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骨髓间充质干细胞外泌体调控肾癌细胞胆固醇代谢及其增殖、侵袭和迁移
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓间充质干细胞外泌体（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓＥｘｏｓ）
对肾癌细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响，明确骨髓间充质干细胞外泌体对肾癌细胞脂质代谢的影响及

分子机制。方法　通过透射电镜和免疫印迹对提取的骨髓间充质干细胞外泌体进行鉴定，摄取实验验
证肾癌细胞对骨髓间充质干细胞外泌体的摄取情况。将肾癌细胞 Ｒｅｎｃａ分为对照组（常规培养＋ＰＢＳ）
和实验组（小鼠ＢＭＳＣｓＥｘｏｓ２０μｇ／ｍＬ处理Ｒｅｎｃａ细胞），采用 ＣＣＫ８实验观察两组细胞的增殖能力；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察两组细胞的侵袭和迁移能力。液相色谱质谱联用的脂质组学分析肾癌细胞脂质代谢
物差异，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检测胆固醇代谢途径关键酶的表达。结果　在骨髓间充质干细
胞上清液中成功提取分离骨髓间充质干细胞外泌体，透射电镜下呈典型的“杯口状”囊泡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果发现外泌体标志性蛋白ＣＤ６３、ＣＤ９高表达，且摄取实验表明骨髓间充质干细胞外泌体可被肾
癌细胞摄取。细胞功能实验发现，与对照组比较，骨髓间充质干细胞外泌体处理后肾癌细胞的增殖（Ｐ＜
０．０５）、侵袭和迁移能力（Ｐ＜０．０１）均增加。液相色谱质谱联用脂质组学分析显示，外泌体处理后肾癌
细胞中牛磺熊去氧胆酸明显降低（Ｐ＜０．０５），胆固醇升高（Ｐ＜０．０５）。骨髓间充质干细胞外泌体可调控
ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１表达以影响肾癌细胞胆固醇代谢，促进肾癌细胞增殖和迁移。结论　骨髓
间充质干细胞外泌体可通过调控肾癌细胞内胆固醇代谢关键酶的表达，影响细胞胆固醇代谢，以调控肾

癌的增殖、侵袭和迁移能力。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿系统
肿瘤中常见的恶性肿瘤，其发病率为（５～１０）／１０万［１］，

仅次于膀胱癌，占人类所有恶性肿瘤的 ２％～３％［２］。
其中肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ｃｃＲＣＣ）是肾细胞癌主要的病理类型，约占所有 ＲＣＣ
病例的８０％［３］。然而，目前肾细胞癌发病的分子机制
还不明确，有研究表明高危因素如吸烟、饮酒等不良习

惯可能导致其发病［４］。由于患者早期无特异症状，肾

癌的早期诊断相当困难，而且大多数患者在诊断时已

发生远处转移，导致远期生存率下降［５］。手术切除目

前仍然是肾癌主要的治疗方式，但仍有１／４的患者术
后会发生复发或者远处转移。此外，肾癌对放化疗不

敏感。目前临床上虽普遍使用靶向治疗，使肾癌患者

的总生存期有所提高，但是此类治疗存在耐药和不良

反应等不足［６］，只有为数不多的患者能够从中获益。

因此，亟需研究出新的有效的治疗方法。

　　近年来，干细胞治疗为肿瘤的治疗开辟了新的方
向。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是
具有多种分化潜能的非造血前体细胞，主要以旁分泌

方式发挥功能［７］，而外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ）是旁分泌
的主要物质［８］。外泌体是体内多种细胞通过出芽方

式向外分泌的一种囊泡状小体。研究表明，间充质干

细胞源性外泌体（ＭＳＣｓＥｘｏｓ）作用于乳腺癌、胃癌、骨
肉瘤等肿瘤细胞，调控肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁

移［９－１１］。然而，ＭＳＣｓＥｘｏｓ对肾癌细胞的影响尚不清
楚，有待进一步探索。

　　研究证实，能量代谢，尤其是脂代谢的重新分配能
够满足肿瘤细胞大量增殖所需的细胞膜结构以及第二

信使需要，是导致人类肿瘤发生的关键原因之

一［１２－１３］。肾癌的发生、发展伴随着磷脂、中性脂质和

胆固醇等脂类的沉积［１４］。其中，胆固醇代谢异常可影

响肾癌的进展。ＬＩＵ等［１５］发现，在肾透明细胞癌中，

胆固醇可通过 ＫＬＦ５／ｍｉＲ２７ａ／ＦＢＸＷ７轴促进肾癌细
胞的增殖、迁移和侵袭。此外，胆固醇调节元件结合蛋

白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＲＥＢＰ）等
可通过调节胆固醇的合成，影响肾癌的进展［１４］。然

而，调控肿瘤细胞胆固醇代谢的分子机制尚未完全阐

明。最近研究表明，外泌体可通过调控胆固醇代谢影

响肿瘤的发生、发展。肿瘤细胞源性外泌体通过释放

非编码ＲＮＡＮＯＮＨＳＡＴ１０５１７７下调胆固醇代谢途径相
关酶ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ５１Ａ１等表达，抑制胰腺癌细胞的增
殖、迁移和上皮间充质转化［１６］。我们猜测，骨髓间充

质干细胞源性外泌体（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ）可通过调控胆固醇代谢关键酶的
表达，影响肿瘤细胞胆固醇代谢，从而影响肾癌进展。

因此，本研究探讨骨髓间充质干细胞外泌体对肾癌细

胞增殖、侵袭与迁移能力的影响，通过液相色谱质谱联

用的脂质组学分析骨髓间充质干细胞外泌体处理后的

肾癌细胞中的差异代谢物，旨在为研究肾癌进展的调

控及分子机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　小鼠肾癌细胞系Ｒｅｎｃａ细胞与小鼠骨髓间充质干
细胞（ｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｍＢＭＳＣｓ）均
在含 １０％胎牛血清＋１％青霉素、链霉素溶液＋８９％
ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液的３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中
培养。

　　Ｒｅｎｃａ细胞购于武汉普诺赛生命科技有限公司
（货号：ＣＬ０５６８）；ｍＢＭＳＣｓ购于深圳豪地华拓生物科
技有限公司（货号：ＨＴＸ２１１４）；ＲＰＭＩ１６４０培养基购于
美国ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清购于乌拉圭 ＡＢＷ（货号：
ＡＢＦＢＳ０５００）；无外泌体血清购于上海素尔生物科技
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有限公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、免疫印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）所用一抗（兔单克隆抗体 ＣＤ６３、ＣＤ９、
ＰＣＮＡ、βｔｕｂｕｌｉｎ、ＧＡＰＤＨ）购于上海碧云天生物技术
有限公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ所用一抗（ＣＹＰ２７Ａ１、ＨＳＤ３Ｂ７）
购于上海生工生物工程股份有限公司，ＨＭＧＣＲ一抗
购于美国 Ａｂｃａｍ公司，ＣＹＰ７Ａ１购于美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ公
司，ＣＹＰ７Ｂ１和 ＳＭ购于武汉三鹰生物技术有限公司；
用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的二抗（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ
兔抗羊ＩｇＧ）购于北京中杉金桥生物公司；外泌体荧光
标记试剂盒购于美国赛默飞世尔科技有限公司；ＣＣＫ８
试剂盒购于博士德公司；逆转录试剂盒购于日本

ＴａＫａＲａ公司。
１．２　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ的提取分离及鉴定
　　将ｍＢＭＳＣｓ于 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基中培养，镜
下观察细胞形态，当细胞融合度达８０％～９０％时，将胎
牛血清换为无外泌体血清处理 ４８ｈ后收集上清液。
在低温离心机中３００×ｇ和 ２０００×ｇ条件下离心１０ｍｉｎ；
１００００×ｇ条件下离心３０ｍｉｎ，最后１０００００×ｇ离心７０ｍｉｎ，
２次，沉淀用 ＰＢＳ重悬。用 ＢＣＡ浓度法测定蛋白浓
度，－８０℃保存。采用透射电镜观察收集的 Ｅｘｏｓ并拍
照。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｘｏｓ表面标志蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３
的表达。

１．３　细胞分组与处理
　　将Ｒｅｎｃａ细胞分为对照组、实验组，其中对照组为
Ｒｅｎｃａ细胞常规培养＋ＰＢＳ，实验组为 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ
２０μｇ／ｍＬ处理Ｒｅｎｃａ细胞。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　将外泌体裂解后提取总蛋白，用ＢＣＡ试剂盒测定
提取蛋白的浓度。按 ４∶１蛋白质加入 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
（５×），１００℃水浴进行蛋白变性１０ｍｉｎ。通过十二烷
基磺酸钠丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离不同分
子量大小的蛋白质，再将它们转移至聚偏二氟乙烯膜

（ＰＶＤＦ）。室温，摇床封闭 ２ｈ，４℃孵育，一抗过夜。
次日，复温３０ｍｉｎ，回收一抗，洗膜后，室温孵育二抗
１ｈ，洗膜后进行显影。ＰＣＮＡ与 βｔｕｂｕｌｉｎ内参进行对
照，而其余蛋白的表达与ＧＡＰＤＨ内参进行对照。
１．５　外泌体摄取实验
　　首先将Ｒｅｎｃａ细胞接种于２４孔板中，底部放入无
菌爬片。将ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ从－８０℃中取出，置于冰上
融化，待ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ融化后，加入２００μＬＤｉｌｕｅｎｔＣ，
充分混匀，为Ａ管。同时在无菌１．５ｍＬＥＰ管中加入
３００μＬＤｉｌｕｅｎｔＣ和 ４μＬ外泌体绿色荧光标记染料
ＰＫＨ６７，上下颠倒进行充分摇匀后标记为 Ｂ管，紧接

着将Ａ、Ｂ两管混合，常温下孵育５ｍｉｎ，再向混合液中
加入１％ＢＳＡ染色液（６００μＬ，孵育１ｍｉｎ），终止染色，
用１％ＢＳＡ增加混合液体积至 ２０ｍＬ超高速离心机
１２００００×ｇ离心 ６０ｍｉｎ，弃上清，用无菌 ＰＢＳ溶解
ＰＫＨ６７Ｅｘｏｓ沉淀。弃上清，用ＰＢＳ润洗细胞３次，每次
３ｍｉｎ，再加不含外泌体的ＦＢＳ完全培养基，取新鲜制备
的ＰＫＨ６７Ｅｘｏｓ，加到细胞中，使终浓度为１０μｇ／ｍＬ（对
照组使用等量染料加入到无菌 ＰＢＳ内，再与细胞共孵
育），充分混匀后，将其置于细胞培养箱中孵育 １２ｈ。
孵育结束后，用预热的ＰＢＳ漂洗２次，再通过４％多聚
甲醛进行细胞固定 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后，加入 ＰＢＳＴ
（ＰＢＳ含０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）室温处理细胞５ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗２次。加入 ＤＡＰＩ染色细胞核，共聚焦荧光显微
镜下观察肿瘤细胞外泌体摄取情况。

１．６　透射电镜观察外泌体形态
　　将离心获得的 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏ１００μＬ用戊二醛固
定过夜，然后取１０μＬ加入铜网上沉淀５ｍｉｎ。取醋酸
双氧铀染色，待干后上机观察拍摄。

１．７　ＣＣＫ８细胞增殖实验
　　将Ｒｅｎｃａ细胞计数后接种于 ９６孔板，每组至少
３个复孔。细胞贴壁后根据实验分组加入 ｍＢＭＳＣｓ
Ｅｘｏ，在细胞培养箱中培养０、２４、４８、７２、９６ｈ。在ＣＣＫ８
检测前，向每孔中加入 ＣＣＫ８试剂 １０μＬ及培养基
２００μＬ，继续孵育２～４ｈ。随后在４５０ｎｍ波长处测定
光密度值Ｄ（４５０）。
１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　侵袭实验：提前３ｈ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中铺上稀释
后的Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，待凝固后，进行后续实验。将
Ｒｅｎｃａ细胞消化离心并计数。在 ２４孔板的下室滴加
入５００μＬ完全培养基，随后放入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，在内
室中加入双无培养基，并加入外泌体。细胞培养箱中

孵育１２ｈ。取出小室，用棉签轻柔擦洗小室，在 ＰＢＳ
中清洗３次。随后４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，室温下控
干水分。结晶紫染色，染色结束后用 ＰＢＳ清洗，室温
下自然晾干。迁移实验与侵袭实验步骤相同，只是不

用提前配置Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶。倒置相差显微镜下观察
并拍照（×１００），随机选择至少６个视野进行侵袭和迁
移细胞的计数。

１．９　质谱检测代谢底物
１．９．１　样本采集与处理　　在收集的Ｒｅｎｃａ细胞中加
入３００μＬ水，使用超声破碎细胞。ＢＳＡ方法进行蛋白
定量，确定细胞相对数量，取等量的细胞，加入０．９ｍＬ
水，２ｍＬ甲醇和 ０．９ｍＬ氯仿，摇匀，再加入１ｍＬ水和
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０．９ｍＬ氯仿，摇匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取出下层
有机相，在剩余水相中加入２ｍＬ氯仿，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，合并２次的下层有机相，并吹干，使用流动相
Ｂ复融样本，进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ系统检测分析。在各个
样本中，各取 ２０μＬ混匀，制作质控（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，
ＱＣ）样本。
１．９．２　色谱条件　　色谱柱：Ｃ１８ＣＳＨｃｏｌｕｍｎ；柱温：
４５℃；流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２μＬ，流动相 Ａ：
水∶乙腈（６∶４）＋１０ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵＋０．１％甲酸；流动
相Ｂ：异丙醇∶乙腈（９∶１）＋１０ｍ×甲酸铵＋０．１％甲酸。
色谱梯度洗脱程序见表１。

表１　色谱梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％ Ｃｕｒｖｅ（线性）
开始 ６０ ４０ ５
１．５ ６０ ４０ ５
１４．０ ５ ９５ ５
１６．０ ５ ９５ ５
１６．１ ６０ ４０ ５
２０．０ ６０ ４０ ５

１．９．３　质谱条件　　在正负离子模式下，鞘气流量：
５０个任意单位；扫气：２个任意单位；辅助气体：１５；喷
雾电压：２．５ｋＶ（负模式：３ｋＶ），毛细管温度：３２５℃；
加热器温度：３５０℃；ＳＬｅｎｓＲＦ水平：５０；扫描范围：
１５０～１５００ｍ／ｚ；分辨率（ＭＳ）：１２００００；注射时间：
５０ｍｓ；目标自动增益控制：４ｅ５；分辨率（ＭＳ２）：６０００；
归一化碰撞能量：３０；目标自动增益控制：５ｅ４；注射时
间：１１８ｍｓ。
１．１０　细胞总胆固醇水平测定
　　采用组织细胞总胆固醇酶法测定试剂盒（普利莱
Ｅ１０１５）测定。具体步骤见产品说明书。
１．１１　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
　　通过在线数据库（ＮＣＢＩ）获取目的基因序列，并设
计引物序列，由生工生物工程公司合成，见表２。将上

述步骤中提取的 ＲＮＡ取 １μｇ，逆转录成 ｃＤＮＡ，于
－２０℃保存（在冰上操作完成实验）。按照 ＴａＫａＲａ的
ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书配制反应体系。将混匀的反
应体系加入八联管中，并标记上样的顺序。ｑＲＴＰＣＲ
的反应条件为：９５℃ 预变性 ５ｍｉｎ，９５℃ 变性 １０ｓ，
６０℃退火延伸３０ｓ，共４０个循环。每个组合有３个重
复ｑＲＴＰＣＲ反应。采用相对定量方法 ＲＱ＝２－ΔΔＣｔ计
算目的基因ｍＲＮＡ相对于内参ＧＡＰＤＨ的表达量。
１．１２　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．０进行统计分析。质谱数
据与人类代谢组数据库（ｈｕｍａｎｍｅｔａｂｏｌｏｍｅｄａｔａｂａｓｅ，
ＨＭＤＢ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｍｄｂ．ｃａ）和脂质代谢数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌｉｐｉｄｍａｐｓ．ｏｒｇ）进行对比，对脂质数据结
果进行定性和定量分析。每个实验重复至少３次，数
据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ的鉴定
　　从ｍＢＭＳＣｓ上清液中通过超高速梯度离心法分离
提取外泌体，透射电镜观察结果显示，外泌体呈典型的

“杯口状”囊泡，直径 ５０～１１０ｎｍ（图 １Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示，ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ可表达 ＣＤ９、ＣＤ６３特异
性标志蛋白，与ｍＢＭＳＣｓ内比较，ＣＤ６３与ＣＤ９在外泌
体中的表达均显著升高（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、Ｃ）。
２．２　Ｒｅｎｃａ细胞对ｍＢＭＳＣｓ外泌体的摄取
　　为了明确 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ在处理 Ｒｅｎｃａ细胞后能
否被 Ｒｅｎｃａ细胞所摄取，采用 ＰＫＨ６７（绿色）标记的
ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ（图２Ａ），与Ｒｅｎｃａ细胞在细胞培养箱中
共同培养２４ｈ，再行 ＤＡＰＩ细胞核染色（图 ２Ｂ），通过
共聚焦显微镜观察发现：Ｒｅｎｃａ细胞胞浆内出现了许
多绿色颗粒物（图２Ｃ），表明ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ能被Ｒｅｎｃａ
细胞摄取。

表２　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 前引物（５′→３′） 后引物（５′→３′）
ＨＭＧＣＲ ＧＡＣＣＡＡＣＣＴＴＣＴＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＧＣ ＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＴＧＣＣＡＣＡＴＡＣ
ＳＱＬＥ ＴＣＧＧＣＧＴＧＣＡＡＴＡＣＡＡＧＧＡＣＡＡＧ ＡＡＣＧＡＡＧＴＧＧＧＡＡＧＡＡＡＣＧＧＡＧＡＣ
ＣＹＰ７Ａ１ ＡＧＣＡＧＣＣＴＣＴＧＡＡＧＡＡＧＴＧＡＡＴＧＧ ＡＧＡＧＣＣＧＣＡＧＡＧＣＣＴＣＣＴＴＧ
ＣＹＰ７Ｂ１ ＡＧＣＣＣＴＧＣＧＴＧＡＣＧＡＡＡＴＴＧＡＣ ＧＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＣＡＧＡＡＣＣＴＣＡＡＧ
ＣＹＰ２７Ａ１ ＣＡＣＣＧＡＴＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧ ＡＣＣＣＡＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＡＡＣＣＣ
ＨＳＤ３Ｂ７ ＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＣＴＡＣＣＣＴＣＡＡＴＧ ＡＴＧＣＣＧＣＴＧＴＧＣＣＴＴＧＴＴＧＧ
ＧＡＰＤＨ ＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣＡＡＧＣＴＣＡ ＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴ

２９１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＣＣＫ８检测ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ处理Ｒｅｎｃａ细胞后不同时间点相对光密度值；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＣＮＡ蛋白的表达及半定量
分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图３　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ促进Ｒｅｎｃａ细胞的增殖

２．３　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ促进Ｒｅｎｃａ细胞的增殖
　　ＣＣＫ８实验结果显示，与对照组比较，实验组
Ｒｅｎｃａ细胞０、２４、４８、７２、９６ｈ的光密度Ｄ（４５０）值逐渐
升高，表明 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ促进 Ｒｅｎｃａ细胞的增殖
（图３Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＣＮＡ蛋白的表达，结果
发现，与对照组比较，实验组的 ＰＣＮＡ蛋白高表达，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ、Ｃ）。

２．４　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ促进Ｒｅｎｃａ细胞的侵袭和迁移
　　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ对 Ｒｅｎｃａ
细胞迁移能力影响，结果显示，实验组穿过的细胞数显

著多于对照组（Ｐ＜０．０１）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ｍＢＭＳＣｓ
Ｅｘｏｓ对Ｒｅｎｃａ细胞侵袭能力影响，结果显示，实验组
穿过的细胞数目显著多于对照组（Ｐ＜０．０１，图４）。结
果表明ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ使得 Ｒｅｎｃａ细胞的侵袭和迁移
能力明显增加。

３９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）
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图４　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏ促进Ｒｅｎｃａ细胞的迁移
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Ａ、Ｂ：负离子模式；Ｃ、Ｄ：正离子模式

图５　ＰＬＳＤＡ得分散点图及排序验证图

２．５　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ调控Ｒｅｎｃａ细胞脂质代谢
　　利用液相色谱质谱联用（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＬＣＭＳ）高通量分析技术分析细胞
代谢物变化，得到对照组和实验组细胞代谢物的总离

子流图。为排除外界因素干扰影响结果，采取数据ＱＣ
的方法，最大化组间分离，并寻找组间的差异代谢物，

进一步通过偏最小二乘法判别分析（ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳＤＡ）进行多元分
析，在尽可能保留原始信息的基础上，对已获得的多维

数据进行降维和回归分析，再筛选差异代谢物进行后

续分析。图５是对照组与实验组细胞代谢物数据的
ＰＬＳＤＡ得分图，其中正离子结果显示：Ｒ２＝０．９２，Ｑ２＝
－０．５６（Ｒ２，Ｑ２为模型评价参数）；负离子结果显示：
Ｒ２＝０．９５，Ｑ２＝－０．５７，提示该模型具有较高的稳定性

和预测性，未出现“过拟合”现象。

　　采用 ＰＬＳＤＡ模型进行差异代谢物的筛选，通过
变量投影重要度（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，
ＶＩＰ）、差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ），结合 ｔ检验的 Ｐ值
来寻找差异性表达代谢物，设置阈值为 ＶＩＰ＞１．０，ＦＣ＞
１．２或ＦＣ＜０．８３３，且 Ｐ＜０．０５，筛选出差异代谢物，结
果见表３、４（按照差异倍数进行排序，取前１０位）。结
果提示，共鉴定出１２１个显著差异的代谢物，其中显著
上调８６个，如米那普仑、磷脂酰乙醇胺等；显著下调
３５个，如己基糖仑、牛磺熊去氧胆酸等。主要包括脂
肪酸类３个，甘油磷脂类１３个，鞘磷脂类２个，固醇脂
类３个，如图６所示，红色代表该种代谢物的峰强度较
高，而蓝色代表峰强度较低。

４９１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｂ：负离子模式；Ｃ、Ｄ：正离子模式
图６　对照组与实验组差异代谢物热图和火山图

表３　对照组与实验组显著降低的差异代谢物　（取前１０位）

代谢物描述信息 化学式 差异倍数 Ｐ值
变量投影

重要度

ＰＥ（２２：０／Ｐ１８：１（１１Ｚ）） Ｃ４５Ｈ８８ＮＯ７Ｐ ０．６４０５２７ ０．０４３５２４ １．００９０６８

Ｈｅｘｙｌｇｌｕｃｏｓｉｄｅ Ｃ１２Ｈ２４Ｏ６ ０．５９１０６９ ０．００８８３９ １．１０９５６５

ＬｙｓｏＰＣ（２０：１（１１Ｚ）） Ｃ２８Ｈ５６ＮＯ７Ｐ ０．５６３０８５ ０．０３４６６３ １．０８７７９９

ＰＣ［１８：４（６Ｚ，９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）／２０：５（５Ｚ，８Ｚ，１１Ｚ，
１４Ｚ，１７Ｚ）］

Ｃ４６Ｈ７４ＮＯ８Ｐ ０．５４７６５９ ０．０３７５３４ １．２７６８６７

３（Ｈｅｐｔａｄｅｃａｎｏｙｌｏｘｙ）２［（９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）９，１２，１５
ｏｃｔａｄｅｃａｔｒｉｅｎｏｙｌｏｘｙ］ｐｒｏｐｙｌｉｃｏｓａｎｏａｔｅ

Ｃ５８Ｈ１０６Ｏ６ ０．５３９８６４ ０．０３８７２７ １．１３１２０３

３ａｌｐｈａ，７ａｌｐｈａ，１２ａｌｐｈａＴｒｉｈｙｄｒｏｘｙ２７ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ
５ｂｅｔａｃｈｏｌｅｓｔａｎ２６ｏｉｃａｃｉｄ

Ｃ２９Ｈ４８Ｏ７ ０．５２９３３９ ０．０１０７ １．１５３３４６

６，７Ｄｉｈｙｄｒｏ４（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）２（ｐｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎ
ｅｔｈｙｌ）７ｍｅｔｈｙｌ５Ｈ２ｐｙｒｉｎｄｉｎｉｕｍ

Ｃ１８Ｈ２２ＮＯ２＋ ０．５２６５３４ ０．０１０５０３ １．１８８７７９

ＰＣ［１８：４（６Ｚ，９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）／１８：４（６Ｚ，９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）］ Ｃ４４Ｈ７２ＮＯ８Ｐ ０．５２０７００ ０．０１７８０１ １．４８０７０４

Ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ Ｃ２６Ｈ４５ＮＯ６Ｓ ０．５１５１９６ ０．０１７１８２ １．４２３２７７

Ｃｙａｎｉｄｉｎ３Ｏ（６″ｍａｌｏｎｙｌａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅ） Ｃ２３Ｈ２１Ｏ１３＋ ０．５０６３２３ ０．０３７６２７ １．６２３８９７

５９１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）



表４　对照组与实验组显著增加的差异代谢物 （取前１０位）

　　　　　　　　代谢物描述信息 化学式 差异倍数 Ｐ值 变量投影重要度

３［（２Ａｍｉｎｏｅｔｈｏｘｙ）（ｈｙｄｒｏｘｙ）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ］ｏｘｙ{ }［１３］２［（９Ｚ）９
ｈｅｘａｄｅｃｅｎｏｙｌｏｘｙ］ｐｒｏｐｙｌ（９Ｚ）９ｈｅｘａｄｅｃｅｎｏａｔｅ

Ｃ３７Ｈ７０ＮＯ８Ｐ ４．８９２８６４ ０．００５３４４ ４．００９８６８

４，６ＣＨＯＬＥＳＴＡＤＩＥＮ３ＯＮＥ Ｃ２７Ｈ４２Ｏ ４．８１７４７１ ０．００９２４８ ４．７３５１５１
ＣＬ（２０：４（５Ｚ，８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ）／２０：１（１１Ｚ）／１８：２（９Ｚ，１２Ｚ）／１８：
２（９Ｚ，１２Ｚ）

Ｃ８５Ｈ１４８Ｏ１７Ｐ２ ４．７４４６７６ ０．０００５３２ ３．０４８２３９

Ｍｉｌｎａｃｉｐｒａｎ Ｃ１５Ｈ２２Ｎ２Ｏ ４．７４４２１０ ０．０１５３１５ ２．３５５０１１
Ｎｉｃｏｓａｎｏｙｌｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｃ３８Ｈ７６ＮＯ６Ｐ ４．５４００３６ ０．０１９１４２ ２．６８９５５５
ＰＣ［２２：４（７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ）／２２：６（４Ｚ，７Ｚ，１０Ｚ，１３Ｚ，１６Ｚ，１９Ｚ）］ Ｃ５２Ｈ８４ＮＯ８Ｐ ４．３３６５０６ ０．０００８８８ ３．０３５３４５
ＰＥ［１４：０／１８：３（６Ｚ，９Ｚ，１２Ｚ）］ Ｃ３７Ｈ６８ＮＯ８Ｐ ４．２０７０７６ ０．０００１７３ ２．６４３８２６

（１９Ｒ）２５Ａｍｉｎｏ２２ｈｙｄｒｏｘｙ２２ｏｘｉｄｏ１６ｏｘｏ１７，２１，２３ｔｒｉｏｘａ
２２ｌａｍｂｄａ～５～ｐｈｏｓｐｈａｐｅｎｔａｃｏｓａｎ１９ｙｌ（９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）９，１２，
１５ｏｃｔａｄｅｃａｔｒｉｅｎｏａｔｅ

Ｃ３９Ｈ７２ＮＯ８Ｐ ４．０４２６０７ ４．５９Ｅ０６ ２．６９３３７２

（２Ｒ）３｛［（２Ａｍｉｎｏｅｔｈｏｘｙ）（ｈｙｄｒｏｘｙ）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ］ｏｘｙ｝２（ｏｃ
ｔａｎｏｙｌｏｘｙ）ｐｒｏｐｙｌｏｃｔａｎｏａｔｅ

Ｃ２１Ｈ４２ＮＯ８Ｐ ３．８６６７８１ ０．０１３７７９ ３．５８９３５６

ＴｒａｇｏｐｏｇｏｎｓａｐｏｎｉｎＣ Ｃ５１Ｈ７２Ｏ１７ ３．６６９９６２ ０．０２０２２６ ２．３４３９００
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Ａ：各组细胞总胆固醇水平；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞胆固醇合成、分解代谢关键酶蛋白的表达及半定量分析；Ｄ：ｑＲＴ
ＰＣＲ检测各组细胞胆固醇关键酶ｍＲＮＡ的表达水平　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图７　ｍＢＭＳＣｓＥｘｏ通过调控ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１表达影响Ｒｅｎｃａ细胞胆固醇代谢

２．６　 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ通过调控 ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ７Ａ１、
ＣＹＰ７Ｂ１表达影响Ｒｅｎｃａ细胞胆固醇代谢

　　脂质组学分析结果显示，牛磺熊去氧胆酸降低，该
底物是胆固醇分解代谢的底物，胆固醇合成水平将升

高。ｍＢＭＳＣＥｘｏｓ处理 Ｒｅｎｃａ细胞后的总胆固醇水平
变化结果显示，与对照组比较，ｍＢＭＳＣＥｘｏｓ组的 Ｒｅｎ
ｃａ细胞总胆固醇升高（Ｐ＜０．０５，图７Ａ）。为进一步探
究ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ调控细胞胆固醇代谢的分子机制，采

用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胆固醇代谢关键酶的
表达。结果显示，与对照组比较，ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ处理后
Ｒｅｎｃａ细胞胆固醇合成代谢途径关键酶 ＨＭＧＣＲ的
ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著上调，而胆固醇分解代谢途
径关键酶 ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均
显著下调（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ～Ｄ）。提示ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ可
通过调控胆固醇代谢关键酶 ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ７Ａ１、
ＣＹＰ７Ｂ１影响Ｒｅｎｃａ细胞胆固醇代谢。
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３　讨论

　　外泌体是由细胞分泌的一种囊泡，具有脂质双分
子层结构，可由肿瘤细胞［１７］、脂肪细胞［１８］、间充质干

细胞［１９］等细胞分泌。在肿瘤微环境中，外泌体作为

ＭＳＣｓ旁分泌机制中的活性物质，具有多种生物学活
性，包括免疫调节、组织损伤修复以及调控肿瘤细胞的

生物学行为等作用［８］。有研究表明，ＢＭＳＣｓＥｘｏｓ可通
过下调肿瘤细胞衣被蛋白复合体亚基 β２（ｃｏａｔｏｍｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ２，ＣＯＰＢ２）的表达，使直肠
癌的癌细胞侵袭、迁移和增殖的能力受到抑制［２０］。但

是，人脐带间充质干细胞来源的外泌体可通过 Ｗｎｔ信
号通路抑制人肝癌细胞的增殖和迁移［２１］。由此可见，

骨髓间充质干细胞外泌体可在肿瘤中发挥重要的作

用，探究骨髓间充质外泌体对肾癌细胞的影响很有必

要。本 研 究 通 过 ＣＣＫ８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实 验 发 现
ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ促进Ｒｅｎｃａ细胞的增殖、侵袭和迁移。
　　胆固醇是脂质筏和细胞膜的重要组成成分，充当
装配中心的信号分子。快速增殖的癌细胞对胆固醇有

大量的需求，用于合成细胞膜，提示胆固醇是肿瘤细胞

恶性增殖的必要条件［２２］。同时，胆固醇可通过影响细

胞内ＢＡＸ蛋白的活化，抑制肿瘤细胞的凋亡以促进肿
瘤进展［２３－２６］。胆固醇异常积累是肾癌细胞的典型表

型之一［２７］。研究表明，在肾癌细胞中 ＴＲＥＴ１可通过
抑制胆固醇分解代谢关键酶 ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１等表
达，下调细胞胆固醇水平，抑制肾癌细胞增殖和克隆形

成［２８］。本研究也发现 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ可通过调控胆固
醇代谢关键酶ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１表达上调肾
癌细胞胆固醇水平，促进细胞增殖。

　　外泌体可通过调控胆固醇代谢而影响肿瘤的发
生、发展。癌细胞源性外泌体可通过携带非编码 ＲＮＡ
ＮＯＮＨＳＡＴ１０５１７７进入胰腺癌细胞，下调胆固醇合成
途径关键酶ＨＭＧＣＲ、ＣＹＰ５１Ａ１等表达，抑制胰腺癌细
胞的增殖、迁移和上皮间充质转化［１６］。此外，前列腺

癌细胞源性的外泌体可介导肿瘤细胞与骨髓细胞之间

的细胞通讯，并以胆固醇依赖的方式促进前列腺癌的

肠道转移［２９］，提示外泌体可通过调控胆固醇代谢影响

肿瘤细胞的增殖、迁移等。本研究通过脂质组学分

析和实验发现 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ处理后肾癌细胞胆固醇
水平上调，胆固醇合成关键酶 ＨＭＧＣＲ显著上调，胆
固醇分解代谢关键酶 ＣＹＰ７Ａ１、ＣＹＰ７Ｂ１显著下调。
以上结果与先前的研究相符，证实了 ｍＢＭＳＣｓＥｘｏｓ
可调控肾癌细胞胆固醇代谢，并影响肾癌细胞的增

殖、侵袭和迁移。

　　在肿瘤微环境中，外泌体作为生物载体，可以通过

细胞间隙进入靶细胞，通过翻译、抑制等方式调控肿瘤

细胞的生物学行为，影响肿瘤的进展［３０］。本研究显示

骨髓间充质干细胞源性外泌体可通过调控胆固醇合

成、分解代谢关键酶表达上调肾癌细胞胆固醇水平，促

进肾癌细胞增殖和转移，为肾癌相关标志物的筛选和

靶向药物研发提供了潜在的理论依据。
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