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ＫＡＴ８ 通过增强 ＭＥＴＴＬ３ 表达促进结直肠癌细胞系增殖
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摘要：目的 探究赖氨酸乙酰转移酶 ８（ＫＡＴ８）在结直肠癌细胞增殖过程中所扮演的角色及潜在作用机制。 方法

通过 ＴＣＧＡ 数据库的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据分析 ＫＡＴ８ 在结直肠癌患者的癌组织及癌旁组织的表达情况；集落形成实验和

ＣＣＫ８ 法检测 ＫＡＴ８ 敲低细胞的增殖；利用 ＧＥＯ 数据库对 ＫＡＴ８ 敲低细胞与对照细胞的差异基因进行分析，并进一

步进行功能通路富集分析；利用 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ 网站分析结直肠癌数据库中 ＫＡＴ８ 与调控 Ｎ６⁃甲基腺苷（ｍ６Ａ）相关基因

的相关性；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＫＡＴ８ 和 ＭＥＴＴＬ３ 的蛋白表达。 结果 与人正常结直肠组织相比，ＫＡＴ８ 在结直肠癌中

高表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；敲低或选择性抑制 ＫＡＴ８ 抑制结直肠癌细胞系增殖（Ｐ＜０􀆰 ０５）；敲低 ＫＡＴ８ 降低结直肠癌细胞总

ＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 修饰水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）；敲低 ＫＡＴ８ 抑制 ＭＥＴＴＬ３ 的表达（Ｐ＜０􀆰 ０５）；过表达 ＭＥＴＴＬ３ 能够逆转敲低 ＫＡＴ８
抑制的细胞增殖（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 ＫＡＴ８ 通过增强 ＭＥＴＴＬ３ 介导的 ｍ６Ａ 修饰进而促进结直肠癌细胞系的增殖。
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　 　 在 各 类 消 化 系 统 恶 性 肿 瘤 中， 结 直 肠 癌

（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）的发病频率表现突出，其发

生率较高，是全球第四大致命癌，每年约有 ９０ 万人

死于结直肠癌［１］。 随着发展中国家的不断进步，导
致人口饮食模式及构成改变，预计到 ２０３５ 年，全球

结直肠癌的发病率将增加到 ２５０ 万［１］。 另外，研究

揭示结直肠癌在近年来呈现出明显的年轻化发病特

征，５０ 岁以下的结直肠癌患者持续增加［１⁃２］。 因此，
更好地了解结直肠癌发生的分子机制有助于结直肠

癌的预防、 诊断和治疗。 赖氨酸乙酰转移酶 ８
（ｌｙｓｉｎｅ ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ８， ＫＡＴ８） 是一种组蛋白乙

酰转移酶，属于 ＭＹＳＴ（ＭＯＺ ／ ＹＢＦ２ ／ ＳＡＳ２ ／ Ｔｉｐ６０）家
族。 研究发现，在胶质母细胞瘤病例中，ＫＡＴ８ 蛋白

表达水平显著增高，并且其高表达与患者的总体生

存期呈现负相关性，即 ＫＡＴ８ 表达量越高，胶质母细

胞瘤患者的整体预后越差［３］。 此外，ＫＡＴ８ 的乙酰

化可以调控脂质代谢影响结直肠癌细胞的侵袭和迁

移潜能［４］。 但 ＫＡＴ８ 对结直肠癌细胞增殖的影响鲜

有报道，因此，本研究旨在探究 ＫＡＴ８ 对结直肠癌细

胞增殖的影响以及可能的分子机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 人体样本及细胞系：人体样本已获得中国人

民解放军总医院第一医学中心伦理委员会的审查批

准书（Ｓ２０１６⁃０５７⁃０２）及受试者签署的知情同意书。
人正常结肠上皮细胞系 ＣＣＤ８４１， 人源结直肠癌细

胞系 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＬｏＶｏ、ＬＳ１７４Ｔ 和 Ｃａｃｏ⁃２， 人

胚胎肾上皮细胞系 ＨＥＫ２９３ＦＴ（美国典型培养物保

藏中心，Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）。
１􀆰 １􀆰 ２ 　 主要试剂：ＤＭＥＭ 高糖培养基 （ Ｇｉｂｃｏ 公

司）；胰蛋白酶、胚胎牛血清（ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；
细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒（上海奕杉生物科技有限

公司）； Ｌｉｐｏ２０００ 转染试剂盒 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；

Ｈｉｆａｉｒ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒ、 ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 反转录试剂盒、
ＣＣＫ８ 检测试剂盒和细胞裂解液（上海翊圣生物科

技有限公司）；ＰＣＲ Ｍｉｘ （ＡＢＭ 公司）；无内毒素小提

试剂盒（天根生化科技有限公司）；ＭＥＴＴＬ３ 抗体、
ａｃｔｉｎ 抗体、 ＫＡＴ８ 抗体、Ｎ６⁃甲基腺苷（Ｎ６⁃ｍｅｔｈｙｌａｄ⁃
ｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ） 抗 体 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司）；荧光兔和鼠二抗⁃８００ 通道（ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司）；蛋
白酶磷酸酶抑制剂（Ｒｏｃｈｅ 公司）；ＭＧ１４９ （Ｓｅｌｌｅｃｋ
公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 访问在线平台：通过访问 ＧＥＰＩＡ２ 在线平台

（网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ２􀆰 ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ􀆰 ｃｎ ／ ），对 ＴＣＧＡ 数

据库中结直肠癌患者的癌组织（ｎ ＝ ２７５）和对应正

常组织（ｎ＝ ４１）中 ＫＡＴ８ 的表达水平进行对比分析，
探究该基因在癌发生发展中的潜在作用。 此外，利
用 ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ 数据可视化与探索工具（网站链接：ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｘｅｎａ．ｕｃｓｃ􀆰 ｅｄｕ ／ ），可以进一步深度挖掘 ＴＣＧＡ
数据库资源，分析不同分期结直肠癌患者癌组织内

ＫＡＴ８ 的表达差异，以期揭示 ＫＡＴ８ 在结直肠癌不同

进展阶段可能存在的表达模式及其与疾病进程的关

系。 在进行数据分析时，所有的表达量数据均经历

了对数转换处理，即将原始数据转化为对数形式，并
以每个数组的中位数为中心，进行标准差归一化。
１􀆰 ２􀆰 ２　 使用 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ．
ｏｒｇ）：分析 ＴＣＧＡ 数据库中结直肠癌组织 ＫＡＴ８ 与

ＭＥＴＴＬ３ 基因表达情况， 将分析网站的数据在基因

表达数据归一化处理后，采用 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ 统

计学方法得出。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生信数据的分析：利用 Ｒ 语言下载 ＧＥＯ 数

据库中 ＧＳＥ１２４５５１ 数据集和 ＧＳＥ１７５３６ 数据集，
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包进行基因集、通路富集分析，生存分

析使用 Ｓｕｒｖｉｖａｌ 包进行分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞培养：ＨＣＴ１１６ 与 ＳＷ４８０ 细胞均采用

ＤＭＥＭ 培养液进行培养，该培养液内已添加了 １０％
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的胎牛血清和 １％的青霉素⁃链霉素双抗混合物作为

营养补充和抑菌剂。 这两种细胞均在 ３７ ℃、５％二

氧化碳浓度的标准培养箱中进行恒温恒湿培养。
１􀆰 ２􀆰 ５　 平板集落形成实验：选取处于指数生长期、
具备高增殖活性的肿瘤细胞群体。 接着对这些细胞

进行消化处理，利用酶解方法使其从贴壁状态脱离

并转化为单细胞悬浮液。 随后通过轻柔吹打确保细

胞充分分散为单个状态，并进行精确计数；接种于

６ 孔板培养板中各实验组接种 ７００ 个细胞 ／孔，轻轻

摇匀；于细胞培养箱中培养 １４ ｄ 后，移除上清液，用
ＰＢＳ 小心浸洗 ２ 次。 加入多聚甲醛对细胞进行固定

３０ ｍｉｎ；移除多聚甲醛，ＰＢＳ 洗涤 １ 次，加适量结晶

紫染色 １０ ｍｉｎ；用 ＰＢＳ 洗涤细胞数次，晾干，并

拍照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖和活力：在 ９６ 孔板中

接种细胞，２ ０００～４ ０００ 个 ／孔。 ＭＧ１４９ 加药处理细

胞：待细胞全部贴壁后，加入所需浓度的 ＭＧ１４９，同
时设置对照组，２４ ｈ 后加入 ＣＣＫ８ 孵育 ２ ～ ４ ｈ 后对

各孔在 ４５０ ｎｍ 波长的吸光度值进行检测并分析。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＳｈＲＮＡ 载 体 和 过 表 达 载 体 构 建： 通 过

ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ􀆰 ｃｎ ／ ＣＮ ／ ｚｈ ／ ｓｅｍｉ⁃ｃｏｎｆｉｇｕ⁃
ｒａｔｏｒｓ ／ ｓｈｒｎａ 网站设计针对 ＫＡＴ８ 的短发夹干扰序

列，ＫＡＴ８⁃ｓｈＲＮＡ１： ５′⁃ＣＧＡＡＡＴＴＧＡＴＧＣＣＴＧＧＴＡＴＴＴ⁃
３′；ＫＡＴ８⁃ｓｈＲＮＡ２： ５′⁃ＧＣＡＡＧＡＴＣＡＣＴＣＧＣＡＡＣＣＡＡＡ⁃
３′。 将干扰序列退火后，将退火片段与 ｐＬＫＯ􀆰 １ 载

体（Ｅｃｏｒ Ⅰ， Ａｇｅ Ⅰ酶切）连接，提取质粒并进行测

序验证 ｓｈＲＮＡ 的准确性。 利用 Ｓｎａｐｇｅｎｅ 软件设计

ＭＥＴＴＬ３ 的特异性引物，以 ２９３ＦＴ 细胞的 ｃＤＮＡ 为

模板进行 ＰＣＲ，将 ＰＣＲ 产物胶回收后，与 ｐＬＸ３０４ 载

体（ＢｓｒｇⅠ，ＮｈｅⅠ酶切）连接，取质粒并进行测序验

证 ＭＥＴＴＬ３ 过表达质粒的准确性。
１􀆰 ２􀆰 ８　 慢病毒及细胞株的构建：按照 １ ∶ ２ ∶ ２ 的比

例将质粒 ＰＭＤ２Ｇ、ＰＳＰＡＸ２ 以及目标载体混合，并
通过转染技术将其高效导入到 ２９３ＦＴ 细胞中。 在

转染后 ６ ｈ，进行细胞培养液的更换操作。 随后，在
转染后的 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 两个时间点，分别收集并储备

细胞上清液，使用 ０􀆰 ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ 滤膜过滤细胞上清

后，－８０ ℃保存。 将 ３×１０５ 数量的细胞接种于 ６ 孔

培养板中，待细胞成功贴壁并稳定生长后，以新鲜全

营养培养基与病毒液按 １：２ 的比例混合，并将其添

加至 ６ 孔板内。 为了提升病毒感染效率，同时向其

中加入适量的凝聚胺浓缩液（浓度为 １ ０００×），确保

细胞充分感染。 在完成病毒感染 ４８ ｈ 后，对细胞进

行嘌呤霉素（终浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ）的选择性筛选处

理。 经过连续两代的筛选淘汰未感染或未稳定整合

目的基因的细胞，最终获得稳定表达目标基因的细

胞株。
１􀆰 ２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＭＥＴＴＬ３ 及其下游基因的

ｍＲＮＡ 表达水平：将细胞接种于 ６ 孔板中，待细胞长

满后，采用 ＲＮＡ 提取试剂盒从细胞中提取总 ＲＮＡ；
然后，利用反转录试剂盒对 １ μｇ 所提取的 ＲＮＡ 进

行反转录反应， 生成 ｃＤＮＡ。 实验过程中， 选择

β⁃ａｃｔｉｎ作为内参基因以校正实验误差。 接下来，通
过实时荧光定量 ＰＣＲ 技术（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ），运用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法，在实时 ＰＣＲ 扩增仪上对目标

基因以及内参基因进行扩增检测。 最后，依据实时

ＰＣＲ 结果，对相关基因的相对表达水平进行计算和

分析。
１􀆰 ２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞相关基因的蛋白质

表达水平：将细胞接种于 ６ 孔板中，待细胞长满后，
针对每孔内的细胞，采用 ３００ μＬ 的细胞裂解液来进

行有效的细胞裂解处理。 提取总蛋白质后进行

ＢＣＡ 定量。 配制 １５ 孔 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶并进

行电泳分离，蛋白质上样量为 ２０ ～ ４０ μｇ ／孔。 电泳

结束后，利用电转仪，使用 ＮＣ 膜，控制电流 ３００ ｍＡ，
湿转 １􀆰 ５ ｈ。 ５％脱脂牛奶封闭后孵育一抗 ＭＥＴＴＬ３，
ＫＡＴ８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 过夜。 次日，首先将样本用 ＴＢＳＴ
缓冲液进行 ３ 次充分洗涤，随后在室温条件下，对样

本进行与一抗对应的二抗孵育操作，孵育时长设定

为 ２ ｈ，再次用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 遍后显影，并使用 ＩｍａｇｅＪ
对蛋白质相对表达量进行分析。
１􀆰 ２􀆰 １１　 Ｄｏｔ ｂｌｏｔ 检测 ＲＮＡ 中 ｍ６Ａ 修饰：采用 ＲＮＡ
提取试剂盒从细胞中提取总 ＲＮＡ 并进行浓度测定，
并将 ＲＮＡ 用去离子水稀释至 １００ ｎｇ ／ μＬ；将 ＲＮＡ 溶

液逐滴滴加到核酸转移膜上，形成微小圆点，确保点

样间距适中；将点好样的膜在室温下晾干；使用 ５％
脱脂奶粉封闭膜 １～２ ｈ 后，清洗膜并加入 ｍ６Ａ 抗体

在 ４ ℃环境下孵育过夜；用 ＴＢＳＴ 缓冲液充分洗涤

膜 ３ 次，随后在室温条件下，进行二抗孵育，孵育时

长设定为 ２ ｈ，再次用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 遍后显影，分析

各点的信号强度，并评估各个样品中 ｍ６Ａ 修饰的相

对含量。
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１􀆰 ３　 统计学分析

数据分析阶段，选用 Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件作为工具进

行处理。 实验结果以平均值±标准差（ ｘ± ｓ）表示。
在评估两组数据间的均值差异时，采用了独立样本 ｔ
检验统计方法进行比较分析，多组的组间比较利用

单因素方差分析。

２　 结果

２􀆰 １　 ＫＡＴ８ 在结直肠癌中高表达

与人结直肠癌癌旁组织相比，人结直肠癌组织

中 ＫＡＴ８ 表达水平增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（ＴＣＧＡ， 图 １Ａ）；
ＫＡＴ８ 的表达水平随着结直肠癌患者的分期更晚而更

高（Ｐ＜０􀆰 ０５）（ＴＣＧＡ， 图 １Ｂ）。 与人结肠上皮细胞系

ＣＣＤ８４１ 相比，人结直肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６， ＳＷ４８０，
ＬｏＶｏ， ＬＳ１７４Ｔ， Ｃａｃｏ⁃２ 中 ＫＡＴ８ 表达水平显著增高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １Ｃ）； 结直肠癌临床病例癌组织的 ＫＡＴ８
表达水平也显著高于癌旁组织（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １Ｄ）。
２􀆰 ２　 敲低或选择性抑制 ＫＡＴ８ 可以抑制结直肠癌

细胞增殖

设计两段具有特异性识别位点的 ｓｈＲＮＡ 用于

Ａ􀆰 ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＣＧＡ ｄａｔａ ｏｆ ＫＡＴ８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＡＤ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＧＥＰＩＡ； Ｂ􀆰 ａｌａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＣＧＡ ｄａ⁃
ｔａ ｏｆ ＫＡＴ８ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｄｅｓ ｏｆ ＣＯＡＤ； Ｃ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｄ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ（Ｎ） ａｎｄ ｔｕｍｏｒ（Ｔ） ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ＣＯＡＤ􀆰 ｃｏｌｏｎ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 １　 ＫＡＴ８ 在结直肠癌中的表达情况

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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构建 ＫＡＴ８ 敲低的细胞株。 这两段 ｓｈＲＮＡ 均能有效

地降低 ＫＡＴ８ 的表达水平（图 ２Ａ）。 基于此结果，这
两条 ｓｈＲＮＡ 可用于后续关于 ＫＡＴ８ 功能机制的系

列实验探究中。 与对照组 ｓｈＮＣ 相比，ｓｈＫＡＴ８ 组的

ＨＣＴ１１６ 和 ＳＷ４８０ 细 胞 增 殖 速 度 明 显 减 慢

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ２Ｂ，Ｃ），集落形成能力也明显减弱

（图 ２Ｅ）。 ＫＡＴ８ 特异性抑制剂 ＭＧ１４９ 处理后，
ＨＣＴ１１６ 和 ＳＷ４８０ 细胞活力明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图

２Ｄ），集落形成能力也明显减弱（图 ２Ｆ）。
２􀆰 ３　 敲低 ＫＡＴ８ 降低 ＲＮＡ 的 Ｎ６⁃甲基腺苷（ｍ６Ａ）
修饰水平

利用生物信息学分析探究 ＫＡＴ８ 敲低细胞及其

对照细胞的差异表达基因，并对差异基因进行 ＧＯ
富集分析，发现多个差异基因参与 ＲＮＡ 的合成和加

工等过程 （图 ３Ａ）；在 ＨＣＴ１１６ 细胞中，与对照组

ｓｈＮＣ 相比， ｓｈＫＡＴ８ 组总 ＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 修饰水平降低

Ａ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ－Ｄ􀆰 ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＳＷ４８０ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＣＣＫ８ ｍｅｔｈｏｄ； Ｅ，Ｆ􀆰 ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ ＳＷ４８０ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔ ａｓｓａｙｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 敲低或选择性抑制 ＫＡＴ８ 对结直肠癌细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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（图 ３Ｂ）。 在结直肠癌组织中，ＫＡＴ８ 与 ｍＲＮＡ 去甲

基化 酶 基 因 ＡＬＫＢＨ５ 表 达 负 相 关 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）
（ＴＣＧＡ， 图 ３Ｃ）； ＫＡＴ８ 与 ｍＲＮＡ 甲基化转移酶

ＭＥＴＴＬ１４ 和 ＷＴＡＰ 的表达不相关（ＴＣＧＡ， 图 ３Ｄ，

Ｅ），但是与另一种 ｍＲＮＡ 甲基化转移酶 ＭＥＴＴＬ３ 的

表达正相关（Ｐ＜０􀆰 ０５） （ＴＣＧＡ， 图 ３Ｆ），且 ＭＥＴＴＬ３
高表达的结直肠癌患者生存期低于低表达结直肠癌

患者（Ｐ＜０􀆰 ０５） （ＧＳＥ１７５３６， 图 ３Ｇ）。

Ａ􀆰 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ； Ｂ􀆰 ｍ６Ａ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍ６Ａ ｄｏｔ ｂｌｏｔ； Ｃ－Ｆ􀆰 ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＡＴ８ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍ６Ａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｎｌｉｎｅ ｗｅｂｓｉｔｅ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｄａｔａｂａｓｅ； Ｇ􀆰 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ＣＯＡＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ＭＥＩＴ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ＧＥＯ ｄａｔａｓｅｔｓ（ＧＳＥ１７５３６）；
ＢＰ􀆰 ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ； ＣＣ􀆰 ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； ＭＦ􀆰 ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

图 ３　 下调 ＫＡＴ８ 对总 ＲＮＡ ｍ６Ａ 修饰的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＫＡＴ８ ｏｎ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｍ６Ａ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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２􀆰 ４　 敲低 ＫＡＴ８ 抑制 ＭＥＴＴＬ３ 的表达

在 ＨＣＴ１１６ 和 ＳＷ４８０ 这两种细胞中，与对照组

ｓｈＮＣ 相比，ｓｈＫＡＴ８ 组的 ＭＥＴＴＬ３ 的蛋白表达水平

降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４Ａ）；在 ＨＣＴ１１６ 细胞中，与对照

组 ｓｈＮＣ 相比，ｓｈＫＡＴ８ 组的 ＭＥＴＴＬ３ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平降低， 同时 ＭＥＴＴＬ３ 调控的一些下游基因

（ＳＯＸ２， ＨＫ２， ＳＬＣ２Ａ１， ＣＣＮＥ１）ｍＲＮＡ 的表达水平

也降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ４Ｂ）。
２􀆰 ５　 过表达 ＭＥＴＴＬ３ 能够逆转敲低 ＫＡＴ８ 抑制的

细胞增殖

在 ＨＣＴ１１６ 和 ＳＷ４８０ 这两种细胞中，与对照组

ｓｈＫＡＴ８ 相比， ｓｈＫＡＴ８⁃ｏｅ ＭＥＴＴＬ３ 中 ＭＥＴＴＬ３ 表达

量增高（图 ５Ａ），且细胞增殖速度加快（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（图 ５Ｂ， Ｃ ）。 此 外， 与 对 照 组 相 比， ＭＧ１４９ 对

ＭＥＴＴＬ３ 过表达细胞增殖的抑制作用有所减弱

（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 ５Ｄ，Ｅ）。

３　 讨论

ＫＡＴ８，又名 ＭＹＳＴ１，是一种高度保守的组蛋

白乙酰化转移酶，其与乳腺癌、卵巢癌、胃癌和非

小细胞肺癌等多种肿瘤的发生和发展相关。 最近

研究发现，ＫＡＴ８ 的乙酰化可以通过调控脂质代谢

进而影响结直肠癌细胞的侵袭和迁移潜能［４］ 。 然

而，ＫＡＴ８ 对结直肠癌细胞增殖的影响以及其在结

直肠癌发生发展中的机制有待进一步研究。 本研

究结果显示，ＫＡＴ８ 蛋白在结直肠肿瘤组织内的表

达量相较于邻近的癌旁组织有明显的增高，并且

结直肠癌细胞系的 ＫＡＴ８ 表达水平也显著高于结

肠上皮细胞系，暗示其在该类癌的发生和发展过

程中可能扮演着关键角色。 为探究 ＫＡＴ８ 对结直

肠癌细胞增殖的影响，本研究在结直肠癌细胞中

敲低 ＫＡＴ８ 后发现，敲低 ＫＡＴ８ 的细胞增殖速度与

对照组细胞相比显著减缓，提示 ＫＡＴ８ 对结直肠细

胞的增殖具有重要的作用。
大量研究表明，ＫＡＴ８ 与转录调控、凋亡、自噬

和 ＤＮＡ 损伤修复等多种细胞功能有密切的关系［５］。
为进一步探究 ＫＡＴ８ 在结直肠癌细胞增殖过程中

的潜在的作用机制，本研究通过对 ＷＴ（ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ）和

Ａ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ＭＥＴＴＬ３ ｍＲＮＡ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 下调 ＫＡＴ８ 对 ＭＥＴＴＬ３ 表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＫＡＴ８ ｏｎ ＭＥＴＴＬ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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Ａ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＡＴ８ ａｎｄ ＭＥＴＴＬ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ－Ｆ􀆰 ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＴ１１６ ａｎｄ
ＳＷ４８０ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ｍｅｔｈｏｄ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ５　 过表达 ＭＥＴＴＬ３ 对敲低 ＫＡＴ８ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＥＴＴＬ３ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＫＡＴ８ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＫＡＴ８ 敲低的细胞的差异基因进行 ＧＯ 富集分析发

现多个差异基因参与 ＲＮＡ 的合成和加工等过程。
Ｍ６Ａ （Ｎ６⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ） 是真核生物ＲＮＡ（ｒＲＮＡｓ，
ｔＲＮＡｓ， ｍＲＮＡｓ 和 ｌｎｃＲＮＡｓ 等）中最普遍、最丰富和

最保守的转录后修饰［６］。 ＲＮＡ ｍ６Ａ 修饰参与调节

ＲＮＡ 的剪接、翻译、稳定性和易位等，在包括肿瘤在

内的多种疾病的发生发展中扮演着重要的角

色［７⁃８］。 本研究表明，敲低 ＫＡＴ８ 可以降低结直肠癌

细胞的总 ＲＮＡ ｍ６Ａ 修饰水平，提示 ＫＡＴ８ 可能通过

调控 ＲＮＡ ｍ６Ａ 修饰进而影响结直肠癌细胞增殖。

Ｍ６Ａ 修饰由 ｍ６Ａ 甲基转移酶 （如 ＭＥＴＴＬ３ ／ １４ 和

ＷＴＡＰ 等）修饰，并由去甲基化酶 （包括 ＡＬＫＢＨ５ 和

ＦＴＯ）去除［９］。 本研究通过探究 ＫＡＴ８ 与调控 ｍ６Ａ
修饰关键基因在人结直肠癌组织中表达的相关性，
发现 ＫＡＴ８ 与 ＡＬＫＢＨ５ 和 ＭＥＴＴＬ３ 均存在相关关系

且与 ＭＥＴＴＬ３ 的相关性更强，遂选择 ＭＥＴＴＬ３ 进一

步研究。
本研究通过敲低 ＫＡＴ８ 后发现，ＭＥＴＴＬ３ 及其

调控 的 一 些 下 游 基 因 （ ＳＯＸ２， ＨＫ２， ＳＬＣ２Ａ１，
ＣＣＮＥ１）的表达水平显著降低［１０⁃１１］ ，提示 ＫＡＴ８ 可
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以通过调控 ＭＥＴＴＬ３ 及其下游基因的表达。 此外，
本研究发现过表达 ＭＥＴＴＬ３ 可以逆转由于 ＫＡＴ８
敲低 导 致 的 细 胞 增 殖 速 度 降 低， 并 且 过 表 达

ＭＥＴＴＬ３ 也可以逆转 ＭＧ１４９ 对细胞增殖的抑制作

用，提示 ＫＡＴ８ 可以通过调控 ＭＥＴＴＬ３ 进而影响结

直肠癌细胞的增殖。

综上所述，本研究揭示了 ＫＡＴ８ 在结直肠癌细

胞增殖进程中具有显著功能影响，并指出 ＫＡＴ８ 通

过调节 ＭＥＴＴＬ３ 所介导的 ｍ６Ａ 修饰过程，在促进结

直肠癌细胞增殖中起着关键作用。 这一发现为结直

肠癌治疗策略的创新与拓展提供了新的理论依据和

可能的方向。
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