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GCNT3 对肺腺癌细胞增殖、凋亡和侵袭的影响

张青，冯契靓，陈荣荣，王妮妮，张诚实，吴灵芝 ，赵云峰 
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【摘要】  目的  研究葡萄糖氨基转移酶 3（GCNT3）对肺腺癌细胞的增殖、凋亡、侵袭及上皮 - 间质转化（EMT）
的影响。方法  收集 2020 至 2023 年在上海交通大学医学院附属仁济医院浦南分院行手术治疗的 30 例肺腺癌患者癌组

织及其对应的癌旁正常组织。利用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测肺腺癌和癌旁正常组织中 GCNT3 的表达水平。

体外培养人肺腺癌 H1650 细胞，分别转染 GCNT3 短发夹 RNA（Sh GCNT3 组）和 Lipofectamine 2000（NC 组），采用

RT-qPCR 法检测 GCNT3 mRNA 相对表达量、细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）法评估 NC 组和 Sh GCNT3 组细胞的增殖活

力、流式细胞仪分析 GCNT3 对 H1650 细胞凋亡的影响，通过 Transwell 实验检测 GCNT3 对 H1650 细胞侵袭能力的影

响，并应用蛋白免疫印迹法检测 GCNT3 对 H1650 细胞中 EMT 相关蛋白的表达变化。结果  与癌旁正常组织相比，肺

腺癌组织中 GCNT3 mRNA 相对表达量增加（P < 0.05）。与 NC 组相比，Sh GCNT3 组的 GCNT3 mRNA 相对表达量下降、

细胞增殖率降低，细胞侵袭能力减弱，EMT 表型受到抑制，细胞凋亡率升高（均 P < 0.05）。结论   GCNT3 基因促进

肺腺癌细胞的增殖、侵袭和 EMT，同时抑制细胞凋亡。
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【Abstract】  Objective  To study the effect of glucosaminyl （N-acetyl） transferase 3 （GCNT3） on the proliferation， 
apoptosis， invasion and epithelial mesenchymal transition （EMT） of lung adenocarcinoma cells. Methods  Lung adenocarcinoma and 
matched paracancerous tissue specimens were collected from 30 lung adenocarcinoma patients undergoing surgical resection in Punan 
Branch of Renji Hospital， Shanghai Jiao Tong University School of Medicine from 2020 to 2023. The expression level of GCNT3 in 
lung adenocarcinoma and paracancerous tissues was detected using RT-qPCR. Human lung adenocarcinoma H1650 cells were cultured 
in vitro， and transfected with GCNT3 small interfering RNA （Sh GCNT3 group） and Lipofectamine 2000 （NC group）. The relative 
expression level of GCNT3 mRNA was detected by RT-qPCR. The proliferation viability of cells in the NC and Sh GCNT3 groups was 
assessed by CCK-8 assay. The effect of GCNT3 on the apoptosis of H1650 cells was analyzed using flow cytometry. The effect of GCNT3 
on the invasion ability of H1650 cells was detected by Transwell assay. The effect of GCNT3 on the changes in the expression levels 
of EMT-related proteins in H1650 cells was determined by Western blot. Results  The relative expression level of GCNT3 mRNA in 
lung adenocarcinoma tissues was significantly higher compared with that in paracancerous tissues （P < 0.05）. Compared with the NC 
group， the relative expression level of GCNT3 mRNA was down-regulated， the proliferation rate of cells was significantly reduced， 
the cell invasion ability was weakened， the EMT phenotype was inhibited， and the apoptosis rate was significantly increased in the Sh 
GCNT3 group （all P < 0.05）. Conclusion  GCNT3 gene promotes the proliferation， invasion and EMT of lung adenocarcinoma cells 
and inhibits cell apoptosis.
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肺癌是全球发病率和病死率最高的癌症［1-3］。

作为非小细胞肺癌的主要类型，近年来肺腺癌

的发病率增长迅速，已超过肺鳞癌，约占肺癌

病例的 40%［4-6］。尽管分子靶向治疗在肺腺癌的

治疗中取得了显著进展，但全球范围内该病患

者的 5 年生存率仍不足 20%［7-9］。因此，亟须寻

找新的高特异度和高灵敏度的生物标志物，以改

善肺腺癌的诊断、预后及治疗策略。葡萄糖氨基 
转移酶 3［glucosaminyl（N-acetyl）transferase 3，
GCNT3］是一种黏蛋白型合酶，在聚糖合成中发挥

重要作用。研究表明，GCNT3 在乳腺癌、前列腺

癌、结肠癌、胃癌和肝癌等多种癌症中具有关键

作用，并与上皮 -间质转化（epithelial-mesenchymal 
transition，EMT）密切相关［10-18］。GCNT3 高表达可

促进细胞的增殖、迁移和侵袭。然而，GCNT3 在

肺腺癌中的表达及其对癌细胞生物学行为的影响

尚缺乏详细研究。本研究旨在探讨 GCNT3 基因

对肺腺癌细胞增殖、凋亡和侵袭的影响，为肺腺

癌的诊断和治疗提供新的潜在生物标志物及分子

靶点。

1 材料与方法

1.1 材 料

收集 2020 至 2023 年在本院行手术治疗的 30
例肺腺癌患者的癌组织及其对应的癌旁正常组织。

纳入标准：经病理活组织检查（活检）确诊为肺腺

癌，并有完整的临床和病理资料，癌旁正常组织

取自距离肿瘤边缘至少 2 cm 处，确保样本无肿瘤

细胞浸润。排除标准：非原发性肿瘤者，合并其

他肿瘤者。30 例肺腺癌患者中，男 14 例、女 16
例，患者年龄为 42~65 岁，中位年龄为 53 岁。所

有患者均签署知情同意书，研究方案经医院伦理

委员会批准［批件号：（2023）医伦第（018）号］。

为避免交叉污染，采样过程严格控制。组织取材

后，部分样本经 4% 多聚甲醛固定以保存组织结

构，另一部分样本迅速置于液氮中冷冻保存，并

转移至 -80 ℃超低温保存。

1.2 主要试剂与仪器

H1650 细胞株购自美国模式菌种收集中心，

DMEM 培养基、胎牛血清、1% 青链霉素购自美

国 Gibco 公 司， 短 发 夹 RNA（short hairpin RNA，

ShRNA）慢病毒质粒、TRIzol 试剂、SYBR Green 试

剂盒和 Transwell 小室购自德国 Sigma-Aldrich 公司；

Lipofectamine 2000 转染试剂盒购自美国 Invitrogen
公司；实时荧光定量 PCR（quantitative real-time 
polymerase chain reaction，RT-qPCR）试剂盒购自

日本 TaKaRa 公司；RT-qPCR 引物购自上海生工生

物工程有限公司；Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试

剂盒、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法

试剂盒和细胞计数试剂盒 -8（cell counting kit-8，
CCK-8）购自上海碧云天生物技术公司。

1.3 细胞培养与转染

将 H1650 细胞调整至 1×104 /mL，每组设 3
个复孔，置于含 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素

的 DMEM 培养基中，在 37 ℃、5% CO2 的条件下

进行培养和传代。按照 Lipofectamine 2000 试剂操

作说明，将 100 nmol/L 的 GCNT3 ShRNA（靶序

列：5´-GACCCAAAGGTAGATGATAAT-3´）转染入

H1650 细胞，并将细胞暴露于 2 mg/L 的嘌呤霉素

溶液中筛选。转染后的细胞设为 Sh GCNT3 组，在

含 1 mg/L 嘌呤霉素的培养基中持续培养 72 h 以维

持稳定性。空白对照组即 Sh NC 组，使用 Sh NC
通过 Lipofectamine 2000 转染。

1.4 实时荧光定量 PCR 法检测 GCNT3 的 mRNA
表达水平

每组设 3 个复孔，使用 TRIzol 试剂提取样本

总 RNA，然后依据 RT-qPCR 试剂盒的操作说明

书，将提取的 RNA 逆转录为 cDNA，并以 cDNA
为模板进行 RT-qPCR 扩增。GCNT3 正向引物：5´- 
TCTGGGCTGCTATATGCTGC-3´，GCNT3 反向引物：

5´-GTTGATAGACCTCTTTGCTGGAA-3´；β-actin 正向

引物：5´-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3´，β-actin
反向引物：5´-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3´。产

物长度控制为 163 bp，β-actin 用作内参基因，作

为内源性对照。GCNT3基因的相对表达量采用2-ΔΔCt

法计算。

1.5 细胞计数试剂盒 -8 法检测细胞增殖

将 Sh NC 组 与 Sh GCNT3 组 H1650 细 胞 以

1×104 /mL接种于96孔培养板中，每组设3个复孔，

分别在 37 ℃、5% CO2 条件下培养 24、48、72 h。
培养结束后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，继续孵

育 2 h。以磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，
PBS）为空白对照。随后使用酶标仪在 450 nm 
波长下测定各孔的吸光度（A）值。细胞增殖率 = 

（A实验孔 -A空白对照孔）/（A 对照孔 -A空白对照孔）×100%。

1.6 流式细胞仪检测 H1650 细胞凋亡

当 Sh NC 组与 Sh GCNT3 组 H1650 细胞融合度
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达70%~80%时，使用胰蛋白酶消化并用PBS洗涤，

制备相应的细胞悬液。每份细胞悬液中加入 5 μL 
Annexin V-FITC 试剂，在避光条件下孵育 15 min，
然后加入 5 μL PI（50 mg/L）染色 10 min，并向每

管加入 400 μL 结合缓冲液。最后，使用流式细胞

仪进行细胞凋亡分析。凋亡率为早期凋亡细胞和

晚期凋亡细胞百分率之和。每组设 3 个复孔。

1.7 Transwell 法检测 H1650 细胞的侵袭能力

将 Sh NC 组与 Sh GCNT3 组 H1650 细胞调整

至 1.5×105 cells/mL，将基质胶与 DMEM 培养基按

1∶5 的比例在冰上混合制备。然后，使用移液枪

将稀释后的基质胶缓慢均匀地铺于 Transwell 上室。

接着，在 Transwell 上室内加入 300 μL 细胞悬液，

而下室添加 500 μL 含 10% FBS 的 DMEM 培养基。

细胞培养 48 h 后，固定并染色穿过 Transwell 膜的

细胞，在显微镜下进行观察。

1.8 蛋白免疫印迹法检测上皮 - 间质转化相关蛋

白的表达水平

收集各组细胞，使用 PBS 洗涤 2 次以去除上

清液。随后，使用细胞裂解液裂解细胞并提取总

蛋白，用 BCA 试剂盒进行定量。等量的蛋白质样

品通过 SDS-PAGE 分离，并转移至 PVDF 膜上。膜

上用 1%脱脂牛奶封闭 1 h，然后用含 0.1%吐温 -20
的 PBS 洗膜 3 次，每次 10 min，接着将膜与相应

的一抗在 4 ℃摇床上孵育过夜，再用含 0.1% 吐

温 -20 的 PBS 洗膜 3 次，每次 10 min。随后，用

结合辣根过氧化物酶的二抗孵育。使用 ECL 化学

发光液进行曝光并拍照，以 GAPDH 作为内参。蛋

白免疫印迹法结果使用 ImageJ 软件进行定量分析。

1.9 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0 进行统计分析和图形

数据表示，所有数据以 表示，2 组间比较采取

Student-t 检验。每项实验均重复进行 3 次，数据符

合统计分析的假设。双侧 P < 0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结 果

2.1 GCNT3 在癌旁正常组织和肺腺癌组织中的表

达情况

RT-qPCR 法 结 果 显 示， 癌 旁 正 常 组 织 中

GCNT3 mRNA 的表达量为 1.00±0.23，而肺腺癌组

织中 GCNT3 mRNA 的表达量为 3.75±0.28，差异

具有统计学意义（t = 41.57，P < 0.000 1）。见图 1。

注：n = 30；与 Normal 组比较，****P < 0.000 1。
图 1 GCNT3 在癌旁正常组织和肺腺癌组织中的表达情况

Figure 1 Expression of GCNT3 in normal tissue adjacent 
to cancer and lung adenocarcinoma tissue

表 1 下调 GCNT3 对肺腺癌 H1650 细胞增殖水平的影响
Table 1 The effect of downregulating GCNT3 on the 
proliferation level of lung adenocarcinoma H1650 cells

组 别 n
细胞增殖率 /%

24 h 48 h 72 h
Sh NC 组 3 57.64±3.96 76.26±4.58 92.24±5.12
Sh GCNT3 组 3 42.32±3.72 62.21±4.62 73.31±4.86

t 值 -4.88 -3.74 -4.64
P 值     0.008     0.020     0.010

2.3 下调 GCNT3 对肺腺癌 H1650 细胞凋亡水平

的影响

RT-qPCR 法结果显示，与 Sh NC 组相比，Sh 
GCNT3 组的 GCNT3 mRNA 表达水平下降，见图

2A。进一步流式细胞术结果显示，Sh NC 组和

Sh GCNT3 组的凋亡率分别为（17.46±1.95）%
和（30.01±2.63）%。Sh GCNT3 组的凋亡率高于

Sh NC 组，且差异具有统计学意义（t = 6.64，P = 
0.003），见图 2B、C。

2.2 下调 GCNT3 对肺腺癌 H1650 细胞增殖水平

的影响

CCK-8法检测结果显示，Sh NC组在 24、48和

72 h 的增殖率分别为（57.64±3.96）%、（76.26± 
4.58）% 和（92.24±5.12）%；Sh GCNT3 组在相应

时间点的增殖率分别为（42.32±3.72）%、（62.21± 
4.62）% 和（73.31±4.86）%。组间的增殖率比较

差异均有统计学意义（均 P < 0.05）。见表 1。
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注：A 为 RT-qPCR 定量分析结果；B 为流式细胞仪检测结果，C 为 CCK-8 法定量分析结果；n = 3；与 Sh NC 组比较，

**P < 0.01，***P < 0.001。
图 2 下调 GCNT3 对肺腺癌 H1650 细胞凋亡水平的影响

Figure 2 The effect of downregulating GCNT3 on the apoptosis level of lung adenocarcinoma H1650 cells

注：A 为 Transwell 实验结果图（结晶紫染色，×400）；B 为定量分析结果，n = 3，与 Sh NC 组比较，***P < 0.001。
图 3 下调 GCNT3 对肺腺癌 H1650 细胞侵袭水平的影响

Figure 3 The effect of downregulating GCNT3 on the invasion level of lung adenocarcinoma H1650 cells

2.4 下调 GCNT3 对肺腺癌 PC3 细胞侵袭水平的 
影响

Transwell 实验结果显示，2 组侵袭细胞数分别

为（25.12±2.30）个与（9.26±1.68）个，Sh GCNT3 
组细胞的侵袭能力低于 Sh NC 组，差异有统计学

意义（t = -9.64，P < 0.001）。见图 3。

2.5 下调 GCNT3 对肺腺癌 PC3 细胞上皮 - 间质转

化表型的影响

蛋白免疫印迹法结果显示，与 NC 组（0.33± 
0.06）比较，Sh GCNT3 组 E-cadherin 蛋白（0.85± 
0.07）表达水平增加，差异有统计学意义（t = 9.77，
P < 0.001）；与 NC 组（0.72±0.06，0.72±0.05）
比 较，Sh GCNT3 组 Vimentin、N-cadherin 蛋 白

（0.31±0.05，0.32±0.04）表达水平降低，差异均

有统计学意义（t = -9.09，P < 0.001；t = -9.61，P < 
0.001）。见图 4。

3 讨 论

根据近年的全球癌症统计数据，肺癌仍然是

导致癌症相关死亡的首要原因，约占全球癌症死

亡人数的 18%［19-21］。在中国，肺癌也是癌症病死

率最高的肿瘤类型，病死率达 19%，这一趋势

可能与吸烟年轻人群中肺癌发病率的增加密切相 
关［22-25］。尽管近年来手术、放射治疗、化学治疗

及靶向治疗等治疗手段取得了显著进展，肺癌患

者的整体预后依然不甚理想，特别是在具有转移、
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复发及治疗耐药性的患者中［26-30］。肺腺癌是肺癌

的一种，属于非小细胞癌。不同于鳞状细胞肺癌，

肺腺癌较多见于女性及抽烟者。其起源于支气管

黏膜上皮，少数起源于大支气管的黏液腺，其预

后优于其他类型的肺癌［31］。探讨肺腺癌放射治疗

耐药的机制和潜在分子靶点，对更好地改善患者

的生存预后具有重要意义［32］。

GCNT3 是糖基转移酶家族的重要成员，作为

一种黏蛋白型合成酶，GCNT3 催化核心 2 和核心

4 型 O- 聚糖的合成，并在蛋白质的 O- 连接糖基化

过程中发挥关键作用［33-35］。多项研究表明，GCNT3
在多种癌症中呈现过度表达或突变，与肿瘤的发

生和进展密切相关，已被视为潜在的生物标志物

和治疗靶点［36-37］。GCNT3 在胃癌、结肠癌和卵巢

癌等多种恶性肿瘤中起到推动肿瘤进展的重要作 
用［38-39］。然而，GCNT3 在肺腺癌中的具体功能和机

制仍有待深入研究。

本研究首先通过 RT-qPCR 检测了 30 例肺腺癌

及其癌旁正常组织中 GCNT3 的表达水平，结果显

示肺腺癌组织中 GCNT3 表达高于癌旁正常组织，

提示 GCNT3 可能与肺腺癌的发生密切相关。为进

一步探究 GCNT3 在肺腺癌进展中的作用机制，本

研究通过转染 GCNT3 ShRNA 构建了 GCNT3 敲低

的 H1650 细胞株，评估了 GCNT3 的下调对肺腺癌

相关恶性生物学行为的影响。结果表明，GCNT3
的敲低抑制了 H1650 细胞的增殖，同时促进了细

胞凋亡，这一过程进一步导致了细胞侵袭能力的

降低。研究结果表明，GCNT3 在调控细胞生长和

生存中发挥着关键作用，可能通过影响细胞的生

存和迁移机制，协调细胞增殖与凋亡的平衡。因

此，GCNT3 的表达可能是维持 H1650 细胞增殖与

侵袭能力的重要因素。

EMT 是一种细胞通过特定程序由上皮表型

转化为间质表型的生物学过程，在肿瘤发展、创

伤修复、胚胎发育及器官纤维化过程中具有重

要作用［40-42］。EMT 通常伴随着上皮细胞黏附分子

E-cadherin 表达的下调及间质标志物 Vimentin 的

上调，目前被公认是推动肺腺癌转移的重要机 
制［43-45］。大部分肿瘤细胞中的 E-Cadherin 的表达是

下调的，而 N-Cadherin 的表达增加［46］。本研究进

一步通过蛋白免疫印迹法发现，敲低 GCNT3 表达

水平能够抑制 H1650 细胞 E-cadherin 表达的下调、

间质标志物 Vimentin 的上调，而 N-Cadherin 的表

达增加，这表明 GCNT3 可能通过调控 EMT 过程促

进肺腺癌的侵袭和转移。

综上所述，本研究证实了 GCNT3 在肺腺癌中

的高表达，并通过调控 H1650 细胞的增殖、侵袭、

凋亡及 EMT 过程，表明 GCNT3 在肺腺癌的发生、

发展中起到至关重要的作用。GCNT3 有望作为肺

腺癌诊断和治疗的潜在靶点，尤其是在阻止肺腺

癌转移方面具有重要的应用前景。

利益冲突声明：本研究未受到企业、公司等

第三方资助，不存在潜在利益冲突。
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