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METTL14在结肠癌根治术后患者中的
临床意义

谭明华袁胡海涛袁区小卫袁廖建南袁冯伟清袁朱劲涛
佛山市禅城区中心医院 普外科袁广东 佛山 528031

揖摘要铱 目的 探讨 METTL14 与结肠癌的临床病理特点和预后的关系遥 方法 分别通过免疫

组织化学和 Western blot的方法分析 66例接受根治手术的结肠癌患者中 METTL14的表达水平袁同时
结合 TCGA 和人类蛋白质图谱图像分类渊Human Protein Atlas冤数据库袁分析 METTL14 的表达与临床
病理特点与临床预后的关系遥 结果 我们观察到结肠癌组织中的 METTL14 水平明显低于正常邻近
组织遥 在 TCGA数据库中也有类似的发现遥 本研究的数据显示 METTL14 的表达与进展的 T分期尧N
分期和 TNM分期呈负相关遥此外袁在 TCGA数据库中同样显示玉期的结肠癌患者 METTL14的 mRNA
水平明显高于域尧芋和郁期患者遥本组研究中 METTL14阳性和 METTL14阴性组的 5年生存率分别为
73.9%和 32.6%袁 生存差异具有显著的统计学意义遥 多变量 Cox 回归分析显示袁 只有 T 分期和
METTL14 表达水平是本组结肠癌患者的独立预后因素遥 在 Human protein atlas 数据库中观察到类似
的结果遥 METTL14高表达组与低表达组的生存差异具有统计学意义渊分别为 70%和 59%袁P=0.006冤遥
结论 METTL14低表达可能提示结肠癌的恶性肿瘤生物学行为袁并可作为评估生存预后的预测生物
标志物遥
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 METTL14 was known to be involved in all stages in the life cycle of RNA.
However, whether METTL14 had a close relationship with the clinical parameters and prognosis of colon
cancer was not reported yet. Methods METTL14 was studied in TCGA datasets, Human protein atlas
datasets and in 66 colon cancer following radical surgery. The level of METTL14 was evaluated by immuno鄄
histochemistry 渊IHC冤 and Western blot and correlated with clinicopathological variables and clinical outcome.
Results We observed that the level of METTL14 in colon cancer was significantly lower than the one in the
normal adjacent tissues. A similar result was found in the TCGA datasets. We confirmed a adverse association
between the expression of METTL14 and advanced T stage, N stage and TNM stage. Moreover, METTL14
mRNA level in stage 玉 was significantly higher than the one in stage 域, 芋 and 郁. The 5 year survival rate
of METTL14 positive and METTL14 negative group was 73.9% and 32.6% in this study, and the survival dif鄄
ference had statistical significance. Multivariate Cox regression analysis revealed that only T stage and the ex鄄
pression of METTL14 were the independent prognostic factors. A similar founding was observed in the Human
protein atlas datasets. There was significant difference between METTL14 high expression group and low
expression group 渊70% vs 59%, P=0.006冤. Conclusions Our findings suggested that low expression of MET鄄
TL14 could be used to determine the aggressiveness of colon cancer and could be predicted the long -term
survival outcome.
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结肠癌是常见的恶性肿瘤之一袁 由于早期结
肠癌无明显的临床症状及体征袁 结直癌筛查工作
开展难度大袁结肠癌的发病率仍居高不下遥据最新
的 2018年 Globocan 研究数据显示袁结肠癌发病率
高居恶性肿瘤第三位袁 分别占所有恶性肿瘤的
10.2%遥 尽管随着结肠癌手术方式的规范化尧化疗
药物的进步尧治疗措施的多样化袁结肠癌仍然是威
胁人类健康最常见的致死性肿瘤之一遥 Globocan
研究数据显示结肠癌的死亡率高居所有恶性肿瘤

的第二位袁 占 9.2%咱1暂遥 因此对结肠癌患者进行有
效的治疗及预后监测袁 具有非常重要的临床实际
意义遥

近年来越来越多的研究结果显示表观遗传学

可能参与肿瘤的发生尧发展袁在肿瘤研究领域占据
关键作用咱2暂遥 甲基化修饰是广泛存在于人体内的
一种 RNA修饰方式袁并在多种恶性肿瘤中发挥关
键作用咱3暂遥 m6A甲基化是最为常见的甲基化修饰
方式遥 m6A甲基化是指当 RNA分子腺苷酸上第六
位氮原子通过甲基转移酶催化而发生的甲基化修

饰表现咱4暂遥目前 m6A甲基化修饰的作用很多袁包括
维持 mRNA稳定尧mRNA 前体剪切尧 多腺苷酸化尧
mRNA 运输与翻译起始尧出核转运尧翻译起始袁以
及与 polyA 结合蛋白一起维持 mRNA 的结构稳
定遥 一旦参与 m6A修饰的酶出现异常会引起一系
列疾病袁包括肿瘤尧神经性疾病尧机体发育异常等咱5暂遥
METTL14 作为 m6A 甲基化修饰的关键功能组成
部分袁 可能对调控 m6A 甲基化修饰发挥关键作
用遥 因此本研究通过比较结肠癌及其癌旁组织的
METTL14的表达差异袁了解 METTL14与结肠癌临
床病理及生存预后的关系袁为结肠癌的诊断尧基因
治疗及预后标志物提供新的分子生物学指标遥
1 资料与方法

1.1 一般资料 本实验回顾性分析 2013 年 1 月
至 2014 年 12 月佛山市禅城区中心医院普外科的
手术病例遥本研究的入选标准如下院术后病理均证
实为结肠腺癌曰 所有行根治手术的患者均未接受
术前新辅助化疗尧放疗尧放化疗或免疫治疗等抗肿
瘤治疗措施曰既往无存在恶性肿瘤病史袁入院时未
发现其他部位的原发恶性肿瘤曰 有完整的临床病
理资料及随访信息遥 最终本研究入组结肠癌患者
66例遥 其中袁年龄 25耀85渊60.6依12.5冤岁曰男 43例袁
女 23 例袁男女比例为 1.87颐1.00曰肿瘤位于结肠 37

例袁肿瘤位于直肠 29 例曰同时在肿瘤相邻结肠正
常黏膜采集组织标本 20例遥
1.2 主要试剂 鼠抗人 METTL14 渊ab220030冤单
克隆抗体购自 Abcam 公司 曰 兔抗大鼠 GAPDH
渊BM1623冤 二抗购自博士德公司遥 免疫组织化学
ElivisionTM P 路上检测试剂盒购自中国福州迈新
生物技术开发有限公司遥
1.3 免疫组化 按照 EliVisionTM super/HRP 试
剂盒说明进行免疫组化染色遥主要步骤为院病理蜡
块切成 4 滋m的厚度后袁 按要求进行二甲苯脱蜡尧
不同浓度的乙醇脱水曰 在 95益的枸橼酸盐缓冲液
渊pH 6.0冤中 15 min 进行抗原热修复袁在切片上滴
加 3%过氧化氢溶液并在室温中孵育 10 min 后用
磷酸盐缓冲液冲洗遥 加入一抗渊鼠抗人 METTL14袁
1颐150 稀释冤袁4益孵育过夜袁 并以 PBS作为阴性对
照遥 分别滴加放大剂及辣根过氧化物酶标记的二
抗在室温下孵育 20 min遥 滴加 DAB 溶液显色袁苏
木精复染尧二甲苯透明处理尧中性树脂封片遥

免疫组织化学结果判定标准参照 Pilotti 标
准遥 随机选取 5 个高倍镜视野袁并在 400伊高倍镜
视野下观察细胞袁 要求每个视野的细胞个数不少
于 300个遥METTL14阳性染色正常位于胞核内遥结
果评分根据阳性细胞比例与染色强度之和遥 阳性
细胞比例分别将臆25%尧25%~50%尧50%~75%尧>
75%定义为 0分尧1分尧2分尧3分遥染色程度分别将
无着色尧淡黄色尧黄色尧棕黄色定义为 0 分尧1 分尧2
分尧3分遥总评分为 0~3分定义为阴性表达袁4~7分
定义为阳性表达遥
1.4 免疫印迹实验 将新鲜结肠癌及癌旁组织

研磨至粉末后袁 加入 RIPA 裂解液及蛋白酶抑制
剂袁提取蛋白上清后采用 BCA 蛋白浓度测定试剂
盒检测样本蛋白浓度遥 提取 20 滋g 蛋白用于 10%
的 SDS-PAGE 凝胶电泳袁 转膜至 PVDF 膜袁5%的
BSA在 4益下封闭过夜袁 加入鼠抗人 METTL14 单
克隆一抗渊1颐200冤室温孵育 2 小时袁后予兔抗大鼠
GAPDH二抗渊1颐500冤室温孵育 1 小时袁TBST洗膜袁
化学发光法 ECL试剂显色袁显影尧定影尧曝光遥
1.5 统计方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进行统
计学处理遥 计量资料以均数渊曾冤依标准差渊泽冤表示袁
数据比较采用两独立样本 t 检验遥 生存分析采用
Life-table 法袁 生存图绘制采用 Kaplan-Meier 检
验袁生存资料比较采用 Log-rank 法检验袁生存的
多因素分析采用 Cox regression 渊Backward Wald冤方
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法遥 P<0.05表明差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 METTL14 在结肠癌组织和癌旁正常组织的
表达分析 IHC 结果显示无论是癌旁组织或结肠
癌组织中 METTL14 的表达均位于细胞核内袁细胞
质及细胞核内的表达并不多见遥 其中 METTL14蛋
白在癌旁正常组织中渊12/20袁60.0%冤的表达阳性
率显著高于结肠癌组织渊23/66袁34.8%冤袁差异具有显
著的统计学意义渊字2=4.023袁P=0.045冤遥 具体见图 1遥

以 GAPDH作为 Western blot的内参袁 结果显
示 METTL14 蛋白在结肠癌组织中的表达明显低
于配对癌旁正常组织遥 具体见图 2遥

通过 TCGA数据库袁 结果同样显示 METTL14
在结肠癌组织中的表达显著低于癌旁正常组织袁
差异同样具有显著的统计学差异渊P<0.001冤袁具体
见图 3遥
2.2 METTL14 表达与结肠癌临床病理特点的关
系 通过免疫组化结果分析 METTL14 表达与结
肠癌临床病理特点的关系袁结果见表 1遥 结果显示
METTL14的表达与肿瘤的年龄尧性别尧手术方式以
及组织分化类型等无相关性袁均无统计学意义渊P>

0.05冤遥然而 METTL14蛋白的表达与肿瘤的浸润深
度尧N 分期尧TNM 分期呈负相关渊P<0.05冤袁浸润深
度深尧 淋巴转移尧TNM 分期较晚患者的 METTL14
表达水平越低遥

采用 TCGA 数据库进行分析袁 结果如图 4 所
示袁随时肿瘤分期的增加袁METTL14的表达水平呈
进行性下降的趋势遥 其中域期尧芋期尧郁期的结肠
癌患者中 METTL14 的 mRNA 表达量明显低于玉
期患者袁差异均具有显著的统计学意义渊P<0.05冤遥
2.3 METTL14 蛋白表达与结肠癌生存预后的关
系 本研究中位随访时间为 52.0 月 遥 其中
METTL14 阳性组的 5 年生存率为 73.9%袁 中位随
访袁METTL14 阴性组的 5 年生存率为 32.6%袁生存
资料图详见图 5遥 Log-rank 分析的结果显示两组
资料的生存差异比较具有显著的统计学意义 渊字2=
9.697袁P=0.002冤遥

Cox 回归分析的结果见表 2遥 结果显示年龄尧
性别尧手术类型尧组织类型与本组结肠癌患者的预
后无明显相关性袁 而 T 分期尧 淋巴转移尧TNM 分

图 1 免疫组化渊IHC冤方法检测结肠癌组织及癌旁正常组
织中 METTL14 的表达渊20伊冤
注院A.结肠癌组织袁METTL14阳性曰B.结肠癌组织袁METTL14
阴性性曰 C. 癌旁正常组织组织袁METTL14 阳性曰D. 癌旁正
常组织组织袁METTL14阴性

A B

C D

图 2 Western blot 检测 METTL14 蛋白在癌旁组织和结肠
癌组织中的表达情况

图 3 分析 TCGA 数据库中 METTL14 在癌旁组织和结肠
癌组织中的表达情况

图 4 分析 TCGA 数据库中不同肿瘤分期中袁METTL14 在
结肠癌组织中的表达情况
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期尧METTL14 的表达水平是影响本组结肠癌患者
预后的因素袁差异均具有显著的统计学意义遥我们
进而将与生存预后相关的单因素纳入 Cox 多因素
回归分析 袁 结果显示仅 T 分期 渊P =0.012冤和
METTL14渊P=0.017冤是影响本组结肠癌患者的独
立预后因素遥

Human protein atlas 数 据 库 的 结 果 显 示
METTL14 的中位截点值为 2.74袁 最佳截点值为
3.28遥 以 METTL14基因表达量的最佳截点值 3.28
为界袁 将患者分为 2 组院METTL14 高表达组和

METTL14低表达组遥结果显示 METTL14高表达组
渊127 例冤 的 5 年生存率为 70%袁METTL14 低表达
组渊470 例冤的 5 年生存率为 59%袁差异具有显著
的统计学意义渊P=0.006冤渊图 6冤遥
3 讨论

早在 20世纪 70年代袁学者们就在真核生物的
信使 RNA 渊message RNA, mRNA冤上发现了 m6A
甲基化修饰的现象遥 m6A甲基化修饰广泛存在于
各种真核生物的 mRNA及其他非编码 RNA中袁其
中在真核生物体内 RNA 甲基化修饰的比例超过
80%咱6暂遥 由于 m6A 甲基化是在不改变碱基序列的
状态下调控癌基因或抑癌基因转录后的表达水

平袁其调控机制远比 DNA 甲基化复杂得多遥 但目
前 m6A 甲基化修饰在肿瘤中发挥着的生物学功
能目前尚不明确遥m6A甲基化修饰的过程中袁分别

年龄

性别

手术方式

分化程度

T分期
淋巴转移

TNM分期
METTL14 表达

0.002
0.087
0.088
3.321
9.195
8.066
5.460
8.466

下限

-
-
-
-

1.539
1.194
1.105
1.494

上限

-
-
-
-

7.447
2.634
3.130
7.830

0.965
0.768
0.767
0.068
0.002
0.005
0.019
0.004

6.296

5.685

下限

1.252

1.200

上限

6.222

6.465

0.012

0.017

表 2 66例可根治结肠癌患者生存预后分析

95%CI 95%CI字2值 P值 字2值 P值

单因素分析 多因素分析

临床特征

性别

男

女

年龄

臆60岁
>60岁

手术方式

右半结肠

左半结肠+乙状结肠
组织分型

分化佳

分化差

浸润深度

T1+T2
T3+T4

淋巴转移

无

有

TNM分期
玉
域
芋

43
56

27
39

27
39

33
33

25
41

35
31

9
22
35

METTL14
阳性

14(60.9)
9(39.1)

11(47.8)
12(52.2)

12(52.2)
11(47.8)

15(65.2)
8(34.8)

14(60.9)
9(39.1)

16(69.6)
7(30.4)

6(26.1)
10(43.5)

7(30.4)

METTL14
阴性

29(67.4)
14(32.6)

16(37.2)
27(62.8)

15(34.9)
28(65.1)

18(41.9)
25(58.1)

11(25.6)
32(74.4)

19(44.2)
24(55.8)

3(7.0)
12(27.9)
28(65.1)

字2值

0.285

0.699

1.853

3.270

7.930

3.875

8.502

P值

0.593

0.403

0.173

0.071

0.005

0.049

0.014

表 1 METTL14与结肠癌临床病理特点的关系咱n渊%冤暂
影响因素 例数

图 5 通过 Kaplan-Meier 法检测本组 66 例结肠
癌患者 METTL14表达状况与预后的关系
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由写入基因渊writers冤尧擦除基因渊erasers冤和读取基
因渊readers冤共同发挥作用遥 METTL3尧METTL14 和
WATP等 m6A甲基转移酶形成复合物促使m6A甲
基化基团写入 RNA 中袁 从而让下游的靶 RNA 发
生 m6A甲基化修饰袁因此 m6A甲基转移酶又被称
为 writers咱7暂遥 METTL14 是 writers 复合物的核心组
成部分遥 在 Hela 细胞中袁METTL14 表达缺陷会导
致 m6A 甲基化水平下降 30%袁通过免疫荧光实验
结果显示 METTL14 定位在富含剪切因子的细胞
核内亚细胞器-核小班上袁 揭示 METTL14 介导的
m6A修饰可能和 RNA的剪切加工密切相关咱8暂遥 然
而 METTL14 在结肠癌中的表达水平及其表达部
位如何袁目前国内外的并无相关研究遥本研究通过
免疫组织化学及 Western blot 的方法揭示在结肠
癌组织 METTL14 蛋白在癌旁正常组织中的表达
阳性率显著高于结肠癌组织遥 由于本研究样本量
偏少袁 我们进一步通过生物信息学的方法分析美
国 TCGA 数据库袁 有相近的研究结果袁 同样揭示
METTL14在结肠癌组织中的表达显著降低遥 提示
METTL14 的低表达可能是结肠癌中 m6A 甲基化
修饰的关键基因并在结肠癌中发挥关键的肿瘤生

物学行为遥
METTL14在多种恶性肿瘤的发生发展中已显

示多种生物调节功能袁 如调控肿瘤干细胞的 野干
性冶尧 肿瘤增殖尧 肿瘤的侵袭转移和肿瘤免疫咱9暂遥
METTL14基因表达下调会促进急性髓细胞白血病

细胞的分化袁 从而促使癌基因 SP1 mRNA 高 m6A
甲基化水平袁 从而调控造血干细胞向急性髓细胞
白血病细胞分化遥 这一研究提示急性髓细胞白血
病细胞能够通过对靶基因的 mRNA在转录后层面
调控 m6A 的甲基化修饰而改变其翻译状态袁以此
保留急性髓细胞白血病细胞的多功能性从而抑制

细胞分化袁提示 METTL14 基因可能成为某些特定
类型急性髓细胞白血病的潜在治疗靶点咱10暂遥 同时
METTL14 表达下调可降低胶质母细胞瘤的 mRNA
m6A水平袁是维持胶质细胞瘤干样细胞生长尧自我
更新和肿瘤发展的关键因素 咱11暂遥 在乳腺癌中袁
METTL14 通过 m6A 修饰作用促进 HBXIP 基因的
过表达袁形成 HBXIP/let-7g/METTL14/XBXIP 的正
反馈调节袁最终增强乳腺癌的增殖能力 咱12暂遥 因此
这也能解释本研究结果中METTL14 的低表达与
结肠癌恶性临床病理特点相关遥 METTL14与恶性
肿瘤预后的关系的文献并不多袁Wu的研究结果显
示 METTL14 与乳腺癌的关系密切袁 但 METTL14
的表达水平与预后无明显的关系袁 然而本研究的
结果显示 METTL14 的低表达预示本组结肠癌患
者的总体生存期不佳遥

本研究通过免疫组化尧Western blot 及生物信
息学的方法分析 METTL14 蛋白与临床病理特点
及生存预后的关系袁揭示 METTL14 表达低提示结
肠癌的肿瘤生物学行为差及预后不佳 袁 提示
METTL14基因将来可能作为结肠癌的生物学预测

图 6 分析 Human protein atlas数据库袁探讨 METTL14表达水平与结肠癌患者预后的关系
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指标遥 但由于本组研究的样本量不大袁 无关于
METTL14的分子机制研究袁尚待今后更大规模的临
床及基础研究结果验证疗效及揭示其分子机制遥
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