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功能蛋白O-GlcNAc糖基化修饰调控

绒毛膜癌细胞的转移
屈茹楠  琚娜娜  吴明军  赵德璋  王应雄  杨  竹  于  超*

(重庆医科大学生命科学研究院, 重庆 400016)

摘要      为研究氧连接N-乙酰葡萄糖胺(O-linked N-acetylglucosamine, O-GlcNAc)糖基化修

饰调控人绒毛膜癌细胞(JAR)迁移的分子机制, 首先采用siRNA和酶特异性抑制剂作用细胞, 构
建O-GlcNAc修饰总蛋白低表达和高表达的细胞模型; 利用Transwell方法及黏附实验比较细胞迁

移及与血管内皮细胞黏附能力的变化; 并通过免疫共沉淀技术检测重要的功能蛋白β-catenin的
O-GlcNAc程度, 从而分析蛋白转录翻译后调控对肿瘤细胞迁移影响的分子机制。结果表明, 增加

JAR细胞中O-GlcNAc修饰水平可促进细胞迁移及与血管内皮细胞的黏附活性, 且O-GlcNAc修饰作

用的靶蛋白β-catenin的糖基化水平也显著增加。当下调细胞中O-GlcNAc蛋白修饰水平, 其迁移及

黏附能力随之下降。表明O-GlcNAc修饰参与了绒毛膜癌细胞转移的调控。
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O-GlcNAcylation of Functional Protein Regulates 
Human Choriocarcinoma Cells Migration

Qu Runan, Ju Nana, Wu Mingjun, Zhao Dezhang, Wang Yingxiong, Yang Zhu, Yu Chao*
(Institute of Life Science, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        To investigate the molecular mechanisms involved in human choriocarcinoma cells (JAR) 
migration regulated by O-GlcNAc glycosylation, cell models expressing different O-GlcNAcylation levels 
were established by siRNA interference or OGA inhibitor. Transwell assay and adhesion assay were used to 
examine JAR cell migration ability and adhesion to EA.hy926 cells. Meanwhile, the O-GlcNAcylation level of 
β-catenin was detected by immunoprecipitation. The results indicated O-GlcNAcylation enhances the JAR cell 
migration and adhesion to endothelial cells in vitro. Moreover, the O-GlcNAcylation of β-catenin but not the 
protenin level increased apparently. The migration and adhesion ability were obviously declined in JAR cells with 
O-GlcNAcylation down-regulation. These findings suggest that O-GlcNAcylation is involved in the regulation of 
tumor cell migration.

Key  words        O-GlcNAc; choriocarcinoma cells; cell migration; cell adhesion; β-catenin

肿瘤转移是一个复杂的多因素、多步骤过程, 
一直是恶性肿瘤患者致死的关键因素之一, 影响肿

瘤转移的分子机制尚没有阐明。研究表明, 当细胞

癌变时, 其表面蛋白的糖基化会发生一系列的改变; 
而临床证据也显示, 一些蛋白糖基化修饰与肿瘤的

不良预后密切相关, 并且蛋白质糖基化程度及糖链
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结构的异常变化常常是癌症发生的重要标志[1-2]。因

此, 探究肿瘤细胞中功能蛋白的糖基化修饰与细胞

迁移能力之间的关系, 对于揭示肿瘤转移的分子机

制、制定新的肿瘤治疗策略有着非常重要的意义。

O-G1cNAc糖基化是一种广泛存在于细胞质和

细胞核中蛋白结构丝氨酸(Ser)和苏氨酸(Thr)侧链

羟基上的蛋白质翻译后修饰, 其中, O-G1cNAc修饰

基团的添加和移除分别受糖基转移酶(O-GlcNAC 
transferase, OGT)和糖苷酶(O-GlcNAcase, OGA)的
调节, 是一种动态、可逆的过程[3]。研究表明, 许多

癌基因、抑癌基因及与肿瘤发生和转移相关的蛋白

及转录因子, 如c-Myc[4]、NF-κB[5]、FoxM1[6]、SP1[7]

等均会发生O-G1cNAc修饰。在乳腺癌的研究中发

现, 乳腺癌组织中OGT及O-GlcNAc修饰水平显著高

于癌旁组织, 而OGA表达无差异[8]; 在前列腺癌侵袭

和血管生成中, O-GlcNAc修饰也起了重要的调节作

用[9]; 在结肠癌中, O-G1cNAc修饰直接参与了肿瘤

的增殖及转移过程调控, 表现为在转移性结肠癌中

O-GlcNAc修饰高于原发性结肠癌[10]。因此, 哪些功

能蛋白能够经O-G1cNAc修饰, 在肿瘤转移过程中起

着重要调节作用值得我们特别的关注。β-catenin是
一种在细胞黏着连接处发挥作用的多功能蛋白, 也
是Wnt信号通路中重要的因子, 主要介导细胞黏附, 
参与基因表达, 调控细胞增殖、分化和凋亡[11]。其

表达增加或结构上的修饰, 可以促进肿瘤细胞的侵

润和转移[12]。然而, 由于O-GlcNAc修饰与磷酸化修

饰均为同一个氨基酸位点, 那么其在高侵袭特性的

人子宫绒毛膜癌的转移过程中是否存在调控作用还

未见报道。本文以绒毛膜癌细胞株JAR为研究对象, 
分别采用siRNA干扰技术和OGA抑制剂处理, 分别

建立OGT基因部分沉默及O-GlcNAc修饰升高的两

种细胞模型, 通过分析细胞迁移能力及其与血管内

皮细胞黏附能力的变化, 以期阐明蛋白O-GlcNAc修
饰对绒癌细胞转移能力的调控作用; 采用免疫共沉

淀技术检测JAR细胞中靶蛋白β-catenin的O-GlcNAc
水平, 初步探讨O-GlcNAc调控肿瘤转移的分子机制, 
旨在揭示O-GlcNAc修饰在肿瘤转移中的重要调控

作用。

1   材料与方法
1.1   材料

 RPMI-1640培养基(美国HyClone公司, SH30809); 

胎牛血清(杭州四季清公司、美国Gibco公司); 内皮

细胞生长因子HAT(美国Sigma公司); PUGNAc(美
国Sigma公司); Thiamet-G(美国Cayman公司); 鼠源

抗O-G1cNAc抗 体(RL2, 单 抗, 英 国Abcam公 司), 
兔源抗OGT抗体(多抗, 英国Abcam公司); 兔源抗

β-catenin抗体(多抗, 美国CST公司); 兔源抗β-actin
抗体(单抗, 美国CST公司); ECL化学发光液(美国

Millipore公司); Trizol裂解液(大连宝生物工程有

限公司); 逆转录试剂盒(Fermentas公司); SYBR 
Green(美国Bio-Rad公司); 化学合成siRNA(上海

吉玛制药技术有限公司); Effectene转染试剂(德国

QIAGEN公司); BCECF-AM染液(碧云天生物有限公

司); 二抗均购于北京中杉金桥生物技术有限公司; 
其他试剂均为国产分析纯。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人绒毛膜癌细胞JAR(中国科学院

动物研究所王雁玲老师惠赠)以含10%灭活胎牛血

清、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉素的RMPI-
1640培养基培养。人脐静脉内皮细胞EA.hy926(四
川大学华西医院刘小菁老师惠赠)用含10%灭活胎牛

血清、30 U/mL HAT生长因子、100 U/mL青霉素、

100 U/mL链霉素的RMPI-1640培养基培养。两者均

在37 °C、5% CO2的饱和湿度培养箱内培养。0.125%
胰酶消化、传代, 取对数生长期细胞进行实验。为

增加JAR细胞O-GlcNAc水平, 细胞用两种OGA的抑

制 剂PUGNAc(50 μmol/L)、Thiamet-G(5 μmol/L)
分别处理24 h后, 用于建立O-GlcNAc修饰过表达的

细胞模型。

1.2.2   siRNA干扰      取对数生长期JAR细胞接种

于六孔板, 待长满至60%~70%时加入80 nmol/L的
siRNA(NC siRNA序列Sense: 5′-UUC UCC GAA CGU 
GUC ACG UTT-3′,  Anti-sense: 5′-ACG UGA CAC 
GUU CGG AGA ATT-3′; OGT siRNA序 列sense: 5′-
GCC AUC GUA UAC UGU AAC UTT-3′, Anti-sense: 
5′-AGU UAC AGU AUA CGA UGG CTT-3′)。72 h后
收集细胞, 提取总蛋白质, 进行Western blot分析; 或
将相同处理的细胞消化、重悬进行Transwell及黏附

实验。

1.2.3   Real-time PCR检测OGT mRNA的表达      采
用Trizol法提取总RNA; 用Fermentas试剂盒按说明书

操作反转录成cDNA。荧光定量PCR检测OGT(181 bp)
基因产物, 以β-actin(155 bp)做内参。反应体系: SYBR 
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green mix 5 μL、上下游引物各0.3 μL、cDNA 1 μL、
RNase-free水3.4 μL; 反应条件: 95 °C 3 min; 95 °C 
10 s, 60 °C 30 s, 40次循环, 于65 °C~95 °C条件下

检测溶解曲线。OGT序列上游引物: 5′-GAA CAG 
GGA AAC ATT GAA GAG G-3′, 下游引物: 5′-AGT 
AGG CAT CAG CAA AGG TAG G-3′; β-actin引物序

列上游: 5′-ACG GCA TCG TCA CCA ACT G-3′, 下
游引物: 5′-GAG CCA CAC GCA GCT CAT T-3′。
1.2.4   细胞迁移实验      收集处理后的JAR细胞, 用无

血清培养基调整细胞浓度为5.0×105/mL, 按100 μL/孔细

胞量接种于Transwell小室的上室(聚碳酸酯膜, 膜孔径

8 μm), 下室加入600 μL完全培养基, 37 °C、5% CO2条

件下培养24 h。取上室用棉签擦掉滤膜上层的细胞, 
置于4%多聚甲醛中固定20 min, PBS洗3遍, 用苏木

精染色40 min, PBS洗净背景色后于荧光倒置相差显

微镜(日本Nikon公司)10×10倍下观察, 每孔随机选

取6个视野照相, 统计每张照片中的细胞数。  
1.2.5   肿瘤细胞与人脐静脉内皮细胞黏附实验      
取对数生长期EA.hy926细胞接种于96孔板, 待细胞

长满后, 加入已用BCECF-AM(10 μmol/L终浓度)探
针孵育1 h的JAR细胞, 2×104/孔共培养30 min, PBS
洗去未黏附的JAR细胞后, 于荧光倒置相差显微镜

4×10倍下观察并采集图像, 用Image pro plus 6.0软件

对其荧光强度进行分析。

1.2.6   Western blot分析      收集JAR细胞, 加入CST
裂解液(含10% Tyr抑制剂、10% Thr/Ser抑制剂、10% 
PMSF)裂解细胞提取总蛋白。BCA法测定蛋白浓度

后, 加入5×蛋白上样缓冲液, 沸水煮10 min。经8% 
SDS-PAGE电泳分离后, 电转至0.45 μm PVDF膜, 5%
脱脂牛奶封闭1 h, 4 °C分别与抗O-G1cNAc(1:1 000)、
OGT(1:1 000)、β-catenin(1:1 000)及β-actin(1: 1 000)
抗体孵育过夜, 用TBST漂洗3次后与辣根过氧化物

酶偶联的二抗(1:3 000)孵育1 h, 漂洗后, 用ECL化学

发光试剂显色, 在ChemGel Doc成像仪(Bio-Rad, 美
国)分析结果。

1.2.7   免疫共沉淀实验      收集JAR细胞提取蛋白, 
BCA法蛋白定量后, 取1 mg总蛋白上清, 加入1 μg抗
β-catenin抗体, 4 °C旋转摇床低速旋转过夜, 每管加

入25 μL Protein A-Sepharose, 4 °C低速旋转孵育4 h。
4 °C下5 000 r/min离心5 min沉淀Protein A-Sepharose
颗粒, 细胞裂解液洗涤3次后加入蛋白质上样缓冲液

煮沸10 min,  4 °C以5 000 r/min离心5 min, 取上清液

用于Western blot, 步骤与前文所述相同。

1.2.8   统计学分析      每个实验至少重复3次, 数据采

用SPSS16.0软件进行统计学分析, 结果用x
_
±s表示, 两

组间比较采用t检验分析。以P<0.05为有显著性差异。

2   结果
2.1   O-GlcNAc修饰的绒毛膜癌细胞模型的构建

为了研究O-GlcNAc修饰对绒毛膜癌细胞转移

的影响, 首先构建siRNA干扰细胞模型, 通过siRNA
干扰JAR细胞中OGT基因的表达建立基因沉默细胞

模型。采用Real-time PCR检测细胞中OGT mRNA
水平, Western blot方法检测OGT及O-GlcNAc修饰总

蛋白的表达水平以验证沉默效果。结果显示, 与空

载组(NC)比较, siRNA组中OGT的mRNA和蛋白表

达水平下调(图1A和1B), 同时O-GlcNAc修饰的总蛋

白水平也相应降低(图1B), 表明OGT干扰细胞模型

成功建立。接着, 为了得到O-GlcNAc过表达的细胞

株, 用两种OGA特异性抑制剂PUGNAc和Thiamet-G
分别处理JAR细胞, 24 h后采用特异性O-GlcNAc糖
基化抗体检测。结果显示, 与对照组相比, 加药处理

组细胞O-GlcNAc修饰的总蛋白水平均有显著增加

(图1C), 表明O-GlcNAc修饰蛋白过表达的细胞模型

成功建立。

2.2   上调O-GlcNAc蛋白修饰促进绒毛膜癌细胞

迁移及与人内皮细胞黏附能力

为了验证O-GlcNAc糖基化蛋白是否影响绒毛

膜癌细胞的迁移及与人血管内皮细胞的黏附能力, 
分别通过Transwell及黏附实验检测OGA抑制剂处

理和siRNA干扰后JAR细胞迁移及黏附能力的差异。

结果显示, 与对照组相比, PUGNAc及Thiamet-G处

理组JAR细胞迁移能力显著增加(图2A); JAR细胞

与人血管内皮细胞EA.hy926的黏附能力也明显增

强(图2B)。而siRNA干扰组的JAR细胞迁移能力及

与EA.hy926细胞的黏附能力与NC组比较显著降低

(图2C和2D)。结果表明, 细胞内O-GlcNAc蛋白修饰

增强时能够促进绒毛膜癌细胞的迁移及癌细胞与血

管内皮细胞的黏附能力。而抑制OGT基因表达, 减少

O-GlcNAc蛋白修饰后可以抑制绒毛膜癌细胞的迁移

能力, 说明O-GlcNAc蛋白修饰参与了肿瘤细胞转移的

调控, 其表达上调可能是肿瘤转移的关键因素之一。

2.3   β-catenin是JAR细胞中OGT的靶蛋白之一

有文献报道, β-catenin是O-GlcNAc修饰的底
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A: siRNA干扰后JAR细胞OGT mRNA水平; B: siRNA干扰后JAR细胞OGT及总O-GlcNAc修饰蛋白的表达水平; C: OGA抑制剂(PUGNAc、
Thiamet-G)处理24 h后, JAR细胞O-GlcNAc修饰水平的变化。**P<0.01, 与对照组相比。

A: quantity analysis of OGT mRNA expression in JAR cells after siRNA interference; B: the protein levels of OGT and O-GlcNAcylation after siRNA 
interference; C: the levels of O-GlcNAcylation after treated with OGA inhibitor(PUGNAc, Thiamet-G) for 24 h in JAR cells. **P<0.01 vs control group.

图1  siRNA干扰及OGA抑制剂对JAR细胞O-GlcNAc修饰的影响

Fig.1  O-GlcNAcylation level in JAR cells after OGT siRNA interference or OGA inhibitor treatment

物  [13], 而β-catenin又与细胞的迁移活性密切相关, 为
了验证β-catenin的O-GlcNAc修饰是否参与了绒毛

膜癌细胞迁移及与内皮细胞黏附的调控, 首先采用

Western blot法分别检测OGT siRNA干扰及PUGNAc
处理后JAR细胞中β-catenin的蛋白表达水平。其次, 
用免疫共沉淀技术检测PUGNAc处理后β-catenin
的O-GlcNAc修饰水平。结果显示, siRNA干扰和

PUGNAc处理对β-catenin的蛋白表达没有显著影

响(图3A和3B)。但免疫共沉淀技术检测结果显示, 
PUGNAc处理后JAR细胞中β-catenin的O-GlcNAc修
饰水平明显增加(图3C)。表明β-catenin的O-GlcNAc
糖基化修饰水平的上调, 可能参与了绒癌转移活性

的调控。

 

3   讨论
人绒毛膜癌具有高侵袭、高转移能力, 并且易

通过血液循环转移至全身[14], 恶性程度极高, 是患者

中死亡率较高的一种肿瘤。因此, 探讨绒毛膜癌转

移机制有助于肿瘤的防治。O-G1cNAc修饰是最常

见的一种蛋白翻译后修饰, 与其他复杂的糖基化修

饰不同, O-G1cNAc糖基化是通过糖基转移酶的催

化仅将一个单糖添加到蛋白质丝/苏氨酸残基上, 且
不能被进一步修饰。在细胞内蛋白糖基化程度的调

节是通过两个酶(OGT和OGA)协调完成的。研究证

明, 蛋白糖基化修饰在糖尿病、神经系统疾病及心

血管疾病的发生、发展中起着重要的作用[15]。本研

究首先采用RNA干扰和OGA抑制剂方法建立正反

两个方面糖基化修饰的细胞模型, 通过Transwell方
法及黏附实验分别检测细胞迁移及与人血管内皮细

胞的黏附能力, 发现OGA抑制剂(O-G1cNAc修饰增

加)作用于JAR细胞后, 细胞迁移能力显著增加, 且
与人血管内皮细胞的黏附也相应升高, 说明癌细胞

经血液进行远处转移可能性增强; 而通过干扰OGT
基因下调O-G1cNAc蛋白修饰水平后, JAR细胞迁移

及与人血管内皮细胞的黏附能力随之下调。表明

O-G1cNAc修饰参与了绒癌细胞转移的调控。为了
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A: OGA抑制剂(PUGNAc、Thiamet-G)作用于JAR细胞24 h后Transwell结果; B: OGA抑制剂(PUGNAc、Thiamet-G)作用于JAR细胞24 h后其与

内皮细胞黏附结果; C: OGT siRNA干扰后Transwell结果; D: OGT siRNA后JAR细胞与内皮细胞的黏附结果。**P<0.01, 与对照组相比。

A: JAR cells were treated with OGA inhibitor (PUGNAc, Thiamet-G) for 24 h, and the Transwell assay was usd to detect the change of cell mobility; B: 
effects of JAR cells adhesion to EA.hy926 cells after treated with OGA inhibitor (PUGNAc, Thiamet-G) for 24 h; C: transwell assay was usd to detect the 
change of cell mobility after siRNA interference; D: effects of JAR cells adhesion to EA.hy926 cells after siRNA interference. **P<0.01 vs control group.

图2  O-GlcNAc修饰对JAR细胞生物学效应的影响

Fig.2  Influence of O-GlcNAcylation on JAR cells biological effect

A: siRNA干扰后JAR细胞β-catenin蛋白表达水平; B: OGA抑制剂PUGNAc作用于JAR细胞24 h后β-catenin蛋白表达水平; C: PUGNAc作用于JAR
细胞24 h后β-catenin的O-GlcNAc修饰。**P<0.01, 与对照组相比。

A: the total protein level of β-catenin was detected by Western blot in JAR cells after siRNA interference; B: the total protein level of β-catenin 
was detected by Western blot in JAR cells after treated with PUGNAc for 24 h; C: JAR cells were treated with PUGNAc for 24 h, followed by 
immunoprecipitation with β-catenin antibody and immunoblotting with RL2. **P<0.01 vs control group.

图3  O-GlcNAc对β-catenin的修饰作用

Fig.3  β-catenin are O-GlcNAcylated in JAR cells
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鉴定O-G1cNAc修饰的靶蛋白, 结合文献报道, 通过

蛋白免疫印迹及免疫共沉淀的方法对β-catenin的O-
糖基化程度进行了检测, 发现功能蛋白β-catenin在细

胞内的蛋白表达水平虽不受O-G1cNAc修饰的调节, 
但其本身糖基化水平却显著升高, 表明β-catenin蛋
白就是OGT酶的底物或者说是靶蛋白。β-catenin是
细胞质中一种重要的多功能蛋白, 最早作为一种黏

附分子被发现, 它在细胞内有双重作用: 一是与细胞

膜上钙依赖性黏附分子E-cadherin相互作用, 介导同

型细胞间的黏附[16]; 另一方面, 是Wnt/β-catenin/TCF
信号通路的中枢成分, 与Wnt蛋白、GSK-3β、APC、
Axin等共同构成Wnt信号通路, 参与调控细胞生长、

分化及凋亡等[11]。在许多肿瘤中均有β-catenin异常

表达, 如小细胞肝癌、乳腺癌、结直肠癌[17-19]等。有

研究显示, 在乳腺癌、结肠癌中β-catenin的O-糖基化

修饰程度的高低, 能通过改变其核转运及转录功能, 
从而调节胞内下游信号通路, 最终影响肿瘤细胞增

殖[19-20]。因此, 可以推测高转移活性的绒毛膜癌细胞

的迁移能力可能是OGT通过增加β-catenin糖基化水平

从而影响了相关信号通路的级联反应来调控的, 至于

影响了哪些信号通路？如何调控？且是否还有其他

受O-糖修饰调控的蛋白参与其中, 这将是我们课题组

下一步研究的重点内容之一。
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