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磷酸甘油酸变位酶1在结直肠癌组织中的表达及其对患者预后和癌细胞

恶性生物学行为的影响

于文文，李舒展，王敏，任秀宝，孙倩（天津医科大学肿瘤医院  国家恶性肿瘤临床医学研究中心，天津市恶性肿
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[摘  要]  目的：探讨结直肠癌（CRC）组织中磷酸甘油酸变位酶 1（PGAM1）的表达及其与患者预后的关系，研究PGAM1对

CRC细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：选择2003年3月至2008年11月间在天津医科大学肿瘤医院手术切除的30例CRC患

者的肿瘤组织标本及临床资料，采用免疫组织化学染色法检测CRC组织中PGAM1蛋白的表达，分析PGAM1表达与患者临床病

理特征的关系，Kaplan-Meier生存分析法比较PGAM1高表达与低表达患者的OS、PFS来评价PGAM1表达与患者预后的关系。

利用RNA干扰技术分别将 si-PGAM1及 si-NC质粒转染至HCT-116和SW480细胞，WB法检测转染细胞中PGAM1蛋白的表达水

平，CCK-8、Transwell实验分别检测敲低PGAM1对CRC细胞增殖、迁移和侵袭的影响。结果：30例CRC组织中PGAM1阳性染

色定位于CRC细胞的细胞质，其中33.3%（10/30例）呈高表达。虽然PGAM1高表达与CRC患者年龄、性别、组织学类型、肿瘤大

小、淋巴结转移、远处转移及临床TNM分期无关（均P>0.05），但是PGAM1高表达与低表达患者相比其OS、PFS显著缩短。在

CRC 细胞中敲低 PGAM1 后，细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著降低（均 P<0.05）。结论：CRC 组织中 PGAM1 呈高表达，

PGAM1高表达的患者预后较差；敲低PGAM1后细胞的增殖、迁移及侵袭能力均显著降低，提示PGAM1可能是CRC患者预后的

生物标志物。
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Expression of phosphoglycerate-mutase 1 in colorectal cancer tissues and its 
effects on the prognosis and malignant biological behaviors of cancer cells

YU Wenwen, LI Shuzhan, WANG Min, REN Xiubao, SUN Qian (National Clinical Research Center for Cancer, Tianjin Clinical 

Research Center for Cancer，Key Laboratory of Cancer Immunology and Biotherapy, Tianjin Cancer Hospital of Tianjin Medical 

University, Tianjin 300060, China)

[Abstract]  Objective：：To investigate the expression of phosphoglycerate mutase 1 (PGAM1) in colorectal cancer (CRC) tissues and its 

correlation with the prognosis and explore its effects on the proliferation, migration and invasion of CRC cells. Methods: Cancer tissue 

samples and clinical data of 30 patients who underwent surgery at Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital between 

March 2003 and November 2008 were collected. Immunohistochemical staining was used to detect the protein expression of PGAM1 in 

CRC tissues and analyze the relationship between PGAM1 expression and patients’ clinicopathological characteristics. Kaplan‐Meier 

survival analysis was employed to compare the overall survival (OS) and progress-free survival (PFS) of patients with high and low 

PGAM1 expression in order to analyze the relationship between PGAM1 expression and the prognosis. HCT-116 and SW480 cells were 

transfected respectively with si-PGAM1 and si-NC plasmids using RNA interference technology. Western blotting was used to detect 

PGAM1 protein expression levels in cells transfected with si-PGAM1 and si-NC. Afterwards, CCK-8 and Transwell assays were used 

to detect the influence of PGAM1 knockdown on the proliferation, migration, and invasion of CRC cells. Results: In 30 CRC tissue 

samples, PGAM1 positive staining was localized in the cytoplasm of CRC cells, and 33.3% (10 among 30 samples) showed high 

PGAM1 expression levels. Although the high expression of PGAM1 had no correlation with sex, age, histological type, tumor size, 

lymph node metastasis, distant metastasis and TNM stage of CRC patients (all P>0.05), the OS and PFS was significantly shorter in 

patients with PGAM1 high expression than those with low expression. After PGAM1 knockdown the proliferation, migration and 

invasion abilities of  CRC cells were greatly inhibited (all P<0.05). Conclusion: PGAM1 was highly-expressed in CRC tissues. The 
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high expression of PGAM1 was correlated with poor prognosis. Knocking down PGAM1 significantly inhibited the proliferation, 

migration and invasion abilities of CRC cells. All these findings suggest that PGAM1 might be a promising biomarker for predicting the 

prognosis of CRC patients.

[Key words]  phosphoglycerate mutase 1 (PGAM1); colorectal cancer (CRC); HCT-116 cell; SW480 cell; proliferation; migration; 

invasion; prognosis
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是消化系统常

见的恶性肿瘤，最新的研究[1-2]显示，CRC发病率在全

球范围内已位居第二位，在中国居癌症相关死亡肿

瘤的第五位。随着人们生活方式及饮食习惯的改

变，中国CRC的发病率呈逐年上升趋势，其中在年轻

人中的发病率较高且预后较差[3]。目前，CRC仍缺乏

早期诊断和判断预后的有效指标，寻找CRC预后指

标对于延长患者 OS、提高生活质量具有极其重

要的意义。有氧糖酵解已被认为是肿瘤细胞发

生 发展的重要特征之一[4]。磷酸甘油酸变位酶

（phosphoglycerate mutase，PGAM）是糖酵解途径中

的重要酶之一，其主要功能是催化3-磷酸甘油酸生成

2-磷酸甘油酸[5]。PGAM 有两个组织特异性的异构

体，分别是分布在脑组织中的PGAM1和肌肉组织中

的 PGAM2[6]。已有研究结果[7]显示，PGAM1在肿瘤

组织中呈高表达，其与肿瘤的发生发展关系密切。

本课题组前期的研究[8]已证明，PGAM1在非小细胞

肺癌组织中高表达，且 PGAM1 高表达的患者预后

差。然而，目前关于PGAM1在CRC组织中的表达及

其与预后关系分析的研究报道较少。本研究通过探

讨CRC组织中PGAM1的表达水平及其与患者预后

的关系，并观察PGAM1对CRC细胞增殖、迁移和侵

袭能力的影响，旨在为CRC的治疗和预后评估提供

参考依据。

1  材料与方法

1.1  组织标本及临床资料

选取2003年3月至2008年11月间在天津医科大

学肿瘤医院手术切除的 30例CRC患者的肿瘤组织

标本，以及临床资料。所有病例均经天津医科大学

肿瘤医院病理科医生诊断为CRC。所有患者手术前

均未接受过抗肿瘤治疗（包括放疗、化疗、内分泌治

疗及中医中药治疗等）。患者资料通过病历获得，详

细信息见表 1。手术获得的标本由天津医科大学肿

瘤医院病理科进行固定包埋。本研究获天津医科大

学肿瘤医院伦理委员会批准（批准号：Ek2020214）。

1.2  细胞及主要试剂

结肠癌HCT-116和SW480细胞由本实验室培养

和传代，培养基为 RPMI 1640 和 10% 胎牛血清

（FBS）。PGAM1抗体购自美国Abcam公司，HRP标

记羊抗兔/小鼠二抗购自福建迈新公司，DAB显色试

剂盒购自北京中杉金侨公司，tubulin抗体购自美国

Cell Signaling 公司，CCK-8 试剂盒购自美国 Life 

Technologies公司。

1.3  免疫组织化学染色法检测CRC组织中PGAM1

蛋白的表达水平

CRC组织标本经4%多聚甲醛固定，常规石蜡包

埋并制备厚 4 μm切片，实验步骤参照免疫组化试剂

盒说明书进行。以PBS代替一抗作为阴性对照。组

织抗原修复均采用高温高压修复处理，抗原修复液

为 0.01 mol/L 的枸橼酸盐缓冲液（pH6.0）。晾至室

温，3%H2O2封闭30 min，PBS清洗3遍，加入稀释比例

为 1∶500的PGAM1一抗 4 ℃反应过夜。PBS洗 3遍

后，加入HRP标记羊抗兔/小鼠二抗（工作液）室温下

反应30 min，在DAB显色液中显色3～5 min，至出现

棕色阳性反应。苏木精染液中染色2～3 min，梯度乙

醇脱水，晾干、树胶封片，光学显微镜下观察。

结果判断：PGAM1免疫组化染色结果以细胞质

内呈棕黄色颗粒为阳性，每张切片计数400倍镜下随

机选取的 5个视野，每个视野计数 400个细胞，依据

染色强度和阳性细胞百分比进行评分。染色强度分

级评分：无着色为 0分；淡黄色为1分；浅棕色为 2分；

深棕色为 3 分。阳性细胞百分比计分：0 为 0分，

<30%为 1分，30%~<60%为 2分，≥60%以上为 3分。

染色强度分级评分与阳性细胞百分率评分的乘积作

为染色评分，>6分为高表达，≤6分为低表达。

1.4  敲低PGAM1慢病毒制备、感染及分组

慢病毒合成：为验证 PGAM1 在肿瘤细胞中表

达的意义 ，合成敲低 PGAM1 的慢病毒，序列为

5'-CCATCCTTTCTACAGCAACAT-3' ，对 照 序列为

5'-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'，由上海吉凯有限

公司设计并合成。

慢病毒感染：用完全培养基制备密度为3×105个/

mL 的细胞悬液，加入六孔板（2 mL/孔），37 ℃培养

16~24 h，细胞汇合度为30%~50%。在六孔板中加入

相应的病毒量和感染增强剂[病毒体积计算公式=

（MOI×细胞数）/病毒滴度（μL/mL）]，48~72 h后终止

感染。慢病毒感染 SW480及HCT-116细胞，每种细

胞均分对照组（si-NC组）和敲低组（si-PGAM1组），

加嘌呤霉素筛选培养48 h后进行后续实验。
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1.5  WB法检测CRC细胞中PGAM1蛋白的表达

取转染后各组对数生长期 CRC 细胞，加入

150 μL SDS 裂解液裂解细胞后，将样品煮沸 10 min

使其变性后，用BCA法测定蛋白质浓度。取20 μg蛋

白质样品，SDS-PAGE分离蛋白质，并将蛋白质条带

转至PVDF膜上，后在 5%脱脂牛奶中室温封闭 1 h。

加入PGAM1（稀释比例为1∶1 000）、tubulin（稀释比

例为1∶1 000）一抗，4 ℃过夜。PBS洗3次，加入羊抗

兔二抗（稀释比例为1∶7 000）室温中反应1 h，采用底

物化学发光ECL法曝光、显影，用 Image Studio软件

分析蛋白质条带的灰度值及目的蛋白相对表达量。

1.6  CCK-8法检测CRC细胞的增殖能力

取转染后各组对数生长期CRC细胞，将密度为

2×103/100 µL细胞悬液接种在 96孔板中（100 µL/孔），

分别在培养 0、24、48、72 h时取出孔板，加入CCK-8

溶液（10 µL/孔），在培养箱内继续反应 1～4 h后，酶

标仪检测波长 450 nm处的光密度（D）值，绘制细胞

增殖曲线。

1.7  Transwell实验检测CRC细胞的迁移及侵袭能力

侵袭实验需要提前预铺基质胶，而迁移实验不

必预铺基质胶，其余两者操作方法相同。取对数生

长期各组细胞，用胰酶消化成单细胞，重悬到不含血

清培养基中,计数后将细胞调成 1×105/mL，取 200 μL

细胞悬液接种到Transwell上室中，下室加入 500 μL

含 10% FBS的RPMI 1640，培养 48 h，取出上室并弃

掉上室中的培养基，PBS冲洗2遍，置入甲醇溶液中

固定 20 min，弃掉甲醇，0.5% 结晶紫溶液中染色

20 min，用棉签轻轻擦去上室未穿过膜的细胞，晾干

后在光学显微镜下观察穿膜细胞并拍照计数。

1.8  统计学处理

WB、CCK-8和Transwell等实验均独立重复 3 次。

采用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析，符合正态

分布的计量资料用 x̄±s 表示，计量资料的比较采用 t

检验，计数资料的比较采用χ2检验。两指标表达相互

关系用Spearman秩相关检测。用Kaplan-Meier进行

CRC 患者蛋白标志物和 OS 或 PFS 之间生存分析。

以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  CRC组织中PGAM1蛋白的表达情况

免疫组织化学染色结果（图 1）显示，在 30 例

CRC组织中，PGAM1的阳性染色定位于肿瘤细胞细

胞质中，其中有 10 例定义为高表达，高表达率为

33.3%，20例为低表达。

图1    PGAM1蛋白在CRC组织中的表达水平（免疫组化染色，×100）

2.2  PGAM1表达水平与CRC患者临床病理参数的

关系

在 30例CRC患者中，女性 13例、男性 17例，年

龄分布为24~74岁，平均年龄为（55.7±11.6）岁，其中

腺癌 27例、黏液癌 3例。随访时间为 2~115个月，中

位OS为 61个月。PGAM1高、低表达与CRC患者年

龄、性别、组织学类型、肿瘤大小、淋巴结转移、

远处转移及临床 TNM 分期均无明显关联（表 1，

均P>0.05）。

2.3  CRC组织中PGAM1表达水平与患者预后的关系

Kaplan-Merier生存分析结果（图2）表明，CRC患

者癌组织中PGAM1的表达与患者OS和PFS相关联

（均P<0.05）。PGAM1高表达与低表达患者的中位

OS分别为 22个月和 78个月，中位 PFS分别为 13个

月和41个月，PGAM1高表达患者的预后较差。

2.4  敲低 PGAM1可显著抑制CRC细胞的增殖、迁

移和侵袭能力

WB 法检测结果（图 3A）显示，si-PGAM1 组

HCT-116 和 SW480 细胞中 PGAM1 蛋白的表达较

si-NC组均显著下调（均P<0.05），表明在CRC细胞中

成功敲低PGAM1，可以进行后续功能实验。

CCK-8法检测结果（图3B）显示，敲低PGAM1后

HCT-116和SW480细胞的增殖活力均显著降低（均

P<0.05）。Transwell 实验结果（图 3C）显示，敲低

PGAM1后HCT-116和SW480细胞的迁移、侵袭能力

均显著降低（均P<0.05）。结果表明，敲低PGAM1后

的CRC细胞的增殖、迁移与侵袭能力均显著降低。

3  讨  论

20世纪 20年代德国科学家WARBURG研究发
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现，肿瘤细胞无论氧气充足与否，均选择进行产能效

率较低的糖酵解途径，该现象由称为“Warburg效应”

或“有氧糖酵解”[9-10]。糖酵解酶的过表达是有氧糖酵

解的促进因素之一[11]。PGAM1为糖酵解通路的关键

分子，催化用于合成代谢的大部分碳源中间产物。

近年来研究[12]发现，PGAM1 参与肿瘤的生长调节。

在肝癌、肺癌和乳腺癌组织中 PGAM1呈高表达，且

其酶活性也较癌旁正常组织为高[13-15]。在乳腺癌细

胞中敲低 PGAM1可以显著抑制癌细胞增殖、迁移、

侵袭和上皮间质转化[15-17]，说明 PGAM1可能参与了

肿瘤细胞的恶性生物学行为。在脑胶质瘤中，发现

PGAM1高表达与肿瘤进展相关[18]。本课题组前期的研

究[8]也证实，PGAM1 高表达于非小细胞肺癌患者的

癌细胞中，且可以作为预测患者预后的标志物；同

时，发现肿瘤中高表达的 PGAM1 是由过度活化的

mTOR 通路上调的。本研究发现，在CRC细胞中敲

低 PGAM1后，细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著

下降，说明在CRC中PGAM1可能发挥促癌作用。

表1  PGAM1表达与CRC患者临床病理参数的关系[n（（%））]

临床病理特征

年龄（岁）

≤60

>60

性别

男性

女性

肿瘤大小/mm

≤50

>50

淋巴结转移

无

有

远处转移

无

有

TNM分期

Ⅰ/Ⅱ

Ⅲ/Ⅳ

例数

12

18

17

13

12

18

16

14

20

10

12

18

PGAM1低表达

9（75.0）

11（61.1）

9（52.9）

11（84.6）

9（75.0）

11（61.1）

11（68.7）

9（64.3）

15（75.0）

5（50.0）

9（75.0）

11（61.1）

PGAM1高表达

3（25.0）

7（38.9）

8（47.1）

2（15.4）

3（25.0）

7（38.9）

5（31.3）

5（35.7）

5（25.0）

5（50.0）

3（25.0）

7（38.9）

χ2

0.625

3.326

0.625

0.067

1.875

0.348

P

0.694

0.119

0.694

0.550

0.231

0.694

A： CRC患者OS与PGAM1的关系分析；B：CRC患者PFS与PGAM1的关系分析。

图2    PGAM1表达水平与CRC患者预后的关系

约 20%的CRC患者在初诊时已有远处转移，虽

然手术治疗和化疗方案在不断完善，但转移晚期患

者的预后仍不容乐观。如何寻找关键的预测CRC患

者预后的标志物，对于提高CRC患者的OS、改善生

活质量是非常重要的[19-20]。本研究在 30例CRC组织

标本中分析了糖酵解酶 PGAM1的表达水平及其与
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预后的关系，结果发现PGAM1的阳性染色定位于癌

细胞的细胞质，且高表达患者占33.3%。虽然分析显

示 PGAM1表达水平与CRC患者年龄、性别、组织学

类型、肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移及临床TNM分期

无关联，但生存分析显示，与低表达患者相比，PGAM1

高表达患者的OS和PFS均显著缩短，预后较差。研究结

果表明，PGAM1可能成为CRC患者预后的预测标志物，

今后需要扩大纳入病例数对预后进行深入研究。

A: WB法检测CRC细胞中PGAM1蛋白的表达；B: CCK-8法检CRC细胞的增殖活力；

C: Transwell实验检测CRC细胞的迁移及侵袭能力（结晶紫染色，×200）

图3  敲低PGAM1对CRC细胞增殖、迁移和侵袭的影响

目前，已开发出数十种用于肿瘤治疗的PGAM1

抑制剂。根据化学成分和作用方式这些抑制剂主要

分为螺环氧化物、茜素衍生物、氧杂蒽酮衍生物、山

竹素衍生物和其他结构类型。螺环氧化物MJE3是

一种可渗透细胞的PGAM1小分子抑制剂，通过其螺

环氧化作用修饰 PGAM1 的赖氨酸 100 来抑制

PGAM1，其被发现可有效抑制人乳腺癌细胞的增殖。

近几年发现了一种新的N-氧杂蒽酮苯磺酰胺类化合

物作为新型PGAM1抑制剂，其可以有效抑制异体移

植瘤小鼠模型的肿瘤生长，并且无毒副作用[21]。这些

研究结果说明 ，PGAM1 抑制剂可能通过靶向

PGAM1使该类肿瘤患者获益，但仍需要在体内实验

或临床试验中进一步证明。

综上所述，PGAM1在CRC发展和代谢中具有非

常重要的调控作用，研究其在CRC组织中的表达水

平及其与患者预后的关系，探索其发挥作用的分子

机制尤为重要。今后还需要更加深入的基础和临床

研究来进一步探讨调控 PGAM1表达的信号通路和

关键分子，为CRC的诊断和治疗提供新的思路。
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