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主动渗透型酵母囊泡仿生纳米药物抗肿瘤活性研究

刘军杰#, 许丽华#, 张开翔, 赵 秀, 王翼扬, 史进进*, 张振中*

(郑州大学药学院, 河南 郑州 450001)

摘要: 肿瘤致密的细胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 严重限制了纳米药物的深部渗透, 削弱了其抗肿瘤效

果。基于此, 本研究构建了具有肿瘤组织主动深部渗透能力的酵母囊泡仿生纳米药物, 以期提高抗肿瘤效果。体外

表征结果显示, 分离的酵母囊泡 (yeast cell vesicles, YCV) 为规则球形, 分散性良好, 粒径约 100 nm。以抗肿瘤药物

多柔比星 (doxorubicin, DOX) 为模型药物, 构建YCV/DOX纳米药物, DOX的包封率为 82.5%, 且DOX的释放具有

显著的 pH依赖性; 细胞实验结果显示, 相比于脂质体, YCV在 3D肿瘤球中表现出更强的渗透能力, 推测其机制可

能为YCV具有良好的形变能力。4T1荷瘤小鼠 (动物实验符合中国实验动物护理和使用准则, 并经郑州大学实验

动物伦理委员会批准) 体内药效实验结果表明, YCV/DOX具有更强的肿瘤组织渗透能力, 且有效抑制肿瘤生长。

本研究为克服实体瘤的组织屏障和发展新型仿生纳米药物带来新思路。
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Anti-tumor activity of yeast vesicle biomimetic nanomedicine

with the ability of active tumor penetration
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Abstract: The dense extracellular matrix (ECM) of the tumor severely limits the deep penetration of nano‐

medicine and weakens its anti-tumor effect. Based on this, the yeast vesicle biomimetic nanomedicine with active

deep penetration ability of tumor tissue was designed and developed for enhanced tumor therapy. Results of charac‐

terization showed that the yeast cell vesicles (YCV) displayed a spherical morphology with diameter of around 100

nm and was well dispersed. Then the chemotherapeutic drug doxorubicin (DOX) was selected as a model drug, and

DOX was loaded into YCV to obtain YCV/DOX through electrostatic interaction, the encapsulation efficiencies of

DOX were calculated as 82.5%. The drug release profile of YCV/DOX implied that DOX release showed a manner

of pH-dependent, it may be that pH has affected the electrostatic effect of YCV and DOX. Compared with lipo‐

somes (Lipo), in vitro cell experiments showed that YCV from natural sources had stronger permeability in three-

dimensional multicellular spheres. It is speculated that the mechanism may be good deformation capacity of YCV.

A 4T1 xenograft tumor model was established to evaluate the therapeutic efficacy of YCV/DOX. The results

suggested that YCV/DOX has stronger tumor tissue penetration ability and could effectively inhibit the tumor

growth. All animal experiments were performed in line with national regulations and approved by the Animal

Experiments Ethical Committee of Zhengzhou University. This study brings new ideas for the development of
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biomimetic nanomedicine to overcome the ECM of solid tumors.
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纳米药物递送系统革新了肿瘤治疗模式。然而, 肿

瘤组织间质高压和致密的细胞外基质限制了传统纳米

药物递送系统在肿瘤组织中的深部渗透[1,2], 进而显著降

低了药物的递送效率。目前, 许多研究者尝试通过破坏

细胞外基质 (extracellular matrix, ECM) 屏障或精确调

控纳米材料粒径等手段来促进化疗药物的肿瘤渗透[3-6]。

例如, 具有靶向肿瘤成纤维细胞 (cancer-associated fibro‐

blasts, CAFs) 功能的多肽/多柔比星 (doxorubicin, DOX)

组装体通过消耗CAFs打破ECM屏障, 实现了DOX的

高效渗透[7]。此外, Kim等[8]利用DNA杂交技术, 将小

粒径的金纳米颗粒 (gold nanoparticles, AuNPs) 负载在

大孔介孔二氧化硅纳米颗粒上, 通过增强渗透滞留效

应 (enhanced permeability and retention effect, EPR) 到

达肿瘤组织后可响应肿瘤酸性微环境释放出 AuNPs,

扩散渗透到整个肿瘤组织。上述策略取得了一定的疗

效, 但被破坏的肿瘤ECM屏障会带来加速肿瘤细胞转

移的风险, 而粒径的变化效率则受限于对肿瘤微环境

响应的敏感性。因此, 迫切需要开发新型、特定肿瘤微

环境非依赖性的主动渗透型纳米药物递送系统。

相关研究表明, 生物体内的细胞如免疫细胞和间

充质干细胞等具有较强的自主形变能力, 可跨过比其

尺寸小的狭窄空间, 到达病灶部位发挥作用[9,10], 因此,

天然细胞有望成为新型药物递送载体。然而, 载体细

胞溶酶体等细胞器会破坏药物的活性, 导致药效降低。

研究发现, 细胞来源的囊泡可克服上述缺陷, 纳米尺寸

的细胞囊泡使其更容易靶向肿瘤部位, 跨越肿瘤生物

屏障。更重要的是, 细胞囊泡保留了源细胞的自主运

动能力, 可增强对肿瘤的渗透浸润[11,12]。目前, 多种细

胞来源的囊泡已作为新型药物递送载体用于疾病的治

疗, 如癌症、阿尔茨海默症和脑梗死等[13-18]。哺乳动物

细胞囊泡的分离困难、成本高和生物安全性较低[19-22]。

因此, 寻找适于大规模培养且生物安全性高的生物囊

泡具有重要意义。多项研究表明, 酿酒酵母作为一种

益生酵母, 生长周期短, 容易进行大规模培养[23], 且本

身具有激活免疫系统和增强机体免疫力的性质[24]。更

重要的是 , 酵母囊泡具有较强的组织渗透能力[25],

Kutralam-Muniasamy等[26]详细阐述了酵母细胞来源囊

泡在生物递送系统中的潜在应用价值。

基于此, 本研究制备了一种具有肿瘤组织主动深

部渗透能力的酵母囊泡仿生纳米药物 (YCV/DOX)。

简言之 , 以具有基因缺陷型的 W303a 酵母细胞囊泡

(yeast cell vesicles, YCV) 作为药物载体, 高效负载化疗

药DOX。YCV/DOX可通过EPR效应富集到肿瘤部位,

进而凭借其良好形变的能力, 实现DOX的肿瘤深部高

效递送。肿瘤细胞摄取后, 可在溶酶体酸性环境释放

DOX, 进而发挥抗肿瘤作用。该仿生载体为化疗药物

的增效递送与治疗提供了一种新思路。

材料与方法

药品与试剂 盐酸多柔比星、近红外荧光染料

DiR iodide (大连美仑生物技术有限公司); 酵母提取物

(英国OXOID公司); 蛋白胨、琼脂粉 (北京奥博星生物

技术公司); 二棕榈酰磷脂酰胆碱 (DPPC, 上海芃硕生物

技术公司); DiIC18(3) (DiI) (上海碧云天生物技术公司);

罗丹明 B (rhodamine B, RB, 上海源叶生物科技有限

公司)。

仪器 Optima XPN-100型超速离心机 (美国贝克

曼库尔特商贸有限公司); NS-300 型纳米颗粒跟踪分

析 (nanoparticle tracking analysis, NTA)、动态光散射

(dynamic light scattering, DLS) (英国马尔文帕纳科仪器

有限公司); UV-2550型紫外-可见分光光度计 (日本岛津

公司); Nano-ZS90型纳米粒度分析仪 (英国马尔文公

司); H1 Synergy全波长荧光酶标仪 (美国伯腾仪器有限

公司); Tecnai G2 F20型透射电子显微镜 (transmission

electron microscope, TEM, 美国 FEI 公司); TCS SP8

STED 型激光共聚焦显微镜 (confocal laser scanning

microscope, CLSM, 德国卡尔蔡司公司); Accuri C6型流

式细胞仪 (美国BD公司); FX-PRO型小动物活体成像

仪(美国Bruker公司)。

W303a酵母菌的培养 从-80 ℃冰箱取出W303a

的甘油菌株, 于超净工作台中用接种环将其接种于YPD

(yeast extract peptone dextrose medium) 固体培养板上,

放入 30 ℃恒温培养箱中培养 2～3天, 待菌落直径约

为 2 mm时, 停止培养。挑取单个菌落接种于YPD液

体培养基中, 于 30 ℃恒温摇床上 180 r·min-1振摇 3天,

即可获得高浓度和高纯度的W303a酵母菌。

细胞培养 将小鼠乳腺癌细胞 (4T1) 和人正常

乳腺细胞 (Hs578Bst) 于含 10% 胎牛血清和 1% 双抗

(100 u·mL-1青霉素和100 μg·mL-1链霉素) 的RPMI1640

培养基中培养, 培养箱温度为 37 ℃, CO2含量为 5%。

4T1细胞隔天传代, 每次 1传 4。Hs578Bst细胞每 3～4

天传1次, 每次1传3。
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实验动物 雌性BALB/c小鼠 (15～18 g) 购自河

南省实验动物中心, 许可证号: SCXK (京) 2019-0008, 编

号: 110322211102478867。所有动物实验均按照郑州大

学动物实验伦理委员会和郑州大学动物保护使用委员

会的指导方针进行。

YCV 的提取及表征 取已培养 3 天的酵母菌液

200 mL, 于 5 000 ×g离心 5 min, 弃去上清液, 将酵母细

胞沉淀用去离子水洗涤1次, 加入10 mL酵母细胞裂解

液 (含 10 mmol·L-1 β-巯基乙醇的 0.1 mol·L-1 Tris-HCl,

pH 9.4), 混匀后置于 37 ℃恒温摇床上孵育 2 h, 再于

5 000 ×g离心5 min, 去除酵母细胞。上清液于13 000 ×g

离心 10 min, 去除细胞碎片。过 0.22 μm的滤膜, 再于

100 000 ×g 离心 2 h, 沉淀用磷酸盐缓冲液 (phosphate

buffered saline, PBS) 洗涤 1次, 再用 1 mL PBS复溶, 过

0.22 μm的滤膜后即得到酵母 YCV。分别使用 TEM、

NTA和DLS对YCV的形貌、粒径和电位进行表征。

YCV/DOX的制备与表征 称取 2 mg的 DOX溶

于 0.875 mL PBS中, 超声充分溶解后, 与每毫升 8×1011

个 YCV溶液 0.125 mL混合, 室温下 1 500 r·min-1振摇

孵育 24 h, 12 000 ×g离心 5 min。除去游离的DOX, 即

可成功制备YCV/DOX NPs。紫外可见分光光度计对

YCV、DOX和YCV/DOX进行全波长扫描, 验证YCV/

DOX的成功制备。

药物包封率的测定 精密称取 2、1 和 0.5 mg 的

DOX溶于875 μL PBS中, 超声溶解后, 与每毫升8×1011

个YCV溶液 125 μL混合, 室温 1 500 r·min-1振摇孵育

24 h, 12 000 ×g离心5 min。PBS洗涤除去游离的DOX,

使用荧光酶标仪检测上清液 490 nm 处的吸光度 (A)

值 , 按照公式 (1) 计算 DOX 的包封率 (encapsulation

efficiency, EE)。

EE = (DOXtotal - DOXsupernatant) / DOXtotal × 100% (1)

其中 DOXtotal 为 DOX 的总投料质量 , DOXsupernatant

为上清液中游离DOX的质量。

药物释放行为研究 分别将含有 100 μg DOX的

YCV/DOX溶于 1 mL PBS溶液 (pH 7.4、6.5和 5.5) 中,

于 37 ℃恒温摇床上孵育。在不同时间点 (0.5、1、2、4、

8、12、24、36、48 和 72 h) 取出样品 , 于 12 000×g 离心

5 min, 采用激发波长 490 nm、发射波长 595 nm测定上

清液荧光强度。

YCV细胞摄取行为及机制研究 取1 mL含8×1011

个YCV的溶液于 1.5 mL离心管中, 加入 1 mg·mL-1 DiI

溶液 10 μL, 于 37 ℃共孵育 15 min。然后转入透析袋

(Mw 8 000～12 000) 中以PBS为释放介质透析 24 h, 以

除去游离的DiI, 制得DiI标记的YCV。

收集对数期的 4T1细胞, 接种于 6孔板中, 细胞数

为 3×105个/孔。过夜贴壁后 , 用 1640 培养基将 10 μL

DiI标记的YCV稀释至 1 mL后, 加入到 6孔板中, 分别

共孵育 0.5、1、2和 4 h。孵育结束后, 用 PBS洗 2次, 胰

酶消化收集细胞, 使用流式细胞仪检测孵育不同时间

后4T1细胞内的荧光强度。

将 4T1 接种于 6 孔板中, 方法同上。待细胞贴壁

后, 分别加入 1 mL含 15 μg·mL-1氯丙嗪、20 μg·mL-1阿

米洛利和 7.5 mmol·L-1甲基 β环糊精 (methyl-β-cyclo‐

dextrin, MβCD) 的新鲜培养基, 作用 1 h后弃去上述含

药培养基, 加入含YCV/DiI的新鲜培养基, 4 h后收集

细胞, 流式细胞仪检测不同抑制剂作用下 4T1细胞内

的荧光强度。

细胞内药物释放行为研究 向 6孔板中各放入一

块盖玻片, 收集处于对数期的 4T1细胞, 接种于 6孔板

盖玻片上 , 细胞数为 3×105个/孔。过夜培养 , 加入含

YCV/DOX 的新鲜 1640 培养基 , 孵育 (2、4、6、12 和

24 h), 其中DOX质量浓度设为10 μg·mL-1。弃去含药培

养基, 用 PBS洗涤 2次, 加入 4% 多聚甲醛 1 mL, 室温

固定 10 min, 再用PBS洗涤 2次, 加入 10 μg·mL-1 DAPI

染液 1 mL, 于 37 ℃染色 10 min, PBS洗涤 2次, 将盖玻

片爬于载玻片上, 封片后置于CLSM上观察细胞内的

红色荧光分布。

YCV体外抗肿瘤活性考察 以4T1细胞为肿瘤细

胞模型, 以 Hs578Bst细胞为正常细胞模型, 通过细胞

计数试剂盒 (cell counting kit-8, CCK8) 检测YCV对两

种细胞的增殖抑制作用。分别收集处于对数期的两种

细胞, 接种于 96 孔板中, 细胞数为 5×103个/孔。细胞

培养过夜后, 分别加入 100 μL 含 1×104、1×105、1×106、

1×107、1×108、1×109和 1×1010个YCV的新鲜培养基 , 每

组设置 5 个复孔。培养 24 h, 向每孔中加入 10 μL 的

CCK8, 继续孵育 3 h, 采用酶标仪检测在 450 nm 波长

处 A450。按照公式 (2) 计算细胞存活率 (survival rate,

SR)。

SR = (As - Ab) / (Ac - Ab) × 100% (2)

其中, As代表实验孔吸光度值, Ac代表对照孔吸光

度值, Ab代表空白孔吸光度值。

YCV/DOX 细胞毒性检测 收集处于对数期的

4T1细胞, 接种于 96孔板中, 细胞数为 5×103个/孔。细

胞培养过夜后, 分别加入 100 μL 不同浓度的 DOX 和

YCV/DOX的新鲜培养基, DOX质量浓度设为 0.5、1、

2、4、6、8、10和 20 μg·mL-1, 每组设置 5个复孔。培养 24

和 48 h, 向每孔中加入 10 μL的 CCK8。继续孵育 3 h,

采用酶标仪检测A值。

3D肿瘤球渗透能力考察

DiI 标记的脂质体 (liposomes/DiI, Lipo/DiI) 的制
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备 称取 14 mg DPPC 和 2 mg 胆固醇溶于 5 mL 氯仿

中 , 加入 1 mg·mL-1 DiI 氯仿溶液 200 μL, 混匀后于旋

转蒸发仪上将氯仿蒸干。加入 4 mL PBS水化, 然后置

于超声波细胞破碎仪中超声, 获得澄清透明的溶液, 即

为Lipo/DiI。

构建 3D 肿瘤球 称取 0.30 g低熔点琼脂糖于玻

璃瓶中 , 加入 PBS 30 mL, 混匀后 , 拧松瓶盖 , 置于高

压蒸汽锅中于 121 ℃灭菌 30 min。随后趁热将其铺于

96孔板中, 每孔加入 100 μL。待其凝固后, 每孔加入

含 5×103个细胞的 4T1细胞悬液 100 μL。然后将 96孔

板固定于脱色摇床上 , 20 min 内将转速缓慢增加至

1 000 r·min-1, 继续振摇 30 min, 于 20 min 内将转速缓

慢降至0, 静置10 min。将96孔板转移至细胞培养箱中

培养7天, 在第4天时向每孔中补加新鲜培养基100 μL,

以提供足够的营养。培养结束后即可获得密度较高的

3D肿瘤球。

在含肿瘤球的96孔板中分别加入Lipo/DiI和YCV/

DiI, 使DiI终质量浓度为10 μg·mL-1。培养12 h, 用1 mL

枪头将 3D 细胞球从 96 孔板中转移至共聚焦培养皿

中, 用 PBS洗涤 2次, 置于CLSM下观察每纵深 10 μm

焦平面肿瘤球中的红色荧光。

荷瘤小鼠模型的建立 将 4T1细胞沉淀重悬于培

养基中, 使细胞数为 2×107个/mL。吸取 200 μL皮下注

射于雌性BALB/c小鼠的右前肢腋下。通过游标卡尺测

量肿瘤的体积, 按照公式 (3) 计算为瘤体积 (V, mm3)。

接种7～10天后, 待肿瘤体积达100 mm3即可用于药效

学研究。

V = L × W2 / 2 (3)

其中, L为肿瘤长径, W为肿瘤短径。

体内组织分布研究 取 1×1011个/mL YCV PBS溶

液 200 μL, 加入 1 mg·mL-1 DiR 溶液 10 μL, 于 37 ℃共

孵育 1 h, 置于透析袋 (Mw 12 000～14 000) 中, 以 PBS

为释放介质透析 24 h即可制得 DiR标记的 YCV溶液

(YCV/DiR)。

称取DPPC 7 mg、胆固醇 1 mg和DiR 1 mg于棕色

茄形瓶中, 加入 5 mL氯仿, 超声使其完全溶解。置于

旋转蒸发仪上于 40 ℃缓慢将氯仿蒸干 , 形成一层薄

膜。加入 PBS溶液 2 mL进行水化 1 h, 然后将溶液置

于超声波细胞粉碎机中超声, 得到澄清的脂质体溶液。

将其置于透析袋 (Mw 12 000～14 000) 中, 以去离子水

为释放介质透析 24 h, 即可制得 DiR 标记的脂质体

(Lipo/DiR)。

分别对荷瘤小鼠尾静脉注射Lipo/DiR和YCV/DiR

各 200 μL。每组 3只, 用小动物活体成像系统分别于

0.5、1、2、4、6、8、12、24、36和 48 h观察小鼠体内的荧光

分布。48 h后解剖各组小鼠的主要器官 (心、肝、脾、

肺、肾和肿瘤组织), 观察其荧光分布。

体内肿瘤深部渗透能力考察 选择RB染料对YCV

和Lipo进行示踪。分别单次注射200 μL的Lipo/RB和

YCV/RB, 其中 RB 质量浓度为 20 μg·mL-1。给药 24 h

后剥离肿瘤组织使用冰冻切片机切片。FITC标记的

CD31抗体标记肿瘤血管, DAPI标记肿瘤细胞核。使

用切片扫描仪对两组染好的切片进行全扫描。

体内抗肿瘤活性研究 待小鼠肿瘤体积达100 mm3

左右时, 随机分成6组, 每组5只, 分别通过尾静脉注射

不同的制剂: ① 生理盐水; ② Lipo; ③ YCV; ④ DOX;

⑤ Lipo/DOX;⑥ YCV/DOX,其中DOX剂量为2 mg·kg-1。

治疗周期为2周, 隔天给药。每次给药前用游标卡尺测

量肿瘤体积。治疗结束后, 剥离各组小鼠的肿瘤组织进

行苏木精-伊红染色 (hematoxylin-eosin staining, H&E

染色) 和脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端

标 记 法 染 色 (terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP-biotin nick end labeling, TUNEL染色)。

体内生物安全性考察 在治疗结束后, 剥离各组

小鼠的 5个重要组织器官 (心、肝、脾、肺、肾), 经多聚

甲醛固定后制成石蜡切片, 进行H&E染色, 以考察给

药后各组织细胞结构的变化。

数据分析 采用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行

处理和分析 , 所有数据以平均数 ± 标准差 (
-
x ± s) 表

示, P < 0.05表示差异性显著。

结果

1 YCV和YCV/DOX的表征

采用TEM观察YCV的形貌 (图 1A), YCV为粒径

约 100 nm的球形纳米粒; NTA结果显示, YCV粒径集

中分布在 100 nm (图 1B), 与TEM结果一致。此外, 使

用 DLS 检测 YCV 的水合粒径及电位 , 其水合粒径为

144.5 ± 2.3 nm, 比 TEM 的粒径偏大。YCV 的电位为

-8.59 ± 1.33 mV, 有利于带正电荷的DOX的高效负载。

由于带正电的DOX可通过静电作用荷载在负电

荷的YCV中, 将二者孵育 24 h后, 观察所制备的YCV

与YCV/DOX的溶液颜色变化 (图 1C), 可以看到YCV

自身为乳白色, 而负载DOX后的YCV/DOX为均一的

红色溶液。通过紫外可见分光光度计对YCV、DOX和

YCV/DOX进行全波长扫描, 结果如图1D所示。YCV自

身无特征吸收峰, 仅在 200～300 nm之间有末端吸收。

DOX 在 490 nm 处有特征吸收峰。YCV/DOX 中含有

DOX的特征吸收峰, 说明DOX成功负载在YCV中。

2 YCV/DOX的药物包封与释放

YCV 对 DOX 的包封能力见图 2。由图 2A 可知 ,
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当固定YCV的含量, YCV对DOX的包封率随DOX投

量的增加而降低。当DOX投料量为 0.5 mg时, 1×1011

个YCV对DOX的包封率为 82.5%。随着DOX的投料

量的提高, 虽然其药物装载量具有一定的提高, 但其包

封率显著下降。综合考虑选用DOX的投料量为0.5 mg。

YCV对DOX的高效包封为其抗肿瘤作用提供了有力

保障。

药物在肿瘤部位的有效释放也是发挥抗肿瘤作用

的关键步骤。分别选取pH 5.5、6.5和7.4的PBS溶液来

模拟肿瘤细胞内溶酶体、肿瘤组织和体液的 pH环境,

考察 YCV/DOX 在不同 pH 的 PBS 溶液中 DOX 的释

放, 结果如图 2B所示。在 pH 7.4环境下, 72 h后DOX

累积释放率不到 5%; 在 pH 6.5环境下, 24 h后DOX的

累积释放率趋于稳定, 约为 21.6%, 说明在肿瘤微环境

条件下会部分释放 DOX, 作用于肿瘤细胞; 在 pH 5.5

环境下, DOX的累积释放率显著增加, 24 h可达52.9%,

48 h趋于稳定, 累积释放率约为 63.5%, 说明酸性溶酶

体环境有利于YCV/DOX中DOX的累积释放。

3 细胞实验

3.1 YCV细胞摄取行为及机制研究 通过流式细胞

仪检测不同孵育时间下 4T1细胞对DiI标记的YCV的

摄取情况及在不同抑制剂作用下 4T1细胞对DiI标记

的 YCV的摄取, 结果如图 3A、B所示。4T1细胞中的

荧光强度随孵育时间的增加而增强, 具有时间依赖性。

为考察 4T1细胞对YCV的摄取机制, 使用不同类型的

内吞抑制剂对 4T1细胞预处理, 由图 3B可知, 只有在

MβCD作用下 4T1对DiI标记的YCV的摄取量有所减

少, 其他抑制剂均无明显细胞摄取抑制作用。结果表

明, 4T1对 YCV 的摄取是时间依赖型的, 而且是通过

小窝蛋白介导的内吞。

3.2 YCV/DOX 在肿瘤细胞内的药物释放行为研究

通过 CLSM 检测 YCV/DOX 在 4T1 细胞内的荧光分

布, 结果如图 4所示。孵育时间从 2 h增加至 6 h, 可以

看到细胞质和细胞核中的红色荧光均逐渐增强, 但细

胞数量无明显改变。但当孵育时间增加至 12 h时, 细

胞质中的红色荧光明显减弱, 红色荧光主要集中分布

Figure 1 Characterization of yeast cell vesicles (YCV) and yeast cell vesicles/doxorubicin (YCV/DOX). A: Transmission electron

microscopy (TEM) image; B: Nanoparticle tracking analysis (NTA) result of YCV; C: Photographs of YCV, YCV/DOX and DOX; D: UV-

vis spectrum of YCV, YCV/DOX and DOX

Figure 2 A: Encapsulation efficiencyof YCV/DOX with differ‐

ent devoted DOX amount. B: Release profile of DOX from YCV/

DOX at different pH values. n = 3,
-
x ± s
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在细胞核中, 4T1细胞数量明显减少。孵育 24 h, DOX

几乎完全进入细胞核, 细胞数量急剧下降, 说明YCV/

DOX 中的 DOX 在 4T1 细胞中可释放进入细胞核 , 诱

发细胞凋亡。

3.3 YCV的体外生物安全性考察 YCV作为新型纳

米载体, 其生物安全性至关重要。以Hs578Bst细胞作

为正常细胞模型、4T1细胞为肿瘤细胞模型, 考察不同

浓度YCV对 4T1细胞和Hs578Bst细胞存活率的影响。

YCV与细胞作用 24 h后, 在YCV的实验浓度范围内,

4T1细胞和Hs578Bst细胞的存活率较高 (图 5A), 说明

YCV对肿瘤细胞和正常细胞均无明显的细胞毒性, 生

物安全性良好。

3.4 YCV/DOX 的细胞毒性考察 含不同浓度 DOX

的 YCV/DOX 和游离 DOX 对 4T1 细胞的增殖抑制作

用结果如图 5B、C所示。随着DOX浓度的增加和孵育

时间的延长, 游离DOX组和YCV/DOX组的 4T1细胞

存活率逐渐降低。作用 24 h 后, YCV/DOX 组的抑制

率约为 64.2%; 作用 48 h后, 抑制率达 89.5%。但是在

DOX浓度相同条件下, 相同作用时间内YCV/DOX对

4T1细胞的增殖抑制作用较游离DOX组弱, 可能是由

于 YCV/DOX 被 4T1 细胞摄取后存在药物释放的过

程 , YCV/DOX 中 DOX 释放相对比较缓慢 , 相同时间

内进入细胞核的DOX量较少, 导致对细胞内DNA损

伤较弱。

3.5 3D 肿瘤球渗透能力考察 多项研究表明, 生物

囊泡具有通过发生自身形变向肿瘤深部渗透的能力。

作者制备了类似大小的脂质体, 通过Transwell迁移实

验考察了 YCV 和脂质体的渗透能力。如图 6A 所示,

相比于脂质体, 尤其是在 12 h, YCV 的穿透能力明显

增加, 间接证明了YCV可能通过形变增加了渗透。随

后, 利用低熔点琼脂糖构建了 3D肿瘤细胞球, 以Lipo

作为对照 , 采用 CLSM 观察 DiI 标记的 YCV/DiI 和

Figure 4 Confocal laser scanning microscopy (CLSM) images of 4T1 cells treated with YCV/DOX for different times

Figure 3 A: Cellular uptake of YCV/DiI by 4T1 cells at different times. B: Cellular uptake behavior of YCV/DiI by 4T1 cells before treated

with different inhibitors. MβCD: Methyl-β-cyclodextrin
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Lipo/DiI在 3D肿瘤细胞球中的渗透深度, 结果如图 6B

所示。Lipo/DiI组在 30 μm焦平面上已呈边缘分布的

状态, 相比而言, YCV/DiI组从 30 μm到 50 μm焦平面

上荧光分布范围更广, 荧光强度更强。YCV/DiI组渗

透深度达 50 μm, 而Lipo/DiI组渗透深度约 30 μm。总

之, 与Lipo相比, YCV具有更强的肿瘤渗透能力, 可能

是因为YCV在肿瘤复杂微环境下具有较强的自主变

形能力, 使其能渗透至肿瘤组织深部。

4 动物实验

4.1 YCV的体内分布研究及肿瘤组织渗透能力考察

使用DiR近红外荧光染料示踪YCV与Lipo, 考察其在

荷瘤小鼠体内的分布, 结果如图 7A 所示。从图中可

见, YCV与Lipo均具有一定的肿瘤靶向能力, 但YCV

的肿瘤靶向滞留能力相对更强, 可能的原因是天然来

源 YCV 在体内循环时间更长。与 Lipo相比, YCV 在

肝脏中聚集相对较少, 可能是因为Lipo作为合成的纳

米材料, 属于外来异物, 容易被肝巨噬细胞识别和摄

取, 因此在肝脏中聚集更多, 荧光信号更强。而YCV

是生物来源的纳米囊泡, 具有一定的生物相容性, 被肝

巨噬细胞摄取的相对较少 , 荧光信号更弱。此外 ,

YCV 在脾脏中的分布更多 (图 7B), 可能的原因是

YCV承袭了其母细胞酿酒酵母中的相关蛋白, 可激活

免疫系统, 提高机体免疫能力所致。

使用DiI红色荧光染料标记Lipo与YCV, CD31抗

体对肿瘤血管进行标记, 进一步考察其在体内肿瘤组

织中的分布 (图7C)。Lipo仅分布在肿瘤组织浅表面, 而

YCV则更多、更均匀地分布在整个肿瘤组织中。因此,

与Lipo相比, YCV在肿瘤组织中具有更强的深部渗透

能力, 可能的原因是YCV具有一定的自变形能力, 能够

深入到深部肿瘤组织, 实现了DOX的肿瘤深部递送。

4.2 YCV/DOX的体内抗肿瘤活性研究 不同制剂体

内抗肿瘤效果如图 8所示。与对照组相比, Lipo组荷

瘤小鼠的相对瘤体积无显著性差异, 而给予YCV后相

对瘤体积则有所减小, 可能YCV与其母体酵母细胞相

似, 具有一定的增强机体免疫能力的作用 (图 8A)。当

给予不同DOX制剂后, 肿瘤的生长都有不同程度的抑

制。游离DOX组相对瘤体积为 4.10 ± 0.37, Lipo/DOX

组相对瘤体体积为 2.87 ± 0.30, YCV/DOX组相对瘤体

体积为 1.79 ± 0.29, 与对照组 (7.58 ± 0.46) 相比均有显

著性差异 (P < 0.001), 说明DOX具有一定的抗肿瘤作

Figure 5 A: Cytotoxicity of YCV to Hs578Bst and 4T1 cells for 24 h. In vitro antitumor effect of (B) YCV/DOX and (C) DOX for

treatment at 24 and 48 h. n = 6,
-
x ± s

Figure 6 A: YCV and liposomes penetrate into the lower chamber of Transwell at different time points. B: CLSM images of 3D tumor cell

sphere treated with YCV and liposomes (Lipo) for 24 h. Scale bar: 75 μm. n = 3,
-
x ± s
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用。而 YCV/DOX组表现出最强的抗肿瘤效果, 主要

归因于 YCV/DOX 制剂中 YCV 的肿瘤靶向滞留和变

形运动能力促进了DOX的肿瘤蓄积和深部递送效率。

治疗周期结束后, 各组小鼠肿瘤的重量和相应的

抑瘤率如图 8B、C所示。经过 2周的治疗周期, 对照组

小鼠的瘤重约1.7 g, Lipo组约为1.6 g, 与对照组相比无

显著性差异 (P > 0.05)。YCV组瘤重约1.25 g, 抑瘤率为

25.6% (P < 0.01), 可能是因为YCV增强免疫的作用[27-33]。

Figure 8 In vivo antitumor effects of YCV/DOX. Relative tumor volume (A), tumor weight (B) and tumor inhibition rate (C) of tumor-

bearing mice with different treatments vs control group. n = 5,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001. D: The hematoxylin and eosin (H&E) and

terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) staining of tumor slices from different groups after

treatment

Figure 7 In vivo biodistribution of YCV. A: Near-infrared light (NIR) fluorescence imaging of tumor-bearing mice after intravenous

injection with YCV and Lipo, respectively; B: The corresponding fluorescence intensity of tumor and major organs at 24 h post-injection; C:

Fluorescence imaging of tumor tissue slices at 24 h post-injection of YCV and Lipo. Red color represented DiI and green color means CD31

(tumor vessels). The penetration area of YCV and Lipo were marked by white broken lines
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给予不同DOX制剂后, 从游离DOX的0.88 g降至YCV/

DOX组的 0.56 g, 抑瘤率达 67.4% (P < 0.001), 不仅归

因于纳米载体的肿瘤靶向性, 还依靠YCV自身的肿瘤

深部渗透能力将DOX递送至肿瘤深部的作用。对各

组小鼠肿瘤组织的石蜡切片进行H&E和TUNEL染色

(图 8D)。H&E染色结果显示, 对照组和Lipo细胞核完

整饱满, 数量较多。给予YCV后细胞核有一定程度的

皱缩。不同DOX制剂作用后, 肿瘤细胞的细胞核呈现

不同程度的皱缩和数量减少。YCV/DOX组中细胞核

固缩最严重, 且细胞核大幅度减少, 肿瘤细胞死亡率最

高。TUNEL结果显示, 对照组几乎无绿色荧光, Lipo组

有较弱绿色荧光, 可能是因为 Lipo浓度较高, 对肿瘤

细胞有微弱的毒性。与Lipo组相比, YCV组绿色荧光

强度明显增强, 可能是YCV能增强机体免疫力, 增加

免疫细胞对肿瘤细胞的杀伤作用。不同DOX制剂作

用后肿瘤细胞内绿色荧光呈现不同程度的增强, 其中

YCV/DOX组中绿色荧光最强, 细胞核受损最严重, 说

明YCV/DOX在体内具有最强的肿瘤细胞杀伤能力。

4.3 YCV/DOX的体内生物安全性考察 治疗结束后

取各组小鼠的心、肝、脾、肺和肾组织制成石蜡切片, 进

行H&E染色, 结果如图 9所示。不同制剂组小鼠肝静

脉窦完整, 肝脏细胞紧绕肝静脉窦有序排列; 脾小节完

整, 脾细胞正常; 肺泡大, 没有皱缩; 肾小球完整, 肾小

管上皮细胞核完好。游离DOX组的心脏切片显示有

严重心肌纤维分解和心肌细胞损伤; Lipo/DOX组有轻

微心肌损伤, 而空白载体YCV和YCV/DOX组心肌细

胞完整且排列有序, 无明显的心肌毒性, 说明YCV不仅

自身具有良好的生物安全性, 还可以降低DOX的心脏

毒性, 提高化疗效果。

讨论

化疗作为临床最常用的肿瘤治疗手段, 因常用剂

量较大而具有较强的不良反应。纳米载体的出现一定

程度上降低了药物的使用剂量, 提高了药物的肿瘤靶

向滞留能力, 如脂质体已被批准用于临床。但多柔比

星脂质体等药物在到达肿瘤后也主要被限制在肿瘤血

管的周围, 严重限制了药物在肿瘤组织的深部渗透。

研究表明, 基质应力松弛使细胞囊泡轻松逃离 ECM,

而刚性基质增加囊泡的波动转运。刚度和应力松弛的

结合极大地提高了囊泡的转运能力。囊泡还通过

AQP1 (aquaporin-1) 进行水渗透, 通过改变囊泡体积使

其更容易变形, 从而使其摆脱限制。细胞囊泡的脂质

Figure 9 H&E staining of main organs from mice with different treatments
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成分和细胞骨架蛋白 cytospin-A 也可能影响其转运。

因此, 有生物学功能的细胞囊泡可主动渗透肿瘤ECM

转运药物[34,35]。而且 , 细胞摄取过程是能量依赖的。

纳米粒在细胞摄取过程中容易受到细胞膜的压力和粒

子与细胞膜之间的范德华力的影响而发生形变。形态

变化可以减少内化过程中细胞膜的变形和相应的能

量, 从而促进其被细胞摄取[36-39]。

本研究选取了易于大规模培养、生物安全性高的

天然酿酒酵母细胞作为生物囊泡来源, 提取YCV并高

效装载一线抗肿瘤药物DOX, 构建可自主向肿瘤深部

渗透的 YCV/DOX 纳米体系。该体系具有显著的 pH

敏感释药能力。4T1细胞对YCV的摄取呈现以小窝蛋

白介导的时间依赖性内化, 且在溶酶体中释放 DOX,

发挥杀伤肿瘤细胞作用。更重要的是, 与脂质体相比,

YCV具有更强的肿瘤组织渗透能力, 推测其机制可能

为YCV保留了酵母细胞良好的形变能力。通过进一

步的体内实验发现, 相比脂质体, YCV/DOX具有更强

的肿瘤积累和更强的肿瘤组织深层次渗透能力, 进而

发挥更强的抗肿瘤作用。此外, 体内外抗肿瘤活性研

究表明, YCV可提高DOX的抗肿瘤效率; 体内生物安

全性评价结果表明YCV自身具有良好的生物安全性,

可显著降低DOX心脏毒性。

本研究从体内外水平初步探索了YCV的肿瘤渗

透能力, 以DOX为药物模型, 考察了药物包封率、药物

释放特征、体内外抗肿瘤活性和体内分布等, 为酵母囊

泡递送肿瘤药物提供了依据。
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