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功能蛋白的O-糖基化和p38磷酸化共同参与调控单

核细胞对血管内皮的粘附和侵袭
杨火梅1  于  超2  杨  竹1*

(1重庆医科大学第二附属医院妇产科, 重庆 400010; 2重庆医科大学生命科学研究院, 重庆 400016)

摘要      探讨单核细胞在炎症因子刺激下通过功能蛋白O-糖基化和p38 MAPK磷酸化、调控

其对血管内皮的粘附和侵袭的分子机制。将IFN-γ与LPS体外共刺激后的THP-1细胞加至单层血管

内皮细胞EA.hy926共培养, 观察单核细胞对血管内皮的粘附和侵袭; 并通过测量电阻变化来反应

血管内皮通透性的改变。采用Western blot方法检测单核细胞THP-1中p38 MAPK磷酸化的变化, O-
GLcNAc糖基转移酶(OGT)和O-GLcNAc糖基化蛋白表达量的变化。分析验证p38 MAPK抑制剂对

IFN-γ与LPS诱导的单核细胞对血管内皮粘附和迁移的影响, 同时检测OGT、O-GLcNAc糖基化蛋

白差异表达的影响。结果显示, IFN-γ与LPS可以共作用促进THP-1对血管内皮的粘附和侵袭, 降低

血管内皮通透性。同时激活p38 MAPK, 此过程与OGT及O-GLcNAc糖基化蛋白表达降低相关。采

用p38抑制剂预处理, 可逆转上述IFN-γ与LPS诱导的生物学变化。综上, 在炎症反应中, 单核细胞对

血管内皮的粘附和侵袭力的变化受功能蛋白糖基化和磷酸化的双向调控。
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单核细胞是一种具有吞噬和释放多种细胞因

子功能的免疫细胞和炎症细胞, 广泛参与各种免疫

性和炎症性疾病的发生发展[1]。其中, 在炎症反应

发生时, 单核细胞向血管边缘游离, 在血管内皮上滚

动, 随后启动一系列单核–血管内皮相互作用的生物

学行为, 包括粘附, 穿透血管内皮, 并向炎症损伤局

部趋化性聚集, 从而开始发挥单核细胞的抗炎和加

重炎症损伤的生物学功能[2]。

目前 , 对单核细胞 –血管内皮相互作用的机制

已有比较深入的认识 , 但是其发生发展的具体分子

机制还有待进一步深入研究。研究表明, O-GLcNAc
糖基化修饰广泛参与心血管系统损伤和功能失调的

调控[3-6], 但在不同类型的疾病和损伤中, O-GLcNAc
糖基化修饰发生水平和功能各不相同 , 具体作用机

制各异 [7]。已有研究表明 , 在血管炎症发生时 , 增
加O-GLcNAc糖基化水平可以减少血管内皮表达

VCAM-1、ICAM-1及各种炎性趋化因子 [8-9,21], 从而

减少白细胞渗出。那么 , 在炎症趋化性因子所诱导

的炎症反应发生时 , 单核细胞对血管内皮的粘附和

侵袭能力明显增强 , 是否也与单核细胞内功能蛋白

O-GLcNAc糖基化水平改变有关呢？

O-GLcNAc糖基化由O-GLcNAc糖基转移酶 (O-
GlcNAc transferase, OGT)特异性催化合成 [3], 将GL-
cNAc通过O-糖苷键连接到蛋白质的丝氨酸 /苏氨酸

羟基上, 正好与磷酸化修饰位点相同[10-12]。以往研究

显示 , 在细胞内蛋白翻译后修饰方式中 , O-GLcNAc
糖基化与磷酸化之间并不是简单的相互竞争关系 , 
即所谓简单的“阴 –阳学说”。在不同的情况下 , O-
GLcNAc糖基化和磷酸化既可能相互协同亦可能相

互抑制 [12-14]。血管炎症反应发生时 , p38 MAPK信号

通路广泛参与调控[15-17]。那么, 在炎症趋化因子诱导

的单核细胞炎症反应中, 细胞内功能蛋白O-GLcNAc
糖基化与p38 MAPK磷酸化之间如何参与调控其生

物学功能成为了我们关注的焦点。本课题主要针对

上述两个问题探讨了炎症反应中 , O-糖基化与磷酸

化共同参与单核细胞对血管内皮的粘附和侵袭的这

一生物学功能发挥的可能分子机制 , 为临床上相关

疾病抗炎治疗新靶点的发现提供实验依据。
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1   材料与方法
1.1  材料 

RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司 , 胎牛血

清购自杭州四季青生物有限公司 , 内皮细胞生长因

子HAT购自Sigma公司, 重组人源干扰素γ(IFN-γ)购自

PeproTech公司, p38 MAPK抑制剂(SB203580)购自Invit-
rogen公司, 蛋白提取裂解液和兔源抗β-actin抗体购自

CST公司, 鼠源抗-OGT、鼠源抗-O-GLcNAc(CTD110.6
克隆)、兔源抗总p38(T-p38)、兔源抗磷酸化p38(p-p38)
等抗体购自Santa Cruz公司, 二抗辣根酶标记山羊抗兔

IgG和山羊抗鼠IgM购自北京中衫金桥生物有限公司 , 
ECL化学发光液和ERS-2电阻仪购买自Millipore公司 , 
BCECF-AM染液购自碧云天生物有限公司 , 96孔板、

24孔板及8 μm孔径(直径6 mm)不带基质胶的transwell
小室均购自Costar公司。

1.2  方法

1.2.1　细胞培养　　人源单核细胞株THP-1购自美

国模式培养物集存库(ATCC), 用含20%胎牛血清的

RPMI 1640培养基(含105 U/L青霉素, 105 U/L链霉素)
于37 ºC、5% CO2饱和湿度培养箱内培养。血管内

皮细胞株EA.hy926为华西医科大学附属第一医院内

科研究所惠赠, 培养于含10%胎牛血清的1640培养

基(含105 U/L青霉素, 105 U/L链霉素, 30 mg/L HAT

生长因子添加物)中。

1.2.2　细胞药物处理　　收集生长至对数期的单核

细胞THP-1离心去上清, 加入p38抑制剂(SB203580, 
10 μmol/L)进行预处理1 h, 离心去上清, 再加入含

有LPS(1 μg/mL)和IFN-γ(20 ng/mL)的1%胎牛血清

的1640培养基重悬, 或者直接进行LPS(1 μg/mL)和
IFN-γ(20 ng/mL)药物处理。根据具体实验设计作用3, 
6, 12, 24 h。药物作用后收集细胞离心、去上清, 提
取蛋白采用Western blot方法检测各项指标, 或者收

集细胞离心后用无血清1640培养基重悬, 细胞计数, 
进行后续的粘附和迁移实验。

1.2.3　细胞三维立体培养模型建立　　将EA.hy926
细胞按不同细胞浓度接种于96孔板或transwell小室

上室, 24 h后待EA.hy926细胞生长至紧密单层时, 将
药物处理后的THP-1细胞以一定的细胞量接种于已

生长至单层的内皮细胞上, 动态观察两种细胞三维

立体共培养时的相互作用。

1.2.4　单核细胞–血管内皮粘附实验　　血管内皮

细胞EA.hy926以5×104/孔接种于96孔板内, 24 h后

细胞生长至单层铺满。将药物处理后的单核细胞

THP-1收集进行BCECF-AM(10 μmol/L终浓度)染色

1 h, 离心去上清, PBS洗2次后用无血清1640培养基

重悬, 1×105/孔加至生长已达单层铺满的EA.hy926
上进行三维立体共培养, 观察单核细胞THP-1对血

管内皮细胞EA.hy926的粘附能力。1 h后去除未粘

附的THP-1细胞, PBS漂洗2次。随后将96孔至于倒

置荧光显微镜下观察并采图以计数已粘附于血管内

皮细胞的单核细胞THP-1, 激发波长为480 nm, 发射

波长为530 nm。

1.2.5　单核细胞–血管内皮迁移实验　　EA.hy926
细胞以10×104/孔, 定容至200 μL, 接种于transwell小
室上室, 下室加入600 μL含10%胎牛血清的正常培

养基培养, 24 h后细胞生长至单层铺满。将药物处

理后的THP-1细胞收集, 离心去上清, 无血清1640培
养基重悬, 以10×104/孔, 定容到200 μL。移液管移去

transwell小室上室陈旧培养基, 加入上述的200 μL 
THP-1细胞悬浮液至生长至单层的EA.hy926上进行

三维立体共培养, 下室换成含20%胎牛的THP-1正常

培养基作为趋化因子。24 h后收集下室培养基, 离
心去上清, 用含10 μmol/L BCECF-AM染液的无血清

1640培养基重悬, 进行染色。1 h后离心去上清, PBS
漂洗2次, 最后加入100 μL无血清1640培养基重悬, 
转移至96孔。待细胞沉积于孔底, 将96孔板至于倒

置荧光显微镜下观察并采图, 计数已穿透血管内皮

单层细胞至transwell小室下室的单核细胞THP-1。
1.2.6　血管内皮通透性测量　　采用Millipore ERS-2
电阻仪测定transwell小室上下室之间的电阻, 以未

接种内皮细胞时测得的小室上下室之间的电阻为基

数, 以接种不同细胞密度和不同时间时测得的电阻

为实际测量值。当细胞生长至单层时, 实际测量值

达最大, 表示细胞通透性达最低值; 加入单核细胞

后, 单核细胞穿透血管内皮, 改变内皮细胞通透性, 
此时小室上下室电阻实际测量值的变化, 即反应通

透性变化大小。

1.2.7　Western blot分析　　药物处理后收集细胞 , 
加入200 μL CST裂解液(含10% Tyr抑制剂、10% Thr/
Ser抑制剂、10% PMSF)裂解细胞提取蛋白 , 用BCA
法测定蛋白浓度 , 按4:1的比例加入5×上样buffer混
匀 , 沸水煮10 min, –80 ºC保存。根据目的蛋白相对

分子质量大小 , 配置不同浓度的SDS-PAGE凝胶 , 每
孔上样蛋白量为50 μg, 电泳后电转移至PVDF膜 , 5%
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脱脂奶粉37 ºC封闭1 h或5% BSA 37 ºC封闭2 h, 再分

别与抗T-p38,  p-p38, OGT, O-GLcNAc(CTD110.6)和
β-actin等抗体孵育, 4 ºC缓慢摇动过夜。一抗孵育后, 
用TBST漂洗3次, 每次5 min。再与辣根过氧化物酶

偶联的二抗室温孵育1 h。漂洗后, 用ECL化学发光法, 
在Chem GelDoc成像仪(Bio-Rad, USA)分析结果。

1.2.8　细胞计数和统计学分析　　采用Image-proplus 
6.0软件对倒置荧光显微镜采集到的图片进行细胞

计数, 以计算粘附细胞和迁移细胞数量, 并计算实验

组对空白组相对比值。每个实验至少重复3次, 应用

SPSS 12.0软件进行统计学分析, 结果采用x-±s表示, 两
组间比较采用t检验分析, 多组间比较采用方差分

析。以P<0.05为差异有显著性。

2   结果
2.1  LPS和IFN-γ共刺激对单核细胞–血管内皮的

粘附和侵袭能力的影响

以LPS(1 μg/mL)和IFN-γ(20 ng/mL)共处理THP-1
细胞 , 通过三维培养模型粘附实验显示 , 与未处理的

单核细胞组比较, LPS和IFN-γ共处理组单核细胞与血

管内皮的粘附能力明显增强 , 且有时间依耐性 , 在共

处理24 h时单核细胞粘附能力增强最明显(图1A和图

1B)。同时, 采用三维立体模型transwell细胞迁移实验

方法, 观察到: 与对照组比较, LPS和IFN-γ共处理组的

A: 3D-细胞粘附: LPS和IFN-γ共处理单核细胞THP-1细胞6, 12, 24 h; B: 粘附细胞数量相对定量结果; C: 3D-transwell细胞迁移: LPS和IFN-γ共处

理单核细胞THP-1 24 h后进行迁移12, 24 h; D: 穿透血管内皮的单核细胞数量相对定量结果。*P<0.05, 与正常对照组相比。

A: 3D-cell adhesion: THP-1 cells were co-stimulated by LPS and IFN-γ for 6, 12, 24 h; B: the amount of adherent THP-1 cells relatively quantitative 
analysis; C: 3D-transwell migration: THP-1 cells were co-stimulated by LPS and IFN-γ for 24 h, and then transmigration to monolayer EA.hy926 cells 
for 12, 24 h; D: the amount of transendothelium THP-1 cells relatively quantitative analysis. *P<0.05 vs control group.

图1　LPS与IFN-γ共处理单核细胞增强单核细胞–血管内皮粘附和迁移能力

Fig.1　LPS and IFN-γ co-stimulation enchanced monocytes-vascualr endothelium adhesion and transmigration in THP-1 cells
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单核细胞穿透至下室的细胞数明显增多, 即单核细胞

对血管内皮的侵袭能力明显增强且呈时间依耐性, 在
24 h时侵袭能力最强(图1C和图1D)。
2.2  LPS和IFN-γ共刺激对单核细胞–血管内皮通

透性的影响

通过三维立体培养的方法 , 采用方法1.2.6所述

方法 , 测定 transwell小室上下室之间的电阻来反应

血管通透性的大小。结果表明以1×105/孔接种于24
孔中的transwell小室上室24 h后电阻达最大, 说明细

胞生长至单层 , 细胞间紧密连接 , 通透性最低(表1)。
此时, 将炎症因子处理24 h后的单核细胞THP-1接种

于此单层细胞上 , 观察单核细胞侵袭12, 24, 36 h时
血管通透性的变化。结果如表2所示, 上下室之间电

阻明显下降 , 即细胞通透性增加 , 并有时间依耐性 , 
接种后24 h时下降更加明显。

2.3  LPS和IFN-γ诱导单核细胞内蛋白O-GLcNAc
糖基化和p38磷酸化的相关性

根据以往相关研究报道 [26-27], 机体感染和应激

致O-糖基化发生 (6~24 h)同时存在磷酸化水平改变 , 
故本课题选择3, 6, 12, 24 h作为观察时间点。Western 
blot结果显示 , 与对照组相比 , LPS和 IFN-γ共处理组

中的单核细胞内的OGT表达于12 h和24 h组明显下

降, 同时其特异性催化产物O-GLcNAc修饰的蛋白表

达量亦明显下降(图2A和图2B)。同时单核细胞内的

p38磷酸化水平却明显上调 , 这与蛋白O-GLcNAc糖
基化修饰和OGT表达量趋势正好相反(图2A)。

表2　THP-1穿透单层血管内皮EA.hy926不同时间后transwell上下小室间的电阻值大小

Tabel 2　Electric resistance between upper and bottom transwell at different transendothelium phases of THP-1 to monolayer 
EA.hy926

 穿透时间

细胞接种量 Migration time
Cell amounts 穿透12 h(欧姆) 穿透24 h(欧姆)

 Migration 12 h(Ω) Migration 24 h(Ω)
Control group 270 270
105/well 240 217

表1　EA.hy926接种不同时间后transwell上下小室之间的电阻值大小

Tabel 1　Electric resistance between upper and bottom transwell at different growth phases of EA.hy926
  生长时间

细胞接种量  Growth time
Cell amounts 12 h(欧姆) 24 h(欧姆)  36 h(欧姆)
 12 h(Ω) 24 h(Ω) 36 h(Ω)
Blank group 114 114 115
5×104/well 159 196 220
105/well 218 270 268              

A: LPS(1 μg/mL)和IFN-γ(20 ng/mL)共处理THP-1细胞3, 6, 12, 24 h后, Western blot方法检测单核细胞中OGT表达量和p38磷酸化; B: p-p38、
OGT蛋白的灰度分析; C: O-GLcNAc糖基化蛋白的蛋白表达量。*P<0.05, #P<0.05, IFN-γ+LPS模型组与正常对照组相比。

A: THP-1 cells were co-stimulated by LPS (1 μg/mL) and IFN-γ (20 ng/mL) for 3 h, 6 h, 12 h and 24 h. The expression of OGT, the level of p38 phos-
phorylation were observed by Western blot; B: the relative quantitative analysis of protein p-p38 and OGT; C: O-GLcNAcylation modified protein in 
THP-1 were assayed by Western blot. *P<0.05, #P<0.05, IFN-γ+LPS model group vs control group.

图2　LPS与IFN-γ共作用对单核细胞内OGT、O-GLcNAc糖基化及p38磷酸化表达的影响
Fig.2　The effect of LPS and IFN-γ co-stimulation on the expression of OGT, O-GLcNAc and the level of p38 phosphorylation 

in THP-1 cells
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2.4  蛋白O-糖基化和磷酸化共同参与调控单核细

胞与血管内皮的相互作用

如图3A所示, 与LPS和IFN-γ共刺激24 h组相比, 
p38抑制剂处理组中, 单核细胞THP-1对单层血管内

皮细胞EA.hy926的粘附能力明显减弱; 且迁移能力

也相应减弱, 即对血管内皮的穿透能力明显降低(图

3B)。Western blot检测表明, p38抑制剂预处理在降

低p38磷酸化水平的同时, 明显逆转LPS和IFN-γ共诱

导的OGT及其催化产物O-GLcNAc糖基化蛋白表达

下降(图4)。综上, p38磷酸化和O-GLcNAc糖基化之

间存在一种相互抑制的关系; 表明p38磷酸化和功能

蛋白O-GLcNAc糖基化共同参与调控炎症反应中单

A: 单核细胞THP-1对单层血管内皮细胞EA.hy926的粘附及发生粘附的THP-1细胞数量相对定量结果; B: 单核细胞THP-1对单层血管内皮细胞

EA.hy926的迁移及穿透血管内皮的THP-1细胞数量相对定量结果。#P<0.05, p38抑制剂预处理组与IFN-γ+LPS模型组相比; *P<0.05, IFN-γ+LPS

模型组与正常对照组相比。

A: the adhesion of monocyte THP-1 cells to monolayer vascular endothelium EA.hy926 cells and the of adherent THP-1 cells relatively quantitative 
analysis; B: the transendothelium of monocyte THP-1 cells to monolayer vascular endothelium EA.hy926 cells and transmigrated THP-1 relatively 
quantitative analysis.  #P<0.05, p38 inhibitor pretreatment group vs IFN-γ+LPS model group; *P<0.05, IFN-γ+LPS model group vs control group.

图3　p38抑制剂预处理抑制单核细胞–血管内皮的粘附和迁移

Fig.3　p38 inhibitor had a negative effect on monocytes-vascular endothelium adhesion and transimigration

A: Western blot检测p38磷酸化水平及OGT表达水平; B: (A)图蛋白相对定量分析; C: Western blot检测THP-1总蛋白中发生O-GLcNAc糖基化蛋

白表达水平。*P<0.05, #P<0.05, IFN-γ+LPS模型组与正常对照组相比。

A: the level of p38 phosphorylation and OGT expression were measured by Western blot; B: fig(A) proteins relatively quantitative analysis; C: the level 
of O-GLcNAcylation protein in THP-1 total lysis were observed by Western blot, too. *P<0.05, #P<0.05, IFN-γ+LPS model group vs control group.

图4　p38抑制剂预处理增强单核细胞内OGT及其催化的O-GLcNAc糖基化表达水平

Fig.4　p38 inhibitor pretreatment increased the protein expression of OGT and O-GLcNAcylation in THP-1
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核细胞对血管内皮的粘附和侵袭。

3   讨论
炎症反应发生时, 机体调动体内的抗炎机制, 趋

化大量的抗炎物质向炎症损伤局部聚集, 包括大量具

有吞噬和杀伤病原体的白细胞, 如中性粒细胞、淋

巴细胞和单核细胞, 并产生大量的炎性趋化因子[18-19], 
为各种抗炎物质向炎症损伤局部聚集提供趋化动

力; 同时各种炎性细胞与血管内皮的粘附能力和对

血管内皮的侵袭能力均明显增强, 为炎性细胞与血

管内皮细胞相互作用和后续的向炎症损伤局部聚集

提供了必备条件[20]。本课题重点就单核细胞–血管

内皮相互作用的具体分子机制进行了进一步的深入

研究。结果表明, 功能蛋白转录后O-糖基化和p38磷
酸化修饰共同参与调控单核细胞对血管内皮的粘附

和侵袭, 同时O-糖基化和p38磷酸化两种蛋白转录后

修饰方式之间存在相互抑制的生物学效应。

以往研究证明, OGT催化功能蛋白发生O-GL-
cNAc糖基化修饰, 该糖基化修饰广泛参与心血管系

统损伤和功能失调的调控[3-6]。但在不同类型的疾病

或损伤中, O-GLcNAc糖基化修饰发生水平和功能各

不相同。心肌损伤时, 增加O-GLcNAc糖基化水平有

利于减少心肌细胞凋亡和促进心肌细胞功能恢复[5]; 
动脉高血压血症中, O-GLcNAc糖基化水平明显升高, 
调控血管收缩和舒张功能[4]; 血管缺血再灌注中, 己糖

胺所诱导的高水平的O-GLcNAc糖基化有利于再灌注

后损伤修复和抑制各种炎症因子释放[8-9,21]。由于功

能蛋白O-GLcNAc糖基化和磷酸化有着共同的修饰位

点, 即丝氨酸/苏氨酸位点。两种修饰之间可能存在竞

争性的“阴–阳学说”[28]或者相互协调关系[10-12]。炎症

反应发生时, MAPK信号通路被激活, 参与调控各种

炎症因子的产生和功能发挥[15-17,22]。但在炎症反应发

生时, O-GLcNAc糖基化和MAPK通路中重要激酶磷

酸化之间的相互关系能否影响细胞的生物学功能, 
目前还不完全确定。

大量研究结果表明, 功能蛋白的功能发挥不仅

与蛋白总体表达水平有关, 蛋白翻译后特异性的修

饰对蛋白功能发挥同样起着重要的调控作用[23-24]。

本课题首先通过LPS和IFN-γ共刺激单核细胞以建

立炎症模型, 观察到炎症反应发生时, 单核细胞对血

管内皮细胞的粘附和侵袭能力均明显增强, 单核细

胞穿透血管内皮细胞时其通透性明显增强。为了深

入研究单核细胞与血管内皮细胞相互作用的可能调

控机制, 我们探讨了蛋白翻译后特异性修饰对功能

蛋白的功能发挥的调控。观察蛋白O-糖基化和磷

酸化在炎症反应发生时表达水平的变化, 两者之间

的相互关系以及两者在单核细胞与血管内皮相互作

用中所起的调控作用。通过检测LPS和IFN-γ共刺

激的单核细胞中O-GLcNAc糖基化水平, 发现其表

达水平与单核细胞对血管内皮的粘附和侵袭能力

呈负相关, 这与高水平O-GLcNAc糖基化具有抑制

白细胞渗出的结论是一致的。基于以往文献报道, 
蛋白O-GLcNAc糖基化与磷酸化存在共同修饰位点

即丝氨酸/苏氨酸位点[12-14], 那么OGT催化介导的O-
GLcNAc糖基化能否通过该位点影响MAPK通路中

p38的磷酸化成为我们关注的焦点。结果发现LPS
和IFN-γ共刺激的单核细胞中p38磷酸化水平与单核

细胞对血管内皮的粘附和侵袭能力呈正相关, 而与

OGT的表达呈负相关, 经胞内蛋白O-糖基化凝集素

抗体检测发现, 多数蛋白的O-糖基化(分子量范围包

括p38激酶)也呈负相关, 推测p38的磷酸化程度可能

与OGT表达相关。为了进一步验证O-GLcNAc糖基

化和p38磷酸化之间的相互关系, 我们采用p38抑制

剂预处理单核细胞, 特异性阻断p38磷酸化, 观察到

LPS和IFN-γ共处理组的单核细胞对血管内皮的粘附

和迁移能力均明显下降; 单核细胞内p38磷酸化水平

下降, 同时OGT及其特异性催化产物O-GLcNAc糖
基化蛋白表达量明显升高, 提示p38磷酸化与O-GL-
cNAc糖基化之间存在相互抑制的生物学效应, 与以

往的“阴–阳学说”相符合。综上可知, 炎症反应中

单核细胞对血管内皮的侵袭受功能蛋白O-GLcNAc
糖基化和p38磷酸化双向调控。在本课题研究中观

察到IFN-γ与LPS共刺激单核细胞3 h时其磷酸化水

平出现升高趋势, 随时间进展于12 h达高峰; 同时, 
OGT表达变化及其糖基化修饰于6 h时开始出现下

降趋势, 12~24 h明显下降。那么, 在炎症反应发生时, 
p38磷酸化和OGT糖基化对机体内丝/苏氨酸羟基位

点的修饰, 既可能存在时空竞争性,  亦可能存在p38
磷酸酶活性对OGT糖基转移酶活性的影响, 此问题

还有待进一步深入研究。以往研究显示, 炎症反应

中, MAPK-NF-κB信号通路被激活[17,25], 增强各种炎

症因子的表达和功能, 从而加强白细胞对血管内皮

的侵袭, 这与我们所观察到的趋势是一致的。但是, 
炎症反应中功能蛋白O-GLcNAc糖基化对单核细胞
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粘附和穿透血管内皮生物学效应的调控作用及OGT
表达量变化是否通过p38 MAPK-NF-κB信号通路进

行调节或存在其他机制参与调控还有待进一步深入

研究。本课题从全新的角度考察了功能蛋白磷酸化

和糖基化可能共同参与白细胞渗出血管内皮这一生

物学效应的调控机制, 研究结果为相关疾病抗炎治

疗的新靶点发现提供了重要的实验依据。
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Adhesion and Emigration of Monocyte to Vascular Endothelium were 
Associated with Functional Protein O-GLcNAcylation and Phosphorylation 

during Vascular Inflammation

Yang Huomei1, Yu Chao2, Yang Zhu1* 
  (1The Second Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China; 

2Institute of Life Science, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        In present study, the altered levels of functional protein O-glycosylation and p38 MAPK phos-
phorylation in monocytes were observed during inflammation. The effects of functional protein O-glycosylation 
and p38 MAPK phosphorylation on monocyte adhesion through vascular endothelium and transmigration were 
investigated. During IFN-γ and LPS co-induced inflammation, the changes of THP-1 adhesion and migration to 
monolayer vascular endothelium were observed by 3D-culture, and the alteration of vascular permeability was mea-
sured by resisitance measurement as well. Furthermore, to explore the possible molecular mechanisms, p38 MAPK 
phosphorylation, the level of Ser(Thr)-O-linked N-acetylglucosaminlation(O-GLcNAc) and its special O-GlcNAc 
transferase (OGT) were observed by Western blot. As a result, IFN-γ and LPS co-treatment obviously enhanced 
monocytes adhesion and migration to vascular endothelium, and the permeability of vascular endothelium was also 
enchanced during THP-1 transmigration as well. Meanwhile, the augmented level of p38 MAPK phosphorylation 
was observed by western blot, and accompanied with the decreased level of OGT and O-GLcNAcylation protein in 
IFN-γ and LPS co-treated monocyte THP-1. To further confirm the regulation of p38 MAPK phosphorylation and 
O-glycosylation to THP-1 adhesion and migration to vascular endothelium, THP-1 cells were pretreated by p38 
inhibitor before exposed to IFN-γ and LPS co-stimulation. Fortunately, the changes induced by IFN-γ and LPS co-
treatment were mostly reversed by p38 inhibitor pretreatment. Together all, our results suggested during inflamma-
tory reaction, monocytes adhesion and transmigration to vascular endothelium associated both with phosphorylation 
and glycosylation. 

Key words    OGT; O-GLcNAcylation; p38; THP-1; EA.hy926; phosphorylation
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