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摘要 目的：探讨棕榈酸(Palmitic acid, PA)对人肝癌细胞系 SMMC-7721侵袭转移能力的影响，并通过检测肝癌细胞系中 CD147-MMPs
信号通路在 PA影响下的变化，初探 PA影响肝癌细胞侵袭转移的分子机制。方法：PA(0、20、50、100滋M)作用 SMMC-7721细胞后
(8、16、24h)，MTT法检测细胞增殖，划痕及 Transwell实验评价细胞迁移侵袭能力，Western-blot及 real-time PCR检测 CD147蛋
白及其 mRNA的水平，ELISA检测基质金属蛋白酶(MMP-2，MMP-9)的水平。结果：与对照组相比，PA作用 SMMC-7721细胞后，
细胞存活率无显著差异(P>0.05)；细胞迁移和侵袭能力显著增高(P<0.05)；CD147蛋白及其 mRNA的表达显著增高(P<0.05)；培养
上清中 MMP-9的浓度显著增高(P<0.05)，MMP-2的水平则无变化。不同的梯度组之间相比较，细胞迁移和侵袭能力、CD147的表
达水平（蛋白及其 mRNA）以及培养上清中 MMP-9的浓度均随 PA作用时间和作用剂量的增大而产生更显著的增高。结论：PA
通过活化 CD147-MMPs信号通路促进 SMMC-7721细胞的迁移侵袭。
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Molecular Mechanism of Palmitic Acid Induced Invasion and Metastasis of
Hepatoma Carcinoma Cells*

The impact of dietary fatty acids on the development and progression of cancer is highly controversial. In
this study, we investigated whether palmitic acid (PA, saturated fatty acids) enhances migration and invasion of hepatoma cells via a
CD147-MMPs pathway. Human SMMC-7721 cells was exposed to PA. MTT assay was used for cell viability and wound
healing, transwell assays for cell migratory and invasive abilities, qRT-PCR for CD147 mRNA expression, Western blot for CD147
protein expression, and ELISA for MMPs levels. Compared to control, PA has no significant effect on cell growth; promotes the
migration and invasion of cells; induces a up-regulation of CD147 expression and stimulates cells to secrete MMP-9.Within a certain
concentration range(0,20,50,100滋M), PA can enhances the migration and invasion of cells, up-regulates CD147 expression (protein and
mRNA level) and stimulates MMP-9 secretion in a dose- and time-dependent manner. Taken together, our findings
demonstrate that PA has potential to promote the migration and invasion of SMMC-7721 cells through the activation of CD147-MMPs
pathway in vitro.

Palmitic acid (PA); Hepatocellular carcinoma (HCC); Migration and invasion; CD147; Matrix metalloproteinases
(MMPs)
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前言

肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是导致癌症相
关死亡的第三大原因，全球每年死亡人数达 60万人，而我国占
50%以上[1]。肿瘤的复发和侵袭转移是导致肝癌患者死亡的主

要原因[2]。肝癌的侵袭转移是一个多因素调控的复杂动态过程。

目前，肝癌转移的分子机制尚不明确。因此，探究肝癌侵袭转移

的分子机制及其调控因素对理解肝癌发生发展的机制具有重

要理论意义，也为将来肝癌的临床治疗提供了新的方向和策

略。

越来越多的研究表明不同类型的膳食脂肪酸对多种肿瘤

的转移有抑制或促进作用[3,4]。n-3多不饱和脂肪酸（polyunsatu-
rated fatty acid，PUFA）可以抑制多种肿瘤细胞的转移，而 n-6
PUFAs及饱和脂肪酸（saturated fatty acid，SFA）则对肿瘤细胞
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的转移和增殖有促进作用[5-8]。棕榈酸（C16:0）又称软脂酸，是体
内含量最丰富的饱和脂肪酸之一，是机体能量的主要来源，也

是细胞膜脂质的重要构成部分。人体内的 PA可从膳食脂肪中
直接获取或通过黄素合成酶合成。流行病学调查显示，PA与多
种肿瘤的发生发展密切相关，但分子机制尚不十分明确[9]。此

外，研究表明 PA可激活人和小鼠体内的炎症通路并诱导肿瘤
相关因子的产生，如白细胞介素 1（IL-1）、IL-6和肿瘤坏死因子
琢[10, 11]。近期研究还发现 PA与乳腺癌细胞的分化相关。然而，目
前尚无文献报道肝癌细胞的侵袭转移是否也受 PA的影响。

细胞外基质和基底膜的降解和破坏是肿瘤转移多阶段过

程中的重要步骤。而 CD147为细胞外基质金属蛋白酶诱导物，
高表达于人肝癌组织和转移性肝癌细胞的膜表面，同时也高表

达于其他上皮来源的多种肿瘤中[12]。CD147的过表达可促进多
种肿瘤细胞本身及其周围的成纤维细胞和内皮细胞分泌

MMPs（如 MMP-2、MMP-9）。MMPs是最重要的肿瘤间质相互
作用介导分子之一，能降解细胞外基质，促进多种肿瘤细胞侵

袭[13]。此外，肿瘤组织中血管内皮生长因子（vascular endothelial
growth factor，VEGF）的表达也与 CD147 的表达呈正相关，
CD147在肝癌组织中的高表达能够刺激其周围的血管内皮细
胞的增殖、迁移及血管袢形成[14]。MMPs和 VEGF是决定肿瘤
新生血管能否形成的开关分子，CD147通过调控这 2个分子，
营建了诱导血管生成的微环境。CD147还可以与 integrin家族
的 琢3茁1、琢6茁1亚基形成复合物，参与多种肿瘤细胞和细胞外
基质的黏附以及肿瘤细胞与间质细胞之间的黏附[15]。值得注意

的是，CD147还能够促进肝癌细胞上皮间质转化，而上皮间质
转化是肿瘤侵袭转移的重要机制之一[16]。然而，CD147如何参
与肝癌侵袭转移的过程，目前尚无相关文献报道。本研究对 PA
是否通过激活 CD147-MMPs信号通路来影响肝癌细胞的侵袭
转移这一问题做了初步探索。

1 材料与方法

1.1 试剂
棕榈酸（sigma，美国）；人肝细胞癌细胞系 SMMC-7721（第

四军医大学细胞生物学教研室提供）；RPMI-1640培养基（Hy-
clone，美国）；新生胎牛血清（杭州四季青公司）；MTT（sigma，美
国）；Matrigel（BD，美国）；Transwell 24孔板小室（Nunc，丹麦）；
RIPA 细胞裂解液（碧云天公司）；BCA 蛋白定量试剂盒（北京
罗基生物公司）；CD147 鼠抗人单克隆抗体（abcam, USA）；
茁-actin鼠抗人单克隆抗体（abcam, USA）；辣根过氧化物酶标
记山羊抗鼠抗体 （abcam, USA）；ECL plus western 试剂盒
（Pierce公司）；TRIZOL（GIBCOBRL）；Real-Time PCR 相关试
剂（TaKaRa，日本）；引物（上海生工生物工程公司）；ELISA 试
剂盒（武汉伊莱瑞特生物公司）；其它普通化学试剂（西安化学

制剂厂）。

1.2 仪器
YJ875SA超净台（吴江市净化设备总厂）；二氧化碳孵箱

（Formia 371，Thermo，美国）；倒置相差显微镜（CKX41，OLYM-
PUS，日本）；低温高速离心机（5424R，Eppendorf，德国）；酶标仪
（Lab systems MK3，Thermo，美国）；蛋白电泳仪（Bio-rad Mi-
ni-p3，美国）；化学发光成像系统（ChemiDoc-It 410，UVP，美
国）；梯度 PCR仪（Bio-rad，美国）。
1.3 方法

1.3.1 人肝癌细胞系 SMMC-7721 培养 RPMI-1640 培养基
（10%胎牛血清）常规培养，温度 37℃、5% CO2，饱和湿度。

1.3.2 MTT 实验 以 1.0× 103/ 孔的密度接种 SMMC-7721 细
胞于 96孔板，实验组细胞用不同浓度的 PA（20，50，100 滋M）
处理；阴性对照组细胞不加入 PA，按常规方法培养；空白对照
组为不含 PA 的培养液，比色时以空白孔调零，每组设 6 个复
孔。分别于 8，16，24 h后加入 MTT溶液 20 滋L/孔，继续孵育 4
h后终止培养，吸弃培养液，每孔加入 150 滋L DMSO，震荡 10
min，在酶联免疫检测仪上以波长 490nm测各孔吸光度（A）值。
细胞存活率（Cell Viability, CV）的计算公式（公式 1）：

CV= 实验组 A值 -空白对照组 A值
阴性对照组 A值 -空白对照组 A值

× 100%（公式 1）

1.3.3 划痕实验 以 1.0× 104个 / 孔的密度接种细胞于六孔
板，用无菌中枪头在培养板底部划一直线，加入无血清培养液

继续培养，实验组分为 20、50、100 滋M PA处理 8、16、24 h，阴
性对照组加入等体积无血清培养液处理相同时间。用 Image J
软件测量细胞迁移距离，用细胞迁移率评价细胞的迁移能力

（公式 2）：

迁移率 =实验组迁移距离
对照组迁移距离

× 100%（公式 2）

1.3.4 Transwell实验 matrigel放于 4℃冰箱过夜解冻，1:8稀释
matrigel，以每孔 45 滋L的量铺于 8 滋m孔径的 transwell 24孔
板小室的上室面，室温风干，用含 10g/L牛血清白蛋白的培养
液水化基底膜，将 1.0× 106个细胞接种于小室上室面，下室加

入完全培养基，待细胞贴壁后将上下室培养液换成 0、20、50、
100 滋M PA，分别作用 8、16、24 h后取出，用棉签擦掉上室面细
胞及 matrigel，于 95%乙醇中固定，3%结晶紫染色，自来水冲洗
小室，倒置显微镜下 200倍观察细胞，计数移至微孔膜下层的
细胞，每个样本随机取 10个视野取均值。
1.3.5 Western-blot SMMC-7721细胞经过 0、20、50、100 滋MPA
处理 8、16、24 h后，收集细胞，冰上用 RIPA裂解液（强）裂解细
胞，4℃下以 12000 rpm离心 5 min，取上清液，提取总蛋白。用
BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。蛋白上样量为 15
滋g，加入相等体积的 SDS loading buffer变性后进行聚丙烯酰
胺凝胶电泳。配置 6 %积层胶，10 %分离胶，90 V恒压电泳 75
min，90 V 恒压转膜 1 h，5 %脱脂奶粉封闭 1 h，1:5000稀释一
抗，4℃过夜，TBST洗 3遍后，HRP二抗室温孵育 1 h，TBST洗
3遍，化学发光成像仪获取图片。
1.3.6 Real-Time PCR

a)引物设计
利用 Primer3.0 软件设计引物并由上海生工有限公司合

成。

CD147 上游引物：5'ACTCCTCACCTGCTCCTTGA-3'，下
游引物：5'-GCCTCCATGTTCAGGTTCTC-3'；茁-actin 上游引
物：5'-GGACTTCGAGCAAGATGG-3'，下游引物：5'-AGCACT-
GTGTTGGCGTACAG-3'。

b) 总 RNA 提取 SMMC-7721 细胞经过 0、20、50、100滋
MPA处理 8、16、24h后，用 RNAiso一步法提取总 RNA。

c)反转录及 PCR反应
用 SYBR Green Assay 反转录试剂盒 （TaKaRa）将

CD147mRNA反转录成 cDNA；反应体系：10 滋L；反应条件：
37℃ 15 min（反转录反应），85℃ 5 s（反转录酶失活反应）PCR
反应程序：预变性 95℃（30s），PCR 95℃（3s），60℃（30s），40个
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图 1 PA对 SMMC-7721细胞增殖的影响

Fig. 1 Effect of PA on cell viability of SMMC-7721 cells

图 2 PA对 SMMC-7721细胞迁移的影响(100× )

Fig. 2 Effect of PA on cell migration of SMMC-7721 cells(100× )

注：Ａ：SMMC-7721细胞迁移距离；B：对迁移距离进行计算后的结果。

* P＜0.0516、24 h对照组分别与 8 h对照组相比；#P＜0.05 PA作用

SMMC-7721细胞 8 h后，20、50、100 滋MPA组分别与对照组相比；

$P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 16 h后，20、50、100 滋MPA组分

别与对照组相比；&P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 24 h后，20、

50、100 滋MPA组分别与对照组相比
Note : * P＜0.0516,24 h control groups compared with 8 h control group；

#P＜0.05 20,50,100 滋M groups compared with control group after treated

with PA for 8 h；$P＜0.05 20,50,100 滋M groups compared with control

group after treated with PA for 16 h；&P＜0.05 20,50,100 滋M groups

compared with control group after treated with PA for 24 h

循环。每个样品均设 3个复孔，采用比较 Ct值法。
d) ELISA
试剂盒购于武汉伊莱瑞特生物科技有限公司，按照说明书

步骤操作。

1.4 统计分析
定量数据采用 x± S表示，t检验分析组间的显著性差异，

用 SPSS 18.0软件统计分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PA对 SMMC-7721细胞增值率的影响
已有研究表明，低浓度 PA（<144 滋M）作用时间小于 48 h，

对正常肝细胞 L02及肝癌细胞 HepG2的增值率均无显著性影
响。我们的研究得到了相同的结果，PA（0、20、50、100滋M）作用
SMMC-7721细胞后（8、16、24h），实验组与阴性对照组比较没
有明显的促增殖作用（图 1）。
2.2 PA显著促进 SMMC-7721细胞的迁移

20、50、100滋M PA对 SMMC-7721细胞迁移能力均有明显
促进作用。同一时间点（8、16、24h），不同浓度组（20、50、
100滋M）分别与对照组比较，细胞迁移率差异有统计学意义(
P<0.05)，且随 PA浓度增加，迁移率也逐渐增大；同一浓度时，16

h及 24 h分别与 8 h比较，迁移率也有显著性差异( P<0.05)，且
随时间延长，迁移率也逐渐增大。实验结果表明，PA能够显著促
进 SMMC-7721的迁移，且有明显的时间 -剂量依赖性（图2）。
2.3 PA显著促进 SMMC-7721细胞的侵袭

经过 PA处理 8、16、24 h后，20、50、100 滋M组的细胞侵袭
能力与对照组相比显著增高（图 3）（P<0. 05）。

图 3 PA对 SMMC-7721细胞侵袭能力的影响(200× )
Fig. 3 Effect of PA on cell invasion of SMMC-7721 cells(200× )

注：A：经 PA作用后，从 transwell小室微孔膜上层移至下层的
SMMC-7721细胞；B：A中染色细胞的计数结果。* P＜0.0516、24 h对
照组分别与 8 h对照组相比；#P＜0.05 PA作用SMMC-7721细胞 8 h

后，20、50、100 ?MPA组分别与对照组相比；$P＜0.05 PA作用
SMMC-7721细胞 16 h后，20、50、100 滋MPA组分别与对照组相比；

&P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 24 h后，20、50、100 滋MPA组分
别与对照组相比

Note : * P＜0.0516,24 h control groups compared with 8 h control group；
#P＜0.05 20,50,100 滋M groups compared with control group after treated
with PA for 8 h；$P＜0.05 20,50,100 滋M groups compared with control

group after treated with PA for 16 h；&P＜0.05 20,50,100 滋M groups
compared with control group after treated with PA for 24 h
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2.4 PA上调 SMMC-7721细胞 CD147蛋白及其 mRNA的表达
已有研究表明 CD147分子与肝癌的侵袭转移密切相关。本研
究证明，实验组与对照组相比，CD147蛋白的表达量随 PA对
SMMC-7721细胞作用时间的延长而增高，也随 PA作用剂量

的升高而增高，具有明显的时间 -剂量依赖关系；并且 real-time
PCR 检测发现，8h 组 50、100滋M 和 24 h 组 50 滋M 的 CD147
转录水平与对照组相比显著升高（P<0.05），16 h和 24h的 100
滋M组的CD147转录水平均显著高于对照组（图 4）（P<0.01）。

图 4 CD147蛋白及其 mRNA表达的变化

Fig. 4 PA upregulates CD147protein and its mRNA expression

注：A、B：western-blot检测 CD147蛋白表达水平；C：real-time PCR检测 CD147 mRNA表达水平。* P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 8 h后，

50、100 滋MPA组分别与对照组相比；PA作用 SMMC-7721细胞 24 h后，50 滋MPA组与对照组相比；#P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 16 h后，

100 滋MPA组与对照组相比；PA作用 SMMC-7721细胞 24 h后，100 滋MPA组与对照组相比。

Note：*P< 0. 0550,100 滋M groups compared with control group after treated with PA for 8 h; 50 滋M groups compared with control group after treated

with PA for 24 h; #P＜0.05100 滋M group compared with control group respectively after treated with PA for 16,24 h.

2.5 PA对 SMMC-7721细胞 MMP-2、MMP-9表达影响
研究表明，CD147主要通过刺激肝癌细胞产生 MMPs（如

MMP-2、MMP-9） 促进肝癌的侵袭转移。由图 5 可知，
SMMC-7721细胞经 PA作用后，培养上清中 MMP-2的水平无
明显变化（P>0.05）；而 MMP-9 的水平随 PA 作用时间延长和
PA浓度的加大而显著升高（P< 0.05）。

3 讨论

本研究首次证明了 PA对 SMMC-7721细胞虽然无明显的
促增殖作用，但可显著促进其侵袭和迁移能力。进一步的分子

机制研究证实了 PA 可上调 CD147 分子的表达，进而促进
MMP-9的分泌。此外，在我们设定的 PA浓度范围内（0、20、
50、100滋M），细胞迁移和侵袭能力、CD147蛋白及其 mRNA的
表达水平以及培养上清中 MMP-9的浓度均随 PA作用时间和
作用剂量的增大而产生更显著的增高。这些结果提示我们 PA
能够促进肝癌细胞的侵袭转移，且具有明显的时间 -剂量效
应。

人群流行病学研究显示，前列腺癌的风险与饱和脂肪酸酸

的摄入呈正相关[17, 18]。乳腺癌妇女伴随有肥胖或糖尿病等并发

症，这与循环脂肪酸水平升高有关；该研究还发现 PA作用于
非恶性和恶性人乳腺上皮细胞后尽管不影响细胞的增殖，但它

能诱导非恶性细胞的死亡[19]。本研究也得到了相同的结果，即

PA 在低于 100滋M浓度条件下并不诱导 SMMC-7721 细胞的
死亡，但 PA 在高浓度时（>100滋M）是否也具有相同的作用尚
不清楚。此外，PA是否影响其他类型的肿瘤细胞的生长增殖是
亟待我们解决的科学问题。PA是含量丰富的饱和脂肪酸之一，
可能是导致多种消化器官癌变或者分化、转移的主要罪魁祸

首。因此，我们拟进一步研究 PA是否影响肝癌细胞的分化。
近年来，与肿瘤侵袭转移相关的多个分子逐步被发现和证

图 5 PA作用 SMMC-7721细胞后MMPs表达量的变化
Fig. 5 PA stimulates SMMC-7721cells to secrete MMPs

注：PA作用 SMMC-7721细胞后，ELISA方法检测培养上清中MMP-2
（A）及 MMP-9的浓度（B）。* P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 8 h
后，20、50、100 滋MPA组分别与对照组相比；#P＜0.05 PA作用

SMMC-7721细胞 16 h后，20、50、100 滋MPA组分别与对照组相比；
&P＜0.05 PA作用 SMMC-7721细胞 24 h后，20、50、100 滋MPA组分

别与对照组相比
Note：*P< 0. 0520,50,100 滋M groups compared with control group after
treated with PA for 8 h；#P＜0.05 20,50,100 滋M groups compared with
control group after treated with PA for 16 h；&P＜0.05 20,50,100 滋M

groups compared with control group after treated with PA for 24 h
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实，CD147分子就是其中之一。CD147为细胞外基质金属蛋白
酶诱导物，在肝癌细胞中高表达；其主要通过刺激 MMPs的分
泌，进而参与肝癌细胞的侵袭转移[20]。本研究证实了 PA能够上
调 CD147（蛋白及其 mRNA）的表达，但具体的调控机制并不
清楚。迄今为止，有关 CD147表达调控的研究报道较少，已经
证实的有转录因子（Sp1）、microRNA（microRNA-125b和 mi-
croRNA-22）、启动子区 CpG岛的局部甲基化修饰等。因此，在
下一步的研究中我们要明确 PA是否通过转录因子和 /或 mi-
croRNAs上调 CD147的表达。

CD147刺激 MMPs的分泌是其促进肝癌侵袭转移的机制
之一。除此之外，CD147还能够促进肝癌细胞上皮间质转化
（epithelial to mesenchymal transitions , EMT），而 EMT是肿瘤
侵袭转移及耐药的重要机制。我们近期实验结果显示 PA确实
能够诱导 SMMC-7721细胞发生 EMT；但是，PA是否影响肝癌
细胞的耐药目前尚未可知。近年来，大量证据表明肿瘤干细胞

及肿瘤细胞极性的改变也与肿瘤侵袭转移密切相关[21, 22]。因此，

我们会进一步研究 PA是否参与肝癌干细胞的形成及细胞极
性的改变。

综上所述，本研究首次证明了 PA通过活化 CD147-MMPs
信号通路，促进肝癌细胞的迁移和侵袭，且有时间 -剂量依赖
关系。因此，在日常膳食中应注意 PA摄入时间及剂量的累积
效应。然而，PA是否还通过其他信号通路促进肝癌的侵袭转移
尚不明确。在将来的研究中，我们拟采用体内实验及人群流行

病学调查等方法明确 PA与肝癌侵袭转移的关系。
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