
２０２１ 年 １ 月 １０ 日　 第 １ 期

Ｎｏ． １　 　 １０ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

中　 医　 学　 报
ＡＣＴＡ ＣＨＩＮＥＳＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
第 ３６ 卷　 总第 ２７２ 期

Ｖｏｌ． ３６　 　 　 Ｎｏ． ２７２

·实验研究·

∗基金项目：国家自然科学基金项目（８１６０３４３４，８１８０４００８）

滋阴化痰方调控肿瘤细胞来源外泌体对
ＨＵＶＥＣｓ 管样分化的影响∗

李晶晶１，季青２，刘煊１，李琦２，岳小强１

１． 中国人民解放军第二军医大学长征医院，上海 ２００００３； ２． 上海中医药大学附属曙光医院，上海 ２００００３

摘要：目的：探讨滋阴化痰方（Ｚｉｙｉｎ Ｈｕａｔａｎ Ｒｅｃｉｐｅ，ＺＹＨＴ）调控肿瘤细胞来源外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ）对人脐静脉内皮细

胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）管样分化的影响。 方法：①将 ２ 种不同剂量的 ＺＹＨＴ 分别与胃癌细胞

株 ＳＧＣ － ７９０１ 和 ＭＧＣ － ８０３ 共培养 ４８ ｈ，使其主动进入细胞内，收集细胞上清液提取外泌体，透射电镜观察外泌体形态，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测其膜表面标志性蛋白 ＴＳＧ１０１ 和 ＣＤ８１，用纳米颗粒跟踪分析仪 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ 分析外泌体粒径分布范围。
②ＰＫＨ６７ 荧光标记外泌体，并与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养，共聚焦显微镜观察外泌体能否被 ＨＵＶＥＣｓ 摄取。 ③通过体外 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
基质胶实验，观察含不同剂量 ＺＹＨＴ 的 ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ 与 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 对 ＨＵＶＥＣｓ 管状结构形成能力的影响。 上

述实验以等量 ＰＢＳ 作为对照。 结果：①经鉴定从胃癌细胞上清液中提取的外泌体为形态一致的圆形或椭圆形膜性囊泡，
表达标志性蛋白 ＴＳＧ１０１ 和 ＣＤ８１，粒径范围 ３０ ～ ２００ ｎｍ。 ②共聚焦显微镜观察示肿瘤细胞来源外泌体可被 ＨＵＶＥＣｓ 摄

取。 ③在体外 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶成管实验中，随着外泌体浓度的增加，实验（含 ＺＹＨＴ 高、低剂量）组分支总长度明显少于对照

（ＰＢＳ）组。 结论：ＺＹＨＴ 可通过调控肿瘤细胞外泌体进而抑制胃癌血管新生。
关键词：滋阴化痰方；胃癌细胞株；外泌体；血管新生；人脐静脉内皮细胞
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ｏｆ ＰＢＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｒｅｓｕｌｔｓ：①Ｔｈｅ Ｅｘｏｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ｒｏｕｎｄ ｏｒ
ｏｖａｌ ｓｈａｐｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｏｕｓ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ｗｈｉｃｈ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＴＳＧ１０１ ａｎｄ ＣＤ８１，ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ３０ ｔｏ

·８１１·



２０２１ 年 １ 月 １０ 日　 第 １ 期

Ｎｏ． １　 　 １０ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

中　 医　 学　 报
ＡＣＴＡ ＣＨＩＮＥＳＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
第 ３６ 卷　 总第 ２７２ 期

Ｖｏｌ． ３６　 　 　 Ｎｏ． ２７２

２００ ｎｍ． ②Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｅｘｏｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｂｙ ＨＵＶＥＣｓ． ③Ｉｎ ｖｉｔｒｏ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｅｘｏｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｂｒａｎｃｈ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ （ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｉｇｈ ａｎｄ
ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ Ｚｉｙｉｎ Ｈｕａｔａｎ Ｒｅｃｉｐｅ） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＰＢＳ） ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｚｉｙｉｎ Ｈｕａｔａｎ Ｒｅｃｉｐｅ
ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｅｘｏｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｚｉｙｉｎ Ｈｕａｔａｎ ｒｅｃｉｐｅ；ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ；ｅｘｏｓｏｍｅｓ（Ｅｘｏｓ）；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

　 　 胃癌是我国常见恶性肿瘤，虽然手术、放疗、化
疗等技术不断进步，靶向药物也不断涌现，但目前对

于胃癌的整体疗效仍不理想。 近年来，中医药在胃

癌综合防治中的作用与地位越来越受到重视。 滋阴

化痰方（Ｚｉｙｉｎ Ｈｕａｔａｎ Ｒｅｃｉｐｅ，ＺＹＨＴ）是上海长征医

院中医科基于“胃癌痰证理论”所创制的针对晚期

胃癌的有效方剂。 前期研究证实其对胃癌血管新生

有明显的抑制作用［１］，但其确切机制尚不明确。 外

泌体是由多种细胞（包括肿瘤细胞）通过胞吐方式

分泌至微环境中的一种直径在 ３０ ～ １００ ｎｍ，具有双

层膜结构的囊状结构［２］，几乎所有的细胞都可以分

泌外泌体，有些微生物亦可以产生［３ － ５］。 近年来发

现在细胞之间的通讯中发挥重要调节作用［６］，可直

接转运促血管新生相关蛋白至内皮细胞，也可通过

转运 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ，进而影响促血管新生因

子的表达［７］。 外泌体不仅本身参与肿瘤免疫、肿瘤

侵袭及转移等过程，并且肿瘤外泌体携带的内容物

可能作为肿瘤标志物用于肿瘤的早期诊断与治

疗［８］。 现代研究者认为，外泌体研究虽属微观分子

学，但其整体表达的特点与中医整体观念有相似

性［９］。 目前更有学者将外泌体引入中医的研究领

域，为中医和外泌体的结合带来新的进展与突

破［１０］。 本研究拟观察 ＺＹＨＴ 是否通过调控胃癌细

胞来源的外泌体来影响人脐静脉内皮细胞管样分

化，继而影响肿瘤的血管新生。

１　 材料

１． １　 细胞　 ＨＵＶＥＣｓ、ＳＧＣ － ７９０１、ＭＧＣ － ８０３ 均购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。
１． ２　 药品与试剂　 ＺＹＨＴ 中所需药物百合（批号：
１８０４１００６）、白花蛇舌草（批号：１８０８２７０４）、制半夏

（批号：１９０５２２０９）均为吴江上海蔡同德中药饮片公

司提供。 ＤＭＥＭ 培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司，批号：
ＡＥ２９４３１６３６ ）； ＦＢＳ （ 美 国 ＧＩＢＣＯ 公 司， 批 号：
４２Ｇ９０８１Ｋ）；０． ２５％胰蛋白酶 － ０． ０２％ ＥＤＴＡ（上海

碧云天科技有限公司，批号：０９０６１９１９１０１１）；ＰＫＨ６７
细胞膜标记荧光染色剂 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，批号：

ＭＫＣＨ２９４３）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（美国 ＢＤ 公司，批号：
９１８９００７）；ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（上海碧云天科

技有限公司，批号： ０１０７１９１９０７２３ ）；表面标志物

ＴＳＧ１０１、ＣＤ８１ 多克隆抗体（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，
批号：１４４９７ － １ － ＡＰ、６６８６６ － １ － Ｉｇ）；ＧＡＰＤＨ 多克

隆抗体（美国 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司，批号：１４９７１６３３）。
细胞培养上清外泌体快速抽提试剂盒 ＨｉｅｆｆＴＭ（上海

翊圣生物科技有限公司，批号：Ｈ８９１４７７０）。
１． ３　 仪器　 倒置相差显微镜（日本奥林巴斯公司，
型号：ＣＫＸ５３）；ＣＯ２ 培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型
号：ＣＣＬ －１７０Ｂ － ８）；多功能酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ Ｉｎ⁃
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司，型号：８２１８１４１）；透射电镜（美国 ＦＥＩ
公司，型号：Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ Ｓｐｉｒｉｔ Ｂｉｏｔｗｉｎ）；纳米颗粒跟踪

分析仪 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ （英国 Ｍａｌｖｅｒｎ 公司，型号： Ｚｅｔａ
Ｖｉｅｗ）；共聚焦荧光显微镜［奥林巴斯（中国）有限公

司，型号：ＩＸ７３］。

２　 方法

２． １　 ＺＹＨＴ 制备 　 将百合 ３０ ｇ，白花蛇舌草 ３０ ｇ
和制半夏 １５ ｇ，加 ８ 倍水煎 ２ 次，每次 ２ ｈ，将煎液滤

过，减压浓缩成膏。 加入 ２ 倍乙醇搅拌，静置 ４８ ｈ，
过滤并回收乙醇，浓缩成膏，并干燥粉碎［１１］。 由上

海长征医院药材科统一制备，质控稳定。 ＺＹＨＴ 配

制：用培养基配制 １ ｇ·Ｌ － １ 母液。 ＣＣＫ － ８ 法检测

ＺＹＨＴ 的 ＩＣ１０ 值，根据 ＩＣ１０ 值确定 ＺＹＨＴ 的给药浓

度［１］。 此次实验确定高剂量 ＺＹＨＴ（ＺＹＨＴ － Ｈ）和

低剂量 ＺＹＨＴ（ＺＹＨＴ － Ｌ）为研究对象。
２． ２　 外泌体的分离纯化　 取对数生长期的第 ４ 代

ＭＧＣ －８０３ 细胞，分别加入 ２ 种不同剂量的 ＺＹＨＴ，
用去除外泌体的完全培养基培养 ４８ ｈ 后，收集上清

培养液，０． ２２ μｍ 滤膜过滤，离心半径 １１． ５ ｃｍ，
３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，小心收集上清并转移至新的离

心管，于冰上放置待用；加入一定比例的外泌体抽提

试剂，涡旋振荡混匀 １ ｍｉｎ，放置 ４ ℃静置 ２ ｈ 或过

夜；取出装有混合液的离心管于 ４ ℃，离心半径

８． ４ ｃｍ，１０ ０００ ｇ 离心 ６０ ｍｉｎ，弃上清，收集沉淀，取适

量 ＰＢＳ 均匀吹打离心沉淀物，使其充分混匀，并转移

·９１１·
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至新的离心管中；将含有外泌体的离心管于 ４ ℃，离
心半径 ８． ４ ｃｍ，１２ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ，弃沉淀，保留上

清；将获取的 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 于 ８０ ℃保存备用，避
免反复冻融。 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 操作同前。
２． ３　 外泌体的鉴定

２． ３． １　 透射电镜观察 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 形态　 取

１０ μＬ 的 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 滴于透射电镜专用的载

样铜网上，常温静置 ２ ｍｉｎ，滤纸吸去浮液，用 １％
（Ｗ ／ Ｖ）磷钨酸溶液染色 ５ ｍｉｎ 后，滤纸吸去多余染

色液，晾干，透射电镜观察 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 的形

态。
２． ３． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 膜
表面标志性蛋白　 取 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １００ μｇ，加
入 １００ μＬ 的 ＲＩＰＡ 裂解液，吹打使裂解液和 ＭＧＣ －
８０３ － Ｅｘｏｓ 充分混合，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，在 ４ ℃下，离
心半径 ８． ４ ｃｍ，１２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，吸取上清液置

于 １． ５ ｍＬ ＥＰ 管中， － ８０ ℃冻存。 ＢＣＡ 法检测蛋白

浓度后，加入 ５ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ，９９ ℃变性 １０ ｍｉｎ。
按每孔 ２０ μＬ 上样至 １０％ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 胶，８０ Ｖ 电

泳 ３０ ｍｉｎ，１２０ Ｖ 电泳 １ ｈ，采用湿法转膜，２００ ｍＡ 转

膜 １ ｈ ３０ ｍｉｎ，５％ＢＳＡ 封闭液室温封闭 ２ ｈ，５％ＢＳＡ
封闭液以 １  １ ０００ 的比例稀释一抗 ＧＡＰＤＨ、
ＴＳＧ１０１ 和 ＣＤ８１，４ ℃ 孵育一抗过夜。 ＴＢＳＴ 漂洗

１０ ｍｉｎ，洗涤 ３ 次，加入二抗室温孵育 ２ ｈ，加入显影

液，上机曝光。
２． ３． ３ 　 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 粒径分析 　 取浓度为

１００ ｍｇ·Ｌ － １的 １００ μＬ 的 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 重悬于

１． ５ ｍＬ ＰＢＳ 内，经纳米颗粒跟踪分析仪 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
进行检测。 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 操作同前。
２． ４　 外泌体与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养观察

２． ４． １ 　 外泌体染色 　 取浓度为 １００ ｍｇ·Ｌ － １ 的

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 加入 ３００ μＬ 的 ＤｉｌｕｅｎｔＣ 溶液混

匀，配制成 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 工作液，以确保完全分

散。 在新的离心管中加入 １ μＬ 的 ＰＫＨ６ 与 ２５０ μＬ
的 Ｄｉｌｕｅｎｔ Ｃ 溶液混匀， 配制成 ＰＫＨ６７ 染色液。
ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏ 工作液和 ＰＫＨ６７ 染色液轻柔混匀

４ ｍｉｎ 后，加入等体积 ０． ５％ ＢＳＡ 结合多余染料，室
温孵育 ２０ ｍｉｎ。 加入比例外泌体提取试剂 ４ ℃避光

静置 ２ ｈ。 ４ ℃，１０ ０００ ｇ，离心 ６０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 重悬染

色后的 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ。 将含有外泌体的离心管

于 ４ ℃，离心半径 ８． ４ ｃｍ，１２ ０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ，弃沉

淀，保留上清，用 ０． ２２ ｎｍ 滤器过滤，４ ℃避光保存

备用。

２． ４． ２　 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 与ＨＵＶＥＣｓ 共培养　 取

第 ５ 代 ＨＵＶＥＣｓ 重 悬 于 无 血 清 培 养 基 中， 以

５ × １０４·ｍＬ － １ 浓度加入 ２４ 孔板中，每孔 １００ μＬ
（５ ０００ 个），置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中，待细胞

贴壁后加入上述 ＰＫＨ６７ 荧光标记的 ＭＧＣ － ８０３ －
Ｅｘｏｓ，孵育 ２４ ｈ 后去培养基，将细胞用 ＴＢＳＴ 洗 ３
遍，每次３ ｍｉｎ；用 ４％多聚甲醛固定爬片 １５ ｍｉｎ（可
４ ℃固定过夜），ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ；每孔加入

０． ５％ Ｔｒｉｔｏｎｘ － １００ ２５０ μＬ，室温通透 ２０ ｍｉｎ（细胞

膜打孔）；用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 遍，每次 ３ ～ ５ ｍｉｎ，吸水纸吸

干；每孔加入 ＤＡＰＩ ２００ μＬ，避光孵育 ５ ｍｉｎ，用 ＴＢＳＴ
洗 ３ 遍，每次 ３ ｍｉｎ；染膜：膜探针（红色），１１００ 稀

释，每孔 ２００ μＬ，染 ５ ～ ２０ ｍｉｎ，用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 遍，每
次 ３ ｍｉｎ。 共聚焦荧光显微镜下观察 ＡＤＳＣ － Ｅｘｏｓ 是

否进入细胞，镜下 ＰＫＨ６７ 荧光标记的 ＭＧＣ － ８０３ －
Ｅｘｏｓ 呈绿色荧光。 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 操作同前。
２． ４． ３　 外泌体影响进 ＨＵＶＥＣｓ 管样结构形成实验

　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶置于 ９６ 孔板中，３７ ℃ 孵育

３０ ｍｉｎ 使其凝固。 用无血清培养基重悬第 ５ 代 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ 后接种至 ９６ 孔板中，每孔 ２ × １０４ 个细胞。 实

验分为 ４ 组分别加入浓度为 １００ ｍｇ·Ｌ － １的ＭＧＣ －
８０３ － Ｅｘｏｓ、 ３００ ｍｇ · Ｌ － １ 的 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ、
５００ ｍｇ·Ｌ － １ 的 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 以及等量 ＰＢＳ
（对照组）。 每组 ３ 个复孔。 于 ３７ ℃处理 ４８ ｈ 后，
倒置相差显微镜下观察管状结构形成情况，计算每

孔分支结构总长度。 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 操作同前。
２． ５　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ １９． ０ 统计软件进行

分析，计量资料以均数 ± 标准差表示，多组比较时，
先行正态性检验，若不符合正态分布，则采用非参数

检验 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ 检验法；若符合正态分布，则采用

单因素方差分析（ ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），多个实验组与

对照组进行比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ ｔｅｓｔ 检验。 检验水准

为 α ＝ ０． ０５，以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

３　 结果

３． １　 外泌体鉴定　 透射电镜观察示，ＭＧＣ － ８０３ －
Ｅｘｏｓ 和 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 为大小均匀、形态一致的

圆形或椭圆形膜性囊泡，边缘清晰。 纳米颗粒跟踪

分析仪 ＮａｎｏＳｉｇｈｔ 检测显示，ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 粒径

范围为 ３７． ９ ～ ２０３． ５ ｎｍ，ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ 粒径范

围 ５７． ４ ～ １４７． ５ ｎｍ 符合外泌体粒径范围 ３０ ～
２００ ｎｍ（见图 １、图 ２ ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示，
ＴＳＧ１０１ 和 ＣＤ８１ 为 其 标 志 蛋 白， 内 参 蛋 白 为

ＧＡＰＤＨ（见图 ３）。
·０２１·
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图 １　 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ的电镜形态和粒径大小

图 ２　 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 的电镜形态和粒径大小

图 ３　 外泌体的标志蛋白 ＣＤ８１、ＴＳＨ１０１

３． ２　 外泌体与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养　 为了进一步验证

外泌体能否被 ＨＵＶＥＣｓ 摄取，我们对外泌体进行染

色标记，与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养 ２４ ｈ 后，发现在共聚焦

显微镜下被 ＰＫＨ６７ 荧光标记的外泌体呈云雾状或

斑片状绿色荧光，聚集在细胞核周围。 说明外泌体

可以被 ＨＵＶＥＣｓ 摄取（见图 ４）。

注：上至下分别是 ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ 和 ＭＧＣ －８０３ － ＥＸＯｓ
图 ４　 血管内皮细胞摄取外泌体

·１２１·
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３． ３　 ＺＹＨＴ 调控肿瘤细胞来源外泌体抑制 ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ管样结构形成　 将外泌体与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养，
观察 ＺＹＨＴ 能否调控外泌体影响 ＨＵＶＥＣｓ 的管样分

化能力。 倒置相差显微镜观察结果显示，当外泌体浓

度为 １００ ｍｇ·Ｌ －１ 时，不论是 ＭＧＣ － ８０３ － ＥＸＯｓ 或

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ 对 ＨＵＶＥＣｓ 成管能力无明显影

响。 但当外泌体浓度为 ３００ ｍｇ·Ｌ －１和 ５００ ｍｇ·Ｌ －１

时，ＺＹＨＴ 调控外泌体影响 ＨＵＶＥＣｓ 的管样分化能

力与对照组相比表现出明显差异（见图 ５、图 ６）。

图 ５　 ＺＹＨＴ 调控 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ对 ＨＵＶＥＣｓ体外成管能力的影响

图 ６　 ＺＹＨＴ 调控 ＳＧＣ －７９０１ － Ｅｘｏｓ 对 ＨＵＶＥＣｓ 体外成管能力的影响

３． ４　 不同处理方式对 ＭＧＣ 细胞的比较 　 运用重

复测量方差分析的方法发现在 ＭＧＣ －８０３ 细胞实验

中不 同 的 处 理 之 间 存 在 着 显 著 的 差 异 （ Ｆ ＝
２１２ ２５７，Ｐ ＜ ０． ００１），不同处理方法与不同浓度之

间的交互作用显著（Ｆ ＝ ４９． ５３９，Ｐ ＜ ０． ００１），而不同

浓度之间不存在显著的差异（见表 １ 和表 ２）。 由表

１ 可知，ＨＵＶＥＣｓ 的分支长度，在 ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ
组是随着浓度的增加而增加；在 ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ －
８０３ － Ｅｘｏｓ 组和 ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ 组是

随浓度的增加而减少。 由表 ２ 可知，外泌体浓度为

１００ ｍｇ·Ｌ －１，ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 组的ＨＵＶＥＣｓ 分支长

度最长；外泌体浓度为 ３００ ｍｇ·Ｌ －１和 ５００ ｍｇ·Ｌ －１，
·２２１·
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ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 组的 ＨＵＶＥＣｓ 分支长

度最短。 由此得出 ＺＹＨＴ 调控 ＭＧＣ －８０３ － Ｅｘｏｓ 抑

制 ＨＵＶＥＣｓ 管样分化能力的影响是随着外泌体浓

度的增加及 ＺＹＨＴ 剂量的增加而增强（见图 ７）。
表 １　 不同浓度在同一实验处理的比较 （ｘ ± ｓ）

处理方法
（ Ｉ）浓度

（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １）

（Ｊ）浓度

（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １）
平均差异（ Ｉ － Ｊ）

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １００ ３００ － １ １０７． ３３∗∗∗

５００ － ３ ６７４． ３３

３００ １００ １ １０７． ３３∗∗∗

５００ － ２ ５６７． ００

５００ １００ ３ ６７４． ３３

３００ ２ ５６７． ００

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １００ ３００ １ ３５９． ００∗

５００ ２ ２７３． ６７∗

３００ １００ － １ ３５９． ００∗

５００ ９１４． ６７∗

５００ １００ － ２ ２７３． ６７∗

３００ － ９１４． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １００ ３００ ２ ４７３． ６７∗∗

５００ ３ １４０． ６７∗∗

３００ １００ － ２ ４７３． ６７∗∗

５００ ６６７． ００

５００ １００ － ３ １４０． ６７∗∗

３００ － ６６７． ００

　 注：∗表示 Ｐ ＜ ０． ０５；∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ０１；∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ００１

图 ７　 不同浓度在同一实验处理的比较

３． ５　 不同处理方式对 ＳＧＣ －７９０１ 细胞的比较　 在

ＳＧＣ － ７９０１ 细胞实验中，不同的处理之间也存在着

显著的差异（Ｆ ＝ ４０８． ５７２，Ｐ ＜ ０． ００１），不同浓度之

间存在显著差异（Ｆ ＝ ５３． ３７４，Ｐ ＜ ０． ０１），且不同处

理方法与不同浓度之间的交互作用显著 （ Ｆ ＝
４０７ ５３５，Ｐ ＜ ０． ００１）（见表 ３ 和表 ４）。 由表 ３ 可知，
ＨＵＶＥＣｓ 的分支长度，在 ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ 组是随

着浓度的增加而增加；在 ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ －
Ｅｘｏｓ 组和 ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏ 是随浓度

的增 加 而 减 少。 由 表 ４ 可 知， 外 泌 体 浓 度 为

１００ ｍｇ·Ｌ － １ 的情况下， ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ 组的

ＨＵＶＥＣｓ 分 支 长 度 最 长； 外 泌 体 浓 度 为

３００ ｍｇ·Ｌ － １ 和 ５００ ｍｇ·Ｌ － １，ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ －
７９０１ － Ｅｘｏｓ 组的 ＨＵＶＥＣｓ 分支长度最短。 由此得

出 ＺＹＨＴ 调控 ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ 抑制 ＨＵＶＥＣｓ 管

样分化能力的影响是随着外泌体浓度的增加及

ＺＹＨＴ 剂量的增加而增强（见图 ８）。
表 ２　 不同处理在同一浓度的比较 （ｘ ± ｓ）

浓度（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １） （ Ｉ）处理方法 （Ｊ）处理方法 平均差异（ Ｉ － Ｊ）

１００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － １ １０６． ６７

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ４４９． ６７

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ８４． ６７

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ １ １０６． ６７

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ６５７． ００

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １ １９１． ３３∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ４４９． ６７

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ６５７． ００

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ５３４． ３３

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ８４． ６７

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － １ １９１． ３３∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ５３４． ３３

３００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ２ ２１４． ００∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ９０９． ３３

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ２ ５５８． ３３∗

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２ ２１４． ００∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ３ １２３． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ４ ７７２． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ９０９． ３３

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ３ １２３． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １ ６４９． ００∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ２ ５５８． ３３∗

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ４ ７７２． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － １ ６４９． ００∗∗∗

５００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ４ ７８１． ００

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １ ８２４． ００∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ３ ２２５． ３３∗

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ４ ７８１． ００

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ６ ６０５． ００

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ ８ ００６． ３３∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － １ ８２４． ００∗

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ６ ６０５． ００∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ １ ４０１． ３３∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ３ ２２５． ３３∗

ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － ８ ００６． ３３∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＭＧＣ － ８０３ － Ｅｘｏｓ － １ ４０１． ３３∗

　 注：∗表示 Ｐ ＜ ０． ０５；∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ０１；∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ００１
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表 ３　 不同浓度在同一实验处理的比较

处理方法
（ Ｉ）质量浓度

（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １）

（Ｊ）质量浓度

（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １）
平均差异（ Ｉ － Ｊ）

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ １００ ３００ － １ ７４１． ３３∗

５００ － ２ ４１４． ３３∗∗∗

３００ １００ １ ７４１． ３３∗∗∗

５００ － ６７３． ００
５００ １００ ２ ４１４． ３３∗∗∗

３００ ６７３． ００
ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １００ ３００ １ ４１８． ００∗

５００ ２ １１６． ６７∗

３００ １００ － １ ４１８． ００∗

５００ ６９８． ６７∗

５００ １００ － ２ １１６． ６７∗

３００ － ６９８． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １００ ３００ １ ３８３． ３３∗

５００ ２ ４４６． ３３∗∗

３００ １００ － １ ３８３． ３３∗

５００ １ ０６３． ００∗

５００ １００ － ２ ４４６． ３３∗∗

３００ － １ ０６３． ００∗

　 注：∗表示 Ｐ ＜ ０． ０５；∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ０１；∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ００１

表 ４　 不同处理在同一浓度的比较

浓度（ρ ／ ｍｇ·Ｌ － １） （ Ｉ）处理方法 （Ｊ）处理方法 平均差异（ Ｉ － Ｊ）
１００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ３８５． ３３

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ２０９． ００
ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １ １２６． ６７

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ３８５． ３３
ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ５９４． ３３
ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １ ５１２． ００∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ２０９． ００
ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ５９４． ３３

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ９１７． ６７
ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － １ １２６． ６７

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － １ ５１２． ００∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ － ９１７． ６７
３００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ２ １２６． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １ ６２７． ００
ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ２ ５１０． ００∗∗

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２ １２６． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ３ ７５３． ６７∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ４ ６３６． ６７∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － １ ６２７． ００
ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ３ ７５３． ６７∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ８８３． ００∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ２ ５１０． ００∗∗

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ４ ６３６． ６７∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ － ８８３． ００∗

５００ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ２ ７９９． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ２ ３２５． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ３ ５７３． ００∗

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２ ７９９． ６７∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ５ １２５． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ ６ ３７２． ６７∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ２ ３２５． ６７∗

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ５ １２５． ３３∗∗∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ １ ２４７． ３３∗

ＺＹＨＴ － Ｈ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ － ３ ５７３． ００∗

ＳＧＣ － ７９０１ － ＥＸＯｓ － ６ ３７２． ６７∗∗

ＺＹＨＴ － Ｌ － ＳＧＣ － ７９０１ － Ｅｘｏｓ － １ ２４７． ３３∗

　 注：∗表示 Ｐ ＜ ０． ０５；∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ０１；∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０． ００１

图 ８　 不同处理在同一浓度的比较

４　 讨论

近年来随着对肿瘤微环境研究的不断深入，外
泌体开始受到越来越多的关注。 外泌体在肿瘤的自

噬、化疗抵抗、转移等生物学进程中发挥重要的调控

作用［１２］。 众所周知，在肿瘤发生的早期就伴随着新

血管的生长，而更多研究表明肿瘤的血管新生与其

产生的外泌体密切相关。 外泌体作为肿瘤与各种正

常细胞之间的通讯系统，可以将自身携带的与血管

新生相关蛋白、ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 传递给参与血

管生成的受体细胞的分子和遗传物质，并促进内皮

细胞和其他正常细胞表型和功能的重新编程［１３］。
研究发现恶性黑色素瘤细胞来源的外泌体内含有

ｍｉＲＮＡ － ９，其可以通过激活 ＪＡＫ － ＳＴＡＴ 通路来促

进血管内皮细胞的管腔形成［１４］。 Ｕｍｅｚｕ 等［１５］ 发现

来源于人类白血病肿瘤细胞的外泌体传递的

ｍｉＲＮＡ 被 ＨＵＶＥＣｓ 摄取后，可增加肿瘤细胞迁移能

力和促进血管管腔的形成。 Ｙｕｋ － Ｋｉｔ 等［１６］ 研究发

现人 鼻 咽 癌 Ｃ６６６ － １ 细 胞 分 泌 的 外 泌 体 被

ＨＵＶＥＣｓ 胞吞后，改变了 ＨＵＶＥＣｓ 相应的蛋白质，促
进血管生成，表明外泌体可能通过改变内皮细胞蛋

白质的表达水平来促进血管生成。 还有研究证明，
外泌体通过体内和体外靶向转录因子 ｃ － ＭＹＢ，将
ｍｉＲ － １３０ａ 从胃癌细胞导入到血管细胞，可以促进

血管生成和肿瘤生长［１７］。 ＬＩＵ 等［１８］ 报道，ＣＤ９７ 高

表达的胃癌组织来源的外泌体可发挥促血管生成作

用而使胃癌细胞增殖能力提高 ２０ ％ 。 由此可见，
外泌体可以通过多种途径促进肿瘤血管的生成，加
速肿瘤生长。 外泌体作为肿瘤血管生成的潜在生物

标志物，有望成为抗肿瘤血管生成治疗的靶点。
中医药对恶性肿瘤的防治有独特的作用，通过

抑制血管新生、调节免疫微环境等干预肿瘤的侵袭

和转移［１９］，特别是针对肿瘤的复发，中医药具有一

定的优势［２０］。 由于外泌体参与肿瘤的发生发展和

·４２１·
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侵袭与转移等诸多生理活动，而中医药防治肿瘤具

有多环节、多途径、多靶点的特点，因此，中医药的作

用机制可能通过干预外泌体介入肿瘤诊疗的各个环

节［２１］。 中医研究着眼于脏腑功能的整体变化，而细

胞和组织分子亦是一个动态演变的过程，外泌体产

生异常的蛋白质、分子等靶基因，提示人体内部微环

境的动态变化，从而出现不同的症状和体征。 因此

将外泌体与中医药相结合，未来可从新的微观角度

揭示中医辨证论治肿瘤的机制［２２ － ２５］。 ＺＹＨＴ 是课

题组所在学科基于中医“从痰论治胃癌”的理论所

创制的针对晚期胃癌的基础方，该方以百合为君，用
之益胃扶正、化痰祛邪；制半夏为臣，降气和胃、燥湿

化痰；佐以白花蛇舌草清热解毒利湿。 前期临床观

察发现，其联合化疗可明显改善胃癌患者生活质量，
延长其生存期。 本研究显示 ＺＹＨＴ 可抑制胃癌细胞

的侵袭和迁移，其机制与抗胃癌血管新生有关。 本

研究将 ＺＹＨＴ 作用于肿瘤细胞，结果显示随着

ＺＹＨＴ 药物剂量的增加，其调控外泌体抑制 ＨＵＶＥＣｓ
的管样分化的作用增强，并且这种作用是随着外泌

体浓度的增加而增强，提示调控肿瘤细胞外泌体分

泌的确是 ＺＹＨＴ 抗血管生成的内在分子机制之一。
可见未来可以外泌体为切入点，更全面地研究中医

药防治肿瘤的机制。
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