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[摘  要]  目的：探讨肾母细胞瘤1相关蛋白（WTAP）对食管鳞状细胞癌（ESCC）细胞生物学特性的影响及分子机制。方法：
收集2019年9月至2021年4月期间在川北医学院第二临床医学院手术切除的31对ESCC组织及其配对的癌旁组织，常规培养食

管癌细胞KYSE30、KYSE410、KYSE150、KYSE510、TE-1和正常人食管上皮细胞 HET-1A，用转染试剂将 si-NC、si-WTAP#1和

si-WTAP#2核酸转染至KYSE150和KYSE510细胞中，实验分为 si-NC、si-WTAP#1和 si-WTAP#2组，用qPCR法检测各组细胞中

WTAP和MAP3K9 mRNA的表达，CCK-8法、克隆形成实验、划痕愈合实验、Transwell小室实验检测敲减WTAP表达对ESCC细

胞增殖、迁移、侵袭能力和凋亡的影响，WB法检测各组ESCC细胞中WTAP、MAP3K9、EMT及MAPK通路相关蛋白的表达，免疫

组化法检测ESCC组织中WTAP蛋白的表达，甲基化RNA免疫共沉淀（MeRIP）-qPCR实验检测ESCC细胞MAP3K9 m6A水平，放

线菌素D实验检测MAP3K9的mRNA的稳定性，用数据库数据分析WTAP的表达、靶基因、功能富集和互作RNA。结果：WTAP

在ESCC组织和细胞中高表达（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001）且与分化程度有关联（P < 0.01）；在KYSE150和KYSE510细胞中

成功地敲减了WTAP mRNA和蛋白的表达（P < 0.01或P < 0.001）；敲减WTAP可明显抑制KYSE150和KYSE510细胞的增殖、迁

移和侵袭能力（P < 0.05 或 P < 0.01 或 P < 0.001），促进 KYSE150 和 KYSE510 细胞凋亡（P < 0.05 或 P < 0.01），敲低 WTAP 后

MAP3K9的m6A水平显著下降（P < 0.05），其mRNA表达水平及mRNA稳定性均显著降低（P < 0.05）；数据库数据分析显示，

WTAP靶基因富集于MAPK信号通路；敲减WTAP后KYSE150和KYSE510细胞中MAP3K9、p-ERK、N-cadherin和MMP9表达水

平显著降低（P < 0.05或P < 0.01），E-cadherin表达水平显著升高（P < 0.05或P < 0.01）。结论：WTAP在ESCC组织和细胞中呈高

表达且与其分化相关，其通过m6A修饰促进MAP3K9 mRNA稳定性，激活MAPK通路进而促进ESCC细胞的恶性生物学行为。
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WTAP enhances MAP3K9 mRNA stability via m6A modification to promote 
malignant biological behaviors in esophageal squamous cell carcinoma cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects and molecular mechanisms of Wilms tumor 1-associated proteins (WTAP) on the cell 

biological properties of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. Methods: 31 pairs of ESCC tissues and their paired 

paracancerous tissues that were surgically resected at the Second Clinical Medical College of Chuanbei Medical College between 

September 2019 and April 2021 were collected. The esophageal cancer cells KYSE30, KYSE410, KYSE150, KYSE510, TE-1, and 

normal human esophageal epithelial cells HET-1A were routinely cultured. Transfection reagents were used to transfect si-NC, 

si-WTAP#1 and si-WTAP#2 nucleic acids into KYSE150 and KYSE510 cells. The cells were divided into si-NC, si-WTAP#1 and 

si-WTAP#2 groups. The expressions of WTAP and MAP3K9 mRNA were detected in the cells of each group by qPCR assay. CCK-8 
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assay, clone formation assay, and scratch healing assay, Transwell assay were employed to detect the effects of knockdown of WTAP 

expression on ESCC cell proliferation, migration, invasion and apoptosis. WB assay was used to detect the expressions of WTAP, 

MAP3K9, EMT and MAPK pathway-related proteins in ESCC cells of each group knocked down of WTAP; immunohistochemistry to 

detect the expression of WTAP proteins in ESCC tissues, immunoprecipitation of methylated RNA (MeRIP)-qPCR assay to detect the 

level of MAP3K9 m6A in ESCC cells, actinomycin D assay to detect the stability of mRNA of MAP3K9, and database data to analyze 

the expression, target genes, functional enrichment, and interacting RNA of WTAP. Results: WTAP was highly expressed in ESCC 

tissues and cells (P < 0.05 or P < 0.01 or P < 0.001) and correlated with the degree of differentiation (P < 0.01); the expression of 

WTAP mRNA and its protein were successfully knocked down in KYSE150 and KYSE510 cells (P < 0.01 or P < 0.001); the 

knockdown of WTAP significantly inhibited the proliferation, migration and invasion of KYSE150 and KYSE510 cells (P < 0.05 or 

P < 0.01 or P < 0.001), and promoted the apoptosis of KYSE150 and KYSE510 cells (P < 0.05 or P < 0.01). Knockdown of WTAP 

resulted in a significant decrease in the m6A level of MAP3K9 (P < 0.05), and its mRNA expression level and mRNA stability were 

both significantly reduced (P < 0.05). Database data analysis showed that WTAP target genes clustered in the MAPK signaling 

pathway; the expression levels of MAP3K9, p-ERK, N-cadherin, and MMP9 were significantly reduced (P < 0.05 or P < 0.01), and the 

expression level of E-cadherin was significantly elevated (P < 0.05 or P < 0.01) in the KYSE150 and KYSE510 cells after knockdown 

of WTAP. Conclusions: WTAP is highly expressed in ESCC tissues and cells and correlates with their differentiation. It promotes the 

stability of MAP3K9 mRNA through m6A modification, activates the MAPK pathway and thus promotes the malignant biological 

behaviors of ESCC cells. 

[Key words]  esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); Wilms tumor 1-associated protein (WTAP); N6-methyladenosine (m6A); 

proliferation; migration; invasion; apoptosis
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食管癌是全球第七大癌症死亡原因，最新数据

显示，2022 年有 50 多万新发病例和 40 多万死亡病

例[1]。在中国，食管癌病死率在恶性肿瘤中排第五

位 ，其中 90% 以上的病例为食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma, ESCC）[2]。目

前，主要通过手术和放化疗治疗ESCC，但效果并不

理想，5年生存率低于20%[3-4]。因此，寻找ESCC的治

疗靶点及其分子机制具有重要意义。N6-甲基腺苷

（N6-methyladenosine, m6A）是mRNA中最普遍的一种

RNA化学修饰。m6A酶系统主要由识别蛋白、去甲

基酶和甲基转移酶等组成，其中肾母细胞瘤1相关蛋

白（Wilms tumor 1-associated protein, WTAP）是 m6A

甲基转移酶复合物（m6A methyltransferase complex, 

MTC）的重要调节亚基，它将MTC募集到靶mRNA

上，调节RNA剪接、细胞增殖和肿瘤发生等生物过

程[5-7]。研究[8]表明，WTAP通过介导FAM83H-AS1的

m6A 修饰促进胃癌的发生发展；WTAP 通过调节

PLAU稳定性促进喉鳞状细胞癌的进展[9]；然而，m6A

甲基转移酶WTAP在ESCC发生发展中的作用仍需

进一步探索。本研究将WTAP作为切入点，通过构

建敲减WTAP的细胞模型，探讨其对ESCC细胞生物

学特性的影响，预测并验证其信号通路及下游靶基

因，探索其新的分子机制，以期为ESCC的治疗提供

新的靶点。

1  材料与方法

1.1  组织标本、细胞及主要试剂

收集 2019年 9月至 2021年 4月期间在川北医学

院第二临床医学院手术切除的 31对ESCC组织及其

配对的癌旁组织。该研究已获伦理委员会批准，

[NSMC伦理项目审（2021）42]。所有ESCC患者及其

家属都已充分知情并签署了知情同意书。人ESCC

细胞KYSE30、KYSE410购自湖南丰晖生物科技有限

公司，KYSE150、TE-1细胞来自上海中国科学院细胞

资源中心，KYSE510购自武汉尚恩生物科技有限公

司，人正常食管上皮细胞HTE-1A购自上海名劲生物

有限公司，RPMI 1640 培养基、0.25% EDTA 胰蛋白

酶、胎牛血清均购自 Invitrogen公司，LipofectamineTM 

2000转染试剂购自赛默飞公司，CCK-8细胞增殖检

测试剂购自江苏凯基生物技术公司，细胞凋亡检测

试剂盒、RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒、FastPure 

Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit、HiScript ⅡQ RT 

SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）试剂盒和ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix均购自南京诺唯赞

生物公司，GAPDH和WTAP抗体均购自武汉菲恩生

物公司，MAP3K9抗体购自Affinity公司，辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG（H + L）购自碧云天生物公

司，通用二步法检测试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司，siRNA由上海艾博思生物公司合成，

PCR引物由上海生物工程公司合成[10]。

1.2  细胞培养、转染及分组

KYSE30细胞用含10%胎牛血清的DMEM培养

基，其他ESCC细胞用含10%胎牛血清的RPMI 1640

培养基，HET-1A细胞用其专用培养基，置于 37 ℃、
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5% CO2的恒温培养箱中培养。转染前1 d，将细胞以

3 × 105个/孔接种于6孔培养板中，第2天待细胞汇合

度为50%~70%时进行转染，用LipofectamineTM 2000转

染试剂将阴性对照序列si-NC和敲减序列si-WTAP#1、

si-WTAP#2分别转染细胞，转染6 h后，更换为完全培

养基并继续培养24~48 h，进行后续实验。

1.3  qPCR 法检测各组细胞中 WTAP 及 MAP3K9 

mRNA的表达水平

根据FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit

说明书，提取各组细胞中的总RNA，按照HiScript Ⅱ 

Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper)说明书将其

反转录为 cDNA，再按照 qPCR试剂盒说明书步骤进

行 PCR 反应，其参数为：95 ℃ 3 min，95 ℃ 30 s、

60 ℃ 30 s，循环数为 40。以GAPDH作为内参基因，

用2-ΔΔCt法计算目的基因WTAP和MAP3K9的相对表

达量。PCR引物见表1。

表1    qPCR引物序列

基因名称

WTAP

MAP3K9

GAPDH

正向引物（5'~3'） 

CTTCCCAAGAAGGTTCGATTGA 

GCCGTGTTCGAGTACGAGG

GGAGTCCACTGGCGTCTCA

反向引物（5'~3'）

TCAGACTCTCTTAGGCCAGTTAC

GGACACCTGCGAGTCCTTG

GTCATGAGTCCTTCCACGATACC

1.4  CCK-8法和克隆形成实验检测敲减WTAP表达

对ESCC细胞增殖活性的影响

CCK-8法：收集各组细胞，以 3 × 103个/孔接种

于96孔板中，每组设计3个复孔。在0、24、48和72 h

时，向孔中加入 10 μL CCK-8试剂，继续培养 1 h，用

酶标仪测定450 nm处各孔的光密度（D）值，以D值代

表各组细胞的增殖活力。

克隆形成实验：将各组细胞制成单细胞悬液，以

1.5 × 103个/孔接种于 6孔板中，每组设置 3个复孔，

每3 d换一次培养基，待大多数克隆细胞数达到50个

以上后，进行固定、染色及 PBS冲洗后进行拍照，利

用 ImageJ软件分析并统计细胞克隆数量。

1.5  划痕愈合实验检测敲减WTAP表达对ESCC细

胞迁移能力的影响

划痕愈合实验：将各组细胞接种于 6孔板中，当

细胞汇合度为70%~80%时，用200 μL吸头画线，PBS

洗2次后加入无血清培养基，在0、24 h时在显微镜下

观察并拍照记录划痕愈合情况，最后用“划痕愈合率=

（初始划痕面积-最终划痕面积）/初始划痕面积×

100%”计算细胞划痕的愈合程度。

1.6  Transwell 小室实验检测敲减 WTAP 表达对

ESCC细胞迁移和侵袭能力的影响

用无血清培养基将各组细胞制成细胞悬液，调

节其密度为 3 × 105个/mL。将 100 μL细胞悬液加入

上室中，在下室中加入 600 μL 完全培养，培养 24 h

后，固定小室并染色，除去小室上层细胞，PBS冲洗

后，对穿膜细胞进行拍照和计数。Transwell侵袭实

验中，上室底铺基质胶处理1 h并加入200 μL细胞悬

液，按照与迁移实验相同的步骤进行后续操作。

1.7  流式细胞术检测敲减WTAP对各组ESCC细胞

凋亡率的影响

将各组细胞用无EDTA的胰酶进行消化处理，接

着用预冷的PBS清洗 2次，去除上清液，根据细胞凋

亡试剂盒说明书加入1 × 结合缓冲液、Annexin Ⅴ-FITC

及PI，室温避光处理10 min后，上机检测。

1.8  WB 法检测敲减 WTAP 对各组 ESCC 细胞中

WTAP、EMT及MAPK通路相关蛋白表达的影响

收集各组细胞，用RIPA裂解液处理后提取各组

细胞的总蛋白，加入适量上样缓冲液，100 ℃下处理

5 min，蛋白样品保存在-20 ℃备用。蛋白样品用

10% SDS-PAGE分离，然后转移到NC膜上，封闭液处理

1 h 后，将蛋白条带置于稀释的 WTAP（1∶3 000）和

GAPDH（1∶10 000）一抗中，在4 ℃摇床上处理过夜，

PBST冲洗4次后加入 5 mL 稀释的二抗，室温处理

1 h，PBST洗4次，制备显影液进行蛋白条带显影，最

后用 ImageJ软件分析蛋白条灰度值。

1.9  免疫组化法检测ESCC组织中WTAP蛋白的表达

将ESCC癌组织和癌旁组织石蜡切片放入恒温箱

中，65 ℃下烘烤2 h，经过脱蜡复水过程后，切片再在柠

檬酸盐缓冲液中高压加热进行抗原修复，过氧化氢酶

阻断剂室温处理10 min，然后用通用二步法检测试剂盒

进行后面染色步骤。染色评分：根据细胞染色强度评

为 4 个等级，无阳性着色、淡黄色、棕黄色、棕褐色分

别为 0、1、2和3分；根据阳性细胞百分比评定为 4个等

级，≤ 25%、> 25%~≤ 50%、> 50%~≤ 75%、> 75%分别为1、

2、3和4分，将这两项评定分数相乘得出最终评分结果，

≤ 7分为阴性，> 7分为阳性[10]。

1.10  甲基化 RNA 免疫共沉淀（methylated RNA 

immunoprecipitation, MeRIP）-qPCR实验检测ESCC细

胞MAP3K9 m6A水平

提取各组ESCC细胞中RNA，对RNA完整性进行

质检合格后，用二价阳离子将完整的mRNA打断成
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100 bp左右的短片段并分为两部分，一部分与带有m6A

抗体的免疫磁珠共处理；另一部分作为对照组与蛋白

A/G免疫磁珠处理，富集后从RNA-抗体复合物中将

mRNA片段消化下来，接着进行反转录和qPCR实验。

1.11  放线菌素D实验检测MAP3K9 mRNA的稳定性

将ESCC细胞铺于 6孔板中，待细胞汇合度约为

50%时加入放线菌素D（2.5 mg/mL），根据设置时间

点收集细胞，提取其总RNA并其反转录为 cDNA，然

后进行qPCR反应。

1.12  用数据库数据分析WTAP的表达、靶基因、功

能富集和互作RNA

利用 TIMER2.0 数据库中 WTAP 的表达数据进

行在线预测；利用RM2Target数据库（http://rm2target.

canceromics. org/）筛选 WTAP 的靶基因 ，并结合

KOBAS数据库（http://bioinfo.org/kobas/）进行KEGG

功能富集分析 ；通过 CatRAPID 数据库（http://s.

tartaglialab.com/page/catrapid_group）预测与WTAP结

合互作的RNA。

1.13  统计学处理 

每个实验均独立重复 3 次。使用 GraphPad 

Prism 8.0软件进行数据分析。符合正态分布的计量

资料以 x̄ ± s表示，两组间比较采用独立样本 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析。以P < 0.05或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  WTAP在ESCC组织和细胞中呈高表达且与其

分化程度有关联

根据TIMER2.0数据库数据分析结果（图 1A）显

示，相较于癌旁组织（n = 11），ESCC组织（n = 184）中

WTAP呈明显高表达（P < 0.001）。qPCR法检测结果

（图 1B）显示，在 KYSE510、KYSE150、KYSE410、

KYSE30及TE-1细胞中的WTAP mRNA表达均明显

高于 HET-1A 细胞（P < 0.01 或 P < 0.001）。由于

KYSE150 和 KYSE510 细胞中 WTAP mRNA 表达水

平较其他食管癌细胞高，所以选择这两种细胞做后

续实验。为了验证WTAP在ESCC组织中呈高表达，

本课题组收集了 31例ESCC患者的组织切片进行免

疫组化法检测结果（图 1C~D）显示，在ESCC组织中

WTAP 蛋白表达显著高于癌旁组织（P < 0.000 1）。

分析WTAP蛋白表达水平与ESCC病理分化程度、患

者性别、年龄临床分期和淋巴结是否转移等临床病

理特征的关系，结果（图 1E~F）显示，在低分化的

ESCC组织中WTAP蛋白表达水平均明显高于中分

化和高分化的ESCC组织（均P < 0.01），与其他临床

病理特征均无明显的关联（均P > 0.05）。实验结果

说明，WTAP在ESCC组织和细胞中呈高表达，且与

ESCC的分化程度有关联。

2.2  成功构建敲减了WTAP mRNA及其蛋白表达的

KYSE150和KYSE510细胞

qPCR法和WB法结果（图2A~B）显示，与si-NC组

比较，si-WTAP#1 组和 si-WTAP#2 组细胞中 WTAP 

mRNA及其蛋白表达均明显降低（P < 0.05或P < 0.01

或P < 0.001）。实验结果说明，在KYSE150和KYSE510

细胞中成功地敲减了WTAP mRNA和蛋白的表达。

2.3  敲减WTAP可明显抑制KYSE150和KYSE510

细胞的增殖能力

CCK-8法和克隆形成实验检测结果（图3）显示，与

si-NC组比较，si-WTAP#1 和 si-WTAP#2 组细胞增殖

活性和克隆形成数均明显降低（P < 0.05或P < 0.01

或P < 0.000 1）。实验结果说明，敲减WTAP表达可明

显抑制KYSE150和KYSE510细胞的增殖能力。

2.4  敲减 WTAP 表达可明显抑制 KYSE150 和

KYSE510细胞的迁移和侵袭能力

划痕愈合实验和Transwell小室实验检测结果（图

4）显示，与 si-NC组比较，si-WTAP#1、si-WTAP#2组

KYSE150、KYSE510 细胞的划痕愈合率和迁移、侵袭

细胞数均明显下降（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001）。

实验结果表明，敲减WTAP表达可明显抑制KYSE150

和KYSE510细胞的迁移和侵袭能力。

2.5  敲 减 WTAP 表 达 可 明 显 促 进 KYSE150 和

KYSE510细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图 5）显示，与 si-NC组比

较 ， si-WTAP#1、 si-WTAP#2 组 KYSE150 和

KYSE510 细胞凋亡率均明显升高（P < 0.05 或 P < 

0.001或P < 0.000 1）。实验结果表明，敲减WTAP表

达能显著促进KYSE150和KYSE510细胞凋亡。

2.6  WTAP通过调控m6A修饰影响MAP3K9 mRNA稳

定性

为了进一步探索WTAP在ESCC中的生物学作

用机制，将课题组前期的RNA-seq中在ESCC组织中

相对高表达的基因（log2FC > 1且P < 0.05）（GEO数

据库编号：GSE263647）和 MeRIP-seq 数据中基于

Fold Enrichment > 10 得到的筛选结果与 CatRAPID

数据库以及RM2Target数据库预测的WTAP靶基因

结果结合分析得到关键基因丝裂原活化蛋白激酶 9

（mitogen-activated protein kinase 9, MAP3K9）（ 图

6A），表明 MAP3K9 在 ESCC 组织中高表达且具有

m6A 修饰，可能是 WTAP 的下游靶基因。为探究

WTAP 是否会影响 MAP3K9 的 m6A 修饰水平，设计

特异性引物通过 MeRIP-qPCR 实验验证，结果（图

6B）显示，敲减WTAP后，MAP3K9的m6A修饰水平
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显著降低（P < 0.05）。通过 qPCR 法检测，结果（图

6C）显示，敲减WTAP后，MAP3K9的mRNA表达水

平显著下降（P < 0.05）。推测WTAP通过m6A修饰介

导MAP3K9 mRNA稳定性，放线菌素D实验结果（图

6D）表明，敲低WTAP后，MAP3K9的mRNA稳定性

明显下降（P < 0.05）。实验结果说明，WTAP 通过

m6A修饰介导MAP3K9 mRNA稳定性。

A：TIMER2.0数据库在线分析WTAP mRNA在泛癌组织中的表达；B：qPCR法检测HET-1A和ESCC细胞中WTAP mRNA的表

达；C：免疫组化法检测ESCC组织和癌旁组织中WTAP蛋白的表达（× 100,× 400）；D：免疫组化法评分统计分析；E：不同病理分化

程度的ESCC组织中WTAP表达评分统计分析； F：WTAP蛋白表达水平与ESCC患者性别、年龄、分期及淋巴结转移与否的关系。

与癌旁组织或HET-1A细胞比较，**P < 0.01、***P < 0.001、****P < 0.000 1。

图1    WTAP在ESCC组织和细胞中的表达

2.7  WTAP通过下调MAP3K9表达激活MAPK通路

的磷酸化进而促进EMT进程

为明确WTAP在ESCC中的信号通路，本研究使

用RM2Target数据库数据结合KOBAS数据库数据分

析WTAP靶基因富集的信号通路，结果（图7A）发现，

WTAP下游靶基因在MAPK信号通路中显著富集；

由于MAP3K9是MAPK通路上游的重要组成部分，

所以通过WB法检测敲减WTAP表达后MAP3K9蛋

白表达变化及MAPK信号通路中关键蛋白的表达变

化，以验证上述分析结果的可靠性，结果（图 7B）显

示 ，在 ESCC 细 胞 中 敲 减 WTAP 表 达 后 ，

MAP3K9 、p-ERK、N-cadherin 和 MMP9 的表达水

平 均 显 著 降低（P < 0.05或P < 0.01），E-cadherin

表达明显升高（P < 0.05或P < 0.01）。上述结果表

明，WTAP可通过下调MAP3K9激活MAPK通路磷

酸化途径来促进ESCC细胞的EMT进程。

3  讨  论

食管癌是全球消化系统中最常见的恶性肿瘤之

一，其发病率和病死率均较高，早期通常无症状，导

致确诊晚和愈后差[11]。尽管诊断技术和治疗水平在

不断提高，ESCC治疗取得了一定的临床突破，但改

善患者预后仍面临许多挑战[12]。
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A：qPCR法检测各组KYSE150和KYSE510细胞中WTAP mRNA的表达；B：WB法检测各组

KYSE150和KYSE510细胞中WTAP蛋白的表达。与 si-NC组比较，*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。

图2    在KYSE150和KYSE510细胞中敲低WTAP mRNA和其蛋白表达的效率验证

A：CCK-8法检测各组KYSE150和KYSE510细胞的增殖活性； B：克隆形成实验检测各组KYSE150和KYSE510细胞的克隆形成

能力（× 40）。与 si-NC组比较，*P < 0.05、**P < 0.01、****P < 0.000 1。

图3    敲减WTAP表达对KYSE150和KYSE510细胞增殖活性的影响
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A：划痕愈合实验检测敲减WTAP表达对KYSE150、KYSE510细胞迁移能力的影响（× 40）；B： Transwell小室实验检测敲减

WTAP表达对KYSE150、KYSE510细胞迁移和侵袭能力的影响（× 200）。与 si-NC组比较，*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。

图4    敲减WTAP表达对KYSE150和KYSE510细胞迁移和侵袭能力的影响

WTAP最早被报道为剪接因子。在随后的几年

中，其生物学功能逐渐被发现，包括在m6A修饰、胚

胎发育、细胞周期进展和分化、前体mRNA剪接和抗

病毒反应中的功能。随着 m6A 修饰检测技术的发

展，发现WTAP是m6A甲基转移酶复合体的一部分，

它与METTL3和METTL14以及其他甲基转移酶一

起参与m6A修饰，而m6A水平在很大程度上取决于

MTC[6]。许多研究揭示了WTAP在控制肿瘤增殖、侵

袭和凋亡中的关键作用，例如，WTAP通过胰岛素样

生长因子2结合蛋白2介导磷脂酰肌糖生物合成T类

（phosphatidylinositol glycan biosynthesis class T, 

PIGT） m6A修饰增加PIGT的稳定性，调节葡萄糖转
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运体1型糖基化和膜运输增强膀胱癌细胞增殖、糖酵

解和转移[13]；此外，WTAP可能参与调节肿瘤微环境

中趋化因子的分泌和免疫细胞的迁移，有望成为胶

质母细胞瘤的新治疗靶点[14]；同时，外泌体成分 2可

通过激活Wnt/β-catenin信号介导WTAP的促肿瘤作

用[15]；WTAP还通过含YTH结构域2蛋白介导自噬相

关蛋白 5（autophagy-related protein 5, ATG5） m6A 修

饰，上调转录后ATG5的表达，从而促进肝细胞癌铁

死亡过程中 ATG5 mRNA 的翻译[16]；长链非编码

RNA AGAP2-AS1 可通过与 WTAP 结合促进 m6A 甲

基转移酶的组装和 IL6/STAT3通路的激活，从而促进

胃癌的发生[17]。然而，其在ESCC中生物学功能和作

用机理还不清晰，有待深入研究。

与 si-NC组比较，*P < 0.05、***P < 0.001、****P < 0.000 1。

图5    敲减WTAP表达对KYSE150和KYSE510细胞凋亡的影响

A：RNA-seq、MeRIP-seq数据结合在线网站CatRIPID及RM2Target筛选WTAP下游靶基因；B：MeRIP-qPCR检测敲减WTAP后

MAP3K9的m6A修饰水平变化； C：qPCR法检测敲减WTAP后MAP3K9 mRNA水平变化；D：放线菌素D实验检测敲减WTAP后

MAP3K9 mRNA稳定性变化。与 si-NC组或 IgG组比较，*P < 0.05。

图6    WTAP下游靶基因MAP3K9的筛选

本研究前期应用 TIMER2.0数据库数据分析发

现，WTAP 在 ESCC 中高表达，并证实其在中国人

ESCC组织中高表达。通过敲减WTAP表达证明了

WTAP可增强ESCC细胞的增殖、迁移和侵袭能力，

抑制 ESCC 细胞凋亡。由此证实了 WTAP 在 ESCC

中的功能与其在胃癌、胶质母细胞瘤、肝细胞癌等恶

性肿瘤中一致，均发挥促癌作用。

为寻找WTAP在ESCC中的下游靶基因，本研究
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通过CatRAPID和RM2Target在线网站预测WTAP的

靶基因，再结合课题组前期RNA-seq和MeRIP-seq数

据筛选出 1个RNA——MAP3K9。MAP3K9是混合

谱系激酶（mixed-lineage kinase，MLK）家族的一员，

也被称为MLK1，属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶[18]。作

为MAPK通路上游的重要组成部分，MAP3K9主要

激活 ERK、JNK 和丝裂原活化蛋白激酶 p38 信号通

路，从而影响细胞增殖、分化、凋亡、炎症以及固有免

疫等过程[19]。研究[20]表明，miR-148a-3p的启动子区

甲在化导致其表达水平下降，从而使得MAP3K9水

平升高导致肺癌转移；miR-125b-5p升高与喉鳞状细

胞癌预后改善有关，并通过靶向MAP3K9抑制恶性

肿瘤和糖代谢紊乱[21]；miR-361-5p通过靶向MAP3K9

诱导肝细胞癌细胞凋亡并增强药物敏感性[22]；

circSEC24A 通过调节 miR-1193/MAP3K9 轴促进皮

肤鳞状细胞癌进展[23]；miR-148a 通过靶向 MAP3K9

调节 MAPK/ERK 信号通路并抑制 ESCC 的发展[24]。

本研究发现敲减WTAP表达后MAP3K9的m6A修饰

和 mRNA 水平均降低，mRNA 稳定性下降，表明

WTAP通过m6A修饰介导MAP3K9 mRNA稳定性。

A：WTAP相关信号通路富集分析；B：WB法检测敲减WTAP表达对KYSE150和KYSE510细胞中MAP3K9、ERK磷酸化及EMT

相关蛋白的表达的影响。与 si-NC组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。

图77    敲减WTAP表达对KYSE150和KYSE510细胞中MAP3K9、MAPK通路及EMT关键蛋白表达的影响
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为确定WTAP在ESCC中发挥作用的信号通路，

利用RM2Target数据库及KOBAS数据库对WTAP的

下游靶基因进行KEGG富集分析，发现其主要富集

在MAPK信号通路。MAPK激酶通路是与细胞生长

和增殖相关的重要信号转导通路[25]。YE等[26]发现，

WTAP通过含YTH结构域包含蛋白1介导的VEGFA 

mRNA中的m6A甲基化激活MAPK信号转导，促进

结直肠癌的发展；DING等[27]研究表明，叉头框蛋白

O4 通过介导 circPDE5A-WTAP-EIF3C-MAPK 轴控

制前列腺癌转移。本研究利用WB法验证了WTAP

在ESCC中MAPK信号通路的ERK磷酸化起促进作

用，同时，敲低WTAP后N-cadherin和MMP9蛋白表

达降低，E-cadherin蛋白表达增加，表明WTAP能促

进ESCC细胞的EMT进程。由于MAP3K9是MAPK

信号通路的上游激活因子，敲减 WTAP 表达后

MAP3K9的蛋白水平也同样下降，表明WTAP介导

MAP3K9 的表达激活 MAPK 通路的磷酸化和 EMT

进程，从而促进ESCC细胞增殖、迁移及侵袭。

综上所述，WTAP在ESCC组织中呈高表达，通

过 m6A 修饰促进 MAP3K9 mRNA 稳定性 ，激活

MAPK通路并促进EMT进程，从而促进ESCC细胞

的增殖、迁移、侵袭，抑制细胞凋亡。本研究揭示

WTAP作为促癌基因在ESCC中发挥功能，为进一步

探索ESCC潜在的治疗靶点提供了实验依据。
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