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CD155 依赖 m6A 修饰调控宫颈癌细胞的恶性行为
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摘要 目的：探究 CD155 在宫颈癌中的作用和依赖 m6A 修饰的调控机制。方法：应用数据库预测宫颈癌细胞中 CD155（PVR）的

表达情况，CD155 对患者预后的影响，运用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法测定宫颈癌细胞 HeLa 和宫颈永生细胞 S12 中

CD155 的表达水平。分别运用 MTT、平板克隆、迁移侵袭等实验评估 CD155 对宫颈癌细胞 HeLa 生长、增殖、迁移和侵袭的影

响。应用 Western 印迹法测定 E-钙黏蛋白（E-cad）和波形蛋白（Vimentin）的表达水平并评价 CD155 对 EMT 的影响。MeRIP-
RT-qPCR 检测 CD155 是否受 m6A 调控，Western 印迹法和 qRT-PCR 测定 METTL3 是否影响 CD155 蛋白和 RNA 的表达水平。

放线菌素 D 处理细胞后检测 METTL3 对 CD155RNA 半衰期的作用，利用预测网站 m6ATaget 预测 CD155RNA 甲基化位点的识

别者（Reader），运用 Western 印迹法和 qRT-PCR 分析 YTHDF1 是否影响 CD155 蛋白和 RNA 的表达水平，放线菌素 D 处理细

胞后检测 YTHDF1 对 CD155RNA 半衰期的作用，RIP-RT-qPCR 实验进一步确定 YTHDF1 和 YTHDF1-mut 对 CD155RNA 下拉

能力。结果：CD155 在宫颈癌组织和细胞中表达较高，体内高表达 CD155 的患者生存率较低。相比 S12 细胞，HeLa 细胞中

CD155 的表达增加（t=3.749，P<0.05）。CD155 的高表达促进了体外宫颈癌细胞的生长（t=3.152，P<0.05）、增殖（t=3.706，P<0.05）、

迁移（t=5.422，P<0.01）和侵袭（t=3.599，P<0.05），抑制 E-cad 的表达促进了 Vimentin 的表达。MeRIP-RT-qPCR 结果显示

CD155RNA 受 m6A 调控，METTL3 促进了 CD155 蛋白和 RNA（t=6.725，P<0.05）的表达，敲降 METTL3 之后 CD155RNA 半衰期

降低（t=5.622、6.063、5.857，均 P<0.05）。敲降 YTHDF1 之后 CD155 的蛋白水平降低，CD155RNA 半衰期降低（t=10.93、5.602、
4.359，均 P<0.05）。在 YTHDF1 高表达的细胞中，CD155RNA 被有效免疫沉淀（t=4.686，P<0.01），但在 YTHDF1-mut 转染的细胞

中，免疫沉淀结果显示下拉的 CD155RNA 水平明显降低（t=4.462，P<0.05）。结论：CD155RNA 在 m6A 修饰的情况下，被 YTHDF1
特异性识别，进而稳定性增强和翻译增加，CD155 表达增加促进了宫颈癌细胞的恶性行为。
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CD155-dependent m6A modification regulates malignant behavior of cervical cancer cells
QI Xiao-zhen，SHI Li-ying
（Department of Pathogen Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To explore the role of CD155 in cervical cancer and its regulatory mechanism dependent on m6A modification.
Methods: The database was used to predict the expression of CD155 （PVR）in cervical cancer cells，and the effect of CD155 on
the prognosis of patients. The expression levels of CD155 in cervical cancer cells HeLa and cervical immortalized cells S12 were
determined by real-time quantitative PCR （qRT-PCR）. The effects of CD155 on the growth，proliferation，migration，and invasion of
cervical cancer cells HeLa were evaluated by MTT，plate cloning，migration and invasion experiments. The expression levels of E-cadherin
（E-cad）and vimentin（Vimentin）were determined by Western blotting and the effect of CD155 on EMT process was evaluated. MeRIP-
RT-qPCR was used to detect whether CD155 was regulated by m6A，and Western blotting and qRT-PCR were used to determine whether
METTL3 affected the expression levels of CD155 protein and RNA. Actinomycin D treated cells to detect the effect of METTL3 on the half-
life of CD155 RNA，using the prediction website m6ATaget to predict the recognizer（Reader）of CD155 RNA methylation sites，Western
blotting and qRT-PCR were used to analyze whether YTHDF1 affects the expression levels of CD155 protein and RNA，Actinomycin D
treated cells to detect the effect of YTHDF1 on the half-life of CD155 RNA，and RIP-RT-qPCR experiment further confirmed the pull-
down ability of YTHDF1 and YTHDF1-mut on CD155 RNA.Results: CD155 was highly expressed in cervical cancer tissues and cells，and
patients with high CD155 expression in vivo had a lower survival rate. Compared with S12 cells，the expression of CD155 was increased
in HeLa cells （t=3.749，P<0.05）. High expression of CD155 promoted the growth （t=3.152，P<0.05），proliferation （t=3.706，P<0.05），
migration （t=5.422，P<0.01）and invasion （t=3.599，P<0.05）of cervical cancer cells in vitro，inhibited the expression of E-cad and
promoted the expression of Vimentin. MeRIP-RT-qPCR results showed that CD155RNA was regulated by m6A，METTL3 promoted the
expression of CD155 protein and RNA（t=6.725，P<0.05），and knockdown of METTL3 decreased the half-life of CD155RNA（t=
5.622，6.063，5.857，all P<0.05）. After knockdown of YTHDF1，the protein level of CD155 decreased，and the half-life of CD155 RNA de－
creased（t=10.93，5.602，4.359，all P<0.05）. In cells with high YTHDF1 expression，CD155RNA was efficiently immunoprecipitated（t=
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4.686，P <0.01），but in YTHDF1 -mut transfected cells，the immunoprecipitation results showed that the level of pulled down
CD155RNA was significantly reduced（t=4.462，P<0.05）. Conclusion: CD155RNA is specifically recognized by YTHDF1 under the con－
dition of m6A modification，and then the stability and translation are increased，and the increased expression of CD155 promotes the malig－
nant behavior of cervical cancer cells.
Key words CD155；cervical cancer；m6A；METTL3；YTHDF1

宫颈癌与乳腺癌、结直肠癌和肺癌是全球女性

四大常见癌症[1]。近几十年研究表明，表观遗传学中

RNA 转录组学在癌症中发挥重要作用[2-3]。

N6-甲基腺苷（m6A）作为真核信使 RNA 中最丰

富的修饰，在生物的各种进程中发挥关键性作用，

其甲基化转移酶复合物由 METTL3、METTL14、
WTAP、RBM15 和 KIAA1429 等组成[4]。其中 MET－
TL3 是甲基化转移酶复合物中起主要作用的催化亚

基。最近的研究显示，METTL3 与宫颈癌的恶性行为

及不良预后相关[5]。YTHDF1 属于 YTH 结构域蛋白

家族，是识别 m6A 修饰位点重要的阅读器（Reader），
主要功能是识别 RNA 上 m6A 修饰位点，增强 RNA
的稳定性及提高 RNA 翻译效率。

脊髓灰质炎病毒受体 CD155（PVR）在多数正常

组织中低表达而在癌组织中高表达，如结肠癌、肺

腺癌、黑色素瘤和胰腺癌等[6-9]。最近有文章报道，

CD155 的异常表达与宫颈癌的恶性行为和不良预

后相关，但 CD155 在宫颈癌细胞中异常表达的调控

机制还有待研究。因此，本文从转录组的方向出发，

初步探究在宫颈癌细胞中 CD155 mRNA 甲基化后

的表达调控机制。

1 材料和方法

1.1 细胞培养和细胞转染 人宫颈癌细胞 HeLa 和

S12 细胞均购买于 ATCC 细胞库，HeLa 细胞培养液

是含有 6%胎牛血清（FBS）、100 μg/mL 链霉素和

100 IU/mL 青霉素的 RPMI1640（Gibco），细胞培养

在37℃、5%CO2 的培养箱中，在细胞密度达到 80%时

进行传代培养。取对数生长期细胞，以 1×105 个/mL
密度接种至 24 孔板，每孔加入 250 μL 无血清培养

基。在细胞密度达到 70%~80%时，参照脂质体 2000
试剂使用说明进行转染。

1.2 质粒的构建 分别构建 CD155 过表达质粒

pCNAD3-Flag/CD155 和敲降质粒 pSilencer -shR/
CD155（pshR-CD155），其对照组分别是 PCDNA3-
Flag 和 pSilencer-NC，构建质质粒所用引物见表 1。
1.3 Western印迹实验 HeLa 细胞转染过表达和

名称

CD155-F
CD155-R
pshR-CD55 1#Top
pshR-CD55 1#Bot
pshR-CD55 2#Top
pshR-CD55 2#Bot

序列（5′→3′）
AAGGAAAAAAGCGGCCGCAAATGGCCCGAGCCATGGCCGCC
TGCTCTAGATCACCTTGTGCCCTCTGTCTG
GATCCGGAGTCCAAACGGCTGGAATTCTCGAGAATTCCAGCCGTTTGGACTCCTTTTTGA
AGCTTCAAAAAGGAGTCCAAACGGCTGGAATTCTCGAGAATTCCAGCCGTTTGGACTCCG
GATCCGGTATCCATCTCTGGCTATGACTCGAGTCATAGCCAGAGATGGATACCTTTTTGA
AGCTTCAAAAAGGTATCCATCTCTGGCTATGACTCGAGTCATAGCCAGAGATGGATACCG

表 1 引物序列

Tab 1 Primer sequences

敲降 CD155 质粒及其对照质粒 48 h 后，RIPA 裂解

细胞制备蛋白样品，将蛋白样品在 10%的 SDS-
PAGE 胶上电泳分离后，转移至甲醇预先激活的

PVDF 膜上，5%脱脂牛奶在室温下封闭 2 h，一抗

Anti-Ecad 4℃孵育过夜，TBST 洗膜 4 次，二抗羊抗

兔在常温孵育 2 h，TBST 洗膜 4 次，加入发光液室

温孵育 1 min 后，进入暗室曝片，根据条带深浅选择

合适的曝光时间。

1.4 细胞增殖和克隆实验 按预定分组转染细胞，

24 h 后将细胞以 6×103 个/mL 的密度接种到 96 孔

板中，每个组设置 5 个复孔，分别培养 24、48、72 h
后向每个孔中加入 10 μL MTT，6 h 后吸弃 MTT 后

加入 100 μL DMSO，摇床震荡 10 min 后使用酶标

仪检测 490 nm 和 570 nm 处每个孔的光密度（OD）
值，进行 3 次独立重复实验后取平均值进行 t 检验

分析。克隆形成实验预实验后，细胞消化计数，将

5×102 个细胞接种到 12 孔板中，每个分组 3 个复

孔，在完全培养液中培养 14 d，然后弃去培养液，使

用结晶紫染色 10 min，冲洗干净后进行计数，使用

Image J 计数并进行分析。

1.5 细胞的迁移实验 细胞转染 24 h后，消化收集

细胞，取 6×104 个细胞，离心后弃净培养液，使用

200 μL 无血清培养液重悬后加入小室的上方，同时

在小室下方的培养板里加入 800 μL 10%的 1640
完全培养液。放入 37℃、5%CO2 的培养箱中，36 h 后

弃去上层液体，加入甲醇固定，室温固定 30 min 后

第 28 卷天津医科大学学报498



弃去甲醇，在结晶紫中染 10 min，冲洗干净，用棉签

擦去上室表面的残余细胞，晾干后取出膜，用中性

树脂封片并晾干，在正置显微镜下计数细胞，随机

照取 5 张图片，计数迁移细胞数目。

1.6 细胞侵袭实验 将 50 μL Matrigel 基质胶加入

300 μL 无血清 1640 培养基中充分吹打混匀，取

50 μL 混合液平铺在小室内，4℃放置 30 min，37℃、

5%CO2 的培养箱放置过夜，取 8×104 个细胞，离心后

弃净培养液，使用 200 μL 无血清培养液重悬后加入

小室的上方，同时在小室下方的培养板里加入 800 μL
含 10%血清的 1640 完全培养液。放入 37℃、5%CO2

的培养箱中，36 h 后弃去上层液体，加入甲醇，室

温固定 30 min，弃去甲醇，在结晶紫中染 10 min，冲
洗干净，用棉签擦去上室表面的残余细胞，晾干后

取出膜，用中性树脂封片并晾干，正置显微镜下观

察，随机照取 3 张图片，计数侵袭细胞数目。

1.7 RNA免疫共沉淀实验和实时定量逆转录聚合
酶链式反应（qRT-PCR） 使用 RIP 试剂盒，按照说

明书进行实验，得到 3 组产物：总 RNA（input-RNA）、
m6A 抗体特异性捕获的 CD155RNA（m6A-ip-RNA）、
IgG 抗体吸附的非特异性 RNA（IgG-ip-RNA）。

Nanopdrop2000 测定 RNA 浓度后，进行 qRT-PCR，
计算 3组中 CD155表达的相对定量，实验重复 3次。

使用 TRIzol 试剂提取细胞及其他转染组细胞

的总 RNA，使用 Nanodrop 2000 测定 RNA 浓度以及

OD260/OD280 的比值，将 RNA 逆转录成 cDNA 进

行实验，同时做 3 个复孔取平均值，以 β-actin 为内

参，以 2-△△Ct 计算 CD155 表达的相对定量，实验重

复 3 次，RT-qPCR 所用引物如表 2。

1.8 生物信息学网站 KM-Plotter（http://kmplot.
com/analysis/index.php?p=service）、TCGA（http://www.
cbioportal.org/）预测 CD155 的预后，GEPIA（http://
gepia.cancer-pku.cn/index.html）预测宫颈癌组织中

CD155 的表达情况，m6ATarget [m6A2Target（can－
ceromics.org）]数据库在线预测 CD155 的识别者。

1.9 统计学处理 采用 GraphPad Prism 和 ImageJ
软件对所得 3 次重复数据进行分析和作图，数据均

符合正态分布，采用 t 检验进行统计分析，P<0.05 差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 CD155在宫颈癌中呈现高表达 与癌旁组织

相比，宫颈癌组织中的 CD155 有较高水平（图 1A），
并且高水平的 CD155 表达与宫颈癌不良预后相关

（图 1B、1C）。在宫颈癌和非宫颈癌细胞系中进行

RT-qPCR，检测 CD155 的 RNA 水平。结果显示，相

比于非宫颈癌永生细胞 S12，宫颈癌细胞系 HeLa、
C33A 中 CD155有较高水平的表达（t=3.749，P<0.05），
见图 1D。

表 2 qRT-PCR引物

Tab 2 qRT-PCR primers

名称

CD155-qPCR-For
CD155-qPCR-Rev

序列（5′→3′）
CTATAATTGGAGCACGACCAT
CGAGCTCCTAGGGCATT

注：A:GEPIA2 数据库宫颈鳞状细胞癌和腺癌（CESC）以及癌
旁组织中 CD155 的表达；B：TCGA 数据库中 CD155 预后评价；
C：KM-Plotter 网站 CD155 的预后评价；D：宫颈永生细胞 S12 和
宫颈癌细胞 HeLa 中 CD155RNA 表达情况；*P<0.05
图 1 CD155在宫颈癌组织和细胞中的表达情况
Fig 1 Expression of CD155 in cervical cancer tissues and cells
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pCDNA3-Flag/CD155
pCDNA3-Flag
pshR-CD155
pSilencer-NC

2.2 CD155提高 HeLa细胞存活率，使细胞克隆形
成增加 Western 印迹实验证明，CD155 过表达质

粒 pCD3 -Flag/CD155 和 CD155 敲降质粒 pshR -
CD155 1# 和 pshR-CD155 2# 是有效的（图 2A、2B）。
选取效果最好的敲降质粒 pshR-CD155 2# 进行接

下来的实验。过表达 CD155 或者敲降 CD155 后，与

对照组相比，细胞存活率表现为升高或降低（图 2C，
t=3.152，P<0.05）。克隆形成实验结果显示，过表达或

敲降 CD155 后，细胞增殖能力增强或减弱（图 2D，
t=3.706，P<0.05）。

2.3 CD155增强 HeLa细胞的迁移和侵袭能力，促
进 HeLa细胞的 EMT 进程 过表达或敲降 CD155
质粒转染细胞后，进行小室迁移实验，结果显示，与

对照组相比，转染过表达 CD155 质粒后细胞的迁移

能力增强，敲降 CD155 后与对照组相比，细胞的迁

移能力减弱（图 3A，t=5.422，P<0.01）。在铺设 matrigel
的小室内进行小室迁移实验，与对照组相比，过表

达 CD155 后穿过小室的细胞增多，敲降 CD155 后

穿膜细胞相对减少（图 3B，t=3.599，P<0.05）。过表达

CD155 后，E-cad 表达降低，Vimentin 表达升高，敲

降 CD155，E-cad 表达升高，Vimentin 表达降低（图

3C，t=3.599，P<0.05）。

2.4 宫颈癌细胞中 CD155的表达受 m6A修饰调控
敲降 METTL3 质粒和它的对照质粒转入 HeLa 细胞

中，之后进行MeRIP-RT-qPCR实验，与对照组相比，

敲降 METTL3 后免疫沉淀物中的 CD155 RNA 的富

集明显减少（图 4A）。当 METTL3 过表达或敲降时，
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现明显的生长差异；D：克隆形成实验，与对照组相比，过表达 CD155
和敲降 CD155 的细胞克隆形成率表现明显差异；*P<0.05；**P<0.01
图 2 CD155对 HeLa细胞生长和增殖能力的影响
Fig 2 The effect of CD155 on the growth and proliferation of HeLa

cells
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图 3 CD155对 HeLa细胞迁移、侵袭能力和细胞 EMT进程的影响
Fig 3 The effect of CD155 on HeLa cell migration, invasion ability

and cellular EMT process
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CD155 的 RNA（t=6.725，P<0.05）和蛋白水平也随

之升高或降低 （图 4B、4C）。敲降 METTL3 后，

CD155RNA 的半衰期降低（图 4D，t=5.622、6.063、
5.857，均 P<0.05）。

2.5 CD155 甲基化后 Reader 的鉴定 结果显示，

CD155 甲基化后的阅读器可能是 YTHDF1 和

YTHDF3（图 5A），与 对 照 组 相 比 ，YTHDF1 比

YTHDF3 明显促进了 CD155 蛋白的表达（图 5B）。
与对照组相比，过表达或敲降 YTHDF1，CD155 蛋白

的表达随之增加或减少（图 5C）。与对照组相比，敲

降 YTHDF1 后细胞中 CD155RNA 的半衰期呈现降

低趋势（图 5D，t=10.93、5.602、4.359，均 P<0.05）。
pCD3-Flag/YTHDF1 和 pCD3-Flag/YTHDF1mut 质

粒都是有效的（图 5E），进行 RIP-RT-qPCR 实验，

结果显示，和对照组相比，YTHDF1 组有效富集了

CD155 的 RNA（t=4.686，P<0.01），但 YTHDF1 mut
组中 CD155RNA的富集程度不如 YTHDF1组（图5F，
t=4.462，P<0.05）。

3 讨论

m6A 的异常修饰在肿瘤进程中有着重要的作

用，m6A 修饰参与肝癌和乳腺癌等的迁移侵袭进

程[10-12]。m6A 修饰也参与乳腺癌与子宫内膜癌等的

注：A：RNA甲基化免疫共沉淀技术MeRIP检测敲降METTL3后

细胞中 CD155RNA 的甲基化富集水平，与对照组相比，****P<0.000 1；
B：Western 印迹检测 METTL3 对 CD155 蛋白的影响；C 和 D：qRT-
PCR检测METTL3对 CD155RNA水平的影响，检测敲降METTL3并

进行放线菌素 D 处理后 CD155RNA 半衰期的变化，*P<0.05，**P<0.01
图 4 宫颈癌细胞中 CD155的表达受m6A修饰调控的验证
Fig 4 Verification that the expression of CD155 in cervical cancer

cells is regulated by m6A modification

注：A：m6ATarget 预测 CD155 甲基化位点的 Reader；B 和 C
Western 印迹验证 ReaderYTHDF1 对 CD155 蛋白的表达水平的作
用；D：qRT-PCR 检测敲降 YTHDF1 并进行放线菌素 D 处理后
CD155RNA 半衰期的变化；E：Western 印迹检测 YTHDF1 与其甲基
化结合位点突变质粒对 CD155 蛋白的影响；F 免疫共沉淀技术 RIP
检测 YTHDF1 与其甲基化结合位点突变质粒对 CD155RNA 的富集
情况；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 5 CD155甲基化后 Reader的鉴定
Fig 5 Identification of Reader after CD155 methylation
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增殖进程[13-14]。宫颈癌的相关发病机制是一个非常

复杂和多种因素相互作用的结果，研究表明 CD155
可以作为宫颈癌不良预后的指标[15]。本研究发现了

一个有意义的机制，即 m6A 可能与 CD155 一起参与

宫颈癌的发病机制。

目前有研究显示 CD155 在多种肿瘤中高表达

并且促进肿瘤的恶性行为，例如 CD155 在肺腺癌、

卵巢癌和胶质瘤等癌症中表达异常升高[16-18]。本实

验证明 CD155 促进宫颈癌细胞的恶性行为，这与目

前 CD155 与肿瘤关系的研究结果一致。METTL3 在

宫颈癌中的作用在目前的文献中说法不一，有的文

献显示宫颈癌中 METTL3 的表达升高并且抑制癌

症的进程[19]，有的文献显示 METTL3 的表达升高并

促进宫颈癌的进程[20-21]。本研究结果表明宫颈癌细

胞中 METTL3 表达较高。

为了探究 CD155 在转录水平上的调控机制，实

验证明 METTL3 使 CD155RNA 上的甲基化修饰增

加，敲降 METTL3 后 Western 印迹和 RT-qPCR 结

果显示 CD155RNA 的翻译效率降低，CD155RNA 稳

定性降低。本研究结果表明 METTL3 使 CD155RNA
的 m6A 修饰增加，进而促进 CD155 的表达和增强

CD155 的稳定性。目前的研究表明，RNA 被 m6A 修

饰后，有不同阅读器识别相应的 m6A 位点，决定

RNA 的稳定性以及翻译效率[22]。本研究通过预测及

实 验 证 明 CD155 的 阅 读 器 是 YTHDF1， 并 且

YTHDF1 依赖 m6A 修饰位点促进 CD155 的表达，这

种模式符合 m6A 修饰调控方式。最后通过挽救实验

进一步证明 METTL3 通过调控 CD155 的表达，促进

宫颈癌细胞的恶性行为。

总之，本研究说明了METTL3能够使 CD155 RNA
上的m6A甲基化修饰增加，进而有 YTHDF1识别m6A
甲基化位点促进 CD155 的表达。未来还可以通过测

序进一步找出 CD155RNA 上的甲基化修饰位点。
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