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  摘 要:目的 探讨肺癌患者血清外泌体 miR-21对肺癌细胞生长和转移的影响及机制。方法 收集18
例健康志愿者和20例肺癌患者的血清,提取并鉴定血清外泌体(记为Normal

 

exo和LCA
 

exo),qRT-PCR检

测Normal
 

exo和LCA
 

exo中miR-21的表达水平,双荧光素酶报告基因实验检测 miR-21与PTEN的靶向关

系,肺癌细胞 A549中转染 miR-NC(miR-NC组)、miR-21
 

mimic(miR-21组)、miR-21
 

mimic+PTEN 质粒

(miR-21+PTEN组)后,CCK8法检测细胞增殖,Transwell小室法检测细胞迁移和侵袭能力,Western
 

blot检

测PTEN蛋白表达。将10
 

μg/mL时Normal
 

exo和LCA
 

exo及等体积的PBS(Normal
 

exo组、LCA
 

exo组、
PBS组)与A549细胞共孵育,检测细胞中miR-21表达,PTEN蛋白表达,细胞增殖、迁移和侵袭能力。A549细

胞与10
 

μg/mL时LCA
 

exo共孵育后转染PTEN质粒(LCA
 

exo+PTEN组),然后检测细胞增殖、迁移和侵袭

能力。Western
 

blot检测PBS组、Normal
 

exo组、LCA
 

exo组和LCA
 

exo+PTEN组A549细胞中磷酸酰肌醇

3-激酶(PI3K)和蛋白激酶B(AKT)磷酸化水平。结果 Normal
 

exo和LCA
 

exo符合外泌体的结构及生物学

特征。LCA
 

exo组中miR-21表达显著高于Normal
 

exo组(P<0.001)。PTEN为 miR-21的靶基因,与 miR-
NC组比较,miR-21组 A549细胞PTEN表达下调(P<0.001),细胞增殖、迁移、侵袭能力显著增加(P<
0.05)。与miR-21组比较,miR-21+PTEN组细胞增殖、迁移、侵袭能力显著降低(P<0.05)。相比于PBS组,
LCA

 

exo组细胞PTEN表达显著下调(P<0.001),细胞增殖、迁移、侵袭能力显著增加(P<0.05),PI3K和

AKT磷酸化水平显著增加(P<0.001);与LCA
 

exo组比较,LCA
 

exo+PTEN组A549细胞增殖、迁移、侵袭

能力显著降低(P<0.05),PI3K和AKT磷酸化水平显著降低(P<0.001)。结论 肺癌患者血清外泌体传递

miR-21靶向PTEN促进肺癌细胞的生长和转移。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

serum
 

exosomes
 

miR-21
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

metastasis
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells.Methods The
 

serum
 

of
 

18
 

healthy
 

volunteers
 

and
 

20
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

were
 

collected.The
 

serum
 

exosomes
 

(Normal
 

exo
 

and
 

LCA
 

exo)
 

were
 

extracted
 

and
 

identified.The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-21
 

in
 

Normal
 

exo
 

and
 

LCA
 

exo
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

targeted
 

relationship
 

between
 

miR-21
 

and
 

PTEN
 

was
 

detected
 

by
 

dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay.Lung
 

cancer
 

cell
 

line
 

A549
 

were
 

trans-
fected

 

miR-21
 

NC
 

(miR-NC
 

group),miR-21
 

mimic
 

(miR-21
 

group)
 

and
 

miR-21
 

mimic+PTEN
 

plasmids
 

(miR-21+PTEN
 

group),cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

method,cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

were
 

detected
 

by
 

Transwell
 

chamber
 

method,and
 

PTEN
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.In
 

addi-
tion,10

 

μg/mL
 

Normal
 

exo,LCA
 

exo
 

and
 

PBS
 

(Normal
 

exo
 

group,LCA
 

exo
 

group,PBS
 

group)
 

were
 

incuba-
ted

 

with
 

A549,the
 

expression
 

of
 

miR-21,PTEN
 

protein,cell
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

were
 

detec-
ted.After

 

incubating
 

with
 

10
 

μg/mL
 

LCA
 

exo,A549
 

were
 

transfected
 

with
 

PTEN
 

plasmid
 

(LCA
 

exo+PTEN
 

group),cell
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

were
 

detected.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

phospho-
rylation

 

levels
 

of
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)
 

and
 

protein
 

kinase
 

(AKT)
 

in
 

A549
 

cells
 

of
 

PBS
 

group,
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normal
 

exo
 

group,LCA
 

exo
 

group
 

and
 

LCA
 

exo+PTEN
 

group.Results Normal
 

exo
 

and
 

LCA
 

exo
 

were
 

con-
sistent

 

with
 

the
 

structure
 

and
 

biological
 

characteristics
 

of
 

exosomes.The
 

expression
 

of
 

miR-21
 

in
 

LCA
 

exo
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

Normal
 

exo
 

group
 

(P<0.001).PTEN
 

was
 

the
 

target
 

gene
 

of
 

miR-21.
Compared

 

with
 

miR-NC
 

group,PTEN
 

expression
 

was
 

down
 

regulated
 

in
 

miR-21
 

group
 

(P<0.001),and
 

cell
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

miR-21
 

group,
the

 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

miR-21+PTEN
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05).Compared

 

with
 

PBS
 

group,the
 

expression
 

of
 

PTEN
 

in
 

LCA
 

exo
 

group
 

was
 

significantly
 

down
 

regulated
 

(P<0.001),the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

A549
 

cells
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),
and

 

the
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

AKT
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

LCA
 

exo
 

group,the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

A549
 

cells
 

in
 

LCA
 

exo+PTEN
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

decreased
 

(P<0.05).The
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

AKT
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.001).Conclusion The

 

serum
 

exosomes
 

of
 

lung
 

cancer
 

patients
 

deliver
 

miR-21
 

targeting
 

PTEN
 

to
 

promote
 

the
 

growth
 

and
 

metastasis
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells.
Key

 

words:lung
 

cancer; serum
 

exosomes; miR-21; growth; metastasis; phosphatidylinositol
 

3-
kinase/protein

 

kinase
  

signaling
 

pathway

  肺癌是常见且病死率较高的恶性肿瘤,其发病率

位居恶性肿瘤之首,根据病理特征可将其分为非小细

胞肺癌和小细胞肺癌,肺癌的治疗除了传统的手术和

放化疗外,一些针对经典肿瘤靶点的药物及针对免疫

检查点类药物的成功研发均为肺癌的治疗提供了帮

助,但 是 肺 癌 患 者 5 年 生 存 率 仍 然 较 低,约 为

15%[1-3],因此探讨肺癌发生机制,研究新型治疗手段

对于肺癌患者至关重要。肿瘤外泌体是一类由肿瘤

细胞分泌的纳米级囊泡,可存在于血液、唾液、泪液等

体液中,外泌体内含多种遗传物质,包括微小 RNA
(miRNA)、长链非编码 RNA(lncRNA)、DNA、环状

RNA(circRNA)等,其中血清外泌体中 miRNA与肿

瘤的病理机制密切相关,并且具有用于肿瘤诊断和治

疗的潜力[4-5]。有研究显示,miR-21在肺癌中高表

达[6],亦有学者报道,miR-21可诱导肿瘤相关成纤维

细胞的形成而促进肺癌的发展[7],亦可调控蛋白激酶

B(AKT)/磷酸化蛋白激酶B(p-AKT)/半胱氨酸蛋白

酶3/基质金属蛋白酶(MMP)-2/MMP-9信号通路而

促进肺癌的生长和转移[8]。本文探讨了血清外泌体

中miR-21的表达水平,以及对肺癌细胞生长和转移

的影响及机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集20例肺癌患者的血液标本以

及18例健康志愿者血液标本。肺癌患者纳入标准:
经活检标本病理检查确诊为肺癌、未接受过手术、化
疗、放疗等治疗,本研究获得本院伦理委员会批准,患
者签署知情同意书。人肺癌细胞 A549(中国科学院

上海细胞库);Transwell小室(购自美国Corning公

司);CCK8试剂盒(沈阳万类生物技术有限公司);蛋
白酪氨酸磷酸酶基因(PTEN)、磷酸化磷酸酰肌醇3-
激酶 (p-PI3K)、PI3K、p-AKT、AKT、CD9、CD63、
TSG101、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)一抗、IgG
二抗(武汉三鹰生物技术有限公司),双荧光素酶报告

基因试验检测试剂盒(英国Abcam公司),Trans
 

Ex-

oTM
 

Serum/Plasma
 

Exosome
 

Kit(北京全式金科技

有限公司),ExoRNeasy
 

Serum/Plasma
 

Midi
 

Kit(德
国QIAGEN公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组 A549细胞培养于含10%
胎牛血清的 RPMI-1640培养基中,分为 miR-NC组

(转染 miR-NC)、miR-21组(转染 miR-21
 

mimic)和
miR-21+PTEN 组(转染 miR-21

 

mimic后再转染

PTEN质粒),Normal
 

exo组(A549细胞与10
 

μg/mL
 

Normal
 

exo共孵育48
 

h)、LCA
 

exo组(A549细胞与

10
 

μg/mL
 

LCA
 

exo共孵育48
 

h)、LCA
 

exo+PTEN
组(A549细胞与10

 

μg/mL
 

LCA
 

exo共孵育48
 

h后

转染PTEN质粒)、PBS组(A549细胞中加入等体积

PBS培养48
 

h)。按照上述分组,使用Lipofectamine
 

2000试剂进行转染。
1.2.2 外泌体提取与鉴定 将20例肺癌患者的血

液标本及18例健康志愿者血液标本置于无菌试管

中,放置30
 

min取上层血清,血清外泌体提取使用

TransExoTM
 

Serum/Plasma
 

Exosome
 

Kit试 剂 盒。
在透射电镜下观察外泌体的结构,Western

 

blot鉴定

外泌体标志蛋白CD9、CD63、TSG101。
1.2.3 qRT-PCR 使用ExoRNeasy

 

Serum/Plasma
 

Midi
 

Kit提取血清外泌体 miRNA,使用 miRNA
 

cD-
NA

 

Synthesis
 

Kit试剂盒和EvaGreen
 

miRNA
 

qRCR
 

MasterMix试剂盒进行 miR-21逆转录反应和qRT-
RCR反应,使用2-ΔΔCT 法计算 miR-21表达。引物序

列见表1。
1.2.4 双荧光素酶报告基因试验 TargetScan数据

库预测miR-21与PTEN结合位点,构建PTEN野生

型(pGL3-PTEN
 

WT组)、突变型质粒(pGL3-
 

PTEN
 

MUT组)及空白质粒(pGL3-control组),并使用Li-
pofectamine

 

2000转染试剂将上述质粒转染进293T
细胞,再用RNA转染试剂将 miR-21

 

mimic和 miR-
NC转染至上述293T细胞,使用双荧光素酶报告基
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因检测试剂盒检测荧光强度。
表1  引物序列表

基因 序列

miR-21
正向:CGCGGTAGCTTATCAGACTGATG
反向:CAGTGCAGGGTCCGAGGTG

U6
正向:CTCGCTTCGGCAGCACA
反向:AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.2.5 CCK8法检测细胞增殖能力 将转染后或者

与外泌体孵育后的各组A549细胞接种至96孔板,每
孔1

 

000个/100微升,于细胞培养箱中培养0、24、48、

72
 

h后,取出对应的96孔板,每孔加入10
 

μL的

CCK8溶液,于细胞培养箱中孵育4
 

h后,用酶标仪检

测450
 

nm处的吸光度值(A值)。

1.2.6 Transwell小室法检测细胞迁移和侵袭能

力 取各组 A549细胞用RPMI-1640空白培养基稀

释,然后以10
 

000个/200微升接种至Transwell小室

中(或铺 Matrigel胶的 Transwell小室),小室置于

600
 

μL含10%胎牛血清的RPMI-1640的24孔板中,
然后转移至细胞培养箱中72

 

h,取出后用PBS清洗小

室,底部滴加无水甲醛固定30
 

min,底部滴加结晶紫

溶液染色10
 

min,清洗小室,晾干,显微镜下观察并

拍照。

1.2.7 Western
 

blot检测PTEN蛋白表达 取各组

A549细胞1×104 个加入200
 

μL
 

RIPA冰上裂解30
 

min,12
 

000
 

r/min,离心15
 

min,取上清液为细胞总

蛋白,BCA试剂盒进行蛋白定量,取10
 

μg蛋白,SDS-
PAGE凝胶电泳分离蛋白,然后转膜,封闭2

 

h,PVDF
膜 与 PTEN、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、CD9、

CD63、TSG101抗体4
 

℃过夜孵育,TBST洗膜后,二
抗室温孵育1.5

 

h,洗膜后用ECL试剂盒显影,拍照,
用Image

 

J软件对曝光结果进行定量分析。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行统计分

析。正态分布的计量资料采用x±s表示,多组间比

较采用方差分析,组间两两比较采用LSD-t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 外泌体的鉴定结果 透射电镜观察到 Normal
 

exo组和LCA
 

exo组外泌体粒径在30~100
 

nm,具
有双层膜结构,呈“杯托”样,并且表达外泌体标志蛋

白CD9、CD63、TSG101。见图1、图2。

2.2 肺癌患者血清外泌体中 miR-21高表达 qRT-
PCR检测结果显示,与Normal

 

exo组比较,LCA
 

exo
组中miR-21表达上调(P<0.001)。见图3。

2.3 PTEN为 miR-21的靶基因 双荧光素酶报告

基因检测结果显示,pGL3-PTEN
 

WT组293T细胞

转染 miR-21
 

mimic后相对荧光强度低于转染 miR-
NC的细胞(P<0.001),而pGL3-PTEN

 

MUT 组

293T细胞转染 miR-NC和 miR-21
 

mimic后相对荧

光强度无明显变化。Western
 

blot检测结果显示,相
比于miR-NC组,miR-21组A549细胞PTEN表达水

平下调(P<0.001)。见图4。

图1  透射电镜鉴定外泌体

图2  Western
 

blot鉴定外泌体

  注:***P<0.001。

图3  qRT-PCR检测Normal
 

exo组和LCA
 

exo组

中 miR-21的表达
 

  注:A为数据库预测miR-21和PTEN
 

mRNA的靶向结合位点;B
为双荧光素酶报告基因试验;C为 Western

 

blot检测 miR-21对PTEN

蛋白表达的影响;与miR-NC组比较,***P<0.001。

图4  miR-21靶向抑制PTEN表达
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2.4 miR-21靶向PTEN促进肺癌细胞的生长和转

移能力 CCK8、细胞迁移和侵袭检测结果显示,相比

于miR-NC组,miR-21组 A549细胞在24、48、72
 

h
的A 值显著增加(P<0.05),细胞迁移和侵袭数显著

增加(P<0.001);相比于miR-21组,miR-21+PTEN
组细胞在48、72

 

h的A值显著下降(P<0.01),细胞

迁移和侵袭数显著减少(P<0.001)。见图5。

  注:A为3组细胞在不同时间点的A值变化情况;B为显微镜观察3组细胞迁移和侵袭情况(×20);C为3组细胞迁移和侵袭数的比较。与

miR-NC组比较,***P<0.001;与miR-21组比较,###P<0.001。

图5  miR-21靶向PTEN抑制肺癌细胞生长和转移能力

2.5 肺癌患者血清外泌体转移 miR-21至肺癌细胞

情况 qRT-PCR检测结果显示,相比于PBS组,LCA
 

exo组A549细胞中 miR-21表达水平显著上调(P<
0.001),而Normal

 

exo组A549细胞中 miR-21表达

水平与PBS组相比,差异无统计学意义(P>0.05),
说明肺癌患者血清外泌体可转移 miR-21至肺癌细胞

中。见图6。

  注:与PBS组比较,***P<0.001。

图6  qRT-PCR检测各组A549细胞中 miR-21表达
 

2.6 血清外泌体传递 miR-21调控PTEN表达而促

进肺癌 的 生 长 和 转 移 能 力 CCK8、Transwell及

Western
 

blot检测结果显示,与 PBS组比较,LCA
 

exo组A549细胞A值在24、48、72
 

h显著增加(P<
0.05),细胞迁移和侵袭数显著增加(P<0.001),

PTEN表达水平显著下调(P<0.001),而 Normal
 

exo组细胞增殖、迁移、侵袭能力及PTEN表达水平

差异无统计学意义(P>0.05)。LCA
 

exo+PTEN组

A549细胞PTEN表达上调(P<0.001),A值在24、

48、72
 

h显著低于LCA
 

exo组(P<0.05),细胞迁移

和侵袭数显著低于LCA
 

exo组(P<0.001),说明血

清外泌体miR-21调控PTEN表达而促进肺癌的生长

和转移。见图7。

2.7 血清外泌体传递 miR-21靶向PTEN 而激活

PI3K/AKT信号通路 与PBS组比较,LCA
 

exo组

A549细胞中p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT显著增

加(P<0.001),而 Normal
 

exo组无显著变化;与

LCA
 

exo组比较,LCA
 

exo+PTEN组A549细胞p-
PI3K/PI3K和p-AKT/AKT显著降低(P<0.001),
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提示LCA
 

exo可通过转移 miR-21调控 A549细胞 PTEN表达而激活PI3K/AKT信号通路。见图8。

  注:A为 Western
 

blot检测4组细胞PTEN表达情况;B为4组细胞PTEN相对表达水平的比较;C为4组细胞在不同时间点的 A值变化情

况;D为显微镜观察4组细胞迁移和侵袭情况(×20);E为4组细胞迁移和侵袭数的比较;与PBS组比较,***P<0.001;与LCA
 

exo组比

较,###P<0.001。

图7  LCA
 

exo可抑制PTEN表达而促进肺癌细胞的生长和转移
  

  A为 Western
 

blot检测4组细胞p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT表达水平;B为4组细胞p-PI3K/PI3K的比较;C为4组细胞p-AKT/AKT的比

较;与PBS组比较,***P<0.001;与LCA
 

exo组比较,###P<0.001。

图8  LCA
 

exo抑制PTEN激活PI3K/AKT信号通路

3 讨  论

  外泌体是一类由多种活细胞分泌的纳米级囊泡,

可在生理状态下和病理状态下调控机体的生长发育

以及疾病的发生发展,外泌体可存在于血液、脑脊液、
腹水、唾液等体液中[9-10]。外泌体内含多种遗传物质,

如miRNA、lncRNA、circRNA等。其中,外泌体 miR-
NA在肺癌的发生发展过程中发挥多种生物学调控功

能。研究表明,经化疗后的肺癌患者血清外泌体中

miR-208a高表达,而抑制P21/AKT/mTOR信号通路,
进而促进肺癌细胞的生长和转移及化疗耐受[11]。亦有

研究表明,非小细胞肺癌患者血清外泌体中miR-17-5p
表达高于健康人血清外泌体,外泌体 miR-17-5p具有

用于非小细胞肺癌诊断的潜力,将其与传统标志物联

合使用,以提高肺癌早期诊断的灵敏度和特异度[12]。

肺癌患者血清外泌体中的miRNA能够作为肺癌

诊断和治疗的新型靶点,有研究显示,肺癌患者血清

外泌体中 miR-96作为预测顺铂耐药的标志物,从而

为肺癌患者提供更精准的治疗方案,miR-96的靶向

抑制剂可改善肺癌细胞对顺铂的耐药情况[13]。miR-
21已经被报道可调控肝癌、卵巢癌、乳腺癌等肿瘤的

进展,如肿瘤微环境中外泌体 miR-21可诱导早期肝

癌的转移,miR-21可靶向PTEN而促进卵巢癌的增

殖和迁移,亦可作为乳腺癌诊断的潜在靶点[14-16]。在

肺癌中,miR-21可调控脂肪酸的代谢而促进非小细

胞肺癌的增殖[17],也可调控
 

PTEN/AKT/GSK3β信

号通路而促进肺癌的生长和上皮间质转化[18]。本研

究首先提取并鉴定了来自健康志愿者和肺癌患者血

清中的外泌体,然后检测发现肺癌患者血清外泌体中

·3841·国际检验医学杂志2022年6月第43卷第12期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,June
 

2022,Vol.43,No.12



miR-21表达增加,在肺癌细胞 A549中转染 miR-21
 

mimic后,细胞增殖、迁移和侵袭能力均显著增加,说
明miR-21具有促进肺癌生长和转移的能力。miR-
NA是一类可调控肿瘤发生发展的RNA,其调控机制

在靶向结合与靶基因mRNA的3'UTR区域,而抑制

靶基因的翻译[19]。本研究通过双荧光素酶报告基因

试验验证了PTEN 为 miR-21的靶基因,并且发现

miR-21可抑制PTEN表达来促进肺癌细胞的生长和

转移能力。研究发现,肺癌患者血清外泌体可转移

miR-21至A549细胞中而促进A549细胞的增殖、迁
移和侵袭能力,但是将与外泌体共孵育的A549细胞

转染PTEN质粒后,细胞的增殖迁移和侵袭能力均下

降,说明肺癌患者血清外泌体可通过转移 miR-21调

控PTEN的表达而影响细胞的生长和转移能力。

PI3K/AKT信号通路是调控肺癌的重要信号通

路,研究表明,PI3K/AKT/mTOR信号通路可作为非

小细胞肺癌的治疗靶点[20],PI3K/AKT信号通路抑

制剂可显著抑制肺癌的发生发展[21],亦可诱导肿瘤血

管新生而促进肿瘤的生长[22]。PTEN 作为 PI3K/

AKT信号的调控因子,可抑制PI3K和AKT的磷酸

化水平而抑制PI3K/AKT信号通路,进而抑制肿瘤

的生长[23]。本研究发现肺癌患者血清外泌体和 miR-
21可显著提高p-PI3K和p-AKT水平,即激活PI3K/

AKT信号通路,而过表达PTEN可抑制外泌体对该

通路的激活。
综上所述,血清外泌体能够通过传递 miR-21而

调控PTEN/PI3K/AKT信号通路,进而促进肺癌的

生长和转移,但是其在临床诊断和治疗的应用还需进

一步探究。
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发展,改善患者病情转归,从而发挥治疗作用。
综上所述,使用Diode激光联合替硝唑对牙周炎

患者进行治疗,能够降低患者牙周指数GI、SBI、PLI
以及疼痛程度,同时能够改善患者咬合功能,抑制氧

化应激状态,减轻患者炎症反应,降低 MRP-8/14、
PGE2水平,联合治疗效果显著,为临床治疗牙周炎提

供一定依据。
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