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[摘要] 目的 探究缺氧肝癌源性外泌体 miR-1260b对肿瘤相关巨噬细胞 M2亚型的影响及其机制。方法

人肝癌细胞97H(MHCC97H)细胞经100μmol/LCoCl2处理24h后获得缺氧97H细胞。利用丙二醇甲醚醋酸酯

(PMA)处理THP-1细胞24h后获得 M0巨噬细胞,实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)方法检测 THP-1细胞中

CD11b的相对表达量。将常氧/缺氧97H细胞与 M0巨噬细胞共培养48h后,采用RT-qPCR方法检测巨噬细胞

中CD163、CD206和TNF-α基因相对表达量。通过低温差速离心法提取常氧/缺氧97H细胞的外泌体,通过生物

透射电子显微镜观察外泌体的形态,采用纳米颗粒跟踪分析仪(NTA)分析粒子直径,采用 Westernblot法检测外

泌体中凋亡诱导因子6相互作用蛋白(Alix)和钙联蛋白相对表达量。外泌体与 M0巨噬细胞共培养48h后,采用

RT-qPCR方法检测 M0巨噬细胞中CD206相对表达量。用携带Dil染剂的外泌体与 M0巨噬细胞共培养24h,采
用荧光显微镜观察 M0巨噬细胞内的荧光反应。采用RT-qPCR方法检测外泌体中miR-1260b相对表达量,并向

M0、M2巨噬细胞内转染 miR-1260bMimic/Inhibitor后,采用RT-qPCR方法检测细胞内CD206、肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)相对表达量。将转染了miR-1260bInhibitor的常氧/缺氧97H细胞共培养 M0巨噬细胞,采用RT-qPCR
方法检测 M0巨噬细胞CD206、TNF-α相对表达量。结果 PMA处理THP-1细胞24h后所获得的 M0巨噬细

胞CD11b显著高表达(t=78.14,P<0.05)。缺氧97H细胞与 M0巨噬细胞共培养可以使巨噬细胞CD163以及

CD206的表达升高,TNF-α的表达降低(t=14.23~46.88,P<0.05)。成功分离并提取缺氧97H细胞分泌的外泌

体颗粒,其可以被 M0巨噬细胞吞噬。Westernblot结果显示,外泌体颗粒高表达 Alix蛋白且基本不表达钙联蛋

白。RT-qPCR检测显示,缺氧肝癌源性外泌体共培养 M0巨噬细胞后可以使 M0巨噬细胞高表达CD206(t=
17.06,P<0.05);缺氧肝癌源性外泌体高表达miR-1260b(t=12.09,P<0.05);转染miR-1260bMimic后,M0巨噬

细胞可以高表达CD206,低表达TNF-α(t=8.82、8.22,P<0.05),转染Inhibitor后,M2巨噬细胞可以高表达TNF-
α(t=16.88,P<0.05)。常氧97H细胞预先转染miR-1260bMimic可以高表达CD206,低表达TNF-α(t=26.95、

21.45,P<0.05);而缺氧97H细胞预先转染 miR-1260bInhibitor后显著影响了CD206、TNF-α的表达(t=9.09、

12.54,P<0.05)。结论 缺氧肝癌细胞源性的外泌体可以诱导 M2巨噬细胞极化,miR-1260b是缺氧肝癌细胞源

性外泌体对巨噬细胞产生极化影响的关键靶分子,该机制进而促进了肝癌细胞免疫逃逸。
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EFFECTSOFHYPOXICHEPATOMA-DERIVEDEXOSOMEmiR-1260bONM2MACROPHAGESANDMECHANISM YANGYe-

ni,ZHAOZiyin,WANGYoupeng,SUN Hongfa,ZHANGShun,HANBing  (DepartmentofHepatobiliarySurgery,The

AffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266003,China)

[ABSTRACT] Objective Toexploretheeffectsofthehypoxichepatoma-derivedexosomemiR-1260bontheM2subtypeof

tumor-associatedmacrophagesandtheunderlyingmechanism. Methods MHCC97H(97H)cellsweretreatedwith100μmol/L

CoCl2for24htoobtainhypoxic97Hcells.THP-1cellsweretreatedwithpropyleneglycolmethyletheracetate(PMA)for24hto

deriveM0macrophages.TherelativeexpressionofCD11binTHP-1cellswasmeasuredbyreal-timequantitativePCR (RT-

qPCR).Afterco-culturewithnormoxic/hypoxic97Hcellsfor48h,therelativegeneexpressionofCD163,CD206,andTNF-αin

M0macrophageswasmeasuredbyRT-qPCR.Theexosomesofnormoxic/hypoxic97Hcellswereextractedbylowtemperaturedif-

ferentialcentrifugation.Atransmissionelectronmicroscopewasusedtoobservetheshapeoftheexosomes.Theparticlediameter

wasmeasuredusingananoparticletrackinganalyzer.Westernblotwasusedtodeterminetherelativeexpressionofapoptosis-indu-

cingfactor6-interactingprotein(Alix)andcalnexinintheexosomes.Afterco-culturewiththeexosomesfor48h,therelativeex-

pressionofCD206inM0macrophageswasmeasuredbyRT-qPCR.TheexosomeslabeledwithDilstainwereco-culturedwithM0

macrophagesfor24h,andthenM0macrophageswereexaminedforthefluorescencereactionusingafluorescencemicroscope.The

expressionofmiR-1260bintheexosomeswasmeasuredbyRT-qPCR.AfterM0andM2macrophagesweretransfectedwithmiR-

1260bMimic/Inhibitor,theexpressionofCD206andTNF-αinthecellswasdeterminedbyRT-qPCR.Afterco-culturewithnor-

moxic/hypoxic97HcellstransfectedwithmiR-1260bInhibitor,M0

macrophagesweremeasuredfortherelativeexpressionofCD206
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andTNF-αbyRT-qPCR. Results TherewassignificantlyhighexpressionofCD11binM0macrophagesderivedfromTHP-1

cellsafter24hPMAtreatment(t=78.14,P<0.05).M0macrophagesco-culturedwithhypoxic97Hcellsshowedsignificantlyin-

creasedexpressionofCD163andCD206andsignificantlydecreasedexpressionofTNF-α(t=14.23-46.88,P<0.05).Theexo-

someparticlessecretedbyhypoxic97Hcellsweresuccessfullyisolatedandextracted,whichcouldbephagocytizedbyM0macro-

phages.WesternblotshowedthattheexosomeparticleshadhighexpressionofAlixproteinandverylittleexpressionofcalnexin.

TheresultsofRT-qPCRshowedthatco-culturewithhypoxichepatoma-derivedexosomessignificantlyincreasedtheexpressionof

CD206inM0macrophages(t=17.06,P<0.05).TheexpressionofmiR-1260bwassignificantlyincreasedinhypoxichepatoma-de-

rivedexosomes(t=12.09,P<0.05).M0macrophageshighlyexpressedCD206andlowlyexpressedTNF-αaftertransfectionwith

miR-1260bMimic(t=8.82,8.22,P<0.05),andhighlyexpressedTNF-αaftertransfectionwiththeInhibitor(t=16.88,P<

0.05).Pre-transfectionofmiR-1260bMimicintonormoxic97HcellssignificantlyincreasedtheexpressionofCD206andsignifi-

cantlydecreasedtheexpressionofTNF-α(t=26.95,21.45,P<0.05).Pre-transfectionofmiR-1260bInhibitorintohypoxic97H

cellssignificantlychangedtheexpressionofCD206andTNF-α(t=9.09,12.54,P<0.05). Conclusion Hypoxichepatoma-de-

rivedexosomescaninduceM2macrophagepolarization.miR-1260bisakeytargetformacrophagepolarizationbyhypoxichepato-

macell-derivedexosomes,whichpromotestheimmuneescapeofhepatomacells.
[KEYWORDS] Liverneoplasms;Cellhypoxia;Exosomes;MicroRNAs;Transfection;Macrophages;Tumorescape

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)的
发病率在全球人群中位居第6位[1],确诊时间晚、高
复发率和高死亡率是造成 HCC患者不良预后的重

要原因。研究显示瘤内缺氧是进展期 HCC的关键

特征,缺氧除可通过调节缺氧诱导因子(HIF)引起

肝癌细胞适应性缺氧等的一系列变化,还具有影响

肿瘤细胞分泌的外泌体对免疫细胞中的巨噬细胞传

递信号的作用[2-3]。
外泌体是一类粒径30~150nm 的含有RNA

和蛋白的盘状囊泡,可在不同类型细胞之间起通讯

作用[4]。研究发现,外泌体中膜蛋白凋亡诱导因子

6相互作用蛋白(Alix)高表达,而基本不表达钙连

接蛋白。缺氧环境可以影响肝癌细胞分泌和传递外

泌体,从而影响肿瘤细胞与肿瘤微环境中其他细胞,
包括肿瘤相关巨噬细胞(TAM)的通讯[5-7]。

本课题组先前的实验发现,SOCS5可以调节

HIF-1α依赖性的线粒体损伤,进一步促进 HCC的

进展[3]。但是在缺氧环境下,肝癌细胞是如何通过

外泌体转运核酸物质到达巨噬细胞,以及诱导免疫

抑制的具体机制目前尚不清楚。本研究通过构建人

HCC97H(MHCC97H)细胞缺氧模型,探讨缺氧肝

癌细胞源性外泌体 miR-1260b对巨噬细胞 M2亚

型的影响及其机制,旨在为 HCC的免疫治疗提供

新的治疗靶点。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

MHCC97H细胞和人单核白血病细胞(THP-
1)均购自中国科学院上海生命科学研究院,并通过

短串联重复序列(STR)分析验证了细胞的真实性;

2.5g/L胰蛋白酶溶液、高效RIPA裂解液、蛋白酶

抑制剂混合液、蛋白磷酸酶抑制剂混合物购自北京

索莱宝科技有限公司,TRIzol购自美国Invitrogen
公司。

1.2 研究方法

1.2.1 细胞培养和处理 97H细胞置于完全培养

基(含体积分数0.10的胎牛血清、100kU/L青霉素

和100mg/L链霉素的高糖DMEM)中,在37℃、
含体积分数0.05的CO2培养箱当中进行培养。待

97H细胞融合度达70%~80%后,在完全培养基中

分别加入0、100μmol/L浓度的CoCl2,培养24h
后提取RNA,实时荧光定量PCR方法(RT-qPCR)
方法检测细胞中 HIF-1α的相对表达量,若 HIF-
1α稳定高表达且两种浓度间有显著差异时,则为细

胞缺氧模型构建成功[8-9],可用于后续实验。
将THP-1细胞置于THP-1专用培养基(武汉

普诺赛生命科技有限公司)中,和97H 细胞相同条

件进行培养,培养至对数生长期以后进行实验。取

THP-1细胞计数并接种于含有专用培养基的6孔

板中,每孔约1×106个细胞,分别向专用培养基中

加入浓度0、100μg/L的丙二醇甲醚醋酸酯(PMA)
(美国 MedChemExpress生物科技有限公司),分别

为THP-1组和THP-1+PMA组,继续培养24h,
然后使用RT-qPCR方法检测两组 THP-1细胞中

CD11b相对表达量,此时在THP-1+PMA组中得

到的细胞即为 M0巨噬细胞。然后于培养了24h
的THP-1+PMA组培养基中再加入100μg/L的

IL-4/IL-13,继续培养72h以后,得到 M2巨噬细胞

(M2组)[10]。

1.2.2 细胞共培养 将 M0巨噬细胞铺至孔径为

0.4μm的共培养板的上室内,分别将融合度达到

70%~80%的97H细胞,以及细胞缺氧模型构建成
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功97H细胞铺至共培养板的下室,分别为97H-N+
M0组和97H-H+M0组,共培养48h以后,采用

RT-qPCR方法检测上述两组以及 M2组巨噬细胞

中TNF-α、CD163和CD206的相对表达量。
将 M0巨噬细胞铺至孔径为0.4μm的共培养

板上室内,待97H细胞融合度达70%~80%时,分
别转染miR-1260bNC(97H-NC+M0组)和miR-
1260bMimic(97H-Mimic+M0组),并将其铺至共

培养板下室,共培养48h,采用RT-qPCR方法检测

两组细胞中TNF-α和CD206相对表达量。
将融合度达到70%~80%的97H 细胞转染

miR-1260bInhibitor后,再加入100μmol/L浓度

的CoCl2缺氧处理24h,即为97H-H-1260IN组细

胞。将 M0巨噬细胞铺至孔径为0.4μm的共培养

板上室内,将上面获得的97H-H-1260IN 组细胞

(97H-H-1260IN+M0组)以及融合度达到70%~
80%的97H细胞(97H-N+M0组)和细胞缺氧模型

构建成功97H 细胞(97H-H+M0组)铺至共培养

板下室,继续培养48h,RT-qPCR方法检测上述4
组 M0巨噬细胞中TNF-α和CD206相对表达量。

1.3 外泌体的提取、鉴定及示踪

将97H细胞置于完全培养基中,待细胞融合度

达到70%~80%时,分别向完全培养基中加入0、

100μmol/L的CoCl2,培养24h后,将培养基更换

为DMEM 培养基(含体积分数0.10无外泌体胎牛

血清),分别为exo-N组和exo-H组,培养48h后,
采用低温差速离心方法[11]提取exo-N组和exo-H
组细胞上清液中的外泌体,并重悬于50~100μL的

PBS中。
取浓度为100g/L的exo-N组外泌体颗粒,以

Dil橙红色荧光染料进行标记。加至没有染料标记

的 M0巨噬细胞培养基中,共同孵育24h后,利用

荧光显微镜观察 M0巨噬细胞内的荧光反应,若外

泌体被巨噬细胞吞噬则出现橙红色荧光颗粒。
取exo-N组和exo-H 组的20μL的外泌体颗

粒悬液滴至电镜铜网栅中,停留1min,磷钨酸溶液

负染固定1~10min,滤纸吸干后室温自然晾干,在
生物透射电子显微镜下观察外泌体的大小和形状,
并拍照。使用纳米颗粒跟踪分析仪(NTA)的Zeta-
VIEWS/N252软件分析外泌体颗粒的大小。

取exo-N组和exo-H组外泌体颗粒,设置浓度

100g/L,加至 M0细胞培养基中,分别为exo-N+
M0组和exo-H+M0组,培养48h以后,通过RT-
qPCR方法检测两组细胞中CD206相对表达量。

1.4 细胞转染

参考文献[12]的方法,向 M0巨噬细胞内转染

miR-1260bNC、miR-1260bMimic、miR-1260bNC-
Inhibitor、miR-1260bInhibitor,分别为 M0-NC组、

M0-Mimic组、M0-NCIN 组、M0-IN 组,向 M2巨

噬细胞转染 miR-1260bNC、miR-1260bInhibitor,
分别为 M2-NCIN组和 M2-IN组。采用RT-qPCR
方法检测以上各组巨噬细胞中TNF-α以及CD206
的表达。miR-1260bNC引物的序列为:5'-UUCU-
CCGAACGUGUCACGUTT-3';miR-1260bMimic
引物的序列为:5'-AUCCCACCACUGCCACCAU-
GGUGGCAGUGGUGGGAUUU-3。miR-1260bNC-
Inhibitor引物的序列为:5'-CAGUACUUUUGUG-
UAGUACAA-3';miR-1260bInhibitor引物的序列

为:5'-AUGGUGGCAGUGGUGGGAU-3'。

1.5 RT-qPCR方法检测外泌体中miR-1260b相对

表达量

按照试剂盒说明书的要求,用TRIzol试剂提取

exo-N组和exo-H 组外泌体颗粒中的 RNA,利用

NanoDrop分光光度计检测提取的RNA浓度以及

纯度,用TaKaRa(日本宝日医生物技术有限公司)
的SYBRPremixExTaqTM Ⅱ进行RT-qPCR。

PCR反应体系共20μL,包括10μL的PCRMaster
Mix、1μgcDNA以及适宜浓度的DEPC水和引物。
以U6为内参。引物委托由上海生工生物工程有限

公司合成,miR-1260b的特异性引物为:5'-GTCG-
TATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT-
GGATACGACAAAATA-3',正 向 引 物 为:5'-CG-
CGATCCCACCACTGC-3',反向引物为:5'-AGT-
GCAGGGTCCGAGGTATT-3';U6的特异性引物

为:5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGA-GG-
TATTCGCACTGGATACGACAAAATA-3',正 向

引物为:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',反向引

物为:5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。

1.6 Westernblot方法检测97H细胞和外泌体中

Alix和钙连接蛋白的表达水平

97H细胞融合度达到70%~80%时,使用RI-
PA裂解液、蛋白酶和磷酸酶抑制剂裂解97H细胞

(97H组),提取蛋白混合物。对新鲜提取的exo-N
组和exo-H组的外泌体颗粒同时使用上述试剂进

行裂解,提取蛋白混合物。采用BCA-蛋白定量法

对样品中的蛋白进行定量以后,使用SDS-PAGE凝

胶分离蛋白,利用电场装置将分离的蛋白转移至

PVDF膜上,严格膜封闭后,一抗4℃下孵育过夜。
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与同种酶偶联的山羊抗兔IgG-HRP(上海爱必信生

物科技有限公司)抗体结合后,加入ECL发光溶液

显色后,采用成像仪检测目标蛋白的相对表达量。
所用的抗体有抗-Alix、抗-Calnexin(1∶1000,上海

艾博抗贸易有限公司)、抗-GAPDH(1∶1000,上海

爱必信生物科技有限公司)。

1.7 统计学处理

采用GraphPadPrism8.0进行统计分析。所

有实验均重复3次,结果取平均值。实验数据采用

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采

用ANOVA分析,进一步两两比较采用 MANOVA
法,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 缺氧97H细胞对巨噬细胞极化的影响

RT-qPCR技术检测结果显示,THP-1组以及

THP-1+PMA组细胞中CD11b基因的相对表达

量分别为1.001±0.059、3.931±0.027,两组比较差

异具有显著性(t=78.14,P<0.05)。

M2组、97H-N+M0组及97H-H+M0组巨噬

细胞中CD163、CD206和TNF-α基因的相对表达

量比较,差异均有显著性(F=319.90~494.20,P<
0.05),各组间两两比较差异均有显著性(t=14.23~
46.88,P<0.05)。见表1。

表1 3组细胞中CD163、CD206和TNF-α基因相对表

达量比较(n=3,x±s)

组别 CD163 CD206 TNF-α

M2组 3.033±0.126 4.426±0.215 0.017±0.001

97H-N+M0组 1.000±0.007 1.002±0.076 1.001±0.058

97H-H+M0组 5.509±0.344 2.420±0.045 0.707±0.062

2.2 缺氧肝细胞癌分泌的外泌体对巨噬细胞的摄

取和极化产生的影响

Westernblot方法结果显示,与97H 组比较,

exo-N组和exo-H 组提取的蛋白混合物中高表达

Alix,基本不表达钙联蛋白(图1)。生物透射电子

显微镜以及NTA结果显示,外泌体颗粒呈双凹圆

盘状微小囊泡,直径30~150nm,见图2。

RT-qPCR检测的结果显示,exo-N+M0组和

exo-H+M0组 M0巨噬细胞中CD206基因的相对

表达量分别为1.000±0.010、2.852±0.188,两组比

较差异具有显著性(t=17.06,P<0.05)。荧光显微

镜下观察显示 M0巨噬细胞内出现带有橙红色荧光

的颗粒(图中白色箭头指示处),表示外泌体被 M0

巨噬细胞吞噬。见图3。

图1 缺氧肝癌细胞源性外泌体中Alix和钙联蛋白表达情况

图2 缺氧肝癌细胞源性外泌体的形态(200倍)

图3 缺氧肝癌细胞源性外泌体Dil荧光染色(50倍)

2.3 缺氧97H 细胞来源的外泌体 miR-1260b对

M2巨噬细胞极化的影响

RT-qPCR技术检测结果显示,exo-N和exo-H
组外泌体中的miR-1260b基因的相对表达量分别

为1.000±0.007、2.133±0.162,两组比较差异有显

著性(t=12.09,P<0.05)。M0-NC组与 M0-Mimic
组的miR-1260b基因的相对表达量分别为1.000±
0.038、32.903±0.570,CD206基因的相对表达量分

别为1.001±0.049、1.325±0.337,TNF-α基因的相

对表达量分别为1.000±0.021、0.705±0.058,M0-
Mimic组与 M0-NC组比较,miR-1260b、CD206基

因的相对表达量显著高表达(t=96.70、8.82,P<
0.05),而TNF-α基因的相对表达量显著降低(t=
8.22,P<0.05)。

M2-NCIN组与 M2-IN组中 miR-1260b基因

的相对表达量分别为1.000±0.035、0.052±0.002,

CD206基因的相对表达量分别为1.002±0.069、

1.000±0.021,TNF-α基因的相对表达量分别为

1.000±0.008、3.428±0.249,M2-IN与 M2-NCIN
组比较,miR-1260b基因的相对表达量显著降低,

TNF-α基因的相对表达量则显著增高(t=47.31、

16.88,P<0.05),CD206基因的相对表达量比较无

显著差异(P>0.05)。
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2.4 miR-1260bMimic/Inhibitor对缺氧97H细胞

诱导 M2巨噬细胞的调节作用

RT-qPCR检测结果显示,M0-NC+M0组与

97H-Mimic+M0组 M0巨噬细胞中的CD206基因

的相对表达量分别为1.005±0.125、5.037±0.227,

TNF-α基因相对表达量则分别为1.001±0.056、

0.278±0.017,两组比较,CD206和TNF-α相对表

达量具有显著差异(t=26.95、21.45,P<0.05)。

97H-N+M0组、97H-H+M0组以及97H-H-
1260IN+M0组 M0巨噬细胞中的CD206基因的

相对表达量则分别为1.001±0.053、3.209±0.576、

0.652±0.038,TNF-α基因的相对表达量分别为

1.003±0.049、0.456±0.025、1.089±0.026,各组间

CD206和TNF-α比较差异均有显著性(F=36.50、

44.07,P<0.05),其中,与97H-H+M0组比较,

97H-H-1260IN+M0组 M0巨噬细胞中CD206基

因的相对表达量显著降低,TNF-α基因的相对表达

量显著升高(t=9.09、12.54,P<0.05)。

3 讨  论

我国是HCC高发国家,据统计人群中 HCC发

病率高达18.2/10万[13-14]。TAM 是肿瘤微环境中

主要的免疫细胞,可以极化为 M1或 M2亚型,M2
巨噬细胞具有促进肿瘤细胞进展的作用[15]。不同

的巨噬细胞亚型均具有特异性标志物,例如 M0巨

噬细胞以CD11b基因高表达为特征,M1巨噬细胞

高表达TNF-α,而 M2巨噬细胞则高表达CD206、

CD163[10,16]。研究发现,缺氧环境下肿瘤细胞的外

泌体中富含免疫调节蛋白和趋化因子[17],还包含有

能促进 M2巨噬细胞极化的miRNA分子。
研究发现,免疫细胞中的 M2巨噬细胞可以通

过上调PD-L1或者是分泌抗炎细胞因子IL-10抑

制CD8+T细胞、CD4+T细胞等免疫细胞活性,以
此重塑免疫微环境,从而促进肝癌细胞的免疫逃

逸[18-20]。除此之外,M2巨噬细胞有促进血管和淋

巴管生成、肿瘤细胞的增殖和转移等作用,有促癌的

作用,而 M1巨噬细胞则具有抗癌的作用。因此探

索缺氧肿瘤细胞通过分泌外泌体诱导 M2-TAM 极

化的具体机制,找到控制 TAM 由 M2转化为 M1
表型的具体靶向分子,对于提高 HCC患者的预后

至关重要。目前在黑色素瘤、胶质瘤、胰腺癌、肺癌

多种肿瘤中,均被证实缺氧肿瘤细胞可以通过诱导

M2巨噬细胞极化调节肿瘤进展[17,21-23]。本研究结

果显示,缺氧97H 细胞可以促进 M2巨噬细胞极

化,并高表达基因CD206、CD163,与 WANG等[24]

研究结果一致。同时本研究通过体外实验首次证

实,在 M0巨噬细胞中转染 miR-1260bMimic可以

有效地诱导 M2巨噬细胞极化,而靶向抑制 miR-
1260b的表达则可以有效控制巨噬细胞 M2亚型转

化为 M1亚型。总之,本研究发现缺氧肝癌细胞来

源的miR-1260b可以诱导 M2巨噬细胞极化。

miRNA是一类不具有蛋白质编码功能的内源

性小分子RNA,主要通过特异性识别 mRNA的3'
非编码区靶向降解mRNA,从而影响基因的表达水

平,发挥调节细胞稳态的作用[25]。研究发现,相较

于癌旁组织,miR-1260b在 HCC组织当中高表达,

miR-1260b可以通过抑制G蛋白信号调节因子从

而促进肝癌细胞的增殖,即miR-1260b具有促瘤效

应[26-27]。体外研究发现,向巨噬细胞培养基中加入

ERK抑制剂后,巨噬细胞内 miR-1260b表达显著

上调,miR-1260b可能是影响 M2巨噬细胞极化的

重要分子[28]。由此可以推测,在缺氧97H 细胞影

响巨噬细胞极化的这一过程中,miR-1260b可能是

促进巨噬细胞 M2标记物CD206基因高表达的原

因。并且,miR-1260b还被发现是缺氧肝癌细胞分

泌的外泌体中的差异性分子[29]。因此可以推断,外
泌体源性miR-1260b可能是缺氧环境下肝癌细胞

调节 M2巨噬细胞极化的主要分子。本研究通过提

取以及分离缺氧97H 细胞的外泌体,探究了miR-
1260b对 M2巨噬细胞极化的影响机制。本研究成

功提取了外泌体颗粒,此颗粒已经过NTA分析、生
物透射电子显微镜观察和 Westernblot方法验证。
然后,本研究将缺氧肝癌源性外泌体颗粒与巨噬细

胞共培养后,RT-qPCR检测结果显示,缺氧肿瘤源

性外泌体可以诱导 M0巨噬细胞高表达 M2巨噬细

胞标志物CD206。本研究还发现缺氧97H细胞来

源的外泌体高表达 miR-1260b基因,由此可以推

测,miR-1260b极有可能是缺氧97H细胞通过外泌

体诱导 M2巨噬细胞极化的关键靶分子。

miRNAMimic/Inhibitor是通过化学合成的方

法合成的特定miRNA模拟物/抑制剂,可利用细胞

转染的方式进入细胞内增强或削弱内源 miRNA的

调控作用,以此进行功能获得性/缺失性研究。为了

进一步探究 miR-1260b在诱导 M2巨噬细胞亚型

极化中的作用,本研究向 M0巨噬细胞内转染miR-
1260bMimic,结果显示 M2巨噬细胞亚型标志物

CD206高表达,然而在 M2巨噬细胞内转染 miR-
1260bInhibitor后,结果显示,可以显著上调 M1巨
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噬细胞亚型标志物TNF-α的表达,而对CD206的

调节作用不明显,提示miR-1260b可能是缺氧97H
细胞源性外泌体中导致 M2巨噬细胞极化的主要调

节分子,并且在 M2巨噬细胞中抑制miR-1260b的

表达以后可以有逆转 M2巨噬细胞亚型转化为 M1
亚型的可能性。同时,本研究还发现,转染了miR-
1260bMimic的肝癌细胞共培养 M0巨噬细胞后,
可以诱导 M0巨噬细胞向 M2巨噬细胞的极化。而

转染了 miR-1260bInhibitor的缺氧97H 细胞,相
较于缺氧97H细胞共培养 M0巨噬细胞后,可以有

效逆转缺氧97H细胞诱导 M2巨噬细胞极化。
综上所述,本研究结果显示,缺氧97H 细胞可

以通过外泌体诱导 M2巨噬细胞极化,并且缺氧肝

癌细胞源性外泌体中的miR-1260b被首次发现是

导致 M2巨噬细胞极化发生免疫抑制的关键分子,
为HCC免疫治疗方面的研究提供了理论支持。
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