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M2 巨噬细胞来源的外泌体转运 miR-1260b 促进胶质母细胞瘤
迁移的机制研究

张 衡
1
，陈倩倩

1
，桂艳萍

1
，黄 敏

1
，郭雅冰

2
，赵 丽

1*

（1中国药科大学基础医学与临床药学学院，南京 211198；2中国药科大学药学动物实验中心，南京 211198）

摘 要 肿瘤相关巨噬细胞浸润肿瘤组织并促进胶质母细胞瘤进展，但作用机制还有待进一步研究。本文以探究 M2巨噬

细胞通过分泌外泌体影响胶质母细胞瘤迁移能力的机制为目的。采用超高速离心法提取外泌体；采用 RNA 测序筛选差异

表达的 miRNA；采用数据库靶点预测 miRNA 可能的靶蛋白；采用双萤光素酶报告基因实验验证 miRNA 与靶基因的相互作

用；采用裸鼠皮下移植瘤模型检测肿瘤细胞增殖能力。实验结果表明，肿瘤相关巨噬细胞主要是 M2 巨噬细胞，M2 巨噬细

胞分泌的外泌体能够促进脑胶质瘤细胞的迁移，其机制与转运 miR-1260b 且靶向调控 AJAP1 影响脑胶质瘤细胞的迁移有

关，提示巨噬细胞分泌的外泌体通过转运miR-1260b，从而影响胶质母细胞瘤的迁移能力。
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Mechanism of M2 macrophage-derived exosomes in promoting the migra⁃
tion of glioblastoma via transferring miR-1260b
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Abstract Tumor-associated macrophage promotes the progression of glioblastoma (GBM) by infiltrating into 
tumor tissue, yet its mechanism has not been fully elucidated. This paper aimed to investigate the mechanism of 
M2 macrophages in affecting the migratory capacity of GBM via secreting exosomes. Ultracentrifugation was used 
to extract exosomes; RNA sequencing was carried out to screen differentially expressed miRNAs; target predic⁃
tion database was used to predict the possible target proteins of miRNA; Dual-luciferase reporter assay was per⁃
formed to verify the interaction between miRNA and target genes; and the proliferation ability of tumor cells was 
detected by subcutaneous xenograft model in nude mice. Results showed that tumor-related macrophages were 
mainly M2 macrophages, and that exosomes secreted by M2 macrophages could promote the migration of glioma 
cells. Meanwhile, exosomes secreted by M2 macrophages transported miR-1260b and affected the migration of 
glioma cells through directly targeted AJAP1, suggesting that exosomes secreted by macrophages could affect 
the migration ability of GBM through transporting miR-1260b.
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胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是最常见

的恶性肿瘤之一，其恶性程度高，进展迅速。患者

的中位生存期仅有 15 个月，5 年生存率低于 6%［1］。

目前 GBM 的治疗以手术治疗为主，辅以放疗和替
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莫唑胺化疗［2］。尽管这些治疗方法可以在一定程

度上缓解患者的疼痛，但 GBM 依然存在预后不良、

中位生存期短等问题。因此在分子水平研究 GBM
的进展机制，对提供新的治疗方法具有重要意义。

肿瘤微环境是包括多种细胞、生物化学分子

和细胞外基质（extra-cellular matrix，ECM）的特殊

环境。GBM 和其他恶性实体肿瘤一样，被多种免

疫细胞浸润，如肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associat⁃
ed macrophage，TAM）、单核细胞、肥大细胞等。据

报道，TAM 是肿瘤微环境中促进肿瘤进展的主要

参与者［3］。此外，TAM 被认为更类似于 M2 型巨噬

细胞［4］。

外泌体是大小 40 ~ 120 nm 的脂质双分子层囊

泡，内含蛋白质、DNA 和 miRNA 等各种生物活性分

子，在细胞通讯中发挥作用［5］。MiRNA 是长度在

18 ~ 22 个核苷酸的非编码 RNA 分子，可以通过与

靶 mRNA 的 3'-非 翻 译 区（3'-untranslated regions，

3'UTR）结合并抑制目标基因的表达。目前，越来

越多的 miRNA 证实与肿瘤的发生发展有关［6-7］。

现阶段，有 200 多种 miRNA 相关药物处于临床研

究的不同阶段［8］。

本研究观察到巨噬细胞浸润胶质母细胞瘤组

织，运用体外细胞划痕实验发现 M2 巨噬细胞对胶

质母细胞瘤的促迁移作用，而分离 M2 型巨噬细胞

分 泌 的 外 泌 体（M2 macrophage-derived exosomes，

M2 exos）同样促进 GBM 细胞的迁移，采用 RNA 测

序筛选发现 miR-1260b 在 M2 exos 处理的 U251 细

胞中表达显著升高。GBM 中 miR-1260b 的过表达

可以抑制 AJAP1 的表达，进而促进 GBM 细胞的迁

移。因此，本研究的研究结果为 GBM 的治疗提供

了新的潜在思路。

1 材 料 

1. 1　试 剂

DMEM 高糖培养基，RPMI-1640 培养基，胎牛

血清（美国 Gibco 公司）；青霉素-链霉素双抗，鬼比

环肽（江苏碧云天生物科技有限公司）；佛波酯

（PMA）、IL-4、IL-13（美国 Sigma 公司）；DAB（北京

中杉金桥生物技术有限公司）；N-钙黏蛋白（N-cad⁃
herin）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（vimen⁃
tin）抗体（美国 Santa Cruz 公司）；AJAP1 抗体（武汉

爱博泰克生物科技有限公司）；CD68、CD206、F4/80

（美 国 Cell Signaling Technology 公 司）；β -Actin、

GAPDH 抗体（武汉三鹰生物技术有限公司）；Alexa 
Fluor®488 偶联二抗（英国 Abcam 公司）；DAPI（江

苏凯基生物技术股份有限公司）；RIPA 裂解液、硝

甲基纤维素膜（美国 ThermoFisher 公司）；脱脂牛奶

（美国 Bio-Rad 公司）；化学发光液（上海天能生命

科 学 有 限 公 司）；Trizol RNA 提 取 试 剂 、Lipo⁃
fectamine 2000（美国 Invitrogen 公司）；miRNA 加尾

法逆转录试剂盒、高效 cDNA 一链合成试剂盒、高

特异性染料法定量 PCR 检测试剂盒、miRNA 染料

法定量专用预混液（南京诺维赞生物科技有限公

司）；pUC57 plasmid DNA pGL3 promoter vector（金

斯瑞生物科技股份有限公司）；双萤光素酶报告基

因试剂盒（美国 Promega 公司）；miR-1260b 模拟物

（miR-1260b mimics）、模拟物阴性对照（mimics neg⁃
ative control，miR-NC）（上海吉玛基因有限公司）；

miR-1260b 过 表 达 病 毒（miR-1260b overexpressing 
lentiviral particles，LV-miR-1260b）、阴性对照病毒

（negative control lentiviral particles，LV-miR-NC）

（广州复能基因有限公司）；聚凝胺（美国 Millipore
公司）；miR-1260b 特异性逆转录引物、U6、AJAP1
和 GAPDH 的扩增前引物及后引物（北京擎科生物

公司）；红色荧光蛋白基因的慢病毒（RFP-Lentivi⁃
rus，上海钰博生物科技有限公司）；其他试剂均为

市售分析纯。

1. 2　仪 器

NanoDrop ™ One/OneC 微 量 UV-Vis 分 光 光 度

计、PCR 扩增仪（美国 Thermo 公司）；实时荧光定量

PCR 系统（Life Technologies 公司）；DM2500 正置荧

光显微镜、DMi8 倒置荧光显微镜（德国 Leica 公

司）；LSM800 型激光共聚焦显微镜（德国 Zeiss 公

司）；电泳仪、全湿转膜槽（美国 Bio-Rad 公司）；全

自动化学发光成像仪（上海天能科技有限公司）；

超滤管（美国 Beckman 公司）；FEI Tecnai 12 透射电

子显微镜（荷兰 Philips 公司）；NanoSight LM20 纳米

颗粒分析仪（英国 Amesbury 公司）。

1. 3　动 物

清洁级雌性 BALB/c 裸小鼠，6 ~ 8 周龄，购自

常州卡文思实验动物有限公司，合格证号：SCXK
（苏）2016-0010，雌性 C57BL/6 小鼠，6 ~ 8 周龄，购

自 中 国 科 学 院 上 海 实 验 动 物 中 心 ，合 格 证 号 ：

SCXK（沪）2018-0004。动物研究根据美国国立卫
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生研究院的实验动物护理和使用指南（NIH 出版物

第 86-23 号，1985 年修订）进行。该方案获得中国

药科大学动物实验伦理委员会批准。

1. 4　细胞株

GBM 细胞系 A172 和 U251、THP-1 单核细胞、

GL261 和 293T 细胞株购自中国科学院细胞库。

2 方 法 

2. 1　细胞培养及转染

用含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉素和链霉素

的 DMEM 高糖培养基培养 A172、U251 和 293T 细

胞，并置于 5% CO2，37 ℃恒温的孵箱中。用含有

10% 胎牛血清和 1% 青霉素和链霉素的 RPMI 1640
培养基培养 THP-1 细胞，选择生长对数期细胞进

行转染，按照 Lipofectmine 2000 转染试剂的说明，

将 miR-1260b 模拟物阴性对照、miR-1260b 模拟物

分别转染 A172、U251 及巨噬细胞，得到相应瞬时

转染细胞，以不同的转入物质分组、命名。U251 细

胞分别稳定感染 LV-miR-NC、LV-miR-1260b 慢病

毒颗粒，构建稳定转染的细胞株。GL261 细胞稳定

感染红色荧光蛋白基因的慢病毒颗粒，构建稳定

转染的细胞株。

2. 2　动物原位移植瘤模型及皮下异种移植瘤模

型的建立

将 C57BL/6 小鼠置于恒温和湿度适宜的条件

下，自由饮食，光/暗循环 12 h/12 h。用氯胺酮（100 
mg/kg）麻醉小鼠，用生理盐水 5 μL 重悬的 1 × 106

个红色荧光蛋白标记的 GL261 细胞注射到小鼠脑

右额叶中建立颅内原位移植瘤模型。2 周后，处死

小鼠并取出其大脑，用 4% 多聚甲醛固定、30% 蔗

糖溶液脱水，冰冻切片、染色固定，进行 HE 染色和

免疫组化（immunohistochemistry，IHC）检测。

将 U251-LV-miR-NC 或 U251-LV-miR-1260b
细胞皮下注射到 BALB/c 裸鼠的腋下（5 × 106 个细

胞，100 μL，n = 4）建立皮下异种移植瘤模型。每 3
天检测一次肿瘤体积，V = （b2 × l）/2，b 和 l 分别为

肿瘤的宽和长。实验结束处死小鼠，取出皮下异

种移植肿瘤，拍照，固定，并切片进行 IHC 检测。

2. 3　免疫组化

石蜡包埋切片 60 ℃下加热 30 min 进行脱蜡，

进行水合，抗原修复；PBST 缓冲液清洗 3 次，每次

1 min；使用封闭液封闭 15 min，阻断非特异性结合

位点；PBS 缓冲液清洗 3 次，每次 1 min，分别加入

N-钙黏蛋白（1∶500）、E-钙黏蛋白（1∶500）、波形蛋

白（1∶500）和 AJAP1（1∶2 000）一抗 4 ℃孵育过夜；

使用 PBS 清洗 3 次，每次 1 min，生物素标记的山羊

抗小鼠/兔 IgG，37 ℃孵育 20 min；PBS 缓冲液清洗

3 次，每次 1 min，DAB（1∶20）显色，镜下控制；水洗

终止显色；苏木精淡染细胞核 2 min，水洗，蓝化，梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶固封。

2. 4　免疫荧光染色和F-actin染色

将 THP-1 细胞接种于 6 孔板的盖玻片上，分为

空白对照组和聚凝胺、IL-4、IL-13 处理组，分别用

4% 组织细胞固定液固定 15 min，之后用免疫染色

通透液通透 15 min，PBS 清洗 3 次，每次 5 min；3%
牛血清白蛋白常温封闭 1 h；一抗 CD68（1∶400），

CD206（1∶500），F4/80（1∶400）在 4 ℃孵育过夜。次

日，PBS 清洗 3 次，每次 5 min，加入 Alexa Fluor 偶联

二抗，常温孵育 1 h，清洗后加入 DAPI 染色 20 min，

使用激光共聚焦显微镜观察捕捉图像。

将 A172 和 U251 细胞接种于 6 孔板的盖玻片

上，并用含或不含 M2 巨噬细胞上清液的培养基孵

育 24 h，用 4% 组织细胞固定液固定 15 min，之后

用免疫染色通透液通透 15 min，PBS 清洗 3 次，每

次 5 min；用 F-actin 染色 20 min，DAPI 染色 15 min，

使用激光共聚焦显微镜观察捕捉图像。

2. 5　RNA分离提取和RT-qPCR
根据使用说明书使用 Trizol 试剂提取总 RNA。

使用 NanoDropTM One/OneC 微量 UV-Vis 分光光度

计测定 RNA 浓度。根据操作说明，使用高效 cDNA
一链合成试剂盒或 miRNA 加尾法逆转录试剂盒合

成 cDNA。使用高特异性染料法定量 PCR 检测试

剂盒或 miRNA 染料法定量专用预混液进行实时荧

光定量 PCR 检测。

2. 6　细胞划痕实验

GBM 细胞接种于 6 孔板，使用 200 μL 移液器

枪头划痕，PBS 轻轻洗涤细胞，随机选择 3 个区域

显微镜捕捉记录；给予相应的处理，培养板放入孵

箱，孵育 24 h，随机选择 3 个区域并通过显微镜分

析不同组细胞的迁移距离。

2. 7　蛋白质免疫印迹

蛋白质免疫印迹用于 N-钙黏蛋白、E-钙黏蛋

白、波形蛋白和 AJAP1 等蛋白的检测，使用 GAP⁃
DH 或 β-actin 作为内参。将 A172 和 U251 细胞接
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种于 6 孔板内，培养过夜，并在第 2 天进行相应的

处理。继续孵育 24 h 后，使用胰酶消化收集细胞，

1 000 r/min 离心 5 min，预冷 PBS 清洗，1 000 r/min，

离心 5 min，加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液

在 4 ℃裂解 30 min，裂解后 12 000 r/min，4 ℃离心

20 min。蛋白质浓度通过 BCA 定量试剂盒检测。

然后进行 SDS-PAGE 电泳，上样后 80 V 恒压电泳

30 min，之后转 120 V 恒压电泳 1. 5 h，湿转恒流

转膜，5% 脱脂奶粉封闭 2 h，PBST 洗膜 3 次，每次

10 min，4 ℃孵育一抗过夜；PBST 洗膜 3 次，每次

10 min，室温孵育二抗 2 h 后，PBST 洗膜 3 次，每次

10 min。采用 Tanon 5200 图像系统采集发光图像。

2. 8　外泌体的分离与纯化

收集 M2 巨噬细胞条件培养基，500 r/min 离心

10 min，沉淀剩余的细胞；7 000 r/min 离心 10 min
去除培养基中的大囊泡和碎片 ；取上清液使用

0. 22 μm 过滤，将滤液转移到超高速离心管中，使用

超高速离心机 100 000 r/min离心 70 min，弃上清液，

沉淀用 PBS 洗涤 1 次，100 000 r/min 离心 70 min。

将收集的外泌体进行如下实验：（1）用 RIPA 缓冲

液重悬以用于蛋白质印迹分析；（2）预冷外泌体重

悬缓冲液重悬以用于免疫荧光检测；（3）2% 戊二

醛的 0. 1 mol/L 磷酸盐缓冲液中用于透射电子显微

镜观测。

2. 9　透射电子显微镜观测

4% 多聚甲醛混合固定后，外泌体滴到甲复碳

包被的电子显微镜网格上。将铜网格在室温下干燥

10 min。样品用 2% 乙酸铀酰染色并干燥 10 min。

然后在 80 kV 下观察样品。通过透射电子显微镜

观察外泌体的形态。通过使用配备快速视频捕获

和粒子跟踪软件的 NanoSight LM20 纳米颗粒分析

仪系统测量布朗运动速率来分析外泌体的大小

分布。

2. 10　DiO标记的外泌体转移测定

用培养基 1 mL 重悬 U251-RFP 细胞并在 37 ℃
下与 DiO-外泌体孵育 30 min。用冷 PBS 洗涤细胞

3 次 ，并 通 过 共 聚 焦 显 微 镜 对 活 细 胞 进 行 荧 光

测量。

2. 11　使用 Illumina HiSeq 2500进行RNA测序

M2 exos 处 理 和 未 处 理 的 U251 细 胞 分 别 用

Trizol 混合并快速置于液氮中，杭州联川生物公司

对总 RNA 中 miRNA 的数量和类别进行了检测以

及 miRNA 文 库 构 建 和 测 序 。 然 后 在 Illumina 
Hiseq 2500 上对 cDNA 文库进行测序。使用相关的

Illumina 分析软件收集原始读数。

2. 12　双萤光素酶报告基因实验

将 miR-1260b 模拟物阴性对照、miR-1260b 模

拟物分别和 AJAP1-Wt 荧光质粒、AJAP1-Mut 荧光

质粒共转染到 U251 细胞中，共转染 48 h 后，按照

双萤光素酶报告基因试剂盒的说明书测定荧光

强度。

2. 13　数据统计与分析

使用 GraphPad Prism 8. 0 统计分析各项实验

数据和作图，每组数据以均值±标准误差表示，两

组独立样本之间采用 t 检验，多组样本间采用单因

素方差分析，以 P < 0. 05 认为有统计学意义。每

个实验至少重复 3 次。

3 结 果 

3. 1　小鼠原位胶质母细胞瘤移植瘤模型中巨噬

细胞浸润

红色荧光蛋白标记的 GL261 细胞原位异种移

植瘤模型小鼠脑组织进行免疫荧光染色，结果显

示小鼠巨噬细胞的表面标志物 F4/80 在 GBM 细胞

周围表达明显（图 1），表明大量巨噬细胞浸润 GBM
组织。

Figure 1　　Tumor-associated macrophages （TAMs） infiltrate into glioblastoma （GBM）
Tissue slice immunofluorescence assays for macrophages enrichment in GL261-RFP intracranial transplantation mouse model (Scale bar = 400 μm) 
RFP: Red fluorescent protein
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3. 2　M2巨噬细胞上清液对 GBM 细胞迁移能力的

影响

基于上述研究结果，建立体外巨噬细胞模型。

参 照 参 考 文 献［10］，使 用 PMA、IL-4 和 IL-13 处 理

THP-1 细胞 24 h，观察到 THP-1 细胞停止增殖并且

从悬浮状态变成贴壁状态（图 2-A），检测表明 M2
巨噬细胞特异性基因 MRC1、ARG1 和 IRF4 的表达

上调（图 2-B），细胞免疫荧光检测巨噬细胞标志物

CD68 和 CD206 表达增多（图 2-C），提示 PMA、IL-4
和 IL-13 有效诱导 THP-1 细胞分化为 M2 巨噬细

胞，更换正常培养基进行培养。

收集 M2 巨噬细胞上清液（conditioned medium，

CM），处理 A172 和 U251 细胞，并观察主要细胞骨

架蛋白 F-actin 的变化。如图 2-D 所示，与空白对照

组相比，M2 巨噬细胞 CM 可以促进 A172 和 U251 细

胞伪足的形成，进而促进细胞迁移。细胞划痕结

果显示 M2 巨噬细胞 CM 处理后显著增强 A172 和

U251 细胞迁移能力（图 2-E）。蛋白免疫印迹结果

显示，M2 巨噬细胞 CM 处理的组别中 A172 和 U251
细胞 N-钙黏蛋白和波形蛋白表达上调，而 E-钙黏

Figure 2　　M2 macrophage conditioned medium （CM） enhanced GBM cells migration
A: Morphological changes of THP-1 cells after treatment with phorbol ester (PMA), IL-4, and IL-13 ( × 200); B: mRNA levels of MRC1, ARG1, and 
IRF4 in THP-1 cells after treatment with PMA, IL-4, and IL-13 by Real-time PCR assays (x̄ ± s, n = 3, *P < 0. 05, **P < 0. 01); C: Immunofluores⁃
cence assays were conducted to confirm the differentiated macrophages from THP-1 cells(Scale bar = 40 μm); D: F-actin was stained with phalloidin to 
observe mobility and morphology changes in GBM cells (Scale bar = 50 μm); E: Wound healing assays was used to detect the effect of M2 macrophage 
CM on migration (Scale bar = 1 000 μm); F: Western blot assays was conducted to analyze the expression of epithelial-to-mesenchymal transition 
(EMT) markers N-cadherin, E-cadherin and vimentin in GBM cells after treatment with M2 macrophage CM
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蛋白表达下调（图 2-F），说明 M2 巨噬细胞 CM 可以

促进 GBM 细胞的迁移。

3. 3　M2巨噬细胞来源的外泌体对 GBM 细胞的迁

移能力的影响

外泌体作为细胞间通讯的介质之一，在肿瘤

细胞转移过程中起一定作用［11］。因此，从 M2 巨噬

细胞的 CM 中分离外泌体，透射电镜观察到其形态

为双层膜的圆形颗粒，平均粒径为 75. 8 nm，且蛋

白质免疫印迹显示外泌体标志物 CD63 和 CD81 表

达增加（图 3-A ~ 图 3-C），提示成功分离 M2 巨噬细

胞 CM 中 M2 exos。使用亲脂性膜染料 DiO 作为荧

光探针标记外泌体，再用该外泌体处理 U251 细

胞，观察到 DiO 标记的外泌体可以被 U251 细胞摄

取（图 3-D）。随后，细胞划痕实验结果显示，与空

白对照组相比，M2 exos 处理组的 GBM 细胞迁移能

力呈现剂量依赖性的增强（图 3-E），同时蛋白质免

疫印迹结果显示 N-钙黏蛋白和波形蛋白表达上

调，而 E-钙黏蛋白表达下调（图 3-F）。以上结果提

示 M2 exos 增强 GBM 细胞的迁移能力。

3. 4　M2 exos 中的 miR-1260b 对 GBM 细胞迁移能

力的影响

大量研究显示，外泌体中携带的 miRNAs 在肿

瘤的侵袭转移过程中发挥重要作用［12］。RNA 测序

筛选检测在 U251 细胞和 M2 exos 处理的 U251 细胞

中差异表达的 miRNA（图 4-A），其中 miR-1260b 表

达显著增加。图 4-B 中，RT-qPCR 证实 M2 exos 处

理的 A172 和 U251 细胞中 miR-1260b 表达显著增

加。为了证实细胞中 miR-1260b 的表达增加是由

于 M2 巨噬细胞的转运，本研究应用细胞共培养模

型 ，如 图 4-C 所 示 ，使 用 带 有 FAM 标 签 的 miR-

1260b 转染的巨噬细胞与 U251-RFP 细胞共培养

48 h 后，免疫荧光实验观察到 miR-1260b 被 U251
细胞摄取。同时，RT-qPCR 检测 miR-1260b 前体

Figure 3　　M2 exos enhanced GBM cells migration
A: Transmission electron microscopy was used to identify the morphology of M2 exos (Black arrow head points at exosomes,Scale bar = 100 nm); B: 
Laser particle size analyzer for detecting exosome particle size; C: Exosomes markers CD63 and CD81 proteins were detected by Western blot assays 
in M2 exos; D: Fluorescence imaging was conducted to detect the internalization of exosomes by U251-RFP cells (Scale bar = 20 μm); E: Effects of M2 
exos with different concentrations on migration of GBM cells by wound healing assays (Scale bar = 1 000 μm); F: Effects of M2 exos with different 
concentrations on expression of EMT markers N-cadherin, E-cadherin, and vimentin in GBM cells by Western blot assays
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（pre-miR-1260b）的表达，发现在 A172 和 U251 细

胞中，pre-miR-1260b 的表达均无显著增加（图 4-

D）。这表明 miR-1260b 在 GBM 细胞中的表达增加

是外泌体直接转运的结果，而不是由 GBM 细胞自

身产生。

分别使用 miR-1260b 模拟物阴性对照和 miR-

1260b 模拟物转染 GBM 细胞，细胞划痕实验显示

miR-1260 模拟物可促进 A172 和 U251 细胞的迁移

（图 4-E）。同时，蛋白质免疫印迹结果显示 miR-

1260b 模拟物处理的脑胶质细胞中 N-钙黏蛋白和

波形蛋白表达上调，而 E-钙黏蛋白表达下调（图 4-

F）。综上可知，M2 exos 转运的 miR-1260b 有助于

GBM 细胞的迁移。

3. 5　miR-1260b 通过调控靶基因 AJAP1 的表达影

响GBM细胞的迁移能力

在 GBM 中，AJAP1 是一种肿瘤抑制基因［13-14］，

并且可能是 miR-1260b 下游的靶基因之一。本实

验中，使用 miR-1260b 模拟物处理 A172 和 U251 细

胞后，可以观察到 AJAP1 的表达显著降低（图 5-

A）。为了验证 miR-1260b 与 AJAP1 的靶向结合关

系，使用数据库 TargetScan 预测 miR-1260b 与 AJ⁃
AP1 的 3'UTR 的结合位点（图 5-B）。根据结合位

点序列，设计并扩增相应的野生型（wild type，WT）

和突变型（mutant type，MUT）序列，克隆到 PGL3 萤

光素酶报告载体中，进行双萤光素酶报告基因实

Figure 4　　MiR-1260b in M2 exos contributed to GBM cells migration
A: Hierarchical clustering analysis of differentially expressing miRNAs in U251 cells (Con1 and Con2) and M2 exos treated U251 cells (Exo1 and 
Exo2) by microRNA microarray; B: Relative expression of miR-1260b in A172 and U251 cells by Real-time PCR assays (x̄ ± s, n = 3, U6 was used as 
internal control); C: Transwell co-culture of with M2 Macrophage /miR-1260b-FAM cells(Laser scanning confocal microscope was used to harvest 
U251-RFP cells and observe images, Scale bar = 20 μm); D: Relative expression of pre-miR-1260b in A172 and U251 treated with M2 exos by Real-
time PCR assays ( x̄ ± s, n = 3); E: Effect of miR-1260b mimics on the migration of GBM cells by wound healing assays (Scale bar = 500 μm); F: 
Effects of miR-1260b mimics on expression of EMT markers N-cadherin, E-cadherin, and vimentin in GBM cells by Western blot assays 
*P < 0. 05, **P < 0. 01, ns:not significant
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验，结果如图 5-C 所示，WT 组的相对萤光素酶活性

在与 miR-1260b 模拟物共转染时显著降低，而 MUT
组不受 miR-1260b 模拟物的影响，说明 miR-1260b
与 AJAP1 在其 3'UTR 的 486 ~ 493 位置结合。此

外，生物信息学分析表明，AJAP1 在 GBM 组织中的

表达比正常脑组织低（图 5-D），且 AJAP1 高表达的

患者比低表达患者生存期更长（图 5-E）。本研究

应用临床脑胶质瘤手术样本进行检测如图 5-F 所

示，在肿瘤组织中 AJAP1 表达低于癌旁组织。同

样，在小鼠脑组织切片中，与正常组织相比，AJAP1
在肿瘤组织中的表达也明显降低（图 5-G）。将

miR-1260b 与 AJAP1 共同转染到 A127 和 U251 细

胞后进行细胞划痕实验，结果表明 AJAP1 的过表

达部分逆转了由 miR-1260b 引起的 GBM 细胞迁移

（图 5-H）。此外，图 5-I 表明，miR-1260b 过表达的

A172 和 U251 细胞中，AJAP1 和 E-钙黏蛋白的表达

降低，N-钙黏蛋白和波形蛋白的表达增高。然而，

过表达 AJAP1 后，明显逆转了这种趋势。以上数

Figure 5　　miR-1260b directly targets AJAP1 mRNA in 3'UTR
A: Expression of AJAP1 in A172 and U251 cells transfected with mimics-NC and mimics-1260b by Western blot assays; B: Sequences of miR-1260b 
and the potential miR-1260b-binding sites at the 3'UTR of AJAP1. Also shown are nucleotides mutated in AJAP1-3'UTR mutant.  Seed sequences are 
marked;C: Dual-Luciferase reporter assays were used to assess GBM cells transfected with luciferase vectors carrying WT or MUT 3'-UTR of AJAP1 
in 293T cells (x̄ ± s, n = 3); D, E: Expression of AJAP1 and overall survival of GBM in GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) data⁃
base; F: Expression of AJAP1 in tumor site (T) and para-tumor site (P) of patient samples; G: IHC detection of AJAP1 expression in mouse situ vacci⁃
nation model (Scale bar = 500 μm); H: Effect of mimics-1260b and AJAP1 on migration of A172 and U251 cells by wound healing assays (Scale bar = 
1000 μm); I: Expression of AJAP1 and EMT markers N-cadherin, E-cadherin and vimentin in A172 and U251 cells transfected with mimics-NC/AJ⁃
AP1-NC, mimics-1260b/AJAP1-NC, mimics-NC/AJAP1 and mimics-1260b /AJAP1 by Western blot assays 
*P < 0. 05, **P < 0. 01, ns: not significant
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据表明，miR-1260b 促进脑胶质瘤细胞的迁移能力

部分是通过抑制 AJAP1 来实现的。

3. 6　 体 内 异 种 移 植 肿 瘤 模 型 中 miR-1260b 对

GBM的影响

为了研究 miR-1260b 在体内的作用，本研究通

过慢病毒转染构建稳定过表达 miR-1260b 的 U251
细胞株，然后将 U251-miR-NC/miR-1260b 细胞皮下

注射接种到裸鼠的腋下，建立皮下异种移植瘤模

型，接种两周后开始测量裸鼠肿瘤体积变化，如图

6-A 和图 6-B 所示，与 U251-miR-NC 组相比，U251-

miR-1260b 组的肿瘤增长速度明显增快。图 6-C 中

U251-miR-1260b 组 的 肿 瘤 重 量 明 显 高 于 U251-

miR-NC 组。取肿瘤组织做 IHC，结果证明，与 miR-

260b-NC 组相比，miR-1260b 过表达组的 AJAP1、E-

钙黏蛋白表达量较低，而 N-钙黏蛋白和波形蛋白

表达量较高（图 6-D），这与体外实验结果一致。这

些结果表明，miR-1260b 在体内促进了 GBM 的增

殖和迁移。

Figure 6　　miR-1260b regulated GBM tumorigenic and migration process in vivo
A: Xenograft tumor model were established in BALB/c nude mice after injection with U251 LV-miR-NC/miR-1260b (n = 4); B, C: Growth curves of 
xenograft tumors volume and tumor weights (**P < 0. 01); D: Expression of AJAP1 and EMT markers N-cadherin, E-cadherin, and vimentin in xeno⁃
graft tumor tissues detected by IHC (Scale bar = 100 μm); E: GBM cells uptake M2 exos, leading to an increase of miR-1260b, showing increased 
migration of GBM cells. Mechanically, miR-1260b suppressing AJAP1 expression by directly binding to its 3'UTR
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4 讨 论 

肿瘤微环境在肿瘤发展中起着重要作用。肿

瘤细胞和细胞外基质，如巨噬细胞和免疫细胞等

相互沟通，影响肿瘤的进展和迁移［15］，然而，肿瘤

转移的机制仍有待探索。越来越多的证据表明，

巨噬细胞通过在肿瘤微环境中产生大量的炎症介

质进而促进恶性肿瘤的发生和发展［16］。已知巨噬

细胞可以极化为 M1 或 M2 巨噬细胞，PMA、IL-4 和

IL-13 是使巨噬细胞 M2 极化的刺激因子，且 TAMs
被认为更接近于 M2 极化状态的巨噬细胞［17］。基

于此，本研究诱导 THP-1 细胞极化为 M2 巨噬细

胞，且发现 M2 巨噬细胞的 CM 可以增强 GBM 细胞

的迁移能力。

外泌体是一类细胞外囊泡，是肿瘤微环境的

关键组成部分［18］。研究表明，外泌体可以介导肿

瘤细胞和基质细胞之间的交流［19］。然而，来自 M2
巨噬细胞的外泌体在 GBM 中的功能还没有被阐

明。在本研究中，本研究用超高速离心法从 M2 巨

噬细胞 CM 中分离出外泌体，并证明了来自 M2 巨

噬细胞的外泌体可以促进 GBM 细胞的迁移。随

后，在 GBM 细胞中探究来自 M2 巨噬细胞的外泌体

的作用。

miRNAs 是 一 类 18 ~ 22 个 核 苷 酸 的 非 编 码

RNA 分子。许多研究表明，miRNAs 可以作为 GBM
诊断的生物标志物［20-21］。MiR-144 通过抑制 CAV2
和 FGF7，增强 GBM 细胞对替莫唑胺的敏感性［22］。

来 自 血 清 外 泌 体 的 miR-210 的 表 达 水 平 可 作 为

GBM 的诊断、预后和缺氧生物标志物［23］。此外，

miR-29a［24］、miR-193a-3p［25］和 miR-720［26］在 GBM 中

具有促进肿瘤进展的作用。越来越多的证据表

明，miR-1260b 作为一种致癌基因发挥作用［27］。在

肺癌中，miR-1260b 与 SOCS6 的 3'UTR 直接结合，

促进肺癌细胞增殖，抑制肺癌细胞的凋亡［28］。在

缺氧条件下，miR-1260b 通过靶向 GDF11 促进血管

平滑肌细胞的异常增殖［29］。除此之外，miR-1260b
在肺腺癌［30］、肾癌［31］和肝细胞癌［32］中起到促进肿

瘤发展的作用。然而，miR-1260b 在 GBM 中的功

能 仍 是 未 知 的 。 本 研 究 发 现 M2 exos 能 够 转 运

miR-1260b 并促进 GBM 细胞的 EMT 过程。本研究

通 过 RNA 测 序 筛 选 ，以 检 测 U251 细 胞 和 经 M2 
exos 处理的 U251 细胞中差异表达的 miRNAs。在

U251 细胞被 M2 exos 处理后，miR-940、miR-1260b、

miR-212、miR-665 和 miR-1246 表达增加。其中，

miR-1260b 的增加最为显著，且与临床预后有关。

同时，通过多种功能实验，发现在 GBM 中，无论体

内还是体外 miR-1260b 均呈进肿瘤进展，这表明

miR-1260b 可能是 GBM 的一个候选治疗目标。

AJAP1 是许多癌症的肿瘤抑制因子［33］。越来

越多的证据表明 AJAP1 可以介导细胞黏附和细胞

连接［34］。AJAP1 可以通过重组 F-actin 来改变细胞

骨架，防止丝状体向前延伸［35］。研究表明，EGFR
通过 EZH2 依赖的 PI3K/AKT 途径下调 AJAP1，而

AJAP1 的缺失促进 GBM 细胞的侵袭［14］。有趣的

是，人们越来越关注 miRNAs 转录后调节 AJAP1 的

表 达 ，包 括 miR-196a 和 miR-552［36-37］。 在 本 研 究

中，发现 miR-1260b 可以通过与 AJAP1 的 3'UTR 结

合来下调其表达，表明，miR-1260b/AJAP1 轴可能

是 GBM 分子发病机制的一个关键调节机制。

综上所述，本研究通过小鼠原位移植瘤模型

发现巨噬细胞浸润 GBM 组织，进行体外实验验证

肿瘤相关巨噬细胞能够增强 GBM 细胞的迁移能

力 ，其 机 制 是 M2 巨 噬 细 胞 分 泌 的 外 泌 体 转 运

miR-1260b 进 而 下 调 AJAP1 的 表 达 来 实 现 促 进

GBM 细胞的迁移。本研究首次揭示了肿瘤微环

境 中 肿 瘤 相 关 巨 噬 细 胞 分 泌 外 泌 体 转 运 miR-

1260b 影响 GBM 的迁移，但巨噬细胞分泌的外泌

体所转运的其他生物分子是否有协同作用仍需进

一步验证。
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