
 

IGF2BP3 在 MNNG 致人胃上皮细胞恶性转化中
的作用及机制
任艺艺， 杜丹丹， 刘桐， 尹立红， 浦跃朴， 梁戈玉

东南大学，公共卫生学院/环境医学工程教育部重点实验室，江苏 南京 210009

摘要 ：

[背景] N6-甲基腺苷（m6A）RNA 甲基化修饰在环境致癌物诱发细胞恶性转化的过程中发挥着
重要作用，但其作用及机制有待进一步探索。

[目的] 探究 m6A 结合蛋白中胰岛素样生长因子 2 mRNA 结合蛋白 3（IGF2BP3）在 N-甲基-N'-
硝基-N-亚硝基胍（MNNG）致人胃黏膜上皮细胞 GES-1 恶性转化细胞中的作用及机制。

[方法] 基于 MNNG 致 GES-1 恶性转化细胞模型 MC-30，应用转染慢病毒技术构建稳定敲低
IGF2BP3 的 MC-30 细胞株（MC30-shIGF2BP3，简写 MC30-shI3），并设置阴性对照组（MC30-NC）。
实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）和 Western blotting 实验分别检测 IGF2BP3 mRNA 和蛋白
表达水平，RNA 结合蛋白免疫沉淀技术（RIP-qPCR）验证恶转细胞 MC-30 中 IGF2BP3 蛋白与
MYC mRNA 的结合，放线菌素 D 实验检测 MYC mRNA 的稳定性。CCK-8、Transwell 分别检测
细胞增殖、迁移和侵袭能力，Western blotting 实验检测 EMT 关键蛋白（N-cadherin、Vimentin、
α-SMA、Snail）的表达。通过在 MC30-shI3 细胞中转染质粒过表达 MYC 的挽救实验，进一步观
察细胞表型（增殖、迁移、侵袭）和 EMT 关键蛋白表达的变化来阐明下游靶基因 MYC 的作用。

[结果] 与对照组相比，5、10、20、40 μmol·L–1 MNNG 染毒 GES-1 细胞后，IGF2BP3 mRNA 表达
均上调（P < 0.05）。20 μmol·L–1 MNNG 染毒 GES-1 细胞后，IGF2BP3 mRNA 表达水平随染毒时
间的延长呈上调趋势（P < 0.05）。5 μmol·L–1 MNNG 恶转第 10、20、30 代 IGF2BP3 mRNA 和蛋
白表达水平均上调（P < 0.05）。qRT-PCR 和 Western blotting 表明，与 MC30-NC 组相比，MC30-shI3
组的细胞 IGF2BP3 mRNA 表达和蛋白表达水平明显下调（P < 0.01）；CCK8、Transwell 表明，与
MC30-NC 组相比，MC30-shI3 组的细胞增殖、迁移以及侵袭能力明显降低（P < 0.01）；Western
blotting 实验表明，与 MC30-NC 组相比，MC30-shI3 组的 EMT 关键蛋白 N-cadherin、Vimentin、
α-SMA、Snail 蛋白表达水平均明显下调（P < 0.01）；RIP-qPCR 结果显示，在 MC-30 细胞中，与
IgG 组相比，IGF2BP3 组中富集的 MYC 的 mRNA 水平更高（P < 0.01）；放线菌素 D 实验表明，

与 MC30-NC 组相比，MC30-shI3 组 MYC mRNA 的稳定性明显降低（P < 0.01）。挽救实验表明，

与 IGF2BP3 敲低+质粒空载体组相比，IGF2BP3 敲低+过表达 MYC 组的细胞 MYC 蛋白水平明
显升高（P < 0.01），细胞增殖、侵袭以及迁移能力均明显增强（P < 0.01），EMT 关键蛋白（N-cad-
herin、Vimentin、α-SMA、Snail）的蛋白表达水平均明显升高（P < 0.01）。

[结论] MNNG 暴露可导致 GES-1 细胞中 IGF2BP3 表达上调；IGF2BP3 可能通过与 MYC mRNA
相结合并增强其稳定性，增加其表达水平从而促进 EMT 进程，进而增强人胃上皮细胞恶性转
化细胞的增殖、迁移和侵袭能力，影响恶性转化的进程。

关键词 ： N-甲基-N'-硝基-N-亚硝基胍 ; 胰岛素样生长因子 2 mRNA 结合蛋白 3 ; GES-1 细胞 ;
恶性转化 ; 上皮间质转化
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Abstract:

[Background] N6-methyladenosine  (m6A)  RNA  methylation  may  play  an  important  role  in  the
process  of  malignant  transformation  of  cells  induced  by  environmental  carcinogens.  However,
the specific roles and mechanisms need to be further explored.

[Objective] To explore the role and mechanism of m6A binding protein insulin-like growth factor 2
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mRNA-binding protein 3 (IGF2BP3) in the malignant transformation of human gastric mucosal epithelial cells GES-1 induced by N-methyl-
N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG).

[Methods] Based on the GES-1 malignant transformation cells  MC-30,  a stable knockdown IGF2BP3 MC-30 cell  line (MC30-shIGF2BP3,
abbreviated as MC30-shI3) was constructed by lentiviral transfection technology, and a negative control group (MC30-NC) was also pre-
pared. Real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blotting were applied to detect the mRNA expression
and  protein  levels  of  IGF2BP3.  RNA  binding  protein  immunoprecipitation  (RIP-qPCR)  was  used  to  examine  the  combination  between
IGF2BP3 protein and MYC mRNA in malignant cells MC-30. Furthermore, the stability of MYC mRNA was detected by actinomycin D assay.
CCK-8 and Transwell  respectively were employed to detect cell  proliferation, migration, and invasion. Western blotting was applied to
detect the expression of EMT markers (N-cadherin, Vimentin, α-SMA, and Snail). The role of the downstream target gene MYC was further
elucidated by a rescue assay in MC30-shI3 cells transfected with a plasmid overexpressing MYC to observe changes in cellular phenotypes
(proliferation, migration, invasion) and expression of key EMT proteins.

[Results] Compared with the control group, the expression of IGF2BP3 mRNA was up-regulated after 5, 10, 20, and 40 μmol·L−1 MNNG in-
fection of GES-1 cells (P < 0.05). After 20 μmol·L−1 MNNG infection, the expression level of IGF2BP3 mRNA increased with prolongation of
exposure time (P < 0.05). Compared with the control group, the mRNA and protein expression levels of IGF2BP3 were up-regulated in the
10th, 20th, and 30th generations of 5 μmol·L−1 MNNG malignant transformation (P < 0.05). The results of qRT-PCR and Western blotting
showed  that,  compared  with  the  MC30-NC  group,  the IGF2BP3 and MYC mRNA  expression  and  protein  expression  decreased  in  the
MC30-shI3 group (P < 0.01). The CCK8 and transwell assay results showed that, compared with the MC30-NC group, the cell proliferation,
migration, and invasion abilities significantly reduced in the MC30-shI3 group (P < 0.01). The results of the Western blotting showed that,
compared with the MC30-NC group, the protein levels of EMT markers N-cadherin, Vimentin, α-SMA, and Snail decreased in the MC30-
shI3 group (P < 0.01). The results of RIP-qPCR showed that, compared with the IgG group, the mRNA level was higher for the enriched
MYC in the IGF2BP3 group (P < 0.01); the results of the actinomycin D assay showed that, compared with the MC30-NC group, the stability
of MYC mRNA significantly  reduced in  the  MC30-shI3  group (P < 0.01).  While  the  rescue  experiment  showed that,  compared with  the
IGF2BP3  knock-down+vector  group,  the  MYC  protein  level  significantly  increased  in  the  IGF2BP3  knock-down  +  MYC  over-expression
group (P < 0.01),  the proliferation,  migration,  and invasion abilities  significantly  enhanced (P < 0.01),  and the EMT key proteins (N-cad-
herin, Vimentin, α-SMA, Snail) increased in the MC30-shI3+MYC group (P < 0.01).

[Conclusion] Exposure to MNNG could result in up-regulation of IGF2BP3 expression in GES-1 cells. IGF2BP3 may enhance the prolifera-
tion, migration, and invasion of malignantly transformed human gastric epithelial cells by binding to MYC mRNA and increasing its stability
and expression level and thus promoting the EMT process, which in turn affects the progression of malignant transformation.
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2020 年，胃癌发病率和死亡率分别位居第五和第
四，严重威胁着人类的健康[1]。胃癌是多病因、多阶段
的复杂疾病，其发病受环境、遗传和表观遗传的共同
影响，其中环境因素发挥着主要作用。流行病学研究
表明，胃癌的发病率受到幽门螺杆菌感染、饮食、环境
致癌物暴露等危险因素的影响[2]

，而环境致癌物已被
确定为胃癌发生中最重要的因素之一[3]。其中，Ⅰ类致
癌物 N-亚硝基类化合物（N-Nitroso-compounds, NOCs）
是一类与胃癌发展相关的强致癌物，广泛存在于食品
和饮用水当中，尤其是腌制蔬菜、水产、肉类、啤酒及
霉变食品，对人类健康构成很大威胁[4]。然而，其作用
机制目前尚不十分清楚。N-甲基-N-硝基-N'-亚硝基胍
（N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, MNNG）是 NOCs
机制研究中公认的模式化合物，常被作为模拟胃黏膜
病变的致癌化学物质[5]。近来研究表明，表观遗传调控
是 MNNG 作用的主要途径之一，但其所涉及的关键分
子事件及其作用机制目前并不清楚。因此，针对 MN-
NG 诱发胃癌过程中的表观遗传关键分子及机制进行
深入研究，对加快揭示 NOCs 环境化学致胃癌作用机
制及防治具有重要的理论意义和应用价值。

N6-甲基腺苷（N6-methyladenosine,  m6A）修饰是
真核生物中最常见的 RNA 修饰之一，参与调控转录后
基因表达，与环境暴露相关疾病的发生和发展密切相
关，为理解环境有害物质诱发胃部疾病的研究提供了
新的视角[6]。m6A 修饰是一个动态可逆的过程，由
m6A 甲基转移酶催化并由 m6A 去甲基化酶去除 [7]

，

m6A 修饰 RNA 的命运和生物学功能主要依赖于 m6A
结合蛋白[8]。当暴露于环境毒物时，m6A 甲基化水平
和 m6A 调控因子的表达会随着时间和剂量依赖性方
式发生变化，在各种环境毒物诱发的癌症中发挥关键
作用。作为关键的 m6A 结合蛋白的胰岛素样生长因
子 2 mRNA 结合蛋白3（insulin-like growth factor 2 mRNA-
binding protein 3, IGF2BP3），在胃癌中高表达，增强了
细胞增殖、侵袭和迁移的能力，显著促进了细胞恶性
转化进程[9]

，可作为胃癌候选生物标志物 [10]。然而，

IGF2BP3 在 MNNG 引起人胃黏膜上皮细胞 GES-1 恶性
转化中的作用与机制尚不清楚。

上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，
EMT）是反映细胞恶性转化程度和侵袭转移能力的重
要标志[11]。最新研究表明，m6A 对暴露于环境化学物
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质后 EMT 和转移的发生至关重要[12]。然而，关于 IGF2BP3
能否激活 MNNG 诱导的 GES-1 细胞恶性转化的 EMT
进程，目前尚无报道。

MYC（也被称为 c-myc）作为经典的原癌基因，已被
视为肿瘤发生远处转移的重要分子标志[13]。此外，

MYC 在致癌物诱导细胞恶变过程中也发挥重要作用[14]。
事实上，MYC 还可通过调控 EMT 进程进而促进细胞转
移[15]。相关研究表明，IGF2BP3 在肿瘤细胞中通过 m6A
依赖的方式影响 MYC mRNA 稳定性，并影响 MYC 蛋白
表达[16]。然而，关于 IGF2BP3 能否通过调控 MYC mRNA
稳定性激活 MNNG 诱导的 GES-1 细胞恶性转化的 EMT
进程，目前尚无报道。

因此，本研究基于已构建的 MNNG 致 GES-1 细胞
恶性转化模型（MC 细胞），探索 IGF2BP3 在恶转细胞
中的功能和分子机制，以揭示 MNNG 所致细胞恶性转
化的分子机制，为进一步理解化学致癌过程的分子机
制和寻找胃癌的生物学标志提供一定的实验依据，为
早期识别、预防和治疗胃癌提供新的思路。

 1    材料与方法
 1.1    材料
 1.1.1   细胞株　人正常胃黏膜上皮细胞株 GES-1 细胞、
MNNG 诱导 GES-1 细胞恶性转化细胞模型（MC 细胞），

由东南大学环境医学工程教育部重点实验室提供。
 1.1.2   主 要 材 料 　 MNNG（麦 克 林 ， 中 国 ）， 敲 低
IGF2BP3 慢病毒及相应的空载体（汉恒生物，上海），

MYC 过表达质粒及对应空载体（权阳生物，苏州），

RNA 免疫沉淀（RNA immunoprecipitation, RIP）试剂盒
（Merck Millipore，美国），放线菌素 D（Selleck，美国），

CCK8 试剂盒（美仑生物，中国），3422 transwell 小室
（Corning，美国），Matrigel 基质胶（BD，美国），RNA 提取
及实时定量聚合酶链反应（real-time quantitative poly-
merase  chain  reaction，qRT-PCR）相关试剂 （Genestar，
中国），WB 实验一级抗体（CST，美国），WB 内参抗体（鼠
抗 β-actin）（CST，美国）、二级抗体（HRP）（羊抗兔、羊抗
鼠）（CST，美国）、ECL 化学发光液（Merck Millipore，美国）。
 1.2    方法
 1.2.1   细胞培养　用含 10%胎牛血清（fetal bovine ser-
um, FBS)、1×105 U·L−1 青霉素、100 mg·L−1 链霉素的培养
基在 37 ℃、5%CO2 条件下常规培养细胞，细胞贴壁生长。
 1.2.2   MNNG 染毒处理　急性暴露：将人正常胃黏膜
上皮细胞 GES-1 暴露于不同剂量 MNNG（0、5、10、20、
40 μmol·L−1）24 h；以 20 μmol·L−1 MNNG 处理 GES-1 细

胞 6、12、18、24 和 30 h。慢性暴露：构建恶性转化细
胞株的 MNNG 染毒浓度为 5  μmol·L−1

，以 5  μmol·L−1

MNNG 处理 GES-1 细胞 10、20、30、40 代。
 1.2.3   细胞转染慢病毒及质粒　将敲低 IGF2BP3 慢病
毒载体及慢病毒空载体按照说明书进行慢病毒的转
染；将 MYC 过表达及阴性对照质粒载体根据说明书
进行质粒的转染。
 1.2.4   qRT-PCR 检测细胞 mRNA 的表达　使用 Trizol 法
提取总 RNA，逆转录试剂盒逆转录合成互补 DNA（com-
plementary DNA, cDNA），采用 SYBR Green PCR Master
Mix 进行 qRT-PCR 扩增，以 β-actin 作为内参，引物序列
见表 1。采用 2−ΔΔCt 法分析目的基因表达的相对差异。

 1.2.5   Western blotting 实验检测细胞蛋白的表达　收
集状态良好的细胞，提取总蛋白，蛋白质定量试剂盒
法（bicinchonininc acid，BCA）测定总蛋白浓度。制备凝
胶并上样，电泳，冰浴转膜，5%脱脂牛奶封闭，一抗
4 ℃ 过夜孵育，TBST 洗膜，二抗室温摇床孵育 1 h，再
次洗膜，用 ECL 显色系统和天能凝胶图像分析系统显
色和分析各蛋白的表达情况，Image J 软件（1.4.3.67）
分析目的蛋白相对 GAPDH 的表达量。
 1.2.6   CCK-8 实验检测细胞增殖　按每孔 3 000 个细
胞的密度将细胞接种于 96 孔板中，每组 6 复孔。分别
在贴壁生长 12、24、48、72 h 后，加入细胞增殖检测试
剂（cell counting kit-8，CCK-8）避光孵育 2 h。在酶标仪
波长 450 nm 处检测光密度 D 值，分析数值并绘制生
长曲线。
 1.2.7   Transwell 实验　迁移实验：用不含 FBS 的培养
基制备细胞悬液。将 200 μL 含 15×105 个细胞的细胞
悬液加入 Transwell 小室，600 μL 含 20% FBS 的培养基
加至下室。培养 12 h 后，弃培养基，取出小室，甲醛固
定，结晶紫染色后，用显微镜观察，计数。侵袭实验：需
预先在 Transwell 上室铺 Matrigel 基质胶，将 200 μL
含 50×105 个细胞的细胞悬液加入 Transwell 小室，其
他步骤同迁移实验。

 

表 1   引物序列
Table 1    Primer sequences

 

基因 引物序列(5’-3’)

IGF2BP3 正向(Forward)：ACGAAATATCCCGCCTCATTTAC

反向(Reverse)：GCAGTTTCCGAGTCAGTGTTCA

MYC 正向(Forward)：CGAACACACAACGTCTTGGAGC

反向(Reverse)：CTGCTTGGACGGACAGGATG

β-actin 正向(Forward)：TCTCCCAAGTCCACACAGG

反向(Reverse)：GGCACGAAGGCTCATCA
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 1.2.8   RIP 实验　RIP 实验是根据 RIP 试剂盒说明书的
标准实验步骤进行。最后，应用 qRT-PCR 检测 MYC mRNA
的水平，以 IgG 抗体拉取组，作为背景 RNA 含量的参
照，即 RIP 实验阴性对照组。
 1.2.9   放线菌素 D 实验　将细胞接种至 6 孔板，以相
同的细胞培养条件进行培养，待细胞融合密度达 80%
以上时，每孔加入放线菌素 D（actinomycin D, ActD）终
质量浓度为 2.5 μg·mL−1 以终止 RNA 合成。在指定的
时间点提取 RNA，qRT-PCR 检测细胞 mRNA 的表达。
绘制 mRNA 半衰期曲线，观察 mRNA 降解速率的差异。
 1.3    统计学分析

实验数据以平均数±标准差表示，应用 SPSS 22.0
软件进行统计分析。qRT-PCR 结果采用 2−ΔΔCt 法进行数据
分析。两组之间均数比较采用 t 检验，两组以上计量数
据比较采用单因素方差分析。检验水准 α=0.05（双侧）。

 2    结果
 2.1    IGF2BP3 在 MNNG 急性暴露和慢性暴露致 GES-1
细胞恶性转化过程中的表达特征

急性暴露：与同剂量 DMSO 组相比，IGF2BP3 的表
达水平无明显差异（P > 0.05），可排除 DMSO 的影响。
与 0 μmol·L−1 对照组相比，不同浓度 MNNG（5、10、20、
40 μmol·L−1）染毒 GES-1 细胞 24 h 后，IGF2BP3 表达水
平均显著上调，差异具有统计学意义（P < 0.05），见
图 1A。这提示 MNNG 急性染毒可上调 IGF2BP3 的表
达水平。为继续探索 IGF2BP3 表达水平与染毒时间的
关系，使用 20 μmol·L−1 MNNG 对 GES-1 细胞进行不同
时间的染毒，与 6 h 相比，除了 12 h，随染毒时间的延
长，IGF2BP3 表达水平呈上调趋势（P < 0.05），见图 1B。
此结果表明，IGF2BP3 的表达随 MNNG 暴露时间的增
加而上升。

慢性暴露：与 GES-1 细胞相比，5 μmol·L−1 MNNG
染毒 10、20、30 代的恶转细胞 IGF2BP3 mRNA 表达均
上调（P < 0.01），其中 IGF2BP3 在 30 代恶转细胞（MC-
30 细胞）中表达水平最高，上调 3.57 倍，见图 1C。
Western blotting 结果显示，与正常细胞相较，恶转 10、
20、30 代 IGF2BP3 蛋白表达水平上调（P < 0.05），而
40 代的恶转细胞蛋白表达与正常对照无明显差异
（P > 0.05），见图 1D。
 2.2    成功构建稳定敲低 IGF2BP3 表达的恶转细胞株

本研究将敲低 IGF2BP3 的慢病毒以及慢病毒空载
体转染至 MC-30 细胞中，并筛选敲低 IGF2BP3 稳转细
胞株（MC30-shIGF2BP3，简写为 MC30-shI3）和阴性对

照稳转细胞株（MC30-NC）。荧光显微镜检测绿色荧光
（ZsGreen）标记显示，MC30-shI3 组和 MC30-NC 组稳转
细胞株，转染效率均在 95%，见图 2A。同时，qRT-PCR
结果显示，与空白对照组（MC30）或 MC30-NC 组相比，

MC30-shI3 组 IGF2BP3 mRNA 水平均下调 （P < 0.01），
而 MC30 与 MC30-NC 组细胞 IGF2BP3 mRNA 表达水
平无差异（P > 0.05）；Western blotting 结果与 qRT-PCR
结果一致，见图 2B、2C。

 2.3    IGF2BP3 促进 MC-30 细胞的增殖、侵袭、迁移
能力和 EMT 的进程

与 MC30-NC 组相较，MC30-shI3 组细胞增殖、迁
移、侵袭能力均明显降低（P < 0.01），见图 3A~3C。与
MC30-NC 组相较，MC30-shl3 组 EMT 关键蛋白 N-cad-
herin、Vimentin、α-SMA、Snail 蛋白表达水平下调，差
异具有统计学意义（P < 0.01），见图 3D~3E。
 2.4    IGF2BP3 通过提高 MYC mRNA 的稳定性进而上
调 MYC 的表达并成功构建 MC30-shI3+MYC 细胞株

与 MC30 或 MC30-NC 相 比 ， MC30-shI3 组 MYC
mRNA 和蛋白水平均下调，且差异具有统计学意义
（P < 0.01），见图 4A、4B，提示抑制 IGF2BP3 可降低恶
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图 1   MNNG 急性暴露和慢性暴露对 GES-1 细胞 IGF2BP3
表达的影响

Figure 1   Effects of acute and chronic MNNG exposure on
IGF2BP3 expression in GES-1 cells
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转细胞中下游 MYC 的表达。RIP-qPCR 实验显示，与
IgG 组相比，IGF2BP3 组中富集的 MYC 的 mRNA 水平
明显更高，且差异具有统计学意义（P < 0.01），见图 4C，
提示在恶转细胞中，IGF2BP3 直接结合 MYC。放线菌
素 D 实验结果表明，与 MC30-NC 相比，MC30-shI3 组
细胞 MYC mRNA 稳定性明显下降（P < �0.01），见图 4D，
MC30-shI3 组细胞 MYC mRNA 半衰期为 72.45  min，
MC30-NC 组细胞 MYC mRNA 半衰期为 94.29 min。

将过表达 MYC 质粒以及空载体转染至 MC30-
shI3 以及 MC30-NC 细胞中，分别构建在敲低 IGF2BP3
的恶转细胞中过表达 MYC 细胞株组 （MC30-shI3+
MYC）、 IGF2BP3 敲低阴性对照细胞株组（即 IGF2BP3
敲低+质粒空载体组，MC30-shI3+vector）以及空载体阴
性对照细胞株组（慢病毒空载体+质粒空载体阴性对
照组，即 MC30-NC+vector）。Western blotting 结果表
明，与 MC30-NC+vector 组相比，MC30-shI3+vector 组
MYC 蛋白表达水平下调（P < 0.01）； �与 MC30-shI3+vec-
tor 相比，MC30-shI3+MYC 组 MYC 蛋白表达得到恢复
（P < 0.01），见图 4E、4F。

 2.5    过表达 MYC 挽救 IGF2BP3 敲低对 MC-30 细胞增
殖、迁移、侵袭能力和 EMT 过程的抑制作用

与 MC30-NC+vector 组相比，MC30-shI3+vector 组
细胞增殖、侵袭和迁移能力均降低（P < 0.01）；而与
MC30-shI3+vector 相比，MC30-shI3+MYC 组细胞增殖、
侵袭和迁移能力均提高（P < 0.01），见图 5A~5C。与
MC30-NC+vector 组相比，MC30-shI3+vector 组 N-cad-
herin、Vimentin、α-SMA、Snail 蛋白表达水平降低（P < 
0.01）；而与 MC30-shI3+vector 相比，MC30-shI3+MYC
组 EMT 关键蛋白的表达水平均有所上升（P < 0.01），见
图 5D、5E。
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图 2   构建稳定敲低 IGF2BP3 恶转细胞株 MC30-shI3

Figure 2   Construction of stable IGF2BP3 knockdown MC30-shI3
cell lines
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图 3   IGF2BP3 对恶转细胞增殖、侵袭迁移能力以及 EMT
进程的影响

Figure 3   Effects of IGF2BP3 on proliferation, invasion, and migra-
tion abilities and EMT process of malignantly transformed

cells MC-30
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图 4   IGF2BP3 和 MYC 之间的相互作用以及构建过表达 MYC 的细胞株
Figure 4   The interaction between IGF2BP3 and MYC and the construction of MYC over-expressed cells
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图 5   过表达 MYC 可挽救 IGF2BP3 敲低对恶转细胞 MC-30 增殖侵袭迁移、EMT 进程的抑制作用

Figure 5   MYC overexpression could reverse the inhibition effects of IGF2BP3 knockdown on proliferation, invasion, and migration abilities
and EMT process of malignantly transformed cells MC-30
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 3    讨论
胃黏膜在各种致病因素的作用下会发生一系列

的恶性改变，最终导致胃癌的发生，涉及多种基因和
信号通路，然而，其发病机制尚不清楚[17]。MNNG 诱导
细胞恶性转化模型为探讨 NOCs 致胃癌的作用机理提
供可能[18]。因此，本研究基于 MNNG 诱导 GES-1 细胞
恶性转化模型开展研究，为尽早识别或减缓恶性转化
过程提供依据。

MNNG 诱导人胃正常黏膜细胞 GES-1 恶性转化会
引起表观遗传的异常改变，导致胃癌的发生[19]。最新
研究表明，暴露于环境毒物会导致 m6A 甲基化水平的
异常并改变 m6A 调节因子的表达[20]。m6A 结合蛋白
IGF2BP3 在胃癌中高表达，可能发挥致癌基因的作
用[21]。在本研究中，我们发现暴露于致癌物 MNNG 可
导致 GES-1 细胞中 IGF2BP3 表达的进行性上调，这表
明 IGF2BP3 表达的改变不仅在胃癌形成之后，在细胞
的恶性转化肿瘤形成之前就已经发生了改变，提示
IGF2BP3 表达的升高可能是暴露于 MNNG 后的早期事
件。此外，敲低 IGF2BP3 显著抑制了恶转细胞的增殖、
侵袭和迁移，提示 IGF2BP3 可能参与 MNNG 致 GES-1
细胞的恶性转化早期过程，发挥着类似致癌基因的
作用。

细胞暴露于环境致癌物会在恶性转化过程中诱
导 EMT 过程 [22]。Cai 等 [23]研究表明，CCL2 通过诱导
EMT 进程进而促进 MNNG 预处理 GES-1 细胞和 MC
细胞的迁移。本研究发现，敲低 IGF2BP3 后恶转细胞
EMT 关键蛋白 N-cadherin、Vimentin、α-SMA、Snail 水
平均降低，提示 IGF2BP3 可能通过调控 EMT 进程在环
境致癌物诱发胃癌的过程中发挥着重要的作用。

IGF2BP3 在肿瘤细胞中通过 m6A 依赖的方式影
响 MYC mRNA 稳定性，并影响 MYC 蛋白表达[24]。本研
究中，RIP-qPCR 证实了恶转细胞中 IGF2BP3 蛋白与
MYC mRNA 的结合作用，同时 MYC mRNA 和蛋白的表
达水平随 IGF2BP3 表达水平的降低而降低。放线菌素 D
实验结果提示抑制 IGF2BP3 会降低 MYC mRNA 的稳
定性。以上研究结果共同表明，IGF2BP3 通过直接结
合 MYC mRNA 影响其稳定性进而影响其 mRNA 和蛋
白的表达水平。此外，本研究通过挽救实验，观察到过
表达 MYC 能够恢复敲低 IGF2BP3 对 EMT 进程的抑制
作用，并且提高恶转细胞的增殖、侵袭迁移的能力，进
一步提示 IGF2BP3 主要通过对 MYC 的调控促进 EMT
进程的分子机制。

本研究首次探讨了 IGF2BP3 在化学致癌过程中的

功能和分子机制，揭示了 IGF2BP3 主要通过增强 MYC
稳定性促进 EMT 进程，影响细胞增殖、侵袭和迁移，

从而促进 MNNG 对胃上皮细胞恶性转化过程的分子
机制。然而，本研究还存在一定不足之处：研究仅通过
体外细胞实验探究 IGF2BP3 在人胃上皮细胞恶性转化
进程中的作用与机制，有待通过体内动物实验进一步
探讨 IGF2BP3 对恶转细胞的致瘤性以及转移能力的
影响。

综上所述，IGF2BP3 可识别并结合 MYC，增加 MYC
mRNA 的稳定性，进而激活恶转细胞 EMT 进程，从而
促进细胞的恶性转化，研究结果为探究环境致癌物
MNNG 诱导胃癌发生的调控机制、早期识别和预防提
供新的思路和科学依据。
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