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肿瘤细胞外泌体中融合基因的检测 *
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摘要 目的：探究肿瘤细胞分泌的外泌体中是否可以检测到来源于源细胞的融合基因 mRNA。方法：培养人非小细胞肺癌

NCI-H3122细胞，采用外泌体试剂盒提取细胞上清中的外泌体，并用Western Blot实验验证外泌体是否提取成功。分别提取外泌

体以及 H3122细胞中的总 RNA，将 RNA反转录为 cDNA，通过 PCR反应扩增 v1型 EML4-ALK融合基因片段，经琼脂糖凝胶电

泳确定目的条带后，将两种 PCR产物送公司进行基因测序，最后对测序结果进行比对分析。结果：从 H3122细胞上清中成功提取

了外泌体，并且在外泌体中检测到来源于 H3122细胞的 mRNA；从 H3122细胞外泌体中检测到 EML4-ALK融合基因，并发现外

泌体中的 EML4-ALK融合基因的融合形式为 V1，与在 H3122细胞中检测到的 EML4-ALK融合基因的融合形式完全相同。结

论：肿瘤细胞分泌的外泌体中可以检测到肿瘤细胞来源的 mRNA，并且外泌体中的 mRNA可以反映肿瘤细胞 mRNA的基因融合

情况等生物学特性。
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Detection of Fusion Genes in Tumor Cells-derived Exosomes*

To explore whether exosomes originated from tumor cells included parent cells-derived fusion gene mRNA.

Firstly, exosomes were extracted from the supernatant of H3122 cells by the ExoQuick kit and western blot analysis was adopt-

ed to verify that exosomes were successfully extracted. Secondly, Total RNA was extracted from both the cell lysate and exosomes of

H3122 cells and reverse transcription was performed. Subsequently, qualitative PCR of cDNA was performed with the primer used to

amplify EML4-ALK variant 1. Finally, the PCR products were sent to be sequenced and we blasted and analyzed the sequencing results.

We successfully exacted exosomes produced from the H3122 cells, and detected EML4-ALK mRNA in the exosomes from the

H3122 cells. The sequencing results showed that both the H3122 cells and the exosomes derived from the H3122 cells harbored

EML4-ALK fusion variant 1, which also demonstrated that we could detect the mRNA or gene fusion of the tumor cells through the exo-

somes from the tumor cells. Exosomes secreted by tumor cells not only contain parent cells-derived mRNA but also reflect

some biological characteristics including gene fusion of the parent cells.
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前言

外泌体 (Exosome) 由细胞内的多泡小体(Multi-vesicular

bodies，MVB)与细胞膜融合后以外分泌的形式释放到细胞外的

囊泡，直径约为 40 nm～100 nm[1]。肿瘤细胞来源的外泌体可通

过微环境介导肿瘤细胞的增殖[2]、血管形成[3]和免疫耐受[4]，并

可通过介导上皮 -间质转化和胞内药物排斥反应等增加肿瘤

细胞的化疗抵抗能力[5]。在外泌体中可以检测到来源于肿瘤细

胞的 micoRNA[6]、基因组 DNA[7]、蛋白质[8]，和 mRNA[9]，但外泌

体中是否存在融合基因的 mRNA还未发现相关报道。
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棘皮动物微管相关蛋白样 4(echinoderm microtubule-asso-

ciated- protein-like 4，EML4) 与间变性淋巴瘤激酶(anaplastic

lymphoma kinase，ALK) 融合形成具有致癌作用的 EML4-ALK

融合基因[10]。EML4-ALK融合基因主要存在于非小细胞肺腺癌

中，其出现频率约为 6.7 %[11]。EML4基因与 ALK基因融合使

后者异常激活，从而导致细胞发生癌变[12]。EML4-ALK融合基

因的检测对肺癌的分子分型和早期诊断至关重要。本实验探究

能否从外泌体中检测到来源于肿瘤细胞的融合基因 mRNA，为

融合基因的检测提供新的方法。

1 材料与方法

1.1 材料

人非小细胞肺癌 NCI-H3122细胞系购自南京科佰生物科

技有限公司；人非小细胞肺癌 A549细胞系为本实验室保存；

外泌体提取试剂 ExoQuick-TCTM Exosome Precipitation Solu-

tion、兔抗 CD63一抗购自美国 SBI公司；0.2 滋m针式滤器购自
美国 Life Sciences Acrodisc公司；1640无血清培养基购自美国

Hyclone 公司；TRIzol Reagent 购自美国 Life Technologies 公

司；反转录试剂盒购自美国 Promega公司；2× Taq Master Mix

购自上海近岸蛋白质科技有限公司；兔抗 TSG101一抗购自英

国 Abcam公司；PCR引物由上海英潍捷基有限公司合成。

1.2 细胞上清中外泌体的提取

使用含有 10 % FBS 的 1640 培养基和 DMEM/High Glu-

cose 培养基分别培养人非小细胞肺癌 NCI-H3122 细胞和

A549细胞，培养于 75 cm2的细胞瓶中，置于 37℃，5 % CO2，饱

和湿度的细胞培养箱。当细胞密度达到 80 %时，更换细胞培养

基，减少培养基至 13 mL。当细胞密度达到 95 %时，收集细胞

上清，3000× g离心 15 min，移除细胞及细胞碎片。转移上清至

新的离心管中，1500× g离心 15 min，进一步去除细胞碎片，再

使用 0.2 滋m针式滤器过滤上清。按照 ExoQuick-TCTM使用说

明书，加入 2 mL沉淀剂，混合均匀后，4℃条件下孵育 12 h。将

孵育好的样品 1500× g离心 30 min，弃上清，再 1500× g离心

5 min，进一步移去残留在管壁上的上清，留在管底的沉淀即为

细胞上清中的外泌体。

1.3 Western Blot验证提取的外泌体

用含蛋白酶抑制剂复合物的 RIPA 裂解液裂解提取的外

泌体，吹打混匀，3000 rpm离心 5 min，获得含有外泌体蛋白的

上清。使用紫外分光度检测法对获得的总蛋白进行蛋白定量，

然后进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶的浓度 10 %，低温

湿法转膜，将蛋白质转印到 PVDF膜上，用 5 %脱脂奶粉封闭

1 h，用 PBST溶液洗三次膜，用一抗 (依次使用 CD63一抗、

TSG101一抗，稀释比例为 1:1000) 于 4 ℃摇床孵育过夜，用

PBST洗三次膜，HRP标记二抗(稀释比例为 1:5000)室温孵育

1 h，PBST洗三次膜，显影。

1.4 H3122细胞和 A549细胞及其外泌体中融合基因的检测

用 TRIzol试剂提取 H3122细胞、A549细胞及该两种细胞

的外泌体中的总 RNA。按照 Promega反转录试剂盒的使用说

明对 RNA进行反转录，得到 cDNA。以 cDNA为模板，在 2×

Taq Master Mix 作用下分别使用 EML4-ALK v1、GAPDH 和

Notch1的引物(表 1)进行 PCR扩增(PCR反应流程：95 ℃预变

性 2 min；94 ℃ 变形 30 s；58 ℃ 退火 30 s；72 ℃ 延伸 90 s；共

35个循环；72℃延伸 10 min)。取部分 PCR产物进行琼脂糖凝

胶电泳，凝胶浓度为 3 %，在紫外灯下鉴定后拍照，将剩余的

PCR产物送上海英潍捷基有限公司测序。

2 结果

2.1 细胞中融合基因的检测结果

以 H3122、A549细胞 mRNA反转录后得到的 cDNA为模

板，首先使用 GAPDH引物对 cDNA进行 PCR扩增，经琼脂糖

凝胶电泳分析，结果显示 H3122、A549细胞中都可检测到目的

条带 (图 1B)，说明本次反转录实验成功，然后采用针对

EML4-ALK融合基因 v1融合形式所设计的一对特异性引物进

行 PCR扩增，利用琼脂糖凝胶电泳分析 PCR产物的大小，结

果显示所扩增的片段长度为 173 bp(图 1A)，与预期的目的片段

的长度相符。对 PCR产物的测序结果进行比对分析，结果显示

H3122细胞中 EML4-ALK的融合形式为 v1，即 EML4的第 13

外显子与 ALK的第 20外显子发生融合(图 2)。

2.2 外泌体的提取鉴定

采用 ExoQuick试剂盒提取 H3122细胞上清中外泌体，对

表 1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences

Genes Primer Sequence (5'-3')
Product

Size (bp)

EML4-ALK

v1

GGGGAATGGAGATGTTCTTACTG
173

GAGCTTGCTCAGCTTGTACTCAG

GAPDH
TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT

224
CTGGAAGATGGTGATGGGATT

Notch1
GCTGGACTGTGCGGAGCATGT

112
CTCCCGCAGGAAGTGGAAGGA

图 1 H3122细胞 RT-PCR电泳图

Fig.1 RT-PCR measurement of EML4-ALK fusion gene in A549 and

H3122 cells

Note: A was the result of EML4-ALK fusion gene; B was the result of

GAPDH as internal control. The lane M was a strip of MarkerⅡ, which

followed by the size of 1200 bp, 900 bp, 700 bp, 500 bp, 300 bp, 100 bp;

lane 1 was A549 and lane 2 indicated H3122.

3202· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.17 JUN.2017

提取的外泌体进行蛋白质定量后，取 2 滋g外泌体蛋白质进行
SDS-PAGE电泳，分别用抗 CD63和 TSG101抗体进行免疫印

迹实验(图 3)，实验结果显示：用抗 CD63抗体进行孵育后，在

H3122细胞上清外泌体的 45 kDa处出现一条特异性条带，而

在提取过外泌体的细胞上清中没有条带，说明外泌体蛋白中含

有 CD63；用 TSG101抗体进行孵育后在 H3122细胞上清外泌

体的 55 kDa处出现一条特异性条带，而在提取过外泌体的细

胞上清中没有条带，说明外泌体蛋白中含有 TSG101。CD63和

TSG101是外泌体的两种特异性标记物[13]，这一实验结果证明

我们成功提取到细胞上清中的外泌体。

2.3 细胞上清外泌体中融合基因的检测结果

分别提取 H3122 和 A549 细胞上清外泌体的总 RNA，并

进行总 RNA的反转录，以获得的 cDNA为模板，用 GAPDH和

Notch1的特异性引物对 cDNA进行 PCR扩增，经琼脂糖凝胶

电泳分析，在 H3122和 A549细胞外泌体中都可检测到目的条

带，说明本次反转录实验成功(图 4B和 4C)。用 EML4-ALK融

合基因的特异性引物进行 PCR扩增，琼脂糖凝胶电泳分析显

示所扩增的片段长度为 173 bp (图 4A)，符合预期目的片段长

度。将 PCR产物测序结果进行分析，证实 H3122细胞上清外泌

体中 EML4-ALK的融合形式为 v1，与在 H3122细胞中融合基

因的检测结果是一致的(图 5)。A549细胞上清外泌体中则检测

不到该融合基因。

图 2 H3122细胞 RT-PCR部分测序结果示意图

Fig.2 Part of the sequencing results schematic of the H3122 cell PCR

product

图 3 Western Blot验证提取的外泌体

Fig.3 Verification of extracted exosomes by Western Blot

图 4 H3122细胞外泌体 RT-PCR电泳图

Fig.4 RT-PCR measurement of EML4-ALK fusion gene in A549 and H3122 cell exosomes

Note: A was the result of EML4-ALK fusion gene; B was the result of GAPDH; C was the result of Notch1. The lane M was a strip of MarkerⅡ, which

followed by the size of 1200 bp, 900 bp, 700 bp, 500 bp, 300 bp, 100bp; lane 1 was A549 and lane 2 indicated H3122.

3 讨论

肿瘤在发生发展过程中会连续不断地将外泌体释放到细

胞微环境中，进一步进入体液循环中。目前，在许多体液中都可

检测到外泌体的存在，如血液[14]、恶性肿瘤形成的腹腔积液、尿

液[15]、羊水、乳汁[8]和唾液[16]等，这些临床样本收集方法简便，提

高了使用外泌体作为临床检测的可行性。外泌体中含有来源于

分泌细胞的多种蛋白质、信使 RNA(mRNA)、微 RNA(micoR-

NA)、DNA片段等信号分子，这些信号分子能够提供源细胞的

相关信息，甚至包含细胞病变相关的特征信息，可以实时监测

肿瘤细胞生理机能的变化，并且来源于肿瘤细胞的外泌体中的

信号分子含量高于正常细胞。因此，外泌体中的信号分子有可

能成为肿瘤早期诊断或者肿瘤相关检查的生物标记物[17]。检测

外泌体中蛋白质、mRNA、microRNA和 DNA等信号分子用于
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图 5 H3122细胞上清外泌体 RT-PCR部分测序结果示意图

Fig.5 Part of the sequencing results schematic of the H3122 cell

supernatant exosome PCR product

肿瘤辅助诊断、疗效检测以及预后预测均有文献报道，如在蛋

白质方面，胰腺癌血清中外泌体携带胰腺癌干细胞标记物，外

泌体 GPC1的检测能区分慢性胰腺炎患者与早期和晚期胰腺

癌患者[18]。外泌体中的 Dicer也极有可能成为一个针对乳腺癌

诊断治疗的标志物之一 [19]。在 RNA 方面，血清外泌体中

miR-21的表达量与食管鳞状细胞癌患者的预后相关，并且血

液外泌体中 miR-21也有望作为食管鳞状细胞癌的生物标记物

之一 [20]。血清外泌体中长链非编码 RNA (long non-coding

RNAs, lncRNAs)CRNDE-h可能作为结直肠癌早期诊断与不良

预后的标志物之一，并且对于结直肠腺瘤来说，外泌体中

CRNDE-h也具有一定的诊断意义[21]。在 DNA方面，来源于胃

液的外泌体中含有 BARHL2，外泌体中 BARHL2甲基化水平

极有可能用于检测早晚期胃癌[22]。外泌体能在 4℃保存 168小

时，室温情况下存放 48小时，能耐受反复冻融三次以上，其中

DNA的含量和功能仍然保持稳定。外泌体的良好的稳定性，也

为其能够作为癌症诊断和预后的指标提供了保障[23]。

EML4-ALK融合基因是非小细胞肺癌，特别是肺腺癌的一

个新的驱动基因[24]。目前，用于 ALK融合基因的检测方法主要

有：(1)荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization，FISH)。荧

光原位杂交技术的操作方法复杂，耗时长，价格昂贵，并且还需

要实验室配备相关的实验仪器。FISH检测方法不能够确认参

与融合的基因，也不能够区分不同的融合类型，可能会错失发

生率低或者较为复杂的重排形式的融合基因[25]。但由于 FISH

检测具有较高的特异度，FISH的检测结果一直以来作为鉴定

EML4-ALK 融合基因的 " 金标准 "。(2) 免疫组织化学(im-

munohistochemistry，IHC)：与 FISH 相比，是一种相对快速、价

格适宜的检测方法，并且一般实验室都具备实施 IHC的条件

和资格。因此，IHC是目前临床上使用较普遍的一种检测手法。

IHC检测方法能够检测出 ALK融合基因中 ALK蛋白质的表

达情况，但是不能够检测出融合基因的类型[26]。IHC的结果是

由人眼辨别切片的着色强度，并通过计分制判定结果，其中存

在人为因素干扰，某些情况下，需要联合 IHC和 FISH两种方

法做出判定结果。(3) 逆转录聚合酶链反应 (reverse transcrip-

tase-polymerase chain reaction，RT-PCR)：与以上两种方法相比，

RT-PCR操作简单，特异度较高，特别是当扩增已知的互补

DNA(combinational DNA，cDNA)区域时，RT-PCR技术可以作

为一种筛选某一特定类型的融合基因的检测手法[25]。但是当进

行临床标本取材时，由于组织样本中 RNA极易降解，取材后需

要对组织进行迅速处理和检测，并且在取材时要注意避免取材

器械的重复使用，否则由于 RT-PCR方法的灵敏度较高，极易

造成结果假阳性。以上这些检测方法都是针对手术或者活检取

材后的肿瘤组织进行的，是有创操作，会引起患者的身体不适，

甚至引起并发症。对于某些部位不易进行活检取材，难以用于

常规检查。如何简单无创地获得肿瘤遗传物质，进行

EML4-ALK融合基因快速筛选、检测，常规筛查 ALK融合基

因，进行肺癌的早期诊断及肺癌患者靶向药物治疗近来逐渐受

到关注，并开始成为热点问题。由于外泌体在形成过程中含有

源细胞的特定信号分子，外泌体的双层膜结构可以避免存在于

其中的信号分子被体液中有关酶类降解，从而提高了外泌体的

稳定性，使外泌体与游离在体液中的核酸或者其他小分子物质

相比具有更大潜能成为生物标记物。因此，我们尝试分离细胞

外泌体，并从外泌体中检测 EML4-ALK融合基因，实验结果表

明 EML4-ALK融合基因的 mRNA可以经细胞分泌到外泌体

中，检测外泌体的 EML4-ALK融合基因的表达可以反应源细

胞的相应分子信息。这一结果有望为 EML4-ALK融合基因的

检测提供一种无创、操作简单的新型检测方法，可以快速、准

确、直观地检测出肺癌相关 EML4-ALK融合基因，为肺癌的分

子分型提供参考依据；也可用于 EML4-ALK融合基因的筛查，

为肺癌的早期诊断提供参考依据，有望大规模推广应用。
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