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人参囊泡调控肿瘤免疫微环境的活性成分研究  
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摘  要：目的  探讨人参 Panx ginseng 来源的细胞外囊泡（ginseng-derived nanoparticles，GDNPs）在调控肿瘤相关巨噬细胞

表型及抑制黑色素瘤生长方面的潜在物质基础。方法  采用纳米颗粒跟踪分析仪、透射电镜测试及紫外-可见分光光度法全

面表征 GDNPs 及其主要成分（蛋白质、多糖和皂苷）的含量；通过 qRT-PCR 和流式细胞术检测 GDNPs 与其含有的多糖、

皂苷成分对骨髓来源巨噬细胞（bone marrow-derived macrophage，BMDM）表型的调控影响。收集不同极化程度的 BMDM

条件培养基（conditional medium，CM）孵育小鼠皮肤黑色素瘤 B16F10 细胞，CCK-8 法测定不同 CM 处理后 B16F10 细胞

活力，验证活性成分对肿瘤免疫微环境的调控作用；通过 PMP 柱前衍生法定量分析 GDNPs 活性成分组成。结果  透射电

镜下观察 GDNPs 形态结构良好，含量测定结果为 2.46×1011颗粒的 GDNPs 含有 4.31 mg 蛋白质、4.46 mg 多糖、1.22 mg 皂

苷。qRT-PCR 和流式细胞术实验结果显示 GDNPs 多糖可以逆转 M2 型巨噬细胞表型，向 M1 方向极化。GDNPs 多糖诱导巨

噬细胞极化后的 CM 显著抑制了 B16F10 细胞活力。PMP 柱前衍生法分析 GDNPs 多糖成分由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖组

成，其物质的量比为 4.72∶1.07∶2.15。结论  揭示了 GDNPs 中多糖成分在调控肿瘤免疫微环境的关键作用，为进一步的

机制研究和临床应用提供了实验依据。 
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Abstract: Objective  To explore the potential material basis of ginseng-derived nanoparticles (GDNPs) in regulating tumor-

associated macrophage phenotype and inhibiting melanoma growth. Methods  GDNPs and their major components (proteins, 

polysaccharides and saponins) were comprehensively characterized using nanoparticle tracking analyzer, transmission electron 

microscopy test and UV-Vis spectrophotometry. The regulatory effects of GDNPs and their polysaccharide and saponin components 

on the phenotype of bone marrow-derived macrophages (BMDM) were examined by qRT-PCR and flow cytometry experiments. 

B16F10 cells were incubated in BMDM conditioned medium (CM) with different degrees of polarization, and the viability of B16F10 

cells was determined by CCK-8 assay to verify the modulation of the tumor immune microenvironment by the active ingredients. The 

active ingredient composition of GDNPs was quantified by PMP pre-column derivatization. Results  The morphology and structure 

of GDNPs were well observed under transmission electron microscopy. 2.46 × 1011 particles of GDNPs contained 4.31 mg of protein, 

4.46 mg of polysaccharides, and 1.22 mg of saponins. qRT-PCR and flow cytometry experiments showed that the polysaccharide group 

of GDNPs reversed the phenotype of the M2-type macrophage cells, which were polarized toward M1. GDNPs polysaccharides 

induced macrophage polarization after CM significantly inhibited the viability of B16F10 cells. PMP pre-column derivatization 

analysis of the polysaccharide components of GDNPs consisted of glucose, galactose, arabinose, and the substance amount ratio was 

4.72∶1.07∶2.15. Conclusion  The experimental results reveal the key role of the polysaccharide components of GDNPs in the 
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modulation of the tumor immune microenvironment, and provide the experimental basis for further mechanism study and clinical 

application. 

Key words: ginseng extracellular vesicles; tumor immune microenvironment; macrophage polarization; polysaccharides; glucose; 

galactose; arabinose 

目前，肿瘤免疫治疗在癌症的进展及其治疗策

略中占据核心地位，肿瘤免疫治疗是指免疫细胞渗

透到肿瘤部位启动抗癌免疫应答，控制或杀灭肿瘤

细胞的疗法。但肿瘤细胞会通过劫持免疫检查点、

重塑肿瘤的细胞外基质形成阻止免疫细胞浸润的屏

障，以及通过影响免疫抑制细胞和免疫微环境中相

关信号通路形成免疫抑制的肿瘤微环境，从而逃避

机体免疫系统识别和攻击[1-2]。肿瘤免疫微环境由免

疫细胞、肿瘤细胞、细胞因子以及其他多种分子间

的精细相互作用所构成。癌细胞与肿瘤微环境之间

持续、动态的相互作用是促进肿瘤发生、发展和转

移的关键因素。在此环境中，巨噬细胞作为免疫反

应的关键效应细胞，其表型转变及功能活性对肿瘤

免疫微环境具有显著的调控作用。它们可以根据刺

激和环境因素被激活为 M1 型（经典激活）或 M2

型（替代激活）。M1 型巨噬细胞具备显著的抗肿瘤

能力，呈现出免疫激活态，并能够释放免疫刺激性

细胞因子。M2 型巨噬细胞则具有促进肿瘤生长和

扩散的潜力，释放免疫抑制性因子[3-5]。鉴于此，诱

导巨噬细胞向 M1 型表型的转变已被视为肿瘤治疗

的潜在策略，通过调节巨噬细胞极化状态来优化肿

瘤免疫微环境，进而增强免疫治疗效果。 

几乎所有的细胞类型，无论是在体内还是体外，

都会产生细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs），

它们的结构、成分和分子加工反映了它们起源细胞

中发生的活动[6]。植物来源 EVs 具有天然生物活性

脂质、蛋白质、RNA 和其他药理活性分子，具有独

特的形态和组成特征[7-9]。人参来源的细胞外囊泡

（ginseng-derived nanoparticles，GDNPs）已经被证明

具有调节免疫[10]、抗肿瘤[11]、抗衰老[12]、促进伤口

愈合[13]、抗心肌损伤[14]、抗炎[15]、抗骨质疏松[16]的

药理作用。之前的研究分别从体内、体外实验证明

了 GDNPs 能够逆转肿瘤免疫微环境促进肿瘤相关

巨噬细胞由 M2 向 M1 表型的极化，产生总活性氧，

导致小鼠黑色素瘤细胞凋亡增加并显著抑制了荷瘤

小鼠的黑色素瘤生长[17]。除此之外，药物通过血脑

屏障治疗脑肿瘤的能力被认为是最重要的药物特性

之一，而 GDNPs 在调节肿瘤免疫微环境，募集 M1

巨噬细胞的同时，对于透过血脑屏障靶向神经胶质

瘤具有良好的潜力[18]。早期研究已揭示 GDNPs 内

含丰富的代谢产物，并能够介导细胞间的信号通讯。

这种介导机制主要通过 Toll 样受体 4（Toll-like 

receptor 4，TLR4）和髓样分化因子 88（myeloid 

differentiation primary response 88，MyD88）信号通

路来实现，进而调节 M2 型巨噬细胞的功能，使其

表现出抗肿瘤活性 [17]。尽管有此初步发现，但

GDNPs 在调控肿瘤免疫微环境中的确切作用的活

性成分还不完全。基于此，本研究旨在采用巨噬细

胞极化模型，深入探讨 GDNPs 中的活性成分，以揭

示其在肿瘤免疫微环境调控中的详细机制。 

1  材料 

1.1  动物与细胞株 

SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，6～8 周龄，体质量

18～22 g，由南京安诺康生物科技有限公司提供，

实验动物合格证编号为 NO.202343651，实验动物使

用许可证号 SYXK（苏）2018-0049，饲养温度为 24～

25 ℃，相对湿度为 50%～60%，自由进食饮水。动

物实验方案经南京中医药大学机构动物护理与使用

委员会批准（批准号 202306A011）。 

B16F10 小鼠皮肤黑色素瘤细胞系购自上海中

科院细胞库。 

1.2  药品与试剂 

GDNPs 由实验室制备，具体方法参考文献[17]；

RPMI 1640 完全培养基（批号 WHAA23X032）、

0.02% EDTA 溶液（Versene 液，批号 WH2622F311）

均购自武汉普诺赛生物科技有限公司； 巨噬细胞集

落刺激因子（macrophage colony-stimulating factor，

M-CSF，批号 0332537CL21 ）、白细胞介素 -4

（interleukin-4，IL-4，批号 0332538KE01）、IL-13（批

号 0332650NG026）均购自苏州近岸蛋白质科技股

份有限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批号

GK10009 ） 购自 美 国 GlpBio 公 司； 脂多 糖

（lipopolysaccharide，LPS，批号 L8880）、红细胞裂

解液（批号 20220818）均购自北京索莱宝科技有限

公司；甲醇（批号 20230228）、乙醇（批号 20220325）、

三氯甲烷（批号 20220311 ）、正丁醇（批号
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20221020）、石油醚（批号 20220429）、无水磷酸二

氢钠（批号 20220217）均为分析纯，购自国药集团

化学试剂有限公司；高氯酸（批号 2012003）购自天

津鑫源化工有限公司；流式细胞染色缓冲液（批号

2207X220780）购自上海懋康生物科技有限公司；PE

抗鼠 CD206 抗体（批号 B369245）、FITC 抗鼠 CD86

抗体（批号 B367027）、抗鼠 CD16/32 抗体（批号

B343988）均购自 Biolegend 公司；人参皂苷 Re 对

照品（批号 AZ21122181，质量分数为 98%）购自成

都埃法生物科技有限公司；岩藻糖标准品（批号

C20PB02541B）购自普西唐生物科技有限公司；标

准品半乳糖（批号 S07HB193921）、葡萄糖醛酸（批

号 R09J11H115178 ）、 阿 拉 伯 糖 （ 批 号

K28J12B135956 ）、 半 乳 糖 醛 酸 （ 批 号

J09HB187862）、鼠李糖（批号 O12A10K95105）、木

糖（批号 D17N9S74410）购自上海源叶生物科技有

限公司；葡萄糖标准品（批号 E1811036）购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司。 

1.3  仪器 

Gallios 分析型流式细胞仪（美国 Beckman 公

司）；Nanosight NS300 型纳米颗粒跟踪分析仪（英

国 Malvern 公司）；2695 型高效液相色谱仪、2998

型 PDA 紫外检测器（美国 Waters 公司）。 

2  方法 

2.1  GDNPs 的表征及稳定性测试 

2.1.1  透射电镜观察  取适量 GDNPs，使用 PBS 稀

释至适当浓度。取 10 μL 稀释液滴在铜网上，静置

4 min，随后用 2%磷钨酸染色 3 min。在室温下自然

风干后，置于 200 kV 电压的透射电镜下进行成像。 

2.1.2  粒径与粒子浓度的测定  取适量 GDNPs，并

用 PBS 稀释到所需浓度，随后在纳米颗粒跟踪分析

仪的自动模式下进行测量。 

2.1.3  稳定性测试  将 GDNPs 置于 4 ℃保存，每

天于同一时间点利用纳米颗粒跟踪分析仪测定粒

径，连续测定 7 d，观察 GDNPs 粒径变化。 

2.2  蛋白质、多糖、皂苷类成分含量测定 

2.2.1  蛋白质含量测定  根据 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒测定蛋白质含量，精密量取供试品溶液2 μL，

用空白溶剂补足至 20 μL，各孔加入 200 μL BCA 工

作液，37 ℃放置 30 min，在 562 nm 下测定各个样

品吸光度（A）值，按标准曲线计算其在 GDNPs 中

的含量。 

2.2.2  多糖含量测定   采用苯酚硫酸法测定

GDNPs 中的多糖含量，精密量取葡萄糖标准品溶液

0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 分别置于干燥

至恒定质量的试管中，以蒸馏水补至 1.0 mL。精密

加入 5%苯酚溶液 0.5 mL 及浓硫酸 2.5 mL，充分振

摇 5 min，置沸水浴加入 20 min，立即置于冰水浴

中冷却 3 min，在 488 nm 处测定各溶液的 A 值。精

密量取供试品溶液 0.1 mL，测定方法同标准品，在

488 nm 处测定各供试品的 A 值，按标准曲线计算其

在 GDNPs 中的含量。 

2.2.3  皂苷类成分含量测定  精密吸取人参皂苷

Re 对照品溶液 0、10、20、40、80、100、120 μL，

分别置 10 mL 干燥的具塞试管中，60 ℃水浴蒸干

溶剂，精密加 5%香草醛冰醋酸溶液-高氯酸（2∶8）

的混合溶液 1 mL，置 60 ℃水浴中加热 15 min，取

出，置冰水浴中冷却，精密加冰醋酸 5 mL，摇匀，

在 544 nm 处测定各溶液的 A 值。精密量取供试品

溶液 300 μL，测定方法同标准品，在 544 nm 处测

定各供试品的 A 值，按标准曲线计算其在 GDNPs

中的含量。 

2.3  GDNPs 多糖、皂苷成分提取方法 

取适量 GDNPs 加入 10 倍量的去离子水在

80 ℃下煎煮 2 h，趁热抽滤，收集滤液，减压浓缩

至 10 mL，加入无水乙醇调整体积分数至 95%，4 ℃

静置过夜，收集沉淀，纯水复溶后使用 Sevag 法进

行脱蛋白处理，蒸干溶剂，纯水复溶得到 GDNPs 多

糖样品（GP）。 

取适量 GDNPs 加入 10 倍量的 70%乙醇溶液回

流提取 2 h，趁热抽滤，收集滤液，减压浓缩至无醇

味，依次使用石油醚、三氯甲烷、水饱和正丁醇萃

取，回收正丁醇层，蒸干，纯水复溶得到 GDNPs 皂

苷样品（GG）。 

2.4  B16F10 细胞培养 

B16F10 细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640

完全培养液，于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培

养，每隔 3 d 传代 1 次。 

2.5  骨髓来源巨噬细胞（bone marrow-derived 

macrophage，BMDM）极化相关实验 

2.5.1  BMDM 提取  C57BL/6 小鼠脱颈处死，迅速

浸泡在 75%乙醇中 5～10 min。在超净台上分离小

鼠的股骨和胫骨，并转移至 PBS 中。利用无菌手术

剪刀小心地切除股骨的两端，随后用 1 mL 带针注

射器抽取 PBS，并注入股骨两端，使骨髓细胞流出

到培养皿内。利用移液枪反复吹打，使细胞形成单
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细胞悬液。细胞悬液过 100 μm 的细胞滤网，以去除

细胞团块、骨碎片、皮毛和其他杂质。细胞悬液于

室温 1 500 r/min 离心 5 min 后，去掉上清液。加入

1 mL 红细胞裂解液孵育 3 min，于室温 1 500 r/min

离心 5 min，然后用 PBS 洗涤细胞。将细胞重新悬

浮在含 20 ng/mL M-CSF 的 RPMI 1640 完全培养基

中。在显微镜下观察细胞形态，并放置在 CO2恒温

培养箱中培养。每 2～3 天更换 1 次培养基，直到第

7 天观察到梭形细胞，标志着 BMDM 的成熟。 

2.5.2  qRT-PCR 分析 BMDM 的 CD206、CD86 

mRNA 表达  将成熟的 BMDM 调整至 1×106个/孔，

设置空白组、模型组和给药组，空白组只添加不含

胎牛血清的 RPMI 1640 培养基，模型组加入 20 

ng/mL 的 IL-4、IL-13），孵育 48 h；给药组在添加

20 ng/mL 的 IL-4、IL-13 孵育 24 h 后，分别添加低、

中、高剂量（10、20、40 μg/mL）的多糖提取物（GP1、

GP2、GP3）或低、中、高剂量（3、6、12 μg/mL）

的皂苷成分提取物（GG1、GG2、GG3）孵育至 48 h。

给药结束后弃去培养基，用 PBS 缓冲液冲洗 2 次，

按照试剂盒说明书提取细胞总 RNA 并合成 cDNA，

进行 qRT-PCR 分析。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

GAPDH F: TGAAGCAGGCATCTGAGGG 

 R: CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG 

CD86 F: TCAATGGGACTGCATATCTGCC 

 R: GCCAAAATACTACCAGCTCACT 

CD206 F: CAGGTGTGGGCTCAGGTAGT 

 R: TGTGGTGAGCTGAAAGGTGA 

2.5.3  流式细胞术检测 BMDM 的 CD206、CD86 荧

光表达  将成熟的 BMDM 调整至 1×106个/孔，设

置空白组、模型组和给药组，空白组只添加不含胎

牛血清的 RPMI 1640 培养基，模型组加入 20 ng/mL

的 IL-4、IL-13），孵育 48 h；给药组在添加 20 ng/mL

的 IL-4、IL-13 孵育 24 h 后，分别添加 10 μg/mL 

GDNPs 或低、中、高剂量（10、20、40 μg/mL）的

多糖提取物（GP1、GP2、GP3）或低、中、高剂量

（3、6、12 μg/mL）的皂苷成分提取物（GG1、GG2、

GG3）孵育至 48 h。给药结束后，每孔加入 1 mL 

0.02% EDTA 溶液，消化收集细胞，加入 1 mL 细胞

染色缓冲液洗涤细胞 2 次，500 μL 细胞染色缓冲液

重悬，收集细胞于 1.5 mL EP 管中。加入 Fc 受体封

闭剂抗鼠 CD16/32 冰上孵育 10 min，然后加入 PE

抗鼠 CD206 抗体、FITC 抗鼠 CD86 抗体于冰上染

色 30 min。孵育结束后，加入 1 mL PBS 洗涤细胞

2 次，4 ℃、1 500 r/min 离心 5 min；弃去上清，加

入 500 μL PBS 重悬细胞，过 300 目筛网转移至流式

管中，使用流式细胞仪检测各个标记物的表达情况。 

2.5.4  BMDM 条件培养基（conditional medium，

CM）的制备[19-20]  诱导成熟的 BMDM 分为 M1 组

（加入 100 ng/mL 的 LPS）、M2 组（加入 20 ng/mL

的 IL-4、IL-13）、GP1 组（在添加 IL-4、IL-13 孵育

24 h 后添加 10 μg/mL GP 孵育至 48 h）、GP2 组（在

添加 IL-4、IL-13 孵育 24 h 后添加 20 μg/mL GP 孵

育至 48 h）、GP3 组（在添加 IL-4、IL-13 孵育 24 h

后添加 40 μg/mL GP 孵育至 48 h），给药孵育后得到

不同极化的巨噬细胞，在无血清培养基中孵育 24 h

后弃去培养基，10 000 r/min 离心 5 min，收集上清

作为 CM，分别得到 M1-CM、M2-CM、GP1-CM、

GP2-CM、GP3-CM 用于孵育 B16F10 细胞，测定

B16F10 细胞活力以验证 GDNPs 中的活性成分。 

2.6  CCK-8 法检测 B16F10 细胞活力 

常规培养 B16F10 细胞，调整细胞数为 5×103

个/mL，接种于 96 孔板，每孔加入细胞混悬液 100 

µL，待细胞贴壁后，加入不同 CM 继续培养，空白

组与调零孔（不含细胞）加入无血清培养基，24 h

后弃去旧培养基，每孔加入 100 μL 培养基洗涤 2 次

后更换新的培养基，各孔加入 10 µL 的 CCK-8 试

剂，37 ℃孵育 4 h，并于酶标仪上读取各孔在 450 

nm 处的 A 值，计算细胞活力。 

细胞活力＝(A 给药－A 调零)/(A 空白－A 调零) 

2.7  GDNPs 多糖的单糖组成分析及方法学考察[21-23] 

2.7.1  PMP 柱前衍生法分析单糖组成   取适量

GDNPs，加入 3 mol/L 三氟乙酸溶液 3 mL，超声溶

解，封口，110 ℃水解 6 h，放冷至室温，3 000 r/min

离心 10 min，取上清液减压蒸干，加甲醇溶解蒸干

5～6 次，残渣加超纯水溶解定容至 1 mL，制得水

解后样品供试液。取葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、

木糖、半乳糖、甘露糖、岩藻糖、葡萄糖醛酸、半

乳糖醛酸标准品溶液及样品各 400 μL，加 400 μL 的

0.5 mol/L PMP 甲醇溶液和 400 μL 的 0.3 mol/L 氢氧

化钠溶液，混匀，70 ℃水浴加热 100 min 后，再加

500 μL 的 0.3 mol/L 盐酸，混匀。加入 2 mL 三氯甲

烷萃取，剧烈摇晃，3 500 r/min 离心 5 min，弃去氯

仿层，过 0.22 μm 滤膜得 PMP 衍生化样品。使用

Waters 高效液相色谱仪进行分析，色谱条件为
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Agilent ZORBX SB-aq C18 色谱柱（150 mm×4.6 

mm，4 μm）；检测波长 250 nm；柱温 25 ℃；体积

流量 1 mL/min；流动相为磷酸二氢钠盐缓冲液（0.1 

mol/L，pH 6.85）-乙腈（82∶18），等度洗脱。 

2.7.2  线性关系考察  按“2.7.1”项下方法制备各

对照品系列质量浓度的 PMP 衍生化标准品溶液，

在“2.7.1”项色谱条件下进样分析。以葡萄糖、半

乳糖、阿拉伯糖 3 个成分的质量浓度为横坐标（X），

峰面积为纵坐标（Y），分析得到其线性回归方程、

线性系数（r）和线性范围分别为葡萄糖 Y＝585 162 

X＋837 782，r＝0.999 3，线性范围 1.05～20.96 

mg/mL；半乳糖 Y＝901 803 X＋35 251，r＝0.999 6，

线性范围 0.20～12.26 mg/mL；阿拉伯糖 Y＝950 752 

X－92 833，r＝0.999 7，线性范围 0.35～10.46 

mg/mL。结果显示，3 个成分的线性系数在 0.999 3～

0.999 7，符合线性关系考察要求。 

2.7.3  精密度试验   取上述对照品溶液，按照

“2.7.1”项下制备 PMP 衍生化标准品溶液，在“2.7.1”

项色谱条件下连续进样 6 次，测定峰面积并计算

RSD 值。结果显示，葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖 3

个成分的峰面积 RSD 分别为 1.23%、1.19%、1.36%，

均小于 3%，表明仪器精密度良好。 

2.7.4  稳定性试验  取 GDNPs 样品，按照“2.7.1”

项下方法制备 PMP 衍生化供试品溶液，室温下于

0、2、4、8、12 h 在“2.7.1”项色谱条件下进样测

定峰面积并计算 RSD 值。结果显示，供试品溶液中

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖 3 个成分的峰面积 RSD

分别为 2.34%、2.78%、2.06%，均小于 3%，表明供

试品溶液在 12 h 内稳定性良好。 

2.7.5  重复性试验  取 GDNPs 样品，按照“2.7.1”

项下方法平行制备 6 份 PMP 衍生化供试品溶液，

按“2.7.1”项色谱条件下进样测定峰面积并计算

RSD 值。结果显示，供试品溶液中葡萄糖、半乳糖、

阿拉伯糖的峰面积 RSD 分别为 1.40%、1.82%、

1.52%，均小于 3%，表明该方法重复性较好。 

2.7.6  加样回收率试验  精密量取 6 份已测定单糖

含量的 GDNPs 样品，每份 1 mL，分别精密加入样

品中指标成分质量与对照品质量比例约为 1∶1 的

对照品溶液，按照“2.7.1”项下方法制备 PMP 衍生

化供试品溶液，在“2.7.1”项色谱条件下进样测定，

计算各供试品的加样回收率和 RSD 值。结果显示，

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖 3 个成分的平均加样回

收率分别为 98.30%、102.11%、101.76%，RSD 分别

为 2.52%、2.08%、1.79%，且均小于 3%，加样回收

率试验结果良好。 

2.8  统计学分析 

本研究中细胞实验均重复 3 次，结果以 x s 表

示。所有数据使用 GraphPad Prism 8 8.0 软件进行分

析，采用非配对 Student’s t 检验。 

3  结果 

3.1  GDNPs 的表征及稳定性测试 

 GDNPs 是由人参细胞分泌的一种具有膜结构

的小泡，能够携带蛋白质、mRNA、miRNA 和代谢

物等成分，在植物机体中参与生长代谢过程。对

GDNPs 进行表征如图 1-A 所示，在透射电镜下可以

看出 GDNPs 呈双层膜结构的圆形小泡，独特空间

结构可作为载体运载人参的活性成分靶向受体部

位，介导一系列的生物学功能。使用纳米颗粒跟踪

分析仪测定 GDNPs 的粒径，结果见图 1-B，GDNPs

的粒径分布在 60～320 nm。本研究利用纳米颗粒跟

踪分析仪连续 7 d 监测 GDNPs 在 4 ℃环境存放过

程中的粒径变化，结果如图 1-C 所示，GDNPs 的粒

径并无明显变化，表明在 4 ℃条件下 GDNPs 可以

储存 7 d，且稳定性良好。 

 

A-GDNPs 超微结构；B-GDNPs 粒径；C-GDNPs 在 4 ℃环境存放过程中的粒径变化。 

A-ultrastructure of GDNPs; B-particle size of GDNPs; C-particle size changes of GDNPs during storage at 4 ℃. 

图 1  GDNPs 表征及稳定性测试结果 

Fig. 1  Results of GDNPs characterization and stability experiments
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3.2  GDNPs 的含量测定 

2.46×1011 颗粒的 GDNPs 含有 4.31 mg 蛋白

质、4.46 mg 多糖、1.22 mg 皂苷，结果显示多糖成

分的含量最高。在目前的研究报道中，人参中多糖

成分与皂苷均具有逆转巨噬细胞表型，调控肿瘤免

疫微环境的作用[3,24]。前期研究已经证明 GDNPs 脂

质和蛋白质导致了 M2 型巨噬细胞极化的改变[17]。

本研究进一步对 GDNPs 中的皂苷与多糖是否为调

控巨噬细胞表型活性成分进行研究。 

3.3  不同成分对 M2 型 BMDM 极化的影响 

3.3.1  不同成分对 M2 型 BMDM CD206、CD86 

mRNA 表达的影响  为探究 GDNPs 逆转 M2 巨噬

细胞表型的活性成分，分别提取了 GDNPs 的多糖

与皂苷成分。CD206 为 M2 型巨噬细胞表面标志物，

CD86 为 M1 型巨噬细胞表面标志物。由图 2 可知，

GP 组可以改变巨噬细胞表型，向 M1 方向极化，而

GG 组不能逆转 M2 型巨噬细胞的极化表型。 

3.3.2  不同成分对 M2 型 BMDM CD206、CD86 荧

光表达的影响  如图 3 所示，GP 组与 GG 组结果

同 qRT-PCR 实验结果一致，GP 组诱导的巨噬细胞

表面标志物CD86和CD206均呈显著性升高和降低

（P＜0.05、0.01）。其中 GDNPs 组对于逆转 M2 型

巨噬细胞表型药理效应最佳，这可能与 GDNPs 具

有纳米囊泡结构有关，提高了生物利用度。GG 组 

 
与空白组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，图 3 同。 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs blank group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as fig. 3. 

图 2  不同成分对 M2 型 BMDM CD206、CD86 mRNA 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effects of different components on CD206, CD86 mRNA expressions in M2 type BMDM ( x s , n = 3)

 

图 3  不同成分对 M2 型 BMDM CD206、CD86 荧光表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effects of different components on CD206, CD86 fluorescence expressions in M2 type BMDM ( x s , n = 3)
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虽然没有对 M2 型巨噬细胞表型起逆转作用，但其

驱使巨噬细胞继续向替代激活的 M2 抗炎表型极

化，其抗炎作用可能协同其他活性成分，防止过度

逆转 M2 表型，避免 GDNPs 对机体造成炎症损伤。 

3.4  活性成分处理的巨噬细胞 CM 抑制 B16F10 细

胞增殖 

为了进一步验证 GP 是否为 GDNPs 介导调控

肿瘤免疫微环境发挥抗癌效应的活性成分，制备不

同成分诱导后的巨噬细胞 CM，使用不同 CM 处理

B16F10 细胞 24 h，通过 CCK-8 法评价不同 CM 对

B16F10 细胞增殖作用的影响。如图 4 所示，M2-CM

无明显抑制 B16F10 细胞增殖的作用，GP-CM 能够

显著抑制 B16F10 细胞的增殖。 

3.5  活性多糖成分的单糖组成分析 

 采用 PMP柱前衍生法对活性GP进行单糖组成

分析，图 5-A、B 分别为单糖标准品色谱图、GDNPs

活性多糖成分水解液的色谱图。经 HPLC 测定

GDNPs 活性多糖由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖组成，

其物质的量比为 4.72∶1.07∶2.15。 

 

与空白组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs blank group. 

图 4  不同极化程度的 BMDM-CM 对 B16F10 细胞活力的

影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of BMDM-CM with different degrees of 

polarization on B16F10 cell viability ( x s , n = 3) 

 
A-单糖标准品色谱图（1-PMP，2-岩藻糖，3-半乳糖，4-葡萄糖醛酸，5-阿拉伯糖，6-半乳糖醛酸，7-鼠李糖，8-葡萄糖，9-木糖）；B-水解 GDNPs

多糖样品的色谱图（1-PMP，2-葡萄糖，3-半乳糖，4-阿拉伯糖）。 

A-chromatograms of monosaccharide standards (1-PMP, 2-fucose, 3-galactose, 4-glucuronide, 5-arabinose, 6-galacturonide, 7-rhamnose, 8-glucose, 9-

xylose); B-chromatograms of polysaccharide samples from hydrolyzed GDNPs (1-PMP, 2-glucose, 3-galactose, 4-arabinose). 

图 5  通过 HPLC 与 PMP 柱前衍生化对 GDNPs 多糖进行单糖成分分析 

Fig. 5  Monosaccharide composition analysis of GDNPs polysaccharides by HPLC with PMP pre-column derivatization 

4  讨论 

目前，治疗癌症方法不再专注于靶向肿瘤细胞

本身，因为癌症的进展是由肿瘤细胞和肿瘤部位环

境之间的相互作用调控的，肿瘤微环境是一个以肿

瘤为主体，由肿瘤细胞、基质细胞、免疫细胞和细

胞外基质组成的复杂的肿瘤生态系统。在肿瘤微环

境中，巨噬细胞与肿瘤细胞、免疫细胞和基质细胞

的密集对话可以驱动促或抗肿瘤表型。反之，肿瘤

相关的巨噬细胞在肿瘤微环境中强烈塑造细胞因子

和代谢物水平，因此在抗肿瘤免疫中发挥重要作用。

M1 型巨噬细胞通过支持 1 型 T 辅助性细胞（1 type 

helper T-lymphocyte，Th1）介导的抗癌反应和促进

细胞毒性 T细胞的招募来促进肿瘤相关巨噬细胞的

抗肿瘤反应[25-28]。 

植物来源的 EVs 相较于动物细胞外囊泡展示出

一系列显著的优越性[29-32]。这些优势主要体现在植物

EVs 的低免疫原性上，这一特性在治疗应用中显得尤

为重要，因为它极大降低了引发免疫系统反应的可能

性。此外，从经济和可持续发展的角度来看，植物细

胞的批量培养过程既经济又高效，相比之下，动物细

胞的培养更为复杂和成本较高。植物 EVs 在极端环

境条件下展现出的稳定性，如高温和干燥条件下的稳
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定性，对于药物的长期储存和运输是一个不可忽视的

优点。从药物递送的角度来看，植物 EVs 作为天然的

载体，能够有效地运输包括 RNA、DNA 和蛋白质在

内的多种药物分子。这种生物相容性强的特性，减少

了在临床应用中产生不良反应的风险。而且，选择植

物源的 EVs 作为递送载体，可以避免与动物源相关

的污染和病原体传播的风险。在某些情况下，特定植

物的 EVs 还可能包含有独特的生物活性成分，这为

开发新型治疗策略提供了潜在的途径[33]。 

植物EVs在药物输送系统中的应用尤其引人注

目。它们被认为是一种生物兼容、可生物降解且来

源广泛的纳米输送系统，可用于无细胞治疗。在临

床前和临床研究中，植物 EVs 已显示出比传统合成

载体更多的优势，为新型药物输送系统开辟了新的

前沿领域。例如，姜源 EVs 在改变肠道菌群和调节

宿主生理以抑制结肠炎方面展现出了潜力 [34]。

Umezu 等[35]证明了针叶樱桃衍生的纳米囊泡在封

装和保护核酸方面的可行性，以及它们在将这些化

合物递送至体内靶位点的有效性。Pomatto 等[36]研

究了来源于柑橘汁的EVs作为口服给药的编码严重

急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型 S1 蛋白亚基的

信使核糖核酸疫苗的载体，该疫苗具有胃抗性口服

胶囊制剂。加载到 EVs 中的 mRNA 受到保护，并

且在冷冻干燥和封装后在室温下稳定 1 年。 

GDNPs 在调节肿瘤免疫微环境方面已显示出

显著的潜力，Han 等[37]研究证明 GDNPs 可以重组

肿瘤相关巨噬细胞，增加 CC 类趋化因子 5（CC 

chemokine ligand 5，CCL5）和趋化因子 CXC 配体

9（C-X-C motif chemokine 9，CXCL9）的分泌，招

募 CD8+ T 细胞进入肿瘤床，将冷肿瘤微环境转换

为热肿瘤微环境改善免疫检查点抑制剂治疗效果。

Lv 等[10]研究发现由于 GDNPs 改变了精氨酸酶-1 的

表达，从而激活哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）活性，同

时上调由 mTOR 活性调节的 T-bet 表达。而促进 T

细胞耗竭的 T 细胞中转录因子 Eomes 和 Tox 的表

达受到抑制，最终降低了免疫检查点的表达，改善

了 T 细胞耗竭，恢复了 T 细胞的抗肿瘤作用，更好

地治疗癌症。为了进一步研究 GDNPs 的药理学作

用机制，本研究对其物质基础进行了分析讨论，

GDNPs 多糖相较于蛋白质、皂苷含量最多，可以有

效逆转肿瘤相关巨噬细胞的表型，同时 GDNPs 多

糖作用巨噬细胞后的培养基可有效抑制 B16F10 细

胞的增殖能力。M1 型巨噬细胞主导的免疫微环境

有助于炎症反应，但也可能导致周围健康组织的损

伤。此外发现，GDNPs 皂苷能够调节炎症环境，促

进肿瘤环境中的巨噬细胞向抗炎表型极化，可以避

免持续的炎症反应导致组织损伤与功能障碍。综上，

本研究揭示了 GDNPs 中多糖成分的关键作用，为

进一步的机制研究和临床应用提供了有价值的信

息。未来的研究可以进一步探讨 GDNPs 的其他活

性成分，以及如何优化其在肿瘤治疗中的应用。 
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