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Abstract: Objective  To investigate the expression of ENO3 gene in hepatocellular carcinoma and its effect 
on the sensitivity of hepatocellular carcinoma cell lines to OXA, and to explore the possible mechanism. 
Methods  qRT-PCR and immunohistochemical analysis were used to detect the expression of ENO3 in 48 
pairs of hepatocellular carcinoma tissues and normal liver tissues. Overexpression plasmid was constructed 
and transfected into MHCC97H and HepG2 cells. The experiments were divided into empty group (Vector 
group), ENO3 overexpression group (ENO3 group), empty+OXA group (Vector+OXA group) and ENO3 
overexpression+OXA group (ENO3+OXA group). The proliferation ability of MHCC97H and HepG2 
cells were detected by CCK-8 assay and cell colony formation assay. The apoptosis rate was determined 
by flow cytometry assay. Protein expressions of Bcl-2, Bax and Caspase-3 were detected by Western blot 
assay. Results  The expression of ENO3 was significantly decreased in hepatocellular carcinoma tissues, 
compared with normal liver tissues adjacent to the carcinoma. The expression of ENO3 gene in the ENO3 
overexpression group was significantly higher than that in the empty group. Compared with the Vector+OXA 
group, cell viability was decreased, apoptosis rate was increased, Bcl-2 protein expression was decreased, Bax 
and Caspase-3 protein expression were increased in the ENO3+OXA group. Conclusion  The expression of 
ENO3 is down-regulated in hepatocellular carcinoma tissues, and the overexpression of ENO3 can enhance 
the sensitivity of hepatocellular carcinoma cell lines to oxaliplatin by promoting cell apoptosis. 
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摘  要：目的  研究ENO3基因在肝癌中的表达及其是否可影响肝癌细胞对奥沙利铂的敏感度并探讨可

能机制。方法  qRT-PCR、免疫组织化学法检测48例肝细胞肝癌组织和正常肝组织中ENO3的表达。构

建ENO3过表达质粒，转染MHCC97H细胞和HepG2细胞；实验分为空载组（Vector组）、ENO3过表达组

（ENO3组）、空载+OXA组（Vector+OXA组）和ENO3过表达+OXA组（ENO3+OXA组）。CCK-8法、克

隆形成法检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡率；Western blot法检测细胞中凋亡相关蛋白Bcl-2、

Bax和Caspase-3的表达水平。结果  肝癌组织中ENO3的表达量明显低于正常肝组织。ENO3过表达组细

胞ENO3的mRNA水平与蛋白水平较空载组均明显升高。过表达ENO3联合奥沙利铂后，与空载+OXA组
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相比，ENO3过表达+OXA组细胞活

力降低、凋亡增加；Bcl-2蛋白表达减

少，Bax、Caspase-3蛋白表达增加。结
论  ENO3在肝癌组织中表达下降，过

表达ENO3可通过促进凋亡增强肝癌细

胞对奥沙利铂的敏感度。
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0  引言
原发性肝癌是目前我国第四位常见的恶性肿瘤

及第二位肿瘤致死病因，肝细胞肝癌（hepatocellu-
lar carcinoma, HCC）约占原发性肝癌总数的90%[1]。

由于起病隐匿且生长迅速，大部分肝癌患者确诊时

已进展至中晚期，失去了手术切除的机会[2]。对于

这部分患者，药物治疗是其为数不多的选择之一。

相比各类分子靶向药物和免疫治疗药物，含奥沙利

铂（Oxaliplatin, OXA）的系统化疗方案更经济，且

被证实同样有效而被多数晚期HCC患者接受[3-5]。

奥沙利铂可通过与DNA相互作用，阻断DNA复

制，引起细胞周期阻滞和细胞死亡；也可通过氧化

应激反应生成氧自由基，导致DNA氧化损伤[6]。肝

癌细胞易产生耐药性，是晚期HCC化疗面临的主

要问题。靶向分子治疗联合化疗是治疗肿瘤的新

思路[7]，寻找可与奥沙利铂协同作用的分子，提高

HCC对奥沙利铂的敏感度有重要临床意义。

烯醇化酶（enolase,  ENO），在糖酵解代

谢途径中发挥催化作用，肌肉特异性烯醇化酶

（ENO3）是ENO三种同工酶之一，与糖原代谢、

脂质代谢密切相关[8-9]。ENO3在HCC与激活的肝星

状细胞中表达下调[10-11]，预示着其可能与HCC的

发生发展有关。ENO3是否影响肝癌细胞对奥沙利

铂敏感度的研究尚未见报道。本实验通过过表达

ENO3基因，检测奥沙利铂处理后的细胞活力和凋

亡率，明确ENO3在肝癌细胞对奥沙利铂敏感度中

的作用，探讨其可能的机制，以期为提高HCC对

奥沙利铂的敏感度提供新的分子靶点。

1  资料与方法
1.1  资料 

收集2019—2020年郑州大学第一附属医院48
例患者（其中男29例、女19例；年龄44岁~58岁，

平均年龄52.5岁，中位年龄50岁）术后新鲜肝细胞

肝癌组织和正常肝组织标本。所有患者术前均未

接受任何放化疗等抗肿瘤治疗，患者临床病理信

息和随访记录均完整。本试验经郑州大学第一附

属医院伦理委员会批准，由患者本人或家属签署

知情同意书。MHCC97H与HepG2细胞株来自本实

验室留存；胎牛血清购自美国Gibco公司；DMEM
高糖培养基、CCK-8试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司；TRIzol总RNA提取试剂盒、逆转录试

剂盒购自南京诺唯赞医疗科技有限公司；2x SYBR 
Green qPCR扩增试剂盒购自美国Bimake生物科技

有限公司；奥沙利铂购自美国Selleck生物科技有

限公司；ENO3过表达质粒pcDNA-ENO3及空载质

粒pcDNA-con购自江苏PPL质粒与蛋白共享库；

LipoMax转染试剂购自南京南晶生物技术有限公

司；Annexin V-APC/7-AAD细胞凋亡检测试剂盒购

自南京凯基生物技术有限公司；兔抗Bcl-2、Bax及

Caspase-3多克隆抗体购自上海泊湾生物科技有限

公司；兔抗ENO3多克隆抗体、鼠抗GAPDH单克

隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  qRT-PCR法检测ENO3mRNA在肝癌中表达   
根据TRIzol试剂盒说明书提取肝癌及正常肝组织中

的总RNA，测定RNA浓度及纯度，参照反转录及荧

光定量试剂盒说明书将mRNA反转录合成cDNA，然

后进行荧光定量PCR反应。ENO3的上游引物序列：

5’-TCTGGGGAGACTGAGGACAC-3’，下游引物序

列：5’-GCCTTCGGGTTACGGAACTT-3’；GAPDH
上游引物序列：5’-TGATTCCACCCATGGCAAATTC
C-3’，下游引物序列：5’-CATGGTGGTGAAGACGC
CAG-3’。 反应条件：95℃ 10 min预变性，然后95℃ 
15 s，60℃ 30 s，72℃ 30 s，40个循环。结果按照2-ΔΔCt

法计算ENO3的相对表达量，实验重复3次。

1.2.2  免疫组织化学法检测ENO3蛋白在肝癌中

的表达  蜡块包埋的肝癌组织与正常肝组织经切

片、制片后，依次用二甲苯脱蜡、浓度梯度乙醇

脱水，然后用高压锅煮沸枸橼酸盐溶液进行抗原

修复10 min。室温自然冷却后用3%过氧化氢室温

孵育20 min，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤3次，加

入ENO3抗体（稀释比为1:300），4℃过夜。次

日常温孵育二抗1 h，PBS洗涤后用二氨基联苯胺

（DAB）显色，苏木精对比染色，脱水透明后中

性树胶封片。根据细胞染色强度分为4级：无阳性

着色（阴性）计0分，淡黄色（弱阳性）计1分，

棕黄色（阳性）计2分，棕褐色（强阳性）计3
分；根据阳性细胞百分比分为4级：≤25%计1分，

>25%~50%计2分，>50%~75%计3分，>75%计4
分。将两项评分相乘得出最终评分结果。

1.2.3  细胞培养和转染  将MHCC97H细胞接种于

DMEM高糖细胞培养基（含10%胎牛血清，100 u/
ml青霉素、0.1 mg/ml链霉素），置于37℃、5%CO2

细胞培养箱中培养。细胞密度达到80%~90%时，

加2.5 g/L胰蛋白酶溶液消化，进行传代培养或后续

实验。实验分为空载组（Vector组）和ENO3过表达

组（ENO3组）。将处于对数生长期的MHCC97H
与HepG2细胞接种于6孔板，细胞密度达到约70%
时，换液，按说明书将空载质粒和过表达质粒分
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别转入空载组和ENO3过表达组细胞。继续培养   

24 h后，胰酶消化收集各组细胞，提取mRNA及蛋

白质，Western blot和qRT-PCR验证转染效果。

1.2.4  ENO3质粒转染对肝癌细胞奥沙利铂药物毒

性的影响  转染质粒24 h后，将细胞接种于96孔板，

每孔5×103个细胞。细胞贴壁后换液，Vector组和ENO3
组细胞分别加入含奥沙利铂浓度为0、5、10、20、40、

60、80 μmol/L的培养基，继续培养48 h后，每孔分别

加入10 μl CCK-8试剂，细胞培养箱中孵育2 h，于酶标

仪450 nm波长处测定吸光度值，根据以下公式计算细

胞抑制率。相对抑制率（%）=[1－（实验孔OD值－空

白孔OD值）/（对照孔OD值－空白孔OD值）]×100%。

1.2.5  CCK-8法检测细胞活力  转染质粒24 h后，

将细胞接种于96孔板，每孔5×103个细胞。细胞贴

壁后换液，Vector+OXA组和ENO3+OXA组加入奥

沙利铂浓度为20 μmol/L的培养基，其余两组加入

不含奥沙利铂的培养基。继续培养48 h后，每孔分

别加入10 μl CCK-8试剂，细胞培养箱中孵育2 h，

于酶标仪450 nm波长处测定细胞吸光度值。每个

浓度设4个复孔，实验重复3次。

1.2.6  克隆形成实验检测细胞增殖能力  转染质粒

24 h后，将细胞接种于6孔板中，每孔1×103个细胞。

细胞贴壁后换液，Vector+OXA组和ENO3+OXA组

加入奥沙利铂浓度为20 μmol/L的培养基，其余两

组加入不含奥沙利铂的培养基。继续培养14天后，

移除培养基，PBS洗涤3次，4%多聚甲醛室温固定     

10 min，1%结晶紫染色10 min，PBS洗涤干净后室

温晾干，显微镜下计数形成的克隆球数。

1.2.7  流式细胞术检测细胞凋亡  转染质粒24 h
后将细胞接种于24孔板中，每孔1×105个细胞，每

组设3个复孔。细胞贴壁后换液，Vector+OXA组

和ENO3+OXA组加入含20 μmol/L奥沙利铂的培

养基，其余两组加入不含奥沙利铂的培养基。继

续培养48 h后用不含EDTA的胰酶消化、收集各孔

细胞。按照Annexin V-APC/7-AAD细胞凋亡检测

试剂盒说明书，每孔细胞依次加入500 μl结合缓

冲液Binding Buffer悬浮细胞，5 μl Annexin V-APC
染液，5 μl 7-AAD染液，混匀，室温避光反应         

15 min，流式细胞术检测细胞凋亡率。

1.2.8  Western blot法检测Bcl-2、Bax和Cas-
pase-3蛋白  转染质粒24 h后，Vector+OXA组和

ENO3+OXA组细胞加入奥沙利铂浓度为20 μmol/L
的培养基，其余两组加入不含奥沙利铂的培养

基，继续培养48 h。胰酶消化收集各组细胞，离

心后除去上清液，加入RIPA细胞裂解液，冰上裂

解30 min，然后4℃，12 000 r/min离心10 min得到

细胞总蛋白。蛋白定量后，取30 μg蛋白样品上

样，进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

浓缩胶与分离胶浓度均为10%；电泳结束后，将

含有目标蛋白的凝胶在300 mA，恒流条件下作用

90 min，将蛋白转至聚偏氟乙烯（PVDF）膜。转

膜后，将膜置于5%脱脂奶粉中，室温封闭2 h，

TBST洗涤后加入Bcl-2、Bax和Caspase-3抗体，

4℃过夜孵育。次日取出一抗，洗涤后室温避光孵

育荧光二抗1 h。利用Odyssey LICOR双色红外激

光成像系统检测目标蛋白，并分析条带灰度值。

1.3  统计学方法  
应用Graphpad prism8.0软件对数据进行统计

学处理，计量资料以均数±标准差（x±s）表示。

肝癌组织和正常肝组织中ENO3表达差异的比较采

用配对t检验；多组间比较采用单因素方差分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  ENO3在肝癌组织中的表达情况

肝癌组织中ENO3 mRNA相对表达量为0.270±
0.307，正常肝组织为0.885±0.665，两组差异有统

计学意义（P<0.0001）；肝癌组织中ENO3蛋白表

达为3.375±1.632，正常肝组织为7.563±2.665，两

组差异有统计学意义（P<0.0001），见图1。

HCC: hepatocellular carcinoma.

图1  肝细胞肝癌组织中ENO3的表达水平
Figure 1  Expression of ENO3 in hepatocellular carcinoma tissues
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2.2  ENO3过表达水平的验证  
与Vector组相比，ENO3组ENO3 mRNA和蛋白

表达水平均明显提高。在MHCC97H细胞中，Vec-
tor组mRNA相对表达量为1.028±0.162，ENO3组

为9.261±0.855；Vector组蛋白相对表达量为0.361
±0.031，ENO3组为0.816±0.051，二者差异均有统

计学意义（均P<0.0001）；HepG2细胞中，Vector
组mRNA相对表达量为0.948±0.126，ENO3组为

14.540±1.155；Vector组细胞蛋白表达量为0.180±
0.033，ENO3组为0.720±0.056，二者差异均有统计

学意义（均P<0.0001），见图2。

2.3  CCK-8法和克隆形成法检测过表达ENO3联合

OXA对肝癌细胞增殖的影响

随 奥 沙 利 铂 浓 度 的 升 高 ， 两 组 细 胞 的 抑

制率均逐渐升高，奥沙利铂浓度为20 μmol /L
时，Vector组细胞抑制率为（43.81±1.6）%，

ENO3组为（58.76±1.1）%，两组差异最为显著

（P<0.0001），见图3A。此浓度既可充分抑制细

胞增殖能力，又不至于完全杀死细胞，使用此浓

度进行后续实验。奥沙利铂分别处理各组细胞48 h
后，两种细胞Vector+OXA组和ENO3+OXA组细

胞活力均降低（均P<0.0001）。过表达ENO3联合

奥沙利铂时，在MHCC97H细胞中，Vector+OXA
细胞活力为（56.03±1.21）%，ENO3+OXA组

为（39.91±1.40）%，与Vector+OXA组相比，

ENO3+OXA组细胞活力可进一步下降，差异有

统计学意义（P<0.0001）。在HepG2细胞中，

Vector+OXA组细胞活力为（62.90±3.43）%，

ENO3+OXA组为（50.69±2.12）%，差异有统计学

意义（P=0.0014），见图3B。克隆形成实验结果

显示，过表达ENO3后，ENO3组细胞较Vector组增

殖能力下降；用奥沙利铂处理后，细胞生长受到

抑制，无法形成克隆球；显微镜下观察，两组细

胞均仅有少量细胞增殖，其中ENO3+OXA组细胞

增殖能力弱于Vector+OXA组，见图3C、3D。

2.4  过表达ENO3联合OXA对肝癌细胞凋亡的影响  
单独过表达ENO3时，与Vector组相比，两种

细胞ENO3组细胞凋亡均无明显变化。奥沙利铂处

理48 h后，在MHCC97H细胞中，Vector+OXA组

细胞凋亡率为（20.58±1.46）%，ENO3+OXA组细

胞凋亡率为（27.87±1.45）%，差异有统计学意义

（P=0.0004）。在HepG2细胞中，Vector+OXA组

细胞凋亡率为（5.33±0.32）%，ENO3+OXA组细

胞凋亡率为（11.07±0.55）%，差异有统计学意义

（P<0.0001），见图4。

2.5  过表达ENO3联合OXA对肝癌细胞Bcl-2、Bax
和Caspase-3蛋白表达影响  

图2  ENO3过表达水平的验证
Figure 2  Verification of ENO3 overexpression

图3  过表达ENO3联合OXA对MHCC97H和HepG2细胞活力的影响
Figure 3  Effect of ENO3 overexpression in combination with OXA 
on viability of MHCC97H and HepG2 cells 
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奥沙利铂处理后，两种细胞加药组Bcl-2蛋白

表达均降低，Bax和Caspase-3蛋白表达均增高。

过表达ENO3联合奥沙利铂时，与Vector+OXA组

相比，ENO3+OXA组细胞Bcl-2蛋白表达进一步降

低（MHCC97H: P=0.025; HepG2: P=0.0008），而

Bax（MHCC97H: P=0.0118; HepG2: P=0.0433）

和Caspase-3（MHCC97H: P<0.0001; HepG2: 
P=0.0127）蛋白表达进一步增高，见图5。

3  讨论
含奥沙利铂的系统性化疗是临床治疗中晚期

HCC的一线方案[1]，应用奥沙利铂对HCC患者姑息

性化疗，可提高患者的总体生存率[12]。化疗过程

中细胞容易出现耐药，大大降低了治疗效果[4]。随

着分子生物学技术的发展和应用，肝癌组织中越

来越多的异常表达基因被人们发现可影响肝癌的

发生发展以及化疗效果和预后[10]。

ENO3在正常肝脏组织中表达较高，可参与糖

原代谢和脂质代谢，其表达缺失可造成糖原代谢

障碍[10]。ENO3在肿瘤中的研究较少，仅有研究发

现其在非小细胞肺癌与结直肠癌中表达上调[13-14]，

而在胰腺癌与肝癌中表达下调[10,15]。目前尚未有

证据明确ENO3在肿瘤中的作用及其是否可增强

化疗药物的杀伤作用。肝星状细胞与肝癌的发

生密切相关，其过度激活可致肝纤维化和肝硬

化 [16]，ENO3在激活的肝星状细胞与肝癌中表达

均下调[10-11]，预示着其可能在早期肝癌的发生发

展中扮演重要角色。

本研究结果显示ENO3在肝细胞肝癌组织中

表达下调，与研究报道一致[10]。克隆形成实验表

图4  过表达ENO3联合OXA对MHCC97H和HepG2细胞凋亡的影响
Figure 4  Effect of ENO3 overexpression in combination with OXA on apoptosis of MHCC97H and HepG2 cells 

图5  过表达ENO3联合OXA对MHCC97H和HepG2细胞
Bcl-2、Bax和Caspase-3蛋白表达的影响
Figure 5  Effect of ENO3 overexpression in combination 
with OXA on protein expression of Bcl-2, Bax and 
Caspase-3 in MHCC97H and HepG2 cells 
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明过表达ENO3后，细胞的增殖能力下降；过表

达ENO3联合奥沙利铂，细胞增殖能力可以在过

表达的基础上进一步降低，证明了二者有协同作

用。我们在MHCC97H和HepG2细胞中分别单独

过表达ENO3以及过表达ENO3联合奥沙利铂后检

测各组细胞的活力与凋亡率，发现过表达ENO3
后，细胞活力与凋亡率变化不明显。然而过表达

ENO3联合奥沙利铂后，细胞活力可在单独使用

奥沙利铂的基础上进一步下降，凋亡率进一步增

加，说明过表达ENO3可以增强肝癌细胞对奥沙

利铂的敏感度。

诱导细胞凋亡是奥沙利铂发挥作用的机制之

一[2]。Bcl-2蛋白家族成员在凋亡过程中起关键作

用，其家族成员Bax蛋白可从细胞质转移到线粒体

膜上，引起线粒体外膜通透性改变，启动caspase
级联反应，最终由Caspase-3执行凋亡[17-18]。Bcl-2作

为抗凋亡基因，可抑制Bax蛋白在线粒体膜上形成

复合物，减轻细胞凋亡[18]。本研究结果显示奥沙利

铂可以诱导MHCC97H和HepG2细胞凋亡，使细胞

Bcl-2蛋白表达减少，Bax和Caspase-3蛋白表达增加。

我们发现过表达ENO3后，细胞Bcl-2，Bax和Cas-
pase-3蛋白变化不明显，然而过表达ENO3联合奥沙

利铂后，细胞Bcl-2蛋白较奥沙利铂单独作用条件下

进一步下降，Bax和Caspase-3蛋白则进一步增加，提

示ENO3可能通过下调Bcl-2，上调Bax和Caspase-3来

促进凋亡进而增强肝癌细胞对奥沙利铂的敏感度。

综上所述，ENO3在肝癌组织中表达下调，过

表达ENO3可以通过促进肝癌细胞凋亡并增强其对

奥沙利铂的敏感度。本研究为临床提高HCC对奥沙

利铂的敏感度提供了新的分子靶点和理论依据。
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