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黑色素瘤细胞外泌体对成纤维细胞侵袭和ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响
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　　［摘要］　目的　探究黑色素瘤外泌体对成纤维细胞侵袭和 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响。方法　采
用超速离心法提取黑色素瘤细胞外泌体，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、透射电镜及粒度检测鉴定外泌体表面标志
物及形态大小，采用流式检测及激光共聚焦显微镜观察外泌体被成纤维细胞摄取的过程，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
检测黑色素瘤外泌体对成纤维细胞侵袭能力的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与免疫细胞化学检测外泌体对成纤维
细胞ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白表达水平的影响，ｑＲＴＰＣＲ检测对 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９基因水平的影响。结果　电
镜下可观察到黑色素瘤外泌体形态呈双层膜，中空，圆形或椭圆形，并且阳性表达外泌体标志物ＴＳＧ１０１
和黑色素瘤标志蛋白ＴＹＲＰ２。与正常成纤维细胞相比，黑色素瘤外泌体处理的成纤维细胞侵袭能力显
著增加（Ｐ＜０．０１），ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达显著上调（Ｐ＜０．０５）。结论　黑色素瘤外泌体可能通过诱导成纤
维细胞ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，促进成纤维细胞侵袭。
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　　外泌体是一种细胞主动分泌的纳米级囊泡，直径
为５０～２００ｎｍ，具有脂质双层膜结构，可以从不同的细
胞类型（包括免疫细胞，间充质细胞和癌细胞）中释

放，内含完整具功能的 ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ、蛋白质等分
子［１］。由于肿瘤外泌体可以转运这些分子，因此被认

为是致癌信息的细胞间通信介质［２－３］。外泌体是人类

生命所必需的，不仅参与维持发育、生长、分化和衰老

等关键生理过程，还参与疾病的发展，例如肝脏疾病，
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神经退行性疾病和癌症［４］。

　　肿瘤细胞来源的外泌体在肿瘤进程中具有多种生
物学功能，肿瘤外泌体不仅可以通过其携带的ＴＧＦβ１
或ＣＤ３９促使肿瘤发生免疫逃逸［５－７］，还可以促进内皮

细胞形成血管［８］。同时越来越多的证据表明，肿瘤来

源的外泌体可以通过引发上皮间质转化（ＥＭＴ）促进
肿瘤的侵袭和扩散［９－１０］。

　　成纤维细胞是结缔组织中最丰富的细胞类型，它们
通过分泌细胞外基质（ＥＣＭ）成分形成结构框架［１１］。成

纤维细胞在肿瘤进展中的作用是多方面的，在肿瘤发展

早期阶段，成纤维细胞对肿瘤产生接触抑制作用抑制其

发展［１２－１３］，而在后期，它协同肿瘤细胞通过基质重塑、

细胞增殖和血管生成与ＥＭＴ来促进肿瘤发展［１４－１５］。

　　肿瘤相关成纤维细胞在肿瘤的局部侵袭和转移中
起主要作用，同时黑色素瘤细胞分泌的外泌体能以形

成转移灶的方式远距离操纵微环境，从而为肿瘤细胞

的远处定植提供“土壤”［１６］。由此我们提出科学假设：

黑色素瘤细胞分泌的外泌体可能作为重要信息传递使

者调控成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＥＦ）
的功能，促进其侵袭。因此，本研究分离并鉴定黑色素

瘤细胞分泌的外泌体，胰酶消化法提取成纤维细胞。

采用超速离心分离外泌体，使用透射电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、粒度分析鉴定外泌体标志蛋白以及形态和粒径分
布，使用共聚焦观察和流式检测观察外泌体摄取过程，

使用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫细胞化学、ＲＴｑＰＣＲ
检测ＭＥＦ侵袭能力与 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的基因与蛋白表
达，以期为揭示外泌体介导的黑色素瘤微环境调控成

纤维细胞功能提供了有力的实验证据。

１　材料与方法

１．１　动物、主要材料与设备
　　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠从重庆医科大学实验动物中心购
买，饲养至８～１０周龄，体质量约 ２５ｇ，选择位于发情
期的雌性小鼠与雄鼠１∶１合笼，次日检栓，有阴栓者计
为孕１ｄ。小鼠黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞购自中国科学
院上海细胞库；ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ培养基购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自四季青公司；
Ｔｙｒｐ２、ＴＳＧ１０１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；
免疫组化二步法试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒、羊抗兔二抗
购自北京中杉金桥生物技术有限公司；蛋白酶抑制剂混

合片购自德国罗氏公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ试剂盒、
ＥＣＬ显影试剂盒购自碧云天生物技术有限公司；ＴＣ２３２３
型二氧化碳孵箱购自 ＳｈｅｌＬａｂ公司；ＣＦＸ９６型 ＰＣＲ仪
购自ＢＩＯＲＡＤ公司；ＬＸ７０、ＦＳＸ１００、ＢＸ５１型倒置显微镜
购自Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；粒度仪ＺｅｔａＳＩＺＥＲ３０００ＨＳ购自英

国马尔文公司；流式细胞仪ＢＤＩｎｆｌｕｘ购自英美国ＢＤ公
司；激光扫描共聚焦显微镜购自德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．２　细胞培养
１．２．１　ＭＥＦ分离培养　　取孕期１３．５ｄ的孕鼠，处
死后取出胚胎并去除头、尾、四肢和内脏，将组织剪碎

后３７℃消化 ５ｍｉｎ后立即加入等体积完全培养基
（ＤＭＥＭ，１０％ＦＢＳ）终止反应，将上清转移至细胞筛过
滤，所得过滤液经１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清并
用完全培养基重悬，３７℃静置４～８ｈ后换液去除杂细
胞；随后按照常规细胞培养操作进行培养，待细胞汇合

度达８０％以上进行传代。
１．２．２　Ｂ１６Ｆ１０培养　　Ｂ１６Ｆ１０细胞培养于完全培
养基（ＲＰＭＩ１６４０，１０％ＦＢＳ）中，在 ３７℃、５％ＣＯ２条件
下常规培养至细胞汇合度达 ８０％以上时更换为无血
清１６４０培养基，继续培养４８ｈ后收集培养上清。
１．３　外泌体的分离与鉴定
１．３．１　外泌体的分离　　使用差速离心和超速离心
方法分离外泌体，将收集的Ｂ１６Ｆ１０培养上清液以４℃、
４００×ｇ离心５ｍｉｎ，去除沉淀；４℃、２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ；
去除沉淀；４℃、１００００×ｇ离心 ３０ｍｉｎ，去除沉淀，
４℃、１０００００×ｇ离心 ７０ｍｉｎ，ＰＢＳ重悬沉淀；４℃、
１０００００×ｇ离心７０ｍｉｎ，ＰＢＳ重悬沉淀即外泌体悬液。
用于外泌体的鉴定和处理细胞。

１．３．２　透射电镜鉴定外泌体形态　　取外泌体悬液
１０μＬ，使用１×ＰＢＳ进行５０倍稀释后吸取１５μＬ滴加
至铜网上，室温过夜干燥，醋酸双氧铀复染，随后透射

电镜观察并拍照保存

１．３．３　纳米粒子跟踪分析外泌体粒径　　取外泌体
悬液１００μＬ，使用１×ＰＢＳ进行１０倍稀释，转移至比色
皿中，放入粒度仪上样口，测量外泌体粒径分布

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定外泌体标志物　　将１００μＬ
外泌体悬液加入含罗氏蛋白酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，置
于冰上，超声裂解１０ｍｉｎ后４℃、１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
取上清。ＢＣＡ法测定浓度，上样１５μｇ总蛋白于１０％胶
分离蛋白组分。湿转后 ３％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ，一抗
ＴＳＧ１０１（１∶１０００），ＴＹＲＰ２（１∶１０００）于４℃孵育过夜。
二抗（１∶３０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ显影后保存图像。
１．４　外泌体摄取实验
１．４．１　激光共聚焦观察外泌体摄取情况　　ＰＫＨ２６
荧光染料与外泌体悬液以１∶２５０的比例混匀，置于室
温中避光静置５ｍｉｎ，加入 １０ｍＬ含 ＢＳＡ的无菌 ＰＢＳ
终止反应，１０００００×ｇ，７０ｍｉｎ离心后重悬沉淀即为标
记外泌体。随后将ＰＫＨ２６标记的外泌体与ＭＥＦ细胞
爬片共培养，在共培养时间达到０～４８ｈ时，于激光共
聚焦荧光显微镜下观察ＭＥＦ细胞摄取外泌体情况。
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１．４．２　流式检测外泌体摄取率　　外泌体染色方法
同前，将ＰＫＨ２６染色的外泌体与 ＭＥＦ共培养０～４８ｈ
后，胰酶消化为单细胞悬液，流式检测 ＭＥＦ在各时间
点对外泌体的摄取阳性率。

１．５　细胞侵袭实验
　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，按照每孔５０μＬ在上室底部
滤膜预先铺设１∶８稀释的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶。ＭＥＦ细胞消化
并重悬后调整悬液浓度，以５×１０４个／孔接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室的上室，下室 ６００μＬ含 ２０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
基，外泌体实验组额外加入２０μＬ重悬均匀的外泌体
悬液，对照组添加等量ＰＢＳ。培养２４ｈ后取出小室，棉
签擦去未穿透的上室细胞，４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，
１％结晶紫染色１５ｍｉｎ。每张膜随机选取 ５个视野并
计算穿过滤膜的细胞数。

１．６　侵袭相关蛋白ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达检测
１．６．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测　　收集处理过的细胞，
用含罗氏蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ提取细胞总蛋白，进
行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（１０％），湿转１～２ｈ，使用
３％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ，一抗 ＭＭＰ２（１∶１０００），ＭＭＰ９
（１∶１０００），４℃孵育过夜，次日 ＴＢＳＴ漂洗后二抗
（１∶３０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ孵育后曝光显影并保存
图像进行结果分析。

１．６．２　免疫细胞化学染色　　 ＭＥＦ细胞接种至爬片
上，经外泌体处理 ４８ｈ后，ＰＢＳ冲洗，４％多聚甲醛室
温固定２０ｍｉｎ，随后按照二步法免疫组化试剂盒对爬
片进行室温封闭 ２０ｍｉｎ，一抗孵育 １ｈ，反应增强
２０ｍｉｎ，二抗孵育２０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色后拍照并封片保存
１．７　ｑＲＴＰＣＲ相对定量分析
　　将ＭＥＦ细胞以１×１０６／ｍＬ接种至６孔板上，细胞
分为ＰＢＳ对照组与 ｅｘｏ实验组，外泌体处理 ４８ｈ后，

使用ＴＲＩｚｏｌ法从细胞中提取总ＲＮＡ，并用分光光度计
检测ＲＮＡ纯度与浓度，按照 ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说
明书将ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，再使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法
以ＧＡＰＤＨ为进行实时荧光定量ＰＣＲ，每个样品均设３
复孔，得到的数据采用 ２－ΔΔＣ计算细胞中 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表达量。引物序列如下：ＧＡＰＤＨ
上游 ５′ＣＣＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＣ３′，下游 ５′ＴＴ
ＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣ３′；ＭＭＰ２上游 ５′ＣＣＣＡＧＡ
ＣＡＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＣ３′，下游 ５′ＴＴＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
ＧＴＣ３′；ＭＭＰ９上游 ５′ＣＣＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＴＧＡＴＧＣ３′，
下游５′ＴＴＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＡＧＧＴＣ３′。
１．８　统计学分析
　　实验数据用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５统计软件处理，每
次至少观察３个样本，结果以 珋ｘ±ｓ表示。两组均数比
较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＭＥＦ形态学观察与Ｂ１６Ｆ１０外泌体鉴定
　　显微镜下观察可见，ＭＥＦ细胞贴壁生长。细胞成
梭形、多边形或条带状，胞质丰富，朝外伸出纤维状伪

足，随着细胞的增殖逐渐连接成片。

　　Ｂ１６Ｆ１０来源的外泌体采用超速离心法提取，透射
电子显微镜下可以清晰地观察到 Ｂ１６Ｆ１０来源外泌体
呈现其典型的形貌特征，具有脂质双层分子膜包绕形

成的球体结构，外部为双层脂质分子膜的深染区，内部

为不均质浅染区，可见部分为蛋白质密度物质（图１Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到其标志蛋白 ＴＳＧ１０１和 ＴＹＲＰ２均
为阳性（图１Ｂ）。粒度分析检测发现１０００００×ｇ离心
提取的外泌体粒径主要分布在５０～２００ｎｍ，见图１Ｃ。
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图１　外泌体的特征鉴定
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Ａ：共聚焦观察外泌体处理０、１２、２４、４８ｈ后ＭＥＦ对其摄取情况；ＴＤ为共聚焦显微镜下拍下的非激发光图片，即无荧光细胞图
片；Ｂ：流式检测外泌体处理０、１２、２４、４８ｈ后ＭＥＦ细胞摄取阳性率

图２　ＭＥＦ细胞摄取荧光标记的外泌体

２．２　ＭＥＦ细胞摄取外泌体
　　为观察Ｂ１６Ｆ１０外泌体能否进入ＭＥＦ细胞以便发
挥其功能，将 ＰＫＨ２６预染色的外泌体与 ＭＥＦ爬片共
培养，处理０、１２、２４、４８ｈ后共聚焦显微镜下观察并拍
摄。荧光标记的外泌体与 ＭＥＦ细胞共培 １２ｈ后，外
泌体已经能被ＭＥＦ细胞成功摄取至胞质中，２４ｈ后开
始在细胞核周围聚集，４８ｈ时细胞核周围可见明显红
色荧光（图２Ａ）。流式检测结果也显示随着时间增加

ＭＥＦ中的外泌体阳性率逐渐增加，与共聚焦结果一致
（图２Ｂ）。
２．３　Ｂ１６Ｆ１０外泌体促进ＭＥＦ细胞侵袭
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ观察使用Ｂ１６Ｆ１０外泌体处理ＭＥＦ细胞
４８ｈ后各组穿膜细胞数。外泌体组的侵袭细胞数为
（１０４．７±３．８），显著多于ＭＥＦ＋ＰＢＳ对照组［（６９．４±１．３），
Ｐ＜０．０１］，提示 Ｂ１６Ｆ１０外泌体能显著促进 ＭＥＦ细胞
侵袭（图３）。
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２．４　Ｂ１６Ｆ１０外泌体促进ＭＥＦ表达ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
２．４．１　Ｂ１６Ｆ１０外泌体促进 ＭＥＦ中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋
白表达　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，经０．３１、０．６２、
１．２５、２．５０、５．００μｇ／ｍＬ浓度外泌体处理 ＭＥＦ细胞
４８ｈ后，在相对较低外泌体浓度条件下（０．３１、０．６２
μｇ／ｍＬ），ＭＭＰ２表达量显著增加，随后表达逐渐下调。
而ＭＭＰ９表达量则随着外泌体浓度增加而逐渐上调

直到外泌体浓度达到 ２．５０μｇ／ｍＬ，随后表达降低
（图４）。０．６２μｇ／ｍＬ外泌体处理ＭＥＦ细胞０、１２、２４、
３６、４８ｈ的结果显示，外泌体处理４８ｈ后ＭＥＦ细胞对
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达量出现显著差异（图４）。结果
提示，外泌体在一定范围内能显著促进 ＭＥＦ表达
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９蛋白，此结果也得到了免疫细胞化学的
方法验证（图５）。

! "

Ａ：对照组，Ｂ：外泌体组

图３　结晶紫染色检测外泌体处理前后ＭＥＦ侵袭能力　（×２００）
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图４　黑色素瘤外泌体对ＭＥＦ表达ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的影响
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图５　免疫细胞化学检测黑色素瘤外泌体处理后ＭＥＦ细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达量变化　（×２００）

２．４．２　Ｂ１６Ｆ１０外泌体促进 ＭＥＦ中 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９基
因的表达　　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，０．６２μｇ／ｍＬ
外泌体作用于 ＭＥＦ细胞 ４８ｈ后，ＭＭＰ９的 ｍＲＮＡ表
达量为对照组的（１．４４±０．１４）倍（Ｐ＜０．０５），ＭＭＰ２的
ｍＲＮＡ表达量为对照组的（１．３２±０．１０）倍（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　肿瘤的转移是一个复杂的过程，其主要过程为肿
瘤细胞发生上皮间质转化，突破基底膜屏障并向邻近

组织迁移，侵入血管和淋巴管系统，或通过影响间质细

胞来构造适宜肿瘤转移的微环境从而促进继发性肿瘤

的产生［１７］。越来越多的研究证明，肿瘤来源的外泌体

可以通过促进成纤维细胞和间质细胞向肌成纤维细胞

分化、促进血管生成或通过在新的位置形成转移灶等

方式来参与肿瘤的转移进程［１８］。

　　本研究通过共聚焦与流式检测发现 ＭＥＦ对黑色
素瘤细胞外泌体的摄取呈时间依赖性，同时 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验说明成纤维细胞对外泌体的摄取显著促进了其在

体外的侵袭能力。癌症的进展早已不再被认为是独立

事件，癌组织周围基质细胞所分泌的多种因子与肿瘤

细胞间相互的作用在肿瘤的发生和转移中起着重要作

用［１９］。ＭＥＦ可以为肿瘤提供独特的微环境来促进肿
瘤的生长与侵袭［２０］，已有报道 ＭＥＦ不仅可以通过降

解ＥＣＭ和基底膜为后续肿瘤生长提供空间，还可以重
塑ＥＣＭ，从而为癌细胞创造转移路径，进而促进癌细
胞的转移［２１－２２］，细胞体外侵袭能力的改变与其 ＭＭＰｓ
的表达直接相关［２３－２４］，ＭＭＰｓ的表达和活性在肿瘤中
及其周围均升高，并与肿瘤的恶性程度相关。肿瘤细

胞的侵袭和转移取决于基底膜和 ＥＣＭ的降解，
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９被认为是主要的 ＥＣＭ降解蛋白酶［２５］。

成纤维细胞表达的ＭＭＰ２、ＭＭＰ９可以促进乳腺癌、肺
腺癌的侵袭［２６－２７］，且肿瘤相关的成纤维细胞可以通过

ＭＭＰ来实现基质重塑［２８］。本课题通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
与免疫细胞化学检测发现肿瘤外泌体处理后的 ＭＥＦ
细胞中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的蛋白表达显著增加，说明ＭＥＦ
细胞穿透基质胶的能力增强是由于外泌体促进其

ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的表达，从而导致穿透基质胶的细胞量
显著增加。ｑＲＴＰＣＲ结果也从基因层面验证了 ＭＥＦ
中ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达能力的变化。因此，我们推测黑
色素瘤外泌体通过促进 ＭＥＦ细胞 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达
从而导致其侵袭能力增强。

　　综上所述，本研究在体外水平独立分析了黑色素
瘤外泌体在成纤维细胞侵袭过程中的重要作用，验证

了存在黑色素瘤细胞向正常细胞传递侵袭性的外泌体

通讯方式［２９－３１］，黑色素瘤细胞外泌体与 ＭＥＦ的侵袭
进展密切相关。证实了黑色素瘤外泌体对 ＭＥＦ具有
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促侵袭和ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的效应，为寻求控制肿瘤
侵袭转移的方法提供一定的研究基础。
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