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  摘 要:目的 探讨结直肠癌(CRC)细胞来源外泌体 miR-21对CRC细胞转移和侵袭的作用及机制。
方法 采用实时荧光定量反转录聚合酶链反应(qRT-PCR)检测 miR-21在人CRC细胞系 HCT116和人正常

结肠上皮细胞系NCM460中的表达差异,以及在2种细胞来源外泌体内的表达差异。通过小干扰RNA转染

的方法构建miR-21敲低的HCT116细胞株。采用共培养试验检测 HCT116细胞对荧光标记外泌体的摄取。
采用伤口愈合试验检测摄取外泌体后 HCT116细胞迁移能力变化。采用Transwell试验检测摄取外泌体后

HCT116细胞 侵 袭 能 力 变 化。采 用 Western
 

blot试 验 检 测 摄 取 外 泌 体 后 HCT116细 胞 内 缺 口 同 源 物1
(Notch1)、磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)、磷酸化PI3K(p-PI3K)、蛋白激酶B(Akt)、磷酸化Akt(p-Akt)、哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白(mTOR)和磷酸化mTOR(p-mTOR)蛋白水平。采用qRT-PCR检测Notch1转录信使水平。
结果 HCT116细胞及其外泌体内

 

miR-21水平均明显高于NCM460细胞及其外泌体,差异均有统计学意义

(P<0.05)。共聚焦显微镜观察结果显示,HCT116细胞成功摄取了其他 HCT116细胞来源外泌体。伤口愈

合试验结果显示,摄取miR-21敲低的外泌体后 HCT116细胞迁移能力受到抑制(P<0.05)。Transwell试验

结果显示,摄取miR-21敲低的外泌体后 HCT116细胞侵袭能力明显减弱(P<0.05)。Western
 

blot试验结果

显示,摄取了miR-21敲低外泌体的 HCT116细胞内 Notch1
 

mRNA、PI3K、Akt、mTOR蛋白水平与摄取了

miR-21敲低 对 照 外 泌 体 的 细 胞 比 较,差 异 均 无 统 计 学 意 义(P>0.05);但 摄 取 了 miR-21敲 低 外 泌 体 的

HCT116细胞内Notch1、p-PI3K、p-Akt、p-mTOR蛋白水平与摄取了miR-21敲低对照外泌体细胞比较明显降

低,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 CRC细胞来源外泌体miR-21通过靶向Notch1/PI3K/Akt/mTOR
通路可促进肿瘤转移和侵袭。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

cell-derived
 

exo-
somal

 

miR-21
 

on
 

the
 

metastasis
 

and
 

invasion
 

of
 

CRC
 

cells.Methods Real-time
 

quantitative
 

reverse
 

tran-
scriptase-polymerase

 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miR-21
 

in
 

human
 

CRC
 

cell
 

line
 

HCT116
 

and
 

human
 

normal
 

colonic
 

epithelial
 

cell
 

line
 

NCM460,as
 

well
 

as
 

the
 

expression
 

of
 

Mir-21
 

in
 

exosomes
 

derived
 

from
 

the
 

two
 

cell
 

lines.HCT116
 

cell
 

line
 

with
 

knockdown
 

of
 

miR-21
 

was
 

constructed
 

by
 

small
 

interfering
 

RNA
 

transfection.Co-culture
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

uptake
 

of
 

fluorescently
 

labeled
 

ex-
osomes

 

by
 

HCT116
 

cells.Wound
 

healing
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

migration
 

ability
 

of
 

HCT116
 

cells
 

after
 

exosome
 

ingestion.Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

HCT116
 

cells
 

af-
ter

 

exosome
 

uptake.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

nick
 

homolog
 

1
 

(Notch1),phos-
phatidylinositol

 

3
 

kinase
 

(PI3K),phosphorylated
 

PI3K
 

(p-PI3K),protein
 

kinase
 

B(Akt),phosphorylated
 

Akt
 

(p-Akt),mammals
 

rapamycin
 

target
 

protein
 

(mTOR)
 

and
 

phosphorylated
 

mTOR
 

(p-mTOR)
 

in
 

HCT116
 

cells
 

after
 

exosome
 

uptake,and
 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mrna
 

level
 

of
 

Notch1.Results The
 

level
 

of
 

miR-21
 

in
 

HCT116
 

cells
 

and
 

their
 

exosomes
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

NCM460
 

cells
 

and
 

their
 

exo-
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somes,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Confocal
 

microscopy
 

showed
 

that
 

HCT116
 

cells
 

successfully
 

ingested
 

other
 

HCT116
 

cell-derived
 

exosomes.The
 

results
 

of
 

wound
 

healing
 

assay
 

showed
 

that
 

the
 

migration
 

ability
 

of
 

HCT116
 

cells
 

was
 

inhibited
 

after
 

the
 

uptake
 

of
 

exosomes
 

with
 

knockdown
 

of
 

miR-21
 

(P<0.05).Transwell
 

assay
 

showed
 

that
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

HCT116
 

cells
 

was
 

significantly
 

de-
creased

 

after
 

the
 

uptake
 

of
 

exosomes
 

with
 

knockdown
 

of
 

miR-21
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

Notch1
 

mRNA,PI3K,AKT
 

and
 

mTOR
 

protein
 

levels
 

between
 

HCT116
 

cells
 

that
 

ingested
 

exosomes
 

from
 

miR-21
 

knockdown
 

and
 

those
 

that
 

ingested
 

exosomes
 

from
 

control
 

miR-21
 

knockdown
 

(P>0.05).However,the
 

levels
 

of
 

Notch1,p-PI3K,p-Akt
 

and
 

p-mtor
 

proteins
 

in
 

HCT116
 

cells
 

that
 

ingested
 

exosomes
 

from
 

miR-21
 

knockdown
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

HCT116
 

cells
 

that
 

in-
gested

 

exosomes
 

from
 

control
 

miR-21
 

knockdown
 

(P<0.05).Conclusion CRC
 

cell-derived
 

exosomal
 

miR-21
 

promotes
 

tumor
 

metastasis
 

and
 

invasion
 

by
 

targeting
 

the
 

Notch1/PI3K/AKT/mTOR
 

pathway.
Key
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cancer; exosome; miR-21; nick
 

homolog
 

1; cell
 

transfer; cell
 

invasion

  结直肠癌
 

(CRC)
 

已被确定为第三大常见恶性肿

瘤,据统计,在2020年约有190万人被诊断为CRC。
预计在未来几年,由于人口增长和人口老龄化加速,
CRC的发病率和病死率将进一步大幅增加[1],这种癌

症会影响人类的结肠和直肠。实际上,在大多数情况

下,CRC会从结肠发展到直肠。大多数CRC的发生

是由于衰老和生活方式因素,例如肥胖、饮食、缺乏体

育锻炼和吸烟等。由于超重和肥胖等主要危险因素

流行趋势不利,年轻一代 CRC发病率不断上升[2]。
另一方面,有研究表明,通过以人群为基础的筛查措

施,包括内窥镜和粪便检查筛查,可以预防大部分

CRC进展[3]。外泌体是一类直径为100~200
 

nm的

小囊泡,几乎所有细胞都可以释放外泌体。外泌体内

包含多种生物活性分子,如 DNA、RNA、微小 RNA
(miR)和蛋白质等[4]。细胞通过释放外泌体及其载运

物质进行细胞-细胞间信息传递和物质交换。miR是

一类非编码RNA,通过作用于信使RNA(mRNA)或
靶基因发挥作用。外泌体 miR与肿瘤的发生和发展

有密切联系[5]。有研究表明,外泌体 miR对CRC耐

药性的产生有明显贡献[6]。最近有研究表明,miR-21
在原发性CRC肿瘤血清中呈高表达,在肝转移CRC
肿瘤血清中表达降低[7]。因此,作者猜测 miR-21可

能参与CRC转移的发生但不参与转移后的生长。为

探讨miR-21在CRC转移发生过程中的作用,本研究

重点研究了CRC细胞来源外泌体 miR-21促进CRC
细胞转移和侵袭的作用及机制。
1 材料与方法

1.1 细胞系和培养 人CRC细胞系 HCT116和人

正常结肠上皮细胞系NCM460均购自武汉普诺赛生

命科技有限公司,以添加了15%胎牛血清和1%青霉

素/链霉素混合液的 RPMI-1640完全培养基培养。
除非特别说明,细胞每隔2

 

d进行一次培养基更换。
1.2 外泌体分离和鉴定 HCT116细胞培养48

 

h
后,收集细胞上清液,以离心力300

 

g离心10
 

min,
2

 

000
 

g离心20
 

min,10
 

000
 

g离心30
 

min的顺序进

行离心。之后上清液用0.22
 

μm过滤器过滤,以离心

力100
 

000
 

g离心90
 

min,1
 

100
 

000
 

g离心90
 

min,

最后得到的沉淀用磷酸盐缓冲液重悬。使用 Hitachi
 

H7605透射电子显微镜观察外泌体。通过纳米颗粒

跟踪 仪(NTA)检 测 外 泌 体 的 直 径 和 丰 度。采 用

Western
 

blot试验对外泌体特异性标志物进行鉴定。
1.3 miR-21表达敲低 将HCT116细胞接种到6孔

板中,培养至70%的汇合度,然后根据制造商的说明

书,使用Lipofectamine
 

3000转染试剂盒瞬时转染靶向

miR-21表达敲低的小干扰RNA(siRNA)。首先分离和

鉴定 HCT116细胞、NCM460细胞及其来源外泌体

(HCT116-exo、NCM460-exo)。转染48
 

h后,收集细胞

并用于后续试验。miR-21的siRNA序列为5'-CAG
 

UACUUUUGUGUAGUACAA-3'。
1.4 外泌体标记和共培养 通过siRNA转染获得

了 miR-21敲低的 HCT116细胞,并将 HCT116-exo
分为miR-21敲低对照(simiR-21-NC-exo-HCT116)、
miR-21敲低(simiR-21-exo-HCT116)。收集到的外

泌体通过绿色荧光标记染料(PKH67)进行标记。将

染色的外泌体与 HCT116共同培养于24孔 Tran-
swell板中。细胞培养于上室,下室内加入含外泌体

的完全培养基。24
 

h后在共聚焦显微镜下观察细胞

对外泌体的摄取情况。
1.5 伤口愈合试验 将细胞接种于6孔板内,汇合

度达到60%时,用10
 

μL枪头对细胞进行划痕制造

“伤口”,并以无血清培养基继续培养。48
 

h后在显微

镜下观察“伤口”的面积变化。
1.6 Transwell试验 使用覆盖有 Matrigel胶的24
孔Transwell板检测 HCT116细胞的侵袭能力。向

Transwell板上室内加入含1
 

000个细胞的无血清培

养基,向下室内加入700
 

μL完全培养基。48
 

h后对

细胞进行固定和染色,在显微镜下观察和统计穿过

Matrigel胶的细胞数量。
1.7 Western

 

blot试验 细胞和外泌体在含有蛋白

酶抑制剂的放射免疫沉淀测定(RIPA)裂解缓冲液中

裂解,并使用双缩腺素法(BCA)蛋白检测试剂盒进行

定量检测。随后对30
 

μg的变性蛋白样品(每个样品)
进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,并转移到聚偏二氟乙烯膜

上。在室温下,用5%的脱脂牛奶封闭聚偏二氟乙烯
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膜2
 

h,并与以下一抗在4
 

℃下孵育过夜。然后在室

温下将聚偏二氟乙烯膜与辣根过氧化物酶标记的二

抗孵育1
 

h。最后,用增强型化学发光液对膜进行曝

光显 影。一 抗:β-微 管 蛋 白(β-tubulin)、分 化 簇 3
(CD63)、CD81、热休克蛋白70(HSP70)、缺口同源物

1(Notch1)、磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)、磷酸化PI3K
(p-PI3K)、蛋白激酶B(Akt)、磷酸化Akt(p-Akt)、哺
乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)、磷酸化 mTOR(p-
mTOR)。二抗购自美国 Proteintech公司,用1×
TBST稀释5

 

000倍使用。
1.8 实 时 荧 光 定 量 反 转 录 聚 合 酶 链 反 应(qRT-
PCR) 采用miRNeasy试剂盒从细胞样品和外泌体样

品中分离总RNA,然后用SuperScript
 

Ⅲ反转录酶反

转录合成cDNA。在CFX96TouchTM序列检测系统

上进行qRT-PCR,使用 miScript
 

SYBR
 

Green
 

PCR
试剂盒对cDNA进行扩增。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶

(GAPDH)作为标准化对照,GAPDH 正向:5'-AA-
ATCCCATCACCATCTTCC-3',反向:5'-TCACAC-
CCA-TGACGAACA-3';miR-21正向:5'-TGGATT-
TTTGGAT-3',反 向:5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-
3';Notch1正向:5'-AATGGCCCTTTGATCT-3',反
向:5'-CCGAAACCGTAAAGTC-3'。
1.9 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,2组间比较采用独立样本t检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 miR-21在CRC细胞来源外泌体内的水平比

较 透射电子显微镜观察到 HCT116-exo、NCM460-
exo 均 呈 杯 状 结 构;NTA 检 测 HCT116-exo、
NCM460-exo丰度和直径结果显示,HCT116-exo丰

度更高,二者直径均集中在100
 

nm;Western
 

blot试

验验证了外泌体标志物的表达。qRT-PCR检测结果

显示,HCT116细胞和 HCT116-exo内的 miR-21水

平为 1.773±0.035、1.063±0.045,均 明 显 高 于

NCM460细胞和 NCM460-exo内的1.360±0.061、
0.790±0.026,差 异 均 有 统 计 学 意 义(t=10.190、
9.055,P=0.000

 

5、0.000
 

8)。

2.2 CRC细胞能够摄取其他CRC细胞来源外泌体

miR-21 simiR-21-NC-exo-HCT116细胞的 miR-21
水平为0.830±0.056,simiR-21-exo-HCT116细胞的

miR-21水平为0.380±0.056,差异有统计学意义

(t=9.899,P=0.000
 

6)。用PKH67对simiR-21-
exo-HCT116细胞和simiR-21-NC-exo-HCT116细胞

进行标记,并分别与未经任何处理的 HCT116细胞进

行共培养,细胞核以4',6-二脒基-2-苯基吲哚蓝色染

料标记,共聚焦显微镜下观察外泌体和细胞核的相对

位置,证实了上述标记的外泌体被 HCT116细胞成功

摄取,见图1。

图1  外泌体 miR-21表达敲低和共培养(200×)

2.3 外泌体 miR-21敲低后靶标 HCT116细胞的迁

移和侵袭能力 48
 

h伤口愈合试验结果显示,由于摄

取的外泌体内缺乏miR-21,simiR-21-exo-HCT116的

伤口愈合面积比为(51.333±3.512)%,明显低于

simiR-21-NC-exo-HCT116的(82.667±3.055)%,差
异有统计学意义(t=11.660,P=0.000

 

3);Transwell
试验结果显示,相同原因导致simiR-21-exo-HCT116
的侵袭细胞数量为(45.333±4.509)个,明显低于

simiR-21-NC-exo-HCT116的(82.667±6.028)个,差
异有统计学意义(t=8.590,P=0.001

 

0)。见图2。

  注:A为采用伤口愈合试验检测 HCT116细胞的迁移能力;B为采用Transwell试验检测 HCT116细胞的侵袭能力(200×)。
图2  外泌体 miR-21敲低后靶标 HCT116细胞的迁移和侵袭能力
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2.4 外泌体 miR-21靶向作用于 HCT116细胞内

Notch1/PI3K/Akt/mTOR通路 Western
 

blot试验

结果显示,与simiR-21-NC-exo-HCT116细胞比较,
simiR-21-exo-HCT116细 胞 内 Notch1、p-PI3K、p-
Akt和p-mTOR蛋白水平均明显降低,差异均有统计

学意义(P<0.05),而 Notch1
 

mRNA、PI3K、Akt、
mTOR蛋白水平均无明显差异。见图3。

图3  外泌体 miR-21靶向作用于 HCT116细胞内

Notch1/PI3K/Akt/mTOR通路

3 讨  论

CRC是目前最主要的恶性肿瘤之一,其全球总体

发病率和病死率逐步升高,给人们造成了极大的经济

负担[8]。中国、欧洲和北美等国家占全球CRC新病

例和相关死亡人数的一半以上。最近,一些欧洲和北

美国家CRC发病率和病死率有所下降;相反,中国的

CRC发病率和病死率却持续上升。中国、欧洲和北美

等国家CRC的总体5年相对生存率相似,但欧洲国

家之间存在相当大的异质性。实施以人群为基础的

CRC筛查计划可以有效应对日益加重的疾病负担[9]。
肿瘤细胞分泌的外泌体至少比正常细胞多10

倍,这类外泌体可以通过运输生长因子、趋化因子、
miRNA和其他小分子促进肿瘤细胞间或肿瘤细胞与

其他类型细胞间信息传递了物质交换[10]。有研究表

明,不同细胞来源的外泌体含有独特的 miRNA表达

谱,也可能与其亲本细胞的特征不同[11]。肿瘤环境中

的免疫细胞、间充质细胞和癌细胞均可释放携带

miRNA的外泌体,进入受体细胞并调节其功能[12],
这些外泌体内 miRNA分子在癌症中发挥重要作用,
既可能是肿瘤抑制因子,也可能是调节细胞增殖和迁

移、上皮-间质转化、血管生成和肿瘤转移的促进因子。
此外,外泌体miRNA还可以影响肿瘤微环境形成,包
括细胞外基质的形成及免疫系统的激活/抑制[13-15]。
有研究证实,外泌体 miRNA与CRC进展相关,涉及

肿瘤细胞增殖、转移、化疗耐药和上皮-间质转化等多

方面[16-17]。miR-21在多种肿瘤的进展、诊断和预后

中显示出重要作用[18-19]。在CRC中,miR-21的表达

上调会促进 Wnt信号通路激活,从而促进其靶基因细

胞周期蛋白D1和c-骨髓细胞瘤癌基因蛋白表达[20]。
抑制miR-21表达能够诱导CRC细胞凋亡增加[21]。
最近1项研究表明,携带 miR-21抑制剂和化疗药物

的工程外泌体通过靶向进入CRC细胞,抑制 miR-21
表达以逆转CRC的化疗耐药性[22],由此表明,靶向抑

制miR-21的表达是抗肿瘤治疗的有效策略。

Notch信号通路在进化上高度保守,已被证明参

与许多细胞的生物学活动。Notch受体1~4及其配

体属于跨膜蛋白,含有表皮生长因子样重复序列,通
常需要受体-配体相互作用才能启动经典的Notch信

号转导。有研究表明,Notch信号通路在各种类型癌

症中既可以充当致癌因子,也可以成为肿瘤抑制因

子[23]。过往 的 研 究 在 不 同 亚 型 的 CRC 和 转 移 性

CRC肿瘤中观察到Notch信号通路的过度激活[24-25],
比如,肠上皮细胞 Notch信号的激活可以促进CRC
转移,特别是肝转移,并且可能诱发预后不良亚型

CRC发生[26]。

PI3K/Akt/mTOR通路可以作为 Notch信号的

反向,在多种疾病的发病机制中发挥重要作用。Notch
信号可以通过多种方式控制PI3K/Akt/mTOR通路,
并且Notch信号与PI3K/Akt/mTORC1通路之间的串

扰已在多种类型的癌症中被揭示[27]。本研究结果显

示,CRC细胞通过释放携带 miR-21的外泌体被其他

CRC细胞摄取吸收,miR-21进入细胞内靶向作用于

Notch1
 

mRNA翻译过程以调控Notch1蛋白水平,进
一步激活 Notch1反向PI3K/Akt/mTOR通路磷酸

化,最终促进CRC转移和侵袭。未来的研究需要进

一步明确miR-21对Notch1
 

mRNA靶向作用的具体

分子机制。
综上所述,本研究结果为外泌体 miR-21递送相

关CRC转移机制提供了新的证据,可能为临床治疗

转移性CRC提供新思路。
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