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Ｍ６Ａ甲基化调控因子对结直肠癌预后及细胞生物学行为的影响

刘　宁，江　帆，陈之巨，王葆春，吕云福　　５７０３１１海口，海南省人民医院胃肠外一科

　　［摘要］　目的　探讨Ｎ６甲基腺苷（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）相关基因对结直肠癌预后及细胞生
物学行为的影响。方法 　从肿瘤基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）下载长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）和２１个Ｍ６Ａ相关基因的表达谱数据，Ｒ软件分析差异基因；聚类分析
和主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）分析Ｍ６Ａ相关基因；单因素Ｃｏｘ回归分析筛选预后相
关Ｍ６Ａ基因，ＬＡＳＳＯ算法建立风险预测模型；筛选结直肠癌相关差异 ｌｎｃＲＮＡ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｌｎｃＲＮＡ，ＤＥｌｎｃＲＮＡ），与Ｍ６Ａ相关基因建立共表达网络。使用实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）检测Ｍ６Ａｒｅａｄｅｒ脆性Ｘ智力低下１（ｆｒａｇｉｌｅＸｍｅｎｔａｌｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ１，ＦＭＲ１）在
结直肠癌组织中的表达，在结直肠癌细胞中敲除ＦＭＲ１基因，通过ＣＣＫ８、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和细胞凋
亡实验检测细胞的增殖、迁移、侵袭和凋亡情况。结果　２１个 Ｍ６Ａ相关基因中有１５个基因在结直肠
癌中差异表达。聚类分析显示，结直肠癌肿瘤分成２种亚型；从建立的风险模型得出烷基化修复同源蛋
白５（ａｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅａｌｋＢｈｏｍｏｌｏｇ５，ＡＬＫＢＨ５）、ＹＴＨ结构域蛋白 ２（ＹＴＨ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＹＴＨＤＣ２）和ＦＭＲ１可能是独立的预后因子。随后，筛选出１７８４个ＤＥｌｎｃＲＮＡ，
构建包含３个预后因子和１８个ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ的共表达网络。网络图中发现ＦＭＲ１基因占主导地位，ＲＴ
ｑＰＣＲ实验发现 ＦＭＲ１在结直肠癌组织中上调；ＦＭＲ１基因的敲除能抑制结直肠癌 ＨＴ２９细胞的增殖，
迁移和侵袭能力，促进结直肠癌细胞的凋亡。结论　Ｍ６Ａ甲基化调控因子 ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１
可能是结直肠癌中的独立预后因子，ＦＭＲ１基因的敲除能抑制结直肠癌细胞的增殖、迁移、侵袭，促进结
直肠癌细胞的凋亡。
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　　结直肠癌作为一种恶性肿瘤，是西方国家第二常
见的癌症［１］，也是世界范围内的主要死亡原因之

一［２］。饮食、遗传、息肉病变及慢性炎症均是导致结

直肠癌高发的原因［３］。结直肠癌患者的临床症状通

常表现在疾病进展的晚期［４］，因此，早期诊断和治疗

仍然是改善结直肠癌患者预后的关键。近年来，尽管

结直肠癌的诊断和治疗方法不断进步，但其预后仍无

明显改善。高复发率和转移风险导致５年总生存率不
理想。因此，迫切需要开发有效的结直肠癌诊断和预

后评估的生物标志物。

　　Ｎ６甲基腺苷（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，Ｍ６Ａ）修饰是
真核ｍＲＮＡｓ中最常见的化学修饰［５］，是近年来的研

究热点。Ｍ６Ａ修饰是一种可逆的动态 ＲＮＡ表观遗传
过程，受Ｍ６Ａ调控因子的调控，包括“ｗｒｉｔｅｒｓ”甲基转
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母细胞瘤 １相关蛋白 （ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ１ａｓｓｏｃｉａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＴＡＰ）、ＲＮＡ结合基序蛋白 １５（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇ
ｍｏｔｉｆｐｒｏｔｅｉｎ１５，ＲＢＭ１５）、ＲＮＡ结合基元蛋白 １５Ｂ
（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｐｒｏｔｅｉｎ１５Ｂ，ＲＢＭ１５Ｂ）、含锌指
ＣＣＣＨ结构域的蛋白质 １３（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＣＣＣＨｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１３，ＺＣ３Ｈ１３）、锌指 ＣＣＨＣ型 ４（ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒＣＣＨＣｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４，ＺＣＣＨＣ４）、Ｃｂｌ原癌
基因 Ｅ３泛素连接酶蛋白类似物 １（ｃａｓｉｔａｓＢｌｉｎｅａｇｅ
ｌｙｍｐｈｏｍａ１，ＣＢＬＬ１）；“ｅｒａｓｅｒｓ”肥胖相关蛋白（ＦａＴ
ｍａｓｓａｎｄｏｂｅｓｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，ＦＴＯ）、烷基化修复同源蛋
白 ５（ａｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｌｋ Ｂ
ｈｏｍｏｌｏｇ５，ＡＬＫＢＨ５）；“ｒｅａｄｅｒｓ”ＹＴＨ结构域蛋白
（ＹＴＨＤＣｓ）家族 ＹＴＨＤＣ１、ＹＴＨＤＣ２和 ＹＴＨＤＦ１／２／３

（ＹＴ５２１Ｂｈｏｍｏｌｏｇｙ，ＹＴＨ）、ＩＧＦ２ＢＰ１／２／３的胰岛素样
生长因子 ２ｍＲＮＡ结合蛋白（ＩＧＦ２ＢＰ）（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１／２／３
（ＩＧＦ２ＢＰ１／２／３）、异 质 性 胞 核 核 糖 核 蛋 白 ｃ
（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｃ，ＨＮＲＮＰＣ）、
异质 核 核 糖 核 蛋 白 Ａ２Ｂ１（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＡ２／Ｂ１，ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１）、ＲＮＡ结合基
元蛋白 Ｘ连锁（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｐｒｏｔｅｉｎ，Ｘｌｉｎｋｅｄ，
ＲＢＭＸ）、三角状五肽重复结构蛋白 （ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈ
ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，ＬＲＰＰＲＣ）、脆性 Ｘ
智力低下１（ｆｒａｇｉｌｅＸｍｅｎｔａｌｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ１，ＦＭＲ１）［６－７］。
研究表明 Ｍ６Ａ修饰参与许多生物学过程，如 ｍＲＮＡ
稳定性、翻译、ＲＮＡ剪接和亚细胞定位等［８－９］。最近研

究表明Ｍ６Ａ修饰与肿瘤的发生［１０］、增殖［１１］、侵袭［１２］

和转移［１３］有关。然而，通过分析 Ｍ６Ａ相关基因来探
讨Ｍ６Ａ在结直肠癌中预后价值的研究较少。因此，本
研究首先分析Ｍ６Ａ相关基因在结直肠癌中的差异表
达情况，结合 Ｃｏｘ分析和 ＬＡＳＳＯ算法建立风险模型，
评估具有预后价值的Ｍ６Ａ甲基化调控因子。然后，基
于差异表达 Ｍ６Ａ相关基因和差异表达长链非编码
ＲＮＡ（ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ）构建共表达网络。从共表达网络图
中可发现 ＦＭＲ１基因占据主导地位，说明其可能较为
重要，后续细胞实验观察敲除 ＦＭＲ１对结直肠癌细胞
的增殖、迁移、侵袭、凋亡的影响，以期为结直肠癌的治

疗提供新的生物标志物。

１　材料与方法

１．１　数据收集
　　从肿瘤基因组图谱 （ＴｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，
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ＴＣＧＡ）数据库中下载结直肠癌的转录组数据和临床
病理资料（包括患者的ＩＤ、年龄、生存时间、生存状态、
肿瘤的分级、分期及 ＴＮＭ分期），截止日期 ２０２０年
５月１０日。共下载４８０个结直肠癌样本和４１个对照
患者的资料，１８例因临床资料不完整而被排除在外。
最终纳入４６２例结直肠癌样本和４１例正常对照。
１．２　Ｍ６Ａ相关基因的差异表达分析及相关性分析
　　从Ｒ软件（版本３．６．１）中提取２１个Ｍ６Ａ相关基
因 ｗｒｉｔｅｒｓ（ＭＥＴＴＬ３、ＭＥＴＴＬ１４、ＭＥＴＴＬ１６、ＷＴＡＰ、
ＲＢＭ１５、ＲＢＭ１５Ｂ、ＺＣ３Ｈ１３、ＺＣＣＨＣ４、ＣＢＬＬ１）、ｅｒａｓｅｒｓ
（ＦＴＯ、ＡＬＫＢＨ５）、ｒｅａｄｅｒｓ（ＹＴＨＤＣ１、ＹＴＨＤＣ２、
ＹＴＨＤＦ１、ＹＴＨＤＦ２、ＹＴＨＤＦ３、ＨＮＲＮＰＣ、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、
ＲＢＭＸ、ＬＲＰＰＲＣ、ＦＭＲ１），用 ＤＥＳｅｑ２包鉴定正常组和
癌症组差异基因，利用 Ｒ语言中的“Ｐｈｅａｔｍａｐ”和
“ｇｇｐｌｏｔ２”软件包绘制差异基因的表达热图和小提琴
图。利用检索基因相互作用的搜索工具（ＳＴＲＩＮＧ，
ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ．ｅｍｂｌ．ｄｅ／）分析 Ｍ６Ａ甲基化调控因子之
间的相互作用。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析揭示 Ｍ６ＡＲＮＡ甲
基化调控因子之间的相关性，Ｒ语言的“ｃｏｒｒｐｌｏｔ”包绘
制可视化相关性分析图。

１．３　样本分型
　　使用 Ｒ语言中的“ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ”包对
Ｍ６Ａ相关基因进行样本聚类分析，设定参数为：
ｉｔｅｒａｔｉｏｎｓ＝５０，ｒｅｓａｍｐｌｅｒａｔｅ＝８０％。并对聚类结果进行
主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。此
外，在 Ｒ软件中进行临床信息与聚类结果的相关分
析，利用ｇｇｐｌｏｔｓ软件包构建热图和生存分析图。
１．４　Ｃｏｘ风险回归模型的建立
　　为了确定Ｍ６Ａ甲基化相关基因在结直肠癌中的
预后价值，首先，以 ｌｏｇ２（ｘ＋１）的方式对 Ｍ６Ａ相关基
因的原始数据进行转化和标准化。使用 Ｒ语言中的
“ｓｕｒｖｉｖａｌ”包对Ｍ６Ａ相关基因采用单因素 Ｃｏｘ分析筛
选预后相关基因，通过“ｆｏｒｅｓｔ”包绘制森林图；使用 Ｒ
语言的“ｇｌｍｅｎｔ”和“ｓｕｒｖｉｖａｌ”包通过 ＬＡＳＳＯ回归构建
Ｃｏｘ比例风险模型，计算风险评分，将风险评分的中位
值作为临界值，将患者分为高、低风险组；进一步使用

“ｓｕｒｖｉｖａｌ”包通过 ＫＭ分析比较高、低风险组的总生存
率（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ），绘 制 生 存 曲 线。使 用
“ＳｕｒｖｉｖａｌＲＯＣ”包通过受试者工作特征曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｏｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）的曲线下面积（ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒｒｏｃｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）评估 ＬＡＳＳＯ回归 Ｃｏｘ比例风险
构建模型的预测价值。为了研究风险分组与临床特征

之间的差异，应用 χ２检验评估高、低风险组的临床特
征差异，并使用 “ｐｈｅａｔｍａｐ”软件包绘制热图。使用

“ｓｕｒｖｉｖａｌ”包进行单因素和多因素 Ｃｏｘ分析以选择影
响ＯＳ的独立预测因子，并通过“ｆｏｒｅｓｔ”软件包可视化。
１．５　差异 ｌｎｃＲＮＡ的筛选及 Ｍ６Ａ相关基因和

ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ共表达网络的构建
　　使用ＴＣＧＡ中的注释文件Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ．ｇｅｎｃｏｄｅ．
ｖ２２．ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ．ｇｔｆ．ｇｚ对差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ进行鉴定
和注释，其筛选条件为｜ｌｏｇ２（ＦＣ）｜＞２，ＦＤＲ（ａｄｊｕｓｔｅｄ
Ｐｖａｌｕｅ）＜０．０１。利用 ｇｇｐｌｏｔｓ软件包构建了热图和火
山图。使用 Ｐｅａｒｓｏｎ进行 Ｍ６Ａ相关基因和差异
ｌｎｃＲＮＡ相关性分析，然后，在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．２软件中
对相关性分析结果进行可视化。

１．６　临床样本
　　收集２０１９年７月至２０２０年９月海南省人民医院
收治的３０例结直肠癌患者的组织及相应的癌旁组织
标本，标本经手术切除后立即置于液氮中冻存。临床

标本由至少３名病理学家诊断。患者均签署知情同意
书。本研究获得海南省人民医院伦理委员会审批（医

伦研［２０２１］３２１号），实验过程中严格遵守《赫尔辛基
宣言》。

１．７　细胞培养和细胞转染
　　人结直肠癌细胞系 ＨＴ２９购买自美国典型培养
物保藏中心（ＡＴＣＣ；Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ），置于含有
１００Ｕ／ｍＬ青霉素（Ｇｉｂｃｏ）、１００μｇ／ｍＬ链霉素（Ｇｉｂｃｏ）
和 １０％胎牛血清（ＦＢＳ；Ｇｉｂｃｏ）的 ＤＭＥＭ 培养基
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．）中并在
３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养。将细胞以５．０×１０

５／孔
接种于６孔板中，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ。收
集生 长 状 态 良 好 的 ＨＴ２９细 胞，严 格 按 照
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．）说明书转染序列（ＦＭＲ１ｓｉＲＮＡ：
５′ＣＣＡＧＡＧＣＡＡＡＴＧＡＡＡＡＡＧＡＧＣ３′；ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ：
５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′），记为 ｓｉＦＭＲ１组和
Ｃｏｎｔｒｏｌ组。转染４８ｈ后用于后续实验。
１．８　细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）实验
　　细胞转染４８ｈ后，将细胞以 ５×１０３／孔接种于 ９６
孔板中培养。分别于培养２４、４８、７２、９６ｈ在每孔加入
２０μＬＣＣＫ８溶液。培养４ｈ后终止培养，并用酶标仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）测量每孔
４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．９　细胞划痕实验
　　细胞培养２４ｈ后，待细胞生长至９０％时，用无菌
枪头垂直于尺子的水平线划伤细胞。用 １×ＰＢＳ洗涤
２次，加入含２％ＦＢＳ的培养基继续培养。将培养物置
于相同的观察位置，在 ０、２４、４８ｈ用显微镜（Ｎｉｋｏｎ，
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ＮｅｗＹｏｒｋ，ＵＳＡ）观察细胞的迁移情况。
１．１０　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　为评价细胞侵袭能力，将２００μＬ细胞悬液加入已
预先包被 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的上室，下室加入 ５００μＬ含 １０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ。３７℃孵育２４ｈ后，去除上室细胞，下
室细胞用 ５％戊二醛于 ４℃固定 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，
０．１％结晶紫染色５ｍｉｎ。随机选择 ３个视野，使用光
学显微镜观察染色细胞。

１．１１　流式细胞术检测细胞凋亡
　　 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒
（Ａｂｃａｍ，ａｂ１４０８５）用于检测细胞凋亡。细胞转染４８ｈ
后，收集细胞，用ＰＢＳ溶液洗涤２次，离心，重悬于２００μＬ
结合缓冲液中，与１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ轻
轻混合，室温避光孵育１５ｍｉｎ。此后，将３００μＬ结合
缓冲液添加到样品中。通过流式细胞术（ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ；ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）在 ４８８ｎｍ检测细胞凋亡，实
验重复３次。
１．１２　统计学分析
　　用Ｒ软件进行统计分析，正态分布的连续变量以
珋ｘ±ｓ表示，两两比较采用ｔ检验。非正态分布的连续变
量以中位数表示。χ２检验、Ｆｉｓｈｅｒ精确检验、Ｐｅａｒｓｏｎ相
关分析用于检验组间差异。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线和
对数秩检验分析生存率。采用多因素Ｃｏｘ回归分析，确
定总生存率（ＯＳ）的独立预后因素。采用ＳＰＳＳ１８．０统
计软件进行数据分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｍ６Ａ相关基因差异表达分析及相关性分析
　　从 ＴＣＧＡ数据库中下载 ４６２个结直肠癌样本和
４１例正常患者的基因表达谱数据及相应的临床数据，
并对原始数据进行 ｌｏｇ２（ｘ＋１）归一化处理。然后，从
转录组数据中提取２１个 Ｍ６Ａ相关基因的表达谱，鉴
定出 １５个差异表达的 Ｍ６Ａ相关基因。其中，
ＹＴＨＤＦ１、ＲＢＭＸ、ＭＥＴＴＬ３、ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１、ＺＣＣＨＣ４、
ＨＮＲＮＰＣ、ＬＲＰＰＲＣ、ＣＢＬＬ１、ＲＢＭ１５、ＦＭＲ１、ＭＥＴＴＬ１６、
ＺＣ３Ｈ１３在肿瘤组织中高表达，ＡＬＫＢＨ５、ＭＥＴＴＬ１４和
ＹＴＨＤＦ３在肿瘤组织中低表达 （图 １Ａ、Ｂ）。从
ＳＴＲＩＮＧ数据库中检索２１个Ｍ６ＡＲＮＡ甲基化相关基
因之间的相互关系，构建ＰＰＩ网络，ＰＰＩ网络分析结果
表明，ＺＣＣＨＣ４和ＬＲＰＰＲＣ与其他调节因子均无联系，
故在网络图中未体现，ＭＥＴＴＬ３和 ＭＥＴＴＬ１４与其他调
节因子有更多的联系，相互作用靶点较多（图１Ｃ）。在
结直肠癌肿瘤组织中，２１种 Ｍ６Ａ甲基化调节因子的
ｍＲＮＡ表达间存在普遍的相关性。相关性分析显示：

ＲＢＭＸ 与 ＬＲＰＰＲＣ、ＨＮＲＮＰＣ，ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ 与

ＹＴＨＤＣ１，ＹＴＨＤＣ２与 ＭＥＴＴＬ１４、ＲＢＭ１５、ＺＣＣＨＣ４、
ＹＴＨＤＦ３、ＦＭＲ１，ＭＥＴＴＬ１４ 与 ＲＢＭ１５、ＺＣＣＨＣ４、
ＹＴＨＤＦ３、 ＣＢＬＬ１、 ＦＭＲ１、 ＹＴＨＤＣ１， ＲＢＭ１５ 与

ＺＣＣＨＣ４、ＹＴＨＤＦ３、ＦＭＲ１，ＺＣＣＨＣ４ 与 ＹＴＨＤＦ３，
ＹＴＨＤＦ３与 ＣＢＬＬ１、ＦＭＲ１，ＣＢＬＬ１与 ＦＭＲ１，ＹＴＨＤＣ１
与ＺＣ３Ｈ１３间存在较强程度的正相关性，Ｐｅａｒｓｏｎ相关
系数为０．５以上；ＷＴＡＰ与ＹＴＨＤＦ１，ＲＢＭＸ与ＡＬＫＢＨ
等存在负相关性（图１Ｄ）。
２．２　Ｍ６Ａ甲基化调控因子对应结直肠癌肿瘤分型与

临床特征及预后的相关性

　　Ｍ６Ａ甲基化调控因子的一致性聚类分析结果表
明：ｋ＝２时，ＣＤＦ值增速平缓（图２Ａ），Ｄｅｌｔａ面积增长
不明显（图２Ｂ）；分型矩阵显示ｋ＝２时，分组内的相关
性高，分组间相关性低（图 ２Ｃ）。主成分分析结果显
示，Ｍ６Ａ甲基化调节因子的ｍＲＮＡ表达特征可代表肿
瘤组织的ｍＲＮＡ表达特征，ｋ＝２时样本间的重叠较少
（图 ２Ｄ）；为了明确结直肠癌亚组与临床预后和临床
病理特征的关系，分析了不同结直肠癌亚型总生存时

间，ｋ＝２时，两分型间ＯＳ不存在差异（图２Ｅ）；卡方检
验显示肿瘤分型与临床特征均无关（图２Ｆ）。
２．３　结直肠癌２１种 Ｍ６Ａ甲基化调控因子的风险模

型与临床及预后的相关性

　　单因素 Ｃｏｘ分析结果显示，２１个 Ｍ６Ａ甲基化调
节因子中 ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１的 ｍＲＮＡ表达
与预后相关（Ｐ＜０．１），ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１为保护因子
（ＨＲ＜１），ＡＬＫＢＨ５为危险因子（ＨＲ＞１），见图３Ａ。使
用ＬＡＳＳＯ回归算法对筛选的 ３个基因建立风险预测
模型并计算风险值，风险得分＝（０．０１５７×ＡＬＫＢＨ５表
达水平）＋（－０．１２４６×ＹＴＨＤＣ２表达水平）＋（－０．１４２０
×ＦＭＲ１），见图３Ｂ、Ｃ。根据风险模型的中位数将结直
肠癌患者分为高风险组和低风险组，采用 Ｒ语言进行
生存分析，ＫＭ生存分析显示风险评分与患者预后相
关（图 ３Ｄ），高低风险的 ５年 ＯＳ分别为 ０．５５５（９５％
ＣＩ：０．４３６～０．７０６）、０．６８２（９５％ＣＩ：０．５６６～０．８２１）；
ＲＯＣ曲线显示风险模型的ＡＵＣ为０．６以上，具有较好
的预测价值（图３Ｅ）。结果显示，结直肠癌肿瘤风险评
分与分级及Ｔ、Ｎ、Ｍ分期等临床特征均无关（图３Ｆ）。
单因素Ｃｏｘ分析表明结直肠癌的预后与年龄，分级，
Ｔ、Ｍ、Ｎ分期、风险评分相关（图３Ｇ），均为危险因子；
多因素Ｃｏｘ分析显示，结直肠癌的预后与年龄、Ｔ分期
及风险评分相关（图 ３Ｈ），年龄是结直肠癌的较差预
后的独立预测因子。

９２１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）
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Ａ：Ｍ６Ａ相关基因在结直肠癌中的表达水平热图　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；Ｂ：Ｍ６Ａ相关基因的差异表达分
析；Ｃ：Ｍ６Ａ相关基因蛋白互作关系；Ｄ：Ｍ６Ａ甲基化调节因子相关性　红色代表正相关；蓝色代表负相关；黑色
“×”表示无相关性

图１　２１个Ｍ６Ａ相关基因在结直肠癌中的表达水平及相关性分析
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Ａ：Ｍ６Ａ甲基化调控因子的一致性聚类分析；Ｂ：Ｄｅｌｔａ面积曲线；Ｃ：分型矩阵分析；Ｄ：主成分分析；Ｅ：两分型生存
分析；Ｆ：肿瘤分型与临床特征的聚类分析

图２　结直肠癌肿瘤分型与临床特征及预后的相关性结果图
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Ａ：单因素Ｃｏｘ分析２１个Ｍ６Ａ甲基化调节因子的预后；Ｂ、Ｃ：ＬＡＳＳＯ回归算法建立风险预测模型并计算风险值　
１、２、３分别为纳入风险模型的基因个数；Ｄ：结直肠癌患者高低风险组预后生存分析；Ｅ：ＲＯＣ曲线风险模型的
ＡＵＣ结果；Ｆ：风险评分与临床特征及ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和ＦＭＲ１ｍＲＮＡ表达的相关性；Ｇ：单因素Ｃｏｘ分析结直
肠癌的预后与年龄，分级，Ｔ、Ｍ、Ｎ分期、风险评分相关性；Ｈ：多因素Ｃｏｘ分析结直肠癌的预后与年龄、Ｔ分期及风
险评分相关性

图３　结直肠癌２１种Ｍ６Ａ甲基化调控因子的风险模型与临床及预后的相关性

２．４　Ｍ６Ａ相关基因与ｌｎｃＲＮＡ共表达网络的构建
　　采用Ｒ软件构建的共表达网络。以｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞２且
Ｐ＜０．０１为筛选标准，共得到１７８４个ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ，其中
２８５个下调，１４９９个上调，ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ的火山图和热图
见图４Ａ、Ｂ。随后，构建的共表达网络中包括３个预后
相关的 Ｍ６Ａ相关基因和 １８个 ＤＥｌｎｃＲＮＡｓ，结果显示
ＦＭＲ１基因在共表达网络中占据主导地位（图４Ｃ），说
明其可能较为重要，于是后续实验对ＦＭＲ１进行研究。

２．５　Ｍ６Ａ调控因子 ＦＭＲ１的敲除对结直肠癌细胞增
殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

　　ＲＴｑＰＣＲ结果表明，ＦＭＲ１在结直肠癌组织中显
著上调（图 ５Ａ）；在结直肠癌细胞中敲除 ＦＭＲ１基因
后，ＣＣＫ８实验结果表明，ＦＭＲ１基因的敲除能抑制结
直肠癌ＨＴ２９细胞的增殖（图 ５Ｂ）；细胞划痕实验结
果显示，ＦＭＲ１基因的敲除能抑制结直肠癌 ＨＴ２９细
胞的迁移能力（图 ５Ｃ、Ｄ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果表明，
ＦＭＲ１基因的敲除能抑制结直肠癌ＨＴ２９细胞的侵袭
能力（图６Ａ、Ｂ）；细胞凋亡实验结果表明，ＦＭＲ１基因的
敲除能促进结直肠癌ＨＴ２９细胞的凋亡（图６Ｃ、Ｄ）。

１３１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）
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Ａ：Ｍ６Ａ相关基因对应差异ｌｎｃＲＮＡ火山图；Ｂ：Ｍ６Ａ相关基因对应差异ｌｎｃＲＮＡ热图；Ｃ：Ｍ６Ａ相关基因与ｌｎｃＲＮＡ
的共表达网络图

图４　差异ｌｎｃＲＮＡ火山图和热图以及预后相关Ｍ６Ａ调控因子ｌｎｃＲＮＡ网络图
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ验证了ＦＭＲ１在结直肠癌组织中的表达情况　ａ：Ｐ＜０．０５，与癌旁组织比较；Ｂ：ＣＣＫ８实验检测细胞
的增殖能力　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｃ、Ｄ：划痕实验检测细胞迁移能力　　ａ：Ｐ＜０．０５

图５　Ｍ６Ａ调控因子ＦＭＲ１的敲除抑制结直肠癌细胞增殖，迁移和侵袭促进细胞凋亡
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Ａ、Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力；Ｃ、Ｄ：流式细胞术检测细胞凋亡能力　ａ：Ｐ＜０．０５

图６　Ｍ６Ａ调控因子ＦＭＲ１的敲除抑制结直肠癌细胞增殖，迁移和侵袭促进细胞凋亡

３　讨论

　　结直肠癌已成为美国发病率和死亡率排名第三的
癌症［１４］。尽管筛查试验和生活方式的改变降低了发

病率和死亡率，但转移性结直肠癌患者的预后仍然很

差（５年生存率约为１３％）［１５］。最近的研究表明 Ｍ６Ａ
在人类癌症的发生和发展过程中是一个重要的调节因

子［１６－１７］。然而，研究 Ｍ６Ａ在结直肠癌中致瘤作用的
研究较少。因此，探讨Ｍ６Ａ的作用有助于了解结直肠
癌的发生和发展。

　　本研究从 ＴＣＧＡ中提取了 ２１个 Ｍ６Ａ相关基因，
根据Ｍ６Ａ相关基因的表达情况，进行聚类分析和ＰＣＡ
分析。结果表明，Ｍ６Ａ相关基因的表达水平可以区分
结直肠癌患者。利用Ｃｏｘ回归分析筛选３个预后相关
基因，分别为 ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１。进一步
ＬＡＳＳＯ算法确定结直肠癌患者生存预后的关键调节
因子仍为ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１，由此建立风险
预测模型，根据中位风险值将结直肠癌患者分为低、高

风险组。分析发现高风险组与低风险组患者的总体生

存率差异有统计学意义，单因素与多因素 Ｃｏｘ回归分
析结果显示风险值可以作为独立预后的指标，最终确

定３个与预后相关的Ｍ６Ａ甲基化调控因子（ＡＬＫＢＨ５、
ＹＴＨＤＣ２和 ＦＭＲ１）。其中，ＡＬＫＢＨ５可通过降低
ｌｎｃＲＮＡＮＥＡＴ１的甲基化促进结肠癌的进展［１８］；骨肉

瘤中 ＡＬＫＢＨ５通过 Ｍ６Ａ依赖的前 ｍｉＲ１８１ｂ１／ＹＡＰ
信号轴表观遗传沉默抑制肿瘤进展［１９］；Ｍ６Ａ读取器
ＹＴＨＤＣ２通过抑制 ＳＬＣ７Ａ１１依赖的抗氧化功能抑制
肺腺癌的发生［２０］；Ｍ６Ａ相关基因 ＹＴＨＤＣ２的下调促
进非小细胞肺癌的肿瘤进展并预测不良预后［２１］；以上

研究表明ＡＬＫＢＨ５和ＹＴＨＤＣ２与癌症中的 Ｍ６Ａ修饰
密切相关。其中，ＦＭＲ１是新鉴定出的“Ｍ６Ａｒｅａｄｅｒ”，
在细胞质中，其可直接 ｒｅａｄｅｒｓ，也可刺激 ｍＲＮＡ的翻
译［２２］。截至目前为止关于ＦＭＲ１的研究并不多见，我
们将在后续的研究中进行深入的分析。此外，越来越

多的研究表明，ｌｎｃＲＮＡ以 Ｍ６Ａ的方式在癌症中发挥
了重要作用［１３，２３］，研究显示，ｌｎｃＲＮＡＩＧＦ２ＢＰ２ＡＳ１是
ＩＧＦ２ＢＰ２的反义表达，以Ｍ６Ａ方式与结直肠癌的进展
相关［２４］。于是，本研究构建 ＡＬＫＢＨ５、ＹＴＨＤＣ２和

３３１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１１）



ＦＭＲ１与其对应ｌｎｃＲＮＡ的共表达网络图，共表达网络
图中发现ＡＬＫＢＨ５连接 ｌｎｃＲＮＡＣＡＳＣ２１。研究发现，
ｌｎｃＲＮＡＣＡＳＣ２１通过调节 ｍｉＲ７５ｐ／ＹＡＰ１轴在结直
肠癌中发挥致癌作用［２５］；ＹＴＨＤＣ２连接 ＲＰ１１９３２Ｏ９．１０
和ＲＰ１６８Ｄ１８．４；其中 ＦＭＲ１连接较多的 ｌｎｃＲＮＡ，其
ＬｎｃＲＮＡＣＣＡＴ２在结直肠癌的表达水平显著高于癌旁
非肿瘤组织，ｌｎｃＲＮＡＣＣＡＴ２的高表达与晚期结直肠
癌患者相关［２６］；ｌｎｃＲＮＡＭＩＲ１７ＨＧ通过 ｍｉＲ１７５ｐ促
进结直肠癌进展［２７］。对于共表达网络图中涉及的

ｌｎｃＲＮＡ目前没有相关研究证实是否以Ｍ６Ａ方式在结
直肠癌的发生发展中发挥重要作用，这将在后续进一

步研究。由于共表达网络图中ＦＭＲ１基因连接较多的
ｌｎｃＲＮＡ，说明ＦＭＲ１基因可能占据主导地位，在结直
肠癌中较为重要。本研究重点对ＦＭＲ１在结直肠癌中
的作用进行研究，结果发现 ＦＭＲ１在结直肠癌组织中
上调，敲除ＦＭＲ１基因能抑制结直肠癌 ＨＴ２９细胞的
增殖，迁移和侵袭能力，促进结直肠癌细胞的凋亡。表

明ＦＭＲ１是结直肠癌的一个独立的预后生物标志物，
并可能在结直肠癌的癌变过程中发挥重要作用。

　　综上所述，本研究通过生物信息学分析证实 Ｍ６Ａ
甲基化调控因子在结直肠癌肿瘤中具有显著差异性，

且Ｍ６Ａ甲基化调控因子的异常表达与结直肠癌临床
病理及患者预后密切相关，建立的风险预测模型对指

导结直肠癌后期个性化治疗及改善预后具有重要的参

考价值，但目前本研究仍具有一定的局限性。比如：样

本量和临床标本太少，后续我们将扩大样本量和临床

标本，对本研究确定的独立预后因子 ＦＭＲ１进行更加
深入的研究。
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