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摘要      肿瘤微环境是肿瘤发生发展过程中重要的决定因素, 受到细胞内多种蛋白质表达量

异常或结构改变的影响。LGMN(Legumain)是一种半胱氨酸蛋白酶, 参与多种蛋白质的加工, 在体

内发挥一定的生物学功能。同时LGMN在多种实体瘤中高表达, 与恶性肿瘤的侵袭、扩散和转移

密切相关, 其具体生物学作用机制涉及多种途径, 包括影响肿瘤微环境中肿瘤相关巨噬细胞和新生

血管内皮细胞等。该文将对LGMN在肿瘤形成和进展中的作用机制及其与肿瘤微环境的关系加以

综述, 从而为系统阐明LGMN在肿瘤微环境中的作用机理以及探索新型的肿瘤诊断标志物和治疗

靶点提供科学依据。
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Research of Legumain in Tumor Microenvironment
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Abstract       Tumor microenvironment is an important determinant in the process of tumorigenesis and de-
velopment, and is affected by abnormal expression or structural changes of various proteins in cells. Legumain, a 
cysteine protease, is involved in the processing of various proteins and exerts certain biological functions in vivo. At 
the same time, it is highly expressed in various tumors and is closely related to the invasion, spread and metastasis 
of malignant tumors. Its specific biological mechanism involves multiple pathways and may affect the tumor micro-
environment, including tumor-associated macrophages and vascular endothelial cells. This article will review the 
mechanism of Legumain in tumor formation and progression and its relationship with tumor microenvironment, so 
as to provide a scientific basis for systematically elucidating the mechanism of Legumain in tumor microenviron-
ment and exploring new biomarkers for tumor diagnosis and treatment.
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豆蛋白酶 (Legumain, LGMN)又称天冬酰胺内

肽酶 (asparagine endopeptidase, AEP), 最早于 20世
纪 80年代初在豆科种子中被发现 , 并于 1997年首

次在哺乳动物中被分离鉴定 [1-2], 是目前已知的唯

一一种特异性切割哺乳动物基因组中天冬酰胺

残基肽键的半胱氨酸蛋白酶 ,  属于半胱氨酸蛋白

酶C13家族的一个新成员 [3]。有研究显示 ,  LGMN
的表达水平及分布与乳腺癌、胃癌等多种肿瘤的
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发生发展密切相关 [4-6], 而且可以通过重塑细胞外基

质、调节外泌体介导的物质转运、影响肿瘤微环境

的血管生成参与肿瘤细胞的生长、增殖和迁移 [7-9]。

近年来LGMN在肿瘤微环境中的作用已经得到了广

泛关注。本文将针对LGMN在恶性肿瘤组织中的表

达特点、在肿瘤形成中的作用机制及其与肿瘤微环

境的调控作用进行综述 , 旨在促进LGMN在癌症进

程中的作用机制研究以及为临床转化和拓展应用提

供依据。

1   LGMN的生物学特点
LGMN定位于人的14q32.1, 由14个外显子和13

个内含子组成, 编码了由433个氨基酸残基组成的多

肽链 [2-4]。CHEN等 [10]通过免疫共沉淀实验表明 , 人
的LGMN蛋白共有3种形式, 分别为56 kDa的酶原前

体, 46 kDa和36 kDa的成熟酶, 其中酶原前体不具备

活性 , 通过调整环境中的pH可以启动其自身催化机

制而转变为具有活性形式的46 kDa成熟酶。46 kDa
成熟酶在溶酶体内经过多种蛋白酶处理后 , 其羧基

端被剪切生成36 kDa成熟酶 , 并且这两种形式的酶

活性一致。LGMN酶原前体的结构主要由信号

肽 , 催化功能区以及稳定与活化调节区 (legumain 
stabilization and activity modulation, LSAM)三部分

组成 [10]。其中信号肽部分引导LGMN到内质网进

行加工。催化功能区通过在空间上相互接近的 3
个活性位点残基His148、Cys189和Asn42, 稳定

LGMN的酶活性。LSAM则通过触发位于催化结

构域附近的静电编码稳定开关来保证 LGMN酶原

前体的稳定状态[11-12]。

LGMN主要分布于溶酶体中 , 介导着多种蛋

白质的加工 , 例如将半胱氨酸组织蛋白酶的单链形

式转化为双链形式 ; 同时在哺乳动物免疫过程中也

起着重要作用。LGMN在哺乳动物中定位于抗原

递呈细胞 , 如 B细胞和树突状细胞。在 B细胞中 , 
LGMN会加工自身和外源蛋白, 使其在T细胞表面

呈现 II类主要组织相容性复合体 , 从而辅助免疫

耐受的形成 [13-14]。除此之外 , 它也是免疫信号转导

的重要因子 , 同组织蛋白酶一样酶切激活 toll样受体

(toll-like receptors, TLRs), 参与固有免疫反应。除了

正常的生物学功能以外 , LGMN还与多种疾病包括

肿瘤关系密切。LGMN在肿瘤新生血管内皮细胞、

肿瘤基质内的肿瘤相关巨噬细胞 (tumor-associated 

macrophages, TAMs)以及乳腺[10]、结肠[15]、前列腺[16]、

卵巢肿瘤 [17]等多种实体瘤组织中高表达 , 并且其表

达与多种肿瘤的病理指标和预后有密切关系。此外, 
在肿瘤微环境多种细胞中也发现LGMN高表达的现

象[18-19]。

2   LGMN与肿瘤的关系
2.1   LGMN与肿瘤恶性程度之间的关系

LGMN在宫颈癌、乳腺癌和卵巢癌等多种肿

瘤疾病中呈现高表达状态 , 其表达量与肿瘤的分级

或患者的临床分期有关 , 且高表达量提示较差临床

分期。杨艳彬等 [20]通过免疫组织化学方法研究了41
例宫颈癌, 62例宫颈癌前病变和84例正常样本, 证实

了LGMN在宫颈癌组织中的表达阳性率及强度均远

远高于癌前病变和正常组织。同样 , TOSS等 [21]通过

免疫组化方法 , 发现了LGMN在乳腺癌中的表达水

平越高肿瘤分级也越高。且有学者通过实时荧光定

量PCR和蛋白质印迹方法验证了LGMN表达量增加

与卵巢肿瘤恶性程度呈正相关 [16]。这些相关性提示

LGMN可能作为恶性肿瘤的筛查和辅助诊断指标。

2.2   LGMN与肿瘤形成进展的关系

肿瘤细胞中LGMN有促进恶性肿瘤细胞侵袭

及转移的作用。XU等 [22]对小鼠注射 LGMN蛋白

后 , 发现乳腺癌细胞生长和转移速度加快 , 而使用

LGMN AEPI(Aza-Asn epoxides effectively inhibit 
the activity of AEP)抑制剂后却发现乳腺癌细胞转

移受到抑制 , 证实了LGMN蛋白会影响乳腺癌细胞

的生长与转移。类似的, MENG等[23]将HeLa和SiHa
细胞中的LGMN基因敲除后 , 发现其迁移和侵袭能

力显著降低 , 这表明了LGMN在宫颈癌细胞的迁移

和侵袭中起到了关键作用。在体外培养的胃癌和

卵巢癌细胞中也同样观察到 , LGMN过表达能够促

进肿瘤细胞的迁移及浸润[9,24]。

2.3   LGMN与肿瘤预后的关系

LGMN高表达不仅与较差的临床分期和肿瘤转

移有关, 而且会导致不良的肿瘤预后, 其患者生存率

较低。WANG等 [17]通过对卵巢癌患者随访发现 , 与
LGMN表达低的患者相比 , LGMN高表达患者不良

预后的发生概率增加。同样 , 在LI等 [25]对73例胃癌

患者进行随访时 , 也发现LGMN表达与累积生存率

呈显著负相关。LGMN高表达患者的相对生存期较

短, 其他多项研究也表明, LGMN在多种恶性肿瘤细
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胞中的高表达均会影响患者的预后[26]。

3   LGMN在肿瘤形成和进展中的作用机制
随着分子生物学技术的发展 , LGMN参与肿瘤

发生发展的作用机制逐渐得到研究和揭示 , 如外泌

体转运、蛋白酶活性调节、整合素互作调控、信号

通路干预等(表1)。
3.1   LGMN参与MMP-2、MMP-9信号通路

基质金属蛋白酶是一种锌依赖的内肽酶 , 在肿

瘤微环境中的核心作用是降解和重构细胞外基质。

LGMN的裂解会使MMP家族中的MMP-2和MMP-9
获得酶活性 [27]。激活的LGMN特异性地裂解明胶原

酶N-端的天冬酰胺键 , 产生成熟的MMP-2和MMP-
9。二者都参与了细胞外基质的降解, 促进乳腺癌细

胞的转移和侵袭 [28]。在胃癌中 , LGMN通过直接或

间接作用于MMP-9, 使MMP-9无活性蛋白酶形式逐

渐向具有降低细胞外基质活性的MMP-9形式转变 , 
从而促进胃癌细胞转移[29]。

3.2   LGMN参与PI3K/AKT信号通路

PI3K是一种磷脂酰肌醇-3-羟激酶, AKT是一种

丝氨酸 /苏氨酸激酶 , PI3K/AKT途径会参与调节细

胞生长、侵袭和转移。磷酸肌醇3-激酶通过抑制细

胞凋亡和增强化疗诱导细胞凋亡的抵抗力来提高肿

瘤生长的速度 , 从而增强乳腺癌细胞的侵袭和转移

能力。此外 , PI3K/AKT通路相关蛋白编码基因的突

变可能会异常激活该通路 , 进而通过减少细胞黏附

诱发肿瘤血管生成和调节上皮间质转化 (epithelial-
mesenchymal transitions, EMT), 促进乳腺癌的侵袭

和转移[30-34]。ZHU等[35]发现, 抑制前列腺细胞22RV1

中LGMN的表达可降低PI3K水平 , 但不影响mTOR
蛋白水平 ; 而缺失LGMN则显著降低了AKT的磷酸

化 , 但并没有降低AKT的总表达。因此 , LGMN可

能通过激活PI3K/AKT信号通路而成为癌细胞增殖、

侵袭和存活的关键因子。

3.3   LGMN参与整合素信号通路

肿瘤相关血管可以表达一组异二聚体细胞表面

受体 , 称为整合素。LGMN和αvβ整合素在许多人类

癌症的肿瘤细胞和血管生成系统中过表达。整合素

可以转导信号以调节细胞生长、增殖、分化和黏附, 
它们在各种类型细胞上表达 , 包括成纤维细胞、内

皮细胞和免疫细胞 [36]。乳腺癌细胞来源的LGMN含

有一个RGD基序, 可与内皮整合素αvβ3相互作用, 使
αvβ3闭合。整合素αvβ3的闭合通过STAT3信号通路

间接下调ZO-1的表达 , 最终增加了内皮细胞的通透

性 , 从而协助肿瘤细胞的转移 [28]。在上皮性卵巢癌

(epithelial ovarian cancer, EOC)中有一些特异性

表达的整合素, 例如α5β1、α2β1和αvβ3[37-39]。其中, 
EOC细胞分泌的外泌体中所含有的 α5β1/LGMN
复合物会影响人类腹膜间皮细胞 (human perito-
neal mesothelial cell, HPMC)的增殖和迁移 , 与
此同时 , α5β1和LGMN在EOC和HPMC中均高度

表达并存在共定位现象。此外 , 将HPMC与 EOC
衍生的外泌体共培养还可引发 α5β1/LGMN的下

游通路 FAK/AKT/Erk的变化以及 EMT蛋白质水

平的变化[9]。

3.4   LGMN参与TGF-β信号通路

TGF-β是一个庞大的家族 , 脊椎动物 TGF-β
超家族包括 TGF-β活化素和骨形成蛋白。哺乳

表1   LGMN在肿瘤形成和进展中的作用机制

Table 1   Mechanism of LGMN in tumor formation and progression
信号通路

Signaling pathway
肿瘤类别

Tumor categories
信号变化

Signal change
影响

Effect
参考文献

References

LGMN/MMP-2, 
MMP-9

Breast cancer Activation Promote metastasis and invasion of breast cancer cells [28]

Gastric cancer Activation Promote metastasis and invasion of gastric cancer cells [29]

LGMN/PI3K/AKT Breast cancer Activation Promote metastasis and invasion of breast cancer cells [30-34]

Prostate cancer Activation Promote prostate cancer cell proliferation, invasion and survival [35]

LGMN, Integrin Breast cancer Inhibition Promote metastasis of breast cancer cells [28]

Epithelial ovarian 
cancer

Co-activation α5β1/AEP complex affects proliferation and migration of epithe-
lial ovarian cancer

[9,37-39]

LGMN/TGF-β Activation Promote tumor-associated macrophage repolarization [42]

LGMN/P53 Glioblastoma Inhibition Promote tumorigenesis, proliferation and anti-apoptotic activity 
of glioblasts

[44]
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动物TGF-β共有 3种TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3。
Smads为与线虫Sma和果蝇Sma蛋白同源的蛋白质 , 
TGF-β1通过与TGF-β受体II(TβRII)结合来启动细胞

内信号转导。TGF-β1激活TGF-β受体I型(TβRI)激酶, 
导致Smad2和Smad3的磷酸化。随后, 活化的Smad2
和Smad3与Smad4形成低聚复合物。这些低聚复合

物移动到细胞核中可调节靶基因的转录[40-41]。JIN
等[42]通过研究TGF-β3/FAK通路靶向脂质代谢克服

EMT相关耐药, 利用LGMN活化实现肿瘤相关巨噬

细胞复极化。

3.5   LGMN参与P53信号通路

P53是一种肿瘤抑制基因, YAMANE等[43]对

DJ-1-敲除的细胞分析后, 发现LGMN的表达和蛋白

酶活性能够由P53通过小鼠上的DJ-1进行调节。有

研究发现, 大多数肿瘤类型都有P53基因错义突变, 
但是在大多数胶质母细胞瘤中, P53基因的突变很

少发生。在2020年, LIN等[44]发现了一种调节P53蛋
白活性的新方法, 被激活的LGMN会在N311处切割

P53蛋白, 产生P53片段, 这些片段失去了对癌基因转

录抑制的功能, 从而间接促进胶质母细胞的肿瘤发

生、增殖和提高抗凋亡活性。

4   LGMN与肿瘤微环境的关系
肿瘤微环境 (tumor microenvironment, TME)是

肿瘤形成和进展过程中重要的影响因素 , 主要由肿

瘤细胞、肿瘤相关巨噬细胞、肿瘤相关成纤维细胞、

血管内皮生成细胞、细胞外基质、T淋巴细胞和B淋
巴细胞等组成。在TME中 , 肿瘤细胞可吸引或激活

许多非肿瘤细胞, 这些细胞直接(通过释放因子)或间

接(通过诱导组织缺氧或出现坏死)改变微环境 [45](图
1)。
4.1   LGMN影响血管再生微环境

LGMN在肿瘤微环境中的新生血管内皮细胞中

高表达。吴文苑等[46]为研究LGMN对人静脉血管内

皮细胞(HUVEC)管腔形成的影响, 向培养基中加入

LGMN的抑制物APEI。实验结果显示, HUVEC细
胞形成的完整小管腔数目明显减少, 并且随着APEI
加入量的增加而进一步减少, 表明在肿瘤组织血管

内皮细胞高表达的LGMN可能会促进肿瘤新生血管

的形成, 改善肿瘤血供, 促进肿瘤生长。且LGMN已

被证实与肿瘤新生血管和肿瘤相关巨噬细胞有着重

要关联。容维宁等[47]对肿瘤新生血管进行CD31和
LGMN的双染, 通过流式细胞仪分析发现LGMN在

新生血管处于增殖状态的内皮细胞中高表达。

4.2   LGMN影响肿瘤相关巨噬细胞

肿瘤相关巨噬细胞 (TAMs)是肿瘤微环境的重

要组成部分 , 属于M2型巨噬细胞。TAMs通过分泌

多种生长因子、血管生成因子、蛋白酶等促进肿瘤

基质重构、新生血管生成、肿瘤细胞增殖及转移。

某些髓系细胞来源于单核细胞 , 它们在暴露于局部

肿瘤微环境后可分化为TAMs。
SHEN等 [36]通过在TAMs中敲除LGMN基因 , 构

图1   LGMN对肿瘤微环境的作用机制示意图

Fig.1   Schematic diagram of the functional mechanism of LGMN in the tumor microenvironment
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建LGMN基因缺失的乳腺癌小鼠模型 , 发现肿瘤生

长受到显著抑制 ; 对分离的原代肿瘤细胞进行检测 , 
证明TAMs中 LGMN的敲除可以抑制肿瘤的生长、

增殖和凋亡。此外, 与对照组相比, Lgmn–/–小鼠的肿

瘤组织和分离的原代肿瘤细胞中 , 衰老激活的主要

上游通路分子 p38MAPK的磷酸化水平均上调。这

些结果表明 , 敲除TAMs中的LGMN可显著促进体内

肿瘤细胞的衰老。WANG等 [24]首先证实 , 与相邻正

常组织样本相比, LGMN在胃癌组织样本的TAMs中
高表达; 其次, 研究者通过构建LGMN过表达细胞系

和LGMN敲低细胞系, 证明LGMN敲低的TAMs在体

内可抑制肿瘤进展 ; 通过免疫组化检测到血管生成

标志物CD31的表达明显受到抑制 , 并且恶性生长标

志物Ki67在LGMN抑制的TAM相关肿瘤中表达下

调 , 证明LGMN抑制的TAM可减少体内肿瘤生长和

血管生成。总之 , 减少肿瘤基质中TAM的数量可以

有效地改变肿瘤微环境 , 从而显著抑制肿瘤生长和

转移。

4.3   LGMN影响细胞外基质的形成

细胞外基质 (extracellular matrix, ECM)由多糖、

蛋白质或蛋白聚糖组成, 是由机体细胞合成, 并分布

在细胞之间或细胞表面的物质。细胞外基质不但

能够起到支持、连接的功能 , 还能调节组织和细胞

的生理功能 , 在肿瘤的形成、转移 , 以及在细胞增

殖、分化和维持组织稳态方面起着至关重要作用[48]。

LGMN可以分泌到TME中, 重塑ECM。SHEN等[7]用

免疫荧光染色显示LGMN和纤连蛋白在异种移植的

肿瘤组织中共定位, 表明LGMN可以分泌到TME中, 
且LGMN可以导致ECM的主要成分纤维蛋白和胶原

蛋白 I分解代谢 , 进而起到重塑ECM的作用。ZAWA 
等 [49]通过Western blot证明在人主动脉平滑肌细胞

中 , LGMN表达显著增加了胶原蛋白、纤连蛋白和

弹性蛋白的表达量。BAI等 [50]研究表明 , LGMN通

过在肺动脉高压小鼠模型中激活肺动脉VSMC中的

MMP-2/转化生长因子-β1信号转导来增加ECM蛋白

的合成。

4.4   LGMN影响外泌体的功能

外泌体是活细胞分泌到胞外直径在30~150 nm的

双层磷脂小囊泡 , 由细胞内吞体腔室内陷而成。肿

瘤细胞来源的外泌体通过有效地将miRNA、mRNA
和蛋白质传递到其他细胞中 , 从而调节细胞增殖、

侵袭和血管生成等功能 [51-53]。YAN等 [8]研究表明 , 

富含LGMN的外泌体能够增强胰腺导管腺癌细胞

的增殖、迁移和侵袭能力 ; 相反缺乏LGMN的外泌

体则降低了癌细胞的侵袭能力。LI等 [9]为探索含

LGMN的外泌体的功能, 首先建立了稳定的AEP-KD 
SKOV3细胞系 , 并证实抑制外泌体中LGMN复合物

可减少HPMC增殖和迁移; 其次, 通过分析临床样本, 
还发现LGMN复合物在晚期上皮性卵巢癌患者的血

清和腹水来源的外泌体中高度表达。研究结果还表

明 , 由器官特异性细胞摄取的肿瘤来源外泌体可以

制备转移前的生态位 [54]。因此 , LGMN可能以外泌

体依赖方式对某些癌症的进展发挥重要作用。

5   LGMN作为靶标在肿瘤免疫治疗中的

应用前景
鉴于LGMN在肿瘤微环境和肿瘤组织中会选择

性过表达, 且在免疫系统中发挥着重要作用, 因此靶

向LGMN可能是发展肿瘤免疫治疗的一个有前景策

略。

5.1   基于LGMN的DNA疫苗

LEWEN等 [10]构建了基于LGMN的DNA疫苗 , 
发现在 BALB/c小鼠中 , DNA疫苗通过诱导针对

LGMN高表达的TAMs的特异性CD8+ T细胞反应, 有
效保护宿主免受肿瘤细胞攻击。除了LGMN单肽

DNA疫苗的证据外 , KARYAMPUDI等 [55]还利用多

肽疫苗构建了抗PD-1抗体 , 作为一种联合治疗方案

来逆转肿瘤微环境中的免疫抑制作用。联合方案改

善了疫苗的疗效, 使肿瘤的诱导消退, 促进了CD8+ T
细胞在消退肿瘤中的浸润 , 也延长了荷瘤小鼠的中

位生存时间。但在将其引入临床之前 , DNA疫苗引

发的复杂宿主免疫反应仍需要进一步的研究。

5.2   小分子抑制剂对LGMN的抑制作用

SAR131675是一种酪氨酸激酶抑制剂 , ALAM
等 [56]发现 , SAR131675可通过靶向几种原位和同基

因乳腺肿瘤模型来诱导有效的抗肿瘤作用 , 减少淋

巴结浸润 , 以及避免肺转移。此外 , ESPAGNOLLE
等 [57]还发现 , 用 SAR131675治疗可减少肿瘤微环

境中高水平表达 LGMN且免疫功能低下的巨噬

细胞数量。这些结果表明 , 酪氨酸激酶抑制剂 (如
SAR131675)在以LGMN为靶点的肿瘤微环境中具

有潜在的靶向性。

5.3   LGMN活化前药 
由于 LGMN在肿瘤组织中选择性高表达 , 被
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LGMN特异性激活的前体药物可能具有选择性和肿

瘤特异性。这种机制可能会降低非特异性靶向药物

不良反应的发生率。为减少化疗药阿霉素(Dox)的
副作用, LIU等[4]提出了一种基于Dox的肿瘤特异性

LGMN活化前药Legubicin。Legubicin在LGMN高表

达的肿瘤小鼠中具有良好的耐受性, 与使用阿霉素

治疗的类似小鼠相比, 显示出更高的效力并使小鼠

体重减轻的发生率降低。

5.4   氮杂肽环氧化物对LGMN的抑制作用

氮杂肽是一种由氨基脲取代的一个或多个氨

基酸残基肽。JAMES及其同事[58]设计了一种氮杂

肽环氧化物, 不可逆地抑制曼氏血吸虫和猪肾的

LGMN。设计的氮杂肽环氧化物对LGMN有特异性, 
但对其他蛋白酶没有特异性[58]。此外, 与LGMN具

有潜在不可逆相互作用的化合物可能会干扰LGMN
的生理功能和蛋白酶活性。

6   展望
LGMN作为一种细胞内特定应激反应条件下产

生的半胱氨酸蛋白酶, 在肿瘤的发生发展过程中通

过参与调控动态变化的肿瘤微环境发挥重要作用, 
相关作用机制涉及外泌体转运、蛋白酶活性调节、

整合素互作调控、信号通路干预等, 但在许多方面

的机制尚不明确。如PI3K/AKT信号通路在LGMN
相关生物学效应中的激活机制、LGMN影响外泌体

的确切机制、LGMN在特定肿瘤中信号调控通路等。

这些机制仍需在细胞水平、动物模型以及临床相关

研究中深入推进, 完善LGMN肿瘤调控机制的理论

体系。

由于LGMN高表达于肿瘤细胞及其专一性水解

特定底物的特性, 其对肿瘤监测和治疗有提示意义, 
也有望成为预测恶性肿瘤患者预后的标记物, 应用

于恶性肿瘤的预防、诊断和治疗。目前针对LGMN
的肿瘤早期病变靶向性标记如荧光标记探针已获得

初步进展, 其分布与表达量可作为辅助指标整合到

现有的临床诊断方式中, 但其在肿瘤诊断的可靠性

及检测的灵敏性仍需要进一步探索和验证。通过研

制以LGMN为靶点的基因疫苗或抑制剂来控制体内

癌细胞的发展进程可为癌症的基因治疗提供新的思

路, 然而在临床治疗应用转化方面目前仍处于探索

阶段, 还需大规模的人群研究和机制的技术研究支

持并验证其可靠性。

总之, LGMN调控通路在不同肿瘤类型、微环

境和组织之间存在广泛差异, 深入了解和关联分析

这种多样性以及探究其被调控的机制是该领域应用

转化的重点和难点, 尚需更多的机制研究予以探讨

和验证。
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