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过表达SIRT4对骨肉瘤细胞恶性生物学行为
及能量代谢的影响
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【摘 要】目的：探讨过表达 SIRT4对人骨肉瘤细胞恶性生物学行为及对成骨分化的调控作用，以及过表达 SIRT4对线粒体能

量代谢的影响。方法：构建稳定过表达 SIRT4 的 U2OS、MG63 骨肉瘤细胞株，通过 qRT-PCR 和 Western blot 检测 SIRT4 的

mRNA和蛋白表达水平；CCK-8、克隆形成实验、EDU555染色法及检测细胞增殖；裸鼠胫骨成瘤实验检验成瘤能力；流式细胞

术检测细胞周期；DAPI染色及Annexin V-APC/7-AAD双染法检测细胞凋亡；细胞划痕实验、Transwell实验检测细胞迁移及侵

袭能力；碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色和茜素红 S染色分别检测细胞的早期和晚期成骨分化；葡萄糖检测试剂盒

测定培养基及细胞内葡萄糖含量；乳酸检测试剂盒测定培养基及细胞内乳酸含量；三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）检

测试剂盒检测细胞总ATP含量；四甲基罗丹明酯染色（tetramethylrhodamine ethylester perchlorate，TMRE）测定试剂检测线粒体

膜电位。结果：过表达 SIRT4组细胞增殖、迁移及侵袭能力降低，裸鼠胫骨成瘤的瘤体体积减小，凋亡细胞增多；过表达 SIRT4
组细胞的G0/G1期占比明显增多，S期占比明显减少；过表达 SIRT4组细胞ALP染色、茜素红 S染色钙盐结节明显增多；过表达

SIRT4组培养基中的葡萄糖较对照组消耗减少，细胞中的葡萄糖含量较对照组减少；过表达SIRT4组细胞中的乳酸含量较对照

组减少，培养基中的乳酸较对照组产生减少；过表达 SIRT4组细胞的总ATP较对照组更低；过表达 SIRT4组的线粒体膜电位较

对照组更低。结论：在U2O和MG63细胞中，过表达 SIRT4抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭以及成瘤能力，促进骨肉瘤细胞凋

亡以及早晚期成骨分化，调节骨肉瘤细胞能量代谢。
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Effect of Sirtuin 4 overexpression on malignant biological behavior and 
energy metabolism of osteosarcoma cells
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（Department of Pediatrics，Children’s Hospital of Chongqing Medical University；National Clinical Research Center 

for Child Health and Disorders；Ministry of Education Key Laboratory of Child Development and Disorders；
Chongqing Engineering Research Center of Stem Cell Therapy）

【Abstract】Objective：To investigate the regulatory effect of sirtuin 4 （SIRT4） overexpression on the malignant biological behavior of 
human osteosarcoma cells and osteogenic differentiation，as well as the influence of SIRT4 overexpression on mitochondrial energy me⁃
tabolism. Methods：U2OS and MG63 osteosarcoma cell lines with stable overexpression of SIRT4 were constructed，and qRT-PCR and 
Western blot were used to measure the mRNA and protein expression levels of SIRT4；CCK-8 assay，colony formation assay，and 
EDU555 staining were used to observe cell proliferation；tibial tumorigenesis assay in nude mice was used to observe tumorigenic abil⁃

ity；flow cytometry was used to detect cell cycle；DAPI staining and 
Annexin V-APC/7-AAd double staining were used to measure cell 
apoptosis；wound healing assay and Transwell assay were used to ob⁃
serve the migration and invasion abilities of cells；alkaline phospha⁃
tase（ALP） staining and alizarin red S staining were used to detect 
early and late osteogenic differentiation，respectively；glucose assay 
kit was used to determine the content of glucose in the medium and 
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cells；lactic acid assay kit was used to determine the content of lactic acid in the medium and cells；triphosphate assay kit was used to 
determine the total content of adenosine triphosphate（ATP） in the medium and cells；tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate 
staining was used to measure mitochondrial membrane potential. Results：The SIRT4 overexpression group had significant reduc⁃
tions in the proliferation，migration，and invasion abilities of cells，a significant reduction in the tumor volume of tibial osteoblastoma 
in nude mice，and a significant increase in apoptotic cells. As for cell cycle，the SIRT4 overexpression group showed a significant in⁃
crease in the proportion of cells in G0/G1 phase and a significant reduction in the proportion of cells in S phase. ALP staining and aliza⁃
rin red S staining showed a significant increase in the number of calcium salt nodules in the SIRT4 overexpression group. Compared 
with the control group，the SIRT4 overexpression group had significant reductions in the consumption of glucose in the medium and the 
content of glucose in cells，as well as significant reductions in the content of lactic acid in cells and the medium. The SIRT4 overexpres⁃
sion group had a lower mitochondrial membrane potential than the control group. Conclusion：In U2O and MG63 cells，SIRT4 overex⁃
pression inhibits the proliferation，migration，invasion，and tumorigenic ability of osteosarcoma cells，promotes the apoptosis of osteosar⁃
coma cells and early and late osteogenic differentiation，and regulates energy metabolism in osteosarcoma cells.
【Key words】osteosarcoma；sirtuin 4；malignant biological behavior；osteogenic differentiation；energy metabolism

骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤，常发生

在青少年中，新辅助化疗的应用使骨肉瘤患者的生

存率有了一定的提升，低级别骨肉瘤患者的 5年生

存率约为 90%[1]，而骨肉瘤转移性患者的 5年总体生

存率为 35.5%[2]。目前骨肉瘤的病因尚未完全阐明，

通过研究骨肉瘤的潜在发病机制，可能为临床治疗

提供新的治疗策略。

有研究指出能量代谢在肿瘤发生和发展中起

到不可或缺的作用[3]。本课题组前期发现过表达糖

异生关键酶基因（fructose-1，6-bisphosphatase 1，
FBP1）和敲低 3-磷酸甘油酸脱氢酶（3-phosphoglyc⁃
erin dehydrogenase，PHGDH）可以改变骨肉瘤糖代

谢微环境，促进成骨分化，逆转恶性生物学行为。

sirtuin 4（SIRT4）主要位于线粒体中，一些证据表明

SIRT4是能量代谢和肿瘤发生之间的“桥梁蛋白”[4]，

SIRT4 除了具有 ADP-核糖基转移酶、NAD+依赖性

脱乙酰酶活性，还可以通过ADP-核糖基化、脱甲酰

化、脱乙酰基化调节底物蛋白的功能[5-6]，这些酶的

活性也使 SIRT4能够参与能量代谢过程，如促进胰

岛素的分泌、协同糖酵解抑制剂参与糖酵解过程[7]、

抑制谷氨酸脱氢酶调节谷氨酰胺代谢[8]、参与 DNA
损伤反应[9]等，SIRT4已被证实在多种肿瘤中异常表

达，在肿瘤细胞增殖、分化、凋亡和能量代谢中发挥

着重要作用[10-11]；在前列腺癌的研究中，过表达

SIRT4抑制前列腺癌细胞的迁移、侵袭能力和增殖，

诱导细胞凋亡，同时抑制谷氨酰胺的代谢[11]；同时有

多项研究指出 SIRT4 可以协同化疗药物，例如

SIRT4 可以增强结直肠癌细胞对 5-FU 和奥沙利铂

的化学敏感度[12]；SIRT4 能增强乳腺癌细胞对他莫

昔芬的敏感性[13]等。本研究采用低表达 SIRT4的骨

肉瘤细胞株U2OS和MG63为研究对象，构建稳定过

表达 SIRT4 的人骨肉瘤细胞株，以研究过表达

SIRT4 对骨肉瘤细胞株 U2OS 和 MG63 恶性生物学

行为、成骨分化及能量代谢的影响。

1　材料与方法

1.1　材料

骨肉瘤细胞株 U2OS 由重庆医科大学基础医学院黄增

益教授赠予，骨肉瘤细胞株 MG63 由本实验室保存；胎牛血

清购自浙江天杭生物科技股份有限公司；105 IU/L 青霉素、

100 mg/L链霉素的 DMEM高糖培养基购自美国 Gibco公司；

过表达 SIRT4 慢病毒购自擎科生物；青霉素-链霉素溶液

（100×）、胰蛋白酶消化液、DAPI 染料、结晶紫染液、碱性

磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、茜素红 S 染液、Beyo⁃
ClickTMEdU 555 细胞增殖检测试剂盒、Triton-X100、抗荧光

淬灭封片液、一抗稀释液及封闭液、葡萄糖检测试剂盒以及

ATP检测试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限公司；逆转

录试剂盒和 SYBR 荧光染料购自 abclonal 生物科技有限公

司；CCK-8试剂购自米鼠（西安）生物科技有限公司；鼠抗人

SIRT4单克隆抗体购自 proteintech武汉三鹰生物技术有限公

司，鼠抗β-actin 单克隆抗体、山羊抗鼠二抗购自成都正能生

物技术有限责任公司；PVDF膜购自美国Bio-Rad公司；全蛋

白提取试剂盒、乳酸（lactate，LD）测试盒以及 Annexin V-
APC/7-AAD双染细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物科

技发展有限公司；四甲基罗丹明酯染色（tetramethylrhoda⁃
mine ethylester perchlorate，TMRE）测定试剂购自Medchemex⁃
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press 公司；实时荧光定量聚合酶链式反应引物购自北京六

合华大基因科技股份有限公司，引物序列见表1。

1.2　细胞培养

将 U2OS、MG63 细胞用含有 10% 胎牛血清及青霉素/链
霉素（1X）的 DMEM 高糖培养基置于 37 ℃、体积分数为

5%CO2的孵育箱中培养，待细胞贴壁后进行过表达 SIRT4慢

病毒和空白对照病毒转染。

实验设置2组，每次实验重复次数至少3次以上：①阴性

对照组，转染空载慢病毒；②SIRT4过表达组，转染 SIRT4过

表达慢病毒。

1.3　方法

1.3.1　qRT-PCR 检测 SIRT4 mRNA 表达水平　筛选过表达

SIRT4的慢病毒U2OS和MG63稳定株筛选后，提取各组细胞

总 RNA 并逆转录成 cDNA，再通过 q-PCR 检测各组细胞中

SIRT4 mRNA表达水平。

1.3.2　蛋白质印迹法检测 SIRT4和 Id1的蛋白的表达　筛选

过表达 SIRT4 的慢病毒 U2OS 和 MG63 稳定株筛选后，提取

各组细胞总蛋白，通过BCA法测定蛋白浓度并定量，再配制

10% SDS-PAGE以分离目的蛋白。先用90 mV电压15~20 min
电泳，后转 130 mV 电压 30 min 电泳分离蛋白，将分离后的

蛋白用湿转法转移至 PVDF 膜上，封闭 30 min后洗膜；然后

加入 SIRT4 鼠抗人单克隆抗体（1∶40 000）、Id1（inhibitor of 
DNA binding 1）兔抗人单克隆抗体（1∶1 000）、β-actin单克隆

抗体（1∶10 000），4 ℃反应过夜；回收一抗后，继续用 TBST
洗膜，随后加入山羊抗鼠抗原（1∶5 000）、山羊抗兔抗原

（1∶5 000），室温反应 2 h后 TBST 洗膜，最后 ECL 发光显影。

采用 ImageJ 软件分析各组蛋白条带灰度值，目的蛋白的相

对表达水平通过目的蛋白与β-actin的比值来表示。

1.3.3　细胞克隆形成实验、CCK-8、Edu555细胞增殖检测法

以及裸鼠胫骨成瘤实验检测细胞的增殖能力　

1.3.3.1　细胞克隆形成实验　细胞按 5×102个/孔接种于 6孔

板，培养到大多数单个克隆细胞数目大于 50%为止，克隆完

成后用 4%多聚甲醛固定 20 min，PBS冲洗加入结晶紫染料，

室温避光孵育20 min，最后PBS洗涤3次后拍照。

1.3.3.2　CCK-8法　取 2组骨肉瘤细胞按 2.5×103个/孔接种

于 96 孔板，置于 37 ℃、5%CO2 的孵箱中培养，于细胞贴壁

0 h、24 h、48 h、72 h后，每孔加入 10 μL CCK-8试剂，继续孵

育 1.5 h，最后用酶标仪检测 450 nm 波长处各孔的吸光度

（absorbance，A）值。

1.3.3.3　Edu555细胞增殖检测法　细胞铺板 48 h后进行检

测，加入 1×Edu工作液孵育 3.5 h进行标记，PBS清洗后加入

4%多聚甲醛固定 30 min，去除固定液后PBS清洗，再用 0.3%
的Triton-X100通透 15 min，后用PBS洗 3次，再用Edu555工

作液每个孔 200 μL 室温避光敷育 30 min，然后 PBS 洗 3 次，

DAP染色 15 min后用PBS清洗，最后用抗荧光淬灭封片液进

行封片，使用共聚焦显微镜进行图片拍摄。

1.3.3.4　裸鼠胫骨成瘤实验　将 MG63 2 组骨肉瘤细胞离

心收集后计数，用无菌 PBS 重悬细胞将细胞浓度调整为

2×107 个/mL，用碘伏消毒后经裸鼠膝关节注射 60 μL 的细

胞悬液至胫骨骨膜内，每周观察肿瘤大小，4周后处死裸鼠，

分离肿块，拍照记录。

1.3.4　DAPI 染色法、Annexin V-APC/7-AAD 双染法检测细

胞的凋亡　

1.3.4.1　DAPI染色法　细胞贴壁 24 h后进行染色，4%多聚

甲醛固定 30 min后，用PBS清洗，加入DAPI染料室温避光孵

育，最后PBS洗涤3次，荧光显微镜下观察和拍照。

1.3.4.2　Annexin V-APC/7-AAD 双染法　用不含 EDTA 的

胰蛋白酶溶液消离心收集细胞沉淀，加入 500 μL BlindBuffer
轻轻吹匀成单细胞悬液，再加入 5 μL AnnexinV-APC和 5 μL 
7-ADD 染液，轻轻吹匀，室温避光染色 10 min，最后进行流

式细胞仪检测。

1.3.5　划痕法、Transwell检测细胞侵袭、迁移能力　

1.3.5.1　划痕法　待细胞密度长到 95%以上后用 200 μL的

Tip头垂直均匀用力划痕，PBS清洗后加入基础培养，在 0 h、
24 h、48 h后镜下观察细胞划痕愈合情况。划痕愈合率=（0 h
划痕宽度-48 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%
1.3.5.2　Transwell迁移实验　将细胞离心计数，调节浓度为

1×105个/mL，然后在Transwell chamber上室中加入 100 μL无

血清细胞悬液，下室加入 500 μL 10% 血清的完全培养基，

24 h 加入 4% 多聚甲醛固定 30 min，PBS 清洗后加入结晶紫

染色，最后PBS清洗后显微镜下观察拍照。

1.3.5.3　Transwell 侵袭实验　Transwell chamber 下室加入

60 μL 稀释基质胶，放入孵育箱中至基质胶凝固，将细胞离

心计数，调节细胞浓度为 1×105个/mL，后上室中加入 100 μL
无血清细胞悬液，在下室中加入 500 μL 10% 血清的完全培

养基，24 h后PBS清洗，4%多聚甲醛固定 30 min后用PBS清

洗，加入结晶紫染色，最后PBS轻洗用棉签轻拭去上室细胞，

显微镜下观察拍照。

1.3.6　流式细胞术检测细胞周期　加入胰酶（不含 EDTA）
消化收集细胞离心，用 PBS 洗涤后加入 75% 乙醇 4 ℃固定

24 h，PBS 洗涤后离心，加入 500 μL 细胞周期试剂，振荡混

匀，室温避光放置 30 min，最后流式细胞仪检测细胞周期分

布情况。

表 1　实时荧光定量聚合酶链式反应引物序列

基因

SIRT4

β-actin

引物序列

F：5’-TATCCTCACTGCCTGGGAGAAGAAG-3’
R：5’-AGTTTCAGACACGCCAAGTCATCC-3’
F：5’-TGACGTGGACATCCGCAAAG-3’
R：5’-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3’
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1.3.7　碱性磷酸酶染色、茜素红染色检测细胞成骨分化能力　

1.3.7.1　ALP 染色法　细胞用含 4%FBS、10 mmol/L β-磷酸

甘油、0.1 μmol/L地塞米松、0.1 g/mL VitC的成骨培养基处理

2周后，4%多聚甲醛室温避光固定，再用碱性磷酸酶显色缓

冲室温避光染色后拍照。

1.3.7.2　茜素红 S 染色法　细胞经过上述成骨培养基处理

30 d后，4%多聚甲醛避光固定，再用茜素红 S染液室温避光

染色后拍照。

1.3.8　过表达 SIRT4对骨肉瘤U2OS、MG63细胞能量代谢的

影响　

1.3.8.1　葡萄糖消耗量检测　细胞铺板 24 h 后每孔加入

200 μL 裂解液，将细胞刮下离心收集，取上清液待测，每个

EP 管中分别加入 5 μL 标准品和样品，再依次加入 185 μL 
Glucose Assay Reagent，PCR 仪上 95 ℃ 8 min 循环至 4 ℃后，

每管取 180 μL 液体至 96 孔板中，测定 630 nm 的 A 值，再用

BCA 试剂盒测样品的蛋白浓度，最后按照说明方法计算葡

萄糖消耗量。

1.3.8.2　乳酸生成量检测　细胞铺板 24 h后离心，300 W超

声破碎收集上清液备用，EP 管中分别加入 20 μL 的样品与

标准品、1 mL的酶工作液和200 μL的显色剂混匀，37 ℃水浴

箱反应10 min后加入2 mL终止液终止反应，每管吸出250 μL
液体至洁净的96孔板中，测定530 nm的A值；再用BCA试剂

盒测定样品的蛋白浓度，最后按照说明方法计算乳酸生成量。

1.3.8.3　ATP检测　细胞铺板 24 h后离心收集上清液备用，

在避光的96孔板中依次加入100 μL ATP检测工作液、20 μL
样品和标准品混匀，用化学发光仪测定RLU值，再用BCA试

剂盒测定样品的蛋白浓度，最后按照说明方法计算细胞中

ATP含量。

1.3.8.4　线粒体膜电位检测　细胞铺板 24 h 加入稀释的

TMRE染料敷育 30 min，再加入 1X的Hoechest敷育 20 min后

用PBS清洗，最后加入DMEM，用共聚焦显微镜拍照。

1.4　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.4.1统计学软件进行分析，采用 t

检验或单因素方差分析。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　过表达 SIRT4 上调 U2OS、MG63 细胞中 SIRT4 的表达，

抑制 Id1的表达

Western blot检测结果显示 SIRT4在骨肉瘤U2OS、MG63
细胞中的表达均低于正常成骨细胞 Hfob1.19（图 1A）（P<
0.01、P<0.001），故以 U2OS、MG63 细胞为研究对象，过表达

SIRT4进行实验。实时荧光定量PCR检测结果（图1B）显示，

与对照组相比，过表达 SIRT4 中 U2OS、MG63 细胞的 SIRT4 
mRNA 表达水平明显升高（P<0.001）；Western blot 检测结果

（图 1C、D）显示在过表达 SIRT4的U2OS、MG63细胞的 SIRT4

蛋白表达水平升高（P<0.05）；Id1 的蛋白表达水平降低（P<
0.05）。这些结果表明，转染 SIRT4过表达慢病毒后，可明显

上调 U2OS、MG63 细胞中 SIRT4 的 mRNA 及蛋白表达水平，

而上调的SIRT4则可以抑制 Id1的表达。

2.2　过表达SIRT4可抑制骨肉瘤U2OS、MG63细胞增殖

细胞克隆形成实验结晶紫染色结果（图 2A）显示，过表

达 SIRT4 组 U2OS、MG63 细胞克隆形成数较对照组减少；

CCK-8 结果（图 2B）显示，在 0 h、24 h、48 h 时各处理组间

A450 nm值无明显差异，在 72 h 时，过表达 SIRT4 组的 A450 nm值

明显小于对照组（P<0.01）；EDU染色（图 2C）结果显示，过表

达 SIRT4组U2OS、MG63细胞增殖数较NC组明显减少；裸鼠

胫骨成瘤（图 2D）结果表明MG63过表达组细胞的瘤体明显

小于对照组。以上表明过表达 SIRT4 可以抑制骨肉瘤

U2OS、MG63细胞的增殖。

2.3　过表达SIRT4促进骨肉瘤U2OS、MG63细胞凋亡

DAPI染色（图 3A）显示过表达 SIRT4组 U2OS、MG63细

胞凋亡数目明显多于对照组（P<0.05）；Annexin V-APC/7-
AAD 双染法流式细胞术结果（图 3B）显示，与对照组相比

较，过表达 SIRT4 组细胞的凋亡率增高（P<0.05、P<0.01）。

这些结果显示，过表达 SIRT4 促进骨肉瘤 U2OS、MG63 细胞

的凋亡。

注：a，与对照组比较，P＜0.05；b，与对照组比较，P＜0.01；c，与对照

组比较，P＜0.001
图 1　SIRT4 慢病毒转染前后 mRNA 及蛋白表达量检测
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 注：a，与对照组比较，P<0.01
图 2　过表达 SIRT4 抑制 U2OS、MG63 增殖以及胫骨成瘤

　　　　　　注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与对照组比较，P<0.01
图 3　过表达 SIRT4 促进 U2OS、MG63 凋亡
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2.4　过表达SIRT4抑制骨肉瘤U2OS、MG63细胞的迁移能力

划痕实验（图 4A）显示，划痕后 24 h 及 48 h，过表达

SIRT4组划痕愈合速度较NC组明显减慢，48 h过表达 SIRT4
组划痕愈合率明显低于 NC 组（P<0.01、P<0.001）；Transwell
实验（图 4B）显示，过表达 SIRT4 组细胞的穿膜数明显低于

对照组细胞数。以上结果显示，过表达 SIRT4能够抑制骨肉

瘤U2OS、MG63细胞的迁移能力。

2.5　过表达 SIRT4 抑制骨肉瘤 U2OS、MG63 细胞的侵袭

能力

基质胶 Transwell 实验结果（图 4C）显示，过表达组的穿

膜细胞数明显低于对照组穿膜细胞数。结果提示，过表达

SIRT4抑制骨肉瘤U2OS、MG63细胞的侵袭能力。

2.6　过表达SIRT4对骨肉瘤U2OS、MG63细胞周期的影响

流式细胞周期实验结果（图 5）显示，过表达 SIRT4组细

胞的 G0/G1期占比明显增多，S 期占比明显减少（P<0.01、P<
0.001）。这一结果提示，过表达 SIRT4可以将细胞周期阻滞

在G1期影响细胞分裂，从而影响U2OS、MG63的增殖。

2.7　过表达 SIRT4 促进骨肉瘤 U2OS、MG63 细胞的成骨分

化能力

碱性磷酸酶染色结果（图 6A）显示，过表达 SIRT4 组染

色较对照组阳性率明显上升；茜素红 S 染色结果（图 6B）显

示，过表达 SIRT4组与对照组相比钙盐沉积明显增多。以上

结果显示，过表达 SIRT4 能够促进骨肉瘤 U2OS、MG63 细胞

的早期和晚期成骨分化。

      注：与对照组比较，a，P<0.01，b，P<0.001
图 4　过表达 SIRT4 抑制 U2OS、MG63 迁移、侵袭能力
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2.8　过表达SIRT4对骨肉瘤U2OS、MG63细胞能量代谢的影响

检测U2OS和MG63细胞的葡萄糖含量和培养基中的葡

萄糖消耗量（图 7A），证明过表达 SIRT4 组所消耗的葡萄糖

较对照组减少（P<0.05、P<0.01、P<0.001）；检测 U2OS 和

MG63细胞的乳酸含量和培养基中的乳酸含量（图 7B），发现

过表达 SIRT4 组所产生的乳酸较对照组减少（P<0.05、P<

0.01）；检测 U2OS 和 MG63 细胞中的 ATP（图 7C），发现过表

达 SIRT4组产生的 ATP 较对照组更少（P<0.01）；通过 TMRE
染色检测线粒体膜电位（图 7D），发现过表达 SIRT4 组的平

均荧光强度较对照组更低（P<0.05）。以上结果提示，过表达

SIRT4可能通过影响U2OS、MG63骨肉瘤细胞的能量代谢来

逆转骨肉瘤的恶性生物学行为。

       注：a，与对照组比较，P<0.01；b，与对照组比较，P<0.001；ns，差异无统计学意义

图 5　过表达 SIRT4 将 U2OS、MG63 细胞周期阻滞在 G0/G1期

图 6　过表达 SIRT4 促进 U2OS、MG63 细胞早期、晚期成骨分化
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3　讨 论

骨肉瘤是最常见的恶性骨肿瘤，多发于儿童和

青少年[14]，最常见的原发部位是长骨（例如股骨远

端）、胫骨近端和肱骨近端干骺端[15-17]。新辅助化疗

的出现使得无远处转移骨肉瘤患者的 5年生存率约

70%，而伴随远处转移5年生存率则低至30%[18]。有研

究指出能够通过抑制 JAK2/STAT3和WNT/β-catenin
信号通路抑制骨肉瘤生长和转移[19]；通过调节

     注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与对照组比较，P<0.01；c，与对照组比较，P<0.001
图 7　过表达 SIRT4 影响 U2OS、MG63 细胞能量代谢

—— 956



重庆医科大学学报 2024 年第 49 卷第 8 期 （Journal of Chongqing Medical University 2024.Vol.49 No.8 ）

JAK2/STAT3 信号通路抑制骨肉瘤的发展[20]；激活

STING/IRF3/IFN-β通路诱导骨肉瘤的免疫浸润[21]。

骨肉瘤的发生与发展是一个极其复杂的过程，因此

发现骨肉瘤新的治疗靶点势在必行。

SIRT4是一类高度保守的烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（NAD+）依赖性蛋白去乙酰化酶，主要位于线粒体

中，在线粒体代谢和其他过程中发挥作用，比如谷

氨酸代谢和糖代谢[5]。最近大量的研究已经证实了

SIRT4在肿瘤发生发展中的意义[22-24]；在胰腺癌、胰

腺导管腺癌、肾母细胞瘤、伯基特淋巴瘤的研究中

表明，SIRT4可以抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭，促进

凋亡，同时通过影响线粒体调节细胞的能量代

谢[10，25-27]。与其他发现一致，本研究结果表明 SIRT4
可以抑制骨肉瘤细胞的增殖、迁移等恶性生物学行

为，同时本研究发现骨肉瘤细胞过表达 SIRT4后 Id1
被抑制；而本课题组前期发现敲低 Id1 可以逆转骨

肉瘤细胞的恶性生物学行为[28]。SIRT4可能通过抑

制 Id1逆转骨肉瘤细胞的恶性生物学行为并促进其

成骨分化。Id1 又名分化抑制因子，它可以抑制细

胞分化，促进细胞增殖，调节细胞周期等[29-30]；在结

肠癌和肺细胞癌的研究中表明 Id1促进肿瘤细胞增

殖和淋巴结转移[31]，同时在肺细胞癌中敲低 Id1 影

响糖酵解的关键酶[32]；所以 SIRT4通过调节 Id1影响

骨肉瘤细胞的恶性生物学行为的具体机制还需进

一步探索。

越来越多的研究表明，能量代谢与肿瘤细胞的

发生与发展有着密切的关系。例如通过抑制丙酮

酸脱氢酶激酶 1（PDK1）活性降低线粒体膜电位，促

进肺癌细胞凋亡[33]；通过影响细胞的糖酵解可以抑

制肝细胞癌的恶性进展[34]，以及通过抑制能量代谢

联合抗肿瘤药物来发挥抗肿瘤作用[35]，并且近期有

研究表明通过抑制骨肉瘤细胞的糖酵解可以抑制

骨肉瘤的进展[36]；本研究发现过表达 SIRT4 后骨肉

瘤细胞的葡萄糖的消耗和乳酸分泌减少。葡萄糖

的消耗主要涉及糖酵解和三羧酸循环。有研究指

出 SIRT4 可以抑制丙酮酸脱氢酶[37]，而丙酮酸脱氢

酶是三羧酸循环中的关键酶，所以 SIRT4可能通过

抑制三羧酸循环来抑制骨肉瘤细胞的恶性生物学

行为；因此本研究检测了骨肉瘤细胞的总ATP和线

粒体膜电位，结果表明骨肉瘤细胞的总ATP含量和

线粒体膜电位均降低。ATP 主要通过糖酵解和三

羧酸循环产生，线粒体是 ATP 主要产生部位，本研

究结果中线粒体膜电位与 ATP 检测结果一致。本

研究结果表明过表达 SIRT4可以影响人骨肉瘤细胞

的能量代谢，而 SIRT4 是否通过抑制 Id1 调节骨肉

瘤细胞的能量代谢影响恶性生物学行为有待进一

步研究。

综上所述，过表达 SIRT4抑制骨肉瘤细胞增殖、

迁移和侵袭，抑制骨肉瘤细胞体内成瘤能力，促进

骨肉瘤细胞凋亡及早晚期成骨分化，调节骨肉瘤细

胞能量代谢。而 SIRT4能否通过抑制 Id1调节骨肉

瘤细胞的能量代谢进而影响恶性生物学行为还需

进一步研究，从而为骨肉瘤的治疗提供新的思路和

方法。
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