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METTL14介导ACSL4的m6A甲基化在
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摘要： 目的　探究 METTL14 介导 ACSL4 的 m6A 甲基化在髓核细胞铁死亡和细胞衰老中的作用。方法　

采用市售人髓核细胞，利用叔丁基氢过氧化物复制细胞模型，分别复制METTL14过表达和敲除的稳转细胞

株。通过分光光度法检测细胞内亚铁离子、MDA、GSH、GPX4 水平，流式细胞术检测 ROS 和细胞线粒体膜

电位，采用β-半乳糖苷酶染色评估细胞衰老情况。同时进行了甲基化RNA免疫共沉淀结合实时荧光定量聚

合酶链反应 （MeRIP-qRT-PCR） 和 RNA 稳定性实验，探究 METTL14 对 ACSL4 表达的调控作用。结果　

METTL14过表达在髓核细胞中导致显著的铁过载（P <0.05）、ROS相对表达量升高（P <0.05）、MDA水平增加

（P <0.05），以及GSH与GPX4水平下降（P <0.05），同时降低线粒体膜电位（P <0.05），从而促进了细胞衰老。通

过 MeRIP-qRT-PCR 和 RNA 稳定性实验发现 METTL14 调控 ACSL4 的表达，并影响其 mRNA 的稳定性。挽

救实验进一步证实 METTL14 通过调控 ACSL4 促进髓核细胞衰老的机制。结论　METTL14 通过介导 ACSL4

的 m6A 甲基化过程促进髓核细胞的铁死亡和衰老，为深入理解髓核细胞相关疾病的发病机制提供新的视角

和治疗靶点。
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Abstract:  Objective To elucidate the role of METTL14-mediated m6A methylation of ACSL4 in 

ferroptosis and senescence of nucleus pulposus cells.  Methods Human nucleus pulposus cells were utilized to 

establish a tert-butyl hydroperoxide-induced cell model. Stable cell lines were generated with either overexpression 

or knockdown of METTL14. Intracellular levels of ferrous ions, MDA, GSH, and GPX4 were quantified using 

spectrophotometry, while ROS and mitochondrial membrane potential were measured via flow cytometry. Cell 

senescence was evaluated through β-galactosidase staining. The methylated RNA immunoprecipitation (MeRIP) and 

quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), as well as RNA stability experiments, were performed 

to investigate the regulatory effects of METTL14 on ACSL4 expression.  Results METTL14 overexpression in 

nucleus pulposus cells caused significant iron overload (P < 0.05), increased ROS levels (P < 0.05), elevated MDA 

levels (P < 0.05), a significant decrease in GSH and GPX 4 levels (P < 0.05), and a reduction in the mitochondrial 

membrane potential (P < 0.05), thus promoting cellular senescence. Using MeRIP-qRT-PCR and RNA stability 
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assays, we found that METTL14 regulated the expression of ACSL4 and affected its mRNA stability (P < 0.05). The 

rescue experiment further confirmed that METTL14 promoted nucleus pulposus cell senescence by regulating ACSL 

4 (P < 0.05).  Conclusions This study unveils the role of METTL14 in promoting ferroptosis and senescence of 

nucleus pulposus cells via mediating m6A methylation of ACSL4, offering a novel perspective and potential 

therapeutic target for understanding the pathogenesis of diseases involving nucleus pulposus cells.
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椎间盘退变是一种常见的脊柱疾病，流行病学

数据显示，全球有大量人群受其影响[1-3]。据统计，

> 80% 的成年人在一生中至少会经历 1 次椎间盘退

变的症状，其中以 40～60 岁的中年人群为主[4-5]。椎

间盘退变会导致椎间盘的结构和功能发生变化，最

终导致脊柱的稳定性下降，引起腰背疼痛、神经根

压迫等症状，严重影响患者的生活质量[6]。研究表

明，椎间盘退变的发病机制与多种因素有关，包括

基 因 表 达 调 控、细 胞 凋 亡、炎 症 因 子 释 放 等[7]。 其

中 ，基 因 表 达 调 控 在 椎 间 盘 退 变 中 扮 演 着 重 要 角

色[8]。最近研究发现，ACSL4 是一种脂肪酰辅酶合成

酶，其过度表达与椎间盘细胞的凋亡和炎症反应有

关，进而加速了椎间盘退变的进程。因此，寻找椎

间盘退变的作用靶点对于预防和治疗该疾病具有

重要意义。

m6A 表观遗传学修饰是一种重要的 RNA 修饰

方 式 。 有 研 究 发 现 ，m6A 修 饰 在 椎 间 盘 退 变 的 发

生、发展中起着重要作用[9-11]。有研究表明，m6A 修

饰水平在椎间盘组织中明显下降，导致一系列基因

的表达异常，从而影响椎间盘的稳定性和功能[12-14]。

此外，m6A 修饰还可以调控一些关键信号通路，进

一步加剧椎间盘退变的进程。ACSL4 介导的细胞

铁 死 亡 与 髓 核 细 胞 衰 老 之 间 存 在 一 定 的 关 联 。

ACSL4 是 一 种 参 与 细 胞 脂 质 代 谢 的 酶 ，在 细 胞 内

负责催化脂肪酸与辅酶 A 结合形成酰辅酶 A。有研

究表明，ACSL4 介导的细胞铁死亡过程中，铁离子

的 积 累 会 导 致 细 胞 内 氧 化 应 激 增 加 ，进 而 引 发 细

胞凋亡或坏死。而在髓核细胞中，铁离子的过度积

累也会导致细胞氧化损伤和衰老现象。因此，需要

进一步研究来揭示两者之间的具体机制和相互作

用。本研究旨在探究 METTL14 通过介导 ACSL4 的

m6A 甲基化促进髓核细胞铁死亡及细胞衰老的机

制，对于深入理解椎间盘退变的发病机制具有重要

意义。

1 材料与方法

1.1　细胞和主要试剂

人髓核细胞购自于上海康朗生物科技有限公

司 ，叔 丁 基 氢 过 氧 化 物（Tert-butyl hydroperoxide, 

TBHP）购自于美国 GIBCO 公司，DMSO、慢病毒、亚

铁离子检测试剂盒、丙二醛（Malonaldehyde, MDA）

检测试剂盒、谷胱甘肽（Glutathione, GSH）检测试剂

盒、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4,
GPX4）检测试剂盒、β-半乳糖苷酶染色试剂盒、放

线菌素 D、RNA 提取试剂盒、cDNA 合成试剂盒、实时

荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative real-time 

polymerase chain reaction, qRT-PCR）试剂盒、甲基化

RNA 免疫共沉淀（MeRIP）试剂盒、Western blotting 试

剂盒、活性氧类（reactive oxygen species, ROS）检测试

剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒、TRIzol 试剂盒均购

自于美国 Invitrogen 公司。

1.2　分组

根 据 研 究 目 的 和 方 法 ，将 人 髓 核 细 胞 进 行 分

组。对照组：细胞使用等量 DMSO 处理，作为基础对

照。模型组：细胞经过 TBHP 诱导复制氧化压力模

型。为全面评估 METTL14 在髓核细胞铁死亡与细

胞衰老中的作用，笔者设计了两个系列的对照组、

实验组，以确保结果的可靠性与有效性。这两个系

列的实验分别采用了不同的干预手段（过表达和敲

除），以验证 METTL14 在不同条件下的功能。模型 +

METTL14 过 表 达 组 ：TBHP 诱 导 的 模 型 细 胞 中 ，

METTL14 基因过表达。并分为模型 + sh-METTL14

组 ：TBHP 诱 导 的 模 型 细 胞 中 ，METTL14 基 因 被

敲 除。模型 + oe-NC + sh-NC 组：此分组同时使用

过 表 达 METTL14 基 因（oe-NC 指 标 准 对 照 的 过 表

达）和 shRNA 的负对照，可以用来探究过表达基因

在 非 特 异 性 shRNA 背 景 下 的 效 应 。 模 型 + 

METTL14 + sh-NC 组：此分组 METTL14 基因被过表

达 ，同 时 使 用 shRNA 负 对 照 ，用 来 研 究 METTL14
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基 因过表达的效果，并排除 shRNA 引入的干扰。模

型 + METTL14 + sh-ACSL4 组 ：此 分 组 同 时 过 表 达

METTL14 基因、沉默 ACSL4 基因，用于探索这两种

基因表达变化交互作用对生物学性质的影响。模

型 + sh-METTL14 + oe-NC 组：此分组沉默 METTL14

基因，同时过表达一个可能的标准对照基因，这样

的 组 合 有 助 于 理 解 在 标 准 对 照 过 表 达 的 背 景 下

METTL14 沉默的具体影响。模型 + sh-METTL14 + 

ACSL4 组：此分组涉及沉默 METTL14 基因和过表达

ACSL4 基因，旨在研究在 ACSL4 过表达的情况下，

METTL14 沉默所产生的影响。模型 +NC 组为模型

组转入标准对照的过表达，模型 +sh-NC 组为模型

组转入 shRNA 的负对照。

1.3　方法

1.3.1 　 细胞培养及转染 　人髓核细胞在含有适当

浓度培养基（DMEM/F12）的细胞培养皿中培养。置

入 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱。为复制铁过载细胞

模型，采用 TBHP 进行细胞诱导[15]。具体操作步骤

如下：将 TBHP 按照实验所需浓度配制成工作液，加

入到培养皿中，与细胞共培养一定时间，以诱导铁

过 载 状 态 的 髓 核 细 胞 。 采 用 慢 病 毒 转 染 技 术 ，将

METTL14 基因的携带载体与辅助载体共转染至包

装细胞中，通过病毒颗粒包装 METTL14 的载体。将

包含 METTL14 慢病毒颗粒的培养上清收集，与人髓

核细胞共培养一定时间，使其稳定表达 METTL14。

将稳转细胞株分别处理为 METTL14 过表达和敲除

的组别，并使用 TBHP 进行细胞诱导，复制稳转细胞

株 的 铁 过 载 模 型 。 在 培 养 过 程 中 ，定 期 更 换 培 养

基，保持培养皿内细胞的健康状态。同时，细胞的

传代也需按照标准操作进行。

1.3.2 　 Western blotting 检测 METTL14、ACSL4 蛋白

表达 　收集不同处理组的人髓核细胞，并用 RIPA 

Lysis 缓冲液裂解细胞，提取蛋白质。再使用 BCA 蛋

白定量试剂盒确定蛋白质浓度，并将蛋白样品以相

同的蛋白质浓度加载到 SDS-PAGE 凝胶上进行电泳

分离。分离后将蛋白转移到 PVDF 膜上，后用 5% 脱

脂奶粉或 3% BSA 进行膜的阻断处理。接下来，使

用特异性的一抗体进行孵育，包括 METTL14、ACSL4

的 一 抗 ，与 适 当 的 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 二 抗 结

合。使用 ECL 亮光发生剂观察蛋白带，并通过化学

发光成像系统进行成像和分析。

1.3.3 　 流式细胞术检测 ROS 相对表达量 　收集对

照组、模型组及转染相关载体的髓核细胞，分别进

行预处理。细胞按照各组设定条件处理后，分别添

加 ROS 探针，避光孵育，促使 ROS 与探针结合，以对

照组作为参照，利用流式细胞仪检测细胞内 ROS 相

对表达量。

1.3.4 　 流式细胞术检测细胞线粒体膜电位 　收集

待检测的髓核细胞，离心弃上清液，收集细胞沉积。

使 用 含 有 荧 光 探 针（如 JC-1）的 染 料 缓 冲 液（1×

PBS）对细胞进行染色，按照荧光染色试剂盒说明书

中的推荐浓度进行稀释。染色后，将细胞在室温条

件下孵育一段时间，以确保荧光探针充分进入细胞

内。随后，使用流式细胞仪进行样品检测，设置相

应的激发波长和荧光信号收集通道。通过流式细胞

仪测量细胞中荧光信号的强度，并记录结果。根据

荧光信号的强度，分析细胞线粒体膜电位的变化。

1.3.5 　 分光光度法检测细胞内亚铁离子 、MDA、

GSH、GPX4 水平 　取得所需试剂和仪器，配制细胞

裂解液和缓冲液，对仪器进行预热和校准。将收集

的细胞沉淀加入适量的细胞裂解液，并在冰上振荡

裂解，保证细胞完全溶解。将裂解后的细胞溶液进

行高速离心，去除细胞核和细胞膜碎片，收集上清

液。将上清液分别置于分光光度计的反应槽中，设

置 合 适 的 检 测 波 长 ：亚 铁 离 子 在 535 nm，MDA 在

532 nm，GSH 在 412 nm，GPX4 在 340 nm。根据吸光

度值计算出各组细胞中亚铁离子、MDA、GSH、GPX4

水平。

1.3.6 　 β - 半 乳 糖 苷 酶 染 色 评 估 细 胞 衰 老 情 况 　

β - 半 乳 糖 苷 酶 染 色 方 法 是 通 过 检 测 细 胞 内

β -galactosidase（β-Gal）活性来判断细胞老化程度。

具 体 步 骤 如 下 ：使 用 含 有 不 同 处 理 的 髓 核 细 胞 培

养 物 ，包 括 对 照 组 、模 型 组 及 经 过 METTL14 过 表

达 或敲除处理后的细胞。将培养好的细胞收集于

离心管中，进行离心处理以去除培养基。使用 PBS

缓冲液洗涤细胞，并加入 4% 的多聚甲醛溶液进行

细胞固定。在固定的细胞上加入 β-半乳糖苷酶染

色液，在 37 ℃染色 12 h。使用显微镜观察染色结果，

选择随机视野拍摄图像。对图像中的细胞进行计

数，包括染色阳性和阴性细胞数。计算染色阳性细

胞 的 百 分 比 。 同 时 ，通 过 模 型 + METTL14 + sh-

ACSL4 组（即过表达 METTL14 基因同时沉默 ACSL4

基因）和模型+ sh-METTL14+ACSL4 组（即同时沉默
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METTL14基因和过表达ACSL4基因）进行挽救实验，以

探究 METTL14、ACSL4 在细胞衰老的调控机制和相

互作用。

1.3.7 　 RNA 稳定性实验 　为进一步探究 METTL14

对 ACSL4 表 达 的 调 控 机 制 ，本 研 究 使 用 基 因 转 录

抑 制 剂 放 线 菌 素 D 对 细 胞 进 行 干 预 ，以 模 拟 不 同

条 件下 RNA 的稳定性变化。具体步骤如下：将人

髓 核细胞分别分为 sh-NC 组、sh-METTL14 组。sh-

NC 组 细 胞 作 为 对 照 组 ，sh-METTL14 组 细 胞 用 于

敲 除 METTL14 基 因 ，分 别 给 予 sh-NC 组 和 sh-

METTL14 组细胞相同浓度的放线菌素 D 处理，以抑

制基因转录。使用 TRIzol 法从各组处理后的细胞

中提取总 RNA。使用 RNA 纯化试剂盒进行 RNA 纯

化 ，保证 RNA 的纯度和完整性。利用逆转录酶将

RNA 转 录 成 cDNA。 使 用 特 定 的 引 物 和 探 针 对

ACSL4 基因进行 qRT-PCR。采用 β-actin 作 为 内 参

对 数 据 进 行 标 准 化 ，以 消 除 实 验 中 的 变 异 性 。

ACSL4 正 向 引 物 ：5'-AGTGGAGGAGGAGGAGGA

GG-3' ，反 向 引 物 ：5'-CCACAGGAGGAGGAGGAGG

AG-3' ，均 为 20 bp ；β-actin 正向引物：5'-AGAGCTA

CGAGCTGCCTGAC-3' ，反 向 引 物 ：5'-TGAAGGTAGT

TTCGTGGATGC-3' ，均 为 20 bp ，反 应 体 系 ：10 μL 

SYBR Green PCR Master Mix、0.5 μL 正向引物、0.5 μL

反向引物、1 μL cDNA 模板、8 μL nuclease-free。反

应条件：95 ℃预变 性 10 min，95 ℃ 变 性 15 s，60 ℃

退火 1 min，共 40 个循环。

1.3.8 　 qRT-PCR 检测 ACSL4 mRNA 相对表达量 

为进一步研究 METTL14 对 ACSL4 的 m6A 甲基化的调

控作用，笔者进行了甲基化 RNA 免疫共沉淀（MeRIP）

实验，并结合 qRT-PCR 对 m6A 修饰的 ACSL4 mRNA

进行定量分析。笔者采用特异性抗体对 m6A 修饰的

RNA 进行免疫沉淀，随后提取 RNA，并使用逆转录酶

将其转录为 cDNA。利用设计好的 ACSL4 基因的特异

性引物进行 qRT-PCR，以 2-ΔΔCt法计算实验后 2、4、6、8

和 10 h ACSL4 mRNA 相对表达量。

1.4　统计学方法

数据分析采用 SPSS 25.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）或中位数（下四分位数，上四

分位数）[M（P25，P75）]表示，比较用单因素方差分析、重

复测量设计的方差分析或 H 检验，两两比较用 SNK-q 

检验或 χ2检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　METTL14诱导髓核细胞内铁过载

对照组、模型组、模型 + NC 组、模型 + METTL14

组 亚 铁 离 子 水 平 分 别 为（95.12±12.46）、（165.20±

24.58）、（166.32±37.74）、（221.14±30.37），经单因素

方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =23.215，P =

0.000），模型组、模型 + METTL14 组分别较对照组、

模型 + NC 组高（P <0.05）。

对照组、模型组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-

METTL14 组 亚 铁 离 子 水 平 分 别 为（99.56±12.79）、

（171.65±22.46）、（169.56±31.46）、（125.67±23.46），

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =26.781，

P =0.000），模型组较对照组高（P <0.05），模型 + sh-

METTL14 组较模型 + sh-NC 组低（P <0.05）。

2.2　METTL14升高髓核细胞内ROS相对表达量

对照组、模型组、模型 + NC 组、模型 + METTL14

组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-METTL14 组 ROS 相

对 表 达 量 分 别 为（100.00±27.63）% 、（256.0±

23.58）% 、（263.30±37.63）% 、（640.30±72.67）% 、

（263.30±13.01）%、（158.00±7.81）%，经单因素方差

分析，差异有统计学意义（F =69.440，P =0.000），模型

组、模型+ METTL14 组分别较对照组、模型 + NC 组

高（P <0.05），模型 + sh-METTL14 组较模型 + sh-NC

组低（P <0.05）。见图 1。

2.3　METTL14 升高髓核细胞内 MDA 水平、降低

GSH和GPX4水平

对照组、模型组、模型 + NC 组、模型 + METTL14

组 MDA、GSH 及 GPX4 水 平 比 较 ，经 单 因 素 方 差 分

析，差异均有统计学意义（P <0.05），模型组、模型 + 

METTL14 组 MDA 水平分别较对照组、模型 + NC 组

高（P <0.05），GSH、GPX4 水平分别较对照组、模型 + 

NC 组低（P <0.05）。见表 1。

对照组、模型组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-

METTL14 组 MDA、GSH 及 GPX4 水平比较，经单因素

方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05），模型组

MDA 水平较对照组高（P< 0.05），GSH、GPX4 水平较

对照组低（P <0.05）。模型 + sh-METTL14 组 MDA 水

平较模型 + sh-NC 组低（P <0.05），GSH 与 GPX4 水平

较模型 + sh-NC组高（P <0.05）。见表 1、2。
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2.4　METTL14对髓核细胞线粒体膜电位的影响

对照组、模型组、模型 + NC 组、模型 + METTL14

组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-METTL14 组线粒体

膜电位下降细胞比例分别为（0.08±0.02）、（0.21±

0.03）、（0.22±0.03）、（0.60±0.07）、（0.24±0.01）、

（0.14±0.02），经单因素方差分析，差异有统计学意

义（F =90.270，P =0.000）。模型组较对照组高（P <

0.05），模 型 + METTL14 组 较 模 型 + NC 组 高（P <

0.05），模 型 + sh-METTL14 组 较 模 型 + sh-NC 组 低

（P <0.05）。见图 2。

2.5　METTL14促进髓核细胞衰老

对照组、模型组、模型 + NC 组、模型 + METTL14

组 β - 半 乳 糖 苷 酶 染 色 阳 性 率 分 别 为（20.11±

2.56）%、（31.64±2.87）%、（29.32±2.58）%、（39.54±

2.84）% ，经 单 因 素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（F =14.247，P =0.000），模 型 组 较 对 照 组 高（P <

0.05），模 型 + METTL14 组 较 模 型 + NC 组 高（P <

0.05）。见图 3。

对照组、模型组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-

METTL14 组 β - 半 乳 糖 苷 酶 染 色 阳 性 率 分 别 为

（20.46±2.46）% 、（34.54±1.79）% 、（36.79±2.65）% 、

（22.14±1.86）%，经单因素方差分析，差异有统计学

意义（F =23.456，P =0.000），模型组较对照组高（P <

0.05），模 型 + sh-METTL14 组 较 模 型 + sh-NC 组 低

（P <0.05）。见图 4。

2.6　METTL14促进ACSL4的表达

对 照 组 、模 型 组 、模 型 + NC 组 、模 型 + 

METTL14 组 ACSL4 蛋白相对表达量分别为（0.21±

表1　对照组、模型组、模型 + NC组、模型 + METTL14组

MDA、GSH及GPX4水平比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

模型 + NC 组

模型 + METTL14组

F 值

P 值

MDA/

（nmol/mg）
99.64±11.46

148.64±19.46

151.32±22.34

201.14±20.37

16.834

0.000

GSH/

（μmol/mg）

98.12±12.54

69.20±22.78

79.32±27.74

51.14±30.37

18.456

0.000

GPX4/

（u/mg）

99.17±11.46

75.20±24.58

76.32±37.74

41.14±30.37

19.579

0.000
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图1　流式细胞术检测过表达和敲除METTL14对髓核细胞ROS水平的影响

表 2　对照组、模型组、模型 + sh-NC组、模型 + sh-

METTL14组MDA、GSH及GPX4水平比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

模型 + sh-NC组

模型 + sh-METTL14组

F 值

P 值

MDA/

（nmol/mg）
99.12±12.79

147.46±18.84

151.79±22.65

101.14±18.56

21.479

0.000

GSH/

（μmol/mg）

97.35±12.94

79.20±22.86

81.32±27.64

91.14±30.37

19.744

0.000

GPX4/

（u/mg）

99.67±13.64

75.56±24.87

76.32±27.67

91.14±30.64

21.464

0.000
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0.14）、（0.54±0.09）、（0.59±0.08）、（0.92±0.08），经

单 因 素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =27.746，

P =0.000），模 型 组 较 对 照 组 高（P <0.05），模 型 + 

METTL14 组 较 模 型 + NC 组 高 （P <0.05） 。

见图 5。

对照组、模型组、模型 + sh-NC 组、模型 + sh-

METTL14 组 ACSL4 蛋白相对表达量分别为（0.51±

0.08）、（0.72±0.07）、（0.73±0.06）、（0.52±0.08），经

单因素方差分析，差异有统计学意义（F =17.462，P =

0.000），模 型 组 较 对 照 组 高（P <0.05），模 型 + sh-

METTL14 组 较 模 型 + sh-NC 组 低（P <0.05）。 表 明

METTL14 促进 ACSL4 的表达。见图 6。
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图2　流式细胞术检测过表达和敲除METTL14对髓核细胞线粒体膜电位的影响

                                                   对照组                                模型组                          模型 +NC 组                模型 +METTL14 组

图3　过表达METTL14对髓核细胞衰老的影响　（β-半乳糖苷酶染色×200）

                                                   对照组                               模型组                       模型 + sh-NC 组          模型 + sh-METTL14 组

图4　敲除METTL14对髓核细胞衰老的影响　（β-半乳糖苷酶染色×200）

ACSL4

GAPDH

74 kD

37 kD

1              2              3              4

1：对照组； 2：模型组； 3：模型 +NC 组； 4：模型 +METTL14 组。

图5　蛋白条带图
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2.7　METTL14 调控 ACSL4 的稳定性而影响其

表达

模型 + sh-NC 组与模型 + sh-METTL14 组不同

时间点的 ACSL4 mRNA 相对表达量比较，经重复测

量数据的方差分析，结果：①不同时间点的 ACSL4 

mRNA 相对表达量比较有差异（F =8.963，P =0.000）；

② 两 组 ACSL4 mRNA 相 对 表 达 量 比 较 有 差 异（F =

5.509，P =0.000），模 型 + sh-METTL14 组 较 模 型 + 

sh-NC 组低；③两组 ACSL4 mRNA 相对表达量的变

化 趋 势 比 较 有 差 异（F =20.712，P =0.000）。 见 图 7

和表 3。

2.8　METTL14通过调控ACSL4促进髓核细胞衰老

挽 救 实 验 结 果 显 示 ，对 照 组 、模 型 组 、模 型 + 

oe-NC + sh-NC 组 、模 型 + METTL14 + sh-NC 组 、

模 型 + METTL14 + sh- ACSL4 组 β - 半 乳 糖 苷 酶 染

色阳性率分别为（21.56±2.46）%、（26.46±2.78）%、

（25.97±2.48）% 、（44.79±3.43）% 、（38.54±3.13）% ，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =19.544，

P =0.000）；模 型 组 较 对 照 组 高（P <0.05），模 型 + 

METTL14 + sh-NC 组 较 模 型 组 高（P <0.05）。

见图 8。

对照组、模型组、模型 + oe-NC+ sh-NC 组、模型+

sh-METTL14 + oe-NC 组 、模 型 + sh-METTL14 + 

ACSL4 组 β-半乳糖苷酶染色阳性率分别为（20.46±

1.46）%、（36.79±2.44）%、（35.95±2.74）%、（22.79±

2.17）%、（28.46±3.78）%，经单因素方差分析，差异

有统计学意义（F =17.543，P =0.000），模型组较对照

组高（P <0.05），模型+ sh-METTL14 + oe-NC 组较模

型组低（P <0.05）。见图 8。
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图7　模型 + sh-NC组与模型 + sh-METTL14组不同时间

点ACSL4 mRNA相对表达量的变化趋势
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1：对照组； 2：模型组； 3：模 型 + METTL14 组 ； 4：模型 + sh-

METTL14 组。

图6　蛋白条带图

表 3　模型 + sh-NC组与模型 + sh-METTL14组不同时间点ACSL4 mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

模型 + sh-NC 组

模型 + sh-METTL14 组

2 h

90.33±1.53

82.33±2.51

4 h

89.00±3.60

70.67±1.16

6 h

84.33±2.08

55.00±5.00

8 h

80.67±5.13

49.00±1.00

10 h

79.33±8.39

42.67±2.52

对照组 模型组 模型 + oe-NC+ 
sh-NC 组

模型 + METTL14 
+ sh-NC 组

模型 + METTL14 + 
sh-ACSL4 组

对照组 模型组 模型 + oe-NC+ 
sh-NC 组

模型 + sh-METTL14 
+ oe-NC 组

模型 + sh-METTL14 
+ ACSL4 组

图8　挽救实验验证ACSL4对METTL14促进髓核细胞衰老的介导作用　（×200）
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3 讨论

目前为止，椎间盘退变发生、发展的分子生物

学及细胞生物学机制尚未明确，进一步揭示其发病

机制对开发针对性的治疗方式有着极为重要的意

义。本研究旨在探讨 METTL14 通过介导 ACSL4 的

m6A 甲基化促进髓核细胞铁死亡及细胞衰老的机

制。铁代谢在细胞内起重要的调节作用，而铁过载

与细胞死亡、衰老等病理过程密切相关。

铁是细胞内重要的营养元素，但过量的铁会导

致细胞内铁过载，产生大量的自由基，从而引起氧

化应激和细胞损伤[16-17]。本研究发现 METTL14 可以

诱 导 髓 核 细 胞 内 铁 过 载 ，这 与 之 前 的 研 究 结 果 一

致[18]。以往研究表明，铁过载可以导致细胞内 ROS

水平增加，从而引发氧化应激反应，最终导致细胞

凋 亡 和 衰 老 。 因 此 ，笔 者 推 测 METTL14 通 过 介 导

ACSL4 的 m6A 甲基化，促进了髓核细胞内铁过载，参

与了细胞死亡和衰老的调控过程。

ROS 是氧化应激的重要指标，细胞内 ROS 水平

的升高可以导致氧化蛋白质、脂质和核酸，最终引

发细胞损伤和凋亡。本研究结果显示，METTL14 的

过表达可以显著提高髓核细胞内 ROS 水平，而敲除

METTL14 则 可 以 降 低 ROS 水 平 。 这 表 明 METTL14

在 调 控 髓 核 细 胞 内 ROS 水 平 中 发 挥 了 重 要 作 用 。

相关研究表明，ROS 的产生与铁代谢密切相关，铁过

载可以促进 ROS 的产生，而 ROS 又可以进一步促进

铁的积累，形成恶性循环[19]。因此，METTL14 通过调

控髓核细胞内 ROS 水平，可能参与了铁死亡和细胞

衰老的调控过程。

MDA 是脂质过氧化的产物，是氧化应激的重要

指标之一。本研究观察到 METTL14 的过表达可以

增加髓核细胞内 MDA 水平，降低 GSH、GPX4 水平，

而 敲 除 METTL14 则 可 以 逆 转 这 一 趋 势 。 这 表 明

METTL14 在调控髓核细胞内氧化应激反应中发挥

了重要作用。相关研究表明，GSH 和 GPX4 是细胞

内的重要抗氧化物质，可以清除 ROS，保护细胞免受

氧化损伤[20]。因此，METTL14 通过调控髓核细胞内

MDA、GSH 和 GPX4 水平，可能参与了细胞氧化应激

和衰老的调控过程。

线粒体是细胞内的重要能量中心，线粒体膜电

位是维持线粒体功能和细胞代谢的重要指标。本

研究观察到 METTL14 的过表达可以导致髓核细胞

内线粒体膜电位下降，而敲除 METTL14 则可以逆转

这一趋势。这表明 METTL14 在调控髓核细胞线粒

体功能中发挥了重要作用。相关研究表明，线粒体

功能的损害与细胞凋亡和衰老密切相关，线粒体膜

电位的下降可能会引发线粒体通透性转变，释放细

胞色素 c 等凋亡因子，最终导致细胞凋亡[21-22]。因

此，METTL14 通过调控髓核细胞线粒体膜电位，可

能参与了细胞死亡和衰老的调控过程。

本研究 β-半乳糖苷酶染色实验结果显示，模型

组 β-半乳糖苷酶染色阳性率高于对照组，而过表达

METTL14 导致 β-半乳糖苷酶染色阳性率增加，敲除

METTL14 则导致 β-半乳糖苷酶染色阳性率降低，这

表明 METTL14 在髓核细胞衰老过程中发挥了促进

作用。进一步的实验结果显示，METTL14 可以促进

ACSL4 的表达，并且调控 ACSL4 的稳定性，影响其表

达 水 平 。 MeRIP-qRT-PCR 实 验 结 果 表 明 ，敲 除

METTL14 后，ACSL4 的 m6A 甲基化水平显著降低，而

RNA 稳定性实验结果显示，模型 + sh-METTL14 组

ACSL4 的 mRNA 降解速度较快。这表明 METTL14 通

过调控 ACSL4 的 m6A 甲基化水平和稳定性来影响

ACSL4 的表达水平。本研究挽救实验结果显示，模

型 +METTL14+sh ACSL4 组的髓核细胞 β-半乳糖苷

酶染色阳性率较低，表明 METTL14 通过调控 ACSL4

促进了髓核细胞的衰老过程。

综上所述，METTL14 通过介导 ACSL4 的 m6A 甲

基 化 促 进 了 髓 核 细 胞 的 铁 死 亡 和 细 胞 衰 老 过 程 。

这一发现对于深入理解髓核细胞的病理生理过程

有重要意义，为相关疾病的治疗提供了新的靶点和

策略。然而，本研究还存在一些局限性，如未探讨

其他可能参与的信号通路、机制研究不够深入等，

需要进一步的研究来验证和完善结论。
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