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摘  要：N6-甲基腺苷(N6-methyladenosine, m6A)修饰在细胞周期调控中起着关键作用。为了研究

m6A 调控有丝分裂的机制，本研究首先进行了液相色谱-串联质谱和 m6A 斑点印迹试验，发现细  
胞内总 m6A 修饰水平在有丝分裂期间升高。通过免疫荧光技术，发现沉默甲基转移酶样蛋白 3 
(methyltransferase-like 3, METTL3)和甲基转移酶样蛋白 14 (methyltransferase-like 14, METTL14)会导

致有丝分裂延迟、纺锤体组装异常和染色体分离缺陷。之后对 HeLa 细胞中转录组范围内的 m6A 靶

点进行分析，发现 polo 样蛋白激酶 1 (polo-like kinase 1, PLK1)是调节有丝分裂的关键 m6A 修饰基因。

最后，采用免疫印记和 RNA pulldown 试验，发现 PLK1 mRNA 的 m6A 修饰被 YTH 结构域家族蛋白

1 (YTH N6-methyladenosine RNA binding protein 1, YTHDF1)结合并抑制 PLK1 的蛋白表达，从而调控
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细胞周期。PLK1 mRNA 的去甲基化提高了 PLK1 蛋白的表达，导致有丝分裂异常。本研究揭示了

m6A 在有丝分裂调控中的关键作用及其作为癌症等疾病的治疗靶点的潜力。 
关键词：甲基转移酶样蛋白 3；polo 样蛋白激酶 1；有丝分裂；细胞周期 
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Abstract: N6-methyladenosine (m6A) modification plays a critical role in cell cycle regulation, 
while the mechanism of m6A in regulating mitosis remains underexplored. Here, we found that 
the total m6A modification level in cells increased during mitosis by the liquid chromatography- 
mass spectrometry/mass spectrometry and m6A dot blot assays. Silencing methyltransferase-like 
3 (METTL3) or METTL14 results in delayed mitosis, abnormal spindle assembly, and 
chromosome segregation defects by the immunofluorescence. By analyzing transcriptome-wide 
m6A targets in HeLa cells, we identified polo-like kinase 1 (PLK1) as a key gene modified by 
m6A in regulating mitosis. Specifically, through immunoblotting and RNA pulldown, m6A 
modification inhibits PLK1 translation via YTH N6-methyladenosine RNA binding protein 1, 
thus mediating cell cycle homeostasis. Demethylation of PLK1 mRNA leads to significant 
mitotic abnormalities. These findings highlight the critical role of m6A in regulating mitosis and 
the potential of m6A as a therapeutic target in proliferative diseases such as cancer. 
Keywords: methyltransferase-like 3 (METTL3); polo-like kinase 1 (PLK1); mitosis; cell cycle 

 
细胞增殖必须通过 G1 期(DNA 合成前期)、

S 期(DNA 合成期)和 G2 期(DNA 合成后期)，然

后进行有丝分裂，分裂成 2 个子代细胞。细胞

分裂的所有步骤都严格受到 G1、S、G2 或有丝

分裂期检查点蛋白的控制[1-2]。这些蛋白通常受

到翻译后修饰的调控，如蛋白的磷酸化修饰[3-4]。

在这些调控因子中，PLK1 主要在有丝分裂过程

中起着关键作用[5]。它促进有丝分裂纺锤体的

正常形成，确保染色体的正常分离，并磷酸化

各种底物，以启动中期-后期过渡和胞质分裂[6]。

尽管 PLK1 和其他蛋白修饰在细胞周期调控中

发挥了关键的作用，但 RNA 表观转录在调控有

丝分裂进程中的作用仍有许多未知之处。 
RNA 表观转录是 RNA 转录后修饰的研究，
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揭示了新的基因表达调控层面，其中 m6A 修饰是

真核 mRNA 中最普遍的化学修饰[7-8]。m6A 修饰在

多种生物过程中起着关键作用，包括 mRNA 的剪

接、翻译和定位等[9-10]。m6A 甲基化过程主要由甲

基转移酶样蛋白 3/14/16 (methyltransferase-like 
3/14/16, METTL3/14/16)催化，而去甲基化则由脂

肪质量和肥胖相关蛋白 (fat mass and obesity 
associated, FTO)和脱甲基化酶 5 (AlkB homolog 
5, ALKBH5)调控。ALKBH5 可以有效介导 m6A
修饰的去甲基化，来保持 m6A 调节系统的可逆性

以响应细胞信号[11-14]。虽然已有研究表明 m6A 修

饰与细胞周期调控有关[15-16]，但 m6A 调控有丝

分裂的详细机制尚不清楚。 
本研究发现 METTL3/14 的缺失会导致有

丝分裂异常。机制上，YTHDF1 依赖 m6A 结合

PLK1 的 mRNA 从而抑制其蛋白表达，介导细

胞周期稳态。本研究证明了 m6A 在有丝分裂调

控中的重要作用。 

1  材料与方法 
1.1  质粒构建 

将 METTL3、METTL14 和 YTHDF1 的野生

型(WT)序列以及 METTL3 (D377A、D395A、

N539A、E532A)、METTL14 (K297E、R298E)
和 YTHDF1 (K395A、Y397A)克隆到 pLVX- 
IRES-Neo 载体中。将短发夹 RNA (short hairpin 
RNA, shRNA)克隆到pSIH1-H1-Puro载体中(相关

信息已提交至国家微生物科学数据中心，编号为

SUB1732764209457)。dm6A CRISPR-ALKBH5 系

统为本课题组构建[17]。本研究设计了 2 种针对

PLK1 mRNA 的 gRNAs，序列如下： 
gRNA1：5′-CTATGTAATTAGGAGTCCCA 

CACAGGGTCTTCTTCCTCTC-3′； 
gRNA2：5′-ATCATTGTAGAGGATGAGGC 

GTGTTGAGTCATTGAAGAGC-3′。 

1.2  细胞系 
人宫颈癌细胞 HeLa 细胞购自中国科学院

上海细胞库，置于添加 10%胎牛血清和 1%青霉

素/链霉素(Invitrogen 公司)的 DMEM 培养基

(Gibco)中，于 37 ℃、含 5% CO2 的加湿培养箱

中培养。 

1.3  质粒转染和 shRNA 敲除 (knock 
down, KD) 

用转染试剂 lipofectamine 3000 (Invitrogen 公

司)转染质粒，单质粒转染时按照说明书根据目的

细胞(293T 细胞或 HeLa 细胞)培养皿大小来确定

目的质粒与转染试剂的使用量；多质粒转染时在

单质粒转染的基础上调整多个目的质粒之间的转

染比例，Cas13b/dCas13b/dm6A CRISPR-ALKBH5
与 gRNAs 的双质粒转染过程中采用的质粒比

例为 1:3。本研究中 shRNA 敲除，包括基因

METTL3/14 与 YTHDF1 的敲除均采用慢病毒包

装与感染的方法。目的质粒、包装载体 pMD2.G
和 psPAX2 以 8:3:6 的比例共转染 293T 细胞，转

染 72 h 后收集上清液，4 000×g 离心 10 min 后

取上清对 HeLa 细胞进行感染。确保目的基因的

敲除效率达到 60%以上再进行后续实验。 

1.4  RNA 提取和实时荧光定量逆转录

聚合酶链式反应 (quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction, 
qRT-PCR) 

用 RNAiso Plus (TaKaRa Bio Inc.)提取总

RNA，用试剂盒 HiScript III RT SuperMix (Vazyme 
Biotech Co., Ltd.)对提取的总 RNA 进行逆转录。

荧光定量采用试剂盒 Taq Pro Universal SYBR 
qPCR Master Mix Kit (Vazyme Biotech Co., Ltd.)
进行，并使用 QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR 
System (ThermoFisher Scientific 公司)进行结果

分析。qRT-PCR 结果记录为 Ct 值，并与 GAPDH
进行归一化处理。采用 2−ΔΔCt 法分析基因相对表

达水平。所用引物已提交至国家微生物科学数据
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中心，编号为 SUB1732764209457)。 

1.5  免疫印迹 
裂解细胞，用裂解缓冲液(150 mmol/L KCl，

10 mmol/L HEPES，pH 7.6，2 mmol/L EDTA，

0.5% NP-40，0.5 mmol/L 二硫苏糖醇，1:100 蛋

白酶抑制剂混合物)提取蛋白，用 SDS-PAGE 分

离目的蛋白，其中实验组与对照组上样量保持

一致，将分离完毕的目的蛋白转移到聚偏二氟

乙烯(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜上，用 5%脱

脂牛奶封闭，然后用特异性抗体进行免疫印迹

(SUB1732764209457)并于化学发光成像系统仪器

中自动曝光并保存图片。GAPDH 作为内参蛋白。 

1.6  RNA 免疫共沉淀联合定量聚合酶

链 反 应 (RNA immunoprecipitation 
combined with quantitative polymerase 
chain reaction, RIP-qRT-PCR) 

m6A-RIP qRT-PCR 和 针 对 目 的 蛋 白 的

RIP-qRT-PCR 检测方法参考文献[17]。用于该实

验的抗体信息已提交至国家微生物科学数据中

心，编号为 SUB1732764209457)。 

1.7  双荧光素酶报告基因分析 
双荧光素酶报告基因检测采用参考文献[18]

方法。将 PLK1 的 mRNA 分为 4 个片段：外显子

1−3 (exons 1−3) (722 bp)，外显子 4−6 (exons 4−6) 
(470 bp)，外显子 7−10 (exons 7−10) (620 bp)，  
3′非翻译区(3′ untranslated region, 3′ UTR) (304 bp)，
并插入到萤火虫荧光素酶(firefly luciferase, F-Luc)
编码区后。分别将构建好的 pmirGLO-PLK1- 
exon 1−3、exon 4−6、exon 7−10 和 3′ UTR 质粒

转染到 METTL3 或 METTL14 KD 细胞中 48 h。
荧 光 素 酶 活 性 的 测 定 使 用 Dual-Luciferase 
Reporter Assay system (Promega Corporation 公

司)。萤火虫荧光素酶的活性用海肾素荧光素酶

(renilla luciferase, R-Luc)进行归一化。 
为了评估 A1001 位点对 PLK1 表达的影响，

将 PLK1 mRNA A1001 位点的野生型或突变型

片段插入到萤火虫荧光素酶编码区后。将

pmirGLO-PLK1-A1001-WT 或 pmirGLO-PLK1- 
A1001-mutant 转染到 293T 细胞中，并按上述方

法测定荧光素酶活性。 

1.8  单碱基延长和连接的qRT-PCR扩增

技术(single-base elongation-and ligation- 
based qRT-PCR amplification method, 
SELECT qRT-PCR) 

SELECT qRT-PCR 采用参考文献[19]方法进

行。总 RNA 使用 Qubit 4.0 (ThermoFisher Scientific
公司)进行定量，将 1 μg 总 RNA 用于 SELECT 
qRT-PCR 检测，所用引物已提交至国家微生物

科学数据中心，编号为 SUB1732764209457)。Ct

值归一化至对照组。所有检测均重复进行 3 次。 
1.9  RNA pulldown 

HeLa 细胞在含有 1%蛋白酶抑制剂混合物

的裂解缓冲液中裂解。生物素标记的 RNA 探针

(已提交至国家微生物科学数据中心，编号为

SUB1732764209457)在 100 ℃下变性 10 min，将

2 nmol 的生物素化 RNA 探针与细胞提取物中

200 µg 的蛋白质孵育，并且在 1×蛋白质与 RNA
结合缓冲液(20 mmol/L Tris，pH 7.5，50 mmol/L 
NaCl，2 mmol/L MgCl2，0.1% 吐温-20)中持续孵

育 4 h。每个结合反应与 30 μL 洗涤过的 PierceTM 
Streptavidin Magnetic Beads (ThermoFisher 
Scientific 公司)混合，4 ℃孵育 2 h，然后用洗

涤缓冲液(20 mmol/L Tris，pH 7.5，10 mmol/L 
NaCl，0.1%吐温-20)洗涤 6 次。用免疫印迹法

分析下拉的蛋白。 

1.10  细胞周期同步化和免疫荧光技术 
细 胞 周 期 同 步 化 采 用 胸 腺 嘧 啶 核 苷

(thymidine, TdR)阻断法。TdR 的过量摄入，能

够干预 DNA 的合成过程，从而将细胞阻滞在

细胞周期的 S 期。阻断和释放的时间间隔应按

照以下原则来设计：一次阻断时长应大于 G2 期、
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M 期和 G1 期时长的总和，释放时长应大于   
S 期时长且小于 G2 期、M 期和 G1 期的时长总

和，第 2 次阻断参照第 1 次。本研究以 HeLa
细胞(细胞周期总时长约 21 h，G1 期约为 10 h，
S 期约为 7 h，G2 期约为 3 h，M 期约为 1 h)为
例，如图 1E 所示，最终可得到有丝分裂中   
期细胞 (蛋白酶体抑制剂 MG132 终浓度为   
10 μmol/L，以防目的细胞退出有丝分裂中期进

入后期)，如图 1H 所示，最终可得到有丝分裂

后期细胞(释放时间为 10.5–11.0 h 较适合，否

则细胞将会进入有丝分裂的末期和胞质分裂)。
其中加入 TdR 的终浓度为 2 mmol/L，释放吸

弃含 TdR 的培养基后需用 1×PBS 洗 2 次后再

加入新鲜培养基。 
同步化后的细胞在 4%多聚甲醛中固定 15 min，

用 0.5% Triton X-100 通透 15 min，用 4%牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)封闭 30 min。随
后用一抗在 4 ℃下孵育过夜。用二抗孵育 1 h，
然后加入 DAPI 避光孵育 10 min。载玻片用抗荧

光猝灭剂密封，并使用激光共聚焦显微镜(Leica
公司)收集图像。 

1.11  m6A 斑点印迹 
将 HeLa 细胞传代培养至指数生长期后，

再加入秋水仙碱(终浓度为 0.2 μg/mL) 8 h，以阻

滞细胞处于有丝分裂中期。提取总 RNA，70 ℃
处理 5 min。然后将等量的 RNA 稀释到相同  
的体积，上样到 Amersham Hybond N+膜中，并

在紫外交联仪自动交联模式下处理 5 min，共  
3 次。在室温下用 5%的牛奶封闭 1 h，然后用

抗 m6A 抗体孵育过夜。与二抗孵育 1 h 后，使

用化学发光成像系统捕获图像。 

1.12  统计分析 
数据以 mean±SEM 或 SD 表示。对照组和

实验组的组间比较采用 Student’s t 检验。采用

Spearman 相关法进行相关性分析。统计学意义

定义为 P<0.05。所有统计分析均采用 GraphPad 
Prism 8.0 进行。 

2  结果与分析 
2.1  m6A 修饰调控有丝分裂 

为了研究 m6A 修饰是否参与有丝分裂，本

研究使用在 HeLa 细胞中进行 METTL3 KD 的

RNA 测序(RNA sequencing, RNA-seq)数据(来

自 GEO 公共数据库 GSE117299)[20]进行基因富

集分析(gene set enrichment analysis, GSEA)。结

果显示，有丝分裂相关信号通路在 METTL3 KD

细胞中显著富集(图 1A)。将 HeLa 细胞进行同

步 化 ( 图 1B) ，并进行液相色谱 - 串联质谱   
(liquid chromatography-mass spectrometry/mass 
spectrometry, LC-MS/MS)来测量 m6A/A 比值。

结果显示，与对照组相比，有丝分裂相关 RNA

表现出更高的 m6A/A 比率(图 1C)。同样地，m6A

斑点印迹结果分析显示，与对照组相比，有丝

分裂组的 m6A 水平显著升高(图 1D)。这些结果

表明，m6A 修饰可能调控有丝分裂。 

为了研究 m6A 修饰在有丝分裂中的作用，

对敲除 METTL3/14 的 HeLa 细胞进行免疫印记

分析鉴定(SUB1732764209457)，将 METTL3/14 

KD HeLa 细胞用 TdR 同步化后进行了有丝分裂

指数(mitotic index, MI)免疫荧光染色分析，结

果显示，METTL3 或 METTL14 KD 细胞的磷酸

化组蛋白 H3 (phospho-histone H3)染色明显高

于对照组的 HeLa 细胞(SUB1732764209457)，表

明 METTL3 或 METTL14 KD 组的有丝分裂细胞

数量较多。此外，METTL3 或 METTL14 KD 导

致纺锤体组装异常，包括单极或多极纺锤体

(SUB1732764209457) 。 冷 稳 定 微 管 实 验

(cold-stable microtubule assay)结果显示，在同步

化后的 HeLa 细胞中，METTL3 或 METTL14 KD 
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图 1  m6A 修饰调控有丝分裂   A：来自公共数据库中 METTL3 KD HeLa 细胞的 RNA-seq 数据

(GSE117299)的 GSEA 分析。B：免疫印迹显示 TdR 处理后 HeLa 细胞的同步性。C：m6A 质谱验证对

照组和同步化组 HeLa 细胞中的 m6A 修饰水平。**：P<0.01。D：m6A 斑点印迹检测对照组和同步化

组 HeLa 细胞中 m6A 修饰水平。E−G：免疫荧光显示对照组和 METTL3/14 KD HeLa 细胞有丝分裂中期

的染色体排列和缺陷，细胞同步化流程示意图(E)，代表图(F)，以及统计数据(G)。比例尺为 5 μm。箭

头表示染色体没有在赤道板上对齐，Full-aligned 为对照组，Misaligned-1/2 为 METTL3/14 KD HeLa 细胞中

均可出现的 2 种缺陷代表图。H−J：免疫荧光显示对照组或 METTL3/14 KD HeLa 细胞的染色体排列和

有丝分裂后期的缺陷，细胞同步化流程示意图(H)，代表图(I)，以及统计数据(J)。比例尺为 5 μm。箭

头表示有异常分离的染色体，Normal segregation 为对照组，Lagging chromosomes 与 Chromosome bridges
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为 METTL3/14 KD HeLa 细胞中均可出现的 2 种缺陷代表图。 
Figure 1  m6A modification regulates mitosis. A: GSEA of RNA-seq data from METTL3 KD HeLa cells in 
public databases (GSE117299). B: Immunoblot showing the synchronization of HeLa cells after thymidine 
treatment. C: Evaluation of m6A modification levels in control and synchronized HeLa cells by m6A mass 
spectrometry. **: P<0.01. D: m6A dot blot assay showing m6A modification levels in control and 
synchronized HeLa cells. E−G: Immunofluorescence showing chromosome arrangement and defects in 
mitotic metaphase in control and METTL3/14 KD HeLa cells. Cell synchronization (E), representative images 
(F), and statistics (G) are shown. Scale bars=5 μm. Arrows indicate chromosomes not aligned on the 
equatorial plate, full-aligned represents the control group, misaligned-1/2 represents two types of defects that 
can occur in METTL3/14 KD HeLa cells. H−J: Immunofluorescence showing chromosome arrangement and 
defects in mitotic anaphase in control or METTL3/14 KD HeLa cells. Cell synchronization (H), representative 
images (I), and statistics (J) are shown. Scale bars=5 μm. Arrows indicate chromosomes with abnormal 
segregation, normal segregation represents the control group, lagging chromosomes and chromosome bridges 
represent two types of defects that can occur in METTL3/14 KD HeLa cells.  

 
导致动粒和微管之间附着不稳定与连接强度降

低(相关信息已提交至国家微生物科学数据中心，

编号为 SUB1732764209457)。接下来，评估 m6A
对 TdR 和 MG132 处理的中期 HeLa 细胞有丝分

裂染色体形态的影响 (图 1E)。结果显示，

METTL3 或 METTL14 KD 均导致染色体排列明

显异常(图 1F、1G)。此外，在后期 HeLa 细胞

中(图 1H)，METTL3 或 METTL14 KD 均导致了

显著的染色体分离异常(图 1I、1J)。这些结果表

明，m6A 修饰影响有丝分裂。 

2.2  PLK1是 m6A修饰调控有丝分裂的

关键靶点 
为了研究 m6A 修饰如何调控有丝分裂，本研

究分析了 HeLa 细胞的甲基化 RNA 免疫沉淀测序

(methylated RNA immunoprecipitation with high 
throughput sequencing, meRIP-seq)数据集[21-22]，鉴定

到了 6 172 个高可信的 m6A 修饰基因(图 2A)。京都

基因与基因组数据库(Kyoto encyclopedia of genes 
and genomes, KEGG)通路分析显示，“细胞周期”是
这些 m6A 修饰基因中最显著富集的信号通路(图
2B)。基因本体论(gene ontology, GO)富集分析显示，

47 个与“有丝分裂”术语相关的生物过程(biological 
process, BP)显著富集(SUB1732764209457)，共鉴

定出 399 个 m6A 修饰的基因参与了这些生物过程，

包括有丝分裂的关键调控因子 PLK1[23]，PLK1 是参

与最多的基因(图 2C)。因此，将 PLK1 作为有丝分

裂调控的潜在 m6A 靶点。 
为了验证 m6A 对 PLK1 的修饰，进行了

m6A-RIP qRT-PCR 检测。结果显示，PLK1 转录

本上的m6A修饰水平在METTL3或METTL14 KD 
HeLa 细胞中显著降低(图 2D)。接下来，探究 m6A
是否影响 PLK1 的表达。qRT-PCR 结果显示，

METTL3和METTL14 KD或过表达(over expression, 
OE)对 PLK1 的 mRNA 水平均无显著影响(图
2E−2H)。然而，免疫印迹分析显示，METTL3 和

METTL14 KD 均显著提高了 PLK1 蛋白水平(图
2I、2J)。相比之下，野生型 METTL3 和 METTL14
的 OE 显著降低了 PLK1 蛋白水平(图 2K、2L)，
而突变型无明显变化。这些数据表明，PLK1 的

mRNA 具有 m6A 修饰，该修饰抑制其蛋白表达。 

2.3  YTHDF1 依赖 m6A 结合 PLK1 
mRNA 并抑制其蛋白表达 

为了确定 PLK1 mRNA 中具有功能的 m6A
修饰位点，构建了几个截断的 pmirGLO-PLK1
荧光素酶报告基因。双荧光素酶检测显示，

METTL3 或 METTL14 KD 显著增加了 PLK1 
mRNA 的 exon 4−6 报告载体的荧光素酶活性

(图 3A)。根据 m6A 基序的一致序列(RRACH)，在 
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图 2  PLK1 是 m6A 修饰调控有丝分裂的关键靶点   A：通过对 2 个 meRIP-seq 数据集(GSE174420，
GSE162199)的分析，鉴定了潜在的 m6A 修饰基因。B：对 m6A 修饰基因的 KEGG 通路富集分析，显
示了前 20 个信号通路。C：条形图显示了与有丝分裂生物过程相关的基因的数量。D：RIP-qRT-PCR
显示 m6A 修饰在 PLK1 mRNA 上的富集。E−H：METTL3 和 METTL14 KD (E, F)或 OE (G, H)的 HeLa
细胞中 PLK1 mRNA 的 qRT-PCR 分析。I−L：METTL3 和 METTL14 KD (I, J)或 OE (K, L)的 HeLa 细胞
中 PLK1 的免疫印迹分析。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；ns：不显著。 
Figure 2  PLK1 is a key target for m6A modification in the regulation of mitosis. A: Identification of 
potential m6A modification genes through analysis of two meRIP-seq datasets (GSE174420, GSE162199) for 
HeLa cells. B: KEGG pathway enrichment analysis of m6A modified genes, showing the top 20 signaling 
pathways. C: Bar plot showing the number of genes associated with mitosis-related biological processes. D: 
RIP-qRT-PCR showing the enrichment of m6A modification in PLK1 mRNA. E−H: qRT-PCR analysis of 
PLK1 mRNA in METTL3 and METTL14 KD (E, F) or OE (G, H) HeLa cells. I−L: Immunoblot analysis of 
PLK1 in METTL3 and METTL14 KD (I, J) or OE (K, L) HeLa cells. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; 
ns: Not significant. 
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图 3  YTHDF1 依赖 m6A 结合 PLK1 mRNA 并抑制其蛋白表达   A：双荧光素酶检测显示了 293T 细

胞中 PLK1 mRNA CDS 区域和 3′UTR 的荧光素酶活性。B：紫外交联免疫沉淀结合高通量测序

(cross-linking and immunoprecipitation high throughput sequencing, CLIP-seq)数据集显示了 PLK1 mRNA
的第 5 个外显子中的 m6A 修饰位点。C：qRT-PCR 的阈值循环(Ct)显示了 METTL3 KD HeLa 细胞中 PLK1 
mRNA 的 A905、A948、A1001 和 A1041 位点的选择结果。D：免疫印迹检测 HeLa 细胞 PLK1 mRNA
的第 5 个外显子与非 m6A 或 m6A 探针在 RNA 下拉结果中 YTHDFs 和 IGF2BPs 的富集情况。E：

RIP-qRT-PCR 显示 YTHDF1 在 METTL3 或 METTL14 KD 的 HeLa 细胞中 PLK1 转录本上的富集情况。

F：RIP-qRT-PCR 检测 293T 细胞中 PLK1 mRNA 第 5 个外显子碱基位点 A1001 的野生型和单位点突变

型中 YTHDF1 的富集情况。G−H：YTHDF1 KD (G)或 OE (H) HeLa 细胞中 PLK1 mRNA 的 qRT-PCR 分析。

I−J：YTHDF1 KD (I)或 OE (J) HeLa 细胞中 PLK1 的免疫印迹分析。K：双荧光素酶检测显示 OE A1001 位

点野生型和突变型的 293T 细胞的荧光素酶活性。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；ns：不显著。 
Figure 3  YTHDF1 relies on m6A binding to PLK1 mRNA and inhibits its protein expression. A: 
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Dual-luciferase assays showing luciferase activities of PLK1 mRNA CDS regions and 3′UTR in 293T cells. 
B: CLIP-seq datasets reveal the m6A modification sites in exon 5 of PLK1 mRNA. C: Threshold cycle (Ct) of 
qRT-PCR showing SELECT results of A905, A948, A1001, and A1041 sites of PLK1 mRNA in METTL3 KD 
HeLa cells. D: Immunoblot detecting the enrichment of YTHDFs and IGF2BPs in RNA pulldown results 
using non-m6A or m6A PLK1-exon 5 probes in HeLa cells. E: RIP-qRT-PCR showing YTHDF1 enrichment 
on PLK1 mRNA transcripts in METTL3 or METTL14 KD HeLa cells. F: RIP-qRT-PCR showing YTHDF1 
enrichment in WT or A1001 site point mutant of PLK1-exon 5 OE 293T cells. G−H: qRT-PCR analysis of 
PLK1 mRNA in YTHDF1 KD (G) or OE (H) HeLa cells. I−J: Immunoblot analysis of PLK1 in YTHDF1 KD 
(I) or OE (J) HeLa cells. K: Dual-luciferase assays showing luciferase activities of WT or A1001 site point 
mutant of PLK1-exon 5 OE 293T cells. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: Not significant. 
 

PLK1 mRNA 的第 5 个外显子中发现了 4 个潜在

的 m6A 修饰位点(图 3B)。SELECT-qRT-PCR[19]

结果显示，METTL3 KD HeLa 细胞中 A1001 位

点的 m6A 水平显著降低，而其他 3 个位点

(A905、A948、A1041)无显著变化(图 3C)。已

发表的 m6A-SAC-seq 数据集 [24]进一步证实了

PLK1 mRNA 的 A1001 位点被 m6A 修饰(图 3C)。 
为了检测 m6A 阅读蛋白 YTHDFs[9] 和

IGF2BPs[10]是否与 PLK1 mRNA 的 A1001 m6A
位点结合，使用生物素标记和 m6A 修饰的 RNA
探针进行了 RNA pulldown 试验。结果表明，

YTHDF1 在 m6A 探针组有特异性富集，而在非

m6A 和突变体探针组中没有特异性富集 (图
3D)。相比之下，YTHDF2 和 YTHDF3 的结合

能力较弱，但 IGF2BP 家族蛋白没有与该探针

特异性结合(图 3D)。RIP-qRT-PCR 分析显示，

YTHDF1 在 PLK1 mRNA 的第 5 个外显子中显

著富集，而在 METTL3 和 METTL14 KD HeLa
细胞中，这些富集量显著降低(图 3E)。此外，

YTHDF1 与 PLK1 mRNA 第 5 个外显子的野生

型结合比突变型结合更显著(图 3F)。这些结果

表明，YTHDF1 以 m6A 依赖的方式与 PLK1 转

录本的第 5 个外显子结合。 
进一步检测了 YTHDF1 对 PLK1 表达的影

响，发现 YTHDF1 KD 和 OE 对 PLK1 mRNA 的

表达均无显著影响(图 3G、3H)。然而，YTHDF1 
KD 导致了 PLK1 蛋白水平的显著升高(图 3I)。
相反，YTHDF1-WT OE 降低了 HeLa 细胞中

PLK1 蛋白的表达，而 YTHDF1-mut 则没有显著

影响 PLK1 蛋白的表达(图 3J)。此外，双荧光素

酶检测显示，YTHDF1 KD 显著提高了 PLK1 
mRNA 第 5 个外显子报告基因的荧光素酶活性，

而没有影响 A1001 m6A 位点突变体荧光素酶活

性(图 3K)。这些结果表明，YTHDF1 是 PLK1 
mRNA 的 m6A 阅读蛋白，并调控其蛋白表达。 

2.4  m6A 修饰 PLK1 mRNA 调控有丝分裂 
使用 dm6A CRISPR-ALKBH5 系统[25]特异

性地将 PLK1 mRNA 的 m6A 甲基化去除，以确

认 m6A 对其表达的影响。根据之前的研究[17]

设计了 2 种 gRNAs。qRT-PCR 分析显示，与野

生型 Cas13b 共转染的 2 种 gRNAs 显著降低了

PLK1 的 mRNA 水平(图 4A)，而 dCas13b 则不

能(图 4B)，表明这 2 种 gRNAs 能有效识别 PLK1 
mRNA。测试了 PLK1 mRNA 的第 5 个外显子

去甲基化对其表达的影响，发现 dm6A CRISPR
靶向 PLK1 mRNA 导致 HeLa 细胞的 PLK1 蛋白

水平显著上调，而没有改变 PLK1 的 mRNA 水

平(图 4C、4D)，表明 PLK1 mRNA 的 A1001 m6A
位点调控其蛋白表达。 

评估 PLK1 mRNA 的 A1001 m6A 位点对有

丝分裂染色体形态的影响，结果显示，特异性

去除 PLK1 mRNA 的 m6A 修饰导致中期 HeLa
细胞的染色体排列明显异常(图 4E、4F)，后期

HeLa 细胞出现明显的染色体分离异常(图 4G、

4H)表明 PLK1 mRNA 的 m6A 修饰在有丝分裂

中起着调控作用。 
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图 4  m6A修饰PLK1 mRNA调控有丝分裂   A−B：qRT-PCR分析用 gRNAs联合 Cas13b (A)或 dCas13b 
(B)转染的 HeLa 细胞中 PLK1 mRNA 的水平。C−D：转染 dm6A CRISPR-ALKBH5 系统的 HeLa 细胞中

PLK1 mRNA 的 qRT-PCR 分析 (C)和蛋白的免疫印迹分析 (D)。E−F：免疫荧光显示转染了 dm6A 
CRISPR-ALKBH5 系统的 HeLa 细胞的染色体排列和有丝分裂中期的缺陷，代表图(E)和统计图(F)。比
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例尺为 5 μm。箭头表示染色体没有在赤道板上对齐，Full-aligned 为对照组，Misaligned-1/2 为转染了

dm6A CRISPR-ALKBH5 系统的 HeLa 细胞中均可出现的 2 种缺陷代表图。G−H：免疫荧光显示转染了

dm6A CRISPR-ALKBH5 系统的 HeLa 细胞的染色体排列和有丝分裂后期的缺陷，代表图(G)和统计图

(H)。比例尺为 5 μm。箭头表示有异常分离的染色体，Normal segregation 为对照组，Lagging chromosomes
与 Chromosome bridges 为转染了 dm6A CRISPR-ALKBH5 系统的 HeLa 细胞中均可出现的 2 种缺陷代表

图。I：通过 METTL3/14/YTHDF1/PLK1 轴调控细胞有丝分裂的模型。**：P<0.01；ns：不显著。 
Figure 4  m6A modified PLK1 mRNA regulates mitosis. A−B: qRT-PCR analysis of PLK1 mRNA 
expression in HeLa cells transfected with gRNAs combined with Cas13b (A) or dCas13b (B). The same 
below. C−D: qRT-PCR and immunoblot analysis of mRNA (C) and protein (D) expression of PLK1 in HeLa 
cells transfected with the dm6A CRISPR-ALKBH5 system. E−F: Immunofluorescence showing chromosome 
arrangement and defects in mitotic metaphase in HeLa cells transfected with the dm6A CRISPR-ALKBH5 
system. Representative images (E) and statistics (F) are shown. Scale bars=5 μm. Arrows indicate 
chromosomes not aligned on the equatorial plate, full-aligned represents the control group, misaligned-1/2 
represents two types of defects that can occur in HeLa cells transfected with the dm6A CRISPR-ALKBH5 
system. G−H: Immunofluorescence showing chromosome arrangement and defects in mitotic anaphase in 
HeLa cells transfected with the dm6A CRISPR-ALKBH5 system. Representative images (G) and statistics 
(H) are shown. Scale bars=5 μm. Arrows indicate chromosomes with abnormal segregation, normal 
segregation represents the control group, lagging chromosomes and chromosome bridges represent two types 
of defects that can occur in HeLa cells transfected with the dm6A CRISPR-ALKBH5 system. I: A model for 
the regulation of cell mitosis by the METTL3/14/YTHDF1/PLK1 axis. **: P<0.01; ns: Not significant. 
 

3  讨论与结论 
细胞周期进程是由一个复杂的细胞周期相

关基因网络和检查点控制的[26]。蛋白质磷酸化

一直被认为是细胞周期调控的关键机制[3]。近年

来，m6A 在转录水平上调控细胞周期的作用引起

了研究人员的关注[27-28]。METTL3 是一种关键的

m6A 甲基转移酶，参与了各种细胞周期过程[29-31]，

但其在有丝分裂中的具体机制仍不明晰。本研

究发现 METTL3 通过对 PLK1 进行 m6A 修饰，

在有丝分裂调控中起关键作用(图 4I)。 
PLK1 在有丝分裂过程中至关重要，如中心

体成熟、胞质分裂、双极纺锤体形成和染色体

分离[23]。其表达受到严格调控，在 G2/M[32]期

达到峰值。然而，PLK1 的 OE 会导致有丝分裂

缺陷和基因组不稳定性 [33-34]。本研究发现，

METTL3 和 METTL14 KD 导致 PLK1 表达升高，

从而导致有丝分裂缺陷。最近的一项研究表明，

YTHDF1 以 m6A 依赖的方式提高了 PLK1 的翻 

译效率，并促进了前列腺癌肿瘤的发生和转移[35]。

相反，本研究表明，YTHDF1 抑制了 HeLa 细

胞中 PLK1 蛋白的表达，提示了 YTHDF1 对

PLK1 表达的细胞类型特异性调控机制。此外，

IGF2BP2 与 PLK1 mRNA 3′ UTR 的 m6A 修饰结

合，上调 PLK1 蛋白的表达[28]，但 PLK1 在调

节有丝分裂中的作用尚未得到详细研究。

SELECT-qRT-PCR[19]可针对性地对特定位点进

行 m6A 修饰定量，样本间修饰丰度差异分析以

及鉴定目标位点是否存在 m6A 修饰。因此，本

研究通过 SELECT-qRT-PCR 证明 PLK1 mRNA

第 5 个外显子上的 A1001 碱基位点为 m6A 修饰

位点，RNA pulldown实验也同样证实了这一点。

后续将采用点突变实验进一步验证该位点 m6A

修饰的存在。 

综上所述，本研究鉴定了 HeLa 细胞中一

个调控 PLK1 蛋白表达的 m6A 修饰位点，即

PLK1 mRNA 第 5 个外显子上的 A1001 碱基位
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点，且发现 YTHDF1 与该位点通过 m6A 修饰特

异性结合并抑制 PLK1 蛋白的表达，进一步调

控有丝分裂的进程，为治疗癌症等疾病提供了

一个全新的潜在靶点。 
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