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叶酸介导的雷公藤甲素外泌体靶向给药系统抗恶性黑色素

瘤体内外评价

顾永卫 1, 姜良弟 1,2, 杜 月 2,3, 李爱雪 1,2, 刘继勇 1*
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摘要: 本研究以人恶性黑色素瘤A375细胞来源的外泌体为载体, 以肿瘤细胞表面高表达的叶酸受体为靶点, 以

中药雷公藤甲素为模型药物, 制备外泌体靶向给药系统FA-Exo/TPL, 并对其体外特性和体内抑瘤效果进行表征和

评价。采用梯度离心法收集外泌体, 叶酸靶向修饰后包载药物, 制备成的 FA-Exo/TPL粒径在 100 nm左右, 呈茶托

状双层膜结构, 对药物具有较高的包封率和载药量。体外研究显示, FA-Exo/TPL可被黑色素瘤细胞大量摄取, 从而

增强了药物抑制细胞增殖和促进细胞凋亡的作用。体内实验结果表明, FA-Exo/TPL能有效抑制肿瘤组织的生长,

延长荷瘤裸鼠的生存期, 且能显著降低药物的系统毒性, 起到增效减毒的作用。动物福利和实验过程均遵循复旦大

学附属肿瘤医院动物伦理委员会的规定。本研究为雷公藤甲素抗恶性黑色素瘤的制剂学研究提供了新的思路和

方法。
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Abstract: In this study, exosomes were extracted from human malignant melanoma cell A375. Folic acid (FA)

receptor was used as target and triptolide (TPL) was used as model drug to prepare exosome targeted drug delivery

system, FA-Exo/TPL. The physicochemical properties and antitumor effect were evaluated in vivo and in vitro.

Gradient centrifugation method was applied to collect exosomes. Then, exosome was modified with FA for loading

TPL. The particle sizes of the FA-Exo/TPL were about 100 nm with a double-layer membrane structure like a tray.

It is characteristic of high encapsulation efficiency and drug loading. In vitro experiments showed that FA-Exo/TPL

could be effectively uptaken by A375 cells, thus significantly inhibiting proliferation and promoting apoptosis the

cells. In vivo experiment results showed that FA-Exo/TPL could effectively inhibit the growth of tumor tissue,

prolong the model mice life cycle, and significantly reduce the systemic toxicity of the free drug, playing a

synergistic and toxic role. Animal welfare and experimental procedures follow the regulations of the Animal Ethics

Committee of Fudan University Shanghai Cancer Center. This study provides a new strategies and methods for the
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preparation of TPL against malignant melanoma.
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恶性黑色素瘤 (malignant melanoma, MM) 是一种

高度侵袭和极易转移的恶性肿瘤, 近年来已成为所有

恶性肿瘤中发病率增长最快的肿瘤[1]。目前, 只有早

期黑色素瘤可采用手术方式切除治疗, 对于中晚期的

黑色素瘤尚无有效治疗手段。黑色素瘤的药物治疗主

要包括化疗、生物治疗及免疫治疗等。针对黑色素瘤

治疗的一线化疗药物, 除达卡巴嗪及常规化疗药物外,

近年来再无新的化学药物问世。5-氟尿嘧啶等常规的

化疗药物不良反应较大, 且总有效率只有 10%～15%。

新的 BRAF 抑制剂威罗菲尼 (vemurafenib)、有丝分裂

原活化蛋白激酶 (mitogen-activated extracellular signal

regulated kinase, MEK) 抑制剂曲美替尼 (trametinib) 单

独使用6～7个月后均会出现严重的耐药性。2014年美

国食品药品监督管理局 (Food and Drug Administration,

FDA) 批准了BRAF-MEK靶向联合疗法, 但药物作用

时间只延长了 4个月左右, 远远不能满足黑色素瘤的

有效治疗[2]。目前肿瘤免疫治疗方法备受关注, 但免

疫治疗的效果和安全性尚待进一步考察, 且治疗费用

昂贵[3]。因此, 国内外许多学者都将寻找治疗黑色素

瘤药物聚焦到中药和天然产物上, 希望找到新的突破

口。中药雷公藤及其衍生物则是近年来研究的热点。

传统中医药理论认为, 黑色素瘤属中医“黑疔”、

“疠疽”范畴, 其主要病机为虚、毒、痰、瘀 4个方面。在

临床治疗中, 以“扶正祛邪、清热解毒、活血化瘀”为主

要治则。中药雷公藤具有祛风除湿、活血通络、消肿止

痛、杀虫解毒等功效。雷公藤甲素 (triptolide, TPL) 是

雷公藤的主要活性成分, 具有抗炎、镇痛、抗肿瘤等作

用。雷公藤甲素及其衍生物 minnelide在美国已完成

了对胃癌的Ⅰ期临床试验和对胰腺癌的Ⅱ期临床试验,

是目前研究的热点化合物[4]。课题组的前期研究也表

明, TPL具有显著的抗肿瘤效果, 但其本身存在水溶性

差、不良反应大等问题, 严重限制了其临床应用[5-7]。

近年来, 仿生纳米载体在药物靶向递送中表现出

独特的优势。其中外泌体 (exosome, Exo) 是一类粒径

在 50～200 nm的细胞分泌囊泡, 可由多种类型细胞产

生, 存在于大多数体液中。作为天然的纳米级囊泡, 外

泌体具有毒性小、免疫原性低、靶向归巢能力强和可包

载的物质种类多等特点, 使其成为具有潜力的药物递

送载体[8-10]。利用这一特点, 本研究以肿瘤细胞来源的

外泌体作为TPL的递药载体, 利用其天然的归巢特性

将药物靶向递送至肿瘤部位, 选择适当的靶点对其进

行表面修饰, 可进一步增强其靶向性, 改善药物的体内

分布。

与正常细胞相比, 叶酸 (folic acid, FA) 受体在上皮

恶性组织中过度表达。研究表明, 人、鼠黑色素瘤的原

发灶及转移灶中均过表达叶酸受体, 但在正常细胞表

面则低表达或未表达[11]。叶酸廉价易得、无毒、非免疫

原性, 且与叶酸受体具有高度的亲和力, 将其作为靶头

连接到药物载体上, 可介导叶酸修饰的给药系统通过

胞吞作用等途径摄入细胞[12-14]。因此, 本研究在前期

研究基础上, 采用叶酸对黑色素瘤细胞分泌的外泌体

进行修饰, 制备双靶向纳米给药系统 FA-Exo/TPL, 将

药物靶向递送到黑色素瘤细胞, 实现增效减毒的目的。

材料与方法

药品与试剂 TPL (纯度 ≥ 98%, 上海源叶生物科

技有限公司); 胰酶、DMEM 培养液、胎牛血清、双抗

(Gibco 公司); 磷酸盐缓冲盐 (PBS, Hyclone 公司);

DSPE-PEG2000-FA (西安瑞禧生物科技有限公司); RIPA

裂解液、BCA (bicinchoninic acid)试剂盒 (Beyotime 公

司); PKH67 试剂盒 (Sigma-Aldrich 公司); DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole)试剂盒 (Solarbio公司); CCK-8

试剂盒 (cell counting kit-8, Biosharp 公司); DiR 荧光

探针、Annexin V-APC/7-AAD凋亡试剂盒 (上海懋康生

物科技有限公司); TUNEL (terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling

assay) 试剂盒 (Roche公司); 甲醇为色谱纯, 水为超纯

水, 其余试剂为分析纯。

细胞与实验动物 人恶性黑色素瘤细胞株 A375

购自ATCC (America Type Culture Collection)。BALB/c

裸鼠, 购自上海市斯莱克实验动物有限公司 [许可证

号码: SCXK (沪) 2017-0005], 20 ± 2 g, 雄性。所有动

物实验经复旦大学附属肿瘤医院实验动物伦理委员会

批准, 实验动物使用许可证号: SYXK (沪) 2020-0006。

FA-Exo/TPL外泌体靶向给药系统的制备 采用

梯度离心法分离A375细胞来源的外泌体[15]: A375细胞

长至 60%融合状态时, 加入无外泌体血清的培养基继

续培养至 85%融合状态, 收集A375细胞上清, 依次经

过以下离心条件操作: 300 ×g、10 min; 2 000 ×g、10 min;

10 000 ×g、30 min; 120 000 ×g、70 min, 2次, 将沉淀物

重悬于PBS中, 即得Exo悬液。

采用共孵育法制备FA-Exo外泌体靶向递送载体[16]:

·· 3225



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(12): 3224 −3232

利用 BCA 试剂盒测定制备的 Exo 的总蛋白浓度 , 以

Exo∶DSPE-PEG2000-FA (20 mg·mL-1) = 20∶1 (w/w) 的

比例混合均匀, 并于室温条件下共孵育 1 h, 将混合物

于 120 000 ×g、4 ℃下离心 70 min, 除去游离的 DSPE-

PEG2000-FA, 将离心沉淀物用预冷 PBS重悬, 即得靶向

载体FA-Exo。

采用超声法制备 FA-Exo/TPL外泌体靶向给药系

统[17,18]:将TPL的二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)

溶液 (1 mg·mL-1) 和FA-Exo载体溶液置于探头超声仪

中进行超声处理。超声仪参数设置为: 20%振幅, 30 s

开/关, 6个循环, 共持续3 min, 每个循环之间有2 min的

冷却时间。经超声处理的混合物于 37 ℃下静置 0.5 h,

4 ℃下静置 1 h, 以恢复外泌体膜结构, 于 120 000 ×g、

4 ℃条件下离心 70 min, 除去上清液, 将离心沉淀物采

用预冷 PBS 重悬 , 即得外泌体靶向给药系统 FA-Exo/

TPL。以载体对药物的包封率 (encapsulation efficiency,

EE) 和载药量 (drug loading, DL) 为主要指标, 将FA-Exo

(总蛋白量) 和 TPL的质量比分别设置为 15∶1、10∶1、

5∶1、1∶1、1∶5、1∶10 和 1∶15, 优选 FA-Exo 和 TPL 的用

量。采用同样的方法制备Exo/TPL。

包封率和载药量测定 按上述方法制备和分离

FA-Exo/TPL, 收集上清液, 采用HPLC法测定未被包载

的游离TPL浓度[7], 同时在下层沉淀物中加入甲醇, 溶

解 , 10 000 ×g 离心 10 min, 测定载入外泌体中的 TPL

含量, 根据以下公式 (1)、(2) 计算 FA-Exo/TPL 的包封

率 (EE) 和载药量 (DL)。

EE = (Wtotal −Wfree) / Wtotal × 100% (1)

DL = We / (Wm + We) × 100% (2)

其中, Wtotal、Wfree、We、Wm分别为制备过程中加入药

物总质量、未能包载的游离药物质量、包封于外泌体内

的药物质量、外泌体载体的质量。

FA-Exo/TPL 粒径、电位和形态学考察 利用纯

化水稀释 FA-Exo/TPL, 利用激光粒度仪测定其粒径、

粒径分布和电位。取 5 μL悬液于铜网上, 滴加醋酸双

氧铀液负染, 于室温干燥后, 采用透射电镜观察拍摄其

形态结构。

Western blot 验证外泌体表面蛋白 取制备的

Exo 和 FA-Exo/TPL 悬液 , 加入 RIPA 裂解液使外泌体

裂解, 提取的蛋白经 SDS-PAGE分离、转膜、牛血清白

蛋白 (BSA) 封闭、洗膜后, 分别加入稀释的CD63、CD9

和 TSG101一抗, 孵育、洗膜后, 加入辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔二抗, 并采用ECL化学发光试剂盒测

定外泌体表面特征蛋白的表达情况。

A375 细胞对 FA-Exo/TPL 的摄取情况 将 A375

细胞接种于共聚焦培养皿中, 待细胞长至融合状态后,

吸去培养基, 分别加入经PKH67标记的FA-Exo/TPL和

Exo/TPL, 继续孵育 4 h, 弃去培养基并洗涤细胞, 依次

加入4%多聚甲醛固定细胞, DAPI溶液深染细胞核, 抗

荧光淬灭封片液封片, 用激光共聚焦显微镜观察并拍照

分析A375细胞对FA-Exo/TPL和Exo/TPL的摄取情况。

FA-Exo/TPL 对 A375 细胞增殖的影响 将 A375

细胞接种于 96孔板中, 细胞长至融合状态后, 实验组

分别加入 100 μL 不同浓度的 Exo、FA-Exo、Exo/TPL、

TPL和FA-Exo/TPL溶液, Exo和FA-Exo组中的总蛋白

质量浓度依次为 5、25、50、100、200 μg·mL-1, Exo/TPL、

TPL 和 FA-Exo/TPL 组的药物质量浓度依次为 5、25、

50、100、200 ng·mL-1, 对照组细胞不加制剂, 空白组中

只含有培养基 (n = 8)。继续孵育 24 h后, 分别于每个

培养孔中加入 CCK-8 试剂 10 μL, 室温条件下继续孵

育 2 h, 利用酶标仪测定各孔的吸光度值, 并根据以下

公式 (3) 计算不同实验组细胞的存活率, 其中As为实

验组吸光度、Ab 为空白组吸光度、Ac 为对照组吸

光度。

细胞存活率 = [(As−Ab)/(Ac−Ab)]×100% (3)

FA-Exo/TPL 对 A375 细胞凋亡的影响 将 A375

细胞接种于 12孔板中, 细胞长至融合状态后, 分别加

入FA-Exo、Exo/TPL、TPL和FA-Exo/TPL (FA-Exo组中

外泌体蛋白总质量浓度为50 μg·mL-1; Exo/TPL组、TPL

组和 FA-Exo/TPL组中TPL质量浓度均为 50 ng·mL-1),

继续培养 6 h, 采用流式细胞仪检测不同处理组的凋亡

图谱, 并分析早、晚期细胞凋亡率和坏死率。

人恶性黑色素瘤裸鼠移植瘤模型的建立 取对数

生长期的 A375 细胞, 胰酶消化、离心后, 加入预冷的

DMEM培养基, 调整细胞数为每毫升2.5×107个。于裸

鼠右腋窝处皮下接种 200 μL细胞悬液, 待肿瘤长至一

定体积后, 用于后续实验。

FA-Exo/TPL的体内靶向性考察 按照上述方法

构建荷瘤裸鼠模型, 待肿瘤长至 500 mm3左右时用于

考察 FA-Exo/TPL 的体内靶向性。37 ℃下 , 将 DiR 稀

释液 (1 mmol·L-1) 与制备的FA-Exo/TPL和Exo/TPL按

1∶1 的比例混合 (按外泌体总蛋白量), 15 min 后 , 于

120 000 ×g条件下离心 1 h除去多余DiR, PBS重悬, 即

得 DiR 荧光探针标记的 FA-Exo/TPL 和 Exo/TPL。将

其分别通过尾静脉注射至荷瘤裸鼠体内, 给药 0.5、2、

4、8、24 h时, 用异氟烷麻醉, 在 750 nm/780 nm波长处,

利用小动物活体成像系统 [型号: IVIS Lumina S5; 珀

金埃尔默企业管理 (上海) 有限公司] 考察荧光信号的

强度变化和体内分布 , 评价经叶酸修饰后的外泌体

FA-Exo/TPL的肿瘤靶向性。

FA-Exo/TPL体内抑瘤效果 按照上述方法构建
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荷瘤裸鼠模型, 待肿瘤长至 100 mm3左右时, 将模型动

物随机分为 5 组 (n = 6): 生理盐水组、FA-Exo、TPL、

Exo/TPL和 FA-Exo/TPL组。TPL、Exo/TPL和 FA-Exo/

TPL组中, 按TPL计算, 给药剂量为0.6 mg·kg-1; FA-Exo

组外泌体给药剂量为 6 μg·kg-1 (按总蛋白计)。第 1次

给药记为 0天, 每 2天给药 1次, 共给药 14天 (共给药 8

次)。每次给药后称量裸鼠的体重, 测量肿瘤组织的长

径 (a)、短径 (b), 并计算肿瘤体积 [V, V = (a×b2)/2], 绘制

裸鼠的体重和肿瘤组织生长变化曲线图。第 15天, 处

死裸鼠, 剥离肿瘤组织、称重、计算抑瘤率 (抑瘤率 =

(对照组平均质量 −实验组平均质量)/对照组平均质量 ×

100%), 并进行苏木素 − 伊红 (hematoxylin-eosin, HE)

和 TUNEL 染色 , 考察各给药组的抑瘤情况。同时取

心、肝、脾、肺、肾组织, 进行HE染色, 考察各给药组的

生物安全性。剩余的荷瘤裸鼠 (n = 6) 继续饲养, 记录

其自然死亡或者瘤体积大于2 000 mm3的时间, 绘制生

存曲线。

统计学分析 所有数据均以平均数 ± 标准差 (
-
x ± s)

表示, 统计图均以 GraphPad Prism 6.0软件绘制, 统计

学差异均以 SPSS 18.0软件进行分析, 分析方法包括 t

检验、ANOVA方差分析, P < 0.05表明有统计学差异。

结果

1 FA-Exo/TPL纳米靶向给药系统的制备及表征

结果如图 1所示。图 1A、B粒径和透射电镜结果

显示, 提取的外泌体粒径为 100 nm左右, 形态呈茶托

样的双层膜结构。BCA试剂盒测得的总蛋白质量浓

度为 4.98 ± 0.19 mg·mL-1。经叶酸修饰后的靶向载体

FA-Exo, 其形态和粒径无明显变化。而电位结果显示,

Exo为−25.14 ± 0.79 mV, FA-Exo降为−39.73 ± 0.32 mV,

载药后, Exo/TPL与 FA-Exo/TPL与各自不载药的空白

载体无显著性差异, Exo/TPL和 FA-Exo/TPL的电位分

别是−25.52 ± 0.65 mV和−38.03 ± 1.43 mV, 表明 FA成

功连接到Exo表面。图 1C为不同 FA-Exo和TPL质量

比制备的 FA-Exo/TPL 的包封率和载药量 , 结果表明

FA-Exo总蛋白含量与TPL的质量比为1∶1时, 具有较高

的包封率和载药量, 分别为56.39% ± 1.09%和36.06% ±

0.44%。载药后的形态、粒径结果表明 (图1A、B), 超声

法载药制备的Exo-TPL和FA-Exo/TPL外泌体给药系统

仍保持原有的形态结构, 但粒径有所变大, 为 110 nm

左右。图 1D结果表明, 经叶酸靶向修饰和载药后, 并

未影响标记蛋白CD9、CD63以及TSG101的表达。

2 A375细胞对FA-Exo/TPL的摄取情况

药物被靶细胞有效摄取是其发挥疗效的前提, 本实

验利用激光共聚焦显微镜考察PKH67标记的Exo/TPL

和FA-Exo/TPL的胞内摄取情况。图2A为FA-Exo/TPL

和Exo/TPL与A375细胞共孵育 4 h后的入胞分布。图

中蓝色代表深染的 A375细胞核, 绿色代表 PKH67标

记的外泌体膜, Merge图为蓝色和绿色荧光的叠加效

果图。结果显示, 绿色荧光主要分布在细胞质中, 表明

Figure 1 The characterization of Exo drug delivery systems. A, B: The morphology (A) and size distribution (B) of Exo, FA-Exo, Exo/

TPL, and FA-Exo/TPL; C: The drug loading and encapsulation efficiency of FA-Exo/TPL; D: The expression of CD9, CD63, and TSG101

of Exo and FA-Exo/TPL. Scale bar: 100 nm. n = 3,
-
x ± s. Exo: Exosome; FA: Folic acid; TPL: Triptolide; TSG101: Tumor susceptibility

gene 101
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Exo/TPL和FA-Exo/TPL均可被A375细胞摄取。图 2B

为 FA-Exo/TPL 和 Exo/TPL 与 A375 细胞共孵育后 , 细

胞内的平均荧光强度, 表明经叶酸修饰后, 外泌体给药

系统更容易被靶细胞摄取, 这可能是由于A375细胞高

表达的叶酸受体对叶酸修饰的外泌体有更强的亲和

性, 从而增强了细胞摄取。

3 FA-Exo/TPL对A375细胞增殖的影响

图 3为不同处理组对A375细胞增殖的影响结果。

结果表明, 制备的外泌体Exo及经叶酸修饰的外泌体

FA-Exo具有良好的生物相容性, 几乎没有细胞毒性。

含药组均表现出浓度依赖的细胞毒作用, 以TPL计算,

Exo/TPL、TPL 和 FA-Exo/TPL 的半抑制浓度值 (half

maximal inhibitory concentration, IC50) 分别为 60.27、

45.54和 27.79 ng·mL-1, 表明将TPL包载于Exo中可降

低药物本身抑制肿瘤细胞增殖的作用。而将TPL包载

于 FA-Exo后, 可显著增强TPL细胞毒作用, 可能是由

于游离药物组的药物依靠被动运输进入细胞, 可起到

快速杀伤肿瘤细胞的作用, 包载于外泌体后增强了其

生物相容性, 而经靶向修饰后, 增强了载体与细胞间的

相互作用, 易被受体细胞摄取, 药物可在细胞内累积,

从而增强了其抑制A375细胞增殖的作用。

4 FA-Exo/TPL对A375细胞凋亡的影响

A375 细胞经 FA-Exo、Exo/TPL、TPL 和 FA-Exo/

TPL诱导凋亡的结果如图 4所示, FA-Exo组与对照组

相比无显著性差异 (P > 0.05), 表明FA-Exo没有凋亡诱

导作用 (图4A、B)。而图4C～E显示, Exo/TPL、TPL和

FA-Exo/TPL组的细胞出现不同程度的早期凋亡 (Q2)、

晚期凋亡和坏死 (Q3), 且总凋亡率 (Q2 + Q3) 依次增

加 (图 4F)。与Exo/TPL和TPL组相比, FA-Exo/TPL组

的细胞凋亡率最高 (P < 0.001), 可能与叶酸和细胞表

面的叶酸受体相互作用, 增强了肿瘤细胞对TPL的摄

取有关, 与细胞增殖实验结果一致。

5 FA-Exo/TPL的体内靶向性考察

为考察FA-Exo/TPL的靶向性和体内分布, 构建了

黑色素瘤裸鼠模型。给药后, 利用小动物活体系统观察

DiR标记的Exo/TPL和FA-Exo/TPL随时间在体内的动

态分布情况。图 5结果显示, Exo/TPL和 FA-Exo/TPL

在肿瘤部位有不同程度的蓄积 , 与 Exo/TPL 组相比 ,

FA-Exo/TPL组随着时间的延长, 表现出更强的肿瘤靶

向性, 且在给药 4 h时表现出最大的肿瘤部位积累, 随

后被代谢出体外, 给药 24 h后, FA-Exo/TPL组肿瘤部

位的荧光强度仍显著高于Exo/TPL组, 表明经叶酸修饰

后, 增强了外泌体给药系统的肿瘤靶向性。肿瘤处的增

强渗透和滞留效应 (enhanced permeation and retention

effect, EPR) 以及肿瘤细胞来源的外泌体的天然归巢

特性, 使得Exo/TPL具有一定的肿瘤靶向能力[19]; 根据

肿瘤细胞表面高表达叶酸受体的特点, 制备的FA-Exo/

TPL进一步增强了与肿瘤细胞的相互作用, 改变外泌

体的体内分布特性, 延长了体内半衰期, 实现在肿瘤部

位的靶向蓄积, 从而增强药物的抑瘤作用。

Figure 3 The viability of A375 cells after treatment with differ‐

ent concentrations of Exo, FA-Exo, Exo/TPL, TPL, and FA-Exo/

TPL. The "TPL" in horizontal axis means the TPL concentration in

TPL, Exo/TPL, and FA-Exo/TPL groups; The "Exo" in horizontal

axis means the total protein concentration of Exo in Exo and FA-

Exo groups. n = 8,
-
x ± s. **P < 0.01. ns: No significance

Figure 2 Cellular internalization of Exo drug delivery systems. A: Confocal laser scanning microscope images of FA-Exo/TPL and Exo/

TPL uptake by A375 cells. Blue: A375 cell nucleus; Green: PKH67-labelled Exo and FA-Exo; B: The mean fluorescence intensity of cells

treated with FA-Exo/TPL and Exo/TPL, respectively. Scale bar: 100 nm. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01. DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole
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6 FA-Exo/TPL体内抑瘤作用

6.1 抑瘤作用评价 通过考察给药期间肿瘤生长趋

势以及给药结束后的瘤重, 分析FA-Exo/TPL在体内抑

瘤作用中的优势。图6A显示, 给药8次后, FA-Exo组与

对照组的瘤体积无显著性差异 (P > 0.05)。而含药组有

不同程度的抑瘤作用: 对照组、TPL组和Exo/TPL组肿

瘤体积分别是 FA-Exo/TPL 组的 4.98、3.83 和 2.30 倍。

图 6B表明, 给药结束后, FA-Exo/TPL组瘤重最小, TPL

组、Exo/TP组和FA-Exo/TPL组的抑瘤率分别是20.97%,

53.69%和 78.82%。图 6C肿瘤HE结果显示, 与对照组

和 FA-Exo组相比, 经 TPL、Exo/TPL和 FA-Exo/TPL处

理后, 肿瘤组织出现不同程度的病理损伤, 包括出血

点、坏死灶、核固缩、核破裂等, 其中 FA-Exo/TPL组肿

瘤组织损伤最为明显。图 6C 为 TUNEL 免疫荧光结

果, 其中蓝色代表深染的细胞核, 绿色代表凋亡的细

胞 , 结果显示 , 对照组和 FA-Exo 组细胞凋亡量较少 ,

TPL组、Exo/TPL组和 FA-Exo/TPL组肿瘤细胞凋亡量

逐渐增加。以上结果证明 FA-Exo/TPL纳米靶向给药

系统通过对肿瘤的病理损伤、诱导凋亡等途径有效抑

制黑色素瘤恶性增殖。

6.2 安全性评价 生物安全性是给药系统评价的重

要指标之一。本研究通过在给药过程中实时检测荷瘤

裸鼠的体重变化、给药后机体重要器官的病理学切片

以及生存期, 考察 FA-Exo/TPL的生物安全性。图 7A

显示, TPL组裸鼠在给药后期体重出现下降的趋势, 裸

鼠精神萎靡, 表明直接静脉注射TPL溶液会引起严重

的系统毒性。Exo/TPL 组和 FA-Exo/TPL 组裸鼠体重

均稳定增长, 说明外泌体给药系统机体耐受性好, 无明

显的系统毒性。图 7B重要器官的HE切片结果显示,

TPL有一定的心脏毒性和肝肾毒性, 主要表现为心肌

间质充血扩张, 肝细胞索排列紊乱, 肾小管球毛细血管

内皮细胞肿胀等[5], 而其他各组器官均无明显的病理

Figure 4 Cell apoptosis induced by different treatments for 6 h. A-E: The flow cytometry analysis of A375 cells apoptosis induced by

DMEM (A), FA-Exo (B), Exo/TPL (C), TPL (D), and FA-Exo/TPL (E); F: The cells apoptosis rate of different groups. n = 3,
-
x ± s. ***P <

0.001. DMEM: Dulbecco's modified Eagle medium; 7-AAD: 7-Amino-actinomycin D; Annexin V-APC: Annexin V-allophycocyanin

Figure 5 Real-time fluorescence images of tumor bearing-mice treating with DiR-labelled Exo/TPL and FA-Exo/TPL at different time.

The black circle and white arrow indicate the location of the tumor
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损伤。为考察其长期安全性, 给药 2周后, 观察荷瘤裸

鼠的肿瘤变化以及动物生存情况。采用Kaplan-Meier

检验, 分析荷瘤裸鼠的生存期, 统计结果表明, 对照组

和Exo组中位生存期均为 25天, TPL组、Exo/TPL组和

FA-Exo/TPL组分别为28、37和46天, 表明FA-Exo/TPL

外泌体靶向给药系统能显著延长荷瘤裸鼠的生存时

间。体内安全性结果表明, 外泌体作为药物载体具有

良好的生物相容性, 包载药物后, 在提高抑瘤效果的同

时能显著降低药物对机体的不良反应。

讨论

TPL是中药雷公藤的主要活性成分, 前期研究发

现其具有显著的抗恶性黑色素瘤细胞的活性, 但存在

水溶性差、对机体的不良反应大等问题。利用纳米给

药系统将TPL包载于脂质体、聚合物胶束、纳米粒等在

增加 TPL 的溶解性、实现靶向递送、延长体内循环时

间、降低药物不良反应等方面表现出良好的应用前

景[20,21], 但人工合成的纳米材料存在难以降解、易被网

状内皮系统清除, 而且TPL纳米给药系统给药后到达

肿瘤部位需要克服血液、肿瘤组织、肿瘤细胞和细胞内

转运等屏障限制靶向递送效果[22,23]。而本研究采用肿

瘤细胞来源的外泌体作为递送载体, 具有免疫原性低、

生物相容好的特点, 更重要的是, A375细胞本身来源

的外泌体作为药物载体, 给药后具有天然的靶向归巢

作用, 经 FA修饰后可进一步增强其靶向递药能力, 是

一种优良的天然药物载体。

本研究利用肿瘤外泌体靶向归巢的特点, 以黑色

素瘤细胞来源的外泌体为载体, 同时以黑色素瘤细胞

表面高表达的叶酸受体为靶点, 制备叶酸修饰的外泌

体 FA-Exo, 并包载 TPL, 制备双靶向外泌体靶向给药

系统FA-Exo/TPL。理化性质表征结果表明, 本研究从

肿瘤细胞培养上清液中成功分离出外泌体, 在体外靶

向、抑制肿瘤细胞增殖和促进细胞凋亡的实验基础上,

进一步构建了荷瘤裸鼠模型考察其体内作用, 结果表

Figure 6 Therapeutic efficacy of FA-Exo/TPL in vivo. A: The tumor volume curves of nude mice with different treating during the experi‐

ment; B: The weight of tumors dissected from nude mice after administration; C: Representative images of HE and TUNEL staining of

tumor section. Blue fluorescence: A375 cell nucleus; Green fluorescence: Apoptotic cells. Scale bar: 50 μm. n = 6,
-
x ± s. ***P < 0.001 vs control

group; △△△P < 0.001 vs TPL group. HE: Hematoxylin-eosin; TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick

end labeling assay

·· 3230



顾永卫等: 叶酸介导的雷公藤甲素外泌体靶向给药系统抗恶性黑色素瘤体内外评价

明构建的FA-Exo/TPL具有良好的体内靶向性、抑瘤效

果和生物安全性。

本研究中, TPL和Exo/TPL的体内外抑瘤效果出现

不一致的结果。在体外实验中, TPL的作用效果强于

Exo/TPL, 而在体内评价中, Exo/TPL的抑瘤作用明显

优于TPL溶液。这可能是由于, 在体外细胞实验中, 游

离的TPL分子通过被动扩散进入肿瘤细胞, 起到快速

杀伤肿瘤细胞的作用[5]。而在体内评价中, Exo/TPL纳

米给药系统具有天然的靶向作用, 可降低网状内皮系

统对其的捕获, 延长药物的半衰期, 将TPL靶向递送至

肿瘤组织, 使其在肿瘤部位蓄积, 对肿瘤表现出更好的

抑制效果[24]。本研究制备的外泌体给药系统将为中药

抗肿瘤、难溶性药物的靶向递送以及外泌体作为药物

载体抗恶性黑色素瘤探究提供新的思路。
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