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YTHDC1 介导 ABCB6 上调诱导 AD 小鼠神经元细胞铁死亡
促进认知功能障碍机制的实验研究
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摘  要：目的 研究 ATP 结合盒 B 亚家族转运蛋白 6（ATP-binding cassette subfamily B transporter 6，ABCB6）对阿尔

兹海默症（Alzheimer’s disease，AD）小鼠认知功能障碍的影响及其可能的潜在调控分子机制。方法 通过注射 β- 淀

粉样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）构建体内 AD 小鼠模型；采用水迷宫测试和 Y 迷宫测试评估大鼠学习与记忆能力、

空间探索能力。通过神经元 HT22 细胞和 Aβ 构建体外 AD 细胞模型；采用 RNA 免疫沉淀（RNA immunoprecipita-
tion，RIP）分析 YTH 结构域包含蛋白 1（YTH domain containing proteins 1，YTHDC1）与 ABCB6 的结合关系；实时

定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测过表达和敲低转染效率；Western blot 检测 YTHDC1 和 ABCB6 蛋白，以及铁死亡

相关蛋白 [ 溶质载体家族 7 成员 11（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione 
peroxidase 4，GPX4）]表达水平；CCK-8检测细胞活力；检测丙二醛（malondialdehyde，MDA）、还原型谷胱甘肽（glutathione，
GSH）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平及 Fe2+ 含量。结果 AD 小鼠海马组织及 Aβ 诱导的 HT22 细

胞中 ABCB6 mRNA (3.51±0.17 vs 1.02±0.01 , 3.45±0.21 vs 1.02±0.01) 和蛋白 (3.25±0.14 vs 1.01±0.01 , 3.14±0.16 
vs 1.01±0.01) 水平均显著上调，差异具有统计学意义（t=-46.238，-20.349；-50.468，-23.013，均 P<0.001）。敲低

ABCB6 显著降低 AD 小鼠抵达平台的时间、到达平台距离，增加小鼠自发交替率和进入新异臂次数的比值（t=27.007，
11.264，24.414，19.901，均 P<0.001）。敲低 ABCB6 促进 HT22 细胞增殖，抑制 Aβ 诱导的 MDA，Fe2+ 水平上调和

GSH 水平下调，减少 ROS 生成，促进 SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达（t=2.883 ～ 26.122，均 P<0.05）。YTHDC1 蛋白通

过与 ABCB6 mRNA 结合促进其稳定性，上调 ABCB6 蛋白表达。敲低 YTHDC1 显著降低 ABCB6 蛋白水平（t=18.504，
P<0.001），促进 HT22 细胞增殖，升高 GSH 含量及 SLC7A11 和 GPX4 蛋白水平，降低 MDA 和 Fe2+ 含量，抑制

ROS 生成（t=4.404 ～ 14.486，均 P<0.05）。敲低 YTHDC1 可以改善 AD 小鼠学习与记忆能力和空间探索能力。过表

达 ABCB6 可逆转敲低 YTHDC1 对 HT22 细胞铁死亡和 AD 小鼠认知功能障碍的影响。结论 YTHDC1 可能通过介导

ABCB6 上调，诱导神经元细胞铁死亡，进而促进 AD 小鼠的认知功能障碍发生。
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Abstract: Objective To investigate the effects of ATP-binding cassette subfamily B transporter 6 subfamily B (ABCB6) on 
cognitive dysfunction in Alzheimer’s disease (AD) rats and its possible potential regulatory molecular mechanisms. 
Methods Amyloid β-protein (Aβ) was injected to construct the AD mouse model in vivo. Water maze test and Y maze test 
were used to evaluate the learning and memory ability and space exploration ability of rats. An in vitro AD cell model was 
constructed by HT22 cells and Aβ. The binding relationship between YTH domain containing 1 (YTHDC1) and ABCB6 was 
analyzed by RNA immuniprecipitation (RIP). Quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect 
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overexpression and knockdown transfection efficiency. Western blot analysis was performed to detect the expression levels of 
YTHDC1 and ABCB6 proteins, as well as ferroptosis related proteins [Solute Carrier Family 7 Member 11 (SLC7A11), 
Glutathione peroxidase 4(GPX4)]. Cell viability was detected with CCK-8. Malondialdehyde (MDA), Glutathione (GSH), 
Reactive oxygen species (ROS) levels and Fe2+ content were analyzed by the assay kit. Results The ABCB6 mRNA 
(3.51±0.17 vs 1.02±0.01 , 3.45±0.21 vs 1.02±0.01) and protein (3.25±0.14 vs 1.01±0.01 , 3.14±0.16 vs 1.01±0.01) levels  
in the hippocampus of AD mice and Aβ-induced HT22 cells were up-regulated，and the differences were statistically significant
（t=-46.238，-20.349；-50.468，-23.013，all P<0.001）. Knocking down ABCB6 decreased the time and distance of AD 
mice reaching the platform, and increased the ratio of spontaneous exchange rate to the number of times of entered the new arm 
(t=27.007，11.264，24.414，19.901，all P<0.001). Knockdown ABCB6 promoted HT22 cell proliferation, decreased levels of 
MDA and Fe2+, increased GSH levels, reduced ROS generation, and promoted expression of SLC7A11 and GPX4 proteins 
(t=2.883 ～ 26.122, all P<0.05). YTHDC1 protein promoted its stability by binding to ABCB6 mRNA and up-regulated the 
expression of ABCB6 protein. Knockdown of YTHDC1 decreased ABCB6 protein level (t=18.504, P<0.001), promoted the 
proliferation of HT22 cells, increased GSH content, SLC7A11 and GPX4 protein levels, decreased MDA and Fe2+ content, and 
inhibited ROS production (t=4.404 ～ 14.486, all P<0.05). Knocking down YTHDC1 could improve the learning and memory 
ability and spatial exploration ability of AD mice. Over-expression of ABCB6 reversed the effects of YTHDC1 knockdown on 
ferroptosis in HT22 cells and cognitive dysfunction in AD mice. Conclusion YTHDC1 may induce ferroptosis of neuronal cells 
by mediating the up-regulation of ABCB6, thus promoting cognitive dysfunction in AD mice.
Keywords: Alzheimer’s disease；YTH domain containing 1；ATP-binding cassette subfamily B transporter 6；ferroptosis；

cognitive dysfunction

阿 尔 茨 海 默 病（Alzheimer’s disease，AD）

是一种慢性进行性神经退变疾病，临床以记忆障

碍、言语能力丧失或情感淡漠为主要症状，严重影

响患者日常生活，给家庭及社会带来极大负担 [1]。

目前，AD 发病机制尚未完全明确，但是 β- 淀粉

样蛋白（amyloid β-protein，Aβ）细胞外沉积和

包括神经原纤维缠结的异常修饰的 Tau 蛋白积累

是其主要的病理学特征 [1-2]。现阶段基于分子生物

学研究为人类多种疾病的诊疗奠定了基础，故积

极研究 AD 发病机制及可能的生物分子标靶具有重

要临床意义。铁是参与中枢神经系统重要生物过

程的必需元素，如氧运输、神经递质的合成和代

谢等，在 AD 病理特征中，过量的铁积聚在不溶

性淀粉样斑块和神经原纤维缠结中 [3-4]。神经元铁

含量升高会加剧神经元细胞的氧化损伤，引发多

种病变，最终导致 AD 明显的认知缺陷 [4]。另一方

面，ATP 结合盒 B 亚家族转运蛋白 6（ATP-binding 
cassette  subfamily B transporter 6 ，ABCB6） 是 已

知的能量依赖性卟啉转运蛋白，参与血红素生物

的合成 [5]。而相关研究报道，血红素可以诱导神

经元细胞铁死亡，在中枢神经系统损伤后的应激

反应和 AD 神经元细胞凋亡中发挥重要作用 [6-7]。 
那么 ABCB6 是否可能通过调控 AD 神经元铁死亡，

进而参与 AD 进展尚不明确。因此，本研究通过

构建体内外 AD 小鼠模型和体外神经元 HT22 细胞

模型，利用功能获得和缺失实验探究了 ABCB6 对

AD小鼠认知功能障碍的影响及其潜在的调节机制，

旨在为开发新的有效的 AD 治疗靶标提供新的方向

和参考。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 实验动物：选取 70 只 8 周龄雄性 C57BL/6
小鼠，由西安交通大学实验动物中心提供，实验动

物使用许可证号 SYXK（陕）2020-005。将动物饲

养在 12 h 光照 / 黑暗循环，温度 20 ℃，湿度 60%
左右的环境中饲养。动物程序按照美国国立卫生研

究院出版的《实验动物护理和使用指南》进行，并

在本院伦理委员会批准后执行（伦理批号：2023-
1003）。

1.1.2 实验细胞：神经元 HT22 细胞由中国科学

院 干 细 胞 库 提 供， 在 补 充 有 10 g/dl 胎 牛 血 清 的

DMEM（100 U/ml 青霉素 - 链霉素）培养液中培养，

置于 37 ℃培养箱，每 48 h 更换一次培养液，待细

胞生长密度达到 70% 以上时进行传代。

1.2 主要试剂与仪器 Aβ25-35 粉末（纯度＞ 97%， 
批号：053M4804V，实验前将 Aβ25-35 溶于生理盐

水配置成所需浓度溶液保存备用）购自 Sigma 公

司；TRIzol 试 剂，PrimeScript RT Master Mix 试 剂

盒（美国 Invitrogen 公司）；DMEM 培养液和胎牛

血清（美国 Thermo Fisher 公司）；CCK-8 测定试

剂盒和 Fe2+ 测定试剂盒（美国 BioVision 公司）；

还 原 型 谷 胱 甘 肽（Glutathione，GSH） 及 丙 二 醛

（Malondialdehyde，MDA）测定试剂盒（南京建成

生物工程研究所）；免疫印记检测蛋白一抗（英国

Abcam 公司）；ABCB6 过表达载体（ABCB6）和

shRNA（sh-ABCB6），YTH 结构域包含蛋白 1（YTH 
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domain containing proteins 1, YTHDC1）过表达载体

（YTHDC1） 和 shRNA（sh-YTHDC1） 及 阴 性 对

照（vector 和 sh-NC）（上海生物工程科技有限公司）；

ABCB6 腺 病 毒 载 体（Ad-ABCB6），YTHDC1 腺

病毒载体（Ad-YTHDC1）及阴性对照（Ad-NC）（上

海 GenePharma 公司）；ABI Prism®7500 荧光定量

PCR 仪（美国 Applied Biosystems 公司）；酶标仪（美

国 Bio-Rad 实验室）。

1.3 方法

1.3.1 动物实验方法

1.3.1.1 AD 模型构建：通过注射 Aβ 至双侧海马

建立 AD 大鼠模型 [8]，剪除小鼠后眼角到两耳间的

毛发，消毒后剪开头皮暴露颅骨，棉签蘸取少量

30% 过氧化氢溶液擦拭创面，使得颅骨缝清晰可见。

使用颅骨钻钻穿颅骨，将小鼠固定在脑立体定位仪

上，微量进样器与颅骨钻孔平面垂直，缓慢匀速进

针。使用自动进样泵缓慢匀速推入 2 μg/ml 的 Aβ

溶液（使用前将 Aβ25-35 溶于生理盐水配置成所需

浓度溶液，过滤，37℃孵育 7 天），假手术组小鼠

注射等量生理盐水。结束注射后留针 90 s，缓慢出针，

缝合头皮，消毒创口。

1.3.1.2 实验动物分组：将实验小鼠随机分为假手

术 组（Sham 组，n=10） 和 AD 造 模 组（AD 组，

n=60），造模组通过注射 Aβ 至双侧海马建立 AD
大鼠模型。建模成功后将 AD 造模组随机分为模型

AD 组，AD+sh-NC1 组（转染 ABCB6 阴性对照序列），

AD+sh-ABCB6 组（转染小干扰 sh-ABCB6 序列），

AD+sh-NC2 组（转染 YTHDC1 阴性对照序列），

AD+sh-YTHDC1 组（转染小干扰 sh-YTHDC1 序列），

AD+sh-YTHDC1+ ABCB6 组（ 共 转 染 sh-YTHDC1
序列 +Ad-ABCB6 腺病毒载体），每组 10 只；分别

按照各组对应将相应序列和（或）腺病毒载体通过

颅骨上的转孔注射入小鼠双侧海马区，培养 14 天后

进行测试。然后腹腔注射 2g/dl 戊巴比妥钠（50 mg/
kg）实施安乐死，分离小鼠双侧海马组织进行后续

分析。

1.3.1.3 Morris 水迷宫实验评估小鼠学习与记忆能

力：将装有适温清水的黑色圆形水箱（直径 170 
cm，高度 50 cm）分成四个均等象限，在水箱特定

目标象限中放置直径 12 cm 的逃跑平台。前 5 天进

行位置导航测试，将小鼠头朝池壁放入水中指定象

限，记录小鼠找到水下平台的时间，如果时间超过

120 s，由实验人员将小鼠引导到平台上，停留 10 s，

将大鼠移走、干燥并放回相应的笼子；最后一次训

练测试后 24 h，拆除平台，进行探针测试。将小鼠

放在与目标象限（原平台象限）相反的位置，记录

小鼠进入目标象限的时间及次数，以此评估小鼠的

记忆能力。

1.3.1.4 Y 迷宫实验检测小鼠空间探索能力：Y 迷

宫由 3 个不透明塑料臂组成，分别命名起始臂、新

异臂和其他臂。实验前，用一块小隔板遮挡住新异

臂入口，将小鼠从起始臂起点放进 Y 迷宫里任其自

由活动 10 min。取走新异臂入口隔板，将小鼠从同

一起点处放入 Y 迷宫，进行 5 min 自由探索。两只

小鼠测试间隔中需及时用 75% 酒精清洁 Y 迷宫，

以确保气味不干扰实验。由 SMART-V 系统采集记

录小鼠活动轨迹及相关指标参数。

1.3.2 细胞实验方法

1.3.2.1 实验细胞分组：待 HT22 细胞培养至 70%
左右融合度时，将其分为对照组（Control 组，采

用与 Aβ 溶液等量的生理盐水处理 24h，其余不做

任何处理），Aβ 组（采用 30 μmol/L 的 Aβ 溶

液处理，溶液配置同动物实验），Aβ+sh-NC1 组

（转染 ABCB6 阴性对照序列），Aβ+sh-ABCB6
组（ 转 染 小 干 扰 sh-ABCB6 序 列），Aβ+sh-NC2
组（ 转 染 YTHDC1 阴 性 对 照 序 列 ），Aβ+sh-
YTHDC1 组（ 转 染 小 干 扰 sh-YTHDC1 序 列），

Aβ+sh-YTHDC1+Vector 组（ 转 染 sh-YTHDC1 序

列 +Vector 空载体），Aβ+sh-YTHDC1+ABCB6 组

（转染 sh-YTHDC1 序列 + 过表达 ABCB6 载体），

除 Control 组和 Aβ 组细胞外，其余各组细胞在转

染相应序列或载体后 48 h，再次采用 30 μmol/L 的

Aβ 处理 24 h，然后收集细胞。

1.3.2.2 qRT-PCR 检 测 转 染 效 率： 使 用 Trizol 试

剂 提 取 组 织 和 细 胞 总 RNA， 后 使 用 PrimeScript 
RT-PCR 试 剂 盒 根 据 说 明 书 将 RNA 逆 转 录 为

cDNA。 使 用 SYBR Green 进 行 PCR 扩 增， 反

应 条 件 为 95 ℃ 预 变 性 3min，95 ℃ 变 性 30s，

58 ℃ 退 火 30s，72 ℃ 延 伸 30s， 进 行 30 个 循

环。 以 GAPDH 作 为 内 参 基 因， 采 用 2-ΔΔCt 计

算 目 的 基 因 相 对 表 达 水 平。PCR 引 物 序 列：

ABCB6(F)：5’-GCGGCAGAATATGGCTTAG-3’，
(R)5’GATGGACGACAATCATCGG-3’；GAPDH 
(F)：5’ATGCTCAAGTACACCCTCATC-3’，(R) 
5’GGACACCGTAGGTTTACTGC-3’。
1.3.2.3 Western blot 检 测 YTHDC1，ABCB6， 溶

质载体家族 T 成员 II(solute carrier family T member 
II，SLC7A11)，谷胱甘肽过氧化物酶 4(glutathione 
peroxidase-4, GPX4) 蛋白表达：采用放射免疫沉淀

测定（RIPA）裂解液提取组织和细胞中总蛋白，

通过 BCA 测定试剂盒测量蛋白质浓度。在十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）中

分离蛋白样品，转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜上，用 5g/dl 脱脂牛奶室温封闭 2 h，加入 Anti-
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YTHDC1（1 ∶ 300）、Anti-ABCB6（1 ∶ 300）、

Anti-SLC7A11（1∶500）和 Anti-GPX4（1 ∶ 500）

一抗，4 ℃孵育过夜，次日加入 HRP 偶联二抗（1∶1 
000），室温孵育 1 h，TBST 洗膜三次，采用 ECL
试剂盒在凝胶成像系统上进行拍照，Image J 软件

测定蛋白条带灰度值。

1.3.2.4 RNA 免疫沉淀（RIP）测定：采用 Magna 
RIP 试剂盒进行 RIP 实验。将转染的细胞用裂解缓

冲液裂解，裂解物与抗胰岛素样生长因子 II mRNA 
结合蛋白（Anti-IGF2BP1）或阴性对照 IgG 抗体偶

联的磁珠孵育。用蛋白酶 K 消化这些小珠子中的蛋

白质和 RNA，后用 qPCR 检测免疫沉淀 RNA。

1.3.2.5 RNA 稳定性测定：放线菌素 D 实验用于

测定 RNA 稳定性。将细胞在 6 孔板中培养过夜，

加入 5 μg/ml 放线菌素 D 到细胞中，以抑制基因不

同时间点的转录表达。提取 RNA 并通过 qPCR 进

行测定，计算指定组中不同时间点的 RNA 水平。

1.3.2.6 CCK-8 检测细胞活力：根据试剂盒说明，

将转染后的 HT22 细胞悬液以 5×103 个 / 孔接种至

96 孔板培养 24 h，每孔加入 10 µl CCK-8 溶液，细

胞培养箱继续培养 2 h。利用酶标仪检测 450 nm 处

细胞的吸光度（A 值）进行数据分析。

1.3.2.7 生化指标检测：提取细胞裂解物，按照制

造商说明，分别采用丙二醛（MDA）测定试剂盒、

还原谷胱甘肽（GSH）测定试剂盒和 Fe2+ 检测试剂

盒检测 MDA，GSH 含量及细胞内 Fe2+ 相对水平；

细胞活性氧（reactive oxygen species，ROS）使用

ROS 检测试剂盒测量。

1.4 统计学分析 通过 SPSS 21.0 进行数据统计分

析，最终结果以均数 ± 标准差（x±s）表示。组

间样本两两比较采用 Student’s t 检验；多组间样本

比较采用单因素方差分析，进一步行组间两两比较

采用 LSD 检验。P < 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 ABCB6 在 AD 小鼠海马区的表达 结果显示，

AD组小鼠海马区Aβ蛋白（2.43±0.12 vs 1.00±0.02）

和 磷 酸 化 Tau 蛋 白（1.74±0.09 vs 1.01±0.03） 水

平显著高于 Sham 组，差异具有统计学意义（t=-

37.171，-24.333，均 P<0.001），提示 AD 模型构建

成功。此外发现，AD 组小鼠海马区 ABCB6 mRNA
（3.51±0.17 vs 1.02±0.01） 和 蛋 白（3.25±0.14 vs 
1.01±0.01）表达水平也显著高于 Sham 组，差异具

有统计学意义（t=-46.238，-50.468，均 P<0.001）。

2.2 敲低 ABCB6 改善 AD 小鼠认知功能障碍 见

表 1。敲低 ABCB6 表达显著降低 AD 小鼠海马区

ABCB6 蛋白水平。迷宫实验检测发现，与 Sham
组相比，AD 组小鼠抵达平台时间和到达平台距离

均明显增加，自发交替率和进入新异臂次数比值

明 显 较 低（t=31.649，14.953，28.205，23.768，

均 P<0.001）； 与 AD 组 相 比， 敲 低 ABCB6 表 达

明显抑制 AD 小鼠抵达平台时间和到达平台距离，

促进自发交替率和进入新异臂次数比值（t=27.007，

11.264，24.414，19.901，均 P<0.001）。

表 1  敲低 ABCB6 表达对 AD 小鼠认知功能的影响（x±s）

项  目 Sham 组 AD 组 AD+sh-NC1 组 AD+sh- ABCB6 组 F P

ABCB6 蛋白 1.01±0.01 3.25±0.14a 3.29±0.15 1.45±0.11b 945.844 <0.001

抵达平台时间 (s) 19.87±1.16 59.42±3.23 60.25±3.27 25.67±2.96 593.807 <0.001

到达平台距离 (cm) 21.12±1.76 38.59±2.97 38.19±3.14 25.43±2.35 116.154 <0.001

自发交替率 (%) 58.66±3.57 22.06±2.13 22.54±2.07 53.74±3.48 459.829 <0.001

进入新异臂次数比值 (%) 49.52±3.02 20.63±2.25 21.07±2.10 44.82±3.31 317.612 <0.001

注：a 与 sham 组相比，t=42.990，P<0.05；b 与 AD 组相比，t=34.545，P<0.05。

2.3 ABCB6 在 Aβ 诱导的海马神经元细胞中的表

达 研究采用 HT22 细胞构建体外 AD 模型，结果

显示与 Control 组相比，Aβ 组 HT22 细胞中 ABCB6 
mRNA（3.49±0.21 vs 1.02±0.01）和蛋白（3.14±0.16 
vs 1.01±0.01）表达水平显著上调，差异具有统计学

意义（t=-20.349，-23.013，均 P<0.001）。

2.4 敲低 ABCB6 抑制 Aβ 诱导的海马神经元细胞

铁死亡 见表 2。敲低 ABCB6 显著降低 HT22 细

胞中 ABCB6 蛋白水平。与 Control 组相比，Aβ 组

细 胞 活 力 和 GSH 含 量 显 著 降 低，MDA，ROS 和

Fe2+ 水平显著升高，铁死亡相关蛋白 SLC7A11 和

GPX4 表达水平也显著降低，差异具有统计学意义

（t=9.681，26.122，3.211，7.168，7.341，6.131，6.821，

均 P<0.05）；与 Aβ 组相比，敲低 ABCB6 则显著

升高细胞活力和 GSH 蛋白表达，降低 MDA，ROS
和 Fe2+ 水平，升高 SLC7A11 和 GPX4 蛋白表达，

差异具有统计学意义（t=14.522，2.883，21.624，

5.878，6.180，5.497，6.223，均 P<0.05）。
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表 2 敲低 ABCB6 对 Aβ 诱导的海马神经元细胞铁死亡的影响（x±s）

项目 Control 组 Aβ 组 Aβ+sh-NC1 组 Aβ+sh- ABCB6 组 F P

ABCB6 蛋白 1.00±0.02 3.23±0.15a 3.26±0.14 1.33±0.08b 358.389 <0.001

细胞活力 (A 值 ) 1.25±0.10 0.57±0.06 0.51±0.04 1.53±0.12 103.176 <0.001

MDA (nmol/mg) 2.34±0.25 5.76±1.79 5.71±1.86 2.64±0.28 6.217 <0.01

GSH (nmol/mg) 53.47±2.04 18.97±1.23 19.12±1.17 47.68±1.85 386.365 <0.001

Fe2+ (μmol/L) 3.04±0.36 8.41±1.22 8.36±1.15 4.06±0.52 29.772 <0.001

ROS(%) 13.26±2.13 29.87±3.42 30.01±3.27 15.69±2.30 30.063 <0.001

SLC7A11 蛋白 1.01±0.02 0.43±0.12 0.46±0.10 0.98±0.17 22.600 <0.001

GPX4 蛋白 1.02±0.03 0.45±0.11 0.44±0.08 0.96±0.15 28.532 <0.001

 注：a 与 Control 组相比，t=24.702，P<0.05；b 与 Aβ 组相比，t=21.379，P<0.05。

2.5 YTHDC1 通 过 促 进 ABCB6 mRNA 稳 定 性 上

调其蛋白表达 RIP 分析验证发现 ABCB6 mRNA
在 Anti-YTHDC1 抗 体 下 拉 的 复 合 物 中 显 著 富 集

（P<0.01），图 1A。与 Aβ 组 HT22 细胞相比，敲

低 YTHDC1 显著降低 ABCB6 mRNA 稳定性，降低

ABCB6 蛋白水平（P<0.001），见图 1B，表 3。表

明 YTHDC1 可能通过与 ABCB6 mRNA 结合促进其

稳定性，从而上调 ABCB6 蛋白表达。
表 3 YTHDC1 对 ABCB6 mRNA 稳定性及蛋白表达的影响（x±s）

项目 Control 组 Aβ 组 Aβ+sh-NC2 组 Aβ+sh- YTHDC1 组 F P

YTHDC1 蛋白 1.01±0.01 2.98±0.13 a 3.04±0.16 1.19±0.08b 299.273 <0.001

ABCB6 蛋白 1.00±0.02 3.23±0.15a 3.19±0.13 1.27±0.10b 348.825 <0.001

注：a 与 Control 组相比，t=21.799，24.477，均 P<0.05；b 与 Aβ 组相比，t=19.808，21.514，均 P<0.05。

A．RIP 法测定 ABCB6 mRNA 在 YTHDC1 抗体下拉复合物中富集情况；B．放线菌素 D 实验用于测定 ABCB6 mRNA 稳定性；**P<0.01。

图 1 YTHDC1 对 ABCB6 mRNA 稳定性的影响

2.6 过表达 ABCB6 逆转敲低 YTHDC1 对海马神经

元细胞铁死亡的抑制作用 见表 4。敲低 YTHDC1
显著降低 HT22 细胞中 YTHDC1 和 ABCB6 蛋白水

平（P<0.001）， 过 表 达 ABCB6 显 著 促 进 ABCB6
蛋白表达（P<0.001），但对 YTHDC1 蛋白水平没

有影响（P>0.05）。此外发现，敲低 YTHDC1 显著

升高 HT22 细胞活力，降低 MDA 和 Fe2+ 含量，升

高 GSH 含量，减少 ROS 产生，促进铁死亡相关蛋

白 SLC7A11 和 GPX4 表 达（ 均 P<0.05）； 过 表 达

ABCB6 能够逆转敲低 YTHDC1 对 HT22 细胞活力及

铁死亡的影响（均 P<0.05）。

2.7 YTHDC1 通过上调 ABCB6 促进 AD 小鼠认知

功能障碍 见表 5。敲低 YTHDC1 显著降低 AD 小

鼠海马组织中 YTHDC1 和 ABCB6 蛋白水平（均

P<0.001）； 敲 低 YTHDC1 显 著 降 低 AD 小 鼠 海

马组织中 Fe2+ 含量，促进 SLC7A11 和 GPX4 蛋白

表达（均 P<0.001）；过表达 ABCB6 可抵消敲低

YTHDC1 对 Fe2+ 含量及铁死亡蛋白表达的影响（均

P<0.001）。同时发现，敲低 YTHDC1 显著缩短了

AD 小鼠抵达平台的时间及到达平台的距离，增加

了小鼠自发交替率和进入新异臂次数的比值（均

P<0.001）；过表达 ABCB6 可逆转敲低 YTHDC1
对小鼠认知功能障碍的影响（均 P<0.001）。
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表 4  YTHDC1 调控 ABCB6 表达对海马神经元铁死亡的影响（x±s）

项目 Aβ+sh-NC2 组 Aβ+sh-YTHDC1 组 Aβ+sh- YTHDC1+Vector 组 Aβ+sh- YTHDC1 +ABCB6 组 F P

YTHDC1 蛋白 3.04±0.16 1.19±0.08a 1.21±0.10 1.20±0.09 202.747 <0.001

ABCB6 蛋白 3.19±0.13 1.27±0.10a 1.20±0.11 3.52±0.16b 281.814 <0.001

细胞活力 (A 值 ) 0.63±0.07 1.48±0.23a 1.50±0.20 0.71±0.11b 51.946 <0.001

MDA (nmol/mg) 5.21±0.32 2.34±0.17a 2.36±0.16 5.03±0.29b 127.623 <0.001

GSH (nmol/mg) 19.24±1.22 49.51±3.26a 50.03±3.15 24.67±2.04b 120.389 <0.001

Fe2+ (μmol/L) 8.16±1.97 3.43±0.74a 3.50±0.69 7.85±1.42b 11.942 0.003

ROS(%) 23.56±1.46 14.36±1.12a 14.25±1.15 25.30±1.50b 59.803 <0.001

SLC7A11 蛋白 1.02±0.01 3.20±0.67a 3.24±0.71 1.32±0.46b 14.590 0.001

GPX4 蛋白 1.00±0.01 3.31±0.70a 3.28±0.73 1.27±0.50b 14.776 0.001

注：a 与 Aβ+sh-NC2 组相比，t=20.245，18.504，10.470，14.320，14.486，4.404，8.543，4.948，5.015，均 P<0.05；b 与 Aβ+sh-YTHDC1 组相比，

t=21.684，5.689，13.422，11.887，4.115，10.159，4.267，4.429，均 P<0.05。

表 5 YTHDC1 调控 ABCB6 表达对 AD 小鼠认知功能障碍的影响（x±s）

项目 Sham 组 AD 组 AD+sh-NC2 组 AD+sh-YTHDC1 组 AD+sh-YTHDC1+ ABCB6 组 F P

YTHDC1 蛋白 1.01±0.02 2.87±0.16a 2.90±0.14 1.25±0.09b 1.26±0.07 758.592 <0.001

ABCB6 蛋白 1.01±0.01 3.25±0.14a 3.19±0.15 1.37±0.11b 3.09±0.17c 723.269 <0.001

Fe2+ (μmol/L) 4.74±0.56 11.67±2.05a 11.73±1.98 5.59±0.12b 10.85±1.65c 53.413 <0.001

SLC7A11 蛋白 1.00±0.01 0.35±0.17a 0.37±0.16 1.16±0.32b 0.44±0.15c 41.373 <0.001

GPX4 蛋白 1.01±0.02 0.41±0.13a 0.39±0.15 1.23±0.28b 0.46±0.16c 53.442 <0.001

抵达平台时间 (s) 19.87±1.16 59.42±3.23a 58.97±3.17 24.65±2.43b 54.71±2.48c 565.232 <0.001

到达平台距离 (cm) 21.12±1.76 38.59±2.97a 40.01±2.58 26.84±2.05b 41.25±3.04c 127.249 <0.001

自发交替率 (%) 58.66±3.57 22.06±2.13a 22.24±2.06 56.91±2.73b 27.12±2.26c 530.561 <0.001

进入新异臂次数比值 (%) 49.52±3.02 20.63±2.25a 19.68±1.99 45.97±3.21b 24.18±2.30c 312.832 <0.001

注：a 与 Sham 组相比，t=38.418，38.829，10.366，7.671，7.911，31.649，14.953，28.205，23.768，均 P<0.05；b 与 AD 组相比，t=33.461，

32.589，9.095，9.559，10.812，29.867，10.383，29.846，21.813， 均 P<0.05；c 与 AD+sh-YTHDC1 组 相 比，t=29.815，7.868，8.497，10.153，

25.821，12.733，25.513，18.757，均 P<0.05。

3 讨论

近年大脑铁含量失调在神经退行性疾病发病

机制研究中得到广泛报道，如帕金森病、亨廷顿

舞 蹈 症 (Huntington’s disease, HD)、 肌 萎 缩 侧 索

硬 化（amyotrophic lateral sclerosis，ALS） 和 AD
等 [9-12]。铁死亡（Ferroptosis）存在于与各种神经

系统疾病相关的神经细胞死亡中，并伴有脂质过

氧化、线粒体功能障碍和谷胱甘肽过氧化物酶 4
（GPX4）减少 [13-15]。脂质过氧化和 GPX4 失活被

认为是中枢神经病变过程中神经元死亡的重要机 
制 [7,16]。因此 AD 发生与神经元铁死亡的关系是目

前众多学者研究的方向之一。

ABCB6 是已知的能量依赖性卟啉转运蛋白，

能够参与血红素生物合成，而血红素是 AD 发生发

展的一个重要调节因子 [5]。有研究报道，血红素可

以与 AD 大脑组织中的 Aβ 蛋白形成 Aβ- 血红素

复合物，随着血源性游离血红素的积累，Aβ- 血

红素复合物不断聚集，可导致 AD 病理损伤 [17]。血

红素加氧酶 -1(HO-1) 能够将促氧化血红素转化为胆

绿素和胆红素（抗氧化剂），在 AD 大脑应激条件下，

促进恢复合适的组织氧化还原微环境，其代谢产物

可能会放大细胞内的氧化应激，加剧 AD 进展 [18]。 
本研究通过体内 AD 小鼠模型和体外细胞模型均证

实 ABCB6 可显著促进 Fe2+ 积累，降低了铁死亡相

关蛋白水平，表明 ABCB6 可能通过促进铁死亡参

与 AD 的发生发展。此外，有研究表明将 Aβ 寡

聚物注射到海马体中诱导的 Aβ 毒性可以增加铁

的积累，这一过程是由 Tau 介导的 [19-20]。本研究发

现 AD 小鼠海马区 Aβ 和磷酸化 Tau 蛋白升高，

而 Aβ 处理能直接诱导神经元细胞和海马组织中

ABCB6 升高，表明 Aβ 形成、Tua 聚集、ABCB6
上调和铁积累的复杂恶性循环。另一方面，程序性

细胞死亡途径的异常激活参与了神经退行性疾病的

过程，铁死亡的特征，如铁和脂质过氧化物的积累，

在神经系统疾病中广泛存在，与 AD 发病机制特征

相一致 [12, 21]。铁死亡被认为是 AD 发病机制中细胞
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死亡的一种独特机制 [21]，最新研究表明，铁死亡抑

制剂，如铁蛋白抑制素 -1 和利普司他汀 -1，可以

改善退行性脑疾病（如帕金森病）以及缺血性和出

血性中风模型中的神经元损失和认知障碍 [22]。在本

研究中发现，过表达 ABCB6 促进 AD 小鼠记忆丧

失和 Aβ 诱导的神经元细胞铁死亡；敲低 ABCB6
则抑制了 AD 小鼠记忆障碍和神经元铁死亡，进一

步证实了 ABCB6 在 AD 中的关键作用。

YTHDC1 是一种独特的 m6A 阅读器，其在细

胞核中的主要位置赋予了自身转录后调控功能，如

pri-mRNA 剪接、mRNA 输出和 mRNA 稳定性 [23-24]。 
AURKA 的核易位是 RNA 异常剪接的先决条件，核

AURKA 将 hnRNPK 招募到 YTHDC1，破坏 SRSF3
与 YTHDC1 的结合，可抑制 m6A-YTHDC1-SRSF3
复合物诱导的 RBM4-FL 产生，导致 m6A-YTHDC1-
hnRNPK 依 赖 性 外 显 子 跳 跃 产 生 RBM4-S[25]。

研 究 表 明，YTHDC1 可 以 通 过 调 节 mRNA 剪

接 和 核 输 出 促 进 肌 肉 干 细 胞 的 激 活 / 增 殖 [26]。 
本 研 究 发 现，YTHDC1 可 以 与 ABCB6 mRNA 结

合，并促进其稳定，从而上调 ABCB6 蛋白；敲低

YTHDC1 能够抑制神经元铁死亡和 AD 小鼠认知功

能障碍，过表达 ABCB6 可逆转 YTHDC1 的作用。

本研究强调了铁死亡在 AD 发病中的作用，证实

YTHDC1/ABCB6 参与 AD 小鼠认知功能障碍与其

调控神经元铁死亡相关，然而其两者发生作用的分

子机制还需后期进一步继续研究证实。

综上所述，YTHDC1 可能通过介导 ABCB6 上

调，促进神经元细胞铁死亡，进而诱导 AD 小鼠神

经元缺失和认知功能障碍。靶向 YTHDC1/ABCB6
或抑制铁死亡可能是未来 AD 治疗的一种新策略。
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