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铁皮石斛花外泌体样纳米颗粒的制备及体外抗肿瘤作用  

肖吕浪 1, 2, 3，王江英 1，张芳瑕 1, 2, 3，余梦竹 1, 2, 3，周  英 1, 2，朱  月 1, 2, 3，汪祖华 1, 2, 3* 

1. 贵州中医药大学药学院，贵州 贵阳  550025 

2. 贵州省现代中药创制全省重点实验室，贵州 贵阳  550025 

3. 中药制剂与大健康产品开发贵州省科技创新领军人才工作站，贵州 贵阳  550025 

摘  要：目的  从铁皮石斛 Dendrobium officinale 花中分离制备细胞外泌体样纳米颗粒（extracellular vesicle-like nanoparticles 

from D. officinale flowers，DF-EVLPs），并评估其对结肠癌细胞的特异性靶向能力，同时考察其对结肠癌细胞的体外靶向与

抗肿瘤作用，为开发基于药食同源植物的靶向递送系统提供实验依据。方法  从铁皮石斛花中分离提取 DF-EVLPs，并对其

形态和粒径进行表征。利用 pKH26 荧光标记观察 DF-EVLPs 被小鼠结肠癌 CT26 细胞的摄取情况；通过 CCK-8 法、划痕愈

合实验和流式细胞术及 Western blotting 实验分别评估 DF-EVLPs 对 CT26 细胞增殖、迁移及凋亡的影响及其机制作用。结果  

所获得的 DF-EVLPs 呈均一的杯状形态，平均粒径为（156.9±7.2）nm。细胞摄取实验显示，DF-EVLPs 能够被 CT26 细胞

高效内化，且对 CT26 细胞的摄取效率显著高于正常结肠上皮细胞，表明其具有良好的特异性靶向能力。体外功能实验显示，

DF-EVLPs 以浓度相关方式抑制 CT26 细胞增殖，显著降低细胞迁移能力，并诱导细胞凋亡。结论  成功制备了铁皮石斛花

来源的外泌体样纳米颗粒，DF-EVLPs 作为一种新型食品来源纳米治疗剂，能够靶向结肠癌细胞并发挥体外抗肿瘤活性。揭

示了铁皮石斛花的一种新生物活性功能，为基于“药食同源”理念的结直肠癌膳食干预提供了实验依据。 
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Abstract: Objective  To isolate and prepare extracellular vesicle-like nanoparticles from Tiepishihu (Dendrobium officinale) flowers 

(DF-EVLPs), and evaluate their specific targeting ability for colon cancer cells, as well as investigate their in vitro targeting and anti-

tumor effects against colon cancer cells, in order to provide experimental evidence for the development of targeted delivery systems 

based on medicinal and edible plants. Methods  DF-EVLPs were isolated from D. officinale flowers and their morphology and particle 

size were characterized. The uptake of DF-EVLPs by CT26 colon cancer cells was observed using pKH26 fluorescence labeling. The 

effects of DF-EVLPs on the proliferation, migration and apoptosis of CT26 cells and their mechanism were evaluated using CCK-8 

assay, scratch wound healing experiment, flow cytometry and Western blotting. Results  The obtained DF-EVLPs showed a uniform 

cup-shaped morphology with an average particle size of (156.9 ± 7.2) nm. The cell uptake experiment demonstrated that DF-EVLPs 

could be efficiently internalized by CT26 colon cancer cells, and the uptake efficiency of DF-EVLPs for colon cancer cells was 
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significantly higher than that of normal colonic epithelial cells, indicating their good specific targeting ability. The in vitro functional 

experiments showed that DF-EVLPs inhibited the proliferation of CT26 cells in a concentration-dependent manner, significantly 

reduced cell migration ability, and induced cell apoptosis. Conclusion  This study successfully prepared extracellular vesicle-like 

nanoparticles from D. officinale flowers. As a new type of food-derived nanotherapeutic agent, DF-EVLPs can specifically target colon 

cancer cells and exert in vitro anti-tumor activity. This study reveals a new biological activity function of D. officinale flowers and 

provides experimental evidence for dietary intervention for colorectal cancer based on the “medicinal and edible” concept. 

Key words: Dendrobium officinale flower; extracellular vesicle-like nanoparticles; colon cancer; anti-tumor effect; targeted delivery 
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根据国际癌症研究机构发布的 GLOBOCAN 

2022 数据显示，2022 年全球结直肠癌新发病例约

193 万例，死亡病例约 90.4 万例，结直肠癌仍是全

球疾病负担最重的恶性肿瘤之一[1]。在中国，由于

西式饮食模式的盛行和人口老龄化，结肠癌的发病

率显著上升，如今已成为第 2 大常见的消化道恶性

肿瘤[2]。虽然局部结肠癌通常可以通过手术切除治

愈，但与此同时，身体的失衡会破坏肠道屏障的完

整性，导致肠道通透性增加，并使其更容易发生远

处转移[3]。对于这些临床上的晚期病例，对化疗和

靶向治疗产生耐药性的情况常常导致不良预后。标

准的临床治疗依赖于手术切除，随后进行辅助化

疗。尽管靶向药物和免疫检查点抑制剂的引入，改

善了部分患者的生存率，但它们的总体疗效受到低

反应率和最终出现耐药复发的限制[4]。因此，迫切

需要探索新的治疗策略。源自天然产物的多靶点干

预措施是一个极具前景的研究方向，有望克服这些

局限性[5]。 

外泌体样纳米颗粒（extracellular vesicle-like 

nanoparticles，EVLPs）是一种直径在 30～150 nm 的

细胞外囊泡，它们通过多囊泡体与细胞质膜的融合

而产生，并且是各种生物体液（包括血液、唾液和

植物汁液）中的普遍成分[3]。它们作为运输载体的

实用性源于几个内在优势：由于其类似于人类细胞

膜的磷脂双层结构，具有很高的生物相容性，这使

得其免疫原性低，并能在体内迅速被清除[6]；其天

然的跨生物屏障能力，得益于其纳米级尺寸和表面

蛋白质，能够穿透诸如肿瘤等组织[7]；以及在装载

货物方面的非凡灵活性，能够容纳疏水性药物、核

酸（如 siRNA）和蛋白质[8]。此外，越来越多的证

据表明，植物来源 EVLPs 在各种疾病模型中具有治

疗潜力。例如，葡萄来源的 EVLPs 显著增强了姜黄

素对肺癌 A549 细胞的稳定性和抗增殖活性[9]，而

柑橘来源的载有阿霉素的 EVLPs 将其在乳腺癌

MCF-7 细 胞中的半抑制浓度（ half maximal 

inhibitory concentration，IC50）降低到了游离药物的

五分之一[10]。在肿瘤学领域之外，植物来源 EVLPs

在抗炎和组织再生方面也显示出疗效，突显了其作

为天然纳米治疗药物的多功能性。然而，源自可食

用药用植物的 EVLPs 在结肠癌治疗中的应用仍基

本未被探索，需要对其成分特征和精确作用机制进

行系统分析。 

铁皮石斛 Dendrobium officinale Kimura & Migo

是兰科石斛属植物，是传统中医中“药食同源”类

别下的著名药用植物。其干燥茎干因其用于滋阴和

补胃而备受推崇[11]，而其花朵最近则成为科学研究

的关注焦点。铁皮石斛的花朵富含多种生物活性化

合物，包括多糖、黄酮类化合物以及二苯基苄基化

合物[12]，因其潜在的治疗价值而备受研究关注。例

如，一种特定的多糖成分铁皮石斛多糖 -1（D. 

officinale polysaccharide-1，DOP-1），由甘露糖、葡

萄糖和半乳糖组成，已被证明能够激活 Toll 样受体

4（Toll-like receptor 4，TLR4）/核因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）通路，增强巨噬细胞的吞噬作用，

并提高血清中白细胞介素-2（interleukin-2，IL-2）和

γ 干扰素（interferon-γ，IFN-γ）的水平[13]。至关重

要的是，铁皮石斛提取物通过多种机制展现出直接

的抗肿瘤效果。体外研究表明，它们通过上调 Bcl-

2 相关 X 蛋白（Bcl-2 associated X protein，Bax）/B

淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）比例和

激活半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cysteine-aspartic 

protease-3，Caspase-3）来诱导结肠癌 SW480 细胞

的线粒体依赖性凋亡[14]，并通过下调基质金属蛋白

酶-9（matrix metalloproteinase-9，MMP-9）表达和

阻断转化生长因子-β（transforming growth factor-β，

TGF-β）介导的上皮间质转化来抑制人结肠癌

HCT116 细胞的迁移[15]。此外，一项体内研究报道

称，铁皮石斛提取物能够增强自然杀伤（natural 

killer，NK）细胞的细胞毒性，并与化疗药物 5-氟尿

嘧啶（5-fluorouracil，5-FU）协同作用，以抑制小鼠
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结肠癌 CT26 肿瘤的生长[16]。鉴于其与 5-FU 的协

同作用及其多靶点的抗癌活性，铁皮石斛花作为一

种有前景的食用和药用植物资源，为开发新型辅助

疗法提供了可能。 

鉴于这种潜力，从铁皮石斛花中分离并鉴定了

其中的外泌体样纳米颗粒（extracellular vesicle-like 

nanoparticles from D. officinale flowers，DF-EVLPs），

本研究对其基本理化性质进行了表征，并通过细胞

摄取、细胞增殖、迁移和凋亡等体外实验，初步评

价其对结肠癌细胞的靶向性及抗肿瘤活性。同时，

采用 Western blotting 法检测凋亡相关蛋白的表达变

化，初步探讨其可能的作用机制。本研究为进一步

评价植物来源 EVLPs 的抗肿瘤活性及铁皮石斛花

资源的开发利用提供了实验依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Hitachi HT7800 型 透射电子显微镜，日本日立

高新技术公司；AE124/AE124C 型触屏式电子分析

天平，上海舜宇恒平科学仪器有限公司；Sorvall 

LYNX 6000 型超高速离心机、Q Exactive Plus 组合

型四极杆 Orbitrap 质谱仪、EVOS M5000 型荧光倒

置显微镜、Multiskan Sky 型全波长酶标仪、Thermo 

3111 型二氧化碳培养箱、Orbitrap Fusion Lumos 型

三合一质谱仪、EASY-nLCTM 1200 液相色谱，赛默

飞世尔科技公司；OM35R-C 型破壁机，宁波麦格威

特电器有限公司；Nanosight NS300 型纳米颗粒跟踪

分析仪、ZSU3100 型激光粒度仪、Zetasize Pro 型粒

径仪，英国马尔文帕纳科公司；YXQ-S0S II 型立式

压力蒸汽灭菌器，上海东亚压力容器制造有限公

司；ZS-AE7S 型流式细胞仪，中生北控生物科技股

份有限公司；伯乐 PowerPac Basic 型电泳仪，美国

伯乐生命医学产品公司；Bio Spectrometer 型紫外分

光光度计、Centrifuge 5430R 型离心机、Concentrator 

plus 型真空离心浓缩仪，德国艾本德股份公司。 

1.2  材料 

铁皮石斛花购自贵州省安龙县欣蔓生物科技

有限公司，经贵州中医药大学药学院王志威教授鉴

定为兰科（Orchidaceae）石斛属 Dendrobium Sw.植

物铁皮石斛 D. officinale Kimura et Migo 的干燥花。 

RPMI1640 培养基（批号 2022102601）、磷酸盐

缓冲液（PBS，批号 2022030302），浙江森瑞生物科

技有限公司；0.25%乙二胺四乙酸（ethylene diamine 

tetraacetic acid，EDTA）胰酶（批号 20201221）、二

甲基亚砜（ dimethyl sulfoxide ， DMSO ，批号

710N0312），北京索莱宝科技有限公司；无水乙醇、

石蜡（批号 69019361）、二甲苯（批号 10023418），

国药集团化学试剂有限公司；4′,6-二脒基-2-苯基吲

哚（ 4′,6-diamidino-2-phenylindole ， DAPI，批号

C1002）、Western 一抗稀释液（批号 P0023A）、

Western 二抗稀释液（批号 P0023D）、聚山梨酯-20

（批号 ST1727），上海碧云天生物技术股份有限公

司；胎牛血清（批号 21020701），浙江天杭生物科

技股份有限公司；快速银染试剂盒（批号 P0017S），

碧 云天 生物 科技 有限公 司； PKH26 （ 批号

12352207），美国 Sigma-Aldrich 公司；Bax 抗体（批

号 CL488-50599）；Bcl-2 抗体（批号 12789-1-AP）、

Caspase-3 抗体（批号 CASP3）、cleaved Caspase-3

抗体（批号 82707-13-RR）、β-actin抗体（批号CL488-

20536）、二抗（批号 RGAR001），武汉三鹰生物技

术有限公司；0.22 μm PVDF 膜（批号 GVHP04700）、

甲醇（批号 1.06018.1000）、乙腈（批号 1.00030），

默克密理博公司；C18 上样柱（批号 89870/89873），

美国Thermo Scientific公司；C18分析柱、蛋白Marker

（批号 26619）、曲拉通 X-100，赛默飞世尔科技公

司。人非小细胞肺癌细胞 A549 细胞、小鼠结肠癌

细胞 CT26 细胞、人肝癌细胞 HepG2 细胞、人胃癌

细胞 SGC7091 细胞和人正常结肠上皮细胞

NCM460 细胞，均来源于浙江大学药学院，采用含

有 10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）、青霉

素 100 U/mL、链霉素 100 mg/mL 的 RPMI1640 培

养基，细胞培养箱条件为 37 ℃、5% CO2。 

2  方法与结果 

2.1  DF-EVLPs 的制备及理化表征 

2.1.1  DF-EVLPs 的提取  按照本实验室之前的提

取方式[17]，采用超速离心法分离铁皮石斛花中的

DF-EVLPs。称取 500 g 铁皮石斛鲜花，室温（25 ℃）

下洗净表面污渍后去离子水润洗 2～3 次。将洗净

后的铁皮石斛鲜花置于破壁机内，进行榨汁提取。

将渣和汁液转移至 50 mL 离心管内，4 000×g、4 ℃

离心 60 min 除去残渣，取上清；10 000×g、4 ℃离

心 60 min 除去细胞碎片和细胞器。将上清液使用超

高速离心机 100 000×g、4 ℃离心 90 min，弃去上

清收集沉淀；沉淀重悬于 1×PBS 中，100 000×g、

4 ℃离心 90 min。将得到的沉淀用 1 mL 1×PBS 重

悬后得到 EVLPs，提取流程如图 1 所示。 

2.1.2  DF-EVLPs 的粒径分析  采用纳米颗粒跟踪 
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图 1  DF-EVLPs 提取流程 

Fig. 1  Flowchart for DF-EVLPs extraction 

分析（nanoparticle tracking analysis，NTA）技术检

测 DF-EVLPs 的颗粒分布和浓度。取 10 μL 分离纯

化后的囊泡样品DF-EVLPs用PBS稀释至1×108～

1×109 颗粒/mL，25 ℃下使用波长 405 nm 的激光

源照射 EVLPs 混悬液，观察并记录 DF-EVLPs 颗粒

实时动态影像。结果如图 2 所示，DF-EVLPs 的粒

径为（156.9±7.2）nm，符合 EVLPs 的大小分布，

颗粒浓度为 4.48×1010 颗粒/mL。 
 

 

 

图 2  DF-EVLPs 的 NTA 结果 (a) 及粒径分布 (b) 

Fig. 2  NTA results (a) and particle size distribution (b) for 

DF-EVLPs 

2.1.3  DF-EVLPs 的微观形貌  采用透射电子显微

镜（transmission electron microscope，TEM）观察 DF-

EVLPs 微观形貌。将 10 μL DF-EVLPs 用 PBS 稀释

至 10 mL，通过 0.45 μm 微孔滤膜，并取 100 µL 沉

积在铜网上，用 2.5%戊二醛和 1%鞣酸固定 2 h，风

干，溅射镀金，并在 TEM 下观察并拍摄图像。结果

如图 3 所示，DF-EVLPS 的粒径约为 160 nm，与

“2.1.2”项下 NTA 结果基本一致。EVLPs 呈现出茶

托样的圆形或类圆形，囊泡边缘具有明亮的亮圈，

内部较暗，具有明显膜性结构，特征与典型的

EVLPs 形态一致，证明本研究成功地从铁皮石斛花

中提取分离出 EVLPs。 
 

 

 

图 3  不同倍率 (×25 000, a; ×40 000, b) 下 DF-EVLPs

的 TEM 图 

Fig. 3  TEM images of DF-EVLPs at different 

magnifications (× 25 000, a; × 40 000, b) 

2.1.4  DF-EVLPs 的蛋白组成初步分析  使用BCA

蛋白定量分析试剂盒测定外泌体的蛋白浓度。将

BSA 梯度稀释配制不同浓度的蛋白标准品，绘制标

准曲线 Y＝0.258 3 X－0.274 6，R2＝0.990 86；根据

样品量将 BCA 试剂 A 和 BCA 试剂 B 按 49∶1 的

铁皮石斛 铁皮石斛花 
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比例配制成蛋白工作液；吸取适量的待测样品加入

到 96 孔板中，加入完成后，再向加有样品的孔中每

孔加入对应量的工作液，恒温孵育箱中 37 ℃孵育

30 min；孵育结束后，于酶标仪 562 nm 波长下检测

吸光度（A）。最终测得 DF-EVLPs 中蛋白质量浓度

为（0.48±0.17）mg/mL。 

此外，外泌体中包含各种蛋白质以起到物质运

输或激发受体细胞功能等作用，使用银染检测 DF-

EVLPs 的蛋白质成分。取 200 μL DF-EVLPs 样品，

加入 50 μL 上样缓冲液（5×Loading Buffer）95 ℃

煮沸变性 10 min，得到蛋白样品在 12% SDS-PAGE

凝胶上进行蛋白质凝胶电泳。电泳结束后，使用快

速银染试剂盒进行染色，直到出现清晰的条带终止

染色，拍照进行分析。发现在相对分子质量 1.50×

105以下等多个位置处存在明显条带，结果如图 4 所

示，说明提取出的 DF-EVLPs 含有多种不同相对分

子质量的蛋白质。 

 

图 4  DF-EVLPs 的 SDS-PAGE 电泳凝胶图 

Fig. 4  SDS-PAGE gel electrophoresis diagram of DF-

EVLPs 

2.1.5  DF-EVLPs 的稳定性分析  按照“2.1.1”项

中的步骤，提取 3 批独立制备的 DF-EVLPs 样品各

50 μL，用 1×PBS（pH 7.4）稀释至 1 mL，轻轻颠

倒混匀。取稀释后样品约 1 mL 注入一次性聚苯乙

烯粒径样品池（DTS0012），避免产生气泡。采用动

态光散射技术进行测量。 

同样地，取 3 批独立制备的 DF-EVLPs 样品各

50 μL，用去离子水稀释至 1 mL，使用一次性 ζ 电

位样品池（DTS1070），采用电泳光散射和相位分析

光散射技术测量其 ζ 电位。 

DF-EVLPs之间的批次稳定性结果如图5所示， 

 

 

 

 

图 5  DF-EVLPs 的提取稳定性结果 

Fig. 5  Results of extraction stability of DF-EVLPs 

3 批次提取出的 DF-EVLPs 粒径分别为（141.70±

4.20）、（128.10±2.49）、（140.30±2.84）nm（n＝3），

与“2.1.2”项下NTA 检测出的粒径接近，均在EVLPs

的粒径范围内（30～150 nm），且 ζ 电位值分别为

（−25.136±2.387）、（−27.393±3.386）、（−24.503±

3.901）mV（n＝3），表明 DF-EVLPs 表面携带一定

密度的负电荷，颗粒间静电斥力足以维持制剂的胶

体稳定性，可有效防止储存或使用过程中的聚集沉

淀。以上结果证实，采用超速离心法制备的 DF-

EVLPs 具有良好且可控的批次间一致性和分散稳

定性，为其后续体外功能研究和潜在应用提供了可

靠的质量保障。 

2.2  DF-EVLPs 的血液相容性研究 

溶血实验是对生物材料毒性作用的重要初步

评估，溶血率＞5%表示该物质导致红细胞损伤。利

用大鼠红细胞溶血实验来考察 DF-EVLPs 的血液相

容性。 
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大鼠腹主动脉取血后在 4 ℃条件下 2 000 r/min

离心 15 min（离心半径 10 cm），小心吸取弃去上层

血清，加入适量 PBS 清洗下层红细胞并再次离心，

清洗至上清液呈无色为止。精密移取 800 μL 红细

胞，置于 50 mL 离心管中，加入 40 mL PBS，轻轻

摇晃混匀，得到 2%红细胞悬液。 

用 PBS 将 DF-EVLPs 稀释至不同浓度，并各取

0.5 mL 置于 2 mL EP 管中，分别加入 0.5 mL 2%红

细胞悬液，混匀。将 EP 管在 37 ℃、100 r/min 摇

动 30 min，然后以 2 000 r/min 离心 15 min。收集每

组样品的上清液，检测 540 nm 波长下的 A 值。PBS

作为阴性对照组，曲拉通 X-100 作为阳性对照组，

用 PBS、曲拉通 X-100 和不同颗粒浓度 DF-EVLPs

处理的大鼠红细胞的溶血结果（图 6 和表 1）显示，

不同颗粒浓度 DF-EVLPs 之间的溶血率均小于 2%。

该结果表明 DF-EVLPs 具有良好的血液相容性。 

 

图 6  DF-EVLPs 血液相容性结果 

Fig. 6  Blood compatibility results of DF-EVLPs 

表 1  不同颗粒浓度 DF-EVLPs 血液相容性 ( x s , n = 3) 

Table 1  Blood compatibility of DF-EVLPs with different 

particle concentrations ( x s , n = 3) 

组别 颗粒浓度/(颗粒∙mL−1) 溶血率/% 

曲拉通X-100 − 100.00±1.23 

PBS − 0.16±0.12 

DF-EVLPs 4.48×1010 4.17±0.17 

 4.48×109 0.61±0.12 

 4.48×108 0.23±0.01 

 4.48×107 0.78±0.45 

 4.48×106 0.24±0.19 

 

2.3  DF-EVLPs 对不同肿瘤细胞的细胞毒性检测 

取对数生长期 A549、CT26、HepG2 和 SGC7091

细胞，以每孔 5.0×104 个细胞密度接种于 96 孔板

内，37 ℃、5% CO2 孵育箱中培养过夜。小心除去

培养基上清，分别加入含有不同颗粒浓度的 DF-

EVLPs RPMI1640 培养基 100 μL，37 ℃孵育 24 h，

未作处理的细胞作为对照，只加培养基不加细胞作

为空白。小心除去培养基上清，而后每孔加入含有

10% CCK-8 的不完全培养基 100 μL，37 ℃继续孵

育 4 h，酶标仪检测 450 nm 处 A 值，计算细胞存活

率。结果（表 2）发现，DF-EVLPs 对 CT26 细胞有

较强的毒性且存在一定的浓度相关性。 

表 2  DF-EVLPs 对不同肿瘤细胞的细胞毒性 ( x s , n = 3) 

Table 2  Cytotoxicity of DF-EVLPs against different tumor cells ( x s , n = 3) 

组别 
颗粒浓度/ 

(颗粒∙mL−1) 

细胞存活率/% 

A549 CT26 HepG2 SGC7091 

对照 − 101.29±1.96 101.26±2.42 99.74±2.32 101.78±3.14 

DF-EVLPs 4.48×107 104.44±1.02 92.80±2.05*** 87.04±3.81 92.65±3.21* 

 4.48×108 99.79±1.51 64.57±2.91*** 68.64±6.81**## 87.83±3.08 

 4.48×109 104.44±1.02# 27.11±4.13***### 65.68±1.31**## 85.72±1.04*** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与 DF-EVLPs 4.48×107颗粒/mL 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs DF-EVLPs 4.48 × 107 particles/mL group. 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.4  DF-EVLPs 体外抗结肠癌活性及其机制研究 

2.4.1  细胞摄取实验  EVLPs 的活性成分主要在细

胞内发挥生物学功能，因此，肿瘤细胞对 EVLPs 的

摄取作用至关重要。由于 DF-EVLPs 外包裹有磷脂，

因此，选用亲脂性染料 pKH26 标记 DF-EVLPs，采

用倒置荧光显微镜观察 CT26 细胞对 pKH26/DF-

EVLPs 的摄取情况。首先，取 1 mL DF-EVLPs 样品

加入 pKH26 荧光染料，使之终浓度为 5 μmol/L，37 

℃避光孵育 30 min，37 ℃继续孵育 4 h，转移至截

留相对分子质量 3 000 超滤管中，4 ℃、5 000×g

离心 30 min 至无液体滤出，以除去游离染料，收集

pKH26/DF-EVLPs，4 ℃避光保存[18]。取对数生长期

CT26 细胞，以每孔 3×104细胞密度接种于 24 孔板

内，37 ℃、5% CO2 孵育箱中培养过夜。小心除去 

培养基上清，按照时间梯度（24、12、6、3、0 h）

加入 pKH26/DF-EVLPs，孵育结束后 PBS 洗涤 2 次

以除去残留血清和游离药物的干扰，加入 DAPI 染

料后孵箱避光孵育 10 min，PBS 洗涤 2 次，倒置荧

光显微镜观察并拍照。结果如图 7 所示，红色荧光

代表 pKH26/DF-EVLPs，荧光强度越强即细胞摄取

的药物量越多。从荧光强度上分析，CT26 细胞对 

曲拉通    PBS    4.48×1010  4.48×109  4.48×108   4.48×107   4.48×106 

X-100                      DF-EVLPs/(颗粒∙mL−1) 
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图 7  CT26 细胞经时摄取 DF-EVLPs  

Fig. 7  Uptake of DF-EVLPs in CT26 cells 

pKH26/DF-EVLPs 的摄取呈现时间相关性。 

2.4.2  细胞毒性检测  采用 CCK-8 法检测不同颗粒

浓度DF-EVLPs 对CT26 细胞和NCM460 细胞毒性。

取对数生长期 CT26 细胞和 NCM460 细胞，分别以

每孔 1×104 个细胞密度接种于 96 孔板内，37 ℃、

5% CO2孵育箱中培养过夜。小心除去培养基上清，

加入 DF-EVLPs RPMI1640 培养基 100 μL，未经药

物处理的细胞作为对照，不含细胞的作为空白组，

37 ℃孵育24 h。小心弃去培养基，每孔加入含有 10% 

CCK-8 的不完全培养基 100 μL，37 ℃继续孵育 4 

h，酶标仪检测 450 nm 处 A 值，按照“2.3”项下公

式计算细胞存活率。结果（表 3）发现，随着 DF-

EVLPs 的稀释倍数增加，对 CT26 细胞毒性逐渐降

低，DF-EVLPs 对 CT26 细胞的抑制具有浓度相关

性。而对于 NCM460 细胞，DF-EVLPs 浓度的增加

并未影响其存活率，其细胞活性均在 80%以上，这

表明 DF-EVLPs 能够特异性抑制结肠癌 CT26 细胞 

表 3  不同颗粒浓度 DF-EVLPs 对 CT26 细胞和 NCM460

细胞的细胞毒性 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effects of different concentrations of DF-EVLPs 

on viability of NCM460 and CT26 cells ( x s , n = 3) 

组别 
稀释 

倍数 

细胞存活率/% 

CT26 NCM460 

对照 − 100.00±1.70 99.99±5.15 

DF-EVLPs 10 100.86±0.85 14.46±3.76 

 20 99.86±0.24 15.18±7.31 

 40 101.14±0.96 17.03±0.82 

 60 100.94±0.32 22.19±2.34 

 80 101.90±0.94 36.49±1.42 

 100 99.46±1.08 44.79±0.90 

 1 000 101.41±1.55 102.01±4.38 
 

生长，而不影响到正常细胞，说明 DF-EVLPs 具有

显著的抗结肠癌活性，且具有良好的生物安全性。 

2.4.3  活/死细胞染色  采用 Live&Dead 细胞染色

法评价 DF-EVLPs 体外抗结肠癌活性。Calcein-AM

DAPI 
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和 PI 可分别检测细胞内酯酶活性和细胞膜完整性，

从而反映细胞活性和细胞毒性。其中 Calcein-AM 染

色活细胞，在胞内酯酶的作用下转化为绿色荧光物

质呈现亮绿色荧光，而碘化丙啶（propidium iodide，

PI）能够染色膜破损的死细胞，呈现红色荧光。因

此取对数生长期 CT26 细胞，以每孔 1×104 个细胞

密度接种于 96 孔板内，37 ℃、5% CO2孵育箱中培

养过夜。小心除去培养基上清，加入 DF-EVLPs 

RPMI 1640（给药浓度为 4.48×109 颗粒/mL）培养

基 100 μL，37 ℃孵育 24 h，未作处理的细胞作为

对照。小心除去培养基上清，PBS 洗涤 2 次，加入

Calcein-AM 和 PI 染料，37 ℃避光孵育 30 min，

PBS 洗涤 2 次，置于倒置荧光显微镜下观察并拍照。

结果（图 8 和表 4）发现对照组（即未经药物处理

组）少见红色荧光，而经 DF-EVLPs 处理后的 CT26

细胞可见大量红色荧光分布，绿色荧光少于对照

组。这表明经 DF-EVLPs 作用后，可特异性杀死肿

瘤细胞，证明 DF-EVLPs 有良好的抗结肠癌效果。 
 

    

    

图 8  经 DF-EVLPs 处理的 CT26 细胞活/死细胞染色图像 

Fig. 8  Live/dead images of CT26 cells treated with DF-EVLPs 

表 4  经 DF-EVLPs 处理的 CT26 细胞 Live&Dead 图像相

对荧光强度统计 ( x s , n = 3) 

Table 4  Live/dead images of CT26 cells treated with DF-

EVLPs ( x s , n = 3) 

组别 颗粒浓度/(颗粒∙mL−1) 相对荧光强度/% 

对照 − 9.57±8.41 

DF-EVLPs 4.48×109 86.90±4.80 
 

2.4.4  细胞划痕实验  细胞划痕实验常用于评估细

胞的迁移能力，观察细胞随时间迁移覆盖划痕区域

的情况，因此，采用划痕实验检测肿瘤细胞的侵袭

和迁移情况。取对数生长期 CT26 细胞，以每孔 1×

105 个细胞密度接种于 6 孔板内，37 ℃、5% CO2孵

育箱中培养过夜。当细胞密度达到 90%～100%时，

小心除去培养基上清，使用 200 μL 无菌移液枪枪头

垂直于孔板底部划线，呈现出“一”字划痕的形状，

PBS清洗 2次以除去脱落细胞和细胞碎片。加入DF-

EVLPs RPMI1640（给药浓度为 4.48×109颗粒/mL）

培养基继续培养，分别在给药后 0、12、24 h 后用

倒置显微镜拍照，观察划痕处细胞生长迁移情况。

使用 Image J 软件测量划痕面积，测量 3 次，计算

细胞迁移率。 

细胞迁移率＝(0 h 划痕宽度－24 h 划痕宽度)/0 h 划痕

宽度 

结果如图 9 和表 5 所示，对照组中细胞层迁移

活跃，划痕边缘细胞伪足伸展明显，部分缝隙或创

伤空间几乎被迁移的细胞占据，12、24 h 划痕迁移

率分别为（22.98±9.74）%和（61.70±5.51）%。相

比之下，经 DF-EVLPs 处理的 CT26 细胞由于其迁

移能力显著受到抑制，未能闭合划痕，12 h 细胞迁

移率仅为（18.94±3.72）%，24 h 后迁移率仍维持

在（43.76±4.92）%，且划痕边缘细胞形态呈圆形，

伪足形成减少。以上结果表明，DF-EVLPs 可以显

著抑制 CT26 细胞的侵袭迁移能力。 

2.4.5  平板克隆实验  细胞克隆形成实验常用来检 

对照 
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图 9  DF-EVLPs 抑制 CT26 细胞迁移效应 (放大倍数 10×，标尺 51 μm) 

Fig. 9  Inhibition of CT26 cell migration by DF-EVLPs (magnification 10 ×, scale bar 51 μm) 

表 5  DF-EVLPs 抑制 CT26 细胞迁移的量化统计 ( x s , n = 3) 

Table 5  Quantitative statistics of DF-EVLPs‑mediated inhibition of CT26 cell migration ( x s , n = 3) 

组别 
颗粒浓度/ 

(颗粒∙mL−1) 

迁移面积/μm2 迁移率/% 

0 h 12 h 24 h 12 h 24 h 

对照 − 20.29±1.26 15.63±1.98 7.77±1.12 22.98±9.74 61.70±5.51 

DF-EVLPs 4.48×109 21.51±0.72 17.43±0.80 12.09±1.06** 18.94±3.72 43.76±4.92* 

与同时段内对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group in the same period. 

测细胞增殖能力、侵袭性和对杀伤因素敏感性等。

当单个细胞在体外增殖 6 代及以上，其后代所组成

的细胞群体，成为集落或克隆。因此，本研究通过

平板克隆实验评价 DF-EVLPs 对 CT26 细胞成瘤能

力的影响。取对数生长期 CT26 细胞，胰酶消化后

用完全培养基重悬成单细胞悬液，以 500 个/孔细胞

接种于6孔板内，DF-EVLPs用培养基调整至1×109

颗粒/mL 加入 6 孔板中。37 ℃、5% CO2孵育箱中

继续培养 14 d 至单个克隆细胞数大于 50，中途每

隔 3 d 进行换液并观察细胞状态。克隆完成后，PBS

洗涤 2 次，每孔加入 4%多聚甲醛室温固定 30 min，

PBS 洗涤 2 次，加入 0.1%结晶紫染色 10 min，PBS

洗涤细胞至背景干净清晰无残留染料，晾干后观察

并拍照，使用 Image J 软件统计克隆数量。结果如

图 10 和表 6 所示，对照组克隆形成能力较强，平

均每孔形成（90±6）个克隆，克隆形态规则，边缘

较清晰。而给药组克隆形成显著受到抑制，平均克

隆数降至（33±5）个，且部分残留克隆细胞呈现松

散碎片化，说明细胞增殖受限或凋亡增加。上述结

果表明，经 DF-EVLPs 处理后，CT26 细胞的克隆形

成和成瘤能力被显著抑制。 

   

图 10  DF-EVLPs 对 CT26 细胞克隆形成的影响 

Fig. 10  Effects of DF-EVLPs on CT26 cell colony 

formation 

表 6  细胞克隆形成的定量分析 ( x s , n = 3) 

Table 6  Quantitative analysis of cell colony formation 

( x s , n = 3) 

组别 颗粒浓度/(颗粒∙mL−1) 细胞克隆数 

对照 − 90±6 

DF-EVLPs 4.48×109 33±5*** 

与对照组比较：***P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group. 

2.4.6  流式细胞术检测细胞凋亡  Annexin V-FITC/ 

PI 双染法是流式细胞术检测细胞凋亡的常用方法。

Annexin V 是一种钙离子依赖性磷脂结合蛋白，与

对照 
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磷脂酰丝氨酸（phosphatidylserine，PS）有高度亲和

力，当细胞发生凋亡时，膜内侧的磷脂酰丝氨酸外

翻到膜表面与荧光染料标记的 Annexin V 结合；凋

亡末期时，细胞膜结构受损，PI 染料进入细胞中产

生信号，分别检测 Annexin V-FITC/PI 信号对早期

凋亡和晚期凋亡或坏死细胞的比例进行定量。 

取对数生长期 CT26 细胞，以 2×105个细胞密

度接种于 6 孔板内，37 ℃、5% CO2 孵育箱中培养

过夜，DF-EVLPs 用培养基调整至不同浓度加入 6

孔板中，未给药细胞作为对照组，37 ℃孵育 24 h。

给药结束后，弃去原培养基转移至无菌离心管中，

PBS 洗涤 2 次，使用不含 EDTA 的胰酶消化，加入

原培养基终止消化，缓慢吹打细胞，收集细胞悬液

至离心管中，4 ℃、1 000 r/min 离心 5 min（离心半

径 10 cm），弃去上清，加入 PBS 重悬细胞，4 ℃、

1 000 r/min 离心 5 min，取适量细胞重悬于 100 μL 

1×结合缓冲液（binding buffer）中，加入 5 μL 

Annexin V-FITC，室温避光孵育 15 min，加入 5 μL 

PI 染料，避光孵育 5 min 后立即加入 400 μL 1×结

合缓冲液，混匀后流式上机检测。 

以未染色细胞设置阈值，排除自身荧光干扰；

FSC/SSC 散点图圈定活细胞群体，排除细胞碎片。

数据分析采用 FlowJo 软件，根据 Annexin V+/PI−（早

期凋亡）和 Annexin V+/PI+（晚期凋亡/坏死）比例

计算总凋亡率。 

结果如图 11 和表 7 所示，对照组中 Annexin 

V+/PI−细胞占比（7.6±0.8）%，Annexin V+/PI+占比

（1.6±0.3）%，总凋亡率为（9.13±0.91）%。给药

组随着颗粒浓度的增加凋亡率显著升高［4.48×107

颗粒 /mL（11.27±0.92）%，4.48×108 颗粒 /mL 

（11.57±0.90）%，4.48×109 颗粒 /mL（31.27±

7.83）%］，呈现显著的剂量相关性，与对照组相比，

4.48×109 颗粒/mL 处理组的凋亡率升高约 3.4 倍，

且晚期凋亡比例随着 DF-EVLPs 浓度的增加而上

升，提示 DF-EVLPs 可能通过激活 Caspase 通路导

致膜完整性丧失。 

 

          

图 11  流式细胞术检测细胞凋亡结果 

Fig. 11  Flow cytometry results of apoptosis 

表 7  流式细胞术凋亡定量 ( x s , n = 3) 

Table 7  Quantitative analysis of apoptosis by flow 

cytometry ( x s , n = 3) 

组别 颗粒浓度/(颗粒∙mL−1) 细胞凋亡率/% 

对照 − 9.13±0.91 

DF-EVLPs 4.48×107 11.27±0.92** 

 4.48×108 11.57±0.90* 

 4.48×109 31.27±7.83* 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

2.5  蛋白免疫印迹实验 

采用蛋白质免疫印迹（Western blotting）法检测

凋亡相关蛋白的表达水平，以验证 DF-EVLPs 对结

肠癌细胞凋亡的影响。鉴于流式细胞术实验结果显

示 DF-EVLPs 可显著诱导 CT26 细胞凋亡，因此，

本实验选择与凋亡相关蛋白进行验证。Bax/ Bcl-2是

控制线粒体相关的凋亡因子释放的关键调控因子，

Bax 与抗凋亡蛋白 Bcl-2 的比例能够决定线粒体膜

通透性。促凋亡蛋白 Bax 一般以单体形式存在于细

胞基质中，当接收到凋亡信号时，Bax 重新定位于

线粒体表面，在线粒体表面构成跨线粒体膜的孔，

导致膜电位降低，膜通透性增加，释放凋亡因子。 

Caspase-3 是凋亡执行蛋白，有研究发现在许多

细胞系中都有发现 Caspase-3 的表达，其切割形式

cleaved Caspase-3 是凋亡激活标志，因此 cleaved 

Caspase-3 的检测也是凋亡研究中的常用手段。取对

数生长期的 CT26 细胞以每孔 2×105 密度接种于 6

孔板，37 ℃、5% CO2培养过夜。贴壁后给药组加

入 DF-EVLPs（4.48×109颗粒/mL），对照组加入等
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体积培养基，继续孵育 24 h。收集细胞，PBS 洗涤

后液氮速冻，于−80 ℃保存备用。蛋白提取时，将

细胞在冰上解冻，加入 RIPA 裂解液裂解，12 000 

r/min 离心（半径 10 cm）15 min 取上清，BCA 法测

定蛋白浓度并归一化。蛋白样品加入上样缓冲液后

煮沸 5 min。配制 12%分离胶和 5%浓缩胶进行 SDS-

PAGE，每孔上样 30 μg 总蛋白，恒压 80 V 电泳至

样品进入分离胶后切换至 120 V。 

采用 0.22 μm PVDF 膜（甲醇活化）进行湿转

（200 mA，60 min）。转膜后用快速封闭液室温封闭

20 min，然后分别以相应一抗（4 ℃过夜）和二抗

（室温 2 h）孵育，TBST 洗涤后 ECL 显影，凝胶成

像仪拍照，Image J 软件分析灰度值。结果如图 12

和表 8 所示，DF-EVLPs 与 CT26 细胞孵育 24 h 后，

促凋亡蛋白 Bax 表达上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2 下调，

Bax/Bcl-2 值显著升高，cleaved Caspase-3 表达上调，

Caspase-3 表达下调。Western blotting 结果与流式细

胞术检测凋亡率结果一致，为 DF-EVLPs 的抗肿瘤

机制提供了分子水平证据。 

 

图 12  DF-EVLPs 对凋亡蛋白表达影响 

Fig. 12  Effect of DF-EVLPs on expression of apoptotic 

proteins 

表 8  DF-EVLPs 对凋亡蛋白表达定量分析 ( x s , n = 3) 

Table 8  Quantitative analysis of apoptosis protein 

expression by DF-EVLPs ( x s , n = 3) 

组别 
相对灰度值 

Bax Bcl2 Caspase-3 cleaved Caspase-3 

对照 0.78±0.08 1.25±0.29 0.75±0.37 0.40±0.10 

DF-EVLPs 0.89±0.11* 1.02±0.19** 0.60±0.24* 0.58±0.17** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group. 

3  讨论 

结直肠癌仍是全球紧迫的健康负担，从腺瘤到

癌变的长周期为早期干预提供了窗口。当前主流疗

法（手术、化疗、靶向治疗）常伴有并发症、全身

毒性和患者适应性有限等缺陷，亟需更安全、适用

范围更广的策略。源于天然产物的多靶点干预因此

成为有吸引力的研究方向。本研究从铁皮石斛花中

分离出 DF-EVLPs，证明其通过上调发挥抗肿瘤效

应且安全性优异，为结直肠癌治疗提供了有前景的

天然纳米治疗剂。 

植物来源 EVLPs 是天然脂双层包被的纳米颗

粒，携带蛋白质、脂质和 RNA 等功能性货物，在植

物细胞间通讯中起关键作用[18-20]。作为天然的药物

递送系统，相比于哺乳动物 EVLPs，PEVLPs 具有

低免疫原性、高生物相容性和优异稳定性等优势。

近年来在抗肿瘤领域受到广泛关注，大量研究证实

其具有强效的多方面抗肿瘤能力[21]。例如，柠檬来

源 EVLPs 通过活性氧（reactive oxygen species，

ROS）介导的细胞周期阻滞诱导胃癌细胞凋亡；人

参来源 EVLPs 可将肿瘤相关巨噬细胞重编程为抗

肿瘤表型[22-23]。此外，Zhou 等[24]从掌叶半夏中分离

的 PPS-ELNs 在 10 μg/mL 质量浓度下对 HCT116 和

HT-29 细胞具有显著增殖抑制作用，而对正常结肠

上皮细胞 FHC 无明显细胞毒性；机制上，PPS-ELNs

通过溶酶体介导的线粒体自噬通路诱导结直肠癌

细胞凋亡。本研究中 DF-EVLPs 同样表现出对 CT26

细胞的高效杀伤和对 NCM460 正常细胞的低毒性，

但其作用机制为调控 Bax/Bcl-2 信号通路触发线粒

体介导的凋亡级联反应，与 PPS-ELNs 的线粒体自

噬通路不同但均靶向线粒体功能，提示线粒体可能

是植物外泌体抗结直肠癌的共同作用靶点之一。与

此同时，已有研究[25]表明从铁皮石斛花总黄酮中发

现类似的上调 Bax/Bcl-2、Caspase-3 和 cleaved 

Caspase-3 的作用，但本研究首次从外泌体层面证

明，石斛花的抗肿瘤机制可能部分通过其外泌体样

颗粒传递活性成分而实现。 

与此同时，植物来源 EVLPs 的潜力还延伸至药

物递送系统，如贯叶金丝桃来源 EVLPs 能显著增强

金丝桃素的光动力疗效[26]。结合 2 种背景，本实验

研究了铁皮石斛花来源的 DF-EVLPs，证明其不仅

符合多靶点植物纳米药物的新兴范式，而且对结直

肠癌具有独特而强效的作用机制。为此，本实验成

功分离并表征了 DF-EVLPs。所得 DF-EVLPs 为均

一纳米颗粒，粒径（156.9±7.2）nm。此外，对 DF-

EVLPs 作为 EVLPs 的标志物进行了初步分析，结

果显示其含有大量相对分子质量在 1.50×105 以下
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的蛋白。因此，推测 DF-EVLPs 的抗结肠癌活性可

能主要由其携带的蛋白质等介导，而多糖、黄酮等

小分子成分的含量及贡献有待后续研究，并且，提

取的 DF-EVLPs 具有良好的批次间稳定性及血液安

全性。 

植物来源 EVLPs 的提取面临植物细胞壁、次生

代谢物及多糖等多组分的干扰，这使其纯化远比哺

乳动物外泌体系统复杂。植物基质中富含多糖、多

酚、细胞器碎片及细胞壁组分，这些成分在超速离

心过程中可能与目标囊泡共沉淀，从而影响后续功

能实验的归因判断。因此，在植物外泌体研究中设

置适当的基质对照（matrix control）对于排除非囊

泡成分的干扰至关重要。 

本研究在 DF-EVLPs 的提取过程中，通过多步

差速离心（4 000×g、10 000×g）预先去除细胞碎

片、细胞器及大颗粒杂质，随后采用 100 000×g 超

速离心富集囊泡，这一流程在一定程度上减少了基

质成分的共沉淀。然而，本研究未设置独立的基质

对照（即对不含外泌体的空白植物基质进行平行提

取，以评估非囊泡成分的残留情况）。因此，不能完

全排除少量可溶性蛋白、多糖或色素等植物基质成

分与 DF-EVLPs 共纯化的可能性[27-28]。此外，由于

植物外泌体领域尚缺乏公认的特异性标志物（如哺

乳动物外泌体的 CD63、CD81、CD9 等），PELNs 的

鉴定主要依赖形态学（TEM）、粒径（NTA）及蛋白

质/RNA 组成分析。 

本研究通过TEM观察到典型的杯状形态、NTA

检测到符合外泌体粒径范围的颗粒（156.9±7.2）

nm，以及 SDS-PAGE 显示丰富的蛋白条带，从多个

维度证实了所提取颗粒的外泌体样性质。但上述表

征手段无法完全区分真正的囊泡与共沉淀的蛋白

聚集体或脂质复合物。未来研究应采用密度梯度离

心（如蔗糖或碘克沙醇梯度）对 DF-EVLPs 进行进

一步纯化，以更严格地区分囊泡与非囊泡成分；同

时设置基质对照，将平行提取的空白基质组分纳入

功能实验的对照体系，以更准确地评估 DF-EVLPs

的特异性活性。此外，本实验表明，相比于其他几

种癌细胞，DF-EVLPs 可有效被 CT26 细胞摄取并

展现出极强毒性的同时，不会对正常结肠上皮细胞

（NCM460）造成损伤。针对其对 CT26 细胞的强大

毒性，采用划痕实验、平板克隆及流式细胞术进行

进一步验证，所有实验结果均显示出 DF-EVLPs 对

CT26 的增殖抑制能力。最终，为探明其分子层面作

用机制，发现 DF-EVLPs 可以通过调控 Bax/Bcl-2

通路来抑制 CT26 增殖。 

尽管通过体外实验证实了 DF-EVLPs 可被

CT26 结肠癌细胞摄取，并通过调控 Bax/Bcl-2 通路

诱导细胞凋亡，展现了良好的靶向性和抗肿瘤活

性。但本研究采用 pKH26 标记 DF-EVLPs 进行细

胞摄取观察，标记后通过截留相对分子质量 3 000

超滤去除游离染料。尽管该方法在同类研究中已有

应用，但 pKH26 染料在标记过程中可能形成非特

异性荧光纳米颗粒，其在粒径和荧光强度上与标记

外泌体难以区分，可能对细胞摄取结果的解释带来

假阳性风险[29]。理想的验证方案应包含 pKH26 染

料对照（无外泌体）、标记后外泌体的蔗糖密度梯度

离心纯化，以及内化共定位实验（如与溶酶体标记

物共定位或细胞膜荧光淬灭实验）。本研究的局限

性在于未开展上述验证，后续工作将采用 pH 敏感

型荧光探针（如 pHrodo）并结合共聚焦显微镜的 Z-

stack 扫描和内化验证实验，以更严格地确认 DF-

EVLPs 的细胞内化。尽管略有不足，但本研究已通

过时间相关性摄取实验和细胞选择性毒性数据，从

侧面验证了标记外泌体的内化特征。 

本研究通过 CCK-8 法、划痕实验、流式细胞术

及 Western blotting 等体外实验，从细胞增殖、迁移、

凋亡及标志蛋白表达等多个维度间接验证了 DF-

EVLPs 的抗结肠癌活性。这些方法是目前植物外泌

体功能研究中的常用手段，但其本身存在若干固有

局限性，需在此予以说明。首先，CCK-8 法和活/死

细胞染色法检测的“细胞活性”本质上是线粒体脱

氢酶活性和细胞膜完整性的间接反映，而非对细胞

存活状态的直接测量。DF-EVLPs 中的某些成分（如

纳米颗粒本身或共纯化的植物代谢物）可能干扰线

粒体代谢活性或染料摄取/释放过程，从而导致细胞

活性读数出现假性升高或降低。 

本研究通过 CCK-8 与活/死细胞染色 2 种不同

原理的方法交叉验证细胞毒性，在一定程度上降低

了单一方法带来的假阳性风险，后续研究应结合活

细胞实时成像、线粒体膜电位检测（如 JC-1 染色）、

Caspase-3/7 活性荧光检测等更直接的药效学方法，

对 DF-EVLPs 的促凋亡作用进行多重验证。与此同

时，体外实验难以模拟体内复杂的生理环境，包括

药物在体内的吸收、分布、代谢与排泄过程，以及

肿瘤微环境中多种细胞组分和基质成分的相互作

用。但 DF-EVLPs 给药后是否能够保持结构完整性
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并有效到达肠道肿瘤部位，其在体内是否具有生物

安全性，以及是否能够通过调节肠道菌群发挥间接

抗肿瘤作用，均有待进一步验证。此外，本研究未

对 DF-EVLPs 中的多糖、黄酮等小分子成分进行定

量检测，其是否参与抗肿瘤作用尚不清楚。基于此，

后续研究将进一步深化对 DF-EVLPs 中的蛋白质组

及脂质组的全面解析以及在动物水平上探讨 DF-

EVLPs 的抗肿瘤效果及其作用机制，以期为 DF-

EVLPs 作为靶向结肠癌的天然纳米制剂提供更全

面的实验依据。 

综上所述，本研究基于超速离心流程，从 500 

g 新鲜铁皮石斛鲜花中制备得到 1 mL DF-EVLPs 产

物，颗粒浓度为 8.22×1010颗粒/mL。按此推算，每

克鲜花可提供约 1.64×108个 DF-EVLPs。体外活性

实验中所用的 109 颗粒/mL 浓度对应约 6 g 鲜花的

提取当量。国家食品安全风险评估中心规定铁皮石

斛花的推荐日食用量为≤3 g（以干品计），按干鲜

比 1∶5 折算，6 g 鲜花约相当于 1.2 g 干花，显著

低于安全限值。鉴于其具有良好的血液相容性，并

能够被 CT26 结肠癌细胞高效摄取，同时对人正常

结肠上皮细胞 NCM460 无明显细胞毒性。体外功能

实验进一步证实，DF-EVLPs 可显著抑制 CT26 细

胞的增殖、迁移及克隆形成能力，并通过流式细胞

术验证其诱导细胞凋亡的作用。机制研究表明，DF-

EVLPs 通过调控 Bax/Bcl-2 信号通路，上调促凋亡

蛋白 Bax、下调抗凋亡蛋白 Bcl-2，从而触发线粒体

介导的凋亡级联反应，发挥抗结肠癌活性。这些结

果表明，DF-EVLPs 作为一种源于“药食同源”中

药的新型天然纳米递送系统，具有良好的靶向性、

安全性和体外抗肿瘤效果，为后续基于植物来源

EVLPs 的结直肠癌治疗策略提供了实验依据。 
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