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O-糖基转移酶介导的O-糖基化在卵巢癌细胞迁移

过程中的作用及其机制研究
晋凤珍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O-GlcNAc糖基转移酶(OGT)介导的O-GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移过程中

的作用及其分子机制。采用RNAi基因干扰技术, 干扰OGT基因的表达, 构建低表达O-GlcNAc糖基

化的卵巢癌HO-8910PM细胞模型; 采用O-GlcNAc糖苷酶(OGA)抑制剂PUGNAc或Thiamet G诱导, 
构建高表达O-GlcNAc糖基化的卵巢癌OVCAR3细胞模型; 通过qPCR和Western blot法验证细胞模

型的有效性; 通过体外细胞迁移实验观察O-GlcNAc糖基化对卵巢癌细胞迁移的影响; 并通过qPCR
法进一步检测不同的细胞模型中基质金属蛋白酶-2(MMP-2)和MMP-9的表达。结果显示, 在HO-
8910PM细胞中, 干扰OGT基因的表达, 可以降低MMP-2和MMP-9的mRNA水平, 抑制HO-8910PM
细胞的迁移。综上, OGT介导的O-GlcNAc糖基化可以通过调节MMP-2和MMP-9的表达参与调控

卵巢癌细胞的迁移。
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A Study on the Effect and Mechanism of O-GlcNAc Transferase Mediated 
O-Glycosylation in Ovarian Cancer Cell Migration

              
Jin Fengzhen1, Yu Chao2, Yang Zhu1* 

(1The Second Afiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China; 2Institute of Life Science, Chongqing 
Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        In present study, we explore the effect and molecular mechanism of O-GlcNAc transferase (OGT) 
mediated O-Glycosylation in the ovarian cancer cell migration. We established low-expressed O-Glycosylation 
ovarian cancer HO-8910PM cell models induced with OGT gene interference and high-expressed O-Glycosylation 
ovarian cancer OVCAR3 cell models induced with OGA inhibitors; the expression of matrix metalloproteinase-2 
(MMP-2), MMP-9, OGT and total O-Glycosylation level were detected by qPCR and Western blot assays; the 
migration of ovarian cancer cells were observed using transwell cell migration assays in vitro. Our results showed 
that the migration ability of OVCAR3 cells was obviously enhanced by OGA inhibition and the migration potential 
of HO-8910PM cells was dramatically reduced by OGT interference; the mRNA levels of MMP-2 and MMP-9 in 
HO-8910PM cells were significantly reduced by OGT interference. In summary, we describe a novel role for the 
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卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤之一, 在妇科恶

性肿瘤中发病率居第三位, 但由于缺乏特异的早期

诊断指标, 很多病患确诊时已发生远处转移, 致使其

致死率在妇科恶性肿瘤中居高不下。癌细胞的远处

转移是多步骤多因素的过程, 但其具体的分子机制

尚不清楚。    
近年来, O-GlcNAc糖基化与肿瘤转移相关性的

研究正在成为此领域研究中的热点。有研究发现, 
O-GlcNAc糖基化可以增强乳腺癌细胞的侵袭和迁

移[1]。

也有文献报道, O-GlcNAc糖基化在肺癌和结肠

癌转移过程中发挥着重要的作用[2]。另外, O-GlcNAc
糖基化还参与了前列腺癌转移过程的调控[3]。这说

明, O-GlcNAc糖基化修饰与肿瘤的转移密切相关。

O-GlcNAc糖基化, 是一种常见的蛋白翻译后修

饰方式, 它是指在O-GlcNAc糖基转移酶(O-GlcNAc 
transferase, OGT)的催化作用下, 在靶蛋白的丝/苏
氨酸残基上添加一个N-乙酰葡萄糖胺[4-5], 并且添加

了N-乙酰葡萄糖胺之后的糖链不能再被进一步修

饰; 而O-GlcNAc糖苷酶(O-GlcNAcase, OGA)可以催

化水解糖蛋白上的O-GlcNAc糖链; 尿苷二磷酸-N-
乙酰葡萄糖胺(UDP-GlcNAc)是O-GlcNAc糖基化修

饰的直接供体。PUGNAc[6-8]和Thiamet G[2]是OGA
潜在的特异性抑制剂, 可以诱导靶蛋白的O-GlcNAc
糖基化水平增高。研究表明, 许多癌基因和抑癌基

因都可以被O-GlcNAc糖基化修饰, 包括p53[9-11]、c-
myc[12-13]、IKK[14-16]和Snail[17]; 而这些蛋白的O-GlcNAc
糖基化失常与肿瘤的发生发展密切相关[18]。虽然

近几年来已经有研究表明, 功能蛋白的O-GlcNAc
糖基化在多种肿瘤(包括: 乳腺癌、前列腺癌、结直

肠癌、肺癌、肝癌以及白血病等)的发生发展转移

侵袭过程中都发挥着重要的作用[1-3,18-23], 但是关于

O-GlcNAc糖基化在卵巢癌转移过程中的作用研究

还未见报道。因此, 本课题利用RNAi基因干扰技术, 
干扰OGT基因的表达, 构建低表达O-GlcNAc糖基

化的卵巢癌细胞模型; 利用OGA抑制剂PUGNAc或

Thiamet G诱导, 构建高表达O-GlcNAc糖基化的卵

巢癌细胞模型; 并通过体外细胞实验, 探讨功能蛋白

的O-GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移过程中的作

用及其可能的分子机制, 为临床上卵巢癌治疗新靶

点的发现提供实验依据。

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(FBS)购自杭州四季青生物有限公司, RIPA裂解液

和丝氨酸蛋白酶抑制剂(PMSF)、酪氨酸蛋白酶抑

制剂(Tyr)、苏/丝氨酸蛋白酶抑制剂(Thr/Ser)购自美

国CST公司(蛋白酶抑制剂的使用浓度均为1%, 由1 g
的蛋白酶抑制剂冻干粉末加入100 mL超纯水溶解

稀释而成), 细胞裂解液(TRIZOL)和PCR扩增试剂盒

购自大连宝生物工程有限公司(TaKaRa), 脱脂奶粉

购自中国伊利有限公司, ECL化学发光试剂和PVDF
膜(0.45 μm)购自美国Millipore公司, RNA逆转录试

剂盒购自美国Genecopoeia生物有限公司, BCA蛋白

定量试剂盒购自北京博迈德发展科技有限公司, 牛
血清白蛋白(BSA)和OGA抑制剂PUGNAc(PUG)购
自美国Sigma公司, OGA抑制剂Thiamet G(TMG)购
自美国Cayman公司, 化学合成siRNA由上海吉玛生

物有限公司设计合成, Effectene化学转染试剂购自

美国QIAGEN公司, 兔源抗β-actin抗体购自美国CST
公司, 兔源抗-OGT抗体购自美国Santa Cruz生物技

术有限公司, 鼠源抗-O-GlcNAc(RL2克隆)购自美国

Abcam公司, 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG二

抗、山羊抗小鼠IgM二抗购自北京中杉金桥生物技

术有限公司, 96孔板、24孔板、6孔板以及8 μm孔径

(直径6 mm)不带基质胶的Transwell小室均购自美国

Costar公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人源浆液性卵巢癌OVCAR3(OV)
细胞由本实验室液氮保存, 人源浆液性卵巢癌HO-
8910PM(PM)细胞由重庆医科大学生物医学工程系医学超

声工程研究所赠。所有的细胞均培养于含10% FBS
的RPMI 1640培养基(含105 U/L青霉素, 105 U/L链霉

素)中, 于37 ºC、5% CO2饱和湿度培养箱中培养。

1.2.2   细胞药物处理      将生长至对数期的OV细胞

O-Glycosylation mediated by OGT in the migration of human ovarian cancer cells through, in part, increasing the 
expression of MMP-2 and MMP-9 mRNA levels.

Key  words        OGT; OVCAR3; HO-8910PM; MMP-2; MMP-9
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去上清, 磷酸盐缓冲液(PBS)漂洗2次, 加入OGA的

抑制剂(50 μmol/L的PUG或5 μmol/L的TMG)进行处

理。药物作用12 h后收集细胞, 提取细胞总RNA或

细胞总蛋白采用qPCR或Western blot法检测各项指

标, 或者收集细胞离心后用无血清RPMI 1640培养

基重悬, 细胞计数, 进行后续的细胞迁移实验。

1.2.3   细胞转染      化学合成干扰RNA转染严格遵

循QIAGEN公司的Effectene化学转染试剂说明书进

行操作, 将终浓度为80 nmol/L的空白对照化学合成

siRNA(NC-siRNA, siC)或OGT干扰化学合成siRNA 
(OGT-siRNA, siO)转染PM细胞, 并于6孔板或50 mL
一次性细胞培养瓶中培养, 于转染后48, 72 h收集细

胞, 提取细胞总RNA或细胞总蛋白检测各项指标, 或
者收集细胞离心后用无血清RPMI 1640培养基重悬, 
细胞计数, 进行后续的细胞迁移实验。

1.2.4   细胞划痕实验      将OV细胞和PM细胞接种于

24孔板中(105/孔), 待细胞生长至80%融合度时, 各孔

细胞用10 μL灭菌枪头划3条直线, PBS漂洗2次, 每孔

加入800 μL无血清RPMI 1640培养基进行培养, 36 h
后, 每孔细胞随机选取5个视野, 100×倒置显微镜下

采集图像, 每组设3个复孔, 重复3次实验。

1.2.5   Transwell-细胞迁移实验      将OV细胞和PM细

胞以100 μL无血清RPMI 1640培养基含5×104细胞浓

度接种于Transwell小室上室, 下室加入600 μL含10% 
FBS的RPMI 1640培养基进行培养, 36 h后取出小室, 
用棉签擦去小室滤膜上层细胞, PBS漂洗3次, 将小

室放入4%多聚甲醛固定15 min, PBS漂洗3次, 置苏

木精中染色20 min, PBS洗净背景色。每孔细胞随机

选取5个视野, 100×倒置显微镜下采集图像, 每组设3
个复孔, 重复3次实验。

1.2.6   qPCR分析      使用TaKaRa公司的RNA提取试

剂盒提取细胞总RNA, 使用紫外分光光度计570 nm
波长下测定RNA浓度。RNA逆转录反应严格按照

Genecopoeia逆转录试剂盒说明书进行操作: 取1 μg
的RNA进行逆转录反应, 逆转录条件如下: 37 °C, 
60 min; 85 °C, 5 min。在qPCR反应中, 所使用引物如

下: 人源OGT上游: 5′-GAA CAG GGA AAC ATT GAA 
GAG G-3′, 下游: 5′-AGT AGG CAT CAG CAA AGG 
TAG G-3′; 人源MMP-2上游: 5′-CGA ATC CAT GAT 
GGA GAG GC-3′, 下游: 5′-TCC GTC CTT ACC GTC 
AAA GG-3′; 人源MMP-9上游: 5′-TCT TCC CCT TCA 
CTT TCC TG-3′, 下游: 5′-CCC ACT TCT TGT CGC 

TGT C-3′; 人源β-actin上游: 5′-ACG GCA TCG TCA 
CCA ACT G-3′, 下游: 5′-GAG CCA CAC GCA GCT 
CAT T-3′。qPCR扩增体系严格按照伯乐iQTM SYBR 
Green Supermix扩增试剂盒说明书进行操作, 扩增条

件如下: 94 °C 3 min, 1个循环; 95 °C 10 s, 60 °C 30 s, 
39个循环; 95 °C 5 s。扩增条件如下: 94 °C 3 min, 1
个循环; 95 °C 10 s, 60 °C 30 s, 39个循环; 95 °C 5 s。
1.2.7   Western blot分析      收集细胞, 离心去上清。

加入200 μL细胞裂解液(含1% Tyr抑制剂、1% Thr/
Ser抑制剂、1% PMSF)冰上裂解细胞30 min, 每5 min
涡旋振荡一次, 4 ºC、12 000 r/min离心15 min, 提取

蛋白, 采用BCA蛋白定量法测定蛋白浓度, 按4:1的
比例加入5×上样buffer, 混匀, 沸水煮10 min, –80 ºC
保存。根据目的蛋白分子量大小, 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

转至0.45 μm的PVDF膜, 5%脱脂牛奶37 ºC封闭1 h, 
再分别与抗OGT、O-GlcNAc(RL2)和β-actin等抗体

孵育, 4 ºC缓慢摇动过夜。一抗孵育12 h后, 用TBST
漂洗3次, 每次10 min。再与辣根过氧化物酶偶联的

二抗37 ºC孵育1 h。漂洗后, 用ECL化学发光法, 在
Chem GelDoc成像仪(Bio-Rad, USA)采集图像。

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电子采集到的图片进行

细胞计数, 以计算迁移细胞数量或相对比值。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, 

多组间比较用方差分析法处理数据。以P<0.05为差

异有显著性。

2   结果 
2.1   人源浆液性卵巢癌OV细胞和PM细胞迁移能

力的检测

有文献报道, OV细胞为低迁移性卵巢癌细胞

株, 而PM细胞为高迁移性卵巢癌细胞株。为了验证

OV细胞和PM细胞的迁移能力, 我们采用细胞划痕

实验观察到: OV细胞的迁移能力较低, 而PM细胞的

迁移能力较高(图1A和1B)。同时, 通过Transwell-细
胞迁移实验显示, OV细胞的迁移能力明显低于PM
细胞(图1C和1D)。
2.2   OV细胞和PM细胞中OGT和蛋白O-GlcNAc糖
基化水平的检测

为了了解OV细胞和PM细胞中蛋白的O-GlcNAc
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糖基化水平, 我们采用qPCR法检测OV细胞和PM细

胞中OGT的mRNA表达水平。结果显示, 与OV细

胞相比, PM细胞中OGT的mRNA水平较高(图2A)。
同时, 通过Western blot法检测OV细胞和PM细胞中

OGT和蛋白的O-GlcNAc糖基化水平, 我们发现, 与
OV细胞相比, PM细胞中蛋白的O-GlcNAc糖基化水

平也较高(图2B和2D); 而OV细胞和PM细胞中OGT
的蛋白表达水平则无明显差异(图2B和2C)。以上实

验结果说明, 卵巢癌细胞迁移能力的高低与功能蛋

白的O-GlcNAc糖基化水平的高低具有相关性, 这提

示功能蛋白的O-GlcNAc糖基化可能参与卵巢癌细

胞迁移过程的调控。
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A: 细胞划痕实验: OV细胞和PM细胞划痕, 于划痕0 h和36 h采集图像; C: Transwell-细胞迁移实验: OV细胞和PM细胞接种于Transwell上室, 于
接种36 h后对Transwell小室滤膜下层的细胞进行固定染色并采集图像; B,D: 细胞迁移实验相对定量结果。**P<0.01, 与OV组相比。

A: wound healing assay: OV and PM cells were wounded. Photographs were taken immediately (0 h) and at 36 h after wounding; C: Transwell cell migration 
assay: OV and PM cells were plated in the upper chamber and allowed to grow for 36 h in serum-free medium. The cells that migrated to the undersurface of 
the polycarbonate membranes were fixed and stained; B,D: the cell migration assays were scanned and quantified. **P<0.01 compared with OV group.

图1  OV细胞和PM细胞迁移能力的检测

Fig.1  The migration of OV and PM cells
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A: qPCR检测OV细胞和PM细胞中OGT的mRNA水平; B:Western blot检测OV细胞和PM细胞中OGT和蛋白的O-GlcNAc糖基化水平; C,D: 3次独

立Western blot分析实验的相对定量结果,  横坐标表示组别, 纵坐标表示OGT或O-GlcNAc与β-actin灰度分析的比值。误差线表示3次独立实验

的误差分析, ***P<0.005, 与OV组相比。

A: OGT mRNA level were determined by qPCR assay in OV and PM cells; B: OGT and total O-Glycosylation level were detected by Western blot as-
say in OV and PM cells; C,D: Western blots were scanned and quantified. Data present densitometric analyses of OGT and O-GlcNAc relative to β-actin 
for n=3 independent experiments. Error bars indicate S.E.M. for n=3. ***P<0.005 compared with OV group.

图2  OV细胞和PM细胞中OGT和蛋白O-GlcNAc糖基化水平的检测

Fig.2  Expression of OGT and total O-Glycosylation level in OV and PM cells
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2.3   高O-GlcNAc糖基化的OV细胞模型的构建

为了有效构建高O-GlcNAc糖基化的OV细胞

模型, 我们采用PUG或TMG诱导方法, 通过qPCR和
Western blot法 检 测50 μmol/L的PUG或5 μmol/L的
TMG处理OV细胞12 h, OV细胞中OGT和蛋白的O-
GlcNAc糖基化水平。如图3B和3D所示, 与未处理

组相比, PUG处理组和TMG处理组OV细胞中蛋白的

O-GlcNAc糖基化水平均增高; 而OGT的mRNA和蛋

白水平均无明显变化(图3A和3C)。以上实验结果证

明, 采用PUG或TMG诱导方法构建的高O-GlcNAc糖
基化的OV细胞模型是有效的。

2.4   低O-GlcNAc糖基化的PM细胞模型的构建

为了有效构建低O-GlcNAc糖基化的PM细胞

模型, 我们采用RNAi基因干扰技术, 通过qPCR和
Western blot法检测OGT-siRNA转染PM细胞, 对PM
细胞中OGT和蛋白的O-GlcNAc糖基化水平的影

响。qPCR结果显示, 与未处理组相比, siO转染组

PM细胞中OGT的mRNA水平明显降低(图4A)。同时, 
Western blot结果显示, 与未处理组相比, siO转染组

PM细胞中OGT和蛋白的O-GlcNAc糖基化水平均有

不同程度的降低(图4B-4D)。以上实验结果证明, 采
用RNAi基因干扰技术构建的低O-GlcNAc糖基化的

PM细胞模型是有效的。

2.5   功能蛋白的O-GlcNAc糖基化对卵巢癌细胞

迁移的影响

以往研究报道, 在某些肿瘤(如结肠癌、乳腺癌、

肺癌和肝癌等)中, 特别是中晚期肿瘤, O-GlcNAc糖
基化明显增强; 而在某些情况下, O-GlcNAc糖基化

还与肿瘤的侵袭、转移密切相关[1-3,18-23]。在前期实

验中, 我们的实验结果也证实功能蛋白的O-GlcNAc
糖基化与卵巢癌细胞的迁移密切相关。为进一步探

究功能蛋白的O-GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移

过程中的作用, 我们采用PUG或TMG诱导, 构建高

O-GlcNAc糖基化的OV细胞模型, 采用siRNA诱导的

OGT基因干扰, 构建低O-GlcNAc糖基化的PM细胞

模型; 通过体外Transwell-细胞迁移实验, 我们发现, 
与未处理组相比, PUG处理组和TMG处理组OV细胞

的迁移能力均明显增强(图5A和5B); 同时, 与未处理

组相比, siO转染组PM细胞的迁移能力明显减弱(图
5A和5C)。以上实验结果说明, 功能蛋白的O-GlcNAc
糖基化可以促进卵巢癌细胞的迁移。

2.6   功能蛋白的O-GlcNAc糖基化对卵巢癌细胞

中MMP-2和MMP-9表达的影响

有研究证明, 在前列腺癌PC3-ML细胞中, O-GlcNAc
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A: PUG或TMG处理OV细胞12 h, qPCR检测OV细胞中OGT的mRNA水平; B: PUG或TMG处理OV细胞12 h, Western blot检测OV细胞中OGT和
蛋白的O-GlcNAc糖基化水平; C,D: 3次独立Western blot分析实验的相对定量结果, 横坐标表示组别, 纵坐标表示OGT或O-GlcNAc与β-actin灰度

分析的比值。误差线表示3次独立实验的误差分析, ***P<0.005, 与DMSO组相比。

A: OV cells were stimulated with PUG or TMG for 12 h. Expression of OGT mRNA was determined by qPCR assay; B: OV cells were stimulated with 
PUG or TMG for 12 h. Expression of OGT and total O-Glycosylation level were determined by Western blot assay; C,D: Western blots were scanned 
and quantified. Data present densitometric analyses of OGT and O-GlcNAc relative to β-actin for n=3 independent experiments. Error bars indicate 
S.E.M. for n=3, ***P<0.005 compared with OV group.

图3  PUG或TMG处理的OV细胞中OGT和蛋白O-GlcNAc糖基化水平的检测

Fig.3  OGT and total O-Glycosylation level in OV cells treated with PUG or TMG
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A: siO转染PM细胞48 h, qPCR检测PM细胞中OGT的mRNA水平; B: siO转染PM细胞72 h, Western blot检测PM细胞中OGT和蛋白的O-GlcNAc水
平; C,D: 三次独立Western blot分析实验的相对定量结果, 横坐标表示组别, 纵坐标表示OGT或O-GlcNAc与β-actin灰度分析的比值。误差线表示

3次独立实验的误差分析, ***P<0.005, 与WT组相比。

A: expression of OGT mRNA were determined by qPCR assay in PM cells after a 48 h transfection with siO; B: expression of OGT and total O-Gly-
cosylation level were determined by Western blot assay in PM cells after a 72 h transfection with siO; C,D: Western blots were scanned and quantified. 
Data present densitometric analyses of OGT and O-GlcNAc relative to β-actin for n=3 independent experiments. Error bars indicate S.E.M. for n=3, 
***P<0.005 compared with WT group.

图4  siO转染的PM细胞中OGT和蛋白O-GlcNAc糖基化水平的检测

Fig.4  OGT and total O-Glycosylation in PM cells infected with siO
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A: PUG或TMG处理OV细胞12 h或siO转染PM细胞72 h, Transwell-细胞迁移实验检测细胞的迁移能力; B,C: Transwell-细胞迁移实验相对定量结

果。误差线表示3次独立实验的误差分析, ***P<0.005,与未处理DMSO组或WT组相比。

A: migration of OV cells treated with PUG or TMG at 12 h or PM cells infected with siO at 72 h were assessed by Transwell cell migration assay; B,C: 
Transwell cell migration assays were scanned and quantified. Error bars indicate S.E.M. for n=3, ***P<0.005 compared with DMSO group or WT 
group.

图5  PUG或TMG处理的OV细胞以及siO转染的PM细胞的迁移能力的检测

Fig.5  Migration of OV cells treated with PUG or TMG and PM cells infected with siO
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糖基转移酶可以通过上调MMP-2和MMP-9的表达促进

前列腺癌细胞的侵袭和迁移[3]。为进一步证实MMP-2
和MMP-9是否参与O-GlcNAc糖基化对卵巢癌细

胞迁移过程的调控, 我们采用PUG或TMG诱导, 构
建高O-GlcNAc糖基化的OV细胞模型, 采用siRNA
诱导的OGT基因干扰, 构建低O-GlcNAc糖基化的
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PM细胞模型; 通过qPCR, 我们发现, 与未处理组相

比, PUG处理组和TMG处理组OV细胞中MMP-2和
MMP-9的mRNA水平均无明显变化(图6A和6B); 而
与未处理组相比, siO转染组PM细胞中MMP-2和
MMP-9的mRNA水平均明显降低(图6C和6D)。以上

实验结果说明, 在卵巢癌细胞中, 干扰OGT基因的表

达, 可以使PM细胞中MMP-2和MMP-9的mRNA水平

降低。

3   讨论
卵巢癌是妇科常见的恶性肿瘤, 由于缺乏特异

的早期诊断指标, 其致死率在妇科恶性肿瘤中居第

一位。卵巢癌致死率高, 主要是因为其发病隐匿, 早
期缺乏特异性症状和体征, 约70%的病例在确诊时

已属晚期并且已发生远处转移。临床上卵巢癌以手

术治疗和化学疗法为主, 但晚期伴有远处转移的卵

巢癌已失去了最佳手术时机, 即使能手术, 术后亦易

复发。由此可见, 寻找抑制卵巢癌转移的分子靶点

以及有效预防和/或抑制卵巢癌的侵袭与转移是临

床治疗卵巢癌成败的关键[6]。

以往关于肿瘤转移机制的研究主要集中在基

因转录水平, 蛋白翻译水平以及功能蛋白的磷酸化

修饰方面。近年来, O-GlcNAc糖基化与肿瘤转移相

关性的研究正在成为此领域研究中的热点。有研究

发现, O-GlcNAc糖基化可以增强乳腺癌细胞的侵袭

和迁移能力[1]。也有文献报道, O-GlcNAc糖基化在

肺癌和结肠癌转移过程中发挥着重要的作用[2]。另

外, O-GlcNAc糖基化还参与调控前列腺癌的转移过

程[3]。这说明, O-GlcNAc糖基化修饰与肿瘤的转移

密切相关。

O-GlcNAc糖基化, 是一种常见的动态的可逆

的蛋白翻译后修饰方式[16-17], 它是指在氧连接的

β-N-乙酰葡萄糖胺基转移酶(OGT)的催化作用下, 
在靶蛋白的丝/苏氨酸残基上添加一个N-乙酰葡萄

糖胺[4-5], 并且添加了N-乙酰葡萄糖胺之后的糖链不

能再被进一步修饰。已经证明, O-GlcNAc糖基化

可以通过调节蛋白与蛋白之间的相互作用以及蛋

白的活性、定位、降解等从而调控蛋白的生物学功

能[24-25]。另外, O-GlcNAc糖基化参与了一系列的生

物学过程, 例如信号传导、转录、细胞周期的调控

以及新陈代谢等等[26-27]。与此同时, 研究表明, 许多

癌基因和抑癌基因都可以被O-GlcNAc糖基化修饰, 

A: PUG或TMG处理12 h, qPCR检测OV细胞中MMP-2的mRNA水平; B: PUG或TMG处理12 h, qPCR检测OV细胞中MMP-9的mRNA水平; C: siO
转染48 h, qPCR检测PM细胞中MMP-2的mRNA水平; D: siO转染48 h, qPCR检测PM细胞中MMP-9的mRNA水平。误差线表示3次独立实验的误

差分析, *P<0.05, **P<0.01, 与DMSO或WT组相比。

A: expression of MMP-2 mRNA were determined by qPCR assay in OV cells treated with PUG or TMG at 12 h; B: expression of MMP-9 mRNA were 
determined by qPCR assay in OV cells treated with PUG or TMG at 12 h; C: expression of MMP-2 mRNA were determined by qPCR assay in PM cells 
infected with siO at 72 h; D: expression of MMP-9 mRNA were determined by qPCR assay in PM cells infected with siO at 72 h. Error bars indicate 
S.E.M. for n=3, *P<0.05, **P<0.01 compared with DMSO group or WT group.

图6  PUG或TMG处理的OV细胞以及siO转染的PM细胞中MMP-2和MMP-9的mRNA水平的检测

Fig.6  Expression of MMP-2 and MMP-9 mRNA in OV cells treatedwith PUG or TMG and in PM cells infected with siO
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包括p53[9-11]、c-myc[12-13]、IKK[14-16] 和Snail[17]; 而这

些蛋白的O-GlcNAc糖基化失常与肿瘤的发生发展

密切相关[18]。虽然近几年来已经有研究表明, 功能

蛋白的O-GlcNAc糖基化在多种肿瘤(包括: 乳腺癌、

前列腺癌、结直肠癌、肺癌、肝癌以及白血病等)的
发生发展、转移侵袭过程中发挥着重要的作用[1-3,18-23], 
但是关于O-GlcNAc糖基化在卵巢癌转移过程中的

作用研究还未见报道。因此, 本课题重点就功能蛋

白的O-GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移过程中的

作用及其可能的分子机制进行了初步研究。

在本研究中, 我们首先采用细胞划痕实验和

Transwell-细胞迁移实验检测人浆液性卵巢癌OV
细胞和PM细胞的迁移能力; 另外, 通过qPCR和

Western blot方法检测OV细胞和PM细胞中OGT和
蛋白O-GlcNAc糖基化的表达水平。我们发现, 与
OV细胞相比, PM细胞的迁移能力较高, 且细胞中

OGT的mRNA水平和蛋白O-GlcNAc糖基化水平也

较高, 这提示卵巢癌细胞迁移能力的高低与细胞中

蛋白O-GlcNAc糖基化水平的高低具有相关性; 而
OV细胞和PM细胞中OGT的蛋白水平则无明显差

异。有文献报道, OGT催化活性的高低依赖于底物

UDP-GlcNAc的浓度, UDP-GlcNAc是己糖胺生物合

成路径(HBP)的终产物, 而HBP是糖代谢的一个重要

分支[2], 糖代谢的调节过程是一种负反馈调节。我

们的实验结果证明: 与OV细胞相比, PM细胞中OGT
的mRNA水平较高, 这说明与OV细胞相比, PM细胞

中OGT的催化活性较高, 因此, 我们推测PM细胞中

OGT的高催化活性是使其O-糖基化水平较高的重

要原因, 而O-糖基化水平升高的同时, 可以反馈性地

调节OGT的催化活性, 使其回复到一个相对稳定状

态, 也就是所谓的负反馈调节, 从而使OGT的蛋白

水平也达到一个相对稳定状态, 因此, OV细胞和PM
细胞中OGT的蛋白水平无明显差异。为进一步探究

O-GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移过程中的作用, 
我们采用PUG或TMG诱导, 构建高表达O-GlcNAc糖
基化的OV细胞模型, 采用RNAi基因干扰技术, 干扰

OGT基因的表达, 构建低表达O-GlcNAc糖基化的

PM细胞模型; 通过体外细胞迁移实验证明, 功能蛋

白的O-GlcNAc糖基化可以促进卵巢癌细胞的迁移。

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)
是一类锌离子依赖型蛋白水解酶, 根据底物特异性

和结构相似性可分为多种亚类: (1)间质胶原酶; (2)

明胶; (3)基质降解酶; (4)MT-MMPs, 由于MMPs具
有降解基底膜和细胞外基质(ECM)的作用, 故在维

持细胞外基质的生理动态平衡过程中及在肿瘤细

胞突破基底膜和ECM的屏障中起重要作用。在肿

瘤的浸润和转移过程中, 当MMPs活性上调时, 则促

进ECM降解, 从而破坏细胞基底膜, 促进肿瘤的浸

润和转移[28]。研究发现, 在脑胶质瘤、乳腺癌、肝

癌、直结肠癌、肺癌以及头颈部鳞癌等恶性肿瘤

中都有MMPs的过量表达[29-32], 肿瘤细胞可通过分泌

MMPs降解细胞外基质, 促进肿瘤的浸润和转移并

影响患者的转归及预后[33]。MMP-2和MMP-9为胶

原酶, 作用底物为细胞外基质的主要成分Ⅳ型胶原

纤维组织, 有研究发现, 干扰OGT基因的表达, 可以

使MMP-2和MMP-9的mRNA和蛋白水平均降低, 从
而抑制前列腺癌细胞的侵袭、血管生成和转移, 而
OGT在介导前列腺癌细胞的侵袭、血管生成和转

移中发挥着关键的作用[3]。由此, 我们推测, 功能蛋

白的O-GlcNAc糖基化对卵巢癌细胞迁移过程的调

控可能与MMP-2和MMP-9的表达有关。为了验证

我们的假设, 我们采用PUG或TMG诱导, 构建高表

达O-GlcNAc糖基化的OV细胞模型, 采用siRNA诱

导的OGT基因干扰, 构建低表达O-GlcNAc糖基化

的PM细胞模型; 通过qPCR实验证明, 在PM细胞中, 
干扰OGT基因的表达, 可以使MMP-2和MMP-9的
mRNA水平降低, 而在OV细胞中, PUG或TMG诱导, 
MMP-2和MMP-9的mRNA水平均无明显变化。PUG
和TMG是OGA的特异性抑制剂, 其作用原理是通过

降低OGA酶的催化活性进而使蛋白的O-糖基化水

平升高, 而与OGT的表达以及催化活性无关, 因此, 
在OV细胞中, PUG或TMG诱导, MMP-2和MMP-9的
mRNA水平均无明显变化。由此, 我们推测, 在卵

巢癌细胞中, OGT介导的O-GlcNAc糖基化水平升

高, 可以通过使MMP-2和MMP-9的表达升高, 从而

促进卵巢癌细胞的迁移。在后期实验中, 我们将通

过构建OGT过表达质粒和OGA干扰质粒, 进一步探

究OGT在卵巢癌细胞迁移过程中的作用及其分子机

制。

β-连环蛋白是Wnt信号传导途径的重要组成部

分, 也是构成黏附连接的E-钙粘蛋白(E-cadherin)/连
环蛋白(catenin)复合物的胞内重要成分[34], 是E-cad-
herin/catenin复合物功能的重要调控点。E-cadherin/
catenin复合物是细胞黏附迁移过程中最重要的调控
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分子。有文献报道, O-糖基化可以通过减少细胞表

面E-cadherin的表达从而促进乳腺癌发生肺转移[1]。

也有研究发现, β-连环蛋白是可以发生O-GlcNAc糖
基化修饰的[1,8], 并且β-连环蛋白的O-GlcNAc糖基化

可以抑制其核定位以及转录活性[8]。这些研究提示, 
E-cadherin/catenin复合物中各成分的表达以及O-糖
基化在调控卵巢癌细胞迁移过程中可能发挥着关键

的作用。为了进一步探究O-GlcNAc糖基化参与卵

巢癌细胞迁移过程的具体调控机制, 在后期研究中, 
我们将通过qPCR和Western blot实验检测E-cadherin/
catenin复合物中各成分的表达, 并采用免疫沉淀实

验分析不同卵巢癌细胞模型中E-cadherin/catenin复
合物的相互作用以及各成分的O-GlcNAc糖基化水

平; 并通过基因点突变方法验证位点特异性的O-
GlcNAc糖基化在卵巢癌细胞迁移过程中的作用及

其分子机制。

综上, 我们的研究发现OGT介导的O-GlcNAc糖
基化可以通过上调MMP-2和MMP-9的表达, 促进卵

巢癌细胞的迁移; 同时, 我们推测E-cadherin/catenin
复合物在卵巢癌细胞迁移过程中可能发挥着关键的

作用。OGT介导的O-GlcNAc糖基化可能成为卵巢

癌治疗的新靶点。          
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