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Abstract
A I M : T o i n v e s t i g a t e t h e e x p r e s s i o n o f 
carcinoembryonic antigen (CEA) and i ts 
s ign i f i cance in the four d i f ferent co lon 
adenocarcinoma cell lines.

METHODS: Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was used to measure the expres-
sion of CEA in the cell culture medium and the 
immunohistochemistry was used to detect the 
protein expression of CEA in LS174T, SW480, 
LoVo and HCT-8 cell lines, separately. Semi-
quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) for the expression of 
CEA mRNA in the four kinds of cell lines was 
also carried out�.

RESULTS: A great variation in CEA content 
was found among the four kinds of colon cancer 

cell lines. The expression of CEA was detectable 
at the protein and mRNA level in LS174T and 
SW480 cell lines, and moreover, it was higher in 
the former (culture supernatant fluid: 1050 ± 25.0 
ng/107 cells vs 66 ± 5.6 ng/107 cells, P < 0.0001; 
mRNA: 1.137 ± 0.155 vs 0.399 ± 0.135, P = 0.003). 
Meanwhile, CEA was negatively expressed in 
LoVo cells no matter at the protein or mRNA 
level, and HCT-8 cells were only found with 
weakly-positive immunohistochemical staining.

CONCLUSION: There is a great variation in 
CEA expression among the four kinds of hu-
man colon cancer cell lines as compared with 
the reported results previously. The expression 
change of CEA in the different cell lines may af-
fect its in vitro biological behavior and further 
lead to the uncertainty of the experiment.

Key Words: Carcinoembryonic antigen; Human 
colon cancer cell line; Semi-quantitative reverse 
transcription-polymerase chain reaction; Immuno-
histochemistry
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摘要
目的: 检测四株结肠癌细胞株中癌胚抗原
(carcinoembryonic antigen, CEA)的表达, 并探
讨其意义. 

方法: 四株人结肠腺癌细胞(LS174T, LoVo, 
SW480及HCT-8)分别应用EL ISA法测定细
胞培养上清中CEA含量; 免疫组化检测细胞
CEA蛋白表达; 半定量RT-PCR检测细胞CEA 
mRNA表达丰度. 

结果: LS174T和SW480细胞在蛋白和mRNA
水平均可检测到CEA的表达且前者表达量高
于后者(细胞培养上清中CEA含量: 1050±25.0 
ng/107 cells vs  66±5.6 ng/107 cells, P<0.0001; 
半定量检测CEA mRNA表达丰度: 1.137±
0.155 vs  0.399±0.135, P  = 0.003); 而LoVo细胞
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■背景资料
目前, 已建系的肠
癌细胞株已有近
百种, 因在抗原表
达、遗传特性及
生物学行为等方
面的不同而在不
同的研究中被广
泛使用. 然而这些
细胞系在长期传
代培养中由于多
种因素可能导致
细胞时常表现出
遗传学的不稳定
性从而可能影响
实验结果.



在蛋白和和mRNA水平均未检测到CEA的表
达; HCT-8细胞免疫组化有弱阳性染色.

结论: 四株结肠癌细胞株的实际CEA表达情
况与既往文献报道不尽相同. 这种细胞株CEA
表达特性的改变有可能影响其体外生物学行
为从而导致实验结果的不确定性.

关键词: 癌胚抗原; 人结肠癌细胞; 半定量R T-

PCR; 免疫组化
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0  引言

癌胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)是一

相对分子质量约为200 kDa的糖蛋白. 作为一广

谱肿瘤相关抗原, CEA在临床中有着广泛的应

用, 尤其在监测肠癌的复发、转移方面更有着

独特的价值[1-6]. 血浆CEA升高可见于多种恶性

肿瘤如肺癌、肠癌、胰腺癌、乳癌以及妇科

肿瘤等[7]. 随着对该蛋白特性的不断深入了解, 
CEA目前的应用主要集中于肿瘤的监测与预后

复发、免疫治疗、靶向影像及治疗领域[8-12].
由于原代培养肿瘤细胞尤其是上皮来源性

肿瘤细胞耗时长、繁琐且容易因污染导致培养

失败, 在体外进行的大多数研究都是采用已建系

的肿瘤细胞株. 目前已建系的肠癌细胞株已有近

百种, 因在抗原表达、遗传特性及生物学行为等

方面的不同而在不同的研究中被广泛使用. 然而

这些细胞系大多来源于不同的实验室, 对其生物

学特性的检测手段不尽相同; 加上长时间体外培

养时肿瘤细胞时常表现出遗传学的不稳定性, 从
而可能影响实验结果. 由于CEA所具有的重要生

物学功能: 促进细胞黏附、抑制细胞死亡、介

导信号转导及激发肿瘤免疫[13-17]以及其在肠癌

中的应用价值, 我们推测目前被广泛采用的肠癌

细胞系有可能部分细胞株的CEA表达水平与既

往文献不尽相同; 这种CEA表达的改变有可能

影响肿瘤细胞在体内/体外的生物学行为, 如果

研究者在一些相关生物学功能研究中未加验证

的选用某种CEA表达已发生变化的细胞系则有

可能产生不确信的结果. 在本实验中我们选取了

LS174T、LoVo、SW480及HCT-8四株肠癌细胞, 
分别从蛋白水平、分子生物学水平检测CEA的

表达, 发现与既往的文献报道不尽相同, 提示在
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选择细胞系前对其重要的生物学指标加以验证

是完全必要的. 

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzol试剂及细胞培养液为Invitrogen
公司产品, 逆转录PCR 试剂盒及Taq 酶购于日本

TaKaRa公司; ELISA检测CEA试剂盒购于美国

Lifekey公司; 免疫组化用CEA mAb、 EnVision
试剂盒均购自DAKO公司.
1.2 方法 LoVo细胞株购于中科院上海细胞库; 
LS175T, HCT-8和SW480购于南京凯基生物有

限公司. 所用细胞于含100 m L/L小牛血清的

RPMI1640培养液中37℃、50 mL/L CO2条件下

常规培养.
1.2.1 夹心ELISA法检测培养上清CEA的表达 四
株细胞以相同密度接种至T75培养瓶中, 3-5 d后
收集上清. 按CEA ELISA 试剂盒说明检测培养上

清液中的CEA, 每样品均设3个复孔, 以试剂盒中

的CEA做标准曲线, 定量.
1.2.2 免疫组化检测细胞的CEA表达 四株细胞分

别以胰酶消化后PBS洗涤3遍, 调整密度后甩片, 
40 g/L多聚甲醛固定30 min后免疫组化检测. 免
疫组化标记采用EnVision二步法, 具体操作按试

剂盒说明书进行. CEA一抗为鼠抗人mAb.
1.2.3 半定量RT-PCR TRIzol 一步法分别抽提

LS175T, HCT-8, SW480和LoVo细胞的总RNA, 
反转录为cDNA, 体系如下: 5×M-MLV Buffer 
4 μL, dNTP 1 μL, Oligo dT 1 μL, M-MLV逆转录

酶0.5 μL, RNase抑制剂0.5 μL, 总RNA 2-3 μg, 加
水至20 μL. 42℃ 15 min, 95 ℃ 2 min. 产物保存于

-20℃.
CEA及内参β-actin基因片段的引物由上海

博亚生物技术有限公司合成. CEA mRNA的特异

性引物序列按文献所述[18-20]: 上游序列5'-TGTA
GCTGTTGCAAATGCTTTAAG GAAGAAGC-3'; 
下游序列5'-GGGCCACTGTCGGCATCATG
ATTGG-3'. β-act in引物序列, 上游序列5'-CT
ACAATGAGCTGCGTGTGGC-3'; 下游序列

5'-CAGGTCCAGACG CAGGATGGC-3'. 反应

体系如下: 5 μL cDNA , 5 μL 10×PCR缓冲液, 
0. 2 μL Ex Taq 酶, 4 μL dNTPs, 25 mmol/ L的
MgCl2 4 μL, 引物各1 μL , 加水至50 μL. CEA 
cDNA PCR反应条件: 95℃预变性5 min, 95℃变

性30 s, 60℃退火30 s, 72 ℃延伸1 min, 30个循

环, 最后72 ℃终延伸9 min. β-actin cDNA PCR反
应条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 55℃
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■研发前沿
由于CEA所具有
的重要生物学功
能以及其在肠癌
中的应用价值, 我
们推测, 目前被广
泛采用的肠癌细
胞系有可能部分
细胞株的CEA表
达水平与既往文
献不尽相同; 这种
CEA表达的改变
有可能影响肿瘤
细胞在体内/体外
的生物学行为从
而产生不确信的
结果.
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退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 30 个循环, 最后72 ℃
终延伸5 min. 扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳

Image-Pro plus图像分析软件进行光密度积分值

分析, 计算出CEA与β-actin光密度积分值之比, 
重复3次.

统计学处理 所有数据采用SPSS 10.0统计软

件分析, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 各组

之间比较采用t检验.

2  结果

2.1 细胞培养上清中CEA的表达 ELISA结果表

明LS174T高表达CEA(1050±25.0 ng/107 cells); 
SW480细胞也有CEA的表达(66±5.6 ng/107 
cells)但其表达量远低于前者(P <0.0001); 而LoVo
和HCT-8细胞培养上清中的CEA含量在检测下

限(<1 ng).
2.2 免疫组化检测结果 CEA的阳性表达主要定

位于肿瘤细胞的细胞膜和细胞质, 呈棕黄色颗

粒状. 免疫组化结果表明, LS174T和SW480细
胞均为阳性染色其中以LS174T细胞染色最强; 
HCT-8仅有个别细胞弱染色, 而LOVO细胞则未

见阳性染色(图1).
2.3 C E A m R N A表达 四株人结肠癌细胞中, 
LS174T和SW480细胞RT-PCR可以检测到CEA 
mRNA的表达且半定量分析表明两者之间的表

达有显著性差异: (1.137±1.55 vs  0.399±0.135, 

P = 0.003); 而在LoVo和HCT-8细胞中则未能检

测到相应表达(图2).

3  讨论

作为研究最为透彻的肿瘤相关抗原之一, CEA家

族成员结构已逐渐为人们所知. 已有30多个相关

基因/假基因被认为与CEA家族有关. 这些基因

均定位于人染色体19q13.2[21]. 有研究者将这一大

家族分为两类: 一类为CEA相关的细胞黏附分子

(CEA-related cell adhesion molecules, CEACAM), 
这些具有黏附因子作用的分子在肿瘤细胞的信

号转导中发挥重要作用, 包括CEA(CEACAM5, 
CD66e)在内的CEA家族成员在肿瘤细胞膜表面

的表达被认为具有利于肿瘤细胞播散的作用; 另
一类为pregnancy-specific glycoproteins (PSG). 不
同家族成员间由于具有部分相同的抗原决定簇

常有交叉反应的发生[22].临床上CEA主要用于结

图  1  免疫组化检测CEA表达. A: LoVo细胞(×150); B: SW480细胞(×150); C: LS174T细胞 (×60); D: HCT-8细胞(×60).

图  2   RT-PCR检测四株人结肠腺癌细胞株CEA mRNA的表
达(以β－actin为内参). 1-3: LoVo细胞; 4, 5, 7: SW480细胞; 
8-10: HCT-8细胞; 11-13: LS174T细胞; 6: Marker.

β-actin, 275 bp

CEA, 131 bp

1     2   3    4   5    6    7    8   9  10  11  12  13 

A B

C D

■创新盘点
本文分析了四株
人结肠腺癌细胞
CEA表达情况并
与既往文献报道
进行比较, 发现其
表达在部分细胞
系发生变化. 
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 直肠癌的诊断、判断肿瘤分期和病变程度、监

测治疗和预报复发等[23-26]. 然而研究者们往往只

单纯关注于CEA作为肿瘤相关抗原的身份而忽

略了其本身所具有的生物学功能[27]. 血浆CEA水

平的升高与肿瘤的分化程度、侵袭及转移密切

相关, 有研究者认为, CEA在肿瘤的进展中扮演

发挥着关键作用[28]. 因此, 肿瘤细胞株CEA蛋白

的表达与否与其在体外、体内的生物学行为有

直接的关系.
由于缺少高效、方便的方法原代培养肿瘤

细胞, 已建系的细胞株仍然在现今的肿瘤研究

中广受青睐. 已有多篇文献报道肿瘤细胞系存

在一定缺陷如显著的遗传表型漂移的可能性; 
因此, 早在1988年Trainer et al [29]就提出对于已

建系的肿瘤细胞株周期性地对其生物学性状重

新评估是极其必要的. 我们检测了四株肠癌细

胞的CEA表达, 结果显示, 不论在蛋白质水平还

是在mRNA水平, LS174T细胞均高表达CEA; 而
在LoVo细胞中则完全检测不到CEA 的表达, 这
与文献中LoVo细胞高表达CEA 的报道完全相

反[29-32]. SW480细胞的CEA表达情况既往有不

同的报道:  Dai et al和Liebig et al认为SW480细
胞高表达CEA[33-34], 而另一研究组则有相反的结

论[29], 这种相反的结论可能与不同实验室采用

不同来源的细胞有关. 我们的结果表明, SW480
细胞表达CEA但其表达丰度远低于LS174T细
胞. HCT-8是文献报道不表达CEA的细胞株, 我
们在细胞上清及mRNA水平均未检测到CEA的

表达, 而在免疫组化中个别细胞有弱染色, 分析

这是由于免疫组化实验中所使用的CEA抗体与

NCA、BGP等CEA家族成员有交叉反应有关.
通过对四株肠癌细胞株的研究我们发现实

际CEA表达情况与既往文献报道不尽相同. 由
于CEA所具有的多种生物功能, 我们推测这种

细胞株CEA表达特性的改变有可能影响其体外

生物学行为从而导致实验结果的不确定性. 提
示在当今广泛使用肿瘤细胞系为研究载体的同

时, 更加不能忽视对选用的细胞系某些重要生

物学功能重新加以确认以保证结果的准确性; 
同时, 由于CEA家族拥有众多成员, 广义的CEA
抗体常与多个成员间有交叉反应的发生, 在肿

瘤研究中应加以注意选择相应的抗体. 
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■同行评价
本文研究四株人
结肠癌细胞CEA
水平的表达情况, 
有一定的参考价
值, 对于肿瘤研究
细胞的选择以及
评价有一定的指
导意义. 论文撰写
规范, 结果可信.


