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摘要　目的　 探讨黄芪多糖（ＡＰＳ）调控乳腺癌来源的外泌体中ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ３４６介导的巨噬细胞极化对乳腺癌细胞增殖
和转移的影响及机制。方法　选取８周龄雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４０只，分别构建乳腺癌异种移植瘤模型和４Ｔ１移植肿瘤模型。
分为对照组和ＡＰＳ组，ＡＰＳ组裸鼠每日ＡＰＳ灌胃治疗共２５ｄ，对照组裸鼠分别给予等量的生理盐水，在完成所有治疗后，对裸
鼠实施安乐死，分离肿瘤组织。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和流式细胞术检测增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ｋｉ６７、ＣＤ２０６、ＣＤ１６３、诱导型一
氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和ＣＤ８６的表达，分析肿瘤组织中单细胞悬液的凋亡情况。人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１细胞培养并使用
ＡＰＳ刺激，收集细胞培养基外泌体，采用 ＣＣＫ８法、划痕法、透孔室细胞侵袭实验、ｑＲＴＰＣＲ检测细胞的增殖、迁移和侵袭情
况。生物信息学筛选差异基因。结果　通过测定与乳腺癌细胞增殖和转移相关的分子表达，显示ＡＰＳ治疗降低了ＭＤＡＭＢ
２３１异种移植瘤组织中增殖相关蛋白（ＰＣＮＡ和Ｋｉ６７）和转移相关蛋白（波形蛋白）的表达；并观察到肿瘤相关巨噬细胞的极
化情况，ＡＰＳ处理４Ｔ１移植肿瘤组织可降低Ｍ２巨噬细胞的数量，增加Ｍ１巨噬细胞的数量，致使Ｍ２／Ｍ１巨噬细胞数量的比例
降低，增加了４Ｔ１移植肿瘤组织的细胞凋亡。且相关蛋白的表达情况是ｉＮＯＳ和ＣＤ８６增加，ＣＤ２０６和ＣＤ１６３降低。ＭＤＡＭＢ
２３１产生的外泌体经ＡＰＳ处理降低了Ｍ２巨噬细胞的极化，并且影响ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ３４６表达。结论　ＡＰＳ通过调节乳腺癌
细胞来源的外泌体中ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６的表达来抑制Ｍ２巨噬细胞极化，最终抑制乳腺癌细胞的增殖和转移。
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　　研究中药治疗乳腺癌的机制至关重要。黄芪多
糖（ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｎ，ＡＰＳ）为中药黄芪的主要
活性成分之一，是辅助抗肿瘤治疗的免疫调节剂。

然而，乳腺癌的发生和转移是一个极其复杂的过程，

每个环节都会受到诸多因素的精密调控。研究［１］

显示，ｍｉＲＮＡ的异常表达与乳腺癌的发生发展密切
相关。本研究通过生物信息学方法筛选乳腺癌患者

血清外泌体中异常表达的 ｍｉＲＮＡｓ，最终选择 ｍｉＲ
１０７外泌体和 ｍｉＲ３４６作为 ＡＰＳ的潜在靶点，通过
动物实验和细胞实验，研究 ＡＰＳ通过乳腺癌细胞来
源的外泌体 ｍｉＲＮＡｓ来调节巨噬细胞的极化，并在

抑制乳腺癌的增殖和转移中发挥作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂　
１．１．１　实验动物　实验用４０只８周龄健康雌性
ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，体质量为１９０～２１０ｇ，由北京维通利
华实验动物技术有限公司提供。

１．１．２　实验细胞　人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１、
４Ｔ１、ＴＨＰ１（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。所有的细胞都在
３７℃和５％二氧化碳的环境中培养。ＴＨＰ１和４Ｔ１
细胞在含有１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
的ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）中培养，
ＭＤＡＭＡＭＢ２３１细胞在含有 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）中培养。ＡＰＳ
纯度＞９８０％的干粉（上海继生化技术有限公司，
Ｃ６４６００），用生理盐水溶解。佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙ
ｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌ
ｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（德国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，ＨＹ
１８７３９）。蛋白测定试剂（上海赛默飞世尔科学公
司），流式细胞术细胞凋亡检测试剂盒（北京索莱宝
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科技有限公司）。

１．２　方法　
１．２．１　体内抗增殖分析　采用２０只８周龄健康雌
性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，构建乳腺癌异种移植瘤模型。将
１×１０６个／ｍＬ浓度的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞置于 １００
μＬ无菌生理盐水中，接种于每只小鼠的右腋窝皮
下。１０ｄ后，用手触摸 ＭＤＡＭＢ２３１疫苗接种部
位，可触及到硬结节表明模型建立成功。所有成功

构建的小鼠模型均分为对照组和 ＡＰＳ组。ＡＰＳ组
小鼠从１０周开始每日５００ｍｇ／ｋｇＡＰＳ灌胃治疗，共
处理２５ｄ。对照组小鼠分别给予等量的生理盐水。
在完成所有治疗后，对小鼠实施安乐死，分离肿瘤组

织称重，用多聚甲醛固定，制作石蜡切片，然后进行

免疫荧光抗体染色。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　组织、细胞或外泌体蛋白通过
聚丙烯酰胺凝胶电泳分解，然后转移到聚偏氟乙烯

上。将膜封闭，用磷酸盐缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤，用相应的一抗：增殖细胞
核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、Ｋｉ
６７、ＣＤ２０６、ＣＤ１６３、诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）和 ＣＤ８６孵育，然后用与
辣根过氧化物酶结合的二抗孵育。使用 ＥＣＬ试剂
盒进行蛋白条带的可视化，并使用ＩｍａｇｅＪ软件分析
蛋白带的灰度值。

１．２．３　流式细胞术　根据 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检
测试剂盒说明，收集处理后的 ＴＨＰ１细胞中的 Ｍ０
巨噬细胞，预冷 ＰＢＳ洗涤２次，加入指定的抗体，在
冰下孵育半小时，然后使用流式细胞术分析巨噬细

胞表型抗体：ＰＥＣＤ１６３（１２１６３９４２，）、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
５９４抗ｉＮＯＳ抗体（ａｂ３１１６４１，ａｂｃａｍ）、ＦＩＴＣＣＤ８６
（ＭＨＣＤ８６０１）、ＡＰＣＣＤ２０６（１７２０６１８２，），评估肿
瘤组织中单细胞悬液的凋亡情况。

１．２．４　外泌体的收集、颗粒分析和蛋白浓度检测　
使用超离心法从乳腺癌细胞培养基中分离外泌体：

在４℃条件下按照离心程序：１６００ｒ／ｍｉｎ３ｍｉｎ，
４７００ｒ／ｍｉｎ２０ｍｉｎ，９５００ｒ／ｍｉｎ３０ｍｉｎ，然后用０２
μｍ过滤器过滤上清液，３２０００ｒ／ｍｉｎ离心９０ｍｉｎ。
用ＰＢＳ重悬外泌体颗粒，３２０００ｒ／ｍｉｎ离心９０ｍｉｎ。
最后，用ＰＢＳ沉淀纯化外泌体，使用微型 ＢＣＡ溶液
（ｍｉｃｒｏＢＣＡｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｍｉｃｒｏＢＣＡ）检测外泌体的蛋白
浓度。同时使用纳米颗粒跟踪分析仪 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
ＬＭ１０装置分析含有外泌体的细胞培养上清液，以
测量颗粒大小和浓度。

１．２．５　增殖和细胞毒性试验　将 １×１０６个／ｍＬ

ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于６孔细胞培养板中，每 ３
天观察１次细胞，直到观察到细胞增殖。收集不同
处理方法后的细胞进行计数，用结晶紫色染色后，计

算新增殖细胞数量。

１．２．６　ＲＮＡ提取和ｑＲＴＰＣＲ　根据试剂盒说明从
细胞中提取总 ＲＮＡ，并制备 ｃＤＮＡ，设计 ｑＲＴＰＣＲ
的引物。

１．２．７　细胞划痕、侵袭试验　将１５×１０６个／ｍＬ
ＭＤＡＭＢ２３１细胞接种于６孔细胞培养板中。细胞
培养２４ｈ后，首先用记号笔在培养板的背面画一条
直线、染色，形成划痕。使用 ＰＢＳ清除刮伤的细胞，
并分别于０ｈ和２４ｈ在光学显微镜下拍照。然后收
集细胞培养物，用 ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞２次，结晶
紫染色细胞并细胞计数，评估乳腺癌细胞的迁移和

侵袭能力。

１．２．８　筛选差异表达ｍｉＲＮＡｓ　从公共基因表达数
据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｄｓ／）中下载了４０例
健康人和 ５６例乳腺癌患者的血清外分泌体中的
ｍｉＲＮＡｓ表达数据（ＧＳＥ１９７０２０），过滤出差异表达的
ｍｉＲＮＡ，使用Ｒ包中的“ｇｐｌｏｔｓ”命令来绘制火山地
图。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９绘制柱
状图和散点图，统计分析模块为本研究的数据进行

统计分析。本研究中的数据显示为平均值±标准差
（珋ｘ±ｓ），每个测试独立重复至少３次或特殊说明。
两组间差异比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＰＳ对乳腺癌细胞增殖和转移的影响　通过
对裸鼠 ＭＤＡＭＢ２３１皮下移植瘤模型灌胃 ＡＰＳ治
疗后，移植瘤组织质量的测定结果显示，ＡＰＳ处理显
著降低了裸鼠 ＭＤＡＭＢ２３１异种移植瘤组织的质
量，即 ＡＰＳ抑制了体内 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的增殖
（图１Ａ）。同时测定与乳腺癌细胞增殖和转移相关
的分子的表达水平，如 ＰＣＮＡ和 Ｋｉ６７，ｅ钙黏蛋白
和波形蛋白。结果显示，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对
ＭＤＡＭＢ２３１肿瘤组织进行分析（图１Ｂ）。ＡＰＳ治
疗显著降低了 ＭＤＡＭＢ２３１异种移植瘤组织中增
殖相关蛋白（ＰＣＮＡ和Ｋｉ６７）（图１Ｃ）和转移相关蛋
白（波形蛋白）（图１Ｄ）的表达。
２．２　ＡＰＳ对 Ｍ１巨噬细胞及 Ｍ２巨噬细胞极化的
影响　通过分析ＡＰＳ治疗对４Ｔ１移植肿瘤组织中
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图１　ＡＰＳ抑制了乳腺癌细胞的增殖和肺转移（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

Ｆｉｇ．１　ＡＰＳｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

　　Ａ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｓｗｅｉｇｈｔｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔ５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）ＡＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡ，Ｋｉ６７，ＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＶｉｍｅｎｔｉｎｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ，Ｄ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｍ１和Ｍ２巨噬细胞比例的影响，结果显示，ＡＰＳ处
理增加了 ４Ｔ１移植肿瘤组织中 Ｍ１巨噬细胞的数
量，降低了 Ｍ２巨噬细胞的数量（图 ２Ａ），降低了
Ｍ２／Ｍ１巨噬细胞数量的比例（图２Ｂ）。同时，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＡＰＳ处理显著增加了４Ｔ１移植肿
瘤组织中ｉＮＯＳ和 ＣＤ８６蛋白的表达（图２Ｃ），而降
低了ＣＤ２０６和 ＣＤ１６３蛋白的表达（图２Ｄ、２Ｅ）。此
外，通过流式细胞术分析及凋亡图像（图２Ｇ）显示，
ＡＰＳ处理显著增加了４Ｔ１移植肿瘤组织的细胞凋亡
（图２Ｆ）。
２．３　ｍｉＲ１０７或 ｍｉＲ３４６外泌体调节巨噬细胞的
极化　本研究选择从 ＧＳＥ１９７０２０数据库下载的原
始数据中筛选出的乳腺癌患者血清外泌体中差异表

达的ｍｉＲＮＡｓ（图３Ａ）前２０个高表达（图３Ｂ）或低表

达（图 ３Ｃ）的 ｍｉＲＮＡｓ进行进一步研究，测定了
ＭＤＡＭＢ２３１来源的外泌体中的这些ｍｉＲＮＡｓ，结果
显示，ＡＰＳ处理改变了 ｍｉＲ３７９５ｐ、ｍｉＲ１０７、ｍｉＲ
３４０５ｐ、ｍｉＲ６５０和ｍｉＲ３４６的表达（图３Ｄ）。
　　为了研究上述 ｍｉＲＮＡｓ的功能，通过将指定的
ｍｉＲＮＡｓ模拟物或抑制剂转移到 ＭＤＡＭＢ２３１中，
上调或下调了 ＭＤＡＭＢ２３１细胞外泌体中 ｍｉＲＮＡｓ
的表达（图 ３Ｅ）。转移到指定的 ｍｉＲＮＡ产物 ４８ｈ
后，替换ＭＤＡＭＢ２３１培养基，继续培养２４ｈ，从培
养基中收集细胞外囊泡，并使用上述外泌体处理Ｍ０
巨噬细胞。结果显示，只有 ｍｉＲ１０７ｍｉＲＮＡｓ模拟
物、ｍｉＲ６５０ｍｉＲＮＡｓ模拟物和 ｍｉＲ３４６抑制剂的外
泌体显著改变了Ｍ２巨噬细胞生物标志物如 ＣＤ２０６
（图３Ｆ）和ＣＤ１６３（图３Ｇ）的表达，也改变了Ｍ２巨
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图２　ＡＰＳ调控乳腺癌巨噬细胞极化和细胞凋亡（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

Ｆｉｇ．２　ＡＰＳｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

　　Ａ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｅＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｒｋｅｒｓ（Ｆ４／８０，ｉＮＯＳ）ａｎｄＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｒｋｅｒｓ（Ｆ４／８０，ＣＤ２０６）ｉｎ

ｔｈｅ４Ｔ１ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＭ２／Ｍ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｒａｔｉｏｉｎ４Ｔ１ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｓｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ

５００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）ＡＰＳ；Ｃ，Ｄ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉＮＯＳａｎｄＣＤ８６，ａｎｄＣＤ２０６ａｎｄＣＤ１６３ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆ

４Ｔ１ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｓ；Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳ，ＣＤ８６，ＣＤ２０６ａｎｄＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ４Ｔ１ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｆ：

ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｓ；Ｇ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｍａｇｅｓｏｆ４Ｔ１ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ＜０００１

ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

噬细胞的比例（图３Ｈ和图３Ｉ）。然而，ＡＰＳ处理上
调了ＭＤＡＭＢ２３１衍生的外泌体中ｍｉＲ６５０的表达
（图３Ｄ），而ｍｉＲ６５０在乳腺癌患者的血清外泌体中
表达上调（图３Ｃ），该实验选择了 ｍｉＲ１０７和 ｍｉＲ

３４６进行进一步研究。
２．４　ＡＰＳ通过调节ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６外泌体可
影响Ｍ２巨噬细胞极化　首先用ｍｉＲ１０７抑制剂转
染ＭＤＡＭＢ２３１来下调外泌体ｍｉＲ１０７的表达或用
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图３　ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ３４６外泌体促进了

Ｍ２巨噬细胞的极化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｆｉｇ．３　ｍｉＲ１０７ａｎｄｍｉＲ３４６ｅｘｏｓｏｍｅｓｐｒｏｍｏｔｅｄ

ｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

　　Ａ：Ｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｍｉＲＮＡｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＧＳＥ１９７０２０ｄａｔａ（ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｓｅｒｕｍａｎｄｅｘｏｓｏｍｅｓｆｒｏｍｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａ

ｔｉｅｎｔｓ＇ｓｅｒｕｍ）；Ｂ，Ｃ：Ｈｅａｔｍａｐｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔ

ｅｄｍｉＲＮＡｓ（ｔｏｐ２０）ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｉＲＮＡｓ（ｔｏｐ２０）

ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｅｒｕｍｅｘｏｓｏｍｅｓ；Ｄ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓｉｎｅｘｏｓｏｍｅｓｆｒｏｍＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｃｕｌ

ｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ２００μｇ／ｍＬ

ＡＰＳ；Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓａｆｔｅｒｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｐｅｃｉｆｉｅｄｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｏｒ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；ＦＩ：ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓｆｒｏｍＭＤＡＭＢ

２３１ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｐｅｃｉ

ｆｉｅｄｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ａｎｄｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ

Ｍ０ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣＤ２０６ｍＲＮＡ（Ｆ）ａｎｄＣＤ１６３ｍＲＮＡ（Ｇ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

（Ｈ）ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（Ｉ）；ａ：ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ，１５：ｍｉＲ３７９５ｐ，ｍｉＲ１０７，ｍｉＲ３４０５ｐ，ｍｉＲ６５０ａｎｄｍｉＲ３４６；ｂ：ｍｉＲ３７９５ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ；ｃ：ｍｉＲ１０７

ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ；ｄ：ｍｉＲ３４０５ｐｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ；ｅ：ｍｉＲ６５０ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ；ｆ：ｍｉＲ３４６ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＶｅｈｉｃｌｅ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ．

ｍｉＲ３４６ｍｉＲＮＡｓ模拟物来上调 ｍｉＲ３４６的表达，然
后用ＡＰＳ刺激２４ｈ，最终从不同来源的 ＭＤＡＭＢ
２３１培养基收集这些外泌体来处理 Ｍ０巨噬细胞

（图４Ａ）。ＡＰＳ处理增加了 ＭＤＡＭＢ２３１衍生外泌
体中 ｍｉＲ１０７的表达，降低了 ｍｉＲ３４６的表达，而
ｍｉＲ１０７抑制剂或ｍｉＲ３４６模拟物可以逆转ＡＰＳ处
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理对ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６来自ＭＤＡＭＢ２３１衍生外
泌体表达的影响（图４Ｂ、４Ｃ）。经ＡＰＳ处理的ＭＤＡ
ＭＢ２３１产生的外泌体显著降低了巨噬细胞中
ＣＤ２０６和ＣＤ１６３ｍＲＮＡ的表达水平，但 ｍｉＲ１０７抑
制或ｍｉＲ３４６ｍｉＲＮＡｓ模拟物也可以逆转 ＡＰＳ的这
些功能（图 ４Ｄ、４Ｅ）。同样，ＡＰＳ处理的 ＭＤＡＭＢ
２３１产生的外泌体抑制了 Ｍ２巨噬细胞的极化，而
ｍｉＲ１０７抑制或 ｍｉＲ３４６增加削弱了 ＡＰＳ抑制 Ｍ２
巨噬细胞极化的功能（图４Ｆ、４Ｇ）。ＡＰＳ治疗可能
通过改变 ＭＤＡＭＢ２３１的 外 泌 体 ｍｉＲ１０７或

ｍｉＲ３４６来抑制Ｍ２巨噬细胞的极化。
２．５　ＡＰＳ通过外泌体ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６影响乳
腺癌细胞的增殖和转移　从不同乳腺癌细胞培养基
收集外泌体治疗 Ｍ０巨噬细胞，研究 ＭＤＡＭＢ２３１
生物学特性的改变（图 ５Ａ）。研究表明，ＡＰＳ组
ＭＤＡＭＢ２３１的细胞活力低于未干预组，与 ＡＰＳ组
相比，抑制ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６ｍｉＲＮＡｓ模拟物可提
高ＭＤＡＭＢ２３１的细胞活力（图 ５Ｂ）。同时，在细
胞增殖形成试验（图 ５Ｃ、５Ｄ）、细胞划痕试验（图
５Ｅ、５Ｆ）和转染细胞侵袭实验（图５Ｇ、５Ｈ）中也观察

图４　ＡＰＳ通过乳腺癌来源的ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ３４６外泌体

促进Ｍ２巨噬细胞的极化（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｆｉｇ．４　ＡＰＳｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｖｉａ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｄｅｒｉｖｅｄｍｉＲ１０７ａｎｄｍｉＲ３４６ｅｘｏｓｏｍｅｓ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１０７（Ｂ）ａｎｄｍｉＲ３４６（Ｃ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＤＡＭＢ

２３１ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ；Ｄ，Ｅ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ２０６

ｍＲＮＡ（Ｄ）ａｎｄＣＤ１６３ｍＲＮＡ（Ｅ）ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｏ
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图５　ＡＰＳ通过乳腺癌来源的ｍｉＲ１０７和ｍｉＲ３４６外泌体抑制乳腺癌细胞的增殖和转移（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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到同样的趋势。研究表明，ＡＰＳ可能通过调控乳腺
癌细胞来源外泌体的ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６而影响乳
腺癌增殖和转移。

３　讨论

　　全世界每年有２３０万女性乳腺癌新发病例，约
有７０万患者死于乳腺癌［２－３］。手术治疗、放疗和化

疗是乳腺癌患者最常见的３种治疗方法。然而。许
多乳腺癌治疗药物的副作用严重影响患者的生活质

量。ＡＰＳ是中药黄芪的主要活性成分，通过 Ｗｎｔ／β
Ｃａｔｅｎｉｎ通路［４］的多个靶标抑制乳腺癌细胞的增殖

和转移而发挥抗肿瘤活性，并通过激活巨噬细胞活

性［５－６］，增强宿主免疫功能直接诱导肿瘤细胞凋亡

或影响癌基因的表达［７－８］，因此，研究其治疗效果和

治疗靶点是非常有必要的。

　　外泌体是由细胞内溶酶体衍生的纳米级囊泡，
在肿瘤微环境中介导肿瘤细胞与 ＴＡＭｓ间信息传递
中发挥着重要作用［９］，研究［１０－１１］表明肿瘤来源的

外泌体ｍｉＲＮＡｓ可使巨噬细胞极化，并靶向多种信
号通路影响肿瘤进展［１２－１３］，且ｍｉＲ１０７、ｍｉＲ３４６的
表达可以影响巨噬细胞黏附［１４－１５］，在改变巨噬细胞

功能中发挥重要作用［１６］。而乳腺癌来源的外泌体

中 ｍｉＲ１０７和 ｍｉＲ３４６影响巨噬细胞极化的可能
机制，目前鲜有报道。本研究表明 ＡＰＳ调节 ＴＡＭｓ
极化增强了肿瘤微环境中免疫细胞的抗肿瘤活性。

通过上调乳腺癌来源外泌体 ｍｉＲ１０７或下调 ｍｉＲ
３４６可以促进Ｍ１巨噬细胞极化、抑制 Ｍ２巨噬细胞
极化，并抑制了乳腺癌细胞的增殖和迁移。

　　本实验结果显示，ＡＰＳ治疗增加了乳腺癌移植
组织中的 Ｍ１ＴＡＭｓ，减少了 Ｍ２ＴＡＭｓ，在体外改变
了乳腺癌细胞来源的外泌体数量和质量，并通过调

节外泌体的质量来调节巨噬细胞的极化，促使乳腺

癌来源的外泌体ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６介导巨噬细胞
极化来抑制乳腺癌细胞的增殖和转移。研究表明，

乳腺癌来源的外泌体ｍｉＲ１０７或ｍｉＲ３４６影响巨噬
细胞极化可能是ＡＰＳ发挥抗肿瘤效应的机制之一。
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