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外泌体携载阿霉素递送体系构建及体外抗肿瘤活性评价
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摘 要： 目的  制备肝癌细胞Hep1-6外泌体并对化疗药物阿霉素（DOX）进行包载，以期实现对肿瘤细胞更高的靶向活性

与杀伤作用。方法  采用梯度离心法对肿瘤细胞Hep1-6来源的外泌体进行制备分离；采用透射电镜技术、表面标记蛋白表

征以及纳米颗粒追踪分析技术对外泌体的形态、特征蛋白、粒径分布和浓度进行表征；采用电穿孔方法实现外泌体对DOX

的有效包载，制备包载阿霉素外泌体（EXODOX）。采用CCK-8法检测EXODOX与DOX（0.5、1、2、3、5、10 μg·mL−1）体外

对Hep1-6细胞增殖的影响，采用激光共聚焦显微镜观察体外Hep1-6细胞对EXODOX与DOX（1 μg·mL−1）的靶向摄取作用。

结果  所制备的外泌体具有形态良好、粒度均一的特性且具备外泌体特征膜蛋白 CD63、CD81、肿瘤易感基因

101（TSG101）的表达；在电穿孔条件为 150 V和 75 μF下外泌体对DOX具备良好的包载特性；相比于单独给药DOX，在

同等质量浓度下EXODOX对Hep1-6细胞增殖抑制作用显著增强（P＜0.05、0.01），同时肿瘤细胞对EXODOX的摄取更具靶向

性。结论  制备的EXODOX较DOX具有更强的体外细胞毒活性，EXODOX表现出对肿瘤细胞更高的靶向特性。
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Abstract: Objective  To extract exosomes from hepatoma cells Hep1-6 and carry out effective inclusion of doxorubicin (DOX) as a 

chemotherapy drug to achieve higher targeting activity and killing effect on tumor cells. Methods  Gradient centrifugation was used 

to prepare and isolate exosomes from tumor cells. The morphology, characteristic marker protein, particle size distribution and 

concentration of exosomes were characterized by transmission electron microscopy, Western blotting and nanoparticle tracking 

analysis (NTA). Exosomes were effectively loaded with doxorubicin by electroporation to prepare exosomes-doxorubicin (EXODOX). 

The tumor killing activity and targeted uptake of EXODOX and DOX (0.5, 1, 2, 3, 5, 10 μg·mL−1)were evaluated by CCK-8 and laser 

confocal assay. Results  EXODOX with good morphology and uniform particle size were prepared with the expression of the 

characteristic membrane proteins of exosomes, such as CD63, CD81, and TSG101. The exosomes have good encapsulation 

characteristics for DOX under 150 V and 75 μF electroporation condition. Compared with DOX alone, EXODOX achieve efficient 

targeted uptake of tumor cells at the same dose, and further improve the killing effect on tumor cells. Conclusions  EXODOX achieve 

higher targeting characteristics and stronger cytotoxic activity against tumor cells.
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肝癌是全球范围内导致癌症相关死亡的第 2大

原因，且目前其发病率和死亡率仍呈现逐年攀升的

趋势，每年新增人数多达 90万人［1］，5年生存率仅为

5%～30%［2］，严重危害了人类生命健康。目前，我

国的肝癌发病率居于世界之首，在全球新发肝癌病

例中占比达 55%［3-4］，严重威胁人类生命健康，因此，

探索精准有效的抗肝癌策略具有重要的研究

价值［5］。

目前肝癌的临床治疗主要聚焦于手术、放化

疗、分子靶向治疗及免疫治疗等策略，这些方法在

肝癌治疗中发挥着重要作用，但仍存在诸多问题，

如预后较差、生物相容性较低以及肿瘤响应性较

弱［6-7］。在肝癌治疗中，多种人造纳米药物载体如脂

质体药物、聚合物纳米颗粒等被广泛用于药物递送

过程，实现了对肝癌的有效靶向和抑制作用［8-10］。

然而，此类人造药物载体在其应用过程中往往被发

现具有潜在的毒性、免疫原性以及相对不高的肿瘤

靶向能力［11-12］。近年来，仿生纳米载体被认为在药

物递送领域具有不可替代的优势，且具有高效的载

药能力。其中，外泌体属于细胞分泌的粒径在 30～

150 nm的双层脂质囊泡，其内部往往含有多种生物

分子如蛋白质、脂质、DNA以及多种类型 RNA等，

被广泛认为是细胞间交流的重要传播媒介［13-14］。外

泌体具备较高的膜渗透性同时可以穿透血脑屏障，

具有优异的生物相容性以及“归巢”至其分泌细胞

的特性，是治疗各种疾病的有效候选载体［15-16］。

肿瘤细胞来源的外泌体近年来被广泛用于癌

症治疗，其具有多种独特优势例如优异的同源靶向

特性及低排异性。同时，肿瘤细胞往往可产生大量

外泌体，借助其快速增殖特性可以实现对于外泌体

的快速大量提取［17-18］。Qiao等［19］报道来自 HT1080

纤维瘤细胞的外泌体可以实现在HT1080细胞的高

效积聚，且在体内验证了其在 HT1080细胞异种移

植小鼠肿瘤内部含量显著高于HeLa细胞分泌外泌

体在该肿瘤内的水平。此外，Liu等［20］提取4T1乳腺

癌细胞的外泌体并包载了光敏剂华卟啉钠，实现了

对同型肿瘤的有效靶向和抑制活性，且在肿瘤部位

进行光动力治疗实现了药物可控释放以及活性

氧（ROS）的生成，在癌症治疗和诊断方面均展现出

突出优势。阿霉素（DOX）是一种广谱抗癌药物，在

临床上被用于肝癌治疗，但是药物往往对患者正常

组织也有损伤，在临床上会出现严重的不良反应，

因此，选择安全无毒的生物材料提高DOX的靶向递

送也是目前的研究热点［21］。基于上述背景，本研究

将从肝癌细胞Hep1-6中提取分离外泌体进行表征，

将其作为化疗药物DOX的递送载体，并对该方法进

行优化，同时进一步探究其体外抗肿瘤特性以及肿

瘤靶向能力，为临床肝癌的靶向治疗提供参考。

1　材料

1.1　仪器

Thermo Scientific超高速离心机、TH641吊篮式

离心转子（赛默飞世尔科技公司）；贝克曼 13.2 mL

薄壁超速离心管（贝克曼库尔特有限公司）；

SARRORIUS-BS124S 型电子分析天平（德国赛多

利斯股份有限公司）；移液枪［艾本德（Eppendorf）中

国有限公司］；涡旋混合器、掌上离心机（武汉赛维

尔生物科技有限公司）；电泳仪、电转仪、ChemiDoc 

MP化学发光凝胶成像系统（伯乐生命医学产品上

海有限公司）；酶标仪（赛尔福医疗科技北京有限公

司）；Olympus FV3000激光共聚焦显微镜（奥林巴斯

株式会社）；ZetaView 颗粒电位滴定及粒度分析

仪（德国 Particle Metrix公司）；透射电子显微镜（日

本电子株式会社）。

1.2　药品与试剂

盐酸阿霉素（货号：S17092，质量分数：98%，上

海源叶生物科技有限公司）；磷酸盐缓冲液（PBS，武

汉赛维尔生物科技有限公司）；BI 胎牛血清、BI-

DMEM 培养基（以色列生物科技公司 Biological 

Industries）；青链霉素混合液（100×，青霉素10 kU·mL−1，

链霉素 10 mg·mL−1）、胰酶（南京凯基生物科技发展

有限公司）；CCK-8试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；RIPA 裂解液、蛋白上样缓冲液、SDS-

PAGE 聚丙烯酰胺（武汉赛维尔生物科技有限公

司）；四甲基乙二胺（TEMED，生工生物工程上海股

份有限公司）；4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI，上海

尚宝生物科技发展有限公司）。CD63抗体（货号：

ab216130）购自于 Abcam 公司；CD81 抗体（货号：

10037S）和 β-actin（货号：4970s）购于 Cell Signaling 

Technology 公司；肿瘤易感基因 101（TSG101）抗

体（货号：sc-7964）购自于Santa Cruz公司。

1.3　细胞

Hep1-6小鼠肝癌细胞，购于美国典型菌种保藏

中心（ATCC）细胞库。

2　方法

2.1　外泌体的制备

对数生长期的肝癌细胞Hep1-6，采用超大皿进

行培养并在细胞密度达到 80%～90%时，更换为不

含血清的培养基，48 h后收集培养基，采用梯度离心
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法收集外泌体。具体步骤为：首先2 000×g离心15 min，

吸上清至新的离心管，下层沉淀（细胞碎片）弃去。

将收集的培养基转移到超速离心管，于超速离心机

16 000×g离心 30 min，后收集上清，下层沉淀弃去。

上清培养基于超速离心机 100 000×g离心 90 min，

小心弃去上清培养基，加满 PBS继续于超速离心机

100 000×g离心 90 min，弃去上清并 PBS重悬离心

在管底的外泌体，即得外泌体悬液。

2.2　外泌体的透射电镜形态学考察

采用负染法在透射电镜下观察制备的外泌体

的形态。用移液枪吸取 10 μL外泌体悬液，滴加到

碳膜铜网上，室温下放置 1 min后，采用滤纸吸去浮

液后继续在室温下静置 30 min。其后吸取 10 μL的

2%醋酸双氧铀对外泌体进行负染，时间为 20 min，

用去离子水洗涤后在透射电镜下观察外泌体形态。

2.3　外泌体的纳米颗粒追踪分析

外泌体的粒径大小以及粒子数目及分布采用

纳米颗粒追踪分析技术（NTA）进行分析。选择

ZetaView颗粒电位滴定及粒度分析仪，其主要依据

激光光源照射纳米颗粒悬浮液，并对纳米颗粒的散

射光进行检测，通过统计散射颗粒的数量来计算纳

米颗粒浓度。与此同时追踪纳米颗粒布朗运动轨

迹，计算单位时间间隔的均方位移并计算力度分

布。将初始提取的外泌体悬液，用 PBS稀释 5倍后

进行浓度测定，稀释外泌体浓度在 1×107～1×109

粒·mL−1为合适区间，否则可根据浓度继续稀释再进

行测定；采用Zetaview软件通过统计散射颗粒的数

量来计算纳米颗粒浓度，Zetaview会自动对每 10秒

为 1段的视频进行记录（共 3段），并进一步分析得

出相应参数。

2.4　外泌体的特征蛋白Western blotting验证

对制备的外泌体进行BCA蛋白水平定量，将外

泌体（1个超大皿来源，重悬在 100 μL）在RIPA蛋白

裂解液（100 μL）处理 15 min后，8 000×g离心 5 min

后采用BCA法检测蛋白质量浓度，根据质量浓度选

择 30 μg蛋白上样，采用 SDS-PAGE分离蛋白，电泳

电压为 80 V，压平后调整为 120 V。其后采用PVDF

膜进行湿转，恒流320 A，并且保证电压在85～130 V，根

据蛋白相对分子质量控制湿转时间，后采用 5% 脱

脂奶粉在室温摇床上进行封闭，封闭 1 h 后，采用

TBST 洗净后加入一抗（CD63、TSG101、CD81 和

β-actin，抗体比例均为1∶2 000）封闭过夜。第2天用

TBST摇床洗涤 3次，每次 7 min，加入对应二抗（抗

体比例 1∶10 000）孵育 2 h，TBST 摇床洗涤 3 次，每

次7 min，后加入4 mL ECL发光液，在曝光仪进行检

测拍照。

2.5　包载阿霉素外泌体（EXODOX）的制备

取所制备的外泌体 100 μg混悬在 20 μL的 PBS

中，后加入 50 μg的DOX（采用三乙胺脱盐），并 4 ℃

预冷，与此同时 0.4 cm 电转杯同样置于 4 ℃预冷。

将外泌体-药物混合液加入到电转缓冲液，选择体积

为200 μL的电转缓冲液，不同电压（350、200、150 V）在电

转仪下进行电转，模式选择Exponential Protocol，在

仪器选择对应电转杯型号，点击 ENTER 后几毫秒

即电转完成，在 37 ℃孵育 30 min 使外泌体恢复。

其后观察外泌体溶液，如外泌体受破坏则会形成沉

淀，以此评估电转效果，后在超速离心机下100 000×g

离心90 min，收集下层沉淀为EXODOX。

2.6　EXODOX对Hep1-6细胞增殖的影响

采用 CCK-8 法评估 EXODOX 和 DOX 溶液对肝

癌细胞Hep1-6活力的影响。将Hep1-6细胞悬液以

每孔 1×104的密度接种于 96孔板中，每孔 100 μL，

培养12 h后进行给药，分别加入DOX（0.5、1、2、3、5、

10 μg·mL−1）和EXODOX（0.5、1、2、3、5、10 μg·mL−1），左上角

孔加入 triton X-100，培养箱孵育 24 h。取CCK-8母

液，用含 1%血清培养基稀释成 10%的CCK-8溶液，

将 96 孔板取出，倒掉培养基，每孔加 100 μL 10% 

CCK-8 溶液，周围一圈用空白培养基进行液封，置

于培养箱孵育 30 min，可观察到明显颜色变化（橙

色）后于酶标仪 450 nm波长下测定吸光度（A）值，不

同质量浓度下取平均值，并计算细胞存活率。空白

组为 triton X-100 处理，对照组为不含药培养基

处理。

细胞存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.7　肝癌细胞Hep1-6对EXODOX的摄取情况

采用共聚焦显微镜观察肝癌细胞 Hep1-6 对

EXODOX和DOX的摄取情况。将Hep1-6细胞悬液以

每皿 1×105 的密度接种于共聚焦小皿，12 h 后将

DOX溶液和EXODOX（培养基溶解）分别以最终质量

浓度 1 μg·mL−1加入到共聚焦小皿中，给药 2 h后，吸

走上清液，用PBS洗2遍，后加4%多聚甲醛固定10 min，

PBS洗2遍，加入DAPI染液（20 μg·mL−1），染色30 min，

共聚焦显微镜观察拍照，对比肝癌细胞对DOX的摄

取差异。

2.8　统计学分析

所有结果均以 x̄ ± s表示，并重复至少 3 次，使

用 GraphPad Prism 9.0软件进行数据处理分析和制

图，组间比较采用单因素方差分析，P＜0.05为差异
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有统计学意义。

3　结果

3.1　制备外泌体的表征

3.1.1　外泌体 TEM观察 采用梯度离心法制备来

源于肝癌细胞 Hep1-6 的外泌体，TEM 观察结果如

图 1所示，所纯化的外泌体其粒径约为 100 nm，呈现

出形态均一的类圆形小囊泡，且具有良好的分

散度。

3.1.2　外泌体特征蛋白Western blotting验证 外泌

体属于细胞分泌一类特异性囊泡结构，往往起到不

同细胞间通讯作用。经典外泌体标志物膜蛋白如

CD63、CD81、TSG101常被用来鉴定外泌体。采用

Western blotting法对制备得到的外泌体特征蛋白表

达进行检测，结果见图 2。制备的外泌体具有明显

的标记蛋白CD63、CD81以及TSG101的表达，尤其

是 CD63和 CD81蛋白表达水平显著高于细胞中表

达水平，说明成功制备了肝癌细胞来源的外泌体。

3.1.3　外泌体的纳米颗粒追踪分析结果 细胞在

生长过程中往往会产生不同的细胞外囊泡，既有粒

径较小的外泌体，也会产生粒径较大的微囊泡以及

凋亡小体。为了确定所制备外泌体的纯度以及相

应的浓度水平，对所制备的外泌体进行NTA，图3结

果显示制备的外泌体平均粒径为 116.5 nm，测得平

均浓度为 5.9×109个·mL−1，且分布相对比较均匀。

以上结果说明外泌体被成功制备且表现出良好的

形态与粒径分布。

3.2　EXODOX的制备条件的确定

将制备得到的肝癌细胞外泌体与DOX混合后

在电转仪下进行电穿孔，实现药物进入外泌体中，

后在 37 ℃下孵育外泌体，缓慢恢复后实现了对药物

的有效包载。在电转过程中，不同条件下的结果见

表 1和图 4。结果发现在电压过高时会出现明显的

药物和外泌体共沉淀现象，推测可能是高电压对外

泌体结构的破坏，这显著降低了外泌体的包载效

率。设置条件为 150 V和电容为 75 μF时，无明显沉

淀且包载效率最高，故此条件为制备EXODOX的最佳

条件。

3.3　EXODOX对Hep1-6细胞增殖抑制作用

采用CCK-8法检测不同质量浓度下EXODOX和

DOX对Hep1-6细胞增殖的影响，结果见图5。EXODOX

和DOX对Hep1-6细胞增殖均具有明显的抑制作用，并

呈现良好的质量浓度相关关系。质量浓度≥1 μg·mL−1

图3　外泌体NTA曲线

Fig. 3　NTA curve of exosomes

    
200 nm 

图1　外泌体形态透射电镜观察

Fig. 1　Exosome morphology observed by transmission 

electron microscope

 

 

CD63 

TSG101 

CD81 

β-actin 

2.6×103 

4.5×103 
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细胞            外泌体 

图2　外泌体标记蛋白的Western blotting检验

Fig. 2　Examination of exosome marker protein by 

Western blotting

表 1　不同电转条件下外泌体与DOX包载情况（（x
—

±s，，n=3））

Table 1　Exosomes and DOX encapsulation under 

different electroporation conditions （（x
—

±s，，n=3））

电转条件

350 V/100 μF

350 V/75 μF

200 V/100 μF

150 V/75 μF

外观变化

较多红色絮状沉淀

红色絮状沉淀

少量沉淀（絮状）

无明显沉淀

包载药物量［22］/μg

—

—

1.49±0.13

2.76±0.21
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时，EXODOX表现出比DOX更强的Hep1-6细胞增殖

抑制活性（P＜0.05、0.01），EXODOX 和 DOX 作用

Hep1-6 细 胞 24 h 的 半 数 抑 制 浓 度（IC50）分 别

为（1.56±0.06）、（2.42±0.12）μg·mL−1。结果表明外

泌体对DOX的包载可有效提高其对肿瘤细胞的增殖抑

制作用，推测其原因可能为细胞对同源性囊泡的摄取增

加，药物更易在细胞中积聚，从而增强了活性。

3.4　EXODOX作用后Hep1-6细胞对DOX的摄取情况

利用激光共聚焦显微镜考察肿瘤细胞 Hep1-6

对EXODOX和DOX的摄取情况，给药 2 h后免疫荧光

染色结果及定量分析见图6。经EXODOX和DOX处理后

细胞中具有明显的DOX积累（红色），且 EXODOX组

的DOX的荧光强度显著强于DOX组，说明EXODOX

促进了DOX在肿瘤细胞的积聚，实现了有效的肿瘤

靶向作用。

4　讨论

在临床上，化疗仍是肿瘤患者的首选治疗方

案，包括顺铂、紫杉醇、5-氟尿嘧啶以及DOX在内的

多种化疗药物是肝癌的一线治疗手段并取得了一

定的疗效［23］。但也存在一定缺陷，临床上 DOX 在

治疗肝癌的同时伴随严重的不良反应，无法在延长

生存期的同时保障患者的生存质量，归其原因可能

是DOX在治疗时不仅会对肿瘤细胞造成杀伤作用，

也会对人体其他正常细胞具有细胞毒活性，同时一

定程度上破坏人体免疫系统、抑制骨髓造血干细胞

的功能，使肿瘤细胞产生耐药性［24］。因此，提高药

物在肿瘤细胞的积聚是目前克服此类问题的关键

策略。

近年来，肿瘤靶向治疗策略不断革新，已实现

对药物的修饰或者纳米给药系统的建立，凭借新技

术已成功构建了可以高效靶向肿瘤细胞内特异性

蛋白受体的药物，并显示出良好的治疗效果［25］。而

外泌体是极具潜力的新型生物载体，相比于人工合

成的纳米材料，外泌体具有更好的生物相容性、更

强的肿瘤靶向性以及更低的免疫原性，独具优势。

 

    

 
350 V/100 μF    350 V/75 μF    200 V/100 μF    150 V/75 μF  

图4　不同电转条件下外泌体与DOX包载外观变化

Fig. 4　Changes in appearance of exosomes and DOX en‐

capsulation under different electroporation conditions
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图 5　EXODOX 和 DOX 对 Hep1-6 细胞增殖抑制作用（x̄±

s，n=3））

Fig. 5　Inhibition of EXODOX and DOX on proliferation of 

Hep1-6 cells （x̄±s，n=3）

**P＜0.01

图6　Hep1-6细胞对EXODOX和DOX的摄取差异

Fig. 6　Difference in uptake of EXODOX and DOX by Hep1-6 cells
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外泌体作为目前新兴且具备高效载药治疗潜力的

生物纳米物质，其在靶向治疗疾病领域受到了广泛

的关注，在药物载体领域具有巨大潜力，有可能成

为靶向治疗肿瘤的重要策略。肿瘤细胞来源的外

泌体因其同源性，可有效靶向肿瘤细胞进而实现更

高的肿瘤积聚作用。因此，本研究考虑到肿瘤细胞

来源外泌体“归巢”的优势特点，以小鼠肝癌细胞

Hep1-6 来源的外泌体为药物载体，实现了对 DOX

的有效包载。本研究首先通过对肝癌细胞外泌体

进行理化性质表征，表明其具有良好且均一的形

态，继而通过Western blotting及NTA分析对外泌体

表征蛋白、粒径大小进行了验证。采用电穿孔的方

法制备装载有化疗药物DOX的外泌体，并优化了相

关实验参数。制备得到EXODOX后，进一步对比其与

DOX在体外抗肿瘤活性以及肿瘤靶向性，发现外泌

体对DOX的包载加强了DOX的抗肿瘤细胞增殖活

性，这可能归因于肿瘤细胞对外泌体包载药物具有

更高的摄取能力。

近年来外泌体的工程化改造被广泛应用于增

强外泌体的细胞特异靶向性及其传递效率。较为

常见的是应用基因工程方法，将编码靶向肽或者靶

向蛋白的基因序列插入到信号肽和外泌体膜蛋白

编码序列框，由此实现外泌体表面的功能化修饰，

进一步增强其靶向性及药效作用。此外，亦有将外

泌体和功能化的脂质体进行挤压融合，得到外泌体-

脂质体纳米颗粒，显著增强了外泌体作为药物载体

的靶向特性。以上提示可以继续对于本研究中构

建的EXODOX药物递送体系进行改造升级，进一步增

强其药效与靶向性，值得深入研究。

本研究以肿瘤细胞来源的外泌体为药物递送

生物材料，实现了对化疗药DOX的有效装载，并验

证了其高效的肿瘤杀伤和靶向能力，一定程度上证

明了此类给药系统的有效性及可行性，为该系统在

靶向治疗中的应用提供了新思路，为临床一线化疗

药DOX的新剂型开发提供了理论基础。
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