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外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤中作用的研究进展*
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  [摘要] 外泌体是由各种细胞释放用于细胞间通讯的异质性纳米小泡,可特异性地包装和运输各种蛋白

质、脂质和核酸,并参与介导肿瘤细胞与肿瘤微环境之间的相互作用。因此,外泌体不仅可以作为肿瘤预后和

诊断的标志物,还可以用作潜在的治疗靶点和药物递送载体。本文就外泌体的分子特性,其在口腔颌面部恶性

肿瘤进展和转移中的作用,以及在肿瘤诊断和治疗中的应用作一综述,为临床治疗提供新的思路。
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  [Abstract] Exosomes

 

are
 

heterogeneous
 

nanometer-sized
 

vesicles
 

released
 

by
 

many
 

types
 

of
 

cells
 

and
 

used
 

for
 

intercellular
 

communication.Exosomes
 

can
 

specifically
 

package
 

and
 

transport
 

various
 

proteins,lipids
 

and
 

nucleic
 

acids,thus
 

can
 

mediate
 

the
 

crosstalk
 

between
 

tumor
 

cells
 

and
 

tumor
 

microenvironment
 

in
 

malig-
nant

 

tumor
 

development.Therefore,exosomes
 

can
 

not
 

only
 

be
 

used
 

as
 

new
 

prognostic
 

and
 

diagnostic
 

biomarkers,but
 

also
 

can
 

be
 

used
 

as
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

and
 

drug
 

delivery
 

vehicles.This
 

article
 

re-
viewed

 

the
 

molecular
 

characteristics
 

of
 

exosomes,their
 

role
 

in
 

the
 

progression
 

and
 

metastasis
 

of
 

oral
 

and
 

maxillofacial
 

malignant
 

tumors,and
 

their
 

applications
 

in
 

tumor
 

diagnosis
 

and
 

treatment,in
 

order
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

clinical
 

treatment.
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  口腔鳞状细胞癌(oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma,
OSCC)具有较高的发病率及病死率,5年生存率不到

50%,且平均发病年龄逐年降低[1]。另一类恶性肿

瘤,唾液腺腺样囊性癌(salivary
 

adenoid
 

cystic
 

carci-
noma,SACC)具有生长缓慢,早期侵犯血管、神经,以
及易发生转移等特点。恶性肿瘤的形成包括产生、进
展和转移3个阶段。在肿瘤形成过程中,肿瘤细胞释

放的细胞外信号作用于肿瘤微环境,促进肿瘤的发

展。而微环境中的其他细胞,如基质细胞、内皮细胞

和免疫细胞等,也可以通过影响肿瘤微环境的方式影

响肿瘤细胞的生理活动[2],而介导肿瘤细胞和肿瘤微

环境之间双向串扰的主要载体就是外泌体。外泌体

作为细胞外囊泡的一员,是一种来自内吞体的、直径

30~100
 

nm的磷脂双分子层结构囊泡,在各种体液

中均可检测到外泌体的存在。人体内的绝大多数细

胞均可产生外泌体,同一种细胞可产生成分各异的多

种外泌体。外泌体不但参与许多生理过程,而且与多

种疾病的发病机制有关。本文对外泌体的分子特性,
在口腔颌面部恶性肿瘤进展和转移中的作用,以及在

肿瘤诊断和治疗中的应用作一综述,为相应的临床治

疗提供新的思路。
1 外泌体的生物学特性

1.1 外泌体的产生

外泌体的产生可概括为以下三步[3]:(1)细胞质

膜向内凹陷,并在高尔基复合体的加工下形成早期内

体;(2)早期内体向内出芽并与核内体质膜分离,形成

成熟的晚期内体,并进一步加工为多囊泡体(multive-
sicular

 

body,MVB);(3)基于不同的生化特性,一部
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分 MVB转运到溶酶体后降解,另一部分 MVB与细

胞膜融合,以内出芽的方式进行分泌,即为外泌体。
1.2 外泌体的组成成分

1.2.1 蛋白质

外泌体中的蛋白质可大致分为两类:(1)绝大多

数外泌体共有的、进化保守的蛋白质。这类蛋白质部

分参与外泌体结构的形成,包括微管蛋白、信号转导

蛋白、肌动蛋白结合蛋白、膜转运和融合相关蛋白

Rab及各类运输蛋白等[4]。此外,还有外泌体标志性

的四跨膜蛋白超家族成员,如 CD9、CD63、CD81和

CD82等;另一些如热休克蛋白(heat
 

shock
 

protein,
HSP)中的 HSP70与 HSP90可以促进抗原呈递,并
与恶性肿瘤的淋巴转移及不良预后相关[5];另还有各

种代谢酶,如磷脂酶。(2)不同来源的外泌体中含有

特异性蛋白质分子,外泌体也因此具有不同的病理及

生理学功能。抗原呈递细胞(antigen
 

presenting
 

cell,
APC)来源的外泌体中含有主要组织相容性复合物Ⅱ
(MHCⅡ)及共刺激分子CD80、CD86。T淋巴细胞分

泌的外泌体具有特异性的标记蛋白CD3、穿孔蛋白和

颗粒酶。恶性肿瘤细胞产生的外泌体中可以检测到

过度表达的蛋白质标志物。因此,其在恶性肿瘤诊断

中具有重要的潜在应用价值。
1.2.2 脂质

外泌体含有丰富的脂质,如胆固醇、鞘磷脂、磷酸

甘油酯等。外泌体中含有的脂质也可分为两类:一类

是细胞质膜及其类似成分,用以维持脂质双分子层结

构[6];而另一类则具有细胞特异性,如某些脂质可以

抑制一些关键肿瘤生存信号通路(如Notch),引起细

胞凋亡。脂质还可通过传递信号分子参与信号转导

及细胞间通讯[7]。
1.2.3 RNA

外泌体中含有各种 RNA,主要是 mRNA 和微

RNA(miRNA)。外泌体不仅保护RNA在体外不被

酶降解,还能作为载体将RNA转运到靶细胞中,发挥

特定的功能。
2 外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤进展和转移中的

作用

  恶性肿瘤细胞可分泌多种外泌体,一方面调节肿

瘤微环境,促进肿瘤的生长和扩散;另一方面还可以

调节固有和特异性免疫反应,参与肿瘤的免疫逃逸。
2.1 外泌体促进肿瘤血管形成

在OSCC中,转化生长因子-β受体Ⅰ(TβRⅠ)和
转化生长因子-β受体Ⅱ(TβRⅡ)是转化生长因子-β
(TGF-β)信号通路的跨膜受体,而微RNA(miR)-142-
3p是内源性TβRⅠ抑制剂。肿瘤细胞释放含有 miR-
142-3p的外泌体,一方面诱导供体肿瘤细胞中TβRⅠ
的过度表达,另一方面增强受体内皮细胞中TβRⅠ的

活性,从而促进肿瘤细胞的生长和瘤体的血管形

成[8]。OSCC患者的间质成纤维细胞产生 的 含 有

TβRⅡ的外泌体还能转运到原本对TGF-β配体无反

应的OSCC角化细胞中,并使其获得对 TGF-β的应

答性[9]。OSCC中Sonic
 

Hedgehog(SHH)信号通路

被异常激活后通过下游的 RhoA/Rho激酶(RhoA/
ROCK)信号通路同样可促进血管形成。其产物Shh
蛋白水平与肿瘤微血管分布、TNM 分期、复发和转移

率相关。XIAO等[10]发现,舌鳞癌细胞系Cal27产生

的外泌体中Shh蛋白水平是细胞内的5倍。WANG
等[11]还发现,来自OSCC的富含层粘连蛋白332的外

泌体可促进肿瘤原发灶周围的淋巴管生成,有助于淋

巴血管生态位的形成和恶性肿瘤的转移扩散。
2.2 外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤细胞迁移与侵袭

转移中的作用

在转移发生前,肿瘤周围的间质细胞和其他非恶

性细胞[如肿瘤相关成纤维细胞(cancer-associated
 

fi-
broblasts,CAFs)、内皮细胞和免疫细胞等],以及神

经纤维和细胞外基质,共同提供了一个有助于肿瘤生

长和扩散的微环境,这种微环境被称为转移前生态

位。外泌体可以通过调节转移前生态位的形成,促进

肿瘤的进展和转移。
上皮调节蛋白可增强SACC细胞的侵袭性和远

处转移能力。YANG等[12]研究表明,从上皮调节蛋

白基因过表达的腺样囊性癌细胞中分离出的富含上

皮调节蛋白的外泌体,可以影响肿瘤微环境及肺转移

前微环境,促进肿瘤细胞的肺转移。这类外泌体还能

通过下调钙粘蛋白表达,诱导上皮细胞发生上皮-间充

质转 化(epithelial-mesenchymal
 

transition,EMT)。
上皮细胞间连接的溶解是EMT过程中最关键的步骤

之一,腺样囊性癌细胞系SACC-83细胞的外泌体可

以特异性地抑制几种紧密连接蛋白(如跨膜蛋白

Claudin-1、外周膜蛋白ZO-1)和β-连环蛋白表达,从
而破坏紧密连接。这些外泌体还可以下调内皮细胞

中的ZO-1和Claudin-5水平,促进SACC细胞的血行

转移[13]。
除此之外,高侵袭性舌鳞癌细胞的外泌体中的

miR-200C-3p可以通过抑制受体细胞CHD9和 WRN
表达而诱导不具有侵袭性的肿瘤细胞产生侵袭潜

能[14]。SAKHA等[15]发现,具有高转移潜能的OSCC
细胞外泌体中的 miR-1246和 miR-342-3p在转运至

低转移潜能的癌细胞系后也显著增强了其细胞运动

能力和侵袭能力;此外,低氧环境下 OSCC细胞产生

的外泌体可以将miR-21运送到正常氧含量的OSCC
细胞中,并增强后者远处转移能力。
CAFs在 肿 瘤 微 环 境 形 成 中 起 着 重 要 作 用。

DING等[16]研究证实,长链非编码 RNA(LncRNA)
FLJ22447可通过作用于白细胞介素-33(IL-33)上调

α-平滑肌肌动蛋白、波形蛋白和 N-钙黏蛋白等表达,
将正常成纤维细胞重编程为CAFs,从而促进 OSCC
的发展。CAFs还通过外泌体将 miR-382-5P转运到

OSCC细胞中,而 miR-382-5p过表达与 OSCC细胞

的迁移和侵袭有关[17]。OVERMILLER等[18]发现,
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肿瘤微环境中的非恶性成纤维细胞可以内化恶性肿

瘤细胞分泌的外泌体,并激活自身的细胞外调节蛋白

激酶/丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶(ERK/Akt)信号通路

进行增殖,miR-34a-5p缺失的成纤维细胞产生的外泌

体也可以通过激活 Akt信号通路而促进 OSCC进

展[19]。另一项研究表明,OSCC细胞分泌的外泌体可

以将健康人牙龈成纤维细胞转化为进行有氧糖酵解

的成纤维细胞,从而为肿瘤细胞的迁移和侵袭提供

能量[20]。
刘小豪等[21]发现,人牙周膜成纤维细胞在内化腺

样囊性癌细胞系SACC-83细胞来源的外泌体后向致瘤

表型转化,并分泌促炎细胞因子和神经生长因子(NGF)
作用于肿瘤细胞中的神经营养受体酪氨酸激酶1(neu-
rotrophic

 

receptor
 

tyrosine
 

kinase
 

1,NTRK1),激活

NGF-NTRK1信号通路诱导肿瘤转移;此外,还可诱

导SACC-83的ERK活化,激活丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)/ERK信号通路,导致肿瘤细胞增殖能力的

增强。
2.3 外泌体在免疫调节中的作用

激活的免疫细胞可显著降低舌鳞癌细胞的增殖

和侵袭能力,但恶性肿瘤仍可以通过外泌体引起的免

疫抑制实现肿瘤免疫逃逸,并维持免疫抑制的微环

境。如OSCC细胞来源外泌体中的 miR-29a-3p可促

进 M2亚型巨噬细胞极化,加强OSCC细胞的增殖和

侵袭能力[22]。这些因癌细胞聚集并产生特异性变化

的巨噬细胞被称为肿瘤相关巨噬细胞(tumor-associ-
ated

 

macrophages,TAMs),它们能产生多种细胞因

子和细胞外基质重塑分子,从而促进血管生成、肿瘤

生长和转移。当发挥抗肿瘤作用的 M1亚型巨噬细

胞吞噬了OSCC细胞外泌体中的血小板凝血酶蛋白

家族1(thrombospondin
 

1,THBS1)后也可以转化为

TAMs,从而调节OSCC细胞的迁移。TAMs一方面

直接抑制效应T淋巴细胞增殖,一方面招募辅助性T
淋巴细胞或调节性T淋巴细胞到肿瘤微环境中,从而

抑制效应T淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤作用[23]。外

泌体还可调节OSCC患者的获得性免疫反应,这些外

泌体含有免疫检查点分子,如程序性细胞死亡蛋白1
(programmed

 

cell
 

death
 

protein
 

1,PD-1)、程序性死

亡配体1(programmed
 

cell
 

death
 

1
 

ligand
 

1,PD-L1)
和细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白4(cytotoxic

 

T-lym-
phocyte-associated

 

protein
 

4,CTLA-4),这些分子不

仅能诱导T淋巴细胞凋亡和抑制T淋巴细胞增殖,
还有助于肿瘤细胞逃脱免疫监视[24]。
3 外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤诊断和治疗中的

作用

  目前,组织活检仍是口腔颌面部恶性肿瘤诊断的

“金标准”。然而,组织活检存在有创、患者舒适度差、
价格高昂、可能加速肿瘤进展甚至引起肿瘤转移等缺

点。此外,由于大多数肿瘤具有异质性,即肿瘤内不

同区域的基因表达程度和转移潜能存在差异。而活

检组织只反映单一位点短时间内快速、动态的改变,
无法指示整个肿瘤的变化。因此,研究人员一直在寻

找用于恶性肿瘤早期诊断的新方法。
3.1 唾液中外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤诊断中的

作用

液体活组织检查可以反映肿瘤进展阶段、治疗效

果和转移风险等,是一种无创、实时的诊断工具。而

唾液作为成分最复杂也最重要的体液之一,其浓度、
组成变化均可反映个体的口腔健康变化,还因其易获

得、采集过程无创、标本量充足等优点,是进行液体活

组织检查的理想标本来源。
ZLOTOGORSKI-HURVITZ等[25]研究表明,口

腔恶性肿瘤患者和健康人外泌体具有不同的形态和

分子特征,如口腔恶性肿瘤患者唾液中外泌体通常比

健康人的体积更大,聚集程度更高,且常见的标志物

CD63水平明显升高,CD9和CD81水平明显下降,这
一发现符合CD9和CD81抑制恶性肿瘤转移的特点,
也为检测高危患者恶变提供了一种早期诊断工具。
LANGEVIN等[26]进行 miRNA测序发现,miR-486-
5p、miR-486-3p和 miR-10b-5p等在头颈部鳞癌患者

中明显过度表达,可能参与了免疫抑制和细胞代谢重

编程,提示唾液外泌体中 miRNA作为生物标志物的

潜力。miR-24-3p可靶向作用于生物节律调节基因

1,维持OSCC细胞的增殖,并且在OSCC细胞分泌的

外泌体中含量明显上升,因此也可以作为潜在的生物

标志物[27]。
此外,LI等[28]发现低氧 OSCC细胞来源的外泌

体以低氧诱导因子依赖的方式增加 OSCC细胞的迁

移和侵袭能力;对常氧和低氧环境下OSCC细胞来源

的外泌体 miRNA测序结果显示,有108个 miRNA
存在差异表达,其中 miR-21是缺氧条件下上调最显

著的miRNA。这一发现表明,低氧微环境可以刺激

肿瘤细胞产生富含 miR-21的外泌体,并将其输送到

正常细胞以促进前转移行为[28]。在蛋白质组学分析

中,WINCK等[29]检测了OSCC患者和健康人群唾液

外泌体中的381种蛋白质,发现有8种存在差异表

达。此外,外泌体还与患者预后密切相关。WANG
等[11]研究发现,出现淋巴转移的患者其唾液外泌体中

往往高表达层黏连蛋白332,而且手术前后血浆外泌

体中CD63水平较低的 OSCC患者往往具有较长的

生存期[30]。唾液中外泌体所含PD-L1水平升高不仅

会增强免疫抑制,还与口腔恶性肿瘤的分期呈正相

关[24]。
3.2 外泌体在口腔颌面部恶性肿瘤治疗中的作用

对于恶性肿瘤,目前常用的治疗手段往往副作用

大且费用昂贵。考虑到外泌体与肿瘤微环境的形成

密切相关,抑制外泌体的合成、释放,以及降低其在肿

瘤微环境中的水平可能成为治疗癌症的有效途径。
SENTO等[31]发现,肝素治疗可以抑制OSCC细

胞摄取其他OSCC细胞分泌的外泌体,从而暂时性地
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阻断外泌体的促肿瘤作用。此外,癌细胞对于外泌体

的选择性分泌可能与癌细胞对抗癌药物的敏感性降

低有关。对顺铂耐药的 OSCC细胞系 H314产生的

外泌体中顺铂浓度较高,而细胞体中浓度较低,提示

H314细胞可通过外泌体直接外排抗癌药物实现耐

药,而用兰索拉唑抑制外泌体的分泌后 H314细胞的

存活率显著降低[32]。在顺铂耐药的 OSCC细胞释放

的外泌体中高表达 miR-21,并且 miR-21可通过外泌

体转运,诱 导 其 他 OSCC 细 胞 获 得 对 顺 铂 的 耐 药

性[33]。此外,通过抑制外泌体中 miR-21-5p、转录激

活因子3(STAT3)和 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mTOR)的表达,使肿瘤细胞对顺铂再次增敏,显著

降低肿瘤增殖[34]。
外泌 体 中 的 多 种 miRNA 都 具 有 治 疗 作 用。

COL10A1基因被发现在大多数正常组织中表达下

调,而在多种恶性肿瘤(包括 OSCC)中表达上调。研

究人员将转染了 miR-101-3p-Cy3的原代人骨髓间充

质干细胞产生的外泌体转运至受体 TCA8113细胞

系,发现其能抑制受体细胞COL10A的表达并显著降

低侵袭、迁移和聚集能力[35]。进一步的动物实验也表

明,通过皮下注射人骨髓来源间充质干细胞(hBMSC)
的miR-101-3p外显子,可有效减小肿瘤体积和重量,
这也证实了 miR101-3p在癌症调节中的功能。miR-
138可 促 进 CD8+T 淋 巴 细 胞 的 增 殖 和 干 扰 素-γ
(IFN-γ)的产生,以增强其对OSCC细胞的杀伤作用,
并能显著降低CD8+T淋巴细胞的PD-1和CTLA-4
的 mRNA 和 蛋 白 含 量。研 究 人 员 将 慢 病 毒 转 染

miR-138的
 

T淋巴细胞产生的外泌体用于治疗 OS-
CC,结果显示,其对免疫功能正常的裸鼠体内CAL27
细胞有抑制作用,但不能抑制T淋巴细胞缺乏裸鼠肿

瘤的生长[36]。
3.3 外泌体作为药物运输载体的潜力

外泌体作为药物运输的载体,具有以下优点[37]:
(1)自源性的外泌体不易引起有害的免疫反应;(2)磷
脂双分子层保护其运载的“货物”不被酶降解,因此外

泌体在体液中较稳定;(3)外泌体的转运效率高;(4)
外泌体可以在整合素的介导下向靶器官迁移;(5)外
泌体直径在30~100

 

nm,可以通过增强渗透滞留效

应较长时间存在于肿瘤微环境中;(6)外泌体体积小,
可以很容易地通过包括血脑屏障在内的各种生物屏

障。基于以上特点,越来越多的研究人员致力于设计

开发基于外泌体的外源递送载体,用于将治疗药物或

DNA、mRNA、miRNAs或其他类型的非编码 RNA
和蛋白质转移到靶细胞中。

小分子RNA,如小干扰 RNA(small
 

interfering
 

RNA,siRNA),在过去的几十年里已经被大量用于基

因治疗。裸露的siRNA在体循环中不稳定,容易降

解,细胞来源和血浆来源的外泌体都能有效地将siR-
NA运送到单核血细胞中,从而导致基因敲除。外泌

体运载的小核RNA(small
 

nuclear
 

RNA,snRNA)还

可以减少丙型肝炎病毒(HCV)对肝细胞的感染[38]。
除此之外,LI等[39]发现,被运送到肝星状细胞外泌体

中的miR-124可以导致结缔组织生长因子表达减少,
从而有效减轻了肝纤维化。此外,其他药物如天然化

合物、合成纳米颗粒和小的化疗分子,也可通过外泌

体进行运输。抗炎剂姜黄素被装载到外泌体中表现

出更大的溶解度和代谢稳定性等,并且可以通过血脑

屏障运送到大脑中,保护小鼠免受脂多糖诱导的脑部

炎症[40]。
4 小  结

  此前已有许多研究证实,人的唾液中含有大量的

外泌体,其组成成分及内容物会因人的生理或病理状

态而存在差异。由于唾液外泌体的成分与血浆高度

相似,且采集过程具有无创性,唾液来源的外泌体可

以作为一种用于诊断不同口腔疾病及全身疾病的液

体检查方式[41]。然而,该方法应用于临床仍然有待进

一步研究。
目前,从口腔颌面部恶性肿瘤患者的血浆或唾液

中分离纯化外泌体的方法很多,如超速离心法、聚合

物沉淀法等,但这些技术都缺乏高效率和敏感性。并

且,由于唾液中黏蛋白含量高,其沉降速度较慢,外泌

体回收率较低[42]。此外,考虑到口腔复杂的解剖结

构,并且在恶性肿瘤早期,唾液中肿瘤来源的外泌体

水平可能相对较低,再加上唾液流速在不同情况下和

个体间均存在差异,目前亟待进一步开发外泌体分

离、鉴定和分析技术,以达到快速分离、分类及定量分

析外泌体成分与内容物的目的[43]。
尽管存在以上问题,外泌体仍有望作为肿瘤诊断

和预后的生物标志物,以及口腔颌面部恶性肿瘤精确

治疗的新靶点,外泌体的分离提纯及开发基于外泌体

的新的药物载体方面仍需进一步研究。
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