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胶质瘤干细胞来源的外泌体对血管内皮细胞增殖和迁移的影响
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摘　要：目的　探讨胶质瘤干细胞（ｇｌｉｏｍａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＧＳＣｓ）来源的外泌体对人脑微血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）的增殖和迁
移的影响。方法　培养和分离人胶质瘤 Ｕ８７细胞系来源的胶质瘤干细胞（ＧＳＣｓ），对培养的肿瘤球细胞及其诱导分化的

细胞采用免疫组织化学染色的方法鉴定。然后提取胶质瘤干细胞分泌的外泌体（ＧＳＣｓｅｘｏ），分别添加不同浓度的 ＧＳＣｓ

ｅｘｏ（２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、６０μｇ／ｍｌ）处理人脑微血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）。在处理结束后，采用 ＣＣＫ８法检测 ＧＳＣｓｅｘｏ对

血管内皮细胞增殖的影响、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测 ＧＳＣｓｅｘｏ对细胞迁移能力的影响。结果　肿瘤球细胞培养状态下呈悬浮生

长，免疫组织化学荧光染色法证明培养的肿瘤球细胞中特异性表达 ＣＤ１３３和 Ｎｅｓｔｉｎ，其诱导分化的细胞染色可见 ＧＦＡＰ

和 Ｎｅｕｎ表达阳性。随着 ＧＳＣｓｅｘｏ浓度的升高，促血管内皮细胞的增殖能力逐渐增强，迁移能力也大大提高（Ｐ＜０．０５）。

结论　在胶质瘤微环境中，胶质瘤干细胞来源的外泌体可以促进血管内皮细胞的增殖和迁移，ＧＳＣｓｅｘｏ可能是胶质瘤血

管形成的关键因素。
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　　神经胶质瘤是一种最为常见的脑肿瘤，其中
胶质瘤母细胞瘤恶性程度最高，疾病进展最快，预

后最差，一旦确诊后，患者中位生存期少于 １５个
月［１］，５年的存活率不足 ５％［２］。目前恶性胶质瘤

的常规治疗以手术切除为主，术后予以放化学治

疗，但总体治疗效果不佳。近年来，随着胶质瘤研

究的不断深入，Ｔｒｅｐｓ等［３］发现胶质瘤干细胞能分

泌一些促生长因子（如 ＶＥＧＦＡ）促进血管内皮细
胞增生，从而可以在胶质瘤肿瘤血管生成中起到重

要作用。Ｓａｌｅｅｍ等研究表明肿瘤细胞可以通过外
泌体囊泡（ｅｘｏｓｏｍｅ）的摄取和释放在肿瘤微环境中
发挥相关作用［４］。本研究采用不同浓度的 ＧＳＣｓ
ｅｘｏ作用于人脑血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ），观察其
对内皮细胞增殖、迁移的影响，初步探讨 ＧＳＣｓｅｘｏ
在胶质瘤血管生成中的作用。

１　材料与方法
１．１　材料

人来源 Ｕ８７胶质瘤细胞株（中科院上海细胞
库），人脑微血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）（ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公
司）。ＤＭＥＭ、１６４０、ＤＭＥＭ／Ｆ１２等培养基、Ｂ２７添
加剂、ＥＧＦ生长因子和 ｂＦＧＦ生长因子（Ｇｉｂｃｏ公
司），ＦＩＴＣ标记的二抗（羊抗小鼠）和 ＦＩＴＣ标记的
驴抗兔（二抗）（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ公司），ＧＦＡＰ单克隆
抗体（一抗）（美国 ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司），Ｎｅｕｎ抗
体（一抗）（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＣＤｌ３３单克隆抗
体（一抗）及 ＣＤ６３小鼠单克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ
公司），辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（二抗）（北京
中杉金桥生物技术有限公司），ＲＩＰＡ裂解液和 ５×
蛋白上样缓冲液（上海碧云天生物技术有限公

司），Ｖｗｆ（一抗）（武汉博士德公司），化学发光显
影液（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司），ＢＣＡ试剂（雅酶生物科技
有限公司），ＣＣＫ８（ＢＩＯＭＩＫＹ公司），Ｅｘｏｓｏｍｅｄｅ
ｐｌｅｔｅｄＦＢＳ（美国 ＳＢＩ公司），荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ
公司）（ＤＭｌ６０００Ｂ），激光扫描共聚焦显微镜（德国
Ｚｅｉｓｓ公司）（ＬＳＭ８８０），超高速离心机（美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　胶质瘤干细胞的分离、培养 、鉴定　在
ＤＭＥＭ完全培养液（１０％胎牛血清 ＋１％的双抗）
中常规培养人 Ｕ８７胶质瘤细胞株，取生长对数期
的 Ｕ８７细胞进行消化离心，将细胞充分重悬后转
移至（ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基 ＋２％Ｂ２７添加剂 ＋２０

μｇ／ＬＥＧＦ生长因子 ＋２０μｇ／ＬｂＦＧＦ生长因子）配

置成的干细胞培养液中，置于培养箱中常规培养，

收集 ３代肿瘤球细胞转移到防脱载玻片上，４ｈ后
肿瘤球完全贴壁后，多聚甲醛固定细胞 １５ｍｉｎ，清
洗后分别加入 ＮｅｓｔｉｎＩｇＧ抗体（一抗）、ＣＤ１３３ＩｇＧ
抗体（１∶２００）（一抗），４℃孵育过夜，清洗后加入
ＦＩＴＣ标记二抗（１∶４００），室温孵育 １ｈ，ＤＡＰＩ染细
胞核 １ｈ，避光处理，孵育 ３０ｍｉｎ，荧光显微镜下观
察拍照，同时将肿瘤球细胞（３代）在有多聚左旋赖
氨酸涂层的盖玻片上进行细胞诱导分化实验，定期

观察肿瘤球细胞生长分化状态。常规培养 ５ｄ后，
同上述操作方法进行 ＧＦＡＰ荧光染色，２周左右后
作 Ｎｅｕｎ染色处理，激光共聚焦显微镜下观察并拍
取照片。

１．２．２　ＧＳＣｓＥｘｏ的提取与鉴定　参照 ＱＩＡＧＥＮ试
剂盒使用说明书，将收集的胶质瘤干细胞上清细胞

培养液（２００ｍｌ）去除细胞碎片和杂质后，与等量
ＸＢＰ缓冲液充分混合后加入离心柱进行离心，离心
完成后加入 １０ｍｌ的 ＸＷＰ进行离心洗涤，完成后
换取新的离心柱加入４００μｌ的 ＸＥ缓冲液（一种含
无机盐的缓冲液）进行离心洗脱，离心后的液体即

为 ＧＳＣｓＥｘｏ混 合 液。取 ２０μｌ～４０μｌ左 右 的
ＧＳＣｓｅｘｏ固定在 Ｆｏｒｍｖａｒｃａｒｂｏｎ载样铜网上，室温
条件下静置 ３０ｍｉｎ，再用滤纸从铜网边缘吸去液
体。再使用 １０μｌ的 ３％磷钨酸溶液滴于铜网上于
室温环境下负染 ５ｍｉｎ，晾干后在 ８０ｋｖ下观察
ＧＳＣｓｅｘｏ的形态并拍摄照片，再将提取的 ＧＳＣｓｅｘｏ
蛋白用含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液处理后，
加入 ５×蛋白上样缓冲液，水浴锅（１００℃）中煮沸
５～１０分钟，采用 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后转移到
ＰＶＤＦ膜上后，室温封闭 ２ｈ，加入 ＣＤ６３小鼠单克
隆抗体，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗后二抗（辣根酶标
记山羊抗小鼠 ＩｇＧ）孵育 ２ｈ，ＥＣＬ曝光拍照。
１．２．３　 ＧＳＣｓｅｘｏ处理细胞 　 取 ５０μｌ提取的
ＧＳＣｓＥｘｏ混合液，充分吹悬后加入 ＲＩＰＡ裂解液处
理，采用 ＢＣＡ试剂盒测量混合液中 ＧＳＣｓＥｘｏ蛋白
浓度，做好记录后，放置 －８０℃冰箱，待使用时将
ＧＳＣｓＥｘｏ混合液用 １０％ ＥｘｏｓｏｍｅｄｅｐｌｅｔｅｄＦＢＳ培养
液稀释成实验浓度，即取生长状况良好的人脑血管

内皮细胞，分别添加最终浓度为 ２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／
ｍｌ、６０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ在培养箱中进行常规培
养。

１．２．４　人脑血管内皮细胞摄取 ＧＳＣｓｅｘｏ　取生
长对数期的 Ｕ８７细胞消化离心，按每孔 １×１０５个
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接种于干细胞培养液中常规培养，待肿瘤球传到 ４
代时，每孔采用染色剂 ＣＭＤｉｌ（２μｌ／ｍｌ）处理 ３ｄ，
待肿瘤球染色成功后。将肿瘤球接种到常规干细

胞培养液中继续培养 ３ｄ，收集 ２００ｍｌ上清细胞培
养液提取外泌体，将对数生长期的血管内皮细胞接

种于有盖玻片的六孔板中，６ｈ细胞贴壁之后，参
照实验分组，分别添加 ２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、６０

μｇ／ｍｌ的 ＣＭＤｉｌ处理过的 ＧＳＣｓｅｘｏ常规培养 ３ｄ，
同时采用 ４％的多聚甲醛固定，加入兔抗人 ｖＷＦ单
克隆抗体（１∶４００）（一抗），同上述实验步骤，加入
对应 ＦＩＴＣ标记的二抗（１∶４００），激光共聚焦显微
镜下观察拍照。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　根据实验分组，
取对数生长期血管内皮细胞消化、离心，接种于 ９６
孔培养板内（每孔 ３０００个细胞），贴壁后分别添
加 ２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、６０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ，置
于培养箱常规培养。２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后每孔加入
１００μｌ含 １０％ＣＣＫ８混合液，常规孵育 ２ｈ后，酶
标仪上测定每组细胞吸光度。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移　将不同浓度
（２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、６０μｇ／ｍｌ）ＧＳＣｓｅｘｏ处理过
的血管内皮细胞饥饿 ２４ｈ后，消化离心加入 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌｓ小室中，上室加入 ２００μｌ无血清培养的血管
内皮细胞，密度调整为 １×１０５个，下室加入 １０％
的 ＥｘｏｓｏｍｅｄｅｐｌｅｔｅｄＦＢＳ培养液 ７００μｌ过夜培养，
将各组细胞用多聚甲醛固定，结晶紫染色后显微镜

下观察拍照。

１．３　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件对实验结果进行分

析，计量资料 ｘ±ｓ表示，单因素方差分析用于多组
间数据比较，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｕ８７细胞来源的胶质瘤干细胞球（ＧＳＣｓ）的
培养

取对数生长期生长状态良好的人胶质瘤 Ｕ８７
细胞株，消化离心、重悬后加入干细胞培养液置于

培养箱中常规培养，２４Ｈ后显微镜下可见部分细
胞贴壁，少数细胞呈悬浮状态，７２～９６ｈ倒置显微
镜下（图 １）可以观察到较多数目的由几十到甚至
数百个细胞组合而成的肿瘤球细胞，即胶质瘤干细

胞（ＧＳＣｓ）。

图 １　人胶质瘤 Ｕ８７细胞系培养的细胞球（倒置显微

镜，×４０）

２．２　Ｕ８７细胞来源的胶质瘤干细胞（ＧＳＣｓ）的鉴定
如图 ２，肿瘤球细胞免疫荧光染色（ＣＤ１３３和

Ｎｅｓｔｉｎ），荧光显微镜下可见肿瘤球的细胞质被成功
染色。因此，证明培养的 ＧＳＣｓ中特异性表达干细
胞标志物 ＣＤ１３３和 Ｎｅｓｔｉｎ。另一方面，肿瘤球细胞
的诱导分化实验中，５ｄ后在显微镜下观察到肿瘤
球细胞分化成胶质细胞样时进行 ＧＦＡＰ荧光染色，
２周后细胞分化成神经元细胞样时进行 Ｎｅｕｎ荧光
染色，激光共聚焦荧光显微镜下拍照可见 ＧＦＡＰ和
Ｎｅｕｎ表达阳性。

图 ２　肿瘤球细胞特异性表达 ＣＤ１３３和 Ｎｅｓｔｉｎ（免疫

细胞化学染色，×４０）和其分化的细胞染色显示

ＧＦＡＰ和 Ｎｅｕｎ表 达 阳 性 （ｂａｒ＝２０μｍ）。Ａ：

ＣＤ１３３；Ｂ：Ｎｅｓｔｉｎ；Ｃ：ＧＦＡＰ；Ｄ：Ｎｅｕｎ

２．３　ＧＳＣｓｅｘｏ的鉴定和摄取
透射电镜的结果如（图 ３Ａ）所示，胶质干细胞

分泌的外泌体的形态呈圆形或椭圆形的囊泡结构，

直径大小在 ３０ｎｍ～１００ｎｍ的区间内。如（图
３Ｂ）所示，通过 Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔｉｎｇ检测验证，证实提取
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的 ＧＳＣｓｅｘｏ内表达 ＣＤ６３。（图 ４）可见共聚焦显
微镜下不同浓度组 ＧＳＣｓｅｘｏ（２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、
６０μｇ／ｍｌ）处理的人脑血管内皮细胞摄取的红色
颗粒样结构（即摄取的 ＧＳＣｓｅｘｏ）的数量有所区
别，且与 ＧＳＣｓｅｘｏ的浓度呈正相关。

图 ３　Ａ：透射电镜照片显示胶质干细胞分泌的外泌体

的形态呈圆形或椭圆形的囊泡结构（ｂａｒ＝１００

ｎｍ）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔｉｎｇ检测证实提取的 ＧＳＣｓ

ｅｘｏ内表达 ＣＤ６３

图 ４　人脑血管内皮细胞（ＨＨＢＭＥＣｓ）摄取 ＧＳＣｓｅｘｏ

（ｂａｒ＝２０μｍ）。Ａ：常规培养的 ＨＢＭＥＣｓ；Ｂ：

ＨＢＭＥＣｓ中添加 ２０μｇ／ｍｌ的 ＣＭＤｉｌ处理过的

ＧＳＣｓｅｘｏ；Ｃ：ＨＢＭＥＣｓ中添加 ４０μｇ／ｍｌ的 ＣＭ

Ｄｉｌ处理过的 ＧＳＣｓｅｘｏ；Ｄ：ＨＢＭＥＣｓ中添加 ６０

μｇ／ｍｌ的 ＣＭＤｉｌ处理过的 ＧＳＣｓｅｘｏ

２．４　ＧＳＣｓｅｘｏ对血管内皮细胞增殖的影响
如图 ５，随着 ＧＳＣｓｅｘｏ浓度的增加，与正常组

相比，不同浓度 ＧＳＣｓｅｘｏ处理的 ＨＢＭＥＣｓ在 ２４ｈ
的各组之间的增殖率差异无统计学意义 （Ｐ＞
０．０５），在 ４８ｈ、７２ｈ后的增殖率差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
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图 ５　ＧＳＣｓｅｘｏ促进人脑血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）的

增殖

２．５　ＧＳＣｓｅｘｏ可以促进血管内皮细胞迁移
如图 ６所示，正常组的 ＨＢＭＥＣｓ的迁移细胞数

为８５．６７±３．２８个／每个视野，２０μｇ／ｍｌ的的 ＧＳＣｓ
ｅｘｏ组迁移细胞数为 ９９．３３±２．６０个／每个视野，
４０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ组迁移细胞数１１７．６７±５．２０／
每个视野，６０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ组迁移细胞数
１３７．６７±４．８０／每个视野，数据结果显示随着 ＧＳＣｓ
ｅｘｏ浓度的升高，ＨＢＭＥＣｓ的迁移能力增强，差异比
较有统计学意义（Ｆ＝３０．１００，Ｐ＜０．０５）。

图 ６　ＧＳＣｓｅｘｏ促进人脑血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）的

迁移（２００×）。Ａ：正常组的 ＨＢＭＥＣｓ的迁移细

胞数；Ｂ：２０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ组迁移细胞数；

Ｃ：４０ μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ组 迁 移 细 胞 数；

Ｄ：６０μｇ／ｍｌ的 ＧＳＣｓｅｘｏ组迁移细胞数

３　讨论
近几年研究发现，胶质瘤干细胞是神经胶质瘤

中一类为数不多的细胞群，它与胶质瘤的病理级别

密切相关，随着病理级别的增高，胶质瘤干细胞的

数目逐渐增多［５］。本课题组前期研究［６］证明胶质

瘤干细胞与血管内皮细胞之间有着密切联系，胶质

·６４４·
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瘤干细胞聚集于微血管周围生长，可以促进血管内

皮细胞增生。

外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是上世纪八十年代末在绵羊
的网织红细胞中发现的一种膜性囊泡结构，直径大

小为 ３０～１２０ｎｍ，具有脂质双分子结构，其内含有
多种蛋白（ＣＤ９、ＣＤ６３、ＨＳＰ７０等）、ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ、ｍＲ
ＮＡｓ等，在细胞之间具有物质交换及信息传递等功
能，在体内很多生理与病理过程有着不可忽视的作

用［７］。研究发现，外泌体与人体内多种肿瘤血管生

成密切相关，包括肺癌、卵巢癌、乳腺癌等［８－１０］。因

此，本实验选择不同浓度的 ＧＳＣｓｅｘｏ作用于人脑
血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ），观察其对血管内皮细胞
增殖、迁移的影响，探讨 ＧＳＣｓｅｘｏ在胶质瘤血管生
成中的作用。

本实验成功从人胶质瘤细胞系 Ｕ８７中培养出
胶质瘤干细胞（ＧＳＣｓ），从干细胞标志物（Ｎｅｓｔｉｎ和
ＣＤ１３３）及和诱导分化实验（ＧＦＡＰ和 Ｎｅｕｎ）两方面
对其作出鉴定，提取 ＧＳＣｓ来源的外泌体（ＧＳＣｓ
ｅｘｏ）并鉴定。在体外实验中分别采用不同浓度
ＧＳＣｓｅｘｏ（２０μｇ／ｍｌ、４０μｇ／ｍｌ、６０μｇ／ｍｌ）作用于
人脑血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ），通过激光共聚焦显
微镜可以观察到血管内皮细胞成功摄取了 ＧＳＣｓ
ｅｘｏ，并且研究发现随着 ＧＳＣｓｅｘｏ浓度的提高，人脑
血管内皮细胞的增殖能力逐渐增强，迁移能力也大

大提高了，证实了胶质瘤干细胞分泌的外泌体可以

促进血管内皮细胞的增殖和迁移。同时证明了在

胶质瘤微环境中胶质瘤干细胞分泌的外泌体可以

调控胶质瘤血管形成，在胶质瘤微环境中起着重要

的作用。近年来研究发现 ＧＷ４８６９的存在，它是
一种鞘磷酶抑制剂，可以抑制细胞来源外泌体的分

泌［１１，１２］。有着抑制肿瘤的恶性增殖、迁移、血管生

成等作用［１３］。结合本实验所做的研究，这为下一

步靶向胶质瘤微环境中的血管形成带来新的思路。

综上所述，胶质瘤干细胞来源的外泌体可以提

高血管内皮细胞的增殖能力，促进内皮细胞迁移，

表明在胶质瘤微环境中胶质干细胞可以通过分泌

外泌体在血管内皮细胞之间传递生物学信息，其中

具体机制还需要进一步研究，以外泌体为靶向，可

以为胶质瘤的精准治疗提供新的思路。
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