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FTO在帕金森病细胞模型中调控机制作用研究
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(1.新乡医学院药学院,河南 新乡 453000;

2.新乡医学院第一附属医院,河南 新乡 453000)

摘 要:目的 探索 m6A在帕金森病(PD)细胞模型中的调控机制。方法 本实验观察了6-OHDA模拟诱导的帕金森

损伤神经元中 m6A含量的变化,并检测了调控 m6A的甲基转移酶和去甲基化酶的表达水平。建立FTO敲低细胞系,

观察了敲低FTO后,PD疾病相关基因和多巴胺信号通路相关基因的表达情况。结果 观察到FTO在PD模型细胞中

有显著升高(P<0.05),m6A的相对含量有一定程度下降。在敲低了FTO的细胞中,发现与PD疾病密切相关的一些

基因的表达并未出现明显变化,但多巴胺信号通路相关基因 GRIN1的表达则显著降低(P <0.05)。结论 揭示了

FTO在帕金森细胞模型对多巴胺代谢的影响和作用机制。
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TheregulatorymechanismofFTOincellularmodelsforParkinson’sdisease
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  Abstract: Objective Toexploretheregulatorymechanismofm6AincellularmodelsforParkinson’s
disease(PD). Methods Inthisexperiment,weobservedthechangesofm6AcontentininjuredParkinson’s
neuronsinducedby6-OHDA,anddetectedtheexpressionofmethyltransferaseanddemmethylationenzymes
thatregulatem6A.FTOknockdowncelllineswereestablishedtoobservetheexpressionsofgenesrelatedto
PDdiseaseanddopaminesignalingpathwayafterknockdownofFTO. Results FTOincreasedsignificantlyin
thecellsofPDmodels(P <0.05),andtherelativecontentofm6Adecreasedtosomeextent.IntheFTO
knockdowncells,nosignificantchangewasfoundintheexpressionofsomegenescloselyrelatedtoPDdisease.
However,theexpressionofGRIN1,agenerelatedtothedopaminesignalingpathway,significantlyreduced
(P<0.05). Conclusion ThisstudyrevealedtheeffectandmechanismofFTOondopaminemetabolismin
cellmodelsofParkinson’s.
  Keywords: Parkinson’sdisease;m6Amethylation;m6Amethyltransferase

  帕金森病(Parkinson’sdisease,PD)是一种临床

上常见的老年神经退行性疾病,其发病特征主要是黑

质的多巴胺能神经元变性和过度死亡,以及因此引起

的纹状体多巴胺能神经元数量减少。肌肉强直、运动
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迟缓、静止性震颤及姿势步态障碍等为其主要临床表

现,帕金森病的治疗目前主要是对症治疗,治疗效果也

因病情的不同而有明显不同[1-3]。患者在患病后,生活

质量会随着病情的加重而出现不同程度的下降,在疾

病后期会发生多种并发症,甚至致残,从而导致预后不

良[4]。目前认为,该病的发病机制与神经元内α-syn-
cline的异常聚集密切相关[5]。但其详细的发病因素,
尤其是非基因突变的病理因素仍不十分清楚。

众所周知,真核细胞中的RNA上有超过100种

化学修饰,其中 m6A 是在真核生物 mRNA 和ln-
cRNA中含量最为丰富的一种修饰碱基[6-7]。在哺乳

动物细胞中,平均每个 mRNA上约有3~5个 m6A
碱基。研究发现mRNA甲基化的形成是一个可逆过

程,甲基转移酶和去甲基化酶共同作用调控了 mRNA
上m6A的含量变化[8]。其中 m6A甲基转移酶是一

个复合物,它主要由 METTL3(methyltransferaselike
3)、METTL14(methyltransferaselike14)和 WTAP
(Wilmstumour1associatingprotein)三部分构成[9]。

RNA去甲基化酶主要有FTO(fatmassandobesity
associatedprotein)和 ALKBH5(alkylationrepair
homolog5),并且FTO和ALKBH5都是铁离子和α-
酮戊二酸依赖型双加氧酶[10]。mRNA上的 m6A碱

基在胞质会被不同的“reader”蛋白读取,然后引发不

同的效应。在帕金森病中,相关基因 mRNA的 m6A
修饰状况如何,是否也存在表观转录组学层面的调控?
对此问题的详细研究还较少,有许多未知需要去探

索[11-12]。因此,本实验研究6-OHDA诱导的帕金森损

伤神经元中m6A含量的变化,并检测了调控 m6A的

甲基转移酶和去甲基化酶的表达水平,探究 m6A修

饰在帕金森细胞模型中可能的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 试剂和仪器 细胞总RNA所用提取试剂盒

购自天根生物;实验所用胎牛血清购买自 Hyclone公

司;DMEM高糖培养基购自GIbico公司;所使用PCR
引物均购自于上海生工,详细序列见表1;实验使用

FTOsiRNA 的 相 关 序 列 为:5′-GCAGTGTATCT-
GAGGAGCTCCATAA-3′;所用 m6A 抗体(ab2085-
77)购自abcam公司。FTO抑制剂FB23-2由华盛顿

大学李静副教授惠赠。

1.1.2 细胞株 本实验所使用的SHSY-5Y细胞株,
购自上海生化细胞所。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组 实验中按照双抗∶胎牛血

清∶DMEM高糖培养基=1∶10∶90的比例来培养

SH-SY5Y细胞,之后置于20% O2、5%CO2,37℃细

胞培养箱中正常培养,隔夜换液。培养至2~3d时使

用胰蛋白酶对SH-SY5Y细胞进行消化传代(1∶4)。
取处于对数生长期状态良好的细胞进行实验。设空白

对照组和6-OHDA处理组,调整细胞密度为1×105

个/毫升,之后每孔按照150μl接种于96孔板,根据

相关文献[8]描述,对6-OHDA组以0.025mg/ml的

6-OHDA孵育24h进行损伤诱导处理,各浓度设置6
个副孔,然后取样进行相关实验。对于FB23-2处理

过程,则将0.1μM的FB23-2再收集细胞进行相关实

验。

1.2.2 CCK8实验检测细胞活力 取处于对数生长

期的SH-SY5Y细胞进行实验。之后调整细胞密度,
设置空白对照组和6-OHDA实验组。根据预实验,6-
OHDA组以0.025mg/ml的6-OHDA孵育进行损伤

诱导处理,各组并设置6个副孔。之后在细胞培养箱

中培养24h后,直接每孔加入10μlCCK8试剂,再置

培养箱中继续培养4h,最后使用酶标仪测定每孔在

450nm处的吸光度。

1.2.3 LDH法检测细胞毒性 将被检测的细胞进行

损伤诱导处理后,按照LDH检测试剂盒的步骤要求,
对照组和实验组各做6个复孔,每孔各抽取50μl上

清液加至一个新的酶标检测板中;之后加入配好的底

物缓冲液50μl,避光孵育30min后,每孔加入50μl
终止液,最后在490nm处进行吸光度检测。

1.2.4 Real-timePCR法检测SH-SY5Y细胞中甲基

化相关酶mRNA表达 先根据TotalRNAKit试剂

盒操作说明分别抽提对照组和实验组细胞的总RNA。
之后取各组总RNA各1μg,进行去除基因组反应和

逆转录反应,从而合成cDNA,之后以cDNA为模板进

行PCR扩增。具体操作根据试剂盒所带说明书和仪

器操作说明书[PCR 反 应 体 系10μl:cDNA1μl,

primers(10μmol/L)0.5μl,2×TaqPCRMasterMix
5μl,RNaseFreewater3μl],PCR引物见表1。PCR
反应条件为DNMT1:预变性95℃7min,变性95℃5
s,退火60℃30s,延伸60℃30s,循环数为40次。本

实验中以GAPDH为内参基因,目的基因的相对表达

量=2-ΔΔCt,其中ΔΔCt=(Ct靶基因-Ct内参)实验组

-(Ct靶基因-Ct内参)对照组。每个目的基因进行

3次重复试验,最终以Ct值做统计分析。见表1。

1.2.5 Westernblot法检测两种细胞与凋亡相关的

蛋白酶表达 首先分别将两种细胞用含1%PMSF的

RIPA(强)蛋白裂解液进行裂解,后用考马斯亮蓝结合

法进行蛋白质含量定量。每组按照浓度的大小加入不

同体积的PBS缓冲液和蛋白上样缓冲液调至各组蛋

白浓度一致,之后10%SDS-PAGE电泳直至溴酚蓝到

达分离胶底部停止,转移至PVDF膜(100V,2h),预
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表1 PCR所用引物

 正义链 反义链

METTL3 5′-AAGCAGCTGGACTCTCTGCG-3′ 5′-GCACTGGGCTGTCACTACGG-3′
METTL14 5′-AGTGCCGACAGCATTGGTG-3′ 5′-GGAGCAGAGGTATCATAGGAAGC-3′
FTO 5′-GCTGCTTATTTCGGGACCTG-3′ 5′-AGCCTGGATTACCAATGAGGA-3′
ALKBH5 5′-CGGCGAAGGCTACACTTACG-3′ 5′-CCACCAGCTTTTGGATCACCA-3′
PINK1 5′-ATGGATGGGCATAGGTAGT-3′ 5′-AGATGTCGTCTCAAAGGGA-3′
Parkin 5′-AGAAATGGCTAACAAAGGTA-3′ 5′-ATTGAAAAGAATGGAGGATG-3′
SYN1 5′-TGACCACAAGTTCCACGAT-3′ 5′-GCCCTTCATTGATGCTAAA-3′
DJ-1 5′-TGCCGTTCATCATTTTGT-3′ 5′-TTCACCTACTCCGACCG-3′
GRIN1 5′-AGTGACAATCCACCAAGAGC-3′ 5′-TGACCACAAGTTCCACGAT-3′

染蛋白 marker确定蛋白分子量标准位置。含5%脱

脂奶粉的 TBST 封 闭 液 封 闭1h,抗 体 METLL14
(Proteintech,26158,1∶1000)、METTL3(Abcam,

195352,1∶1000)、FTO(Abcam,ERP6894,1∶1000)、

ALKBH5(Abcam,ERP18958,1∶1000),GRIN1(Bi-
orbyt,131784,1∶1000)β-actin(SantCruz,水 槽

30656,1∶5000)分别用封闭液按比例稀释后,放置室

温摇床上摇30min,之后4℃孵育过夜。第2天TBST
洗涤3次,每次10min;二抗(1∶5000)室温孵育1h。
再用TBST洗涤3次,每次10min。最后使用天能凝

胶成像机进行ECL曝光。ChemiScopeanalysis软件

分析各个目的条带与β-actin条带的灰度比值,从而计

算蛋白相对表达量。

1.2.6 HPLC-MS法检测m6A含量 按照实验要求

抽提细胞总RNA,之后用 mRNA富集试剂盒对 mR-
NA进行富集,随后对mRNA进行酶降解后用碱性磷

酸酶除去磷酸集团,自备单碱基检测液,然后进行检

测。

1.2.7 小鼠帕金森模型的建立 将AAV介导shF-
TO定位注射在B6小鼠纹状体,并确定敲降结果。野

生型小鼠和纹状体FTO基因敲降小鼠各8只,均腹腔

注射1-甲基-4苯基-1,2,3,6-四氢吡啶(MPTP),根据

密度换算,即每只小鼠每日腹腔注射剂量为 0.01
ml/kg(25mg/kg,每周2次),连续14d,建模成功后,
进行行为学检测:爬杆实验:将两组小鼠分别悬挂于一

根长线上,其评分标准为,小鼠双后肢勾住挂线记为3
分;小鼠仅一只后肢勾住电线记为2分,小鼠双后肢均

未勾住电线记为1分。并且记录小鼠从悬挂到掉落的

时间,即为潜伏期时长。转棒实验:将小鼠分别放在转

棒疲劳仪,在转棒上进行适应性放置30s后,启动疲

劳仪,转速为5r/min,让小鼠适应性90s后,将疲劳

仪转速调整为16r/min,记录小鼠从转棒上第一次跌

落的时间。最后分别收集小鼠的纹状体检测人合氨酸

受体亚基(GRIN1)表达水平,以及氧化还原应激相关

指标,本研究中小鼠处置方式均符合动物伦理学规定。

1.3 统计学方法 所有数据用(췍x±s)表示,用SPSS
22.0统计学软件进行数据处理,两组间比较采用t检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 6-OHDA诱导的模拟PD神经元损伤模型 实

验结果显示0.025mg/ml的6-OHDA 会明显诱导

SH-SY5Y细胞损伤,CCK8和LDH 法检测都表明了

0.025mg/ml6-OHDA 所致的细胞毒性(图1A 和

1B)。细胞形态的变化(见图1C),表明6-OHDA造成

了显著的细胞损伤,符合PD的细胞模型。

注:A:CCK8检测细胞活力;B:LDH检测细胞

毒性;C:细胞形态;**表示P<0.01。
图1 6-OHDA诱导SH-SY5Y细胞损伤的PD模型

2.2 6-OHDA对细胞中甲基转移酶 mRNA和 m6A
含量的影响 qRCR检测6-OHDA诱导的神经细胞

中表达的与m6A相关的甲基转移酶METTL3、MET-
TL14和去甲基化酶FTO、ALKBH5的 mRNA含量

的变化(见图2A),发现只有FTO在细胞内显著升高。
同时检测了它们的蛋白表达水平(见图2B),结果与

mRNA表 达 水 平 一 致,仅 有 FTO 发 生 显 著 变 化。

HPLC-MS法直接检测正常细胞和PD模型细胞 mR-
NA中m6A的含量变化,发现6-OHDA组虽然有一

定程度的下降,但没有显著性差异(见图2C),这可能

和细胞内m6A动态调控的复杂机制有关。
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注:A:mRNA的相对表达量;B:蛋白的相对

表达量;C:m6A相对含量;**表示P<0.01。

图2 6-OHDA诱导损伤的PD模型细胞中

甲基转移酶 mRNA和 m6A含量变化

2.3 FTO敲低或过表达不影响PD发病相关基因的

表达 在确定帕金森模型细胞中FTO升高之后,那么

6-OHDA处理诱导的FTO表达升高是否会影响PD
发病相关基因的表达水平,为验证该假设,通过siRNA
敲低FTO的表达并用慢病毒构建了FTO高表达细胞

株,观察在6-OHDA处理24h后,FTO敲低和过表达

对PD疾病密切相关基因的表达变化,结果显示无论

敲低或过表达FTO,与PD疾病密切相关基因的表达

与对照组相比没有显著性变化(见图3A、图3B和图

3C)。

注:A:FTO的敲低和过表达效率;B:FTO敲低后对

PD模型细胞中PD相关基因表达的影响;C:FTO过

表达后对PD模型细胞中PD相关基因表达的影响。
图3 FTO敲低或过表达对PD发病相关基因的影响

2.4 FTO对多巴胺信号通路相关基因GRIN1的表

达变化的影响 为了进一步探究6-OHDA是如何通

过调控FTO,诱导了哪些与PD疾病相关的变化,我们

对一些多巴胺信号通路相关基因进行了检测,结果显

示SH-SY5Y细胞在6-OHDA处理的情况下,过表达

FTO则促进GRIN1的表达,mRNA和蛋白的检测结

果是一致的(见图4A和图4B);与此相反,敲低FTO
后,GRIN1表达明显减少。同时我们使用了FTO抑

制剂 结合前面的实验结果,猜测6-OHDA处理升高

了FTO的表达,而高表达的FTO又导致多巴胺通路

相关基因GRIN1发生改变。

注:A:mRNA的变化;B:蛋白含量的变化;

B、C:FTO抑制剂处理后GRIN1的 mRNA
表达变化;*表示P<0.05

图4 FTO敲低或过表达后多巴胺信号通路

相关基因GRIN1的表达变化

2.5 敲降 FTO 基因降低了帕金森模型小鼠脑中

GRIN1的表达 为在动物模型上验证上述结果,纹状

体FTO敲降小鼠和野生型对照被腹腔注射 MPTP造

成帕金森病模型,通过动物行为学实验检测发现,在悬

尾实验中,FTO敲降小鼠的得分比野生型小鼠要高,
但差异无统计学意义(P>0.05),见图5A;但悬尾实

验中FTO敲降小鼠的潜伏期要长于野生型小鼠(P
<0.05),见图5B。在转盘实验中,FTO敲降小鼠的

掉落时间要远远长于野生型小鼠(P <0.05),见图

5C。表明FTO 敲降对帕金森模型小鼠有一定的意

义。另外取出小鼠纹状体,检测GRIN1的表达,与细

胞模型上的结果类似,GRIN1也有一定程度的降低

(P<0.05),见图5D。这表明在帕金森疾病模型中

FTO的水平会直接调控GRIN1的表达。

3 讨论

PD的发生过程中会伴随着许多基因表达的变化,
越来越多的研究表明表观转录修饰在PD的发生发展

过程中扮演了非常重要的角色[13-14]。现有研究表明,

RNA甲基化可能与神经退行性疾病的病变有着紧密

的联系[15]。但相关的研究主要集中在 m6A和神经突

触维持之间的关系,还没有详细的关于PD病理过程

中m6A含量变化和机制的研究[16-17]。因此本文初步

探讨了PD细胞模型中 m6A相关的甲基转移酶和去

甲基化酶的表达变化。本课题采用了经典的6-OHDA
法诱导SH-SY5Y细胞,作为PD模型细胞。CCK8法

和LDH检测法结果显示0.025mg/ml的6-OHDA
会导致SH-SY5Y细胞产生明显的损伤,这和PD患者

内多巴胺能神经元减少类似。综上所述,我们认为
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注:A:悬尾实验的评分结果;B:悬尾实验潜伏期;C:转棒

实验的掉落时间;D:小鼠纹状体中GRIN1的 mRNA
表达水平;*表示P<0.05。

图5 MPTP诱导的FTO中枢敲降小鼠和野生型

小鼠帕金森病模型行为学检测

0.025mg/ml的6-OHDA处理可以有效地模拟PD细

胞损伤。首先qPCR法检测了6-OHDA处理的SH-
SY5Y 细胞中 m6A 相关酶 FTO、ALKBH5、MET-
TL3、METTL14的 mRNA表达量的变化,结果显示

大部分甲基转移酶和去甲基化酶没有明显变化,仅

FTO有明显的表达升高。Western-blot检测了对应

的蛋白表达,结果与 mRNA一致,仅仅FTO明显升

高。FTO作为一个去甲基化酶,在 m6A形成的动态

调节中具有重要作用。脑内FTO的过高表达可降低

神经元内一些基因的 mRNA中 m6A的含量,导致下

游基因表达的改变,最终可能引起一系列脑损伤病

变[18-20]。最近研究表明,FTO的异常表达将影响学习

记忆、昼夜节律等,并猜测可能与一些神经退行性疾病

的发病有一定的相关性[21-22]。我们又用 HPLC-MS检

测6-OHDA对SH-SY5Y 细胞中 m6A 的含量的影

响,结果显示6-OHDA可以降低细胞中 m6A的含量,
虽然差异无统计学意义。这很可能是因为细胞内

m6A的调控机制比较复杂,还存在其他潜在的调控机

制。
后续主要以FTO为6-OHDA的主要影响靶点,

首先用siRNA敲低FTO,同时用制作FTO高表达细

胞株;并检验了敲低和过表达效果,然后检测了6-OH-
DA对正常细胞、siFTO和FTO过表达细胞的影响,
我们着重观察了和PD发病相关的PINK1、parkin、

SNCA和DJ1的mRNA表达量,发现差异无统计学意

义,这可能是因为 m6A的动态调控机制比较复杂,其

写入和擦除受到多种酶和细胞因子的共同调控[23]。
因此仅仅敲低或过表达FTO,在6-OHDA诱导损伤

的细胞中与PD疾病密切相关基因的 mRNA上甲基

化位点还是得以保存,才会导致其表达基本不变,通过

查询相关研究的文献[8],我们又检测了与多巴胺信号

通路相关的其他一些基因,经过筛选,实验结果显示敲

低FTO导致GRIN1有较为明显的下降,而升高FTO
则促进其表达,mRNA和蛋白水平的检测结果是一致

的,而过表达FTO则会在一定程度的升高该基因的

mRNA水平。以此我们推测FTO可能是通过调控多

巴胺信号通路相关基因GRIN1在PD中发挥了一定

的作用。GRIN1 基因能够表达离子型谷氨酸受体

NMDAR1,致使Ca2+大量内流,造成神经元内Ca2+超

载,触发一系列 Ca2+ 相关的级联反应,如氧化应激水

平升高,线粒体功能损伤加剧等。在纹状体FTO敲低

的帕金森模型小鼠脑内,我们也发现了类似效果,证明

FTO在小鼠体内和体外均可对GRIN1的表达产生影

响。但FTO 是否直接减少了 GRIN1mRNA 上的

m6A并且GRIN1mRNA上的 m6A又是被哪种阅读

蛋白读取,其具体的机制还需要进一步的研究。
综上所述,我们观察了6-OHDA诱导的神经细胞

中m6A的含量差异,也观察了相关的甲基转移酶和去

甲基化酶的表达变化,我们发现了FTO在6-OHDA
损伤中有一定表达升高,并且利用siRNA敲低FTO
后,最终发现多巴胺信号通路相关基因 GRIN1在

FTO敲低的情况下有显著的下调,而升高FTO则会

促进FTO的表达。因此我们推测,FTO可能通过调

控GRIN1的表达,在PD的发病过程中发挥了一定的

作用。
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