
肺癌是全球死亡率最高的恶性肿瘤［1, 2］，其中非小

细胞肺癌（NSCLC）约占所有原发肺癌的85%［3］。尽管

新的NSCLC治疗方案（如酪氨酸激酶抑制剂的靶向治

疗、免疫疗法等）的临床应用已取得了一定的进展［4-6］，但

耐药等因素使其疗效还是没有重大突破［7］，NSCLC患者

的死亡率仍然较高［3, 8］。侵袭、转移是导致NSCLC患者

死亡的关键因素［9, 10］，而血管生成在NSCLC侵袭、转移

中具有重要作用，而且近年来发现外泌体可作为细胞间

信息交流的媒介参与NSCLC侵袭［11］、转移［12-14］及血管生

成［14］，从而调控NSCLC的发展［11］。

Frizzled-10（FZD10）是G蛋白偶联受体中的一种

亚型，在包括肺鳞癌等多种肿瘤组织和细胞中高表

达［15-17］。研究发现FZD10可以通过外泌体为介质促进

肿瘤细胞增殖［18］，而且FZD10还被证实在中枢神经系统

中与血管生成有关［19］。但FZD10在NSCLC血管生成

中的作用尚不清楚，外泌体源性FZD10对肿瘤血管生

成的影响还未见报道。因此，本文拟探讨NSCLC细胞
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摘要：目的 探讨非小细胞肺癌（NSCLC）细胞外泌体源性FZD10在血管生成中的作用及其机制。方法 采用超速离心法分离外

泌体，并利用Western blot和RT-qPCR技术分析NSCLC细胞（95D和H1299）、正常人支气管上皮细胞（BEAS-2B）及其外泌体中

FZD10的表达；通过转染FZD10-siRNA敲低FZD10表达，用FZD10未敲低和敲低的NSCLC细胞外泌体分别处理HUVEC细

胞，利用体外血管生成实验观察其成管能力，采用ELISA和RT-qPCR技术分析血管生成相关因子VEGFA和Ang-1的表达；进

一步利用Western blot分析外泌体源性FZD10对信号通路PI3K、Erk1/2和YAP/TAZ激活的影响。结果 同BEAS-2B细胞及其

外泌体相比较，FZD10在95D和H1299细胞及其外泌体中高表达（P<0.01）；95D和H1299细胞来源的外泌体可促进HUVEC的

微管形成及VEGFA、Ang-1的蛋白分泌、mRNA的表达（P<0.01），但在95D和H1299细胞敲低FZD10后这些效果受到抑制。

FZD10的敲低可抑制PI3K、Erk1/2信号通路的激活，但对YAP/TAZ信号通路的影响不显著。结论 NSCLC细胞外泌体源性

FZD10可促进体外血管生成，其机制可能与PI3K、Erk1/2信号通路的激活有关。
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Abstract: Objective To investigate the effect of exosomal FZD10 derived from non-small cell lung cancer (NSCLC) cells on
angiogenesis of human umbilical venous endothelial cells (HUVECs) and explore the possible mechanism. Methods We
analyzed the expression of FZD10 in two NSCLC cell lines (95D and H1299 cells), normal human bronchial epithelial cells
(BEAS-2B cells) and their exosomes isolated by ultracentrifugation. Cultured HUVECs were treated with the exosomes derived
from NSCLC cells or NSCLC cells transfected with FZD10-siRNA, and the changes in tube formation ability of the cells were
analyzed using an in vitro angiogenesis assay. ELISA was performed to determine the concentration of VEGFA and Ang-1 in
the conditioned media of HUVECs, and RT-qPCR was used to analyze the mRNA levels of VEGFA and Ang-1 in the HUVECs.
The effects of exosomal FZD10 on the activation of PI3K, Erk1/2 and YAP/TAZ signaling pathways were evaluated using
Western blotting. Results Compared with BEAS-2B cells and their exosomes, 95D and H1299 cells and their exosomes all
expressed high levels of FZD10 (P<0.01). The exosomes derived from 95D and H1299 cells significantly enhanced tube
formation ability and increased the expressions of VEGFA and Ang- 1 protein and mRNA in HUVECs (P<0.01), but FZD10
knockdown in 95D and H1299 cells obviously inhibited these effects of the exosomes. Exosomal FZD10 knockdown
suppressed the activation of PI3K and Erk1/2 signaling pathways, but had no obvious effect on the activation of YAP/TAZ
signaling pathway. Conclusion Exosomal FZD10 derived from NSCLC cells promotes HUVEC angiogenesis in vitro, the
mechanism of which may involve the activation of PI3K and Erk1/2 signaling pathways.
Keywords: exosomes; FZD10; angiogenesis; non-small cell lung cancer
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来源外泌体中的 FZD10（NSCLC 细胞外泌体源性

FZD10）对血管生成的影响，以期为NSCLC的防治提供

潜在靶点。

1 材料和方法

1.1 细胞株及细胞培养

NSCLC细胞株95D（中国科学院细胞库），NSCLC

细 胞 株 H1299 和 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞（HUVEC）

（ATCC），正常人支气管上皮细胞（BEAS-2B）（赛百慷

（上海）生物技术股份有限公司）。95D、H1299 和

BEAS-2B细胞使用RPMI 1640+10%胎牛血清（去外泌

体血清）+ 1%青霉素 -链霉素培养，HUVEC 使用

DMEM+10%胎牛血清（SBI去外泌体血清）+1%青霉

素-链霉素培养，所有细胞都在37℃、5% CO2的条件下

传代培养，将处于指数生长期的细胞用作后续实验。

1.2 主要仪器

高速冷冻离心机（HITACHI）；超高速冷冻离心机

Optima XPN-100（BECKMAN）；ABI7500型实时荧光

定量PCR仪（Thermo）；荧光倒置显微镜TE2000-Nikon

公司）；Jem-1400型透射电子显微镜（Jeol）。

1.3 主要试剂

兔抗人 PI3K 抗体、兔抗人 p-PI3K 抗体、兔抗人

GAPDH抗体、兔抗人YAP/TAZ抗体、兔抗人p-YAP抗

体、兔抗人 CD9 抗体、兔抗人 Grp94 抗体（CST）；

FZD10-siRNA 系列试剂及转染试剂 DharmaFECTTM

Transfection Reagents-SiRNA （Thermo）；In vitro

angiogenesis assay kit ECM 62（Chemicon Millipore)；

Angiopoietin-1 (Ang-1) human ELISA kit（RD）；

VEGFA Human ELISA Kit、小鼠抗人CD81抗体、兔抗

人FZD10抗体、兔抗人TSG101（Abcam）；PKH26红色

荧光染料（Sigma）；兔抗人Erk1/2抗体、兔抗人p-Erk1/2

抗体、羊抗兔 IgG、HRP标记抗体、DAPI染料、裂解液

RIPA、Trizol（碧云天生物科技公司）；Matrigel基质胶

（BD）；SBI 去外泌体血清（艾博瑞生物科技公司）；

SYBR® Premix Ex TaqTM II （Tli RNaseH Plus）和

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser

（Perfect Real Time）（TaKaRa）。

1.4 细胞转染

分别将Opti-MEN基础培养基、5 μmol/L FZD10-

siRNA和转染试剂按照表1的体积混合，并按照转染试

剂说明书将FZD10-siRNA瞬时转染入95D、H1299细

胞，并设转染对照组。

Plates (well/plate)

12

6

1

Area (cm2/well)

4

10

60

Tube1 (μL/well)

5 μmol/L siRNA

5

10

40

Opti-MEN

95

190

760

Tube2 (μL/well)

DharmaTECT

0.5

1.0

4

Opti-MEN

99.5

199

796

(μL/well)

Complete media

800

1600

6400

Total volume

1000

2000

8000

表 1 不同规格培养皿所需的转染试剂体积
Tab.1 Volume of transfection reagents in the different culture plates

1.5 外泌体提取

将收集的细胞上清液通过2000 g离心30 min，取上

清液再用10 000 g离心45 min，再取其上清液用0.22 μm

过滤器过滤；过滤后的上清液用超高速（130 000 g）离心

两次，70 min/次，弃掉上清液，外泌体沉淀用PBS重悬

（一般情况，100 mL细胞培养上清液提取的外泌体用

100 μL的 PBS缓冲液重悬）。收集的外泌体可直接用

于后续实验，或置-80℃冰箱保存1月。

1.6 外泌体形态观察

取10 μL外泌体悬液滴入铜网，室温静置3 min，用

等体积的2%醋酸双氧铀染液染色2 min，晾干30 min，

使用电压80 kV的JEM-1400型透射电子显微镜观察外

泌体的形态，并用Gatan832 CCD相机拍照保存。

1.7 外泌体内化

将 95D、H1299、BEAS-2B 细胞外泌体分别和

PKH26染料混匀，室温下避光静置5 min，加入等体积

的10% BSA终止反应；再重新提取已标记的外泌体并重

悬，将标记的外泌体与贴壁的HUVEC细胞共培养6 h，

用4%多聚甲醛固定；再用DAPI染料进行细胞核染色，

37℃温箱中静置10 min，在避光条件下，用荧光显微镜

观察外泌体被细胞内化的情况。

1.8 体外成管实验

根据Chemicon（Millipore）的 In vitro angiogenesis

assay kit说明书操作。主要步骤：将基质胶放在4℃冰

箱过夜融化并按照10×稀释液:基质胶=1∶9的比例稀释，

用预冷的移液器取50 μL的基质胶包被96孔板，静置

1 h使其凝固；预先按照2×106/孔将HUVEC细胞接种在

六孔板中，用50 μg不同细胞来源的外泌体（NSCLC细

胞、FZD10敲低的NSCLC细胞来源的外泌体）分别处

理HUVEC 细胞48 h，消化、重悬后以细胞总数为8000~
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10 000且细胞悬液体积不超过150 μL的HUVEC细胞

接种到已凝固的基质胶上，培养6~8 h，于倒置显微镜下

观察成管情况，使用软件Scion Image分析结果并计算

成管总长度。

1.9 Western blot

使用强RIPA分别裂解细胞及其外泌体，提取总蛋

白，使用BCA法检测蛋白原液浓度，再加热变性（CD81

无需加热变性），除Erk1/2、p-Erk1/2分析取12 μg外，其余

取50 μg上样、电泳（60 V浓缩 30 min，再100 V电泳约

1.5 h）、转膜、电转（100 V电转1.5 h）、封闭。加入一抗4 ℃
孵育过夜（除兔抗人Erk1/2抗体和兔抗人p-Erk1/2抗

体按1∶2000稀释外，其他一抗均按1∶1000稀释），洗涤

后，再加入二抗室温孵育1~2 h（二抗全部按1∶2000稀

释）。用ECL化学发光检测信号，条带结果用 Image J

软件进行灰度值分析。将GAPDH作为内参对照。

1.10 RT-qPCR

用Trizol分别裂解95D、H1299、BEAS-2B细胞及

不同细胞来源的外泌体预处理的 HUVEC，提取总

RNA，测定A260/A280，通过该比值判断RNA样品的纯度

并计算所提取样品的RNA浓度，计算公式为：CRNA=

A260 ×0.33×2000 μg/mL。将纯度符合要求（A260/A280为

1.8~2.0）的样品，按照说明书进行去基因组DNA后，在

ABI7500扩增仪上进行RT-qPCR反应。扩增引物序列

见表2，所有引物全部由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。逆转录（RT）条件：37 ℃ 15 min、85 ℃ 5 s；

qPCR反应条件：42℃ 5 min、95℃ 10 s, 紧接着40个循

环（95℃ 5 s、60℃ 31 s）。结果通过2-△△Ct值对扩增产物

进行相对定量分析，将GAPDH作为内参对照。

表 2 引物序列
Tab.2 Sequences of the primers

Genes

FZD10

VEGFA

Ang-1

GAPDH

Sequences (5′→ 3′)

F:AGCAGGTCTCTACCCCCATC

R:TAATCGGGGAGCACTTGAGC

F:CTTTCTGCTGTCTTGGGT

R:ACTTCGTGATGATTCTGCC

F:CCAGTACAACACAAACGCTCT

R:TCTCCGACTTCATGTTTTCCAC

F:ATGAATGGGCAGCCGTTAGG

R:CCCAATACGACCAAATCAGAGAT

GenBank No.

NM_007197.4

NM_001025366.3

NM_001146.5

NM_001256799.2

1.11 ELISA实验

按照说明书，采用 ELISA 法检测 NSCLC 细胞、

FZD10敲低的NSCLC细胞来源的外泌体分别处理后

的HUVEC条件培养基中VEGFA和Ang-1的浓度，检

测前需稀释样品到合适浓度，再在波长450 nm的分光

光度计中读取吸光度值A450 nm，使用软件ELISA CALC

分析数据并计算浓度值。

1.12 统计学分析

使用GraphPad Prism 6.0软件进行统计学分析。

所有实验都重复3次，数据均用均数±标准差表示，两组

间比较采用独立样本 t检验；多组间比较采用单因素方

差分析，多组组间两两比较方差齐时采用LSD检验。

P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 外泌体的鉴定

通过电子显微镜观察发现，采用超速离心法所分离

的物质为单个或聚集成团的膜性结构囊泡，呈现较典型

的外泌体形态特征（图1A）；利用Western blot鉴定发

现，外泌体相关标志物CD81、CD9和TSG101均可在所

提取的物质中表达，而内质网分子伴侣相关蛋白Grp94

（非外泌体相关标志物）却不存在于所提取的物质中

（图1B）。说明本研究利用超速离心法从细胞上清液中

分离出的物质是外泌体。

2.2 FZD10在NSCLC细胞及其外泌体中的表达

Western blot结果显示，与BEAS-2B细胞及其外泌

体相比较，95D、H1299细胞中的FZD10蛋白水平升高

（P<0.01），且两株NSCLC细胞来源的外泌体中也均有

FZD10蛋白的高表达（图2A、B）；RT-qPCR结果显示，

两株NSCLC细胞中的FZD10 mRNA表达也高于对照

细胞BEAS-2B（P<0.01，图2C）。

2.3 NSCLC细胞来源的外泌体促进体外血管生成

外泌体内化结果显示，被标记的外泌体基本绕

HUVEC细胞核单个或多个分布（图3），HUVEC均可内

化95D、H1299和BEAS-2B三种细胞来源的外泌体；体

外成管实验结果显示：与BEAS-2B细胞来源的外泌体

处理组相比较，95D、H1299两株NSCLC细胞来源的

外泌体处理组的HUVEC总管长度明显增加（P<0.01，
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图1 外泌体的鉴定
Fig.1 Identification of the isolated exosomes. A: Results of transmission electron microscopy. B: Results of Western blotting.
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图2 FZD10在NSCLC细胞及其外泌体中的表达
Fig.2 Expression of FZD10 in NSCLC cells and their exosomes. A, B: Western blotting for analyzing FZD10 protein expression.
C: RT-qPCR for analyzing FZD10 mRNA levels. *P<0.05, **P<0.01 vs BEAS-2B group.

B

图3 外泌体内化的结果
Fig.3 Results of exosome internalization (Original magnification×200).
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图4 NSCLC细胞来源的外泌体对体外血管生成的影响
Fig.4 Effect of the exosomes derived from NSCLC cells on angiogenesis of HUVECs in vitro. A: Tube formation of the HUVECs
was observed under a phase-contrast microscope (×200). B: Total tube length measured by Scion Image software. C, D: ELISA for
analyzing VEGFA (C) and Ang-1 (D) concentrations in the conditioned media of HUVECs. E: RT-qPCR for analysis of the mRNA
levels of VEGFA and Ang-1 in HUVECs. In+95D exo, +H1299 exo and +BEAS-2B exo groups, the HUVECs were treated with the
exosomes derived from 95D, H1299 and BEAS-2B cells, respectively. **P<0.01 vs +BEAS-2B exo group.

C

A B

D E

图4A、B）。ELISA检测和RT-qPCR分别从蛋白水平和

mRNA转录水平证实，95D、H1299两株NSCLC细胞来

源的外泌体明显促进了HUVEC中的血管生成相关

标志物 VEGFA 和 Ang-1 的蛋白分泌和 mRNA 表达

（P<0.01，图4C~E）。

2.4 NSCLC细胞来源的外泌体通过FZD10促进体外血

管生成

FZD10表达在95D、H1299细胞中被成功敲低（图

5A），FZD10敲低的NSCLC 细胞来源的外泌体处理组

（95D FZD10-KD exo、H1299 FZD10-KD exo）的 HU-

VEC成管能力与FZD10未敲低的NSCLC细胞来源的

外泌体处理组（95D exo、H1299 exo）相比明显降低，两

组结果的总管长度差异具有统计学意义（P<0.01，图

5B、C）。ELISA的检测结果显示：与95D exo处理组比

较，95D FZD10-KD exo处理组的细胞条件培养液中血

管生成相关标志物VEGFA和Ang-1浓度均明显降低

（P<0.01，图 5D、E）。RT- qPCR 的结果也显示，95D

FZD10-KD exo处理组细胞的VEGFA和Ang-1 mRNA

表达水平也明显低于95D exo处理组（P<0.01，图5F）。

2.5 NSCLC细胞外泌体源性FZD10促进血管生成的分

子机制

与95D exo对照组比较，95D FZD10-KD exo处理

组p-PI3K和p-Erk1/2的表达明显下调（P<0.05，图6A）；

与H1299 exo对照组比较，H1299 FZD10-KD exo处理

组p-PI3K和p-Erk1/2的表达降低（P<0.05，图6B）。但

YAP/TAZ信号通路相关分子表达差异不显著（P<0.05，

图6）。

3 讨论

外泌体是由体内多种活细胞分泌的直径在 30~

150 nm的细胞外囊泡［30］，其可作为细胞间通讯的重要桥

梁，在NSCLC生长［12, 22］、侵袭［11］、转移［12, 13］、上皮-间质转

化［21］、耐药［22］等中起重要作用，而且还发现外泌体可参

与调控NSCLC血管生成［14］。FZD10是经典通路Wnt/β-

catenin中的重要受体，其为影响肿瘤治疗效果的关键分

子，可能为肿瘤防治的重要靶点［23-25］。近年发现，结肠癌

细胞株来源的外泌体通过递送FZD10诱导了正常结肠

上皮细胞株发生上皮-间质转化［26］，而且FZD10外囊泡

血浆浓度还与结直肠癌和胃癌发展有关［27］。这些报道

说明FZD10可能可通过外泌体递送在肿瘤发展中发挥

作用，但FZD10是否可通过外泌体递送在NSCLC发展

中发挥作用还未见文献报道。

本研究发现 FZD10不仅在NSCLC细胞（95D和
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H1299）中高表达，而且在其外泌体中也呈现高表达。

与正常人支气管上皮细胞BEAS-2B来源的外泌体相比

较，95D 和 H1299 细胞来源的外泌体可明显促进

HUVEC细胞管状样结构的形成及血管生成相关因子

VEGF、Ang-1的蛋白分泌和mRNA表达（P<0.01），说

明NSCLC细胞（95D和H1299）来源的外泌体可促进

血管生成；但FZD10敲低后，95D 和H1299细胞来源的

外泌体对HUVEC细胞管状样结构的形成及VEGF、

Ang-1的蛋白分泌和mRNA表达的影响也受到了抑制

（P<0.01），说明FZD10可通过外泌体递送介导NSCLC

血管生成，从而在NSCLC发展中起重要作用。因此，

FZD10可能是NSCLC防治的潜在靶点。

为进一步探讨外泌体源性FZD10在NSCLC血管

生成的作用机制，本研究对PI3K、Erk1/2、YAP/TAZ多

条信号通路进行了初步分析。最近有研究报道在结肠

癌和胃癌中外泌体源性 FZD10通过 Erk1/2信号通路增
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图5 FZD10在NSCLC细胞来源的外泌体对体外血管生成影响中的作用
Fig.5 Role of FZD10 mediating the effect of the exosomes derived from NSCLC cells on angiogenesis of HUVECs in vitro. A: 95D
and H1299 cells were transfected with FZD10-siRNA, and Western blotting was performed to identify the efficiency of
knockdown. B, C: Tube formation of HUVECs treated with the exosomes derived from FZD10-siRNA-transfected 95D (B) and
H1299 cells (C) was observed under a phase-contrast microscope (×200), and the total tube length was measured by Scion Image
software. D, E: ELISA was performed to analyze VEGFA (D) and Ang-1 (E) concentration in the conditioned media of HUVECs.
F: RT-qPCR was used to analyze the of VEGFA and Ang-1 mRNA levels in HUVECs. In + 95D exo and + 95D FZD10- KD exo
groups, the HUVECs were treated with the exosomes derived from 95D and FZD10-siRNA-transfected 95D cells, respectively;
the cells were treated likewise in +H1299 exo and +H1299 FZD10-KD exo groups. **P<0.01 vs +95D exo or +H1299 exo group.
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强了Ki-67的表达［28］。本研究结果也显示，FZD10敲低的

95D和H1299细胞来源的外泌体可抑制PI3K、Erk1/2

信号通路的激活，说明PI3K、Erk1/2信号通路可能参与

了外泌体源性FZD10促进NSCLC血管生成的过程。

有研究在中枢神经系统血管生成中发现 FZD10以Gα

12/13依赖的方式诱导了YAP/TAZ 的转录激活［19］，但本

研究在对FZD10敲低和未敲低95D和H1299细胞来源

的外泌体YAP/TAZ及p-YAP表达的比较分析中，未发

现 YAP/TAZ 信号通路参与外泌体源性 FZD10 促进

NSCLC血管生成过程的调控，我们的结果与中枢神经

系统模型结果的差异可能由于细胞种类的不同及肿瘤

微环境的复杂性所致。

基于目前 FZD10 在 NSCLC 研究罕见，尤其是

NSCLC细胞外泌体源性FZD10在血管生成中的研究

在我们所能检索的资料范围之内未见报道，本研究不仅

明确了FZD10在NSCLC细胞及其外泌体中高表达，而

且还发现NSCLC细胞来源的FZD10通过外泌体递送

介导体外血管生成。本研究的优势是将FZD10与血管

生成之间的作用通过外泌体将两者联系起来，可进一步

阐明 FZD10 在 NSCLC 发展中的作用机制，并可为

NSCLC防治潜在靶点FZD10的发现提供实验依据。
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