
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.21 NOV.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.21.004

m6A RNA甲基转移酶METTL3对肠癌细胞上皮间质转化及
侵袭能力的影响 *
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（上海市同仁医院上海交通大学医学院附属同仁医院内窥镜室 上海 200336）

摘要 目的：探讨METTL3对肠癌细胞上皮间质转化及侵袭能力的影响。方法：TGF茁诱导肠癌细胞 HCT116和 SW480发生上皮

间质转化；细胞划痕实验和 Transwell-Matrigeal穿膜试验分别检测细胞转移侵袭能力；实时荧光定量 PCR检测靶基因转录水平；

siRNA干扰技术敲减肠癌细胞METTL3水平。结果：细胞划痕修复实验表明：TGF茁诱导组相对愈合面积与对照组相比显著增大
（P<0.0001），而 TGF茁+敲减METTL3联合组处理组相对愈合面积与 TGF茁诱导组相比显著减少（P<0.0001）。Transwell-Matrigeal

细胞穿膜试验表明：TGF茁诱导组穿膜细胞数较对照组细胞显著增多（P<0.0001），而 TGF茁+敲减 METTL3联合组处理组与

TGF茁诱导组相比显著减少。TGF茁诱导组可显著诱导肠癌细胞发生上皮间充质转化，即增加核心转录因子 Snail1和 ZEB1水平，

减低 CDH1及上调 Vimentin（VIM）水平，METTL3表达随 TGF茁处理时间逐步上调。TGF茁+敲减METTL3联合组较 TGF茁诱导
组 ZEB1和 Snail1转录水平显著减低。结论：METTL3在 TGF茁介导肠癌细胞 EMT中起到关键作用，敲减METTL3可削弱肠癌

细胞转移和侵袭能力，靶向抑制 METTL3可能成为干预结直肠转移的重要分子靶点。
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The Role of METTL3 in the EMT and Invasion Ability
in Colorectal Cancer Cells*

To investigate the impact of METTL3 on EMT and invasion ability in colorectal cancer cells.

TGF茁 was used to induce EMT in HCT116 and SW480 cells. Wound scratch assay and Transwell-matrigeal assay were used to evaluate

the invasion ability of CRC cells. qPCR was used to measure the expression of target genes. SiRNAs were used to knockdown METTL3

in CRC cells. The healing area in the TGF茁 treated cells was larger than control cells（P<0.0001）, while TGF茁 plus METTL3

knockdown groups cells showed smaller healing area than TGF茁 treated cells（P<0.0001）. Transwell-Matrigeal showed the penetrated

cells in the TGF茁 treated cells was more than control cells（P<0.0001）, while TGF茁 plus METTL3 knockdown groups cells showed less

penetrated cells than TGF茁 treated cells（P<0.0001）. TGF茁 treatment induced EMT, while expression of snail1, ZEB1, VIM and MET-

TL3 was up-regulated and CHD1 was down-regulated. TGF茁 plus METTL3 knockdown groups cells showed less expression of snail1

and ZEB1 than TGF茁 treated cells. METTL3 plays key role in the TGF茁 induced EMT. Knockdown of METTL3 can impair

TGF茁's effect, which provides novel target for blocking metastasis in CRC.
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前言

结直肠癌（Colorectal Cancer，CRC）为我国常见消化道肿

瘤之一，环境和遗传因素均可影响其发生风险。近年来，结直肠

癌发病率呈逐年上升趋势，患者就诊时往往已诊断为中晚期；

尽管新型靶向药物及免疫治疗正不断被临床广泛应用，晚期肠

癌患者预后仍不理想[1,2]。因此，不断揭示肠癌发生发展过程中

的致病机理及分子机制可为临床治愈和早期干预 CRC提供重

要的药理靶点或诊断标记物。

晚期肠癌患者往往伴有肝转移，而上皮间充质转化（ep-
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ithelial-mesenchymal transition，EMT）是肠癌细胞转移侵袭能力

增强、发生远处转移的主要细胞生物学变化[3]。m6A RNA甲基

化是真核细胞内 mRNA最为丰富的化学修饰方式，甲基化转

移酶样 3（Methyltransferase-like 3，METTL3）是催化 mRNA 甲

基化修饰的主要转移酶[4]。近年来，METTL3及 m6A RNA甲基

化为肿瘤研究热点[5]，然而其在肠癌细胞 EMT过程中的作用研

究较少。本研究拟利用 TGF茁诱导肠癌 EMT细胞模型，阐述

METTL3生物学功能，为肠癌转移机制提供新理论依据。

1 材料方法

1.1 主要实验材料

DMEM 培养基、10%胎牛血清及青霉素 / 链霉素

（100U/mL）购自 Gibco公司。TGF茁购自 R&D Systems。Trizol

及转染试剂 Lipofectamine 2000购于美国 Thermo Fisher Scien-

tific公司。逆转录及荧光定量 Advantage RT-for-PCR试剂盒及

SYBR Green qPCR Master Mix-SYBR Advantage试剂盒购自购

自大连宝生物公司的。 siRNA 由上海生工合成。 Tran-

swell-Matrigeal小室购自 corning公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及实验分组 肠癌细胞培养 HCT116 及

SW480 于含 10%胎牛血清和 100 U/mL 青霉素 / 链霉素的

DMEM 培养基于 37 ℃、5% CO2 条件下培养。细胞培养至

70-80%进行传代。本实验将肠癌细胞分成三组：1）实验对照组：

未经任何处理肠癌细胞；2）TGF茁诱导组：肠癌细胞经 1 ng/mL

of TGF茁 处理；3）TGF茁+ 敲减 METTL3 联合组：肠癌细胞经

1 ng/mL of TGF茁处理，并同时进行METTL3敲减。

1.2.2 METTL3 siRNA 构建及其细胞转染 选择 2 条 MET-

TL3 特异 siRNA 序列，分别为：siMETTL3-1：5'- GCA AGA

ATT CTG TGA CTA T-3'，siMETTL3-2：5'-GAC UGC UCU U-

UC CUU AAU A-3'，阴性对照 siRNA 为 5'-UUC UCC GAA

CGU GUC ACG U)。siRNA转染肠癌细胞株按脂质体转染试剂

Lipofectamine 2000说明书（Thermo Fisher Scientific公司）进行

操作。

1.2.3 细胞划痕实验 实验前于 6孔板用 marker笔标记做好

定位工作。肠癌细胞铺于 6孔板，次日用枪头垂至横线划痕，用

PBS洗细胞 3次，去除划下的细胞，加入无血清培养基。放入

37度 5% CO2培养箱培养，并于于 0 h和 48 h取样，拍照。计算

相对迁移率%，即 48 h相对于 0 h细胞迁移增加面积%。

1.2.4 Transwell-Matrigeal穿膜试验 肠癌细胞制成单细胞悬

液并调整浓度至 5× 104接种于 Transwell 小室（膜上已铺有

Matriegel），下室加入正常含胎牛血清完全培养基 700 滋L，培养
48 h后取出小室。预冷甲醇，固定 10 min，在 PBS中用棉签刮

去小室上层细胞后，进行结晶紫染色，ddH2O清洗。倒置显微镜

取 3个视野，计数取均值。

1.2.5 总 RNA提取及荧光定量 PCR 总 RNA提取、逆转录

及荧光定量 PCR按试剂盒说明书操作。Real-time定量 PCR条

件为：95℃ 10 min后, 95℃ 15 s，60℃ 1 min，40循环。Real-time

定量 PCR使用 ABI 7500仪器进行。根据待测标本的 Ct值，以

GAPDH作为内参照，采用 2-△ △ Ct法计算相对表达倍数变化。其

中各基因引物为：Snail1：F: 5'-TCT AGG CCC TGG CTG CTA

CA-3'，R: 5'-CAT CTG AGT GGG TCT GGA GGT-3'。 ZEB1：

F: 5'-GGC AGA TGA AGC AGG ATG TA-3'，R: 5'-GAC AGC

AGT GTC TTG TTG TTG-3'。CDH1：F: 5'-TTG ACG CCG A-

GA GCT ACA C GA CCG GTG CAA TCT TCA AA-3'。 VIM：

F: 5'- CCA AAC TTT TCC TCC CTG AAC C-3'，R: 5'- CGT

GAT GCT GAG AAG TTT CGT TGA-3'。 GAPDH：F: 5'- CTC

TGC TCC TCC TGT TCG AC -3'，R: 5'- GAC CAA ATC CGT

TGA CTC CG-3'。METTTL3：F: 5'- CTA TCT CCT GGC ACT

CGCAAGA-3'，R:5'-GCTTGAACCGTGCAACCACATC-3'。

1.3 统计方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据统计。本实验数据为正

态分布，以 X± SD表示；并采用参数检验进行分析，其中两组

数据比较采用独立样本 t检验，多组数据比较采用 Tukey法检

验。P<0.05为假设检验有统计学意义。

2 结果

2.1 TGF茁诱导组细胞和对照组肠癌细胞的侵袭能力和上皮间
充质转化（EMT）比较

我们利用 1 ng/mL of TGF茁处理 HCT116和 SW480肠癌

细胞 48 h。细胞划痕实验表明：HCT116细胞中，TGF茁诱导组
相对愈合面积（49.34± 4.94%）较对照组细胞（64.17± 2.91%）显

著增大（t=4.48，P=0.011）；SW480细胞中，TGF茁诱导组相对愈
合面积（49.63± 1.19%）较对照组细胞（65.90± 1.02%）显著增大

（t=17.95，P<0.0001），见图 1。Transwell-Matrigeal 实验表明：

HCT116细胞中，TGF茁诱导组穿膜细胞数（44± 2个 /高倍镜

视野）较对照组细胞（29± 2个 /高倍镜视野）显著增多（t=10.

06，P=0.0005）；SW480细胞中，TGF茁诱导组穿膜细胞数（19±
2个 /高倍镜视野）较对照组细胞（7± 2个 /高倍镜视野）显著

增多（t=10.16，P=0.0005），见图 2。利用 qPCR实验，我们发现

TGF茁诱导组可显著诱导肠癌细胞发生上皮间充质转化，即增
加核心转录因子 Snail1和 ZEB1水平，减低 CDH1及上调 Vi-

mentin（VIM）水平，见表 1。

2.2 TGF茁诱导肠癌细胞 EMT过程中METTL3表达变化

TGF茁处理肠癌细胞 HCT116及 SW480细胞 6 h、12 h、24 h

及 48 h后，qPCR检测发现METTL3表达随 TGF茁处理时间逐
步上调；其中，TGF茁处理肠癌细胞HCT116及 SW480细胞 12h、

24 h及 48 h后METTL3相对表达倍数与与 0 h相比有显著差

异（P<0.0001），详见表 2。

2.3 TGF茁诱导组和 TGF茁+敲减 METTL3联合组细胞促转移

和侵袭能力作用比较

2条 siRNA（siMETTL3-1和 siMETTL3-2）转染 HCT116

细胞，转染后METTL3相对表达倍数变化如表 3所示。结果

siMETTL3-1敲减效果显著，选此 siRNA进行后续试验。

细胞划痕修复实验表明：TGF茁 诱导组相对愈合面积
（67.34± 0.99）与对照组（49.54± 0.23）相比显著增大（q=52.75，

P<0.0001），而 TGF茁+敲减 METTL3联合组处理组相对愈合

面积（48.80± 0.010）与 TGF茁诱导组相比显著减少（q=198.1,
P<0.0001），见图 3。Transwell-Matrigeal细胞穿膜试验表明：

TGF茁诱导组穿膜细胞数（55± 3个 /高倍镜视野）较对照组细

胞（21± 2 个 / 高倍镜视野）显著增多（q=25.23，P<0.0001），而
TGF茁+敲减METTL3联合组处理组（45± 3个 /高倍镜视野）
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Note: *TGF茁 treatment vs control.

与 TGF茁诱导组相比显著减少（q=7.838, P=0.0035），见图 4。

2.4 TGF茁 诱导组和 TGF茁+ 敲减 METTL3 联合组 ZEB1 和

Snail1转录表达变化

如表 4所示，荧光定量 PCR结果：TGF茁诱导组 ZEB1和

Snail1转录水平较对照组显著增加，而 TGF茁+敲减 METTL3

联合组较 TGF茁诱导组显著减低。

3 讨论

结直肠癌在我国发病率逐年升高，且晚期患者预后不佳。

结直肠癌致病机制复杂，环境和遗传因素共同促进结直肠癌的

发生、发展。研究发现 m6A RNA甲基化可能参与疾病的发生

过程，尤其在近年来的癌症研究中不断被报导[6-9]。甲基化转移

酶样 3（Methyltransferase-like 3，METTL3）是催化 mRNA 甲基

化修饰的主要转移酶。研究发现 METTL3在食管癌、肝癌、胃

癌、乳腺癌、结直肠癌等表达升高[10-16]。在结直肠癌中，METTL3

在转移组织中上调更为明显，且高水平METTL3与患者预后

不佳正相关[17-19]，提示 METTL3不仅与结直肠癌发生相关、更

与肠癌细胞转移侵袭有关。据此，本研究利用 TGF茁诱导肠癌
细胞发生 EMT，增强其转移侵袭能力；并研究METTL3在其过

程中的重要作用，阐述 m6A RNA甲基化修饰在肠癌转移侵袭

中的生物学意义。

TGF茁为结直肠癌微环境中常见的促 EMT、促转移和侵袭

细胞因子，研究报导 TGF茁表达水平与肠癌发生、发展及预后
有着密切的关系 [20,21]。我们利用 TGF茁成功诱导了肠癌细胞

图 1 TGF茁处理组和对照肠癌细胞组划痕修复能力比较
Fig.1 The wound healing assay for TGF茁 treated and control colorectal cancer cells

图 2 TGF茁诱导组和对照肠癌细胞 Transwell-Matrigeal小室穿膜能力

比较

Fig.2 The Transwell-Matrigeal assay for TGF茁 treated and control
colorectal cancer cells

表 1 TGF茁诱导组和对照组肠癌细胞 EMT相关基因的相对表达倍数比较

Table 1 The relative expression of EMT associated genes in TGF茁 treated and control cells

Cell lines gene control TGF茁 treatment t* P*

HCT116 Snail1 1.00± 0.098 5.44± 0.16 40.45 <0.0001

ZEB1 1.00± 0.23 4.44± 0.11 23.30 <0.0001

CDH1 1.00± 0.13 0.53± 0.065 5.71 0.0047

VIM 1.00± 0.14 2.54± 0.14 13.62 0.0002

SW480 Snail1 1.00± 0.13 5.65± 0.40 19.14 <0.0001

ZEB1 1.00± 0.34 4.18± 0.13 15.03 0.0001

CDH1 1.00± 0.26 0.41± 0.057 3.80 0.019

VIM 1.00± 0.20 7.54± 0.40 25.17 <0.0001

4021窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.21 NOV.2021

Note: *different time point vs 0 h.

Note: *siMETTL3-1 or siMETTL3-2 vs control.

图 3 TGF茁诱导组和 TGF茁+敲减METTL3联合组处理组细胞行划痕修复能力比较

Fig.3 The wound healing assay for TGF茁 treated, TGF茁 plus METTL3 knockdown and control colorectal cancer cells

图 4 TGF茁诱导组和 TGF茁+敲减METTL3联合组处理组 Transwell-Matrigeal小室穿膜能力比较

Fig.4 The Transwell-Matrigeal assay for TGF茁 treated, TGF茁 plus METTL3 knockdown and control colorectal cancer cells

表 2 肠癌细胞METTL3在 TGF茁不同处理时间后的表达变化
Table 2 The relative expression of METTL3 by TGF茁 treatment at different time

Time
HCT116 SW480

Fold Change *t *P Fold Change *t *P

0 h 1.00± 0.063 1.00± 0.010

6 h 1.11± 0.025 0.38 0.99 0.80± 0.036 9.183 0.7695

12 h 3.5± 0.39 8.39 <0.0001 3.48± 0.39 11.13 <0.0001

24 h 6.49± 0.60 18.31 <0.0001 3.48± 0.45 24.73 <0.0001

48 h 6.53± 0.40 18.43 <0.0001 5.44± 0.19 19.88 <0.0001

表 3 对照及 siRNA转染 HCT116细胞METTL3相对表达倍数比较

Table 3 The relative expression of METTL3 in control and METTL3 knockdown HCT116 cells

Groups Fold Change *t *P

Control 1.00± 0.071

siMETTL3-1 0.23± 0.047 12.57 <0.001

siMETTL3-2 0.57± 0.057 7.04 0.007
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Note: * TGF茁 treatment vs control; #TGF茁+siMETTL3 vs TGF茁 treatment.

HCT116和 SW480发生上皮间充质转化，表现为核心转录因

子 Snail1和 ZEB1水平，减低 CDH1及上调 VIM水平。同时，

细胞划痕实验发现 TGF茁处理细胞划痕修复能力显著提升，体
外小室侵袭穿膜能力也得到增加。

在上述细胞表型变化中，我们检测了 METTL3表达变化。

我们发现METTL3表达随 TGF茁处理时间逐步上调，且在 24h

达到峰值水平。我们推测 METTL3可能在 TGF茁诱导肠癌细
胞发生 EMT中起到重要作用。据此，我们利用 siRNA干扰技

术成功在肠癌细胞 HCT116中减低 METTL3水平，同时予以

TGF茁处理。结果发现 TGF茁对肠癌细胞促 EMT、促转移侵袭

能力在METTL3敲减细胞中显著减弱，表型为划痕修复能力

和小室穿膜能力减低，表明 METTL3在 TGF茁诱导作用中起
到关键作用。

ZEB1和 Snail1是肿瘤细胞发生 EMT 的核心转录因子，

其表达变化会直接影响 EMT的发生[22-26]。我们发现 TGF茁可显
著诱导肠癌细胞 ZEB1和 Snail1转录水平，但同时敲减MET-

TL3后，其上调能力减弱。有报导称 METTL3在肿瘤细胞（食

管癌、宫颈癌和肝癌细胞）中增加 Snail1 mRNA m6甲基化修饰

水平，导致其转录增加[27,28]。那么本研究中 Snail1和 ZEB1在结

直肠水平升高是否由于METTL3导致，还有待进步研究验证。

综上所述，METTL3在 TGF茁介导肠癌细胞 EMT中起到

关键作用，敲减METTL3可削弱肠癌细胞转移和侵袭能力。分

子机制上，METTL3可能通过增强靶基因 mRNA m6甲基化修

饰水平，促进其转录水平。研究表明，靶向抑制 METTL3有望

成为干预结直肠转移的重要分子靶点。
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