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  [摘要] 目的 探讨RNA甲基化酶NOP2/Sun结构域家族成员2(NSUN2)调控巨噬细胞 M2极化的作

用机制。方法 用小干扰RNA(siRNA)干扰技术敲低鼠源巨噬细胞RAW264.7中 NSUN2后,分别用RT-
PCR和流式细胞术检测细胞向 M1和 M2极化情况,CCK-8试剂检测膀胱癌细胞生长情况,Western

 

blot实验

检测细胞因子信号抑制因子(SOCS)3/JAK2/STAT3信号通路蛋白表达水平的变化情况。同时敲低SOCS3,

Western
 

blot实验检测JAK2/STAT3通路蛋白表达水平的变化情况。结果 敲低NSUN2后,鼠源巨噬细胞

RAW264.7内 M1极化相关基因肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、IL-6、一氧化氮合酶2(NOS2)
 

mRNA表达水平明

显增加,细胞向 M1极化的比例增高,且其促进膀胱癌 MB49细胞生长的能力降低。同时,敲低NSUN2后,IL-
4诱导鼠源巨噬细胞RAW264.7向 M2极化的能力下降,SOCS3蛋白表达水平升高,JAK2、STAT3蛋白水平

及磷酸化水平下降;若敲低SOCS3表达,鼠源巨噬细胞RAW264.7内JAK2和STAT3蛋白磷酸化水平升高。
结论 NSUN2调控SOCS3/JAK2/STAT3信号通路促进巨噬细胞向 M2极化。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

the
 

RNA
 

methyltransferase
 

NOP2/Sun
 

domain
 

family
 

member
 

2
 

(NSUN2)
 

regulates
 

M2
 

polarization
 

of
 

macrophages.Methods Following
 

knock-
down

 

of
 

NSUN2
 

in
 

murine
 

macrophage
 

RAW264.7
 

cells
 

using
 

siRNA
 

interference
 

technology,M1
 

and
 

M2
 

polarization
 

was
 

assessed
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

flow
 

cytometry,respectively.The
 

growth
 

of
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

was
 

measured
 

with
 

the
 

CCK-8
 

assay.Changes
 

in
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

proteins
 

in
 

the
 

cytokine
 

signaling
 

sup-
pressor

 

(SOCS)3/JAK2/STAT3
 

signaling
 

pathway
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Additionally,SOCS3
 

was
 

knocked
 

down,and
 

alterations
 

in
 

JAK2/STAT3
 

pathway
 

protein
 

expression
 

were
 

examined
 

by
 

Western
 

blot.
Results After

 

knockdown
 

of
 

NSUN2,the
 

expression
 

levels
 

of
 

M1
 

polarization-related
 

genes,including
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),IL-6,and
 

NOS2
 

mRNA,in
 

mouse-derived
 

macrophages
 

RAW264.7
 

were
 

signifi-
cantly

 

increased,and
 

the
 

proportion
 

of
 

cells
 

undergoing
 

M1
 

polarization
 

was
 

elevated.Additionally,the
 

ability
 

of
 

mouse-derived
 

macrophages
 

RAW264.7
 

to
 

promote
 

the
 

growth
 

of
 

bladder
 

cancer
 

MB49
 

cells
 

was
 

reduced.
Simultaneously,after

 

knockdown
 

of
 

NSUN2,the
 

ability
 

of
 

IL-4
 

to
 

induce
 

mouse-derived
 

macrophages
 

RAW264.7
 

to
 

undergo
 

M2
 

polarization
 

decreased,the
 

expression
 

level
 

of
 

SOCS3
 

protein
 

increased,and
 

the
 

levels
 

and
 

phosphorylation
 

of
 

JAK2
 

and
 

STAT3
 

proteins
 

decreased;if
 

SOCS3
 

expression
 

was
 

knocked
 

down,

the
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

JAK2
 

and
 

STAT3
 

proteins
 

in
 

mouse-derived
 

macrophages
 

RAW264.7
 

in-
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creased.Conclusion NSUN2
 

promotes
 

M2
 

polarization
 

of
 

macrophages
 

by
 

regulating
 

the
 

SOCS3/JAK2/

STAT3
 

signaling
 

pathway.
[Key

 

words] macrophage;NOP2/Sun
 

domain
 

family
 

member
 

2;suppressors
 

of
 

cytokine
 

signaling
 

3;M2
 

polarization;bladder
 

cancer

  肿瘤微环境中的巨噬细胞,即肿瘤相关巨噬细

胞,在调控肿瘤发生、发展过程中发挥着至关重要的

作用[1-2],根据其极化状态可分为 M1和 M2两种表

型。M1型巨噬细胞能够分泌IL-6、IL-12等细胞因

子,具有抗感染功能;而 M2型巨噬细胞不仅抑制炎

症反应,还能促进肿瘤细胞增殖[3-4]。本课题组既往

研究结果显示,膀胱癌组织中的巨噬细胞以 M2型为

主,且可促进膀胱癌的增殖与转移[5-6]。然而,肿瘤组

织中巨噬细胞向 M2极化的具体机制尚不完全明确,
有待进一步深入探讨。

巨噬细胞的极化过程受到表观遗传机制的调控,

RNA甲基化修饰是基因表达调控的重要方式之一,
其中RNA

 

5-甲基胞嘧啶修饰(m5C甲基化)是目前研

究较为清楚且最重要的表观遗传修饰形式之一,其在

肿瘤进展中的作用已得到广泛报道[7-8]。m5C甲基化

可出现在多种RNA分子上,包括转运RNA(transfer
 

RNA,tRNA)、核 糖 体 RNA (ribosomal
 

RNA,

rRNA)、信使RNA(messenger
 

RNA,mRNA)及非编

码RNA(non-coding
 

RNA,ncRNA),并分布于 mR-
NA的5'UTR、3'UTR 及编码区等位置[9]。RNA

 

m5C甲基化的实现依赖于RNA甲基转移酶的催化

作用,其中NOP2/Sun结构域家族成员2(NOP2/Sun
 

domain
 

family
 

member
 

2,NSUN2)作 为 最 主 要 的

RNA 甲 基 转 移 酶 之 一,参 与 tRNA、mRNA 及

ncRNA的 甲 基 化 修 饰 过 程[10-11]。已 有 研 究 证 实,

NSUN2介导的 mRNA
 

m5C甲基化在膀胱癌发生中

具有重要作用[12]。然而,RNA
 

m5C甲基化是否参与

巨噬细胞极化及功能调控,目前尚不清楚。因此,本
研究旨在探讨 NSUN2通过调控巨噬细胞极化对膀

胱癌的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

鼠源 巨 噬 细 胞 株 RAW264.7 和 鼠 源 膀 胱 癌

MB49细胞株培养在含10%小牛血清、1%青霉素-链
霉素的DMEM 培养基中,培养箱环境为37

 

℃、5%
 

CO2。

1.2 方法

1.2.1 Western
 

blot实验

将目的细胞离心后弃去上清液,向细胞中加入细

胞裂解液并在冰上作用后进行离心,获取上清液进行

蛋白浓度测定。配制十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶,依次通过上样、电泳和转膜等步骤后,用NSUN2、

细胞因子信号抑制因子(suppressors
 

of
 

cytokine
 

sig-
naling,SOCS)3、GAPDH等一抗孵育,然后用二抗进

行相应蛋白的检测。

1.2.2 细胞生长能力测定

将细胞接种到96孔板中培养24~48
 

h后,待细

胞生长至对数生长期时,加入CCK-8试剂(日本Do-
jindo公司),并按照试剂说明书提供的步骤检测细胞

生长情况。

1.2.3 RT-PCR
将细胞离心后加入TRIzol试剂(美国Invitrogen

公司)以提取RNA,然后按照PCR试剂盒(美国ABI
公司)提供的实验步骤逐步进行,目的基因引物序列

见表1。
表1  RT-PCR各目的基因引物

基因 方向 序列(5'-3')

NSUN2 正向 CTC
 

TGT
 

TCA
 

GCT
 

ATT
 

GGA
 

CGC

反向 TGG
 

CAC
 

TCC
 

CAA
 

ACA
 

TAA
 

TTT
 

GA

GAPDH 正向 AGG
 

TCG
 

GTG
 

TGA
 

ACG
 

GAT
 

TTG

反向 GGG
 

GTC
 

GTT
 

GAT
 

GGC
 

AAC
 

A

TNF-α 正向 CAG
 

GCG
 

GTG
 

CCT
 

ATG
 

TCT
 

C

反向 CGA
 

TCA
 

CCC
 

CGA
 

AGT
 

TCA
 

GTA
 

G

NOS2 正向 GTT
 

CTC
 

AGC
 

CCA
 

ACA
 

ATA
 

CAA
 

GA

反向 GTG
 

GAC
 

GGG
 

TCG
 

ATG
 

TCA
 

C

Arg-1 正向 CTC
 

CAA
 

GCC
 

AAA
 

GTC
 

CTT
 

AGA
 

G

反向 GGA
 

GCT
 

GTC
 

ATT
 

AGG
 

GAC
 

ATC
 

A

IL-10 正向 CTT
 

ACT
 

GAC
 

TGG
 

CAT
 

GAG
 

GAT
 

CA

反向 GCA
 

GCT
 

CTA
 

GGA
 

GCA
 

TGT
 

GG

Ym1 正向 GGA
 

TTA
 

TCA
 

GTA
 

CCG
 

CAG
 

CCT

反向 GAA
 

CAG
 

TGC
 

CTC
 

CCT
 

CAT
 

AA

  TNF-α:肿瘤坏死因子-α;NOS2:一氧化氮合酶2。

1.2.4 流式细胞术

弃去培养基后,用冷PBS洗涤细胞3次,胰酶消

化细胞后吹散,4%多聚甲醛室温固定细胞40
 

min后

冷PBS洗涤细胞,1
 

mL含0.2%Triton-X100和5%
血清的PBS重悬细胞,冰上放置10

 

min,离心后依次

加入一抗和荧光标记(异硫氰酸荧光素等)标记的二

抗,冰上避光放置40
 

min后离心去上清液,加入0.5
 

mL
 

1%多聚甲醛重悬细胞,等待上机检测。鼠流式一

抗包括PE抗鼠F4/80、APC抗鼠CD86、APC抗鼠

CD206(MMR),皆购自美国BioLegend公司。

1.2.5 小 干 扰 RNA(small
 

interfering
 

RNA,siR-
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NA)干扰实验

采用 Lipofectamine
 

8000TM(Beyotime)转 染 试

剂,按照试剂说明书,将siRNA质粒转染RAW264.7
细胞,瞬时敲低目的基因在细胞中的表达。目的基因

序列由
 

上海吉玛制药技术有限公司合成,siNSUN2
正向:5'-GCG

 

AUG
 

CCU
 

UAG
 

GAU
 

AUU
 

ATT-3';
反向:5'-UAA

 

UAU
 

CCU
 

AAG
 

GCA
 

UCG
 

CTT-3'。
siSOCS3正向:5'-AAC

 

AAG
 

UUC
 

CGU
 

UGG
 

AAA
 

GUU-3';反向:5'-CUU
 

UCC
 

AAC
 

GGA
 

ACU
 

UGU
 

UUG-3'。
1.2.6 IL-4诱导细胞极化

为诱导RAW264.7细胞向M2极化,将鼠源IL-4
(上海碧云天生物技术有限公司)加入细胞培养基中,
终浓度为20

 

ng/mL,药物处理时间为48
 

h。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,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 敲低NSUN2对 M1、M2极化相关基因表达的

影响

鼠源巨噬细胞RAW264.7经siNSUN2干扰后,
RT-PCR检测结果显示,M1极化相关基因肿瘤坏死

因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、IL-6、一氧

化氮合酶2(nitric
 

oxide
 

synthase
 

2,NOS2)
 

mRNA
表达水平较对照细胞升高(P<0.05),而 M2极化相

关基因Arg-1、IL-10、Ym1
 

mRNA表达水平与对照细

胞比较无明显变化(P>0.05),见图1。
2.2 敲低NSUN2对细胞极化的影响

鼠源巨噬细胞RAW264.7经siNSUN2干扰后,
流式细胞术检测结果显示,M1细胞比例明显上调,
M2比例无明显变化,见图2。

  A:M1极化相关基因mRNA表达情况;B:M2极化相关基因mRNA表达情况;a:P<0.05。

图1  RT-PCR检测 M1、M2极化相关基因表达情况

图2  流式细胞技术检测细胞极化情况
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2.3 敲低NSUN2对膀胱癌细胞生长的影响

鼠源巨噬细胞 RAW264.7经siNSUN2干扰后

再与膀胱癌 MB49细胞共培养,CCK-8检测结果显

示,MB49细胞的生长能力较对照细胞减弱(P<
0.05),见图3。
2.4 IL-4对诱导细胞极化的影响

向鼠源巨噬细胞RAW264.7中加入外源性IL-4
后,RT-PCR检测结果显示,M1极化相关基因TNF-
α、IL-6、NOS2

 

mRNA相对表达水平与对照细胞比较

变化无统计学意义(P>0.05),而 M2极化相关基因

Arg-1、IL-10、Ym1
 

mRNA相对表达水平较对照细胞

升高(P<0.05),见图4。
2.5 敲低NSUN2对IL-4诱导细胞极化的影响

鼠源巨噬细胞 RAW264.7经siNSUN2干扰后

再向细胞培养基内加入IL-4,RT-PCR检测结果显

示,M1、M2极化相关基因 mRNA相对表达水平与对

照细胞比较差异均无统计学意义(P>0.05),见图5。

  a:P<0.05,与对照比较。

图3  CCK-8检测膀胱癌细胞生长情况

  A:M1极化相关基因mRNA表达情况;B.M2极化相关基因mRNA表达情况;a:P<0.05。

图4  RT-PCR检测 M1、M2极化相关基因表达情况

  A:M1极化相关基因mRNA表达情况;B:M2极化相关基因mRNA表达情况。

图5  RT-PCR检测 M1、M2极化相关基因表达情况

2.6 敲低NSUN2对SOCS3/JAK2/STAT3信号通

路蛋白表达的影响

鼠源巨噬细胞RAW264.7经siNSUN2干扰后,

Western
 

blot检测结果显示,SOCS3蛋白表达水平上

调,JAK2、STAT3总蛋白水平及磷酸化水平较对照

组下降(P<0.05),见图6。

2.7 敲低SOCS3对JAK2/STAT3信号通路蛋白表

达的影响

鼠源巨噬细胞 RAW264.7经SOCS3干扰后,

Western
 

blot检测结果显示,JAK2、STAT3总蛋白水

平及磷酸化水平较对照细胞升高(P<0.05),见图7。

图6  Western
 

blot检测SOCS3/JAK2/STAT3信号

通路蛋白表达情况
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