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[摘要] 目的 探讨葡萄糖氨基转移酶3(GCNT3)在胆管癌(cholangiocarcinoma,CCA)细胞增殖和转移中的

作用。方法 基于癌症基因组图谱(TCGA)平台分析CCA患者肿瘤组织和癌旁正常组织中GCNT3 mRNA表达

水平。通过免疫组织化学(IHC)染色实验检测CCA患者肿瘤组织与癌旁正常组织中GCNT3蛋白表达水平。将

人胆管癌QBC939细胞分为A、B组,人胆管癌HUCCT1细胞分为C、D组,A、C组转染阴性对照慢病毒,B、D组转

染GCNT3过表达慢病毒;再将QBC939细胞分为E、F组,HUCCT1细胞分为G、H组,E、G组转染siNC,F、H组

转染siGCNT3。通过RT-qPCR技术和 Westernblot(WB)实验检测各组细胞中GCNT3mRNA及蛋白表达水平;

通过CCK-8、平板克隆、细胞划痕及Transwell实验评估各组细胞的增殖与迁移能力。结果 基于TCGA平台分

析结果显示,CCA患者肿瘤组织中GCNT3 mRNA表达水平显著高于癌旁正常组织(t=9.46,P<0.05)。IHC染

色实验结果显示,CCA患者肿瘤组织中GCNT3的表达水平显著高于癌旁正常组织。RT-qPCR和 WB实验结果

显示,B组与A组相比、D组与C组相比,细胞中GCNT3 mRNA和蛋白的相对表达水平均显著升高(t=2.96~
32.77,P<0.05);F组与E组相比、H组与G组相比,细胞中GCNT3 mRNA和蛋白的相对表达水平均显著降低

(t=10.06~243.80,P<0.05)。细胞功能实验结果显示,B组与A组相比、D组与C组相比,细胞的增殖、迁移能力

均显著升高(t=3.52~8.94,P<0.05);F组与E组相比、H组与G组相比,细胞的增殖、迁移能力均显著降低(t=
3.07~12.87,P<0.05)。结论 GCNT3在CCA患者肿瘤组织中呈高表达状态,其可增强CCA细胞的增殖和迁移

能力。
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Roleofglucosaminyl(N-acetyl)transferase3intheproliferationandmetastasisofcholangiocarcino-
macells  DU Fangqian,XIE Yuwei,GAO Ruiqian,ZHU Chengzhan (DepartmentofHepatobiliaryandPancreatic

Surgery,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheroleofglucosaminyl(N-acetyl)transferase3(GCNT3)intheproliferationand

metastasisofcholangiocarcinoma(CCA)cells. Methods TheCancerGenomeAtlas(TCGA)databaseandimmunohistochemis-

try(IHC)wereusedtoanalyzeanddetecttheexpressionlevelsofGCNT3mRNAandproteininCCAtumortissuesandadjacent

normaltissues,respectively.HumanCCAQBC939cellsweredividedintogroupsAandB,andhumanCCAHUCCT1cellswere

dividedintogroupsCandD,whichweretransfectedwithnegativecontrollentivirusandGCNT3-overexpressinglentivirus,respec-

tively.QBC939cellswerefurtherdividedintogroupsEandF,andHUCCT1cellsweredividedintogroupsGandH,whichwere

transfectedwithsiNCandsiGCNT3,respectively.Reversetranscriptionquantitativepolymerasechainreaction(RT-qPCR)and

WesternblotassaywereusedtodetecttheexpressionlevelsofGCNT3mRNAandproteinineachgroup.Theproliferationandmi-

grationabilitiesofCCAcellswereevaluatedusingCCK-8assays,colonyformationassays,scratchassays,andTranswellassays.

Results TCGAanalysisshowedthatGCNT3mRNAexpressioninCCAtissueswassignificantlyhigherthanthatinadjacentnor-

maltissues(t=9.46,P<0.05).IHCresultsindicatedthatGCNT3expressioninCCAtissueswassignificantlyhigherthanthatin

adjacentnormaltissues.RT-qPCRandWesternblotassayshowedthattherelativeexpressionlevelsofGCNT3mRNAandprotein

weresignificantlyincreasedingroupBcomparedwithgroupA,andingroupDcomparedwithgroupC(t=2.96-32.77,P<0.05);

therelativeexpressionlevelsofGCNT3mRNAandproteinweresignificantlydecreasedingroupFcomparedwithgroupE,andin

groupHcomparedwithgroupG(t=10.06-243.80,P<0.05).Cellfunctionalexperimentsshowedthattheproliferationandmi-

grationabilitiesofCCAcellsweresignificantlyincreasedingroupBcomparedwithgroupA,andingroupDcomparedwithgroup

C(t=3.52-8.94,P<0.05);theproliferationandmigrationabilitiesofcellsweresignificantlyreducedingroupFcomparedwith

groupE,andingroupHcomparedwithgroupG(t=3.07-12.87,P<0.05). Conclusion GCNT3ishighlyexpressedinCCA

tissuesandcanpromotetheproliferationandmigrationofCCAcells.
[KEY WORDS] Bileductneoplasms;N-acetylglucosaminyl-

transferases;Cellproliferation;Cellmovement;Signaltransduc-

tion;Geneexpressionregulation;Neoplastic
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  胆管癌(cholangiocarcinoma,CCA)是一种源自

胆管上皮细胞的高度恶性肿瘤,其特征包括病情隐

匿、发展迅速以及预后不良等[1-2]。由于早期缺乏特

异性临床表现,大部分CCA患者在被确诊时已经

发展至中晚期,常常伴随着肿瘤细胞局部浸润和远

处转移,失去了进行根治性手术的机会[2]。尽管近

年来在影像学诊断、手术及综合治疗方面已取得一

定进展,但 CCA 患者的整体治疗效果仍不理想。
糖基化异常是肿瘤发生发展的重要分子特征。葡萄

糖氨基转移酶3(GCNT3)是一种β-1,6-N-乙酰葡糖

胺转移酶,定位于高尔基体,主要参与 O-连接型糖

链分支结构的形成,从而调控细胞表面糖链组成及

相关生物学功能[3]。既往研究提示,GCNT3在多

种肿瘤中异常表达,并可以通过影响肿瘤细胞的黏

附[4-5]、迁移[6-7]以及信号转导[8-9]参与肿瘤进展。然

而,GCNT3在CCA中的表达特征及其生物学功能

目前尚未明确。本研究旨在探讨 GCNT3对CCA
细胞增殖和迁移能力的影响,并为进一步寻找CCA
的诊断及治疗靶点提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人CCA细胞株 QBC939和 HUCCT1细胞购

自中国科学院上海细胞库。GCNT3 过表达慢病毒

及其阴性对照购自上海吉凯基因有限公司。小干扰

RNAsiGCNT3及其空载体siNC购自苏州吉玛基

因股份有限公司。GCNT3抗体、GAPDH 抗体购

自武汉爱博泰克生物科技有限公司。二抗购自艾比

玛特生物医药(上海)有限公司。GAPDH 引物和

GCNT3引物购自深圳华大基因股份有限公司。

1.2 GCNT3 基因的泛癌分析和基因集富集分析

(GSEA)
从癌 症 基 因 组 图 谱(TCGA,https://portal.

gdc.cancer.gov)平台获取GCNT3 在33种癌症患

者肿瘤组织中的 mRNA表达谱,并分析CCA患者

肿瘤组织和癌旁正常组织中GCNT3 mRNA表达

水平。而后基于与GCNT3 表达显著相关的基因,
采用 WebGestalt(https://www.webgestalt.org/)
在线分析平台进行GSEA。

1.3 免疫组织化学(IHC)染色实验检测CCA患者

肿瘤组织与癌旁正常组织中GCNT3蛋白表达水平

收集青岛大学附属医院经术后病理确诊的5例

原发性CCA患者的肿瘤组织及癌旁正常组织石蜡

切片,进行IHC染色。其中,抗体孵育条件为GC-

NT3一抗(1∶200)于4℃下孵育过夜,相应二抗

(1∶300)于室温下孵育1h。置于共聚焦显微镜下

观察并采集图像,将出现棕黄色或棕褐色信号判定

为GCNT3蛋白表达阳性。

1.4 细胞分组与处理

将QBC939细胞和 HUCCT1细胞接种于含有

10%胎牛血清和1%青霉素/链霉素的DMEM培养

基(完全培养基)中,置于37℃、含体积分数0.05
CO2的培养箱中培养。待细胞生长状态稳定以后,
接种于6孔板中进行培养,待细胞融合度达50%~
60%时,将QBC939细胞分为 A组、B组和E组、F
组,HUCCT1细胞分为C组、D组和 G组、H 组,

A、C组细胞感染阴性对照慢病毒,B、D组细胞感染

GCNT3过表达慢病毒,感染复数均为20;E、G组的

细胞转染siNC,F、H组的细胞转染siGCNT3,均为

100pmol/孔。所有细胞转染完成后,再继续培养

48h,用于后续实验。

1.5 RT-qPCR技术检测各组细胞中GCNT3 mR-
NA表达水平

收集转染后的A~H组细胞,提取总RNA并

逆转录为cDNA,使用 RT-qPCR试剂盒于 Roche
LightCycler480Ⅱ系统中检测。以GAPDH 作为

内参基因,采用2-△△CT 法对各组细胞中GCNT3
mRNA的相对表达水平进行定量分析。引物序列

见表1。

表1 引物名称及序列

名称 序列 长度(bp)

GAPDH F:5'-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3' 22
R:5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3' 22

GCNT3 F:5'-CACCAGACTGTGAGCACTTC-3' 20
R:5'-CATACACAGCTCGCGTAGCCT-3' 21

1.6 Westernblot(WB)实验检测各组细胞中GC-
NT3蛋白的相对表达水平

收集转染后的A~H组细胞并提取总蛋白,使
用10%SDS-PAGE凝胶进行电泳分离,转膜、封闭

后,分别加入GCNT3一抗(1∶1000)、GAPDH一

抗(1∶1000)4℃孵育过夜,次日加入对应二抗

(1∶10000)室温孵育1h。采用ECL化学发光试

剂进行条带显影并对蛋白条带灰度值进行定量分

析。以GAPDH为内参,计算各组细胞中 GCNT3
的相对表达水平。

1.7 CCK-8实验检测各组细胞的细胞活力

收集转染后的 A~H 组细胞,按每孔约2000
个细胞的密度接种于96孔板中,置于37℃培养箱
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内分别培养24、48、72、96h后,弃去原培养基,向各

孔加入100μL含10%CCK-8的工作液,继续孵育

30min后检测各孔在450nm波长下的吸光度值,
并计算细胞活力。

1.8 平板克隆实验检测各组细胞的增殖能力

收集转染后的A~H组细胞,按每孔约500个

细胞的密度接种于6孔板中,置于培养箱内持续培

养约14d,当多数孔板中克隆数超30个时,用甲醇

固定各孔内细胞15~20min,去除固定液后,加入

0.1%结晶紫染色2h,用PBS清洗后拍照,而后使

用ImageJ软件对细胞克隆数目进行计数。

1.9 细胞划痕实验检测各组细胞的迁移能力

取转染后的 A~H 组细胞,接种到6孔板中,
当细胞密度达到约90%时,使用200μL的无菌移

液器吸头,在细胞孔板的底部沿着与尺子垂直的方

向画线,加入2mLDMEM培养基继续培养。在划

痕后第0、48小时时置于光学显微镜下观察并拍照,
分别测量两个时间点时细胞划痕区域宽度,并计算

各组细胞迁移率。

1.10 Transwell实验检测各组细胞的迁移能力

将转染后的A~H组细胞置于DMEM 培养基

中,每组取1×105个细胞,以350μLDMEM培养基

重悬后加入Transwell小室(孔径8μm)上层,下层

加入550μL含30%胎牛血清的DMEM培养基,置
于培养箱中培养11h后。加入甲醇溶液进行固定,
然后加入0.1%结晶紫染色0.5h。用PBS洗涤小

室并擦去内侧细胞后,使用倒置显微镜观察,并使用

ImageJ软件计算各组细胞迁移数目。

1.11 统计学处理

使用SPSS27.0和GraphPadPrism10.0软件

对实验数据进行统计分析。计量资料以􀭺x±s 表

示,两组间差异比较采用独立样本t检验,多组在不

同时间点之间的比较则采用重复测量设计的方差分

析,进一步两两比较采用 Tukey’sHSD检验。所

有实验均独立重复3次,以P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 结  果

2.1 CCA患者肿瘤组织中GCNT3的表达情况

基于TCGA数据库的泛癌分析结果显示,与癌

旁正常组织相比,GCNT3 在CCA、乳腺癌、肾癌等

9种肿瘤患者的肿瘤组织中显著高表达(P<0.05)。
进一步分析结果显示,CCA患者肿瘤组织与癌旁正

常组织中GCNT3 mRNA的相对表达水平分别为

3.59±1.91和0.26±0.41,与癌旁正常组织相比,

CCA患者肿瘤组织中GCNT3 mRNA表达水平显

著升高(t=9.46,P<0.05)。IHC染色实验结果显

示,与癌旁正常组织相比,CCA患者肿瘤组织当中

GCNT3的表达水平显著升高。见图1。GSEA结

果显示,CCA 患者肿瘤组织中 GCNT3高表达与

ERBB信号通路激活显著相关。

图1 CCA患者肿瘤组织与癌旁正常组织中 GCNT3表达水平

比较(IHC染色,放大400倍)

2.2 各组细胞中GCNT3 mRNA和蛋白相对表达

水平比较

RT-qPCR和 WB检测结果显示,与A组相比,

B组细胞中GCNT3 mRNA和蛋白相对表达水平

显著升高(t=16.97、5.37,P<0.01);与C组相比,D
组细胞中GCNT3 mRNA和蛋白相对表达水平显

著升高(t=32.77、2.96,P<0.05);与E组相比,F
组细胞中GCNT3 mRNA和蛋白相对表达水平显

著降低(t=243.80、10.06,P<0.01);与G组相比,

H组细胞中上述指标均显著降低(t=66.30、10.92,

P<0.01)。见图2、表2。

2.3 各组细胞的细胞活力比较

重复测量设计的方差分析结果显示,时间、分组

及两者间的交互作用均对各组细胞活力产生显著性

影响(F时间 =794.49~2515.41,F组别 =102.73~
817.55,F交互=22.54~98.36,P<0.05)。各组细胞

培养不同时间点时细胞活力均有显著性差异(F=
400.15~1506.19,P<0.05)。其中,第24~96小时

各时间点上B组细胞活力均显著高于 A 组(q=
8.70~16.96,P<0.01);第24~96小时各时间点上

D组细胞活力均显著高于C组(q=9.73~26.00,

P<0.01);第72、96小时时F组细胞活力均显著低

于E组(q=6.12、13.49,P<0.01);第24~96小时

各时间点上H组细胞活力均显著性低于G组(q=
4.43~22.07,P<0.05)。见图3。

2.4 各组细胞的增殖能力比较

平板克隆实验结果显示,A、B组细胞的克隆形

成数目分别为(12.67±3.06)、(22.33±1.16)个,B
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组显著多于A组(t=5.13,P<0.01);C组、D组细

胞的克隆形成数目分别为(33.67±3.22)、(76.33±
11.24)个,D组显著多于C组(t=6.32,P<0.01)。

E组和F组细胞的克隆形成数目分别为(68.67±

22.03)、(23.33±13.01)个,F组显著少于E组(t=
3.07,P<0.05);G组、H组细胞的克隆形成数目分

别为(220.00±26.23)、(142.70±10.07)个,H 组显

著少于G组(t=4.77,P<0.01)。见图4。

图2 A~H组细胞中GCNT3蛋白表达水平比较

表2 A~H组细胞中GCNT3 mRNA和蛋白相对表达水平比较(n=3,􀭵x±s)

指标 A组 B组 C组 D组 E组 F组 G组 H组

GCNT3mRNA 1.00±0.07 4.59±0.36 1.00±0.03 13.34±0.65 1.00±0.01 0.01±0.00 1.00±0.03 0.00±0.00
GCNT3蛋白 1.00±0.04 1.87±0.28 1.01±0.13 1.77±0.43 1.00±0.00 0.73±0.05 1.00±0.00 0.64±0.06

图3 各组细胞的细胞活力比较

图4 各组细胞的增殖能力比较(结晶紫染色)

2.5 各组细胞的迁移能力比较

细胞划痕实验结果显示,A、B组细胞迁移率分

别为(34.67±38.70)%、(58.58±5.57)%,B组显著

高于A组(t=6.11,P<0.05);C、D组细胞迁移率

分别为(30.95±3.98)%、(39.95±1.96)%,D组显

著高于C组(t=3.52,P<0.05)。E、F组细胞迁移

率分别为(47.70±5.93)%、(28.97±4.69)%,F组

显著低于E组(t=4.29,P<0.05);G、H组细胞迁

移率分别为(34.53±2.35)%、(18.78±2.40)%,H
组显著低于G组(t=8.14,P<0.01)。见图5。
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Transwell实验结果显示,A、B组细胞迁移数

目分别为(650.00±50.00)、(1417.00±212.60)个,

B组显著多于A组(t=6.08,P<0.01);C、D组细

胞迁移数目分别为(533.30±38.19)、(866.70±
52.04)个,D组显著多于C组(t=8.94,P<0.01)。

E、F组细胞迁移数目分别为(1055.00±72.63)、
(423.30±107.70)个,F组显著少于E组(t=8.42,

P<0.01);G、H组细胞迁移数目分别为(1147.00±
45.37)、(645.00±50.00)个,H 组显著少于 G 组

(t=12.87,P<0.01)。见图6。

图5 各组细胞的迁移能力比较(划痕实验,放大40倍)

图6 各组细胞的迁移能力比较(Transwell实验,结晶紫染色,放大100倍)

3 讨  论

CCA是一类来源于胆管上皮细胞的高侵袭性

恶性肿瘤[1],依据其病灶的解剖学部位分为肝内型

CCA、肝门型CCA以及远端型CCA[10]。CCA具有

起病隐匿、早期缺乏特异性临床表现、肿瘤侵袭性强

等特点,多数患者在确诊时已处于中晚期阶段,常伴

随局部浸润或远处转移,预后普遍较差。尽管近年
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来CCA的手术方式、分子靶向治疗及免疫治疗等

均已取得一定进步,但由于其分子异质性强、对治疗

反应差,总体治疗效果仍然有限,患者长期生存率尚

未得到显著改善[2]。因此,深入解析CCA发生、发
展及转移过程中的分子调控机制,寻找新的关键调

控因子和潜在治疗靶点,仍是当前CCA研究领域

有待解决的重要问题。

GCNT3是一种β-1,6-N-乙酰葡糖胺转移酶,
在O-连接型糖链分支结构的形成过程中发挥着重

要作用[11]。作为糖基化修饰相关关键酶之一,GC-
NT3能够通过调节蛋白糖基化状态影响细胞黏附、
信号转导及肿瘤微环境稳态,从而参与肿瘤发生发

展的多个环节。近年来,越来越多研究发现,GC-
NT3在多种恶性肿瘤组织中呈异常高表达状态,包
括乳腺癌[12]、肾癌[13]和肝细胞癌[14]等。同时,GC-
NT3还被认为与非小细胞肺癌[15]、胰腺癌[16]以及

胃癌[17]患者的不良预后密切相关,提示其可能具有

潜在的诊断及预后评估价值。已有研究证实,GC-
NT3在肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移、上皮-间质转化

(EMT)及化疗耐药等恶性生物学行为中具有重要

的调控作用。在乳腺癌中,GCNT3能够通过激活

PI3K/AKT信号通路促进肿瘤细胞增殖及迁移,并
增强其侵袭能力,同时影响细胞凋亡过程[12]。此

外,在肝细胞癌中,GCNT3能够通过 PI3K/AKT
和 MUC13/GSK3-β/β-catenin等信号轴促进肿瘤进

展,并诱导 EMT相关表型形成[7-8]。另有研究表

明,GCNT3可与鼻咽癌细胞中的锌指E-box结合

同源盒蛋白1(ZEB1)形成复合物,进一步促进细胞

迁移及EMT进程[18]。在黑色素瘤中,GCNT3可

增强黑色素瘤细胞黏附分子(MCAM)稳定性,并且

增强S100钙结合蛋白A8/A9(S100A8/A9)介导的

细胞运动能力,从而促进肿瘤细胞转移[19]。此外,

GCNT3还与结直肠癌、卵巢癌、胰腺癌等多种肿瘤

对化疗药物的耐受性形成密切相关[20-21]。尽管目前

关于GCNT3在多种肿瘤中的促癌作用已有较多报

道,但其在CCA发生、进展及远处转移中的具体作

用及分子机制尚未完全阐明。因此,进一步探讨

GCNT3在CCA中的生物学功能及其潜在调控机

制,对于CCA新型诊断标志物及治疗靶点的探索

具有重要意义。
本研究中,基于 TCGA数据库的泛癌分析及

IHC染色结果显示,与癌旁正常组织相比,GCNT3
在CCA患者肿瘤组织中呈高表达状态,提示其可

能参与CCA发生发展相关生物学过程。GSEA结

果显示,CCA患者肿瘤组织中GCNT3的高表达与

ERBB信号通路激活显著相关[22],提示GCNT3可

能通过调控ERBB相关下游信号转导参与CCA细

胞的恶性进展。已有研究表明,ERBB信号通路在

肿瘤细胞增殖与转移[23-24]、免疫逃逸[25]以及化疗耐

药[26]过程中发挥重要作用,其异常激活与恶性肿瘤

的不良预后密切相关[26]。然而,GCNT3与ERBB
信号通路之间的具体调控机制目前尚未完全明确,
仍需进一步通过体内外实验加以验证。

本研究进一步在人 CCA 细胞株 QBC939和

HUCCT1细胞中对GCNT3的功能进行验证,通过

分别对两种细胞感染GCNT3 过表达慢病毒或小干

扰RNAsiGCNT3,从而过表达或敲低其GCNT3
水平。RT-qPCR技术和 WB实验检测结果显示两

种细胞中的GCNT3 均成功过表达或敲低。克隆形

成和CCK-8实验结果显示,过表达GCNT3 可显著

增强QBC939和 HUCCT1细胞的增殖能力;而敲

低GCNT3 可显著削弱上述两种细胞的增殖能力。

Transwell实验和细胞划痕实验结果显示,过表达

GCNT3 可显著增强 QBC939和 HUCCT1细胞的

迁移能力;而敲低GCNT3 可显著削弱其迁移能力。
以上结果从细胞功能层面支持了 GCNT3在CCA
进展中的潜在致癌作用,提示GCNT3可通过促进

肿瘤细胞的增殖和迁移,进而促进CCA进展。
本研究仍存在一定局限性。首先,本研究主要

基于体外细胞实验,尚缺乏动物模型的验证,后续需

通过构建小鼠皮下成瘤及原位CCA模型以进一步

验证GCNT3在CCA中的作用;其次,本研究尚未

深入分析GCNT3的上下游相关信号通路,未来研

究可以结合ERBB相关通路进一步明确GCNT3在

CCA进展中的具体分子机制,从而探讨GCNT3在

CCA进展中的临床意义及其作为潜在治疗靶点的

可行性。
综上所述,GCNT3在CCA患者肿瘤组织中呈

高表达状态,其可增强CCA细胞的增殖和迁移能

力。本研究有望为CCA相关分子机制及靶向治疗

的研究提供新思路。
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