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摘 要 

  I 

摘 要 

背景：间充质干细胞（Mesenchymal stem cells，MSCs）是一种成体多功能

干细胞。由于 MSCs 的分化可塑性、强大的体外扩展能力和免疫特权已被广泛应

用于细胞再生和组织修复领域，被认为是各种器官或组织再生的细胞治疗策略。

间充质干细胞来源的外泌体（Exosomes derived from mesenchymal stem cells，

MSCs-Exos）作为一种微粒子免疫载体分布于全身多种组织，具有和 MSCs 相同

的生物活性，已被应用于多种临床研究中。MSCs 在癌症中的研究显示，MSCs

可迁移至肿瘤微环境中，通过旁分泌作用发挥致瘤或抗肿瘤的活性，与肿瘤的发

展和转移密切相关。肺癌是世界上发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，其中非小细

胞肺癌（Non-small cell lung cancer，NSCLC）占比 80%以上。因此本研究旨在探

究肺癌微环境中 MSCs-Exos 对 NSCLC 细胞转移的影响及作用机制，为研究人员

可以更深刻地理解 MSCs 和肿瘤及微环境之间的相互联系提供理论依据，具有重

要的指导意义。 

方法：本研究采用人脂肪间充质干细胞（Human adipose-derived stem cells，

hADSCs）和 A549、H1299 两种 NSCLC 细胞为研究对象，以浓度为 100 µg/mL

的人脂肪间充质干细胞来源的外泌体（ Exosomes derived from human 

adipose-derived stem cells，hADSCs-Exos）处理 NSCLC 细胞来模拟体内肺癌微

环境。研究内容包括以下四个方面：（1）探究 hADSCs 以及 hADSCs-Exos 对

NSCLC 细胞上皮间质转化（Epithelial-mesenchymal transition，EMT）的影响，

采用 qRT-PCR、Western Blot 实验检测 NSCLC 细胞内 EMT 相关因子的表达。（2） 

探究肺癌微环境是否可以提供激活 CXCL12/CXCR4 信号轴的条件，采用

qRT-PCR 实验检测 CXCR4 和 CXCL12 的基因表达水平。（3）探究 hADSCs-Exos

是否通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影响 NSCLC 细胞的活力、迁移和侵袭能力，

采用 MTT 实验、细胞划痕实验和 Transwell 实验检测 NSCLC 细胞的活力、迁移

和侵袭能力。（4）探究 hADSCs-Exos 在 NSCLC 中发挥作用的潜在机制，运用

Western Blot 实验检测 AMPK/mTOR 信号通路蛋白的表达情况。 

结果：（1）hADSCs 和 hADSCs-Exos 都可以促进 NSCLC 细胞发生 EMT。

（2）在肺癌微环境中 CXCR4 和 CXCL12 的基因表达水平显著增加。（3）

hADSCs-Exos 可以增强 NSCLC 细胞活力、迁移和侵袭能力；加入 CXCR4 的抑
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制剂 AMD3100 后，以上细胞功能的变化被抵消。（4）hADSCs-Exos 处理 A549

细胞后，p-AMPKɑ 表达量减少，p-mTOR 表达量增加，促进 mTOR 信号通路的

激活，加入CXCR4抑制剂AMD3100后，p-AMPKɑ的表达有增加的趋势，p-mTOR

表达量显著降低。 

结论：本实验发现 hADSCs 和 hADSCs-Exos 都可以促进 NSCLC 细胞发生

EMT，且 hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴调节 AMPK/mTOR 信

号通路参与 NSCLC 细胞的进展。本研究有力地证明了 hADSCs 和 hADSCs-Exos

对 NSCLC 细胞转移的促进作用，为深入探究 MSCs 与 NSCLC 及其微环境之间

的相互联系提供了理论依据和指导作用。在将 MSCs 应用于临床之前，检查 MSCs

是否具有潜在的致癌性至关重要。  

关键词 人脂肪间充质干细胞 外泌体 非小细胞肺癌 上皮间质转化 CXCR4 
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Abstract 

Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult pluripotent stem 

cells. MSCs have been widely used in cell regeneration and tissue repair due to their 

differentiation plasticity, strong in vitro expansion ability and immune privilege, and 

are considered as a cell therapy strategy for various organs or tissues 

regeneration. Exosomes derived from mesenchymal stem cells (MSCs-Exos), as a 

microparticle immune vector, are distributed in various tissues throughout the body 

and have the same biological activity as MSCs, which has been applied in a variety of 

clinical studies. Studies on MSCs in cancer have shown that MSCs can migrate to the 

microenvironment of lung cancer, and play tumorigenic or antitumor activities in the 

microenvironment of lung cancer through paracrine action, which is closely related to 

the development and metastasis of tumors. Lung cancer is a malignant tumor with the 

highest morbidity and mortality in the world, and non-small cell lung cancer (NSCLC) 

accounts for more than 80%. Therefore, this study aims to study the effect of 

MSCs-Exos in tumor microenvironment on NSCLC cell metastasis and its mechanism, 

so as to provide theoretical basis for researchers to have a deeper understanding of the 

interaction between MSCs and tumor and tumor microenvironment. 

Methods: In this study, human adipose-derived stem cells (hADSCs) and N

SCLC cells were used as research objects. NSCLC cells were treated with Exos

omes derived from human adipose-derived stem cells (hADSCs-Exos) at a conc

entration of 100 µg/mL to simulate the in vivo lung cancer microenvironmen

t. The research content includes the following four aspects: (1) To explore the e

ffects of hADSCs and hADSCs-Exos on epithelial-mesenchymal transition (EM

T) of NSCLC cells. qRT-PCR and Western Blot were used to detect the expres

sion of EMT-related factors in NSCLC cells.(2) To explore whether the lung c

ancer microenvironment can provide the conditions for activating the CXCL12/

CXCR4 signal axis, qRT-PCR was used to detect the gene expression levels of
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 CXCR4 and CXCL12.(3) To investigate whether hADSCs-Exos affected the vi

ability, migration and invasion ability of NSCLC cells through CXCL12/CXCR

4 signal axis, MTT assay, cell scratch assay and Transwell assay were used to

 detect the viability, migration and invasion of NSCLC cells. (4) Explore the p

otential mechanism of hADSCs-Exos in NSCLC, and use Western Blot assay t

o detect the expression of AMPK/mTOR signaling pathway proteins. 

Results:(1) Both hADSCs and hADSCs-Exos promoted EMT in NSCLC ce

lls. (2) The gene expression levels of CXCR4 and CXCL12 were significantly i

ncreased in lung cancer microenvironment.(3) hADSCs-Exos can enhance the vi

ability, migration and invasion of NSCLC cells;  After the addition of AMD310

0, an inhibitor of CXCR4, these changes in cell function were cancelled out. (4)

 After hADSCs-Exos treated A549 cells, the expression of p-AMPKɑ decreased,

 and that of p-mTOR increased, promoting the activation of mTOR signaling p

athway. After CXCR4 inhibitor AMD3100 was added, the expression of p-AM

PKɑ tended to increase, and the expression of p-mTOR decreased significantly. 

Conclusion: In this study, we found that both hADSCs and hADSCs-Exos can 

promote EMT in NSCLC cells, and hADSCs-Exos can regulate AMPK/mTOR 

signaling pathway through CXCL12/CXCR4 chemotactic pathway to participate in 

progression of NSCLC cells. This study strongly proved the promoting effect of 

hADSCs and hADSCs-Exos on NSCLC cell metastasis, and provided theoretical 

basis and guidance for further exploration of the interaction between MSCs and 

NSCLC and its microenvironment. Before applying MSCs to the clinic, it is important 

to check whether MSCs have potential carcinogenicity, and it also has important 

guiding significance in the application of MSCs in the field of medical beauty. 

Keywords  Human adipose mesenchymal stem cells  Exosomes  Non-small cell 

lung cancer  Epithelial mesenchymal transformation  CXCR4 
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第一章  绪论 

1.1  间充质干细胞 

1.1.1  间充质干细胞的概述 

间充质干细胞（Mesenchymal stem cells，MSCs）是一种十分重要且具有异

质性的干细胞群体[1]。MSCs 存在于几乎所有的组织和细胞基质周围，根据来源

不同可以分为：脐带间充质干细胞[2]和脂肪间充质干细胞[3, 4]等。MSCs 符合以下

标准即可被定义为 MSCs：首先，MSCs 具备对塑料的粘附能力；其次，MSCs

高表达标志物 CD73、CD105 和 CD90；最后，MSCs 具有在体外分化为脂肪、

成骨和成软骨细胞的潜能[5]。 

MSCs 是目前骨关节、肌肉、血管和炎症相关再生医学的最佳候选治疗细胞。

MSCs 因强大的体外扩展能力和免疫特权成为细胞治疗和组织工程中最常用的

干细胞。MSCs 也可以在肿瘤细胞和肿瘤相关细胞类型之间进行交流。随着对

MSCs 特性的深入了解，MSCs 相关的临床实验也逐渐开展。 

1.1.2  间充质干细胞的应用 

随着 MSCs 在各种组织的发现，根据 MSCs 具有多能性的特点，在最近的几

十年中，细胞疗法引起了越来越多的关注，MSCs 已被广泛研究，特别是在再生

医学和自身免疫病领域[6]。由于 MSCs 的分化可塑性，其已广泛应用于细胞再生

和组织康复领域，在骨和心血管修复和造血等领域中十分重要。MSCs 可以被招

募到炎症部位或损伤组织，在再生医学的应用中，MSCs 能分化成特定的细胞类

型促进受损组织细胞再生[7]。MSCs 被越来越多的研究人员认为是各种器官或组

织再生的细胞治疗策略。除了这些再生的特性，MSCs 被招募到特定部位后，改

变其功能，适应机体的代谢进行分化，并与靶细胞协同作用。长期以来，干细胞

一直被视为治疗不同健康相关问题的可能载体。目前，因 MSCs 功能强大被广泛

应用。 

MSCs 已被证明具有协调肿瘤细胞命运的能力，引起了肿瘤领域的广泛关

注。MSCs 因具有向肿瘤部位迁移的特性，其被认为是未来基于细胞的靶向
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癌症基因治疗最有希望的载体。MSCs 可以改变肿瘤微环境中免疫细胞的表

型进而影响肿瘤的生长和转移。尽管 MSCs 的应用广泛，但因 MSCs 对肿瘤生长

的不确定性，对于有癌症患病风险的高危人群，应用 MSCs 治疗仍需严格谨慎，

因为 MSCs 不一定会起到治疗癌症的作用，可能会促进肿瘤的生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-1  MSCs 的作用形式[8] 

1.1.3  间充质干细胞与癌症的关系 

MSCs 被认为是具有双刃效应的细胞，具有致瘤或抗肿瘤活性。MSCs 可以

迁移至肿瘤部位，为肿瘤提供信号因子和微环境支持进而抑制肿瘤的生长[8]；同

时，MSCs 也是肿瘤微环境中基质细胞的祖细胞，能促使肿瘤相关基质转移的形

成，与肿瘤发生发展密切相关[9]。一方面，许多研究表明，MSCs 在多种肿

瘤微环境中具有促进肿瘤生长的功能，包括表达生长因子、增强肿瘤形

成和创造肿瘤干细胞生态位等。MSCs 可以释放多种生长因子和细胞因子促

进肿瘤的血管生成，加速肿瘤发展和转移[10]。MSCs 可以参与侵袭和转移的许多

关键步骤，包括刺激 EMT 和诱导干细胞样特性，使癌症干细胞在循环中增加生

存能力[11]。此外，Karnoub 等人研究发现 MSCs 最初定位于乳腺癌，随后会被整

合到肿瘤相关的间质中，乳腺癌细胞刺激 MSCs 分泌趋化因子以旁分泌的方式作

用于癌细胞，以增强他们的运动性[12]。另一方面，在其他研究中观察到了许多

相互矛盾的结果。相关研究表明 MSCs 对人肝癌细胞 HepG2 的生长具有抑制和
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促进凋亡的作用，且呈剂量依赖性[13, 14]。MSCs 可以作为一些抗肿瘤药物或制剂

的递送载体[15]应用于动物体内并表现出抑制肿瘤生长的效应[16]。 

此后，关于 MSCs 影响肿瘤进展的研究还没有一致的结论。肿瘤微

环境中的 MSCs 等间质细胞作为癌旁组织中的一部分在肿瘤生长转移的过程中

目前仍然存在争议[17]。因此，因 MSCs 具有向肿瘤组织归巢的特性将其作为递

药的载体并不是一个良好的治疗手段，在将 MSCs 应用于临床之前，检查 MSCs

是否具有潜在的致癌性至关重要。 

1.1.4  人脂肪间充质干细胞的作用优势 

尽管已经在各种组织中发现 MSCs，但由于不同组织来源的 MSCs 分离难度

不同，目前，在现有的不同干细胞群体中，人脂肪间充质干细胞（Human 

adipose-derived stem cells，hADSCs）在过去 10 年里一直备受关注[18]。hADSCs

是在毛囊基底皮下组织、真皮片、毛囊间真皮和皮下组织中发现的 MSCs，这些

细胞被认为在调节皮肤再生和老化相关的形态缺陷中发挥重要作用。与其他干细

胞群体和来源相比，hADSCs 具有多个优点：首先，hADSCs 更易获得（通过微

创和无痛操作从脂肪轻松获得），同时在处理脂肪组织时可以提供更高的产量，

而且 hADSCs 符合医学伦理规范；其次，hADSCs 的增殖能力更强[19]；最后，相

较于其他 MSCs 来说 hADSCs 的分化能力更强[20]。 

研究发现，hADSCs 具有广泛的临床应用潜力。hADSCs 作为一种多能干细

胞，可以通过胶原酶消化和差速离心从脂肪组织中分离出来。越来越多的研究表

明， hADSCs 能够分化成不同的细胞谱系在血管生成、免疫调节、皮肤伤口愈

合和组织再生中发挥作用[21]，同时也可以对受损的神经进行修复[22]和愈合作用

[23]。除此之外，对于一些神经相关的疾病[24]，注射 hADSCs 也有不用程度的修

复作用[25]。Wang 等人的研究显示，hADSCs 会促进骨损伤模型康复[26]。Spasovski

等人的临床研究发现，将 hADSCs 注射入受损的关节中，可以调节局部免疫细胞

的炎症表型，使其成为愈合的抗炎细胞进而起到缓解疼痛的作用[27]。hADSCs 在

心脏疾病模型中十分重要。Omar 等人的研究显示，当静脉注射 hADSCs 后，在

急性心肌梗死模型中可以增强心脏功能和血管形成[28]。Bobi 等人的研究结果显

示，在冠状动脉注射 hADSCs 后，可以增加对心脏的保护作用和修复机制，但对
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左心室的功能没有影响[29]。Joo 等人的研究显示，注射 hADSCs 对左心室的功能

修复有促进作用[30]。Liang 等人的研究显示，hADSCs 可以分化为肝细胞进而可

以分泌抗凋亡和抗炎因子，改善脓毒症的全身炎症，促进肝损伤的愈合，提高存

活率[31]。Jiao 等人的研究显示，hADSCs 可以增强抗炎因子 IL-10 和血管生成因

子 VEGF 等的分泌，减轻炎症促进肝脏再生[32]。在肝脏出现炎症时，hADSCs

会起到消炎作用[33, 34]。在机体出现炎症时， hADSCs 也会降低机体炎症恶化的

发生概率[35]。hADSCs 还可以在免疫系统中增强血管生成因子等可以起到修复作

用的一些细胞因子的产生[36]。 

近年来，干细胞因其多能性、自我更新和促进再生细胞因子分泌的能力而蓬

勃发展。多能干细胞克服了与胚胎干细胞有关的道德顾虑被广泛地研究。大部分

hADSCs 来源于脂肪组织，其数量是同等骨骼数量的近 500 倍。hADSCs 被越来

越多研究人员发现它的应用优势，在上述的神经相关疾病、心脏疾病、炎症和免

疫调节等领域中，hADSCs 已被报道出具有强大的临床应用潜力。而且 hADSCs

的旁分泌作用在肾脏损伤[37]、糖尿病[38]、皮肤伤口的愈合[39]等生理病理过程中

已经成为一个热门的话题。但 hADSCs 对癌症的调控作用仍不一致，对于存在癌

症患病风险的人群，应用 hADSCs 治疗以上疾病的同时仍需检查其是否具有潜在

的致癌性。此过程中的相关机制尚需进一步的探索和研究。  

1.2  外泌体概述 

1.2.1  外泌体的特性 

近年来，外泌体（Exosomes）作为细胞间通信的关键角色被探索。外泌体

是纳米大小的囊泡，内含介导细胞交流的生物信号分子可以维持细胞的稳态

[40]
 。它由被脂质双层膜包围的蛋白质和 RNA 组成，RNA 形式包括转运 RNA、

核糖体 RNA、核仁 RNA 和长链非编码 RNA 等，DNA 片段也可能存在于外泌体

中。 

外泌体的生物发生过程包括以下几个步骤：首先质膜向内出芽形成早期内

体，早期内体形成晚期内体，然后当晚期内体与质膜融合时，外泌体被释放；如

果这些晚期内体与溶酶体融合，则晚期内体被降解。晚期内体与质膜融合后释放

腔内囊泡到胞外，被称为外泌体[41]。通常情况下，运输机制控制外泌体的生物
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发生和形成以及囊泡的脱落。外泌体的摄取不是随机的，而是依赖于外泌体表面

蛋白质和受体细胞之间的相互作用。分泌出的外泌体随后可通过一个相当不确定

的机制被导向其他细胞，可能是通过膜融合、内吞作用或受体配体相互作用被目

标细胞吸收，之后可转移到溶酶体中降解或在受体细胞内释放其中的物质[42-44]。

随着研究的进展，外泌体的功能要复杂得多。由于外泌体中含有不同的遗传物质

和蛋白质，它参与了许多生物过程。许多研究发现外泌体在再生医学的未来应用

中的关键作用。外泌体在免疫和炎症反应的调节和神经再生等方面的应用具有重

要的意义。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1-2  外泌体的形成过程
[41]

 

1.2.2  间充质干细胞来源的外泌体的作用 

外泌体被越来越多地研究人员认为是干细胞相关应用的中介物质。像细胞一

样，外泌体膜富含信号分子和表面抗原，其内容物多种多样，但不包含任何细胞

器，如细胞核和线粒体。活细胞移植存在固有风险，因此，外泌体基于更安全、

更低成本和更有效的应用方式逐渐成为现代医学中多功能的前沿领域。外泌体的

生产也是具有扩展性的，更易于优化且来源广泛，多种重要领域已经显示出其广

泛的临床应用，包括组织再生、免疫反应和肿瘤等。相关研究也将为外泌体的工

业化生产铺平道路。 

许多研究发现，外泌体在呼吸系统疾病[45]、炎症[46]、心血管病[47]和肿瘤[48]

等人类重大疾病的发生发展过程中都发挥了其细胞间转移生物活性物质的能力
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[49]。MSCs 的应用效果在很大程度上是由其来源的外泌体（MSCs-Exos）支撑的。

作为 MSCs 分泌的纳米大小的细胞外小泡，MSCs-Exos 与 MSCs 具有类似的生物

活性和功能。MSCs-Exos 可以被微环境中其他细胞摄取并将其内容物输送到受体

细胞中，可以调节受体细胞的功能，MSCs-Exos 可以以支持或抑制的方式影响肿

瘤的进展[50]。 

1.3  肺癌微环境 

1.3.1  肺癌微环境与转移的关系 

肺癌常常在晚期才被诊断出来，但已经出现局部侵犯和远端转移。这些步骤

需要血管生成，降解基质屏障和诱导细胞运动这些基本阶段，这些阶段通常都预

示着癌症的预后不良[51]。非小细胞肺癌（Non-small cell lung cancer，NSCLC）

占肺癌病例的 80%以上，70%的患者的死亡是癌细胞转移造成的。癌细胞转移是

指具有转移潜能和强侵袭性的肿瘤细胞离开原始肿瘤位置并在新环境中定居和

生长，最终形成转移性病变，在这一过程中，肿瘤细胞可以降解细胞外基质，随

着体内的生物循环侵入血液和各种组织中，是一个连续的生物过程[52]。恶性肿

瘤的转移涉及局部浸润、渗入血管、血流中存活、外渗移出血管和远处克隆性生

长等多个步骤，受肿瘤自身及其所处微环境的双重调控[53]。 

肺癌微环境与肺癌细胞之间的相互作用可以促进或抑制肺癌发展。肺癌微环

境中抗炎因子的分泌可以抑制肺癌转移，但肺癌微环境的失调或慢性炎症是增加

肺癌发病风险的特征[54]。肺癌细胞和肺癌微环境之间的相互作用对癌细胞的转

移至关重要，并且影响肺癌细胞转移的器官选择性。多种成分互相作用构成复杂

且多样的肺癌微环境，在癌症进程中，它们互相协调时时刻刻影响癌细胞的转移

和肿瘤的生长[55]。在肺癌微环境中的 MSCs、肺癌细胞、可溶性因子和炎性细胞

等互相协调作用，组成复杂的网状结构，肺癌微环境可以影响肺癌细胞的生物学

功能，肺癌细胞也可以改变肺癌微环境的性质。发现 NSCLC 细胞和肺癌微环境

中的 MSCs 之间合作的机制，提高对潜在的分子和细胞机制的理解仍是一个紧迫

和必要的问题，有助于人们深刻地理解肺癌微环境与转移之间的联系。 
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1.3.2  肺癌微环境与上皮间质转化的关系 

受肺癌微环境影响的肺癌细胞可以发生凋亡等变化从而抑制肿瘤的生长和

转移；同时受肺癌微环境影响的肺癌细胞也会随着体内的循环移动到血液和各种

组织和器官中，随着肺癌细胞的增殖和生长最终形成新的肺癌转移瘤[56]。其中，

肺 癌 微 环 境 促 进 肺 癌 细 胞 转 移 的 过 程 中 可 以 发 生 上 皮 间 质 转 化

（Epithelial-mesenchymal transition，EMT）这一过程。EMT 是肺癌微环境中的

MSCs 影响 NSCLC 生长最直观的变化[57]。MSCs 促进肺癌细胞从原发灶向继发

灶的转移，导致 EMT 现象发生；MSCs 抑制肺癌细胞生长和转移，则会抑制 EMT

现象的发生。 

目前，EMT 过程是研究癌细胞迁移、侵袭和转移性传播的焦点。在促癌发

生的阶段，肿瘤细胞要脱离原发肿瘤并侵入周围组织，必须打破细胞间的接触，

重塑细胞与基质的黏附位点。这些过程在发育过程中也可以被观察到，如原肠胚

细胞或神经嵴细胞迁移和分化，上皮细胞去分化，移动到一个遥远的位置，然后

再分化形成一个新的结构。在 EMT 过程中，非运动性、极化的上皮细胞，通过

细胞间连接包埋在一个细胞集体中，通过消除它们的连接，转化为单个的、非极

化的、具有运动性和侵袭性的间质细胞。肺癌细胞改变它们的粘附体系，通过发

育过程获得迁移和侵袭性，包括细胞骨架的重组和侵袭生长所需的膜突的形成，

这是一个逐渐发生的过程。在分子水平上，许多转录因子包括 snail，slug 和 zeb

直接靶向 E-Cadherin 和其他上皮基因进行转录抑制。twist 是间质细胞转录程序

的强启动子，促进间质细胞标志物的表达。Vimentin 和 N-Cadherin 这些下游间

质细胞蛋白重塑细胞骨架和细胞膜以促进细胞迁移[58-61]。在抑癌发生的阶段，以

上细胞运动和分子水平的改变会呈现一个相反的结果。肺癌微环境中各个信号通

路之间会相互整合，共同协调 EMT 的发生发展。 

1.3.3  间充质干细胞对肺癌微环境的调控作用 

MSCs 在许多肿瘤的发生发展中均具有重要作用，是当前肿瘤相关研究的热

点， MSCs 通过由细胞表面受体，分泌的细胞因子和代谢物等介导的信号网络，

在多种癌症微环境中对肿瘤的转移和生长起到不同的效应。MSCs 以多种方式在

不同的环境中或不同的培养条件下都显示出明显的效应，但在肺癌领域的相关报
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道不是很多而且仍然存在争议，MSCs 如何促进肺癌进程或如何抑制肺癌发展其

中的作用机制仍不清楚。因此，在恶性肿瘤存在的情况下，利用 MSCs 作为新的

临床应用策略和方案尚需进一步的深入探索。 

MSCs 对肺癌的作用仍然存在争议。李梅等研究发现人骨髓来源的 MSCs 可

以向 NSCLC 细胞趋化，并促进 NSCLC 细胞的生长[62]；Jeon 等人在小鼠肺癌模

型中发现，脂肪组织来源的 MSCs 可介导血管生成，进而促进肺癌细胞的生长[63]；

Zhang 等报道称，人骨髓来源的 MSCs 可以减少 NSCLC 细胞的凋亡，促进肺癌

肿瘤的形成和生长[64]；Keramidas 等的研究显示，注射人骨髓来源 MSCs 可以抑

制小鼠实体瘤的生长，并改善肿瘤血管系统，证明 MSCs 有治疗预先形成的肿瘤

的潜力[65]。Liu 等人的研究表明，注射大鼠骨髓来源 MSCs 在大鼠模型中可以阻

止肺癌的发展[66]。此外，还有研究报道，在体内和体外，人 MSCs 对肺癌细胞

生长的作用是相互矛盾的[67]。MSCs 在肺癌微环境中对 NSCLC 细胞的转移进程

和 EMT 现象发生之间的分子机制还未得到研究人员的深刻理解。以 EMT 和

NSCLC 转移过程为切入点，研究 MSCs 及 MSCs-Exos 对 NSCLC 转移的作用将

为人们深刻理解 MSCs 在肺癌微环境中的机制提供帮助，也可以对解答 MSCs

潜在致病的问题具有指导意义。 

1.4  研究目的及意义 

在过去几十年中，出现了大量的研究，在临床前研究中可以基于 MSCs 的疗

法来治疗许多不同的疾病。MSCs 可作为骨关节、肌肉、血管和炎症相关再生医

学的最佳候选治疗细胞。但 MSCs 在癌症中的治疗潜力仍然存在争议。虽然一些

研究表明，MSCs 可能抑制癌症的发病机制，但新的数据报告了 MSCs 对肿瘤生

长和转移的促进作用。MSCs-Exos 与 MSCs 具有相似的生物活性。由于这一现实，

在将 MSCs-Exos 应用于癌症疾病之前，需要持续努力了解 MSCs-Exos 对肿瘤发

展的作用及机制。  

在本研究中，以肺癌为研究对象，因肺癌是世界上致死率最高的癌症之一，

最能代表大部分癌症类型。hADSCs 主要来源于脂肪组织，相对其他类型的 MSCs

离肺癌组织的物理距离较近，且易于在肺癌微环境中增殖和扩散。因此，本实验

通过共培养 hADSCs 和 NSCLC 细胞来模拟体内肺癌微环境，探究 hADSCs 对
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NSCLC 细胞转移的影响；用 hADSCs-Exos 处理 NSCLC 细胞，确认 hADSCs-Exos

与 hADSCs 在肿瘤微环境中对 NSCLC 细胞影响结果的相同。接着检测了

hADSCs-Exos 是否通过相关信号通路影响 NSCLC 细胞的转移能力。目的是通过

探究外泌体影响肺癌转移与发展过程中的机制，进而了解 hADSCs-Exos 对

NSCLC 的具体作用，为研究人员可以更深刻地理解 MSCs 和肿瘤及其微环境之

间的相互联系提供理论依据，具有重要指导意义。 
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第二章  实验材料、仪器与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  细胞及培养基 

人脂肪间充质干细胞（hADSCs）购于湖南丰晖生物科技有限公司，由湘雅

医院实验室分离得到；非小细胞肺癌细胞系 A549 和 H1299 细胞购于中国武汉大

学典型培养物保藏中心；以上细胞均在 37℃、5% CO2 条件下的培养箱中无菌培

养。A549细胞和 hADSCs应用的培养基为 90% DMEM高糖培养基+10% GEMINI

胎牛血清；H1299 细胞应用的培养基为 90% RPMI 1640 培养基+10% GEMINI 胎

牛血清。 

2.1.2  实验试剂 

实验所需主要实验试剂见表 2-1 和表 2-2。 

表 2-1  实验试剂 

试剂 公司 

DMEM 高糖培养基 Gibco 

RPMI 1640 培养基 Gibco 

PBS 缓冲液 生工生物工程 

胰酶 维森特 

胎牛血清 GEMINI 

青霉素-链霉素 博奥龙 

Trizol TaKaRa 

无水乙醇 Sigma 

2×SYBR Green 天根生化科技 

Tween20 北京索莱宝生物 

MTT 活性检测试剂盒 北京索莱宝生物 

DEPC 北京索莱宝生物 

Tris Biotopped 

SDS Biotopped 

NaCl Biotopped 

甘氨酸 Biotopped 

基质胶 COENING 

引物 北京擎科生物 

cDNA 合成试剂盒 天根生化科技 

人 MSCs 成骨诱导试剂盒 上海弗元生物 

人 MSCs 成脂诱导试剂盒 上海弗元生物 
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表 2-1  实验试剂（续） 

试剂 公司 

6×Super GelRed Prestain loading Buffer US EVERBRIGHT 

结晶紫溶液 北京雷根生物 

4%中性多聚甲醛 Biotopped 

琼脂糖 Vivantis 

外泌体专用裂解液 宇玫博生物 

外泌体荧光标记染料 宇玫博生物 

乙酰胆碱酯酶（AchE）活性检测试剂盒 北京索莱宝生物 

CXCL12 碧云天生物 

AMD3100 碧云天生物 

ECL 超敏发光液 北京索莱宝生物 

DMSO 北京索莱宝生物 

异丙醇 北辰方正试剂厂 

氯仿 北辰方正试剂厂 

CD19-Perp-Cy5.5 BD 

CD90-PerCP-Cy5.5 BD 

HLA-APC BD 

CD45-FITC BD 

CD105-PE BD 

CD14-APC BD 

CD34-FITC BD 

CD73-PE BD 

mTOR 抗体 Cell Signaling Technology 

p-mTOR 抗体 Cell Signaling Technology 

AMPKɑ 抗体 Cell Signaling Technology 

p-AMPKɑ 抗体 Cell Signaling Technology 

CXCR4 抗体 abcam 

GAPDH 抗体 Abcam 

CXCR4 抗体 Abcam 

E-Cadherin 抗体 HUABIO 

N-Cadherin 抗体 景杰生物 

Vimentin 抗体 景杰生物 

HRP-羊抗兔二抗 Cell Signaling Technology 
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表 2-2  实验试剂配方 

试剂 配制方法 

0.1% DEPC 水 于 200 mL ddH2O 中加入 0.2 mL DEPC，在摇床上震荡 12 h 以上，

高压灭菌并分装后 4℃保存 

 1.5 M Tris-HCl（pH 8.8） 于 800 mL ddH2O 中加入 181.7 g Tris，调 pH 到 8.8，定容至 1 L

室温保存 

1.0 M Tris-HCl（pH 8.0） 于 800 mL ddH2O 中加入 121.1 g Tris，调 pH 到 8.0，定容至 1 L

室温保存 

1.0 M Tris-HCl（pH 6.8） 于 800 mL ddH2O 中加入 121.1 g Tris，调 pH 到 6.8，定容至 1 L

室温保存 

10%过硫酸铵 于 10 mL ddH2O 中加入 1 g 过硫酸铵， 4℃保存 

5×电泳缓冲液 于 1 L ddH2O 中加入 72 g Glycine，15 g Tris 和 5 g SDS，用玻璃

棒搅拌溶解，室温保存 

10×转膜缓冲液 于 1 L ddH2O 中加入 144 g Glycine，30.3 g Tris，用玻璃棒搅拌

溶解，室温保存 

1×TBST 洗膜缓冲液 于 800 mL ddH2O 中加入 40 mL 1 M pH 8.0 的 Tris-HCL 和 17.5 g 

NaCl，用玻璃棒搅拌溶解后加 1 mL Tween 20，定容至 2 L，4℃

保存 

5% BSA 于 10 mL TBST 中溶解 0.5 g BSA，用玻璃棒搅拌溶解，4℃保存 

封闭液 于 40 mL TBST 中溶解 2 g 脱脂奶粉，用玻璃棒搅拌溶解，现用

现配 
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2.2  实验仪器 

实验所需主要仪器见表 2-3。 

表 2-3  实验仪器 

仪器 公司 

冰箱 Hair 

超低温冰箱 Hair 

倒置荧光显微镜 奥林巴斯 

超净工作台 Eppendorf 

酶标仪 Molecular Devices 

瞬时离心机 Andy Bio 

CO2 恒温培养箱 YAMATO 

分析天平 奥豪斯 

漩涡震荡仪 杭州米欧仪器有限公司 

超声波清洗仪 天津瑞普电子 

微波炉 格兰仕 

恒温摇床 哈尔滨市东联电子 

恒温培养箱 宁波江南仪器厂 

流式细胞仪 贝克曼库尔特 

台式离心机 贝克曼库尔特 

金属浴 BIOER 

制冰机 广州冰翔制冷设备有限公司 

烘箱 上海飞越实验仪器有限公司 

超纯水机 Heal Force 

冷冻离心机 Beckman 

超速离心机 Beckman 

高压蒸汽灭菌锅 TOMY 

电泳仪 Bio-Rad 

凝胶成像仪 Bio-Rad 

荧光定量 PCR 仪 Bio-Rad 

PCR 仪 Applied Biosystems 

移液枪 Thermo 
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2.3  实验方法与步骤  

2.3.1  细胞培养 

细胞复苏：做好防护的同时从液氮中取出细胞冻存管，遵循“快融”的规则

迅速解冻细胞，吸取细胞悬液至 15 mL 离心管中 1000 rpm 离心 3 min。弃去上

清，吹悬细胞团使之均匀分布，把培养瓶放于 37℃，5% CO2 的培养箱中。 

细胞传代：取生长良好的细胞进行传代，胰酶消化细胞后加入所用胰酶 3

倍体积的完全培养基终止消化，吸取细胞悬液至 15 mL 离心管中 1000 rpm 离心

3 min。弃去上清，吹悬细胞团使之均匀分布，分装后把培养瓶放于 37℃，5% CO2

的培养箱中。 

细胞冻存：消化细胞步骤与上述相同。加入细胞冻存液吹悬细胞团，将细胞

悬液加入冻存管中，遵循“慢冻”的规则梯度降温冻存细胞。 

2.3.2  hADSCs 表面标志物鉴定 

（1）准备第三代的 hADSCs，当细胞融合密度至 85%左右消化 hADSCs，消化

hADSCs 步骤与 2.3.1 中相同。调整细胞悬液密度为 1×10
6 个细胞/mL，向流式管

1 和流式管 2 内分别加入适量细胞悬液。 

（2）向流式管 1 中加入 20 μL CD19-Perp-Cy5.5、20μL CD105-APC、5 μL 

CD45-FITC 和 5 μL CD14-PE，向流式管 2 中加入 20 μL CD90-Perp-Cy5.5 、20 μL 

CD73-APC、5 μL HLA-FITC 和 5 μL CD34-PE，将 2 个流式管室温避光孵育 30 

min。 

（3）向流式管 1 和流式管 2 中加入 400 μL PBS，流式细胞仪上机检测。分析

hADSCs 的表面标志物表达率。 

2.3.3  hADSCs 诱导分化能力检测 

按照上海弗元生物公司生产的人间充质干细胞成脂诱导分化试剂盒和人间

充质干细胞成骨诱导分化试剂盒对第三代的 hADSCs 进行分化潜能的鉴定。具体

步骤如下： 

hADSCs 成脂诱导分化：准备所需诱导的第三代 hADSCs，当细胞融合密度

至 85%左右时消化 hADSCs，消化 hADSCs 步骤与 2.3.1 中相同。调整细胞密度
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为 3×10
4 个细胞/cm

2在 6 孔板中进行培养，培养条件也与 2.3.1 中相同。当细胞

融合密度至 85%左右时，按 72 h 和 24 h 的周期分别更换试剂盒中的 B 和 C 液培

养 hADSCs。诱导 3 周后，应用试剂盒中的油红 O 试剂染 hADSCs 并观察。 

hADSCs 成骨诱导分化：准备所需诱导的第三代 hADSCs，当细胞融合密度

至 85%左右时消化 hADSCs，消化 hADSCs 步骤与 2.3.1 中相同。调整细胞密度

为 3×10
4 个细胞/cm

2在 6 孔板中进行培养，培养条件也与 2.3.1 中相同。当细胞

融合密度至 65%左右时，按 72 h 的周期更换试剂盒中的成骨诱导液培养

hADSCs。诱导 3 周后，应用试剂盒中的茜素红试剂染 hADSCs 并观察。 

2.3.4  RNA 提取实验 

（1）分别取按照实验要求处理的 hADSCs、A549 和 H1299 细胞，弃去旧培养基

用 PBS 洗 3 次，加入 1 mL Trizol 并把贴壁的细胞用力吹打掉，收集到 1.5 mL 的

EP 管内，静置 5 min 或-80℃条件下保存。 

（2）加入 Trizol 1/5 体积的氯仿，震荡混匀，室温静置 5 min 后 12000 g，4℃离

心 15 min。 

（3）离心后吸取 350 μL 管内上层液体到新 EP 管中，加入 Trizol 1/2 体积的异丙

醇，震荡混匀，静置 10 min 后 12000 g，4℃离心 10 min。 

（4）离心后肉眼可看到管底侧面形成白色沉淀，弃去上清加入 1 mL 由 DEPC

水配置的 75％乙醇，上下摇晃后 7500 g，4℃离心 5 min。 

（5）弃去上清，室温干燥沉淀 2-3 min。加入 30 μL RNase-free 水溶解沉淀即为

RNA 溶液。保存在-80℃条件下。 

2.3.5  cDNA 合成实验 

（1）按照 cDNA 合成实验试剂盒进行操作，首先将试剂盒内的所有试剂都放在

冰上解冻，解冻后震荡混匀并短暂离心备用。 

（2）按表 2-4 加样 42℃孵育 3 min。 

（3）按表 2-5 加样。 

（4）把加好的表 2-5 中的反转录反应体系 Mix 分装到按表 2-4 制备的去除 gDNA

体系中，震荡混匀。 

（5）按照以下反应将混匀的体系进行上机反应：在 42℃条件下反应 15 min 后，
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在 95℃条件下反应 3 min，然后在 4℃条件下反应至结束。 

表 2-4  去除 gDNA 体系 

成分 体积 

5×gDNA Buffer 1 μL 

RNA Template 0.5-1 µL 

RNase-Free ddH2O Up to 5 µL 

 

表 2-5  反转录反应体系 

成分 体积 

10×Fast RT Buffer 1 μL 

RT Enzyme Mix 0.5 μL 

FQ-RT Primer Mix 1 μL 

RNase-Free ddH2O Up to 5 µL 

2.3.6  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验 

（1）按表 2-6 中的 qRT-PCR 引物序列在北京擎科生物公司合成引物。 

表 2-6  qRT-PCR 引物序列 

基因 引物序列(5′－3′) 

snail1-F CGAGTGGTTCTTCTGCGCTA 

snail1-R CTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA 

zeb1-F GATGACCTGCCAACAGACCA 

zeb1-R CTGTGTCATCCTCCCAGCAG 

zeb2-F CCTCTGTAGATGGTCCAGTGA 

zeb2-R GTCACTGCGCTGAAGGTACT 

twist1-F TCAAGAGGTCGTGCCAATCA 

twist1-R TTGCAGGCCAGTTTGATCCC 

twist2-F CGGGAGTGAGCACATTAGCA 

twist2-R TGAGTGGATTCGCCTTTCCC 

CXCR4-F TCATCCTCATCCTGGCTTTC 

CXCR4-R CAAACTCACACCCTTGCTTG 

CXCL12-F TGTGCCCTTCAGATTGTAGCC 

CXCL12-R CTAGGCTTTGCCCAGGTTGA 

GAPDH-F CATCATCCCTGCCTCCACT 

GAPDH-R GCCTGCTTCACCACCTTCTT 

（2）按表 2-7 向 96 孔板中加样，加样过程中注意避光。 

（3）将混匀的体系进行上机反应，按表 2-8 设置反应条件，反应结束后计算基

因的相对表达量。 
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表 2-7  qRT-PCR 反应体系 

成分 体积 

2×Fast Super EvaGreen Master Mix 5 μL 

上游引物（10 μM） 0.25 μL 

下游引物（10 μM） 0.25 μL 

cDNA 模板 0.5 μL 

RNase-Free ddH2O 4 μL 

表 2-8  qRT-PCR 反应条件 

阶段 循环 温度 时间 

预变性 1× 95℃ 10 min 

  95℃ 10 sec 

PCR 反应 40× 55℃ 20 sec 

  72℃ 30 sec 

Melting Curve    

2.3.7  蛋白提取实验 

（1）实验开始前将离心机温度调到 4℃进行预冷，取出按照实验要求处理的 A549

和 H1299 细胞，弃去上清加入细胞蛋白裂解液并在冰上裂解 20 min。 

（2）将贴壁的细胞用力刮下来，收集到 1.5 mL 离心管中。用超声破碎仪破碎细

胞 30-50 次，以上步骤都在冰上操作。 

（3）4℃，15000 g 离心 5 min。取上清即为 A549 和 H1299 细胞的总蛋白成分，

保存在-20℃条件下。 

2.3.8  BCA 蛋白定量实验 

（1）将索莱宝生物公司的 BCA 蛋白浓度测定试剂盒中的 Cu 试剂和 BCA 试剂

按 1:50 的体积比例添加，混匀制备成 BCA 工作液。 

（2）向 90 μL 的 PBS 中加入 10 μL 浓度为 5 mg/mL 的 BSA 标准品，混匀制备

成标准品稀释液。向 96 孔板中加 0、2、4、6、8、12、16、20 μL 的标准品稀释

液后，每孔再加 20、18、16、14、12、8、4、0 μL 的 PBS 至每孔液体体积为 20 

μL。向 90 μL 的 PBS 中加入 10 μL 蛋白样品，混匀制备成样品稀释液并向 96 孔

板中每孔加入 20 μL。 

（3）向所有孔内各加 180 μL BCA 工作液，在 37℃条件下反应 30 min 后检测各

孔在 562 nm 处的 OD 值。 
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2.3.9  蛋白免疫印迹（Western Blot）实验 

（1）制胶：洗干净制胶的器材后，装板加水试漏；配置分离胶，分离胶配方见

表 2-9，配胶板试漏 5 min 后观察胶板不漏液可向胶板中加入分离胶，加至距离

胶板顶端 1/3 处停止加分离胶并液封；配置浓缩胶，浓缩胶配方见表 2-9。分离

胶凝固后在分离胶上层缓慢地加入浓缩胶，插入凝胶梳，在室温条件下静置 30 

min 后立即使用或用湿巾包好保存于 4℃条件下。 

（2）蛋白变性：向 40 μL 5×Loading Buffer 中加入适量蛋白样品后在 100℃的金

属浴中煮沸 10 min。 

（3）电泳：将凝胶垂直安装在电泳设备上，加入 1×电泳缓冲液，拔掉凝胶梳。

电泳设备安装好后向每个胶孔加入 20 μL 蛋白样品，最后向预留的第一个胶孔中

加入 3-5 μL 蛋白 Marker，恒压 100 V 跑电泳 1.5 h。 

（4）转膜：观察蛋白 Marker 条带判断目的蛋白到达可分辨区域时关闭电源，取

出胶板，将上层浓缩胶和无用的部分凝胶切掉。用甲醇将 PVDF 膜激活 5 min。

依次放海绵、滤纸、蛋白凝胶、PVDF 膜、滤纸和海绵，排掉气泡锁紧转膜夹，

区分好正负极后将转膜夹插入预冷的转膜槽内，加入 1×转膜缓冲液没过待转凝

胶，恒压 100 V 开始转膜 65 min。 

（5）封闭、抗体孵育：在室温下用封闭液浸泡 PVDF 膜 1 h。用 TBST 洗 3 次

PVDF 膜，添加一抗工作液在 4℃摇床过夜孵育。用 TBST 洗 3 次 PVDF 膜，添

加二抗工作液室温孵育 1 h。 

（6）显影：用 TBST 洗 3 次 PVDF 膜，添加 2-3 mL 现配的 ECL 显影液避光孵

育 2-3 min，在凝胶成像仪中显影。 

表 2-9  蛋白凝胶配方表 

组分 浓缩胶（5 mL） 12%分离胶（10 mL） 

水 3.4 3.3 

30% Acrylamide 0.83 4.0 

1.5 M Tris-HCl（pH 6.8） 0.63 - 

1.5 M Tris-HCl（pH 8.8） - 2.5 

10% SDS 0.05 0.1 

10%过硫酸铵 0.05 0.1 

TEMED 0.005 0.004 
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2.3.10  hADSCs-Exos 的分离提取 

本实验采用分离 hADSCs-Exos 的方法是通过超高速离心机差速离心的方法

进行分离提取，具体步骤为： 

（1）制备无外泌体胎牛血清：将 GEMINI 胎牛血清加入无菌的贝克曼超速离心

管中，100000 g，4℃离心 12 h 后收集上清。 

（2）取出细胞融合密度至 80%左右的 hADSCs（仅使用第 3-7 代）细胞培养瓶，

弃去旧培养基，PBS 洗涤细胞 2 次，用胰酶消化下来铺于细胞培养瓶中，待细胞

融合密度达到 80%左右时，换为含无外泌体胎牛血清的完全培养基。 

（3）培养 48 h 后收集 hADSCs 培养液上清，在 300 g 的转速下 4°C 离心 10 min，

收集上清在 2000 g 的转速下 4°C 离心 20 min，收集上清在 10000 g 的转速下 4°C

离心 1 h，收集上清置于新的贝克曼超速离心管中，在 120000g 的转速下 4℃离

心 2 h，弃掉上清液，沉淀部分为粗外泌体。 

（4）将得到的粗外泌体重悬于无菌的 PBS 中，加入新的超速离心管中，在 120000 

g 的转速下 4℃离心 2 h，弃掉上清液洗去杂蛋白，获得的沉淀即为纯净的外泌体。

hADSCs-Exos 收集在 200 μL PBS 中，分离后立即使用或保存在-80℃条件下。 

2.3.11  hADSCs-Exos 的鉴定 

（1）hADSCs-Exos 标志蛋白鉴定：采用宇玫博生物公司的外泌体专用裂解液产

品对获取的 hADSCs-Exos 进行裂解，将 hADSCs-Exos 与裂解液按体积比 1:1 添

加到 1.5 mL 离心管中混匀，在 4℃条件下裂解 10 min 后在 12000 g 离心 5 min，

收集上清即为裂解好的 hADSCs-Exos；将上述获得的裂解后的 hADSCs-Exos 按

照 2.3.8 中步骤进行 BCA 蛋白浓度测定，Western Blot 实验检测 hADSCs-Exos 的

生物标志物：ALIX、CD63、TSG101。 

（2）hADSCs-Exos 的透射电镜鉴定实验：将获取的 hADSCs-Exos 用少量 PBS

重悬，用 PBS 稀释 hADSCs-Exos 悬液 10 倍，吸取 10-20 µL hADSCs-Exos 稀释

液滴到无菌透明手套上，然后将直径 2 mm 的铜网轻轻放到液滴上，室温静置 5 

min 后取下铜网，然后将铜网轻轻放到滴在无菌透明手套的醋酸双氧铀液滴上，

室温静置 5 min 后取下铜网使铜网干燥，用 PBS 洗铜网 2-3 次洗掉多余的染料，

干燥铜网后用 JEM-100SX 透射电子显微镜观察 hADSCs-Exos 的形态并拍照，透
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射电子显微镜的电压设为 80-120 kV。 

2.3.12  hADSCs-Exos 荧光标记实验 

DiR 是一种亲脂性的近红外荧光花青染料。其两个 18-碳链可以与细胞膜或

亲脂性生物分子结合，从而进行特定、稳定的染色，DiR 染色后的 hADSCs-Exos

所发射的红外光可以高效地穿过 NSCLC 细胞，进而可以观察到 hADSCs-Exos

被 NSCLC 细胞摄取。hADSCs-Exos 荧光标记实验的操作步骤为： 

（1）hADSCs-Exos 蛋白浓度测定：取适量 hADSCs-Exos 裂解液进行 BCA 蛋白

浓度测定以确定 hADSCs-Exos 蛋白浓度，BCA 蛋白浓度测定步骤与 2.3.8 中相

同。 

（2）DiR 染料工作液制备：避光条件下用 PBS 稀释 DiR 储存液，配置浓度为 1 

µM 的 DiR 染料工作液。 

（3）hADSCs-Exos 染色：在避光的条件下，向 hADSCs-Exos 中加入 DiR 染料

工作液，震荡混匀后在 37℃的金属浴上反应 30 min，向孵育后的 hADSCs-Exos-

染料复合物中加入 10 mL PBS 混匀后加入贝克曼超速离心管中，在 4℃条件下

120000 g 离心 2 h，弃掉含多余染料的上清液，沉淀部分为染色后的

hADSCs-Exos。取 200 µL PBS 重悬沉淀物。 

（4）hADSCs-Exos 摄取：在避光的条件下，将染色后的 hADSCs-Exos 与 NSCLC

细胞在 37℃，5% CO2条件下共培养 6 h，浓度为 1 g hADSCs-Exos /10
4 个细胞，

共培养结束后用 PBS 清洗 3 次，用 4%的中性多聚甲醛室温固定摄取

hADSCs-Exos 的 NSCLC 细胞 20 min，PBS 清洗后用 1 µg/mL 的 DAPI 稀释液于

在室温条件下和细胞反应 15 min，PBS 清洗 3 次后在细胞爬片上加一滴封片剂，

用激光共聚焦显微镜观察 NSCLC 细胞摄取 hADSCs-Exos 的结果。 

2.3.13  AchE 活性检测 hADSCs-Exos 水平 

乙酰胆碱酯酶（AchE）定位于外泌体膜，AchE 活性可以作为外泌体释放的

标记物。测定 hADSCs 培养上清中的 AchE 活性可以间接地反映细胞分泌

hADSCs-Exos 的水平，按试剂盒中说明书操作的步骤为： 

（1）将酶标仪波长调为 412 nm。 

（2）收集 hADSCs 的培养上清，进行样本测定，按表 2-12 加样本和试剂盒中的
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试剂。检测各孔在 412 nm 处的 OD 值。 

（3）按 AchE 酶活计算公式计算 AchE 活性：AchE 酶活（U/mL）=2255×ΔA，ΔA=A

测定管-A 对照管。 

表 2-10  AchE 活性检测样品测定表 

试剂名称 测定管（µL） 对照管（µL） 

样本 15 15 

试剂二 50 - 

37℃金属浴准确反应 5min。 

试剂四 50 50 

试剂二 - 50 

12000 rpm 常温离心 5 min，向 96 孔板中加入 10 μL 离心后的上清液 

试剂一 170 170 

试剂三 20 20 

2.3.14  MTT 实验检测细胞活力 

MTT 实验可以检测细胞存活和生长能力。采用索莱宝生物公司的 MTT 检测

试剂盒检测 NSCLC 细胞的活力。MTT 实验检测 NSCLC 细胞活力的操作步骤为： 

（1）将DMSO、hADSCs-Exos、hADSCs-Exos+AMD3100和AMD3100 4组NSCLC

细胞消化，消化步骤与 2.3.1 中相同。调整细胞密度为 3000 个细胞/孔，向 96 孔

板中的每孔加 100 μL 细胞悬液，置 37℃、5% CO2 培养箱中培养。 

（2）待细胞贴壁后，弃去上清，加入 90 μL 新鲜的完全培养基和 10 μL MTT 溶

液继续养 4-5 h。 

（3）培养结束后弃去 96 孔板内培养液上清，向每孔加入 110 μL Formazan 溶解

液，振荡混匀 10 min 切勿产生气泡，检测各孔在 490 nm 处的 OD 值。 

2.3.15  细胞划痕实验检测 NSCLC 细胞迁移能力 

（1） 用无菌的记号笔在六孔板背面画线标记，便于后续实验。 

（2）按照实验要求处理 NSCLC 细胞后消化细胞，消化步骤与 2.3.1 中相同。调

整细胞密度为 10
5 个细胞/mL，向 6 孔板中每孔加入 2 mL 细胞悬液置 37℃、5% 

CO2 培养箱中培养。 

（3）24 h 后弃去旧培养基，PBS 清洗 2 次，用 10 μL 的移液枪尖垂直 6 孔板底

部沿着六孔板背面标记均匀地划线。加 PBS 清洗 2 次后，每孔加 2 mL 基础培养

基。 
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（4）在显微镜下观察 NSCLC 细胞划痕区域，拍照作为 0 h 实验结果。 

（5）置 37℃、5% CO2培养箱中培养 24 h 后再次拍照作为 24 h 实验结果。 

2.3.16  Transwell 实验检测 NSCLC 细胞侵袭能力 

（1）取出 Transwell 小室轻轻地悬挂在 24 孔板上，在每个 Transwell 上室中加

50 µL 基质胶和基础培养基的混合液，在 37℃、5% CO2 培养箱中孵育 5 h。 

（2）按照实验要求处理 NSCLC 细胞后消化 NSCLC 细胞和 hADSCs，消化步骤

与 2.3.1 中相同。调整所有细胞的密度为 10
5个细胞/mL，向 Transwell 上室加入

150 μL NSCLC 细胞悬液； Transwell 下室中加入 500 µL hADSCs 细胞悬液和 100 

ng CXCR12，每组做 3 个复孔。置 37℃、5% CO2 培养箱中培养。 

（3）24 h 后弃去旧培养基，PBS 清洗 2 次，向 Transwell 下室加入 500 µL 4％中

性多聚甲醛固定小室 10 min，晾干小室。 

（4）向 Transwell 下室中加入 500 µL 0.1％结晶紫染液染小室 10 min，用 PBS 多

次洗涤小室。在显微镜下观察 NSCLC 细胞的侵袭能力。 

2.3.17  统计方法 

所有实验至少重复 3 次。用 GraphPad Prism 7.0 软件对实验数据进行分析并

绘图，实验所得数据均以平均数±标准差（Mean±SEM）的形式表示。设定 p < 0.05

具有统计学差异，p < 0.01 具有显著统计学差异，p < 0.001 具有极显著统计学差

异。 
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第三章  实验结果与讨论 

3.1  人脂肪间充质干细胞的鉴定 

3.1.1  hADSCs 表面标志物的鉴定 

用流式细胞仪检测了第三代 hADSCs的细胞表面标志物，结果如图 3-1所示：

与对照组相比，hADSCs 的 CD73、CD105 和 CD90 高表达，hADSCs 的 CD45、

CD14、CD19、CD34 和 HLA 低表达。符合 MSCs 的表面标志物特征。 

 

图 3-1  流式细胞仪鉴定 hADSCs 表面标志物 

图中红色曲线为 hADSCs 实验组，蓝色曲线为对照组 

3.1.2  hADSCs 多向分化潜能的鉴定 

hADSCs 复苏后培养至细胞贴壁，用显微镜观察细胞形态如图 3-2（a）所示：

hADSCs 在培养皿内均匀分布，细胞之间粘连紧密呈螺旋状生长，细胞形态呈梭

形且细胞核呈卵圆形。培养至细胞融合密度达到 80%左右，换成脂成骨诱导分化

培养基对 hADSCs 诱导分化。 

hADSCs 经成脂诱导分化 3 周后，结果如图 3-2（b）所示：与未诱导的细胞

相比，hADSCs 胞中脂滴形成的现象增加，且细胞形态向脂肪细胞的形态转变。

经油红 O 染色后在显微镜下可明显地看到 hADSCs 内被染成橘红色的脂滴。表
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示 hADSCs 具有分化为脂肪细胞的能力。 

hADSCs 经成骨诱导分化 3 周后，结果如图 3-2（c）所示：与未诱导的细胞

相比，在显微镜下虽未看到细胞中的矿化钙结节大面积着色，但可观察到

hADSCs 的细胞形态出现了成骨细胞的典型形态，表示 hADSCs 具有分化为成骨

细胞的潜力。 

综上所述，以上对生长特性、表面标志和分化能力的鉴定结果表明，本课题

使用的hADSCs符合国际细胞治疗协会制定的关于MSCs应用在基础和临床前研

究满足的基本条件，且在 3-7 代细胞状态稳定，证明我们的 hADSCs 可以确保本

研究的后续进行。 

 

图 3-2  hADSCs 成脂成骨诱导分化结果 

(a) 未诱导未分化的第三代 hADSCs；(b) hADSCs 成脂诱导分化结果；(c) hADSCs 成骨诱导

分化结果。图为 3 次实验结果的代表性图片 

3.2  共培养时 hADSCs 对 NSCLC 细胞的影响 

采用细胞小室共培养 hADSCs 和 NSCLC 细胞，将 hADSCs 和 NSCLC 细胞

分别种于上下室，小室内和培养板中的细胞培养液以具有通透性的聚碳酸酯膜相

隔，用细胞小室共培养两种细胞可以模拟体内肺癌微环境，小室内外的成分互相

“交流”可以影响细胞的生长和运动等。本研究采用 hADSCs 和 A549、H1299

细胞为研究对象。 

3.2.1  共培养时 hADSCs 对 NSCLC 细胞发生 EMT 的影响 

用显微镜观察与 hADSCs 共培养后 A549 和 H1299 细胞形态的变化，并拍照

记录。结果如图 3-3（a）所示：与 hADSCs 共培养 48h 后，NSCLC 细胞形态由

椭圆形变为长梭型，细胞间黏连性降低呈分散状态，发生 EMT 的细胞形态学变

化。 
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图 3-3  共培养时 hADSCs 诱导 A549 和 H1299 细胞发生 EMT 

(a) A549 和 H1299 发生 EMT 变化的细胞形态学变化；(b) EMT 相关转录因子在 A549 细胞

中的基因表达水平；(c) EMT 相关转录因子在 H1299 细胞中的基因表达水平；(d) EMT 标志

蛋白在 A549 细胞中表达水平；(e) EMT 标志蛋白在 H1299 细胞中表达水平 

*p < 0.05，***p < 0.001 

为了进一步验证 hADSCs 对 NSCLC 细胞发生 EMT 的影响，与 hADSCs 共

培养 48h后，收集A549和H1299细胞的RNA和蛋白质，采用 qRT-PCR及Western 

Blot 实验检测 NSCLC 细胞中发生 EMT 的变化。结果如图 3-3（b、c、d、e）所
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示：EMT 相关转录因子 snail1 在 A549 细胞中的基因表达量显著增加（p ≤ 0.001）；

EMT 相关转录因子 twist2 在 H1299 细胞中的基因表达量显著增加（p ≤ 0.001）；

上皮细胞标志蛋白 E-Cadherin 在 A549 和 H1299 细胞中的表达量都明显降低，间

质细胞标志蛋白 Vimentin 在 A549 和 H1299 细胞中的表达量都显著增加（p ≤ 

0.05）；具有统计学意义。 

综上所述，在共培养时 hADSCs 可以诱导 A549 和 H1299 细胞发生 EMT。 

3.2.2  共培养时 hADSCs 对 NSCLC 细胞迁移能力的影响 

细胞迁移是建立和维持多细胞生物正常组织的基础，参与哺乳动物组织和细

胞的正常生长。一般来说，EMT 的发生通常伴随着细胞迁移能力的增强，因此

我们采用细胞划痕实验检测了共培养时 hADSCs对A549 和H1299细胞迁移能力

的影响。实验分为对照组和共培养组，运用 Image J 软件对 NSCLC 细胞的 0 h

和 24 h 划痕图片进行分析和计算。实验结果如图 3-4 所示，相较于 Control 组，

co-culture 处理组的 NSCLC 细胞迁移率显著增加（p < 0.01），具有统计学差异。 

 
图 3-4  细胞划痕实验检测共培养时(a) A549 和(b) H1299 细胞的迁移能力  

**P < 0.01 

3.2.3  共培养时 hADSCs 对 NSCLC 细胞侵袭能力的影响 

本实验中选用孔径直径为 8.0 µm 的 Transwell 小室，为了模仿 NSCLC 细胞

在体内的侵袭能力，在 Transwell 上室加入基质胶稀释液。 再将 NSCLC 细胞接

种于上室，将 hADSCs 接种于下室进行共培养，培养 24h 后将穿过小室的 NSCLC

细胞染色并拍照。穿过小室的细胞个数可以间接地体现共培养时 NSCLC 细胞的
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侵袭能力。结果如图 3-5 所示，与 Control 组相比，co-culture 组的 NSCLC 细胞

的侵袭能力显著增加（p < 0.01），具有统计学意义。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-5  Transwell 实验检测共培养时 NSCLC 细胞的侵袭能力 **p < 0.01 

3.3  hADSCs-Exos 的分离提取及鉴定 

很多研究表明，MSCs 来源的外泌体与 MSCs 具有类似的生物活性。由前面

的实验结果可以得知：hADSCs 对 NSCLC 细胞的生长和转移起促进作用，为了

探究 hADSCs-Exos 对 NSCLC 细胞的影响是否与 hADSCs 相同，我们通过超高

速离心机差速离心的方法进行分离提取 hADSCs-Exos，将 hADSCs-Exos 收集在

200 μl PBS 中，分离后立即使用或保存在-80℃条件下。经 BCA 蛋白浓度检测结

果显示，hADSCs 细胞培养上清液获得 hADSCs-Exos 的浓度约为 1.50 mg/mL。

对所提取的 hADSCs-Exos 分别从形态学和蛋白标志物两个方面进行鉴定。鉴定

结果如图 3-6 所示： 

 

图 3-6  hADSCs-Exos 的鉴定 

(a)透射电子显微镜观察 hADSCs-Exos 形态；(b) Western Blot 实验鉴定 hADSCs-Exos 标志蛋
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白 ALIX、CD63 和 TSG101 

透射电镜下观察结果显示：图中红色箭头标记即为 hADSCs-Exos， 

hADSCs-Exos 的形态是类圆形，成典型的“杯口”状结构；圆形囊泡大小主要

在 30-150 nm 之间，大部分为外泌体，证明提取外泌体的方法正确。 

同时，通过 Western Blot 法检测结果显示：hADSCs-Exos 标志蛋白 ALIX、

CD63 和 TSG101 呈阳性；而 hADSCs 中未检测到 ALIX、CD63 和 TSG101 高度

表达，表明 hADSCs-Exos 较为纯净。 

3.4  hADSCs-Exos 对 NSCLC 细胞发生 EMT 的影响 

为了探究 hADSCs-Exos 对 NSCLC 细胞发生 EMT 的影响，通过超速离心法

从 hADSCs 培养上清液中提取出 hADSCs-Exos，鉴定成功后，依据相关参考文

献[39]，以 100 µg/mL 浓度的 hADSCs-Exos 处理 NSCLC 细胞，采用 qRT-PCR 和

Western Blot 实验检测细胞中发生 EMT 的变化。结果如图 3-7 所示，与 Control

组相比，hADSCs-Exos 处理 A549 细胞后，上皮细胞标志蛋白 E-Cadherin 在 A549

细胞中的表达量明显降低，间质细胞标志蛋白 Vimentin 在 A549 细胞中的表达量

显著增加（p < 0.01），EMT 相关转录因子 twist1 和 twist2 的基因表达量显著升

高（p < 0.01），具有统计学意义。以上结果表明，hADSCs-Exos 可诱导 A549

细胞发生 EMT。验证了 hADSCs-Exos 和 hADSCs 对 NSCLC 细胞具有相同作用

的假说。但此部分实验在 H1299 这种 NSCLC 细胞中未发现明显的趋势变化。 

 
图 3-7  hADSCs-Exos 诱导 A549 细胞发生 EMT 

(a) EMT 相关转录因子在 A549 细胞中的基因表达水平；(b) EMT 标志蛋白在 A549 细胞中

表达水平 **p < 0.01 
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3.5  hADSCs-Exos 被 NSCLC 细胞摄取 

外泌体通过转移自身及内含物介导细胞间的通讯，因此，我们假设

hADSCs-Exos 可转运自身进入 NSCLC 细胞内或与之融合。将提取的

hADSCs-Exos 进行 DiR 荧光标记，然后将标记后 hADSCs-Exos 加入 NSCLC 细

胞培养液中，与之共培养 6 h 左右避光封片，观察并拍照。观察结果如图 3-8 所

示：蓝色为 DAPI 核染色，TD 为透射光成像通道，在 A549 和 H1299 细胞中都

可以看到 DiR 标记的红色荧光，提示 A549 和 H1299 细胞都可以摄取

hADSCs-Exos，且 A549 细胞中 hADSCs-Exos 被标记的效率比 H1299 细胞中高。 

 

图 3-8  激光共聚焦显微镜下观察 NSCLC 细胞摄取 DiR-hADSCs-Exos 

3.6  肺癌微环境对 hADSCs 分泌外泌体能力的影响 

由上述实验得知：hADSCs-Exos 在肺癌微环境中可以进入 NSCLC 细胞促进

其生长。我们猜想：肺癌微环境会刺激 hADSCs 分泌 hADSCs-Exos 作用于靶细

胞。采用乙酰胆碱酯酶（AchE）活性检测试剂盒检测 hADSCs-Exos 的分泌水平

验证肿瘤微环境对 hADSCs 分泌 hADSCs-Exos 能力的影响。按照制造商的说明，

在酶标仪上读取 412 nm 处的 OD 值，按公式：AchE 酶活（Units/mL）=2255×

（测定管 OD 值-对照管 OD 值）计算酶活。结果如图 3-9 所示，将 A549 和 H1299

细胞分别与 hADSCs共培养 48 h后，与Control组相比，co-culture组 hADSCs-Exos

的 AchE 活性显著增加（p < 0.05），具有统计学意义。提示在共培养条件下，

NSCLC 细胞可以促进 hADSCs 分泌外泌体，肺癌微环境使 hADSCs 分泌
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hADSCs-Exos 的能力增强。 

 

 

 

 

 

 

图 3-9  AchE 活性检测肺癌微环境中 hADSCs-Exos 分泌水平  

*p < 0.05 

3.7  hADSCs-Exos 通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影响 NSCLC 细

胞转移 

3.7.1  hADSCs-Exos 对 CXCL12/CXCR4 信号轴的影响 

CXCR4 广泛表达于各种细胞中，包括免疫细胞、间充质干细胞和肿瘤细胞

等。CXCL12 是一种可以由 MSCs 分泌的小的促炎性趋化因子。有研究表明

CXCL12/CXCR4 信号轴可能参与了肺癌侵袭转移的过程，但是其具体机制还不

清楚。 

本研究假设 hADSCs-Exos 可能通过 CXCL12/CXCR4 信号轴来实现 NSCLC

细胞转移能力的改变。为验证这一假说，在此，我们假设 hADSCs-Exos 可以上

调 NSCLC 细胞中 CXCR4 的表达激活 CXCL12/CXCR4 信号轴进而促进肿瘤的

发生发展。为了探究 hADSCs-Exos 在 NSCLC 细胞中发挥作用的可能机制，

qRT-PCR 实验检测了 hADSCs-Exos 处理 48 h 后 A549 和 H1299 细胞中 CXCR4

的基因表达水平。实验结果如图 3-10所示，与Control组相比，用浓度为 100 µg/mL

的 hADSCs-Exos 处理 A549 和 H1299 细胞 48h 后，CXCR4 的基因表达量显著升

高（p < 0.01；p < 0.001）。将 hADSCs 与 A549 和 H1299 细胞分别共培养 48h

后，hADSCs 中 CXCL12 的基因表达量也显著上升（图 3-11），具有统计学意义

（p < 0.01；p < 0.05）。综上所述，hADSCs-Exos 可以上调 NSCLC 细胞中 CXCR4

的表达，NSCLC 细胞可以增强 hADSCs 中趋化因子 CXCL12 的表达，这种环境

为 CXCL12/CXCR4 信号轴的激活提供基本条件。 
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图 3-10  CXCR4 在 NSCLC 细胞中的基因表达水平  

**p < 0.01，****p < 0.0001 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-11  CXCL12 在 hADSCs 中的基因表达水平  

*p < 0.05，**p < 0.01 

3.7.2  hADSCs-Exos 通过 CXCL12/CXCR4 信号轴增强 NSCLC 细胞

细胞活力 

为了研究 hADSCs-Exos 是否通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影响 NSCLC 细胞

的细胞活力，我们将 NSCLC 细胞分为 DMSO 组、 hADSCs-Exos 组、

hADSCs-Exos+AMD3100 组和 AMD3100 组，MTT 实验检测细胞的活力。结果

如图 3-12 所示，与 DMSO 组相比，hADSCs-Exos 可以明显地增强 NSCLC 细胞

的细胞活力（p < 0.001；p < 0.05），然而加入 CXCR4 的抑制剂 AMD3100 后，

这种活力增加的效应被明显地抵消（p < 0.05；p < 0.01），具有统计学意义。上

述结果表明，hADSCs-Exos 可以增强 NSCLC 细胞的细胞活力，而用 AMD3100

阻断 CXCL12/CXCR4 信号轴后，发现由 hADSCs-Exos 诱导的 NSCLC 细胞的活

力增加的效应被明显抑制。综上所述，我们认为 hADSCs-Exos 可以通过调节
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CXCL12/CXCR4 信号轴在一定程度上影响 NSCLC 细胞的活力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-12  MTT 实验检测 NSCLC 细胞的活力 

**p < 0.01，***p < 0.001 

3.7.3  hADSCs-Exos 通过 CXCL12/CXCR4 信号轴增强 NSCLC 细胞

迁移能力 

为了研究 hADSCs-Exos 是否通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影响 NSCLC 细胞

的迁移能力，我们将 NSCLC 细胞分为 DMSO 组、 hADSCs-Exos 组、

hADSCs-Exos+AMD3100 组和 AMD3100 组，细胞划痕实验检测 NSCLC 细胞的

迁移能力。结果如图 3-13 所示，与 DMSO 组相比，hADSCs-Exos 可以明显地增

强肺癌细胞的迁移能力（p < 0.01；p < 0.05），然而加入CXCR4的抑制剂AMD3100

后这种促迁移的效应被明显地抵消（p < 0.001；p < 0.05），具有统计学意义。

上述结果表明，hADSCs-Exos 可以增加 NSCLC 细胞的迁移能力，而用 AMD3100

阻断 CXCL12/CXCR4 信号轴后，发现由 hADSCs-Exos 诱导的 NSCLC 细胞迁移

能力增加的效应被明显抑制。综上所述，我们认为 hADSCs-Exos 可以通过调节

CXCL12/CXCR4 信号轴在一定程度上影响 NSCLC 细胞的迁移能力。 
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图 3-13  细胞划痕实验检测 NSCLC 细胞的迁移能力 

*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001 

3.7.4  hADSCs-Exos 通过 CXCL12/CXCR4 信号轴增强 NSCLC 细胞

侵袭能力 

为了研究 hADSCs-Exos 是否通过 CXCL12/CXCR4 信号轴影响 NSCLC 细胞

的侵袭能力，我们将 NSCLC 细胞分为 DMSO 组、 hADSCs-Exos 组、

hADSCs-Exos+AMD3100 组和 AMD3100 组，Transwell 实验检测 NSCLC 细胞的

侵袭能力。结果如图 3-14 所示，与 DMSO 组相比，hADSCs-Exos 可以诱导更多
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的 NSCLC 细胞侵袭到下室（p < 0.05；p < 0.01），然而加入 CXCR4 的抑制剂

AMD3100 后这种促侵袭的效应被明显地抵消（p < 0.01；p < 0.05），具有统计

学意义。上述结果表明，hADSCs-Exos 可以增加 NSCLC 细胞的侵袭能力，而用

AMD3100 阻断 CXCL12/CXCR4 信号轴后，由 hADSCs-Exos 诱导的 NSCLC 细

胞侵袭能力增加的效应被明显抑制。综上所述，我们认为 hADSCs-Exos 可以通

过调节 CXCL12/CXCR4 信号轴在一定程度上影响 NSCLC 细胞的侵袭能力。 

 

 

 

 

 

 

 

图 3-14  Transwell 实验检测 NSCLC 细胞的迁移能力  

*p < 0.05，**p < 0.01 

 

3.8  A549 细胞中 AMPK/mTOR 信号通路相关蛋白检测 

AMPK 和 mTOR 是哺乳动物组织细胞中重要的能量敏感蛋白，在维持细胞

稳态平衡中起着重要的调节作用。许多研究表明，在多种癌症疾病中

AMPK/mTOR 信号通路可以影响癌细胞的増殖、迁移、侵袭、调亡和自噬等。 

因此，为了探究 hADSCs-Exos 在 A549 细胞中发挥作用的潜在机制，我们

假设 hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴调节 AMPK/mTOR 信号通
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路蛋白的表达进而影响 A549 细胞的生存和增殖。我们将 A549 细胞分为 DMSO

组、hADSCs-Exos 组、hADSCs-Exos+AMD3100 组和 AMD3100 组，采用 Western 

Blot 实验检测 A549 细胞中 AMPK/mTOR 信号通路蛋白的表达情况。结果如图

3-15 所示，在 A549 细胞中随着 CXCR4 表达水平的改变，AMPK/mTOR 信号通

路相关蛋白的表达情况随之改变。相较于 DMSO 组，hADSCs-Exos 组 p-AMPKɑ

表达减少，具有统计学差异（p < 0.01）；而加入 CXCR4 抑制剂 AMD3100 后，

hADSCs-Exos+AMD3100 组 p-AMPKɑ 表达有增加的趋势，未磷酸化的 AMPKɑ 

蛋白表达量无明显趋势变化。相较于 DMSO 组，hADSCs-Exos 组 p-mTOR 表达

增加，具有统计学差异（p < 0.01）；而加入 CXCR4 抑制剂 AMD3100 后，

hADSCs-Exos+AMD3100 组 p-mTOR 表达减少，具有统计学差异（p < 0.05），

未磷酸化的 mTOR 蛋白表达量无明显趋势变化。综上所述，在 A549 细胞中， 

hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴调节 AMPK/mTOR 信号通路蛋

白的表达情况进而影响 A549 细胞的生存和增殖。但此部分信号通路实验在

H1299 这种 NSCLC 细胞中未发现明显的趋势变化，我们猜想在 H1299 细胞中

hADSCs-Exos 可能通过其他信号通路影响细胞的生存、增殖和转移。 

图 3-15  Western Blot 实验检测 AMPK/mTOR 信号通路蛋白表达情况 

*p < 0.05，**p < 0.01 

3.9  讨论 

MSCs 是一类是能够自我更新和多向分化的成体多功能干细胞。MSCs 因其

诸多优势已成为临床应用中最常用的干细胞类型。MSCs 可以分化为各种细胞类
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型并且具备体外扩增的能力，已引起人们对其应用在治疗人类疾病领域中的兴

趣。很多研究表明在心血管疾病、组织修复和炎症等领域 MSCs 已经展现出良好

的治疗效果。MSCs 也可以分化为多种细胞或分泌细胞囊泡和生长因子在微环境

中起作用，与肿瘤的发生发展密切相关。MSCs 也可以分泌促炎因子等生长因子

促进癌细胞的生长和迁移进而影响肿瘤的进程。肺癌的发病率和死亡率长时间位

居世界第一名，越来越多的研究表明，肺癌微环境和肺癌转移是影响肺癌进程的

关键。MSCs 可以广泛分布于机体全身，在肺癌微环境中各种类型 MSCs 协调肺

癌细胞的生长，MSCs 通过旁分泌等作用影响肺癌微环境的变化进而协调肺癌细

胞向全身组织转移。了解 MSCs 在肺癌转移中的分子机制，有助于探索 MSCs

在肿瘤微环境中的具体作用，确定 MSCs 干预肿瘤生长的靶点，为 MSCs 应用于

其他疾病之前提供预测MSCs致癌性的功能，对MSCs的临床研究具有重要意义。 

EMT 和肿瘤干细胞样细胞是促进癌细胞转移的主要因素，是肺癌转移的主

要分子机制之一[68]。EMT 在胚胎形态发生、创伤愈合和肿瘤转移中起重要作用

[69, 70]。在胚胎发育的 EMT 过程中，上皮细胞失去了上皮起源的所有痕迹，获得

了完全间质表型，称为完全上皮间质转化，其典型特征是钙粘蛋白开关。在癌症

进展的 EMT 过程中，癌细胞失去了分化的上皮特征，其侵袭性增强，产生越来

越多的肿瘤细胞和癌症干细胞，并促进对抗癌药物的耐药性。这些表型变化是由

细胞外基质成分、外泌体和可溶性因子调控的，这些因子调控几种被称为 EMT

转录因子的转录因子。在这一过程中，癌细胞使血管生成并建造利于转移的炎性

环境，存活并最终到达遥远的次级部位，包括骨骼、乳腺、肝脏和大脑[71]。检

查 hADSCs 对 NSCLC 细胞发生 EMT 的作用可以直观的了解肺癌微环境中

hADSCs 对肺癌转移的影响。因此，本课题利用细胞共培养小室将 hADSCs 分别

与 A549 和 H1299 细胞共培养模拟体内肺癌微环境，在光学显微镜下观察到 A549

和 H1299 细胞都发生了 EMT 的典型形态学变化，而且在分子水平上也发现

hADSCs 在肺癌微环境中可以促进 NSCLC 细胞发生 EMT 现象；同时在肺癌微

环境中 hADSCs 也可以增强 A549 和 H1299 细胞的迁移能力和侵袭能力。本实验

初步的结论表明在肺癌微环境中的 hADSCs 促进 NSCLC 细胞转移，在肺癌患者

或肺癌患病高风险人群中，使用 hADSCs 进行治疗相关再生疾病具有高风险，是
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不可靠的。 

许多研究表明，MSCs 能够分泌大量的 MSCs-Exos 在肿瘤微环境中起到一定

的作用。对比 MSCs 应用和 MSCs-Exos 应用，有相似的效果。在开展外泌体相

关研究时，可通过超速离心等方法分离提取各种细胞或体液产生的外泌体。

MSCs-Exos 作为具有活性的细胞外囊泡，能够实现靶细胞与 MSCs 之间相互交流

的作用。为了验证实验开始前我们做的假设：hADSCs 与 hADSCs-Exos 对 NSCLC

的作用是相同的，接着我们采用超速离心法分离提取 hADSCs-Exos，应用透射

电子显微镜和 Western Blot 实验对 hADSCs-Exos 进行形态学鉴定和表面标志物

鉴定。用 hADSCs-Exos 处理 A549 和 H1299 细胞 48 h 后，发现 hADSCs-Exos

在分子水平上可以促进 A549 细胞发生 EMT 现象，但在 H1299 细胞中未检测到

这种结果，我们猜测 hADSCs-Exos 以其他方式促进 H1299 细胞的生长和转移；

hADSCs-Exos 的荧光标记摄取实验表示，在 H1299 细胞中 hADSCs-Exos 的标记

效率较低，可能导致了 hADSCs-Exos 在分子水平上未对 H1299 细胞的 EMT 现

象造成影响的原因。此外，部分 EMT 相关转录因子在 A549 细胞中的表达模式

对共培养和 hADSCs-Exos 两种处理方式显示出的不同反应，我们分析后理解为：

在不同的培养条件下，A549 细胞中的 EMT 相关信号通路互相影响导致了转录因

子的不同表达模式，但不变的是，两种处理方式的结果都是促进 EMT 现象的发

生。同时，hADSCs-Exos 也可以增强 A549 和 H1299 细胞的迁移能力和侵袭能力。

因此，我们认为 hADSCs 和 hADSCs-Exos 对 NSCLC 细胞的转移起到相同的促

进作用，这是一个促癌发生的过程，验证了我们的假说。 

在肺癌微环境中，趋化因子在促进和指导细胞迁移方面发挥着重要作用，但

它们也调控着多种不同的体内平衡过程，如形态形成、新生血管形成、血管生成

和适应性免疫应答中的组织形成。近年来，有多项研究对实体肿瘤中 CXCR4 和

CXCL12 的表达进行了检测。在趋化因子受体中，CXCR4 是一种特异性于

CXCL12 的趋化因子受体之一， CXCR4 是细胞表面 7 层跨膜 G 蛋白偶联的受

体之一，在包括肺癌在内的 20 多种人类肿瘤中过表达[72-74]，CXCL12 表现出广

泛的组织表达，包括大脑、胸腺、心脏、肺、肝脏、肾脏、脾脏和骨髓。CXCR4

可以被认为是一个节点，它将一系列配体和受体相互作用的输入信号整合并转导

到一个具有反应性和发散性的细胞内信号通路网络，影响多种细胞生物过程，如
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增殖、迁移和应激抵抗等[75, 76]。CXCL12/CXCR4 信号轴的失调和随之而来的基

本细胞过程与疾病相关，CXCL12/CXCR4 信号轴调控多种生物过程，如血管生

成和免疫应答等，提示 CXCL12/CXCR4 信号轴可能在癌细胞向特定器官的转移

过程中发挥作用[77-79]。因此，癌细胞中 CXCR4 的高表达可能会增加其转移能力，

并预示其较差的生存期，但其具体机制还不清楚。MSCs 分泌的趋化因子可以分

泌到肺癌微环境及周围，所以我们就 CXCL12/CXCR4 信号轴在肺癌微环境中的

表达及其参与的生物学功能展开研究。 

接下来我们为了研究 hADSCs-Exos 在肺癌微环境中是否可以提供趋化

CXCL12/CXCR4 信号轴的条件来实现 NSCLC 细胞转移能力的改变。首先采用

qRT-PCR 实验检测 hADSCs-Exos 处理 NSCLC 细胞后 A549 和 H1299 细胞表达

趋化因子受体 CXCR4 能力的变化，结果表明，A549 和 H1299 细胞的 CXCR4 基

因表达量明显增加。而且，应用 qRT-PCR 实验也检测到了与 NSCLC 细胞共培养

时 hADSCs 中的趋化因子 CXCL12 的基因表达量也明显增加。此外，我们采用

AchE 酶活检测肺癌微环境对 hADSCs 分泌 hADSCs-Exos 的影响，结果显示，在

与 NSCLC 细胞共培养时，hADSCs 分泌 hADSCs-Exos 的能力明显增强。

hADSCs-Exos 也可以增强 NSCLC 细胞的转移能力，然而加入 CXCR4 的抑制剂

AMD3100 后这种促转移能力的效应被抵消。综上所述，我们得到结论：

hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴来实现 NSCLC 细胞转移能力的

改变，且在肺癌微环境中 hADSCs 分泌外泌体的能力增加。验证了我们的假设：

hADSCs-Exos可以通过上调NSCLC细胞中CXCR4的表达影响CXCL12/CXCR4

信号轴进而促进 NSCLC 细胞的转移。不足的是，此部分实验中我们在分别处理

各组 NSCLC 细胞时，向培养液中加入了 100 ng/ml 的 CXCL12 来提供激活

CXCL12/CXCR4 信号轴的前提条件，但是由于我们还没严格掌握分析外泌体中

物质的具体手段，CXCL12 是否存在于 hADSCs-Exos 中暂时还不清楚，此部分

研究尚需进一步的探索。 

AMPK 和 mTOR 是哺乳动物组织细胞中重要的能量敏感蛋白。AMP 活化蛋

白激酶（AMPK）在维持细胞代谢平衡中起着重要的调节作用。就像移动电子

设备一样，每个活细胞都包含一个由成对的可转换化学物质组成的“可
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充电电池”，即细胞内的关键化学物质 ATP 和 ADP。AMPK 的激活会增

加 ATP 生成并降低 ATP 利用的速率，AMPK 作为细胞能量传感器和信号转换器，

受广泛的代谢应激调节[80]。哺乳动物雷帕霉素靶点（mTOR）是 AMPK 的下游

靶蛋白之一，mTOR 受多种信号调控，如生长因子、氨基酸和细胞能量，并调节

包括翻译、转录和自噬在内的许多必要细胞过程。这两条通路作为调节细胞代谢、

能量稳态和细胞生长的信号通路，每条通路的失调都可能导致代谢紊乱，如肥胖、

2 型糖尿病和癌症。最近的研究表明 mTOR 和 AMPK 信号通路之间可能存在相

互作用。Han 等人发现 AMPK/mTOR 途径在子宫内膜癌中促进细胞增殖起到了

关键的作用[81]。Wen 等人发现二甲双胍和阿司匹林联合应用可以显著抑制

mTOR 和 STAT3 的磷酸化，并通过 caspase-3 和 PARP 切割检测诱导细

胞凋亡，从而抑制胰腺癌细胞 PANC-1 和 BxPC-3 细胞的细胞迁移和集

落形成  
[82]；Xu 等人发现在人甲状腺癌细胞系 TPC1 中 TMP21 蛋白的沉

默可以通过调节 AMPK/mTOR 通路相关蛋白的表达诱导自噬来抑制肿

瘤生长 [83]。但在肺癌中 AMPK/mTOR 信号通路的研究还相对较少。 

为了探究 CXCL12/CXCR4 信号轴在 A549 细胞中发挥作用的潜在机制，我

们采用 Western Blot 实验检测 hADSCs-Exos 在 A549 细胞中能否通过

CXCL12/CXCR4 信号轴调节 AMPK/mTOR 信号通路。结果显示，hADSCs-Exos

可以抑制 AMPK 的磷酸化，并激活 mTOR 的磷酸化进而激活 mTOR 信号通路促

进细胞转移。然而加入 CXCR4 抑制剂 AMD3100 后，以上效应被逆转，提示

CXCL12/CXCR4 信号轴可能是 AMPK/mTOR 信号通路的上游信号，

hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴参与 AMPK/mTOR 信号通路以

促进 NSCLC 细胞转移。不足的是：hADSCs-Exos 可以显著增加 A549 细胞中

CXCR4 基因的表达，但 hADSCs-Exos 没有明显地增强 A549 细胞中 CXCR4 蛋

白的表达；而且由于 AMD3100 的抑制效果，CXCR4 的表达也没有明显的降低，

此部分研究尚需进一步的深刻探究。 

本研究发现 hADSCs-Exos 和 hADSCs 同样具有促进 NSCLC 生长和转移的

作用，hADSCs-Exos 可以被 NSCLC 细胞摄取进而通过 CXCL12/CXCR4 信号轴

调节 AMPK/mTOR 信号通路相关蛋白的表达，最终影响 NSCLC 细胞的生长和
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转移。经过我们的体外验证，CXCL12/CXCR4 信号轴和 AMPK/mTOR 信号通路

在 hADSCs-Exos 促进 NSCLC 细胞转移进程中起关键作用。本研究为深入理解

hADSCs-Exos 与 NSCLC 及微环境之间的相互关系提供了新的思路和理论依据，

并为研究人员提供指导论据。在将 MSCs 应用于临床之前，检查 MSCs 是否具有

潜在的致癌性和致病性至关重要。 
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第四章  结论 

1. hADSCs 和 hADSCs-Exos 都可以促进 NSCLC 细胞发生 EMT，hADSCs-Exos

可以增加 NSCLC 细胞中 CXCR4 的表达，肺癌微环境可以增加 hADSCs 中

CXCL12 的表达。 

2. hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴增强 NSCLC 细胞的活力、迁

移能力和侵袭能力。 

3. 在 A549 细胞中，hADSCs-Exos 可以通过 CXCL12/CXCR4 信号轴调节

AMPK/mTOR 信号通路参与细胞的生长与转移。 
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Guoqiang Liang, Jinqiu Sun, Yiwei Liu, et al.Abstract 2312: Identification of tumor 

associated genes using transcriptome analysis. Cancer Research. 2021 

古增，梁胜贤，刘冬雪，等.间充质干细胞来源的细胞外囊泡在机体修复及疾

病治疗中的应用研究. 中国科学：生命科学.2021 

 

 


	摘要
	Abstract
	第一章 绪论
	1.1 间充质干细胞
	1.1.1 间充质干细胞的概述
	1.1.2 间充质干细胞的应用
	1.1.3 间充质干细胞与癌症的关系
	1.1.4 人脂肪间充质干细胞的作用优势

	1.2 外泌体概述
	1.2.1 外泌体的特性
	1.2.2 间充质干细胞来源的外泌体的作用

	1.3 肺癌微环境
	1.3.1 肺癌微环境与转移的关系
	1.3.2 肺癌微环境与上皮间质转化的关系
	1.3.3 间充质干细胞对肺癌微环境的调控作用

	1.4 研究目的及意义

	第二章 实验材料、仪器与方法
	2.1 实验材料
	2.1.1 细胞及培养基
	2.1.2 实验试剂

	2.2 实验仪器
	2.3 实验方法与步骤
	2.3.1 细胞培养
	2.3.2 hADSCs表面标志物鉴定
	2.3.3 hADSCs诱导分化能力检测
	2.3.4 RNA提取实验
	2.3.5 cDNA合成实验
	2.3.6 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)实验
	2.3.7 蛋白提取实验
	2.3.8 BCA蛋白定量实验
	2.3.9 蛋白免疫印迹(Western Blot)实验
	2.3.10 hADSCs-Exos的分离提取
	2.3.11 hADSCs-Exos的鉴定
	2.3.12 hADSCs-Exos荧光标记实验
	2.3.13 Ach E活性检测hADSCs-Exos水平
	2.3.14 MTT实验检测细胞活力
	2.3.15 细胞划痕实验检测NSCLC细胞迁移能力
	2.3.16 Transwell实验检测NSCLC细胞侵袭能力
	2.3.17 统计方法


	第三章 实验结果与讨论
	3.1 人脂肪间充质干细胞的鉴定
	3.1.1 hADSCs表面标志物的鉴定
	3.1.2 hADSCs多向分化潜能的鉴定

	3.2 共培养时hADSCs对NSCLC细胞的影响
	3.2.1 共培养时hADSCs对NSCLC细胞发生EMT的影响
	3.2.2 共培养时hADSCs对NSCLC细胞迁移能力的影响
	3.2.3 共培养时hADSCs对NSCLC细胞侵袭能力的影响

	3.3 hADSCs-Exos的分离提取及鉴定
	3.4 hADSCs-Exos对NSCLC细胞发生EMT的影响
	3.5 hADSCs-Exos被NSCLC细胞摄取
	3.6 肺癌微环境对hADSCs分泌外泌体能力的影响
	3.7 hADSCs-Exos通过CXCL12/CXCR4信号轴影响NSCLC细胞转移
	3.7.1 hADSCs-Exos对CXCL12/CXCR4信号轴的影响
	3.7.2 hADSCs-Exos通过CXCL12/CXCR4信号轴增强NSCLC细胞细胞活力
	3.7.3 hADSCs-Exos通过CXCL12/CXCR4信号轴增强NSCLC细胞迁移能力
	3.7.4 hADSCs-Exos通过CXCL12/CXCR4信号轴增强NSCLC细胞侵袭能力

	3.8 A549细胞中AMPK/mTOR信号通路相关蛋白检测
	3.9 讨论

	第四章 结论
	参考文献
	致谢
	攻读学位期间的研究成果

