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Artemin在软骨肉瘤中的表达及其对内皮细胞增殖和迁移的影响

胡军 1a，丰育来 1b，周中 2（1. 南京中医药大学连云港附属医院 a.骨科；b.肿瘤科，江苏 连云港 222004；2. 南京中

医药大学附属中西医结合医院 骨伤科，江苏 南京 210028）

[摘 要] 目的：探讨Artemin在软骨肉瘤中的表达水平及其对内皮细胞增殖与迁移的作用及其机制。方法：收集2015年5月至

2019年4月南京中医药大学连云港附属医院手术切除的40例软骨肉瘤患者的肿瘤组织标本，分为低（Ⅰ级）、高级别（Ⅱ、Ⅲ级）软骨

肉瘤各20例；对照组为20例因车祸等意外伤截肢患者的正常软骨组织标本。用免疫组化法检测肿瘤组织中Artemin、血管内皮生

细胞长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、Ki-67表达水平和CD31+血管密度。用10 ng/ml的Artemin处理SW1353细胞

后，用ELISA实验检测细胞培养上清中VEGF、基质细胞衍生因子-1（stromal cell derived factor-1，SDF-1）、基质金属蛋白酶2（matric

metalloproteinase 2，MMP2）和MMP9的含量变化，用Transwell迁移实验和MTT细胞增殖实验分别检测Artemin处理的软骨肉瘤细

胞对ECV304细胞增殖和迁移的影响。结果：低级别组软骨肉瘤组织中Artemin和Ki-67表达水平均显著高于对照组（均P<0.01），

高级别组软骨肉瘤组织中Artemin表达水平和Ki-67表达率显著高于低级别组（均P<0.01）。Artemin表达与软骨肉瘤组织中VEGF

水平和血管密度呈正相关（均P<0.01）；Artemin促进软骨肉瘤细胞分泌VEGF，而对SDF-1、MMP2和MMP9分泌无显著的影响；Artemin

通过促进软骨肉瘤细胞分泌VEGF，诱导ECV304细胞增殖和迁移（均P<0.01）。结论：Artemin在软骨肉瘤组织中高表达且与VEGF

水平和血管密度呈正相关，Artemin能够增强软骨肉瘤细胞诱导血管生成功能。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of Artemin in chondrosarcoma and its effect on proliferation and migration of

endothelial cells, and to explore the mechanism. Methods: A total of 40 chondrosarcoma tissue samples (low degree (Ⅰ), 20 cases; high

degree (Ⅱ,Ⅲ), 20 cases) surgically resected from patients, who were treated in Lianyungang Hospital Affiliated to Nanjing University of

Chinese Medicine from May, 2015 to April, 2019, were collected for this study. Another 20 cases of normal cartilage tissue specimen

from patients with amputations due to car accidents were served as control. The expressions of Artemin, vascular endothelial growth

factor (VEGF), Ki-67 and CD31+ vascular density in tumor tissues were detected by immunohistochemistry. After being treated with 10

ng/ml Artemin, the changes of VEGF, stromal cell derived factor-1 (SDF-1), matric metalloproteinase 2 (MMP2) and MMP9 in the su‐

pernatant of SW1353 cell culture were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the effects of Artemin-treated

chondrosarcoma cells on the migration and proliferation of ECV304 cells were detected by Transwell migration assay and MTT cell

proliferation assay, respectively. Results: The expressions of Artemin and Ki-67 in the tissues of low-level group were significantly

higher than those in the control group (all P<0.01); the expressions of Artemin and Ki-67 in the tissues of high-level group were signifi‐

cantly higher than those in the low-level group (all P<0.01). The expression of Artemin was positively correlated with VEGF level and

vascular density in chondrosarcoma tissues (all P<0.01); Artemin promoted the secretion of VEGF by chondrosarcoma cells, but had no

significant effect on the secretion of SDF-1, MMP2 and MMP9. Artemin induced the proliferation and migration of ECV304 cells by

promoting the secretion of VEGF by chondrosarcoma cells (all P<0.01). Conclusion: Artemin is highly expressed in chondrosarcoma

tissues and has a positive correlation with the expression of VEGF and vascular density. Artemin can enhance the angiogenesis induced
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by chondrosarcoma.
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软骨肉瘤（chondrosarcoma）是最常见的骨恶性

肿瘤之一，常发生于骨盆和股骨等部位[1]。手术治疗

是软骨肉瘤最主要的治疗手段，然而部分患者发现

时已经发生了转移，手术大范围切除会严重影响患

者的肢体功能，术后辅助治疗对于清除残存的肿瘤

至关重要[2]。但软骨肉瘤对放疗和化疗均不敏感[3]，

因此寻找新的治疗靶点具有十分重要的临床意义。

软骨特殊的组织结构使得软骨肉瘤相对于其他部位

恶性肿瘤血管密度较低，而血管密度是影响软骨肉

瘤患者预后的独立风险因素[4-6]。Artemin属于胶质

细胞源性神经营养因子配基家族，在乳腺癌和食管

癌等肿瘤中高表达，促进肿瘤生长和转移 [7-9]，然而

其在软骨肉瘤中的表达还尚未见报道。神经与

血管生成密切相关，许多神经分子也可作为有

效的血管生成分子，促进血管新生和内皮细胞

增殖 [10-11]。本研究通过检测 Artemin 在软骨肉瘤

中的表达水平，探讨其与软骨肉瘤促血管生成

的相关性，以期为软骨肉瘤的靶向治疗探寻新

的靶标。

1 资料与方法

1.1 临床样本的来源

收集 2015年 5月 1日至 2019年 4月 30日南京中

医药大学连云港附属医院手术切除的40例软骨肉瘤

患者的组织标本，其中男性 24例、女性 16例。病例

纳入标准：影像学和病理学均诊断为软骨肉瘤。病

例排除标准：年龄<18周岁或者>70周岁；合并脑出血

或者脑梗死等神经系统病变；合并糖尿病等全身系

统性代谢疾病；合并其他恶性肿瘤；合并乙肝病毒和

HIV感染者。按照2013年世界卫生组织骨和软组织

肿瘤分级标准，将软骨肉瘤分为低级别组（Ⅰ级软骨

肉瘤，共 20例）和高级别组（Ⅱ、Ⅲ级软骨肉瘤，共 20

例）。选取 20例因车祸等意外伤截肢患者的正常软

骨组织标本作为对照组。所有标本获取前均告知患

者并签署知情同意书，研究方案和程序征得医院伦

理委员会批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人软骨肉瘤细胞 SW1353 和内皮细胞 ECV304

均购于美国ATCC公司。胎牛血清和RMPI 1640均

购于美国Hyclone公司，DMSO、MTT细胞增殖试剂

盒购于美国Sigma公司，Artemin、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）、Ki-67 和

CD31一抗、VEGF中和性抗体购于美国Abcam公司，

基质细胞衍生因子（stromal cell derived factor-1，

SDF-1）、基质金属蛋白酶 2（matric metalloproteinase

2，MMP2）和 MMP9 的 ELISA 试剂盒购于欣博盛生

物科技公司，Transwell小室购于美国Corning公司。

1.3 组织学染色法观察软骨肉瘤中Artemin、VEGF、

Ki-67表达和CD31+血管密度

收集对照组、低级别组和高级别组软骨肉瘤患

者的组织标本，4%多聚甲醛固定12 h。石蜡包埋后，

进行组织切片，一部分组织进行H-E染色，另一部分

组织进行免疫组织化学染色检测Artemin和VEGF、

Ki-67表达和CD31+血管密度。结果判定：阳性表达

为组织或细胞染色呈棕色或者黑色，阴性表达为组

织或细胞呈苏木精染色的蓝色。检测结果由 2名副

主任医师进行判断，并在相同光背景下，使用显微镜

进行拍照。Artemin 和 VEGF 表达采用 Image Pro

Plus 6.0分析平均光密度，Ki-67表达率为阳性表达细

胞/所有细胞，CD31+血管密度为每个视野CD31+内皮

细胞形成的血管数目。

1.4 ELISA 实验检测 Artemin 对 SW1353 细胞中

VEGF、SDF-1、MMP2和MMP9水平的影响

将人软骨肉瘤 SW1353细胞置于含有 10%胎牛

血清的RMPI 1640中进行培养，细胞汇合度达 70%~

80%时进行传代。实验分为2组：Artemin组（培养基

中加入10 ng/ml的Artemin）和对照组（培养基中加入

相同体积的 PBS）。在常规条件下培养 48 h 后，以

ELISA法检测上清中VEGF、SDF-1、MMP2和MMP9

的水平。

1.5 Transwell 实验检测 Artemin 处理的 SW1353 细

胞对ECV304细胞迁移的影响

Transwell小室上层加入 2×104个ECV304细胞，

小室下层为 1×105 SW1353细胞（10 ng/ml的Artemin

刺激48 h，PBS清洗3次后进行实验），实验分为4组：

空白组（下室加入正常的培养基）、对照组（下室为对照组

SW1353细胞）、Artemin 组（下室内加入 Artemin 预

处理的 SW1353 细胞）和 VEGF 阻断组（下室为

Artemin 预处理的 SW1353 细胞，同时加入 VEGF

的中和性抗体）。共培养 48 h 后，取出小室，用

棉签抹去上层的细胞，4% 多聚甲醛固定 30 min

后，加入 1% 结晶紫染液中染色 30 min，PBS 清洗

3 次后，置于显微镜下随机拍摄 9 个部位，然后观

测迁移 ECV304细胞的数目。
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1.6 MTT实验检测Artemin处理的 SW1353细胞对

ECV304细胞增殖的影响

实验分组同 1.5。共培养 24 h 后 ，将各组

ECV304 细胞消化以 6×103/孔的细胞密度种植到 96

孔板内，每组设置 6个复孔，继续培养 24 h后，加入

MTT溶液。4 h后，PBS清洗 3次，加入DMSO培养

基，室温避光震荡15 min后，在酶标仪上检测各组细

胞波长在 570 nm的光密度（D）值，并通过计算细胞

相对增殖率。细胞增殖率=（处理后各组D值/处理前

D值-1）×100%。

1.7 统计学处理

ELISA、Transwell、MTT实验均重复 6次。采用

SPSS18.0软件对实验数据进行统计分析。正态分布的

计量数据以 x̄±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，相关性分析采用Pearson法。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 软骨肉瘤患者的一般临床资料

对照组患者年龄为（46.3±6.9）岁，体质量为

（62.3±10.3）kg，男性 14例、女性 6例。低级别组软骨

肉瘤患者年龄为（48.9±8.3）岁，体质量为（66.2±9.2）

kg，男性13例、女性7例；高级别组患者年龄为（51.3±

6.6）岁，体质量为（59.5±8.6）kg，男性11例、女性9例。

两组患者的年龄、性别、体质量等比较差异无统计学

意义（均P>0.05），具有可比性。

2.2 高级别软骨肉瘤组织中Artemin表达水平显著升高

免疫组化染色结果（图 1）显示，与对照组比较，

低级别组、高级别组软骨肉瘤组织中Artemin表达水

平均显著升高（19.50±3.78、93.83±17.62 vs 3.33±0.88，

t=4.161、4.124，均 P<0.01]、Ki-67 表达率显著升高

[（6.88±0.58）%、（13.70±1.57）% vs（1.53±0.45）%，

t=7.298、4.064，均P<0.01]。

2.3 高级别软骨肉瘤组织中血管密度显著增高

免疫组化染色结果（图 2）显示，与对照组比较，

低级别组、高级别组软骨肉瘤组织中 VEGF 表达

水平显著升高（9.80±1.32、45.62±4.21 vs 3.88±0.59，

t=4.092、8.120，均 P<0.01）、血 管 密 度 显 著 增 高

[（7.33±0.99）、（21.50±1.73）vs（0.83±0.31）个，t=6.277、

7.118，均P<0.01]。相关性分析结果显示，软骨肉瘤

组织中Artemin表达与VEGF 的表达和血管密度呈

正相关（r=0.7935、0.8235，均P<0.01）。

图1 软骨肉瘤组织中Artemin表达水平（（×100））

Fig.1 Artemin expression in chondrosarcoma tissues (×100)

2.4 Artemin促进SW1353细胞分泌VEGF

ELISA实验结果（图3）显示，Artemin组SW1353

细胞上清液中VEGF含量显著高于对照组[（64.77±

6.11） vs（18.50±2.93）ng/ml，t=6.825，P<0.01]；而

SDF-1、MMP2和MMP9含量在两组之间的差异均无

统计学意义（均P>0.05）。

2.5 Artemin处理的SW1353细胞促进ECV304细胞

迁移

Transwell实验结果（图 4）显示，对照组ECV304

细胞的迁移率显著高于空白组 [（10.55±1.30）% vs
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（4.35±0.76）%，t=4.132，P<0.01]；Artemin 组 ECV304

细胞的迁移率显著高于对照组 [（20.82±1.72）% vs

（10.55±1.30）%，t=4.767，P<0.01]；VEGF的阻断能够

完全抑制Artemin的促迁移作用，与Artemin组比较，

差异具有显著的统计学意义 [（7.75±1.42）% vs

（20.82±1.72）%，t=6.055，P<0.01]。

图2 软骨肉瘤与正常组织中VEGF表达和血管密度比较（（×100））

Fig.2 Comparisons of VEGF expression and vascular density between chondrosarcoma tissues and normal tissues (×100)

**P<0.01 vs Ctrl group

图3 Artemin对SW1353细胞中VEGF、、SDF-1、、MMP-2和MMP-9表达的影响

Fig.3 Effects of Artemin on expressions of VEGF, SDF-1, MMP-2 and MMP-9 in SW1353 cells

图4 Artemin刺激的SW1353细胞促进ECV304细胞的迁移（（×100））

Fig.4 Artemin-stimulated SW1353 cells promoted migration of ECV304 cells (×100)

2.6 Artemin处理的SW1353细胞促进ECV304细胞

增殖

MTT实验结果（图5）显示，对照组ECV304细胞

的增殖率显著高于空白组[（25.33±1.86）% vs（15.67±

1.65）%，t=3.896，P<0.01]；Artemin组ECV304细胞的

增殖率显著高于对照组[（41.67±2.64）% vs（25.33±

1.86）%，t=5.059，P<0.01]；VEGF 的阻断能够完全抑

制Artemin的促增殖作用，与Artemin组比较差异具

有显著的统计学意义 [（20.03±2.16）% vs（41.67±

2.64）%，t=6.349，P<0.01]。
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**P<0.05 vs Blank group；△△P<0.01 vs Ctrl group；
▲▲P<0.01 vs Artemin group

图5 Artemin刺激的SW1353细胞促进ECV304细胞增殖

Fig.5 Artemin-stimulated SW1353 cells promoted the prolif‐

eration of ECV304 cells

3 讨 论

软骨肉瘤是一种发生于软骨组织或者成软骨结

缔组织的恶性肿瘤，手术治疗为主的综合治疗是目

前主要的治疗方法，治疗原则是减轻患者的临床症

状、防止复发和转移，并尽可能保存关节等的功能[12]。

然而软骨肉瘤对放疗和化疗并不敏感，近几年发展

起来的基因编辑技术能够增强放化疗的敏感性，但

是离应用于临床还有很长的一段距离[13]。因此，寻找

新的治疗靶点具有十分重要的意义。Artemin是一种

分泌型的磷酸化蛋白，具有促进细胞增殖和黏附等

功能。近期大量研究[14-16]发现，Artemin 在胃癌、肺

癌、胰腺癌和乳腺癌中高表达，且与肿瘤的浸润深度

和淋巴结转移密切相关，但其具体的作用机制尚不

明确。本研究结果发现，Artemin在软骨肉瘤组织中

高表达，且与VEGF的表达和血管密度呈正相关，表

明Artemin可作为一个潜在的靶标，应用于软骨肉瘤

的靶向治疗。

神经与血管在解剖与功能上紧密相关，相互作

用。血管新生后，可以为神经生长提供能量和物质，

诱导神经末梢向组织内长入。许多神经分子是一种

有效的血管生长因子，能够促进内皮细胞增殖和迁

移，诱导移植生物材料的血管化[17]。神经轴突导向因

子Netrin-1是一种重要的神经轴突生长因子，科学家

将其包裹到水凝胶，注射在梗死的心肌组织内，动物

实验中发现Netrin-1可以诱导血管生成，维持心脏的

各项功能[18]。Artemin是一种胶质细胞分泌的神经分

子，本研究发现在软骨肉瘤组织中Artemin与VEGF

和血管密度呈正相关；进一步的体外研究发现，Arte‐

min 能够促进软骨肉瘤细胞分泌 VEGF，诱导

ECV304细胞增殖和迁移，结果表明Artemin具有诱

导血管生成的重要作用。

软骨质地较硬，且血管密度很低。相对于其他

部位的恶性肿瘤，软骨肉瘤血管较少，能量供给相对

较为困难，因此部分软骨肉瘤恶性程度相对较弱[19]。

然而仍有很多软骨肉瘤血管密度显著升高，且容易

发生周围组织的浸润和淋巴结转移。因此血管密度

被认为是软骨肉瘤的独立危险因素。血管密度低使

得化疗药物很难到达肿瘤组织中，难以发挥有效的

治疗作用。VEGF在软骨肉瘤中高表达，通过药物靶

向抑制VEGF的表达，能够显著延缓肿瘤生长，增强

治疗效果和延长患者的生存周期[20-22]。本研究发现，

Artemin 是一种促血管生成分子，在软骨肉瘤中与

VEGF和血管密度紧密相关，体外研究也发现Arte‐

min能够促进软骨肉瘤分泌血管生成因子，进而诱导

血管生成和肿瘤的进展。然而具体的疗效还需要进

一步动物实验和临床试验进行验证。

综上，Artemin在软骨肉瘤组织中高表达，且与

VEGF水平和血管密度呈正相关，Artemin能够增强

软骨肉瘤诱导血管生成功能，本研究为软骨肉瘤的

抗血管生成靶向治疗提供了潜在的靶标。
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