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ＭＥＴＴＬ３促进非小细胞肺癌细胞增殖，迁移和侵袭
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摘要　目的　探讨甲基转移酶样３（ＭＥＴＴＬ３）作为ｍ６Ａ修饰的甲基转移酶对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）细胞增殖、克隆和迁移能
力的影响。方法　通过生物信息学探讨ＭＥＴＴＬ３表达水平与ＮＳＣＬＣ患者预后的关系，通过ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｍ６Ａ定量检
测、ＣＣＫ８、免疫荧光、克隆形成和细胞划痕实验等探讨敲减或高表达 ＭＥＴＴＬ３后 ＮＳＣＬＣ细胞 ＭＥＴＴＬ３ｍＲＮＡ和蛋白水平、
ｍ６Ａ水平、增殖、克隆形成、迁移及凋亡能力的变化。结果　生物信息学分析表明ＭＥＴＴＬ３在 ＮＳＣＬＣ中高表达且与患者生存
期呈负相关。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示ＭＥＴＴＬ３在ＮＳＣＬＣ细胞系中高表达。在Ａ５４９细胞中，高表达ＭＥＴＴＬ３后显著
增加ＮＳＣＬＣ细胞ｍ６Ａ水平并促进其增殖、生长、肿瘤形成和细胞迁移，且抑制细胞凋亡并上调波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ），下调Ｅ钙
黏着蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜００１），从而促进Ａ５４９细胞的上皮－间质转化进程（ＥＭＴ）。但在 Ａ５４９
细胞中靶向敲除ＭＥＴＴＬ３则得到相反结果（Ｐ＜００１）。结论　过表达 ＭＥＴＴＬ３增加 ＮＳＣＬＣ细胞 ｍ６Ａ水平并促进其增殖、克
隆形成和细胞迁移能力，为今后以ＭＥＴＴＬ３为靶点的ＮＳＣＬＣ早期诊断与靶向药物开发奠定理论基础。
关键词　ＭＥＴＴＬ３；ｍ６Ａ；增殖；迁移；侵袭；ＥＭＴ；ＮＳＣＬＣ
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　　近些年来，肺癌的发病率在全球范围内呈上升
趋势［１］。中国的肺癌死亡人数已高达全球肺癌死

亡人数的４０％，已成为病死率最高的癌症［２］。但目

前非 小 细 胞 肺 癌 （ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）发病的分子机制尚不明确。Ｎ６甲基腺苷
（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是真核生物ＲＮＡ最常见
的表观遗传修饰方式之一，是指腺苷碱基第６号 Ｎ
原子上的甲基化［３］。ｍ６Ａ修饰是动态可逆的，由甲
基转移酶、去甲基化酶和甲基化识别蛋白等调

控［４］。近年来的研究［５］表明，ｍ６Ａ修饰在肿瘤的发
生发展中发挥着重要作用，ｍ６Ａ修饰及相关调控蛋
白异常影响癌症的进展。近期研究［６－９］表明 ｍ６Ａ
甲基转移酶样 ３（ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌｉｋｅ３，ＭＥＴＴＬ３）
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功能异常与肝癌，肺癌，乳腺癌，胃癌等多种癌症密

切相关。由 ＭＥＴＴＬ３介导的 ｍ６Ａ表观遗传修饰将
成为包括ＮＳＣＬＣ在内的患者的早期诊断和预后的
潜在指标，并能够为临床治疗癌症提供分子靶点。

因此，本研究旨在探讨ＭＥＴＴＬ３调控对ＮＳＣＬＣ细胞
增殖、克隆和迁移能力的影响，阐明 ＭＥＴＴＬ３在
ＮＳＣＬＣ发病过程中的作用及机制，这对于探索新的
ＮＳＣＬＣ临床治疗途径具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　细胞培皿和培养板采购于美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；细胞培养基 ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清
（货号：ＳＨ３０８０９０１、ＳＨ３００７１０３）购于美国Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；转 染 试 剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（货 号：
１１６６８０２７）购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＢＣＡ试剂盒
（货号：ＰＣ００２０）购于北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；一抗 ＭＥＴ
ＴＬ３，Ｅ钙黏着蛋白，波形蛋白，βＴｕｂｕｌｉｎ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ
等单克隆抗体及羊抗兔 ｌｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
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４８８）（货号：ａｂ１９５３５２、ａｂ１４１６、ａｂ４５９３９、ａｂ６０４６、
ａｂ１３７３２１、ａｂ１５００７７）购于英国 Ａｂｃａｍ公司；二抗
ＨＲＰｌｉｎｋｅｄｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ（货号：５１１２０３）购于
成都正能生物公司；ＣＣＫ８试剂盒、结晶紫（货号：
Ｅ６０６３３５、Ａ１００５２８）购于上海生工生物工程公司；
ＨＲＰ底物（货号：ＷＢＫＬＳ０１００）试剂盒购于美国 ｍｉｌ
ｉｐｏｒｅ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＡｌｌｉｎＯｎｅＦｉｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒 （货号：ＥＴ１０１０１Ｖ２、
ＡＴ３２１０１）购于北京 ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：Ｐ１１１０１）购于南京 Ｖａｚｙｍｅ公司；
ｍ６Ａ定量检测试剂盒（货号：Ｃ１１０５１１）购于广州锐
博生物。

１．１．２　主要仪器　细胞培养箱（型号：Ｔｈｅｒｍｏ３５４１，
美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；酶标仪（型号：Ｓｙｎｅｒｇ
ｙＨ１Ｍ，美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；激光共聚焦显微镜（型
号：ＮＣＦ９５０，美国Ｌｅｉｃａ公司）；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（型
号：ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ）、凝胶成像系统（型号：ＣｈｅｍｉＤｏ
ｃＸＲＳ＋）购自美国 Ｂｉｏｒａｄ公司；显微镜（型号：Ｏ
ｌｙｍｐｕｓＢＸ６３，日本奥林帕斯公司）。
１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　使用 ＴＣＧＡ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ）和 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－
ｐｋｕ．ｃｎ）数据库分析ＮＳＣＬＣ患者的中ＭＥＴＴＬ３表达
水平及其与生存期之间的关系。

１．２．２　细胞培养　人源 ＮＳＣＬＣ细胞株 Ａ５４９、
Ｈ１２９９和正常肺上皮细胞株ＢＥＡＳ２Ｂ从美国ＡＴＣＣ
细胞库购入。用含１０％胎牛血清，１％青 －链霉素
的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养细胞，培养于 ３７℃、５％
ＣＯ２及保持一定湿度的培养箱中。
１．２．３　质粒构建　过表达质粒通过ＰＣＲ扩增方法
将ＭＥＴＴＬ３的ｃＤＮＡ插入到载体ｐｃＤＮＡ３１（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）的多克隆位点中。ｓｈＭＥＴＴＬ３质粒购于吉凯生
物科技有限公司，靶向位点是５′ＣＴＧＣＡＡＧＴＡＴＧＴ
ＴＣＡＣＴＡＴＧＡ３′。
１．２．４　细胞转染　Ａ５４９细胞中通过瞬时转染
ＭＥＴＴＬ３或 ｓｈＭＥＴＴＬ３，增加或靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３
的表达水平。每组取１５ｕｇ质粒和３ｕｌ转染试剂
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００分别与无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养
基混合，再将两种混合液混匀，室温静置５ｍｉｎ。然
后加入到６孔板中，每孔２５０ｕｌ，培养３６～４８ｈ，进
行后续实验。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ　收集细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细
胞总 ＲＮＡ。取 １ｕｇＲＮＡ，采用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＡｌｌｉｎ
ＯｎｅＦｉｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒反转录成 ｃＤＮＡ。

采用２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ盒，以反转录的 ｃＤＮＡ为模
板，ＧＡＰＤＨ为内参进行 ＲＴＰＣＲ实验，每组设置 ３
个复孔。独立重复实验３次，使用ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋，
ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统获取结果图像，并利用ＩｍａｇｅＪ
软件对结果进行灰度值定量分析。ｑＰＣＲ引物序列
见表１。

表１　基因引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ＭＥＴＴＬ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＧＣＣＴＴＣＴＧＡＡＣＣＡＡＣＡＧＴＣＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＣＧＡＣＣＴＣＧＡＧＡＧＣＧＡＡＡＴ３′
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＣＣＡＴＴＡＡＣＡＧＧＡＡＣＡＣＡＧＧ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＡＧＴＣＡＣＴＴＴＣＡＧＴＧＴＧＧＴＧ３′
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＧＣＣＡＡＣＴＡＣＡＴＣＧＡＣＡＡＧＧＴＧＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＧＧＴＣＣＡＣＣＴＧＣＣＧＧＣＧＣＡＧ３′
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴ３′

１．２．６　免疫印迹实验　收集细胞，ＰＢＳ洗１次，加
入ＮＰ４０裂解液裂解细胞。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ收集上清液，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。加入５Ｘ
上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ变性。上样３０μｇ蛋白，进行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜。用含５％的脱脂奶粉 ＴＢＳＴ
封闭２ｈ，４℃过夜孵育 ＭＥＴＴＬ３、Ｅ钙黏着蛋白（Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｔｕｂｕｌｉｎ（浓度均为
１∶１０００）一抗，室温孵育二抗 ＨＲＰｌｉｎｋｅｄｇｏａｔａｎｔｉ
ｒａｂｂｉｔＩｇＧ（１∶２０００）２ｈ。用化学成像系统检测化
学发光情况，ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值。
１．２．７　ｍ６Ａ水平检测　ｍ６Ａ甲基化水平检测使用
ｍ６Ａ定量检测试剂盒并参照其操作手册进行。简
单操作过程为：收集细胞，ＰＢＳ洗１次，裂解细胞，加
样，分别设空白孔、标准孔和待测样品孔。在酶标包

被板上标准品准确加样５０μｌ，待测样品孔中先加样
品稀释液４０μｌ，然后再加待测样品１０μｌ，使用移液
器将样品垂直加至酶标板孔底部，样品尽量不触及

孔壁，轻轻晃动混匀样品；温育：用封板膜封板后置

３７℃温育３０ｍｉｎ；配液，将３０倍（４８Ｔ的２０倍）浓
缩洗涤液用蒸馏水３０倍（４８Ｔ的２０倍）稀释后备
用；洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加

满洗涤液，静置３０ｓ后弃去，如此重复５次；加酶：
每孔加入酶标试剂５０μｌ，空白孔除外；随后温育和
洗涤；显色：每孔先加入显色剂Ａ５０μｌ，再加入显色
剂Ｂ５０μｌ，轻轻振荡混匀，３７℃避光显色１０ｍｉｎ；
终止：每孔加终止液５０μｌ，终止反应；测定：以空白
孔调零，４５０ｎｍ波长依序测量各孔的吸光度（Ａ）。
１．２．８　ＣＣＫ８检测细胞增殖活性　选取对数生长
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期细胞，接种于９６孔板，每孔５×１０３个细胞。细胞
贴壁后，转染质粒ＭＥＴＴＬ３或ｓｈＭＥＴＴＬ３，同时设调
零孔，每组做３个复孔，继续培养４８ｈ。然后向每孔
加入ＣＣＫ８１０μｌ，３７℃孵育１０ｍｉｎ，用酶标仪检测
每孔在４５０ｎｍ波长下的吸光度Ａ值，计算细胞存活
率。细胞存活率％ ＝（Ａ实验组 －Ａ空白组）／（Ａ对照组 －
Ａ空白组）×１００
１．２．９　免疫荧光实验　免疫荧光实验用以检测细
胞凋亡情况。将细胞接种于铺有盖玻片的２４孔板
内，待细胞贴壁后转染质粒 ＭＥＴＴＬ３和 ｓｈＭＥＴＴＬ３，
继续培养４８ｈ。弃去培养基，ＰＢＳ洗１次，加入４％
多聚甲醛，室温放置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。加入１％
ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００，室温放置３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次。加入
２％ ＢＳＡ，室温封闭３０ｍｉｎ。加入一抗 ＡｎｎｅｘｉｎＶ（１
∶５００），４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗３次。加入荧光二抗
ｌｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８）（１∶１０００），避光室温
孵育２ｈ，ＰＢＳ洗３次。１％Ｈｏｅｃｈｓｔ或ＰＩ室温３０ｍｉｎ
染核，ＰＢＳ洗３次，封片。于共聚焦显微镜下观察，
ＩｍａｇｅＪ软件分析荧光强度。
１．２．１０　细胞克隆形成实验　收集转染ＭＥＴＴＬ３和
ｓｈＭＥＴＴＬ３的Ａ５４９细胞，接种于１２孔板，每孔２００
个细胞，每组设 ３个复孔。培养于含 １０％胎牛血
清，１００ｍｇ／ｍｌ青－链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，
每３ｄ更换培新鲜养基，培养１４ｄ后，弃去培养基，
ＰＢＳ洗１次，加入１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗１
次。拍照后用ＩｍａｇｅＪ软件分析克隆数量。
１．２．１１　细胞划痕实验　在６孔板背面划３条线横
穿过孔，取对数生长期细胞接种至该６孔板，细胞贴
壁后转染质粒 ＭＥＴＴＬ３和 ｓｈＭＥＴＴＬ３，继续培养４８
ｈ。用２００μｌ枪头在孔中纵向划３条线，尽量垂直于
背后的横线。弃去培养基，ＰＢＳ洗２次，加入含２％
胎牛血清的培养基，在显微镜下拍照。继续培养３６
ｈ，再次拍照。独立重复实验３次，用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析划痕两侧细胞之间的距离。

１．２．１２　统计学处理　用软件ＳＰＳＳ２００对实验结
果进行统计学分析，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，所有实
验均至少完成３次以上生物学重复实验，两组间比
较采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用方差分析。
计数资料以率（％）表示，组间比较采用 χ２检验。Ｐ
＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＥＴＴＬ３在 ＮＳＣＬＣ中高表达且与患者生存
期呈负相关　ＭＥＴＴＬ３作为ｍ６Ａ甲基转移酶复合物

中的核心组分与人类的多种癌症的发生密切相关。

ＧＥＰＩＡ数据库的结果表明 ＭＥＴＴＬ３的 ｍＲＮＡ在结
肠腺癌（ｃｏｌｏｎａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＯＡＤ）、多形性胶质
母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ，ＧＢＭ）、卵巢癌
（ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＯＶ）、直肠腺癌（ｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉ
ｎｏｍａ，ＲＥＡＤ）、胸腺癌（ｔｈｙｍｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＴＨＹＭ）、
肺腺癌（ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＵＡＤ）和肺鳞癌
（ｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＵＳＣ）等癌症组织
中的表达水平与正常组织相比明显增加（Ｐ＜００１，
图１Ａ）。ＴＣＧＡ数据结果表明 ＭＥＴＴＬ３在 ＬＵＳＣ和
ＬＵＡＤ（均Ｐ＜００１，图１Ｂ、１Ｃ）中的表达水平与正常
组织相比增加。ＴＣＧＡ数据库中患者生存期分析表
明，ＭＥＴＴＴＬ３表达水平高的患者（ｎ＝１４７）生存期较
短，ＭＥＴＴＴＬ３表达水平低的患者（ｎ＝３４４）生存期较
长（图 １Ｄ，Ｐ＜００１）。以上结果表明 ＭＥＴＴＬ３在
ＮＳＣＬＣ中高表达且与患者生存期呈负相关。
２．２　ＮＳＣＬＣ细胞中ＭＥＴＴＬ３的ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平升高　为了验证ＭＥＴＴＬ３与ＮＳＣＬＣ的关系，
本研究检测了 ＮＳＣＬＣ细胞 Ａ５４９和 Ｈ１２９９及正常
肺上皮细胞系 ＢＥＡＳ２Ｂ中 ＭＥＴＴＬ３的 ｍＲＮＡ和蛋
白表达水平。通过 ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋，ＢｉｏＲａｄ凝胶
成像系统得到 ＲＴＰＣＲ结果，将白色目的条带颜色
翻转为黑色目的条带，黑色背景翻转为白色背景，可

见Ａ５４９（ｔ＝５６８，Ｐ＜００１）和 Ｈ１２９９（ｔ＝１２６３，Ｐ
＜００１）细胞中 ＭＥＴＴＬ３的 ｍＲＮＡ水平明显高于对
照组ＢＥＡＳ２Ｂ细胞（图 ２Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结
果显示，与对照组 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞相比，Ａ５４９（ｔ＝
２３８８，Ｐ＜００１）和 Ｈ１２９９（ｔ＝１２０９，Ｐ＜００１）细
胞中ＭＥＴＴＬ３蛋白表达的水平上调 （图２Ｂ）。
２．３　ＭＥＴＴＬ３调控ＮＳＣＬＣ细胞中ｍ６Ａ水平　蛋
白通过免疫印迹实验，检测过表达或靶向敲低ＭＥＴ
ＴＬ３的效果。结果显示，Ａ５４９细胞中瞬时转染
ＭＥＴＴＬ３明显增加其蛋白水平（图３Ａ，ｔ＝１５６８，Ｐ
＜００１），瞬时转染 ｓｈＭＥＴＴＬ３明显降低其蛋白水
平（图 ３Ｂ，ｔ＝１０１１，Ｐ＜００１）。为了进一步确定
ＭＥＴＴＬ３是否通过 ｍ６Ａ甲基化修饰发挥调控作用，
检测 ＭＥＴＴＬ３变化对 Ａ５４９细胞中 ｍ６Ａ水平的影
响。ｍ６Ａ定量试剂盒检测结果表明，过表达 ＭＥＴ
ＴＬ３明显增加 Ａ５４９细胞中 ｍ６Ａ水平（图 ３Ｃ，ｔ＝
１３４３，Ｐ＜００１），而敲减 ＭＥＴＴＬ３显著减少细胞中
ｍ６Ａ水平 （图３Ｄ，ｔ＝４０１７，Ｐ＜００１），差异具有统
计学意义。以上结果表明，ＭＥＴＴＬ３影响 ＮＳＣＬＣ细
胞的ｍ６Ａ水平。
２．４　ＭＥＴＴＬ３促进ＮＳＣＬＣ细胞增殖　在Ａ５４９
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图１　ＭＥＴＴＬ３在ＮＳＣＬＣ中高表达且与患者生存期呈负相关

Ｆｉｇ．１　ＭＥＴＴＬ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐａｔｉｅｎｔｓｕｒｖｉｖａｌｉｎＮＳＣＬＣ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３ｗａｓａｎａｌｙｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｔ）ｕｓｉｎｇＧＥＰＩＡｄａｔａｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｎ）；Ｂ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＭＥＴＴＬ３ｉｎｔｈｅＬＵＳＣｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３ｉｎｔｈｅＬＵＡＤｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｄ：Ｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＭＥＴＴＬ３ｌｅｖｅｌａｎｄｐａｔｉｅｎｔｓｕｒｖｉｖａｌｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａ；Ｐ＜００１ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＭＥＴＴＬ３在ＮＳＣＬＣ细胞中高表达
Ｆｉｇ．２　ＨｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３ｉｎＮＳＣＬＣｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３ａｎｄＧＡＰＤＨｉｎＡ５４９，Ｈ１２９９ａｎｄＢＥＡＳ２Ｂｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ

ＭＥＴＴＬ３ａｎｄＴｕｂｕｌｉｎｉｎＡ５４９，Ｈ１２９９ａｎｄＢＥＡＳ２Ｂｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００１ｖｓＢＥＡＳ２Ｂｃｅｌｌｓ．
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细胞中过表达或靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３，检测 ＭＥＴＴＬ３
表达的变化对ＮＳＣＬＣ细胞增殖能力的影响。ＣＣＫ
８实验测结果显示，过表达ＭＥＴＴＬ３促进Ａ５４９细胞
的增殖能力（图 ４Ａ，ｔ＝２９５７，Ｐ＜００１），而降低
ＭＥＴＴＬ３表达水平抑制细胞的增殖能力（图４Ｂ，ｔ＝

１０９７，Ｐ＜００１）。细胞生长实验得到同样结果，过
表达ＭＥＴＴＬ３促进细胞生长（图４Ｃ，Ｆ＝８７６２，Ｐ＜
００１），而靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３抑制细胞生长（图４Ｄ，
Ｆ＝２１０１，Ｐ＜００１）。结果表明，ＭＥＴＴＬ３促进
ＮＳＣＬＣ细胞增殖能力。

图３　ＭＥＴＴＬ３增加细胞内ｍ６Ａ的修饰水平

Ｆｉｇ．３　ＭＥＴＴＬ３ｅｖａｌｕａｔｅｄｍ６Ａｌｅｖｅｌｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＭＥＴＴＬ３ａｎｄＴｕｂｕｌｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏ

ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＭＥＴＴＬ３ａｎｄＴｕｂｕｌｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｃ：Ｔｈｅｔｏｔａｌｍ６ＡｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｄ：Ｔｈｅｔｏｔａｌｍ６ＡｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｔｈｅＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｐ＜００１ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．

图４　高表达的ＭＥＴＴＬ３促进细胞增殖

Ｆｉｇ．４　ＭＥＴＴＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ

　　Ａ，Ｂ：ＴｈｅＣＣＫ８ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ）ｏｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（Ｂ）ｏｆＭＥＴＴＬ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ，Ｄ：Ｔｈｅ

ＣＣＫ８ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｇｒｏｗｔｈｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｃ）ｏｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎ（Ｄ）ｏｆＭＥＴＴＬ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｐ＜００１ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．
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２．５　ＭＥＴＴＬ３抑制细胞凋亡　Ａ５４９细胞中过表
达或靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３，探讨 ＭＥＴＴＬ３与细胞凋亡
的关系。免疫荧光结果显示，过表达ＭＥＴＴＬ３抑制细
胞凋亡（图 ５Ａ，ｔ＝１３１０，Ｐ＜００１），而靶向敲低
ＭＥＴＴＬ３促进细胞凋亡（图５Ｂ，ｔ＝４０２４，Ｐ＜００１）。
结果提示，ＭＥＴＴＬ３抑制ＮＳＣＬＣ细胞的凋亡。
２．６　ＭＥＴＴＬ３增加 ＮＳＣＬＣ细胞克隆形成能力　
利用过表达或靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３，进一步检测 ＭＥＴ
ＴＬ３水平变化对 Ａ５４９细胞克隆形成能力的影响。
细胞克隆形成实验结果表明，过表达 ＭＥＴＴＬ３明显
提高Ａ５４９细胞克隆形成能力（图６Ａ，ｔ＝１２０９，Ｐ＜
００１），而靶向敲低ＭＥＴＴＬ３则明显降低细胞克隆形
成能力（图 ６Ｂ，ｔ＝１５９３，Ｐ＜００１）。结果提示，

ＭＥＴＴＬ３促进ＮＳＣＬＣ细胞克隆形成能力。
２．７　ＭＥＴＴＬ３促进ＮＳＣＬＣ细胞的迁移　Ａ５４９细
胞中表达或靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３后，研究 ＭＥＴＴＬ３对
ＮＳＣＬＣ细胞迁移能力的影响。细胞划痕实验结果
表明，过表达ＭＥＴＴＬ３显著增强Ａ５４９细胞的迁移能
力（图７Ａ，ｔ＝７３０，Ｐ＜００１），而靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３
显著减弱Ａ５４９细胞的迁移能力（图７Ｂ，ｔ＝２２５３，Ｐ
＜００１）。结果提示，ＭＥＴＴＬ３促进 ＮＳＣＬＣ细胞的
迁移能力。

２．８　ＭＥＴＴＬ３促进 ＮＳＣＬＣ细胞 ＥＭＴ进程　上
皮 －间质转化过程（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是恶性肿瘤细胞转移的重要环节之一，为
了评估ＭＥＴＴＬ３变化对ＮＳＣＬＣ细胞ＥＭＴ的影响，

图５　过表达ＭＥＴＴＬ３抑制细胞凋亡
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图６　ＭＥＴＴＬ３促进细胞克隆形成能力

Ｆｉｇ．６　ＭＥＴＴＬ３ｅｎｈａｎｃｅｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
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ｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｐ＜００１ｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．

图７　高表达ＭＥＴＴＬ３促进细胞的迁移能力
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图８　高表达的ＭＥＴＴＬ３促进细胞的ＥＭＴ

Ｆｉｇ．８　ＭＥＴＴＬ３ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｔｈｅＥＭＴｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＴｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＥＴＴＬ３，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＴＴＬ３；Ｂ：ＴｈｅＷｅｓｔｅｒｎ
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ｇｒｏｕｐｓ．

在转染ＭＥＴＴＬ３或ｓｈＭＥＴＴＬ３的Ａ５４９细胞中，检测
ＥＭＴ标志性分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ
和蛋白水平变化情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ实
验结果显示，过表达 ＭＥＴＴＬ３增加 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝
２５５４，Ｐ＜００１）表达水平达并减少 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝
２６７６，Ｐ＜００１）蛋白表达水平（图８Ａ），而靶向敲
低ＭＥＴＴＬ３促进 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（ｔ＝３６５７，Ｐ＜００１）蛋
白表达水平并抑制Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（ｔ＝２４０２，Ｐ＜００１）表
达水平（图 ８Ｂ）。结果提示，ＭＥＴＴＬ３促进 ＮＳＣＬＣ
细胞的ＥＭＴ。

３　讨论

　　ＮＳＣＬＣ的恶性程度高，治疗难度大。虽然目前
临床上采用手术切除、放疗、化疗及免疫和靶向治疗

等多种方案对ＮＳＣＬＣ患者进行治疗，但是治疗效果
并不理想［１］。超过一半的患者就诊时已处于肺癌

晚期，出现远处转移，５年生存率低于２０％［１０］。因

此，探索 ＮＳＣＬＣ相关基因及其作用机制对改进
ＮＳＣＬＣ患者的诊治方案具有重要意义。
　　近年来的研究［３］表明，ｍ６Ａ修饰在肿瘤的发生
发展中发挥着双重作用。在子宫内膜癌中，减少

ｍ６Ａ修饰能增加蛋白激酶 Ｂ活性从而促进细胞增
殖和肿瘤发生［１１］。在宫颈鳞状细胞癌中，脂肪与肥

胖相关蛋白通过下调 βｃａｔｅｎｉｎ的 ｍ６Ａ水平增强其
化疗耐药［１２］。在肝癌中，增加细胞因子信号转导抑

制因子２上的ｍ６Ａ修饰能促进其ｍＲＮＡ降解，从而
加速肿瘤进展［１３］。在肺癌细胞中，高表达的 ＭＥＴ
ＴＬ３和 ｍ６Ａ水平参与转化生长因子 －介导的肺癌
细胞的 ＥＭＴ转化［１４］。由此可见，促癌基因的 ｍ６Ａ

水平的增高促进人类肿瘤的进程。而另一些基因的

ｍ６Ａ修饰减少同样能够加快肿瘤的进展，这主要是
由不同的ｍ６Ａ识别蛋白特异性识别 ｍ６Ａ位点后的
作用机制，以及ｍ６Ａ修饰的基因是癌基因还是抑癌
基因等因素所导致。

　　近期研究表明 ｍ６Ａ修饰调控蛋白异常与多种
类型的癌症密切相关，ＭＥＴＴＬ３作为最主要的 ｍ６Ａ
甲基化蛋白，相关的研究日益增多。有研究［１５］证

实，ＭＥＴＴＬ３蛋白分子的赖氨酸残基发生小泛素样
修饰蛋白修饰后会抑制其 ｍ６Ａ甲基化的酶活性进
而抑制ＮＳＣＬＣ细胞的增殖。ｍｉＲ３３ａ可靶向 ＭＥＴ
ＴＬ３ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ，下调 ＭＥＴＴＬ３的表达水平，从
而抑制 ＮＳＣＬＣ细胞的增殖［１６］。这些研究均表明

ＭＥＴＴＬ３参与调控ＮＳＣＬＣ的进程，其表达水平和活
性与ＮＳＣＬＣ的发生和发展密切相关。为阐明ＭＥＴ
ＴＬ３调控ＮＳＣＬＣ发生发展的分子机制，本研究通过
构建ＭＥＴＴＬ３过表达的 Ａ５４９细胞模型，发现 ＭＥＴ
ＴＬ３的高表达显著提高细胞内 ｍ６Ａ修饰水平并促
进了Ａ５４９细胞增殖，克隆形成，迁移和ＥＭＴ同时抑
制细胞凋亡。而在 Ａ５４９细胞中靶向敲低 ＭＥＴＴＬ３
则得到相反的结果。这些结果表明，过表达的ＭＥＴ
ＴＬ３能够促进 ＮＳＣＬＣ细胞增殖、迁移和 ＥＭＴ，且
ＭＥＴＴＬ３作为癌基因在 ＮＳＣＬＣ的生长和转移中发
挥重要作用。
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◇预防医学研究◇

２０１９—２０２１年喀什地区莎车县肺结核时空流行特征分析
陈晓蝶１，买吾拉江·依马木２，常敏丽１，张利萍３，郑彦玲３

（１新疆医科大学公共卫生学院，３医学工程技术学院，乌鲁木齐　８３００１７；
２喀什地区疾病预防控制中心，喀什　８４４０００）

摘要　目的　探讨新疆喀什地区莎车县肺结核流行的时间和空间分布特点。方法　收集２０１９—２０２１年莎车县的肺结核发病
资料，应用圆形分布法、局部空间自相关分析、冷热点分析、方向分布和空间重心方法进行时空分析。结果　２０１９—２０２１年莎
车县肺结核发病数共８３４５例，其中男性占５２０３％，女性占４７９７％，患者以６０～７５岁为主。塔尕尔其乡、莎车镇和恰热克镇
的肺结核报告发病数位居全县前三。春、夏季为肺结核的疾病高发季，３月中旬至７月中旬为疾病高发期。米夏乡、伊什库力
乡等为“高高”聚集区，“低低”聚集区主要集中在霍什拉甫乡、喀拉苏乡等。塔尕尔其乡、米夏乡、伊什库力乡等为莎车县肺结

核发病的热点区域。研究期间内，喀什地区莎车县肺结核发病重心逐渐由西南向东北偏移。结论　莎车县肺结核疫情存在
一定的聚集性，男性发病略多于女性，老年群体占比较大，春、夏为疾病高发季节，米夏乡、伊什库力乡为重点发病区域。相关

部门应持续加强肺结核高发期间重点人群、区域的疾病监测工作，采取相应的干预措施，降低肺结核的传播风险。

关键词　肺结核；圆形分布法；空间自相关；冷热点分析；空间重心分布；新疆喀什
中图分类号　Ｒ５２１
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０５－　－
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万［２］。新疆喀什是中国结核病发病率较高的地区

之一，在其１２个县市中，莎车县肺结核疫情较为严
重，结核病防控任务艰巨［３］。

　　在时间流行特征分析方面，圆形分布法可以描
述疾病季节性的强弱并确定疾病的发病高峰期，从

而科学地解释莎车县结核病时间上的变化情况［４］。

通过比较和讨论局部空间自相关分析（ｌｏｃａｌｉｎｄｅｘ
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范围及疾病重心的逐年变化情况，使研究结果更加
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