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  [摘要] N6-甲基腺嘌呤
 

(m6A)是由腺嘌呤第6位氮原子发生甲基化而产生。m6A甲基化修饰是RNA
最为普遍的内部修饰,修饰过程主要依赖 m6A相关的酶,包括甲基转移酶、去甲基化酶、结合蛋白。而甲基转

移酶复合物(MTC)的核心结构是甲基化转移酶3(METTL3)。骨关节炎(OA)发病机制错综复杂,各种因素相

互影响。本文总结了m6A甲基化修饰与其相关酶的作用机制,并从软骨细胞、蛋白酶、细胞因子及信号通路方

面阐述了OA的发病机制,着重介绍了m6A甲基化修饰中 METTL3对OA的调控作用。旨在为OA的发病

机制提供新的视角,为OA的治疗提供新的思路与方法。
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  [Abstract] N6-methyladenosine

 

(m6A)
 

is
 

produced
 

by
 

methylation
 

of
 

the
 

6
 

th
 

nitrogen
 

atom
 

of
 

ade-
nine.The

 

m6A
 

methylation
 

modification
 

is
 

the
 

most
 

common
 

internal
 

modification
 

of
 

RNA,and
 

the
 

modifica-
tion

 

process
 

mainly
 

relies
 

on
 

m6A-related
 

enzymes,including
 

methyltransferases,demethylases
 

and
 

binding
 

proteins.The
 

core
 

structure
 

of
 

the
 

methyltransferase
 

complex
 

(MTC)
 

is
 

methyltransferase-like
 

3
 

(METTL3).The
 

pathogenesis
 

of
 

osteoarthritis
 

(OA)
 

is
 

intricate
 

and
 

complex,and
 

various
 

factors
 

interact
 

with
 

each
 

other.This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

m6A
 

and
 

related
 

enzymes,and
 

elaborates
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

os-
teoarthritis

 

from
 

the
 

aspects
 

of
 

chondrocytes,proteases,cytokines
 

and
 

signaling
 

pathways,emphatically
 

intro-
duces

 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

METTL3
 

on
 

OA
 

in
 

m6A
 

methylated
 

modification.The
 

aim
 

is
 

to
 

provide
 

new
 

per-
spectives

 

on
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

osteoarthritis
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

and
 

approaches
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

osteoarthritis.
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  N6-甲基腺嘌呤
 

(N6-methyladenosine,m6A)甲
基化修饰是表观遗传修饰的一种,广泛存在于多种真

核生物中,近年来,发现其在肿瘤、干细胞、骨骼疾病

等中起着重要作用。骨关节炎(osteoarthritis,OA)因
其发病率的不断增高,越来越受到重视,但 OA的发

病机制错综复杂,尚无最终定论,而将表观遗传学用于

探究其发病机制的研究正在逐渐增加。本文阐述了

m6A甲基化修饰及其相关酶的作用机制和特点,概述

了OA的发病机制,总结了m6A甲基化修饰和甲基化

转移酶3(methyltransferase-like
 

3,METTL3)在OA调

控作用中的研究进展。
1 RNA的m6A甲基化修饰

  根据中心法则,遗传信息是从DNA到RNA,最

终到蛋白,从而调节各种生物过程。表观遗传学是指

不改变DNA的基因序列而使基因表达发生可逆和可

遗传的变化,主要包括DNA甲基化、RNA修饰、组蛋

白修饰等。RNA的内部修饰至今已有100多种[1],
其中m6A甲基化修饰是RNA修饰中最为普遍的一

种。具体而言,m6A 甲基化修饰是在 RNA 腺嘌呤
(腺苷)第6位氮原子发生的甲基化[2]。研究表明,
RNA的m6A甲基化修饰是一个动态可逆的过程,
m6A甲基化修饰不只是一种被动的RNA碱基修饰,
而且是一种可以被细胞主动调节的修饰。机体实现

其具体过程主要依赖 m6A甲基化修饰相关的酶,包
括甲基转移酶、去甲基化酶和结合蛋白[2]。
1.1 甲基转移酶
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甲 基 转 移 酶 主 要 有 METTL3、METTL14、
WTAP、RBM15、VIRMA、METTL16、ZC3H13,它们

共同组成甲基转移酶复合物(methyltransferase
 

com-
plexes,MTC)[3],其 中 METTL3 和 METTL14 以

1∶1的比例形成稳定的异二聚体复合物,是 MTC的

核心结构,在 MTC中,METTL3与甲基供体S-腺苷

甲硫氨酸(S-adenosylmethionine,SAM)或S-腺苷同

型半 胱 氨 酸 (S-adenosine
 

homocysteine,SAH)结

合[4],发挥其催化活性,促进甲基转移;METTL14识

别底物RNA并稳定 METTL3构象;WTAP虽不具

有甲基化活性,但它与 METTL3/14异二聚体相互作

用,调节MTC的活性,提高m6A在细胞中的修饰[5];
RBM15与 MTC结合并将其募集到特定的RNA结

合位点。VIRMA、METTL16和ZC3H13在甲基化

过程中起催化调节作用。可以看出,这些蛋白在生物

体中形成有机整体并相互作用,共同执行催化功能,
使得m6A在细胞内被精确调控。
1.2 去甲基化酶

m6A去甲基化酶通过将 m6A修饰的碱基去甲

基化,从而实现 m6A修饰的动态可逆过程。目前已

知两种类型的 m6A去甲基化酶:脂肪含量和肥胖相

关 蛋 白 (fat-mass
 

and
 

obesity-associated
 

protein,
 

FTO)和 AlkB 同 系 物 5 (AlkB
 

homolog
 

5,
ALKBH5)[6]。二者均为非血红素

 

Fe(Ⅱ)/α-酮戊二

酸(α-ketoglutaric
 

acid,α-KG)依赖性AlkB家族双加

氧酶的同系物[7]。FTO是第一个被鉴定的去甲基化

酶,最初被认为是与肥胖相关的基因[8],
 

ALKBH5在

睾丸中高表达,对精子得生成至关重要[9]。FTO介导

的去甲基化过程是需要通过3种中间体完成的,m6A
首先转化为N6-羟甲基腺苷(hm6A),然后转化为N6-
甲酰腺苷(f6A),最后还原为 N6-过氧化氢甲基腺苷

(oxm6A)[10],相比之下,ALKBH5则是直接去甲基化

而不产生中间体,其通过与核斑点共定位直接将 m6A
去甲基化,从而实现m6A甲基化修饰的可逆过程[11]。
1.3 结合蛋白

m6A结合蛋白其主要功能是识别 m6A甲基化

修饰后的信息,从而影响被甲基化修饰后的RNA的

下游生物学效应,包括调节前 mRNA 剪接、mRNA
转录、加工、成熟、核输出、定位、运输、翻译和蛋白稳

定[12]。结合 蛋 白 主 要 包 括 YTH 家 族(YTHDF1、
YTHDF2、YTHDF3、YTHDC1、YTHDC2),HNRNP家

族(HNRNPA2B1、HNRNPC、HNRNPG)和IGF2BP家

族(IGF2BP1、IGF2BP2、IGF2BP3)[12-14]。结合蛋白与

m6A有直接结合和间接结合两种结合方式[15],直接

结合是指具有RNA结合结构域的结合蛋白直接与

m6A结合,主要是YTH家族;间接结合是指先通过

RNA解螺旋暴露 m6A的结合位点,
 

m6A再与之结

合[16]。结合蛋白的作用位点主要在细胞核或细胞质

内;细胞核中,YTHDC1调节 mRNA的剪接,并影响

mRNA转运[17],HNRNP家族调控前体 mRNA(pre-

cursor
 

messenger
 

RNAs,pre-mRNAs)
 

的选择性剪

接及目标 mRNA的丰度[16];细胞质中,YTHDC2具

有解螺旋结构,可以作用于转录本,以提高RNA的翻

译效率,降低mRNA丰度[18],YTHDF1
 

和
 

YTHDF3
 

有协同作用,影响 mRNA的翻译效率[19],YTHDF2
 

能够降低与之结合的靶向 mRNA的稳定性从而调控

其降解[20]。IGF2BP家族蛋白可以从不同方面增强

mRNA的稳定性并促进翻译过程[21-22]。
 

2 OA发病机制

2.1 软骨细胞

软骨细胞肥大、衰老、程序性死亡、自噬都与 OA
的发生、发展密切相关[23]。

健康的软骨细胞是静止状态的,可以抵御增殖和

肥大,而软骨细胞肥大主要与Runx-2相关转录因子

和基质金属蛋白酶-13(matrix
 

metalloproteinase-13,
MMP-13)有关[24],且后者与软骨细胞外基质(extra-
cellular

 

matrix,ECM)降解密切相关。
 

衰老细胞的特征在于丧失了增殖能力[25],由年龄

引起的生理性衰老和由外力引起的病理性衰老都会

导致软骨细胞增殖受损,加之软骨细胞在关节发育完

成后基本保持静止,所以OA中软骨细胞的自我修复

能力是很差的。此外,衰老的软骨细胞还分泌炎症因

子、趋化因子、MMPs等衰老相关因子对软骨及周围

组织造成损害。
细胞程序性死亡(programmed

 

cell
 

death,PCD)
主要包括细胞凋亡、自噬、铁死亡等[26]。细胞凋亡可

由细胞内信号诱导的内源性通路和由细胞外信号触

发的外源性通路激活,两种途径最终均可改变线粒体

外膜通透性,形成凋亡体复合物,导致细胞凋亡[27-28];
还可由颗粒酶和穿孔素途径直接启动细胞凋亡[29]。
自噬是分解细胞内的细胞器使之重复利用,是细胞维

持内环境稳态的重要机制之一[30-31]。mTOR通路和

腺苷酸活化蛋白激酶(Amp-activated
 

protein
 

kinase,
AMPK)通路是参与自噬调节的两条重要途径,其中

mTOR通路负性调控自噬[32],AMPK通路正性调控

自噬。研究发现,生理状态下,自噬对软骨细胞生物

学功能维持至关重要[33],自噬异常可能会导致OA的

发生[34]。铁死亡过程中,一方面,铁的积累增加了活

性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)的产生,从而诱

导线粒体外膜上脂质的过氧化,加速PCD[35-36];另一

方面,还会导致 MMP-13的表达水平增加,从而加速

OA发生[37]。
2.2 蛋白酶

ECM的降解,以及由于衰老、肥胖、创伤等原因

导致的软骨细胞合成和分解代谢失衡,造成的软骨丢

失,被认为是促进OA进展的重要因素。
在衰老、机械应力、损伤等刺激下,软骨细胞、滑

膜细胞、白细胞等会产生白细胞介素-1β(interleukin-
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1β,IL-1β)、肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor,
TNF-α)等炎症介质,然后刺激 MMPs、血小板反应蛋

白解整合素金属肽酶(a
 

disintegrin
 

and
 

metallopro-
teinase

 

with
 

thrombospondin
 

motifs,ADAMTs)等蛋

白酶,从而破坏关节软骨[38]。MMPs是参与ECM 降

解的最主要蛋白酶[39],其中 MMP-13是最有效的胶

原蛋白降解酶,且对蛋白聚糖也有降解作用;此外,由
滑膜细胞产生的 MMP-1,也能降解胶原蛋白[40-42]。
ADAMTs是具有血小板结合蛋白基序的金属蛋白

酶,其中最主要的是 ADAMTs-4、ADAMTs-5,主要

功能是降解蛋白多糖,MMPs和ADAMTs的过表达

会引起关节软骨的破坏,从而引发OA[43]。
2.3 细胞因子

IL-1β和TNF-α被认为是引发 OA最主要的细

胞因子[44-46],IL-1β是负责降解软骨的破坏因子,可以

引发一系列下游效应,引发关节炎症,可以刺激细胞

产生 MMPs、ADAMTs等蛋白酶,分解ECM 和关节

软骨;也可以产生一氧化氮(nitric
 

oxide,NO)、前列

腺素E2(prostaglandin
 

E2,PGE2)等炎症介质,刺激

滑膜血管增生,引起滑膜炎;还可以诱导滑膜细胞、软
骨细胞产生TNF-α、IL-6、IL-8等炎症介质协同加强

IL-1β作用。TNF-α是主要的炎症反应因子,不但可

以刺激细胞产生 MMPs降解ECM,而且能抑制ECM
的合成;还可以促进血管内皮生长因子(vascular

 

en-
dothelial

 

growth
 

factor,VEGF)的 表 达[47],导 致 滑

膜、软骨下骨血管增生,诱发炎症;还能下调节蛋白激

酶CK2活性,导致软骨细胞凋亡。
2.4 信号通路

在OA发病过程中,涉及众多的信号通路,在
Wnt/β-连环蛋白(β-catenin)

 

通路中[48],Wnt负责启

动信息,而β-catenin负责传递信息,Wnt激活下游

Wnt1
 

诱导信号通路蛋白
 

1(WNT1
 

inducible
 

signa-
ling

 

pathway
 

protein
 

1,WISP-1),从而刺激细胞产生

MMPs,降解软骨。Notch
 

通路[49-51]决定软骨细胞是

合成还是降解。基质细胞衍生因子-1(stromal
 

cel1-
derived

 

factor-1,SDF-1)/CXC趋化因子受体4(CXC
 

chemokine
 

receptor
 

type
 

4,CXCR4)通路通过上调

MMPs家族中的MMP-3
 

和
 

MMP-13
 

的表达水平,参
与软骨分解;Erk通路被激活可诱发软骨下骨硬化;
过表达VEGF可诱发滑膜炎症。丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAKP)[52]负责

调控软骨细胞的代谢,其中c-Jun氨基末端激酶(c-
Jun

 

N-terminal
 

kinase,JNK)通 路 调 节 细 胞 裂 解、

p38MAPK通路诱导细胞产生 MMPs降解ECM,细
胞外信号调节激酶(extracellular

 

regulated
 

protein,
Erk)1/2通路导致软骨细胞肥大。
3 m6A甲基化修饰与OA
  有研究[53]表明,在IL-1β诱导的小鼠软骨细胞退

变模型中,METTL3
 

mRNA水平较正常小鼠软骨细

胞明显提高,而 ALKBH5、FTO、METTL14
 

mRNA
水平与正常小鼠软骨细胞比较,差异无统计学意义

(P>0.05),这说明主要是 METTL3在 OA中发挥

作用。
3.1 METTL3通过PCD调控OA

METTL3介 导 的 m6A 甲 基 化 修 饰 通 过 减 弱

RNA稳定性来降低自噬相关蛋白的表达[54]。抑制

METTL3增强了成纤维样滑膜(fibroblast-like
 

syno-
viocytes,FLS)细胞中的自噬通量,抑制了衰老相关分

泌表型(senescence-associated
 

secretory
 

phenotype,
SASP)的表达。靶向抑制 METTL3可以减轻FLS
细胞的衰老并限制 OA的发展,说明 METTL3可以

通过自噬机制,加速细胞衰老和OA进展。
SHI等[55]证明了60S核糖体蛋白

 

L38(60S
 

ribo-
somal

 

protein
 

L38,RPL38)通过调节 METTL3介导

的信号转导抑制因子2(suppressors
 

of
 

cytokine
 

sig-
naling

 

2,SOCS2),调控 OA中软骨细胞的炎症和凋

亡,该研究发现,在 OA 软骨细胞中 RPL38上调、
SOCS2下调,RPL38直接与 METTL3相互作用抑制

SOCS2的表达,而沉默RPL38或过表达SOCS2均可

减弱IL-1β诱导的软骨细胞凋亡、炎症因子分泌和

ECM降解。HE等[56]也通过实验证明 METTL3通

过m6A/YTH结构域家族蛋白1(YTH
 

domain
 

fam-
ily

 

protein1,YTHDF1)/B淋巴细胞瘤-2(B-cell
 

lym-
phoma-2,Bcl-2)通路,从而抑制TNF-α诱导的软骨细

胞自噬。
3.2 METTL3通过蛋白酶调控OA

LIU等[53]发现抑制 METTL3后 MMP-13
 

mR-
NA水平减少,蛋白聚糖 mRNA水平增加,说明抑制

METTL3可以减少胶原蛋白的降解,促进蛋白聚糖

的 合 成。REN 等[57] 发 现 METTL3 结 合 了

LINC00680 的 m6A 甲 基 化 修 饰 位 点 以 上 调

LINC00680的表达,LINC00680/m6A复合物通过与

沉寂信息调节因子(SIRT1)
 

mRNA
 

3'-UTR 上的

m6A位点结合,增强了 SIRT1
 

mRNA 的稳定性,
LINC00680/m6A/SIRT1

 

mRNA复合物调节 OA中

软骨细胞的增殖和ECM 降解,从而参与 OA的发病

进展。
3.3 METTL3通过细胞因子调控OA

在IL-1β诱导的小鼠软骨细胞退变模型中,抑制

METTL3表达可明显降低IL-6、IL-8、TNF-α等炎症

因子表达,并下调核因子-κB(nuclear
 

factor-κB,NF-
κB)通路活性,抑制凋亡,LIU等[53]证明了 METTL3
可以调节软骨细胞的炎症因子表达,参与炎症反应从

而影响OA的发展。
3.4 METTL3通过信号通路调控OA

不同程度变性的人终板软骨中 METTL3的表达
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水平和m6A甲基化修饰水平存在明显差异[58],说明

METTL3介导的 m6A甲基化修饰与人终板软骨的

变性密切相关,研究中,METTL3通过 m6A甲基化

修饰 促 进 miR-126-5p 表 达 水 平 上 调,而 当 抑 制

METTL3表达时,miR-126-5p成熟过程被阻断,又明

显缓解了IL-1β诱导的细胞变性,增强了终板软骨细

胞的抗炎能力。METTL3还通过调节靶基因磷酸肌

醇
 

3
 

激酶调节亚基
 

2(phosphoinositide
 

3
 

kinase
 

regu-
latory

 

subunit,PIK3R2),抑 制 磷 脂 酰 肌 醇 激 酶

(phosphatidylinositol
 

3-kinase,PI3K)/蛋 白 激 酶 B
(protein

 

kinase
 

B,Akt)通路对终板软骨细胞的保护

作用,导致细胞活力和代谢失调,最终导致终板软骨

细胞变性[58]。此外,METTL3调控长链非编码RNA
(lncRNA)IGFBP7-OT及其母体基因胰岛素样生长

因子结合蛋白
 

7(insulin-like
 

growth
 

factor-binding
 

protein7,IGFBP7)的过表达,明显抑制软骨细胞活

力,促进软骨细胞凋亡,减少 ECM 成分,从而加速

OA的发生[59]。
METTL3还通过Smad和 MAPK调节成骨细胞

分化和炎症反应,ZHANG等[60]发现抑制 METTL3
可促进Smad信号传导负调节剂Smad7和Smurf1

 

mRNA的表达和稳定性,从而调节细胞因子、MAPK
和NF-κB信号通路,最终参与炎症反应。
4 总结与展望

  综上所述,METTL3通过调控自噬、凋亡等细胞

程序性死亡,调控 MMP-13表达及ECM 降解,调控

IL-6、IL-8、TNF-α等炎症细胞因子表达,调控靶基因

和相关信号通路等机制,参与 OA的发生、发展。但

OA的发病机制复杂,METTL3对 OA调控也复杂,
在调控上游靶基因和信号通路时,或许也同时调控着

各种蛋白酶和炎症细胞因子,所以各种机制并非绝对

独立,而是相互影响,相互作用,最终共同导致OA的

发生与进展。
甲基转移酶、去甲基化酶和结合蛋白是 m6A甲

基化修饰的关键酶,它们如何执行单独的功能并相互

作用尚待阐明,METTL3在 OA中是否存在更多的

作用机制,m6A甲基化修饰是否通过微环境影响OA
的发生、发展,m6A表现出的不同生物学效应和调控

关系究竟是何种原因造成的,m6A甲基化修饰所涉

及的机制及FTO或ALKBH5是否也参与 OA进展

仍需探索。目前的研究提示,m6A甲基化修饰可以

为OA的发病机制提供一个新的视角,充分研究m6A
甲基化修饰在OA中的作用,可以更好地理解和阐述

OA的发病机制,也可以为其治疗提供新的思路与

方法。
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