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摘要目的：基于敲除 sirtuin2（SIRT2）基因的人胚胎肾细胞（HEK293）模型的转录组学结果，在细胞水平和动物模型中探究 SIRT2
基因是否通过调控WNT通路参与维甲酸（Retinoic acid，RA）诱导的神经管畸形（neural tube defects，NTDs）。方法：培养 SIRT2敲
除组（KO-SIRT2）和正常组（KO-Con）的 HEK293细胞，提取总 RNA，应用转录组测序技术（RNA-seq）对上述两组细胞进行分析，

寻找差异表达基因（P<0.05,|log2FoldChange|≥ 1）并进行 GO（Gene Ontology）以及 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes）分析。RA分别诱导 KO-SIRT2组和 KO-Con组的 HEK293细胞，应用Western Blot（WB）技术检测WNT5B表达水平。

建立 RA诱导的 NTDs小鼠模型，应用免疫组织化学染色技术（IHC）检测孕龄 10.5天（E10.5）的胚鼠脑组织 Sirt2和Wnt5b蛋白

水平。结果：与 KO-Con组相比，KO-SIRT2组的 HEK293细胞中显著改变的差异表达基因有 209个，KEGG分析集中在WNT、

Hippo、PI3K-Akt 等信号通路。敲除 SIRT2 组，KO-SIRT2组的 WNT5B 蛋白水平升高。RA 诱导 HEK293 细胞，KO-Con 组的

WNT5B蛋白水平升高。IHC结果显示，RA诱导的 NTDs胎鼠脑组织 Sirt2蛋白和Wnt5b蛋白水平增高。结论：SIRT2基因可以通
过调节WNT通路参与 RA诱导 NTDs的发生。
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Preliminary Experimental Study of SIRT2 Gene in RA-induced Neural Tube
Defects by Regulating WNT Pathway *

To explore whether sirtuin2 (SIRT2) regulates retinoic acid (RA) -induced neural tube defects (NTDs) at the
cellular level and in animal models through WNT pathway based on the transcriptomics results of human embryonic kidney cell

(HEK293) model with SIRT2 gene knockout. SIRT2 knockdown group (KO-SIRT2) and SIRT2 control group (KO-Con) were
cultured and total RNA was extracted. RNA-seq technology was used to analyze the transcriptomics of the two groups of cells. Search for

differentially expressed genes (P<0.05, | log2FoldChange |≥ 1). GO (Gene Ontology) and KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes）analysis were conducted. HEK293 cells in KO-SIRT2 group and KO-Con group were induced by RA and the level of key

signaling pathway protein (WNT5B) was detected by Western Blot (WB). A mouse model of NTDs induced by RA was established and

the level of Sirt2 and Wnt5b proteins of brain tissues in E10.5 fetal mice was detected by immunohistochemical staining (IHC).

Compared with KO-Con group, 209 differentially expressed genes (107 up-regulated and 102 down-regulated) were significantly

changed in KO-SIRT2 group. Enrichment analysis involved multiple signaling pathways such as WNT, Hippo and PI3K-Akt. After

SIRT2 knockout, the WNT5B protein was up-regulated in the KO-SIRT2 group. After RA induction, the level of WNT5B in KO-Con

group was increased. IHC showed increased levels of Sirt2 and Wnt5b proteins in the RA-induced NTDs model. SIRT2
gene can affect embryonic development by regulating the translation of WNT pathway genes.

Neural Tube Defects; RNA Sequencing; SIRT2 knockdown; WNT pathway; Embryonic development
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前言

Sirtuin蛋白作为一类 NAD+依赖的去乙酰化酶可参与调

控代谢、长寿、炎症等过程[1-4]。根据不同的亚细胞定位及功能，

哺乳动物的 Sirtuin蛋白分为 SIRT1-SIRT7[5]。SIRT2蛋白位于

细胞质，在人类的组织和器官中广泛表达，如神经系统、心、

肺、肝脏等，在大脑中的表达水平最高[6，7]。SIRT2蛋白在哺乳

动物中枢神经系统发育中具有保护神经上皮、调控神经元迁

移和树突发育的功能[8，9]。已有文章报道 SIRT2通过去乙酰化

富含丙氨酸的豆蔻酰化蛋白激酶 C的作用底物（MARCKS）

在调控糖尿病诱导的神经管畸形（neural tube defects，NTDs）中

的关键作用[10]。

维甲酸（Retinoic acid，RA）作为一种诱导小鼠神经管畸形

模型的常用药物，在神经管畸形研究中广泛应用[11，12]。WNT通

路尤其是 WNT5B在胚胎发育中的重要作用已经在斑马鱼模

型中获得了验证[13，14]。目前尚不清楚 RA是否可以通过 SIRT2

调控WNT通路（WNT5B）的表达水平进而影响胚胎发育。本研

究通过敲除 SIRT2 基因筛选与其功能相关的关键基因
（WNT5B）。RA诱导 KO-Con、KO-SIRT2，在 HEK293细胞模型

中探究 SIRT2敲除对 WNT5B蛋白的影响。建立 RA诱导的

NTDs小鼠模型，探究胚鼠脑组织 Sirt2以及Wnt5b蛋白水平

变化。为后续 SIRT2在 NTDs中的功能、SIRT2相关作用靶点

的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

雄性和雌性的 6周 SPF级的 C57BL /6J小鼠从北京维通

利华动物有限公司购入。小鼠在恒温恒湿的鼠房中喂养。温度

24℃，湿度 50 %。12小时光照 /12小时黑暗的周期给予小鼠光

照。Sirt2以及 Wnt5b抗体从 Cell Signaling Technology购买。

RA购自 SIGMA。

1.2 方法

1.2.1 KO-SIRT2组和 KO-Con 组的 HEK293 细胞的 RNA-seq

分析 本研究室前期成功构建了稳定敲除 SIRT2 基因的
HEK293细胞系，收集 KO-Con组和 KO-SIRT2组的 HEK293

细胞，提取总 RNA后进行浓度测定并将 RNA储存于 -80℃。

利用 Illumina HiSeq 2500进行双端测序。对测序数据进行过滤

并获取高质量 clean reads，统计过滤后总碱基数中质量值大于

30的碱基数占总碱基数的比例（Q30）以及回帖到参考基因组

序列的 reads占 Total reads的比例。本次测序 Q30碱基百分

比＞94 %，序列比对效率大于 97 %，质控结果较好。使用

StringTie软件进行表达量 readcount的计算，根据公式计算基

因和转录本的 FPKM（Fragments Kilobase of exon model per

Million reads）值。根据每个样品各个基因的表达量计算 Pear-

son相关系数绘制样品相关性热图，样本相关程度较好。利用

DESeq2进行差异比较分析，差异基因筛选标准为：|log2Fold-

Change|≥ 1且 P-Value≤ 0.05。根据统计结果绘制差异表达基

因火山图。使用 GO以及 KEGG数据库进行分析，寻找 SIRT2
参与调控的基因及信号通路。

1.2.2 RA诱导的 HEK293细胞模型验证 WNT5B蛋白表达情

况 （1）细胞培养与传代

液氮罐中取出 HEK293细胞，37℃水浴 1 分钟后重悬细

胞，离心，弃去上清液后将细胞置于恒温恒湿的 CO2培养箱中。

2-3天后观察细胞密度进行传代，吸出培养基、PBS清洗、胰酶

消化后置于培养箱 1-3分钟。显微镜观察细胞脱落情况，待大

部分细胞层从瓶底脱落后加入液体培养基中和反应，离心，弃

去上清液后加入培养基重悬细胞，将细胞悬液按 1:3传至新的

T25培养瓶中，混匀后放置于培养箱中。

（2）RA处理及细胞蛋白质提取

用 1 滋mol/L 的 RA 处理 KO-Con 组和 KO-SIRT2 组的

HEK293细胞 24小时[15]，随后提取 KO-Con组、KO-SIRT2组、

KO-Con +RA组、KO-SIRT2+RA组细胞的蛋白质。2.5%EDTA

的胰酶消化细胞，PBS洗涤后离心，加入抽提试剂，冰上裂解

30分钟，每 4分钟上下颠倒混匀一次。随后 4℃，12000 r/min

离心 10分钟。吸取上清液测量浓度，1:1加入 Loading Buffer煮

沸 10分钟，用于后续Western Blot实验。

（3）Western Blot实验

使用 10%的 SDS-PAGE进行蛋白质凝胶电泳，条带分离后

NC膜电转 2小时, 5 %的脱脂牛奶封闭 1.5小时，将膜浸泡于

WNT5B（1: 1000）的一抗稀释液中，4 ℃孵育 14小时后 PBST

洗膜。将膜浸入兔二抗中，室温孵育 1 h后 PBST洗膜。化学发

光试剂显影，全自动化学发光成像系统扫描，计算条带丰度、统

计分析。

1.2.3 RA诱导的 NTDs小鼠模型验证 Sirt2与Wnt5b蛋白表达

情况 建立 RA 诱导的 NTD 小鼠模型，选取 6 周龄的

C57BL/6J雄性与雌性小鼠于 20点合笼（雌雄比例为 1：2），次

日清晨 8：00检查雌性小鼠阴道，将阴道可见交配栓的雌鼠选

出并随机分为 Con组与 NTDs组，将次日 12：00定为孕 0.5天

（E0.5），NTDs组给予正常饲料喂养并于 E7.5采取 RA灌胃处

理，RA浓度为 25 mg/kg，Con 组给予正常饲料喂养并于 E7.5

灌胃相同剂量的香油。于 E10.5断颈处死 Con组与 NTDs组的

孕鼠，取出胚胎，于预冷的 PBS中小心地剥下胎鼠的胎盘和胎

膜，分离胎鼠。4 %的多聚甲醛溶液固定 E10.5胚鼠组织，48小

时后 PBS洗涤、乙醇脱水、石蜡包埋、切片、脱蜡、蒸馏水洗。抗

原修复后，使用 3 %双氧水溶液阻断内源性过氧化物酶。使用

3 %BSA封闭，以 Sirt2（1：50稀释，Cell Signaling Technology）、

Wnt5b（1：50稀释，Cell Signaling Technology）为一抗，4℃孵育

12小时，加入二抗，室温孵育 50 min。DAB显色、苏木素复染细

胞核后脱水封片，置于白光显微镜下进行观察并拍照。使用

ImageJ软件分析免疫组化图片，平均光密度值（Average Optical

Density，AOD）=积分光密度值 /阳性分布区域面积。

1.2.4 统计分析 所有实验结果均以均数依SD表示，至少重复
3次。采用 GraphPad Prism 8版软件对所有数据进行分析。P值
<0.05提示数据具有统计学意义。

2 结果

2.1 RNA-seq
2.1.1 差异表达基因筛选 按照 |log2Fold Change| ≥ 1 且

P-Value≤ 0.05的标准筛选出差异表达的基因。结果显示，与

KO-Con 相比，KO-SIRT2组中有 209 个基因的表达量发生变
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图 1.1差异表达基因火山图

Fig.1.1 Volcano map of differentially expressed genes

图 1.2 GO信号通路富集性分析

Fig.1.2 Enrichment analysis diagram of GO signaling pathway

化，其中 107个上调，102个下调，P<0.05。差异表达基因火山图
描绘了 KO-SIRT2的 HEK293细胞相比于 Con-SIRT2的差异

基因表达情况（图 1.1）。

2.1.2 差异表达基因的功能注释 对 209个差异表达基因进

行 GO注释与富集，发现 SIRT2参与的主要生物学进程为组蛋
白 H4去乙酰化、DNA损伤反应等。细胞组分主要定位在细胞

膜与细胞外周；主要分子功能与组蛋白去乙酰酶调节因子活

性、组蛋白去乙酰化过程相关（图 1.2）；KEGG信号通路富集

性分析发现WNT、Hippo等信号通路发生激活。WNT信号通

路和 Hippo信号通路富集到的基因有 WNT2B、WNT5B、MYC、
FZD9等。WNT配体生物发生和转运富集到的基因有 WNT2B
和 WNT5B（图 1.3）。

2.2 RA诱导的 HEK293细胞中WNT5B蛋白表达情况

RA 诱导 24 小时后，KO-Con+RA 组相比于 KO-Con 组，

WNT5B蛋白表达升高且有统计学意义（P<0.01），如图 2（中），

这提示 RA可促进WNT5B的表达。敲除 SIRT2后 KO-SIRT2

组相比于 KO-Con组的 WNT5B蛋白表达升高且有统计学意

义（P<0.001），如图 2（右），这提示WNT通路（WNT5B）参与调

节 SIRT2的表达。

2.3 RA诱导的 NTDs小鼠模型的建立

体视镜照片（图 3）正面图显示，正常组 E10.5胚胎小鼠发

育完好，头面部发育正常，神经管闭合完全，脊柱自然弯曲、形

态流畅、发育完好，而 RA诱导的 NTDs组小鼠胚胎体积较小、

发育异常，头面部发育畸形，侧面照片可见其出现脊柱裂，脊柱

发育畸形、形态不连续。

2.4 免疫组化验证 NTD小鼠模型中 Sirt2与Wnt5b蛋白表达

IHC染色分析检测正常组（Con）以及 RA诱导的 NTDs胚

鼠组织的 Sirt2、Wnt5b 蛋白表达情况。利用平均光密度值

（AOD）衡量两种蛋白在神经管区域的表达水平。结果显示（图

4.1左，图 4.2左），与 Con组相比，NTDs组神经管的 Sirt2以及

Wnt5b染色增强，AOD值升高且 P值具有统计学意义（图 4.1
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图 2 RA诱导的 HEK293细胞中WNT5B蛋白表达水平及统计分析

Fig.2 The expression level of WNT5B protein in HEK293 cells induced by retinoic acid

图 3 RA诱导的小鼠神经管畸形模型体视镜照片

Fig.3 Stereomicroscopic photographs of NTDs model induced by RA

右，图 4.2右），这表明维甲酸促进了 E10.5胚鼠的去乙酰化酶

Sirt2以及WNT通路关键蛋白Wnt5b的表达，影响了小鼠胚胎

神经管闭合。

3讨论

Sirt2基因敲除的动物模型及细胞模型被广泛应用于对疾
病发病机制的研究。在 Sirt2基因敲除的小鼠及大鼠模型中，研
究证实了敲除 Sirt2基因可以引起心脏肥大、胰岛素分泌受损、
代谢紊乱、神经退行性疾病和脑缺血[16-21]。在 Sirt2基因敲除的

图 1.3 KEGG信号通路富集性分析

Fig.1.3 Enrichment analysis diagram of KEGG signaling pathway
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图 4.1 NTD小鼠 SIRT2蛋白的免疫组化染色及统计分析

Fig.4.1 IHC and statistical analysis of SIRT2 protein in NTDs mice

图 4.2 NTDs小鼠WNT5B蛋白的免疫组化染色及统计分析

Fig4.2 IHC and statistical analysis of WNT5B protein in NTDs mice

巨噬细胞系中，敲低 Sirt2基因可以促进炎症小体激活，影响衰
老相关炎症与胰岛素抵抗[22]。

WNT基因高度保守，其编码的WNT蛋白对多种生命进程

尤其是神经发育至关重要[23-27]。WNT通路参与调节大脑皮质和

海马的发育，WNT通路受体 Frizzled9（Fzd9）在海马中特异性

表达 [28]。WNT通路共有 19种WNT蛋白，根据是否依赖于

茁-catenin 的转录活化，WNT 信号通路可分为经典通路

（WNT-茁-catenin信号通路）和非经典的WNT/PCP信号通路和

WNT/Ca2+信号通路。其中Wnt5a和Wnt5b的配体参与了预防

造血衰竭，刺激造血发生与衰老的发展[29]。

研究 证实， 通 过 Sirt2 基因 敲 除 小 鼠 可 以抑 制
Wnt/茁-catenin信号传导对肠上皮细胞增殖和分化发挥作用[25]。

此外还发现 SIRT2通过Wnt/茁-catenin参与了结直肠癌细胞的
分化以及机体免疫过程[30，31]。利用野生型和 Sirt2基因敲除小鼠
的胚胎成纤维细胞进行共免疫沉淀实验证明了 茁-catenin可以
直接结合 Sirt2[32]。Sirt2可以通过介导的经典WNT/茁-catenin信
号通路对肾脏类器官的发生和发育产生重要作用[33]。过往的研

究充分证明了 SIRT2基因以及 WNT通路在调控器官发育以

及衰老中的作用。本研究中，敲低 SIRT2基因后，WNT通路中

的 WNT5B基因发生差异表达。我们通过WB证实敲低 SIRT2
基因以及 RA诱导后 WNT5B 蛋白表达水平均升高。这表明

SIRT2基因的表达影响了WNT通路。

RA作为一种维生素 A代谢产物参与了神经管的闭合，在

小鼠早期胚胎发生时期，其过量或不足均可导致 NTDs。在 RA

诱导的 NTDs小鼠模型中，有研究发现 miR-222-3p通过 Ddit4

抑制调控Wnt/茁-catenin信号通路，导致 HT-22细胞细胞增殖

和凋亡失衡[34]。本研究通过 IHC证实在 RA诱导的 NTDs小鼠

模型中 Sirt2蛋白和 Wnt5b 蛋白表达水平均升高，这提示了

Sirt2蛋白和Wnt5b蛋白在神经管发育当中的重要作用。

本研究从建立敲除 SIRT2 基因的细胞模型出发，应用
RNA-seq技术探索与 SIRT2功能相关的关键基因并验证WNT

通路在 SIRT2蛋白表达中的作用。探究了 RA对 SIRT2蛋白及

WNT通路相关蛋白表达的作用，并在 RA诱导的发育缺陷动

物模型中进行了验证。
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