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[摘  要]  目的：探讨DNA甲基转移酶1（DNMT1）通过稳定 zeste基因增强子同源物2（EZH2）促进结直肠癌（CRC）HCT8细胞

增殖与迁移的机制。方法：利用生物信息学方法分析DNMT1在CRC组织中的表达水平。WB法检测DNMT1在CRC细胞

HCT8、SW620和正常结肠上皮细胞NCM460中的表达。通过 siRNA或慢病毒载体转染HCT8细胞，分为 siNC组、siDNMT1组、

Vector组、DNMT1-OE组、siTRAF6组、siEZH2组、siEZH2 + DNMT1-OE组。采用克隆形成实验、CCK-8法、Transwell实验和划痕

愈合实验检测敲低或过表达DNMT1对HCT8细胞增殖与迁移的影响，WB和 qPCR法检测EZH2蛋白和mRNA水平，免疫沉淀

（IP）法检测EZH2泛素化水平，免疫荧光双染检测肿瘤坏死因子受体相关因子6（TRAF6）与EZH2的细胞内共定位情况，克隆形

成和划痕愈合实验验证EZH2对DNMT1功能的逆转作用。收集2022—2025年间郑州大学附属洛阳中心医院手术切除的12例

CRC患者的癌及癌旁组织标本，采用免疫组化法检测CRC组织中DNMT1、TRAF6和EZH2的表达水平。结果：DNMT1在CRC

组织中表达显著高于癌旁组织（P < 0.01），且在CRC细胞中表达上调（P < 0.05）；DNMT1 敲低显著抑制 HCT8 细胞增殖及迁

移（均P < 0.01），过表达则相反（均P < 0.01）。DNMT1正向调控EZH2的蛋白水平（P < 0.01），而mRNA水平不变（P > 0.05）。

MG132可恢复 siDNMT1组的EZH2蛋白表达（P < 0.01），且 siDNMT1 组 EZH2 泛素化水平升高。DNMT1 负向调控 TRAF6

的表达（P < 0.01），且TRAF6与EZH2在细胞质中共定位，IP证实两者直接结合。敲低TRAF6可减弱EZH2的泛素化水平，敲低

EZH2可逆转DNMT1对HCT8细胞增殖、迁移的促进作用（均P < 0.01）。DNMT1和EZH2在CRC组织中呈高表达（P < 0.01），

TRAF6在CRC组织中表达显著低于癌旁组织（P < 0.05）。结论：DNMT1通过抑制TRAF6稳定EZH2促进CRC细胞的增殖和迁

移，DNMT1、TRAF6和EZH2可能是CRC治疗的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective: To explore the mechanisms by which DNA methyltransferase 1 (DNMT1) promotes the proliferation and 

migration of colorectal cancer (CRC) HCT8 cells through the stabilization of enhancer of zeste homolog 2 (EZH2). Methods: 

Bioinformatic analysis  was performed to evaluate the expression level of DNMT1 in CRC tissues. Western blotting (WB) analysis was 

used to determine DNMT1 expression levels in CRC cell lines HCT8 and SW620, as well as in normal colon epithelial cells NCM460. 

HCT8 cells, after transfection with siRNA or lentivirus, were assigned to the following groups: the siNC group, the siDNMT1 group, 

the Vector group, the DNMT1-OE group, the siTRAF6 group, the siEZH2 group, the siEZH2 + DNMT1-OE group. The effects of 

DNMT1 knockdown or overexpression on the proliferation and migration of HCT8 cells were assessed by colony formation assay, 
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CCK-8 assay, Transwell assay, and scratch assay. The protein and mRNA levels of EZH2 were measured by WB and quantitative real-

time PCR (qPCR), respectively. EZH2 ubiquitination levels were examined using immunoprecipitation (IP). Intracellular co-

localization of TRAF6 and EZH2 was evaluated by immunofluorescence double staining. The reversing effects of EZH2 on DNMT1 

was confirmed by colony formation and wound healing (scratch) assays. Cancerous tissue and adjacent tissue specimens of 12 CRC 

patients surgically removed at Luoyang Central Hospital affiliated to Zhengzhou University between 2022 and 2025 were collected and 

immunohistochemical staining was performed to detect the expression levels of DNMT1, TRAF6, and EZH2 in CRC tissue samples. 
Results: DNMT1 expression was significantly higher in CRC tissues than in adjacent non-tumor tissues (P < 0.01), and its expression 

was also upregulated in CRC cells (P < 0.05). Knockdown of DNMT1 markedly inhibited the proliferation (P < 0.01) and migration 

(P < 0.01) of HCT8 cells, whereas overexpression of DNMT1 produced the opposite effects (both P < 0.01). DNMT1 positively 

regulated EZH2 at the protein level (P < 0.01) but did not affect its mRNA expression (P > 0.05). MG132 restored the protein 

expression of EZH2 (P < 0.01) and increased EZH2 ubiquitination levels in the siDNMT1 group, DNMT1 negatively regulated TRAF6 

expression (P < 0.01). TRAF6 and EZH2 co-localized in cytoplasm, and IP confirmed that they bound directly. Knockdown of TRAF6 

reduced EZH2 ubiquitination levels. EZH2 knockdown reversed the promotive effects of DNMT1 on HCT8 cell proliferation (P < 0.01) 

and migration (P < 0.01). DNMT1 and EZH2 were highly expressed in CRC tissues (P < 0.01), whereas TRAF6 expression was 

significantly lower in CRC tissues than in adjacent non-tumor tissues (P < 0.05). Conclusion: DNMT1 promotes the proliferation and 

migration of CRC cells through suppressing the stabilization of EZH2 by TRAF6. DNMT1, TRAF6, and EZH2 are expected to become 

diagnostic markers and therapeutic targets for CRC.

[Key words]  DNA methyltransferase 1 (DNMT1); colorectal cancer (CRC); HCT8 cell; proliferation; migration; tumor necrosis factor 

receptor-associated factor 6 (TRAF6); enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是全球第三大

高发恶性肿瘤，也是癌症相关死亡的第二大原因[1]。

早期患者经手术联合辅助放化疗预后较好，但转移

性CRC治疗效果欠佳，即使采用靶向治疗联合免疫

检查点抑制剂的多模式疗法，仍面临高耐药高复

发的风险[2-4]，亟须从肿瘤发生机制层面挖掘新的干

预靶点。近年研究[5]表明，表观遗传调控在CRC进展

中 起 关 键 作 用 ：DNA 甲 基 转 移 酶 1（DNA 

methyltransferase 1, DNMT1）通过维持异常 DNA 甲

基化，使抑癌基因沉默，其表达与CRC患者TNM分

期正相关，且促进癌细胞增殖与迁移[6-7]；多梳抑制复

合物关键组分 zeste基因增强子同源物2（enhancer of 

zeste homolog 2, EZH2）通过催化组蛋白 H3 赖氨酸

27三甲基化（trimethylation of histone H3 at lysine 27, 

H3K27me3）修饰重塑染色质结构，其过表达已被证

实与CRC肝转移密切相关[8]。同时，E3泛素连接酶

肿瘤坏死因子受体相关因子 6（tumor necrosis factor 

receptor-associated factor 6, TRAF6）通过非经典自噬

途径降解β-catenin进而抑制肿瘤转移[9]，提示表观遗

传调控与蛋白翻译后修饰可能存在潜在关联，但三

者在CRC中的相互作用及调控机制尚未明确。本研

究旨在揭示CRC中DNMT1-TRAF6-EZH2的调控关

系及分子机制，阐明表观遗传酶与泛素化系统的功

能偶联，为开发三靶点抑制剂、逆转CRC耐药提供理

论依据和治疗策略。

1  材料与方法

1.1  细胞、组织标本及主要试剂

CRC 细胞 HCT8、SW620 和正常结肠上皮细胞

NCM460均购自中国科学院上海生科院细胞资源中

心。本实验所用 12对CRC组织及其配对癌旁组织

标本，均取自 2022—2025年间于郑州大学附属洛阳

中心医院接受手术的患者，标本采集经医院伦理委

员会批准（伦理审批号 LWLL-2025-06-16-01），所有

患者均签署知情同意书。

DMEM、RPMI 1640、L15培养基购自Cytiva公司，

FBS购自BI公司，siRNA购自上海吉玛生物技术有限

公司，DNMT1过表达慢病毒购自上海吉凯生物技术有

限公司，LipofectamineTM RNAiMAX转染试剂、OPTI-

MEM减血清培养基购自上海英潍捷基生物技术有限

公司，总蛋白提取试剂盒、CCK-8试剂盒、BCA蛋白浓

度定量试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公司，

DNMT1、TRAF6（兔抗）、EZH2、泛素（ubiquitin, Ub）抗

体均购自CST公司，HRP标记山羊抗兔IgG（H + L）购自

Proteintech公司，TRAF6（鼠抗）购自圣克鲁斯生物技术

（上海）有限公司，内参GAPDH抗体购自武汉三鹰生物

技术有限公司，逆转录试剂盒和荧光定量PCR（qPCR）

试剂盒购自 TaKaRa Bio Inc 公司，DNMT1、EZH2、

GAPDH引物购自上海生工生物工程技术有限公司，蛋

白酶体抑制剂MG132购自Selleck Chemicals公司，免

疫沉淀（immunoprecipitation, IP）试剂盒购自Thermo 

fisher公司。

1.2  基因表达数据来源及处理

通过UCSC Xena浏览器平台（https://xenabrowser.

·· 29



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2026, 33(1)

net/）获取基因表达数据。本研究选取TCGA Colon and 

Rectal Cancer（COADREAD）数据集，通过临床注释

信息筛选 CRC 组织样本（n = 380）及癌旁组织样本

（n = 51）。使用 Xena 数据过滤工具提取 DNMT1的

RNA-seq表达值[log2（FPKM + 1）]标准化数据。

1.3  细胞培养、转染及分组

将 CRC 细胞 HCT8、SW620 和正常结肠上皮细

胞NCM460从液氮罐中取出并复苏，分别用含 10% 

FBS的RPMI 1640培养基、L15培养基和DMEM培养

基培养，置于5% CO2、37 ℃恒温培养箱中培养。

依据慢病毒转染试剂说明书，将DNMT1过表达

（DNMT1-OE）慢病毒与空载体对照（Vector）慢病毒

转染至HCT8细胞。随后，以10 μg/mL的嘌呤霉素进

行筛选，获取稳定转染DNMT1-OE及Vector的HCT8

细胞，分为DNMT1-OE组与Vector组。

当HCT8细胞汇合度达到 80%~90%时，按照每

孔 1 × 106个细胞铺板，24 h后按照转染试剂操作说

明，转染阴性对照干扰片段（siNC）和DNMT1干扰片

段（siDNMT1）。RNA 干扰片段序列：siDNMT1-130

正义链为 5′-GCGGCUCAAAGAUUUGGAATT-3′，反

义 链 为 5′-UUCCAAAUCUUUGAGCCGCTT-3′ ；

siDNMT1-2961 正义链为 5′-CAGAGCACUACCGG 

AAAUATT-3′ ，反 义 链 为 5′-UAUUUCCGGUAG 

UGCUCUGTT-3′ ；siDNMT1-1231 正义链为 5′-UCU 

GGCUUUGAGAGUUAUTT-3′ ，反 义 链 为 5′-AUA 

ACUCUCAAAGCCAGACTT-3′；siDNMT1-810 正义

链为 5′-CACCCAAACAGAAACUGAATT-3′，反义链

为 5′-UUCAGUUUCUGUUUGGGUGTT-3′ ；siEZH2

正义链为5′-UAGGUUAAUUGGGACCAAATT-3′，反

义 链 为 5′-UUUGGUCCCAAUUAACCUAGC-3′ ；

siTRAF6 正义链为 5′-UUCUCCGAACGUGUCACG 

UUU-3′ ，反义链为 5′-ACGUGACACGUUCGGAGA 

AUU-3′；NC 正义链为 5′-UUCUCCGAACGUGUCA 

CGUTT-3′ ，反 义 链 为 5′-ACGUGACACGUUCGG 

AGAATT-3′。

1.4  WB法检测CRC组织和细胞中DNMT1、EZH2

蛋白的表达

在CRC组织及细胞中加入含10% PMSF的RIPA

裂解液，充分混匀后收集至 1.5 mL EP 管中，4 ℃、

13 500 × g离心30 min，吸取上清于新的EP管中。蛋

白样品经电泳（80 V）、转膜（300 mA，2 h）、5%脱脂牛

奶封闭 2.5 h 后，加入均以 1∶1 000 稀释的 DNMT1、

EZH2 和 TRAF6、GAPDH 一抗，4 ℃冰箱中过夜。

TBST洗 3次，加入HRP 标记山羊抗兔 IgG（H + L）

（1∶5 000），室温中作用1 h，TBST洗3次，ECL化学发

光法显影，用 ImageJ软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.5  CCK-8法检测HCT8细胞的增殖能力

选取各组HCT8细胞，用胰酶消化后，以 1 000 × g

离心5 min后收集细胞，计数后接种至96孔板中（3 × 

103个/孔），每孔含培养基 100 μL。每天同一时间利

用 CCK-8 试剂盒测定细胞的光密度（D）值。用

GraghPad Prism 9软件统计分析细胞的增殖能力。

1.6  克隆形成实验检测HCT8细胞的克隆形成能力

将各组对数生长期 HCT8 细胞接种至 6孔板

（2 × 103个/孔），摇匀。培养 2周后，将自然形成的细

胞群用 PBS清洗 3次后，用 4% 多聚甲醛溶液固定

30 min，0.1%结晶紫染色30 min，PBS清洗细胞，晾干

后拍照并计数克隆形成数量。

1.7  Transwell实验检测HCT8细胞的迁移能力

将密度为 1 × 105个/150 µL的HCT8细胞接种至

Transwell小室上室，下室中添加500 µL完全培养基。

培养2 d后，取出小室用PBS清洗后，4％多聚甲醛固

定 30 min。用 PBS 清洗，0.1% 结晶紫染色 30 min，

PBS清洗后，在光学显微镜下随机选取 5个视野，拍

照并统计迁移细胞数目。

1.8  划痕愈合实验检测HCT8细胞的划痕愈合能力

用记号笔在 6 孔板背面划线，标记要进行划

痕的位置，将状态良好的HCT8细胞接种于 6孔板

（4 × 10 ⁵个 /孔），待细胞汇合度达到 100% 时，用

200 µL移液器吸头垂直细胞平面进行划痕，用 PBS

清洗漂浮的细胞，培养基换成含 3%血清的培养基，

分别于 0、24 h进行观察拍照，用 ImageJ软件进行统

计分析，计算细胞的划痕愈合率。

1.9  qPCR法检测HCT8细胞中DNMT1、EZH2 mRNA

的表达水平

采用TRIzol法提取各组细胞总RNA，测定浓度

与纯度，取 1 μg RNA逆转录成 cDNA。取 2 μL逆转

录产物作为模板进行 qPCR 反应。引物序列：

DNMT1 正向引物为 5′-CCGAGCGAGCCAGAGATA 

GAG-3′，反向引物为 5′-GAGATGCCTGCTTGGTGG 

AATC-3′ ；EZH2 正向引物为 5′-TTGTTGGCGGAA 

GCGTGTAAAATC-3′，反向引物为 5′-TCCCTAGTC 

CCGCGCAATGAGC-3′；GAPDH正向引物为5′-AGA 

AGGCTGGGGCTCATTTG-3′ ，反向引物为 5′-AGG 

GGCCATCCACAGTCTTC-3′。反应条件：95 ℃预变

性30 s；95 ℃变性5 s、60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

共 40个循环。以GAPDH为内参，采用 2-△△Ct法计算

目的基因mRNA的相对表达量。

1.10  IP与Co-IP分析HCT8细胞中EZH2泛素化水

平及EZH2与TRAF6相互作用

采用RIPA裂解液提取各组细胞总蛋白，根据 IP

试剂盒的说明用EZH2抗体进行免疫共沉淀，然后将
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沉淀的样品进行SDS-PAGE电泳，转膜及封闭后，用

Ub或TRAF6抗体作为一抗4 ℃过夜处理后，采用化

学发光液曝光显影，通过 IP检测 EZH2的泛素化水

平，并以Co-IP验证EZH2与TRAF6的相互作用。

1.11  免疫荧光染色法检测 HCT8 细胞中 TRAF6、

EZH2蛋白的表达

将处于对数生长期的 HCT8 细胞接种于 24 孔

板。24 h后，用PBS 轻轻漂洗 24 孔板，4% 多聚甲

醛固定 30 min，0.5% Triton X-100 通透 10 min，以含

5% BSA、0.1% Triton X-100的PBS封闭 1 h。加一抗

TRAF6（稀释比例 1∶50）、EZH2（稀释比例 1∶200）混

合液，4 ℃下处理过夜。次日，PBS洗3次（5 min/次），加

入稀释比例1∶400的Alexa Fluor® 594和Alexa Fluor® 

488室温作用45 min，PBS洗3次（5 min/次）。在即用

型DAPI中处理5 min，PBS洗4次（5 min/次）。最后，

在荧光显微镜下观察、拍照，分析TRAF6与EZH2的

共定位情况。

1.12  免疫组化法检测CRC组织中DNMT1、TRAF6

和EZH2蛋白的表达水平

取4 μm厚的CRC组织石蜡切片，用免疫组化法

检测DNMT1、TRAF6和EZH2的表达。切片经二甲

苯脱蜡和梯度乙醇水化后，进行抗原修复（柠檬酸缓

冲液，pH 6.0），以暴露目标蛋白。用 3%H2O2室温封

闭 10 min，以抑制内源性过氧化物酶活性。随后，切

片用5% BSA封闭30 min，加入稀释比例均为1∶100的

DNMT1、TRAF6、EZH2 一抗，4 ℃处理过夜。 次

日 ，滴加 HRP 标记山羊抗兔 IgG 二抗（1∶5 000），

室温下处理1 h。使用DAB显色试剂进行显色，苏木

精复染，脱水、透明后用中性树胶封片。DNMT1、

TRAF6和EZH2蛋白表达按以下方法进行评分：（1）

阳性细胞百分比评分：< 5% 0 分，≥ 5% ~ < 25% 1分，

≥ 25% ~ < 50% 2分，≥ 50% 3分；（2）染色强度评分：

无染色 0 分，浅黄色 1 分，棕黄色 2 分，深棕色 3 分。

两者评分乘积为最终评分。

1.13  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。本实验所有实

验结果均为计量资料，采用GraphPad Prism 9软件进

行统计分析。两组间比较采用 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  DNMT1在CRC组织和细胞中均呈高表达

TCGA 数据集分析结果（图 1A）显示，DNMT1 

mRNA在CRC 组织中表达水平显著高于癌旁组织

（P < 0.000 1）。WB法检测结果（图1B）显示，DNMT1

蛋白在CRC细胞HCT8和SW620中表达水平显著高于

正常结肠上皮细胞NCM460，以在HCT8细胞中表达水

平最高，因此后续实验选用HCT8细胞。

2.2  成功建立DNMT1敲低和过表达的HCT8细胞株

qPCR法检测结果显示，4条 siRNA均能显著降

低 DNMT1 mRNA 的水平（均 P < 0.01），其中以

siDNMT1-130干扰效率最高（P < 0.01，图 2A），故选

用该序列进行后续实验；DNMT1-OE 组 DNMT1 

mRNA表达显著高于Vector组（P < 0.01，图 2B）。结

果表明，成功获得DNMT1敲低或过表达的HCT8细

胞模型，可用于后续功能实验。

2.3  敲低或过表达DNMT1对HCT8细胞增殖的调

控作用

CCK-8法和克隆形成实验检测结果显示，与 siNC

组比较，siDNMT1组HCT8细胞的增殖能力显著降低、

克隆形成数目显著减少（均P < 0.01，图2C、E）；与Vector

组比较，DNMT1-OE组细胞的增殖能力显著增强、克隆

形成数目显著增加（均P < 0.01，图 2D、F）。结果表

明，敲低 DNMT1 降低 HCT8 细胞的增殖能力，过表

达 DNMT1则提高细胞的增殖能力。

2.4  敲低或过表达DNMT1对HCT8细胞迁移的调

控作用

划痕愈合实验（图 2G、I）和 Transwell 实验（图

2H、J）检测结果显示，与 siNC 组比较，siDNMT1 组

HCT8 细胞的划痕愈合率、迁移细胞数均显著降低

（均P < 0.01）；与Vector组比较，DNMT1-OE组HCT8

细胞的划痕愈合率、迁移细胞数均显著增加（均

P < 0.01）。结果表明，敲低DNMT1降低HCT8细胞

的迁移能力，过表达DNMT1则提高细胞的迁移能力。

2.5  DNMT1通过翻译后修饰稳定EZH2的蛋白水平

WB法检测结果显示，与siNC组比较，siDNMT1组

HCT8细胞中EZH2蛋白表达显著降低（P < 0.01，图3A）；

与Vector组比较，DNMT1-OE组细胞中EZH2蛋白表达

显著增加（P < 0.01，图3B）。qPCR法检测结果显示，敲

低或过表达DNMT1后，HCT8细胞中EZH2 mRNA表

达均无显著差异（P > 0.05，图3C、D）。实验结果提示，

DNMT1可能通过翻译后修饰稳定EZH2的蛋白表达。

2.6  DNMT1通过TRAF6稳定EZH2的蛋白水平

利用蛋白酶体抑制剂MG132处理 siDNMT1组

HCT8细胞，结果显示，MG132可完全逆转敲低DNMT1

导致的EZH2蛋白下调（P < 0.01，图4A），提示DNMT1

对EZH2的调控依赖泛素-蛋白酶体途径。进一步通过

IP实验验证发现，敲低DNMT1后，EZH2的泛素化修饰

水平显著提高（图4B），直接证实DNMT1通过抑制EZH2

的泛素化降解维持其蛋白稳定性。为明确介导EZH2

泛素化的E3连接酶，检测TRAF6的表达变化发现，敲
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低DNMT1后，HCT8细胞中TRAF6蛋白表达水平显著

升高，过表达DNMT1后，TRAF6蛋白表达水平显著降

低（均P < 0.01，图4C）。提示DNMT1与TRAF6的表达

呈反向关联。后续实验进一步证实，TRAF6的功能依

赖于EZH2，且EZH2与TRAF6在HCT8细胞核内共定

位（图4D）；敲低TRAF6可显著降低EZH2的泛素化水

平，且Co-IP实验直接验证EZH2与TRAF6存在蛋白-蛋

白相互作用（图4E），说明TRAF6是介导EZH2泛素化

降解的E3泛素连接酶。综合上述结果，DNMT1通过抑

制E3泛素连接酶TRAF6的表达，减少其与EZH2的结

合及后续泛素化修饰，最终抑制EZH2经泛素-蛋白酶

体途径降解，从而维持EZH2的蛋白稳定性。

A：TCGA数据库分析DNMT1在CRC组织与癌旁组织中的表达差异；B：WB法检测CRC细胞和正常结肠上皮细胞中DNMT1蛋

白表达。与癌旁组织相比，****P < 0.000 1；与NCM460细胞相比，△P < 0.05，△△P < 0.01；与SW620细胞相比，▲P < 0.05。

图1  DNMT1在CRC组织和细胞中呈高表达

A、B：qPCR法检测敲低（A）或过表达（B）DNMT1的效率；C、D：CCK-8法检测细胞的增殖能力；E、F：克隆形成实验检测细胞的增殖

能力；G~J：划痕愈合实验（G、I）、Transwell实验（H、J）检测细胞的迁移能力（结晶紫染色，× 100）。与siNC或Vector组比较，*P < 0.05，
**P < 0.01；与其他 siRNA相比较，△P < 0.05。

图2    敲低或过表达DNMT1对HCT8细胞DNMT1表达、增殖及迁移的影响
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A、B：WB法检测敲低（A）或过表达（B）DNMT1后EZH2蛋白表达水平；C：qPCR法检测敲低（C）或过表达（D）DNMT1后EZH2 

mRNA表达水平。与 siNC或Vector组比较，**P < 0.01。

图3    敲低或过表达DNMT1对HCT8细胞EZH2表达的影响

A：MG132逆转 siDNMT1诱导的EZH2蛋白下调；B：敲低DNMT1增强EZH2的泛素化修饰水平；C：DNMT1表达变化对TRAF6蛋

白水平的调控作用；D：EZH2与TRAF6在HCT8细胞核内共定位（× 200）；E：TRAF6与EZH2的相互作用及对EZH2泛素化的影响。
**P < 0.01。

图4    DNMT1通过抑制TRAF6介导的EZH2泛素化降解维持其蛋白稳定性

2.7  敲低EZH2能够逆转DNMT1对CRC细胞增殖

和迁移的作用

为验证 EZH2 在 DNMT1 促进 CRC 细胞增殖和

迁移中的关键作用，本实验进行了功能恢复实验，向

DNMT1-OE 组 HCT8 细胞中转染 EZH2 的 siRNA

（siEZH2）后，克隆形成实验和划痕愈合实验检测

结果（图 5）显示，敲低EZH2能够逆转DNMT1过表

达对HCT8细胞增殖和迁移的促进作用（均P < 0.01）。
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A：克隆形成实验检测细胞增殖能力；B：划痕愈合实验检测细胞的迁移能力。**P < 0.01。

图5    敲低EZH2对DNMT1过表达HCT8细胞增殖和迁移能力的影响

2.8  DNMT1、EZH2在CRC组织中呈高表达而TRAF6

呈低表达

免疫组化染色结果（图 6）显示，与癌旁组织比较，

CRC组织中DNMT1、EZH2蛋白表达显著增加（4.75 ± 

1.83 vs 2.67 ± 1.55 、5.25 ± 1.64 vs 3.42 ± 1.12 ，均

P < 0.01），而TRAF6蛋白表达显著减少（3.42 ± 1.19 vs 

5.42 ± 2.22，P < 0.05）。结果表明，DNMT1和EZH2的

上调与TRAF6的下调可能共同参与了CRC的分子发

病机制，DNMT1-EZH2-TRAF6轴可作为潜在的诊断标

志物或治疗靶点。

图6    免疫组化染色检测CRC组织与癌旁组织中DNMT1、

TRAF6和EZH2蛋白的表达

3  讨  论

CRC是消化道常见恶性肿瘤，中国发病率已接

近发达国家水平，饮食习惯改变、遗传等因素推动其

发病增加，预防与治疗均面临严峻挑战。目前，CRC

的治疗已涵盖手术、放疗、化疗、靶向治疗及免疫治

疗，但针对发病机制的精准治疗策略仍有待进一步

深入探索[10]。CRC的发生发展涉及表观遗传与翻译

后修饰的复杂作用[6, 11]。翻译后修饰通过改变蛋白质

的稳定性、活性和定位，在肿瘤细胞的增殖、侵袭和

转移过程中发挥着核心作用[12]。本研究聚焦DNA甲

基转移酶DNMT1，突破其传统“甲基化依赖”的致癌

范式，揭示了DNMT1通过非酶功能调控E3泛素连

接酶TRAF6，进而抑制EZH2泛素化降解、稳定EZH2

蛋白表达，最终驱动CRC细胞增殖与迁移的全新机

制；同时，明确了 DNMT1-TRAF6-EZH2 调控轴在

CRC中的核心作用，这一发现不仅拓展了DNMT1的

生物学功能边界，更为CRC靶向治疗耐药提供了新

的解决方案。

DNMT1在多种实体瘤中存在异常表达，并伴随

着异常的DNA甲基化[13]。传统观点认为，DNMT1通

过催化DNA甲基化沉默抑癌基因，从而驱动肿瘤发

生[14-17]。然而，本研究发现，DNMT1在CRC中可通过

非甲基化依赖性途径发挥致癌作用。敲低或过表达

DNMT1显著改变EZH2蛋白水平，但对其mRNA表

达无影响，提示调控发生在翻译后层面；蛋白酶体抑

制剂MG132可完全逆转敲低DNMT1导致的 EZH2

蛋白降解，且DNMT1敲低显著增强EZH2泛素化水

平，表明DNMT1通过抑制泛素-蛋白酶体途径维持

EZH2稳定性。这一发现与近年提出的“DNMT1非

酶功能”假说相契合[18-20]。在急性髓系白血病中的研

究[21]也证实，DNMT1可通过与去泛素化酶USP48相

互作用调控染色质稳定性，进一步验证了DNMT1可

通过泛素化相关通路发挥非甲基化依赖的致癌作

用。既往研究[22]发现，DNMT1在滋养层细胞迁移和
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侵袭中的积极作用，据此推测其在CRC细胞恶性表

型中也发挥重要作用。本研究通过克隆形成实验、

CCK-8 法、划痕愈合实验和 Transwell 实验证实，

DNMT1显著促进CRC细胞的增殖与迁移能力，表明

DNMT1在CRC中可能扮演促癌因子的关键角色。

EZH2作为 PRC2复合物的核心催化亚基，通过

催化H3K27me3介导靶基因转录沉默，同时可通过非

经典途径（如 STAT3甲基化）激活促癌信号，其双重

致癌机制在多种肿瘤中已被证实[23-24]。本研究的核

心发现之一是明确了EZH2为DNMT1调控CRC细

胞恶性表型的关键下游执行者：DNMT1 过表达对

CRC细胞增殖与迁移的促进作用，可被EZH2敲低完

全逆转。这一结果不仅建立了DNMT1与EZH2的直

接功能关联，更提示DNMT1对EZH2的稳定作用可

同时强化其表观遗传沉默功能与非经典促癌通路，

进而放大促癌效应。值得注意的是，胶质母细胞瘤

中已证实EZH2的稳定性受TRAF6介导的泛素化降

解调控[25]，而本研究将这一调控模式整合入DNMT1

的调控网络，构建了“DNMT1-TRAF6-EZH2”的级联

调控轴，为理解表观遗传分子与泛素化系统的交互

作用提供了新的范式，即表观酶可通过调控泛素连

接酶活性以间接控制下游表观关键分子的稳定性，

而非仅依赖自身酶活性发挥作用。

泛素-蛋白酶体系统是细胞内蛋白降解的主要途

径，EZH2的蛋白水平受多种E3泛素连接酶的动态调

控，而TRAF6作为其中关键分子，其在CRC中的作

用尚未与DNMT1关联。本研究的另一核心突破是

阐明TRAF6在DNMT1-EZH2调控轴中的桥梁作用：

DNMT1 通过负向调控 TRAF6 蛋白表达，削弱其对

EZH2的泛素化修饰能力，从而延长EZH2蛋白半衰

期。免疫荧光染色证实的TRAF6与EZH2细胞核共

定位，进一步提示二者可形成功能复合物直接调控

EZH2泛素化；而敲低TRAF6对EZH2泛素化的抑制

作用，直接验证了TRAF6作为EZH2泛素化的直接

执行者。这一调控模式的发现，为靶向泛素化通路

干预表观异常提供了新思路。

本研究系统揭示了DNMT1通过抑制TRAF6介

导的 EZH2 泛素化降解，以非甲基化依赖方式驱动

CRC细胞增殖与迁移的核心机制，明确了DNMT1-

TRAF6-EZH2 调控轴在 CRC 中的功能与临床相关

性。这一发现不仅拓展了对DNMT1经典功能的认

知，丰富了表观遗传与泛素化交互调控的理论体系，

更为CRC的精准治疗提供了全新的靶点方向与策略

思路。但本研究仍存在一定局限性：其一，目前仅完

成细胞层面的机制验证，缺乏体内动物模型（如CRC

异种移植瘤模型）对DNMT1-TRAF6-EZH2轴调控肿

瘤生长与转移的功能验证；其二，临床样本仅分析了

DNMT1与EZH2的表达相关性，尚未深入探究该轴

关键分子表达与患者临床病理特征（如肿瘤分期、分

化程度、预后）的关联，其临床价值需进一步明确；其

三，DNMT1负向调控TRAF6的具体分子机制（如是

否通过直接结合抑制其活性，或通过转录调控影响

其表达）尚未解析。针对上述不足，后续研究将重点

开展以下工作：（1）构建CRC异种移植瘤模型与原位

瘤模型，验证DNMT1-TRAF6-EZH2轴在体内的促癌

功能及靶向干预的治疗效果；（2）扩大临床样本队

列，结合随访数据分析该轴关键分子表达与患者预

后的相关性，明确其作为生物标志物的临床价值；

（3）通过Co-IP、ChIP-seq及萤光素酶报告基因实验，

解析DNMT1调控 TRAF6的具体分子机制，完善该

调控轴的通路网络。未来研究将围绕这些方向深入

探索，为将 DNMT1-TRAF6-EZH2 轴转化为 CRC 临

床治疗靶点奠定坚实基础。
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