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夏枯草来源外泌体装载奥利司他通过调控脂代谢抑制肝癌细胞生长 
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摘  要：目的  探讨夏枯草来源外泌体装载奥利司他（Prunella vulgaris-derived exosomes loading orlistat，PVENs-Orl）对肝

癌细胞脂代谢及恶性生物学行为的影响及其潜在机制。方法 采用超速离心法提取 PVENs，经透射电镜（transmission electron 

microscopy，TEM）及纳米颗粒追踪分析（nanoparticle tracking analysis，NTA）表征后，构建 PVENs-Orl 载药系统。通过 CCK-

8、克隆、划痕及 Transwell 实验评估 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞增殖、迁移与侵袭的抑制作用。检测游离脂肪酸（free fatty 

acid，FFA）摄取、脂肪酸合成酶（fatty acid synthase，FASN）活性、三酰甘油（triglyceride，TG）含量、脂质过氧化指标及

线粒体膜电位与形态。采用 qRT-PCR 检测脂代谢与铁死亡相关基因[酰基辅酶 A 合成酶长链家族成员 4（acyl-CoA synthetase 

long-chain family member 4，ACSL4）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）、溶质载体家族 7 成员 11

（solute carrier family 7 member 11，SLC7A11）、B 细胞淋巴瘤-2 相互作用蛋白 3（Bcl-2 interacting protein 3，BNIP3L）、溶血

磷脂酰胆碱酰基转移酶 3（lysophosphatidylcholine acyltransferase 3，LPCAT3）、转铁蛋白受体（transferrin receptor，TFRC）]

的表达。结果  成功提取并表征了 PVENs，构建的 PVENs-Orl 能被 HepG2 细胞有效内化。PVENs 及 PVENs-Orl 呈剂量相

关性抑制 HepG2 细胞的增殖、迁移与侵袭（P＜0.001）。在脂代谢表型上，PVENs-Orl 能抑制 FASN 活性（P＜0.01），同时

引起细胞内 FFA 与 TG 蓄积（P＜0.01）。PVENs-Orl 显著提升细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）水平（P＜0.01、0.001），增加乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）释放（P＜0.001）。PVENs-

Orl 显著诱导线粒体膜电位下降（P＜0.01），并引发线粒体功能障碍（P＜0.001）。分子机制上，PVENs-Orl 上调脂质过氧化

及铁死亡促进相关基因表达（P＜0.001），下调抗氧化及铁死亡抑制相关基因表达（P＜0.001）。结论  PVENs 可有效递送奥

利司他，通过抑制 FASN 活性破坏脂质稳态，诱导线粒体功能障碍和脂质过氧化，并协同调控铁死亡关键基因表达，从而抑

制肝癌细胞生长，为基于天然外泌体的脂代谢靶向治疗提供了实验依据。 
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(PVENs-Orl) on lipid metabolism and malignant biological behaviors of hepatoma cells. Methods  PVENs were extracted by 

ultracentrifugation. After characterization by transmission electron microscopy (TEM) and nanoparticle tracking analysis (NTA), a 

PVENs-Orl drug delivery system was constructed. The inhibitory effects of PVENs-Orl on the proliferation, migration and invasion of 

HepG2 cells were evaluated through CCK-8, cloning, scratch and Transwell assays. The free fatty acids (FFA) uptake, fatty acid 

synthase (FASN) activity, triglyceride (TG) content, lipid peroxidation indicators and mitochondrial membrane potential and 

morphology were detected. The expressions of genes related to lipid metabolism and ferroptosis [acyl-CoA synthetase long-chain 

family member 4 (ACSL4), glutathione peroxidase 4 (GPX4), solute carrier family 7 member 11 (SLC7A11), B-cell lymphoma-2 

interacting protein 3 (BNIP3L), lysophosphatidylcholine acyltransferase 3 (LPCAT3), transferrin receptor (TFRC)] was detected by 

qRT-PCR. Results  The PVENs were successfully extracted and characterized, and the constructed PVENs-Orl could be effectively 

internalized by HepG2 cells. PVENs and PVENs-Orl exhibited dose-dependent inhibition of the proliferation, migration and invasion 

of HepG2 cells (P < 0.001). In terms of lipid metabolism phenotype, PVENs-Orl could inhibit FASN activity (P < 0.01), and 

simultaneously cause intracellular accumulation of FFA and TG (P < 0.01). PVENs-Orl significantly increased the levels of intracellular 

reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde (MDA) (P < 0.01, 0.001), and increased the release of lactate dehydrogenase 

(LDH) (P < 0.001). PVENs-Orl significantly induced a decrease in mitochondrial membrane potential (P < 0.01) and triggered 

mitochondrial dysfunction (P < 0.001). At the molecular mechanism level, PVENs-Orl upregulated the expressions of genes related to 

lipid peroxidation and ferroptosis promotion (P < 0.001), and downregulated the expressions of genes related to antioxidant and 

ferroptosis inhibition (P < 0.001). Conclusion  PVENs could effectively deliver orlistat, disrupt lipid homeostasis by inhibiting FASN 

activity, induce mitochondrial dysfunction and lipid peroxidation, and synergistically regulate the expressions of key genes involved 

in ferroptosis, thereby inhibiting the growth of liver cancer cells. This provides experimental evidence for targeted lipid metabolism 

therapy based on natural exosomes. 
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肝细胞癌是全球常见且预后较差的恶性肿瘤，

其治疗面临术后高复发与晚期耐药等挑战[1-3]。近年

研究发现，肿瘤代谢重编程尤其是脂质代谢异常在

肝癌发生发展中起关键作用[4-5]。肝癌细胞高度依赖

内源性脂肪酸合成，其中脂肪酸合成酶（fatty acid 

synthase，FASN）作为限速酶显著高表达，成为潜

在治疗靶点[6-9]。奥利司他是一种 FASN 抑制剂，具

有抗肿瘤潜力，但其较强的疏水性导致水溶性极差，

体内代谢迅速，生物利用度低，难以在肿瘤部位维持

有效治疗浓度，限制了其临床转化与应用[10-12]。因

此，寻找能够有效递送奥利司他的新型载体，改善

其药动学特性，是实现其抗肿瘤价值的关键。外泌

体作为天然纳米载体，具有良好的生物相容性与低

免疫原性，植物来源外泌体更具备来源广泛、成本

低廉等优势[13]。近年来，植物来源的外泌体因其具

有生物相容性好、免疫原性低、稳定性高、易于跨

越生物屏障以及来源广泛、成本低廉等优势，作为

新型药物递送载体受到了广泛关注[14-15]。夏枯草具

有抗肿瘤、抗炎和免疫调节等多种活性[16]，推测源

自夏枯草的外泌体不仅本身可能继承其母体植物

的部分生物活性，更可作为奥利司他的理想天然纳

米载体，构建一种基于天然产物的生物递送系统。

因此，本研究拟构建夏枯草来源外泌体装载奥利司

他 （ Prunella vulgaris-derived exosomes loading 

orlistat，PVENs-Orl）递送系统，探讨其对肝癌细胞

脂代谢及恶性生物学行为的影响及潜在机制，为基

于天然外泌体的脂代谢靶向治疗提供实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

人肝癌 HepG2 细胞（货号 CL-0103）购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。 

1.2  药材 

新鲜夏枯草全株来源于湖南省中西医结合医

院药房，经湖南省中西医结合医院曾普华教授及邓

芳教授鉴定为唇形科植物夏枯草 Prunella vulgaris 

L.的干燥全草。 

1.3  药品与试剂 

顺铂（批号 H20023461）购自齐鲁制药有限公

司；DMEM 高糖培养基（批号 PM150210B）、胎牛

血清（批号 164220）、青霉素-链霉素溶液（批号

PB180120）购自武汉普诺赛生物科技有限公司；索

拉非尼（货号 HY-10201，质量分数为 99.84%）、铁

死亡激动剂 RSL3（货号 HY-100218A，质量分数为

99.85%）、CCK-8 试剂盒（货号 HY-K0301）购自美

国 MedChemExpress 公司；奥利司他（货号 C4X-

14994，质量分数为 99%）购自武汉倍瑞联德科技有
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限公司；三酰甘油（triglyceride，TG）检测试剂盒

（ 货 号 A110-1-1 ）、 乳 酸 脱 氢 酶 （ lactate 

dehydrogenase，LDH）测定试剂盒（货号 A020-1）、

活性氧（reactive oxygen species，ROS）测定试剂盒

（货号 E004-1-1）购自南京建成生物工程研究所；

FASN 活性检测试剂盒（货号 BC0550）购自北京索

莱宝科技有限公司；游离脂肪酸（free fatty acid，

FFA）检测试剂盒（货号 KTB2230）购自美国

Abbkine 公司；丙二醛（malondialdehyde，MDA）

检测试剂盒（货号 S0131）、线粒体膜电位检测试剂

盒（货号 C2006）、线粒体绿色荧光染色试剂盒（货

号 C1996）购自上海碧云天生物技术有限公司；DiO

细胞膜绿色荧光探针（货号 40725ES10）购自翌圣

生物科技（上海）股份有限公司；HotStartTM 

Universal 2X Green qPCR Master Mix（货号 K1170）、

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（货号

K2003）购自美国 APExBIO 公司；酰基辅酶 A 合

成酶长链家族成员 4（acyl-CoA synthetase long-chain 

family member 4，ACSL4）、谷胱甘肽过氧化物酶 4

（glutathione peroxidase 4，GPX4）、溶质载体家族 7

成员 11 （ solute carrier family 7 member 11 ，

SLC7A11）、B 细胞淋巴瘤-2 相互作用蛋白 3（Bcl-2 

interacting protein 3，BNIP3L）、溶血磷脂酰胆碱酰基

转移酶 3（lysophosphatidylcholine acyltransferase 3，

LPCAT3）、转铁蛋白受体（ transferrin receptor，

TFRC）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase，GAPDH）引物均由武汉塞

维尔生物科技有限公司合成。 

1.4  仪器 

Optima XE 型超速离心机（美国贝克曼库尔特有

限公司）；Q700 型超声细胞破碎仪（美国 Branson 公

司）；HT7800 型透射电子显微镜（transmission electron 

microscopy，TEM，日本日立有限公司）；ZetaView 型

纳米颗粒追踪分析仪（nanoparticle tracking analysis，

NTA，德国 Particle Metrix 公司）；373528 型徕卡显

微镜（德国徕卡公司）；Synergy H1 型多功能酶标仪

（美国 BioTek 公司）；Heracell VIOS 型细胞培养箱（美

国 Thermo Fisher Scientific 公司）；LightCycler® 480

实时荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）。 

2  方法 

2.1  PVENs 的提取与表征 

将新鲜夏枯草全株和磷酸盐缓冲液（phosphate 

buffered saline，PBS）溶液按 1∶2 的比例放入破壁

器中，高速切碎 5 min，并用纱布滤过。得到的汁液

分别经 1 000 r/min 离心 10 min、3 000 r/min 离心 20 

min、10 000 r/min 离心 40 min，去除大的植物组织

和细胞碎片。收集上清液，150 000 r/min 超速离心

2 h，并在 PBS 中重新悬浮。将悬浮液分别转移到

15%、30%、45%和 60%蔗糖中，150 000 r/min 超速

离心 2 h，得到纯化的 PVENs。 

取 10 μL PVENs 悬液，滴于铜网，2%磷钨酸

负染后，TEM 下观察其形态结构。另取适量样品稀

释后，通过 NTA 检测其粒径分布。 

2.2  奥利司他的装载与 PVENs-Orl 的制备 

采用孵育-超声法进行载药。将 1 mg 奥利司他

溶于适量二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）

中，与 1 mL 含 10 mg PVENs 的 PBS 悬液混合，使

DMSO 终体积分数低于 0.5%。将混合液于 37 ℃摇

床孵育 2 h，随后置于冰浴中，使用超声细胞破碎仪

（功率 200 W，超声 2 s，间隔 3 s，总时长 2 min）

进行辅助载药。载药后的悬液再次经 110 000×g 超

速离心 70 min，以去除未包封的奥利司他，沉淀用

PBS 重悬，即得 PVENs-Orl。通过 NTA 检测载药前

后纳米颗粒的粒径与 Zeta 电位变化，以初步验证载

药成功。 

2.3  细胞培养 

HepG2 细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青

霉素和 100 μg/mL 链霉素的 DMEM 高糖培养基，

置于 37 ℃、5% CO2的饱和湿度培养箱中培养，取

对数生长期的细胞用于后续实验。 

2.4  CCK-8 法检测细胞活力 

将对数生长期的 HepG2 细胞以 5×103个/孔接

种于 96 孔板中，培养 24 h 待细胞贴壁后，更换为

含有不同质量浓度（0、10、20、30、40、50 μg/mL）

PVENs 或 PVENs-Orl 的新鲜培养基，分别培养 24、

48、72 h。另设置不接种细胞不给药的空白组。每

孔加入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 2 h 后，用酶标仪

测定 450 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞存活率，

并利用 GraphPad Prism 9.0 软件计算半数抑制浓度

（half inhibitory concentration，IC50）。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.5  细胞摄取实验 

采用绿色荧光探针DiO标记PVENs及PVENs-

Orl。将 DiO 工作液与 PVENs 或 PVENs-Orl 悬液混

合，37 ℃避光孵育 30 min，110 000×g 超速离心

70 min 去除游离 DiO，PBS 重悬沉淀，即得 DiO-
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PVENs 和 DiO-PVENs-Orl。将对数生长期的 HepG2

细胞以 2×105 个/孔接种于共聚焦培养皿中，培养

24 h 贴壁后，分别加入等量的 DiO-PVENs 和 DiO-

PVENs-Orl，37 ℃避光共孵育 4 h。弃去上清，PBS

洗涤 3 次，4%多聚甲醛固定 15 min，DAPI 染核后，

于共聚焦显微镜下观察并拍照。 

2.6  细胞功能学实验 

设置对照组、PVENs（1/2 IC50、IC50、2 IC50）

组及 PVENs-Orl（1/2 IC50、IC50、2 IC50）组和阳性

对照索拉非尼（10 μmol/L）组，考察 PVENs-Orl 对

HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 

2.6.1  克隆形成实验  将对数生长期的 HepG2 细

胞以 500 个/孔接种于 6 孔板中，给药干预 24 h 后

更换为新鲜完全培养基，继续培养 10～14 d，结晶

紫染色后计数大于 50 个细胞的克隆。 

2.6.2  划痕实验  细胞长满单层后，用 200 μL 枪头

制造划痕，PBS 清洗后更换为无血清培养基并给予

相应药物干预，于 0、24 h 在显微镜下拍照，计算

划痕愈合率。 

 划痕愈合率＝(0 h划痕面积－24 h 划痕面积)/0 h 划痕面积 

2.6.3  Transwell 侵袭实验  在 Transwell 上室铺覆

Matrigel 基质胶，接种含 2×104个细胞的无血清培

养基，下室加入含 10% FBS 的培养基作为趋化剂，

给药干预 24 h 后，擦去上室未侵袭细胞，下室细胞

经 4%多聚甲醛固定、结晶紫染色后，于显微镜下随

机选取 5 个视野计数。 

2.7  脂代谢表型分析 

设置对照组、PVENs（IC50）组及 PVENs-Orl

（IC50）组和索拉非尼（10 μmol/L）组，给药干预后，

考察 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞关键脂代谢指标的

影响。 

2.7.1  FFA 摄取  采用 CheKineTM FFA 含量检测试

剂盒，通过铜离子结合法，于 550 nm 波长下检测细

胞中 FFA 含量。 

2.7.2  FASN 活性  使用 FAS 活性检测试剂盒，通

过检测 340 nm 处还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate，

NADPH）的消耗速率，反映 FASN 酶活性。 

2.7.3  TG 含量  采用 GPO-PAP 法 TG 测试盒，于

500 nm 波长下测定细胞内 TG 含量。 

2.8  脂质过氧化与细胞毒性检测 

设置对照组、PVENs（IC50）组及 PVENs-Orl

（IC50）组和 RSL（1 μmol/L）组，给药干预后，按

照试剂盒说明书操作，加入 DCFH-DA 荧光探针，

采用流式细胞术检测细胞内 ROS 水平；通过硫代

巴比妥酸（thiobarbituric acid，TBA）比色法测定

MDA 水平；收集细胞上清液，按试剂盒说明书检测

LDH 活性，反映细胞膜的完整性及损伤程度。 

2.9  线粒体功能检测 

设置对照组、PVENs（IC50）组及 PVENs-Orl

（IC50）组和 RSL（1 μmol/L）组，给药干预后，按

照试剂盒说明书操作，加入 JC-1 荧光探针，于荧光

显微镜下观察并拍照，以正常线粒体（红色荧光）

与去极化线粒体（绿色荧光）的比例变化反映线粒体

膜电位的高低。给药干预后，按照试剂盒说明书操

作，加入 Mito-Tracker Green 探针，于荧光显微镜下

观察线粒体结构并拍照，统计线粒体绿色荧光强度。 

2.10  qRT-PCR 检测脂代谢与铁死亡相关基因表达 

设置对照组、PVENs（IC50）组及 PVENs-Orl

（IC50）组和 RSL（1 μmol/L）组，给药干预后，使

用 TRIzol 法提取细胞总 RNA，测定浓度与纯度后，

逆转录合成 cDNA。以 cDNA 为模板，使用 SYBR 

Green 法在 QuantStudio 5 系统上进行 qRT-PCR。以

GAPDH 为内参，采用 2−∆∆Ct 法计算各基因的相对表

达量。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

ACSL4 F: CCTGGAGCAGATACTCTGGA 

R: TCACTCTGCGATTCACTTCA 

GPX4 F: GCCAAAGTCCTAGGAAACGC 

R: CCGGGTTGAAAGGTTCAGGA 

SLC7A11 F: TGTGTGGGGTCCTGTCACTA 

R: GCAGGGCGTATTATGAGGAG 

BNIP3L F: CATCCTCATCCTCCATCCAC 

R: GATCTGCCCATCTTCTTGTG 

LPCAT3 F: CAGGGAGAGCTGATTGCACATAC 

R: TGTGTAGCCCACTAGGTAGAA 

TFRC F: AGCCAGATCAGCATTTCTTAACCT 

R: GCCTTTCATGTTATTGTGGGCAT 

GAPDH F: CCTCGTCCCGTAGACAAAATG 

 R: TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT 

2.11  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9.0 软件进行统计分析，多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

2 组间比较采用 Student’s t 检验。数据以 x s 表示。 

3  结果 

3.1  PVENs 的提取、表征及奥利司他装载 

采用超速离心法成功从夏枯草水提物中分离
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出 PVENs。TEM 结果（图 1-C）显示，PVENs 呈典

型的杯状或球形双层膜结构，形态完整。NTA 结果

（图 1-A）表明，超高速离心法提取的 PVENs 粒径

为（154.1±76.2）nm，粒径占比为 100.0%。装载奥

利司他后，所得 PVENs-Orl 的粒径与 PVENs 相比

形态结构未发生显著变化，但具备更大的粒径（图

1-B、D），表明其生物学特性仍得到保留。 

3.2  HepG2 细胞摄取 PVENs 结果 

 为验证 PVENs 及其载药体系能否作为有效的

药物递送载体被靶细胞摄取，采用绿色荧光探针

DiO 分别对 PVENs 与 PVENs-Orl 进行膜标记。将

等量的 DiO-PVENs 与 DiO-PVENs-Orl 分别与

HepG2 细胞共孵育后，通过共聚焦显微镜观察。如

图 2 所示，与对照组相比，DiO-PVENs 组和 DiO-

PVENs-Orl 组细胞质内均出现了显著的绿色荧光信

号。表明奥利司他的装载并未改变 PVENs 本身被

HepG2 细胞内化的能力，无论是 PVENs 还是

PVENs-Orl 均能有效地被 HepG2 细胞摄取，为其作

为靶向递送系统并发挥后续生物学功能提供了直

接证据。 

 

A-NTA 鉴定 PVENs 粒径；B-NTA 鉴定 PVENs-Orl 粒径；C-TEM 观察 PVENs 形态 (×200 000)；D-TEM 观察 PVENs-Orl 形态 (×200 000)。 

A-NTA identification of PVENs particle size; B-NTA identification of PVENs-Orl particle size; C-morphology of PVENs observed by TEM (× 200 000); 

D-morphology of PVENs-Orl observed by TEM (× 200 000). 

图 1  PVENs 提取及奥利司他装载鉴定 

Fig. 1  PVENs extraction and orlistat loading identification 

 

图 2  HepG2 细胞摄取 PVENs 荧光图 (×400) 

Fig. 2  Fluorescence map of PVENs uptake by HepG2 cells (× 400) 
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3.3  PVENs-Orl 抑制 HepG2 细胞增殖 

如图 3 所示，PVENs 和 PVENs-Orl 均能够抑

制 HepG2 细胞增殖，且呈剂量和时间相关性。对相

同质量浓度、相同干预时间下 PVENs 组与 PVENs-

Orl 组的细胞活性进行组间比较，结果显示，干预

24、48、72 h，PVENs-Orl（10、20、30 μg/mL）组

的细胞活性均显著低于 PVENs 组（P＜0.05、0.01）。

PVENs 干预 HepG2 细胞 24、48、72 h 的 IC50 分别

为 25.0、23.0、10.0 μg/mL，PVENs-Orl 干预 HepG2

细胞 24、48、72 h 的 IC50 分别为 22.0、13.0、4.0 

μg/mL。根据 48 h 的 IC50 值，设置 1/2 IC50、IC50、

2 IC50 用于后续实验。细胞增殖、迁移及侵袭实验均

采用等效药物浓度配对设计，PVENs-Orl（10、20、

30 μg/mL）为外泌体联合等量奥利司他，与 PVENs

（20、30、40 μg/mL）为等效暴露剂量，故进行组间

比较。如图 4 所示，与对照组比较，PVENs（30、

40 μg/mL）组及 PVENs-Orl（10、20、30 μg/mL）

组和索拉非尼组细胞集落大小、数量均显著减少

（P＜0.001），且 PVENs-Orl 组的细胞集落大小、数

量明显小于 PVENs 组（P＜0.001）。 

 

与相同质量浓度的 PVENs 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs PVENs group at same concentration. 

图 3  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞活力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effects of PVENs and PVENs-Orl on viability of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与等效剂量的 PVENs 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs PVENs group at equivalent dose, same as below figures. 

图 4  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞集落形成的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effects of PVENs and PVENs-Orl on colony formation of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

对照 10  20  30  40 50  对照10 20  30  40 50  
质量浓度/(μg·mL−1)   质量浓度/(μg·mL−1) 

 

对照  20  30   40  10   20  30 索拉非尼 
  PVENs/(μg·mL−1)  PVENs-Orl/(μg·mL−1) 
 

PVENs           PVENs-Orl 
 

  

对照 10 20  30  40 50 对照 10 20  30  40 50   
质量浓度/(μg·mL−1)   质量浓度/(μg·mL−1) 

 

对照 10 20  30  40 50  对照 10 20  30  40 50  
质量浓度/(μg·mL−1)   质量浓度/(μg·mL−1) 

 

PVENs          PVENs-Orl 
 

  

PVENs          PVENs-Orl 
 

  

150 

 

100 

 

50 

 

0 

细
胞
活
力

/%
 

 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

细
胞
活
力

/%
 

 
150 

 

100 

 

50 

 

0 

细
胞
活
力

/%
 

 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

细
胞
活
力

/%
 

 

150 

 

100 

 

50 

 

0 

细
胞
活
力

/%
 

 

* 
** 

** 

* 

** 

** 

* 
** * 

24 h                                         48 h                                       72 h 

24 h 

48 h 

72 h 

24 h 

48 h 

72 h 

0          20          40          60 
PVENs/(μg·mL−1) 

0          20          40         60 
PVENs-Orl/(μg·mL−1) 

对照         PVENs 20 μg·mL−1  PVENs 30 μg·mL−1  PVENs 40 μg·mL−1 
 

PVENs-Orl 10 μg·mL−1 PVENs-Orl 20 μg·mL−1 PVENs-Orl 30 μg·mL−1    索拉非尼 

1.5 

 

 

1.0 

 

 

0.5 

 

 

0.0 

细
胞
集
落
形
成
率

 

（
均
一
化
）

 

 

*** 

*** 

*** 

*** 
*** *** 

### 

### 



·4714· 中草药 2026 年 6 月 第 57 卷 第 12 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 June Vol. 57 No. 12 

   

3.4  PVENs-Orl 对 HepG2 细胞迁移和侵袭的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，PVENs（30、40 

μg/mL）组及 PVENs-Orl（10、20、30 μg/mL）组和

索拉非尼组细胞划痕愈合率均显著降低（P＜

0.001）；且等效剂量条件下，PVENs-Orl 组的细胞

划痕愈合率明显低于 PVENs 组（P＜0.05、0.01），

提示 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞迁移能力的抑制作

用强于 PVENs。Transwell 实验进一步验证了上述

结果，如图 6 所示，对照组细胞穿膜率较高，而

PVENs（30、40 μg/mL）组及 PVENs-Orl（10、20、

30 μg/mL）组和索拉非尼组细胞 Transwell 穿膜率均

显著降低（P＜0.001）；其中 PVENs-Orl 组的细胞穿

膜率显著低于 PVENs 组（P＜0.01、0.001）。以上结

果表明，PVENs 可抑制 HepG2 细胞的迁移与侵袭

能力，而装载奥利司他后的 PVENs 对 HepG2 细胞

迁移、侵袭的抑制作用进一步增强。 

 

图 5  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞迁移能力的影响 (×40; x s , n = 3) 

Fig. 5  Effects of PVENs and PVENs-Orl on migration ability of HepG2 cells (× 40; x s , n = 3) 

 

图 6  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞侵袭能力的影响 (×100; x s , n = 3)  

Fig. 6  Effects of PVENs and PVENs-Orl on invasion ability of HepG2 cells (× 100; x s , n = 3) 
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3.5  PVENs-Orl 调控 HepG2 细胞的脂代谢表型 

为探究 PVENs-Orl 抑制 HepG2 细胞生长的作

用机制是否与调控脂代谢相关，检测了 FFA 摄取、

FASN 活性及 TG 含量等关键脂代谢指标。如图 7

所示，与对照组比较，PVENs 组、PVENs-Orl 组及

索拉非尼组 FASN 水平均显著降低（P＜0.01），而

脂质代谢中间产物 FFA 及终产物 TG 的水平则明显

升高（P＜0.05、0.01、0.001）。其中 PVENs-Or1 组

的调控效应较 PVENs 组更为显著（P＜0.05），提示

PVENs 装载奥利司他可通过抑制脂质合成关键酶

FASN 的表达、促进脂质代谢产物 FFA 与 TG 的积

累，实现对 HepG2 细胞脂代谢过程的重编程。 

3.6  PVENs-Orl 干预 HepG2 细胞脂质过氧化 

采用 DCFH-DA 荧光探针检测细胞内 ROS 水

平，结果如图 8-A、B 所示，与对照组比较，PVENs

组、PVENs-Orl 组及铁死亡诱导剂 RSL3 组细胞内 

 

图 7  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞脂质代谢相关指标的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effects of PVENs and PVENs-Orl on lipid metabolism-related indicators of HepG2 cells ( x s , n = 3) 

 

A、B-免疫荧光检测细胞内 ROS 水平 (×200)；C-细胞内 MDA 水平；D-细胞上清液中 LDH 水平。 

A, B-intracellular ROS level detected by immunofluorescence (× 200); C-intracellular MDA level; D-LDH level in cell supernatant. 

图 8  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞氧化应激相关指标的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effects of PVENs and PVENs-Orl on oxidative stress-related indicators of HepG2 cells ( x s , n = 3)
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ROS 水平均显著升高（P＜0.05、0.001）。如图 8-C、

D 所示，与对照组比较，PVENs 组、PVENs-Orl 组

及 RSL3 组细胞内 MDA 和上清液中 LDH 水平均显

著升高（P＜0.05、0.01、0.001）。且 PVENs-Or1 组

的调控效应较 PVENs 组更为显著（P＜0.05、0.01），

表明 PVENs-Orl 引发了 HepG2 细胞严重的氧化应

激，导致细胞膜完整性受损。 

3.7  PVENs-Orl 干预 HepG2 细胞脂质过氧化与线

粒体相关 

鉴于线粒体是细胞代谢和 ROS 产生的核心细

胞器，而脂质过氧化与线粒体功能障碍存在紧密的

相互调控关系，进一步检测了线粒体功能。JC-1 染

色结果（图 9）显示，与对照组比较，PVENs 组、

PVENs-Orl 组及 RSL3 组红色荧光（JC-1 聚合物，

代表正常高膜电位）强度显著减弱，绿色荧光（JC-

1 单体，代表去极化低膜电位）强度增强，且 JC-1

聚合物相对值显著下降（P＜0.01），表明线粒体膜

电位降低，而线粒体膜电位的下降会进一步促进

ROS 的产生与累积，加剧脂质过氧化进程。Mito-

Tracker Green 染色结果（图 10）进一步证实，与对

照组比较，PVENs 组、PVENs-Orl 组及 RSL3 组线

粒体荧光强度显著降低（P＜0.01、0.001），提示线

粒体膜电位下降、功能受损。以上结果表明，PVENs-

Orl 能有效诱导 HepG2 细胞线粒体功能障碍。 

 

图 9  JC-1 染色检测 PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞线粒体膜电位的影响 (×400; x s , n = 3) 

Fig. 9  Effects of PVENs and PVENs-Or1 on mitochondrial membrane potential of HepG2 cells detected by JC-1 staining 

(× 400; x s , n = 3) 

 

图 10  Mito-Tracker Green 染色检测 PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞线粒体结构的影响 (×400; x s , n = 3) 

Fig. 10  Effects of PVENs and PVENs-Or1 on mitochondrial structure of HepG2 cells detected by Mito-Tracker Green 

staining (× 400; x s , n = 3) 
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3.8  PVENs-Orl 对 HepG2 细胞脂代谢与铁死亡相

关基因表达的影响 

为进一步阐明 PVENs-Or1 调控 HepG2 细胞脂

代谢的分子机制，采用 qRT-PCR 检测了铁死亡及脂

代谢相关基因表达。如图 11 所示，与对照组比较，

PVENs 组、PVENs-Or1 组及 RSL3 组脂质过氧化及

铁死亡促进相关基因（ACSL4、BNIP3L、LPCAT3、

TFRC）表达水平均显著升高（P＜0.01、0.001），抗

氧化及铁死亡抑制相关基因（GPX4、SLC7A11）表

达水平均显著降低（P＜0.01、0.001），且 PVENs-Or1

组的调控效应更接近铁死亡诱导剂 RSL3 组。以上结

果表明，PVENs-Or1 可通过上调促脂质过氧化/铁死

亡基因、下调抗铁死亡基因的表达，调控脂代谢与铁

死亡的协同通路，进而抑制 HepG2 细胞生长。 

 

图 11  PVENs 和 PVENs-Orl 对 HepG2 细胞脂代谢与铁死亡相关基因表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 11  Effects of PVENs and PVENs-Or1 on expressions of lipid metabolism and ferroptosis-related genes in HepG2 cells 

( x s , n = 3) 

4  讨论 

肝癌作为一种代谢异常高度活跃的恶性肿瘤，

其发生发展与脂质代谢重编程密切相关，这使得靶

向脂代谢通路成为极具潜力的治疗策略[17-19]。本研

究成功构建了基于 PVENs 的奥利司他递送系统，

并证实其可通过有效干扰 HepG2 细胞的脂代谢稳

态，诱导脂质过氧化及线粒体功能障碍，进而抑制

HepG2 细胞的增殖、克隆形成、迁移与侵袭能力。 

本研究采用超速离心法成功从夏枯草中提取

出 PVENs，其形态与粒径分布符合典型外泌体特

征。装载奥利司他后，PVENs-Orl 仍能维持其结构

完整性并被 HepG2 细胞高效内化，这表明奥利司他

的装载并未影响 PVENs 作为天然纳米载体的基本

生物学特性。与合成纳米载体相比，植物外泌体具

有生物相容性好、免疫原性低、来源广泛且成本低

廉等独特优势[15,20]。本研究首次将 PVENs 应用于递

送 FASN 抑制剂奥利司他，不仅为改善奥利司他水

溶性差、生物利用度低等临床应用瓶颈提供了新思

路，同时 PVENs 本身可能继承了夏枯草的抗肿瘤

活性，与奥利司他形成“载体与药物协同增效”的治

疗效应。索拉非尼是肝癌一线靶向药物，除经典的抗

血管生成作用外，近年研究证实其亦可诱导肿瘤细胞

发生氧化应激和铁死亡[21-22]。这一发现为索拉非尼与

PVENs-Orl 的平行比较提供了理论依据——二者在

诱导脂质过氧化及铁死亡等效应层面具有交汇点。

因此，本研究选择索拉非尼作为阳性对照，旨在从

整体抗肿瘤效应层面评估 PVENs-Orl 的抑瘤强度。

结果表明，PVENs-Orl 表现出与索拉非尼相似的抑

瘤效果，进一步凸显其抗肝癌潜力。 

在生物学功能上，PVENs 本身对 HepG2 细胞

的增殖、迁移与侵袭表现出一定的抑制作用，这可

能是由于夏枯草本身含有的抗肿瘤活性成分通过
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外泌体这一载体得以保留并发挥作用[23]。然而，更

为重要的是，PVENs-Orl 在所有功能学实验中均展

现出显著强于 PVENs 的抑制效果，这明确证实了

PVENs 作为药物载体成功地将奥利司他递送至肿

瘤细胞内并增强了其疗效。CCK-8、克隆形成、划

痕及 Transwell 实验一致表明，PVENs-Orl 呈剂量相

关性抑制 HepG2 细胞的增殖、克隆形成、迁移与侵

袭能力，且效果显著优于等效剂量的 PVENs，提示

载药体系具备更强的抗肿瘤潜力。 

机制层面，本研究首先聚焦于脂代谢表型的改

变。奥利司他作为一种已知的 FASN 抑制剂，能够

不可逆地结合 FASN 的活性中心，阻断内源性脂肪

酸的合成[10,24]。本研究结果与此高度一致：PVENs-

Orl 处理显著降低了 FASN 的活性，同时引起了细

胞内 FFA 和 TG 的蓄积。这种脂代谢表型的改变即

关键合成酶活性受抑与代谢中间产物堆积，提示肿

瘤细胞的脂质稳态被彻底打破，无法满足其快速增

殖所必需的能量和生物膜构建需求，从而最终导致

细胞生长阻滞与死亡[25-26]。脂代谢紊乱往往伴随氧

化应激的发生。研究发现，PVENs-Orl 能显著提升

细胞内 ROS 和 MDA 水平，并促进 LDH 的释放。

ROS 的过量累积可直接攻击生物膜中的多不饱和

脂肪酸，引发脂质过氧化链式反应，MDA 作为脂质

过氧化的终末产物，其水平升高进一步证实了氧化

损伤的存在；而 LDH 释放增加则提示细胞膜完整

性已受损[27-28]。这些结果共同指向了严重的氧化应

激与脂质过氧化损伤。 

值得注意的是，线粒体作为细胞内 ROS 生成

的主要场所和脂质代谢的核心细胞器，既是脂质过

氧化的“肇事者”，也是其“受害者”[29-30]。为探究

线粒体在 PVENs-Orl 诱导的氧化损伤中的作用，检

测了线粒体功能。JC-1 染色结果显示，PVENs-Orl

处理导致线粒体膜电位显著下降，Mito-Tracker 

Green 染色进一步证实线粒体质量减少。TEM 可清

晰呈现线粒体嵴断裂、空泡化等超微结构损伤，是

验证线粒体功能障碍更直观的证据。后续研究将结

合 TEM 观察，进一步从形态学角度验证 PVENs-Orl

对线粒体的损伤作用，以弥补当前研究的局限。线

粒体功能障碍与脂质过氧化之间可形成恶性循环：

一方面，线粒体是 ROS 的重要来源，其功能紊乱会

加剧氧化应激；另一方面，脂质过氧化会损伤线粒

体膜结构，进一步放大其功能障碍[31-32]。 

近年来，脂质过氧化与线粒体功能障碍已被证

实是铁死亡的核心特征[33]。铁死亡是一种铁依赖性

的、区别于凋亡的调节性细胞死亡方式，其特征即

为脂质过氧化物的过度累积[34]。为明确 PVENs-Orl

是否通过诱导铁死亡发挥抑癌作用，进一步检测了

铁死亡关键基因的表达。结果显示，PVENs-Orl 显

著上调了促铁死亡基因 ACSL4、LPCAT3、TFRC、

BNIP3L 的 mRNA 表达，同时下调了抗铁死亡基因

GPX4 和 SLC7A11 的表达。其中，ACSL4 和

LPCAT3 负责将多不饱和脂肪酸整合至细胞膜磷

脂，增加脂质过氧化敏感性[35]；TFRC 介导铁离子

摄取，为脂质过氧化反应提供必需的催化剂[36]；

BNIP3L 则参与线粒体自噬调控，可能与线粒体质

量下降有关[37]。而 GPX4 是细胞内最重要的脂质过

氧化物修复酶，其活性依赖于 SLC7A11 介导的胱

氨酸摄取所合成的谷胱甘肽[38]。这 2 个基因的表达

受抑，意味着细胞清除脂质过氧化物的能力被严重

削弱，从而诱导铁死亡的发生。PVENs-Orl 引起的

基因表达谱与经典铁死亡诱导剂 RSL3 的效果相

似，提示诱导铁死亡是 PVENs-Orl 抑制肝癌生长的

重要分子机制之一。本研究仅在 mRNA 水平检测了

铁死亡相关基因的表达变化，未在蛋白水平进行验

证，这是本研究的不足之处。后续研究将通过

Western blotting 进一步验证 ACSL4、GPX4 等关键

基因的蛋白表达变化，以更全面揭示 PVENs-Orl 调

控铁死亡的分子机制。 

本研究重点在于验证 PVENs 作为天然纳米载

体对奥利司他的递送可行性，并探索 PVENs 本身

是否继承夏枯草的抗肿瘤活性，因此实验分组主要

围绕 PVENs 与 PVENs-Orl 展开。通过与 PVENs 组

及阳性药物索拉非尼组的比较，已能初步证实

PVENs-Orl 的协同增效作用。然而，确证 PVENs 作

为递送系统的优势，仍需与游离奥利司他进行直接

比较。后续研究将进一步优化实验设计，增设游离

奥利司他组，通过比较细胞摄取效率、胞内药物累

积量及抗肿瘤活性，全面评估 PVENs 递送系统对

奥利司他生物利用度的改善作用。 

综上，本研究构建了 PVENs-Orl 新型纳米递送

系统，并从“表型-代谢-功能-分子”多个层面系统

揭示了其抗肝癌作用及机制。结果表明，PVENs-Orl

通过抑制 FASN 活性打破脂质代谢平衡，诱导线粒

体功能障碍和脂质过氧化，并通过调控 ACSL4/ 

GPX4 等关键基因的表达谱，协同诱导铁死亡的发

生，最终有效抑制肝癌细胞的恶性进展。这不仅为
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基于天然外泌体的药物递送系统开发提供了新的

实验证据，也深化了对脂代谢调控在肝癌治疗中作

用的认识，为肝癌的代谢靶向治疗提供了新的策略

思路和理论依据。未来的研究将在动物模型上进一

步验证 PVENs-Orl 的体内抗肿瘤效果及生物安全

性，同时增设游离奥利司他对照组，系统比较

PVENs 递送系统对药物生物利用度的改善作用，并

探索其与其他治疗手段的联合应用潜力。 
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