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肿瘤来源外泌体在诱导肿瘤相关成纤维细胞生成中作用的研究进展

Research progress on the role of tumor-derived exosomes in inducing tumor-
associated fibroblast formation
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[摘 要] 在肿瘤微环境（TME）中，肿瘤来源外泌体（TDE）可被成纤维细胞摄取，并诱导后者分化为肿瘤相关成纤维细胞

（CAF），而CAF又可通过多种机制促进肿瘤的发展。了解TDE诱导CAF形成的作用机制，对基于TME理念的靶向治疗具有重

要意义。目前，绝大多数研究均是采用超速离心或试剂盒提取等方法从人源性肿瘤细胞中提取TDE，将其与成纤维细胞进行共

培养，再通过检测α-平滑肌肌动蛋白和成纤维细胞活化蛋白等特征蛋白的表达以鉴定CAF。进一步机制研究发现，TDE所携带

的某些蛋白或miRNA可通过转化生长因子-β/SMAD、肿瘤坏死因子-α/核因子-κB、细胞外调节蛋白激酶1/2/血管细胞黏附蛋白-1

和Ras超家族三磷酸鸟苷激酶-35/MMP1/MMP3等多条通路促进CAF的生成，其结果是促进肿瘤细胞的增殖和迁移、破坏细胞外

基质成分、促进微血管生成，以及提高小鼠体内的成瘤能力。
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外泌体（exosome）是一种由细胞分泌的、直径约

为30~150 nm的囊泡结构，其内包含蛋白质、DNA和

RNA等物质[1-3]。外泌体被不同的细胞（例如肿瘤细

胞、免疫细胞、成纤维细胞、造血细胞和上皮细胞等）

摄取后，其可与这些细胞进行信息传递和物质交

换[4-6]。目前，现已被证实的外泌体与细胞结合方式

包括两大类：一是外泌体与细胞膜直接融合；二是外

泌体通过细胞表面受体介导的内吞作用进入细胞

内[7-10]。在体内条件下，肿瘤细胞并非孤立存在，而是

存在于肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）

中[11]。TME由肿瘤细胞、肿瘤间质细胞和非细胞成

分组成[11-12]，而肿瘤相关成纤维细胞（cancer-associated

fibroblast，CAF）属于肿瘤间质细胞的一种[13-15]。值得

一提的是，正常人体内并不存在CAF，而一旦体内发

生肿瘤后，肿瘤细胞可诱导成纤维细胞转化为CAF，

同时CAF又进一步促进肿瘤细胞增殖，从而形成恶

性循环[16-18]。近年的研究结果[19-20]表明，肿瘤来源外

泌体（tumor-derived exosome，TDE）亦可诱导CAF的

生成，因此，本综述旨在阐述 TDE 的提取和鉴定方

法、TDE诱导CAF的具体机制和对TME的作用，通

过深入了解上述过程，期望能从CAF入手为将来基

于TME的靶向治疗提供新的思路。

1 TDE的提取和鉴定

TDE的高效提取和准确鉴定是研究外泌体诱导

成纤维细胞分化为CAF的先决条件。目前，绝大多

数的研究均是从肿瘤细胞中提取外泌体，这些细胞

系包括：肝癌细胞系 HepG2、CSQT-2、MHCC-97L、

HCC-LM3和SMMC-7721，前列腺癌细胞系LNCAP、

Du145、PC3 和 22Rv1，膀胱癌细胞系 HT1376、RT4、

T24和SW1710，乳腺癌细胞系MCF-7、MDA-MB-231

和MDA-MB-468，结直肠癌细胞系CaCo2、舌癌细胞

系HSC-3、子宫内膜癌细胞系 Ishikawa和霍奇金淋巴

瘤细胞系KM-H2等[21-22]。仅有极少数研究是从人原

代肿瘤细胞中提取外泌体，两者各有利弊。从细胞

中提取外泌体的优势在于细胞来源单一，获得的外

泌体干扰较少，劣势是不能反映肿瘤患者的自身情

况；从原代肿瘤细胞中提取外泌体的优点是能真实

地反映患者的情况，其缺点是原代肿瘤细胞仅代表

某一个个体，实验结果可能不具有普遍性[22]。另外，

由于外泌体常与其他细胞外囊泡混合在一起，在提

取过程中难免混杂其他成分，如何提取高纯度的外

泌体亦是一个问题[23-24]。目前，公认的提取方法包括

超速离心法和ExoQuick-TC试剂盒法（亦有部分研究

采用蔗糖缓冲法），但无论哪一种提取方法，都或多

或少地掺杂有其他细胞的外囊泡，所以准确地鉴定

外泌体亦是非常重要的一个步骤[19，25]。由于外泌体

的直径远小于细胞和细菌，在光学显微镜下无法直

接观察其形态，因此常需借助透射电镜或Nanosight

激光粒度仪鉴定其大小，后者还可用于外泌体的定

量检测[26-28]。除了形态学的观察方法外，研究者[29-30]
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还采用纳米颗粒跟踪分析法或BCA蛋白定量法检测

某些特征性蛋白肿瘤易感基因 -101、CD9、CD63、

CD81、HSP70 和脂筏特征蛋白 flotillin 等来鉴定外

泌体。

2 成纤维细胞转化为CAF的研究现状

目前的研究所采用的成纤维细胞主要来源于两

大类：一类是来源于成纤维细胞系，例如人肺成纤维

细胞系AG02262、AG02262和MRC5，人表皮成纤维

细胞系HDFn和NHDF，人前列腺间质成纤维细胞系

WPMY-1和小鼠胚胎成纤维细胞系NIH/3T3等；另一

类是从人体原代组织中提取成纤维细胞，例如人肺

成纤维细胞、前列腺间质细胞、子宫内膜细胞和膀胱

成纤维细胞等。值得注意的是，成纤维细胞并非永

生细胞，在培养传代过程中会逐渐失去其特性，因

此，无论是原代细胞还是培养传代的细胞，通常选用

十代之内的细胞进行研究[31-32]。另外，虽然成纤维细

胞和CAF的形态具有相似性，但由于CAF表达α-平

滑肌肌动蛋白（alpha-smooth muscle actin，α-SMA）等

特征性蛋白，可通过检测特征性蛋白的表达来区分

两者[33-34]。

如前所述，研究 TDE 诱导成纤维细胞转变为

CAF 的重要环节之一是观察成纤维细胞是否摄取

TDE。对于该问题，通常利用PKH26或CFSE标记外

泌体，然后将标记的外泌体与成纤维细胞共培养，最

后利用流式细胞术检测细胞的荧光信号，或者采用

免疫荧光法观察细胞是否显色来判断成纤维细胞是

否捕获和摄取外泌体[35]。一旦成纤维细胞摄取外泌

体后，将可能转变为CAF，虽然两者在形态上难以区

别，但可通过检测CAF的特征蛋白，包括 α-SMA、成

纤维细胞活化蛋白（fibroblast activation protein，

FAP）、半乳糖结合蛋白、纤维连接蛋白和组织金属蛋

白酶抑制因子-2 等来进行区分 [36]。并且，CAF 的

迁移、侵袭以及分泌的细胞因子的能力均显著提

高，这些细胞因子包括促炎症因子 IL-1α、IL-6、IL-8

和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、促血管生成因子VEGF、

HGF和 FGF2，以及生长因子G-CSF、GM-CSF、EGF

和Pro-MMP等[37]。

3 TDE诱导CAF生成的机制

3.1 外泌体携带蛋白诱导CAF生成

在 TME 内，肿瘤细胞可通过转化生长因子-β

（TGF-β）/SMAD通路诱导CAF的生成，其具体机制

是肿瘤细胞分泌的游离 TGF- β 与成纤维细胞的

TGF-βⅠ型和Ⅱ型受体结合，促使下游的SMAD2和

SMAD3磷酸化，并进一步与SMAD4形成复合物，该

复合物再进入成纤维细胞核内，通过上调 α-SMA的

转录进而促使成纤维细胞转变为 CAF。WEBBER

等[19]研究发现，TDE 亦携带 TGF-β，不同之处在于

TGF-β并非游离而是与外泌体包膜上的TGF-β Ⅲ型

受体形成三聚体，当外泌体与成纤维细胞接触后，

TGF-β Ⅲ型受体可将 TGF-β传递至成纤维细胞的

TGF-βⅠ型和Ⅱ型受体，从而激活成纤维细胞下游的

SMAD通路。从上述研究结果不难看出，TGF-β似乎

需要在外泌体的包膜表面才能发挥作用，但有研究

者[31]的结果则截然相反，为了明确TGF-β的定位，用

蛋白酶K和 Triton X-100处理膀胱癌细胞来源外泌

体，其原理是蛋白酶K具备降解包膜内蛋白的功能，

但无法通过磷脂双分子层，而Triton X-100可破坏外

泌体的磷脂双分子层结构，进而协助蛋白酶K进入外

泌体内，并降解包膜内蛋白。此外，他们将蛋白酶K

单独加入外泌体，发现外泌体携带的TGF-β并未减

少，且仍可诱导CAF的生成，说明TGF-β并非位于外

泌体的包膜上；而同时加入蛋白酶K和Triton X-100

后，绝大多数外泌体所携带的TGF-β被降解，且外泌

体不能诱导CAF的生成，表明TGF-β定位于外泌体

的包膜内。上述两项研究结果表明，外泌体可通过

TGF-β/SMAD通路诱导成纤维细胞转变为CAF，但

不同类型的 TDE 所携带 TGF-β的部位可能有所

不同。

除了经典的TGF-β/SMAD通路以外，越来越多

的通路亦逐渐被发现，例如，霍奇金淋巴瘤来源外泌

体可引起成纤维细胞TNF-α蛋白的表达，后者进一

步上调核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）的表达，

从而参与CAF的生成[33]；ZHAO等[35]发现，黑色素瘤

细胞来源外泌体可促进成纤维细胞细胞外调节蛋白

激酶1/2（ERK1/2）蛋白磷酸化，并提高其血管细胞黏附

分子 -1（vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1）

的表达，而ERK1/2/VCAM-1通路的活化可能与CAF形

成相关；SUNG等[38]通过三阴性乳腺癌MBA-MB-231

细胞过表达整合素 β4（integrin beta 4，ITGB4），使其

细胞来源外泌体携带高表达的 ITGB4，后者可经

BNIP3L依赖的自噬途径促进CAF的生成；YEUNG

等[39]的研究结果表明，前列腺癌来源外泌体携带的囊

泡转运因子Ras超家族三磷酸鸟苷激酶-35（Rab35）

通过改变成纤维细胞MMP1和MMP3的表达来调控

其 α-SMA的转录，而一旦敲除肿瘤细胞中Rab35基

因，其分泌的外泌体则不能诱导成纤维细胞分化为

CAF，说明 Rab35/MMP1/MMP3 亦可能是一条重要

的信号通路。

3.2 外泌体miRNA可诱导CAF生成

miRNA属于小分子非编码RNA，其主要功能是
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抑制信使RNA的转录[40]。TDE携带大量miRNA，这

些miRNA参与肿瘤细胞的免疫调控、耐药及转移等

过程[41]。当外泌体被成纤维细胞摄取后，前者通过释

放其中的miRNA可影响后者的基因转录，进而促使

其分化为 CAF[40-42]。例如，雌激素受体阳性乳腺癌

MCF-7细胞和三阴性乳腺癌MBA-MB-231细胞来源

外泌体携带的miR-146a可靶向抑制成纤维细胞中的

硫氧还蛋白互作蛋白（thioredoxin-interacting protein，

TXNIP）的基因转录，并进一步活化下游的 Wnt/β-

catenin 通路，从而促使成纤维细胞转化为 CAF[43]；

FANG 等[44]研究发现，肝癌细胞来源外泌体携带的

miR-1247-3p通过下调成纤维细胞β-1,4-半乳糖转移

酶Ⅲ，进一步激活下游的 ITGBβ1/NF-κB信号通路，

从而促使成纤维细胞转化为 CAF。此外，MAIDA

等[45]研究发现，子宫内膜癌细胞来源外泌体携带有

miR-141-3p和miR-200b-3p，当这些外泌体被子宫内

膜成纤维细胞摄取后，释放出大量的miR-141-3p和

miR-200b-3p可显著降低靶基因的转录，从而促使子

宫内膜成纤维细胞转变为CAF。进一步采用miRNA

质谱分析法比较子宫内膜癌细胞和其分泌的外泌体

miRNA水平，结果发现约23% 的miRNA仅存在于外

泌体而并未存在于子宫内膜癌细胞，该现象说明，

TDE所携带的miRNA种类与肿瘤细胞自身携带的

miRNA不尽相同。

4 CAF对TME的促进作用

在体外环境下，CAF通过分泌各种细胞因子作

用于不同细胞，包括肿瘤细胞、成纤维细胞和内皮细

胞等，其综合效应是促进肿瘤的生长。例如，结肠癌

SW480细胞来源外泌体可促进CAF生成，而后者又

可破坏TME中的细胞外基质成分，从而促进SW480

细胞的转移[46]；GIUSTI等[37]的研究结果表明，人源性

卵巢癌CABA I和SKOV3细胞来源外泌体促使人皮

肤成纤维细胞转变为CAF，CAF又可提高CABA I和

SKOV3细胞的迁移和侵袭能力；FANG等[44]发现，高

转移性肝癌细胞通过分泌富含miR-1247-3p的外泌

体促使成纤维细胞转变为CAF，而CAF释放的 IL-6

和 IL-8会促进肝癌细胞发生上皮间质转化，并提高

肿瘤细胞对化疗药物的耐药性。此外，CAF尚具有

促进血管生成的作用。例如，有研究[47]发现肺癌细胞

来源外泌体通过激活CAF的非受体型蛋白酪氨酸激

酶 2（Janus kinase 2，JAK2）/STAT3通路，可促进TME

内的微血管生成；WEBBER等[19]利用血管生成实验

证实，经TDE作用后，TME内的血管长度和厚度均显

著增加；无独有偶，GIUSTI等[37]用卵巢癌CABA I细

胞来源外泌体诱导生成的CAF与人脐静脉内皮细胞

共培养，通过细胞划痕愈合实验证实CAF可提高人

脐静脉内皮细胞的增殖和迁移能力。

在体内环境下，CAF 同样具有促肿瘤的作用。

例如，TP53基因缺失的结肠癌细胞外泌体可促进小

鼠移植瘤内CAF的增殖，而后者可进一步提高小鼠

的成瘤能力[16]；FANG等[44]用CAF条件培养基培养高

转移性肝癌细胞，再将这些肝癌细胞注入裸鼠皮下

建立异种移植瘤模型，结果发现与普通肝癌细胞相

比，经CAF预处理的肝癌细胞其皮下成瘤能力显著

增强，并且更易发生肺部转移；DÖRSAM等[33]将CAF

和霍奇金淋巴瘤细胞一起接种至NOD免疫缺陷小鼠

皮下，并通过鼠尾静脉输注霍奇金淋巴瘤来源外泌

体，经病理检查证实上述小鼠体内成瘤的微血管生

成较对照组显著增多。

5 结 语

目前的研究已证实，TDE可诱导成纤维细胞分

化为CAF，该作用可进一步促进肿瘤的生长和进展。

然而目前仍有一些亟待解决的问题，例如依据分子

标志物α-SMA和FAP的表达差异，可将CAF细分为

不同的亚型，这些亚型的CAF功能不尽相同甚至截

然相反，因此采用分子生物学和生物信息学相结合

的方式对CAF的亚型进行深入挖掘和分析，将有助

于人们加深对CAF的理解和认识。除了CAF自身以

外，探讨CAF与TME其他细胞的关系亦是未来研究

的方向之一，例如CAF可影响TME内免疫细胞（包

括具有抑癌作用的效应T细胞和促癌作用的调节性

T细胞等）的代谢过程，而T细胞的代谢与其针对肿

瘤抗原的免疫识别和免疫应答又息息相关；此外，

CAF还具有重塑细胞外基质的作用，其结果是阻止

免疫细胞浸润，对肿瘤细胞的局部侵袭和远处转移

发挥功效，说明CAF可能会影响肿瘤免疫治疗的疗

效[48-49]。总之，随着对CAF作用机制和TME内细胞

间相互作用的深入研究，将为基于TME的靶向治疗

和免疫治疗提供新的思路和方向。
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