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LRFN4通过谷氨酰胺代谢途径影响胃癌细胞增殖

许尹梅，付彦堪，怀思远，游路宽，李建雄
解放军总医院第五医学中心放射治疗科，北京　100071

摘要：背景　LRFN4 是一种在癌症发生和发展中起关键作用的分子，其在胃癌(gastric cancer，GC)中的作用以及与谷氨

酰胺分解代谢的关系尚不清楚。目的　探讨 LRFN4 对胃癌的临床意义及预后预测价值，并通过体外细胞学实验分析验证其

对胃癌细胞谷氨酰胺代谢的影响。方法　用生物信息学方法，借助 TCGA、GEPIA 和 Kaplan-Meier Plotter 等数据库以及 R

软件，将数据分为 LRFN4 高表达组与 LRFN4 低表达组，以分析 LRFN4 对胃癌患者临床预后等方面的影响。使用体外胃癌

细胞系 HGC-27，构建差异表达 LRFN4 的胃癌细胞系，随后通过采用高效液相色谱-质谱联用测定差异表达 LRFN4 细胞系的

谷氨酰胺摄取情况，用试剂盒检测谷氨酰胺酶活性以及 ATP 与乳酸谷氨酰胺代谢通路的关键产物以评估差异表达 LRFN4 的

谷氨酰胺代谢，CCK-8 法检测差异表达 LRFN4 细胞系的增殖情况，流式细胞术检测差异表达 LRFN4 细胞系的凋亡，以验

证 LRFN4 对胃癌细胞的生物学功能。结果　差异分析显示，LRFN4 在胃癌组织中表达上调(P＜0.05)，预后分析表明，高表

达组胃癌患者的总生存期和无病生存期均低于低表达组(P＜0.05)，提示 LRFN4 对胃癌患者的预后具有指导意义。LRFN4 可

能通过细胞周期等信号通路影响胃癌的发生发展。细胞实验证实 LRFN4 通过影响谷氨酰胺代谢促进细胞增殖(P＜0.05)、抑

制细胞凋亡(P＜0.05)。结论　LRFN4 可能通过影响谷氨酰胺代谢与胃癌患者的预后相关，在胃癌细胞中发挥癌基因的作

用，促进肿瘤细胞增殖并抑制细胞凋亡。
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LRFN4 regulates gastric cancer cell proliferation through glutamine metabolism
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Abstract: Background　LRFN4 is a pivotal molecule in the genesis and progression of cancer. Nevertheless, its function in 
gastric cancer (GC) and its correlation with glutamine catabolism remain elusive. Objective　To explore the clinical significance 
and prognostic predictive value of LRFN4 in gastric cancer, and verify its impact on glutamine metabolism in gastric cancer cell 
lines through in-vitro cellular experiments. Methods　Bioinformatics approaches were utilized to analyze the influence of LRFN4 
on the clinical prognosis and other aspects of gastric cancer patients, by means of databases such as TCGA, GEPIA, and Kaplan-

Meier Plotter, along with R language software. Gastric cancer cell lines were employed to detect glutamine metabolic activity via 
glutamine uptake and glutaminase activity assays, CCK - 8 assay for cell proliferation, and flow cytometry for cell apoptosis, aiming 
to verify the biological functions of LRFN4 on gastric cancer cells. Results　Differential analysis revealed that LRFN4 expression 
was markedly upregulated in gastric cancer tissues (P<0.05). Prognostic analysis indicated that both the overall survival and disease-
free survival of gastric cancer patients in the high-expression group were lower than those in the low-expression group (P<0.05), 
suggesting that LRFN4 holded guiding significance for the prognosis of gastric cancer patients. LRFN4 might affect the occurrence 
and development of gastric cancer through signaling pathways like CELL CYCLE, promote cell proliferation (P<0.05), and inhibit 
cell apoptosis (P<0.05) by influencing glutamine metabolism. Conclusion　LRFN4 may be associated with the prognosis of gastric 
cancer patients by modulating glutamine metabolism, functioning as an oncogenic driver in gastric cancer cells, promoting tumor 
cell proliferation, and inhibiting cell apoptosis.
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胃癌作为全球及我国高发的恶性肿瘤之一， 其病死率长期居高不下，严重危及人类健康[1-4]。

在肿瘤代谢研究进程中，谷氨酰胺代谢备受瞩

目 [5]。众多恶性肿瘤在代谢进程中对谷氨酰胺

呈 现 出 高 摄 取 和 高 利 用 特 性 [6]。 谷 氨 酰 胺 酶
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(glutaminase，GLS)在胃癌组织与正常胃黏膜组织

间表达差异有统计学意义，胃癌组织阳性表达率

偏高，低分化胃癌组织尤为突出。体外实验也表

明谷氨酰胺缺失严重阻碍胃癌细胞生长，凸显谷

氨酰胺代谢在胃癌进程中的关键地位[7-8]。LRFN4

基因在肿瘤研究领域崭露头角，已有研究揭示其

在部分肿瘤中表达失调，深度参与肿瘤的发生、

发展、侵袭及转移进程[9-11]。在胃癌预后相关研究

中，LRFN4 表达水平与肿瘤恶性程度及患者预后

密切相关[12-13]。LRFN4 有望成为评估胃癌预后的

潜在生物标志物。谷氨酰胺代谢与癌症预后存在

相关性。因此，LRFN4 在胃癌的谷氨酰胺代谢调

控中的潜在关联亟待深入探究，此研究结果对揭

示胃癌发病机制有重要参考价值[14-17]。

1　材料与方法

1.1　基于公共数据库的研究

1.1.1　 数 据 获 取　 从 癌 症 基 因 组 图 谱 项 目 (The 

Cancer Genome Atlas， TCGA； https://portal. gdc. 

cancer.gov)网站获得胃癌病患的基因表现信息及临

床资料，包含了胃癌组织标本与对照样本[18]。本

研究共纳入 444 例(正常组织 36 例，胃癌组织 408

例)。数据筛选标准：样本须有完整的基因表达数

据(经标准化高通量测序及严格质控预处理)和基本

临床信息(含年龄、性别、肿瘤分期等关键信息且

符合国际标准)；排除不符合规定的样本。

1.1.2　差异分析　通过 R 语言的“limma”包对数

据进行差异分析，以|log2 倍变化(log2 fold change，

FC)|≥1 且错误发现率(false discovery rate，FDR)<

0.05 为标准，确定基因是否存在统计学差异。采用

Wilcoxon 方法比较 LRFN4 在胃癌组织样本及对照

样本中的差异表达水平[19-20]。采用“ggplot2”包将

筛选出的差异基因绘制成火山图，采用 Pheatmap

(https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap)绘制

热图。

1.1.3　LRFN4 的表达水平与胃癌预后之间的生存

分析　采用 R 软件的“Survival”“Survminer”包

对收集的数据进行生存分析，研究 LRFN4 的表达

水平与胃癌预后的关系。借助 Kaplan-Meier Plotter

数据库辅助分析[21]。

1.1.4　LRFN4 的表达与胃癌患者临床特征的 Cox 

回归分析　分析胃癌患者的临床特征，采用 Coxph

函数进行单因素 Cox 回归分析，验证临床特征对于

预后模型的独立性[22]。研究变量包括性别、年龄、

临床分期、T 分期、N 分期、M 分期以及 LRFN4 的

表达，采用 R 软件中的 Heatmap 函数绘制临床因素

热图。

1.1.5　LRFN4 的表达与 GSEA 分析　根据胃癌患

者 LRFN4 的表达量，将患者分为高表达组和低表

达组，通过 GSEA 进一步分析两组之间的信号通路

差异。将 MsigDB 数据库下载的版本 7.0 注释基因

集作为亚型通路的注析基因集，进行亚型通路的

差异表达分析，根据一致性得分对显著富集的基

因集(调整 P＜0.05)进行排序[23-25]。

1.1.6　LRFN4 与谷氨酰胺代谢关键基因的相关性

分析　采用 Cor.test 函数将 LRFN4 与谷氨酰胺代谢

关键基因如 GLS、GOT1、GOT2 进行 Pearson 相关

性分析，获得相关系数与 P 值，进一步绘制散点图

可视化相关结果。

1.2　细胞生物学研究

1.2.1　人胃癌细胞培养　人胃癌细胞系 HGC-27，

购自普诺赛(武汉)公司。细胞在含有 10% 胎牛血清

(SH30396.02，HyClone)和 1% 的青霉素链霉素混合

液 (SV30010， HyClone) 的 1640 培 养 基

(SH30027.01， HyClone) 中 培 养 ， 细 胞 培 养 在

37℃， 5% CO2 的 培 养 箱 (Jiemei Electronics， CI-

191C)中，每隔 2 d 更换培养基，直到细胞自然生

长至指数期，可用于后续实验。

1.2.2　 主 要 试 剂 和 仪 器　 1640 培 养 基

(SH30027.01，HyClone)；不含谷氨酰胺的 DMEM 

(Thermo Fisher Science，A14431)；L-[3,4-h(N)]-谷

氨 酰 胺 (1 mCi/mL， PerkinElmer Life Sciences)；

CCK-8 (Scibiocold Matrigel Biocoat)；细胞凋亡检

测试剂盒(赛默飞)；谷氨酸、ATP、乳酸检测试剂

盒(碧云天);Anti-LRFN4 抗体(ab106369，Abcam)；

β 闪烁计数器(PerkinElmer Life Sciences)；流式细

胞 仪 (BD FACSCanto Ⅱ)； 实 时 定 量 PCR 仪 (ABI 

PRISM 7300 RT-PCR 平 台)； 电 泳 仪 (Bio-Rad 

PowerPac Basic)； 转 膜 仪 (Bio-Rad Trans-Blot 

Turbo)。

1.2.3　LRFN4 敲低及过表达 HGC-27 胃癌细胞模型

构建　将处于对数生长期的 HGC-27 细胞接种到培

养皿中，培养至细胞汇合度达到 50% ~ 70%。以感

染复数(multiplicity of infection，MOI)=20 的浓度添

加敲降慢病毒，用于侵入并选择目标细胞。加入

嘌呤霉素筛选稳转细胞，后续实验在 HGC-27 细胞

中分 4 组，分别为对照组、转染对照组、转染组

(shLRFN4)和谷氨酰胺剥夺对照组。慢病毒载体序
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列 (shRNA1212： CCATAACCTTATTGACGCACT；

shRNA2006： GCGAAGATGAGACCCTCATCT；

shRNA2263： GCTGCCTTACTGGTCTTCACT) 由

Genomeditech公司生成。

谷氨酰胺剥夺细胞模型的建立方法：去除正

常 DMEM，用 PBS 清洗正常 HGC-27 细胞或转染

细胞。加入不含谷氨酰胺的 DMEM(ThermoFisher 

Science，A14431)。在培养基中加入 10% 胎牛血清

(Gemini Bio Products)，在该培养基下培养细胞24 h

并持续使用。

1.2.4　谷氨酰胺摄取实验检测谷氨酰胺含量　实

验前，用无谷氨酰胺的培养基孵育各组细胞 2 h，

使细胞内谷氨酰胺水平处于相对稳定且较低状态，

以减少内源性谷氨酰胺对实验结果的干扰。各组

细 胞 用 5 μL L- [3, 4-h(N)] - 谷 氨 酰 胺 (1 mCi/mL，

PerkinElmer Life Sciences)在缺乏谷氨酰胺的培养

基中 37°C 下培养 10 min。孵育后，用冷冻 PBS 洗

涤 3 次，用 200 μL 的 0.2% SDS/0.2 mol/L NaOH 溶

液裂解，孵育 1 h，随后用 20 μL 的 1 mol/L HCl 中

和，用 β闪烁计数器(PerkinElmer Life Sciences)进

行分析。

1.2.5　谷氨酰胺酶活性测定　采用含标准谷氨酰

胺浓度的培养基培育对照组、转染对照组、Sh-

LRFN4(转染组)和谷氨酰胺剥夺培养基组的 HGC-

27 细胞，在 37℃、5% CO2 环境下生长至指数期。

收集细胞，用预冷的 PBS 清洗 2 次，加入适当数量

的细胞破碎试剂，在冷冻状态下破碎细胞 30 min。

裂解后，4℃、12 000 r/min 离心 15 min。细胞裂解

液在 37℃下用 20 mmol/L 谷氨酰胺、50 mmol/L 三

乙酸酯(pH 8.5)、100 mmol/L 磷酸盐和 0.2 mmol/L

乙二胺四乙酸的混合液孵育 30 min，加入 2 μL 的

3 mol/L HCl 猝灭反应。随后，将反应混合物与第

二种测定混合物(2.2 U 谷氨酸脱氢酶，80 mmol/L 

Tris-HCl(pH 9.5)， 200 mmol/L 肼 ， 0.25 mmol/L 

ADP 和 2 mmol/L NAD)在 RT 下孵育 1 h。使用酶标

仪在 340 nm 处测量吸光度。准备一系列已知浓度

的谷氨酸标准溶液，按照上述测定步骤进行处理，

制作标准曲线。通过线性回归分析拟合，方程为

y=ax+b，其中 y 为吸光度值，x 为谷氨酸浓度，a

为斜率，b 为截距。谷氨酰胺酶活性计算公式：谷

氨酰胺酶活性[单位 μmol/(min·mg 蛋白)]=(n×反应

体系稀释倍数)/[反应时间(30 min，换算为 0.5 h)×

样本中蛋白含量(mg)]。

1.2.6　谷氨酰胺生成/消耗、ATP、乳酸含量变化检

测　将对照组、转染对照组、Sh-LRFN4(转染组)

和谷氨酰胺剥夺培养基组的 HGC-27 细胞培养 48 h

后，小心转移细胞培养板中的上清液至无菌离心

管中，4℃、1 000 r/min 离心 10 min，收集上清液

并保存在-80℃冰箱中备用。按照各自试剂盒的使

用说明书，将细胞上清液按照制造商推荐的稀释

比例进行稀释。使用 ATP 检测试剂盒，在加入细

胞上清后，按照说明书进行孵育和读数。乳酸检

测使用 WST-8 法，按照说明书进行操作，包括底

物的添加和颜色变化的监测。谷氨酸检测通过竞

争抑制反应进行，按照说明书进行操作，包括酶

的添加和显色反应的监测。与对照组比较，对谷

氨酸生成、ATP 生成和乳酸生成的相对水平进行归

一化处理。

1.2.7　CCK-8 检测细胞活力变化　将 HGC-27 细胞

以 5×103/孔的细胞密度分别接种到 96 孔板中，分

为对照组、转染对照组、Sh-LRFN4(转染组)和谷

氨酰胺剥夺培养基组，每组设 5 个复孔，然后置于

37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h，促使细胞贴壁。

24 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，充分混匀后

继续在 37℃、5% CO2培养箱中孵育 2 h。孵育结束

后，使用酶标仪在 450 nm 波长处测量各孔的吸光

度值(OD 值)。同时设立不含细胞的空白对照孔，

以校准背景吸光度。

1.2.8　 实 时 定 量 RT-PCR(RT-qPCR) 检 测 LRFN4

mRNA 表 达 量　 从 细 胞 中 提 取 总 RNA， 使 用

Invitrogen 公司的 TRIzol 试剂。cDNA 由总 RNA、

随机六聚体和上标逆转录酶Ⅱ(Promega)制备。采

用 SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) 及 特 定 基 因 的 引 物 ( 正 向 引 物 ： 5'- 

TGGCAGTACAGGATGAGGAG-3'；反向引物：5'- 

CCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT-3') 在 ABI PRISM 

7300 RT-PCR 平 台 上 执 行 实 验 , 结 果 以 GAPDH 

mRNA 为对照。分别设置空白组、转染对照组以

及转染组 1、转染组 2、转染组 3(三种转染序列 1、

2、3，选择效率最好的一组进行后续敲低实验组

构建)共 5 组样本进行转染效率验证。

1.2.9　Western blot 检测 LRFN4 蛋白表达量　完成

空白组、转染对照组以及转染组 1、2、3 的蛋白提

取后，用 BCA 蛋白定量法测定蛋白浓度。根据蛋

白质含量，向总体蛋白质样本中加入相应体积的

SDS-PAGE 凝胶电泳上样缓冲液，制备 SDS-PAGE

凝胶。将样品按计算所得体积上样至凝胶上样孔

中 80 V 电压浓缩胶电泳 30 min，随后调至 120 V 进
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行分离胶电泳 90 min。以恒定压力 65 V 转膜 2 h。

转膜完成后，对膜片进行切割和封口处理，用 5%

脱脂牛奶封闭 1 h。将膜片置于稀释后的一抗(Anti-

LRFN4 抗体，ab106369；稀释比例为 1∶1 000；

Abcam)中，4℃孵育过夜。次日，用 TBST 缓冲液

清洗膜 3 次，每次 10 min，加入稀释后的二抗(稀

释 比 例 为 1∶ 5 000)， 室 温 下 浸 泡 1 h。 再 次 用

TBST 缓冲液清洗膜 3 次，每次 10 min，等待显影。

1.2.10　流式凋亡实验检测细胞凋亡情况　胰蛋白

酶消化 HGC-27 细胞，1 000 r/min 离心 5 min，收集

细 胞 ， PBS 洗 涤 2 次 。 将 细 胞 重 悬 于 Binding 

Buffer，密度调为 1×106/mL。100 μL 细胞悬液中加

5 μL AnnexinV-FITC 和 10 μL PI，避光孵育 15 min。

15 min 后 ， 加 入 400 μL Binding Buffer 稀 释 至

500 μL，转移至流式检测管。设置 Annexin V-FITC

和 PI 检测通道，激发光波长 488 nm 和 535 nm，发

射光波长 525 nm 和 617 nm，收集约 10 000 个细胞

数据

1.2.11　统计学分析　采用 R 软件 4.1.2 进行数据分

析。计量资料经 Shapiro-Wilk 检验正态性后，正态

分布数据用 One-way ANOVA 结合 Tukey HSD 法进

行多组比较，非正态分布数据采用非参数检验。

生存分析采用 Kaplan-Meier 法绘图，并用 Log-rank

检验标注 P 值。涉及时间变化的指标采用重复测量

方差分析，评估时间与处理的交互作用。所有实

验独立重复 3 次，数据以 x̄±s 表示，Student's t 检验

用于两组间比较；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　基于公共数据库的研究

2.1.1　LRFN4 mRNA 在胃癌组织中的表达高于正

常组织　对 TCGA 数据库中的 444 例样本(正常组

织 36 例，胃癌组织 408 例)进行分析，利用 R 软件

的 “limma” 包 进 行 差 异 分 析 ， 以 |log2 倍 变 化

(log2 fold change， FC)| ≥1， 错 误 发 现 率 (False 

Discovery Rate，FDR)<0.05 为筛选标准，共筛选出

668 个差异基因，其中上调基因 274 个，下调基因

394 个。在上调基因中，亮氨酸丰富重复序列和纤

连蛋白Ⅲ型结构域蛋白 4(Leucine-Rich Repeat and 

Fibronectin Type Ⅲ Domain-Containing Protein 4，

LRFN4)基因表达变化明显(图 1A)。通过 R 软件进

行差异性分析，结果显示 LRFN4 mRNA 表达水平

在胃癌组织中高于正常胃黏膜组织，差异有统计

学意义(P＜0.05)。同时，利用 GEPIA 在线数据库

分析验证，所得结论一致，进一步证实胃癌组

织 LRFN4 mRNA 表达水平高于正常胃黏膜组织

(图 1B)。利用“ggplot2”包绘制的火山图直观展

示了差异基因的分布情况(图 1C)，用“Pheatmap”

绘制的热图表明不同 LRFN4 表达情况下，其他基

因的表达差异(图 1D)。

2.1.2　LRFN4 表达水平低的患者，其总生存期和无

进展生存期显著长于表达水平高的患者　根据

LRFN4 的表达水平将病患分为高表达组和低表达

组。研究结果显示，高表达组(包括 325 例病患)的

总生存期比低表达组(包括 550 例病患)短，这种差

异有统计学意义(P=0.042)(图 2A)。这提示 LRFN4

表达水平可能作为预测胃癌患者预后风险的指标，

高表达 LRFN4 的胃癌患者提示有较差的预后。

2.1.3　LRFN4 影响肿瘤进展的潜在分子机制 　
GSEA 结果可见 LRFN4 可以富集在 CELL CYCLE、

HUNTINGTONS DISEASE、 NEUROACTIVE 

LIGAND RECEPTOR INTERACTION、

SPLICEOSOME、 UBIQUITIN MEDIATED 

PROTEOLYSIS 等相关通路上。提示 LRFN4 在研

究的样本中，细胞周期相关的生物学过程较为活

跃，可能涉及细胞的增殖、分化或其他与细胞周

A：TCGA 数据库分析表达差异；B：GEPIA 数据库分析表达差异；C：差异分析火山图；D：差异分析热图。

图 1　LRFN4表达在胃癌与正常组织中的差异及相关差异基因分析

Fig. 1　Differential expression of LRFN4 between gastric cancer and normal tissues and analysis of related differential genes
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期调控紧密相关的事件(图 2B)。

2.1.4　LRFN4 表达与胃癌患者临床特征的关系 　
从临床相关性热图结果可知，LRFN4 表达水平与 T

分期紧密相关。这表明 LRFN4 与肿瘤原发灶的局

部浸润深度存在密切联系，高表达的 LRFN4 可能

促进肿瘤细胞突破基底膜，向周围组织深度浸润，

加剧肿瘤局部进展，增加对周边正常组织和器官

的侵犯(图 2C)。

2.1.5　LRFN4 与 谷 氨 酰 胺 代 谢 通 路 关 键 基 因 存

在 正 相 关 关 系　 LRFN4 可 能 通 过 增 强 与 GLS、

GOT1、GOT2 的协同作用，优化谷氨酰胺代谢通

量，保障细胞内能量生成和物质合成途径的稳定

运行，进而增强肿瘤细胞的生存优势和侵袭能力。

散点图直观展示了 LRFN4 与谷氨酰胺代谢关键基

因之间的正相关关系(图 2D)。

2.2　细胞生物学研究

2.2.1　构建敲低 LRFN4 胃癌细胞系　通过 qPCR、

Western blot 方法检测转染敲降载体病毒的胃癌细

胞 LRFN4 的表达效率，以正常培养胃癌细胞及转

染空载体病毒的胃癌细胞为对照，选择转染效率

最高的 shRNA1212(转染组二)为转染组，qPCR 结

果显示，转染组 LRFN4 mRNA 表达水平较对照组

A：生存分析；B：GSEA 分析；C：临床相关性热图；D：相关性分析。

图 2　LRFN4的临床价值与潜在功能

Fig. 2　Clinical value and potential functions of LRFN4
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降 低 (P＜0.05)； Western blot 结 果 显 示 ， 转 染 组

LRFN4 蛋白表达水平较对照组降低(P＜0.05)，这

些结果表明，已成功建立稳定敲降 LRFN4 的细胞

系(图 3A，图 3B)。

2.2.2　LRFN4 促进谷氨酰胺摄取　在 HGC-27 胃癌

细胞中，研究 LRFN4 对谷氨酰胺摄取的影响。结

果显示，LRFN4 敲降能够降低谷氨酰胺摄取，与

谷氨酰胺剥夺组产生影响相似，提示 LRFN4 可促

进谷氨酰胺摄取，增加谷氨酰胺代谢(图 3C)。

2.2.3　敲降 LRFN4 降低谷氨酰胺酶的活性　对不

同组别中谷氨酰胺酶活性进行检测，结果发现

敲降 LRFN4 能够降低谷氨酰胺代谢通路中关键

酶——谷氨酰胺酶的活性，与谷氨酰胺剥夺组产

生影响相似，提示 LRFN4 在谷氨酰胺代谢中发挥

关键作用。本次实验采用标准曲线拟合计算谷氨

酰胺酶活性，R2为 0.985，拟合效果良好(图 3D)。

2.2.4　LRFN4 促进胃癌细胞系中谷氨酰胺代谢相

关产物的产生　分别对各组别的谷氨酰胺代谢相

关产物进行检测。针对 ATP 含量的检测结果显示，

(图 4)对照组和转染对照组的 ATP 相对生成量同样

无 统 计 学 差 异 ， 且 维 持 在 较 高 水 平 。 而 敲 低

LRFN4 组和谷氨酰胺剥夺培养基组的 ATP 产生量

下降(P＜0.005)，再次验证了敲低 LRFN4 对谷氨酰

胺代谢的抑制作用，影响了 ATP 的生成，这可能

与谷氨酰胺代谢过程中能量产生环节受阻有关。

在乳酸表达量检测中，对照组和转染对照组的乳

酸相对生成量无差异，且都保持在较高水平(图 4)。

敲低 LRFN4 组的乳酸产生量相较于对照组和转染

对照组低(P＜0.005)。谷氨酰胺剥夺培养基组的乳

酸 产 生 量 下 降 (P＜0.005)。 这 充 分 说 明 ， 敲 低

LRFN4 能够抑制谷氨酰胺代谢相关的乳酸生成过

程。结合谷氨酰胺剥夺同样会导致乳酸生成量降

低，进一步表明 LRFN4 在谷氨酰胺代谢与乳酸生

成的关联中发挥着重要作用，可能通过影响谷氨

酰胺代谢途径中的多个环节，对乳酸的生成进行

调控。在谷氨酸检测方面，对照组与转染对照组

的谷氨酸相对生成量并无统计学差异，且均处于

较高水平。与之形成鲜明对比的是，敲低 LRFN4

组和谷氨酰胺剥夺培养基组的谷氨酸产生量降低

( 图 4) (P＜0.01)。 这 一 结 果 清 晰 地 表 明 ， 敲 低

LRFN4 会对谷氨酰胺代谢产生抑制作用，进而影

响谷氨酸的生成。

2.2.5　LRFN4 通过谷氨酰胺代谢途径抑制胃癌细

胞的凋亡　利用流式细胞仪检测细胞凋亡。将处

于对数生长期的 HGC-27 细胞分为对照组、转染对

照组、敲低 LRFN4 组(转染组)和谷氨酰胺剥夺培

养基组。采用 Annexin V-FITC/PI 双染法，通过流

式细胞仪检测 LRFN4 对胃癌细胞凋亡的影响及其

与谷氨酰胺代谢途径的相关性。实验结果显示，

对照组的凋亡率为 5.23%±0.56%，转染对照组的凋

亡 率 为 5.56%±0.62%， 两 组 间 无 统 计 学 差 异 (P>

0.05)； 敲 低 LRFN4 组 的 凋 亡 率 升 高 至 25.34%± 

1.23%，与对照组和转染对照组比较，差异有统计

学意义(P＜0.001)；谷氨酰胺剥夺培养基组的凋亡

率为 24.87%±1.15%,与敲低 LRFN4 组的凋亡率相近

(P＞0.05)，上述结果提示 LRFN4 可能通过谷氨酰

胺代谢途径抑制胃癌细胞的凋亡(图 5A ~ 图 5E)。

2.2.6　LRFN4 通过谷氨酰胺代谢途径促进胃癌细

胞的增殖能力　采用 CCK-8 实验检测 LRFN4 对胃

癌细胞增殖的影响。将 HGC-27 细胞以 5×103/孔的

细胞密度分别接种 96 孔板中，按对照组、转染对

照组、敲低 LRFN4 组(转染组)和谷氨酰胺剥夺培

养基组排列，每组设 5 个复孔。培养一定时间后，

检测各组增殖能力。结果表明，培养 24 h 后，各

组间无统计学差异(P＞0.05)；而 48 h、72 h 后，敲

低 LRFN4 组和谷氨酰胺培养基剥夺组增殖能力显

著降低(P＜0.001)。由此推测 LRFN4 可促进胃癌细

胞的增殖，且这一过程可能通过谷氨酰胺相关代

A：qPCR 验证转染效率；B：Western blot 验证转染效率及统计图；C：谷氨酰胺检测；D：谷氨酰胺酶活性检测。

图 3　转染效率验证与代谢检测

Fig. 3　Verification of transfection efficiency and metabolic analysis
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谢通路发挥作用(图 5F)。

3　讨论

亮氨酸丰富重复序列和纤连蛋白Ⅲ型结构域

蛋白 4 所属的 LRFN 家族，又称突触黏附样分子

(synaptic adhesion-like molecules，SALM)，是一类

在神经系统中发挥关键作用的蛋白质。该家族包

含 5 个已知成员(LRFN1 ~ LRNF5)，这些分子具有

相似的结构域，包括亮氨酸富集重复序列(leucine-

rich repeat， LRR)、 免 疫 球 蛋 白 样 结 构 域

(immunoglobulin-like domain，Ig)和纤维连接蛋白

Ⅲ型结构域(fibronectin type Ⅲ domain，Fn)，这些

结构域同样存在于 LRR-Ig-Fn 超家族蛋白中[26]。一

项研究揭示了 LRFN4 在各种癌症及白血病细胞系

内的存在，并且其在结直肠癌组织的表达与其位

置、侵入深度(T 阶段)、区域淋巴结转移(N 阶段)、

TNM 阶段以及 CEA 水平有明显关联。进一步的研

究显示，LRFN4 的高表达能有效提升患者存活的

概率并减少其死亡风险，这暗示了 LRFN4 蛋白质

在结直肠癌的发展过程中具有潜在的抗肿瘤效

应[27-28]。此外，该研究还指出 LRFN4 对单核细胞/

巨噬细胞从非炎区到炎区的迁移过程至关重要，

这也证实了 LRFN4 信号在单核细胞/巨噬细胞的迁

移过程中起到核心作用[29-30]。此外，通过生信分析

发现 LRFN4 与谷氨酰胺代谢的关系密切[14,31]。

本研究综合公共数据库分析与细胞生物学实

验，深入探究了 LRFN4 在胃癌发生发展进程中的

作用及其与谷氨酰胺代谢的紧密关联，为胃癌的

发病机制研究和临床诊疗提供了新的视角与潜在

靶点。

在公共数据库的研究中我们发现，LRFN4 的

mRNA 在胃癌组织中的表达显著，并且高表达组

的患者存活时间更短。通过 ROC 分析，胃癌组织

中 LRFN4 的 AUC 值为 0.960，表明其具备作为胃

癌预后生物标志物的潜力。LRFN4 表达与 T 分期

呈正相关，进一步揭示其在肿瘤进展各关键环节

的深度参与。从分子机制层面，GSEA 富集结果表

明 LRFN4 涉及多个重要通路，其中细胞周期通路

的激活暗示其对胃癌细胞增殖的内在驱动作用。

在肿瘤演进过程中，LRFN4 的表达随分期上升而

升高，这可能是由于肿瘤细胞为满足持续增殖、

图 4　谷氨酰胺代谢关键产物检测

Fig. 4　Detection of key products in glutamine metabolism

A：流式细胞术对照组凋亡检测；B：转染对照组凋亡检测；C：转

染组凋亡检测；D：谷氨酰胺剥夺组凋亡检测；E：统计分析定量

凋亡图；F：CCK-8 统计分析定量增殖图。

图 5　LRFN4促进胃癌细胞系增殖与抑制凋亡

Fig. 5　Promotion of proliferation and inhibition of apoptosis in 

gastric cancer cell lines by LRFN4
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侵袭与转移需求，激活相关信号通路促使 LRFN4

上调，进而扰乱细胞周期调控，加速肿瘤恶化。

这与已有肿瘤代谢重编程及基因调控研究相契合，

凸显 LRFN4 在胃癌分子网络中的关键枢纽地位，

为后续进一步胃癌的谷氨酰胺代谢相关研究指明

方向，也为后续精准靶向治疗提供了明确的分子

基础与干预方向。

在细胞生物学实验方面，成功构建的 LRFN4

敲低胃癌细胞系为深入探究其功能奠定了坚实基

础。敲低 LRFN4 后，谷氨酰胺代谢关键产物谷氨

酸、ATP 及乳酸生成减少，有力证实了 LRFN4 对

谷氨酰胺代谢的正向调控作用。从代谢流角度分

析，LRFN4 可能通过影响谷氨酰胺转运蛋白活性

或调控代谢酶基因表达，增强细胞对谷氨酰胺的

摄取与代谢效率，为肿瘤细胞提供充足能量与生

物合成前体，维持其恶性表型。CCK-8 实验清晰

表明，LRFN4 对胃癌细胞增殖具有一定促进作用，

且在 48 h 及 72 h 后效果尤为突出，结合谷氨酰胺

代谢抑制后增殖受阻现象，充分说明谷氨酰胺代

谢是 LRFN4 驱动胃癌细胞增殖的核心途径之一。

在细胞凋亡调控方面，敲低 LRFN4 引发胃癌细胞

凋亡增加，与谷氨酰胺剥夺组效果相近，揭示

LRFN4 可能通过维持谷氨酰胺代谢稳态抑制细胞

凋亡程序。其潜在机制可能涉及抗凋亡蛋白与促

凋亡蛋白表达平衡的调控，在谷氨酰胺充足代谢

条件下，LRFN4 促使抗凋亡信号增强，确保肿瘤

细胞存活优势；而敲低 LRFN4 后，此平衡被打破，

凋亡通路激活，诱导细胞死亡。此外，LRFN4 对

谷氨酰胺摄取及谷氨酰胺酶活性的促进作用，进

一步完善了其在谷氨酰胺代谢轴的关键调控角色，

从代谢酶活性与底物摄取层面为肿瘤细胞代谢重

编程提供支持。与以往研究比较，本研究首次系

统地揭示了 LRFN4 在胃癌谷氨酰胺代谢中的关键

作用，为正确认识胃癌代谢重编程机制拓宽了新

的视野。尤其值得强调的是，本研究首次在胃癌

研究中，明确阐述了 LRFN4 通过谷氨酰胺代谢途

径调控细胞增殖与凋亡的具体机制，这一发现拓

展了对胃癌代谢调控网络的理解，为后续研究提

供了全新的思路和方向。

尽管本研究取得了一定成果，但仍存在局限

性。在公共数据库研究中，虽然样本量具有一定

规模，但受限于数据来源单一及临床信息的相对

有限性，可能存在潜在混杂因素影响结果的普适

性。后续研究可整合多中心、多队列临床数据，

纳入更全面的患者临床特征与治疗信息，深入剖

析 LRFN4 与胃癌预后及治疗反应的关系。细胞实

验方面，仅采用了 HGC-27 一种胃癌细胞系，不同

胃癌细胞亚型在基因表达与代谢特性上存在异质

性，未来需拓展至更多细胞系及原代细胞培养模

型，验证 LRFN4 功能的一致性与特异性。同时，

本研究主要聚焦于 LRFN4 与谷氨酰胺代谢的直接

关联，肿瘤微环境中细胞间通讯、炎症因子及血

管生成等因素与 LRFN4 的交互作用尚待深入挖掘。

可借助共培养体系、动物模型及多组学联合分析

技术，全面解析 LRFN4 在胃癌复杂生态系统中的

作用网络，为开发基于 LRFN4 靶点的创新治疗策

略提供更坚实的理论依据与实践指导，有望推动

胃癌精准医疗的发展进程，改善患者预后与生存

质量。此外，本研究未进行 LRFN4 过表达后的分

子生物学实验，这可能导致对 LRFN4 在胃癌细胞

中作用机制的理解不够全面。未来研究可开展

LRFN4 过表达实验，进一步明确其在胃癌细胞中

的功能及相关信号通路。
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