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（一）摘要

共培养试验：3T3L1细胞+SK+外泌体+DCIS细胞

• 在肿瘤微环境中，miR-140/SOX2/SOX9 调节细胞分化，多
能行和细胞转移。

• SK可以抑制前脂肪细胞信号转导从而抑制临近的DCIS细胞。

• SK处理的前脂肪细胞分泌的外泌体有高含量的miR-140，
它能够通过靶向SOX9信号转导影响附近的DCIS细胞。

• 前脂肪细胞分泌的外泌体能够促进体内的肿瘤形成。

• 靶向肿瘤微环境有助于阻止肿瘤发展。



外泌体（exosomes）
       外泌体是由细胞胞吞形成的囊泡，大小约30~100nm，也
可以通过各种类型的细胞分泌形成，包括癌细胞。外泌体含有
mRNA，miRNA，蛋白质和脂类。外泌体参与细胞间和细胞
内的通讯，并且可以作为药物的载体。

（二）背景介绍



紫草素(shikonin)
       紫草素（SK）是紫草的主要生理活性成分，是一种可以
治疗多种癌症的化学预防剂，包括乳腺癌。



       在这项研究中，使用早期乳腺癌细胞作为代表细胞，我们
研究了脂肪细胞分泌的外泌体在调节癌细胞的行为和肿瘤形成
的作用。我们发现miR-140 / Sox9通路是前脂肪细胞外泌体信
号转导的一个关键组成部分。此外，我们表明，前脂肪细胞分
泌的外泌体提高体内肿瘤发生。我们发现的天然化合物SK显
著的改变前脂肪细胞的信号转导，这可能会影响附近的癌细胞。
前脂肪细胞来源的外泌体具有致瘤性并且发现SK能靶向肿瘤
微环境的信号转导，为一个新的SK抗肿瘤作用机制提供了一
个分子基础。





2.细胞迁移和共培养试验（Transwell migration and co-culture assays）
 细胞迁移实验:
• MCF10DCIS cells(0.5 ×105 cells/ml)接种于上室(1.5ml)。
• 下室中有1.5 ml 含10%胎牛血清的DMEM培养液。

• 在光学显微镜下用含1%结晶紫的甲醇/ PBS计数。

 共培养试验:
• MCF10DCIS cells(0.5 ×105 cells/ml)
• 100 μg 来自 3T3L1 细胞的外泌体

• 上室有0.4 μm 的气孔和下室含有10%PBS的DMEM培养基。



3.微球体实验（mammosphere assays）
用40 μm 细胞过滤器得到MCF10DCIS single cells并进行计数。

微球体形成：

10000cells/ml接种于2%聚HEMA涂层的六孔板,在含2% B27, 
20 ng/ml EGF，4 μg/ml胰岛素，和0.4%牛血清白蛋白的
DMEM/F12培养液中培养7天，光镜观察体积大于100 μM。



4.qRT-PCR
       qRT-PCR分析mRNA和miRNA的表达。mRNA的内参是
GAPDH或者β-actin，miRNA的内参是U6 snRNA。



5.油红染色和BODIPY染色（Oil-Red-O and BODIPY staining）
PBS洗涤2次

10%福尔马林固定
30min

干燥

油红O染色30min BODIPY染色

蒸馏水冲洗2次



6.Western印迹法和免疫荧光染色（Western blotting and 
immunofluorescent stainin）
       所有的细胞裂解液经SDS-PAGE分离，转移到PVDF膜。
该膜与特定的初级抗体在4℃进行孵育，然后与山葵过氧化物
酶（HRP）标记的二次抗体孵育，通过ECL免疫印迹法检测系
统可视化。β-Actin按1:5000稀释。Sox9,Sox2,和DLK1分别按 
1:500 ,1:250, 1:100进行稀释。



7.外泌体纯化、标记、抗体实验（Exosome purification, 
labeling, and antibody arrays）

外泌体纯化：超速离心法。

外泌体标记：用PKH-26对外泌体进行荧光标记

抗体实验：EXO检查抗体芯片是用已知的外泌体抗体来检测
外泌体纯度。用人膜抗体阵列对外泌体的生长因子和细胞因子
进行筛选。



8.异种移植的研究（Xenograft studies）
       五到六周龄免疫缺陷nu/nu雌性小鼠每组五只随机分成两
组。细胞重悬在基质胶/介质悬浮液（1:1）并注射到第五乳腺
乳头，DCIS细胞注射前脂肪细胞分泌的外泌体，另一组不注
射。每周使用数显卡尺监测肿瘤的生长。用来评估肿瘤的大小
的公式‘（长×宽2）/ 2 ’。注射六周后处死小鼠，取肿瘤，并用
甲醛固定。



9.统计分析（Statistical analysis）
       采用Graph Pad Prism软件对数据进行的双尾t检验评估。
当P<0.05（*）并且数据为平均±SEM时，结果被认为是显著
的。



（一）SK通过靶向SOX9/miR-140 信号通路抑制前脂肪细
胞分化

三、试验结果

       SK可以减少前脂肪
细胞分化。



       SK可以减少MBA-1
细胞前脂肪细胞的分化。



       使用qRT-PCR检测
C/EBPα、PPARγ、
SOX9、miR-140的表达。



        miR-140过表达导致
SOX9蛋白水平升高而
DLK1无影响。



       人乳腺前脂肪细胞加入mir-140抑制剂不影响细胞分化，
而转载了miR-140的人乳腺前脂肪细胞显著抑制细胞分化。



（二）SK抑制外泌体分泌的细胞因子和生长因子

       在FLOT-1特异抗体
中外泌体纯度最高。



       加入SK后，SOX9蛋
白显著减少。



       蛋白点样显示外泌体分泌的与肿瘤的生长、侵袭和血管生成
直接相关的细胞因子和生长因子显著降低。



（三）前脂肪细胞来源的外泌体可以改变原位癌干细胞的
更新，紫草素可以改变外泌体的信号转导抑制原位癌干细
胞。

       外泌体促进癌症干细
胞更新，SK处理的3T3L1
细胞分泌的外泌体不能促
进癌症干细胞的更新。



       DCIS细胞加3T3L1细
胞分泌的外泌体形成的微
球体数量明显多于DCIS
细胞加经SK处理的3T3L1
细胞分泌的外泌体形成的
微球体数量



       经SK处理的L1细胞分泌
的外泌体的原位癌细胞微球
体中SOX2的mRNA水平显
著减少。



      SK量越大，SOX9和
SOX2的蛋白水平在原位癌
微球体中逐渐降低。



      SK处理的L1细胞分泌的
外泌体具有高含量miR-140。



（四）前脂肪细胞分泌的外泌体miR-140可以靶向DCIS干
细胞从而抑制Sox9基因表达

DCIS细胞+L1细胞微球体的量显著高于DCIS细胞+L1细
胞+miRNA微球体的量。



      DCIS细胞+外泌体微球体的量显著高于DCIS细胞
+miRNA过表达的外泌体微球体的量。



      SK处理的DCIS细胞的转
移量明显减少。外泌体显著
增强DCIS细胞的侵袭能力。



      注射DCIS细胞+外泌体
的肿瘤体积显著高于注射
DCIS细胞+SK-外泌体的肿
瘤体积。



1.紫草素治疗通过靶向SOX9/miR-140信号转导通路来抑制前
脂肪细胞分化。

2.紫草素抑制前脂肪细胞分泌的外泌体的信号转导通路。

3.紫草素抑制原位癌干细胞的形成通过抑制前脂肪细胞分泌的
外泌体的信号转导。

4.紫草素通过介导外泌体来抑制细胞转移。

5.外泌体促进体内肿瘤形成。

结论



1. SK可能是一种通过靶向肿瘤细胞和作用于的肿瘤微环境的有
效的预防性化合物。

2. 脂肪细胞分泌的外泌体通过与肿瘤干细胞的信号传导影响乳
腺癌的发生。

3. 脂肪细胞分泌的外泌体miR-140可以通过靶向靶细胞中 Sox9
基因转录影响原位癌干细胞。

4. 外泌体介导细胞间信号转导在调节乳腺肿瘤发生中起着重要
的作用。

5. 通过靶向肿瘤微环境中的前脂肪细胞信号通路来抑制乳腺癌
是一个新的可研究的方法。

四、分析讨论



THANK YOU!
请各位老师和同学批评指正。


