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摘  要 : 神经细胞黏附分子 (Neural cell adhesion molecule, NCAM) 是一类表达于神经元、胶质细胞、骨骼细

胞以及自然杀伤细胞表面的糖蛋白。NCAM 在细胞-细胞黏附及神经细胞迁移等过程中起着重要作用，也是用

来研究多聚唾液酸(Polysialic acid, PSA)的模式蛋白。将来源于小鼠乳腺上皮细胞 NMuMG 中的 NCAM 基因克

隆到真核表达载体 pcDNA3.1(+)，转染至中国仓鼠卵巢细胞突变株 ldlD-14 细胞中，通过抗生素 G418 筛选及

蛋白质印迹法检测，得到过表达 NCAM 的永久转染细胞株。利用 ldlD-14 细胞的特性，通过在无血清的基本

培养基中添加半乳糖与否可以轻易操纵 NCAM 分子上糖链的修饰，为后期研究糖基化对 NCAM 分子功能的影

响提供工作基础。 

关键词 : 糖链，神经细胞黏附分子，转染，多聚唾液酸，ldlD-14 细胞 
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Expression of neural cell adhesion molecule and 
modification of its N-glycan in ldlD-14 cells 

Fa He1,2, Xin Wang1,2, Jia Guo1,2, Qi Li2, and Feng Guan1,2 
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China 

2 School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract:  Neural cell adhesion molecule (NCAM) is a glycoprotein expressing on the surface of neurons, glial cells, bone 

cells and natural killer cells. NCAM plays an important role in the process of cell - cell adhesion and cell migration, and is 

also a model protein to study polysialic acid. In this paper, NCAM gene from mouse mammary gland cells (NMuMG) was 

cloned into eukaryotic expression vectors pcDNA3.1(+) and transfected into mutant Chinese hamster ovary cells ldlD-14. 

The stable transfection over-expressing NCAM was obtained through the G418 selection and confirmed by Western 

blotting. Due to unique characters of ldlD-14 cells, carbohydrate chain of NCAM molecule can be easily manipulated with 

or without adding galactose in the serum free medium, and this modification can provide the basis for further studies on the 

effect of glycosylation on NCAM molecular function. 

Keywords:  carbohydrate chain, neural cell adhesion molecule, transfection, polysialic acid, ldlD-14 cell 

糖生物学是 21世纪生命科学的前沿和热点

领域之一，其核心内容是揭示细胞糖链的结构

和生物学功能。糖链作为生物信息分子参与细

胞生物几乎所有的生命过程，特别是在细胞分

化、发育、免疫、老化、癌变、信号传递等生

命和疾病过程中起着重要作用[1]。 

糖生物学研究的对象之一是发生了糖基化

修饰的糖蛋白。糖蛋白上的糖链主要是通过两

种糖基化形式形成糖苷键连接于蛋白的特定氨

基酸上，分别形成 N-聚糖和 O-聚糖。N-聚糖是

连接在蛋白质肽链中天冬酰胺残基侧链酰胺氮

上的寡糖，此类寡糖通常均有一个核心五糖和

类似结构的外周糖链。所有的 N-聚糖都有一种

相同的核心五糖，由 3个甘露糖 (Mannose, Man) 

和 2 个 N-乙酰葡糖胺  (N-acetylglucosamine, 

GlcNAc) 组成 (图 1)。根据核心五糖中 2 个

α-Man 上连接的糖链，N-聚糖可分为 3 类：高

甘露糖型 (High-mannose type)、复杂型 (Complex 

type) 和杂合型 (Hybrid type)。而 O-聚糖是指通

过 N-乙酰半乳糖胺  (N-acetylgalactosamine, 

GalNAc) 与肽链的丝氨酸或苏氨酸残基相连接

形成的聚糖，它不存在共有的核心结构。在   

O-聚糖合成时，GalNAc第一个被添加到丝氨酸

或苏氨酸残基上，然后其他糖类依次添加上去；

但是 N-聚糖的合成却不同，它是先合成一个寡糖

前体，再整体转移到多肽的天冬酰胺残基上。其

中，半乳糖 (Galactose, Gal) 存在于大部分复杂的

N-聚糖的分支上，而且也在很多 O-聚糖上直接与

GalNAc连接[2]。 

NCAM 属于免疫球蛋白超家族，是一个细

胞膜外具有 5个 Ig型结构域和 2个三型纤连蛋

白 (Fibronectin type Ⅲ, FN3) 结构域的跨膜糖 
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图 1  N-聚糖的结构[3] 

Fig. 1  Structure of N-glycan[3]. 
 

蛋白，其中 5个 Ig型结构域上带有 6个 N-糖基

化位点[4]。编码 NCAM的 mRNA有 3种，它们由

同一基因的转录产物经不同剪接而成。根据分子

量的不同分别命名为 NCAM-180、NCAM-140和

NCAM-120[5]。连在 NCAM 上最主要的糖类是

唾液酸，主要以 PSA链的形式存在于 NCAM的

第 5和第 6个N-糖基化位点上[6-7]。唾液酸以 α2-3

键连接于 Gal β1-4 GlcNAc β1-2/6-核心五糖结

构的 N-聚糖上，然后在多聚唾液酸转移酶 

(Polysialyltransferases) 作用下以 α2,8-连接形成

含有 50–100 个唾液酸的线性化多聚物，即

PSA[8-10]。PSA带有诸多负电荷，具亲水性，因

此能够形成较大的水合半径。NCAM 主要通过

胞外的 Ig 型结构域介导同类分子间结合来调节

细胞间的黏附，而 PSA的存在使 NCAM之间距

离过大而失去黏附能力，从而降低了细胞间的

黏附作用[11-13]。由于 PSA主要附着在NCAM上，

使得 NCAM成为研究 PSA化作用的模式蛋白。

在 NCAM分子的 3种亚型中，NCAM-140对细

胞迁移、肿瘤浸润的作用最明显[14-15]，本课题

组在前期研究中，发现小鼠乳腺上皮细胞 

(Normal murine mammary gland epithelial, 

NMuMG) 在 发 生 上 皮 间 质 转 化 过 程 

(Epithelial-mesenchymal transition, EMT) 前后，

NCAM在 mRNA水平以及蛋白水平表达明显上

调，其中 NCAM-140 的蛋白表达量最高且上调

幅度最为显著  (数据未发表 )，因此本文选用

NCAM-140为研究对象。 

本文使用的 ldlD 细胞是一种中国仓鼠卵巢 

(Chinese hamster ovary, CHO) 细胞的突变体，由

David M. Kingsley和Monty Krieger筛选得到[16]。

由于 ldlD细胞存在 UDP-Gal/UDP-GalNAc 4-差

向异构酶的缺陷，不能利用葡萄糖合成UDP-Gal

和 UDP-GalNAc[2]，而这两种糖是糖链上 Gal和

GalNAc的供体，因此导致细胞中不能产生完整的

糖链。但是通过外源添加 Gal 和 GalNAc 可以完

全地纠正该缺陷。正是由于这一缺陷，使得该细

胞成为研究糖链生物学功能非常理想的细胞模

型，可以通过外源添加Gal或不添加Gal操纵 ldlD

细胞中蛋白的糖链修饰。利用 ldlD细胞这一特性，
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本实验将NCAM-140的基因稳定转染到该细胞中

并表达，用蛋白质印迹法 (Western blotting) 筛选

NCAM-140过表达的细胞株，为进一步研究 PSA

对 NCAM-140的功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

NMuMG 细胞来自于美国模式培养物集存

库 ATCC。ldlD-14 细胞来自于美国华盛顿大学

Sen-itiroh Hakomori 实验室。大肠杆菌 JM109

及质粒 pcDNA3.1(+)由本室保存。 

细胞 RNA提取试剂盒和质粒提取试剂盒购

于北京康为世纪生物科技有限公司；逆转录试

剂盒 ReverTra Ace-α-和 T4 DNA 连接酶购于

TOYOBO公司；Hind Ⅲ和 Xho Ⅰ内切酶、1 kb 

DNA ladder marker、琼脂糖凝胶 DNA回收试剂

盒均购于 TaKaRa 公司；Pfu DNA 聚合酶和

Pro-Light HRP 化学发光检测试剂购于天根生

化科技有限公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗

小鼠 IgG 抗体购于碧云天生物技术研究所；

T-PER组织总蛋白抽提试剂购于美国 Thermo公

司；DMEM 培养基、HAM’S/F-12 培养基、胎

牛 血 清 和 青 霉 素 /链 霉 素 溶 液 购 于 Life 

Technologies 公司；LipofectamineTM 2000 转染

试剂购于 Invitrogen公司；抗生素 G418和胰岛

素购于美国 Sigma 公司；NCAM 抗体和 ITS 

(Insulin-transferrin-selenium) 购于美国 BD公司；

GSL-Ⅱ-FITC (Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia 

lectin Ⅱ, GSL-Ⅱ; Fluorescein isothiocyanate, FITC) 

购于美国 VECTOR公司；引物由上海英潍捷基

贸易有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计和目的基因的扩增 

从 NMuMG细胞中提取总 RNA，在逆转录

酶的作用下合成 cDNA。根据 NCAM-140 基因

序列 (GenBank Accession No. NM_001081445.1)

设计引物，上游引物序列：5′-CCCAAGCTTATGC 

TGCGAACTAAGGATCT-3′ ( 引 入 酶 切 位 点  

Hind Ⅲ)，下游引物序列：5′-CCGCTCGAGT 

CATGCTTTGCTCTCATTCT-3′ (引入酶切位点

XhoⅠ)。然后以 cDNA为模板进行 PCR扩增，

PCR 条件为：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性   

40 s，56 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min 30 s，共

30个循环；然后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳验证后送上海英潍捷基贸易

有限公司测序得到确认。 

1.2.2  pcDNA3.1(+)/NCAM真核表达载体的构建 

扩增得到的 NCAM-140 基因用琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒回收纯化，然后用 Hind Ⅲ和

Xho Ⅰ 分 别 双 酶 切 NCAM-140 基 因 和

pcDNA3.1(+)，酶切产物再纯化后在 16 ℃下用

T4 DNA连接酶连接过夜，然后将连接产物转化

到 JM109 感受态细胞中，在含有氨苄青霉素的

LB 固体平板上 37 ℃过夜培养，挑取生长的单

菌落提取质粒，经单双酶切及测序鉴定，得到

构建成功的重组真核表达载体 pcDNA3.1(+)/ 

NCAM-140。 

1.2.3  细胞培养 

NMuMG 细胞在含 10%胎牛血清 (FBS)、 

10 μg/mL胰岛素、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL

链霉素的 DMEM 培养基中生长，ldlD-14 细胞

在含 5% FBS、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL

链霉素的 HAM’S/F-12培养基中生长；这两种细

胞均在 37 ℃下含 5% CO2的细胞培养箱中培养。 

ldlD-14 细胞在含 5% FBS 的 HAM’S/F-12

培养基中培养 12 h，然后吸去培养基，加入无

血清培养基轻轻清洗一遍，再用添加了 ITS   
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(1∶1 000 加入)、Gal (20 μmol/L) 和 GalNAc  

(200 μmol/L) 的无血清 HAM’S/F-12培养基培养

48 h[17]，即可完全修复 ldlD-14细胞的糖链缺陷。 

1.2.4  细胞转染及阳性单克隆的筛选 

将重组质粒 pcDNA3.1(+)/NCAM-140 和对

照质粒 pcDNA3.1(+)转染 ldlD-14细胞，方法参

照 LipofectamineTM 2000的说明书。转染 6 h后

换含 5% FBS的培养基培养 24 h，然后以 1∶10

传代。继续培养 24 h后换含 250 μg/mL G418的

培养基筛选 2 周。挑取单细胞克隆继续在含  

250 μg/mL G418的培养基中扩大培养。然后提取

总蛋白用蛋白质印迹法检测，将表达 NCAM-140

的细胞保存并取少量细胞铺于 10 cm的细胞培养

皿中，继续培养进行第 2 次单克隆筛选，以得到

过表达 NCAM-140的永久转染细胞株。 

1.2.5  蛋白质印迹法检测 NCAM表达 

收集细胞，加入 T-PER 组织总蛋白抽提试

剂，在 4 ℃裂解细胞 30 min，离心取上清，使

用 BCA法测定蛋白浓度。样品加入 5×蛋白上样

缓冲液混合，煮沸 5 min，取 20 μg蛋白上样进

行 SDS-PAGE 电泳；电泳后，将蛋白转移至   

0.45 μm PVDF膜，用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h；

随后加入一抗 (1∶1 000)，4 ℃孵育 12 h，用

1×TBST 洗 5 次；加辣根过氧化物酶 (HRP) 标

记的二抗 (1∶5 000)，室温作用 1 h，用 1×TBST

洗 5次，然后用 Pro-Light HRP化学发光检测试

剂显色，用 Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+系统扫描

成像。 

1.2.6  蛋白质印迹法检测糖链修饰后的 NCAM 

在 6 孔板中每孔接种 2×105 个细胞，用含

5% FBS的 HAM’S/F-12培养基培养 24 h，吸去

培养基后用无血清培养基冲洗一遍；然后分别

加入含有 5% FBS、ITS、ITS+Gal (5 μmol/L，

10 μmol/L或 20 μmol/L)+GalNAc (200 μmol/L) 

的培养基培养 48 h (ITS以 1∶1 000加入，以下

实验相同)，用上述方法提取蛋白，测蛋白浓度，

最后用蛋白质印迹法检测。 

1.2.7  凝集素细胞染色 

在 24孔板中放入圆形盖玻片，用胰酶消化

细胞制成细胞悬液，每孔加入 0.5 mL含 5% FBS

的培养基，细胞量为 2×104个。培养 24 h 后换

液，分别用含有 5% FBS、 ITS、 ITS+Gal 和

ITS+Gal+GalNAc的培养基继续培养 24 h。然后

吸出培养基，用 1×PBS 洗 2 遍，4% 多聚甲醛

固定 15 min；用 1×PBS洗 3遍，加入 0.1% Triton 

X-100溶液通透化细胞 10 min；再用 1×PBS洗 3

遍，1% BSA溶液 4 ℃封闭过夜。然后用浓度为

0.7 μg/mL GSL-II-FITC/PBS室温下避光孵育 3 h，

1×PBS洗 3遍，Hoechst 33342染色 10 min，最后

将细胞爬片倒扣在滴有Glycergel固封剂的载玻片

上，晾干后于 4 ℃条件下避光保存。用尼康倒置

荧光显微镜 ECLIPSE Ti-U在 10×60倍下观察。 

1.2.8  流式细胞检测 

在 12孔板中加入细胞，每孔细胞量为 1×105

个，在 5% FBS的培养基中培养 12 h。分别用含

有 5% FBS、ITS、ITS+Gal (5 μmol/L，10 μmol/L

或 20 μmol/L)+GalNAc (200 μmol/L) 的培养基继

续培养 48 h。然后用胰酶消化 3 min，细胞悬液转

移到离心管中，加入 1×PBS洗 2遍，2 000 r/min、

4 ℃离心 5 min收集细胞；用 1 mL预冷的 1×PBS

重悬细胞，加入 1 μg GSL-II-FITC混匀，冰上孵

育 30 min，然后 2 000 r/min、4 ℃离心，用 PBS

洗去多余的凝集素。用 1 mL预冷的 1×PBS重悬

细胞，转移到流式细胞管中。用美国 BD公司生

产的流式细胞仪 FACSCalibur 分析细胞的荧光

强度。 
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2  结果与分析 

2.1  目的基因的扩增及重组载体的酶切验证 

以 NMuMG细胞的 cDNA为模板，使用上述

引物在高保真Pfu DNA聚合酶的作用下进行PCR

扩增，所得 NCAM-140基因片段大小为 2 547 bp。

将 NCAM-140基因插入到 pcDNA3.1(+)质粒中，

构建成 pcDNA3.1(+)/ NCAM-140真核表达载体。

转化 JM109感受态，筛选到的转化子再提质粒进

行单、双酶切验证 (图 2)。如图 2所示，重组质

粒经过单酶切 (泳道 3) 和双酶切 (泳道 2) 后

均出现理论上大小的 DNA片段。另外，基因测

序结果也与 GeneBank 中的 NCAM-140 序列完 
 

 
 

图 2  重组表达载体 pcDNA3.1(+)/NCAM-140 的酶

切验证 

Fig. 2  Identification of pcDNA3.1(+)/NCAM-140 
recombinant vector by enzyme digestion. 1: 1 kb DNA 
ladder marker; 2: pcDNA3.1(+)/NCAM-140 digested 

with Hind Ⅲ and Xho Ⅰ; 3: pcDNA3.1(+)/NCAM-140 

digested with Hind Ⅲ ; 4: pcDNA3.1(+)/NCAM-140 

vector. 

全一致，表明 pcDNA3.1(+)/NCAM-140 真核表

达载体构建成功。 

2.2  蛋白质印迹法检测 NCAM 的表达及在不

同处理下糖链的连接情况 

将 pcDNA3.1(+)/NCAM-140重组载体转染到

ldlD-14细胞，得到 15株单克隆细胞，提取这 15

株细胞及转染对照质粒 pcDNA3.1(+) 细胞的蛋

白进行Western blotting检测，经验证最终得到 6

株过表达 NCAM-140的细胞株。如图 3A所示，

转染重组载体并过表达 NCAM-140 的细胞在  

140 kDa处检测到目的条带，而泳道 7的对照组未

检测到很明显的条带。说明转染的 NCAM-140基

因在 ldlD-14细胞中得到稳定地表达，建立了小鼠

NCAM-140基因稳定转染的细胞株。 

将该 ldlD-14/NCAM-140 细胞在分别含有

5% FBS、ITS、ITS+GalNAc+Gal (5 μmol/L、   

10 μmol/L 或 20 μmol/L) 的培养基中培养，用 

 

 
 
图 3  Western blotting 检测 ldlD-14 中 NCAM-140

的表达 

Fig. 3  Western blotting analysis of NCAM-140 
expressed in ldlD-14 cells. (A) Lane 1–6: NCAM-140 
expressed in ldlD-14/NCAM-140 cells; lane 7: 
NCAM-140 expressed in control group. (B) Expression 
of NCAM-140 in 5% FBS medium (1), ITS medium (2), 
ITS+5 μmol/L Gal +200 μmol/L GalNAc (3), ITS+  
10 μmol/L Gal +200 μmol/L GalNAc (4), or ITS+   
20 μmol/L Gal+200 μmol/L GalNAc (5). 
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Western blotting检测 NCAM-140的表达及分子

量大小。从图 3B 中可知 NCAM-140 的分子量

大小具有明显的区别。在只添加 ITS 时，培养

基中没有合成糖链所必需的 Gal 和 GalNAc，

NCAM-140 上只被有缺陷的短糖链修饰，分子

量最小。当添加不同浓度的 Gal 时，细胞合成

糖链的缺陷逐渐被纠正。在含 5% FBS的培养基

中培养时，细胞也能合成少量完整的糖链，这

是由于 FBS 含有少量的 Gal 所致。而当 Gal 的

浓度增加到 20 μmol/L时，NCAM-140的泳动速

率最慢，表示 NCAM上合成有较为完整的糖链。 

2.3  凝集素检测稳定转染细胞株的糖链完整性 

凝集素 GSL-Ⅱ能专一性地识别寡糖链非还

原末端上以 α-或 β-连接的 GlcNAc。由于 N-聚糖

除高甘露糖型外，连接五糖核心的结构大部分为

Gal β1-4 GlcNAc 结构。ldlD 细胞存在 UDP-Gal

和 UDP-GalNAc 4-差向异构酶的缺陷，使细胞在

只含有葡萄糖的培养基中不能合成 UDP-Gal 和

UDP-GalNAc，最终导致细胞合成的 N-聚糖不完

整，其末端多以 GlcNAc 结束。而在基本培养基

中添加 Gal 和 GalNAc 后，细胞可以通过补救途

径合成 UDP-Gal和 UDP-GalNAc，进而产生完整

的 N-聚糖。如图 4A所示，在含 ITS的无血清培

养基中，ldlD/NCAM-140细胞合成的 N-聚糖末端

暴露出更多的 GlcNAc，因此对 GSL-II-FITC的结

合最强，也产生最强的荧光信号。因此在含有 5% 

FBS的培养基中，ldlD/NCAM-140细胞合成的 N-

聚糖末端的 GlcNAc 有小部分被血清中含有的少

量 Gal 进一步修饰，导致荧光信号略微减弱。而

在含有足够的 Gal或 GalNAc的无血清培养基中，

过量的 Gal 中和了 N-聚糖末端的 GlcNAc，保证

了 ldlD/NCAM-140 细胞合成 N-聚糖的完整性，

该条件下 GSL-II-FITC 的结合能力最弱，其荧光

信号也相应最弱。由于 NCAM 主要被 N-聚糖修

饰，而 GalNAc 在此过程中几乎没有参与，因此

GalNAc对GSL-II-FITC结合细胞产生的荧光信号

没有影响。 

为进一步验证上述结果，用流式细胞术检

测 了 在 不 同 浓 度 的 Gal 培 养 条 件 下 ，

ldlD/NCAM-140 细胞对 GSL-II-FITC 的结合能

力。如图 4B所示，当细胞培养在含 ITS的无血

清的培养基中，细胞 N-聚糖末端多为 GlcNAc，

荧光信号最强。添加 5% FBS或者逐渐提高 Gal

的浓度，ldlD/NCAM-140细胞 N-聚糖进一步发

生修饰，导致 GSL-II结合能力减弱，因此在流

式细胞实验结果中表现出荧光信号逐渐减弱，

该结果与荧光显微细胞照相的结果完全一致。 

3  讨论 

蛋白质、核酸和糖是构成生命的三类大分

子，由于糖链的结构非常复杂，不像核酸和蛋

白质具有通用的模板，而且糖链结构测定及糖

链合成等关键技术还不成熟，导致对糖链的研

究远远落后于对蛋白质和核酸的研究，糖链对

生命的影响仍然存在太多的奥秘亟待探索和研

究[18]。随着生命科学的发展，糖生物学越来越

被人们所重视，已然成为 21世纪生命科学新的

研究热点领域。其中，糖蛋白作为最普遍也是

最重要的糖缀合物，已成为研究糖链结构与功

能的重要实验对象，其中的 NCAM是一个用来

研究糖链尤其是 PSA 链合成及功能的模式糖蛋

白。因此，本研究选择 NCAM-140为研究对象，

通过转染使其在糖链合成存在缺陷的 ldlD-14细

胞中稳定过表达，可以人为地控制 NCAM上糖

链的修饰，为后续研究 NCAM上糖链对其蛋白

功能的行使提供细胞模型。 
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图 4  ldlD-14 细胞的凝集素 GSL-II-FITC 染色 

Fig. 4  GSL-II-FITC staining of ldlD-14 cell. (A) Left: cell staining with GSL-II-FITC; right: nuclei staining with 
Hoechst. (B) Flow cytometric patterns showing GSL-II-FITC labeling of ldlD-14/NCAM-140 cells. 1: ITS+      
20 μmol/L Gal+200 μmol/L GalNAc; 2: ITS+10 μmol/L Gal+200 μmol/L GalNAc; 3: 5% FBS; 4: ITS+5 μmol/L 
Gal+200 μmol/L GalNAc; 5: ITS only; Negative: cell didn’t staining with GSL-II-FITC. 

 

本研究从小鼠胸腺上皮细胞中克隆

NCAM-140 基 因 ， 构 建 了 真 核 表 达 载 体

pcDNA3.1(+)/NCAM-140。将该重组载体转染

ldlD-14细胞，成功筛选到过表达 NCAM-140的

单克隆转染细胞株，用 Western blotting检测验

证了 NCAM-140 的表达  (图 3A)。通过对

ldlD-14/NCAM-140细胞进行凝集素染色显示，

该细胞在含有 Gal 和 GalNAc 的培养基中培养

后，ldlD-14 细胞中有缺陷的糖链能完全被修复 

(图 4A和 4B)。此外，如图 3B所示，分别在含

有 5% FBS、ITS、ITS+Gal和 ITS+Gal+GalNAc

的培养条件下分别对 NCAM-140 分子量大小的

检测结果也间接说明：可以利用 ldlD-14细胞的

特点调控 NCAM分子上 N-聚糖的延长，最终实

现对 NCAM 多聚唾液酸化的控制，为后续对

PSA的研究提供理想的细胞模型。 

PSA主要附着在 NCAM分子上，PSA在胚

胎发育时期表达量较高，在成人组织中表达较

少，而且其表达也局限于脑部神经组织[19-20]，

但在某些特定脑区如嗅球和海马，PSA 的表达

水平仍然很高[21]。NCAM上的 PSA对神经细胞

迁移、轴突生长、生物节律的控制、神经可塑

性记忆的形成都有一定影响[22-23]，而且在嗅球

形成中也起重要作用 [21]。表达无唾液酸修饰
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NCAM 的小鼠表现出神经轴突生长减弱，免疫

力低下，甚至无法发育生长[24-25]，说明了 PSA

在大脑发育中的重要作用。此外，在一些恶性

肿瘤组织中，如成神经细胞瘤、肾母细胞瘤等

也发现了 PSA的高表达，高表达的 PSA可以显

著促进癌细胞的分离、浸润和转移[24,26]。 

近来，Lehembre[15]等发现 NMuMG和 MCF 

7细胞在发生 EMT时，NCAM的表达显著上升，

其亚细胞定位改变，并与 P59Fyn 结合后激活了

FAK 激酶介导的信号通路，而阻碍了 FGFs 介

导的 PLCγ/PKCα和 Ras/Raf/MAPK信号通路，

提高细胞的侵袭与迁移能力。EMT 是肿瘤细胞

恶性增殖及转移的重要过程，而 NCAM 以及

NCAM上的 PSA链都与癌细胞的侵润和转移相

关，因此研究 NCAM 上的 PSA 以及 PSA 对

NCAM功能的影响，将有助于深入了解 PSA及

NCAM 在癌症发生及转移中的作用。由于 PSA

是与 N-聚糖末端的 Gal 形成糖苷键而连接在

NCAM 上 的 ， 所 以 ， 本 研 究 构 建 的

ldlD-14/NCAM-140细胞模型，可以通过在基本

培养基中调节 Gal 浓度的大小以方便地操纵

NCAM上 PSA链的合成，该实验模型为进一步

研究 PSA 的修饰以及 PSA 链的长短对 NCAM

介导的细胞粘附及相关信号通路影响的研究提

供了良好的基础。 
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