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摘要
目的:探索甲基转移酶 ３(ＭＥＴＴＬ３)介导的 Ｎ６－甲基腺苷
(ｍ６Ａ)甲基化修饰在脉络膜新生血管发病中对血管内皮
细胞生物学活性的调控作用及机制ꎮ
方法:将体外培养的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)分为:对
照组(正常培养)、低密度脂蛋白(ＬＤＬ)组、荧光标记 ＬＤＬ
(Ｄｉｌ－ＬＤＬ)组、１２.５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ 氧化低密度脂蛋白

(ｏｘ－ ＬＤＬ) 组、１２. ５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ 荧光标记 ｏｘ － ＬＤＬ
(Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ)组、ＤＭＳＯ 组、ＳＴＭ２４５７(ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂)
组、ＤＡＰＴ 组ꎻ将体外培养的猴视网膜－脉络膜内皮细胞
(ＲＦ / ６Ａ)分为:对照组、ＤＭＳＯ 组、１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组、
ＤＡＰＴ 组ꎮ 荧光显微镜观察细胞内吞脂蛋白水平ꎬｄｏｔ ｂｌｏｔ
检测 ｍ６Ａ 甲基化水平ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＥＴＴＬ３ 及血管
形成相关蛋白的表达水平ꎬ实时荧光定量聚合酶链反应
(ＲＴ－ ｑＰＣＲ) 检测 ＭＥＴＴＬ３ 及血管形成相关标志物的

ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ免疫荧光检测 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平及定
位ꎬｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能力ꎬ体外成管实验检测
细胞血管形成能力ꎮ
结果:与对照组相比ꎬＤｉｌ －ＬＤＬ 组、１２. ５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ
Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ 组细胞内荧光标记的脂蛋白含量显著升高ꎬ
１２.５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组 ｍ６Ａ 甲基化水平显著升
高(均 Ｐ<０.０５)ꎬＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达水平显著升高(均 Ｐ<
０.０１)ꎬ细胞迁移及血管形成能力显著上升(均 Ｐ<０.０１)ꎬ
１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达水平显著上调

(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬＳＴＭ２４５７ 组 ｍ６Ａ 甲基化水平
显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬＭＥＴＴＬ３ 的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平无
显著差异(均 Ｐ>０.０５)ꎬ血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)等血管
形成相关标志物表达水平显著下降(均 Ｐ<０.０５)ꎬ细胞迁
移及血管形成能力显著下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬＮＩＣＤ 表达水平
显著下降 (Ｐ < ０. ０５)ꎻ与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬＤＡＰＴ 组 ＮＩＣＤ、
ＶＥＧＦ 表达水平显著下降(均 Ｐ<０.０５)ꎬＨＵＶＥＣ 及 ＲＦ / ６Ａ
细胞迁移及血管形成能力显著下降(均 Ｐ<０.０１)ꎮ

结论:ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化修饰在脉络膜新生血管
发病中可经 Ｎｏｔｃｈ 通路促进血管内皮细胞的血管形成ꎮ
关键词:脉络膜新生血管ꎻＮ６－甲基腺苷(ｍ６Ａ)甲基化修
饰ꎻ甲基转移酶 ３(ＭＥＴＴＬ３)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２３.５.０３

Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ － ｌｉｋｅ ３ － ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎ６ －
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ

Ｙｕｎ Ｔａｎｇꎬ Ｓｉ Ｃｈｅｎꎬ Ｗｅｉ Ｙｅꎬ Ｗｅｎ－Ｚｈｅ Ｗａｎｇꎬ Ｙｉｎｇ
Ｇａｏꎬ Ｙｉ－Ｒｕｉ Ｇｅꎬ Ｚｈｅｎ－Ｐｉｎｇ Ｈｕａｎｇ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｊｉｎｌｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｓｃｈｏｏｌꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｅａｓｔｅｒｎ Ｔｈｅａｔｅｒ
Ｃｏｍｍａｎｄ)ꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００２ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｚｈｅｎ － Ｐｉｎｇ Ｈｕａｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｊｉｎｌｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｅａｓｔｅｒｎ Ｔｈｅａｔｅｒ Ｃｏｍｍａｎｄ )ꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ ２１０００２ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｈｚｐ１９６３３＠ １２６.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２３－０１－１７　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２３－０４－１７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ － ｌｉｋｅ ３ ( ＭＥＴＴＬ３ ) － ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎ６ －
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ( ｍ６ Ａ ) ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
(ＨＵＶＥＣ) ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ｎｏｒｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ )ꎬ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ＬＤＬ) ｇｒｏｕｐꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－ｌａｂｅｌｌｅｄ ＬＤＬ (Ｄｉｌ－
ＬＤＬ) ｇｒｏｕｐꎬ １２.５μｇ / ｍＬ ａｎｄ ２５μｇ / ｍＬ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ＬＤＬ (ｏｘ－
ＬＤＬ) ｇｒｏｕｐｓꎬ １２. ５μｇ / ｍＬ ａｎｄ ２５μｇ / ｍＬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ －
ｌａｂｅｌｌｅｄ ｏｘ － ＬＤＬ (Ｄｉｌ － ｏｘ － ＬＤＬ) ｇｒｏｕｐｓꎬ ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ
ＳＴＭ２４５７ (ＭＥＴＴＬ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) ｇｒｏｕｐꎬ ＤＡＰＴ ｇｒｏｕｐꎻ ａｎｄ
ｍｏｎｋｅｙ ｒｅｔｉｎａ － ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＲＦ / ６Ａ )
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐꎬ １２. ５ μｇ / ｍＬ ｏｘ － ＬＤＬ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ＤＡＰＴ ｇｒｏｕｐ.
Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｅｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. ＲＮＡ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｄｏｔ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ｏｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｅｒｅ

３２７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ＲＴ － ｑＰＣＲ )ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. ＭＥＴＴＬ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ
ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｅｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ
ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ｄｉｌ－ＬＤＬꎬ １２.５μｇ / ｍＬ ａｎｄ ２５μｇ / ｍＬ Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ. １２. ５μｇ / ｍＬ ａｎｄ ２５μｇ / ｍＬ ｏｘ － ＬＤＬ ｇｒｏｕｐｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍ６ Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ )ꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ ) .
ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ (Ｐ< ０.０５) . Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｏ ｔｈｅ
ＤＭＳＯ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＭ２４５７ ｃａｕｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｍ６Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ (Ｐ< ０.０５)ꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ－ ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ (ａｌｌ Ｐ<
０.０５)ꎬ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ (ａｌｌ Ｐ<
０.０１) ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＩＣＤ ( Ｐ < ０. ０５) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＭＥＴＴＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ (ａｌｌ Ｐ> ０.０５) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ
ａｎｄ ＮＩＣＤ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＲＦ / ６Ａꎬ ｗａｓ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＤＡＰＴ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＭＥＴＴＬ３ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ６ Ａ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｎ６ －
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ( ｍ６ Ａ ) ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｌｉｋｅ ３(ＭＥＴＴＬ３)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｔａｎｇ Ｙꎬ Ｃｈｅｎ Ｓꎬ Ｙｅ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｌｉｋｅ ３－
ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎ６－ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(５):７２３－７３０

０引言

年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＡＲＭＤ)是一种视网膜慢性退行性疾病ꎬ其病

变主要发生在黄斑区ꎬ是 ５５ 岁以上人群常见的致盲性眼

病[１]ꎮ ＡＲＭＤ 的全球患病率约为 ８.７％ꎬ预计 ２０４０ 年全球

患病人数将达到 ２.８８ 亿[２]ꎮ 其主要临床表现为视物变

形、视野中央暗点ꎬ严重者出现不可逆性视力丧失[３]ꎮ 早

期和中期 ＡＲＭＤ 表现为黄斑区的玻璃膜疣和色素异常ꎬ
晚期 ＡＲＭＤ 表现为新生血管和地图状萎缩[４]ꎮ 晚期

ＡＲＭＤ 与严重的中心视力丧失有关ꎬ其中未经治疗的新生

血管性 ＡＲＭＤ 导致超过 ９０％的患者失明[５]ꎮ 新生血管性

ＡＲＭＤ 主 要 由 脉 络 膜 新 生 血 管 ( ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ＣＮＶ)引起ꎮ 早期 ＡＲＭＤ 的特征是脂质

和蛋白质沉积于 Ｂｒｕｃｈ 膜形成玻璃膜疣ꎬ在黄斑区氧化应

激环境下形成氧化磷脂[６]ꎬ与动脉粥样硬化沉积物的组成

相似[７]ꎬ可促进炎症因子和血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ) 的 分 泌ꎬ 诱 导 ＣＮＶ 形

成[８]ꎮ 且在病理状态下ꎬ脉络膜血流灌注受损[９]ꎬ缺血和

缺氧诱导 ＶＥＧＦ 上调ꎬ促进 ＣＮＶ 形成ꎮ 目前抗 ＶＥＧＦ 治

疗是延缓疾病进展的主要手段[１０]ꎬ但价格昂贵ꎬ需要频繁

治疗ꎬ且不能完全治愈疾病ꎮ 因此ꎬ为了降低成本且进一

步提高治疗效果ꎬ新的药物仍在研究中ꎮ 在多种缺氧、炎
症、代谢障碍引起的微血管病变中ꎬＮ６－甲基腺苷(Ｎ６－
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅꎬ ｍ６ Ａ)甲基化修饰发挥着关键作用[１１]ꎮ
ｍ６Ａ 甲基化修饰是真核生物 ＲＮＡ 中最普遍的表观遗传修

饰ꎬ由甲基转移酶复合物、去甲基化酶和结合蛋白动态调

控ꎬ它影响 ＲＮＡ 剪接、翻译和稳定性以及某些非编码 ＲＮＡ
的表观遗传效应[１２]ꎮ ｍ６Ａ 甲基化修饰对血管发育和血管

内皮 细 胞 的 正 常 功 能 至 关 重 要[１３]ꎮ 甲 基 转 移 酶 ３
(ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｌｉｋｅ ３ꎬ ＭＥＴＴＬ３)是 ｍ６Ａ 甲基化最关键

的甲基转移酶之一[１４]ꎬ它的缺失或过表达会改变 ｍ６Ａ 的

总甲基化水平ꎬ在多种疾病发生发展过程中发挥重要作

用ꎮ ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６ Ａ 修饰促进动脉粥样硬化的发

展[１５]ꎬ在胃癌、 结直肠 癌 等 肿 瘤 进 展 中 促 进 血 管 生

成[１６－１７]ꎬ参与糖尿病视网膜病变中视网膜血管并发症的

发生[１８]ꎬ但其在 ＣＮＶ 发病过程中的机制尚不明确ꎮ 因

此ꎬ本文旨在探索 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６ Ａ 甲基化修饰在

ＣＮＶ 发病中对血管内皮细胞生物学活性的调控作用及

机制ꎮ
１材料和方法

１.１材料

１.１.１细胞株 　 人脐静脉内皮细胞( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ ＨＵＶＥＣ)、猴视网膜 －脉络膜内皮细胞

(ＲＦ / ６Ａ)购自美国 ＡＴＣＣꎮ
１.１.２主要试剂　 胎牛血清购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌꎻＤＭＥＭ 高

糖、低糖培养基购自上海中乔新舟生物科技有限公司ꎻ青
霉素 / 链霉素溶液、胰酶购自苏州新赛美生物科技有限公

司ꎻ荧光标记的低密度脂蛋白(Ｄｉｌ－ＬＤＬ)、荧光标记的氧

化低密度脂蛋白(Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ)、低密度脂蛋白(ＬＤＬ)、氧
化低密度脂蛋白(ｏｘ－ＬＤＬ)购自广州奕源生物科技有限公

司ꎻＳＴＭ２４５７、ＤＡＰＴ(溶于 ＤＭＳＯ)、ＤＭＳＯ 购自美国 ＭＣＥ
公司ꎻｍ６Ａ 抗体(６８０５５－１－Ｉｇ)、ＭＥＴＴＬ３ 抗体(１５０７３－１－
ＡＰ)、ＶＥＧＦ 抗体(１９００３－１－ＡＰ)、α－ＳＭＡ 抗体(６７７３５－１－
Ｉｇ)、 ＶＥ － Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体 ( ６６８０４ － １ － Ｉｇ)、 ＧＡＰＤＨ 抗体

(１０４９４－１－ＡＰ)、ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ( ＳＡ００００１－２)、
ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ(ＳＡ００００１－１)、５９４ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ(ＳＡ０００１３－４)购自武汉三鹰生物技术有限公司ꎻＤＡＰＩ、
ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＥＣＬ 化学发光试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司ꎻＴｒｉｚｏｌ 试剂购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎻＥｖｏ Ｍ－ＭＬＶ 反转录预混型试剂盒、ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ(Ｒｏｘ Ｐｌｕｓ)购自湖南艾

科瑞生物工程有限公司ꎻｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶购自美

国 Ｃｏｒｎｉｎｇꎻ结晶紫溶液购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈꎮ
４２７
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１.２方法

１.２.１细胞培养和分组 　 ＨＵＶＥＣ 细胞用 １０％胎牛血清、
１％青霉素 / 链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基ꎬＲＦ / ６Ａ 细胞用

１０％胎牛血清、１％青霉素 / 链霉素的 ＤＭＥＭ 低糖培养基ꎬ
均在 ３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养ꎮ 检测 ＨＵＶＥＣ 细胞内吞脂

蛋白水平的实验中ꎬ将细胞分为以下 ４ 组培养 ６ｈ:对照组

(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组ꎬ正常培养)ꎬ Ｄｉｌ － ＬＤＬ 组 ( １２. ５μｇ / ｍＬ Ｄｉｌ －
ＬＤＬ)ꎬ１２.５μｇ / ｍＬ Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ 组ꎬ２５μｇ / ｍＬ Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ
组ꎮ 检测 ｏｘ－ＬＤＬ 处理对 ＨＵＶＥＣ 细胞 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平

及血管形成影响的实验中ꎬ将细胞分为以下 ４ 组培养

２４ｈ:对照组ꎻＬＤＬ 组ꎻ１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组ꎻ２５μｇ / ｍＬ ｏｘ－
ＬＤＬ 组ꎮ 检测抑制 ＭＥＴＴＬ３ 对 ＨＵＶＥＣ 细胞血管形成、对
Ｎｏｔｃｈ 通路影响的实验中ꎬ将细胞分为以下 ４ 组培养 ２４ｈ:
对照组ꎻ１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组ꎻＤＭＳＯ 组ꎬ细胞培养基中

同时加入 １２. ５μｇ / ｍＬ ｏｘ － ＬＤＬ 和 ０. １％ ＤＭＳＯ 处 理ꎻ
ＳＴＭ２４５７ 组ꎬ细胞培养基中同时加入 １２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ
和 ５μｍｏｌ / Ｌ ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂 ＳＴＭ２４５７ 处理ꎮ 检测抑制

Ｎｏｔｃｈ 通路对血管形成影响的实验中ꎬ将 ＨＵＶＥＣ 及 ＲＦ /
６Ａ 细胞各分为以下 ４ 组培养 ２４ｈ:对照组ꎻ１２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－
ＬＤＬ 组ꎻＤＭＳＯ 组ꎬ细胞培养基中同时加入 １２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－
ＬＤＬ 和 ０.１％ ＤＭＳＯ 处理ꎻＤＡＰＴ 组ꎬ细胞培养基中同时加

入 １２. ５μｇ / ｍＬ ｏｘ － ＬＤＬ 和 ５μｍｏｌ / Ｌ Ｎｏｔｃｈ 通路抑制剂

ＤＡＰＴꎮ
１.２.２激光共聚焦显微镜观察细胞吞脂水平 　 无菌条件

下ꎬ将 Ｄｉｌ－ＬＤＬ 和 Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬ 用细胞培养基稀释至目标

浓度加入活细胞培养皿内ꎬ３７℃培养 ３~６ｈꎮ 吸去培养基ꎬ
并用无探针的培养基清洗 ３ 次ꎬ激光共聚焦显微镜下

观察ꎮ
１.２.３ 免疫荧光检测 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达量 　 细胞经 ＰＢＳ
洗涤、４％多聚甲醛固定、０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透后ꎬ１％
ＢＳＡ 室温下封闭 ３０ｍｉｎꎬＭＥＴＴＬ３ 一抗(１∶ １００ 稀释)４℃孵

育过夜ꎮ ＰＢＳ 洗涤后荧光二抗标记山羊抗兔 ＩｇＧ (按

１ ∶ ２００稀释) 避光室温孵育 １ｈꎮ 经 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ ＤＡＰＩ
(１ ∶ １０００稀释) 室温孵育 １５ｍｉｎꎮ 激光共聚焦显微镜下

观察ꎮ
１.２.４ Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 检测 ｍ６Ａ甲基化水平　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

ＨＵＶＥＣ 中的总 ＲＮＡꎮ 分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度ꎮ 取

２μＬ ＲＮＡ 样品按顺序滴在 ＮＣ 膜上ꎬ紫外灯照 ３０ｍｉｎꎮ
ＴＢＳＴ 洗涤后 ５％脱脂牛奶封闭 １ｈꎬｍ６Ａ 抗体(１∶ １０００ 稀

释)４℃孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ二抗 ＨＲＰ 标记山羊

抗兔 ＩｇＧ(按 １∶ １００００ 稀释)室温孵育 １ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次ꎬＥＣＬ 化学发光法显影检测ꎬ亚甲蓝染色 ３０ｍｉｎ 清洗

后拍照ꎮ 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量每个点的相对信号

密度ꎮ
１.２.５ ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 水平 　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

ＨＵＶＥＣ 中的总 ＲＮＡꎮ 按照 Ｅｖｏ Ｍ－ＭＬＶ 反转录预混型试

剂盒说明书反转录合成 ｃＤＮＡꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ[ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ (Ｒｏｘ Ｐｌｕｓ)]检测靶基因的

ｍＲＮＡ 水平ꎮ 反应条件参照试剂盒说明书ꎮ ＡＣＴＢ 作为内

参基因ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ公式计算靶基因的相对表达量ꎮ 基因

引物序列见表 １ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白水平　 提取各组细胞中的总

蛋白ꎬ采用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒对蛋白进行定量ꎮ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶分离蛋白ꎬ转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂牛奶

封闭 １ｈꎮ 一抗 ＭＥＴＴＬ３、ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ 及

ＧＡＰＤＨ(均按 １∶ １０００ 稀释)４℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ
二抗 ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 及 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ
(均按 １∶ １００００ 稀释)室温孵育 １ｈꎮ ＥＣＬ 化学发光法显影

检测ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 分析条带灰度值ꎮ
１.２.７ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力　 将无血清培养

基中的 ＨＵＶＥＣ 细胞 ( ５ × １０４ 个) 植入每个 ２４ 孔板中

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室ꎬ并将培养基加入下室ꎮ 培养 ２４ｈ 后

用 ４％多聚甲醛固定ꎬ结晶紫溶液染色ꎬ显微镜成像ꎮ 在 ５
个随机视野检测迁移细胞的平均数量ꎮ
１.２.８体外成管实验检测细胞血管形成能力 　 ９６ 孔板每

孔加入 ５０μＬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶ꎬ 凝固后每孔加入 １ × １０４ 个

ＨＵＶＥＣ 细胞ꎮ ５％ ＣＯ２、３７℃孵箱内孵育 ６ｈꎬ显微镜下观

察管状结构ꎬ拍照记录并通过总管长评估细胞成管能力ꎮ
使用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件测量管的总长度ꎮ 每组细胞接

种 ３ 个复孔ꎬ结果取平均值ꎮ
统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行绘图ꎬ

ＳＰＳＳ ２１ 软件进行数据分析ꎬ结果以均数±标准差表示ꎮ
两组间差异比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ采用单因素方差分

析比较多组间差异ꎬ多组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ ＨＵＶＥＣ 细胞内吞脂蛋白 　 与对照组相比ꎬＤｉｌ －ＬＤＬ
组、１２.５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ Ｄｉｌ －ｏｘ－ＬＤＬ 组 ＨＵＶＥＣ 细胞内

的荧光标记的脂蛋白含量显著增加ꎬ见图 １ꎬ提示脂蛋白

能够进入 ＨＵＶＥＣ 细胞ꎮ

表 １　 基因引物序列

基因 正向引物(５－３) 反向引物(５－３)
ＭＥＴＴＬ３ ＧＣＴＧＡＣＣＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＣＴＣ ＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴ
ＶＥＧＦ ＡＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣＡＴＣＡＣＧＡＡＧＴ ＡＧＧＧＴＣＴＣＧＡＴＴＧＧＡＴＧＧＣＡ
α－ＳＭＡ ＡＧＣＴＡＣＣＣＧＣＣＣＡＧＡＡＡＣＴＡ ＧＴＣＧＣＣＣＡＣＧＴＡＧＧＡＡＴＣＴＴ
ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ ＴＴＧＧＡＡＣＣＡＧＡＴＧＣＡＣＡＴＴＧＡＴ ＴＣＴＴＧＣＧＡＣＴＣＡＣＧＣＴＴＧＡＣ
ＡＣＴＢ ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ ＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧ

５２７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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图 １　 激光共聚焦显微镜观察 ＨＵＶＥＣ内吞脂蛋白结果　 红色荧光为吞噬的 Ｄｉｌ－ＬＤＬ、Ｄｉｌ－ｏｘ－ＬＤＬꎻＤＩＣ 图像为明场图像ꎻＭＥＲＧＥ 图

像为共定位ꎮ

２.２ ｏｘ－ＬＤＬ处理的 ＨＵＶＥＣ细胞 ＭＥＴＴＬ３表达水平及细

胞迁 移 和 血 管 形 成 能 力 升 高 　 与 对 照 组 相 比ꎬ
１２.５μｇ / ｍＬ、２５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 组 ＨＵＶＥＣ 总 ＲＮＡ 整体ｍ６Ａ
水平显著升高(Ｐ<０.０５、Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２Ａ、Ｂꎻ１２.５μｇ / ｍＬ
ｏｘ－ＬＤＬ 组 ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达水平显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬ
见图 ２ＣꎻＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达水平显著上调(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见
图 ２Ｄ、Ｅꎻ免疫荧光检测 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平升高且定位于

细胞核内ꎬ 见图 ２Ｆꎻ １２. ５μｇ / ｍＬ ｏｘ － ＬＤＬ 组、 ２５μｇ / ｍＬ
ｏｘ－ＬＤＬ组细胞迁移能力和血管形成能力显著升高(均 Ｐ<
０.０１)ꎬ见图 ２Ｇ、Ｈꎮ 与对照组相比ꎬＬＤＬ 组 ＨＵＶＥＣ 总

ＲＮＡ 整体 ｍ６Ａ 水平、ＭＥＴＴＬ３ 表达水平、细胞迁移和血管

形成能力均无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 提示 ｏｘ－ＬＤＬ 刺

激使 ＨＵＶＥＣ 细胞 ｍ６Ａ 甲基化水平升高ꎬＭＥＴＴＬ３ 表达

水平上调ꎬ促进血管形成ꎮ １２.５μｇ / ｍＬ ｏｘ－ＬＤＬ 用于后

续实验ꎮ
２.３ ＭＥＴＴＬ３抑制剂使经 ｏｘ－ＬＤＬ处理的 ＨＵＶＥＣ 细胞的

ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平及细胞迁移和血

管形成能力下降 　 与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬＳＴＭ２４５７ 组总 ＲＮＡ
整体 ｍ６Ａ 水平显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３Ａ、ＢꎻＭＥＴＴＬ３
的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平无显著差异 (均 Ｐ > ０. ０５)ꎬ
ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ 等与血管生成相关标志物蛋

白表达水平显著下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬｍＲＮＡ 表达水平显著

下调(均Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎬ见图 ３Ｃ ~ Ｅꎻ细胞迁移

能力和血管形成能力显著降低(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３Ｆ、Ｇꎻ
ｏｘ－ ＬＤＬ 组总 ＲＮＡ 整体 ｍ６Ａ 水平ꎬＭＥＴＴＬ３、ＶＥＧＦ、α －
ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ的蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ细胞迁移能

力和血管形成能力均无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 与对照组相

比ꎬｏｘ－ＬＤＬ组 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达水平均显著升

高(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 这提示 ＳＴＭ２４５７ 能有效抑制经

ｏｘ－ＬＤＬ处理的 ＨＵＶＥＣ 细胞的 ｍ６Ａ 水平和血管生成能

力ꎬ但不影响 ＭＥＴＴＬ３ 的表达ꎬ且溶剂 ＤＭＳＯ 对实验结

果无显著影响ꎮ
２.４抑制 Ｎｏｔｃｈ通路使 ＶＥＧＦ 和 ＮＩＣＤ表达水平及细胞迁

移与血管形成能力下降 　 与 ＤＭＳＯ 组相比ꎬＳＴＭ２４５７ 组

ＮＩＣＤ 蛋白表达水平显著下降 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ见图 ４Ａ、Ｂꎮ
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平显著下调(Ｐ< ０.０１)ꎬ见图 ４Ｃꎻ与
ＤＭＳＯ 组相比ꎬＤＡＰＴ 组 ＶＥＧＦ 及 ＮＩＣＤ 蛋白表达水平显著

下降(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎬ见图 ４Ｄ、ＥꎻＨＵＶＥＣ 细胞迁移能

力和血管形成能力显著降低(均 Ｐ< ０.０１)ꎬ见图 ４Ｆ、Ｇꎻ
ＲＦ / ６Ａ细胞迁移能力和血管形成能力显著降低(均 Ｐ <
０.０１)ꎬ见图 ４Ｈ、Ｉꎻｏｘ－ＬＤＬ 组 ＶＥＧＦ 及 ＮＩＣＤ 蛋白水平、
ＨＵＶＥＣ 及 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移和血管形成能力均无显著性

差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 与对照组相比ꎬｏｘ－ＬＤＬ 组 ＶＥＧＦ、ＮＩＣＤ
表达量均显著升高(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 这提示 ＤＡＰＴ 能有效抑

制经 ｏｘ－ＬＤＬ 处理的 ＨＵＶＥＣ 细胞 ＶＥＧＦ 表达、ＨＵＶＥＣ 及

ＲＦ / ６Ａ 细胞血管生成能力ꎬ且溶剂 ＤＭＳＯ 对实验结果无

显著影响ꎮ
３讨论

在本研究中ꎬ我们发现 ＨＵＶＥＣ 细胞可内吞 ＬＤＬ 和

ｏｘ－ＬＤＬꎬ但仅 ｏｘ－ＬＤＬ 刺激可使 ＨＵＶＥＣ 细胞 ｍ６Ａ 甲基化

水平升高ꎬＭＥＴＴＬ３ 表达水平上调ꎬ对血管形成有促进作

用ꎮ 使用 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂使 ｍ６Ａ 甲基化水平下降ꎬＶＥＧＦ、
６２７
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图 ２　 ｏｘ－ＬＤＬ处理的 ＨＵＶＥＣ细胞 ＭＥＴＴＬ３ 表达水平及细胞迁移和血管形成能力升高　 Ａ:Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 检测 ｍ６Ａ 甲基化水平ꎻＢ:Ｄｏｔ
ｂｌｏｔ 结果统计图ꎻＣ:ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ＭＥＴＴＬ３ 蛋白表达水平ꎻＥ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果统计图ꎻ
Ｆ:免疫荧光检测 ＭＥＴＴＬ３ 的蛋白表达水平及细胞内定位ꎻ绿色荧光为 ＭＥＴＴＬ３ꎻ蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 染细胞核ꎻＭＥＲＧＥ 图像为共定位ꎻ
Ｇ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能力ꎻＨ:体外成管实验检测细胞血管形成能力ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎮ

７２７
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图 ３　 抑制ＭＥＴＴＬ３ 使经 ｏｘ－ＬＤＬ处理的 ＨＵＶＥＣ细胞的 ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平及细胞迁移、血管形成能力下降　
Ａ:Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 检测 ｍ６Ａ 甲基化水平ꎻＢ:Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 结果统计图ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＭＥＴＴＬ３、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平ꎻ
Ｄ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果统计图ꎻＥ:ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦ、α－ＳＭＡ、ＭＥＴＴＬ３、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＦ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移能

力ꎻＧ:体外成管实验检测细胞血管形成能力ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＤＭＳＯ 组ꎮ

α－ＳＭＡ、ＶＥ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ 等血管形成相关标志物[１９－２０]表达下

降ꎬ对血管形成有抑制作用ꎮ 这表明 ＭＥＴＴＬ３ 的表达水平

可以显著影响血管内皮细胞的血管生成ꎬＭＥＴＴＬ３ 的升高

可能促进 ＣＮＶ 病变的发生发展ꎮ Ｄｏｎｇ 等[２１] 研究发现ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ 在 ｏｘ－ＬＤＬ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中高表达ꎬＭＥＴＴＬ３ 的

敲除抑制了 ｏｘ－ＬＤＬ 处理的 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖、迁移、血管

的形成和 ＶＥＧＦ 的表达与分泌ꎬ阻碍了体内的动脉粥样硬

化过程ꎬ并阻止了正在发育的胚胎的体内血管生成ꎮ
Ｃｈａｍｏｒｒｏ－Ｊｏｒｇａｎｅｓ 等[２２]研究表明ꎬＭＥＴＴＬ３ 维持 ｍ６Ａ ＲＮＡ
水平并提高内皮细胞的血管生成能力ꎮ Ｙａｏ 等[２３] 研究显

示ꎬ增强的 ｍ６ Ａ 甲基化修饰有助于病理性血管生成ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ 沉默减少了内皮细胞的异常增殖、迁移和血管形

成ꎬ在角膜新生血管模型中发挥抗血管生成作用ꎮ Ｊｉａｎｇ
等[２４]研究证明ꎬ在 ＣＮＶ 模型中 ＭＥＴＴＬ３ 沉默导致 ＣＮＶ 面

积减少ꎮ ＳＴＭ２４５７ 是一种具有高度特异性的 ＭＥＴＴＬ３ 催

化抑制剂ꎬ它通过直接结合 ＭＥＴＴＬ３ 的 Ｓ－腺苷甲硫氨酸

结合位点抑制其甲基转移酶活性ꎬ但并不破坏其结构[２５]ꎮ
ＳＴＭ２４５７ 使 ｍ６ Ａ 水平显著下降ꎬ但对 ＭＥＴＴＬ３ 蛋白及

ＲＮＡ 表达水平无显著影响ꎮ 因此ꎬ我们认为 ＲＮＡ 的 ｍ６Ａ
水平与 ＭＥＴＴＬ３ 的表达量不完全相关ꎬ主要与 ＭＥＴＴＬ３ 和

ｍＲＮＡ 的结合量密切相关ꎮ
ｍ６Ａ 高甲基化 ｍＲＮＡ 的相关通路分析中显示ꎬＮｏｔｃｈ

信号是 ＭＥＴＴＬ３ 调控的首要信号[２４]ꎮ Ｈａｎ 等[２６] 研究报

道ꎬＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 修饰通过调控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路促

进癌症的进展ꎮ Ｌｖ 等[２７]研究显示ꎬ内皮特异性 ｍ６Ａ 通过

Ｎｏｔｃｈ 信号调节小鼠造血干细胞和祖细胞发育ꎮ 因此ꎬ我
们选择探索在 ＣＮＶ 形成中 ＭＥＴＴＬ３ 对 Ｎｏｔｃｈ 通路是否具

有调控作用ꎮ Ｎｏｔｃｈ 通路是一种进化保守的细胞间信号通

路ꎬ在血管系统中主要分布于动脉血管的内皮细胞和平滑

肌细胞中[２８]ꎬ在生理性和病理性血管生成中均发挥重要

作用[２９]ꎮ 在本研究中ꎬｏｘ－ＬＤＬ 刺激 ＨＵＶＥＣ 细胞 ＭＥＴＴＬ３
升高的同时 Ｎｏｔｃｈ 胞内结构域(Ｎｏｔｃｈ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎꎬ
ＮＩＣＤ)蛋白表达升高ꎬ使用 ＭＥＴＴＬ３ 抑制剂使 ＮＩＣＤ 蛋白

表达下降ꎬ这表明 ＭＥＴＴＬ３ 可能通过调控 Ｎｏｔｃｈ 通路影响

血管内皮细胞的血管形成ꎮ ＤＡＰＴ 是一种 γ－分泌酶抑制

剂ꎬ通过阻止 γ－分泌酶的裂解抑制 ＮＩＣＤ 蛋白的形成ꎬ从
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图 ４　 抑制 ＭＥＴＴＬ３ 使 ＨＵＶＥＣ细胞 Ｎｏｔｃｈ通路受抑制ꎬ抑制 Ｎｏｔｃｈ通路使 ＨＵＶＥＣ细胞 ＶＥＧＦ、ＮＩＣＤ表达水平及 ＨＵＶＥＣ 与 ＲＦ /
６Ａ细胞迁移、血管形成能力下降 　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＩＣＤ 蛋白表达水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果统计图ꎻＣ:ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦ、ＮＩＣＤ 蛋白表达水平ꎻＥ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果统计图ꎻＦ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＨＵＶＥＣ 细胞迁移

能力ꎻＧ:体外成管实验检测 ＨＵＶＥＣ 细胞血管形成能力ꎻＨ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移能力ꎻＩ:体外成管实验检测 ＲＦ / ６Ａ 细

胞血管形成能力ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＤＭＳＯ 组ꎮ

而有效地阻断 Ｎｏｔｃｈ 信号通路[３０]ꎮ 本研究发现ꎬ使用

ＤＡＰＴ 抑制 Ｎｏｔｃｈ 通路使 ＮＩＣＤ 表达下降ꎬ导致 ＶＥＧＦ 表达

下降ꎬ对血管形成有抑制作用ꎬ这说明 Ｎｏｔｃｈ 通路在 ＣＮＶ
病变中可能有促进血管形成的作用ꎮ Ｄｏｎｇ 等[３１] 研究发

现ꎬ在缺氧诱导的 ＣＮＶ 模型中ꎬ Ｎｏｔｃｈ 家族配体中的

Ｄｅｌｔａ－ｌｉｋｅ ｌｉｇａｎｄ ４(Ｄｌｌ４)可能参与 ＨＩＦ－１α－ＶＥＧＦ 通路调

控 ＣＮＶ 血管生成ꎬＮｏｔｃｈ 信号促进了 ＣＮＶ 血管生成的过

程ꎮ 这与我们的研究结果一致ꎮ
综上所述ꎬ在 ｏｘ－ＬＤＬ 处理的细胞中 ｍ６Ａ 甲基化修饰

水平升高ꎬＭＥＴＴＬ３ 表达上调ꎬ抑制 ＭＥＴＴＬ３ 对 ｍＲＮＡ 的

ｍ６Ａ 甲基化修饰能够减少 ｏｘ － ＬＤＬ 诱导的血管生成ꎬ
ＭＥＴＴＬ３ 通过 Ｎｏｔｃｈ 通路在 ＣＮＶ 病变中促进血管内皮细

胞的血管形成ꎮ 本研究为阐明 ＣＮＶ 发病的分子机制提供

了新的证据ꎬＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化修饰或许能作为
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临床防治 ＣＮＶ 的重要靶点ꎮ 但本研究存在一定的局限

性:所涉及实验均为离体实验ꎬ缺乏在体实验的验证ꎬ后续

需进一步探索在体实验中 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 甲基化修

饰在 ＣＮＶ 发病中的作用ꎮ
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ｄｉａｂｅｔｅｓ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ. Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ ２０２２ꎻ １２
(１):２７７－２８９
１９ Ｃａｒｍｅｌｉｅｔ Ｐꎬ Ｃｏｌｌｅｎ Ｄ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ: ｒｏｌｅ ｏｆ ＶＥＧＦ
ａｎｄ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ. Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ２０００ꎻ９０２(１):２４９－２６４
２０ Ｍｉｌｅｗｉｃｚ ＤＭꎬ Ｋｗａｒｔｌｅｒ ＣＳꎬ Ｐａｐｋｅ ＣＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｄｉｆｆｕｓｅ ａｎｄ
ｄｉｖｅｒｓｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｔｉｃ ｖａｓｃｕｌｏｍｙｏｐａｔｈｙ.
Ｇｅｎｅｔ Ｍｅｄ ２０１０ꎻ１２(４):１９６－２０３
２１ Ｄｏｎｇ Ｇꎬ Ｙｕ ＪＢꎬ Ｓｈａｎ ＧＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎ６ － ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＭＥＴＴＬ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＪＡＫ２ / ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ｖｉａ ｍ６Ａ ｒｅａｄｅｒ ＩＧＦ２ＢＰ１ . Ｆｒｏｎｔ
Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ ２０２１ꎻ９:７３１８１０
２２ Ｃｈａｍｏｒｒｏ － Ｊｏｒｇａｎｅｓ Ａꎬ Ｓｗｅａａｄ ＷＫꎬ Ｋａｔａｒｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＥＴＴＬ３
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｌｅｔ － ７ｅ－ ５ｐ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ－ １８ａ － ５ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ ２０２１ꎻ ４１
(６):ｅ３２５－ｅ３３７
２３ Ｙａｏ ＭＤꎬ Ｊｉａｎｇ Ｑꎬ Ｍａ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｎ６ －
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍＲＮＡ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ.
Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ ２０２０ꎻ２８(１０):２１９１－２２０２
２４ Ｊｉａｎｇ Ｑꎬ Ｍａ Ｙꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｔＲＮＡ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｔＲＦ－１００１:ａ
ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉ－ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｃｕｌａｒ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ ２０２２ꎻ３０:４０７－４２０
２５ Ｙａｎｋｏｖａ Ｅꎬ Ｂｌａｃｋａｂｙ Ｗꎬ Ａｌｂｅｒｔｅｌｌａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｍａｌｌ － ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ａｓ ａ ｓｔｒａｔｅｇｙ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋａｅｍｉａ. Ｎａｔｕｒｅ
２０２１ꎻ５９３(７８６０):５９７－６０１
２６ Ｈａｎ Ｈꎬ Ｙａｎｇ ＣＬꎬ Ｚｈａｎｇ ＳＳꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＥＴＴＬ３－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ６Ａ ｍＲＮＡ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ
Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ ２０２１ꎻ２６:３３３－３４６
２７ Ｌｖ ＪＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＦꎬ Ｇａｏ ＳＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍ６Ａ
ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｍｏｕｓｅ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｖｉａ
Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ ２０１８ꎻ２８(２):２４９－２５２
２８ Ｉｓｏ Ｔꎬ Ｈａｍａｍｏｒｉ Ｙꎬ Ｋｅｄｅｓ Ｌ. Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌ ２００３ꎻ２３(４):５４３－５５３
２９ Ａｋｉｌ Ａꎬ Ｇｕｔｉéｒｒｅｚ－Ｇａｒｃíａ ＡＫꎬ Ｇｕｅｎｔｅｒ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ: ａｎ
ｕｐｄａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ ２０２１ꎻ９:６４２３５２
３０ Ｄｏｒｎｅｂｕｒｇ Ｃꎬ Ｇｏβ ＡＶꎬ Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. γ － ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｉ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｉｔｈ ＮＯＴＣＨ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ａｍｏｎｇ ｉｔｓ
ｔａｒｇｅｔｓ. Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ ２０１６ꎻ７(３９):６２７９９－６２８１３
３１ Ｄｏｎｇ Ｘꎬ Ｗａｎｇ ＹＳꎬ Ｄｏｕ ＧＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｄｌｌ４ ｖｉａ ＨＩＦ－１α－
ＶＥＧＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ
ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１１ꎻ６(４):ｅ１８４８１
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