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【摘要】 目的 研究舌鳞状细胞癌细胞 CAL27外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222的表达。方法 培养

舌鳞状细胞癌细胞株CAL27和正常口腔上皮粘膜角质细胞HOK，收集培养上清液分离外泌体，电镜检测外泌

体，qRT⁃PCR检测外泌体miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222的表达。结果 在舌鳞状细胞癌细胞CAL27和正常口腔

上皮细胞HOK的培养基中都能检测出外泌体，qRT⁃PCR结果检测表明CAL27外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和

miR⁃222的表达比HOK升高（P < 0.05）。结论 舌鳞状细胞癌细胞外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222的

表达较正常口腔上皮细胞升高。
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【Abstract】 Objective To assess the expression of miR⁃21, miR⁃221, and miR⁃222 in exosomes of CAL27 tongue
squamous cell carcinoma cells. Methods CAL27 tongue squamous cell carcinoma cells and normal human oral kerati⁃
nocytes (HOKs) were cultured, and then, the cultured supernatant was collected to separate the exosomes. Exosomes were
detected by electron microscopy, and the expression levels of miR⁃21, miR⁃221, and miR⁃222 in the exosomes of tongue
cancer cells were measured by qRT⁃PCR. Results Exosomes existed in the cultured supernatants of CAL27 cells and
HOKs. Additionally, the expression levels of miR⁃21, miR⁃221, and miR⁃222 in the exosomes of CAL27 cells were signifi⁃
cantly enhanced compared with those in the HOK exosomes (P < 0.05). Conclusion The expression levels of miR⁃21,
miR⁃221, and miR⁃222 were markedly enhanced in the exosomes of CAL27 tongue squamous cell carcinoma cells.
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2012年在世界范围内口腔癌出现的新病例和 死亡病例分别为 300 400和 145 400［1］。根据美国

2017年癌症研究报告显示口腔癌在美国的发病人

数为 51 540人，死亡人数为 10 030人，其发病率在

所有癌症中排第八位，并呈上升趋势［2］。中国口腔

癌的总发病率约为 2.93 / 10万，并且发病率正在逐

年增加［3］。目前，尽管口腔癌手术，放疗和化疗有

一些进展，但死亡率仍然很高［4］。因此，进一步发

现口腔癌的发病机制以及潜在治疗靶点有助于口
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腔癌的治疗。

外泌体是一种直径为 40～130 nm 的囊泡结

构，其中含有各种蛋白质、核酸和脂质等能够调节

细胞间物质信息传递。与正常细胞相比，肿瘤细

胞释放更多的外泌体，并且其中所包含的一系列

差异蛋白质和核酸组分，在调节肿瘤的发展转移

过程中发挥重要的作用［5］。外泌体源性microRNA
在肿瘤中不仅可作为分子诊断标志物，而且可能

成为肿瘤的新治疗靶点［6］。在口腔癌中，外泌体源

性miR⁃142⁃3p能够促进口腔癌的发展以及转移，

导致患者预后不良［7］。而口腔癌外泌体源性miR⁃
21、miR⁃221 和 miR⁃222 的表达情况尚少有报道。

本研究通过分离人舌鳞状细胞癌细胞株 CAL27外

泌体，检测其外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和miR⁃
222的表达，为舌鳞状细胞癌病变机制的进一步研

究提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器

舌鳞状细胞癌细胞株 CAL27和正常口腔上皮

粘膜角质细胞HOK（ScienCell，美国）；HOK细胞培

养基（ScienCell，美国）；H⁃DMEM培养基和胎牛血

清（Gibco，美国）；CD63 和 CD81 抗体（Abcam，美

国）；外泌体提取试剂盒以及 Exosome⁃free 胎牛血

清（system bioscience，美国）；二抗兔抗鼠 IgG（H +
L）⁃HRP和羊抗兔 IgG（H + L）（southern biotech，美
国）；TRNzol Universal（天根生化科技（北京）有限

公司）；All⁃in⁃one miRNA Frist⁃strand cDNA Systhe⁃
sis Kit（广州复能基因）；GoTaq qPCR Master Mix
（Promega，美国）；JEM⁃1400透射电镜（日本电子株

式会社 JEOL）；ABI Stepone Plus 荧光定量 PCR 仪

（ABI）。

1.2 细胞培养

正常口腔上皮粘膜角质细胞 HOK 在 HOK 细

胞培养基培养基中培养，舌鳞状细胞癌细胞CAL27
在含 10%质量分数胎牛血清的 H⁃DMEM 培养基

（含 100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）中培

养。所有细胞置于 37 ℃、5%体积分数的 CO2 和

95%相对湿度的培养箱中进行培养。每 2 d换液传

代 1次，取对数生长期细胞进行实验。

1.3 外泌体提取

用15 cm细胞培养皿常规培养细胞，待细胞融合

度达到 80%左右（即约 1 × 108细胞），然后用 20 mL
无菌的 PBS溶液清洗细胞培养皿 3次，然后加入含

exosome⁃free的细胞培养液（10% exosome⁃free胎牛

血清+培养基）继续培养 2 d。收集培养上清液

10 mL后 4 ℃、300×g离心 15 min，去除细胞以及大

的细胞碎片；采用 4 ℃、2 000 ×g离心 20 min去除小

的细胞碎片；4 ℃、12 000 ×g低温离心 30 min去除

大分子蛋白；然后取上清，按照 4∶1加入沉降剂，混

匀后 4 ℃静止过夜；4 ℃、12 000×g离心 5 min，弃上

清收集黄白色沉淀，该沉淀为外泌体。PBS重悬外

泌体后 100 000 ×g离心 70 min，弃上清；PBS重悬外

泌体，-80 ℃保存。

1.4 透射电镜观察外泌体形态

吸取外泌体样品 10 μL 滴加到铜网上沉淀

1 min，滤纸从边缘处吸取浮液；然后采用 2%磷戊

酸 10 μL滴加到铜网上沉淀 1 min，滤纸从边缘处

吸取浮液；常温干燥 2 min，将此铜网置于透射电镜

的样品室内，调节电压为 120 kV，观察外泌体形态

并拍摄电镜照片。

1.5 Western blot检测

将收集的外泌体按 1 mL裂解液加 10 μL PMSF
（100 mmol/L）和10 μL Cocktail提取蛋白。将提取好

的总蛋白进行定量。然后取相同质量的蛋白溶液和

5×上样缓冲液按4∶1混合，煮沸10 min，缓慢恢复室

温后，稍离心，进行SDS⁃PAGE电泳。电泳结束后将

取出凝胶，将其放至滤纸上，形成凝胶转印堆积层，

滤纸，凝胶，PVDF膜，滤纸，凝胶转印堆积层这样的

“三明治”结构进行转膜。结束后取出杂交膜，漂

洗，脱脂奶粉溶液封闭，洗膜，将CD63和CD81按照

1∶1 000进行稀释，然后 4 ℃孵育过夜。TBST洗膜

10 min，4次；相应二抗稀释液37 ℃孵育1 h；TBST洗

膜 10 min，4次。将杂交膜置于一透明塑料板上，用

一干净移液器将化学荧光发光底物均匀地加到膜的

表面，并使反应持续5 min。用试剂盒提供的滤纸吸

去膜表面多余的底物溶液，放至暗盒，显影。

1.6 实时荧光定量PCR（qRT⁃PCR）

将收集的外泌体进行总 RNA提取，实验步骤

按照 TRNzol Universal试剂盒说明书进行操作。逆

转录反应采用 All⁃in⁃one miRNA Frist⁃strand cDNA
Systhesis Kit说明书进行操作。首先将模板RNA置

于冰上融解，5 × PAP/RT Buffer 和 ddH2O（RNase
and DNase free）室温融解。轻柔混匀试剂盒中各种

组分，短暂离心后置于冰上保存，准备反转录反应

液，将总RNA加入 2 μg，2.5 U/μL Poly A Polymerase
1 μL，RTase Mix 1 μL，5 × PAP/RT Buffer 5 μL加入

预冷的RNase⁃free反应管至终体积为 25 μL。动作
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轻柔地混匀已准备好的反应混合物，短暂离心后

置于 37 ℃孵育 60 min，接着置于 85 ℃ 温育 5 min
（终止逆转录反应）。进行 qPCR反应，先用灭菌蒸

馏水稀释逆转录产物 5 ～ 20倍，2 μL稀释的 cDNA
加入 20 μL 的 qPCR 反应体系。qPCR 操作按照

GoTaq qPCR Master Mix 试剂盒说明书进行操作。

PCR 循环条件如下：95 ℃激活 2 min，之后是 95 ℃
变性 15 s、60 ℃退火/ 延伸 60 s的 40个循环，接下

来是 60 ℃到 90 ℃的溶解曲线分析。引物序列如

表 1所示。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 19.0统计软件进行数据分析。计量

资料用均数 ± 标准差表示，组间对比采用 t检验，

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 外泌体检测结果

透射电镜检测正常口腔上皮粘膜角质细胞

HOK和舌癌CAL27细胞上清的外泌体（图 1a、1b），

结果显示 HOK 和 CAL27 细胞上清中均存在外泌

体，且外泌体直径约 50～100 nm，形态基本类似，

呈椭圆形。进一步采用Western Blot检测收集的外

泌体中的特异性标志物 CD63和 CD81（图 1c），结

果显示收集的外泌体中均存在 CD63 和 CD81 表

达，表明收集获得的囊泡为外泌体。

2.2 CAL27细胞外泌体中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃
222的表达升高

HOK和CAL27外泌体中的总RNA提取后电泳图

如图2所示。外泌体中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences
miRNA
H⁃miR⁃21⁃5p⁃F
H⁃miR221⁃3p⁃F
H⁃miR222⁃3p⁃F
H⁃U6⁃F
Universal Primer⁃R

序列（5′⁃3′）
TAGCTTATCAGACTGATGTT
AGCTACATTGTCTGCTGGGT
AGCTACATCTGGCTACTGGGT
CGCTTCGGCAGCACATATACTAA
TTACCTAGCGTATCGTTGAC

HOK CAL27
CD63

CD81a b c

a：透射电镜检测外泌体HOK细胞（×10 000）；b：透射电镜检测外泌体 CAL27细胞（×10 000）；c：Western Blot检测外

泌体标志物CD63和CD81。
图 1 外泌体及外泌体标志物检测

Figure 1 Exosomes and exosome markers were measured

的表达采用 qRT⁃PCR检测，扩增曲线和溶解曲线

如图 3所示。外泌体中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222
的表达如图 4所示，该结果表明和HOK细胞外泌体

相比，CAL27细胞外泌体中 miR⁃21（t = 11.22，P <
0.001）、miR⁃221（t = 19.28，P < 0.001）和 miR⁃222
（t = 17.65，P < 0.001）的表达升高。

3 讨 论

外泌体中含有各种蛋白质、核酸和脂质等能

够调节细胞间信息传递的物质。研究表明外泌体

miRNA不仅能够结合于mRNA的 3’UTR区域，参

与转录后调控［8］，而且有研究发现miRNA也可以

图 2 外泌体中总RNA电泳图

Figure 2 The electrophoretogram of total RNA in exosomes

HOK CAL27

28 s

18 s

5 s
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通过外泌体分泌到胞外，直接作为配体与Toll样受

体（TLR）互作调控下游信号通路发挥重要的作

用［9⁃10］。外泌体源性miRNA能够调节肿瘤的发生

发展、转移和肿瘤耐药性，可能成为治疗肿瘤的新

靶点［11⁃12］。以往研究表明在肺癌和乳腺癌细胞及

外泌体中 miR⁃21、miR⁃221 和 miR⁃222 的表达升

高［13⁃14］。在口腔癌细胞中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃
222的表达和正常口腔细胞相比升高［13⁃14］。和以往

研究类似，本研究结果表明在正常口腔细胞HOK
和舌癌细胞CAL27的培养基中都能够发现外泌体

的存在，CAL27外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和miR
⁃222的表达水平比HOK升高。

miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222作为口腔癌的早

期诊断标志物，miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222促进口

腔癌的增殖、迁移和侵袭，抑制细胞凋亡［15⁃17］。此

外，miR⁃221还能够抑制金属蛋白酶⁃3的表达从而

图 3 qRT⁃PCR检测外泌体中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222表达的扩增曲线和溶解曲线

Figure 3 Amplification curves and melting curves for miR⁃21, miR⁃221 and miR⁃222 expression in exosomes
detected by qRT⁃PCR
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图 4 HOK和CAL27细胞外泌体中miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222的相对表达

Figure 4 The expression of miR⁃21, miR⁃221 and miR⁃222 in the exosomes of HOKs and CAL27 cells
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降低口腔癌细胞对阿霉素的敏感性［18］。黑色素瘤

和乳腺癌中，外泌体源性 miR⁃222 的表达显著上

调，促进肿瘤的发展以及耐药［10，19］。以上研究表明

外泌体源性miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222能够促进

肿瘤的发生发展以及耐药。口腔癌中外泌体源性

miR⁃21、miR⁃221和miR⁃222的异常表达有可能促

进口腔癌的发生发展以及耐药，但是其对口腔鳞

癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力以及耐药性的机

制还需进一步研究。
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