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摘要

目的：分析 ENO1的 SUMO化通过糖酵解对乳腺癌发生发展的影响。

方法：（1）乳腺癌组织中通过Western Blot实验检测 ENO1 水平。（2）免疫共沉淀（Co-IP）

实验检测乳腺癌和细胞中 ENO1的 SUMO化修饰程度。（3）Western Blot实验检测三个糖酵解关键

酶（PKM2、LDHA、PDH）蛋白表达水平；试剂盒检测三个糖酵解关键酶（PKM2、LDHA、PDH）

活性。（4）试剂盒检测糖酵解代谢产物（丙酮酸、乙酰 CoA、乳酸）含量。（5）试剂盒检测葡萄

糖摄取能力、ATP 含量。（6）统计学分析 ENO1 SUMO化与乳腺癌患者临床病理特征及预后的关

联性。

结果：（1）在正常乳腺组织到浸润性乳腺癌的演变过程中，ENO1蛋白表达逐渐升高，其差异

有统计学意义（p＜0.05）。（2）乳腺癌组织和细胞内 ENO1 是 SUMO1的目标蛋白质，在不同乳腺

癌组织和细胞里，ENO1 的 SUMO化水平存在差异（p＜0.0001，p=0.0187）。（3）在 ENO1 高 SUMO

化修饰水平下，PKM2（p＜0.05）和 LDHA（p＜0.05）蛋白表达和活性（p＜0.05）均升高，而 PDH

（p＜0.05）蛋白表达和活性（p＜0.05）均降低。（4）ENO1 高 SUMO化修饰水平下，丙酮酸和乙酰

辅酶 A表达均降低（p＜0.05）。（5）ENO1 高 SUMO化修饰水平下，葡萄糖摄取能力（p＜0.05）、

ATP及乳酸含量（p＜0.05）均升高。（6）乳腺癌中 ENO1 的高 SUMO化与组织学高分级（P=0.001），

ER、PR、HER2 阳性状态（p＜0.001），Ki-67表达（p=0.048），化疗（前 vs.后，p＜0.001）明显

相关。

结论：（1）乳腺癌中 ENO1 的 SUMO 化修饰水平升高。（2）ENO1 的高 SUMO 化水平提高

ENO1 酶催化活性。（3）ENO1的 SUMO化修饰与乳腺癌发生、恶性进展和预后差有相关性。

关键词：ENO1；SUMO化修饰；糖酵解；乳腺癌

论文类型：A（基础研究）
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Abstract

Objective:Analysis of the effect of SUMOylation of ENO1 on breast cancer development via

glycolysis.

Methods:(1) ENO1 levels were detected in breast cancer tissues by Western Blot assay. (2)

Immunoprecipitation (Co-IP) assay to detect the degree of SUMOized modification of ENO1 in breast

cancer and cells. (3) Western Blot assay for protein expression levels of three key enzymes of glycolysis

(PKM2, LDHA, PDH)；The kit detects the activity of three key enzymes of glycolysis (PKM2, LDHA,

PDH). (4) The kit detects the content of glycolytic metabolites (pyruvate, acetyl CoA, lactate). (5) The kit

detects glucose uptake capacity, ATP content. (6) To analyze the correlation between ENO1 SUMOylation

and clinicopathological characteristics and prognosis of breast cancer patients.

Results: (1) During the evolution of normal breast tissue to invasive breast cancer, ENO1 protein

expression gradually increased, and the difference was statistically significant (p < 0.05). (2) ENO1 is a

target protein for SUMO1 in breast cancer tissues and cells, and the SUMOized level of ENO1 varies in

different breast cancer tissues and cells (p < 0.0001, p = 0.0187). (3) At ENO1 high SUMOized

modification level, PKM2 (p < 0.05) and LDHA (p < 0.05) protein expression and activity (p < 0.05) were

elevated, while PDH (p < 0.05) protein expression and activity (p < 0.05) were decreased. (4) Both

pyruvate and acetyl coenzyme A expression were decreased (p < 0.05) at ENO1 high SUMOized

modification levels. (5) Glucose uptake capacity (p < 0.05), ATP and lactate content (p < 0.05) were

elevated at ENO1 high SUMOized modification levels. (6) High SUMOization of ENO1 in breast cancer

was significantly correlated with high histological grade (p=0.001), ER, PR, and HER2-positive status

(p<0.001), Ki-67 expression (p=0.048), and chemotherapy (pre vs. post, p<0.001).

Conclusions:(1) The SUMO modification level of ENO1 is increased in breast cancer. (2) The high

SUMO level of ENO1 increased the catalytic activity of ENO1. (3) SUMO modification of ENO1 is

associated with breast cancer occurrence, malignant progression and poor prognosis.

Key words: ENO1; SUMOylation; glycolysis; Breast cancer

Type of thesis: A (Basic Research)
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第 1章 前言

(Introduction)

乳腺癌被公认为全球最常见的女性恶性肿瘤之一，对女性健康造成严重威胁，同时

也是全球女性癌症死亡的主要原因之一
[1]
。尽管手术、术后化疗和靶向治疗等治疗方法

取得了显著进展，乳腺癌的发病率和死亡率依然居高不下，且转移性乳腺癌的五年生存

率仍不足 30%
[2]
。虽然现在针对乳腺癌的治疗手段在逐步改善，但乳腺癌确切的发病机

制还不完全清楚。所以，深入研究乳腺癌的发生和发展机制，对预防和治疗乳腺癌至关

重要。

随着癌症代谢和调节机制研究的深入，肿瘤代谢过程中的 Warburg 效应日益受到关

注。这种效应，也被称为有氧糖酵解，指的是癌细胞在氧气充足的条件下，依然主要依

赖糖酵解途径进行能量生成。虽然该过程中会消耗大量的葡萄糖，但它快速生成 ATP，

同时会产生酸性的微环境，从而促进血管生成，这些条件共同作用，支持了癌细胞的不

断增殖和侵袭能力
[3，4]

。

糖类的代谢过程能够分为两大类,即分解代谢和合成代谢。虽然生物体内糖代谢的基

本过程大致相同,但是我们主要关注的还是糖的分解代谢。这个过程指的是糖类物质被分

解成为小分子物质。糖的分解代谢可分为无氧代谢和有氧代谢。在无氧条件下,糖分的降

解通常未能彻底完成，此刻放出的能量相对较少，同时触发各类代谢产物的生成；在充

足氧气环境中，糖分能够被充分氧化，最后产生二氧化碳和水，同时释放大量能量。葡

萄糖经过一系列反应生成 2-磷酸甘油酸，它在 ENO1的催化作用下生成磷酸烯醇式丙酮

酸，磷酸烯醇式丙酮酸在丙酮酸激酶（PK）的作用下生成丙酮酸，而丙酮酸在无氧条件

下，由乳酸脱氢酶（LDH）催化生成乳酸；在有氧条件下，由丙酮酸脱氢酶（PDH）催

化生成乙酰 CoA,从而进入三羧酸循环途径。

ENO1（Enolase，烯醇化酶），是糖酵解途径中的一个关键酶，具备催化 1,3-二磷

酸甘油向 3-磷酸甘油转化的功能。ENO1在几乎所有类型肿瘤中均表达上调[5] ,前期课题

组研究发现在乳腺癌组织及细胞中 ENO1表达水平较高，提示 ENO1是原癌基因，可能

通过参与有氧糖酵解过程，通过增强肿瘤的糖酵解途径从而促进乳腺癌生长、侵袭和迁

移[6-10]。

ENO1蛋白的表达受到多种因素的调控，既包括基因突变等遗传因素，也包括后翻
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译修饰等表观遗传因素。其中，蛋白质的后翻译修饰方式是调控基因表达最直接、最快

速且精确的方法之一。目前，关于 ENO1蛋白质表达调控的一些研究指出，在肌肉组织

中，观察到了 ENO1的磷酸化变化[11]，该变化与胰腺癌有一定关联[12]; 在鼠脑中，ENO1

表现出了乙酰化的特征[13]；在糖尿病大鼠的心脏中，ENO1被发现有硝基化修饰，这一

修饰显著加速了肿瘤细胞的恶性行为[14]；在氧化应激状态下的人类成肌细胞中，研究检

测到了 ENO1的甲基化现象[15]。

SUMO化修饰（SUMOylation）是目前研究较多的一种蛋白翻译后修饰类型，在真

核细胞当中，一种普遍存在的翻译后修饰方式是 SUMO化。其主要作用机制包括几个

步骤：首要，SUMO需要被激活并成熟，通过 SENP酶切割 SUMO的 C端氨基酸，这

样子露出的二甘氨酸就构成了成熟的 SUMO；随后，在 ATP 水解释放能量下，SUMO

经由腺苷化作用与 E1酶上的半胱氨酸残基结合，生成能量较高的硫脂键；其次，被激

活的 SUMO转移到 E2酶上；其余流程中，E2将识别基质的特定序列并推动 SUMO与

基质的选择性联结；最后，SUMO化是一个可逆的过程，SENP可以把基质上的赖氨酸

残基同 SUMO 分开，这样释放出的 SUMO 再度参与新一轮的 SUMO 化活动。SUMO

化修饰对于维持细胞对各种细胞应激信号的稳态至关重要[16]。靶蛋白的 SUMO修饰通

常会导致其生化活性、稳定性、细胞定位或与其他细胞成分相互作用能力的改变,进而调

控细胞周期、细胞转移、糖酵解、DNA 修复、转录、翻译等多种细胞过程[17,18]。自 20

世纪 90年代中期识别出小泛素样修饰物即 SUMO之后，已有研究确认 SUMO对蛋白修

饰起着调控作用，影响众多细胞功能，涵盖了染色质结构调整、DNA 的修复作用、核

小体生成、细胞核与胞浆间的物质转移、蛋白质循环静滞、RNA的生物生成以及新陈

代谢等方面。近年来，SUMO化修饰被发现在癌症、心血管疾病、神经变性和感染等人

类疾病的发展中起到了关键的作用[19]。

图 1-1 SUMO化循环示意图

目前 SUMO 化修饰的 ENO1只有三篇研究提到过。在一个研究中，人类精子细胞
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以及神经母细胞瘤通过质谱分析表明，ENO1可能是 SUMO1的修饰靶蛋白[20,21]。另外

一篇研究在小鼠乳腺癌细胞中，通过质谱技术确认了 ENO1 受到 SUMO修饰，并且这

种修饰在转移性癌症中的程度显著增加[22]。本研究团队在前期实验中检测了乳腺癌组织

和细胞中 SUMO1分子的表达情况，结果显示乳腺癌中 SUMO1分子以结合态存在且其

表达明显上升。然而，目前文献中尚未有关于 ENO1 的 SUMO 化修饰以及其在葡萄糖

代谢途径中对乳腺癌发生发展的影响的报道。

总结以上内容，本项研究的目的是在课题组先前研究的基础上，深入研究 ENO1的 S

UMO化修饰对乳腺癌产生和发展的作用。我们拟在乳腺癌组织和细胞中检测糖酵解相关

酶 ENO1分子的内源性表达，采用 Co-IP方法检测乳腺癌中 ENO1的 SUMO化修饰水平，

分为 ENO1的高、低 SUMO 化水平两组，利用Western Blot糖酵解关键酶的表达和应用

相关试剂盒检测关键酶的活性，利用代谢产物试剂盒分析其含量，同时收集患者临床病理

参数及预后随访，分析 ENO1 的 SUMO 化高、低状态下的糖代谢变化以及与患者临床特

征的相关性，可能为乳腺癌进展和预后评估提供新的分子标志物及促进新型治疗策略的开

发。
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第 2章 材料与方法

(Materials & Methods)

2.1 实验材料

2.1.1 研究对象

2.1.1.1 新鲜组织

在借鉴先前课题组的免疫组化研究成果的基础上，我们选择了石河子大学医学院第

一附属医院自 2021年 9月至 2023年 6月期间进行手术切除的乳腺组织样本。这些样本

中，我们挑选了 30例乳腺癌组织及 30例相应的正常乳腺癌旁组织，以上全部患者经过

临床诊断被确诊为乳腺癌，他们手术切除前未进行过放疗、化疗、靶向治疗和内分泌治

疗，因此确定，此次样本取得的临床和病理诊断资料足够精确。以上样本全部经过 10%

的中性福尔马林充分固定。若样本中存在以下任一情况，则排除在研究之外：（1）肿

瘤的组织学起源不明确；(2)患者有其他恶性肿瘤病史；（3）临床资料不完整。

2.1.1.2 乳腺癌患者临床资料

审查乳癌病人的院内治疗档案，搜集每位病人的基本信息，涵盖病人的姓名、年纪、

病灶初始位置和组织学等级、肿块尺寸、淋巴结状况、器官扩散、TNM阶段划分、雌

性激素接收体 ER、孕酮激素受体 PR、人类表皮生长因子受体-2HER-2的活性、分子构

型、Ki-67的活性以及治疗前后的情况（表 1）。石河子大学第一附属医院的伦理委员

会已经批准了本项研究，并且所有参与者均已经签订了知情同意声明。

表 1 乳腺癌患者临床病理学特征

基线特征
总病例数（N=150）

例数 百分比（％）

年 龄
≤55岁 87 58.0

＞55岁 63 42.0

原发部位 左 84 56.0

续表 1 乳腺癌患者临床病理学特征


