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摘要摘要 利用抗体亲和层析纯化不同转移潜能人肝癌细胞系中的高尔基体蛋白73（GP73），比较不同转移潜能人肝癌细胞系中

GP73糖基化修饰水平，为GP73成为肝癌标志物提供依据。纯化的GP73通过质谱鉴定后，分别进行蛋白印迹（western blot）
和凝集素印迹（lectin blot）分析，比较其在不同转移潜能肝癌细胞系的糖基化修饰水平。实验发现，GP73含有伴刀豆凝集素

（ConA）、橙黄网胞盘菌凝集素（AAL）、小扁豆凝集素（LCA）和红腰果E型凝集素（PHA-E）识别的糖型，且单位GP73的LCA、
PHA-E识别的岩藻糖和平分型糖型含量在肝癌细胞Huh7、MHCC97L、MHCC97H、HCCLM3中有升高趋势。研究表明，单位

GP73岩藻糖和平分型聚糖结构随肝癌细胞的转移潜能升高而增多。
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Comparison of GP73 Glycosylation in Human Hepatocellur
Carcinoma Cell Lines with Different Metastatic Potential

AbstractAbstract In this study, Golgi protein 73 (GP73) of hepatocelluler carcinoma (HCC) cell lines with different metastatic potential was
purified by antibody affinity chromatography and the purification result was confirmed by LC-MS/MS, providing more proof for GP73
as a biomarker for HCC. Purified GP73 was then analyzed using western blot and lectin blot to obtain its glycosylation level in HCC
cell lines with different metastatic potential. We found that glycan of GP73 can be recognized by ConA, AAL, LCA and PHA-E
lectins, while the LCA and PHA-E-reactive fraction of GP73 was increased along with the increasing metastatic potential of HCC cell
lines. The glycan level of GP73 was different in HCC cell lines with different metastatic potential, and the content of fucose
(recognized by LCA) and bisecting structure (recognized by PHA-E) increased in agreement with the metastatic potential.
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肝细胞性肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是一种多

基因、多因素、病理机制复杂的常见恶性肿瘤。临床上主要

通过超声检测和患者血清学检测诊断肝癌，然而二者各有缺

陷。超声检测敏感性为 78%，阳性检出率为 73%，但其准确

度受操作者的影响；甲胎蛋白（alpha fetal protein，AFP）是现

在已应用于肝硬化肝癌诊断的分子标志物，其敏感性为39%
~64%，阳性检出率仅为9%~32%[1]。所以，非常有必要筛选一

种新的更有效的早期肝癌标志物。GP73是一种高尔基体 II
型膜蛋白，表达于上皮细胞[2]。其在正常人肝组织中表达于

胆管上皮细胞，在肝细胞中几乎检测不到；而在肝病患者中，

GP73的肝细胞表达明显上升。研究已证实GP73可在人血清

中检测到，在肝病患者中GP73的血清含量增高。更有意义

的是，GP73在肝癌患者血清中含量上升尤为明显，有报道称

GP73作为早期肝癌的分子标志物敏感性和特异性会优于

AFP，当然还需要高通量的实验来进一步证实[3]。Marrero等[1]

和Drake等 [4]都发现肝癌患者血清中GP73蛋白含量明显升

高。其中Marrero对 352例（肝癌 144例，肝硬化 152例，健康

对照 56例）血清样本进行蛋白质印迹（western blot）分析，发

现GP73检测肝癌的灵敏度为69%，特异性为75%。对于早期

肝癌的诊断，GP73 的敏感性为 62%，而 AFP 敏感性仅为

25%。AFP水平低于 20 ng/mL的肝癌患者中，57%的患者

GP73水平显著升高。这表明，GP73的应用能够大大提高对

AFP阴性的肝癌患者的检出率。

在蛋白质不同的翻译后修饰中，糖基化（glycosylation）
最为常见，几乎 50%的蛋白质都被认为具有糖基化修饰。

糖蛋白聚糖存在着宏观和微观的不均一性，其结构功能变

化与疾病发生发展有密切联系。在癌症发生过程中，糖基

化改变普遍存在，如能关注糖基化变化，可以提升诊断的特

异性和敏感性。因此，从糖基化修饰的状态着手，研究关键

糖蛋白在肝病进程中的作用，有重要意义。GP73是一个糖

基化蛋白，包含 3个潜在 N-糖基化位点：Asn109、Asn144、
Asn398[5]。随着糖生物学技术的发展，已有研究证实将GP73
的岩藻糖基化异质体在某些肝癌患者中作为标志物进行检

测会优于GP73[6]。目前关于GP73糖基化的研究很少，若以

“GP73 and glycosylation”为主题在PubMed数据库中搜索，仅

搜到 3篇文献 [6～8]。因此，GP73的 N-糖基化的研究亟待进

行。本研究旨在揭示GP73在肝癌细胞系中的糖基化修饰

水平，进而为 GP73 作为肝癌诊断标志物提供进一步的

依据。

1 实验设计
目前对GP73的糖基化研究报道很少，这个新的肝癌分

子标志物的糖基化修饰在肝癌中的指示作用还不清楚。因

此本研究选取不同转移潜能的肝癌细胞，纯化GP73质谱鉴

定后，分别进行蛋白质印迹和凝集素印迹分析，比较其在不

同转移潜能肝癌细胞系的糖基化修饰水平。

2 材料和方法
2.1 试剂

RPMI1640和DMEM培养基购自Gibco公司，美国；二硫

苏糖醇（DTT）、尿素、CHAPS、Pharmylte、溴酚蓝、十二烷基磺

酸钠（SDS）、丙烯酰胺、N,N-甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵和

TEMED均购自Amersham Pharmacia公司，美国；银染试剂盒

（silver stain kit）购自GE公司，美国；三（2-甲酰乙基）膦盐酸

盐（TCEP-HCl）、碳酸氢铵、三氟乙酸（TFA）和硫脲购自Sigma
公司，美国；碘乙酰胺（IAA）、甲酸（FA）购自 Fluka公司，美

国；生物素标记的凝集素及亲和素标记的辣根过氧化物酶

（Avidin-HRP）购自Vector公司，美国；乙腈（ACN）购自Merck
公司，美国；测序级胰蛋白酶购自Roche公司，瑞士；ECL化学

发光试剂购自GE公司，美国；考马斯亮蓝染色及其他常用试

剂为国产分析纯。

2.2 仪器

低温真空干燥仪（SC250，Thermo Savant，Holbrook，美
国）；AbSMART高通量膜片孵育系统（艾比玛特公司，中国）；

UPLC 液相色谱仪（Nano Aquity，Waters 公司，美国）；LTQ-
Orbitrap质谱仪（XL ETD，Thermo Electron公司，美国）。

2.3 肝癌细胞系

人肝癌细胞系SMMC7721（购于中国科学院细胞研究所）

用含 10%胎牛血清的高糖 1640培养基常规传代培养，Huh7
（购于中国科学院细胞研究所）及复旦大学具有自主知识产

权的高转移肝癌细胞株：MHCC97L、MHCC97H、HCCLM3、
HCCLM6用含 10%胎牛血清的高糖DMEM培养基常规传代

培养，待细胞处于对数生长期时，经胰酶消化后，按每100 μL
裂解液中（7 mol/L尿素，2 mol/L硫脲，4% CHAPS，20 mmol/L
DTT，1% Pharmylte，1 mmol/L PMSF）3×106个细胞比例重悬细

胞，4℃振荡破碎45 min，收集上清，-70℃保存备用。

2.4 GP73纯化

采用冰盐酸冲洗HiTrap柱（GE Healthcare公司，美国），

偶联抗GP73的抗体（Santa Cruz Biotechnology公司, 美国），孵

育30 min；经缓冲液洗脱后，细胞系样本经0.45 μm的膜过滤

后上样，孵育2 h；泵流速控制在0.2~1 mL/min之间，用5倍柱

体积的平衡缓冲液洗脱；5倍柱体积洗脱出GP73，每例样本

约 1.0 mL，分 3管进行丙酮沉淀，加入等体积的 5× SDS凝胶

上样缓冲液，95℃煮沸，进行 12% SDS-PAGE电泳和银染。

2.5 LC-ESI-MS/MS鉴定蛋白

切取胶上的条带进行胶上酶解，冻干的肽段溶于 5%
ACN（含 0.1% FA），上样进行在线液质联用分析。采集的质

谱数据进行 Mascot 数据库检索，搜库参数为：固定修饰

Carbamidomethyl（C）；可变修饰为Oxidation（M）；母离子质

量误差为±10 ppm；串级碎片离子质量误差为±0.3 Da；酶为

trypsin；允许酶解最大漏切数目为1等。

2.6 凝集素和蛋白印迹

纯化得到的GP73经电泳和电转移后，用封闭液在室温
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下封闭转移后的聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidene fluoride，
PVDF）1 h，用高通量的膜片孵育器对 ConA、AAL、LCA 和

PHA-E 这 4 种凝集素进行实验，终浓度分别为 0.8、0.8、
0.8、0.2 μg/mL。驱除膜表面的气泡，室温摇动反应 30 min。
将PVDF膜用TBST溶液洗涤3次，每次10 min；加入封闭液稀

释的Avidin-HRP，终浓度为0.3~0.5 μg/mL，室温反应30 min；
使用ECL免疫印迹检测试剂，检测凝集素亲和印迹灰度值。

PVDF膜放入一抗二抗去除液中孵育30 min，放入双蒸水中振

荡10 min，再用双蒸水漂洗3次，每次5 min。使用 anti-GP73
抗体（按体积比1∶200 稀释），进行新一轮检测及ECL化学发

光，每张PVDF膜只重复检测一次。

2.7 印迹指数分析

为避免GP73蛋白水平差异对聚糖含量的影响，引入印

迹指数（blotting index）这一概念，即：印迹指数=GP73凝集素

印迹灰度值/GP73蛋白质印迹灰度值，通过Quantity One软件

统计各泳道的灰度值。

3 结果
3.1 GP73的纯化和质谱鉴定

本研究建立了抗体亲和层析分离细胞系GP73的方法；

运用偶联抗 GP73 的 HiTrap NHS 活化柱，从细胞（Huh7、

SMMC7721、MHCC97L、MHCC97H、HCCLM3 和 HCCLM6）总

蛋白中纯化GP73，经 12%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE polyacrylamide gelelectrophoresis）分离，获得如图 1所

示的 GP73 蛋白条带（以 HCCLM3 细胞中纯化的 GP73 为

例）。为确定蛋白纯化结果，将蛋白条带切下，采用胶上

trypsin 酶解，进行LC-ESI-MS/MS鉴定。

图2展示了GP73的鉴定信息。由肽段EETNEIQVVNEEPQR
的MS图谱（图 2（a））、肽段EETNEIQVVNEEPQR（m/z 907，z=
2）的MS/MS图谱（图2（b）），确定纯化得到的蛋白质为GP73，
说明采用此抗体亲和层析分离细胞系GP73方法的可行性。

采用这种方法，分别从等质量的不同转移潜能肝癌细胞系蛋

白中纯化GP73。

图1 人肝癌细胞系中GP73纯化后银染结果

Fig.1 Purified GP73 from HCC cell line stained with silver

图2 LC-ESI-MS/MS鉴定GP73纯化结果

Fig. 2 Purification of GP73 was confirmed by LC-MS/MS

（a）肽段EETNEIQVVNEEPQR的MS图谱

（b）肽段EETNEIQVVNEPQR（m/z 907，z=2）的MS/MS图谱
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3.2 转移潜能不同的人肝癌细胞系中GP73的糖基化修饰

应用高通量膜片孵育系统，一次可以运用多种凝集素分

别对 2组样本纯化后的GP73进行孵育，进行凝集素印迹分

析。本研究采用 4种凝集素，其中PHA-E识别平分型N-乙
酰氨基酸葡萄糖（GlcNAc）；LCA识别核心岩藻糖；AAL对含

有L-Fuc-聚糖有较宽的特异性；ConA识别高甘露糖型、二天

线聚糖、单天线聚糖。结果表明，转移潜能不同的人肝癌细

胞系 SMMC7721，MHCC97H，HCCLM3和HCCLM6细胞中纯

化得到的GP73，含有ConA、AAL、LCA和PHA-E所识别的糖

型（图3）。

3.3 转移潜能不同的人肝癌细胞系中单位GP73上的糖基

化修饰水平变化

应用ConA，AAL，LCA和PHA-E这 4种凝集素对转移潜

能 不 同 的 人 肝 癌 细 胞 系（Huh7，SMMC7721，MHCC97L，
MHCC97H，HCCLM3和HCCLM6）中GP73进行印迹分析，为

避免GP73蛋白水平的差异对聚糖含量的影响，以GP73结合

凝集素的灰度值与其蛋白印迹的灰度值比值（印迹指数）作

为衡量单位蛋白中的聚糖含量，发现 Huh7，MHCC97L，
MHCC97H和HCCLM3中单位GP73对PHA-E和LCA凝集素

的亲和力不同，LCA（图 4（a））、PHA-E（图 4（b））识别的糖型

在Huh7，MHCC97L，MHCC97H，HCCLM3中有升高趋势。说

明单位GP73在转移潜能不同的人肝癌细胞系中聚糖含量产

生变化，并且其岩藻糖和平分型结构的含量随肝癌细胞的转

移潜能升高而增多。

4 讨论
糖基化是最常见的蛋白质翻译后修饰，大约50%以上的

细胞蛋白质都发生了糖基化 [9,10]，而这种修饰发挥了关键作

用。如糖链分支末端出现重复N-乙酰氨基半乳糖结构、唾液

酸和岩藻糖含量增加等，这些变化在临床上被用作肿瘤标记

物。Amos等[11]发现F-9畸胎瘤细胞分化成内胚层细胞时，细

胞内和表面的糖蛋白聚糖均发生不同程度岩藻糖糖基化。

甲胎蛋白与小扁豆凝集素（LCA）结合的AFP-L3成为检测肝

癌的重要标志，反映了其核心岩藻糖的变化[12]。肝病中运铁

图4 单位GP73中LCA（a）和PHA-E（b）所识别糖型含量随着人肝癌细胞转移潜能的升高而增多

Fig.4 The glycans of GP73 recognized by LCA (a) and PHA-E (b) were increased in agreement with the metastatic potential
of HCC cell lines

图3 人肝癌细胞系GP73的PHA-E、LCA、AAL和ConA凝集

素印迹结果

Fig. 3 The Lectin Blot of GP73 in HCC cell lines
recognized by PHA-E, LCA, AAL and ConA lectins
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蛋白出现α-1,3连接岩藻糖以及核心甘露糖连接的岩藻糖[13]。

2006年Drake等 [4]发现GP73诊断肝癌的敏感性和特异性为

65%和90%，而GP73的异质体敏感性和特异性则高达90%和

100%，因此，血清中这些多岩藻糖化的GP73是更好的肝癌标

志物。本研究旨在研究GP73在转移潜能不同人肝癌细胞系

中的糖基化修饰表达水平的变化，进而为GP73作为肝癌诊

断标志物提供进一步的依据。

本实验所采用的膜片孵育系统，可以高通量一次进行多

种凝集素的孵育，能显著减少凝集素的使用量。实验表明，

一次可以运用多种凝集素分别对 2组样本纯化后的GP73进
行孵育，在同一条件下进行凝集素印迹，有利于2组直接进行

比较分析，减少实验误差。

岩藻糖是一种单糖，参与许多N-、O-聚糖和糖脂的构

成。与哺乳动物细胞内的其他六碳糖相比，它具有 2个特殊

的结构特征：1）在C6位置上缺乏一个羟基；2）它具有L型构

象。岩藻糖是在岩藻糖基转移酶（FUT）的催化作用下形成

的，该过程需要GDP-岩藻糖作为底物参与。目前，在人类基

因组中鉴定到FUT共13种，有不同的底物（聚糖链）专一性，

催化岩藻糖连接到相应结构的聚糖链上[14]。末端修饰的岩藻

糖能赋予聚糖很多独特的功能特性，其在输血反应、凝集素

介导的白细胞和内皮的黏附、宿主和微生物相互作用和个体

发育等方面发挥重要作用。此外，岩藻糖还参与构成某些重

要黏附分子的聚糖结构，与肿瘤转移关系密切。在癌症中发

现 sialyl Lewisx和 sialyl Lewisa含量增多，许多肿瘤中A和B型

血型抗原丢失伴随着H血型抗原和Lewisy表达升高[15,16]。

平分型N-乙酰葡糖胺通过β-1, 4－糖苷键连接到复合

型或杂合型N-聚糖的β核心甘露糖上（由GnTIII催化），抑制

其他糖基转移酶对N-聚糖进一步加工。研究表明，平分型

N-乙酰葡糖胺表达增强与HBV相关蛋白分泌减少一致，HBx
蛋白通过反式激活作用，激活GnT-III启动子，上调GnT-III
基因的表达，导致载脂蛋白B糖基化修饰异常，难以转运甘油

三酯及脂肪酸，进而导致脂肪肝等肝细胞损伤的发生[17～19]。

本研究发现，单位GP73的岩藻糖和平分型N-乙酰葡糖

胺 含 量 随 着 转 移 潜 能 的 上 升 而 在 Huh7，MHCC97L，
MHCC97H和HCCLM3细胞中增多，提示GP73的岩藻糖和平

分型N-乙酰葡糖胺结构可能参与了肝癌转移进程，为GP73
作为肝癌分子标志物提供了更多证据。
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