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窖蛋白￣１通过增强氧连接的 Ｎ￣乙酰葡糖胺糖基转移酶
表达诱导小鼠肝癌细胞的迁移和侵袭
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摘要　 窖蛋白￣１(ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ꎬＣａｖ￣１)是胞膜窖的主要结构和功能蛋白质ꎬ参与调控多种细胞信号转

导过程ꎮ 然而ꎬＣａｖ￣１ 调节蛋白质糖基化修饰和肿瘤转移作用机制尚不明确ꎮ 本研究在小鼠肝癌

细胞中证明ꎬＣａｖ￣１ 能够促进蛋白质的氧连接的 Ｎ￣乙酰葡糖胺(Ｏ￣ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅꎬＯ￣Ｇｌｃ￣
ＮＡｃ)糖基化及其 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 转移酶(Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＯＧＴ)的表达ꎬ增强了小鼠肝癌细胞的迁

移和侵袭潜能ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹和双荧光素酶报告基因结果显示ꎬＣａｖ￣１ 通过下调转录因

子 ＲＵＮＸ２ 表达ꎬ抑制了 ｍｉＲ２４ 的转录(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 随后研究结果表明ꎬｍｉＲ２４ 能够靶向 Ｏｇｔ ｍＲＮＡ
３′￣ＵＴＲ 并抑制其表达(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 这使得 Ｃａｖ￣１ 通过 ＲＵＮＸ２ / ｍｉＲ２４ 正向调控 ＯＧＴ 的表达和

Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ糖基化ꎬ最终导致小鼠肝癌细胞迁移和侵袭潜能增加ꎮ 这些结果揭示了 Ｃａｖ￣１ 调控糖基

转移酶 ＯＧＴ 表达和蛋白质 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化的新机制ꎬ为肝癌的发生发展机制研究提供了新的理

论和实验依据ꎮ
关键词　 肝癌ꎻ 窖蛋白￣１ꎻ 糖基转移酶ꎻ 氧连接的 Ｎ￣乙酰葡糖胺
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＨＣＣ)ꎻ ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１(Ｃａｖ￣１)ꎻ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＯＧＴ)ꎻ Ｏ￣
ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ (Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ)

　 　 作为胞膜窖的主要成分和支架蛋白质ꎬ窖蛋白￣
１(ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ꎬＣａｖ￣１)在保持胞膜窖的结构、形状及

功能方面发挥作用[１ꎬ２]ꎮ 窖蛋白￣１ 通过绞手架结构

域与胞内各种信号分子结合ꎬ并参与调节相关信号

通路的活性[３￣５]ꎮ 窖蛋白￣１ 参与包括黏附、迁移、凋
亡及衰老等多种生物学过程[６]ꎮ 本课题组前期研

究结果表明ꎬ窖蛋白￣１ 可通过调控岩藻糖基化修饰

增强鼠肝癌细胞的转移[７￣１０]ꎻ窖蛋白￣１ 通过调控唾

液酸转移酶 ＳＴ６Ｇａｌ￣１ 表达影响肝癌细胞的唾液酸

化修饰和黏附能力[８]ꎬ提示窖蛋白￣１ 能够通过对蛋

白质糖基化修饰的调节ꎬ在肝癌的发生发展中发挥

作用ꎬ但其具体调控机制尚未阐明ꎮ
氧连接的 Ｎ￣乙酰葡糖胺(Ｏ￣ｌｉｎｋｅｄ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇｌｕ￣

ｃｏｓａｍｉｎｅꎬＯ￣ＧｌｃＮＡｃ)糖基化是一种普遍存在于胞质

和核蛋白质的可逆单糖修饰ꎬ由 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基转

移酶(Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＯＧＴ)催化完成[９]ꎬ参与

调控包括肿瘤转移在内的多种生理和病理过

程[１１ꎬ １２]ꎮ 本文探究了窖蛋白￣１ 调控 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖

基化及 ＯＧＴ 表达作用机制ꎬ并进一步分析了其对小

鼠肝癌细胞转移侵袭潜能的影响ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂与仪器

　 　 无淋巴转移潜能小鼠肝癌细胞系 Ｈｅｐａ１￣６ 购自

北京协和医院细胞中心ꎬ高淋巴转移潜能小鼠肝癌

细胞系 Ｈｃａ￣Ｆ 由大连医科大学病理学系建立并保

存ꎬ稳定过表达窖蛋白￣１ 的 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞(Ｈｅｐａ１￣６ /
Ｃａｖ￣１) 由本室构建并保存ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 及 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液(强)、
ＰＭＳＦ 均购自碧云天公司ꎻ窖蛋白￣１、Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基

转移酶、ＧＡＰＤＨ 和 ＲＵＮＸ２ 抗体购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬＯ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化抗体(ＣＴＤ１１０􀆰 ６)
购于 Ｂｉｏ Ｌｅｇｅｎｄ 公司ꎻＥＣＬ 发光液购于 ＧＥ ｈｅａｌｔｈ￣
ｃａｒｅ 公司ꎮ 鼠源 ＲＵＮＸ２ 小干扰 ＲＮＡ 序列购自锐博

生物科技有限公司ꎻ小鼠表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １￣Ａｍｐ￣
Ｃａｖ￣１、 ｐＣＭＶ５￣Ａｍｐ￣ＲＵＮＸ２、 ｐＣＩＧＰ０５￣Ｐｕｒｏ￣ＯＧＴꎬ小
鼠敲除质粒 ｐＧＰＵ６￣ｓｈＣａｖ￣１、ｐＧＰＨ１￣ｓｈＯＧＴ 为本室

保存ꎻｍｉＲ２４ 模拟物(ｍｉｍｉｃ)、ｍｉＲ２４ 抑制物( ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｏｒ)购自上海吉玛基因ꎮ
１􀆰 ２　 细胞培养

　 　 细胞复苏后ꎬ培养在含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ /

ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ / ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ
于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ꎬ饱和湿度条件下培养ꎮ
１􀆰 ３　 细胞转染

　 　 Ｈｃａ￣Ｆ 为悬浮细胞ꎬ本研究采取电穿孔法进行

细胞转染以保证转染效率ꎮ 取 １×１０６ 个对数生长期

Ｈｃａ￣Ｆ 细胞ꎬ使用 ＤＭＥＭ 培养基重悬ꎬ加入 ２ μｇ 带

有相应质粒混匀ꎬ转移至 ４ ｍｍ 电转杯中ꎮ 电穿孔

条件为 ２５０ Ｖꎬ脉冲时程 ２０ ｍｓꎬ１ 次ꎮ 随后ꎬ在 １０
ｍＬ 含 １０％胎牛血清及双抗的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中

培养ꎮ Ｈｅｐａ１￣６ 采用脂质体转染法ꎬ实验操作根据

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
使用说明书进行ꎮ 将 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞接种于 ６ 孔板

中ꎬ待细胞生长至 ７５％汇合度时进行转染ꎮ 将质粒

与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 相关试剂按比例混合孵育后ꎬ
将这些 ＤＮＡ￣脂质复合物加入 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞中ꎮ 随

后ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４~４８ ｈꎮ ｍｉＲ２４
模拟物(ｍｉｍｉｃ)、ｍｉＲ２４ 抑制物(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)的细胞转染

操作参照上海吉玛基因试剂盒说明书进行ꎮ
１􀆰 ４　 细胞划痕实验

　 　 取小鼠肝癌细胞以 １×１０５ /孔接种于 ６ 孔培养

板中ꎮ 待细胞培养至完全融合时ꎬ用 １０ μＬ 无菌枪

头在每孔单层细胞上划痕ꎮ 在 ０ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 时ꎬ分
别用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ在倒置显微镜下观察并拍照记

录划痕宽度ꎮ
１􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室分析

　 　 取在对数生长期的细胞 １×１０５ꎬ用 １００ μＬ 不含

血清的培养基稀释成细胞悬液ꎮ 在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

的下室中加入 ６００ μＬ 含 ２０％胎牛血清的培养基ꎬ上
室中加入之前的细胞悬液ꎬ注意排除气泡ꎮ 于 ５％
ＣＯ２、３７ ℃的细胞培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 取出 Ｔｒａｎ￣
ｓｗｅｌｌ 小室的上室ꎬ使用 ＰＢＳ 浸泡清洗 ３ 次ꎬ之后用

１００％甲醇浸泡固定 ３０ ｍｉｎꎮ 用 １％结晶紫溶液浸泡

染色 ３０ ｍｉｎꎬ使用 ＰＢＳ 浸泡清洗 ３ 次ꎮ 于倒置显微

镜下观察ꎬ选取 ５ 个视野拍照并计数ꎮ
１􀆰 ６ 　 实时荧光定量聚合酶链式反应 (Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｑＰＣＲ)
　 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取细胞总 ＲＮＡꎬ分别使用 Ｐｒｉｍｅ￣
Ｓｃｒｉｐｔ ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 合成试剂盒和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ｋｉｔ(ＴａＫａＲａ 公司)将 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 反

转录为 ｃＤＮＡꎮ 以 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ(ＴａＫａＲａ
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公司 ) 为 荧 光 探 针ꎬ 使 用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ＰＣＲ 仪

(Ｒｏｃｈｅ 公司)进行实时 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＰＣＲꎬ定量比较

ｍｉＲＮＡ 或 ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ 使用 Ｕ６ ｓｎＲＮＡ 和

ＧＡＰＤＨ 分别对 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的表达水平进行

标准化ꎮ ＧＡＰＤＨ 上游引物为 ５′￣ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ￣
ＧＣＣＡＴＣＡＣ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴ￣
ＧＣＴＧＴＡ￣３′ꎻＯＧＴ 上游引物为 ５′￣ＧＧＡＣＡＧＡＣＴＡＴ￣
ＧＡＴＧＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＡＴＧＣ￣
ＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＴＧＧＡＣＡＧＡＡＧ￣３′ꎻｍｉＲＮＡ 的特异性

反转录引物由 Ｒｉｂｏ 公司设计ꎮ
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

　 　 提取 １×１０７ 细胞总蛋白质ꎬ采用 ＢＣＡ 蛋白质定

量试剂盒(碧云天公司)进行蛋白质定量ꎮ 使用聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质ꎬ将凝胶上的蛋白质

转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ使用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ＰＶＤＦ
膜 ２ ｈꎮ 窖蛋白￣１、ＲＵＮＸ２、Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基转移酶、
Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 一抗稀释比例为 １ ∶１ ０００ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ
ＴＢＳＴ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ５ 次ꎬ对应二抗室温孵育 １ ｈꎬ洗
涤后使用 ＥＣＬ 发光试剂盒(ＧＥ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司)进

行化学发光ꎮ
１􀆰 ８　 双荧光素酶分析

　 　 采 用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ７􀆰 ２ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔａｒ￣
ｇｅｔｓｃａｎ.ｏｒｇ / )预测 ＲＵＮＸ２ 在 ｍｉＲ２４￣１ 及 ｍｉＲ２４￣２ 启

动子区的靶基因位点ꎬ并获得位点所在启动子区片

段ꎮ 设计 ＰＣＲ 扩增引物ꎬｍｉＲ２４￣１ 上游引物为 ５′￣
ＴＧＧＧＣＴＧＧＡＧＴＡＡＧＣＡＧＧＴＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物 为 ５′￣
ＴＣＣＡＣＡＴＧＴＧＣＴＧＡＧＴＧＴＣＣ￣３′ꎻｍｉＲ２４￣２ 上游引物

为 ５′￣ＴＣＴＡＣＡＴＴＧＧＧＴＡＧＧＣＣＣＣＡ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣
ＧＧＴＡＣＡＣＣＴＣＡＣＣＡＣＡＣＡＣＡ￣３′ꎮ 将 ｐＧＬ３￣ｍｉＲ２４￣１￣
ｐｒｏｍｏｔｅｒ 质 粒 或 ｐＧＬ３￣ｍｉＲ２４￣２￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ 质 粒 与

ｐＣＭＶ￣ＲＵＮＸ２质粒共转染到 ２９３Ｔ 细胞中ꎮ 培养

４８ ｈꎬ使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒(美国

Ｐｒｏｍｅｇａ)说明书指示ꎬ检测双荧光素酶活性ꎮ
１􀆰 ９　 统计学方法

　 　 计量资料采用 ｔ 检验ꎬ数据采用平均值±方差来

表ꎬＰ <０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ 统计图表采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件绘制ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠肝癌细胞中窖蛋白￣１ 与 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基

化水平呈正相关

　 　 为了研究窖蛋白￣１ 在肝癌发展过程中的功能ꎬ
尤其是窖蛋白￣１ 与异常 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化和 ＯＧＴ 表

达引起的肿瘤转移的关系ꎬ本文在小鼠肝癌细胞

Ｈｅｐａ１￣６(无 Ｃａｖ￣１ 表达)细胞株及稳定过表达窖蛋

白￣１ 的 Ｈｅｐａ１￣６(Ｈｅｐａ１￣６ / Ｃａｖ￣１)细胞株中进行了

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ 结果显示ꎬＨｅｐａ１￣６ 细胞过表达窖

蛋白￣１ 后ꎬＯＧＴ 的转录水平和蛋白质水平显著提

高ꎬ且肝癌细胞的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 修饰水平也有明显上

调(Ｆｉｇ.１)ꎮ 这些结果表明ꎬ窖蛋白￣１ 的表达与 Ｏ￣
ＧｌｃＮＡｃ 糖基化呈正相关性ꎬ窖蛋白￣１ 可能通过上调

ＯＧＴ 转录水平影响 ＯＧＴ 的表达和胞内蛋白质的 Ｏ￣
ＧｌｃＮＡｃ 糖基化ꎮ

Ｆｉｇ.１　 Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＧＴ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃａｖ￣１ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ＨＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ 　 　 (Ａ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ａｎｄ ＯＧＴ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ
Ｈｅｐａ１￣６ ｃｅｌｌｓ. (Ｂ) Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅ￣
ｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｖ￣１ꎬ ＯＧＴ ａｎｄ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ａｆｔｅｒ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＨＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈｅｐａ１￣６.
Ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ (ｎ ＝ ３)ꎬ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ
<０􀆰 ０１

２􀆰 ２　 上调窖蛋白￣１ 抑制小鼠肝癌细胞中 ＲＵＮＸ２
的表达ꎬ抑制促进 ｍｉＲ２４ 的表达

　 　 已有报道显示ꎬ窖蛋白￣１ 可在成骨细胞抑制转

录因子 ＲＵＮＸ２ 的表达ꎬ而 ＲＵＮＸ２ 已被证明与肝癌

细胞的迁移和侵袭相关ꎮ 因此本文推测ꎬ窖蛋白￣１
诱导的 ＯＧＴ 表达与 ＲＵＮＸ２ 有关ꎮ 为了进一步证明

这一推测ꎬ本文观察了窖蛋白￣１ 表达改变对小鼠肝

癌细胞中 ＲＵＮＸ２ 的影响ꎮ 结果显示ꎬ在无窖蛋白￣１
表达的 Ｈｅｐａ１￣６ 小鼠肝癌细胞中ꎬ过表达窖蛋白￣１
导致 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达水平下调(Ｆｉｇ.２Ａ)ꎻ而在高窖

蛋白￣１ 表达的 Ｈｃａ￣Ｆ 小鼠肝癌细胞中ꎬ利用 ｓｈＲＮＡ
敲低窖蛋白￣１ 的表达ꎬ使得 ＲＵＮＸ２ 蛋白的表达水

平上升(Ｆｉｇ.２Ｂ)ꎮ 这些结果表明ꎬ在小鼠肝癌细胞

中ꎬ窖蛋白￣１ 能够抑制转录因子 ＲＵＮＸ２ 蛋白质水

平的表达ꎮ
２􀆰 ３ 　 小鼠肝癌细胞中上调 ＲＵＮＸ２ 直接激活

ｍｉＲ２４ 的转录ꎬ抑制 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基转移酶表达

　 　 为了进一步研究窖蛋白￣１ 介导的 ＲＵＮＸ２ 抑制
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Ｆｉｇ.２　 Ｃａｖ￣１ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２　
(Ａ) Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ａｎｄ ＲＵＮＸ２ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ
ｍｏｕｓｅ ＨＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈｅｐａ１￣６. (Ｂ) Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ａｎｄ ＲＵＮＸ２
ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＨＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈｃａ￣Ｆ

作用对 ＯＧＴ 表达的影响ꎬ本文将 ＲＵＮＸ２ 的表达质

粒转染到 Ｈｅｐａ１￣６ 中ꎬ并利用 ｓｈＲＮＡ 敲减 Ｈｃａ￣Ｆ 细

胞中 ＲＵＮＸ２ 的表达ꎮ 结果显示ꎬ在 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞

中ꎬＲＵＮＸ２ 的过表达使 ＯＧＴ 的蛋白质水平下降ꎻ敲
低 ＲＵＮＸ２ 表达时ꎬＯＧＴ 的表达水平被上调 ( Ｆｉｇ.
３Ａ)ꎻ同时ꎬ在 Ｈｃａ￣Ｆ 细胞中ꎬＲＵＮＸ２ 的下调激活了

ＯＧＴ 蛋白的表达ꎻ过表达 ＲＵＮＸ２ 时ꎬＯＧＴ 的表达水

平被下调(Ｆｉｇ.３Ｂ)ꎬ这表明 ＲＵＮＸ２ 在 ＯＧＴ 表达中

起负调控作用ꎮ 根据本室已发表研究结果ꎬｍｉＲ２４
可以通过直接靶向 Ｏｇｔ ｍＲＮＡ ３′非编码区在转录后

水平抑制 ＯＧＴ 的表达[１３]ꎮ 为了探究转录因子

ＲＵＮＸ２ 和 ｍｉＲ２４ 的关系ꎬ本文首先使用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
实验检测小鼠肝癌细胞中 ＲＵＮＸ２ 对 ｍｉＲ２４ 表达水

平的影响ꎮ 与对照组相比ꎬＨｅｐａ１￣６ 细胞中 ＲＵＮＸ２
的过表达上调了 ｍｉＲ２４ 的表达(Ｆｉｇ.３Ｃ)ꎻ在 Ｈｃａ￣Ｆ
细胞中ꎬ利用 ｓｈＲＮＡ 抑制了 ＲＵＮＸ２ 的表达后ꎬ
ｍｉＲ２４ 表达水平显著下降( Ｆｉｇ. ３Ｄ)ꎮ 上述结果表

明ꎬ转录因子 ＲＵＮＸ２ 可能正调控 ｍｉＲ２４ 的表达ꎮ

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＵＮＸ２￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ２４￣１ ａｎｄ ｍｉＲ２４￣２ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＪＡＳＰＡＲ
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ Ｅｎｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｃｏｒｅ
ｍｉＲ２４￣１ ￣５４６ ￣５３２ ＴＧＧＴＡＴＧＴＧＧＴＧＴＧＴ ０􀆰 ９２
ｍｉＲ２４￣１ ￣２ ３２７ ￣２ ３１３ ＧＧＴＣＴＣＴＧＴＧＧＣＣＴＧ ０􀆰 ９１
ｍｉＲ２４￣１ ￣１ １４６ ￣１ １３２ ＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＡ ０􀆰 ８９
ｍｉＲ２４￣１ ￣２ ３３１ ￣２ ３２３ ＡＴＧＴＧＧＴＣＴ ０􀆰 ８８
ｍｉＲ２４￣１ ￣６９ ￣６１ ＡＧＧＣＧＧＴＴＴ ０􀆰 ８８
ｍｉＲ２４￣１ ￣３０６ ￣２９８ ＡＣＡＣＣＡＣＡＣ ０􀆰 ８６
ｍｉＲ２４￣１ ￣２２２ ￣２０８ ＡＡＧＧＣＣＡＣＡＴＡＣＴＣＡ ０􀆰 ８６
ｍｉＲ２４￣２ ￣９６２ ￣９５４ ＴＴＧＧＧＧＴＴ ０􀆰 ８８
ｍｉＲ２４￣２ ￣１ ０３９ ￣１ ０２５ ＡＡＡＴＴＴＴＧＴＧＧＣＴＴＧ ０􀆰 ８７
ｍｉＲ２４￣２ ￣９５９ ￣９４５ ＧＧＧＧＴＴＴＴＧＴＴＧＴＴＴ ０􀆰 ８７
ｍｉＲ２４￣２ ￣２０８ ￣１０９ ＡＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＴＧＡＧ ０􀆰 ８６

ｍｉＲ２４￣１ 和 ｍｉＲ２４￣２ 作为 ｍｉＲ２４ 家族的 ２ 个成

员ꎬ虽然它们的序列位于不用的染色体上ꎬ但是

ｍｉＲ２４￣１ 转录产生的两组成熟序列与 ｍｉＲ２４￣２ 的两

组成熟序列完全相同ꎮ 为了探究 ＲＵＮＸ２ 调控了哪

种 ｍｉＲ２４ 成员的表达ꎬ本文利用 ＪＡＳＰＡＲ( ｈｔｔｐ: / /
ｊａｓｐａｒ. ｇｅｎｅｒｅｇ. ｎｅｔ / ) 在线工具ꎬ分别对 ｍｉＲ２４￣１ 和

ｍｉＲ２４￣２ 启动子的 ＲＵＮＸ２ 的结合位点进行了预测

(Ｔａｂｌｅ １)ꎮ 根据预测位点选取启动子区片段ꎬ并分

别克 隆 构 建 了 ｐＧＬ３￣ｍｉＲ２４￣１￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ 和 ｐＧＬ３￣
ｍｉＲ２４￣２￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ 质粒ꎮ 分别将其与 ｐＣＭＶ￣ＲＵＮＸ２
质粒共转染到 ２９３Ｔ 细胞ꎬ再使用双荧光素酶报告基

因实验检测 ＲＵＮＸ２ 对报告基因活性的影响ꎮ 结果

表明ꎬＲＵＮＸ２ 过表达显著提高了 ｐＧＬ３￣ｍｉＲ２４￣１￣ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｒ 和 ｐＧＬ３￣ｍｉＲ２４￣２￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ 的报告基因活性

(Ｆｉｇ.３Ｅ)ꎮ 上述结果表明ꎬ转录因子 ＲＵＮＸ２ 能够分

别直接与 ｍｉＲ２４￣１ 和 ｍｉＲ２４￣２ 的启动子区结合ꎬ并
促进其转录ꎬ进而调控 ＯＧＴ 的表达ꎮ
２􀆰 ４　 窖蛋白￣１ 通过上调 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基转移酶的

表达增强小鼠肝癌细胞迁移和侵袭潜能

　 　 为了进一步确认 ＲＵＮＸ２ 激活的 ｍｉＲ２４ 表达是

否参与窖蛋白￣１ 介导的肝癌细胞迁移和侵袭过程ꎬ
本文继续检测了 ｍｉＲ２４ 类似物(ｍｉｍｉｃ)或抑制剂

(ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)转染至不同的小鼠肝癌细胞ꎬＯＧＴ 的表

达水平改变ꎮ 与本室前期在乳腺癌中所获结果一

致ꎬＨｅｐａ１￣６ 肝癌细胞中 ｍｉＲ２４ 抑制剂的转染使

ＯＧＴ 蛋白表达水平显著增加(Ｆｉｇ.４Ａ)ꎻ而 ｍｉＲ２４ 的

过表达则显著抑制了 ＯＧＴ 蛋白的表达(Ｆｉｇ.４Ｂ)ꎬ证
明 ｍｉＲ２４ 确实负调控了 ＯＧＴ 的表达ꎮ 为了进一步

确认 ｍｉＲ２４ 是否参与了窖蛋白￣１ 所介导的 ＯＧＴ 表

达上调ꎬ本文在窖蛋白￣１ 表达水平较低的 Ｈｅｐａ１￣６
小鼠肝癌细胞中ꎬ上调了窖蛋白￣１ 的表达ꎬ使 ｍｉＲ２４
的表达水平下调(Ｆｉｇ.４Ｃ)ꎻ同样的ꎬ在窖蛋白￣１ 表达
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水平较高的 Ｈｃａ￣Ｆ 小鼠肝癌细胞中ꎬ下调了窖蛋白￣
１ 的表达ꎬ使 ｍｉＲ２４ 的表达水平上调(Ｆｉｇ.４ Ｄ)ꎮ 证

明窖蛋白￣１ 对于 ｍｉＲ２４ 具有抑制其表达的作用ꎬ并
且 ｍｉＲ２４ 能下调 ＯＧＴ 的表达水平ꎮ

为了进一步验证窖蛋白￣１ 介导的 ＯＧＴ 表达上

调的分子机制ꎬ本文在转移潜能不同的 Ｈｅｐａ１￣６(低
转移潜能)及 Ｈａｃ￣Ｆ(高转移潜能)细胞中分别上调

或下调了窖蛋白￣１ 的表达ꎮ 结果显示ꎬ窖蛋白￣１ 的

过表达在 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞中抑制了 ＲＵＮＸ２ 表达的同

时ꎬ也显著降低了 ｍｉＲ２４ 的转录(Ｆｉｇ.４ＣꎬＥ)ꎮ 与此

相同ꎬ在 Ｈｃａ￣Ｆ 细胞中敲减窖蛋白￣１ 显著增加了

ｍｉＲ２４ 的转录(Ｆｉｇ.４ＤꎬＦ)ꎮ 结合 ｍｉＲ２４ 对 ＯＧＴ 表达

中的抑制作用ꎬ这些结果证明ꎬ窖蛋白￣１ 能够通过抑

制转录因子 ＲＵＮＸ２ 的表达ꎬ上调肝癌细胞 ＯＧＴ 表

达ꎬ以及胞内蛋白质的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化水平ꎮ

另外ꎬ本文通过细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实

验ꎬ分别检测了窖蛋白￣１ 诱导的 ＯＧＴ 表达对小鼠肝

癌细胞迁移和侵袭能力的影响ꎮ 与对照组相比ꎬ窖
蛋白￣１ 的过表达显著促进了 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞的迁移ꎻ
而在稳定过表达窖蛋白￣１ 的 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞中ꎬ利用

ｓｈＲＮＡ 敲减 ＯＧＴ 的表达ꎬ细胞迁移潜能显著减弱

(Ｆｉｇ.４Ｇ)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验分析表明ꎬ窖蛋白￣１
增加了 Ｈｅｐａ１￣６ 细胞的侵袭潜能ꎮ 而相比 Ｈｅｐａ１￣６ /
Ｃａｖ￣１ 细胞ꎬ下调 ＯＧＴ 表达后ꎬ细胞侵袭潜能显著降

低(Ｆｉｇ.４Ｈ)ꎮ 同样的ꎬ在迁移能力较高的 Ｈｃａ￣Ｆ 小

鼠肝癌细胞中敲低窖蛋白￣１ 表达ꎬ细胞的侵袭潜能

降低ꎮ 在此基础上ꎬ过表达 ＯＧＴꎬ侵袭潜能显著提

高(Ｆｉｇ.４Ｉ)ꎮ 以上结果表明ꎬ窖蛋白￣１ 可以通过上

调 ＯＧＴ 表达增加胞内蛋白质的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 修饰ꎬ最
终增强小鼠肝癌细胞迁移和侵袭潜能ꎮ

Ｆｉｇ.３　 ＲＵＮＸ２ ｐｌａｙｓ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＯＧＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｍｉＲ２４ 　 　 (Ａ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ｓｈｏｗｅｄ ｍｉＲ２４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｉｎ Ｈｅｐａ１￣６ ｃｅｌｌｓ. (Ｂ)Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ａｎｄ ＯＧＴ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｉｎ Ｈｅｐａ１￣６ ｃｅｌｌｓ. (Ｃ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉＲ２４ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｃａ￣Ｆ ｃｅｌｌｓ. (Ｄ) Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ａｎｄ ＯＧＴ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｃａ￣Ｆ ｃｅｌｌｓ. (Ｅ) Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙｓ ｏｆ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｃｏ￣
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ｍｉＲ２４￣１ ａｎｄ ｍｉＲ２４￣２ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐＣＭＶ￣ＲＵＮＸ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎｔｏ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＲＵＮＸ２ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｍｉＲ２４. Ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ (ｎ ＝ ３)ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１

３　 讨论

　 　 胞膜窖和窖蛋白在多种重要的细胞生命过程中

发挥关键生理作用ꎬ包括水泡运输、胆固醇稳态和信

号转导等[７]ꎮ 窖蛋白￣１ 除了作为胞膜窖的结构蛋

白质外ꎬ在肿瘤细胞中同样发挥了很多重要调控作

用ꎮ 据报道ꎬ在肝癌细胞中窖蛋白￣１ 的过表达可抑

制肝癌细胞凋亡并促进细胞增殖ꎬ发挥癌基因样作

用[１４]ꎮ 也有报道证明ꎬ窖蛋白￣１ 在其他多种癌症中

可能具有抑癌基因的特征[１５ꎬ １６]ꎮ 尽管窖蛋白￣１ 在

肝癌细胞中有致癌因子的作用ꎬ但是其发挥功能的

分子机制尚不明确ꎮ 通过比较 Ｈａｐｅ１￣６ 与 Ｈｅｐａ１￣６ /
Ｃａｖ￣１ 细胞的迁移侵袭潜能ꎮ 本文发现ꎬ窖蛋白￣１
表达水平与小鼠肝癌细胞的转移潜能呈正相关ꎮ 窖

蛋白￣１ 可通过抑制转录因子 ＲＵＮＸ２ 的表达ꎬ负调

节 ｍｉＲ２４ 的转录ꎬ从而上调了 ＯＧＴ 的转录水平和胞

内蛋白质的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化ꎬ最终导致小鼠肝癌

细胞迁移侵袭潜能增加ꎮ
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Ｆｉｇ.４　 Ｃａｖ￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＯＧＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　 　 (Ａ) ａｎｄ (Ｂ) Ａｌｔｅｒｉｎｇ ｍｉＲ２４ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｉｍｐａｃｔｓ ＯＧＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｅｐａ１￣６ ａｎｄ Ｈｃａ￣Ｆ ｃｅｌｌｓ. Ｑ ＰＣＲ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯＧＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｐｅｒ￣
ｆｏｒｍｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｉＲ２４ ｍｉｍｉｃ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ. (Ｃ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉＲ２４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ
Ｈｅｐａ１￣６ ｃｅｌｌｓ. (Ｄ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｍｉＲ２４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｃａ￣Ｆ ｃｅｌｌｓ. (Ｅ) Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ａｎｄ ＲＵＮＸ２ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｖ￣１ ｉｎ Ｈｅｐａ１￣６ ｃｅｌｌｓ. (Ｆ)
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｖ￣１ꎬ ＲＵＮＸ２ꎬ ＯＧＴ ａｎｄ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ
Ｃａｖ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｃａ￣Ｆ ｃｅｌｌｓ. (Ｇ) ａｎｄ (Ｈ) Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｃａｖ￣１ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＣ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＯＧＴ. Ｓｉｍｉｌａｒｌｙꎬ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｉｎ￣１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＣＡ￣Ｆ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ. Ｏｎ ｔｈｉｓ ｂａｓｉｓꎬ ｏｖｅｒｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＧＴ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ (Ｆｉｇ.４Ｉ) . Ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ (ｎ ＝ ３)ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ
∗∗Ｐ<０􀆰 ０１

ｍｉＲ２４ 是 ｍｉＲ２３ｂ￣２７ｂ￣２４￣１ 和 ｍｉＲ２３ａ￣２７ａ￣２４￣２
簇中一种保守的微 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｍｉＲＮＡ)ꎬ已被

证明可直接靶向 ＯｇｔｍＲＮＡ ３′非编码区ꎬ并降低乳腺

癌细胞中 ＯＧＴ 的转录和蛋白质表达水平[１３]ꎮ 本文

利用报告基因实验ꎬ证明了转录因子 ＲＵＮＸ２ 可以

分别靶向 ｍｉＲ２４￣１ 和 ｍｉＲ２４￣２ 的启动子区ꎬ并增加

ｍｉＲ２４￣１ 和 ｍｉＲ２４￣２ 的转录ꎮ 而这一正向调控过程

受到窖蛋白￣１ 的抑制ꎬ使得 Ｃａｖ￣１ / ＲＵＮＸ２ 形成了调

控 ｍｉＲ２４ 的上游信号通路ꎮ

近期研究表明ꎬ异常的蛋白质糖基化与肿瘤的

发生和发展密切相关[１７]ꎮ 细胞蛋白质的 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ
修饰增加是肿瘤细胞的一个普遍特征ꎬ且恶化程度

较高的肿瘤细胞 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化水平较高[１８]ꎮ 越

来越多的研究表明ꎬ窖蛋白￣１ 可能与肿瘤中异常糖

基化有关ꎮ 本室前期研究发现ꎬ窖蛋白￣１ 能够上调

肝癌细胞中唾液酸转移酶 ＳＴ６Ｇａｌ１ 的表达ꎬ导致细

胞表面 α２ꎬ６ 唾液酸修饰显著增多ꎬ最终增强了肝

癌细胞黏附作用[１９]ꎮ 本室还报道了窖蛋白￣１ 通过

７６０１
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激活 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ促进了小鼠肝癌细胞中岩藻

糖基转移酶 Ｐｏｆｕｔ１ 的转录过程[１９]ꎮ 尽管上述研究

均表明窖蛋白￣１ 确实与肿瘤中异常的糖基化有关ꎬ
但窖蛋白￣１ 调节糖基化水平的具体分子机制尚不

清楚ꎮ 本研究阐明了窖蛋白￣１ 可通过抑制转录因

子 ＲＵＮＸ２ 诱导的 ｍｉＲ２４ 转录过程ꎬ影响另一种糖

基转移酶 ＯＧＴ 的表达ꎬ研究结果为窖蛋白￣１ 调控肿

瘤细胞中异常糖基化修饰提供了新的理论依据ꎮ 首

先ꎬ本研究证明了窖蛋白￣１ 与 ＯＧＴ 表达呈正相关ꎮ
其次ꎬ在小鼠肝癌细胞中ꎬ免疫印迹分析结果显示ꎬ
窖蛋白￣１ 能抑制转录因子 ＲＵＮＸ２ 表达ꎬＲＵＮＸ２ 的

过表达增强 ｍｉＲ２４ 的转录ꎬ提示 ＲＵＮＸ２ 参与了窖

蛋白￣１ 对 ｍｉＲ２４ 的调控ꎮ 报告基因结果表明ꎬ
ＲＵＮＸ２ 可以直接靶向 ｍｉＲ２４￣１ 和 ｍｉＲ２４￣２ 启动子

区域ꎬ并促进 ｍｉＲ２４ 的转录过程ꎮ 考虑到 ｍｉＲ２４ 对

Ｏｇｔ ｍＲＮＡ 中的抑制作用[１３]ꎬ本文认为窖蛋白￣１ 通

过抑制 ＲＵＮＸ２ 诱导的 ｍｉＲ２４ 转录ꎬ促进 ＯＧＴ 表达

并使胞内 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 修饰增强ꎬ最终提高了小鼠肝

癌细胞的迁移和侵袭潜能(Ｆｉｇ.４)ꎮ
最近的研究表明ꎬＯ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化在癌细胞的

侵袭和转移中发挥重要的作用[９]ꎮ 例如ꎬＨＤＡＣ１ 的

Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化程度能影响组蛋白的乙酰化水平ꎬ
抑制 ｐ２１ 转录ꎬ这可能会导致细胞表面 Ｅ￣钙黏着蛋

白水平降低ꎬ进而影响肝癌的发生发展进程[２０]ꎮ 本

文的研究结果与这些观点一致ꎬ即窖蛋白￣１ 介导的

ＯＧＴ 上调ꎬ提高了胞内 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 修饰水平ꎬ从而增

强了小鼠肝癌细胞的侵袭和转移潜能ꎮ 近期发现ꎬ
Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化还可通过上调基质金属蛋白酶 １
(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣１ꎬＭＭＰ１)、基质金属蛋白

酶 １(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣２ꎬＭＭＰ２)、基质金属蛋

白酶 ３(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣３ꎬＭＭＰ３)及下调 Ｅ￣
钙黏着蛋白的表达ꎬ增强小鼠肝癌细胞的迁移和侵

袭能力[２１ꎬ ２２]ꎮ 本文推测ꎬ窖蛋白￣１ 诱导的 ＯＧＴ 表

达和 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 修饰上调可能通过类似的途径激活

小鼠肝癌细胞的迁移和侵袭ꎬ但具体作用机制仍有

待进一步研究ꎮ
总之ꎬ本文证明了小鼠肝癌细胞中窖蛋白￣１ 增

强 ＯＧＴ 表达和胞内 Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ 糖基化水平的作用机

制ꎬ为窖蛋白￣１ 在肝癌中发挥癌基因样作用提供了

新的依据ꎬ也使得靶向窖蛋白￣１ 成为阻断肝癌细胞

转移的潜在新策略ꎮ

参考文献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[ １ ]　 Ｐａｒｏｌｉｎｉ Ｉꎬ Ｓａｒｇｉａｃｏｍｏ Ｍꎬ Ｇａｌｂｉａｔｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｖｅｏ￣

ｌｉｎ￣１ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｃａｖｅｏｌｉｎ￣２ ｔｏ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ
ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｖｅｏｌｉｎ￣２ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｌｇｉ ｃｏｍ￣
ｐｌｅｘ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ １９９９ꎬ ２７４(３６): ２５７１８￣２５７２５

[ ２ ] 　 Ｇａｉ Ｘꎬ Ｌｕ Ｚꎬ Ｔｕ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ Ｉｓ Ｕｐ￣Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＧＬＩ１
ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ＧＬＩ１￣Ｄｒｉｖｅｎ ＥＭＴ ｉｎ Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａｒｃｉｎｏ￣
ｍａ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９(１): ｅ８４５５１

[ ３ ] 　 Ｂｕｃｃｉ Ｍꎬ Ｇｒａｔｔｏｎ ＪＰꎬ Ｒｕｄｉｃ ＲＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ ｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｍｅｄꎬ ２０００ꎬ ６(１２): １３６２￣１３６７

[ ４ ] 　 Ｙｉｎ Ｈꎬ Ｌｉｕ Ｔꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ: ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ １０(４): ３９７￣４０４

[ ５ ] 　 Ｇｕｐｔａ Ｒꎬ Ｔｏｕｆａｉｌｙ Ｃꎬ Ａｎｎａｂｉ Ｂ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ ａｎｄ ｃａｖｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍ￣
ｂｅｒｓ: Ｄｕａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅꎬ ２０１４ꎬ １０７( Ｐｔ Ｂ):
１８８￣２０２

[ ６ ] 　 Ｃｏｈｅｎ ＡＷꎬ Ｈｎａｓｋｏ Ｒꎬ Ｓｃｈｕｂｅｒｔ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｃａｖｅｏｌａｅ ａｎｄ
ｃａｖｅｏｌｉｎｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖꎬ ２００４ꎬ ８４(４):
１３４１￣１３７９

[ ７ ] 　 Ｊｉａ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｓꎬ Ｚｈｏｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＣＤ １４７
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏ￣
ｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００６ꎬ ３８(９): １５８４￣
１５９３

[ ８ ] 　 Ｙｕ Ｓꎬ Ｆａｎ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ ‐ １ ｕｐ ‐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｉｎｔｅｇｒｉｎ
α２ꎬ６ ‐ ｓｉａｌｙｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｉｎｔｅｇｒｉｎ α５β１ ‐ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｈｅｐａ￣
ｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ[Ｊ] . ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔꎬ ２０１３ꎬ ５８７(６): ７８２￣
７８７

[ ９ ] 　 Ｙａｎｇ ＸＹꎬ Ｑｉａｎ ＫＶ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ: ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｍｅｃｈａ￣
ｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ １８(７):
４５２￣４６５

[１０] 　 李静ꎬ谭忠平. 葡糖酰胺(Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ) 修饰:细胞内糖基化的
前世今生[Ｊ] .中国生物化学与分子生物学报(Ｌｉ Ｊꎬ Ｔａｎ ＺＰ.
Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ: ｔｈｅ Ｏｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ Ｏｎｌｙ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ)ꎬ ２０２０ꎬ ３６(９): ９８７￣１００１

[１１] 　 Ｈａｒｔ ＧＷ. Ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ
Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１９ꎬ ２９４(７): ２２１１￣２２３１

[１２] 　 Ｓｃｈｊｏｌｄａｇｅｒ ＫＴꎬ Ｎａｒｉｍａｔｓｕ Ｙꎬ Ｊｏｓｈｉ ＨＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ｖｉｅｗ ｏｆ
ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０２０ꎬ ２１(１２): ７２９￣７４９

[１３] 　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｃａｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＧＴ ｂｙ ｍｉｃｒｏＲ￣
ＮＡ２４ ｒｅｄｕｃｅｓ ＦＯＸＡ１ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｖａｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１７ꎬ ４８７( ３):
７５５￣７６２

[１４] 　 Ｔａｋｅｄａ Ｍꎬ Ｓａｋａｇｕｃｈｉ Ｔꎬ Ｈｉｒａｉｄｅ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ ｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｒｉｓｉｎｇ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ[Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ １０９(８): ２４０１￣２４１１

[１５] 　 Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ￣Ｒｏｊｏ ＭＡꎬ Ｒａｍｍ ＧＡ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｌｉｖｅｒ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｃｙ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ ２２(１０):
８８９￣９０４

[１６] 　 Ｍａｒｔｉｎｅｚ￣Ｏｕｔｓｃｈｏｏｒｎ ＵＥꎬ Ｓｏｔｇｉａ Ｆꎬ Ｌｉｓａｎｔｉ ＭＰ. Ｃａｖｅｏｌａｅ ａｎｄ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１５ꎬ １５(４): ２２５￣
２３７

[１７] 　 Ｓｉｎｇｈ ＪＰꎬ Ｚｈａｎｇ Ｋꎬ Ｗｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ [ Ｊ ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔꎬ ２０１５ꎬ ３５６
(２ＰｔＡ): ２４４￣２５０

[１８] 　 Ｍａ Ｚꎬ Ｖｏｓｓｅｌｌｅｒ Ｋ. Ｃａｎｃｅｒ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ Ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃ
ｉｎ Ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１４ꎬ ２８９ ( ５０):
３４４５７￣３４４６５

[１９] 　 Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｖｅｏｌｉｎ￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｐｏｆｕｔ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａ￣
ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ ２０１９ꎬ １０(７): ４７７

[２０] 　 Ｚｈｕ Ｇꎬ Ｔａｏ Ｔꎬ Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ￣１ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏ￣
ｇｒｅｓｓｉｏｎ[Ｊ] . Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ２６(８): ８２０￣８３３

[２１] 　 Ｚｈｕ Ｑꎬ Ｚｈｏｕ Ｌꎬ Ｙａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏ￣ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｔｕｍｏｒ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｌｉｖｅｒ ｔｒａｎｓ￣
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｍｅｄ Ｏｎｃｏｌꎬ ２０１２ꎬ ２９(２): ９８５￣９９３

[２２] 　 Ｇｕ Ｙꎬ Ｍｉ Ｗꎬ Ｇｅ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ ｐｌａｙｓ ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ
ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１０ꎬ ７０ ( １５):
６３４４￣６３５１
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