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  [摘要] 目的 探究脂肪酸合成酶(fattyacidsynthase,FASN)在肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)进
展中的功能,以期为 HCC治疗提供有利的理论依据。方法 生信分析FASN在 HCC肿瘤组织中的表达及富集通

路;细胞计数盒8(cellcountingkit-8,CCK-8)、克隆形成、流式细胞术分别检测细胞活力、增殖和凋亡;实时荧光定

量PCR(quantitativereal-timepolymerasechainreaction,qRT-PCR)检 测 FASN 的 水 平;蛋 白 质 免 疫 印 迹 法

(Westernblot)检测BCL2相关X蛋白(BCL2-associatedX,Bax)和B细胞淋巴瘤2(B-celllymphoma-2,Bcl-2)的表

达;亲脂性荧光染料BODIPY493/503检测中性脂质的积累情况;试剂盒检测游离脂肪酸和甘油的水平。结果

FASN在 HCC肿瘤组织中的表达高于邻近癌旁组织。在体外细胞模型中进行验证,结果显示,与 MIHA细胞相

比,HCC细胞系(Huh-7、HepG2、Hep3B)中FASN的表达显著上调(P<0.05)。与对照组相比,si-FASN组细胞中

FASN的表达降低,而oe-FASN组细胞中FASN的表达提高(P<0.05)。与对照组相比,si-FASN组 HepG2细胞

活力和克隆数降低,而oe-FASN组 Hep3B细胞活力和克隆数提高(P<0.05)。与对照组相比,si-FASN组 HepG2
细胞凋亡率提高,而oe-FASN组 HepG2细胞凋亡率降低(P<0.05)。与对照组相比,si-FASN组细胞中Bax的表

达提高,Bcl-2的表达降低;oe-FASN组细胞中Bax的表达降低,Bcl-2的表达提高(P<0.05)。与对照组相比,si-
FASN组细胞的中性脂质含量降低,而oe-FASN组细胞中的中性脂质含量升高(P<0.05)。与对照组相比,si-
FASN组细胞中游离脂肪酸水平和甘油水平降低,而oe-FASN组细胞中游离脂肪酸水平和甘油水平提高(P<
0.05)。与oe-NC+DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞中FASN的表达降低,而与oe-NC+Orlistat组相比,oe-
FASN+Orlistat组细胞中FASN的表达提高(P<0.05)。与oe-NC+DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞的增

殖水平降低,并诱导细胞凋亡;而与oe-NC+Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat组细胞的增殖水著提高,并抑制细

胞凋亡(P<0.05)。与oe-NC+DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞中促凋亡因子Bax的表达提高,降低抗凋

亡因子Bcl-2的表达;而与oe-NC+Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat组细胞中促凋亡因子Bax的表达显著降低,

提高抗凋亡因子Bcl-2的表达(P<0.05)。与oe-NC+DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞中的中性脂质含量、

游离脂肪酸含量以及甘油水平降低;与oe-NC+Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat组细胞中的中性脂质含量、游
离脂肪酸含量以及甘油水平提高(P<0.05)。结论 本研究强调FASN在 HCC进展及脂质代谢中的促进作用。

脂肪酸合酶抑制剂奥利司他可以抑制FASN的表达,通过调控脂肪酸代谢重编程抑制 HCC的进展。
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Effectsoflipid-loweringdrugOrlistatonproliferationandapoptosisofhepatocellular
carcinomacelllineHepG2throughtargetedlipidmetabolismpathway
DUANWei-jing,LYUDong-ju,ZHAOXing-min,LIYing
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ShandongProvince,Jinan271119,China)

[Abstract] Objective Toexplorethefunctionoffattyacidsynthase (FASN)inthe
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progressionofhepatocellularcarcinoma(HCC),inordertoprovideafavorabletheoreticalbasis
forthetreatmentofHCC.Methods TheexpressionandenrichmentpathwayofFASNinHCC
tumortissueswereanalyzedbybioinformatics.CellCountingKit-8(CCK-8),colonyformation
andflowcytometrywereusedtodetectcellviability,proliferationandapoptosis,respectively.
Quantitativereal-timepolymerasechainreaction (qRT-PCR)wasusedtodetectthelevelof
FASN.TheexpressionofBCL2-associatedX(Bax)andB-celllymphoma-2(Bcl-2)wasdetected
byWesternblot.LipophilicfluorescentdyeBODIPY493/503wasusedtodetecttheaccumulation
ofneutrallipids,andthelevelsoffreefattyacidsandglycerolweredetectedbyreagentkit.
Results TheexpressionofFASNinHCCtumortissuewashigherthanthatinparacancerous
tissues.Basedonverificationinaninvitrocellmodel,theresultsshowedthatcomparedwith
MIHAcells,theexpressionofFASNwassignificantlyupregulatedinHCCcelllines(Huh-7,

HepG2,Hep3B)(P<0.05).Compared withthecontrolgroup,theexpressionofFASN
decreasedincellsinthesi-FASNgroup,butincreasedintheoe-FASNgroup (P<0.05).
Comparedwiththecontrolgroup,thesi-FASNgroupshowedadecreaseinHepG2cellviability
andclonecount,whiletheoe-FASNgroupshowedanincreaseinHep3Bcellviabilityandclone
count(P<0.05).Comparedwiththecontrolgroup,theapoptosisrateofHepG2cellsincreased
inthesi-FASNgroup,butdecreasedintheoe-FASNgroup(P<0.05).Comparedwiththe
controlgroup,thesi-FASNgroupshowedanincreaseinBaxexpressionandadecreaseinBcl-2
expressionincells.TheexpressionofBaxdecreasedandtheexpressionofBcl-2increasedinthe
oe-FASNgroupcells(P<0.05).Comparedwiththecontrolgroup,theneutrallipidcontent
decreasedinthesi-FASNgroup,butincreasedintheoe-FASNgroup(P<0.05).Comparedwith
thecontrolgroup,thelevelsoffreefattyacidsandglyceroldecreasedinthesi-FASNgroupbut
increasedintheoe-FASNgroup(P<0.05).Comparedwiththeoe-NC+DMSOgroup,the
expressionofFASNdecreasedintheoe-NC+Orlistatgroupcellsdecreased,whilecomparedwith
theoe-NC+Orlistatgroup,theexpressionofFASNintheoe-FASN+Orlistatgroupcells
increased(P<0.05).Comparedwiththeoe-NC+DMSOgroup,theproliferationlevelofcellsin
theoe-NC+Orlistatgroupdecreasedandapoptosiswasinduced.Comparedwiththeoe-NC+
Orlistatgroup,theoe-FASN+Orlistatgroupshowedincreasedcellproliferationandinhibited
cellapoptosis(P<0.05).Comparedwiththeoe-NC+DMSOgroup,theexpressionofpro-
apoptoticfactorBaxincreasedincellsoftheoe-NC+Orlistatgroup,whiletheexpressionofanti
apoptoticfactorBcl-2wasreduced.Comparedwiththeoe-NC+Orlistatgroup,theexpressionof
pro-apoptoticfactorBaxintheOrlistat+oeFASNgroupcellssignificantlyreduced,whilethe
expressionofanti-apoptoticfactorBcl-2increased(P<0.05).Comparedwiththeoe-NC+DMSO
group,theneutrallipidcontent,freefattyacidlevel,andglycerollevelintheoe-NC+Orlistat
groupcellsreduced.Comparedwiththeoe-NC+Orlistatgroup,theneutrallipidcontent,free
fattyacidlevel,andglycerollevelintheoe-FASN+Orlistatgroupcellsincreased(P<0.05).
Conclusion TheresultsofthisstudyemphasizetheroleofFASNinthepromotionofHCC
progressionandlipidmetabolism.ThefattyacidsynthaseinhibitorOrlistatcaninhibitFASN
expression,whichcaninhibit HCCprogressionbyregulatingreprogramminginfattyacid
metabolism.

[Keywords] carcinoma,hepatocellular;lipidmetabolismdisorders;Orlistat

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)是
一种常见的原发性肝癌[1-2]。目前,HCC的治疗策

略包括局部消融、导管为基础的局部治疗、根治性切

除、化疗、免疫检查点抑制剂等[3-6]。尽管在这方面

已经取得了一定的成就,但由于肝癌的复发和转移、
耐药和严重的不良反应,其预后仍然很差[7-8]。能
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量代谢的改变被普遍认为是癌症在其发生、发展、治
疗抵抗等过程中的标志[9-11],其中脂质代谢的失调

被证明是癌症细胞的一个重要代谢特征[12-20]。脂

肪酸合成酶(fattyacidsynthase,FASN)是参与脂

肪酸合成的主要酶[21],能催化乙酰辅酶a、丙二酰辅

酶a和NADPH前体合成长链脂肪酸[22],在多种癌

症中均发挥着至关重要的作用[23-26]。如FASN的

高表达与膀胱癌患者低生存率相关,下调 M2-型丙

酮酸激酶(PyruvatekinaseM2,PKM2)能够抑制

FASN在膀胱癌细胞中转录激活的分子机制[27]。
然而,FASN在 HCC中的具体功能分子机制尚未

完全明晰,FASN作为 HCC治疗靶点的潜力尚待

评估。因此本研究将进一步探究FASN在 HCC进

展中的功能,以期为 HCC治疗提供有利的理论

依据。

1 资 料 与 方 法

1.1 生信分析 从 TCGA 数据库下载 HCC的

mRNA 表 达 量 数 据,通 过 edgeR 差 异 分 析

(|logFC|>2,padj<0.05),获得DEmRNA,通过查

阅文 献 确 定 上 调 的 靶 基 因 mRNA,对 靶 基 因

mRNA进行通路富集分析并进行临床数据分析。
所有实验重复3次。

1.2 细胞培养 人 HCC细胞系(Huh-7、HepG2、

Hep3B)和人正常肝上皮细胞 MIHA购自雅吉生物

(China),并在添加了10%FBS的 DMEM 培养基

(Corning,NewZealand)中于37℃、含5% CO2 的

培养箱中培养。

1.3 细胞转染 si-FASN、oe-FASN、和相应的阴

性对照从 GenePharma(China)获得。根据制造商

的说明,使用Lipofectamine2000试剂(Invitrogen,

USA)进行细胞转染。Orlistat购自Sigma(USA),
使用20mmol/L该试剂处理HepG2细胞[28]。

1.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitativereal-time
polymerasechain reaction,qRT-PCR) 使 用

TRIzol试剂提取细胞中的总 RNA。根据 Prime
ScriptRT试剂盒的说明书反转录成cDNA。利用

AceQqPCRSYBR Green MasterMix(Vazyme,

China)在ABIPRISM7500real-timePCRSystem
(Roche,Switzerland)上 进 行 qRT-PCR。通 过

2-△△Ct方法分析目的基因的表达,GAPDH 作为内

参基因。引物序列见表1。

表1 qRT-PCR引物序列

Table1 qRT-PCRprimersequences

基因 引物序列(5'→3')

FASN F:TGCCCTGAGCTGGACTACTT
R:AAAGCTGCTCAGGACCATGT

GAPDH F:CAAGGTCATCCATGACAACTTTG
R:GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG

1.5 蛋白质免疫印迹法(Westernblot) 转染后,
将细胞置于含有完整蛋白酶抑制剂混合物的裂解缓

冲液中处理,提取和定量蛋白质。随后,将蛋白质转

移到PVDF膜上,使用5%的脱脂牛奶将膜封闭。
然后将PVDF膜与与一抗在4℃下孵育过夜。将

膜洗涤并与二抗山羊抗兔在室温下孵育2h。最

后,使用化学发光检测系统对蛋白质带进行可视化。
选择使用以下一抗:anti-FASN、anti-Bax、anti-Bcl-2、

anti-β-actin(abcam,UK)。

1.6 细胞计数盒8(cellcountingkit-8,CCK-8) 
转染24h后,收集细胞,悬浮并以每孔3000个细胞

的密度接种在96孔板中。将转染细胞在37℃的加

湿培养箱中分别培养0、1、2、3、4d,培养箱中提供

5%的CO2。在每个时间点向每个孔中添加10μL
CCK-8试剂进行分析。孵育2h后,在多功能酶标

仪测量每个孔在450nm波长下的吸光值。

1.7 克隆形成实验 将细胞接种在6孔板中,每孔

接种1×103 个细胞,并在37℃的5% CO2培养箱

中培养14d。用4%多聚甲醛固定15min,后用结

晶紫对菌落进行染色,将>50个细胞的菌落评分为

存活菌落,菌落的图像用数码相机拍摄。

1.8 细胞凋亡实验 细胞凋亡检测采用膜联蛋

白-V(AnnexinV)-异硫氰酸荧光素酯(fluorescein
5-isothiocyante,FITC)/碘 化 丙 啶 (propidium
iodide,PI)凋亡检测试剂盒(BestBio,Shanghai)。
转染约48h后,细胞使用胰蛋白酶消化,磷酸盐缓

冲液(phosphatebuffersaline,PBS)洗涤,重悬于结

合缓冲液中,加入等量的 AnnexinV-FITC和PI。
流式细胞仪(BDBiosciences,FranklinLakes,NJ,

USA)观察凋亡细胞水平。

1.9 中性脂质的定量 根据制造商的说明,使用亲

脂性荧光染料BODIPY493/503(Invitrogen,USA)
检测HCC细胞中的中性脂质的积累。简言之,将
细胞在PBS中洗涤,用4%多聚甲醛固定,并在室温

下用BODIPY493/503(1mg/L)染色45min,用
Hoechst复 染 细 胞 核15 min。使 用 荧 光 显 微 镜

(Olympus,Japan)检测免疫染色结果。

1.10 游离脂肪酸和甘油水平的定量 根据试剂盒

中提供的说明,分别通过通过脂肪酸含量检测试剂
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盒(TW-reagent,China)测 定 脂 肪 酸 水 平,使 用

GlycerolCell-Based检测试剂盒(Abcam,UK)测定

甘油水平。

1.11 统计学方法 应用SPSS22.0统计软件和

GraphPadPrism软件分析数据。计数资料比较采

用t 检验、单因素方差分析和SNK-q 检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 FASN在HCC中上调表达 生信数据库分析

结果显示,FASN在 HCC肿瘤组织中的表达高于

邻近癌旁组织(图1A)。在体外细胞模型中进行验

证,结果显示,与 MIHA 细胞相比,HCC细胞系

(Huh-7、HepG2、Hep3B)中FASN 的表达显著上

调,差异有统计学意义(P<0.05)(图1B和表2),
其中在HepG2细胞中的表达最高,在 Hep3B细胞

中的表达最低,后续利用这2个细胞系进行细胞功

能实验。

图1 FASN在HCC中上调表达

A.生信分析FASN在 HCC肿瘤组织中的表达;

B.HCC细胞系中FASN的表达检测

Figure1 Up-regulationofFASNexpressionin
HCC

表2 FASN在细胞中mRNA和蛋白表达

Table2 mRNAandproteinexpressionofFASNincells
(n=3,x-±s)

细胞系 mRNA水平 蛋白水平

MIHA 1.00±0.09 1.00±0.11 

Huh-7 2.41±0.14* 2.30±0.21*

HepG2 3.25±0.23* 3.02±0.31*

Hep3B 2.23±0.21* 2.13±0.24*

F 值 82.934 39.961
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与 MIHA比较(SNK-q检验)

2.2 沉默FASN可以抑制 HCC细胞增殖,并诱导

细胞凋亡 qRT-PCR分析结果显示,与对照组相

比,si-FASN组细胞中FASN 的表达降低,而oe-
FASN组细胞中FASN的表达提高,差异有统计学

意义(P<0.05)(表3~4)。CCK-8和克隆形成实

验结果显示,与对照组相比,si-FASN组 HepG2细

胞活力和克隆数降低,而oe-FASN组 Hep3B细胞

活力和克隆数提高,差异有统计学意义(P<0.05)
(图2A、表5~8)。细胞凋亡检测结果显示,与对照

组相比,si-FASN 组 HepG2细胞凋亡率提高,而

oe-FASN组HepG2细胞凋亡率降低,差异有统计学

意义(P<0.05)(图2B、表9~10)。与对照组相比,

si-FASN组细胞中Bax的表达提高,Bcl-2的表达降

低;oe-FASN组细胞中Bax的表达降低,Bcl-2的表

达提高,差异有统计学意义(P<0.05)(图2C、表
11~12)。

表3 FASN在HepG2细胞中mRNA表达水平

Table3 mRNAexpressionlevelofFASNinHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别 mRNA表达

si-NC 1.00±0.12
si-FASN 0.38±0.04
t值 8.490
P 值 0.001

表4 FASN在Hep3B细胞中mRNA表达水平

Table4 mRNAexpressionlevelofFASNinHep3Bcells
(n=3,x-±s)

组别 mRNA表达

oe-NC 1.00±0.11
oe-FASN 3.27±0.28

t值 13.070
P 值 <0.001
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图2 沉默FASN可以抑制HCC细胞增殖,并诱导细胞凋亡

A.检测细胞克隆数;B.检测细胞凋亡;C.检测Bax和Bcl-2的表达

Figure2 SilencingFASNtoinhibittheproliferationofHCCcellsandinducecellapoptosis
表5 敲低FASN对HepG2细胞活力的影响

Table5 EffectofFASNknockdownontheviabilityofHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别 1d 2d 3d 4d 5d

si-NC 0.26±0.02 0.47±0.07 0.89±0.09 1.17±0.10 1.57±0.18
si-FASN 0.25±0.03 0.36±0.06 0.67±0.07 0.91±0.08 1.09±0.12
t值 0.480 2.067 3.342 3.517 3.843
P 值 0.656 0.108 0.029 0.025 0.018

表6 过表达FASN对Hep3B细胞活力的影响

Table6 EffectofFASNoverexpressionontheviabilityofHep3Bcells
(n=3,x-±s)

组别 1d 2d 3d 4d 5d

oe-NC 0.28±0.02 0.49±0.08 0.83±0.08 1.22±0.09 1.55±0.14
oe-FASN 0.27±0.05 0.61±0.06 1.08±0.11 1.49±0.11 1.98±0.15

t值 0.322 2.067 3.184 3.290 3.630
P 值 0.764 0.106 0.033 0.030 0.022
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表7 敲低FASN对HepG2细胞增殖能力的影响

Table7 EffectofFASNknockdownontheproliferationof
HepG2cells

(n=3,x-±s,个)

组别 细胞克隆数

si-NC 245.12±25.07
si-FASN 113.14±11.03
t值 8.346
P 值 <0.001

表8 过表达FASN对Hep3B细胞增殖能力的影响

Table8 EffectofFASNoverexpressiononthe

proliferationofHep3Bcells
(n=3,x-±s,个)

组别 细胞克隆数

oe-NC 225.21±20.05
oe-FASN 383.29±31.22

t值 7.379
P 值 <0.001

表9 敲低FASN对HepG2细胞凋亡率的影响

Table9 EffectofFASNknockdownonapoptosisrateof
HepG2cells

(n=3,x-±s,%)

组别 细胞凋亡率

si-NC 10.12±1.08
si-FASN 18.19±1.51
t值 7.529
P 值 <0.001

表10 过表达FASN对Hep3B细胞凋亡率的影响

Table10 EffectofFASNoverexpressiononapoptosis
rateofHep3Bcells

(n=3,x-±s,%)

组别 细胞凋亡率

oe-NC 9.52±1.07
oe-FASN 3.14±0.21

t值 10.134
P 值 <0.001

表11 敲低FASN对HepG2细胞中Bax和Bcl-2的影响

Table11 EffectsofFASNknockdownonBaxand
Bcl-2inHepG2cells

(n=3,x-±s)

组别 Bax Bcl-2

si-NC 1.00±0.08 1.00±0.09
si-FASN 2.24±0.20 0.32±0.02
t值 9.971 12.775
P 值 <0.001 <0.001

表12 过表达FASN对Hep3B细胞中Bax和

Bcl-2表达的影响

Table12 EffectsofFASNoverexpressiononthe
expressionofBaxandBcl2inHep3Bcells

(n=3,x-±s)

组别 Bax Bcl-2

oe-NC 1.00±0.11 1.00±0.12
oe-FASN 0.24±0.04 2.32±0.20

t值 11.246 9.803
P 值 <0.001 <0.001

2.3 FASN参与调控HCC细胞中脂质代谢 生信

数据库分析显示FASN显著富集在脂肪酸代谢通

路上(图3A)。通过 BODIPY493/503染色测定

HCC细胞中的中性脂质含量,结果显示,与对照组

相比,si-FASN 组细胞的中性 脂 质 含 量 降 低,而

oe-FASN组细胞中的中性脂质含量升高,差异有统

计学意义(P<0.05)(图3B,表13~14)。与对照组

相比,si-FASN组细胞中游离脂肪酸水平和甘油水

平降低,而oe-FASN组细胞中游离脂肪酸水平和甘

油水平提高,差异有统计学意义(P<0.05)(表13~
14)。

图3 FASN参与调控HCC
细胞中脂质代谢

A.GSEA富集分析;B.检测

中性脂质的含量

Figure3 FASNinvolvedin
the regulation of lipid
metabolisminHCCcells
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表13 敲低FASN对HepG2细胞中中性脂质含量、

甘油水平和游离脂肪酸水平的影响

Table13 EffectsofFASNknockdownonneutrallipid
content,glycerollevelandfreefattyacidlevelinHepG2cells

(n=3,x-±s)

组别
中性脂质含量

(mg/L)

甘油水平

(mg/L)

游离

脂肪酸水平

si-NC 48.92±3.34 7.29±0.79 1.00±0.09
si-FASN 30.29±2.02 3.71±0.38 0.36±0.04
t值 8.267 7.073 11.255
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

表14 过表达FASN对Hep3B细胞中中性脂质含量、

甘油水平和游离脂肪酸水平的影响

Table14 EffectsofFASNoverexpressiononneutrallipid
content,glycerollevelandfreefattyacidlevelinHep3Bcells

(n=3,x-±s)

组别
中性脂质含量

(mg/L)

甘油水平

(mg/L)

游离脂肪酸

水平

oe-NC 49.17±5.02 6.01±0.60 1.00±0.12
oe-FASN 77.67±6.34 10.76±0.99 1.97±0.12

t值 6.104 7.107 9.900
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

2.4 奥 利 司 他 介 导 FASN 的 表 达 抑 制 使 用

FASN抑制剂(Orlistat,奥利司他)或过表达FASN
处理HepG2细胞。首先通过qRT-PCR检测转染

效率,结果显示,与oe-NC+DMSO组相比,oe-NC
+Orlistat组细胞中FASN 的表达降低,而与oe-
NC+Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat组细胞

中FASN 的表达提高,差异有统计学意义(P<
0.05)(表15)。细胞增殖和凋亡检测结果显示,与

oe-NC+DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞的

增殖水平降低,并诱导细胞凋亡;而与oe-NC+
Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat组细胞的增殖

水著提高,并抑制细胞凋亡,差异有统计学意义

(P<0.05)(图4A-B,表16~18)。与oe-NC+
DMSO组相比,oe-NC+Orlistat组细胞中促凋亡因

子Bax的表达提高,降低抗凋亡因子Bcl-2的表达;
而与oe-NC+Orlistat组相比,oe-FASN+Orlistat
组细胞中促凋亡因子Bax的表达显著降低,提高抗

凋亡因子Bcl-2的表达,差异有统计学意义(P<
0.05)(图4D和表19)。与oe-NC+DMSO组相比,

oe-NC+Orlistat组细胞中的中性脂质含量、游离脂

肪酸含量以及甘油水平降低;与oe-NC+Orlistat组

相比,oe-FASN+Orlistat组细胞中的中性脂质含

量、游离脂肪酸含量以及甘油水平提高,差异有统计

学意义(P<0.05)(图4C和表20)。
表15 FASN在HepG2细胞中的表达

Table15 ExpressionofFASNinHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别 mRNA水平

oe-NC+DMSO组 1.00±0.10 

oe-NC+Orlistat组 0.24±0.02*

oe-FASN+DMSO组 2.45±0.20*

oe-FASN+Orlistat组 1.09±0.10#

F 值 168.037
P 值 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO 组比较 #P 值<0.05与oe-

FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)

表16 奥利司他介导FASN的表达对HepG2细胞活力的影响

Table16 EffectsofOrlistat-mediatedFASNexpressionontheviabilityofHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别 1d 2d 3d 4d 5d

oe-NC+DMSO组 0.26±0.02 0.49±0.07 0.82±0.09 1.16±0.14 1.57±0.15
oe-NC+Orlistat组 0.25±0.03 0.41±0.06 0.64±0.07* 0.87±0.08* 1.06±0.12*

oe-FASN+DMSO组 0.27±0.05 0.55±0.06 1.07±0.10* 1.41±0.11* 1.95±0.13*

oe-FASN+Orlistat组 0.27±0.03 0.51±0.06 0.87±0.08# 1.23±0.13# 1.54±0.17#

F 值 0.234 2.650 12.763 11.002 19.304
P 值 0.870 0.120 0.002 0.003 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO组比较 #P 值<0.05与oe-FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)
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图4 奥利司他介导FASN的表达抑制,通过抑制脂质代谢途径诱导HCC细胞凋亡

A.检测细胞克隆数;B.检测细胞凋亡;C.检测细胞中中性脂质的含量;D.检测Bax和Bcl-2的表达

Figure4 OrlistatmediatingtheinhibitionofFASNexpressionandinducingHCCcellapoptosisbyinhibitinglipidmetabolism

pathway
表17 奥利司他介导FASN的表达对HepG2细胞

增殖能力的影响

Table17 EffectofOrlistat-mediatedFASNexpression
ontheproliferationofHepG2cells

(n=3,x-±s)

组别 HepG2

oe-NC+DMSO组 292.13±23.73 

oe-NC+Orlistat组 134.67±15.39*

oe-FASN+DMSO组 409.23±39.56*

oe-FASN+Orlistat组 314.54±26.46#

F 值 50.802
P 值 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO 组比较 #P 值<0.05与oe-

FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)

表18 奥利司他介导FASN的表达对

HepG2细胞凋亡率的影响

Table18 EffectofOrlistat-mediatedFASNexpressionon
apoptosisrateofHepG2cells

(n=3,x-±s,% )

组别 HepG2

oe-NC+DMSO组 8.44±0.39 

oe-NC+Orlistat组 15.93±1.39*

oe-FASN+DMSO组 3.01±0.25*

oe-FASN+Orlistat组 8.61±0.54#

 F 值 138.422
 P 值 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO 组比较 #P 值<0.05与oe-

FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)
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表19 奥利司他介导FASN的表达对HepG2细胞中性中

Bax和Bcl-2表达的影响

Table19 EffectofOrlistat-mediatedFASNexpression

ontheexpressionofBaxandBcl-2inHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别 Bax Bcl-2

oe-NC+DMSO组 1.00±0.10 1.00±0.09
oe-NC+Orlistat组 2.42±0.20* 0.32±0.03*

oe-FASN+DMSO组 0.34±0.03* 2.24±0.21*

oe-FASN+Orlistat组 0.87±0.09# 0.96±0.09#

F 值 160.726 126.433
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO 组比较 #P 值<0.05与oe-

FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)

表20 奥利司他介导FASN的表达对HepG2细胞中

中性脂质含量、甘油水平和游离脂肪酸水平的影响

Table20 EffectofOrlistat-mediatedFASNexpressionon

neutrallipidcontent,glycerolleveland

freefattyacidlevelinHepG2cells
(n=3,x-±s)

组别
中性脂质含量

(mg/L)

甘油水平

(mg/L)

游离脂肪酸

水平

oe-NC+DMSO组 6.83±0.79 7.38±0.38 1.00±0.10
oe-NC+Orlistat组 3.37±0.38* 3.83±0.12* 0.28±0.02*

oe-FASN+DMSO组 11.76±0.99* 11.83±0.32* 2.01±0.21*

oe-FASN+Orlistat组 7.76±0.80# 8.83±0.37# 1.71±0.11#

F 值 59.793 332.821 107.735
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与oe-NC+DMSO 组比较 #P 值<0.05与oe-

FASN+DMSO组比较(SNK-q检验)

3 讨  论

目前,HCC仍然是最具侵袭性和致命的肿瘤类

型之一[2]。虽然治疗 HCC的方法取得了较大的改

善,但由于 HCC是一种具有复杂分子机制的高度

异质性肿瘤[29],治疗效果仍不尽如意[30]。因此,亟
需深入了解HCC发生发展的分子机制,寻找 HCC
治疗靶点,这对于HCC治疗进展有重要的意义。

基于TCGA数据和生物信息分析基础,本研究

显示 FASN 在 HCC 肿 瘤 样 本 中 表 达 上 调。研

究[30]认为FASN在乳腺癌组织和细胞中高表达,

FASN通过介导糖酵解过程,进而促进乳腺癌细胞

的迁移和侵袭。研究[30]显示FASN在骨肿瘤细胞

中高表达,丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated
protein kinase,MAPK)/ 转 化 相 关 蛋 白 53
(transformation-relatedprotein53,P53)信号通路

通过上调FASN表达促进骨癌细胞增殖。研究[31]

显示,与对照组相比,胃腺癌患者血清中FASN水

平显著升高,FASN基因的表达与弥漫性肿瘤患者

和较差的生存率相关 。本研究通过一系列的功能

实验显示敲低FASN 能显著抑制 HCC细胞的增

殖,并诱导细胞凋亡,这与Gong等[32]研究结果相吻

合。以上结果表明FASN在肿瘤的发生和发展起

到关键作用,提示抑制FASN可能是 HCC治疗的

有效策略。
细胞能量代谢的重编程被广泛认为是癌症的新

标志[33]。脂肪酸代谢重编程是恶性肿瘤的新特征。
脂肪酸代谢由维持能量稳态的合成代谢和分解代谢

组成。脂肪酸合成和分解之间失去平衡可能导致脂

肪酸水平不足或脂质积累[34]。目前,脂肪酸代谢重

编程在肿瘤进展中的作用受到诸多研究者的关注,
如Garcia等[35]显示脂肪酸结合蛋白5(fattyacid-
bindingprotein5,FABP5)参 与 脂 肪 酸 合 成,

FABP5的表达促进FASN和SCD1等脂肪酸合成

相关酶的表达,并且FABP5的表达是肺腺癌细胞

周期进展、迁移和体内肿瘤生长所必需的。固醇辅

酶 A 去 饱 和 酶 1(Stearoyl-CoA desaturase-1,

SCD1)作为不饱和脂肪酸合成酶的限速酶,在肺腺

癌中高表达,并且是细胞增殖、迁移和侵袭所必须

的,并且晚期肺腺癌患者中SCD1高表达,预后较

差[36]。在 HCC中,酰基辅酶 A 硫酯酶9(Acyl-
CoAthioesterase,ACOT9)通过调节 HCC细胞中

脂肪酸代谢的重编程促进肿瘤生长和转移[19];长链

非编码 RNANEAT1通过靶向 miR-124-3p/甘油

三酯脂酶(adiposetriglyceridelipase,ATGL)轴,调
节异常脂解,驱动HCC细胞增殖[36]。在本研究中,
证实FASN可以通过调节脂肪酸代谢促进 HCC细

胞中的中性脂质累积,进而促进肿瘤细胞增殖。以

上结果提示靶向脂质代谢途径可能是肿瘤治疗的有

效靶标。此外,本研究结果表明FASN9是 HCC细

胞代谢中重要调控分子,提示FASN 可能是抑制

HCC脂质代谢途径重要靶点,也为基于代谢重编程

途径治疗HCC提供了新的策略。
近年来,许多代谢酶已经被作为研究肿瘤靶向

治疗的目标。奥利司他(Orlistat)是一种不可逆的

胰腺 和 胃 脂 肪 酶 抑 制 剂,也 是 一 种 FASN 抑 制

剂[37]。据报道[38]抗肥胖药奥利司他通过抑制信号

转导 子 和 转 录 激 活 子3 (signaltransducersand
activatorsoftransduction-3,STAT3)和核因子κB
(nuclearfactorkappa-B,NF-κB)介导的信号转导

减轻西方饮食驱动的结肠炎相关性结肠癌的肿瘤进

展;奥利司他通过下调细胞周期蛋白B1来增强口

腔鳞状细胞癌细胞对顺铂和紫杉醇的化学敏感

性[39]。在HCC中,奥利司他通过调节细胞代谢使
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HCC细胞对索拉非尼耐药性再敏感。本研究结果

也同样证实奥利司他通过抑制FASN的表达,抑制

HCC细胞的增殖并诱导细胞凋亡。
综上所述,本研究证实在 HCC中,奥利司他介

导FASN的表达抑制调控脂肪酸代谢途径促进肿

瘤细胞增殖的分子机制,显示为 HCC患者提供了

有价值的治疗靶点,并为 HCC机制的研究开辟了

新的 前 景。然 而 本 研 究 也 有 不 足 之 处,未 探 索

FASN上游调控分子以及下调调控通路。本团队拟

在将来继续探索HCC中影响脂质代谢的调控分子

及FSAN促肿瘤增殖的分子调控机制。本研究将

为通过靶向脂质代谢途径指导 HCC的治疗提供新

的方向。

[参考文献]

[1] LeeTK,GuanXY,MaS.Cancerstemcellsinhepatocellular

carcinoma-fromorigintoclinicalimplications[J].NatRev

GastroenterolHepatol,2022,19(1):26-44.
[2] SungH,FerlayJ,SiegelRL,etal.Globalcancerstatistics

2020:GLOBOCAN estimatesofincidenceand mortality
worldwidefor36cancersin185countries[J].CACancerJ

Clin,2021,71(3):209-249.
[3] SerperM,TaddeiTH,MehtaR,etal.Associationofprovider

specialty and multidisciplinary care with hepatocellular

carcinomatreatmentand mortality[J].Gastroenterology,

2017,152(8):1954-1964.
[4] KudoM,UeshimaK,IkedaM,etal.Randomised,multicentre

prospectivetrialoftransarterialchemoembolisation(TACE)

plussorafenibascomparedwithTACEaloneinpatientswith

hepatocellularcarcinoma:TACTICStrial[J].Gut,2020,69
(8):1492-1501.

[5] Mazzaferro V,Citterio D,Bhoori S,et al. Liver

transplantationin hepatocellularcarcinoma aftertumour

downstaging(XXL):arandomised,controlled,phase2b/3

trial[J].LancetOncol,2020,21(7):947-956.
[6] XuJ,ShenJ,GuS,etal.Camrelizumabincombinationwith

apatinibinpatientswithadvancedhepatocellularcarcinoma
(RESCUE):anonrandomized,open-label,phaseⅡtrial[J].

ClinCancerRes,2021,27(4):1003-1011.
[7] BerzigottiA,ReigM,AbraldesJG,etal.Portalhypertension

andtheoutcomeofsurgeryforhepatocellularcarcinomain

compensatedcirrhosis:asystematicreviewandmeta-analysis
[J].Hepatology,2015,61(2):526-536.

[8] SiegelRL,MillerKD,JemalA.Cancerstatistics,2019[J].CA

CancerJClin,2019,69(1):7-34.
[9] PavlovaNN,ZhuJ,ThompsonCB.Thehallmarksofcancer

metabolism:stillemerging[J].CellMetab,2022,34(3):

355-377.
[10] Martinez-ReyesI,ChandelNS.Cancermetabolism:looking

forward[J].NatRevCancer,2021,21(10):669-680.
[11] StineZE,SchugZT,SalvinoJM,etal.Targetingcancer

metabolismintheeraofprecisiononcology[J].NatRevDrug

Discov,2022,21(2):141-162.
[12] Cheng C,Geng F,Cheng X,et al.Lipid metabolism

reprogramminganditspotentialtargetsincancer[J].Cancer

Commun(Lond),2018,38(1):27.
[13] Cao Y.Adipocyteandlipid metabolism in cancerdrug

resistance[J].JClinInvest,2019,129(8):3006-3017.
[14] HanahanD.Hallmarksofcancer:newdimensions[J].Cancer

Discov,2022,12(1):31-46.
[15] FuY,Zou T,Shen X,etal.Lipid metabolismincancer

progression and therapeuticstrategies[J].Med Comm
(2020),2021,2(1):27-59.

[16] BacciM,LoritoN,SmirigliaA,etal.Fatandfurious:lipid

metabolisminantitumoraltherapyresponseandresistance
[J].TrendsCancer,2021,7(3):198-213.

[17] SnaebjornssonMT,Janaki-RamanS,SchulzeA.Greasingthe

wheelsofthecancermachine:theroleoflipidmetabolismin

cancer[J].CellMetab,2020,31(1):62-76.
[18] MunirR,LisecJ,SwinnenJV,etal.Lipid metabolismin

cancercellsundermetabolicstress[J].BrJCancer,2019,120
(12):1090-1098.

[19] WangB,ZhangH,ChenYF,etal.Acyl-CoAthioesterase9

promotes tumour growth and metastasis through

reprogrammingoffattyacid metabolisminhepatocellular

carcinoma[J].LiverInt,2022,42(11):2548-2561.
[20] ChenJ,DingC,ChenY,etal.ACSL4reprogramsfattyacid

metabolisminhepatocellularcarcinomaviac-Myc/SREBP1

pathway[J].CancerLett,2021,502:154-165.
[21] MaierT,JenniS,BanN.Architectureofmammalianfatty

acidsynthaseat4.5 Aresolution[J].Science,2006,311
(5765):1258-1262.

[22] WakilSJ.Fattyacidsynthase,aproficientmultifunctional

enzyme[J].Biochemistry,1989,28(11):4523-4530.
[23] ZaytsevaYY,RychahouPG,GulhatiP,etal.Inhibitionof

fattyacidsynthaseattenuatesCD44-associatedsignalingand

reducesmetastasisincolorectalcancer[J].CancerRes,2012,

72(6):1504-1517.
[24] UddinS,HussainAR,AhmedM,etal.Highprevalenceof

fattyacidsynthaseexpressionincolorectalcancersinMiddle

Easternpatientsanditspotentialroleasatherapeutictarget
[J].AmJGastroenterol,2009,104(7):1790-1801.

[25] JiangL,WangH,LiJ,etal.Up-regulatedFASNexpression

promotestranscoelomic metastasisofovariancancercell

throughepithelial-mesenchymaltransition[J].IntJMolSci,

2014,15(7):11539-11554.
[26] Lei T,Zhu Y,Jiang C,et al. MicroRNA-320 was

downregulatedinnon-smallcelllungcancerandinhibitedcell

proliferation,migrationandinvasionbytargetingfattyacid

synthase[J].MolMedRep,2016,14(2):1255-1262.
[27] TaoT,SuQ,XuS,etal.Down-regulationofPKM2decreases

FASNexpressioninbladdercancercellsthrough AKT/

mTOR/SREBP-1caxis[J].JCellPhysiol,2019,234(3):

3088-3104.

·962·河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第3期



[28] Tirado-VelezJM,JoumadyI,Saez-BenitoA,etal.Inhibition

offatty acid metabolism reduces human myelomacells

proliferation[J].PLoSOne,2012,7(9):e46484.
[29] LiangJ,Chen W,YeJ,etal.Single-celltranscriptomics

analysisrevealsintratumoralheterogeneityandidentifiesa

genesignatureassociated withprognosisofhepatocellular

carcinoma[J].BiosciRep,2022,42(2):BSR20212560.
[30] CelsaC,GiuffridaP,StornelloC,etal.Systemictherapiesfor

hepatocellularcarcinoma:thepresentandthefuture[J].

RecentiProgMed,2021,112(2):110-116.
[31] EzzeddiniR,Taghikhani M,Somi MH,et al.Clinical

importanceofFASNinrelationtoHIF-1alphaandSREBP-1c

ingastricadenocarcinoma[J].LifeSci,2019,224:169-176.
[32] GongJ,ShenS,YangY,etal.InhibitionofFASNsuppresses

migration,invasionandgrowthinhepatomacarcinomacells

byderegulatingtheHIF-1alpha/IGFBP1pathway[J].IntJ

Oncol,2017,50(3):883-892.
[33] ZhangC,LiaoY,LiuP,etal.FABP5promoteslymphnode

metastasisincervicalcancerbyreprogrammingfattyacid

metabolism[J].Theranostics,2020,10(15):6561-6580.
[34] KuoCY,Ann DK.Whenfatscommitcrimes:fattyacid

metabolism,cancerstemnessandtherapeuticresistance[J].

CancerCommun(Lond),2018,38(1):47.
[35] GarciaKA,CostaML,LacunzaE,etal.Fattyacidbinding

protein5regulateslipogenesisandtumorgrowthinlung

adenocarcinoma[J].LifeSci,2022,301:120621.
[36] LiuX,Liang Y,Song R,etal.Long non-coding RNA

NEAT1-modulated abnormallipolysis via ATGL drives

hepatocellularcarcinomaproliferation[J].MolCancer,2018,

17(1):90.
[37] Schcolnik-Cabrera A,Chavez-Blanco A,Dominguez-Gomez

G,etal.OrlistatasaFASNinhibitorandmultitargetedagent

forcancertherapy[J].ExpertOpinInvestigDrugs,2018,27
(5):475-489.

[38] JinBR,Kim HJ,Sim SA,etal.Anti-obesitydrugorlistat

alleviateswestern-diet-drivencolitis-associatedcoloncancer

viainhibitionofSTAT3andNF-kappaB-mediatedsignaling
[J].Cells,2021,10(8):2060.

[39] AlmeidaLY,MoreiraFDS,SantosG,etal.FASNinhibition

sensitizesmetastaticOSCCcellstocisplatinandpaclitaxelby

downregulatingcyclinB1[J].OralDis,2023,29(2):649-

660.

(本文编辑:何祯)

·072· 段伟静等 降脂药奥利司他通过靶向脂代谢途径对肝细胞癌细胞 HepG2增殖和凋亡的影响


