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【Abstract】 Primary immunodeficiency is mainly caused by abnormal development, differentiation

and function of immune cells. Studies have shown that epigenetic regulation plays an important role in the

development of immune cells. The study found that histone methyltransferase NSD2 plays an important role

in the regulation of B cell development, and found an important pathway regulating B cell development

by transcriptome sequencing. This study provides a new therapeutic target for the treatment of primary

immunodeficiency diseases.

【Key words】 Histone methyltransferase; B cells; Transcriptome Sequencing

张伟 1王金名 2马春晓 1冯文心 1徐悦 1刘长伟 1高维强 1,2

1.上海交通大学生物医学工程学院MED-X研究院上海 2000302. 上海交通大学医学院
仁济医院干细胞研究中心上海 200127

【摘要】 免疫缺陷主要由免疫细胞发育、分化和功能异常导致。已有研究表明表观遗传调控对于免疫细胞的正常发育具

有重要作用。该研究发现组蛋白甲基转移酶 NSD2 对于 B 细胞的发育起着重要的调控作用并且利用转录组测序找到了调节 B

细胞发育的重要通路。该研究为免疫缺陷病的治疗提供了新的治疗靶点。
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1 引言

免疫缺陷病Immunodeficiency Disease

IDD是一种由于先天遗传缺陷等因素造成的免疫

系统功能障碍或后天因素导致的临床综合征1。

免疫缺陷病患者的免疫系统无法发挥正常功能

临床表现为反复或持续感染同时常常伴随过敏

性疾病、自身免疫病、恶性肿瘤等2-4。按照其

发病原理免疫缺陷病可分为原发性免疫缺陷病

Primary Immunodeficiency DiseasePID和

获得性免疫缺陷病Acquired Immunodeficiency

DiseaseSIDD2。其中原发性免疫缺陷病

由于种类繁多、异质性强给诊断和治疗带来了
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巨大困难5。在原发性免疫缺陷病患者中原发

性 B 细胞缺陷病患者占比约为 50%1。因此明

确 B 细胞发育的分子机制对原发性免疫缺陷病的

正确认识和治疗有着重要意义。

B细胞在骨髓中的早期发育对维持免疫系统的

正常功能至关重要6, 7。B 细胞在骨髓中的早期

发育经历了前祖 B 细胞pre-pro-B cell、祖 B

细胞pro-B cell、前 B 细胞pre-B cell、未

成熟B细胞immature B cell和成熟B细胞mature

B cell等几个阶段8。B细胞的异常发育会导致

免疫缺陷9。已有研究表明免疫缺陷不仅与遗

传因素有关还与 DNA甲基化和组蛋白修饰等表

观遗传调控有关10表观遗传调控的功能异常对

免疫缺陷病的发生发展至关重要。

NSD2 又称 Wolf-Hirschhorn 综合征候选蛋

白 1Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate 1

WHSC1或多发性骨髓瘤 SET结构域蛋白Multiple

Mye loma SET Doma in - con t a i n ing P ro t e i n

MMSET11是核受体结合域 NSD 家族成员之

一12。作为表观遗传调控因子NSD2可以催化组

蛋白 H3K36位点的二甲基化H3K36me213。

已有研究表明NSD2在血液细胞的发育中扮演着

重要角色。Chen等发现 NSD2可以通过促进 B

细胞和滤泡树突状细胞之间的黏附作用来确保生发

中心的选择性作用14。Long等通过研究发现组

蛋白甲基转移酶 NSD2是滤泡辅助性 T细胞分化所

必需的11。Nguyen等探究了 NSD2在小鼠 B细胞

Ig类别转换中的作用发现缺失 NSD2会抑制抗体

类别转换重组15。但是NSD2在骨髓 B细胞早

期发育中的作用鲜有报道。

本研究利用 NSD2 骨髓缺陷性小鼠探究了

NSD2 对骨髓 B 细胞早期发育的影响研究发现

NSD2 的缺失会抑制骨髓中前祖 B 细胞向祖 B 细

胞的转化从而影响 B 细胞在骨髓的发育。同时

本研究利用转录组测序技术探究了 NSD2影响骨髓

B细胞早期发育的关键分子通路。研究结果揭示了

NSD2对于骨髓 B细胞早期发育的重要作用将为

免疫缺陷疾病的药物研发提供重要的理论依据。

2 资料和方法

2.1 骨髓 NSD2敲除小鼠的构建

本研究使用 Mx1 驱动的 Cre (Mx1-Cre) 构

建骨髓细胞敲除的小鼠模型。Mx1-Cre 是一种受

干扰素诱导表达的重组酶可以特异识别并敲除

LoxP 标记的基因位点。本研究通过将 Mx1-Cre 工

具鼠与 LoxP 标记 NSD2NSD2 F/F的小鼠杂交

两代后得到基因型为Mx1-Cre; NSD2 F/F的小鼠

同窝的 NSD2 F/F 小鼠作为对照组。在小鼠 8 周大

时使用聚肌胞苷酸PIPC以 10 mg/kg 体重进

行腹腔注射两周后处死小鼠进行后续试验。

2.2 骨髓及外周血免疫细胞提取

用脊髓脱臼法处死小鼠取小鼠下肢股骨和胫

骨并剔除附着的肌肉及其他软组织。用剪刀剪开

股骨、胫骨的两端用装满 PBS的 1 ml注射器冲

出骨髓收集在 10 cm皿中并用枪头反复吹吸将骨

髓吹散。随后使用 ACK Lysing Buffer裂解悬液中

的红细胞离心PBS重悬后获得小鼠骨髓细胞。

利用摘眼球取血法将小鼠外周血收集到 1.5 ml

的离心管中随后使用 ACK Lysing Buffer 裂解红

细胞离心PBS重悬后获得小鼠外周血细胞。

2.3 流式细胞染色及检测

对于细胞表面抗原的染色从外周血或骨髓

分离细胞与对应的抗体在冰上孵育 30 分钟并

用染色缓冲液含 2 % FBS0.1 % NaN3 和 50

mM EDTA的 PBS洗涤。对于细胞内抗原染色

细胞在染色前用 1% 多聚甲醛在 PBS 中固定并

用冷甲醇透化。流式细胞染色的配色方案按照前

人所述16, 17。在 Beckman Cytoflex 上进行流式

数据采集用 FlowJo 10软件进行分析。

2.4 反转录和实时荧光定量 PCR

使用 RNA 提取试剂盒74106Qiagen从

骨髓细胞中提取 RNA并利用 cDNA 反转录试

剂盒RR047ATakara进行反转录将得到的

cDNA产物用 RNase free H2O稀释 20倍进行后续

的荧光定量 PCR 实验。使用实时荧光定量 PCR 试

剂盒RR4210Takara进行定量 PCR 分析每

个 PCR 产物都通过熔解曲线分析进行质量控制

以 GAPDH 作为定量 PCR分析的内参。

2.5 蛋白印迹实验

用含有蛋白酶抑制剂78410Thermo的

RIPA 裂解液89901Thermo将骨髓细胞裂

解离心后吸取上清液中的蛋白。使用 BCA 法

定量蛋白浓度后加入 SDS-PAGE 上样缓冲液

于 98℃加热套中加热 10 分钟进行蛋白变性处
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理。将等量的蛋白质在十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶上分离并转移到 PVDF 膜上。用抗体

Histone 3 9715Cell Signaling Technology

作为内参用 NSD2ab75359Abcam检测

目的蛋白。

2.6 免疫组织化学染色

取小鼠股骨置于 4% PFA 中固定 24 h随后

用 0.5 M 的 EDTA 脱钙两周之后采用标准方法

进行石蜡包埋切片。在进行免疫组化染色前

将载玻片置于 60℃烘箱烘烤 2 h随后利用 NSD2

ab75359Abcam抗体检测目的蛋白。

2.7 RNA-Seq数据比对

通过 FAST - QC 对原始测序数据进行评估

包括核苷酸质量分布、位置特异性测序质量、GC

含量、PCR重复比例、kmer 频率等。

将过滤后测序序列clean data采用 Hisat2

算法比对到测序物种Taxonomy ID10090对

应的参考基因组mm10_Ensembl上来确定测

序序列在基因组上的定位情况。

2.8 RNA-Seq表达差异分析

RPKMReads Per Kb per Million reads用

于从 RNA - Seq 数据中计算基因表达。分析显著

差异基因筛选的原则为1log2FC>0.3785

或 log2FC<-0.37852Pvalue < 0.05。

2.9 RNA-Seq 差异基因的 GO 分类KEGG 和

GSEA富集分析

基于数据库将分析得到的差异基因分别从

生物学过程Biological ProcessBP、分子功

能Molecular FunctionMF和细胞组分Cellular

ComponentCC三个层面进行 GO 分类得到

基因参与的所有 GO采用 Fisher 检验计算每个

GO 的显著性水平P-Value从而筛选出差异

基因富集的显著性 GO。

将筛选出的差异基因基于 KEGG数据库进行

通路注释得到差异基因参与的所有通路采用

Fisher检验计算得到通路的显著性水平P-Value

从而筛选出差异基因富集的显著性通路。

利用 GSEA 4.3.2 软件对测序得到的表达文件

进行 GSEA 分析使用的基因集REACTOME_

SIGNALING_BY_THE_B_CELL_RECEPTOR_

BCRMM15717IVANOVA_HEMATOPOIESIS_

STEM_CELLMM667来自 GSEA官网。

2.10 统计学分析

实验所用小鼠数量根据同一模型中的预实验

确定。数据采用 Graphpad Prism 6 软件以平均

值 ±SEM表示。采用双侧 t检验计算 p值。显著性

水平均为 * p < 0.05* * p < 0.01* * * p < 0.001

N.S不显著。p< 0.05 被认为具有统计学意义。

研究中的 'n'表示生物学重复次数。

3 实验结果

3.1 NSD2骨髓敲除小鼠模型的构建

利用聚肌胞苷酸PIPC作为诱导 Mx1-Cre

表达的诱导剂图 1a。同窝的 NSD2 F/F 小

鼠作为对照鼠。Q-PCR 结果显示实验组小鼠骨

髓细胞 NSD2 的 mRNA 表达水平显著下降图 1

b。利用 WB 检测实验组与对照组小鼠骨髓

细胞的 NSD2 的蛋白表达量实验组小鼠骨髓细

胞的 NSD2 的蛋白含量显著下降图 1c。

最后取小鼠股骨切片并进行 NSD2 的免疫组化

染色。结果显示与对照组小鼠相比实验组小

鼠骨髓切面的 NSD2 阳性细胞数量显著下降图 1

d。以上结果证明 NSD2 骨髓敲除小鼠模型

的构建成功了。

3.2 NSD2骨髓缺失导致骨髓成熟 B细胞与 T细

胞下降

为了探究 NSD2对免疫细胞发育的影响本实

验首先分析了小鼠骨髓 B细胞、T细胞和髓系来源

抑制性细胞的比例。利用流式细胞仪检测小鼠骨髓

B细胞和 T细胞的含量。结果显示与对照组小鼠

相比实验组小鼠骨髓成熟 T 细胞和 B 细胞的含

量有下降趋势图 2a。除此之外NSD2的

缺失使髓系来源抑制性细胞有上升趋势图 2b。

3.3 NSD2骨髓缺失抑制 B 细胞发育

考虑到骨髓是 B细胞发育成熟的地方为了进

一步探究 NSD2对 B细胞发育的影响本研究随后

对 B细胞在骨髓中发育的不同阶段进行了探究。B

细胞在骨髓中的发育会经历前祖 B细胞、祖 B细胞、

前 B细胞、未成熟 B细胞和成熟 B细胞等几个阶段。

本实验提取了小鼠骨髓细胞利用流式细胞仪检测

了实验组与对照组小鼠骨髓 B细胞各阶段的细胞比

例。结果显示与对照组小鼠相比实验组小鼠前

祖 B细胞比例显著上升而祖 B细胞和前 B细胞比

例则显著下降图 3a。此结果提示 NSD2的
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图 1 NSD2骨髓敲除小鼠模型的构建及验证

Fig.1 Construction and verification of NSD2 bone marrow knockout mice model

图 2 流式检测 NSD2骨髓敲除小鼠骨髓 B 细胞与 T 细胞

Fig.2 Flow cytometry detection of bone marrow B cells and T cells in NSD2 bone marrow knockout mice

(c) Western blot 检测小鼠骨髓 NSD2蛋白表达量 (d) 小鼠骨髓的 NSD2免疫组织化学染色

(a) NSD2骨髓敲除小鼠模型图 (b) Q-PCR检测小鼠骨髓 NSD2 mRNA表达量

(b) 流式细胞仪检测骨髓 MDSC比例

(a) 流式细胞仪检测小鼠骨髓 B 细胞和 T 细胞比例

cell

cell
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图 3 流式检测 NSD2骨髓敲除小鼠骨髓 B细胞发育谱

Fig.3 Flow cytometry detection of bone marrow B cell development in NSD2 bone marrow knockout mice

(b) 流式细胞仪检测骨髓巨噬细胞

(a) 流式细胞仪检测骨髓 B 细胞发育谱系

缺失可能会导致前祖 B细胞向祖 B细胞发育的过程

受阻。以上结果说明 NSD2对骨髓 B细胞的早期发

育发挥着重要作用。

同时本研究也探究了 NSD2缺失对骨髓巨噬

细胞的影响。结果显示NSD2缺失使骨髓巨噬细

胞数量上升图 3b。

3.4 NSD2骨髓缺失细胞差异基因的筛选

前面的结果表明NSD2缺失会使骨髓中 B细

胞的发育受阻为了分析 NSD2 在骨髓 B 细胞发

育过程中的作用机制本研究提取了小鼠骨髓细胞

mRNA进行转录组测序分析并在转录组分析中对

差异表达基因进行总结。通过 DEseq 软件筛选出

样本中表达明显差异的基因筛选标准按照经验选

择│Fold Change│ 1.3并且 p ≤ 0.05。结果显示

NSD2 骨髓缺失实验组与对照组的差异基因共有

18 407个其中表达升高的基因有 1 285个表达

下降的基因有 987 个图 4a。本研究进一

步对获得的差异基因进行聚类分析利用热图进行

可视化图 4b。聚类热图显示实验组与

对照组样品相关性较好。
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图 4 NSD2骨髓缺失细胞差异基因的筛选

Fig.4 Screening of differentially expressed genes in NSD2 bone marrow-deficient cells

(a) NSD2骨髓缺失细胞差异基因火山图 (b) NSD2 骨髓缺失细胞差异基因聚类图

3.5 GO功能富集分析结果

为了进一步分析 NSD2 在骨髓 B 细胞发育过

程中的作用机制探究 NSD2 在骨髓 B 细胞发育

过程中参与的生物过程本研究运用 GO 功能富

集分析使用 clusterProfiler 软件进行差异基因

的 GO 富集分析。GO 是描述基因功能的综合性

数据库可分为生物过程Biological Process

BP、细胞组成Cellular ComponentCC和

分子功能Molecular FunctionMF三个部分

可以揭示基因及其表达产物可能的生物学功能18。

分析结果显示显著富集的 GO项目共有 444项

其中生物过程 348 项细胞组成 63 项分子功

能 33 项。在分析结果中本研究选择了以上三个

方面中每个方面都最显著的前 15 个项目包括初

始免疫反应、免疫系统反应、B细胞受体信号通路、

受体结合和免疫球蛋白复合物循环等过程图 5

a、b、c。这说明 NSD2 可能调控

上述生物学功能从而参与骨髓 B 细胞的早期发

育。

3.6 KEGG富集分析结果

为了进一步了解 NSD2 参与 B 细胞发育的生

物学功能本研究还进行了 KEGG通路富集分析。

KEGG 是整合了基因组、化学和系统功能信息的

综合性数据库19。分析结果显示在骨髓细胞中

敲除 NSD2 后差异表达基因显著富集的代谢过程

有造血细胞谱系、B 细胞受体信号通路、NOD 样

受体信号通路等图 6a。

考虑到造血细胞谱系和 B 细胞受体信号通路

在富集到的 KEGG 通路中处于显著的位置本研

究随后对该通路富集到的信号分子进行 GSEA 分

析结果显示造血细胞谱系和 B 细胞受体信号通

路在 NSD2敲除小鼠中下调图 6b。

以上结果提示NSD2 可能通过造血细胞谱系

和 B 细胞受体信号通路这两个信号通路调节骨髓

中 B 细胞的早期发育。

4 结论

目前有许多研究表明当 B 细胞在前 B 细
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图 6 差异表达基因功能分类图

Fig.6 Functional classification of differentially expressed genes

(a) KEGG功能富集分析图 (b) GSEA富集分析

胞阶段发育受阻时就会导致原发性免疫缺陷发

生。例如通过 pre_BCB使细胞的信号转导受阻

从而导致成熟 B 细胞数量下降进一步抑制免疫

球蛋白合成导致原发性免疫缺陷病20。与继发性

免疫缺陷病患者相比原发性免疫缺陷病患者常

见于儿童21。患有原发性免疫缺陷病的儿童免疫

力会下降并且容易出现反复感染甚至危及生

命5。由于特定的遗传缺陷导致的免疫系统不同

功能的紊乱原发性免疫缺陷病患者的临床表现

可能有很大差异5, 22因此给原发性免疫缺陷病

的诊断和治疗带来了巨大的挑战。现阶段治愈

原发性免疫缺陷病患者的手段主要以造血干细胞

移植为主但是找到合适的造血干细胞供源对于

患者来说较为困难。因此亟须开发相关分子靶

点药物来应对原发性免疫缺陷病。

本研究发现 NSD2 作为一个表观遗传调控因

子在骨髓 B细胞的发育中发挥着重要的作用。本

研究首先构建了骨髓 NSD2敲除小鼠模型在分析

小鼠骨髓的免疫细胞的比例时发现NSD2的缺失

会导致前祖 B细胞向祖 B细胞发育过程受阻。随后

利用转录组测序技术发现NSD2缺失使小鼠骨髓

细胞中造血细胞谱系和 B细胞受体信号通路下调

暗示 NSD2可能通过以上两个通路参与 B细胞发育

过程的调控作用。

通过转录组测序本研究发现在造血细胞谱

系通路中一些参与 B细胞在骨髓发育成熟的基

图 5 GO 功能富集分析

Fig.5 GO functional enrichment analysis

(a) 生物过程 (b) 分子功能 (c) 细胞组成
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因CD38、CD127、HLA-DR、CD19、CD22、

CD25、CD20、CD21、CD23在 NSD2 敲除小鼠

中显著低表达暗示 NSD2可能通过调节这些基因

影响 B细胞的发育和成熟。本研究还发现 NSD2敲

除小鼠骨髓酪氨酸蛋白激酶 FLT3表达显著降低

后者可以调节造血祖细胞和树突状细胞的分化、增

殖和存活23。除此之外本研究还发现 NSD2敲

除小鼠骨髓细胞 B细胞受体信号通路显著下调这

可能导致 B细胞增殖和分化成产生抗体的细胞或

记忆细胞的能力下降。但是NSD2直接调控上述

通路中的具体的靶基因还需要进一步研究。同时

作为组蛋白 H3第 36号位赖氨酸二甲基转移酶

NSD2调控上述基因的具体方式可以在以后继续深

入研究。

本研究通过对 NSD2 骨髓敲除小鼠模型的分

析并且结合转录组测序技术揭示了 NSD2在骨

髓 B细胞的早期发育中发挥着重要的作用并且找

到了 NSD2可能调控的代谢通路为免疫缺陷病患

者的临床检测和治疗提供了新的靶点。本研究拓宽

了对表观遗传在血细胞发育过程中的作用的认知

加深了关于表观遗传因子 NSD2在调节 B细胞发育

过程中的分子机制的研究为免疫相关疾病的检测

和治疗提供了新的理论依据。
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