
论 著

Med J Chin PLA, Vol. 49, No. 10, October 28, 2024

基础研究

LETM1对骨肉瘤细胞恶性生物学行为的作用及其机制

石雨鹭 1,2，康权 3，岳小涵 1，罗庆 1*

1重庆医科大学附属儿童医院/国家儿童健康与疾病临床医学研究中心/儿童发育疾病研究教育部重点实验室/儿科学重

庆市重点实验室，重庆　400014；2川北医学院附属医院儿科，四川南充　637000；3重庆医科大学附属儿童医院普通外

科创伤外科，重庆　400014

[中图分类号] R738.1     [文献标志码] A    [DOI] 10.11855/j.issn.0577-7402.0645.2024.0418 

[声明] 本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文] 石雨鹭, 康权, 岳小涵, 等 . LETM1对骨肉瘤细胞恶性生物学行为的作用及其机制[J]. 解放军医学杂志, 2024, 49(10): 1163-

1173.

[收稿日期] 2023-05-06    [录用日期] 2023-09-11    [上线日期] 2024-04-18

[摘要] 目的　探讨亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白1(LETM1)对人骨肉瘤MG63及143B细胞增殖、迁移、凋亡、成骨

分化及体内成瘤的作用及其机制。方法　将骨肉瘤MG63及143B细胞分为空白对照组(未加入腺病毒感染)、阴性对照组

(sh-NC组，用RNAi阴性对照病毒感染)及LETM1敲低组(sh-LETM1组，用 sh-LETM1腺病毒感染)。采用Western blotting检

测各组LETM1蛋白在健康人成骨细胞hFOB1.19及骨肉瘤细胞中的表达水平，以验证腺病毒敲低效果；细胞克隆形成实验

及CCK-8法检测细胞增殖情况；划痕愈合实验及Transwell实验检测细胞迁移情况；DAPI染色法及Annexin V-APC/7-AAD

流式细胞术双染法检测细胞凋亡情况；碱性磷酸酶(ALP)染色及茜素红 S染色检测细胞的早期及晚期成骨分化情况。将

10只裸鼠分为 sh-NC组(n=5，以RNAi阴性对照病毒感染的 143B细胞注入裸鼠皮下)与 sh-LETM1组(n=5，以 sh-LETM1腺

病毒感染的143B细胞注入裸鼠皮下)，并采用裸鼠皮下成瘤实验检测各组细胞的体内成瘤能力。结果　Western blotting检

测结果显示，LETM1蛋白在骨肉瘤MG63及143B细胞中的表达明显高于健康人成骨细胞hFOB1.19(P<0.05)，sh-LETM1腺

病毒感染MG63及143B细胞后明显降低了LETM1蛋白的表达。细胞克隆形成实验及CCK-8法检测结果显示，在MG63及

143B骨肉瘤细胞中，sh-LETM1组较 sh-NC组及空白对照组的克隆形成能力及增殖能力明显降低(P<0.01)。Wound-healing

实验及Transwell实验结果显示，在MG63及143B骨肉瘤细胞中，sh-LETM1组较 sh-NC组及空白对照组的细胞迁移率明显

降低(P<0.01)。DAPI染色及流式细胞术结果显示，在MG63及143B骨肉瘤细胞中，sh-LETM1组较 sh-NC组的细胞凋亡率

明显增高(P<0.01)。ALP染色及茜素红S染色实验结果显示，在MG63及143B骨肉瘤细胞中，sh-LETM1组较 sh-NC组及空

白对照组染色区域及钙盐结节增多。裸鼠皮下成瘤实验结果显示，143B sh-LETM1组较143B sh-NC组细胞的皮下成瘤能力

降低。结论　LETM1可促进MG63和143B骨肉瘤细胞的增殖、迁移及体内成瘤，其机制可能与抑制细胞凋亡及成骨分化

有关。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effect and mechanism of leucine zipper/EF-hand-containing transmembrane 

protein 1 (LETM1) on proliferation, migration, apoptosis, osteogenic differentiation, and tumorigenesis in vivo of human 

osteosarcoma MG63 and 143B cells. Methods　The osteosarcoma MG63 and 143B cells were divided into blank control group 

(without adenovirus infection), negative control group (sh-NC group, infected with RNAi negative control virus), and LETM1 

knockdown group (sh-LETM1 group, infected with sh-LETM1 adenovirus). Western blotting was performed to detect LETM1 

expression in normal human osteoblasts hFOB1.19 and osteosarcoma cells, and to verify the knockdown effect of adenovirus; cell 

clone formation assays and CCK-8 method were used to detect the proliferation of MG63 and 143B cells; wound-healing assay and 

Transwell assay were used to test cell migration; DAPI staining and Annexin V-APC/7-AAD flow cytometry double staining were used 

to detect the apoptosis of MG63 and 143B cells; alkaline phosphatase (ALP) staining and Alizarin Red S staining were used to 

evaluate early and late osteogenic differentiation of MG63 and 143B cells. Ten nude mice were divided into sh-NC group (n=5, 

injected subcutaneously into nude mice with 143B cells infected with RNAi negative control virus) and sh-LETM1 group (n=5, 

injected subcutaneously into nude mice with 143B cells infected with sh-LETM1 adenovirus), and nude mice subcutaneous tumor

formation assay was used to examine the in vivo tumor-forming ability of 143B cells in each group. Results　Western blotting showed 

that the expression of LETM1 protein in osteosarcoma MG63 and 143B cells was significantly higher than that in human normal 

osteoblasts hFOB1.19 (P<0.05), and that the expression of LETM1 protein was markedly reduced after injection with sh-LETM1 

adenovirus in MG63 and 143B cells. The results of cell clone formation assay and CCK-8 assay indicated that in MG63 and 143B 

osteosarcoma cells, the clone formation ability and proliferation ability were significantly reduced in sh-LETM1 group compared with 

sh-NC group and blank control group (P<0.01). The results of wound-healing assay and Transwell assay demonstrated that in MG63 

and 143B osteosarcoma cells, the cell migration rate in sh-LETM1 group was significantly lower than that in sh-NC group and blank 

control group (P<0.01). DAPI staining and flow cytometry results revealed that the apoptosis rate in sh-LETM1 group was 

significantly higher than those in MG63 and 143B osteosarcoma cells in sh-NC group (P<0.01). Alkaline phosphatase staining and 

Alizarin red S staining experiments showed more stained areas and calcium salt nodules in MG63 and 143B osteosarcoma cells in sh-

LETM1 group than those in sh-NC group and blank control group. The results of the subcutaneous tumor formation assay in nude 

mice indicated that subcutaneous tumor formation ability was reduced in 143B sh-LETM1 group compared with 143B sh-NC group. 

Conclusion　LETM1 promotes the proliferation, migration and in vivo tumor formation of MG63 and 143B osteosarcoma cells and 

the mechanism may be related to the inhibition of apoptosis and osteogenic differentiation.

[Key words] osteosarcoma cell; leucine zipper-EF-hand-containing transmembrane protein 1; cell proliferation; cell 

migration; apoptosis; cell differentiation

骨肉瘤是儿童及青少年中最常见的原发性骨恶

性肿瘤，主要累及长骨干骺端，易发生局部浸润及

早期肺转移[1-3]。目前的治疗策略可使局部病变患者

的5年生存率高达70%，但骨肉瘤患者的总生存率在

过去 30 年中基本保持不变，转移率及复发率较高，

复发及转移病例的 5年生存率低于 20%[4]。本课题组

一直致力于骨发育异常与肿瘤发生的研究，认为骨

肉瘤是一种分化异常的疾病[5]，骨肉瘤向正常成骨

方向分化可逆转其恶性表型。近年来，骨肉瘤发生

的分子机制得到了广泛的关注，但其发生发展的影

响因素尚不清楚。因此，揭示骨肉瘤发生发展的分

子机制可为其诊断及治疗提供新的机会。亮氨酸拉

链-EF-Hand跨膜蛋白1(leucine zipper-EF-hand containing 
transmembrane protein 1， LETM1) 基因位于染色体

4P16.3的关键区域WHSCR-2中，可维持线粒体的结

构及功能[6]。在多种人类恶性肿瘤(包括乳腺癌[7]、

肝癌[8]、肺癌[9]、胃癌[10]、结直肠腺癌[11])患者中，

高 LETM1 表达与癌症干性基因上调、血管生成增

加、预后不良及存活率低有关。与此相反，也有研

究显示，LETM1为潜在的肺癌抑制基因，腺病毒介

导的LETM1过表达可增强AMP活化蛋白激酶(AMP-
activated protein kinase，AMPK)的活性，并通过选择

性破坏 ATP 耗竭的线粒体来抑制细胞周期进程[12]。

在肝癌中，LETM1 和羧基末端调节蛋白(carboxyl-
terminal modulator protein，CTMP)的共同递送可协同

抑制 H-ras12V 肝癌模型小鼠的肿瘤生长[13]。但是，

LETM1 在骨肉瘤中的表达及作用目前尚未见报道。

本研究以高表达LETM1的骨肉瘤MG63及143B细胞

为实验材料，以敲低 LETM1 的重组腺病毒 (AD-
LETM1-RNAi)感染骨肉瘤细胞来抑制 LETM1 的表

达，探讨LETM1对骨肉瘤恶性生物学行为及成骨分

化的作用及其机制，旨在为骨肉瘤的发病机制及治

疗提供新的思路。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器　细胞培养皿、孔板及 24 孔

Transwell小室购自美国Corning公司；DMEM基础培

养基(C11995500BT)购自美国 Gibco 公司；胎牛血清

(fetal bovine serum，FBS；11011-8611)购自南京四季

青生物工程有限公司；兔抗人 LETM1 多克隆抗体
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(16024-1-AP)购自武汉三鹰生物技术有限公司；鼠抗

人β-actin单克隆抗体(T200068-8F10)购自成都正能生

物公司；辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase，
HRP)标记的山羊抗小鼠二抗(ZB-2305)、HRP标记的

山羊抗兔二抗(ZB-2301)购自北京中杉金桥生物技术

有限公司；CCK-8 检测试剂盒(HY-K0301)购自美国

MedChemExpress 公司；5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲

液(P0015L)、DAPI 染色液(C1005)、结晶紫染色液

(C0121-100ml)、BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂

盒(C3206)、BCA 蛋白浓度检测试剂盒(P0010)、快

速封闭液(P0252)、0.25% 胰酶细胞消化液(C0201)、
RIPA裂解液(P0013B)及蛋白酶抑制剂(ST506)购自上

海碧云天生物技术有限公司；β-甘油磷酸盐二钠盐

水合物 (G9422) 购自美国 Sigma 公司；维生素 C
(A800295)购自上海麦克林生化科技股份有限公司；

茜素红 S染色液(G1450)购自北京索莱宝科技有限公

司；凋亡检测试剂盒(KGA1026)购自南京凯基生物

科技发展有限公司；4%多聚甲醛溶液通用型组织固

定液 (BL539A)购自广州赛国生物科技有限公司；

PVDF膜购自美国MerckMilipore公司。阴性对照腺病

毒及人LETM1干扰腺病毒的设计、包装及纯化均由

上海吉凯基因医学科技股份有限公司完成。细胞培

养箱、多功能酶标仪、超净台均购自美国 Thermo 
Electron 公司；细胞计数仪购自上海 Countstar 公司；

倒置相差显微镜、荧光显微镜购自日本Nikon公司；

流式细胞仪购自美国BD公司；ChemiDocTM Touch显

影仪购自美国伯乐公司。

1.2　实验方法　

1.2.1　细胞培养及实验分组　人骨肉瘤细胞系

TE85、MG63、143B 及健康人成骨细胞系 hFOB1.19
由本实验室保存，均培养在含 10% FBS、青霉素

(100 U/ml)、链霉素(0.1 mg/ml)的 DMEM 培养基中，

置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中。每 2~3 d 更换一

次培养基，细胞融合度达90%时进行传代。将MG63
及 143B 细胞分为空白对照组(未加入腺病毒感染)、
阴性对照组(sh-NC 组，用 RNAi 阴性对照病毒感染)
及LETM1敲低组(sh-LETM1组，用 sh-LETM1腺病毒

感染)。
1.2.2　Western blotting 检测　使用 RIPA 裂解液提取

细胞总蛋白，并用 BCA 法测定蛋白浓度。加入 5×
SDS-PAGE蛋白上样缓冲液及ddH2O使样本最终浓度

一致，在 99 ℃条件下加热 10 min使其充分变性。将

蛋白加入上样孔中，依次进行 SDS-PAGE凝胶电泳，

切胶转膜；用 Tris-HCl 8.0 及吐温 20(TBST)洗膜 3 次

后，使用快速封闭液封闭15 min，再次洗膜3次后加

入一抗：兔抗 LETM1 多克隆抗体(1∶4000)、鼠抗

β-actin单克隆抗体(1∶2000)，4 ℃孵育10~12 h；再次

用TBST洗膜3次，分别加入HRP标记的兔、鼠二抗

(1∶10 000)室温孵育 2 h；最后一次TBST洗膜后，使

用超敏ECL化学发光试剂盒配制显影液，使用显影

仪在自动曝光状态下对 PVDF 膜进行显影。使用

ImageJ 软件分析图片灰度值，通过目的蛋白与内参

蛋白的比值来表示目的蛋白的相对表达水平。

1.2.3　腺病毒感染　根据腺病毒预感染实验确定 sh-
LETM1 腺病毒(序列：5'-GCTATGGATCGACACCAA
GAT-3')及RNAi阴性对照病毒(序列：5'-TTCTCCGA
ACGTGTCACGT-3')的最佳感染复数 (multiplicity of 
infection，MOI)。在细胞生长状态良好时加入腺病

毒，加入病毒的体积=(MOI 值×细胞数量)/病毒滴

度，感染 8~12 h 后细胞换液，在感染后 24、48 及

72 h 用荧光显微镜观察荧光情况，若有 90% 以上的

细胞可观察到绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，
GFP)且细胞生长状态良好，则可用于后续实验。

1.2.4　克隆形成实验　腺病毒感染 48 h 后将细胞接

种于 6 孔培养板中(MG63：2000 个细胞/孔，143B：
1000个细胞/孔)，在培养箱中继续培养 10~14 d，当

形成较多大于 500个细胞的克隆团时，用 4%多聚甲

醛溶液固定细胞，结晶紫染色并拍照。

1.2.5　CCK-8 法检测细胞增殖情况　细胞接种于

96孔板中(每孔接种4000个细胞)，4~6 h后细胞贴壁

即加入腺病毒，分别在腺病毒感染 0、24、48、72 h
后弃去原培养液，每孔避光加入含 10% CCK-8 溶液

的DMEM，并设置无细胞的空白对照孔，放入细胞

培养箱中孵育3 h，用酶标仪检测450 nm波长处的吸

光度。

1.2.6　划痕愈合实验　在腺病毒感染 72 h 后将细胞

接种于 6 孔培养板，细胞融合度达到 100% 时，用

200 μl枪头在 6孔板的底部十字划线；用无菌PBS洗

涤细胞 2 次，去掉划痕内的细胞，加入不含血清的

DMEM培养基并置于细胞培养箱中继续培养。在划

痕形成后的 0、24、48 h 使用倒置显微镜拍照，用

Photoshop软件测量划痕的宽度，以划痕愈合率表示

细胞迁移率。细胞迁移率(%)=(0 h划痕宽度－24 h划

痕宽度)/0 h划痕宽度×100%。

1.2.7　Transwell 实验　腺病毒感染 72 h 后收集细胞

沉淀，用PBS洗涤细胞2次，去除残留血清，用无血

清的 DMEM 培养基重悬细胞，制备细胞悬液。将

Transwell 小室放入 24 孔板中，预先在每孔加入

500 μl含20% FBS的DMEM培养基，在培养箱中继续

培养 24 h。取出小室，用 PBS 洗去培养基，4% 多聚

甲醛溶液固定 20 min，用棉签小心擦去小室上层细

胞，结晶紫染色15 min，最后用PBS洗去多余的结晶

紫染液，晾干后在倒置显微镜下观察并拍照。用

75%乙醇脱色，将脱色液加入 96孔板中，用酶标仪
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检测570 nm处的吸光度以检测穿膜细胞数。

1.2.8　DAPI染色检测细胞凋亡情况　腺病毒感染细

胞 72 h 后用 4% 多聚甲醛溶液固定 10 min，PBS 洗

3 次，加入 DAPI 染色液，室温避光放置 10 min；用

PBS洗3次，在荧光显微镜下观察，凋亡细胞的细胞

核呈碎片状或致密浓染，在随机视野下拍照并记录。

1.2.9　流式细胞术检测细胞凋亡情况　腺病毒感染

72 h 后采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，收集旧

的培养基置于离心管中，细胞用含钙、镁离子的

PBS洗 3次，收集PBS于离心管中，用不含EDTA的

胰酶消化细胞，收集于离心管中，以 800 r/min离心

5 min，弃去上清；用 PBS 洗 2 次，最后将细胞置于

流式管中，加入 300 μl 结合缓冲液重悬细胞，再依

次加入 5 μl Annexin V-APC 及 5 μl 7-AAD 染液，室温

避光孵育15 min，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.2.10　碱性磷酸酶染色　腺病毒感染48 h后，细胞

在成骨诱导培养基(含 5% FBS、10 mmol/L β-磷酸甘

油、 50 μmol/L 维生素 C、 0.1 μmol/L 地塞米松、

100 U/ml 青霉素及 0.1 mg/ml 链霉素的 DMEM 培养

基)中培养 7~14 d，用PBS洗 2次；用 4%多聚甲醛固

定细胞 10 min，用 ddH2O 洗 5 min×3 次；吸尽 ddH2O
后加入 BCIP/NBT 染色工作液，室温避光孵育 12 h；
去除染色液，用 ddH2O 洗 2 次，置于显微镜下随机

拍照记录。

1.2.11　茜素红 S染色　细胞在成骨诱导培养基中培

养 14~21 d，移除培养基并用PBS洗 2次；4%多聚甲

醛溶液固定细胞 15 min；弃去固定液，用 ddH2O 洗

涤 3 次，将水吸干后缓慢加入茜素红 S 染液染色

24 h；弃去染液，用 ddH2O 洗掉多余的染色液，置

于显微镜下观察并随机拍照记录。

1.2.12　裸鼠皮下成瘤实验　所有动物实验已获重庆

医科大学动物实验伦理委员会审批 (CHCMU-
IACUC20220429007)。10 只雌性 SPF 级 BALB/c-nu 裸

小鼠，3~5 周龄，购自重庆腾鑫生物技术有限公司

[动物许可证号：SCXK(京)2019-0008]。实验动物分

为两组(n=5)：sh-NC 组(以 RNAi 阴性对照病毒感染

的 143B 细 胞 注 入 裸 鼠 皮 下) 与 sh-LETM1 组 ( 以

sh-LETM1 腺病毒感染的 143B 细胞注入裸鼠皮下)。
腺病毒感染 48 h 后收集 143B 细胞，用无菌 PBS 重悬

细胞，细胞计数仪计数，并使每组细胞最终浓度为

1×107/ml，在每只裸鼠右侧大腿根部皮下注射200 μl
细胞悬液。4周后采用颈椎脱臼法处死裸鼠，分离瘤

体，称重并拍照记录。用4%多聚甲醛溶液固定瘤体

组织，脱水、石蜡包埋、切片，行常规HE染色，显

微镜下观察肿瘤形态并拍照记录。

1.3　统计学处理　采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行

统计分析。计量资料均符合正态分布，以 x±s表示，

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用 Turkey HSD-t 检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　LETM1在骨肉瘤细胞中的表达及腺病毒感染情

况　Western blotting 检测结果显示，LETM1 蛋白在

骨肉瘤 MG63 及 143B 细胞中的表达水平明显高于健

康人成骨细胞 hFOB1.19(P<0.05)，而恶性程度较低

的 TE85 细胞中 LETM1 的表达水平与 hFOB1.19 细胞

比较差异无统计学意义(P>0.05)(图1A)，因此后续实

验使用恶性程度较高的 MG63 及 143B 细胞。腺病毒

感染72 h时，用荧光显微镜观察绿色荧光，MG63及

143B细胞的 sh-NC组及 sh-LETM1组中 90%以上发出

绿色荧光且细胞形态正常(图1B)。Western blotting检
测结果显示，在 MG63 及 143B 细胞中，空白对照组

及 sh-NC组的LETM1蛋白表达水平差异无统计学意

义(P>0.05)，而 sh-LETM1组的LETM1蛋白较空白对

照组及 sh-NC组明显降低(P<0.05或P<0.01或P<0.001)
(图1C)。
2.2　敲低LETM1对MG63及143B细胞增殖的抑制作

用　克隆形成法检测结果显示，在MG63及143B细胞

中，sh-LETM1组较空白对照组、sh-NC组克隆团的数

量明显减少，单个克隆团的大小减小(图 2A－C)。
CCK-8 实验结果显示，在 MG63 及 143B 细胞腺病毒

感染 48 h 前，sh-LETM1 组与空白对照组、sh-NC组

的细胞增殖速率差异无统计学意义 (P>0.05)；在

MG63及143B细胞腺病毒感染48~72 h时，sh-LETM1
组较空白对照组、sh-NC 组的细胞增殖速率明显降

低(P<0.05 或 P<0.001)，而空白对照组与 sh-NC 组的

细胞增殖速率差异无统计学意义(P>0.05)(图2D)。
2.3　敲低LETM1对MG63及143B细胞迁移的抑制作

用　Wound-healing 实验结果显示，在 MG63 及 143B
细胞中，sh-LETM1 组划痕愈合率较空白对照组及

sh-NC组明显降低(P<0.05，图 3A、图 4A)。Transwell
实验显示，在MG63及 143B细胞中，sh-LETM1组的

OD570 nm值明显低于空白对照组及 sh-NC组(P<0.01或

P<0.001或P<0.0001，图3B、图4B)。
2.4　敲低LETM1对MG63及143B细胞凋亡的促进作

用　 DAPI 染色显示，在 MG63 及 143B 细胞中，

sh-LETM1组呈现固缩、碎裂或溶解的细胞核较空白

对照组及 sh-NC 组增多(图 5A)。流式细胞术检测结

果显示，在MG63及 143B细胞中，sh-LETM1组的细

胞凋亡率较 sh-NC 组明显增高 (P<0.01 或 P<0.001，
图5B)。
2.5　敲低LETM1对MG63及143B细胞成骨分化的促

进作用　ALP 染色结果显示，在 MG63 及 143B 细胞
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中，sh-LETM1组较空白对照组及 sh-NC 组的染色范

围增大，颜色加深(图6A)。茜素红S染色结果显示，

在MG63及 143B细胞中，sh-LETM1组较空白对照组

及 sh-NC组橙红色的钙盐结节增多(图6B)。

2.6　敲低 LETM1 对 143B 细胞体内成瘤的抑制作

用　143B 骨肉瘤细胞的分化程度低，恶性程度高，

且体内成瘤能力强，故后续动物实验采用 143B 细

胞。裸鼠皮下成瘤实验结果显示，sh-LETM1 组较

sh-NC 组瘤体组织的体积明显缩小、重量明显减轻

(P<0.01)(图7A、B)。HE染色显示，骨肉瘤细胞异型

性明显，sh-LETM1组较 sh-NC 组骨肉瘤组织存在更

多的红染坏死区域(图7C)。

3　讨　　论

骨肉瘤是最常见的恶性骨肿瘤，由于组织学异

质性及基因组成的不稳定而具有高度的异质性，目

前的治疗手段主要包括新辅助化疗与手术结合的多

学科治疗[14]。骨肉瘤的异质性强给治疗造成了困难，

LETM1. 亮氨酸拉链 -EF-hand 跨膜蛋白 1；GFP. 绿色荧光蛋白；A. Western blotting 检测在不同细胞中 LETM1 蛋白的表达水平；

B. MG63和 143B细胞在腺病毒感染 72 h后的荧光表达情况；C. Western blotting检测LETM1蛋白在MG63、143B细胞腺病毒感染 72 h后的

表达水平；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图1　LETM1在骨肉瘤细胞中的表达及腺病毒感染情况

Fig.1　Expression of LETM1 in osteosarcoma cells and adenovirus infection
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因而在过去几十年中，转移性及复发性骨肉瘤患者

的预后未能获得改善。因此，迫切需要寻找新的治

疗方法来延长骨肉瘤患者的总生存期。骨肉瘤是一

种由成骨分化缺陷引起的疾病，鉴于大多数骨肉瘤

在组织病理学上分化程度较低，需要更广泛及深入

地研究骨肉瘤中成骨分化缺陷的机制，以寻找发病

的关键基因及通路。

本研究结果显示，LETM1在骨肉瘤细胞中高表

达， sh-LETM1 腺病毒感染 MG63 及 143B 细胞后，

LETM1蛋白表达水平明显降低。抑制LETM1可降低

MG63 及 143B 细胞的增殖能力及迁移能力，并促进

细胞凋亡；抑制 LETM1 蛋白表达可促进 MG63 及

LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白 1；A－C. 克隆形成实验检测敲低LETM1对MG63、143B细胞克隆形成的影响；D. CCK-8法检

测敲低LETM1对MG63及143B细胞活力的影响；*P<0.05，***P<0.001

图2　敲低LETM1对MG63及143B细胞的增殖抑制作用

Fig.2　Proliferation inhibition of MG63 and 143B cells by knocking down LETM1

1168



Med J Chin PLA, Vol. 49, No. 10, October 28, 2024

143B细胞的早、晚期成骨分化；敲低LETM1可抑制

143B细胞在裸鼠体内成瘤。

越来越多的研究表明，LETM1在多种人类恶性

实体瘤中高度表达，而关于其在骨肉瘤中表达及作

用的研究却少见。本研究结果显示，骨肉瘤 MG63

及143B细胞较正常成骨细胞明显高表达LETM1，与

其他研究结果一致[10,15-17]。而恶性程度较低的 TE85

细胞中LETM1蛋白的表达与正常成骨细胞比较差异

无统计学意义，表明LETM1蛋白的表达与骨肉瘤细

胞的恶性程度有关。敲低LETM1可抑制胃癌[10]、食

管鳞状细胞癌[15]、结直肠癌[16]及肾细胞癌[17]等肿瘤

细胞的增殖及迁移。本研究也表明，抑制LETM1的

表达可抑制骨肉瘤细胞的增殖及迁移。之前的研究大

多停留在体外实验，体内实验的数据不足[10,15,17-18]。

因此本研究通过裸鼠皮下成瘤实验进一步说明敲低

LETM1可以抑制骨肉瘤细胞在体内的增殖能力。在

胃癌及食管鳞状细胞癌中，LETM1可能通过磷脂酰

肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B(phosphatidylinositol 3-kinase/

protein kinase B，PI3K/Akt)信号通路调节肿瘤细胞的

增殖及迁移[10,15]；在结直肠癌中，抑制 LETM1 可增

高活性氧的水平，进而激活AMPK/哺乳动物雷帕霉

素靶标(mTOR)信号通路，启动自噬，并抑制细胞增

殖和癌症干细胞样特性[16]；在肾细胞癌及膀胱癌中，

敲低LETM1后可通过抑制Wnt/β-catenin信号通路来

抑制肿瘤细胞的增殖、迁移及侵袭[17-18]。多种细胞

内信号通路的失调与骨肉瘤有关，其中，PI3K/Akt

信号通路的过度激活可促进肿瘤的发生发展[19]。此

外，Wnt/β-catenin 信号通路也是正常骨骼发育及骨

肉瘤进展的关键途径[20]。在骨肉瘤中，LETM1是否

通过调控 PI3K/Akt 或 Wnt/β-catenin 信号通路对恶性

LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白1；A. 划痕愈合实验；B. Transwell实验；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001

图3　敲低LETM1对MG63细胞的迁移抑制作用

Fig.3　Migration inhibition of MG63 cells by knocking down LETM1
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生物学行为及成骨分化产生影响，还是存在其他途 径或多个通路的串扰，仍需要进一步的研究。

有研究发现，敲低LETM1可促进胃癌、肝癌细

胞的凋亡[10,21]。另一项研究发现，敲低 LETM1 可通

过肝细胞癌中 AMPK 介导的 Beclin-1/Bcl-2 复合物解

离促进细胞的自噬及凋亡[8]。本研究发现，敲低

LETM1 也可促进骨肉瘤 MG63 及 143B 细胞的凋亡。

与将LETM1视为促癌基因的研究相反，也有研究提

示，LETM1过表达可抑制线粒体的生物发生，减少

ATP产生，从而通过激活AMPK及抑制Akt来抑制肺

肿瘤的生长[12]。LETM1及CTMP的共递送可协同抑

制肝癌模型小鼠的肿瘤生长，与细胞凋亡增加有

关[13]。更早的研究结果显示，LETM1诱导的细胞死

亡是坏死而不是凋亡[22]。上述研究表明，LETM1在

肿瘤进展中具有重要作用，但其潜在的分子机制仍

有待阐明。

骨髓间充质干细胞向正常成骨细胞发育是一个

精确且复杂的调控过程[23-25]，涉及多种分子及通路，

这一过程被异常中断则有可能导致细胞分化受阻及

异常增殖，造成骨肉瘤发生。本研究结果显示，在

敲低 LETM1 的 MG63 及 143B 骨肉瘤细胞中，ALP 染

色及茜素红 S 染色阳性细胞更多，提示敲低 LETM1
可促进骨肉瘤细胞向成骨方向分化，同时也降低了

细胞的恶性行为，这与本课题组之前的研究结

果[26-27]一致。LETM1 的表达与癌症干细胞样细胞标

志物的表达有关[11,28]，因此 LETM1 可被视为判断癌

症干性的有前途的指标。干细胞可自我更新及分化，

而负责骨肉瘤发展的潜在癌症干细胞尚未确定，仍

有待进一步研究。

综上所述，本研究结果显示，LETM1在骨肉瘤

细胞中表达上调，靶向抑制LETM1的表达能够逆转

骨肉瘤 MG63 及 143B 细胞的恶性生物学行为，促进

LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白1；A. 划痕愈合实验；B. Transwell实验；***P<0.001

图4　敲低LETM1对143B细胞的迁移抑制作用

Fig.4　Migration inhibition of 143B cells by knocking down LETM1
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LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand 跨膜蛋白 1；A. DAPI 染色检测 LETM1 敲低对 MG63 和 143B 细胞凋亡的影响，黄色箭头示凋亡细胞；

B. 流式细胞术检测敲低LETM1对MG63和143B细胞凋亡的影响；**P<0.01，***P<0.001

图5　敲低LETM1对MG63和143B细胞凋亡的促进作用

Fig.5　Promotion of apoptosis in MG63 and 143B cells by knocking down LETM1
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LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白1；ALP. 碱性磷酸酶；A. ALP染色检测敲低LETM1对MG63及143B细胞早期成骨分化的影响；

B. 茜素红S染色检测敲低LETM1对MG63、143B细胞晚期成骨分化的影响

图6　敲低LETM1对MG63及143B细胞成骨分化的促进作用

Fig.6　Promotion of osteogenic differentiation of MG63 and 143B cells by knocking down LETM1

LETM1. 亮氨酸拉链-EF-hand跨膜蛋白1；A. 瘤体组织的体积；B. 瘤体的重量；C. 瘤体组织的HE染色结果；**P<0.01

图7　敲低LETM1对143B细胞体内成瘤的抑制作用

Fig.7　Inhibition of 143B cell tumour formation in vivo by knocking down LETM1
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细胞凋亡并诱导其向正常成骨方向分化，为进一步

探讨 LETM1 促进骨肉瘤恶性表型的机制奠定了基

础，为未来骨肉瘤的诊断及治疗提供了新的依据。

但本研究未深入探讨LETM1在维持线粒体结构和功

能中的具体机制，未来可进一步探讨LETM1是否通

过影响骨肉瘤细胞线粒体能量代谢来影响其恶性生

物学行为及分化。
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