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基于 mRNA-seq 数据筛选 Mn2＋调控小鼠巨噬细胞的差异表达基因

吴双双，陈 晶，王云成，马一瑄，魏书宇，刘鸿雁，董亚尊，王北艳，崔玉东，马金柱*

黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院，大庆 163319

［摘要］ 目的 对 Mn2＋调控的小鼠巨噬细胞 mRNA 进行测序和生物信息学分析，筛选出差异表达的基因并分析

其生物学功能，探究Mn2＋对小鼠巨噬细胞的调控作用。方法 采用MnCl2 和NaCl分别处理小鼠腹腔巨噬细胞 24 h， 
利用 mRNA-seq 方法筛选出 Mn2＋调控巨噬细胞的差异表达基因，对差异表达基因进行基因本体（GO）和京都基因

与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析，并采用 qPCR 对关键的差异表达基因进行验证。结果 通过整合数据

库信息和分析获得 1 637 个差异表达基因，包括表达上调的基因 912 个、表达下调的基因 725 个，GO 富集分析表明

这些差异表达基因具有免疫吞噬、细胞增殖和分化、转录因子调控等生物活性，KEGG 通路主要富集在 PI3K-Akt、
NF-κB 等信号通路。其中与免疫相关且差异最显著的 10 个基因为免疫球蛋白 G Fc 段受体Ⅰ（Fcgr1）、含不育 α 基

序结构域蛋白 11（Samd11）、活性调节的细胞骨架相关蛋白（Arc）、G 蛋白偶联受体 35（Gpr35）、富含脯氨酸的

小蛋白 2H（Sprr2h）、Wnt 家族成员 4（Wnt4）、整合膜蛋白 2A（Itm2a）、无调性 bHLH 转录因子 8（Atoh8）、

泛素结合酶 E2C（Ube2c）及富含脯氨酸的小蛋白 2B（Sprr2b），qPCR 验证结果与 mRNA 测序分析趋势一致。 

结论 通过 mRNA-seq 数据筛选 Mn2＋调控小鼠巨噬细胞的差异表达基因及 GO 和 KEGG 富集分析结果表明 Mn2＋对

巨噬细胞具有免疫调节作用。
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Screening of differentially expressed genes in mouse macrophages regulated by Mn2＋ based on mRNA-seq data
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［ Abstract ］ Objective To conduct sequencing and bioinformatics analysis of mRNA from mouse macrophages 
regulated by Mn2＋, screen out differentially expressed genes, and analyze their biological functions, so as to explore 
the regulatory effect of Mn2＋ on mouse macrophages. Methods MnCl2 and NaCl were used to treat mouse peritoneal 
macrophages for 24 h, respectively. The mRNA-seq method was used to screen for the differentially expressed genes of 
macrophages regulated by Mn2＋, then the differentially expressed genes were analyzed with the Gene Ontology (GO) and 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses, and the key differentially expressed genes were 
verified by quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Results A total of 1 637 differentially expressed genes were 
obtained by integrating database information and analyses, including 912 upregulated genes and 725 down-regulated genes. 
GO enrichment analysis showed that these differentially expressed genes had biological activities, such as phagocytosis, 
cell proliferation and differentiation, and regulation of transcription factors. The KEGG pathway was mainly enriched in 
phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B and nuclear factor κB signaling pathways. The top 10 genes associated with 
immunity and with the most significant differences were Fc receptor, immunoglobulin G, high affinity Ⅰ (Fcgr1), sterile α 
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motif domain containing 11 (Samd11), activity regulated cytoskeleton-associated protein (Arc), G protein-coupled receptor 35 
(Gpr35), small proline-rich protein 2H (Sprr2h), Wnt family member 4 (Wnt4), integral membrane protein 2A (Itm2a), atonal 
bHLH transcription factor 8 (Atoh8), ubiquitin conjugating enzyme E2C (Ube2c) and small proline rich protein 2B (Sprr2b). 
The qPCR verification results of the 10 genes were consistent with the trend of mRNA sequencing analysis. Conclusion The 
screening of the differentially expressed genes from mouse macrophages regulated by Mn2＋ based on mRNA-seq data and the 
analyses of GO and KEGG enrichment show that Mn2＋ has an immunoregulation effect on mouse macrophages.

［ Key words ］ mRNA sequencing; macrophages; manganese; immunoregulation; differentially expressed genes
［Acad J Naval Med Univ, 2023, 44(5): 589-594］

锰（Mn）是机体必需的微量元素之一，在机

体的营养代谢、生长发育和系统免疫中发挥着重要

作用［1-2］，参与一百多种酶的激活，主要涉及糖、

氨基酸、蛋白质、胆固醇的合成、脂肪代谢等过 
程［3-4］。在免疫调节中，Smialowicz 等［5］发现在小鼠

腹腔注射 MnCl2 可促进干扰素的产生，进而增强自

然杀伤细胞的活性。Mn 可增强环鸟苷酸 -腺苷酸

合酶（cyclic GMP-AMP synthase，cGAS）/环鸟苷酸-

腺苷酸（cyclic GMP-AMP，cGAMP）/ 干扰素基因

刺激因子（stimulator of interferon gene，STING）信

号通路的敏感性，从而增强机体免疫反应［6］。

巨噬细胞来源于骨髓中的前体细胞，主要功能

是吞噬细胞残片与病原体，并激活其他免疫细胞，

增强机体抗感染、抗肿瘤等作用［7］。已证实天然

抗性相关巨噬蛋白 1（natural resistance-associated 
macrophage protein 1，NRAMP1）可调节细胞内的

Mn2＋水平［8］，但 Mn2＋与巨噬细胞相互作用的分子

机制尚不清楚。本研究对 Mn2＋调控的小鼠巨噬细

胞进行转录组测序（mRNA-seq）和生物信息学分

析，筛选出差异表达的基因并分析其生物学功能，

为探究 Mn2＋对巨噬细胞调控作用的分子机制、寻

找新的药物靶点提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 主要仪器和试剂 CR21 型高速离心机（日

本 Hitachi 公司），FA2104N 电子天平（上海菁海

仪器有限公司），二氧化碳培养箱（日本 Sanyo 公

司），恒温金属浴（海门市其林贝尔仪器制造有限

公司），Light Cycler 96 实时荧光定量 PCR 仪（瑞

士 Roche 公司），BCN-1360B 洁净工作台（哈尔

滨市东联电子技术开发有限公司）。NH4Cl-Tris 红
细胞裂解液（美国 Biolegend 公司），MnCl2（美

国 Sigma 公司），NaCl（哈尔滨三联药业股份有

限公司），FBS（北京赛默飞世尔生物化学制品有

限公司），硫巯基乙醇酸盐（美国 Sigma 公司），

青霉素 -链霉素溶液、DMEM（美国 HyClone 公

司），庆大霉素（上海现代哈森药业有限公司）。

总 RNA 提取试剂盒（北京百泰克生物技术有限公

司），反转录试剂盒［兰博利德（福州）生物技术

有限公司］，荧光定量 PCR 试剂盒（南京诺唯赞

生物科技有限公司）。

1.2 小鼠腹腔巨噬细胞的提取 成年野生型 C57
小鼠购自长春市亿斯实验动物技术有限公司［实验

动物生产许可证号：SCXK（吉）2020-0002］。在

小鼠腹腔注射 1 mL 硫巯基乙醇酸盐培养基。3 d 后

将小鼠颈椎脱臼处死，于 75% 乙醇中浸泡 10 min。 
用灭菌的剪刀和镊子剪开小鼠外皮，暴露出腹膜，

用酒精棉轻轻擦拭腹膜，使用 20 mL 注射器向小

鼠腹腔注射 15 mL DMEM，为了收集更多的巨噬

细胞，需来回抽吸并轻轻抚摸小鼠腹部。将收集到

的灌洗液以 500×g 离心 5 min，加入 1 mL NH4Cl-
Tris 裂解液裂解红细胞，2 min 后加入 10 mL 0.01 
mol/L PBS（pH 7.4），500×g 离心 5 min，弃掉上

清；补加 10 mL PBS 轻轻吹悬细胞，500×g 离心

5 min，洗涤细胞 3 次，然后对细胞进行计数。将

收集到的细胞铺到 6 孔板中，在细胞培养箱中过夜

培养后弃掉细胞上清液，用 PBS 洗细胞 3 次，加入

DMEM 进行饥饿处理 1 h 后分为实验组和对照组。

实验组细胞加入 250 μmol/mL MnCl2 处理，对照组

细胞加入 250 μmol/mL NaCl 处理，1 h 后感染金黄

色葡萄球菌 Newman 株（感染复数为 1 ∶ 50）， 
3 h 后加入 100 μg/mL 庆大霉素处理细胞外的金黄

色葡萄球菌，24 h 后收集细胞进行检测。

1.3 mRNA-seq 利 用 RNA 提 取 试 剂 盒 提 取

MnCl2 和 NaCl 处理巨噬细胞的总 RNA，操作过程

按照试剂盒说明书进行。检测提取的总 RNA 样本

的浓度和纯度，将符合要求的样本送生工生物工程

（上海）股份有限公司进行测序。
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1.4 差异表达基因分析 使用FastQC软件（https://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/） 
对获得的 mRNA-seq 数据进行评估和质控，使用

Trimmomatic 数据过滤软件去除低质量数据和核糖

体 RNA 序列后获得合格的样本，用 DEGseq 软件

包进行差异表达分析。筛选条件：q-value＜0.05 且

差异倍数（fold change，FC）＞2 或＜0.05。
1.5 差异表达基因的通路富集分析和基因功能 
注释 筛选出MnCl2 组与NaCl 组的差异表达基因，

通过基因本体（Gene Ontology，GO）和京都基因

与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG）进行基因功能和信号通路分析。

1.6 关键基因的 qPCR 验证 筛选出与免疫相关且

差异表达最显著的 10 个基因，利用反转录试剂盒

将提取的合格样本 RNA（每个样本取 1 μg）合成

cDNA。反应体系（20 μL）：cDNA 模板 1 μL，正、

反向引物各 0.5 μL，2×ChamQTM Universal® SYBR 
qPCR Master Mix 10 μL，无 RNA 酶水 8 μL。反应

条件：95 ℃ 1 min；95 ℃ 5 s、58 ℃ 10 s、72 ℃ 15 s， 
40 个循环。引物由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成，各引物序列见表 1。采用 2－ΔΔCt 法计

算目的基因的相对表达量，利用 GraphPad Prism 
8.3.0 和 SPSS 19.0 软件对 qPCR 检测结果进行统计

和分析。

表 1 用于 qPCR 的引物序列

Tab 1 Primer sequences for qPCR
Gene Forward primer (5'-3' ) Reverse primer (5'-3' )
Fcgr1 GCATGGGAAGACACCGCTAC CCGGGAAGGGAGATGACAC
Samd11 AGCCACGATCTGCTTAGGGT CTGTAGACGAGGGCAGGTGA
Arc ATCAAGGCCTGTCTTTGCCG CCTCCACACGTGCATCTCAC
Gpr35 AATACCTGTGCTGCCCGAGA TGTGTTGGAAGACGTGGCTG
Sprr2h CCCTCCCTCATACCAGCAGAA TCATTTGTTCTTGGGTGGACACTT
Wnt4 ACTCCCTCCCTGTCTTTGGG CGGTCACAGCCACACTTCTC
Itm2a CTTCATGCCCAAGAGCACCA TCAGCCTCCTCAGTCACAGG
Atoh8 GAAGCTCAAGCGGAAAGGCA GTTGTGTCCTGTCCCGAAGC
Ube2c ATCTCCGCCTTCCCTGAGTC GGGTGCGTTGTAAGGGTAGC
Sprr2b CCAAAGTGCCCTGAGCCTTGTC CTTCTGCTGGCATGGTGGAAATTG
β-actin GGTAGTCAAAGTGTTCATAAGG TCATCGCCTTGGTAGTTAAAT

qPCR: Quantitative polymerase chain reaction; Fcgr1: Fc receptor, immunoglobulin G, high affinity Ⅰ; Samd11: Sterile α motif 
domain containing 11; Arc: Activity regulated cytoskeleton-associated protein; Gpr35: G protein-coupled receptor 35; Sprr2h: Small 
proline-rich protein 2H; Wnt4: Wnt family member 4; Itm2a: Integral membrane protein 2A; Atoh8: Atonal bHLH transcription factor 8; 
Ube2c: Ubiquitin conjugating enzyme E2C; Sprr2b: Small proline rich protein 2B.

2 结 果

2.1 mRNA-seq 数据分析 通过 mRNA-seq 分析

MnCl2 和 NaCl 处理的小鼠腹腔巨噬细胞的差异

表达基因，共获得差异表达基因 1 637 个，其中在

MnCl2 处理组表达上调的基因有 912 个、表达下调

的基因有 725 个（图 1）。

2.2 差异表达基因功能和通路分析 GO 富集分析

结果（图 2A）显示，MnCl2 和 NaCl 处理的小鼠腹

腔巨噬细胞的差异表达基因功能主要富集在免疫吞

噬、细胞增殖和分化、转录因子调控等生物活性。

KEGG 富集分析结果（图 2B）表明，这些差异表

达基因主要参与的信号通路包括 PI3K-Akt 信号通

路、NF-κB 信号通路等，这可能预示着 Mn2＋通过

激活巨噬细胞调控宿主的免疫应答。

图 1 MnCl2 和 NaCl 处理的小鼠腹腔巨噬细胞 

差异表达基因散点图

Fig 1 Scatter diagram of differentially expressed genes of 

mouse peritoneal macrophages treated with MnCl2 or NaCl
TPM: Transcripts per million.
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2.3 关键差异表达基因的验证 筛选出与免疫相

关且差异最显著的 10 个基因，分别为免疫球蛋白

G Fc 段受体Ⅰ（Fc receptor, immunoglobulin G, high 

affinity Ⅰ；Fcgr1）、含不育 α 基序结构域蛋白 11

（sterile alpha motif domain containing 11，Samd11）、

活性调节的细胞骨架相关蛋白（activity regulated 

cytoskeleton associated protein，Arc）、G 蛋白偶联受

体 35（G protein-coupled receptor 35，Gpr35）、富含

脯氨酸的小蛋白 2H（small proline-rich protein 2H，

Sprr2h）、Wnt 家族成员 4（Wnt family member 4，
Wnt4）、整合膜蛋白 2A（integral membrane protein 

2A，Itm2a）、 无 调 性 bHLH 转 录 因 子 8（atonal 

bHLH transcription factor 8，Atoh8）、泛素结合酶

E2C（ubiquitin conjugating enzyme E2C，Ube2c）
及 富 含 脯 氨 酸 的 小 蛋 白 2B（small proline rich 

protein 2B，Sprr2b）。采用 qPCR 对上述 10 个关

键差异表达基因进行验证，结果显示 10 个基因的

差异表达趋势与测序结果一致，Fcgr1、Samd11、
Arc、Gpr35 及 Sprr2h 在 MnCl2 处理组表达上调，

Wnt4、Itm2a、Atoh8、Ube2c 及 Sprr2b 在 MnCl2 处

理组表达下调（图 3）。

图 2 MnCl2 和 NaCl 处理的小鼠腹腔巨噬细胞的差异表达基因的 GO（A）和 KEGG（B）富集分析

Fig 2 GO (A) and KEGG (B) enrichment analyses of differentially expressed genes of mouse peritoneal macrophages 

treated with MnCl2 or NaCl
GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; TNF: Tumor necrosis factor; RIG-Ⅰ: Retinoic acid 

inducible gene Ⅰ; PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor; PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase; Akt: Protein kinase B; 

NOD: Nucleotide oligomerization domain; NF-κB: Nuclear factor κB; MAPK: Mitogen-activated protein kinase; JAK: Janus kinase; 

STAT: Signal transducer and activator of transcription; IgA: Immunoglobulin A; HIF-1: Hypoxia-inducible factor-1. 

图 3 MnCl2 和 NaCl 处理的小鼠腹腔巨噬细胞 10 个 

关键差异表达基因 qPCR 验证结果

Fig 3 Validation results of qPCR for 10 key 

differentially expressed genes in mouse peritoneal 

macrophages treated with MnCl2 or NaCl

n＝3, x±s. qPCR: Quantitative polymerase chain reaction; 

mRNA-seq: MicroRNA-sequencing; Fcgr1: Fc receptor, 

immunoglobulin G, high affinity Ⅰ; Samd11: Sterile α motif 

domain containing 11; Arc: Activity regulated cytoskeleton 

associated protein; Gpr35: G protein-coupled receptor 35; Sprr2h: 

Small proline-rich protein 2H; Wnt4: Wnt family member 4; 

Itm2a: Integral membrane protein 2A; Atoh8: Atonal bHLH 

transcription factor 8; Ube2c: Ubiquitin conjugating enzyme 

E2C; Sprr2b: Small proline rich protein 2B.
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3 讨 论

Mn 是哺乳动物体内含量最丰富的金属元素之

一，在机体发育、神经功能调节和免疫调节等过

程中发挥重要作用。在化学性质上，Mn2＋与 Mg2＋ 

非常相似［9］，研究发现 Mn2＋可以取代 Mg2＋激

活 cGAS，并提升 cGAS 对双链 DNA 检测的灵敏 
性［10-11］。Mn2＋在炎症反应及机体免疫中具有重要

作用，Mokgobu 等［12］研究表明，Mn2＋可通过激活

巨噬细胞和中性粒细胞促进过氧化氢的产生，发挥

促氧化作用；但 Daejin 等［13］研究却显示出相反的

结果，即 Mn2＋可激活巨噬细胞发挥抗氧化作用。

因此，Mn2＋在激活巨噬细胞后引发的免疫应答的

分子机制有待于进一步深入研究。

巨噬细胞在吞噬细菌的过程中，首先识别细

菌表面分子，进而引起细胞骨架重塑，在受体的帮

助下形成吞噬杯，最后将细菌完全吞噬［14-15］。在

qPCR 筛选的 10 个差异表达基因中，Fcgr1 和 Arc

可能参与巨噬细胞吞噬细菌的过程。Fcgr1 可以特

异性识别 IgG，主要在巨噬细胞、树突状细胞、单

核细胞和嗜酸性粒细胞中表达，其表达受细胞因子

的调节，当菌体侵入机体后细胞因子会诱导中性

粒细胞中 Fcgr1 的表达，促进中性粒细胞的吞噬作 
用［16-17］。本研究中 mRNA-seq 测序分析和 qPCR
检测结果均显示小鼠腹腔巨噬细胞受到 Mn2＋刺激

后 Fcgr1 表达上调，表明 Fcgr1 可能参与了巨噬细

胞的吞噬过程。Arc 为神经元突触后致密物质的细

胞骨架相关性蛋白，能够调节细胞骨架活性，进而

促进细胞的增殖和分化［18-19］。本研究中小鼠腹腔

巨噬细胞受到 Mn2＋刺激后 Arc 基因表达上调，原

因可能在于 Mn2＋刺激触发了巨噬细胞对细菌表面

分子的识别，引起细胞骨架重塑，最终使巨噬细胞

吞噬能力增强。Atoh8 是 bHLH 家族的一种转录因

子，与许多肿瘤的发生有关，Atoh8 敲低可抑制结

肠癌细胞的增殖［20］。Sprr2B 为角质形成细胞中交

联包膜蛋白的成员［21］，Yao 等［22］报道 Sprr2B 在胃

腺癌中高表达，并且是预后不良的独立预测因子。

本研究中 Mn2＋刺激巨噬细胞后，Atoh8 和 Sprr2B

基因表达下调，提示 Mn2＋可能通过调控 Atoh8 与

Sprr2B 基因的表达来调控机体免疫反应。

本研究对筛选出的 Mn2＋刺激的小鼠巨噬细胞

差异表达基因进行了功能分析，结果显示这些差异

表达基因主要参与免疫吞噬、细胞增殖和分化、转

录因子调控等生物活性，其主要介导 PI3K-Akt 和
NF-κB 等信号通路活化，这提示 Mn2＋激活的巨噬

细胞可能通过这些信号通路调控机体免疫应答。

NF-κB 是参与调节多种生物反应和免疫基因表达

的转录调节因子，当细胞被外界刺激物激活后便与

NF-κB 抑制因子（inhibitor of NF-κB，IκB）解离，

从而转移至核内与特异性启动子相结合，进而调控

基因的表达［23-24］。PI3K-Akt- 哺乳动物雷帕霉素靶

蛋 白（mammalian target of rapamycin，mTOR） 通

路在免疫应答中起着至关重要的作用。临床前数据

表明，PI3K-Akt-mTOR 通路的改变可能促进免疫抑

制反应［25］。PI3K-Akt 通路参与代谢转变，将效应

CD8＋ T 细胞转化为记忆 T 细胞［26］，并调节肿瘤相

关巨噬细胞在免疫刺激和免疫抑制之间的转换。

综上所述，本研究利用 mRNA-seq 技术分析了

Mn2＋调控小鼠巨噬细胞的 mRNA 水平，并获得了

与免疫相关的差异表达基因，表明 Mn2＋对巨噬细

胞具有免疫调节作用，为揭示 Mn2＋调控巨噬细胞

的功能提供了理论依据，也为后续研究 Mn2＋在机

体免疫中的作用机制奠定了基础。
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