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  摘 要:目的 探讨肝癌细胞HepG2外泌体对细胞增殖、迁移、周期和凋亡的影响及其机制。方法 培养

肝癌细胞HepG2并用差速离心法提取其外泌体,采用粒径分析、透射电镜、蛋白质印迹法(Western
 

blot)等方

法对其进行鉴定。将外泌体与肝癌细胞 HepG2共培养,采用细胞划痕实验比较其对细胞增殖能力的影响;采

用Transwell实验比较其对细胞迁移能力的影响;采用流式细胞仪分析其细胞周期变化;采用实时荧光定量

PCR检测实验组和对照组的细胞周期蛋白(Cyclin
 

D)、细胞周期蛋白依赖性激酶调节亚基1(CKS1)、B淋巴细

胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关x蛋白(Bax)的相对表达水平。结果 提取后的外泌体经过Western
 

blot实验,CD63
和CD9均有条带出现,颗粒大小在30~100

 

nm,电镜形态正常。与对照组比较,实验组的细胞增殖率较高,肿

瘤迁移能力提升;细胞G1期缩短,G2期延长;Cyclin
 

D、CKS1和Bax相对表达水平均上升,
 

Bcl-2相对表达水

平降低。结论 肝癌细胞 HepG2外泌体通过调控Cyclin
 

D、CKS1基因缩短其细胞周期,调控Bax、Bcl-2基因

抑制细胞凋亡,从而对其增殖和迁移能力起促进作用。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

exosomes
 

from
 

hepatic
 

cancer
 

cell
 

HepG2
 

on
 

cell
 

prolif-
eration,migration,cell

 

cycle
 

and
 

apoptosis
 

and
 

try
 

to
 

explore
 

its
 

mechanism.Methods The
 

exosomes
 

of
 

he-
patic

 

cancer
 

cell
 

HepG2
 

were
 

extracted
 

by
 

differential
 

centrifugation,and
 

identified
 

with
 

nanoparticle
 

size
 

ana-
lyzer,electromicroscope

 

and
 

Western
 

blot.The
 

effects
 

of
 

hepatic
 

cancer
 

cell
 

HepG2
 

exosomes
 

on
 

their
 

prolif-
eration

 

were
 

evaluated
 

with
 

cell
 

scratch
 

test;the
 

effects
 

of
 

HepG2
 

cells
 

exosomes
 

on
 

their
 

migration
 

ability
 

were
 

estimatied
 

with
 

transwell
 

experiment;the
 

cell
 

cycle
 

changes
 

were
 

recorded
 

by
 

flow
 

cytometry;the
 

rela-
tive

 

expression
 

levels
 

of
 

cell
 

cycle
 

regulatory
 

genes
 

Cyclin
 

D,cycline
 

dependent
 

kinase
 

regulatory
 

sulaunit
 

1
 

(CKS1)
 

and
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2),Bcl-2
 

related
 

x
 

protein
 

(Bax)
 

were
 

detected
 

with
 

real-time
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

PCR.Results The
 

extracted
 

exosomes
 

were
 

subjected
 

to
 

Western
 

blot
 

experiments.Both
 

CD63
 

and
 

CD9
 

had
 

bands,the
 

particle
 

size
 

was
 

30-100
 

nm,and
 

the
 

electron
 

microscope
 

morphology
 

was
 

nor-
mal.Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

rate
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

tumor
 

migration
 

ability
 

was
 

significantly
 

improved;the
 

cell
 

G1
 

phase
 

was
 

shortened,and
 

the
 

G2
 

phase
 

was
 

prolonged;the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D,CKS1
 

and
 

Bax
 

in-
creased,the

 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

decreased.Conclusion The
 

exosomes
 

of
 

HepG2
 

can
 

shorten
 

the
 

cell
 

cycle
 

by
 

regulating
 

Cyclin
 

D
 

and
 

Cks1
 

genes,and
 

inhibit
 

apoptosis
 

by
 

regulating
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

genes,thus
 

promoting
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

HepG2
 

cells.
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  肝癌的发生、转移与肿瘤微环境密切相关。有研

究表明,肿瘤细胞可以通过细胞与细胞间的直接接触

或者旁分泌的方式影响肿瘤微环境,从而促进肿瘤的

形成与发展[1-2],然而其自身生长调节方式与行为改
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变模式还不清晰。外泌体是细胞分泌的一类30~
100

 

nm的微小囊泡状结构,内含蛋白成分与核酸成

分,已有研究表明,外泌体参与细胞通讯,是细胞间沟

通的重要媒介[3]。因此,本研究推测肿瘤细胞的外泌

体对肿瘤细胞会存在某种影响。为进一步验证该推

测,本研究从细胞实验、核酸分析等角度,探讨了肝癌

细胞HepG2外泌体对其自身细胞的增殖、迁移、周期

及相关基因转录水平的影响。
1 资料与方法

1.1 仪器与试剂 肝癌细胞 HepG2购自上海中科

院细胞库;DMEM培养基购自美国Gibco公司;胎牛

血清购自美国Hyclone公司;CD63抗体、CD9抗体均

购自美国Abcam公司;HRP-羊抗兔免疫球蛋白(Ig)
G、HRP-羊抗鼠IgG、超敏ECL化学发光即用型底物

均购自美国Boster公司;Transwell细胞板购自美国

Corning公司;DiI红色荧光探针购自中国碧云天公

司;碘化丙啶试剂购自德国BioFroxx公司;RNA提

取与反转录试剂盒、SYBR
 

Green试剂均购自日本

Takara公司;实时荧光定量PCR(qPCR)仪、超速离

心机均购自美国Thermo公司;透射电子显微镜购自

日本Hitachi公司;纳米粒度仪购自美国 Microtrac公

司;垂直板电泳系统购自美国Bio-Rad公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将肝癌细胞 HepG2用DMEM培

养基培养,加入10%的胎牛血清和1%的青霉素链霉

素混合双抗,放至5%CO2、37
 

℃、湿度饱和的细胞培

养箱培养,待第2天胰酶消化后传代。
1.2.2 外泌体的提取 外泌体提取之前,将细胞培

养液换成无血清的DMEM 培养基处理48
 

h,收集上

清液,用0.22
 

μm滤器过滤后进行4
 

℃差速离心提

取[4],过程如下:将收集好的细胞上 清 液 以3
 

000
 

r/min离心30
 

min,弃沉淀;将上清液转移至聚碳酸

酯管中,35
 

000
 

r/min离心90
 

min,弃上清液;加1
 

mL磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗内壁沉淀;转移至1.5
 

mL小型离心管中,涡旋振荡15
 

min后,10
 

000
 

r/min
离心30

 

min,弃沉淀;将上清液转移至超速离心管中,
35

 

000
 

r/min离心120
 

min,弃上清液,加90
 

μL
 

PBS
混匀。
1.2.3 外泌体的鉴定 透射电镜拍照:将样品置于

铜网上,3%磷钨酸溶液20
 

μL负染5
 

min后滤纸吸

干,置于透射电镜样品室内观察形态并拍照。粒径检

测:先用无菌PBS将参数调零,擦干后加200
 

μL的外

泌体悬液到样品室内,时间设置90
 

s,3次平行检测液

体中粒径大小。蛋白质印迹法(Western
 

blot)检测

CD63和CD9两种蛋白:选择10%的分离胶和4%的

浓缩胶制备聚丙烯酰胺凝胶电泳,裂解液裂解外泌体

蛋白,另裂解细胞总蛋白做阳性对照;将两组样品与

4×Loading
 

buffer混合,95
 

℃煮样15
 

min,冷却后上

样,上样量为30
 

μg,浓缩胶以电压80
 

V电泳,进入分

离胶后调整电压为100
 

V,跑到底部即可停止;采用半

干转的方法转膜,阳极到阴极的放置顺序为厚滤纸、
聚偏二氟乙烯膜、胶、厚滤纸,25

 

V转膜15
 

min;转膜

后把膜放在5%的脱脂奶粉中室温摇床封闭3
 

h,取出

膜置于1∶1
 

000的一抗稀释液中4
 

℃摇床过夜,5%
脱脂奶粉摇床洗3次,每次10

 

min;置于1∶4
 

000的

二抗稀释液中室温摇床1
 

h,5%脱脂奶粉摇床洗

5
 

min,PBS摇床洗2次,每次5
 

min;按说明书配制发

光底物,加入作用底物后用成像系统显影。
1.2.4 肿瘤细胞对自身外泌体的摄取 制备细胞爬

片备用,将无菌清洁的小玻片(1
 

cm×1
 

cm)放于24
孔板中,计数3×104 个细胞接种至24孔板,培养细胞

至贴壁。使用DiI染料按说明书标记外泌体[5],使用

PBS洗两遍后,超高速离心浓缩外泌体,用DMEM培

养基将沉淀重悬备用。第1孔加入100
 

μL
 

PBS作为

对照组,第2孔加入100
 

μL混有标记好外泌体的

DMEM培养基作为实验组。为排除非特异性染色,
将最后一遍清洗的PBS上清液取100

 

μL加入第3
孔,培养箱孵育12

 

h后将24孔板取出,用荧光染核剂

Hoechst33258标记细胞核,用多聚甲醛避光固定细胞

20
 

min,PBS洗两遍。三乙烯二胺封片,倒置荧光显

微镜观察。
1.2.5 细胞划痕实验 在24孔板中每孔接种1×
104 个肝癌细胞 HepG2,待细胞长满后,弃上清液,用
普通标准黄枪头进行划痕,保持枪头垂直,保证各孔

划痕基本一致;用PBS洗去脱落的细胞和漂浮在孔内

的细胞碎片;向各孔中加入DMEM培养基,第1孔加

入100
 

μL
 

PBS作为对照组,第2孔加入100
 

μL的外

泌体悬液(0.5
 

mg/mL)作为实验组,放回培养箱培

养;取时间点6、12
 

h观察细胞分布状态并进行镜下拍

照;以划痕面积占图片面积的比例来计算细胞的增殖

率,实验平行3次。
1.2.6 细胞迁移实验 将细胞无血清培养24

 

h后,
胰酶消化并计数2×104 个细胞接种于上室,实验组

上室加入100
 

μL溶有外泌体的DMEM培养基,对照

组上室只加入100
 

μL
 

DMEM 培养基。下室均加入

含20%胎牛血清的DMEM 培养基600
 

μL。两组平

行,分别培养24、48
 

h后,将上室取出,下室液体弃去,
吉姆萨染液染色30

 

min后PBS冲洗干净,观察并计

数细胞数量,镜下拍照,实验平行3次。
1.2.7 细胞周期实验 将1×105 个细胞接种于6孔

板,加入含10%胎牛血清的DMEM 培养基。实验组

每孔加入0.5
 

mg/mL的外泌体100
 

μL,对照组每孔

加入PBS
 

100
 

μL,处理3
 

d后胰酶消化,1
 

500
 

r/min
离心5min后加入预冷PBS洗涤2次;加入预冷的

70%乙醇4
 

℃固定过夜;PBS洗涤1次;加入400
 

μL
碘化丙啶试剂(50

 

μg/mL),4
 

℃避光孵育30
 

min,
PBS洗涤2次,最后用100

 

μL
 

PBS混匀,用流式细胞

仪对细胞周期进行检测,每个样品计数2×104 个细
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胞,结果用细胞周期拟合软件进行分析,实验独立重

复3次。
1.2.8 引物设计、合成与荧光定量分析 选定细胞

周期相关基因细胞周期蛋白(Cyclin
 

D)、细胞周期蛋

白依赖性激酶调节亚基1(CKS1),凋亡相关基因B淋

巴细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关x蛋白(Bax)进行检

测[6-8]。提取0.5
 

mg/mL外泌体处理的细胞作为实

验组,没有外泌体处理的细胞作为对照组。提取两组

细胞的RNA进行反转录,再进行qPCR扩增,体系为

20
 

μL,其中上下游引物各0.4
 

μL,cDNA 模板0.4
 

μL,去离子水8.8
 

μL,SYBR
 

Premix
 

ExTaqⅡ10
 

μL。
反应程序为95

 

℃,15
 

s;60
 

℃,30
 

s;72
 

℃,30
 

s;共40
个循环。60~95

 

℃绘制熔解曲线。内参为β-actin,用
2-ΔΔCt法对各基因的相对表达水平进行计算,实验独

立重复3次。见表1。
1.3 统计学处理 采用统计学软件SPSS16.0进行

数据处理分析,实验数据均经正态性检验和方差齐性

检验,以x±s表示,组间比较方差齐时采用t检验,
方差不齐时采用近似t检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。

表1  基因引物序列及退火温度

引物名称 引物序列(5'-3') 产物长度(bp) 退火温度(℃)

β-actin GAT
 

GAG
 

ATT
 

GGC
 

ATG
 

GCT
 

TT
 

CAC
 

CTT
 

CAC
 

CGT
 

TCC
 

AGT
 

TT 100 55.0

Cyclin
 

D GGA
 

CTT
 

CGA
 

GCA
 

AGA
 

GAT
 

GG
 

AGC
 

ACT
 

GTG
 

TTG
 

GCG
 

TAC
 

AG 196 62.0

CKS1 TAC
 

CAC
 

GCA
 

GCA
 

GAG
 

TTT
 

GAG
 

T
 

AGC
 

AAG
 

ATG
 

TGA
 

GGT
 

TCT
 

GGT
 

C 170 59.0

Bcl-2 TCC
 

TCT
 

TTA
 

CAC
 

TGG
 

CCA
 

GG
 

GAG
 

TAT
 

TTG
 

TGC
 

AGC
 

GAG
 

GG 145 57.0

Bax CAT
 

CAT
 

GGG
 

CTG
 

GAC
 

ATT
 

GG
 

CCT
 

CAG
 

CCC
 

ATC
 

TTC
 

TTC
 

CA 177 56.0

2 结  果

2.1 外泌体鉴定结果 透射电镜拍照镜下呈圆形中

间凹陷的膜状结构,粒径检测结果显示悬液中粒子大

小均在30~100
 

nm,Western
 

blot成像后显示蛋白

CD63和CD9均有条带出现,结果表明外泌体已成功

提取,见图1。

  注:A为透射电镜观察,标尺长度100
 

nm;B为 Western
 

blot显

影图。

图1  外泌体鉴定结果

2.2 HepG2对荧光标记自身外泌体的摄取 倒置荧

光显微镜下观察细胞爬片,并对图片进行融合,结果

显示红色小颗粒荧光的外泌体进入了细胞内,围绕于

蓝色大颗粒荧光的细胞核周围或核上。收集了最后

洗涤的PBS做平行实验,没有发现红色小颗粒荧光信

号,说明没有非特异性荧光染色。

2.3 肿瘤自身外泌体对细胞增殖的影响 实验组的

细胞面积占比高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05),见图2。
2.4 肿瘤自身外泌体对细胞迁移的影响 镜下拍照

可见24
 

h和48
 

h的2个时间点,实验组进入到下室

的细胞数量均高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05),见图3。
2.5 肿瘤自身外泌体对细胞周期的影响 对照组的

G1、S、G2各期所占比例分别为51.59%,44.33%,
2.46%,G2/G1比值为1.81;实验组的 G1、S、G2各

期所占比例分别为38.30%,43.99%,16.25%,G2/

G1比值为1.79。与对照组比较,实验组细胞 G1期

明显缩短(P<0.05),S期持平,G2期明显延长,细胞

分裂周期缩短。

  注:A为划痕6
 

h和12
 

h显微镜下视野,标尺长度250
 

μm;B为划

痕6
 

h和12
 

h后细胞增殖率,与同时间段对照组比较,aP<0.05,与实

验组6
 

h比较,bP<0.05。

图2  细胞划痕实验结果

2.6 肿瘤自身外泌体对细胞周期、凋亡相关基因相

对表达水平的影响 qPCR结果可见,基因Cyclin
 

D、

CKS1、Bax在肿瘤自身外泌体的作用下相对表达水平
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上升,而Bcl-2相对表达水平降低,差异有统计学意义

(P<0.05)。见图4。

  注:A为细胞迁移后下室的细胞经过吉姆萨染色后10倍镜下视

野;B为细胞迁移后下室的细胞计数情况,与同时间段对照组比较,
aP<0.05,与对照组24

 

h比较,bP<0.05,与对照组48
 

h比较,cP<
0.05。

图3  细胞迁移实验结果

  注:与对照组比较,aP<0.05。

图4  细胞周期和凋亡基因的相对表达水平

3 讨  论

  外泌体是细胞生长代谢过程中分泌出来的一类

包含蛋白成分、核酸成分的有膜囊泡状结构。它能够

作用于靶细胞,通过其内容物来调控靶细胞的生理状

态。本研究对肝癌细胞 HepG2的外泌体进行了提

取、鉴定,检测了肿瘤细胞对自身外泌体的摄取和吸

收,还有其摄取外泌体后的肿瘤细胞的增殖能力和迁

移能力,笔者发现肿瘤细胞自身外泌体对肿瘤细胞增

殖、迁移等细胞动力学指标均有正向调控趋势。对实

验组和对照组进行了细胞周期的检测,结果显示实验

组的细胞G1期缩短,G2期延长,说明细胞分裂旺盛,
周期正在缩短。对细胞周期调控基因Cyclin

 

D、CKS1
和凋亡调控基因Bax、Bcl-2进行相对定量分析,发现

两组细胞的CKS1、Cyclin
 

D的相对表达水平都有所

上升,所以外泌体很有可能是通过调控CKS1和Cyc-
lin

 

D等细胞周期调控基因的相对表达水平来促使细

胞通过G1~S转折期[6],致使G1期缩短,G2期延长

从而缩短细胞周期,达到促进肿瘤细胞生长的作用。
而凋亡调控基因Bax相对表达水平上升,由于基因之

间复杂的关系,它会抑制Bcl-2的相对表达水平,导致

Bcl-2的相对表达水平降低趋近于不转录[9],所以实

验组细胞的凋亡能力会降低从而促进生长。本研究

表明,肝癌细胞的细胞周期缩短原因与周期调控类基

因相对表达水平上升密切相关,凋亡基因间相互影响

而使凋亡受抑制,故增殖能力与迁移能力旺盛。
肿瘤的病程进展与微小 RNA(miRNA)密切相

关,其中与肝癌相关的miRNA-23、miRNA-139、miR-
NA-34a等均会影响肿瘤细胞的周期和凋亡情况[10]。
miRNA-23和 miRNA-139作为肝癌细胞特有的小

RNA极有可能被外泌体包裹,从而完成细胞间的信

息传递,参与调控细胞的周期和凋亡[11]。在许多肿瘤

细胞的外泌体中已经检测到 miRNA-34a的存在,并
且影响细胞的增殖能力[12]。这些 miRNA极有可能

以外泌体为载体靶向运输至细胞内,达到调控基因转

录的作用。结合本研究分析,肝癌细胞外泌体对其自

身来说,起到一定促进生长的作用。这种多基因的调

控通常互相影响、十分复杂,需要进一步确定这些基

因对于肿瘤发生、发展的生物学作用,从而为疾病的

治疗提供更多的指导。
综上所述,肿瘤自身外泌体可以在体外通过调控

Cyclin
 

D和CKS1基因的相对表达水平,缩短肿瘤细

胞周期,调控Bax、Bcl-2基因的相对表达水平抑制细

胞凋亡,从而使肿瘤细胞增殖更快,迁移能力更强。
总体来看,一定水平的肿瘤自身外泌体对肿瘤细胞自

身的增殖和迁移能力有促进作用,在以后的实验中还

需要进一步明确其对细胞生长的影响,从而为肝癌的

临床靶向治疗提供参考。
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