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AMOT 在肝癌中 O-糖基化水平的检测与研究 

 

摘要 

 

目的：血管生成抑制素结合蛋白（Angiomotin，AMOT）作为 Hippo 信号通路的核心因

子之一，在肿瘤中具有抑制、促进的双重作用，而其在肝癌发生发展中的作用尚不清楚。本

课题对 AMOT 在肝癌细胞中 O-GlcNAc 糖基化修饰水平进行检测，并初步探究其与 YAP 的

相互作用关系。 方法：通过免疫共沉淀、免疫印迹实验（Western Blot）检测肝癌细胞株 Bel-

7402 与 SMMC-7721 中 AMOT 的 O-GlcNAc 糖基化修饰水平；通过免疫沉淀结合 O-GlcNAc

糖基化修饰位点酶标实验确认 AMOT 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰；通过免疫共沉淀和

Western Blot 实验检测 AMOT 与 O-GlcNAc 转移酶存在结合，存在 O-GlcNAc 修饰位点；不

同浓度的葡萄糖（5.5 至 50mM）处理 Bel-7402 与 SMMC-7721 肝癌细胞株 24h 或用 GlcNAc

（4mM）与 PuGNAc（25mM）处理细胞后通过 Western Blot 和免疫沉淀实验探究葡萄糖浓

度与 AMOT 蛋白表达水平、O-GlcNAc 糖基化修饰水平和磷酸化修饰水平之间的关系；慢病

毒稳定转染 Bel-7402 与 SMMC-7721 肝癌细胞株，使其 AMOT 表达敲减，通过免疫荧光实

验观察葡萄糖浓度与 AMOT、YAP 细胞亚定位之间的联系。 结果：AMOT 在肝癌细胞中发

生 O-GlcNAc 糖基化修饰，AMOT 与 OGT 直接或间接结合，并存在 O-GlcNAc 修饰位点；

高葡萄糖浓度可增强 AMOT 蛋白表达水平、O-GlcNAc 糖基化修饰水平，而抑制其 Ser175

磷酸化修饰水平；高葡萄糖浓度下 AMOT 可促进 YAP 的细胞核聚集。 结论：高葡萄糖浓

度上调 AMOT 的 O-GlcNAc 糖基化修饰而下调其 Ser175 磷酸化修饰水平，进而改变 YAP 亚

细胞定位，促进 YAP 核聚集以增强 YAP 促进细胞增殖和肿瘤发生的能力。因此，阻断 YAP

和 AMOT 之间的相互作用可能有助于开发与糖尿病相关的肝癌的治疗策略。 

 

关键字：AMOT，O-GlcNAc 糖基化修饰，Hippo 信号通路，肝癌发生发展，细胞亚定位 
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O-GLCNACYLATION OF AMOT IN LIVER CANCER 

 

ABSTRACT 

 

Objective: Angiomotin（AMOT）, one of the core factors of Hippo signaling pathway, has a 

dual role in suppressing or promoting tumors, but its functions in liver cancer development remains 

unclear. This study examined the O-GlcNAcylation level of AMOT in liver cancer cell lines and 

explored its underlying interaction with YAP.  Methods: The O-GlcNAcylation of AMOT in Bel-

7402 and SMMC-7721 cells was detected by immunoprecipitation and Western blotting. 

Immunoprecipitation and enzymatic labelling of O-GlcNAc sites were used to confirm the 

occurrence of the O-GlcNAcylation of AMOT. The combination of AMOT and O-GlcNAc 

transferase and O-GlcNAc site were detected by co-immunoprecipitation and Western blotting. Bel-

7402 and SMMC-7721 cells were treated with different concentrations of glucose（5.5 to 50 mM）

and PuGNAc（25 mM）with or without GlcNAc（4 mM），then the AMOT protein, O-GlcNAcylation, 

and phosphorylation were investigated by Western blotting and immunoprecipitation. Lentivirus 

stable transfection via AMOT-sh1 and -sh2 plasmids was used in Bel-7402 and SMMC-7721 cells 

to knock down the expression of AMOT, and the relationship between glucose concentration and 

subcellular localization of AMOT and YAP was observed by immunofluorescence.  Results: 

AMOT is O-GlcNAcylated in liver cancer cells, and there was a binding between AMOT and O-

GlcNAc transferase. High glucose increased the expression of AMOT protein and O-GlcNAcylation, 

and inhibited its phosphorylation level at Ser175. Moreover, high glucose regulated YAP 

localization at nucleus via AMOT.  Conclusions: High glucose upregulated the O-GlcNAcylation 

of AMOT and down-regulated the phosphorylation of YAP, which changed YAP subcellular 

localization and promoted YAP translocating to the nucleus and enhanced the ability of YAP to 

promote cell proliferation and tumorigenesis. Therefore, blocking the interaction between YAP and 

AMOT may contribute to the therapeutic strategies for diabetes-related liver cancer. 

 

Key words: AMOT, O-GlcNAcylation, Hippo signaling pathway, Liver tumorigenesis, 

Subcellular localization 
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第一章 绪论 
 

1.1 引言 

 

肝癌（Liver cancer）指发生于肝脏的恶性肿瘤，是全世界最常见的恶性肿瘤之一，其预

后严重不良，已经严重威胁到人们的身体健康与生命安全[1]。肝癌在东南亚和非洲等发展中

国家与地区发病率较高，与西方发达国家酒精性脂肪性肝炎导致的肝癌不同，在这些地区肝

癌的主要发病原因为感染乙型肝炎病毒和接触黄曲霉毒素[2, 3]。肝癌目前已成为第五大常见

癌症，也是全球癌症相关死亡的第二大病因[1]。 

糖尿病是肝癌发生发展的一个重要促进因素[4]，由于糖尿病和肝癌的患病率在世界范围

内大幅增加，所以针对糖尿病如何促进肝癌的潜在分子机制的研究十分必要。肝脏是葡萄糖

代谢的重要器官，并且高血糖症是糖尿病的主要特征之一。然而，高血糖是否和如何刺激肝

脏肿瘤发生尚不明确[5]。 

 

1.2 O-GlcNAc 糖基化修饰研究进展 

 

O-GlcNAc 糖基化修饰（O-GlcNAcylation）是广泛发生在细胞内的一种重要的蛋白翻译

后修饰[6]，它是由单个 N-乙酰葡萄糖胺（N-acetylglucosamine, GlcNAc）通过 O-糖苷键连接

到蛋白质丝氨酸或苏氨酸羟基上，是糖基化修饰的一种特殊类型[7]。氨基己糖生物合成通路

（Hexosamine biosynthesis pathway，HBP）是一种营养敏感性通路，HBP 利用糖、谷氨酰胺、

乙酰辅酶 A 以及二磷酸尿苷，在细胞内经 O-GlcNAc 转移酶（O-GlcNAc transferase，OGT）

催化，将 O-糖苷键从 HBP 终产物尿苷二磷酸-N-乙酰葡萄糖胺（UDP-N-acetylglucosamine，

UDP-GlcNAc）转移并连接至蛋白质的丝氨酸和苏氨酸残基的羟基上，而葡萄糖胺酶（O-

GlcNAcase，OGA）则具有相反作用[8, 9]。与经典的糖基化修饰不同，O-GlcNAc 糖基化修饰

更像磷酸化修饰，与生物及疾病过程相关联。O-GlcNAc 糖基化修饰不是发生在高尔基体与

内质网中，而是胞质与核质中，因此被 O-GlcNAc 糖基化修饰的蛋白质多为核蛋白或胞浆蛋

白[10]。 

高血糖（High glucose，HG）是糖尿病的主要特征之一，能够加速肝脏的肿瘤发生。研

究表明，在 HG 促进肝癌的过程中，高级糖基化终产物特异性受体（AGER）被视为一种刺

激物，能激活 HBP，上调靶蛋白的 O-GlcNAc 糖基化修饰水平[11]。 

很多与肿瘤发生发展相关的蛋白都被证明具有 O-GlcNAc 修饰现象，例如 C-Myc，P53，

AKT，IKKβ 等。原癌基因 c-Myc 的 Thr58 位会发生 O-GlcNAc 糖基化修饰，竞争性抑制该

位点的磷酸化修饰，增加 c-Myc 的稳定性[12]。在 NF-κB 通路中，O-GlcNAc 糖基化修饰通

过调节 P65，IKKβ 等多个关键蛋白，上调该通路的活性，使肿瘤细胞凋亡能力下降[13, 14]。

不难推测，O-GlcNAc修饰可能通过调节特定的肿瘤相关蛋白的活性，参与肿瘤形成的调控。 

有研究表明，高血糖可以促进 c-Jun 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰进而促进肝癌发生发展
[11]。另一研究报道，O-GlcNAc 糖基化修饰可以上调 YES 相关蛋白（Yes-associated protein，

YAP）的表达，增强其稳定性。YAP 是 Hippo 信号通路的下游转录调节因子，也是肝癌中潜

在的致癌因子。O-GlcNAc 糖基化修饰以 YAP 依赖性方式诱导肝癌细胞的转化表型。YAP 的

O-GlcNAc 位点在 Thr241 处，突变该位点可降低 YAP 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰，减弱其

稳定性和促癌能力，同时增加 YAP 的磷酸化修饰水平。抑制 YAP O-GlcNAc 糖基化可能为

治疗高葡萄糖相关性肝癌提供帮助[15]。然而，在肝癌发生发展过程中，是否有其他的关键蛋

白发生 O-GlcNAc 糖基化修饰仍有待研究。 
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1.3 AMOT 的研究进展 

 

血管生成抑制素结合蛋白（Angiomotin，AMOT）首先被鉴定为可与血管抑素结合的蛋

白，通过减少紧密连接和改变肌动蛋白动力学功能来增强内皮细胞的运动能力[16-18]。AMOT

蛋白家族有三个成员：AMOT（p80 和 p130 亚型），AMOT 样蛋白 1（Amot-like protein 1，

AMOTL1）和 Amot 样蛋白 2（Amot-like protein 2，AMOTL2）。 

AMOT 蛋白在内皮细胞血管形成和迁移、上皮细胞紧密连接、极性和上皮-间充质转变

的调节中起重要作用[19]。而且，这些蛋白可调节癌细胞的增殖和迁移。在大多数癌症中，

AMOT 家族成员促进癌细胞的增殖和侵袭，然而，在胶质母细胞瘤、卵巢癌和肺癌中，AMOT

抑制癌细胞的生长。 

Hippo 信号通路是由进化上保守的激酶级联反应构成的，并在一定程度上掌控细胞命运，

包括肿瘤发生[20]。该途径由哺乳动物 STE20 样蛋白激酶（mammalian STE20-like kinases 1/2，

MST1/2)- salvador 家族 WW 结构域蛋白（salvador1，SAV1)复合物与大型肿瘤抑制因子（large 

tumor suppressor kinase 1/2，LATS1/2)-MOB 激酶激活剂（MOB kinase activator 1 A/B，

MOB1A/B)复合物组成核心蛋白激酶链，其中 MST1/2 激酶在与 WW45 相互作用时使

LATS1/2 磷酸化。磷酸化的 LATS1/2 可直接磷酸化转录共激活因子 YAP 和 YAP 的并系同源

基因 TAZ（Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif）。YAP 的磷酸化能抑制其进入

细胞核，在细胞核中 YAP 可与其他转录因子形成转录活性复合物，以驱动促增殖或抗凋亡

基因的表达。该过程已证实与包括肝癌在内的多种肿瘤的形成密切相关[21]。 

研究发现，AMOT 家族蛋白是 Hippo 信号通路 LATSl/2 激酶的新底物。LATSl/2 可磷酸

化 AMOT-p130。磷酸化抑制 AMOT-p130 与微丝之间的结合，并抑制微丝与黏着斑的形成，

从而在体外抑制血管内皮细胞的迁移。这表明 AMOT-p130 是 LATSl/2 的直接底物，并且介

导 Hippo 信号通路在内皮细胞迁移和血管生成中的重要功能。另一方面 AMOTL2 作为 YAP

的靶基因，通过负反馈来抑制 YAP 的活性，维持 Hippo 信号通路在体内的稳态。AMOT 家

族蛋白招募 YAP/TAZ 到紧密连接或到肌动蛋白细胞骨架，抑制 YAP/TAZ 进入细胞核发挥

转录活性[22]。AMOT 除了可以直接与 YAP/TAZ 相互作用抑制转录活性，还可以通过激活

LATSl/2 激酶来抑制 YAP/TAZ 的活性。AMOT 可以作为骨架蛋白与 LATSl/2、YAP 相互作

用，促进 YAP 的磷酸化，抑制 YAP 的作用[23]。 

研究表明肝损伤后，AMOT 的缺失阻碍胆管上皮细胞的增殖和肿瘤发生。AMOT-p130

通过抑制 YAP 和 LATS1/2 之间的相互作用来促进 YAP 的核聚集并由此导致 Nf2 缺陷细胞

增殖[24]。在肝癌细胞中，AMOT-p130 的表达增加了细胞核中 YAP，CTGF 和 Cyr61 的表达，

并作为 YAP 辅因子起作用，阻止 YAP 磷酸化并增强其对促进肿瘤发生的特定基因集的活性
[24, 25]。总之，AMOT-p130 通过增强 YAP 的活性而在肝癌中起癌基因的作用。 

 

综上所述，十分有必要对例如 AMOT 这样的 Hippo 信号通路中的核心蛋白是否发生 O-

GlcNAc 糖基化修饰进行研究，如果 AMOT 存在 O-GlcNAc 糖基化修饰的现象，它可能是糖

尿病（高葡萄糖）诱发肝癌的一种重要机制。 
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第二章 材料与方法 

 

2.1 材料 

 

2.1.1 细胞株 

肝癌细胞株 Bel-7402、SMMC-7721，肾脏细胞株 HEK-293T。 

 

2.1.2 细胞培养相关试剂 

10%的胎牛血清（Gibco）、青链霉素混合双抗（Gibco）、DMEM/HIGH GLUCOSE 培养基

（HyClone）、胰蛋白酶消化液（Gibco）、磷酸缓冲盐溶液（PBS，生工生物）、葡萄糖（Sigma-

Aldrich）、PUGNAc（Sigma-Aldrich）、GlcNAc （Sigma-Aldrich）、二甲亚砜 DMSO（Sigma-Aldrich）、

10cm 细胞培养皿（Corning）、移液管（eppendorf）。 

 

2.1.3 免疫共沉淀实验相关试剂 

PBS 缓冲液（生工生物）、Western/IP 细胞溶解液（碧云天）、proteinA / G 琼脂糖珠（Novex）、

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（碧云天）、抗 O-GlcNAc 抗体（Abcam，＃ab2739）、抗-AMOT 抗体

（Santa Cruz，＃sc-166924）。 

 

2.1.4 Western Blot 实验相关试剂 

Western/IP 细胞溶解液（碧云天）、BCA 蛋白定量试剂盒（Thermo）、pH8.8 Tris-HCl（碧

云天）、pH6.8 Tris-HCl（碧云天）、30% Acr-Bis（碧云天）、10%SDS（生工生物）、过硫酸铵

（AP，碧云天）、四甲基乙二胺（TEMED，碧云天）、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（碧云天）、

预染蛋白 marker（Thermo，＃26616）、甘氨酸（生工生物）、Tris（生工生物）、无水乙醇（上

海凌峰化学试剂）、甲醇（上海凌峰化学试剂）、吐温（生工生物）、脱脂奶粉（生工生物）、

ECL 发光试剂盒（BIO-RAD）、显影定影试剂盒（碧云天）、医用 X 射线胶片（Carestream）、

X 射线摄影暗盒（广东粤华医疗器械）、抗 O-GlcNAc 抗体（Abcam，#ab2739）、抗 MST 抗

体（Abcam，#ab124787）、抗LATS 抗体（Abcam，#ab70565）、抗 SAV 抗体（Abcam，#ab105105）、

抗 MOB 抗体（Cell Signaling Technology，CST, #13730）、抗 YAP 抗体（Abcam，#ab52771）、

抗 AMOT 抗体（Abcam，#ab85143）、抗 GAPDH 抗体（CST，#5174）、抗 OGT 抗体（Abcam，

#ab177941）、兔抗（CST，#7074S）、鼠抗（CST，#7076S）。 

 

2.1.5 O-GlcNAc 糖基化修饰位点酶标实验相关试剂 

Click-iT™ O-糖基化酶标记试剂盒（Invitrogen，主要包括：UDP-GalNAz、Gal-T1Y289L、

反应缓冲液、MnCl2）、酶标记后糖基检测试剂盒（Invitrogen，主要包括：生物素、四甲基-

6-羧基罗丹明 TAMRA、反应缓冲液、CuSO4）、辣根过氧化物酶标记链霉亲和素（碧云天）、

抗 TAMRA 抗体（Invitrogen，＃A6397）。 

 

2.1.6 慢病毒包装实验相关试剂 

AMOT-sh1、-sh2、pCMV-dR8.74、pMD2-VSVG（之前研究所得）、质粒小提试剂盒

（TIANGEN）、感受态大肠埃希菌（TAKARA）、LB 培养基（胰蛋白胨、氯化钠、酵母提取
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物、琼脂粉，生工生物）、Lipofectamine-2000（Invitrogen）、Polybrene（Santa Cruz）、嘌呤霉

素（索莱宝）、0.45μm 细菌滤器（Corning）。 

 

2.1.7 免疫荧光实验相关试剂 

PBS 缓冲液（生工生物）、4%多聚甲醛（生工生物）、Triton X100（生工生物）、ProLong® 

Gold antifade reagent with DAPI（Invitrogen）、显微镜载玻片（世泰）、细胞爬片（Nest）、24

孔细胞培养皿（Corning）、抗 AMOT 抗体（Santa Cruz，#sc-166924）、抗 YAP 抗体（Abcam，

#ab52771）。 

 

2.1.8 主要仪器 

CO2 培养箱（Panasonic）、倒置显微镜（上海缔伦）、超净工作台（苏州净化）、GL-802B

微型台式真空泵（海门其林贝尔）、电热恒温培养箱（上海森信）、5424R 台式高速冷冻离心

机（eppendorf）、MiniSpin 小型台式离心机（eppendorf）、WH986 静音混合器（海门其林贝

尔）、TS-8 转移摇床（海门其林贝尔）、酒精灯、玻璃珠、恒温震荡器（苏州培英）、NanoDrop2000

（Thermo）、立式灭菌器（SHINVA）、JCS-11002W 电子天平（瑞安英衡）、干式恒温金属浴

（上海净信）、多功能微孔板检测仪（BioTek）、垂直电泳槽（Tanon）、转移电泳槽（Tanon）、

EPS300 电泳仪（Tanon）、激光共聚焦显微镜（Zeiss）、-80℃超低温冰箱（New Brunswick 

Scientific）、医用冰箱（海尔）。 

 

2.2 方法 

 

2.2.1 细胞实验 

（1）细胞培养与传代 

肝癌细胞株 Bel-7402 与 SMMC-7721 使用 DMEM/HIGH GLUCOSE 完全培养基（包含

10%胎牛血清和 1×青链霉素混合双抗）在 10cm 细胞培养皿中进行培养，每日观察细胞生长

状态，每 3 天更换一次培养基，同时保证细胞紧贴培养皿底部生长，约 3-4 天后，观察到 80-

90%贴壁细胞融合时进行传代。传代时，吸去上清培养基，加入 2mL 1×PBS 缓冲液清洗一

次，加入 1-2mL 胰蛋白酶消化液，消化液的量以恰巧盖住细胞为好，不宜过多，控制细胞消

化时间大约为 1min 左右，Bel-7402 细胞消化时间可稍久。期间用倒置显微镜观察消化后的

细胞状态，若发现胞质有回缩，细胞之间不再连接成片，表明此时消化适度，吸弃消化液后

加入 2mL 新鲜完全培养基来终止消化，最后使用 1mL 移液枪将贴壁细胞吹下，轻轻吹打混

匀细胞，使其成为细胞悬液。新培养皿中加入 9-10mL 新鲜完全培养基后加入 1mL 细胞悬

液，置于 37℃、5%CO2 培养箱培养。 

（2）细胞处理 

细胞用葡萄糖（终浓度为 5.5 至 50mM）、PuGNAc（终浓度 25mM）、GlcNAc（终浓度

4mM）处理 24h 后，收集细胞进行后续实验。 

 

2.2.2 免疫共沉淀实验 

（1）收集 24-48h 前预处理的肝癌细胞株 Bel-7402 与 SMMC-7721，为去除培养基中残

留的血清蛋白，用 PBS 洗涤后再次离心收集细胞沉淀。预先配好已加入蛋白酶抑制剂的细

胞裂解缓冲液，加入 550μL 该缓冲液于细胞沉淀中，混匀，冰上裂解 30min 后，4℃，15,000rpm

高速离心 10min，吸取溶解有蛋白质的上清液，弃去破碎细胞沉淀； 

（2）预留 50μL 上清裂解液准备作为 input 以备后续 WB 测定。取 2μL 抗体加入到剩余



                         AMOT 在肝癌中 O-糖基化水平的检测与研究 

第 5 页 共 21 页 

 

500μL 上清裂解缓冲液中，； 

（3）取 protein A/G 琼脂糖珠各 10μL，用 300μL 裂解缓冲液洗涤 3 次，每次洗涤后 3,000 

rpm，离心 3min，弃上清； 

（4）将洗涤好的 20μL 琼脂糖珠加到上述已含有抗体的细胞裂解液缓冲液中，4℃，于

静音混合器中轻轻摇晃孵育过夜，使 protein A/G 琼脂糖珠与抗体偶联； 

（5）免疫沉淀反应后，在 4℃以 3,000 rpm 离心 3min，将琼脂糖珠离心至管底；小心

吸去上清（可使用磁铁在管底吸住琼脂糖珠），用 500μL 裂解缓冲液冲洗琼脂糖珠 3-4 次，

充分去除非特异性结合的蛋白质，以保证抗体所捕获蛋白质的纯度；最后加入 15μL 1×SDS

蛋白上样缓冲液，沸水煮 5 min； 

（6）SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳，分析确定结合蛋白。 

（7）该实验涉及的抗体有：抗 O-GlcNAc 抗体、抗-AMOT 抗体 

 

2.2.3 Western Blot 检测蛋白 

 （1）蛋白提取 

使用1×PBS缓冲液清洗细胞1次，胰蛋白酶消化液消化细胞，细胞培养液终止消化，将

细胞收集于1.5mL EP管内，3,000rpm离心3min，再用1×PBS缓冲液洗涤1次，吸弃上清液体，

防止残留培养基中的血清蛋白干扰细胞中的蛋白提取； 

每管根据所收集的细胞数量加入200μL-400μL细胞裂解液，在冰上裂解30min后，4℃、

15,000rpm离心15min，将上清转至干净EP管，放置冰盒中备用。 

（2）蛋白定量 

1）在96孔板内按照顺序加入2μL蛋白液，18μL ddH2O补足至20μL。根据BCA蛋白定量

试剂盒说明书制备所需的反应液，在1.5mL EP管中，将A液与B液按50:1比例混匀，以200μL/

孔加入96板中； 

2）将试剂盒内牛血清蛋白标准品（浓度为2mg/mL），参照下表（表1）稀释10倍； 

 

表1 牛血清蛋白配比法 

试剂名称 体积（μL） 

蛋白质标准品 0 1 2 4 8 16 20 

ddH2O 20 19 18 16 12 4 0 

BCA 工作液 200 200 200 200 200 200 200 

蛋白浓度（μg/μL） 0 0.1 0.2 0.4 0.8 1.6 2 

 

3）轻轻摇晃混匀后于37℃烘箱放置30min，在多功能微孔板检测仪上检测562nm波长处

的吸光度值； 

4）以蛋白浓度（μg/μL）为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制蛋白标准曲线，按照标准品

浓度与对应吸光度计算出拟合标准曲线的公式。将样本吸光度值带入公式，乘以稀释倍数10，

计算样本浓度，以相同蛋白质量计算出个蛋白上样量； 

（3）蛋白变性 

标记1.5 mL EP管，将样本与6×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液按照5:1的比例混合，100℃金

属浴加热变性10min。样本-20℃或-80℃可放置1-2周，或在4℃短时间存放，避免反复冻融； 

（4）SDS-PAGE电泳 

1）先轻轻擦洗1.5mm玻璃板（玻璃板边缘需无损坏，磨砂面完整），去除板上杂质

（杂蛋白），用蒸馏水冲洗晾干备用； 

2）灌胶与上样： 
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a.将洁净无水的两片玻璃板对齐，形成空腔，插入塑料凹槽中，磨砂玻璃板箭头向上，

确保下端齐平，置于制胶架上夹紧，下端紧贴密封胶条； 

b.按下表（表2）配制分离胶，充分混匀后灌入玻璃板中，再用无水乙醇压平胶面； 

 

表2 分离胶配制法（20 mL） 

试剂名称 体积（mL） 

蒸馏水 7.9 

30%Acr-Bis（29:1） 6.7 

Tris-HCl pH 8.8 5.0 

10%SDS 0.2 

10%AP（过硫酸铵） 0.2 

TEMED 0.008 

 

c.静置30-40min后观察胶面变化，当看到水与凝固的胶面有清晰的折光界限时，表明胶

已完全凝固，倒掉无水乙醇，倒扣晾干； 

d.按下表（表3）配制浓缩胶，充分混匀后灌胶； 

 

表3 浓缩胶配制法（15 mL） 

试剂名称 体积（mL） 

蒸馏水 10.2 

30%Acr-Bis(29:1) 2.55 

Tris-HCl pH 6.8 1.95 

10%SDS 0.15 

10%AP(过硫酸铵) 0.15 

TEMED 0.015 

 

e.将梳子插入浓缩胶中（可预先沾湿梳子），插入时要保持水平，小心避免气泡的出现，

同时小心分离胶飞溅。静置40min-1h待胶完全凝固后，轻轻将梳子拔出（若不立即使用凝胶，

可不拔出梳子，将胶放至水中，于4℃冰箱可保存一周）； 

f.将玻璃板安装到垂直电泳槽上，玻璃板低的一面朝向槽内侧，卡住胶条，防止漏

液。若只有一块玻璃板则另一面装上配套的塑料板。加入新鲜配制的电泳液*，使缓冲液没

过凝胶。根据计算出的所需加入的样本体积进行上样； 

*配制1L电泳液：Tris 3.03g、甘氨酸18.8g、SDS 1g，用dH2O定容至1L； 

g.电泳：按照目的蛋白的大小调整电泳的电压和时间，为避免蛋白条带弥散，上样后应

尽快电泳。开始时80V，等出现若干条时Marker（蛋白条带开始进入分离胶）时，将电压提

升到120V继续电泳，待蛋白Loading提示样本已至SDS-PAGE胶最底部，停止电泳； 

（5）转膜（湿转） 

1）在电泳时即可开始准备下一步操作：转膜液配制：Tris 6.06g、甘氨酸28.8g、甲醇400mL，

加dH2O定容至2L，充分混匀。剪合适大小的NC膜，并在膜左上角做好对应蛋白标记。准备

一个容器，倒入转膜液，将NC膜、滤纸、转膜三明治海绵垫泡于转膜液中预平衡，； 

2）取胶：取出凝胶，根据蛋白标记位置切胶； 

3）转膜：按顺序安装转膜三明治：阳极面（白色）朝上，阴极面（黑色）朝下，然后

依次由下往上放入两层海绵垫、两层滤纸、凝胶、NC膜、两层滤纸和一层海绵垫，各层之

间不可留有气泡，夹紧架子，将转膜三明治放入转膜槽中。将转膜电泳槽置于冰水（准备若



                         AMOT 在肝癌中 O-糖基化水平的检测与研究 

第 7 页 共 21 页 

 

干冰袋）中，恒流电200mA，转膜1h。一般1KD的蛋白转膜1min，不同蛋白的要求不同，时

间过长蛋白容易穿膜到达滤纸层，时间不足则蛋白转移不彻底，影响后续实验； 

（6）封闭及杂交 

1）封闭：转膜完成后，将膜用镊子小心取出，浸没于5%脱脂奶粉（2.5g脱脂奶粉加入

50mL PBST中，PBST为含1%吐温的PBS溶液）封闭液中，在摇床上室温封闭2h； 

2）结合一抗：根据抗体使用说明书调整一抗浓度，一般为1:1000，根据膜的大小调整一

抗稀释液（封闭液）的使用量，一般3个孔的蛋白需要200μL稀释液，使一抗均匀覆盖在膜上，

室温下孵育1h；本部分实验使用的抗体包括：抗O-GlcNAc抗体、抗MST抗体、抗LATS抗体、

抗SAV抗体、抗MOB抗体、抗YAP抗体、抗AMOT抗体、抗GAPDH抗体； 

3）洗涤：用PBST洗去膜上残余一抗，在摇床上洗涤三次，每次5min； 

4）结合二抗：根据一抗来源选择二抗，一般为抗兔、抗鼠二抗，按1：2000稀释，并选

择HRP标记的抗体，室温下孵育1h或4℃过夜； 

5）洗涤：用PBST洗去膜上残余二抗，在摇床上洗涤三次，每次5min； 

（7）化学发光法检测 

1）试剂准备：  

a.显影液配制：在5L的大烧杯中加入约3L预热的蒸馏水，加入显影剂A，迅速搅拌，待

充分溶解后加入显影剂B，两者均完全溶解后定容至3785mL，过滤备用，宜避光保存； 

b.定影液配制：另准备5L的大烧杯，加入2L预热的蒸馏水，加入定影剂A，完全溶解后

加入定影剂B和定影剂C，定容至3785mL（1加仑）。待冷却后，过滤备用。20-25℃室温保存，

显影液一个月内有效，定影液两个月内有效； 

2）发光：在暗盒中贴上透明塑料薄膜，将NC膜贴在薄膜上。按ECL发光试剂盒说明书

将ECL显色A液和B液按1:1比例混匀，将混合溶液均匀滴加在膜上（量与抗体稀释液体积一

致），静置5min，待二抗HRP酶与ECL试剂反应发光，吸去液体，用另外一层塑料薄膜密封，

挤出薄膜间残留的发光液； 

3）曝光：于暗室中，X射线胶片5张同时放入胶片夹，等待5-10min，取出胶片完全浸没

在显影液内，将胶片一张张分开浸洗，显影40s，接着在清水中充分浸洗，以便完全洗去显

影液。随后浸没在定影液内，定影2min，取出后清水冲洗，以充分洗去各种残留溶液。晾干，

扫描条带。以GAPDH为内参，分析不同样本之间蛋白表达差异。 

 

2.2.4 O-GlcNAc 糖基化修饰位点酶标实验 

（1）将利用抗AMOT抗体通过免疫共沉淀方法获得的蛋白质，溶解于16μL反应液中，

反应液中含20mM HEPES、pH7.9、50mM NaCl、1mM PuGNAc、5mM含蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的MnCl2； 

（2）利用Click-iT™糖基化酶标系统把蛋白标记上含有叠氮基的乙酰半乳糖基团。这个

反应步骤中，反应缓冲液中加入2μL Gal-T1Y289L和2μL UDP-GalNAz。最终20μL的反应液

4℃孵育过夜。标记之后，这些蛋白用Click-iT™蛋白分析系统按照说明书要求的操作进行与

生物素-炔衍生物或TAMRA-炔衍生物的反应。最后，将这些蛋白溶解于蛋白上样缓冲液中，

金属浴100℃煮10min后进行WB； 

（3）生物素或TAMRA标记的样本通过HRP标记的链霉亲和素或抗TAMRA抗体进行检

测。 

 

2.2.5 质粒转化与抽提 

（1）质粒转化 

1）试剂准备：配制液体LB培养基，5mL/玻璃管（1%胰蛋白胨、1%氯化钠、0.5%酵母
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提取物），固体LB培养基，25mL/培养皿（2%琼脂粉、1%胰蛋白胨、1%氯化钠、0.5%酵母

提取物）。液体LB培养基分装后高压；固体LB培养基高压后加入氨苄青霉素，分装入培养皿； 

2）转化：取感受态大肠埃希菌DH5α于冰上融化，1μL质粒（AMOT-sh1、-sh2、pCMV-

dR8.74、pMD2-VSVG）加入25μL DH5α中，冰敷30min；预先打开42℃水浴锅，将EP管置于

海绵管架中，热休克1.5min，冰上冷休克2min；将180μL SOC培养基加入EP管中，150r，37℃

于恒温震荡器中摇菌45min-1h；在预先配好的固体LB培养皿中倒3-5颗玻璃珠，将转化后的

菌液加入培养皿，晃动珠子，使液体平铺于皿底；将培养皿正放于37℃培养箱内30min，再

倒置培养过夜；  

3）细菌扩增：次日将细菌生长的菌落置于4℃冰箱中。将氨苄青霉素加入液体LB培养

基试管中，挑取菌落于培养基中，180r，37℃于恒温震荡器中摇菌过夜（注意氨苄青霉素的

有效时间为14-16h）； 

（2）质粒抽提 

按照质粒小提试剂盒说明书抽提细菌质粒，并使用NanoDrop2000检测质粒DNA浓度和

纯度，A260/A280比值在1.8-2.0之间为符合要求。 

 

2.2.6 慢病毒包装 

（1）铺板：慢病毒转染前1天，将HEK-293T细胞铺于六孔板中，细胞密度90%以上。 

（2）第二天，按下表（表4）配制A、B液 

 

表4  A、B液配制方法 

 试剂名称 六孔板（每孔） 

A 液 

无血清无双抗 DMEM 320μL 

目标质粒 2μg 

pCMV-dR8.74 1.325μg 

pMD2-VSVG 0.6625μg 

B 液 
无血清无双抗 DMEM 320μL 

Lipofectamine-2000 10μL 

 

A、 B液各自在室温下孵育5min；将AB液混合均匀，在室温下孵育20min后以每孔640μL

加入HEK-293T细胞中，4-6h后用正常含血清和双抗的完全培养基替代转染培养基； 

（3）第三天，转染24h、48h后用一次性针筒吸取HEK-293T细胞中含有病毒颗粒的培养

基，并用0.45μm细菌滤器过滤，过滤后的病毒可立即使用，或于-80℃冻存数年； 

（4）感染靶细胞： 

1）需要感染的靶细胞（Bel-7402、SMMC-7721）按照要求在感染前一天铺于六孔板内，

细胞密度需达到80-90%； 

2）按体积加入1×polybrene（每1mL病毒加入25μL polybrene），混匀，室温孵育5min后

加入靶细胞，加入新鲜完全培养基1mL； 

4）感染24h后，用含有嘌呤霉素的培养基替代感染培养基，根据细胞对嘌呤霉素的敏感

性筛选1-3天。需要铺一孔没做过处理的Bel-7402、SMMC-7721，加入嘌呤霉素，若这个孔

里的细胞死了，而包病毒的细胞仍有存活，说明慢病毒包装成功。 

 

2.2.7 免疫荧光实验 

（1）准备细胞爬片 

将Nest 801007细胞爬片在75%的酒精中洗涤去除细菌，用PBS洗涤2次去除残留的酒精，
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放于事先加入适当培养基的24孔细胞培养皿中，将细胞悬液垂直滴于细胞爬片上，过夜生长。

样本准备2份，细胞悬液中细胞不宜过多，否则看不到单个细胞。 

（2）取出细胞爬片，用PBS浸洗3次，每次3min；用4%的多聚甲醛固定爬片15min，PBS

浸洗玻片3次，每次3min；用含有0.2%Triton X-100和1% BSA的PBS作为透膜封闭液，室温通

透和封闭1h；吸干封闭液，再清洗3次，用透膜封闭液按照1:100的比例稀释一抗，稀释好的

一抗滴加在玻片上然后放入湿盒，4℃孵育1h；本部分实验所用一抗分别为：抗AMOT抗体

和抗YAP抗体。 

（3）PBS浸洗爬片3次，每次3min，用吸水纸吸干爬片上多余的液体后滴加稀释好的荧

光二抗（1：500稀释），在湿盒中室温避光孵育1h，PBS再次浸洗3次，每次5min。用含DAPI

的封片剂封片，然后用透明指甲油固定玻片，防止封片液过多导致玻片移动，最后在激光共

聚焦显微镜下观察细胞染色情况。 
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第三章 结果 
 

3.1 AMOT 在肝癌细胞中发生 O-GlcNAc 糖基化修饰 

 

3.1.1 AMOT 存在 O-GlcNAc 修饰位点 

为研究Hippo信号传导和O-GlcNAc糖基化修饰之间的关系，在Bel-7402和SMMC-7721肝

癌细胞系中使用抗O-GlcNAc抗体进行了免疫共沉淀实验。内源性存在O-GlcNAc修饰位点的

蛋白通过抗O-GlcNAc抗体免疫沉淀下来，与之存在直接或间接结合的蛋白同时被沉淀下来，

利用Hippo信号通路核心因子抗体：抗MST抗体、抗LATS抗体、抗SAV抗体、抗MOB抗体、

抗YAP抗体和抗AMOT抗体检测该核心因子是否存在O-GlcNAc修饰位点。如图1.1所示，除

YAP外，在免疫共沉淀产物中检测到AMOT，而没有检测到MST，LATS，SAV和MOB等其

他Hippo信号核心因子。表明Hippo信号通路核心因子YAP和AMOT同时出现在糖基化蛋白复

合物中，提示二者可能有直接或间接结合，并可能存在糖基化修饰。 

图1.1 Hippo信号通路核心因子YAP和AMOT可能存在O-GlcNAc修饰位点 

 

3.1.2 酶标记实验发现 AMOT 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰 

O-GlcNAc 的酶标记实验原理为：UDP-叠氮基半乳糖底物（UDP-GalNAz）可通过[3+2]

叠氮化物-炔环加成的化学反应来标记 O-GlcNAc 糖基化修饰的蛋白质。在 β-1,4-半乳糖转移

酶（Y289L GalT）的作用下，UDP-GalNAz 中的半乳糖可转移到 O-GlcNAc 的 4 位羟基上，

而 UDP-GalNAz 中的叠氮基可与生物素-炔衍生物或四甲基-6-羧基罗丹明（TAMRA）-炔衍
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生物中的炔基通过加成反应相结合[26]，后续可通过 HRP 标记的链霉亲和素和抗 TAMRA 抗

体来检测生物素和 TAMRA，以此检测目的蛋白是否发生 O-GlcNAc 糖基化修饰。实验中先

在 Bel-7402 和 SMMC-7721 肝癌细胞系中利用抗 AMOT 抗体通过免疫沉淀实验将 AMOT 蛋

白沉淀下来，再利用 Click-iT™ O-GlcNAc 糖基化的酶标记试剂盒检测 AMOT 是否发生 O-

GlcNAc 糖基化修饰。如图 1.2 所示，WB 实验结果显示 HRP 标记的链霉亲和素和抗 TAMRA

抗体有明显条带，表明 AMOT 确实发生了 O-GlcNAc 糖基化修饰。 

图 1.2 酶标记实验显示 AMOT 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰 

 

3.1.3 AMOT 与 OGT 存在结合 

OGT 是唯一刺激 O-GlcNAc 糖基化的内源性酶，在 Bel-7402 和 SMMC-7721 肝癌细胞

株中利用抗 AMOT 抗体通过免疫沉淀实验，将 AMOT 及与其相互结合的蛋白共同沉淀下

来，再利用抗 OGT 抗体和抗 O-GlcNAc 抗体，通过 WB 检测其与 AMOT 的结合情况。如图

1.3 所示，免疫沉淀产物中存在 OGT，表明其与 AMOT 存在结合关系，同时 IP 实验结果表

明免疫沉淀复合物中存在 O-GlcNAc 修饰的 O-GlcNAc 糖基化蛋白。 

图 1.3 AMOT 与 OGT 之间存在结合 
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3.2 HG 可增强 AMOT 的 O-GlcNAc 糖基化修饰水平 

 

HG 是肝脏肿瘤发生的重要刺激因子之一[11, 15, 27]，其与 AMOT 发生 O-GlcNAc 糖基化

修饰之间的联系尚不清楚。 

将 Bel-7402 和 SMMC-7721 细胞在含有所示浓度葡萄糖的培养基中培养 24h。然后通过

WB 检测 AMOT 蛋白表达水平和磷酸化水平，其中所用的抗-p-AMOT 抗体（EMD Millipore, 

#ABS1045）是特异针对 AMOT Ser175 磷酸化位点的抗体。结果发现与正常葡萄糖水平（5.5 

mM）相比，增加葡萄糖水平（15-50 mM）可导致剂量依赖性 AMOT 蛋白水平升高，而降

低 AMOT Ser175 的磷酸化水平（如图 2A 所示），即 HG 诱导 AMOT 蛋白表达，同时降低

AMOT Ser175 的磷酸化修饰水平。 

PuGNAc 是 O-GlcNAc 去修饰的糖苷酶 OGA 的抑制剂，GlcNAc 是 O-GlcNAc 糖基化修

饰中的底物，用含或不含 GlcNAc（4mM）的 PuGNAc（25mM）处理 Bel-7402 和 SMMC-

7721 细胞 24h 后，通过 WB 测量 AMOT 表达水平和磷酸化水平。结果显示 AMOT 蛋白表

达水平升高，而其 Ser175 磷酸化水平下降（如图 2B 所示），即 PuGNAc 和 GlcNAc 诱导

AMOT 蛋白表达，同时降低 AMOT Ser175 的磷酸化修饰水平。  

将 Bel-7402 和 SMMC-7721 细胞在含有所示浓度的葡萄糖的培养基中培养 24h。内源性

AMOT 通过抗 AMOT 抗体免疫沉淀下来。将每个免疫沉淀产物中的 AMOT 水平调整到相

同的含量，通过 WB 使用抗 O-GlcNAc 抗体检测 O-GlcNAc 糖基化修饰的 AMOT，结果显

示通过增加葡萄糖浓度（如图 2C 所示）和用 PuGNAc 处理（或额外增加 GlcNAc）（如图 2D

所示），可以增强 AMOT 的 O-GlcNAc 糖基化修饰水平。 

这些实验结果均表明，AMOT 的表达和 O-GlcNAc 糖基化水平均受 HG 正调控。 

图 2 HG 正向调控 AMOT 蛋白表达水平及其 O-GlcNAc 糖基化修饰水平 
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3.3 HG 通过 AMOT 调节 YAP 细胞亚定位 

 

据研究报道 YAP 主要在细胞核中发挥其致瘤作用[28]。为了确定 HG 和 AMOT 在 YAP

的亚细胞定位中的作用，实验引入了两个独立的靶向 AMOT 的小发卡 shRNA，以不会干扰

细胞内源性基因的 GFP-shRNA 序列作为阴性对照，如图 3A 所示，将 AMOT-sh1、-sh2 以

稳定转染方式感染细胞，敲减 Bel-7402 和 SMMC-7721 细胞中 AMOT 的表达水平。然后用

正常浓度（5.5mM）或高浓度（15mM）的葡萄糖处理细胞 24h。通过免疫荧光实验利用激

光共聚焦显微镜观察发现在正常浓度（5.5 mM）葡萄糖水平下，YAP 和 AMOT 定位于细胞

质和细胞核中，而 AMOT 的敲低促进了 YAP 易位至细胞核。另一方面，在高浓度（15mM）

葡萄糖水平下，YAP 和 AMOT 均浓缩在细胞核中，而当 AMOT 被敲除时，YAP 的细胞质

定位增强（如图 3B 所示，比例尺为 20 μm）。这些结果表明 HG 以 AMOT 依赖的方式刺激

YAP 核聚集。 

图3 HG通过AMOT促进YAP核聚集 
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第四章 讨论 

 

本研究通过多个方面实验表明 AMOT 在肝癌细胞中发生 O-GlcNAc 糖基化修饰，其修

饰水平受 HG 正向调控，在高浓度葡萄糖水平下，其 O-GlcNAc 糖基化修饰水平升高，而在

低浓度葡萄糖水平下相反。同时发现 HG 可通过 AMOT 促进 YAP 核聚集，高浓度葡萄糖水

平下 AMOT 的敲减导致 YAP 在细胞质中滞留，即 AMOT 促进 YAP 的致癌作用。 

之前的研究表明 YAP 在 Thr 241 处发生 O-GlcNAc 糖基化修饰，对于肝脏肿瘤发生发

展至关重要[15]。Guan 研究显示 Hippo 肿瘤抑制信号通路通过 YAP 磷酸化诱导 YAP 的细胞

质滞留和降解，而 AMOT 家族蛋白可通过减少 YAP 紧密连接位点，减弱 YAP 的磷酸化修

饰，抑制 YAP 的核聚集和其靶基因的表达，敲减 AMOT 家族蛋白 AMOTL2 导致 YAP 激

活，TAZ 也以类似的方式受 AMOT 调控，这揭示了 AMOT 是 Hippo 通路中的另一个核心因

子[22]，在本研究中免疫共沉淀、WB、酶标记实验均显示在肝癌中 AMOT 可发生 O-GlcNAc

糖基化修饰，且该种修饰与 AMOT Ser175 的磷酸化修饰竞争相同或相近的修饰位点，相互

拮抗。新的研究证据表明，O-GlcNAc 糖基化水平在肝癌中显著上调，组蛋白脱乙酰基酶-1

（HDAC1）发生 O-GlcNAc 糖基化修饰后可显著促进肝癌细胞增殖侵袭，而其 O-GlcNAc 糖

基化修饰位点突变后，可显著抑制肝癌发生发展[29]。OGT 作为唯一的 O-GlcNAc 糖基转移

酶，是 O-GlcNAc 糖基化修饰发生中最重要的关键酶，其在肿瘤中表达水平也显著上升，有

报道称通过转录组测序在非酒精性脂肪肝疾病相关的肝细胞癌组织中发现 OGT 表达水平显

著上调，并促进肿瘤生长和转移，可视为原癌基因[30]。研究同时表明 O-GlcNAc 糖基化修饰

是肝脏肿瘤发生发展的重要刺激因子之一[15, 29, 30]。本研究中，免疫共沉淀实验表明 AMOT

与 OGT 之间存在结合；O-GlcNAc 糖基化酶标记检测由于是在体外对 O-GlcNAc 进一步修

饰，并不涉及到细胞识别的倾向性问题，因此更利于衡量修饰的变化程度，酶标记实验结果

显示 AMOT 发生了 O-GlcNAc 糖基化修饰。这些实验均进一步提示 O-GlcNAc 可能通过修

饰 Hippo 信号通路中的核心因子 AMOT 发挥其致癌作用。 

AMOT 是一种致癌基因还是一种抑癌基因仍存在争议。先前的研究报道了相互矛盾的

结果，AMOT 在不同的研究中表现出对 YAP 刺激或抑制的双重作用，并且 AMOT 过表达刺

激不同肿瘤中 YAP 的细胞核内聚集与细胞质滞留[22, 24]，而在肝癌中 AMOT-p130 通过增强

YAP 的活性起癌基因的作用[24]。本研究结果显示高葡萄糖水平可上调 AMOT 蛋白表达，促

进 YAP 核聚集，是 YAP 的激活剂；在正常血糖水平下敲减 AMOT 可促进 YAP 核聚集，这

表明正常血糖水平下 AMOT 是 YAP 的抑制剂。因此，AMOT 是以葡萄糖水平依赖的方式对

YAP 行使调节作用的。 

此外，一项研究提到，AMOT 在丝氨酸 Ser 175 处的磷酸化修饰使得由 AMOT、YAP 和

Merlin 组成的复合物转移到细胞膜上，与紧密连接蛋白 Pals1/PATJ 和 E-钙粘蛋白相关联。

相反地，低磷酸化修饰的 AMOT 将复合物转移到细胞核中，促进 YAP 和 TEAD 的缔合，诱

导 YAP 靶基因的转录激活并促进 YAP 依赖性细胞增殖[31]。有趣的是，在本研究中，AMOT

的磷酸化在高葡萄糖水平时受到抑制，O-GlcNAc 糖基化水平升高，促进 AMOT 和 YAP 转

移到细胞核中以行使肿瘤促进功能。因此，AMOT 的磷酸化水平与 O-GlcNAc 糖基化水平成

相反变化趋势，且与 YAP 和 AMOT 的亚细胞定位密切相关。 

  O-GlcNAc 糖基化和磷酸化往往竞争相同或附近的位点，O-GlcNAc 糖基化在某种程

度上类似于磷酸化：在蛋白质的丝氨酸和/或苏氨酸侧链上发生修饰，并随细胞活性变化发

生修饰/去修饰循环。O-GlcNAc 糖基化和磷酸化显示出复杂的相互作用：它们可竞争地占据

同一底物上的单个位点或邻近位点，或者非竞争性地占据底物上的不同位点。磷酸化调节 O-

GlcNAc 糖基化过程中的酶，而 O-GlcNAc 糖基化控制磷酸化相关酶[32]。AMOT Ser175 是一 

个关键的磷酸化位点，这种磷酸化通过改变 YAP 亚细胞定位来抑制 YAP 促进细胞增殖和肿

瘤发生的能力[31]。本研究观察到 O-GlcNAc 糖基化修饰的刺激剂（HG，PuGNAc 和 GlcNAc） 
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能够抑制 AMOT Ser175 的磷酸化。因此，我们认为 AMOT 中的 O-GlcNAc 糖基化修饰位点

可能正好位于 Ser175 或其附近的位点，使得该位点的磷酸化水平下降，进一步促进 YAP 核

聚集而激活 YAP 靶基因转录，促进肝癌发生发展。不过，O-GlcNAc 糖基化修饰的具体位点

还需使用质谱和点突变质粒来进行确认。 

综上所述，本研究通过免疫沉淀及酶标记实验证明 Hippo 信号通路的核心因子 AMOT

发生了 O-GlcNAc 糖基化修饰，而该糖基化修饰是与 AMOT 的磷酸化修饰相互竞争的，且

受 HG、PuGNAc 和 GlcNAc 的调节，提高葡萄糖浓度、加入 O-GlcNAc 糖基化促进剂 PuGNAc

和 GlcNAc 后可显著提高糖基化修饰水平而降低磷酸化修饰水平。同时，通过免疫荧光实验

表明，HG 可通过 AMOT 促进 YAP 核聚集而行使其下一步的促癌功能，不过该部分尚缺少

相应的 AMOT 介导 YAP 促癌的功能试验，只能从理论上说明在肝癌中 AMOT 起癌基因的

作用。 

本实验表观阐明了在肝癌细胞中，AMOT 发生了 O-GlcNAc 糖基化修饰，高葡萄糖浓度

下促进该修饰而抑制其 Ser175 磷酸化修饰，揭示了 AMOT 对高血糖浓度下 YAP 的刺激作

用。因此，阻断 YAP 和 AMOT 之间的相互作用可能有助于开发与糖尿病相关的肝癌的治疗

策略。而 AMOT 与 YAP 之间相互作用的具体机制仍有待深入研究。 
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第五章 结论 

 

本研究通过免疫沉淀及 O-GlcNAc 酶标记实验证明 Hippo 信号通路的核心因子 AMOT

发生了 O-GlcNAc 糖基化修饰，而该糖基化修饰是与 AMOT 的 Ser175 磷酸化修饰相互竞争

的，且受 HG、PuGNAc 和 GlcNAc 的调节，提高葡萄糖浓度、加入 O-GlcNAc 糖基化促进

剂 PuGNAc 和 GlcNAc 后可显著提高糖基化修饰水平而降低磷酸化修饰水平。同时，通过免

疫荧光实验表明，HG 可通过 AMOT 促进 YAP 核聚集而行使其下一步的促癌功能，高浓度

葡萄糖水平下 AMOT 的敲减导致 YAP 在细胞质中滞留，即 AMOT 促进 YAP 的致癌作用。  

综上所述，HG 上调 AMOT 的 O-GlcNAc 糖基化修饰水平而下调其 Ser175 磷酸化修饰

水平，进而改变 YAP 亚细胞定位，促进 YAP 核聚集以增强 YAP 促进细胞增殖和肿瘤发生

的能力。 

本研究还存在如下不足：未能深入探究 HG 促 AMOT 发生 O-GlcNAc 糖基化修饰后肝

癌细胞在细胞增殖、侵袭转移、克隆形成、肿瘤转化表型等方面功能的改变，只通过 YAP 的

核聚集间接说明 AMOT 的致癌作用；未进一步研究 YAP 及 YAP 依赖的转录因子与 AMOT

之间的相互作用机制。这也将成为今后重要的研究方向。 
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英汉缩略语表 

 

英文缩写 英文全称 中文名称 

AMOT Angiomotin 血管生成抑制素结合蛋白 

HBP Hexosamine Biosynthetic Pathway 氨基己糖生物合成通路 

GlcNAc N-acetylglucosamine N-乙酰葡萄糖胺 

PuGNAc O-amino-N-phenylcarbamate O-氨基-N-苯氨基甲酸甲酯  

OGT O-GlcNAc Transferase O-GlcNAc 糖基转移酶 

UDP Uridine 5'-diphosphate 二磷酸尿苷 

HG High Glucose 高葡萄糖 

IP Immunoprecipitation 免疫沉淀 

YAP Yes-associated Protein YES 相关蛋白 

IF Immunofluorescence 免疫荧光 

Ser Serine 丝氨酸 

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶 

TAMRA Tetramethylrhodamine 四甲基罗丹明 

Gal-T1Y289L Mutant β-1,4-galactosyltransferase β-1,4-半乳糖基转移酶突变体 

WB Western Blot 蛋白免疫印迹 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 十二烷基磺酸钠 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

TEMED N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamine N,N,N′,N-四甲基乙二胺 

PBS Phosphate Buffer Solution 磷酸缓冲液 

Tris Tris（hydroxymethyl）aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 

BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白 
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