
细胞源性微粒是细胞在激活、损伤或凋亡时经

出芽方式释放的直径介于 100～1000 nm的膜性囊

泡[1]，其携带母体细胞特征性生物信息分子，可作为

细胞间运输载体将该生物分子传递给其他细胞[2-3]。

微粒大量存在于机体的血液、尿液及唾液等体液之

中，这些微粒统称为体液源性微粒[4]。血液中含有的

微粒被称为循环微粒（circulating microparticles，

CMPs）[5-6]。循环微粒在许多生理病理学过程中充当

生物信息传递载体的作用[7-9]。本研究的目的在于探

究循环微粒在口腔癌进展中的作用。

1 材料与方法

1.1 主要材料与设备

1.1.1 标本的制备 选取 2016 年 1 月 1 日 -2016

年 12月31日就诊于苏州大学附属第一医院口腔科

的口腔鳞状细胞癌患者 20例。所有患者均在口腔外

科门诊经局部组织切取活检术确诊为口腔鳞状细胞

癌。本研究符合伦理要求，患者及家属均知情同意。
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循环微粒对口腔癌进展的作用机制研究
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摘要：目的 比较正常人和口腔鳞状细胞癌患者循环微粒的含量，并探究循环微粒在口腔癌进展中的作用。

方法 差速离心法收集正常人和口腔癌循环微粒。流式细胞术检测循环微粒的浓度；MTT法和 EdU实验检测

细胞增殖活性，划痕实验和 Transwell实验分别检测细胞迁移和侵袭能力；裸鼠移植瘤模型检测循环微粒对肿

瘤细胞体内成瘤的影响。结果 口腔癌患者循环微粒的含量比正常人的高，且循环微粒的浓度与口腔癌患者血

液高凝状态密切相关。口腔癌患者来源的循环微粒促进口腔癌细胞增殖、迁移、侵袭和体内成瘤。结论 口腔癌

患者来源的循环微粒促进口腔癌细胞增殖、迁移、侵袭和体内成瘤，在口腔癌的发生、发展中起重要作用。
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Role of CMPs in development of oral squamous cell carcinoma

Hua-jun Zhu, Jing Tang, Zi-li Ge
(The First A ffiliated Hospital of Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215006, China)

Abstract: Objective To evaluate the role of circulating microparticles (CMPs) in the development of oral
squamous cell carcinoma (OSCC). Methods CMPs were isolated by gradient centrifuge from healthy volunteers
and OSCC patients. Cell proliferation was determined by MTT assay and EdU test. Migration and invasion
activity were evaluated by wound healing assay and Transwell, respectively. Nude mouse models were utilized
to evaluate tumorigenesis capacity of OSCC xenograft with or without CMPs. Results The concentration of
CMPs was significantly higher in OSCC patients compared with healthy volunteers, and the increase of CMPs
was closely associated with hyper -coagulation status. The ability of proliferation, migration, invasion and
tumorigenesis of CAL27 cells were significantly enhanced by OSCC-derived CMPs. Conclusions OSCC-derived
CMPs can increase proliferation, migration, invasion and tumorigenesis of CAL27 cells.

Keywords: circulating mircroparticles; oral squamous cell carcinoma; proliferation; migration; invasion
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用含抗凝剂的真空采血管收集口腔癌患者 5 ml静脉

血样品；并转移至离心管中，4℃条件下，2 500 r/min

离心 20 min，离心 2 次，取上清液，加入上清体积

3 倍的无菌 PBS稀释血清；4℃条件下 32 000 r/min

离心 60 min，以 150μl无菌 PBS重悬沉淀，即获得

口腔癌患者循环微粒。

1.1.2 材料和设备 DMEM培养基、胎牛血清（fetal

bovine serum，FBS）、 磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate

buffered solution，PBS）、双抗（青霉素 +链霉素）及胰

蛋白酶（购自美国 Hyclone公司），基质胶（购自美国

BD公司），MTT、DAPI封片剂（购自武汉谷歌生物科

技有限公司），Ki-67、CD31、CD41、CD144 及 CD45

一抗（购自美国 Sigma公司），细胞培养耗材（购自无

锡耐思生物科技有限公司），Tanswell小室（购自美国

Corning公司），胸腺嘧啶核苷酸类似物 -EdU（5-乙

炔基 -2’脱氧尿嘧啶核苷）细胞增殖检测试剂盒（E-

dU试剂盒）（购自广州锐博生物科技有限公司）。

1.2 微粒粒径检测

1.2.1 动态光散射实验 将收集的微粒用 PBS 垂

悬至合适的浓度，用 Nano-ZS ZEN 3600型动态光

散射（dynamic light scattering，DLS）仪分析微粒水合

粒径。

1.2.2 微粒形态表征 取 10 μl 微粒 PBS 垂悬液

滴于碳支持膜铜网上，室温孵育 5 min，滤纸吸干铜

网；将铜网置于 1%磷钨酸复染液中染色，3 min后

滤纸吸干液体，自然晾干铜网；将铜网置于 Hitachi

HT7700 型透射电镜上观察、拍照，测量微粒粒径

大小。

1.3 细胞增殖活性检测

1.3.1 细胞培养 口腔癌细胞系 CAL27细胞（由中

国典型培养物保藏中心提供）培养于含 10%FBS的

DMEM培养基中，隔天换液，每 3天传代 1次；细胞

培养环境为 37℃、95%湿度、5%二氧化碳 CO2浓度。

1.3.2 MTT实验 收集对数期细胞，调整细胞悬液

浓度加入 96孔板：每孔加入 100μl，使细胞调密度

1 000～10 000个 /孔。细胞分为对照组和实验组，

实验组细胞加入终浓度为 40 μg/ml 的循环微粒。

5% CO2，37℃孵育 0～72 h，每孔加入 10μl MTT溶

液（5 mg/ml），继续培养 4 h。终止培养，小心吸去孔

内培养液。每孔加入 100μl二甲基亚砜，置摇床上

低速振荡 10 min，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检

测仪 OD490 nm处测量各孔的吸光值。

1.3.3 EdU实验 细胞分为对照组和实验组，实验

组细胞加入终浓度为 40μg/ml的循环微粒。用细胞

培养基按 1 000∶1的比例稀释 EdU溶液（试剂 A），

制备适量 50μmol/L EdU培养基；每孔加入 100μl

50μmol/L EdU培养基孵育 2 h，弃培养基。PBS清

洗细胞 1、2次，每次 5 min。每孔加入 50μl细胞固

定液（即含 4%多聚甲醛的 PBS）室温孵育 30 min，弃

固定液；每孔加入 50μl 2 mg/ml甘氨酸，脱色摇床

孵育 5 min后，弃甘氨酸溶液；每孔加入 100μl PBS，

脱色摇床清洗 5 min，弃 PBS。每孔加入 100μl的

Apollo染色反应液，避光、室温、脱色摇床孵育 30 min

后，弃染色反应液；每孔每次加入 100 μl甲醇清洗

1、2次，每次 5 min；PBS清洗 1次，每次 5 min。含有

DAPI封片剂封片。

1.4 细胞迁移和侵袭能力检测

1.4.1 细胞划痕试验验 将对数生长期的 CAL27

细胞接以 5×105个 /孔接种于 6孔板中，培养 24 h

后，以 20μl黄色无菌吸头沿培养孔的正中划一道

划痕，PBS轻轻冲洗并吸收游离细胞。实验组细胞加

入终浓度为 40μg/ml的循环微粒。

1.4.2 Transwell实验 细胞分为对照组和实验组，

实验组细胞加入终浓度为 40μg/ml的循环微粒。将

铺有基质胶 Transwell小室置于 24孔板上，在外室

加入 500μl含有 40μg/ml的完全培养基，小室内

加入 300μl无血清培养基垂悬的 CAL27细胞（1×

106个 /ml）。培养 24 h后，从培养箱中取出 Transwell

小室，PBS清洗，用棉签擦去上层基质胶和细胞，95%

乙醇固定 10 min，结晶紫染色 10 min，PBS冲洗 3次，

显微镜下观察并拍照成像。

1.5 裸鼠移植瘤实验

将对数生长期的 CAL27细胞以 PBS重悬，使细

胞密度为 1×107个 /ml。将 200μl含有细胞的 PBS

悬液注射于裸鼠腹侧皮下（每组各 8只），观察并测

量和记录肿瘤大小。实验组老鼠，每 3天经尾静脉

注射 1次循环微粒（50μg/次），连续注射次。肿瘤

体积计算公式为：（长×宽×宽）/2。观察期结束后，

处死裸鼠，取下肿瘤标本及肺组织，制成石蜡切片进

行后续实验。

1.6 免疫组织化学染色

标本取材后切成小块组织，4%多聚甲醛固定标

本、流水冲洗后，梯度酒精脱水、石蜡包埋及组织切

片（4μm）。然后二甲苯脱蜡、梯度酒精入水、高压抗

原修复、羊血清 37℃孵育切片 20 min，甩去血清，滴

加 Ki-67一抗（1∶200），4℃孵育过夜。滴加相应辣
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A：CMPs电镜图；B：CMPs电镜下粒径分布；C：流式细胞术分析

CMPs粒径大小；D：DLS测量 CMPs水合粒径

图 1 口腔癌患者循环微粒的分离与鉴定

A B

C D

粒径 /nm

粒径 /nm

A：正常人和口腔癌患者 CMPs的浓度比较；B：正常人和口腔癌患者 CMPs成分分析。覮与正常人比较， <0.01

图 2 口腔癌患者与正常人循环微粒比较

正常人

覮

A B

正常人

OSCC

血小板源性微粒
内皮细胞源性微粒
白细胞源性微粒
其他来源微粒

8% 7%82%

5%

5% 4%

85%

4%

根过氧化物酶标记的二抗约 50 μl完全覆盖切片，

37℃孵育切片 20 min。PBS缓冲液漂洗后，滴加链霉

亲和素 -过氧化物酶，37℃孵育切片 20 min。PBS缓

冲液漂洗后，于光学显微镜下显色。苏木素复染细胞

核后流水冲洗 15 min后，梯度酒精脱水，切片晾干

后行二甲苯透明及中性树胶封片过夜。

1.7 流式细胞术

向细胞或微粒垂悬液中加入 CD31、CD41、

CD144 及 CD45 单克隆抗体（1∶100），室温孵育

30 min；离心去除多余抗体后以 PBS垂悬细胞或微

粒；加入荧光标记二抗（1∶200），37℃孵育 30 min，

PBS洗涤 5 min×2次；以 400μl PBS重悬细胞或微

粒，流式细胞仪检测。

1.8 统计学方法

数据处理采用 GraphPad Prism 6.0软件，计量资

料以均数±标准差（x±s）表示，两组比较用 检验，

多组比较用单因素方差分析，若方差齐，则组间两两

比较用 LSD- 检验，相关性分析采用 Spearman 法，

<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 循环微粒的鉴定结果

差速离心法收集口腔癌患者循环微粒，垂悬于

PBS。透射电镜下，分离所得的沉淀呈双层膜结构

（见图 1A），大小范围为 100～1 000 nm，其中 400～

500 nm的双层膜结构最多（见图 1B）。流式细胞分

析（见图 1C）和动态光散射结果（见图 1D）表明，离

心分离的沉淀粒径分布范围位于 100～1 000 nm，符

合微粒的粒径分布，表明本研究分离所得的沉淀为

循环微粒。

2.2 口腔癌患者循环微粒含量

分别收集正常人和口腔癌患者循环微粒，PBS

垂悬后以流式细胞仪计数。结果发现，口腔癌患者循

环微粒的浓度达到（7808.33±2905.51）个 /μl，正常

人循环微粒浓度为（2090.2±714.05）个 /μl（见图

2A）。口腔癌患者与正常人循环微粒浓度比较，采用

检验，差异有统计学意义（ =3.876， =0.004），口腔

癌患者患者微粒浓度高于正常人。循环微粒主要由

血小板来源的微粒，内皮细胞来源的微粒，白细胞来

源的微粒构成。随后进一步统计正常人和口腔癌患

者循环微粒的成分差异。见图 2B所示，口腔癌患者和

正常人循环微粒中各成分所占比例基本保持不变。

2.3 循环微粒浓度与口腔癌血液高凝状态的关系

恶性肿瘤患者血液普遍存在高凝状态，而静脉血

栓形成是恶性肿瘤患者的主要死因和并发症之一。

OSCC
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本研究检测正常人口腔癌患者的纤维蛋白值（fib-

rinogen，FIB）、凝血酶原时间（prothrombin time，PT）

和部分凝血酶时间（activated partial thromboplastin

time，APTT），结果发现，口腔癌患者 FIB（4.00±

1.19）g/L、PT（8.71±2.49）s 和 APTT（19.27±2.86）s

与正常人 FIB（2.94±1.43）g/L、PT（10.57±2.50）s和

APTT（25.27±4.46）s比较，采用 检验，差异有统计

学意义（FIB：=2.297， =0.028；PT：=2.239， =0.033；

APTT：=4.475， =0.001），口腔癌患者 FIB高于正常

人，口腔癌患者 PT和 APTT低于正常人（见图 3A）。

将口腔癌患者循环微粒浓度和口腔癌患者 FIB、PT

和 APTT进行相关性分析，结果发现，循环微粒浓度

与 FIB 呈正相关（ <0.0001），与 PT（ <0.0001）和

APTT（ <0.0038）呈负相关（见图 3B），证明循环微

粒可能与口腔癌血液高凝状态有关。

2.4 口腔癌患者微粒对肿瘤细胞增殖的影响

MTT实验证实，口腔癌循环微粒促进 CAL27细

胞增殖，且具有浓度依赖性（见图 4A）。EdU实验证

实口腔癌患者来源的循环微粒明显提高口腔癌细胞

的增殖活性（见图 4B，增殖细胞标记为绿色）。

2.5 口腔癌患者微粒促进肿瘤细胞迁移和侵袭

随后分别用划痕实验和 Transwell 小室实验检

测口腔癌患者循环微粒对口腔癌细胞迁移和侵袭能

力的影响。见图 5所示，刮除细胞 24 h后，各组细胞

均向划痕区域迁移；循环微粒浓处理组[10μg/ml，

（275.21±124.12）个；20μg/ml，（352.25±164.27）个；

80 μg/ml，（467.54±175.65）个]与对照组迁移至划

痕区细胞的数目（175.78±89.35）个比较，采用 检

验，差异有统计学意义（10μg/ml，=3.24， =0.031；

20 μg/ml，=2.68， =0.000；80 μg/ml，=4.24， =

0.000），循环微粒处理组迁移至划痕区细胞的数目

多于对照组。且随着循环微粒浓度的升高，迁移至

划痕区细胞的数目逐渐提高，证明口腔癌循环微粒

可提高口腔癌细胞迁移能力。

Transwell小室实验结果证实，循环微粒浓处理

组[10 μg/ml，（19.84±4.36）个；20 μg/ml，（25.58±

5.54）个；80 μg/ml，（32.24±652）个]与对照组突破

基质胶的细胞数目（15.21±3.34）个比较，采用 检

验，差异有统计学意义（10μg/ml，=3.27， =0.032；

40 μg/ml，=3.54， =0.000；80 μg/ml，=2.28， =

0.000），循环微粒处理组突破基质胶的细胞数目多

于对照组（见图 6）。且随着循环微粒浓度的升高，突

破基质胶的细胞数目逐渐增加，表明口腔癌循环微

粒可提高口腔癌细胞侵袭能力。

第 21期 祝华珺，等：循环微粒对口腔癌进展的作用机制研究

A：口腔癌患者和正常人 FIB、PT和 APTT；B：循环微粒浓度与 FIB，PT和 APTT相关性分析。1）与正常人比较， <0.05；2）与正常人比较， <

0.01

图 3 口腔癌患者循环微粒浓度与口腔癌血液高凝状态的关系
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对照组 10μg/ml CMPs

40μg/ml CMPs 80μg/ml CMPs

1：对照组；2：10 μg/ml CMPs；3：40 μg/ml CMPs；4：80 μg/ml

CMPs。覮与对照组比较， <0.05

图 6 口腔癌循环微粒促进口腔癌细胞侵袭
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1：对照组；2：10μg/ml CMPs；3：40μg/ml CMPs；4：80μg/ml CMPs。覮与对照组比较， <0.05

图 5 口腔癌循环微粒促进口腔癌细胞迁移
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图 4 口腔癌循环微粒促进口腔癌细胞增殖
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2.6 口腔癌患者微粒对肿瘤细胞体内成瘤能力的

影响

循环微粒处理组（1 282.85±427.36）mm3与对照

组裸鼠背部肿瘤体积（333.03±160.9）mm3比较，差异

有统计学意义（ =4.172， =0.000），循环微粒处理组

裸鼠体积大于对照组（见图 7A、B）。观察期结束后，

安乐死所有动物，收获肿瘤标本。循环微粒处理组与

对照组裸鼠背部肿瘤质量比较，差异有统计学意义

（ =3.372， =0.000），循环微粒处理组裸鼠质量

（0.51±0.17）g大于对照组（0.29±0.06）g（见图 7C）。

将肿瘤组织制成组织切片，免疫组织化学检测后发

现，循环微粒处理后的肿瘤组织内 Ki-67（增殖细胞

标志物）表达水平高于对照组（见图 7D）。
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3 讨论

根据中国国家癌症中心发布的《2015年中国癌

症统计》显示，仅 2015年中国就有 429.2万新发肿

瘤病例和 281.4万癌症死亡病例，相当于平均每天有

1.2万人罹患肿瘤、7 500人死于癌症[10]。该研究报告

还指出，在中国，癌症的发病率和死亡率还在不断攀

升，癌症已经成为疾病死因之首，是非常重要的公共

健康问题。研究肿瘤发生、发展的机制对于寻找更好

的治疗方法具有重要的现实意义。口腔癌是人类常

见的肿瘤之一，居世界常见癌症第 6位[11-12]。目前，口

腔癌患者 5年生存率为 50%～60%，口腔癌的治疗仍

然存在极大的挑战[13-16]。许多患者就诊时已处于晚

期，导致治疗效果较差，因此发展更可靠的早期诊断

方法对于预防口腔癌具有重要意义[17]。

细胞源性微粒可以从细胞培养条件培养基中分

离，也可以从正常人和患者体液中分离。几乎所有的

真核细胞都能产生微粒，而每种细胞产生的微粒也不

尽相同，因为微粒的形成与母细胞受到的刺激密切相

关[18-19]。根据微粒母细胞的类别，微粒可分为内皮细

胞源性微粒、血小板源性微粒、单核细胞源性微粒、

红细胞源性微粒及肿瘤细胞源性微粒等。体外培养

的细胞可以产生微粒，而正常人和患有不同疾病的患

者体液（包括血液、尿液、腹水和脑脊液等）中也存在

大量的微粒。研究证实，多种体液中均含有较高浓度

的微粒，例如正常人循环血中微粒的浓度较低，而在

多种病理情况下微粒的含量还将升高，提示循环微粒

在肿瘤的发生、发展过程中可能发挥着重要作用。本

研究发现，口腔癌患者循环微粒的含量比正常人升高，

且循环微粒的浓度与口腔癌患者血液高凝状态密切

相关。更重要的是，笔者发现口腔癌患者来源的循环

微粒促进口腔癌细胞增殖、迁移、侵袭和体内成瘤。

该结果证明，循环微粒可能在口腔癌的发生、发展中

起重要作用。本研究有助于更好的认识口腔癌的发

病机制，以寻找更好的治疗方法。此外，口腔癌患者血

液中升高的循环微粒还可作为口腔癌诊断的依据。
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