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内皮细胞通过抑制ＬＧＩ４表达激活ＮＯＴＣＨ４信号通路促进骨肉瘤细胞转移

马红敏，郝翔麟，吕杨帆，曹　亚，徐嘉忆，董文浩，王亚丽，付万垒，郭乔楠　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第
三军医大学）第二附属医院病理科

　　［摘要］　目的　筛选参与内皮细胞调控骨肉瘤转移的关键分子———富亮氨酸胶质瘤失活蛋白４
（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｇｌｉｏｍａｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ４，ＬＧＩ４），并分析 ＬＧＩ４参与骨肉瘤转移的功能及分子机制。
方法　建立人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）骨肉瘤细胞共培养模
型，利用全转录组测序方法并结合相关文献筛选表达差异倍数显著的基因，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证候选基因ＬＧＩ４的表达变化。转染ＬＧＩ４过表
达质粒建立ＬＧＩ４过表达骨肉瘤稳定细胞系１４３Ｂ和 ＭＴＦ；实验分为阴性对照组（正常培养的骨肉瘤细
胞）、共培养组（ＨＵＶＥＣｓ与骨肉瘤细胞共培养）、共培养基组（ＨＵＶＥＣｓ培养基与骨肉瘤细胞共培养）、
载体对照组（转染过表达对照载体）和 ＬＧＩ４组（转染过表达 ＬＧＩ４载体），采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕实验检
测骨肉瘤细胞的迁移、侵袭能力。利用裸鼠体内转移模型验证ＬＧＩ４对骨肉瘤细胞远处转移的影响；采
用生物信息学分析ＬＧＩ４的下游潜在靶信号通路，并利用相关抑制剂进行回复实验，明确靶信号通路在
ＬＧＩ４调控骨肉瘤转移中的作用。结果　人骨肉瘤细胞系１４３Ｂ及ＭＴＦ与ＨＵＶＥＣｓ共培养后ＬＧＩ４表达
降低（Ｐ＜０．０５）；与阴性对照组相比，共培养组和共培养基组的迁移侵袭能力明显增加，而 ＬＧＩ４组的迁
移侵袭能力较载体对照组比较明显减弱（Ｐ＜０．０５）。裸鼠体内实验证明 ＬＧＩ４组的转移能力受到抑制；
进一步分析发现 ＮＯＴＣＨ４信号通路是 ＬＧＩ４的下游靶信号通路，功能回复实验证实 ＬＧＩ４通过抑制
ＮＯＴＣＨ４信号通路参与骨肉瘤转移（Ｐ＜０．０５）。结论　内皮细胞通过抑制骨肉瘤细胞 ＬＧＩ４表达激活
ＮＯＴＣＨ４信号通路促进肿瘤转移。
　　［关键词］　骨肉瘤；ＬＧＩ４；血管内皮；ＮＯＴＣＨ４
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．１２；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３８．１ ［文献标志码］　Ａ
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　　骨肉瘤是儿童和青少年最常见的骨原发恶性肿
瘤，约 １５％的患者在就诊时就出现了转移或微转移。
随着手术和化疗联合治疗方式的引入，其５年生存率
从１７％提高至６０％～７０％［１－２］。近４０年来，骨肉瘤的
治疗陷入了瓶颈，远处转移仍然是骨肉瘤患者预后不

理想的主要原因之一［３］。研究表明，高表达黏附分子

的活化血管内皮细胞可以通过与肿瘤细胞结合抑制其

转移；而在某些具有高转移特性的肿瘤中，肿瘤血管内

皮可以分泌一种叫Ｂｉｇｌｙｃａｎ的富含亮氨酸的多聚糖蛋
白来刺激肿瘤转移［４－５］。在骨肉瘤的生长及转移过程

中，血管内皮细胞也是重要的微环境成分之一，然而其

与骨肉瘤之间的相互作用关系及机制尚未完全阐明。

因此，深入挖掘内皮细胞骨肉瘤相互作用中的关键分
子并探讨其作用及分子机制至关重要。

　　富亮氨酸胶质瘤失活蛋白（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｇｌｉｏｍａ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＬＧＩ）属于大的富亮氨酸重复蛋白
家族，家族包含４个高度保守的成员（ＬＧＩ１～４），在脊
椎动物神经系统的发育和功能中起重要作用，例如突

触传递和髓鞘形成等［６－７］。ＬＧＩ作为一种分泌型糖蛋
白，由富含亮氨酸的重复（ＬＲＲ）结构域和癫痫相关表
位蛋白（ｅｐｉｔｅｍｐｉｎ，ＥＰＴＰ）结构域组成［８］。ＬＧＩ１是ＬＧＩ
家族的首个被发现的成员，在恶性胶质瘤中表达缺失，

随后被证实是一个典型的肿瘤抑制基因［９－１０］。ＬＧＩ２
与犬家族性少年良性癫痫相关［１１］，ＬＧＩ３在脂肪组织、
大脑和皮肤中表达，是一种多功能细胞因子和促炎脂

肪因子［１２］。ＬＧＩ４与一系列神经系统疾病包括癫痫和
边缘性脑炎有关［１３］。ＬＧＩ４还参与周围神经髓鞘形成
的旁分泌信号通路，即由施万细胞合成和分泌的 ＬＧＩ４
与轴突分离整合素和金属蛋白酶 ２２（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２２，Ａｄａｍ２２）结合，从而驱动施万细胞
的分化和髓鞘形成［１４］。在整个周围神经系统发育过

程中，ＬＧＩ４／Ａｄａｍ２２信号通路还可调节胶质形成，促
进神经胶质祖细胞的增殖，促进胶质细胞和卫星细胞

在 ＤＲＧｓ和交感神经节的生成和分化［１５］。ＬＧＩ１和
ＬＧＩ３均被报道与肿瘤生长转移相关，如胶质瘤、肝癌
等。但关于ＬＧＩ４在肿瘤中的作用研究较少，有研究表
明，在浸润性乳腺癌中 Ａｄａｍ２３阴性细胞可产生 ＬＧＩ４
和一氧化氮，促进邻近 Ａｄａｍ２３阳性细胞的增殖和侵
袭，从而促进肿瘤生长和转移［１６］。

　　本课题组前期通过转录组测序筛选出一个骨肉瘤
表达差异基因ＬＧＩ４。鉴于ＬＧＩ４在骨肉瘤发生发展中
的作用尚不清楚，本研究围绕ＬＧＩ４在骨肉瘤中的功能
展开研究，以期为骨肉瘤的发生发展机制提供新的

资料。

９８０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）



１　材料与方法

１．１　实验材料
　　人骨肉瘤细胞系 １４３Ｂ和人脐静脉内皮细胞
（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）购自
广州赛库生物公司，ＭＴＦ细胞系由本课题组用人永生
化成骨细胞系 Ｈｆｏｂ１．１９恶性转化并保存。高糖
ＤＭＥＭ培养基、胰酶、ＰＢＳ缓冲液均购自 Ｇｉｂｃｏ公司，
胎牛血清购自ＺＥＴＡＬＩＦＥ公司，青链霉素购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ
公司。６孔板和０．４μｍ以及８μｍ的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国康宁公司，蛋白裂解液、蛋白
印迹配胶试剂盒购自上海碧云天公司，ＰＶＤＦ膜购自
瑞士罗氏公司，ＥＣＬ显影液购自美国 Ｐｉｃｏ公司，ａｎｔｉ
ＧＡＰＤＨ、ａｎｔｉＮＯＴＣＨ３和 ａｎｔｉＮＯＴＣＨ４均购自美国
ＣＳＴ，ａｎｔｉＬＧＩ４购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＤＡＰＴ购自
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，ＬＧＩ４质粒由上海生工合成，ｓｉＲＮＡ购自
美国赛默飞，质粒小量抽提试剂盒购自上海碧云天公

司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　 将骨肉瘤细胞系１４３Ｂ、ＭＴＦ和
ＨＵＶＥＣｓ培养于含１０％ＦＢＳ及１％双抗的ＤＭＥＭ培养
基中，置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱恒温培养，１４３Ｂ每天
更换培养基，ＭＴＦ和ＨＵＶＥＣｓ隔天更换。
１．２．２　质粒提取、细胞转染及构建稳定 ＬＧＩ４表达细
胞系　　按碧云天试剂盒操作提取质粒，得到浓度为
１６０ｎｇ／μＬ的 ＬＧＩ４质粒。将生长状态良好的骨肉瘤
细胞系１４３Ｂ及ＭＴＦ分别按每孔２×１０５和３×１０５个接
种于６孔板中。细胞汇合度达５０％～６０％后，按 Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ培养基２００μＬ＋质粒２μｇ配置体系，静置５ｍｉｎ；
随后在体系内加入脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００６μＬ，
静置１５ｍｉｎ，将上述转染复合物加入６孔板中置于培
养箱培养。１２ｈ后用含１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的培养基筛
选并构建稳定细胞系，获得骨肉瘤细胞系１４３ＢＬＧＩ４及
ＭＴＦＬＧＩ４。将１４３ＢＬＧＩ４细胞按 ２．５×１０５个／孔接种
于６孔板中，第 ２天更换无血清 ＤＭＥＭ培养基，按
２０ｎｍｏｌ／Ｌ添加 ｓｉＲＮＡ，并加入 ｒｉｂｏｂｉｏＦＥＣＴＴＭＣＰ协
助转染，４８ｈ后收集样本用于后续实验。干扰序列如
下：５′ＧＡＴＴＧＡＧＧＡＣＧＡＴＧＣＡＴＴＴＧＣ３′。
１．２．３　共培养体系的构建　　将ＨＵＶＥＣｓ每孔１．５×
１０５个细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，１４３Ｂ按分组每孔
２．５×１０５个细胞，ＭＴＦ每孔３×１０５个细胞接种于下室，
１２ｈ后将ＨＵＶＥＣｓ上室移入下室共培养，共培养４８ｈ
后收集骨肉瘤细胞系１４３Ｂ加入适量 Ｔｒｉｚｏｌ裂解后进

行全转录组测序，并于 ０、２４、４８ｈ拍照记录骨肉瘤细
胞系形态变化。将构建的共培养体系和稳定 ＬＧＩ４表
达细胞系分为５组，①阴性对照组：正常培养的骨肉瘤
细胞，②共培养组：ＨＵＶＥＣｓ与骨肉瘤细胞共培养细
胞，③共培养基组：采用 ＨＵＶＥＣｓ培养基与骨肉瘤细
胞共培养，④载体对照组：采用过表达对照载体转染细
胞，⑤ＬＧＩ４组：采用过表达 ＬＧＩ４载体转染骨肉瘤细
胞。在验证ＬＧＩ４下游信号通路实验中，加入ＤＡＰＴ抑
制骨肉瘤细胞株的 ＮＯＴＣＨ信号，分为３组：ｓｉＲＮＡ对
照组、ｓｉＲＮＡ干扰组及加入ＤＡＰＴ的ｓｉＲＮＡ抑制剂组。
１．２．４　骨肉瘤细胞系ＬＧＩ４基因及蛋白表达的检测　
　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各个组的 ＲＮＡ，使用试剂盒反转录后
进行ＲＴｑＰＣＲ检测 ＬＧＩ４表达；收集各组细胞分别加
入ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓
度。用提取的蛋白行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，先恒压９０Ｖ，３０ｍｉｎ，
之后 １２０Ｖ，１ｈ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，恒流
１５０ｍＡ２ｈ转膜，脱脂牛奶封闭１ｈ，加入按抗体说明
书配制的一抗（ａｎｔｉＧＡＰＤＨ、ａｎｔｉＬＧＩ４、ａｎｔｉＮＯＴＣＨ３
和ａｎｔｉＮＯＴＣＨ４）在摇床４℃孵育过夜。次日用 ＰＢＳＴ
洗膜５次，每次５ｍｉｎ，然后放入１∶５０００稀释的二抗
中室温孵育１．５ｈ，再次用ＰＢＳＴ洗膜后进行显影。使
用ＩｍａｇｅＪ分析蛋白条带。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移及侵袭实验　　共培养 ４８ｈ
后，消化收集各组细胞，用无血清培养基重悬计数，迁

移实验１４３Ｂ每孔２×１０４个，ＭＴＦ每孔４×１０４个；侵袭
实验预先在上室中铺Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶（１∶８稀释），待凝
固后吸出残留液体，按１４３Ｂ每孔４×１０４个，ＭＴＦ每孔
６×１０４个接种到上室，下室加入１０％ＦＢＳＤＭＥＭ培养
基６００μＬ。分别于２４、４８ｈ后，取出１４３Ｂ和 ＭＴＦ小
室，弃其液体，ＰＢＳ洗 ３次后用 ４％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，置于结晶紫中染色１０ｍｉｎ，用棉签擦掉小室内
侧细胞，再次ＰＢＳ洗３次，拍照。
１．２．６　划痕实验　　用记号笔在 ６孔板背后每隔
１ｃｍ画一道横线，横穿过孔。各组细胞按每孔 ８×１０６

个接种到６孔板，第２天汇合度达９０％，弃旧培养基，
使用１０μＬ枪头垂直于六孔板底部，每孔作２条划痕，
再用ＰＢＳ洗涤２次，加入无血清培养基后，置入培养
箱培养，于０、２４、４８ｈ后拍照观察。
１．２．７　裸鼠转移模型　　１２只５周龄雌性裸鼠饲养
于新桥医院中心实验室动物房。实验分为２组，分别
收集对数生长期的１４３Ｂ骨肉瘤细胞（对照组）以及稳
定转染的１４３ＢＬＧＩ４骨肉瘤细胞（模型组），裸鼠尾静
脉注射。每５天观察裸鼠生长状态，于第３０天处死裸

０９０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



鼠，收集各脏器并拍照后，加入１０％福尔马林固定，制
成组织蜡块，ＨＥ染色观察肿瘤形态及脏器转移情况。
实验中所用裸鼠来自于北京维通利华公司，并经陆军

军医大学实验动物福利伦理审查委员会批准（批件

号：ＡＭＵＷＥＣ２０１９１７８）。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０和 ＧｒａｐｈＰａｄ８．３进行数据分析，
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组比较采用 ｔ检验，多组间比
较采用单因素方差分析，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　骨肉瘤细胞系１４３Ｂ和 ＭＴＦ与 ＨＵＶＥＣｓ共培养
４８ｈ后ＬＧＩ４表达降低

　　共培养模型显示：共培养组较阴性对照组细胞密
度显著增加（图 １Ａ）；通过全转录组测序筛选出在骨
肉瘤细胞系１４３Ｂ与ＨＵＶＥＣｓ共培养后表达差异倍数
前十位的基因分别为：ＣＣＬ２０、ＳＮＯＲＡ１４Ｂ、ＰＴＰＲＮ、
ＫＤＦ１、ＮＭＲＡＬ２Ｐ、ＮＥＵＲＬ１Ｂ、ＬＧＩ４、ＡＫＲ１Ｃ１、ＡＢＣＣ２、

ＡＬ１６１４３１．１（表 １、图 １Ｂ）。为了进一步验证测序结
果，将人骨肉瘤细胞系１４３Ｂ和 ＭＴＦ与 ＨＵＶＥＣｓ及其
培养基共培养 ４８ｈ，ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果显示，与 ＨＵＶＥＣｓ共培养后，骨肉瘤细胞中的 ＬＧＩ４
表达均明显下调（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ～Ｅ）。

表１　阴性对照组与共培养组差异表达前十位的基因

基因名称 差异倍数 功能

ＣＣＬ２０ ５．８１８０５８ 巨噬细胞炎症蛋白

ＳＮＯＲＡ１４Ｂ ５．５４５２３３ 小核仁ＲＮＡ，胰腺癌诊断

ＰＴＰＲＮ ５．１７４４０３ 提示肺癌不良预后

ＫＤＦ１ ４．６６０１４７ 调控增殖、转移的抑癌基因

ＮＭＲＡＬ２Ｐ －１．００２９３ ＬｎｃＲＮＡ，促癌基因

ＮＥＵＲＬ１Ｂ －１．６０３６５ 抑癌基因

ＬＧＩ４ －２．１５６８９ 促进髓鞘生成

ＡＫＲ１Ｃ１ －３．１０２５１ 肿瘤相关免疫细胞

ＡＢＣＣ２ －１．１９７７４ 转运蛋白

ＡＬ１６１４３１．１ －１．２３４５５ ＬｎｃＲＮＡ，促癌基因
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图１　骨肉瘤细胞１４３Ｂ和ＭＴＦ与ＨＵＶＥＣｓ共培养４８ｈ后ＬＧＩ４表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．２　构建稳定表达的１４３ＢＬＧＩ４和ＭＴＦＬＧＩ４细胞系
　　与载体对照组相比，ＬＧＩ４组的细胞密度明显较低
（图２Ａ），进一步采用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测共
培养体系及过表达细胞中ＬＧＩ４的表达，结果表明成功
构建ＬＧＩ４过表达骨肉瘤稳定细胞系 １４３ＢＬＧＩ４和
ＭＴＦＬＧＩ４（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ～Ｄ）。
２．３　ＬＧＩ４抑制了骨肉瘤细胞系 １４３Ｂ和 ＭＴＦ的迁

移、侵袭能力

　　划痕实验显示，骨肉瘤细胞系１４３Ｂ和 ＭＴＦ的共
培养组和共培养基组的４８ｈ迁移率均明显高于阴性
对照组（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移及侵袭实
验中骨肉瘤细胞系１４３Ｂ和ＭＴＦ的共培养组和共培养
基组的迁移、侵袭能力强于阴性对照组，１４３Ｂ和 ＭＴＦ
ＬＧＩ４组的迁移、侵袭能力均受到明显抑制（Ｐ＜０．０５，
图３Ｃ～Ｅ）。结果表明，将１４３Ｂ和ＭＴＦ与ＨＵＶＥＣｓ共

培养后其迁移、侵袭能力增加，而１４３Ｂ和ＭＴＦ过表达
ＬＧＩ４后，其迁移、侵袭能力都显著降低，提示 ＬＧＩ４在
骨肉瘤中起抑制细胞迁移和侵袭的作用。

２．４　ＬＧＩ４抑制了骨肉瘤细胞 １４３Ｂ在裸鼠脏器的
转移

　　在裸鼠转移模型尾静脉注射骨肉瘤细胞３０天后
观察到裸鼠状态不佳，随即处死裸鼠并取材心、肝、脾、

肺和双肾后进行大体观察，发现 １４３Ｂ对照组肝组织
表面有少量坏死，其余脏器表面未见明显转移灶或坏

死灶（图４Ａ）。ＨＥ染色（图 ４Ｂ）显示，裸鼠模型发生
了肝转移和肺转移，低倍镜下对转移灶进行计数，对照

组和实验组肺组织内转移灶的数量分别为（４２．８３±
８．３８）、（３０．８±９．２０）个，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；肝
组织内转移灶的数量分别为（９７．５０±２０．７８）、（１４．００±
３．６１）个，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图２　各组骨肉瘤细胞形态及ＬＧＩ４的ｍＲＮＡ和蛋白表达变化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　ＬＧＩ４对骨肉瘤细胞迁移及侵袭能力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：裸鼠转移模型脏器转移大体观察；Ｂ：裸鼠转移模型肝和肺转移病理学观察

图４　裸鼠转移模型比较１４３Ｂ组和１４３Ｂ－ＬＧＩ４组的转移情况　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

表２　ＧＳＥＡ分析富集ＲＥＡＣＴＯＭＥ中ＬＧＩ４相关信号通路

下游信号路径 富集得分 校正后的富集分数 名义Ｐ值 误报率ｑ值 错误发现率Ｐ值
ＮＥＧＡＴＩＶＥ＿ＲＥＧＵＬＡＴＩＯＮ＿ＯＦ＿
ＮＯＴＣＨ４＿ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ

－０．６０３５ －２．２７５９ ０．０１０８ ０ ０．００８４

ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ＿ＢＹ＿ＮＯＴＣＨ －０．５００８ －１．３３０４ ０．０１４２ ０．２１７９ ０．３３８９

ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ＿ＢＹ＿ＮＯＴＣＨ４ ０．５２１１ －１．６９３３ ０．０２１０ ０．２８７７ ０．４２４０

ＮＯＴＣＨ１＿ＩＮＴＲＡＣＥＬＬＵＬＡＲ＿ＤＯＭＡＩＮ＿
ＲＥＧＵＬＡＴＥＳ＿ＴＲＡＮＳＣＲＩＰＴＩＯＮ

０．６７０８ －１．７２３３ ０．０２３６ ０．４２９１ ０．５３４７

ＮＯＴＣＨ３＿ＩＮＴＲＡＣＥＬＬＵＬＡＲ＿ＤＯＭＡＩＮ＿
ＲＥＧＵＬＡＴＥＳ＿ＴＲＡＮＳＣＲＩＰＴＩＯＮ

０．６５９６ １．８１４１ ０．０１０８ １ ０．５６５

ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ＿ＢＹ＿ＮＯＴＣＨ３ ０．５２１１ １．６９３３ ０．０２１０ １ ０．７９１

ＮＯＴＣＨ４＿ＩＮＴＲＡＣＥＬＬＵＬＡＲ＿ＤＯＭＡＩＮ＿
ＲＥＧＵＬＡＴＥＳ＿ＴＲＡＮＳＣＲＩＰＴＩＯＮ

０．６７０８ １．７２３３ ０．０２３６ １ ０．７４８

２．５　ＮＯＴＣＨ４是ＬＧＩ４的下游靶信号分子
　　为了探索ＬＧＩ４的下游靶信号通路，根据转录组测
序数据进行 ＧＳＥＡ（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ）分析，
骨肉瘤细胞与ＨＵＶＥＣｓ共培养后与 ＬＧＩ４相关的下游
信号通路基因见表２。结果显示 ＮＯＴＣＨ３和 ＮＯＴＣＨ４
在 ＬＧＩ４下游富集（图 ５Ａ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示随着 ＬＧＩ４上调，ＮＯＴＣＨ４上调，而 ＮＯＴＣＨ３下调
（图５Ｂ、Ｃ）。

２．６　抑制 ＬＧＩ４下游 ＮＯＴＣＨ４信号通路抑制了骨肉
瘤细胞１４３Ｂ的迁移及侵袭能力

　　为了明确 ＮＯＴＣＨ４是否参与了 ＬＧＩ４调控骨肉
瘤细胞转移的过程，使用 ＮＯＴＣＨ抑制剂对 ＮＯＴＣＨ４
活性抑制后进行功能回复实验，发现抑制下游ＮＯＴＣＨ４
信号通路，ｓｉＲＮＡ抑制剂组划痕愈合更快（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ、Ｂ）；同时在迁移和侵袭实验中，迁移侵袭能力
相较于ｓｉＲＮＡ对照组更强（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、Ｄ）。说明
在骨肉瘤细胞中 ＬＧＩ４可能通过激活 ＮＯＴＣＨ４信号通
路抑制骨肉瘤的转移。

４９０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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３　讨论

　　骨肉瘤作为常见的骨原发恶性肿瘤，具有极高的
肿瘤异质性。尽管其发病率不高，但患者往往在确诊

时已是临床晚期，因此骨肉瘤患者的预后极差［１７］。骨

肉瘤作为血管极其丰富的肿瘤，血管内皮细胞是其重

要的微环境成分之一［１８］，内皮细胞除了形成肿瘤血管

这一主要功能外，还可以分泌细胞因子，如ＶＥＧＦ、ＴＧＦ
等［１９］。本研究采用全转录组测序、ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ发现骨肉瘤细胞与 ＨＵＶＥＣｓ共培养后
ＬＧＩ４表达明显下调，为进一步探讨 ＬＧＩ４在骨肉瘤中
的作用，本研究首先通过体外实验，建立稳定的 ＬＧＩ４
过表达骨肉瘤细胞系１４３ＢＬＧＩ４和ＭＴＦＬＧＩ４，并证实
骨肉瘤细胞 １４３ＢＬＧＩ４和 ＭＴＦＬＧＩ４的迁移、侵袭功
能受到抑制。在体内实验中，骨肉瘤细胞 １４３ＢＬＧＩ４
裸鼠转移模型组小鼠肝和肺发生的转移明显少于对照

组１４３Ｂ，表明ＬＧＩ４在骨肉瘤中发挥了抑癌基因的作
用。ＬＧＩ家族已被发现在多种肿瘤中不同程度地表
达，例如恶性黑色素瘤、胶质瘤、结肠癌等［２０］。此前，

ＬＧＩ４仅在少数肿瘤中作为一个预后相关标记被报道，
并未深入探讨其影响肿瘤预后的机制。生物信息学研

究表明，同正常结肠组织相比，结肠癌组织中 ＬＧＩ４的
水平显著下调［２１］。另有生物信息学研究通过对肝癌

耐药细胞株基因测序，发现 ＬＧＩ４的高表达，并运用
Ｕａｌｃａｎ数据库分析 ＬＧＩ４在肿瘤组织与正常组织中的
表达发现，在淋巴结转移患者中ＬＧＩ４上调，且ＬＧＩ４下
调患者生存期延长［２２］，目前仅有研究表明 ＬＧＩ４参与
乳腺癌进展及转移［１６］。而本研究证明ＬＧＩ４可能参与
骨肉瘤的进展及转移。

　　如前所述，ＬＧＩ４参与了骨肉瘤的转移过程，但其
下游的靶信号通路尚不清楚。结合生物信息学和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，发现骨肉瘤细胞与ＨＵＶＥＣｓ共培养
后ＬＧＩ４与ＮＯＴＣＨ３和ＮＯＴＣＨ４都具有关联性。鉴于
课题组前期实验证明 ＮＯＴＣＨ３在骨肉瘤中发挥促癌
作用［２３］，与ＬＧＩ４的抑制转移作用相悖，因而 ＮＯＴＣＨ３
可能不是ＬＧＩ４的潜在下游信号通路。而 ＮＯＴＣＨ４在
结肠癌和乳腺癌中都具有抑制肿瘤转移的作用［２４－２５］，

与ＬＧＩ４作用一致，因此，ＬＧＩ４是否是通过激活ＮＯＴＣＨ４
实现抑制骨肉瘤转移的作用呢？ＮＯＴＣＨ４在多种肿瘤
中发挥抑癌作用，为进一步探索 ＮＯＴＣＨ４和 ＬＧＩ４的
关系，本研究采用 ＮＯＴＣＨ 抑制剂 ＤＡＰＴ，抑制
ＮＯＴＣＨ４信号通路后，１４３ＢＬＧＩ４的迁移侵袭能力得
到一定程度的恢复。表明 ＬＧＩ４可能通过 ＮＯＴＣＨ４信
号通路发挥作用，为下一步探索ＬＧＩ４对骨肉瘤的分子
机制以及同血管内皮的相互作用关系奠定了基础。

　　综上所述，本研究通过细胞学实验、裸鼠模型及生
物信息学分析发现，ＬＧＩ４可能是血管内皮和骨肉瘤相
互作用的关键信号，并作为抑癌基因参与了对抗骨肉

瘤转移，ＬＧＩ４可能通过 ＮＯＴＣＨ４信号通路发挥作用，
但关于内皮细胞是如何调控骨肉瘤细胞 ＬＧＩ４的表达
以及ＬＧＩ４如何调控 ＮＯＴＣＨ４信号通路的分子机制还
需进一步深入研究。
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