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缺氧条件下胶质瘤分泌的外泌体通过ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路促进胶质瘤干细胞迁移

程　癑，叶秀峰　　４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学院病理学教研室

　　［摘要］　目的　探讨胶质瘤细胞在缺氧条件下分泌的外泌体对胶质瘤干细胞迁移的作用。
方法　超高速离心法提取缺氧和常氧条件下胶质瘤细胞分泌的外泌体，采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）和
动态光散射（ＤＬＳ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测等方法对外泌体进行鉴定；用ＤＩＯ染料标记外泌体，荧光显微镜观
察胶质瘤干细胞能否摄取外泌体。将ＰＢＳ（空白组）、常氧（２０％Ｏ２，常氧组）和缺氧（１％Ｏ２，缺氧组）条
件下提取的外泌体与胶质瘤干细胞共培养，ＣＣＫ８法测定胶质瘤干细胞增殖情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测胶
质瘤干细胞迁移能力变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路蛋白磷酸化水平的改变。结果　在胶质
瘤干细胞的胞质中检测到外泌体携带的荧光染料ＤＩＯ。ＣＣＫ８结果显示：提取的外泌体以不同浓度（浓
度梯度依次为 １、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）处理不同时间（１２、２４、４８、７２ｈ）后，常氧组和缺氧组胶质瘤干细胞
的细胞活力差异无统计学意义。与空白组和常氧组比较，缺氧组提取外泌体共培养组的胶质瘤干细胞

迁移能力显著提高（Ｐ＜０．０５），ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路蛋白磷酸化水平也显著增加（Ｐ＜０．０５）。结论　胶质瘤
细胞在缺氧条件下分泌的外泌体部分通过提高ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路磷酸化水平促进胶质瘤干细胞迁移。
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　　神经胶质瘤是指原发于中枢神经系统的以高度血
管生成为特点的恶性肿瘤，具有弥漫侵袭的特性，对强

化联合治疗和抗 ＶＥＧＦ治疗均有耐药性，预后大都不
良，２年生存率低于３０％。胶质瘤干细胞（ｇｌｉｏｍａｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ，ＧＳＣ）是参与胶质瘤自我更新、分化等胶质瘤病理
生理的特定细胞群体，受低氧信号传导途径的调

节［１］。ＧＳＣ在胶质瘤发生、发展和促进维持方面都有
一定作用，胶质瘤增殖快速，造成内部高度缺氧，但瘤

体能够高度血管化来保证增殖［２］。研究表明 ＧＳＣ能
够在特定条件下向内皮细胞迁移，分化为血管周细胞

维持血管生长及稳定［３］。此外，肿瘤细胞边缘存在缺

氧灶是胶质瘤的主要特征之一，低氧被认为是驱动胶

质瘤在病灶核心运动的因素之一［４］，但缺氧能否促进

ＧＳＣ迁移，缺氧信号是直接作用于ＧＳＣ或是通过其他
途径到达ＧＳＣ而促进ＧＳＣ迁移，还要进一步探索。
　　Ｊａｎｕｓ激酶（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）／信号转导子和转
录激活子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）是胶质瘤中肿瘤细胞存活、生长和侵袭
的重要机制，是胶质瘤中旁分泌白血病抑制因子、ＩＬ６
或促红细胞生成素信号通路传导的下游常见途径［５］。

ＳＴＡＴ３已成为神经胶质瘤的重要治疗靶标，并且
ＳＴＡＴ３上游调节剂 Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ２（ＪＡＫ２）的许多小分
子抑制剂目前正在进行胶质瘤的临床前研究。已证明

用ＡＧ４９０或更强效的第二代类似物 ＷＰ１０６６靶向抑
制ＪＡＫ２可降低 Ｕ８７和 Ｕ２５１胶质瘤细胞的存活和增
殖，降低Ｕ８７在皮下异种移植物中的致瘤性［６－７］。

　　外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）是参与细胞外环境信号交
流的重要载体。外泌体起源于多泡体，系脂质双层球

形结构，直径 ４０～１５０ｎｍ不等［８］。外泌体内可包含

酶、配体、受体、ＤＮＡ、互补 ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、ｍＲＮＡ、微小
ＲＮＡ（ｍｉＲ）等，本身携带 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ８３、
Ａｌｉｘ、Ｔｓｇ１０１等标志物，可以调节受体细胞内的信号转
导、基因转录翻译及关键酶促反应过程［９］。几乎所有

的细胞都可分泌外泌体，外泌体可以反映供体细胞的

部分信息，并将这部分信息传达给受体细胞，实现细胞

之间的“间接交流”。研究表明：外泌体是促进细胞间

通信和肿瘤微环境内串扰的一种胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｖｅｓｉｃｌｅ，ＥＶ）［１０］，胶质瘤衍生的ＥＶ包含不同促血管
生成因子和促进内皮细胞增殖、迁移、分化需要的ｍｉＲ
和胞外蛋白酶［１１］。外泌体被靶细胞摄取后，外泌体内

的成分也被转移到靶细胞内发挥病理生理作用。如胃

癌细胞衍生的外泌体增强周细胞的增殖和迁移，诱导周

细胞表达肿瘤相关成纤维细胞（ＣＡＦｓ）的标记物，而
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和 ＭＥＫ／ＥＲＫ途径被胃癌细胞衍生的外泌
体激活，ＢＭＰ途径的抑制能够逆转癌症外泌体诱导的
ＣＡＦｓ转变［１２］。胶质瘤的肿瘤微环境具有异质性和复

杂性，依赖于该环境许多不同组成部分之间的信号交

流。因此，由肿瘤细胞衍生的外泌体诱导的微环境改变

对靶向原发性肿瘤的生长和转移可能是有一定作用的。

在常氧和缺氧条件下，胶质瘤细胞分泌的外泌体内含物

的性质和数量是有差异的［１３］，鉴于外泌体具有信号交

流载体的特征，本研究旨在探讨外泌体可否将缺氧信号

由胶质瘤细胞传递至ＧＳＣ，进而影响ＧＳＣ的迁移能力。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人胶质瘤细胞株 Ｕ８７来源于中国科学院细胞库。
表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）购自美国
Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，
Ｂ２７、ＤＭＥＭ高糖培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清
和木瓜蛋白酶均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，多聚赖氨酸购自
美国Ｓｉｇｍａ公司，鼠抗人巢蛋白（Ｎｅｓｔｉｎ）单克隆抗体、兔
抗人Ｓｏｘ２单克隆抗体购自中国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，兔抗
人ＣＤ８１单克隆抗体、兔抗人ＣＤ９单克隆抗体、兔抗人
ＧＲＰ９４单克隆抗体、兔抗人Ｔｓｇ１０１单克隆抗体和ＪＡＫ／
ｐＪＡＫ单克隆抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ公司，ＳＴＡＴ３／
ｐＳＴＡＴ３购自美国ＣＳＴ公司，外泌体ＤＩＯ染色试剂盒购
自中国润基生物公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国ＢＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　Ｕ８７胶质瘤干细胞培养　　将对数生长期的
Ｕ８７细胞经胰酶消化成单个细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清用无血清培养基（ＳＦＭ，ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ，
ｂＦＧＦ２０ｎｇ／ｍＬ，２％Ｂ２７，１％双抗）重悬，种于低吸附
６孔板，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养。４～５ｄ
用木瓜蛋白酶消化，按１∶３比例传代，均用ＳＦＭ培养。
１．２．２　Ｕ８７胶质瘤干细胞标志物鉴定　　取 ２４孔
板，孔内放入细胞爬片，用 ０．０１％多聚赖氨酸进行包
被３０ｍｉｎ，３７℃，弃去多聚赖氨酸，无菌ＰＢＳ润洗２次。
将Ｕ８７胶质瘤干细胞球和Ｕ８７接种于２４孔板内，３７℃
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过夜，观察细胞贴壁后取出细胞爬片，冰 ＰＢＳ洗３次，
４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后弃去，ＰＢＳ清洗３次，即用
型山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ按 １∶２００比例配置
Ｓｏｘ２和Ｎｅｓｔｉｎ一抗孵育爬片，４℃过夜。次日用ＰＢＳＴ
洗３次去多余一抗，荧光素标记二抗室温孵育 １ｈ，
ＰＢＳＴ洗涤３次加ＤＡＰＩ孵育３ｍｉｎ，再洗涤，抗荧光衰减
剂封片后阴暗处风干，荧光显微镜下采集图像。

　　取Ｕ８７和疑似胶质瘤干细胞的 Ｕ８７神经球，ＰＢＳ
润洗２次，置于冰上，加 ３００μＬＲＩＰＡ裂解液、３μＬ
ＰＭＳＦ和３μＬ磷酸酶抑制剂于冰上裂解 ２０ｍｉｎ。将
混合液４℃、１３３００ｒ／ｍｉｎ，离心 ３０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ
标准曲线法测浓度后加入 １／４体积 ５×蛋白上样缓冲
液，金属浴１００℃变性５ｍｉｎ，按３０μｇ／孔上样，８％和
１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，２５０ｍＡ转至０．２２μｍＰＶＤＦ膜
上，脱脂牛奶封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后分别放入１∶１０００
一抗稀释液配置的 Ｎｅｓｔｉｎ、Ｓｏｘ２、ＧＡＰＤＨ一抗中 ４℃
孵育过夜。次日分别放入对应兔鼠二抗中室温孵育

１ｈ后，洗涤，发光显色。
１．２．３　外泌体提取　　将对数生长至 ７０％左右的
Ｕ８７细胞更换为 ＤＭＥＭ基础培养基，分为 ２组，常氧
组：置于常氧（２０％Ｏ２）３７℃、５％ＣＯ２；缺氧组：置于缺
氧（１％Ｏ２）３７℃、５％ＣＯ２，分别处理４８ｈ后，取上清。
３００×ｇ离心２０ｍｉｎ后，取上清，再以１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ
后，取上清０．２２μｍ过滤，１２００００×ｇ离心１２０ｍｉｎ后，
弃上清，ＰＢＳ重悬沉淀后再１２００００×ｇ离心７０ｍｉｎ，弃
上清，２００μＬＰＢＳ重悬外泌体沉淀，ＢＣＡ标准曲线法
测定悬液蛋白浓度，－８０℃保存。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体标志蛋白表达　　取
外泌体悬液加入１／４体积５×蛋白上样缓冲液，金属浴
１００℃变性５ｍｉｎ，与 Ｕ８７细胞蛋白按１０μｇ／孔上样，
１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，２５０ｍＡ转至 ０．２２μｍＰＶＤＦ膜
上，封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后分别放入１∶１０００稀释液配置
的 ＣＤ８１、ＣＤ９、Ｔｓｇ１０１、ＧＲＰ９４一抗中，４℃孵育过夜。
次日放入兔二抗中室温孵育１ｈ后洗涤发光显色。
１．２．５　外泌体动态光散射分析（ＤＬＳ）　　将外泌体
样本用ＰＢＳ稀释１００倍，使用马尔文ＺＥＮ３６００仪器进
行检测。

１．２．６　透射电镜检测外泌体形态　　将外泌体样本
在碳支持膜铜网放置３～５ｍｉｎ，然后用滤纸吸去多余
液体。将２％磷钨酸滴在碳支持膜铜网放置２～３ｍｉｎ，
用滤纸吸去多余液体。在透射电子显微镜（ＨＩＴＡＣＨＩ
ＨＴ７７００）下观察，采集图像进行分析。
１．２．７　外泌体摄取实验　　取试剂盒复温，加 ５μＬ
ＤＩＯ染料至５０μＬ反应液，混合至完全溶解。向混合

液中加入５０μＬ外泌体样本混合，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。
准备分离柱，吸去上层保护液，加 ２００μＬ灭菌 ＰＢＳ
５０×ｇ离心９０ｓ清洗２次。将孵育好的外泌体样本加
入分离柱上层，５０×ｇ离心 ９０ｓ更换 ＥＰ管为避光
１．５ｍＬＥＰ管，分离柱上层加入２００μＬ灭菌ＰＢＳ，５０×ｇ
离心 ９０ｓ所得到的液体包含荧光标记外泌体。取
２４孔板，０．０１％多聚赖氨酸包被细胞爬片，加入适量
Ｕ８７胶质瘤干细胞，并将荧光标记外泌体样本加入；以
加入等量ＰＢＳ作为对照，３７℃孵育过夜后取出，用鼠
抗人αＴｕｂｕｌｉｎ单克隆抗体（１∶２００）染色细胞骨架４℃
过夜，隔夜洗涤后染ＤＡＰＩ后封片荧光显微镜下观察。
１．２．８　ＣＣＫ８法测定 Ｕ８７胶质瘤干细胞增殖　　取
Ｕ８７胶质瘤干细胞，木瓜蛋白酶消化成单细胞，离心后
用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２重悬计数，取 ９６孔板，边缘孔加满
ＰＢＳ，每孔加入 ３０００个细胞，并分别加常氧（２０％
Ｏ２Ｅｘｏ）和缺氧（１％Ｏ２Ｅｘｏ）提取的外泌体，浓度梯度依
次为１、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ，补充 ＳＦＭ至 １００μＬ／孔，
每组设置５个复孔，分别于 １２、２４、４８、７２ｈ加 ＣＣＫ８
试剂后３７℃孵育４ｈ，于４５０ｎｍ波长处测定光密度值
Ｄ（４５０）。细胞活力＝［加外泌体组Ｄ（４５０）值－空白组
Ｄ（４５０）值］／［未加外泌体组 Ｄ（４５０）值－空白组
Ｄ（４５０）值］×１００％。
１．２．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法测 Ｕ８７胶质瘤干细胞迁移　　取
Ｕ８７胶质瘤干细胞，木瓜蛋白酶消化成单细胞，离心后
用ＤＭＥＭ／Ｆ１２重悬计数，将细胞稀释至１０５／ｍＬ，分为
３组，空白组：加入等量 ＰＢＳ，常氧组：加入常氧提取的
外泌体（２０％Ｏ２Ｅｘｏ）５０μｇ／ｍＬ，缺氧组：加入缺氧提取
的外泌体（１％Ｏ２Ｅｘｏ）５０μｇ／ｍＬ。取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，
向每组上室加入 ２００μＬ细胞悬液，下室加入 ５００μＬ
含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ高糖培养液，置于３７℃培养箱
中培养２４、４８、７２ｈ。随后将小室取出，棉签擦去上室
细胞，ＰＢＳ清洗３次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后 ＰＢＳ
冲洗，放于结晶紫染液中染色 ３０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗涤
后晾干，于２００倍正置显微镜下每个小室随机取３个
视野计数细胞。

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胶质瘤干细胞迁移相关蛋
白表达　　取Ｕ８７胶质瘤干细胞，木瓜蛋白酶消化成
单细胞，离心后用ＳＦＭ重悬，分组同１．２．９，于４８ｈ提
取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路总蛋白变
化和蛋白磷酸化情况。

１．３　统计学分析
　　采用 ＩｍａｇｅＪ分析 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带灰度值并对
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果进行细胞计数。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６
进行统计学分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间差异分析
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采用独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５即认为差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　胶质瘤干细胞标志物的免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
鉴定

　　胶质瘤干细胞通常表达 Ｎｅｓｔｉｎ、Ｓｏｘ２、ＣＤ１３３等标
志物。Ｕ８７来源的胶质瘤干细胞免疫荧光检测结果显
示：与Ｕ８７细胞株比较，Ｕ８７胶质瘤干细胞更高地表
达Ｎｅｓｔｉｎ（红色荧光）和 Ｓｏｘ２（绿色荧光）。该结果在
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ中也得到了相同的验证（图１）。
２．２　超高速离心法分离外泌体的鉴定
　　采用超高速离心法提取细胞上清中的外泌体，透

射电镜显示外泌体直径约为５０ｎｍ（图 ２Ａ）。动态散
射光分析显示在ＰＢＳ水溶液中，考虑水化膜等因素影
响，粒子直径集中在 １００ｎｍ左右（图 ２Ｂ）。此外，
Ｔｓｇ１０１、ＣＤ９、ＣＤ８１等外泌体标记物也在提取的外泌
体样本中检测到有表达，提取的外泌体样本几乎不表

达阴性对照ＧＲＰ９４（图２Ｃ）。表明外泌体样本中几乎
不含细胞碎片等杂质。

２．３　胶质瘤来源的外泌体能被胶质瘤干细胞摄取
　　将外泌体用 ＤＩＯ标记后，加入胶质瘤干细胞培
养基中共培养 １２ｈ，在胶质瘤干细胞的胞质中检测
到外泌体携带的荧光染料 ＤＩＯ（图 ３）。表明胶质瘤
干细胞摄取了外泌体，并暂时储存于近细胞核部位

的胞质中。
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Ａ：Ｕ８７胶质瘤干细胞（ＧＳＣ）和Ｕ８７免疫荧光鉴定；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｕ８７和 ＧＳＣ中 Ｎｅｓｔｉｎ和 Ｓｏｘ２的表达（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜
０．０５，与Ｕ８７比较

图１　胶质瘤干细胞标志物测定
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图２　超高速离心法分离的外泌体鉴定
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外泌体（ＤＩＯ染色，绿光）和胶质瘤干细胞（αｔｕｂｕｌｉｎ，红光）共培养１２ｈ后能被胶质瘤干细胞摄取

图３　免疫荧光显微镜观察ＧＳＣ摄取染色外泌体

２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测胶质瘤干细胞迁移能力
　　培养２４、４８ｈ，各组胶质瘤干细胞迁移能力差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；培养７２ｈ，常氧组的胶质瘤

干细胞迁移能力和空白组差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），但缺氧组的胶质瘤干细胞迁移能力较空白组
仍然有明显提升（Ｐ＜０．０５，图４）。
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实验检测胶质瘤干细胞迁移能力

２．５　ＣＣＫ８检测胶质瘤干细胞增殖能力

　　ＣＣＫ８检测结果显示：提取的外泌体以不同浓

度（１、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ）处理不同时间（１２、２４、

４８、７２ｈ）后，常氧组和缺氧组胶质瘤干细胞的细胞

活力差异无统计学意义（图 ５）。可以排除迁移实验

中的迁移能力差异是由胶质瘤干细胞内化外泌体后

增殖能力提升造成的。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路蛋白变化

　　培养４８ｈ，缺氧组胶质瘤干细胞中的 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３

磷酸化水平较空白组和常氧组明显提高（Ｐ＜０．０５，图６）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３总蛋白和磷酸化蛋白的表达；Ｂ：ｐＪＡＫ水平分析；Ｃ：ｐＳＴＡＴ３水平分析

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＳＣ中ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３蛋白表达

３　讨论

　　胶质瘤的高速增殖对人类健康造成极大的危害。

因胶质瘤增长极快，瘤内遍布缺氧灶，但是缺氧不仅没

有限制胶质瘤的快速增殖，反而促进内皮细胞增殖、迁

移和血管生成。胶质瘤干细胞是胶质瘤中具有特定病

理特征细胞群体，携带 ＣＤ１３３、Ｎｅｓｔｉｎ、Ｓｏｘ２、Ｏｌｉｇ２、
Ｎａｎｏｇ等特征性蛋白，拥有自我更新、分化、放化疗抗

性以及处于静止期的能力［１４］，是协助肿瘤增殖和促成

肿瘤复发的关键。研究表明胶质瘤干细胞在特定的条

件下可以向血管周细胞分化稳定血管［３］，可部分拮抗

抗血管生成药物效力，低化疗药物血管壁的穿透

率［３］，保证胶质瘤增殖速率，使胶质瘤预后更差。

　　近年来，外泌体作为肿瘤细胞微环境交流介质被
研究、探索，外泌体可以促进肿瘤生长、血管生成、拮抗

放化疗药物、促进肿瘤转移、预形成转移微环境等［９］。

目前，肿瘤细胞接收来自干细胞外泌体方面的研究较

多，如胶质母细胞瘤接收 Ｗｈａｒｔｏｎ’ｓＪｅｌｌｙ间充质干细

８９３ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



胞来源的ｍｉＲ１２４后，抑制其增殖和迁移，同时增强化
疗药物敏感性［１５］，而肿瘤细胞在不同环境条件下的外

泌体对于其干细胞功能的影响有待进一步深入研究。

外泌体可以传递与血管生成相关的生长因子如ＶＥＧＦ、
ＴＧＦβ、ｍｉＲ２１、ＣＸＣＲ４等来促进血管生成［９］。缺氧信

号可能直接作用于胶质瘤干细胞促成血管生成［２，１６］，

本研究主要探讨缺氧信号可否由胶质瘤细胞通过外泌

体传递给胶质瘤干细胞，由外泌体在微环境中的传递

来促进胶质瘤干细胞发生一系列行为学和形态学变化。

　　胶质瘤细胞在缺氧条件下生成的外泌体具有提升
胶质瘤干细胞迁移能力的作用，处理后的胶质瘤干细

胞可能会向血管迁移并进一步分化，促进肿瘤血管的

稳定。本研究结果显示：与空白组和常氧组比较，低氧

组胶质瘤干细胞的迁移能力明显提高，该现象部分是

通过上调 ｐＪＡＫ和 ｐＳＴＡＴ３的水平来实现的。空白
组和常氧组在细胞迁移能力上表现出一定差异，低氧

组胶质瘤干细胞的迁移能力提高更显著。这说明胶质

瘤细胞在常氧浓度处理后，分泌的外泌体本身就可以

传递部分促迁移的信号，而低氧浓度处理后分泌的外

泌体在此基础上传递了更多的缺氧信号，导致干细胞

迁移能力进一步上升。此外，本研究对胶质瘤细胞常

氧浓度和缺氧浓度分泌的外泌体从浓度梯度（１～
４０μｇ／ｍＬ）和时间梯度（１２～７２ｈ）检测其能否促进胶
质瘤干细胞的增殖来造成迁移能力的提高。结果显

示：胶质瘤细胞常氧浓度和缺氧浓度分泌的外泌体对

胶质瘤干细胞的增殖促进作用没有明显的差异，说明

胶质瘤干细胞迁移能力的组间差异不是由胶质瘤干细

胞增殖能力的差异造成的。外泌体可传递多种可促细

胞迁移的信号物质，如外泌体可以向乳腺癌细胞传递

ｍｉＲ１３０ａ３ｐ，促进其迁移［１７］，向人脐静脉内皮细胞

传递 ｍｉＲ１２６，促进其迁移［１８］。外泌体增加细胞迁

移能 力 可 能 通 过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ［１９］、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ［２０］、ＳＤＦ１α／ＣＸＣＲ４［２１］等通路刺激胶质瘤干细
胞迁移。本研究对可能造成细胞迁移能力改变的蛋白

通路如Ｗｎｔ通路、ＭＡＰＫ通路和 ＪＡＫ通路进行验证，
发现胶质瘤干细胞和胶质瘤缺氧条件下生成的外泌体

共培养后，ＪＡＫ和ＳＴＡＴ３的磷酸化水平明显提高，Ｗｎｔ
通路、ＭＡＰＫ通路蛋白的表达量差异无统计学意义（数
据未展示），表明胶质瘤缺氧条件下生成的外泌体至

少部分是通过提高 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３通路磷酸化水平来促
进 ＧＳＣ迁移的。有研究表明抗坏血酸可靶向 ＪＡＫ／

ＳＴＡＴ信号级联，继而抑制 ＭＭＰ２介导的迁移和侵
袭［２２］；抑制核糖体蛋白 Ｌ３４可以抑制ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号
通路，下调ｐＪＡＫ和ｐＳＴＡＴ３表达，抑制神经胶质瘤细
胞的增殖和迁移［２３］；ｍｉＲ３０的下调能够抑制 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ３通路并降低胶质瘤干细胞的致癌性［２４］；ＡＬＫ４
的过表达通过抑制脑胶质瘤中 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路
的活化抑制细胞增殖和迁移［２５］。在今后的研究中可

对胶质瘤缺氧条件下生成的外泌体内部传递的因子及

通路上下游关系、不同氧浓度处理的外泌体微阵列分

析或高通量测序作进一步研究；此外，ＳＡＲ３１７４６１为
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３通路的抑制剂［２６］，或可设定 ＳＡＲ３１７４６１
抑制组，进一步佐证胶质瘤缺氧条件下生成的外泌体

对胶质瘤干细胞迁移能力的影响是否部分通过 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ３通路。
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