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[摘要] 目的　探究m6A甲基化修饰介导的泛素相关结构域样蛋白2(UBAC2)对结肠癌细胞侵袭和迁移能力的影响及其

机制。方法　采用GEPIA2.0数据库分析UBAC2 mRNA在结肠癌组织与正常癌旁组织中的表达差异，及其在不同分期结肠癌

组织中的表达情况，并分析Wilms肿瘤1相关蛋白(WTAP)与UBAC2表达的相关性。采用Kaplan-Meier plotter在线工具分析

UBAC2与结肠癌患者总生存率的相关性；采用RMVar和SRAMP数据库预测UBAC2基因中潜在的m6A甲基化修饰位点；采

用qRT-PCR和Western blotting检测结肠癌细胞系中UBAC2 mRNA和蛋白表达水平。取SW480结肠癌细胞，UBAC2敲低实验

分为对照组(无任何处理)、sh-NC组(转染 sh-NC阴性对照质粒)及 sh-UBAC2组(转染 sh-UBAC2质粒)；WTAP敲低实验分为

对照组(无任何处理)、si-NC组(转染阴性对照 siRNA)及 si-WTAP组(转染WTAP干扰 siRNA)；UBAC2过表达实验分为对照组

(无任何处理)、si-WTAP 组(转染 pcDNA3.1 空质粒)及 si-WTAP+OE-UBAC2 组(转染 UBAC2 过表达质粒 pcDNA3.1-UBAC2)。

采用Western blotting 检测UBAC2、WTAP、E-cadherin、N-cadherin和波形蛋白表达水平；qRT-PCR检测UBAC2 mRNA表达

水平；Transwell检测细胞侵袭和迁移能力。采用MeRIP-qPCR 检测UBAC2 mRNA的m6A甲基化修饰水平；RIP-qPCR验证

WTAP与UBAC2 mRNA的结合情况。裸鼠结肠癌肺转移实验分为LV-sh-NC组(尾静脉注射LV-sh-NC稳定感染的 SW480细

胞)及LV-sh-UBAC2组(尾静脉注射LV-sh-UBAC2稳定感染的SW480细胞)。裸鼠荷瘤42 d后取其肺组织，苏木精/伊红(HE)

染色观察肺结节数量，qRT-PCR检测Luc2 mRNA表达水平。结果　GEPIA2.0数据库分析结果显示，UBAC2 mRNA在结肠癌

组织中的表达水平明显高于正常癌旁组织，且随着肿瘤分期进展而逐渐升高(P<0.05)。UBAC2 mRNA和蛋白表达水平在多

种结肠癌细胞系中均明显高于正常结肠上皮细胞(P<0.05)。与 sh-NC组比较，sh-UBAC2组SW480细胞中E-cadherin蛋白表达

水平明显升高，N-cadherin和波形蛋白表达水平明显降低，侵袭和迁移细胞数均明显减少(P<0.05)。GEPIA2.0数据库分析结

果显示WTAP与UBAC2表达呈正相关(r=0.24，P<0.001)。与 si-NC组比较，si-WTAP组SW480细胞中WTAP、UBAC2 mRNA

和蛋白表达水平均明显降低(P<0.05)。MeRIP-qPCR实验结果显示，与 si-NC组比较，si-WTAP组UBAC2 mRNA的m6A修饰

水平明显降低(P<0.05)。RIP-qPCR实验进一步证实WTAP可与UBAC2 mRNA相结合。与对照组比较，si-WTAP组SW480细

胞中E-cadherin蛋白表达水平明显升高，N-cadherin和波形蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与 si-WTAP组比较，si-WTAP+

OE-UBAC2组 SW480细胞中E-cadherin蛋白表达水平明显降低，N-cadherin和波形蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。LV-sh-

UBAC2组裸鼠肺结节数量明显少于LV-sh-NC组，肺组织中Luc2 mRNA表达水平明显低于LV-sh-NC组(P<0.05)。结论　m6A

甲基化修饰介导的UBAC2可调控结肠癌细胞的上皮-间质转化(EMT)进程，进而影响结肠癌细胞的侵袭和迁移能力。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects and mechanisms of ubiquitin-associated domain-containing protein 2 
(UBAC2) mediated by m6A methylation modification on the invasion and migration abilities of colorectal cancer cells . Methods　
The GEPIA2.0 database was utilized to analyze the expression differences of UBAC2 mRNA between colorectal cancer tissues and 
adjacent normal tissues, as well as its expression in colorectal cancer tissues at different stages. The correlation between Wilms tumor 
1-associated protein (WTAP) and UBAC2 expression was analyzed. The Kaplan-Meier plotter online tool was applied to analyze the 
correlation between UBAC2 and the overall survival rate of colorectal cancer patients. The RMVar and SRAMP databases were 
employed to predict potential m6A methylation modification sites in the UBAC2 gene. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and 
Western blotting were performed to detect the expression levels of UBAC2 mRNA and protein in colorectal cancer cell lines. For 
UBAC2 knockdown experiments, SW480 cells were divided into control group (no treatment), sh-NC group (transfected with sh-NC 
negative control plasmid), and sh-UBAC2 group (transfected with sh-UBAC2 plasmid). For WTAP knockdown experiments, groups 
included control group (no treatment), si-NC group (transfected with negative control siRNA), and si-WTAP group (transfected with 
WTAP-targeting siRNA). For UBAC2 overexpression experiments, groups were control group (no treatment), si-WTAP group 
(transfected with pcDNA3.1 empty plasmid), and si-WTAP+OE-UBAC2 group (transfected with UBAC2 overexpression plasmid 
pcDNA3.1-UBAC2). Western blotting was used to detect the protein expression levels of UBAC2, WTAP, E-cadherin, N-cadherin, 
and Vimentin; qRT-PCR was applied to detect the expression level of UBAC2 mRNA; Transwell assays were conducted to assess cell 
invasion and migration abilities. MeRIP-qPCR was employed to detect the m6A methylation modification of UBAC2 mRNA; RIP-
qPCR experiments were conducted to verify the binding of WTAP to UBAC2 mRNA. In nude mouse colorectal cancer lung metastasis 
experiments, groups included LV-sh-NC group (tail vein injection of SW480 cells stably infected with LV-sh-NC) and LV-sh-UBAC2 
group (tail vein injection of SW480 cells stably infected with LV-sh-UBAC2). After 42 d of tumor-implantation in nude mice, lung 
tissues were harvested: the number of lung nodules observed by hematoxylin/eosin (HE) staining, and the expression level of Luc2 
mRNA detected by qRT-PCR. Results　 GEPIA2.0 database analysis revealed that the expression level of UBAC2 mRNA in 
colorectal cancer tissues was significantly higher than that in adjacent normal tissues, and it gradually increased with the progression of 
tumor stage (P<0.05). The expression levels of UBAC2 mRNA and protein in multiple colorectal cancer cell lines were significantly 
higher than those in normal colonic epithelial cells (P<0.05). Compared with sh-NC group, sh-UBAC2 group showed significantly 
increased E-cadherin protein expression, significantly decreased N-cadherin and Vimentin protein expression, and significantly 
reduced number of invaded and migrated SW480 cells (P<0.05). GEPIA2.0 database analysis results indicated a positive correlation 
between WTAP and UBAC2 expression (r=0.24, P<0.001). Compared with si-NC group, si-WTAP group showed significantly 
decreased expression levels of WTAP and UBAC2 mRNA and protein in SW480 cells (P<0.05). MeRIP-qPCR results demonstrated 
that the m6A modification level of UBAC2 mRNA in si-WTAP group was significantly lower than that in si-NC group (P<0.05). RIP-
qPCR further confirmed that WTAP could bind to UBAC2 mRNA. Compared with control group, si-WTAP group showed 
significantly increased E-cadherin protein expression and significantly decreased N-cadherin and Vimentin protein expression in 
SW480 cells (P<0.05); compared with si-WTAP group, si-WTAP+OE-UBAC2 group showed significantly decreased E-cadherin 
protein expression and significantly increased N-cadherin and Vimentin protein expression in SW480 cells (P<0.05). The number of 
lung nodules in LV-sh-UBAC2 group was significantly fewer than that in LV-sh-NC group, and the expression level of Luc2 mRNA in 
lung tissues was significantly lower than that in LV-sh-NC group (P<0.05). Conclusion　UBAC2 mediated by m6A methylation 
modification can regulate the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process in colorectal cancer cells, thereby affecting the 
invasion and migration abilities of colorectal cancer cells. 

[Key words] colorectal cancer; ubiquitin-associated domain-containing protein 2; N6-methyladenosine; Wilms tumor 1-
associated protein; invasion; migration

结肠癌是全球常见消化道恶性肿瘤，其发病率

呈上升趋势，致死率较高[1-4]。结肠癌转移是其致死

的主要原因，而结肠癌细胞侵袭、迁移和上皮-间质

转化(epithelial-mesenchymal transition，EMT)是转移的

关键[5]。靶向抑制结肠癌细胞侵袭、迁移和EMT是

结肠癌治疗的重要手段[6]。m6A(N6-methyladenosine)
甲基化是RNA的一种表观遗传修饰，在癌症的发生

发展中发挥重要作用[7-8]，m6A 甲基化修饰也参与结

肠癌进展和转移过程的调控[9-10]。泛素相关结构域样

蛋白 2(ubiquitin-associated domain-containing protein 2，
UBAC2)是存在于多物种的高度保守的蛋白质，近年

来发现，其在膀胱癌[11]、甲状腺乳头状癌[12]等恶性

肿瘤中高表达，并与皮肤癌[13]、膀胱癌[11]、甲状腺

乳头状癌[12]的发生发展密切相关。但UBAC2在结肠

癌中的作用及其机制鲜见报道。本研究探索UBAC2
对结肠癌细胞迁移和侵袭的影响及 m6A 甲基化修饰

对UBAC2的调控机制，以期为结肠癌的治疗提供新

的潜在分子靶标。

1163



解放军医学杂志 2025年9月28日 第50卷 第9期

1　材料与方法

1.1　材料　结肠癌细胞系 HCT116、HT29、SW480
及正常结肠上皮细胞 NCM460 购自美国 ATCC 菌种

保藏中心；LipofectamineTM 2000(11668027)、TRIzol
试剂盒(15596026CN)购自美国 Invitrogen 公司；胎牛

血清(fetal bovine serum，FBS)、RPMI 1640 培养基购

自美国 Gibco 公司；RIPA 裂解液(P0038)、BCA 蛋白

定 量 试 剂 盒 (P0010S)、 ECL 发 光 检 测 试 剂 盒

(P0018M)购自上海碧云天生物技术有限公司；PVDF
膜 、 RNA 甲 基 化 免 疫 共 沉 淀 (methylated RNA 
immunoprecipitation，MeRIP)试剂盒(17-10499)、RNA
结 合 蛋 白 免 疫 沉 淀 (RNA binding protein immuno-
precipitation，RIP)试剂盒(17-700)购自美国 Millipore
公司；小鼠抗β‐actin单克隆抗体(ab8226)、兔抗E-钙
黏蛋白 (E-cadherin) 单克隆抗体 (ab227639)、兔抗

N-钙黏蛋白(N-cadherin)单克隆抗体(ab76011)、兔抗

波形蛋白 (Vimentin) 单克隆抗体 (ab92547)、兔抗

Wilms 肿 瘤 1 相 关 蛋 白 (Wilms tumor 1 associated 
protein，WTAP)单克隆抗体(ab195380)、辣根过氧化

物酶(horseradish peroxidase，HRP)标记的兔抗小鼠

IgG(ab6728)、HRP标记的山羊抗兔 IgG(ab6721)购自

英国 Abcam 公司；兔抗 UBAC2 多克隆抗体(25122-1-
AP)购自武汉三鹰生物技术有限公司；Prime Script 
RT Reagent试剂盒(RR047A)和TB Green® Premix Ex Taq
™试剂盒(RR420A)购自日本 TaKaRa 公司；Transwell
小室购自美国Corning公司；Matrigel 胶购自美国BD
公司；sh-UBAC2 及其阴性对照 sh-NC、WTAP 干扰

siRNA 及其阴性对照 siRNA、 UBAC2 过表达质粒

pcDNA3.1-UBAC2、 UBAC2 敲 低 慢 病 毒 载 体

(pcSLenti-U6-sh-UBAC2-EF1-Luc2-F2A-Puro-WPRE，
LV-sh-UBAC2)及其阴性对照慢病毒载体(pcSLenti-U6-
NC-EF1-Luc2-F2A-Puro-WPRE， LV-sh-NC) 均由和元

生物技术(上海)股份有限公司合成。

1.2　生物信息学分析　采用GEPIA2.0数据库(http://
gepia2.cancer-pku.cn/#index)分析UBAC2在结肠癌组织

与正常癌旁组织中的表达差异，及其在不同分期结

肠癌组织中的表达情况，并分析 WTAP 与 UBAC2 表

达水平的相关性。采用Kaplan-Meier plotter 在线工具

(https://www. kmplot. com/analysis/)分析 UBAC2 与结

肠癌患者总生存率(OS)的相关性。采用RMVar数据

库(https://rmvar. renlab. cn/#/home)和 SRAMP 数据库

(http://www.cuilab.cn/sramp/)预测UBAC2基因中的潜

在m6A甲基化修饰位点。

1.3　细胞培养与转染　将正常结肠上皮细胞

NCM460 与结肠癌细胞系 HCT116、HT29、SW480
用含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基(添加 100 U/ml 青

霉素和 100 µg/ml链霉素)，37 ℃下常规培养于含 5% 
CO2的培养箱中。采用qRT-PCR和Western blotting检
测结肠癌细胞系中UBAC2 mRNA和蛋白表达水平。

SW480 细 胞 培 养 至 80% 融 合 度 时 ， 采 用

LipofectamineTM 2000 转染试剂进行转染。(1)UBAC2
敲低实验：将SW480细胞分为对照组(无任何处理)、
sh-NC 组(转染 sh-NC 阴性对照质粒)及 sh-UBAC2 组

(转染 sh-UBAC2 质粒)；采用 qRT-PCR 检测 UBAC2 
mRNA 表 达 水 平 ， Western blotting 检 测 UBAC2、
E-cadherin、 N-cadherin、 Vimentin 蛋 白 表 达 水 平 ，

Transwell小室检测细胞侵袭和迁移能力。

(2)WTAP 敲低实验：将 SW480 细胞分为对照组

(无任何处理)、 si-NC 组(转染阴性对照 siRNA)及
si-WTAP 组(转染 WTAP 干扰 siRNA)；采用 qRT-PCR
检 测 WTAP、 UBAC2 mRNA 表 达 水 平 ， Western 
blotting 检测 WTAP、UBAC2 蛋白表达水平，MeRIP-
qPCR 实验检测 UBAC2 mRNA 的 m6A 甲基化修饰水

平，RIP-qPCR 实验验证WTAP 与UBAC2 mRNA 的结

合情况。

(3)UBAC2过表达实验：将SW480细胞分为对照

组(无任何处理)、si-WTAP 组(转染 pcDNA3.1 空质

粒)及 si-WTAP+OE-UBAC2 组(转染 UBAC2 过表达质

粒 pcDNA3.1-UBAC2)。 采 用 Western blotting 检 测

UBAC2、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 蛋白表达

水平。

1.4　裸鼠肿瘤体内转移实验　12 只 4~6 周龄雌性

BALB/c裸鼠由西安交通大学医学院实验动物中心提

供[实验动物生产许可证号：SCXK(陕)2023-002]，饲

养于湿度 50% 左右、温度 22 ℃左右的清洁环境中，

自由饮食。本研究经西安医学院第一附属医院实验

动物福利伦理审批(XYYFY2024LSDW-013)，实验过

程符合国家和单位有关实验动物的管理和使用规定。

采用 UBAC2 敲低慢病毒载体 LV-sh-UBAC2 或阴

性对照慢病毒LV-sh-NC感染 SW480细胞，采用嘌呤

霉素(5 µg/ml)筛选稳定感染的细胞株。肿瘤体内转

移实验参考文献[14-15]。将裸鼠分为LV-sh-NC组与

LV-sh-UBAC2组，每组6只。采用75%乙醇消毒裸鼠

尾部皮肤，LV-sh-NC 组尾静脉注射 2×106 个 LV-sh-
NC稳定感染的 SW480细胞；LV-sh-UBAC2组尾静脉

注射 2×106个 LV-sh-UBAC2 稳定感染的 SW480 细胞。

继续饲养 42 d，采用异氟醚麻醉裸鼠致死，取肺组

织，一部分肺组织进行石蜡包埋、切片，用于苏木

精/伊红(HE)染色，在显微镜下计数肺结节数量；另

一部分肺组织用于提取总RNA，由于该慢病毒载体

上含有Luc2元件，故采用qRT-PCR检测慢病毒载体

中 Luc2 mRNA 表达水平，以评估转移至肺组织中的

肿瘤细胞数量。
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1.5　qRT-PCR 检测 UBAC2、WTAP、Luc2 mRNA 表

达水平　收集 SW480 细胞及肺组织，使用 TRIzol 试
剂提取细胞总RNA，紫外分光光度计测定RNA的浓

度。根据 Prime Script RT Reagent 试剂盒将总 RNA 反

转录为 cDNA，采用 TB Green® Premix Ex Taq™试剂盒

进行 qRT-PCR 反应检测 UBAC2、Luc2 mRNA 表达水

平。UBAC2引物：正向 5'-TGGACCGCCATGAGCAT
GAA-3'，反向 5'-AGCCTGGAACAAGGCTTTATTTG
T-3'；WTAP 引物：正向 5'-AACCTGTAGAACAGTCA
GAGGC-3'，反向5'-TTGCCCTCCCTGTGAAATCC-3'；
Luc2引物：正向5'-ACACCCGAGGGGGATGATAA-3'，
反向 5'-TCTCACACACAGTTCGCCTC-3'；β ‐ actin 引

物：正向 5'-GCTCACCATGGATGATGATATCGC-3'，
反向5'-TAGGAATCCTTCTGACCCATGCC-3'[11]。PCR
反应体系(20 µl)：TB Green Premix Ex Taq(Tli RNaseH 
Plus) (2×) 10 µl，正向引物 0.4 µl，反向引物 0.4 µl，
cDNA模板2 µl，ddH2O 7.2 µl。PCR扩增步骤：95 ℃
预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 20 s，共 40 个

循环。以β‐actin作为内参，根据2−ΔΔCt方法计算基因

相对表达水平。

1.6　 Western blotting 检 测 UBAC2、 E-cadherin、
N-cadherin、Vimentin、WTAP 蛋白表达水平　收集

各组SW480细胞，采用RIPA裂解液提取总蛋白。取

20 µg总蛋白进行SDS-PAGE电泳，然后转移至PVDF
膜上，用 5% 脱脂奶粉室温封闭 2 h 后，加入抗

UBAC2(1: 600)、 E-cadherin(1: 1000)、 N-cadherin
(1:1000)、Vimentin(1:1000)、WTAP(1:1000)、β‐actin
(1:2000)抗体，4 ℃孵育过夜。TBST洗膜，加入HRP
标记的山羊抗兔 IgG(1:3000)或HRP标记的兔抗小鼠

IgG(1:3000)，室温孵育 1 h。TBST 洗膜，加入 ECL
化学发光液，凝胶成像仪中曝光成像。以β‐actin 为

内参照，采用 ImageJ 软件对蛋白条带进行灰度值

分析。

1.7　Transwell 小室检测细胞侵袭和迁移能力　调整

SW480 细胞浓度为 1×106 个/ml。在 Transwell 培养板

上室加入 200 µl 细胞悬液，下室加入 600 µl 含 10% 
FBS 的 RPMI 1640 培养液。将 Transwell 培养板孵育

24 h 后，用无菌棉签拭去上层小室未迁移细胞，采

用 4% 多聚甲醛溶液固定 20 min，0.1% 结晶紫染色

30 min。PBS 轻轻漂洗，采用倒置显微镜随机选取

5个视野(×200)计数迁移细胞数。细胞侵袭实验需预

先用Matrigel基质胶包被Transwell小室，其余步骤同

迁移实验。

1.8　MeRIP-qPCR 检测 UBAC2 mRNA 的 m6A 甲基化

修饰水平　提取转染后细胞的总RNA，进行MeRIP-
qPCR 实验。采用 MeRIP 试剂盒，参照说明书进行

m6A MeRIP 实验。将最终富集到的 RNA 进行 qRT-

PCR检测。

1.9　RIP-qPCR验证WTAP与UBAC2 mRNA的结合情

况　使用RIP试剂盒进行RIP实验。用RIP裂解缓冲

液裂解细胞，将裂解液离心后分离上清，用 5 µg 
WTAP 抗体或 IgG 抗体在 4 ℃下过夜结合 RNA 并沉

淀，纯化 RNA，采用 qRT-PCR 检测共沉淀产物中

UBAC2的含量。

1.10　统计学处理　采用Graphpad Prism 8.0软件进行

统计分析。所有数据均符合正态分布，以 x̄±s表示。

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用 Bonferroni 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　UBAC2 在结肠癌组织及细胞中的表达情况　

GEPIA2.0 数据库分析结果显示，UBAC2 mRNA 在结

肠癌组织中的表达水平明显高于正常癌旁组织

(P<0.05， 图 1A)， 且 随 着 肿 瘤 分 期 进 展 UBAC2 
mRNA 表达水平逐渐升高(P<0.05，图 1B)。Kaplan-
Meier plotter在线工具分析结果显示，UBAC2与结肠

癌患者 OS 无明显相关性(P>0.05，图 1C)。qRT-PCR
和Western blotting检测结果显示，与正常结肠上皮细

胞 NCM460 比较，结肠癌细胞系 HCT116、HT29 和

SW480 中 UBAC2 mRNA 和蛋白表达水平均明显升高

(P<0.05，图 1D、E)。由于 UBAC2 在 SW480 细胞中

表达最高，故选取SW480细胞进行后续实验。

2.2　UBAC2敲低对结肠癌细胞侵袭和迁移能力的影

响　采用 sh-UBAC2 转染结肠癌细胞 SW480 敲低

UBAC2，qRT-PCR 和 Western blotting 检测结果显示，

与对照组比较， sh-NC 组 SW480 细胞中 UBAC2 
mRNA 和蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)；
与 sh-NC 组比较，sh-UBAC2 组 SW480 细胞中 UBAC2 
mRNA和蛋白表达水平明显降低(P<0.05，图2)。

Transwell 实验检测结果显示，与对照组比较，

sh-NC 组 SW480 细胞侵袭和迁移细胞数差异均无统

计学意义(P>0.05)；与 sh-NC 组比较，sh-UBAC2 组

SW480 细胞侵袭和迁移细胞数均明显减少(P<0.05，
图3)。
2.3　UBAC2 敲低对结肠癌细胞 EMT 进程的影响　

Western blotting检测结果显示，与对照组比较，sh-NC
组SW480细胞中E-cadherin、Vimentin和N-cadherin蛋

白表达水平差异均无统计学意义(P>0.05)；与 sh-NC
组比较，sh-UBAC2 组 SW480 细胞中 E-cadherin 蛋白

表达水平明显升高(P<0.05)，N-cadherin 和 Vimentin
蛋白表达水平明显降低(P<0.05，图4A)。

通过尾静脉注射 SW480 细胞构建裸鼠肿瘤体内

转移模型。HE染色结果显示，LV-sh-NC组裸鼠肺组
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织内有明显的肿瘤转移结节，而 LV-sh-UBAC2 组裸

鼠肺组织内肿瘤转移结节不明显(图 4B)；LV-sh-
UBAC2 组裸鼠肺结节数量明显少于 LV-sh-NC 组

(P<0.05，图 4C)。qRT-PCR 检测结果显示，LV-sh-
UBAC2组裸鼠肺组织Luc2 mRNA 表达水平明显低于

LV-sh-NC组(P<0.05，图4D)。
2.4　m6A修饰调控UBAC2的表达　RMVar和SRAMP
预测结果显示，UBAC2 基因存在丰富的 m6A 修饰位

点，提示 UBAC2 基因极有可能受 m6A 修饰的调控；

其中SRAMP软件显示1440位点的m6A具有高度可靠

性，后期重点验证该位点(附图1，https://dx.doi.org/
10.11855/j.issn.0577-7402.0858.2025.0528FJ)。GEPIA2.0
数据库分析结果显示，WTAP 与 UBAC2 表达呈正相

关 (r=0.24， P<0.001； 图 5A)。 qRT-PCR 和 Western 
blotting 检测结果显示，与对照组比较， si-NC 组

SW480细胞中WTAP、UBAC2 mRNA和蛋白表达水平

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白2；A. 利用GEPIA2.0数据库分析结肠癌组织中UBAC2 mRNA表达水平；B. 利用GEPIA2.0数据库分析

不同分期结肠癌组织中UBAC2 mRNA表达水平；C. 采用Kaplan-Meier plotter 在线工具分析UBAC2与结肠癌患者总生存率(OS)的相关性；

D. qRT-PCR检测结肠癌细胞系中UBAC2 mRNA表达水平；E. Western blotting检测结肠癌细胞中UBAC2蛋白表达水平；与正常癌旁组织比

较，(1)P<0.05；与正常结肠上皮细胞NCM460比较，(2)P<0.05

图1　结肠癌组织和细胞中UBAC2的表达情况

Fig.1　The expression level of UBAC2 in colon cancer tissues and cells

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白2；与对照组比较，(1)P<0.05；

与 sh-NC组比较，(2)P<0.05

图2　采用qRT-PCR(A)和Western blotting(B)验证结肠癌细

胞SW480中UBAC2敲低效果

Fig. 2　UBAC2 transfection efficiency was undertaken via qRT-
PCR (A) and Western blotting (B) assay in SW480 cell
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差异均无统计学意义 (P>0.05)；与 si-NC 组比较，

si-WTAP组 SW480细胞中WTAP、UBAC2 mRNA和蛋

白表达水平均明显降低(P<0.05，图5B、C)。MeRIP-
qPCR 实验结果显示，与 si-NC 组比较，si-WTAP 组

UBAC2 mRNA 的 m6A 修饰水平明显降低 (P<0.05，

图 5D)。RIP-qPCR 实验进一步证实 WTAP 能够与

UBAC2 mRNA相结合(图5E)。
2.5　WTAP通过UBAC2调控结肠癌细胞EMT进程　

与对照组比较，si-WTAP 组 SW480 细胞中 UBAC2 蛋

白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)；与 si-WTAP

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白2；EMT. 上皮-间质转化；A. Western blotting检测各组结肠癌细胞SW480中EMT标志性蛋白E-cadherin、

N-cadherin 和波形蛋白的表达水平；B. 裸鼠体内转移模型肺组织 HE 染色(×200)；黑色箭头示肿瘤浸润；C. 肿瘤肺转移结节量化结果；

D. qRT-PCR检测肺组织中Luc2 mRNA表达水平；与对照组比较，(1)P<0.05；与 sh-NC组比较，(2)P<0.05；与LV-sh-NC组比较，(3)P<0.05

图4　UBAC2敲低对结肠癌细胞EMT进程的影响

Fig.4　The impact of UBAC2 knockdown on EMT process in colon cancer cells

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白2；A. Transwell实验检测细胞侵袭能力；B. Transwell实验检测细胞迁移能力；与对照组比较，(1)P<0.05；

与 sh-NC组比较，(2)P<0.05

图3　UBAC2敲低对结肠癌细胞SW480侵袭和迁移能力的影响

Fig.3　The impact of UBAC2 knockdown on cell invasion and migration of colon cancer SW480 cells
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组 比 较 ， si-WTAP+OE-UBAC2 组 SW480 细 胞 中

UBAC2 蛋白表达水平明显升高(P<0.05，图 6A)。与

对照组比较，si-WTAP 组 SW480 细胞中 E-cadherin 蛋

白表达水平明显升高，N-cadherin和Vimentin蛋白表

达水平明显降低(P<0.05)；与 si-WTAP 组比较，si-
WTAP+OE-UBAC2组 SW480细胞中E-cadherin蛋白表

达水平明显降低，N-cadherin和Vimentin蛋白表达水

平明显升高(P<0.05，图6B)。

3　讨　　论

抑制肿瘤细胞的EMT进而抑制肿瘤的侵袭和转

移是改善结肠癌患者预后的重要策略[6,16-17]。有研究

显示，UBAC2在膀胱癌[11]和甲状腺乳头状癌[12]中高

表达，参与肿瘤的发生发展过程。然而，目前鲜见

UBAC2与结肠癌的相关研究。GEPIA2.0数据库分析

及细胞实验结果均显示UBAC2在结肠癌组织及细胞

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白 2；WTAP. Wilms肿瘤 1相关蛋白；A. GEPIA2.0数据库中WTAP与UBAC2的相关性分析；B. qRT-PCR

检测UBAC2、WTAP mRNA表达水平；C. Western blotting检测UBAC2、WTAP蛋白表达水平；D. MeRIP-qPCR检测UBAC2 mRNA的m6A甲

基化修饰水平；E. RIP-qPCR验证WTAP与UBAC2 mRNA的结合情况；与对照组比较，(1)P<0.05；与 si-NC组比较，(2)P<0.05；与 IgG组

比较，(3)P<0.05

图5　WTAP通过m6A修饰调控结肠癌细胞中UBAC2的表达

Fig.5　UBAC2 expression was regulated by WTAP in m6A-dependent manner in colon cancer cells

UBAC2. 泛素相关结构域样蛋白 2；EMT. 上皮-间质转化；A. Western blotting 检测UBAC2蛋白表达水平；B. Western blotting 检测EMT

标志性蛋白E-cadherin、N-cadherin和Vimentin的表达水平；与对照组比较，(1)P<0.05；与 si-WTAP组比较，(2)P<0.05

图6　WTAP敲低及UBAC2过表达对结肠癌细胞SW480 EMT的影响

Fig.6　The influence of WTAP knockdown and UBAC2 overexpression on EMT process in colon cancer SW480 cells
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中高表达，且UBAC2表达水平随着结肠癌分期增加

而逐渐升高。

EMT与肿瘤的发生、侵袭和转移密切相关[18-19]。

E-cadherin 是 上 皮 细 胞 标 志 蛋 白 ， N-cadherin 和

Vimentin 是间质细胞标志蛋白。本研究结果显示，

UBAC2敲低导致结肠癌细胞中E-cadherin蛋白表达水

平升高，而 Vimentin 和 N-cadherin 蛋白表达水平降

低，提示 UBAC2 敲低可抑制结肠癌细胞的 EMT 进

程；功能实验结果显示，UBAC2敲低可抑制结肠癌

细胞的侵袭和迁移能力，小鼠体内实验进一步证实

UBAC2 敲低抑制了结肠癌细胞的肺转移；表明

UBAC2敲低可能通过抑制EMT进程来抑制结肠癌细

胞的侵袭和迁移，进而抑制结肠癌细胞转移。

研究发现，UBAC2在膀胱癌[11]和甲状腺乳头状

癌[10]中的表达水平越高患者预后越差[11-12]。目前，

UBAC2 与结肠癌患者预后的关系尚不清楚。虽然，

本研究使用 Kaplan-Meier plotter 在线工具 (https://
kmplot.com/analysis/)进行分析，结果显示，UBAC2
与结肠癌患者 OS 无明显相关性，但并不能表明

UBAC2 与结肠癌的 EMT 无关，因为肿瘤的 EMT 与

肿瘤预后并非绝对必然相关，肿瘤预后还受肿瘤分

期、肿瘤类型、患者情况、治疗方式等多种因素影

响[20-25]。因此，本研究结果与预后结果并不矛盾。

m6A 修饰在肿瘤的发生发展中发挥重要的调控

作用[26-30]。WTAP是m6A甲基转移酶复合物的关键组

成 部 分 ， 可 招 募 m6A 甲 基 转 移 酶 METTI3 和

METTTL14 与相应的 mRNA 靶点共催化 m6A 的形

成[29]。WTAP参与调控胆管癌[30]、胶质母细胞瘤[31]、

卵巢癌[32]以及结肠癌[33-36]等多种肿瘤的增殖、迁移、

侵袭。本研究采用在线工具RMVar和SRAMP预测发

现UBAC2上存在丰富的m6A修饰位点；进一步通过

MeRIP-qPCR 检测证实， WTAP 敲低后， UBAC2 
mRNA 的 m6A 修饰水平明显降低，UBAC2 蛋白和

mRNA 表达水平明显降低，EMT 表型也被抑制，而

UBAC2过表达部分逆转了WTAP敲低的作用。

综上所述，本研究结果表明，UBAC2在结肠癌

组织及细胞中高表达，且其表达受 m6A 修饰调控，

而UBAC2敲低可抑制结肠癌细胞的侵袭、迁移能力

及 EMT 进程，抑制结肠癌细胞肺转移。本研究从

RNA表观遗传学角度探讨UBAC2在结肠癌中发挥作

用的分子机制，为结肠癌的治疗提供了新靶点和新

思路。本研究尚存在如下局限：本研究采用尾静脉

注射结肠癌细胞系建立肿瘤体内转移裸鼠模型，不

能再现真实的自然转移过程，需要进一步采用条件

性诱导结肠组织特异性UBAC2基因敲除小鼠构建自

发结肠癌小鼠模型，或构建原位结肠癌小鼠模型以

验证UBAC2对结肠癌EMT及转移的影响。
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