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摘要      小GTP酶ARL13B在初级纤毛的发生和功能维持中发挥重要作用, 但在其他细胞进程

中的功能仍不十分清楚。该研究以小胶质细胞和胶质母细胞瘤细胞为模型, 通过开展ARL13B和
γ-tubulin的免疫荧光染色分析, 发现ARL13B不仅在初级纤毛上特异表达, 而且自有丝分裂期中期

开始在赤道板位置富集, 随后依次在胞质分裂桥(cytokinetic bridge)中间区域形成环状和双棒状结

构, 最终随着有丝分裂的结束被分配至子代细胞中。通过对纺锤体微管和中间体(midbody)微管

(α-tubulin)进行免疫荧光染色发现ARL13B自有丝分裂期后期开始依次富集于分裂沟、收缩环、中

间体中央的阀体(stem body)位置, 表明其可能参与调控细胞的有丝分裂进程。此外, 在小胶质细胞

的有丝分裂期末期, 环状或双棒状的ARL13B始终保持在中间体中央的阀体区域, 其两侧与中间体

微管末端相邻连接; 而在胶质母细胞瘤细胞中, ARL13B除在阀体区域富集外, 还与两侧的中间体微

管存在大范围的共定位。进一步研究发现, 利用siRNA抑制ARL13B的蛋白表达会显著降低有丝分

裂期细胞中末期细胞的比例, 并导致细胞的增殖速率下降。该研究揭示了ARL13B在小胶质细胞有

丝分裂期的时空动态分布, 初步证明了ARL13B参与调节细胞有丝分裂进程的新功能。
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Abstract       The small GTPase ARL13B plays a crucial role in the formation and functional maintenance of 
primary cilia, yet its functions in other cellular processes remain poorly understood. In this study, immunofluores-
cence staining analyses of ARL13B and γ-tubulin are conducted in microglia and glioblastoma cells. It is found that 
ARL13B is not only specifically expressed on primary cilia but also begins to accumulate at the equatorial plate 
during metaphase of mitosis. Subsequently, it sequentially forms ring-like and double-rod structures in cytokinetic 
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bridge midzone, ultimately distributing into daughter cells. Immunofluorescence staining of spindle microtubules 
and midbody microtubules (α-tubulin) displays that ARL13B sequentially accumulates at the cleavage furrow, 
contractile ring, and the middle region of the midbody, termed the stem body, starting from the anaphase of mito-
sis, indicating the involvement of ARL13B in regulating the mitotic process. Furthermore, during the telophase of 
mitosis in microglia cells, the ring-like or double-rod ARL13B structures consistently stay in the stem body region, 
with their ends connected to the termini of midbody microtubules on both sides. However, in glioblastoma cells 
ARL13B not only accumulates in the stem body region but also exhibits extensive colocalization with the midbody 
microtubules on both sides. Further investigation demonstrates that inhibiting ARL13B protein expression by siR-
NA significantly reduces the proportion of cells in telophase during mitosis and leads to an obvious decline in cell 
proliferation. This study shows the spatiotemporal dynamics of ARL13B distribution during mitosis in microglia, 
and provides preliminary evidence for its novel function in regulating the mitotic process.

Keywords       microglia; ARL13B; mitosis; midbody; primary cilia

ARL13B(ADP ribosylation factor-like protein 
13B)是ADP核糖化因子家族和Ras超家族的一种小

GTP酶 , 其N-端和C-端均包含结合鸟嘌呤核苷酸的

结构域 [1], 其在多个物种细胞的初级纤毛中高度聚

集, 是调控纤毛形成和维持纤毛功能的重要因子 [2-3]。

ARL13B基因突变导致的初级纤毛结构和功能异常

与多种神经系统疾病高度相关 [4]。此外 , ARL13B还
通过调控一系列纤毛信号通路介导多种中枢神经系

统肿瘤的进展及治疗抵抗 [5-6], 它可能是一个极具潜

力的靶向治疗和联合治疗增效靶点。

在哺乳动物中枢神经系统中 , 初级纤毛是星形

胶质细胞和神经元等重要的信号转导器 , 可调控脑

发育过程及特定脑区的功能 [7-9]。ARL13B在星形胶

质细胞的初级纤毛中高度富集 , 而在神经元初级纤

毛中的表达丰度较低 [10-12]。小胶质细胞是一种中枢

神经系统的常驻免疫细胞 , 表现出高度动态和迁移

的特性, 作为组织特异性的巨噬细胞, 在维持中枢神

经系统稳态和介导免疫反应中发挥关键作用 [13]。研

究发现人和小鼠脑部小胶质细胞普遍不具有初级纤

毛结构[10-11,14]。但是, 近期有研究以AC3(adenylyl cy-
clase 3)作为初级纤毛标志物, 在6月龄小鼠大脑皮层

及外侧隔核区的小胶质细胞中观察到了初级纤毛 , 
而在同龄阿尔茨海默病模型小鼠脑部的相同区域内

小胶质细胞的纤毛发生率和长度均显著下降 [15], 提
示初级纤毛可能在中枢神经系统疾病的免疫响应中

发挥重要作用。然而, 作为重要纤毛蛋白的ARL13B
在小胶质细胞中的表达分布及功能仍不清楚。本研

究以人小胶质细胞HMC3为模型, 探究了ARL13B在
HMC3细胞中的表达、定位以及其对细胞增殖的影

响 , 旨在为研究ARL13B在小胶质细胞中的功能提

供新的视角。

1   材料和方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人小胶质细胞HMC3购自中国科学院

上海细胞库/干细胞库; 人胶质母细胞瘤细胞M059K
和M059J细胞购自美国模式培养物保藏中心ATCC, 
由中国科学院近代物理研究所生物辐射效应室保

存。所有细胞均使用支原体检测试剂盒进行检测 , 
结果显示为支原体阴性。

1.1.2   主要试剂      MEM(minimum essential medium, 
货号 : 11095080)、Opti-MEM(货号 : 11058021)、
DMEM(Dulbecco’s modified eagle medium)/F-12(货
号 : 11320033)液体培养基购自Gibco公司 ; 胎牛血

清FBS(fetal bovine serum, 货号 : FSD500)购自Ex-
Cell公司 ; 100× 青霉素和硫酸链霉素 (货号 : P7539)
购自Sigma公司 ; 小鼠抗人ARL13B单克隆抗体 (货
号 : 66739-1-Ig)、兔抗人ARL13B多克隆抗体 (货号 : 
17711-1-AP)、小鼠抗人α-tubulin(α-tub)单克隆抗体

(货号: 66031-1-Ig)、小鼠抗人GAPDH单克隆抗体(货
号 : 60004-1-Ig)、辣根过氧化物酶 (HRP)标记的山羊

抗鼠IgG二抗(货号: SA00001-1)购自Proteintech公司; 
小鼠抗人γ-tubulin(γ-tub)单克隆抗体 (货号 : T6557)、
Alexa Fluor 594/488标记的山羊抗鼠 Ig荧光二抗 (货
号 : A-11005/A-11001)、Alexa Fluor 555/488标记的

山羊抗兔IgG荧光二抗(货号: A32732/A32731)、HRP
底物化学发光液 (货号 : WBKLS0100)购自Merck公
司 ; 细胞裂解液RIPA(radio immunoprecipitation as-
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say, 货号 : P0013C)购自上海碧云天生物技术有限

公司 ; 特异靶向ARL13B的 siRNA(siARL13B-1#/2#, 
货号 : siG000200894A-1-5/stB0016505A-1-5)、阴

性对照 siRNA(NC, 货号 : siN0000001-1-5)、EdU(5-
ethynyl-2’-deoxyuridine)细胞增殖试剂盒Cell-Light 
EdU Apollo488 In Vitro Kit(货号 : C10310-3)购自

广州市锐博生物科技有限公司 ; 细胞转染试剂Li-
pofectamine 2000(货号 : 11668019)、磷酸盐缓冲

液PBS(phosphate buffered saline, 货号 : 10010023)
购自ThermoFisher Scientific公司 ; 4’,6-diamidi-
no-2-phenylindole(DAPI, 货号: H-1200)购自Vector公
司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      HMC3细胞使用含 10% FBS、
100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的MEM培养基, 
M059K和M059J使用含10% FBS、100 U/mL青霉素

和100 μg/mL链霉素的DMEM/F-12培养基 , 培养于

5% CO2、37 ℃恒温细胞培养箱。

1.2.2   细胞转染及 RNA干扰      将 HMC3细胞

(2×105个 )接种于35 mm培养皿培养24 h, 使用Lipo-
fectamine 2000转染试剂在Opti-MEM培养基中包

裹 siARL13B和NC(终浓度为50 nmol/L), 移除细胞

培养皿中的培养基并加入含有 siARL13B或NC的

Opti-MEM培养基 , 在培养箱中孵育5 h后更换新鲜

培养基 , 继续培养 48 h, 使用RIPA提取总蛋白 , 并
通过蛋白质免疫印迹法检测 siRNA对ARL13B蛋

白表达的抑制效率。siARL13B-1#/2#的序列分别

为: siARL13B-1#, 5′-GTG TCA GAT AGA ACC ATG 
T-3′; siARL13B-2#, 5′-GAA CCA TGT TCA GCA 
ATC T-3′。
1.2.3   Western blot检测 ARL13B蛋白表达情况 
HMC3细胞转染siRNA后继续培养48 h, 经RIPA裂解

后1 2000 r/min、4 ℃离心15 min收集总蛋白 , 95 ℃
加热变性10 min, 取20 μg总蛋白 , 通过10%的SDS-
PAGE凝胶以120 V电压进行电泳1.5 h, 再以200 mA
恒流湿转法 4 ℃转膜 2 h, 将凝胶上的蛋白条带转

移至0.22 μm的PVDF膜 , 抗体封闭液室温封闭2 h, 
ARL13B(1000 1׃稀释)和GAPDH(1000 50׃稀释)一抗

室温孵育2 h, HRP标记的二抗 000稀释 2׃1) )室温孵

育1 h, 利用HRP底物化学发光液进行显影并使用Al-
liance LD4凝胶成像系统采集图像, 使用ImageJ软件

对蛋白条带灰度值进行分析。

1.2.4   免疫荧光染色      细胞经预冷的冰甲醇在–20 ℃
固定20 min, PBS清洗3次 , 每次5 min, 使用含0.5% 
Triton X-100的PBS在室温下透膜10 min, 使用免疫

染色封闭液室温封闭1 h后一抗孵育2 h, 以ARL13B
抗体 500稀释׃1) )对初级纤毛或ARL13B蛋白进行标

记 , 以γ-tub抗体 500稀释׃1) )对纤毛基体和中心粒进

行标记 , 以α-tub抗体 500稀释׃1) )对纺锤体微管和中

间体微管进行标记 , PBS清洗 3次后使用荧光二抗

500稀释׃1) )室温孵育1.5 h进行荧光染色 , PBS清洗

3次后使用DAPI对细胞核进行复染并封片。利用

ECHO RVL-100-G荧光显微成像系统采集荧光图片, 
通过 ImageJ软件进行初级纤毛发生率统计、蛋白共

定位量化分析, 随机选取10个以上视野(细胞总数大

于500), 统计纤毛发生率。

1.2.5   细胞计数及拍照      将HMC3细胞 (1.5×105

个)接种于35 mm培养皿37 ℃培养24 h后, 利用Lipo-
fectamine 2000转染NC、siARL13B-1#/2#(终浓度

50 nmol/L), 转染5 h后更换新鲜培养基作为起点, 以
不进行任何处理的对照组0 d时细胞数量作为参照 , 
分别在转染0、1、2、3 d时采用胰酶消化收集细胞, 
利用贝克曼库尔特Z2全自动细胞分析计数仪进行细

胞数量统计 , 并计算相对细胞数量和绘制细胞生长

曲线。在转染后3 d利用徕卡DMIL LED倒置相差显

微镜随机拍摄10个视野 , 根据细胞形态统计有丝分

裂期细胞数 (细胞数量大于300)和末期细胞数 , 并计

算末期细胞在有丝分裂期细胞中的比例, 实验进行3
次独立重复。

1.2.6   EdU细胞增殖检测      将HMC3细胞(1.5×105

个 )接种于 35 mm共聚焦小皿培养 24 h, 利用Lipo-
fectamine 2000转染NC、siARL13B-1#/2#(终浓度

50 nmol/L) 5 h后更换新鲜培养基终止转染 , 转染

后的细胞培养46 h后更换EdU(50 µmol/L)培养基继

续孵育2 h, 经PBS清洗2次后使用4%多聚甲醛溶液室

温固定30 min, 经2 mg/mL甘氨酸室温孵育5 min后用

PBS清洗, 使用含0.5% Triton X-100的PBS透膜10 min, 
加入1× Apollo染色反应液, 室温避光孵育30 min, PBS
清洗3次后使用DAPI对细胞核进行复染并封片。利

用ECHO RVL-100-G荧光显微成像系统随机采集

5~10个视野 (细胞核总数大于500)的荧光图片 , 通过

ImageJ软件进行细胞数量和EdU阳性细胞数量统计 , 
并计算EdU阳性细胞率。实验进行3次独立重复。

1.2.7   统计学分析      所有实验进行3次以上独立重
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复 , 统计数据采用平均数±标准差(x
_
±s)表示 , 两组间

数据比较采用Student’s-t检验。*P<0.05表示差异有

统计学意义。

2   结果
2.1   ARL13B在小胶质细胞中的表达与分布

在发育成熟的中枢神经系统中 , 小胶质细胞往

往不表达初级纤毛[10-11,14]。通过ARL13B和中心粒标

志因子 γ-tub的免疫荧光染色发现 , ARL13B在胶质

母细胞瘤M059K细胞的初级纤毛中特异聚集表达 , 
其纤毛发生率约为40%(图1A和图1B), 这与前期报

道相一致 [16-19], 同时也证明所用抗体的特异性良好。

为了探索ARL13B在小胶质细胞中的表达与分布 , 
在小胶质细胞HMC3中进行ARL13B免疫荧光染色 , 
发现HMC3细胞仅具有偶发的初级纤毛 (图1A和图

1B)。有趣的是 , 免疫荧光染色结果还显示ARL13B
在有丝分裂期的细胞中高度特异表达 , 自有丝分裂

中期开始在赤道板位置富集 ; 结合对 γ-tub的免疫荧

光染色结果显示 , 在有丝分裂期末期ARL13B始终

保持在连接两个子细胞的细长管状结构 –胞质分裂

桥的中间区域 , 并随着胞质分裂的进行依次形成环

状、双长棒状、双短棒状 /点状形态 (图 1C), 提示

ARL13B可能在小胶质细胞的有丝分裂进程中发挥

作用。

2.2   ARL13B在HMC3细胞有丝分裂期的动态分布

为了更为准确地定位ARL13B在有丝分裂期

细胞内的分布 , 利用免疫荧光染色对 ARL13B和

纺锤体微管 α-tub进行共染色。结果如图 2A所示 , 
ARL13B在有丝分裂期早期均匀地分布在细胞膜表

面, 并在中期富集于赤道板位置; 进入后期, ARL13B
并没有随着染色体向纺锤体两极移动 , 而是与纺锤

体中央区微管发生部分共定位 , 表明ARL13B可能

并未与染色体发生直接的结合 ; 随后 , ARL13B特异

富集在分裂沟和收缩环位置 , 提示其可能参与分裂

沟和收缩环的形成。进入有丝分裂末期 , 随着染色

体进一步分离, 在胞质分裂桥中间的高度凝聚区域–

A、B: 免疫荧光染色检测HMC3和M059K细胞的初级纤毛(ARL13B, 绿色, 白色箭头所指)和基体/中心粒(γ-tub, 红色)(A), 并统计纤毛发生率(B), 
细胞核经DAPI复染为蓝色。C: 免疫荧光染色检测ARL13B(绿色, 白色箭头所指)在HMC3细胞有丝分裂期的动态分布, 中心体和纺锤体中央区

经γ-tub免疫荧光染色为红色, 染色体经DAPI复染为蓝色。

A,B: immunofluorescence staining of primary cilia (ARL13B, green, indicated by white arrows) and basal bodies/centrioles (γ-tub, red) in HMC3 and 
M059K cells (A), and the proportions of ciliated cells were measured (B); the nuclei were counterstained in blue by DAPI. C: spatiotemporal localiza-
tion of ARL13B (green, indicated by white arrows) in mitotic HMC3 cells, the centrosomes and spindle midzone were immunostained in red with γ-tub; 
the chromosomes were counterstained in blue by DAPI.

图1   ARL13B在HMC3及M059K细胞中的免疫荧光染色定位

Fig.1   Immunofluorescence staining localization of ARL13B in HMC3 and M059K cells
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中间体的中央 , ARL13B首先收缩为环状 , 之后转变

为相邻但不接触的两个长棒状结构 , 并逐渐压缩为

短棒状甚至点状 (图2B)。由于中间体的中央位置为

聚集了多种蛋白分子并发生膨大的阀体结构 [20-21], 
以上结果提示ARL13B可能参与中间体及阀体的形

成和动态变化。在少部分细胞中, ARL13B在中间体

阀体位置形成的环状结构会持续存在 (图2B), 直至

形成独立的子代细胞才消失。

2.3    ARL13B在中间体上的定位

为了探究有丝分裂期ARL13B的分布和定位是

否具有普遍性 , 进一步在胶质母细胞瘤细胞M059K
和M059J中进行免疫荧光染色检测。结果 (图3A)显
示 , 在M059K和M059J细胞中ARL13B同样会特异

聚集于赤道板和分裂沟位置 , 并在末期形成环状、

长棒状和短棒状形态。此外 , 这一现象还存在于其

他多种类型肿瘤细胞 , 如肺癌A549和宫颈癌HeLa
细胞。在有丝分裂完成后 , 部分子代细胞中仍存在

ARL13B形成的点状结构 (图 3B), 推测其可能定位

于中间体残体。然而 , 免疫荧光染色共定位结果还

显示 , 在有丝分裂期末期的HMC3和M059K细胞中

ARL13B与中间体微管的作用方式存在明显差异 : 
在HMC3细胞中 , ARL13B与两侧中间体微管末端相

邻连接 , 但基本没有空间位置上的重叠 (图 3C和图

3D); 在M059K细胞中 , ARL13B却与两侧中间体微

管存在大范围的空间位置重叠 (图3C和图3E), 提示

不同细胞中ARL13B在参与中间体组成上具有一定

差异性。以上结果表明, ARL13B除了参与初级纤毛

的形成外, 还可能参与细胞的有丝分裂进程, 并且这

一功能广泛存在于多种类型细胞 , 可能是其固有的

生物学特性。

2.4   干扰ARL13B抑制HMC3细胞增殖

在明确了ARL13B在HMC3细胞有丝分裂期

的时空动态分布后 , 我们又继续探究了其是否参与

调控细胞的有丝分裂进程。利用特异靶向ARL13B

A: 免疫荧光染色检测ARL13B(绿色, 白色箭头所指)在HMC3细胞有丝分裂期早期、中期、后期、分裂沟和收缩环形成期的表达和分布, 纺锤

体微管和中央区经α-tub免疫荧光染色为红色, 染色体经DAPI复染为蓝色。B: 免疫荧光染色检测ARL13B(绿色, 白色箭头所指)在HMC3细胞有

丝分裂期末期胞质分离过程中的动态分布, 纺锤体微管和中间体微管经α-tub免疫荧光染为红色, 染色体经DAPI复染为蓝色。

A: immunofluorescence staining of ARL13B (green, indicated by white arrows) during prophase, metaphase, anaphase, and at cleavage furrow and con-
tractile ring in mitotic HMC3 cells; the spindle microtubules and midzone were immunostained in red with α-tub; the chromosomes were counterstained 
in blue by DAPI. B: spatiotemporal localization of ARL13B (green, indicated by white arrows) during telophase of mitosis in HMC3 cells, the midbody 
microtubules were immunostained in red with α-tub; the chromosomes were counterstained in blue by DAPI.

图2   ARL13B在HMC3细胞有丝分裂期的动态分布

Fig.2   Spatiotemporal dynamics of ARL13B in mitotic HMC3 cells
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基因的 siRNA(siARL13B-1#/2#)抑制胞内ARL13B
蛋白表达 (图4A), 发现ARL13B表达受抑后不仅导

致有丝分裂期细胞比例出现一定程度下降 , 而且使

末期细胞在有丝分裂期细胞中的占比由对照组的

约35%下降至 siARL13B-1#/2#组的约22%(P<0.05
和P<0.01, 图4B和图4C), 这证明ARL13B发挥着推

动细胞有丝分裂进程的生物学功能。最终 , 通过

siARL13B-1#/2#抑制ARL13B的表达也显著降低了

HMC3细胞的增殖速率 (P<0.05和P<0.05, 图4D)和
增殖能力(P<0.01和P<0.001, 图4E和4F)。以上结果

提示 , ARL13B不仅是一种特异的纤毛蛋白 , 在纤毛

发生和功能维持中发挥重要作用 , 而且还在推动有

丝分裂进程中发挥重要作用 , 其可能也是一种重要

的有丝分裂调控因子。

3   讨论
ARL13B作为小GTP酶Ras超家族的成员, 是一种

在多物种中被广泛认可的初级纤毛标志蛋白分子 [2-3], 
它在中枢神经系统多种类型细胞的初级纤毛中特异

聚集 , 通过响应胞外信号刺激并介导Hedgehog、Wnt

A: 免疫荧光染色检测ARL13B(绿色, 白色箭头所指)在M059K和M059J细胞有丝分裂期的分布, 中心体和纺锤体中央区经γ-tub免疫荧光染色为

红色, 染色体经DAPI复染为蓝色。B: 免疫荧光染色检测ARL13B(绿色, 白色箭头所指)在HMC3细胞子代细胞中分布, 中心粒经γ-tub免疫荧光

染色为红色, 细胞核经DAPI复染为蓝色。C~E: 免疫荧光染色检测HMC3和M059K细胞处于有丝分裂期末期时ARL13B(绿色)的分布及其与中

间体微管(α-tub, 红色)的共定位(C), 并利用ImageJ分别测量HMC3细胞(D)和M059K细胞(E)白色虚线径迹上两种蛋白的共定位水平。

A: spatiotemporal localization of ARL13B (green, indicated by white arrows) in mitotic M059K and M059J cells, the centrosomes and spindle midzone 
were immunostained in red with γ-tub, the chromosomes were counterstained in blue by DAPI. B: immunofluorescence staining of ARL13B (green, 
indicated by white arrows) in the daughter cells, the centrioles were immunostained in red with γ-tub, and the chromosomes were counterstained in blue 
by DAPI. C-E: localizations of ARL13B (green) and midbody microtubule (α-tub, red) in telophase HMC3 and M059K cells were presented by immu-
nofluorescence staining (C), and the colocalization of ARL13B and γ-tub were measured along the white dot lines in HMC3 (D) and M059K (E) cells.

图3   ARL13B在HMC3和M059K细胞中间体上的定位存在差异

Fig.3   Localization of ARL13B at midbody is different between HMC3 and M059K cells
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等信号通路调控脑区发育、维持细胞正常功能 [7-9]。

尽管大多数研究表明小胶质细胞不产生初级纤毛结

构 , 但本研究发现ARL13B在小胶质细胞的有丝分

裂期会特异定位于中央纺锤体、分裂沟、收缩环、

中间体中央区等区域和位置 , 推动有丝分裂进程。

尽管它发挥作用的具体机制仍不清楚 , 但本研究揭

示了ARL13B在初级纤毛之外的新定位和非纤毛依

赖的新功能, 为其功能研究提供了新方向。

小 GTP酶 Ras超家族成员在细胞骨架动态

调控、细胞有丝分裂及细胞周期进程中发挥重

要的作用 [22]。其中 , Rho家族蛋白在中央纺锤体

MKLP1(mitotic kinesin-like protein 1)/MgcRacGAP
复合物的驱动下在赤道板位置特异激活 , 进而驱动

肌动蛋白F-actin聚合和肌球蛋白Myosin-2激活, 最终

确定分裂沟的起始位置、控制收缩环的形成及收缩

速度 [23-24]。本研究结果显示 , ARL13B在小胶质细胞

有丝分裂期的时空动态分布及形态 (图 2)与多种已

知的胞质分裂和中间体组装调控因子如PRC1(protein 
regulator of cytokinesis 1)[20-21]、MKLP1[20-21]、MgcRac-
GAP[20]、Aurora B[20-21]、KIF4(kinesin family member 4)[20]

等高度相似。作为Ras超家族的同族成员 , 我们推测

ARL13B可能在细胞有丝分裂进程中发挥着与Rho相
似甚至相同的功能。值得关注的是 , ARL13B不仅在

中间体阀体位置形成了与MKLP1/MgcRacGAP复合

物相同的环状结构 , 同时还在与阀体两侧中间体微管

交接位置形成了与PRC1、KIF4、Aurora B相似的双

棒状结构(图2), 提示ARL13B较Rho的互作蛋白数量

可能更多, 而功能也可能更为广泛。

HMC3作为一种小胶质细胞功能研究的常用体外

永生化细胞模型 , 在保留原代小胶质细胞许多表型和

A: HMC3细胞转染特异靶向ARL13B基因的siRNA(siARL13B-1#/2#)或阴性对照siRNA(NC), 蛋白质免疫印迹法检测细胞内ARL13B蛋白的表

达水平, 对条带进行灰度分析并计算相对表达量, GAPDH为上样内参。B、C: HMC3细胞转染siARL13B-1#/2#、NC后72 h, 显微镜拍照统计处

于有丝分裂期和末期细胞数量, 计算末期细胞在有丝分裂期细胞的比例(B), 并拍照展示代表性细胞形态(C), 白色箭头指示处于有丝分裂期末

期细胞, *P<0.05, **P<0.01, 与NC组相比。D: HMC3细胞转染siARL13B-1#/2#、NC后0、1、2、3天分别统计细胞数量并计算相对生长速率, 
*P<0.05, 与相同时间点NC组相比。E、F: HMC3细胞转染siARL13B-1#/2#、NC后48 h, 开展EdU掺入实验检测细胞增殖情况, 荧光显微镜拍照

统计EdU阳性(绿色)细胞比例(E)并展示代表性图片(F), 细胞核经DAPI染为蓝色; **P<0.01, ***P<0.001, 与NC组相比。

A: immunoblotting analysis of the expression of ARL13B in HMC3 cells transfected with siRNA targeting ARL13B (siARL13B-1#/2#) or negative con-
trol siRNA (NC), and GAPDH was used as a loading control. B,C: the number of cells in mitosis and telophase were captured by using microscope and 
the proportion of telophase cells in mitotic cell was calculated (B), representative images of cellular morphology (C), cells in telophase were indicated 
by white arrows, *P<0.05, **P<0.01 compared with NC group. D: relative cell number analysis of NC, siARL13B-1#, and siARL13B-2# groups for 0 
to 3 days. *P<0.05 compared with NC group at the same time point. E,F: proportion of EdU positive cells (green) of HMC3 cells transfected with NC, 
siARL13B-1#, and siARL13B-2# at 48 h post-transfection (E), and the representative images were captured by fluorescence microscopy (F), the nuclei 
were counterstained in blue by DAPI, **P<0.01, ***P<0.001 compared with NC group.

图4   抑制ARL13B表达阻碍HMC3细胞有丝分裂进程

Fig.4   Inhibition of ARL13B blocks the mitotic process in HMC3 cells
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形态学特征的同时 , 也表现出较快的增殖速度 [25]。本

研究显示, 在HMC3中ARL13B与中间体微管相邻连

接(图3C), 并没有明显的位置重叠(图3D), 而PRC1、
PLK1(polo-like kinase 1)、KIF4等也是以相同的方

式与中间体微管相互作用[20], 表明ARL13B在HMC3
细胞有丝分裂末期晚期可能主要参与中间体阀体

的动态变化 ; 而在M059K中 , ARL13B与中间体微

管具有大范围位置重叠 (图3C和图3E), 这与Aurora B
和MKLP2在中间体微管上的位置更为相似 [20], 表明

ARL13B在M059K细胞有丝分裂末期晚期不仅调节中

间体阀体动态变化 , 还参与中间体微管的组装。这些

结果提示, 在不同细胞的有丝分裂进程中, ARL13B的
相互作用蛋白应该存在一定的差异 , 这可能是导致其

在中间体微管上定位有所不同的主要原因。由于中

间体及中间体残体的组分、组装和解聚能够影响细

胞的增殖速度 [26], ARL13B在有丝分裂末期集中定位

于中间体阀体并与PLK1等激酶的相互作用 , 可能是

其促进HMC3细胞快速增殖的重要机制。

在具有初级纤毛的胶质瘤、胃癌、小细胞肺腺

癌等肿瘤细胞中 , ARL13B通过纤毛依赖的途经激活

Hedgehog、VEGF等信号通路 , 促进细胞增殖和肿瘤发

展[27-30]。然而, 尽管大部分实体瘤细胞的初级纤毛发生

过程受阻 , 甚至完全不形成初级纤毛结构 [31], 但在一些

不具有初级纤毛的乳腺癌细胞和组织中ARL13B的表

达同样明显上调 , 它通过与黏着斑上的整合素发生互

作, 促进细胞迁移和侵袭[32]。此外, 在自发癫痫小鼠

脑皮质损伤模型研究中发现 , 癫痫发作会导致海马

体齿状回区的星形胶质细胞初级纤毛中的ARL13B
表达水平下降, 乃至完全不表达, 但在损伤区邻近区

域内的星形胶质细胞中ARL13B表达水平发生显著

上调, 然而它并未富集于初级纤毛上, 而是广泛分布

于细胞质内, 可能参与调控细胞分裂和损伤修复[33]。

这些研究提示 , ARL13B还可能具有多种未被完全

揭示的非纤毛依赖的生物学功能。本研究首次发现

ARL13B在小胶质细胞的有丝分裂过程中聚集于胞

质分裂桥中央区域 (图1C), 并随着染色体分离呈现

出动态的形态变化 (图2), 并且这一现象普遍存在于

多种类型细胞中(图3A)。此外, 抑制ARL13B表达能

够影响细胞的有丝分裂进程并导致细胞增殖速率下

降 (图4)。因此 , 本研究在小胶质细胞中揭示了一种

ARL13B非纤毛依赖的、参与细胞分裂调控的新功

能, 但具体的分子机制仍有待深入研究。

尽管本研究初步揭示出小胶质细胞有丝分裂

期ARL13B的动态分布 , 但同样存在着一定的局限

性。首先 , 本研究开展了ARL13B与胞质分裂桥微

管、纺锤体微管、中间体微管的免疫荧光共染 , 明
确了其在有丝分裂期细胞内的时空动态分布 , 这与

ARL13B在人视网膜色素上皮细胞 hTERT-RPE1和
小鼠胚胎成纤维细胞NIH 3T3有丝分裂期的胞质分

裂桥上存在定位的最新研究结果相一致 [34], 由于本

研究缺少ARL13B与中间体、阀体等标志蛋白的共

定位染色, 尤其是三维共定位分析, 因而无法完全明

确它的准确定位。其次 , 本研究缺乏ARL13B在活

细胞中的实时动态分布数据 , 可以通过构建连接荧

光蛋白标签的融合表达载体技术 [35], 并结合活细胞

实时动态成像及分析系统 , 进一步明确ARL13B在

细胞有丝分裂期的分布、定位、形态 , 及其对细胞

有丝分裂进程的影响。再次 , 尽管本研究初步明确

了抑制ARL13B表达能够导致有丝分裂期细胞特别

是末期细胞比例下降 , 但它参与调控有丝分裂进程

的具体机制仍不清楚 , 而随着邻近标记技术的突破

性发展 , 以ARL13B为靶标的多种捕捉工具在纤毛

蛋白组动态特征研究中取得了一系列重要成果 [36-38]; 
还有研究利用邻近标记技术以 140种磷酸酶催化结

构域为靶标在60种细胞模型中筛选互作蛋白 , 发现

调控有丝分裂进程的磷酸酶PTPRH(protein tyrosine 
phosphatase receptor type H)和CTDSPL(carboxy-
terminal domain small phosphatase like)与ARL13B有
直接的相互作用[39], 提示ARL13B可能通过影响这两

种磷酸酶活性调节有丝分裂期进程 , 且该效应在多

种类型细胞中普遍存在。

最后 , 在本研究的免疫荧光实验中发现 , 细胞

的固定方法对ARL13B的染色效果具有明显的影响 , 
这与以往在初级纤毛免疫荧光染色研究中的报道是

一致的 [40]。通过在本研究实验体系条件下的预实验

比较, 发现冰甲醇固定后染色效果最佳, 其次为冰乙

醇、多聚甲醛 /冰甲醇联合 , 而单独使用多聚甲醛固

定后染色效果不佳。此外 , 染色效果还可能受细胞

类型、抗体特异性、透膜条件等因素的影响。因此, 
通过预实验筛选出最佳的固定方法是开展免疫荧光

染色和共定位实验必不可少的步骤。
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