｅ
ｐｅｒｒｅａｃｔｉｏｎ ８０

（
２
） 每反应体系 中加入 ８０

ｎ ｌＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 。 轻轻混合均匀 ， 轻微离心至管底 。

（
３

） 将管子放在预热 ＰＣＲ 仪中 ， 使用 以下程序进行 ＰＣＲ ：

９４
°

Ｃ １ｍｉｎ

１ ２－ １ ６ｃｙｃｌ ｅｓ ：

９８
°
Ｃ １ ５ｓｅｃ

—

５５
°

Ｃ １ ５ｓｅｃ

６８
°

Ｃ ３０ｓｅｃ
＿

４
°

£ ｆｏｒｅｖｏ
＂

２ ． １２ ．２ ．６ ：ＡＭＰｕｒｅ
磁珠纯化ＲＮＡ－Ｓｅｑ文库

（
１
）
ＡＭＰｕｒｅ 磁珠在使用前室温平衡约 ３０ｍｉｎ 。 在每个样品 中加入 １ ００

ｐｉ 的 ＡＭＰｕｒｅ

磁珠 。

（
２
）
室温孵育 ８ｍｉｎ ， 使 ＤＮＡ 与磁珠结合 。

（
３
） 轻微离心至管底 ， 磁力架上放置 ５

￣

１ ０ｍｉｎ 直到溶液澄清 。

（
４

） 小心弃上清液 ， 在每个样品 中加入 ２００
ｐ ｉ 现配的 ８ ０％乙醇 。 静置 ３ ０ｓ ， 小心弃

上清液 。

（
５
）
重复步骤 （４）

一

次 。

（
６
） 轻微离心 以收集每个管底剩余的 乙醇 。

３ １
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（
７

） 开管室温下干燥约 １ ０ｍｉｎ 。

（
８
） 加入１ ４

 ｜

ｘ ｌ的Ｎｕｃｌｅａｓｅ
－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ ， 吹打混勾磁珠 。

（
９
） 室温孵育 ５ｍｉｎ 以溶解 ＤＮＡ ， 轻微离心至管底 。

（
１ ０

）
磁力架上静置 ２ｍｉｎ ， 直到溶液澄清 。

（
１ １

） 将每个样品 的约 １ ２
ｎｌ 上清液放入新 ０ ．２ｍｌ 管中 。

２ ． １２ ．３ 浓度测定 、 测序样本交付

将样本浓度进行测定 ， 寄送北京诺和生物进行测序 。

２ ． １３利用ＴｏｔｏｌＲＮＡ
进行

ｍ
６Ａ－

ＩＰ－

ｑＰＣＲ

２ ． １３ ． １打断
ｔｏｔａ ｌＲＮＡ

（
１
） 将 ｔｏｔａｌＲＮＡ 分装到 ０ ．２ｍｌ 的 ＥＰｔｕｂｅ 中 ， 每管约 １ ０ 飓 ｔｏｔａｌＲＮＡ ， 将每管 ｔｏｔａｌ

ＲＮＡ体积用ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ调整为９ （

ｘｌ 。

（
２

） 在小管中加入 １
ｐｉｌ 〇 ｘＲＮＡ 打断试剂 ， 快速放到 已经预热到 ８ ５

°

Ｃ 的 ＰＣＲ 仪中 ，

计时 ３０ｓ 后 ， 在小管中加入 １
ｊ
ｉｌｓｔｏｐ

ｂｕｆｆｅｒ ， 吹打搅拌终止反应 ， 放在冰上 。

（
３
） 将所有 ０ ．２ｍｌ 中 的液体回收到

一

个 １ ． ５ｍｌＥＰｔｕｂｅ 中 ， 加 ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ 冲洗

所有小管 ， 最后将总体积调整为 ４００
 ｊ
ｉｌ ， 再加 ４０

０ 的 ５ Ｍ 醋酸铵 ， 加 １
ｐｉ Ｇｌｙｃｏｇｅｎ ，

加 ｌ ｍｌ 的无水乙醇 ， 上下颠倒混匀 ，

－８０

°

Ｃ放置 ３０ｍｉｎ 以上 ， 或者液氮中放置 ２￣３

ｍｉｎ ， ４
°

Ｃ ， １ ３ ３ ００ ｒｐｍ／ｍｉｎ离心３０ ｍｉｎ ， 去除上清 。

（
４
） 用 ７０％乙醇洗沉淀 １ 次 ， ４

°

Ｃ ， １ ３ ３００ ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ ， 去除上清 ， 再离心 １

ｍｉｎ ， 除去多佘液体 ， 在冰上干燥 ２０ ｍｉｎ ， 加 ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ３ ０ ｐｌ 溶解 ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ，

５０ 倍 ｌｉｄ 测浓度 。

（
５
） 取 ３ ００ｎｇ 打断的 ｔｏｔａｌＲＮＡ 跑胶验证打断的片段大小 ， 应为 ３ ００？５００ｎｔ 左右 。

２ ． １３ ．２兔疫沉淀 ， Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐ ｉｔａｔｉｏｎ
（
ＩＰ

）

（
１
） 留取 ５

￣

２０
ｎｇ 已打断的 ＲＮＡ 作为 ｉｎｐｕｔ（做 ＩＰ 的起始量 ） 。

（
２

） 配制１ ０ｍｌ５ ｘ
ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ


成分 職终浓度
＿

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（
１Ｍｓｔｏｃｋ

）（ｐＨ７ ．４
）０ ． ５ｍｌ５０ｍＭ

ＮａＣ ｌ
（
５Ｍｓｔｏｃｋ

） １ ． ５ｍｌ７５０ｍＭ

ＮＰ４０
（

１ ０％ｖｏｌ／ｖｏ ｌｓｔｏｃｋ
）０ ． ５ｍｌ０ ． ５％ｖｏｌ／ｖｏｌ

ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ ７ ． ５ｍｌ

（
３
） 将打断的 ｔｏｔａｌ ＲＮＡ 和 ａｎｔｉ

－ｍ
６

Ａ 混合 ， ４
°

Ｃ旋转孵育 ３
￣４ ｈ ， 转速 ２０ ｒｐｍ／ｍｉｎ 左

右 。

３２
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＾体积 （ ｆ
ｉｌ

）最终量

打断的 ｔｏｔａｌＲＮＡＸ ２０ 阳

ＲＮａｉｎ
（
４０Ｕ ／ｎｌ

） ２ ． ５ ２００Ｕ

５ 

ｘ
ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ ５０ ｌ

ｘ

Ａｎｔｉ
－ｍ

６

Ａ
（
０ ． ５ｍｇ／ｍｌ

）４
 ｊ

ｘｌ ２
 ｊ

ｘｇ

ＲＮａｓｅ
－

ｆｒｅｅｗａｔｅｒ １ ９３ ． ５
－Ｘ

Ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ ２５０

（
４
） 之后充分混悬 ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ／Ｇ ｂｅａｄｓ ， 吸取 ４０ 卩ｌ ｂｅａｄｓ ， 放在磁力架上静置

１ｍｉｎ ， 去除储存液 ， 用 １ｍｌｌ ｘＩＰＰｂｕｆｆｅｒ４

°

Ｃ摇床洗 ２ｍｉｎ ， 转速 ６０？７０ｒｐｍ／ｍｉｎ 左

右 ， 洗 ３ 次 。 用 ５００
ｎｌＢ ＳＡ

（
０ ． ５ｍｇ／ｍｌ

）
重悬 ， ４Ｃ旋转孵育 ２？３ｈ ， 转速 ２０ｒｐｍ／ｍ ｉｎ

左右 。

（
５＾６＆（！８ 封闭完毕后 ， 去除上清 ， 用 １ １１１１ １

＞＜ １？？ １）１１迁《 ４
°

（：摇床洗 ２ １１１１ １１ ， 转速 ６０？７０

ｒｐｍ／ｍｉｎ 左右 ， 洗 ２ 次 ， 去除上清 。

（
６
） 将 （

３
）步骤的溶液转入 （

５
）步骤已经去除上清的 ｂｅａｄｓ 中 ， ４

°

Ｃ旋转孵育 ２ｈ ， 转速

２０ｒｐｍ／ｍｉｎ左右 。

（
７
） 将上清转入干净的 ＥＰ 管中 ， 保留上清 。 用 ｌｍｌｌ ｘ ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ４

°

Ｃ摇床洗 ２ｍｉｎ ，

转速 ６０？７０ｒｐｍ／ｍｉｎ 左右 ， 洗 ３ 次 。

（
８
） 用 １ ５０ 叫 ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ 洗脱结合了ｔｏｔａｌＲＮＡ 的 ｂｅａｄｓ ， ４

°

Ｃ旋转孵育 １ｈ ， 转速

５０？６０ｒｐｍ／ｍｉｎ左右 。



ｍ


体积〇ｔｉ
）终浓度

５ 

ｘ
ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ ７２ １ 

ｘ
ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ

Ｍ
６

Ａ
（
２０ｍＭｓｔｏｃｋ

） １ ２０ ６ ． ７ｍＭ

ＲＮａｓ ｉｎ ５ ．６

ＲＮａｓｅ－ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ １ ６２ ．４

ＴｏｔａｌＶｏ ｌｕｍ ３ ６０

（
９
） 将上清 （此上清为 ＩＰ 产物 ） 转入干净的 ＥＰ 管中

（
１ ０

）
用 ５ ０

ｐｉ１ 
ｘ ＩＰＰｂｕｆｆｅｒ ４

°

Ｃ摇床洗 ２ｍｉｎ ， 将上清转入 ９ 步骤干净的 ＥＰ 管中 。

（
１ １

）
重复 ８

￣

１ ０ 步骤 。

（
１ ２

） 将以上洗脱产物用 ＲＮｅａｓｙ
ＭｉｎＥｌｕｔｅｓｐ ｉｎ 柱子回收 ｔｏｔａｌＲＮＡ ， ４００ 叫 洗脱产物

加 １ ／ １ ０ 体积的 ５Ｍ 醋酸铵 ， 加 １
ｆ

ｉｌ Ｇｌｙｃｏｇｅｎ ， 加 １ｍｌ 乙醇 ， 上下颠倒 ， 不要离心 。

（
１ ３

） 将柱子放在试剂盒中提供的 ２ｍｌｔｕｂｅ 上 ， 取上步的 ７００
 （

ｘｌｓａｍｐｌｅ 转入柱子上 ，

轻轻扣上盖子 ， 常温 １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 １ ５ｓ ， 重复操作 。

（
１ ４

） 将柱子放在
一

个新的 ２ｍｌｔｕｂｅ 中 ， 取 ５ ００
０

８０％乙醇加在柱子上 ， 静置 ３０ｓ ，

轻轻扣上盖子 ， 常温 １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ２ｍｉｎ 。

３ ３
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（
１ ５

） 将柱子放在
一

个新的 ２ｍｌｔｕｂｅ 中 ， 打开盖子 ， 常温 １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎ

使柱子上的膜干燥 。

（
１ ６

） 将柱子放在
一

个新的 １ ． ５ｍｌｔｕｂｅ 中 ， 加 ３ ０
ｐ

ｉＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅｗａｔｅｒ 到柱子中央 ， 常

温 １ ３ ３００ｒｐｍ／ｍｉｎ 离心 １ｍｉｎ ， 体积为 ３０
ｐ

ｉ ， １ ０ 倍 ｌ ｉｄ 测浓度 ， 浓度在 １ ５ｎｇ／
ｊ

ｘｌ 左

右 。

２ ． １３ ．３ｔｏｔａ ｌＲＮＡ反转成ｃＤＮＡ

（
１
） 具体操作见东洋纺 １１１

＇

反转试剂盒说明书 （ ＜：〇 （＾ ］＾〇 ． ？３ （５
－

３ ０ １
）

。

（
２

）
Ｉｎｐｕｔ 和 ＩＰ 反转起始量取决于二者起始量 ， 原则为 ｉｎｐｕｔ 和 ＩＰ 等比例 １ ： １ 。

如 ： ｉｎｐｕｔ 投入量为 ２０ 呢 ， ＩＰ 最后产量是 ３０ 吣 反转起始量
一

般均为二者的 １ ／４ ，

则 ｉｎｐｕｔ 反转起始量为 ５ 吨 ， ＩＰ 反转起始量为 ７ ． ５ 卩 ， 反转体积为 １ ００ 叫 ， 做 ｑＰＣＲ

时 １ ：２ 稀释 。

２ ． １３ ．４
ｑＰＣＲ

（
１
） 体系


＾


体积 （叫）

ＳＹＢＲ ５

Ｒ０Ｘ ０ ．２

ｐｒｉｍｅｒｓ
（
Ｆ＋Ｒ

） １

ｃＤＮＡ １

ｄｄＨ２０ ２ ． ８

Ｔｏｔａｌｖｏ ｌｕｍｅ １ ０

２ ． １ ４ 铁检测雛方法

本实验采用铁检测试剂盒 （Ａｂｅａｍ ，ａｂ８３ ３６６ ） ， 比色法进行检测细胞中铁离子

的含量 。

（
１
） 细胞准备 ： 至少准备 １ ０

７

的细胞进行实验。

０ ） 用冰预冷的 ＰＢ Ｓ 轻轻洗涤细胞 ， 并用细胞刮刀将细胞刮除到冰预冷的 ＰＢＳ 中 。

将细胞悬液以 １
，
０００

ｇ 离心沉淀 ５ｍｉｎ ， 重悬于铁检测缓冲液中 。

（
３

）
在冰上短时超声并轻轻振荡 。 在 ４

°

Ｃ下以 １ ６
，
０００

ｇ 离心 １ ０ｍｉｎ 以除去不溶物 ，

并将上清液用于测定 。

（
４
） 制备标准品 ：

铁标准品的浓度为 １ ００ｍＭ ， 将其稀释 ， 用 ９９０
 ｆ
ｉｌｄｄＨ２０ 稀释 １ ０

ｐｉ 铁标准品 ，

制备成 １ｍＭ 标准品 。

３４
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ＥｎｄＣｏｎｅ

Ｓ ｔａｎｄａｒｄＶｏ ｌｕｍｅｏｆ Ｉ ｒｏｎＡ ｓ ｓａｙ
ＢｕｆｆｅｒＦ ｉｎａ ｌＶｏ ｌｕｍｅ

Ｉｒｏｎｉｎｗｅｌ ｌ

＃ ＩｍＭＳ ｔａｎｄａｒｄ
（ ｊ

ｉ ｌ

） （ ｊ

ｊ ． １

）Ｓ ｔａｎｄａｒｄｉｎｗｅ ｌ ｌ
（ ｊ

ｊｌ
）

（
ｎｍｏ ｌ／ｗｅ ｌ ｌ

）

１ ０ ３ ００ １ ００ ０

２ ６ ２９４ １ ００ ２

３ １ ２ ２８８ １ ００ ４

４ １ ８ ２ ８２ １ ００ ６

５ ２４ ２ ７６ １ ００ ８



６


３ ０


２ ７０


１ ００


１ ０

（
５
）
解冻铁探针 、 铁检测缓冲液 、 铁还原剂 、 铁标准品 （按需分装 ）

； 准备好仪器 。

制备铁标准品稀释液 ［
２？ １ ０ｎｍｏ ｌ／孔

］
。 将样本稀释到最佳稀释度 ， 使其读数落在标

准 曲线线性范围 内 。

（
６
）
在微孔板上分别设置标准品 （

１ ００
＾ １

） 和样本 （
１ ００ 成）

的两复孔检测孔 。

（
７
）
在每个标准品孔中加入 ５

４ 铁还原剂 。 铁 （
Ｉ Ｉ

） 检测 ： 在每份样本中加入 ５ ０ 铁

检测缓冲液 。 铁 （
Ｉ Ｉ ＋Ｉ Ｉ Ｉ

） 检测 ： 在每份样本中加入 ５
ｐ ｉ 铁还原剂 。 混匀并在 ３ ７

°

Ｃ

下孵育 ３ ０ｍｉｎ 。

（
８
）
在铁标准品孔和测试样本孔中分别加入 １ ００

０ 铁探针 。

＃ｏｒｄｅｒｉｎ Ｔｏｔｏ ｌＩｒｏｎ
（

Ｉ Ｉ＋

ＣｏｍｐｏｎｅｎｔＳ ｔａｎｄａｒｄ
（ｐｉ ） Ｉ ｒｏｎ

（
Ｉ Ｉ

）（ ｊ

ａ ｌ
）

ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｉ Ｉ Ｉ
）（ ｜

ａ ｌ
）

１Ｓ ｔａｎｄａｒｄ １ ００－－

２Ｓａｍｐ ｌ ｅ
－ １ ００ １ ００

３ ＩｒｏｎＲｅｄｕｃｅ ｒ５ ５

４ ＩｒｏｎＢｕｆｆｅｒ ５？

５ Ｉ ｒｏｎＰｒｏｂｅ


１ ００


１ ００


１ ００


（
９
）
混匀并在 ３ ７

°

Ｃ 下避光孵育 ６０ｍ ｉｎ 。 在 ＯＤ５ ９ ３ｎｍ 处检测微孔板 。

２ ． １ ５ 统计学分析

利用 Ｔｉｓｓｕｅ Ｇｎｏｓｔｉｃｓ 对免疫组化染色的片子进行扫描 。 利用 Ｉｍａｇ
ｅ Ｊ 测定蛋白条带的灰

度值和免疫组化的染色强度进行数据分析 ； 所有数据以均数±标准差表示 。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ

ｐｒｉｓｍ ６ ．０ ， 对两样本之间进行独立 ｔ 检验 ， 对多样本采用单因素方差分析 ， 当 尸 ＜ ０ ．０５ 时视

为差异具有统计学意义 。

３ ５
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一

、 ＲＮＡｍ
６Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在胶质母细胞瘤中调控铁代谢的机制研宄

１ ． 胶质母细胞瘤中 ， 铁代谢基因 Ｆ７７Ｗ 是 ＡＬＫＢＨ５ 调控的下游靶基因

１ ． １ 胶质瘤病人样本中铁代谢相关基因 ＲＮＡ ｍ ６Ａ 甲基化紊乱

为 了探宄胶质母细胞瘤病人的 ｍ
６

Ａ 甲基化水平如何变化 ， 我们将胶质母细胞瘤

病人和正常对照样本进行全转录组水平的 ｍ
６

Ａ 甲基化测序 （
ｍ

６

Ａ －

ｓｅｑ ）
， 分析发现在

功能富集分析前五的通路 中 ， 除 了和 ＤＮＡ 复制 、 ＲＮＡ 转录等相关通路 ， 我们关注

到铁代谢相关通路 。 其中有 ５ ０ 个铁代谢相关基因 的 ＲＮＡ 甲基化水平出现明显变

化 ， 在 图 ２ 中我们展示 了铁代谢 中功能重要的几个基因 甲基化富集变化 ， 例如在

ＧＢＭ 样本中 ， 铁蛋 白重链 Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｐｏ ｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１（
ＦＴＴ／／

）
甲基化富集 出现明显

下调 ； 铁转运蛋 白 （
ＴｒａｎｓｆｅｒｒｉｎＲｅｃｅｐ ｔｏｒ

， 、 铁反应原件结合蛋 白 （
Ｉ ｒｏｎ ｒｅｓｐｏｎ ｓ ｉｖｅ

ｅ ｌｅｍｅｎｔｂ ｉｎｄ ｉｎ
ｇｐｒｏｔｅ ｉｎ２

，和维持细胞 内铁稳态泛素连接酶 （
Ｆ －ｂｏｘａｎｄｌ ｅｕｃ ｉｎｅ －

ｒ ｉ ｃｈｒｅｐｅａｔ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ５

，ＦＳＺＩ５） 甲基化水平均有升高 。 以上结果提示 ＲＮＡｍ
６

Ａ 甲基化

可能通过影响铁代谢相关基因 的功能在胶质母细胞瘤的进展 中发挥 了重要调控作

用 。

ｉｎ
ｐ
ｕｔ

Ｎｏｎｎ ａ ｌ ３ ｘｎｏ  ｒ

－ ａｘ ？ ｒ ？〇 ｒ ｙ ｒ ｉｓ ｒ

ＩＰ

  ＩＭＭ 〇 Ｉ


ｏ １ｋ 〇  Ｉ．

ｉｎ
ｐ
ｕ ｔ

ＧＢＭ ｍｂｏ  ， ２００

「＿
ｗ
「 ３

「

＂

一 ｏ ｌ

Ｌ ！ Ｉ 。 ［ “一ＪＪ

ｇ
ｅｎｅ

 


１
－

＇
￣

卜 ？
一￣

——

ｆ
－Ｎ＊ Ｉ ＿

ｈ 

…
，卜

ＦＴＨ１ＦＴＬ ＴＦＲＣ ＩＲＥＢ２ＦＢＸＬ５

图 ２ ： 铁代谢相关基因在 ＧＢＭ 样本和正常对照样本 中 甲基化水平变化

１ ．２ＡＬＫＢＨ５ 影响胶质瘤细胞中 的铁离子含量

有研究发现 ＡＬＫＢＨ ５ 在胶质母细胞瘤 中发挥着促癌作用 ， 同时 ＡＬＫＢＨ ５ 在胰

腺癌 中通过调控铁代谢发挥着抑癌作用 ［
４ ７

１

。 铁代谢相关基因 的调控与铁稳态密切相

关 ， 因此 ， 我们下
一

步分析 了胶质母细胞瘤 中 的 ｍ
６

Ａ 水平变化是否会影响铁离子的

含量 。 我们分别在 Ｕ ８ ７（ 图 ３Ａ ） ， Ｕ １ １ ８（ 图 ３Ｂ ） 和 Ｕ２ ５ １（ 图 ３Ｃ ） 胶质母细胞瘤

细胞系 中 ， 敲低 ＡＬＫＢＨ５ ， 用铁探针的方法检测其铁离子的含量是否变化 ， 结果发

现三种细胞系 中铁离子含量有
一

定升高 。 上述结果提示 ， ＡＬＫＢＨ ５ 会影响胶质母细

３ ６
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胞瘤 中 的铁离子含量 ， 因此我们推测 ＡＬＫＢＨ ５ 可能在胶质母和细胞瘤中调控铁代

谢信号通路 。

Ａ ． Ｂ ． Ｃ ．

Ｕ８７ Ｕ １ １ ８ Ｕ ２５ １

２ ． ０
－

１ １ ． ５
－

１ １ ． ５
－

１



１ ， ５
－工１ｒ

＝＾１ｒ
＾

ｎ

ｃ ｃ
１ ０

－

ｃ
１ ０

－ 

至 １ ． ０ ． ． ｉ ．ｉ

？ｏ ａ ＞

ｌ
〇 ５ Ｉ

° － ５
＇ Ｉ

° － ５
＇

－ １ １

０ ． 〇 Ｊ
￣ ｌ

，



，

１— 〇 ． 〇
Ｕ

，



，

 １— ０ ． ０
－ １—

Ｉ

，



１



Ｎ Ｃ ｓ ｉ

－ＡＬＫＢＨ ５ ＮＣ ｓ ｉ

－Ａ ＬＫＢＨ ５ Ｎ Ｃ ｓ ｉ

－Ａ ＬＫＢＨ ５

图 ３ ：Ｕ ８ ７（
Ａ

）
，Ｕ １ １ ８（

Ｂ
）和 Ｕ２５ １（

Ｃ
）
三种胶质母细胞瘤细胞系在敲低 ＡＬＫＢＨ５ 之

后 ， 铁离子含量变化 。

１ ．３ 敲低 ＡＬＫＢＨ５ 的 ＧＢＭ 细胞系 Ｕ２５ １ 中铁代谢相关基因 ＲＮＡｍ
６Ａ 甲基化水平

升髙

为 了进
一

步探究在胶质母细胞瘤中 ＡＬＫＢＨ ５ 敲低后调控铁代谢的靶点 ， 我们

在 Ｕ２ ５ １ 细胞系 中敲低 ＡＬＫＢＨ ５（ 图 ４Ａ ） ， 然后利用对照组与敲低组的细胞进行 了

ｍ
６

Ａ－

ｓｅｑ
。 首先 ， ｍ

６

Ａ 基序分析分析表明我们成功富集了ｍ
６

Ａ 甲基化的 ＲＮＡ（ 图

４Ｂ ） 。 进
一

步的差异 甲基化分析结果发现 ＡＬＫＢＨ ５ 敲低 引 起 ３
，
６９６ 个 ＲＮＡ 的 甲基

化修饰水平升高 。 为 了进
一

步鉴别铁代谢相关基因 的 ＲＮＡ 甲 基化水平变化 ， 我们

首先利用 Ｍ Ｓ ｉ
ｇ
ＤＢ 数据库 ［

６４
１

， 搜索筛选出 ５ ３ １ 个与铁代谢通路相关的基因 。 将敲低

ＡＬＫＢＨ ５ 之后 的 ３
，
６９６ 个 甲基化水平上调 的基因和 ５ ３ １ 个铁代谢基因进行统计分

析 ， 从中筛选 出 ７６ 个铁代谢基因 的 甲基化水平 出现上升趋势 （ 图 ４Ｃ ） 。 如 图 ４Ｄ 所

示 ， 我们发现编码铁蛋 白 的基因 在敲低和对照组之间差异最为显著 ， 这表明

可能是 ＡＬＫＢＨ ５ 调控的靶基因 （ 图 ４Ｄ ） 。

３ ７
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图 ４ ： 在 Ｕ２ ５ １ 中敲低 ＡＺＸ８／／５ 前后 的 ｍ
６

Ａ 甲基化分析 。 Ａ ．Ｕ２ ５ １ 胶质母细胞瘤细

胞系 中敲低 ＡＬＫ５／／５ 的验证 。 Ｂ ．对照和 也火５／／５ 敲低组的 ｍ
６

Ａ 测序基序分析 。 Ｃ ．

韦恩 图展示铁代谢富集 ｐｅａｋ 和细胞中 ｍ
６

Ａ 修饰水平升高的 ｐｅａｋ 所在基因 的 比较 。

Ｄ ．ＩＧＶ 图展示铁代谢相关基因 （ ／Ｔ／／八 Ｆ７Ｚ 、 Ｆ５ＸＺ５ 、 ／ｉ？仙２ 、 ７７ＶＣ 」在敲低 ＸＩ尺５ｉ７５

前后的 甲基化水平 以及 以及具体的变化幅度 （ ｄ ｉｆｆ． ｌｏｇ２ｆｃ ） 与 ＦＤＲ 值 。

１ ．４ 铁代谢基因 ＦＴＨ １ 是 ＡＬＫＢＨ５ 的下游靶基因

为了进
一

步验证在胶质母细胞瘤中 ＡＬＫＢＨ ５ 对铁代谢相关基因 的调控作用 ，

我们根据 甲基化水平升高的程度 以及参与调控铁代谢基因功能 ， 从中挑选 了５ 个铁

代谢相关基因 （ Ｆ７Ｙ／八 Ｆ７Ｘ 、 Ｆ５ＺＬ５ 、 ／／？０２ 、 ７７ＷＣ Ｊ 进行验证 。 首先在 Ｕ ８ ７（ 图

５Ａ ） ， Ｕ １ １ ８（ 图 ５Ｂ ） 和 Ｕ２ ５ １（ 图 ５Ｃ ） 三种细胞系 中进行 了ｍ
６

Ａ－

ＩＰ －

ｑＰＣＲ ， 结果

发现只有 Ｆ７７／７ 的 甲基化水平在三种细胞系 中呈现
一

致性地显著升高 。 随后在 Ｕ２ ５ １

细胞系 中 ， 用 ＡＬＫＢＨ ５ 抗体进行 ＲＩＰ 实验 ， ｑＰＣＲ 结果显示 Ｆ７７Ｗ 与 ＡＬＫＢＨ５ 的

结合也最为显著 （ 图 ５Ｄ ） 。 上述结果说明 ／Ｔ／／７ 是 ＡＬＫＢＨ ５ 直接调控的靶基因 。

３ ８
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图 ５ ： 铁代谢基因 ｆ７７／ｉ 是 ＡＬＫＢＨ ５ 的下游靶基因 。 Ａ？Ｃ ． 分别在 Ｕ ８ ７（Ａ ） ，Ｕ １ １ ８

（ Ｂ ） 和 Ｕ２ ５ １（ Ｃ ） 三种胶质母细胞瘤细胞系 中进行 ｍ
６

Ａ－

ＩＰ －

ｑＰＣＲ 实验 ；
Ｄ ． Ｕ２ ５ １

细胞 中进行 ＡＬＫＢＨ ５
－ＲＩＰ 实验时通过 ＷＢ 验证 ＩＰ 效率 。 Ｅ ．Ｕ２５ １ 细胞 中进行

ＡＬＫＢＨ ５
－ＲＩＰ －

ｑ
ＰＣＲ实验 。

２ ．ＡＬＫＢＨ５ 对铁代谢基因 ＦＴＨ １ＲＮＡ 代谢过程的调控机制

多项研宄表明 ＲＮＡｍ
６

Ａ 甲基化在 ＲＮＡ 剪切 、 翻译和降解等代谢过程中发挥了

重要作用 。 因此我们计划从这几个角 度 出 发 ， 探宄 ＡＬＫＢＨ ５ 介导的 ｍ
６

Ａ 去 甲基化

对 Ｆ７７／７ＲＮＡ 代谢的调控作用 。 首先利用 ｍ
６

Ａ 测序 的结果进行外显子频率分析 ，

用 实验组和对照组外显子表达频率来判断其是否发生 了剪切事件 ， 如果某
一

外显子

表达频 率发生变化 ， 那 么 就认为这个基 因 在转录 后有剪切事件 发生 ， 发现在

ＡＬＫＢＨ ５ 敲低前后 ， ＦＨ／ｉ 基因 的 ４ 个外显子被检测到的 ９ 个剪切位点 的可变剪切

均没有显著差异 ， 表明这 Ｆ７７Ｗ 基因 的剪切并没有发生变化 。 如 图 ６ 所示 ， 展示的

是 的第三个外显子处的 ３
’

端的可变剪切 （
Ａ３ Ｓ Ｓ

）
没有明显差异 。

３ ９
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图 ６ ： 敲低 ｄ ＺＯ／／５ 前后的 Ｆ７７／／ 的 ３
’

端可变剪切示意图 。

接下来 ， 我们使用放线菌素 Ｄ 处理 Ｕ２５ １ 细胞 以抑制 ＲＮＡ 的转录 ， 用于检测

实验组 （敲低 ＡＬＫＢＨ５ ） 和对照组每个时间点 目 的基因 的剩余量来推测 Ｆ７７／７ 的半

衰期 。 如 图 ７Ａ 所示 ， 当敲低 ＡＬＫＢＨ５ 前后 ， Ｆｒ／／／ 的半衰期没有明显变化 。 说明

ＡＬＫＢＨ ５ 异常所导致的 ｍ
６

Ａ 修饰的变化不会影响 Ｆ７７／／ 靶基因 ｍＲＮＡ 的稳定性 。

与之对应的是 ， 我们也发现 ＡＬＫＢＨ ５ 敲低之后的 ， Ｆ７Ｗ／ 的 ＲＮＡ 丰度并没有发生

变化 （ 图 ７Ｂ ） 。
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图 ７ ： 敲低 也尺５／／５ 前后 ， Ｆ７７／／ 的 ＲＮＡ 水平变化 。 Ａ ．敲低 ＡＬＫＢＨ５ 前后 ，

检测铁代谢基因 Ｆ７７／／ 的 ＲＮＡ 稳定性 。 Ｂ ．敲低 前后 ， ＦＪ７／／ 的 ＲＮＡ 相对

表达量 。

但是我们却发现在 Ｕ２ ５ １ 细胞系 中敲低 乂Ｌ尺Ｓ／／５ 之后 ， ＦＴＨ １ 蛋 白丰度 明显降

低 （ 图 ８Ａ ） 。 于是我们进
一

步探宄 ｍ
６

Ａ 甲基化是否会影响 ＦＴＨ １ 的翻译进程 。 首

先 ， 我们利用 ＲＭＢ ａｓｅ 单碱基分辨率网站 ［
６ ５

］发现 ＦＨ／７ＲＮＡ 中潜在 的 ９ 个 ｍ
６

Ａ 甲

基化位点 （ 图 ８Ｂ ） ， 通过与胶质母细胞瘤 中 ／
＝７７厂 的 甲基化模式相 比较 ， 我们发现

其差异 甲基化的 ｍ
６

Ａ 区域位于 Ｆｍｉ 的 ５

’

ＵＴＲ 区域处 （ 图 ８Ｃ ） 。 图 Ｃ 显示为 Ｆ７７／７

４０
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的 ５
’

ＵＴＲ 区域 ， 将其中
“

ＧＧＡＣＴ
”

和
“

ＧＧＡＡＣ
”

中 的腺嘌呤突变为胸腺嘧啶 ， 分

别为
“

ＧＧＴＣＴ
（
Ｍ ｕｔ ｌ

）

”

和
“

ＧＧＡＴＣ
（
Ｍ ｕｔ２

）

”

。 因此我们进
一

步利用双荧光素酶报

告系统检测 Ｆ７Ｗ 的 ＲＮＡｍ
６

Ａ 甲基化修饰是否会影响 尸７７／／ 的翻译 。 首先我们根

据单碱基分辨率网站预测 出 的 Ｆ７Ｗ 的 ｍ
６

Ａ 位点进行突变ｄ＾＾ ｐＧＬ ３
－

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
－ｈ －

ＦＴＨ １
－

５
’

ＵＴＲ －ＷＴ 、 ｐＧＬ ３
－

ｐ
ｒｏｍｏｔｅｒ

－ｈ －ＦＴＨ ｌ
－

５
’

ＵＴＲ－ｄ ＩＲＥ 、 ｐＧＬ３
－

ｐｒｏｍｏ ｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ ｌ

－

５

’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ ｌ 、 ｐＧＬ ３
－

ｐ
ｒｏｍｏｔｅｒ

－ｈ－ＦＴＨ ｌ
－

５
’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ２和ｐＧＬ３
－

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ ｌ

－

５

’

ＵＴＲ－Ｍｕｔ ｌ ＋２ 的荧光素酶报告质粒 （ 图 ８Ｄ ） 。 已有研究证明在铁代谢通路中 ， 铁

调节蛋 白 ＩＲＰ 通过与 Ｆ７７／／ 的 ＩＲＥ －ｍｏｔ ｉ ｆ 区域结合对 ＦＪ７／／ 翻译有抑制作用 ［
４ Ｇ

］

。 因

此 ， 我们 同时构建了缺失 ＩＲＥ 的突变体 ＦＴＨ ｌ
－

５

’

ＵＴＲ －ｄ ＩＲＥ ， 作为该实验的阳性对

照 。 之后 ， 通过 ｍ
６

Ａ－

ＩＰ －

ｑ
ＰＣＲ 检测各质粒转染之后对应转录本的 ｍ

６

Ａ 水平 ， 证实

所预测的 ｍｕｔ ｌ 、 ｍｕｔ２ 位点的确是 Ｆ７Ｗ 的 ｍ
６

Ａ 位点 （ 图 ８Ｅ ） 。

但是 ， 我们发现虽然转染质粒之后 ， ６ 条转录本之间 的 ＲＮＡ 水平没有显著变化

Ｃ 图 ８Ｆ ） ， 转染 ＦＴＨ １
－

５
’

ＵＴＲ －ＭＵＴ（ｍ
６

Ａ 位点突变 ） 系列质粒的焚光强度 明显高

于转染 ＦＴＨ １
－

５

’

ＵＴＲ －ＷＴ 质粒 （ 图 ８Ｇ ） 。 以上研宄表明 ｍ
６

Ａ 位点的突变之后造成

ｍ
６

Ａ 水平升高 、并进
一

步使得尸７＾７ 翻译增强 。 并且我们发现 Ｍｕｔ２ 位点 （

？ ？ ？ ？

Ｐ０． ０００ １
）

的作用 要强于 Ｍｕｔ ｌ
（

？ ？

Ｐ＜０ ． ０ １
）

。

Ａ Ｂ
ＦＴＨ１

ｙＣｎ ．ＵＫＢＨ５ ｘｃ ？

亭 ｔ

ＡＬＫＢＨ５ ＮＣ  ＩＰ＾ 感

ＶＡＬＸＢＨ５
－

１
－

ｉｎｐｕ
ｔ

ｉ ｉＡＬＸＢＨ５
－

ｌ

－

ｌＰ

ＦＩＨ １ ％ ｉＡｌＸ３Ｈ５
－

２
－ ｍ

ｐ
ｉｘ ｘ

 ＵＡＬＫ３Ｈ５
－

２ ＴＰ＿

—碑■ ＊■
－

ＧＡＰＤＫ
一


’

．

、
？

、

ＴＴＣＡＡＣ ＡＧＴＧＣＴＴ ＡＣＣＴＣＴＴ ＣＡＣＣＧＣＡＣｔ

ＧＧＡＣＧＧ ．Ａ ．＼ＣＣＣＧＧ ＣＴＣＧＣＡＣＴＧＣＣＣＣ

Ｃ Ｄ ５ ＵＴＲ Ｅ

／


＾

ｓ


、、

－

ｊ

ｍ

＇

Ｇ ＊
■ －

僅 Ｌ ｕ ｃ ｔｅ ｒ ａ ｓｆｃｈ
￣

Ａ
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〇 ５

ＧＣＴＴＣＡＡＣＡＧＴＧＣＴＴＧＧ ．Ａ ＣＧＧＡ ．ＡＣＣＣＧＣ－

ＣＧＣＴＣＧＴＴＣ ｄ ＩＲＥ 、

一

｜ Ｌ ｕｃｒｆｅ ｒａ ｓｅ
 ．Ｊ

－

 Ａ

 ｜ 〇 ４ ．

＾ ｐ １

Ｃ ＣＣＡＣＣ Ｃ Ｃ ＧＧＣ ＣＧＧＣＣＧＣ Ｃ ＣＡＴＡＧＣ ＣＡＧＣＣＣＴＣＣＧＴＣ

ＡＣＣＴＣＴＴＣＡＣＣＧＣＡＣＣＣＴＣＧＧＡＣＴＧＣＣＣＣＡＡＧＧＣＣＣＣ“ ， ■ ，
￣

， ｃ
§ 〇 ３

．

ＣＧＣＣＧＣＣＯＣＴＣＣＡＯＣＯＣ Ｃ ＧＣＧＣＡＧＣＣＡＣＣＧＣ Ｃ ＯＣ ＣＧ
？ 仪ｍ气＜ 

３

ＣＣＧＣＣＧＣＣＴＣＴＣＣＴＴＡＧＴＣＧＣＣＧＣＣ ｉ 


 ？ ｃ  〇 ２

Ｍ Ｌ
＊

Ｔ：ｍ Ｇ ＊
￣—

■

—

Ｈ Ｌ ｕａｆｅ ｆ ａ ｓｅＡ〇 Ｊ

ＭＩＴ Ｉ

＊

： ｍ Ｇ ．ｄ Ｌ ｕｏ ｆｅ ｒ ａ ｓｅ ）

－

Ａ ｜〇Ｈ Ｈ  ｆ

＾

ｌ Ｈ

ｄ ｌ Ｒｉ － ＭＵＴ Ｉ ： ｍ
＾

Ｇ ．— Ａ
？ ｄ ＩＲｆ Ｍｍ ｌ Ｍ ？？２ Ｍ ｕ ｌ ｌ  ２  ｄｌＲＥ Ｍｕ ｔ ｌ  ２

Ｆ Ｇ

ｃ 

０ ．０ ２５
－

１ １ Ｓ －

， 

—－

； ： ．Ｖ——

Ｑ

ｉ 

０ －０２０

 Ｔ
̄

丁＿ ｉ 〇ｒ
＊

ｉ

ｇ  ０ ０ １ ５
－

ｐ
． Ｉ ｜ ｒ

＊
ｉ门

ｉ 

０ ０ １ ０ －广］广 ！
 ｓ内

Ｉ

。一

 门０ １

 ｏ ｏｅｏ －Ｕ－

ｉ
￣￣Ｌｉ

 ｒ 
Ｌ Ｉ

 ■ 
１  １

 ■

丨 丨

－
 〇

１ １

 ， 
１ １

 ， 
Ｉ  １

 ， 
１  Ｉ

 ， 
１  １

 ， 
１ １

 ，

ＷＴ  ｄ ＩＲＥ Ｍｍ 丨 ＭｕＣ 
Ｍｕ ｌ ｌ  ： 

ｄ ｌＲＥ Ｍ ｕ ｔ ｌ  ： ％Ｔ  ｄ ＩＲ￡ Ｍｕ ｔ ｌ Ｍｕｔ ２ Ｍｕ ｔ ｌ  ：  ｄ ＩＲＥ Ｍ ｕ ｔ ｌ  ２

图 ８ ： 敲低 ＡＬＫＢＨ ５ 对 Ｆ７７／／ 的翻译影响 。 Ａ ．敲低 ＡＬＫＢＨ ５ 之后 ， ＫＴ／／７ 蛋 白 翻

译水平显著降低 。 Ｂ ．利用 ＲＭＢ ａｓｅ 单碱基分辨率网站发现 ／Ｔ／／／ ＲＮＡ 中潜在的 ９ 个

ｍ
６

Ａ 甲基化位点 ， 其位置用红色短横线标出 。 Ｃ ． ｆＴＴ／ ７ 的 ５

’

ＵＴＲ 区域 ， 黄色荧光标

４ １
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记 Ｆ７７／７ 的 ｄ ＩＲＥｍｏｔ ｉ ｆ 区域 ， 下划线区域为 Ｆｒ／Ｚｉ 的核心 ｄ ＩＲＥｍ ｏｔｉ ｆ 区域 ， 加粗区

域的 区域为 ｍ
６

Ａ ｍｏ ｔ ｉ ｆ 区域 ， 将其 中
“

ＧＧＡＣＴ
”

和
“

ＧＧＡＡＣ
”

中 的腺嘌呤突变为

胸腺嘧啶 ， 分别为

“

ＧＧＴＣＴ
（
Ｍｕｔ ｌ

）

”

和

“

ＧＧＡＴＣ
（
Ｍｕ ｔ２

）

”

。 Ｄ ？构建 口０ １＾３＃〇 １１１ （＾ １

＇

－

ｈ －ＦＴＨ  １ 

－

５ 

’

ＵＴＲ －ＷＴ 、 ｐＧＬ３ 

－

ｐｒｏｍｏ ｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ  １ 

－

５ 

■

ＵＴＲ －ｄ ＩＲＥ 、
ｐＧＬ３ 

－

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ １ 

－

５

’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ ｌ 、 ｐＧＬ３
＿

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ ｌ

－

５
’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ２和ｐ
ＧＬ３

－

ｐｒｏｍｏｔｅｒ
－ｈ －ＦＴＨ ｌ

－

５

’

ＵＴＲ －Ｍｕｔ ｌ ＋２ 荧光素酶报告质粒 。 Ｅ ： 验证所构建
“

ＧＧＴＣＴ
（
Ｍｕｔ ｌ

）

”

和
“

ＧＧＡＴＣ

（
Ｍ ｕｔ２

）

”

质粒的突变位点是 ｍ
６

Ａ 位点 。 Ｆ ： 验证转染 ６ 种质粒之后 ， Ｆ７７Ｗ 的 ｍＲＮＡ

相对表达情况 。 Ｇ ：Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ 验证转染 Ｆ７７／／ 的 ５
’

ＵＴＲ 和 ｍ
６

Ａ 位点突变的

５

’

ＵＴＲ 质粒的荧光强度变化 。

３ ． 探宄 ＡＬＫＢＨ５ 对铁代谢通路的调控机制

在上述结果 中 ， 我们 已经 了解到 ＡＬＫＢＨ ５ 会影响 ＦＪ７／７ 的翻译 ， 己有研宄证明

１Ｒ Ｐ２ 会抑制 Ｆ７７／７ 的翻译 ， 因此我们提出 问题 ， ｍ
６

Ａ 位点 的突变是否会影响 ＩＲＰ２

与 Ｆ７７／／ 的结合 。

为 了验证上述结果 ， 我们体外合成 了有无 ｍ
６

Ａ 位点修饰的 ＦＴＨ １ＲＮＡ 片段 ，

本实验使用 的 ＦＴＨ １ 

－ｍ
６

Ａ －

ｏ ｌ ｉｇｏ
－ＲＮＡ 是根据上述单碱基分辨率结合 ＩＧＶ 测序数据 以

及实验结果 ， 寻找 ＡＡＣ ／ＧＡＣ 等 ｍ
６

Ａ 修饰 ｍｏｔ ｉ ｆ ， 在其左右各选择大约 １ ０ ｎｔ 的 ＲＮＡ

片段 ， 来设计含有和不含有 ｍ
６

Ａ 修饰的 ２ 个约 ２０
？

３ ０ ｎｔ 的 ＲＮＡ 片段 。其中 ｓ ｓ
－ＦＴＨ ｌ

－

ＷＴ探针序列为 ： ＧＧＧＧＵＵＵＣＣＵＧＣＵＵＣＡＡＣＡＧＵＧＣＵＵＧＧＡＣＧＧＡＡＣＣＣＧＧＣＧ ；

ｓ ｓ
－ＦＴＨ ｌ

－Ｍ２ －ｍ
６

Ａ 探针序列在红色标记第 ３ ３ 个碱基处进行 ｍ
６

Ａ 修饰 ：

ＧＧＧＧＵＵＵＣＣＵＧＣＵＵＣＡＡＣＡＧＵＧＣＵＵＧＧＡＣＧＧＡ
（
ｍ

６

Ａ
）
ＣＣＣＧＧＣＧ 。 我 们 进 行

ＲＮＡ
ｐｕ

ｌ ｌｄｏｗｎ 实验 ， 结果发现 ｏ ｌ ｉｇｏ
－ｍ

６

Ａ －ＦＴＨ ｌ 可 以结合更多 的 ＩＲＰ２ 蛋 白 ， 说明

ｍ
６

Ａ 位点确实能够促进 ＩＲＰ２ 蛋 白 和 Ｆ７７／／ 的结合 ， 同时发现 ｏ ｌ ｉｇｏ
－ｍ

６

Ａ －ＦＴＨ ｌ 也可

以结合更多 的 ＩＲＰ １ 蛋 白 （ 图 ９ ） 。

Ｕ １ １ ８ Ｕ２ ５ １ Ｕ２５ １

Ｐｕ ｌ ｌ ｄｏｗｎ Ｐｕ ｌ ｌ ｄｏｗｎ Ｐｕ ｌ ｌ ｄｏｗｎ

Ｉｎ
ｐ
ｕ ｔｓｓ

－ＦＴＨ ｌ
－Ａｓ＞

－ＦＴＨ ｌ
－ ｍ ６Ａ Ｉｎ

ｐ
ｕｔ？－ＦＴＨ ｌ

－Ａ Ｓ ｓ
－ＦＴＨ ｌ

－ｍ６Ａ Ｉｎｐ
ｕ ｔ ｓ ｓ

－

ＦＴＨ ｌ
－Ａ ｓ ｓ

－

ＦＴＨ ｌ
－ｍ６Ａ

ｉ Ｒｐ ：．． ｒ．ｔ ｔ？？■■ ｉｒｐ ｉｍｍｍｍ

图 ９ ：ｍ
６

Ａ 位点促进 ＩＲＰ２ 蛋 白 和 ＩＲＰ ｌ 蛋 白和 Ｆ７７／７ 的结合 ， 相较于 ｏ ｌ ｉｇｏ
－ＷＴ －

ｉＴ／ｆｉ ，

ｏ ｌ ｉ

ｇ
ｏ

－ｎ＾Ａ －Ｆｍｉ 可以结合更多 的 ＩＲＰ 蛋 白 。

综上所述 ， 这项研究表明 Ｆ７７／７ＲＮＡ 是 ｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 的去 甲基化

作用底物 ， ＡＬＫＢＨ ５ 敲低之后对其剪切与 ＲＮＡ 降解没有影响 ， 但是会引起其蛋 白

４ ２
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水平下降 。 我们推测这
一

现象可能是因为 ｍ
６

Ａ 甲基化促进了ＩＲＰ 蛋 白 与 Ｆｍｉ ＲＮＡ

的结合 ， 从而抑制 了ＦＴＨ １ 蛋 白 的翻译所致 。 我们推测 ＡＬＫＢＨ ５ 在胶质母细胞瘤中

的表达异常和 由此产生的 ｍ
６

Ａ 异常 甲基化修饰可 以通过 Ｆ７７／ｉ 铁代谢通路影响

ＧＢＭ 的发生发展 ， 从而为开发针对胶质母细胞瘤的治疗靶点提供 了新的思路与理

论依据 。

二、 ＲＮＡ ｍ ６Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑萎缩中 的研宄

１ ． 老年 ４从从５
—小 鼠小脑发生萎缩 ：

本课题组前期研宄证明 ＡＬＫＢＨ５ 在出生后 ７ 天 （ Ｐ７ ） 的小鼠小脑中銳明显高于 ２ 月

龄小鼠 ［
５

］

， 并且 ＡＬＫＢＨ５ 参与调控小鼠的小脑发育进程 。 为了探究 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑衰老

的过程中是否同样发挥作用 ， 本研宂进
一

步检测了小鼠衰老过程中 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑的表达

情况 。 我们比较了四个年龄阶段 （ ２ｍ、 ６ｍ 、 １ ２ ｍ 、 １ ８ ｍ ） 的小鼠 ， 发现随着年龄的增长 ，

ＡＬＫＢＨ５ 表达呈渐进性增高模式 （ 图 １ ０ ） ， 提示该基因可能在老年小鼠小脑中起着重要作

用 。

Ａ ． Ｂ ．

ｘ
１ 〇

－

 ｒｆ ，

－Ｊｉｎ——ｉｎｉ－－！

２ ｍ １ ８ ｍ￡
丄

Ａ ＬＫＢＨ ５－

－ ｓ ｓ ａｓ ａｉ，｜
０ ５

．

＊内
５

ｒ
—

＜ ｒ＾－

．

ＧＡ ＰＤＨ｜
Ｋ

德ｍｍｍ

＾ 〇 〇
－ＬＬ ．

ｒ

－ Ｌ Ｌ 

ｔ ，

． ． ｌ Ｉ ，

－

 ２ ｍ６ ｍ １ ２ ｍ １ ８ ｍ

图 １ ０ ：ＡＬＫＢＨ ５ 在不 同年龄 ＷＴ 小 鼠小脑 中 的表达情况 。 Ａ ：ＡＬＫＢＨ ５ 在不 同年龄

野生型小 鼠小脑中 的表达情况 ， ＧＡＰＤＨ 为 内 参 ， ｎ
＝

２ 。 Ｂ ： 图 Ａ 的量化统计分析结

果 。

为探究 ＡＬＫＢＨ５ 在老年小鼠小脑中的作用 ， 我们选用 中年 （ １ ２ 月龄 ） 和老年 （ １ ８ 月

龄 ） 的野生型 （ＷＴ ） 和 Ｊ ／姑记 基因敲除 （ＫＯ ） 小鼠 （ 图 １ １Ａ ， １ １Ｂ ） 进行表型分析和比

较 。 首先我们通过免疫组织化学染色观察 ＡＬＫＢＨ５ 在 ＷＴ 小鼠小脑的原位表达情况 ， 发现

ＡＬＫＢＨ５在小脑的浦肯野神经元的细胞核中高表达 ， 而在颗粒神经元中的表达相对较弱 （ 图

１ １ Ｃ ） ， 提示 ＡＬＫＢＨ５ 在老年小鼠小脑的浦肯卿胞中可能发挥重要的作用 。 其次 ， 我们

发现与同龄的 ＷＴ 小鼠相比 ， 虽然 １ ２ 月龄的 ＫＯ 小鼠的体重和脑重没有明显变化 （Ｐ＞０ ．０５ ） ，

但 １ ８ 月龄的老年 ＫＯ 小鼠的体重 、 脑重以及小脑重量分别下降 １ ５％ ， １ ０％和 ２ １％ ， 且具有

统计学差异 （ 图 １ ２Ａ－

１ ２Ｃ ） 。 进
一

步我们利用 Ｈ ＆ Ｅ 染色实验观察比较ＷＴ 与 ＫＯ 小鼠

的小脑形态 ， 同样发现 １ ８ 月龄 ＫＯ 小鼠的小脑明显减小 （ 图 １ ２Ｄ ） ， 但在小叶结构 、 分子

４３



北京协和医学院硕士毕业论文


实验结果

层与颗粒细胞层的细胞大小 、 数量与分布方式方面并未见明显改变 。 由此可知 ， 虽然在中

年小鼠中未观察到Ａ姑／ｉ５ 缺失在小脑产生的变化 ， 但是随着小鼠老龄化的加剧 ， 妨／ｔＪ 缺

失的老年小鼠小脑出现萎缩现象 。

Ａ ．伽


Ｂ
，

勹
Ｄ
” ，

ＷＴ


ＫＯＷＴ ＫＯｘ  ｏ ｓ １

＾
１ Ｉ ｆ ｜

＾
－

Ｏ ．＜ ｆ ？





 ３
０ Ｓ 方 ｉ

丁

Ａ Ｌ ＫＢＨ ｉ—
Ｂ＝ Ｓ Ｉ

。， ｜

？

ｗ

 ＨＮＭ ｉ ｉ
１ １

ＧＡ Ｐ ＤＨｍｍｒｎｒｎ４＾＾ｗ ｔ ｋｏｗｔ ｋ〇ｗｔ ｋ ｏｗｔ ｋ ｏ

ｔ ２ ｒａ １ ８ ｍＵｍ １ ＊ ｍ

＿ 繼＃ ■
图 １ １ ：ＫＯ 小 鼠 的敲除效率验证 。 Ａ ：ＷＢ 验证 １ ２ 和 １ ８ 月 龄 ＫＯ 小 鼠 的敲除效率 ，

ＧＡＰＤＨ 为 内参 ， ｎ
＝

２ 。 Ｂ ： 图 Ａ 的量化统计分析结果 。 Ｃ ： 免疫组织化学验证 １ ２ 月

龄和 １ ８ 月 龄 ＫＯ 小 鼠的敲除效率 。 箭头 ．

？ 浦肯野细胞 。 低倍图 Ｓｃａｌｅｂａｒ
＝

５ ０
ｐｍ ，

高倍图 Ｓｃａｌ ｅ ｂａｒ
＝

ｌ 〇 ｎｍ 。 Ｄ ： 图 Ｃ 的量化统计分析结果 ， ｎ
＝

３ ，

＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 。

Ａ ． Ｂ ． Ｃ ． Ｅ ．

＊

１＿
０ ｔ

１－ 。 °＊

１ ，

￣ ：￣

，ｍｊ
，

￣

 ｒ

－ＣＴ

－

： ．

￣

１ ２ （

Ｘ ．

ｌ

ｘ －

－ ！
？

鬥ｎ门 ｆ

０ ０＊

ｒｂ ５
ｉＴ

＾ 

２０

Ｔ
＾

ｌ ｆ

＾
ｌ

＇

 ＼ ］ １ Ｅ 

０  ０ ４
＾ ｒ＾

｜ ｜ 

｜
ＳＯ

ｉ ， 。 ． ｒ
ｊ ｊ

． ？ ^
ｕ

０
＾ ＊

 ｉ ｉ ｉ

＾ ０ ０ ｆ ， ｖ ｉ Ｌ
 ｖ Ｉ ０ ００ ■ １ ＿

 ■

ＷＴＫＯＷＴ

ＷＴ Ｋ〇ＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯ—

－

ｉｎｒｉｒｒ
￣￣

＾ｒＵｍ ， ， ｗ

１ ）

 １ ２ ｍ



１ ８ ｍ


ＷＴ ＫＯＷＴ ＫＯ

图 １ ２ ：ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠小脑的形态分析 。 Ａ ：１ ２ 月 龄 （ ｎ
＝
５ ） 和 １ ８ 月 龄 （ ｎ

＝

１ ０
）

的 ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠体重统计 。 Ｂ ：１ ２ 月 龄 （ ｎ
＝

３
）和 １ ８ 月 龄 （ ｎ

＝

７ ） 的 ＷＴ 和 ＫＯ 小

鼠脑重统计 。 Ｃ ：１ ８ 月 龄 ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠小脑脑重统计 ， ｎ
＝

６ 。 Ｄ ：１ ２ 月 龄和 １ ８ 月

龄 ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠小脑 ＨＥ 染色结果 ， Ｓ ｃａｌｅ ｂａｒ
＝

１ ０００ｐｍ 。 Ｅ ： 图 Ｄ 的量化统计分

４４
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析结果 ， ｎ
＝

６ 。

＊
Ｐ ＜０ ． ０ ５ ，

＊ ＊
Ｐ ＜０ ． ０ １ 。

２ ． 老年 ＫＯ 小 鼠小脑中的浦肯野神经元数量及神经树突的数 目 显著减少 ：

为进
一

步探究Ｊ ／ＡＭ５ 缺失后小脑的表型变化 ， 我们利用免疫组化技术检测了 中年 （ １ ２

ｍ ） 和老年 （ １ ８ｍ ） 小鼠小脑中不同类型神经细胞的变化程度 。 与同龄的中老年 ＷＴ 小鼠

相比 ， 我们在 ＫＯ 小鼠小脑中均未观察到 ＮｅｕＮ 标记的成熟神经元数量和 ＧＦＡＰ 标记的星

形胶质细胞的数量与分布模式有明显变化 （ 图 １ ３Ａ？Ｊ ） 。

进
一

步利用标记浦肯野神经元的 Ｃａｌｂ ｉｎｄｉｎ－Ｄ２８Ｋ 抗体进行染色 ， 结果表明中年 ＷＴ 和

ＫＯ 小鼠小脑的浦肯野神经元均排列整齐 、 致密 ， 未见明显改变 （ 图 １ ４人 １ ４Ｂ ）
； 同时 ＭＡＰ２

标记的神经元树突排列整齐 ， 也没有明显变化 （ 图 １ ４Ｃ
，

１ ４Ｄ ）〇 但是在老年小鼠中 ， ＫＯ 小

鼠的小脑中 出现明显的浦肯野神经元缺失现象 （ 图 １ ４Ｅ
，

１ ４Ｆ ） 。 同时 ＭＡＰ２ 染色结果亦表

明分子层中神经树突变短 、 数量减少 （ 图 １ ４Ｇ
，

１ ４Ｈ ） 。 上述在老年 ＫＯ 小 鼠小脑 中 出现

的浦肯野神经元数量及树突减少的表型提示 ３从从５ 缺失会使得老年小 鼠小脑发生

退行性病变 。

Ｂ Ｄ ． Ｆ ． Ｈ ．

■

—

「暴＿

图１ ３ ：ＮｅｕＮ
（
Ａ

，
Ｂ

， 
Ｅ

，
Ｆ

）和ＧＦＡＰ
（
Ｃ

，
Ｄ

，

Ｇ
， 
Ｈ

）在１ ２月 龄 （
Ａ？Ｄ

）和１ ８月 龄 （
Ｅ？Ｈ

）的ＷＴ

（
Ａ

，
Ｃ

， 
Ｅ

，
Ｇ

）
和 ＫＯ

（
Ｂ

，
Ｄ

， 
Ｆ

，
Ｈ

）
小 鼠小脑中 的免疫组化分析 。低倍图 Ｓｃａｌ ｅｂａｒ

＝

ｌ ００
ｐｍ ，

高倍图Ｓｃａ ｌ ｅｂａｒ
＝

２０
ｐｍ 。

４ ５
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Ｂ

ｍ□
＇

：

：

識□ ：

■
？

通
图１ ４ ：Ｄ２ ８Ｋ

（
Ａ

，Ｂ ，Ｅ ，Ｆ ）和ＭＡＰ２（Ｃ ，Ｄ ，
Ｇ

，Ｈ）
在１ ２月龄 （

Ａ？Ｄ
）和１ ８月龄 （

Ｅ？Ｈ
）的

＼＾丁
（
八

，

（：
，
￡

，
０

）和 １０３
（
８

，

０
， ６ ；？

） 小 鼠小脑的免疫组化分析 。 箭头 ： 浦肯野细胞 ；

低倍图Ｓ ｃａ ｌｅｂａｒ
＝

１ ００
ｐ
ｍ ， 高倍图Ｓｃａｌ ｅｂａｒ

＝

２０
 ｊ

ａｍ 。

３ ． 敲除后老年小 鼠的平衡性下降 ：

基于上述表型 ， 我们进
一

步开展了行为学实验 ， 以观察 缺失之后是否会造成

老年小鼠小脑功能上的改变 。 平衡木实验结果表明 中年 ＷＴ 与 Ｋ０ 小 鼠走过平衡木的

时间未见明显差异 ， 但老年 Ｋ０ 小 鼠通过平衡木时后爪脱杆现象明显增多 ， 相较于 ＷＴ

小 鼠通过平衡木所用 的时间增长约 ７０％ 、且差异具有统计学意义 （ Ｐ＜０ ． ０ ５ ） （ 图 １ ５Ａ ） 。

进
一

步我们通过步态实验分析了ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠 的协调运动能力 ， 发现 １ ２ 月 龄的

ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠没有显著差异 ， 小 鼠后爪能够较为稳定地落在前爪位置 ， 但 １ ８ 月 龄

的 ＫＯ 小 鼠 出现明显的步态紊乱现象 ， 老年 ＷＴ 和 ＫＯ 小 鼠 的步态协调性有明显的

统计学差异 （ １ ５Ｂ
，

１ ５Ｃ ） 。 上述表型提示老年 鼠的平衡能力与协调性下降 。

综上 ， ＡＬＫＢＨ ５ 基因敲除的小 鼠在老年之后 出现 了 小脑神经退行性病变 ， 提示

ＡＬＫＢＨ ５ 以及其调控的 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化体系对于维持老龄小脑的正常功能是必须

的 。

４ ６
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１ ２ｍ １ ８ｍ— Ｉ Ｉ
 Ｉ Ｉ Ｉ

Ｉ １ ２ ｍ １ ８ ｍ

图 １ ５ ： 行为学实验分析结果 。 Ａ ： 平衡木实验验证 １ ２ 月 龄 （ ｎ
＝

８ ） 和 １ ８ 月 龄 （ ｎ
＝

１ ０ ）

小 鼠的平衡能力变化 。 Ｂ ： 步态实验分析验证小 鼠 的运动协调能力变化 。 Ｃ ： 图 Ｂ 的

量化统计分析结果 ， ｎ
＝

３ ，＊
Ｐ ＜０ ． ０５ ，

＊ ＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ 。

４７
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ｒｎ
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讨 论

一

、 ＲＮＡ ｍ
６Ａ 去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在胶质母细胞瘤中调控铁代谢的机制研宄

近年来有研宄表明去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 在胶质母细胞瘤中发挥着促癌作用 。

在本课题 中 ， 我们 以 ＲＮＡｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 调控铁代谢为切入点 ， 探宄其

对于胶质母细胞瘤的影响 。 结果发现 ， 在胶质母细胞瘤中 ， 敲低 ＡＬＫＢＨ ５ 之后铁代

谢相关基因 的 甲基化水平 出现明显变化 ， 其 中编码铁蛋 白 的 Ｆ７７／／ 甲基化水平显著

上调 ， 进
？

步研宂发现 ＡＬＫＢＨ ５ 介导 的 ｍ
６

Ａ 调控 了Ｆ７７／／ 的翻译 。 迄今为止的研

究表 明 ＦＴＨ １ 的翻译调控主要是受到 ＩＲＰ 蛋 白 的调控＠ １

， 我们 的结果表明 除此调控

途径之外 ， ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化也是调控铁蛋 白 ＦＴＨ １ 翻译进程的重要机制之
一

， 从而

为阐 明胶质母细胞瘤的发病机制提供了新的视角 。

在过去的
一

些研宄中 ， 有研究表明 ｍ
６

Ａ 通过调控铁代谢在肿瘤 中发挥作用 。 在

胰腺癌 中 ， ＡＬＫＢＨ５ 过表达导致 了铁调节蛋 白 ＩＲＰ２ 和上皮 －间充质转化调节因子

ＳＮＡ Ｉ １ 的显著减少 ， 从而在胰腺癌 中 发挥着抑癌作用 ［
４ ７

］

。 在头颈部鳞状细胞癌

（
ＨＮ ＳＣ Ｃ

）
中 ， ｍ

６

Ａ 识别蛋 白 ＹＴＨＤＦ １ 的 甲基转移酶结构域与铁转运蛋 白受体 ＴＴＦＣ

ｍＲＮＡ 的 ３
’

ＵＴＲ 和 ５

’

ＵＴＲ 相互作用 ， 进
一

步调节 ｍ
６

Ａ 修饰的 ７７ＷＣｍＲＮＡ 的翻

译 。 ７７ＷＣ 是 ＹＴＨＤＦ １ 介导的铁代谢增加 的关键靶基因 ［
６６

］

。 在 ＧＢＭ 中 ， 我们研宄

发现 ＡＬＫＢＨ ５ 增强 Ｆ７７Ｗ 在 ＧＢＭ 中 的表达 。 从治疗的角度来看 ， 靶 向 ＡＬＫＢＨ５

和 Ｆ７７／７ 介导的铁代谢可能是治疗 ＧＢＭ 的
一

个有前途的策略 。

已有研宄发现 ＩＲＰ ｓ 以铁依赖的方式抑制 Ｆ７ｉ ｍＲＮＡ 的翻译 ， 而 ｍ
６

Ａ 识别蛋 白

ｅ ＩＦ３ 以铁不依赖的方式抑制 Ｆ７Ｚ 的翻译 。 ＩＲＰ 抑制和 ｅＩＦ３ 抑制之间的协调可能因

细胞和组织环境而异 ［
６ ７

］

。 我们研究发现 ， ＡＬＫＢＨ５ 调控铁代谢基因 Ｆ７７／７ 的翻译 ，

同时 ｍ
６

Ａ 水平会影响 ＩＲＰ２ 与 Ｆ７７／７ 的结合 。 今后我们将进
一

步探宄在胶质母细胞

瘤 中 ， ＡＬＫＢＨ５ 对 ｉＴｉ／ｉ 的翻译抑制和 ＩＲＰ２ 对 的翻译抑制之间是否存在
一

定的关联 ， 即 Ｆ７７／７ 的 ｍ
６

Ａ 水平变化 ＩＲＰ２ 与 Ｆ７７／／ 结合的分子机制 ， 从而为阐 明

Ｇ ＢＭ 中铁代谢紊乱的调控网络提供 了新的思路 。

本课题主要探究去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 会影响 ＩＲＰ２ 对 ＦＴＨ １ 翻译的抑制 。 相关

研究表明 ＩＲＰ ｓ 蛋 白 ， 包括 ＩＲＰ １ 和 ＩＲＰ２ 都会与 Ｆ７７７ ／ 结合 ， 并且抑制 Ｆ７７／／ 的翻

译 ， ｍ
６

Ａ 修饰如何影响 ＩＲＰ １ 与 Ｆ７７／／ 的结合有待进
一

步研究 。 同时 ， 本课题 中 ，

我们主要探究 ＡＬＫＢＨ ５ 对 Ｆ７７／／ 的剪切 、 ＲＮＡ 稳定性 以及翻译的影响 。 己有研究

表 明 ＡＬＫＢＨ ５ 会影响 ＲＮＡ 代谢中 的 出 核 而在胶质母细胞瘤 中 ， ＡＬＫＢＨ ５ 对其

出核是否有影响 ， 在后续的实验中 需要进
一

步补充 。 在进行 ｍ
６

Ａ －

ＩＰ 测序 中 ， 敲低

ＡＬＫＢＨ ５ 之后 ， 铁蛋 白 Ｆ７Ｗ 的 甲基化水平升高最为 明显 ， 所 以在该课题 中 ， 我们

以 Ｆ７７／／ 为主要靶点进行后续机制研宄 。 除此之外 ， 也有其他的铁代谢相关基因也

４８
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ｉ

＿

ｍ
＿

受 ｍ
６

Ａ 水平 的影响 ， 这些基因 的相关机制有待进
一

步研宄 。

综上所述 ， 这项研究表 明 ／Ｔ／／／ＲＮＡ 是 ｍ
６

Ａ 去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ ５ 的去 甲基化

作用底物 ， ＡＬＫＢＨ ５ 敲低之后会 引 起其蛋 Ｉ

＇

ｊ水平下降 。 我们推测 ＡＬ ＩＣＢＨ ５ 在胶质

母细胞瘤 中 的表达异常和 由此产生的 ｍ
６

Ａ 异常 甲基化修饰可 以通过 Ｆ７７／／ 铁代谢

通路影响 ＧＢＭ 的发生发展 ， 从而为开发针对胶质母细胞瘤的治疗靶点提供 了新的

思路与理论依据 。

二、 ＲＮＡｍ
６

Ａ 去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑神经退行性病变中 的研宂

ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 修饰在神经发育等生物学过程中 发挥着重要的功能 ， ｍ
６

Ａ 修饰的失

调会导致神经系统疾病 ， 其中包括神经退行性疾病ｐ ７
］

。 有研宄表明 ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 调控因子

的改变会引起老年痴呆症 （
ＡＤ

）
和帕金森综合征 （

ＰＤ
） 等多种神经退行性疾病 。 例如 ， 甲

基转移酶 ＭＥＴＴＬ ３ 在 ＡＤ 小 鼠海马 区呈异常表达 ， 表明 ｍ
６

Ａ 修饰可能与 ＡＤ 发病相

关 ［
５ ８

］

； 去 甲基化酶 ＦＴＯ 通过调节酪氨酸羟化酶的表达进而影响多 巴胺神经元的传

递 ， 因此可能与 ＰＤ 的发生密切相关＠ １

。 而 ＡＬＫＢＨ５ 与神经退行性疾病的关系尚不明

确 。 本研究发现随着小 鼠老龄化的加剧 ， ＡＬＫＢＨ ５ 蛋 白在小脑 中 的表达逐渐升高 。 同

时发现敲除 基因之后 ， 幼年 ［
５４

］和中年 １ ２ 月 龄的 ＫＯ 小 鼠的小脑大小和形态均未见

明显差异 ， 但是 １ ８ 月龄的老年 Ｋ０ 小鼠的小脑明显变减小 ， 平衡能力减弱 ， 提示

缺失可能会导致老年小鼠小脑的神经退行性病变 。

脑组织中的基因表达具有较强的时空特异性 。 例如 ， ＡＬＫＢＨ５ 在小脑中的表达在小鼠

的不同年龄阶段有所不同 ， 在 Ｐ７ 中表达最高 ， 随着小脑发育的完成 ， ＡＬＫＢＨ ５ 表达逐渐

减少 ｜

５
）

。 而本研究中我们发现 ， 随着小鼠生理性衰老的进行 ， ＡＬＫＢＨ５ 在小脑的表达再次

升高 。 Ｗ
—

方面 ， 在小鼠小脑发育早期阶段 ， ＡＬＫＢＨ５ 主要表达于颗粒神经元
［
５４

］
。 但在

老年小鼠中 ， 我们发现 ＡＬＫＢＨ５ 多表达于浦肯野神经元。 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑中表达的时空

特异性与细胞特异性表明该基因在不同阶段的小脑中发挥的功能亦有所差别 ， 但是 目前调

控 ＡＬＫＢＨ５ 基因表达的上游因素并不清楚 。 有研究表明低氧可以诱导 ＡＬＫＢＨ５ 的表达升

高 ［
２４

］

。脑衰老的进程中同样会有低氧的发生 ［
７Ｑ

］

， 而且浦肯野细胞对于低氧损伤非常敏感 ［
７ １

］

，

因此我们推测脑衰老过程中 ＡＬＫＢＨ５ 表达的升高或许与低氧环境有关 ， 后续我们将对此开

展进
一

步的验证与探宄 。

浦肯野细胞是小脑皮层中唯
一

的传出神经元 ， 被认为是协调身体运动的最重要的功能

神经元 在人类疾病中 ， 浦肯野细胞缺陷与多种遗传性共济失调有关 ， 如小脑萎缩和进

行性浦肯野细胞丧失％ 本研究中我们发现在老年小鼠小脑中 ＡＬＫＢＨ５ 在浦肯野细胞中高

表达 ， 而且在老年 Ｋ０ 小鼠中观察到浦肯野神经元的胞体和树突数量减少最为明显 ， 这
一

表型与浦 ｆｔ野细胞参与调控小脑共济失调的功能相对应 ［
７２

］

。 同时我们注意到老年 Ｋ０ 小鼠

表现出异常的步态 ， 并伴有进行性运动障碍 ， 这与人类的遗传性共济失调病理高度相似％ ，

４９
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提示 ＡＬＫＢＨ５ 可能参与人类遗传性共济失调的疾病发生 。 为了阐明 ＡＬＫＢＨ５ 蛋白与小脑

共济失调的关联 ， 则需要鉴定它在浦肯野细胞中的去甲基化作用底物 ， 以及经由该底物在

浦肯野神经元中的作用机制 。 已有研究表明 ＩＴＲＰ １ ， ＡＦＧ３Ｌ２ ，ＴＫＰＣ３ 和 ＣＡＣＮＡ １Ｇ 等基

因通过控制线粒体妈摄取来调节细胞内神经元轉稳态１
７５

１

， 这些基因功能的异常可引起浦肯

野神经元的变性 ， 从而导致小脑共济失调 。 因此后餓们将继续探宄 ＡＬＫＢＨ５ 蛋白是否通

过ｍ６

Ａ 去甲基化作用调控这类基因 。

过去有研宄报道小脑发育及其功能的正常发挥均受到表观遗传调控ｆ
７４

】

， 而本文中我们

证明 了＾＾＊５ 缺失导致小脑神经退行性病变 ， 提示小脑衰老的过程亦受到表观转录调控 ，

这为全面解析老年小脑退行性病变的分子机制提供了新的方向 。 后续我们将进
一

步探宄

ＡＬＫＢＨ５ 基因在浦肯野神经元中的去甲基化作用底物 ， 通过阐明其作用机制途释 Ｍ

缺失导致的浦肯野神经元受损 、 并进
一

步引起神经退行性病变的分子机制 。

５０
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小 结

一

、 ＲＮＡ ｍ
６
Ａ 去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在胶质母细胞瘤中调控铁代谢的机制研究

１ ． 本研宄的主要结论

（
１
）ＡＬＫＢＨ５ 介导的 ＲＮＡ ｍ

６

Ａ 水平的改变会影响胶质母细胞瘤中铁离子含量 。

（
２
） 在胶质母细胞瘤中 ， ＡＬＫＢＨ５ 通过 ｍ

６

Ａ 调按 ＲＮＡ 的翻译进而影响铁代

谢途径 。

（
３
）ＡＬＫＢＨ５ 影响 Ｆ７７／７ 与身翻译抑制因子 ＩＲＰ２ 蛋 白之间的结合 。

２ ． 本研宄的应用价值与创新性

（
１
） 通过对 ＲＮＡ 剪切 、 翻译与降解机制的依次分析 ， 我们首次发现 ＡＬＫＢＨ５ 通过

去甲基化调控铁代谢基因的翻译进程 ， 我们推测这
一

过程是 ＡＬＫＢＨ５ 在胶质母细

胞瘤中发挥促癌作用 的重要机制之
一

。

（
２
）ＩＲＰ２ 作为铁的调控蛋 白 ， 会和 ＦＴＨ １ 结合调控铁代谢 ， 本课题探究 ｍ

６

Ａ 会影响

ＩＲＰ２ 与 ＦＴＨ １ 的结合 ， 进而对铁代谢的调控机制进行了深入研宄和理解 。

３ ． 本研宄的局限性

（
１
） 本课题主要探宄去 甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 会影响 ＩＲＰ２ 对 翻译的抑制 。 相关

研宄表明 ＩＲＰ ｓ 蛋 白 ， 包括 ＩＲＰ １ 和 ＥＲＰ２ 都会与 Ｆ７７／／ 结合 ， 并且抑制 Ｆ７７Ｗ 的翻

译 ， ｍ
６

Ａ 修饰如何影响 ＩＲＰ １ 与 的结合有待进
一

步研究 。

（
２

） 在进行 ｍ
６

Ａ－

ＩＰ 测序中 ， 敲低 ＡＬＫＢＨ５ 之后 ， 铁蛋 白基因 ＫＴｆｆｉ 的的 甲基化水

平升高最为明显 ， 所以在该课题中 ， 我们 以 ７＾丑７ 为主要靶点进行后续机制研究 。

除此之外 ， 也有其他的铁代谢相关基因也受 ｍ
６
Ａ 水平的影响 ， 这些基因的相关机制

有待进
一

步研究 。

４ ． 未来的研宄方向

（
１
） 针对 ＡＬＫＢＨ５ 对下游 ｍＲＮＡ 翻译的调控作用展开进

一

步的研究 ， 同时可针对

已发现的分子机制进行相应的动物体内水平验证 ， 揭示 ＡＬＫＢＨ５ 通过调节铁代谢

通路在胶质母细胞瘤中 的功能 。

（
２

） 除 ＦＴＷｉ 外 ， 可关注铁代谢途径的其它给基因如 Ｆ７Ｘ 、 ７Ｆｉ？Ｃ 等 ， 利用相关的小

鼠模型探究其在胶质母细胞瘤中发挥的作用 ， 进
一

步揭示 ｍ
６

Ａ 调控铁代谢途径在胶

质母细胞瘤中发挥的功能 。

５ １
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二、 ＲＮＡｍ
６Ａ 去甲基化酶 ＡＬＫＢＨ５ 在小脑神经退行性病变中的研宄

１ ． 本研宄的主要结论

（
１
）ＡＬＫＢＨ５ 蛋 白在小脑中 的表达随着小 鼠衰老过程逐渐升高 。

（
２
）Ｊ汉Ｍ５ 缺失的老年小鼠 ， 其体重 、全脑重和小脑重相较于 ＷＴ 小 鼠均有所下降 。

（
３
）．４汉Ｍ５ 缺失的老年小鼠的浦肯野细胞和神经元树突数量明显减少 。

（
４
）Ｊ汉Ｍ５ 缺失的老年小 鼠呈现出小脑神经退行性病变 。

２ ． 本研宄的创新性

本研宄利用 中年和老年的野生型小 鼠与 Ａ姑 ／？５ 敲除小 鼠 ， 证明 ＡＬＫＢＨ５ 对于

维持老年小 鼠小脑的正常功能非常重要 ， 从而证明 了ＲＮＡ ｍ
６

Ａ 甲基化与小脑神经

退行性疾病之间的关联 ， 从而为研发小脑共济失调等疾病的治疗策略提供新的思路 。

３ ． 本研宄的局限性

（
１
） 在前期的研究中 已发现老年 Ｋ０ 小 鼠与 ＷＴ 小 鼠 比较 ， 脑重下降 ， 其中小脑 出

现明显下降的现象 。 但是脑中其他脑区 的变化我们没有深入研究 。 前期我们通过对

其大脑皮质 比较分析 ， 发现虽然在 １ ２ 月 龄小 鼠 中未见改变 ， 但是 １ ８ 月 龄的 ＷＴ 和

ＫＯ 小 鼠的皮质前后径长度和皮层厚度亦有变薄的现象 ， 因此 ＡＬＫＢＨ５ 在大脑皮层

以及其他脑区的功能仍需进
一

步探究 。

（
２
）
研究发现老年 ＫＯ 小 鼠 中 ， 浦肯野细胞数量明显减少 ， 小 鼠有步态紊乱的现象 ，

导致其出现行为及形态学异常的分子机制仍有待进
一

步探究 。

５２
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，
２０ １ ５ ．１ ５

（
１
）

：

ｐ ．１ ３
－２３ ．

６３ ．Ｈｅｓｓ
，
Ｍ．Ｅ ．

，
ｅｔ ａｌ ．

？
Ｔｈｅｆａｔ ｍａｓｓａｎｄ ｏｂｅｓ ｉｔｙ

ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅ（

Ｆｔｏ
）

ｒｅｇｕｌａｔｅｓａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｏｆ ｔｈｅｄｏｐａｍ ｉｎｅｒｇ ｉｃｍ ｉｄｂｒａ ｉｎｃｉｒｃｕ ｉｔｒｙ．Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ
，
２０ １ ３ ． １６

（
８
）

：

ｐ ．１ ０４２－

８ ．

６４ ．Ｌ ｉｂｅｒｚｏｎ
， 
Ａ ．

， 
Ａｄｅｓｃｒ ｉｐｔｉｏｎｏｆ ｔｈｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｉｇｎａｔｕｒｅｓＤａｔａｂａｓｅ

（
ＭＳｉｇＤＢ）Ｗｅｂ

ｓｉｔｅ ．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏ ｌＢ ｉｏ ｌ
，
２０ １ ４ ． １１５０ ：

ｐ ．１ ５ ３ －６０ ．

６５ ．Ｘｕａｎ
，
Ｊ ． Ｊ ．

，ｅｔａｌ ．

，
ＲＭＢａｓｅｖ２ ． ０ ：ｄｅｃｉｐｈｅｒ ｉｎｇ

ｔｈｅｍａｐ
ｏｆ 

ＲＮＡｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ
ｆｒｏｍ

ｅｐ ｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ
ｄａｔａ．Ｎｕｃ ｌｅ ｉｃＡｃ ｉｄｓＲｅｓ

，２０ １ ８ ．４６
（
Ｄ １

）
：

ｐ
．Ｄ ３２７－

ｄ３ ３４ ．

６６ ．Ｙｅ
，Ｊ ．

，ｅｔａｌ ．

，ＹＴＨＤＦ１
－

ｅｎｈａｎｃｅｄｉｒｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｄｅｐｅｎｄｓｏｎＴＦＲＣｍ
（
６
）
Ａ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ．Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ
，
２０２０ ． １０

（
２６

）
：

ｐ ．１ ２０７２ －

１ ２０８９ ．

６７ ．Ｐｕｌｏｓ
－Ｈｏ ｌｍｅｓ

，
Ｍ．Ｃ ．

，
ｅｔａｌ ．

５
Ｒｅｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆｆｅｒｒｉｔｉｎｌｉｇｈｔ ｃｈａ ｉｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｂｙ 

ｈｕｍａｎ

ｅＩＦ３ ．Ｅ ｌ ｉｆｅ
，
２０ １ ９ ．８ ．

６８ ．Ｚｈｅｎｇ ，Ｇ ，

，ｅｔａｌ ．

，
ＡＬＫＢＨ５ｉｓａｍａｍｍａｌｉａｎＲＮＡｄｅｍｅ ｔｈｙｌａｓｅｔｈａｔｉｍｐａｃｔｓＲＮＡ

ｍｅｔａｂｏ ｌｉｓｍａｎｄ ｍｏｕｓｅ
ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ．Ｍｏ ｌＣｅ ｌ ｌ

，
２０ １ ３ ．４９

（
１
）

：

ｐ ．１ ８ －２９ ．

６９ ．Ｂａｉ
，
Ｌ ．

，
ｅｔａｌ ．

５
ｍ６Ａ Ｄｅｍｅ ｔｈｙｌａｓｅＦＴＯ Ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｄｏｐａｍ ｉｎｅｒｇｉｃＮｅｕｒｏ ｔｒａｎｓｍ ｉｓｓ ｉｏｎ

ＤｅｆｉｃｉｔｓＣａｕｓｅｄ ｂｙ Ａｒｓｅｎ ｉ ｔｅ ．Ｔｏｘｉｃｏ ｌＳｃ ｉ
，
２０ １ ８ ． １６５

（
２
）

：

ｐ ．４３ １
－４４６ ．

７０ ．Ｂｕｒｔｓｃｈｅｒ
，Ｊ ．

，ｅ ｔａｌ ．

，Ｈｙｐｏｘ ｉａａｎｄｂｒａｉｎａｇｉｎｇ ：Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｒ

ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ？Ａｇｅ ｉｎｇ
ＲｅｓＲｅｖ

，
２０２ １ ．６８ ：

ｐ ．１ ０ １ ３４３ ．

７ １ ．Ｈａｕｓｍａｎｎ
，Ｒ ．

５Ｓ ．Ｓｅ ｉｄｌ
，ａｎｄＰ．Ｂ ｅｔｚ

，ＨｙｐｏｘｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎＰｕｒｋｉｎｊｅｃｅ
ｌｌｓｏｆ 

ｔｈｅ

ｈｕｍａｎｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ．Ｉｎｔ ＪＬｅｇａｌＭｅｄ
，
２００７ ． １２ １

（
３
）

：

ｐ ．１ ７５ －

８ ３ ．

７２ ．Ｗａｎｇ ３Ｓ ． Ｓ ．

，
Ａ ．Ｄ ．Ｋｌｏｔｈ

，ａｎｄＡ ．Ｂ ａｄｕｒａ
，Ｔｈｅｃｅｒｅｂｅ ｌｌｕｍ

，ｓｅｎｓ ｉｔｉｖｅ
ｐｅｒ ｉｏｄｓ

，ａｎｄ

ａｕｔｉｓｍ．Ｎｅｕｒｏｎ
，
２０ １ ４ ．８３

（
３
）

：

ｐ ．５ １ ８
－

３２ ．

７３ ．Ａｓｈｉｚａｗａ
，Ｔ ．

，Ｇ ．Ｏｚ
５ａｎｄＨ ．Ｌ ．Ｐａｕｌｓｏｎ

，Ｓｐｉｎｏｃｅｒｅｂｅｌｌａｒａｔａｘ ｉａｓ ：
ｐｒｏｓｐｅｃｔｓａｎｄ

ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｙ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＮａｔＲｅｖＮｅｕｒｏｌ

，
２０ １ ８ ． １４

（
１ ０

）
：

ｐ ．５９０ －６０５ ．

７４ ．Ｓｈ＾ｃｋｏｔｔａｉ
，
Ｖ．ａｎｄＨ ．Ｐａｕｌ ｓｏｎ

，
Ｅｘｐａｎｄｉｎｇ

ｔｈｅ
ｇｅｎｅ ｔｉｃｂａｓｉｓｏｆ 

ａｔａｘｉａ ．ＮａｔＧｅｎｅｔ
，

２０ １ ９ ．５１
（
４

）
：

ｐ ．５ ８０ －５ ８ １ ．

７５ ．ｍｄ Ｄ ．Ｓ ． Ｖｅｒｂｅｅｋ
，
Ｗｈｙ

ｄｏｓｏｍａｎｙ ｇｅｎｅｔｉｃｉｎｓｕｌｔｓｌｅａｄ ｔｏＰｕｒｋｉｎｊｅＣｅｌｌ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄ ｓｐ ｉｎｏｃｅｒｅｂｅｌｌａｒａｔａｘ ｉａ？Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉＬｅｔｔ
，
２０ １ ９ ．６８８ ：

ｐ ．４９－

５７ ．

５７
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

缩略表

缩略表

英文名称缩写全称

ＩＲＰ２ Ｉｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅ ｉｎ－２

ＩＲＰ １ Ｉｒｏｎｒｅｇｕ ｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅ ｉｎ－

１

ＦＴＨ １ Ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｐｏ ｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１

ＤＦＯ ＤｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅＢｍｅｓｙ ｌａｔｅ

ＦＡＣ Ａｍｍｏｎｉｕｍｉｒｏｎ
（
ＩＩＩ

）
ｃ ｉｔｒａｔｅ

ＭＡＰ２ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
－

ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ２

ＧＦＡＰ ｇｌ ｉａｌｆｉｂｒｉ ｌ ｌａｒｙ
ａｃｉｄｉｃ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ＷＢＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ

ＩＰ Ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉｐ ｉｔａｔｉｏｎ

ＲＩＰＲＮＡ Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
ＰｒｏｔｅｉｎＩｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉｐ ｉｔａｔｉｏｎ

５８
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

综述

铁代谢失调与肿瘠发生发展的相关研宄进展

［摘要 ］ ：

铁是人体必需的微量元素 ， 其缺乏或过量均会引起多种生理过程 。 大量证据表

明 ， 铁代谢与肿瘤的发生 、 发展密切相关 。 此外 ， 铁在细胞死亡中起着重要作用 ，

这对于潜在的肿瘤治疗策略非常重要 。 在这篇综述中 ， 我们 回顾了关于各种类型肿

瘤中铁代谢紊乱的最新研宄 ， 铁浓缩和铁蛋 白吞噬中铁的功能和特性 ， 以及基于肿

瘤治疗方法 ， 提供了更多关于预防和治疗肿瘤的新思路 。

关键词 ： 铁代谢 ， 肿瘤 ， 铁死亡

［Ａｂｓｔｒａｃｔ ］

Ｉｒｏｎｉｓａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｔｒａｃｅｅ ｌｅｍｅｎｔ ｉｎｔｈｅｈｕｍａｎｂｏｄｙ ， 
ａｎｄｉｔｓｄｅｆｉｃ ｉｅｎｃｙ

ｏｒｅｘｃｅｓｓｃａｎｃａｕｓｅ

ｖａｒｉｏｕｓ
ｐｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａｌ

ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ． Ａ ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｖｉｄｅｎｃｅｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔ  ｉｒｏｎｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍ

ｉｓｃ ｌｏｓｅｌｙ
ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ．Ｉｎａｄｄ ｉｔｉｏｎ

，
ｉｒｏｎ

ｐ ｌａｙｓａｎ

ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏ ｌｅｉｎｃｅｌ ｌｄｅａｔｈ
，
ｗｈｉｃｈｉｓｃｒｕｃ ｉａｌｆｏｒ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｕｍｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｒａｔｅｇ ｉｅｓ ．Ｉｎ

ｔｈｉｓｒｅｖｉｅｗ
，
ｗｅｒｅｖｉｅｗ ｔｈｅｌａｔｅｓｔ ｒｅｓｅａｒｃｈｏｎ ｉｒｏｎｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍｄｉ ｓｏｒｄｅｒｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｙｐｅｓｏｆ

ｔｕｍｏｒｓ
，ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｉｒｏｎｉｎｉｒｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆｅｒｒｉｔｉｎ

ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ
，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｍｏｒｅｎｅｗｉｄｅａｓｆｏｒ

ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｓｂａｓｅｄｏｎ

ｔｕｍｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ：ｉｒｏｎｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，
ｔｕｍｏｒｓ

，
ｉｒｏｎｄｅａｔｈ

１ ． 细胞内正常的铁代谢

铁作为
一

种必需的微量元素 ， 在人体中参与多种代谢过程 。 人体 内铁代谢的平

衡是通过调节铁的摄入和再利用来维持的 。

１ ． １ 铁在体内摄取

铁代谢的稳态是
一

个需要严格控制的生理过程 。 铁主要以氧化态 （
Ｆｅ

３＋

） 存在 ，

分为膳食铁和环境铁 。 膳食铁主要 以非血红素结合铁或血红素铁的形式存在 ［
１
］

。 血

红素铁比非血红素结合铁具有更高的吸收率 。 饮食中的铁主要在十二指肠中被十二

指肠细胞色素 Ｂ
（
ＤＣＹＴＢ

）
还原为 Ｆｅ

２＋

， 并在二价金属转运蛋 白 １（
ＤＭＴ １

） 的协同
５９
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

综述

作用下被肠上皮细胞吸收 ［
２

］

。 血红素铁也通过未知的机制被肠道细胞吸收 ， 并被血

红素加氧酶－

ｌ
（
ＨＯ－

ｌ
） 代谢以释放 Ｆｅ

２＋

。 血红素铁通过未知机制被肠细胞吸收 ， 并被

血红素加氧酶 －

１
（
ＨＯ －

１
） 降解 ， 释放出 Ｆｅ

２＋

，Ｆｅ
２＋

通过肠上皮细胞基底侧的铁外排泵

铁蛋 白 （
ＦＰＮ １

） 转运出细胞 ， 从而被血红素 （
ＨＥＰＨ

） 氧化为 Ｆｅ
３＋

［
２

］

； 然后 Ｆｅ
３＋

与转

铁蛋 白 （
ＴＦ

） 结合并通过门静脉进入循环 。 Ｆｅ
３＋

与转铁蛋 白
（
ＴＦ

） 结合形成的复合物

与细胞表面的转铁蛋 白受体
（
ＴＦＲ １

） 结合 ， 并被吸收到细胞中形成 内体Ｐ １

。 随后 ，

它被六种跨膜前列腺上皮抗原 ３
（
ＳＴＥＡＰ３

）
还原为 Ｆｅ

２＋

， 然后通过 ＤＭＴ １ 转运到细

胞质 中 以发挥生理功能或构成细胞质不稳定铁池 （
Ｌ ＩＰ

）

［
２

，
４

］

。

１ ．２ 铁代谢调节

细胞 内 铁稳态主要通过铁依赖性蛋 白 网络调节 ， 包括铁反应元件结合蛋 白

（
ｉｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ

， 
ＩＲＰｓ

）
， 其中 ＩＲＰ １ 和 ＩＲＰ２ 都是重要成分 ［

５
］

。值得注意的是 ，

硫氧还蛋 白家族蛋 白是铁代谢中的重要介质 ， 这些蛋 白调节 ＩＲＰ 的表达 ［
６
］

。 为了确

保铁稳态 ， ＩＲＰ 与编码细胞铁调节必需蛋 白 的 ｍＲＮＡ 未翻译区上的相应铁反应元件

结合 ， 从而参与铁摄取 （
Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ

，ＴＦＲ １
）

、 储存 （
Ｆｅｔｔｉｔｉｎ

，
ＦＴ

）
、 再分配和流 出

（
ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ１

，
ＦＰＮ １

） ［
７

］
。 在缺乏细胞 内铁的情况下 ， ＩＲＰ 可以抑制 ＦＰＮ １ 和 ＦＴ 的翻

译 ， 但增加 ＴＦＲ １ 的蛋 白质合成 。 相反 ， 当细胞 内铁充足时 ， 由于 ＩＲＰ 的不稳定性 ，

ＦＰＮ １ 和 ＦＴ 的合成増加 ， 同时促进 ＴＦＲ １ 的降解 ［
８

］
。 ＩＲＰ １ ／２ 是维持细胞铁稳态的关

键铁调节因子 。 ＩＲＰ １ 是
一

种含有 ［
４Ｆｅ－４Ｓ

］簇的胞质乌头酶 。 当细胞 内缺乏铁时 ， 形

成不完整的 ［
３Ｆｅ￣４Ｓ

］簇 ， 乌头酶的酶活性丧失 ， 之后这种蛋 白质启动其 ＩＲＰ １ 活性 。

当蛋 白质含有 ［
３Ｆｅ－４Ｓ

］簇时 ， 它可以与 ＩＲＥｓ 结合 ［
９

，
１ ０

］
。 通过这些机制 ， ＩＲＰ 不仅可

以满足细胞铁的代谢需求 ， 还可 以最大限度地减少过量铁的毒性作用 。

２ ． 铁代谢与癌症

大量研究表明 ， 异常铁稳态是癌症的标志之
一

。 由于肿瘤细胞的代谢和增殖速

率通常高于正常细胞 ， 因此它们对铁的需求也显著高于正常细胞的需求 ， 这导致了

过度的氧化应激 ； 然而 ， 肿瘤细胞可以同时上调抗氧化防御以维持生存 ， 例如激活

抗氧化转录因子和促进各种抗氧化基因的表达 ［
１ １

Ｌ 相反 ， 由于肿瘤细胞的生长和增

殖强烈依赖铁 ， 因此它们 比正常细胞对铁耗竭更敏感 。 癌症中 的这种失衡主要表现

为铁代谢增加 、 铁亲和力增加 、 铁输入和输出抑制 ， 从而完成铁积累 。

６０
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２ ． １ 铁吸收 、 储存与癌症的关系

２ ． １ ． １ 铁吸收与癌症的关系

在 １ ９ ８ ０ 年 ， 有研宄表 明 ７７Ｗ ７ 在乳腺癌症 中 显著上调 １

｜ ２
］

。 随后的研宄证实 ，

７７＾ ／ 在各种癌症中 高度表达 ， 如胶质瘤 、 白 血病 、 乳腺癌症和 卵巢癌症 ［
１ ３

＿

１ ６
］

。 最近

的研究表明 ， ｉ 通过调节 和 ；ＴＦｉ？ ／ 的 内吞运输和 降解来抑制乳腺癌症

细胞的增殖 ［
１ ７

］

。 研宄发现雌激素抑制铁蛋 白 的合成 ， 并增强细胞 内铁的流 出 。 同时

使用基因表达谱交互分析 （ ＧＥＰ ＩＡ ） 数据库分析 ， 研宄发现 在肝细胞癌组织

和肝细胞癌千细胞中显著上调 ［
１ ８

］

， 敲低 ｒ／Ｍ ｉ 减少 了铁的积累 、 ｅ ｒａｓｔ ｉｎ 诱导的活性

氧 （ ＲＯ Ｓ ） 的积累 ， 并维持 了线粒体功能 ， 从而抑制肿瘤的发展 ［

１ ８

１ 此外 ， ＴＦＲ １ 的

高表达与 甲状腺癌症 ＥＲＫ 信号通路的激活密切相关 ， 导致参与细胞 内游离铁异常

积累 的基因紊乱和耐药性 【
１ ９

］

。 这些结果表明 ７＾ ７ 可能具有肿瘤特异性的作用 。

２ ． １ ．２ 细胞内铁代谢与癌症关系

铁稳态 已被证 明 在不 同水平下受到调节 。 在细胞水平上 ， 铁代谢主要受铁反应

元件铁调节蛋 白 （ ＩＲＥ －

ＩＲＰ ） 系统的转录后控制 ［
２ ｔＷ ３

１

。 在低铁条件下 ， ＩＲＰ 与编码铁

蛋 白亚单位 ＦＰＮ 、 ＤＭＴ １ 和 Ｔ ｆＲ －

１ 的 ｍＲＮＡ 的 ＩＲＥ ｓ 结合 。 结合可稳定 Ｔ ｆＲ－

１ 和

ＤＭＴ ｌ ｍＲＮＡ ， 同时抑制铁蛋 白和 ＦＰＮ 的翻译 ， 从而提高铁的吸收和利用率 ， 减少

铁的储存和流 出
［
２＋＂２ ６

］

。 在系统水平上 ， 铁稳态主要 由 关键的铁感应和调节激素铁调

素控制 。 铁调素促进 ＦＰＮ 降解 ， 从而阻止铁从肠道肠细胞 、 网状 内 皮细胞 （ 巨噬细

胞 ） 和肝细胞输 出 到循环 中 １

２ ７
１

。 肿瘤或肝脏合成的铁调素有助于癌症的增殖和进展 。

ＢＭＰ ／Ｓｍａｄ４ ／Ｈ ａｍｐ
－铁调素调节途径 中 的重要基 因变异有助于预测接受确定性放疗

的 Ｎ ＳＣＬＣ 患者的预后 １Ｗ
。 研究表明 ， 调节铁调素水平 以降低肿瘤细胞中铁的利用

率可能是抗癌治疗的
一

种新策略 ［
２ ９

］

。 正如在肿瘤细胞中所承认 的那样 ， 那些提高细

胞 内铁含量的蛋 白 质 （ Ｔ ｆＲ －

１ 、 ＤＭＴ １ 、 铁调素 ） 被广泛上调 ， 而那些较低的铁水平

（
ＦＰＮ 、 ｈｅｐｈａｅ ｓｔ ｉｎ

） 则被下调 。 否则它们被认为是乳腺癌 、 肝癌 、 肺癌 、 结肠癌 、 脑

癌 、 前列腺癌 、 卵巢癌 、 胃癌和胰腺癌 、 白 血病和胶质瘤患者临床预后的有希望的

预测 因子 ［
３ （？ ２

］

。

ＩＲＰ １ 或 ＩＲＰ２ 可 以增加细胞 内铁离子含量 ， 它们 的异常激活与许多癌症密切相

关 。 与正常结肠粘膜相 比 ， ＩＲＰ２ 在癌症 中过度表达 ， 并与 ＴＦＲ １ 表达呈正相关 。 此

夕 卜 ， ＩＲＰ２ 的表达与 ＢＲＡＦ 的突变有关 ， ＢＲＡＦ 主要发生在结直肠癌的早期 ， 通常与

预后不 良有关 ［
３ ３

］

。 ＩＲＰ １ 和 ＩＲＰ２ 在铁参与 的信号通路中 调节肿瘤进展 ， 例如 ＩＲＰ２ 由

泛素连接酶 ＦＢＸＬ ５ 调节 ， 其在充足铁的条件下介导 ＩＲＰ２ 泛素化和降解 ；
ＦＢＸＬ ５ 的

失调与人类肝细胞癌的不 良 预后有关 １

３ ４
］

； 这种 ＩＲＰ２ －ＦＢＸＬ５ 相互作用可能有助于从

６ １
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ＩＲＥ ｓ 中释放 ＩＲＰ２ ， 以改变铁代谢基因 的翻译 ［
３ ５

Ｌ ＩＲＰ２ 也 由去平衡酶 ０ＴＵＤ １ 调节 ，

该酶通过去平衡和稳定 ＩＲＰ２ 促进 ＴＦＲ １ 介导的铁转运 ， 导致 ＲＯ Ｓ 生成增加 ， 并且

发现 ０ＴＵＤ １ 的 下调与结直肠癌的不 良预后高度相关 ［
３ ６

ｈ 此外 ， ＩＲＰ １ ／２ 失调 的具体

原 因可能与 ＴＡ
ｐ
６ ３ 的抑制和 ＭＤＭ２ 的激活有关 ［

３ ７ ￣ ３ ８
］

。 值得注意 的是 ， 化疗和靶 向

治疗可能共 同破坏 ＩＲＰ 介导 的铁调节 。 研究发现 ＭＥＫ 抑制剂 曲美替尼在 四种结肠

直肠癌细胞系 中持续抑制 ＩＲＰ２ 的表达 ， 导致 ＴＦＲ １ 表达降低和铁蛋 白 表达增加 １

３ ９
］

；

研究证实铁死亡诱导剂 ｅ ｒａｓ ｔ ｉｎ 和 ＲＳＬ３ 増加 了ＩＲＰ １ 和 ＩＲＰ２ 的表达 ， 其敲低反过来

抑制 ｅｒａｓ ｔ ｉ ｎ 或 ＲＳＬ３ 诱导细胞死亡 ， ＩＲＰ２ 可 以增强 ＩＲＰ １ 在黑色素瘤细胞 中 的促进

作用 ［
４ （ ）

１

。

２ ． １ ．３ 铁外排与癌症的关系

ＦＰＮ １（
Ｆｅｒｒｏｐｏｒｔ ｉｎ

）
是唯

一

的铁输出 蛋 白 ， 参与细胞 内铁浓度的调节 ， 在大多数

肿瘤 中观察到其异常下调 ［
４Ｍ４

］

。 ＦＰＮ 过度表达诱导 自 噬并激活 ｐ
５ ３ 及其下游靶点

ｐ
２ １ ， 从而导致前列腺癌细胞周 期停滞和应激诱导 的 ＤＮＡ 损伤 乳腺癌细胞

（ ＴＮＢＣ ） 中 ＦＰＮ 水平降低刺激增殖和上皮间充质干细胞分化 。 Ｅ －钙粘蛋 白 的增加

和 Ｎ －钙粘蛋 白 、 Ｔｗ ｉ ｓｔ 和 Ｓ ｌｕｇ 表达的减少表明 了过渡 （ ＥＭＴ ）。 这些发现丰富 了

我们对 ＦＰＮ 介导铁输 出 的认识 ， 并有助于在癌症治疗 中操纵 ＦＰＮ 的策略制定 。

ＦＰＮ １ 在肿瘤中被证实具有抑制作用 ， 例如在前列腺癌细胞系 中 ， 铁蛋 白上调

可促进增殖 、 迁移和凋亡抵抗 ， ＦＰＮ １ 过度表达可诱导 ｐ５ ３ 和细胞 自 噻 ， 并降低体

内肿瘤生长 ＦＰＮ １ 的过度表达降低 了乳腺癌症的增殖 、 集落形成 、 肿瘤生长 以

及肝转移 ［
４ ８

１ 与此相 同的是 ， 有研究表 明 ， ＦＰＮ １ 通过破坏铁稳态来调节肿瘤进展 。

一

项研宄表明 ， ＦＰＮ １ 介导的铁代谢可能在急性髓系 白血病的化疗敏感性和治疗结

果 中 发挥作用 ［
４９

］

； 类似地 ， ＺＮＦ２ １ ７ 的过度表达通过抑制 ＦＰＮ １ 传导的铁流 出促进

前列腺癌症生长 ［

５ Ｑ
］

；ＦＰＮ １ 的转录因子 Ｎｒｆ２ 通过上调 ＦＰＮ １ 抑制前列腺癌症细胞的

增殖和转移 ， 这 也与细胞 内铁蚩 白含量降低有关 ［
５ １

］

， Ｎ ｒｆ２ 能够通过促进 ＦＰＮ １ 转录

抑制骨髓瘤细胞增殖 ［

５ ２
］

。 此外 ， 研究证 明 ， 敲低 ＦＰＮ １ 通过增加铁依赖性脂质 ＲＯ Ｓ

的积累 ， 加速 了ｅ ｒａ ｓ ｔ ｉｎ 诱导的对神经母细胞瘤的抑制 ， ＦＰＮ １ 抑制剂可能为神经母

细胞癌的化学增敏提供
一

种新的方法 Ｕ ＳＰ３ ５ 可 以通过去平衡 ＦＰＮ １ 维持其蛋 白

的稳定性 ， 并减少 由 ｅｒａｓ ｔ ｉｎ／Ｒ ＳＬ ３ 引 发的铁紊乱 ， 从而促进肺癌细胞生长和肿瘤进

展 。 同时 ， 通过靶向肺癌 中 的 ＦＰＮ １ ， 敲除 ＵＳＰ３ ５ 提高了癌症细胞对顺铂和紫杉醇

的敏感性 ［
５ ４

］

。 然而 ，

一

项研究表明 ， Ｌ ｃｎ－２ 的基质 ／巨噬细胞表达与肿瘤发病 、 肺转

移和复发相关 ， 而 ＦＰＮ １ 不是通过分析 自 发聚合酶中 Ｔ 癌基因 （ ＰｙＭＴ ） 乳腺癌症

模型 中脂蛋 白 －

２ （ Ｌ ｃｎ－２ ） 和 ＦＰＮ １ 的表达谱 ， 并从基因表达合成中挖掘公开可用 的

ＴＣＧＡ 和 ＧＥＯ 数据库来实现的 ［气 巨噬细胞通过迫使 Ｌ ｃｎ－２ －结合铁的分泌和增加

ＦＰＮ １ 的表达 ， 为乳腺肿瘤的微环境提供铁 ［
５ ５

］

。 然而 ， ＦＰＮ １ 的基质 ／巨噬细胞表达
６ ２
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与肿瘤发作 、 肺转移和复发的原因需要进
一

步研究 。

２ ．３ 癌症中的铁转运蛋白铁调素轴 （
ｈｅｐｃ ｉｄｉｎｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ

）

铁调素 （
Ｈｅｐｃ ｉｄｉｎ

）抑制肠粘膜细胞和巨噬细胞释放铁入血清 ， 维持铁铁代谢的稳

定 。 癌症中铁调节剂的紊乱导致铁稳态的改变 。 肝素是 ＦＰＮ １ 的负调节因子 ， 在多

种肿瘤中显著上调 ， 如乳腺癌 、 结直肠癌和前列腺癌 ［
５６＿

５ ８
］

。 许多研宄表明 ， ｈｅｐｃｉｄｉｎ

对肿瘤进展的促进作用 ， 例如 ， 与野生型同卵双胞胎相 比 ， 结肠肿瘤上皮细胞中缺

乏 ｈｅｐｃ ｉｄｉｎｅ 的小 鼠显著减少 了散发性大肠癌癌症模型的数量、 肿瘤负担和大小 ， 而

缺乏 ＦＰＮ １ 导致细胞内铁积聚并促进肿瘤的发生 １
５ ９

］

； 急性髓系 白血病中转铁蛋 白低

表达 ， 铁蛋 白和铁调素的高表达 ［
６Ｑ

］

； 此外 ｈｅｐｃ ｉｄｉｎ 通过减少 ＦＰＮ １ 的表达和增加细

胞内铁水平来增强前列腺癌症细胞的增殖 、 迁移和抗凋亡能力 ［
６ １

］

。 总之 ， 癌症细胞

通常增加铁的输入并抑制其输出 ， 从而实现铁的积累 。 然而 ， 目 前尚不完全清楚其

具体作用机制 。

２ ．４铁死亡（
Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

） 与癌症的关系

近年来 ， 非凋亡细胞死亡在肿瘤治疗中 引起了广泛关注 ， 其中脱铁性贫血被定

义为 由大量脂质过氧化介导的膜损伤引起的铁依赖性调节性坏死 ［
６２＃

］

。 在经历脱铁

症后 ， 细胞表现出独特的迹象 ， 如细胞膜破裂 、 细胞质肿胀 、 线粒体膜密度增加 、

线粒体崤减少 ／消失 、 线粒体外膜破裂等 。 脱铁症可通过两种主要途径发生 ： 外部或

转运蛋 白依赖途径 ， 以及 内部或酶调节的途径 ［
６５

］

。 脱铁症是 由氧化剂和抗氧化剂产

生之间的氧化还原失衡引起的 ， 这是 由产生或解毒 自 由基和脂质氧化产物的许多氧

化还原活性酶的异常表达和活性驱动的 １
６ ５

］

。

线粒体作为代谢的 中心 ， 是大多数哺乳动物细胞中 ＲＯＳ 的重要来源 。 早期的研

究表明 ， 线粒体介导的 ＲＯ Ｓ 产生对于脱铁性贫血是不必要的 ［
６６

］

。 然而 ， 最近的研

究表明 ， 线粒体介导的 ＲＯＳ 产生 、 ＤＮＡ 应激和代谢重编程对于脂质过氧化和诱导

脱铁性贫血是必要的 ｔ
６ ７

＂

６９
１

。 在这里 ， 我们关注最近的研究 ， 旨在阐 明癌症中铁死亡

的可能新机制 。

先前的研究表明 ， ＩＲＰ２ 蛋 白 的稳定性主要由 Ｅ３ 泛素连接酶 ＦＢＸＬ５ 调节

而 Ｔｅｒｚｉ 等人证实了ＩＲＰ２ 的
一

种新的调节机制 ， 它可以感知 ＩＳＣ 合成的缺失 ， 并且

ＩＳＣ 缺陷可以增强 ＩＲＰ２ 与靶 ｍＲＮＡ 的结合 。 ＩＳＣ 由铁离子和硫离子组成 ， 形成
［
１卩６－

ＯＳ
］
、

［
２Ｆｅ－２Ｓ

］
、

［
３Ｆｅ－４Ｓ

］
和

［
４Ｆｅ ＊４Ｓ

］团簇
［
７ １

］

。 抑制 ＩＳＣ 合成可以激活 ＩＲＰ２ 并促进脱

铁敏感性 ［
７２

］

； 与这
一

发现
一

致 ， Ｉ ＳＣ 维持不足已被证明能有力地激活铁饥饿反应并

引 发脱铁症 ［
７３

］

。 值得注意的是 ， 无机硫首先由半胱氨酸脱硫酶 ＮＦＳ １ 从半胱氨酸中

产生 ， ＩＳＣ 在 ｆｒａｔａｘｉｎ（ ＦＸＮ ） 的帮助下在 ＩＳＣ 组装酶 （ ＩＳＣＵ ） 上形成 （ １ ２２ ） ， 其

６３
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被认为定位于线粒体基质 中并参与 ＩＳＣ 的生物合成 ， ＦＸＮ 缺乏加速 ｅｒａｓｔｉｎ 活化的

脱铁性贫血 ［
７４

］

。 此外 ， ＩＳＣＵ 的过表达通过调节铁代谢 、 挽救线粒体功能和提高 ＧＳＨ

水平 ， 显著减轻了双氢青蒿素诱导的脱铁性贫血 ［
７５

］

。 此外 ， ＦＸＮ 可 以激活 ＮＦＳ １ 并

加速 ＩＳＣ 组装的速率限制性硫转移步骤 ， ＮＦＳ １ 的抑制使癌症细胞对铁下垂敏感 。

研究表明通过阐 明 ＣＡＩＸ 在氧化还原稳态和通过 ｐＨ 调节预防脱铁性贫血中的重要

作用 ， 确定了碳酸酐酶 ＩＸ（ ＣＡＩＸ ） 和 ＮＦＳ １ 之间的
一

种新的合成致死相互作用 ，

这可能有助于研宄人员开发治疗实体瘤的新策略 ［
７７

］

。

４ ．结论

据我们所知 ， 铁在肿瘤的发生 、 发展 、 转移和微环境中起着不同的作用 。 癌细

胞的增殖和进展需要大量的铁 。 许多铁代谢相关蛋 白在恶性肿瘤中 的表达受到异常

调节 ， 铁在癌症中改变了多种信号通路和生理过程 ， 表明铁在癌症发展中 的重要作

用 。 总的来说 ， 异常的铁稳态在某种程度上是癌症的标志 。 因此 ， 基于铁稳态研宄

为癌症治疗提供新的选择 。 除了通过铁螯合剂降低细胞内铁含量外 ， 靶向铁相关蛋

白进行药物递送或通过提高细胞内铁水平都 已被证实是癌症治疗的可行方法。 尽管

在现有的研宄中 已经阐 明 了癌症发展中大量的铁相关信号 ， 但对铁稳态维持机制 、

铁相关蛋 白功能以及铁对表观遗传学和微环境的整体影响仍需进
一

步探索 。 基于铁

代谢调节的癌症治疗策略的有效性和安全性仍需进
一

步提髙 。

６４
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