
脂肪与肥胖相关（fat mass and obesity associat⁃
ed，FTO）基因是肥胖易感基因，能够通过调节脂肪酸

转运，调控脂肪代谢进而影响肥胖的发生［1］。2011
年，Jia等［2］首次研究发现 FTO蛋白为N6⁃甲基腺嘌

呤（m6A）去甲基化酶，参与m6A动态可逆的修饰过

FTO对小鼠肾小球系膜细胞m6A修饰及增殖能力的影响
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［摘 要］ 目的：构建表达脂肪与肥胖相关（fat mass and obesity associated，FTO）基因的重组质粒，并检测其对小鼠肾小球系膜

细胞（mice mesangial cell，MMC）N6⁃甲基腺嘌呤（m6A）修饰及增殖能力的影响。方法：PCR法扩增FTO基因片段，并将其插入

表达载体 pCMV⁃MCS⁃EGFP质粒中以构建重组质粒pCMV⁃FTO。将目的质粒pCMV⁃FTO及对照质粒pCMV分别转染MMC，采
用qRT⁃PCR法检测FTO mRNA表达水平，蛋白质印迹法检测细胞FTO蛋白和相关增殖标志物的表达，CCK8法检测细胞增殖，

m6A RNA甲基化定量试剂盒检测m6A含量。结果：菌落PCR鉴定以及测序结果证实重组质粒pCMV⁃FTO构建成功。RT⁃qP⁃
CR及蛋白印迹结果显示转染目的质粒pCMV⁃FTO后FTO表达明显增加。过表达FTO后，m6A含量、细胞增殖水平及细胞周期

蛋白D1（Cyclin D1）、增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）蛋白水平均显著下降。结论：FTO可以降低 MMC
中m6A修饰水平及抑制细胞增殖。
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［Abstract］ Objective：This study aims to construct a recombinant plasmid expressing fat mass and obesity associated（FTO）gene
and to detect its effects on m6A modification and proliferation of mouse mesangial cells（MMCs）. Methods：The FTO gene fragment
was amplified by PCR and inserted into the expression vector pCMV⁃MCS⁃EGFP plasmid to construct the recombinant plasmid pCMV⁃
FTO. The target plasmid pCMV ⁃ FTO and the control plasmid pCMV were transfected into MMCs，respectively，and the mRNA
expression of FTO was measured with real ⁃ time quantitative PCR（RT ⁃ qPCR）. The total protein was extracted，and FTO，EGFP，
proliferation markers of Cyclin D1 and PCNA were detected by Western blotting. The proliferation of MMCs were studied with CCK8
method. The m6A content was measured using the m6A RNA methylation quantification kit. Results：Colony PCR identification and
sequencing confirmed that the recombinant plasmid pCMV⁃FTO was successfully constructed. The results showed that the mRNA and
protein level of FTO was significantly increased after transfection of the target plasmid pCMV⁃FTO. After overexpression of FTO，m6A
content，the proliferation of MMCs and Cyclin D1，PCNA protein levels decreased significantly. Conclusion：FTO can reduce the level
of m6A modification and inhibit cell proliferation in MMCs.
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程。已有相关研究报道 FTO与肥胖、肿瘤、生长迟

缓等相关［3］，但FTO与糖尿病肾病之间的关系目前

尚不清楚。糖尿病肾病是糖尿病常见的慢性并发

症，是终末期肾衰的主要病因。糖尿病肾病发病机

制复杂，现有治疗手段效果有限，因此进一步探索

其早期发病的分子机制有助于发现潜在治疗靶点，

提供新的治疗方案。

m6A修饰是细菌和真核细胞mRNA中最丰富

和保守的可逆性转录后修饰［4］。 m6A由甲基转移

酶复合体在保守基序RRACH（R=G/A；H=A/C/U）上

催化生成［5-6］。与之相反，去甲基化酶如FTO、ALK⁃
BH5则可以“擦除”RNA上的m6A［2，7］。YTH结构域

家族蛋白作为识别子可以特异性结合m6A修饰的

RNA，从而调控RNA的剪切、转运、稳定性以及翻译

效率［8-10］，并进一步参与干细胞分化、肿瘤发生等生

物学过程［11-14］。

本研究构建表达FTO基因的重组质粒，通过转

染小鼠肾小球系膜细胞（mice mesangial cell，MMC），
观察细胞m6A含量、细胞增殖水平、增殖标志物细胞

因期蛋白D1（Cyclin D1）及增殖细胞核抗原（prolifer⁃
ating cell nuclear antigen，PCNA）的变化。

1 材料和方法

1.1 材料

MMC（中国科学院上海细胞库）。由含5%胎牛

血清的DMEM/F12（3∶1）培养基置于5% CO2 37 ℃细

胞培养箱中培养。

pCMV⁃MCS⁃EGFP表达载体（上海吉凯公司）；

PCR酶及实时荧光定量酶（南京诺唯赞公司）；PCR
引物及定量引物由南京金斯瑞公司合成；限制性内

切酶EcoR Ⅰ/BamH Ⅰ（TaKaRa公司，日本）；感受态

大肠埃希菌DH5α（南京擎科公司）；LipofectamineTM

2000（Invitrogen 公司，美国）；抗 Cyclin D1抗体、抗

PCNA抗体（Abcam公司，美国）；抗 FTO抗体（武汉

三鹰公司）；抗EGFP抗体、抗β⁃actin抗体（南京巴傲

得公司）；m6A RNA甲基化定量试剂盒（Epigentek公
司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 PCR扩增FTO基因

根据FTO基因的核酸序列设计扩增引物，上游

引 物 ：5′ ⁃ CGAGCTCAAGCTTCGAATTCCGCCAC⁃
CATGAAGCGCGTCCAGACCGCGGAG ⁃ 3′，下游引

物：5′ ⁃ TGGTGGCGACCGGTGGATCCCGGGATCTT⁃
GCTTCCAGCAGCTGG⁃3′。以MMC细胞基因组cDNA

为模板，PCR扩增FTO基因片段。通过核酸电泳验

证PCR产物并切胶回收。

1.2.2 重组质粒pCMV⁃FTO的构建与鉴定

用限制性内切酶EcoR Ⅰ和BamH Ⅰ酶切载体

pCMV⁃MCS⁃EGFP使其线性化，与 PCR产物进行重

组反应，重组产物转化感受态大肠埃希菌DH5α，涂
板并挑取有卡那抗性的单菌落进行PCR鉴定，上游

引物：5′⁃GATGAAGTGGACCTTAAGAG⁃3′，下游引

物：5′⁃CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG⁃3′，本对引

物分别位于FTO基因片段及载体上，对阳性克隆测

序分析。将正确克隆菌液扩增，提取质粒。

1.2.3 重组质粒pCMV⁃FTO转染MMC
用转染试剂LipofectamineTM2000 分别将空载体

pCMV 和过表达质粒pCMV⁃FTO 转染到提前接种在

6 孔板的MMC中（分别为对照组与实验组，细胞密

度70%~90%），6 h 后替换为完全培养基继续培养。

1.2.4 qRT⁃PCR检测FTO mRNA表达水平

用TRIzol试剂抽提细胞总RNA，逆转录为cDNA，
通过qRT⁃PCR法检测FTO mRNA 表达水平，以β⁃ac⁃
tin为内参。反应体系：SYBR预混液 10.0 μL，上游

引物 0.4 μL，下游引物 0.4 μL，cDNA 模板 1.0 μL，
ddH2O 8.2 μL。扩增条件：95 ℃ 30 s预变性；95 ℃
10 s，60 ℃ 30 s，共 40个循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，
95 ℃ 15 s 采集熔解曲线。FTO上游引物：5′⁃GA⁃
CACTTGGCTTCCTTACCTG ⁃ 3′，下游引物：5′ ⁃CT⁃
CACCACGTCCCGAAACAA⁃3′；β⁃actin上游引物：5′⁃
GTGACGTTGACATCCGTAAAGA⁃3，下游引物：5′ ⁃
GCCGGACTCATCGTACTCC⁃3′。
1.2.5 蛋白质印迹法检测 FTO、Cyclin D1及 PCNA
表达水平

收集对照组与实验组细胞，提取总蛋白，上样

电泳并转膜，PVDF膜 37 ℃牛奶封闭 1 h后，一抗

4 ℃孵育过夜。之后，二抗37 ℃孵育1 h，TBST洗膜

后加入ECL发光液显影。

1.2.6 CCK8法检测细胞增殖能力

在 96孔板中铺等量细胞悬液（1 000个/孔细胞

重悬于 100 μL培养基），每组设 7个复孔，共铺 5块
板，置于37 ℃培养箱静置培养。每天同一时间取一

块按照CCK8试剂盒推荐操作步骤检测细胞增殖情

况。每孔加入10 μL CCK8液，培养箱继续静置培养

1 h后，酶标仪检测450 nm处吸光度值。

1.2.7 m6A RNA甲基化定量试剂盒检测m6A含量

根据试剂盒说明书，在 96孔板中先加入 80 μL
结合试剂于相应孔中，接着分别加入 2 μL阳性对
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图3 FTO在MMC中的mRNA表达水平

Figure 3 The mRNA expression level of FTO in MMC

照，2 μL阴性对照以及 200 ngRNA样品，37 ℃孵育

90 min后，150 μL洗涤缓冲液洗孔3次。加入 50 μL
捕获抗体室温孵育 60 min，150 μL洗涤缓冲液洗孔

3次，加入 50 μL检测抗体室温孵育 30 min，150 μL
洗涤缓冲液洗孔4次，加入50 μL增强试剂室温孵育

30 min，150 μL洗涤缓冲液洗孔5次。加入100 μL显

色试剂避光室温孵育10 min，加入100 μL终止试剂

结束反应，酶标仪检测450 nm处吸光度值。

1.3 统计学方法

采用 SPSS20.0软件进行数据分析。组间比较

采用 t检验，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 重组质粒pCMV⁃FTO的构建与鉴定

根据 FTO基因的核酸序列设计扩增引物，以

MMC细胞基因组DNA 为模板，进行PCR反应。核

酸电泳验证PCR产物，可见大小约 1 555 bp的单一

条带（图1），与预期一致。

PCR产物与线性化载体连接重组后，转化涂板

挑取单菌落，PCR鉴定重组克隆（图 2A），阳性克隆

大小为 1 039 bp，与预期一致。阳性克隆测序及比

对结果显示，插入序列与目标序列一致（图 2B），提

示重组质粒pCMV⁃FTO构建成功。

2.2 过表达FTO对MMC增殖的影响

qRT⁃PCR 结果显示，重组质粒pCMV⁃FTO转染

MMC后FTO 的表达水平与对照组相比明显上升（图

3）。蛋白质印迹结果与RT⁃qPCR 结果一致，表明

FTO在MMC中过表达成功（图4）。
过表达 FTO 后细胞增殖标志物 Cyclin D1 及

PCNA的蛋白表达水平显著下降（图4A），CCK8法检

测结果显示过表达FTO的MMC增殖能力受到显著抑

制（图4B），提示FTO能够抑制MMC的增殖。

2.3 过表达FTO对细胞m6A修饰的影响

过表达FTO后，MMC的m6A水平显著下降，提

示FTO在MMC中发挥去甲基化酶的作用（图5）。
3 讨 论

作为全基因组关联研究（genome⁃wide associa⁃
tion study，GWAS）第一个鉴定出的肥胖易感基因，

FTO基因第 1内含子的核酸多态性与肥胖相关［15］。

小鼠模型研究显示FTO在调节脂肪含量、脂肪生成

和体重方面起关键作用［16-18］。同时，FTO在肿瘤发

生中的作用也日益受到关注，如白血病与宫颈癌中

FTO基因呈高表达状态［19-20］。

m6A修饰是真核生物中最丰富的转录后修饰［4］，

M：DNA标准参照物；1：FTO基因扩增产物。

图1 PCR扩增FTO基因

Figure 1 PCR products of the FTO gene cloned

1 M
—5 000 bp
—3 000 bp
—2 000 bp
—1 500 bp
—1 000 bp
—750 bp
—500 bp
—250 bp
—100 bp

1 555 bp➝

A：菌落 PCR鉴定；M：DNA标准参照物；1~8：筛选单克隆 PCR
鉴定；B：阳性克隆部分测序结果。

图2 重组质粒pCMV⁃FTO的鉴定

Figure 2 Identification of recombinant plasmid pCMV ⁃
FTO
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通过调节基因的表达、编辑、稳定性及降解等代谢

过程［8-10］，进而影响发育、代谢、生殖等生物学过程

及肿瘤、肥胖、糖尿病等疾病的发生与发展［21-22］。

m6A修饰由Mettl 3、Mettl 14等多种甲基转移酶催

化生成［5］，而 FTO和ALKBH5则可以可逆性地“擦

除”m6A［2，7］。YTH结构域蛋白通过识别m6A修饰的

RNA，从而发挥多种生物学功能，调节RNA代谢。

糖尿病肾病是糖尿病的重要并发症，其发病机

制复杂，高血糖、肾脏血流动力学改变、氧化应激和

炎症反应等，引起肾小球高滤过、动脉血压升高、肾

脏肥大、肾小球毛细血管基底膜增厚和细胞外基质

蓄积［23-24］。

本研究成功构建了FTO的重组质粒，在过表达

FTO的MMC中，细胞增殖标志物Cyclin D1及PCNA
的蛋白表达水平显著下降，而CCK8实验显示转染

FTO的MMC生长速度相比对照组显著减慢，表明

FTO抑制MMC增殖。通过检测m6A水平，发现过

表达FTO的MMC中m6A水平显著下降。新近研究

表明，FTO在脂肪形成与肿瘤发生中的功能与其

m6A 去甲基化酶活性有关［8，19］。因此推测FTO依赖

其m6A 去甲基化酶活性调节肾小球系膜细胞的m6A
水平，进而影响糖尿病肾病的发生发展。在下一步研

究中，将利用MeRIP⁃Seq及RNA⁃Seq筛选并鉴定FTO
在MMC中的下游靶基因，进而探索FTO参与糖尿病

肾病的具体分子机制。

综上所述，本研究通过构建 FTO重组质粒，发

现FTO能够降低小鼠肾小球系膜细胞的m6A水平并

抑制细胞增殖能力，为后续的机制研究奠定基础。
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