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胃癌组织中 ENO1、M2-PK 蛋白表达及其临床意义 *
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摘要 目的：探讨胃癌组织中烯醇化酶 -α（enolase-α,ENO1)、肿瘤型丙酮酸激酶(tumor M2 pyruvate kinase,M2-PK)的表达、相互关

系及临床病理学意义。方法：应用免疫组织化学 SP 染色方法分别对 55 例胃癌组织和 23 例胃良性病变组织切片染色，观察胃癌

组织和良性病变组织 ENO1、M2-PK 的表达情况及分析两者临床病理关系。结果：胃癌组织中 ENO1 阳性表达率为 67.3% (37／
55)，明显高于胃良性病变组 30.4%(7／23) ( P<0.01)，其表达与胃癌分化程度、浸润深度、淋巴结转移及 TNM 分期均显著相关(均
P<0.05)。M2-PK 在胃癌组织中的阳性表达率为 78.2%(43／55)，明显高于胃良性病变组织 39.1%(9／23) ( P<0.01)，其表达与胃癌

分化程度、浸润深度均显著相关(均 P<0.05)。胃癌组织中 ENO1 与 M2-PK 的表达呈正相关(r=0.5729，P<0.05)。结论：ENO1 和

M2-PK 的表达上调与胃癌的发生、发展可能有关，联合检测两种蛋白在肿瘤组织中的表达，对临床判断胃癌的预后有一定的指导

意义。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression and clinicopathological significance of enolase-α (ENO1) and tumor M2

pyruvate kinase (M2-PK) in gastric cancer. Methods: The expression of ENO1 and M2-PK in 55 paraffin-embedded specimens of gastric
cancer and 23 paraffin-embedded specimens of benign gastric tissue was detected by S-P immunohistochemistry. The correlation of
ENO1 expression to M2-PK expression , and their correlations to the clinicophathologic features of gastric cancer were analyzed. Results:
The positive rate of ENO1 was significantly higher in gastric cancer than in benign gastric tissue (67.3% vs . 30.4%, P<0.01) , and
closely related to differentiation grade ( P<0.01) , depth of invasion (P<0.01), lymph node metastasis (P<0.05) and TNM staging( P<0.
05).The positive rate of M2-PK was significantly higher in gastric cancer than in benign gastric tissue (78.2%vs . 39.1%, P<0.01) , and
closely related to differentiation grade ( P<0.05) , depth of invasion ( P<0.05) .The expression of ENO1 was positively correlated to that
of M2-PK (r=0.5729，P<0.05) . Conclusion: The up-regulation of ENO1 and M2-PK expression may play important roles in the
oncogenesis and progression of gastric cancer. Combined detection of the expression of ENO1 and M2-PK in gastric cancer may provide
a significant parameter to judge the clinical prognostic of gastric cancer.
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前言

近年来，Warbug 效应逐渐受到人们的重新重视。1929 年，

Otto Warburg 先生观察到恶性肿瘤细胞代谢的改变，即在氧充

足的条件下，肿瘤细胞主要通过有氧糖酵解途径利用葡萄糖，

同时降低线粒体内的有氧磷酸化，并认为这个不可逆的改变最

终导致肿瘤的形成，这就是著名的 Warburg 效应[1]。尽管该理论

与肿瘤形成的确切关系到目前为止还不清楚，然而在恶性肿瘤

中糖酵解代谢增强的普遍广泛存在是一个不可争辩的事实。一

项研究证实，恶性肿瘤中糖酵解酶基因存在广泛的过表达，且

这种情况似乎仅限于糖酵解，其他的生化途径（例如三羧酸循

环）到目前为止未发现类似的情况，从而支持肿瘤中经典 War-
burg 效应的观点[2]。因此，肿瘤细胞中糖酵解酶表达的改变也是
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表 1 胃良性病变组织及胃癌组织中 ENO1、M2-PK 的表达

Table 1 The expression of ENO1 and PK-M2 in benign gastric tissues and gastric cancer

Group
Benign gastric tissues Gastric cancer

P value
n Positive Negative n Positive Negative

ENO1 23 7 16 55 37 18 0.003

M2-PK 23 9 14 55 43 12 0.001

Warburg 效应的一个关键因素。而在糖酵解途径中，ENO1 和

M2-PK 都属于关键酶。尽管 ENO1 和 PKM2 的表达改变在许

多肿瘤细胞中被观察到，然而其表达与临床的关系认识还有待

探索。本文应用免疫组织化学方法检测 ENO1 和 M2-PK 在胃

癌中表达情况，探讨 ENO1 和 M2-PK 对胃癌病情发生发展及

预后的临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料

收集兰州大学第一医院 2009 年 6 月至 2010 年 10 月病理

科存档的石蜡包埋胃组织,经重新阅片证实，筛选出组织标本

78 例，其中胃癌 55 例，均为腺癌，男性 39 例,女性 16 例,年龄

27-79 岁,平均年龄 57.4 岁, 根据国际 TNM 分期法（2002 版）分

期：I 期及Ⅱ期共 20 例，Ⅲ期及Ⅳ期共 35 例；高分化腺癌 19
例，低分化腺癌 36 例，其中发生淋巴结转移者 37 例；浸润深度

T1 和 T2 共 16 例，T3 和 T4 共 39 例；胃良性病变组织 23 例，

均为胃溃疡，男性 18 例，女性 13 例，年龄 22-68 岁，平均年龄

43 岁；所有标本均经 10%福尔马林液固定,常规石蜡包埋,连续

切片厚 4μm。所有病例均来自住院手术病人,术前均未接受化

疗及放疗。
1.2 试剂和方法

1.2.1 试剂 兔抗人 ENO1 多克隆抗体为 Proteintech Group 公

司产品, 工作效价为 1:100。兔抗人 M2-PK 多克隆抗体为北京

博奥森有限公司产品，工作效价为 1:200；SP 试剂盒均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。
1.2.2 免疫组化染色及结果判定 每个病例的切片均分为三部

分，分别检测 ENO1 和 M2-PK 蛋白的表达。免疫组化按 SP 试

剂盒说明书步骤操作，以 PBS 代替一抗作为阴性对照。在高倍

镜下每张切片选择 5 个有代表性的视野，每个视野计数 100 个

肿瘤细胞，共计数 500 个细胞。ENO1 定位于细胞浆或胞膜，

M2-PK 定位于胞浆或胞核，出现黄色或棕黄色颗粒为阳性细

胞。阳性结果判断：免疫组化结果采用半定量计分法判定：按阳

性着色程度评分, 0 分为无着色; 1 分为浅黄色; 2 分为棕黄色;
3 分为棕褐色。按阳性细胞占比例评分, 0 分为 < 5%; 1 分为

5%～ 10%; 2 分为 11%～50%; 3 分为 51%～80%; 4 分为 >
80%。两者乘积判定阳性结果: 0 为阴性(- ) ;1～ 4 分为弱阳性

(+ ) ; 5～ 8 分为中度阳性(+ + ) ; 9～ 12 分为强阳性(+ + +～+ +
+ + )。
1.3 统计学分析

对实验结果及临床资料运用统计软件 SPSS 17.0 进行

chi-square 检验，Spearman 相关分析进行统计学处理。检验水准

为：P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌组织中 ENO1 和 M2-PK 的表达

ENO1 在胃癌组织中的表达呈胞浆、胞膜分布，阳性信号

为棕黄色颗粒。本组病例在胃良性病变组织中 ENO1 阳性表达

7 例，阳性率为 30.4%(7／23)；在胃癌组织中阳性表达 37 例，

阳性率为 67.3%（37／55），显著高于胃良性病变组的表达(P=0.
003)。M2-PK 在胃癌组织中的表达呈胞浆、胞核分布，阳性信号

为棕黄色颗粒。本组病例在胃良性病变组织中 M2-PK 阳性表

达 9 例，阳性率为 39.1%(9／23)；在胃癌组织中阳性表达 43
例，阳性率为 78.2%(43／55)，显著高于良性病变组的表达(P=0.
001)，见图 A-D，表 1。

2.2 胃癌组织中 ENO1 和 M2-PK 的表达与临床病理特征的关

系

结果表明，胃癌组织中 ENO1 的表达与胃癌分化程度、浸
润深度、淋巴结转移及 TNM 分期均显著相关(均 P<0.05)，与患

者的年龄、性别无显著相关(均 P>0.05)。胃癌组织中的 M2-PK
表达与胃癌分化程度、浸润深度显著相关(均 P<0.05)，与患者

的年龄、性别、临床分期及有无淋巴结转移无显著相关(均 P>0.
05)，见表 2。

A: ENO1 在胃良性病变组织中表达(×200)

A: ENO1 expression in benign gastric tissues(×200)

B: M2-PK 在胃良性病变组织中表达(×200)

B: M2-PK expression in benign gastric tissues(×200)

C: ENO1 在胃癌组织中表达(×200)

C: ENO1 expression in gastric cancer tissues(×200)

D: M2-PK 在胃癌组织中表达(×200)

D: M2-PK expression in gastric cancer tissues(×200)
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Clinicopathologic

features
n ENO1 P value M2-PK P

Age

≥55y 30 22（73.3%） 0.294 23（76.7%） 0.766

<55y 25 15（60%） 20（80%）

Gender

Male 39 26（70.3%） 0.881 31（79.5%） 0.995

Female 16 11（68.8%） 12（75%）

Differentiation grade

Low 36 28（77.8%） 0.022 32（88.9%） 0.021

High 19 9（47.4%） 11（57.9%）

Depth of invasion

T1+T2 16 7(43.8%) 0.017 9(56.3%) 0.031

T3+T4 39 30(76.9%) 23(87.2%)

Lymph node metastasis

Yes 37 31(83.8%) <0.01 31(83.8%) 0.274

No 18 6(33.3%) 12(66.7%)

TNM stage

I+Ⅱ 20 8(40%) 0.001 13(65%) 0.147

Ⅲ+Ⅳ 35 29(82.9%) 30%(85.7%)

表 2 ENO1 和 M2-PK 与胃癌临床病理特征的关系

Table 2 Correlations of ENO1 and PK-M2 expression to clinicopathologic features of gastric cancer

2.3 胃癌组织中 ENO1、M2-PK 表达的相关性

胃 癌 组 织 中 33 例 ENO1 与 M2-PK 共 阳 性 表 达 ，8 例

ENO1 和 M2-PK 共阴性表达，仅 ENO1 阳性 4 例，仅 M2-PK

阳性 10 例，经相关性分析表明 ENO1、M2-PK 表达呈正相关

(r=0.5729，P<0.05)，见表 3。

M2-PK(＋) M2-PK(－) P value

ENO1(＋) 33 4
<0.05

ENO1(－) 10 8

表 3 ENO1、M2-PK 在胃癌中表达的相互关系 (例)

Table 3 Correlations of ENO1 and PK-M2 expression in gastric cancer

3 讨论

我们的研究证实，ENO1 和 M2-PK 的表达与胃癌的分化

程度及浸润深度有关，二者在胃癌的发生发展中可能发挥重要

的作用，同时也证实支持了肿瘤细胞中的 Warburg 效应的理

论。
ENO1 是一个高度保守的胞浆糖酵解酶，由两个含有 433

个氨基酸，分子量约 47kDa 的亚单位构成的二聚体，在细胞质

中起催化作用，形成磷酸烯醇式丙酮酸。与之前报道一致，在大

多数的肿瘤中 ENO1 呈高表达状态，如头颈部鳞状细胞癌、乳
癌、肝癌、结肠癌、小细胞型肺癌、子宫内膜癌等[3-7]。同时有研究

证实，在低分化和静脉血管浸润的肝癌中 ENO1 表达更高[8]；在

非小细胞肺癌中 ENO1 的高表达与临床预后相关，分期越晚，

表达越高。Kim JW 等[9]最近研究表明，ENO1 是一个多功能蛋

白；ENO1 不仅表达于胞浆，也表达与细胞膜的表面，除了在胞

质中发挥糖酵解的作用外，细胞膜表面 ENO1 起着纤溶酶原的

受体的作用，参与结合、活化、稳定纤溶酶原以及肿瘤细胞的侵

袭和转移[10, 11]。此外，ENO1 的高表达可以增强单核巨噬细胞的

浸润能力，提高穿透基质的能力[12]，还可能通过 Notch 信号通

路控制 C-MYC 癌蛋白的表达，参与肿瘤的形成过程[13]。
M2-PK 是糖酵解限速酶丙酮酸激酶的一种同工酶。M2-PK

主要存在于胚胎细胞、成体干细胞、肿瘤细胞等增殖细胞中，在

正常细胞中主要以四聚体形式存在；而在肿瘤中则大量表达并

主要以二聚体形式存在[14]，例如在肺癌、乳腺癌、胃肠道肿瘤、
肾癌等肿瘤细胞中,其二聚体形式的含量远高于正常组织[15]。最

近一项研究利用小发夹结构的 RNA 抑制 M2-PK 的表达，同时

用 M1-PK 代替它，结果表明乳酸产物减少，氧消耗增加，同时

在裸鼠异体移植中的肿瘤形成能力降低，证实肿瘤中 M2-PK
的表达对肿瘤细胞的增殖是必需的，其代谢类型的改变为肿瘤
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生长提供了必要的条件[16]。M2-PK 受变构激活剂 l，6- 二磷酸果

糖调节，当 l，6- 二磷酸果糖(fructose-1，6-bisphosphate，FBP)水
平达到一定高浓度时，无活性的二聚 PKM2 重新转化为高活性

的四聚体 M2-PK，而低水平则相反[14]。PKM2 同时又是一种磷

酸酪氨酸结合蛋白，它直接地和（或）选择性地与磷酸酪氨酸肽

特异性结合。当磷酸酪氨酸肽与 M2-PK 结合后，可促使与

M2-PK 相结合的 FBP 释放，转化为二聚体的 M2-PK 活性被抑

制，这种调节也是 PKM2 特有的[17]。此外，M2-PK 还受其他一

些小分子物质调节，如 L- 丝氨酸通过变构效应增加 PKM2 对

磷酸烯醇式丙酮酸（PEP）的亲和力和降低 FBP 浓度，而另一方

面 L- 丙氨酸则降低 PKM2 对 PEP 的亲和力，增加 FBP 的浓

度，其他氨基酸，如 L 一半胱氨酸、L 一蛋氨酸等则抑制 PKM2
的活性[14]。

实体肿瘤中，肿瘤细胞适应低氧微环境对肿瘤细胞增殖、
浸润、转移是至关重要的一步。缺氧诱导因子 HIF-1α参与机

体对缺氧的反应，是一个转录因子，能激活编码葡萄糖转运蛋

白，糖酵解酶，VEGF 的基因转录。多项研究显示，ENO1、PKM2
基因同为 HIF-1α 作用的靶基因 [18-20]；在缺氧的情况 下 ，

HIF-1α通过不过的途径启动 ENO1、M2-PK 基因表达。ENO1
的高表达，产生更多的 PEP，而表达低活性的肿瘤型 M2-PK 糖

酵解酶，导致 PEP 的积聚，两者共同导致磷酸烯醇类物质的积

累, 代谢转进合成过程，作为细胞增殖的原料，有利于肿瘤细胞

向核酸合成的方向进行。因此，ENO1、M2-PK 对调控恶性肿瘤

的发生、发展可能起着重要作用。
本研究结果表明 ENO1、M2-PK 对胃癌的发生、发展具有

重要作用，为胃癌预后判断及治疗监测提供了新的潜在的肿瘤

标志物，可作为判断胃癌浸润转移潜能和预后的参考指标。然

而，ENO1、M2-PK 导致 Warburg 效应的机制还不切确清楚，有

待于进一步研究。
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