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Abstract
BACKGROUND
Colorectal cancer (CRC) is the most common malignant 
tumor of the digestive system. However, the molecular 
mechanism of the proliferation and migration of colorectal 
cancer cells has not been fully elucidated. Cystine/glutamate 
antiporter (xCT) has been shown to be overexpressed in a 
variety of tumors and is associated with ferroptosis.

AIM
To investigate the molecular mechanism of Mir-128-3p 
targeting xCT gene in inhibiting the proliferation and 
invasion of colorectal cancer cells and the correlation with 
patients’ clinicopathological characteristics.

METHODS
The Cancer Genome Atlas (TCGA) and Oncomine 
databases were applied to compare the expression of xCT 
gene in tumor tissue and corresponding normal tissue of 
human colorectal cancer and various solid tumors. The 
relationship between xCT expression level and lymphocyte 
infiltration was analyzed in the tumor immune estimation 
resource (TIMER) database. GSE18392 was downloaded 
from gene expression omnibus (GEO) database to screen 
differentially expressed miRNAs between cancer tissues 
and adjacent normal tissues. The screening criteria were 
log2FC > 1 and adjP < 0.05. Online prediction algorithm of 
miRNA target genes (targetscan, Mirdb, and Starbase) was 
used to predict the upstream target miRNAs of xCT. The 
expression levels of xCT and miR-128-3p were detected 
by RT-PCR in normal human intestinal epithelial cells, 
colorectal cancer cell lines, and 38 pairs of colorectal cancer 
tissues and adjacent tissues. MTT and wound healing assays 
were applied to detect the cell proliferation and migration 
ability after transfection with miR-128-3p.

miR-128-3p靶向xCT基因在结直肠癌中的分子机制及其
与肠癌患者临床病理特征的相关性

吴 珺, 廖旭慧, 吴勤丽, 余 伟

在线投稿: https://www.baishideng.com
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RESULTS
The expression level of xCT in colorectal cancer tissues was 
significantly higher than that in adjacent normal tissues (P 
< 0.05). MiR-128-3p was identified to target the xCT gene in 
the upstream. Luciferase reporter gene assay showed that 
miR-128-3p could bind to the 3’ untranslated region (UTR) 
of xCT gene. xCT was overexpressed in human colon 
cancer cell lines compared to normal human colorectal 
cells (P < 0.05). However, miR-128-3p was downregulated 
in colorectal human colon cancer cell lines compared to 
normal human colorectal cells (P < 0.05). Transfection 
with miR-128-3p mimic could significantly downregulate 
the expression level of xCT in SW480 cells, and inhibit the 
proliferation and migration of SW480 cells. The expression 
level of xCT in 16 cases of colorectal cancer tissues was 
significantly higher than that of adjacent tissues (P < 
0.05), while the relative expression level of miR-128-3p in 
cancer tissues was significantly lower than that of adjacent 
tissues (P < 0.05). The positive rate of xCT in cancer tissues 
(63.2%) was correlated tumor differentiation (P < 0.05) and 
vascular invasion (P < 0.05). The expression level of xCT 
was related to the infiltration of CD8 + T cells, neutrophils, 
and dendritic cells in colon cancer (P < 0.05), and the 
infiltration of CD8 + T cells and neutrophils in rectal cancer 
(P < 0.05), but not correlated with the infiltration of other 
lymphocytes (P > 0.05).

CONCLUSION
The expression of xCT is up-regulated in colorectal 
cancer. MiR-128-3p can inhibit the proliferation and 
migration of colorectal cancer cells by binding with the 3’ 
UTR of xCT. The miR-128-3p/xCT pathway is expected to 
become a new potential target for colorectal cancer targeted 
therapy.

© The Author(s) 2021. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)是临床上最为常
见的消化系统恶性肿瘤, 但结直肠癌细胞增殖和迁
移的分子机制并为完全阐明. 胱氨酸/谷氨酸反转运
体X(cystine/glutamate antiporter, xCT)被证实在多种肿

瘤中高表达并与细胞的铁死亡有关.

目的
探讨miR-128-3p靶向xCT基因抑制结直肠癌细胞增
殖、侵袭的分子机制及其与患者临床病理特征关系.

方法
癌症基因图谱(the cancer genome atlas, TCGA)、
Oncomine数据库中比较胱氨酸/xCT基因在人结直肠
癌及多种实体肿瘤中的表达. 肿瘤免疫(tumor immune 
estimation resource, TIMER)数据库中分析xCT表达
水平与淋巴细胞浸润程度关系. 基因表达综合 (gene 
expression omnibus, GEO)数据库下载结直肠癌患者癌
组织 vs  癌旁组织差异表达miRNA数据集GSE18392, 
筛序癌组织与癌旁组织差异表达miRNA, 筛选条件
为Log2FC>1, adjP<0.05. microRNA靶基因在线预测
算法(Targetscan, miRDB和StarBase)预测xCT上游靶
miRNA. GSE18392差异表达miRNA和预测靶基因取
交集得到miR-128-3p. 并采用双荧光素酶报告实验验
证miR-128-3p与xCT靶向调控关系. 实时荧光定量聚
合酶链反应(real time fluorescent quantitative polymerase 
chain reaction, RT-PCR)检测人正常肠上皮细胞及人
结直肠癌细胞系、38例结直肠癌患者癌组织和癌旁
组织中xCT及miR-128-3p表达水平. 溴化噻唑蓝四氮
唑[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT)]实验和划痕实验观察转染外源性miR-
128-3p-mimic后人结癌细胞(SW480)增殖和迁移能力
有无改变.

结果
结直肠癌组织xCT表达水平显著高于癌旁正常组织
(P<0.05).筛选并预测miR-128-3p为xCT上游靶向调控
基因. 荧光素酶报告基因显示, miR-128-3p可靶向结
合xCT基因3’UTR区域. xCT在人结直肠癌细胞系(HT-
29, SW480, LoVo及SW620)中的表达水平显著高于正
常肠上皮细胞(NCM460), (P<0.05), 而miR-128-3p在人
结直肠癌细胞系中的表达水平显著低于正常肠上皮
细胞异(P<0.05). 转染外源性miR-128-3p mimic可显著
下调SW480细胞中xCT表达水平, 并抑制SW480细胞
增殖和迁移能力. xCT在38例结直肠癌患者癌组织中
的表达水平显著高于癌旁组织(P<0.05), 而miR-128-3p
在癌组织中相对表达水平显著低于癌旁组织(P<0.05). 
癌组织中miR-128-3p与xCT表达负相关(rpearson = -0.43, 
P<0.05). 免疫组化显示xCT阳性表达于细胞膜, 呈棕
黄色颗粒, 在癌组织中阳性率63.2%. xCT阳性表达与
肿瘤分化(P<0.05)和脉管浸润(P<0.05)有关. xCT表达
水平与结肠癌CD8+T细胞, 中性粒细胞, 树突状细胞
浸润有关(P<0.05), 与直肠癌CD8+T细胞和中性粒细
胞浸润有关(P<0.05), 而于其他淋巴细胞浸润水平无
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关(P>0.05).

结论
xCT在结直肠癌中表达上调, miR-128-3p可通过与
xCT基因3’UTR结合抑制肠癌细胞的增殖和迁移, 
miR-128-3p/xCT通路有望成为肠癌靶向治疗新的潜
在靶点.

© The Author(s) 2021. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 结直肠癌; xCT; miR-128-3p; 铁死亡; 增殖; 迁移

核心提要: 氨酸反转运体X(cystine/glutamate antiporter, 
xCT)基因在人多种肿瘤及结直肠癌中表达水平增加, 
miR-128-3p可靶向调控xCT表达并影响肠癌细胞的生物

学功能. 抑制结直肠癌miR-128-3p/xCT信号通路可能是

肠癌靶向治疗的新靶点.

文献来源: 吴珺, 廖旭慧, 吴勤丽, 余伟. miR-128-3p靶向xCT基因在结直

肠癌中的分子机制及其与肠癌患者临床病理特征的相关性. 世界华人消

化杂志 2021; 29(10): 526-536  

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v29/i10/526.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v29.i10.526

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是临床上最为常见的消

化系统恶性肿瘤. 相关流行病学研究显示[1], 在全球范围

内, 结直肠癌是第三种最常见的恶性肿瘤, 约占所有肿

瘤患者的10%. 2018年, CRC新增病例109万例, 死亡55.1
万人[2]. 虽然CRC每年造成数十万人的死亡, 但其发生、

发展和侵袭转移的确切分子机制并未完全清晰. 近年来

随着分子生物学、高通量测序及生物信息学的不断发

展进步, 在高通量大规模水平上对肿瘤患者全基因组、

转录组及蛋白组水平的分子机制研究成为了可能[3].
凋亡(A p o p t o s i s)是抑制肿瘤的重要分子机制, 

近年来人们又发现一种新的细胞死亡形式-铁死亡

(ferroptosis)[4,5]. 铁死亡是一种依赖于铁的程序性细胞

死亡, 以脂质过氧化物的积累为特征, 在遗传和生物化

学上不同于其他形式的调节性细胞死亡, 如凋亡. 铁死

亡是由谷胱甘肽依赖性抗氧化功能下降或缺失引起的, 
导致不受控制的脂质过氧化和最终的细胞死亡[6,7]. 这
种非凋亡形式的细胞死亡可以促进肿瘤细胞被选择性

清除. xCT基因编码胱氨酸/谷氨酸反转运体X(cystine/
glutamate antiporter, xCT), 可通过介导胱氨酸摄取和谷

氨酸释放促进谷胱甘肽的合成, 保护细胞免受氧化应

激, 维持细胞的氧化还原平衡, 阻止脂质过氧化诱导的

细胞死亡[8]. 已有文献报道xCT在人多种实体肿瘤包括

肺癌、乳腺癌、肝细胞癌、胃癌及结直肠癌中高表达

并与患者的预后有关, 但其上游调控基因及相关信号通

路并不十分清楚[9-11]. 因此, 在本研究中, 我们采用生物

信息分析结合细胞实验及组织标本探讨xCT在结直肠

癌中的表达及其可能的分子调控机制.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株及结直肠癌组织: 正常人结肠上皮细胞株

(NCM460)、人结直肠癌细胞株(HT-29, SW480, LoVo
及SW62)购自美国ATCC细胞库. 38例结直肠癌患者组

织标本来源于丽水市人民医院病理科, 对我院手术治

疗的结直肠癌患者组织标本进行回顾性分析, 摘录患

者的临床病例特征如年龄、性别、肿瘤分期、病理分

级等. 组织标本获取经我院医学伦理委员会通过, 并患

者知情同意.
1.1.2 仪器设备试剂: 细胞培养箱; 恒温水浴箱; 实时荧

光定量聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)
仪7900HT; 台式低速离心机; 超低温冰箱; 无菌操作

台Steril CARD Ⅲ Advance; 倒置相差显微镜(TS100). 
荧光定量PCR试剂SYBRRPremix Ex TaqTM; 反转录酶

M-MLV Reverse Transcriptase; 胎牛血清; 小RNA提取

试剂盒miRNeasyRMini Kit.
1.2 方法

1.2.1 生物信息分析及xCT上游调控基因预测: 癌症

基因图谱(the cancer genome atlas, TCGA) (https://
Portal.gdc.cancer.gov/)以及Oncomine (https://www.
oncomine.org/resource/login.html)数据库中比较xCT
基因在人结直肠癌及多种实体肿瘤中的表达. 肿瘤免

疫(tumor immune estimation resource, TIMER)(https://
cistrome.shinyapps.io/timer/)数据库中分析xCT表达

水平与淋巴细胞浸润程度关系. 基因表达综合(gene 
expression omnibus, GEO)数据库(https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/)下载结直肠癌患者癌组织 vs  癌旁组织

差异表达数据集GSE18392, 筛序癌组织与癌旁组织

差异表达miRNA, 筛选条件为Log2FC>1, adjP<0.05. 
microRNA靶基因在线预测算法Targetscan(http://www.
targetscan.org/vert_72/), miRDB(http://www.mirdb.org/)
和StarBase(http://starbase.sysu.edu.cn/starbase2/)预测

xCT上游靶miRNA. GSE18392差异表达miRNA和预测

靶基因取交集得到miR-128-3p. 
1.2.2 细胞培养: 正常人结肠上皮细胞株(NCM460)、
人结直肠癌细胞株(HT-29, SW480, LoVo及SW62)购自

美国ATCC细胞库.细胞采用DMEM培养基, 胎牛血清

血清(FBS), 37 ℃, 5% CO2, 无菌培养箱中进行培养.
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1.2.3 实时荧光定量PCR: 采用qRT-PCR法检测组织和细胞

中xCT-AS1的表达水平. TRIzol法从组织和细胞中提取总

RNA, 经反转录反应合成cDNA, 采用实时荧光定量PCR
进行PCR反应, 条件为反应条件为: 94 ℃变性5 min, 40次
循环, 94 ℃持续30 s, 58 ℃持续45 s, 72 ℃持续30 s、 然后

在72 ℃下延长10 min. xCT和miR-128-3p分别以甘油醛

-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH)和U6为内参, 采用2-ΔΔCt法计算计算相对表达

量. 引物序列为: FP: TGAGCTGGGAACGTGCATTA; RP: 
AGGGCGAATAACCAGCAGTT.
1.2.4 MTT实验: 将转染的SW460细胞配置为单细胞悬浮

液, 加入培养皿分别在37 ℃、5% CO2下放置24 h、48 h
和72 h. 加入MTT溶液20 μL, 继续培养4 h后弃去上清, 
每孔加入150 μL DMSO, 置摇床上低速振荡10 min,检测

OD490 nm处测量各孔的吸光值, 绘制细胞增殖曲线. 
1.2.5 划痕实验: 取对数生长期SW460细胞, 制备成细胞

悬液接种于六孔板,以50%的细胞密度接种, 置于37 ℃ 

5% CO2孵箱中培养. 24 h转染miR-128-3p mimic和对照

(NC mimic)后继续培养24 h, 然后用1000 μL枪头在贴壁

细胞做垂直的划痕, 并拍照记录划痕宽度, 后继续培养

并分别于培养24 h, 48 h和96 h拍照记录划痕宽度, 评价

细胞迁移距离.
1.2.6 双荧光素酶报告实验: 野生型(WT)-xCT, 突变型

(MUT)-含xCT设计并插入miR-128-3p的结合位点到

pGL3荧光报告质粒(Promega). 荧光素酶报告基因分

析, SW469细胞转染miR-128-3p mimic组和对照组与

上述荧光素酶报告载体共转染. 转染48 h后, 通过双荧

光素酶报告检测系统进行检测. 
1.2.7 xCT表达水平与淋巴细胞浸润: 在TIMER(https://
cistrome.shinyapps.io/timer/)数据库中分析xCT基因表

达水平与结直肠癌淋巴细胞浸润的关系. 检索策略: 
Gene symbol选项为xCT, Cancer type选下为colorectal 
cancer. Immune infiltrates选项为Bcell, CD8+ T cell, 
CD4+ T cell, Macrophage, Neutrophil, Dendritic cell. 
1.2.8 xCT相关信号通路: 在TCGA数据库中(ht tp://
www.cbioportal.org/)分析xCT基因及相关信号通路数

图  1  xCT基因在癌组织和癌旁组织中的相对表达水平. A: xCT基因在人多种正常组织中的相对表达水平; B: xCT基因在人多种肿瘤癌组织

和癌旁组织中的表达水平比较. xCT: 谷氨酸反转运体X.
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据库, 检索基因为xCT, 物种为人类.
统计学处理 统计学分析采用R软件(https://www.

r-project.org/)及在线分析软件完成, 计量资料用mean±SD
表示, 组间比较采用t检验, 计数资料采用相对数表示, 行
χ 2检验, 双侧P<0.05为差别有统计学意义. 

2  结果

2.1 xCT基因表达水平 xCT基因表达水平在人体不同组

织中存在明显差异(图1A)在大多数肿瘤患者癌组织中

表达水平高于对应的癌旁正常组织(图1B).在结直肠癌

患者中, 癌组织xCT表达水平显著高于癌旁正常组织, 且
有统计学差异(P<0.05), 图2.
2.2 xCT突变分析 xCT总体突变率为1%, 突变形式主要

为错义突变、融合突变和缺失突变, 图3.
2.3 xCT上游靶基因预测 在GSE18392数据集中筛选

出结直肠癌 vs  癌旁组织中差异表达microRNA 24个
(图4A). miRNA靶基因预测软件miRDB, targetscan及
StarBase预测xCT上游靶基因, 同时与GSE18392差异表

达基因重合的miRNA为miR-128-3p(图4B). 荧光素酶报

告基因显示, miR-128-3p可靶向结合xCT基因3’UTR区
域(图4C), 结合位点序列如图4D所示.
2.4 miR-128-3p下调xCT抑制结直肠癌细胞增和迁

移 xCT在人结直肠癌细胞系(HT-29, SW480, LoVo及

     

表  1  结直肠癌患者xCT表达水平与患者临床病理特征关系

特征 病例数(n  = 38)
xCT

χ 2 P
阳性(n  = 24) 阴性(n  = 14)

年龄(岁) 0.18 0.67

  ≥65 20 12 8

   ＜65 18 12 6

性别 0.37 0.54

   男 22 13 9

   女 16 11 5

肿瘤类型 0.25 0.61

   结肠癌 17 10 7

   直肠癌 21 14 7

肿瘤分化 8.84 0.01

   高 12 8 4

   中 17 7 10

   低 9 9 0

浸润深度 4.32 0.12

   T2 12 6 6

   T3 23 18 5

   T4 3 1 2

肿瘤直径 0.61 0.43

  ≥5cm 27 16 11

   ＜5cm 11 8 3

血管侵犯 4.15 0.04

   阳性 6 6 0

   阴性 32 18 14

xCT: 胱氨酸/谷氨酸反转运体X.

     

表  2  xCT在人体多种肿瘤组织中呈现高表达, 并与某些生物学
行为如侵袭转移有关

肿瘤类型 功能

结直肠癌[18] 与生存、复发和淋巴结转移有关

卵巢癌[19] 与患者总生存有关

肺癌[9] 与不良预后和临床分期有关

前列腺癌[10] 生存期短、放疗抵抗; 转移风险增加

乳腺癌[11] 与患者总生存有关

胶质瘤[20] 促进肿瘤增殖

黑色素瘤[21] 肿瘤细胞增殖能力增强

xCT: 胱氨酸/谷氨酸反转运体X.
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S W620)中的表达水平显著高于正常结肠上皮细胞

(NCM460), 且有统计学差异(P<0.05), 图5A; miR-128-3p
在人结直肠癌细胞系中(HT-29, SW480, LoVo及SW620)
的表达水平显著低于正常结肠上皮细胞(NCM460), 且
有统计学差异(P<0.05), 图5B; 外源性miR-128-3p mimic
可显著下调SW480细胞中xCT表达水平, 图5C; miR-128-
3p mimic抑制SW480细胞xCT表达后, 细胞增殖能力及

细胞迁移能力减低, 图5D, E.
2.5 miR-128-3p与CT表达负相关 xCT在38例结直肠癌

患者癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织(P <0.05), 
图6A, 而miR-128-3p在癌组织中相对表达水平显著低于

癌旁组织(P<0.05), 图6B. 癌组织中miR-128-3p与xCT表
达负相关(rpearson = -0.43, P<0.05), 图6C. 
2.6 xCT表达水平与结直肠癌患者临床病理特征关系 

图  2  xCT基因在结直肠癌患者癌组织和癌旁组织中的表达水平比较. A: xCT表达水平在结肠癌患者癌组织中的表达水平明显高于癌旁组织; 

B: xCT表达水平在直肠癌患者癌组织中的表达水平明显高于和癌旁组织; C: Oncomine数据库中, 结直肠癌组织中xCT表达水平高于癌旁组

织. xCT: 谷氨酸反转运体X.

图  3  xCT基因在结直肠癌标本中的突变分析. xCT: 谷氨酸反转运体X.
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免疫组化显示xCT阳性表达于细胞膜, 呈棕黄色颗粒(图
7). 38例结直肠癌组织中xCT阳性表达者24例(63.2%), 

阴性表达者14例(36.8%). xCT阳性表达与肿瘤分化

(P<0.05)和脉管浸润(P<0.05)有关, 表1.

图  5  miR-128-3p下调xCT抑制肠癌细胞增和迁移. A: xCT在人结直肠癌细胞系中的表达水平显著高于正常肠上皮细胞; B: miR-128-

3p在人结直肠癌细胞系中的表达水平显著低于正常肠上皮细胞; C: 外源性miR-128-3p mimic可显著下调SW480细胞中xCT表达水平; D: 

miR-128-3p mimic抑制SW480细胞xCT表达后, 细胞增殖能力减低; E: miR-128-3p mimic抑制SW480细胞xCT表达后, 细胞迁移能力减低). 
aP<0.05. xCT: 谷氨酸反转运体X.

图  4  miR-128-3p可与xCT基因3’UTR靶向结合抑制其表达. A: 火山图筛选出GSE18392数据集中筛选出结直肠癌 vs  癌旁组织中差异表达

microRNA 24个; B: miRNA靶基因预测软件miRDB, targetscan及StarBase预测xCT上游靶基因, 同时与GSE18392差异表达基因重合的miRNA

为miR-128-3p; C: 荧光素酶报告基因显示, miR-128-3p可靶向结合xCT基因3’UTR区域; D: miR-128-3p与xCT基因3’UTR靶向结合序列

及位点. xCT: 谷氨酸反转运体X.
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2.7 xCT表达水平与淋巴细胞浸润 xCT表达水平与结

肠癌CD8+T细胞, 中性粒细胞, 树突状细胞浸润有关

(P<0.05), 与直肠癌CD8+T细胞和中性粒细胞浸润有关

(P<0.05), 而于其他淋巴细胞浸润水平无关(P>0.05), 图8.
2.8 xCT相关信号通路 xCT参与的铁死亡是一种细胞死

亡的调节形式, 其特征是由铁的积累和脂质过氧化产生

活性氧(reactive oxygen species, ROS).在癌细胞和某些正

常细胞中可由erastin、RSL3或临床药物如柳氮磺胺吡

啶、索拉非尼诱导. xCT参与多种生理和病理过程, 如癌

细胞死亡、神经退行性疾病、组织损伤和急性肾功能

图  7  免疫组化检测xCT蛋白表达情况. A: 正常结肠组织中xCT无表达; B: 正常直肠组织中xCT无表达; C: 结肠癌患者癌旁组织中xCT阳性

表达于细胞膜, 呈棕黄色颗粒; D: 结肠癌患者癌组织中xCT阳性表达于细胞膜, 呈棕黄色颗粒. xCT: 谷氨酸反转运体X.

图  6  miR-128-3p与xCT在肠癌患者癌组织和癌旁组织中的表达情况比较. A: xCT在38例结直肠癌患者癌组织中的表达水平显著高于癌旁

组织; B: miR-128-3p在癌组织中相对表达水平显著低于癌旁组织; C: 癌组织中miR-128-3p与xCT表达负相关. aP<0.05. xCT: 谷氨酸反转

运体X.
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衰, 图9.

3  讨论

铁死亡(Ferroptosis)是近年来新发现的一种细胞死亡方

式, 一种依赖于铁的程序性细胞死亡, 以脂质过氧化物

的积累为特征. 铁死亡与细胞内的氧化还原稳态失衡相

关.与凋亡、坏死等传统的死亡方式不同, 细胞内游离

铁增多和脂质过氧化是铁死亡独特的代谢特征[12,13]. 已
有诸多文献表明, 相对于人体正常体细胞, 肿瘤细胞往

往需要更多的铁来维持自身的生长和增殖, 该特征导致

图  10  xCT蛋白三维结构模式图. A: 前面观; B: 后面观; C: 侧面观. xCT: 谷氨酸反转运体X.

图  9  xCT参与的铁死亡相关信号通路示意图. xCT: 谷氨酸反转运体X.

图  8  xCT表达水平与淋巴细胞浸润水平相关性散点图. xCT: 谷氨酸反转运体X.
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肿瘤细胞对于铁死亡更加敏[14]. 铁死亡是由谷胱甘肽依

赖性抗氧系统的失效引起的, 进而导致失控的脂质过氧

化和最终的细胞死亡.尽管铁与脂质过氧化之间的联系

多年来一直受到重视, 但直到2012年Brent Stockwell和
Scott J. Dixon才发明了“铁死亡”一词用以描述不同于

细胞凋亡的另一种细胞死亡过程[15].
xCT基因是目前已知的参与铁死亡的相关基因. 该

基因定位于人体4q28.3, 编码一种胱氨酸-谷氨酸逆向

转运蛋白, 该蛋白依赖于氯离子, 称为系统Xc-或xCT[16]. 
xCT是一个非钠离子依赖的异二聚体阴离子氨基酸转

运系统的成员, 对胱氨酸和谷氨酸具有高度特异性. 这
种逆向转运蛋白进口胱氨酸和出口谷氨酸, 这两种氨基

酸. 逆向转运器的功能是一对一的逆向转运, 即一种物

质在跨膜转运的同时, 另一种物质以相反的方向跨膜

转运. 这种蛋白质的结构包括两条链: 一条特定的轻链

xCT和一条重链4F2, 它们通过二硫键连接. xCT链有12
个跨膜结构域, 由501个氨基酸组成, 4F2链在转运蛋白

中高度保守(图10). 它通过刺激突触外受体来调节突触

活动, 并释放谷氨酸. 该基因在星形胶质细胞中高度表

达, 并将胱氨酸的摄取与谷氨酸的释放结合起来. xCT
是构成System Xc-的底物特异性亚基, 负责将胱氨酸从

细胞外运输到细胞内. 当细胞处于氧化应激和半胱氨酸

缺乏的情况时, 核因子红细胞2相关因子2和转录因子4
可诱导XCT的表达. 研究发现xCT在肿瘤组织中高表达, 
并且xCT的高表达可以抑制ROS诱导的铁死亡[17]. 抑制

细胞外胱氨酸进入细胞导致细胞内谷胱甘肽水平降低, 
从而导致铁死亡. 从结构上看, xCT可能是上述Xc-系统

维持正常运作的主要决定因素.
目前已有文献证实xCT在人体多种肿瘤组织中呈现

高表达, 并与某些生物学行为如侵袭转移有关(表2)[9-11,18-21]. 
Timmerma及其同事分析乳腺癌细胞中xCT表达及其与患

者预后关系发现, xCT在乳腺癌组织及细胞系中呈现高表

达, 并与患者的预后不良有关[22]. Sugano[18]对304例结直肠

癌患者的组织标本中xCT的表达水平进行了分析, 免疫组

化结果发现68.4%(208例)的结直肠癌患者肿瘤组织中xCT
蛋白呈现阳性表达, 并且阳性表达患者术后复发风险显著

高于无表达者. 同时, 细胞实验也显示, 在恶性黑色素瘤细

胞中过表达xCT后细胞增殖和迁移能力增强[21]. 上述研

究均提示xCT在肿瘤中往往高表达, 并与细胞的增殖和

侵袭有关. 同时, 高表达往往提示肿瘤患者预后不良. 然
而, xCT上游靶向调控基因并不清楚.

4  结论

在我们的研究中, 我们从生物信息学分析入手, 在生物

信息数据库、细胞试验和组织标本方面探讨了xCT及

其上游调控基因信号通路, 探讨了相关分子机制和对

细胞生物学功能的影响. 结果miR-128-3p可与xCT基因

3’UTR靶向结合并抑制其表达, 从而影响肠癌细胞的增

殖和迁移等生物学行为. 这一发现丰富了xCT基因的生

物学功能及调控信号通路, 同时为以miR-128-3p/xCT通
路相关的靶向治疗药物研发提供了思路, 也丰富了铁死

亡的相关研究内容.

文章亮点

实验背景

结直肠癌(colorectal carcinoma, CRC)临床上较为常见, 但
其发生、发展和侵袭转移的确切分子机制仍不清. 近年

来铁死亡在肠癌生物学功能分子机制研究研究中日益

受到关注. 铁死亡是由谷胱甘肽依赖性抗氧化功能下降

或缺失引起的, 导致不受控制的脂质过氧化和最终的

细胞死亡谷氨酸反转运体X(cystine/glutamate antiporter, 
xCT)可通过介导胱氨酸摄取和谷氨酸释放促进谷胱甘

肽的合成, 保护细胞免受氧化应激, 维持细胞的氧化还

原平衡, 阻止脂质过氧化诱导的细胞死亡. xCT被证实在

多种肿瘤中高表达并与细胞的铁死亡有关.

实验动机

通过生物信息学检索相关数据库、细胞分子实验及临

床组织标本探讨xCT在人多种肿瘤和结直肠癌中的表

达, 分析xCT基因上游靶基因及其抑制结直肠癌细胞增

殖、侵袭的分子机制.

实验目标

探讨xCT基因在结直肠癌中的表达情况, 筛选出xCT基
因上游靶基因及其调控的信号通路及分子机制, 评估

xCT表达与结直肠癌患者临床病例特征关系.

实验方法

首先采用生物信息分析方法比较xCT基因在人结直肠

癌及多种实体肿瘤中的表达及其与淋巴细胞浸润程度

关系. 筛序结直肠癌组织与癌旁组织差异表达miRNA
并预测靶基为miR-128-3p. 并采用双荧光素酶报告实验

验证miR-128-3p与xCT靶向调控关系. 细胞学实验验证

miR-128-3p与xCT的靶向关系及其对细胞生物学功能的

影响. 免疫组织化学发评价xCT蛋白表达水平及其与结

直肠癌患者临床病理特征关系.

实验结果

结直肠癌组织xCT表达水平显著增高. miR-128-3p可靶

向结合xCT基因3’UTR区域并抑制SW480细胞增殖和迁
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移能力. xCT在结直肠癌患者癌组织中的表达水平显著

高于癌旁组织(P<0.05), 而miR-128-3p在癌组织中相对表

达水平显著低于癌旁组织(P <0.05). 癌组织中miR-128-
3p与xCT表达负相关(rpearson = -0.43, P<0.05). xCT阳性表

达与肿瘤分化和脉管浸润有关. xCT表达水平与结肠癌

CD8+T细胞, 中性粒细胞, 树突状细胞浸润有关(P<0.05), 
与直肠癌CD8+T细胞和中性粒细胞浸润有关(P<0.05).

实验结论

xCT在结直肠癌中表达水平明显升高, miR-128-3p可靶

向抑制xCT基因表达从而抑制肠癌细胞的增殖和迁移, 
miR-128-3p/xCT通路为肠癌靶向药物的研发提供了新

的思路.

展望前景

小干扰RNA miR-128-3p可靶向调控xCT表达并影响肠

癌细胞的生物学功能. 抑制结直肠癌miR-128-3p/xCT信
号通路可能是肠癌靶向治疗的新靶点.
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