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血浆外泌体hsa_circ_0052513在非小细胞肺癌
中的表达及意义
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Abstract: Objective　To screen differentially-expressed circRNA in plasma exosomes of patients with non-
small cell lung cancer (NSCLC) and verify its diagnostic value for NSCLC. Methods　The plasma exosomes
of six patients with NSCLC and six healthy people were analyzed by circRNA sequencing. The expression of
hsa_circ_0052513 in plasma exosomes of 60 NSCLC patients and 60 healthy controls was detected by qRT-
PCR.  The  expression  level  of  hsa_circ_0052513  in  plasma  exosomes  of  NSCLC  patients  before  and  after
surgery  was  detected  by  qRT-PCR.  The  correlation  between  the  expression  of  plasma  exosomal
hsa_circ_0052513 and clinical data of patients with NSCLC was statistically analyzed. Results　Sequencing
results  showed  that  the  expression  of  hsa_circ_0052513  in  the  plasma  exosomes  of  NSCLC  patients  was
higher  than  that  of  healthy  controls,  and  the  results  were  confirmed  by  qRT-PCR.  Hsa_circ_0052513  was
decreased in patients with NSCLC after tumor resection (P<0.05). The high expression of plasma exosomal
hsa_circ_0052513 in patients with NSCLC was correlated with tumor size, distant metastasis, and TNM stage
of NSCLC (all P<0.05). The area under the curve of plasma exosomal hsa_circ_0052513 in the diagnosis of
patients  with  NSCLC was 0.790 4  (P<0.0001). Conclusion　Hsa_circ_0052513  is  highly  expressed  in  the
plasma exosomes of  patients  with NSCLC and is  related to  tumor size,  metastasis,  and TNM stage.  Hence,
Hsa_circ_0052513 could be a new diagnostic marker for NSCLC.
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摘　要：目的　筛选非小细胞肺癌（NSCLC）血浆外泌体中差异表达的circRNA，并验证其作为

NSCLC的诊断价值。方法　对6例NSCLC患者和6例健康者的血浆外泌体进行circRNA测序分析。qRT-
PCR法验证60例NSCLC患者和60例健康对照样本外泌体中hsa_circ_0052513的表达水平。qRT-PCR检

测NSCLC患者术前与术后血浆外泌体中hsa_circ_0052513的表达水平。统计分析NSCLC患者血浆外泌

体hsa_circ_0052513的表达量与临床病例资料的相关性。结果　测序结果显示hsa_circ_0052513在NSCLC
患者血浆外泌体中的表达水平高于健

康对照。qRT-PCR结果确认了测序结

果，而在NSCLC患者手术切除肿瘤后

表达降低（P<0.05）。NSCLC患者血

浆外泌体hsa_circ_0052513的高表达

与NSCLC的肿瘤大小、远端转移和

TNM分期相关（均P<0.05）。血浆外

泌体 hsa_circ_0052513诊断NSCLC患

者曲线下面积（AUC）为0.7904（P<
0.0001） 。 结论　 Hsa_circ_0052513
在NSCLC患者血浆外泌体中高表达，
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且和肿瘤大小、转移以及TNM分期相关，有望成为NSCLC
新的诊断标志物。

关键词：hsa_circ_0052513；非小细胞肺癌；

血浆；外泌体

中图分类号：R446
开放科学(资源服务)标识码(OSID):   　　　

0    引言

肺癌是世界范围内常见的恶性肿瘤之一，严重

影响人类健康，其中非小细胞肺癌（non-small cell
lung cancer, NSCLC）约占85%[1]。尽管有大量关于

肺癌的研究，但是目前对于肺癌的治疗手段仍然不

足。探索早期诊断的肿瘤标志物和治疗靶点仍然是

目前研究的热点之一[2]。

外泌体（exosome）是由多种细胞分泌的直径

为40~160 nm的细胞外膜性微囊泡[3]。外泌体内包

含多种生物活性物质，包括脂质、蛋白质、DNA
和非编码RNA等[4]。不同宿主细胞分泌的外泌体含

有不同的分子，因此具有不同的生物学功能[5]。其

中，研究表明外泌体包裹的非编码RNA对于包括肿

瘤在内的多种疾病进展相关[6-7]。非编码RNA是一

类不编码蛋白质的RNA，约占人类基因组的98%。

非编码RNA已成为表观遗传学领域的重要课题[8]。

目前对非编码RNA的研究主要集中在miRNA、长

链非编码RNA和环状RNA（circRNA）[9]。CircRNA
因其特殊的结构和重要的功能而受到研究者的关

注，其在人体内含量丰富，具有多种生物学功能，

其中circRNA能够海绵吸附miRNA，从而在转录后

水平调控基因表达[10-11]。之前的研究表明，circRNA
与肿瘤的发生发展密切相关，并且可以稳定地从患

者外周血外泌体中富集[12]。这表明检测血浆外泌体

circRNA可作为NSCLC诊断策略。本研究通过

circRNA测序筛选到了NSCLC患者血浆外泌体中高

表达的hsa_circ_0052513，并且验证了其作为NSCLC
新诊断标志物的可行性。

1    资料与方法

1.1    病例资料

血液样本来源于2022年5月—2023年10月江苏

大学附属镇江市第一人民医院呼吸科收治的66例非

小细胞肺癌患者。其中男38例、女28例，年龄

37~82（59.37±11.83）岁；0~Ⅱ期29例、Ⅲ~Ⅳ期

37例。患者均是首诊未治，病理确诊为非小细胞肺

癌，无其他重大疾病和肿瘤，样本于术前采集。

66例健康血样本收集于体检部门。另收集小细胞肺

癌20例、纵隔淋巴瘤25例、肺结核18例、肺炎30例

的血浆标本，用作与非小细胞肺癌的鉴别诊断。本

研究经江苏大学附属镇江市第一人民医院伦理委员

会审批，参与者均签署知情同意书。

1.2    血浆样本采集

EDTA抗凝管采集患者或健康体检者外周静脉

血10 ml，通过离心机在4℃条件下3 500 r/min离心

10 min，吸取上层血浆储存于−80℃冰箱备用。

1.3    血液外泌体提取

0.22 μm滤器过滤血浆样本，然后采用exoEasy
Maxi Kit试剂盒（Qiagen，美国）操作方法提取血

浆外泌体。该方法利用膜亲和性原理，XBP缓冲液

与等体积血浆进行混合稀释，然后在exoEasy离心

柱内离心，获得液体用XWP缓冲液继续洗涤，最

后使用XE缓冲液孵育，洗脱离心获得外泌体。

1.4    透射电子显微镜检测及粒径分析检测

Tecnai G2 F20透射电子显微镜购自荷兰皇家飞

利浦公司，ZetaView Twin pmx220纳米颗粒跟踪分

析仪购自德国PMX公司。检测方法严格按照仪器

说明书进行。

1.5    Western blot检测

将PBMC或血浆外泌体与RIPA裂解液等体积混

合，冰上放置1 h，期间每10 min振荡1次。12 000 g、
4℃离心15 min，收集上清液。按体积比4∶1将蛋

白样本和5×SDS-PAGE混匀，100℃水浴10  min。
14 000 g离心10 min备用。将制备的样本进行SDS-
PAGE电泳、转膜后，BSA封闭1 h，加一抗（羊抗

小鼠CD9、CD63、CD81、HSP60、Calnexin和GA-
PDH抗体）4℃孵育过夜，第二天用兔抗羊IgG二抗

室温孵育1 h后，ECL显色曝光。

1.6    CircRNA测序分析

委托广州锐博公司对健康对照和非小细胞肺癌

患者血浆外泌体进行circRNA的提取和测序分析。

1.7    qRT-PCR检测

细胞或外泌体样本均溶于TRIzol试剂中，手工

法提取总RNA，总RNA的OD值在1.9~2.0之间。反

转录获得cDNA，4℃冰箱保存备用。根据日本TaK-
aRa公司的qRT-PCR试剂盒说明书对标本进行circ-
RNA的定量检测，其中预变性温度为98℃，延伸的

温度为60℃，变性延伸退火设置40个循环，内参基

因选择U6。最终通过Ct值和相对定量法计算circ-
RNA的表达水平。

1.8    细胞培养

人肺癌细胞株（A549、H661、H460、H1299、
H226、MES-1）购自广州Saiku生物科技公司。正

常人肺支气管上皮细胞16HBE购自中国科学院上海
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细胞库。

1.9    统计学方法

x̄± s

用SPSS 16.0软件进行统计学分析。计量资料

以 表示；数据呈偏态分布或方差不齐时，用中

位数和四分位数间距表示。Mann-Whitney U检验比

较两组间差异，分析与临床病例特征的相关性。受

试者工作特征（receiver operator characteristic, ROC）
曲线分析血浆外泌体hsa_circ_0052513对非小细胞

肺癌的诊断效能。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    血浆外泌体的鉴定

透射电子显微镜显示，制备的外泌体呈圆形或

椭圆形，具有外泌体茶托样结构（图1A）。纳米

粒径分析结果显示，外泌体粒径在30~190 nm范围

内，并且在91 nm处富集（图1B）。Western blot结
果显示，相比于外周血单个核细胞的蛋白成分，血

浆外泌体丰富表达HSP60、CD9、CD63和CD81，
这些均为外泌体膜上的标志蛋白，同时血浆外泌体

不表达Calnexin、GAPDH这些细胞常规表达的蛋白

（图1C）。这些结果表明，我们制备的血浆外泌

体符合要求。

2.2    芯片分析及验证

对6例NSCLC患者和6例健康者来源的血浆外

泌体进行了circRNA测序分析（图2A）。测序结果

显示，相比于健康对照，NSCLC患者血浆外泌体

中的hsa_circ_0052513、hsa_circ_0048856、hsa_circ_
0076305、SATB2和hsa_circ_00102481表达明显增

高，是倍数变化大的前五位（图2B）。随后对后

续60例NSCLC患者（其中鳞癌26例，腺癌34例）

和60例健康者及与NSCLC进行鉴别诊断的小细胞

肺癌20例、纵隔淋巴瘤25例、肺结核18例、肺炎

30例患者的血浆外泌体中的hsa_circ_0052513进行

了qRT-PCR检测，结果表明，相比于健康对照，

NSCLC患者（肺鳞癌和肺腺癌）血浆外泌体中

hsa_circ_0052513的表达显著增高（P<0.001），而

小细胞肺癌、纵隔淋巴瘤、肺结核、肺炎患者血浆

外泌体中hsa_circ_0052513的表达水平没有明显变

化（图2C）。

2.3    hsa_circ_0052513在非小细胞肺癌细胞系中高

表达

研究表明，肿瘤患者血浆以及外泌体中的非编

码RNA成分发生改变，这些非编码RNA有些由肿

瘤细胞分泌，并且有望成为肿瘤诊断的标志物[13-15]。

我们推测NSCLC患者血浆外泌体中高表达的hsa_
circ_0052513来源于肿瘤细胞，所以对正常支气管上

皮细胞16HBE和非小细胞肺癌细胞系A549、H661、
H460、H1299、H226、MES-1中的hsa_circ_0052513
进行了qRT-PCR检测。结果表明，相比于16HBE细
胞，A549、H661、H460、H1299、H226和MES-1
中hsa_circ_0052513的表达均明显增高（均P<0.05），

见图3。
2.4    非小细胞肺癌患者术后血浆外泌体hsa_circ_
0052513的表达

接下来我们对手术切除前后一周的NSCLC患
者血浆进行了采集，共计33例。对血浆进行外泌体

提取后，qRT-PCR检测hsa_circ_0052513的表达量。

结果表明，NSCLC患者手术后的血浆外泌体hsa_
circ_0052513表达水平明显降低（P<0.05），见图4。
2.5    血浆外泌体hsa_circ_0052513的表达与临床特

征相关分析

利用Mann-Whitney U检验对NSCLC患者血浆
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A:  transmission  electron  microscopy  image  of  plasma  exosomes;  B:  particle  size  analysis  of  plasma  exosomes;  C:  Western  blot  analysis  of  the
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图 1　血浆外泌体的鉴定

Figure 1　Identification of plasma exosomes
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外泌体hsa_circ_0052513的表达与临床特征间相关

性进行分析，以Cut-off值为界，将NSCLC患者分

为 hsa_circ_0052513高表达组（38例）和低表达组

（22例）。结果发现，其高表达与NSCLC的肿瘤

大小、远端转移和TNM分期相关（均P<0.05），

而与年龄、性别、肿瘤部位、分化程度和淋巴结转

移无关，见表1。
2.6    血浆外泌体hsa_circ_0052513对非小细胞肺癌

的诊断效能

利用ROC曲线进行诊断效能评价，血浆外泌体

hsa_circ_0052513具有较高的诊断效能，曲线下面

积（AUC）为0.7904，特异性为78%，敏感度为75%
（P<0.0001），见图5。

3    讨论

肺癌已成为全球癌症相关死亡的重要原因，且

发病率和死亡率呈上升趋势，其中NSCLC占肺癌

的85%[16]。大多数肺癌确诊时已处于中晚期，治疗

效果和预后一般较差，因此尽早发现肿瘤以及适当

的干预是治疗肿瘤的最佳策略。CircRNA在人类细

胞中广泛表达，其表达水平可能远高于母细胞，与

其他非编码RNA相比，circRNA在细胞、组织和

（或）体液中表达更稳定、更特异，因此作为有

效的生物标志物具有更大的潜力[17]。外泌体可以有

效保护circRNA免受降解，因此外泌体circRNA被

认为是多种实体肿瘤早期诊断和预后评价的理想

指标。

本研究旨在筛选NSCLC血浆外泌体中差异表

达的circRNA，并验证其作为NSCLC的诊断价值。

首先，我们对制备的血浆外泌体进行了验证，结果

表明，制备的外泌体在电子显微镜下呈茶托样结

构，并且大小在30~190 nm范围内。Western  blot
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图 2　血浆外泌体circRNA测序分析及验证

Figure 2　Sequencing analysis and verification of plasma exosomal circRNA
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图 3　qRT-PCR检测非小细胞肺癌细胞系中hsa_circ_
0052513的表达

Figure 3　Detection of hsa_circ_0052513 expression in non-
small cell lung cancer cell lines by qRT-PCR
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图 4　qRT-PCR检测非小细胞肺癌患者手术前后血浆外泌
体中hsa_circ_0052513的表达

Figure  4　 Detection  of  hsa_circ_0052513  expression  in
plasma exosomes of patients with non-small cell lung cancer
by qRT-PCR before and after operation
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结果显示，制备的外泌体表达CD81、CD63、CD9
等四次跨膜蛋白，而不表达细胞器相关蛋白，这些

结果均表明我们的外泌体制备符合要求[18-19]。通过

circRNA测序分析发现，相比于健康对照组，NSCLC
患者血浆外泌体中hsa_circ_0052513的表达水平增

高最为显著。于是我们先用qRT-PCR测定了60例
NSCLC患者和60例健康对照样本外泌体中hsa_circ_
0052513的表达水平，结果与测序结果一致。再检

测正常支气管上皮细胞和NSCLC细胞系（A549、
H661、H460、H1299、H226、MES-1）中hsa_circ_
0052513的表达水平，结果表明，hsa_circ_0052513
在NSCLC细胞系中均高表达（均P<0.05）。手术

后NSCLC患者的血浆外泌体中hsa_circ_0052513的
表达水平降低（P<0.05）。上述结果表明，NSCLC
患者血浆外泌体中hsa_circ_0052513的高表达可能

来源于肿瘤细胞。

本研究结果表明，血浆外泌体中hsa_circ_0052513
在NSCLC患者中表达明显增高且具有特异性，与

患者肿瘤大小、远端转移和TNM分期相关。该研

究为NSCLC患者的辅助诊断和预后评价提供了无

创、简便而有效的新方法。然而，本研究也存在

不足之处，样本采集量有待提高以及样本采集地

点单一。另外，本研究聚焦于hsa_circ_0052513，
其实还有很多差异表达的cicrRNA没有分析，包

括其他表达增高或降低很显著的circRNA。后续

研究将探讨hsa_circ_0052513调控肿瘤进展的具体

分子机制，验证其对NSCLC诊疗的潜在价值。更

重要的是，尽管在过去几年中，关于液体活检的

研究和进展已经取得了许多进展，但很少被转化

为临床实践。开发和改进从液体活检中分离分析

物和对其进行分析的特定技术是必要的，这有利

于提高检测的敏感度和特异性，这些标志物才可

以安全地用于早期检测、预后和监测。此外基于

机器学习和改进新的数学和计算方法也是改进液

体活检准确性的关键。总之，以血浆外泌体circRNA
检测为代表的液体活检具有广大的市场价值和研

究价值，有望将来提高包括肺癌在内的肿瘤早期

检出率。
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