
肺腺癌发病率呈不断上升趋势［1］。在过去几十

年中尽管外科手术、放化疗和靶向治疗等疗法取得

了巨大进步，但肺腺癌的预后仍然不够理想［1］。因

此，探索新的生物标志物对肺腺癌的早发现早治疗

和预后具有重要意义。微小RNA（microRNA，miR⁃
NA）是一类 18~24个核苷酸的非编码RNA，它们在

癌症进展中起重要作用，并作为各种癌症早期发现

和预后的生物标志物［2⁃3］。外泌体是直径为 30~150
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nm的小囊泡，携带多种物质，例如非编码RNA、蛋

白质和脂质等［4］。miRNA在外泌体中特别丰富，血

浆外泌体miRNA的异常表达已被证明是肺腺癌诊

治和预后的重要生物标志物［5］。本课题组既往研究

已证明miR⁃1260b对肺腺癌增殖和侵袭转移具有调

控作用［6-7］。但是，血浆外泌体miR⁃1260b在肺腺癌

中的表达情况及其潜在的临床意义尚不清楚。因

此，本研究旨在阐明血清外泌体miR⁃1260b在肺腺

癌中的表达情况及其与临床特征的关系。

1 材料和方法

1.1 材料

收集2015年1月—2020年6月108例在南京医

科大学第一附属医院接受手术治疗的肺腺癌患者

血浆。术后病理均证实为肺腺癌，气道播散均由术后

病理报告明确描述。剔除临床资料不完整及失访病

例。并按8版病理分类。每例患者都签署了知情同

意书。该研究得到了本院伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 血浆外泌体提取及鉴定

在4 ℃以1 200 r/min离心15 min分离血浆和血细

胞。500 μL血浆用于qRT⁃PCR。4 ℃以15 000 r/min
超速离心 70 min 来分离外泌体［7］，用 PBS 缓冲液

（Biological Industries，以色列）洗涤沉淀，并在-80 ℃
下保存以进行qRT⁃PCR分析。将外泌体样品用5％
戊二醛固定，并放入碳包铜的网格中。磷钨酸溶液

（2％，pH 7.0）用于覆盖网格 30 s。透射电子显微镜

（transmission electron microscopy，TEM，Tecnai G2
Spirit Bio TWIN，FEI，美国）观察外泌体。外泌体用

PBS缓冲液稀释。通过使用粒径分析仪（nanoparti⁃
cle tracking analysis，NTA）（ZetaView PMX 110，Parti⁃
cle Metrix，Meerbusch，德国）和 ZetaView 8.04.02 软

件，检测外泌体的颗粒大小和浓度。ZetaView系统

使用 110 nm聚苯乙烯颗粒进行校准，条件是28.7 ℃
pH 7.0。采用Western blot检测外泌体标志物CD63
和TSG101的表达水平。用含有10 μg/mL磷酸酶抑

制剂和 100 μg/mL PMSF（上海 Beyotime 公司）的

RIPA试剂（上海Beyotime公司）从细胞中提取总蛋

白。通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE）分离蛋白质，然后将其转移到聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜上。封闭 1 h后，将膜用一抗稀释

液、抗 CD63（ab134045，Abcam 公司，英国），抗

TSG101（ab30871，Abcam公司，英国）在4 ℃下孵育过

夜。将其洗涤5 min 3次，然后在相应的第二抗体中

温育2 h。之后，通过增强化学发光（ECL）进行检测。

1.2.2 qRT⁃PCR
使用TRIzol试剂（Invitrogen公司，美国）从肺腺

癌患者血浆中获得RNA，然后将其反转录为 cDNA。
通过 exoRNeasy Midi试剂盒（Qiagen公司，美国）提

取外泌体RNA。 U6用作内部参考。 通过ABI 7900
快速实时PCR系统（ABI公司，美国）进行 qRT⁃PCR
分析，条件为 95 ℃ 5 min，然后 94 ℃ 15 s，55 ℃ 30 s
进行40个循环。

1.3 统计学方法

应用 Stata 12.0和Graphpad 5进行数据的统计

学分析，计数资料采用卡方、Fisher 确切概率法对血

浆外泌体miR⁃1260b表达水平与患者的临床特征进

行分析，符合正态分布的计量资料，两组比较采用 t

检验，多组采用单因素方差分析，多组间两两比较

采用LSD检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 外泌体鉴定

从 108例患者的血浆中收集并提取了外泌体。

通过TEM观察外泌体的形态，具有均匀杯状形态，

直径大小为 40~120 nm（图 1A）。 CD63和 TSG101
是用于鉴定外泌体的特异性标志物［7］，通过Western
blot进行测定，结果显示，在分离的外泌体中富含

CD63和TSG101（图1B）。采用NTA分析外泌体的分

布情况（图1C）。结果表明，所收集的囊泡是外泌体，

外泌体广泛存在于肺腺癌患者血浆中。

2.2 血浆外泌体miR⁃1260b在肺腺癌患者中的表达

情况

采用qRT⁃PCR检测血浆外泌体miR⁃1260b的表

达，并进行亚组分析，结果表明，血浆外泌体 miR⁃
1260b与分化程度无统计学差异（高分化 vs.中分化：

P=0.159；高分化 vs.低分化：P=0.054；中分化 vs.低分

化：P=0.473，图 2A）；与肿瘤≤3 cm组相比，血浆外

泌体 miR⁃1260b在肿瘤＞3 cm组中呈高表达（P=
0.010，图2B）；与N0组相比，血浆外泌体 miR⁃1260b
在N1组、N2组中呈高表达（N0 vs. N1：P＜0.05；N0
vs. N2：P＜0.001；N1 vs. N2：P=0.002，图2C）。
2.3 血浆外泌体miR⁃1260b高表达与患者临床特

征的关系

根据肺腺癌患者血浆外泌体miR⁃1260b的中位

数水平，将所有肺腺癌病例分为高表达组和低表

达组。结合临床资料分析发现，血浆外泌体 miR⁃
1260b异常表达与年龄、性别、吸烟史、病理亚型、分
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化程度无关，而与肿瘤大小（P=0.013）、淋巴结转移

（P=0.002）、气道播散（P=0.024）、复发/转移（P=
0.008）相关（表1）。
2.4 血浆外泌体miR⁃1260b与气道播散、复发/转移

的关系

气道播散均由术后病理报告明确描述（图

3A）。采用qRT⁃PCR检测血浆外泌体miR⁃1260b的
表达，分析其与气道播散、复发转移的关系。结果

发现，与非气道播散患者相比，血浆外泌体 miR⁃
1260b在气道播散中呈高表达（P＜0.001，图 3B）。

与未复发/转移组相比，血浆外泌体miR⁃1260b在复

发/转移组中高表达（P=0.038，图3C）。

A：通过 TEM观察外泌体的形态，具有均匀杯状形态，直径大小为 40~120 nm（×20 000）；B：Western blot检测到外泌体的特异性标志物

CD63和TSG101；C：采用NTA分析外泌体的分布情况。

图1 外泌体鉴定

Figure 1 Exosomes identification
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图2 qRT⁃PCR检测血浆外泌体miR⁃1260b在肺腺癌患者中的表达

Figure 2 Plasma exosomal miR⁃1260b expression in patients with lung adenocarcinoma
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3 讨 论

肺腺癌的早期发现和预后对于降低病死率很

重要。不幸的是，目前尚无可靠的生物标志物用于

肺腺癌诊断。本研究的目的是阐明特定血浆外泌体

miR⁃1260b作为生物标志物的价值。

血液外泌体及其miRNA含量为分子诊断开辟

了新领域。最近研究表明，血浆/血清外泌体miRNA
可被认为是有希望的肺癌诊断和预后生物标志物［8］。

本研究证实了肺腺癌患者血浆中稳定存在大量外

泌体，并且，血浆外泌体miR⁃1260b表达在不同分化

程度间差异无统计学意义；与肿瘤≤3 cm组相比，血

浆外泌体miR⁃1260b在肿瘤＞3 cm组中呈高表达；与

N0相比，血浆外泌体 miR⁃1260b在N1、N2中呈高表

达。结合临床资料分析发现，血浆外泌体 miR⁃1260b
异常表达与年龄、性别、吸烟史、病理亚型、分化程

度无关，而与肿瘤大小、复发/转移有关，说明血浆外

泌体 miR⁃1260b参与了肺腺癌的进展过程。本课题

组之前的研究已证实miR⁃1260b通过调控Wnt/β⁃
catenin或KIT信号通路来影响肺腺癌细胞的增殖凋

亡、侵袭转移等生物学过程［6-7］，这也与其他研究结果

一致［9］。

随后本研究还发现，与非气道播散组相比，血

浆外泌体miR⁃1260b在气道播散组中呈高表达。血

浆外泌体 miR⁃1260b与肺腺癌的气道播散有关这一

发现非常重要。2015 年，世界卫生组织提出了气道

播散作为肺腺癌侵袭转移新模式这一概念，是指

肺癌细胞在肺实质内经气道播散到肿瘤主灶边缘
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以外［10］。近年来，气道播散被认为与肺癌的一些基

因突变有关，与表皮生长因子受体（epldermal
growth factor receptor，EGFR）突变负相关［11］，而与

kirsten大鼠肉瘤病毒癌基因（kirstenrat sarcoma viral
oncogene，KRAS）、鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体

B1（v⁃Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1，
BRAF）和转移相关基因 1（metastasis associated ge⁃
nel，MTA1）正相关［12-13］。如果通过检测血液中相关

因子［14］再结合影像学［15］等方法，术前就准确判断出

是否有 气道播散存在，这将对术前手术方式的选择

及术后患者预后水平的改善起至关重要的作用。

另一有趣的发现是，与未复发/转移组相比，血浆外

泌体miR⁃1260b在复发/转移组中高表达，表明血浆

外泌体miR⁃1260b与肺腺癌患者复发/转移相关。

外科手术一定程度上是宏观、机械性地切除病变

组织［16］，而在患者术前，甚至是术中存在于血液中的

一些致癌因子如外泌体等可能已随体液如血液、淋巴

液播散至肺的其他部位甚至远处器官，这或许是导致

肺腺癌复发/转移的因素之一。因此，今后针对肺腺

癌患者的诊治过程，从宏观和微观的角度共同诊治就

显得十分必要。

本研究仍有一些不足之处：①样本量不足；②
本研究未涉及血浆外泌体miR⁃1260b与肺腺癌患者

预后水平的评估，这一数据仍在随访和统计中。因

A：Hematoxylin⁃eosin染色鉴定气道播散；B：qRT⁃PCR检测非气道播散、气道播散组血浆外泌体miR⁃1260b的表达情况；C：qRT⁃PCR检测未

复发/转移、复发/转移组血浆外泌体miR⁃1260b的表达情况。

图3 血浆外泌体miR⁃1260b与患者预后水平的相关性

Figure 3 The correlation between plasma exosomal miR⁃1260b and patient prognosis
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表1 血浆外泌体miR⁃1260b表达情况与肺腺癌临床特征的关系

Table 1 Correlation between plasma exosomal miR⁃1260b expression and clinical characteristics of lung adenocarcinom

临床特征

年龄

＜45岁
≥45岁

吸烟史

无

有

性别

男

女

病理亚型

贴壁型

腺泡型

乳头型

微乳头型

实体型

例数

38
70

61
47

42
66

30
41
17
07
13

高表达

16（42.1）
38（54.3）

29（47.5）
25（53.2）

19（45.2）
35（53.0）

12（40.0）
18（43.9）
11（64.7）
05（71.4）
08（61.5）

低表达

22（57.9）
32（45.7）

32（52.5）
22（46.8）

23（54.8）
31（47.0）

18（60.0）
23（56.1）
06（35.3）
02（28.6）
05（38.5）

P值

0.227

0.560

0.430

0.280

外泌体 miR⁃1260b
临床特征

分化程度

低

中

高

肿瘤大小

≤ 3 cm
＞3 cm

淋巴结转移

无

有

气道播散

无

有

复发/转移

无

有

例数

32
44
32

88
20

71
37

73
35

77
18

高表达

20（62.5）
23（52.3）
11（34.4）

39（44.3）
15（75.0）

28（39.4）
26（70.3）

31（42.5）
23（65.7）

33（42.9）
14（77.8）

低表达

12（37.5）
21（47.7）
21（65.6）

49（55.7）
05（25.0）

43（60.6）
11（29.7）

42（57.5）
12（34.3）

44（57.1）
04（22.2）

P值

0.081

0.013

0.002

0.024

0.008

外泌体 miR⁃1260b
［n（%）］
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此，还需要大样本的综合论证血浆外泌体 miR⁃
1260b与肺腺癌患者临床特征的关系，并深入研究

外泌体miR⁃1260b参与肺腺癌进展，特别是气道播

散、复发/转移具体的分子机制。

总之，本研究初步表明，血浆外泌体 miR⁃1260b
在肺腺癌中高表达，且与肿瘤大小、气道播散、复发/
转移相关。将来，更深入全面地鉴定受miR⁃1260b
调控的其他靶基因将有助于突出miR⁃1260b在致癌

和转移过程中的功能。靶向外泌体miR⁃1260b可能

为肺腺癌的诊治提供新的视野。
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