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摘要　 目的　 探讨甲基化转移酶 ３（ＭＥＴＴＬ３）介导的 Ｎ６⁃甲
基腺苷（ｍ６Ａ）甲基化修饰参与调控脂多糖（ＬＰＳ）诱导的内

皮细胞通透性变化的分子生物学机制。 方法　 选用人脐静

脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ） 进行体外培养，使用 ５０、１２５、２５０、
５００、１ ０００、２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＬＰＳ 干预 ＨＵＶＥＣｓ ２４ ｈ，应用 Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 的表达；选用 ５００ ｎｇ ／ ｍｌ 的

ＬＰＳ 干预 ＨＵＶＥＣｓ ２４ ｈ，检测 ｍ６Ａ 甲基化水平，应用细胞通

透性实验检测细胞通透性，应用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测细胞间连接蛋白（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＶＥ⁃ｃａｈｅｒ⁃
ｉｎ）ｍＲＮＡ 和蛋白表达；构建 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株，检
测 ＭＥＴＴＬ３ 过表达时内皮细胞 ｍ６Ａ 甲基化水平及通透性的

变化。 结果 　 与对照组相比，ＬＰＳ 抑制 ＨＵＶＥＣｓ ＭＥＴＴＬ３
ｍＲＮＡ 表达，使得内皮细胞 ｍ６Ａ 甲基化下调，细胞通透性升

高，细胞间连接蛋白（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＶＥ⁃ｃａｈｅｒｉｎ）ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白表达下降；当 ＭＥＴＴＬ３ 过表达时，内皮细胞 ｍ６Ａ
甲基化水平增强，ＬＰＳ 诱导的内皮细胞通透性增加得以改

善。 结论　 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化能够改善脓毒症诱

导的内皮细胞通透性增加。
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　 　 脓毒症是一种危及生命的多器官功能衰竭，由
机体对感染的反应失调引起［１］。 已有研究［２］ 表明

血管内皮屏障功能障碍在脓毒症发生的过程中起着

重要作用。 ｍ６Ａ 修饰是指在 ＲＮＡ 甲基化转移酶的

作用下 ＲＮＡ 腺嘌呤第 ６ 位氮原子发生甲基化的过

程［３］，它是真核生物 ＲＮＡ 重要的转录后修饰之一，
广泛参与多种生物过程的调控。 ｍ６Ａ 修饰受到一

组酶的动态调控，这些酶被称为“ｗｒｉｔｅｒｓ”（甲基化转

移酶 ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４）、 “ ｅｒａｓｅｒｓ” （去甲基化酶

ＡＬＫＢＨ５、ＦＴＯ）和“ ｒｅａｄｅｒｓ” （识别 ｍ６Ａ 位点并与之

相互作用的蛋白质） ［４］。 这些酶的改变会影响 ｍ６Ａ
修饰的程度以及随后 ＲＮＡ 的剪接、定位、稳定性和

翻译。 这些变化可能导致多种病理生理过程中的基

因表达异常。 越来越多的证据［５ － ７］ 表明，ＭＥＴＴＬ３
介导 ｍ６Ａ 甲基化修饰是肿瘤、先天免疫和炎症发生

的关键调节因子。 然而，ｍ６Ａ 甲基化修饰在脓毒症

中对血管内皮细胞通透性是否有调节作用不甚清

楚。 该研究旨在通过探讨 ＭＥＴＴＬ３ 介导 ｍ６Ａ 甲基

化修饰对脓毒症诱导的内皮细胞通透性变化的影

响，以期为内皮细胞屏障功能的保护及烧伤脓毒症

的分子靶向治疗提供可能的理论基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料 　 人脐静脉内皮细胞（ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵＶＥＣｓ）购自青旗（上海）生
物技术发展有限公司；ＴＲＩｚｏｌ、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物和

脂质体 ３０００ 均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司（美国）；反转录

试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司（美国）；Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 试剂盒、ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 均购自 Ｔａｋａ⁃
ｒａ 公司（日本）；ＲＩＰＡ 细胞裂解液（强）、ＢＣＡ 蛋白质

定量试剂盒购自碧云天生物技术研究所（上海）；
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购自上海雅酶生物医药

科技有限公司（上海）；ｍ６Ａ 甲基化检测试剂盒购自

ＥＰＩＧＥＮＴＥＫ 公司（美国）；ＰＶＤＦ 膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司（美国）；光谱彩虹预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司（美国）；ＥＣＬ 超敏发光试剂盒购自 Ａｆｆｉｎ⁃
ｉｔｙ 公司（美国）；ＧＡＰＤＨ 抗体、ＭＥＴＴＬ３ 抗体均购自

ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司（武汉）；山羊抗小鼠 ＩｇＧ、山羊抗兔

ＩｇＧ 购自北京康为世纪生物科技有限公司（北京）；
质粒提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公

司（北京）；克隆试剂盒购自 Ｖａｚｙｍｅ 公司（南京）；嘌
呤霉素购自 Ｇｉｂｃｏ 公司（美国）；ＭＥＴＴＬ３ 真核表达

载体购自上海吉凯生物技术有限公司（上海）。
１． ２　 方法　
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１． ２． １　 细胞培养　 采用 ＥＣＭ 培养基常规方法（３７
℃、５％ ＣＯ２）培养 ＨＵＶＥＣｓ，隔天换液，倒置显微镜

下观察细胞状态，待其汇合度为 ７０％ ～ ８０％ 时，应
用 ０． ２５％ 胰蛋白酶消化 ２ ～ ３ ｍｉｎ，细胞计数，按实

验设计方案进行种板及检测。
１． ２． ２　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株构建 　 根据人

基因库中 ＭＥＴＴＬ３（ＮＭ＿０１９８５２）ＣＤＳ 序列将其构建

真核表达载体 ＧＶ６５７ 上，双酶切及测序均检测成功

后 进 行 细 胞 转 染。 按 照 脂 质 体 ３０００
（Ｌｉｐｅｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００）操作说明进行细胞转染，转染 ６
ｈ 后按 １：５ 的比例进行传代。 同时，应用浓度为 ２. ５
μｇ ／ ｍｌ 的嘌呤霉素筛选 ７ ｄ，倍比稀释法将阳性细胞

接种于 １２ 孔板继续培养以构建稳转细胞株。
１． ２． ３　 ｍ６Ａ 甲基化水平检测　 按照 ｍ６Ａ 甲基化快

速定量检测试剂盒（比色法）说明书进行相关操作，
具体如下：提取 ＲＮＡ（ＴＲＩｚｏｌ 或 ＲＮＡ 提取试剂盒），
取出试剂盒膜条，加入 ＲＮＡ 结合液（Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ），分别设置阴性对照孔、阳性对照孔（即标准品

孔）和待测样品孔，每个均设置复孔，３７ ℃孵育 １. ５
ｈ，依次加入捕获抗体（ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ）、检测抗体

（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ）以及增强剂（ｅｎｈａｎｃｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ），
洗板后加入显影液，室温孵育 ５ ｍｉｎ，终止反应后应

用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长进行信号检测，根据公式：
ｍ６Ａ （％ ） ＝ （ Ａ样本组 － ＡＮＣ组 ） ／ （ ＡＰＣ组 － ＡＮＣ组 ） ×
１００％ ［吸光度 （ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ， Ａ）］，计算各组样本甲

基化水平。
１． ２． ４　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 应用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取

细胞总 ＲＮＡ，并以其为模版进行反转录，设计 ＰＣＲ
引物（表 １），采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测各目的基因 ｍＲＮＡ 表达。 反应体系为：２
× ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍｉｘｔｕｒｅ １０ μｌ， Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ， １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ０. ４ μｌ，Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０. ４ μｌ，
ｃＤＮＡ ２. ０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ７. ２ μｌ；反应过程及条件：预变

性 ９５ ℃、３０ ｓ，变性 ９５ ℃、５ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ，设定循环

数为 ４０。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参，采用 ２ －△△ＣＴ法比较

分析各基因表达水平。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液（强）提
取细胞总蛋白，ＢＣＡ 法进行蛋白定量后将各组样品

蛋白浓度调整一致，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂

盒配制合适浓度的凝胶。 电泳、转膜、封闭、一抗孵

育、二抗孵育后，应用全自动化学发光检测仪进行

ＥＣＬ 法检测目的蛋白。 应用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行

灰度分析，并进行差异性统计分析。
１． ２ ． ６ 　 细胞通透性检测 　 将ＨＵＶＥＣｓ接种在插入

表 １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物序列

基因名称 引物序列（５′⁃３′） 产物长度（ｂｐ）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣ ９６

Ｒ：ＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡ
ＭＥＴＴＬ３ Ｆ：ＴＧＧＧＧＧＴＡＴＧＡＡＣＧＧＧＴＡＧＡ １２９

Ｒ：ＴＣＣＴＴＴＧＡＣＡＣＣＡＡＣＣＡＡＧＣ
Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５ Ｆ：ＣＣＧＴＧＴＣＧＣＡＧＡＡＧＴＡＣＧＡＧ １９０

Ｒ：ＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＣＧＴＡＧＴＣＧＣＣＧ
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ Ｆ：ＴＧＧＣＣＴＡＣＡＧＧＡＡＴＡＣＡＡＧＡＧＣ １８１

Ｒ：ＡＡＡＧＧＡＴＧＣＴＧＴＡＣＣＴＣＣＡＣＡＧ
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＣＣＣＡＣＡＧＧＣＡＣＧＡＴＣＴＧＴＴ １２８

Ｒ：ＧＴＴＧＧＧＣＡＧＧＧＴＴＡＧＣＡＣＣ

式细胞培养皿（ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ）底部，使其融合成完整的单

层内皮细胞膜，并将 ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ 放置在 ６ 孔细胞培养

板孔内，构成血管内皮细胞通透性体外模型。 其有

效滤过面积 ４. ２ ｃｍ２，滤膜微孔直径 ０. ４ μｍ。 在

ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ 内（内室）和 ６ 孔培养板孔中（外室）均加入

相同的 ＥＣＭ 培养液。 测定单层细胞膜通透性时，在
ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ 内加入 ＦＩＴＣ 标记的白蛋白 ３ μｇ ／ ｍｌ，６０ ｍｉｎ
后，取出 ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ 内和 ６ 孔培养板孔中的培养液 １
ｍｌ，测定各自荧光强度。 以白蛋白标准曲线，将荧光

强度转换成白蛋白浓度值，再按下列公式得出内皮

细胞的通透性。 公式 ＝ （［Ａ］ ／ ｔ） ∗（１ ／ Ａ） ∗（Ｖ ／
［Ｌ］），注：［Ａ］：外室白蛋白浓度；ｔ：时间（ ｓｅｃ）；Ａ：
单层细胞膜的面积（ ｃｍ２）；Ｖ：外室（６ 孔培养板孔

内）液体容量；［Ｌ］：内室白蛋白的浓度。
１． ３　 统计学处理 　 统计分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
５. ０ 软件进行统计分析，数据显示均为均值，以 �ｘ ± ｓ
表示。 Ｆ 检验用来判定两组样本的方差齐性，若方

差齐，则直接采用 ｔ 检验比较两组是否存在差异，Ｐ
＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＬＰＳ 对内皮细胞 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达及

ｍ６Ａ 甲基化水平的影响 　 应用 ５０、１２５、２５０、５００、
１ ０００、２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＬＰＳ 干预 ＨＵＶＥＣｓ ２４ ｈ，Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测结果显示各组细胞 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 的

表达量见图 １Ａ。 统计分析结果进一步证实，与正常

对照组（Ｎ）相比，１２５、２５０、５００、１ ０００、２ ０００ ｎｇ ／ ｍｌ
的 ＬＰＳ 均可显著降低 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 的表达（Ｆ ＝
１. ５４１， ｔ ＝ ３. ２０８， Ｐ ＜ ０. ０５； Ｆ ＝ ２. ０８７， ｔ ＝ ２. ７２０，
Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝ １. ８１４， ｔ ＝ ３. ８８２， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝
２. ５８５， ｔ ＝ ５. ９７９， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝ １１. ４００， ｔ ＝ ７. ９２５，
Ｐ ＜ ０. ０１）。 ５００ ｎｇ ／ ｍｌ ＬＰＳ 作用 ＨＵＶＥＣｓ ２４ ｈ 后，
ｍ６Ａ 甲基化水平检测及分析结果表明，与 Ｎ 组相
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比，ＬＰＳ 组 ｍ６Ａ 甲基化水平显著降低（Ｆ ＝ １. １０２， ｔ
＝ ７. ０９５， Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １Ｂ。
２． ２　 ＬＰＳ 对 ＨＵＶＥＣｓ 通透性及相关基因表达的影

响　 ５００ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ＬＰＳ 处理 ＨＵＶＥＣ 细胞 ２４ ｈ 后，细
胞通透性检测实验表明，与 Ｎ 组相比，ＬＰＳ 干预组荧

光强度明显增强，单层细胞通透性系数显著升高（Ｆ
＝ ３. １３３， ｔ ＝ ５. ０３５， Ｐ ＜ ０. ０１），为正常组的（１. ８１４
± ０. ４４７ ） 倍， 见图 ２Ａ。 同 时， Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测及分析结果均表明，ＬＰＳ 可显著抑

制细胞通透性相关基因 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达（图 ２Ｂ）（Ｆ ＝ ４. ０９４，ｔ ＝ ３. ６８９，
Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ５. ３７２，ｔ ＝ ５. ９４５，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ２. ３１８，ｔ
＝ ２. ４４１，Ｐ ＜ ０. ０５）和其蛋白表达（图 ２Ｃ、Ｄ） （Ｆ ＝
１. ８２０，ｔ ＝ ３. ２１０，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ １. ８５２，ｔ ＝ ７. ２０９，Ｐ ＜
０. ０１；Ｆ ＝ ２. ９７３，ｔ ＝ ５. ４２９，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ３　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株构建　 应用 ２. ５

图 １　 ＬＰＳ 对 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达及 ｍ６Ａ 甲基化水平的影响

　 　 Ａ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测内皮细胞中 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：ｍ６Ａ 甲基化水平检测内皮细胞 ｍ６Ａ 甲基化水平；与 Ｎ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 ＬＰＳ 对 ＨＵＶＥＣ 细胞通透性及相关基因的影响

　 　 Ａ：ＬＰＳ 对细胞通透性的影响；Ｂ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测通透性相关基因 ｍＲＮＡ 的表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测通透性相关基因蛋白的表达；Ｄ：

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后灰度分析蛋白相对量；与 Ｎ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ３　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株构建

　 　 Ａ：ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株 × ２００；Ｂ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 的表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白的表达；１：正常对照

组（Ｎ）；２：ＭＥＴＴＬ３ 过表达组（ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３）；与 Ｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素筛选 ３ 周，挑取单克隆细胞株，常规

培养建立 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株。 荧光倒置显

微镜观察（图 ３Ａ）、Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ（图 ３Ｂ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ（图 ３Ｃ）检测均证实 ＭＥＴＴＬ３ 过表达稳转细胞株

构建成功。 与 Ｎ 组相比，ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３ 组 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著升高（Ｆ ＝ １. ５０５， ｔ ＝
１１. ０８０， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝ ５５. ０８０， ｔ ＝ ７. ５９３， Ｐ ＜
０. ０１）。
２． ４　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达对内皮细胞 ｍ６Ａ 甲基化的

影响　 ｍ６Ａ 甲基化水平检测显示，与 Ｎ 组相比，
ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３ 组 ｍ６Ａ 甲基化水平显著增强（Ｆ ＝
４. ２４１， ｔ ＝ ７. ８５１， Ｐ ＜ ０. ０１），差异有统计学意义；与
ＬＰＳ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３ 组 ｍ６Ａ ＲＮＡ 甲

基化水平明显升高 （ Ｆ ＝ １. ８８９， ｔ ＝ ６. １０６， Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ４。

图 ４　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达对内皮细胞 ｍ６Ａ 甲基化的影响

与 Ｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＰＳ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 ＭＥＴＴＬ３ 过表达对细胞通透性相关基因及细

胞通透性的影响 　 与 ＬＰＳ 干预组相比， ＬＰＳ ＋
ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３ 组细胞通透性相关基因 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平均显著升

高（Ｆ ＝ １. ９６４， ｔ ＝ ２. ４２３， Ｐ ＜ ０. ０５； Ｆ ＝ ３. ６４５， ｔ ＝
１. ０９８， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝ １. ０６７， ｔ ＝ ３. １０７， Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ５Ａ；同时，其对应的蛋白表达水平亦明显增强

（Ｆ ＝ １. ８１６， ｔ ＝ ３. ４２３， Ｐ ＜ ０. ０１； Ｆ ＝ １. ６７８， ｔ ＝
２. ７８２， Ｐ ＜ ０. ０５； Ｆ ＝ １. ７４８， ｔ ＝ ２. ９３２， Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ５Ｂ、Ｃ。 同时，细胞通透性检测结果表明，与
ＬＰＳ 干预组相比，ＬＰＳ ＋ ＧＶ６５７ ／ ＭＥＴＴＬ３ 组细胞通透

性则明显降低（Ｆ ＝ １. １４８， ｔ ＝ ２. ０８２， Ｐ ＜ ０. ０５），见
图 ５Ｄ。

３　 讨论

　 　 血管内皮是一单层细胞，在循环血液和组织之

间形成半透性屏障，控制着氧气与二氧化碳的交换

以及营养物质的运输。 内皮屏障主要由黏附连接

（ａｄｈｅｒｅｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＡＪ）、紧密连接 （ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ，
ＴＪ）和间隙连接（ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＧＪ）等细胞间连接构

成。 Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是 ＴＪ 中的连接蛋白，ＶＥ⁃ｃａ⁃
ｈｅｒｉｎ 是 ＡＪ 中的连接蛋白，这些连接蛋白的改变会

影响内皮屏障功能及细胞通透性。 在炎症的刺激

下，细胞间连接蛋白发生改变，血管内皮屏障被破

坏，细胞通透性增加，导致炎性水肿液在各个脏器积

聚，使得组织脏器缺血缺氧，导致机体脓毒症发生。
脓毒症的发生会进一步加重炎症反应，进而导致内

皮屏障进一步破坏，细胞通透性进一步增加，由此形

成恶性循环，最终导致多脏器功能衰竭。 因此保护

内皮屏障，避免细胞通透性增加在预防脓毒症发生

上就显得举足轻重了。 ＬＰＳ 是革兰阴性细菌细胞外

壁的组成成分，是一种常见的内毒素，在体内外可以

通过细胞信号转导通路促进多种细胞因子和炎症介

质释放，破坏血管内皮屏障功能，从而引起机体脓毒

症的发生。 该研究采用 ＬＰＳ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ 的脓毒

症模型，结果证明在ＬＰＳ的作用下，细胞间连接蛋
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图 ５　 ＭＥＴＴＬ５ 过表达对细胞通透性相关基因及细胞通透性的影响

　 　 Ａ：Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白的表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后灰度分析蛋白相对量；Ｄ：细

胞通透性变化；与 Ｎ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＰＳ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

白（Ｃｌａｕｄｉｎ⁃５、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＶＥ⁃ｃａｈｅｒｉｎ ）表达水平下

降，ＨＵＶＥＣｓ 的通透性增加。 与此同时，该研究结果

显示在 ＬＰＳ 的作用下，ＨＵＶＥＣｓ 中的 ＭＥＴＴＬ３ 表达

和 ｍ６Ａ 甲基化水平均下调。 上述结果表明 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化可能参与调控内皮细胞通

透性。
　 　 ｍ６Ａ 修饰是真核生物中普遍存在的 ＲＮＡ 表观

遗传修饰，受甲基化转移酶和去甲基化酶的动态可

逆调控，并被 ｍ６Ａ 结合蛋白识别发挥生物学功

能［８］。 ＭＥＴＴＬ３ 作为首个发现的甲基化转移酶和核

心甲基化转移酶亚基，在 ｍ６Ａ 甲基化过程中起重要

的催化作用，并参与各种生理过程［９］。 在肿瘤方

面，ＭＥＴＴＬ３ 作为 ｍ６Ａ 甲基化转移酶在癌症中发挥

着关键作用，在胃癌、肺癌中，其表达明显升高，提示

预后不良［１０ － １１］。 在病毒免疫中，先天信号通过

ＴＢＫ１ 激活 ＭＥＴＴＬ３，而 ＭＥＴＴＬ 介导的 ｍ６Ａ 修饰通

过促进 ｍＲＮＡ 的稳定性和蛋白质翻译来确保抗病

毒免疫［１２］。 在炎症相关性疾病中，也有着 ｍ６Ａ 甲

基化参与调控。 在经 ＬＰＳ 刺激的人单核细胞诱导

分化的巨噬细胞炎症模型中，ＭＥＴＴＬ３ 过表达可抑

制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，减轻巨噬细胞炎症反应［１３］。 在

中枢神经系统小胶质细胞中，ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ
甲基化修饰能够促进小胶质细胞中 ＴＲＡＦ６⁃ＮＦ⁃κＢ
通路的激活，促进炎症因子（如 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α
等）释放，从而加速神经退行性病变［１４］。 从中可以

发现 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化在不同的组织或

细胞中对炎症的作用是不同的，有的是抑制炎症，有
的却促进炎症发生发展，结果不尽相同。 而关于

ｍ６Ａ 甲基化对脓毒症内皮细胞通透性的影响鲜有

研究涉及。 有研究［１５］表明，ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲

基化可以改善脓毒症诱导的急性呼吸窘迫综合征的

内皮屏障功能，减轻内皮细胞通透性，从而对脓毒症

诱导的 ＡＲＤＳ 起到保护作用。 为了进一步证实 ｍ６Ａ
甲基化参与调控内皮细胞通透性，该研究构建 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ 过表达稳转细胞株，实验结果证实了 ＭＥＴＴＬ３
介导 ｍ６Ａ 甲基化，且上调的 ｍ６Ａ 能够改善内皮细

胞通透性。 这些数据表明 ＭＥＴＴＬ３ 在血管内皮屏障

功能的调节中起着关键作用。
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　 　 综上所述，ＭＥＴＴＬ３ 介导 ｍ６Ａ 甲基化修饰能够

改善脓毒症诱导的内皮功能障碍，减轻内皮通透性，
这为脓毒症的临床治疗提供了可能的理论基础。 当

然关于 ｍ６Ａ 甲基化通过何种具体信号通路来改善

脓毒症诱导的内皮屏障功能障碍仍需要进一步研究

探讨，这也是该研究的不足之处。
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