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摘 要!外泌体是细胞主动分泌的具有脂质双分子层的小囊泡% 尿液是在泌尿系统中产生"

并存在大量的外泌体% 肿瘤在发生&发展过程中能不断释放外泌体到细胞外% 通过检测尿液
中的外泌体可能早期追踪及监控泌尿系统肿瘤"代替活检穿刺或影像学等检测% 外泌体还可
用于脂溶性药物的装载&靶向药物及免疫疫苗的制备% 全文对尿液外泌体的提取及其在泌尿
系统肿瘤诊断&治疗的应用进展进行综述%
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外泌体是细胞主动分泌的一种小囊泡)

'

"

!
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% 先前

认为外泌体是一种无功能的细胞成份" 但越来越多

的研究发现其能通过携带基因和蛋白等生物物质穿

梭在细胞间进行+信息传递,而参与生理与疾病的调

控进程)

%

*

% 肿瘤细胞在其发生&发展过程中能不断释

放外泌体到微环境中" 其释放外泌体的量还高于正

常细胞)

&

"
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*

% 在细胞培养液或外周体液-血&尿液&唾

液等'中都能检测到外泌体"意味其具有成为无创生

物标志物的潜能)

+

"

$
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% 尿液的产生&储存和排放是在

泌尿系统中完成%通过检测尿液中的外泌体"可能早

期发现泌尿系肿瘤" 也可补充术后复发监控等检查

方面的不足% 另一方面"外泌体是一种
'**9F

大小&

携带肿瘤抗原&脂质双分子层的结构"其在脂溶性药

物装载&疫苗研发等方面也具有开发价值)

X

"
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*

%

'

尿液外泌体的提取与鉴定

超高速梯度离心是外泌体提取的最常用方法(

通过不同速度的多次离心去除细胞及细胞碎片"最

专
题
报
道
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后一次超高速离心以
#<< <<<=!<< <<< )>?

速度收

集沉淀的外泌体!

#<

"

# 通过磁珠抗体结合外泌体表面

的分子$如
@A. 4,+22 !

%来富集&也是一种提取外

泌体的方法!

##

"

# 虽然该方法能有效避免超高速离心

机的使用& 但其提取外泌体的总量是非常有限的#

!<#%

年后&一些商业性试剂盒如
B'C+, DE'2'?1 F2'!

,+C0'* G1+51*C

'

F*H0C)'51*

%(

DE' I(04J

$

KLF

%等基于脂

溶性抽提液的试剂盒越来越成为提取外泌体的主要

方法)该方法简单&易于实验室操作&但费用较高&常

需进一步的纯化后用于后续实验开展*

M,H+)1N

和
B+()'

分别对外泌体提取方法超高速

离心法+ 试剂盒抽提法(

OP!DE'2

法(

D>4+?

磁珠法

等进行了提取效率的比较# 上述方法都能成功提取

外泌体& 试剂盒抽提和磁珠富集法得到的外泌体量

相比较其他方法高!

8!

&

8%

"

# 此外&一些基于微流控技术

的芯片提取方法也陆续展现出来!

8Q

"

# 但至今外泌体

提取的方法还没有一个统一的标准#

提取外泌体后需要在其形态学上进行鉴定# 较

常利用电子显微镜观察确定其为一种
R<=8<<*?

大

小 的 双 分 子 层 结 构 囊 泡 & 或 利 用
;+*'>+)C04,1

B)+4J0*5 M*+,6202

对其直径大小进行测量!

8R

&

8S

"

# 另一

方面& 通过外泌体表明携带的分子进行检测也是常

规的鉴定方法 # 如用蛋白质免疫 印迹 '

T12C1)*

L,'CC0*5

&

TL

%方法检测四联体跨膜蛋白'如
.OS%

(

.OU

%(热休克蛋白 '如
A2>U<

%等外泌体标志性分

子, 也可用免疫荧光或流式细胞术等方法检测这些

指标的表达!

8$

"

*

!

尿液外泌体与泌尿系统肿瘤

尿液外泌体与泌尿肿瘤的研究报道逐渐增多&

其作为生物标志物的潜能得到了越来越多的肯定与

关注*然而大样本的临床多中心随机试验仍然较少&

睾丸癌(阴茎癌等少见肿瘤还未发现相关研究报道*

!"#

前列腺癌

在
!<<U

年最早对前列腺癌 '

>)'2C+C1 4+*41)

&

V.+

% 患者尿液外泌体核糖核酸 '

)0W'*(4,104 +40X

&

G;M

% 检测进行了报道 & 发现前列腺癌基因
%

'

>)'2C+C1 4+*41) +22'40+C1X %

&

V.M%

% 和跨膜丝氨酸

蛋白酶
!

-

DBK

相关基因 '

DBK!)1,+C1X 51*1

&

DGP

%融

合基因在
V.+

患者尿液外泌体中表达&尿液外泌体

因此具有潜力作为
V.+

诊断的一种新方法!

8Y

"

*

G(22'

等 !

8U

"在
V.+

活检阳性组(阴性组(手术组及正常组

的尿液外泌体中也证实了
V.M

和
DGP

等基因表达

水平的区别*通过直肠指检方法后收集的尿液&能提

高
V.M% G;M

在外泌体中的检测概率& 并增加
V.+

的诊断曲线下面积'

+)1+ (*X1) 4()H1

&

MZ.

%值!

!<

"

*

最近发表在
&M@M 3*4',

上的一篇文章报道尿

液外泌体基因测序得到的
%

个联合基因'

DGP

(

V.M

和
KVOD[

%对高级别
V.+

'

!PK$

%诊断的阴性预测

率为
U8\

(阳性预测率为
%S\

,敏感度为
U!\

(特异

性为
%Q\

* 相应的人群可用尿液外泌体检查方法代

替不必要的活检穿刺!

!8

"

*

[1,0E

等首次对
V.+

患者尿

液外泌体进行了转录组测序& 通过筛选和验证最终

确定了钙依赖性黏附蛋白
%

在
V.+

组中显著性降

低&可能在
V.+

中起到抑癌的作用!

!!

"

*

[']

等检测了

R

种在
V.+

组织中高表达的微小
G;M

'

?04)'G;M2

&

?0G;M2

%在尿液外泌体中的表达情况&联合
?0G!!8

和
?0G!%$R

具有最佳的
V.+

诊断价值* 此外&

K+?!

2'*'H

报道了通过一种
^14C0*!F*X(41X M55,(C0*+C0'*

方法可以更便宜和简单的从尿液中分离外泌体&

V.+

组织中高表达相关
?0G;M2

'

?0G!R$Q!%>

&

?0G!

8Q8!R>

和
?0G!!8!R>

% 在尿液外泌体中也能得到相

应扩增结果!

!%

"

*

外泌体不仅携带核酸& 其膜上或胞内还拥有肿

瘤相关蛋白或脂类*

"H1)W61

等利用质谱对
V.+

尿

液外泌体的蛋白组学进行了鉴定& 发现
%$

个关键蛋

白的表达水平单个或联合能区分
V.+

组和正常组!

!Q

"

*

利用
TL

和酶联免疫吸附测定'

D^FKM

%的免疫抗原

检测法&也能检测到
V.+

患者尿液外泌体中脂筏特

征蛋白
!

&跨膜蛋白
!RS

等蛋白的特异性高表达&但

需要的一定的蛋白提取溶度!

!R

"

*另外&通过高通量质

谱学定量分析尿液外泌体的脂类研究鉴定出
8<$

个

的脂类&其中
V/'2>/+C0X6,21)0*1

与
^+4C'26,41)+?0X1

表达水平联合对
V.+

的诊断达到
U%\

敏感度和

8<<\

特异性!

!S

"

*

!"!

膀胱癌

膀胱是尿液储存的直接器官& 在尿液中可能比

血液更快检测到膀胱癌'

W,+XX1) 4+*41)

&

L.+

%相关

指标的改变*

&'+**1

等!

!$

"应用
K(4)'21 .(2/0'*

方法

提纯外泌体& 证实其外泌体标志物
.OU

(

.OY8

和

.OS%

的表达*

V1)1N

对!

!Y

"

L.+

患者尿液外泌体
G;M

RUQ
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进行分析!证实尿液外泌体中的
&'(

是个稳定的生

物标志物! 其中黏液蛋白醣化酶
)

和人源性长寿保

障基因
!

可作为
*+,

患者的诊断指标" 通过对膀胱

移行细胞癌患者尿液外泌体
-.&'(

表达谱的研究!

发现有
$

种
-.&'(

的表达明显高于健康对照!并且

对膀胱移行细胞癌的分期分级有参考意义#

!/

$

"

0,1.2

等#

%"

$发现
*+,

患者尿液外泌体
-.&!3343

和
-.&!!)

表达水平明显高于患者肿瘤组织及白细胞"

5-,6678

等 #

%)

$通过质谱检测技术
*+,

患者及健

康对照人群中尿液外泌体的
%9$

种蛋白进行检测!

鉴定出
*+,

患者尿液外泌体中有
:

个蛋白高表达!

健康人群尿液外泌体中
)

个蛋白高表达"另一方面!

将
*+,

患者尿液外泌体蛋白质谱与疝气患者比较!

发现尿液外泌体肿瘤相关钙信号转换器蛋白
!

是潜

在的
*+,

诊断的无创标记物#

%!

$

"

高病理分级
*+,

的尿液外泌体可以促进
*+,

细胞和内皮细胞的生成和迁移"沉默了
;<=

样重复

盘状结构
!

样域蛋白
%

%

;<= 6.>7 ?7@7,AB ,C2 2.B!

DE.2.C 2E-,.CB %

!

;0FG!%

&的外泌体不促进尿路上皮

和内皮细胞的迁移!且患者尿液外泌体
;0FG!%

的表

达水平显著性高于其在健康人群中的表达水平!并

参与内皮生长因子信号的传导!阻断
;<=&

信号传导

可以阻断
;0FG!%

诱导的
*+,

肿瘤细胞的转移#

%%

$

" 此

外!

=?,CH7C

等 #

%3

$发现
*+,

患者尿液外泌体可以诱

导间充质细胞标记物
+0I

类活化!并在患者尿路上

皮细胞的表达"

!"#

肾细胞癌

目前国内外对肾细胞癌尿液外泌体研究报道还

不多" 我们课题组报道肾细胞癌 %

?7C,6 D766 D,?D.!

CE-,

!

&++

& 患者尿液中存在大量小片段非编码

&'(

!尿液中可检测到
&++

相关癌基因#

%4

$

"

&++

细

胞能通过
7JEBE-7

选择性携带组织中高表达的

-.&!!#9

和
-.&!#!%%

释放到外周中!利用
;@D,-

方

法纯化出肿瘤来源的外泌体! 可以有效提高对
&++

诊断的特异性#

#$

$

"最近!我们又证实
-.&!!#9

表达水

平在尿液中也显著性高表达! 尿液
-.&!!#9

可成为

&++

的液态活检术#

%K

$

" 这些小片段
&'(

如何通过

7JEBE-7

携带而被
&++

细胞释放仍需进一步研究"

在蛋白组研究方面!

&,.-EC2E

等报道了
&++

尿液

外泌体可检测到
#:K

个蛋白!其中
#9

个可成为潜在

的生物标志物区分
&++

组和对照组的蛋白#

%$

$

"

%

外泌体的治疗前景

#"$

药物载体

外泌体除了作为肿瘤无创诊断标志物外还可以

用作药物载体!其脂质包膜可以保护外泌体
&'(

不

被血液中
&'(

酶降解! 还可被传递到靶细胞 #

%:

$

"

(61,?7H

等证实来源于鼠树突细胞的外泌体可以靶

向定位于脑组织" 这表明外泌体在外周可穿过血脑

屏障并降低小鼠脑组织中目的基因的表达#

%/

$

" 应用

类似方法可以将装载
-.&'(

的外泌体运输到小鼠

表达
;<=&

的乳腺癌细胞#

39

$

"

有研究表明膀胱癌细胞比尿路正常上皮细胞的

吸收外泌体的能力更强! 是其
49

倍或者更高 #

3#

$

"

LGM!# B.&'(

可以电穿孔到来源于人胚胎肾细胞的

外泌体!并在体外运输到膀胱癌细胞" 用含有
LGM#

B.&'(

的外泌体处理的膀胱癌细胞!可以使其
LGM#

-&'(

表达下调! 这也支持外泌体可以运输
B.&'(

到靶细胞的观点#

3!

$

"

另一方面!

N.,C

等报道多柔比星可以被电穿孔

到靶细胞为表达
.&<0

的乳腺肿瘤细胞的外泌体

中"这些外泌体递送至裸鼠模型中!与给予相同全身

剂量的多柔比星的小鼠相比! 外泌体可以优先在乳

腺肿瘤细胞富集!并使肿瘤在
!)2

内缩小#

3%

$

"有治疗

作用的纳米颗粒'小分子抑制剂'亲脂内药物可以装

载到外泌体中! 可以增加靶组织中药物浓度和并降

低对正常组织毒性作用#

3%

$

" 这些技术为开发外泌体

用于膀胱' 前列腺及肾脏肿瘤的靶向治疗提供了理

论基础"

#%!

免疫疫苗

外泌体用作肿瘤疫苗也是当今的研究热点" 来

源于肿瘤的外泌体符合无细胞疫苗的全部抗原提呈

要求!此外还弥补了传统疫苗的不足"外泌体同时可

以表达特异性免疫抑制分子!例如
=,BG

或
N<=O

!降

低其免疫原性#

33

$

"

PQ,CR

等发现来源于
FG!)!

锚定的

肾癌细胞的外泌体在体外比外泌体和
FG!)!

有更显

著的抗肿瘤效应#

33

$

" 他们研制的
&+,

外泌体疫苗因

其含有
<LF

锚定的
FG!)!

!具有更强的免疫原性" 此

疫苗在体外可以介导更显著的细胞毒性效应! 为外

泌体用于肿瘤疫苗用于
&++

的治疗提供证据"

最近几年! 外泌体相关的研究论文和课题呈明

显上升趋势" 提取方法的标准化操作和外泌体定量
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的参照物还缺失! 其临床转化价值展现出巨大的潜

力!但仍需要更多的基础研究来支持"
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