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  【摘要】 目的 探讨外周血间充质干细胞(MSCs)来源的外泌体(MSCs-Exos)对非小细胞肺癌(NSCLC)A549细

胞上皮-间质转化(EMT)进程的影响和机制。方法 从NSCLC患者的外周血中提取 MSCs,分离、纯化,并通过油红O
染色评估其脂质分化能力。采用超速离心法分离出 MSCs-Exos,并用TEM检测其形态。采用NTA分析外泌体的大小

和分布。Westernblot检测外泌体特征蛋白CD9、TSG101和Calnexin的表达。此外,采用RT-qPCR检测 MSCs-Exos
中miR-494-3p的表达水平。培养 NSCLC细胞 A549,并进行Transwell细胞侵袭实验,以评估 MSCs-Exos对 A549细

胞迁移和侵袭特性的影响;采用RT-qPCR定量检测ZEB1mRNA的表达水平。荧光素酶实验检测miR-494-3p与ZEB1
结合情况。免疫细胞荧光染色观察细胞内E-cadherin和Vimentin表达,WesternBlot检测ZEB1、E-cadherin、Vimentin、

MMP2和 MMP9蛋白的表达水平。结果 miR-494-3p表达在 MSCs-Exos中明显降低。MSCs-Exos中 miR-494-3p抑

制A549细胞增殖、迁移和EMT进程。miR-494-3p可直接靶向ZEB1。过表达ZEB1减弱 miR-494-3p对 A549细胞

EMT进程的抑制作用。结论 NSCLC患者外周血 MSCs-Exos中 miR-494-3p通过靶向ZEB1抑制 A549细胞EMT
进程。
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  【Abstract】 Objective MSC-derivedexosomes(MSC-Exos)fromperipheralbloodMesenchymalstemcells(MSCs)

werestudiedfortheirinfluenceonepithelial-mesenchymalstemcells(MSCs)fromA549cellswithnon-smallcelllung
cancer(NSCLC).Methods OilredOwasusedtostainMSCsisolatedfromperipheralbloodofNSCLCpatientstode-
terminetheirlipiddifferentiationability.AnultrafastcentrifugationmethodwasusedtoseparateMSCsandexosomes,

transmissionelectronmicroscopywasusedtoviewexosomemorphology,andNTAparticlesizeanalysiswasusedtode-
scribetheirsizeanddistribution.CD9,TSG101,andcalnexinwereidentifiedinMSC-ExosthroughWesternblotanaly-
sis,whilemiR-494-3pexpressionwasquantifiedusingRT-qPCR.InordertoevaluatetheinfluenceofMSC-Exosonthe
migratoryandinvasivecapabilitiesofNSCLCcells,A549cellswerecultivatedandsubsequentlysubjectedtoaTranswell
cellinvasionassay.InadditiontoRT-qPCRanalysisofZEB1mRNAexpression,luciferaseassayswereperformedtode-
terminemiR-494-3pbindingtoZEB1.ImmunofluorescencestainingwasutilizedfortheevaluationofE-cadherinandVim-

·6· 西部医学2026年1月 第38卷第1期 MedJWestChina,January2026,Vol.38,No.1



entinexpressionlevels,andWesternblotanalysiswasemployedtodeterminethelevelsofZEB1,E-cadherin,Vimentin,

MMP2,andMMP9.Results MiR-494-3pexpressioninMSCs-Exoswassignificantlyreduced,inhibitingtheprolifera-
tion,migration,andEMTprocessesinA549cells.AsmiR-494-3pdirectlytargetsZEB1,itwasattenuatedwhenZEB1
wasoverexpressedinA549cells,preventingmiR-494-3pfrominhibitingEMT.Conclusion AsaresultofmiR-494-3p
expressioninperipheralbloodMSCsfromNSCLCpatients,A549cellswereinhibitedintheirEMTprocessbytargeting
ZEB1.

【Keywords】 Non-smallcelllungcancer;Mesenchymalstemcells;Exosome;miR-494-3p;Epithelial-mesenchymal
transition

  肺癌是全球最普遍的恶性肿瘤,也是癌症患者死

亡的主要原因[1]。尽管在治疗方面取得了进展,但仍

存在癌症转移和术后复发等因素,阻碍了肺癌管理的

临床疗效,导致晚期患者的高病死率。间充质干细胞

(Mesenchymalstemcells,MSCs)是一种来源于中胚

层的多能干细胞,具有强大的增殖和自我更新能力,
并可释放各种细胞外囊泡参与生物过程[2]。已有研

究证 实 MSCs来 源 的 外 泌 体 (MSCs-derivedexo-
somes,MSCs-Exos)可通过多种作用机制促进受损肺

组织再生[3]。但目前 MSCs-Exos在非小细胞肺癌

(Non-smallcelllungcancer,NSCLC)发生发展中的

作用机制仍不明确。随着高通量测序技术的发展,越
来越多的证据显示微小 RNA(MicroRNA,miRNA)
可作为抑癌或者致癌因子参与肺癌的生物学进程的

调控[4]。近年来,miR-494-3p在多个癌种血清外泌体

中被报道表达下调,并且miR-494-3p的低表达与癌症

的增殖、分化以及上皮间质转化(Epithelial-mesen-
chymoltransition,EMT)等过程关系密切[5],然而其

在NSCLC中的作用尚不明确。本研究以NSCLC患

者外周血来源的 MSCs-Exos和NSCLC细胞株A549
为研究对象,观察 MSCs-Exos共培养对 A549细胞

EMT进 程 的 影 响,为 后 续 深 入 研 究 NSCLC 提 供

参考。

1 资料与方法

1.1 临床标本和细胞株 收集2021年1月—2024
年1月在中国人民解放军北部战区总医院就诊的

NSCLC患者100例纳入观察组,纳入标准:①本院Ⅳ
期或Ⅲ期 NSCLC患者。②年龄在40~85岁之间。

③原发肺癌。排除标准:①非本院患者。②小细胞肺

癌患者(Smallcelllungcance,SCLC)。③Ⅰ期和Ⅱ期

NSCLC。④其他原发源的转移性肺癌。同时期收集

肺部良性病变患者100例纳入对照组。此研究方案

通过医院伦理委员会审批(批号:20210105),所有患

者均知情同意。NSCLC细胞株 A549购于北京博蕾

德生物科技有限公司。

1.2 主要仪器和试剂 DMEM/F12培养基、RPMI-
1640培养基、青-链霉素、胎牛血清、0.25%胰蛋白酶

(含EDTA)购自上海申启生物科技有限公司;miR-
494-3pmimic及其阴性对照(NCmimic)由GenePha-
rma公司提供;ZEB1过表达质粒(OEZEB1)及其对

照(OENC)由 GeneChem 公 司 合 成;Lipofectamine
3000、DAPI、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自福州木辰

生物科技有限公司;油红O染料购自湖北百奥斯生物

科技有限公司;成脂诱导分化培养基试剂盒购自厦门

逸漠生物科技有限公司;Matrigel基质胶购自北京博

蕾德生物科技有限公司;TRIzol购自北京莱博润科生

物科技有限公司;miRNeasyminikit购自上海力敏实

业有限公司;cDNA合成使用逆转录试剂盒购自北京

凡知医学科技有限公司;SYBRGreenPCR Master
Mix购自深圳子科生物科技有限公司;双荧光素酶报

告基因试剂盒购于广州易锦生物技术有限公司;Tr-
answell装置(8μm)、结晶紫购自上海尤惟科生物科

技有限公司;ECL发光试剂盒、磷酸酶抑制剂混合液

购自百克赛斯生物科技有限公司。一抗CD9、TSG101、

calnexin、ZEB1、E-cadherin、Vimentin、MMP2、MMP9、

β-actin、HRP/AlexaFluor标记的相关二抗均购自

Abcam公司。透射电镜(TEM)购自思耐达精密仪器

有限公司;NanoSightNS300仪器购自皕赫国际贸易

有限公司;ABIPrism7900系统购自上海高思维医疗

科技有限公司;光学显微镜购自基恩士有限公司。

1.3 方法

1.3.1 MSCs的分离培养及鉴定 收集健康受试者

和NSCLC患者外周血,血液样本保存在4℃,在采集

后1h内转运至实验室。取PBS:样本(1∶1)稀释的血

液,加入1.053g/mL的Percoll溶液20mL,1600×g
离心20min,连续2min,取平均界面的单克隆细胞,
加入1.064g/mL的Percoll溶液20mL,同样用PBS
稀释,离心20min。收集单克隆细胞,用PBS洗涤,重
悬于 MSCs培养基中。随后,将细胞在T25培养瓶中

培养,并在5%CO2 和38℃的湿化空气中孵育。48h
后更换培养基、丢弃未贴壁的细胞。分离的细胞集落

在 MSCs培养基中继续培养,直到融合率达到75%。
然后用0.5%胰蛋白酶-EDTA对细胞进行传代培养。
倒置显微镜下观察第3代细胞形态。按照成脂诱导
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分化培养基试剂盒说明书方法进行成脂诱导,22天后

行油红O染色,在倒置显微镜下观察脂滴形成情况。

1.3.2 细胞培养及转染 A549细胞作为贴壁细胞

在含有10%FBS和1%青霉素-链霉素的RPMI-1640
培养基中培养。细胞在37℃,5% CO2 下培养,Lipo-
fectamine3000试剂转染A549细胞。

1.3.3 MSCs-Exos的分离培养及鉴定 取传代至第

4代的MSCs细胞,加入5mL不含FBS的DMEM低

糖培养基,然后在37℃21%(常氧)和5%(低氧)不
同氧浓度的培养箱中处理24h。24h后取条件培养

基,其中含有 MSCs-EXOs。使用总外泌体分离试剂

分离外泌体。PBS重悬收集沉淀,置于 80℃保存备

用。TEM观察 MSCs-Exos形态;Westernblot检测

MSCs-Exos膜表面标志性蛋白 CD9、TSG101、Cal-
nexin;纳米颗粒示踪分析(NTA)仪检测 MSCs-Exos
粒径分布。

1.3.4 TEM及NTA 外泌体应用于涂有支撑膜的

铜网格上,滤纸去除多余的液体。3%磷酸钨溶液处

理铜栅格3min,去除染色溶液,TEM 检查干燥的标

本。采用 NanoSightNS300系统(NanoSightTech-
nology)分析外泌体浓度和大小分布。外泌体经PBS
重悬后注射到NanoSightNS300仪器中,按照说明继

续捕获和分析设置,NTA分析软件(Version2.3)进
行分析。

1.3.5 RT-qPCR实验 RNA 分离试剂盒提取总

RNA,以确定基因表达水平。使用cDNA合成试剂盒

将获得的RNA合成为cDNA。对于RT-qPCR反应,
利用RotorgeneQ5plex+HRMRT-PCR进行分析,
并通过Rotor基因Q软件程序获取数据。使用2-ΔΔCt

方法评估基因表达水平的变化。引物序列如下:miR-
494-3p,F:5'-AACGAGACGACGACAGAC-3',R:

5'-TGAAACATACACGGGAAACCTC-3';U6,F:5'-
CTCGCTTCGGCAGCACA-3',R:5'-AACGCTTCA
CGAATTTGCGT-3';ZEB1,F:5'-AGGAGGAGAT
AGAAGCGCAGA-3',R:5'-GTGCGGACTTGGTA
CAGGT-3';GAPDH,F:5'-GGCATCCACGAAAC
TACATTCAA-3',R:5'-AGCCAGAGCAGTGATC
TCCTTCT-3'。

1.3.6 Transwell实验 不同处理的A549细胞在6
孔板中生长至80%~90%时,将不同处理的 A549细

胞加入Transwell装置上室。将无血清培养基加入上

室,将10%FBS加入下室。48h孵育后,用棉签精细

地去除上表面的细胞,固定下表面的细胞,并用结晶

紫染色。用光学显微镜捕获5个随机场并进行量化。
在侵袭实验中,Matrigel预涂在 Transwell腔室的上

表面。上室中加入不同处理的 A549细胞,其余步骤

同迁移实验。

1.3.7 双荧光素酶报告基因系统实验 将ZEB1
mRNA的野生型(WT)或突变型(MUT)3'-UTR片

段,包括miR-494-3p结合位点,插入pGL3载体(上海

联迈生物工程有限公司),生成ZEB1-WT3'-UTR和

ZEB1-MUT3'-UTR荧光素酶质粒。将A549细胞以

1×104 细胞/mL的密度接种于24孔板中,并培养过

夜。用Lipofectamine3000将ZEB1-WT3'-UTR或

ZEB1-MUT3'-UTR 和 miR-494-3p mimic 或 NC
mimic共转染A549细胞。用双荧光素酶报告基因试

剂盒检测荧光素酶活性。

1.3.8 免疫细胞荧光染色实验 A549细胞以0.5×
105 个细胞/孔的密度接种于24孔板中。细胞粘附

后,用BA溶液处理24h。甲醇固定细胞,用PBS洗

涤,在含有1.5%正常阻断血清的PBS中孵育30min。
随后,将细胞暴露于一抗E-cadherin和Vimentin中,
室温下孵育2h。PBS洗涤3次,每次2min,细胞与

标记的二抗在室温下孵育30min。用含有DAPI的

封片剂进行样本封片,荧光显微镜观察、捕获图像。

1.3.9 Westernblot实验 取对数生长期的 A549
细胞,以5×105/mL的密度接种于6孔板中24h。按

照各组处理方式培养后,去除培养基,冷PBS洗涤细

胞3次,并在添加PMSF和RIPA缓冲液中溶解。将

裂解产物在冰上孵育30min,在4℃以12000rpm离

心10min,使用BCA试剂盒定量测定整个细胞裂解

产物中的蛋白浓度。通过SDS-PAGE电泳分离蛋白,
并转移到pvdf膜上。在室温下用5%BSA阻断非特

异性结合1h。然后将膜与相关一抗在4℃孵育过

夜。室温下用二抗稀释物孵育1h。使用ECL试剂盒

检测蛋白表达水平。

1.4 统计学分析 每个实验至少重复3次,所有数

据以(􀭺x±s)表示。采用GraphPadPrism9软件进行

统计分析。两组间差异分析采用Student’st检验;多
组间差异采用方差分析,Tukey’s进行多重比较。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-494-3p在NSCLC患者外周血 MSCs-Exos
中低表达 倒置相差显微镜下观察第三代 MSCs,油
红O染色可见红色脂滴形成,见图1。TEM 和NTA
分析发现,分离的 MSCs-Exo大小为150nm左右,见
图2。Westernblot分析显示CD9和TSG101在细胞

膜表面呈阳性表达,而Calnexin则呈阴性表达,见图

3。RT-qPCR结果显示,MSCs-Exos中的miR-494-3p
表达明显降低(P<0.01),见表1。
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100 mμ

图1 油红O染色鉴定 MSCs的成脂分化能力

Figure1 LipidredOstainingtoidentifytheadipogenicdifferentiation

abilityofMSCs

1 10 100 1 000 10 000
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118 scatter

100 mμ

A B

图2 MSCs-Exos鉴定

Figure2 IdentificationofMSCs-Exos
注:A.TEM;B.NTA分析。

Exo-free Exo

CD9

TSG101

Calnexin

图3 MSCs-Exos膜表面标志性蛋白条带

Figure3 SignatureproteinbandonthesurfaceofMSCs-Exosmembrane

表1 各组 miR-494-3p表达比较 (n=6,􀭵x±s)

Table1 ComparisonofmiR-494-3pexpressionineachgroup

组别 miR-494-3p表达

Exo-free组 1.00±0.07
Exo组 0.58±0.15①

t 6.076
P 0.002

注:与Exo-free组比较,①P<0.05。

2.2 MSCs-Exos对A549细胞迁移和侵袭能力的影

响 与 MSCs-Exos共培养的A549细胞迁移、侵袭能

力增强,差异有统计学意义(P<0.01),见图4、表2。

2.3 MSCs-Exos对 A549细胞EMT进程的影响 
免疫细胞荧光染色结果显示,与 MSCs-Exos共培养

的A549细胞内Vimentin荧光密度值显著升高,而E-
cadherin荧光密度值显著降低(P<0.01),见图5、表

3。WesternBlot结果显示,与 MSCs-Exos共培养的

A549细胞内N-cadherin、Vimentin、MMP2和 MMP9

0 h

36 h

72 h

!"# MSCs-Exos#

图4 MSCs-Exos对A549细胞迁移、侵袭能力的影响

Figure4 EffectsofMSCs-Exoson migrationandinvasionabilityof

A549cells

表2 MSCs-Exos对A549细胞迁移、侵袭能力的影响 (n=6,􀭵x±s)

Table2 EffectsofMSCs-ExosonmigrationandinvasionabilityofA549

cells

组别 36h划痕迁
移率(%)

72h划痕迁移
率(%)

迁移细胞
数目 (个)

侵袭细胞
数目 (个)

对照组 12.59±1.15 23.49±2.36 506.86±23.02 251.53±21.30
MSCs-Exos组 21.08±3.90① 36.14±5.38①680.27±115.02①452.23±128.87①

t 5.116 5.272 3.621 3.764
P 0.002 0.001 0.009 0.008

注:与对照组比较,①P<0.05。

蛋白的表达水平升高,同时E-cadherin蛋白的表达水

平显著下调(P<0.01),见图6、表4。

!
"

#
M

SC
s-

Ex
os
#

50 mμ 50 mμ

50 mμ50 mμ

图5 各组A549细胞内Vimentin与E-cadherin荧光表达比较

Figure5 ComparisonofVimentinandE-cadherinfluorescenceexpres-

sioninA549cellsofeachgroup
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表3 MSCs-Exos对A549细胞Vimentin与E-cadherin荧光表达强度的

影响 (n=6,􀭵x±s)

Table3 EffectsofMSCs-Exosonthefluorescenceexpressionintensityof

VimentinandE-cadherininA549cells

组别 Vimentin荧光强度 E-cadherin荧光强度

对照组 0.26±0.02 0.40±0.03

MSCs-Exos组 1.04±0.35① 0.31±0.03①

t 5.461 4.741

P 0.002 0.003

注:与对照组比较,①P<0.05。
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图6 各组A549细胞内EMT进程相关指标蛋白表达条带

Figure6 ExpressionbandsofproteinrelatedtoEMTprocessinA549

cellsofeachgroup

表4 MSCs-Exos对A549细胞EMT进程相关指标蛋白水平的影响 (n=6,􀭵x±s)

Table4 EffectsofMSCs-ExosonproteinlevelsrelatedtoEMTprocessofA549cells

组别 E-cadherin/GAPDH N-cadherin/GAPDH Vimentin/GAPDH MMP2/GAPDH MMP9/GAPDH
对照组 1.00±0.08 1.00±0.10 1.00±0.12 1.00±0.11 1.01±0.08
MSCs-Exos组 0.64±0.14① 1.50±0.21① 1.55±0.21① 1.51±0.31 1.37±0.20①

t 5.302 5.145 5.617 3.717 4.168
P 0.001 0.001 0.003 0.010 0.002

注:与对照组比较,①P<0.05。

2.4 miR-494-3P对ZEB1的靶向调控作用 与阴性

对照 mimic组相比,过表达 miR-494-3p导致ZEB1-
WT报告基因荧光素酶活性显著降低(P<0.01);相
反,miR-494-3p过表达对ZEB1-MUT报告基因荧光

素酶活性没有显著影响(P>0.05)。见表5。转染

miR-494-3pmimic的 A549细胞中,ZEB1的 mRNA
和蛋白水平均显著下降(P<0.01),见图7、表6。

表5 各组荧光素酶活性比较 (n=6,􀭵x±s)

Table5 Comparisonofluciferaseactivityineachgroup

组别 荧光素酶相对活性

NCmimic+ZEB1-WT组 1.00±0.07
miR-494-3pmimic+ZEB1-WT组 0.65±0.13①
NCmimic+ZEB1-MUT组 1.01±0.04
miR-494-3pmimic+ZEB1-MUT组 0.98±0.06

F 12.660
P <0.001

注:与NCmimic+ZEB1-WT组比较,①P<0.05。

!"# MSCs-Exos#

ZEB1

GAPDH

图7 ZEB1蛋白表达条带

Figure7 ExpressionbandofZEB1protein

2.5 过表达ZEB1取消 miR-494-3p对 A549细胞

EMT 进 程 的 抑 制 作 用 OEZEB1转 染 显 著 增 加

A549细 胞 中ZEB1蛋 白 和mRNA表 达 水 平(P<
0.01);而miR-494-3pmimic处理则减少ZEB1表达

表6 各组ZEB1mRNA和蛋白比较 (n=6,􀭵x±s)

Table6 ComparisonofZEB1mRNAandproteinineachgroup

组别 ZEB1mRNA ZEB1/GAPDH
NCmimic组 1.00±0.07 1.00±0.09
miR-494-3pmimic组 0.56±0.16① 0.60±0.16①

t 5.866 5.379
P 0.002 0.002

注:与NCmimic组比较,①P<0.05。

(P<0.05),见图8、表7。ZEB1过表达促进A549细

胞迁移和侵袭(P<0.01);miR-494-3pmimic处理可

减弱ZEB1过表达对CAL27细胞迁移和侵袭的诱导

作用(P<0.05)。见图9、表8。ZEB1过表达可诱导

Vimentin荧光密度值升高,E-cadherin荧光密度值降

低(P<0.01);而 miR-494-3pmimic则取消 OEZEB1
对上述指标荧光表达强度的影响作用(P<0.05)。见

图10、表9。与OENC组相比,OEZEB1组N-cadher-
in、Vimentin、MMP2和 MMP9蛋白的表达水平显著

增加(P<0.01);相反地,E-cadherin蛋白表达显著降

低(P<0.01);与 OEZEB1组相比,OEZEB1和 miR-
494-3pmimic共处理则取消上述指标变化趋势(P<
0.05)。见图11、表10。

A B C

ZEB1

GAPDH

图8 ZEB1蛋白表达条带

Figure8 ExpressionbandofZEB1protein
注:A:OENC组;B:OEZEB1组;C:OEZEB1+miR-494-3pmimic组。
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表7 各组ZEB1mRNA和蛋白比较 (n=6,􀭵x±s)

Table7 ComparisonofZEB1mRNAandproteinineachgroup
组别 ZEB1mRNA ZEB1/GAPDH

OENC组 1.00±0.10 1.00±0.09
OEZEB1组 1.65±0.19① 1.54±0.32①
OEZEB1+miR-494-3pmimic组 1.08±0.39② 1.05±0.35②

F 11.211 7.021
P 0.001 0.007

注:与OENC组比较,①P<0.05;与OEZEB1组比较,②P<0.05。

OENC! OEZEB1!
OEZEB1+miR-
494-3pmimic!

0 h

36 h

图9 Transwell实验评估细胞迁移和侵袭能力

Figure9 Transwellexperimentalevaluationofcellmigrationandinva-
sionability

表8 各组细胞迁移和侵袭能力比较 (n=6,􀭵x±s)

Table8 Comparisonofcellmigrationandinvasionabilityofeachgroup
组别 迁移细胞数 侵袭细胞数

OENC组 507.92±17.63 249.51±25.21
OEZEB1组 730.47±140.38① 505.74±90.82①
OEZEB1+miR-494-3pmimic组 534.65±143.90② 366.25±115.63②

F 6.526 13.311
P 0.009 <0.001

注:与OENC组比较,①P<0.05;与OEZEB1组比较,②P<0.05。
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图10 各组A549细胞内Vimentin与E-cadherin荧光表达比较

Figure10 ComparisonofVimentinandE-cadherinfluorescenceexpres-
sioninA549cellsofeachgroup

表9 MSCs-Exos对A549细胞Vimentin与E-cadherin荧光表达强度的

影响 (n=6,􀭵x±s)

Table9 EffectsofMSCs-Exosonthefluorescenceexpressionintensityof

VimentinandE-cadherininA549cells

组别 Vimentin
荧光强度

E-cadherin
荧光强度

OENC组 0.30±0.02 0.40±0.09
OEZEB1组 0.44±0.08① 0.22±0.05①

OEZEB1+miR-494-3pmimic组 0.35±0.12② 0.33±0.07②

F 4.200 8.797
P 0.036 0.003

注:①与OENC组比较,P<0.05;②与OEZEB1组比较,P<0.05。
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图11 各组A549细胞内EMT进程相关指标蛋白表达条带

Figure11 ExpressionbandsofproteinrelatedtoEMTprocessinA549

cellsofeachgroup
注:A.OENC组;B.OEZEB1组;C.OEZEB1+miR-494-3pmimic组

3 讨论

2020年 WHO公布的全球癌症统计分析数据显

示,肺癌以11.4%的确诊率位列新发癌症的第二位,
以18%的死亡率成为癌症患者最主要死因[6]。肺癌

根据 组 织 病 理 学 可 分 为 NSCLC 和 SCLC,其 中

NSCLC的患者占比高达85%[7]。MSCs来源于中胚

层,存在于各种组织中,包括脂肪组织、骨髓、脐带血

和胎盘组织[8],具有自我复制能力和多向分化潜能。
本研究从NSCLC患者外周血中分离出 MSCs,并成

功提取其来源的外泌体(MSCs-Exos)[9],MSCs-Exos
具有低免疫原性、强增殖能力和可作为载体等优点而

被应用于各种良恶性疾病中,包括创面愈合[10-11]等。
本研究结果证实其在 NSCLC细胞 A549中可调控

EMT进程,并进一步揭示了 miR-494-3p通过靶向

ZEB1调控NSCLC细胞迁移与侵袭的机制。

miRNAs是一种短链、非编码的RNA分子,参与

细胞 增 殖、分 化 和 凋 亡[12]。首 先,本 研 究 证 实 了

MSCs-Exos中 miR-494-3p的表达明显下调。近年

来,miR-494-3p在结直肠癌、甲状腺癌、膀胱癌、乳腺

癌等多个癌种中被报道表达下调[13-16],并且miR-494-
3p的低表达与癌症的增殖、分化以及EMT等过程关

系密切。例如,miR-494-3p在胃肠道间质瘤中通过抑
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表10 MSCs-Exos对A549细胞EMT进程相关指标蛋白水平的影响 (n=6,􀭵x±s)

Table10 EffectsofMSCs-ExosonthelevelsofproteinrelatedtoEMTprocessinA549cells

组别 E-cadherin/GAPDH N-cadherin/GAPDH Vimentin/GAPDH MMP2/GAPDH MMP9/GAPDH
OENC组 1.00±0.13 1.01±0.09 1.00±0.11 1.00±0.12 1.00±0.11
OEZEB1组 0.59±0.17① 1.92±0.41① 1.74±0.29① 1.87±0.39① 1.84±0.39①

OEZEB1+miR-494-3pmimic组 0.95±0.27② 1.10±0.29② 1.18±0.31② 1.24±0.27② 1.14±0.31②

F 7.747 17.250 14.211 15.130 13.990
P 0.005 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:与OENC组比较,①P<0.05;与OEZEB1组比较,②P<0.05。

制细胞增殖和诱导细胞凋亡发挥抑瘤作用[17]。本研

究进一步补充了其在NSCLC中的作用,提示其具有

跨癌种的广谱抗肿瘤潜力[18]。通过Transwell实验,
本研究观察到 MSCs-Exos可增强 A549细胞的迁移

与侵袭能力,提示其在NSCLCEMT进程中具有促进

作用。进一步通过过表达和荧光素酶实验,研究明确

了miR-494-3p与ZEB1存在直接靶向关系。ZEB1作

为EMT过程中的关键转录因子,其上调会抑制 E-
cadherin表达、增强 Vimentin表达,促进肿瘤细胞失

去极性、获 得 侵 袭 性 表 型。本 研 究 的 免 疫 荧 光 与

Westernblot结果也证实,miR-494-3p可通过抑制

ZEB1而下调Vimentin、MMP2、MMP9等促进迁移的

分子表达,恢复 E-cadherin的表达,从而抑制 EMT
进程。

对比以往报道,本研究结果与miR-494-3p在其他

肿瘤 中 的 功 能 基 本 一 致[19],进 一 步 验 证 了 其 在

NSCLC中的生物学效应,并揭示ZEB1作为其关键调

控靶点的机制[20-25],也为 NSCLC的分子治疗提供了

理论依据。值得注意的是,已有研究指出ZEB1可被

DNA甲基化抑制剂5-Aza抑制,而本研究揭示的

miR-494-3p亦可负向调控ZEB1,提示未来可考虑联

合应用5-Aza与miR-494-3p模拟物作为治疗策略,增
强疗效并减少耐药。

本研究还存在以下局限:①研究主要基于体外

A549细胞模型,尚缺乏动物模型中对 miR-494-3p/

ZEB1信号轴功能的系统验证。未来需进一步建立异

种移植瘤模型或自发性肺癌模型,验证其在 NSCLC
进展中的体内作用。②外泌体中 miR-494-3p表达水

平低的原因尚不明确,推测可能与NSCLC相关微环

境下 MSCs表型变化或外泌体分选机制相关,亦值得

深入探讨。③MSCs-Exos中除 miR-494-3p外,可能

还存在多种调控迁移与侵袭的因子,后续应结合转录

组及蛋白质组学进一步筛查其他关键调控成分。

4 结论

本研究发现 MSCs来源的外泌体可通过携带低

表达 的 miR-494-3p上 调 ZEB1的 表 达,进 而 抑 制

NSCLC细胞 A549的EMT进程、迁移及侵袭,揭示

了 MSCs-Exos在肺癌微环境调控中的潜在风险。该

研究为未来基于miRNA的NSCLC个体化干预策略

提供了理论依据,并提示miR-494-3p可能成为新的诊

疗标志物和治疗靶点。
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