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摘 要!%目的& 探讨
$%&!*()

在多发性骨髓瘤!

--

'患者外泌体中的表达及外泌体对肿瘤发
生发展的意义( %方法& 选择在我院治疗的

--

患者
.*

例及健康志愿者
!/

例"分析
$%&!*()

在血浆外泌体中的表达水平#并以人源
--

细胞株
--+*&

细胞为实验模型"采用增殖实验
观察外泌体对肿瘤细胞增殖的影响"采用流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡"采用
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检测凋亡通路相关蛋白的表达( %结果&与健康志愿者相比"

--

患者的血浆
$%&!'()

水平显
著降低

9:+:(""+!" ;2 *!+<#""+#,

"

=>/?""*@

"且与患者临床分期有关)

=A/BC!,

'( 当使用
--

患
者来源的外泌体处理

--B*&

细胞后"实验组细胞增殖率较对照组提高"在
*!D

*

!:D

*

:<D

时
分别提高了

*:B*E

*

,:B/E

*

(!B.EF=>/B/'@

# 而健康志愿者来源的外泌体则使细胞增殖率降
低"在

'!D

*

!:D

*

:<D

时分别降低了
'!B:E

*

!/B<E

*

!.B(E G=>CBC*@

( 流式细胞术结果显示"

--

患者来源外泌体抑制了肿瘤细胞凋亡"

!:D

凋亡率减少了
,B,E 9=ACBCC(@

#而健康志愿者来源
外泌体促进了肿瘤细胞凋亡"

!:D

凋亡率增加了
.B<E 9=>CBCC*@

(
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检测发现
--

组的
HI7!!

表达增加"

H)J

和
I)2K)21!,

表达下降"与健康志愿者来源的外泌体作用相反( %结
论&促凋亡因子

$%&!'()

在
--

患者外泌体中的表达水平低于健康人群"且
--

患者来源的
外泌体具有促进肿瘤发展的作用(
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多发性骨髓瘤 !

9&*:.;*/ 94/*%9)

"

<<

#是一种

恶性单克隆浆细胞增殖性疾病" 其发生率约占血液

系统恶性肿瘤的
=>?

及所有肿瘤的
=?

$

<<

好发于

中老年群体" 患者的血液或尿液中常存在单克隆蛋

白"并伴随有器官功能障碍%肾功能损害%溶骨性破

坏%高钙血症%贫血%易感染等临床症状$其发病原因

尚不清楚"可能与病毒感染和电离辐射有关&

=

'

$ 近年

来由于造血干细胞移植的广泛应用"以及沙利度胺%

来那度胺和硼替佐米等药物的联合用药" 患者的整

体生存时间得到明显延长"但
<<

仍然是不可治愈

的疾病&

!@>

'

$

外泌体!

/A%0%9/

(是由细胞向细胞外间隙释放

的一类具有脂质双分子层的微小囊泡" 直径一般在

B"C=""(9

$ 外泌体中含有母体细胞来源的蛋白质%

脂质%

D8E

等"在机体免疫%抗原提呈%细胞间信号

传导%能量代谢等多种过程中发挥重要作用&

B

'

$ 在肿

瘤性病理条件下" 肿瘤细胞来源外泌体能够改变肿

瘤微环境"促进肿瘤细胞增殖"加速血管新生"并帮

助肿瘤组织实现免疫逃逸$ 本研究通过检测
9.D!

=F)

在
<<

患者外泌体中的表达水平" 分析外泌体

对
<<

肿瘤细胞增殖%凋亡的作用"探讨了
9.D!=F)

及外泌体在
<<

发展过程中的意义$

=

材料与方法

!"!

一般材料

=7=7=

临床样本

选择
!"=F

年
G

月至
!"=G

年
#

月在我院治疗的

多发性骨髓瘤患者
H=

例为研究对象$多发性骨髓瘤

的诊断参照
!"=F

版的 )中国多发性骨髓瘤诊治指

南*$

H=

例患者中男性
>I

例"女性
>!

例"中位年龄

F>7H

!

!GCHF

(岁$ 其中"

J3K

型
>I

例"

J3L

型
=B

例"

J3E

型
=G

例+

!

期
=I

例"

"

期
!!

例"

#

期
>"

例&采

用国际分期系统
MJNNO

标准'$ 另采集
!"

名健康志愿

者的血液样本作为正常对照$ 本研究中所有病历资

料完整"并征得患者同意$本研究经我院伦理委员会

批准$

=7=7!

细胞株及试剂

<<7=D

人多发性骨髓瘤细胞!中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库("

DP<J =#B"

培养基
MJ(!

Q.:'%3/(O

"胎牛血清
MK.R2%O

"

<SSM

北京鼎国
O

"外泌体

提取试剂盒
M

北京博尔迈
O

"

9.D8E

提取试剂盒
MJ(Q.:!

'%3/(O

"

P,D

试剂盒
MS-/'9% T.0-/'O

"

U2*!!

%

U)A

%

2)0!

;)0/!>

抗体
MER2)9O

"细胞凋亡试剂盒
M UL

公司
O

$

!"# D/)*!:.9/ P,D

检测外泌体中
9.D!=F)

水平

按照外泌体提取试剂盒说明书所述方法提取患

者和健康组血液中外泌体"然后根据
9.D8E

提取试

剂盒的方法提取外泌体
9.D8E

"并加上
P%*4MEO

尾后

反转录成
2L8E

$

P,D

上游引物 ,

F"!SEK,EK,E!

,ESEESKKSSSKSK!>"

"下游引物为试剂盒中提供$

内参基因
V#

上游引物为
F"!KSK,S,,,SK,SS,K!

K,EK,E,ESESE,!>"

" 下 游 为
F" !EEEEESESK!

KEE,K,SS,E,KEESSSK!>"

"具体操作按照试剂盒

说明书进行$每次实验设置
>

个平行组"并通过
!

@!!,:

法进行相对定量分析$

!"$ <SS

法检测细胞增殖

取
<<

患者和健康志愿者血液各
="7"9*

"按
=7!

中方法分离外泌体并用
PUN

重悬至
=7"9*

备用$ 取

对数生长期的
<<7=D

人多发性骨髓瘤细胞"以
="BW

孔接种于
I#

孔板"每组重复
F

次$

!B -

后"将
!" $*

的
<<

患者来源或健康志愿者来源的外泌体分别

加入各培养孔中" 对照组加入磷酸盐缓冲液
MPUNO

$

培养
=!

%

!B

%

BG-

后"去除培养基"然后加入
<SS

试

剂孵育
B-

"

L<N1

溶解后于酶标仪
BI"(9

处测量吸

光值$

!"%

流式细胞术检测细胞凋亡

将
F $*

来源于
<<

患者或健康志愿者的外泌

体加入
<<7=D

细胞培养液中培养
!B-

后" 收集细

胞"

PUN

清洗
>

次"然后根据说明书使用
)((/A.( 6 W

PJ

双染色试剂盒染色后在流式细胞仪中检测细胞

凋亡"并使用
T*%X $% H7#7=

软件
MS'// N:)' J(27

"

E0-!

*)(Y

"

1D

"

VNEO

分析数据$

!"& Z/0:/'( R*%:

检测蛋白表达

<<

患者来源和健康志愿者来源的外泌体培养

<<7=D

细胞
!B -

后"收集细胞"加入
DJPE

裂解液"

使细胞充分裂解"并收集上清液$初步检测蛋白含量

后"样品经
=![ NLN!PEK\

电泳上分离"完成后转

移到
P6LT

膜上"

F#

脱脂牛奶室温封闭
=-

" 一抗

B$

孵育过夜+ 然后加入二抗" 常温孵育
=-

" 使用

Z/0:/'(U'.3-:

S<

\,] ;'.9/

蛋白质印迹检测试剂显

影"

^&)(:.:4 1(/

软件进行半定量分析$

BI!
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统计学处理

数据统计和比较采用
$%$$ !"&"

软件! 结果以

平均数
!

标准差
'!!"(

表示!组间比较采用
)

检验!

%*

"&"+

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"! ,,

患者血浆外泌体
-./"0+1

水平

-./"0+1

在
,,

患者和健康志愿者的血浆外泌

体中的的表达水平见
2.3456 0

" 对照组的相对表达

量为
0!&7#!"&#8

!

,,

组的相对表达量为
9&9+!"&!"

!

与对照组相比!

,,

患者的平均
-./"0+1

水平显著

降低
:%*"&"0;

" 初步的临床病理特征分析发现
'<1=>6

0;

!

-./"0+1

水平与
,,

患者的年龄# 性别无关
:%?

"&"+;

!而与
@$$

分期有关!晚期
,,

患者的
-./"0+1

水平更低
:9&A0!"&!0 BC!8&7!!"&!+

!

%D"&"!8;

"

$"$

不同来源外泌体对
%%"!&

细胞增殖的影响

使用
,,

患者来源#健康志愿者来源的外泌体

或者
%E$

分别处理
,,&0/

细胞
0!F

#

!9F

#

97F

后!

细胞的增殖率如
2.3456 !

所示" 患者来源的外泌体

使
,,

组的细胞增殖率显著高于
%E$

对照组
:%*

"&"0(

!且随着时间的增加而增加!在
0!F

#

!9F

#

97F

时

分别增加了
09&0G

#

89&"G

#

+!&HG

"与之相反!当使用

健康志愿者的外泌体处理
,,&0/

细胞后!细胞增殖

率随着时间的增加而降低! 在
0!F

#

!9F

#

97F

时分别

降低了
0!&9G

#

!"&7G

#

!H&+G

"

$"'

不同来源外泌体对
,,&0/

细胞凋亡的影响

使用低剂量不同来源的外泌体处理
,,&0/

细

胞
!9F

后!与阴性对照的
%E$

组相比!

,,

组的凋亡

率降低了
8&8G:%D"&""+;

!

I61>)FJ

组的凋亡率增加

了
H&7G:%*"&""0;

!提示
,,

患者来源的外泌体具有

抑制肿瘤凋亡的作用$ 健康志愿者来源的外泌体具

有促进凋亡的作用%

2.3456 8
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细胞凋亡相关蛋白的表达

9/0:/'( ;*%:

结果显示
<=.3&'/ >?

!与
@AB

对照组

相比!

CC

组
A2*!!

表达增加了
DD7EF

!

A)G

表达下

降了
#H7IF

!

2)0J)0/!D

表达减少了
!>7!F

"

K/)*:-4

组
A2*!!

表 达 降 低 了
#!7LF

!

A)G

表 达 升 高 了

>#7HF

!

2)0J)0/!D

表达增加了
ML7EF

!差异均有统计

学意义#

@N"7"M

$%

D

讨 论
尽管目前已经开发出了多种针对

CC

的治疗

方法!如造血干细胞移植&新型小分子药物!抗体药

物!

,OP!Q

治疗等!但
CC

的发病机制尚不明确% 研

究表明!

CC

细胞常伴随有多种遗传学突变!在染色

体的
M>R

&

MDR

&

M

号位置较为常见% 其中常见的断点

有
!!RMM

&

MIRMD

&

MLJMM

&

M>RD!

&

MMRMD

&

ER!>

&

#R!M

&

*R!M

&

*RM"

&

*RMM

&

S@!!

&

S@MD

&

S@MM

等'

#TE

(

% 这些遗传学

的改变使
CC

患者和健康人群的外泌体表现出了

显著差异 % 外泌体中携带了多种来源于细胞的

U8O

&

P8O

&

V.2'%P8O

&蛋白质等物质% 研究发现!与

正常细胞来源的外泌体相比!

CC

患者的外泌体中

含有更高水平的癌症相关细胞因子& 黏附分子和其

他蛋白!且某些正常细胞分泌的外泌体对
CC

的发

展有抑制作用'

ITM"

(

% 我们的实验结果发现!

CC

患者

来源的外泌体具有抑制
CC7MP

细胞凋亡&促进增殖

的作用!这与文献报道基本一致% 此外!我们还发现

健康人群来源的外泌体可以诱导
CC7MP

细胞的凋

亡!并抑制
CC7MP

细胞的增殖!与
CC

患者来源的外

泌体具有相反的作用%这表明
CC

的发生和发展会改

变患者的体内环境!使之适合
CC

肿瘤细胞生存%

V.P8O

是外泌体的重要组成物质之一!外泌体

的囊泡样结构不仅可以保护
V.P8O

避免被降解!还

能作为载体将
V.P8O

运输到特定部位发挥生物学

活性!因而在近几年成为了研究热点'

MM

(

%

CC

患者外

泌体中的
V.P8O

构成明显与健康人群不同%研究表

明!

CC

患者外泌体的
V.P!MH)

低表达! 而
V.P!MH;

和
V.P!!M

高表达!促进了肿瘤的发展'

M!

(

% 除了在外

泌体之中外!

V.P!MH)

在正常人群和
CC

患者骨髓

间充质基质细胞)

ACCB,0

*中的含量也不相同!

CC

患者的含量显著低于正常人群 '

MD

(

% 研究证实!

V.P!

MH)

能够沉默抗凋亡因子
A2*!!

的表达!并阻碍细胞

增殖'

M>

(

!但其在外泌体中的报道较少%本研究分别检

测了
V.P!MH)

在
CC

患者和健康志愿者外泌体中的

表达! 发现
CC

患者外泌体中
V.P!MH)

含量显著降

低% 这表明外泌体也参与到了
CC

的发生和发展%

此外!我们还发现
V.P!MH)

的水平与患者的年龄&性

别无关!但与临床分期有关!晚期
CC

患者对应更

低的
V.P!MH)

水平%

CC

的发生受到多种因素的影响! 其机制至今

尚未阐明% 研究结果发现!

CC

患者外泌体中的促凋

亡因子
V.P!MH)

的表达水平显著降低!

CC

患者来

源的外泌体能够抑制肿瘤细胞凋亡! 而健康志愿者

来源的外泌体能够促进肿瘤细胞凋亡! 这提示了外

泌体在多发性骨髓瘤发生&发展中的重要作用%

参考文献!

WMX Q0)(3 C

!

Y/ C

!

Z-)[)\. =C

!

/: )*7 C&*:.J*/ V4/*%V) /J.!

]/V.%*%34 )(] J):./(: 3/%3')J-.2 ].0:'.;&:.%( .( ,)()])

+

O J%J&*):.%( 0:&]4W$X7 ,)(2/'

!

!"MI

!

MH

+

!>DHT!>>>7

$%&'() # *)+,)(- ./0, ()+'/,+ 01 2303,0+%+ ()/2,)4 3(0,)%-+ 21,)( 5)//+ ()5)%6%-& 4%11)()-, )70+08)+

A2*!!

A)G

,)0J)0/!D

O2:.(

CC

K/)*:-4

@AB

@AB

CC

K/)*:-4

@N"7"M

@N"7"M

@N"7"M

@N"7"M

@N"7"M

@N"7"M

A2*!! A)G ,)0J)0/!D

M7"

"7E

"7#

"7>

"7!

"

P
/
*
)
:
.
^
/
J
'
%
:
/
.
(
/
G
J
'
/
0
0
.
%
(

>I>



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
#

期

$!% &'()*)+) ,

!

-(./01+!&'230)456/+7 8

!

&96337!:7;)93+7

<= >?)'1@71 46A) A(44(965B C)*7D(E(6)D6/ 3D)* /)44 D'753!

E475D7D6(5

"

@)/465) 65 EC136/74 31*ED(*3 96DC65 DC) A6'3D

*(5DC 75@ /C75B)!')47D)@ E')@6/D('3 $F%= G274 H6A) I)3

!

!"JK

!

!LMJN

"

J!OPJQO=

$Q% R6@7 -

!

S7+7.7173C6 8

!

T32+737+6 &

!

)D 74= U('D)0(*6.

E423 @)V7*)DC73(5) ?)'323 DC746@(*6@) E423 @)V7*)DC7!

3(5) A(' ')47E3)@ (' ')A'7/D('1 *24D6E4) *1)4(*7 $F%= W75!

/)' -/6

!

!"JK

!

J"XYOZ

"

JOO!PJO#J=

$[% I(@'"B2)0 8

!

-64?7 F

!

H#E)0!,4A(53( ,

!

)D 74= \6AA)')5D )V!

(3(*) /7'B( A'(* E473*7].'(5/C(74?)(47' 47?7B) 65 5(5!

3*744!/)44 425B /75/)' $F%= :)5) WC'(*(3(*) W75/

!

!"J[

!

OQMXZ

"

LJQPL![=

$O% F675B W

!

^2 _

!

,47DD7' 8

!

)D 74= *6I`, )VE')336(5 E'(A64)3

733(/67D)@ 96DC @67B5(363 75@ E'(B5(363 65 425B /75/)'$F%=

>VE)'D I)? ,5D6/75/

!

!"J[

!

J[Y[Z

"

[OQP[#J=

$#% -*)D757 F

!

aEE)4D F

!

-D('+ 8

!

)D 74= WC'(*(DC'6E363 JK 65

*24D6E4) *1)4(*7 E7D6)5D 96DC '7E6@ )VD'7*)@2447'1 ')!

47E3)$F%= 8(4 W1D(B)5)D

!

!"JK

!

JJ

"

L=

$L% I73DB(( `

!

b(2'7.@(447C 8

!

,.@6 F

!

)D 74= \13')B247D6(5 (A

><^!]*6I!JQK 7V63 /(5D'6.2D)3 D( @'2B ')363D75/) 65 *24!

D6E4) *1)4(*7 .1 @(95')B247D65B IUb8-$F%= H)2+)*67

!

!"JK

!

Q!YJJZ

"

![LJP![K!=

$K% ^17DD -

!

F(5)3 I>

!

^)EE)4 `^

!

)D 74= T)4(*)') 4)5BDC 63 7

/'6D6/74 @)D)'*6575D A(' 32'?6?74 65 *24D6E4) *1)4(*7 $F%=

U'6D F ^7)*7D(4

!

!"JL

!

JLKYJZ

"

X[PXK=

$X% ^7DD)'*755 &

!

&5)'46/C!H2+(3/C23 c

!

H2/623 I

!

)D 74=

>'1DC'(E(6)D65 75@ WWHQ 75D7B(563) DC)6' A25/D6(574 E'(E!

)'D6)3 @2'65B 5)2'(65A47**7D6(5 $F%= `)2'(4 I)3

!

!"JO

!

QL

YJJZ

"

J"!OPJ"!K=

$J"% &(C5( ^

!

87)@7 T

!

b)'23)+ H

!

)D 74= WWHQ E'(@2/D6(5 .1

*6/'(B4674 /)443 *(@247D)3 @63)73) 3)?)'6D1 65 *2'65)

*(@)43 (A ')D6574 @)B)5)'7D6(5 $F%= F R**25(4

!

!"J[

!

JX!

YKZ

"

QKJ#PQK!L=

$JJ% S75B F

!

^)5@'6V ,

!

^)'5(D -

!

)D 74= U(5) *7''(9 3D'(*74

/)44 @)'6?)@ )V(3(*)3 73 /(**256/7D('3 65 @'2B ')363!

D75/) 65 *24D6E4) *1)4(*7 /)443$F%= U4((@

!

!"J[

!

J![Y[Z

"

OOOPO##=

$J!% d75B d<

!

<C75B _d

!

S75 G= I(4) (A )V(3(*74 *6I`, 65

*24D6E4) *1)4(*7 E'(B')336(5 75@ 6D3 E(336.4) *)/C7563*

$F%= F >VE ^)*7D(4

!

!"JL

!

!OYJZ

"

Q"JPQ"O=$

杨雅芝 !张小

燕!万倩
=

外泌小体内
*6I`,

在多发性骨髓瘤进展中的

作用及可能机制
$F%=

中国实验血液学杂志!

!"JL

!

!OYJZ

"

Q"JPQ"O=%

$JQ% I(//7'( ,8

!

-7//( ,

!

8763( b

!

)D 74= U8 *)3)5/C1*74

3D'(*74 /)44 @)'6?)@ )V(3(*)3 A7/646D7D) *24D6E4) *1)4(*7

E'(B')336(5$F%= F W465 R5?)3D

!

!"JQ

!

J!QY[Z

"

JO[!PJOOO=

$J[% :(E7475 e

!

>.'7C6*6 c

!

R347* c

!

)D 74= T2*(2' 32EE')33('

E'(E)'D6)3 (A *6I!JO7 75@ 6D3 ')B247D('1 )AA)/D3 (5 UWH!

75@ -a_! E'(D)653 65 /(4(')/D74 /7'/65(*73 $F%= >VE W)44

I)3

!

!"JK

!

QL"Y!Z

"

![OP!OQ=

!肿瘤学杂志"作者!通信作者校对文稿须知

作者
]

通信作者自校拟发排校样稿!是期刊出版工作中不可缺少的重要环节!也是确保期

刊质量的重要手段" 特此重申!请作者
]

通信作者务必按以下要求进行校对#

J=

首先全面校对全文!对编辑提出的校样稿中需特别注意校对及需补充的内容!必须予

以改正或解释"

!=

所有需修改和补充的内容!均请用红笔将正确的字符书写清楚$避免使用不规范的汉

字%&必须改动的字符!直接在校样稿的空白处写出!所增删字数最好相符"

Q=

文题'作者'单位名称'邮政编码'通信作者等信息!务必确认无误(

[=

对正文文字$包括外文字母及大小写%'标点符号'数据'图表'计量单位'参考文献等应

认真细致逐一校对&请用规范的通用药品名称$不用商品名%和医学名词!认真核查并使用标

准计量单位及药物剂量)

O=

参考文献缺项的部分!应按本刊规定的著录格式进行补充" 请作者务必认真核实所引

用文献是否正确!并核查正文中角码是否与文后所列参考文献序号对应"

#=

校对完毕请作者
]

通信作者签名!并在规定的日期内将校样稿寄回编辑部" 如有要求补

充的资料!也需一并寄回"

L=

由于出版周期的限制!如作者
]

通信作者不能在规定时间校对寄回!请及时联系本刊编

辑部说明原因!否则可能造成该文稿延期出版!或者取消刊发"

[XO


