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基于CRISPR/Cas9系统筛选影响非小细胞肺癌

骨转移的RNA修饰相关基因
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摘要      该文探讨了RNA修饰相关基因对非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)骨
转移的影响及其机制。构建靶向118个RNA修饰相关基因的CRISPR/Cas9敲除文库, 采用慢病毒感

染人NSCLC H460 BM(H460 bone-metastatic)细胞, 经裸鼠髂外动脉注射构建骨转移模型进行体内

筛选; 利用高通量测序技术分析体内筛选后细胞中单向导RNA(single guide RNA, sgRNA)的分布, 
并应用MAGeCK-RRA算法进行数据分析以鉴定关键基因; 通过siRNA在H460 BM细胞中敲低候选

基因METTL3, 采用qRT-PCR和Western blot验证其敲低效率, 并检测上皮−间质转化(epithelial-mes-
enchymal transition, EMT)相关蛋白表达; 进一步通过敲低与回补并结合qRT-PCR、Western blot及
Transwell侵袭实验, 验证EML4在METTL3下游介导EMT进程的功能; 利用TIMER、PanCanSurvPlot
等数据库分析METTL3在肺腺癌组织中的表达及预后价值。结果显示, METTL3在阴性筛选中排名

首位, 其sgRNA在体内模型中显著耗竭; 敲低METTL3能有效抑制H460 BM细胞的侵袭, 并下调间质

标志物N-cadherin和Vimentin蛋白表达、上调上皮标志物E-cadherin表达, 且显著降低EML4的表达

水平; 回补EML4可逆转METTL3敲低介导的EMT抑制及细胞侵袭能力减弱效应, 证实METTL3通过

正向调控下游靶基因EML4的表达驱动EMT进程; 生物信息学分析显示, METTL3在肺腺癌组织中的表

达水平显著高于正常组织, 且其高表达与患者总生存期较差相关。该研究证实, 基于CRISPR/Cas9的
系统性筛选能有效发现功能基因; RNA修饰相关基因METTL3通过上调EML4表达, 进而调控EMT
进程, 在NSCLC骨转移中发挥关键作用。
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Abstract       This study employed a CRISPR/Cas9-based systemic screening approach to investigate the role 
of RNA modification-related genes in bone metastasis of NSCLC (non-small cell lung cancer) and to explore their 
underlying mechanisms. A CRISPR/Cas9 knockout library targeting 118 RNA modification-related genes was con-
structed and introduced into human NSCLC H460 BM (H460 bone-metastatic) cells via lentiviral infection. An in 
vivo bone metastasis model was established via external iliac artery injection in nude mice for functional screening. 
The distribution of sgRNAs (single guide RNAs) in cells after in vivo selection was analyzed by high-throughput 
sequencing, and key genes were identified using the MAGeCK-RRA algorithm. Knockdown of METTL3 in H460 
BM cells using siRNA—verified by qRT-PCR and Western blot, effectively downregulated the expression of EMT 
(epithelial-mesenchymal transition)-related markers. Furthermore, knockdown and rescue experiments combined 
with qRT-PCR, Western blot and Transwell invasion assay verified the function of EML4 in mediating the EMT 
process downstream of METTL3. The expression and prognostic value of METTL3 in lung adenocarcinoma tissues 
were analyzed using databases including TIMER and PanCanSurvPlot. Results showed that METTL3 ranked first in 
negative selection, with its sgRNAs being significantly depleted in the in vivo model. Knockdown of METTL3 effec-
tively inhibited the migratory ability of H460 BM cells, downregulated the protein expression of EMT mesenchymal 
markers N-cadherin and Vimentin, and upregulated the expression of epithelial marker E-cadherin. Moreover, further 
studies demonstrated that METTL3 drives the EMT process by positively regulating the expression of its downstream 
target gene EML4. Bioinformatics analysis showed that METTL3 expression was significantly elevated in lung adeno-
carcinoma tissues compared with normal tissues, and its high expression was associated with poorer overall survival 
in patients. This study demonstrates that CRISPR/Cas9-mediated systematic screening can effectively identify func-
tional genes involved in NSCLC bone metastasis, and highlights the key role of the RNA modification-related gene 
METTL3 in promoting bone metastasis by upregulating EML4 expression to regulate the EMT process.

Keywords       CRISPR/Cas9; NSCLC; bone metastasis; RNA modification; METTL3; EML4; EMT

全球癌症统计结果显示 , 肺癌不仅是发病率最

高的癌症类型 , 还会引起极高的死亡率 [1], 而肺癌进

展至晚期的转移阶段更是导致癌症相关死亡的主

要原因[2]。非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, 
NSCLC)是肺癌的主要病理亚型, 占比高达85%[3], 晚
期NSCLC患者常出现肿瘤远处转移 , 其中骨转移是

最常见的恶性临床症状 [4]。30%~40%的晚期患者在

诊断时已发生骨转移 , 即使在积极治疗后 , 骨转移

患者的中位生存期也仅有6至8个月[5]。因此 , 针对

NSCLC骨转移特异性的治疗方案仍有待研究。

生物分子的化学修饰是调节分子功能的重要

方式 , RNA表观转录组学是对RNA修饰的研究。目

前已证明RNA上存在 170多种不同类型的转录后

修饰 [6]。其中 , N6-甲基腺嘌呤 (N6-methyladenosine, 
m6A)、N7-甲基鸟嘌呤 (N7-methylguanosine, m⁷G)、
2’-O-甲基化(2’-O-methylation, Nm)、假尿嘧啶(pseu-
douridine, Ψ)、N1-甲基腺嘌呤 (N1-methyladenosine, 
m1A)和5-甲基胞嘧啶 (5-methylcytosine, m5C)是参与

基因表达调控与细胞生理过程的关键化学标记 [7]。

RNA修饰的动态调控由特定的 “写入器 (writer)、擦

除器 (eraser)和读取器 (reader)”蛋白系统协调 , 通过

影响RNA剪接、翻译、运输和稳定性等方面调节

生命活动 [8]。近年来 , 越来越多的研究表明RNA修

饰因子与人类癌症的异常调控相关。在结直肠癌

(colorectal cancer, CRC)中, m6A的阅读蛋白YTHDC2
高表达上调了HIF1A等促转移基因的表达 , 并增强

了CRC细胞转移能力 [9]; 在胃癌 (gastric cancer, GC)
中, YBX1通过其m5C读取器功能稳定ATG9A mRNA, 
促进GC细胞保护性自噬 , 从而提高其在化疗应激

下的存活率 [10]; m5C的写入蛋白NSUN2通过甲基化

CDKN1C(p57Kip2) mRNA的3′-UTR区域 , 导致p57Kip2

下调, 进而促进GC细胞增殖[11]; 此外, NSUN2在GC细
胞中还可以充当癌基因 , 与 SUMO-2/3相互作用 , 
维持自身的稳定性并发生核易位, 从而增强促癌作

用 [12]。在肝细胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC)中 , 
NSUN2通过介导lncRNA H19的m5C修饰, 促进lncRNA 
H19与G3BP1特异性结合以致MYC积累 , 进而促进

HCC的发生、发展和低分化 [13]。在前列腺癌 (prostate 
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cancer, PCa)中, 读取蛋白YBX1通过识别由NSUN2修饰

的TRIM28 mRNA m5C位点, 并结合TRIM28 mRNA来维

持其稳定性, 从而促进PCa进展[14]。

综上 , RNA修饰在肿瘤增殖和转移中扮演重要角

色。然而 , 目前关于RNA修饰在NSCLC骨转移中的功

能机制仍知之甚少。因此, 本研究基于CRISPR/Cas9系
统构建了靶向RNA修饰相关writer、eraser和 reader
蛋白基因的敲除文库, 结合裸鼠骨转移模型, 旨在系

统性筛选在NSCLC骨转移中起关键作用的基因 , 以
期为NSCLC骨转移的机制研究和临床治疗提供新

的干预靶点。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人胚胎肾细胞HEK-293T及人NSCLC
细胞系H460 BM由本实验室保存 , H460 BM筛选方

法参照本实验室前期A549-BM的建立流程[4]。

1.1.2   主要试剂       RPMI 1640培养液 (货号 : 
C11875500CP)、胎牛血清 (货号 : A5669701)及
LipofectamineTM 2000转染试剂 (货号 : 11668019)购
自美国ThermoFisher Scientific公司 ; METTL3抗体

(货号 : HY-P80223)购自美国MedChemExpress公
司; β-actin抗体(货号: AB2001)购自上海埃必威生物

技术有限公司 ; N-cadherin抗体 (货号 : 66219-1-Ig)、
Vimentin抗体 (货号 : 80232-1-RR)、E-cadherin抗体

(货号 : 60335-1-Ig)和EML4抗体 (货号 : 22709-1-AP)
购自武汉三鹰生物技术有限公司 ; 辣根过氧化物酶

标记的绵羊抗小鼠 IgG抗体 (货号 : A6782)、辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG抗体 (货号 : A6154)购
自德国Merck公司; E-Poly™转染试剂(货号: DN005)
购自北京多纳医药科技有限公司 ; Transwell小室 (货
号 : 3422)及基质胶 (货号 : 356234)购自美国Corning
公司 ; PrimeScript RT Reagent Kit(货号 : RR047A)
和 TaKaRa MiniBEST Universal Genomic DNA 
Extraction Kit Ver.5.0(货号: 9765)购自大连宝生物工

程有限公司 ; Qiagen MinElute Gel Extraction Kit(货
号: 28604)购自德国Qiagen公司; 荧光定量PCR试剂

盒 (货号 : Q712-02)购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司; CRISPR质粒文库及Magic™一步法CRISPR
测序文库构建试剂盒 (货号 : PK201)购自武汉研美

生物科技有限公司 ; siNC、siMETTL3、siEML4、
METTL3及EML4 qPCR引物由北京擎科生物科技股

份有限公司合成。

1.1.3   实验动物      本实验使用6周龄健康BALB/c裸
鼠 , 其购自上海吉辉实验动物饲养有限公司。动物

实验获得上海交通大学医学院附属第一人民医院动

物伦理委员会批准, IACUC号为2022AWS0020。
1.2   方法

1.2.1   细胞培养      HEK-293T使用含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素的DMEM培养基, 
H460 BM使用含相同浓度血清及双抗的RPMI 1640
培养基, 均培养于37 ℃、5% CO2培养箱。

1.2.2   慢病毒包装及感染复数测定      为包装病毒, 
将HEK-293T细胞接种于直径为10 cm的培养皿 , 待
细胞汇合度达到60%~70%时 , 使用Lipofectamine™ 
2000转染试剂, 将10.2 μg文库质粒、5.1 μg pMD2.G质

粒和7.8 μg psPAX2质粒共转染至细胞。转染4 h后更

换为预热的DMEM培养基, 继续培养48 h后收集病毒

上清。将收集的上清在4 ℃条件下以3 000 r/min离心

4 min, 取上清经0.22 μm滤器过滤后分装, 于−80 ℃保

存备用。为测定感染复数 , 将H460 BM细胞以每孔

8×10⁴个的密度接种于 12孔板。待细胞贴壁后更换

培养基, 并分别添加不同体积的病毒液, 具体添加量

分别为0 μL、2.5 μL、5 μL、10 μL、20 μL、40 μL、
80 μL、160 μL、200 μL、300 μL、400 μL、500 μL、
600 μL及800 μL。感染48 h后, 将各组细胞分别接种

到96孔板中, 每个病毒体积设8个重复孔。待细胞贴

壁后, 换用含有1 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基进行

筛选。72 h后检测细胞活力 , 通过分析细胞活力与

病毒添加体积之间的关系 , 推算出当感染复数为0.3
时所需加入的病毒体积。

1.2.3   文库慢病毒感染H460 BM细胞系      将H460 
BM细胞以每孔8×104个的密度接种于12孔板 , 细胞

贴壁后加入400 μL根据上述测定确定的病毒液。感

染48 h后, 使用含1 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基持

续筛选72 h, 以获得稳定的文库细胞。

1.2.4   裸鼠髂外动脉注射      将裸鼠麻醉后固定在

木板上 , 沿股骨和髂骨之间的皮肤上做0.5 cm的切

口 , 分离肌肉 , 暴露出髂总动脉 , 使用31 G胰岛素注

射针注射文库细胞悬液 , 注射后使用棉签按压注射

部位至停止出血, 使用带线弯头针缝合伤口。

1.2.5   骨转移肿瘤细胞基因组提取及 sgRNA扩增      
采用断颈法处死裸鼠 , 取出股骨及胫骨 , 将骨头称

重后使用骨钳在体视镜下剪碎, 使用MiniBEST Uni-
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versal Genomic DNA Extraction Kit Ver.5.0(TaKaRa
公司 )提取基因组。提取的基因组作为 sgRNA PCR
的模板 , PCR使用MagicTM一步法CRISPR测序文库

构建试剂盒 , PCR扩增产物用2%琼脂糖凝胶电泳检

测后切胶回收, 胶回收使用Qiagen MinElute Gel Ex-
traction Kit, 回收产物用于高通量测序。

1.2.6   细胞转染      将生长状态良好的H460 BM接

种在6孔板中, 待细胞汇合度大于80%时, 使用E-Po-
ly™转染试剂, 按照说明书, 分别将siNC、siMETTL3
和siEML4转染入细胞, 每孔siRNA终浓度为50 nmol/L。
siNC、siMETTL3、siEML4的序列见表1。
1.2.7   总RNA提取及qRT-PCR检测      细胞转染48 h
后 , 用TRIzol试剂提取总RNA。使用PrimeScript RT 
Reagent Kit根据说明书将mRNA逆转录为 cDNA。

用qRT-PCR检测mRNA表达水平。以ACTB作为内

参进行数据标准化 , 采用2−ΔΔCt法计算mRNA的相对

表达量。引物序列见表2。
1.2.8   蛋白质免疫印迹(WB)      细胞转染48 h后, 提
取总蛋白并于100 ℃水浴变性8 min。使用10%聚丙

烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)在120 V恒压下分离蛋

白。通过湿转法将蛋白转移至PVDF膜上 , 膜经1% 
BSA室温封闭1 h后加入一抗(1500 1׃) 4 ℃孵育过夜。

孵育后用PBST洗涤 , 加入HRP标记的二抗  ,(000 5׃1)
在室温下孵育1 h。使用化学发光法显影并拍照。

1.2.9   Transwell      使用无血清培养基稀释基质胶

后, 取60 µL加入8 μm孔径Transwell上室, 于培养箱

中孵育2~3 h使其凝固。凝固后吸弃多余基质胶 , 加
入100 µL无血清培养基水化30 min, 随后吸弃培养

基。每上室接种4×10⁴个细胞 , 下室加入含10% FBS
的600 µL培养基 , 37 ℃培养36 h。培养结束后 , 在
室温下将小室浸入4%多聚甲醛中固定20 min, 再用

0.1%结晶紫染色10 min, 最后用棉签轻轻擦除上室

内未侵袭的细胞。

1.2.10   生物信息学分析      通过TIMER3(https://comp-
bio.cn/timer3/)[15]分析正常组织与肺腺癌组织中的

METTL3表达差异 , 使用PanCanSurvPlot(https://smu-
onco.shinyapps.io/PanCanSurvPlot/)在线平台分析

METTL3表达量对肺腺癌患者总生存期 (overall sur-
vival, OS)的影响。

1.2.11   统计学分析      实验数据使用Excel和Graph-
Pad Prism 10软件进行统计分析。通过Shapiro-Wilk
检验判断数据的正态分布性。符合正态分布的两组

间比较采用非配对 t检验 ; 不符合正态分布的两组间

比较采用Mann-Whitney U检验。数据以均数±标准差

表1   小干扰RNA序列

Table 1   Sequences of siRNA
小干扰RNA
siRNA

序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

siNC UUC UCC GAA CGU GUC ACG U(dT) (dT)	
ACG UGA CAC GUU CGG AGA A(dT) (dT)

siMETTL3 GAA GAG UGA UAU UUG UAC A(dT) (dT)
UGU ACA AAU AUC ACU CUU C(dT) (dT)

siEML4 CGU AAU AAA UUG UCG AAA A(dT) (dT)
UUU UCG ACA AUU UAU UAC G(dT) (dT)

表2   qRT-PCR引物序列

Table 2   qRT-PCR primer sequences
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

ACTB CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC
CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT

METTL3 ACC TAT GCT GAC CAT TAC CAA G
CTG TTG GTT CAG AAG GCT CTC

EML4 TGA TGT TTT GAG GCG TCT TG
TTG GTT TTC TGT TTG CAC CA
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(x
_
±s)表示, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   文库筛选流程

为了筛选调控非小细胞肺癌骨转移的RNA修

饰相关基因 , 本研究基于CRISPR/Cas9系统进行文

库筛选 , 文库中包含118个RNA修饰相关基因 , 每个

基因设计了6条sgRNA, 共708条sgRNA。首先, 使用

HEK-293T细胞进行CRISPR文库慢病毒包装 , 随后

以感染复数低于0.3的病毒量感染H460 BM细胞系。

病毒感染48 h后, 使用1 μg/mL嘌呤霉素的完全培养

基进行药物筛选。72 h后, 汇集文库细胞, 一部分作

为初始组 (input), 另一部分通过裸鼠髂外动脉注射

(external iliac artery injection)进行体内移植。三周

后处死发生骨转移的小鼠 , 取出股骨近端及胫骨组

织提取基因组DNA, 用于后续测序等(图1)。
2.2   高通量测序数据质量控制

分别取初始组和小鼠组的基因组DNA样本进

行 sgRNA扩增及高通量测序 , 检测其 sgRNA的分布

情况。将原始测序读数中的 sgRNA序列与文库参考

序列进行比对 , 结果显示各样本的比对率≥87.3%, 
显著高于常规要求的 60%阈值 , 表明测序数据质

量良好 (图 2A)。进一步分析 sgRNA的读数分布特

征 , 结果显示 , 在初始组中 , 各sgRNA的读数分布均

匀 , 表明初始文库覆盖良好。经体内筛选后 , 小鼠

组的读数分布波动范围显著增大 , 表明在骨转移微

环境的选择压力下 , 不同 sgRNA出现了显著的富集

或耗竭 (图2B)。为评估筛选效果 , 分别统计了靶向

文库基因的必需 sgRNA(essential sgRNA)与非靶向

sgRNA(non-targeting sgRNA)的丰度。结果显示 , 在
体内筛选压力的持续作用下 , 细胞群体中 sgRNA的

分布逐渐失衡 , 与表型相关的 sgRNA丰度发生累积

或耗竭。因此与非靶向 sgRNA相比 , 靶向文库基因

sgRNA的log2(FC)变化更加显著, 进一步证实了筛选

系统的有效性(图2C)。综上所述, 测序数据质量可控, 
且sgRNA分布的变化提示RNA修饰相关基因显著影

响了肺癌骨转移进程。

2.3   CRISPR筛选结果分析

采用MAGeCK-RRA算法对高通量测序获得的

sgRNA计数进行分析 , 分别从阳性筛选和阴性筛选

的角度, 计算每个基因的RRA得分、P值及错误发现

率 (false discovery rate, FDR)。RRA得分越小 , 表明

该基因的 sgRNA富集或耗竭效应越显著。阴性筛选

(即其敲除抑制骨转移 , 提示基因本身促进转移 )排
名前10的基因包括METTL3、TRMT61A、RNMT等(图
3A), 阳性筛选(即其敲除促进骨转移, 提示基因本身

抑制转移)排名前10的基因包括: CBLL1、ALKBH2、
FTSJ3等(图3B)。对sgRNA的log2(FC)进行分析发现, 
在阴性筛选中排名首位的METTL3, 其sgRNA在体内

模型中表现出最显著的耗竭现象 (图3C)。以上结果

表明, METTL3是潜在的肺癌骨转移关键促进基因。

2.4   METTL3促进肺癌转移

进一步分析METTL3的6条sgRNA在初始组与小

鼠组中的读数。结果显示, 所有sgRNA在小鼠组中均

一致性地显著耗竭(图4A)。这表明当METTL3敲低后, 
H460 BM细胞在骨转移模型中的定植或增殖能力受

损。log2(FC)热图也同样印证这一结果(图4B)。
为深入验证METTL3在肺癌骨转移过程中的

作用 , 我们首先通过 siRNA敲低了H460 BM细胞中

的METTL3, qRT-PCR及WB结果证实METTL3在
mRNA和蛋白水平均被有效敲低(图4C和图4D)。随

后, 通过蛋白质免疫印迹检测EMT相关标志物发现, 

图1   文库筛选技术路线(本图改编自参考文献[16])
Fig.1    Library screening workflow (adapted from reference [16])

PCR amplification
Input

Gene knockout
cell library

Cells
collection NGS sequencingGenomic DNA

purification

BoneCells in PBS External iliac
artery injection
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敲低METTL3导致间质标志物N-cadherin和Vimentin
蛋白表达显著下调 , 而上皮标志物E-cadherin表达显

著上调。而回补METTL3后 , 这些EMT相关标志物

的表达水平得以恢复 (图4D)。为探究METTL3介导

的EMT对细胞运动能力的影响, 我们进行了Transwell
侵袭实验。结果显示 , METTL3敲除显著抑制了肺癌

细胞的侵袭, 而回补METTL3后, 肺癌细胞的侵袭能力

得到恢复(图4E和图4F)。综上, 这些结果提示METTL3
通过促进EMT进程, 从而增强肺癌细胞的侵袭能力。

2.5   METTL3通过上调EML4表达促进EMT进程

METTL3作为m6A甲基化酶 , 已被报道在肺腺

癌中以m6A依赖的方式上调EML4的表达 , 进而促进

肿瘤转移[17]。但此促转移效应是否经由EMT途径介

导尚不清楚。为验证METTL3对EML4的调控作用 , 

我们在H460 BM细胞中敲低METTL3, 发现EML4的
蛋白表达水平显著降低, 而回补METTL3后其表达得

以恢复。这证实了在该细胞中METTL3对EML4存
在正向调控作用(图5A)。

为进一步探究EML4在EMT及转移中的功能, 我
们使用siRNA敲低EML4。qRT-PCR及WB证实EML4
在mRNA和蛋白水平均被有效敲低 , 敲低EML4导致

间质标志物N-cadherin和Vimentin的表达显著下调 , 
而上皮标志物E-cadherin的表达显著上调 (图5B和图

5C)。Transwell侵袭实验结果显示 , EML4敲低显著抑

制了细胞的侵袭(图5D和图5E)。这些结果提示EML4
可正向调控EMT进程并促进细胞侵袭。

为证实EML4是METTL3下游的关键效应分子 , 
我们在METTL3敲低的背景下回补了EML4。结果显
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图2   高通量测序数据质量控制

Fig.2   Quality control for high-throughput sequencing data
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示 , EML4的回补成功逆转了由METTL3缺失导致的

EMT标志物表达改变 (图5F), 并且肿瘤侵袭能力得

到挽救(图5F和图5G)。综上所述, METTL3通过促进

其下游靶标EML4的表达 , 驱动EMT进程 , 最终促进

肺癌细胞的侵袭与转移。

2.6   METTL3在肺癌中高表达且与患者不良预后

相关

使用TIMER3数据库分析METTL3在正常组织

和肺腺癌组织中的转录水平差异 , 发现肺腺癌组织

中METTL3的表达水平显著高于正常组织 (P<0.001, 
图6A)。为评估其临床意义 , 使用PanCanSurvPlot在
线平台进行生存分析 , 结果显示 , METTL3高表达与

肺癌患者的总生存期缩短显著相关(P<0.05, 图6B)。
综上所述, METTL3在肺癌中异常高表达且与患者不

良预后相关 , 提示其可能作为一个潜在的生物标志

物, 可应用于临床诊断和预后风险提示。
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图3   CRISPR文库筛选结果

Fig.3   CRISPR library screening results
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3   讨论
肺癌是全球癌症相关死亡的首要病因 , 超65% 

的患者确诊时已发生局部浸润或远处转移 [18]。骨转

移作为其最常见的恶性临床表现 , 不仅会引发严重

的骨骼相关事件(skeletal-related event, SRE), 如病理

性骨折和脊髓压迫, 导致患者生活质量急剧下降, 更
会显著缩短其生存期 [19]。当前骨转移的治疗以双膦

酸盐、地诺单抗等抑制骨破坏为主 , 无法阻断肿瘤

侵袭转移 , 仍存在治疗手段有限、预后差的临床困

境[20]。

癌症最初被认为是由基因突变驱动的微进化

过程[21], 但后续研究发现, 表观遗传调控同样在癌症

发展中发挥重要作用。表观遗传作为基因表达的

调控者 , 主要通过下调肿瘤抑制基因的表达与激活

癌基因来发挥生物学功能 [22]。RNA修饰作为表观

遗传学之一 , 在多种癌症中被揭示可作为新型诊断

及预后标志物 , 成为极具潜力的治疗靶点。目前已

有多个针对RNA修饰蛋白 (RNA-modifying proteins, 
RMPs)的化学药物正在研发中 [23]。然而 , RNA修饰

在NSCLC骨转移中的功能机制并不明确 , 仍有待研

究。

因此 ,  为了系统性揭示在 NSCLC骨转移中
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图4   METTL3促进肺癌转移

Fig.4   METTL3 promotes lung cancer metastasis
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发挥关键作用的RNA修饰相关基因 , 本研究基于

CRISPR/Cas9系统进行功能基因筛选。该系统包

含Cas9核酸酶和 sgRNA, 其原理是 sgRNA的5′末端

通过碱基互补配对识别特定DNA靶序列 , 而Cas9核
酸酶结合于 sgRNA的3′末端 , 在靶DNA互补区域邻

近的NGG原型间隔基序 (protospacer adjacent motif, 
PAM)上游约3 bp处引发DNA双链断裂(double strand 
breaks, DSBs)[24]。因此 , 通过慢病毒递送靶向不同

基因的 sgRNA, 可以高效地并行扰动数千个基因组

元件 , 实现无偏倚的基因组功能筛选 , 以鉴定在特

定表型中起重要作用的基因 [25]。已有研究通过靶向

多种免疫激活因子的 sgRNA文库进行聚焦性体内

的CRISPR筛选, 成功鉴定出调控转移瘤休眠退出的

细胞自主性抑制因子 [26]。基于这一系统的以上优

势 , 我们设计了靶向编码RNA修饰的writer、eraser
和reader蛋白共118个基因的CRISPR文库, 并通过慢
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图5   METTL3通过上调EML4表达促进EMT进程

Fig.5   METTL3 promotes EMT progression by upregulating EML4 expression



1342 · 研究论文 ·

病毒载体共递送 sgRNA和Cas9的方式 , 构建了裸鼠

体内骨转移模型进行筛选 , 揭示了在NSCLC骨转移

中发挥关键作用的RNA修饰相关基因—METTL3, 
其 sgRNA在体内显著耗竭 , 且在阴性筛选中排名首

位 , 提示其可能是促进NSCLC骨转移的关键基因。

此外 , 本研究筛选结果也揭示了其他有潜力的候选

基因 , 如阴性筛选中的TRMT61A、RNMT以及阳性

筛选中的CBLL1等。这些基因在RNA修饰中发挥不

同功能。例如 , TRMT61A作为 tRNA m¹A修饰的甲

基转移酶 , 通过介导m¹A修饰增强一系列关键转录

因子ONECUT2 mRNA的稳定性 , 进一步上调SOS1
的表达 , 从而持续激活MAPK/ERK信号通路 , 驱动

CRC细胞增殖与肿瘤进展 [27]; RNMT作为mRNA帽

N7-甲基转移酶 , 通过催化mRNA帽结构的N7位甲基

化 , 保障关键促癌基因转录本的稳定性与高效翻译 , 
进而维持PI3K/AKT/mTOR信号通路的异常激活, 驱
动PIK3CA突变型乳腺癌(breast cancer, BC)细胞的增

殖与存活 [28]; CBLL1作为m6A甲基转移酶复合物的

关键衔接蛋白 , 通过参与m6A甲基化修饰调控关键

肿瘤抑制因子(如PPL、TFEB、NTN4)的mRNA稳定

性与表达, 进而抑制PI3K/AKT信号通路及核糖体生

物合成, 降低蛋白翻译效率, 并激活免疫相关信号通

路 , 从而抑制BC细胞增殖、侵袭与转移 [29]。本研究

基于表型显著性及现有研究基础 , 选择排名首位的

METTL3进行深入机制探索。其他具备转移调控潜

能的候选基因, 将在后续工作中进一步探索。

METTL3是催化m6A RNA甲基化的核心转移

酶 , 通过调控 mRNA的生物合成、降解及翻译过

程 , 广泛参与肿瘤的发生发展 [30]。研究显示 , 在急

性髓系白血病 (acute myelocytic leukemia, AML)中 , 
METTL3被招募到致癌基因SP1启动子区域 , 在SP1
转录过程中对其进行修饰 , 进而调控癌基因 c-MYC
表达 [31]。此外 , METTL3还可对 c-MYC的mRNA直

接进行修饰 [32], 从而促进AML的发展。在HCC中 , 
METTL3通过促进SOCS2 mRNA降解来驱动肿瘤生

长 , 并上调SNAIL翻译 , 使癌细胞发生EMT, 促进肿

瘤转移 [33]。EMT是癌细胞从原发性肿瘤中脱离 , 在
转移扩散过程中侵袭周围组织并侵入血液和淋巴

系统的微血管的关键步骤 [34]。本研究在H460 BM
中下调METTL3蛋白水平 , 发现EMT相关标志物N-
cadherin和Vimentin表达下调 , E-cadherin表达上调 , 
提示其在EMT过程中发挥关键调控作用。EML4因
EML4-ALK易位而广为人知 [35]。而在肺腺癌中 , 其
本身可被METTL3以m6A依赖的方式上调, 进而促进

肿瘤细胞转移[17], 本研究同样证明METTL3可正向调

控EML4。进一步研究证实 , EML4能够促进EMT进
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图6   METTL3在肺癌中的表达水平及其预后价值分析

Fig.6   Analysis of METTL3 expression in lung cancer and its prognostic value
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程并增强细胞侵袭能力 ; 且在METTL3敲低背景下

回补EML4, 可有效逆转由METTL3缺失引起的EMT
表型抑制及侵袭能力缺陷。这一系列结果揭示了

METTL3通过上调EML4表达激活EMT程序 , 进而促

进肺癌细胞的侵袭与转移。已有研究表明EML4可
诱导NSCLC细胞发生形态学改变 [17], 但该形态学变

化是否为其激活EMT通路的直接机制 , 仍有待后续

深入探究。同时 , 临床分析发现METTL3在NSCLC
中高表达 , 且与患者不良预后相关 , 提示METTL3可
作为分子标志物用于诊断, 具有临床意义。

综上所述 , 本研究基于CRISPR/Cas9系统利用

动物模型进行体内筛选 , 更加真实地模拟转移过程

中的肿瘤微环境, 并首次系统性地揭示了METTL3是
调控NSCLC骨转移的关键基因。实验证实METTL3
通过上调靶基因EML4的表达 , 进而促进EMT进程 , 
且其高表达与肺癌患者不良预后密切相关。同时 , 
本研究也存在一定的局限性 : 首先 , 裸鼠缺乏完整

免疫系统 , 无法完全模拟人体内肿瘤与免疫微环境

的复杂互作 , 未来需在免疫健全的小鼠模型中进一

步验证 ; 其次 , 机制研究主要在H460 BM细胞系中进

行 , 还需要在更多细胞模型及临床样本中验证本研

究结论的普适性 ; 最后 , METTL3/EML4轴调控EMT
的具体下游信号通路尚未被完全阐明。因此 , 后续

研究将在更多模型体系中验证本结论 , 并深入探索

METTL3/EML4轴调控EMT与转移的具体分子机制, 
同时对筛选中发现的其他重要候选基因开展功能验

证与机制探索 , 从而为NSCLC骨转移的靶向治疗提

供更坚实的理论依据。
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