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xCT影响肝癌细胞转移的作用机制研究
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摘要 目的：探讨人类肝细胞癌中 xCT（氨基酸转运系统 system x-c的功能性亚基）的表达对于自噬、EMT(上皮细胞间质化)和肿
瘤细胞转移的影响。方法：用 Western Blot和 RT-PCR方法检测肿瘤细胞在 xCT抑制剂 SASP(柳氮磺胺毗啶)的作用下，其自噬
和 EMT过程相关基因的表达水平的改变。伤口愈合实验和 Transwell分析 xCT在受到抑制后，肿瘤细胞迁移能力的改变。结果：
SASP处理过的 97H人类高转移肝癌细胞与对照组相比，自噬相关蛋白 LC3和 Beclin1表达升高，EMT的标志物 E-cadherin表
达升高，Vimentin的表达降低，参与 EMT过程的重要转录因子 Snail表达降低。结论：抑制 xCT的表达可以使人类高转移肝癌细
胞发生自噬，降低转录因子 Snail的表达，从而减弱 EMT过程的发生并降低人类高转移肝癌细胞的转移能力。
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中图分类号 R735.7 文献标志码 粤

Molecular mechanism of metastasis in hepatocellular carcinoma inhibited by xCT
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Abstract Objective: To discuss the influence of xCT expression on EMT (epithelial-mesenchymal transition) and tumor matastasis in
hepatocellular carcinoma. Methods：Western Blot and RT-PCR were used to detect the expression levels of autophagy and EMT related
gene after treated with sulfasalazine (SASP), an inhibitor of xCT activity. Wound healing assay and transwell assay were performed to
evaluate the disruption effect of xCT on cell motility. Results：The expression levels of autophagy related protein LC3 and Beclin1 were
elevated in SASP treated 97H cells compared with in control 97H cells. E-cadherin was upregulated whereas Vimentin was downregulated
when xCT was deficient. Both E -cadherin and Vinmentin were markers of EMT process. Conclusion：xCT disruption can activate
autophagy and attenuate EMT, and eventually suppress cell migration.
Key words xCT；hepatocellular carcinoma；autophagy；EMT；metastasis

肝癌是世界范围内最常见的 10种恶性肿瘤之
一。据统计，我国每年死于肝癌者超过 11万人，占
全世界肝癌死亡人数的 45%。由于癌细胞易发生转
移，目前这一类疾病标准的治疗方法，外科手术和

肝移植并不能令人满意[1]。癌细胞的转移是癌症致
死的首要原因[2]。尽管肿瘤细胞的转移机制仍然不
很清楚，但是随着研究的深入，关于肿瘤转移过程

的新的概念已经出现[3-4]。例如，EMT(上皮细胞间质
化)，它是胚胎发育过程中一个必要的生物学过程，
近年来研究发现 EMT在肿瘤发生和转移的过程中
起到非常重要的调控作用[5-7]。在 EMT过程中，本来
具备上皮细胞特性的肿瘤细胞，获得了间质细胞的

特性，导致其细胞间联接减少、活动性增加。xCT是
氨基酸转运系统的功能性亚基，xCT 与 CD98hc

（SLC3A2）组成 Na+依赖的运输系统（system x-c），其
可以调控细胞内谷氨酸和细胞外胱氨酸的交换，半

胱氨酸是 GSH（谷胱甘肽）合成的限速底物[8]，因此
足够的胱氨酸可以保证细胞内 GSH 的合成 [9-10]。
GSH是细胞内重要的抗氧化剂，也是重要的抗癌因
子[11-12]。如果 GSH在细胞内的含量降低，可能会使
细胞发生自噬（autophagy）。自噬是一个涉及到细胞
自身结构（蛋白质、器官）通过溶酶体机制而被分解

的过程。这是一个受到紧密调控的步骤，它帮助细

胞产物在合成、降解以及接下来的循环中保持一个

动态平衡。前期研究中发现 xCT在高转移癌细胞中
表达升高，为了搞清楚其在肿瘤转移过程中的作用

机制，我们利用 xCT的特异性药理抑制剂 SASP（柳
氮磺胺毗啶），抑制 xCT的活性，降低细胞内 GSH
的合成，使细胞内积累过量的活性氧，观察细胞是

否发生自噬。很多研究指出，活性氧（ROS）的产生对
自噬的激活有必要的作用[13]。在本研究中，笔者发现
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xCT在高转移肝癌中表达很高，降低 xCT的表达可
以通过 ROS/autophagy 路径抑制肝癌细胞的 EMT
和转移过程的发生发展。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人低转移潜能肝癌细胞 HepG2，人
低转移潜能肝癌细胞 MHCC97-L，人高转移潜能肝
癌细胞 MHCC97-H，由天津医科大学基础研究中心
尹海芳教授惠赠。于含 10豫小牛血清的 DMEM培
养基中，在 37 益、5豫CO2培养箱中常规培养。
1.1.2 主要试剂和仪器 细胞培养基、胎牛血清、

抗生素均购自 Hyclone公司；胰酶、茁-巯基乙醇购自
Gibco 公司；柳氮磺胺毗啶购自 Sigma公司；Trizol
购自天根公司；M-MLV 逆转录酶购自 Promega 公
司；SYBR green染料购自全式金公司；抗 Beclin1抗
体、抗 LC3抗体、抗 E-cadherin抗体、抗 Vimentin抗
体均购自 Abcam公司；抗 Snail抗体购自 CST公司；
Transwell板购自 Corning公司。
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 细胞完全培养基成分为：DMEM
培养基+10%胎牛血清。细胞置 37 益，含 5% CO2的
细胞培养箱中培养。0.25%胰酶用于细胞消化，传代。
胎牛血清+10% DMSO用于细胞冻存，冻存顺序为
4 益 /30 min，-20 益 /2 h，-80 益 /过夜后保存于液氮。
1.2.2 细胞总 RNA提取与 RT-PCR 细胞总 RNA
的提取按天根公司说明书操作。取 2 滋g经 M-MLV
逆转录酶逆转成 cDNA后进行 PCR反应。PCR引物
（华大基因公司）序列如下：xCT上游 5忆-GGCAC原
CGTCATCGGATCAGGCATC-3忆，下游 5忆- CACGAG-
CTTGATTGCAAGTTCAGG-3忆；Snail上游 5忆- AATC-
GGAAGCCTAACTACAGCG -3忆，下游 5忆-GTCCCA原
GATGAGCATTGGCA -3忆；E -cadherin 上游 5忆-GT原
CACTGACACCAACGATAATCCT-3忆，下游 5忆-CTG-
GGGTATTGGGGGCATC-3忆；Vimentin上游 5忆- CG-
CCAGATGCGTGAAATGG-3忆，下游 5忆- ACCAGAG-
GGAGTGAATCCAGA-3忆；GAPDH上游 5忆-AAGGT原
GAAGGTCGGAGTCAAC-3忆，下游 5忆-GGGGTCATT-
GATGGCAACAATA-3忆。
1.2.3 Western Blot 检测 Beclin1、LC3、Snail 和 E-
cadherin的表达情况 取 25 滋g蛋白质样品进行电
泳并转移至硝酸纤维素膜，5%脱脂奶室温封闭 2 h，
分别加入相应的一抗兔抗人 Beclin1、LC3、Snail和
E-cadherin。4 益过夜，0.05% Tween 20的 TBS漂洗

3次，每次 5 min，加入相应的辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔的二抗（1颐5 000），室温 2 h，0.05% Tween
20的 TBS漂洗 4次，每次 10 min，增强化学发光显
色系统显色，茁-actin为内参照。
1.2.4 伤口愈合实验 伤口愈合实验以 6孔板培
养细胞，接种处理后的细胞，待细胞生长至 80%接
触汇合时更换为无血清培养基，用记号笔在板底背

面作平行标记线，以 200 滋L吸头在板底内作垂直
于记号线的划痕线，划痕线部位使细胞脱落形成

“伤口”，以 PBS洗细胞两次去掉游离细胞，换液，此
时记为 0 h。记录每一个划痕线和标记线交汇处的
“伤口宽度”，每组去 3个数值，48 h后再次原位测
量并与同部位的 0 h宽度作比较。
1.2.5 细胞迁移实验 将 Transwell小室置于 24孔
板中，SASP处理组细胞及未处理组细胞培养 48 h
后，应用无血清的 DMEM调整细胞密度至 3伊104

个/mL，转至 Transwell小室中。在小室下层加入含
10豫血清的 DMEM作为趋化剂。孵育 72 h后，应用
棉签拭去非侵袭性细胞，应用结晶紫固定并染色，

在 100倍荧光显微镜下计数细胞。
1.3 统计学方法 实验数据均以 曾依泽 表示，采用
SPSS11.5软件进行统计学分析。两组间比较采用独
立样本 t检验。多组间比较采用方差齐性检验和单
因素方差分析，组间两两比较采用 Student-New原
man-Keuls检验。P约0.05时，差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 xCT的表达与 HCC（人类肝癌细胞）的转移相
关 为了确定 xCT在不同转移能力的肝癌细胞中
的表达变化，笔者检测了 3种具有不同转移能力的
人类肝癌细胞中 xCT的表达水平。结果发现，在人
类低转移肝癌细胞 HepG2和 97L中，xCT的表达明
显低于人类高转移肝癌细胞 97H（图 1）。
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与对照组比较 *P<0.05

图 1 RT-PCT检测 xCT在 HepG2,97L,97H中的表达
Fig 1 The mRNA expression levels of xCTin HepG2,97Land 97H cell
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图 3 SASP处理前后 EMT相关标志物表达的改变
Fig 3 The expression levels of EMT markers with and without SASP

与对照组比较 *P<0.05

2.2 降低 xCT的表达可以抑制人类高转移肝癌细
胞 97H迁移 利用伤口愈合实验可以评价细胞的

迁移和运动能力，本实验对人类高转移肝癌细胞

97H 和用 50 mmol/L柳氮磺胺毗啶处理过的 97H
细胞进行分析，结果表明：97H细胞用柳氮磺胺毗
啶处理之后，与对照组相比，伤口愈合速度明显加

快。对终末 48 h时间点进行统计学分析，实验组和
对照组相比，差别具有统计学意义（P<0.05）。结果表
明 xCT可以促进 HCC细胞的迁移（图 2a）。
同时，利用 Transwell进行细胞迁移能力的评

价，对人类高转移肝癌细胞 97H和用 50 mmol/L柳
氮磺胺毗啶处理过的 97H细胞进行分析，结果表
明：97H细胞用柳氮磺胺毗啶处理之后，与对照组

相比，穿膜细胞减少。对终末 72 h时间点进行统计
学分析，实验组和对照组相比，差别具有统计学意

义（P<0.05）。结果表明 xCT可以促进 HCC细胞的迁
移能力（图 2b）。
2.3 转录因子 Snail介导 xCT对于 EMT发生的影
响 为了研究 xCT在 EMT 过程中的作用机制，笔
者检测了 EMT的相关标志物在 3种细胞中的表达
情况，发现低转移肿瘤细胞 HepG2、97L中上皮型细
胞标志物 E-cadherin的表达要高于高转移肿瘤细
胞 97H。进一步向 97H中加入 50 mmol/L柳氮磺胺
毗啶后，发现 E-cadherin 的表达升高，而 Vimentin
的表达降低。因此推测 xCT在 EMT过程中起调控
作用（图 3）。
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Control 50 mmol/L SASPa b

图 2 SASP对人类肝癌细胞迁移能力的影响
Fig 2 The effect of SASP on metastasis of hepatocellular carcinoma
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检测 97H 细胞中和 50 mmol/L 柳氮磺胺毗啶
处理过的 97H细胞中转录因子 Snail的表达情况，
发现经过处理过的 97H细胞 Snail的表达降低。推
测 xCT可能是通过下调转录因子 Snail来抑制 EMT
的发生（图 3）。
2.4 降低 xCT的表达可使人类高转移肝癌细胞发
生自噬进而降解 Snail 为了确定自噬溶酶体系统
是否在 xCT的表达降低后，参与了 Snail的降解，笔
者检测了两个自噬发生的重要标志物 LC3 和 Be原
clin。结果显示加入 SASP 处理过的 97H 细胞中
LC3-II/LC3-I的比值增高，同时 Beclin的表达显著
升高，说明 97H细胞发生了自噬（图 4）。

3 讨论

最近的研究发现 xCT在乳腺癌、黑色素瘤和肝
癌细胞中高表达，但其在肿瘤细胞中的作用及其机

制尚不清楚，因此本实验利用 SASP抑制 xCT的活
性，观察其对于人类高转移肝癌细胞转移过程的影

响及其机制。结果发现 xCT在高转移肝癌细胞 97H
中的表达明显高于低转移肝癌细胞 HepG2和 97L
的表达。在高转移肝癌细胞 97H中加入 xCT的抑制
剂 SASP后，发现细胞的迁移能力明显降低。这与之
前报道的 xCT缺陷可以抑制食管鳞状细胞癌的转
移能力的报道一致[14]。由于 EMT在肿瘤发生和转
移的过程中起到非常重要的调控作用，因此我们进

一步检测了与肿瘤转移密切相关的 EMT标志物 E-
cadherin和 Vimentin的表达，发现 xCT缺陷可以抑
制 EMT过程的发生发展。通过 SASP下调肝癌细胞
97H中 xCT的表达，抑制了肝癌细胞 97H的 EMT
过程。本文首次发现 xCT的表达与肿瘤细胞 EMT

过程相关。

氨基酸转运系统在很多氨基酸依赖的细胞代

谢过程中发挥必要作用，包括蛋白质的合成、能量

代谢以及细胞的自我保护[15-16]。其中胱氨酸/谷氨酸
转运系统（system x-c）在维持细胞内氧化还原水平上
起重要作用。它可以使细胞外的胱氨酸进入细胞，

同时，使细胞内的谷氨酸释放到细胞外。胱氨酸是

GSH的生物合成的限速底物，而 GSH在增殖、氧化
还原反应以及抗氧化防御中起着重要的作用[17-18]。
最近的研究发现，在肝癌细胞中，xCT缺陷可以降低
细胞内 GSH的水平，进而提高 ROS的水平[19]。近年
来研究还发现，ROS在细胞内的积累，会诱导细胞
发生自体吞噬。但是，在肝癌细胞中 xCT缺陷是否
通过 ROS在细胞内的积累诱导肿瘤细胞发生自噬
尚不清楚。因此，我们进一步在高转移肝癌细胞

97H培养基中加入 xCT的抑制剂 SASP，检测自噬
标志物 LC3和 Beclin1的表达。结果发现 xCT缺陷
可以诱导 97H细胞发生自噬，而自噬溶酶体系统的
激活可以降解细胞内的 Snail等转录因子[20]，这与我
们的实验结果 Snail表达下调相一致。肿瘤迁移是
一个复杂的多步骤的过程，大概可以分为两个阶

段，包括肿瘤细胞从原发部位迁移到远距离组织中

以及在远距离组织中分化和发育。EMT过程不仅与
这两个阶段密切相关，而且参与了肿瘤进程的调

控。转录因子 Snail是 EMT过程的重要调控因子，
由于 xCT缺陷而诱导的自噬过程中，Snail的降解可
能通过影响 EMT过程进而抑制肿瘤迁移的发生。
总之，本研究表明 xCT是人类肝癌细胞转移的

内在调控物，可以影响肝癌的转移，因此，进一步阐

明 xCT在人类肝癌细胞转移中的作用机制可以促
进以 xCT为靶点的肿瘤转移的治疗。
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