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[摘  要]  目的: 探讨宫颈癌（CC）细胞SiHa源性外泌体hsa-miR-29c-3p在CC血管生成中的作用。方法∶收集2019年1月至

2021年12月在衡阳市中心医院妇科就诊的45例宫颈鳞状细胞癌（CSCC）患者的癌组织标本和 15例正常宫颈组织标本。常规

培养SiHa细胞和人脐静脉内皮细胞（HUVEC），用 Lipofectamine 2000 将 hsa-miR-29c-3p 、miRNA-NC 、si-hsa-miR-29c-3p和

si-miRNA-NC 转染至 SiHa 细胞中，记为 miRNA-NC 组、hsa-miR-29c-3p 组、si-miRNA-NC 组和 si-hsa-miR-29c-3p 组。用

Lipofectamine 2000将mimic-NC、miR-29c-3p-mimic、pCMV-NC、pCMV-含AAA结构域的ATPase家族蛋白 2B（ATAD2B）载体分

别转染HUVEC，记为mimic-NC组、miR-29c-3p-mimic组、pCMV-NC组、pCMV-ATAD2B组和 pCMV-ATAD2B + miR-29c-3p-mimic

组。原位杂交（ISH）法检测CSCC组织中hsa-miR-29c-3p的表达，免疫组化（IHC）法检测CSCC组织和移植瘤组织中的CD31阳

性血管。分离纯化SiHa、C33a细胞来源的外泌体，用透射电镜技术和WB法对其表征进行鉴定及进行HUVEC摄取实验。qPCR

法检测SiHa、C33a细胞和外泌体中hsa-miR-29c-3p和ATAD2B mRNA的表达。成管试验、Transwell小室实验和划痕愈合实验检

测外泌体对HUVEC成管和迁移能力的影响。双萤光素酶报告基因实验验证hsa-miR-29c-3p与ATAD2B的靶向结合关系，移植

瘤实验检测各组SiHa细胞来源外泌体对移植瘤生长和血管增生的影响。结果: hsa-miR-29c-3p在CSCC组织中呈高表达且与其

微血管密度（MVD）正相关（均 P < 0.05）；SiHa、C33a 细胞来源的外泌体完全符合典型外泌体形态和蛋白表达表征；在体外

HUVEC摄取SiHa、C33a细胞来源的外泌体和其包含的 hsa-miR-29c-3p；SiHa 细胞来源的外泌体hsa-miR-29c-3p可在体外促进

HUVEC 的成管和迁移能力（均P < 0.05）；SiHa细胞来源的外泌体hsa-miR-29c-3p可促进移植瘤生长和血管增生；hsa-miR-29c-3p可与

ATAD2B基因直接结合并调节其表达（均P < 0.05）。过表达ATAD2B可逆转hsa-miR-29c-3p对HUVEC的成管、迁移和划痕愈合

能力的促进作用（均P < 0.05）。结论: SiHa细胞源性外泌体 hsa-miR-29c-3p通过靶向ATAD2B调控CSCC组织中的血管生成。

外泌体hsa-miR-29c-3p可能是CC诊疗的潜在标志物和治疗靶点。
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Tumor-derived exosomal hsa-miR-29c-3p regulates angiogenesis in cervical 
squamous cell carcinoma by targeting ATAD2B

ZHANG Fang, LI Ya, ZHOU Fei, TAN Songhong (Department of Gynecology, Hengyang Central Hospital, Hengyang 421000, Hunan, 

China)

[Abstract]  Objective: To investigate the role of SiHa cell-derived exosomal hsa-miR-29c-3p in the angiogenesis of cervical cancer 

(CC). Methods: Cancer tissue specimens from 45 patients with cervical squamous cell carcinoma (CSCC) and normal cervical tissue 

specimens from 15 controls were collected from Department of Gynecology, Hengyang Central Hospital from January 2019 to 

December 2021. CSCC SiHa cells and human umbilical vein endothelial cells （HUVECs）were routinely cultured. miRNA-NC, 

hsa-miR-29c-3p, si-miRNA-NC, and si-hsa-miR-29c-3p were transfected into SiHa cells with Lipofectamine 2000, grouped as 

miRNA-NC group, hsa-miR-29c-3p group, si-miRNA-NC group and si-hsa-miR-29c-3p group, respectively. HUVECs were transfected 

with mimic-NC, miR-29c-3p-mimic, pCMV-NC, and pCMV-ATAD2B (ATPase family protein 2B with AAA domain) using 

Lipofectamine 2000, grouped as the mimic-NC group, miR-29c-3p-mimic group, pCMV-NC group, pCMV-ATAD2B group, and 

pCMV-ATAD2B + miR-29c-3p-mimic group. The expression of hsa-miR-29c-3p in CSCC tissues was detected by in situ hybridization 

(ISH), and CD31-positive blood vessels in CSCC tissues and xenograft tissues were detected by immunohistochemistry (IHC). 
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Exosomes from SiHa and C33a cells were isolated and characterized using transmission electron microscopy (TEM) and western 

blotting (WB). The uptake of exosomes by HUVECs was examined. The expression of hsa-miR-29c-3p and ATAD2B mRNA in SiHa 

and C33a cells, as well as in their derived exosomes, was detected using qPCR. Tube-forming assay, Transwell assay, and scratch 

healing assay were performed to detect the effect of exosomes on the ability of HUVEC migration and tube formation. Dual luciferase 

reporter gene assay verified the interaction between hsa-miR-29c-3p and ATAD2B. Xenograft experiments examined the effects of SiHa 

cell-derived exosomes on transplanted tumor growth and angiogenesis in each group. Results: hsa-miR-29c-3p was highly expressed in 

CSCC tissues and was positively correlated with microvessel density (MVD) (all P < 0.05). Exosomes derived from SiHa and C33a 

cells exhibited typical exosomal morphology and protein expression patterns. Exosomal hsa-miR-29c-3p from SiHa and C33a cells 

were efficiently taken up by HUVECs in vitro. The SiHa cell-derived exosomal hsa-miR-29c-3p promoted not only the tube-forming 

and migration of HUVECs in vitro but also the xenograft growth and angiogenesis in vivo (all P < 0.05). hsa-miR-29c-3p directly 

targeted ATAD2B and regulated its expression (P < 0.05). Overexpression of ATAD2B reversed the promotive effect of hsa-miR-29c-3p 

on tube-formation, migration, and scratch-healing in HUVECs (all P < 0.05). Conclusion: SiHa cell-derived exosomal hsa-miR-29c-3p 

regulates angiogenesis in CSCC tissues by targeting ATAD2B. Exosomal hsa-miR-29c-3p may be a potential diagnostic marker and 

therapeutic target for CC diagnosis and treatment.

[Key words]  cervical squamous cell carcinoma (CSCC); exosome; SiHa cell; human umbilical vein endothelial cells (HUNEC)；

angiogenesis; hsa-miR-29c-3p; ATPase family AAA domain containing 2B (ATAD2B)
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宫颈癌（cervical cancer, CC）是发展中国家女性

癌症相关死亡的主要原因之一[1]。宫颈鳞状细胞癌

（cervical squamous cell carcinoma, CSCC）是CC最常

见的组织学类型，主要由人乳头状瘤病毒（HPV）感

染引起。根据肿瘤的分化程度和病理形态，CSCC可

分为外生型、内生型、溃疡型和颈管型，其中高分化

鳞癌、中分化鳞癌和低分化鳞癌是最常见的三种类

型。尽管已经开发了包括手术、化疗、放疗及免疫疗

法等治疗手段，但转移性或复发性CC的治疗选择有

限，且病死率很高[2]。贝伐单抗，一种针对血管内皮

生长因子（VEGF）的抗体，可以提高复发性、持续性

或转移性CC患者的中位存活期[3]。然而，抗血管生

成疗法大多以VEGF轴为靶标，而以血管生成为靶标

的联合方案因为患者对治疗反应不一、不良反应和

耐药而受到应用的限制[4-5]。因此，确定新的抗血管

生成机制将对未来的药物开发和抗癌治疗至关重

要。外泌体为细胞间交流的一种新模式[6]。研究[7]显

示，肿瘤源性外泌体在肿瘤的发生发展、转移、耐药

和血管生成中发挥重要作用。miRNA是一类内源性

的22至25 nt的非编码单链RNA分子，在外泌体中很

稳定[8]。miRNA已被确认为是不同生物过程中转录后

基因调节的主要角色[9]。研究[10]发现，hsa-miR-29c-3p

在包括肝癌、膀胱癌及结直肠癌顺铂耐药中发挥重

要作用。然而，其在外泌体及血管生成以及CC中的

调控作用尚不明确，因此本研究旨在探讨外泌体

hsa-miR-29c-3p对CSCC发生发展及其血管生成的调

控作用，以期为CC辅助治疗提供新的方向。

1  材料与方法

1.1  临床标本

本研究收集 2019年 1月至 2021年 12月于衡阳

市中心医院妇科就诊的45例CSCC患者的癌组织标

本，所有样本均经过两位病理专家确认。此外，15例

正常宫颈组织样本来自接受子宫切除术并被诊断为

子宫肌瘤，但未被诊断为HPV感染或宫颈病变的患

者。该研究方案获衡阳市中心医院伦理学委员会的

批准（批准号：20190103号），每位患者均充分知情并

签署了知情同意书。

1.2  细胞和主要试剂

人 CSCC 细胞 SiHa、C33a、人脐静脉内皮细胞

（HUVEC）和人胚胎肾 293T细胞均购自北京北纳生

物科技有限公司。胎牛血清（FBS）、DMEM、RPMI 

1640、Lipofectamine 2000、TRIzol试剂盒均购自赛默

飞世尔科技公司，3% H2O2、4%多聚甲醛固定液、2%

多聚甲醛固定液、苏木精、细胞上清外泌体提取试剂

盒（沉淀法）、RIPA裂解液、BeyoRTTM Ⅲ cDNA第一

链合成试剂盒、10% SDS-PAGE凝胶超快速配制试剂

盒和牛血清白蛋白均购自碧云天生物技术有限公

司，胃蛋白酶、3,3-二氨基联苯胺均、CD31 抗体、

戊二醛、甲基纤维素、乙酸、尿素和草酸均购自

Sigma-Aldrich；兔含AAA结构域的ATPase家族蛋白

2B（ATPase family AAA domain containing 2B, 

ATAD2B）、GM130、CD54、Annexin、CD54和GAPDH

抗体均购自Abcam，Hieff®exosometracker kit外泌体

绿色荧光示踪试剂盒购自翌圣生物科技（上海）股份

有限公司。

1.3  细胞培养、转染与分组

SiHa 细 胞 在 10% FBS 的 DMEM 中 培 养 。

HUVEC在 10% FBS的RPMI 1640中培养。常规培养

SiHa细胞，用Lipofectamine 2000 将 hsa-miR-29c-3p、
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miRNA-NC、si-hsa-miR-29c-3p和 si-miRNA-NC 转染

至 SiHa 细胞中，分别记为 miRNA-NC 组、hsa-miR-

29c-3p 组、si-miRNA-NC 组和 si-hsa-miR-29c-3p 组。

用 Lipofectamine 2000 将 mimic-NC、miR-29c-3p-

mimic、pCMV-NC、pCMV-ATAD2B 分 别 转 染

HUVEC，分别记为 mimic-NC 组、miR-29c-3p-mimic

组 、pCMV-NC 组 、pCMV-ATAD2B 组 和 pCMV-

ATAD2B + miR-29c-3p-mimic组。

1.4  原位杂交（in situ hybridization, ISH）法显示CSCC

组织中hsa-miR-29c-3p的表达

将CSCC组织及正常宫颈组织标本经常规石蜡

包埋、切片、脱蜡入水后，用3% H2O2室温下处理30 min，

37 ℃下胃蛋白酶消化2 min，4%多聚甲醛固定5 min

后，在含生物素标记的 hsa-miR-29c-3p或U6寡核苷

酸探针的杂交缓冲液中 42 ℃下处理切片 30 min，充

分洗涤后，用辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素复

合物室温下处理切片30 min，随后用3,3-二氨基联苯

胺染色液进行染色5~10 min，最后用苏木精对切片进

行复染。对于组织中 hsa-miR-29c-3p染色强度进行

染色评分，根据着色强度分为 4 个等级∶无、浅、

中等和强着色，分别记 0、1、2 和 3 分，然后，计算

每个染色强度的阳性细胞的百分比，最后使用以

下公式获得染色评分。染色评分 = [1 × （1分的阳性

细胞%） + 2 ×（2分的阳性细胞%）+ 3 ×（3分的阳性细

胞%）] × 100。

1.5  免疫组化（IHC）法显示CSCC组织和移植瘤组

织中的血管

将CSCC组织及正常宫颈组织标本经常规石蜡

包埋、切片、脱蜡入水后，用 3% H2O2 室温下处理

30 min，37 ℃下胃蛋白酶消化 15 min，1% BSA室温

下处理 30 min，小鼠抗人CD31一抗（1∶200）或大鼠

抗小鼠CD31一抗（1∶800）在 4 ℃下处理过夜，辣根

过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体（1∶50）室温下

处理1 h，随后用 3,3-二氨基联苯胺染色液进行染色

5~10 min，最后用苏木精对切片进行复染。在CSCC

组织样本和小鼠移植瘤组织中，对每个样本的瘤内

和瘤周组织中CD31免疫反应阳性的小血管进行计

数，计算出每个视野的小血管数量。

1.6  外泌体分离、检测及HUVEC摄取

用不含外泌体的完全培养液培养SiHa、C33a细

胞，当细胞生长至汇合度约70%时，用PBS洗3次，并

在无血清培养液中培养24 h，收集上清液。将上清液

在3 000 × g下离心15 min，以去除细胞和细胞碎片，

后与Exo-Quick外泌体沉淀液混合处理过夜。然后，

在 4 ℃下以 1 500 × g离心 30 min。将外泌体悬浮在

PBS中，随后转移到无RNase的试管中储存或进行电

子显微镜观察、蛋白质检测、RNA提取，并用于体外

或体内处理。

将 2%多聚甲醛固定处理后的外泌体滴加在涂

有碳支持膜的 400 目铜网上吸附 20 min，1%戊二

醛再固定 5 min，用尿素-草酸溶液（pH 7.0）染色

5 min，然后用pH值为4含2%甲基纤维素和4%乙酸

尿素（9∶1）的混合液（pH 4.0）染色10 min，风干铜网，

在电子显微镜下观察、拍照。

按照制造商提供的操作程序，用外泌体绿色荧

光示踪试剂盒中的PKH67外泌体绿色荧光标记染料

对外泌体进行标记。用稀释液C将PKH67 linke储存

液稀释10倍，配制浓度为100 μmol/L的染料工作液；

在 10 μg外泌体加入 50 μL染料工作液，将离心管盖

紧，通过涡旋振荡器混匀1 min，再静置处理10 min；向

处理后的外泌体 -染料复合物中加入 10 mL的PBS

混匀；按照外泌体提取方法再次提取外泌体以去除

多余染料；最后取 200 μL PBS 重悬沉淀物，并加入

1 × 105个 HUVEC 中。在 0、6、12、24 和 36 h 时收集

HUVEC用于qPCR和免疫荧光检测分析。

1.7  qPCR 法检测 SiHa、C33a 细胞和外泌体中

hsa-miR-29c-3p和ATAD2B mRNA的表达

用TRIzol试剂提取转染各组细胞和外泌体样品

中的总RNA。用BeyoRTTM Ⅲ cDNA 第一链合成试

剂盒将 RNA 反转录为 cDNA，取 2 μL cDNA 进行

qPCR，反应条件∶95 ℃ 3 min；95 ℃ 5 s，56 ℃ 10 s和

72 ℃ 25 s，共 35 个循环；最后，在 65 ℃下延长 5 s。

引物序列见表1。以U6或GADPH为内参照基因，采

用 2
−ΔΔCt

法计算 hsa-miR-29c-3p或ATAD2B mRNA的

相对含量。

表1    引物序列

基因名称

hsa-miR-29c-3p

U6

ATAD2B

GAPDH

正向引物

5'-AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTC-3'

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'

5'-GCGGCAGACTTTGGACCTCAAC-3'

5'-ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3'

反向引物

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

5'-GCAGCCCACTTCACGAGGCTA-3'

5'-GCCATCACGCCACAGTTTC-3'
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1.8  WB法检测外泌体中表征蛋白和各组HUVEC

中ATAD2B蛋白的表达

用蛋白裂解液提取外泌体样本和各组细胞中的

总蛋白质，经10% SDS-PAGE分离后转移至PVDF膜

上，用 5%的牛血清白蛋白封闭 1 h，在 4 ℃下用一抗

液处理过夜，一抗包括外泌体表征抗体[GM130抗体

（1∶1 000）、CD54 抗 体（ 1∶1 000）、Annexin 抗体

（1∶1 000）和 CD9 抗体（1∶1 000）]、ATAD2B 抗体

（1∶1 000）和 GAPDH 抗体（1∶1 000），用PBST洗膜

3次后用辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶5 000）处

理1 h，最后用PBST洗膜后，用增强化学发光试剂显

示蛋白质条带，用 Image J软件分析条带的灰度值。

1.9  成管试验检测外泌体对HUVEC成管能力的影响

用转染各组 SiHa 细胞来源的外泌体处理

HUVEC（将 10 μg 外泌体重悬于 100 μL PBS中加

入 1 × 105个 HUVEC），用无血清的 RPMI 1640 稀释

HUVEC，以每孔加入100 μL（含1.5 × 104个HUVEC）

接种于预涂有基质胶的96孔培养板上，37 ℃下培养

6~8 h。在倒置显微镜下观察、拍照。

1.10  Transwell小室实验和划痕愈合实验检测各组

HUVEC的迁移能力

按 1.9 节方法用外泌体处理 HUVEC，培养 24 h

后收集细胞，用无血清 RPMI 1640 稀释（1 × 105个/

200 μL）并加入至Transwell上室，室底不涂基质胶，

在下室中，加入含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养基。

培养 24 h后，用苏木精染色，擦除未入侵的细胞，在

光学显微镜下随机计数5个视野（ × 200）。实验独立

重复3次。

按Transwell小室实验的方法处理HUVEC，收集

HUVEC后以1 × 105个细胞/孔的密度接种于6孔板，当

细胞汇合度约70%~80%时，用无菌移液器吸头划痕，用

PBS洗涤去除漂浮的细胞。在0 和24 h时用倒置显微

镜拍摄划痕图像。用 Image J软件测量各组划痕宽度。

1.11  双萤光素酶报告基因实验验证 hsa-miR-29c-3p

与ATAD2B的靶向结合关系

通过 PCR扩增ATAD2B基因的野生型（WT）和

突变型（MUT）3′UTR片段，插入双萤光素酶报告基

因 载 体 中 ，构 建 成 为 3'UTR-ATAD2B-luc-WT 和

3'UTR-ATAD2B-luc-MUT。用 Lipofectamine 2000 将

3'UTR-ATAD2B-luc-WT和3'UTR-ATAD2B-luc-MUT、

mimic-NC和hsa-miR-29c-3p-mimic共转染至SiHa细

胞 ，分为 3'UTR-ATAD2B-luc-WT + mimic-NC 组、

3'UTR-ATAD2B-luc-WT + hsa-miR-29c-3p mimic组、

3'UTR-ATAD2B-luc-MUT + mimic-NC 组 、3'UTR-

ATAD2B-luc-MUT + has-miR-29c-3p-mimic组。转染

48 h后，检测转染各组萤光素酶活性。

1.12  移植瘤实验检测各组SiHa细胞来源外泌体对

移植瘤生长的影响

30只6周龄雌性无胸腺裸鼠购自北京维通利华动

物有限公司。将肿瘤细胞（SiHa细胞，5 × 106个/100 μL/

小鼠）植入裸鼠的腹部皮下。每3 d测量一次肿瘤体积，

计算公式为体积（mm3） = （宽度）2 × 长度/2。当肿瘤达

到最小体积50 mm3时（大约在肿瘤接种后12 d），将动

物按随机数字表法分为5组，每组6只。每3 d将各组

SiHa细胞来源的10 μg外泌体重悬于20 μL PBS中并注

射入移植瘤中心。注射5次后，原发肿瘤的体积达到约

300 mm3，小鼠被安乐死，剥离移植瘤，多聚甲醛固定，

石蜡包埋切片后进行 IHC染色分析。

1.13  统计学处理

本研究采用 SPSS（20.0 版）软件进行统计学分

析，图形和图表由GraphPad Prism生成。符合正态分

布的计量数据以 x̄ ± s表示，两组间比较用 t检验，多

组间比较用单因素方差分析（ANOVA）检验，相关分

析用 Spearman等级检验。以P < 0.05或 P < 0.01表

示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  hsa-miR-29c-3p 在 CSCC 组织中呈高表达且与

其微血管密度（microvessel density， MVD）正相关

原位杂交技术检测结果（图 1A）显示，与正常宫

颈组织样本相比，CSCC 组织中 hsa-miR-29c-3p 的

表达明显升高（P < 0.05）。CSCC 中 hsa-miR-29c-3p

的表达水平与 MVD 呈正相关（图 1B，r2 = 0.654 4；

P < 0.000 1）。实验结果表明，hsa-miR-29c-3p可能在

CSCC中促进血管生成。

2.2  在体外HUVEC摄取 SiHa、C33a细胞来源的外

泌体及其包含的hsa-miR-29c-3p

用透射电镜技术和WB法对 SiHa、C33a细胞的

培养液中分离的外泌体进行鉴定，结果（图2A、B）显

示，外泌体呈典型杯状形态，直径约30~100 nm，与细

胞总蛋白比较，外泌体中缺少GM130蛋白，说明本实

验分离的外泌体正确无误。HUVEC摄取 PKH67 标

记荧光的外泌体实验检 测 结 果（图 2C）显示，

HUVEC 中呈现明显的绿色荧光。实验结果表明，

SiHa、C33a细胞的外泌体能够进入HUVEC内部发挥

作用。

qPCR 法检测结果（图 2D）显示，与 PBS 对照和

miR-NC组比较，miR-29c-3p组SiHa细胞及其外泌体

中miR-29c-3p水平均显著升高（P < 0.05）；与PBS对

照、miR-NC 组、miR-29c-3p 组、si-miR-NC 组比较，

si-miR-29c-3 组 SiHa 细胞及其外泌体中 miR-29c-3p

水平均显著降低（均P < 0.05）。实验结果说明，SiHa
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细胞和其外泌体中成功地过表达了 miR-29c-3p，而

si-miR-29c-3也成功地抑制了miR-29c-3p的表达。

用转染各组 SiHa 细胞来源的外泌体处理

HUVEC 后，qPCR 检测结果（图 2E）显示，与 PBS 对

照、miR-NC组比较，HUVEC中miR-29c-3p水平均明

显升高（均P < 0.05），呈现出时间依赖性趋势。

A：ISH法检测正常宫颈组织和CSCC组织中hsa-miR-29c-3p的表达（ × 200）；B：ISH和免疫组化法检测相邻CSCC组织切片中

hsa-miR-29c-3p和CD31蛋白的表达。

图1    ISH和 IHC法检测hsa-miR-29c-3p和CD31蛋白在正常宫颈和CSCC组织中的表达

A：透射电镜观察典型外泌体形态和大小；B：WB法检测C33a和SiHa来源外泌体的表征；C：共聚焦显微镜观察PKH67（绿色）标

记SiHa和C33a来源的外泌体被HUVEC摄取，罗丹明标记的鬼笔环肽显示HUVEC（红色），DAPI显示细胞核标志物（蓝色）；

D：qPCR法检测转染各组SiHa细胞和其外泌体中hsa-miR-29c-3p的表达；E：qPCR法检测转染各组SiHa细胞来源的外泌体处理

后HUVEC中hsa-miR-29c-3p水平。与PBS组或miR-NC组或 si-miR-NC组比较，*P < 0.05。

图2    在体外HUVEC摄取SiHa、C33a细胞来源的外泌体中的hsa-miR-29c-3p
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2.3  SiHa细胞来源的外泌体可在体外促进HUVEC

的成管和迁移能力

成管实验、迁移实验和划痕愈合实验检测结果

（图 3）显示，与PBS对照、miR-NC组比较，miR-29c-3p

组SiHa细胞来源的外泌体处理后，HUVEC 成管、

迁移和划痕愈合能力均明显增强（均 P < 0.05）；与

si-miR-NC比较，si-miR-29c-3p组SiHa细胞来源的外

泌体处理后，HUVEC的成管、迁移和划痕愈合能力

均明显降低（均P < 0.05）。

A~C：成管实验（A， × 40）、Transwell小室试验（B， × 100）和划痕愈合实验（C， × 40）分别检测转染各组SiHa细胞来源的外泌体对

HUVEC成管、迁移和划痕愈合能力的影响。1：PBS组；2：miR-NC-Exo组；3：miR-29c-3p-Exo组；4：si-miR-NC-Exo组；

5：si-miR-29c-3p-Exo组。与PBS对照组或miR-NC组或 si-miR-NC组比较，*P < 0.05。

图3    CSCC外泌体hsa-miR-29c-3p在体外促进HUVEC的血管生成

2.4  SiHa细胞来源的外泌体可促进移植瘤生长和血

管增生

移植瘤实验检测结果（图4A、B）显示，与PBS对

照、miR-NC-Exo组比较，hsa-miR-29c-3p-Exo组移植

瘤体积和质量均明显增加（均P < 0.05）。免疫组化

法检测结果（图 4C）显示，与 PBS对照、miR-NC-Exo

组比较，hsa-miR-29c-3p-Exo组移植瘤内和周围组织

中CD31免疫反应阳性的血管数量均明显增加（均

P < 0.05）。实验结果说明，SiHa 来源的外泌体

hsa-miR-29c-3p能促进移植瘤生长和血管数量增多。

2.5  hsa-miR-29c-3p可与ATAD2B基因直接结合并

调节其表达

本研究使用miRWalk和PicTar数据库筛选出61个

候选基因为hsa-miR-29c-3p最可能的下游靶基因，基因

本体论（gene ontology, GO）数据库分析表明，有401个抗

血管生成的基因，使用Venny 2.1.0软件综合分析上述

数据，确定 ATAD2B 为参与血管生成过程中的假定

hsa-miR-29c-3p 靶基因（图 5A），ATAD2B mRNA 的

3′UTR中存在与hsa-miR-29c-3p潜在碱基配对的区域

（图5B）。双萤光素酶报告基因实验检测结果（图5C）

显示，与3'UTR-ATAD2B-luc-WT + mimic-NC组比较，

3'UTR-ATAD2B-luc-WT + hsa-miR-29c-3p mimic-组萤

光素酶活性明显降低（P < 0.05），与3'UTR-ATAD2B-luc-

MUT + mimic-NC组比较，3'UTR-ATAD2B-luc-MUT + 

has-miR-29c-3p-mimic组萤光素酶活性无明显变化。

qPCR和WB法检测结果（图5D~F）显示，与mimic-NC

组比较，miR-29c-3p-mimic组HUVEC中 miR-29c-3p的

表达明显降低（P < 0.05），与 inhibitor-NC 组比较，

miR-29c-3p-inhibitor组HUVEC中 miR-29c-3p 的表达

明显降低（P < 0.05）；与mimic-NC组比较，miR-29c-3p-

mimic组HUVEC中ATAD2B mRNA和其蛋白的表达

均明显降低（均P < 0.05）；与 inhibitor-NC组比较，miR-

29c-3p-inhibitor组HUVEC中ATAD2B mRNA和其蛋

白的表达均明显升高（P < 0.05）。实验结果说明，hsa-

miR-29c-3p可与ATAD2B直接结合，调控其转录活性。

2.6  过表达ATAD2B可逆转hsa-miR-29c-3p对HUVEC

的成管、迁移和划痕愈合能力的促进作用

qPCR 和 WB 法检测结果显示，与 PBS 对照和

pCMV-NC 组比较 ，pCMV-ATAD2B 组 HUVEC 中

ATAD2B mRNA 和蛋白的表达水平均明显上调
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A：各组移植瘤的生长曲线；B：各组移植瘤体质量；C：IHC法检测各组移植瘤组织中CD31免疫反应阳性血管，放大倍数为 × 100。

1：PBS组；2：miR-NC-Exo组；3：mR-29c-3p-Exo 组；4：si-miR-NC-Exo 组；5：si-29c-3p-Exo 组。与空白对照组或 miR-NC组或

si-miR-NC组比较，*P < 0.05。

图4    处理各组SiHa来源的外泌体hsa-miR-29c-3p促进移植瘤的生长

A：数据库预测hsa-miR-29c-3p靶点的维恩图；B：数据库预测的hsa-miR-29c-3p与ATAD2B间的靶向位点；C：双萤光素酶报告基

因实验中各组HUVEC中萤光素酶活性；D：转染各组HUVEC中miR-29c-3p的表达；E：转染各组HUVEC中ATAD2B mRNA的表

达；F：转染各组HUVEC中ATAD2B 蛋白的表达。与PBS或mimic-NC或 inhibitor-NC组比较，*P < 0.05。

图5    ATAD2B是hsa-miR-29c-3p的直接靶点
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（图 6A、B，均 P < 0.05）；与 mimic-NC 组 比 较 ，

hsa-miR-29c-3p-mimic组HUVEC中ATAD2B mRNA

和蛋白的 表 达 均 被 明 显 抑 制（均 P < 0.05）；与

hsa-miR-29c-3p-mimic 组 比 较 ，hsa-miR-29c-3p-

mimic + pCMV-ATAD2B组HUVEC ATAD2B mRNA

和蛋白明显升高，完全逆转 hsa-miR-29c-3p-mimic的

作用。成管实验、Transwell小室实验和划痕愈合实

验检测结果（图 6C~E）显示，与 PBS 对照和 pCMV-

NC组比较，pCMV-ATAD2B组HUVEC成管、迁移和

划痕愈合能力均明显下降（均P < 0.05）；与mimic-NC

组比较，hsa-miR-29c-3p-mimic组HUVEC的成管、迁

移和划痕愈合能力均明显增强（均 P < 0.05）；与

hsa-miR-29c-3p-mimic 组 比 较 ，hsa-miR-29c-3p-

mimic + pCMV-ATAD2B 组 HUVEC 的成管、迁移和

划痕愈合能力均明显降低（均P < 0.05）。实验结果

说明，hsa-miR-29c-3p-mimic 通过抑制 HUVEC 中

ATAD2B mRNA 和蛋白的表达，促进 HUVEC 的成

管、迁移和划痕愈合能力，过表达ATAD2B则可完全

逆转这一作用。

A、B：qPCR（A）和WB（B）法检测各组HUVEC中ATAD2B mRNA和蛋白的表达；C~E：成管实验（C）、Transwell小室实验（D）和划

痕愈合实验（E）分别检测各组HUVEC的成管、迁移能力。1：PBS组；2：mimic-NC组；3：miR-29c-3p-mimic组；4：pCMV-NC组；

5：pCMV-ATAD2B组；6：miR-29c-3p-mimic + pCMV-ATAD2B组。与PBS或mimic-NC组或pCMV-NC组比较，*P < 0.05。

图6  过表达ATAD2B可以逆转hsa-miR-29c-3p的血管生成作用

3  讨  论

血管生成对CC的发生发展至关重要。抗血管

生成治疗已被证明是晚期或复发性CC患者的有效

治疗策略[11]，而抗VEGF策略可有效提高无进展生存

期。然而，单一的目标和潜在的抗性可能限制了抗

血管生成的疗效[12-13]。本研究关注了肿瘤源性外泌

体miRNA作为CSCC中血管生成的生物标志物。本

研究发现，hsa-miR-29c-3p在CSCC患者中表达量很

高，且 hsa-miR-29c-3p 表达与肿瘤 MVD 呈正相关。

其次，瘤源性外泌体将 hsa-miR-29c-3p从CSCC 细

胞运送到 HUVEC，外泌体来源的 hsa-miR-29c-3p
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能明显诱导血管生成以促进肿瘤生长。最后，

hsa-miR-29c-3p 调控血管内皮细胞中的 ATAD2B 表

达以促进血管生成。

以往的研究[14-15]发现，内皮细胞源性 hsa-miR-

29c-3p在转移性肾细胞癌、肝细胞癌，甚至在胚胎发

育中具有促进血管生成的功能。本研究表明，外源

性SiHa细胞衍生的 hsa-miR-29c-3p进入HUVEC，直

接促进血管生成，与内源性hsa-miR-29c-3p相似。这

一结果表明，血清中长存的外泌体hsa-miR-29c-3p是

一个潜在的生物标志物和治疗靶标，可用于临床诊

断和治疗。本研究还发现，HUVEC中的miR-29c-3p-

ATAD2B轴在CC模型中促进血管生成和肿瘤生长。

ATAD2B已被发现是一种有效的内源性血管生成抑

制剂[16-18]。ATAD2B作为一种具有ATP酶活性的蛋白

质，在肿瘤研究领域受到广泛关注。研究[19-20]表明，

ATAD2B在多种肿瘤中表达异常，与肿瘤的发生、发

展及预后紧密相关。其异常表达可能促进肿瘤细胞

的增殖、迁移和侵袭，同时与肿瘤细胞的凋亡平衡调

控和侵袭转移过程有关。此外，ATAD2B的表达水平

也被发现与肿瘤患者预后密切相关，其高表达往往

预示较差的预后。因此，ATAD2B作为潜在的肿瘤治

疗靶点正受到研究者的探索，旨在通过抑制其表达

或活性来阻断肿瘤进展[21-22]。尽管已有一定进展，但

ATAD2B在肿瘤中的具体作用机制仍需深入研究。

本研究进一步对其上下游调控关系进行了验证。但

是仍缺少对下游调控机制的深入探讨，这也将是未

来主要的研究方向之一。

综上所述，本研究发现肿瘤源性外泌体将

hsa-miR-29c-3p从癌细胞转移到血管内皮细胞，并通过

下调ATAD2B促进血管生成。外泌体 hsa-miR-29c-3p

可能是CSCC发生发展的一个新的诊断生物标志物

和治疗靶标。
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