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GM130对胃癌细胞 。一糖基化及细胞粘附能力的影响 

苏琳茜，冯阳阳，管停宏，张婉玉，易永芬 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室、分子医学与肿瘤研究 中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：初步探讨沉默高尔基体基质蛋白130(golgi matrix protein 130，GM130)基因对胃癌细胞MKN一45 0一糖基化及细 

胞粘附能力的影响。方法：通过 siRNA干扰胃癌细胞中 GM130的表达水平 ，用 Lipofectamine 2000将 GM130-一siRNA转染入 

MKN一45细胞。实验分为 GM130-一siRNA组、阴性对照组和空白对照组。分别用 qRT—PCR和Western blot检测转染后各组中 

GM130、N一乙酰氨基半乳糖转移酶 2(polypeptide N一．~cetylgallactosaminyl transferase 2，ppGalNAc．一T2)、核心 1133半乳糖基转移酶 

(core 1 synthase，glyc叩r0tein—N—acetylgalaetosamine 3-J3-galactosyhransferase1，C1Gal-T1)、p一半乳糖 ot一2，3-唾液酸转移酶 1 

(beta—galactoside alpha一2，3-sialy1Ltransferase，ST3Gal一1) mRNA和蛋白表达的变化。应用凝集素流式细胞术检测 3组细胞中 

or2，3唾液酸残基糖链结构的表达水平。肿瘤细胞与内皮细胞粘附实验及基质胶粘附实验检测细胞粘附能力。结果：qRT一．PCR 

和Western blot结果显示 GM130基因与蛋白水平明显受到抑制 ，表明转染成功；GM130-．-SiRNA组 C1Gal-．-T1、ST3Ga1．一1的 mRNA 

和蛋白表达水平均明显降低(P均<0．O5)，ppGalNAc—T2在 3组中无明显变化(P>O．05)，ct2，3唾液酸糖链结构的表达量降低(尸< 

0．05)，细胞粘附能力下降(P<0．05)。结论：在 MKN一．45细胞中，下调 GM130后 ，可能通过下调 C1Gal—T1、ST3Gal-一1的表达影响 

胃癌细胞 O一糖基化，降低肿瘤细胞粘附能力。 
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Effect of GM 1 30 on O-linked glycosylation and adhesion 

Of human gastric cancer cell line MKN-45 

Su IEnqian， Yangyang，Guan Tinghong，Zhang 讲 ，Yi Yongfen 

(Teaching and Research Section ofPathology，College ofBasw Medicine，Molecular Medicine and Cancer 

Research Center，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To preliminarily investigate the effect of RNA interference targeting GM130 on O-linked glycosylation and ad- 

hesion of human gastric cancer cell line MKN-45．Methods：GM130-siRNA was transfected into human gastric cancer cell line MKN- 

45 with Lipofectamine 2000．The experiment had three groups：GM130一siRNA group，negative control group and blanck control 

group．Th e expressions of GM130，ppGalNAc-T2，C1Gal-T1，ST3Gal-一1 at mRNA and protein levels in the MKN-45 ceils were analyzed 

by real-time PCR and Western blot．The expressions of 0【2．3-linked sialic acid residues in MKN一-45 cell surface were detected by 

flow cytometry．Th e changes in the adhesion of the transfected cells were tested with matrigd adhesion and tumor cell adhere to the 

vascular endothelial cell assay．Results：The real-time PCR and Western blot results showed that the mRNA and protein expression 

levels of GM130 decreased significantly in gastric cancer cell line MKN一45 transfected with GM130一．siRNA，indicating a successful 

transfection．Compared with those in blank and negative control groups，both the mRNA transcription and protein expression levels of 

C1Gal-T1，ST3Gal-1 in MKN-45 cells transfected with GM130一siRNA decreased significantly(P<0．05)，but those of ppGalNAc- 

T2 were not significantly affected(P>0．05)．The expression levels of ct2，3-1inked sialic acid residues were decreased(P<0．05)，and 

the cell adhesion was apparently redueed(P<O．05)．Conclusion：me GM130 may play an important role in O-linked glycosylation of 
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MKN-45；the molecular mechanism might be associated with 

down—regulating C1Gal一-T1，ST3Gal-1 expression and downreg- 

ulation of GM130 decreasd gastric cancer cell adhesion． 

【Key words]golgi matrix protein 130；RNA interference；gastric 

cancer；glycosylation；adhesion 
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤 ，虽然近年来胃 

癌发病率和死亡率有下降趋势，但我国是胃癌的高 

发地区．诊断和治疗形势仍不容乐观[1]。胃癌早期症 

状和体征并不典型，发现时多已是晚期。高尔基体 

基质蛋白 130(golgi matrix protein 130。GM130)是一 

种紧密附着于高尔基膜的富含卷曲螺旋结构的外 

周膜蛋白，分子量为 130 kD，它在高尔基池的堆叠 

和高尔基结构的维持上起着重要作用闭。GM130与 

细胞周期进程、细胞极性的保持、细胞运动和侵袭 

等细胞功能密切相关，GM130还参与蛋白糖基化的 

调控【 。 

蛋白糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰， 

糖基化修饰对蛋白质的结构和功能有重要影响，并 

参与细胞粘附、分子运输、受体激活、信号转导等多 

种关键的生物进程In]。蛋白糖基化主要包括 O一糖基 

化和N一糖基化，O一糖基化主要是在高尔基体中进 

行的，第一步是单糖 N一乙酰半乳糖胺(GalNAe)连 

接到丝氨酸和苏氨酸残基，是由多肽 N一乙酰氨基半 

乳糖转移酶家族(ppGalNAc—Ts)催化发生的，在此 

基础上，C 1 Gal—T1催化将半乳糖 Gal添加至GalNAc 

残基上形成 core1结构即 T抗原，T抗原在唾液酸 

酶 ST3Gal一1的催化作用下形成唾液酸化 T抗原 

(sialyl T)，肿瘤细胞表面通常表现出异常糖基化， 

这些细胞表面的异常糖链结构与肿瘤细胞的粘附、 

侵袭、迁移等密切相关l5J。ppGalNAc—T2、C 1 Gal—T1、 

ST3Gal一1是 O一糖基化中3种关键的糖基转移酶． 

均定位于高尔基体 ，ppGalNAc-T2是 ppGalNAc-Ts 

家族中的一员。已有研究表明，ppGalNAc-T2在胃癌细 

胞SGC7901中高表达 ，ppGalNAc—T2高表达细胞的 

粘附、侵袭能力降低阎。课题组前期研究发现，GM130 

在低分化胃癌组织和细胞中呈高表达。与胃癌的侵 

袭迁移相关 砌。凝集素是一类糖结合蛋白，能专一 

地识别某一特定的糖基序列与之结合，朝鲜槐凝集 

素能与细胞表面的 2．3唾液酸残基糖链结构特异 

性结合[1】】。本课题通过 GM130特异的 siRNA下调胃 

癌 MKN一45细胞中 GM130 mRNA和蛋 白的表达， 

初步探讨下调 GM130对胃癌细胞 O一糖基化及细 

胞粘附能力的影响 ．有望为 GM130成为胃癌基因 

治疗的分子靶点提供新的实验依据，为阐明胃癌发 

生发展机制奠定理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料与试剂 

人胃癌细胞株 MKN一45。人脐静脉血管内皮细胞 human 

umbilical vein endothelial cells，HUVEC)由重庆医科大学附属 

第一医院乳腺外科实验室馈赠。Lipofectamine 2000转染试剂 

购 自美国 Invitrogen公司；RPMI1640培养基 、DMEM高糖培 

养基、胰蛋白酶购自美国 Hyclone公司；胎牛血清、Opti—MEM 

购 自Gibco公司：Trizol试剂盒、逆转录试剂盒、荧光定量PCR 

试剂盒(SYBR Green II)均购 自TaKaRa公司；GM130-siRNA、 

Negative control siRNA由上海吉玛基因公司合成；兔抗人 

GM130多克隆抗体购自Abcam公司；兔抗人 GalNT2(pp— 

GalNAc—T2)多克隆抗体和兔抗人 SIAT4A(ST3Gal一1)多克 

隆抗体均购自GeneTex公司；兔抗人C1GalT1多克隆抗体购 

自Santa Cruz公司：辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG购自 

北京中杉金桥生物技术公司；Matrigel胶购 自Bio—Rad公司； 

凝集素 MALⅡ购自Vector公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 MKN一45细胞用含 10％胎牛血清、1xl0 

U／L青霉素及 1xl0s U／L链霉素的RPMI1640培养基，HU— 

VEC用含 10％胎牛血清、1×10 U／L青霉素及 1xl0 U／L链 

霉素的DMEM培养基，置于37 oC、5％CO 的培养箱中培养， 

2～3 d传代 1次。 

1．2．2 瞬时转染 GM130一siRNA一519为前期由本实验室筛 

选出的对 GM130基因抑制效果最好的小 RNA干扰片段 ，正 

义链：5’一CUGGACuCCAGCUAuGUAA rr一3’．反义链：5’一U— 

UACAUAGCUGGAGUCCAGTF一3’：阴性对照组(NC—siRNA)： 

正义链 5’一UUCUCCGAACGUGUCACGUTY一3’．反义链 5’一 

ACGUGACACGUUCGGAGAATF一3’：按 Lipofectamine 2000转 

染试剂说明书转染 ．转染前 1 d．将 MKN一45细胞按照 2 X 10s 

个，孑L的密度接种于6孔培养板内，置于 37 oc、5％CO：培养 

箱中培养 ，当细胞达 40％一50％融合时 ，转染 GM130一siRNA 

和 NC—siRNA(阴性对照组)，并设空白对照组。 

1．2．3 MKN一45细胞 中 GM130、ppGalNAc—T2、C1Gal—T1、 

ST3Gal一1基因 mRNA转录水平的检测 采用 qRT—PCR法 ， 

转染24 h后。用Trizol试剂提取各组细胞总RNA，测定其浓 

度及纯度 ，逆转 录合成 cDNA，以其为模板 ，进行荧光定量 

PCR扩增。每个样品均设 3个复孔。引物由生工生物工程(上 

海)股份有限公司合成，以 一actin为内参，引物序列见表 1。 

反应条件为 ：95℃预变性 1 min；95 oC 5 S，60℃30 s，72 oC 

30 S，共39个循环。采用 ct值比较相对定量法处理数据，以 

2一幽 表示。 

1．2．4 MKN一45细胞 中 GM130、ppGalNAc—T2、C1Gal—T1、 

ST3Gal—l蛋白表达水平的检测 采用 Western blot法。转染 

48 h后．用 RIPA裂解液分别提取 3组细胞(GM130一siRNA、 
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情况，结果显示下调GM130后，胃癌细胞表面 2．3 

唾液酸残基的表达量明显降低，说明 GM130可能通 

过影响肿瘤细胞表面糖链结构而影响肿瘤的发生 

发展。粘附分子是一类糖蛋白，经过糖基化修饰后 

发挥其功能 。粘附分子调节细胞与细胞间，细胞 

与细胞外基质问的粘附作用四。Baschieri等 发 

现下调GM130能诱导粘附分子 E—cadherin表达的 

下调。本研究发现，下调 GM130后，MKN_45细胞的 

粘附能力下降，GM130参与细胞粘附调控的具体机 

制还有待进一步研究。 

综上所述，本研究显示 GM130对胃癌细胞 0一糖 

基化的调控可能与糖基转移酶 CIGal—T1和ST3Gal— 

I相关，GMI30可能通过参与蛋白糖基化的调控影 

响肿瘤的发生发展。同时 GM130与胃癌细胞的粘 

附作用密切相关，它可能通过促进胃癌细胞与细胞 

外基质及与内皮细胞问的粘附能力来促进 胃癌的 

发生发展。在后续研究中，应深入探讨 GM130参与 

糖基化调控的具体机制以及其影响胃癌细胞粘附 

能力的分子机制，为进一步研究 GMI30在胃癌的 

发生发展中的作用奠定理论基础。 
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