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· 论著 ·

FTO介导XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰促进肝细胞癌

Hep G2细胞迁移及侵袭

孙智文1，李卫2，卢先州2

（1. 衡阳市中心医院血管介入科，湖南  衡阳  421001； 2. 南华大学衡阳医学院附属南华医院肝胆外科，湖南  衡阳  421002）  

摘要  目的 探讨脂肪量和肥胖相关蛋白 （FTO） 介导X-框结合蛋白1 （XBP1） mRNA N6甲基腺苷 （m6A） 去甲基化修饰对肝细

胞癌细胞迁移及侵袭的影响。方法  以人肝细胞癌细胞系Hep G2为研究对象，将FTO过表达 （oe-FTO） 及其阴性对照 （Vector） 质

粒和XBP1 siRNA干扰质粒 （si-XBP1） 及其阴性对照 （si-NC） 质粒转染至Hep G2细胞中，再采用FTO去甲基化酶抑制剂FB23-2干
预细胞。用CCK-8法检测细胞增殖活性； Transwell实验检测细胞侵袭及迁移能力； 甲基化RNA免疫共沉淀法检测细胞中XBP1 

mRNA m6A甲基化水平； 实时定量PCR检测细胞中XBP1和FTO mRNA表达水平； Western blotting检测细胞中XBP1和FTO蛋白表

达水平； 放线菌素D实验检测细胞XBP1 mRNA半衰期。结果  过表达FTO可促进Hep G2细胞增殖活性及侵袭和迁移能力，同时

降低细胞中XBP1 mRNA m6A甲基化水平，提高细胞中XBP1 mRNA和蛋白表达水平，延长XBP1 mRNA半衰期 （P均<0.05）； 然而，

沉默XBP1或FB23-2干预均可逆转FTO对Hep G2细胞迁移和侵袭的促进作用。结论  过表达FTO通过介导XBP1 mRNA m6A去甲

基化修饰，增强XBP1 mRNA稳定性，促进肝细胞癌细胞迁移及侵袭。
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FTO-mediated m6A demethylation of XBP1 mRNA promotes migration and invasion of
Hep G2 hepatocellular carcinoma cells

SUN Zhiwen1，LI Wei2，LU Xianzhou2

（1. Department of Vascular Intervention，Hengyang Central Hospital，Hengyang 421001，China；2.Hepatobiliary Surgery，The Affiliated Nanhua Hospital，

Hengyang Medical School，University of South China，Hengyang 421002，China） 

Abstract  Objective To examine how fat mass and obesity-associated protein （FTO） -mediated N6 methyladenosine （m6A） demethy-
lation of X-box binding protein 1 （XBP1） mRNA influences the migration and invasion of hepatocellular carcinoma （HCC） cells. 

Methods  The HCC cell line Hep G2 was used. Hep G2 cells were transfected with an FTO overexpression plasmid （oe-FTO） or its 

negative control （Vector），and with XBP1-targeting siRNA or a non-targeting control （si-NC）. The FTO demethylase inhibitor FB23-2 was 

then applied to assess the effect of FTO inhibition. Cell proliferation was measured using the CCK-8 assay，and migration and invasion 

were evaluated using Transwell assays. XBP1 mRNA m6A methylation levels were quantified by methylated RNA immunoprecipitation. 

Protein expression of XBP1 and FTO was assessed using Western blotting，and mRNA expression using quantitative real-time polymerase 

chain reaction. XBP1 mRNA stability was evaluated using actinomycin D assays. Results  FTO overexpression significantly promoted the 

proliferation，invasion，and migration of Hep G2 cells，reduced XBP1 mRNA m6A methylation，increased XBP1 mRNA and protein expre-
ssion，and prolonged the half-life of XBP1 mRNA （all P < 0.05）. Silencing XBP1 or inhibiting FTO with FB23-2 reversed the promoting 

effects of FTO on Hep G2 cell migration and invasion. Conclusion  FTO overexpression enhances XBP1 mRNA stability by mediating its 

m6A demethy-lation，thereby promoting the migration and invasion of HCC cells.
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invasion

基金项目：湖南省自然科学基金 （2024JJ7465）；湖南省教育厅重点项目 （23A0348）；

湖南省卫生健康委重点指导项目 （202104010743）；湖南省科技厅重点研

发项目 （2020SKC2009） 

作者简介：孙智文 （1979-），男，副主任医师，本科.

通信作者：李卫，E-mail：liweiping0734@126.com

收稿日期：2025-03-13

网络出版时间：2026-06-08 11:43:41

中国医科大学学报  第55卷  第6期  2026年6月

Journal of China Medical University  Vol.55  No.6  Jun. 2026



·528·

肝细胞癌 （hepatocellular carcinoma，HCC） 是原

发性肝恶性肿瘤中最常见的类型，复发率和转移率

高，且发病率呈快速增长趋势［1］。除了传统的手术

切除外，局部放疗、化疗、免疫治疗和分子靶向治

疗均可在一定程度上延长HCC患者的生存期，但存

在一定的耐药性。因此，寻找新的治疗靶点对提高

HCC治疗效果有重大意义。转移是HCC最关键的恶

性特征，从侵袭性表型的形成到循环肿瘤细胞的产

生和转移定植涉及多个基因和信号通路［2］。X-框

结合蛋白1 （X-box binding protein 1，XBP1） 是一种调

控细胞稳态的内质网应激相关蛋白，已被鉴定为多

种恶性肿瘤的生存因子。研究［3］发现，XBP1过表达

可促进HCC细胞的上皮-间质转化和远处转移，且

其高表达与HCC患者不良预后密切相关。LIANG

等［4］研究显示，XBP1是去甲基化蛋白AlkB同源蛋白

5 （AlkB homolog 5，ALKBH5） 的下游靶标，ALKBH5

可通过N6甲基腺苷 （N6 methyladenosine，m6A） 去甲

基化修饰调控XBP1表达以促进非小细胞肺癌发展。

脂肪量和肥胖相关蛋白 （fat mass and obesity-associa-

ted protein，FTO） 是一种m6A修饰的去甲基化酶，在

HCC组织和细胞中过表达，可通过调节丙酮酸激酶 

（pyruvate kinase，PKM2） 的去甲基化水平上调PKM2

表达进而促进肿瘤发生［5］。然而，FTO是否通过介

导XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰在HCC中发挥作

用，目前尚不明确。因此，本研究以人HCC细胞系

Hep G2为 研 究 对 象，观 察FTO对XBP1 mRNA m6A

去甲基化修饰的调控作用及其对Hep G2细胞迁移

及侵袭的影响，旨在为预防HCC的远处转移提供新

的思路。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器  

人正常肝细胞系THLE-2和人肝细胞癌细胞系

SNU-398、Hep G2、MHCC97-H、HuH-7购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库；FTO过表达 （oe-

FTO） 及其阴性对照 （Vector） 质粒、XBP1 siRNA干扰 

（si-XBP1） 质粒及其阴性对照 （si-NC） 质粒和LipoFi-

ter 3.0高效转染试剂购自上海汉恒生物科技有限公

司；FTO去甲基化酶抑制剂FB23-2购自美国MCE公

司；CCK-8试剂盒、放线菌素D购自上海碧云天生物

技术股份有限公司；XBP1、FTO、GAPDH抗体购自

美国CST公司；甲基化RNA免疫共沉淀试剂盒购自

广州锐博生物科技有限公司；DM IL LED型倒置显

微镜购自德国徕卡公司；CFX96 Touch型实时定量

PCR仪、GelDoc Go型凝胶成像仪购自美国Bio-Rad

公司。

1.2 细胞培养  

使用含10%胎牛血清的BEGM完全培养基培养

THLE-2细胞，RPMI 1640完全培养基培养SNU-398细

胞，DMEM完全培养基培养HuH-7、MHCC97-H细胞，

MEM完全培养基培养Hep G2细胞，均置于37 ℃、5% 

CO2的培养箱中，按照1 ∶ 2或1 ∶ 3的比例3 d传代1

次。

1.3 细胞转染及分组处理  

使用LipoFiter 3.0高效转染试剂将oe-FTO、Vec-

tor和si-XBP1、si-NC质粒分别或共转染至Hep G2细

胞中，记为Vector组、oe-FTO组、oe-FTO+si-NC组和oe-

FTO+si-XBP1组，设置空白 （Blank） 组，转染48 h后采

用实时定量PCR和Western blotting检测转染效率。另

设置FB23-2组 （采用20 μmol/L［6］FB23-2干预Hep G2

细胞24 h） 和oe-FTO+FB23-2组 （将oe-FTO质粒转染

至细胞48 h后，采用20 μmol/L的FB23-2干预细胞24 

h）。

1.4 CCK-8

取转染后的Hep G2细胞接种于96孔板中 （3×

103/孔），按照分组处理细胞，每组3个复孔，同时设

置无细胞的空白孔，每孔加入10 μL CCK-8溶液，在

培养箱内继续孵育4 h，于酶标仪450 nm处测量吸光

度 （absorbance，A） 值，计算细胞增殖率。细胞增殖率 

（%） = （A实验孔-A空白孔） / （A对照孔-A空白孔） ×100。

1.5 Transwell实验  

1.5.1 侵袭实验：使用无血清培养基饥饿处理细胞

24 h，胰酶消化后用PBS洗涤，采用含有牛血清白蛋白

的无血清培养基重悬细胞，调整密度至5×105/mL；

实验前将基质胶均匀平铺在Transwell小室底部，加

入50 μL无血清培养基，室温放置30 min，使基底膜

水化，取100 μL制备好的细胞悬液加入小室，下室加

入600 μL含10%胎牛血清的培养基培养细胞24 h，

取出小室，弃去孔中培养基，加入甲醇固定细胞30 

min，随后使用0.1%结晶紫染色20 min，于显微镜下

观察并计数穿膜的细胞数量。

1.5.2 迁移实验：除Transwell小室底部不铺基质胶
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外，其他步骤同侵袭实验。

1.6 甲基化RNA免疫共沉淀检测  

使用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA，超声破

碎使RNA片段化，分别加入m6A抗体和免疫球蛋白

G （immunoglobulin G，IgG） 抗体，4 ℃孵育过夜，进行

免疫沉淀。加入protein A/G磁珠震荡混匀，再次使用

TRIzol试剂纯化回收RNA进行实时定量PCR检测，

检 测 得 到 的XBP1 mRNA相 对 表 达 量 即 为 细 胞 中

XBP1 mRNA m6A甲基化水平。

1.7 实时定量PCR

 使用TRIzol试剂提取各组细胞总RNA并检测浓

度，将RNA在50 ℃下反转录30 min得到cDNA。设计

合成引物序列如下：XBP1，正向5’-CCTTGTAGTTG

AGAACCAGGAG-3’，反向5’-GGTCCAAGTTGTCCAG

AATGC-3’；FTO，正 向5’-TGGGTTCATCCTACAACG

G-3’，反向5’-CCTCTTCAGGGCCTTCAC-3’；GAPDH，

正 向5’-CGGATTTGGTCGTATTGGG-3’，反 向5’-CT

GGAAGATGGTGATGGGATT-3’。配制反应体系进

行PCR扩增，反应程序：95 ℃预变性2 min、95 ℃变性

15 s、60 ℃退火/延伸30 s，将变性和退火/延伸程序循

环40次，分析溶解曲线，采用2-ΔΔCt法计算目的基因

相对表达量。

1.8 Western blotting

使用RIPA裂解液于冰上裂解各组细胞，置于高

速低温离心机12 000 r/min离心10 min，收集上清即

为总蛋白溶液，将总蛋白溶液与蛋白上样缓冲液按

4 ∶ 1比例混合后，95 ℃金属浴变性10 min。取20 μg

蛋白进行电泳分离，随后转至聚偏氟乙烯 （polyvi-

nylidene fluoride，PVDF） 膜上，加入5%脱脂奶粉室

温封闭30 min，加入一抗 （XBP1、FTO、GAPDH，1 ∶

1 000稀 释） 4 ℃慢 摇 过 夜，1×TBST洗 膜3次，加 入

辣根过氧化物酶标记二抗 （1 ∶ 5 000稀释） 室温孵

育30 min，1×TBST洗膜，滴加ECL化学发光液后于

GelDoc Go成像系统下显影，以GAPDH为内参，计算

目的蛋白相对表达量。

1.9 放线菌素D实验  

取转染后的Hep G2细胞接种于12孔板中，1×

105/孔，按照分组处理细胞，每孔加入浓度为5 μg/mL

的放线菌素D溶液，分别提取干预0、3、6 h时的细胞

总RNA，实时定量PCR检测各组XBP1 mRNA相对表

达量，观察细胞XBP1 mRNA半衰期变化。

1.10 统计学分析

  采用SPSS 26.0软件分析数据，GraphPad Prism 

7软件绘制统计图。数据以x-±s表示，多组间比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。

P < 0.05为差异有统计学意义。所有实验独立重复3

次。

2 结果

2.1 HCC细胞中XBP1 mRNA m6A甲基化水平及FTO

表达水平  

与THLE-2细胞比较，SNU-398、Hep G2、MHCC97-

H和HuH-7细胞中FTO、XBP1蛋白表达均升高，而

XBP1 mRNA m6A甲基化水平降低 （均P < 0.05），其中

Hep G2细胞XBP1 mRNA m6A甲基化水平较其他HCC

细胞更高，故选择Hep G2细胞为研究对象，以观察

过表达FTO介导XBP1去甲基化对HCC的影响及机

制。见图1。

2.2 FTO通过调节m6A去甲基化修饰水平增强XBP1 

mRNA稳定性  

与Blank组比较，oe-FTO组细胞XBP1 mRNA m6A

甲基化水平显著降低，但XBP1、FTO mRNA和蛋白

表达水平显著升高，且XBP1 mRNA半衰期延长 （均

P < 0.05）；而Vector组细胞以上指标与Blank组比较

均无显著差异 （P > 0.05）。见图2、3。

2.3 FTO通过介导XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰促

进Hep G2细胞迁移及侵袭  

与Vector组比较，oe-FTO组Hep G2细胞增殖率

显著升高，XBP1 mRNA m6A甲基化水平显著降低，而

XBP1 mRNA表达水平升高，同时迁移和侵袭细胞数

量增加 （均P < 0.05）；而FB23-2组Hep G2细胞增殖率

显著降低，XBP1 mRNA m6A甲基化水平显著升高，

且XBP1 mRNA表达水平显著降低，同时迁移和侵袭

细胞数量减少 （均P < 0.05）。与oe-FTO组比较，oe-

FTO+FB23-2组细胞增殖率显著降低，XBP1 mRNA 

m6A甲基化水平显著升高，而XBP1 mRNA表达水平

显著降低，同时迁移和侵袭细胞数量减少 （P均< 

0.05）。见图4、表1。

2.4 XBP1沉默减弱FTO过表达对Hep G2细胞迁移

及侵袭的促进作用 

 与Vector组比较，oe-FTO组细胞XBP1 mRNA和

蛋白表达水平显著升高，迁移和侵袭细胞数量增加 
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（均P < 0.05）。与oe-FTO组比较，oe-FTO+si-XBP1组

细胞XBP1 mRNA和蛋白表达水平显著降低，迁移和

侵袭细胞数量减少 （均P < 0.05），oe-FTO+si-NC组以

上指标无显著变化 （P > 0.05）。见表2，图5、图6。

3 讨论

m6A是mRNA最普遍的内部修饰方式之一，RNA

中的m6A修饰可由METTL3、METTL14、WTAP等甲基

转移酶催化，或被FTO、ALKBH5等去甲基化酶去除，

这些过程参与调节一系列生物进程，包括RNA的稳

定、翻译或选择性剪切等［7-9］。细胞中异常的m6A水

平与恶性肿瘤之间存在相关性。WTAP通过m6A甲

基化依赖方式促进BMI1表达，进而促进胶质瘤细胞

增殖和有氧糖酵解，靶向WTAP可能是胶质瘤的潜

在治疗手段［10］；SLC7A11 m6A甲基化水平在甲状腺

癌中异常升高，上调FTO通过介导SLC7A11 m6A去甲

基化修饰抑制SLC7A11 mRNA表达，在体内和体外

抑制甲状腺癌的增殖、迁移和侵袭［11］。CHEN等［12］

A，XBP1 mRNA m6A methylation levels；B，FTO and XBP1 mRNA expression levels；C，FTO and XBP1 protein expression levels. *P < 0.05 vs. THLE-2 

group.

图1  HCC细胞中XBP1 mRNA m6A甲基化水平及FTO表达水平

Fig.1  XBP1 mRNA m6A methylation and FTO expression in HCC cells

A，FTO mRNA expression levels；B，FTO protein expression levels. *P < 0.05 vs. Blank group.

图2  质粒转染效率验证

Fig.2  Verification of plasmid transfection efficiency
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图4  各组Hep G2细胞迁移及侵袭情况  ×200 

Fig.4  Migration and invasion of Hep G2 cells in each group  ×200

A，XBP1 RNA m6A methylation levels；B，changes in XBP1 mRNA half-life；C，XBP1 mRNA and protein expression levels. *P < 0.05 vs. Blank group.

图3  FTO通过调节m6A去甲基化修饰水平增强XBP1 mRNA稳定性

Fig.3  FTO enhances XBP1 mRNA stability by modulating m6A demethylation modification

研究结果显示，FTO在HCC患者肿瘤组织中高表达，

靶向FTO可在体外抑制HCC细胞增殖、迁移和侵袭，

在体内抑制肿瘤生长和转移，并促进免疫激活。去

甲基化酶ALKBH5已被证明可介导XBP1去甲基化

修饰在非小细胞肺癌中发挥作用［4］，但FTO是否通

过介导XBP1去甲基化修饰影响HCC尚不明确。本研

究分别对正常人肝组织细胞和HCC细胞系进行检

测，结果显示，4种HCC细胞中XBP1及FTO蛋白表达

水平较正常肝细胞均显著升高，且XBP1 mRNA m6A

甲基化水平均降低，其中Hep G2细胞中XBP1 mRNA 

m6A甲基化水平最高，因此，本研究以Hep G2细胞作

为研究对象，旨在观察过表达FTO介导XBP1 mRNA 

m6A去甲基化对XBP1表达稳定性以及HCC细胞的影

响。
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表2  XBP1沉默减弱FTO过表达对Hep G2细胞迁移及侵袭的促进作用

Tab.2  XBP1 silencing attenuates FTO overexpression-induced migration and invasion of Hep G2 cells

Group n XBP1 mRNA XBP1 protein Number of migrated cells Number of invasive cells

Vector 3 1.00±0.08 0.53±0.04 126.33±10.60 119.67±11.68

oe-FTO 3 6.54±0.661） 1.11±0.091） 247.33±14.741） 207.67±13.431） 

oe-FTO+si-NC 3 6.77±0.80 1.07±0.11 239.33±17.21 196.67±15.01

oe-FTO+si-XBP1 3 3.41±0.392） 0.77±0.082） 152.67±13.012） 139.33±11.592） 

1） P < 0.05 vs. Vector group；2） P < 0.05 vs. oe-FTO group.

表1  FTO通过介导XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰促进Hep G2细胞迁移及侵袭

Tab.1  FTO promotes Hep G2 cell migration and invasion by mediating m6A demethylation of XBP1 mRNA

Group n
Proliferation rate 

（%） 
XBP1 mRNA m6A XBP1 mRNA

Number of migrated 
cells

Number of invasive 
cells

Vector 3   98.79±4.42 1.00±0.07 1.00±0.11 119.33±15.01 104.33±12.01

oe-FTO 3 133.51±15.601） 0.18±0.021） 6.80±0.751） 214.33±16.011） 205.33±16.171） 

FB23-2 3   70.73±6.641） 6.52±0.741） 0.30±0.051）   87.00±11.001）   81.33±9.021） 

oe-FTO+FB23-2 3   94.47±7.082） 4.35±0.612） 2.25±0.332） 153.33±17.792） 140.67±13.582） 

1） P < 0.05 vs. Vector group；2） P < 0.05 vs. oe-FTO group.

图5  各组Hep G2细胞迁移及侵袭情况  ×200 

Fig.5  Migration and invasion of Hep G2 cells in each group  ×200

在肿瘤的快速生长过程中，癌细胞会经历内质

网应激，但可通过未折叠蛋白反应 （unfolded protein 

reaction，UPR） 抵抗这种不利微环境以便继续存活，

XBP1则是UPR的关键转录激活因子［13］。XBP1存在

XBP1S和XBP1U 2种剪接形式，其中，XBP1S可以激

活参与蛋白质成熟、降解或内质网扩增的多种基因，

使细胞能够有效地产生和分泌蛋白质，在骨肉瘤、

乳腺癌、直肠癌等多种人肿瘤组织中高表达［14-15］。

本研究结果显示，过表达FTO通过介导XBP1 mRNA 

m6A去甲基化修饰上调Hep G2细胞中XBP1 mRNA

和蛋白表达水平，延长XBP1 mRNA半衰期，增强其

Vector oe-FTO oe-FTO+si-NC oe-FTO+si-XBP1

Migration
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图6  各组Hep G2细胞XBP1蛋白表达

Fig.6  XBP1 protein expression in Hep G2 cells of experimental 

groups
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稳定性，同时促进Hep G2细胞增殖活性和迁移、侵

袭能力。FB23-2是一种去甲基化酶抑制剂，通过直

接与FTO结合，选择性抑制FTO的m6A去甲基化酶活

性［17］。本研究采用FB23-2联合干预Hep G2细胞，结

果显示，FTO介导的XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰

作用被抑制，细胞中XBP1 mRNA表达降低，细胞增

殖活性和迁移、侵袭能力降低，说明FB23-2在HCC的

临床治疗中具有潜在价值。为进一步验证FTO通过

介导XBP1 mRNA m6A去甲基化修饰增强XBP1稳定

性促进Hep G2细胞迁移和侵袭，本研究将FTO过表

达质粒和XBP1 siRNA干扰质粒共转染至细胞中，发

现沉默XBP1减弱了FTO过表达对Hep G2细胞迁移

及侵袭的促进作用。

综上所述，本研究结果证实了FTO在HCC中的

致 癌 作 用，发 现 过 表 达FTO通 过 介 导XBP1 mRNA 

m6A去甲基化修饰可增强XBP1 mRNA稳定性，进而

促进HCC细胞迁移和侵袭。本研究为HCC的治疗提

供了新的选择。
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