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ENO2 在口腔鳞状细胞癌中对细胞增殖作用的初步探讨
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［摘 要］ 目 的 ：探 讨 烯 醇 化 酶 2（enolase2，ENO2）对 口 腔 鳞 状 细 胞 癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）细胞增殖的影响。方法：收集 20 例 OSCC 患者的肿瘤组织，同时也从河子大学第一附属医院获取了

20 例相对应的癌旁组织，qPCR 检测 2 种组织中 ENO2 表达。在 SCC15 细胞中分别转染 ENO2 干扰序列（si‑
ENO2 组）及阴性对照干扰序列（si‑NC 组），经转染效率评估后，构建敲低 ENO2 表达的口腔鳞状细胞癌细胞

株 SCC15，Western blot 和 qPCR 验证 ENO2 干扰效率。细胞计数试剂盒 ‑8（CCK‑8）增殖实验、划痕愈合实

验和 Transwell 侵袭实验检测 si‑ENO2 组和 si‑NC 组细胞的生长增殖和迁移、侵袭能力。结果：OSCC 组织

中 ENO2 相对表达量明显高于正常癌旁组织。转染 ENO2 干扰片段后，si‑ENO2 组细胞的生长增殖和迁移

侵袭较 si‑NC 组明显降低（P<0.05）。结论：ENO2 在 OSCC 组织中高表达，敲低 ENO2 表达能够抑制 OSCC
细胞的生长、增殖和迁移功能，且可能通过细胞周期阻滞而严重损害癌细胞增殖影响 OSCC 的发生及进展，

ENO2 可能是 OSCC 新的治疗靶点。
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［Abstract］ Objective： To investigate the impact of enolase 2 （ENO2） on the proliferation of oral squamous cell carcinoma 

cells （OSCC）. Methods： Tumor tissues from twenty patients with OSCC and the corresponding adjacent normal tissues were col‑
lected from First Affiliated Hospital of Shihezi University. The expression level of ENO2 in both tissue types was measured using 
qPCR. SCC15 cells were transfected with ENO2‑specific interfering sequence （si‑ENO2 group） or negative control interfering se‑
quence （si‑NC group）. After assessment of transfection efficiency， an oral squamous cell carcinoma SCC15 cell line was construct‑
ed with ENO2 knockdown， verification of ENO2 interference efficiency by Western blot and qPCR. Assessment of cell growth， 
proliferation， migration， and invasion in si‑ENO2 and si‑NC groups were detected by CCK‑8 proliferation assay， scratch healing 
assay， and transwell invasion assay. Results： The expression level of ENO2 in OSCC was significantly higher compared to adja‑
cent normal tissues. Following transfection with ENO2 interfering fragments， the growth， proliferation， migration， and invasion 
of cells in the si‑ENO2 group were significantly reduced compared to the si‑NC group （P<0.05）. Conclusion： ENO2 is overex‑
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pressed in OSCC. Silencing ENO2 expression can inhibit OSCC cell growth， proliferation， and migration. This may significantly 
impair cancer cell proliferation and influence OSCC development and progression by inducing cell cycle arrest. Therefore， ENO2 
represents a potential therapeutic target for OSCC. 

［Key words］ Oral squamous cell carcinoma； Enolase2； Cell proliferation； Invasion； Migration

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，其全球发

病率呈现逐年上升趋势［1］。OSCC 的高发病率和致

死率对人类健康构成了严重威胁。OSCC 的病因复

杂，多种因素共同作用促进其发生和发展。除了已

知的外界致癌因素如烟草和酒精外，近年来的研究

还揭示了基因突变、慢性炎症、病毒感染（如人乳头

瘤病毒）等［2‑4］。OSCC 可发生于口腔的多个部位，

包括舌、颊黏膜、牙龈、唇及硬腭等，具有快速增殖、

高局部浸润率、强转移能力和不良预后等特点［5］。

尽管近年来在诊断和治疗方面取得了显著进展，但

OSCC 的预后仍不理想，尤其是晚期患者的 5 年生

存率仍低于 50%［5，6］。因此，深入研究 OSCC 的发病

机制，以控制肿瘤进展，提高患者的生存率和生活

质量，仍然是当前亟需解决的重要课题。

肿瘤细胞的异常增殖是癌症发生和发展的核

心特征之一，而代谢重编程是肿瘤细胞适应快速增

殖需求的重要策略［7，8］。糖酵解作为细胞能量代谢

的关键途径，在肿瘤细胞中通常明显增强，这种现

象被称为“Warburg 效应”［9］。烯醇化酶 2（enolase 2，
ENO2）也称为神经元特异性烯醇化酶，是一种长链

酸性二聚体蛋白，含有 433 个氨基酸，包含 2 种烯醇

化物同工酶 γγ 和 αγ，是糖酵解途径中的关键酶之

一，负责催化 2‑磷酸甘油酸转化为磷酸烯醇式丙酮

酸［10］。近年来相关研究发现，ENO2 不仅在能量代

谢中发挥重要作用，还参与了多种肿瘤的进展，包

括胰腺导管腺癌［11］、前列腺癌［12］、转移性神经母细

胞瘤［13］和小细胞肺癌［14］。在血液肿瘤的骨髓单核

细胞中也观察到相同的趋势［15］。研究表明，ENO2
可以促进肿瘤细胞生长增殖和迁移侵袭［16］。然而，

目前关于 ENO2 在 OSCC 中的作用的研究较少。

因此，明确 ENO2 在 OSCC 发展中的作用和机制可

能为这种致命疾病提供新的治疗策略。本课题组

前期采用生物信息学分析和实验验证，从组织及细

胞水平检测了 OSCC 中 ENO2 的表达情况，并探讨

其蛋白表达与 OSCC 患者临床病理特征的相关性，

发现 ENO2 在 OSCC 组织和细胞中均呈高表达，

ENO2 的表达与 OSCC 患者淋巴结转移、肿瘤分化

以及不良预后相关。ENO2 是口腔鳞癌患者不良

预后的重要影响因素。本研究进一步通过基因沉

默技术抑制 OSCC 细胞中 ENO2 的表达，评估其对

细胞生物学行为的影响，以期揭示 ENO2 在 OSCC
中 的 功 能 机 制 ，为 OSCC 的 治 疗 策 略 提 供 新 的

见解。

1 材料与方法  
1.1　细胞和主要试剂

口腔正常角质形成细胞（human oral keratino‑
cytes， HOK）由河北北纳生物科技有限公司提供。

口腔鳞状细胞癌细胞 SCC15 采购自美国典型培养

物保藏中心（ATCC）。实验所需抗体及分子生物

学试剂分别从多家供应商采购：ENO2 特异性单克

隆抗体来源于上海埃必威生物技术有限公司；用于

内参的 GAPDH 单克隆抗体、HRP 标记的二抗（包

括兔源和鼠源）均购自北京中杉金桥生物技术有限

公司。细胞培养相关试剂中，胰蛋白酶和双抗（青

霉素 ‑链霉素）由北京索莱宝科技有限公司供应。

分子实验相关试剂采购信息如下：ENO2 和 GAP⁃
DH 基因的特异性引物序列由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成；RNA 逆转录试剂盒为日本 Ta‑
KaRa 公司产品；Lipofectamine2000 转染试剂来自

美国 Invitrogen 公司。RNA 干扰实验所用的小干

扰 RNA 包括 ENO2 特异性 siRNA（si‑ENO2）及其

阴性对照（si‑NC），均由上海吉玛制药技术有限公

司提供。

1.2　组织收集和细胞培养及转染

本研究经石河子大学第一附属医院伦理委员

会审批通过（伦理批号：KJ2023‑345‑01），实验周期

为 2023 年 1~12 月。研究对象为 20 例在该院口腔

颌面外科接受手术治疗的 OSCC 患者，采集其手术

切除的肿瘤组织及配对癌旁组织样本，所有样本经

石蜡包埋病理确诊。细胞培养体系采用标准条件：

HOK 细 胞 使 用 MEM 高 糖 培 养 基（45 mL）添 加

10% 胎牛血清（5 mL）和 1% 双抗（500 μL）进行培养；

SCC15细胞则在DMEM高糖培养基（45 mL）中培养，

补充 10% 胎牛血清（5 mL）和 1% 双抗（500 μL）。所

有细胞在 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养，维持每

日换液。实验设计采用分组对照：设立阴性对照（si
‑NC）组和实验（si‑ENO2 1#、2#、3#和 4#）组。细胞

转染操作严格遵循 Lipofectamine2000 试剂说明书

进行，确保实验条件的一致性。
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1.3　实时荧光定量 PCR 实验检测 ENO2 mRNA 的

表达

采用 TRIzol 试剂法从口腔鳞状细胞癌组织、癌

旁正常组织以及各转染处理组细胞中提取总 RNA，

并使用逆转录试剂盒将分离得到的总 RNA 逆转录

为互补 DNA（cDNA）。逆转录反应条件设定为

42 ℃孵育 120 s，随后 4 ℃短暂停留；接着在 37 ℃条

件下孵育 15 min，然后快速升温至 85 ℃维持 5 s，最
后再次降温至 4 ℃。q‑PCR 引物序列详见表 1。以

GAPDH 基因为内参，通过 2−△△Ct 相对定量法计算

组织及细胞中 ENO2 mRNA 的表达水平。

1.4　CCK‑8 法检测 SCC15 细胞增殖活性

收 集 转 染 处 理 的 SCC15 细 胞 悬 液 ，经 离 心

（1 000 r/min，5 min）后重悬于新鲜培养基中。使用细

胞计数板进行定量，调整细胞密度至 3×104个/mL，

以每孔 100 μL 的体积接种于 96 孔板中，即每孔接种

3 000 个细胞。细胞增殖检测采用 CCK‑8 法：分别

在转染后 24、48、72、96 h 4 个时间点进行检测。检

测时，弃除孔内原有培养基，加入新鲜配制的检测

液（CCK‑8 试剂∶DMEM 培养基=1∶10，总体积 100 
μL）。将培养板置于 37 ℃、5% CO2培养箱中继续孵

育 2 h。随后，使用酶标仪于 450 nm 波长处测定各

孔吸光度（OD 值），以此反映细胞增殖活性。为确

保实验结果的可靠性，所有检测独立重复 3 次，并根

据检测结果绘制细胞增殖动力学曲线。

1.5　细胞划痕愈合实验检测 SCC15 细胞划痕愈

合率

在转染后 24 h，当细胞单层覆盖孔底时，用

100 μL 移液器枪头在孔底划出 3 条平行划痕，随后

用 PBS 缓冲液清洗 3 次。在 0、12、24 和 48 h 分别观

测并拍摄相同划痕位置。利用 ImageJ 软件进行划

痕面积分析并计算划痕愈合率，实验重复进行 3 次。

1.6　Transwell实验检测 SCC15 细胞侵袭能力

将基质胶与 DMEM 按 1∶8 比例混合，取 100 μL
混合液加入 Transwell 上室，置培养箱凝固 3 h。计

数转染细胞后，在下室加入 800 μL 含 20% FBS 的

培养基，上室加入 100 μL 细胞悬液，确保无气泡。

将小室置于 37 ℃培养箱中培养 48 h。取出上室，用

PBS 洗涤 2 次，每孔加入 800 μL 冰甲醇固定 20 min，
再次洗涤 2 次。加入 800 μL 0.1% 结晶紫避光染色

15 min，用棉签小心擦净上室细胞。在 200 倍光镜

下随机选取 5 个区域进行拍照和计数。

1.7　统计学处理

采用 SPSS26.0 及 GraphPad10.0 软件对实验数

据进行统计分析及制图，各组细胞中 ENO2 mRNA
和蛋白表达水平、细胞增殖活性、划痕愈合率及细

胞侵袭数量均符合正态分布，2 组数据的比较采用 t
检验，超过 2 组的数据采用方差分析（ANOVA）。

计数资料采用 χ2检验或 Fisher 确切概率法分析。相

关性通过 Pearson 相关系数进行评估。P<0.05 表

示差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　ENO2 在口腔鳞状细胞癌组织中表达水平明

显升高

qPCR 实验结果表明，在口腔鳞状细胞癌组织

中，ENO2 的相对表达水平明显高于正常癌旁组织

（t=7.40，P<0.05），见图 1。

2.2　在 SCC15 细胞中转染 ENO2 干扰序列后的转

染效率评估

在 SCC15 细胞中转染不同 siRNA 干扰序列以

敲低 ENO2 基因的表达，结果显示：与 si‑NC 组相

比，si ‑ ENO2 1#、2#和 3#均转染有效（P<0.05），

Western blot 结 果 示 ：si ‑ ENO2 4# 有 统 计 学 差 异

表 1 引物序列

Tab 1 Primer sequence

Gene
ENO2

GAPDH

Forward（5'~3'）
TCATCAAGGACAAATACGGCAAGG

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

Reverse（5'~3'）
GCTCCAAGGCTTCACTGTTCTC

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

图 1　ENO2 在口腔鳞状细胞癌组织及癌旁组织中的表达

情况

Fig 1　The expression of ENO2 in oral squamous cell car⁃
cinoma and adjacent tissues
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（P<0.05），而 qPCR 结果示：si‑ENO2 4#无统计学

差异（P>0.05），其中 si‑ENO2 1#较 si‑ENO2 2#序

列干扰效果明显（t=34.32，P<0.001），用其进行后

续实验（图 2）。

2.3　敲低 ENO2 影响 OSCC 细胞的增殖能力

CCK ‑8 细胞增殖实验表明：与 si‑NC 对照组相

比，si‑ENO2 1#实验组细胞增殖能力减弱（P<0.05），

培养 24 h 对照组与实验组细胞增殖能力出现明显

差异（t=6.281，P<0.05）。培养 48 h 实验组和对照

组差异最明显（t=5.194，P<0.05）。72 h（t=3.168，
P<0.05）及 96 h（t=4.370，P<0.05）si‑ENO2 1#组

细胞增殖能力均低于 si‑NC 组（图 3）。

2.4　敲低 ENO2 影响 OSCC 细胞的迁移能力

划痕愈合实验表明：敲低 ENO2 基因的表达

后，12 h si‑NC 组细胞划痕愈合率高于 si‑ENO2 1#
组，差异有统计学意义（t=26.27，P<0.01），24 h    

A：敲低 ENO2 后 SCC15 细胞增殖能力的变化图；B：敲低 ENO2 后 SCC15 细胞增殖能力变化的统计量化图；*P<0.05，**P<0.01
图 3　敲低 ENO2 对 SCC15 细胞增殖能力的影响

Fig 3　Impact of ENO2 Knockdown on SCC15 Cell Proliferation

A：荧光显微镜下 SCC15 形态（×200）；B~D：ENO2 敲低后 SCC15 细胞中 ENO2 mRNA 及蛋白表达；nsP>0.05，*P<0.05，***P<0.001，
****P<0.000 1

图 2　ENO2 敲低效率验证

Fig 2　Verification of the knockdown efficiency of ENO2
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（t=55.30，P<0.000 1）、36 h（t=235.9，P<0.000 1）、

48 h（t=119.8，P<0.000 1）si‑NC 组细胞的划痕愈

合率均较 si ‑ ENO2 1# 组更高，差异有统计学意

义（图 4）。

2.5　敲低 ENO2 影响 OSCC 细胞的侵袭能力

Transwell侵袭实验结果显示，si‑ENO2 1#组细

胞的侵袭能力明显低于 si‑NC 组（图 5）。

3 讨论  
OSCC 是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，占所

有口腔癌症病例的 90% 以上［17］。OSCC 以其高度

侵袭性、易转移性和预后差的特性而著称。尽管手

术、放射治疗和化学治疗等医疗手段不断进步，患

者的 5 年生存率仍然不尽如人意［1，18，19］。因此，深入

研究 OSCC 的分子机制，寻找新的治疗靶点，对改

善患者预后具有重要意义。

本研究通过体外实验初步确证了 ENO2 在口

腔鳞状细胞癌组织中的高表达，并进一步探讨了其

在细胞增殖中的作用。作为糖酵解途径中的关键

酶，ENO2 不仅在能量代谢中发挥着至关重要的作

用，还参与了多种肿瘤的进展［20］。通过调控糖酵解

过程，ENO2 为肿瘤细胞的快速增殖提供了所需的

能量和生物合成前体。此外，ENO2 还可能通过非

代谢途径调控细胞周期和信号通路［21， 22］。研究表

明，ENO2 能够激活包括 PI3K/AKT 和 MAPK 在内

的多种信号通路，从而促进肿瘤细胞的增殖和存

活［11］。肿瘤的发生与细胞的过度增殖和异常凋亡

密切相关。在各种类型的恶性肿瘤细胞中，ENO2
的高表达能够促进细胞增殖并抑制细胞的凋亡。

Soh 等［23］的研究表明，在乳腺癌中，敲低 ENO2 表达

可以明显抑制肿瘤细胞的增殖。本研究的实验结

果也支持这一观点，敲低 ENO2 后，OSCC 细胞的增

殖能力明显下降。由于 ENO2 在 OSCC 中的高表

达及其对细胞增殖的促进作用，ENO2 可能成为

OSCC 治疗的潜在靶点。针对 ENO2 的抑制剂或基

因沉默技术可能为 OSCC 患者提供新的治疗策略。

ENO2 作为糖酵解途径的关键酶，能够通过催化磷

酸烯醇式丙酮酸向丙酮酸的转化，直接影响细胞的

能量代谢和生物合成途径［24，25］。这一过程对于快速

增殖的肿瘤细胞尤为重要，因为癌细胞需要大量的

A、B： 转染后 si‑NC 组和 si‑ENO2 1#组细胞的侵袭情况（结晶紫染色，×200，比例尺=100 μm）；C： Transwell 实验检测细胞侵袭实验的统计

量化图，**P<0.01
图 5　敲低 ENO2 对细胞侵袭能力的影响

Fig 5　Effect of knocking down ENO2 on cell invasion ability

A：不同时间点 si‑NC 和 si‑ENO2 1#的划痕面积对比图（比例尺=2 mm）；B：不同时间点 si‑NC 和 si‑ENO2 1#的划痕愈合率统计图；**P<0.01，
****P<0.000 1

图 4　敲低 ENO2 对 SCC15 细胞划痕愈合能力的影响

Fig 4　Effect of ENO2 knockdown on the scratch healing ability of SCC15 cells
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能量和生物合成前体来支持其异常增殖。

本文的研究结果与 Zhang 等［11］在甲状腺癌中的

相关研究发现一致，均揭示了 ENO2 表达下调在癌

细胞转移过程中所扮演的重要角色。相似地，Zhou
等［12］在前列腺癌研究中也指出，ENO2 作为一种糖

酵解酶，能够促进前列腺癌的转移。这些研究共同

表明，ENO2 的表达水平与肿瘤的发生和进展密切

相关，可能通过影响肿瘤细胞的生长、增殖、迁移和

侵袭等多个方面发挥作用。基于上述研究结果，本

研究进一步探讨了 ENO2 在 OSCC 中的潜在分子

机制。通过基因敲除实验发现，ENO2 的下调明显

抑制了 OSCC 细胞的生长和增殖能力，提示 ENO2
可能通过促进细胞周期进程来推动 OSCC 的进展。

此外观察到，ENO2 表达的降低明显削弱了 OSCC
细胞的迁移和侵袭能力。这一发现提示，ENO2 可

能在细胞侵袭过程中发挥关键作用。ENO2 的下调

可能通过影响细胞骨架重组、黏附分子表达和基质

金属蛋白酶活性等机制，来抑制肿瘤细胞的侵袭

能力。

本研究仍存在一些局限性。首先，实验主要在

细胞系中进行，缺乏动物模型的验证。其次，ENO2
在 OSCC 中的具体作用机制尚未完全阐明，需要进

一步研究其在肿瘤微环境中的功能。此外，ENO2
与其他代谢酶或信号分子的相互作用也有待探索。

未来的研究将聚焦于深入解析 ENO2 在 OSCC 中

的多重分子机制，旨在揭示其在肿瘤发生、发展及

侵袭中的具体作用。

综上所述，ENO2 在 OSCC 细胞的生长、增殖、

迁移和侵袭过程中发挥了重要作用。敲低 ENO2
表达能够明显抑制 OSCC 细胞的这些恶性行为，表

明 ENO2 可能是 OSCC 潜在的预后标志物及治疗

靶点。未来的研究应进一步深入探讨 ENO2 在 OS‑
CC 及其他类型肿瘤中的具体作用机制，并评估其

作为治疗靶点的可行性和有效性。通过针对 ENO2
的精准治疗策略，可能为 OSCC 患者提供更加有效

的治疗方案，改善预后，提高生存率。
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