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氧化应激下角质形成细胞中 YTHDC1升高促进 IL-1茁表达 *
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摘要 目的：探讨氧化应激下角质形成细胞内 m6A甲基化修饰酶 YTHDC1异常对促炎因子的调控机制。方法：通过Western blot

和 qRT-PCR实验检测氧化应激下角质形成细胞中 YTHDC1 蛋白和 mRNA 表达水平。siRNA转染至角质形成细胞以干涉

YTHDC1表达，随后继续给予 300 滋M过氧化氢处理，通过Western blot和 qRT-PCR实验检测角质形成细胞中促炎因子 IL-1茁蛋
白和 mRNA表达，进一步通过 ELISA检测细胞上清中 IL-1茁分泌，通过 CCK8法检测细胞存活水平。结果：1）过氧化氢刺激后人

角质形成细胞系 HaCaT细胞中 YTHDC1表达水平较未处理组明显升高；2）干涉 YTHDC1可以显著降低 HaCaT细胞中 IL-1茁表
达和上清中分泌；3）干涉 YTHDC1后 IL-1茁 mRNA稳定性下降，并且细胞存活率下降。结论：氧化应激下角质形成细胞中 m6A甲

基化修饰酶 YTHDC1表达水平升高，通过提高 mRNA稳定性促进 IL-1茁表达，可能是外界环境应激引起各种免疫性皮肤病的重
要机制。
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YTHDC1 Mediates IL-1茁 Expresion in Keratinocyte
under Oxidative Stress*

To explore the regulatory mechanism of abnormal m6A methylation modifying enzyme YTHDC1 on

pro-inflammatory factors in keratinocytes under oxidative stress. Western blot and qRT-PCR was used to detect the protein and

mRNA expression of YTHDC1 in keratinocytes after the stimulation with H2O2. siRNA was transfected into keratinocytes to interfere

with the expression of YTHDC1, and then treated with 300 滋M H2O2, the expression of pro-inflammatory factor IL-1茁 protein and

mRNA in keratinocytes was detected by Western blot and qRT-PCR. The secretion of IL-1茁 in the supernatant was further detected by

ELISA, and the cell survival level was detected by CCK8. 1) H2O2 increased the expression of YTHDC1 in HaCaT; 2) The

knockdown of YTHDC1 could significantly reduce the expression and secretion of IL-1茁 in HaCaT; 3) IL-1茁 mRNA stability and cell

viability decreased after YTHDC1 interference. m6A methylation modification enzyme YTHDC1 is involved in the stability

of IL-1茁 mRNA in keratinocytes under oxidative stress, which may be an important mechanism of autoimmune skin diseases induced by

external stress.
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前言

表皮中角质形成细胞在抵御外界环境刺激和维护局部免

疫稳态中具有重要作用[1，2]，是连接外界环境和皮肤局部免疫的

重要细胞。既往研究及我们课题组前期均发现在氧化应激等外

界有害刺激下角质形成细胞功能异常，分泌多种促炎介质如

IL1茁、CXCL10等，进而启动或加重局部免疫炎症反应，参与各
种皮肤疾病的发病和发展[3-5]。然而这些外界刺激介导角质形成

细胞分泌 IL-1茁、CXCL10等促炎介质，进而参与各种皮肤疾病
发病的具体机制目前尚未完全阐明。

IL-1茁是免疫炎症性皮肤病中一种关键的促炎免疫因子，
能够单独或诱导其他细胞因子分泌来参与免疫炎症反应、细胞

增殖和分化等病理生理过程。在免疫系统中 IL-1茁除了参与固
有免疫外，还参与 Th1、Th17诱导的适应性免疫应答反应。既

往研究证实 IL-1茁在银屑病、白癜风等多种皮肤病表皮中升
高，本课题组前期研究发现白癜风患者皮损处表皮中氧化应激

促进 IL-1茁表达升高，能够通过影响 CD8+T功能来特异性杀伤

黑素细胞[4]。因此 IL-1茁在表皮的局部激活是介导局部免疫炎
症反应，引发下游瀑布式级联炎症反应，最终参与皮肤疾病发

生和发展的重要炎症介质，其表达机制的研究对阐明多种皮肤
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病的发病具有重要意义，值得进一步研究。

表观遗传修饰是细胞应对外界环境应激以适应环境改变

的重要途径。近些年来，越来越多研究证实外界环境刺激能够

通过介导细胞内部遗传物质发生表观遗传重编程从而调控细

胞功能和表型，参与各种疾病发生进展[6-8]。其中 N6-甲基腺苷

甲基化修饰(m6A甲基化修饰)是 mRNA上最普遍的表观遗传

修饰方式，对外界环境变化感知较为敏感，能够通过甲基转移

酶、去甲基酶、识别蛋白三大修饰因子来调控靶基因 mRNA表

达，影响基因产物表达和细胞功能[9-13]。YTHDC1是细胞核内表

达的关键的 m6A甲基化修饰阅读蛋白，广泛参与 mRNA 剪

接、出核、稳定性等多个转录后加工过程，进而影响基因产物

表达和细胞功能，在急性淋巴细胞性白血病、胚胎干细胞分化

等疾病和生物学过程中已被证实具有重要作用[14，15]。由此我

们推测，外界刺激下角质形成细胞内 m6A 甲基化修饰酶

YTHDC1异常介导 IL-1茁表达，可能与各种皮肤病的发生和
发展密切相关。

1 材料和方法

1.1主要细胞、试剂和仪器

1.1.1角质形成细胞系 人表皮永生化角质形成细胞系 HaCaT

购自美国 ATCC公司，本实验室常规液氮保存。

1.1.2 实验试剂 siYTHDC1干涉序列由上海吉玛制药技术

有限公司合成，序列为：CGACCAGAAGAUUAUGAUAT，对照

siNC序列为 UUCUCCGAACGUGUCACG。CCK8试剂购自上

海七海复泰生物科技有限公司。胎牛血清购自美国 Gibco生命

科技公司。细胞转染试剂 Lipo3000购自美国 Invitrogen公司。

DMEM培养基购自美国 Hyclone公司。GAPDH、茁-actin、IL-1茁
抗体均购自美国 proteintech 公司 （GAPDH 抗体货号

60004-1-Ig；茁-actin 抗 体 货 号 66009-1-Ig，IL-1茁 抗 体货 号
16806-1-AP），YTHDC1抗体购自美国 Cell Signaling Technology

公司（货号 77422）。细胞质和核 RNA 纯化试剂盒订购于

Norgen公司（货号：21000）。

1.1.3实验仪器 免疫印迹蛋白电泳仪、免疫印迹蛋白转膜仪

（湿型）、免疫印迹凝胶成像系统均购自美国 Bio-Rad公司；荧

光定量 PCR检测系统购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 细胞培养 HaCaT 细胞系使用含 10%胎牛血清的

DMEM培养基。

1.2.2 细胞分组与处理 分别使用 100、200、300 滋M 浓度
H2O2刺激 HaCaT细胞，每个浓度设置 3个复孔，共进行 3次独

立重复试验，裂解细胞后收集蛋白和 RNA用于后续实验。在干

涉 YTHDC1（YTHDC1-siRNA）对 IL-1茁表达影响的实验中，分
组为 NC-siRNA，YTHDC1-siRNA、NC-siRNA+H2O2、YTHDC1-

siRNA+H2O2，每组设置 3个复孔，共设置 3次独立重复试验。

1.2.3 siRNA转染 取 2伊105个 /孔铺 6孔板，培养 24小时后

细胞长至 50 %密度时进行转染，配置转染体系：分别用 125 滋L
无血清 DMEM培养基重悬 5 滋L Lip 3000和 5 滋L siRNA，5分

钟后将两管混合均匀室温静置 20分钟，小心加入六孔板中，

37 ℃孵箱培养 48 h后做后续刺激。

1.2.4 Western blot实验 六孔板贴壁细胞用含蛋白酶抑制剂

的 RIPA裂解液冰上裂解 10 min，收集 EP管后于 12000 rpm

4 ℃离心 20 min，吸取上清按试剂盒步骤进行 BCA浓度检测，

剩余液体中加入 1/4 体积上样缓冲液，随后 100 ℃沸水煮

5 min。加入 10 %凝胶中进行电泳，蛋白充分分离后转至 PVDF

膜上，之后用 5 %脱脂牛奶室温封闭 1 h，置于稀释的一抗中

4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 10 min，三遍，二抗常温下孵育 1 h

后重复洗膜三遍，下一步进行显影。

1.2.5 RNA提取和 qRT-PCR实验 用 Trizol 试剂（Invitrogen）

提取总 RNA，用细胞质和核 RNA 纯化试剂盒产品说明书

（Norgen）分离胞核及胞质 RNA，随后逆转为单链 cDNA。按

Takara公司 SYBR② PremixExTaqTMⅡ操作说明进行 qRT-PCR

实验，通过 2-△ △ CT方法计算 mRNA的变化，并以 actin基因的转

录水平进行数值标准化。

1.2.6 CCK8 实验检测细胞活力 细胞以 5伊103/孔密度接种
96孔板，siRNA转染 48 h后给予每孔 10 滋L的 CCK8检测试

剂，在 37 ℃孵箱继续孵育 90 min，通过全自动酶标仪

（Bio-Rad）在 450 nm波长下检测吸光度以计算细胞存活率。

1.2.7免疫荧光 细胞以 5伊105/孔密度接种于小皿中，给予相
应处理后用 PBS洗 3遍，多聚甲醛固定和 Triton破膜后给予

一抗体 4℃孵育过夜，PBS清洗后二抗室温避光孵育 1 h，之后

用 DAPI染细胞核 10 min。皮肤组织切片用 Tris-EDTA高压修

复并用山羊血清室温封闭 30 min，之后用 IL-1茁抗体 4 ℃孵育

过夜，PBS清洗后给予二抗室温避光孵育 1 h，之后用 DAPI染

细胞核 10 min，最后甘油封片。

1.3 统计方法

通过 GraphPadPrism5软件进行统计分析，采取双尾非配

对 t检验或者 one-wayANOVA。数据以平均值依标准差展示，实
验均需独立重复至少 3次，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 氧化应激下 YTHDC1表达水平升高

我们分别给予 100、200、300 滋M过氧化氢处理角质形成
细胞系 HaCaT细胞，以模拟体外皮肤病体外氧化应激模型。通

过 Westrn-blot 和 qRT-PCR 实验检测过氧化氢处理前后

YTHDC1的蛋白和 mRNA表达水平。结果显示，过氧化氢处理

后角质形成细胞中 YTHDC1蛋白水平和 mRNA水平表达均

升高，且具有统计学差异（*P＜0.05，***P＜0.001，****P＜
0.0001），在此基础上进一步通过免疫荧光实验证实过氧化氢刺

激后 HaCaT细胞中 YTHDC1荧光强度显著增加（见图 1）。该

部分结果证实，外界氧化应激刺激下角质形成细胞中 m6A甲

基化修饰阅读蛋白 YTHDC1表达升高，提示氧化应激是诱导角

质形成细胞内遗传物质发生表观遗传重编程的重要始动因素。

2.2 YTHDC1干涉效率验证

为了探讨 YTHDC1在角质形成细胞中的作用，我们首先

合成了干涉 YTHDC1表达的 siRNA片段，并对其干涉效率分

别进行 qRT-PCR和Western-blot验证，结果均显示 YTHDC1

干涉效果良好，与阴性对照组（siNC转染组）相比，YTHDC1干

涉组（siYTHDC1转染组）细胞内 YTHDC1蛋白和 mRNA含量

显著下降（*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.0001）（见图 2）。
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图 1氧化应激下角质形成细胞内 YTHDC1表达水平升高

A.氧化应激下 HaCaT细胞中 YTHDC1 mRNA表达。B-C.氧化应激下 HaCaT细胞中 YTHDC1蛋白表达变化，Scale bar=50 滋m。
数据以平均值依标准差展示，n=3，*P＜0.05，***P＜0.001，****P＜0.0001，ns：无统计学意义，和对照组相比。

Fig. 1 The expression of YTHDC1 is significantly up-regulated in HaCaT cells under oxidative stress

A. The mRNA levels of YTHDC1 in HaCaT cells under oxidative stress.

B, C. The protein levels of YTHDC1 in HaCaT cells under oxidative stress, Scale bars=50 滋m.
Note: Data are expressed as mean依SD, n=3. *P＜0.05,***P＜0.001, ****P＜0.0001, ns: no significance, compare with the Control group.

图 2氧化应激下 HaCaT细胞中 YTHDC1干涉效率验证

A．qRT-PCR验证氧化应激下 YTHDC1干涉效率。B. Western blot验证氧化应激下 YTHDC1干涉效率。数据以平均值± 标准差展示，n=3，

*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.0001，ns：无统计学意义，和对照组相比。

Fig. 2 The efficacy of YTHDC1 knockdown in HaCaT cells under oxidative stress

A. Detection of YTHDC1 interference efficiency by qRT-PCR; B. Detection of YTHDC1 interference efficiency by Western blot.

Note: Data are expressed as mean依SD, n=3, *P＜0.05, **P＜0.01,****P＜0.0001, ns: no significance, compare with the Control group.

2.3 干涉 YTHDC1可显著降低角质形成细胞中 IL-1茁表达
为了探讨 YTHDC对促炎因子 IL-1茁的调控作用，我们转

染 siNC或 siYTHDC1以沉默 YTHDC1表达，分别通过West-

ern-Blot、qRT-PCR、免疫荧光检测细胞内 IL-1茁表达变化，结果
显示：与阴性对照组（siNC转染组）相比，氧化应激下 YTHDC1

干涉组（siYTHDC1转染组）IL-1茁细胞内蛋白和 mRNA表达

显著降低（**P＜0.01，****P＜0.0001）。进一步通过 ELISA检

测YTHDC1干涉前后HaCaT上清中 IL-1茁分泌水平，结果显示，
与对阴性对照组相比，YTHDC1干涉组（siYTHDC1组）HaCaT

上清中 IL-1茁分泌显著降低（*P＜0.05）。该部分结果证实角质

形成细胞中 YTHDC1升高能够促进 IL-1茁 mRNA和蛋白水平

表达（见图 3）。
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2.4 YTHDC1提高 IL-1茁稳定性
为了明确 YTHDC1对角质形成细胞增殖功能的影响以及

调控 IL-1茁mRNA 表达的具体分子机制，接下来我们通过
CCK8 法检测阴性对照组和 YTHDC1 干涉组中细胞存活水

平。结果显示，与阴性对照组相比，YTHDC1干涉组相比细胞存

活率下降，提示 YTHDC1能够促进角质形成细胞增殖（**P＜
0.01）。由于 YTHDC1能够通过影响 mRNA稳定性、出核等过

程来影响靶基因 mRNA表达[16-18]，接下来，我们首先用 5 滋g/mL
放线菌素 D分别给予 YTHDC1干涉组与阴性对照组处理 0 h、

3 h、6 h、9 h来抑制 DNA转录，通过 qRT-PCR检测剩余 mR-

NA含量，结果显示，YTHDC1干涉后 IL-1茁 mRNA稳定性下

降（***P＜0.001）。此外，我们还将对照组和 YTHDC1干涉组

胞核及胞质 RNA分离，通过 qRT-PCR检测核内外 IL-1茁 mR-

NA表达，结果显示，YTHDC1干涉前后胞核与胞质内 IL-1茁
mRNA比例无显著改变。该部分结果表明，干涉 YTHDC1能够

降低 IL-1茁 mRNA稳定性进而抑制其表达（*P＜0.05），见图 4。

3 讨论

皮肤作为人体抵御外界环境的第一道防线，不但能够直接

作为物理屏障保护机体免外界有害刺激损伤，还能够通过调控

局部免疫微环境来发挥免疫屏障作用。其中角质形成细胞是皮

肤最外层细胞并且在表皮中占比最大，是感受外界环境变化并

做出及时应答的最前卫细胞，对于皮肤局部免疫稳态的维持具

有重要作用。既往研究发现外界环境中氧化应激是启动皮肤局

部免疫的始动因素之一，在其参与下角质形成细胞功能异常，

能够介导各种促炎因子大量释放，从而引起局部免疫紊乱，但

具体机制尚不明确。其中 IL-1茁作为重要的促炎介质，已被证
实在氧化应激、紫外线、皮肤菌群等各种外界刺激下在银屑病、

白癜风等皮肤病的表皮中表达升高，但这些外界因素激活

IL-1茁表达的机制尚未完全明确。
随着近些年来对表观遗传修饰的研究越来越深入，多种研

究发现在外界环境刺激下细胞内部表观遗传修饰水平改变，是

导致细胞功能异常进而导致多种疾病的启动或加重原因。目前

研究较为多的遗传物质表观遗传修饰方式包括 DNA甲基化、

组蛋白乙酰化、mRNA 甲基化等。其中 m6A 甲基化修饰是

mRNA上最常见的表观遗传修饰方式，其能够通过调控 mRNA

转录后修饰等多个生物学过程，影响基因产物表达和细胞功

能，在乳腺癌、肥胖等多种疾病发生发展的重要作用逐渐被证

实[19，20]。目前已有研究证实在外界氧化应激、紫外线照射及亚砷

酸盐损伤下，皮肤角质形成细胞中 m6A甲基化修饰异常时能

够加重胞内氧化损伤，并且抑制抑癌基因 p53激活，而当紫外

线引起 DNA损伤时却能够快速发生 m6A甲基化修饰进而对

损伤位点进行修复[21-23]，这些研究均提示外界环境刺激下角质

形成细胞内部靶基因 mRNA上 m6A甲基化修饰水平改变，进

而引起基因产物表达异常。YTHDC1作为最重要的 m6A修饰

阅读蛋白 YTH家族中成员之一，且是唯一表达于胞核内的

YTH家族蛋白，对靶基因 mRNA表达调控作用广泛且重要。

最新研究发现外界热应激下，绵羊肝脏细胞中 YTHDC1、

图 3氧化应激下干涉 YTHDC1可显著降低角质形成细胞中 IL-1茁表达
A.氧化应激下 YTHDC1干涉后 HaCaT细胞上清中 IL-1茁分泌；B D.氧化应激下 YTHDC1干涉后 HaCaT细胞中 IL-1茁蛋白水平；

C.氧化应激下 YTHDC1干涉后 HaCaT细胞中 IL-1茁 mRNA水平。

数据以平均值± 标准差展示，n=3，*P＜0.05，**P＜0.01，****P＜0.0001，ns：无统计学意义，和对照组相比。

Fig. 3 The interference of YTHDC1 can significantly reduce the expression of IL-1茁 in HaCaT under oxidative stress.

A. The secretion of IL-1茁 in the supernatant of HaCaT cells when silencing YTHDC1 under oxidative stress; B, D. The protein levels of IL-1茁 when
silencing YTHDC1 in HaCaT cells under oxidative stress; C. The mRNA levels of IL-1茁 when silencing YTHDC1 in HaCaT cells under oxidative stress.

Note: Data are expressed as mean± SD, n=3,*P＜0.05，**P＜0.01,****P＜0.0001, ns: no significance, compare with the Control group.
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图 5氧化应激下角质形成细胞中 YTHDC1调控 IL-1茁表达机制图
氧化应激下角质形成细胞中 YTHDC1提高 IL-1茁 mRNA稳定性

Fig. 5 The mechanism diagram of YTHDC1 mediates IL-1茁 expression in
keratinocytes under oxidative stress

The mRNA stability of IL-1茁 is enhanced by YTHDC1 in keratinocytes

under oxidative stress

图 4 YTHDC1提高 IL-1茁 mRNA稳定性

A. YTHDC1干涉后 HaCaT细胞活力；B. YTHDC1干涉后 IL-1茁mRNA稳定性；C, D. YTHDC1干涉后 IL-1茁 mRNA胞核及胞质表达水平。数据

以平均值依标准差展示，n=3，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，ns：无统计学意义，和对照组相比。

Fig. 4 YTHDC1 enhance the stability of IL-1茁 mRNA
A. The cell viability of HaCaT cells when silencing YTHDC1; B. The mRNA stability of IL-1茁 in HaCaT cells when silencing YTHDC1;

C, D. The mRNA levels of IL-1茁 in nucleus and cytoplasm.
Note: Data are expressed as mean依SD, n=3,*P＜0.05, **P＜0.01, ***P＜0.001, ns: no significance, compare with the Control group.

METTL3等 m6A甲基化修饰酶表达上调[24]；在紫外线引起的

DNA损伤中，除了 METTL3-METTL14复合物快速定位到损

伤位点外，YTHDC1也能快速定位到 DNA损伤位点，通过对

核苷酸进行切除修复、同源重组等来修复损伤[25]。以上研究强

烈提示 m6A甲基化修饰酶 YTHDC1等发生改变，可能是连接

外界环境应激与角质形成细胞免疫炎症信号激活的桥梁。

本研究中我们的结果显示，外界氧化应激下角质形成细胞

中 m6A甲基化修饰酶中重要的识别蛋白 YTHDC1表达升高，

干涉 YTHDC1可以降低重要的促炎因子 IL-1茁 mRNA和蛋白

水平表达，提示 m6A甲基化修饰酶 YTHDC1可能是连接外界

应激、角质形成细胞、局部免疫炎症反应激活的关键环节。我们

进一步发现干涉 YTHDC1后 IL-1茁 mRNA稳定性下降，而出

核过程不受影响，证实氧化应激下角质形成细胞中 YTHDC1

表达升高是通过提高 IL-1茁 mRNA稳定性来促进其表达。而

YTHDC1对 IL-1茁的调控是否是以 m6A甲基化修饰方式来完

成还有待进一步明确，这将是我们接下来主要的研究内容之

一。综上所述，本研究首次证实氧化应激下角质形成细胞内

部 YTHDC1升高，通过影响 mRNA稳定性来调控促炎因子

IL-1茁表达。因此抑制 YTHDC1可能是角质形成细胞参与的皮

肤免疫炎症疾病的重要治疗靶点。
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