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Abstract
AIM: To investigate the effect of N-linked glyco-
sylation modification of pro-Met on the function 
of c-Met in human hepatocellular carcinoma 
(HCC) cell line MHCC-97H and human cholan-
giocarcinoma cell line RBE. 
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pro-Met的N-糖基化修饰对c-Met功能的影响

段春燕, 陈绍坤, 张春燕, 冯春红, 刘友平, 夏先明, 余文静, 代荣阳, 李 洪

®

■背景资料
c - M e t 是 一 种 具
有酪氨酸激酶活
性 的 跨 膜 受 体 , 
是 肝 细 胞 生 长
因子(hepatocyte 
g r o w t h  f a c t o r , 
H G F ) 的 天 然 受
体. HGF与c-Met
的Tyr-1234/1235
具有催化活性的
结构域结合, 并使
其发生磷酸化, 从
而引起c-Met活化. 
当c-Met激活后 , 
会引起下游多条
信号通路活化, 如
PI3K/Akt和MEK/
ERK等, 通过这些
信号通路 ,  HGF/
c-Met通路调控着
细胞的增殖、分
化和迁移. 多种肿
瘤的发生、发展
都与HGF/c-Met信
号通路异常活化
有关. 

METHODS: Tunicamycin (Tun), an inhibitor of 
N-glycosylation, MG132, a proteasome inhibi-
tor, cycloheximide (CHX), a protein synthesis 
inhibitor, and PF-2341066, a c-Met inhibitor, 
were used in this study. The effect of N-linked 
glycosylation modification of pro-Met on c-Met 
function in MHCC-97H and RBE cells were de-
termined by Western blot, immunofluorescence 
and confocal microscopy. 

RESULTS: We found that both phosphatidylino-
sitol 3 kinase/Akt (PI3K/Akt) and mitogen-
activated protein kinase /extracellular signal-
regulated kinase (MEK/ERK) were downstream 
to c-Met. Furthermore, c-Met was an N-linked 
glycosylated protein. N-glycosylation modifica-
tion of p145Met was from pro-Met, but not due to 
the further modification of pro-Met. Importantly, 
blocking the N-glycosylation of pro-Met targeted 
pro-Met to the cytoplasm and initiated its phos-
phorylation independent of hepatocyte growth 
factor (HGF) engagement. Nonglycosylated pro-
Met, which was phosphorylated, only in part ac-
tivated c-Met downstream signals. 

CONCLUSION: N-glycosylation is required for 
c-Met function. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨人肝癌细胞(MHCC-97H)和人胆管
癌细胞(human bile duct carcinoma cell, RBE)中
酪氨酸激酶受体c-Met前体(pro-Met)的N-糖基
化修饰对c-Met功能的影响. 

方法: 分别用N-糖基化抑制剂衣霉素、蛋白
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■研发前沿
糖基化修饰是大
多数蛋白质成熟
加工一个重要环
节 .  糖蛋白的N -
糖基化修饰在其
折叠、细胞内转
运、分泌及功能
方面都起到重要
作用. 本研究c-Met
的糖基化修饰对
其功能的影响.

酶体抑制剂MG132、蛋白合成抑制剂放线菌
酮及c-Met抑制剂PF-2341066处理MHCC-97H 
细胞和RBE细胞, 采用Western blot、免疫荧光
及激光共聚焦显微镜等方法分析pro-Met的N-
糖基化修饰对c-Met功能的影响. 

结果: MHCC-97H细胞和RBE细胞中磷脂酰
肌醇3-激酶(phosphatidy linositol 3 kinase/Akt, 
PI3K/Akt)以及有丝分裂原活化蛋白激酶/细
胞外信号调节激酶(mitogen-activated protein 
kinase/extracellular signal-regulated kinase, 
MEK/ERK)是c-Met下游信号通路. c-Met是一
种N-糖基化修饰的蛋白分子. c-Met的N-糖基
化修饰源于pro-Met的N-糖基化. 非糖基化pro-
Met虽然能够发生磷酸化修饰, 但不能有效激
活c-Met下游信号通路. c-Met的成熟和膜定位
需要其糖基化修饰. 

结论: c-Met的N-糖基化修饰是维持其功能所
必需的. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 该实验发现c-Met具有N-糖基化修饰而

非O-糖基化修饰. c-Met的糖基化源于pro-Met的
N-糖基化修饰, 抑制pro-Met的N-糖基化修饰导致

pro-Met的磷酸化修饰. 此外, 由于未糖基化的pro-
Met不能定位于细胞膜, 因而磷酸化的pro-Met不
能有效激活c-Met下游的信号途径. c-Met的N-糖
基化修饰是维持其功能所必需的. 
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0  引言

c-Met是一种具有酪氨酸激酶活性的跨膜受体, 是
肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)的
天然受体. 酪氨酸1234和1235(Tyr-1234/1235)位
点的磷酸化调控决定了c-Met的活性, 除了HGF
外, Tyr-1349/1356的磷酸化还受到多种因素的调 
控[1-3]. HGF与c-Met的Tyr-1234/1235具有催化活

性的结构域结合, 并使其发生磷酸化, 从而引起

c-Met活化. 当c-Met激活后, 会引起下游多条信号

通路活化, 如磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylino-
sitol 3 kinase, PI3K)/Akt以及有丝分裂原活化蛋

白激酶/细胞外信号调节激酶(mitogen-activated 

protein kinase/extracellular signal-regulated kinase, 
MEK/ERK)等[4-6], 通过这些信号通路, HGF/c-Met
通路调控着细胞的增殖、分化和迁移. 多种肿瘤

的发生、发展都与HGF/c-Met信号通路异常活化

有关. c-Met的表达受到转录及翻译后水平的调

控, 并在细胞外基质信号转导中发挥着作用. 研
究发现[7-10], 当HGF与受体c-Met未结合时, 活性异

常的c-Met与其过度表达有直接的关系. c-Met前
体(pre-Met)经过翻译后加工修饰, 包括糖基化、

二硫键的形成及蛋白酶的裂解形成成熟的c-Met. 
c-Met的合成首先是在内质网上对单链前体进

行糖基化, 形成pro-Met, 后者再经过二硫键的形

成、翻译后的糖基化修饰、蛋白酶裂解等加工

修饰, 形成一种具有两个亚基的异二聚体形式

c-Met(p190Metαβ). p190Metαβ包括两个亚基: α
亚基(p50Met)和β亚基(p145Met), 他们之间由二硫

键连接. α亚基在细胞外, 而β亚基则是跨膜部分

并且包含了酪氨酸激酶的催化结构域[11-16]. 
c-Met的糖基化修饰与其功能之间的关系还

不十分清楚, 本实验采用Western blot、免疫荧

光等方法对人肝癌细胞和人胆管癌细胞中pro-
Met的N-糖基化修饰对c-Met功能的影响进行了

研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 N-糖基化抑制剂衣霉素(tunicamycin, 
T u n)、N-糖苷酶、O-糖苷酶、蛋白酶抑制

剂MG132及蛋白合成抑制剂放线菌酮(cyc lo-
heximide, CHX)均购自Sigma公司; c-Met抑
制剂PF-2341066购自Selleck公司; 抗c-Met、
GRP78及β-actin一抗购自Santa Cruz公司; 抗
p-Akt (Ser-473)、p-ERK(Thr-202/Tyr204)、p-Met 
(Tyr-1234/1235/1349)、Akt及ERK一抗购自Cell 
Signaling公司; 二抗购自Santa Cruz公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理: 分别将人肝癌细胞系

(MHCC-97H)及人胆管癌细胞系(RBE)以10%胎

牛血清DMEM培养基培养, 置于CO2培养箱中

(5%CO2、95%空气、37 ℃), 视情况换液. 培养

细胞分别用Tun(2.5 μg/mL)、PF-2341066(100 
nmol/L)、MG132(20 μmol/L)及CHX(10 μmol/L)
处理, 并按在对应时间点收集细胞. 
1.2.2 Western blot检测: 提取各组细胞蛋白质, 
SDS-PAGE电泳分离. 利用半干式电转移仪将

凝胶中的蛋白转移至PVDF膜, 120 min. 转膜结

束后将P V D F膜加入5%牛血清白蛋白进行封
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■相关报道
c-Met是一种具有
酪氨酸激酶活性
的跨膜受体, 是肝
细胞生长因子的
天 然 受 体 .  酪 氨
酸1234和1235位
点的磷酸化调控
决定了c-Met的活
性 ,  除了HGF外 , 
Tyr-1349/1356的
磷酸化还受到多
种因素的调控.

闭, 室温1 h. 封闭结束后, 将印迹有目的蛋白的

PVDF膜与其抗体稀释液置于4 ℃孵育过夜. 用
1×TBST洗膜3次(5 min/次), 印迹有目的蛋白的

PVDF膜与二抗稀释液室温振摇孵育1 h. 用1×
TBST洗膜3次(5 min/次). 最后将化学发光剂浸

透PVDF膜, 并置于凝胶成像系统, 放射自显影

5 min, 即得到目的蛋白的免疫印迹图谱. 
1.2.3 免疫荧光定位及激光共聚焦显微镜检测: 
当细胞生长密度为60%时, 多聚甲醛固定细胞, 
p-Met及Met一抗4 ℃孵育过夜, CY3标记的荧光

二抗室温1 h孵育, 进行免疫荧光及激光共聚焦

显微镜检测. 
统计学处理 免疫印迹图谱用Quantity One

分析软件, 对获得的印迹条带进行灰度测定, 用
每个目的蛋白条带的灰度扫描值对比相应的内

参条带的灰度值, 即得到目的蛋白灰度的标化

值. 数据资料用mean±SD表示, 采用SPSS16.0软
件进行作图和统计分析, P <0.05为差异具有统计

学意义. 

2  结果

2.1 c-Met的表达及其下游信号通路分析 首先

检测MHCC-97H和RBE细胞中磷酸化和非磷酸

化c-Met表达情况. 如图1A显示, MHCC-97H和

RBE细胞中磷酸化和非磷酸化c-Met表达均较

强. 有研究表明PI3K/Akt和MEK/ERK是两条典

型的c-Met下游信号通路[1,3]. 为了明确MHCC-
97H和RBE细胞中Akt和ERK的磷酸化是否对

c-Met的活化存在依赖性, 采用c-Met抑制剂PF-
2341066(PF, 100 nmol/L)分别处理MHCC-97H
和RBE细胞. Western blot图谱显示, c-Met抑制剂

PF-2341066能明显地降低有效激活c-Met下游信

号通路p-Akt和p-ERK的表达(图1B). 结果证实

MHCC-97H和RBE细胞中PI3K/Akt和MEK/ERK
是c-Met下游信号通路. 
2.2 c-Met的N-糖基化修饰分析 细胞经过N-糖苷

酶处理后, 发现pro-Met和p145Met的分子量和他

们在SDS凝胶上的迁移率发生了变化(图2). 然
而, 经过O-糖苷酶处理后, pro-Met和p145Met均
没有出现迁移率的改变(图2). 结果表明c-Met是
一种进行N-糖基化修饰而非O-糖基化修饰的蛋

白分子. 
2.3 Pro-Met的N-糖基化与c-Met的N-糖基化修饰

的关系 经用N-糖基化抑制剂Tun(2.5 μg/mL)分
别作用MHCC-97H及RBE细胞, 显示Tun作用3 h
后pro-Met分子量逐渐发生改变(图3A), 但Tun作

用后并没有降低p145Met的分子量(图3A), 提示

c-Met的糖基化发生在pro-Met上, p145Met糖基

化来自pro-Met, 其自身并没有发生进一步的糖

基化. 更换无糖培养基对细胞分别进行培养24
和36 h后收集细胞, Western blot分析显示, pro-
Met的分子量出现改变, 而p145Met分子量没

有变化(图3B), 进一步说明c-Met的糖基化源于

pro-Met的糖基化修饰. 我们进一步用蛋白质合

成抑制剂CHX(10 μmol/L)、Tun(2.5 μg/mL)和
CHX+Tun分别处理细胞24 h, 结果证实, pro-Met
的合成导致了c-Met的翻译后N-糖基化修饰(图
3C). 此外, Tun处理后细胞pro-Met糖基化修饰受

到抑制, p145Met表达水平也呈时间依赖性显著

减低(图3A, B). 图3A、C显示葡萄糖调节蛋白

78(glucose regulated protein 78, GRP78)表达量增

加, 表明Tun处理MHCC-97H和RBE细胞能够诱

发内质网应激. 
既然Tun可通过抑制N-糖基化修饰诱导内

质网应激, 那么Tun则可以通过与内质网应激相

关联的降解来促进p145Met的降解. 实验同时也

证实了蛋白酶抑制剂MG132(20 μmol/L)抑制了

Tun诱导的p145Met的降解(图3D). 
2.4 糖基化修饰对pro-Met磷酸化和功能的影响 
从图4A可以看到, 抗c-Met磷酸化抗体不能检

测到pro-Met, 表明在MHCC-97H和RBE细胞中

pro-Met没有被磷酸化修饰. 但是, Tun诱导的非

糖基化pro-Met则可被磷酸化修饰. 另外, 非糖

基化pro-Met的磷酸化修饰可以被c-Met抑制剂

PF-2341066所抑制(图4B). 为了研究非糖基化

pro-Met的功能, 我们分析了其N-糖基化修饰对

c-Met下游信号通路的抑制作用. 如图4C所示, 
经过Tun处理后的MHCC-97H和RBE细胞中Akt
及ERK磷酸化水平降低. 更为重要的是, c-Met
抑制剂PF-2341066不仅能抑制非糖基化pro-Met
的磷酸化, 而且还能进一步降低经Tun处理后

MHCC-97H和RBE细胞中Akt和ERK的磷酸化水

平. 这些结果表明非糖基化pro-Met能够部分激

活c-Met下游信号通路. 
2.5 糖基化修饰对c-Met膜定位的影响 实验通过

免疫荧光和激光共聚焦显微镜观察了在Tun处
理 MHCC-97H细胞后c-Met的细胞定位情况. 如
图5A、B所示, 用二甲亚砜对MHCC-97H细胞

24 h处理后, 磷酸化及非磷酸化c-Met在细胞膜

上定位; 而在Tun处理MHCC-97H细胞24 h后, 磷
酸化和非磷酸化pro-Met则富集在胞浆中. 因此, 
c-Met的膜转移定位需要其糖基化修饰. 
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■创新盘点
本研究在MHCC-
97H和RBE 细胞
中 c - M e t 的 糖 基
化修饰对其功能
的影响以及细胞
定位.

3  讨论

糖基化修饰是大多数蛋白质成熟加工一个重要

环节. 糖蛋白的N-糖基化修饰在其折叠、细胞内

转运、分泌及功能方面都起到重要作用[17-21]. 本
实验研究了c-Met的糖基化修饰对其功能的影响. 

鉴于pro-Met和p145Met都是N-糖基化修饰的

蛋白质, 实验分析了糖基化的pro-Met是否需要进

一步糖基化生成p145Met. 结果显示, c-Met的糖

基化发生在pro-Met上, 糖基化的p145Met来自pro-
Met, 而p145Met没有发生进一步的糖基化. 因此
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图  1  c-Met的表达及其下游通路的Western blot分析. A: MHCC-97H和RBE细胞中c-Met磷酸化蛋白的表达; B: 使用
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■应用要点
本研究对于阐明
HGF/c-Met信号
通 路 在 肿 瘤 发
生、发展中确切
机制及其分子靶
向治疗方面具有
重要的理论研究
价值.
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■名词解释
成 熟 的 c - M e t : 
c -Met前体 (p re -
Met)经过翻译后
加工修饰, 包括糖
基化、二硫键的
形成及蛋白酶的
裂解形成成熟的
c-Met.
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■同行评价
本 研 究 内 容 丰
富、结果详实, 初
步揭示了pro-Met
的N-糖基化修饰
在肿瘤细胞HGF/
c-Met信号通路中
对c-Met功能的影
响, 从而对c-Met
下游PI3K/Akt和 
M E K / E R K 两 条
信 号 通 路 影 响 , 
导致肿瘤细胞增
殖、分化和迁移
等生物学行为的
改变. 研究对于阐
明HGF/c-Met信
号通路在肿瘤发
生、发展中确切
机制及其分子靶
向治疗方面具有
重要的理论研究
价值.
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图  3  c-Met的N-糖基化修饰来源于pro-Met的N-糖基化修饰. A: 衣霉素抑制pro-Met的糖基化; B: 糖缺乏可抑制pro-Met

的糖基化; C: 环乙酰亚胺可抑制非糖基化pro-Met的表达; D: MG132可抑制衣霉素诱导的p145Met的降解. GRP78: 葡萄糖

调节蛋白; Nonglycosylated pro-Met: 非糖基化前Met; DMSO: 二甲亚砜; Tun: 衣霉素; CHX: 蛋白合成抑制剂放线菌酮; MG: 

蛋白酶体抑制剂. aP<0.05 vs  对照组.
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图  4  抑制糖基化修饰诱导pro-Met的磷酸化. A: 衣霉素启动了pro-Met的磷酸化; B: PF-2341066抑制了衣霉素诱导的pro-

Met磷酸化; C: PF-2341066阻碍非糖基化pro-Met的活性及抑制Akt、ERK的磷酸化. Nonglycosylated pro-Met: 非糖基化前

Met; pro-Met: Met前体; Tun: 衣霉素; PF: c-Met抑制剂PF-2341066; ERK: 细胞外信号调节激酶; p-ERK: 磷酸化细胞外信

号调节激酶; Akt: 蛋白激酶B; p-Akt: 磷酸化蛋白激酶B. aP<0.05 vs  对照组.
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图  5  c-Met的膜定位需要其糖基化修饰. A: c-Met在MHCC-97H细胞中的定位; B: 磷酸化c-Met在MHCC-97H细胞中的

定位 注: DMSO: 二甲亚砜; Tun: 衣霉素; DAPI: 苯基吲哚染液; Merge: 荧光染料.
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生理条件下在内质网上c-Met的mRNA直接翻译

成N-糖基化的pro-Met, pro-Met由链内二硫键连

接、折叠成具有稳定结构的c-Met蛋白分子[1,22-24]. 
在没有H G F作用和基因突变的情况下 , 

M H C C-97H和R B E细胞中磷酸化c-M e t表达

异常增加[25-27]. 本实验发现, 在MHCC-97H和

RBE细胞中糖基化的pro-Met不能磷酸化. 鉴
于在没有H G F作用时 ,  非糖基化p r o-M e t在
Tyr-1234/1235/1349发生磷酸化, 那么很有必要进

一步探讨非糖基化pro-Met的功能. 既然MHCC-
97H和RBE细胞中PI3K/Akt和MEK/ERK两条信

号通路对c-Met的活性具有依懒性, 故通过非糖

基化pro-Met对PI3K/Akt和MEK/ERK信号通路

的影响则可研究分析出非糖基化pro-Met的功能. 
在Tun处理的MHCC-97H和RBE细胞中发现, 使
用c-Met抑制剂PF-2341066后非糖基化pro-Met的
磷酸化被抑制同时Akt和ERK的磷酸化也受到抑

制. 结果表明MHCC-97H和RBE细胞中非糖基化

pro-Met在一定程度上维持着c-Met下游信号通路

的活性, 如PI3K/Akt和MEK/ERK信号通路等. 
那么, 为什么是非糖基化的pro-Met被磷酸

化而不是糖基化pro-Met呢? 生理条件下, 在细

胞内质网上c-Met的mRNA翻译为N-糖基化pro-
Met, 几分钟内N-糖基化的pro-Met进行折叠并形

成了链内的二硫键, 进而细胞内蛋白酶裂解pro-
Met启动了c-Met的膜定位. 在形成成熟的c-Met
的过程中pro-Met是定位在细胞内质网上, 由此

可见内质网上的pro-Met不能进行磷酸化修饰. 
然而, 去除pro-Met的N-糖基化修饰能抑制其后

续c-Met的成熟过程. 据研究发现, 未折叠的蛋

白质将被运输到细胞液并随后被泛素系统所降

解[28-30]. 这与我们实验相一致, 非糖基化pro-Met
被运输到了细胞液中. 因此, 可以推测非糖基化

pro-Met在细胞液中的定位导致了其磷酸化修

饰. 鉴于c-Met在细胞膜上的定位对于下游信号

通路活性的重要作用, 我们推测非糖基化pro-
Met不能有效的引起c-Met下游信号通路的激活

是由于非糖基化pro-Met位于细胞液中. 
总之, 该实验发现c-Met具有N-糖基化修饰

而非O-糖基化修饰. c-Met的糖基化源于pro-Met
的N-糖基化修饰, 抑制pro-Met的N-糖基化修饰

导致pro-Met的磷酸化修饰. 此外, 由于未糖基化

的pro-Met不能定位于细胞膜, 因而磷酸化的pro-
Met不能有效激活c-Met下游的信号途径. c-Met
的N-糖基化修饰是维持其功能必需的.  
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