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STM2457 经 YTHDF1 / EIF3C 抑制 Huh-7 肝癌细胞增殖
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摘要　 目的 探究甲基转移酶 3(METTL3)抑制剂 STM2457 对 Huh-7 人肝癌细胞增殖能力的作用及

其机制。 方法 经癌症基因组图谱(TCGA)数据库分析 METTL3、YTH N6-甲基腺苷 RNA 结合蛋白 1
(YTHDF1)、真核起始因子 3(EIF3C)和增殖细胞核抗原(PCNA)在肝癌组织与癌旁组织中的表达差

异。 体外培养 Huh-7 细胞,先运用 CCK8 检测不同浓度的 STM2457 对于 Huh-7 细胞增殖能力的影

响,再通过 RT-qPCR 检测 STM2457 对 Huh-7 细胞中 METTL3、YTHDF1、EIF3C、PCNA mRNA 表达的

影响,进一步通过转染 METTL3 siRNA 处理后,RT-qPCR 检测对 Huh-7 中 METTL3、YTHDF1、EIF3C、
PCNA mRNA 表达的影响。 结果 相较于癌旁组织,肝癌组织中增殖标志物 PCNA 表达显著增强的

同时,METTL3、YTHDF1、EIF3C 的表达也显著增强;STM2457 可显著抑制 Huh-7 细胞的增殖能力

(P<0.01),靶向抑制 METTL3 表达的同时,还可下调 YTHDF1、EIF3C、PCNA 的表达;METTL3 siRNA
下调 METTL3 表达的同时,还可同步下调 YTHDF1、EIF3C、PCNA 的表达。 结论 STM2457 可靶向抑

制 METTL3 的表达,下调 YTHDF1、EIF3C、PCNA,进而抑制 Huh-7 肝癌细胞增殖。
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Abstract　 Objective To investigate the effect of the methyltransferase 3 (METTL3) inhibitor STM2457 on
the proliferation ability of Huh-7 human liver cancer cells and its mechanism. Methods The expression
differences of METTL3, YTH N6-methyladenosine RNA-binding protein 1 ( YTHDF1 ), eukaryotic
initiation factor 3 (EIF3C), and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in liver cancer tissues and
adjacent non-cancerous tissues were analyzed through The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. Huh-
7 cells were cultured in vitro. Firstly, the CCK8 assay was used to detect the impact of different
concentrations of STM2457 on the proliferation ability of Huh-7 cells. Then, RT-qPCR was employed to
examine the effects of STM2457 on the mRNA expressions of METTL3, YTHDF1, EIF3C, and PCNA in
Huh-7 cells. After further transfection with METTL3 siRNA, RT-qPCR was used to detect the impacts on
the mRNA expressions of METTL3, YTHDF1, EIF3C, and PCNA in Huh-7 cells. Results Compared with
the adjacent non-cancerous tissues, while the expression of the proliferation marker PCNA was significantly
enhanced in liver cancer tissues, the expressions of METTL3, YTHDF1, and EIF3C were also significantly
increased. STM2457 could significantly inhibit the proliferation ability of Huh-7 cells (P<0.01). While
targeting and inhibiting the expression of METTL3, it could also downregulate the expressions of YTHDF1,
EIF3C, and PCNA. When METTL3 siRNA downregulated the expression of METTL3, it could also
synchronously downregulate the expressions of YTHDF1, EIF3C, and PCNA. Conclusion STM2457 can
target and inhibit METTL3, further downregulate the expression of YTHDF1, EIF3C, and PCNA, and
thus inhibit the proliferation of Huh-7 liver cancer cells.
Keywords: STM2457; methyltransferase 3; YTH N6-methyladenosine RNA-binding protein 1; eukaryotic
initiation factor 3; proliferation of liver cancer

　 　 根据国际癌症研究机构[1] 的最新统计结果,肝
癌高居全球癌症发病率第 6 位,死亡率第 3 位。 目

前主要的临床治疗手段有手术切除、放射治疗、化学

治疗、介入治疗、中医治疗和肝移植等,尽管短期疗

效有所提高,但仍存在易复发、转移,以及患者的远

期存活率较低等问题[2-3],其具体发病机制仍未完全

阐明,因此,亟需寻找新的靶点,探究相关分子机制,
为肝癌的防治提供新的思路和方向。

近年研究[4-5]表明,N6-甲基腺苷(N6-methyladenosine,
m6A) 修饰参与肿瘤增殖、血管生成和侵袭转移等过

程,根据功能可分为甲基转移酶、去甲基化酶和 m6A
结合蛋白, 其中甲基转移酶包括甲基转移酶 3
(methyltransferase 3, METTL3)、甲基转移酶 14 等,
METTL3 为 m6 A 甲基转移酶的核心成分,能诱导

RNA 甲基化;去甲基化酶包括 AlkB 同源蛋白 3、
AlkB 同源蛋白 5 等,介导 RNA 去甲基化修饰过程;
m6A 结合蛋白包括 YTH N6-甲基腺苷 RNA 结合蛋

白 1 ( YTH N6-methyladenosine RNA-binding protein
1, YTHDF1)、YTH N6-甲基腺苷 RNA 结合蛋白 2

等,能识别 RNA 甲基化修饰信息,促进 mRNA 翻译。
有文献[6-7] 显示,METTL3 在肿瘤的发生、生长、转
移、代谢重编程、免疫细胞浸润和耐药中发挥关键作

用。 METTL3 以依赖 YTHDF1 的方式,促进上皮间

质转化关键转录因子的 mRNA 翻译,加速癌细胞侵

袭迁移,上调细胞周期相关蛋白,促进癌细胞增

殖[8-10]。 并且在卵巢癌的研究中,有文献[11] 提示,
真核 起 始 因 子 3 ( eukaryotic initiation factor 3,
EIF3C) 可作为 YTHDF1 的直接靶标,促进卵巢癌的

发生和转移,但在肝癌中的相关研究尚未见报道。
STM2457 是 METTL3 的特异性抑制剂,可用于

急性髓系白血病的研究[12],还可通过调节线粒体功

能改善代谢相关脂肪性肝病[13],但未见 STM2457 应

用于 肝 癌 的 研 究 报 道。 因 此, 本 文 主 要 探 讨

STM2457 针对肝癌细胞增殖的作用及其机制。

1　 材料与方法

1.1　 材料

Huh-7 人肝癌细胞购自中国科学院上海细胞库
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(由实验室保存);STM2457、细胞增殖-毒性检测试

剂盒购自上海陶术生化科技有限公司;胎牛血清购

自内蒙古草原绿野生物工程材料有限公司;细胞培

养基、METTL3 siRNA、Trizol、RT-qPCR 上下游引物、
BeyoFastTM SYBR Green qPCR Mix (2×) 购自上海生

工生物工程股份有限公司;二甲基亚砜购自上海默

克化工技术有限公司;氯仿、异丙醇购自宏进化工公

司;青链霉素混合液、胰酶消化液,Lipo 6000TM转染

试剂、逆转录试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司。

1.2　 方法

1.2. 1 　 TCGA 数据库分析 　 采用 TCGA( https: / /
ualcan.path.uab. edu / analysis. html)在线筛选肝癌数

据库,分析 METTL3、YTHDF1、EIF3C、PCNA 在肝癌

与癌旁组织中的表达差异。
1.2.2　 细胞培养及转染　 体外培养 Huh-7 人肝癌细

胞,取对数生长期的细胞,用胰酶消化离心后,计数、
接种到 6 孔板中。 当接种的细胞密度达 30% ~ 50%
时,严格按照转染试剂盒说明书的步骤,依次加入转

染试剂和 siRNA。 处理后的各组细胞培养 4 ~ 6 h 后

更换新鲜的完全培养基,继续培养 24 ~ 48 h 后可收

集细胞进行后续实验。 序列 METTL3 siRNA(人)
Sense: 5′-CCAGUCAUAAACCAG AUGAAATT-3′;
Antisense:5′-UUUCAUCUGGUUUAU GACUGGTT-3′。
1.2.3　 CCK8 检测细胞增殖能力　 取对数生长期的

细胞,用胰酶消化离心后,计数,将 Huh-7 细胞按 5×

103接种于 96 孔板,每组设 4~6 个复孔,将仅有相同

体积培养基而无细胞的孔作为空白对照组,分别加

入不同浓度的 STM2457 培养 24 h。 避光,每孔加入

CCK8 检测试剂孵育,置酶标仪上测吸光度,计算

IC50。
1.2.4　 实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 　 收集各组

细胞,先通过 Trizol 法提取总 RNA,随后用逆转录试

剂盒将 RNA 逆转录成 cDNA,加入对应引物配制成

qPCR 反应体系,置荧光定量 PCR 仪中反应。
引物序列 METTL3 ( 人) F: 5′-CTTTGCCAGTT

CGTTAGTCTC-3′, R: 5′-CTGACCTTCTTGCTCTGTTG
TT-3′; YTHDF1 (人) F: 5′-ATACCTCACCACCTACG
GACA-3′, R: 5′-GTGCTGATAGATGTTGTTCCCC-3′;
EIF3C ( 人) F: 5′-AGATGAGGATGAGGATGAGGAC-

3′, R: 5′-GGAATCGGAAGATGTGGAACC-3′; PCNA
(人) F: 5′-CCTGCTGGGATATTAGCTCCA-3′, R: 5′-
CAGCGGTAGGTGTCGAAGC-3′; GAPDH ( 人) F: 5′-
TGCACCACCACTGCTTAGC-3′, R: 5′-GGCATGGACT
GTGGTCATGAG-3′。

1.3　 统计学方法

使用 GraphPad Prism 9.0 和 SPSS 26.0 软件进

行图表分析,数据处理采用(􀭰x±s)表示,使用独立样

本 t 检验进行两组间比较,单因素方差进行多组间比

较。 P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2.1　 TCGA 肝癌数据库中 METTL3、YTHDF1、EIF3C
和 PCNA 的表达差异

通过生物信息学分析,本研究筛选出 TCGA 中

421 例肝癌组织和癌旁组织中的基因组图谱。 与癌

旁组织相比,发现肝癌组织中增殖标志物 PCNA 的

表达 显 著 增 强 的 同 时 ( P < 0.001), METTL3、
YTHDF1、EIF3C 的表达也显著增强(P<0.001),结果

如图 1 所示。 提示 METTL3、YTHDF1、EIF3C、PCNA
可能是肝癌中新的潜在治疗靶点。

注:与癌旁组织相比,∗∗∗P<0.001。

图 1　 TCGA 肝癌数据库中 METTL3(A)、YTHDF1(B)、

EIF3C(C)和 PCNA(D)的表达差异(TCGA 数据库)
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2.2　 STM2457抑制 Huh-7细胞增殖能力

体外培养 Huh-7 人肝癌细胞,使用 METTL3 抑

制剂 STM2457 处理 Huh-7 细胞,分 0、20、40、60、80、
100 μmol / L 共 6 组,24 h 后观察细胞增殖能力。
CCK8 结 果 显 示, 与 对 照 组 ( 图 中 0 μmol / L
STM2457)相比,给予不同浓度的 STM2457 可显著抑

制 Huh-7 细胞的增殖能力(P < 0. 01),计算 IC50 为

67 μmol / L, 故 后 续 实 验 采 用 70 μmol / L 作 为

STM2457 的给药浓度,结果如图 2 所示。

注:与 0 μmol / L STM2457 相比,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001。

图 2　 STM2457 抑制 Huh-7细胞增殖(CCK8 检测)

2.3　 STM2457 对 Huh-7 细胞中 METTL3、YTHDF1
等 mRNA 表达的影响

进一步通过 RT-qPCR 检测发现,与对照组相

比,给予 STM2457 后,靶向抑制 METTL3 mRNA 表达

的同时 (P < 0. 001),还可下调 YTHDF1、EIF3C 的

mRNA 表达 ( P < 0. 001),下调增殖标志物 PCNA
mRNA 表达(P<0.001),抑制癌细胞增殖,结果如图

3 所示。

注:与对照组相比,∗∗∗P<0.001。

图 3 　 STM2457 对 Huh-7 细胞 METTL3、YTHDF1 和

EIF3C 等 mRNA 表达的影响(RT-qPCR 检测)

2.4 　 STM2457 和 METTL3 siRNA 对 Huh-7 细胞

METTL3、YTHDF1等表达的影响

RT-qPCR 实验结果显示,与 siRNA 阴性对照组

相比,转染 METTL3 siRNA 后,显著下调 METTL3
mRNA 表达的同时 ( P < 0. 001 ), 还可同步下调

YTHDF1、EIF3C mRNA 表达(P<0.01),下调增殖标

志物 PCNA mRNA 表达(P<0.01),抑制癌细胞增殖。
与 METTL3 siRNA 相比,METTL3 siRNA + STM2457
组中 METTL3 的表达进一步降低,表明 STM2457 极

有可 能 经 METTL3 调 控 下 游 基 因 如 YTHDF1、
EIF3C、PCNA,抑制 Huh-7 细胞增殖能力,结果如图

4 所示。

注:与 siRNA NC 相比,∗∗P<0.01,∗∗∗P<0.001;与 siRNA

NC+STM2457 相比,### P< 0. 001; 与 METTL3 siRNA 相

比,&&& P<0.001。

图 4　 STM2457 与 METTL3 siRNA 对 Huh-7细胞 METTL3、

YTHDF1和 EIF3C等表达的影响

3　 讨论
截至目前,肝癌仍是人类尚未攻克的难题之一,

手术治疗、局部放疗或药物治疗均存在一定局限性,
且容易出现耐药、复发、转移, 生存预后差等问

题[14-15]。 因此,目前迫切需要深入探究相关的分子

机制,寻找新靶点,从而为其防治提供新的思路。
作为真核生物 RNA 中最丰富和最主要的

mRNA 修饰,m6A 受甲基转移酶、去甲基化酶和 m6A

结合蛋白三组动态可逆调控。 研究[16-18] 表明,m6A

修饰与癌症的发生、进展、耐药、侵袭和转移,m6A 修

饰中相关调节因子 METTL3、YTHDF1 可成为多种癌

症患者总生存率不良预后的重要因素之一。 据近年
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的相关研究[19] 报道,METTL3 可通过招募 YTHDF1
靶向己糖激酶 2 mRNA 的 3′-非翻译区,以增强己糖

激酶 2 的稳定性,从而促进宫颈癌有氧糖酵解,为宫

颈癌治疗提供新的见解。 METTL3 介导的 Ran GTP
酶激活蛋白 1 通过募集 YTHDF1, 通过丝裂原活化

蛋白激酶通路促进结直肠癌进展[20],提示 METTL3 /
YTHDF1 也可成为结直肠癌的潜在生物标志物和治

疗靶点。 还可通过调节 METTL3-m6A-YTHDF1 轴改

善线粒体功能,缓解代谢功能障碍相关脂肪性肝病

的症状, 降 低 疾 病 进 展[21]。 最 值 得 一 提 的 是,
METTL3 还能以依赖 YTHDF1 的方式促进 RNA 结合

蛋白 14 的 m6A 高甲基化,导致肝细胞癌的进展[22]。
以上研究均表明 METTL3、YTHDF1 可成为肝癌及其

他癌症治疗的重要靶标,但具体机制迄今仍未阐明。
STM2457 是 METTL3 的 特 异 性 抑 制 剂。

STM2457 可靶向 METTL3 通过以 m6A-YTHDF1 依赖

性方式降低 ATP 结合盒亚家族 C 成员 2 表达来增

强非小细胞肺癌细胞的化疗敏感性[23]。 近年来研

究[24-25]表明, STM2457 能够抑制 METTL3 活性,下
调核因子活化 T 细胞 5 的 m6A 修饰,与吉西他滨发

挥协同作用,抑制肝内胆管癌的有氧糖酵解、增殖以

及转移。 METTL3 的高表达与肝癌患者的不良预后

和奥沙利铂耐药显著相关,使用 STM2457 后可显著

提高奥沙利铂治疗肝癌的效果。 STM2457 还可改善

多种(包括皮下、原位和流体动力学)小鼠肝癌模型

中肿瘤对乐伐替尼的反应。 以上研究进一步证明,
STM2457 靶向抑制 METTL3 可成为肝癌治疗的一项

新策略,但 STM2457 抑制肝癌的具体机制有待进一

步证实。
本研究首先在 TCGA 中筛选肝癌数据库,发现

与癌旁正常肝组织相比,肝癌组织中增殖标志物

PCNA 表达显著增强的同时(P < 0. 001),METTL3、
YTHDF1、EIF3C 的表达也显著增强(P<0.001)。 其

次,体外培养 Huh-7 人肝癌细胞,使用 METTL3 抑制

剂 STM2457 处理 Huh-7 细胞后,发现可显著抑制

Huh-7 细胞的增殖能力。 进一步运用 RT-qPCR 检测

发现,与对照组相比,给予 STM2457 后,靶向抑制

METTL3 mRNA 表达的同时,还可下调 YTHDF1、
EIF3C 的 mRNA 表达,下调增殖标志物 PCNA 的

mRNA 表达,抑制癌细胞增殖。

上述结果表明 STM2457 显著抑制肝癌细胞增殖

能力的同时,还能靶向抑制 METTL3 的表达、下调

YTHDF1、EIF3C、PCNA 的表达,但 STM2457 抑制肝

癌细 胞 增 殖 能 力 的 具 体 机 制 是 否 与 METTL3 /
YTHDF1 / EIF3C 通路相关还需进一步验证。 因此,
本研究将 METTL3 siRNA 和 STM2457 同时给予到

Huh-7 细胞中,RT-qPCR 实验结果显示,与 siRNA 阴

性对照组相比,METTL3 siRNA 显著下调 METTL3
mRNA 表达的同时,还可同步下调 YTHDF1、EIF3C
的 mRNA 表达,下调增殖标志物 PCNA 的 mRNA 表

达,抑 制 癌 细 胞 增 殖; 与 METTL3 siRNA 相 比,
METTL3 siRNA+STM2457 组中 METTL3 的 mRNA 表

达进一步降低,表明 STM2457 极有可能通过靶向

METTL3 调控下游基因如 YTHDF1、EIF3C、PCNA,从
而抑制 Huh-7 细胞增殖能力。 本文的研究结果揭示

了 METTL3 / YTHDF1 通路在肝癌增殖中的作用,有
望为肝癌的防治提供新的思路和方向。

4　 结论
STM2457 靶 向 抑 制 METTL3 的 表 达, 下 调

YTHDF1、EIF3C、PCNA,进而抑制 Huh-7 肝癌细胞

增殖。
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