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前列腺癌LNCaP-AI+F细胞外泌体促进基质细胞WPMY-1功能活化

范维肖，雷琳，李蕊，刁艳君，常亮，杨柳，马越云，郝晓柯（空军军医大学西京医院检验科，陕西 西安 710032）

[摘 要] 目的：探讨前列腺癌外泌体对基质细胞WPMY-1迁移和侵袭能力的影响及其作用机制。方法：超速离心法提取前

列腺癌LNCaP-AI+F细胞上清中的外泌体，电镜观察外泌体的典型形态结构，Zetaview检测外泌体的粒径分布，Wb鉴定外泌体标

志蛋白及其他相关蛋白。将WPMY-1细胞与前列腺癌外泌体（40 µg/ml）共孵育后，激光共聚焦显微镜观察WPMY-1细胞对

PKH67标记的外泌体的摄取情况，Transwell实验检测WPMY-1细胞迁移和侵袭能力，qPCR检测 IL-8、PDGFB和MMP9 等三种肿

瘤相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblast，CAF)分子表达水平，Wb检测EGFR和ERK1/2蛋白磷酸化水平。结果：电镜下可

观察到典型茶托状外泌体结构，外泌体粒径分布集中在100 nm左右，其标志蛋白CD63和ALIX的表达证实了所提取颗粒为外泌

体。此外，外泌体还表达EGFR、HER2和SRC 等三种与前列腺癌进展相关的蛋白。WPMY-1细胞与外泌体共孵育后，共聚焦显

微镜下可看到该细胞摄取大量外泌体，明显促进WPMY-1细胞的迁移和侵袭能力（均P<0.01）；与对照组比较，外泌体（40 µg/ml）

处理后WPMY-1 IL-8、PDGFB及MMP9表达水平增高（P<0.05或P<0.01）；且外泌体促进了WPMY-1细胞 EGFR和ERK1/2的磷

酸化（P<0.01）。结论：前列腺癌细胞可通过外泌体作用于基质细胞WPMY-1，使其高表达多种CAF相关分子，促进EGFR和

ERK1/2的磷酸化，增强其迁移和侵袭能力。

[关键词] 前列腺癌；LNCap-AI+F 细胞；外泌体；迁移；侵袭；WPMY-1细胞；肿瘤相关成纤维细胞

[中图分类号] R73-36+1, R734.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）03-0293-06

Prostate cancer LNCaP-AI + F cell-derived exosomes promote activation of stro-
mal cell WPMY-1

FAN Weixiao, LEI Lin, LI Rui, DIAO Yanjun, CHANG Liang, YANG Liu, MA Yueyun, HAO Xiaoke (Clinical Laboratory, Xijing Hos-

pital Affiliated to Air Force Medical University, Xi’an 710032, Shaanxi, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effects of prostate cancer exosomes on the migration and invasion ability of stromal cells

(WPMY-1), and to explore its mechanism. Methods: Exosomes in LNCaP-AI+F prostate cancer cell supernatant were isolated by ultra-

centrifugation and the typical structure of exosome was captured by electron microscope. The particle size distribution was analyzed by

Zetaview, and Wb was used to identify the marker proteins and other proteins. After co-incubation of WPMY-1 cells and prostate cancer

exosomes (40 µg/ml), laser confocal microscope was used to observe the uptake of PKH67-labeled exosomes by WPMY-1 cells; Tran-

swell assay was used to detect the migration and invasion ability of WPMY-1 cells; qPCR was performed to detect the expression of

three cancer-associated fibroblast (CAF)-related molecules (IL-8, PDGFB and MMP9) at mRNA level; and the phosphorylation of EG-

FR and ERK1/2 was analyzed by Wb. Results: Typical cup-shaped structure of exosomes was observed under electron microscope. The

Zetaview results showed that the particle size distribution was concentrated at about 100 nm. The expression of exosome marker pro-

teins CD63 and ALIX further verified that the isolated particles were exosomes. Besides, EGFR, HER2 and SRC, which were related to

the progression of prostate cancer, were also enriched in exosomes. After co-incubation, confocal microscope imaging showed a num-

ber of PKH67 labeled exosomes in recipient WPMY-1 cells. Transwell experiments showed that exosomes could significantly enhance

the migration and invasion ability of WPMY-1 cells (all P<0.01). Compared with the control group, increased secretion of IL-8,

PDGFB and MMP9 was observed after exosome treatment (40 µg/ml) (P<0.05 or P<0.01). Wb indicated that exosomes could promote

the phosphorylation of EGFR and ERK1/2 of WPMY-1 cells (P<0.01). Conclusion: Prostate cancer cell exosomes could act on the stro-

mal cell WPMY-1 to highly express multiple CAF-related molecules, promote the phosphorylation of EGFR and ERK1/2 and enhance

the migration and invasion ability of WPMY-1 cells.
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前列腺癌是威胁全球男性健康的重大疾病之

一。据美国癌症协会调查统计，2018年美国预计前

列腺癌新发病 164 690例，预计病死人数 29 430例。

中国的前列腺癌发病率随着生活方式的改变也在逐

年增加[1-2]。前列腺癌患者经过经典的去势治疗之

后，许多会发展为转移去势抵抗性前列腺癌，引起骨

转移的发生，是前列腺癌引起死亡的主要原因[3-4]。

因此，深入研究前列腺癌的转移机制对于寻找前列

腺癌潜在的治疗靶点及预后影响因素具有重要的意

义。基质成纤维细胞是一种广泛分布于体内具有高

度异质性的梭形细胞[5]，基质细胞的功能包括维持细

胞外基质（extracellular matrix，ECM）稳态、促进上皮

分化、调控炎症发生以及参与损伤修复[6-7]，因此，肿

瘤相关成纤维细胞(cancer-associated fibroblast，CAF)

在疾病发展特别是恶性肿瘤的进展过程中扮演者重

要的角色。越来越多的研究[8-9]表明，肿瘤细胞来源

的外泌体可以通过其内容物促进基质细胞活化并调

控肿瘤的发生发展。外泌体是可由多种细胞分泌的

直径为30~100 nm的细胞外囊泡，来源于细胞内的多

囊泡体，其与细胞膜融合后将其包裹的外泌体释放

到细胞外[10]。Tsg101、ALIX、CD9和CD63等多种蛋

白选择性地富集于外泌体中，是常用于外泌体鉴定

的标志蛋白[11]。外泌体通过其所包含的蛋白质、RNA

以及脂质等成分介导细胞与细胞之间的信号交流，

特别是其蛋白成分可以激活受体细胞的多种信号通

路，调控受体细胞的功能和状态[12]。前列腺癌外泌体

如何调控基质细胞的活化，目前研究尚少。本研究

通过探究前列腺癌细胞LNCaP-AI+F来源的外泌体

对基质细胞WPMY-1迁移、侵袭能力的影响及其作

用机制，为前列腺癌转移微环境的形成提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

LNCaP-AI+F细胞株由浙江大学医学院附属第

二医院陶志华教授课题组馈赠，WPMY-1基质细胞购

自中国科学院细胞库。RMPI1640 培养基购自 Hy-

clone 公司，无酚红 DMEM 培养基购自吉诺生物公

司，普通FBS和炭处理FBS购自BI公司，无外泌体血

清购自上海逍鹏生物，Transwell小室及基质胶购自

美国BD公司，DAPI染色液购自碧云天公司，罗丹明

标记的鬼笔环肽购自Cytoskeleton公司，PKH67染色

试剂购自 Sigma 公司，qPCR 试剂盒购自 TaKaRa 生

物，EGFR抗体购自Abcam公司，pEGFR、ERK1/2和

pERK1/2抗体购自CST公司。

1.2 细胞培养

LNCaP-AI+F细胞用含 10%炭处理血清的无酚

红DMEM培养基培养在 75 cm²的培养瓶中，待细胞

汇合度至70%左右时更换为含10%无外泌体血清的

无酚红DMEM培养基，继续培养 48 h后收集细胞上

清。WPMY-1 用含 15% 普通胎牛血清的 RMPI1640

培养液培养。两种细胞均于 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养。

1.3 外泌体分离与鉴定

外泌体分离严格按照THERY等[13]的方法进行。

取LNCaP-AI+F细胞上清，300×g离心10 min去除活

细胞；2 000×g离心10 min去除死细胞；10 000×g离心

30 min去除细胞碎片；超速离心机 Type70Ti转子

100 000×g离心 70 min，而后 1 ml PBS重悬沉淀并汇

集至39 ml离心管中，再次100 000×g离心70 min，弃

上清，100 µl无菌PBS重悬沉淀，即为外泌体。外泌

体电镜观察：吸取20 µl外泌体样品滴于铜网，静置5

min；滤纸吸去铜网上的液体，滴加2%磷酸钨染液20

µl负染，室温静置 5 min，滤纸吸去多余的液体，白炽

灯下干燥 10 min后透射电镜下观察拍照。Zetaview

粒径分布由上海逍鹏公司测定，Wb鉴定见方法1.6。

1.4 外泌体摄取实验检测WPMY-1细胞摄取外泌体

情况

将 200 ml LNCaP-AI+F 细胞上清超离所得 100

µl外泌体与500 µl DiluentC混合，同时将4 µl PKH67

试剂加入到500 µl DiluentC中，混匀两者并避光孵育

6 min；而后用 2 ml FBS终止过度染色并再次超速离

心 70 min，100 µl PBS 重悬沉淀即为染色后的外泌

体。以 40 µg/ml的质量浓度将外泌体与WPMY-1细

胞在共聚焦皿中共孵育 24 h，吸去上清，PBS清洗 1

遍，加入 1 ml 4%多聚甲醛避光固定 10 min；吸去固

定液，PBS 清洗 1 遍；加入 500 µl DAPI，避光染色 6

min；吸去DAPI 染色液，PBS清洗1遍；加入300 µl鬼

笔环肽避光染色 30 min，吸去染色液，加入PBS清洗

1遍；加入50 µl抗荧光淬灭液，共聚焦显微镜下观察

拍照。

1.5 qPCR检测CAF相关分子表达的水平

对照组与LNCaP-AI+F外泌体（40 µg/ml）处理后

的WPMY-1细胞以TRIzol法提取总RNA，测得RNA

浓度并反转录为cDNA。将1.6 μl DNA和10 μl SYB-

ER Green、10 μmol/L的上游和下游引物各0.8 μl及无

酶水加入到荧光定量板中，每孔 20 μl体系。设置程

序：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s、60 ℃ 30 s，40个循环；溶解

曲线；以GAPDH为内参检测CAF相关分子的表达水

平，记录每个反应的Ct值,以 2-ΔΔCt公式计算基因相对

倍比关系。相关引物序列GAPDH-F：5'-CCTGCAC-

CACCAACTGCTTA - 3'，GAPDH-R：5' - GGCCATC-
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CACAGTCTTCTGG - 3'；IL-8-F: 5' - TTTTGCCAA

GGAGTGCTAAAGA-3'，IL-8-R：5'-AACCCTCTGCA

CCCAGTTTTC-3'；PDGFB-F：5'-GATCCGCTCCTTT-

GATGATCTC-3'，PDGFB-R：5' - GGTCATGTTCAG-

GTCCAACTC-3'；MMP9 -F: 5' - CAGTACCGAGAGA

AAGCCTATT-3'，MMP9 -R：5' - CAGGATGTCATAG-

GTCACGTAG-3'。

1.6 Wb检测LNCaP-AI+F细胞外泌体蛋白及外泌

体处理后WPMY-1细胞中磷酸化蛋白的表达水平

外泌体蛋白鉴定：收取LNCaP-AI+F细胞，100 µl

裂解液冰上裂解30 min，与超速离心所得PBS重悬外

泌体以BCA法测定浓度，并以20 µg的总蛋白量上样

进行SDS-PAGE，PVDF膜半干转印 8 min，封闭液封

闭1 h，分别与一抗摇床孵育2 h后4 ℃冰箱过夜。第

2天回收一抗，TBS洗膜 3次并与荧光二抗孵育 1 h，

之后TBS洗膜3次荧光扫描仪下扫膜观察条带。

磷酸化蛋白表达检测：收取LNCaP-AI+F外泌体

处理后的 WPMY-1 细胞，60 µl 裂解液冰上裂解后

BCA法测定蛋白浓度，以20 µg的总蛋白上样量进行

SDS-PAGE，之后步骤与外泌体蛋白鉴定步骤相同。

1.7 Transwell 实验检测 WPMY-1 细胞迁移和侵袭

能力

细胞迁移实验：LNCaP-AI+F 外泌体处理 WP-

MY-1 细胞 48 h 后胰酶消化，并用无血清的 RMPI

1640培养基重悬细胞，细胞计数板计数细胞并调整

密度至 3×105个/ml，吸取 200 µl 加入 Transwell 小室

中，下室加入含 20%血清的培养基 600 µl，培养 24 h

后取出小室吸去上层细胞液，棉签擦去上层细胞，

PBS清洗1遍，4%多聚甲醛固定10 min，之后PBS再

次清洗 1 遍后结晶紫染色液染色 8 min，PBS 淋洗 3

遍，晾干后显微镜下观察拍照并计数细胞。

细胞侵袭实验：基质胶与无血清 1640按照 1∶20

比例配制，每孔 50 µl加入到Transwell上室中，培养

箱中放置2 h使其凝固，而后胰酶消化外泌体处理的

细胞，以无血清1640重悬细胞，细胞计数并调整密度

至 3×105个/ml，吸取 200 µl加入Transwell上室中，下

室加入含20%血清的培养基600 µl，培养24 h后取出

小室吸去上层细胞液，棉签擦去上层细胞，PBS清洗

1遍，4%多聚甲醛固定 10 min，之后 PBS再次清洗 1

遍后结晶紫染色液染色8 min，PBS淋洗，晾干后显微

镜下观察拍照并计数细胞。

1.8 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件和Graphpad prism7.0

作图软件，实验均重复3次。计量资料以 x̄±s表示，两

组间比较采用 Student's-t检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 外泌体鉴定及其相关蛋白表达

电镜下（图1A）可观察到典型的茶托状外泌体结

构；Zetaview分布图（图1B）显示，外泌体的粒径分布

集中在 100 nm左右，与电镜结果一致。细胞溶解产

物与外泌体分别为LNCaP-AI+F细胞裂解与LNCaP-

AI+F 细胞来源的外泌体。Wb 检测结果（图 1C）显

示，与LNCaP-AI+F细胞相比，提取的外泌体高表达

标志蛋白CD63和ALIX；同时高表达EGFR和HER2

蛋白，也表达SRC蛋白，这 3种蛋白与前列腺癌进展

有关。

2.2 WPMY-1细胞大量摄取LNCaP-AI+F细胞来源

的外泌体

将 PKH67 标记的 LNCaP-AI+F 外泌体（40 µg/

ml）与WPMY-1细胞共孵育24 h后，共聚焦显微镜观

察外泌体的摄取情况，结果（图 2）显示，与对照组相

比，实验组WPMY-1细胞质中出现大量绿色荧光标

记的外泌体，表明 WPMY-1 细胞可以大量摄取 LN-

CaP-AI+F细胞来源的外泌体。

2.3 LNCaP-AI+F外泌体提高WPMY-1细胞迁移和

侵袭能力

Transwell实验检测结果（图3）显示，与空白对照

相比，LNCaP-AI+F 外泌体（40 µg/ml）处理 48 h 后

WPMY-1细胞的迁移能力和侵袭能力明显增强（均

P<0.01）。

2.4 LNCaP-AI+F外泌体促进WPMY-1细胞高表达

IL-8、PDGFB和MMP9

qPCR检测结果（图4）所示，与对照组相比，IL-8、

PDGFB 以及 MMP9 mRNA 在外泌体处理后表达水

平均明显升高（P<0.05或P<0.01）。

2.5 LNCaP-AI+F外泌体促进WPMY-1 EGFR信号

通路活化

为了证明前列腺癌外泌体通过激活EGFR信号

通路参与基质细胞WPMY-1的功能活化，以40 µg/ml

LNCaP-AI+F外泌体作用WPMY-1细胞之后，Wb检

测结果（图 5）显示，与EGFR和ERK1/2总蛋白相比，

外泌体处理后pEGFR、pERK1/2明显升高（P<0.01）。

3 讨 论

肿瘤的发生和发展依赖于肿瘤细胞和肿瘤微环

境中多种细胞之间动态的相互交流，作为肿瘤微环

境中重要的支持细胞，基质细胞可以转化为肿瘤相

关的成纤维细胞，可以通过改变ECM的组分并促进

ECM的转归，促进肿瘤增殖、侵袭、血管新生以及远

处转移的发生[14]。外泌体携带了来自宿主细胞的
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DNA、microRNA、mRNA、脂质以及蛋白质，可以通

过与肿瘤基质之间的相互通讯，促进肿瘤转移的发

生[15]。接受了肿瘤细胞传递的信息后，基质细胞可以

产生更多的诸如SDF-1α、TGF-β以及S100A4之类的

炎症分子和生长因子，并高表达层黏连蛋白和基质

金属蛋白酶[16]。在前列腺癌的研究中，IRENE 等[17]研

究揭示了前列腺癌LNCaP和PC3细胞来源的外泌体

包含多种蛋白，特别是 ITGA3和 ITGB1，可以调控周

围非恶性细胞的功能从而促进肿瘤进展；而 MCA-

TEE等[18]研究证实，包含透明质酸酶Hyal1的前列腺

癌细胞来源的外泌体可以通过激活FAK介导的整合

素信号通路促进前列腺癌 WPMY-1 细胞的运动能

力，而对其增殖能力并没有明显的影响。可见，以上

的研究都表明前列腺癌外泌体可以通过其内容物特

别是蛋白成分使基质细胞分化为CAF，调控转移微

环境的形成，但这一作用可能与多种信号途径有关。

前列腺癌中EGFR信号通路的活化与转移的发生密

切相关，EGFR及其下游ERK1/2信号通路的活化可

以促进前列腺上皮细胞上皮间质转化的发生，从而

获得肿瘤细胞的特征[19]，并且EGFR-ERK信号通路

的激活可以促进前列腺癌成纤维细胞的表型转化，

是前列腺癌进展中重要的异常活化的信号通路之

一[20-21]，在前列腺癌的进展和转移发生过程中扮演着

重要的角色。因此本研究旨在探究携带了宿主细胞

信息的外泌体是否能够通过激活EGFR-ERK1/2的信

号通路促进基质细胞WPMY-1的功能活化。

A: Electron microscopy of exosomes (×100 000); B: Zetaview image for particle size distribution

C: Identification of exosome proteins

图1 外泌体的分离鉴定及其相关蛋白表达水平

Fig.1 Isolation and characterization of exosomes and the expression of related proteins

本研究采用了经典的超速离心法，成功分离了

前列腺癌细胞LNCaP-AI+F的外泌体，并且还鉴定出

前列腺癌 LNCaP-AI+F 细胞来源的外泌体高表达

EGFR与HER2蛋白，也表达SRC蛋白，表明这3种蛋

白在前列腺癌进展中发挥至关重要的作用，与以前

的研究[22-23]相一致；本研究通过外泌体作用于基质细

胞的功能研究，发现基质细胞可以大量摄取前列腺

癌LNCaP-AI+F细胞来源的外泌体，并可以促进基质

细胞的迁移和侵袭能力增强；此外，外泌体可以促进

基质细胞包括 IL-8、PDGFB以及MMP9多种CAF相

关分子mRNA表达水平增高，IL-8和PDGFB都是重

要的促肿瘤血管生成因子，而MMP9是一种基质金

属蛋白酶，可以选择性地降解基底膜的Ⅳ型胶原蛋

白和层黏连蛋白，促进细胞外基质重塑[24]。细胞信号

内通路方面，外泌体可以促进基质细胞EGFR及其下

游分子ERK1/2的磷酸化水平增高，激活EGFR-ERK

信号通路。
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Control group: Unstained exosome; Exosome group: Exosomes stained with PKH67

Phalloidin: Cytoskeleton stained with ghostpen cyclic peptide; PKH67: Fluorescent labeled exosomes; DAPI: Nucleus

图2 激光共聚焦实验检测WPMY-1细胞摄取LNCaP-AI+F外泌体情况(×80)

Fig.2 Detection of LNCaP-AI+F exosome uptake by WPMY-1 cells under laser confocal scanning(×80)

**P<0.01 vs Control group

图3 Transwell实验检测外泌体处理后WPMY-1细胞迁移和侵袭能力(×40)

Fig.3 Transwell experiments to detect the migration and invasion ability of WPMY-1 cells co-cultured with exosomes(×40)

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

图4 外泌体处理后对 IL-8、、PDGFB和MMP9 mRNA表达水平

的影响

Fig.4 Effect of exosome treatment on the expression of IL-8,

PDGFB and MMP9 mRNA in WPMY-1 cells

**P<0.01 vs Control group

图5 外泌体处理对EGFR及ERK1/2磷酸化水平的影响

Fig.5 Effect of exosome treatment on the phosphorylation

of pEGFR and ERK1/2 in WPMY-1 cells
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综上所述，本研究证明前列腺癌细胞 LNCaP-

AI+F细胞来源的外泌体可以增强基质细胞WPMY-1

迁移和侵袭能力，激活EGFR-ERK1/2信号通路并高

表达多种CAF相关分子。但外泌体中引起基质细胞

功能改变的具体分子机制及其相关信号通路的相互

关系仍需进一步探讨和深入研究。

（致谢 诚挚感谢浙江大学医学院第二附属医院陶

志华教授对本课题的大力支持和帮助！）
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