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大蒜素二烯丙基三硫醚-外泌体抗小鼠黑色素瘤肺转移的作用

刘玉萍 1,2, 傅荣萍 1,2, 陈 彦 1,2*, 屠书梅 1,2

(1. 南京中医药大学附属中西医结合医院, 江苏 南京 210028;

2. 江苏省中医药研究院, 中药组分与微生态研究中心, 江苏 南京 210028)

摘要: 本研究从肺转移小鼠黑色素瘤细胞B16BL6中提取外泌体 (exosome, Exo), 制备了大蒜素二烯丙基三硫

醚 (diallyl trisulfide, DATS) 含药外泌体 (DATS-Exo) 载药系统, 探索该载药系统的抗肿瘤转移作用。采用差速超速

离心法提取B16BL6细胞上清液中外泌体, 并对外泌体的形态、粒径及电位进行表征, 采用Western blot法检测外泌

体特异分子CD9、TSG101、Flotillin 1及肺亲和蛋白 α6的表达水平。应用超声方法制备DATS-Exo载药系统并进行

表征, 计算载药量。采用荧光显微镜及流式细胞术考察B16BL6对外泌体的摄取情况。采用经典的划痕实验法, 评

价DATS-Exo的体外抗迁移能力。建立小鼠黑色素瘤肺转移模型, 动物实验获得南京中医药大学伦理委员会的同

意, 考察DATS-Exo的体内组织分布情况及抗肿瘤转移作用。结果表明, 制备的DATS-Exo粒径为 112.3 ± 1.98 nm、

多分散系数为 0.24 ± 0.08、zeta电位为-24.33 ± 4.11 mV, 呈茶托样结构。测得其蛋白浓度为 1 312.33 ± 6.27 μg·mL-1。

DATS-Exo的载药量为 0.33% ± 0.02%。B16BL6细胞能够摄取DATS-Exo, 有效抑制B16BL6细胞的迁移, 效果均强

于DATS。DATS-Exo能够在肺组织聚集, 并具有显著抑制肺转移作用。本研究结果表明, 利用肺转移肿瘤细胞衍

生的外泌体具有肺亲和性, 并且具有载药性能, 所制备的含药外泌体能够实现抑制肿瘤转移。
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Anti-metastatic effect of diallyl trisulfide-exosome in mouse melanoma

LIU Yu-ping1,2, FU Rong-ping1,2, CHEN Yan1,2*, TU Shu-mei1,2

(1. Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Chinese

Medicine, Nanjing 210028, China; 2. Multi-component of Traditional Chinese Medicine and Microecology

Research Center, Jiangsu Provincial Academy of Chinese Medicine, Nanjing 210028, China)

Abstract: This study aimed to prepare an anti-metastatic diallyl trisulfide-exosome (DATS-Exo) drug delivery

system. Exosomes in the supernatants of lung metastasis mouse melanoma B16BL6 cell line culture were extracted

by ultracentrifugation. The quantity of exosomes was determined by transmission electron microscopy (TEM),

Malvern particle size meter, and BCA assay. Expression levels of exosome-specific biomarkers CD9, TSG101,

Flotillin 1 and lung organotropic biomarker α6 were detected by Western blot. The sonication method was used

to load DATS into exosomes. The uptake of exosomes by B16BL6 cells and lung tissue was observed by laser

confocal microscopy. Wound healing assay was used to evaluate the anti-migration effect of DATS-Exo in vitro.

Experimental lung metastasis model was established to evaluate the anti-metastasis effect of DATS-Exo in vivo.

Animal experiments have been approved by the Ethics Committee of Nanjing University of Chinese Medicine. The

results showed that the particle size of DATS-Exo was 112.3 ± 1.98 nm, polydispersity index (PDI) was 0.24 ±

0.08, zeta potential was -24.33 ± 4.11 mV, and the particles have classic tea tray-like membrane structure under
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TEM. The protein concentration of DATS-Exo was measured to be 1 312.33 ± 6.27 μg·mL-1. The drug loading rate

was about 0.33% ± 0.02%. The exosomes could be taken up by B16BL6 cells and the lung tissue. Compared with

the free DATS group, DATS-Exo had a better inhibitory effect on tumor metastasis in vitro and in vivo. Taken

together, these results indicate that exosomes derived from the lung metastasis tumor cells have lung organotropic

characteristic and drug-loading properties. Using these kind of exosomes as carrier for anti-tumor drug delivery can

be a novel and effective strategy of anti-metastatic therapy.
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肿瘤转移是临床致死的重要原因, 目前尚无特别有

效的治疗手段[1]。本课题组前期实验及相关文献均表

明, 大蒜中的有效活性成分二烯丙基三硫化物 (diallyl

trisulfide, DATS, 图 1) 具有良好的抗肿瘤转移作用[2,3],

但如何将其递送到转移灶发挥抗肿瘤转移作用是亟待

解决的关键问题。随着对生物来源载体的深入研究, 肿

瘤细胞衍生的外泌体因其具有转移器官亲和力和荷载

小分子药物的性能从而引起了研究人员的广泛关注[4,5]。

生物体中的所有细胞都分泌细胞外囊泡 (extra‐

cellular vesicles, EVs), 这是一种异质的脂质双层膜封

闭囊泡, 可以向受体细胞输送大量蛋白质和核酸, 从而

在细胞通讯中发挥核心作用。细胞外泌体 (exosome,

Exo) 是细胞分泌的经典EVs, 定义为 30～100 nm直径

的内吞来源的膜纳米囊泡。研究表明, 它们与纳微米

粒子在大小、结构和载体功能方面相似, 可用作内源性

天然载体以递送化学治疗药物[6]。此外, 特定供体细

胞来源的外泌体具有一定的器官亲和性[7]。研究发

现, 肺转移肿瘤细胞来源的外泌体因其所携带的特殊

蛋白分子能够特异性地靶向肺组织而实现肿瘤转移灶

的靶向[8]。本文将利用外泌体的载体性能和组织亲和

性, 提取肺转移肿瘤细胞的外泌体用以包载DATS, 制

备转移灶靶向的载药系统, 旨在提高 DATS的抗肿瘤

转移作用, 并为抗肿瘤转移载药系统的开发及抗肿瘤

转移治疗策略提供新的思路。

材料与方法

实验材料 小鼠黑色素瘤 B16BL6细胞 (和园生

物有限公司); 高糖 DMEM培养基、胰蛋白酶 (上海源

培生物科技股份有限公司); 胎牛血清 (FBS, 以色列BI

公司); 大蒜素 DATS 对照品 , 批号 100384-201403, 质

量分数 94%, 供含量测定用 (中国食品药品检定研究

院); 大蒜素DATS, 质量分数 98% (上海菲越医药科技

有限公司); PKH26 试剂盒、高效 RIPA 组织/细胞裂解

液 (北京索莱宝科技有限公司); BCA试剂盒 (赛默飞世

尔科技有限公司); 四甲基偶氮唑盐 (MTT, 江苏凯基生

物技术股份有限公司); 二甲亚砜 (DMSO, 美国 Sigma

公司); 结晶紫染色液 (上海碧云天生物技术有限公

司); 水为纯净水, 其他试剂均为分析纯。

实验动物 SPF 级 C57BL/6 小鼠, 购于扬州大学

比较医学中心, 雄性, 体重 18～22 g, 动物实验获得南

京中医药大学伦理委员会的同意。

细胞外泌体提取及 DATS-Exo 的制备 B16BL6

细胞培养于DMEM完全培养基(含 10% FBS、青-链霉

素 100 μg·mL-1), 37 ℃、5% CO2培养箱内培养。收集

处于对数生长期的 (外泌体分泌较多) B16BL6 细胞

上清液, 采用梯度-超速离心的方法提取外泌体, 即细

胞培养上清液在 4 ℃条件下分别 300 ×g离心 10 min、

2 000 ×g离心 15 min和 12 000 ×g离心 30 min, 去除漂

浮的细胞和细胞碎片, 这些上清液随后用 0.22 μm 的

无菌膜过滤以达到除菌的目的, 过滤后的上清在 4 ℃

条件下 100 000 ×g离心 2 h, 用磷酸盐缓冲液 (PBS) 洗

涤, 最后外泌体用100 μL PBS重悬。

采用超声的方法制备 DATS-Exo, 将纯化的外泌

体与 5 mg·mL-1 DATS 在冰水浴下超声 , 超声条件 :

20% 振幅 , 4 s 开 , 2 s 关 , 2 min 循环 , 共循环 6 次。取

出, 于 37 ℃培养箱中恢复 2 h, 然后在 100 000 ×g离心

70 min, 去除上清及未被外泌体包载的 DATS, 用 PBS

洗涤, 得到DATS-Exo。

DATS-Exo 的表征 取 DATS-Exo 10 μL, 纯水稀

释至 1 mL, 用马尔文激光粒径仪测定 DATS-Exo 的

平均粒径、多分散系数 (PDI) 及 zeta 电位。将载有

Formvar支持膜的铜网置于蜡板上, 在膜上分别滴加

1 滴外泌体 PBS 重悬液。红外灯下照射 5 min, 滴加

1滴 1% 磷钨酸, 室温下风干 10 min, 置于透射电镜下

观察微乳的外观形态。

DATS-Exo的总蛋白浓度测定 采用BCA法测定

DATS-Exo 的总蛋白浓度。取 DATS-Exo 10 μL, 加入

高效RIPA裂解液 15 μL, 共计 25 μL, 涡旋混匀, 作为待

测样品, 取BCA试剂盒, 按试剂A∶试剂B = 50∶1, 制备

工作液, 取 96孔板, 分别加入各个稀释浓度的蛋白质

Figure 1 The chemical structure of diallyl trisulfide (DATS)

·· 1689



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(9): 1688 −1694

标准品 (20～2 000 μg·mL-1) 和待测样品各 25 μL, 然

后每孔加入 200 μL工作液, 振荡器上震荡 30 s, 37 ℃

孵育 30 min, 采用全波长酶标仪测定各孔 562 nm处吸

光度值, 制备标准曲线y = 1 128.5 x - 181.66, 计算DATS-

Exo的总蛋白浓度。

Western blot检测外泌体特异性蛋白 取DATS-

Exo 的 RIPA 裂解液 , 加入蛋白样品上样缓冲液 (5×),

于 100 ℃水浴锅中煮沸 10 min变性, 取 25 mg总蛋白

量的蛋白样品进行电泳、转膜、洗涤封闭 , 分别结合

一抗 (CD9、Flotillin 1、TSG101 和 α6 的稀释倍数均为

1∶1 000) 于 4 ℃过夜, 洗涤, 室温下结合二抗 (荧光二

抗的稀释倍数为 1∶5 000) 2 h后, 洗涤, 于双色红外激

光扫描成像系统 (Odyssey) 检测蛋白条带。

DATS-Exo载药量的测定 取DATS-Exo, 加入等

体积的细胞裂解液裂解 1 min, 再加 25倍的甲醇溶解,

0.22 μm混合滤膜滤过, HPLC (Agilent 1260, 美国安捷

伦公司) 测定DATS含量, 计算载药量 (LC)。LC (%) =

CDATS/Cprotein×100%, 其中, CDATS为DATS总量; Cprotein为

每微克蛋白外泌体。色谱条件: Agilent SB-C18 色谱

柱 (150 mm×4.6 mm, 5 μm); 乙腈-水 (73∶27, v/v) 流动

相 ; 流速为 1.0 mL·min-1; 25.0 ℃柱温 ; 进样量 20 μL,

检测波长250 nm, 理论塔板数大于5 000。

B16BL6细胞对 Exo的摄取情况 将 Exo稀释成

总蛋白质量浓度为 800 μg·mL-1, 取 Exo 0.1 mL, 重悬

在 0.5 mL Diluent C 中 , 记为 A; 取 2 μL PKH26 加到

0.5 mL Diluent C中, 记为B, 然后将A与B混合, 25 ℃

孵育 3 min, 加入等体积血清, 终止反应, Exo混合液在

100 000 ×g离心70 min, 去上清, 重悬, 用PBS清洗3遍,

去除未结合染料; 取对数生长期B16BL6细胞, 制成细

胞悬液, 用细胞计数仪计数, 接种于 6孔板, 每孔加入

5×106个细胞, 待细胞贴壁后, 加入Exo及 PKH26-Exo,

孵育 2 h后, 将各孔中培养基吸出, PBS洗 3遍, 在荧光

显微镜下观察各组细胞中摄取情况结果, 用流式细胞

仪测定各组相对荧光值。

MTT实验评价DATS-Exo对B16BL6细胞增殖的

影响 取对数生长期 B16BL6细胞, 调整细胞数为每

毫升 1×104个, 接种于 96孔板, 于 5% CO2、37 ℃细胞培

养箱中培养, 待细胞贴壁后给药, 实验分为4组: 空白对

照组、DATS 50 μmol·L-1组、Exo组和DATS-Exo组 (按

照蛋白浓度和载药量换算, 含等量DATS 50 μmol·L-1),

DATS先用 DMSO配成高浓度母液, 再用培养基配制

成相应给药浓度, 以增加DATS的溶解度, 每组设 6个

复孔 , 给药 24 h 后更换新鲜培养基 , 并于每孔加入

MTT溶液 10 μL, 于 5% CO2、37 ℃细胞培养箱中培养

4 h, 弃上清液, 每孔加入二甲基亚砜 100 μL, 置于微孔

板振荡器避光震荡 10 min, 使用酶标仪于 570 nm处测

定各孔吸光度 (A) 值, 计算细胞增殖抑制率 (IR)。

IR (%) = (1 - A给药 / A对照) × 100% (1)

划痕实验考察DATS-Exo对B16BL6细胞水平迁

移的影响 B16BL6细胞用含10% FBS、1%青霉素-链

霉素的双抗DMEM培养液于 37 ℃、5% CO2条件下的

细胞培养箱中培养。接种细胞之前在 12孔板背面画

横线标记。细胞消化后接种于 12孔板, 待细胞铺满板

底, 用 10 μg·mL-1丝裂霉素C处理 2 h后, 在 12孔板底

垂直于背面横线划痕, 吸去细胞培养液, 用PBS小心冲

洗孔板3次, 洗去划痕产生的细胞和细胞碎片。分别加

入DMEM培养液和大蒜素。实验分为4组: 空白对照组、

DATS 30 μmol·L-1组、Exo 组和 DATS-Exo 组 (按照蛋

白浓度和载药量换算 , 含等量的 DATS 30 μmol·L-1)。

大蒜素DATS先用DMSO配成高浓度母液, 以增加大

蒜素DATS的溶解度, 放入 37 ℃、5% CO2培养箱培养,

分别在 0、24 h时观察划痕并拍照, 采用 Olympus Cell

Sens Standard1.18 软件测量划痕面积 , 计算迁移面积

及迁移抑制率, 公式如下:

迁移面积 = 划痕面积 (0 h) - 划痕面积 (24 h) (2)

迁移抑制率 = [1 - 迁移面积 (24 h给药组) / 迁移

面积 (24 h对照组)]×100% (3)

Exo 体内分布情况 取 PKH26 标记的外泌体溶

液, 通过尾静脉注射入C57BL6小鼠体内, 24 h后脱颈

椎处死小鼠, 解剖, 取心、肝、脾、肺和肾脏制成冰冻切

片, 于激光共聚焦显微镜下观察荧光分布的情况。

DATS-Exo体内抗肿瘤转移情况 建立小鼠黑色

素瘤肺转移实验模型, 取对数生长期B16BL6细胞, 用

灭菌的 PBS溶液将细胞制成细胞悬液, 并将细胞数调

整至每毫升5×105个, 迅速进行接种。每只C57BL/6小

鼠尾静脉处注射0.2 mL新鲜制备、吹打均匀的B16BL6

细胞悬液。小鼠接种肿瘤细胞后, 随机分为模型组、

Exo组、DATS-Exo组及DATS组, 每组 5只。23天后开

始给药 , 腹腔注射 , DATS 剂量为 20 mg·kg-1, 隔天给

药, 14天后脱颈椎处死小鼠, 解剖, 取小鼠肺组织, 记

录肺结节数目, 并对剥离的肺组织进行H&E染色。

统计学分析 应用GraphPad 7.0软件进行统计分

析。所有实验均独立重复 3次, 计量资料以
-
x ± s表示,

各组分别与对照组进行单因素方差分析。

结果

1 DATS-Exo的制备与表征

从生长状态良好的肺转移小鼠黑色素瘤B16BL6

细胞上清液中提取外泌体, 电镜下显示, 外泌体形态均

匀, 具有茶托样的双层膜结构, 大小约在 100 nm左右
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(图 2A)。经马尔文粒径仪检测粒径和电位, 结果显示,

所提取的外泌体平均粒径约为 100.08 nm, 分散均匀,

呈负电荷 (表 1)。BCA 法检测外泌体的蛋白含量为

1 312.33 ± 6.27 μg·mL-1。Western blot实验结果表明,

所提取的外泌体能够表达 TSG101、Flotillin 1、CD9等

外泌体标记性蛋白, 此外, 还表达肺亲和性蛋白 α6 (图

2B)。采用超声载药的方法制备含药的DATS-Exo, 通

过HPLC检测并计算载药量为0.33% ± 0.02% (以μg蛋

白含量计)。电镜、Western blot及粒径、电位等检测结

果显示, 载药后, 粒径略有变大, 但并不影响外泌体标

记蛋白的表达。结果表明DATS-Exo成功制备。

2 DATS-Exo 体外抑制肿瘤细胞恶性生物学行为

能力

肿瘤细胞的异常增殖和高迁移水平是恶性肿瘤

细胞发生转移的重要特征。分别用含药外泌体DATS-

Exo、空白外泌体 Exo 和 DATS 处理 B16BL6 细胞 24 h

后, 采用 MTT方法检测细胞的增殖活性。结果显示,

DATS-Exo 与 DATS 都能有效抑制 B16BL6 细胞的增

殖 (图 3A), 且与DATS组相比, DATS-Exo的抑制作用

更强, 统计学具有极显著差异 (P<0.01)。

通过经典的划痕法考察含药外泌体DATS-Exo的

抑制肿瘤细胞水平迁移能力, 结果以 0和 24 h两个时

间点为例, 24 h后B16BL6细胞发生迁移行为, 而给予

DATS-Exo及DATS都能显著抑制B16BL6细胞的水平

迁移能力 (P<0.01), DATS-Exo组与DATS组相比具有

更强的抑制效果 (P<0.05), 对于B16BL6细胞的迁移抑

制率高达 90% 以上, 几乎完全抑制 B16BL6细胞的水

平迁移 (图 3B、C)。实验结果表明, 将大蒜素DATS制

备成外泌体载药系统可明显提高其体外抗肿瘤细胞转

移的能力。

3 B16BL6细胞对Exo的摄取情况

为了研究 B16BL6 肿瘤细胞对外泌体的摄取情

况 , 使用红色荧光膜染料 PKH26 标记外泌体 , 并与

B16BL6细胞共培养 2 h后, 细胞置于荧光倒置显微镜

Figure 2 Preparation and characterization of diallyl trisulfide-

exosome (DATS-Exo). A: Morphology of exosome and DATS-Exo

detected by transmission electron. Scale bar: 200 μm; B: Expres‐

sions of TSG101, Flotillin 1, CD9, α6 and glyceraldehyde-3-phos‐

phate dehydrogenase (GAPDH) in exosome and DATS-Exo from

B16BL6 cell line

Table 1 The particle size, polydispersity index (PDI) and poten‐

tial of Exo and DATS-Exo. n = 3, x̄ ± s

Exosome

Exo
DATS-Exo

Particle

size/nm

100.8 ± 2.11
112.3 ± 1.98

PDI

0.22 ± 0.09
0.24 ± 0.08

Zeta

potential/mV

-21.63 ± 5.21
-24.33 ± 4.11

Loading

capacity/%

-

0.33 ± 0.02

Figure 3 The anti-proliferation and anti-migration effect of DATS-Exo in vitro. A: Cell proliferation was measured by MTT assay after

exposure to DATS and DATS-Exo for 24 h. Results were expressed as a proliferation inhibition rate of blank, which was considered as 0%;

B: Confluent B16BL6 cells were scratched and incubated with DATS-Exo and DATS. The area covered by migrating cells was recorded by

phase-contrast microscopy connected to a digital camera at time 0 and 24 h; C: The wound closure area was calculated by measuring the

diminution of the wound bed surface upon time. n = 3, x̄ ± s. *P<0.05, **P<0.01
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下观察结果显示, 外泌体可以被 B16BL6细胞成功摄

取。大多数B16BL6细胞的细胞质中可以观察到均匀

分布PKH26的红色荧光, 证实外泌体可以有效被受体

细胞摄取 (图4A)。

4 Exo体内分布情况

特定细胞来源的外泌体具有一定的器官亲和性。

有研究发现, 来源于肺转移细胞的外泌体更容易倾向

到达肺组织, 其原因可能与其表面携带的相关整合素

分子有关。前期实验证实B16BL6细胞的外泌体表达

整合素 α6, 用膜染料 PKH26标记外泌体, 通过尾静脉

注射入小鼠体内, 24 h后取出脏器, 激光共聚焦结果显

示, 外泌体在肺部分布较多, 能够被肺组织细胞摄取。

另外, 在肝脏及脾也有一定的分布, 在心脏和肾脏分布

相对较少 (图4B、C)。

5 DATS-Exo体内抗肿瘤转移情况

为了考察含药外泌体DATS-Exo的体内抑制肿瘤

转移的情况, 将肺转移小鼠黑色素瘤肿瘤细胞通过尾

静脉注射入C57BL/6小鼠体内, 建立实验性肺转移小

鼠模型并通过腹腔注射给予 DATS-Exo及 DATS。结

果显示, 造模后, H&E染色发现模型组小鼠与正常组

相比, 肺部发生了严重的转移, 体现在模型组小鼠肺部

出现了较多的肿瘤结节数目和较大的肿瘤体积。不论

是DATS组还是含药外泌体DATS-Exo组均表现出一

定的抑制肿瘤转移的效果, 而与DATS组相比, DATS-

Exo组能更好地抑制肿瘤的肺转移, 减少肿瘤结节数

目 , 降低异常的肺重量 , 具有更优的抗肿瘤转移作

用 (图5)。

讨论

大蒜素DATS是一种具有抗肿瘤转移潜力的抗肿

瘤活性成分, 但如何提高其转移灶的靶向性从而进一

步提高其抗肿瘤转移作用是研究者关注的问题。本研

究利用肺转移肿瘤细胞衍生的外泌体既有转移灶的靶

向性即肺亲和性, 又有载体性能可荷载小分子化合物

的特性, 通过低温超声的方法制备了一种含药的外泌

体DATS-Exo, 提高了其体内外的抗肿瘤转移作用。

对于 DATS的靶向性研究, 已有一些纳米递药系

统相关的靶向技术被用作 DATS的剂型改造, 主要集

中在如何提高其肿瘤靶向能力, 如聚氰基丙烯酸丁酯

和聚乳酸 (PLA) 自组装成的DATS微球[9], 然而这种非

天然来源的聚合物纳米粒体内的靶向性主要依赖于被

动的高通透性和滞留效应 (EPR), 缺乏专属高效的肿

瘤特异性靶向能力, 更是缺乏提高其转移灶的靶向能

力的制剂手段, 还存在某些有机辅料在体内降解速度

缓慢、易蓄积、制备过程中有机溶剂残留等问题。本文

选用来源于生物的天然药物载体细胞外泌体作为

DATS的递送载体, 具有多种优势: 首先, 外泌体可以

来源于患者自身的细胞, 在药物传递过程中减少了免

疫原性; 其次, 外泌体作为一种膜结构载体, 与脂质体

结构类似, 能够通过其表面的膜蛋白与靶细胞膜融合,

Figure 4 Exo were uptaken by cells and tissues. A: PKH26-labed exosome (red) incubated with B16BL6 cell for 2 h and observed under a

fluorescence microscope (100×). n = 3, x̄ ± s. **P<0.01; B and C: B16BL6 derived exosomes were labeled with PKH26 (red fluorescent) and

were injected into mice via the lateral tail vein. Lung (B), spleen, heart, kidney and liver (C) tissue were separated after 24 h, and stained

with Hoechst (blue fluorescent) and observed under a laser confocal microscopy (630×)
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将其负载的药物直接运送到受体细胞中, 避免了细胞

吞噬-溶酶体途径带来的药物降解及细胞毒性等问题;

此外, 不同来源的外泌体因其供体细胞的差异性而呈

现出不同的特性。本研究选用外泌体的供体细胞为肺

转移肿瘤细胞B16BL6, 研究表明, 肿瘤细胞外泌体的

产生和释放比正常细胞显著升高, 并带有宿主细胞独

特的性质。本研究发现所提取的外泌体除了表达外泌

体的标志性蛋白外, 还表达整合素 α6, 且体内分布实

验结果显示外泌体在肺部具有良好的聚集, 与Hoshino

等[8]研究发现肺转移的肿瘤细胞分泌的外泌体因膜上

表达整合素 α6β1和 α6β4会特定地到达肺部并黏附在

肺部的组织细胞如内皮细胞上的结果相一致。

细胞外泌体的提取方法有差速超高速离心法、密

度梯度离心法、试剂盒提取方法、磁珠免疫法等, 其中

本研究中所采用的差速离心法是目前最经典的分离外

泌体的方法, 被认为是外泌体提取分离的“金标准”[10],

整个操作过程简单, 所分离的外泌体在电镜下观察具

有外泌体经典的茶托样结构, 且形态规则、大小较均

匀。目前外泌体载有小分子药物的方法也有很多研

究, 主要有被动孵育、超声、电穿孔及供体细胞载药等

方法[11]。考虑到大蒜素DATS是一种易挥发的脂溶性

成分, 被动孵育会加速其挥发而导致载药量过低, 而电

穿孔法可能会对外泌体或药物的完整性造成影响[12]。

因此, 本实验采用低温超声的方法, 最终测得含药外泌

体的载药量为0.33% ± 0.02%, 载药量适中。

本研究建立了实验性转移动物模型考察含药外泌

体的抗肿瘤转移能力, 证实含药外泌体具有更好的抗

肿瘤转移效果。然而, 其抗肿瘤转移的作用机制尚不

十分明确。有研究表明, 原位肿瘤细胞能够释放一些

细胞因子到达局部组织, 调控局部组织宿主细胞释放

炎性蛋白 S100A8/A9、SAAs, 激活局部组织 TLR4、

TLR3 等, 形成一种有利于肿瘤定植生长的炎性微环

境[13,14]。本研究将大蒜素DATS包载于外泌体中并将

其递送到局部肺组织, 而大蒜素 DATS 具有抗炎、抗氧

化等作用, 那么含药外泌体的抗肿瘤转移作用是否与

干扰炎性微环境的形成有关？有待于进一步研究。本

课题组后续将以炎性转移前微环境为切入点, 深入研

究含药外泌体的抗肿瘤转移分子机制, 旨在为肿瘤转

移的治疗提供和发现新的策略和思路。
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