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Abstract
AIM: To investigate the expression character-
istics of equilibrative nucleoside transporter 
1 (ENT1) in human hepatocellular carcinoma 
(HCC) cell lines.

METHODS: Human HCC cell lines HuH-7, 
HepG2 and Hep3B, and the breast cancer cell 
line MCF7 were used in this study. ENT1 was 
localized by immunofluorescence staining. 
Before and after treatment with roscovitine, a 
cyclin-dependent kinase inhibitor, the expres-
sion of ENT1 mRNA in the above cell lines was 
detected by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: ENT1 could be detected on the mem-
brane of the three human HCC cell lines. The 
expression levels of ENT1 mRNA in HCC cell 
lines were higher than that in the breast cancer 
cell line (HuH-7: 0.756 ± 0.019; HepG2: 0.469 ± 
0.041; Hep3B: 0.580 ± 0.030; MCF-7: 0.356 ± 0.029). 
The expression level of ENT1 mRNA differed 
significantly among the three human HCC cell 
lines. Treatment with roscovitine increased the 
expression level of ENT1 mRNA (0.737 ± 0.017 
vs 0.345 ± 0.027, P < 0.05).

CONCLUSION: ENT1 was localized to the 
membrane of HCC cells. The expression levels 
of ENT1 mRNA vary among different HCC cell 
lines. Treatment with roscovitine increased the 
expression level of ENT1 mRNA in HCC cell 
lines.
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摘要
目的: 探讨ENT1在人肝癌细胞株中的表达特
征及其临床意义.   

方法: 人肝癌细胞HuH-7、HepG2、Hep3B并
选择人乳腺癌细胞MCF-7为对照, 采用免疫荧
光法检测细胞中ENT1的定位表达; RT-PCR法
检测细胞中ENT1 mRNA的表达; CDKs特异
性抑制剂干预人肝癌细胞HuH-7的细胞周期, 
RT-PCR法检测细胞不同周期ENT1 mRNA的
表达特征.  

结果: 3株人肝癌细胞膜上均可见ENT1的表
达; 肝癌细胞中ENT1 mRNA的表达水平均
高于乳腺癌细胞; 不同肝癌细胞株中E N T1 
mRNA的表达水平存在差异(HuH-7: 0.756±
0.019, HepG2: 0.469±0.041, Hep3B: 0.580±
0.030, MCF-7: 0.356±0.029); 肝癌细胞被阻
滞在G0/G1期后, ENT1 mRNA的表达水平明显
上调(0.737±0.017 vs  0.345±0.027, P<0.05). 

®

■背景资料
细胞膜核苷载体
对核苷类化疗药
物的细胞内外转
运起着至关重要
的作用, 细胞膜核
苷载体的表达水
平, 直接决定了细
胞内核苷类药物
的浓度, 从而影响
肿瘤的化疗效果. 
ENT1对核苷类化
疗药的转运作用
最为突出. 

■同行评议者
仇毓东 ,  副教授 , 
南京大学医学院
附属鼓楼医院肝
胆外科
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结论: 人肝癌细胞膜上普遍存在较高的ENT1
表达, 不同的肝癌细胞及不同的细胞周期其表
达均存在差异. ENT1在人肝癌细胞中的表达
特征对临床化疗策略具有潜在的临床价值, 并
为认识肝癌的耐药机制提供新的思路.  

关键词: 核苷载体; 肝癌细胞; 平衡型核苷载体1
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0  引言

核苷载体(nucleoside transporters, NTs)是分布在

细胞膜上的一种载体蛋白, 对5-氟尿嘧啶、吉西

他滨及阿糖胞苷等核苷类化疗药的细胞转运起

着至关重要的作用[1]. 细胞膜NTs的表达水平, 直
接决定了细胞内核苷类化疗药物的浓度, 从而

影响核苷类药物的化疗效果. 平衡型核苷载体

(equilibrative nucleoside transporters, ENTs)是核

苷载体的一大类, 目前ENTs有4种亚型基因已得

到证实, 即ENT1、ENT2、ENT3、ENT4[2]. 本文

通过检测人肝癌细胞株中ENT1的表达特征, 对
临床化疗策略具有潜在的临床价值, 并为认识

肝癌的耐药机制提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞株HuH-7、HepG2、Hep3B
和人乳腺癌细胞株M C F-7购自中科院上海生

物研究所细胞库; hENT1抗体购自Santa Cruz公
司; TRIzol试剂购自Invitrogen公司, RT-PCR试
剂盒购自TaKaRa公司; CDKs抑制剂Roscovitine
购自美国Sigma公司; hENT1与β-actin引物由上

海生物试剂公司合成; 引物序列号hENT1: 上
游5'-CCTTCGGCTACTTTATCACA-3', 下游

5'-GTCACGGCTGGAAACATC-3', β-actin: 上游

5'-CGGGAAATCGTGCGTGAC-3', 下游5'-TGG
AAGGTGGACAGCGAGG-3'. 两者引物扩增后

产物理论长度为: hENT1 319 bp, β-actin 434 bp.
1.2 方法 
1.2.1 免疫荧光检测细胞膜hENT1的定位表达: 
按照细胞爬片、固定、封闭、抗体孵育、封片

及荧光检测的实验步骤进行, 实验设阴性对照

组, 其不加一抗. 
1.2.2 RT-PCR半定量检测细胞株hENT1 mRNA
的表达: 总RNA按TRIzol试剂盒说明书进行提

取, 测定RNA浓度并调整各细胞株RNA浓度基

本一致后, 按TaKaRa公司试剂盒所提供的方法

进行RT-PCR. RT-PCR的反应条件为: 94 ℃预变

性3 min, 94 ℃变性40 s, 55 ℃退火40 s, 72 ℃延

伸60 s, 共35个循环, 最后72 ℃延伸5 min. 反应

产物用1%琼脂糖凝胶进行电泳(电压95 V, 时
间30 min), 通过Gene Genius全自动凝胶成像系

统读取目的电泳条带的斑点密度扫描值, 以各

组β-actin条带的扫描值来标化其相应组hENT1 
mRNA表达量. 
1.2.3 流式细胞仪检测HuH-7细胞周期时相分布: 
选取对数生长期细胞, 将细胞接种于2个培养瓶

中; 培养24 h后换含有不同浓度的Roscovitine(对
照组浓度为0 μmol/L, 实验组浓度为32 μmol/L)
的培养液处理细胞, 培养24 h后, 制成单细胞悬

液; 取1 mL细胞悬液, 4 ℃、1 000 r/min离心10 
min, 弃上清; 加入1 mL冷PBS, 轻轻吹打使细胞

悬浮, 4 ℃、1 000 r/min离心10 min, 弃上清; 重
复悬浮3次; 将细胞重悬于100 μL PBS中加入

Triton X-100 250 μL, 室温孵育10 min; 加入RNA
酶200 μL, 室温孵育10 min; 加入碘化丙啶200 
μL 4 ℃孵育10 min后立即上机检测. 

统计学处理 数据采用SPSS13.0统计软件分

析, 各组数据以mean±SD表示, 采用t检验, 以
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 人肝癌细胞株Hep3B、HuH-7、HepG2和乳

腺癌细胞株MCF-7中hENT1的定位表达 通过荧

光显微镜观察发现, 与阴性对照组相比, 3株肝

癌细胞膜上均可见较强的荧光, 其中HuH-7细胞

膜上的荧光最强, MCF-7细胞膜上的荧光相对较

弱(图1).
2 . 2  肝癌细胞株和乳腺癌细胞株中h E N T 1 
mRNA的表达水平 3株肝癌细胞中存在较高的

ENT1 mRNA表达(图2), ENT1 mRNA在3株肝

癌细胞中的表达量均比乳腺癌细胞株高, 差异

有统计学意义(P <0.05); 3株肝癌细胞间ENT1 
mRNA的表达水平存在差异, 以HuH-7中的表达

水平最高, 差异有统计学意义(P <0.05). 
2.3 抑制细胞周期依赖性蛋白激酶活性后人肝

癌细胞HuH-7细胞周期的变化 对照组中G0/G1期

细胞占58.50%±0.33%, S期占25.55%±0.15%, 
G2/M期占16.35%±0.31%; 实验组中G0/G1期

细胞占76.29%±0.34%, S期占15.19%±0.34%, 
G2/M期占8.51%±0.41%. 与对照组相比, 实验组

G0/G1期细胞比例增多, S期、G2/M期细胞比例

■研发前沿
ENT1的表达水平
与肿瘤患者的化
疗效果的关系是
目前研究的热点. 
采用外源性干预
肿瘤细胞膜上核
苷载体的表达, 可
能提高核苷类化
疗药物在细胞内
的浓度及持续时
间 ,  增 强 抗 癌 效
果. ENT1在人肝
癌细胞中的表达
及特征尚不清楚.

■相关报道
郑杰等研究发现
ENT1是肿瘤细胞
内核苷类化疗药
物的主要反流通
道, 下调hENT1的
表达水平, 可以提
高细胞内核苷类
化疗药物的浓度, 
延长药物在细胞
内的持续时间, 增
强化疗效果. 
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减少(均P <0.05, 表1). 
2.4 不同细胞周期人肝癌细胞HuH-7中hENT1 
mRNA表达水平的比较 实验组与对照组相比

(图3), hENT1 mRNA表达水平明显上调, 两组间

的差异有统计学意义(P <0.05).

3  讨论

5-氟尿嘧啶、吉西他滨及阿糖胞苷等核苷类药

物是很多抗肿瘤化疗方案的基础用药, 通过影

响DNA、RNA起到干扰肿瘤的生长、分裂, 进
而达到治疗肿瘤的目的[3]. 该类药物需要NTs的
转运才能进入细胞, 发挥其抗肿瘤作用. 至今已

发现人类有两大类NTs, 即hENTs和hCNTs[4-6], 
hENTs对核苷及核苷类药物的跨膜转运原动力

是细胞膜两侧的浓差, 转运过程具有饱和特性, 
而且是易化扩散的过程, 即核苷既可内流入细

胞又可外流出细胞, 最终使细胞内外底物浓度一

致, 其转运速度快、流量高[7-9]. hCNTs是一种主

动转运蛋白, 只能将细胞外底物转运至细胞内, 
即使逆浓度差转运, 其方向也不变, 从而使细胞

aP<0.05 vs  对照组.

表  1  抑制CDKs活性后人肝癌细胞HuH-7细胞周期的变化
(mean±SD, %)

     分 组 G0/G1期 S期 G2/M期

对照组 58.50±0.33 25.55±0.15 16.35±0.31

实验组 76.29±0.34a 15.19±0.34a    8.51±0.41a

图  1   人肝癌细胞株Hep3B、HuH-7、
HepG2和乳腺癌细胞株MCF-7中hENT1的定
位表达 . A: Hep3B; B: HuH-7; C: HepG2; D: 

MCF-7.

A

DC

B

图  2  半定量RT-PCR检测细胞株HuH-7、MCF-7、HepG2
及Hep3B ENT1 mRNA的表达. A: β-actin; B: hENT1; 1: 
HuH-7; 2: MCF-7; 3: HepG2; 4: Hep3B.

A 1           2            3           4 

500 bp
200 bp

B

400 bp
300 bp

■创新盘点
本研究发现, 人肝
癌细胞膜上存在
ENT1的表达, 不
同肝癌细胞株中
ENT1 mRNA的表
达水平存在差异, 
处 于 G 0 / G 1 期 的
肝癌细胞, ENT1 
mRNA的表达水
平明显上调. 

■应用要点
ENT1在人肝癌细
胞中的表达特征
对临床化疗策略
具有潜在的临床
价值, 并为认识肝
癌的耐药机制提
供 新 的 思 路 .  调
控肝癌细胞膜上
ENT1的表达, 可
提高肝癌的化疗
效果.  

图  3  半定量RT-PCR检测抑制CDKs活性后人肝癌细胞
HuH-7中hENT1 mRNA的表达. A: β-actin; B: hENT1; 1: 对照

组; 2: 实验组. 

500 bp
400 bp

400 bp
300 bp

1                     2 
A

B
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内达到较高的浓度[10,11]. 基于ENTs和CNTs的转

运功能和特性, 以及hENT1对核苷类化疗药转运

的突出作用, 目前国内外关于核苷载体和肿瘤

关系的研究, 多数是关于hENT1表达水平与肿瘤

化疗效果关系的研究, 以及调控hENT1的表达水

平对肿瘤化疗效果影响的研究, 尤其是hENT1表
达水平与胰腺癌化疗效果的报道较多. 有研究

表明, 人肝细胞和乳腺癌细胞膜上存在ENT1的
表达[12,13], 但是人肝癌细胞膜上ENT1的表达及

特征尚不清楚, 不同肝癌细胞株中hENT1的表达

水平是否存在差异, 以及不同细胞周期肝癌细

胞中hENT1的表达水平又有何特点, 均不清楚.   
近年来研究发现, hENT1的表达水平与肿

瘤患者的化疗效果和预后密切相关[14-17]. 徐建

敏等研究发现hENT1是肿瘤细胞内核苷类化疗

药物的主要反流通道, 下调hENT1的表达水平, 
可以提高细胞内核苷类化疗药物的浓度, 延长

药物在细胞内的持续时间, 增强化疗效果[18,19].  
本研究结果显示, 3株肝癌细胞膜上均可见

较高的ENT1表达, ENT1在肝癌细胞株中的表达

存在普遍性, 说明治疗肝癌的核苷类化疗药物

有一定的化疗效果. 有研究表明, 5-氟尿嘧啶及

其衍生物用于治疗原发性肝癌的有效率、生存

期及半年生存率较仅行对症支持治疗的对照组

皆有明显的提高. 吉西他滨与5-氟尿嘧啶联合化

疗对原发性肝细胞癌远期疗效较好, 具有一定

的临床使用价值[20]. 
ENT1 mRNA在3株肝癌细胞中的表达水

平均较乳腺癌细胞中的高, 说明人肝癌细胞中

ENT1 mRNA的表达水平较人乳腺癌细胞出现

普遍上调. 由于hENT1是核苷类药物主要反流通

道, 从而不利于核苷类化疗药在肝癌细胞内积

聚, 药物在细胞内持续的时间相对较短, 导致肝

癌的化疗效果较乳腺癌差. 据报道, 5-氟尿嘧啶

单药治疗肝癌的有效率多在20%以下, 治疗乳腺

癌的有效率可达30%-40%. 3株肝癌细胞株之间

ENT1 mRNA的表达水平存在差异, 这说明不同

肝癌患者ENT1 mRNA的表达水平存在差异, 提
示临床上不同肝癌患者对5-氟尿嘧啶化疗效果

产生差异及耐药的原因可能与此有关. 
Roscovitine是嘌呤类细胞周期依赖性蛋白

激酶(cell cycle dependent kinases, CDKs)抑制剂, 
此化合物及其衍生物对CDKs有特异性的抑制

作用而对其他蛋白激酶基本无作用, X射线晶体

衍射测定结果表明, Roscovitine是通过与ATP竞
争ATP结合位点起到抑制CDKs的作用. 我们的

前期研究已证实, 利用适宜浓度的CDKs抑制剂

Roscovotine抑制CDKs的活性后发现, 肝癌细胞

周期时相的分布会发生改变[21]. 因此, 我们在前

期的研究基础上利用对肝癌细胞生长抑制最有

效的Roscovitine浓度(32 μmol/L)作用人肝癌细

胞HuH-7, 将细胞阻滞在G0/G1期, 然后观察ENT1 
mRNA的表达情况, 结果发现ENT1 mRNA的表

达水平明显上调, 差异有统计学意义(P <0.05), 提
示肝癌化疗时, 处于G2/M期的肝癌细胞, 核苷类

化疗药更容易在细胞内积聚, 药物在细胞内持续

的时间更长, 此时的化疗效果更好. 我们知道, 手
术后的肝癌患者, 大部分癌细胞处于增殖期, 即
G2/M期的细胞占多数, 此时的化疗效果最好, 提
示肝癌术后患者提倡早期化疗. 

目前, 临床上5-氟尿嘧啶对肝癌的化疗效

果并不理想. 本研究证实了人肝癌细胞膜上存

在ENT1的表达, 进一步研究人肝癌细胞膜上

CNTs的表达情况, 通过调控ENT1的表达, 或阻

断ENT1的转运, 防止细胞内的5-氟尿嘧啶向细

胞外反流, 同时保持CNTs对5-氟尿嘧啶向细胞

内的单向转运功能, 提高肝癌细胞内药物浓度

是提高肝癌化疗效果的重要思路, 有潜在的临

床价值.  
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