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［摘 要］ 目的：研究磷酸甘油酸变位酶1（phosphoglycerate mutase1，PGAM1）在人涎腺腺样囊性癌（salivary adenoid cystic car⁃
cinoma，SACC）的表达及其临床和生物学意义。方法：收集31例SACC和25例正常腺体组织病理切片，免疫组化法检测两者中

PGAM1蛋白的表达水平，分析其表达与临床病理之间的相关性。以人SACC高转移潜能细胞系（SACC⁃LM）为研究对象，构建

PGAM1⁃siRNA干扰片段，检测分析PGAM1干扰前后细胞周期、增殖能力、迁移能力和侵袭能力变化；蛋白质免疫印迹法（West⁃
ern blot）检测干扰前后基质金属蛋白酶2（MMP⁃2）、基质金属蛋白酶9（MMP⁃9）、神经型钙黏蛋白（N⁃cadherin）、上皮型钙黏附

蛋白（E⁃cadherin）、波形蛋白（vimentin）表达的变化。结果：PGAM1在31例SACC中20例（64.5%）为高表达，11例（35.5%）为低

表达；在25例正常腺体中均为低表达。PGAM1在实体型SACC的表达明显高于筛孔型和腺管型SACC（P＜0.05），PGAM1的表

达与性别、年龄和发生部位等无关（P＞0.05）。PGAM1基因表达下调后细胞的迁移和侵袭能力明显减弱（P＜0.05），MMP⁃2、
MMP⁃9的表达也明显下调（P＜0.05），但细胞增殖和细胞周期比例没有变化（P＞0.05）。结论：PGAM1在SACC中的表达与其

病理分型有关。PGAM1的表达下调可以显著抑制SACC的迁移和侵袭能力。
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［Abstract］ Objective：To study the expression of phosphoglycerate mutase1（PGAM1）in salivary adenoid cystic carcinoma（SACC）
and its clinical and biological significance. Methods：PGAM1 expression was detected by immunohistochemistry in 31 cases of SACC
and 25 normal glands，and the correlation with the clinical pathology parameter was analyzed. The highly metastatic human salivary
adenoid cystic carcinoma cell line（SACC⁃LM）was transient transfected by PGAM1 siRNA interference clips. Cell cycle changes，cell
proliferation，migration，invasion were evaluated. The changes of matrix metalloproteinase（MMP）⁃2，MMP⁃9，N⁃cadherin，E⁃cadherin
and vimentin expression were examined before and after the interference by Western blot. Results：PGAM1 was expressed at a low
level in 25 normal glands. In 31 cases of SACC，20 cases（64.5%）expressed PGAM1 at a high level，while 11 cases（35.5%）expressed
at a low level. The PGAM1 expression was significantly higher in the solid pattern than that in the tubular and cribriform pattern（P＜

0.05）. The expression of PGAM1 had no correlation with gender，age or tumor location（P＞0.05）. The down⁃regulation of PGAM1 had
no effect on the proliferation capability and cell cycle of SACC ⁃LM cells（P＞0.05），while cells migration and cell invasion were
inhibited significantly after PGAM1 was down⁃regulated（P＜0.05）. The expression of MMP⁃2 and MMP⁃9 was also down⁃regulated
after PGAM1 was inhibited（P＜0.05）. Conclusion：The expression of PGAM1 was associated with pathological types of SACC；down⁃
regulation of PGAM1 can significantly inhibit the migration and invasion of adenoid cystic carcinoma.
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涎腺腺样囊性癌（salivary adenoid cystic carcino⁃
ma，SACC）是涎腺最常见的上皮性恶性肿瘤之一，

占涎腺恶性肿瘤的 21%~24%［1］。头颈部好发于小

涎腺及大涎腺，身体其他部分如支气管、乳腺较少

见［2］。SACC生长缓慢，浸润性强，易沿血管生长，有

很强的嗜神经性，容易早期发生远处转移，其肺转

移率最高可达40％，预后差［3］。SACC从病理上分为

3型，分别为实体型、管状型和筛孔型，其中实体型

SACC的预后明显较管状型和筛孔型差［4］。目前

SACC的治疗方法以局部扩大切除联合放射治疗为

主，但由于其强侵袭性和强嗜神经性以及口腔颌面

部结构的复杂性，治疗效果都不是很理想，仍有较

高的复发率和转移率［5］。

近年研究结果证实，肿瘤细胞的增殖与糖代谢

异常有着密切的关系，肿瘤细胞即使在有氧环境下

也更倾向于通过糖酵解来获得能量，这被称为War⁃
burg效应［6］。在糖酵解过程中少不了代谢酶的参

与，以代谢酶和糖酵解过程作为靶点也成为肿瘤治

疗的一个新思路［6］。磷酸甘油酸变位酶 1（phospho⁃
glycerate mutase1，PGAM1）是糖酵解过程中的关键

酶，研究发现 PGAM1在许多恶性肿瘤中都呈高表

达，并与疾病预后有较大关系［7-9］，但目前尚无关于

PGAM1与 SACC关系的相关报道，本研究通过免疫

组化方法研究 PGAM1在 SACC中的表达及与临床

病理参数之间的关系。此外，通过 siRNA干扰技术

下 调 SACC 高 转 移 潜 能 细 胞 系（SACC ⁃ LM）中

PGAM1基因表达，检测干扰后基质金属蛋白酶 2
（MMP⁃2）、基质金属蛋白酶9（MMP⁃9）、神经型钙黏

蛋白（N⁃cadherin）、上皮型钙黏附蛋白（E⁃cadherin）、
波形蛋白（vimentin）表达情况的变化以反映其对

SACC增殖、迁移和侵袭的影响，初步探讨PGAM1在
SACC发生发展中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本

收集南京医科大学附属口腔医院2007年4月—

2011年 11月期间在口腔颌面外科治疗的 SACC患

者病理切片共31例，年龄27~75岁，中位年龄45岁，

男15例，女16例；小于45岁的13例，45岁及以上的

18例；腮腺3例，颌下腺3例，舌下腺9例，小唾液腺

16例（腭腺14例，颊腺2例）。按2005 年WHO 唾液

腺肿瘤组织学分类标准确诊并行病理分型：实体

型 6例（19.35%），筛孔型和腺管型 25例（80.65%）。

所有病例均已通过临床检查及病理诊断明确诊断

为 SACC，术前均未接受过化疗、放疗和生物治疗，

且均在本院接受手术治疗。对照组选取 25例颈部

淋巴结清扫术的患者，其原发病与SACC无关，取其

颌下腺腺体作为阴性对照，均取得患者知情同意，所

有患者腺体病理均明确未见转移。

1.1.2 主要实验试剂

SACC高转移细胞系SACC⁃LM购自上海弘顺生

物科技有限公司。RPMI1640 培养液、胎牛血清

（Gibco公司，美国），LipofectamineTM 2000（Invitrogen
公司，美国），兔抗人 PGAM1抗体（Abcam公司，英

国），鼠抗人MMP⁃2、MMP⁃9、vimentin、E⁃cadherin、N⁃
cadherin、β⁃actin 抗体（Cell Signaling Technology 公

司，美国），qRT⁃PCR检测试剂盒（TaKaRa公司，日

本），CCK8试剂盒（同仁化工公司，日本），Transwell
小室（CORNING公司，美国），Matrigel（BD公司，美

国）。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化染色

标本经福尔马林固定、石蜡包埋后切片（厚 4
μm），贴片，烤片，常规二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，

3％H2O2孵育 20 min。抗原修复，加热后 5％牛血清

白蛋白封闭。一抗（1∶200），４℃过夜，以PBS作为阴

性对照。二抗孵育30 min，SABC孵育20 min。DAB
反应显色 5 min，冲洗。苏木素复染，常规脱水、透

明、干燥、封片。

所有切片分别请2位有经验的病理科医生在双

盲下评估。通过观察PGAM1在细胞中表达的染色

强度和阳性细胞的比例进行评估，评估标准按照文

献报道方法［16］：染色强度，无染色为0分；淡黄色为1
分，弱阳性；棕黄色为 2分，中阳性；棕褐色为 3分，

强阳性。每张病理切片在高倍镜（200倍）下随机选

取 5个视野，人工计数阳性细胞数占总细胞数的百

分率为表达率。表达率按照以下标准分级：0分

（0%~5%），1分（6%~25%），2分（26%~50%），3分

（51%~75%），4分（＞75%）。综合评分为染色强度

及阳性表达率相乘：高于或等于6分为高表达，低于

6分为低表达。

1.2.2 细胞培养与转染

SACC⁃LM 细胞株采用含10%胎牛血清（FBS）的
RPMI1640完全培养基，置于37 ℃、5%CO2培养箱中

培养。小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）
序列由上海吉玛基因工程有限公司合成，序列如

下：靶向PGAM1的 siRNA 正义序列：5′⁃GUCCUGU⁃
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CCAAGUGUAUCUTT⁃3′；反义序列：5′⁃AGAUACA⁃
CUUGGACAGGACTT⁃3′；阴性对照正义序列：5′⁃UU⁃
CUCCGAACGUGUCACGUTT⁃ 3′；反义序列 5′ ⁃AC⁃
GUGACACGUUCGGAGAATT⁃3′；转染方法按 Lipo⁃
fectamineTM2000产品说明书进行。

1.2.3 Western blot检测干扰效率和相关蛋白的表

达变化情况

转染 48 h后，收集细胞沉淀RIPA裂解，BCA法

蛋白定量后等量上样行 SDS⁃PAGE电泳，转膜，5%
BSA封闭 2 h，一抗（1∶1 000）4 ℃过夜，洗膜。二抗

（1∶1 000）室温孵育 1 h，洗膜，曝光。以β⁃actin（1
∶1 000）作为参照。

1.2.4 实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）检测干扰效率

转染48 h后，收集细胞沉淀，TRIzol法提取细胞

RNA，逆转录成 cDNA。PGAM1引物序列为上游：

5′ ⁃CCATGCAGTTTCTGGGGGAT⁃ 3′；下游：5′ ⁃CC⁃
GTCTGCAGCTACAACTCA⁃3′。以GAPDH为内参对

照，重复3次。

1.2.5 CCK8检测细胞增殖

转染24 h后，每孔按 5×104个细胞接种至 96 孔

板中，每组设置 6个复孔，孵育 24 h，每孔加入新鲜

配制的 100 μL 含 10% CCK8的检测液，孵育 2 h，酶
标仪测波长为450 nm的吸光值，重复3次。

1.2.6 流式检测仪检测细胞周期

转染 48 h后，收集细胞沉淀并加入预冷的 70%
乙醇固定过夜。收集沉淀，加入碘化丙啶（PI）染色

液室温孵育30 min；流式细胞仪检测DNA⁃PI的荧光

强度，重复3次。

1.2.7 划痕试验检测细胞迁移能力

取转染后生长状态良好的细胞，待细胞铺满后

作“一”字划痕，无血清培养液漂洗细胞2~3次，用无

血清培养液继续培养；分别于0、36和72 h在倒置显

微镜下观察刮痕内的细胞运动变化，重复3次。

1.2.8 Transwell实验检测细胞侵袭能力

取BD matrigel（5 mg/mL）基质胶1∶8稀释，Tran⁃

swell小室上室各孔加入 50 μL，37 ℃孵育 5 h呈固

态，水化基底膜。每孔加入200 μL细胞悬液（2×104

个），下室中加入500 μL含有 10%FBS的培养液，孵

育24 h；PBS清洗、5%戊二醛固定；棉签擦去膜内层

细胞，结晶紫染色。随机取 5个高倍镜视野计数分

析，重复3次。

1.3 统计学方法

统计分析使用 SPSS22.0 数据分析软件包，

PGAM1 的表达与临床病理参数关系的分析使用

Fisher确切概率法。计量数据采用均数±标准差（x

± s）表示，使用 t检验进行统计分析。显著性水平α=
0.05。
2 结 果

2.1 PGAM1在SACC中的表达

PGAM1 染色后黄色阳性颗粒定位于胞浆，

PGAM1在 SACC中表达明显，一般为中阳性或强阳

性（图 1）。PGAM1在 SACC中高表达（综合评分≥6
分）20例，占 64.52%，在 25例正常腺体中均为低表

达，SACC中PGAM1的表达明显高于正常腺体，差异

有统计学意义（P < 0.05）。
PGAM1在 SACC中表达率高低与患者性别、年

龄及发生部位无关（P 值分别为 0.273、0.719、
0.929）。PGAM1在实体型SACC中的表达高于筛孔

型和腺管型（P=0.043，表1）。
2.2 si⁃PGAM1抑制PGAM1的表达效率

转染24 h后，qRT⁃PCR检测发现PGAM1⁃siRNA
转染组（si⁃PGAM1组）与阴性对照组（siNCtrl组）相

比，SACC⁃LM细胞中PGAM1基因表达明显下调，干

扰效率较高（图2A）。转染48 h后，Western blot检测

干扰后 PGAM1 表达，结果显示：si ⁃ PGAM1 组

PGAM1的灰度值下降，提示 PGAM1表达下降（图

2B）。
2.3 si⁃PGAM1对SACC细胞周期和增殖的影响

转染72 h后，si⁃PGAM1组与 siNCtrl组各期细胞

DCBA
图1 PGAM1在实体型（A）、筛孔型（B）、腺管型（C）SACC以及正常腺体（D）中的表达情况（免疫组化，×200）

Figure 1 PGAM1 expression in solid pattern（A），cribriform pattern（B），tubular pattern（C）of SACC，and in normal
glands（D）（immunohistochemistry，×200）
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图3 si⁃PGAM1对SACC⁃LM细胞周期和增殖的影响

Figure 3 Effects of si⁃PGAM1 on cell cycle and proliferation of SACC⁃LM cells
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图2 si⁃PGAM1对SACC⁃LM细胞中PGAM1的下调作用

Figure 2 The down⁃regulation of PGAM1 after transfection of si⁃PGAM1 in SACC⁃LM cells

比例的差异均无统计学意义（P > 0.05，图3A）；转染

24 h后，si⁃PGAM1和 siNCtrl组 SACC⁃LM细胞增殖

情况没有明显差异（P > 0.05，图3B）。
2.4 si⁃PGAM1对SACC细胞迁移和侵袭能力的影响

划痕实验发现 si⁃PGAM1组较 siNCtrl组细胞迁

移受到抑制（图 4A）。Transwell结果显示 siNCtrl组
穿膜细胞数为（183.00 ± 10.60）个，si⁃PGAM1组的穿

膜细胞数为（42.00 ± 8.70）个，差异有统计学意义

（P < 0.05，图 4B），提示PGAM1下调后 SACC⁃LM细

胞的侵袭能力明显降低。

2.5 si⁃PGMA1对SACC细胞相关蛋白表达的变化

PGAM1下调后，MMP⁃2、MMP⁃9的条带灰度值

降低，电泳条带变细；而N⁃cadherin、E⁃cadherin、vi⁃
mentin的条带在干扰后未见明显变化（以β⁃actin为
内参），说明干扰后MMP⁃2、MMP⁃9的表达明显降

低，而N⁃cadherin、E⁃cadherin、vimentin的表达没有

明显变化（图5）。

表1 PGAM1表达与临床参数的关系

Table 1 Relationship between PGAM1 expression and
clinical parameters

临床参数

性别

男

女

年龄

＜45岁
≥ 45岁

部位

腮腺

颌下腺

舌下腺

小唾液腺

病理分型

实体型

筛孔及腺管型

例数

15
16

13
18

03
03
09
16

06
25

高表达

08（53.3）
12（75.0）

09（69.2）
11（61.1）

02（66.7）
02（66.7）
05（55.6）
11（68.8）

06（100.0）
14（56.0）

低表达

07（46.7）
04（25.0）

04（30.8）
07（38.9）

01（33.3）
01（33.3）
04（44.4）
05（31.2）

00（0.0）
11（44.0）

P值

0.273

0.718

0.929

0.043

［n（%）］

3 讨 论

SACC是口腔颌面部常见的恶性肿瘤之一，频

繁的局部复发和远处转移是患者生存质量差的主

要原因［5］。由于对其发病机制的认识有限，目前常

规的治疗方式仍是手术扩大切除以后放射治疗，效

果不佳。肿瘤细胞的糖酵解过程近年来成为肿瘤

研究的热点，有研究认为糖酵解过程的抑制剂可能

为肿瘤靶向治疗开辟新的局面［6］。近几年，PGAM1
被发现在许多肿瘤中呈高表达状态，在肿瘤的生长
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A：si⁃PGAM1对细胞迁移能力的影响（×100）；B：si⁃PGAM1对细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×100），两组比较，*P < 0.05。
图4 si⁃PGAM1对SACC⁃LM细胞迁移和侵袭能力的影响

Figure 4 Effect of si⁃PGAM1 on migration and invasion of SACC⁃LM cells
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图5 si⁃PGAM1转染后相关蛋白的表达

Figure 5 The expression of related proteins after si⁃PGAM1 transfection

中起重要作用［10］，同时研究发现抑制这种酶可以

导致肿瘤死亡，这使PGAM1成为肿瘤治疗的一个新

靶点。目前在口腔鳞状细胞癌［11］、肺癌［9］、膀胱癌［12］等

多种肿瘤中发现有异常表达，可能与肿瘤的预后存

在一定的相关性。

目前 PGAM1在 SACC的表达情况尚无文献报

道，其在肿瘤的发生过程中是否发挥作用也不清

楚，本研究通过免疫组化实验显示，PGAM1在31例
SACC中高表达率为64.52%（20/31），而在25例正常

腺体组织中 PGAM1 均为低表达，说明 PGAM1 在

SACC 的发生发展中起着一定作用，可能参与到

SACC细胞的糖酵解过程中，为肿瘤的生长提供能

量，但 PGAM1在 SACC中的表达与患者的年龄、性

别和发生部位没有相关性，与 SACC的病理分型相

关。Szanto等［13］对SACC 15年的随访发现实体型生

存率明显低于筛孔型、腺管型（实体型、筛孔型、腺管

型15年生存率分别为5％、26％、39％）。Witt［14］研究

发现 SACC的组织分型对预后有重要影响，并且实

体型 SACC 的生存率明显低于筛孔型和腺管型。

Perzin等［15］在其研究中发现实体型 SACC的复发概

率最高，预后最差。本研究免疫组化结果提示

PGAM1在实体型中的表达明显高于腺管型和筛孔
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型，而实体型的恶性程度更高，说明PGAM1的表达

与 SACC的恶性程度呈正相关，并可能与其预后有

一定的相关性。同时，我们下调 PGAM1在 SACC⁃
LM 细胞的表达，探讨对其侵袭和迁移能力的影

响。

MMP⁃2、MMP⁃9可以降解多种细胞外基质，促

进恶性肿瘤细胞的侵袭和转移，多项研究表明其在

恶性肿瘤中高表达，且与预后有一定的相关性［16］。

MMP⁃2、MMP⁃9在 SACC中呈高表达［17-18］，且研究结

果显示MMP⁃2、MMP⁃9在肿瘤的生长、侵袭、转移［19］

以及肿瘤血管的生成方面［20］起着重要作用。本研

究通过下调PGAM1，发现MMP⁃2、MMP⁃9的表达明

显降低，说明PGAM1高表达促进SACC侵袭和转移

的原因可能与MMP⁃2、MMP⁃9有关，但具体机制有

待进一步研究。 上皮间质转化（epithelial⁃mesen⁃
chymal transition，EMT）指上皮细胞到间质细胞的转

化，使其迁移和运动能力增强，在癌症发生和转移

中起着很重要的作用［21］。vimentin是 EMT的标志

物，其高表达与肿瘤的恶性程度和不良预后相关
［22］。E⁃cadherin表达下调和N⁃cadherin的表达上调

可促进EMT的进程和肿瘤细胞的侵袭和转移，往往

预示着肿瘤的预后欠佳［23-25］。本研究下调 PGAM1
后发现N⁃adherin、E⁃cadherin、vimentin在干扰后表

达没有明显变化，说明PGAM1高表达促进SACC的

侵袭和转移可能不是通过增强肿瘤细胞的EMT来

实现的。此外，本研究样本量有限，PGAM1对SACC
迁移和侵袭的具体机制有待进一步研究。

综上所述，PGAM1在 SACC中的表达与其病理

分型有关。下调PGAM1的表达可以显著抑制SACC
的迁移和侵袭能力，PGAM1有望为 SACC肿瘤靶向

治疗提供新的选择。
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