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KMT6在肝癌细胞转移中的作用及对肝癌预后的影响 *
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摘要目的：探讨组蛋白赖氨酸甲基转移酶 6(histone lysine methyltransferase 6，KMT6)对人肝癌细胞转移的调控作用及对肝癌患者

预后的影响。方法：采用 RNA干涉技术合成靶向 KMT6的小干扰 RNA(KMT6 siRNA)片段，瞬时转染至人肝癌细胞系 Huh-7。随

后，分别采用细胞黏附实验、细胞侵袭实验以及划痕迁移实验检测肝癌细胞的黏附、侵袭和迁移等肿瘤细胞转移能力。运用

Oncomine数据库和 cBioportal 肝癌数据库分析 KMT6 的表达情况及对肝癌预后的影响。结果：靶向 KMT6 的小干扰 RNA

(KMT6 siRNA)片段瞬时转染至人肝癌细胞系 Huh-7后，KMT6蛋白的表达显著下降，且黏附率、侵袭率和划痕修复率均显著降低

(P<0.05)。Oncomine肝癌数据库分析表明肝癌组织 KMT6的表达增加，cBioportal肝癌数据库分析表明 KMT6基因改变与肝癌患

者预后不良密切相关。结论：KMT6分子可促进肝癌细胞黏附、侵袭和迁移，其基因改变与肝癌患者预后不良显著相关。KMT6分

子有望成为肝癌治疗的新靶点。
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Effect of KMT6 on the Metastasis of Hepatocellular Carcinoma Cells
and Prognosis of Hepatocellular Carcinoma Patients*

To investigate the effect of histone lysine methyltransferase 6 (KMT6) on metastasis of hepatocellular

carcinoma (HCC) cells and prognosis of HCC patients. In this study, RNA interference was utilized to transiently downregulate

the expression of KMT6 in Huh-7 cells. KMT6 siRNA was then used to investigate the effect of KMT6 on metastasis including adhesion,

invasion and migration potentials in Huh-7. Oncomine database and cBioportal database were used to analyze the expression level of

KMT6 and its effect on the prognosis of HCC. The expression level of KMT6 protein in Huh-7 cells was significantly decreased

after transient transfection of KMT6 siRNA compared to those transfected with the negative control siRNA. The numbers of attached

cells, invaded cells and wound closure rate were significantly decreased in KMT6 siRNA transfected Huh-7 cells compared to those

transfected with the negative control siRNA (P<0.05). Oncomine database showed that KMT6 expression is increased in HCC tissues.

cBioportal database showed that KMT6 gene alteration correlates with poor prognosis of HCC patients. KMT6 can promote

adhesion, invasion and migration of HCC cells. KMT6 gene alteration is significantly associated with poor prognosis in HCC patients.

KMT6 may be a novel target for HCC treatment.
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前言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是最常见的消化

系统恶性肿瘤之一，其进展快，易转移，预后差[1]。GLOBCAN癌

症统计数据表明 2018年我国肝癌新发病例约 39.3万人，死亡

病例约 36.9万人。目前，临床上针对中晚期肝癌病人疗效甚

微，约 90%的肝癌患者死于肿瘤转移相关并发症，转移是影响

肝癌患者预后的最主要因素。高度侵袭转移是肝癌最主要的恶

性表型，也是肝癌进展迅速、预后不良的直接原因[2]。因此，研究

有关肝癌细胞转移的调控因素将有助于我们更准确地把握肝

癌发生发展的规律，对于新靶点、新策略的研发具有重要的科

研与临床价值。
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肿瘤的转移是一个十分复杂的涉及多环节和多步骤的动

态过程，涉及细胞黏附胞外基质、胞外基质降解清除运动障碍

和细胞的迁移运动等一系列连续过程[3，4]。组蛋白赖氨酸甲基转

移酶 6(histone lysine methyltransferase 6，KMT6)是表观遗传调

控分子多梳抑制复合体 2 (polycomb repressive complex 2，

PRC2)的核心亚基，属于组蛋白赖氨酸甲基转移酶家族，亚细

胞定位在细胞核中，其 SET结构域高度保守，可催化组蛋白

H3第 27位(H3K27m3)赖氨酸发生甲基化修饰，进而沉默多种

抑癌基因转录，促进肿瘤的发生发展[5]。因此，靶向阻断 KMT6

及其下游信号转导通路有望成为肿瘤靶向治疗新方向。

大量研究表明甲基转移酶 KMT6 高表达于多种肿瘤细

胞，对于维持肿瘤细胞黏附、侵袭和迁移等促进肿瘤转移发挥

重要作用，但 KMT6是否调控肝癌细胞转移及影响患者预后，

有待探究。本研究通过 RNA干涉技术下调人肝癌细胞 KMT6

基因的表达，检测 KMT6表达下调对人肝癌细胞黏附、侵袭和

迁移等转移能力的影响，采用 Oncomine 数据库和 cBioportal

数据库分析 KMT6 在肝癌中的表达及对肝癌患者预后的影

响，以期为肝癌的诊治提供新思路和新方法。

1 材料与方法

1.1 材料

肿瘤细胞培养基 RPMI1640购自 GIBCO公司。胎牛血清

购自四季青公司。Matrigel胶购自 Corning公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人肝癌细胞 Huh-7购自上海生化与细胞生

物学研究所细胞库。KMT6干涉片段购自吉玛基因。细胞接种

至合适的培养瓶或平板中，添加含 10％胎牛血清的 RPMI1640

完全培养基，置于 5%CO2、37℃培养箱内静置培养。一般 2-3天

换液或传代一次。

1.2.2 小干扰 RNA瞬时转染 将细胞接种至六孔板中，待细

胞密度达到 50%左右时，吸弃培养上清，添加 1.5 mL不含胎牛

血清的 RPMI1640培养基。对于每孔细胞，将 5 滋L转染试剂
Lipo 2000与 0.25 mL不含胎牛血清的 RPMI1640培养基小心

混匀，静止 5 min。将小干扰 RNA干涉片段用适量 DEPC水溶

解至所需浓度后，取 5 滋L小干扰 RNA与 0.25 mL不含胎牛血

清的 RPMI1640培养基小心混匀。然后将以上两种混合物轻轻

混合均匀，静止 20 min。最后将以上 0.5 mL Lipo2000与小干扰

RNA混合溶液小心加入孔板中。置于 5％CO2、37℃培养箱内

静置培养。

1.2.3 蛋白免疫印迹实验 待细胞密度达到 70-80%左右时，

弃培养上清，用 PBS洗 2次，加入 100 滋L含 1%PMSF的 RIPA

裂解液，用细胞刮小心将细胞轻轻刮下，收集于 1.5 mL离心管

中，冰上裂解 20 min，然后 4℃12000伊g离心 15 min，收集蛋白

上清。用 BCA蛋白定量试剂盒对待测样品中总蛋白进行定量

测定，将各组样品蛋白浓度调为一致。将浓度调齐的蛋白样品

与还原性 Loading Buffer按一定比例混匀后于沸水中煮 5 min，

使蛋白充分变性。冷却后 4℃12000伊g离心 1 min，收集蛋白上

清。配置 10%的 SDS-PAGE分离胶和 5%的 SDS-PAGE浓缩

胶，把蛋白样品直接上样到 SDS-PAGE胶加样孔内开始电泳，

恒压 80伏直至溴酚蓝前端进入分离胶中，升高电压至 120伏，

溴酚蓝到达分离胶的底端处附近即可停止电泳。取下凝胶，对

胶进行裁切，并切出标记，将胶放入电转缓冲液中平衡 10 min。

PVDF 膜先在甲醇中浸泡 15 s，然后在电转缓冲液中平衡

1 min。制作转移装置：按照 3层滤纸、PVDF膜、凝胶、3层滤纸

的顺序制成 "三明治 "结构，将 PVDF膜朝向阳极一侧，放入

转印槽，在冰浴中以 100 V恒压转印适当时间。将电转后的

PVDF膜置于 5%脱脂奶粉，室温，脱色摇床封闭 30-60 min。按

照适当比例用 TBST稀释一抗，室温孵育 2h或 4℃过夜。TBST

洗膜，10 min每次，洗 3次。按照适当比例用 TBST稀释辣根过

氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1-1.5h。TBST洗膜，10 min每

次，洗 3次。混合 ECL发光检测液 A：B(1：1)，均匀滴加到半干

状态 PVDF膜上，置于发光检测系统中，进行拍照、扫描、定量。

曝光时间视信号强弱而定。

1.2.4 黏附实验 Matrigel 胶 4℃溶解过夜。96 孔板包被

Matrigel胶(5 滋g/mL)，每孔加入 100 滋L Matrigel胶，4℃过夜。

去除上液，每孔加入含有 2%BSA的 PBS室温封闭 30 min，然

后用 PBS洗一遍。将事先用 siRNA转染的细胞消化下来，计数

后用含 0.1%的 BSA无血清 RPMI1640培养基重悬细胞，每孔

接种 2伊104细胞，置于 5％CO2、37℃培养箱内静置培养 60 min。

吸除培养液和未黏附的细胞，每孔加入 50 滋L 0.2%结晶紫

(75%乙醇配制)，室温染色 10 min后，流水小心冲洗多余结晶

紫，将平板置于空气中干燥 24 h。然后每孔加入 100 滋L50%乙
醇(含 5%SDS)裂解细胞，37℃放置 30 min 后，利用酶标仪在

540 nm波长下检测吸光值。

1.2.5 侵袭实验 Matrigel胶 4℃溶解过夜。观察 Millicell小

室滤膜是否完整无破损，将小室放入无菌的 24孔板中。以无血

清 RPMI1640培养基按 1：4稀释Matrigel胶，加入小室上室，

形成一连续薄层。每个小室 100 滋L，于 37℃孵育 2-3h。吸出培

养板中残余液体，每孔加入 50 滋L含 1%胎牛血清的培养液，

于37℃孵育 30 min。消化对数生长期(或转染的)细胞并计数，

100 滋L含 1%血清培养基重悬，1伊105细胞接种于小室上室，在
小室下室 24孔板内加入 400 滋L含 10%血清的培养基。37℃，

5%CO2培养 24h。取出小室，弃去培养基，用棉签小心擦去小室

膜上表面的未穿过的细胞，置于未用过的 24孔板中，用 0.2%

结晶紫 /95%乙醇固定染色 30 min，用清水洗 3遍。10伊光镜下
取五个视野计数穿膜细胞数，实验重复 3次，计算平均值。

1.2.6 迁移实验 消化对数期生长的细胞，计数，在六孔板中

均匀接种约 1伊106个细胞。置于 37℃，5%CO2培养至细胞贴壁

并形成均匀单层。待细胞贴壁后用枪头比着直尺，呈 45° 划

痕，每次划痕力度均匀一致。用无血清 RPMI1640培养基清洗

细胞 2次，去除划下的游离细胞，加入无血清培养基后拍照。

37℃，5% CO2培养 24 h，再次拍照。测量划痕宽度，计算划痕修

复率。划痕修复率 = ( 0 h的划痕宽度 -24 h的划痕宽度)/0 h的

划痕宽度伊100%。实验重复 3次，计算平均值。

1.3 统计学分析

采用统计学软件 GraphPad进行数据分析，黏附、侵袭和迁

移实验重复三次以上，统计学方法采用 Student t检验，P<0.05
为差异统计学意义。

2 结果
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图 1 KMT6干涉片段降低人肝癌细胞 KMT6蛋白表达

Fig.1 KMT6 siRNA reduced the KMT6 expression in Huh-7 cells
图 2 KMT6 siRNA对肝癌细胞 Huh-7黏附率的影响

Fig.2 Effect of KMT6 siRNA on the adhesion potential of Huh-7 cells

图 3 KMT6 siRNA对肝癌细胞 Huh-7侵袭能力的影响

Fig.3 Effect of KMT6 siRNA on the invasion potential of Huh-7 cells

2.1 小干扰 RNA(siRNA)抑制人 Huh-7肝癌细胞 KMT6的表达

我们将合成的 KMT6 干涉片段 (KMT6 siRNA) 转染人

Huh-7肝癌细胞 36小时，采用蛋白免疫印迹技术检测 KMT6

的蛋白表达情况，对照为转染无关干涉片段 (negative control

siRNA，NC siRNA) 的 Huh7细胞。结果表明 KMT6干涉片段

(KMT6 siRNA)可以明显抑制 KMT6的蛋白表达(图 1)。

2.2 KMT6表达下调对肝癌细胞黏附能力的影响

为明确 KMT6表达水平变化是否影响细胞黏附能力，我

们检测了转染无关干涉片段的 Huh-7细胞(Huh-7-siNC)和干涉

KMT6的 Huh-7肝癌细胞(Huh-7-siKMT6)的黏附能力。结果显

示：与 Huh-7-siNC相比，Huh-7-siKMT6细胞黏附能力显著降

低，差异有统计学意义(P<0.01，图 2)，提示降低 KMT6表达水

平可抑制肝癌细胞黏附能力。

2.3 KMT6表达下调对肝癌细胞侵袭能力的影响

为探究 KMT6 表达水平变化是否影响细胞侵袭能力，我

们检测了转染无关干涉片段的 Huh-7 细胞(Huh-7-siNC)和干

涉KMT6 的 Huh-7 肝癌细胞 (Huh-7-siKMT6) 的侵袭能力。

Transwell 侵袭实验结果显示：与 Huh-7-siNC 相比，Huh-7-

siKMT6细胞侵袭能力显著降低，差异有统计学意义(P<0.05，
图 3)，提示 KMT6表达下调可降低肝癌细胞的侵袭能力。

2.4 KMT6表达下调对肝癌细胞迁移能力的影响

为明确 KMT6 表达水平变化是否影响细胞迁移能力，我

们检测了转染无关干涉片段的 Huh-7细胞(Huh-7-siNC)和干涉

KMT6的 Huh-7肝癌细胞(Huh-7-siKMT6)的迁移能力。细胞划

痕实验结果显示：与 Huh-7-siNC相比，Huh-7-siKMT6细胞迁

移能力显著降低，差异有统计学意义 (P<0.05，图 4)，提示

KMT6表达下调可降低肝癌细胞的迁移能力。

2.5 KMT6在肝癌组织中的表达情况

基于 Oncomine肿瘤数据库 [6,7]，我们分析了 Wurmbach

Liver Database 和 Roessler Liver 2 Database 两个肝癌数据库，

结果显示肝癌组织 KMT6 表达水平明显增高 (图 5)，提示

KMT6可能在肝癌发生发展中发挥重要作用。

2.6 KMT6基因的表达情况与肝癌患者预后的相关性

基于 cBioportal 肿瘤数据库 [8]，采用 TCGA Provisional 肝

癌数据库纳入了 442例肝癌患者，结果显示 KMT6基因改变

患者总生存率显著低于 KMT6基因未改变患者(图 6)，但无疾

病进展期无显著差异，提示 KMT6基因改变与肝癌患者预后不

良密切相关。

3 讨论

肿瘤转移是导致肿瘤患者死亡最常见的原因之一，约 80%

以上的恶性肿瘤患者最终死于肿瘤转移相关并发症[9，10]。明确

肿瘤转移的分子机制并以此为靶点阻断肿瘤的转移过程以达

到治疗和预防肿瘤转移复发的目的，是当前肿瘤研究领域的焦

点问题[11，12]。转移是肝癌最重要的恶性行为之一，也是造成其高

致死率的主要原因[13，14]。组蛋白赖氨酸甲基转移酶 6(KMT6)对

肝癌细胞的转移能力是否有影响有待探究。在本研究中，我们

采用小干扰 RNA(siRNA)技术抑制 KMT6的表达，发现 KMT6

表达改变影响了肝癌细胞 Huh-7的黏附、侵袭和迁移等转移能

力，提示 KMT6分子在肝癌细胞的转移过程中发挥着十分重要

的作用。

KMT6通过其甲基转移酶活性催化组蛋白 H3K27三甲基
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图 5 KMT6在肝癌组织中的表达情况

Fig. 5 Expression of KMT6 in the HCC tissues

图 6 KMT6对肝癌患者预后的影响

Fig. 6 Effect of KMT6 on the prognosis of HCC patients

图 4 KMT6 siRNA对肝癌细胞 Huh-7迁移能力的影响

Fig. 4 Effect of KMT6 siRNA on the migration potential of Huh-7 cells

化，抑制下游多种靶基因转录，广泛参与细胞分化、胚胎发育、

干细胞多能性维持、免疫应答等多种生物学过程[15-18]。大量研究

表明 KMT6对于维持肿瘤细胞恶性表型也发挥重要作用[18，19]。

KMT6在多种肿瘤细胞表达水平显著升高，其表达水平与患者

预后显著相关[20，21]。KMT6通过抑制靶基因 EphB3转录进而促

进胃癌细胞发生上皮－间质转换从而促进增殖和转移 [22]。

KMT6通过与 lncRNA SNHG1相互作用促进结直肠癌进展[23]。

另有研究表明 KMT6通过抑制 GDF15表达调控非小细胞肺癌
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增殖[24]。KMT6除通过表观遗传抑制靶基因转录促进肿瘤恶性

增殖和转移外，还会在多肿瘤细胞中发生不同类型的突变，导

致其生物学功能的改变[21]。有研究报道，KMT6基因在淋巴瘤

细胞中编码 SET domain 第 641位酪氨酸突变导致甲基转移

酶活性发生改变，催化组蛋白发生 H3K27 一甲基化能力下

降，但二、三甲基化能力明显增加，进而沉默下游靶基因表达，

促进肿瘤的发生发展[25]。KMT6除自身发挥甲基转移酶活性

外，还可以招募 DNA甲基转移酶或转录调节因子来沉默靶基

因表达[26，27]。

KMT6作为重要的促癌基因，其成药性也一直是医药工作

者研究的重点和难点。近年来，一系列针对 KMT6这一靶点的

高效性和高选择性的小分子抑制剂见诸报端[28]。这些化合物大

多含有 2-吡啶酮基团，因为抑制 2-吡啶酮基团的活性可以有

效抑制其甲基转移酶的活性[29]。在肿瘤临床试验中，首次报道

的针对 KMT6这一靶点的 2-吡啶酮抑制剂在以高表达突变型

KMT6(如 Y641N)为特征的淋巴瘤治疗中，其在体外和体内均

显示出高效抑制肿瘤增殖活性，但最新改构化合物对高表达野

生型 KMT6的肿瘤也具有显著抗肿瘤活性[30]。最近研究报道双

甲基转移酶抑制剂在特定亚型白血病中比 KMT6单选择性抑

制剂更有效[31]。近些年热门的癌症免疫疗法已经基本明确了免

疫系统抗肿瘤能力的重要性。然而，肿瘤细胞和免疫细胞之间

密切的高度动态的相互作用导致肿瘤遗传和表观遗传过程可

能发生驱动基因选择性沉默或激活[32]。当分子途径的免疫治疗

同样出现肿瘤耐药时，以 KMT6为代表的新型表观遗传治疗

靶点具有增强肿瘤免疫治疗疗效的新希望[33，34]。

总之，本研究表明 KMT6分子可促进肝癌细胞黏附、侵袭

和迁移，并与肝癌患者预后不良显著相关。KMT6作为重要的

组蛋白甲基转移酶，在肿瘤细胞中参与多种信号转导通路，在

肿瘤的发生发展中发挥重要作用[35，36]。作为潜在的抗肿瘤新靶

点，靶向阻断 KMT6及其下游调控分子有望为肝癌的分子生

物治疗提供新的策略。
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