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外泌体对鼻咽癌细胞耐药的作用研究
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2.右江民族医学院附属医院耳鼻咽喉头颈外科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨外泌体在鼻咽癌细胞顺铂耐药机制中的作用研究。方法 以鼻咽癌细胞CNE-1为基础,利用浓度

梯度递增与大剂量药物冲击相结合的方法建立鼻咽癌耐药细胞系,进行形态学观察,CCK-8法检测其耐药指数,免疫印

迹法(Westernblot)检测耐药蛋白的表达三种方法以验证耐药细胞系的建立。利用Transwell小室将耐药细胞与敏感细

胞共培养,通过CCK8检测共培养后细胞的耐药性,Westernblot检测耐药蛋白的变化;利用差速离心法提取细胞外泌

体,通过透射电子显微镜观察外泌体形态、纳米颗粒跟踪分析(NTA)法检测外泌体的分子大小,Westernblot检测外泌

体特征蛋白TSG101、CD9、CD81的表达三种方法相结合对提取的外泌体加以验证。利用PKH67对外泌体进行荧光标

记染色,并与敏感细胞共培养,通过共聚焦显微镜观察外泌体被细胞摄取的过程。结果 建立的鼻咽癌耐药细胞系

CNE-1/DDP,耐药指数为5.15;显微镜下观察可见敏感细胞呈现规则的圆形,耐药细胞呈不规则的梭形或多边形状态,

耐药蛋白 MVP、P-gp蛋白高表达。共培养后的敏感细胞耐药指数为1.98,形态学变化尚不明显。透射电镜观察外泌体

形态为40~150nm类圆形双层膜结构,粒径分析显示外泌体密度为2.2×1011个/毫升,直径集中分布于50~150nm之

间,其同时表达TSG101、CD9、CD81三种蛋白,证实我们提取外泌体是正确的。共聚焦显微镜下观察到PKH67绿色荧

光蛋白标记的外泌体,可被CNE-1细胞摄取。结论 鼻咽癌耐药细胞通过分泌的外泌体可导致敏感细胞耐药。
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Effectofexosomesondrugresistanceinnasopharyngealcarcinomacells
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheroleofexosomesinthemechanismofcisplatinresistanceinnaso-
pharyngealcarcinomacells. Methods BasedonCNE-1cells,thenasopharyngealcarcinomacelllinewases-
tablishedwiththemethodofincreasingconcentrationgradientcombinedwiththeshockofhigh-dosedrug.
Morphologyofthecelllinewasobserved.CCK-8methodwasadoptedtodetecttheindexofdrugresistanceand
Westernblottotestthethreeexpressionwaysofdrugresistanceproteininordertoverifytheestablishmentof
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celllineswithdrugresistance.Drug-resistantcellswereco-culturedwithsensitivecellsusingTranswell.CCK8
wasusedtodetectthedrugresistanceofco-culturedcells,andWesternblottomonitorthechangesofdrug-re-
sistantproteins.Exosomeswereextractedbydifferentialcentrifugation.Thetransmissionelectronmicroscopy
(TEM)wasemployedtoobservetheextractedexosomes’morphology;nanoparticletrackinganalysis(NTA)

tomeasurethemolecularsize;WesternblottodetecttheexpressionsofthecharacteristicproteinsTSG101,

CD9andCD81inexosomes.Theextractedexosomeswereverifiedbythecombinationoftheabovethreemeth-
ods.TheexosomeswerestainedwithPKH67andco-culturedwithsensitivecells.Theprocessofcellstaking
upexosomeswasobservedbyconfocalmicroscopy. Results Theestablisheddrug-resistantcelllineCNE-1/

DDPinnasopharyngealcarcinomahadadrugresistanceindexof5.15;underthemicroscope,sensitivecells
showedregularroundshape,whiledrug-resistantcellshadirregularspindleshapesorpolygonsintermsof
morphology.Drug-resistantproteinsMVPandP-gpwerehighlyexpressed.Afterco-culture,thedrugresist-
anceindexofsensitivecellswas1.98,withunconspicuousmorphologicalchanges.Themorphologyofexo-
somesundertransmissionelectronmicroscopywasastructureofquasi-circulardouble-layermembraneof40~
150nm.Particlesizeanalysisshowedthatthedensityofexosomeswas2.2×1011/ml,andthediameterswere
concentratedbetween50~150nm.Theexosomesexpressedthreetypesofprotein(TSG101,CD9andCD81)

atthesametime,whichconfirmedthattheextractionofexosomeswasfeasible.Theexosomeslabeledwith
greenfluorescentproteinPKH67wereobservedunderconfocalmicroscopyandcouldbetakenupbyCNE-1
cells. Conclusion Nasopharyngealcarcinomacellswithdrugresistencecanleadtodrug-resistanceinsensitive
cellsbysecretingexosomes.
  Keywords: exosomes;nasopharyngealcarcinomacell;CNE-1;chemotherapyresistance

  鼻咽癌(nasopharyngealcarcinoma,NPC)是头颈

部最常见的恶性肿瘤,在中国南方地区,尤其是广西、
广东、福建等地发病率较高,目前以放疗结合化疗的治

疗方案为首选治疗方案,在肿瘤早期亦可选择单纯手

术联合化疗的方式,以减少放疗所产生的副作用:如咽

干、咽鼓管功能不全等[1]。而肿瘤化疗耐药的产生常

常导致治疗肿瘤的复发和治疗失败。外泌体是由细胞

或组织分泌的具有双层膜结构的小囊泡,直径约40~
150nm,内含多种脂质、核酸、蛋白质等[2],在肿瘤的

复发、转移、化疗耐药中发挥着重要作用。鼻咽癌细胞

来源的外泌体也受到越来越多的关注,但鼻咽癌耐药

细胞来源的外泌体对肿瘤细胞耐药的影响目前研究较

少。本文通过超速离心的方法,观察肿瘤细胞来源的

外泌体对肿瘤细胞的影响,探究鼻咽癌来源的外泌体

在肿瘤耐药中的作用和可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、主要试剂和仪器 鼻咽癌细胞CNE-1来

自实验中心保存。RPMI1640基础培养基、胎牛血

清、胰蛋白酶(美国 Gibco公司),抗人CD81、CD9抗

体(Affinity公司),抗人TSG101、MVP、P-gp(武汉三

鹰),PKH67(美国sigma公司),Transwell小室、细胞

培养瓶、培养板(美国Corning公司),激光共聚焦显微

镜(日 本 OLYMPUS)、透 射 电 子 显 微 镜 (型 号

LVEM5)、超速离心机(美国Thermofisher)。

1.2 细胞培养及耐药细胞系的建立 用含10%胎牛

血清和90%的RPMI1640培养基的完全培养基培养

细胞,待细胞生长稳定后从0.01mg/ml的浓度起加

入顺铂注射液,细胞稳定生长传代3次后加入更高的

药物浓度,如0.01mg/ml、0.03mg/ml、0.05mg/

ml、0.07 mg/ml、0.10 mg/ml、0.15 mg/ml、0.20
mg/ml、0.3mg/ml、0.4mg/ml,直至药物浓度达到2
mg/ml,利用CCK-8法检测其耐药指数,利用免疫印

迹法检测耐药蛋白 MVP、P-gp的表达变化。

1.3 CCK-8检测细胞耐药性 将呈对数生长的细胞

用胰蛋白酶消化后重悬于完全培养基中,按照2000
个/孔的的浓度接种于96孔板中,待细胞完全贴壁后

(8~10h)将培养液换为含药物浓度分别为1μg/μl、2

μg/μl、5μg/μl、8μg/μl、10μg/μl、15μg/μl、20μg/μl
的培养基,48h后加入CCK-8检测其 OD值,分别计

算耐药细胞与敏感细胞的半数致死率IC50,两者比值

即为耐药指数。

1.4 Transwell小室验证耐药的传递性 将细胞消

化后接种于小室中,上层为耐药细胞,下层为敏感细

胞,培养72h,下层浓度为70%~80%,胰蛋白酶消

化,收集细胞,按步骤1.3接种于96孔板,通过CCK-8
法检测其耐药性变化。

1.5 无外泌体血清的制备 将胎牛血清配平后置于

超速离心机,以4℃、100000g离心18h,取上层

80%液体为去除外泌体的血清。

1.6 外泌体的提取 收集细胞上清液,分别以4℃
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300g、4℃2000g离心15min去除死细胞及细胞碎

片后置于-80°冰箱保存,需用时提前解冻上清液,以4
℃10000g离心30min,进一步去除细胞碎片,4℃
120000g离心75min获得外泌体沉淀,用PBS吹打

沉淀,收集所有管的外泌体于1支管中,再次以4℃
120000g离心75min,所得黄褐色沉淀即为外泌体,
最后用100μl培养基(根据后续实验情况,或用裂解

液、无酶水)吹打重悬。

1.7 外泌体的鉴定 ①形态学观察:透射电子显微镜

(TEM)观察外泌体形态:重悬exosome到50~100μl
2%多聚甲醛中,取5μl外泌体悬液加到载样铜网上,
将铜网放在50μl1%戊二醛液滴上5min,双蒸水清

洗8次每次2min,50μl醋酸双氧铀液染色5min,甲
基纤维素液包被10min(冰上操作),吸去多余液体,
空气中干燥5~10min,80kV下观察并拍摄电镜照

片。②外泌体表征蛋白检测 Westernblot:将上述步

骤1.6所得外泌体用裂解液重悬后,用BCA试剂盒检

测蛋白含量,加入1/4体积的上样缓冲液,水浴加热

10min进行蛋白质变性,然后进行电泳、转膜、蛋白孵

育,检测抗体CD9、CD81、TSG101表达情况。③NTA
纳米追踪技术(粒径分析):将离心所得的外泌体重悬

于1mlPBS,密封冰上保存,使用洁净的一次性样品

池,对光擦拭外管壁,确保无颗粒附着,不影响检测光

线,适度倾斜样品池,延管壁缓慢注入外泌体溶液,避
免气泡产生,使用薄盖盖好样品池,将样品池放入仪

器,按照标准操作规程操作上机检测。

1.8 外泌体细胞摄取实验 将步骤1.6所得的沉淀

用培养基吹打重悬后加入1μl的PKH67预混染料

(1μlPKH67+1mlDiluentC),混匀后避光孵育20
min,再以4℃120000g离心75min,得到染色后的

外泌体沉淀,将其用PBS重悬后加入细胞浓度为50%
的共聚焦显微镜专用培养皿中与细胞共同培养24h,

PBS清洗,多聚甲醛固定细胞20min,用DAPI进行

细胞核染色,将无外泌体组命名为对照组,外泌体组命

名为实验组,共聚焦显微镜下观察外泌体被细胞摄取

的情况。

1.9 统计学方法 采用SPSS26.0进行统计分析,两
组间比较采用独立样本t检验,P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 检测耐药指数 耐药细胞药物半数抑制浓度

IC50为(12.54±1),耐药指数为5.15,与敏感细胞相

比耐药蛋白 MVP、P-gp表达明显升高,如图1。细胞

形态学观察发现敏感细胞呈规则圆形结构,排列整齐,
耐药细胞呈梭形条索状,不规则排列。

图1 耐药细胞形态学变化及耐药蛋白表达情况

2.2 Transwell共培养 IC50明显升高(4.83±
0.32),耐药指数为1.98,如图2。与耐药细胞相比有

统计学意义(F=6.22,P<0.05)。

图2 外泌体共培养对细胞增值的影响

2.3 外泌体的鉴定 ①形态学观察:将稀释后的外泌

体在透射电子显微镜下观察,可以看到外泌体呈经典

茶托样形态,大小不一,直径约40~150nm,如图3A。

②CD9、CD81、TSG101蛋白在外泌体中的表型鉴定:

WesternBlot检测结果显 示,外 泌 体 中 富 含 CD9、

CD81、TSG101蛋白,如图3B;③NTA粒径分析:外泌

体浓度为2.2×1011个/毫升,直径大部分分布于50~
150nm之间,如图3C。三者共同验证所提取的物质

为由细胞所分泌的外泌体,证明实验方法正确有效。

图3 外泌体鉴定结果(形态、标志蛋白、粒径)

2.4 外泌体摄取情况 外泌体采用PKH67绿色荧

光蛋白标记,CNE-1细胞采用 DAPI荧光进行核染

色,于共聚焦显微镜专用培养皿中培养24h,共聚焦

显微镜下我们观察到细胞核被DAPI染色为蓝色,外
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泌体被染为绿色,对照组无外泌体附着,实验组细胞表

面有外泌体附着,如图4。

注:a.外泌体共孵育的细胞核,b.外泌体,c.外泌体与细胞共孵

育,d.无外泌体的细胞核,e.无外泌体,f.无外泌体的细胞。

图4 外泌体摄取

3 讨论

外泌体是由细胞或组织分泌的直径约40~150
nm的双磷脂层微囊泡,我们体内几乎所有细胞都可

以分泌外泌体,内含蛋白质、核酸、脂质等生物活性物

质[2],在肿瘤的发生发展、侵袭、转移、耐药等过程中发

生重要作用,如在鼻咽癌中,外泌体来源的 miR-24-3p
通过抑制FGF11的表达来形成新的免疫逃逸[3],可通

过介导cicRNA促进非小细胞肺癌细胞的增值、迁移

和侵袭[4],亦可通过介导 miRNA促进肺癌间充质从

而促进肺癌的侵袭,巨噬细胞来源的外泌体可以促进

结肠癌的细胞迁移和侵袭[5],肿瘤细胞来源的外泌体

可促进胃癌细胞增殖、侵袭、迁移和上皮-间充质转

变[6],癌症相关成纤维细胞(CAFs)分泌的外泌体可促

进结直肠癌的转移和化疗耐药性[7]。本研究采用经典

超高速离心的方法获取鼻咽癌耐药细胞源性的外泌

体,并发现鼻咽癌耐药细胞源性的外泌体可促进鼻咽

癌敏感细胞产生耐药性,表明鼻咽癌耐药细胞源性的

外泌体内富含耐药相关基因或蛋白,从而介导两种或

多种细胞间的信息传递。
鼻咽癌是头颈部恶性肿瘤的常见肿瘤,其化疗耐

药的产生常常导致肿瘤的转移和治疗失败。为了探讨

鼻咽癌细胞的耐药机制,我们将耐药细胞与敏感细胞

置于一个只能容纳外泌体通过的小室中共培养,发现

外泌体可以介导该耐药株的耐药传递性,外泌体被细

胞摄取的实验也进一步验证了我们的观点。由此我们

认为来源于耐药细胞的外泌体中含有耐药细胞信息,
且能够将此信息传递给其他(敏感)细胞,导致其他细

胞耐药,进而使全部细胞携带耐药性,但这种传递性是

有限度的,如在我们共培养之后的细胞耐药性也只能

提高1.98倍,我们认为敏感细胞只能接受一部分的耐

药信息,而保留大部分的自身信息,从而只能有限度地

提高耐药性,当然这可能也和共培养的时间以及次数

有关。有研究证明[8],在小鼠黑色素瘤细胞中,随着时

间的增加,外泌体的摄取率也逐渐增加,相关蛋白表达

也随之增高。
外泌体在心血管疾病[9]、骨关节炎[10]、抑郁症[11]、

肝癌[12]等多种疾病中发挥着至关重要的作用。鼻咽

癌外泌体参与了肿瘤与受体细胞之间的通讯,通过改

变邻近肿瘤和间质细胞的基因表达来控制病毒感染、
免疫逃逸和肿瘤微环境[13]。崔兆磊等[14]等检测了鼻

咽癌患者治疗前和转移后以及健康人的血浆外泌体

miR-BART的表达差异,结果发现 miR-BART3转移

前后 有 较 大 的 差 别,且 和 肿 瘤 分 期 相 关,即 miR-
BART3表达量越高,分期越晚。LuJ等[15]建立了过

表达 miR-9的稳转株,通过一系列细胞功能实验发

现,鼻咽癌外泌体 miR-9在血管内皮细胞内通过作用

于MDK,抑制下游PI3K/AKT信号通路,进而抑制血

管生成,与鼻咽癌患者的生存期呈正相关。罗轶等[16]

通过射线照射建立放疗抵抗鼻咽癌细胞模型,并检测

放疗抵抗的鼻咽癌细胞外泌体中 miR-21表达含量明

显增高,通过外泌体共培养、转染等方法进一步验证了

鼻咽癌放疗抵抗细胞(R-CNE2)来源的外泌体miR-21
在CNE2细胞放疗抵抗中发挥重要作用。LiJX等[17]

发现化疗耐药和末期患者血清中外泌体 miR-106a-5p
水平高于非耐药和首期患者,并通过进一步的实验验

证了肿瘤的耐药和外泌体源性 miR-106a-5p相关,提
出了外泌体miR-106a-5p是鼻咽癌患者潜在的诊断生

物标志物和药物靶点。这些使我们对鼻咽癌化疗耐药

发生机制有了更深入的了解,为后续治疗鼻咽癌化疗

耐药提供了思路。作为肿瘤微环境、液体活检的重要

研究对象,外泌体在鼻咽癌早期筛查、靶向治疗、预后

评估等方面具有重要的应用前景[18-19]。在本研究中,
我们通过对外泌体共培养后的敏感细胞进行检测,发
现共培养后的敏感细胞对顺铂的耐药性显著提高,提
示耐药细胞来源的外泌体内含有耐药相关蛋白或基

因,参与调控肿瘤细胞间信息的传递,但本研究存在局

限性,具体何种耐药基因参与表达调控机制,目前还有

待于进一步探索。
综上所述,本研究证实,鼻咽癌耐药细胞来源的外

泌体可诱导敏感细胞对顺铂产生耐药,其作用机制可

能和其携带的非编码RNA及相关的信号转导通路有

关,这为我们今后研究由外泌体介导的鼻咽癌耐药机
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制提供了基础。
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