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外泌体在前列腺癌发展和转移中的作用 *

吴维，江娟，吕磊，梁嘉前，孙莹，袁敬东，章传华，周高峰

（湖北省武汉市第一医院 泌尿外科，湖北 武汉 430022）

摘要 ：目的  比较正常人和前列腺患者外周血外泌体的含量，并探究外泌体在前列腺癌发展和转移中的作

用。方法   利用离心法收集正常人和前列腺癌患者外周血中外泌体并测定外泌体浓度。应用免疫组织化学技

术检测前列腺癌组织和癌周正常组织中 CD63 的表达。MTT 和 Western blot 检测外泌体对前列腺癌细胞增

殖活性和外泌体分泌能力的影响。复制前列腺癌肺转移小鼠模型，并检测前列腺癌患者来源的外泌体对前列腺

癌细胞肺转移能力的影响。免疫荧光染色检测肺转移癌组织中 CD63 和 Ki-67 的表达。结果   前列腺癌患者

外泌体含量（27.69±11.66）μg/ml 高于正常人（7.41±5.2）μg/ml（P <0.05）。伴远处转移的前列腺癌患者外

周血中外泌体含量（33.40±10.45）μg/ml 高于无远处转移前列腺癌患者（18.17±5.96）μg/ml（P <0.05）。前

列腺癌患者外周血外泌体提高前列腺癌细胞的增殖活性和外泌体产量。注射外泌体组裸鼠肺部转移灶数目

（16.28±6.94）高于对照组（4.72±2.51）（t =5.265，P =0.000）。结论  外泌体提高前列腺细胞增殖活性，促进前列

腺癌细胞分泌外泌体，促进前列腺癌细胞肺转移。
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Role of exosomes in development and metastasis of 
prostate cancer*

Wei Wu, Juan Jiang, Lei Lv, Jia-qian Liang, Ying Sun, Jing-dong Yuan, Chuan-hua Zhang, Gao-feng Zhou
(Department of Urology, the First Hospital of Wuhan City, Wuhan, Hubei 430022 Hubei, China)

Abstract: Objective  To investigate the concentration of circulating exosomes in prostate cancer patients, 

elucidating role of exosomes in the development and metastasis of prostate cancer. Methods Circulating exosomes 

from human beings were isolated via centrifugation. Concentration of exosomes were determined by BCA 

assay. Expression of CD63 were measured by Immunohistochemistry staining. MTT assay and Western blotting 

were performed to identify activity of proliferation and exosomes secretion. Mouse model of lung metastasis 

was established to examine effect of exosomes on distant metastasis ability. Expression of CD63 and Ki-67 in 

pulmonary tumor tissue were determined by Immunofluorescent staining. Results  The concentration of exosomes 

in prostate cancer patients was significantly increased compared with healthy volunteers [(27.69 ± 11.66) μg/

ml vs (7.41 ± 5.2) μg/ml, P = 0.000]. Prostate cancer patients with distant metastasis experienced higher levels of 

exosomes when compared with patients without distant metastasis [(33.40 ± 10.45) μg/ml vs (18.17 ± 5.96) μg/ml, 

P < 0.05]. The Capacity of proliferation and secretion was positively associated with increase of exosomes. Number 

of pulmonary metastasized nodules in mice treated with exosomes were increased significantly compared with that in 

mice not receiving exosomes [(16.28 ± 6.94) vs (4.72 ± 2.51), P = 0.000]. Conclusion  Capacity of cell proliferation,  
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近年来我国男性前列腺癌的发病率和死亡率呈

上升趋势，且我国大多数前列腺癌患者在初诊时就已

经出现转移，给临床治疗带来极大的挑战 [1-3]。外泌体

（Exosomes）是细胞通过胞内体内陷形成多泡体再与

细胞膜融合释放，该种细胞脂质双层膜结构，直径大约

40 ～ 100 nm[4]。外泌体携带母体细胞特征性生物信息

分子（如脂质，蛋白质，DNA，mRNA，miRNA），并可作

为细胞间运输载体将该生物分子传递给其他细胞 [5-6]，

参与多种生物学行为。研究证实，外泌体不仅存在于体

外培养的细胞上清中，且大量存在于机体的血液、尿

液和唾液等体液和疾病状态下的胸水、腹水之中 [7-9]。

其中，外周血中的外泌体与多种疾病如心血管疾病和

恶性肿瘤密切相关，并可作为这些疾病诊断的重要潜

在标志物 [10-12]。本研究的目的是比较正常人和前列腺

患者外周血外泌体的含量，并探究外泌体在前列腺癌

远处转移中的作用。

1    资料与方法

1.1    临床资料

选取 2016 年 1 月 1 日 -2016 年 12 月 31 日于武

汉市第一医院泌尿外科就诊的前列腺癌患者 16 例。

手术切除 16 例前列腺癌标本及相应瘤旁组织，所有

标本均由 2 位病理医师独立诊断，并结合患者临床表

现、影像学及组织学特点确诊。患者年龄 54 ～ 72 岁，

中位年龄 61.81 岁。所有患者均无饮酒爱好，多数患

者无吸烟爱好。标本获取前均告知患者并签署知情同

意书，研究方案经武汉市第一医院伦理委员会批准。

1.2    外泌体检测

1.2.1       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）及双抗（青霉素 + 链霉素）、

胰蛋白酶（购自美国 Hyclone 公司），MTT、DAPI 封

片剂（购自武汉谷歌生物科技有限公司），Ki-67、

CD63、CD9、GAPDH 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）。

1.2.2      外泌体的分离与纯化    用含抗凝剂的真空采

血管收集前列腺癌者 5 ml 静脉血样品 ；并转移至离心

管中，4℃条件下，1 000 r/min 离心 20 min，取上清液，

加入上清体积 3 倍的无菌 PBS 稀释血清 ；4℃条件下

4 600 r/min 离心 20 min；取上清液，并将上清液以 0.2 μm

滤器过滤，最后 4℃条件下 34 000 r/min 离心 70 min，

得到沉淀，并以 150 μl 无菌 PBS 重悬沉淀，即获得

外泌体。以 BCA 法测定外泌体蛋白浓度，置于 -80℃

冰箱冷冻保存备用。收集细胞培养上清，以上述离心

方法收集细胞上清中外泌体。

1.2.3      外泌体形态表征     取 10 μl 外泌体 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，测量外泌体粒径大

小。将 PBS 重悬的外泌体样品吸附至镍网上，自然风

干 ；2.5% 的戊二醛固定 10 min，PBS 漂洗 3 次 ；加入

CD63 抗体 20 ml（1 ∶ 100）或 CD9 抗体 20 ml（1 ∶ 100）

于 37℃孵育 2 h，PBS 漂洗 3 次，加入金标二抗 20 ml

（1 ∶ 100）于 37℃孵育 1 h，PBS 漂洗 3 次 ；醋酸铀

负染 5 min，以滤纸吸干染液 ；待样品干燥后置于透

射电镜下观察。

1.2.4    Western blot    收集蛋白，并用 BCA 蛋白定量

检测试剂盒测定蛋白浓度。按所测蛋白浓度计算样

品（蛋白上样量为 20 μg）和上样缓冲液体积后，将

其混合并置于 95℃水浴锅中水浴 5 min。配制 10% 

SDS- 聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE），80 V 恒压下蛋

白电泳至分离胶与浓缩胶界面时换为 120 V 电压，然

后 200 mA，2 h 恒流下将蛋白转至 PVDF 膜。封闭 2 h

后， 分 别 以 CD63（1 ∶ 1 000）、CD9（1 ∶ 1 000）、

Cyclin D1（1 ∶ 1 000）、phospho-Rb（pRb，1 ∶ 1 000）、

GAPDH（1 ∶ 10 000）抗体 4℃孵育过夜。TBST 洗膜

3 次，每次 10 min。相应二抗室温孵育 2 h，TBST 洗

膜 3 次，每次 10 min。化学发光剂显色后，蛋白凝胶

成像系统分析样品中目标蛋白的相对含量。

1.2.5      细胞培养    前列腺细胞系 LNCap 细胞来源

于中国典型培养物保藏中心（China Center for Type 

Culture Collection，CCTCC）。LNCap 细胞培养于含 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℃、约 95% 湿度、5% 二氧化碳 CO2

浓度。

1.2.6    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 100 μl，使细胞调密度

exosome secretion and tumor metastasis are positively associated with enhancement of exosomes.

Keywords:  exosomes; prostate cancer; cancer development; metastasis
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1 000 ～ 10 000/ 孔。细胞分为对照组和实验组，实验组

细胞分别加入终浓度为 5、10 和 15 μg/ml 前列腺癌患

者来源的外泌体。5% CO2，37℃孵育 0 ～ 72 h，每孔

加入10 μl 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 100 μl 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，并与

对照组 0 h 的吸光度值比较。

1.2.7    细胞活力检测    收集对数期细胞，调整细胞悬

液浓度加入 12 孔板 ：每孔加入 2 ml，使细胞调密度

5×105/ 孔。细胞分为对照组和实验组，实验组细胞分

别加入终浓度为 15 μg/ml 前列腺癌患者来源的外泌

体。5% CO2，37℃孵育 24 h，终止培养，小心吸去孔

内培养液，消化细胞，细胞活力仪器检测细胞活力。

1.2.8      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（4 μm）。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 CD63 一抗（1 ∶ 200），

4℃孵育过夜。滴加相应辣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。

光学显微镜随机拍摄 5 个高倍视野（×200）/ 张切片，

利用 Image-Pro Plus 软件统计 CD63 着色强度。染色

评分由 2 位经验丰富的病理医师进行双盲阅片完成，

取其平均值。

1.2.9      外泌体对前列腺癌肺转移模鼠的影响    将对

数生长期的 LNCap 细胞以 PBS 重悬，使细胞密度为

1×107 个 /ml。将 200 μl 含有细胞的 PBS 悬液经尾

静脉注入裸鼠体内（每组各 10 只）。实验组老鼠，每 3

天经尾静脉注射 1 次外泌体（50 μg/ 次），连续注射 3

次。观察期结束后，安乐死动物，收获肺组织切片脱蜡、

梯度酒精入水后，滴加适量 ki-67（鼠源）和 CD-63（兔

源）一抗，37℃孵育 1 h ；PBS 洗去抗体 ；滴加适量对

应二抗，37℃避光孵育 30 min，PBS 洗去抗体 ；以含

DAPI 封片剂封片 ；最后置于荧光显微镜下观察并拍

照成像。

1.3    统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 6.0 软件，计量资

料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两两比较用 t 检

验，3 组及 3 组以上采用单因素方差分析（One-way-

ANOVA）及重复测量设计的方差分析，P <0.05 为差异

有统计学意义。

2    结果

2.1    外泌体的分离和鉴定

按图 1A 所示的程序，离心法收集前列腺患者外

周血中的外泌体。将离心所得沉淀以 PBS 垂悬后，置

于透射电镜下观察 ：分离所得的沉淀呈双层膜结构，

大小范围为 20 ～ 100 nm，其中 30 ～ 60 nm 的双层膜

结构最多（见图 1B）。Western blot 结果提示，离心分

离的沉淀中高表达 CD63 和 CD9（见图 1C）。免疫电

镜结果进一步提示，CD63、CD9 表达的位置位于双侧

膜结构外膜（见图 1D）。上述鉴定结果显示分离所得

的沉淀的粒径分布范围和表面标志分子的表达均与报

道的文献结果一致 [13]，证明本研究分离所得的沉淀为

外泌体。

2.2    前列腺癌患者外周血外泌体水平

分别收集正常人和前列腺癌患者外周血外泌体，

以 BCA 法测定外泌体总蛋白含量。结果发现，前列腺

癌患者外泌体含量为（27.69±11.66）μg/ml，高于正

常人外周血中外泌体含量（7.41±5.2）μg/ml（见图

2A），差异有统计学意义（t =6.313，P =0.000）。16 例

前列腺癌患者分为无远处转移（n =6）和伴发远处转

移（n =10）两组，并进一步分析两组患者外周血外泌体

含量。见图 2B 所示，伴远处转移的前列腺癌患者外

周血中外泌体含量（33.40±10.45）μg/ml< 无远处转

移前列腺癌患者外周血中外泌体含量（18.17±5.96）

μg/ml，差异有统计学意义（t =3.055，P =0.0086）。以

上结果提示外泌体可能在前列腺癌的进展中起重要作

用。同时，前列腺癌中 CD63 组织学评分（2.04±0.61）

高于癌旁正常前列腺组织组织学评分（0.55±0.21），

差异有统计意义（t =3.870，P =0.000）。见图 2C、2D。

2.3    前列腺癌患者外泌体对前列腺癌细胞增殖和
外泌体分泌的影响

为进一步研究外泌体在前列腺发展中的作用，评

估外泌体对前列腺癌细胞活力和增殖能力的影响。实

验组和对照组数据的方差分析，结果 ：不同浓度外泌

体处理 24 h 后细胞活力无差异（F =0.360，P =0.836）

（见图 3A），不同浓度的外泌体对细胞活力无影响。

MTT 实验证实，不同浓度处理后的细胞增殖活性有差
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异（F =0.650，P =0.018）。实验组间细胞增殖活性有

差异（F =0.845，P =0.025），外泌体浓度越高，细胞增

殖活性越高。实验组和对照组细胞增殖活性变化趋势

有差异（F =0.576，P =0.015），见图 2B。

           A       B

外周血

34 000 r/min

细胞

细胞碎片

上清液

过滤液

上清液

外泌液

粒径 >200 nm 颗粒

1 000 r/min

4 600 r/min

0.2 μm，过滤

70 min，4℃

20 min，4℃

20 min，4℃

100 nm

A：外泌体分离步骤；B：透射电镜下外泌体的形态观察；C：Western blot 检测外泌体中 CD63 和 CD9 的表达；D：免疫电镜法检测外泌

体中 CD63 和 CD9 的表达（箭头指示为纳米金颗粒）

图 1    前列腺癌患者外周血外泌体的分离和鉴定

       C       D

CD63

CD9

53 kD

25 kD

CD63

CD9

100 nm

A：正常人和前列腺癌患者外周血中外泌体含量比较；B：无远处转移和伴发远处转移的前列腺癌患者外周血中外泌体含量比较；C：

前列腺癌组织和正常组织中 CD63 的表达水平；D：前列腺癌组织和正常组织中 CD63 组织学评分。† 与两者间比较，P <0.05

图 2    前列腺癌患者外周血外泌体含量
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Western blot 实验显示 Cyclin D1（F =0.725，P = 

0.027） 和 pRb（F =0.618，P =0.015） 高 于 对 照 组 细

胞。实验组间细胞增殖活性有差异（F =0.320，P = 

0.014），外泌体浓度越高，Cyclin D1 和 pRb 表达水平越

高。实验组和对照组细胞增殖活性变化趋势有差异

（F =0.576，P =0.015），见图 3B、3C。收集外泌体处理

组和对照组细胞培养上清液，并分离上清中外泌体。

BCA 测定外泌体总蛋白后发现，外泌体处理组细胞外

泌体分泌量大于对照组细胞外泌体产量（F =0.451，

P =0.027）（见图 3D），且促进作用具有浓度依赖性。

2.4    外泌体对前列腺癌肺转移裸鼠的影响

注射外泌体组裸鼠肺部转移灶数目（16.28±6.94）

多于对照组（4.72±2.51）差异有统计学意义（t =5.265，

P =0.000）（见图 4A、B）。肺组织切片 H&E 染色结果

进一步证实，单位面积内肺转移灶面积大于对照组（见

图 4C）。外泌体处理组裸鼠存活时间较对照组组裸鼠

图 4    前列腺癌患者外泌体对前列腺癌肺转移裸鼠的影响
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图 3    前列腺癌患者外泌体对前列腺癌细胞增殖和外泌体分泌的影响
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存活时间短，差异有统计学意义（见图 4D）（χ2=6.606，

P =0.000）。肺转移灶免疫荧光分析结果显示，外泌体

处理组转移瘤标本中 CD63 和 Ki-67 表达水平高于对

照组（见图 5A、B），差异有统计学意义（t =4.238，

P =0.0067）。

† 与对照组比较，P <0.01

图 5    肺转移灶中 CD63 和 Ki-67 的表达

图 6    外泌体在前列腺癌发展和转移中的作用
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3    讨论

尽管外泌体最初在 1983 年就被发现，但人们一

直认为它只是一种细胞的废弃物 [14]。然而最近几年，

人们发现这种微小膜泡中含有细胞特异的蛋白、脂质

和核酸，能作为信号分子传递给其他细胞从而改变其

他细胞的功能。该发现点燃了人们对细胞分泌膜泡的

兴趣。最近的研究发现外泌体在很多生理病理上起着

重要的作用，如免疫中抗原呈递、肿瘤的生长与迁移、

组织损伤的修复等。不同细胞分泌的外泌体具有不用

的组成成分和功能，可作为疾病诊断的生物标志物。

近期有学者报道，乳腺癌细胞来源的外泌体可在肺部

或肝部形成利于乳腺癌细胞生成的微环境，为迎接癌

细胞向上述器官转移铺平道路 [15]。说明外泌体在肿瘤

转移中起前锋作用。我国大多数前列腺癌患者在初诊

时就已经出现转移，远处转移最常见于骨转移和肺转

移。前列腺癌细胞来源的外泌体在前列腺癌的远处转

移中是否起作用作用目前尚无文献报道。

本研究结果显示，前列腺癌患者外周血外泌体浓

度高于正常人。此外，伴远处转移的前列腺癌患者外

周血中外泌体的含量对于无远处转移前列腺癌患者。

提示外泌体可能在前列腺癌的发生和发展中起重要作

用。并且前列腺癌患者外周血外泌体可以提高前列腺

癌细胞的增殖活性。随后在肺转移模型中发现，前列

腺癌患者来源的外泌体在裸鼠体内可促进前列腺癌细

胞的肺转移。该结果可解释伴远处转移的前列腺患者

外周血中外泌体的含量高于无远处转移的前列腺癌患

者。同时，上述结果还显示，外泌体可促进前列腺癌的

发展，并加速前列腺癌的远处转移。此外，还发现，前

列腺癌患者来源的外泌体还可以提高前列腺癌细胞分

泌外泌体的能力，促进前列腺癌细胞分泌更多的外泌

体。笔者推测，外泌体分泌的增加，导致患者外周血中

外泌体含量的进步一提高，从而进一步促进前列腺癌

的发展和转移，并诱使细胞分泌更多的外泌体，形成

1 个正反馈环（见图 6），最终导致前列腺癌发展加速

和远处转移的形成。

总之，本研究发现 ：①前列腺癌患者外周血外泌

体含量高于正常人 ；②伴远处转移的前列腺癌患者外

泌体含量高于无远处转移前列腺患者 ；③外泌体促进

前列腺细胞增殖和外泌体分泌 ；④外泌体促进前列腺

癌的远处转移。本研究的结果有助于理解前列腺癌的

发生、发展以及转移转移的机制，以期寻找更好的治

疗方法。
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