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肉毒碱棕榈酰基转移酶 CPT2促进肝癌细胞迁移侵袭的作用研究 *
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摘要目的：探讨肉毒碱棕榈酰基转移酶 2（CarnitinePalmitoyltransferase2, CPT2）在肝癌细胞迁移侵袭中的调控作用。方法：1）.用免

疫组化实验，检测 62对肝癌癌组织与癌周组织中 CPT2表达，以明确肝癌组织细胞中 CPT2表达是否发生异常改变。2).细胞划痕

实验，在人肝癌细胞 HLE中分析干涉 CPT2表达对肝癌细胞迁移能力的影响。 3).Transwell侵袭实验，在人肝癌细胞 HLE中分

析干涉 CPT2表达对肝癌细胞侵袭能力的影响。结果：1). CPT2主要为胞浆染色且染色呈线粒体蛋白染色典型的颗粒状分布；与

癌周组织相比，肝癌组织中 CPT2表达显著升高。2).细胞划痕实验证实，干涉人肝癌细胞 HLE中 CPT2表达后，细胞的相对迁移

距离显著变短（siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2=1.00依0.8 VS 0.67依0.42 VS 0.64± 0.31）。3).Transwell侵袭实验证实，干涉人肝癌

细胞 HLE中 CPT2表达后，侵袭至小室底部的细胞数目显著变少（siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2 = 23.34依3.51 VS 8.00依2.00 VS
8.67依1.53）。结论：CPT2在肝癌细胞中表达显著上调，CPT2表达上调促进了肝癌细胞的迁移与侵袭。
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The Role of CPT2 in the Migration and Invasion of Liver Cancer Cells*

To explore the biological functions of CPT2 (Carnitine Palmitoyltransferase2) in the migration and invasion

abilities of liver cancer cells. 1). Immunohistochemistry analysis was applied to evaluate the expression of CPT2 in tumor and

adjacent non-tumor cells from 62 patients with liver cancer. 2). Effect of CPT2 knockdown by siRNA on the migration ability in HLE

cells. 3). Effect of CPT2 knockdown by siRNA on the invasion ability in HLE cells. 1). CPT2 positive staining is mainly

localized in cytoplasm with a granular distribution similar to other of mitochondrial protein. The expression of CPT2 was significantly

over-expressed in tumor tissues of liver cancer when compared with their adjacent non-tumor tissues. 2). CPT2 knockdown significantly

reduced the distance of the migration of HLE cells (siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2 = 1.00依0.8 VS 0.67依0.42 VS 0.64依0.31). 3). CPT2
knockdown significantly reduced the number of invaded liver cancer cells in HLE cells (siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2 = 23.34依3.51
VS 8.00依2.00 VS 8.67 依1.53). CPT2 is significantly up-regulated in liver cancer, which promoted both migration and

invasion abilities of liver cancer cells.
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前言

肿瘤细胞最显著的特征之一便是代谢的异常改变，研究表

明代谢异常改变在肿瘤发生发展的各个环节均发挥重要的促

进作用[1，2]。肿瘤细胞通过改变自身原有的代谢特点，一方面更

好的适应外界环境的改变，另一方面为自身快速增殖及转移提

供物质与能量基础[3，4]。

人肉毒碱棕榈酰基转移酶（Carnitine Palmitoyltransferase,

CPT）是调控细胞脂肪酸氧化的关键酶，定位于线粒体膜，负责

转运胞浆中的脂酰辅酶 A进入线粒体进行茁-氧化[5]。CPT包含

两个成员分别为 CPT1与 CPT2，其中 CPT1又含 3个亚型，分

别为 CPT1A、CPT1B 与 CPT1C。以往在卵巢癌中研究证实，

CPT1A通过参与卵巢癌细胞的脂肪酸氧化而促进卵巢癌细胞

的转移[6]。此外，肺癌中研究也表明 CPT1A可促进肺癌转移。与

CPT1相比，CPT2的研究相对较少。以往在肝癌中研究发现

CPT2与肝癌进展及顺铂耐药性显著相关[7-9]。此外，CPT2还可
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Variables No. of cases(%)

All 62

Age

<55 26 (41.9%)

芏55 36 (58.1%)

Gender

Female 14 (22.6%)

Male 48 (77.4%)

HBV infection

Negative 11(17.7%)

Positive 51(82.3%)

AFP (滋g/mL)

<200 33 (53.2%)

芏200 29 (46.8%)

Tumor maximum diameter

<5 49 (79.0%)

芏5 13 (21.0%)

Portal vein tumor thrombosis

No 56 (90.3%)

Yes 6 (9.7%)

Differentiation grade

I+ II 14 (22.6%)

III 48 (77.4%)

TNM stage

I+ II 47 (75.8%)

III+ IV 15 (24.2%)

通过降低脂毒性而促进肥胖相关肝癌的进展 [10]。 但目前，

CPT2在肝癌细胞中表达及其在肝癌细胞迁移侵袭中的调控作

用均尚不十分清楚。进而，本项目将首次分析 CPT2在肝癌细

胞中的表达及其在肝癌侵袭迁移中的调控作用，从而为肝癌的

治疗提供潜在的分子靶标。

1 材料与方法

1.1 肝癌临床组织标本与肝癌细胞系

收集 62例于 2015-2016年间在陕西省人民医院肝胆外科

进行肝癌根治手术病人的癌与癌旁，所有患者均签署了知情同

意书并经病理确诊为原发性肝细胞肝癌，患者在术前无放疗与

化疗等辅助治疗，患者临床资料统计见表 1。

人肝癌细胞 HLE购于 ATCC细胞库，细胞培养于含 10%

胎牛血清的 DMEM培养基中（上海生工生物有限公司），孵箱

温度为 37℃、CO2浓度为 5%。

1.2 实验方法

1.2.1 免疫组织化学染色 首先，第一时间将手术切除的肿瘤

组织迅速置于液氮中，福尔马林固定 24 h后将组织切块并进

行石蜡包埋与切片（厚度为 4 滋m）。切片置于 65℃的温箱中进

行 2 h的烤片后即可进行二甲苯脱蜡与梯度酒精水化。随后切

片依次经历高压柠檬酸抗原修复、双氧水去除内源性过氧化物

酶后即可进行一抗 CPT2（武汉三鹰生物有限公司，货号

26555-1-AP，1：200浓度）、二抗与三抗孵育（福建迈新生物科技

有限公司，货号 KIT-9902）。加入底物 DAB显色与苏木素复染

后即可对切片进行脱水、透明与封片处理。最后将切片置于显

微镜下进行结果观察与拍照。

1.2.2 qRT -PCR 用细胞 RNA 提取试剂盒（OMEGA，

R6688）对不同处理后肝癌细胞中总 RNA进行提取。随后用

反转录试剂盒（TAKARA，RR037A）将所提 RNA 反转录合成

cDNA。CPT2引物序列：上游 5'-CATACAAGCTACATTTCG

GGACC-3'， 下 游 5'-AGCCCGGAGTGTCTTCAGAA-3'。 将

茁-actin作为内参基因对各组上样进行平衡，茁-actin引物序列
为 ：5'-TCGCCTTTGCCGATCCG-3，5'-ATGATCTGGGTCATC

TTCTCG-3'。qRT-PCR的反应体系为：cDNA（体积 1 滋L）+上
下游引物各（1 滋L）+ SYBR Premix EX Taq酶（Takara公司，体

积 10 滋L）+双蒸水，先后在 95℃和 58℃各反应 30 s，之后 72℃

反应 30 s，共进行 40个循环，最后在 72℃反应 10 min。最后，用

2-△ △ Ct相对定量法对各组细胞中 CPT2的相对表达进行分析。

1.2.3 Western Blot 用含蛋白酶与磷酸酶抑制剂的 RIPA

裂解液裂解不同处理后肝癌细胞提取细胞总蛋白，加入上样缓

冲液后煮 5min，蛋白自然冷却后即可上样进行电泳。初始电泳

采用 90V恒压，待蛋白电泳进入分离胶后采用 120V恒压，溴

酚蓝电泳至底部即将进入电泳液中时停止电泳。采用 "三明治

"法蛋白转至 PVDF膜，BSA室温封闭 1 h后加入 CPT2（武汉

三鹰生物有限公司，货号 26555-1-AP，稀释比为 1:1000）与

茁-actin（武汉三鹰生物有限公司，货号 20536-1-AP，稀释比为 1:

3000）抗体，置于 4℃冰箱孵育过夜后用 TPBS洗膜 3次（每次

5分钟），随后加入二抗并在室温孵育 2h，TPBS洗 3次（每次 5

分钟）后用 ECL化学发光系统对结果进行拍照。

1.2.4 siRNA转染细胞 合成特异性靶向 CPT2与无关对照的

小 RNA干扰片段（吉玛基因生物公司），随后即可对肝癌细胞

进行 siRNA转染，大致过程为：将 2伊105个不同处理的肝癌细
胞接种至 6孔板内，次日待细胞生长至底面积 85%左右时进行

转染，转染采用 lip2000为介质。分别用不含血清的 DMEM培

养液稀释 siRNA片段与 lip2000，将两种稀释液均静置 5 min后

混合，继续静置 25 min，随后吸去 100 滋L上步中所得混合液并
加入 6孔板细胞中，置于孵箱中常规培养 6 h，更换新鲜含血清

的 DMEM培养液继续培养 24 h即可进行 RNA与蛋白提取。

1.2.5 划痕实验 首先，对肝癌细胞中 CPT2表达进行 siRNA

干涉，消化收集细胞并进行计数，随后将细胞接种至 6孔板中，

次日待细胞长至铺满底面 85%时即可进行划痕处理。采用黄枪

头于孔中央垂直划线，用培养基洗去划线处脱落细胞后将细胞

置于显微镜下拍照，随后将细胞于培养箱中继续培养 24 h后

再次进行拍照，拍照均采用 400倍放大。最后，在电脑上用测量

图像测量软件(Digimizer，V4.2.6版本)对各组细胞的相对迁移

距离（0 h的划痕宽度减去 24 h的划痕宽度）进行计算。将对照

组细胞的相对迁移距离定义为 "1"并据此计算其它处理细胞

表 1 62例肝癌患者临床资料

Table 1 The clinical pathological characteristics of 62 HCC patients
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图 2 siRNA对肝癌细胞中 CPT2表达的干涉效率分析

(A:实时荧光定量 PCR检测，*代表 P<0.05；B: Western Blot检测）

Fig. 2 Determination of knockdown efficiency of CPT2 in HCC cells

(A. qRT-PCRanalysis, * represents P<0.05; B. Western blot analysis)

图 1免疫组化检测肝癌癌组织与癌旁组织中 CPT2表达

（A.典型 CPT2组化染色结果（上图，400伊；下图，1600伊）；B.统计结果，*代表 P<0.05）
Fig. 1 Immunohistochemistry analysisforexpression of CPT2 intumor and adjacent non-tumor tissues of HCC

（A. Representative IHC staining results of CPT2 (upper panel, 400伊; down panel, 1600伊); B. Statistical results, * represents P<0.05）

的相对迁移距离。

1.2.6 Transwell侵袭实验 首先，对肝癌细胞中 CPT2表达进

行 siRNA干涉，消化收集细胞并进行计数，随后将细胞以 2伊
105/孔接种至事先用基质胶包被过的 24孔小室内。小室底部

加入含血清的 DMEM培养基，而小室内则加入无血清培养基。

将细胞置于培养箱中培养 48 h，随后取出小室并用棉签擦去小

室底部内侧未穿膜细胞，用结晶紫对穿至小室底部外侧细胞进

行染色，自来水冲洗、晾干后即可置于显微镜下进行观察拍照，

于 400倍镜下随机选取 5个视野进行拍照与细胞计数，最后进

行统计分析。

1.2.7 统计分析 数据采用均数依标准差（Mean依SD）进行展

示，利用 SPSS 17.0软件对结果进行统计分析，分别用 t检验与

方差分析进行两组或两组以上数据差异分析，当 P＜0.05时认

为组件差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 肝癌组织中 CPT2表达显著上调

首先，利用免疫组化实验，对 62例肝癌患者癌组织与癌旁

组织中 CPT2表达进行检测，结果如图 1所示：CPT2染色主要

位于细胞浆中并呈明显的颗粒状分布，提示 CPT2主要定位线

粒体膜；CPT2表达在肝癌癌组织中表达显著高于癌旁组织。

2.2 干涉 CPT2可显著抑制肝癌细胞的迁移

首先，合成靶向 CPT2表达的 siRNA干涉片段并对其下调

肝癌下拨 CPT2 表达的效率进行 qRT-PCR 与 western blot 检

测，结果如图 2A与 2B所示：该 siRNA可明显下调肝癌细胞中

CPT2的表达。

明确设计合成的 siRNA可显著下调肝癌细胞中 CPT2表

达，下一步即可在下调 CPT2表达后分析对肝癌细胞迁移与侵

袭能力的影响。利用划痕实验检测肝癌细胞迁移后发现（图

3）：干涉 CPT2表达后，肝癌细胞向划痕处的相对迁移距离明

显缩短（siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2 = 1.00依0.8 VS 0.67依
0.42 VS 0.64依0.31），表明干涉 CTP1A可显著降低肝癌细胞的

迁移能力。

2.3干涉 CPT2可显著抑制肝癌细胞的侵袭

进一步利用 Transwell侵袭实验检测肝癌细胞侵袭后发现
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图 4 Transwell侵袭实验分析干涉 CPT2对肝癌细胞侵袭能力的影响（48 h）

（A:侵袭细胞拍照结果；B:统计结果，*代表 P<0.05）
Fig. 4 Transwell invasion assay for the effect of CPT2 knockdown on the invasion ability of HCC cells (48 h)

(A. Invaded cell photography results; B. Statistical results, * represents P<0.05)

图 3划痕实验分析干涉 CPT2对肝癌细胞迁移能力的影响（24 h）

（A:划痕拍照结果；B:统计结果，*代表 P<0.05）
Fig. 3 Scratch assay for the effect of CPT2 knockdown on the migration of HCC cells (24 h)

(A. Scratch photography results; B. Statistical results, * represents P<0.05)

（图 4）：干涉 CPT2表达后，侵袭至 Transwell小室底部另一侧

细胞数明显减少（siCtrl VS siCPT2#1 VS siCPT2#2 = 23.34依
3.51 VS 8.00± 2.00 VS 8.67依1.53），表明干涉 CTP1A可显著抑

制肝癌细胞的侵袭能力。

3 讨论

代谢重编程是目前公认的肿瘤十大特征之一，在促进肿瘤

发生与进展的各个环节均发挥重要的促进作用[1，11，12]。因而，探

寻驱动肿瘤细胞代谢重编程发生背后的分子机理是目前肿瘤

研究领域的热点问题之一[1，13-15]。肿瘤细胞代谢重编程主要体现

在糖、脂与氨基酸代谢三个方面，其中糖代谢与氨基酸代谢研

究相对较多，肿瘤细胞脂肪酸代谢受到的关注相对较少[16，17]。但

近年来越来越多的研究表明，脂肪酸代谢异常与肿瘤的发生进

展高度相关[18-21]。肿瘤细胞脂肪酸氧化可通过产生还原性辅酶

NADPH（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate）而帮助肿

瘤细胞抵抗氧化损伤[22]。此外，脂肪酸氧化还可通过产生 ATP

而促进肿瘤在营养缺乏等不利环境的存活[23, 24]。

CPT是位于线粒体内膜上参与脂肪酸氧化调控的关键分

子，包括 CPT1与 CPT2两个成员，其中 CPT1又分 CPT1A、

CPT1B与 CPT1C三个亚型[25，26]。以往肿瘤中研究主要集中在

CPT1，尤其是 CPT1A在肿瘤发生进展中的作用。如以往在白

血病中的研究表明，CPT1A 分子高表达与患者较差预后显著

相关[27]。结直肠癌中研究表明，CPT1A调控的脂肪酸氧化在结

直肠癌细胞的侵袭与转移中发挥重要的促进作用[28]。下调鼻咽

癌细胞中 CPT1A表达可增强肿瘤对放射治疗的敏感性[29]。此

外，乳腺癌中 CPT1A被证实参与 VEGF介导的淋巴管生成[30]，

CPT1A是乳腺癌潜在的特异性治疗靶点[31]。卵巢癌中 CPT1A

也被证实可通过抑制 FoxO转录因子而促进细胞周期与细胞

增殖[32]。与 CPT1A相比，CPT2仅在肝癌中有少量研究。Lin等

在 41对肝癌癌与癌旁组织中检测发现，大多数肝癌组织中

CPT2的表达显著低于癌旁组织（59.7%，24/41）[7]。此外，Lu等

也在 8 对肝癌癌与癌旁组织中检测 CPT2 表达后同样发现
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CPT2在多数肝癌组织中表达低于癌旁组织[8]。与上述两项研究

结论相反，我们在 62对肝癌癌与癌旁组织中研究发现，CPT2

在多数肝癌组织中的表达高于癌旁组织（59.7%，37/62）。出现

上述研究 CPT2表达趋势不一致的原因可能有：一方面，本研

究与 lin等与 Lu等的研究样本量均不大，尤其 Lu等的研究样

本量更小，所得结论均有待大样本的进一步验证。另一方面，三

项研究所采用实验方法及检测 CPT2所用抗体来源不同也可

能是导致最终研究结果不一致的原因。肝癌中 CPT2表达趋势

究竟如何，仍有待未来在更大样本量中进行验证。有趣的是，

Lin等在肝母细胞系 HepG2中研究证实，CPT2发挥抑制肿瘤

细胞生长与侵袭转移的作用[7]，而我们在肝癌细胞系 HLE中研

究发现，CPT2发挥促进细胞侵袭与转移的作用。提示 CPT2可

能在不同肝癌亚型（如肝母细胞瘤与肝细胞肝癌）中发挥不同

甚至相反的作用。

本研究首次在肝癌细胞中证实 CPT2表达上调促进了肝

癌细胞的迁移与侵袭。但肝癌中 CPT2表达上调及 CPT2促进

肝癌迁移侵袭背后的分子机理仍有待未来研究进一步阐明。
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