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METTL3通过上调 ING5抑制非小细胞肺癌细胞增殖 *
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摘要 目的：探讨METTL3在非小细胞肺癌中的表达及作用，并探讨其可能的机制。方法：通过慢病毒转染，在 HCC827细胞中过

表达和敲除 METTL3，并通过免疫印迹验证 METTL3 蛋白表达。免疫印迹检测 HCC827 细胞中生长抑制物家族成 5

(Methyltransferase Like 3,甲基转移酶 3) 调控 ING5 (Inhibitor Of Growth Family Member 5, METTL3)。使用基因表达交互分析

(Gene Expression Profiling Interactive Analysis，GEPIA) 探究了 METTL3和 ING5在非小细胞肺癌组织和正常组织中的表达相关

性。用 CCK-8法检测METTL3和 ING5表达对非小细胞肺癌细胞增殖的影响。使用 KM-plotter验证METTL3、ING5的表达与非

小细胞肺癌的总生存期(OS)、进展后生存期(PPS)和无进展生存期(PFS)之间的相关性。结果：免疫印迹结果显示，在 HCC827细胞

中METTL3过表达上调了 ING5蛋白的表达，而METTL3表达下调了 ING5蛋白的表达。GEPIA数据库分析显示METTL3在非

小细胞肺癌中的表达明显低于正常组织(P <0.05)。CCK-8检测结果显示，与对照组相比 METTL3缺失促进了 HCC827细胞的增

殖能力，而METTL3过表达显著抑制了 HCC827细胞的增殖能力。此外，METTL3通过 ING5调控非小细胞肺癌细胞的增殖能

力。KM-plotter分析显示METTL3、ING5 mRNA的表达与非小细胞肺癌患者的生存有较好的预后关系。结论：METTL3在非小细

胞肺癌低表达，并通过调控 ING5的表达在非小细胞肺癌的发生进展中发挥重要地抑癌基因作用。
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METTL3 Inhibited Proliferation of Non-small Cell Lung Cancer Cells
by Targeting ING5*

To determine the expression level and effect of METTL3 in the Non-small cell lung cancer (NSCLC,

Non-small cell lung cancer), and explore the potential mechanism. Lentivirus transfection were used to overexpress and

knockdown METTL3 in HCC827 cells, and western blot was used to validate the METTL3 protein expression. METTL3 regulated ING5

in HCC827 cells was detected by Western blot. GEPIA was used to analyze the expression correlation of METTL3 and ING5 in NSCLC

tissues and normal tissues. The effect of METTL3 and ING5 expression on the proliferation of NSCLC cells was detected by CCK-8

assay. KM-plotter was used to validate the correlation between the expression of METTL3 and the overall survival (OS), post-progression

survival(PPS), and progression-free survival (PFS) of NSCLC. Western blot show that METTL3 overexpression in HCC827 cells

upregulated ING5 protein levels, whereas METTL3 knockdown decreased ING5 protein expression. Analysis of GEPIA database

indicated that METTL3 expression was significantly lower in NSCLC than in normal tissues (P<0.05). CCK-8 assay showed that,

compared to in control cells, METTL3 depletion promotedHCC827 cell proliferation ability and its overexpression significantly inhibited

cell proliferation ability. Moreover, ING5 overexpression rescued the anti-tumor phenotype impaired by METTL3 knockdown.

KM-plotter analysis showed that the better prognostic relationship between METTL3 mRNA expression and the survival of patients with

NSCLC. METTL3 was low expressed in NSCLC, and played an important anti-cancer role in inhibiting the development of

NSCLC by regulating the expression of ING5.
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图 1非小细胞肺癌细胞中METTL3过表达和干涉效果验证

Fig.1 Overexpression and knockdown of METTL3 in non-small cell lung

cancer cells

前言

肺癌是全世界癌症发病率和死亡率中所占比例最高的恶

性肿瘤[1]，而非小细胞肺癌是肺癌的主要病理类型。尽管最近在

诊断和治疗策略方面不断改进与发展，但非小细胞肺癌患者的

生存率仍然很低。识别与癌症相关的表观遗传修饰是一个迅速

发展的分子生物学机制研究领域。研究表明，RNA靶向修饰在

肿瘤发生中具有重要的生物学意义。m6A是最丰富的 mRNA

内部修饰并介导多种生物学过程，其中就包括肿瘤的发生与

进展[2-4]。同时，m6A修饰在不同基因组背景或不同肿瘤亚型

中起着致癌或抑癌作用[5-7]。m6A甲基转移酶复合物包含多种

酶并被称为 "书写者 "，其中 METTL3最为重要，它通过影响

RNA的稳定性、mRNA的降解和翻译来调节基因表达。ING5

是生长抑制因子家族的第五位成员，在肿瘤学研究中通常发

挥肿瘤抑制因子的作用，参与靶向组蛋白乙酰转移酶(HAT)

或组蛋白去乙酰化酶(HDAC)蛋白复合物的形成，参与 DNA

损伤反应、凋亡和染色质重塑等重要生物学过程 [8-11]。然而，

METTL3在非小细胞肺癌中是否调控 ING5稳定性或功能仍

未有研究。因此，本研究探讨了 m6A表观遗传修饰中关键催

化酶 METTL3是否通过靶向调控 ING5 表达从而抑制非小细

胞肺癌的细胞增殖。

1 材料与方法

1.1 材料

HCC827细胞系来源于美国模式培养物集存库 (American

type culture collection, ATCC)；METTL3 shRNA质粒购于上海

吉凯基因公司；过表达METTL3质粒购于上海和元基因公司；

胎牛血清 (fetal bovine serum) 购于美国 BI 公司；DMEM 及

0.25%胰酶 Trypsin购于美国 Invitrogen公司；二甲基亚矾（DM-

SO）、lipo2000 及 TRIZOL 购于美国 Invitrogen 公司；METTL3

抗体购于美国 Abcam公司；GAPDH抗体、过氧化物酶二级偶

联抗体购自 Santa Cruz生物技术公司；ING5抗体购于武汉三

鹰公司；氯仿、酒精（浓度为 75%）及逆转录试剂盒购于美国

ABI Applied Biosystems公司；光学显微镜、全自动酶标仪及

Real-time PCR 仪购于美国 bio-rad 公司；GEPIA (http://gepia.

cancer-pku.cn/)[12]；CCK-8试剂购于日本 Dojindo公司；免疫组

化组织购于上海卓灏生物公司；KM-plotter (http://kmplot.

com/analysis/)[13]；实时定量 PCR试剂盒购于日本 Takara公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 在 37℃、5%CO2的细胞培养箱中，将非小细

胞肺癌细胞系 HCC827细胞置于含有 10%胎牛血清的 1640

培养基中培养，在过去 6个月内检测了支原体污染，传代数<10。

1.2.2 肿瘤组织和免疫组化 非小细胞肺癌组织及周围组织

购自上海灏卓生物技术公司(中国上海)。免疫组化染色时，切片

在二甲苯中脱蜡，用分级乙醇再水化，在 95℃下用 0.1%柠檬酸

钠缓冲液(pH 6.0)孵育 20分钟以提取抗原。用 3% H2O2·dH2O

淬灭内源性过氧化物酶活性并用 1%牛血清白蛋白缓冲液阻断

非特异性结合后，用抗体在 4℃孵育过夜。几次洗涤后，切片在

室温下用辣根过氧化物酶标记的二抗处理 30分钟，用 0.05%

的 3,3-二氨基联苯胺四盐酸盐染色。使用虚拟载玻片显微镜拍

摄，并使用 Image-Pro Plus 6.0软件)分析。免疫组化切片由两名

独立学者进行分析。

1.2.3 基因过表达和敲除 将 HCC827细胞以 2.5伊106细胞的
密度接种在 6厘米的培养皿中，使其附着 12小时，观察并确认

细胞生长状态良好后用 METTL3敲减或过表达的慢病毒感染

细胞 48小时，换液并用嘌呤霉素筛选细胞。

1.2.4 免疫印迹分析法检测细胞蛋白水平 细胞用冰冷的

PBS洗净，从培养皿中用细胞刮刮下细胞，收集于离心管后离

心并用 RIPA裂解液裂解，再次离心后小心取上清使用 BCA

蛋白测定蛋白浓度。然后用 SDS-PAGE分离蛋白质，转移到

聚偏二氟乙烯膜上，用 5%脱脂牛奶封闭一小时。接下来，作

为对照，膜与抗体或与辣根过氧化物酶结合在室温下孵育。使

用电化学发光试剂对蛋白质进行可视化，并使用成像系统进

行检测。

1.2.5 细胞增殖实验 使用 CCK-8试剂盒，根据制造商的说

明将细胞接种于 96孔板(细胞密度为 5伊103个 /孔)中。在指定

的时间点加入稀释的 CCK-8溶液(约占总容量的 10%)，再孵育

1.5小时。严格限制每次的孵育时间，用分光光度计在 570 nm

处测定吸光度。实验重复了三次。

1.3 统计学分析

本文中统计免疫组化结果以及制作细胞生长曲线使用的

软件为 GraphPad Prism 8.0，计算连续变量的平均值和标准差，

计算连续变量的平均值和标准差。采用单因素方差分析确定多

组间的方差。采用 Kaplan-Meier法和 log-rank检验评估生存曲

线。P<0.05为差异，有统计学意义。

2 结果

2.1 非小细胞肺癌细胞中METTL3过表达和干涉效果验证

首先，我们利用慢病毒构建了METTL3过表达或敲除系

统来研究 METTL3在非小细胞肺癌中的功能，并用 Western

blot检测稳转株构建的过表达或敲减METTL3的效率。结果显

示，经过表达METTL3的 HCC827细胞中METTL3蛋白水平

明显较对照组细胞增高；而敲减 METTL3的 HCC827细胞中，

METTL3蛋白水平较对照细胞明显降低（图 1A）。

2.2 METTL3正向调控 ING5的表达

在Western blot检测的结果中我们发现，在 HCC827细胞

中METTL3过表达上调了 ING5蛋白水平，而METTL3敲减

显著降低了 ING5蛋白的表达（图 2A）。使用在线工具 GEPIA

分析了 TCGA 数据库中的非小细胞肺癌患者 ING5 与 MET-
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图 2 METTL3正向调控 ING5的表达

Fig.2 METTL3 positively regulated the expression of ING5

TL3的相关性.有趣的是，在非小细胞肺癌中 ING5的表达与

METTL3呈正相关(图 2B)。因此，我们预测 ING5的缺失与非

小细胞肺癌中METTL3的缺失有关。

2.3 METTL3在非小细胞肺癌组织中呈低表达

我们使用基于 TCGA数据库的在线工具 GEPIA 分析了

METTL3在非小细胞肺癌患者中 mRNA的表达情况。结果显

示与正常肺组织相比（图 3A），在非小细胞肺癌的主要病理亚

型腺癌和鳞癌中，METTL3的 mRNA的表达水平均较低 (P＜

0.05)，预示其可能与预后不良相关。随后，我们还分析了

METTL3蛋白在非小细胞肺癌组织和癌旁组织中的表达差异。

免疫组化染色检测结果显示，METTL3在非小细胞肺癌组织中

的染色程度低于癌旁组织中的的染色程度（图 3B），表明在非

小细胞肺癌中METTL3的蛋白表达水平低于正常邻近肺组织。

图 3 METTL3在非小细胞肺癌组织中呈低表达

（注：*, P < 0.05。）

Fig.3 METTL3 was downregulated in NSCLC

（Note: *, P < 0.05.）

2.4 METTL3低表达与非小细胞肺癌预后不良预后相关

为了研究METTL3对非小细胞肺癌发生的影响，我们关

注在各种癌症进展中起关键作用的细胞增殖能力变化。虽然

METTL3的敲低促进了 HCC827细胞的增殖，但与对照组细胞

相比，METTL3的过表达阻碍了细胞增殖(图 4A)。此外，我们通

过公开数据集评估METTL3的 mRNA表达水平与非小细胞肺

癌患者的预后相关性。Kaplan-Meier曲线显示，METTL3表达

较高的非小细胞肺癌患者总生存期(OS, overall survival)、进展
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图 4 METTL3低表达与非小细胞肺癌不良预后相关

（注：*, P < 0.05。）

Fig.4 Low METTL3 expression was associated with poor prognosis of Non-small cell lung cancer

（Note: *, P < 0.05.）

后生存期(PPS, post-progression survival)和无进展生存期(PFS,

progression-free survival)更好（图 4B）。同样的，非小细胞肺癌患

者的受 METTL3靶向调控的 ING5表达高，其总生存期、进展

后生存期和无进展生存期也更好（图 4C）。这些结果表明，

METTL3和其调控的 ING5表达对非小细胞肺癌患者生存与

预后发挥着重要的抑癌作用，METTL3表达水高的非小细胞肺

癌患者生存预后较好。

2.5 METTL3通过 ING5调控非小细胞肺癌细胞的增殖能力

为了验证METTL3敲减细胞的肿瘤发生表型受损是否依

赖于 ING5的减少，我们在敲减METTL3的 HCC827细胞中过

表达 ING5。细胞增殖实验结果表明，过表达 ING5部分减弱了

因METTL3敲减而导致的肿瘤细胞增殖能力增强的趋势 (图

5A)，即过表达 ING5 的 METTL3 敲减细胞的增殖能力相比

METTL3敲减细胞降低(P＜0.05)。总的来说，本实验结果表明

METTL3通过 ING5调控非小细胞肺癌细胞的增殖能力。

3 讨论

鉴定与癌症相关的表观遗传修饰是一个高速发展的分子

生物学机制研究领域，研究表明，RNA的靶向修饰在肿瘤发生

发展中具有极其重要的生物学意义 [14]。已知的 170多个 RNA

修饰中，m6A是最丰富的 mRNA修饰。既往研究表明，m6A修

饰在哺乳动物中参与了许多生物学过程，包括 mRNA的剪接、

输出、定位、翻译和的稳定性[2，15]。m6A修饰过程中的甲基转移

酶复合物包含多种酶，其中 METTL3通过影响 RNA的稳定

性、mRNA的降解和翻译来调节基因表达而发挥重要作用[16，17]。

相比之下，FTO和 ALKBH5有可能通过 " 擦除酶 " 的作用从

mRNA 中去除 m6A [18，19]。此外，YTH 家族蛋白 IGF2BPs 和

eIF3s已被证明可以作为 m6A的 "阅读酶 "，影响着 mRNA的

稳定性和翻译，从而介导多重下游效应[20-22]。近期研究证明，多

种基因 RNA的 m6A甲基化与广泛的癌症类型的肿瘤发生与

进展密切相关[23]，包括白血病[24]、乳腺癌[24]、肝癌[25]和子宫内膜

癌[26]。此外，多种 m6A调控蛋白及其靶 mRNA在癌症中表现出

不同的表达谱，表明 m6A修饰在不同基因组背景或不同肿瘤

24窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.1 JAN.2022

图 5 METTL3通过 ING5调控非小细胞肺癌细胞的增殖能力

（注：*, P < 0.05。）

Fig.5 METTL3 regulates proliferation of non-small cell lung cancer cells through ING5 in vitro

（Note: *, P < 0.05.）

亚型中发挥着致癌或抑癌作用[27]。因此，有必要详细阐明其机

制，以揭示 m6A修饰在不同肿瘤发生中的确切生物学过程及

作用。值得关注的是，当METTL3发挥不同的分子生物学行为

来介导癌症的发生和发展时，它似乎扮演了一把双刃剑的角

色，即扮演抑癌基因或癌基因的角色。例如，近期有研究者发现

过表达 METTL3可以抑制肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭[28]，同

时亦有团队证实过表达 METTL3 抑制肠癌的肿瘤发生和转

移[29，30]。本实验中，我们发现METTL3在非小细胞肺癌组织中

表达显著低于相应的癌旁组织，并与预后显著相关。因此，继续

研究METTL3的上下游调控网络将为阐明非小细胞肺癌增殖

的机制提供重要的线索。

ING5在肿瘤中发挥着重要的抑癌功能，ING5低表达水平

预示着不良的肿瘤患者预后，有必要进一步探索其上游调控机

制。例如，已有研究证实MicroRNA-196b-5p在肠癌中调控了

ING5的表达[31，32]。有学者发现 ING5在 p53乙酰化中发挥着重

要的作用 [9]，进而发挥抑制细胞的生长并诱导细胞凋亡的功

能[11，33]。此外，已有研究证实 ING5抑制了肺癌的增殖、迁移和

侵袭[34]。但是，关于 ING5的上游调控机制鲜有研究，并且其在

表观遗传修饰层面的研究此前仍是空白。在本实验中，我们证

实 m6A修饰机制中的核心组分之一 METTL3通过调控 ING5

的表达抑制非小细胞肺癌细胞的增殖能力。并从机制上部分解

释了 ING5 在非小细胞肺癌中表达升高的原因，并突出了

METTL3-ING5轴作为非小细胞肺癌靶向治疗可能的新型分子

研究策略。

结合本文的结论，我们进一步的推测：METTL3可能通过

mRNA m6A甲基化的多步骤过程提高 ING5的翻译效率和肿

瘤抑制功能；同时，是否存在其他 m6A修饰系统的成员参与到

ING5的调控，并对通过调控 ING5进而影响非小细胞肺癌的

发生、发展进程仍是未来有意义的课题讨论方向；此外，我们还

认为联合检测 METTL3和 ING5表达水平可能有助于预测和

指导非小细胞肺癌患者的预后。综上所述，我们发现异常的

METTL3-ING5轴的表达与非小细胞肺癌恶性肿瘤的发生、发

展的高度相关，并为非小细胞肺癌的未来临床研究中应用提供

了令人鼓舞的分子与机制基础。
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