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  摘 要:目的 探讨甲基转移酶样蛋白16(METTL16)和甲硫氨酸腺苷转移酶2A(MAT2A)在胃癌中的

表达及两者与胃癌患者临床病理参数、预后的关系。方法 将2018年3月至2019年3月于该院诊治的92例

胃癌患者纳入研究。采用免疫组化的方法检测癌及癌旁组织中 METTL16和 MAT2A的表达情况。采用

Spearman秩相关分析 METTL16和 MAT2A表达的相关性。比较不同临床病理特征胃癌患者 METTL16、
MAT2A表达差异。采用Kaplan-Meier生存分析来研究 METTL16、MAT2A表达对胃癌患者生存预后的影

响。单因素和多因素COX回归分析影响胃癌患者生存预后的因素。结果 胃癌组织中 METTL16、MAT2A
表达阳性率分别为73.91%(68/92)、71.74%(66/92),明显高于癌旁组织[26.09%(24/92)、25.00%(23/92)],
差异均有统计学意义(χ2=42.087、40.238,P<0.001)。胃癌组织中 METTL16与 MAT2A蛋白表达呈正相

关(r=0.769,P<0.001)。不同肿瘤TNM分期及淋巴结转移情况的患者癌组织中 METTL16、MAT2A表达

阳性率比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。METTL16阳性组及阴性组3年总体生存率分别为63.24%
(43/68)、87.50%(21/24),平均生存时间分别为(30.26±2.33)、(33.95±2.51)个月。METTL16阳性组的生

存预后差于 METTL16阴性组(Log-Rank
 

χ2=3.913,P=0.011)。MAT2A阳性组及阴性组3年总体生存率

分别为60.61%(40/66)、92.31%(24/26),平 均 生 存 时 间 分 别 为 (29.75±2.24)、(34.87±2.63)个 月。
MAT2A阳性组的生存预后差于阴性组(Log-Rank

 

χ2=4.335,P=0.002)。肿瘤TNM分期Ⅲ期、伴淋巴结转

移、METTL16阳性、MAT2A阳性是影响胃癌预后的独立危险因素。结论 胃癌组织中 METTL16、MAT2A
表达升高,两者表达与肿瘤分期及淋巴结转移有关,是影响胃癌患者生存预后的独立因素。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

methyltransferase
 

like
 

protein
 

16
 

(METTL16)
 

and
 

methionine
 

adenosyltransferase
 

2A
 

(MAT2A)
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

clinicopathological
 

parameters
 

and
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

92
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

March
 

2019
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.The
 

expression
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

in
 

cancer
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.Spearman
 

rank
 

correlation
 

a-
nalysis

 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

expression.The
 

expression
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

clinicopathological
 

characteristics
 

were
 

compared.Kaplan-
Meier

 

survival
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influence
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

expression
 

on
 

survival
 

prognosis.Univariate
 

and
 

multivariate
 

COX
 

regression
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

factors
 

affecting
 

survival
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients.Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

expression
 

in
 

gas-
tric

 

cancer
 

tissues
 

were
 

73.91%
 

(68/92)
 

and
 

71.74%
 

(66/92),respectively,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

paracancerous
 

tissues
 

[26.09%
 

(24/92),25.00%
 

(23/92)],the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(χ2=42.087,40.238,P<0.001).METTL16
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

MAT2A
 

protein
 

in
 

gas-
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tric
 

cancer
 

(r=0.769,P<0.001).The
 

positive
 

rates
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

expression
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

different
 

tumor
 

stages
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
The

 

overall
 

3-year
 

survival
 

rates
 

of
 

METTL16
 

positive
 

and
 

negative
 

groups
 

were
 

63.24%
 

(43/68)
 

and
 

87.50%
 

(21/24),respectively.The
 

average
 

survival
 

time
 

was
 

(30.26±2.33)
 

and
 

(33.95±2.51)
 

months,re-
spectively.The

 

survival
 

prognosis
 

of
 

the
 

METTL16
 

positive
 

group
 

was
 

significantly
 

poorer
 

than
 

than
 

that
 

of
 

METTL16
 

negative
 

group
 

(Log-Rank
 

χ2=3.913,P=0.011).The
 

overall
 

3-year
 

survival
 

rates
 

of
 

the
 

MAT2A
 

positive
 

group
 

and
 

the
 

MAT2A
 

negative
 

group
 

were
 

60.61%
 

(40/66)
 

and
 

92.31%
 

(24/26),respec-
tively,and

 

the
 

average
 

survival
 

time
 

was
 

(29.75±2.24)
 

and
 

(34.87±2.63)
 

months,respectively.The
 

surviv-
al

 

prognosis
 

of
 

the
 

MAT2A
 

positive
 

group
 

was
 

significantly
 

poorer
 

than
 

that
 

of
 

the
 

negative
 

group
 

(Log-Rank
 

χ2=4.335,P=0.002).Tumor
 

stage
 

Ⅲ,lymph
 

node
 

metastasis,METTL16
 

positive,MAT2A
 

positive
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer.Conclusion The
 

expression
 

of
 

METTL16
 

and
 

MAT2A
 

in
 

gastric
 

cancer
 

is
 

increased.Both
 

of
 

them
 

are
 

related
 

to
 

tumor
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

are
 

independent
 

factors
 

affecting
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients.
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  胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤,全球每年发病

例数达100万例,死亡例数达78万例,严重威胁人类

健康[1]。胃癌早期无特异性临床表现,多数患者确诊

时已进入中晚期,5年生存率较低[2]。寻找能够早期

诊断及预测胃癌预后的分子标志物具有重要意义。
甲基转移酶样蛋白16(METTL16)是一种N6甲基腺

苷(m6A)RNA甲基转移酶,通过甲基化修饰 U6小

核RNA、长链非编码RNA
 

MALAT1,调控下游基因

表达,影响个体生长发育及细胞凋亡等生物学过

程[3]。研究发现,METTL16在肝癌等恶性肿瘤中表

达上调,其通过与真核生物起始因子3a相互作用,促
进翻译起始复合物的组装,促进下游癌基因的表达,
导 致 肿 瘤 进 展[4]。甲 硫 氨 酸 腺 苷 转 移 酶 2A
(MAT2A)蛋白参与催化甲硫氨酸和ATP产生S-腺
苷甲硫氨酸,是细胞内重要的甲基供体[5]。MAT2A
在乳腺癌等肿瘤中表达上调,其通过促进肿瘤细胞的

增殖、侵袭和干性转化,促进肿瘤的发生发展[6]。目

前 METTL16、MAT2A在胃癌中的表达水平及在预

后判断中的价值尚不明确。本研究旨在通过分析胃

癌中 METTL16和 MAT2A的表达,探讨两者的临床

价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将本院2018年3月至2019年3月

诊治的92例胃癌患者纳入研究。男56例,女36例;
年龄33~77岁,平均(58.3±5.1)岁;分化程度:中、
高分化49例,低分化43例;肿瘤TNM 分期:Ⅰ~Ⅱ
期40例,Ⅲ期52例;合并淋巴结转移者53例;肿瘤

最大径:>5
 

cm者51例,≤5
 

cm者41例;病理类型:
腺癌62例,腺鳞癌30例;肿瘤位置:胃窦部55例,贲
门胃底部37例。纳入标准:(1)经病理组织学检查确

诊为胃癌;(2)初次诊治,既往无手术、放化疗等治疗

史;(3)患者及家属配合检查治疗,临床病理资料及随

访资料完整。排除标准:(1)合并其他恶性肿瘤;(2)
合并肝、肾等脏器功能衰竭;(3)妊娠及哺乳期女性。

本研究经本院伦理委员会审核批准通过,纳入研究者

均知情同意并签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 METTL16、MAT2A单克隆抗体

均购自美国 Abcam 公司,货号ab40850、ab209328。
两步法免疫组织化学染色试剂盒购自北京中杉金桥

公司,货号PV-6001。
1.3 方法

1.3.1 免疫组化检测 METTL16、MAT2A表达 将

术中获取的胃癌和癌旁组织用含10%甲醛的组织固

定液固定过夜,常规石蜡包埋后用切片机切片,厚度

4
 

μm,65
 

℃烘箱放置2
 

h,用二甲苯Ⅰ、Ⅱ依次脱蜡两

遍,每次10
 

min,梯度乙醇(100%、95%、80%、70%、
50%乙醇)水化,每个梯度5

 

min。柠檬酸缓冲液

(pH=6.0)中进行抗原热修复,热修复条件:水浴锅

100
 

℃
 

15
 

min。3%的过氧化氢水溶液作用15
 

min,
消除内源性过氧化物。3%山羊血清室温封闭2

 

h。
滴加 一 抗,METTL16 一 抗 稀 释 比 例 1∶1

 

000,
MAT2A一抗稀释比例1∶2

 

000。4
 

℃孵育过夜,辣
根过氧化物酶标记羊抗兔二抗室温孵育2

 

h。癌组织

DAB显色3
 

min,癌旁组织DAB显色5
 

min,苏木素

染核10
 

s。50%、70%、80%、95%、100%梯度乙醇脱

水,每个梯度5
 

min,最后中性树脂封片镜检。镜下观

察染色情况,同时进行免疫组化染色评分。染色强度

评分:不着色为0分,淡黄色1分,棕黄色2分,深褐

色3分;染色面积评分:<25%为1分,25%~50%为

2分,>50%为3分。染色强度评分与染色面积评分

乘积为免疫组化染色评分,>2分为阳性,≤2分为

阴性。
1.3.2 随访 所有患者自病理确诊之日起开始进行

定期门诊或电话随访,术后第1年每3个月随访1
次,术后第2至3年每半年随访1次,总随访时间3
年,随访内容为患者生存及肿瘤复发转移情况,随访

截至2022年4月1日,随访终点为患者死亡或随访

结束。
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1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据分析。符合正态性分布的计量资料用x±s表示,
两组间比较用t 检验;计数资料以例数或百分率表

示,组间比较采用χ2 检验。采用Spearman秩相关分

析 METTL16与 MAT2A 表达的相关性。Kaplan-
Meier生存分析(Log-Rank检验)分析 METTL16、
MAT2A表达对胃癌患者生存预后的影响。单因素

和多因素COX回归分析胃癌患者生存预后的影响因

素。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 胃癌和癌旁组织中 METTL16、MAT2A蛋白的

表达 癌组织中 METTL16黄褐色阳性染色主要位

于细胞质和细胞膜,MAT2A阳性染色主要分布于细

胞核。胃癌组织中 METTL16、MAT2A阳性率分别

为73.91%(68/92)、71.74%(66/92),明显高于癌旁

组织的 METTL16、MAT2A 阳性率[26.09%(24/
92)、25.00%(23/92)],差异均有统计学意义(χ2=
42.087、40.238,P<0.001),见图1。Spearman秩相

关分析显示,胃癌组织中 METTL16与 MAT2A蛋白

呈正相关(r=0.769,P<0.001)。
2.2 METTL16、MAT2A表达与胃癌临床病理特征

的关系 不同肿瘤TNM 分期及淋巴结转移情况的

患者癌组织中 METTL16、MAT2A阳性率比较,差异

均有统计学意义(P<0.05),肿瘤TNM 分期Ⅲ期及

伴 淋 巴 结 转 移 的 患 者 癌 组 织 中 的 METTL16、
MAT2A阳性率分别高于肿瘤TNM分期Ⅰ~Ⅱ期及

无淋巴结转移的患者癌组织(P<0.05)。不同年龄、
性别、肿瘤最大径、肿瘤位置、病理类型、病理分级患

者癌组织中 METTL16、MAT2A阳性率比较,差异均

无统计学意义(P>0.05)。见表1。

图1  胃癌和癌旁组织中 METTL16、MAT2A蛋白表达

情况(×200)

表1  METTL16、MAT2A表达情况与胃癌患者临床病理特征的关系

临床病理特征 n
METTL16阳性

n(%) χ2 P

MAT2A阳性

n(%) χ2 P

年龄 0.720 0.396 0.195 0.694

 <60岁 43 30(69.77) 30(69.77)

 ≥60岁 49 38(77.55) 36(73.47)

性别 0.458 0.499 0.751 0.386

 男性 56 40(71.43) 42(75.00)

 女性 36 28(77.78) 24(66.67)

肿瘤位置 1.649 0.199 0.473 0.492

 胃窦部 55 38(69.09) 38(69.09)

 胃底贲门部 37 30(81.08) 28(75.68)

病理类型 2.049 0.152 1.498 0.221

 腺癌 62 43(69.35) 42(67.74)

 腺鳞癌 30 25(83.33) 24(80.00)

肿瘤最大径 1.212 0.271 1.263 0.261

 >5
 

cm 51 40(78.43) 39(76.47)

 ≤5
 

cm 41 28(68.29) 27(65.85)

肿瘤TNM分期 7.105 0.008 7.077 0.009

 Ⅰ~Ⅱ期 40 24(60.00) 23(57.50)

 Ⅲ期 52 44(84.62) 43(82.69)

病理分级 0.336 0.562 3.713 0.054

 中、高分化 49 35(71.43) 31(63.27)

 低分化 43 33(76.74) 35(81.40)

淋巴结转移 5.376 0.020 7.846 0.005

 有 53 44(83.02) 44(83.02)

 无 39 24(61.54) 22(56.41)
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2.3 METTL16、MAT2A表达与胃癌患者生存预后

的关系 随访期间无失访,死亡患者例数28例,3年

总体生存率为69.56%(64/92)。METTL16阳性组

及阴性组3年总体生存率分别为63.24%(43/68)、
87.50%(21/24),平 均 生 存 时 间 分 别 为(30.26±
2.33)、(33.95±2.51)个月。METTL16阳性组的生

存预 后 差 于 METTL16 阴 性 组 (Log-Rank
 

χ2 =
3.913,P=0.011);MAT2A阳性组及阴性组3年总

体生存率分别为60.61%(40/66)、92.31%(24/26),
平均生存时间分别为(29.75±2.24)、(34.87±2.63)
个月。MAT2A阳性组的生存预后差于阴性组(Log-
Rank

 

χ2=4.335,P=0.002)。见图2。
2.4 单因素及多因素COX回归分析影响胃癌预后

的因素 以胃癌患者生存预后情况为因变量(1=死

亡,0=存活),以年龄(1为≥60岁,0为<60岁)、性
别(1=男,0=女)、肿瘤位置(1=胃窦部,0=胃底贲

门部)、肿瘤最大径(1为>5
 

cm,0为≤5
 

cm)、病理分

级(1=中、高分化,0=低分化)、病理类型(1=腺癌,0

=腺鳞癌)、肿瘤 TNM 分期(1=Ⅲ期,0=Ⅰ~Ⅱ
期)、淋巴结转移(1=有,0=无)、METTL16(1=阳

性,0=阴性)、MAT2A(1=阳性,0=阴性)为自变量。
单因素及多因素 COX回归分析显示,胃癌组织中

METTL16阳性、MAT2A阳性、肿瘤分期Ⅲ期及淋巴

结转移是影响胃癌患者预后的独立危险因素。见表

2、3。

图2  Kaplan-Meier分析 METTL16、MAT2A表达与胃癌

患者生存预后的关系

表2  单因素COX比例风险模型分析影响胃癌患者预后的危险因素

因素 β SE Wald
 

χ2 P OR 95%CI

年龄 0.204 0.129 2.501 0.340 1.274 0.952~1.579

性别 0.167 0.132 1.601 0.529 1.182 0.912~1.531

肿瘤位置 0.158 0.141 1.256 0.568 1.171 0.888~1.544

肿瘤最大径 0.265 0.184 2.074 0.391 1.303 0.909~1.869

病理分级 0.344 0.176 3.820 0.109 1.411 0.999~1.992

病理类型 0.383 0.252
 

2.310
 

0.281 1.467
 

0.895~2.403

淋巴结转移 0.477 0.161
 

8.778
 

<0.001 1.611
 

1.175~2.209

肿瘤TNM分期 0.566
 

0.183
 

9.566
 

<0.001 1.761
 

1.230~2.521

METTL16阳性 0.613
 

0.174
 

12.411
 

<0.001 1.846
 

1.313~2.596

MAT2A阳性 0.579
 

0.169
 

11.738
 

<0.001 1.784
 

1.281~2.485

表3  多因素COX比例风险模型分析影响胃癌患者预后的独立危险因素

因素 β SE Wald
 

χ2 P OR 95%CI

肿瘤TNM分期 0.575
 

0.160
 

12.915
 

<0.001 1.777
 

1.299~2.432

淋巴结转移 0.478
 

0.154
 

9.634
 

<0.001 1.613
 

1.193~2.181

METTL16阳性 0.609
 

0.176
 

11.973 <0.001 1.838
 

1.302~2.596

MAT2A阳性 0.551
 

0.178
 

9.582
 

<0.001 1.735
 

1.224~2.459

3 讨  论

胃癌是我国常见消化系统恶性肿瘤,每年新发病

例42.4万例,死亡病例29.8万例[7]。目前胃癌的治

疗以手术治疗及辅助放化疗治疗为主,但对于中晚期

患者,即使经积极治疗,仍可发生肿瘤复发或转移,导
致患者死亡[8]。因此,深入探索胃癌疾病机制,寻找

能够评估胃癌预后的肿瘤标志物,具有重要意义。胃

癌的发生、发展与遗传和环境因素有关,涉及癌基因

过度激活,抑癌基因的失活及转录翻译过程的异常。
肿瘤中存在RNA修饰异常的现象,如 m6A

 

RNA甲

基转移酶的甲基化修饰可通过影响RNA的剪接、易
位和稳定性,调节细胞发育、干细胞分化等过程[9]。

METTL16是一种 m6A甲基转移酶,通过促进

RNA的m6A修饰,甲基化小核糖核苷酸U6、长链非

编码RNA多个靶点。METTL16在胰腺癌、乳腺癌

等恶性肿瘤中过度表达,其通过促进肿瘤细胞的恶性
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增殖及转移,导致患者预后不良[10-11]。本研究中,胃
癌组织中 METTL16表达明显升高,提示 METTL16
可能参与胃癌的肿瘤发生。研究表明,肿瘤中存在

METTL16基因启动子区扩增突变的现象,引起肿瘤

细胞微卫星不稳定及肿瘤内异质性的发生,导致肿瘤

的恶性进展[12]。本研究中,胃癌中 METTL16的表

达与肿瘤TNM分期及淋巴结转移有关,提示 MET-
TL16的表达升高参与促进胃癌的恶性增殖和转移。
研究表明,胃癌中 METTL16的表达升高能够促进细

胞周期素激酶D1的表达,进而诱导胃癌肿瘤细胞G1
期向S期转换,导致肿瘤细胞的过度增殖[13]。此外,
METTL16能够通过甲基化修饰长链非编码RNA转

移相关肺腺癌转录物1,激活β-连环蛋白及下游基质

金属蛋白酶9的表达,促进肿瘤血管生成拟态及血管

新生,导致肿瘤细胞的转移[14-15]。本研究发现,MET-
TL16阳性表达的胃癌患者生存预后较差,是影响胃

癌患者预后的独立危险因素,表明检测癌组织中

METTL16的 表 达 有 助 于 评 估 患 者 的 临 床 预 后。
METTL16的表达升高导致顺铂等化疗药物治疗敏

感性降低,因而筛选能够抑制 METTL16的小分子药

物,有助于改善肿瘤患者化疗耐药的形成,这可能是

新的肿瘤治疗策略[16]。
MAT2A是甲硫氨酸循环中的限速酶,催化甲硫

氨酸和三磷酸腺苷合成S-腺苷蛋氨酸,S-腺苷蛋氨酸

作为体内的重要甲基供体,参与多胺合成等细胞代谢

过程[17]。近年来发现,肝癌中 MAT2A的表达上调,
其可通过激活磷脂酰肌醇3激酶,促进癌基因c-MYC
的表达,导致肿瘤细胞的过度增殖[18]。本研究中,胃
癌组织中 MAT2A表达升高,提示 MAT2A可能与胃

癌的肿瘤发生有关。MAT2A表达上调的机制与转

录后调 控 异 常 有 关。研 究 发 现,肿 瘤 发 生 时 环 状

RNA_0044516表达异常升高,其作为分子海绵结合

抑制微小RNA-361的表达及功能,导致微小 RNA-
361不能结 合 到 MAT2A

 

mRNA 的3'非 编 码 区,
MAT2A

 

mRNA的稳定性增加,促进 MAT2A的表

达[19]。本研究中,MAT2A表达与肿瘤TNM 分期及

淋巴结转移有关,提示 MAT2A参与促进胃癌的进

展,其机制与 MAT2A参与肿瘤代谢重编程有关。研

究表明,MAT2A通过增加受体相互作用蛋白1基因

启动子区组蛋白H3K4甲基化水平,增加肿瘤细胞内

甲硫氨酸循环活性,进而促进肿瘤相关巨噬细胞向

M1型极化,促进肿瘤的免疫逃逸[20]。此外,肿瘤中

MAT2A通过激活磷酸腺苷激活的蛋白激酶,促进程

序性细胞死亡蛋白6的表达,进而促进肿瘤细胞的过

度增殖[21]。本研究中,MAT2A阳性表达的胃癌患者

生存预后较差,并且是胃癌患者不良预后的独立危险

因素,提示 MAT2A的表达有助于评估胃癌患者的预

后。有研究报道,胃癌中 MAT2A的表达升高促进长

链脂酰辅酶A合成酶3基因启动子区组 H3K4三甲

基化,进而激活长链脂酰辅酶A合成酶3的表达,导
致胃癌细胞铁死亡抗性的形成,降低肿瘤细胞对顺铂

等化疗药的敏感性[21-22]。因此,胃癌中 MAT2A的高

表达在胃癌的恶性进展中发挥重要作用,可能是胃癌

治疗的潜在的靶标。
本研究中,胃癌组织中 METTL16与 MAT2A表

达呈显著正相关,提示两者在胃癌发生、发展过程中

可能存在协同的作用。研究表明,METTL16作为甲

基 转 移 酶,能 够 与 MAT2A
 

mRNA 结 合,增 加

MAT2A
 

mRNA的稳定性,促进 MAT2A的表达[23]。
但目前两者在胃癌中的具体作用机制有待深入研究。

综上所述,胃癌中 METTL16、MAT2A 表达升

高,两者表达与肿瘤TNM 分期及淋巴结转移有关,
均参与胃癌的发生、发展。METTL16、MAT2A阳性

表达是影响胃癌患者预后的危险因素,可作为新的反

映胃癌预后的生物标志物。本研究也存在一定的不

足,本研究样本量有限,随访时间较短,有待今后开展

前瞻性、多中心大样本的临床实验来进一步完善,从
而深入分析两者在胃癌中的临床意义。
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