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I 

 

摘要 

背景：犬乳腺肿瘤是母犬中最常见的肿瘤，超过半数的犬乳腺肿瘤属于恶性肿瘤，

对母犬的健康和生命构成严重威胁。miR-9 的表达水平在人乳腺肿瘤中被发现与肿瘤

恶性程度呈正相关关系。而在犬乳腺肿瘤中 miR-9 的调控作用还知之甚少。内皮细胞

迁移是血管生成的初始阶段，本研究旨在揭示犬乳腺肿瘤外泌体中 miR-9 的表达情

况及其对犬内皮细胞迁移的调节作用。 

方法：提取犬乳腺肿瘤细胞系外泌体，检测其 miR-9 的表达水平。收集胚胎犬心

肌组织，诱导分化为内皮样细胞（ELCs）。通过犬乳腺肿瘤外泌体与犬内皮样细胞共

培养，检测犬内皮样细胞对犬乳腺肿瘤外泌体的摄取能力。通过转染 miR-9-5p 模拟

物，Transwell 迁移和侵袭试验检测犬乳腺肿瘤外泌体中 miR-9 对犬内皮样细胞迁移

能力的影响。最后经荧光素酶报告试验、Western blot、转录组测序和 RT-qPCR 法探

究 miR-9 的作用靶点。 

结果：本研究成功地提取了犬乳腺肿瘤细胞外泌体，并将犬心脏胚胎组织来源的

原代细胞诱导为犬内皮样细胞。高表达 miR-9 的肿瘤外泌体能够被该内皮样细胞摄

入，且 miR-9 的过表达促进了犬内皮样细胞的迁移和侵袭能力，调控了与细胞迁移相

关的多个信号通路和八个基因，进一步研究发现 miR-9 靶向 COL15A1基因，在蛋白

质翻译过程中抑制血管生成抑制因子 collagen XV 的表达。 

结论：犬乳腺肿瘤的 miR-9 可通过外泌体进入犬内皮样细胞中，促进犬内皮样细

胞的迁移和侵袭能力。因此，miR-9 可作为犬内皮细胞迁移和血管生成相关疾病的潜

在诊断和治疗靶点，具有作为犬乳腺肿瘤生物标志物和临床治疗靶点的潜力，但尚需

进一步研究。 

关键词：犬乳腺肿瘤；犬内皮细胞；miR-9；细胞迁移与侵袭；外泌体 
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ABSTRACT 

Background: Mammary gland tumor is the most commonly 

diagnosed tumor in female dogs, and more than half of them are 

diagnosed as malignant, posing a serious threat to the health and life 

of female dogs. The level of miR-9 expression in human breast 

tumors is directly linked to the severity of the cancer. However, we 

know little about the regulatory role of miR-9 in canine mammary 

gland tumors. Endothelial cell migration is the initial stage of 

angiogenesis. The objective of this study is to uncover the expression 

of miR-9 in exosomes derived from canine mammary gland tumors 

and investigate its regulatory influence on the migration of canine 

endothelial cells. 

Methods: Exosomes were extracted from canine mammary 

gland tumor cell lines, and their miR-9 expression levels were 

detected. Embryonic canine myocardial tissues were collected and 

induced to differentiate into endothelial-like cells (ELCs). Through 

co-culture of canine mammary gland tumor exosomes and canine 

endothelial-like cells, the ability of canine endothelial-like cells to 

ingest canine mammary gland tumor exosomes was detected. The 

effect of miR-9 in canine mammary gland tumor exosomes on the 

migration ability of canine endothelial-like cells was detected by 

transfection of miR-9-5p mimics, Transwell migration and invasion 

assays. Finally, luciferase reporter assay, Western blot, transcriptome 

sequencing, and RT-qPCR were used to explore the target of miR-9. 

Results: In this study, exosomes were successfully extracted 

from canine mammary gland tumor cells, and primary cells derived 

from canine embryonic heart tissues were induced to differentiate 

into canine endothelial-like cells. Tumor exosomes with high 

expression of miR-9 can be ingested by endothelial-like cells, and 

overexpression of miR-9 promotes the migration and invasion ability 

of canine endothelial-like cells, regulating multiple signaling 

pathways and eight genes related to cell migration. Further studies 

found that miR-9 targets the COL15A1 gene and inhibits the 
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expression of angiogenesis inhibitor collagen XV during protein 

translation. 

Conclusion: miR-9 in canine mammary gland tumors can enter 

canine endothelial-like cells through exosomes and promote their 

migration and invasion ability. Therefore, miR-9 can be a potential 

diagnostic and therapeutic target for canine endothelial cell migration 

and angiogenesis-related diseases, and has the potential to be a 

biomarker and clinical therapeutic target for canine mammary gland 

tumors, but further research is needed. 

Key Words：Canine mammary tumor; Canine endothelial cell; 

MiR-9; Cell migration and invasion; Exosome
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1 前言 

1.1 犬乳腺肿瘤概述 

犬乳腺肿瘤（CMT）是母犬中最常被诊断出的肿瘤，母犬的乳腺肿瘤可占据母犬

生殖系统疾病的 83%。犬体内出现乳腺肿块为本病的典型症状特征，瘤块一般无痛，

常伴有皮肤损伤、乳房肿胀等症状，因此它们是一个不得不去注意的临床问题。在犬

乳腺肿瘤中，大约 50%是恶性的恶性犬乳腺肿瘤包括一种肿瘤细胞类型（单纯癌）或

两种细胞类型（由恶性上皮成分和良性上皮成分组成的复合癌），这意味着这些肿瘤

有可能对母犬的健康和生命构成严重威胁[1]。因此，对于兽医和宠物主人来说，了解

和识别犬乳腺肿瘤的症状、早期发现并采取适当的治疗措施至关重要。其中最常见的

肿瘤类型是管状癌（腺癌），其次是乳头状癌、实性癌、复合癌和肉瘤癌，良性乳腺

肿瘤主要是纤维腺瘤、导管乳头状瘤、良性混合瘤和单纯腺瘤[2]。恶性肿瘤的分级不

仅基于肿瘤类型，还取决于是否存在显著的细胞核和细胞多形性、有丝分裂指数、坏

死区的存在、肿瘤周围和淋巴浸润以及区域淋巴结转移；犬乳腺肿瘤的预后评估通常

基于临床分期、肿瘤大小、淋巴结状况、影像学显示的远端转移证据、淋巴或血管浸

润，以及按照世界卫生组织（WHO）指南在肿瘤切除后对肿瘤进行的组织病理学检

查[4]。犬乳腺肿瘤主要发生在老年母犬中，通常年龄在 8 至 10 岁之间[3]。犬乳腺肿瘤

的致病原因并未完全知晓，然而，已经指出了一些风险因素，例如荷尔蒙、营养和遗

传因素，性激素是导致乳腺肿瘤生长的主要风险因素之一，如果母犬在第一次发情前

进行卵巢切除，乳腺肿瘤生长的风险为 0.5%，但如果母犬在发情后立即进行切除或

在任何其他时间进行切除，风险分别为 8%和 26%[5-6]。并且，多项研究表明，某些品

种具有遗传倾向患上 CMT，例如迷你贵妇犬、腊肠犬、马尔济斯犬、约克夏梗、可

卡犬和德国牧羊犬[6]。 

目前为止，对于犬乳腺肿瘤最有效的治疗方法是手术，包括切除病变的腺体和局

部淋巴结，通常也会进行卵巢子宫切除术[7]。然而，有研究表明，并非所有犬乳腺肿

瘤病例都能从卵巢子宫切除术中受益[8]。在大多数恶性犬乳腺肿瘤病例中，会进行化

疗或放疗，但化疗和放疗的成本都很高，而且关于它们在治疗中的疗效常常有限[9]。

因此，犬乳腺肿瘤的早期检测对患者的预后至关重要。生物标志物是可以在血液或其

他组织（如：肿瘤组织）中测量的蛋白质，可以提供有关疾病存在、治疗结果或患者
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进一步预后的信息，对于犬类乳腺肿瘤而言，寻找最合适的生物标志物是有利于改善

其诊断和预后窘况的关键方向。在之前的研究中指出，miRNA 在癌症发生发展的各

个方面，如增殖、侵袭和血管生成中，都发挥着重要的作用。并且，某些异常表达的

miRNA 往往预示着恶性肿瘤的发生发展或预后不良。总之，作为肿瘤生物标志物的

生物标志物，miRNA 表现出了巨大的潜力，以 miRNA 的异常表达反映肿瘤的发生、

发展、转移和恶化等过程。因此，miRNA 作为犬乳腺肿瘤生物标志物是可行的。 

1.2 血管生成研究进展 

1.2.1 血管生成与肿瘤发展 

血管生成（Angiogenesis）是指从已有的毛细血管或毛细血管后静脉发展而形成

新的血管。血管生成在肿瘤转移过程中起着重要的作用，在人医上有研究发现乳腺肿

瘤过度表达血管内皮生长因子（Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF），并且抑

制血管生成有利于乳腺肿瘤的治疗和预后[10-11]。肿瘤的发展与新生血管的形成密切相

关，肿瘤细胞持续分裂和增殖，消耗大量的氧气和营养物质。当实体瘤的体积小于 2 

mm3 时，可以通过扩散获得氧气和营养物质[12]。随着肿瘤组织的逐渐生长，肿瘤需要

形成新的血管来获取营养和氧气，以确保肿瘤呈指数增长，当肿瘤生长到一定大小时，

需要通过足够的新生血管来供应营养和氧气[12]。肿瘤细胞还可以释放血管生成因子，

如 VEGF，来诱导周围组织和血管内皮细胞的增殖和迁移，从而促进肿瘤血管的形成

[13-14]。血管生成还可以促进肿瘤转移过程，通过释放血管生成因子，调节肿瘤转移前

生态位的微环境。这些血管生成因子可以促进周围组织和血管内皮细胞的增殖和迁移，

进一步促进肿瘤血管的形成[15]。从人肾癌干细胞释放的 CD105 阳性微囊还通过赋予

正常人内皮细胞激活的血管生成表型来刺激血管生成，以形成肺转移前的利基，从而

显著促进肺转移[16]。此外，血管生成还与肿瘤转移前生态位中的其他细胞类型相互作

用，如免疫细胞、成纤维细胞等。这些细胞通过释放细胞因子、生长因子等物质，参

与到血管生成和肿瘤转移的调控过程中。而肿瘤转移前生态位可以通过相互作用和调

节周围组织和细胞的信号通路来促进血管生成，这为肿瘤细胞的转移提供了必要的支

持[14]。 

转移前生态位可以被定义为支持和接受的组织微环境，经历一系列的分子和细胞

变化，形成转移指定的位置，或肥沃的土壤，为转移的肿瘤细胞种子定植做准备，从



海南大学硕士学位论文 

3 

而支持肿瘤在远处器官的定居，促进肿瘤的转移[17]。这个概念类似于生理学的“生态

位”，因为建立了一个范例，赋予这个生态位内的细胞特定的功能[17]。转移前的生态

位可以通过不同的机制在未来的转移部位启动和建立，使远处的器官适合于扩散肿瘤

细胞以进行定植[18]。原发肿瘤衍生的成分、肿瘤动员的骨髓来源细胞（BMDCs）和

宿主的局部基质微环境（或未来转移器官成分）是形成转移前生态位的三个主要因素，

这些促进预转移灶形成的分子成分，除了由肿瘤细胞分泌外，还可以由髓系细胞和基

质细胞产生，它们与细胞成分共同工作，以启动、极化和建立未来转移器官中的预转

移灶[19]。 

内皮细胞起源于中胚层细胞的连续分化过程，产生造血干细胞，随后形成原始血

岛结构，随着外周血岛的形成，造血干细胞逐渐分化为内皮细胞的前体细胞——血管

母细胞[19]。在血管内皮生长因子的作用下，血管母细胞和新生内皮细胞在主要由胶原

蛋白和透明质酸构成的基质上进行迁移，从而促使血岛融合并形成最初的血管丛，这

些丛状结构会进一步发育成较大的血管，并在此过程中引发胚胎的血管化[20]。血管生

成是指在已存在的血管基础上形成新的血管，这个过程与血管发生不同，肿瘤在转移

前的生态位可能会增加血管生成和血管通透性，促进转移过程，高转移性肿瘤在形成

转移前生态位时会招募 TIE2+单核细胞和内皮祖细胞，形成高水平的前血管生成微环

境，包括血管内皮生长因子和其他前血管生成因子，并触发血管生成的过程，从而促

进癌症进展后期转移的形成[20]。黑色素瘤的外泌体可通过促发血管渗漏和由受体酪

氨酸激酶诱导利基内骨髓前体细胞再编程为促血管生成表型，以促进原发肿瘤的转移

过程[21]。转移性乳腺癌细胞外泌体中的 miR-105 有可能透过调控细胞间紧密连接蛋

白，干扰形成转移前生态位的宿主体内的血管内皮屏障，引发远处器官血管通透性的

增加，从而助长癌细胞的转移[22]。此外，乳腺肿瘤细胞表达的表皮生长因子受体配体

表型调节蛋白、环氧合酶-2、基质金属蛋白酶-1 和基质金属蛋白酶-2 共同重建多功能

血管重塑程序，以增加血管通透性和促进肺转移进展[23]。有研究表明，通过抑制血管

生成来调节肿瘤转移前生态位的形成对乳腺肿瘤细胞的生长具有抑制作用[13]。 

综上所述，血管生成和肿瘤转移前生态位之间存在着密切的联系。肿瘤转移前生

态位的形成和血管生成密不可分，其中血管生成是肿瘤转移前生态位中不可或缺的一

步。这一过程通常是通过促进内皮细胞的迁移侵袭能力以及增强血管通透性等方式实

现的，从而导致血管渗漏等现象，进而促进肿瘤转移前生态位的形成并对肿瘤转移起

到促进作用。因此，深入研究血管生成和肿瘤转移前生态位的关系对于防治肿瘤的转
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移与生长具有重要的意义。 

1.2.2 血管生成与内皮细胞迁移 

传统观点认为肿瘤的血管生成模式主要包括血管发生和血管新生，它们的共同特

点是依赖内皮细胞。内皮细胞是构成血管内壁的单层细胞，它是血管生成的主体细胞，

在血管生成过程中，内皮细胞通过增殖、迁移和分化等过程，形成新的血管结构[24]。

血管壁内皮细胞的紧密对接和排列导致它们能够形成一种屏障，限制水、蛋白质和血

细胞在血管内和间质之间的运动，这些新生成的血管可以为肿瘤提供必要的营养和氧

气，促进肿瘤的生长和转移。因此，内皮细胞的正常功能和活性对于维持血管生成的

平衡和稳定至关重要[25]。细胞因子、生长因子、凝血酶等多种生物活性物质在维持血

管屏障完整性和调节血管张力方面发挥重要作用。内皮细胞在炎症反应和血液凝固等

生理和病理过程中，可以通过与白细胞互动的方式发挥作用，因此，研究血管内皮细

胞的生理功能、分子调控机制及其与多种疾病的关系，对于深入了解和预防多种疾病

具有重要意义[15]。其次，内皮细胞还参与调控血管生成的信号通路。内皮细胞表面存

在多种受体，可以响应各种生长因子、细胞因子等信号分子的刺激，从而调控内皮细

胞的分化、增殖和迁移这些过程[15]。例如，血管内皮生长因子是血管生成过程中最重

要的生长因子之一，它通过与内皮细胞表面的血管内皮生长因子受体结合，激活一系

列信号通路，促进内皮细胞的增殖和迁移[15]。 

内皮细胞的移动是血管生成过程不可或缺的一部分，这需要对细胞的收缩和非收

缩状态进行严密的调节，当内皮细胞受到血管生成刺激因子的作用时，会发生形态学

改变，如细胞骨架重组、细胞间连接松散等，从而具备迁移能力[14]。内皮细胞迁移是

血管生成过程中的一个关键步骤，它涉及到内皮细胞从已有的血管结构中脱离出来，

并向新的血管生长点迁移的过程。这一过程对于新血管的形成和肿瘤的生长、转移具

有重要意义[14]。内皮细胞迁移是血管生成的基础。在血管生成过程中，内皮细胞通过

迁移和增殖，形成新的血管结构[15]。内皮细胞从其原位迁移的行为可分为三种主要机

制，分别为趋化性、趋触性以及机械性。其中，趋化性指的是内皮细胞向可溶性趋化

剂梯度方向迁移；趋触性包括了细胞向固定化配体梯度方向选向迁移的情况；机械性

是指内皮细胞在机械作用下发生的定向迁移现象，也就是说，内皮细胞迁移是一个机

械集成的分子过程，涉及信号转导、细胞黏附等过程[26]。 

迁移能力是内皮细胞对于新血管的形成至关重要的一部分，它决定了血管生成的
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速度和效率[27]。此外，内皮细胞迁移还与肿瘤的生长和转移密切相关。肿瘤细胞可以

通过释放血管生成因子等物质，诱导内皮细胞的迁移和血管生成，从而为肿瘤的生长

和转移提供必要的血供和营养支持[27]。同时，内皮细胞迁移也参与了肿瘤的侵袭和转

移过程，例如在肿瘤转移前生态位中，内皮细胞迁移可以促进肿瘤细胞的侵袭和迁移，

为肿瘤细胞的转移提供便利[27]。 

内皮细胞迁移和血管生成在肿瘤的生长和转移过程中扮演着关键的角色。内皮细

胞迁移参与调节了肿瘤形成和血管生成这些过程，其中血管生成为肿瘤生长和转移提

供了获得肿瘤形成所需要的大量营养和氧气。因此，研究内皮细胞迁移和血管生成的

相关机制，可以为揭示肿瘤生长和转移的分子机制提供理论基础，为开发新的治疗策

略提供指导思路。 

1.2.3 miR-9 参与调控血管生成 

肿瘤组织的血管生成是一个复杂且多步骤的过程，涉及众多信号通路以及细胞间

的相互作用。恶性肿瘤细胞需要营养物质和氧气来维持生存以及进行增殖，因此它们

需要血管参与作用，通过血管中的血液循环系统获取这些必需的营养物质。早期观察

发现，快速生长的肿瘤血管化程度很高，而处于休眠状态的肿瘤则不然，这一现象表

明，肿瘤血管生成（即肿瘤血管的新生）的启动是肿瘤进展所必需的[27]。肿瘤发展必

须依靠新的血管供应，因此肿瘤细胞可以通过刺激血管生成过程来满足其能量需求。

该过程受到多种细胞因子的调节，如刺激血管内皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因

子（bFGF）等。肿瘤血管的形成方式与正常血管有所区别，其血管壁薄、不规则，常

处于异常扩张状态，使之易发生渗漏、破裂等情况。因此，抑制肿瘤新血管生成成为

了目前研究重点之一，可通过药物干预和注射抑制血管成生的蛋白等方式，取得肯定

的抗肿瘤效果[28]。该理论在探究肿瘤增殖过程机制研究方面起到了巨大的作用。在开

始生长的早期，肿瘤细胞需要获取大量的氧气和营养物质，用来维持其快速增殖，但

随着肿瘤细胞的发展，其与周围现有血管的距离逐渐增大，导致营养和氧气的供应无

法满足其需求。因此，为了应对这一问题，肿瘤细胞会释放一系列的生长因子和信号

分子来刺激新血管的生成，进而形成新的血管网络。2003 年，一项临床试验显示，与

单独使用化疗相比，将化疗与针对抗血管内皮生长因子的人源化中和抗体联合使用时，

转移性结直肠癌患者的生存期得到了延长，这一结果证实了抗血管生成疗法在治疗癌

症方面的有效性[29]。自这项研究以来，抗血管生成疗法在癌症治疗中的应用得到了广
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泛的研究和关注。该领域得到了广泛的关注和探索。目前，越来越多的临床试验正在

致力于探究抗血管生成疗法在不同类型癌症中的疗效，以期为患者提供更全面有效的

治疗方案。抑制血管生成是抗血管生成疗法的主要作用机制，其能够有效地限制肿瘤

细胞的生长和扩散，并提高患者的生存期。总之，这项临床试验的成功不仅为抗血管

生成疗法在癌症治疗中的应用提供了坚实的证据，也为未来的研究和发展奠定了坚实

的基础。但到目前为止，抗血管生成治疗的成功相当有限，在耐药发生之前只能提供

肿瘤生长的短期缓解，通常会带来适度的生存好处[30]。肿瘤抗血管生成治疗的机制多

种多样，其中包括缺氧直接作用、周围组织正常血管的共择以及血管拟态等；此外，

基质细胞也发挥着重要贡献，其中包括招募肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）、内皮祖细

胞（EPC）以及促血管生成髓系细胞，同时上调替代性促血管生成因子等[31-32]。 

近年来，越来越多的研究表明 miRNA 在肿瘤血管生成中发挥着关键的作用，有

研究发现，miR-9 可以通过 AKT 自噬途径促进内皮细胞的生成与分化，并且肿瘤来

源的 miR-9 还可以激活 JAK-STAT 通路，促进内皮细胞迁移和血管生成，导致肿瘤恶

化以及抗血管疗法失效[34]。在体外试验中，miR-9 过表达可以促进人类内皮细胞的迁

移和侵袭能力[35]。通过 EndoDB 数据库，可以发现 miR-9 及其不但在胶质母细胞瘤

中过表达，还能通过促进血管生成水平来促进肿瘤进展[36]。在心肌细胞模型中已经存

在了关于 miR-9 和 PDGFR-β 的负调控的描述描述[37]。miR-9 在 PDGFR-β 介导的三

阴性乳腺癌的血管生成特性中起到了直接抑制 STARD13，导致血管生成被促进[38]。

而在神经母细胞瘤中，miR-9 通过直接靶向 3'UTR 区来减弱基质金属蛋白酶-14 的表

达，并在体内外抑制神经母细胞瘤细胞的侵袭、转移和血管生成[39]。miR-9 正是通过

调节 VEGF-A 的表达来影响肿瘤新生血管生成的。研究表明，在多种类型的肿瘤中，

包括乳腺癌、肺癌等，miR-9 的表达水平往往与肿瘤的血管密度呈正相关[40]。当 miR-

9 表达增加时，它抑制 VEGF-A 的表达，从而抑制肿瘤的新生血管生成。相反，当

miR-9 表达降低时，VEGF-A 的表达增加，进而促进肿瘤血管的形成。除了直接调节

VEGF-A 的表达外，miR-9 还可能通过其他途径影响肿瘤血管生成，例如，它可能参

与调节内皮细胞的增殖、迁移和分化，或者影响血管生成相关基因的表达[41]。这些复

杂的相互作用使得 miR-9 在肿瘤血管生成中发挥着多面性的角色。 

通过之前的研究可知，miR-9 在恶性肿瘤中常常发挥促进血管生成的作用，从而

加速肿瘤的转移过程。但是，在犬内皮细胞中 miR-9 的具体影响机制目前仍未能够得

到深入的探究。因此，未来的研究可以结合各种试验手段，进一步开展 miR-9 的功能
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与调控机制研究，以期为恶性肿瘤的治疗提供新的治疗策略和治疗途径。 

1.3 外泌体是肿瘤疾病液体活检的潜在标志物 

1.3.1 肿瘤外泌体通过 miRNA 影响受体细胞 

外泌体是一种由细胞分泌的微小囊泡，最初是在网织红细胞转变为成熟红细胞的

过程中被发现的，其具有脂质双层膜，直径在 30~150 nm 之间，现今特指直径在 40~100 

nm 的杯状囊泡[42]。早期的研究发现，外泌体携带着各种生物活性分子，如蛋白质、

脂类和非编码的 RNA，它们可以传递到受体细胞，并对这些细胞产生生理或病理效

应。随着相关领域研究的不断深入，学者们已经发现外泌体所参与的不仅仅是细胞间

物质与信息的传递，同时也存在于多种活细胞中，包括肿瘤细胞等，且相对而言，肿

瘤细胞分泌的外泌体量远高于非肿瘤细胞的分泌量[43]。MicroRNA （miRNA）是一小

类内源性非编码 RNA，是肿瘤来源的外泌体携带的主要生物活性成分。外泌体包裹

的 miRNA 调节受体细胞中的基因表达，从而促进肿瘤的侵袭性，如 Caveolin-1 阳性

的大肿瘤体可以介导 miR-1227 从致瘤性前列腺细胞向癌症相关成纤维细胞（CAF）

的细胞间转移，促进 CAF 向转移前生态位形成的次级部位的迁移[42]。此外，含有 DNA

片段的肿瘤源性外泌体一旦转移，可能会影响靶向肿瘤细胞的转移行为。这些突变的

DNA 片段有可能被肿瘤细胞摄取，从而改变其遗传特性，影响其增殖、迁移和侵袭

等能力，进而促进肿瘤细胞的转移和扩散[42]。 

肿瘤来源的细胞外囊泡可能会远离其原始部位，作为潜在的信使来诱导转移前的

微环境形成。其中，外泌体作为细胞外囊泡，它囊泡内部含有蛋白质、mRNA、miRNA、

小 RNA 和 DNA 片段，它通过调节肿瘤细胞与周围成分之间的通信或通过水平将其

内容物转移到受体细胞来促进转移前生态位的形成[43]。肿瘤来源的外泌体 miRNA 和

蛋白质对接受外泌体的受体细胞进行重新编程或培养，使其向有利于转移和促炎的表

型转变，从而产生肿瘤转移前生态位[44]。有研究表明，来自转移性肿瘤的外泌体有助

于在肺内建立良好的局部微环境，支持播散性乳腺癌的生存和生长[45-46]。肿瘤来源的

外泌体可能介导肿瘤细胞和宿主细胞之间的串联，在肿瘤转移前生态位形成的次级微

环境中。肿瘤来源的外泌体中的骨桥蛋白已被发现有助于 BMDC 动员和肿瘤细胞的

定植[47]。同样，乳腺肿瘤细胞分泌的外泌体也通过招募免疫细胞和影响基质细胞的代

谢重新编程来促进脑内转移前生态位的形成[48]。 
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因此，针对肿瘤的转移机制从肿瘤源性外泌体的角度进行深入研究，在其中探究

DNA/RNA 片段的存在形式、分布规律、物质特性及功能表现等，对于揭示肿瘤细胞

的转移能力、预测肿瘤转移的风险、筛选肿瘤靶向治疗药物等具有重要意义。此外，

通过对外泌体中含有的生物学信息进行分析和整合，也可能为肿瘤的诊断和治疗提供

新的思路和方法，为临床转化研究提供了新的途径和可能性。因此，肿瘤源性外泌体

中的 DNA/RNA 片段的研究具有非常重要的临床意义和研究价值。 

在 miRNA 被发现之后，人们就致力于探究 miRNA 的调控机制以及其与恶性肿

瘤疾病之间的关系。通过临床研究和构建癌症与基因相关数据库（如：The Cancer 

Genome Atlas，TCGA 数据库），人们发现 miRNA 往往伴随着肿瘤的恶化而异常表

达。在以往的研究中，Ki-67 和 PCNA 是肿瘤细胞增殖的生物标志物，而 p53 是肿瘤

转化和凋亡的标志物。作为生物标志物，它们常用于评估肿瘤的增殖潜能对于确定肿

瘤的恶性程度具有重要意义。高增殖率与肿瘤快速生长及其引起局部和远处转移的能

力相关。上皮间质转化（EMT）作为肿瘤侵袭、转移和发展过程中的一个重要环节，

其对于转化阶段间皮细胞极性和细胞间密集连接的丧失，以及其后获得的浸润性和游

走迁移能力，从而促使其转变为具有间质细胞形态和特性的细胞在此过程中具有重要

作用[49]。EMT 的发生使癌细胞得以更便捷地渗透到邻近间质，甚至有可能发生远处

转移，造成严重危害。有研究表明，miRNA 通过调节某些关键干细胞，调控基因的

表达和调节 EMT 过程[50]。由此，MiRNA 在临床应用上展现出巨大的潜力，许多肿

瘤相关的研究中将其视为早期诊断方向。MiRNA 作为一种新型的生物标志物，其组

织特异性和在生物体液中的稳定性使得它成为肿瘤非侵入性诊断的理想选择，其长期

异常表达往往预示着肿瘤的发生、发展或者转移。因为肿瘤来源的 miRNA 可以存在

于血液中，并且似乎稳定地受到循环中内源性核糖核酸酶活性的保护，所以通过血浆

或血清中的 miRNA 表达谱分析，医学研究人员有可能筛选出与乳腺肿瘤发生、发展

密切相关的 miRNA 生物标志物，并通过对这个生物标志物机制的探究以及其与乳腺

肿瘤恶化程度之间的关系，实现对肿瘤的早期筛查和诊断[52]。血清中 miRNA 作为肿

瘤诊断和预后的生物标志物，在人类肿瘤学研究中得到了广泛的应用，如：血清中

miR-21 作为结直肠癌诊断和预后的生物标志物，血清和组织中 miR-21 的高表达与肿

瘤大小、远处转移和生存不良显著相关，并得以证明血清 miR-21 是结直肠癌的独立

预后指标[53]。 
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1.3.2 外泌体用于肿瘤体液活检 

肿瘤微环境（Tumor micro-environment，TME）是一个复杂的细胞内环境，它围

绕着癌细胞，包含多种细胞成分和非细胞成分，包括癌症相关成纤维细胞、血管、神

经纤维、免疫细胞、其他间质细胞，以及含有各种遗传信号的外泌体等胞外囊泡，以

及肿瘤来源外泌体。肿瘤来源的外泌体可能参与肿瘤免疫逃逸过程，帮助肿瘤细胞逃

避免疫系统的攻击[54]。外泌体在细胞间的通讯中扮演着信号传导者或信使的角色，在

一项关于小鼠和人类细胞系外周血的研究中，观察到了肿瘤来源外泌体在不同类型的

癌症中起到的作用。其通过携带特定的生物活性物质，包括蛋白质、核酸，来影响目

标器官的微环境。这些物质可以被受体细胞所接收并解读，进而改变其生物学行为，

促进肿瘤转移灶的形成[55]。这项试验不仅探究了肿瘤来源外泌体在肿瘤微环境重大

重用，其作者还认为，肿瘤的转移并非完全随机，而是有迹可循的，可以通过循环系

统中的外泌体找到肿瘤发展和转移的相关证据。在随后的几年里，研究者们纷纷踏足

外泌体作为肿瘤标志物的领域，在一项研究中发现，通过鉴定尿液来源的外泌体中的

基因签名，可以评估高级别和低级别前列腺癌以及良性前列腺增生[56]。这种非侵入性

的尿检意味着在前列腺癌临床诊断中可以避免许多不必要的侵入性的诊断，如直肠活

检。在后续的研究中，研究者们通过探寻体液外泌体作为肿瘤生物标志物中取得了一

定的成就，包括乳腺肿瘤、胰腺癌和食管鳞状细胞癌等，作为样本的体液往往是血清

或血浆，有时根据肿瘤部位的不同，也可以提取唾液和尿液[57-59]。尽管这一研究取得

了显著的成果，但仍需要进一步的验证和临床应用研究来证实其准确性和可靠性。未

来，期待能够开展更多前瞻性的临床试验，以验证这些纳米颗粒生物标志物的性能，

并进一步探究其在提升临床上整体癌症诊断能力方面的潜在作用，充分发挥外泌体作

为肿瘤疾病液体活检标志物的潜力。 

1.4 miR-9 对乳腺肿瘤在临床应用上的前景 

在治疗给药方面，miRNA 可以通过特异性靶向多个基因实现对基因网络的调节，

以达到更全面影响癌症相关基因表达的治疗效果，还可通过抑制促癌基因等方式来实

现对癌症进程的调控。此外，一个靶基因也可能被多个 miRNA 靶向，这种多对多的

调控方式可以增加治疗的灵活性和精度，多个 miRNA 联合调节抑癌基因，可以发挥

事半功倍的作用。同时，RNA 分子递送技术的改进也使基于 miRNA 的疾病治疗变得
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更加现实，在肿瘤治疗领域，已经投入临床试验的 miRNA 有 miR-34-mimics，它已

用于治疗原发性肝癌、小细胞肺癌、淋巴瘤、黑色素瘤、多发性骨髓瘤和肾癌患者的

I 期临床试验，取得了良好的治疗效果[60]。miR-16-mimics 在恶性胸膜间皮瘤或非小

细胞肺癌患者中的 I 期临床试验也已进行，其使用表皮生长因子受体（EGFR）抗体

包裹的 EDV 纳米粒将 miR-16 输送到癌症组织中[61]。基于 miR-9 在乳腺癌中过表达

的事实，有研究者以miR-9作为乳腺癌特异性miRNA之一，设计了一个级联的miRNA

识别系统，通过激活报告基因（荧光蛋白）或抗癌基因 p53 的表达来选择性杀死癌细

胞。这项试验在小鼠体内肿瘤试验中，裸鼠体内的肿瘤体积和重量仅为对照组的 58%，

这表明miRNA可能被用作癌症相关基因调控药物，在癌症治疗中具有巨大的潜力[62]。

另外，有报道称 miR-9 可使急性髓系白血病对柔红霉素增敏[63]。化疗可诱导乳腺癌细

胞分泌基于细胞外囊泡的 miR-9，导致化疗耐药[64]。这提出了一个猜想：miR-9 是否

可以与其他药物联合使用来提高治疗效果和减轻耐药性，或者作为乳腺癌化疗反应的

预测指标。 

犬乳腺肿瘤是世界范围内母犬发病率较高的恶性疾病，严重威胁犬类健康。

MiRNA 在乳腺癌的发生发展和预后中起着关键作用。由于单个 miRNA 可以特异性

调控多个靶基因，因此 miRNA 具有多靶点、准确调控的特点。针对 miRNA 的治疗

策略可能成为一种新的、多渠道的癌症治疗策略。 

越来越多的研究证实 miR-9 在乳腺癌中异常表达。在恶性程度较高的乳腺癌的

转移中，miR-9 往往起着促进作用。循环系统中的 miRNA 具有体积小、稳定性好、

非侵入性等优点，可以作为一种简便、经济、临床可获得的分子标志物用于诊断和判

断预后，miRNA 在肿瘤标志物的研究中引起了越来越多的关注。此外，随着外泌体

研究的深入，未来有可能利用外泌体作为药物递呈载体，向乳腺肿瘤组织输送

miRNA-9 抑制剂。最后，进一步的 miR-9 基因敲除小鼠模型也许可用于分析 miR-9

在乳腺癌进展中的作用，如 miR-9 基因敲除小鼠结合自发性乳腺癌模型可以更好地

用于评估 miR-9 在乳腺癌中的功能。这也许是一个很好的未来课题研究方向。在本研

究中，发现 miR-9 可以与 COL15A1基因的 3'UTR 端结合，导致 mRNA 翻译为 collagen 

XV 蛋白受到抑制，并影响与细胞迁移和血管生成相关的多种信号通路和基因。这表

明，miR-9 可能成为犬内皮细胞迁移和血管生成相关疾病的潜在诊断和治疗靶点。 

关于 miR-9 与乳腺肿瘤，有许多研究发现 miR-9 在乳腺肿瘤发生发展中具有促

癌作用，主要是增强乳腺肿瘤的转移能力[65]。MiRNA 在癌细胞和组织中呈现出特定
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的表达特征，它们能够进入体液循环，并展现出较高的化学稳定性，这些特性使

miRNA 成为潜在的、非侵入性的肿瘤标志物[66]。MiRNA 已被证明在细胞间通讯中发

挥作用[67]。研究表明，大约 90%的循环中的 miRNA 与包括 Ago2、NPM1 和高密度

脂蛋白的蛋白质形成复合体[68]。循环中的另外 10%的 miRNA 分泌在外泌体中，这是

一种内体衍生的微囊泡与质膜融合的形式[69-70]。外泌体将 miRNA 包裹住，以保护

miRNA 不被体液中的 RNA 酶消化[71]。包裹 miRNA 的外泌体可以利用内吞、膜融合

或与细胞表面特定受体结合等方式进入相邻细胞，影响那些远离 miRNA 来源的信使

核糖核酸靶点[71]。因此，可以利用循环中的 miRNA 进行无创性诊断和预后。自 2008

年以来，miRNA 已被确定为癌症的生物标志物[72]。从那时起，它们作为生物标志物

的假定效用已被提出用于许多人类疾病[73]。 

Bertoli 论证了与乳腺肿瘤发生和发展有关的 miRNA，并证明 miR-9 正在成为一

种诊断和预后的生物标志物，基于 miR-9 的药物是一种有前途的乳腺肿瘤治疗方法

[74]。人医临床研究数据也表明：miR-9-5p 对乳腺肿瘤的诊断具有较高的敏感性和特

异性，乳腺肿瘤患者血清 miR-9-5p 表达水平往往显著高于正常人，人表皮生长因子

受体 2（HER2）阳性乳腺肿瘤患者血清 miR-9-5p 水平也明显高于 HER2 阴性患者，

这表明血清 miR-9-5p 水平与乳腺肿瘤的发生呈正相关[75]。这足以说明 miRNA 具有

作为肿瘤诊断标志物的潜力，而 miR-9 具有作为乳腺肿瘤诊断标志物的应用前景。 

觅瑞生物科技公司已经成功生产基于血液 miRNA 的分子诊断试剂盒产品[76]。因

此，基于之前的研究，本课题组认为 miR-9 也具有作为犬乳腺肿瘤临床诊断标志物的

潜力。综上所述，miR-9 是一种参与调节内皮样细胞的重要因子，能够影响肿瘤细胞

的发展和转移，同时调节肿瘤转移前生态位的形成。这一系列研究揭示了 miR-9 在犬

乳腺肿瘤发展中的潜在作用，具有重要的研究价值，为犬乳腺肿瘤的预防和治疗提供

新的思路和方法。 
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2 犬乳腺肿瘤来源外泌体中 miR-9 的表达及其促犬内皮样细胞

迁移的探究 

2.1 试验材料 

2.1.1 主要试验材料 

CMT-7364 和 CIPp 细胞系均为来源于本研究室的犬乳腺肿瘤细胞系，CMT-7364

细胞系为犬三阴性乳腺癌细胞，CIPp 细胞系为恶性犬乳腺肿瘤细胞系。另外，本研

究室还从犬胚胎心肌组织分离得到了犬内皮样细胞，犬胚心肌组织样本是通过海之大

宠物医院获得了，来源为安乐死的终止妊娠的犬只，样本的收集符合动物福利，且得

到了其主人的同意。 

2.1.2 主要试剂材料 

本研究所用的主要试剂材料见表 2.1。 

表 2.1 本研究所用的主要试剂 

Table 2.1 Main reagents used in this experiment. 

试剂 批号 厂家 

Trizol W9201 北京天根 

胎牛血清（FBS） FBS-S500 NEWZERUM 

0.25% 胰蛋白酶（含

EDTA） 

2193154 Gibco 

50×TAE 溶液 —— 上海生工 

D2000 DNA maker —— 北京天根 

DMEM 高糖培养基 8121553 Gibco 

miRNA 荧光定量试剂盒 —— 上海吉玛基因 

防荧光淬灭剂(含 DAPI) H-1200-10 Vector Laboratories 

Tween-20 680661 北京中科瑞泰 

磷酸二氢钾（KH2PO4） 20201202-1 广州化学 

氯化钾（KCl） 1803051 西陇科学 

PKH67 染料 PKH67GL Sigma 
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表 2.1 本研究所用的主要试剂（续表） 

Table 2.1 Main reagents used in this experiment (continued). 

试剂 批号 厂家 

氯化钠（NaCl） 2021040113 广州化学 

逆转录试剂盒 AL61920A TaKaRa 

质粒小提试剂盒 20210608 索莱宝 

十二水合磷酸氢二钠

（Na2HPO4·12H2O） 

2021030215 广州化学 

青霉素-链霉素 15140122 Gibco 

琼脂粉 11171022 索莱宝 

无水乙醇 1280340117898 西陇科学 

异丙醇 C12928231 上海麦克林 

PrimeScript™ RT reagent Kit with 

gDNAEraser（Perfect Real Time） 

RR047A TaKaRa 

BCA 蛋白质浓度测定试剂盒 P0010S 碧云天 

5×蛋白上样缓冲液 202111223 索莱宝 

Anti-β-actin 抗体 AH11286487 北京博奥森 

ECL 化学发光底物 —— Biosharp 

HRP 标记山羊抗兔 IgG BJ08079044 北京博奥森 

RIPA（强） CR2107001 索莱宝 

SWE 快速高分辨电泳缓冲液

（干粉） 

CR2105176 Servicebio 

TEMED —— 西亚化学 

甘氨酸 202104 Biotopped 

过硫酸铵（APS） C11577298 默克 

甲醇 B2107091 西亚化学 

Tris-HCl 929H071 索莱宝 

SDS 20210202 西亚化学 

预染蛋白 Marker 26616 Thermo 

蛋白酶抑制剂混合物 

（通用型 100×） 

P1005 碧云天 

1×PBS G4202 武汉赛维尔 

RPMI 1640 培养基 855011262 Biochannel 

DEPC 处理水 B501005-0005 上海生工 
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表 2.1 本研究所用的主要试剂（续表） 

Table 2.1 Main reagents used in this experiment (continued). 

试剂 批号 厂家 

Anti-collagen XV 抗体 bs-0547R 北京博奥森 

Anti-vimentin 抗体 V6389 Sigma-Aldrich 

Anti-α-SMA 抗体 A2547 Sigma-Aldrich 

Anti-TSG101 抗体 EPR7130(B) Abcam 

Anti-CD31 抗体 bs-0195R 北京博奥森 

Anti-CD63 抗体 EPR21151 Abcam 

WB 专用一抗二抗稀释液 AR1017 武汉博士德 

2.1.3 主要仪器设备 

主要仪器设备见表 2.2。 

表 2.2 本研究所用主要仪器 

Table 2.2 The instruments used in this experiment. 

仪器 型号 厂家 

电子天平 FA2004C 上海佑科仪器仪表有限公司 

电热恒温水浴锅 DK-S22 上海精宏试验设备有限公司 

荧光定量 PCR 仪 Q2000B 杭州朗基科学仪器有限公司 

荧光倒置显微镜 IX71 日本 OLYMPUS 

移液枪 —— 德国 Eppendorf 

微量振荡器 XK96-3 江苏新康医疗器械有限公司 

微量分光光度计 Nano-300 杭州奥盛仪器有限公司 

台式高速离心机 5418 德国 Eppendorf 

核酸电泳仪 DYY-6C 北京六一生物科技有限公司 

全自动制冰机 IMS-20 常熟市雪科电器有限公司 

全波长酶标仪 Infinite M200 PRO 瑞士 TECAN 

普通 PCR 仪 S100TMThermal 

Cycler 

美国 Bio-Rad 

高压蒸汽灭菌锅 YXQKL-75 鸡西辰丰 

蛋白电泳仪 PowerPacTM Basic 美国 Bio-Rad 

台式高速冷冻离心机 5418R 德国 Eppendorf 

纯水仪 Milli-Q Direct 8 上海君翼 

全自动制冰机 IMS-20 常熟市雪科电器有限公司 
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2.2.1 细胞培养 

CMT-7364 细胞系使用含 10% FBS、1%双抗的 DMEM 培养基培养，培养环境为

5% CO2 37℃；CIPp 使用含 10% FBS、1%双抗的 1640 培养基培养，培养环境为 5% 

CO2 37℃；犬内皮样细胞分离自犬的胚胎心肌组织，通过无菌手术切除胚胎的心肌组

织，用预冷过的 PBS 溶液冲洗，置于冰块上，将组织切成约 1 mm3 的小块，去除血

液、脂肪和纤维结缔组织，并将小块置于 5% CO2 37℃环境中使用犬内皮细胞生长培

养液（Canine endothelial cell growth medium, CECGM）培养。当细胞密度达到 90% 

时，使用 TrypLE Express 酶将其分离，并转移至预涂有 2%明胶的平板上，用含 1% 

ECGS 的犬内皮细胞生长培养液培养。 

细胞传代：在细胞密度达到 80%以上时，弃去培养皿中旧培养基，PBS 溶液轻柔

清洗细胞三次。使用 0.25%含 EDTA 的胰蛋白酶进行细胞的消化，加入完全培养基终

止消化，1000 rpm 离心 5 min。将细胞悬浮按照 1:3 进行细胞的传代。 

2.2.2 血管生成试验 

基质胶置于 4℃预冷过夜，并用 CECGM 稀释至 50%浓度，将稀释液加入 96 孔

板的孔中，在 37℃孵育 30 min 使其凝固。 

使用磷酸缓冲盐溶液（PBS）对犬内皮样细胞进行 3 次洗涤，用胰蛋白酶消化细

胞，收集细胞悬液至离心管中。将离心机转速设为 1000 rpm，离心 10 min 后，用 PBS

重悬细胞沉淀，并进行细胞计数。同时，在 96 孔板中铺设 50 μL 基质胶，置于 37 ℃

孵育 30 min。使用 CECGM 培养基重新将细胞悬浮，对获得的悬浮液进行细胞计数，

之后加入总体积为 200 μL 的 2×104 个细胞至孵育结束的基质胶上。每个样品设置 3

个重复孔。在 37 ℃，5% CO2 条件孵育，每隔 2 h 观察一次小管形成情况，并记录照

片。 

2.2.3 逆转录-聚合酶链式反应(RT-qPCR) 

2.2.3.1 总 RNA 提取 

以 12 孔板接种细胞为例，将 12 孔板中上清液吸出弃去，PBS 清洗 3 次，每孔加

入 600 μL TRIZOL，静置至细胞完全裂解后，使用移液枪将细胞吹打混匀。充分吹打

混匀后吸取裂解液至 1.5mL 无菌无酶离心管中，使用移液枪吸取氯仿向离心管中加
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入氯仿，氯仿体积为 200 μL 并且是预冷过后的，加入完毕后将离心管盖子盖紧后剧

烈震荡 30 s，室温（25℃左右）静置 5 min。上述操作完成后使用预冷好的 4℃离心机

1000 g 离心，离心时间为 5 min。离心机停止工作后，取出样品，此时通过观察可以

发现样品已经分为三层，取上层水相，水相的体积一般为加入 TRIZOL 的体积的一

半。RNA 处于水相中，保留水相，转移水相后加入 300 μL 异丙醇，室温条件下静置

10 min。静置结束后，将通过上述操作获得的样本放入遇冷好的 4℃离心机进行离心，

离心速度为 10000 g，离心时间为 10 min，离心结束后，尽可能将上清吸取丢弃，只

保存管底的白色沉淀即可。使用移液枪吸取 75%乙醇（DEPC 水配置）溶液加入至白

色沉淀上进行洗涤，每管缓慢地加入 1mL 即可，加入后盖紧盖子，使用上下颠倒的

方法进行洗涤。洗涤结束后，使用 4℃离心机 7500 g 进行离心，4℃离心所需要的时

间为 5 min，离心结束后将离心管内的上清弃去仅保留沉淀，室温条件下将离心管倒

置晾干，重复洗涤晾干操作两次。随后，取 50 μL RNA 溶解液溶解沉淀。溶解完毕后

测定其浓度，准备进行逆转录。RNA 保存于-80℃冰箱，备用。 

2.2.3.2 总 RNA 逆转录与 miRNA 特异性逆转录 

依据逆转录试剂盒的标准操作程序，将总 RNA 转录为 cDNA；而对于 miRNA 的

逆转录过程，则需按照 miRNA 反转录荧光定量试剂盒的标准操作程序进行。 

2.2.3.3 实时荧光定量 PCR（RT-qPCR） 

根据标准试剂说明书，每个样品进行三次重复试验。引物序列详见表 2.3，根据

表 2.4 的组成，在冰上配制出反应混合液，并使用荧光 PCR 仪进行扩增。扩增反应程

序见表 2.5 和表 2.6。根据结果计算各基因的相对表达量。 

表 2.3 引物序列 

Table 2.3 The primer sequence. 

基因名称 引物序列（5’–3’） 目标产物大小 

RPS19 CCTTCCTCAAAAAGTCTGGG 95 bp 

 GTTCTCATCGTAGGGAGCAAG  

GAPDH GTAGTGAAGCAGGCATCGGA 108 bp 

 GTCGAAGGTGGAAGAGTGGG  

CD31 AGCCTCTGACGTTGGATGTG 87 bp 

 GAGCCTTCCGTTCTCTTGGT  
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表 2.3 引物序列（续表） 

Table 2.3 The primer sequence (continued). 

基因 引物序列（5’–3’） 目标产物大小 

NBL1 TCCACCGCCCATCAACA 193 bp 

 GCAGTGAACCAGGGACTCTGTA  

PDGFD GTACCTGCACTTCGGGGAAA 144 bp 

 AGATGCAATCACACCGCTCA  

PPARGC1B CACCAAGCACTTTGGGCTTC 96 bp 

 CTGCTGTCCTCAAAGACCGT  

RPS6KB2 GGCTATGGCAAGGTGTTCCA 97 bp 

 GTGAAAAGCTCACCGCCTTT  

TGIF2 CTGGGGTGGGACTTCCTTTC 239 bp 

 TTTGACGAAAGACAAAAACAAAAGT  

SCN5A CCTGTCGCATCGGAGCAAAT 114 bp 

 GACTCAGCCTCATTGACCCG  

PTPRF CAGCAGAGACCTGGTTGACT 260 bp 

 ATCCATGTGATGCGTGGCTT  

DNMT3A TTCATCCAGGCTCACGCAAT 199 bp 

 TTTGCTCCAGGTGGGGTTTT  

α-SMA ATGTGCGACGAGGAAGACAC 98 bp 

 AATACGGCCCTTGGAGCATC  

DIAPH2 AGCGTGAGATGGTTGTCCAG 84 bp 

 TGCTGTTTTTCAGACCTCCCATA  

FZD5 ACAGCCACATCCACTACGAGAC 121 bp 

 AGGAACCAGGTGAGCGACAG  

HGF CAAGGGAAGGTGACACTGAATGAG 145 bp 

 GACCAGGAACAATGACGCCAAG  

INHBB GCAGCTGACAGGTCATTCAT 202 bp 

 TCCTCTGGGCTCATTCCCTT  

表 2.4 RT-qPCR 反应体系成分配比 

Table 2.4 The composition ratio of RT-qPCR reaction system. 

组分 用量 

TB Green Premix Ex Taq II  5 μL 

引物 4 μM×2 

DNA 1 μL 

ddH2O 3.2 μL 
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表 2.5 RT-qPCR 反应程序（mRNA 扩增） 

Table 2.5 RT-qPCR reaction program for mRNA amplification. 

温度 时间 

95 ℃ 30 s 

95 ℃ 5 s 

60 ℃          34 s     ×40 

95 ℃ 15 s 

60 ℃ 60 s 

95 ℃ 15 s 

表 2.6 RT-qPCR 反应程序（miRNA 扩增） 

Table 2.6 RT-qPCR reaction program for miRNA amplification. 

温度 时间 

95 ℃ 3 min 

95 ℃ 12 s 

62 ℃          40 s     ×40 

95 ℃ 15 s 

60 ℃ 60 s 

95 ℃ 15 s 

2.2.4 蛋白质免疫印迹(Western Blot) 

2.2.4.1 样品的制备 

细胞培养至发育状态稳定，形态良好，汇合度约 80%时，吸取培养液并弃去，PBS

清洗三次，加入胰蛋白酶，使其充分消化脱落，收集至无菌 EP 管中，按照说明书要

求的量，加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，加入完毕后置于 4℃冰箱，4℃裂解

30 min，充分裂解后，加入 5×SDS 上样缓冲液，随后 100℃，10 min 处理样本，使其

变性，处理完毕后立即分装冻存于-80℃备用。外泌体蛋白变性采用与细胞蛋白变性

相同方式。 

2.2.4.2 SDS 凝胶电泳 

取用两块 1.0 mm 玻璃板，使用 dd H2O 清洗玻璃板，清洗完毕后待其自然风干，

随后夹板捡漏。确保套板之间不漏液后开始制备分离胶。分离胶浓度选用 10%的分离

胶，配制体积为 8 mL，将分离胶灌入两块玻璃板之间，随后使用乙醇（或其他有机

溶剂）封胶。等待至胶凝后，将乙倒出，随后加入浓缩胶。浓缩胶浓度选用 5%，配
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制体积为 3 mL。灌入浓缩胶后插上梳子，等待胶凝。胶凝后将所配胶板装载到电泳

装置上并加入足量的电泳液，随后垂直将梳子拔出，拔出梳子后应使用注射器吹打上

样孔，防止胶丝干扰试验。随后开始上样，上样体积均为 20 μL，Maker 泳道为 3 μL

蛋白 Marker+17 μL 1×SDS 蛋白上样缓冲液。上样完毕后开始跑胶。当样品处于浓缩

胶时电压应该使用 80 V 进行电泳，在 Marker 进入分离胶开始分层时应将电压设置为

120 V 直至电泳结束。跑胶结束后取出玻璃板，用尺子量取好和胶体面积相同的 PVDF

膜，取好膜后开始活化，一般活化条件为将其泡入甲醇 30 s。切胶时，应注意保持胶

体湿润，将取好的 PVDF 膜与胶体夹紧放置在电泳槽中，随后将电泳槽放置在冰盒

中，加入转膜液，200 mA，90 min 转膜。 

2.2.4.3 封闭 

转膜结束后取出 PVDF 膜，将其放置在带有盖子的盒子中使用 PBST 洗涤 5 min,

随后加入 5%脱脂奶粉室温孵育 1 h。封闭结束后使用 PBST 洗涤 5 次，每次 5 min。 

2.2.4.4 抗体孵育 

使用 WB 专用一抗二抗稀释液浓度稀释抗体：anti-β-actin（1:5000）；anti-CD31

（1:500）；anti-Vimentin（1:2000）；anti-α-SMA（1:1500）；anti-HRP-山羊抗兔 IgG

（1:10000）；anti-β-actin（1:5000）；anti-CD63（1:1000）；anti-TSG101（1:2000）。

按照一抗 4 ℃过夜；二抗常温 1 h 的条件对转膜后的 PVDF 膜进行抗体孵育。 

2.2.4.5 显影 

孵育结束后对 PVDF 膜洗涤，洗涤结束后沥干。使用 ECL 化学发光液进行显影，

计算各目的蛋白条带的灰度比值。 

2.2.5 免疫荧光染色试验 

为了定位原代细胞中内皮细胞的标志物，进行了免疫荧光染色。将含有 1×103 个

细胞的细胞悬液添加到预先涂有 2%明胶的 Biologix 细胞培养载玻片上，孵育 24 h。

随后，载玻片在-20℃下用丙酮固定 10 min，用 10%山羊血清/0.1%吐温 20/PBS 封闭，

并在室温下孵育 1 h。接下来，载玻片在 4℃下与 CD31（1:100）、vimentin（1:1600）

和 α-SMA（1:400）的一抗孵育过夜，然后在室温下避光与 100 μL 的山羊抗兔 IgG
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（1:500）或山羊抗小鼠 IgG（1:500）的二抗孵育 1 h。最后，细胞用一滴含有 DAPI

的 Vectashield 抗褪色封片剂染色，在荧光显微镜下观察并拍照记录。 

2.2.6 细胞转染 

细胞接种至 24 孔板中，加入不含抗生素的培养基，细胞培养至密度 30-50%时进

行转染。转染分为 NC 组和 miR-9 组。使用 50 μL 不含血清的培养基分别稀释各分组

的小 RNA。按说明书要求，取 RFect 加入不含血清的培养基中进行稀释。摇匀，室温

孵育 5 min，将模拟物稀释液加入到 RFect 稀释液中并混匀。继续在室温孵育 20 min。

将混合液加入到相应的培养孔中并混匀，37℃，5% CO2 培养 48 小时，检测相关基因

的表达情况。 

2.2.7 细胞外泌体提取与鉴定 

2.2.7.1 收集细胞上清 

当 CMT-7364 细胞系/CIPp 细胞系密度到 80%左右时，将细胞中的普通培养基换

成无外泌体血清配置的培养基。24h 后收集培养基于-80℃保存。 

2.2.7.2 提取外泌体 

初始离心：300 g，10 min 对细胞培养液进行离心，目的是去除其中的细胞和大

颗粒物质。收集得到的上清液 

中等速度离心：接着，2000 g，10 min 离心上一步得到的上清液。以去除上清液

中的大细胞碎片和脱落的整个细胞收集上清液。10000 g，30 min 继续离心得到的上

清液，以去除小的细胞碎片和破碎的细胞器，小心去除上清。此时得到的沉淀包含外

泌体。 

高速离心：100000 g，70 min，收集沉淀，并用 PBS 重悬，100000 g，70 min，

收集沉淀，此时沉淀成分为外泌体。由于外泌体的尺寸和密度特性，它们可以在这种

高速离心条件下被有效地沉淀和分离出来。 

2.2.7.3 鉴定外泌体 

形态观察：在透射电镜下，对外泌体样品进行观察。取 10 μL 外泌体样品滴加于
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铜网上，并在其上沉淀 1 min，随后使用滤纸将滤网侧边的液体吸干。接着，取 10 μL 

3% 磷钨酸滴加于铜网上，并在其上沉淀 1 min，同样使用滤纸将滤网侧边的液体吸

干。样品在室温下晾干后，采用 100 kV 电镜进行检测和成像。外泌体在电镜下呈现

明显的膜边界，大小在 30-100 nm 之间，形态呈杯状。 

Western blot 检测外泌体蛋白标志物：取外泌体 3 μL，用 5×蛋白上样缓冲液和超

纯水稀释至 10 μL，100℃加热 5 min，将样本进行 Western blot 检测。抗体浓度：anti-

β-actin（1:5000）；anti-CD63（1:1000）；anti-TSG101（1:2000）；anti-HRP-山羊抗

兔 IgG（1:10000）。 

纳米粒径分析：所收集到的外泌体样本经稀释处理，使用 PBS 稀释至总蛋白浓

度为 0.3 μg/mL。将稀释后的样本注入到一个容量为 1 mL 的注射器中，以便纳米颗粒

跟踪分析仪进行进一步实验。通过显微镜装置上搭载的摄像头，激光光束能够透过外

泌体颗粒进行可视化观察，记录布朗运动的情况。运用方程式，推导出外泌体的浓度

和直径等相关参数。 

2.2.7.4 外泌体浓度的测定 

使用无菌 0.45 μm 滤器过滤 后的 PBS 稀释外泌体样本（无菌操作）。每种外泌

体各取一部分作为样本加入对应体积的 RIPA 裂解液（含蛋白酶抑制剂），混匀，将

其放入 4℃冰箱裂解 30 min。裂解液配方：100 μL RIPA+1 μL 蛋白酶抑制剂。每种外

泌体样本均为 15 μL，分为两组：1 μL 样本+19 μL PBS（20×稀释）；4 μL 样本+16 μL 

PBS（5×稀释）剩余样本放于 4℃保存。取适量标准品稀释为 0.5 mg/mL 的工作液。

按照 BCA 试剂盒说明书操作进行加样，随后加入 BCA 工作液（BCA 工作液：A 液：

B 液=50：1），配置完成后加入 96 孔细胞培养皿中，每孔 200 μL，37℃放置 30 min

后测定 A562 nm 波长的吸光度。按照说明书进行标准曲线绘制，计算外泌体各个样

本的浓度。 

2.2.8 迁移和侵袭试验 

为了研究 miR-9 对犬内皮样细胞迁移和侵袭的影响，我们在 Transwell 板的每个

上室中添加了 100 μL 含有 1×104 个细胞的 DMEM 培养基。下室则填充了 CECGM。

对于迁移试验，在孵育 24 h 后，采用棉签对未完成迁移过程的上层细胞进行清除，

然后使用多聚甲醛将迁移到小室底部的细胞进行固定处理，时间为 10 min。接着，使
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用 1%的结晶紫染料对样本进行染色处理，时间为 15 min。对于侵袭试验，我们将基

质胶用 CECGM 稀释至 3%的浓度，并将 50 μL 的混合物涂在上室，37 ℃条件下凝固

3 h，其余操作与迁移试验相同。孵育 24 h 后，移除多余的培养基，然后按照迁移试

验相同的步骤进行操作。 

2.2.9 miR-9 生物信息学分析 

2.2.9.1 miR-9 靶基因预测 

使用 TargetScan 8.0（https://www.targetscan.org/vert_80/）数据库进行犬种属的

miRNA-mRNA 结合分析，使用 miRDB 数据库（https://mirdb.org/）的靶基因搜索功

能，进行犬种属的 miRNA 靶基因分析。将得到的两个结果进行重叠分析，并结合先

前的研究，筛选出与血管生成相关的 miRNA 的潜在靶基因。 

2.2.9.2 RNA 测序分析与基因功能富集分析 

为了进一步确定 miR-9 促进犬内皮样细胞迁移和侵袭的调控机制，采用了 RNA

测序技术（Novogene Bioinformatics Technology）。通过 Bioanalyzer 2100 系统（Agilent 

Technologies）评估了转染了 miR-9 模拟物（miR-9-5p-mimic 或阴性对照（NC）的细

胞中提取的RNA完整性。通过连接 poly-T寡核苷酸的磁珠，从总RNA中纯化mRNA。

随后，对 PCR 产物进行纯化（AMPure XP system），并评估文库的质量。接着，在

Illumina NovaSeq 6000（Illumina）上进行 150 bp 的配对末端测序。数据已存储在

Sequence Read Archive（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/），访问号为 PRJNA973936。

将 调 整 后 的 p 值 <0.05 的 基 因 视 为 差 异 表 达 基 因 。 使 用 DAVID62

（https://david.ncifcrf.gov/）进行 KEGG 富集分析和 GO 分析，结果通过 Bioinformatics

在线网站（http://www.bioinformatics.com.cn/）绘制弦图进行可视化。通过 RT-qPCR 验

证所选的差异基因。 

2.2.10 双荧光素酶试验 

将 COL15A1-WT/MT 结合位点附近约 200 bp 序列构建到 pmirGLO 载体上。

pmirGLO 载体含 Firefly luciferase 和 Renilla luciferase，Renilla luciferase 作为对照。重

组 pmirGLOCOL15A1-MUT（突变体）和 pmirGLO-COL15A1-WT（野生型）原核表
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达载体购买自武汉金开瑞生物工程有限公司。 

用 Lipofectamine® 2000 Reagent 转染试剂，通过脂质体法将 50 pmol/mL miR-9-

5p 模拟物或模拟物阴性对照质粒（NC）与 4 ng/μL pmirGLO-COL15A1-MUT 或

pmirGLO-COL15A1-WT 共转染到犬内皮样细胞中。48 h 后用双荧光素酶报告分析系

统（Promega）检测荧光强度。 

2.2.11 数据统计与分析 

使用 GraphPad Prism 5.0（GraphPad 软件）对数据进行分析和可视化。每个试验

至少进行三次生物学重复，所有结果均以均数±标准差表示。采用单因素方差分析进

行统计学处理。 

2.3 试验结果 

2.3.1 犬内皮样细胞的培养和鉴定 

收集了犬胚胎心肌组织，通过培养小组织块来分离细胞。并在培养基中加入内皮

细胞生长因子（ECGS）来调控其分化，旨在利用具有全能性的犬胚胎心肌细胞诱导

分化为具有内皮细胞特征的犬内皮样细胞 

在接种一天后，细胞开始贴壁，经过两到三代的培养，得到的犬内皮样细胞呈鹅

卵石状均匀分布，这是内皮细胞的一个典型的形态特征（图 2.1 A）。为进一步探讨

原代细胞能否成功诱导分化为内皮样细胞，检测到了它具有体外小管形成能力（图 2.1 

B）。并通过 RT-qPCR 检测到原代细胞表达 CD31、α-SMA 和 Vimentin 基因（图 2.2 

A）。此外，这些细胞表达 Vimentin 和 CD31 蛋白，但几乎不表达 α-SMA 蛋白（图

2.2 B）。免疫荧光染色显示细胞膜表达 CD31 蛋白，胞浆表达 Vimentin 蛋白，但不

表达 α-SMA（图 2.2 C）。CD31 是内皮细胞的标志蛋白，体外的小管形成能力属于

内皮细胞的一个经典特征。这些结果表明，本课题组成功地获得了犬内皮样细胞。 
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图 2.1 犬内皮样细胞的形态和成管能力。（A）从胚胎犬心肌组织中提取的细胞在第 3 代时大部

分细胞呈鹅卵石状，在 40×、100×和 400 倍放大条件下可观察到细胞形态。（2）犬内皮样细胞

在 0、2、4 h 的血管生成。培养 2 h 后，细胞呈致密的管状结构。4 h 时，管状结构开始坍塌。 

Fig. 2.1 Morphology and Tubulogenesis of Canine Endothelial-like Cells. (A) Cells extracted from 

canine embryonic myocardial tissue mainly exhibited a cobblestone-like morphology at passage 3, and 

their morphology could be observed under 40×, 100×, and 400× magnification. (B) Vasculogenesis of 

canine endothelial-like cells at 0, 2, and 4 hours. After 2 hours of culture, the cells formed dense tubular 

structures. At 4 hours, the tubular structures began to collapse. 
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图 2.2 用 CD31（内皮细胞标志蛋白）、α-SMA（肌纤维母细胞标志蛋白）和 Vimentin（间质细

胞标志蛋白）对诱导分化后的原代细胞进行鉴定。（A）RT-PCR 结果。细胞表达 CD31、α-

SMA 和 Vimentin。GAPDH 和 RPS19 为内参。（B）Wstern-blot 结果。这些细胞表达 Vimentin
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蛋白和 CD31 蛋白，但几乎不表达 α-SMA 蛋白。β-actin 为内参。（C）免疫荧光染色结果。

CD31（红色）、Vimentin（绿色）阳性，α-SmA 阴性。DAPI（蓝色）染色的细胞核。 

Fig. 2.2 The induced differentiated primary cells were identified using CD31 (endothelial cell marker), 

α-SMA (smooth muscle actin marker), and Vimentin (mesenchymal cell marker). (A) RT-PCR results 

showed that the cells expressed CD31, α-SMA, and Vimentin. GAPDH and RPS19 were used as 

internal controls. (B) Western blot results indicated that these cells expressed Vimentin and CD31 

proteins but almost did not express α-SMA protein. β-actin served as an internal control. (C) 

Immunofluorescence staining revealed positive staining for CD31 (red) and Vimentin (green), while α-

SMA was negative. The cell nuclei were stained with DAPI (blue). 

2.3.2 乳腺肿瘤外泌体的提取和鉴定 

为了探究犬乳腺肿瘤细胞外泌体对犬内皮样细胞的影响，通过超速离心法提取了

犬乳腺肿瘤细胞 CMT-7364，CIPp 的外泌体。它们在电镜下呈杯状结构，粒径大小约

40-100 纳米，并且表达外泌体蛋白标志物 CD63 和 TSG101（图 2.3）。外泌体的粒径

大小在 30-100 纳米之间，形状呈杯托状，类似于哺乳动物红细胞两面内凹的扁平圆

形。CD63 和 TSG101 是外泌体的蛋白标志物，通过结果发现细胞样本表达外泌体蛋

白标志物以及肌动蛋白 β-actin，外泌体样本表达外泌体蛋白标志物，但不表达参与形

成细胞骨架的肌动蛋白 β-actin，这些结果说明提取到了纯度很高的犬乳腺肿瘤外泌

体，可用于后续试验。 
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图 2.3 犬乳腺肿瘤外泌体的提取与鉴定。（A）透射电镜图与粒径分析。（C）外泌体蛋白标志

物的 western blot 结果。 

Fig. 2.3 Extraction and Identification of Exosomes from Canine Mammary Tumors. (A) Transmission 

electron microscopy images and particle size analysis. (B) Western blot results of exosomal protein 

markers. 

2.3.3 犬乳腺肿瘤细胞外泌体具有将 miR-9 递送至犬内皮样细胞内的潜能 

为了检测两种不同的犬乳腺肿瘤细胞系中 miR-9 的表达情况，通过 RT-qPCR，发

现 CIPp 细胞内和外泌体内 miR-9 的表达量均远大于 CMT-7364（图 2.4 A）。为了后
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续试验探究 miR-9 对犬内皮样细胞的影响，选择高表达 miR-9 的 CIPp 细胞系作为后

续试验的研究对象。 

外泌体是细胞膜结构的一种，它可以通过细胞的胞吞作用，将体内携带的生物活

性物质携带进入受体细胞中，起到影响受体细胞生理功能的效果。为了探究犬内皮样

细胞对犬乳腺肿瘤细胞外泌体的吞噬能力，用 DAPI 染料处理犬内皮样细胞，用

PHK67 染料处理 CIPp 的外泌体，将二者共培养，结果显示犬乳腺肿瘤细胞分泌的外

泌体能被犬内皮样细胞摄入（图 2.4 B），这说明犬乳腺肿瘤细胞 CIPp 的外泌体具有

将 miR-9 递送至犬内皮样细胞内的潜能。 

 

图 2.4 犬内皮样细胞吞噬犬乳腺肿瘤来源的外泌体。（A）犬乳腺肿瘤细胞系和外泌体中 miR-9

的表达。（B）吞噬试验（DAPI 是细胞核的染料，CD31 是血管内皮细胞的表面标志物，

PHK67 是外泌体的染料）。***p<0.001。 

Fig. 2.4 Phagocytosis of Exosomes Derived from Canine Mammary Tumors by Canine Endothelial-like 

Cells. (A) Expression of miR-9 in canine mammary tumor cell lines and exosomes. (B) Phagocytosis 

assay (DAPI stains the cell nuclei, CD31 is a surface marker of vascular endothelial cells, and PHK67 is 

a dye for exosomes). ***p<0.001. 

2.3.4 miR-9 促进了犬内皮样细胞的迁移和侵袭能力 

为了探究miR-9对犬内皮样细胞的影响，用miR-9-5p模拟物转染犬内皮样细胞。

RT-qPCR 结果显示，转染的犬内皮样细胞过表达 miR-9 （图 2.5）。这表明转染试验

是成功的。为了探究高表达的 miR-9 对犬内皮样细胞的影响，进行了 transwell 侵袭
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迁移试验，试验结果显示：miR-9 组的犬内皮样细胞侵袭能力和迁移能力都显著高于

NC 组（图 2.6）。这说明 miR-9 过表达显著增加了犬内皮样细胞的迁移和侵袭能力。 

 

图 2.5 犬内皮样细胞转染 miR-9-5p 模拟物后 miR-9 的表达水平。***p<0.001。 

Fig. 2.5 Expression Level of miR-9 after Transfection of miR-9-5p Mimic into Canine Endothelial-like 

Cells. ***p<0.001. 
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图 2.6 MiR-9 过表达促进犬内皮样细胞的迁移和侵袭。Transwell 试验中跨膜迁移（A）和侵袭

（B）的细胞数。***p<0.001。 

Fig. 2.6 Overexpression of miR-9 Promotes Migration and Invasion of Canine Endothelial-like Cells. 

Number of cells migrating across the membrane in Transwell assays for migration (A) and invasion (B). 

***p<0.001. 

2.3.5 miR-9 靶向 COL15A1基因并抑制 collagen XV 蛋白表达 

MiRNA 通常通过靶向结合目的基因的 3'UTR 区，导致靶基因的 mRNA 表达水

平下降或翻译过程受阻，起到调控受体细胞生理状态的作用。为了进一步确定 miR-9

促进犬内皮样细胞迁移和侵袭能力的调控机制，使用 TargetScan 和 miRDB 数据库进

行重叠分析，以确定潜在的靶基因。结果表明，有 408 个基因可能是 miR-9 的靶基

因。其中，COL15A1 是从五个与血管生成和细胞迁移相关的基因中筛选出来的，因

为它与 miR-9 的结合潜力最强（图 2.7 A）。在双荧光素酶试验中，miR-9+WT 处理

组细胞荧光素酶活性明显强于 NC+WT 处理组，而 miR-9+MUT 处理组与 NC+ MUT



海南大学硕士学位论文 

31 

处理组无差异（图 2.7 B，C），这说明 COL15A1是 miR-9 的靶基因。且在 miR-9 组

和 NC 组之间，COL15A1基因的表达没有差异（图 2.7 D）。但转染 miR-9-5p 模拟物

的犬内皮样细胞中 collagen XV 蛋白的表达明显低于 NC 处理组（图 2.6 E）。推测

miR-9 可能与 COL15A1基因结合，通过调控翻译进程，进而抑制 collagen XV 蛋白的

表达。 
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图 2.7 miR-9 靶向 COL15A1基因，抑制 collagen XV 蛋白的表达。（A）利用 TargetScan 和
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miRDB 数据库重叠分析预测 miR-9 的潜在靶基因。COL15A1基因是从 5 个与 miR-9 结合能力最

强的血管生成相关基因中筛选出来的。（B）野生型（Wt）或突变型（Mut）的 COL15A1 

3'UTR 端与 miR-9 结合序列。（C）双荧光素酶试验测定 miR-9 与 COL15A1 结合情况。

**p<0.01。（D）miR-9 组与 NC 组 COL15A1基因表达水平无明显差异。（E）miR-9 组中

collagen XV 的蛋白表达受到抑制。****p<0.0001。 

Fig. 2.7 miR-9 Targets the COL15A1 Gene to Inhibit the Expression of Collagen XV Protein. (A) 

Overlapping analysis using the TargetScan and miRDB databases to predict potential target genes of 

miR-9. COL15A1 was selected from among five angiogenesis-related genes with the strongest binding 

affinity to miR-9. (B) Binding sequence of miR-9 with the 3'UTR of wild-type (Wt) or mutant (Mut) 

COL15A1. (C) Dual-luciferase assay to determine the binding of miR-9 to COL15A1. **p<0.01. (D) 

No significant difference in COL15A1 gene expression levels between the miR-9 group and the NC 

group. (E) Inhibition of collagen XV protein expression in the miR-9 group. ****p<0.0001. 

2.3.6 miR-9 影响蛋白翻译相关通路及血管生成相关基因 

为了进一步研究 miR-9 促进 ELCs 迁移和侵袭的机制，对 miR-9 组犬内皮样细胞

进行了转录组测序。结果显示，miR-9 组 185 个基因的表达与 NC 组比较有显著差异

（图 2.8 A）。KEGG 富集分析表明，富集到最多 miR-9 组上调或下调差异基因的信

号通路分别是 TGF-β signalling pathway 和 regulation of the actin cytoskeleton（图 2.8 

B，C）。GO 富集分析发现，许多参与调节蛋白质翻译过程的基因都下调了表达(图

2.9)。因此，miR-9 可能通过调节翻译过程来抑制相关蛋白的表达。 
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图 2.8 转染 miR-9-5p 模拟物和 NC 的犬内皮样细胞转录组测序分析（n=3）。（A）miR-9 组与

NC 组之间 185 个差异表达基因的系统聚类热图。对这些差异表达基因的 KEGG 富集分析表

明，富集到最多 miR-9 组上调差异基因的信号通路是 TGF-β signalling pathway （B），最多

miR-9 组下调差异基因的信号通路是 regulation of the actin cytoskeleton（C）。 

Fig. 2.8 Transcriptome Sequencing Analysis of Canine Endothelial-like Cells Transfected with miR-9-

5p Mimic and NC (n=3). (A) Systematic clustering heatmap of 185 differentially expressed genes 

between the miR-9 group and the NC group. KEGG enrichment analysis of these differentially 

expressed genes revealed that the most enriched signaling pathway for upregulated genes in the miR-9 

group was the TGF-β signaling pathway (B), while the most enriched signaling pathway for 

downregulated genes in the miR-9 group was the regulation of the actin cytoskeleton (C). 
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图 2.9 GO 富集分析结果，许多差异基因参与了抑制蛋白质翻译过程，左侧为这些差异基因的表

达热图，右侧为其被富集到的 GO terms。 

Fig. 2.9 GO Enrichment Analysis Results, Revealing Multiple Differential Genes Involved in Inhibiting 

Protein Translation Processes. The expression heatmap of these differential genes is shown on the left, 

and the GO terms they are enriched in are presented on the right. 

2.3.7 miR-9 影响犬内皮样细胞的血管生成相关基因 

在前人研究的基础上，筛选了 KEGG 信号通路中与细胞迁移和血管生成相关的

信号通路，发现了 13 个差异表达基因。RT-qPCR 结果证实，与 NC 组相比，miR-9 组

有 8 个基因表达上调（图 2.10 A），分别是：DIAPH2、DNMT3A、Fzd5、HGF、PDGFD、

PPARGC1B、SCN5A 和 PTPRF。这些基因参与了与细胞迁移和血管生成相关的多个

信号通路，如 KEGG 弦图所示（图 2.10 B）。这表明 miR-9 可能通过调节与细胞迁

移和血管生成相关的几个基因和信号通路来控制细胞迁移。 
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图 2.10 miR-9 的过表达增加了细胞迁移和血管生成相关基因的表达。（A）发现了 13 个差异表

达基因，它们与细胞迁移和血管生成信号通路相关。用 RT-qPCR 验证。8 个基因上调

（DIAPH2、DNMT3A、Fzd5、HGF、PDGFD、PPARGC1B、SCN5A和 PTPRF）。（B）上述 8

个上调基因的 KEGG 富集弦图，以及 miR-9 组与 NC 组的相对表达量。 

Fig. 2.10 Overexpression of miR-9 Increases the Expression of Genes Related to Cell Migration and 

Angiogenesis. (A) Thirteen differentially expressed genes were identified that are associated with cell 

migration and angiogenesis signaling pathways. These genes were validated using RT-qPCR. Eight 

genes were upregulated (DIAPH2, DNMT3A, Fzd5, HGF, PDGFD, PPARGC1B, SCN5A, and PTPRF). 

(B) KEGG enrichment chord diagram of the eight upregulated genes mentioned above, along with the 

relative expression levels in the miR-9 group compared to the NC group. 

2.4 讨论 

2.4.1 犬内皮样细胞的培养 

人脐静脉内皮细胞，简称 HUVECs，是一种来源于脐带组织的干细胞，是脐静脉

的重要组成细胞之一，它们具有高度的增殖能力和多分化潜能，能够模拟体内血管内
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皮细胞的结构和功能，形成血管网络[77]。1937 年，人脐静脉内皮细胞首次成功培养，

这一成就为后续的医学研究提供了重要的细胞模型，引发了现代血管生物学的研究[78]。

人脐静脉内皮细胞具有高度的增殖能力和多分化潜能，能够模拟体内血管内皮细胞的

结构和功能，形成血管网络。其常被用以体外增殖，培养的方式获得血管内皮细胞，

而非采用直接从静脉或动脉血管获取的内皮细胞。血管内皮细胞在机体正常生理活动

中扮演着至关重要的角色，特别是在维持血管生成和调节方面。它们在组织工程领域

也具有广阔的应用前景。它们可以与其他细胞和生物材料一起用于构建人工组织和器

官，为医学研究和治疗提供了新的可能性，比如牙髓再生[79]。在后续的探索中，有研

究者证明内皮细胞可以从胚胎干细胞中分化而来[80]。在本研究中，本课题组成功地将

犬胚心肌细胞培养并分化为具有内皮细胞关键特征的犬内皮样细胞（ELCs），它不但

能稳定增殖传代，还表达内皮细胞的标志蛋白：CD31 蛋白，并具有体外小管形成的

能力。在逆转录-聚合酶链式反应试验中发现，犬内皮样细胞基因表达中间质细胞标

记物（α-SMA），这是间质细胞污染和内皮-间质转变（Endothelial-Mesenchymal 

Transition，EMT）存在的特征，是在使用酶消化法进行原代培养时经常出现的问题，

间质细胞污染可能来源于培养物中混合的其他细胞类型，这些细胞可能在培养过程中

增殖并干扰目标细胞的生长和特性。而内皮-间充质转化则是指内皮细胞在特定条件

下转化为具有间充质特征的细胞，这种转化可能影响细胞的生长和分化模式，进而干

扰试验结果[81-82]。Western blot 结果表明，α-SMA 蛋白在 ELCs 中有显著的表达，但

细胞免疫荧光染色却几乎未检测到，这表明原代细胞得到了高度纯化。因此，本研究

中获得的犬内皮样细胞可用于未来对犬类内皮细胞的研究。 

因此，本研究获得的犬内皮样细胞可用于今后对犬内皮细胞的研究。然而，还存

在一个不可忽视的问题是：犬内皮样细胞的培养需要一个特殊的培养环境，这可能与

未查明的生物体内的生长因子有关，它在传统的细胞培养条件下不能无限期地代代相

传，当传代次数过多，其细胞干性会降低，并失去体外小管形成能力，这是亟待解决

的问题。 

2.4.2 犬乳腺肿瘤外泌体对内皮细胞的影响 

外泌体是由细胞分泌的小囊泡，存在于所有的生物体液中，具有携带和传递蛋白

质、miRNA、脂质等多种生物分子的能力，因此在细胞间通信和疾病进程中起着至关

重要的作用。在疾病诊断方面，外泌体的独特性质使其成为液体活检的理想候选者。
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人类医学中，许多研究探究了外泌体作为生物标志物的潜力[83]。MiRNA 是转录后调

节因子，通常与一个或多个靶 mRNA 的 3'UTR 中的互补序列结合，以抑制翻译或降

解靶基因[84]。同时，miRNA 是外泌体内部存在的生物分子之一，它们可以被邻近或

远处的细胞摄取，并随后调节受体细胞[85]。外泌体miRNA在疾病进展中起重要作用，

可以刺激肿瘤血管生成，促进肿瘤转移[86]。尤其在癌症领域，外泌体 miRNA 特异性

表达往往象征着癌症的潜伏期或预后不良，比如人体血清的 miR-9-5p 在肾透明细胞

癌患者中高表达，并可作为其的生物标志物[87]。 

本研究成功将犬胚胎原代心肌细胞诱导分化为犬内皮样细胞，并证明了犬乳腺肿

瘤细胞分泌的外泌体能被犬内皮样细胞摄入。这表明犬乳腺肿瘤细胞 CIPp 的外泌体

具有将 miR-9 递送至犬内皮样细胞内的潜能。在本研究中，成功使用超速离心法分离

了犬乳腺肿瘤细胞系 CIPp 的外泌体，它不但具有正常外泌体普遍拥有的半径和茶杯

状结构，还能稳定表达外泌体标志蛋白：CD63 和 TSG101。这说明提取的外泌体可

用于今后对犬乳腺肿瘤细胞外泌体的研究。并且当它与犬内皮样细胞共培养时，荧光

显微镜下可观察到犬乳腺肿瘤外泌体能够被犬内皮样细胞吸收，这符合本课题组的假

设，证明了外泌体可以作为生物信息的传递信使，将犬乳腺肿瘤中高表达的 miR-9 传

递至犬内皮样细胞中，以此影响受体细胞。在本次试验开始之前，本课题组讨论了

miRNA 与肿瘤转移前生态位的关系，认为，犬乳腺肿瘤中高表达的 miR-9 对犬内皮

样细胞的影响属于构建肿瘤转移前生态位的一部分，它有利于犬乳腺肿瘤的转移和恶

性发展。 

2.4.3 肿瘤外泌体 miRNA 促进肿瘤发展 

癌症的发展涉及一系列事件，其中正常细胞首先通过一系列遗传事件转变为快速

生长的细胞[88]。然而，这些快速生长的细胞需要一个有利的环境才能进展为癌症。这

种有利于肿瘤细胞生长、生长和转移的环境称为肿瘤微环境[89]。MiRNA 是肿瘤微环

境中的关键信使，影响免疫抑制、肿瘤进展、转移和耐药的各种过程。在 TME 中调

节 miRNA 的战略对克服这些挑战具有重要意义。 

外泌体 miRNA 在癌症发生中扮演着重要的角色，尤其是对于远距离预转移灶的

形成具有驱动作用，然而其具体的作用机制尚不完全清楚。据报道，miR-25-3p 被发

现能够促进结直肠癌细胞的转移，并经由外泌体的方式传递至内皮细胞。进一步研究

发现 miR-25-3p 通过靶向 KLF2 和 KLF4 基因，在内皮细胞内调控血管内皮细胞相关
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的蛋白表达如 VEGFR2、ZO-1、occludin 和 Claudin5，从而增加血管通透性和血管生

成，此外，结直肠癌细胞外泌体 miR-25-3p 的存在也能显著促进血管渗漏，并进一步

促进了小鼠肝、肺结直肠癌的转移过程[90]。在临床方面，循环系统外泌体中的 miR-

25-3p 表达水平在发生转移的结直肠癌患者中显著高于未发生转移的患者，这说明外

泌体中的 miR-25-3p 参与了预转移灶的形成，并具有作为结直肠癌转移的血液生物标

志物的潜力[90]。MiRNA可以在癌细胞和间质细胞之间转移，从而有效地沉默mRNA，

重新编程靶细胞转录[91]。例如：来源于肝癌细胞外泌体的 miR-1247-3p 可以传递到癌

症相关成纤维细胞，并启动癌症相关成纤维细胞的激活，从而促进肝细胞癌的转移[92]。

通过外泌体介导的、从星形胶质细胞转移到肿瘤细胞的 miR-19a 抑制了 PTEN 的表

达，并促进了脑部肿瘤的恶性增殖[93]。这些研究表明，外泌体介导的 miRNA 在癌细

胞和间质细胞之间的转移对于癌症的进展是具有推动作用的，它通过参与构建受体细

胞中适合癌细胞转移的肿瘤细胞转移前生态位达到促进肿瘤转移的作用，参与的方式

通常表现为增加血管通透性、促进内皮细胞迁移与侵袭等方式[91-93]。 

在本研究中，探究了在犬乳腺肿瘤背景下肿瘤细胞外泌体携带的 miR-9 对内皮

细胞迁移侵袭能力的促进作用以及调控机制，这为 miR-9 在犬乳腺肿瘤临床诊断和

预后检测方面的应用提供了基础。在人医方面，乳腺肿瘤患者的传统治疗方法包括放

疗、化疗和辅助化疗，即使最近批准的几种骨骼特效药也只能缓解骨骼相关的并发症，

但由于获得了治疗耐药性，死亡率保持在较高水平[94]。乳腺肿瘤的骨转移仍然是乳腺

肿瘤患者最常见的威胁，因此需要进一步的研究来阐明乳腺肿瘤骨转移的详细机制，

并为临床诊断和治疗寻找新的潜在生物标志物。最近的研究表明，乳腺肿瘤细胞分泌

大量的分子，如血管细胞黏附分子 1、细胞间黏附分子 1、赖氨酰氧化酶和白介素 6，

它们直接或间接地刺激破骨细胞的活性[95]。这些细胞外通讯促进了骨的降解，并塑造

了肿瘤转移前适宜微环境的，从而促进了乳腺肿瘤的进展，提示形成了骨转移的反馈

环路[96-97]。过去的研究表明：乳腺肿瘤来源的外泌体可以破坏远处器官中的血管内皮

屏障，从而增加脑和肺转移的发生率[98-99]。然而，犬乳腺肿瘤分泌的外泌体是否通过

形成肿瘤转移前生态位来影响乳腺肿瘤的发展，目前尚不清楚。这些机制的识别可能

会为开发犬乳腺肿瘤的新治疗靶点提供新的途径。 

2.4.4 miR-9 促进内皮细胞的迁移与侵袭能力 

肿瘤血管形成是实体瘤进展的基本步骤。在现代肿瘤血管领域，研究者普遍认为
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肿瘤血管生成由不同的血管生成途径协调，而不是这一过程仅依赖于现有内皮血管生

成。事实上，在这一过程中，肿瘤细胞的作用越来越重要[100]。更重要的是，肿瘤介

导的血管形成的非规范机制（如血管拟态、肿瘤向内皮样细胞分化、血管共选）的存

在是强侵袭性的癌症所特有的，并且与肿瘤进展和生存率下降有关[100]。 

MiR-9 在人类乳腺肿瘤中具有公认的促进肿瘤转移的功能，它与预后不良、EMT

和干细胞特征有关[101-102]。并且，过去研究显示它与人乳腺肿瘤的预后不良、EMT 水

平呈正相关。在以往的研究中，miR-9 常常与肿瘤发展和转移联系起来，并且，miR-

9 的异常表达也与肿瘤的产生和恶化息息相关，在先前的研究中，miR-9 展现出它作

为各类肿瘤相关生物标志物的潜力。在脑癌中，miR-9 的表达量显著上生，并且可用

于区分原发或转移的脑肿瘤，作为其生物标志物，具有非常高的准确性[103]。基质金

属蛋白酶（Matrix metalloproteinase，MMP-14，也被称为膜型基质金属蛋白酶 -1

（Membrane type-1 MMP，MT1-MMP），在促进肿瘤细胞重塑和穿透细胞外基质（ECM）

方面发挥着至关重要的作用，MMP-14 通过作为周细胞胶原酶和 proMMP-2 的激活剂

来促进肿瘤侵袭，并且与肿瘤发生、转移和血管生成直接相关。先前的研究表明，miR-

9 通过直接靶向结合 3'UTR 区域来减弱 MMP-14 的表达，并在体外和体内抑制神经

母细胞瘤细胞的侵袭、转移和血管生成[104]。另外，miR-9 的异常表达也与乳腺肿瘤有

关，研究表明 miR-9 的高表达表明乳腺肿瘤患者预后较差，并与高组织学分级相关

[104]。本课题组确实证明了 miR-9 本身能够在体外和体内增强血管生成特性，这与人

乳腺肿瘤的结果呈现一致的趋势。本研究运用生物信息学方法，依据 miR-9 和

COL15A1 的生物学特性及相互关系推测 miR-9 可能通过结合 COL15A1 基因的靶点

位点，介导 mRNA 的降解、抑制蛋白的翻译进程，从而发挥抑制 collagen XV 蛋白表

达的作用。这一发现为研究 collagen XV 表达调控机制提供了理论基础，对于深入探

究肿瘤细胞发生、转移、侵袭的分子机制及治疗具有重要的意义。TGF-β signalling 

pathway 信号通路涉及激活或抑制多种癌症、免疫性疾病，regulation of the actin 

cytoskeleton 信号通路参与调节肌动蛋白细胞骨架，与细胞的运动性异常、形态改变

等方面有关[103]。GO 富集分析发现，miR-9 组中许多参与调节蛋白质翻译过程的基因

下调（图 2.9），这与本课题组之前的推测：miR-9 与 COL15A1基因结合，通过调控

翻译进程，进而抑制 collagen XV 蛋白的表达是一致的。miR-9 可以抑制靶向 mRNA

翻译为 collagen XV 蛋白，而不是影响 COL15A1 的基因表达，通过抑制 collagen XV

蛋白的翻译，促进犬内皮样细胞的迁移能力，但 collagen XV 蛋白对细胞迁移的分子
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机制尚不清楚，值得进一步研究。 

在本研究中，犬内皮样细胞中 miR-9 过表达调控了 8 个与细胞迁移和血管生成

相关的基因。人类 DIAPH2 是透明果蝇的同源物，是果蝇一组蛋白质中的一员，这些

蛋白质可以建立细胞极性并重组果蝇的肌动蛋白细胞骨架。此外，多项研究表明，

DIAPH2 可以调节细胞的运动和黏附，在细胞学研究领域，DIAPH2 主要在细胞骨架

动态调控方面展示其功能。DIAPH2 结合肌动蛋白单体，并协同促进肌动蛋白的聚合，

起着细胞迁移和形态维持的重要作用。此外，DIAPH2 还介入细胞生命周期的调控和

细胞信号传递等过程，这些过程对于细胞的正常增长和分化来说至关重要[104-105]。

DNA 甲基化是哺乳动物基因组的主要表观遗传修饰，它能在不改变 DNA 序列的情

况下，通过添加甲基基团来影响基因的表达，其中包括三种 DNA 甲基转移酶，包括

DNMT1、DNMT3a 和 Dnmt3b[106]。DNMT3Ab 是 DNMT3A 异构体家族中的一员，之

前的研究表明它可以增强胃癌细胞的迁移和侵袭能力[107]。FZD5 是 Wnt/FZD 家族的

一员，具有调节细胞周期和促血管生成作用，并参与内皮细胞内皮小管的形成和细胞

的迁移[108-109]。HGF，即肝细胞生长因子（Hepatocyte Growth Factor），是一种大小为

92 kDa 的无生物活性的单链多肽链前体，它可以促进肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，

从而加速肿瘤的生长和转移，还可以诱导血管平滑肌细胞和人成肌细胞迁移[110-112]。

PDGF，即血小板衍生生长因子（Platelet-Derived Growth Factor），其最初是作为血小

板的一种成分被发现的，它在细胞增殖、迁移、分化以及血管生成等方面发挥关键作

用。在正常的循环系统的血管里，PDGF 的配体低水平表达，而它们在许多血管和心

血管疾病中高表达，包括 PDGF-C 和 PDGF-D，以促进平滑肌细胞迁移[113]。PDGF-D

过表达还可以促进巨噬细胞迁移[114]。PPARGC1B，即过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

辅激活因子 1β(peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 beta),其参

与 PPAR 信号网络，通过血管内皮细胞生长因子信号通路促进内皮细胞迁移，显著增

加肌肉血管密度[113-115]。SCN5A基因是钠通道 α 亚基的编码基因，其主要功能是离子

传递和门控功能，编码心脏主要钠通道 NaV1.5 的 α 亚基，它在心脏电生理功能调节

中起关键作用[116]。PTPRF 是一种蛋白酪氨酸磷酸酶受体，蛋白酪氨酸磷酸酶通过与

与酪氨酸激酶协同配合，调控细胞的存活、迁移和侵袭[117]。 

在临床实践中，已有研究表明 miR-9 高水平表达是与患者无病生存率较低相关

的一种独立预后因素[97]。本研究旨在通过对 miR-9 在犬乳腺肿瘤细胞中的体外表达

水平以及 miR-9 在犬内皮样细胞中的调控作用的探究，进一步揭示 miR-9 在犬乳腺



2 犬乳腺肿瘤来源外泌体中 miR-9 的表达及其促犬内皮样细胞迁移的探究 

42 

肿瘤发生发展中的生物学作用及其作用机制，为探讨 miR-9 在犬乳腺肿瘤的应用奠

定基础。研究结果将为临床诊断和预后的精准预测与治疗提供新思路和新方法，为犬

乳腺肿瘤的治疗提供重要的参考。 
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3 结论 

1 本研究成功提取了犬胚胎心肌原代细胞，并将其诱导分化培养为具有内皮细胞

特征的犬内皮样细胞，该细胞呈现内皮细胞关键特征。 

2 本研究证明了犬内皮样细胞能够摄取犬乳腺肿瘤细胞外泌体。且 miR-9 的过表

达增加了犬内皮样细胞的迁移与侵袭，其与 COL15A1基因的 3'UTR 区域结合，影响

与细胞迁移和血管生成相关的多种通路和基因。 

因此，miR-9 具有成为肿瘤性疾病诊断和治疗的靶点的潜力。
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缩略语表 

缩写 英文名称 中文名称 

PBS Phosphate buffered solution 磷酸缓冲液 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  DMEM 培养基 

TME Tumor micro-environment 肿瘤微环境 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

ELCs Endothelial-like cells  内皮样细胞 

CMT Canine mammary tumor 犬乳腺肿瘤 

VEGF Vascular endothelial growth factor 血管内皮生长因子 

EMT epithelial mesenchymal transition 上皮间质转化 

CECGM Canine endothelial cell growth medium 犬内皮细胞生长培养液 
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