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Abstract
AIM: To investigate the effect of gastric cancer 
exosomes on tumor cell proliferation and to 
evaluate the role of tyrosine kinase Src in this 
process.

METHODS: Exosomes were isolated and purified 

from gastric cancer SGC7901 cells by serial cen-
trifugation and sucrose gradient ultracentrifuga-
tion and observed by electron microscopy. Cell 
proliferation was measured by MTT assay. Pro-
tein expression was assayed by Western blot.

RESULTS: Gastric cancer exosomes had a char-
acteristic saucer-like shape that was limited by 
a lipid bilayer, and their diameter ranged from 
30 to 100 nm. CD9 and TSG101 were abundant 
on the surface of exosomes. Gastric cancer 
exosomes significantly increased SGC7901 cell 
proliferation in a time- and dose-dependent 
manner. Compared with control cells, the pro-
liferation of cells treated with 200 and 400 mg/L 
exosomes for 72 h were increased to 138% and 
144%, respectively (both P < 0.01). The expres-
sion of phosphorylated Src in SGC7901 cells was 
up-regulated in a time- and dose-dependent 
manner after treatment with exosomes.

CONCLUSION: Gastric cancer exosomes pro-
mote tumor cell proliferation possibly by acti-
vating tyrosine kinase Src.

Key Words: Exosomes; Src; Proliferation; Gastric 
cancer
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摘要
目的: 研究胃癌细胞来源的外泌体(exosome)
对肿瘤细胞增殖的影响, 初步探讨Src蛋白激
酶在此过程中的作用.

方法: 采用离心超滤和蔗糖密度梯度超速离
心的方法从胃癌SGC7901细胞的上清液中分
离出胃癌细胞来源的exosome. 透射电子显微
镜下观察exosome形态,  MTT法检测细胞增殖
能力, Western blot检测蛋白的表达.

结果: 透射电子显微镜下观察胃癌SGC7901细
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■背景资料
目前研究发现, 肿
瘤细胞能释放大
量的外泌体(exo-
some), 作为细胞
功能的使者, 参与
多种病理生理过
程. exosome是由
细胞分泌至胞外
的膜性小囊泡, 起
源于内吞途径中
的 多 泡 体 ,  通 过
多泡体与质膜融
合释放至细胞外. 
exosome含有大量
与其来源和功能
密切相关的蛋白
质和脂质成分.

■同行评议者
刘连新, 教授, 哈
尔滨医科大学第
一临床医学院普
通外科三病房



胞来源的exosome具有特征性的盘状结构, 由
双层膜构成, 他们的直径30-100 nm. Western 
blot结果显示exosome表面富含CD9和TSG101
分子. MTT结果显示exosome能以时间和剂
量依赖性的方式促进SGC7901细胞的增殖, 
200 mg/L和400 mg/L的exosome处理SGC7901
细胞72 h, 细胞的增殖比率分别是对照组的
138%(P <0.001)和144%(P <0.001), 在此过程中
伴随有p-Src表达的上调.

结论: 胃癌细胞来源的exosome能促进肿瘤细胞
的增殖, 其机制可能与激活Src蛋白激酶有关.

关键词: 外泌体; Src; 增殖; 胃癌
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0  引言

我国是世界上胃癌发病最高的国家之一, 每年

新发病例近40万, 约占全世界的42%, 并且多数

患者在诊断时已属晚期[1,2]. 尽管手术和放化疗

在一定水平改善了患者的生存, 但5年生存率仍

低于15%[3], 其预后不良的重要原因是肿瘤复

发和转移. 因此深入探讨胃癌细胞自我调控的

增殖机制, 对提高胃癌疗效具有重要意义. 目前

研究发现, 肿瘤细胞能释放大量的外泌体(exo-
some), 作为细胞功能的使者, 参与多种病理生

理过程[4-6]. exosome是由细胞分泌至胞外的膜

性小囊泡, 起源于内吞途径中的多泡体, 通过多

泡体与质膜融合释放至细胞外[7]. exosome含有

大量与其来源和功能密切相关的蛋白质和脂质

成分[8,9]. 由于exosome的膜性结构能阻止血清中

的蛋白酶对其携带的蛋白分子的降解, 所以exo-
some可作为体内细胞之间信息传递的重要载体, 
可通过自分泌或旁分泌的方式作用于自身或远

隔的靶细胞并调节其功能[10,11]. 我们之前的研究

发现肿瘤来源的exosome能通过激活PI3K/Akt
和MAPK/ERK信号转导通路促进肿瘤细胞的增

殖[12,13], 但Src蛋白激酶在此过程中的作用不清

楚. 本研究分离纯化了胃癌SGC7901细胞来源的

exosome, 评价了Src蛋白激酶在胃癌细胞来源的

exosome促进胃癌细胞增殖中的作用, 为进一步

理解胃癌的恶性增殖机制提供了理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自Gibco公司, 胎
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牛血清购自天津血液病研究所 .  100 000 D a 
MWCO Amicon超滤管购自美国Millipore公司, 
重水购自美国Sigma公司. 鼠抗人CD9抗体和

TSG101抗体购自Santa Cruz公司, 鼠抗人Src和
p-Src抗体购自Cell Signaling公司. 辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗购自北京中杉金桥生物技

术有限公司, ECL试剂盒购自PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人低分化胃腺癌细胞株SGC 
7901细胞为本实验室常规传代培养, 生长于含

有100 mL/L灭活胎牛血清、12 kU/L庆大霉素的

RPMI 1640培养液中, 于37 ℃、50 mL/L CO2、

饱和湿度的培养箱内培养, 2.5 g/L胰酶消化液消

化传代, 2-3 d传代1次. 所有实验均采用对数生

长期细胞. 血清来源的exosome的去除采用两步

法分离, 即10 000 g×30 min, 100 000 g×1 h. 
1.2.2 exosome的制备: 胃癌SGC7901细胞培养

48 h后收集细胞上清液用于exosome的制备. 首
先, 收集的上清液通过一系列离心去除细胞及

碎片: 4 ℃, 300 g×10 min、1 200 g×30 min、
10 000 g×30 min. 然后将上清液移入100 000 
Da MWCO Amicon 50 mL超滤离心管中, 4 ℃离

心, 1 000 g×30 min, 取浓缩液. 将超滤后液体移

至含有30%蔗糖/重水垫的15 mL超速离心管中, 
4 ℃ 100 000 g超速离心1 h. 收集底部含有exo-
some的缓冲垫, 用至少5倍体积的PBS稀释后, 
置于100 000 Da MWCO Amicon超滤离心管中, 
4 ℃ 1 000 g离心30 min, 重复3次. 得到的浓缩液

即为exosome, 0.22 μm滤膜过滤除菌, Bardford
法检测蛋白浓度, 分装备用, -80 ℃保存. 
1.2.3 电镜: 将exosome超速离心成沉淀后, 经固

定液(2%多聚甲醛, 0.25%戊二醛)4 ℃固定1 h, 
PBS洗涤3次(15 min/次), 1%锇酸固定1.5 h, PBS
洗涤3次(15 min/次), 梯度酒精脱水, 环氧树脂浸

透过夜、包埋, 于35 ℃、45 ℃、60 ℃聚合24 h, 
经超薄切片、铅铀染色后透射电镜下观察摄片. 
1.2.4 MTT法检测细胞活力: 取对数生长期的

SGC7901细胞, 常规胰酶消化制成单细胞悬液, 
将细胞浓度调至2.5×107/L接种于96孔板, 每
孔180 μL, 培养12 h后分别加入终浓度为50、
100、200和400 mg/L的exosome. 设置空白、正

常对照组(空白组除不加细胞外, 正常对照组除

不加exosome外, 其余均与exosome实验组同样

处理), 每组设4个复孔, 每孔终体积为200 μL. 分
别培养48和72 h后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 
μL, 继续孵育4 h后吸弃上清, 每孔加入200 μL 
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■相关报道
S k o g 等 报 道 原
代培养的恶性胶
质瘤细胞释放的
exosome能促进人
胶质瘤细胞系的
增殖.
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DMSO, 振荡摇匀. 用酶标仪于570 nm波长条件

下测定吸光度(A )值. 按下列公式计算细胞增殖

率: 增殖率(%) = (处理组平均A值-空白组平均

A值)/(正常对照组平均A值-空白组平均A值)×
100%. 
1.2.5 Western blot检测蛋白表达: 分别收集对照

组及处理组细胞, 将其裂解于200 μL含有蛋白酶

抑制剂(100 mg/L PMSF, 2 mg/L Aprotitin)的裂

解液中[1% Triton X-100, 50 mmol/L Tris-HCl(pH 
7.4), 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 100 
mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4], 4 ℃裂解40 
min, 15 000 r/min离心20 min, 取上清, Bardford
法进行蛋白定量. 与3×样品缓冲液混合后, 煮
沸5 min. 将样品在10%的SDS-聚丙烯凝胶中进

行电泳3 h, 然后转印至硝酸纤维素膜上. 用5%
脱脂牛奶封闭1 h后, 分别加入一抗, 4 ℃过夜. 
TTBS洗4次后加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 
室温作用30 min, ECL法显色, GIS凝胶图像分析

系统照相并分析处理.
统计学处理 所有数据均为3次独立实验结

果, 以mean±SD表示. 采用SPSS13.0统计软件进

行统计学分析. 两组之间比较采用t检验, P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 exosome的形态观察 透射电子显微镜下观察

exosome具有特征性的盘状结构, 由双层膜构成, 
他们的直径为30-100 nm(图1). 

2.2 exosomes的蛋白成分分析 Western blot结果

显示与等量的SGC7901细胞裂解物相比, exo-
some表面富含四次跨膜分子CD9和多泡体标志

物TSG101分子(图2). 
2.3 SGC7901细胞来源的exosome对SGC7901
细胞增殖的影响 MTT结果显示exosome以时间

和剂量依赖性的方式促进SGC7901细胞增殖, 
200 mg/L和400 mg/L的exosome处理SGC7901
细胞72 h, 细胞的增殖比率分别是正常对照组的

138%(P <0.001)和144%(P <0.001, 图3). 
2.4 肿瘤来源的exosome对Src蛋白激酶活性的

影响 Western blot结果显示, exosome以剂量依赖

性的方式上调p-Src的表达(图4). 进一步的实验

发现200 mg/L的exosome处理细胞不同时间后, 
p-Src的表达成时间依赖性的上调(图5). 

3  讨论

肿瘤能在人体内发生并长期生存, 一方面是肿瘤

细胞获得了一定水平的自主性生长信号, 使其

不受体内生长调节系统的控制而持续增殖[14]; 另
一方面是由于肿瘤细胞在生长过程中形成了多

重免疫逃逸机制, 使机体的免疫系统无法对肿

瘤细胞进行识别和杀伤[15]. 目前越来越多的证

据表明肿瘤来源的exosome在肿瘤细胞的恶性

增殖和免疫逃逸等方面发挥着重要的作用[16-18]. 
Skog等[19]报道原代培养的恶性胶质瘤细胞释放

图  1  胃癌SGC7901
细 胞 来 源 的 e x o -
somes的电镜下形态. 

100 nm

图  2  Western blot检测exosome蛋白表达.

exosome              Cells

CD9

TSG101

图  3  SGC7901细胞来源的exosome促进SGC7901细胞增殖. 
aP<0.05, bP<0.01, dP<0.001 vs  正常对照组.
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图  4  不同浓度的exosome作用于SGC7901细胞72 h后对Src
活性的影响.

■应用要点
胃癌细胞来源的
exosome能促进肿
瘤细胞的增殖, 其
机制可能与激活
Src蛋白激酶有关.
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的exosome能促进人胶质瘤细胞系的增殖. Koga
等[20]报道人乳腺癌BT-474细胞分泌的exosome
和BT-474细胞共同培养时, exosome能附着在细

胞表面并能促进BT-474细胞的增殖. 也有体内

研究证实小鼠乳腺癌细胞来源的exosome能通

过抑制NK细胞的功能而促进肿瘤的生长[21]. 
基于上述研究结果, 我们以胃癌SGC7901细

胞为模型, 采用离心超滤和蔗糖密度梯度离心

的方法分离中肿瘤细胞来源的exosome, 并从形

态学和分子表达两方面进行了鉴定. Exosome携
带的蛋白质根据其分布大致分为两大类[22,23], 一
类是普通蛋白质(如四次跨膜蛋白家族成员), 在
所有的exosome上都有分布; 一类是细胞特异性

蛋白质, 只存在于特定细胞来源的exosome. 本
研究显示SGC7901细胞来源的exosome表面富

含四次跨膜蛋白CD9和多泡体标志TSG101分
子, 这些蛋白质的表达可能与exosome的生物起

源有关, 进一步证实了SGC7901细胞培养液经

离心超滤和蔗糖密度梯度离心得到的微囊小体

即为exosome. 进一步的研究发现SGC7901来源

的exosome能以时间和剂量依赖性的方式促进

SGC7901细胞的增殖. 国外最新研究显示[24], 表
达EGFRvⅢ的神经胶质瘤细胞能通过分泌的

exosome把自身携带的EGFRvⅢ转运给不表达

EGFRvⅢ的胶质瘤细胞并促进其恶性增殖. 这
些结果提示exosome可能是肿瘤细胞之间传递

恶性增殖信号的重要载体. 
本研究发现SGC7901来源的exosome在促

进胃癌细胞增殖过程中存在Src激酶的持续活

化. Src基因是第1个被发现的有内在酪氨酸激

酶活性的人类癌基因[25]. 在人类许多肿瘤中, 如
胃癌、结肠癌、乳腺癌和胰腺癌都存在Src蛋
白的过度表达和活化[26-29]. 于虹等[30]报道胃癌

SGC7901细胞中Src激酶处于高活性状态, 抑制

Src激酶的活性能抑制SGC7901细胞的增殖、迁

移、基质侵袭和体外诱导血管形成的能力. 研

究提示Src激酶可能在胃癌细胞的恶性增殖和转

移过程中起到促进作用. 但目前尚没有肿瘤来

源的exosome对Src活性的影响的报道. 本研究首

次报道了肿瘤来源的exosome在促进肿瘤细胞

增殖过程中激活了Src蛋白激酶, 提示Src激酶的

活化可能是exosome促进肿瘤细胞增殖的机制

之一. 
尽管肿瘤细胞来源的exosome的生理作用

还不十分清楚, 但可以肯定的是exosomes在体

内细胞之间的信息传递方面发挥着重要的作用. 
本研究结果显示胃癌细胞来源的exosome体外

能促进肿瘤细胞的增殖, 其机制可能与Src激酶

的活化有关. 进一步研究胃癌细胞来源的exo-
some促进肿瘤细胞增殖的机制, 对深入理解胃

癌的生物学行为和寻找治疗胃癌的新的靶分子

具有重要的科学意义和实际价值.
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