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烯醇化酶1过表达促进肺癌PC14细胞的增殖和迁移
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[摘 要] 目的：探讨烯醇化酶 1（enolase 1, ENO1）表达水平对肺癌 PC14细胞增殖、凋亡及迁移能力的影响。方法：构建

ENO1过表达载体-pcDNA3.1/ENO1,利用脂质体LipofectamineTM 2000转染对数生长期肺癌细胞PC14，G418筛选ENO1稳转细胞

株。用CCK-8法、划痕愈合实验和流式细胞术分别检测过表达ENO1对PC14细胞增殖、迁移和凋亡的影响。结果：成功构建了

ENO1过表达细胞模型，与PC14-vehicle和野生型PC14细胞相比，PC14-ENO1细胞中ENO1 mRNA及蛋白表达水平均显著升高

（均P<0.05）。PC14-ENO1细胞增殖能力显著高于PC14-vehicle和PC14细胞，差异均有统计学意义（均P<0.05）；PC14-ENO1细胞

的相对迁移率明显高于pcDNA3.1-vehicle细胞的相对迁移率[（13.26±1.13）% vs（8.46±1.11）%、（7.86±1.00）%，均P< 0.05]，PC14-

ENO1、PC14-vehicle和PC14细胞的凋亡率差异无统计学意义（均 P > 0.05）。结论：ENO1过表达促进肺癌PC14细胞的增殖和

迁移能力。
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Enolase 1 over-expression promotes proliferation and migration of lung cancer
PC14 cells
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of enolase 1 (ENO1) expression on proliferation, apoptosis and migration of lung can-

cer PC14 cells. Methods: ENO1 over-expression vector-pcDNA3.1/ENO1 was constructed and transfected into PC14 cells at logarith-

mic growth phase with liposome LipofectamineTM 2000. G418 was used to screen PC14 cells that stably expressing ENO1. The effects

of ENO1 over-expression on proliferation, migration and apoptosis of PC14 cells were detected by CCK-8 method, scratch-healing as-

say and flow cytometry, respectively. Results: The ENO1 over-expression cell model was successfully constructed. Compared with

PC14-vehicle and wild-type PC14 cells, the mRNA and protein expression levels of ENO1 in PC14-ENO1 cells were significantly ele-

vated (all P<0.05), and the proliferation of PC14-ENO1 cells was significantly increased (all P<0.05). The relative mobility of PC14-

ENO1 cells was significantly higher than that of pcDNA3.1-vehicle cells and wild-type PC14 cells ([13.26±1.13]% vs [8.46±1.11]%,

[7.86±1.00]%, both P<0.05). There was no significant difference in apoptotic rate among PC14-ENO1, PC14-vehicle and PC14 cells

(all P > 0.05) Conclusion: Over-expression of ENO1 promotes proliferation and migration of lung cancer PC14 cells.
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，近年来全球肺

癌的发病率和死亡率均呈上升态势[1]。肺癌的发生

与多种因素相关，包括遗传因素、抽烟、空气污染等，

然而其中的分子机制尚未阐明，研究肺癌发生发展

的分子机制对于肺癌的早期诊断及临床治疗具有重

要意义。近年来研究[2]显示，能量代谢异常是肿瘤细

胞的重要特征，并且对肿瘤的发生发展具有重要作

用。烯醇化酶 1（enolase 1, ENO1）属于烯醇化酶家

族，基因定位于 1号染色体，表达蛋白的相对分子质

量为48 000，以二聚体形式存在于细胞膜[3-4]和细胞质

中[5]。作为糖酵解途径中重要的限速酶，ENO1在糖

酵解过程中催化2-磷酸甘油酸形成磷酸烯醇丙酮酸，

并产生ATP。目前有大量研究[5-6]显示，ENO1对细胞

能量代谢具有重要调控作用，同时ENO1还参与细胞
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内多种生理过程，如生长调控、缺氧耐受、自身免疫

调节等。然而目前学术界仍未就ENO1与肿瘤发生、

发展的关系达成共识，其具体机制有待进一步阐明。

本研究以肺癌细胞系 PC14为研究对象，构建ENO1

过表达细胞模型，通过细胞生物学行为实验探究

ENO1 对 PC14 细胞增殖、凋亡及迁移能力的影

响，明确 ENO1 与肿瘤恶性表型的关系，为进一

步研究其具体分子机制奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要实验材料

人肺癌细胞株 PC14为本实验室保存。DMEM

培养液为美国Gibco公司产品，新生牛血清为浙江天

杭四季青公司产品，pcDNATM3.1载体、脂质体 Lipo-

fectamineTM2000 试 剂 盒 为 Invitrogen 公 司 产 品 ，

TRIzol试剂、反转录试剂盒、工具酶（LA Taq DNA聚

合酶、T4DNA连接酶、HindⅢ和BamHⅠ酶）等为Ta-

KaRa公司产品，BCA蛋白定量试剂盒为北京鼎国昌

盛公司产品，SDS-PAGE凝胶试剂、RIPA裂解液为碧

云天生物技术有限公司产品，CCK-8细胞增殖检测

试剂盒为江苏凯基生物公司产品，鼠抗人ENO1单克

隆抗体为Abcam公司产品，鼠抗人GAPDH单克隆抗

体为上海生物工程技术服务公司产品，山羊抗鼠 IgG

为北京中杉金桥公司产品，引物由西安擎科泽西生

物技术有限公司合成，Annexin V-FITC凋亡检测试剂

盒为美国BD公司产品。

1.2 细胞培养

使用DMEM培养基（含10 %新生牛血清）于细

胞培养箱中，37 ℃、5% CO2培养，根据细胞生长情

况，每2 d左右进行1次换液。

1.3 ENO1克隆及表达载体构建

设计ENO1克隆引物，委托西安擎科公司合成。

引物序列上游 5’- aagcttGCCACCATGTCTATTCT-

CAAGATCCATG - 3’，下游 5’- ggatccTTACTTGGC-

CAAGGGGTTTCTG-3’。提取PC14细胞总RNA，利

用反转录试剂盒将 mRNA 反转录为 cDNA，经 PCR

扩增获得ENO1片段，然后利用HindⅢ和BamHⅠ酶

双酶切将扩增片段连接至pcDNA3.1表达载体，转化

大肠杆菌 JM109感受态，筛选阳性克隆，测序鉴定，

鉴定正确的质粒命名为pcDNA3.1/ENO1。

1.4 细胞转染及筛选

按照2×105个/孔的细胞密度接种于6孔板，每组

设3个复孔，当细胞覆盖培养孔 80% 左右时，按照

LipofectamineTM2000 脂质体操作手册将 pcDNA3.1/

ENO1 表达载体或 pcDNA3.1 载体转染细胞，每孔

脂质体 8 μ l、质粒 4 μg（opti-MEM 稀释）。继续

培养 6 h 后更换为 DMEM 完全培养基。加入终

质量浓度为 0.8 mg/ml 的 G418 筛选稳定转染细胞

株，隔2～3 d换1次筛选培养基。

1.5 RT-PCR检测ENO1 mRNA表达水平

培养pcDNA3.1/ENO1转染细胞、pcDNA3.1转染

细胞及野生型 PC14 细胞，收集细胞，提取细胞总

RNA，将其反转录为 cDNA，RT- PCR 检测 ENO1

mRNA 表达水平，以 GAPDH 为内参，比较 3 种细

胞株 ENO1的 mRNA相对表达水平。ENO1引物：上

游为 5' - AGCAAGAAACTGAACGTCAC-3'，下游为

5'-CTCCAGGCCTTCTTTATTCTC-3'；GAPDH引物：

上游为 5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACAG-3'，

下游为5'-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3'。

1.6 WB检测ENO1蛋白表达水平

培养并收集 pcDNA3.1 /ENO1 转染细胞、pcD-

NA3.1 转染细胞及野生型 PC14 细胞，RIPA 裂解液

（含 1% PMSF）提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓

度。取等量蛋白样品（40 μg）进行 SDS-PAGE，转

PVDF膜，5 %脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入一抗，4 ℃

孵育过夜。一抗孵育结束后，TBST 洗涤（洗 3 次，

每次 10 min）。然后用 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG

（1∶5 000）二抗室温孵育2 h，TBST充分洗涤（洗3次，

每次10 min），显影。实验重复3次。

1.7 CCK-8法检测PC14细胞增殖能力

将pcDNA3.1/ENO1转染细胞、pcDNA3.1转染细

胞及野生型PC14细胞胰酶消化后接种于 96孔培养

板（2×103个细胞/孔）中，每孔加入100 μl培养基，每组

设7个复孔，继续培养，分别在24、48、72和96 h利用

CCK-8法检测细胞增殖能力。

1.8 划痕愈合实验检测PC14细胞迁移能力

将pcDNA3.1/ENO1转染细胞、pcDNA3.1转染细

胞及野生型PC14细胞接种至6孔板中（5×105个细胞/

孔）。待细胞贴壁且达到80 %时，换无血清培养基培

养过夜，在每个孔底平行划 3条线性划痕，D-Hank’s

液洗涤 3次，加入无血清培养基。显微镜下成像，并

测量划痕宽度。培养 48 h 后再次拍照记录划痕宽

度，计算相对迁移率=（0 h划痕距离-48 h划痕距离）/

0 h划痕距离×100 %。

1.9 流式细胞术PC14细胞凋亡情况

培养pcDNA3.1/ENO1转染细胞、pcDNA3.1转染

细胞及野生型PC14细胞，胰酶消化收集细胞（1×105

个细胞），PBS 洗涤 2 次，弃上清，利用 Annexin V-

FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒处理细胞：100 μl结合

缓冲液悬浮细胞，加入 5 μl Annexin V-FITC 和 5 μl

PI，混匀，室温避光孵育15 min，加入400 μl的结合缓

冲液（在 1 h 内进行流式细胞术检测）。用 CELL
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Quest软件对结果散点图进行分析。

1.10 统计学处理

采用 SPSS22.0统计学软件，计量数据以 x̄±s 表

示，两组间比较采用独立样本 t检验和近似 t检验；多

组间的均数比较采用单因素方差分析，组内的两两

比较采用SNK-q检验。以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建pcDNA3.1/ENO1 过表达载体

以PC14细胞 cDNA为模板克隆了ENO1基因编

码区片段，得到约 1 300 bp的条带(图 1A)，与目的片

段大小相符。经酶切、连接操作后将其连接至 pcD-

NA3.1表达载体，交由西安擎科公司进行测序鉴定，

测序结果显示正确（图 1B），说明已成功构建了 pcD-

NA3.1/ENO1过表达载体。

A: Agarose gel electrophoresis of RT-PCR product of ENO1 gene.B:Sequencing result of pcDNA3.1/ENO1

1:DL2000 DNA marker；2: The RT-PCR products of human ENO1 gene

图1 pcDNA3.1/ENO1过表达载体构建

Fig. 1 Construction of pcDNA3.1/ENO1 over-expression vector

2.2 ENO1过表达肺癌PC14细胞模型鉴定

利用脂质体转染方法分别将pcDNA3.1/ENO1和

pcDNA3.1空载体转染至PC14细胞，经G418筛选后

得到稳定转染细胞株，分别命名为 PC14-ENO1 和

PC14-vehicle。利用 RT-PCR 和 WB 分别检测 PC14-

ENO1、PC14-vehicle和野生型 PC14细胞中ENO1的

mRNA 和蛋白表达水平，结果（图 2）显示，与 PC14-

vehicle和野生型PC14细胞相比，PC14-ENO1细胞中

ENO1 mRNA 及蛋白表达水平均显著升高（均 P<

0.05）。

*P<0.05

A: Identification of the mRNA expression level by RT-PCR; B:Identification of the protein expression level by WB

图2 转染pcDNA3.1/ENO1的PC14细胞中ENO1表达水平

Fig. 2 Expression level of ENO1 in PC14 cells transfected with pcDNA3.1/ENO1
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2.3 ENO1过表达提高PC14细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果显示（图3），PC14-ENO1细胞

增殖能力显著高于 PC14-vehicle和 PC14细胞，差异

均有统计学意义（均 P<0.05）；而 PC14-vehicle 与

PC14 细胞增殖能力无显著差异（t=2.672，P>0.05）。

上述结果表明，ENO1过表达对 PC14细胞增殖具有

促进作用。

2.4 ENO1过表达提高PC14细胞的迁移能力

划痕愈合实验（图4）显示，PC14-ENO1细胞的迁

移率明显高于 pcDNA3.1-vehicle 细胞的迁移率

[（13.26±1.13）% vs（8.46±1.11）%、（7.86±1.00）%，均

P<0.05]；PC14-vehicle和 PC14细胞的迁移率的差异

无统计学意义（P>0.05）。上述结果表明，ENO1过表

达对PC14细胞的迁移能力具有促进作用。

*P<0.05 vs PC14 or PC14-vehicle

图3 ENO1过表达对PC14细胞增殖的影响

Fig. 3 Effects of ENO1 over-expression on

proliferation of PC14 cells

*P<0.05

图4 ENO1过表达对PC14细胞迁移能力的影响（（×100））

Fig. 4 Effects of ENO1 over-expression on migration of PC14 cells（（×100））

2.5 ENO1过表达对PC14细胞凋亡无明显影响

流式细胞术检测结果（图 5）显示，PC14-ENO1、

PC14 - vehicle 和 PC14 细胞的凋亡率无显著差异

[（5.14±0.15）% vs（5.85±0.30）%、（6.55±0.24）%，均

P>0.05]。上述结果表明 ENO1 过表达对 PC14 细胞

凋亡无明显影响。

图5 ENO1过表达对PC14细胞凋亡水平的影响

Fig. 5 Effects of ENO1 over-expression on apoptosis of PC14 cells
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3 讨 论

细胞能量代谢异常是恶性肿瘤的重要特征之

一。在肿瘤形成和发展期间，增加葡萄糖代谢对于

肿瘤细胞的不受控增殖是必需的[7]。有关于肿瘤代

谢的学说中，德国生化学家Warburg提出的“Warburg

效应”尤为重要。该效应是指肿瘤细胞通过糖的无

氧酵解来获取能量，即便是在氧气充足的情况下，肿

瘤细胞也倾向于利用这种产能率相对较低的供能方

式。整个过程产生大量乳酸以及许多肿瘤细胞生物

合成所需要的前体分子，继而为肿瘤的快速生长提

供蛋白质、脂肪及核酸等大分子物质，从而促进肿瘤

细胞恶性增殖。

作为糖酵解途径中重要的限速酶，ENO1在肿瘤

异常代谢中发挥至关重要的作用[8-9]。CAPELLO

等[10]提供了全面的蛋白组学、生物化学及功能学数

据，证实 ENO1 是调控肿瘤代谢，促进肿瘤 Warburg

效应的主要调节分子。大量研究[11-12]显示，ENO1在

多种类型的肿瘤细胞中高表达，且ENO1的过表达与

肿瘤细胞代谢、增殖、转移、侵袭及耐药等恶性表型

具有密切关系；ENO1是在多种肿瘤中具有诊断及预

后判断价值的生物标志物之一[13-15]。ZHAO等[16]研究

发现，在子宫内膜癌细胞系中沉默 ENO1 后，PI3K/

AKT信号通路失活，导致糖酵解减弱，抑制肿瘤细胞

增殖及其上皮间质转化（epithelial-mesenchymal tran-

sition, EMT）的改变。ZHAN等[17]研究发现，在结直

肠癌HCT116细胞系中过表达ENO1，可以显著提升

HCT116细胞的增殖、迁移及侵袭能力，并且促进小

鼠模型体内的肿瘤生长和转移。同样，SONG等[12]通

过实验发现，在胶质瘤 U87 和 U251 细胞中，沉默

ENO1可以抑制PI3K和AKT磷酸化，进而抑制PI3K/

AKT信号通路活性，同时下调细胞增殖相关分子的

表达，如Cyclin D1、Cyclin E1、pRb及NF-κB等。相

应地，ENO1过表达可促进胶质瘤细胞U87和U251

的增殖、迁移和侵袭。上述研究均提示，ENO1是与

恶性肿瘤发生发展密切相关的癌基因，并在其中发

挥了关键作用。

本文利用ENO1过表达载体（pcDNA3.1/ENO1）

构建了 ENO1过表达的肺癌细胞模型，研究结果显

示，ENO1过表达对肺癌 PC14细胞的增殖和迁移具

有显著的促进作用，与ENO1在神经胶质瘤[12]、结直

肠癌[17]和胃癌[18]中的研究结果一致。该结果为进一

步研究ENO1在恶性肿瘤发生、发展中的具体分子机

制提供了研究方向，并对开发针对ENO1靶点的肺癌

免疫治疗奠定了初步实验与理论基础。

此外，之前的部分研究报道，ENO1对肿瘤细胞

凋亡具有调控作用。有研究[19]显示，利用 shRNA干

涉载体下调 ENO1 表达水平后，观察到胃癌细胞

MKN45的凋亡率明显增加，ENO1沉默促进了胃癌

细胞MKN45的凋亡。与之相反，EJESKAR等[20]在成

神经细胞瘤中过表达ENO1，结果发现，ENO1过表达

对成神经细胞瘤细胞凋亡具有诱导作用，提示ENO1

具有抑癌基因作用。而本实验结果显示，ENO1过表

达对肺癌 PC14 细胞的凋亡水平无明显影响，表明

ENO1在不同类型肿瘤细胞中的作用并非一致，可能

存在肿瘤特异性，因此针对ENO1在其他更多类型肿

瘤中的作用尚需更广泛的研究。

综上所述，ENO1作为一个糖酵解过程中的重要

分子，其过表达能够提升肺癌细胞PC14的增殖活力

和迁移能力，对其凋亡无直接影响，此研究为后续

ENO1在肺癌诊断和临床治疗中的应用研究提供了

实验依据。但ENO1如何调控肺癌的发生发展及侵

袭转移的分子机制尚不明确，需要通过实验进一步

探讨。
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