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PDGF-BB 通过外泌体促进人骨肉瘤的血管新生
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[ 摘　要 ]     目的：探索 PDGF-BB是否可以通过外泌体传递，并且验证其在人骨肉瘤中的促血管新生的功能。方法：分离多种

人骨肉瘤细胞中的外泌体，WB法检测 PDGF-BB在人骨肉瘤细胞及其外泌体中的表达，将骨肉瘤 SJSA-1细胞来源的外泌体

与 HUVEC共孵育，免疫荧光和激光共聚焦扫描显微镜观察外泌体 PDGF-BB进入细胞的方式；慢病毒感染法分别构建 PDGF-BB
过表达或敲低的 SJSA-1细胞系，将其分离出的外泌体与 HUVEC共孵育，微管形成实验检测其对血管新生的影响；构建 SJSA-1
细胞裸鼠移植瘤模型，回输过表达或敲低 PDGF-BB的 SJSA-1细胞来源的外泌体，观察其对肿瘤生长的影响。结果：成功分离

出骨肉瘤细胞外泌体，并证实其携带大量的 PDGF-BB，可通过细胞内吞进入 HUVEC。成功构建 PDGF-BB过表达或敲低的

SJSA-1细胞系，并分离出携带相应水平 PDGF-BB的外泌体，与对照组相比，PDGF-BB含量高的外泌体可以显著促进

HUVEC的血管生成（P<0.01，t=13.51）和移植瘤生长（P<0.01），而 PDGF-BB含量低的外泌体促血管生成能力减弱（P<0.01，
t=8.226）并抑制移植瘤的生长（P<0.01）。结论：骨肉瘤细胞分泌的外泌体 PDGF-BB可以直接被 HUVEC摄取，诱导肿瘤血管

生成，从而促进骨肉瘤生长。
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PDGF-BB promotes angiogenesis of human osteosarcoma through exosomes

LIU Lizhu1,   LI Chaoyi1,   LIN Shiwei1,   QU Ye1,   TANG Qiang2 (1. Department of Traumatic Surgery, Second Affiliated Hospital of
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Hainan Medical College, Haikou 571199, Hainan, China)

[Abstract]  Objective: To explore whether PDGF-BB can be transmitted through exosome and verify its angiogenic function in human
osteosarcoma. Methods: Exosomes from a variety of human osteosarcoma cells were isolated. The expression of PDGF-BB in cells and
exosomes was detected by WB. Exosomes derived from osteosarcoma SJSA-1 cells were co-incubated with HUVEC, and the pattern of
exosomal PDGF-BB entering HUVEC was observed using Immunofluorescence and confocal scanning microscope. SJSA-1 cell lines
with  PDGF-BB  over-expression  or  knockdown  were  constructed  by  lentiviral  infection,  and  the  exosomes  derived  from  transfected
SJSA-1  cells  were  isolated  and  incubated  with  HUVEC.  Microtubule  formation  experiment  was  conducted  to  detect  their  effects  on
angiogenesis; SJSA-1 cell transplanted xenograft model was established in nude mice, and the exosomes derived from SJSA-1 cells with
PDGF-BB over-expression or knockdown were infused into nude mice to observe their effects on tumor growth. Results: The exosomes
derived  from  osteosarcoma  cells  were  successfully  isolated,  in  which  a  large  amount  of  PDGF-BB  was  confirmed.  The  exosomes
entered HUVEC by endocytosis. The SJSA-1 cell lines with PDGF-BB over-expression or knockdown were successfully constructed,
and the corresponding exosomes were isolated. Compared with the control group, exosomes with high PDGF-BB content significantly
promoted  HUVEC  angiogenesis  (P  <  0.01  ,  t=13.51)  and  tumor  growth  (P  <  0.01  ),  while  exosomes  with  low  PDGF-BB  content
reduced the angiogenesis ability of HUVEC (P < 0.01 , t=8.226) and inhibited tumor growth (P < 0.01 ). Conclusion: The exosomal
PDGF-BB secreted by osteosarcoma cells can be directly absorbed by HUVEC and induce tumor angiogenesis, further promoting the
growth of osteosarcoma.
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骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤，是一种相

对罕见的肿瘤，患者 3年无进展生存率为 60%~70%[1-3]。

超过 40%的患者在接受初步治疗后发生局部复发或

远端转移，而针对这种情况的治疗手段十分有限，

急需进一步探究骨肉瘤发生发展的机制以开发新的

治疗方法[4]。PDGF家族由PDGF-A、-B、-C和-D四个结
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构上相关的成员组成。PDGF-BB是由 2条 PDGF-B
组成的二聚体，是一种多能的血管生成配体，可以

激活所有受体亚型，诱导靶细胞增殖、迁移和存活[5-6]。

在小鼠中，PDGF-BB或 PDGFR-β的基因缺失会导

致一系列与周细胞丢失相关的血管异常 [7]。此外，

有研究[8] 表明，PDGF-BB在骨肉瘤中高表达，其表

达水平与骨肉瘤的发生、发展及预后密切相关。外

泌体能够通过向受体细胞运送功能性蛋白质、核酸

和脂质来促进细胞间的通讯[9-10]。骨肉瘤来源的外

泌体在重塑肿瘤微环境和促进肿瘤血管生成等方面

起着至关重要的作用 [11-12]。本研究探索 PDGF-BB
是否可以通过外泌体传递，并且验证其在人骨肉瘤

中的促血管新生的功能。 

1    材料与方法
 

1.1    细胞系、主要试剂及动物

人骨肉瘤细胞 143B、G-63、Saos-2、U2OS、SJSA-1
均获取自美国的 ATCC菌种保藏库，用含 10%FBS
的 DMEM完全培养基进行常规培养。ExoQuick-TC
购自美国 System Biosciences公司，BCA蛋白分析

试剂盒购自 Thermo Fisher公司，anti-CD63、anti-CD9、
anti-CD81抗体购自美国 Abcam公司，anti-PDGF-BB
和 anti-HSP90抗体购自美国 R&D公司，anti-CD31
抗体购自 Abclone公司，anti-GAPDH、羊抗兔及羊

抗鼠二抗均购自杭州联科生物科技有限公司，

ECL发光分析试剂盒购自优宁维生物科技有限公

司，LV3000激光共聚焦扫描显微镜购自奥林巴斯公

司，Nanosight NS300纳米颗粒跟踪分析仪购自马尔

文公司，4~5周龄裸鼠购自金港生物技术股份有限

公司（动物合格证编号：2 019 002 132）。 

1.2    慢病毒转染 SJSA-1 细胞构建稳定过表达或敲

低 PDGF-BB 的细胞系

PDGF-BB过表达慢病毒以及 shPDGF-BB慢病

毒由上海汉恒生物科技有限公司生产。取对数生长

期的 SJSA-1细胞接种于 6孔板（2×105 个/孔），第

2天待细胞汇合度达 70%时进行慢病毒感染，即加

入 50 μl慢病毒浓缩液与 6 μg/ml的 polybrene试剂，

放入 37 ℃、5% CO2 条件下培养 24 h，更换新鲜的

DMEM完全培养基，继续培养。感染第 3天开始使

用 1.5 μg/ml的嘌呤霉素进行筛选，最终获得过表达

PDGF-BB及敲低 PDGF-BB的稳转细胞系，用 WB
法检测细胞内 PDGF-BB的表达进行验证。PDGF-BB
的干扰序列：正义链为 5′-CCAUGUUGUUCUACA
CUCU dTdT-3′，反义链为 3′-dTdT GGUACAACAAG
AUGUGAGA-5′。 

1.3    外泌体分离及鉴定

细胞在添加 10% FBS（去外泌体）的培养基中培

养 48~72 h，收集培养液，300×g离心 10 min，2 000×g
离心 20 min，上清液经 0.22 μm孔径滤膜过滤，与

ExoQuick-TC混合，4 °C放置 12 h后 1 500×g离心

30 min，得到外泌体沉淀，将其混悬于 1 ml PBS中，

取适量样品置纳米颗粒跟踪分析仪中用 NTA法测

定粒径，同时用透射电镜观察外泌体形态。 

1.4    蛋白提取及 WB 实验

用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA裂

解缓冲液从外泌体及细胞中提取蛋白质。用 BCA
蛋白分析试剂盒测定蛋白浓度，SDS-PAGE法分离

蛋白（细胞蛋白样品为 30 μg，外泌体蛋白样品为

60 μg），分离后的蛋白转移到聚偏氟乙烯膜上，室温

下用含 5%脱脂奶粉的 1×TBST封闭 1 h，然后，将

膜与相应的一抗 4 ℃ 孵育过夜，第 2天加入二抗在

室温下孵育 1 h，1×TBST清洗 3次后进行曝光。使

用 ImageJ软件对条带进行量化分析。 

1.5    免疫荧光和激光共聚焦扫描显微镜观测外泌体

的摄取情况

使 用 内 吞 抑 制 剂 Nystatin (25  μmol/L)   和
Amiloride (100 μmol/L)处理 HUVEC 30 min，之后将

外泌体与 HUVEC共孵育，Control组为不加外泌体

的 HUVEC细胞组。共孵育 6  h后用 PBS洗涤，

4%PFA固定 15 min，0.3%Triton X-100处理 15 min，
10%山羊血清室温阻断 1 h。HUVEC与一抗在 4 °C
孵育 12 h，再与荧光标记二抗室温孵育 1 h。之后

与 DAPI孵育 5 min，进行细胞核染色，最后用激光

共聚焦扫描显微镜拍摄图像。 

1.6    微管形成实验检测外泌体 PDGF-BB 对 HUVEC
血管新生的影响

将 100 μl的Matrigel胶包被在 48孔板中，37 °C
孵育 1 h，然后将 1×105 个 HUVEC接种到 Matrigel
上，添加含有相关外泌体的培养液培养 12 h，光学

显微镜下成像。用 ImageJ测量血管的长度。 

1.7    裸鼠移植瘤实验

取 6×106 个 SJSA-1细胞重悬在 100 μl PBS中，

接种到裸鼠皮下，建立裸鼠移植瘤模型。之后每周

通过尾静脉注射 2次外泌体，0.2 mg/只，进行肿瘤

体积监测，在接种肿瘤细胞 29 d后处死小鼠，剥离

皮下移植瘤进行免疫组化分析。 

1.8    免疫组化法检测外泌体 PDGF-BB 对移植瘤组

织中 CD31 表达的影响

对移植瘤组织进行石蜡包埋、切片，所得到的

石蜡切片在二甲苯中脱蜡，在梯度浓度的乙醇中进

行水合，之后在含 0.3%H2O2 的甲醇中处理 30 min，
PBS洗涤，加入 anti-CD31抗体在 4 °C孵育过夜。

PBS洗涤后，将石蜡切片与生物素标记的二抗在室
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温下处理 2 h，苏木精复染，用倒置显微镜进行观察

并拍照记录。对免疫组化染色阳性的区域进行计

数，如图中箭头所示，选取 6个不同视野的阳性染

色结果之和即为该样本的血管密度。 

1.9    统计学处理

¹x
采用 SPSS18.0软件处理，呈正态分布的计量数

据用 ±s表示，两组间比较采用非配对 t检验，两组

以上数据采用单因素方差分析进行检验，以 P<0.05
或 P<0.01即表示差异具有统计学意义。 

2    结    果
 

2.1    成功分离骨肉瘤细胞中的外泌体

对从骨肉瘤细胞 143B、G-63、Saos-2、U2OS、
SJSA-1中分离得到的产物进行粒度分析，结果（图 1A）

表明粒径约 120 nm，电镜观察的结果（图 1B）也显

示明显的囊泡样形态。WB检测结果（图 1C、D）显

示，在分离所得产物中，外泌体特征蛋白 CD9及

CD63表达量较 SJSA-1细胞而言显著提高（P<0.01）。
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A: The size of isolated exosomes was majorly 30-150 nm measured by NTA; B: Morphology of exosomes observed
under an electron microscope; C: High levels of CD9 and CD63 were detected in isolated exosomes

图 1  从骨肉瘤细胞中分离的外泌体

Fig.1   Exosome isolated from osteosarcoma cells
 
 

2.2    PDGF-BB 在骨肉瘤细胞中的表达情况

WB检测 PDGF-BB在骨肉瘤细胞（图 2A、B）
及其外泌体（图 2C、D）中的水平，结果显示，所测

各株骨肉瘤细胞及外泌体中均表达 PDGF-BB，而在

U2OS和 SJSA-1细胞及其分离所获外泌体中表达水

平较其他细胞和外泌体更高（P<0.05或 P<0.01）。 

 

A

C

PDGF-BB

14
3B

G
-6
3

S
ao
s-
2

U
2O
S

S
JS
A
-1

GAPDH

14
3B

G
-6
3

S
ao
s-
2

U
2O
S

S
JS
A
-1

PDGF-BB

TSG101

B

1.5

1.0

0.5

0

14
3B

G
-6
3

S
ao
s-
2

U
2O
S

S
JS
A
-1

D

P
D
G
F
-B
B
/G
A
P
D
H

*

**

1.5

1.0

0.5

0

P
D
G
F
-B
B
/T
S
G
1
0
1

14
3B

G
-6
3

S
ao
s-
2

U
2O
S

S
JS
A
-1

**

**

*P<0.05，**P<0.01 vs 143B, G-63 or Saos-2 cells
A, B: Expression of PDGF-BB in 143B, G-63, Saos-2, U2OS, SJSA-1 cells;

C, D: Expression of PDGF-BB in exosomes isolated from143B, G-63, Saos-2, U2OS, SJSA-1 cells
图 2  骨肉瘤细胞及其外泌体中 PDGF-BB 的表达

Fig.2   Expression of PDGF-BB in osteosarcoma cells and their exosomes
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2.3    外泌体 PDGF-BB 通过细胞内吞进入 HUVEC
将 SJSA-1细胞来源的外泌体与 HUVEC共培

养，6 h后行免疫荧光实验检测蛋白分布，结果

（图 3A、B）表明，共培养组的 HUVEC中，外泌体

特征蛋白 CD63以及 PDGF-BB共定位于细胞质中，

而在单独培养组的 HUVEC细胞质中则未观察到

无 CD63以及 PDGF-BB的存在。WB检测结果

（图 3C、D）表明，经 Nystatin 或 Amiloride预处理

后，HUVEC中 PDGF-BB的含量较 DMSO处理组

显著减少（P<0.01、t=56.39）。
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A: The confocal laser scanning microscopy pictures of HUVECs after co-incubation with exosomes; B: The confocal
laser scanning microscopy pictures of HUVECs only; C:WB of PDGF-BB after co-incubation of exosome and

HUVECs pre-treated with nystatin or amiloride; D: Quantified results of figure C
图 3  外泌体 PDGF-BB 通过胞吞作用进入 HUVEC

Fig.3   PDGF-BB entered HUVECs via exosome endocytosis
 
 

2.4    PDGF-BB 在体外诱导血管新生

使用 SJSA-1细胞分别构建 PDGF-BB过表达

及 PDGF-BB敲低的肿瘤细胞系。WB检测结果显

示，在过表达 PDGF-BB的 SJSA-1细胞及其分泌的

外泌体中，PDGF-BB较转染空载体的细胞表达量有

所升高（图 4A）；而对于敲低 PDGF-BB的 SJSA-1
细胞及其分泌的外泌体，PDGF-BB的表达量较转染

空载体的细胞有所降低（图 4B）。将两种工程化的

细胞中分离得到的外泌体与 HUVEC共孵育，微管

形成实验结果显示，PDGF-BB含量高的外泌体可以

显著促进血管生成（图 4C，P<0.01，t=13.51），相反，

PDGF-BB含量低的外泌体较对照组而言血管生成

能力减弱（图 4D，P<0.01，t=8.226）。 

2.5    外泌体 PDGF-BB 促进骨肉瘤 SJSA-1 细胞裸

鼠移植瘤的生长

利用 SJSA-1细胞建立裸鼠移植瘤模型，并且回

输 PDGF-BB含量不同的外泌体进行观察。结果显

示，回输 PDGF-BB含量高的外泌体后肿瘤生长速

度较回输对照外泌体组显著升高（图 5A，P<0.01），

相反，回输 PDGF-BB含量较低的外泌体后肿瘤生

长速度较对照组显著降低（图 5B，P<0.01）。 

2.6    外泌体 PDGF-BB 促进移植瘤血管生成

免疫组化法检测移植瘤组织血管的生成情况，

结果显示，较对照组而言，回输 PDGF-BB含量高的

外泌体后，移植瘤中的血管密度显著增加（图 6A，

P<0.01, t=27.33），而回输 PDGF-BB含量低的外泌

体较对照组肿瘤中的血管密度显著降低（图 6B，
P<0.01，t=82.17）。 
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图 4  过表达或敲低 PDGF-BB 表达的 SJSA-1 细胞来源的外泌体在血管生成中的作用

Fig.4   The function of exosome derived from osteosarcoma cells over-expression or knockdown of PDGF-BB in angiogenesis
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图 5  外泌体 PDGF-BB 促进骨肉瘤 SJSA-1 细胞裸鼠移植瘤的生长

Fig.5   Exosomal PDGF-BB promoted the growth of osteosarcoma SJSA-1 cell transplanted tumor in nude mice
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3    讨    论

研究[13-14] 发现，PDGF-BB在多种肿瘤中都有高

水平的表达。然而，PDGF-BB是否由肿瘤来源的外

泌体携带尚未见报道。本研究发现，PDGF-BB在骨

肉瘤来源的外泌体中含量很高，并且当外泌体与

HUVEC共孵育后，CD63与 PDGF-BB共定位在

HUVEC中，这表明 PDGF-BB是通过外泌体被内化

到 HUVEC中。对于外泌体的内化，据报道[15-16]，网

状蛋白介导的内吞作用是受体细胞吸收外泌体的一

种方式。为了确定外泌体 PDGF-BB的内化是否与

内吞作用有关，本课题组参考文献 [17]的方法，在共

培养前使用内吞抑制剂制 Nystatin和 Amiloride处

理 HUVEC，发现外泌体 PDGF-BB的内化过程被阻

断，这表明骨肉瘤细胞分泌的外泌体 PDGF-BB是

通过内吞作用进入 HUVEC的。进一步的研究还发

现，外泌体 PDGF-BB可以诱导血管生成，而敲低

PDGF-BB则会明显抑制外泌体诱导的血管生成

作用。

内皮细胞衍生的 PDGF-BB可介导周细胞向新

生血管处募集[18]。然而，有研究表明在使用两种独

立肿瘤类型的梯度 PDGF-BB表达实验中，PDGF-BB
可以诱导周细胞脱离[19]。与小鼠肿瘤相似，人肿瘤

中 PDGF-BB的表达升高会导致周细胞数量减少，

血管覆盖减少。相反，低水平的 PDGF-BB环境中通

常出现广泛的血管周细胞覆盖[6]。本研究证明了骨

肉瘤细胞分泌的外泌体 PDGF-BB通过直接作用于

HUVEC，诱导血管新生，这似乎可以解释为何肿瘤

微环境中高水平的 PDGF-BB常常伴随着血管大量

浸润。

尽管骨肉瘤的治疗已经取得了一定进展，但仍

需要新的治疗策略来提高生存率。PDGF-BB在骨

肉瘤血管生成中起关键作用，针对 PDGF-BB的抗

血管生成的最新研究集中于阻断 PDGF-BB与周细

胞作用的途径。研究[20] 表明，骨肉瘤细胞分泌的外

泌体 PDGF-BB可以直接被 HUVEC摄取，诱导肿瘤

血管生成，与 PDGF-BB和周细胞作用的经典途径

不同。鉴于这种发现，通过靶向外泌体分泌及摄取

途径可能会改善当前的抗血管生成疗法，为骨肉瘤

的治疗提供一种可能的替代方案。
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