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健脾消癌方对结肠癌外泌体诱导 HFL1 活化成 CAFs的影响
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［摘要］ 目的：探讨健脾消癌方对人结肠癌细胞（HCT116）来源外泌体诱导正常人胚肺成纤维细胞（HFL1）向肿瘤相关成

纤维细胞（CAFs）活化的影响。方法：以 13.1 g·kg-1的健脾消癌方灌胃 SD 大鼠以制备含药血清，采取超高速离心法分别提取含

10% 无外泌体血清培养的 HCT116 细胞外泌体及含 20% 健脾消癌方含药血清培养的 HCT116 细胞外泌体，纳米颗粒跟踪分析

仪（Zetaview）检测外泌体的粒径分布，蛋白免疫印迹法（Western blot）鉴定外泌体的标志蛋白凋亡转接基因 2 互作蛋白 X

（Alix），热休克蛋白 70（HSP70），肿瘤易感基因 101 蛋白（TSG101），荧光显微镜观察 HFL1 对细胞膜染色试剂盒（PKH67）标记

的外泌体的摄取情况；将 HFL1 细胞分 6 组：空白组，转化生长因子 -β1（TGF-β1）组，TGF-β1 联合 HCT116 外泌体 2 mg·L-1 组，

TGF-β1联合 HCT116 外泌体 4 mg·L-1组，TGF-β1联合健脾消癌方外泌体 2 mg·L-1组，TGF-β1联合健脾消癌方外泌体 4 mg·L-1

组，均干预 48 h，Western blot 和实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）分别测定 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）蛋白和

mRNA 的表达水平。结果：Zetaview 检测粒径分布主要集中在 50~100 nm，结合标志蛋白 Alix，HSP70 和 TSG101 的表达证实

其为外泌体，HFL1 细胞与外泌体共孵育后，荧光显微镜下可看到大量外泌体被 HFL1 细胞所摄取；与空白组比较，TGF-β1组和

TGF-β1联合 HCT116 外泌体组的 α-SMA 蛋白及 mRNA 表达水平升高（P<0.05）；与 TGF-β1联合 HCT116 外泌体组比较，TGF-β1

联合健脾消癌方外泌体组的 α-SMA 蛋白及 mRNA 水平下降（P<0.01）。结论：人结肠癌细胞外泌体联合 TGF-β1可诱导 HFL1

活化成 CAFs，健脾消癌方可通过影响 α-SMA 的表达水平而降低 HFL1 的活化能力从而达到拮抗结肠癌肺转移的作用。
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［Abstract］ Objective： To observe the effect of Jianpi Xiaoai prescription on the activation of normal

human embryonic lung fibroblasts（HFL1）into tumor-associated fibroblasts（CAFs）induced by human colon

cancer cells（HCT116）derived exosomes. Method： SD rats were gavaged with 13.1 g·kg-1 of Jianpi Xiaoai
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prescription to prepare drug-containing serum，and HCT116 cell exosomes-containing 10% exosomes-free serum

and 20% Jianpi Xiaoai prescription drug serum were isolated by ultra-high speed centrifugation. The particle size

distribution of exosomes were detected by Nanoparticle tracking analyzer（Zetaview），and the exosomes' marker

proteins apoptotic transfer gene 2 interaction protein X（Alix），heat shock protein 70（HSP70），and tumor-

susceptibility gene 101（TSG101）were identified by Western blot，and the uptake of exosomes labeled with cell

membrane staining kit（PKH67）by HFL1 was observed by fluorescence microscope. HFL1 cells were divided

into six groups：the blank group，the transforming growth factor-β1（TGF-β1）group，the TGF-β1 combined with

HCT116 exosomes of 2 mg·L-1 group，the TGF-β1 combined with HCT116 exosomes of 4 mg·L-1 group，the

TGF-β1 combined with Jianpi Xiaoai prescription exosomes of 2 mg·L-1 group，and the TGF-β1 combined with

Jianpi Xiaoai prescription exosomes of 4 mg·L-1 group，and all groups were cultivated for 48 h. Western blot and

Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）were used to determine the

protein and mRNA expressions of α -smooth muscle actin（α -SMA）. Result： The particle size distribution

detected by Zetaview was mainly between 50-100 nm， and the exosomes were verified based on the

expressions of marker proteins Alix，HSP70 and TSG101. After co-incubation of HFL1 cells with exosomes，a

large number of exosomes were absorbed by HFL1 cells under fluorescence microscope. Compared with the

blank control group，the protein and mRNA expressions of α-SMA in the TGF-β1 group and TGF-β1 combined

with HCT116 exosome groups were increased（P<0.01）. Compared with the TGF-β1 combined with HCT116

exosome groups，the protein and mRNA expressions of α -SMA were decreased in the TGF-β1 combined with

Jianpi Xiaoai prescription exosome groups（P<0.01）. Conclusion： Human colon cancer cell exosomes

combined with TGF- β1 can induce the activation of HFL1 into CAFs，and Jianpi Xiaoai prescription can

reduce the activation of HFL1 by affecting the expressions of α-SMA，thus antagonizing the lung metastasis of

colon cancer.

［Key words］ colorectal cancer； exosomes； normal embryonic lung fibroblasts； cancer associated

fibroblasts；α-smooth muscle actin（α-SMA）；Jianpi Xiaoai prescription

大肠癌目前是全球常见的恶性肿瘤，有研究表

明约 12.5% 的患者存在远处转移［1］，其中肺脏是最

常见的转移部位之一，但结直肠癌肺转移的机制有

待进一步阐明。肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）作为

肿瘤微环境中最主要的间质细胞，在肿瘤发展的不

同阶段均发挥着重要作用，α -平滑肌肌动蛋白（α -

SMA），血小板源性生长因子受体（PDGFR）及成纤

维细胞激活蛋白（FAP）等作为 CAFs 特异性表达的

蛋白标志物［2］。正常组织中的成纤维细胞常处于静

息状态，但在肿瘤的发生发展过程中，常被活化成

为 CAFs，但其活化的分子机制尚不明确。有研究

表明结肠癌［3］、卵巢癌［4］、乳腺癌［5］外泌体可诱导

CAFs 的活化，但结肠癌外泌体能否诱导正常人胚

肺成纤维细胞活化成 CAFs 暂未见报道，有研究表

明转化生长因子 -β1（TGF-β1）能够促进正常成纤维

细胞（NFs）向 CAFs 转化，但目前其在结直肠癌肺转

移中的机制研究较少。

本课题组基于长期临床实践，依据中医“虚瘀

毒”理论治疗结直肠癌，组方“健脾消癌方”，获得了

较好的临床疗效［6-7］，并从肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭

转移、血管生成等多个环节证明健脾消癌方拮抗结

直肠癌复发转移的效应机制［8-10］。结合中药抗肿瘤

具有多靶点、多途径的特点，本研究拟从肿瘤来源

外泌体着手，从体外研究结肠癌细胞来源的外泌体

对人胚肺成纤维细胞活化的影响以及健脾消癌方

的干预研究，以期为拮抗结肠癌肺转移的治疗提供

新靶点和新思路。

1 材料

1.1 动物和细胞系 SPF 级 SD 大鼠 50 只，雌雄各

半，体质量（200±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，合格证号 SCXK（湘）2019-0004，动物

实验符合湖南省中医药研究院实验动物伦理委员

会 规 定（ 批 号 2019-0034）。 人 结 肠 癌 细 胞 株

（HCT116）（目录号 TCHu 99）及正常人胚肺成纤维

细胞株（HFL1）（目录号 GNHu28）均购自上海中科

院细胞库，传至第 5 代。

1.2 药物 健脾消癌方组成：人参片 15 g，薏苡仁

30 g，淫羊藿 10 g，枳壳 6 g，白花蛇舌草 30 g，重楼
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10 g，藤梨根 15 g，郁金 15 g。药材均取道地药材，

购自湖南省中医药研究院中药房，由湖南省中医药

研究院附属医院田其学主任药师鉴定为正品。煎

煮方法：上述 2 倍处方剂量，加入冷水浸泡 30 min，

以水量没过药物 3~5 cm 为宜，先以武火煮沸后再改

文火煎煮 20~30 min 后保存药液；药渣按照上述煎

煮方法继续煎煮 1 次，合并 2 次药液后过滤、去沉

淀，再继续浓缩成相当于生药 1.5 g·mL-1，冷却后于

4 ℃冷藏备用。

1.3 试剂 普通 FBS（美国 Gibco 公司 ，批号 U-

02G181206-E-1141）；无外泌体血清（上海素尔生物

有限公司，批号 SUER050QY）；DMEM 高糖培养基

（美国 Hyclone 公司，批号 8119226）；F12K 培养基，

PKH67 染色试剂盒（美国 Sigma 公司，批号分别为

SLBS9200，MKBZ0604V）；Alix，HSP70，TSG101，

α -SMA 抗 体（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab186249，ab181606，ab125011，ab32575）；β-肌动蛋

白（β-actin）抗体，rh TGF-β1（美国 Proteintech 公司，

批 号 分 别 为 66009-1-Ig，1218209F0319）；BCA

Protein Assay Kit（ 美 国 Thermo 公 司 ，批 号

SF249041）；逆转录试剂盒（日本 Takara 公司，批号

AJ12456A）；TB GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ（Tli

RNaseH Plus）RT-PCR 试剂盒（美国 ABI 公司，批号

A1A1169）；trizol 试 剂（美 国 Ambion 公 司 ，批 号

AH97191A）。
1.4 仪器 3141 型细胞培养箱（美国 Thermo Fisher

公司）；G：BOX ChemiXRQ 型化学发光成像系统

（美 国 Syngene 公 司）；powerpac 型 电 泳 仪 ，Mini

Trans-Blot C 型转膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；CKX53

型倒置相差荧光显微镜（日本奥林巴斯公司）；微量

核酸蛋白浓度分析仪（英国 BioDrop 公司）；Optima-

XE-100 型超速离心机［贝克曼库尔特商贸（中国）有
限公司］；FAST480Ⅱ型实时荧光定量 PCR 仪（美国

Roche公司）。
2 方法

2.1 健脾消癌方含药血清的制备 SD 大鼠随机分

成正常组和含药血清组，正常组 20 只，含药血清组

30 只。含药血清组按 70 kg 成年人 131 g·d-1的等效

剂量，即 13.1 g·kg-1灌胃［11］；正常组据其体质量灌服

等容积生理盐水。每天灌胃 1 次，持续 7 d，于末日

灌胃给药后 1 h，以 10% 水合氯醛按 3.5 g·kg-1 体质

量腹腔麻醉大鼠，腹主动脉采血，冰箱冷藏静置过

夜后以 4 500 r·min-1 离心 10 min，收集上层血清，无

菌条件下合并同组血清，以 0.22 μm 无菌滤膜过滤，

分装保存于-20 ℃冰箱。

2.2 细胞培养

2.2.1 人结肠癌细胞 HCT116 细胞株培养 采用含

10% 胎牛血清+1% 青链霉素的 DMEM 高糖培养基，

根据细胞生长情况适时进行胰酶消化后传代，待细

胞贴壁，约铺满培养瓶底 40% 时，更换为含 10% 无

外泌体血清的 DMEM 高糖培养基或含 20% 健脾消

癌方含药血清的 DMEM 高糖培养基培养 48 h，分别

收集细胞上清以备提外泌体，其细胞予消化传代，

于 37 ℃ 5% CO2饱和湿度的培养箱中培养。

2.2.2 人胚肺成纤维细胞 HFL1（简称 HFL1）的培

养 采用含 10% 胎牛血清+1% 青、链霉素的 F12K

培养基培养，待细胞汇合度达 70%~80% 时，予无血

清 F12K 培养基饥饿培养 48 h 以洗脱胎牛血清中外

泌体对细胞转化的影响，弃原培养基，加入含 10%

无外泌体血清的 F12K 培养基，同时加入不同外泌

体的不同浓度干预 HFL1 细胞 48 h，培养条件为

37 ℃，5% CO2饱和湿度。

2.2.3 HFL1 细胞分组 本实验中 HFL1 细胞分 6

组：无外泌体血清培养组（简称空白组），TGF-β1 干

预组（简称 TGF-β1组），TGF-β1联合 HCT116 外泌体

2 mg·L-1 组，TGF-β1 联合 HCT116 外泌体 4 mg·L-1

组，TGF-β1 联合健脾消癌方外泌体 2 mg·L-1 组，

TGF-β1联合健脾消癌方外泌体 4 mg·L-1组。分组干

预过程中均使用含无外泌体血清的培养基培养。

本实验 rh TGF-β1选择的质量浓度为 10 μg·L-1［12］。

2.3 HCT116 外泌体的提取与鉴定

2.3.1 细胞上清外泌体的提取 将收集的含 10%

无外泌体血清培养的 HCT116 细胞上清及含 20% 健

脾消癌方含药血清培养的 HCT116 细胞上清采取超

高速离心法提取外泌体（分别简称为 HCT116 外泌

体 ，健 脾 消 癌 方 外 泌 体）：4 ℃的 环 境 下 先 后 予

300 ×g 离心 10 min，取上清 ，再以 2 000 ×g 离心

20 min，取上清，再以 1 万×g 离心 30 min，取上清，再

以贝克曼超速离心机 Type32 Ti转子以 10 万×g 离心

90 min，弃上清，留取下层沉淀，再以无菌 PBS 溶液

6.5 mL 重悬沉淀，混匀后再以贝克曼超速离心机

Type90 Ti 转子以 10 万×g 离心 90 min，弃上清，最后

分别予无菌 PBS 溶液 500 μL 重悬沉淀即得外泌体

混悬液，进行分装，各取适量外泌体混悬液以 BCA

法定量，余保存于-80 ℃冰箱。

2.3.2 外泌体的鉴定 外泌体混悬液以 PBS 稀释

至合适浓度，再予 Zetaview 行粒径检测，具体由上

海逍鹏生物有限公司测定。Western blot 检测标志
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蛋白具体步骤：外泌体样品根据 BCA 定量结果加入

6×蛋白上样缓冲液，金属浴中煮沸变性，均以蛋白

总 量 20 μg 进 行 点 样 ，凝 胶 电 泳 ，转 膜（0.22 µm

PVDF 膜，4 ℃，350 mA 转膜 90 min），5% 封闭液封

闭 2 h，封 闭 后 加 一 抗（Alix 1∶8 000，HSP70

1∶1 000，TSG101 1∶8 000），4 ℃摇床过夜孵育。次

日用 TBST 及 TBS 清洗后，孵二抗（山羊抗兔，抗鼠

均以 1∶5 000）室温孵育 2 h，弃二抗后再予 TBST 清

洗，TBS 浸泡，采用 ECL 化学发光液显影（Ａ液与Ｂ

液等比例混合），于自动化学发光成像仪曝光以获

取图片，Image J软件分析灰度值等。

2.4 荧光显微镜观察 HFL1 对外泌体的摄取情况

采取 PKH67 染色法，根据试剂盒操作方法全程需避

光操作，分别取上述外泌体溶液 100 μL 与 Diluent

C 500 μL 混合入一新的离心管中，同时将 PKH67 染

料 2.5 μL 与 Diluent C 500 μL 混匀入另一新的离心

管中，再将两者混匀，避光室温孵育 3 min；而后加入

无外泌体血清 1 mL 孵育 1 min 终止染色，取混合液

1 mL，再加入无 FBS 培养基 1 mL，放回培养箱孵育

3 h；而后取出，用 PBS 清洗 2 遍，以 4% 多聚甲醛常

温固定 30 min；再弃多聚甲醛，用 PBS 清洗 2 遍，取

1×DAPI，PBS 稀释 1 000 倍，染色 20 min 后弃 DAPI，

再用 PBS 500 μL 清洗 2 遍，用 F-actin 染细胞骨架

（用固有稀释液稀释 1 000 倍），常温孵育 30 min，荧

光显微镜观察 HFL1 对外泌体的摄取情况。

2.5 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 各 组

CAFs 相关 α-SMA 的蛋白表达水平 采用 6 孔板培

养 HFL1 细胞，将收集的 HCT116 外泌体及健脾消癌

外泌体，分不同浓度外泌体联合 TGF-β1 干预 HFL1

细胞（其中各组 TGF-β1的浓度均为 10 μg·L-1），其中

外泌体联合 TGF-β1 组，先予外泌体及 TGF-β1 室温

孵育 1.5 h 后再予其混合液干预 HFL1 细胞 48 h，加

入 RIPA 裂解液，提取总蛋白，BCA 法定量，均以蛋

白总量 20 μg 进行点样，凝胶电泳，转膜，封闭，4 ℃

孵一抗 α-SMA（1∶5 000），β-actin（1∶5 000）过夜，室

温孵二抗（1∶5 000）2.5 h，发光检测 α -SMA 蛋白的

表达水平，以 Image J软件分析灰度值。

2.6 Real-time PCR 检 测 各 组 CAFs 相 关 α -SMA

mRNA 水平 采用六孔板培养 HFL1 细胞，将收集

的 HCT116 外泌体及健脾消癌外泌体干预 HFL1 细

胞，具体方法同 2.5 项，根据 trizol试剂说明收集各组

细胞的总 RNA，并取适量 RNA 样品采用 Biodrop 仪

器检测各组 RNA 浓度，计算加样量。采用逆转录试

剂 盒 行 逆 转 录 ，反 应 条 件 ：42 ℃ 2 min，37 ℃

15 min，85 ℃ 5 s，冷却后将 cDNA 进行 PCR 反应，

反应条件：95 ℃预变性 4 min，1 个循环；94 ℃变性

30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 40 个循环。

GAPDH 为内参，实验结果采用 2-ΔΔCt 法计算各组

CAFs相关 α-SMA mRNA 相对表达。引物由生工生

物工程（上海）股份有限公司设计合成。见表 1。

2.7 统计学处理 采用 Graphpad Prism 8.0 软件进

行统计学分析，计量资料以 x̄± s 表示，根据数据的正

态分布和方差齐性检验结果选取合适的检验方法，

两组间比较采用 t 检验或非参数检验，多组间比较

采用单因素方差分析，以 P<0.05 表示差异具有统计

学意义。实验均重复 3 次。

3 结果

3.1 外泌体的鉴定 HCT116 外泌体及健脾消癌外

泌 体 的 粒 径 分 布 均 集 中 在 50~100 nm，见 图 1。

HCT116 外泌体及健脾消癌方外泌体均表达 Alix，

HSP70，TSG101 等标志蛋白，结合粒径图和 Western

blot外泌体标志蛋白检测结果可证实所提取的即为

外泌体，见图 2。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

GAPDH

α-SMA

序列（5′-3′）
上游 ACCACAGTCCATGCCATCAC

下游 TCCACCACCCTGTTGCTGTA

上游 CTGAAGAGCATCCGACAC

下游 GACTCCATCCCAATGAAAG

长度/bp

452

520

A.HCT116 外泌体；B.健脾消癌方外泌体（图 2 同）
图 1 细胞上清外泌体粒径分布

Fig. 1 Particle size distribution of supernatant exosomes in cells
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3.2 HFL1 对外泌体摄取的影响 将 PKH67 标记

的 HCT116 外 泌 体 及 健 脾 消 癌 方 外 泌 体 分 别 与

HFL1 细胞共孵育后，荧光显微镜可观察到 HFL1 细

胞质中出现较多的绿色荧光标记的外泌体，表明

HFL1 细胞可以摄取 HCT116 外泌体及健脾消癌方

外泌体。见图 3。

3.3 对各组 CAFs 相关 α -SMA 蛋白表达水平的影

响 与 空 白 组 比 较 ，TGF- β1 组 及 TGF- β1 联 合

HCT116 外泌体组的 α-SMA 蛋白表达水平升高（P<

0.05，P<0.01）；与 TGF- β1 组 比 较 ，TGF- β1 联 合

HCT116 外泌体组 α -SMA 蛋白表达显著升高（P<

0.01）。 与 TGF- β1 联 合 HCT116 外 泌 体 组 比 较 ，

TGF-β1联合健脾消癌方外泌体组 α-SMA 蛋白显著

下调（P<0.01），但 TGF-β1联合健脾消癌方外泌体组

的组间差异比较无统计学意义。由此可得 TGF-β1

联合 HCT116 外泌体可使 HFL1 向 CAFs 转化，而

TGF-β1 联合健脾消癌方外泌体干预 HFL1 后，可使

α -SMA 的表达水平下降至接近正常水平。见表

2，图 4。

3.4 对各组 CAFs 相关 α-SMA mRNA 表达的影响

与空白组比较，TGF-β1 组及 TGF-β1 联合 HCT116

外 泌 体 组 的 α -SMA mRNA 表 达 升 高（P<0.05），
TGF- β1 联 合 健 脾 消 癌 方 外 泌 体 2 mg·L-1 组 的

α -SMA mRNA 表达降低（P<0.01）；与 TGF-β1 组比

较，TGF-β1 联合 HCT116 外泌体 4 mg·L-1 组 α-SMA

mRNA 表 达 显 著 升 高（P<0.01）。 与 TGF-β1 联 合

HCT116 外泌体组比较，TGF-β1 联合健脾消癌方外

泌体组的 α -SMA mRNA 表达显著下调（P<0.01）。
见表 2。

4 讨论

肿瘤微环境的动态变化与肿瘤的发生发展密

切相关，CAFs 作为恶性肿瘤微环境的主要细胞成

PKH67. 荧光标记外泌体；DAPI. 荧光标记细胞核；F-actin. 荧光标记

细胞骨架；A.HCT116 外泌体；B.健脾消癌方外泌体

图 3 HFL1对外泌体的摄取情况（PKH67 染色，×400）
Fig. 3 Uptake of exosomes by HFL1（PKH67 staining, ×400）

图 2 外泌体标志蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of exosome marker protein expressions

表 2 TGF-ββ1联合外泌体对 HFL1中 αα-SMA蛋白及 mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of TGF-ββ1 combined with exosomes on expression of αα-SMA in HFL1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白

TGF-β1

TGF-β1联合 HCT116 外泌体

TGF-β1联合健脾消癌方外泌体

外泌体质量浓度/mg·L-1

-

-

2

4

2

4

α-SMA/β-actin

1.00±0.01

1.72±0.711）

4.45±1.702，4）

3.24±0.642，4）

1.25±0.173，5）

1.59±0.291，5）

α-SMA mRNA

1.00

2.19±0.012）

1.80±0.011）

4.65±0.052，4）

0.02±0.022，4，5）

0.73±0.013，5）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 TGF-β1组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 TGF-β1联合 HCT116 外泌体组比较 5）P<0.01。
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分，与肿瘤细胞产生相互作用。外泌体类似盘状小

囊泡，通常直径在 30~100 nm，其表面特异性表达

TSG101，Alix，CD63，HSP70 等标志物［13］，较多的证

据表明外泌体在细胞间信息传递中发挥着重要作

用［14-15］，肿瘤细胞来源的外泌体可促进肿瘤基质中

的其他细胞转化成 CAFs，CAFs 也能分泌外泌体作

用于恶性肿瘤细胞，即外泌体是 CAFs 与恶性肿瘤

细胞间沟通的桥梁，是影响恶性肿瘤转移性的重要

因素［16-18］。健脾消癌方是蒋益兰教授基于长期临床

实践，以“健脾益气，化瘀解毒”为法凝练总结的治

疗结直肠癌复发转移的方剂，其中人参、薏苡仁重

在益气健脾，扶正抗癌，淫羊藿助其健脾益气之功，

枳壳理气宽中，助脾胃运化之力，白花蛇舌草、重

楼、藤梨根清热解毒散结，郁金活血化瘀，全方配伍

精良，标本兼顾，攻补兼施。前期体内外实验研究

表明健脾消癌方可明显抑制 TGF-β1 因子诱导的

EMT，以达到抑制肿瘤转移的进程［19-20］。本研究基

于前期研究基础，从结肠癌细胞来源外泌体的角度

出发，观察体外培养的结肠癌细胞来源外泌体对正

常人胚肺成纤维细胞活化的影响，同时观察健脾消

癌方含药血清的干预作用，拟从外泌体的角度探讨

其拮抗结肠癌肺转移的新机制和新靶点。

肺转移作为大肠癌远处转移最常见的部位之

一，目前认为大肠癌肺转移的机制主要与外泌体携

带整合素的特异导向性［21］和原发肿瘤的基因特

征［22-23］有 关 ，但 其 具 体 机 制 有 待 进 一 步 研 究 。

α -SMA 在正常组织和细胞中常呈低表达，α -SMA

作为 CAFs 的特异性标志蛋白，相比正常组织和细

胞具有更高的表达水平［24-26］，因此常以 α-SMA 的表

达水平作为是否发生 CAFs 活化的标志。本研究采

取超高速离心法提取结肠癌 HCT116 外泌体及健脾

消癌方外泌体 ，再予细胞上清来源外泌体干预

HFL1 细胞，显微镜观察到 HFL1 能摄取外泌体，且

TGF-β1 联合 HCT116 外泌体可使 HFL1 细胞中 α -

SMA 的蛋白和基因表达水平均明显上调，说明

TGF-β1联合结肠癌细胞来源外泌体可促进 HFL1 向

CAFs 转化；当加入健脾消癌方外泌体后，α-SMA 的

蛋白和基因表达水平均明显下调，表明健脾消癌方

可使 HFL1 向 CAFs的转化能力下降。

本研究证明了 TGF-β1 联合结肠癌细胞来源外

泌体可促进 HFL1 向 CAFs 转化，为结肠癌肺转移微

环境的基础研究提供了新靶点和新思路，而健脾消

癌方可通过影响 α -SMA 的表达水平而降低 HFL1

向 CAFs 的转化能力，为健脾消癌方通过干预外泌

体，从而影响 HFL1 向 CAFs 的转化能力，以拮抗结

肠癌肺转移提供一定的科学依据。健脾消癌方为

中药复方制剂，本课题组下一步将从分子机制及相

关信号通路的影响及药物靶标治疗的实现方面进

行深层次的研究。
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