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Abstract
AIM: To investigate the expression of neuron-specifi c 
enolase(NSE) in hepatocellular cancer cells BEL7402 
at the levels of transcription, protein and cells.

METHODS: The fragment of NSE gene was amplifi ed 
from human hepatocellular cancer cell strain BEL7402 
by reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) with NSE specifi c primers. The NSE expres-
sion was detected in the BEL7402 cells by Western 
blot and immunocytochemical (ICC) staining.

RESULTS: NSE product with a length of 1 305 bp was 
obtained by by RT-PCR. Western blot confi rmed that 
Mr 50 000 NSE protein was expressed in BEL7402 
cells. Positive reaction of BEL7402 with anti-NSE 
monoclonal antibody was observed by immunocyto-
chemistry. The expression of NSE existed in BEL7402 
cells at the levels of transcription, protein and cells.

CONCLUSION: The NSE can be expressed and tran-
scribed in hepatocellular carcinoma cells BEL7402.

Key Words: Neuron-specific enolase; Hepatocellular 
carcinoma; BEL7402 cells

Zhu AP, Zhang QY, Wang YM, Xu JJ, Sun L. Expression of human 
neuron-specific enolase gene in human hepatocellular cancer cells 
BEL7402. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2005;13(18):2193-2196

摘要
目的：分别从转录水平、蛋白水平及细胞水平检测人
神经元特异性烯醇化酶(NSE)在肝癌细胞BEL7402中的
表达情况.

方法：利用NSE特异引物，通过逆转录聚合酶链式反
应(RT-PCR)从人肝癌细胞BEL7402中扩增人NSE基
因的转录产物，采用免疫印迹(Western blot)、免疫细
胞化学(ICC)染色技术检测NSE在肝癌细胞中的表达.

结果：通过RT-P C R方法可以从 B E L7402中扩增
1 305 bp的NSE产物；Western blot方法证实BEL7402细
胞可以表达M r50 000的NSE蛋白；免疫细胞化学染色
显示BEL7402与抗NSE单抗呈阳性反应，这说明从转录
水平、蛋白水平及细胞水平均检测到了NSE在肝癌细胞
BEL7402中的表达.

结论：NSE可在肝癌细胞BEL7402转录和表达.

关键词：神经元特异性烯醇化酶；肝癌细胞；BEL7402细胞

朱爱萍, 张青云, 王雅明, 徐建军, 孙丽．肝癌细胞BEL7402中神经元特异性

烯醇化酶的表达. 世界华人消化杂志  2005;13(18):2193-2196

http://www.wjgnet.com/1009-3079/13/2193.asp

0  引言

神经元特异性烯醇化酶(neuron-specific enolase，

NSE)广泛分布于人类及各种动物的成熟神经元、周围

神经的神经内分泌细胞和一些感觉细胞中[1-4]．它在

正常人脑组织中含量最高，起源于神经内分泌细胞的

肿瘤组织也有异常表达．常见于神经母细胞瘤、小细

胞肺癌、胰腺癌、前列腺癌[5]、嗜铬细胞瘤等．目前

在临床上，NSE可作为神经元损伤的标志酶[6-11]；也

是小细胞肺癌首选的肿瘤标志物[12-14]，可用于对SCLC的



鉴别诊断，放化疗效果、预后、恶变情况等的监测[15-20]．

我们应用PCR，Western-blot和免疫细胞化学方法在

不同的水平上，发现NSE可在肝癌细胞中表达，报告

如下.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞BEL 7402及肺癌细胞A549由北

京市肿瘤防治研究所免疫208研究室保存；鼠抗人

NSE m Ab由北京市肿瘤防治研究所免疫研究室208室研

制[21]；羊抗鼠-H R P二抗由北京市肿瘤防治研究所生

化202研究室惠赠；胎牛血清为天津市川页生化制品

有限公司产品；RPMI 1640培养基、DMEM为GIBCO公

司产品；Trizol为Sigma公司产品；RNA酶抑制剂、

M-MLV逆转录酶、5×M-MLV Buffer、dNTPs、Taq DNA 

Polymerase为Promega公司产品；EnVision 试剂盒

购自Dako公司；硝酸纤维素膜购自Amersham 公司；

DAB、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺为北京鼎国生物技

术公司产品；甘氨酸、甲醇、十二烷基磺酸钠、三羟甲基氨

基甲烷（Tris碱）等为北京化学试剂公司产品.

1.2 方法 肝癌细胞BE L7402和人肺癌细胞A549在含

120 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基，5 mL/L CO2，

37℃温箱中培养．Trizol法提取细胞总RNA(按说明书

操作)．逆转录合成cDNA，逆转录(RT)反应体系为：

细胞总RNA 5 μL、Oligo dT(0.5 g/L)1 μL、DEPC 

H2O 6 μL，在70℃孵育10 min.再加RNAsin(50 M U/L) 

1 μL、5×M-MLV Buffer 4 μL，dNTP(10 mmol/L)2 μL，
M-MLV(200 MU/L)1 μL，反应总体积20 μL，37℃ 1 h

后，立刻放入冰中，即为逆转录后的NSE-cDNA．随后

进行PCR反应扩增NSE基因片断．上、下游引物分别为

5’-GAATTCATGTCCATAGAGAAGATCTG-3’和5’-TCTAGA

AGAGGAATCACAGCACACTG-3’，及通用β-actin引物(均

由上海申友生物技术公司合成并测序)．PCR条件为：

94℃ 5 min；94℃ 30 s，64℃ 30 s，72℃ 30 s，

扩增30个循环；72℃延长反应10 min.10 g/L琼脂糖

凝胶电泳鉴定.

1.2.1 Western b lot检测肿瘤细胞中NSE 的表达 将
BE L 7402，A549细胞用0.2 g/L E D T A消化后，细

胞计数，1 000 r/m i n离心5 m i n.加入PB S洗1次，

取2×106细胞加入PBS 100 μL、PM S F 2 μL，液氮

冷冻，37℃溶化反复3次，混匀后与2×S D S凝胶加

样缓冲液等量混合，煮沸5 m i n，100 g/L  S D S-

P A G E电泳．120 m A，10℃条件下电转移硝酸纤维

素膜，105 m i n．取出NC膜，用1´丽春红S染色液染

色2-3 m i n，用蒸馏水洗净染料．50 g/L脱脂奶粉

37℃ 2 h封闭NC膜，TBST洗3次．加入NSE mAb作为

一抗，4℃过夜，0.5 g/L TBST洗3次．加入羊抗鼠

-HRP(1∶1000)，室温孵育1 h．0.5 g/L TBST 洗3

次，再用TBS洗1次.加入10 mL DAB染液染色至有条带

出现，PBS终止显色．晾干，室温保存.

1 .2 .2  细胞化学方法检测肿瘤细胞中N S E的表达 
0.2 g/L的E D T A消化细胞，加培养液调整细胞浓度

为1-1.5×109 个/L，滴于干净的玻片上，37℃，

50 mL/L CO2培养箱中孵育4-6 h．冷丙酮/甲醇(1∶1)

固定5-7 min，自来水冲洗3遍，晾干后-20℃保存．

从-20℃取出固定好的片子，在30 mL/L H2O2/PBS中

浸泡10 mi n以去除内源性的过氧化物酶，PBS浸洗3

次，100 mL/L 马血/PBS 37℃封闭60 min，加入抗

NSE mAb 30 μL 37℃ 1 h，PBS浸洗3次，加EnVision

工作液30-50 μL，室温放置60 min，PBS浸洗3次；

H2O2-DAB显色，苏木精复染13 h，10 mL/L 盐酸/酒精

分色30 s.将复染后的细胞片脱水后用树脂胶封片，

镜下观察.

2  结果

2.1 NSE- cDNA PCR结果 以逆转录的NSE cDNA为模

板进行PCR扩增，扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳

分析，可见在1375 bp附近出现一特异条带，与NSE片

断的1 305 bp分子大小相符，300-400 bp之间有一条

带与β-actin看家基因扩增片段大小相符(图1).

图 1 NSE片段的PCR扩增. M1：DNA 分子质量标准: Lambda DNA/ 

EcoRI+HindⅢ；M2：100 bp DNA 分子质量标准. 1: RT-PCR扩增

A549细胞中NSE 产物；2:  RT-PCR扩增BEL 7402细胞中NSE 产物.

2.2 Western blot检测肿瘤细胞中NSE 的表达 MS2-NSE

融合蛋白在约M r57 000处有一特异性条带（图2A第1

道），肝癌BEL7402及肺癌A549细胞蛋白在约M r50 000之

间有一条较强的杂交带(图2A第3，4道)，其分子质量

大小与NSE的分子质量相符(图2).虽然在聚丙烯酰胺

凝胶电泳可以见到无关蛋白MS2-GRP呈M r18 000的蛋白

带(图2B第2道)，但在Western blot反应中因为与NSE 

mAb不相关而不能呈现特异反应带(图2A第2道).

2.3 免疫细胞化学方法检测肿瘤细胞中NSE的表达 

NSE在以上两种肿瘤细胞中经细胞免疫化学染色均呈

棕黄色阳性反应，着色部位主要位于胞质（图3A，B）.而

在使用正常鼠血清作一抗对人肝癌细胞BEL7402染色

的阴性对照中则呈阴性反应 (图3C).
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如肝硬化时NSE的变化可特异反映毒性物质对中枢的

影响情况，可能作为亚临床期肝性脑病的临床判断指

标[30]．但未见到NSE在肝癌细胞中表达的报道，且肝

癌并不是起源于神经内分泌细胞的肿瘤．NSE在肝癌

中表达可能(1)由于NS E为涉及能量代谢的酶，肿瘤

组织糖酵解加强，细胞增殖周期加快，细胞内的NSE

释放进入血液增多，导致此酶在血清内含量增高；

(2)NSE存在于细胞质内，在细胞被破坏时释放出来进

入血液循环．因此NSE在肝癌细胞中表达的机制及在

肝癌中的表达和意义还有待进一步研究，以便为肝癌

的发生预测和早期诊断寻求新的指标，为肝癌的预防

和早期治疗开辟新的途径．此外，本研究是一种定性

实验，若能从转录水平、蛋白水平及细胞水平定量分

析肝癌细胞中NSE的表达水平将会有助于研究NSE在肝

癌的临床诊断及预后判断中的意义.
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