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摘 要!%目的& 探讨肝癌干细胞来源外泌体中差异表达的蛋白质"重点分析外泌体
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分子对
肝癌恶性生物学特性!自我更新'侵袭和转移能力$的影响( %方法& 采用无血清悬浮培养法和干细
胞标志物流式分选术分离人肝癌干细胞#分别采用干细胞球形成实验'体外侵袭转移能力鉴定分离
所得肝癌干细胞#采用蛋白质谱分析肝癌干细胞来源外泌体中的差异表达蛋白质#
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靶向抑制
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表达后"分别进行肝癌细胞球形成实验'体外侵袭与迁移实验检测外泌体
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对人肝癌
细胞自我更新'侵袭'转移能力的影响#收集肝癌患者和正常人血浆"通过凝胶排阻层析联合
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免疫磁珠分离纯化外泌体"

EFAGFHI J5>G

检测外泌体中
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表达情况"结合临床病理资料"综合
分析外泌体
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的临床相关性) %结果& 成功分离得到肝癌干细胞
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"其具有典
型的肿瘤干细胞生物学特性) 与
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细胞外泌体相比"
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肝癌干细胞
来源外泌体中具有多种差异表达蛋白"其中外泌体
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表达明显上调)
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靶向抑制肝癌干
细胞
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表达后"其外泌体中
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表达也下降) 分别采用
OP-

'
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靶向抑制肝癌干细胞
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后外泌体 !

1Q>!RC-CA!A4?@/?!

*+肿瘤干细胞来源外泌体 !

1Q>!RC-CA

*刺激肝癌细胞系
MFNS!
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"其自我更新'侵袭和转移能力依次增强)

EFAGFHI J5>G

结果显示"肝癌患者血浆外泌
体
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表达明显高于健康人血浆#肝癌患者血浆外泌体
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表达与患者年龄'性别无明显
相关性"而与肿瘤
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分期和转移显著相关) %结论& 高表达
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的肝癌干细胞的外泌体对肝
癌细胞恶性生物学特性具有调控作用)
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肝癌是常见的恶性肿瘤之一& 其发病率和死亡

率在各种恶性肿瘤中分别居第
&

位和第
G

位& 严重

威胁着人类健康"

#

#

' 目前肝癌治疗以手术为主!并辅

以放(化疗!但患者
<

年生存率仍很低!预后不理想!

其中肿瘤的复发( 侵袭和转移是治疗失败和患者死

亡的主要原因"
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近年来!研究发现肿瘤干细胞)
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*是肿瘤组织中一小部分具有自我更新能力并

能产生异质性肿瘤的细胞& 在肿瘤的侵袭转移过程

中发挥着重要作用"
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' 肿瘤干细胞介导侵袭转移机

制主要有两方面$首先&肿瘤干细胞高表达一系列干

细胞标志物)

H)1!!

(

I*,!&

(

5'-):

(

H-'+3

等*可促进上

皮间质转化)
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%其次&肿瘤干细胞微环境的改

变可促进肿瘤干细胞的自我更新(诱导血管生成(招

募免疫细胞和基质细胞等& 从而促进肿瘤的侵袭和

转移"
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' 因此&针对肿瘤干细胞干性维持机制和微环

境进行深入研究& 寻找潜在的治疗靶点有望解决肝

癌侵袭转移的难题'

外泌体是由多种类型细胞分泌的直径为
G=L

#==-2

的小囊泡&富含蛋白质(
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(
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(
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和脂质等生物活性分子'大量研究报道&外泌体可通

过刺激血管生成(抑制免疫反应(改变细胞外基质成

分等调控肿瘤微环境&促进肿瘤的侵袭和转移 "
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有文献报道&与低转移性
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细胞相比&高转移性
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细胞来源的外泌体表现出更强促进肝癌转移

的能力"
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'肿瘤干细胞作为恶性肿瘤的种子细胞&具

有较强的致瘤性(耐药性和侵袭转移能力"
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' 基于

此& 本文重点探讨肝癌干细胞来源外泌体中差异表

达蛋白质& 并进一步研究外泌体
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分子对肝

癌细胞恶性生物学特性的作用及其临床相关性'
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材料与方法
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可形成紧

实的细胞球体'肝癌干细胞是使用无血清悬浮培养肝

癌细胞系后&通过流式细胞分选技术分离所得'
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流式细胞分选技术分离肝癌干细胞

采用无血清悬浮培养肝癌细胞系& 培养第
O

天

时采用
UZDF E)C(/ 4-,+!@C2'- FNWGG

)

VN V+)!

(*+/-*/(

* 以
W"&""
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*分

选
FNWGG

\和
FN#GG

X细胞'
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肝癌干细胞外泌体蛋白质谱分析及验证
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肝癌干细胞 (
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细胞(
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细胞培养上清& 送上海皓歌

生物科技有限公司进行外泌体蛋白质谱表达差异分

析'用超速离心法从细胞培养上清中提取外泌体&通

过电镜形态观察( 粒径分布范围( 特异性表面蛋白
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表达来鉴定提取所得外泌体的质量&
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测蛋白样品&重复上述步骤&根据标准曲线算出相应

蛋白浓度!

在蛋白样品提取'浓度测定后&分别制胶'上样'

电泳'转膜'抗体孵育'曝光等步骤进行蛋白质印迹
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续培养&

&%L
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体外自我更新能力的分析
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后观察成球情况!
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实验检测外泌体对肝癌细胞侵袭!

迁移能力的影响

细胞侵袭实验!
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万
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小室上室中接种细胞悬液
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&%L
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=>"

'

7QJ?

!

孵箱培

养!

&%L

后割下小室膜&
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外泌体
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分子临床相关性研究

从本校附属医院收集肝癌患者血浆样本
7"

例'

健康人血浆样本
;"

例& 使用凝胶排阻层析并
J@6=

免疫磁珠分离提纯外泌体&

\.OT./- 32*T

检测外泌体

)AB)!

表达情况&结合临床参数*年龄'性别'病理

分级' 分期' 淋巴结转移和预后等$& 分析外泌体

)AB)!

表达与肝癌患者临床病理参数及预后的相

关性!

!"'

数据分析

采用
(H((;=X"

软件进行统计分析&计数资料的

比较采用
"

! 检验&计量资料的比较采用
T

检验&检验

水准
#]"X"7

!

!

结 果

("!

肝癌干细胞的分离!干性鉴定

采用无血清悬浮培养和表面标志物流式细胞分

选术检测肝癌干细胞标志物
J@;==

在
6

株肝癌细

胞系
I.SG!

'

(A^=$%

'

VU=

'

I0L>

'

UIJJ$>V

'

(_$I.S$;

中的表达情况&结果表明
(_$I.S$;

细胞系中
J@;==

表达最高&为
;6X!Q

*

`,90/. ;)

$!通过甲基纤维素成

球实验检测
J@;==

<

(_$I.S$;

'

J@;==

a

(_$I.S$;

成

球率高& 结果显示
J@;==

<

(_$I.S$;

干细胞成球率

显著高于
J@;==

a

(_$I.S$;

*

`,90/. ;'

$!

K/E-OZ.22

侵袭实验结果表明
J@;==

<

(_$I.S$;

细胞侵袭能力

强于
J@;==

a

(_$I.S$;

*

`,90/. ;J

$!

("(

肝癌干细胞来源外泌体中差异表达蛋白质及其

验证

收集
J@;==

<

(_$I.S$;

肝癌干细胞 '

J@;==

a

(_$I.S$;

细胞'

I.SG!

细胞上清送上海皓歌生物科

技有限公司进行外泌体蛋白质谱表达差异分析! 结

果表明&

)AB)!

在
J@;==

<

(_$I.S$;

肝癌干细胞外

泌体中表达明显上调*

`,90/. !)

$!利用
\.OT./- 32*T

检测
J@;==

<

(_$I.S$;

肝癌干细 胞 '

J@;==

a

(_$

I.S$;

细胞'

J@;==

<

(_$I.S$;

来源外泌体'

J@;==

a

(_$I.S$;

细胞来源外泌体中
)AB)!

表达& 结果表

明 &

J@;==

<

(_$I.S$;

肝癌干细胞及其外泌体内

)AB)!

的表达均高于
J@;==

a

(_$I.S$;

细胞!

O,P$
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!"#$%& ' ()* "+,-./",0 .01 "1&0/"2"3./",0 ,2 45'66

7

89!:*;!'

'(

靶向抑制肝癌干细胞
(')(!

表达后!其外泌体

(')(!

表达也下降"

*+,-./ !0

#$

<=>

肿瘤干细胞来源外泌体
(')(!

分子对肝癌细

胞恶性生物学特性的影响

选 取 恶 性 程 度 较 低 的 肝 癌 细 胞 系 %

1/23!

&

4'56$%

作为研究模型!分别采用
704

&肿瘤干细胞

来源外泌体"

89:!;<4<=

'&

=+>'(

靶向抑制肝癌干细

胞
(')(!

后外泌体"

89:!;<4<=!=+(')(!

'刺激肝

癌细胞系
1/23!

&

4'56$%

!观察其自我更新&侵袭和

转移能力的改变$ 结果

可见!

704

&

89: !;<4<= !

=+(')(!

&

89:!;<4<=

刺激后肝癌细胞自我

更新 & 侵袭转移能力

依 次 增 强 "

*+,-./ 6

'$

因此!肿瘤干细胞来源

外泌体
(')(!

分子在

肝癌细胞恶性生物学

特性中发挥关键作用$

?=@

肿瘤干细胞来源

外泌体
ABCA?

分子

临床相关性

肝癌患者血浆外

泌体
(')(!

表达明显

高 于 健 康 人 外 泌 体

(')(!

的表达 "

*+,-./

&

'!临床病理参数相关

性研究表明!肝癌患者

外泌体
(')(!

表达与

患者年龄&性别无明显

相关性!而与肿瘤
?'@

分期和转移显著相关

"

?ABC/ D

'$

6

讨 论

肝癌是常见的恶

性肿瘤之一!复发和转

移是肝癌预后不佳的

主要因素$ 肿瘤干细胞

是指肿瘤内一群具有

自我更新能力与不定向分化潜能的细胞! 具有自我

更新&无限增殖&高致瘤性&抵抗放化疗等生物学特

性$ 目前!肿瘤干细胞的分离主要通过三种途径%侧

群细胞法& 无血清悬浮培养和利用表面标志物来分

选$ 研究表明在肝癌组织和肝癌细胞系中均存有肿

瘤干细胞!

<ED66

是肝癌干细胞的标志物之一$本研

究通过无血清悬浮培养和肝癌干细胞标志物
<ED66

流式分选技术相结合成功分离人肝癌干细胞$ 体外

功能实验也证明分离得到的细胞具有典型的肿瘤干
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'()*)+,-*./,.+/ 0

1021! -34*-//.56

0-7),.8- 95/.,.8-

17- 7*5:4/;<-)*/=

!>" !% ?" ?%

!>" !! & ?%

@-6A-*

B)C- !D % ?E

F-G)C- !D > ?$

H.II-*-6,.56

9H ?& D $

BH !% % !J

KH % ? E

L0B /,)7-

!M" !& ## #N

#M$ !> N !N

H-4,( 5I .68)/.56

L

?

ML

!

!? ?" ??

L

N

ML

&

!$ & !D

9

"O#&>

JONEE

JODJ&

JOJJE

JOJJ$

%

!

#O%E%

JON$E

#ONE#

EO!%#

#!ON&$

细胞生物学特性!较强的自我更新能力"侵

袭和转移能力#

多项研究证实外泌体可携带蛋白质"

GP01

"

G.P01

"

H01

和脂质等生物活性分

子$参与肝癌的发生%发展$是肝癌潜在的

分子标志物和治疗新手段&

Q:7.G)+(.

等'

#N

(

研究发现
G.P"E#%

在肝移植复发后显著表

达$ 同时
G.P"E#%

的表达水平与肝癌的侵

袭转移密切相关$其上调与预后较差有关#

此外$血浆外泌体中的多种小分子
P01

也

可被认为是肝癌潜在的诊断标志物 $如

G.P"!#

%

G.P"!!#

%

G.P"#!!%

等'

#&R#>

(

#近几年$

在开发基于外泌体$ 针对肝癌的新型治疗

手段也取得巨大进展'

#ER#$

(

# 肿瘤来源外泌

体对肿瘤免疫治疗具有激活作用$ 如外泌

体可将肿瘤特异性抗原% 癌胚抗原等转移

到树突状细胞$诱导
'H%

M

L

细胞介导的免

疫反应#有研究表明$肿瘤起源的外泌体可

通过促进细胞因子)

ST"#!

%

SF0"&

等*表达

而产生抗肿瘤活性$抑制肝癌细胞增殖'

!J

(

&

本研究中$ 我们进行了
'H#NN

M

QU"

V-4"?

肝癌干细胞"

'H?NN

W

QU"V-4"#

细胞

来源外泌体内蛋白质谱表达差异的分析&

表达谱结果表明$ 与
'H#NN

W

QU"V-4"#

细

胞来源外泌体相比$

'H#NN

M

QU"V-4"#

肝

癌干细胞外泌体中具有多种差异表达蛋白

质$其中
1021!

差异表达最为显著)

DO!$

倍*&

采用
K-/,-*6 XC5,

技术验证表达谱结果&

体外功能研究表明肿瘤干细胞来源外泌体

1021!

分子对肝癌细胞恶性生物学特性

具有调控作用!促进肝癌的自我更新"侵袭

和转移&临床病理参数相关性研究表明$肝

癌患者血浆外泌体
1021!

表达明显高于

健康人的表达$ 肝癌患者外泌体
1021!

表达与患者年龄"性别无明显相关性$而与

肿瘤
L0B

分期和转移显著相关&

综上所述$ 肿瘤干细胞来源外泌体在

肝癌的自我更新"侵袭"转移等恶性生物学

特性中发挥关键作用& 以肝癌干细胞来源

外泌体
1021!

分子为聚焦点$ 通过细胞

表型实验" 临床问题相关性研究等方面证

05,-

!

1

!
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+

Y

!

,(- -34*-//.56 5I 1021! Z)/ /.76.I.+)6,C< :4"*-7:C),-A .6 'H#NN

M

QU"V-4"#

)6A .,/ -35/5G-O

!"#$%& ' (%)*&"+ ,-.. ./&0*%),&*%1 )2 345.!6&%"7&6 &8).),-9 /%)*&"+

Q

U

V

[

9

#

'

H

#

N

N

M

-

3

5

Q

U

V

[

9

#

'

H

#

N

N

W

-

3

5

V

-

4

@

!

-

3

5

Q#JJ1#J

1021!

Q#JJ1##

Q#JJ1&

Q0P9H!

HYS

1Y'1N

V!1F2

1021!9!

P1QQFN

P9TN$

0'19HN

2P''>

B'B&

9QB1N

P9T9J

991P@

\Y[!]!

Q1PQ

TQBH#

DO!$

&O$#

&ODN

&O#>

NOE%

NO&J

NOJN

!O>D

!O!E

#O$J

#OD!

#O#&

JOE>

JON$

JOJ#

QU"V-4"# '-CC [35/5G-

'H#NN

M

'H#NN

W

'H#NN

M

"/.1021! 'H#NN

M

'H#NN

W

'H#NN

M

"/.1021!

1021!

@19HV

1021!

'H>N

1

Y

:-;9& < =>9-*")+.?"/ ;>*@&&+ &8).),-9!ABCD' >8/%>..")+ E+F

G9"+"G)/E*?)9)H"G-9 /-%-,>*>%. "+ IJ 9"7>% GE+G>% /E*">+*.

05,-

!

9H

!

455*C< A.II-*-6,.),-A

+

BH

!

G5A-*),-C< A.II-*-6,.),-A

+

KH

!

Z-CC A.II-*-6,.),-AO

论 著 N#!



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

'()*!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

+,-

./0!12-23

./0!12-23!345675!

-689$%

9:;

!""

<:"

<""

:"

"

6
=
>
?
(
@
0
A
3
)
B
(
@
(
3

9:;

!;;

<:;

<;;

:;

;

6
=
>
?
(
@
0
A
3
)
B
(
@
(
3

+,- ./0!12-23 ./0!12-23!345675!

+,- ./0!12-23 ./0!12-23!345675!

C
D
E
F
3
4
0
D

G
4
H
@
F
I
4
0
D

'
(
)
*
!

C
D
E
F
3
4
0
D

G
4
H
@
F
I
4
0
D

-
6
8
9
$
%

6
=
>
?
(
@
0
A
>
4
H
@
F
I
4
0
D
J
(
K
K
3

L
E
4
3
=
F
K
A
4
(
K
M

6
=
>
?
(
@
0
A
4
D
E
F
3
4
0
D

J
(
K
K
3
L
E
4
3
=
F
K
A
4
(
K
M

&;;

9;;

!;;

<;;

;

9;;

!;;

<;;

;

6
=
>
?
(
@
0
A
>
4
H
@
F
I
4
0
D
J
(
K
K
3

L
E
4
3
=
F
K
A
4
(
K
M

6
=
>
?
(
@
0
A
4
D
E
F
3
4
0
D

J
(
K
K
3
L
E
4
3
=
F
K
A
4
(
K
M

&;;

9;;

!;;

<;;

;

&;;

9;;

!;;

<;;

;

5

,

!"#$%& ' ()* "+,-$&+.& /, 0123!4*%"5*4 *6/3/78- 9:;<= /+ >"/-/?"@8- @)8%8@A*%"3A"@3 /, -"5*% @8+@*%

60I(

!

5

!

2-23!M(@4E(M (/030>FK 5675! )@0>0I(0K 3(KA! @(D(NFK F?4K4IO

"

,

!

IB( 4DEF34E( FDM >(IF3IFI4J F?4K4IO 0A '()*! FDM -689$% N(@(

4DJ@(F3(M ?O (/030>FK 5675!P

B"?$%* C ()* *6D%*33"/+ /, *6/3/78- <:;<= "+ -"5*% @8+@*%

5675!

2QR9

'(FKIBO )(0)K( 14E(@ JFDJ(@ )FI4(DI

论 著9<9



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

实外泌体
'()'!

可促进肝癌细胞自我更新! 侵袭

和转移"因此#探寻普通肿瘤细胞和肿瘤干细胞来源

外泌体内容物的差异#深入研究其调控的分子机制#

必将为肝癌诊断!治疗手段提供新依据和新思路"
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