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成骨细胞外泌体对前列腺癌细胞生物学特性的影响及潜在机制研究
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　　［摘要］　目的　研究成骨细胞外泌体对前列腺癌细胞生物学特性的影响和潜在的机制。方法　将人
骨髓间充质干细胞诱导分化为成骨细胞，超速离心提取细胞培养基上清中的外泌体并鉴定。克隆形成

试验分析成骨细胞外泌体对前列腺癌细胞增殖的影响。ＰＣＲ芯片分析外泌体处理后前列腺癌细胞中
表达变化的ｍｉＲＮＡ。通过荧光标记实验证明成骨细胞和肿瘤细胞中存在ｍｉＲＮＡ传递。在细胞和动物
水平研究关键ｍｉＲＮＡ对前列腺癌细胞生物学特性的影响。生信分析并实验验证关键 ｍｉＲＮＡ的靶基
因。结果　成功提取并鉴定了成骨细胞外泌体。相比于对照组，加入成骨细胞外泌体的前列腺癌细胞
克隆形成能力明显增强（Ｐ＜０．０５）。ＰＣＲ芯片筛选发现ｍｉＲ２２３可能是其中的关键分子。膜交换实验
显示成骨细胞与前列腺癌细胞存在膜交换，ＦＡＭ标记 ｍｉＲＮＡ显示 ｍｉＲ２２３能够在细胞间传递。功能
实验表明，过表达ｍｉＲ２２３能够增强前列腺癌细胞的增殖、抗凋亡和迁移侵袭能力（Ｐ＜０．０５）。生信分
析提示ＷＮＴ通路抑制蛋白 ＡＰＣ可能是 ｍｉＲ２２３的靶基因，实验证实过表达 ｍｉＲ２２３能够降低前列腺
癌细胞中ＡＰＣ的表达（Ｐ＜０．０５）。Ｒｅｓｃｕｅ实验显示过表达 ＡＰＣ能够逆转 ｍｉＲ２２３对前列腺癌细胞增
殖、迁移、侵袭的促进作用。结论　成骨细胞外泌体是前列腺癌的促癌因子。外泌体中ｍｉＲ２２３可能是
其中的关键作用分子，其通过影响细胞中ＡＰＣ的表达发挥促癌作用。
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　　前列腺癌骨转移是临床面临的挑战，尽管过去几
十年中针对转移性前列腺癌的系统治疗取得了诸多进

展，患者的生存期不断延长，但病情进展仍然不可避

免［１］。“种子和土壤”学说是前列腺癌特异性嗜骨转

移的公认机制。在形成骨转移灶的过程中，前列腺癌

细胞与骨微环境中细胞的交互对话起着核心作用［２］。

　　外泌体是新近发现的细胞间通讯载体。这是一类
直径为４０～１６０ｎｍ，具有双层脂质结构的细胞外囊泡。
其包含有细胞的许多成分，包括 ＤＮＡ、ＲＮＡ、脂质、代
谢物以及胞质和细胞表面蛋白等［３］。外泌体参与了

多种生理与病理过程。在癌症研究中，外泌体不仅可

以作为标记物，也能够影响肿瘤形成、生长、转移以及

治疗抵抗。在肿瘤转移过程中，外泌体被认为介导了

“种子和土壤”的相互作用［４］。

　　前列腺癌作为主动因素分泌外泌体，构建适宜肿
瘤细胞生长的转移前生态已有研究证实［４］。前列腺

癌骨转移的转移前生态中，一个重要的特征是存在过

度活跃的成骨细胞。癌细胞通过外泌体传递 ｍｉＲ
１２７５［５］、ｍｉＲ９４０［６］、ｍｉＲ３７５［７］等作用分子至骨微环
境，通过相应靶基因促进间充质干细胞成骨分化或者

直接激活成骨细胞。但是，外泌体作为一种双向传递

介质，成骨细胞激活后其分泌的外泌体对前列腺癌细

胞的反馈作用却鲜有研究。本项目探索了在前列腺癌

中成骨细胞过度活跃的背景下，成骨细胞外泌体对前

列腺癌细胞生物学特性的影响及内在机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　人骨髓间充质干细胞购自浙江美森
细胞科技有限公司，人前列腺癌细胞系 Ｃ４２Ｂ和
ＬＮＣａＰ为大坪医院泌尿外科实验室自存细胞。
１．１．２　实验动物　　ＢＡＬＢ／ｃ雄性裸鼠购自北京维
通利华实验动物技术有限公司［批件号：ＳＹＸＫ（京）

２０２２００５２］，８周龄，体质量为 ２１～２３ｇ，饲养在大坪
医院动物实验中心标准ＳＰＦ级动物房。
１．１．３　主要试剂　　间充质干细胞成骨诱导分化试
剂（货号ＢＩ０５４４０１）购自上海逍鹏生物科技有限公
司。ｍｉＲＮＡ提取试剂盒（货号 ＲＣ２０１）购自南京诺唯
赞生物科技股份有限公司。ｍｉＲＮＡ定量检测试剂盒
（货号Ｃ１０２１１）购自广州锐博生物技术有限公司。总
ＲＮＡ提取试剂盒（货号 Ｚ３１００）、ＲＮＡ反转录试剂盒
（货号Ａ２８０１）及定量检测试剂盒（货号 Ａ６００１）购自
普洛麦格（北京）生物技术有限公司。ＰＫＨ６７染色试
剂盒（货号 Ｄ００３１）、ＥｄＵ试剂盒（货号 ＣＡ１１７０）购自
北京索莱宝科技有限公司。细胞计数试剂盒（货号

Ｃ００３７）、凋亡检测试剂盒（货号Ｃ１０６２Ｌ）、ＡＰＣ过表达
质粒购自上海碧云天生物技术有限公司。ＡＰＣ（兔抗，
ａｂ４０７７８）、ＣＤ９（兔抗，ａｂ２３６６３０）、ＴＳＧ１０１（兔抗，
ａｂ１２５０１１）、βａｃｔｉｎ（兔抗，ａｂ８２２７）、βｔｕｂｕｌｉｎ（兔抗，
ａｂ１７９５１３）、山羊抗兔二抗抗体（ａｂ２０５７１８）购自美国
Ａｂｃａｍ公司。ｍｉＲＮＡ２２３过表达及对照慢病毒购自和
元生物技术（上海）股份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　成骨细胞诱导培养和鉴定　　人骨髓间充质
干细胞培养于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，在
３７℃，５％ＣＯ２的恒温培养箱培养，当细胞 ９０％融合
后更换为商品化成骨诱导培养基，２周后茜素红染色
鉴定。

１．２．２　成骨细胞外泌体提取和鉴定　 将诱导的成骨
细胞用ＰＢＳ清洗后，加入无外泌体培养基中培养，３６ｈ
后收集上清。参照超速离心流程获得外泌体［８］。简

要离心流程为：４℃下离心；３００×ｇ，１０ｍｉｎ，去除细胞；
２０００×ｇ，１０ｍｉｎ去除死细胞；１００００×ｇ，３０ｍｉｎ去除细
胞碎片；１０００００×ｇ，１２０ｍｉｎ获得外泌体，１２０ｍｉｎ清洗
外泌体颗粒（ＨｉｔａｃｈｉＣＰ１００ＭＸ）。获得的外泌体通过
透射电镜（ＨｉｔａｃｈｉＨＴ７７００，１００ｋＶ）观察外泌体形态

５４５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



及大小，粒径分析仪（ＮａｎｏＦＣＭＮ３０Ｅ）分析外泌体的
粒径分布。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用含蛋白酶和磷酸酶
抑制剂ｃｏｃｋｔａｉｌ的蛋白裂解液（ＲＩＰＡ）提取蛋白，细胞
和外泌体悬液直接裂解提取，组织样本经电动匀浆机

研磨离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，２０ｍｉｎ）后取蛋白上清
液。ＢＣＡ法测定浓度后于４％～２０％ＦｕｔｕｒｅＰＡＧＥ预制
胶中１５０Ｖ恒压电泳分离蛋白，随后湿转法２５０ｍＡ恒
流将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜，１０％脱脂奶粉封闭 ２ｈ，４℃
摇床孵育一抗过夜（ＡＰＣ１∶５０００、ＣＤ９１∶１０００、
ＴＳＧ１０１１∶２０００、βａｃｔｉｎ１∶５０００、βｔｕｂｕｌｉｎ１∶１０００），
室温孵育二抗２ｈ（１∶３０００），ＥＣＬ化学发光显影，使用
ＢｉｏＲａｄ显色仪显色成像。
１．２．４　肿瘤细胞培养和转染　　人前列腺癌细胞系
Ｃ４２Ｂ和ＬＮＣａＰ培养于含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养基中，培养条件为 ３７℃恒温培养箱，５％ＣＯ２。
ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ及 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ的转染试剂为 ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭ

ＣＰ（广州锐博生物技术有限公司），质粒转染采用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司），均按照说明书操作。转染４８ｈ后收集细胞用于
后续实验。

１．２．５　克隆形成实验　　将经预处理后的前列腺癌
细胞接种至６孔板中，每孔细胞计数３００个，细胞培养
在含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，３天换液
一次。培养１４天后去除培养基，ＰＢＳ漂洗后４％多聚
甲醛固定，０．１％结晶紫溶液染色，使用ＩｍａｇｅＪ统计直
径超过３ｍｍ的群落。克隆形成率≥３ｍｍ的群落数／
接种细胞数。

１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测、ｍｉＲＮＡ拷贝数计算　　
ｍｉＲＮＡ提取使用 ＭｉＰｕｒｅＣｅｌｌ／ＴｉｓｓｕｅｍｉＲＮＡＫｉｔ（南京
诺唯赞生物科技股份有限公司），定量分析采用Ｂｕｌｇｅ
ＬｏｏｐｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲＳｔａｒｔｅｒＫｉｔ（广州锐博生物技术
有限公司），参考说明书进行操作。总 ＲＮＡ提取、逆
转录、定量分析，分别采用北京普洛麦格试剂盒产品

ＳＶ ＴｏｔａｌＲＮＡ ＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ

ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ 和 ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ。
ｑＰＣＲ数据分析使用２－ΔΔＣｔ法，ＧＡＰＤＨ／Ｕ６作为内参。
使用标准品 ｍｉＲＮＡ制备标准曲线，根据 ｍｉＲ２２３
ｑＰＣＲ的ＣＴ值估算ｍｉＲ２２３拷贝数。ｑＰＣＲ引物序列
如表１。
１．２．７　膜交换及ｍｉＲＮＡ示踪实验　　膜交换实验时
将６孔板中的成骨细胞，０．２５％胰酶消化液（含
ＥＤＴＡ）消化后，２５０×ｇ离心 ３ｍｉｎ，收集细胞。加入
ＰＫＨ６７工作液，３７℃孵育 ５ｍｉｎ，４℃孵育 １５ｍｉｎ。
离心去除工作液，ＰＢＳ清洗 ３次。将细胞接种在
０．４μｍ的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，货号
３４１２）上室。在下层预铺前列腺癌细胞，共培养２４小
时后，荧光显微镜观察下层细胞中的膜染色情况。

ｍｉＲＮＡ示踪实验方法同上，上层细胞为转染有 ＦＡＭ
标记的 ｍｉＲ２２３（ｍｉＲ２２３ＦＡＭ）２４ｈ后的成骨细胞。
１．２．８　ＣＣＫ８实验　　９６孔板中每孔接种５０００个
转染ｍｉＲ２２３ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲ２２３组）、ＡＰＣ过表达质粒
（过表达ＡＰＣ组）、ｍｉＲ２２３ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＣ过表达质粒
（ｍｉＲ２２３＋过表达 ＡＰＣ组）及对应阴性对照（ＮＣ组）
的细胞。设置３复孔，分别在接种后０、２４、４８、７２、９６、
１２０ｈ时加入１０μＬＣＣＫ８溶液，孵育２ｈ后使用酶标
仪在４５０ｎｍ处测定ＯＤ值。细胞活力计算公式为：细
胞活力（％）＝ＯＤ４５０ｎｍ（时间点）／ＯＤ４５０ｎｍ（初始时间点）。
１．２．９　ＥｄＵ实验　　９６孔板中每孔接种５０００个转
染ｍｉＲ２２３ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲ２２３组）和阴性对照（ＮＣ组）
的Ｃ４２Ｂ细胞，７２ｈ后，每孔加入 １００μＬ５０μｍｏｌ／Ｌ
ＥｄＵ培养基孵育 ２ｈ，ＰＢＳ冲洗后 ４％多聚甲醛固定，
再用 ２ｍｇ／ｍＬ甘氨酸溶液孵育 ５ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００渗透 １０ｍｉｎ，１×Ａｐｏｌｌｏ反应液避光染色，０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００再次渗透，甲醇清洗，ＤＡＰＩ染色，ＰＢＳ清
洗后使用荧光显微镜观察并拍照。

１．２．１０　流式凋亡检测　　将转染 ｍｉＲ２２３ｍｉｍｉｃｓ
（ｍｉＲ２２３组）和阴性对照（ＮＣ组）４８ｈ后的ＬＮＣａＰ和
Ｃ４２Ｂ细胞用２５ｎｍｏｌ／Ｌ多西他赛诱导凋亡２４ｈ，胰酶
消化后ＰＢＳ清洗３次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上

表１　ｍｉＲ２２３ｑＰＣＲ引物序列

基因 正向引物（５＇３＇） 反向引物（５′３′）
ｃＭＹＣ ＧＣＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡＣＧＡＧ ＧＣＴＴＧＧＡＣＧＧＡＣＡＧＧＡＴ
ＣＣＮＤ１ ＡＧＡＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧＡＡＣＡ ＧＡＧＡＧＧＡＡＧＣＧＴＧＴＧＡＧＧ
ＨＯＸＢ９ ＡＴＴＴＧＣＧＡＡＧＧＡＡＧＣＧＡＧＧＡ ＣＴＡＣＧＧＴＣＣＣＴＧＧＴＧＡＧＧＴＡ
ＦＯＳＬ１ ＧＣＣＴＧＴＧＣＴＴＧＡＡＣＣＴＧＡ ＴＧＣＴＧＣＴＡＣＴＣＴＴＧＣＧＡＴＧ
ＷＩＳＰ１ ＣＡＧＣＡＣＡＣＧＣＴＣＣＴＡＴＣＡ ＣＡＡＧＣＣＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＣＴ
ＧＡＰＤＨ ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ ＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴ

ＰｒｅｍｉＲ２２３ ＣＣＡＣＧＣＴＣＣＧＴＧＴＡＴＴＴＧＡＣ ＣＣＧＣＡＣＴＴＧＧＧＧＴＡＴＴＴＧＡＣ
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清，将细胞悬浮在结合缓冲液中，加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ避光孵育２０ｍｉｎ，流式细胞仪检测
分析细胞凋亡。

１．２．１１　迁移和侵袭实验　　迁移实验时在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
下室加入５００μＬ完全培养基，小室内种入转染 ｍｉＲ
２２３ｍｉｍｉｃｓ（ｍｉＲ２２３组）、ＡＰＣ过表达质粒（过表达
ＡＰＣ组）、ｍｉＲ２２３ｍｉｍｉｃｓ＋ＡＰＣ过表达质粒（ｍｉＲ２２３
＋过表达ＡＰＣ组）及对应阴性对照（ＮＣ组）４８ｈ后的
细胞５×１０４个及２００μＬ无血清培养基。细胞培养箱
孵育４８ｈ，取出小室，结晶紫染色计数穿透小室膜的下
层细胞。侵袭实验时用基质胶稀释液（基质胶∶培养
基＝１∶８）预处理Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，其余步骤同迁移实验。
１．２．１２　ｍｉＲＮＡ靶基因预测　　ｍｉＲ２３３的潜在靶基
因来自ｓｔａｒｂａｓｅ２．０数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．
ｃｎ／）［９］，其中 ｍｉＲＮＡＴａｒｇｅｔ模块中包含了多个工具
（ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ６．２、ｍｉＲＷａｌｋ、ｍｉＲａｎｄａ、ｍｉＲｍａｐ、ＰＩＴＡ、
ｍｉＲｄｂ和 ｍｉｃｒｏＴ）的预测结果。在 ｍｉｒＴａｒＰａｔｈｗａｙ模
块中对靶基因进行ＫＥＧＧ通路分析。靶基因 ＧＯ分析
采用 在 线 分 析 工 具 ｓａｎｇｅｒｂｏｘ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｓａｎｇｅｒｂｏｘ．ｃｏｍ／）的ＧＯ分析模块进行［１０］。

１．２．１３　慢病毒感染和动物实验　　使用ｍｉＲ２２３过
表达慢病毒及其对照病毒感染 Ｃ４２Ｂ细胞，杀稻瘟菌
素Ｓ筛选稳转株细胞用于动物实验。稳定转染 ｍｉＲ
２２３过表达慢病毒（ＬｖｍｉＲ２２３组）及其对照慢病毒
（ＬｖＮＣ组）的Ｃ４２Ｂ细胞约１×１０７个分别悬浮在２００μＬ

混合液中（ＰＢＳ∶水凝胶＝１∶１）并注射到裸鼠左侧腹股
沟皮下。对照组和实验组各５只，每周测量２次肿瘤
大小，用修正椭圆公式（体积＝长×宽２／２）计算肿瘤体
积。当肿瘤长径达到１５ｍｍ时处死小鼠，解剖肿瘤并
测定最终体积。动物研究项目得到陆军军医大学实验

动物福利伦理审查委员会批准。

１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计学分析，
两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用方
差分析，多组两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法。重复测量
的时间序列数据使用 ＳＰＳＳ２６．０软件采用广义估算方
程进行分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　人骨髓间充质干细胞成骨诱导分化及外泌体提
取和鉴定

　　人骨髓间充质干细胞经成骨诱导完全培养基培养
１４天后，使用茜素红染色法鉴定成骨细胞（图１Ａ）；可
见细胞中大量钙与茜素红复合物，提示成骨诱导成功。

成骨细胞外泌体在透射电子显微镜下呈现出一致的圆

形或者椭圆形膜囊泡形态（图 １Ｂ），粒径分布在 ５０～
１５０ｎｍ之间（图１Ｃ）。在细胞裂解液和外泌体中检测
蛋白标记物，结果显示，外泌体中标记物ＣＤ９和ＴＳＧ１０１
高表达，而细胞骨架蛋白 βｔｕｂｕｌｉｎ低表达（图 １Ｄ）。
以上实验证实从成骨细胞中成功提取到外泌体。
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Ａ：人骨髓间充质干细胞成骨诱导分化；Ｂ：透射电子显微镜下观察到的外泌体（白色箭头所示）；Ｃ：提取的成骨细胞外泌体粒
径分布；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体及细胞裂解液蛋白标记

图１　成骨细胞诱导及其外泌体提取和鉴定
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２．２　成骨细胞外泌体促进前列腺癌细胞克隆形成
　　为研究成骨细胞外泌体能否促进前列腺癌细胞增
殖成瘤，我们进行了克隆形成实验。结果表明，将成骨

细胞外泌体加入前列腺癌细胞Ｃ４２Ｂ和ＬＮＣａＰ中，癌
细胞的克隆形成能力显著增强（图２Ａ、Ｂ）。为了明确
外泌体中发挥主要作用的分子类型，我们用 ＴｒｉｔｏｎＸ
１００破膜外泌体后再分别加入蛋白酶和 ＲＮＡ酶，将处
理过的外泌体加入前列腺癌细胞中。结果显示降解

ＲＮＡ后，外泌体对癌细胞克隆形成的促进作用显著降
低，而降解蛋白后的变化不显著（图 ２Ｃ、Ｄ）。这提示
成骨细胞外泌体中对前列腺癌克隆形成起主要促进作

用的成分可能是ＲＮＡ。
２．３　成骨细胞外泌体传递功能分子 ｍｉＲ２２３至前列

腺癌细胞

　　ｍｉＲＮＡ是外泌体 ＲＮＡ的主要组分，在外泌体传
递的ＲＮＡ分子中，对 ｍｉＲＮＡ的研究最为成熟。为研
究成骨细胞外泌体中的关键 ｍｉＲＮＡ，我们用 ｍｉＲＮＡ
ＰＣＲ芯片 （ｍｉＲＡＣＬＥＯｎＣａｌｌＳｃｒｅｅｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒ
ｍｉＲＮＡｑＰＣＲｐａｎｅｌ，１２０００１Ａ１Ｓ，Ｇｅｎｅｔｉｍｅｓ）检测了外
泌体处理前后前列腺癌细胞 Ｃ４２Ｂ和 ＬＮＣａＰ中的
ｍｉＲＮＡ表达。在芯片检测的４２０个肿瘤相关 ｍｉＲＮＡｓ
中，９个 ｍｉＲＮＡｓ在两种前列腺癌细胞中表达上调

（图３Ａ），其中我们关注到在骨髓中出现，与免疫反
应、细胞炎症和恶性肿瘤转移密切相关的 ｍｉＲ２２３，并
对其进行后续研究。ｑＰＣＲ检测外泌体处理后的
Ｃ４２Ｂ和ＬＮＣａＰ中 ｍｉＲ２２３成熟体及其前体表达发
现，ｍｉＲ２２３成熟体含量增加但前体变化不明显（图３Ｂ），
这提示外泌体传递的可能是 ｍｉＲ２２３的成熟体。
ｑＰＣＲ对比成骨细胞和 Ｃ４２Ｂ、ＬＮＣａＰ中ｍｉＲ２２３表达
发现，ｍｉＲ２２３在成骨细胞中的表达显著高于前列腺癌
细胞（图３Ｃ）。拷贝数结果表明 ｍｉＲ２２３在成骨细胞
外泌体中富集（图３Ｄ）。
　　为证实成骨细胞与前列腺癌细胞之间存在外泌体
一类膜结构物质的交换以及 ｍｉＲ２２３在其中的传递，
我们进行了膜交换实验和ｍｉＲＮＡ示踪。采用０．４μｍ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，共培养模式图如图 ３Ｅ所示。在上层
加入 ＰＫＨ６７标记的成骨细胞后，荧光显微镜观察到
ＰＫＨ６７绿色荧光标记的细胞膜性结构与下层 Ｃ４２Ｂ
细胞融合，膜融合后的细胞局部或整体可见荧光

（图３Ｆ）。在上层加入预先转染 ＦＡＭ标记 ｍｉＲ２２３
（ｍｉＲ２２３ＦＡＭ）的成骨细胞后，下层 Ｃ４２Ｂ细胞中可
以观察到细小、散在的荧光颗粒（图 ３Ｇ）。以上实验
表明，成骨细胞能够将膜结构物质及 ｍｉＲ２２３传递至
前列腺癌细胞。

!"#

外泌体 外泌体
$

蛋白酶 外泌体
$%&'

酶
!"#

外泌体

(
)
!
*
"

+
&
(
,
!

(
)
!
*
"

+
&
(
,
!

- (

./0

012

013

01)

01*

0

克
隆
形
成
率

"

,

,

!"#

外泌体

()!*" +&(-!

410

012

013

01)

01*

0

克
隆
形
成
率

5

,

,

!"#

外泌体
6

蛋白酶

外泌体 外泌体
6%&-

酶

()!*"

+&(-!

,

,

Ａ、Ｂ：加入成骨细胞外泌体后前列腺癌细胞系Ｃ４２Ｂ和 ＬＮＣａＰ的克隆形成；Ｃ、Ｄ：蛋白酶、ＲＮＡ酶降解外泌体中蛋白或 ＲＮＡ
成分后对前列腺癌细胞克隆形成的影响　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较

图２　成骨细胞外泌体促进前列腺癌细胞克隆形成
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Ａ：加入成骨细胞外泌体后前列腺癌细胞中表达增高的ｍｉＲＮＡｓ；Ｂ：前列腺癌细胞加入外泌体后ｍｉＲ２２３前体和成熟体的变化
　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较；Ｃ：成骨细胞与前列腺癌细胞中ｍｉＲ２２３的相对表达水平 　ｂ：Ｐ＜０．０５，与成骨细胞比较；Ｄ：成骨
细胞及其外泌体中ｍｉＲ２２３拷贝数水平；Ｅ：细胞共培养设计示意图；Ｆ：膜交换实验观察下层Ｃ４２Ｂ膜融合后的ＰＫＨ６７荧光；
Ｇ：ｍｉＲ２２３ＦＡＭ标记示踪在下层Ｃ４２Ｂ细胞可见颗粒状ＦＡＭ荧光；Ｈ：ｍｉＲ２２３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ可逆转成骨细胞外泌体对前列腺癌
细胞克隆形成的促进作用　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＢＳ组比较

图３　成骨细胞运载功能分子ｍｉＲ２２３至前列腺癌细胞
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　　为验证ｍｉＲ２２３是外泌体中的关键分子，我们在
用成骨细胞外泌体处理前列腺癌细胞时同时转染

ｍｉＲ２２３的抑制剂 （ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ）。如图 ３Ｈ所示，成骨
细胞外泌体能够促进Ｃ４２Ｂ和ＬＮＣａＰ的克隆形成，但
这种促进作用在转染ｍｉＲ２２３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ后能够逆转。
２．４　ｍｉＲ２２３促进前列腺癌恶性表型
　　为研究ｍｉＲ２２３在前列腺癌细胞中的功能作用，
我们向前列腺癌细胞 Ｃ４２Ｂ和 ＬＮＣａＰ转染 ｍｉＲ２２３
ｍｉｍｉｃｓ模拟ｍｉＲ２２３过表达。ＣＣＫ８实验表明过表达
ｍｉＲ２２３后Ｃ４２Ｂ细胞和 ＬＮＣａＰ细胞增殖能力显著

增强（图４Ａ）；ＥｄＵ实验发现过表达 ｍｉＲ２２３后 ＤＮＡ
合成活跃的细胞显著增加（图４Ｂ）；使用多西他赛作为
凋亡诱导剂，流式ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ凋亡检测显示过表达
ｍｉＲ２２３组凋亡更少（图４Ｃ）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验表明过表
达ｍｉＲ２２３后癌细胞迁移（图４Ｄ）和侵袭（图４Ｅ）能力
显著增强。使用慢病毒构建稳定过表达 ｍｉＲ２２３的
Ｃ４２Ｂ细胞（图４Ｆ），裸鼠皮下移植瘤模型生长曲线显
示ｍｉＲ２２３过表达组的瘤体生长速度显著高于对照组
（图４Ｇ）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较，Ａ：ＣＣＫ８检测ｍｉＲ２２３对前列腺癌细胞增殖的影响；Ｂ：ＥｄＵ实验检测ｍｉＲ２２３对细胞ＤＮＡ合成的
影响；Ｃ：流式ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ检测ｍｉＲ２２３对多西他赛处理后的前列腺癌细胞凋亡的影响

图４　ｍｉＲ２２３促进前列腺癌细胞恶性表型
（图４Ｄ～Ｇ续下页）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；Ｄ、Ｅ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｍｉＲ２２３对前列腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响；Ｆ：Ｃ４２Ｂ慢病毒稳转株
ｍｉＲ２２３过表达效率；Ｇ：裸鼠皮下成瘤模型瘤体生长曲线（左）及肿瘤大体观（右）

续图４　ｍｉＲ２２３促进前列腺癌细胞恶性表型

２．５　ｍｉＲ２２３通过靶向ＡＰＣ提高ＷＮＴ通路的活性
　　使用 Ｓｔａｒｂａｓｅ２．０数据库获取 ｍｉＲ２２３在多个预
测工具中的靶基因（图５Ａ），对至少在４个分析工具中
出现的９６个交集靶基因进行后续 ＧＯ通路分析。ＧＯ
生物学过程（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ：ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ，ＧＯ：
ＢＰ）分析表明，这些靶基因主要参与了细胞形态发生、
细胞对激素刺激的反应和骨化等过程。ＧＯ分子功能
（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）分析目标基因主要参与酶结
合、转录因子结合、染色质结合等分子功能（图 ５Ｂ）。
Ｓｔａｒｂａｓｅ２．０数据库中对 ｍｉＲ２２３靶基因的 ＫＥＧＧ
Ｐａｔｈｗａｙ分析结果显示，靶基因在 ＷＮＴ通路中富集明
显（图５Ｃ）。同时，在 ４个靶基因预测工具中均提示
ＷＮＴ通路抑制分子 ＡＰＣ可能是 ｍｉＲ２２３的靶点。图
５Ｄ上显示了 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ６．２预测的 ｍｉＲ２２３种子区与

ＡＰＣ３′ＵＴＲ预测结合位点。过表达 ｍｉＲ２２３后，前列
腺癌细胞和移植瘤中 ＡＰＣ的表达降低（图 ５Ｄ下）。
图５Ｅ显示ｑＰＣＲ检测多个ＷＮＴ通路下游基因ＷＩＳＰ１、
ＣＣＮＤ１、ＨＯＸＢ９、ＦＯＳＬ１和ｃＭＹＣ表达增高。
２．６　ｍｉＲ２２３通过ＡＰＣ增强前列腺癌细胞恶性表型
　　为验证 ｍｉＲ２２３通过其靶基因 ＡＰＣ发挥功能作
用，我们进行了 Ｒｅｓｃｕｅ实验。ＣＣＫ８实验显示，过表
达ｍｉＲ２２３对前列腺癌细胞增殖的促进作用能够被过
表达 ＡＰＣ所逆转（图 ６Ａ）。类似的趋势也表现在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验中，过表达ＡＰＣ减弱了过表
达ｍｉＲ２２３对前列腺癌细胞迁移（图６Ｂ）和侵袭（图６Ｃ）
的促进作用。以上实验表明，ｍｉＲ２２３对前列腺癌恶
性行为的影响可能是通过抑制ＡＰＣ来实现的。

１５５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）
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Ａ：ｍｉＲ２２３在６个预测工具中的靶基因 Ｖｅｎｎ图；Ｂ：ｍｉＲ２２３靶基因 ＧＯ分析；Ｃ：ｍｉＲ２２３预测靶基因 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ分析；
Ｄ：Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ６．２预测ｍｉＲ２２３与 ＡＰＣ结合位点（上）、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞和移植瘤中 ｍｉＲ２２３对 ＡＰＣ表达水平的影响
（下）；Ｅ：ＲＴｑＰＣＲ检测细胞和移植瘤中ｍｉＲ２２３对ＷＮＴ通路下游基因表达水平的影响 　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较

图５　ｍｉＲ２２３抑制ＡＰＣ表达增强ＷＮＴ通路活性

３　讨论

　　在全球，转移性前列腺癌每年导致约４０万患者死
亡，且这一数字正在逐年上升［１１］。特异性嗜骨转移和

成骨转移是前列腺癌骨转移的显著特征。对前列腺癌

骨转移的机制研究认为，癌细胞与骨微环境的相互作

用是其发生的主要原因。在本研究中，我们发现成骨

细胞外泌体是前列腺癌的促癌因子，外泌体中的 ｍｉＲ
２２３可能是关键的功能分子。研究证实了成骨细胞与
前列腺癌细胞的体外交互作用，包括细胞之间膜的交

换和ｍｉＲ２２３的传递。同时在细胞中研究了 ｍｉＲ２２３
的功能作用和靶向分子。

２５５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图６　ｍｉＲ２２３通过抑制ＡＰＣ促进前列腺癌恶性表型

　　骨微环境的稳态由成骨细胞和破骨细胞这两类主
要的细胞维持［１２］。破骨细胞由骨髓造血干细胞来源

的单核／巨噬前体细胞融合分化而来，具有溶解、吸收
骨组织的能力。而间充质干细胞来源的成骨细胞则通

过分泌细胞外基质并使其矿化成新骨来完成骨的重

建。成骨细胞与破骨细胞本身依靠核因子 κＢ受体活
化因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＲＡＮＫ）
和核因子 κＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）信号通路互相牵制。
破骨细胞介导的骨吸收为癌细胞归巢并形成转移前生

态提供了先决条件［１３］。同时，破骨细胞分泌的多种促

癌因子也能够增强肿瘤细胞的恶性表型［１４］。因此破

骨细胞被认为是前列腺癌骨转移的潜在治疗靶点。但

目前针对破骨细胞的药物如双膦酸盐和地诺单抗等没

有显著的延长患者的生存期［１５］。

　　前列腺癌细胞能够通过多种机制使骨微环境中成
骨细胞过度激活［１６］。但成骨细胞激活后对前列腺癌

细胞的反馈影响却鲜有研究。一些基于分泌因子的研

究显示，成骨细胞能够协助前列腺癌细胞在骨部位的

休眠［１７］。但癌细胞从播散至骨到形成转移灶，需要经

过一个复杂的过程，这个过程包括定植、休眠、重新激

活、重建，其中的具体机制有待深入探究。我们的研究

初步证实了来自成骨细胞的外泌体对前列腺癌的增殖

具有促进作用。

　　外泌体的出现，极大地丰富了人们对细胞通讯的
理解。现在外泌体被认为是肿瘤细胞与转移灶微环境

之间的关键信使。在转移前小室的形成和肿瘤发展过

程中，外泌体在血管渗漏、嗜器官部位的基质细胞生长

以及骨髓衍生细胞培养和募集中发挥着不同的作

用［１８］。例如，前列腺癌细胞分泌的外泌体可能在骨转

３５５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



移微环境中诱导成骨细胞和破骨细胞之间的失衡，导

致骨转移发生及进展［１９］。当下靶向外泌体的治疗有

着一定的应用前景：磺胺异恶唑（Ｓｕｌｆｉｓｏｘａｚｏｌｅ）是一种
抗生素，可显著抑制癌症细胞中外泌体的生成，并对癌

症生长和骨转移表现出抑制作用［２０］。本研究发现成

骨细胞外泌体的促癌作用，有望成为前列腺癌转移治

疗的靶点。

　　外泌体作为信使，能够传递多种信息物质。这些
信息物质中 ｍｉＲＮＡ的研究最为成熟［２１］，经外泌体的

传递被认为是 ｍｉＲＮＡ能在循环中稳定存在的重要机
制［２２］。ｍｉＲＮＡ是小内源性非编码 ＲＮＡ，通过与下游
靶基因的３′ＵＴＲ中的特定序列结合，发挥转录后调控
作用，导致 ｍＲＮＡ降解或抑制 ｍＲＮＡ翻译，进而影响
细胞的各项生理过程；其经外泌体传递引起的异常表

达与肿瘤的生长、转移、耐药等密切相关［２３］。通过高

通量筛选，我们发现 ｍｉＲ２２３可能是成骨细胞中的关
键功能分子，通过靶向 ＡＰＣ发挥功能作用。ｍｉＲ２２３
作为一种在脊椎动物中高度保守表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，在
其他恶性肿瘤中已被证实可通过调控 ＷＮＴ通路影响
肿瘤的进展和转移［２４］。本研究的结果证实了经成骨

细胞外泌体传递的 ｍｉＲ２２３可以通过抑制 ＡＰＣ蛋白
增强前列腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并抑制癌

细胞凋亡。这些结果可能有助于开发新的应对转移性

前列腺癌的治疗方案。

　　综上所述，本研究通过一系列实验证明了成骨细
胞外泌体对前列腺癌生长的促进作用，其中 ｍｉＲ２２３
是关键的功能分子，它通过抑制 ＡＰＣ表达，影响 ＷＮＴ
通路活性，进而促进前列腺癌细胞恶性表型，从另一个

角度揭示了前列腺癌骨转移灶进展的机制。
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