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　 　 【摘要】 　 目的　 系统解析 m5 C
 

RNA 甲基转移酶 NSUN7 在人与小鼠多种组织器官中的表达谱,为探究

其在不同组织器官中的功能奠定基础。 方法 　 综合应用免疫组织化学、BioGPS 数据库挖掘、RT-qPCR 及

Western
 

blot 技术,从定位与定量两个层面进行检测与分析。 结果　 NSUN7 蛋白主要定位于人和小鼠细胞的

细胞质,同时其蛋白表达表现出显著的上皮细胞富集倾向。 值得注意的是,其在代谢活跃器官中展现出复杂

调控模式:在肝脏中存在高 mRNA 与低蛋白的不一致现象;在产热性棕色脂肪组织中特异性高表达。 此外,
NSUN7 在宫颈鳞状上皮中的强阳性表达,与其已报道的促癌功能相吻合;而在人体睾丸组织中,NSUN7 表达

于精原细胞与精母细胞,该表达模式与文献报道的遗传学证据相吻合,即 NSUN7 功能缺失可导致精子发生障

碍。 结论　 本研究首次系统描绘了 NSUN7 的组织表达图谱,不仅为其在肿瘤与雄性生殖中的已知或潜在角

色提供了生理背景,更重要的是,揭示了其在能量代谢关键组织中未被重视的表达特征,为后续利用基因敲除

动物模型深入探讨 NSUN7 的多元化功能指明了方向。
【关键词】 　 NSUN7;m5 C 修饰;免疫组织化学;组织表达谱
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

systematically
 

delineate
 

the
 

expression
 

profile
 

of
 

the
 

m5 C
 

RNA
 

methyltransferase
 

NSUN7
 

in
 

multiple
 

human
 

and
 

mouse
 

tissues
 

and
 

organs,
 

providing
 

a
 

foundation
 

for
 

investigating
 

its
 

biological
 

functions.
 

Methods　 A
 

multi-faceted
 

approach
 

was
 

employed,
 

including
 

immunohistochemistry,
 

BioGPS
 

database
 

mining,
 

reverse-transcription
 

quantitative
 

PCR,
 

and
 

Western
 

blot,
 

to
 

analyze
 

the
 

spatial
 

localization
 

and
 

quantitative
 

levels
 

of
 

NSUN7
 

expression.
 

Results　 NSUN7
 

protein
 

was
 

primarily
 

localized
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

human
 

and
 

mouse
 

cells;
 

protein
 

expression
 

was
 

enriched
 

in
 

epithelial
 

cells.
 

NSUN7
 

demonstrated
 

a
 

complex
 

regulatory
 

pattern
 

in
 

metabolically
 

active
 

organs:
 

a
 

discordance
 

between
 

high
 

mRNA
 

and
 

low
 

protein
 

levels
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

liver,
 

while
 

its
 

protein
 

expression
 

was
 

specifically
 

elevated
 

in
 

thermogenic
 

brown
 

adipose
 

tissue
 

compared
 

with
 

white
 

adipose
 

tissue.
 

The
 

strong
 

positive
 

expression
 

of
 

NSUN7
 

in
 

cervical
 

squamous
 

epithelium
 

aligns
 

with
 

its
 

previously
 

reported
 

pro-oncogenic
 

functions.
 

Critically,
 

NSUN7
 

in
 

human
 

testis
 

was
 

expressed
 

in
 

spermatogonia
 

and
 

spermatocytes,
 

aligning
 

with
 

genetic
 

studies
 

linking
 

loss-of-function
 

mutations
 

in
 

NSUN7
 

to
 

impaired
 

spermatogenesis.
 

Conclusions　 This
 

study
 

provides
 

the
 

first
 

systematic
 

mapping
 

of
 

the
 

NSUN7
 

expression
 

landscape
 

across
 

multiple
 

human
 

and
 

mouse
 

tissues
 

and
 

organs,
 

providing
 

a
 

physiological
 

context
 

for
 

its
 

known
 

or
 

potential
 

roles
 

in
 

cancer
 

and
 

male
 

reproduction,
 

as
 

well
 

as
 

revealing
 

its
 

underappreciated
 

expression
 

features
 

in
 

key
 

energy
 

metabolism-related
 

tissues.
 

This
 

work
 

lays
 

the
 

comprehensive
 

groundwork
 

for
 

future
 

functional
 

investigations
 

into
 

the
 

multifaceted
 

roles
 

of
 

NSUN7.
 

【Keywords】　 NSUN7;
 

m5 C
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immunohistochemistry;
 

expression
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　 　 表观遗传调控在基因表达的精准调控中发挥

着核心作用。 近年来,随着研究的深入,表观遗传

的研究范畴已从 DNA 和组蛋白修饰扩展至 RNA
水平,由此催生了“RNA 表观遗传学”这一新兴前

沿领域[1] 。 在该领域中, 6 - 甲基腺嘌呤 ( N6-
methyladenosine,m6A)作为研究最为广泛和深入

的 RNA 修饰,已取得重要进展并成为领域焦

点[1] 。 而继 m6A 修饰之后,5 -甲基胞嘧啶 ( 5-
methylcytosine,m5C) 作为 RNA 表观遗传领域的

另一重要成员,愈发受到研究关注。 研究表明,
m5C 修饰能够通过调节 RNA 的稳定性、翻译、核
输出和切割等过程,广泛参与细胞增殖、分化、凋
亡和应激反应等关键生物学过程[2] 。

NOP2 / Sun
 

RNA 甲基转移酶家 族 成 员 7
(NOP2 / Sun

 

RNA
 

methyltransferase
 

family
 

member
 

7,NSUN7)编码一种甲基转移酶蛋白,已有研究

证实该蛋白可介导增强子 RNA( eRNAs) 的 m5C
修饰[3,4] 。 然而,与功能研究较为深入的家族成

员(如 NSUN2) 相比,NSUN7 的生物学功能仍知

之甚少[3,5-12] 。 现有研究表明,NSUN7 可能参与

胚胎发育、肾脏发育、阿尔茨海默病及创伤性脑损

伤等过程[10-13] ,但 NSUN7 及其介导的 m5C 修饰

在多种生理与病理条件下的具体作用及调控机制

仍有待系统阐明。
迄今,关于 NSUN7 在肿瘤演进中的功能及其

调控机制研究仍较为匮乏,现有报道多基于临床

标本研究[14-20] 。 例如,NSUN7 基因启动子区的

DNA 甲基化可导致肝癌组织中 NSUN7 表达下

调[18] ;NSUN7 表达水平与尤因肉瘤患者预后呈

正相关[19] ,并可预测前列腺癌的复发风险[20] 。
另外,NSUN7 与肺腺癌肿瘤微环境相关,其表达

水平可预测肺腺癌预后[15,16] 。 综上所述,NSUN7
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可能与肿瘤发病密切相关。 相较于其它 m5C 甲

基转移酶(如 NSUN2 和 NSUN5)的功能认知,目
前对 NSUN7 在肿瘤发生发展中的作用研究尚不

充分,其分子机制亟待深入探索。
尽管已有研究提示,NSUN7 具有重要的生物

学功能,但目前对其功能的研究仍十分有限。 鉴

于基因的表达模式与其生理功能密切相关,系统

解析 NSUN7 在正常组织器官中的表达谱,成为揭

示其生理或病理功能并进一步探索其作用机制的

关键前提。 本研究综合运用免疫组织化 学

( immunohistochemistry, IHC )、 逆转录定量实时

PCR ( reverse
 

transcription
 

quantitative
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction,RT-qPCR)、蛋白免疫印

迹(Western
 

blot)法及 BioGPS 数据库,从定位与

定量两个层面进行了全面分析,构建 NSUN7 在人

与小鼠中的基础表达谱,为后续利用条件性基因

敲除小鼠模型深入解析其组织特异性功能及致病

机制提供关键实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

本实验所用动物为 8 周龄 SPF 级 C57BL / 6 雄

性小鼠,共 6 只,体质量 22~ 24
 

g,购自广东省医学

实验动物中心[SCXK(粤)2022-0002],饲养于南

方医科大学实验动物中心 SPF 级实验动物房

[SYXK(粤)2021-0167]。 本实验方案已通过南方

医科大学动物伦理委员会审批(SMUL202406029),
实验过程均严格遵循 3R 原则。
1. 1. 2　 实验组织

桂林医学院第二附属医院病理科提供本研究

适用的正常人体组织标本。 获取该标本的流程严

格遵循医学伦理要求,已通过桂林医学院第二附

属医 院 伦 理 委 员 会 的 正 式 审 批 ( QKJXM-
2025010)。 采集标本前,患者已充分了解标本将

要进行的实验研究,并签署了书面知情同意书。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 氯仿(上海穗试化工科技有限公司,批号:
20220401);异丙醇(上海麦克林生化科技股份有限

公司,批号:C12585714);兔二步法试剂盒(北京中

杉金桥生物技术有限公司,批号:2413D073);二氨

基联苯胺(diaminobenzidine,DAB)显色试剂盒 20×

(北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司, 批 号:
240010512);RNAiso

 

Plus(宝生物工程(大连)有限

公司(TaKaRa),批号:A070699A);逆转录酶试剂

盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司,批号:
7E0182F5); ChamQ

 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(南京诺唯赞生物科技股份有限公司,批号:
7E2421B5);NSUN7 抗体(武汉三鹰生物技术有限

公司( Proteintech),批号:00096871);HSP90 抗体

(武汉三鹰生物技术有限公司(Proteintech),批号:
00163996);全蛋白提取试剂盒(南京凯基生物科技

发展有限公司,批号:20250402)。 实时荧光定量

PCR 仪(罗氏诊断产品(上海)有限公司(Roche),
型号:LightCycler®

 

96);正置荧光显微镜(日本尼康

公司(Nikon),型号:Eclipse
 

80i);化学发光凝胶成

像 仪 ( 美 国 伯 乐 公 司 ( Bio-Rad ), 型 号:
ChemiDocTMXRS+);组织脱水机(浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司,型号:KD-TS1A)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 标本处理

8 周龄小鼠脱颈处死后,解剖获取各组织器官,
组织离体修整后,部分立即置于 4%多聚甲醛固定,
24

 

h 后流水冲洗标本,并使用组织脱水机进行脱水,
石蜡包埋后进行组织切片,切片厚度 4

 

μm。
1. 3. 2　 IHC 染色

石蜡切片经 65
 

℃烘烤 1. 5
 

h 脱蜡后,后续染

色操作参照常规实验步骤及文献[21] 的方法进行,
染色完成后于显微镜下观察并采集图像。 实验同

步设置空白阴性对照,对照切片与实验切片在同

一条件下同步处理、显色与观察。
1. 3. 3　 IHC 结果判读

NSUN7 抗原主要分布于细胞质内,细胞质呈

淡黄色、棕黄色或棕褐色为阳性,不着色为阴性。
结果由两位桂林医学院第二附属医院病理科医生

独立判读 NSUN7 所表达的组织部位并评分。 根据

DAB 显色深浅评分以评估抗原表达的强弱程度。 0
分:NSUN7 在组织上不表达;1 分:弱阳性表达;2 分:
中等阳性表达;3 分:强阳性表达。 最终统计评分结

果,确定 NSUN7 在不同组织上的表达强度。
1. 3. 4　 RT-qPCR

 

采用 TRIzol 法提取细胞总 RNA,具体操作参

照试剂盒说明书及文献[21] 。 提取完成后,利用逆

转录试剂盒合成 cDNA; 使用 ChamQ
 

Universal
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SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix 依照说明书体系配液并上

机扩增。 以 GAPDH 为内参基因,采用 2-ΔΔCt 法计

算基因的相对表达量。 选取小鼠中 NSUN7 表达

量最低的组织器官为对照,统计其他组织器官的

相对表达量并作图。
小鼠 GAPDH 上游引物序列:5’-AGGTCGG-

TGTGAACGGATTTG-3’,Tm 值为 60. 88;下游引

物序列:5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’,
Tm 值为 58. 59,扩增产物片段长度为 123

 

bp。 小

鼠 NSUN7 上 游 引 物 序 列: 5 ’-GGTCGCCAGA-
CAAAGTCATAA-3’,Tm 值为 58. 30;下游引物序

列: 5 ’-GCTGGAAAGATTCATCCTCGGAG-3’, Tm
值为 61. 05,扩增产物片段长度为 84

 

bp。
1. 3. 5　 Western

 

blot
组织总蛋白经低温研磨与超声提取后,通过

BCA 法定量蛋白浓度,加入上样缓冲液煮沸变

性,液氮速冻后于-80
 

℃ 保存备用。 蛋白样品经

SDS-PAGE 分离电泳(浓缩胶 80
 

V,30
 

min;分离

胶 100
 

V,60
 

min),湿转至 PVDF 膜后,依次进行

5% 脱脂乳粉封闭、 一抗 ( NSUN7, 1 ∶ 1
 

000;
HSP90,1 ∶ 1

 

000;4
 

℃ ,过夜)与 HRP 标记山羊抗

兔二抗(1 ∶ 5
 

000,室温,1
 

h)孵育及 TBST 洗涤。
最后使用化学发光法进行显影。
1. 3. 6　 BioGPS 数据库分析

基于 BioGPS 数 据 库 Gene
 

Atlas
 

U133
 

A
(gcrma)数据集,本研究对人 NSUN7 基因在主要

组织器官中的 mRNA 表达谱进行了分析。 登录

BioGPS 网站( http: / / biogps. org / ) 检索人 NSUN7
基因,调取目标数据集后可直接浏览该基因在不

同组织中的表达热图与柱状图;同步下载原始表

达数据,导入 GraphPad
 

Prism8. 0 软件进行数据整

理和可视化处理,绘制柱状图呈现 NSUN7 基因在

不同组织中的表达量。
1. 4　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,并
采用 GraphPad

 

Prism
 

8. 0 软件进行统计分析。

2　 结果

2. 1　 人体主要组织器官中 NSUN7 的表达谱

　 　 根据 IHC 染色结果判读标准对人体各组

织器官中 NSUN7 的表达水平进行评分,深棕

色区域记为蛋白高表达,未着色区域判定为无

表达。 结果显示,NSUN7 蛋白主要定位于人源

细 胞 细 胞 质 ( 图 1 ) 。 其 中, 宫 颈 鳞 状 上 皮

NSUN7 呈强阳性表达;宫颈黏液柱状上皮、胎

盘、子宫内膜、输卵管上皮、睾丸( 包括精原细

胞、初级精母细胞和次级精母细胞) 、脾脏、阑

尾、结肠、扁桃体鳞状上皮、肾小球和前列腺上

皮呈中等阳性表达;肺( 包括肺泡上皮和血管

内皮) 、肝脏( 血窦) 、脑( 神经元) 、甲状腺、结

肠平滑肌、子宫平滑肌、白色脂肪组织 ( white
 

adipose
 

tissue,WAT) 、肾小管、扁桃体和脾脏淋

巴组织呈微弱或阴性表达。
2. 2　 NSUN7 在人体主要组织器官中的相对表

达谱

　 　 基于 BioGPS 数据库中的 Gene
 

Atlas
 

U133A
(gcrma)数据集,本研究分析了 NSUN7 在人体各

组织 器 官 中 的 相 对 mRNA 表 达 水 平。 鉴 于

NSUN7 在卵巢组织中的表达量最低,故将其设为

基准(对照),计算其在不同组织中的相对表达

量,结果见图 2。 NSUN7 在肝脏、甲状腺、肺、胰
岛、结肠和小肠上的表达水平相对较高,而在脑、
气管、肾脏、胰腺、子宫和皮肤上的相对表达水平

趋于一致。
2. 3　 IHC 揭示小鼠主要组织器官中 NSUN7 表

达谱

　 　 根据 IHC 染色判读标准对小鼠各组织器官

的表达水平进行评分,深棕色区域定义为目标蛋

白高表达,未着色区域定义为无表达。 实验以小

鼠肝脏和睾丸两个组织切片设立了阴性对照(空

白对照),结果显示均无特异性染色信号(图 3),
证实了染色结果的特异性。 结果显示,NSUN7 蛋

白主要定位于细胞质中,NSUN7 在小鼠大部分组

织器官中呈不同程度的表达,其中在棕色脂肪组

织(brown
 

adipose
 

tissue,BAT)、胸腺上皮、胰腺外

分泌腺泡、胃、肾小管、睾丸、卵巢卵泡、小肠和皮

肤组织中呈高表达,而在肺(包括肺泡上皮和血

管内皮)、脑(神经元)、肝脏(血窦)、肾小球、心、
WAT、胸腺淋巴组织、胰腺腺泡和卵巢间质呈微

弱或者阴性表达(图 4)。
2. 4　 RT-qPCR 揭示 NSUN7 在小鼠主要组织器

官中的表达水平

　 　 本研究利用 RT-qPCR 检测 NSUN7 在小鼠各

组织器官中的表达谱。 以表达量最低的胸腺组织
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