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　　［摘要］　目的　探索鼻咽癌外泌体ｍｉｃｒｏＲＮＡ是否通过靶向凋亡基因而抑制肿瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭ）凋亡。方法　通过

生物信息学方法确定目标ｍｉｃｒｏＲＮＡ及其靶基因，检测鼻咽癌患者血清及鼻咽癌细胞培养基中的外泌体内 ｍｉＲ２０ａ的表达量。

应用ｍｉＲ２０ａ的拟似物及抑制物转染巨噬细胞；并检测干预后的凋亡指数及凋亡通路相关蛋白。结果　ｍｉＲ２０ａ在鼻咽癌外泌

体中表达显著上调。ｍｉＲ２０ａ的靶基因为ＢＣＬ２Ｌ１１，过表达ｍｉＲ２０ａ可以抑制巨噬细胞凋亡，且凋亡通路相关蛋白Ｂｉｍ、ｃａｓｐａｓｅ

９和ｃａｓｐａｓｅ３均显著减少（犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２０ａ通过抑制Ｂｉｍｃａｓｐａｓｅ９ｃａｓｐａｓｅ３凋亡途径的活化从而抑制鼻咽癌中

ＴＡＭ凋亡。

［关键词］　鼻咽肿瘤；外泌体；ｍｉＲ２０ａ；ＢＣＬ２Ｌ１１；巨噬细胞
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　　鼻咽癌是高发的头颈部恶性肿瘤之一
［１］。现有研究发现

肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭ）在肿

瘤的生长、侵袭和转移过程中发挥重要作用［２］，在鼻咽癌中也

是如此［３４］。在ＴＡＭ发挥促癌作用的过程中，表现出凋亡受

抑制的现象，在可能参与调节ＴＡＭ 凋亡的因素中，来自肿瘤

细胞的外泌体的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）可能是一个重要因素。

相关研究表明，在鼻咽癌中，肿瘤细胞来源的外泌体中有大量

ｍｉＲＮＡ，其中有一些是显著上调的
［５］。本研究借助生物信息

学数据库及软件对上述 ｍｉＲＮＡ的可能靶点和相关信号通路

进行预测，发现ｈｓａｍｉＲ２０ａ５ｐ（以下简称 ｍｉＲ２０ａ）可能通过

抑制ＢＣＬ２Ｌ１１和ＣＡＳＰ２基因而参与了抑制凋亡。本研究对

鼻咽癌外泌体中 的 ｍｉＲ２０ａ是 否 通 过 靶 向 ＢＣＬ２Ｌ１１ 或

ＣＡＳＰ２基因抑制ＴＡＭ凋亡，以及相关的机制进行了探讨。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂　抗体Ｆ４／８０购自美国Ａｂｃａｍ公司；抗

体Ｂｉｍ、ｃａｓｐａｓｅ２和αＴｕｂｕｌｉｎ均购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ公司；人正常鼻咽上皮细胞株 ＮＰ６９和鼻咽癌细胞株５８Ｆ

购自中国科学院上海细胞研究所细胞库；人单核／巨噬细胞分

离试剂ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ购自ＧＥ公司；人血清及培养基外泌体提

取试剂盒、ｍｉＲ２０ａ抑制物和拟似物及各自相应的对照试剂均

购自广州锐博生物科技有限公司。

１．２　生物信息学检索方法　使用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＭｉｃｒｏＣｏｓｍ和

ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ３个在线分析数据库，预测即有研究证实了的在

鼻咽癌中表达显著上调的ｍｉＲＮＡ的靶ｍＲＮＡ；从预测结果中

找出３个软件预测的交集；再借助ＵｎｉＰｒｏｔ在线数据库筛选出

与凋亡功能相关的候选靶ｍＲＮＡ及对应的ｍｉＲＮＡ；最后利用

ｍｉＲａｎｄａ在线数据库／软件预测ｍｉＲＮＡ的相互作用位点。

１．３　免疫组织化学染色方（ＳＰ）法　切片脱蜡至水后，柠檬酸

盐液加热修复抗原，灭活后加一抗Ｆ４／８０过夜，第２天加生物

素标记二抗，然后滴加ＳＰ，用ＤＡＢ显色。最后复染苏木素并
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脱水、透明、封片。

１．４　外泌体分离及电镜成像　患者血清来源：选取１０例临床

明确诊断鼻咽癌的患者，同时招募１０名健康志愿者；分别抽取

他们的空腹静脉血１２ｍＬ。外泌体提取按试剂盒说明进行，简

言之：将样本于２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ后转移上清液至新管，加

入外泌体分离剂混匀后于４℃静置３０ｍｉｎ至２ｈ；然后４℃，

１５０００×ｇ离心３０ｍｉｎ；弃上清液即得外泌体。取ＰＢＳ重悬的

外泌体５０μＬ，使之吸附于带有聚醋酸甲基乙烯脂支持膜的铜

网上，再经２％ 磷钨酸染色，使用透射电镜观察、摄片。

１．５　细胞培养　ＮＰ６９细胞使用ＫＳＦＭ 完全培养基培养，５

８Ｆ细胞使用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＲＰＭＩ１６４０培养基培

养。培养条件为３７℃，５％ＣＯ２。

１．６　人巨噬细胞的分离和激活　按照ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ试剂的流

程对健康志愿者的外周血离心获得人巨噬细胞，将其用培养基

稀释，根据实验需要接种于２４孔板或９６孔板；然后在培养基

中加入脂多糖（ＬＰＳ，１００ｎｇ／ｍＬ）和干扰素（ＩＦＮγ，２０ｎｇ／ｍＬ）

作为刺激因子模拟体内炎性环境［６］。

１．７　外泌体荧光标记、成像及巨噬细胞摄取实验　将经过细

胞膜红色荧光染料ＰＫＨ２６标记过的外泌体ＤＭＥＭ重悬液替

换掉２４孔板中培养巨噬细胞的培养基，继续孵育２４ｈ；然后固

定、染色、观察和摄片［７］。

１．８　不同来源外泌体处理巨噬细胞及相关检测

１．８．１　外泌体处理巨噬细胞　将不同来源提取的外泌体以

２００ｎｇ／ｍＬ的终浓度加入分离培养的巨噬细胞；相应分为

ＮＰ６９组、５８Ｆ组、鼻咽癌患者组、健康志愿者组和不加外泌体

的对照组。

１．８．２　凋亡指数测定　外泌体处理７２ｈ后收集各组巨噬细

胞并使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染细胞凋亡检测方法检测各组细胞

的凋亡指数。

１．８．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　外泌体处理７２ｈ后提取各组巨噬

细胞总蛋白，按常规流程进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｓｐａｓｅ２和

Ｂｉｍ蛋白定量。

１．９　实时荧光定量ＰＣＲ检测外泌体内 ｍｉＲ２０ａ的表达　按

常规流程检测ＮＰ６９组、５８Ｆ组、鼻咽癌患者组、健康志愿者组

的培养基或血清中分离的外泌体中的 ｍｉＲ２０ａ的表达，ＰＣＲ

反应步骤：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环。

反应以Ｕ６为内参照。ｍｉＲ２０ａ引物序列：上游引物５′ＧＣＴ

ＣＡＧＴＴＣＧＣＴＣＴＧＡＧＣＡＧＧ３′，下游引物５′ＣＡＧＧＧＴ

ＣＣＣＡＧＴ ＧＧＡ ＧＧＴ３′；Ｕ６引物序列：上游引物 ５′ＣＴＣ

ＧＣＴＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡＣＡ３′，下游引物５′ＡＡＣＧＣＴ ＴＣＡ

ＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。

１．１０　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物的转染　将５８Ｆ细胞接种于

２４孔板中，之后用终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的拟似物、拟似物对照、

抑制物和抑制物对照工作液加入到细胞培养基中，继续培养

４８ｈ后提取培养基中的外泌体并与原代培养的巨噬细胞共孵

育。经过处理的巨噬细胞７２ｈ后进行凋亡指数检测及 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ实验检测Ｂｉｍ蛋白、ｃａｓｐａｓｅ９蛋白和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

的表达情况。

１．１１　统计学处理　采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．０软件分析数据。计

量资料以狓±狊表示，多样本均数之间比较采用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ），以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　生物信息学检索结果　经生物信息学分析发现：鼻咽癌

患者血清或者鼻咽癌细胞培养基中表达显著上调的 ｍｉＲＮＡ

中ｍｉＲ２０ａ与凋亡有最密切的关系，其与凋亡有关的候选靶基

因为ＢＣＬ２Ｌ１１和ＣＡＳＰ２基因（分别编码Ｂｉｍ和ｃａｓｐａｓｅ２）。

其中ＢＣＬ２Ｌ１１ｍＲＮＡ存在两个与ｍｉＲ２０ａ互补的区域。

２．２　鼻咽癌组织中巨噬细胞的检测及外泌体分离、成像　经

巨噬细胞特异性抗体Ｆ４／８０的免疫组织化学染色，巨噬细胞

细胞质呈棕黄色；可见大量巨噬细胞散布于癌巢及周边间质

中，见图１。从鼻咽癌患者的血清及５８Ｆ细胞的培养基中均

可以分离出丰富的外泌体，经透射电镜成像，这些外泌体为圆

形的膜状结构，直径约８０～１２０ｎｍ，见图２。

图１　　鼻咽癌组织的Ｆ４／８０免疫组织化学染色（×４００）

图２　　外泌体的透射电镜成像

２．３　巨噬细胞的分离培养及对外泌体的摄取　由健康志愿者

外周血分离获得的人巨噬细胞镜下呈圆形或椭圆形，常有不规

则突起或伪足，见图３。在荧光显微镜下可以见到巨噬细胞细

胞质内吞噬了数量不一并标记了红色荧光染料的外泌体，见

图４。

图３　　巨噬细胞的原代培养

２．４　不同来源外泌体处理巨噬细胞后的相关检测　来自５

８Ｆ组和鼻咽癌患者组提取的外泌体处理的巨噬细胞的凋亡指
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数显著低于对照组、ＮＰ６９组和健康志愿者组（犘＜０．０５），见图

５。各组ｃａｓｐａｓｅ２蛋白差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图６；

５８Ｆ组和鼻咽癌患者组的外泌体处理巨噬细胞后的Ｂｉｍ蛋白

显著少于其他组（犘＜０．０５），见图７。来自５８Ｆ组外泌体中的

ｍｉＲ２０ａ水平显著高于 ＮＰ６９组（犘＜０．０１）；由鼻咽癌患者组

提取的外泌体中的 ｍｉＲ２０ａ的水平显著高于健康志愿者组

（犘＜０．０５），见图８。

图４　　巨噬细胞对外泌体的摄取

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组、ＮＰ６９组、健康志愿者组比较。

图５　　不同来源外泌体处理后各组巨噬细胞的凋亡指数

图６　　不同来源外泌体处理后各组巨噬细胞的

ｃａｓｐａｓｅ２蛋白表达

２．５　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物的转染实验　与 ｍｉＲ２０ａ抑似

物对照组比较，ｍｉＲ２０ａ拟似物组的凋亡指数显著减少（犘＜

０．０１）；而相对于ｍｉＲ２０ａ抑制物对照组，抑制物组的凋亡指数

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图９。Ｂｉｍ蛋白：相对于ｍｉＲ

２０ａ抑似物对照组，ｍｉＲ２０ａ拟似物组的Ｂｉｍ蛋白水平显著减

少（犘＜０．０５）；而相对于 ｍｉＲ２０ａ抑制物对照组，抑制物组的

Ｂｉｍ蛋白差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１０。ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ９：相对于 ｍｉＲ２０ａ抑似物对照组，ｍｉＲ２０ａ拟似物组

的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平显著减少（犘＜０．０５）；而相对于

ｍｉＲ２０ａ抑制物对照组，抑制物组的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１１。ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３：相对

于 ｍｉＲ２０ａ 抑 制 物 对 照 组，ｍｉＲ２０ａ 拟 似 物 组 的 ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平显著减少（犘＜０．０５）；而相对于 ｍｉＲ２０ａ抑

制物对照组，抑制物组的ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白差异无统计学

意义（犘＞０．０５），见图１２。

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组、ＮＰ６９组、健康志愿者组比较。

图７　　不同来源外泌体处理后各组巨噬

细胞的Ｂｉｍ蛋白表达

图８　　血清或培养基中分离的外泌体中ｍｉＲ２０ａ

表达量（实时荧光定量ＰＣＲ法）

图９　　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物转染巨噬细胞后

的凋亡指数
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图１０　　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物转染巨噬细胞后

Ｂｉｍ蛋白水平

图１１　　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物转染巨噬细胞后

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白水平

图１２　　ｍｉＲ２０ａ拟似物及抑制物转染巨噬细胞后

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平

３　讨　　论

　　ＴＡＭ是肿瘤微环境中重要的成分
［８９］。在本研究中，在

鼻咽癌活检组织中也查见大量ＴＡＭ，说明其可能参与了促鼻

咽癌的作用。本研究前期从鼻咽癌患者血清和鼻咽癌细胞的

培养基中均分离出丰富的外泌体，原代培养的巨噬细胞可以对

这些外泌体吞噬，且随后凋亡会受到抑制；因此考虑鼻咽癌外

泌体可能通过其内含的ｍｉＲＮＡ抑制了ＴＡＭ的凋亡过程。外

泌体是细胞来源的膜包被的微小囊泡，可以携带一系列的功能

性分子如蛋白质、ｍＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ等。肿瘤来源的外泌体可

以借助其内含的ｍｉＲＮＡ对肿瘤微环境中的成纤维细胞、血管

内皮细胞等进行调节［１０１２］。ｍｉＲＮＡ 是一类非编码单链小

ＲＮＡ分子，可以通过与靶基因 ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ结合而在转

录后水平沉默特定基因［１３］。借助对相关文献及生物信息学数

据库的分析，本研究确定鼻咽癌细胞可能是借助外泌体中的

ｍｉＲ２０ａ抑制了ＢＣＬ２Ｌ１１和（或）ＣＡＳＰ２基因而参与抑制凋

亡。本研究证实鼻咽癌细胞可以过表达 ｍｉＲ２０ａ，而且可以经

过外泌体转移进入巨噬细胞，进而抑制其凋亡。对凋亡通路关

键蛋白的定量检测发现ｍｉＲ２０ａ调控的靶基因是ＢＣＬ２Ｌ１１而

非ＣＡＳＰ２。分析得知：ｍｉＲ２０ａ和 ＢＣＬ２Ｌ１１ ｍＲＮＡ 的 ３′

ＵＴＲ之间存在高度匹配的序列；ｍｉＲ２０ａ可以通过与之互补

结合而抑制ＢＣＬ２Ｌ１１ｍＲＮＡ的翻译。ＢＣＬ２Ｌ１１基因编码的

Ｂｉｍ蛋白属于Ｂｃｌ２家族一员，是促凋亡因子。Ｂｉｍ可以通过

一些列过程最终募集并激活ｃａｓｐａｓｅ９，再由ｃａｓｐａｓｅ９激活

ｃａｓｐａｓｅ３使细胞进入凋亡
［１４］。ｍｉＲ２０ａ拟似物组的上述３种

蛋白水平均显著低于对照组，证明了过表达的ｍｉＲ２０ａ是通过

抑制Ｂｉｍｃａｓｐａｓｅ９ｃａｓｐａｓｅ３途径而抑制巨噬细胞凋亡的。

综上，本研究发现了鼻咽癌微环境中，癌细胞可以过表达

ｍｉＲ２０ａ并通过外泌体将其传递到ＴＡＭ 而抑制其凋亡，机制

是 ｍｉＲ２０ａ抑制了Ｂｉｍｃａｓｐａｓｅ９ｃａｓｅｐａｓｅ３途径的活化。因

此，基于此发现可以设计新的抗肿瘤的研究或治疗策略。
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本实验结果表明，ＨＩＦＵ治疗裸鼠肝移植瘤后，再注入载

ＨＳＶＴＫ的纳米级超声分子探针治疗，在残瘤中 ＭＶＤ、

ＶＥＧＦ及 ＨＩＦ１α的表达均低于 ＨＩＦＵ联合包裹 ＨＳＶＴＫ基

因的超声微泡组及其他对照组。这表明 ＨＩＦＵ联合载 ＨＳＶ

ＴＫ基因的纳米级超声分子探针治疗可以更有效地抑制肿瘤

组织中血管的生成，使得肿瘤生长的血供条件受限，造成肿瘤

内部出现缺血坏死，从而提高肿瘤的治疗效果。分析其机制，

可能是由于载 ＨＳＶＴＫ基因的纳米级超声分子探针，改善了

肿瘤组织中的缺氧环境，进而使 ＨＩＦ１α的表达降低，使得

ＶＥＧＦ的表达下调来降低残瘤中的 ＭＶＤ。但 ＨＩＦＵ联合载

ＨＳＶＴＫ基因的纳米级超声分子探针治疗裸鼠肝移植瘤，其

导致缺氧环境改善的具体机制目前尚不明确，可能与治疗过程

中自由基的产生有关，这有待于进一步研究。

综上所述，ＨＩＦＵ联合载 ＨＳＶＴＫ基因的纳米级超声分

子探针治疗肝癌，可降低肝癌组织中 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α的表

达，使肿瘤新生血管减少，破坏肿瘤生长的血供条件，进而抑制

肿瘤生长、转移，提高并巩固了 ＨＩＦＵ治疗肝癌的疗效，这为

肝癌治疗手段的改善提供了理论依据。
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