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外泌体来源的miR-181a促进胶质瘤的血管生成
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[摘 要] 目的：探讨外泌体来源的miR-181a对胶质瘤血管生成和肿瘤进展的影响。方法：选用2017年8月至2019年12月海

南医学院第二附属医院手术切除的83例胶质瘤和13例瘤旁组织标本，以及胶质瘤细胞U87、A172、U251、LN229、U373和小神经

胶质细胞HM，用qPCR法检测瘤组织和细胞中miR-181a的表达水平。构建过表达或敲减miR-181a的U373细胞，分离和鉴定外

泌体；用小管形成实验、鸡胚绒毛尿囊膜血管实验观察外泌体来源的miR-181a对HUVEC小管和血管生成的影响。构建裸鼠

U373细胞移植瘤模型，观察外泌体来源的miR-181a对血管生成及肿瘤生长的影响。结果：miR-181a在胶质瘤肿瘤组织和细胞

中的表达水平明显高于瘤旁组织和 HM 细胞（均 P<0.01）。外泌体来源的 miR-181a 可以明显促进 HUVEC 小管的形成和

鸡胚尿绒毛囊膜的血管生成（均P<0.01）。裸鼠胶质细胞瘤体内实验发现，回输大量外泌体来源miR-181a的小鼠移植瘤进

展更快（P<0.05）、肿瘤组织中血管生成数量显著增加（P<0.01）。结论：miR-181a在促进胶质瘤血管生成中发挥重要作用，可能

成为胶质瘤诊断及治疗的潜在靶点。
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Exosome-derived miR-181a promotes angiogenesis of glioma
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[Abstract] Objective: To explore the effect of exosome-derived miR-181a on angiogenesis and tumor progression in gliomas.

Methods: 83 cases of glioma tissues and 13 cases of peritumoral tissues resected in the Second Affiliated Hospital of Hainan Medical

University from August 2017 to December 2019, glioma cells U87, A172, U251, LN229, U373 and microglial cell line HM, were

selected to detect the expression of miR-181a in tumor tissues and cells by qPCR method. Glioma U373 cells with miR-181a over-

expression or knockdown were constructed, and exosomes were isolated and identified. The effects of exsome-derived miR-181a on

angiogenesis of HUVEC cells were investigated by tubule formation and chicken chorioallantoic membrane assay in vitro. Nude mice

bearing U373 cell transplanted xenograft was constructed to observe the effect of exsome-derived miR-181a on angiogenesis and tumor

growth in vivo. Results: The expression of miR-181a in glioma tissues and cells was significantly higher than that in normal tissues and

normal glial HM cells (all P<0.01). The exsome-derived miR-181a could significantly promote the tubule formation of HUVEC

cells (P<0.01) and the angiogenesis of chicken chorioallantoic membrane (all P<0.01). In vivo experiments showed that the growth of

xenografts was promoted (P<0.05) and the amount of angiogenesis in the tumor tissues was increased in the nude mice after being

transfused with exsome-derived miR-181a (P<0.01). Conclusion: miR-181a plays an important role in promoting angiogenesis of

gliomas and may be a potential target for diagnosis and treatment of gliomas.
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胶质瘤是最常见的中枢神经系统原发性肿瘤，

占所有中枢神经系统肿瘤的30%，占所有恶性脑肿瘤

的80%[1-2]。尽管手术技术和治疗策略在过去20年中

取得了进步，但胶质瘤患者的预后仍然很差，累计

1年生存率低于 30%[3]，这种不良预后在很大程度上

归因于胶质瘤异常血管生成、高侵袭性和化疗耐药

性[4]。肿瘤微血管密度（microvessel density，MVD）增
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加已被确认为胶质瘤患者预后较差的一个标

志 [5]。因此，更好地了解胶质瘤血管生成的分子

机制有助于寻找胶质瘤新的治疗靶点，并最终

改善预后。血管生成是指从原有的血管系统中形

成新的血管，异常的血管生成是大多数实体瘤生长

和转移所必需的。据报道 [6-8]，miRNA 介导了肿瘤

的发生及其血管生成，而 miRNA 在人胶质瘤中

的确切作用及其调控失调的原因仍不清楚。研

究[9-10]证实，miR-181a是一种在多种肿瘤中具有促血

管生成和耐药的miRNA，然而其在胶质瘤中也具

有促血管生成能力，其通过何种方式发挥功能

目前未见报道。本研究通过检测 miR-181a 在胶

质瘤组织中的表达水平，观察其对胶质瘤血管

生成的影响并探讨其作用机制，以期为胶质瘤的临

床诊断与治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞系及主要试剂

收集2017年8月至2019年12月海南医学院第二

附属医院肿瘤外科手术切除的83例胶质瘤组织及13

例瘤旁组织标本，其中男性57例、女性39例，中位年

龄 63岁；病理类型为高级别 48例、低级别 35例。术

前均告知并签署知情同意书。

胶质瘤细胞U87、A172、U251、LN229和U373购

自美国模式培养物库，人小神经胶质细胞HM购自中

科院上海细胞库，人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）

购自武汉普诺赛生物科技有限公司。

ExoQuick-TC 外泌体提取试剂盒购自上海善

然 生 物 科 技 有 限 公 司 ，TRIzol 试 剂 购 自 美 国

Invitgen 公司，外泌体蛋白提取试剂盒购自美国

EZBioscience公司，PRIME-SCRIPT™ RT Master Mix

和 SYBR® PrimeScript™ miRNA RT-PCR 试剂盒购自

日本 TaKaRa 公司 ，FastStart Essential DNA Green

Master购自美国Roche公司，引物序列由通用生物有

限公司合成，anti-CD63、anti-HSP70、anti-GM130抗体

购自美国Abcam公司，辣根过氧化物酶（HRP）偶联

的羊抗兔二抗购自杭州联科生物科技有限公司，

Matrigel基质胶购自美国BD生物公司，鸡胚购自广

东月琴育种有限公司（中国）。

1.2 细胞培养、转染与分组

将U373细胞建成稳定过表达或敲减miR-181a的

细胞，将细胞以 1×105个/孔的密度接种于 6孔板中，

在细胞贴壁过夜后，以DOI=5加入 sh-miR-181a慢病

毒或LV-miR-181a慢病毒，并加入6 µg/ml的聚凝胺，培

养24 h后更换为新鲜培养基。敲减miR-181a的细胞

命名为 sh-miR-181a，过表达miR-181a的细胞命名为

LV-miR-181a。

1.3 外泌体的分离和鉴定

将转染后U373细胞以 1×105 个 /孔的密度接种

于 6 孔板中，在细胞贴壁后，更换新鲜培养基继

续培养 48 h。之后取上清，严格按照 ExoQuick-TC

试剂盒说明书的方法提取外泌体。将获取的不同

细胞来源的外泌体分别命名为 sh-miR-181a-exo 和

LV-miR-181a-exo，在铜丝滤网上加入 30 μl所提取的

外泌体，静置 1 min后再加入 30 μl Salkowski’s溶液

（pH6.8）混匀，室温下静置5 min，在透射电镜下观察、

拍照，并用纳米粒子跟踪分析法进行粒度分析并加

以鉴定。

1.4 qPCR法检测胶质瘤组织和细胞中miR-181a的

表达水平

用 TRIzol 试剂从胶质瘤组织及细胞中提取总

RNA，对每个 RNA 样本进行定量，并进行逆转录。

分别用 PRIME-SCRIPT™ RT Master Mix 和 SYBR®

PrimeScript™ miRNA RT-PCR试剂盒进行miRNA逆

转录反应。根据制造商的方案，用FastStart Essential

DNA Green Master进行 qPCR测定miR-181a的表达

水平。引物序列：miR-181a F为 5'-AACATTCAACG

CTGTCGGTG-3'，R 为 5'-AGCCATAGGGTACAATC

AACGG-3'；U6 F 为 5'-GCTTCGGCAGCACATATAC

TAAAAT-3'，R 为 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGT

CAT-3′。反应条件：92 ℃预变性1 min，93 ℃变性 5 s，

60 ℃复性30 s，72 ℃延伸 60 s，共 36 个循环。采用

2-ΔΔCT法计算目的基因mRNA的相对表达量。实验重

复3次。

1.5 WB 法检测胶质瘤细胞中 CD63、HSP70 和

GM130蛋白的表达水平

用含 1%苯甲基磺酰氟的RIPA裂解缓冲液裂解

细胞，用外泌体蛋白提取试剂盒提取外泌体蛋白。

蛋白质样品用BCA法进行定量，并在恒定电压下进

行12% SDS-PAGE，转膜，5% 牛血清白蛋白中封闭

1 h后，分别加入 anti-CD63（1∶1 000）、anti-HSP70

（1∶5 000）、anti-GM130（1∶1 000）一抗，4 ℃孵育过

夜。次日用TBST多次清洗膜后，在室温下加入HRP

标记的羊抗兔二抗（1∶20 000）体孵育 1 h，最后用

FluorChem FC2 Imaging System进行曝光，用 ImageJ

软件分析蛋白条带的灰度值。实验重复3次。

1.6 小管形成实验检测miR-181a对HUVEC小管形

成的影响

将 200 µl Matrigel基质胶加入 24孔板中，37 ℃

静置 30 min，每孔中加入 2×104个HUVEC，待细胞贴

壁后加入含有不同来源外泌体的培养基，在 37 ℃、

5% CO2中孵育20 h。在Axio ImagerA1显微镜（×100）
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明场下观察并获取图片，用 Image Pro Plus 6.0软件分

析统计小管长度。

1.7 鸡胚绒毛尿囊膜血管实验检测miR-181a对血

管生成的影响

实验用 8 d龄的鸡胚购自北京妫川亚申养殖中

心有限公司。在每个蛋壳上开一个直径为1 cm的窗

口，去除气囊以显露绒毛尿囊膜。首先将直径0.5 cm

的滤纸放在绒毛尿囊膜上，并在纸的中央加入100 μl

含有 sh-miR-181a-exo 或 LV-miR-181a-exo 的条件培

养液，用无菌胶带封闭窗口后，在37 °C、相对湿度80%~

90%的条件下孵育 48 h，在固定液（甲醇∶丙酮=1∶1）

中固定 15 min，切取绒毛尿囊膜，用数码相机拍摄照

片。以二、三级血管数为指标评价血管生成水平。

1.8 裸鼠U373细胞移植瘤模型的建立及观察

实验用 4~5周龄雌性裸鼠购自海南医学院实验

动物中心[实验动物合格证号：SYXK（琼）2017-0013；

实验动物伦理审批号：20200416-03]，饲养在 SPF动

物房。将 5×106个U373细胞重悬在 200 µl生理盐水

中，接种到裸鼠左侧胸部皮下。之后，每周通过尾静

脉注射 2次外泌体（20 μg/只），对照组裸鼠通过尾静

脉给予等量PBS，其后进行肿瘤体积监测。在接种肿瘤

细胞25 d后处死裸鼠，剥离移植瘤并测量并计算体积。

1.9 免疫荧光染色法检测移植瘤组织中CD31蛋白

的表达水平

将移植瘤组织切片在 4%多聚甲醛中室温固定

30 min后，组织切片用PBS冲洗（5 min×3次）。然后，

用5%牛血清白蛋白和0.5%Triton X-100在PBS中封

闭1 h，加入 anti-CD31一抗（1∶1 500）在5%牛血清白

蛋白中4℃孵育过夜。次日，用PBS冲洗（5 min×3次），

组织切片在含有 5%牛血清白蛋白和Dylight 488羊

抗兔二抗（1∶10 000）的PBS中避光室温孵育1 h。后用

DAPI 避光染色 10 min，最后在荧光显微镜（×100）

下对组织切片进行观察、拍照，通过 Image Pro Plus

6.0软件对阳性染色区域进行荧光强度分析。

1.10 统计学处理

所有数据采用 SPSS18.0软件进行统计学处理。

呈正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采

用非配对 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-181a在胶质瘤组织和细胞中均高表达

qPCR法检测结果显示，miR-181a在胶质瘤组织

中的表达水平显著高于瘤旁组织（P<0.01），其表达随

肿瘤的进展程度而升高（P<0.01，图 1A）；miR-181a

在多种胶质瘤细胞中的表达水平均显著高于HM细

胞（均P<0.01，图1B）。

**P<0.01 vs Normal or HM group; △△P<0.01 vs Low grade group

图1 miR-181a在胶质瘤组织（A）和细胞（B）中的表达

Fig.1 Expression of miR-181a in glioma tissues (A) and cells (B)

2.2 不同细胞来源的外泌体中miR-181a的含量

电镜下观测结果表明，所分离的外泌体大小在100 nm

左右（图2A）。分析外泌体相关蛋白的表达（图 2B），

发现外泌体的特征蛋白CD63和HSP70表达水平均显

著高于U373细胞（2.32±0.13 vs 0.17±0.03，5.21±0.36 vs

0.61±0.12，均P<0.01；图2C），而微囊泡标志蛋白GM130

则主要存在于 U373 细胞内，外泌体中无表达（图

2C）。qPCR检测结果表明，sh-miR-181a-exo组U373细

胞及其外泌体中miR-181a的含量明显低于si-Vehicle组

细胞（P<0.01，图2D），而LV-miR-181a-exo 组细胞及

其外泌体中 miR-181a 的含量较 LV-Vehicle组细胞

显著升高（P<0.01，图2E）。

2.3 外泌体来源的miR-181a促进HUVEC小管形成

在体外培养的HUVEC中加入含有不同细胞来源的外

泌体的培养基，培养一段时间后发现，sh-miR-181a-exo

组HUVEC的小管形成能力低于sh-Vihicle-exo组（P<0.05；

图3A）；LV-miR-181a-exo组HUVEC的小管形成能力显

著强于LV-Vihicle-exo组（P<0.01；图3B）。
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**P<0.01 vs si-Vehicle or LV-Vehicle group

A: Electron microscopic images of exosomes; B: Particle size analysis of exosomes; C: WB analysis showed that the exosome marker

CD63 existed in the exosomes; D: miR-181a content detected by qPCR in miR-181a-knockdown cells and exosomes;

E: miR-181a content detected by qPCR in miR-181a-overexpression cells and exosomes

图2 来自不同工程化细胞的外泌体中miR-181a的含量

Fig.2 miR-181a content in exosomes from various engineered cells

*P<0.05, **P<0.01 vs si-Vehicle-exo or LV-Vehicle-exo group

A: HUVECs cultured with sh-miR-181a-exo were subjected to tubule formation in matrigel and the tube number was evaluated using

Image Pro Plus 6.0; B: HUVECs cultured with LV-miR-181a-exo were subjected to tubule formation in matrigel and the tube number

was evaluated using Image Pro Plus 6.0

图3 外泌体来源的miR-181a促进HUVEC小管形成（×100）

Fig.3 Exosome-derived miR-181a promoted tubule formation of HUVEC（×100）
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2.4 外泌体来源的miR-181a促进鸡胚绒毛尿囊膜

血管生成

鸡胚绒毛尿囊膜血管生成实验结果显示，sh-miR-

181a-exo组血管生成能力弱于sh-Vihicle-exo组（P<0.01；

图4A、4B）；LV-miR-181a-exo组血管形成能力显著强于

LV-Vihicle-exo组（P<0.01；图4C、4D）。

**P<0.01 vs si-Vehicle-exo or LV-Vehicle-exo group

A and B: The chicken chorioallantoic membrane blood vessels stimulated by sh-miR-181a-exo and vector control;

C and D: The chicken chorioallantoic membrane blood vessels stimulated by LV-miR-181a-exo and vector control

图4 外泌体来源的miR-181a促进鸡胚绒毛尿囊膜血管生成

Fig.4 Exosome-derived miR-181a promoted angiogenesis in chorioallantoic membrane of chicken embryos

2.5 外泌体来源的miR-181a促进小鼠移植瘤的生

长及血管生成

成功建立小鼠胶质瘤细胞移植瘤模型，通过尾

静脉给予外泌体来源的miR-181a，监测肿瘤生长情

况。结果发现，LV-miR-181a-exo 组移植瘤体积较

PBS组显著增大（P<0.05；图5A、5B）。

免疫组化染色结果显示，LV-miR-181a-exo组瘤组

织中CD31蛋白的表达水平显著高于PBS组（P<0.01；

图5C、5D），表明移植瘤组织中含有更多的新生血管。

3 讨 论

胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤，也是人类最

具侵袭性和致命性的恶性肿瘤之一[11]。据报道[12]，血

管生成与胶质瘤的生长、侵袭、转移和预后密切相

关。因此，抑制血管生成过程可能成为预防肿瘤生

长和转移的一种潜在的治疗方法。然而，调控胶质

瘤血管生成的分子机制仍不清楚。本研究结果表

明，胶质瘤细胞来源的外泌体中含有miR-181a，在体

内外均可促进人胶质瘤的血管生成。

越来越多的证据[13-14]表明，肿瘤释放的外泌体诱

导受体细胞发生改变，从而在肿瘤生长、转移和血管

生成中发挥作用，而miRNA是外泌体发挥生物学功

能过程中非常重要的一种介质。miR-181a作为一种

癌基因，已被证实在卵巢癌、胃癌和乳腺癌等多种肿

瘤的发生发展中起着不同的作用[9, 15-16]。更重要的

是，miR-181a可以通过增加VEGF表达和分泌来促进

软骨肉瘤的生长[9]。在结直肠癌的发展中，miR-181a

可促进肿瘤生长和肝转移[17-18]。在临床上，miR-181a

的表达水平往往与接受EGFR靶向治疗的大肠癌患者的

不良预后相关[10]。这些研究表明，miR-181a对肿瘤细胞

的增殖、侵袭和迁移具有促进作用。

血管生成包括内皮细胞增殖、迁移和排列等多

个环节以形成毛细血管样结构。据报道[19]，抗血管生

成疗法有望治疗包括胶质瘤在内的恶性肿瘤。虽然

抗血管生成治疗的最初反应通常是显著的，但疗效

往往是短暂的，随后是肿瘤恢复生长和进展[20]。作为

人脑胶质瘤一线治疗的一部分，贝伐珠单抗治疗的

两项大型随机对照临床试验对延长患者生存期无显

著作用[21]，这表明探索调控胶质瘤血管生成的分子机

制十分迫切。本研究证实了外泌体来源的miR-181a
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在体内外均可促进血管生成，这或许为胶质瘤的临床

治疗提供了新的思路。推测抑制胶质瘤中外泌体的分

泌，进而干扰miR-181a对肿瘤血管生成的影响，可能

会对胶质瘤的治疗产生益处，这一点将在后续研究

中进行深入探索。

*P<0.05，**P<0.01 vs PBS group

A: Images of tumor samples from mice treated with exosomes derived from miR-181a over-expression cells; B: The tumor volume in

the mice treated with exosomes derived from miR-181a over-expression cells; C and D: IHC analysis of the vascular density in tumors

treated with exosomes derived from miR-181a over-expression cells was detected by staining CD31

图5 外泌体来源的miR-181a促进裸鼠胶质瘤细胞移植瘤的生长

Fig.5 Exosome-derived miR-181a promoted the growth of glioma cell transplanted xenografts in nude mice

综上所述，本研究结果显示miR-181a在胶质瘤

组织中高表达，并且通过外泌体的运输增强了胶质

瘤组织中的新生血管生成活性。这些发现可能为胶

质瘤的治疗提供新的策略。
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