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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

BSA bovine serum albumin 牛血清蛋白 

ECM extracellular matrix 细胞外基质 

ER endoplasmic reticulum 内质网 

EMT epithelial-mesenchymal transition 上皮-间质细胞转化 

Fut-8 fucosyltransferase-8 岩藻糖基转移酶-8 

Gal-3 galectin-3 半乳糖凝集素-3 

GnT-V N-acetylglucosaminyltransferase V 糖基转移酶 V 

HG-CD147 high-glycosylated CD147 高度糖基化的 CD147 

LCA Lens culinaris agglutinin 小扁豆凝集素 

LG-CD147 low-glycosylated CD147 低糖基化的 CD147 

MMP matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

PHA-L Phaseolus vulgaris leucoagglutinin 菜豆血球凝集素 

PLA In situ proximity ligation assay 原位邻位连接技术 

PVDF polyvinylidene difluoride 聚偏氟乙烯 

TGF transforming growth factor 转化生长因子 

WT wild type 
野生型 
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中文摘要 

 

恶性肿瘤细胞表面糖蛋白糖基化修饰的异常变化，对肿瘤细胞的侵袭、转移、以

及耐药等过程具有重要影响。我们实验室筛选鉴定的肿瘤相关抗原 CD147 分子，又

称细胞外基质金属蛋白酶诱导因子，是分子量约为 43-66kDa 的单次跨膜糖蛋白，在

包括肝癌在内多种恶性肿瘤中高表达，是重要的抗肿瘤药物靶点。CD147 分子通过

不同的机制参与肿瘤细胞的生长代谢，浸润转移，血管生成等恶性行为，促进肿瘤

进展。研究表明，高度的糖基化修饰是 CD147 分子的重要特征之一。前期的研究发

现 CD147 分子具有三个 N-糖基化位点： 分别位于第 44、152、186 位天冬酰氨，其

中 Asn152 位糖基化修饰影响其细胞质膜定位。CD147 分子的糖基化修饰是由一系列

高甘露糖型及复杂型分支的 N-糖基化成分组成，其中高糖基化形式包含 β1，6 N-乙

酰氨基葡萄糖 (GlcNAc) 分支的寡聚糖。β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支是糖基转移酶

V（GnT-V）催化形成的产物, 大量研究结果表明，这种分支结构是参与肿瘤转移和

恶性转化的关键糖结构。那么 GnT-V 催化的 CD147 分子 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖

分支修饰在肝癌进展中是否具有重要意义？如果有，其促进肝癌进展的分子机制是

什么？目前尚未见报道。本课题拟通过临床组织样本分析进一步明确 CD147 分子的

β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰在肝癌进展中的意义；阐明 GnT-V 催化 CD147 分子糖
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基化修饰在肝癌进展中的功能及其分子机制，并为基于 CD147 分子的肝癌诊断和治

疗提供新的思路。据此，我们展开以下四部分实验： 

第一部分，CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支水平与肝癌的临床分期

和转移的相关性 

首先通过免疫组织化学染色法，我们发现 CD147 分子及 β1，6 N-乙酰氨基葡萄

糖分支在肝癌组织中的表达显著高于癌旁组织。基于此结果，我们构建原位邻位连

接（Proximity Ligation Assay，PLA）技术，检测肝癌组织中 CD147 分子的 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支修饰。利用 PLA 技术我们分析了 51 例肝细胞肝癌病人 CD147

的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰与临床资料的相关性，结果表明 CD147 的 β 1，

6 分支修饰水平与肝癌病人的巴塞罗那分期显著相关，晚期（C 期）肝癌组织中 CD147

的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰显著高于其在低转移的早期（0-A 期）肝癌组织

中的表达。进一步我们的体外肝癌细胞功能实验结果表明，与纯化的天然 CD147 分

子相比，应用纯化的无 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰的 CD147 分子刺激肝癌细

胞 Huh-7 和 HepG2，实时定量 PCR 结果显示 CD147 诱导细胞外基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinase，MMPs）MMP-1，MMP-2，MMP-9 的能力明显下降。因

此，CD147 的 β 1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰水平与肝细胞肝癌的转移呈正相关。 

第二部分，GnT-V 催化的 CD147 分子 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰参与肝

癌细胞的上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）过程 

首先我们在肝癌进展过程的不同组织中发现 GnT-V 的表达与 E-cadherin 的表达

呈负性相关，与 N-cadherin 表达正相关，表明 GnT-V 的表达与 EMT 有关。然后我

们利用 TGF-β1 诱导的肝细胞 QZG 发生 EMT，糖基转移酶 GnT-V 的表达上调，其

编码基因 MGAT5 以及催化产物 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的水平增高。我们实验

室之前的研究结果表明，CD147 分子在肝癌细胞的 EMT 过程中表达上调，那么是否

CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰参与肝癌细胞的 EMT 过程？本研究

应用免疫蛋白印记技术，采用高糖基化 CD147（HG-CD147）与低糖基化 CD147 分

子（LG-CD147）的比值衡量 CD147 的 N-糖基化变化，证实 HG-CD147 在 EMT 过

程中升高。进一步利用 PLA 和凝集素印记法检测在诱导 EMT 后 CD147 分子的 β1，

6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰的变化，结果显示在 EMT 过程中，CD147 分子的 β1，

6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰是表达上调的。进一步印证第一部分结论，CD147 分
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子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰促进肝癌转移。 

第三部分，CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支影响 CD147 和 integrin 

β1 相互作用 

CD147 分子与 integrin β1 的相互作用促进肿瘤的转移，那么其 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖分支修饰是否影响二者的相互作用呢？首先我们构建了融合 eGFP 的糖基化

位点三点全突变（3Q-CD147）和野生型（WT-CD147）的 CD147 质粒，并转入 HEK293T

细胞，Co-IP 检测 CD147 分子与 integrin β1 相互作用，免疫蛋白印记结果表明突变

糖基化位点后，integrin β1 与 CD147 分子相互作用减弱。为了探究在肝癌细胞中 β1，

6 N-乙酰氨基葡萄糖分支如何影响 CD147 分子促进转移的功能，我们用抑制剂苦马

豆碱 swainsonine 或者 si-MGAT5 干涉片段处理肝癌细胞来抑制 β1，6N-乙酰氨基葡

萄糖分支合成，PLA 检测结果显示 CD147 和 integrin β1 相互作用明显减弱。这些结

果表明，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰增强 CD147 和 integrin β1 相互作用。进

一步我们干涉 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的糖配体 Galectin-3，免疫蛋白印记结果

表明下调 Gal-3 后，CD147 与 integrin β1 的相互作用明显减弱，进一步证实了 CD147

分子的 β1,6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰对 CD147 分子和 integrin β1 相互作用的促进

作用。 

第四部分，PI3K/Akt 信号通路对 GnT-V 的正反馈调控 

我们已有研究结果表明 CD147 分子和 integrin β1 相互作用活化下游 PI3K/Akt 信

号通路，第三部分结果表明 GnT-V 影响 CD147 分子和 integrin β1 的相互作用，那么

GnT-V 是否会影响 PI3K/Akt 信号通路？我们研究发现抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖

分支之后，PI3K/Akt 信号减弱。这说明 GnT-V 可影响 PI3K 通路，那么反过来 PI3K/Akt

是否可以调控 GnT-V 的表达呢？我们应用 Akt 抑制剂 LY294002 处理 HepG2 和

Huh-7 细胞，免疫蛋白印记和实时定量 PCR 结果均显示 GnT-V 表达下降，表明

PI3K/Akt 调控 GnT-V 的表达及其催化的糖基化。因此，基于上述实验结果，我们提

出一个正反馈环路：GnT-V 的表达通过影响 CD147 分子与 integrin β1 的相互作用调

控 PI3K/Akt 信号通路，PI3K/Akt 信号通路又可正反馈上调 GnT-V 的表达。 

综上所述，我们的研究发现 GnT-V 催化的 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡

萄糖分支糖基化修饰促进肝癌转移。首先我们明确 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖分支糖基化修饰与肝癌病人临床分期和转移的相关性，并通过进一步的功能
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研究阐明了 GnT-V 催化的 CD147 分子糖基化修饰在 EMT 过程表达上调。其促进转

移的具体机制是：CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支糖修饰通过影响其与

integrin β1 的相互作用，从而影响下游 PI3K 信号通路的活化，PI3K 信号通路又能正

反馈调控 GnT-V 的表达。 

 

关键词： 

肝细胞肝癌；N-糖基化；CD147；肿瘤转移；糖基转移酶 V  
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Abstract 
A common feature of malignant tumors is a significant change in the glycosylation of 

the cell surface. The roles of glycans in cancer have been highlighted by the fact that 

alterations in glycosylation regulate the development and progression of cancer, serving as 

important biomarkers and providing a set of specific targets for therapeutic intervention. 

CD147, also known as extracellular matrix metalloproteinase inducer, is a single 

transmembrane glycoprotein with a molecular weight of approximately 43-66 kDa, 

identified as tumor drug target in our laboratory, which is highly expressed in a variety of 

human malignancies, including liver cancer. CD147 is involved in many processes 

occurring in cancer through different mechanisms and promotes tumor progression: such 

as tumor cell growth, metabolism, invasion, metastasis, angiogenesis, drug resistance and 

resistance to death. CD147 is highly glycosylated, contains three N-linked glycosylation 

sites (Asn44, Asn152 and Asn186), which contribute to both the high-glycosylated form 

(~40-60 kDa) and the low-glycosylated form (~32 kDa). While our previous research 

found that CD147 from human lung cancer tissue contained a series of high-mannose and 
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complex-type N-linked glycan structures. Moreover, CD147 contains a high percentage of 

β1, 6 GlcNAc glycans. β1, 6‑branched N‑linked glycans are the product of 

UDP-acetylglucosamine α-mannose β 1, 6-N-acetylglucosamine transferase 

(glycosyltransferase V, GnT-V). β1, 6‑branched N‑linked glycans is defined as key glycan 

in tumor metastasis and malignant transformation. What is the significance of CD147-β1, 

6‑branched N‑linked glycosylation in tumor progression? Does this modification affect the 

function of CD147 and how does it affect the function of CD147? The answers to these 

questions help us to further unveil the mystery of the importance of CD147 in tumors and 

provide a theoretical basis for drug development. Based on this, we expand the following 

four parts of the experiment: 

Part I: The correlation between CD147-β1, 6 branching levels and clinical stage and 

metastasis in HCC 

In our research, we first detected the high expression level of β1, 6-branched glycans 

in liver cancer by immunohistochemistry and immunofluorescence. We used PLA 

technique to detect the CD147-β1, 6 branching levels was also highly expressed in 51 

patients with HCC. Next, we evaluated the clinical relevance of CD147-β1, 6 branching 

levels in 51 patients with HCC, only Barcelona clinic liver cancer (BCLC) stage was 

related to the level of CD147 β1,6-branched glycans. Next, we further analyzed the 

correlation between BCLC stage and CD147-β1, 6-branched glycans. Tissues from 

patients with stage C disease were markedly positive for CD147-β1, 6-branched 

N-glycans, whereas only weak signals were observed in tissues from patients with stage 

0-A disease, this modification increased as the staging progressed. These results indicate 

that the level of CD147 β1, 6-branched glycans is linked to HCC metastasis and 

progression. Furthermore, we next assessed the effect of GnT-V-mediated glycosylation of 

CD147 on the invasive properties of HCC cells. To determine the effect of β1, 6-branched 

N-glycosylation, we stimulated Huh-7 and HepG2 cells with purified nature or with 

mutant CD147 with defective β1, 6-branched N-glycosylation, and then analyzed MMP 

expression. Real-time PCR showed that MMP-1, MMP-2 and MMP-9 were reduced in 

cells treated with mutant CD147 (defective β1, 6-branched N-glycosylation) compared to 
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cells treated with nature CD147, suggesting that GnT-V-mediated glycosylation increases 

CD147-mediated HCC cell invasion.  

Part II: Upregulation of β1, 6 GlcNAc glycans on CD147 in hepatocytes during 

TGF-β1-induced EMT 

Firstly, we examined the expression of GnT-V and Ecadherin in serial sections of 

hepatocellular carcinoma tissue array by IHC. The reciprocal pattern of GnT-V and 

Ecadherin, consistent pattern of GnT-V and Ecadherin expression were observed in 

clinical specimens. Which supports the involvement of EMT in GnT-V expression. In our 

research, We found GnT-V-mediated glycosylation was elevated in QZG cells when EMT 

was induced by TGF-β1. CD147 was upregulated in QZG cells during TGF-β1-induced 

EMT. Previous research showed that the expression of CD147 was upregulated during 

EMT in liver cells, so we wonder if CD147-β1, 6 N-glycosylation was involved in EMT 

of liver cell? To further determine whether CD147 glycosylation is associated with EMT, 

we analyzed the ratio of high-glycosylated/low-glycosylated protein by western blotting. 

The increase of the ratio suggested the upregulation of CD147 N-glycosylation. Next, we 

detected the levels of β1, 6 GlcNAc glycans using PLA and lectin blotting after 

TGF-β1-induced EMT. We observed an increase in CD147-β1, 6 branching after TGF-β1 

treatment. Base on it, it indicates that a correlation between GnT-V-mediated glycosylation 

expression and EMT. These finding was consistent with the part I result. 

Part III: CD147-β1, 6 GlcNAc glycans promote the interaction between CD147 and 

integrin β1 

CD147 interacts integrin β1 to promote cancer metastasis, we wonder whether CD147-β1, 

6 GlcNAc glycans play a role in the interaction. To assess the contribution of 

N-glycosylation to the interaction with integrin β1, we constructed WT-CD147-GFP and 

3Q-CD147-GFP plasmids. After transfection into HEK293T cells, a strong green 

fluorescence signal was observed by fluorescence microscopy. When integrin β1 was 

immunoprecipitated from cell lysates, the precipitated GFP levels were much lower in 

3Q-293T cells than in WT-293T cells. The reverse was also true, suggesting that 

3Q-CD147 is less efficient at binding integrin β1 than WT-CD147, and indicating that the 
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binding of CD147 to integrin β1 is affected by N-glycosylation. We next analyzed the 

interaction of integrin β1 and CD147 by PLA. When β1, 6 GlcNAc glycan synthesis was 

inhibited by swainsonine or si-MGAT5, there was a decrease in the ability of CD147 to 

bind integrin β1. To further confirm the role of β1, 6 GlcNAc glycans in this interaction, 

we silenced LGALS3 gene expression using siRNA. As determined by Co-IP and western 

blotting, si-LGALS3 reduced the interaction between CD147 and integrin β1 compared to 

control. These findings clearly establish the importance of β1, 6 GlcNAc glycans for the 

binding of CD147 to integrin β1, consistent with the previous result that CD147-β1, 

6-branched glycans are associated with metastasis. 

Part IV: The PI3K/Akt signaling pathway is involved in the regulation of GnT-V 

expression 

CD147 interacts with integrin β1 and activates the PI3K/Akt pathway. The part III 

shows that GnT-V affects the interaction between CD147 and integrin β1, and whether 

GnT-V will regulate the PI3K pathway? To determine whether they regulate the 

downstream PI3K pathway, we analyzed activation of downstream proteins, including 

FAK, paxillin and Akt. Depletion of β1, 6-branched N-glycans impaired PI3K pathway 

activation and the subsequent activation of p-FAK, p-paxillin and p-Akt. To investigate 

whether GnT-V is linked to the PI3K pathway, we treated HepG2 and Huh-7 cells with 

LY294002, a PI3K inhibitor. Western blotting and qPCR showed that GnT-V and Gal-3 

were decreased by LY294002. Taken together, activation of the PI3K/Akt pathway is 

involved in the regulation of GnT-V expression and deletion of GnT-V-mediated 

N-glycosylation impairs the PI3K/Akt pathway. 

Based on the findings of this study, we revealed that N-glycosylation by 

N-acetylglucosaminyltransferase V enhances the interaction of CD147 with integrin β1 

and promotes HCC Metastasis. First, we identified correlation between BCLC stage and 

CD147-β1, 6-branched glycans of liver cancer patients, and further elucidated that the 

GnT-V-meidated glycosylation of CD147 promote EMT process of hepatocytes. The 

mechanism is that the modification of the CD147 affects its interaction with integrin β1, 

affects the activation of the downstream PI3K signaling pathway, which in turn regulates 
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the expression of GnT-V by the positive feedback of the PI3K signaling pathway. 

 

Key words： 

N-glycosylation, CD147, metastasis, protein-protein interaction, biomarker 
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前    言 
恶性肿瘤细胞的糖基化普遍发生变化[1]，影响蛋白质的正确折叠、维持蛋白的稳

定性、受体激活、信号转导等蛋白质的生物学功能，从而影响肿瘤细胞的侵袭、转

移、耐药等过程[2]。与肿瘤相关的最常见修饰有唾液酸化，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖

分支和核心岩藻糖基化，其中 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支增加与癌症转移密切相

关[3]。CD147 分子是一种肿瘤相关的跨膜糖蛋白，属于免疫球蛋白超家族[4]。作为细

胞外基质金属蛋白酶 MMPs 的诱导因子，CD147 在肿瘤细胞表面的表达异常增高，

并与肿瘤侵袭和不良预后相关[5]。在肝细胞肝癌中，CD147 与肿瘤的发生发展，EMT

和化疗耐药密切相关[6]。CD147 分子是一个高度糖基化的蛋白，含有三个 N 连接的

糖基化位点（Asn44，Asn152 和 Asn186），N-糖链几乎占分子量的一半[7]。前期研究

发现糖基转移酶 GnT-V 可催化 CD147 分子发生 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰，

但这种修饰对 CD147 分子功能的影响并不清楚。这种与转移相关的糖成分是否影响

CD147 分子的功能，如何影响其功能，都有待研究。研究 CD147 分子的 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支修饰在肝癌进展中的意义和分子机制，对靶向 CD147 分子的肝

癌诊疗具有重要意义。 
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文献回顾 

一、N-糖基化在肿瘤中的作用与应用 

1. 糖基化修饰及其功能 

蛋白的糖基化修饰是一种常见的翻译后修饰[8]。大多数细胞表面受体都发生糖基

化，丰富的糖苷结合修饰膜蛋白的胞外段[9]。糖蛋白上的寡糖是由糖基转移酶催化，

从核糖苷供体转移到受体上[10, 11]。根据连接蛋白的方式不同，糖苷分为 N-连接（乙

酰氨基葡萄糖与天冬酰氨 Asn 的酰氨侧链结合）和 O-连接（N-乙酰氨基半乳糖通过

与苏氨酸 Thr/丝氨酸 Ser 的羟基结合）[12]。N-连接的糖基化始于内质网，在高尔基

体中结束，O-连接的糖基化在高尔基复合体中进行[1]。所有 N-连接的聚糖都含有五

糖 Manα1-6（Manα1-3）Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAc 作为共同的核心结构，如图 1

所示[3]。根据寡糖加到核心的结构和位置的不同，将 N-聚糖分为三类：复合型，高

甘露糖型和混合型，复合型在三种 N-糖分类中结构差异最大[9]。高尔基体中的 N-糖

加工过程与糖苷酶和糖基转移酶相关：分支聚糖如二分的 N-乙酰葡萄糖氨或 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支是 N-乙酰葡糖氨基转移酶 III 和 V（GnT-III，GnT-V）的催化产

物[2]。这些分支结构与各种生物学功能密切相关，如细胞黏附，迁移和癌症转移[13]。

唾液酸转移酶催化的唾液酸化能终止糖基化的成熟，唾液酸在生理条件下携带负电

荷[14]，并位于糖链末端，唾液酸可能抑制分子间及细胞的相互作用[15]。 

糖基化位点上糖链结构的多样性引起糖蛋白功能的变化[3]。一般认为糖基化修饰

可以避免非特异性的蛋白-蛋白之间的相互作用，增加蛋白酶的保护以及增强糖蛋白

的稳定性。一些聚糖影响受体蛋白的构象，调控受体-配体的结合[15-17]。蛋白质的糖

基化可以影响蛋白质的折叠，细胞内运输，蛋白定位以及降解速率，影响细胞间的

相互作用以及细胞与细胞外基质蛋白和可溶性信号分子的相互作用[18]。 
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图 1 哺乳动物细胞中常见的糖基化修饰[5] 

糖苷通过天冬酰氨连接（N-连接）或与丝氨酸/苏氨酸连接（O-连接）到多肽骨架上，使蛋

白发生糖基化。与 Ser/Thr 连接的 N-乙酰半乳糖氨形成粘蛋白型 O-糖基化通常存在于分泌蛋白

或者膜相关蛋白上。N-糖基化发生在共有肽序列 Asn-X-Ser/Thr 中（其中 X 代表任何氨基酸）。 N-

聚糖共有一个共同的五糖核心区域（在图中突出显示为一个虚线框），可以多样化为高甘露糖型，

混合或复杂类型，并进一步被 N-乙酰氨基葡糖，半乳糖和唾液酸修饰末端结构。 

 

2. 肿瘤细胞的糖基化改变 

与正常细胞相比，肿瘤细胞的糖基化修饰发生显著变化，从而导致糖蛋白结构

和功能的变化[2]。这种异常的糖基化修饰具有位点特异性，蛋白特异性以及细胞特异

性的特点[19, 20]。造成肿瘤细胞异常糖基化有多重因素：a，糖基转移酶的异常表达，

分子伴侣的功能异常以及糖苷酶的活性改变引起糖成分变化[21, 22]；b，多肽以及新生

糖链三级结构的变化；c，受体底物的多样性，核苷酸糖供体以及辅因子的多样性[23] ；

d，高尔基复合体中相关糖基转移酶的表达和定位的变化[24]。 

在肿瘤细胞异常糖基化改变中，唾液酸化，岩藻糖基化，O-连接糖苷以及 O-连

接、N-连接的糖苷分支修饰最为常见，如图 2 所示[3]。在肿瘤细胞中，糖苷广泛参与

肿瘤细胞基本生物学过程，如炎症，免疫耐受，细胞间黏附，细胞-基质间相互作用，

细胞内外的信号传导通路，细胞内代谢等，如图 3 所示[3]。而且，糖基化修饰可通过

影响蛋白的构象和空间结构，调控肿瘤相关糖蛋白的功能，从而影响肿瘤进展[25]。
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阐明糖基化修饰在肿瘤进展中的功能和意义可为肿瘤的诊断和治疗提供新的线索。 

 

 

图 2 重要的肿瘤相关糖成分[3] 

肿瘤特异性糖苷被认为是肿瘤细胞的标志物。最常见的肿瘤异常的糖基化有唾液酸化，

GnT-V 催化的 β1,6 N-乙酰氨基葡萄糖分支和核心岩藻糖。 

 

（1）糖基化参与肿瘤细胞黏附。肿瘤恶性转化的其中一个过程是肿瘤细胞间黏附能

力下降，浸润周围组织[26]。E-钙黏素作为一个高糖基化的跨膜蛋白，是主要的肿瘤

上皮细胞黏附分子。糖苷通过影响 E-钙黏素的功能从而影响肿瘤细胞间黏附[27]。比

如糖基转移酶 GnT-V 催化的 E-钙黏素发生异常的糖基化，引起 E-钙黏素错误折叠从

而导致黏附功能失调，增强下游的侵袭转移信号[28]。而糖基转移酶 GnT-III（与 GnT-V

之间存在底物竞争的关系）催化的 E-钙黏素的糖基化能抑制其内吞，增强黏附功能，

抑制肿瘤转移[29]。此外，肿瘤细胞异常高表达唾液酸，唾液酸化的肿瘤相关抗原促

进肿瘤细胞从瘤块中分离，促进肿瘤的转移[30]。临床上，唾液酸化的抗原高表达被

认为是转移和不良预后的关键标志[31]。 

（2）糖基化修饰参与细胞 -基质间相互作用及其下游信号通路。细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）由糖蛋白、胶原、葡萄糖氨聚糖（GAGs）以及蛋白聚

糖动态复杂排列而成[3]。硫酸类肝素蛋白聚糖（HSPGs）存在于 ECM 中调节细胞的

生长分化，控制胚胎形成，血管生成和稳态[32]。HSPGs 上含有不同的 GAGs，定位

不同的 HSPGs 含有不同的糖苷。一些肿瘤中，蛋白糖苷过表达调控蛋白受体的活化，
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如 HER2、EGFR、MET 以及 TGF-β[33]。硫酸乙酰肝素能够影响各种信号分子相互作

用，增强其溶解性，增强相互作用，促进下游信号的转导[34, 35]。另一个重要的与基

质依赖的细胞运动相关的膜受体 CD44，是透明质酸的主要受体，其糖基化对透明质

酸配体识别与结合，调控肿瘤细胞信号通路具有显著作用[36]。此外透明质酸酶在肿

瘤转移中起到多重作用：降解肿瘤周围的 ECM，促使肿瘤细胞分离，降解基底膜促

进肿瘤细胞侵袭[37]。 

 

图 3 糖基化修饰在肿瘤发生发展中的作用[3] 

在肿瘤进展的过程中，聚糖会干扰细胞间黏附，影响肿瘤细胞的侵袭转移。如糖基转移酶

GnT-V 催化的 β1，6-N-乙酰氨基葡糖分支修饰 E-cadherin，降低细胞间黏附并促进肿瘤细胞侵袭。

GnT-III 催化的 E-cadherin 糖基化修饰结构具有维持蛋白的稳定性和抑制肿瘤进展的作用。异常

的 O-糖基化也与肿瘤细胞的侵袭有关。在肿瘤细胞迁移过程中，整联蛋白的 O-连接和 N-连接的

糖基化修饰都发生改变。末端唾液酸化干扰细胞与细胞外基质间相互作用，促进迁移和侵袭。血

管内皮生长因子受体（VEGFR）异常糖基化调节其与半乳糖凝集素的相互作用，从而调控肿瘤

血管生成。肿瘤相关碳水化合物决定簇唾液酸化 Lewis x（SLex）和 SLea 可作为黏附受体（如

E-selectin，P-selectin，L-selectin）的配体促进癌细胞黏附和转移。Fuc，岩藻糖；Gal，半乳糖；

GlcA，葡萄糖醛酸；Man，甘露糖；RTK，受体酪氨酸激酶；Xyl，木糖。 
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（3）糖基化修饰调控肿瘤细胞代谢及其相关信号通路。肿瘤细胞代谢一个显著特征

是从氧化磷酸化转变为有氧糖酵解，葡萄糖消耗速率增加[38]。肿瘤细胞胞质中的葡

萄糖的增加，不仅增强糖酵解作用还增强代谢分支通路的糖代谢，比如氨基己糖

（HBP）合成途径，从而为 O-糖基化提供丰富的底物，进而增强糖基化修饰[1]。糖

基化修饰增强促进肿瘤细胞的增殖，侵袭转移等恶性表型[39-41]。Lau 等人提出了一种

代谢调节细胞增殖，阻滞和分化之间转化机制：复合型 N-聚糖的数量以及分支糖的

表达程度导致这种转化[42]。通过 HBP 途径的代谢速率的变化能够调节 N-糖分支与半

乳凝集素-3 的相互作用从而影响细胞表面受体的稳定性以及存活时间[43]。研究发现

抑制 GnT-V 或者 N-乙酰氨基葡萄糖表达，减弱 EGFR 信号通路，补充氨基己糖或者

回复表达后，信号通路状态得到回复，这也说明肿瘤细胞中的 N-糖基化与代谢相关

[42]。 

（4）糖基化修饰参与肿瘤的免疫耐受。糖基化修饰参与肿瘤细胞编程调控肿瘤免疫

应答，通过各种凝集素（如半乳凝集素，C-型凝集素等）结合糖苷，调控免疫应答

过程，如病原识别，从而重塑免疫应答过程[44]。糖苷特异性抗体可以通过补体依赖

的细胞毒性杀伤肿瘤细胞[45]。此外肿瘤细胞表面异常的 O-糖基化会增强抗体依赖的

细胞毒性作用（ADCC）[46]。 

（5）糖基化修饰与肿瘤的诊断和治疗。随着糖基化研究的深入，异常糖基化的糖蛋

白检测已作为特异性肿瘤标志物，应用于临床肿瘤诊断中。例如，甲胎蛋白的岩藻

糖基化检测已用于肝癌诊断；还有唾液酸化的抗原检测如 CA-199，前列腺特异性抗

原 PSA 等已广泛运用于肿瘤的临床辅助诊断[24, 47, 48]。在治疗方面，糖基化修饰影响

抗体药物的稳定性，安全性，以及生物活性。对 Fc 段融合单克隆抗体起作用的主要

糖成分有唾液酸，岩藻糖，半乳糖，甘露糖[49]。核心岩藻糖影响抗体的 ADCC 活性，

去岩藻糖化可以显著提高抗体与 FcγRIIIa 的亲和力及 ADCC 活性，半乳糖化增加抗

体与补体的结合，增强抗体的补体依赖的细胞毒性作用[50]。 

3. GnT-V 催化的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支糖基化在肿瘤中的研究进展 

肿瘤细胞常见的异常糖基化是 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达增加[51, 52]。N-

乙酰氨基葡萄糖分支由糖基转移酶 GnT-V 特异性催化，其表达增加与编码的 GnT-V

的 MGAT5 基因表达活性增加有关 [52]。MGAT5 的活化受到肿瘤细胞中活化的
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RAS-RAF-MAPK 信号通路的调控[51]。这种糖分支是半乳糖凝集素 galectin-3 的配体，

形成凝集素-糖苷基序[53]。半乳糖凝集素在肿瘤中具有重要作用，影响细胞的恶性转

型，肿瘤细胞的存活，血管生成以及肿瘤转移[53]。研究表明，这种糖基化修饰的增

加导致细胞间以及细胞-基质间的黏附作用减弱，促进肿瘤的运动和侵袭能力。

GnT-III (由 MGAT3 编码) 催化 β1，4 N-乙酰氨基葡萄糖分支的形成，与 GnT-V 竞争

共同底物，具有抑制肿瘤转移的作用[54]。如图 4 所示，GnT-III 和 GnT-V 竞争同一底

物，具有相反作用：GnTIII 抑制肿瘤转移，GnT-V 促进肿瘤转移[1]。免疫组化染色

分析发现在肝癌以及肾脏肿瘤中 MGAT5 的表达与转移预后相关[55]。在细胞中过表达

MGAT5，导致细胞失去接触抑制，增强肿瘤细胞的侵袭和转移能力；下调肿瘤细胞

的 MGAT5，能够抑制肿瘤生长和转移[56]。此外，研究发现糖基转移酶 GnT-V 的表达

与 EMT 有关[57-60]。EMT 过程中，GnT-V 表达上调[57, 58]，GnT-V 的过表达促进 TGF-β1

诱导 EMT 的发生，从而增强各种肿瘤的恶性转移表型[60, 61]。然而，也有报道得到

相反的结果，即 GnT-V 抑制肺癌细胞 EMT 的发生[62]。那么在肝癌发生 EMT 过程中，

GnT-V 表达究竟是如何变化呢？  

 

图 4 GnT-III 和 GnT-V 对肿瘤转移的相互调控作用[42] 

GnT-III 和 GnT-V 在肿瘤转移中起到相反作用，这两种酶在上皮间质转化（EMT）和间充质

上皮转变（MET）过程中的作用也是相反的。一些糖蛋白，如 Matriptase，TIMP1 和黏附分子等

的糖基化修饰受到这两种酶的催化。 
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二、CD147 分子及其糖基化修饰参与肿瘤侵袭转移的作用机制 

CD147 分子是属于免疫球蛋白超家族的跨膜糖蛋白，在多种肿瘤细胞上普遍高

表达[63-65]。它在不同的物种中有不同命名，包括 EMMPRIN[66]，hBasigin[67]，M6[68]

和 HAb18G[4]；大鼠 OX-47[69]和 CE9[70]；小鼠 gp42[71]和 basigin-1[72]；鸡 HT7[73]，神

经纤维素[74]和 5A11[75]。大量研究表明，CD147 分子参与各种生理过程，如精子发生

和受精，神经网络和视网膜发育[76-79]；以及疾病的发展，包括动脉粥样硬化，类风

湿性关节炎，寄生虫和病毒感染以及肿瘤进展[80-84]。人的 CD147 分子通过可变剪切

产生四种异构体：basign-1，basign-2，basign-3，basign-4[85]。常见的异构体有含有

两个 IgG 结构域的 basigin（basigin-2），视网膜特异表达的具有三个 IgG 结构域的

basigin-1（如图 5 所示）。本研究关注的是广泛表达的 basigin-2。 

 

图 5 两种 BSG 异构体 basigin-1 和 basigin-2 的示意图[86-88] 

Basigin-1 胞外具有 3 个三个 IgG 结构域，Basigin-2 含有两个 IgG 结构域 

 

作为 MMP 的诱导因子，CD147 分子异常高表达于各种肿瘤中，诱导肿瘤细胞

产生 MMPs，促进肿瘤的侵袭与转移，是不良预后的标志[5, 65, 89-93]。免疫组织化学

染色分析发现 CD147 分子在人肝细胞肝癌中表达明显高于正常肝组织，其表达在

肝硬化以及肝癌组织中的阳性率均达 80%以上[63, 94, 95]。在肝细胞肝癌中 CD147 分

子的表达与肿瘤的发生发展，血管生成，肿瘤转移，化疗耐药，促进 EMT 等恶性

过程有关[5, 96-98]。作为一种黏附分子，CD147 分子通过结合与肿瘤和炎症相关分子

相互作用来发挥作用，如整合蛋白 integrin[99]、单羧酸转运蛋白（MCTs）[100]、亲
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环素类[101]、窖蛋白（caveolin-1）[102]和选择素（E-selectin）[103]等。临床试验证实，

CD147 分子是一个有效的抗肿瘤靶点。针对 CD147 分子的抗体 131I-HAbF(ab’)2成

功上市，能有效治疗原发性肝细胞肝癌，延长病人寿命[104, 105]。 

CD147 分子是一个高度糖基化的蛋白，除 Fadool JM 等报道鸡的视网膜神经和

上皮组织的 5A11、HT7 抗原同时含有 N-连接和 O-连接的寡糖外[106]，其余研究均

表明 CD147 分子是一种 N-糖基化蛋白。在不同的物种、组织以及细胞中，CD147

分子的糖基化形式有很大的不同，因此导致蛋白分子量的变化很大[7]。非糖基化的

CD147 分子量为 27kDa，糖基化形式的 CD147 分子量为 43-66kDa，N-连接的糖组

分几乎占成熟 CD147 分子量的一半[107]。先前我们实验室根据生物信息学预测结合

位点突变证明，CD147 分子 N-连接糖链位于胞外段（ECD）氨基酸序列的第 44

位、第 152 位和第 186 位天冬酰氨上，其中糖基化位点 N44 位于第一个 Ig 样结构

域，而 N152 和 N186 位于 CD147 分子的第二个 Ig 样结构域，如图 6 [7, 108]所示。

通过质谱解析结构发现，在肺癌中 CD147 分子的 N-糖基化修饰为高甘露糖型和复 

 

 

图 6 CD147 的胞外段三个糖基化位点的模拟图[7] 

生物信息学预测结合位点突变证明，CD147 分子 N-连接糖链位于胞外段（ECD）氨基酸

序列的第 44 位、第 152 位和第 186 位天冬酰氨上，其中糖基化位点 N44 位于第一个 Ig 样结构

域，而 N152 和 N186 位于 CD147 的第二个 Ig 样结构域。红色球代表 CD147 分子的糖基化位

点。 
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杂型，高糖基化 CD147 分子（HG-CD147）N-糖基化修饰为复杂型，低糖基化修

饰的 CD147（LG-CD147）N-糖基化修饰为高甘露糖型[7]。根据蛋白糖基化的一般

过程，我们推论 CD147 分子在内质网上完成初步糖基化，形成未成熟的高甘露糖

型（LG-CD147），然后转运到高尔基复合体中，进一步通过一系列糖基转移酶催

化形成复杂型糖链（HG-CD147），转运到细胞膜发挥功能。有研究表明在肝癌细

胞的质膜上，只有完全糖基化的 HG-CD147 才能被检测到[7]。作为跨膜蛋白，细胞

质膜上的CD147分子被认为是其发挥功能的主要形式[109]。糖成分分析发现，CD147

分子上的糖组分有：核心岩藻糖基转移酶（Fut-8）催化的核心岩藻糖，GnT-V 催

化的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支，糖基转移酶 GnT-IVa 催化的 GlcNAc β1，4 分

支以及 α-2，6 唾液酸糖基转移酶催化的唾液酸，如图 7 所示[7, 103, 109, 110]。CD147

分子的 N-糖基化修饰在许多方面调节其生物学功能，包括影响蛋白质成熟和定位

至细胞膜，促进寡聚化并促进 MMP 产生以及肿瘤转移[111]。此外，CD147 分子的

N-糖基化也可能通过影响与其他蛋白的相互作用来发挥相应的生物学效应。 

 

图 7 CD147 分子 潜在的 N-糖基化修饰结构以及其对应的糖基转移酶[7] 

GnT: N-乙酰氨基葡萄糖转移酶；FUT:岩藻糖基转移酶；ST6GalT: α-2,6 唾液酸糖基转移酶 

 

（1）N-糖基化在 CD147 分子诱导 MMP 分泌和促进 CD147 分子同型寡聚中的作用 

肿瘤细胞的天然 CD147 蛋白，真核表达的 CD147 蛋白能够诱导 MMP 分泌，去

糖基化的 CD147 不能诱导 MMP 的产生[112, 113]。另外，Sun 等人发现通过纯化的去糖

基化 CD147 分子不能诱导产生 MMP-1 和 MMP-2[114]。我们的研究比较了糖基化和

非糖基化 CD147 的功效，发现两者均产生 MMPs，但真核 CD147 分子比原核重组

CD147 分子更有效地刺激 MMPs 的产生，说明 N-糖基化修饰增强 CD147 分子的活
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性[7]。Papadimitropoulou A 等人最近进行的一项研究表明，比较了 CD147 的 ECD 诱

导 MMP-2 的能力，CD147 分子的 I 结构域和 II 结构域在糖基化和非糖基化形式中都

证明只有糖基化形式的 CD147 分子能刺激 MMP-2 产生[115]。像其他含有 Ig 样结构域

的分子一样，CD147 分子也有同源相互作用。CD147 分子的同型寡聚是发挥功能的

重要活性形式[116, 117]。天然真核 CD147 蛋白在溶液中完全以寡聚形式存在，原核

CD147 在溶液中大部分以单体形式存在，只有小部分能够形成寡聚体[7]。原核 CD147

分子虽然不依赖于糖基化修饰进行寡聚，但糖基化修饰促进真核 CD147 分子形成寡

聚体。这说明 N-糖基化修饰能促进可溶性 CD147 分子的寡聚，从而维持蛋白的高级

空间构象，保持其诱导 MMPs 分泌的活性[95]。 

（2）N-糖基化在 CD147 分子的蛋白折叠及向质膜转运中的作用 

作为跨膜蛋白，质膜上的 CD147 分子和少量细胞外分泌的 CD147 分子均能够诱

导 MMP 分泌[7]。目前研究表明 CD147 分子从细胞表面分泌存在两种可能机制：囊

泡脱落和蛋白水解切割，分别产生全长可溶性的 CD147 分子以及缺乏跨膜区或胞质

结构域的 CD147 分子[118-120]。细胞膜上的 CD147 分子和细胞条件培养基中的 CD147

分子都是成熟完全糖基化的形式[7, 121]，这表明 CD147 分子的糖基化可能对其向细胞

表面的转运至关重要。定点突变实验证实，Asn152 上的初始 N-糖基化在内质网中

CD147 分子的质量控制中起关键作用，并且影响其细胞膜定位以及蛋白活性[122]。我

们推测 Asn152 上的 N-糖基化修饰可能直接参与蛋白质折叠或影响蛋白质折叠中

CD147 蛋白和分子伴侣之间的相互作用（如 calnexin，calreticulin 和 BiP）[122]。鉴于

不同物种间三个糖基化位点的高度保守性，各个糖基化位点的功能尚待研究。突变

糖基化位点 Asn152 导致异常糖基化的 CD147 分子滞留在内质网中，通过内质网相

关蛋白降解（endoplasmic reticulum-associated degradation，ERAD）途径降解[122]。在

正常情况下，LG-CD147 连续转录[123]，保证 CD147 分子和其他蛋白分子的相互作用

以及蛋白质功能的发挥。Tyler 等人进一步阐述了过量的 LG-CD147 的 ERAD 途径，

通过质谱分析发现 ER 中的内源性 LG-CD147 是蛋白酶体的底物，通过 OS-9 / SEL1L 

/ Hrd1 途径降解[124]。 

（3）N-糖基化在影响 CD147 分子与其他蛋白质相互作用中的作用 

糖基化修饰参与蛋白质相互作用，CD147分子的N-糖基化也调节其与伴侣分子

相互结合[1]。Kato N等人研究发现在肾炎患者白细胞浸润过程中，嗜中性粒细胞的细
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胞表面的CD147分子与E-选择素结合，此过程CD147分子的糖基化修饰起到重要作

用，抑制CD147分子的N-糖修饰后削弱这种相互作用[103]。Tang W等的研究表明

CD147分子的去糖基化引起CD147分子和小窝蛋白-1之间的相互作用增强，表明

CD147分子的糖基化抑制其与小窝蛋白-1的相互作用[109]。CD147分子的N-糖基化修

饰能否影响CD147与其他蛋白质如整联蛋白、MCT和亲环蛋白的相互作用？目前仍

有待研究。 

多项研究证实，CD147 的异常 N-糖基化修饰在肿瘤的恶性进展中发挥重要作用

[111, 125]。如 Jia L等人发现抑制小鼠肝癌细胞 CD147 的糖基化使 MMP-11 的表达下调，

细胞的黏附能力下降，而且与较低或者无淋巴结转移能力的肝癌细胞相比，较高淋

巴结转移能力的肝癌细胞的HG /LG比值更高[126]。Beesley AH等人还发现HG-CD147

与急性淋巴细胞白血病的复发密切相关[127]。CD147 分子的异常糖基化修饰与人类白

血病的多药耐药性相关[128]。鉴于 CD147 分子作为高度糖基化的蛋白在肿瘤中的重要

作用，揭示其肿瘤相关 N-糖组分的功能，以及异常的 N-糖基化修饰影响 CD147 促

进肿瘤进展的机制将具有重要意义。 
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正    文 
 

 

第一部分 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡

萄糖分支水平与肝癌的临床分期和转移的相

关性 

 

在肿瘤发生发展过程中，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达异常升高，这种糖成

分结构是参与肿瘤转移以及恶性转型的关键糖结构[51]。CD147 分子是一个高度 N-

糖基化修饰的跨膜蛋白，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支是其糖修饰的一种[7]。作为

MMP 诱导因子，CD147 分子主要通过诱导 MMPs 分泌促进肿瘤细胞的侵袭转移[7, 

114]。目前对 CD147 N-糖基化修饰的研究集中于不同糖基化形式的 CD147 对诱导

MMPs 分泌的意义[111]，而具体的糖修饰对其功能的影响以及内在的分子机制并不清

楚。研究 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支对 CD147 分子功能的影响以及生物学意义，

为靶向 CD147 分子的肿瘤诊疗提供了一种新的策略。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人肝细胞肝癌 HepG2 细胞来源于美国 ATCC。人肝细胞肝癌 Huh-7 细胞来源于日本

JCRB 细胞库。 

1.2 主要仪器 

6 孔、12 孔、24 孔培养板（美国 Costar 公司） 

细胞培养箱（Thermo Fisher 公司） 

细胞计数仪（美国 Invitrogen 公司） 

Dish（NEST 公司） 
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倒置显微镜（日本 Olympus 公司） 

PVDF 膜（0.45 µm，美国 Millipore 公司） 

Mini Trans-Blot 转移电泳槽（美国 Bio-Rad 公司） 

Western 化学发光检测系统（日本 Kodak 公司） 

垂直电泳槽，电泳仪（美国 Bio-Rad 公司） 

荧光显微镜（日本 Olympus 公司） 

NanoDrop 2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher 公司） 

激光共聚焦显微镜（日本 Nikon 公司） 

-80℃冰箱（日本 SANYO 公司） 

Delta 320 pH 计（梅特勒-托利多公司） 

PCR 仪 （美国 Bio-Rad 公司） 

Agilent Mix3005p 实时荧光定量 PCR 仪（美国安捷伦公司） 

1.3 主要缓冲液 

0.1M 磷酸盐缓冲液（10×PBS，pH 调至 6.86） 

Na2HPO4.12H2O    37.3g 

K2H2PO4           4.3g 

NaCl              72g 

TBST 溶液（10×TBS，pH 7.5） 

20 mM Tris  2.42g 

0.5 M NaCl   8.0g 定容至 1L，加 500L Tween-20 

电泳缓冲液（5×） 

SDS    5g 

Gly    94g 

Tris    15.1g 

电转缓冲液 

Tris    3.03g 

甘氨酸  14.4g  CH3OH  100mL 定容至 1L 

 

1.4 主要试剂 
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试剂（货号） 生产商 

胎牛血清 杭州四季青公司 

RPMI-1640 培养基 Gibco 公司 

蛋白 Marker NEB 公司 

Matrigel BD 公司 

Anti-Biotin 鼠单抗[Hyb-8] （ab201341） Abcam 公司 

DMEM 高糖培养基 

Sigma 公司 

胰酶细胞消化液 

β-巯基乙醇 

苦马豆碱（s9263） 

Avidin-HRP（A3151） 

生物素化的凝集素 PHA-L（B-1115） 
Vector 公司 

凝集素 LCA（B-1045） 

Trizol 

Invitrogen 公司 LipofectamineTM2000 

免疫组织化学染色试剂盒 

Alexa Fluor ® 488-conjugated donkey 

anti-rabbit IgG（A21206） 
Pierce 公司 

Alexa Fluor ®555-conjugated donkey 

anti-mouse IgG（A31570） 

PMSF 

杭州华安生物技术有限公司 RIPA 细胞裂解液 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 

CD147 兔多抗 

本实验室制备 HAb18G 鼠单抗（IgG1） 

α-tubulin 鼠单抗 

反转录试剂盒（R6934-01） Omega, Bio-Tek 

SYBR® Premix Ex Taq™（DRR081A） Takara 
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2 方法 

2.1 细胞培养 

人肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 细胞用 DMEM 培养基培养。培养基中加入 10%的

胎牛血清，2 mM 谷氨酰氨，100 g/ml 青霉素和 100 g/ml 链霉素。细胞置于 37℃，

5% CO2 孵箱内培养，隔天换液一次，视生长状况 3-4 天传代。 

 细胞 RNA 干涉实验步骤如下： 

1） 铺种细胞（Huh-7 和 HepG2）。消化生长状态良好的对数期细胞，以 5×105

个细胞/孔的密度种到 6 孔板里，加入含有 10%胎牛血清的完全培养基，培养

过夜。第二天观察细胞贴壁是否充分及生长状况。 

2） 至细胞贴壁完全时，取 5 L LipofectamineTM 2000 加入到 250 L 不含血清

的 DMEM 中，混匀，室温放置 5min。同时，将 75 pmol siRNA 加入到 250 L

不含血清的 DMEM 中，混匀，室温放置 5min。 

3） 混合含有 LipofectamineTM2000 以及 siRNA 培养基，室温放置 20min。 

4） 将准备好的细胞弃去培养基，用不含血清的 DMEM 洗两次，然后将混匀的

干涉片段加入到 6 孔板中，37℃培养 6h。 

5） 更换含有 10%胎牛血清的 DMEM 继续培养，48h 后用作后续实验分析。 

干涉片段信息如下： 

ShRNAS(supplier) Sequence 

MGAT5 pool 

(ON-TARGET plus, Dharmacon 

Smart Pool library, 

Lafayette, CO, USA) 

ON-TARGET plus SMART pool siRNA j-011334-09, MGAT5 

Target Sequence: CAUAAUUCAUUGGCGGAAA 

ON-TARGET plus SMART pool siRNA j-011334-10, MGAT5 

Target Sequence: AUGAAAGACAUGUGGCGUU 

ON-TARGET plus SMART pool siRNA j-011334-11, MGAT5 

Target Sequence: CAAAUUAUGCCCAAUCGAA 

ON-TARGET plus SMART pool siRNA j-011334-12, MGAT5 

Target Sequence: CCUGGAAGCUAUCGCAAAU 

Control Nonspecific siRNA 

GenePharma (Shanghai, China) 

  sense, 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3' 

antisense, 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3' 
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2.2 蛋白免疫印迹 Western blotting 

1） 蛋白样品制备 

A 消化收集 6 孔板中生长良好的细胞至 Ep 管，离心 1000r/min，5min，PBS 洗

一遍后离心，弃上清。加入适量裂解液，冰上裂解 30min，4℃离心 12000r/min 

15min，收集蛋白上清于新的 1.5ml Ep 管中，做好标记。 

B 根据说明书进行 BCA 蛋白定量，用裂解液 RIPA 调齐样品蛋白浓度。 

C 蛋白样品加入 loading buffer 混匀，煮沸 5min 使蛋白变性，低速离心后置于

冰上准备上样。 

2） 配制凝胶，上样，SDS-PAGE 电泳。 

A 清洗玻璃板和配套梳齿，晾干备用。根据蛋白分子量大小选择配制分离胶的

浓度。组合胶板，加入分离胶，室温约 30min 后，分离胶凝固（低温凝胶时

间延长）。然后灌入 5%的分离胶，小心插入梳齿，避免产生气泡。 

B 装配电泳槽，加入电泳液，小心拔下梳齿。将混匀的等体积蛋白样品小心加

至胶孔中，防止蛋白溢出泳道。用彩虹蛋白 marker 隔开重复样品. 

C SDS-PAGE 电泳，80V 电压约 30min 后样品进入分离胶；后以 120V 的电压

电泳 90min 使蛋白 Marker 完全分开。 

3） 转膜 

A 根据蛋白分子量以及蛋白 marker 切胶，后置入电转液中。剪取合适大小的

PVDF 膜和滤纸，分别放入甲醇和转膜液中待用。 

B 在转膜夹板中依次放入三层滤纸，SDS-PAGE 胶，PVDF 膜，三层滤纸。压

平，防止胶和 PVDF 膜接触面出现气泡。按 PVDF 膜朝向正极的方向装配，

配置好后以冰浴恒压 100V 转膜，转膜时间根据蛋白分子量大小而定（一般

恒压 100V，1kDa/min） 

4） 封闭 

转膜结束后，标记 PVDF 膜，后放入 5%脱脂奶粉的 TBST 室温封闭 60min。 

5） 孵育一抗 

A 根据抗体说明书，用TBST稀释抗体：鼠抗 α-tubulin、HAb18G，兔多抗CD147，

4℃过夜。 

B 洗膜。用 TBST 洗膜 3 次，每次 10min。 
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6） 孵育二抗 

A 按照一定比例稀释 HRP 标记的二抗，室温孵育 60min。 

B 用 TBST 洗膜，每次 10min，洗 3 次。 

7） ECL 发光 

避光配制发光液，发光。 

2.3 实时定量 PCR 

1) 按照说明书提取总 RNA 

A 消化细胞，离心，除去细胞碎片。 

B 加入 1mL TRIZOL，室温孵育 2-3min。 

C 加入 0.2mL 氯仿，剧烈振荡 15s，冰上孵育 10min。 

D 4℃离心 15min，12000g/min。 

E 转移不超过 80%的水相至新的离心管中，加入 1/3 体积的无水乙醇，剧烈涡

旋 15s。 

F 反复转移上清（每次不超过 700L）至完全加到 HiBind RNA 柱子内，室温

离心 30-60s。 

G 300L RNA Wash Buffer I，离心弃流穿。加 400L RNA Wash Buffer I，离心

弃流穿。 

H 加 500L RNA Wash Buffer II，离心后加 500L RNA Wash Buffer II，最大转

速离心 2min。 

I RNA 洗脱，加入 30-50L DEPC 水，室温放置 2min 后最大转速离心。 

Nano Drop 定量。 

2) 反转录 

用 Takara 反转录试剂盒进行反转录，反应体系 10L。  

试剂 体积（L） 

5×PrimeScript Buffer 2 

PrimeScript RT Enzyme Mix 0.5 

Oligo dT Primer（50） 0.5 

Random 6 mers（100） 0.5 

RNase Free dH2O 6.5-x 

x RNA 

Total  10 
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程序如下。 

温度 时间 

37℃ 15min 

85℃ 5s 

4℃ 5min 

10℃ ∞ 

3) 实时定量 PCR 

按照 SYBR Premix Ex Taq （Takara）进行操作，结果分析用 2−ΔΔCt 方法[129]。MGAT5

的引物由北京华大基因合成。引物 GAPDH，MMP-1，MMP-2，MMP-9 实验室

前期在上海生工合成[130]。 

基因名称 引物序列 

MGAT5 
上游 5’- ACTCTTGGACCATCCTGGGT -3’ 

下游 5’- CCGTCCACTGAGGATACCAT -3’ 

反应体系为 25L 

试剂 体积（L） 

SYBR Premix Ex Taq 10 

cDNA 2 

Primer Forward 1 

Primer Reward 1 

dH2O 11 

Total  25 

2.5 原位邻位连接技术（in situ PLA） 

使用 Sigma-Aldrich 的 Duolink 试剂盒进行实验。 

1) 样品预处理 

石蜡组织标本脱蜡，抗原修复；Dish 培养的细胞用预冷的无菌 PBS 清洗一次，

4%多聚甲醛室温固定 15min。 

2) 封闭 

加入山羊血清，放入 37℃恒温孵箱封闭 30min。 
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3) 孵育一抗 

弃去封闭液，按合适比例稀释抗体（兔抗 CD147，PHA-L，Anti-biotin），一抗 4℃

过夜。 

4) PLA probe 孵育 

A 样品室温放置 30min。用抗体稀释液按 1：5 稀释比例稀释两种 PLA probe，

低速离心混匀。40µL 反应体系：8µL probe PLUS 母液+8µL probe MINUS 母

液+24 µL 抗体稀释液。 

B 洗一抗。用 washing buffer A 在摇床上摇洗一抗，每次 5min，洗 2 次。 

C 加 PLA probe。37℃恒温孵育 60min。 

5) 连接 

A 用高纯水按 1：5 稀释比例稀释连接母液。40µL 反应体系：8µL 连接母液+31 

µL 高纯水。 

B 弃去 PLA probe。Washing buffer A 摇床摇洗两次，每次 5min。 

C 向稀释好的连接母液中加入连接酶并离心混匀（40µL 反应体系：1µL 连接酶

+39µL 连接溶液）。 

D 向样品中加入连接-连接酶溶液，37℃孵育 30min。 

6) 扩增 

从此步骤起，开始避光。 

A 用高纯水按 1：5 稀释比例稀释扩增母液。40µL 反应体系：8µL 扩增母液+31.5 

µL 高纯水。 

B 弃去连接液，摇床摇洗两次，每次 2min。 

C 向稀释好的扩增母液中加入聚合酶，离心混匀（40µL 反应体系：0.5µL 扩增

酶+39.5µL 扩增溶液）。 

D 向样品中加入扩增-聚合酶溶液，37℃孵育 150min。 

7) 核染色 

A Washing buffer B 洗 2 次，每次 10min。 

B 0.01×Washing buffer B 洗 1min，洗一次。 

C 室温避光干燥样品，约 60min。 

D 加入最小体积的 Duolink In Situ Mounting Medium with DAPI。此过程避免气
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泡产生。 

8) 成像 

用 PBS：甘油=1:1 封片。放在荧光显微镜下观察，拍照。 

9) 分析 

用 Duolink ImageTool 分析成像照片，统计。 

2.8 免疫荧光 

1) 用无菌 PBS 将种好细胞的 Dish 浸洗三次，每次 5min。 

2) 固定。用 4%的多聚甲醛固定细胞 15min，PBS 浸洗 3 次，每次 5min。 

3) 封闭。山羊血清室温封闭 60min。 

4) 孵育一抗，4℃过夜。PBS 洗三次，每次 5min。 

5) 按比例稀释二抗，37℃孵育 180min。PBS 洗三次，每次 5min。 

6) 复染核。加入稀释好的 DAPI，室温染 30min。PBS 洗三次，每次 5min。 

7) 观察并拍照。 

2.9 免疫组化 

HCC 病例样本来源于第二军医大学上海东方肝胆医院，所有的病人都签订知情

同意书。所有与病人相关的实验都符合第四军医大学伦理学声明规定。 

1) 烤片。60℃过夜，或者 80℃烘烤 120min。 

2) 脱蜡浸水。二甲苯（15min×3），无水乙醇（5min×2），95% 乙醇（5min），95% 乙

醇（5min），90% 乙醇（2 min），85% 乙醇（2 min），75%乙醇（2 min），自来

水稍冲洗（5 min）。 

3) 抗原修复。高压锅煮沸抗原修复液，放入切片，待高压锅上汽后计时 2min 后，

停止加热，自然冷却至室温。 

4) 自来水冲洗 5min，内源性过氧化物酶封闭液封闭 10min。 

5) 自来水冲洗 5min→PBS 浸泡 5min→山羊血清室温封闭 20min。 

6) 一抗 4℃过夜。 

7) PBS 洗三次，每次 5min。加广谱二抗（试剂 B），室温 20min。 

8) PBS 洗三次，每次 5min。加三抗（HRP-streptavidin），室温 20min。 

9) PBS 洗三次，每次 5min。 

10) DAB 显色，自来水轻洗终止显色。 
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11) 苏木素染核 10min，自来水冲洗 

12) 分化。1%HCl-75%乙醇分化 3s，自来水冲洗 5min。 

13) 返蓝。PBS 浸洗 5min，自来水洗 2min。 

14) 脱水透明。75%乙醇（2min），85%乙醇（2min），90%乙醇（2min），95%乙醇（2min），

95%乙醇（5min），无水乙醇（5min×2），二甲苯（5min×2）。 

15) 中性树脂封片，显微镜下观察。 

2.10 Transwell 侵袭实验 

1) 冰上融化 Matrix 胶，用无血清的 DMEM 按一定比例稀释 Matrix 胶，将其放在

24 孔板内的 Tanswell 小室中央，在 37℃放置 3h 使其凝固。 

2) 消化对数期细胞，用无血清培养基重悬计数。每孔铺 5×104 个细胞，24 孔板内加

入含有 10%胎牛血清的 DMEM，37℃培养。 

3) 24h 后，取出小室，用棉签轻轻擦净未穿过的细胞。95%乙醇固定 5min，0.4%

结晶紫染色 15min。 

4) 用清水洗净小室，擦干。 

5) 随机选取视野，镜下计数，统计分析。 

2.11 统计分析 

所有的实验至少重复 3次，结果用mean±SD形式表示。用 SPSS软件和GraphPad 

Prism 5 软件进行统计分析。数据分析采用 t 检验或者 ANOVA 方法, 当 P<0.05 认

为差异有统计学意义。 

 

3 结果 

3.1 CD147 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰在肝癌中高表达 

CD147 分子作为一个肿瘤相关抗原，高表达于癌与癌旁组织中（图 1.1A）。我们

先前研究中发现肺癌组织中的 CD147 主要包含核心岩藻糖和 β1，6 N-乙酰氨基葡萄

糖分支这两种糖成分，而在肝细胞肝癌上 CD147 的 N-糖成分构成并不清楚[7]。我们

选取 14 例肝细胞肝癌病人样本进行凝集素组织化学染色发现，在肝细胞肝癌组织上，

β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰高表达，而核心岩藻糖低表达甚至不表达（图

1.1A）。这一结果印证前人的研究：核心岩藻糖在肝细胞肝癌上表达不具有普遍性[1]。
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在癌旁组织中，这两种糖成分均是高表达的。所以我们选取 β1，6 N-乙酰氨基葡萄

糖分支进行进一步研究。免疫荧光的结果表明，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支和CD147

分子在肝癌细胞中均为高表达，且二者存在共定位（图 1.1B）。为了在肝癌组织中原

位检测 CD147 分子的糖基化修饰，我们在实验室首次成功运用原位邻位连接技术（in 

situ PLA）定量检测 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰胺基葡萄糖分支修饰[131, 132]。PLA

实验的结果表明，在肝癌组织中 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支呈强阳

性信号（图 1.1C）。 

 

 

 

图 1.1 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰在肝癌组织和细胞中高表达 
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（A）免疫组化染色代表图：HAb18G/CD147， β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支以及核心岩藻糖在

肝细胞肝癌组织以及癌旁组织中表达 （放大倍数 400×， n=14）。14 例肝癌组织均均为 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支阳性，1 例肝癌组织核心岩藻糖阳性。所有的癌旁组织都表达 β1，6 N-乙酰

氨基葡萄糖分支和核心岩藻糖。（B）免疫荧光检测肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 上的 CD147 分子（绿

色）以及 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支（红色）的表达（HepG2 标尺=10μm，Huh-7 标尺=20μm）。

（C）对同一例肝癌组织分别进行免疫组化染色和原位邻位连接（in situ PLA）分析，免疫组化

结果显示 HAb18G/CD147 分子和 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达，PLA 荧光信号结果显

示 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰（免疫组化放大倍数 400×，免疫荧光标尺= 20 

µm）。 

 

3.2 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支与肝癌临床分期和转移的相关性 

为了研究 CD147 的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰在肝癌恶性进展中的意义，

我们选取了 51 例肝癌病人标本进行 PLA 染色，定量分析 CD147 的 β1，6 N-乙酰氨

基葡萄糖分支的表达，并统计分析其表达与肝癌病人的性别，年龄，肿瘤大小，个

数，门静脉血栓（PVT），巴塞罗那分期（BCLC），血清甲胎蛋白（AFP）等临床资

料的相关性。统计结果表明，CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达与

肝癌病人的 BCLC 分期显著正相关（表 1，P=0.016）。 进一步分析发现 CD147 分子

的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达水平与其恶性转移程度呈正相关。高转移的

BCLC 分期 C 期的肝癌组织中 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达显著

高于其在 0-A 期的低转移肝癌组织中的表达（P=0.002，图 1.2A），而且这种修饰程

度与肿瘤的进展程度有关（图 1.2B）。结果表明，CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分

支修饰可能促进肝癌的进展和转移。 
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图 1.2 PLA 技术检测 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖组分在不同 BCLC 分期的肝癌

组织样本中的表达 

（A） 原位邻位连接检测肝细胞肝癌组织不同分期（0-A 期，C 期）的 CD147 分子的 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支的代表图，红色: PLA 信号，蓝色：DAPI。标尺=50m。（B）统计分析比

较肝癌组织不同BCLC 分期的 PLA 信号（即CD147的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达情况）。

数据分析采用 One-way ANOVA 方法，*P<0.05，**P<0.01。 

 

3.3 糖基转移酶 GnT-V 催化的 CD147 分子 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖组分促进 HCC

细胞侵袭的功能研究 

为进一步证实 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰可能促进肝癌的侵袭转

移，我们在肝癌细胞中检测了 GnT-V 催化的 CD147 分子糖基化修饰对细胞侵袭功能

的影响。在肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 中加入 1 μg/mL 苦马豆碱（抑制 β1，6 N-乙酰

氨基葡萄糖分支的合成）处理 48h（图 1.3A），或者用干涉片段瞬时干涉 MGAT5，

细胞的侵袭能力明显下降（图 1.3B，C），再一次证实 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支

与肝癌的转移相关。为进一步检测 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支对 CD147 分子促转

移功能的影响，我们分别纯化 HepG2 和 Huh-7 细胞中用苦马豆碱抑制糖合成的

CD147 蛋白以及未加处理的天然 CD147 蛋白，再用纯化的蛋白作用于肝癌细胞，实

时定量 PCR 检测 MMPs 的基因表达（图 1.3D，E）。实时定量结果显示：与天然的

CD147 相比，苦马豆碱处理后的 CD147 蛋白刺激 MMP-1, MMP-2 and MMP-9 的分

泌能力明显下降。这说明：CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支促进肝癌细



空军军医大学硕士学位论文 

-36- 

胞的侵袭转移。 

 

表 1 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰与肝癌病人临床资料的相关性（n=51） 

Variable PLA Signal CD147/PHA-L 

Median (Minimum-Maximum) P value 

Sex 

  0.375 
    Male (n=38) 13.48 (5.41-30.48) 

    Female (n=11) 11.43 (8.07-18.37) 

Age (Years) 

  
0.829 

   <50 (n=22) 11.63 (5.41-30.80) 

   50 (n=15) 12.8 (6.04-20.40) 

Liver cirrhosis 

  0.335     Yes (n=30) 13.64 (5.41-30.48) 

    No (n=19) 11.43 (7.59-20.40) 

BCLC stage  

0.016 0-A (n=15) 10.05 (5.41-17.65) 

B-C (n=36) 14.60 (6.04-30.48) 

PVT 

  0.242    Yes (n=9) 13.54(10.42-20.40) 

   No (n=26) 12.00 (6.04-26.54) 

Number of tumors 

  0.133    <3 (n=44) 12.63 (5.41-30.48) 

   >3 (n=5) 15.49 (13.54-18.37) 

Tumor size (cm) 

  0.080    ≤5 (n=19) 12.46 (5.41-18.45) 

   >5 (n=31) 14.28 (6.04-30.48) 

Serum AFP (µg/l) 

  0.178    ≤25 (n=10) 12.06 (7.59-18.32) 

   >25 (n=38) 13.80 (5.41-30.48) 

统计学分析组间差异用 Wilcoxon 符号秩检验。 
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图 1.3 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支促进 HCC 细胞的侵袭转移 

（A）左：苦马豆碱的化学结构。右：不同浓度苦马豆碱的作用下 CD147 分子的表达。（B-C）

苦马豆碱作用及干涉 MGAT5 对 Huh-7 细胞侵袭能力的影响。（B）侵袭小室实验的代表性结果图

（C）加入 1 g/ml 苦马豆碱 48 h 抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支，以及干涉 MGAT5 对 Huh-7 

细胞的侵袭能力影响的统计结果。（D）免疫沉淀法纯化肝癌细胞（Huh-7 混合 HepG2）中，加

入苦马豆碱处理和未加处理的 CD147 蛋白， Western-blot 检测 CD147 分子的表达。（E）向生长
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良好的 HepG2 和 Huh-7 细胞中分别加入 1 µg/ml 纯化的加苦马豆碱及未加苦马豆碱作用的

CD147 蛋白，作用 24 h 后，实时定量 PCR 分别检测 MMP-1， MMP-2 and MMP-9 的 mRNA 水

平 （*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）。 

 

4 讨论 

GnT-V 催化的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支与肿瘤的转移密切相关[3]，在我们

的 Transwell 侵袭实验中也证实了这一点（图 1.3B，C）。在胃癌研究中发现，GnT-V

的表达对 E-cadherin 的定位以及功能具有重要影响[131]。GnT-V 催化 E-cadherin 发生

β1，6 分支糖修饰引起 E-cadherin 错误组配及黏附功能失调，影响细胞间黏附及其下

游信号通路，在肿瘤的侵袭转移中发挥重要作用[3]。抑制 E-cadherin 糖基化位点上的

这种糖基化修饰有助于增强 E-cadherin 的功能[131]。肿瘤相关抗原 CD147 分子作为

GnT-V 催化的受体蛋白之一，那么 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖在肝癌中

是否具有重要意义？目前尚不清楚。我们的研究首次运用邻位原位连接技术，在肝

癌组织中原位定量检测 CD147 分子的 β1，6 分支糖组分，并证实其在肝癌组织中是

高表达的（图 1.1C）。在此基础上我们分析了 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄

糖修饰与肝癌病人的临床资料的相关性，结果发现 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖修饰程度与肝癌的巴塞罗那分期呈正相关，这一结果提示 CD147-β1，6 N-乙

酰氨基葡萄糖修饰与肝癌进展密切相关，其修饰可能起到促进肝癌转移的功能。我

们在肝癌细胞系上的功能实验进一步证实了这一结论：β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰

的 CD147 分子可以通过诱导基质金属蛋白酶分泌促进肿瘤细胞的侵袭转移。 

肿瘤糖生物学相关研究显示，肝癌患者血清中甲胎蛋白发生高度岩藻糖基化，

这对肝癌的诊断具有重要价值。核心岩藻糖基化的甲胎蛋白（AFP-L3）已成为肝癌

的临床早期诊断的特异性检测指标。在我们研究中，利用 PLA 技术在肝癌组织原位

检测 CD147 分子的肿瘤相关糖组分，发现 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰与肝

癌进展密切相关，这一结论有助于研发基于 CD147 分子的更特异的新型肝癌早期诊

断及预后的标志物。进一步我们可以研究在临床样本上分析 CD147 分子的 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支糖组分与病人预后（生存、复发）的相关性，明确 CD147 分子

β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支与转移相关的特异性，从而研发特异性针对 CD147 分
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子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的抗体，有利于运用免疫组化技术更便捷的进行

临床早期诊断，或运用抗体的封闭作用对肝癌进行精准治疗。在我们研究中，明确

CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰的意义和功能，这对针对有效的肝癌药

物靶点 CD147 的治疗具有重要意义。 
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第二部分 GnT-V 催化的 CD147 分子 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支修饰参与肝细胞的 EMT

过程 

EMT 作为肿瘤进展过程中的关键驱动因素，通常认为与肿瘤的转移有关[133, 134]。

近年来发现 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达与 EMT 有关[1]。有研究表明 EMT 过

程中，GnT-V 表达上调[57, 58]，也有相反的报道指出 GnT-V 抑制肺癌细胞 EMT 的发

生[62]。我们实验室先前的研究发现 CD147 分子能促进 EMT 的发生，而且在 EMT 过

程中 CD147 的表达升高[5]。那么在 EMT 的过程中 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖分支表达是否上调，是否参与EMT过程？本部分实验内容主要研究这个问题。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人永生化的肝细胞 QZG 来源于中国科学院上海细胞库。 

1.2 主要仪器 

6 孔、12 孔、24 孔培养板（美国 Costar 公司） 

Dish（NEST 公司） 

倒置显微镜（日本 Olympus 公司） 

PVDF 膜（0.45 µm，美国 Millipore 公司） 

垂直电泳槽和电泳仪（美国 Bio-Rad 公司） 

Mini Trans-Blot 转移电泳槽（美国 Bio-Rad 公司） 

Western 化学发光检测系统（日本 Kodak 公司） 

荧光显微镜（日本 Olympus 公司） 

PCR 仪 （美国 Bio-Rad 公司） 

Agilent Mix3005p 实时荧光定量 PCR 仪（美国安捷伦公司） 
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流式细胞仪（美国 BD 公司） 

1.4 主要试剂 

试剂（货号） 生产商 

胎牛血清 杭州四季青公司 

RPMI-1640 培养基 Gibco 公司 

蛋白 Marker NEB 公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 Pierce 公司 

E-cadherin 鼠单抗（610182） BD 公司 

Trizol Invitrogen 公司 

TGF-β1（100-210） Prepro Tech 

Vimentin 兔多抗（10366-1-AP） Proteintech 

反转录试剂盒（R6934-01） Omega, Bio-Tek 

SYBR® Premix Ex Taq™（DRR081A） Takara 

DMEM 高糖培养基 

Sigma 公司 

胰酶细胞消化液 

β-巯基乙醇 

苦马豆碱（s9263） 

Avidin-HRP（A3151） 

GnT-V 鼠多抗 

Anti-Biotin 鼠单抗[Hyb-8] （ab201341） 
Abcam 公司 

GnT-V 鼠多抗（ab87977） 

荧光标记的凝集素 PHA-L（FL-1111，） 
Vector 公司 

生物素化的凝集素 PHA-L（B-1115） 

PMSF 

杭州华安生物技术有限公司 
RIPA 细胞裂解液 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 

N-cadherin 兔多抗（ER0503） 

CD147 兔多抗 

本实验室制备 HAb18G 鼠单抗（IgG1） 

α-tubulin 鼠单抗 
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2 方法 

2.1 细胞培养 

人肝细胞 QZG 用 RPMI-1640 培养基培养，培养基中加入 10%的胎牛血清，2 mM 

谷氨酰氨，100 g/ml 青霉素和 100 g/ml 链霉素。细胞置于 37℃，5% CO2 孵箱内

培养，隔天换液一次，视生长状况 3-4 天传代。 

2.2 蛋白免疫印迹  

1) 蛋白样品制备，BCA 定量，SDS-PAGE 电泳，转膜，封闭的具体步骤参照第一

部分。 

2) 一抗孵育，按照合适的比例稀释 GnT-V，E-cadherin，N-cadherin，vimentin，

α-Tubulin，anti-CD147，4℃孵育过夜，后续步骤同第一部分。 

2.3 实时定量 PCR 

具体步骤参照第一部分。MGAT5 的引物由北京华大基因合成。引物 GAPDH，实

验室前期在上海生工合成。 

基因名称 引物序列 

MGAT5 
上游 5’- ACTCTTGGACCATCCTGGGT -3’ 

下游 5’- CCGTCCACTGAGGATACCAT -3’ 

2.4 流式细胞术 

1） 收集细胞，PBS 悬浮细胞并计数。 

2） PBS 洗两次，避光加入荧光标记的 PHA-L（1:500），孵育 30min。 

3） PBS 洗两次，离心。 

4） 加入 300L 的 PBS，上机检测。 

2.5 原位邻位连接技术 

具体操作步骤参照第一部分 

2.6 Crosslink Immunoprecipitation 

使用 Thermo Scientific 试剂盒（26147）进行此部分实验。 

1) 将抗体结合到 Protein A/G Plus 树脂 

A 准备 2ml 1×Coupling Buffer（纯水稀释 20×Coupling Buffer）备用。 

B 轻悬瓶底获得均一的 Pierce Protein A/G Plus 树脂悬浮液。用截短的中枪头吸
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取 40µL 树脂加入 Pierce 离心柱中，将柱子放入微量离心管中，1000×g 离心 

1min，弃流穿。 

C 用 1×Coupling Buffer 洗两次，离心，弃掉流穿液。盖上底塞。 

D 准备 50µg CD147 的抗体 HAb18G 进行交联。（100µL 体系：10µL 的 HAb18G

（5µg/µL）+5µL 20×Coupling Buffer+85µL 纯水）将抗体溶液加入含有树脂

的离心柱中，旋紧螺旋盖，放于旋转器上室温旋转 60min。 

E 去盖离心，保留流穿。用 100µL 1×Coupling Buffer 洗树脂一次，离心弃流穿。

然后用 300µL 1×Coupling Buffer 洗树脂两次，弃流穿。 

2) 交联抗体 

A 配制 2.5Mm DSS（用 DMSO 稀释 DSS，DSS：DMSO=1：10）。 

B 盖上底盖，向柱内加入 50µL 反应溶液旋紧螺旋盖（50µL 溶液体系：2.5µL 

20×Coupling Buffer，9µL 2.5Mm DSS，38.5µL 纯水）。旋转器室温旋转 60min。 

C 将柱子放于收集管中，离心。加 50µL 洗脱液并离心。 

D 终止交联反应。用 100µL 洗脱液洗两次，每次洗后离心弃流穿。 

E 用 200µL 预冷的 IP lysis/Wash Buffer 洗两次备用，每次洗后离心。 

3) 蛋白裂解液制备 

A 收集细胞悬液并离心 1000×g 5min，弃碎片。PBS 重悬细胞后离心。 

B 加入适量 IP lysis/Wash Buffer 震荡混合，然后放于冰上裂解 30min。 

C 13000×g 离心 15min，将蛋白上清转移至新的收集管中，BCA 蛋白定量后放

于冰上备用。 

4) 裂解液预处理 

A 向新的离心柱中加适量的对照树脂（每毫克蛋白裂解液加入 80µL 空白树脂

处理），离心。 

B 向含有对照树脂的离心柱中加入裂解液，室温旋转 30min。 

C 1000×g 离心 1min，收集流穿备用。 

5) 抗原免疫沉淀 

A 将交联抗体的柱子盖上底塞，向柱内加入 300-600µL 裂解液（BCA 定量蛋白

量约为 500-1000µg），旋紧螺旋盖，4℃旋转过夜。 

B 去盖离心收集流穿，留作后续分析结果。 
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C 将柱子置于新的收集管中，用 200µL IP lysis/Wash Buffer 洗一次，1×TBS 洗

4-6 次，每次洗后离心弃流穿。后用 200µL IP lysis/Wash Buffer 洗两次，洗后

离心，再用 100µL Condition Buffer 洗一次。 

6) 抗原洗脱 

A 将柱子放于新的收集管中，加入 10µL 洗脱液离心。 

B 向柱内加 50µL 洗脱液（在需要洗脱高浓度蛋白的情况下，适量减少洗脱液），

室温孵育 5min。 

C 离心收集洗脱液，分析洗脱下来的抗原。然后用免疫蛋白印记和凝集素印记

检测。 

2.7 凝集素印记 

1） 蛋白样品制备 

A 消化收集生长状态良好细胞。 

B 加 RIPA 裂解液冰上裂解 30min，4℃离心 12000r/min 15min，转移上清。 

C BCA 蛋白定量，调齐蛋白浓度。 

D 加 Loading Buffer，煮沸变性。 

2） SDS-PAGE 电泳 

A 凝胶配制。 

B 加样电泳。80V，30min；120V，150min。 

3） 转膜，步骤同前。以 100V 电压转膜 60min。 

4） 封闭。含有 3%BSA 的 PBS 封闭 60min。 

5） 用封闭液稀释生物素化的 PHA-L，4℃孵育过夜。TBST 摇洗三次，每次 10min。 

6） 按比例 1:1000 稀释生物素化的 HRP，室温孵育 60min，TBST 洗三次，每次 10min。 

7） ECL 发光。 

2.8 免疫组化染色 

具体方法同第一部分。组织芯片扫描由谷歌生物公司完成。组织芯片扫描仪扫

描成像，完成后利用 Quant center 软件进行分析。组织切片上所有的深棕色为强阳

性，棕黄色为中度阳性，浅黄色为弱阳性，蓝色细胞核为阴性。进而对每个组织点

进行识别分析出强阳性，中度阳性，弱阳性及阴性的面积（单位：像素），阳性的

百分比，及最后进行 H-score 的评分。 
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2.9 统计学分析 

所有的实验至少重复 3次，结果用mean±SD形式表示。用 SPSS软件和GraphPad 

Prism 5 软件进行统计分析。数据分析采用 t 检验方法，当 P<0.05 认为差异有统计

学意义。 

 

3 结果 

3.1 肝癌进展过程中 GnT-V，E-cadherin 和 N-cadherin 的表达相关性 

为证实 GnT-V 的表达与 EMT 有关，我们首先用免疫组化的方法检测不同肝癌

进展过程（正常人肝、肝硬化、远端/癌旁/肝癌原发灶（临床 1 期 2 期 3 期 4 期）、

肝癌转移灶）的组织芯片的 GnT-V 和 E-cadherin 以及 N-cadherin 的表达情况。如图

2.1A，B 所示，GnT-V 的表达与 E-cadherin 表达整体呈负性相关，相对于高表达 GnT-V

的情况下，低表达 GnT-V 时的 E-cadherin 表达相对较高。同时，我们发现 GnT-V 的

表达与 N-cadherin 表达整体呈正相关，GnT-V 高表达时，N-cadherin 的表达相对较高。

这一结果提示 GnT-V 的表达可能与 EMT 过程有关。 

 

图 2.1 肝癌进展过程中 GnT-V，E-cadherin 和 N-cadherin 的表达情况 

（A）同一例组织上表达 GnT-V，E-cadherin 和 N-cadherin 的免疫组化染色代表图。（B）统计分

析（A）结果，分析肝癌进程中的 GnT-V 与 E-cadherin 表达情况。GnT-V 的表达与 E-cadherin 表

达整体趋势相反。用 GnT-V 免疫组化染色评分 H Score 的中位数将标本分为低表达 GnT-V（≤中

位数），高表达 GnT-V（＞中位数）两组。（n=61，P=0.0222＜0.05）。（C）统计分析（A）结果，
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分析肝癌进程中的 GnT-V 与 N-cadherin 表达情况。GnT-V 的表达与 E-cadherin 表达整体趋势一

致。（n=61，P=0.0285＜0.05）。 

 

3.2 肝细胞发生 EMT 过程中 GnT-V 及其催化产物表达增加 

用 2.5 ng/ml 细胞因子 TGF-β1 刺激人的永生化肝细胞 QZG 24h，细胞上皮标志

物 E-cadherin 表达下调，N-cadherin 和 vimentin 表达上调，证实 QZG 细胞发生上皮

间质转化，免疫蛋白印记结果显示 GnT-V 的蛋白表达水平上调（图 2.2A）。进一步

我们用实时定量 PCR 检测其编码基因 MGAT5 的 mRNA 在此过程中的变化，结果表

明 MGAT5 表达上调（图 2.2B）。然后我们用荧光标记的凝集素 PHA-L 标记细胞表面

GnT-V 的催化产物 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰，流式细胞仪检测其表达，结

果表明 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支水平与 GnT-V 的基因、蛋白水平变化一致（图

2.2C，D）。以上结果说明，TGF-β1 诱导 QZG 细胞发生 EMT，糖基转移酶 GnT-V 及

其催化的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰表达上调。 

 

图 2.2 糖基转移酶 GnT-V 及催化产物在 TGF-β1 诱导肝细胞发生 EMT 时表达上调 

（A）2.5 ng/ml TGF-β1 处理细胞 24h 后，Western blotting 检测 E-cadherin，N-cadherin，vimentin

和糖基转移酶 GnT-V 表达情况。（B）2.5 ng/ml TGF-β1 处理细胞 24h，实时定量 PCR 检测 GnT-V

的编码基因 MGAT5 的 mRNA 表达情况。GAPDH 作为内参。（C）2.5 ng/ml TGF-β1 刺激细胞

24h，用荧光标记的凝集素 PHA-L 标记细胞膜表面 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支，流式细胞仪检
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测其表达。（D）流式检测荧光强度的统计结果（*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）。  

 

3.3 肝细胞发生 EMT 过程中 CD147 分子的糖基化水平增加 

我们先前的研究发现 TGF-β1 诱导肝细胞发生 EMT 过程中 CD147 的表达上调，

在本研究中，我们用免疫蛋白印记法再一次证实这一结论（图 2.3 A，B）。然后我们

用 HG-CD147/LG-CD147 比衡量 CD147 分子的 N-糖基化修饰在 EMT 过程中的变化。

三次以上重复实验，灰度扫描统计分析发现 CD147 的 N-糖基化修饰水平在 EMT 过

程中上调，HG-CD147 表达增加（图 2.3 C）。 

 

图 2.3 TGF-β1 诱导肝细胞发生 EMT 过程中 CD147 分子的 N-糖基化水平表达上调 

（A）Western blotting 检测 TGF-β1 诱导 QZG 细胞发生 EMT 前后 CD147 分子的表达。（B） 对

免疫印迹法检测 CD147 蛋白水平表达的统计结果。（C）TGF-β1 诱导 QZG 细胞发生 EMT 的高

糖基化 CD147（HG-CD147）/低糖基化 CD147（LG-CD147）统计结果（*P<0.05， **P<0.01）。  

 

3.3 肝细胞发生 EMT 过程中 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达增加 

为进一步检测糖基转移酶 GnT-V 催化的 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖

分支修饰的表达，我们采用 PLA 技术原位检测 QZG 细胞在 TGF-β1 诱导前后的糖分

支表达，红色亮点代表其修饰。结果发现 TGF-β1 诱导 QZG 细胞发生 EMT 后，

CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰表达明显升高（P<0.001，图 2.4 A，B）。

然后我们用免疫沉淀（IP）纯化 CD147 分子，蛋白免疫印迹以及凝集素印记检测到

CD147 分子及其 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰明显增加（图 2.4 C）。以上结果说明，

TGF-β1 诱导肝细胞发生 EMT 过程中，CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支

表达上调。 
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图 2.4  TGF-β1 诱导肝细胞发生 EMT 过程中，CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分

支修饰表达上调 

（A）2.5ng/mL 的 TGF-β1 诱导 QZG 24h，PLA（原位邻位连接技术）检测诱导前后 CD147 分

子的的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰的代表图（B）对原位邻位连接结果的统计图。（C）免

疫沉淀结合蛋白免疫印迹检测 TGF-β1 诱导 QZG 发生 EMT 前后 CD147 分子的表达（上），免疫

沉淀结合凝集素印记检测 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达（下）（***P<0.001）。 

 

4 讨论 

上皮间质转化是肿瘤转移过程中的重要环节 [135]，大量研究发现糖基转移酶

GnT-V的表达与EMT相关[1]。有研究表明EMT过程中，GnT-V表达上调[57, 58]， GnT-V 

的过表达促进 TGF-β1 诱导 EMT 的发生，从而增强各种肿瘤的恶性转移表型[60, 61]。

然而，也有相反的报道指出 GnT-V 抑制肺癌细胞 EMT 的发生[62]。我们对肝癌进展

的不同组织免疫组化染色分析发现，GnT-V 与 E-cadherin 表达整体呈负相关，与

N-cadherin 表达呈正相关。这表明了 GnT-V 参与 EMT 过程。先前的研究表明

E-cadherin 受到 GnT-V 的催化，过表达 GnT-V 抑制 E-cadherin 的功能从而促进肿瘤

细胞的转移[131]。在此研究中，我们从表达的角度说明 GnT-V 的表达与 E-cadherin 呈

负相关，侧面证明其具有促进转移的功能。 

然后我们利用 TGF-β1 诱导人肝细胞 QZG 构建 EMT 模型，发现糖基转移酶

GnT-V 及其催化产物 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支表达增加。我们的实验明确了在

肝细胞发生 EMT 的过程中糖基转移酶 GnT-V 及其催化的糖基化修饰是表达上调的。    

实验室先前研究表明，在肝癌进展过程中 CD147 分子能够促进 EMT 发生，且在 EMT
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过程中，CD147 分子在转录水平表达上调[5]。本研究检测了 CD147 分子在 TGF-β1

诱导 EMT 过程中其 N-糖基化修饰的变化，结果表明高糖基化的 CD147（HG-CD147）

在 EMT 过程中上调。进一步的研究表明，主要是 HG-CD147 中的 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖分支参与 EMT 过程。以往对 GnT-V 通过催化底物蛋白（包括 CD147 分子在

内）的糖基化修饰参与 EMT 的意义和具体机制研究并未见报道，我们猜测在 EMT

过程中，GnT-V 促进肿瘤细胞 EMT 过程的重要机制，就是通过催化包括 CD147 分

子在内的底物蛋白的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰，从而影响这些 EMT 相关蛋

白的功能及下游信号通路，进而促进肿瘤转移。 

本部分研究进一步验证并从机制上阐述了在本研究内容的第一部分中 CD147 分

子 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰促进肝癌转移的功能。我们的研究首次揭示了 GnT-V

通过糖基化修饰影响其靶蛋白的功能促进肿瘤细胞 EMT 及肿瘤转移的分子机制，并

从糖修饰的角度解释 CD147 分子促进 EMT 发生的新机制。 
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第三部分 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡

萄糖分支修饰影响 CD147 和 integrin β1 相互

作用 

 

前两部分的结果证实CD147分子的β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰促进肝癌侵

袭转移，那么其分子机制是什么？我们之前的研究表明肝癌细胞中CD147分子和

integrin β1存在相互作用，且二者的相互作用对肝癌细胞的骨架重排和运动迁移有重

要意义[136]。只有高糖基化的CD147才能正确定位到细胞膜上[7, 122]，与integrin β1发生

相互作用。糖生物学研究发现，N-糖基化修饰会影响蛋白间的相互作用[2]。CD147

分子的N-糖基化修饰是否会影响其与integrin β1的相互作用，以及如何影响其与

integrin β1的相互作用是本部分的研究重点。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人源胚胎肾细胞 HEK293T 来源于美国 ATCC，人肝细胞肝癌 HepG2 细胞来源于

美国 ATCC，人肝细胞肝癌 Huh-7 细胞来源于日本 JCRB 细胞库。 

1.2 质粒 

质粒 WT-eGFP-N1-CD147 和 N44Q/N152Q/N186Q (3Q)-eGFP-N1-CD147 由本

实验室黄婉副教授构建。 

1.3 主要仪器 

6 孔、12 孔、24 孔培养板（美国 Costar 公司） 

细胞计数仪（美国 Invitrogen 公司） 

倒置显微镜（日本 Olympus 公司） 

共聚焦培养皿 Dish（NEST） 
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PVDF 膜（0.45 µm，美国 Millipore 公司） 

垂直电泳槽和电泳仪（美国 Bio-Rad 公司） 

Mini Trans-Blot 转移电泳槽（美国 Bio-Rad 公司） 

Western 化学发光检测系统（日本 Kodak 公司） 

荧光显微镜（日本 Olympus 公司） 

1.4 主要试剂 

试剂（货号） 生产商 

胎牛血清 杭州四季青公司 

RPMI-1640 培养基 Gibco 公司 

蛋白 Marker NEB 公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 Pierce 公司 

卡那霉素 北京鼎国生物技术有限公司 

LipofectamineTM2000 Invitrogen 公司 

生物素化的凝集素 PHA-L（B-1115） Vector 公司 

DMEM 高糖培养基 

Sigma 公司 

胰酶细胞消化液 

β-巯基乙醇 

苦马豆碱（s9263） 

Anti-Biotin 鼠单抗[Hyb-8] （ab201341） 
Abcam 公司 

integrin β1（ab52971） 

GFP （sc-9996） 

Santa Cruz 公司 
galectin-3 (Gal-3)（sc-20157） 

CD147 兔多抗 

本实验室制备 HAb18G 鼠单抗（IgG1） 

α-tubulin 鼠单抗 

PMSF 

杭州华安生物技术有限公司 RIPA 细胞裂解液 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 
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2 方法 

2.1 细胞培养 

人源胚胎肾细胞HEK293T用RPMI-1640 培养基培养；人肝癌细胞HepG2 和

Huh-7 细胞用DMEM培养基培养。培养基中加入10%的胎牛血清， 2 mM 谷氨酰氨， 

100 g/ml 青霉素和 100 g/ml链霉素。细胞置于37℃，5% CO2 孵箱内培养，隔天

换液一次，视生长状况3-4天传代。 

2.2 细胞转染 

2.2.1 质粒转染 

1） 挑单克隆，LB 培养基（卡那霉素抗性）孵育，恒温 37℃剧烈摇菌 12-16h，扩增。 

2） 质粒提取。按照说明书提取质粒。 

A 取 1.5ml-5ml 菌液以 10000×g/min 的转速室温离心 1min。 

B 加入 250L Solution I/RNase A 重悬细菌，并上下颠倒震荡。 

C 加入 250L Solution II，轻轻混匀并上下颠倒数次，获得清澈的裂解液，然

后孵育 2min。 

D 加入 350L Solution III 并立即颠倒震荡数次，得到白色沉淀。 

E 13000×g/min 室温离心 10min。 

F 组装 HiBind Miniprep Column I，并将上清转移入内。10000×g/min 室温离心

1min。 

G 加 500L Buffer HB，室温 10000×g/min 离心 1min，弃流穿。加 700L DNA 

Wash Buffer，10000×g/min 离心 1min，重复一次。 

H 13000×g/min 离心 2min，干燥柱子。 

I 向柱内加 30L -50L 的 Elution Buffer，室温放置 1-2min，13000×g/min 离心

1min，收集洗脱液。 

J 紫外分光光度计测定 DNA 的纯度和含量，准备转染。 

3） 质粒转染 

A 铺种细胞。消化生长状态良好的对数期 HEK293T 细胞，以 5×105 个细胞/孔

的密度种到 6 孔板里，加入含有 10%胎牛血清的完全培养基 RPMI-1640，培

养过夜。第二天观察细胞贴壁是否充分及生长状况。 
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B 至细胞贴壁完全时，取 5µL LipofectamineTM2000 加入到 250µL 不含血清的

RPMI-1640 中，混匀，室温放置 5min。同时，将 5µg 质粒加入到 250µL 不

含血清的 RPMI-1640 中，混匀，室温放置 5min。 

C 混合含有 LipofectamineTM2000 以及含有质粒的培养基，室温放置 20min。 

D 将准备好的细胞弃去培养基，用不含血清的 RPMI-1640 洗两次，然后将混匀

的干涉片段加入到 6 孔板中，37℃培养 6h。 

E 更换含有 10%胎牛血清的 RPMI-1640 继续培养，48h 后用作后续实验分析。 

2.2.2 干涉片段转染 

具体方法见第一部分。干涉片段信息如下。 

ShRNAS(supplier) Sequence 

LGALS3 siRNA 

GenePharma (Shanghai, China) 

siRNA LGALS3-Homo-469: 

5’-3’: CUCGCAUGCUGAUAACAAUTT 

     AUUGUUAUCAGCAUGCGAGTT 

siRNA LGALS3-Homo-567: 

5’-3’: CCACGCUUCAAUGAGAACATT 

      UGUUCUCAUUGAAGCGUGGTT' 

control nonspecific siRNA 

GenePharma (Shanghai, China) 

  sense, 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3' 

antisense, 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3' 

2.3 免疫共沉淀 Co-IP 

1) 抗体固定化 

A 将加强型 Aminolink 偶联树脂和试剂平衡至室温，稀释准备 1×coupling buffer 

备用。 

B 轻轻晃动Aminolink偶联树脂瓶，获得均一的悬浮液，使用截短枪头加入50L 

的树脂，置于微量离心管中，1000g/min 的转速离心 1min，弃流穿。 

C 200L 1×coupling buffer 洗涤树脂，1000g/min 离心 1min，弃流穿。滤纸吸去

底部剩余液体，插入底盖。 

D 将 20L 抗体溶液调整至 400L 后，将抗体稀释液添加至含有树脂的离心柱

中，在通风橱内，加入硼氢化钠（每 200L 体系加入 3L 硼氢化钠）溶液。 

E 室温下，旋转孵育 90-120min，确保悬浮液在孵育过程中处于悬浮状态。 
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F 离心收集流穿，验证抗体结合效率。然后加入 200L 1×coupling buffer，离

心弃流穿并重复一次。 

G 加 200L 淬灭缓冲液并离心，滤纸吸去底部剩余液体，插入底盖。加 200L

淬灭缓冲液，3L 硼氢化钠，盖上螺旋盖上下混匀，孵育 15min。 

H 离心弃流穿，200L 1×coupling buffer 洗涤两次，洗后离心 

I 150L washing buffer 洗六次，每次洗后离心。 

2) 免疫共沉淀（除非另有说明，所有的免疫沉淀操作在 4℃进行） 

A 200L IP Lysis 洗涤树脂两次，离心弃流穿。滤纸吸去底部液体，插入底盖，

将诱饵目的蛋白复合物以及对照样品加入到含有树脂的柱子中，旋紧螺旋

盖，室温旋转孵育 1-2h 或者 4℃过夜。 

B 去盖离心，保留流穿。用 200L 的 IP Lysis 洗涤样品两次，每次洗后离心。 

C 为保证洗脱效果，用 200L 的 1×PBS 洗 4-6 次，每次洗后离心。 

D 免疫共沉淀洗脱：将离心柱放于一个新的离心管中，加 10L 洗脱缓冲液离

心。 

E 保持离心柱与收集管中，加入 50L 洗脱缓冲液，室温静置 5min（不要盖上

离心柱）。 

F 离心获得 60L 蛋白溶液，加入 15L 5×loading buffer，100℃恒温金属浴

5min，离心混匀后用作蛋白免疫印记分析。 

2.4 蛋白免疫印记 

1） 蛋白样品制备，BCA 定量，SDS-PAGE 电泳，转膜，封闭的具体步骤参照第一

部分。 

2） 一抗孵育，按照合适的比例稀释 integrin β1，GFP，α-Tubulin，galectin-3，

anti-CD147，4℃孵育过夜，后续步骤同第一部分。 

2.5 原位邻位连接实验 

具体步骤参照第一部分 

2.6 统计学分析 

所有的实验至少重复 3次，结果用mean±SD形式表示。用 SPSS软件和GraphPad 

Prism 5 软件进行统计分析。数据分析采用 t 检验方法，当 P<0.05 认为差异有统计

学意义。 
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3 结果 

3.1 CD147 的 N-糖基化修饰影响 CD147 和 integrin β1 的相互作用 

CD147 是一个跨膜蛋白分子，具有三个糖基化位点（N44 位，N152 位，N186

位），且均位于 CD147 的胞外段。该蛋白分子胞外段与 integrin β1 结合发挥促进肿瘤

细胞转移的功能[97]。为检测 N-糖基化修饰是否影响 CD147 和 integrin β1 的相互作用，

我们将构建的野生型 WT-CD147-eGFP 和三个糖基化位点均突变的 3Q-CD147-eGFP 

质粒转入到 HEK293T 细胞中（图 3.1A），通过免疫共沉淀检测野生型 CD147 以及糖

基化位点均突变的 CD147 和 integrin β1 间的相互作用。等量的质粒转入细胞后，根

据绿色荧光强度来判断其转染效率，荧光显示其转染效率基本一致（图 3.1B）。我们

用 integrin β1 的抗体进行免疫沉淀，转入糖基化位点突变质粒组中与 integrin β1 共沉

淀的 CD147 分子明显少于转入野生组，反之，我们以 GFP（代表外源 CD147）抗体

进行免疫沉淀，突变糖基化位点组中与 CD147 分子共沉淀的 integrin β1 明显少于

WT 组（图 3.1C）。 以上结果表明，突变糖基化位点减弱 CD147 和 integrin β1 的相

互作用。 

 

图 3.1 CD147 的 N-糖基化修饰影响 CD147 和 integrin β1 的相互作用 

（A）CD147 分子的蛋白结构及突变其三个糖基化位点的示意图。野生型（WT）蛋白全长分为
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胞外段（ECD）和胞内段（ICD）；SP，信号肽；TM，跨膜区。突变其三个 N-糖基化位点位(3Q)

均位于胞外段（N44Q、N152Q、N186Q）。（B）HEK293T 细胞转染质粒 WT-CD147-GFP 和

3Q-CD147-GFP，观察绿色荧光蛋白所代表的转入质粒的表达及转染效率。为保证转染效率一致，

相同密度的 293T 细胞中转入等量的 WT-CD147-GFP 和 3Q-CD147-GFP 质粒，绿色荧光强度代

表其在 293T 细胞中的表达情况。（C）Co-IP 法检测突变 CD147 分子的三个糖基化位点对 CD147

和 integrin 相互作用的影响。上：左侧为 input，右侧为 IP。用 integrin β1 抗体进行免疫沉淀，检

测沉淀下来的 integrin β1 蛋白。再用 GFP 抗体进行免疫印迹，检测与 integrin β1 相互作用的

CD147-eGFP 蛋白。1/10 细胞裂解液作为 input 蛋白。下：左侧为 input，右侧为 IP。用 GFP 抗

体进行免疫沉淀，检测沉淀下来的 CD147-eGFP 蛋白。再用 integrin β1 抗体进行免疫印迹，检测

与 CD147 相互作用的 integrin β1 蛋白。1/10 细胞裂解液作为 input 蛋白。结果表明，突变 CD147

的三个糖基化位点后，CD147 和 integrin 相互作用减弱。 

 

3.2 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支影响 CD147 和 integrin β1 的相互作

用 

为进一步检测 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰是否影响 CD147

与 integrin β1 的相互作用，我们利用原位邻位连接技术在肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7

上直接测定了二者的相互作用。加入苦马豆碱处理肝癌细胞 48h，抑制 CD147 的 β1，

6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰合成。结果发现与对照组相比，抑制糖分支合成后二者

相互作用（红色荧光点多少代表相互作用的强弱）明显减弱，且具有统计学差异（图

3.2A，B）。当我们转染 siRNA 干涉糖基转移酶编码基因 MGAT5，抑制糖基转移酶的

表达，也具有相似的效果：与无关干涉组相比，干涉 MGAT5 基因后 CD147 和 integrin 

β1 二者间相互作用受到抑制（图 3.2C，D）。以上结果说明，CD147 分子的 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支糖修饰促进 CD147 分子与 integrin β1 的相互作用。 
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图 3.2 抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支合成影响 CD147 和 integrin β1 的相互作用 

（A-B）原位邻位连接法检测 1 g/ml 苦马豆碱（sw）处理肝癌细胞 48h，抑制 β1，6 N-乙酰氨

基葡萄糖分支的合成对 CD147 和 integrin β1 分子相互作用的影响。（A）原位邻位连接实验的代

表性荧光结果图。红色荧光点的多少代表相互作用的强弱。（B）对红色荧光（CD147 和 integrin 

β1 分子相互作用）的统计结果（标尺= 50 µm）。（C-D）原位邻位连接法检测干涉糖基转移酶 V

的编码基因 MGAT5 对 CD147 和 integrin β1 分子相互作用的影响。（C）原位邻位连接实验的代

表性荧光结果图。红色荧光点的多少代表相互作用的强弱。（D）对红色荧光（CD147 和 integrin 

β1 分子相互作用）的统计结果（标尺= 50 µm）。*P<0.05, **P<0.01。  

 

3.3 糖配体 Galectin-3 影响 CD147 和 integrin β1 的相互作用 
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β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支一般与半乳糖凝集素 galectin-3 结合形成胞外半乳

糖凝集素糖蛋白基序发挥功能[53]。为进一步明确 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支在 

CD147- integrin β1 相互作用中的作用，我们干涉肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 中的半乳

糖凝集素 galectin-3 编码基因 LGALS3 的表达，然后用免疫共沉淀的方法检测 CD147

和 integrin β1 的相互作用情况。结果如图 3.3A，B 所示，与无关干涉组相比，干涉

LGALS3 基因后，肝癌细胞中 CD147 分子和 integrin β1 之间的相互作用明显受到抑

制。我们首先用 CD147 的抗体进行免疫沉淀，再用 integrin β1 的抗体进行免疫印迹

检测与 CD147 分子结合的 integrin β1，结果表明干涉组与 CD147 分子结合的 integrin 

β1 明显少于对照组（图 3.3A）。反之，以 integrin β1 的抗体进行免疫沉淀，再用 CD147

的抗体检测与 integrin β1 结合的 CD147 蛋白，结果也表明干涉组中与 integrin β1 结

合的 CD147 蛋白明显少于对照组（图 3.3B）。这些结果进一步证实了 β1，6 N-乙酰

氨基葡萄糖分支影响 CD147 分子与 integrin β1 的相互作用。 
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图 3.3 干涉 galectin-3 后对 CD147 和 integrin β1 相互作用的影响 

（A-B）干涉肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 的 β 1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的糖配体 galectin-3

（Gal-3），CO-IP 分析 CD147 和 integrin β1 相互作用。（A）左侧 input 样品的 western blotting 检

测，检测 integrin β1，CD147，Gal-3，tubulin 的表达；右侧：HAb18G/CD147 为诱饵的免疫沉淀，

检测抓下来的 integrin β1，CD147。用 HAb18G 进行免疫沉淀，检测沉淀下来的 CD147 蛋白。 

再用 integrin β1 的抗体进行免疫印迹，检测与 CD147 相互作用的 integrin β1 分子。（B）左侧：input

样品的 western blotting 检测，检测 integrin β1，CD147，Gal-3，tubulin 的表达；右侧：用 integrin 

β1 的抗体进行免疫沉淀，检测沉淀下来的 integrin β1 蛋白。再用 HAb18G 进行免疫印迹，检测

与 integrin β1 相互作用的 CD147 分子。以 integrin β1 为诱饵的免疫沉淀，检测抓下来的 CD147，

integrin β1。A，B 中 input 上样量为 1/10 的细胞裂解液，IgG 的 input 为干涉组和 NC 组的等量

混合。Input 蛋白上样量为 1/10 的细胞裂解液，IgG 的 input 为干涉组和 NC 组的等量混合。 

 

4 讨论 

糖生物学研究表明 N-糖基化修饰影响蛋白间的相互作用[18, 103, 137]。CD147 分子

与 integrin β1 相互作用调控 integrin 依赖的通路活化以及 FAK 的活化，从而引起下

游信号 Rac/Ras/Raf/ERK 和 PI3K/Akt 通路的活化，进而增强肝细胞肝癌的恶性转移

的潜能[136]。目前有研究表明 N-糖基化修饰影响 integrin β1 与其他蛋白的结合[137, 138]，

但具体的机制如哪种糖成分发挥作用并未报道。在我们的研究中，我们把关注点放

在糖成分 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支上。结果发现这种修饰能影响 CD147 分子与

integrin β1 的相互作用。抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰的发生，能有效抑制

二者的相互作用；同时干涉 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支配体，也出现类似的结果。

这些结果表明 CD147 分子上 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的存在能增强 CD147 分

子和 integrin β1 的相互作用。然而，需要指出的是，利用苦马豆碱抑制 β1，6 N-乙

酰氨基葡萄糖分支的合成，不仅仅是抑制了 CD147 分子上的这种糖基化修饰，对所

有 GnT-V 的底物糖蛋白的糖修饰都起到抑制作用。但结合 CD147 糖基化位点突变的

结果，我们证实了 CD147 分子的糖基化修饰能影响二者的相互作用。此外，PLA 技

术原位检测 CD147 分子和 integrin β1 的相互作用强弱，直接证明 CD147 分子和

integrin β1 的相互作用受到 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的影响。 
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之前的研究报道，integrin β1 结合在 CD147 分子的 RGD 区域。在前文 3.1 部分

中也得到体现。当完全突变 CD147 分子的 N-糖基化位点后，CD147 分子和 integrin β1

相互作用明显减弱，但二者之间仍存在相互作用（图 3.1C）。这说明 CD147 分子的

N-糖基化修饰是影响二者相互作用的重要因素，但不是唯一的决定因素。结合之前

的研究，我们认为除了 CD147 分子与 integrin β1 的直接相互作用外，CD147 分子上

β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的存在可能起到辅助（共受体）作用，即 CD147 分子

上的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰的存在会增强两分子间的相互作用。

CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支通过促进 CD147 分子与 integrin β1 的相互作用，

从而促进肿瘤转移，进一步解释了本研究的前两部分结果。 

本部分实验发现了 CD147 分子上 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰促进肝癌转

移的新机制，为研发小分子化学药物或特异性抗 CD147 分子糖修饰的抗体提供了理

论支持：靶向 CD147 分子的糖基化修饰，抑制 CD147 分子与 integrin β1 的相互作用，

从而抑制肿瘤转移。这为基于 CD147 分子的抗肿瘤治疗提供了新思路。 
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第四部分PI3K/Akt信号通路对GnT-V的正反

馈调控 

CD147 分子和 integrin β1 相互作用激活与细胞迁移相关 FAK-Paxillin 以及下游

PI3K-Akt 信号通路，从而促进细胞迁移[136]。前文的实验结果已经证实 GnT-V 催化

的糖基化修饰影响 CD147 分子和 integrin β1 相互作用，那么这种 β1，6 N-乙酰氨基

葡萄糖分支修饰会不会影响 PI3K/Akt 信号通路呢？PI3K/Akt 信号通路调控多种基因

的表达，包含一些参与 EMT 过程的基因，如 Snail，GSK-3β 等[5, 139]。第二部分证实

在 GnT-V 的表达与 EMT 有关，那么细胞迁移相关的 PI3K/Akt 信号通路对 GnT-V 的

表达有无影响？本部分研究内容重点解决这两个问题。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人肝细胞肝癌细胞系：HepG2 和 Huh-7 细胞 

1.2 主要仪器 

6 孔、12 孔、24 孔培养板（美国 Costar 公司） 

细胞培养箱（德国 Heraeus 公司） 

细胞计数仪（美国 Invitrogen 公司） 

YJ875SA 超净台（吴江市净化设备总厂） 

倒置显微镜（日本 Olympus 公司） 

酶标仪（美国 Bio-Rad 公司） 

PVDF 膜（0.45 µm，美国 Millipore 公司） 

垂直电泳槽和电泳仪（美国 Bio-Rad 公司） 

Mini Trans-Blot 转移电泳槽（美国 Bio-Rad 公司） 

NanoDrop 2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher 公司） 

PCR 仪 （美国 Bio-Rad 公司） 
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Agilent Mix3005p 实时荧光定量 PCR 仪（美国安捷伦公司） 

1.3 主要试剂 

试剂（货号） 生产商 

胎牛血清 杭州四季青公司 

RPMI-1640 培养基 Gibco 公司 

蛋白 Marker NEB 公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 Pierce 公司 

FAK（610087） BD 公司 

galectin-3 (Gal-3)（sc-20157） Santa Cruz 公司 

反转录试剂盒（R6934-01）  Omega, Bio-Tek 公司 

SYBR® Premix Ex Taq™（DRR081A） Takara 

DMEM 高糖培养基 

Sigma 公司 
胰酶细胞消化液 

β-巯基乙醇 

苦马豆碱（s9263） 

p-Akt （Ser 473）（587F11） 

CST 公司 

Akt（9272s） 

p-paxillin（2541s）   

PI3K 抑制剂（LY294002）  

integrin β1（ab52971） 

Abcam 公司 p-FAK （ab4804） 

GnT-V （ab87977） 

HAb18G 鼠单抗（IgG1） 

本实验室制备 

α-tubulin 鼠单抗 

PMSF 

杭州华安生物技术有限公司 RIPA 细胞裂解液 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 
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2 方法 

2.1 细胞培养 

具体步骤参照正文第一部分方法。 

2.2 蛋白免疫印迹 

1) 蛋白样品制备，BCA 定量，SDS-PAGE 电泳，转膜，封闭的具体步骤参照第一

部分。 

2) 一抗孵育，按照合适的比例稀释 integrin β1，GnT-V，α-Tubulin，galectin-3，

HAb18G，FAK/p-FAK，Akt/p-Akt，Paxilin/p-Paxilin，4℃孵育过夜，后续步骤同

第一部分。 

2.3 实时定量 PCR 

1）提取总 RNA，反转录具体步骤参照第一部分。 

2）实时定量 PCR。 

MGAT5，LGAL-3（Gal-3）的引物由北京华大基因合成。引物 GAPDH 同第一部

分。具体操作步骤同第一部分。 

基因名称 引物序列 

MGAT5 
上游 5’- ACTCTTGGACCATCCTGGGT -3’ 

下游 5’- CCGTCCACTGAGGATACCAT -3’ 

LGALS3 
上游 5’- GCTTCTGGGTCAAAGGACCA-3’ 

下游 5’-GTCCCACAGGTTGTCACACA-3’ 

2.4 数据分析 

所有的实验至少重复 3次，结果用mean±SD形式表示。用 SPSS软件和GraphPad 

Prism 5 软件进行统计分析。数据分析采用 t 检验方法，当 P<0.05 认为差异有统计

学意义。 

 

3 结果 

3.1 PI3K/Akt 信号通路对 GnT-V 的正反馈调控 
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第三部分实验结果表明 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支影响 CD147 分子和

integrin β1 的相互作用。以往的研究表明 CD147 分子和 integrin β1 相互作用活化下游

PI3K/Akt 信号通路。为检验 GnT-V 是否调控 PI3K 下游信号通路，我们检测了包括

FAK、paxillin 和 Akt 在内的下游蛋白的活化。在肝癌细胞株 HepG2 和 Huh-7 中，用

苦马豆碱抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支合成后，免疫印迹的结果表明 p-FAK， 

p-paxillin 和 p-Akt 的表达均下调（图 4.1）。我们的结果与之前文献在乳腺癌中的报

道一致[39, 140]。综上结果表明糖基转移酶 GnT-V 催化的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支

修饰能够调控 PI3K 通路。 

 

图 4.1 抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支后对 PI3K 信号通路下游分子表达和活化

的影响 

肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 加入 1g/mL 苦马豆碱（sw）处理 48h 后，Western blotting 检测 PI3K

信号通路下游分子 FAK、paxillin 和 Akt 的表达和活化。结果表明磷酸化的 FAK、paxillin 和 Akt

均表达下调。 

 

3.2 PI3K/Akt 信号通路调控 GnT-V 的表达 

为探究 PI3K/Akt 信号通路是否可正反馈调控 GnT-V，我们在 HepG2 和 Huh-7

细胞加入 10 mol/L PI3K 抑制剂 LY294002 处理 24h[141]，免疫蛋白印记和实时定量

PCR 分析检测 GnT-V 的表达。结果表明抑制 PI3K 通路后 GnT-V 的蛋白和基因表达

均有下调（图 4.2A-B）。此外，加入抑制剂 LY294002 后，随着磷酸化的 Akt 和 CD147
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分子的糖基化水平的下调，β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的糖配体 galectin-3 的蛋白

和基因表达也明显下调（图 4.2A 和 C）。以上结果说明 PI3K/Akt 信号通路能正反馈

调控糖基转移酶 GnT-V 的表达。 

  

图 4.2 抑制 PI3K/Akt 信号通路对 GnT-V 表达的影响 

（A） PI3K 信号通路抑制剂 LY294002 作用于肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7（10 mol/l LY294002

处理细胞 24 h），Western blotting 检测糖基转移酶 GnT-V、CD147、galectin-3、p-Akt 的蛋白表

达。（B） PI3K 信号通路抑制剂 LY294002 作用于肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7（10 μmol/l LY294002 

处理 24h），实时定量 PCR 检测糖基转移酶 GnT-V 的 mRNA 水平表达情况。（C）LY294002 作用

于肝癌细胞 HepG2 和 Huh-7 后，实时定量 PCR 检测糖配体 LGALS3 (Gal-3)的 mRNA 表达。

（*P<0.05; **P<0.01）。 

 

4 讨论 

大量证据表明活化的 FAK-paxillin 以及 FAK-PI3K 信号通路参与具有恶性转移

特性的肿瘤细胞的侵袭转移过程[142]。我们实验室先前研究发现 CD147 分子的表达能

够通过活化 PI3K 信号通路，增强肝癌细胞的恶性转移潜能[5, 143]。CD147 与 integrin β1

的相互作用活化下游 FAK-PI3K 信号，而且本研究第三部分结果表明 β1，6 N-乙酰

氨基葡萄糖分支促进 CD147 与 integrin β1 间的相互作用。因此，理论上抑制 β1，6 N-

乙酰氨基葡萄糖分支的合成能够抑制 PI3K 信号通路的活化。我们在肝癌细胞 Huh-7 
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和 HepG2 细胞上证实了这一假设。苦马豆碱处理肝癌细胞抑制 β1，6 N-乙酰氨基葡

萄糖分支的合成后，PI3K/Akt 信号通路也得到抑制，这一结果与之前的报道相一致

[140]。另外，PI3K 信号通路能够调控 EMT 过程[59]。在 EMT 过程中，糖基转移酶 GnT-V

以及 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达上调，那么 PI3K/Akt 对 GnT-V 催

化的糖基化修饰是否也有调控呢？在我们的研究中发现，抑制 PI3K 信号通路后，

GnT-V 的表达以及 CD147 的 N-糖基化表达下调，这说明 PI3K/Akt 信号通路能够调

控 GnT-V 的表达及其催化的糖基化修饰。在 EMT 过程中，糖基转移酶 GnT-V 以及

CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支的表达上调，进一步增强其与 integrin β1 的相

互作用，从而促进 PI3K/Akt 信号通路的活化，增强 HCC 细胞的侵袭转移特性。然

而需要说明的是，糖基转移酶 GnT-V 催化所有糖蛋白的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖基

化，不仅仅是 CD147 的糖基化。在我们的研究中，我们以 CD147 分子为靶蛋白进行

研究，数据表明 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支影响糖蛋白与其他蛋白的相互作用以

及其生物学功能。已有关于编码 GnT-V 的 MGAT5 基因的研究中[51]，有关 PI3K 信号

通路对 MGAT5 的表达调控鲜有报道。我们的研究首次发现在肝癌中 PI3K 信号通路

可调控糖基转移酶 GnT-V 的表达，从而为 GnT-V 的表达调控提供了新的线索。 

基于我们的实验结果，我们提出一种模型来解释 GnT-V 在促进 HCC 进展中的分

子机制（图 4.3）。在肝癌细胞的 EMT 过程中，转录因子在肿瘤细胞中聚集从而活化

GnT-V 的表达。膜表面糖蛋白分子如 CD147-β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖基化水平增加，

从而改变对肿瘤微环境的应答。这些改变引起细胞行为的改变，促进转移潜能。此

外 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支能够影响 CD147 分子和 integrin β1 之间的相互作用

以及相关的下游信号通路活化。而且 PI3K/Akt 信号通路与糖基转移酶 GnT-V 相互调

控，形 成一 个正 反 馈调控 环路 （图 4.3 ）， 促进 肝癌 细 胞侵袭 转移。
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图 4.3 PI3K/Akt 信号通路与 GnT-V 之间形成正反馈环路促进肿瘤转移 

EMT 发生过程中，肿瘤细胞中的转录因子（TFs）转位到核中活化糖基转移酶 GnT-V 的表达。

GnT-V 表达上调引起细胞表面分子（包括 CD147）的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支修饰增加，

通过影响 CD147 分子和 integrin β1 之间的相互作用以及相关的下游信号通路活化，改变肿瘤微

环境从而促进转移。PI3K/Akt 信号通路可正向调控 GnT-V 的表达；同时，抑制 GnT-V 催化的 β1，

6 N-乙酰氨基葡萄糖分支合成时，PI3K/Akt 信号受到抑制。 
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小    结 
 

1. CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支促进肝细胞肝癌的进展及转移。 

2. GnT-V 催化的 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖组分参与肝癌细胞的上皮-

间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）过程。 

3. CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖分支促进 CD147 分子和 integrin β1 的相

互作用，并活化下游 PI3K/Akt 信号通路。 

4. PI3K/Akt 信号通路与 GnT-V 之间存在正反馈调控环路。 

我们的研究从翻译后修饰的角度阐述了 CD147 分子促进 HCC 转移的新机制，揭示

了 GnT-V 催化的 CD147 分子的 β1，6 N-乙酰氨基葡萄糖修饰在促进肝细胞肝癌进展

过程中的意义及其分子机制，为靶向 CD147 分子的肝细胞肝癌的个性化诊疗提供了

新的策略。 
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