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CAFs外泌体通过上调 ABCB5诱导乳腺癌细胞化疗耐药 *
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摘要 目的：探讨肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）诱导乳腺癌细胞耐药及其作用机制。方法：从临床样本中分离培养 CAFs，获取条件

培养基，并纯化外泌体。使用 CAFs条件培养基或 CAFs外泌体与 CD44+的乳腺癌干细胞（CSCs）和 CD44-的非干细胞亚群共培

养，并用 5氟尿嘧啶（5-FU）处理共培养的细胞，通过成球实验和 CCK8实验检测细胞的自我更新能力和存活能力。抑制细胞中

ABCB5的表达，检测 5-FU对细胞存活能力的影响。结果：CAFs条件培养或外泌体处理的 CSCs自我更新能力和对 5-FU的耐药

能力更强，成球能力和对 5-FU耐药性上升约 1.5-2倍。CAFs外泌体可提高 CSCs中 ABCB5的表达水平约 4-5倍，抑制 ABCB5

可降低 CSCs的耐药性至原来的约 60-80%。结论：CAFs通过旁分泌外泌体增强 CSCs的自我更新能力并通过上调 CSCs中

ABCB5的表达水平促进其对化疗药物的抵抗。
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CAFs-exosomes Induce Chemoresistance of Breast Cancer Cells via
Upregulating ABCB5*

To explore drug resistance and its underlying mechanisms of breast cancer cells induced by carcinoma-as-

sociated fibroblasts (CAFs). CAFs were isolated from clinical samples and cultured to produce conditioned medium (CM) fol-

lowed by purification of exosomes. Sphere-formation assay and CCK8 assay were performed to detect the capacity of self-renewing and

survival of CD44+ breast cancer stem cells (CSCs) and CD44- non-CSCs cocultured with CAFs-CM or exosomes and treated with 5-FU.

The survival ability of CSCs was detected after knocking down of ABCB5. Treatment with CAFs-CM or exosomes enhanced the

capacity of self-renewing and resistance to 5-FU of CSCs, sphere formation ability and chemoresistance to 5-FU increased about 1.5 to 2

folds. CAFs-exosomes increased the expression of ABCB5 of CSCs to about 4 to 5 folds and knockdown of ABCB5 decreased its drug

resistance to 60-80% of that of normal ABCB5 expression groups. CAFs-exosomes enhanced the capacity of self-renewing

of CSCs and upregulated the expression of ABCB5 thus contributing to its resistance to chemotherapy.
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前言

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一[1]。尽管在过去数十年

中，乳腺癌的诊断和治疗有了显著的提高，极大的延长了患者

的生存时间，但其仍是世界范围内肿瘤患者死亡的主要原因之

一[1-4]。手术后序贯化疗药物治疗是乳腺癌最常用的综合治疗方

法，但肿瘤细胞的耐药性可导致化疗失败。乳腺癌化疗后的复

发和转移是导致患者死亡的主要原因，因此明确肿瘤化疗抵抗

的机制对于提高患者总生存率十分重要，近年来肿瘤间质与肿

瘤实质细胞相互作用的肿瘤微环境对化疗耐药的影响成为新

的研究增长点[5,6]。

肿瘤实质中存在一群具有强大的自我更新能力和分化潜

能的细胞亚群，被称为肿瘤干细胞（cancer stem cells, CSCs）[7,8]。

CSCs不仅参与肿瘤的发生发展，而且与化疗耐药及化疗后肿

瘤复发密切相关[8,9]。在乳腺癌细胞中，CD44是 CSCs重要的表

面标志，CD44+的细胞亚群富集 CSCs，CD44-的细胞亚群则为

非肿瘤干细胞（non-CSCs）[10-12]。另一方面，肿瘤相关成纤维细胞

（carcinoma-associated fibroblasts, CAFs）是肿瘤间质中主要的

细胞成分，在肿瘤化疗耐药和复发中发挥重要作用[13,14]，而间质

细胞分泌的外泌体是介导肿瘤间质细胞和实质细胞相互作用
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的重要载体[15]。为进一步研究 CAFs与乳腺癌 CSCs耐药的相

关性，本研究通过体外成球实验和细胞活性检测证实了 CAFs

通过旁分泌外泌体增强 CSCs的自我更新能力，并初步阐明其

通过外泌体介导上调 ABCB5（ATP-binding cassette sub-family

B member 5）促进乳腺癌 CSCs对化疗药物的抵抗。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用人乳腺癌细胞系MCF7和MDA-MB-231细胞

由华中科技大学同济医学院附属同济医院实验室常规保存。

DMEM培养基，胎牛血清购自美国 Gibco公司。IV型胶原酶购

自美国 Invitrogen公司。5-氟尿嘧啶（5-FU）购自美国 Sigma公

司。Rabbit-anti-CD81、Rabbit-anti-ABCB5购自美国 Abcam 公

司。PE标记的 CD44抗体购自美国 CST公司。

1.2 CAFs分离与培养

将人乳腺癌标本用无菌眼科剪将标本剪碎至 1 mm3大小

的小块，置于无血清 DMEM培养基（含 37.5 mg/mL的Ⅳ型胶

原酶）离心管中，37℃温箱摇床孵育 2 h。4℃、2000 rpm离心

10 min，弃上清。PBS重悬细胞沉淀，400目无菌滤网过滤，4

℃、2000 rpm离心 10 min，弃上清。将细胞直接接种至培养皿

中，加入 DMEM高糖培养基（含 10% FBS），置于 37℃、5%

CO2培养箱内。3 h后，弃培养基，PBS洗去未贴壁的细胞，继续

放入 37℃、5% CO2培养箱内，每日观察细胞状态适时更换新

鲜培养基。待细胞融合度达 80~90%、镜下细胞形态为长梭形时

使用 0.25%胰酶消化传代，扩增细胞，继续培养。

1.3 外泌体分离纯化与鉴定

六孔板每孔培养 CAFs，融合度达 80-90%时弃培养基，无

菌 PBS洗 2次，加入 2 mL无血清 DMEM培养基，继续培养 2

h后收集上清，即为 CAFs条件培养基（conditioned medium,

CM）。将 CAFs-CM于 4℃、300× g离心 10 min，去除细胞沉

淀，上清转至新离心管；4℃、2000× g离心 1 h，除去残存细胞，

上清转移至新离心管；4℃、10000× g离心 40 min去除亚细胞

成分，将上清转移超速离心管；4℃、150000 g超速离心 2 h，此

时沉淀即为外泌体（CAFs-exo）。NP-40裂解液提取外泌体蛋

白，westernblot检测CD81的表达情况，确定外泌体分离成功[16]。

外泌体沉淀重悬于 2 mL无血清 DMEM培养基备用，使用时

条件培养基和外泌体的量为 24 孔板每孔加入 100 滋L-
CAFs-CM或 CAFs-exo。

1.4 成球实验

采用流式分选术分选出 MCF-7和 MDA-MB-231细胞中

的 CD44+的肿瘤干细胞（CSCs）亚群和 CD44+的非肿瘤干细胞

（non-CSCs）亚群。用干细胞培养基重悬分选的细胞并计数，将

各组细胞接种至低吸附的 24孔板内，每孔 500个细胞（每个实

验组设置 3个复孔），添加培养基至 1 mL，观察细胞生长和球

体形成情况。细胞球体直径生长至≥ 50 滋m时计数、拍照并进
行统计学分析。

1.5 CCK8实验和凋亡检测

将分选后的细胞计数，分别接种至 96孔板内，每孔 3000

个细胞，补齐培养基至 100 滋L。置于 37℃、5% CO2的培养箱

中过夜，待细胞贴壁后加入 5-FU（终浓度为 1 滋M），对照组中

仅加入等体积的 PBS（每组设置 3个复孔）。72 h后，每孔加入

10 滋L CCK-8试剂，37℃孵育 1小时，酶标仪 450 nm波长下检

测细胞活性，记录吸光度值。平行培养的未处理组设为对照组，

按照 [(对照组 OD-实验组 OD)/对照组 OD]× 100%计算生长

抑制率，并进行统计学分析。将分选后的细胞接种至 6孔板，贴

壁后加入 5-FU（终浓度为 10 滋M）± CAFs-exo 400 滋L，共培养
24 h后制备单细胞悬液，以 Anexin V-FITC和 PI双染后（碧云

天，C1062）流式细胞仪检测。

1.6 统计学分析

所有实验数据采用 SPSS 13.0统计软件分析，两组均数比

较采用 t检验，检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 CSCs具有较强的成球能力，与非 CSCs对比对 5-FU具有

天然耐药性

用流式分选术将 MCF-7 和 MDA-MB-231 分选为 CD44+

和 CD44-的亚群并接种至低吸附的 24孔板中，观察细胞的成

球能力。MCF-7 CD44+亚群和 CD44-亚群细胞的成球率分别为

46.18%和 4.42%（P＜0.01），MDA-MB-231 CD44+亚群和 CD44-

亚群细胞的成球率分别为 65.71%和 9.49%（P＜0.01）（Fig. 1a）。

结果显示在乳腺癌细胞系中，CD44+细胞亚群的成球能力较

CD44-亚群更强，说明 CD44+的细胞亚群具有更强的自我更新

能力。

使用 5-FU处理MCF-7和MDA-MB-231细胞 72h后进行

流式检测发现，CD44+比例显著升高（分别从约 5.2%和 78.3%

升高至约 10.0%和 85.3%，P＜0.05）（Fig. 1b）。随后将分选的

MCF-7和MDA-MB-231细胞分别接种至 96孔板，加入 5-FU

处理 72小时后，CCK8检测细胞活性。结果显示：MCF-7 CD44+

亚群细胞抑制率（36.59%）显著低于 CD44-亚群（81.22%，P＜

0.01），MDA-MB-231 CD44+亚群细胞抑制率（29.31%）也显著

低于 CD44-亚群（73.29%，P＜0.01）（Fig. 1c）。该结果提示周期

特异性化疗药 5-FU可富集 CSCs，且 CSCs对 5-FU明显耐药。

2.2 CAFs通过旁分泌途径促进 CSCs耐药

培养 CAFs 并获得条件培养基（CAFs-CM）。流式分选

MCF-7、MDA-MB-231中的 CD44+的 CSCs，加入 CAFs条件培

养基（或对照培养基）和 5-FU处理 CSCs，检测细胞的成球能力

和细胞活性。研究显示：CAFs-CM处理的 CSCs成球能力较对

照组增强（MCF-7 CAFs-CM 处理组为 43.62%，对照组为

22.78%，P＜0.01；MDA-MB-231 CAFs-CM 处理组为 67.33%，

对照组为 35.51%，P＜0.01）（Fig. 2a）；CAFs-CM处理组细胞抑

制率较对照组低（MCF-7 CAFs-CM处理组为 26.32%，对照组

为 35.78%，P＜0.01；MDA-MB-231 CAFs-CM处理组为19.83%，

对照组为 30.11%，P＜0.01）（Fig. 2b）。该结果提示 CAFs通过

旁分泌途径增强 CSCs的自我更新能力并促进 CSCs对化疗药

物的抵抗。

2.3 CAFs通过外泌体促进 CSCs耐药

从 CAFs-CM中分离纯化外泌体，通过 western blot检测外

泌体的生物标记 CD81的表达鉴定外泌体分离成功（Fig. 3a）。

分选 MCF-7、MDA-MB-231 中的 CD44+亚群，CAFs 外泌

体或对照培养基和 5-FU处理 CSCs，检测细胞的成球能力和细
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图 1 (a）MCF-7和MDA-MB-231中 CD44+亚群与 CD44-亚群细胞的成球能力；(b）5-FU处理MCF-7和MDA-MB-231后 CD44+细胞的比例；

(c）MCF-7和MDA-MB-231中 CD44+亚群与 CD44-亚群细胞经 5-FU处理后的细胞存活能力抑制率。误差条代表均值± 标准差；t检验，

***，P<0.001。

Fig.1 (a) The different spheroid forming ability of CD44+ or CD44- subpopulations of MCF-7 and MDA-MB-231 cells; (b) The CD44- subpopulation

percentage of 5-FU treated MCF-7 and MDA-MB-231 cells; (c) The cell viability inhibition rate of CD44+ or CD44- subpopulations of 5-FU treated

MCF-7 and MDA-MB-231 cells respectively. Error bar is mean± SD; Student t-test, ***, P<0.001.

图 2 (a）CAFs-CM或对照培养基和 5-FU处理后MCF-7和

MDA-MB-231中 CSCs的成球能力；(b）CAFs-CM或对照培养基和

5-FU处理后MCF-7和MDA-MB-231中 CD44+的细胞存活能力抑制

率。

Fig.2 (a) The spheroid forming ability of CD44+ subpopulation of MCF-7

and MDA-MB-231 cells after treated by 5-FU plus CAFs-conditioned

medium or control medium; (b) The cell viability inhibition rate of CD44+

subpopulation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells after treated by 5-FU

plus CAFs-conditioned medium or control medium. Error bar is mean±

SD; Student t-test, ***, P<0.001, **, P<0.01.

胞活性。研究显示：CAFs外泌体处理的 CSCs成球能力较对照

组增强（MCF-7 CAFs-exo处理组为 47.25%，对照组为 23.64%，

P＜0.01；MDA-MB-231 CAFs-exo处理组为 70.63%，对照组为

33.95%，P＜0.01）；平行培养的空白对照和 CAFs-exo阳性对照

则成球率明显高于化疗组（Fig. 3b）；CAFs外泌体处理组细胞

抑制率较低（MCF-7 CAFs-exo处理组为 23.18%，对照组为

37.28%，P＜0.01；MDA-MB-231 CAFs-exo 处理组为 21.25%，

对照组为 32.14%，P＜0.01）（Fig. 3c）。提示 CAFs通过外泌体增

强 CSCs的自我更新能力并促进 CSCs对化疗药物的抵抗。

CAFs外泌体处理的 CSCs由 5-FU诱导的早期凋亡率明显降

低（MCF-7 CAFs-exo处理组为 65.56%，对照组为 44.08%，P＜

0.001；MDA-MB-231 CAFs-exo 处理组为 57.47%，对照组为

31.72%，P＜0.001）（Fig. 3d）。

图 3 (a) CAFs外泌体的鉴定；(b) CAFs外泌体或对照和 5-FU处理后

MCF-7和MDA-MB-231中 CD44+细胞的成球能力，右侧为空白对照

和阳性对照组；(c) CAFs外泌体或对照和 5-FU处理后MCF-7和

MDA-MB-231中 CSCs的的细胞存活能力抑制率；(d)流式检测早期凋

亡率和其对应的统计学结果。

Fig. 3 (a) Western blotting show identification of the exosome marker

CD81 in the CAFs exosomes without the endoplasmic reticulum marker

Calnexin; (b) The spheroid forming ability of CD44+ subpopulation of

MCF-7 and MDA-MB-231 cells after treated by 5-FU plus CAFs

exosomes or control, the right panel represents control ('non 5-FU, non

Exo') and positive control ('non 5-FU, + Exo') groups; (c) The cell viability

inhibition rate of CD44+ subpopulation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells

after treated by 5-FU plus CAFs exosomes or control. (d) The

representative early apoptosis rate and the corresponding statistical results

are shown. Error bar is mean± SD; Student t-test, **, P<0.01, ***, P<0.

001.

2.4 CAFs外泌体通过诱导 ABCB5的表达促进 CSCs耐药

分选MCF-7、MDA-MB-231中的 CD44+的 CSCs，CAFs外

泌体或对照培养基处理 CSCs，western blot检测细胞中 ABCB5

的表达水平。结果显示：CAFs外泌体处理的 CSCs中 ABCB5

的表达水平较对照组升高（Fig.4a）。进一步通过 RNAi抑制

CSCs中 ABCB5的表达后，加入 5-FU处理，CCK8检测细胞活

性。结果显示：ABCB5经 siRNA下调组细胞抑制率高于对照

组（MCF-7细胞 ABCB5下调组为 63.05%，对照组为 40.22%，

P＜0.01；MDA-MB-231细胞 ABCB5下调组为47.75%，对照组

为 35.44%，P＜0.01）（Fig.4b）。提示 CAFs 通过外泌体诱导

CSCs中 ABCB5的表达上调从而促进 CSCs耐药。
3 讨论
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CSCs在肿瘤的发生、发展和肿瘤耐药、复发中发挥重要作

用[17-19]。在乳腺癌细胞中，CD44+是 CSCs的标志[20-22]。我们通过

对两种不同的乳腺癌细胞系 MCF-7和 MDA-MB-231的研究

发现，经 5-FU处理后，MCF-7和 MDA-MB-231中 CD44+的细

胞亚群比例显著升高，且 CD44+的细胞亚群成球能力和对化疗

药物 5-FU的耐受性显著高于 CD44-的细胞亚群，提示化疗可

富集 CSCs，且 CSCs对 5-FU天然耐药。

作为用于长期口服维持化疗的药物 5-FU 前体卡培他滨

(Capecitabine)，在体内经一系列酶作用变为 5-FU进而在肿瘤

细胞内发挥抗肿瘤作用[23]。在乳腺癌治疗中，主要用于既往用

过蒽环类和紫杉类的复发转移病人长期治疗[24]。维持治疗的晚

期病人无论复发或转移均已失去根治手术机会，体内存在不同

数量的肿瘤负荷，其残留的肿瘤组织中富集有乳腺癌 CSCs[25]，

而 CSCs对化疗药 5-FU的耐药是维持治疗失败的直接原因。

造成 CSCs耐药的原因是多因素共同作用的，与肿瘤组织

的微环境改变密切相关。肿瘤微环境包括基质细胞、免疫细胞

及多种细胞因子等组分，不仅对肿瘤起支持作用，且与肿瘤耐

药与复发密切相关[26,27]。肿瘤基质是肿瘤微环境的重要组成部

分，CAFs是肿瘤基质细胞中最主要的细胞，可通过直接接触或

旁分泌途径促进肿瘤的发生和发展[28]。我们使用 CAFs条件培

养基上清处理 CSCs后发现，CSCs的成球能力和对 5-FU的抵

抗能力显著升高，提示 CAFs对 CSCs的调节作用可通过旁分

泌途径实现。

旁分泌作用可经由外泌体介导而实现，外泌体（exosomes）

是一种直径 30~100 nm双层脂质膜包裹的小体，可来源于包括

CAFs在内的多种肿瘤组织细胞并可将供体细胞中的核酸和蛋

白质等成分传输到受体细胞，在细胞与细胞之间的通讯中发挥

重要作用[29]，肿瘤基质细胞分泌的外泌体可介导肿瘤细胞的化

疗耐药[30]。为此我们进一步从乳腺 CAFs条件培养基上清中分

离纯化了 CAFs源性外泌体并与乳腺癌 CSCs共培养，结果发

现 CAFs外泌体处理的 CSCs成球能力和对化疗药物的耐药能

力明显高于对照组，提示 CAFs通过外泌体增强 CSCs的自我

更新能力并促进 CSCs对化疗药物的抵抗。

我们之前的研究中发现外源性的 ABC 转运蛋白

（ATP-binding cassette transporter，ABC transporter）来源的蛋白

多肽片段与肿瘤增殖有相关性，其作为整体蛋白促进肿瘤生长

而作为短的多肽片段则抑制肿瘤生长[31,32]，这提示某些 ABC转

运蛋白的异常表达可促进肿瘤细胞增殖。ABC转运蛋白是一

类大型跨膜蛋白，可通过 ATP依赖的途径促进蛋白、脂类、药

物和离子等物质的跨膜转运[33-35]。因为 ABC转运蛋白可以促进

药物小分子向胞外排放，所以我们假设 CAFs外泌体通过增强

胞内药物的外排促进 CSCs对 5-FU的耐药。为了验证这一假

设，我们选择 ABC转运蛋白之一的 ABCB5作为切入点。

ABCB5是 ABC转运蛋白家族中的成员之一。研究显示，

ABCB5在多种恶性肿瘤组织中高表达，且与多种肿瘤包括乳

腺癌的化疗耐药相关[36,37]。我们的研究结果显示：CAFs外泌体

可上调 CSCs中 ABCB5的表达水平，而抑制 CSCs中 ABCB5

的表达可导致 5-FU处理后 CSCs的细胞增殖抑制率升高，提

示 CAFs 通过外泌体诱导 CSCs 中 ABCB5 的表达从而促进

CSCs耐药。

综上所述，本研究阐明了 CAFs外泌体对乳腺癌肿瘤干细

胞化疗耐药的促进作用；揭示了 CAFs外泌体通过上调肿瘤细

胞的 ABCB5表达水平促进乳腺癌肿瘤干细胞对 5-FU的化疗

耐药性，以期为外泌体介导的乳腺癌耐药的相关研究提供新的

发现。

在本研究之外又引出一个关键问题，CAFs源性外泌体促

进 CSCs中 ABCB5的表达水平上调通过何种途径实现尚不明

确。由 CAFs 外泌体成分通过何种物质介导接受细胞中

ABCB5的表达水平变化尚不得而知。从外泌体的成分入手归

为核酸、蛋白质和脂质三大类生物大分子。从对接受细胞的生

理功能调控来看，相对于整个细胞而言，由少量的外源物质诱

导接受细胞蛋白表达水平的明显变化，这一过程中显然存在放

大效应。就目前已知的调控过程而言，外泌体外源性核酸是最

主要的具放大效应的驱动因素[38,39]，而其中又依据片段长度可

归为小 RNA (miRNA)和长非编码 RNA (lncRNA)两类。外泌体

的内容物繁多且复杂，根据 ExoCarta数据（http://www.exocarta.

org），已经确定有 3873种 miRNA存在于不同组织和细胞来源

的外泌体中[40]；而对于 lncRNA而言，外泌体 lncRNA目前主要

的报道是作为肿瘤生物标记物的描述性研究，而对其功能和机

制的研究尚在起步阶段[41]。由以上分析可见，CAFs外泌体促进

接受细胞 ABCB5 表达上调可能的途径是通过 miRNA 或

lncRNA介导，如需在此环节中阐明机制，需首先确定关键的

miRNA或 lncRNA分子。如同在海量的数据中找出有效的信

息一样，分析外泌体中何种 RNA分子促进 ABCB5的表达必

须用到高通量的分析手段诸如 RNA芯片的 RNA测序等。分

析能够促进和不能够促进乳腺癌 CSCs中 ABCB5表达的外泌

体 RNA的成分差异，结合生物信息学分析，逐步缩小范围，再

图 4 (a) CAFs外泌体或对照处理后 CSCs中 ABCB5的表达水平，误

差条为均值± 标准差；(b)抑制 ABCB5表达后 CSCs在5-FU中的存活

能力抑制率。

Fig. 4 (a) The expression level of ABCB5 in CSCs of MCF-7 and

MDA-MB-231 cells treated by CAFs-exosomes or negative control (NC),

the error bar represents mean± SD; (b) The cell viability inhibition rate of

CSCs of MCF-7 and MDA-MB-231 cells treated by 5-FU with or without

ABCB5 depletion. Student t-test, **, P<0.01, ***, P<0.001.
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通过实验来验证，最终鉴别出起关键作用的 RNA分子，这正是

我们下一步研究的计划之一。
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