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胶质瘤来源外泌体通过高迁移率族蛋白 B1促进胶质瘤干细胞形成 *
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摘要 目的：研究胶质瘤来源外泌体中高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）对胶质瘤干细胞形成的影响及其意义。方法：使用外泌体提取

试剂盒提取原代胶质母细胞瘤来源外泌体，通过透射电子显微镜、纳米粒度电位仪和 Western blotting对外泌体进行鉴定；采用

Western blotting检测外泌体中 HMGB1的表达量；通过 qRT-PCR、Western blotting、克隆球计数检测外泌体对胶质瘤干细胞形成

的影响；siRNA敲低 HMGB1的表达水平，并通过 qRT-PCR、Western blotting、克隆球计数检测外泌体中 HMGB1对胶质瘤干细胞

形成的影响。结果：原代胶质瘤细胞可以分泌外泌体到肿瘤微环境并且外泌体中存在 HMGB1；原代胶质瘤细胞来源外泌体可以

上调邻近胶质瘤细胞干性相关分子 CD133、OCT4、NANOG、SOX2的表达并促进干细胞克隆球的形成；通过 siRNA敲低原代胶

质瘤细胞 HMGB1的表达后，外泌体中 HMGB1的含量降低并且外泌体促进胶质瘤干细胞形成的作用减弱。结论：胶质瘤细胞来

源外泌体可以通过 HMGB1促进胶质瘤干细胞的形成。
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Glioma-derived Exosomes Promote the Formation of Glioma Stem Cells
through High Mobility Group Protein 1*

To investigate the effect of high mobility group protein B1 (HMGB1) in glioma-derived exosomes on the

formation of glioma stem cells. The exosomes derived from primary glioblastoma were extracted using the exosome extraction

kit, and the exosomes were identified by transmission electron microscopy, nano particle size potentiometer and Western blotting; West-

ern blotting was used to detect the expression of HMGB1 in exosomes; the effect of exosomes on the formation of glioma stem cells was

detected by qRT-PCR, Western blotting, and sphere counting; the expression level of HMGB1 was knocked down by siRNA and the

effect of HMGB1 in exosomes on the formation of glioma stem cells was detected by qRT-PCR, Western blotting and sphere counting.

Primary glioma cells could secrete exosomes into tumor microenvironment and HMGB1 is present in the exosomes; primary

glioma cells-derived exosomes could up-regulate the expression of stem-related genes CD133, OCT4, NANOG, SOX2 in adjacent

glioma cells and promote the formation of tumor spheres. After knocking down the expression of HMGB1 in primary glioma cells by siRNA,

the content of HMGB1 in exosomes is reduced and the role of exosomes in promoting the formation of glioma stem cells is attenuated.

Exosomes derived from glioma cells could promote the formation of glioma stem cells through HMGB1.
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前言

肿瘤干细胞（CSCs）是一类具有干细胞特性的肿瘤细胞。

这类细胞具有自我更新能力、分化能力以及可塑性[1]。胶质母细

胞瘤中存在一类具有干细胞特性的亚群细胞，即胶质瘤干细胞

（GSCs）。近期研究表明，GSCs与放、化疗后肿瘤的复发息息相

关[2]，被公认为是根治胶质母细胞瘤的关键靶点。目前 GSCs的

起源尚未完全清楚，最近有文献报道肿瘤微环境在 GSCs的自

我更新、分化以及转移过程中发挥重要作用[3,4]。

外泌体是直径大小约 100纳米的脂质双分子层细胞外囊

泡（EVs）。外泌体可以作为载体，参与肿瘤微环境中各种细胞

之间的通讯和物质交换。此外，外泌体可以携带蛋白质、脂质以

及细胞因子，从而对 GSCs的增殖、侵袭、耐药等生物过程发挥

调控作用[5-7]。

高迁移率族蛋白 B1（HMGB1）是一种高度保守的核蛋白。

当肿瘤细胞受到放、化疗等刺激时，HMGB1会发生迁移并释
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放到肿瘤微环境中[8,9]。研究发现，肿瘤微环境中的 HMGB1对

胶质瘤细胞的侵袭、致瘤等生物过程发挥重要作用[10]。近期还

有研究表明，胶质瘤 C6细胞可以将 HMGB1作为外泌体蛋白

释放到细胞外基质从而发挥生物学功能[11]。但是，胶质瘤来源

外泌体通过携带 HMGB1蛋白对邻近胶质瘤细胞造成什么影

响，目前尚未有研究报道。

本研究发现原代胶质母细胞瘤分泌的外泌体中存在

HMGB1；原代胶质母细胞瘤来源的外泌体可以通过 HMGB1

促进 GSCs的形成。因此，阻断外泌体内 HMGB1介导的 GSCs

形成可作为预防胶质母细胞瘤患者复发的潜在治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 原代 IV级胶质瘤细胞培养

本研究使用的原代 IV级胶质瘤细胞来自西京医院神经外

科的患者。该患者已签署知情同意书，并且该研究已通过西京

医院伦理委员会的批准。使用眼科镊子、剪刀将患者来源的肿

瘤组织剪碎并放入到 15 mL无菌离心管中，然后向离心管中加

入 0.25%胰蛋白酶 4-5 mL进行消化，5 分钟后加入等体积含

10%胎牛血清的 DMEM-F12培养基（Invitrogen, Carlsbad, CA）

终止消化，使用小吸管轻轻吹打 10次，静置 5分钟，然后用小

吸管将上层的 DMEM-F12培养基（含原代胶质瘤细胞）移入细

胞培养皿中进行细胞培养。

1.2 胶质瘤干细胞克隆球培养

将原代胶质瘤细胞接种到低黏附培养皿（Corning Inc.,

Corning, NY）中，加入含有 20 ng/mL表皮生长因子（EGF, Pe-

protech, Rocky Hill, NJ）、10 ng/mL碱性成纤维细胞生长因子

（bFGF, Peprotech）、B27（1:50, Invitrogen）、N2（1:100, Invitro-

gen）的 DMEM-F12培养基。培养 7天后记录克隆球的数量。

1.3 外泌体的提取

利用外泌体提取试剂盒及说明书（Sigma-Aldrich, Cat #,

BCBT8582）提取原代胶质瘤细胞外泌体。具体步骤如下：待细

胞长至 80%时，将培养基换成不含血清的 DMEM-F12培养基

进行培养，72小时后收集培养基，500× g离心 5分钟，3000× g

离心 30分钟，去除沉淀（细胞碎片），取上清液与 PEG6000工

作液混合，将终浓度为 12% PEG6000的混合液放在 4℃下过

夜，12小时后取出 12000× g离心 1小时，去除上清液，使用

PBS重悬沉淀物质（外泌体）。使用纳米粒度电位仪（Malvern,

England, UK）和透射电子显微镜（TEM）确定提取物的大小。

1.4 qRT-PCR实验

使用 TRIzol试剂提取总 RNA。然后采用 PrimeScrip RT试

剂盒（TaKaRa Biotechnology, Dalian, China）将 2 滋g总 RNA合

成 cDNA。CD133 上游引物：5'-AGTGGCATCGTGCAAAC-

CTG-3'，CD133 下 游 引 物 ：5'-CTCCGAATCCATTCGAC-

GATAGTA-3'；OCT4 上 游 引 物 ：5-TCTCCCATG-

CATTCAAACTGAG-3'，OCT4下游引物：5-CCTTTGTGTTCC-

CAATTCCTTC-3'；NANOG上游引物：5'-GAAATACCTCAGC-

CTCCAGC-3'，NANOG 下游引物 5-GCGTCACACCATTGC-

TATTC-3'；SOX2 上游引物：5'-CACACTGCCCCTCTCAC-3'，

SOX2 下 游 引 物 ：5'-TCCATGCTGTTTCTTACTCTCC-3'；

茁-actin 上 游 引 物 ：5'-AGAAAATCTGGCACCACACC-3'，

茁-actin下游引物：5'-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3'。使用
ABI7500实时定量 PCR仪，反应条件为 95℃预变性 3分钟，然

后进行 40个循环，每组设 3个复孔，使用 茁-actin作为内参。
1.5 Western-blotting实验

使用含 10 mM苯甲磺酰氟（PMSF）的 RIPA缓冲液（Bey-

otime，Shanghai, China）裂解细胞。蛋白质样品采用 SDS-PAGE

电泳分离，并电转移到 PVDF膜（Millipore, Billerica, MA）上。

然后用 5%脱脂牛奶封闭 PVDF膜 1小时，孵育一抗 4℃过夜，

接下来在室温下孵育二抗 1 小时，最后使用 ECL（Pierce

Biotechnology）显影。使用的抗体如下所示：茁-actin（1:2000,
Santa Cruz Biotechnology）、HMGB1 （1:1000, Abcam）、CD133

（1:1000, Abcam）、SOX2（1:1000, Abcam）、OCT4（1:1000, Ab-

cam）、NANOG（1:1000, Abcam）。

1.6 siRNA转染细胞实验

由 RiboBio 公司 （Guangzhou, China） 设计合成靶向

HMGB1的 siRNA和阴性对照 siRNA （siCtrl）。通过 Lipofec-

tamine 2000（Life Technologies）试剂，将 10 nM的 siRNA 转染

到原代胶质瘤细胞中。

1.7 统计学分析

所有统计分析均使用 Graph Pad Prism 7.0软件进行分析。

所有数据以均数± 标准差表示，采用 t检验来确定组间的统计

学差异，P<0.05认为有统计学意义。

2 结果

2.1 胶质瘤来源外泌体的分离与鉴定

通过外泌体提取试剂盒提取原代胶质瘤细胞来源的外泌

体。在透射电子显微镜下可以观察到提取物的双层囊泡结构

（图 1A）。如图 1B所示，通过纳米粒度电位仪可以测得提取物

的直径约为 100 nm。Western blotting实验结果显示外泌体标志

物 CD9、ALIX富集在提取物中，并且在提取物中未检测到外

泌体阴性标记 calreticulin和 lamin A/C（图 1C）。根据以上结果

可以确定提取物是原代胶质瘤细胞来源的外泌体。通过West-

ern blotting 实验检测胶质瘤细胞来源外泌体中是否存在

HMGB1，结果见图 1D。Western blotting结果证明胶质瘤细胞

来源外泌体中存在 HMGB1。

2.2 胶质瘤细胞来源外泌体促进胶质瘤干细胞的形成

将提取的外泌体以 10 滋g/滋L加入到原代胶质瘤细胞的培
养皿中，阴性对照组中加入 PBS。共孵育 12小时，收集原代胶

质瘤细胞，提取 RNA 和蛋白质。采用 qRT-PCR和 Western

blotting 检测实验组和对照组胶质瘤细胞干性相关分子

CD133、OCT4、NANOG、SOX2的表达，结果见图 2A、B。外泌

体作用于胶质瘤细胞后，胶质瘤细胞中 CD133、OCT4、

NANOG、SOX2的表达量显著升高，且差异具有统计学意义

（P<0.05），表明胶质瘤细胞来源的外泌体可以促进胶质瘤干细

胞的形成。此外，将与外泌体共孵育 12小时的胶质瘤细胞接种

到低黏附的培养皿中，加入含有 EGF、bFGF、N2、B27 的

DMEM-F12培养基。培养 7天后记录实验组和阴性对照组中

克隆球的数量。图 2C显示，外泌体作用后的胶质瘤细胞形成克

隆球的数量明显多于阴性对照组形成的克隆球。进一步证明了

胶质瘤细胞来源的外泌体可以促进胶质瘤干细胞的形成。
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图 1 胶质瘤来源外泌体中存在 HMGB1

A透射电子显微镜（TEM）观察提取物的双层囊泡结构；

B纳米粒度电位仪测得提取物的直径约为 100 nm；

CWestern blotting检测提取物和胶质瘤细胞蛋白裂解液中 ALIX、CD9、Lamin A/C、Calreticulin表达；

DWestern blotting检测外泌体和胶质瘤细胞蛋白裂解液中 HMGB1表达。

Fig. 1 HMGB1 exists in exosomes derived from glioma

A Observing the double-layer vesicle structure of extractive through transmission electron microscope (TEM); B The diameter of the extractive measured

by nano series-nano-ZS analysis; C Total proteins of extractive and glioma cell lysates were prepared, and the levels of ALIX, CD9, Lamin A/C and

Calreticulin were determined by Western blotting; D Total proteins of EVs and glioma cell lysates were prepared, and the levels of HMGB1 were

determined by Western blotting.

图 2胶质瘤来源外泌体促进胶质瘤干细胞的形成

A qRT-PCR检测外泌体作用原代胶质瘤细胞后 CD133、OCT4、NANOG、SOX2表达（与 Control组相比，*P<0.05和 **P<0.01）；
BWestern blotting检测外泌体作用原代胶质瘤细胞后 CD133、OCT4、NANOG、SOX2表达（与 Control组相比，*P<0.05和 **P<0.01）；

C外泌体作用于原代胶质瘤细胞后，在克隆球培养条件下培养 7天，拍照并计数（与 Control组相比，*P<0.05，**P<0.01和 ***P<0.001）。
Fig.2 Glioma-derived exosomes promote the formation of glioma stem cells

A Expression of CD133, OCT4, NANOG, SOX2 in primary glioma cells treated with exosomes was determined by qRT-PCR (*P<0.05 and **P<0.01
compared to Control group); B Expression of CD133, OCT4, NANOG, SOX2 in primary glioma cells treated with exosomes was determined by Western

blotting (*P<0.05 and **P<0.01 compared to Control group); C Primary glioma cells were treated with exosomes and then cultured under the neurosphere

condition for 7 days and photographed. Number of spheres on day 7 were quantified (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared to Control group).
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2.3 外泌体通过 HMGB1促进胶质瘤干细胞的形成

设计靶向 HMGB1的 siRNA，并将 HMGB1 siRNA和 Ctrl

siRNA分别转染到原代胶质瘤细胞中。无血清培养 72小时，收

集培养基，提取外泌体。采用Western blotting检测外泌体中

HMGB1的含量（图 3A）。结果显示 HMGB1 siRNA转染后，胶

质瘤细胞外泌体中 HMGB1的含量显著减少，且差异有统计学

意义（P<0.05）。将上述外泌体加入到胶质瘤细胞培养皿中，共
孵育 12 小时后收集胶质瘤细胞，提取 RNA 和蛋白质。

qRT-PCR和Western blotting结果显示，经 siHMGB1转染的胶

质瘤细胞外泌体促进 CD133、OCT4、NANOG、SOX2表达的作

用显著减弱，且差异有统计学意义（P<0.05）。证明胶质瘤细胞
来源外泌体可能是通过 HMGB1促进胶质瘤干细胞的形成。将

外泌体作用后的细胞进行克隆球培养，7天后克隆球计数。如

图 3D显示，经 siHMGB1转染的胶质瘤细胞外泌体作用于胶

质瘤细胞后所形成的克隆球数量显著减少，且差异有统计学意

义（P<0.05）。进一步证明胶质瘤细胞来源外泌体可以通过
HMGB1促进胶质瘤干细胞的形成。

3 讨论

肿瘤微环境在肿瘤的增殖、转移等生物过程中发挥重要作

用[13]。研究表明，肿瘤干细胞的发生和发展离不开赖以生存的

肿瘤微环境[14]。血管周围微环境可以为肿瘤干细胞的生长和维

持提供 "养分 "[15]。缺氧微环境不仅能够维持肿瘤干细胞的生

存，还能促进肿瘤细胞获得干细胞的特性[16]。此外，酸性微环境

可以促进肿瘤细胞转化为肿瘤干细胞[17]。脑胶质瘤容易复发，

近期有研究表明胶质瘤的复发与胶质瘤干细胞的存在息息相

关[2]。胶质瘤干细胞具有自我更新、分化以及耐药能力并能快速

致瘤。因此，靶向胶质瘤干细胞治疗配合常规治疗有望根治脑

胶质瘤。

外泌体是直径约为 100 nm，表达特异性分子 CD9、ALIX

的细胞外囊泡。外泌体里包含有蛋白质、DNA、mRNA及脂质

等生物活性物质[18,19]。外泌体存在于肿瘤微环境中，可以作为载

体介导细胞之间的信息传递[20]。近期有研究发现外泌体能够参

与调控肿瘤细胞与肿瘤干细胞之间的转化。Hu等[21]发现，成纤

维细胞的外泌体可以通过激活Wnt信号通路促进结肠癌细胞

转化为结肠癌干细胞。Sun等[6]研究发现 GSCs来源的外泌体可

以通过转移 Notch1蛋白增强胶质瘤细胞的干性和致瘤性。目

前，胶质瘤细胞来源外泌体能否通过旁分泌作用对邻近胶质瘤

图 3 外泌体通过 HMGB1促进胶质瘤干细胞的形成

A siRNA敲低原代胶质瘤细胞 HMGB1表达后，Western blotting检测外泌体中 HMGB1的含量

（与 si-NC组相比，*P<0.05，**P<0.01和 ***P< 0.001）；

B qRT-PCR检测经 siHMGB1转染的胶质瘤细胞外泌体作用胶质瘤细胞后 CD133、OCT4、NANOG、SOX2表达

（与 si-NC组相比，*P<0.05，**P<0.01和 ***P<0.001）；
CWestern blotting检测经 siHMGB1转染的胶质瘤细胞外泌体作用胶质瘤细胞后 CD133、OCT4、NANOG、SOX2表达

（与 si-NC组相比，*P<0.05，**P<0.01和 ***P<0.001）；
D经 siHMGB1转染的胶质瘤细胞外泌体作用于原代胶质瘤细胞后，在克隆球培养条件下培养 7天，拍照并计数

（与 si-NC组相比，*P<0.05，**P<0.01和 ***P<0.001）。
Fig. 3 Exosomes promote the formation of glioma stem cells through HMGB1

A After siRNA knocking down the expression of HMGB1 in primary glioma cells, Western blotting detects the content of HMGB1 in exosomes (*P<0.05,
**P<0.01 and ***P<0.001 compared to si-NC group); B qRT-PCR analysis of the expression level of CD133, OCT4, NANOG and SOX2 in primary

glioma cellls co-cultured with exosomes from glioma cells treated by HMGB1 siRNA (*P<0.05 ,**P<0.01 and ***P<0.001 compared to si-NC group);

C Western blotting analysis of the expression level of CD133, OCT4, NANOG and SOX2 in primary glioma cellls co-cultured with exosomes from glioma

cells treated by HMGB1 siRNA (*P<0.05 ,**P<0.01 and ***P<0.001 compared to si-NC group); D Primary glioma cells were treated with exosomes

from glioma cells treated by HMGB1 siRNA and then cultured under the neurosphere condition for 7 days and photographed. Number of spheres on day 7

were quantified (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 compared to si-NC group).
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细胞产生影响尚未有报道。我们的研究发现原代胶质瘤细胞可

以向肿瘤微环境中释放外泌体；胶质瘤来源外泌体可以通过旁

分泌作用促进胶质瘤细胞干性相关分子 CD133、OCT4、

NANOG及 SOX2的表达并促进干细胞克隆球的形成。

HMGB1是一种高度保守的核蛋白，因其在聚丙烯酰胺凝

胶上的高电泳迁移率而命名。HMGB1具有多种生物学功能。

在细胞核中，它能够稳定核小体并调节转录，有助于 DNA修

复。此外，HMGB1可作为损伤相关模式分子（DAMPs）被分泌

到细胞外。在细胞外环境中，HMGB1可以通过与高亲和力受

体相互作用，调节炎症、促进肿瘤细胞增殖、存活和迁移 [22-24]。

Chen等[10]将人重组 HMGB1加入到胶质瘤细胞系 U87中，发

现干性相关分子 OCT4和 NANOG表达上调。近期有研究发现

肿瘤外泌体中存在 HMGB1[25]。Ma等[11]研究发现胶质瘤 C6细

胞系可以分泌含有 HMGB1的外泌体。我们的研究证实，原代

胶质母细胞瘤释放的外泌体中存在 HMGB1，并且外泌体中的

HMGB1在促进胶质瘤干细胞的形成中发挥重要作用。

综上所述，原代胶质瘤细胞可以释放外泌体进入肿瘤微环

境，肿瘤微环境中的外泌体可以通过旁分泌作用于邻近胶质瘤

细胞并使其获得干细胞特性，外泌体内的 HMGB1在其中发挥

重要作用。胶质瘤干细胞的存在与肿瘤复发息息相关，因此，靶

向 HMGB1或外泌体及其信号通路是否有利于减少胶质瘤干

细胞的生成，最终根治脑胶质瘤，值得深入研究。
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