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【摘 要】目的：分离纯化肾癌细胞分泌的exosome，检测exosome免疫相关蛋白的组成，探讨其潜在的临床应用价值。方法：体外 

培养人肾癌细胞株 RC一2。用超滤和蔗糖重水密度梯度超速离心法分离纯化 exosome，透射电镜观察其形态，Western blot检测其 

免疫相关蛋白的组成。结果：用超滤和蔗糖重水密度梯度超速离心法成功分离出exosome。透射电镜下 exosome为类圆碟形，具 

有双层膜结构 ，直径 30～100 nm。exosome表达肾癌特异性抗原 G250、热休克蛋 白70(Heat shock protein70，HSP70)和细胞问粘 

附分子(Intercellular Adhesion Molecule一1，ICAM一1 o结论：超滤和蔗糖重水密度梯度超速离心法可以分离纯化肾癌细胞分泌的 

exosome，exosome表达免疫相关蛋白G250、HSP70、ICAM一1。其负载肾癌特异性抗原，具有免疫原性，可望成为治疗肾癌的新疫 

苗。 

【关键词】肾细胞癌；exosome；免疫相关蛋白 

【中国图书分类法分类号】R735．7 【文献标识码】A 【收稿日期】2009—03—12 

Separation and identification Of exOsOmes derived frOm renalcancer cel ls and 

primary study of protein composition 

zHANG Yao，et越 

(Department ofUrology，the FirstAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To separate and pufi~exosomes derived from renal cancer cells and detect their immune associated protein in order 

to investigate their potential clinical value．Methods：Exosomes derived from RC一2 cells culture supematants were separated and purified 

by uhrafihration and sucrose gradient centrifugation，which were identified by transmission electron microscope．The expressions of 

HSP70．ICAM一1 and G250 were detected by western blot．Results：Exosomes were successfully purified by uhrafihration and sucrose gra— 

dient centrifugation，which were 30-100 nm in diameter with typical saucer-shape morphology，and expressed HSP70，ICAM一1 and G250 

antigen．Conclusion：Uhrafiltration and sucrose gradient uhracentrifugation can be used to purify renal cancer cells-secreted exosomes． 

Exosomes，expressing HSP70，ICAM-1 and G250，might be the novel vaccine for renal cell cancer． 
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肿瘤细胞分泌的 exosome是一种类似于亚细胞结构的 

外核体，具有较强的诱导机体产生抗肿瘤免疫效应 ，近年来 

成为非细胞性疫苗的研究热点_l1。我们应用超滤和蔗糖重水 

密度梯度超速离心相结合的方法分离纯化出肾癌细胞分泌 

的 exosome，用透射电镜观察其形态，并用 Western blot检测 

其免疫相关蛋白表达情况，以探讨 exosome在诱导抗肾癌效 

应中的潜在的临床应用价值。 
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1 材料和方法 

1．1 细胞和试剂 

人肾癌细胞株 RC一2购于上海细胞库。胎牛血清 、RP— 

MI1640(美国Gibco公司)。Centriplus离心超滤管(100 kD)、 

Amicon Ultra高回收率高流速切向流超滤离心管(100 kD)、 

PVDF膜购自美国 Millipore公司。鼠抗人 HSP70单克隆抗 

体 、兔抗人 ICAM一1单克隆抗体 、兔抗人 G250多克隆抗体 

(美国 Santa Cruz公司)。重水(青岛腾龙微波科技有限公司)， 

分析纯蔗糖(国药集团化学试剂公司)。考马斯亮蓝 G250和 

R250、SDS—PAGE凝胶配制试剂盒、5 X SDS—PAGE蛋白质上 

样缓冲液 、BeyoECL荧光检测试剂(碧云天生物技术研究 

所)。辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG、辣根过氧化物酶标 
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2．4 exos0me的免疫相关蛋白的检测 

通过 Westeln Blot，在分子量为 70 kD处检测到亮度较强 

的条带信号，为 HSP70分子；在分子量约为 100 kD处有 I— 

CAM一1分子条带信号。说明HSP70、ICAM一1在exosome有 

表达 ，如图 3。 

3 讨 论 

Exosome最早在网织红细胞被发现，是细胞内的多泡体 

(Multivesieular bodies，MVBs)向细胞外以胞吐方式分泌释放 

的小囊泡 ，直径在 30—100nm之间，有脂质双层膜包绕而形 

成的半球体，在蔗糖梯度溶液中的密度约为 1．13～1．21 g／ml。 

后来证实多种类型的细胞可以分泌 exosome，如 B细胞 、树突 

状细胞和一些肿瘤细胞等。在对某些肿瘤细胞(如乳腺癌细 

胞、结肠癌细胞等)分泌的 exosome的研究发现，肿瘤细胞分 

泌 exosome可以负载肿瘤相关抗原并能诱导机体产生抗肿 

瘤免疫效应，从而引起人们的广泛关注Ⅲ。目前国内外对肾癌 

细胞分泌的exosome尚无研究报道。对放、化疗不敏感而对 

免疫治疗有较好疗效的肾癌而言，探讨肾癌分泌的exosome 

的免疫相关蛋白的表达情况及是否负载肾癌特异性抗原是 

十分有必要的。 

本试验通过超滤和蔗糖重水密度梯度超速离心相结合 

的方法，从人肾癌细胞培养上清液中分离纯化出 exosome。我 

们首先以低速离心去除细胞培养上清液中的细胞和细胞碎 

片，再用 100 kD(直径约 30 nm大小)分子量截留的超滤管去 

除小于 30 nm的蛋白质、膜性结构和大量的液体，再经过蔗 

糖重水密度梯度 100 000 g超速离心 ，将密度为 1．10～1．20 

g／ml的物质(主要是 exosome)保留在蔗糖重水垫中，大分子 

蛋白和鳌合物被沉淀在离心管低部。取蔗糖重水垫用 PBS稀 

释后，用高回收率高流速切向流超滤离心管纯化exosome。通 

过蛋白质定量测定，本试验方法获得的 exosome约 1．5～2．0 

mg／ml(浓缩后)，与文献报道的一致 。与单一的超速离心相 

比，该法提高了exosome的产量和纯度，在开放系统 中暴露 

的时间短 ，不易被环境和细胞碎片污染，更能满足试验和临 

床的需要。通过透射电镜鉴定，分离纯化得到的 exosome为 

类圆碟形，具有脂质双分子层结构，与其他细胞分泌的exo— 

some形态相似。 

通过对肾癌细胞分泌的exosome用 Western blot对免疫 

相关蛋白的检测，exosome表达 G250、HSP70和 ICAM一1。肾 

癌特异性抗原 G250率先被 Osterwijk发现 ，后来证实它具 

有碳酸酐酶(CA)活性并与碳酸酐酶Ix(MN／the carbonic an— 

hydrase IX，MN／CA IX)基因结构相同，故被定名为 G250／MN／ 

CA IX，简称 G250。大量研究发现，在所有的肾透明细胞癌和 

大多数其他类型肾细胞癌中都存在 G250的高表达，而在正 

常肾脏及所有的良I生病变如肾盂。肾炎、。肾囊肿、腺瘤、大嗜酸 

粒细胞瘤和其他肿瘤等中很少或根本不表达。G250在肾癌 

的特异性高表达，且免疫治疗如细胞因子可以上调 G250在 

。肾癌细胞的表达 ，这为肾癌的免疫治疗带来了新的契机。热 

休克蛋白70和细胞间粘附因子 一1主要与抗原的提呈和诱 

导淋巴细胞活化有关。热休克蛋白70，又称“分子伴侣”，是 

高效的抗肿瘤免疫反应的诱导剂。HSP70与肿瘤抗原结合并 

参与将抗原负载至 MHC分子上，肿瘤抗原与HSP70解离， 

激活T淋巴细胞或 自然杀伤细胞 ，引起特异性免疫反应l 5l。 

ICAM一1是属于免疫球蛋白超家族的一类粘附分子，ICAM一1 

与其配体淋巴细胞功能相关抗原结合，在促进免疫细胞的分 

化和发育、介导淋巴细胞和自然杀伤细胞对靶细胞的杀伤作 

用、调节淋巴细胞的激活、增殖、细胞毒作用和细胞因子产生 

等方面具有重要的免疫学功能 。 

本试验通过对肾癌细胞分泌的exosome进行电镜形态 

学观察和 western blot检测免疫相关蛋白的组成发现 ：exo— 

some为一种类圆碟形含脂质双分子层的膜性亚细胞结构，表 

达肾癌特异性抗原 G250和免疫相关蛋白HSPT0、ICAM一1。 

其负载。肾癌特异性抗原，并具有将抗原信息传递给树突状细 

胞和／或 T淋巴细胞诱导机体产生特异性的抗肿瘤免疫的物 

质基础。这为我们进一步运用基因修饰 exosome作为治疗肾 

癌的疫苗研究提供必要的理论依据。 
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