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"摘要#
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目的
!

探讨胃癌来源外泌体对胃癌细胞的增殖作用及其对丝氨酸$苏氨酸激酶
$;

"

DIb$;

#表达

的影响%方法
!

采用超速梯度离心法从胃癌
ZFO/%'

细胞培养上清液中提取外泌体!通过透射电镜技术对其

超微结构进行鉴定!然后用不同浓度的外泌体"
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#处理胃癌细胞!利用甲基偶氮唑

蓝"

ZII

#法检测其对细胞增殖活性的影响%利用免疫细胞化学方法分析外泌体对胃癌细胞中心体扩增激酶

DIb$;

表达的影响%结果
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胃癌
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细胞来源的外泌体具有特征性的盘状结构!由双层膜构成!直径为
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%外泌体具有促进胃癌细胞增殖活性的作用"
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#%随着时间的延长增殖活性也增强!
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细胞增殖活性从

%&'01

上升到
$&0$0

"

5e$(;&'%

!

!e%&%%%

#!外泌体以剂量依赖性
.

时间依赖性促进胃癌细胞增殖!其可能通过

负载抗原上调
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表达来影响细胞增殖进程%结论
!

胃癌来源外泌体可能通过调节细胞
DIb$;

表达促进

胃癌细胞增殖%
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随着分子生物学和免疫学的发展%肿瘤的生物治

疗成为国际研究的热点(近几年具有亚细胞结构的

外泌体#

7X"+"87+

$日益受到重视%有学者预言外泌体

可能会成为未来疾病诊断和治疗的工具&

$

'

(外泌体

源自细胞并通过胞吐方式分泌到细胞外%是具有膜性

结构的小囊泡&

1

'

%来源于不同细胞的外泌体所含成分

也不同%目前已证实很多类型细胞都能释放外泌体%

但外泌体负载的抗原物质存在很大差异%所以对不同

来源的外泌体的深入研究对于肿瘤的个性化治疗显

得非常重要&
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$是中心体扩增相关基因%与

细胞有丝分裂相关%有学者把其作为中心体扩增的标

记物(早期有学者认为外泌体有抗肿瘤作用%有人推

测其可能会成为抗肿瘤疫苗&

0

'

%但随研究的深入%有

学者发现其负载肿瘤抗原有促进肿瘤细胞增殖作

用&

;.)

'

%故本研究以胃癌
ZFO./%'

细胞为模型%从其

培养上清液中制备胃癌细胞分泌的外泌体%然后通过

体外实验证明外泌体对胃癌细胞的作用%以及对胃癌

细胞产生效应的可能机制%为今后外泌体肿瘤疫苗研

发提供理论依据%现报道如下(
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材料与方法

?&?

!

材料
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人低分化胃癌细胞株
ZFO./%'

为本实

验室常规传代保存(

<=ZC$)0%

培养基和胎牛血清

购自美国
F#L6"

公司%甲基偶氮唑蓝#

ZII

$购自美国

D#

T

89

公司%二辛可宁酸#

\O>

$法蛋白定量试剂盒购

自北京百泰克生物技术有限公司%

DIb$;

一抗购自美

国
F7,7I7X

公司%链霉卵白素
.

过氧化物酶#

D.=

$检测

试剂盒和二氨基联苯胺#

E>\

$显示试剂盒及多聚赖

氨酸购自福建迈新试剂公司(

?&@
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方法
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细胞培养
!

胃癌
ZFO./%'

细胞液氮取出复

苏后%置于含
$%]

灭活胎牛血清*

$%%J

"

8H

双抗#青

霉素和链霉素$的
<=ZC$)0%

培养液中%于
'-^

*

;]

OM

1

*饱和湿度培养箱内培养%

%&1;]

胰酶消化液消化

传代%平均
'

#

0!

传代
$

次%所有实验均采用对数生

长期的细胞(

?&@&@
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外泌体的制备及蛋白定量
!

胃癌
ZFO./%'

细胞用
-;8H

培养瓶培养至对数生长期后%除去含血

清培养基%用磷酸盐缓冲液#

=\D

$洗涤
'

遍%随后加入

不含血清的
<=ZC$)0%

培养基%培养
102

后收集上

清制备外泌体(#

$

$收集的上清液
$;%%K

"

8#,

离心

$%8#,

%

';%%K

"

8#,

离心
$%8#,

)#

1

$采用
$;%%%K

"

8#,

离心
'%8#,

%去除细胞及细胞碎片等物)#

'

$

;%

%%%K

"

8#,

离心
12

%用无菌
=\D

液稀释沉淀物*采用

滤器除菌#

%&11

'

8

$(首先采用
\O>

法用标准品测

定得到蛋白标准曲线%然后根据标准曲线测得外泌体

蛋白水平(将沉淀物分装在小离心管中%取出部分外

泌体进行电镜检测%其余小管
[/%^

冰箱保存备用(

?&@&A
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电镜鉴定外泌体结构
!

将
1%

'

H

外泌体悬液

滴加在载样铜网上%室温条件静置
$8#,

后将铜网上

多余液体用滤纸从侧面吸干%在铜网上滴加
4

B

值为

)&/

的磷钨酸溶液#

']

$

'%

'

H

%

$8#,

后将磷钨酸用

滤纸吸干%室温静置
$%8#,

后在透射电镜下观察外泌

体并照像(
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胃癌细胞增殖活力检测
!

将对数生长期的

ZFO./%'

细胞用常规胰酶消化%

=\D

洗涤后再制成

单细胞悬液%采用
()

孔板进行细胞培养%每孔接种

$%%

'

H

细胞悬液#

$a$%

0 个"
8H

$%培养
$12

后%分别

加入终浓度为
%&%;

*

%&$%

*

%&1%

*

%&;%

'

T

"

'

H

的外泌

体(实验设置实验对照组及空白对照组%每组设
/

个

复孔%每孔终体积为
$/%

'

H

(培养
$1

*

10

*

')

*

0/2

后%每孔加入
ZII

溶液#

;

T

"

H

$

1%

'

H

%孵育
02

后吸

弃上清%然后加入
1%%

'

H

二甲基亚砜#

EZDM

$%充分

混匀(

;-%,8

波长条件下用酶标仪测定各孔平均吸

光度值(

?&@&C
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细胞增殖相关基因
DIb$;

表达变化
!

将包

被多聚赖氨酸盖玻片置于
)

孔培养板中%培养
$12

待

细胞贴壁后加入浓度为
%

*

%&1%

*

%&;%

'

T

"

'

H

的外泌

体(培养
102

后将盖玻片取出放置于丙酮液中固定

$;8#,

%蒸馏水洗涤后%滴加
']

的过氧化氢
$%8#,

%

=\D

洗涤%滴加血清封闭液
$%8#,

%滴加
DIb$;

一抗

#

$g$%%

$%

0^

冰箱过夜%

=\D

代替一抗作为阴性对

照(次日
=\D

洗涤%滴加生物素标记的二抗工作液

$%8#,

%

=\D

洗涤%滴加链霉素抗生物素蛋白过氧化

酶
$%8#,

%

=\D

洗涤%滴加
E>\

显色液
;8#,

%自来水

冲洗%苏木精复染%盐酸乙醇分化%梯度乙醇脱水%二

甲苯透明%中性树胶封片%在显微镜下观察染色结果(

采用彩色图像分析系统测量阳性反应物的灰度值%在

0%

倍视野下每张片子随机测量
0

个视野取其平均值

代表
DIb$;

染色强度(

?&A

!

统计学处理
!

数据采用
D=DD$-&%

统计软件进

行分析%计量资料以
=Q8

表示%实验重复
'

次(组间
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比较采用方差分析%以
!

#

%&%;

为差异有统计学

意义(

@

!

结
!!

果

@&?

!

外泌体的制备和蛋白定量
!

胃癌
ZFO./%'

细

胞按照上述方法经超速梯度离心后得到外泌体%经标

准品测定得到标准曲线为
"e%&);'0&[%&%%;/

%测

得制备的外泌体浓度为
$'&'(

'

T

"

'

H

(

图
$
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倒置显微镜下胃癌
ZFO./%'

细胞&

a1%%

(

@&@

!

外泌体的形态学鉴定
!

光学显微镜下可以看到

胃癌细胞呈现梭形*多角形#图
$

$%通过超速梯度离心

法从胃癌
ZFO./%'

细胞上清液中得到外泌体%在透

射电镜下观察到外泌体呈现圆形或椭圆形小囊泡%具

有特征性的盘状结构%有完整的包膜%内为低电子密

度物质%直径为
;%

#

$'%,8

%见图
1

(

@&A

!

外泌体对
ZFO./%'

细胞活力的影响
!

制备的

外泌体与胃癌
ZFO./%'

细胞共培养%经
ZII

结果

显示外泌体随着浓度从
%&%;

*

%&$%

*

%&1%

*

%&;%

'

T

"

'

H

升高%

;-%,8

波长平均吸光度值升高%随着时间延长

吸光度值亦升高%通过方差齐性检验和方差分析后证

实各时间节点的组间增殖活性差异有统计学意义

#

!

#

%&%;

$%外泌体以时间和剂量依赖性方式促进胃

癌
ZFO./%'

细胞增殖%见表
$

(

图
1

!!

透射电镜下的外泌体&

a$;%%%

(

表
$

!!

不同浓度外泌体对胃癌细胞吸光度影响

组别
$12 102 ')2 0/2
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%&1%
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"

'

H

外泌体组)

O

!

%&;%

'

T

"

'

H

外泌体组

图
'
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细胞
%

%

%&1%

%

%&;%

'

T

)

'

H

外泌体组中
DIb$;

基因表达&

a0%%

(

@&B

!

免疫组织化学检测结果
!

免疫组织化学染色结

果显示%

DIb$;

蛋白阳性反应物主要定位于细胞核%

部分细胞质也有表达%阳性产物呈棕黄色颗粒%

%&;%

'

T

"

'

H

外泌体的
DIb;

表达高于
%&1%

'

T

"

'

H

外泌体

组%

%&1%

'

T

"

'

H

外泌体组
DIb$;

表达高于
ZFO/%'

细胞组%各组间表达强度差异有统计学意义#

!

#

%&%;

$(

%

*

%&1%

*

%&;%

'

T

"

'

H

外泌体组中
DIb$;

基因

表达%见图
'

(

A

!

讨
!!

论

!!

外泌体作为一种膜性小泡%最初是用来描述由网

织红细胞分泌的小囊泡%直径为
'%

#

$%%,8

%呈现扁

球体状%外膜为磷脂双分子层%在囊泡表面负载丰富

的膜性分子%这些膜性分子与其功能和来源相关&

-

'

(

目前认为外泌体是由细胞膜内陷形成早期内体%早期

;;0$
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内体的界膜向内凹陷出芽形成许多小泡%称之为多泡

体#

8V:3#S7+#6V:9KL"!#7+

%

Z \̀

$%当
Z \̀

膜与细胞

膜融合后%再形成小泡被释放至细胞外空间%这种小

泡被称之为外泌体(外泌体的膜也是由磷脂双分子

层组成%由于脂类分子可以进行不间断运动%这样外

泌体可与具有膜性结构的物质不断融合来交换物质%

蕴含的生物信息逐渐被接触的细胞所容纳(目前人

们知道%细胞之间的信息传递过程非常复杂%许多细

节需要诠释%谁来扮演细胞之间的+信使,是目前这个

领域亟待需要解决的难题(外泌体小泡表面负载活

性物质很多&

/

'

%肿瘤细胞源的外泌体%负载信息更

多&

1

'

%作用更为复杂&

(.$%

'

(甚至有学者认为%不同类型

肿瘤细胞共表达的肿瘤共同抗原可能就存在于外泌

体囊泡上%外泌体可能以自分泌和旁分泌形式影响癌

细胞和正常细胞之间的信息传递&

$$

'

(通过外泌体载

体传递抗原给抗原呈递细胞#如树突状细胞$%介导

OE0

_

I

细胞免疫反应来治疗同基因源性和异基因源

性肿瘤显示巨大潜力(

有效*安全*稳定和实用是肿瘤理想的治疗性疫

苗应该具备的基本特征(从目前研究结果看肿瘤源

外泌体具有膜的结构特征%大小只有
$%%,8

左右%甚

至更小%负载了肿瘤细胞的特征分子%具有纳米疫苗

的特征%可以作为一种新型的亚细胞疫苗%当然其免

疫原性*安全性*免疫反应性*耐受性等需要在实验中

进一步验证(肿瘤源外泌体疫苗%由于其负载肿瘤相

关抗原多%与细胞膜有特殊的可融合性%在细胞间的

信息传递过程中发挥巨大作用%而作为肿瘤疫苗与其

他肿瘤肽疫苗*核酸疫苗相比%从理论上可激发的免

疫反应更强烈%甚至在上述疫苗无效的情况下也可能

诱导明显的免疫应答(早期有研究报道当接种

H$1$%

细胞分泌的外泌体%移植性肿瘤细胞的生长可

部分被抑制)抗肿瘤的
I

细胞免疫应答反应可被来自

热休克淋巴瘤细胞的外泌体诱导&

$1

'

(王东关等&

$'

'发

现%树突状淋巴细胞可被肿瘤源外泌体活化成为特异

性的细胞毒性
I

细胞#

OIH

$%来杀伤肿瘤细胞(随着

现代生物科学的发展%人们采用
O<CD=<

"

O9+(

技术

对肿瘤细胞的基因编辑工作更为简单%而外泌体作为

细胞分泌的小泡%应该负载基因编辑后肿瘤细胞的特

殊抗原%所以外泌体作为免疫调控和肿瘤治疗的工具

或药物载体显示巨大潜力&

$

%

$0.$;

'

(本研究采用超速离

心法制备的肿瘤细胞外泌体%经电镜证实具有外泌体

的特征(将制备外泌体作用于胃癌
ZFO/%'

细胞%发

现其可促进胃癌细胞生长%而且随外泌体浓度增加对

胃癌细胞的增殖作用也增强%同时随着时间延长胃癌

细胞增殖活性也越强%肿瘤源外泌体对胃癌细胞的生

长作用具有时间和浓度依赖性(研究结果提示外泌

体负载重要肿瘤抗原%由其传递给抗原呈递细胞产生

的免疫效应可能非常强烈(

DIb$;

基因编码一类丝"苏氨酸蛋白激酶%是中

心体扩增相关激酶%其定位于中心体%位于染色体周

围%是细胞增殖过程的关键基因&

$)

'

%在细胞周期的

F

$

"

D

期开始出现(中心体作为细胞主要微管组织中

心%在细胞有丝分裂期可形成两极纺锤体%

DIb$;

不

仅参与中心体的复制*分离和成熟%而且还参与纺锤

体两极的组装与稳定性维持(当细胞周期结束后

DIb$;

迅速通过泛素化降解途径降解%

DIb$;

的精

确适时表达在细胞有丝分裂中起重要作用(当正常

细胞
DIb$;

表达不容易检测到%但细胞癌变后

DIb$;

高表达%结果导致多级纺锤丝形成%染色体不

均等分离%遗传物质不稳定%出现肿瘤恶性特征(有

研究结果证实
DIb$;

可以转化
AIbI'

细胞%使免

疫缺陷裸鼠体内形成肿瘤%

DIb$;

是细胞增殖过程的

重要标志(本研究发现胃癌
ZFO/%'

细胞
DIb$;

有

少量表达%加入
%&1%

'

T

"

'

H

和
%&;%

'

T

"

'

H

浓度的外

泌体后%其表达水平逐渐增高#

!

#

%&%;

$%而细胞增殖

活性也逐步提高#

!

#

%&%;

$%胃癌源外泌体携带抗原

成分可使胃癌细胞的
DIb$;

基因过表达%从而加速

肿瘤细胞增殖分裂(研究也提示制备的外泌体充当

了+信使,%通过膜分子的相互作用将中心体复制相关

蛋白传递给胃癌细胞%导致胃癌细胞增殖加速(

外泌体最近已经成为癌症和其他疾病中潜在有

希望的诊断和预后生物标志物&

$-

'

(本研究提示肿瘤

源的外泌体或经基因修饰后的外泌体可能在肿瘤免

疫治疗方面具有更大的生机(有研究表明%在免疫应

答下调或诱导免疫耐受过程中外泌体也在发挥作用%

如外泌体通过诱导免疫耐受促进了肿瘤细胞的生

长&

$/

'

%这给肿瘤治疗提出新的挑战%需要深入研究(
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