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METTL3介导 EZH2 m6A修饰在结直肠癌 5-氟尿嘧啶耐药中的
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摘要 目的：探讨甲基转移酶样蛋白 3（METTL3）在 5-氟尿嘧啶耐药中的作用机制。方法：大剂量间歇诱导法建立 5-FU耐药细胞

株。在耐药组细胞中分别敲减METTL3及 EZH2抑制 GSK343处理。qPCR及Western blot检测METTL3和 EZH2表达。CCK-8

检测各组细胞增殖情况。m6A甲基化 RNA免疫沉淀技术分析 EZH2 mRNA m6A修饰修饰情况。结果：各药物浓度处理下的耐药

组细胞增殖活性与未处理细胞无显著差异（P>0.05）而原代细胞组肠癌细胞较未处理细胞在 0.5-10 滋g/mL处理下细胞增殖活性显
著减低（P<0.01）。耐药组细胞与原代细胞组相比，METTL3及 EZH2表达水平显著升高（P<0.01）。耐药组细胞METTL3敲减后或

GSK343处理后，在 0.5 滋g/mL-10 滋g/mL浓度间下的细胞增殖活性与 0 滋g/mL处理细胞增殖活性相比显著减低（P<0.05）。耐药组
细胞 METTL3敲减细胞的 EZH2表达与对照细胞比，显著下调（P<0.01）。m6A甲基化 RNA免疫沉淀实验显示耐药组细胞

METTL3敲减细胞的 EZH2 mRNA m6A修饰水平（m6A富集度为 6361.95± 67.47%），较未敲减细胞修饰水平（396.30± 57.74）显

著减低（P<0.01）。结论：METTL3在肠癌细胞 5-FU耐药抵抗中起到关键作用，靶向抑制METTL3有望成为缓解肠癌耐药的重要

分子靶点。
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METTL3 Contributes to 5-Fu Resistance via EZH2 m6A Modification
in Colorectal Cancer*

To investigate the role of METTL3 in 5-fluorouracil resistance. High-dose intermittent induction

method was used to establish 5-FU resistant cell lines. Knockdown of METTL3 or EZH2 inhibitor GSK343 treatment were performed in

drug-resistant cells. qPCR and Western blot were used to detect the expression of METTL3 and EZH2. CCK-8 was used to detect cell

proliferation in each group. The m6A methylated RNA immunoprecipitation was used to analyze the modification of EZH2 mRNA m6A.

There was no significant difference in the proliferation activity of the drug-resistant group and the untreated cells under the treat-

ment of various drug concentrations (P>0.05), however the primary cell group of intestinal cancer cells had a significant decreased prolif-
eration activity compared to untreated cells under 0.5-10 滋g/mL. Compared with the primary cell group, the expression levels of MET-

TL3 and EZH2 in the drug-resistant group were significantly higher (P<0.01). After knockdown of METL3 or GSK343 in the drug-resis-

tant group, the proliferation activity of cells at a concentration of 0.5 滋g/mL-10 滋g/mL was significantly lower than that of cells treated

with 0 滋g/mL (P<0.05). Compared with the control cells, the expression of EZH2 in the METTL3 knockdown cells of the drug resistance

group was significantly down-regulated (P<0.01). The m6A methylated RNA immunoprecipitation experiment showed that the EZH2

mRNA m6A modification level (m6A enrichment of 6361.95± 67.47%) of the METL3 knockdown cells in the drug-resistant group was

significantly lower than that of the non-knockdown cells (396.30± 57.74)(P<0.01). METL3 plays a key role in 5-FU resis-

tance of colorectal cancer cells. Targeted inhibition of METL3 is expected to become an important molecular target for alleviating resis-

tance of colorectal cancer.
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前言

结直肠癌（Colorectal Cancer，CRC）为我国常见消化道恶

性肿瘤之一，其发病率呈逐年上升趋势[1,2]。5-氟尿嘧啶（5-flu-

orouracil，5-FU）为常见抗代谢类化疗药物之一，以 5-氟尿嘧啶

为基础的化疗是结直肠癌患者术后辅助化疗及晚期患者治疗

的常用用药方案[3]。然而，研究发现高达一半的转移性结直肠癌

患者对 5-氟尿嘧啶产生耐药性[4,5]者治疗后的获得性耐药性为

临床亟待解决问题，但其机制仍未完全清楚。

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，MET-

TL3）是催化 mRNA甲基化修饰的主要转移酶。近年来，MET-

TL3及 m6A RNA甲基化为肿瘤研究热点[6-8]有文献报导MET-

TL3可调节 ZESTE同于 2增强子（enhancer of zeste homolog

2，EZH2）m6A RNA甲基化，并影响其 mRNA表达[9]；而 EZH2

在肠癌 5-氟尿嘧啶抵抗中起到关键作用 [10-12]。那么，METTL3

是否通过 EZH2影响肠癌细胞对 5-氟尿嘧啶敏感性呢？目前，

尚未有类似研究报导。本研究拟利用 5-FU诱导耐药细胞模型，

阐述METTL3及其调控 EZH2在 5-FU耐药中的作用机制，为

结直肠癌精准治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1主要实验材料

DMEM 及胎牛血清购自美国 GIBCO 公司；5-FU 和

GSK343购自美国 Sigma公司；CCK-8购自上海碧云天生物有

限公司、逆转录 -实时荧光定量 PCR试验购自大连宝生物科

技有限公司、一抗（METTL3、EZH2 及 茁-actin）购自美国 CST

公司；m6A甲基化 RNA免疫沉淀购自广州锐博生物技术有限

公司。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 本实验利用 5-FU 体外诱导肠癌细胞

HCT116耐药，获得耐药组细胞和原代细胞组。进一步在耐药

组细胞中，进行 2 种处理：1）METTL3 敲减和对照细胞；2）

GSK343处理和对照细胞。

1.2.2 细胞培养及其药物处理 肠癌细胞培养 HCT116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。

取对数生长期的人结肠癌细胞株 HCT116培养于含 10 滋g/mL
5-FU的 DMEM完全培养液中，置于 37℃、5% CO2饱和湿度培

养箱中诱导细胞 24 h。当细胞出现凋亡时，用 PBS清洗 3次后

于不含 5-FU的 DMEM完全培养液中培养。待细胞恢复正常生

长后，加入浓度递增的 5-FU 反复处理细胞，每次增加 10

滋g/mL，直到细胞被最大 5-FU浓度（40 滋g/mL）处理后存活视
为耐药株构建成功。EZH2抑制剂 GSK343按说明书推荐终浓

度 4nM处理肠癌细胞 HCT116。

1.2.3 CCK-8细胞增殖试验 取对数生长期细胞消化后，接种

细胞于 96孔板，1000细胞 /孔 滋L，37℃，5% CO2环境中孵育

24h后吸取上清，分别加入不同浓度 5-FU，每孔终体积为 100滋L，
每个浓度设 6个复孔。加药 48h后，向每孔加入 10 滋L CCK8

溶液，37℃，继续孵育 4h。在酶标仪 450 nm处读取各孔的吸光

值。

1.2.4 逆转录 -实时荧光定量 PCR试验（RT-qPCR） 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 茁-actin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：METTL3前向引物: 5'-AGA

TGG GGT AGA AAG CCT CCT-3'。 METTL3 反向引物：

5'-TGG TCA GCA TAG GTT ACA AGA GT-3'。 EZH2前向引

物：5'-TGC ACA TCC TGA CTT CTG TG-3'。EZH2反向引物：

5'-AAG GGC ATT CAC CAA CTC C-3'。 茁-actin 前向引物 :

5'-CGT GAT GGT GGG CAT GGG TC-3' 。茁-actin 反向引物：
5'-ACG GCC AGA GGC GTA CAG GG-3'。

1.2.5 免疫印迹试验（Western blot） 收集各组细胞，抽提总蛋

白，利用 BCA法测定总蛋白浓度，以每个泳道 20 滋g的蛋白样
品上样，经 10%变性 SDS PAGE电泳后，利用电转化法将蛋白

转移至 PVDF膜上，置于 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入一抗

（METTL3、EZH2及 茁-actin），４℃孵育过夜；次日二抗 37℃孵

育 1h；TBS-T洗膜 3次，每次 10min，ECL发光试剂显影。

1.2.6 siRNA转染 METTL3 siRNA及对照序列均购自上海

吉玛制药技术有限公司；其中METTL3第一条 siMETTL3-1序

列为：5'-GAC UGC UCU UUC CUU AAU A-3'；第二条 siMET-

TL3-1序列为：5'- GCA AGA ATT CTG TGA CTA T-3'；阴性对

照 siRNA为 5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG U转染试剂采

用 Invitrogen Life Technologies公司的 Lipofectamine 3000。转

染步骤按厂商说明书进行。

1.2.7 m6A甲基化 RNA免疫沉淀 按厂家试剂盒说明书进

行。收集各处理组及对照组 RNA，分别进行 RNA片段化、抗

m6A磁珠的制备及免疫沉淀、洗脱步骤获得 m6A甲基化富集

RNA。采用 1.2.4方法进行 EZH2定量分析，2-△ Ct法计算 m6A

相对阴性抗体 IgG的相对富集度%。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0统计软件比较不同组别间的差异，2组独

立样本间比较采用独立样本 t-检验；多组间比较采用 Dunnet-t

检验。取 P<0.05为假设检验有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 5-FU耐药组与原代细胞组中METTL3及 EZH2表达比较

利用 CCK-8实验检测 5-FU耐药组及原代细胞组肠癌细

胞在 0.1 滋g/mL、0.5 滋g/mL、1 滋g/mL及 10 滋g/mL培养 48 h后

的细胞增殖活性，结果发现：各药物浓度处理下的耐药组细胞

增殖活性与未处理细胞增殖活性无显著差异（P>0.05）。原代细
胞组肠癌细胞在 0.5-10 滋g/mL处理下细胞增殖活性，较未处理
细胞增殖活性显著减低（P<0.01）。

qPCR 结果表明：5-FU 耐药组细胞与原代细胞组相比，

METTL3及 EZH2表达水平显著升高（P<0.01），见表 2。West-

ern blot实验也证实耐药组细胞与原代细胞组相比，具有较高

表达水平的METTL3及 EZH2，见图 1。
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Note: * different concentrations vs 0 滋g/mL.

图 2 METTL3在耐药组细胞中转染 siRNA后的表达比较

Fig.2 The expression of METTL3 in the control and METTL3 siRNA

treated cells

图 1 METTL3和 EZH2在原代细胞组和耐药组细胞中的表达比较

Fig.1 The expression of METTL3 and EZH2 in 5-FU resistant and

parental HCT116 cells

2.2 耐药组细胞中METTL3敲减与对照细胞对 5-氟尿嘧啶敏

感性比较

在耐药组细胞中转染 METTL3 特异性 siRNA：siMET-

TL3-1 和 siMETTL3-2，转染后 METTL3 表达如图 2 所示。

siMETTL3-2显著下调METTL3表达，而 siMETTL3-1敲减效

率较低，故选择 siMETTL3-1进行后续研究。

CCK-8检测 5-FU 耐药组中 METTL3敲减细胞及对照细

胞在不同 5-FU浓度下细胞增殖活性，详见表 3。结果表明：未

敲减的对照耐药组仍对 5-FU耐药，在 0.1 滋g/mL-10 滋g/mL浓
度间下的细胞增殖活性与 0 滋g/mL处理细胞增殖活性无显著
变化（P>0.05）。与之相反，耐药组细胞METTL3敲减后，在 0.5

滋g/mL-10 滋g/mL浓度间下的细胞增殖活性与 0 滋g/mL处理细
胞增殖活性相比，显著减低（P<0.05），对 5-FU 敏感性显著

增强。

Note: *different concentrations vs 0 滋g/mL.

Note: * 5-FU resistant cells vs Parental cells.

表 1 5-FU耐药组及原代肠癌组细胞不同药物浓度下细胞增殖活性比较

Table 1 Cell viability of 5-FU resistant cells and parental cells at different concentrations of 5-FU

5-FU
5-FU resistant cells Parental cells

A450nm t* P* A450nm t* P*

0 滋g/mL 0.90± 0.090 0.92± 0.15

0.1 滋g/mL 0.90± 0.092 0.017 >0.99 0.92± 0.13 0.12 0.9998

0.5 滋g/mL 0.90± 0.12 0.058 >0.99 0.55± 0.092 5.91 <0.0001

1 滋g/mL 0.87± 0.10 0.46 0.97 0.34± 0.042 9.35 <0.0001

10 滋g/mL 0.86± 0.082 0.79 0.84 0.33± 0.074 9.62 <0.0001

表 2 5-FU耐药组及原代肠癌组 HCT116细胞中METTL3及EZH2表达水平比较

Table 2 The expression level of METTL3 and EZH2 in 5-FU resistant and parental HCT116 cells

Gene
Parental cells

(Fold Change)

5-FU resistant cells

(Fold Change)
t* P*

EZH2 1.00± 0.26 4.52± 0.018 23.73 <0.0001

METTL3 1.00± 0.21 2.22± 0.28 6.11 0.0036

表 3 5-FU耐药组中METTL3敲减细胞及对照细胞在不同药物浓度下细胞增殖活性比较

Table 3 Cell viability of METTL3 knockdown or control 5-FU resistant cells at different concentrations of 5-FU

5-FU
Control METTL3 knockdown

A450nm t* P* A450nm t* P*

0 滋g/mL 0.84± 0.054 0.97± 0.17

0.1 滋g/mL 0.87± 0.064 0.7954 0.8417 0.85± 0.094 2.119 0.1354

0.5 滋g/mL 0.90± 0.057 1.793 0.2439 0.63± 0.079 5.841 <0.0001

1 滋g/mL 0.82± 0.069 0.4943 0.9649 0.40± 0.066 9.622 <0.0001

10 滋g/mL 0.85± 0.075 0.3415 0.9907 0.28± 0.072 11.68 <0.0001
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2.3 耐药组细胞中 EZH2 抑制剂 GSK343 处理与对照细胞对

5-氟尿嘧啶敏感性比较

CCK-8检测 5-FU耐药组中 GSK343处理细胞及对照细胞

在不同 5-FU浓度下细胞增殖活性，详见表 4。结果表明：未处

理的对照耐药组仍对 5-FU耐药，各药物浓度处理细胞的细胞

增殖活性与未处理细胞无显著变化（P>0.05）。与之相反，药组
细胞 GSK343处理后，在 0.1 滋g/mL-10 滋g/mL浓度间下的细胞
增殖活性即与 0 滋g/mL的活性显著减低（P<0.05），对 5-FU敏

感性增加。

Note: * different concentrations vs 0 滋g/mL.

表 4 5-FU耐药组中 GSK343处理细胞及对照细胞在不同药物浓度下细胞增殖活性比较

Table 4 Cell viability of GSK343 treated or control 5-FU resistant cells at different concentrations of 5-FU

5-FU
Control METTL3 knockdown

A450nm t* P* A450nm t* P*

0 滋g/mL 0.91± 0.080 0.86± 0.068

0.1 滋g/mL 0.91± 0.10 0.09510 0.9999 0.70± 0.091 4.442 0.0006

0.5 滋g/mL 0.92± 0.08 0.07543 0.9999 0.52± 0.034 9.221 <0.0001

1 滋g/mL 0.95± 0.11 0.8035 0.8372 0.33± 0.074 14.26 <0.0001

10 滋g/mL 0.89± 0.052 0.4001 0.9834 0.26± 0.036 16.19 <0.0001

2.4 耐药组细胞中 METTL3敲减与对照细胞中 EZH2表达及

m6A修饰水平比较

qPCR及结果 Western blot实验表明：耐药组细胞 MET-

TL3敲减细胞的 EZH2 mRNA表达（相对表达倍数为 0.42±

0.049）与对照细胞（相对表达倍数为 1.00± 0.27）相比，显著下

调（t=3.74，P=0.020）。Western blot实验也证实METTL3敲减后

可显著下调耐药组细胞的 EZH2表达，详见图 3。

m6A甲基化 RNA免疫沉淀实验显示耐药组细胞 MET-

TL3敲减细胞的 EZH2 mRNA m6A修饰水平（m6A富集度为

6361.95± 67.47%），较未敲减细胞修饰水平（396.30± 57.74）显

著减低（P<0.01）。

3 讨论

近年研究发现，mRNA的 m6A修饰水平异常导致其表达

变化在肿瘤发生、发展中起到重要作用[13-15]。m6A修饰主要发

生在保守基序 DRACH（D为 A、G或 U；R指 G或 A；H指 A、

C或 U），并且该修饰在 mRNA的 5'-UTR、3'-UTR和终止子附

近编码区域富集。m6A 修饰对 mRNA 调控作用过程为：

METTL3等甲基转移酶等将目标 RNA进行 m6A甲基化，FTO

和 ALKBH5等去甲基化酶去除 m6A修饰，最后通过 YTHD家

族、HNRNPA2B1等蛋白进行识别 m6A甲基化，决定 mRNA

功能。研究发现结直肠癌组织中高表达 METTL3，过表达

METTL3与临床分期、病理分级及生存预后显著相关。MET-

TL3可通过靶向调控各种关键分子表达，促进肠癌细胞增殖、

转移和侵袭[16-29]，提示 METTL3在维持结直肠癌恶性表型中起

到关键作用。

肠癌患者 5-FU耐药是临床亟待解决问题，那么 METTL3

是否与 5-FU耐药相关，目前此类研究报导较少。本研究首先利

用大剂量间歇诱导法建立 5-FU耐药细胞株。此耐药株可在

0.1 滋g/mL-10 滋g/mL 浓度稳定生长，而原代细胞则在 0.5

滋g/mL下即出现细胞增殖减弱现象，表明我们成功建立了
5-FU耐药细胞株。随后，在耐药株与原代细胞METTL3表达检

测中发现METTL3在 5-FU耐药细胞中显著上调，提示MET-

TL3可能在肠癌耐药中起到关键作用。在此耐药细胞株中行

METTL3敲减，以揭示减低METTL3水平对肠癌细胞 5-FU耐

药抵抗产生影响。结果发现：METTL3敲减耐药株在 0.5 滋g/mL
浓度的 5-FU下即出现生长抑制现象，证实了 METTL3与肠癌

细胞 5-FU耐药抵抗密切联系。

那么究竟 METTL3通过何种方式影响肠癌耐药表型呢？

已有研究发现 EZH2在肠癌细胞 5-FU耐药中发挥重要作用，

EZH2可通过上调 PUMA、MALAT1等下游靶分子减低肠癌细

胞对 5-FU敏感性[10,30]。本研究对肠癌耐药株进行了 EZH2抑制

剂处理，发现抑制 EZH2后，耐药株对 5-FU敏感性增强，证实

了 EZH2在维持肠癌 5-FU耐药中的重要作用。最近研究报导

METTL3可在食管癌细胞株中调控 EZH2 mRNA的 m6甲基

化修饰并影响其表达[9]。据此，我们推测METTL3在结直肠癌

细胞中也可能通过 EZH2对 5-FU抵抗。在耐药株细胞中敲减

METTL3后，我们发现 EZH2表达显著下调，表明 METTL3对

EZH2调控关系。此外，我们利用 RIP试验分析METTL3敲减

后 EZH2 m6甲基化水平，结果表明METTL3敲减后，EZH2 m6

图 3 耐药组METTL3敲减细胞及对照细胞中 EZH2的表达比较

Fig.3 The expression of EZH2 in METTL3 knockdown or control 5-FU

resistant cells
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甲基化水平也明显减低，证实了 METTL3 在耐药细胞中对

EZH2调控作用。

综上所述，本研究发现METTL3在肠癌细胞 5-FU耐药抵

抗中起到关键作用，敲减 METTL3可促进肠癌细胞对 5-FU敏

感性。分子机制上，METTL3能通过增强 EZH2 mRNA m6甲基

化修饰水平，促进其转录水平。本研究尚有不足之处，METTL3

对 EZH2 mRNA甲基化调控需要在临床组织标本中进行验证，

同时除 EZH2外，还需通过高通量测序挖掘METTL3靶向耐

药调控基因，为 METTL3成为缓解肠癌耐药的重要靶向分子

提供实验依据。
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