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摘要　目的　探讨甲基转移酶样３（ＭＥＴＴＬ３）对类风湿关节
炎（ＲＡ）滑膜成纤维细胞增殖、迁移及分泌炎症因子的作用
及机制。方法　本研究纳入类风湿关节炎及骨关节炎患者
各２５例，留取滑膜组织，分别用 ＲＴ-ｑＰＣＲ及免疫组化法检
测ＭＥＴＴＬ３表达水平，ＥＬＩＳＡ检测ＲＮＡｍ６Ａ浓度；分离培养
ＲＡ滑膜成纤维细胞，分为 ＮＣ组、ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３（过表达 ＭＥＴ-
ＴＬ３）组、ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３（敲低ＭＥＴＴＬ３）组、ＳＴＭ２４５７（ＭＥＴＴＬ３抑
制剂）干预组，用 ＣＣＫ-８法检测细胞增殖，流式细胞仪检测
细胞凋亡、ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清液白介素-６（ＩＬ-６）、白介
素-１７Ａ（ＩＬ-１７Ａ）、肿 瘤 坏 死 因 子-κＢ活 化 受 体 配 体
（ＲＡＮＫＬ）、骨保护素（ＯＰＧ）的浓度。结果　与骨关节炎滑
膜组织相比，ＲＡ滑膜组织 ＲＮＡｍ６Ａ表达显著增高（Ｐ＜
０.０５），ＭＥＴＴＬ３的表达显著增高（Ｐ＜０.０５）。过表达 ＭＥＴ-
ＴＬ３后，滑膜成纤维细胞 ｍ６Ａ表达增加，细胞增殖、迁移能
力显著提高，凋亡无明显变化，分泌细胞因子 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ
显著增加，ＯＰＧ显著减少（Ｐ＜０.０５）。干扰 ＭＥＴＴＬ３表达
后，滑膜成纤维细胞 ｍ６Ａ表达减少，细胞增殖、迁移显著减
低，分泌细胞因子 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ显著降低，ＯＰＧ显著增高（Ｐ
＜０.０５）；使用 ＭＥＴＴＬ３抑制剂 ＳＴＭ２４５７干预后，滑膜成纤
维细胞增殖、迁移显著减低，分泌细胞因子 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ显
著降低，ＯＰＧ显著增高（Ｐ＜０.０５）；各组表达 ＩＬ-１７Ａ无显著
差异。结论　ＭＥＴＴＬ３可能通过ＲＮＡｍ６Ａ甲基化修饰促进
ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖、迁移及促进ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ的表达，
抑制ＯＰＧ的表达。
关键词　甲基转移酶样３；甲基化；类风湿关节炎；增殖；迁
移；炎症因子
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
以侵袭性对称性多关节炎为主要临床表现的自身免

疫性疾病，ＲＡ关节病理特征是滑膜增生、血管翳形
成，表现为滑膜成纤维细胞（ｓｙｎｏｖｉａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＳＦ）

类瘤样增生、浸润软骨和骨，并导致关节破坏［１］。

目前，我国ＲＡ的发病率约为０．３４％，３年致残率达
７０％，每１０年死亡的总体危险增加１．３～２倍，且患
者出现心血管疾病的风险显著增高［２］，给个人、家

庭和社会带来沉重的经济负担。迄今ＲＡ的发病机
制尚未明确，ＳＦ是 ＲＡ疾病进展最主要的效应细
胞［３］，深入研究病理状态下 ＳＦ表型发生变化的机
制、寻找可能干预的靶点将对未来开发潜在的治疗

药物具有重大意义。研究［４－６］显示表观遗传学的异

常可导致类风湿关节炎滑膜成纤维细胞活化及炎症

反应的发生，表现为异常增殖，具有侵袭性，破坏软

骨和骨。ｍＲＮＡ腺嘌呤Ｎ６位甲基化（Ｎ６-ｍｅｔｈｙｌａｄｅ-
ｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是高等真核生物基因转录后 ｍＲＮＡ最
主要的修饰［７］，ｍ６Ａ是否参与ＲＡ-ＳＦ表型的改变及
其中的调节机制尚未明确。该研究以ＲＡ关节滑膜
组织、滑膜成纤维细胞为研究对象，采用免疫组化、

酶联免疫吸附试验、流式细胞术、基因过表达及敲低

等技术探讨 ＭＥＴＴＬ３对滑膜细胞增殖、迁移及分泌
细胞因子的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　临床资料　选取２０２０年１月 －２０２１年１２月
海南医学院第一附属医院风湿免疫科及关节外科收

治的行关节置换或关节镜下滑膜切除术的 ＲＡ及骨
关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）患者各２５例，两组患者
年龄、性别比例差异无统计学意义。ＲＡ患者符合
１９８７年美国风湿病协会或２０１０年美国风湿病协会
和欧洲抗风湿联盟发布的分类标准。本研究经过医

院伦理委员会的批准［批准号：２０２０（科研 Ｌ）第
（１１４）号）］，所有患者均签署知情同意书。
１．２　方法　
１．２．１　主要试剂及仪器　兔抗 ＭＥＴＴＬ３单克隆抗
体（ａｂ１９５３５２）、鼠抗人 ＭＥＴＴＬ１４单克隆抗体
（ａｂ２２００３０）、兔抗 ＷＴＡＰ单克隆抗体（ａｂ１９５３８０）、
兔抗ＡＬＫＢＨ５单克隆抗体（１９５３７７）、ｍ６ＡＲＮＡ甲基
化定量试剂盒（ａｂ１８５９１２）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；抗
兔ＩｇＧ过氧化物酶（３１４６０）、抗鼠 ＩｇＧ过氧化物酶
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（３２４３０）购自美国赛默飞公司；ＳＴＭ２４５７（ＨＹ-１３４８３６，
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ａ３３２５０）、转染
试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｌ３０００００１）购自美国 Ｉｎ-
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；细胞计数试剂盒-８（ＦＹ６００００１）购自
弗元生物公司；凋亡试剂盒（２２８３９）购自 ＡＡＴＢｉｏ-
ｑｕｅｓｔ公 司； ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（ＲＲ０３６Ａ）、ＴＢ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ
（ＲＲ８２０Ｑ）购自 ＴＡＫＡＲＡ公司；ＭＥＴＴＬ３-ｓｉＲＮＡ及
ＭＥＴＴＬ３-ｐｃＤＮＡ３．１购自上海吉玛制药技术有限公
司。

　　ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计（ｎｄ２０００）、Ｐｉｋｏｒｅａｌ
９６ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ系统（ＰｉｋｏＲｅａｌ）、ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ７５０成
像系统（ｉＢｒｉｇｈｔＣＬ７５０）购自美国赛默飞公司。
１．２．２　ＲＡ滑膜成纤维细胞的分离培养及分组　
ＲＡ患者滑膜组织中加入 ＲＰＭＩ１６４０洗涤，解剖剪
锐性切碎。用４ｍｇ／ｍｌＩ型胶原酶的 ＲＰＭＩ１６４０消
化３７℃孵育１２０ｍｉｎ。收集细胞悬液，经细胞滤网
过滤，反复离心洗涤，重悬，接种到培养瓶中培养。

取Ｐ３代 ＳＦｓ制细胞爬片，细胞免疫组化检查抗原
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＤ６８的表达水平。对滑膜细胞分别转
染针对 ＭＥＴＴＬ３-ｓｉＲＮＡ（ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组）、ＭＥＴＴＬ３-
ｐｃＤＮＡ３．１（ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组）及阴性对照（ＭＯＣＫ
组），以及给予 ＳＴＭ２４５７（ＭＥＴＴＬ３抑制剂）１０
μｍｏｌ／ｍｌ干预组。分别在细胞培养的 １２、２４、４８ｈ
检测每组细胞的增殖活性、凋亡比例、迁移能力及培

养液上清液白介素-６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-６，ＩＬ-６）、白介素-
１７Ａ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-１７Ａ，ＩＬ-１７Ａ）、肿瘤坏死因子-κＢ
活化受体配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ-
ｋａｐｐａＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）、骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，
ＯＰＧ）的浓度。
１．２．３　ｍ６Ａ检测　使用 ｍ６ＡＲＮＡ甲基化定量试
剂盒检测总ＲＮＡ中的ｍ６Ａ水平。根据实验操作步
骤，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取滑膜组织中总ＲＮＡ。分别
加入２００ｎｇ总 ＲＮＡ、捕获抗体溶液和检测抗体溶
液，用比色法测量每个孔在４５０ｎｍ的吸光度，根据
标准曲线定量ｍ６Ａ水平。
１．２．４　免疫组化检测甲基转移酶样３（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓ-
ｆｅｒａｓｅ-ｌｉｋｅ３，ＭＥＴＴＬ３）、甲基转移酶样１４（ｍｅｔｈｙｌ-
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ-ｌｉｋｅ１４，ＭＥＴＴＬ１４）、肾母细胞瘤 １相关
蛋白（Ｗｉｌｍｓ′ｔｕｍｏｒ１-ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＴＡＰ）、
ＡｌｋＢ同系物５（ＡｌｋＢｈｏｍｏｌｏｇｕｅ５，ＡＬＫＢＨ５）的表达
　滑膜组织浸泡于１０％的多聚甲醛中２４ｈ后石蜡
包埋。石蜡块切片（５μｍ）后进行苏木精 －伊红
（ＨＥ）染色，免疫组化检测 ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、

ＷＴＡＰ、ＡＬＫＢＨ５表达。石蜡切片干燥、脱蜡和水合、
抗原修复、蛋白封闭后，加入特异性一抗进行孵育，４
℃过夜，加入二抗孵育２ｈ后显色。显微镜下观察
目的蛋白表达情况。将免疫组化图片输入 ＩｍａｇｅＪ
软件中计算阳性细胞数占比。

１．２．５　细胞转染　小干扰ＲＮＡ转染：ＭＥＴＴＬ３ｓｉＲ-
ＮＡ的序列为 ５′-ＧＵＣＡＧＵＡＵＣＵＵＧＧＧＣＡＡＡＵＴＴ-３′
（正向）和 ５′-ＡＵＵＵＧＣＣＣＡＡＧＡＵＡＣＵＧＡＣＴＴ-３′（反
向）。在６孔板中培养滑膜成纤维细胞（３.０×１０５／
孔），按照操作流程使用转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染 １μｇ小干扰 ＲＮＡ，ＲＴ-ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ验证ＭＥＴＴＬＥ转染后ｍＲＮＡ及蛋白的表达。质
粒转染：在 ６孔板中培养滑膜成纤维细胞（３.０×
１０５／孔），按照操作流程使用转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００转染 １μｇＭＥＴＴＬ３-ｐｃＤＮＡ３.１，ＲＴ-ｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＭＥＴＴＬＥ转染后 ｍＲＮＡ及蛋白的
表达。

１．２．６　ＣＣＫ-８法检测细胞增殖　原代 ＲＡ滑膜细
胞在９６孔培养板（每孔６０００个细胞）中培养，每组
分别在培养１２、２４、４８ｈ，加入１０μｌＣＣＫ-８溶液，并
共培养１.５ｈ。用酶标仪在４５０ｎｍ下测试吸光度
值。

１．２．７　流式细胞术检测细胞凋亡　在６孔板中培
养滑膜成纤维细胞（２.０×１０５／孔），各组分别在培养
１２、２４、４８ｈ收集细胞，采用凋亡试剂盒对细胞进行
染色，使用流式细胞仪进行细胞凋亡检测。

１．２．８　划痕实验检测细胞迁移　４组滑膜成纤维
细胞分别培养在６孔板中（１.０×１０５／孔），用１０μｌ
移液管尖端在每个孔的单细胞层中间刮划一痕，

ＰＢＳ洗涤未附着的细胞，每组分别在培养１２、２４、４８
ｈ，用４％多聚甲醛固定细胞，用０.１％结晶紫染色后
使用显微镜进行观察。

１．２．９　ＲＴ-ｑＰＣＲ检测　为检测 ＭＥＴＴＬ３ｍＲＮＡ表
达，首先根据操作说明使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计测量浓度。
使用５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ通过反转录获得
互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）。在实验说明的基础上利用 ＴＢ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ制备反应混合物。反
应在Ｐｉｋｏｒｅａｌ９６ｒｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ系统中进行，使用以
下条件检测 ｍＲＮＡ水平：９５℃持续１０ｍｉｎ，然后在
９５℃下循环４０次持续１５ｓ，６０℃持续６０ｓ。使用
２－ΔΔＣＴ方法计算相对表达，以 β-ａｃｔｉｎｍＲＮＡ表达作
为内参。

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　等量（约０.２ｇ）的组织
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或计数细胞在ＲＩＰＡ缓冲液（０.１ｇ／ｍｌ）中匀浆，在４
℃下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液蛋白
质。测量蛋白浓度后，在 １×ＳＤＳ缓冲液中煮沸
（１００μｌ／１０６ｃｅｌｌｓ）５ｍｉｎ。在１０％ＳＤＳ-ＰＡＧＥ凝胶
上加等量（５０μｇ）蛋白，分离后转移到 ＰＶＤＦ膜，之
后分别与特异性抗 ＭＥＴＴＬ３（１∶２０００）、抗 ＭＥＴ-
ＴＬ１４（１∶５０００）、抗ＷＴＡＰ（１∶５０００）、抗 ＡＬＫＢＨ５
（１∶２０００）、二抗（１∶５０００）一起孵育后用蛋白印
迹成像系统检测。

１．２．１１　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清液 ＩＬ-６、ＩＬ-
１７Ａ、ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ浓度　在６孔板中培养滑膜成纤
维细胞（２．０×１０５／孔），各组分别在培养１２、２４、４８ｈ
收集细胞培养液上清液，按照人 ＩＬ-６、ＩＬ-１７Ａ、
ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧＥＬＩＳＡ试剂盒操作步骤进行检测。
１．３　统计学处理　用 ＳＰＳＳ１８.０统计软件进行分
析，正态分布计量数据以 �ｘ±ｓ表示，两组间比较用ｔ
检验；多组间比较，方差齐时采用方差分析，方差不齐

时采用非参数检验；计数资料用百分比表示，用χ２检
验进行比较；Ｐ＜０.０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＡ和 ＯＡ滑膜组织 ｍ６Ａ含量　ＲＡ滑膜组
织ｍ６Ａ含量显著高于对照组（ＯＡ组），差异有统计
学意义（图１），说明 ＲＡ滑膜组织 ｍ６Ａ甲基化水平
增高。

２．２　ＲＡ及ＯＡ滑膜组织中ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、
ＷＴＡＰ及ＡＬＫＢＨ５的表达　与ＯＡ滑膜组织相比，
免疫组化（阳性细胞数占比，图 ２）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
（图３）结果显示ＲＡ滑膜组织 ＭＥＴＴＬ３的表达显著
高于ＯＡ组（Ｐ＜０.０５），ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ及 ＡＬＫ-
ＢＨ５的表达在两组间差异无统计学意义（Ｐ＞

０.０５）。
２．３　ＲＡ滑膜细胞培养及鉴定　体外培养ＲＡ滑膜
成纤维细胞，Ｐ３时呈较为均一的长梭形细胞（图
４）。流式细胞术检测体外培养滑膜样成纤维细胞：
ＣＤ６８－ＣＤ１４－ＣＤ９０＋（图５）。
２．４　ＭＥＴＴＬ３促进 ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖、迁
移及分泌炎症因子　与阴性对照相比，ＲＴ-ｑＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示 ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组滑膜成纤维细胞中
ＭＥＴＴＬ３表达显著降低，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组滑膜成纤维
细胞中ＭＥＴＴＬ３表达显著增高，见图６Ａ-６Ｃ。
２．４．１　ＭＥＴＴＬ３对ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖的作用
　细胞培养１２、２４ｈ，四组细胞增殖差异无统计学意
义，４８ｈ后，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组滑膜成纤维细胞增殖能力
显著高于对照组（Ｐ＜０.０５），ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组和
ＳＴＭ２４５７组滑膜成纤维细胞增殖能力显著低于对照
组（Ｐ＜０.０５），见图７。

图１　ＲＡ与ＯＡ滑膜组织ｍ６Ａ的含量

与ＯＡ组比较：*Ｐ＜０.０５

图２　免疫组化检测ＲＡ及ＯＡ滑膜组织中ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ及ＡＬＫＢＨ５的表达 ×２００
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图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＡ及ＯＡ滑膜组织中ＭＥＴＴＬ３、

ＭＥＴＴＬ１４、ＷＴＡＰ、ＡＬＫＢＨ５的表达

与ＯＡ组比较：*Ｐ＜０.０５

图４　体外培养ＲＡ滑膜细胞 ×４００

２．４．２　ＭＥＴＴＬ３对ＲＡ滑膜成纤维细胞凋亡的作用
　ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组滑膜成纤维细胞凋亡比例低于对照
组，差异无统计学意义（Ｐ＞０.０５）；ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组和
ＳＴＭ２４５７组细胞凋亡比例高于对照组，差异无统计
学意义（Ｐ＞０.０５），见图８。
２．４．３　ＭＥＴＴＬ３对ＲＡ滑膜成纤维细胞迁移的作用
　滑膜成纤维细胞培养１２ｈ开始，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组细
胞迁移能力显著高于对照组，ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组及
ＳＴＭ２４５７组细胞迁移能力显著低于对照组，并持续
至２４ｈ和４８ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５），见
图９。
２．４．４　ＭＥＴＴＬ３对ＲＡ滑膜成纤维细胞分泌细胞因

图５　流式细胞术检测体外培养滑膜样成纤维细胞

图６　ＲＴ-ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３及ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３细胞ＭＥＴＴＬ３的表达

与ＭＯＣＫ组比较：*Ｐ＜０.０５
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图７　ＣＣＫ-８法检测四组滑膜成纤维细胞

１２、２４、４８ｈ增殖能力

子的作用　滑膜成纤维细胞培养４８ｈ后上清液 ＩＬ-
６的浓度在ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组和ＳＴＭ２４５７组均显著低于
对照组，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组显著高于对照组（Ｐ＜０.０５）。
滑膜成纤维细胞培养 ２４ｈ后，培养上清液中
ＲＡＮＫＬ的浓度在ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组显著高于对照组，并
持续至４８ｈ；培养４８ｈ后，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３及 ＳＴＭ２４５７
组上清液 ＲＡＮＫＬ的浓度显著低于对照组（Ｐ＜
０.０５）。滑膜成纤维细胞培养２４、４８ｈ时，ｈｉ-ＭＥＴ-
ＴＬ３组细胞培养上清液 ＯＰＧ浓度显著低于对照组
（Ｐ＜０.０５），ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组及 ＳＴＭ２４５７组浓度显著
高于对照组（Ｐ＜０.０５）。四组间在各培养时间点
ＩＬ-１７Ａ浓度无显著差异（图１０）。

图８　流式细胞术检测四组滑膜成纤维细胞凋亡比例

图９　划痕实验检测四组滑膜成纤维细胞１２、２４、４８ｈ细胞迁移能力

与ＭＯＣＫ组比较：*Ｐ＜０.０５
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图１０　ＥＬＩＳＡ法检测四组滑膜成纤维细胞１２、２４、４８ｈ细胞培养上清液中ＩＬ-６、ＩＬ-１７Ａ、ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ浓度

与ＭＯＣＫ组比较：*Ｐ＜０.０５

３　讨论

　　ＲＡ是一种慢性自身免疫性疾病，如未及时正
规治疗可导致关节畸形、残疾，严重影响患者的生活

质量。类风湿关节炎的病因目前尚未明确，ＳＦ是
ＲＡ疾病进展最主要的效应细胞，在生理条件下，ＳＦ
是滑液和滑膜基质中分子成分的关键制造者，保证

关节的平衡与功能优化。在 ＲＡ病理条件下，滑膜
衬里层ＳＦ可由正常的１～３层增至１５层甚至更多
层细胞。ＳＦ表现为失去接触抑制的非依赖性生长，
具有异常的增殖和侵蚀特性［８］。

　　表观遗传调控是以独立于基因组序列的方式，
在核苷酸序列不发生改变的情况下调控基因的表

达，并影响蛋白功能等重要的生命过程。研究［９］显

示表观遗传学异常可导致 ＲＡ-ＳＦ活化及炎症反应
的发生，表现为异常增殖，具有侵袭性，破坏软骨和

骨。ｍＲＮＡｍ６Ａ甲基化是高等真核生物基因转录
后ｍＲＮＡ最主要的修饰。ｍＲＮＡｍ６Ａ修饰由甲基
转移酶复合体对ｍＲＮＡ进行甲基化，去甲基化酶移
除甲基，ＲＮＡ结合蛋白与其特异性结合后可读取相
关信息。其中甲基转移酶复合体是由 ＭＥＴＴＬ３、

ＭＥＴＴＬ１４和 ＷＴＡＰ组成。ＡＬＫＢＨ５作为去甲基酶
从而实现去甲基化［７］。因正常关节滑膜组织较难

获得，因此本课题组研究了 ＲＡ和 ＯＡ患者关节滑
膜组织 ＲＮＡｍ６Ａ甲基化情况，发现 ＲＡ滑膜组织
ＲＮＡｍ６Ａ甲基化程度显著增高，进一步研究了参与
ＲＮＡｍ６Ａ甲基化的相关甲基化酶及去甲基化酶，发
现ＭＥＴＴＬ３在ＲＡ滑膜组织中的表达显著增高。接
下来本课题组对ＳＦ进行体外培养，发现与对照组相
比，过表达 ＭＥＴＴＬ３组 ＳＦ细胞 ＲＮＡｍ６Ａ显著增
加，细胞增殖活性、迁移能力显著增强［１０］，细胞凋亡

无明显差异；敲低 ＭＥＴＴＬ３细胞 ＲＮＡｍ６Ａ显著减
少，ＳＦ细胞增殖活性、迁移能力显著下降［１１］。

ＳＴＭ２４５７干预ＳＦ后，细胞增殖、迁移的变化与 ｓｉＭ-
ＥＴＴＬ３组相似。说明 ＭＥＴＴＬ３通过调控 ＳＦｍＲＮＡ
ｍ６Ａ甲基化促进ＳＦ细胞增殖和迁移。
　　ＳＦ除了具有异常的增殖特性，也能够刺激炎
症，更能够直接破坏关节软骨和骨。研究［１２］表明

ＳＦ可分泌一系列细胞因子，对单核巨噬细胞、淋巴
细胞和骨细胞发挥多效性作用。ＲＡＳＦ能够产生及
（或）应答的炎症介质包括 ＩＬ-６、ＩＬ-１７、ＲＡＮＫＬ、ＯＰＧ
等。ＩＬ-６是活化的Ｔ细胞和成纤维细胞产生的淋巴
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因子，是 ＲＡ的发生发展中重要炎症因子之
一［１３－１４］。ＩＬ-１７是重要的促炎细胞因子，由 Ｔ辅助
细胞１７产生，ＩＬ-１７能够诱导上皮细胞、内皮细胞、
成纤维细胞合成分泌 ＩＬ-６，从而导致炎症产
生［１５－１６］。ＲＡＮＫＬ也叫做破骨细胞分化因子，其与
受体结合后可激活破骨细胞，促进骨破坏［１７－１８］。

ＯＰＧ属于肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）受体家族，是ＲＡＮＫＬ
的诱导受体，通过与 ＲＡＮＫＬ的结合减少破骨细胞
的产生，发挥骨保护作用［１９－２０］。本研究显示，与对

照组相比，ｈｉ-ＭＥＴＴＬ３组滑膜成纤维细胞 ＲＮＡｍ６Ａ
甲基化程度增加，细胞分泌 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ显著增加、
ＯＰＧ显著减少；ｓｉ-ＭＥＴＴＬ３组 ＳＦＲＮＡｍ６Ａ甲基化
程度显著下降，细胞分泌 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ显著减少，
ＯＰＧ显著增加，说明 ＭＥＴＴＬ３调控 ＲＮＡｍ６Ａ甲基
化后可促进炎症因子 ＩＬ-６的表达及破骨细胞分化
因子ＲＡＮＫＬ的表达，减少骨保护素ＯＰＧ的表达，可
能会促进骨破坏。各组细胞培养上清液中 ＩＬ-１７Ａ
浓度无明显变化，说明ＭＥＴＴＬ３对 ＩＬ-１７Ａ的作用影
响小。ＭＥＴＴＬ３对 ＳＦ合成分泌 ＩＬ-６、ＲＡＮＫＬ及
ＯＰＧ的具体调控机制，如蛋白基因转录的影响、ｍＲ-
ＮＡｍ６Ａ甲基化的区域或位点值得进一步探讨，这
也是课题组下一步的研究方向。本研究显示给予

ＭＥＴＴＬ３特异性抑制剂ＳＴＭ２４５７干预后，ＳＦ细胞增
殖活性、迁移能力显著下降，分泌 ＩＬ-６及 ＲＡＮＫＬ显
著减少，ＯＰＧ表达显著增加，ＳＴＭ２４５７作为ＭＥＴＴＬ３
特异性抑制剂是未来 ＲＡ治疗的潜在药物之一，本
课题组下一步将对ＳＴＭ２４５７干预ＲＡ动物模型的体
内作用进行研究。

　　总之，本研究表明 ＲＡ滑膜成纤维细胞 ｍＲＮＡ
ｍ６Ａ甲基化显著增加，且主要为 ＭＥＴＴＬ３所调控。
ＭＥＴＴＬ３可通过促进 ＲＡ-ＳＦ细胞 ｍＲＮＡｍ６Ａ甲基
化，促进 ＳＦ增殖和迁移，同时促进 ＳＦ分泌 ＩＬ-６及
ＲＡＮＫＬ。ＭＥＴＴＬ３特异性抑制剂ＳＴＭ２４５７是ＲＡ治
疗的潜在靶点药物，值得后续进一步研究。
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