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基于外泌体 miRNA 测序探讨肝癌在
脾虚状态下转移增强机制

莫灼锚 李 攀 陈秋霞 张诗军

摘要  目的 探索脾虚状态下外泌体促肝癌转移的机制。方法 使用随机数字表法将 C57BL/6 小鼠

随机分为 4 组：正常对照组、脾虚组、肝癌组、脾虚肝癌组，每组 10 只，正常对照组腹腔注射生理盐水，

脾虚组腹腔注射利血平，肝癌组采用肝癌原位移植术，脾虚肝癌组采用腹腔注射利血平加肝癌原位移植术。

利血平腹腔注射共持续 21 天，确定脾虚模型建立后再行肝癌原位移植术，术后 14 天取材。基于模型血

浆提取小鼠外泌体并使用电镜、颗粒分析及纳米流式鉴定。以外泌体为变量使用划痕实验、Transwell 迁
移与侵袭实验、尾静脉肺转移裸鼠模型验证脾虚状态下外泌体促肝癌转移的表型。随后对肝癌组和脾虚肝

癌组外泌体进行 miRNA 测序鉴定差异 miRNAs，并分析 miRNAs 靶向的 mRNAs 的通路富集结果。结果  
与肝癌组比较，脾虚肝癌组小鼠的脾虚积分更高（P<0.0001）及肿瘤体积更大。电镜、颗粒分析及纳米

流式结果成功鉴定外泌体。划痕实验、Transwell 迁移及侵袭实验结果表明脾虚肝癌组外泌体在体外促进

了肝癌细胞的转移能力（P<0.0001）。尾静脉肺转移裸鼠模型的活体成像结果表明脾虚肝癌组外泌体在

体内促进了肝癌细胞的转移能力。外泌体 miRNA 测序结果表明 15 个 miRNAs 在脾虚肝癌组差异表达，

其 中 9 个 上 调（miR-183-3p，miR-1247-5p，miR-543-3p，miR-495-3p，miR-466i-5p，miR-540-5p，

miR-125b-5p，miR-214-3p，miR-499-5p），6 个 下 调（miR-6516-5p，miR-450a-3p，let-7g-3p，miR-
103-5p，miR-5129-3p，miR-301b-3p）。差异表达 miRNAs 靶向的 mRNAs 富集的通路与转移相关（Wnt 
signaling pathway）。结论 脾虚内环境来源的状态下外泌体通过 miRNA-mRNA 轴促进肝癌转移。

关键词  脾虚；肝癌；外泌体；微小 RNA
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Exploring the Mechanism of Enhanced Metastasis of Hepatocellular Carcinoma in Pi-deficiency 
State Based on Exosome miRNA Sequencing MO Zhuo-mao，LI Pan，CHEN Qiu-xia，and ZHANG 
Shi-jun Department of Traditional Chinese Medicine，The First Affiliated Hospital，Sun Yat-sen University，

Guangzhou（510080）

ABSTRACT Objective To explore the mechanism of Pi deficiency symptom （PDS） internal environment 
derived exosome promoting hepatocellular carcinoma （HCC） metastasis. Methods C57BL/6 mice were randomly 
divided into 4 groups by random number table：healthy control group，PDS group，HCC group，and HCC-PDS 
group，with 10 mice in each group. The healthy control group was intraperitoneally injected with normal saline as 
control. The PDS group was intraperitoneally injected with reserpine. The HCC group was treated with orthotopic 
HCC transplantation. The HCC-PDS group was treated with intraperitoneal injection of reserpine plus orthotopic 
HCC transplantation. Reserpine was injected intraperitoneally for 21 days. HCC orthotopic transplantation was 
performed after the establishment of PDS model，and the materials were taken after 14 days.  The electron 
microscope，nanoparticle tracking analysis，and NanoFCM were performed to identify exosomes. Based the 
different exosomes，the wound healing assay，Transwell assay，and caudal vein lung metastasis model were 
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作为全球常见的恶性肿瘤之一，肝细胞癌

（hepatocellular carcinoma，HCC）已成为癌症相关

的第二大死因 [1]，其高转移的特征是预后不良的主要

原因之一 [2]。脾虚证是肝癌主要的证候之一，已有

研究表明脾虚能促进 HCC 的发生发展 [3，4]。外泌体

是一种由细胞分泌的直径 30~150 nm 的纳米级囊泡

并携带各种生物分子，当外泌体被受体细胞吸收时，

其携带的生物分子被转移并影响受体细胞的表型 [5]。

研究表明外泌体携带的 miRNA 能够促进肿瘤的转 
移 [6-8]，但脾虚状态下外泌体对 HCC 转移影响仍有待

进一步探索。本研究通过建立脾虚肝癌小鼠模型并提

取外泌体，从体内及体外实验进一步验证脾虚状态下

外泌体对肝癌转移的影响。

材料与方法

1 细胞株与动物 鼠源性肝癌细胞 Hep1-6
由中山大学肿瘤防治中心提供；人源性肝癌细胞

MHCC97H 及 Luciferase-GFP 质粒购于广州辉园苑

医药科技有限公司；293t 细胞由中山大学中山医学

院提供；小鼠品系为 SPF 级 C57BL/6 健康小鼠（雄

性，周龄 4~6 周，体重 18~22 g，40 只）和裸鼠（雌

性，周龄 4 周，体重约 20 g，9 只），小鼠合格证号

为 No.320727201100265823。小鼠购于中山大学附

属第一医院动物实验中心，生产许可证：SCXK（粤）

2020-0056，小鼠的饲养、造模及取材均在中山大学

附属第一医院实验动物中心 SPF 级动物房 [动物使

用许可证：SYXK（粤）2020-0108]进行，饲养环境为：

温度 25 ℃，光照 12 h/d，相对湿度 60%，时间 1 周。

本研究方案已通过中山大学附属第一医院临床实验和

动物伦理委员会审查（No. 伦审 [2020]402）。
2 主要试剂及仪器 利血平粉末 1 g（纯度 > 

98.0%， 货 号：R817202） 和 冰 醋 酸 500 mL， 浓

度 为 17.5 mol/L（ 货 号：A801295） 购 于 上 海 麦

克林生化科技有限公司；胎牛血清（货号：10270-
106）、DMEM 高糖培养基（货号：C11995500BT）、 
0.25% EDTA 胰酶（货号：25200056）购于赛默飞

世尔科技公司（美国）；血浆外泌体提取试剂盒（货

号：EIQ3-02001）购于上海华盈生物医药科技有限公

司。超净工作台（新加坡艺思高科技有限公司，新加

坡），细胞恒温培养箱（赛默飞世尔科技公司，美国），

AniView100 多模式动物活体成像系统（广州博鹭腾

生物科技有限公司，中国）。

3 造模方法 小鼠经过检疫后进入动物房，按

照随机数字表方法分为 4 组：正常对照组、脾虚组、

单纯肝癌组、脾虚肝癌组，每组 10 只。正常对照组

与单纯肝癌组小鼠腹腔注射生理盐水，脾虚组与脾

虚肝癌组小鼠腹腔注射利血平 [0.1 mg/（kg · d）]，
共持续 14 天，每天观察小鼠状态、体重和饲料消

耗，第 15 天使用脾虚评分量表 [9]评价模型脾虚程度 
（表 1），符合脾虚标准才可进行下一步操作；随后对

单纯肝癌组和脾虚肝癌组小鼠进行肝癌原位移植术。

原位移植术过程为：取对数生长期的 Hep1-6 细胞消化

重悬后注射到裸鼠腋下，每只裸鼠约注射 106 个细胞，

待裸鼠体表出现肿瘤时处死裸鼠，取肿瘤并分切成 
1 mm×1 mm 大小的瘤块备用；采用异氟烷气体吸入

麻醉小鼠，暴露胸腹部皮肤，切开腹腔，分离出肝

脏，并于肝右叶制造小切口，把事先备好的瘤块塞进

切口内，随即使用可吸收性海绵明胶按压切口防治大

量出血，最后使用可吸收性手术缝线逐层闭合切口。

单纯肝癌组和脾虚肝癌小鼠模型建立后以眼球摘除法

取血，正常对照组和脾虚组小鼠先吸入乙醚后以颈椎

脱臼作安乐死处理。取单纯肝癌组及脾虚肝癌组血清

提取外泌体用作外泌体鉴定实验，两组造模成功率为

100%。

4 检测指标及方法

4.1 脾虚评分 脾虚模型建立和肝癌原位移植

performed. The miRNA sequencing was performed based on the exosomes，and the target genes of differentially 
expressed miRNAs were used to predict the pathways. Results Compared with HCC group，the mice in HCC-
PDS group presented the higher SD score （P<0.0001） and larger tumor size. The extracted exosomes were 
successfully identified and proved to promote the HCC metastasis in vitro （P<0.0001） and in vivo experiments. 
The results of miRNA sequencing demonstrated that 15 miRNAs differentially expressed in HCC-PDS group，

which 9 miRNAs （miR-183-3p，miR-1247-5p，miR-543-3p，miR-495-3p，miR-466i-5p，miR-540-5p，miR-125b-
5p，miR-214-3p，miR-499-5p） were up-regulated and 6 miRNAs （miR-6516-5p，miR-450a-3p，let-7g-3p，miR-
103-5p，miR-5129-3p，miR-301b-3p） were down-regulated. Their related target genes enriched in the pathways 
associated with metastasis （Wnt signaling pathway）. Conclusion Pi-deficiency internal environment derived 
exosomes may promote the HCC metastasis by miRNA-mRNA axis.

KEYWORDS Pi deficiency； hepatocellular carcinoma； exosome； miRNA
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术后，密切关注小鼠的生命体征、进食量、大便、毛

色及体重变化、呼吸频率、寒热等。使用脾虚评分

量表评价小鼠模型脾虚程度。按照该表观察小鼠的气

味、精神状态、寒热情况、呼吸频率、毛色改变、大

便稀干及每日进食量并进行评分。各指标按严重程度

评分，其总分即为每项指标的评分相加。总分 3 分 
为无脾虚，4~7 分为轻度脾虚，8~14 分为典型脾虚，

15~21 分为重度脾虚。若小鼠荷瘤 >1 cm 或者小鼠

处于濒死状态时，及时处死小鼠并取材。

4.2 外泌体形态 使用多聚甲醛重悬外泌体后

将外泌体转移到载样铜网上，室温干燥 10 min 后加

10 μL 4% 磷钨酸溶液负染 15 min，然后吸干染液自

然干燥，在透射电子显微镜下观察（x 25 000）。
4.3 外泌体颗粒大小 使用 PBS 稀释外泌

体，稀释比例为 1：  200，稀释后的外泌体注射到

Nanosight300 的检测槽中，观察镜下出现大量颗粒

时，分别选取 4 个视野计算颗粒半径。

4.4 外泌体标志物蛋白 取30 μL外泌体稀释至

90 μL 并平均分为 3 份，每份加入 20 μL 荧光标记的

抗体（IgG，CD9，CD81），混匀避光孵育 30 min，随

后加入 1 mL 预冷 PBS，4 度 110 000×g 离心 70 min， 
取上清重复离心步骤，最后加入 50μL 预冷 PBS 重

悬并上样。

4.5 划痕实验 分别把 Hep1-6 及 MHCC97H
肝癌细胞种植到伤口愈合插件中，细胞量可灵活调

整，过夜贴壁后密度接近 100% 即可。然后加入不同

组别的外泌体（2μg/mL）刺激并换无血清培养基，

记录 0、24 及 48 h 的结果。最后结果基于划痕面积

四等分，记录 5 条线段的长度。

4.6 Transwell 迁移实验 两种肝癌细胞分别消

化重悬计数，按 3×105/ 孔种植到小室内，加入外泌

体并补充无血清培养基到 200μL；下室加入 600μL
含血清培养基，培养 24 h 后使用结晶紫对上室底部

染色并于镜下拍照观察，最后计算迁移细胞数量。

4.7 Transwell 侵袭实验 取溶解后的基质胶按

1： 8 比例稀释并提前加到上室，放入培养箱 4~5 h，
待基质胶凝固后进行细胞种植。细胞种植及染色步骤

与 Transwell 迁移实验一致。

4.8 MHCC97H-luciferase-GFP 细胞构建 基

于慢病毒转染的方法将 luciferase-GFP 质粒转进

293t 细胞，取其病毒上清对 MHCC97H 细胞进行感

染，最后使用嘌呤霉素筛选目标细胞。

4.9 尾静脉肺转移模型建立 为了进一步模拟

外泌体在体内对肝癌细胞转移能力的影响，本研究

建立了尾静脉肺转移裸鼠模型。裸鼠按照随机数字

表法随机分为 3 组，每组 3 只。对照组注射肝癌细

胞及 PBS 缓冲液，肝癌组注射肝癌细胞及肝癌组外

泌体，脾虚肝癌组注射肝癌细胞及脾虚肝癌组外泌

体。将构建好的细胞系与外泌体混合并通过尾静脉注

射到裸鼠体内，细胞数量为 106/100 μL，外泌体剂

量为 10 μg/（只 · 周）。首次注射为外泌体与细胞的

混合物，随后每周只注射外泌体。于第 15、30 及第 
45 日拍照记录肿瘤生长情况。成像时先向裸鼠腹腔

注射荧光素钠盐，剂量为 150 mg/kg，气体麻醉后基

于 AniView100 多模式动物活体成像系统检测裸鼠体

内肿瘤生长情况。

4.10 外 泌 体 miRNA 测 序 分 析 提 取 后 的

外泌体（10 份，肝癌组及脾虚肝癌组各 5 份）送

往联川生物技术有限公司进行 miRNA 测序。使

用 T 检验筛选表达差异的 miRNA，筛选标准为 
|log2（Foldchange）|>1（ 即 两 倍 差 异 倍 数 ） 且

P<0.05； 然 后 基 于 TargetScan 5.0 及 miRanda 
3.3 对差异 miRNA 进行靶基因预测（TargetScan_
score 50 且 miranda_energy<-10）；基 于 GO 和

KEGG 数据库使用“clusterprofiler”软件包对靶基因

进行通路富集分析。

5 统计学方法 统计分析基于GraphPad Prism 7， 
使用 Shapiro-Wilk normality 检验检测样本是否符合

正态分布，服从正态分布的数据使用参数 t 检验，不

服从正态分布的数据使用非参数 t 检验；使用参数 t
检验时，基于 F 检验检测方差齐性，P>0.05 认为两

组数据方差相同，方差齐使用非配对 t 检验，方差不

齐则使用 Welch's 校正非配对 t 检验。本研究基于 t
检验用于两组间独立样本数据的差异比较，结果以

x–±s 表示，多组间样本比较基于 One-way ANOVA
检验。P 双侧 <0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 一般情况观察 造模后第 14 天，正常对照组

表 1 脾虚评分量化表

指标 0 分 1 分 2 分 3 分

气味 无异味 淡臭 臭 恶臭

精神状态 正常 倦怠 朦胧欲睡 易于激怒

畏寒程度 正常 蜷缩 畏寒 拱背发抖

呼吸状况 正常 气喘 喘急 呼吸微弱

毛发 正常 无光泽 竖毛蓬松 枯黄稀少

大便情况 正常 偏湿 湿烂 黏液便

进食量 正常 进食减少 50% 进食减少 75% 基本不进食
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3 两组外泌体形态、半径大小及标志物比较 
（图 2） 纳米检测流式显示肝癌组与脾虚肝癌组外

泌体均表达外泌体表面特异性蛋白 CD9、CD81；纳

米颗粒分析与透射电镜可观察到外泌体粒径在 30~ 
100 nm，呈典型“杯托状”结构。

4 各组体外转移能力比较（划痕实验）（图 3、
4） 对于 Hep1-6 和 MHCC97H 细胞而言，PBS 对

照组、肝癌外泌体组及脾虚肝癌外泌体组在基线比较

差异无统计学意义；24 h 后，与其他两组比较，脾虚

肝癌外泌体组的肝癌细胞产生了一定的迁移；48 h 后，

与其他两组比较，脾虚肝癌外泌体组的肝癌细胞产生

明显的迁移，差异有统计学意义（P<0.0001）。
5 各组体外转移能力比较（图 5、6） Transwell

迁移实验及侵袭实验结果显示，无论是 Hep1-6 细胞

  注：A 为脾虚积分对比箱式图，B 为肝癌组及脾虚肝癌组肿瘤大

小比较；PDS 为利血平注射组，NS-ctrl 为正常对照组，与利血平注射

组比较，HCC-PDS 为脾虚肝癌组，HCC 为肝癌组， P<0.0001

图 1 两组小鼠模型脾虚积分及肿瘤大小比较

B

  注：A~F 为外泌体表面蛋白纳米检测流式图；A、B、C 为肝癌组，

D、E、F 为脾虚肝癌组，A、D 为 CD9 蛋白，B、E 为 CD81 蛋白，C、

F 为 IgG 对照；G、H 电镜结果；I、JNTA 颗粒分析结果；HCC 为肝癌

组，HCC-PDS 为脾虚肝癌组；图 G、F 中红色箭头所指为外泌体经

典的杯托状形态

图 2 两组外泌体形态、半径大小及标志物比较

A

D

G

I

H

J

B

E

C

F

与肝癌组小鼠毛色有光泽，活动自如，反应灵活，体

重增加，二便如常，无明显脾虚症状；脾虚组与脾虚

肝癌组小鼠进食量减少，体重明显下降，精神不振，

懒动扎堆，毛发枯稿，便溏（肛周不洁），脾虚症状

明显。各组小鼠在造模期间均无死亡。

2 两组脾虚评分及肿瘤大小比较（图 1） 利

血平腹腔注射组（12.2±2.8）分比正常对照组

（2.1±0.9）分表现出更高分的脾虚积分（P<0.0001），
表明脾虚小鼠建模成功（图 1A）；而肝癌原位移植模

型结果显示两组小鼠均长出大小不一的肿瘤，表明脾

虚肝癌小鼠造模成功（图 1B）。全部小鼠并未出现意

外死亡情况。

A

脾
虚

评
分

PDS NS-ctrl

PBS HCC-exosome HCC-PDS-exosome

0 h

24 h

48 h

  注：PBS 为 PBS 对 照 组，HCC-exosome 为 肝 癌 外 泌 体 组，

HCC-PDS-exosome 为脾虚肝癌外泌体组，图 4~7 同；与 PBS 组比较，

P<0.0001；与肝癌外泌体组比较，△P<0.0001

图 3 各组 Hep1-6 细胞划痕实验结果比较

△

PBS

HCC-exosome

HCC-PDS-exosome

HCC-PDS

HCC

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志



• •1480 • •1481 中国中西医结合杂志 2022 年 12 月第 42 卷第 12 期 CJITWM，December 2022，Vol. 42，No. 12中国中西医结合杂志 2022 年 12 月第 42 卷第 12 期 CJITWM，December 2022，Vol. 42，No. 12

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

还是 MHCC97H 细胞，脾虚肝癌外泌体组都能明显

促进细胞的迁移及侵袭，迁移及侵袭细胞的个数明显

多于其他两组（P<0.01）。

的转移灶，而脾虚肝癌外泌体组裸鼠双侧肺部均发现

较小的转移灶；45 天后 PBS 对照组裸鼠右侧肺部出

现较小的转移灶，肝癌外泌体组裸鼠双侧肺部发现较

小的转移灶，脾虚肝癌外泌体组双侧肺部发现较大的

转移灶（图 7A）；与其他两组比较，末次活体成像时

脾虚肝癌外泌体组裸鼠的肺部转移灶明显大于其他两

组（图 7B）。

  注：A 为 3 个时间点连续观察的活体成像结果，B 为第 45 天三组

裸鼠活体成像比较

图 7 各组裸鼠活体成像结果比较

A B

7 两组外泌体差异 miRNA 比较（图 8、9） 与

肝癌外泌体组比较，脾虚肝癌外泌体组中有 15 个差

异表达的 miRNAs（图 8），其中 9 个上调（miR-183-
3p、miR-1247-5p、miR-543-3p、miR-495-3p、miR-

  注：与 PBS 组 比 较， P<0.0001；与 肝 癌 外 泌 体 组 比 较，
△P<0.0001

图 4 各组 MHCC97H 细胞划痕实验结果比较

PBS HCC-exosome HCC-PDS-exosome

0 h

24 h

48 h

△

PBS
HCC-exosome
HCC-PDS-exosome

  注：与 PBS 组比较， P<0.01，  P<0.001，△与肝癌组比较，
△P<0.01，△△P<0.001

图 6 各组 Transwell 侵袭实验结果比较

PBS HCC-exosome HCC-PDS-exosome

Hep1-6

MHCC97H

△
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  注：与 PBS 组比较， P<0.01，  P<0.0001；与肝癌组比较，
△P<0.05，与肝癌组比较，△△P<0.001

图 5 各组 Transwell 迁移实验结果比较

PBS HCC-exosome HCC-PDS-exosome

Hep1-6
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6 各组尾静脉肺转移裸鼠活体成像比较（图 7）  
模型活体成像结果显示，15 天后三组裸鼠均无发现

转移灶；30 天后肝癌外泌体组裸鼠右侧肺部出现较小
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466i-5p、miR-540-5p、miR-125b-5p、miR-214-3p、
miR-499-5p），6 个下调（miR-6516-5p、miR-450a-
3p、let-7g-3p、miR-103-5p、miR-5129-3p、miR-
301b-3p）。通过对差异 miRNAs 的靶基因进行通路功

能分析，GO 数据库结果显示差异 miRNAs 靶向的

mRNAs 主要富集在转移酶活性，蛋白磷酸化，蛋白

结合，RNA 聚合物转录的正向调节及质膜等相关通

路上（图 9A），而 KEGG 数据库以 Wnt 信号，T 细

胞受体，多能干细胞的调节，肾透明细胞癌及肌动蛋

白细胞骨架等相关通路为主（图 9B）。

当于肿瘤微环境的酸性代谢物 [13，14]，脾虚与酸性微

环境密不可分。外泌体是机体湿浊的重要组成部分，

有学者提出外泌体是脏腑之间的信使，有望进一步成

为中医脏腑相关理论的物质基础 [15]；同时前期研究发

现脾虚肝癌小鼠癌组织中有机阴离子转运肽（organic 
anion transporter polypeptide，Oatp）相关亚家族的

蛋白表达水平明显升高 [16，17]，提示以脾为中心的湿

浊转运失常在肝癌发生发展中扮演着重要的角色。因

此笔者推测脾虚能诱导肝癌细胞的自分泌行为，其分

泌的外泌体进一步促进了自身的转移能力，但具体机

制仍有待进一步验证。

脾虚小鼠模型是研究中医脾胃学说的重要模型

图 8 差异表达 miRNAs 火山图

讨  论

脾虚通过影响 HCC 的肿瘤微环境而促进肝癌

的发展 [10]。前期研究发现，脾虚湿浊转运障碍导致

的机体内环境变化与肝癌发生发展密切相关；脾虚

肝癌大鼠 T 细胞受体 β 链超变区第 3 互补决定区

（TCRVβCDR3） 谱系的多样性的下降、准高斯分布

的减少、偏峰寡克隆和单克隆型的增加，提示脾虚

状态加重了肝癌免疫识别功能的异常；脾虚肝癌大鼠

中，ATP 结合家族亚家族 C 成员 2（ABCC2） and 
Oatp1b2 在肝组织中均表达明显下降，恶液质程度也

较重，生存时间明显降低 [3]，提示脾虚是通过影响肝

癌微环境—“土壤”的变化来调控肝癌发展 [11]。外

泌体作为细胞与细胞之间通讯的介质，在肿瘤微环

境中扮演着重要的角色。但脾虚是否通过外泌体调

节肿瘤微环境从而促进 HCC 进展仍有待探索。本研

究结果表明脾虚状态下的外泌体能够促进 HCC 的转

移。前期研究表明酸性微环境通过诱导 HCC 释放带

有 exo-miR-21 和 exo-miR-10b 的外泌体从而促进肿

瘤的增殖和转移 [12]，脾失健运，进而导致痰湿内蕴，

而现代研究表明这种因代谢失常凝结而成的“痰”相

  注：图中颜色代表 P 值大小，颜色越红 P 值越小；圆点代表富集

基因数目，圆点越大数目越多

图 9 差异 miRNAs 靶向 mRNAs 通路富集结果

A

B
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之一，建立符合脾虚特征的模型对探讨中医脾虚证型

有深刻的影响。目前建立脾虚小鼠模型的方法主要

包括单因素造模和多因素造模方法，单因素造模方

法包括劳倦过度法、饮食失节法、苦寒泻下法及利血

平注射法等 [18]，而前期研究表明利血平注射法建立

的模型呈现出宏观指标和理化指标的明显变化，是短

期造模的首选方法 [18]。根据脾主运化水液和水湿的

生理功能来看，利血平注射会引起小鼠黏膜下的严重

水肿 [19]，符合脾虚证型下水液代谢障碍的特征；从脾

主统血的生理功能而言，利血平注射会引起犬类模型

中的红细胞数、血红蛋白及红细胞平均容积的明显下

降 [20]，提示其损害血液质量的特征；从脾主四肢肌肉

的生理功能而言，前期研究也表明利血平注射会导致

小鼠肌肉组织中糖原的减少 [21]。此外，基于肝病实

脾理论，肝脾两脏在生理和病理上相互影响，有研究

表明利血平注射所致的大鼠模型呈现出肝细胞体积减

少、脂肪空泡增多及血清 ALT 明显上升等多种肝脏

损伤的特征 [22]。以上证据均表明利血平注射法在单

因素造模方法中具有明显的优越性，同时，基于利血

平模型所致脾虚模型的水液代谢障碍特点及外泌体属

于机体湿浊组成部分的观点，笔者认为利血平注射

所致的脾虚模型是研究脾虚状态下外泌体对肝癌影

响的合理的模型。

外泌体转运的 RNA 种类主要包括 miRNAs 和

lncRNAs[5]，miRNA 是一类长度为 17-24nt 的保守

的非编码 RNA，其通过与靶向的 mRNA 互补碱基

互对，降解 mRNA 或切断其翻译，抑制蛋白质的表

达 [23]。外泌体携带的 miRNAs 已被证实促进了 HCC
的发展。Fang T 等 [24] 发现 HCC 相关成纤维细胞来

源的外泌体中 exo-miR-1247-3p 促进 HCC 的肺转

移；在另一项研究中，Liu G 等 [25]发现巨噬细胞可以

通过分泌含有 exo-miR-92a-2-5p 的外泌体从而促进

HCC 细胞的侵袭。笔者前期研究发现，与肝癌组比

较，脾虚肝癌组肝癌组织和外泌体中细胞毒性 T 淋

巴 细 胞 抗 原 4（cytotoxic T lymphocyte antigen 4， 
CTLA-4）、程序性细胞死亡蛋白 1（programmed 
cell death protein1，PD-1）蛋白表达明显上调，其

机制可能通过调节 PTEN/CD44 通路有关 [26]。本

研究对脾虚状态下的外泌体进行 miRNA 测序，发

现 15 个差异表达的 miRNAs，这些 miRNAs 靶向

的 mRNAs 同时也富集在与转移相关的通路上（如

Wnt/β-catenin 通路），表明脾虚状态下外泌体通过

miRNA-mRNA 轴促进肝癌的转移。然而，本研究未

深入探索 miRNA-mRNA 轴的调控机制，仍有待进一

步的实验验证。本研究基于脾虚状态探索外泌体对肝

癌转移影响，其研究结果有助于阐释脾虚影响肝癌转

移的具体机制。

利益冲突：文章的全部作者声明，在课题研究及

文章撰写过程中不存在利益冲突。
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