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基于“睡美人”转座系统观察OGT抑制剂HLY838
对肝癌的治疗作用

梁惠钧，黄露义，汪 凯，唐 霓

（重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016）

【摘 要】目的：利用“睡美人”转座系统和快速大容量尾静脉注射法，建立肝癌动物模型，并观察O-连接N-乙酰氨基葡萄糖转

移酶（O-linked N-acetylglucosamine transferase，OGT）抑制剂（R）-3-（2-甲氧基苯基）-1-（噻吩-2-基甲基）哌嗪-2，5-二酮

［（R）-3-（2methoxyphenyl）-1-（thiophen-2-ylmethyl）piperazine-2，5dione，HLY838］对肝癌的治疗效果。方法：将 6～8周龄雄

性C57BL/6J小鼠随机分为 3组，分别将插入神经母细胞瘤 ras病毒同源物（neuroblastoma RAS viraloncogene homolog，NRAS）的

NRASV12转座子质粒、表达β-连环蛋白（β-catenin）基因转座子质粒、表达Yes相关蛋白（Yes-associated protein，YAP）基因的

转座子质粒 pT3-EF1aH Yap S127A 与转座酶 SB100 质粒的混合溶液经尾静脉快速注射至小鼠体内，饲养 8～16 周后处死小

鼠，观察肝脏成瘤情况以及肝脏病理学变化。肝癌模型建成后，腹腔注射HLY838，观察对肝癌的治疗效果。结果：高压注射

质粒 8～16周后，小鼠肝脏体积增大，表面出现颗粒状、结节样改变；苏木精-伊红染色（hematoxylin-eosin staining，HE）染色显

示肝组织结构紊乱，出现多个肿瘤结节。pT3-EF1aH YAP S127A组成瘤率高、时间短，但肿瘤较小；pT/CAGGS-NrasV组肿瘤

结节大小适中，但成瘤时间较长；pT3-N90-β-catenin组肿瘤主要为肝细胞癌。HLY838治疗组小鼠肝肿瘤结节数变少，小鼠

肝肿瘤负担减轻。结论：应用水动力大容量尾静脉注射质粒的方法可快速建立小鼠肝癌模型，成功率较高。OGT 抑制剂

HLY838对小鼠肝癌有较好的抗肿瘤效果。

【关键词】肝肿瘤；动物模型；“睡美人”转座系统；水动力尾静脉注射；（R）-3-（2-甲氧基苯基）-1-（噻吩-2-基甲基）哌嗪-2，5-
二酮
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inhibitor HLY838 on liver cancer：a study based on the Sleeping 
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【Abstract】Objective：To establish an animal model of liver cancer by rapid high-volume tail vein injection，and to investigate the 
therapeutic effect of O-linked N-acetylglucosamine transferase inhibitor（R）-3-（2methoxyphenyl）-1-（thiophen-2-ylmethyl）pipera⁃
zine-2，5dione（HLY838） on liver cancer based on the Sleeping Beauty（SB） transposition system. Methods：Male C57BL/6J mice，
aged 6-8 weeks，were randomly divided into three groups and were given the NRASV12 transposon plasmid，the β -catenin gene-
expressing transposon plasmid，or the YAP gene-expressing transposon plasmid pT3-EF1aH Yap S127A，mixed with the transposase 
SB100 plasmid，through rapid high-volume tail vein injection. The mice were sacrificed after 8-16 weeks of feeding to observe tumor 
formation and liver pathological changes. After the establishment of the liver cancer model，HLY838 was injected intraperitoneally to 
investigate its therapeutic effect on liver cancer.Results：After high-pressure injection of the plasmids for 8-16 weeks，there was an in⁃
crease in liver volume，with granular and nodular changes on the surface of the liver，and HE staining showed disordered structure of 

the liver and the presence of multiple tumor nodules. The pT3-
EF1aH YAP S127A group had a higher tumor formation rate and a 
shorter duration，but with a relatively small tumor size；the pT/
CAGGS-NrasV group had moderately sized tumor nodules，but with 
a relative long time for tumor formation； the pT3-N90- β -catenin 
group mainly had hepatocellular carcinoma. The HLY838 treatment 
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group had reductions in the number of liver tumor nodules and the burden of liver tumor. Conclusion：The method of hydrodynamic 
high-volume tail vein injection can be used to establish a mouse model of liver cancer rapidly，with a relatively high success rate. The 
OGT inhibitor HLY838 has a good antitumor effect on liver cancer in mice.
【Key words】liver tumor；animal model；Sleeping Beauty transposition system；hydrodynamic tail vein injection；（R）-3-（2methoxy⁃
phenyl）-1-（thiophen-2-ylmethyl）piperazine-2，5dione

肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC））是全球公

共卫生问题之一，目前肝癌发病率已升至我国第 4
位，死亡率居第 2位，构成了严峻的公共卫生挑战[1]。
肝癌起病隐匿，易侵袭性生长，难以早期诊断，极大

阻碍了对其发病机制和治疗策略的研究。因此建

立合适的肝癌动物模型对其生长、演进和转移等生

物学特征研究和抗肿瘤药物疗效评价都具有重要

意义。目前常见的肝癌小鼠模型包括自发性肿瘤

模型、诱发性肿瘤模型、移植型肿瘤模型和基因修

饰型肿瘤模型。自发性肝癌模型成瘤时间差异较

大，耗时较长[2]。常见的诱导型模型存在建模时间

长、小鼠死亡率较高等缺点[3]。移植型肝癌模型比

如原位成瘤模型，则对操作技术要求较高[4]。基因

修饰肝癌模型主要通过插入致癌基因诱导肝癌形

成，该方法建模时间相对较短，而且可以研究特定

基因对肝癌进展的调控作用。“睡美人”转座系统能

快速将致癌基因整合到小鼠体内，过表达致癌基

因，在短时间内诱导肿瘤形成[5]。相比其他肿瘤模

型，“睡美人”系统建立的肝癌模型具有周期短，死

亡率低和成功率高等优点。

O-连接-N-乙酰葡糖胺基化（O-GlcNAcylation，
O-GlcNAc）糖基化修饰是细胞内蛋白质的一种重

要的翻译后修饰，催化单个 β-O-GlcNAc 可逆添

加到蛋白质的丝氨酸或苏氨酸残基上[6]。O-GlcNAc
修饰是1个高度动态的过程，真核细胞中O-连接N-乙
酰氨基葡萄糖转移酶（O-linked N-acetylglucosamine 
transferase，OGT）和O-连接N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

（O-linked N-acetylglucosamine glucosidase，OGA）是

催化O-GlcNA修饰可逆反应的唯一一对酶。多数

肿瘤组织中 OGT 水平升高或 OGA 水平降低，导致

O-GlcNAc 糖基化修饰整体水平增加，促进肿瘤的

进展[7-8]。但目前采用OGT抑制剂阻断O-GlcNAc修
饰抗肿瘤的实验研究较少[9]，需要进一步明确 OGT
抑制剂抗肿瘤效应的确切机制，并在多种动物模

型中进行验证。

本研究结合水动力转染技术与 SB100“睡美人”

系统，将人类肝癌细胞常见突变基因 pT/CAGGS-

NrasV、pT3-EF1aH Yap S127A或pT3-N90-β-catenin
整合到小鼠肝细胞基因组中构建肝癌模型，比较

神经母细胞瘤 ras 病毒同源物（neuroblastoma RAS 
viraloncogene homolog，NRAS）、Yes 相关蛋白（Yes-
associated protein，YAP）以及β-连环蛋白（β-catenin）
致癌基因诱导肝脏成瘤的差异。在YAP诱导的“睡

美人”肝癌模型中，进一步观察OGT抑制剂（R）-3-
（2-甲氧基苯基）-1-（噻吩-2-基甲基）哌嗪-2，5-
二 酮 [（R）-3-（2methoxyphenyl）-1-（thiophen-2-
ylmethyl）piperazine-2，5dione，HLY838] 的抗肿瘤

效果。

1　材料与方法

1.1　实验动物

采用 35 只 6～8 周龄、体质量 18~20 g 的雄性 C57BL/6J 
小鼠进行动物实验。小鼠饲养于重庆医科大学实验动物中

心，恒温（18~22 ℃）和恒湿（50%~80%），自由摄取标准饲料

与无菌水。动物许可证号：SYXK（渝）2022-0016。本动物

实验通过了重庆医科大学实验动物伦理委员会的审核（审批

号：IACUC-CQMU-2023-09064）。所有动物实验均符合实

验动物管理和使用的有关标准。

1.2　试剂

质粒大量抽提试剂盒购于北京康为世纪生物科技有限

公司（货号：CW2104M）。质粒 pCMV-CAT-T7-SB100（货

号：#34879）、pT/CAGGS-NrasV（货号：#20205）由重庆医科大

学感染实验室唐开福老师课题组赠送，pT3-N90-β-catenin
（货号：#31785），pT3-EF1aH Yap S127A（货号：#86497）购于 
Addgene 公司。抗增殖细胞核抗原抗体（Anti proliferating 
cell nuclear antigen antibody，PCNA）抗体购自美国 Protein⁃
tech 公司（货号：10205-2-AP）；AFP 抗体购自美国 Protein⁃
tech 公司（货号：14550-1-AP）。抗 O-GlcNAc 抗体购自 Ab⁃
cam 公司（货号：ab2739），β-actin抗体购自北京中山金桥生

物技术有限公司（货号：TA-09），OGT 抗体购自 Abcam 公司

（货号：AB96718）。AKT抗体（货号：2938T）、p-AKT抗体（货

号：4060S）均购于 Cell Signaling Technology 公司。EDU 细胞

增殖检测试剂盒（货号：C0071S）购于碧云天生物技术有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　质粒提取　将转化有目的质粒的菌种增菌后取 2 mL
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接种于 500 mL 相应抗性的 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min 条

件在恒温摇床内振荡培养 12~16 h。按照无内毒素提取试剂

盒（货号：CW2104M，北京康为世纪生物科技有限公司）标准

操作步骤进行质粒提取。

1.3.2　质粒注射　分别将 6 μg pT/CAGGS-NrasV 与 3 μg 
pCMV-CAT-T7-SB100混合、50 μg pT3-EF1aH YAP S127A与

5 μg pCMV-CAT-T7-SB100混合、25 μg pT3-N90-β-catenin
与 1 μg pCMV-CAT-T7-SB100混合后通过小鼠尾静脉快速

注射[10-11]。
1.3.3　药物处理　HLY838 药物以及处理浓度由课题组前

期确定[12]。“睡美人”系统构建肝癌模型后，将小鼠随机分为2
组，分别于小鼠腹膜内注射对照二甲基亚砜（dimethyl sulfox⁃
ide，DMSO）或 HLY838（10 mg/kg），每周 2 次，持续 4 周后处

死小鼠。OGT 抑制剂 OSMI-1（货号：T16409）购于陶术生

物，在 HepG2 细胞中作为阳性对照，使用 20 μmol/L 浓度处

理12 h。
1.3.4　免疫组化（immunohistological staining，IHC）　4% 多

聚甲醛固定肝脏标本，石蜡包埋后，切成 4 μm的切片。样品

脱蜡、水化后，采用 3％过氧化氢溶液浸泡阻断内源性过氧

化物酶处理，切片煮沸进行抗原修复，5%山羊血清孵育后，

分别采用 1∶3 000 浓度的 PCNA、1∶100 浓度的 AFP 抗体或

1∶100浓度的 O-GlcNAc 抗体过夜、然后将切片与第二抗兔

或抗小鼠 IgG 孵育，用磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffered 
saline，PBS）洗5次后加入DAB显色，苏木精复染，Pannoramic 
Scan 250 Flash 扫 描 ，并 使 用 Pannoromic Viewer 1.15.2
（3DHistech，Budapest，Hungary）获取图像。

1.3.5　苏木精-伊红染色（hematoxylin-eosin staining，HE）　采

用 4%多聚甲醛固定肝脏标本，委托里来医学实验中心进行

包埋染色。

1.3.6　Western blot　肝组织提取蛋白质后，通过 10% SDS/
PAGE分离蛋白质样品，并将其电转移到PVDF膜上。在 5%
脱脂牛奶中封闭 1 h 后，分别采用 O-GlcNAc、OGT、AKT、p-
AKT或β-actin的抗体 4 ℃下过夜孵育。随后与辣根过氧化

物酶偶联的第二抗体一起孵育，加入ClarityTM Western ECL
（Bio-Rad，CA，USA）底物，观察染色条带。

1.3.7　克隆形成实验　将 2×103个细胞接种在 6孔板中并培

养10 d。菌落用0.04%结晶紫染料染色，并计数3次。

1.3.8　EDU 细胞增殖实验　取对数生长期细胞，接种于 12
孔板中。HLY838 处理 12 h 后，用 EDU 标记。标记完成后，

对细胞进行固定并染色，最后获取图像进行分析，重复实

验3次。

1.4　基因表达数据库分析

采用肿瘤基因组图谱数据库（The Cancer Genome Atlas 
Program，TCGA，https：//genome. ucsc. edu/）预测 OGT 和 AKT
之间的相关性。

1.5　统计学方法

使用 Image J、Excel 软件、GraphPad Prism 8.0 软件进行

统计学分析。计量资料用均数±标准差（x±s）表示，2组间

比较采用 t检验，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　小鼠大体和成瘤情况

实验小鼠注射质粒 2~3 个月后，大部分小鼠活动度变

差，精神萎靡，并逐渐加重。各组成瘤情况见表 1，其中 pT/
CAGGS-NrasV组在 12周成瘤，其成瘤率为 80%、pT3-EF1aH 
YAP S127A组第8周成瘤，成瘤率为70%、pT3-N90-β-catenin
组16周成瘤率为70%。

2.2　小鼠肝脏形态学变化

模型小鼠肝脏体积明显增大，肝脏表面出现大量颗粒

状、结节样改变（图 1A~C），pT/CAGGS-NrasV 组肿瘤呈弥漫

性生长；其余 2 组成结节状生长，pT3-EF1aH YAP S127A 组

有 3~6 个大小不同的肿瘤结节；pT3-N90-β-catenin 组肿瘤

结节为 1~3 个（图 1D）。pT/CAGGS-NrasV 组与 pT3-EF1aH 
YAP S127A 组比较差异有统计学意义（t=4.131，P=0.003）；

pT/CAGGS-NrasV 组与 pT3-N90-β-catenin组比较差异有统

计学意义（t=8.083，P<0.001）；pT3-EF1aH YAP S127A 组与

pT3-N90-β-catenin 组比较差异有统计学意义（t=3.795，P=
0.005）。

表 1　各组小鼠成瘤情况

项目

造模总数（只）

成瘤数（只）

成瘤率（%）

pT/CAGGS-
NrasV组

10
  8
80

pT3-EF1aH 
YAP S127A组

10
  7
70

pT3-N90-β
-catenin组

10
  7
70

图 1　小鼠肝脏形态
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肝组织 HE 染色显示肝索排列紊乱，结构紊乱，并出现

肿瘤结节（图 2A），其中 pT/CAGGS-NrasV 组伴随肝细胞脂

肪变性。IHC结果显示各组肝癌AFP，PCNA均有阳性表达，

提示肝癌细胞增殖较活跃（图2B）。

2.3　观察HLY838对“睡美人”构建肝癌模型的治疗效果

本研究选取 pT3-EF1aH YAP S127A 组构建肝癌模型

（图3A），研究OGT抑制剂HLY838对肝癌的治疗效果。实验

结果显示，HLY838处理组小鼠肝脏肿瘤结节变小（图3B~C），

肝癌增殖指标PCNA表达明显下调（图3E），O-GlcNAc糖基化

修饰整体水平降低（图3D），进而抑制肿瘤的进展（图3F）。
2.4　HLY838抗肿瘤活性机制的初步研究

采用80 μmol//L HLY838处理HepG2细胞可以有效抑制

细胞内 O-GlcNAc 修饰水平，并且无明显毒性（图 4A）[12]。

TCGA 数据库发现 OGT 与 AKT 的表达有较好的相关性（图

4B），并且有文献报道 OGT 通过影响 AKT 活化，促进 PI3K-
AKT-mTOR 通路的激活[13-14]。本研究也观察到使用 OGT抑

制剂 HLY838 后，AKT 磷酸化修饰水平下调，提示该信号通

路被抑制（图 4C）。克隆形成实验和EDU细胞增殖实验发现

HLY838抑制HepG2细胞增殖（图4D~E）。

3　讨 论

目前肝肿瘤模型大致可分为 4类：自发性肿瘤

模型、诱发性肿瘤模型、移植型肿瘤模型、基因修饰

型肿瘤模型[15-16]。自发性肝癌模型是指模型动物没

有经过人工处置而自发性形成的肿瘤，其最大的优

点就是排除了人为因素的干扰，较好还原了动物模

型在自然条件下的发病情况[2]，但是自发成瘤模型

个体差异大、耗时长。常见的诱导型模型通过二乙

基硝胺、四氯化碳等化学药物诱导建立肝癌模型，

这类模型的诱发因素经人为控制，诱发肿瘤的成功

率高于自然发病率[3]，但存在建模时间长、动物死亡

率较高等缺点。移植型肝癌模型主要有皮下成瘤

和原位成瘤等，运用较广，但是该方法对于操作技

术要求较高。而基因修饰型肿瘤模型通过基因工

程导入特定的促癌基因或者敲除抑癌基因，进而构

建肿瘤模型。该方法耗时短，可以研究特定基因对

图 2　小鼠肝组织 H&E 和 IHC 染色
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相关肿瘤发生发展的调控作用。

“睡美人”系统是一种转座元件，被用于转座遗

传元件，从而导致转基因的体细胞整合。由于SB转

座酶在许多不同器官中的多功能活性，它已被广泛

用于基因递送和体内基因递送[17]。本研究通过“睡

美人”转座子快速将肿瘤致癌基因整合到小鼠基因

组中，实现在小鼠肝细胞中过表达目的基因，使其

在短时间内发展为肝脏肿瘤[5]。RAS基因是恶性肿

瘤中常见的驱动基因，其突变多发生于癌症早期，

在多种恶性肿瘤中高频突变并异常活化，是驱动肿

瘤发生发展的重要因素。RAS 蛋白可以通过调控

RAF-MEK-ERK、PI3K/Akt/mTOR等下游通路，进而

影响细胞的生长分化以及肿瘤的发生和发展[18-19]。

Wnt/β-catenin 的异常激活导致多种肿瘤的发生发

展[20]。Wnt/β-catenin 信号通常在肝癌细胞中过度

活跃，其介导的下游靶向基因的激活，如谷氨酰胺

合成酶等在肝癌中发挥关键作用，诱导肿瘤发生、

生长和侵袭、细胞周期变化等肿瘤病理生理的改

变[21]。YAP 及其旁系同源物、具有 PDZ 结合基序

（PDZ binding motif，TAZ）的转录共激活因子在促进

肝细胞癌的进展中发挥关键作用[22-24]。因此NRAS、
β-catenin、YAP等致癌基因的异常激活与肝癌的发

生和发展密切相关。

本实验通过尾静脉注射 pCMV-CAT-T7-SB100
质粒以及 pT/CAGGS-NrasV，pT3-N90- β -catenin，
pT3-EF1aH Yap S127A 构建肝癌模型[10-11，25-26]。“睡

美人”系统建模大多采用 FVB/N 小鼠，本实验采用

常规的 C57BL/6J 小鼠，证实利用“睡美人”系统在

C57BL/6J 小鼠中建模的可行性。相比于 FVB/N 小

鼠，C57BL/6J 小鼠获取途径更为广泛，价格较低。

各组成瘤时间进行统计发现，质粒注射8周后，pT3-
EF1aH YAP S127A组肝脏表面出现颗粒状、结节样

图 3　HLY838 增强 HCC 的抗肿瘤活性
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改变，其成瘤率约为 70%；pT/CAGGS-NrasV 组和

pT3-N90-β-catenin 组分别在 12周、16周后出现肿

瘤结节，其小鼠成瘤率分别为 80%、70%。后续可以

根据实验目的以及实验进程安排选择不同的质粒

构建肝癌动物模型。pT3-EF1aH YAP S127A 组成

瘤时间短，成瘤率高，适用于抗肿瘤药物研究等。

pT/CAGGS-NrasV组为肝细胞癌与肝内胆管细胞癌

混合肿瘤，肿瘤结节大小适中，但成瘤时间比前 2 

组稍长，可用于观察肿瘤进程和肿瘤演进机制的研

究。pT3-N90-β-catenin 组多数形成肝细胞癌，对

肝细胞癌的研究提供了重要的实验工具。

目前已发现的OGT抑制剂包括底物类似物、双

底物抑制剂和高通量筛选抑制剂比如 OSMI-1、
OSMI-4，在不同的肿瘤模型中显示了一定的抗肿瘤

效应[27]。本课题组前期发现了一种基于二酮哌嗪的

新的 OGT 抑制剂 HLY838，前期实验发现 HLY838

图 4　HLY838 抑制 AKT 活化影响细胞增殖
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可以抑制 c-MYC 的 O-GlcNAc 修饰，并在细胞模型

和裸鼠体内成瘤模型中观察了 HLY838与 CDK9联

用对肝癌的抑制作用[12]，本研究在基于“睡美人”转

座系统构建的肝癌动物模型中验证了HLY838具有

明显抗肿瘤效应。

因此，本实验基于“睡美人”转座子系统，通过尾

静脉注射pCMV-CAT-T7-SB100，pT/CAGGS-NrasV，

pT3-N90-β-catenin，pT3-EF1aH Yap S127A质粒成

功构建肝细胞癌动物模型。“睡美人”转座子系统构

建肝癌模型耗时较短、成瘤率较为稳定、小鼠耐受

性好，为肝癌的相关研究提供了重要的动物模型。

本实验还初步观察到OGT抑制剂HLY838的抑癌作

用，后续将着重阐明 HLY838 抗肿瘤的确切分子机

制，并评估其作为潜在临床靶点的应用前景。
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