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· 论著 ·

miR-139-5p修饰UC-MSC来源外泌体对乳腺癌细胞

干性和放疗敏感性的影响

时彩艳，黄国定，李崇伟，刘峰
（海南西部中心医院肿瘤内科，海南  儋州  571700）  

摘要  目的  探究miR-139-5p修饰的人脐带间充质干细胞 （UC-MSC） 来源的外泌体对乳腺癌细胞干性和放疗敏感性的影响。方

法  UC-MSC转染miR-139-5p模拟物和阴性对照后，提取外泌体并鉴定。将乳腺癌MCF-7细胞分为对照组、miR-NC Exo组、miR-
139-5p Exo组，免疫荧光染色观察外泌体被细胞摄取情况，细胞肿瘤球形成实验检测肿瘤球形成数量，Western blotting检测细胞

中干性相关蛋白Nanog、SOX2和OCT4的表达。将MCF-7细胞分为对照组、2 Gy X线组、miR-139-5p Exo组、miR-139-5p Exo+2 Gy X

线组，MTT法检测细胞存活率，流式细胞术检测细胞凋亡率。结果  成功分离到UC-MSC来源的外泌体，且转染miR-139-5p的UC-
MSC来源的外泌体中miR-139-5p相对表达量高于转染miR-NC的UC-MSC来源的外泌体 （P < 0.05），2种外泌体均能被MCF-7细胞

摄取。与对照组、miR-NC Exo组比较，miR-139-5p Exo组MCF-7细胞肿瘤球形成数量减少，Nanog、SOX2和OCT4蛋白的相对表达水

平下调 （P < 0.05）。与对照组比较，2 Gy X线组和miR-139-5p Exo组MCF-7细胞存活率下降，凋亡率升高 （P < 0.05）； 与2 Gy X线

组比较，miR-139-5p Exo+2 Gy X线组MCF-7细胞存活率下降，凋亡率升高 （P < 0.05）。结论  经miR-139-5p修饰的UC-MSC来源的

外泌体能够抑制乳腺癌MCF-7细胞干性特征，并提高MCF-7细胞的放疗敏感性。
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Effects of miR-139-5p-modified UC-MSC-derived exosomes on stemness and
radiotherapy sensitivity of breast cancer cells

SHI Caiyan，HUANG Guoding，LI Chongwei，LIU Feng
（Department of Oncology，Hainan Western Central Hospital，Danzhou 571700，China） 

Abstract  Objective  To investigate the effects of miR-139-5p-modified human umbilical cord mensenchymal stem cell （UC-MSC）-
derived exosomes on stemness and radiotherapy sensitivity of breast cancer cells. Methods  MCF-7 cells were divided into the control，
miR-NC Exo，and miR-139-5p Exo groups. Immunofluorescence staining was used to observe the cellular uptake of exosomes. A tumor 

sphere formation assay determined the number of  tumor spheres formed. Western blotting detected NANOG，SOX2，and OCT4 protein 

expression levels. MCF-7 cells were divided into control，2 Gy X ray，miR-139-5p Exo，and miR-139-5p Exo+2 Gy X ray groups. The 

survival rate of MCF-7 cells was detected by the MTT method. The apoptosis rate of MCF-7 cells was determined using flow cytometry. 

Results  Compared to the control and miR-NC Exo groups，the number of tumor spheres formed by MCF-7 cells in the miR-139-5p Exo 
group was significantly decreased，and the relative expression levels of Nanog，SOX2，and OCT4 proteins were significantly downregulated 

（P < 0.05）. Compared to the control group，the survival rate of MCF-7 cells in the 2 Gy X ray and miR-139-5p Exo groups was significantly 
decreased，and the apoptosis rate was significantly increased （P < 0.05）. Compared to the 2 Gy X ray group，the survival rate of MCF-7 
cells in the miR-139-5p Exo+2 Gy X ray group was significantly decreased，and the apoptosis rate was significantly increased （P < 0.05）. 

Conclusion  UC-MSC-derived exosomes modified by miR-139-5p inhibit the stemness of MCF-7 cells and enhance the radiotherapy sen-
sitivity of MCF-7 cells.
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在乳腺癌的发展过程中，存在于肿瘤实体中的 一小部分恶性上皮细胞表现出干细胞样特性，这是

导致肿瘤扩散和转移的重要介质［1］。放疗是目前乳

腺癌的主要治疗方法之一，直接通过电离辐射引起

DNA损伤破坏肿瘤细胞。然而，部分患者在放疗后

复发［2］。研究［3］表明，乳腺癌细胞具有的干性特征

能够使细胞不断自我更新，并具有组成肿瘤异质细
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胞群的能力，可以在放疗后维持肿瘤的生长，这是

影响放疗效果的关键因素。因此，通过探讨乳腺癌

细胞干性特征的调控机制，能够为以靶向抑制干性

来提高肿瘤细胞放疗敏感性的治疗策略提供治疗

靶点。

微RNA （microRNA，miRNA） 是一组非编码单

链小RNA，在肿瘤细胞的恶性行为中起重要的调节

作用，并影响肿瘤细胞的干性特征［4］。前期研究［5］

表明，miR-139-5p在乳腺癌不同分子亚型中表达较

低，能够抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，提示

miR-139-5p可能是乳腺癌的治疗靶标。然而，miR-

139-5p对乳腺癌细胞干性维持和放疗效果的影响尚

不明确。外泌体是直径为30~150 nm的囊泡样结构，

广泛存在于所有生物体液和组织中。供体细胞可以

通过外泌体将蛋白质、mRNA、miRNA和脂质等外源

性物质转移到受体细胞，从而介导细胞间通信［6］。

目前，使用外泌体作为药物输送载体已成为研究热

点。本研究旨在探究人脐带间充质干细胞 （umbilical 

cord mesenchymal stem cell，UC-MSC） 来源的外泌体

能否将miR-139-5p传递至乳腺癌细胞，从而对乳腺

癌细胞干性和放疗敏感性产生影响。   

1 材料与方法

1.1  主要材料和试剂

人UC-MSC和人乳腺癌细胞系MCF-7，购自美国

ScienCell公司；胎牛血清，购自翌圣生物科技 （上海） 

股份有限公司；DMEM培养基，购自美国Gibco公司；

Lipofectamine 2000和TRIzol试剂盒，购自美国Invi-

trogen公司；miScript SYBR Green定量PCR试剂盒，购

自德国QIAGEN公司；外泌体提取试剂盒，购自北京

百奥创新科技有限公司；细胞裂解液和PKH26，购自

美国Sigma-Altrich公司；BCA蛋白质定量试剂盒，购

自天根生化科技 （北京） 有限公司；化学发光试剂、

DAPI、MTT试剂盒、Annexin V-FITC试剂盒，购自上

海碧云天生物技术股份有限公司；鬼笔环肽，购自

武汉博欧特生物科技有限公司；所有抗体购自英国

abcam公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞转染：在UC-MSC中添加含10%胎牛血清

的DMEM培养基，在37 ℃、5%CO2培养箱内培养至贴

壁后，以5×103/孔接种到96孔板，过夜培养后，根据

Lipofectamine 2000试剂说明书，将miR-139-5p模拟物

和阴性对照 （negative control，NC） 分别转染至UC-MSC，

记为miR-139-5p组和miR-NC组，并将未经转染的UC-

MSC作为对照组。继续培养48 h，收集细胞进行检测。

1.2.2  实时定量PCR：TRIzol法提取总RNA，反转录

合成底物cDNA。参照miScript  SYBR Green PCR试

剂盒说明书配制反应体系，包括底物cDNA、上游和

下游引物、SYBR试剂液和无酶水。在检测系统上进

行两步法PCR，以U6为内参基因，采用2-ΔΔCt法计算

miR-139-5p相对表达量。

1.2.3  外泌体提取和鉴定：根据外泌体提取试剂

盒说明书操作，提取转染后UC-MSC来源的外泌

体，-20 ℃保存。取10 μL外泌体样品，加载到铜网

上，1%戊二醛固定，制备电镜样品，在透射电镜下观

察、拍照，通过纳米颗粒跟踪分析仪检测直径分布。

1.2.4  Western blotting：采用细胞裂解液提取总蛋

白，BCA法测定浓度，取20 μg蛋白通过电泳分离，转

至硝酸纤维素膜，5%脱脂奶粉封闭。将一抗和膜在

4 ℃下共孵育过夜，TBST洗膜，加入二抗，室温孵育2 

h，化学发光试剂显色，曝光，ImageJ软件分析蛋白条

带的灰度值。

1.2.5  外泌体处理细胞：将MCF-7细胞以1×105/孔

接种到96孔板上，分为3组。对照组，正常培养MCF-7

细胞；miR-NC Exo组，采用转染10 μg/mL miR-NC的

UC-MSC来源的外泌体培养MCF-7细胞；miR-139-5p 

Exo组，采用转染10 μg/mL miR-139-5p的UC-MSC来源

的外泌体培养MCF-7细胞。在培养箱培养48 h后，收

集各组细胞进行检测。

1.2.6  免疫荧光染色：在外泌体中加入PKH26染液，

混匀，室温静置10 min，PBS洗涤并重悬；用鬼笔环肽

标记MCF-7细胞骨架，室温静置30 min，PBS洗涤后，

在细胞中加入PKH26标记的外泌体，对照组加PBS，

孵育过夜。DAPI染核，封片，在荧光共聚焦显微镜

下观察、拍照。

1.2.7  细胞肿瘤球形成实验：按照1.2.5分组处理

MCF-7细胞，弃原液，换用肿瘤细胞成球培养基重

悬，按800/孔铺于低黏附的 24 孔板中，轻轻晃动后，

置于培养箱培养7 d，在光学显微镜下观察、拍照，计

数肿瘤球数量。

1.2.8  细胞放射处理：将MCF-7细胞分为4组。对照

组，正常培养MCF-7细胞；2 Gy X线组，采用6 MV X 
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线照射MCF-7细胞，剂量为2 Gy （剂量率100 Mu/min，

照射野为10 cm×10 cm，等中心照射）；miR-139-5p 

Exo组，采用转染10 μg/mL miR-139-5p的UC-MSC来

源的外泌体培养MCF-7细胞；miR-139-5p Exo+2Gy X

线组，采用转染10 μg/mL miR-139-5p的UC-MSC来源

的外泌体培养MCF-7细胞后，2 Gy X线照射。处理结

束后，收集各组细胞进行检测。

1.2.9  MTT法和流式细胞术：按照1.2.8分组处理

MCF-7细胞。每孔加入5 mg/mL MTT处理4 h，弃原液，

加入150 μL二甲基亚砜，摇床振荡10 min，酶标仪检

测490 nm处各孔吸光度值，计算细胞存活率。另将

MCF-7细胞收集于检测管内，胰酶消化，加入缓冲液

洗涤并重悬细胞，加入Annexin V-FITC和碘化丙啶

染色，室温静置20 min，采用流式细胞仪检测细胞凋

亡水平。

1.3  统计学分析

采用GraphPad Prism8.0软件分析数据。计量资

料以x-±s表示，2组间比较用t检验，多组间比较用单

因素方差分析，多组间进一步两两比较采用LSD-t检

验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  UC-MSC转染效果

与对照组 （1.00±0.08） 和miR-NC组 （1.02±0.10） 

比较，miR-139-5p组UC-MSC中miR-139-5p相对表达

量 （3.24±0.35） 显著上调 （P < 0.05），表示转染成功。

2.2  转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体鉴定

分离的颗粒物呈盘状小囊泡，直径为45~120 

nm （图1A、1B）；CD63、CD9、TSG101、HSP70等 外 泌

体标志蛋白均明显表达 （图1C），说明成功分离到外

泌体。此外，转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌

体中miR-139-5p相对表达量 （2.69±0.28） 显著高于

转染miR-NC的UC-MSC来源的外泌体 （1.00±0.07，

P < 0.05）。

A，morphology observed under a transmission electron microscope （×10 000）；B，diameter distribution detected by a nanoparticle tracking analyzer；C，

expression of CD63，CD9，TSG101，and HSP70 proteins detected by Western blotting.

图1  外泌体的鉴定

Fig.1  Identification of exosomes 

2.3  转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体被乳

腺癌细胞摄取

PKH26标记转染miR-NC的UC-MSC来源的外泌

体和转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体后，再

与鬼笔环肽标记的MCF-7细胞共培养，观察到以上2

种外泌体均能够被MCF-7细胞摄取。见图2。

2.4  转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体对乳

腺癌细胞肿瘤球形成的影响

miR-139-5p Exo组MCF-7细胞肿瘤球数量显著少

于对照组和miR-NC Exo组 （P < 0.05）。见图3。

2.5  转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体对乳

腺癌细胞干性相关因子水平的影响

与对照组和miR-NC Exo组比较，miR-139-5p Exo

组MCF-7细胞中Nanog、SOX2和OCT4蛋白的相对表

达水平均显著下调 （P < 0.05），见图4。

2.6  转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体对乳

腺癌细胞放疗敏感性的影响

对照组、2 Gy X线组、miR-139-5p Exo组、miR-139-

5p Exo+2 Gy X线组MCF-7细胞存活率分别为 （100.00±

9.29） %、 （72.56±7.41） %、 （79.82±8.05） %、 （56.64±

5.89） %。与对照组比较，2 Gy X线组和miR-139-5p Exo

组MCF-7细胞存活率显著下降 （P < 0.05）；miR-139-5p 

Exo+2 Gy X线组MCF-7细胞存活率较2 Gy X线组显著

下降 （P < 0.05） 。
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与对照组比较，2 Gy X线组和miR-139-5p Exo组

MCF-7细胞凋亡率显著升高 （P < 0.05）；miR-139-5p 

Exo+2 Gy X线组MCF-7细胞凋亡率显著高于2 Gy X

线组 （P < 0.05） 。见图5。

图2  免疫荧光染色观察外泌体被乳腺癌细胞摄取情况   ×100

Fig.2  Uptake of exosomes by breast cancer cells as observed by immunofluorescence staining  ×100

A，formation of tumor spheres observed under an inverted microscope （×100）；B，statistical analysis of the number of tumor spheres formed. * P < 0.05 

vs. control group；# P < 0.05 vs. miR-NC Exo group.

图3  各组乳腺癌细胞肿瘤球形成数量的比较

Fig.3  Comparison of the number of tumor spheres formed in breast cancer cells in each group

A，Nanog，SOX2，and OCT4 proteins detected by Western blotting；B，statistical analysis of the expression of Nanog，SOX2，and OCT4 proteins. * P < 0.05 

vs. control group；# P < 0.05 vs. miR-NC Exo group.

图4  各组乳腺癌细胞Nanog、SOX2、OCT4蛋白表达水平的比较

Fig.4  Comparison of the expression levels of Nanog，SOX2，and OCT4 proteins in breast cancer cells in each group 
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A，apoptosis detected by flow cytometry；B，statistical analysis of the apoptosis rate. * P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. 2 Gy X ray group.

图5  各组乳腺癌细胞凋亡率的比较

Fig.5  Comparison of the apoptosis rate of breast cancer cells in each group 

3 讨论

研究［7］表明，乳腺癌细胞具有的干细胞样特

征有助于肿瘤生长、转移和复发，从而导致不良临

床结局。因此，阐明控制肿瘤细胞干性的机制可以

为乳腺癌提供新的治疗方法。目前，已经发现多种

miRNA通过调节肿瘤细胞干性特征影响肿瘤进展。

如miRNA-145、miRNA-148和miRNA-185参与调节前

列腺癌细胞的多种生物学过程以及肿瘤干细胞的

增殖、分化和自我更新［8］；miR-181a在高级别浆液性

卵巢癌原代细胞中高表达，可驱动该肿瘤细胞的干

性和化学耐药性，诱导肿瘤复发［9］。miR-139-5p通

常在肿瘤中起抑癌作用，它还通过调控胰岛素样生

长因子1及其受体途径，抑制血管瘤干细胞的增殖、

迁移和脂肪生成［10］；此外，miR-139-5p通过靶向E蛋

白家族成员E2-2减弱结肠癌干细胞的干性特征，从

而抑制肿瘤转移［11］。基于上述研究结果，本研究将

miR-139-5p转染至UC-MSC后分离其外泌体，通过

外泌体传递miR-139-5p至乳腺癌细胞，明确了miR-

139-5p对乳腺癌细胞干性维持和放疗敏感性的调节

作用。

近年来，通过基因工程技术将miRNA加载至外

泌体对其进行修饰，可定制具有一定靶向性的外泌

体，这对肿瘤的靶向治疗意义重大。由于间充质干

细胞具有向肿瘤组织或细胞的归巢能力，间充质干

细胞来源的外泌体也具有此特性，对肿瘤细胞具有

天然的靶向性，并可以穿透生物屏障，因此具有天

然药物递送的优势［12］。本研究中，在转染miR-139-

5p的UC-MSC来源的外泌体中检测到miR-139-5p表

达升高，且该外泌体能够被MCF-7细胞摄取，说明外

泌体成功将miR-139-5p递送至MCF-7细胞，这为本

研究的后续研究奠定了基础。

肿瘤细胞的干性维持受到Nanog、SOX2、OCT4

等转录因子的调节。Nanog是一种分化的同源盒结

构域蛋白，具有典型的自我更新和多能转录的调节

功能，能够促进肿瘤生长和肿瘤球形成［13］；OCT4是

Pit-Oct-Unc家族的同源域转录因子，目前已被证实

是诱导和维持干细胞多能性的主要转录因子［14］；

SOX2是具有高迁移率基团特征性结构域的转录

因子，也是维持肿瘤细胞干性的关键转录因子，并

具有促进肿瘤转移的作用［15］。本研究结果显示，

采用转染miR-139-5p的UC-MSC来源的外泌体处理

MCF-7细胞后，细胞肿瘤球数量减少，Nanog、SOX2

和OCT4蛋白的相对表达水平也下调，提示通过外泌

体传递的miR-139-5p能够抑制乳腺癌细胞的自我更

新能力，减少干性转录因子表达，从而抑制乳腺癌

细胞的干性特征。本研究还发现，采用转染miR-139-

5p的UC-MSC来源的外泌体处理MCF-7细胞后再进

行2 Gy X线照射，细胞存活率降低，凋亡率增加，这

表明外泌体传递的miR-139-5p提高了乳腺癌细胞的

放疗敏感性，并推测这一作用可能与其靶向调控肿

瘤细胞的干性有关。

综上所述，本研究表明，UC-MSC来源的外泌体

能够将miR-139-5p传递至乳腺癌细胞，通过抑制乳

腺癌细胞的肿瘤球形成以及细胞内干性相关转录

因子Nanog、SOX2、OCT4蛋白的表达，降低肿瘤细胞

干性，提高乳腺癌细胞的放疗敏感性，能够为乳腺

癌的治疗提供新靶标。然而，外泌体传递miR-139-5p

介导乳腺癌细胞干性的具体机制有待后续研究进

一步探索。
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