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柠檬来源的胞外囊泡在卵巢癌细胞耐药治疗中的应用

王鑫宇 李 新

武汉大学人民医院妇科  湖北  武汉  430060

摘要  目的：探究柠檬来源的胞外囊泡（LDEVs）对卵巢癌顺铂耐药细胞株的作用机制，以及对巨噬细胞极化

的影响，为卵巢癌的药物治疗提供思路。方法：提取并纯化 LDEVs，使用透射电镜及纳米示踪技术对其进行表征；

分别以不同浓度将其加入正常卵巢上皮细胞（IOSE⁃80）、卵巢癌细胞（A2780）和卵巢癌顺铂耐药细胞（A2780/
DDP）中孵育不同时间段检测细胞活力；检测 LDEVs 在顺铂耐药株（A2780/DDP）中与不同浓度顺铂合用的效果；

流式细胞术检测与顺铂合用后耐药株的凋亡水平；Western Blot 检测对药物外排相关蛋白小窝蛋白 ⁃1（CAV⁃1）的

影响；流式细胞术检测巨噬细胞极化水平。结果：提取的 LDEVs 呈典型的双层膜结构、粒径集中在 100~200 nm；

LDEVs 对 A2780、A2780/DDP、IOSE⁃80 三种细胞的抑制效果均呈浓度及时间依赖性；LDEVs 与顺铂合用能加强

对耐药株的抑制效果及凋亡水平；LDEVs 能下调 CAV⁃1 的表达；LDEVs 能促进巨噬细胞的极化。结论：LDEVs
通过下调 CAV⁃1 的表达，增强对耐药细胞株的抑制作用并提高细胞凋亡水平，同时促进巨噬细胞极化，从而在抗肿

瘤免疫调控中发挥潜在协同作用。
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Abstract

Objective:: To investigate the mechanism of lemon⁃derived extracellular vesicles (LDEVs) in cis⁃
platin（DDP）⁃resistant ovarian cancer cell lines and their impact on macrophage polarization, providing 
potential insights for drug therapy in ovarian cancer.  Methods:: LDEVs were extracted and purified, 
and characterized by transmission electron microscopy (TEM) and nanoparticle tracking analysis 
(NTA).  LDEVs were incubated with normal ovarian epithelial cells（IOSE ⁃80）, ovarian cancer cells
（A2780）, and drug⁃resistant ovarian cancer cells（A2780/DDP） at various concentrations for different 
time points to assess cell viability.  The effect of LDEVs in combination with different concentrations 
of DDP on the DDP⁃resistant cell lines was evaluated.  Flow cytometry was used to determine apopto⁃
sis levels in drug⁃resistant cells after combination treatment with DDP.  Western blot analysis was per⁃
formed to assess the influence of LDEVs on drug efflux protein Caveolin⁃1（CAV⁃1）.  Flow cytometry 
was also used to analyze macrophage polarization.  Results:: The extracted LDEVs exhibited a typical 
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bilayer membrane structure with particle sizes concentrated between 100 and 200 nm.  LDEVs 
showed a concentration⁃ and time⁃dependent inhibitory effect on A2780, A2780/DDP, and IOSE⁃80 
cell lines.  The combination of LDEVs and DDP enhanced the inhibitory effect and apoptosis levels in 
the drug ⁃ resistant cell lines.  LDEVs downregulated CAV ⁃ 1 expression.  Additionally, LDEVs pro⁃
moted macrophage polarization.  Conclusion:: LDEVs enhance the inhibition and apoptosis of drug⁃re⁃
sistant cell lines by downregulating the expression of CAV⁃1, while also promoting macrophage polar⁃
ization.

Key Words Ovarian Cancer； Lemon； Extracellular Vesicles； Drug Resistance； Macrophages； 
Caveolin⁃1

卵巢癌被认为是妇科恶性肿瘤中死亡率最高

的癌症。早期诊断的困难和缺乏特异性治疗药物

是其高复发率和低五年生存率的重要原因［1］。尽管

基于铂类的联合化疗是最常用的治疗方法［2］，但药

物的毒副作用和化疗耐药性仍是治疗失败的主要

原因［3］。此外，多药耐药性仍然是癌症化疗中的一

大挑战。因此，亟需寻求补充和替代疗法，以改善

治疗效果。

细胞释放到细胞外空间的胞外囊泡（extracellu⁃
lar vesicles，EVs）在多种生物过程中发挥着至关重

要的作用，包括细胞间运输、免疫反应、抗原呈递、

细胞迁移、分化、肿瘤侵袭和化疗耐药性［4］。它们通

过传递生物活性物质并促进细胞间通信来实现这

些功能［5］。在过去的十年中，EVs 研究的一个重点

是将其作为治疗分子的开发，特别是植物来源的外

泌体，由于其广泛的可获得性、成本效益和便捷性，

已在抗肿瘤研究中引起了关注［6］。

柠檬是一种广为人知的柑橘类水果，富含多种

具有生物活性的化合物，能够带来显著的健康益

处，特别是在免疫调节、消化健康和抗氧化防御方

面［7］。其提取物具有抗肿瘤［8］和抗炎［9］生物活性，但

至今尚未用于耐药性卵巢癌的治疗。本研究从柠

檬中分离了胞外囊泡，即柠檬来源的胞外囊泡（lem⁃
on⁃derived extracellular vesicles，LDEVs），通过一系

列实验验证并探讨了它们在卵巢癌耐药细胞的治

疗与免疫中的作用及机制。

1 材料与方法

1. 1　实验耗材与仪器   人卵巢癌细胞系及其耐药

株（A2780、A2780/DDP）和永生化卵巢上皮细胞系

（IOSE⁃80）来源于中国典型培养物保藏中心（China 
Center for Type Culture Collection，CCTCC）、

RPMI⁃1640 培养基（美国，Gibco），100 U·mL-1青霉

素和 100 μg·mL-1 链霉素（Biosharp，中国上海）、胎

牛血清（美国 BIOEXPLORER 公司，BS1615⁃110）、

顺铂（cisplatin；Diamminedichloroplatinum，DDP，美

仑生物）、PBS 缓冲液（武汉塞维尔生物科技有限公

司）、SDS⁃PAGE 凝胶制备试剂盒（武汉塞维尔生物

科技有限公司）、BCA 蛋白质浓度测定试剂盒（碧云

天，P0012）、CCK⁃8 试剂（GlpBio，中国济南）、ECL
化学发光检测试剂盒（武汉塞维尔生物科技有限公

司）、GAPDH 兔一抗（华安生物，ET1601⁃4）、小窝

蛋白 ⁃ 1（Caveolin ⁃ 1，CAV ⁃ 1）兔一抗（华安生物，

ET1603⁃1）、HRP 标记的抗兔 IgG 二抗（华安生物，

HA1001）、蛋白 Marker（Thermo，26616）、0. 45 μm 
PVDF 膜（Millipore）、细胞凋亡检测试剂盒（联科，

AP101）、佛波肉豆蔻醋酸（phorbol 12⁃myristate 13⁃
acetate，PMA）（MCE，美国）、CD80 人源流式检测

抗体（联科，F1108001）、CD86 人源流式检测抗体

（联科，F1108602）、CD163 人源流式检测抗体（联

科 ，F1116303）、超 速 离 心 机（L ⁃ 100XP，转 子 ：

SW32Ti，超速离心管：344058，贝克曼库尔特，美

国）、酶标仪（PerkinElmer，美国）、透射电子显微镜

（HT7700，日立，日本）、纳米颗粒跟踪分析仪（Zeta⁃
View⁃PMX120⁃Z，Particle Metrix，德国）、流式细胞

仪（贝克曼库尔特，美国）。

1. 2　LDEVs 的提取   首先清洗柠檬并榨汁，得到

柠檬汁后，进行差速离心处理（4 ℃下，1 000 g 离心

10 min，2 000 g 离心 20 min，5 000 g 离心 30 min，
10 000 g 离心 1 h）。将上清液通过 0. 22 μm 滤膜过

滤 ，初 步 LDEVs 通 过 超 速 离 心 收 集 ，在 4 ℃ 以

100 000 g 离心 2 h。为了进一步纯化外泌体，超速离

心沉淀分别用 50 nmol·L-1盐酸缓冲液和 PBS 洗涤，

分别通过超速离心在 100 000 g 下离心 1 h。最终的

LDEVs 沉淀溶解于含有蛋白酶及磷酸酶抑制剂的

PBS 中。通过 BCA 法测定蛋白浓度，样品保存于

-80 ℃。提取后的 LDEVs 分别进行下列实验观察
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其对肿瘤细胞的影响，相关实验技术路线见图 1。
1. 3　LDEVs 的表征   新鲜样品用于透射电子显微

镜（transmission electron microscope，TEM）和纳米

颗 粒 跟 踪 分 析（nanoparticle tracking analysis，
NTA）。取 20 μL 新鲜制备的 LDEVs 悬液，滴加至

支持膜上，自然吸附 5~10 min。用滤纸去除多余的

液滴，稍微风干样品。再滴加 20 μL 2% 的磷钨酸

溶液至支持膜上，静置 3~5 min。用滤纸去除多余

液体，风干后，在透射电子显微镜下观察并拍摄样

品图像。将分离出的 LDEVs 适当稀释至 1×PBS
缓冲液中，并使用纳米颗粒跟踪分析仪进行定量和

粒径分析。仪器设置为室温工作，每个样品录制三

段 视 频 ，结 果 通 过 ZetaView NTA 软 件（版 本

8. 05. 14 SP7）进行分析。

1. 4　细胞活力检测   将处于生长对数期的细胞接

种于 96 孔板，培养 24 h，检测 LDEVs 单用对三种细

胞的影响时，使用不同浓度 LDEVs 及顺铂作为实

验组，设置对照组。检测 LDEVs 与 DDP 合用对

A2780/DDP 影响时，分别用不同浓度的 DDP、60 
μg·mL-1 的 LDEVs 与不同浓度 DDP 合用处理，培

养 48 h。 培 养 后 ，去 除 上 清 液 ，加 入 110 μL 的

CCK⁃8 工作液（将不完全培养基与 CCK⁃8 试剂按

10∶1 的比例混合）。将 96 孔板置于 37 ℃孵育 1~2 
h，使用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度值并计

算细胞活力。

1. 5　细胞凋亡测定   将处于对数生长期的细胞接

种于 6 孔板中，每孔 2×105 个细胞，实验组分别用

60 μg·mL-1 LDEVs（LDEVs 组）、10 μg·mL-1 顺铂

（DDP 组）及 60 μg·mL-1 LDEVs+10 μg·mL-1 顺铂

（DDP+LDEVs 组）处理 48 h。使用预冷的 PBS 进

行离心洗涤，收集（1~10）×105个细胞（包括培养上

清中的细胞）。将细胞重悬于 500 μL 的 1×结合缓

冲液中。每管加入 5 μL Annexin Ⅴ和 10 μL PI 染
料，轻轻涡旋混匀后，避光在室温下孵育 5 min。通

过空白管调节流式细胞仪的前向散射（FSC）、侧向

散射（SSC）和荧光通道的电压，并用单染管在该电

压下进行荧光通道补偿校准。通过 FITC 检测通道

（Ex=488 nm；Em=530 nm）检测 Annexin Ⅴ，通过

PE 检测通道（Ex=535 nm；Em=615 nm）检测 PI。
1. 6　Western Blot 检测 CAV⁃1 的表达   与 1. 5 使

用相同干预方案，去掉上清，预冷 PBS 洗涤 3 遍，加

入 RIPA 蛋白裂解液冰上裂解 3 min，使用细胞刮子

刮取细胞，低温离心机 13 000 r·min-1 离心 5 min，收
集上清，即为总蛋白溶液，BCA 法检测蛋白浓度。在

浓缩胶上使用 80 V、在分离胶上使用 150 V 进行恒

压电泳至溴酚蓝染料到达胶板下缘。接着以 200 
mA 的恒流条件进行转膜，转膜时间根据目标蛋白的

分子量调整。转膜完成后，将膜放入快速封闭液中，

在室温下封闭 15 min。移除封闭液后，加入已稀释

的一抗，4 ℃孵育过夜。用 TBST 缓冲液洗涤膜 3
次，每次 5 min。加入稀释后的二抗，在室温下孵育

1 h，使用 TBST 在室温下摇床上洗涤膜 3 次，每次

5 min。根据光强调整曝光条件，进行显影和定影，最

后使用 Image J 软件（1. 50i版本）分析目标条带的灰

度值。

1. 7　 巨 噬 细 胞 极 化 检 测   通过用 100 ng·mL-1 的

PMA 处理人单核细胞 THP⁃1，诱导其分化为 M0 型

巨噬细胞，处理时间为 48 h。实验组（LDEVs 组）加

入 60 μg·mL-1 LDEVs 孵育 48 h。将每组的细胞悬

液与相关抗体孵育 30 min。通过流式细胞仪分析结

果。

1. 8　统计学分析   使用 GraphPad 8. 0 软件进行数

据分析和柱状图绘制。计量数据以均值±标准差

表示，多组样本间的均值比较采用单因素方差分析

图 1　技术路线图
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（One⁃way ANOVA），两组间的比较使用 LSD⁃t 检

验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 LDEVs 的提取与表征   超速离心常用于大量

提取外泌体［10］。本研究通过差速离心、超速离心和

过滤的组合方法有效地提取和纯化了 LDEVs。为

了表征分离的 LDEVs，对新鲜分离的 LDEVs 进行

了分析。图 2A 的 TEM 结果显示，LDEVs 呈现典

型的双层膜结构，图 2B 的 NTA 显示 LDEVs 的粒

径范围在 100~200 nm 之间。

2. 2 LDEVs 抗增殖效应   如图 3 显示，LDEVs 在

三种细胞株中的抗增殖效果均与时间及剂量相关，

抗增殖效应在 48 h 和 72 h 更为明显。在相同剂量

和孵育时间下，LDEVs对 IOSE⁃80 毒性最小。

2. 3 LDEVs 与顺铂合用发挥协同效应   CCK⁃8 检

测结果（图 4A）显示，低浓度的顺铂促进了耐药株的

增殖，但加入 LDEVs 后，该效应被抑制。此外，

LDEVs 有效加强了顺铂对耐药株的抗增殖效果。

流式细胞术（图 4B、4C）分析进一步确认，LDEVs 与
顺铂的联合比单用 LDEVs 或单用顺铂显著提高

A2780/DDP 的凋亡率。

2. 4 LDEVs 降 低 CAV ⁃1 蛋 白 的 表 达   图 5 结果

表明，LDEVs 与顺铂联合治疗能够下调 CAV⁃1 的

表达。LDEVs 可通过抑制细胞膜上的转运蛋白，从

而减少顺铂的外排，降低 A2780/DDP 细胞对顺铂

的耐药性。

2. 5 LDEVs 促 进 巨 噬 细 胞 极 化   考虑到 LDEVs

的植物来源及其复杂的组成成分，本研究深入探讨

了它们可能引发的免疫反应。巨噬细胞是非特异

性免疫和肿瘤免疫微环境中的关键细胞，因此成为

本 研 究 的 重 点［11］。 本 研 究 使 用 PMA 以 100 ng ·
mL-1 的浓度诱导人单核细胞 THP⁃1 转化为 M0 型

巨 噬 细 胞 ，培 养 48 h。 随 后 ，将 60 μg·mL-1 的

LDEVs 添加到 M0 型巨噬细胞中，PBS 作为对照

组。经过再次 48 h 的孵育后，使用流式细胞术评估

M1 型巨噬细胞标志物 CD80、CD86 和 CD163 的表

达。图 6A、6B 结果表明，LDEVs 成功地诱导 M0 型

巨噬细胞转化为 M1 型巨噬细胞。LDEVs 能够促

进 M1 型巨噬细胞的极化，并有效提高 M1/M2 的比

例（图 6C）。

图 2　LDEVs 的表征

A. 透射电镜，比例尺 200 nm；B. 纳米颗粒示踪粒径分布范围

图 3　LDEVs 抗增殖效应

A~C分别为不同浓度的 LDEVs处理 A2780、A2780/DDP、IOSE⁃80细胞 24 h、48 h和 72 h后的细胞活力；***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05，
ns：无统计学意义
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3 讨论

近年来，植物来源的胞外囊泡已经成为炎症、愈

合和癌症治疗中的一种有前景的策略［12］。柠檬这一

常见的柑橘植物，含有柠檬烯木酚类化合物，这些成

分通过 IL ⁃6/STAT3/FOXO3a 介导的自噬作用缓

解脂多糖引起的炎症［13］并通过 STAT3/c⁃myc 信号

通路抑制人类骨肉瘤细胞的增殖［8］。此外，已有研

究［14］报告指出，LDEVs 通过影响细胞周期并诱导活

性氧（ROS）产生，抑制胃癌细胞的增殖。然而，

LDEVs对卵巢癌中顺铂耐药性的影响尚未被报道。

本研究通过差速离心、超速离心、结合过滤膜

过滤与多种缓冲液洗涤，大量提取出表征稳定且纯

度较高的 LDEVs。并且首次将柠檬来源胞外囊泡

用于卵巢癌顺铂耐药细胞株的治疗中。顺铂是一

种常用临床化疗药物，而顺铂耐药性是导致化疗效

果 不 佳 的 重 要 原 因 之 一［15］。 在 本 研 究 中 ，单 用

LDEVs 对卵巢癌敏感株的抑制效果优越，对卵巢癌

顺铂耐药株也有较强抑制作用，而对正常卵巢上皮

细胞几乎无抑制作用，表现出良好的生物安全性。

CAV⁃1 是哺乳动物细胞表面一个关键的细胞微环

境结构蛋白，在由蛋白质介导的内吞作用中发挥重

要 作 用（细 胞 信 号 传 导［16］、脂 质 调 控［17］，泡 泡 运

输［18］）。通过 LDEVs 载阿霉素（doxorubicin，DOX）
能够下调 CAV⁃1 的表达，并通过内吞诱发的能量消

耗和 ATP 产量减少，抑制药物的外排、提高 DOX 的

胞内浓度，从而最终增强治疗效果［19］。无论是单独

使用 LDEVs，还是与顺铂联合使用，均显著下调了

CAV⁃1 的表达，从而减少了 A2780/DDP 细胞中的

顺铂外排，增加了细胞内顺铂浓度，并降低了耐

药性。

巨噬细胞在适应性和先天免疫系统中发挥着

关键作用［20］。肿瘤相关巨噬细胞广泛分为两种类

型：促炎性 M1 型巨噬细胞，具有抗癌作用，并产生

如 IL⁃1［21］和肿瘤坏死因子 ⁃α（TNF⁃α）［22］等细胞因

子；抗炎性 M2 型巨噬细胞，支持癌症生长并产生如

IL⁃10［23］等免疫抑制性细胞因子。M1 型巨噬细胞在

图 4　LDEVs 与 DDP 合用发挥协同效应

A. CCK⁃8 检测用于评估 A2780/DDP 细胞在不同浓度顺铂处理下，以及 LDEVs（60 μg·mL-1）与 DDP 联合处理 48 h 后的细胞活

力，***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05；B. 细胞凋亡的定量分析，***P<0.001；C. 流式细胞术显示 A2780/DDP 细胞分别使用 DDP、LDEVs
和 DDP+LDEVs联合处理 48 h 后的结果

图 5　LDEVs 降低 CAV⁃1 蛋白的表达

A. Western Blot 分析 CAV⁃1 蛋白的表达；B. CAV⁃1 蛋白相

对表达量，***P<0.001，**P<0.01

1134



第 9 期 王鑫宇，等 . 柠檬来源的胞外囊泡在卵巢癌细胞耐药治疗中的应用

肿瘤发生的早期阶段可以靶向并吞噬肿瘤细胞，并

通过 TNF ⁃ α、IL ⁃ 12、IFN ⁃ γ 激活细胞毒性 T 细胞

（CD8+ T 细胞）促进肿瘤细胞凋亡，提高抗肿瘤免

疫反应［24］。M1/M2 巨噬细胞的比例的变化在肿瘤

抑制或促进中起着至关重要的作用，该比例的升高

通常与肿瘤免疫治疗（如 PD⁃1/PD⁃L1 抗体）敏感性

提高相关［25］。较高的 M1/M2 比例，尤其是 M1 型巨

噬细胞的占主导地位，有助于抑制肿瘤生长［26］。本

研究发现 LDEVs 可以促进 M0 型巨噬细胞向 M1 型

巨噬细胞转化，从而对肿瘤抑制发挥积极作用。

综上所述，LDEVs 能够有效抑制卵巢癌细胞系

A2780 和 A2780/DDP。这一抑制作用通过促进细

胞凋亡实现。此外，当 LDEVs 与顺铂联合使用时，

能够通过减少顺铂外排进一步增强治疗效果。这

一效果是通过下调 CAV⁃1 实现的。进一步的研究

表明，LDEVs 能够诱导巨噬细胞转化为 M1 型巨噬

细胞，而 M1 型巨噬细胞具有抗肿瘤作用。因此，

LDEVs 是具有内在生物活性的潜力药物，可作为辅

助药物或载体成为卵巢癌治疗的新前景和选择。
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