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肿瘤源外泌体 miR-3173-5p 靶向抑制 FBXW11 促进 CAFs
活化调控 NSCLC 进展的机制研究

任瑾卓 a，张 华 a，吴海永 b（张家口市第一医院 a. 呼吸与危重症医学三科；b. 胸外科，河北张家口 075000）

摘  要：目的 研究肿瘤源外泌体 miR-3173-5p 促进肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）活化调控非小细胞肺癌（NSCLC）

细胞增殖、侵袭、凋亡的潜在作用机制。方法 提取 NSCLC 细胞 A549 的外泌体（Exo），透射电镜观察 Exo 形态，

Western blot 法检测 Exo 标志蛋白表达。实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 miR-3173-5p 在 A549 细胞和 Exo 中的表达。

利用 Starbase 数据库预测 miR-3173-5p 与 F-box/WD-40 结构域蛋白 11（FBXW11）的结合，通过荧光素酶报告基因分析

进行验证。采用 Exo 与 Exo 抑制剂 GW4869 或 NC inhibitor/mimic 或 miR-3173-5p inhibitor/mimic 和（或）FBXW11 过

表达 / 空载体共处理人肺成纤维细胞系（MRC-5），分别设置 NC 组、Exo 组、Exo+GW4869 组、Exo-NC inhibitor 组、

Exo-miR-3173-5p inhibitor 组、Exo-NC mimic 组、Exo-miR-3173-5p mimic 组、Exo-miR-3173-5p mimic+Vector 组及 Exo-
miR-3173-5p mimic+FBXW11 组。通过 Western blot 检测各组细胞中 CAFs 标志蛋白 [ 基质金属蛋白酶 9（MMP-9）、α-
平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、趋化因子 12（CXCL12）、纤维连接蛋白（Fibronectin）、波形蛋白（Vimentin）、白细

胞介素 1β（IL-1β）、白细胞介素 6（IL-6）和白细胞介素 8（IL-8）] 水平，分析外泌体 miR-3173-5p 及 FBXW11 表

达对 CAFs 活化的影响。分离 Exo 及 Exo-miR-3173-5p mimic，Exo-FBXW11 孵育 MRC-5 细胞的培养上清液作为条件

培养液（CM），培养 A549 细胞，分别设置 NC-CM 组、Exo-CM 组、Exo-miR-3173-5p mimic-CM 组及 Exo-FBXW11-
CM 组。采用 MTT 法、Transwell 实验及流式细胞术分别检测 CAFs 活化对 NSCLC 细胞增殖、侵袭和凋亡的影响。结

果 透射电镜显示，NSCLC 细胞来源外泌体囊泡直径 30~100 nm；Western blot 检测外泌体标记蛋白均呈阳性。NSCLC
来源外泌体中 miR-3173-5p（33.45 ± 3.16）表达显著高于肿瘤细胞（1.01±0.07），差异具有统计学意义（t=1.263，
P<0.001）。miR-3173-5p 靶向结合 FBXW11 并抑制其表达。与 NC 组相比，Exo 组细胞中 CAFs 标志蛋白水平均显著升

高（t=12.214~24.908），Exo+GW4869 组 CAFs 标志蛋白表达均较 Exo 组显著抑制（t=13.160~25.143），差异具有统计

学意义（均 P<0.01）。与 Exo 组相比，miR-3173-5p inhibitor 可抑制 Exo 诱导的 CAFs 标志蛋白表达（t=11.059~21.094），

miR-3173-5p mimic 则促进 CAFs 标志蛋白表达（t=12.943~18.671），差异具有统计学意义（均 P<0.01）。过表达

FBXW11 能够逆转 miR-3173-5p mimic 对 CAFs 活化的诱导作用。与 NC-CM 组相比，Exo-CM 组 A549 细胞增殖活

力（168.57%±8.14% vs 100.18%±7.26%）、侵袭率（49.69%±7.17% vs 38.52%±3.18% ）能力明显增强，细胞凋亡

率（3.15%±0.43% vs 6.03%±0.61%） 明 显 抑 制（t=10.207，2.359，3.001），miR-3173-5p mimic 可 增 强 Exo-CM 对

A549 细胞增殖、侵袭的促进作用和对细胞凋亡的抑制作用（t=9.399，3.438，3.208），过表达 FBXW11 可拮抗 Exo-
CM 对 A549 细胞增殖、侵袭的促进作用和对细胞凋亡的抑制作用（t=18.868，7.070，9.813)，差异具有统计学意义（均

P<0.05）。结论 肿瘤源外泌体 miR-3173-5p 通过靶向抑制 FBXW11 表达促进 CAFs 活化，进一步促进 NSCLC 细胞增殖

和侵袭，抑制细胞凋亡，调控 NSCLC 的发生发展。
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Study on the Mechanism of Targeted Inhibition of FBXW11 by Tumor-
Derived Exosome miR-3173-5p to Promote CAFs Activation and 

Regulate NSCLC Progression
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Abstract：Objective To investigate the potential mechanism of tumor-derived exosome miR-3173-5p promoting the activation 
of cancer-associated fibroblasts (CAFs) and regulating the proliferation, invasion and apoptosis of non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cells. Methods Exosome (Exo) of NSCLC cell A549 was extracted, the morphology of Exo was observed by 

基金项目：张家口市重点研发项目（2322126D）。

作者简介：任瑾卓（1986-），男，本科，研究方向：肺癌，E-mail：QiZH10328@163.com。

通讯作者：吴海永（1987-），男，本科，研究方向：肺癌，E-mail：LLF200411@163.com。



68 现代检验医学杂志　第 40 卷　第 4 期　2025 年 7 月　J Mod Lab Med, Vol. 40, No. 4, Jul. 2025

transmission electron microscopy, and the expression of Exo marker protein was detected by Western blot. Real-time quantitative 
fluorescent PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of miR-3173-5p in A549 cells and Exo. The binding of miR-3173-
5p to F-box/WD-40 domain protein11 (FBXW11) was predicted by Starbase database, and verified by luciferase reporter gene 
analysis. Human lung fibroblast cell line (MRC-5) was treated with Exo and Exo inhibitor GW4869 or NC inhibitor/mimic or 
miR-3173-5p inhibitor/mimic and/or FBXW11 overexpression/empty vector, NC group, Exo group, Exo+GW4869 group, Exo-
NC inhibitor group, Exo-miR-3173-5p inhibitor group, Exo-NC mimic group, Exo-miR-3173-5p mimic group,Exo-miR-3173-5p 
mimic+Vector group and Exo-miR-3173-5p mimic+FBXW11 group were set up respectively. The level of CAFs marker protein 
[Matrix metalloproteinase-9(MMP-9), α-Smooth muscle aorta(α-SMA), Chemokine (C-X-C motif) ligand 12(CXCL12), 
Fibronectin, Vimentin, Interleukin-1β(IL-1β), Interleukin-6(IL-6), Interleukin-8(IL-8)] in cells of each group was detected by 
Western blot analysis, and the influence of exosome miR-3173-5p and FBXW11 expression on CAFs activation was analyzed. 
Exo and Exo-miR-3173-5P mimic were separated and the supernatant of MRC-5 cells incubated with Exo-FBXW11 was used as 
conditioned medium (CM) to culture A549 cells. The NC-CM group, Exo-CM group, Exo-miR-3173-5p mimic-CM group and 
Exo-FBXW11-CM group were set up respectively. MTT assay, Transwell assay and flow cytometry were used to detect the 
effects of CAFs activation on proliferation, invasion and apoptosis of NSCLC cells. Results Transmission electron microscopy 
showed that the diameter of exosomal vesicles derived from NSCLC cells was about 30~100 nm. Western blot analysis showed 
that all exosome labeled proteins were positive. The expression of miR-3173-5p (33.45 ± 3.16) in NSCLC-derived exosomes 
was significantly higher than that in tumor cells (1.01±0.07), and the difference was statistically significant(t=1.263，P<0.001). 
MiR-3173-5p targets FBXW11 and inhibits its expression. Compared with NC group, CAFs marker protein levels in Exo group 
were significantly increased (t=12.214~24.908), the expression of CAFs marker protein in Exo+GW4869 group was significantly 
inhibited compared with Exo group (t=13.160~25.143)，the differences were statistically significant (all P<0.01), respetively. 
Compared with Exo group, miR-3173-5p inhibitor inhibited EXO-induced CAFs marker protein expression(t=11.059~21.094), 
and miR-3173-5p mimic promoted the expression of CAFs marker protein (t=12.943~18.671),the differences were statistically 
significant (all P<0.01), respectively. Overexpression of FBXW11 reversed the induction of CAFs activation by miR-3173-5p 
mimic. Compared with the NC-CM group, the proliferation activity and invasion rate of A549 cells in the Exo-CM group were 
significantly enhanced, and the apoptosis rate was significantly inhibited (t=10.207, 2.359, 3.001), miR-3173-5p mimic enhanced 
the promoting effect of Exo-CM on proliferation and invasion of A549 cells and the inhibitory effect on apoptosis (t=9.399，
3.438，3.208), while overexpression of FBXW11 can antagonize the promotion effect of Exo-CM on proliferation and invasion 
of A549 cells and the inhibition effect on apoptosis(t=18.868，7.070，9.813)，the differences were statistically significant (all 
P<0.05), respectively. Conclusion Tumor-derived exosome miR-3173-5p promotes CAFs activation through targeted inhibition 
of FBXW11 expression, further promotes proliferation and invasion of NSCLC cells, inhibits cell apoptosis, and regulates the 
occurrence and development of NSCLC. 
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非小细胞肺癌（NSCLC）是肺癌重要的亚型，

占全部肺癌的 80%~85%，发病率、死亡率较高，患

者 5 年生存率仍较低 [1]。因此，深入了解肺癌发生发

展机制及探索更有效的分子靶标对开发新的治疗策

略意义显著。癌相关成纤维细胞（cancer-associated 
fibroblasts，CAFs）是肿瘤微环境中最主要的细胞

类型，可分泌多种微小 RNA（miRNA）、蛋白质，

重塑细胞外基质，参与调控肿瘤微环境及肿瘤发生

进展 [2]。CAFs 活化与肿瘤发生的关系受到关注，

但其作用机制尚不完全清楚。外泌体是包含蛋白

质、DNA 和 RNA 等分子的微小（30~100 nm）膜

泡，可由各种类型的细胞产生，并作为细胞间通信

的介质运输信息物质，通过与细胞膜融合将外泌体

释放到细胞外环境 [3-4]。研究报道，外泌体可介导

肿瘤微环境的调控，促进肿瘤进展和转移 [5]。外泌

体中 miRNA 在转录后水平可抑制靶 mRNA，使这

些 mRNA 不稳定或阻止其翻译，被证实参与调控

人类多种肿瘤的发生发展 [6-7]，展现出良好的研究

及应用前景。但肿瘤源性外泌体 miRNA 与 CAFs
驱动肺癌进展的相关性尚未阐明。miR-3173-5p 是

近年发现与胆管癌 [8]、前列腺癌 [9]、胰腺癌 [10] 和

NSCLC[11] 等相关的差异 miRNA，miR-3173-5p 是

否可通过影响 CAFs 活化，介导肿瘤微环境促进肿

瘤恶性进展，尚未见相关报道。因次，本研究拟探

究肿瘤源性外泌体 miR-3173-5p 对 CAFs 活化的影

响及其调控 NSCLC 进展的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象 人非小细胞肺癌细胞系（A549，
货号 CL-0016）和人肺成纤维细胞系（MRC-5，货

号 CL-0161）购自中国科学院细胞库（中国上海）。
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将 A549 细胞放在含 10g/dl 胎牛血清的 1640 培养

液中培养，MRC-5 细胞放在含 10g/dl 胎牛血清的

DMEM 培养液中培养。所有细胞均在 37 ℃，5ml/
dl 的 CO2 条件下培养，当细胞密度达到 70%~80%
时进行转染处理。

1.2 试剂和仪器 DMEM 培养液、胎牛血清、

TRIzol 试剂和 miScript SYBR Green 荧光定量 PCR
试剂盒（美国 Life Technologies 公司）；细胞转染

试剂 Lipofectamine 3000TM（美国 Invitrogen 公司）；

反转录试剂盒（TaKaRa 公司）；RIPA 裂解缓冲液、

BCA 蛋白测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限

公 司 )；Anti-CD63，Anti-HSP70，Anti-TSG101，
Anti-FBXW11，Anti-GAPDH 和 羊 抗 鼠 IgG 抗 体

（Abcam 公 司 ）；Anti-IL-1β，Anti-IL-6，Anti-
IL-8（R&D Systems 公 司）；NC mimic/inhibitor，
miR-3173-5p mimic/inhibitor，FBXW11 空 载 体

（Vector）和过表达载体 [GeneChem（中国上海）]；
MTT 试剂盒、膜联蛋白 FITC/PI 双重染色试剂盒

（美国 Thermo Scientific 公司）。MK3 型酶标仪

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；Multizoom 
AZ100 型光学生物显微镜 [ 尼康仪器（上海）有限

公司 ]；Centrifuge5804R 型高速冷冻离心机（德国

Eppendorf 公司）；Tanno 5200 型化学发光凝胶成

像仪（上海天能科技有限公司）；SpectraMaxi3x
型多功能酶标仪（美国 MD 公司）。

1.3 方法

1.3.1 外泌体的分离和鉴定：当 A549 细胞达到 80%
汇合时，将培养液更换为无外泌体培养液，48h 后

收集细胞培养上清液，3 000 r/min 离心 10min，
0.22μm 滤膜过滤，去上清液，10 000 r/min 离心

30min，重悬于 PBS 中，再次 100 000 r/min 离心

70min，去除任何残留的 RNA，收集的白色沉淀即

为外泌体（Exo），-80℃保存。通过透射电镜观察

外泌体的形态，Western blot 法检测外泌体标志蛋

白表达。

1.3.2 外泌体处理：将 MRC-5 细胞（1×104 个 / 孔）

接种到 6 孔板中，当细胞密度达到 70%~80% 时，向

每孔中加入 300µg 提取的外泌体，对照组加入 PBS
对照，培养 48h，收集细胞用于后续实验。

1.3.3 细胞转染处理：① MRC-5 细胞处理：分别采

用 Exo与Exo抑制剂 GW4869 或 NC inhibitor/mimic或
miR-3173-5p inhibitor/mimic 和 ( 或 )FBXW11 过表 达 /
空载体共处理 MRC-5细胞48h，分别设为 Exo 组、

Exo+GW4869 组、Exo-NC inhibitor 组、Exo-miR-3173-
5p inhibitor 组、Exo-NC mimic 组、Exo-miR-3173-5p 
mimic 组、Exo-miR-3173-5p mimic+Vector 组 及 Exo-
miR-3173-5p mimic+FBXW11组，并设置阴性对照（NC）

组，收集细胞进行实验检测。② A549 细胞处理：分

别采用 Exo 及 Exo-miR-3173-5p mimic，Exo-FBXW11
处理 MRC-5 细胞 48h，分离上清液作为条件培养液

（CM），并设置阴性对照条件培养液（NC-CM），

培养 A549 细胞 48h，设为 NC-CM 组、Exo-CM 组、

Exo-miR-3173-5p mimic-CM组及 Exo-FBXW11-CM 组，

收集细胞进行实验检测。

1.3.4 双荧光素酶报告基因测定miR-3173-5p与FBXW11 
结合关系：使用 Starbase 数据库检索 miR-3173-5p 的下

游靶基因 F-box/WD-40 结构域蛋白 11（F-box and WD-
40 domain protein 11，FBXW11）， 将 包 含 miR-3173-
5p 结合位点的 FBXW11 野生型或突变型 3’UTR 进行

PCR 扩增并插入 pMIR 报告质粒中，将质粒分别转染

到 A549 细胞中，并共转染 miR-3173-5p mimic 或 NC 
mimic。根据制造商说明，使用双荧光素酶检测试剂盒

在转染后 48 h 测量荧光值。

1.3.5 qRT-PCR 检 测 miR-3173-5p 相 对 表 达： 使 用

Trizol 提取细胞总 RNA，Prime Script RT 试剂盒将

RNA 逆转录为 cDNA。在 ABI 7500 实时 PCR 系统

上，使用 SYBR Premix Ex Taq II 试剂盒进行 PCR 分

析，反应条件：95℃ 1 min，95℃ 20s，56 ℃ 10s 和

72℃ 15s，进行 30 个循环。引物序列：miR-3173-5p
上游 5’-GCGACGGGACGGACAAAAGAGG-3’，下游 
5’-GCCCGCCTCGTCGTTAAGTACA-3’；GAPDH 上游

5’-GAGCGAAGCCGTCGTGT-3’，下游 5’-TTGCGAAG 
TGCTTAAACGCA-3’。以GAPDH作为内参，通过2-ΔΔCt

方法计算 miR-3173-5p mRNA 相对表达水平。

1.3.6 Western blot 检测α-SMA，MMP9，CXCL12，Fibr-
onectin，Vimentin，IL-1β，IL-6，IL-8，FBXW11 蛋 白

表达：采用 RIPA 提取细胞总蛋白，BCA 试剂盒检测

蛋白浓度后进行SDS-PAGE电泳，转移到PVDF膜上。

将膜在5g/dl脱脂奶粉中室温封闭2h，然后分别加入α-
平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、基质金属蛋白酶9（MMP9）、
趋化因子 12（CXCL12）、纤维连接蛋白（Fibronectin）、

波形蛋白（Vimentin）、白细胞介素 -1β（IL-1β）、

IL-6，IL-8，FBXW11蛋白一抗（1∶1 000），4℃孵育过夜。

次日加入二抗室温孵育 2h，采用 ECL 试剂盒在增强化

学发光系统中将蛋白条带可视化，Bio-Rad 软件分析蛋

白条带的灰度值。

1.3.7 MTT 法检测细胞增殖活力：将细胞以 1×103

个细胞 / 孔的密度接种到 96 孔板中，在每孔中加入

10 μl 的 MTT 试剂，37℃孵育 4h，用甲酰胺溶剂

处理，测量 570 nm 波长处的吸光度值。

1.3.8 Transwell 检测细胞侵袭能力：将细胞悬液

（1×105 个 /ml）添加至 Transwell 板的上室，下室

加 500μl 含 10g/dl 胎牛血清的 DMEM 培养液，孵

育 48h 后，去除上室内侧的细胞和培养液，将下室
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中的细胞采用 4ml/dl 多聚甲醛和 0.1g/dl 结晶紫进

行染色、固定，倒置光学显微镜下计数细胞数量。

1.3.9 流式细胞术检测细胞凋亡能力：采用膜联蛋白

V-FITC/PI双重染色在流式细胞仪上分析细胞凋亡。

细胞处理 48h 后，用不含 EDTA 的胰蛋白酶分离并

收集细胞，4℃下以 1 000r/min离心 5min，弃上清液。

将细胞悬浮在膜联蛋白 V-FITC 和结合缓冲液的混

合物中，室温孵育 30min，后加入 PI 和结合缓冲溶

液混匀，继续室温温育 15min，通过流式细胞仪检

测荧光，并计算细胞凋亡率。

1.4 统计学分析 所有数据均用均数 ± 标准差

（x±s）表示。采用 SPSS 22.0 进行统计学分析，

Student’s t 检验分析两组之间的差异性，单因素方

差分析比较多组之间的差异性。P< 0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 NSCLC细胞来源外泌体鉴定 透射电镜显示，

NSCLC 细胞来源的外泌体囊泡直径约 30~100 nm
见图 1A；Western blot 检测显示外泌体标记蛋白

CD63，TSG101，HSP70 和 CD91 均呈阳性，见图

1B，提示成功分离获得 NSCLC 细胞外泌体。

A. 透射电镜观察外泌体形态大小；B.Western blot 检测外泌体

标志蛋白 CD63，TSG101，HSP70 和 CD91 表达。

图 1 NSCLC 细胞外泌体鉴定

2.2 NSCLC 细胞和外泌体中 miR-3173-5p 表达水

平 qRT-PCR分析显示，与NSCLC细胞（1.01±0.07）
相比，NSCLC 细胞源外泌体中 miR-3173-5p 表达水

平（33.45 ± 3.16）显著上调，差异具有统计学意义

（t=1.263，P<0.001）。

2.3 miR-3173-5p 靶向调节 FBXW11 表达 Starbase

数据库预测FBXW11与miR-3173-5p存在结合靶点，

见图 2A。双荧光素酶报告基因检测显示，与 NC 
mimic 组相比，转染 miR-3173-5p mimic 组显著降低

FBXW11 野生型（0.44±0.03 vs 1.00±0.11）质粒的

荧光素酶活性（t=8.507，P<0.01）；但对 FBXW11
突变型（1.00±0.06 vs 1.01±0.04）质粒荧光素酶活

性没有显著影响（t=0.240，P>0.05），见图 2B。表

明 miR-3173-5p 靶向抑制 FBXW11 表达。

2.4 NSCLC 细胞源外泌体可促进肿瘤相关成纤维

细胞的形成 见表 1。与 NC 组相比，Exo 组 MRC-5
细 胞 中 α-SMA，MMP-9，CXCL12，Fibronectin，
Vimentin，IL-1β，IL-6，IL-8 蛋白水平均显著升

高， 差 异 具 有 统 计 学 意 义（t=15.682，24.908，
15.814，16.129，15.335，20.509，14.373，12.214，
均 P<0.01）； 与 Exo 组 相 比，Exo+GW4869 组

MRC-5 细胞中上述蛋白表达均被显著抑制，差异具

有统计学意义（t=16.227，25.143，15.641，16.199，
15.427，20.509，14.495，13.160，均 P<0.01），说明

肿瘤细胞源外泌体可促使 MRC-5 向 CAFs 转化。

A. Starbase 预测 miR-3173-5p 与 FBXW11 mRNA 结合位点；B. 
荧光素酶活性检测。**P<0.01。

图 2 miR-3173-5p 靶向调节 FBXW11 表达

表 1 NSCLC 细胞源外泌体对 CAFs 标志蛋白表达的影响 (x±s，n=3)
项目 NC 组 Exo 组 Exo+GW4869 组 F 值 P 值

α-SMA 1.01 ± 0.07 2.16 ± 0.12 0.97 ± 0.07 169.847 <0.001
MMP9 1.03 ± 0.07 3.15 ± 0.14 1.01 ± 0.09 417.534 <0.001

CXCL12 1.05 ± 0.12 2.87 ± 0.14 1.07 ± 0.16 164.919 <0.001
Fibronectin 1.03 ± 0.13 3.34 ± 0.27 1.02 ± 0.05 174.192 <0.001
Vimentin 1.02 ± 0.11 2.67 ± 0.16 1.01 ± 0.12 157.722 <0.001

IL-1β 1.03 ± 0.09 3.69 ± 0.24 1.03 ± 0.10 280.407 <0.001
IL-6 1.04 ± 0.11 3.41 ± 0.31 1.06 ± 0.11 138.900 <0.001
IL-8 1.07 ± 0.15 2.36 ± 0.09 0.97 ± 0.14 107.755 <0.001

2.5 外泌体 miR-3173-5p 促进肿瘤相关成纤维细胞

的形成 见表 2。与 Exo 组相比，Exo-miR-3173-
5p inhibitor 组 MRC-5 细 胞 中 α-SMA，MMP9，

CXCL12，Fibronectin，Vimentin，IL-1β，IL-6，
IL-8 蛋白水平均显著降低，差异具有统计学意义

（t=11.059，21.094，17.100，12.836，12.052，
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14.602，11.658，12.216，均 P<0.01），说明敲低外泌 体中miR-3173-5p表达可抑制MRC-5向CAFs转化。

表 2 外泌体 miR-3173-5p 对 CAFs 标志蛋白表达的影响 (x±s，n=3)

项目 Exo 组 Exo-NC inhibitor 组 Exo-miR-3173-5p inhibitor 组 F 值 P 值

α-SMA 2.16 ± 0.12 2.10 ± 0.16 0.97 ± 0.11 77.637 <0.001

MMP9 3.15 ± 0.14 3.21 ± 0.13 1.05 ± 0.09 305.354 <0.001

CXCL12 2.87 ± 0.14 2.91 ± 0.17 1.03 ± 0.06 199.278 <0.001

Fibronectin 3.34 ± 0.27 3.51 ± 0.21 1.08 ± 0.15 118.725 <0.001

Vimentin 2.67 ± 0.16 2.61 ± 0.19 1.05 ± 0.14 93.387 <0.001

IL-1β 3.69 ± 0.24 3.72 ± 0.23 1.12 ± 0.17 143.821 <0.001

IL-6 3.41 ± 0.31 3.65 ± 0.25 1.09 ± 0.14 100.956 <0.001

IL-8 2.36 ± 0.09 2.81 ± 0.17 0.99 ± 0.14 142.892 <0.001

2.6 外泌体 miR-3173-5p 靶向 FBXW11 促进肿瘤相关

成纤维细胞的形成 见表 3。与Exo-NC mimic组相比，

Exo-miR-3173-5p mimic 组 FBXW11 蛋白水平显著降低

（t=11.442，P<0.01）； 与 Exo-miR-3173-5p mimic+Vector
组相比，Exo-miR-3173-5p mimic+FBXW11 组 FBXW11 蛋

白水平显著升高（t=15.255，P<0.01）。此外，与Exo-NC 
mimic 组相比，Exo-miR-3173-5p mimic 组 MRC-5 细胞中

α-SMA，MMP9，CXCL12，Fibronectin，Vimentin，IL-
1β，IL-6，IL-8 蛋白水平显著升高，差异具有统计学意

义（t=13.089，15.325，16.195，12.943，14.517，18.671，
16.496，13.134， 均 P<0.01）； 而 与 Exo-miR-3173-5p 
mimic+Vector 组 相 比，Exo-miR-3173-5p mimic+FBXW11
组 MRC-5 细胞中 CAFs 标志蛋白水平均显著降低，差

异具有统计学意义（t=12.769，15.651，16.454，13.096，
14.016，18.758，16.001，12.736，均P<0.01）。

2.7 肿瘤相关成纤维细胞活化促进 NSCLC 细胞增

殖和侵袭，抑制细胞凋亡 研究采用 Exo，Exo-miR-
3173-5p mimic 和 Exo-FBXW11 分别处理 MRC-5 细

胞 48h，分离上清液作为条件培养液（CM），对

A549 细胞进行培养，检测结果见表 4。与 NC-CM
组相比，Exo-CM 组 A549 细胞活力升高，侵袭细胞

数增多，凋亡细胞减少，Caspase-3活性降低（t=10.207，
2.359，3.001，5.855，均 P<0.05）。与 Exo-CM 组相

比，Exo-miR-3173-5p mimic-CM 组 A549 细胞活力

显著升高，侵袭细胞数显著增多，凋亡细胞显著减少，

Caspase-3活性显著降低（t=9.399，3.438，3.208，4.963，
均 P<0.05）；而 Exo-FBXW11-CM 组细胞活力降低，

侵袭细胞数减少，凋亡细胞增多，Caspase-3 活性升

高（t=18.868，7.070，9.813，16.008，均 P<0.05）。

结果提示，外泌体 miR-3173-5p 通过促进 CAFs 活化

诱导 NSCLC 细胞增殖、侵袭，抑制细胞凋亡。

表 3  外泌体 miR-3173-5p 靶向 FBXW11 对 CAFs 标志蛋白表达的影响 (x±s，n=3)

项目 Exo-NC mimic 组 Exo-miR-3173-5p mimic 组
Exo-miR-3173-5p mimic

+Vector 组
Exo-miR-3173-5p mimic

+FBXW11 组
F 值 P 值

FBXW11 1.01 ± 0.06 0.41 ± 0.04 0.40 ± 0.07 1.21 ± 0.08 125.352 <0.001

α-SMA 1.03 ± 0.04 2.67 ± 0.21 2.81 ± 0.17 1.07 ± 0.14 121.728 <0.001

MMP9 1.01 ± 0.15 2.89 ± 0.14 2.91 ± 0.11 0.97 ± 0.19 161.643 <0.001

CXCL12 1.04 ± 0.12 2.91 ± 0.16 2.93 ± 0.12 1.01 ± 0.16 179.584 <0.001

Fibronectin 1.05 ± 0.18 2.74 ± 0.17 2.69 ± 0.11 1.03 ± 0.17 109.759 <0.001

Vimentin 1.02 ± 0.18 2.76 ± 0.12 2.79 ± 0.13 1.08 ± 0.15 138.184 <0.001

IL-1β 1.03 ± 0.12 3.19 ± 0.21 3.22 ± 0.13 1.02 ± 0.07 236.757 <0.001

IL-6 1.01 ± 0.08 3.01 ± 0.19 3.05 ± 0.21 1.07 ± 0.04 179.714 <0.001

IL-8 1.04 ± 0.15 2.69 ± 0.12 2.61 ± 0.17 1.09 ± 0.17 106.301 <0.001

表 4 CAFs 活化对 NSCLC 细胞增殖、侵袭、凋亡的影响 (x±s，n=3)

项目 NC-CM 组 Exo-CM 组 Exo-miR-3173-5p mimic-CM 组 Exo-FBXW11-CM 组 F 值 P 值

细胞活力（%） 100.18 ± 7.26 168.57 ± 8.14 231.55 ± 11.07 42.14 ± 5.28 301.165 <0.001

细胞侵袭（%） 38.52 ± 3.18 49.69 ± 7.17 65.97 ± 7.94 16.21 ± 3.16 38.930 <0.001

细胞凋亡（%） 6.03 ± 0.61 3.15 ± 0.43 1.21 ± 0.31 18.91 ± 3.85 49.294 <0.001

Caspase-3 活性 100.03 ± 9.24 61.51 ± 4.16 28.35 ± 3.15 168.47 ± 12.46 162.323 <0.001

3 讨论

近年越来越多研究发现，细胞外基质（extracellul 
ar matrix，ECM）在肿瘤发生发展中起着非常重要

的调控作用 [12]。ECM 的异常，如组织中断、细胞

外基质基本成分或形态的改变，可以调节基质细胞

的行为，促进肿瘤相关的血管生成和炎症反应，与
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癌症的发生和转移密切相关 [13]。肿瘤细胞与基质细

胞相互作用，动态调节肿瘤微环境，可诱导肿瘤细

胞凋亡或进展 [14]。

肿瘤微环境是由细胞间通讯调控的动态系统，

负责肿瘤进展和转移 [14]。因此，研究外泌体介导的

肿瘤与基质之间的相互作用十分必要。CAFs 是肿

瘤基质中含量最高的细胞成分之一，具有很强的重

塑细胞外基质的能力，还可通过诱导基质细胞纤维

化、增加基质张力来促进肿瘤进展 [2,13]。本研究发

现 NSCLC 来源外泌体能够促进成纤维细胞（MRC-
5）中 CAFs 标志蛋白表达，给予外泌体抑制剂则降

低了各蛋白表达，提示肿瘤来源外泌体可促进成纤

维细胞向 CAFs 转化。NSCLC 细胞外泌体中 miR-
3173-5p 显著高表达，说明肿瘤细胞可通过外泌体

转运 miR-3173-5p 到肺转移前微环境的成纤维细胞

中，并通过降低其靶标 FBXW11 表达将成纤维细

胞转化为 CAFs。本研究结果阐明了 NSCLC 进展

的可能分子机制。

先前研究表明，miR-3173-5p 异常表达在不同

癌中发挥不同作用，如胆管癌中 miR-3173-5p 过表

达可通过抑制 ETS 相关基因（ETS-related gene，
ERG）表达，抑制癌细胞增殖和迁移，阻断胆管癌

进展 [8]。CAFs 外泌体衍生的 miR-3173-5p 通过调

节长链酯酰辅酶 A 合成酶 4（long-chain acy1-CoA 
synthetases，ACSL4）抑制胰腺癌细胞铁死亡，

促进了胰腺癌进展 [10]。前列腺癌中 LINC00893 通

过靶向调控 miR-3173-5p 抑制了癌细胞增殖、侵

袭，缓解肿瘤进展 [9]。值得关注的是，IU 等 [11] 人

的报道发现 miR-3173-5p 在 NSCLC 中差异表达，

与 NSCLC 的免疫微环境调节密切相关。本研究发

现，miR-3173-5p 作为癌基因发挥作用，在 NSCLC
细胞来源的外泌体中显著高表达，敲低 miR-3173-
5p 可抑制 Exo 诱导的成纤维细胞向 CAFs 转化，

而过表达 miR-3173-5p 则可促进 CAFs 活化，促进

NSCLC 细胞增殖、侵袭，抑制细胞凋亡。

为明确 miR-3173-5p 在 CAFs 活化和 NSCLC
进展中的可能作用，研究通过在线数据库 Starbase
预测并证实 miR-3173-5p 与下游靶标 FBXW11 靶

向结合。FBXW11 是 F-box 蛋白家族的一个成员，

FBXW11 被报道通过调节多种信号转导途径，参与

多种肿瘤发生的病理过程，如 WANG 等 [15] 报道，

淋巴细胞白血病中 FBXW11 显著上调，通过激活

核 因 子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB） 和

β- 连环蛋白（β-catenin）/ 转录因子（transcription 
factor，TCF）信号通路促进肿瘤进展。TAN 等 [16]

研究显示，FBXW11 作为一种炎症生物标志物，

在胰腺癌中表达显著上调，并且与巨噬细胞浸润和

NF-κB 信号通路活化呈显著正相关。YAO 等 [17]

报道，FBXW11 作为致癌因子参与调控了结直肠癌

的干细胞样特征和肝转移。CHEN 等 [18] 研究发现，

人类软骨肉瘤标本中 FBXW11 明显下调，上调

FBXW11 表达可显著抑制软骨肉瘤细胞生长并诱导

细胞凋亡；且发现与高级别软骨肉瘤和不良预后显

著相关，被认为是软骨肉瘤患者的独立预后因素。

本研究中，FBXW11 作为外泌体 miR-3173-5p 的靶

标基因在 NSCLC 中显著下调，过表达 FNXW11 能

够拮抗外泌体诱导的成纤维细胞向 CAFs 转化，抑

制 NSCLC 细胞增殖、侵袭，诱导细胞凋亡。本研

究证实了 NSCLC 细胞与基质 CAFs 细胞之间存在

外泌体介导的通讯，肿瘤外泌体 miR-3173-5p 可通

过靶向调控 FBXW11 表达促进成纤维细胞向 CAFs
转化，促进 NSCLC 细胞增殖和侵袭，最终导致

NSCLC 进展。本研究从肿瘤微环境角度为 NSCLC
的迁移和侵袭提供了理论依据，也为 NSCLC 的临床

治疗提供了新的思路和靶点。但本研究也存在一些

不足，第一，没有深入探究 FBXW11 激活 CAFs 的

具体途径及其与 FAP，α-SMA 的关系；第二，miR-
3173-5P 和 FBXW11 的作用及相应机制仅在细胞实

验中得到证实，尚缺乏动物实验的进一步验证。但

无论如何，还是初步发现了肿瘤源外泌体 miR-3173-
5p 在 NSCLC 进展中的作用及其潜在调控机制。

综上所述，miR-3173-5p 在 NSCLC 细胞外泌

体中表达显著上调，肿瘤源外泌体 miR-3173-5p 可

能通过靶向抑制 FBXW11 表达促使 CAFs 活化，进

而促进肿瘤细胞增殖、侵袭，抑制细胞凋亡，从而

调控 NSCLC 进展。
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