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细胞外囊泡协同递送维替泊芬 ／ ＴＲＡＩＬ 诱导口腔鳞癌
细胞凋亡及增殖抑制实验研究

王文晶，李昆珊，刘铁军，刘　 昕，仇永乐

摘要　 目的　 制备细胞外囊泡（ＥＶｓ）共载体系，以协同递送

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ） ／维替泊芬（ＶＰＦ）
组合用于诱导口腔鳞癌细胞凋亡及增殖抑制。 方法　 通过

超速离心、过滤法分离纯化 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ 共载 ＥＶｓ（ＭＳＣＴ⁃
ＥＶｓ ／ ＶＰＦ）。 通过 ＢＣＡ 法检测 ＣＤ６３、ＣＤ９ 和 ＴＲＡＩＬ 表达，确
认 ＥＶｓ 来源。 用高效液相法检测 ＶＰＦ 载药量，绘制体外释

放曲线。 使用 ＭＴＴ 法检测细胞毒性和半数抑制浓度

（ＩＣ５０）。 通过流式细胞仪检测细胞凋亡，最后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
被用于检测 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡相关蛋白

和 ＹＡＰ 表达的影响。 结果 　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 颗粒圆整，分
散性良好，直径约为 １００ ｎｍ；纳米体系载药量为（１５. ４３ ±
０. ４４）％ ，在 １０ ｈ 内释放 ５７. ８％的 ＶＰＦ，４５ ｈ 释放约 ８２. ５％ ；
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 均可抑制 ＳＣＣ２５ 肿瘤细胞生长，呈剂量依

赖性，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 的质量比（ｗｔ％ ）在 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １ 的

比例范围内显示出最佳抑制效果；在 １００ ∶ ５ ～ １００ ∶ １５
（ｗｔ％ ）比例下，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的半抑制浓度（ ＩＣ５０ ）低于游

离 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋游离 ＶＰＦ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），显示出更高效的抑

制作用。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对鳞癌细胞的高效抑制作用部分

源自对 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 和 ＹＡＰ 的调

控。 结论 　 通过 ＥＶｓ 递送固定比例的 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ，对口腔

鳞癌细胞展现出高效抑制作用，为多药耐药肿瘤的治疗提供
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了新思路。
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　 　 肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是肿瘤坏死因子超

家族成员之一［１］，能通过抑制肿瘤增殖和促进肿瘤

凋亡在多种癌症治疗过程中发挥作用，曾被认为是

极具前景的选择［２］。 然而，恶性肿瘤对 ＴＲＡＩＬ 诱导

细胞凋亡的耐药性阻碍了其应用拓展。 Ｙｅｓ 激酶相

关蛋白（ ｙｅｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）的活化及过表

达与多种肿瘤细胞耐药性相关。 如黑色素瘤细胞对

丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶抑制剂的耐药性源自激动

蛋白对 ＹＡＰ ／转录联合激活因子通路的重塑活化，
卵巢癌细胞对紫杉醇的耐药性涉及到 ＹＡＰ 的过表

达。 近期基因组分析显示 ＹＡＰ 在口腔鳞状细胞癌

（ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＯＳＣＣ）中过表达［３］。
Ｈｉｅｍｅｒ ｅｔ ａｌ［４］证明 ＹＡＰ 的核积聚可促进口腔鳞癌

细胞的增殖和迁移。 Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ［５］ 研究表明，ＹＡＰ 能

有效的抑制 ＭＣＦ１０Ａ 细胞中 ＴＲＡＩＬ 表达。 故推测

通过 ＹＡＰ 抑制剂维替泊芬（ ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ， ＶＰＦ）有望

提高 ＯＳＣＣ 细胞对 ＴＲＡＩＬ 的敏感性。 该研究为改善

口腔鳞癌细胞对 ＴＲＡＩＬ 作用的耐药性，制备协同递

送 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ 的细胞外囊泡（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃
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ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ ／ ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ ｃｏ⁃ｌｏａｄｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ）并对其体外抗癌活性及

相关机制进行评价。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ＶＰＦ 购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司；
ＳＣＣ２５ 细胞系来自美国 ＡＴＣＣ 供应商，在含有 １０％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中培养。 成人间充质干细

胞状态良好，购自美国 ＡＴＣＣ 供应商。 用慢病毒转

染表达人 ＴＲＡＩＬ 的 ＭＳＣｓ 建立 ＭＳＣＴ 细胞模型［６］，
在含有 １７％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中培养和保

存。 ＦＢＳ、ＲＰＭＩ⁃１６４０、胰酶、ＤＭＳＯ 均购自美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司。
１． ２　 细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ＥＶｓ）分离

　 ＭＳＣｓ 和 ＭＳＣＴ 细胞（第三代）在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２

条件下，在含有 １７％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养基

中至（７０ ～ ８０）％融合，收集培养基。 后培养基改为

１０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养基，每 ４８ ｈ 更换 １
次。 ＭＳＣＴ 细胞（第三代） 在 ３７ ℃和 ５％ ＣＯ２ 条件

下，在含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基加入 ０. ３
ｍｇ ／ ｍｌ ＶＰＦ，４８ ｈ 后收集培养基。 将收集的培养基

在 １ ３３７ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，然后 ６ ４５３ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃
再次离心，去除细胞和碎片。 此后，使用 ０. ２２ μｍ
过滤器（ 德国 ｍｅｍｂｒａｎａ 公司）对培养基真空过滤。
用 １００ ｋｕ（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）浓缩 ５ 次，最后在 ２４
４１９ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃下超速离心 ２ ｈ。 用 ０. ２２ μｍ 膜过滤

器过滤收集 ＥＶｓ 产物，并用磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ）
洗涤 ２ 次。 最终产品储存在 － ８０ ℃的 ＰＢＳ 中。
１． ３　 ＥＶｓ 表征及质谱条件　 取离心后用 １０ μｌ ＰＢＳ
再悬浮 ＥＶｓ 样品，然后加入铜网中沉淀 ２ ｍｉｎ。 使

用 ＪＥＭ⁃１４００ 透射电子显微镜（日本 ＪＥＯＬ 公司）进
行观察，使用 Ｎａｎｏ Ｍｅａｓｕｒｅｒ １. ２. ５ 软件计算粒径分

布范围。
为定量 ＥＶｓ 中的 ＶＰＦ，样品用 ０. ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 高氯

酸（１ ∶ １，ｖ ／ ｖ）脱蛋白，含有抗氧化剂二硫化钠（５
ｍｇ ／ ｍｌ），离心，通过 ０. ２ μｍ 尼龙过滤器（美国 Ｐｈｅ⁃
ｎｏｍｅｎｅｘ 公司，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ＮＹ ４ ｍｍ） 过滤。 使用

ＶＰＦ 标准，采用高效液相色谱法（Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０），以
乙腈和水为流动相，流速为 １ ｍｌ ／ ｍｉｎ，波长为 ２３０
ｎｍ。
１． ４ 　 体外释放实验 　 将 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 溶液（２
ｍｌ）放入透析袋（ＭＷＣＯ ∶ ８ ０００ ～１４ ０００）。 将透析袋

的两端夹紧，将含有 ０. ５％ （ｗ ／ ｖ）吐温 － ８０ 的 ４０ ｍｌ
磷酸钠缓冲溶液放入烧杯中作为透析液。 将烧杯置

于恒温摇床中，将转速设置为 １００ ｒ ／ ｍｉｎ，温度为 ３７
℃。 预定时间间隔从透析液中采集样品，后补充相同

含量的缓冲液。 以 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，用高效

液相色谱法测定透析液中各时间点 ＶＰＦ 的含量。
１． ５　 细胞毒性和凋亡分析　 将对数期的 ＳＣＣ２５ 细

胞以 ３ × １０３ ～ ５ × １０３ 个 ／孔的密度接种于 ９６ 孔板，
３７ ℃孵育 ２４ ｈ，细胞贴壁。 用不同浓度游离 ＶＰＦ、
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ、ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ（游离 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋ 游离

ＶＰＦ）、ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 处理细胞 ４８ ｈ，然后加入 ２０
μｌ ＭＴＴ 溶液（５ ｍｇ ／ ｍｌ）孵育 ４ ｈ。 然后，抽取培养基

并添加 １５０ μｌ 二甲基亚砜。 轻摇 １０ ｍｉｎ 溶解甲瓒，
用微板阅读器（美国 ＯＰＴＩＭＡＸ 公司）测量每个孔在

５７０ ｎｍ 处的 ＯＤ 值。
将 ＳＣＣ２５ 细胞接种于 ６ 孔板中，细胞数为 ５ ×

１０５ 个 ／孔，３７℃ 培养 ２４ ｈ，细胞融合至 ７０％ 。 将

ＰＢＳ（空白组照）、 ＶＰＦ （２ μｇ ／ ｍｌ）、 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ （２０
μｇ ／ ｍｌ）、 ＭＳＣＴ⁃ＥＶＳ ∶ ＶＰＦ （ ２０ μｇ ／ ｍｌ ） 和 ＭＳＣＴ⁃
ＥＶｓ ／ ＶＰＦ（２０ μｇ ／ ｍｌ）分别加入到 ６ 孔板中，培养 ２４
ｈ 进行细胞凋亡分析。 用胰蛋白酶消化细胞，轻轻

搅拌，离心，收集细胞。 用 ＡＦ６４７、 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ２
μｇ ／ ｍｌ 的 ＤＡＰＩ 染色， 流式细胞仪检测细胞死亡。
１． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 ＶＰＦ（２ μｇ ／ ｍｌ）、ＭＳＣＴ⁃
ＥＶｓ ∶ ＶＰＦ（２０ μｇ ／ ｍｌ）、ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ（２０ μｇ ／ ｍｌ）
处理 ＳＣＣ２５ 细胞后细胞，用 ＢＣＡ 法检测蛋白质含

量，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离。 电泳后，去除凝胶，将蛋

白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上，用 ５％脱脂奶粉密封 １ ｈ， ４
℃下与一抗孵育过夜。 ＰＥＳＴ 洗涤后，加入相应二抗

（１ ∶ ５ ０００），室温孵育 ２ ｈ，ＰＢＳＴ 清洗后观察 ＥＣＬ 的

形成。
１． ７　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件采

用 Ｋ⁃Ｓ 检验证实数据符合正态分布且方差齐，数据

以 �ｘ ± ｓ 表示； 用单因素方差分析比较不同比例的

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 组间差异，Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓ ｐｏｓｔ⁃ｔｅｓｔ 法进

行两两比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＭＳＣ⁃ＥＶｓ 的分离与表征　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 以

颗粒大小进行表征，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 平均粒径约为

１００ ｎｍ，粒径分布范围较窄，见图 １Ａ、Ｂ。 ＣＤ６３ 和

ＣＤ９ 是 ＭＳＣ⁃ＥＶｓ 的典型标志物，见图 １Ｃ。 ＣＤ６３、
ＣＤ９ 和 ＴＲＡＩＬ 在 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 中均有表达，见图 １Ｃ、
Ｄ。 ＭＳＣｓ 中仅有 ＣＤ８１ 表达，见图 １Ｃ。
２． ２ 　 载药与体外释药 　 包 封 率 为 （ ９３. ７ ±
１. ５３）％ ，载药量为（１５. ４３ ± ０. ４４）％ 。 透析法检测
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ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的药物含量。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 在 １０
ｈ 内释放 ５７. ８％ 的 ＶＰＦ，４５ ｈ 释放约 ８２. ５％ ，见图

２Ｂ。 在释放试验的前 １５ ｈ，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 表现出

快速释放特性，随后药物释放速率减慢，３０ ｈ 后药

物释放进入平台期。
２． ３　 细胞毒性

２． ３． １　 细胞毒性和半数抑制浓度（ ＩＣ５０） 　 在药物

作用试验前，先测定 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 是否能抑制 ＳＣＣ２５

细胞的生长。 结果表明，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 可以剂

量依赖性地抑制 ＳＣＣ２５ 细胞的生长，见图 ３Ａ、Ｂ。
图 ３Ｃ 显示 ＶＰＦ 和 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 的比例与其对癌细胞

的协同杀伤作用密切相关。 不同比例的游离 ＶＰＦ
和 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 的 ＩＣ５０ 值差异较大。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和

ＶＰＦ 的质量比（ｗｔ％ ）在 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １ 的比例范围内

具有最佳协同效应。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 和 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ
∶ ＶＰＦ 均可抑制 ＳＣＣ２５ 细胞增殖（图 ３Ｄ） 。在相同

图 １　 ＭＳＣ⁃ＥＶｓ的表征及标志物分析

Ａ：ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 的 ＴＥＭ 图 × ４０ ０００；Ｂ：ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 的大小分布；Ｃ：ＭＳＣ、ＭＳＣ⁃ＥＶｓ 和 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 中 ＣＤ６３、ＣＤ９ 和 ＣＤ８１ 的免疫印迹分析；Ｄ：对
ＭＳＣ⁃ＥＶｓ、ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 Ｒ⁃ＴＲＡＩＬ 作为阳性对照进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

图 ２　 ＶＰＦ 标准曲线及释放曲线

Ａ：根据 ＨＰＬＣ 结果得出的 ＶＰＦ 回归曲线；Ｂ：ＶＰＦ 的释放曲线
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图 ３　 ＶＰＦ 的细胞毒性及半数抑制浓度

Ａ：不同浓度 ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞的抑制作用；Ｂ：不同浓度 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对 ＳＣＣ２５ 细胞的抑制作用；Ｃ： 不同比例的 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 的 ＩＣ５０；

Ｄ： 不同比例的 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 和不同比例的 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的 ＩＣ５０；与 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

的药物比例下， ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的 ＩＣ５０ 显著低于

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ∶ ＶＰＦ（Ｐ ＝ ０. ００３，Ｆ ＝ １０. ６７），显示出更

高效的抑制作用。 因此，结果提示 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ
组可能在 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １（ｗｔ％ ）范围内表现出最佳的

协同效应。 但由于 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 载药量限制，尚不能

确定最佳协同比例。
２． ３． ２ 　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 诱 导 细 胞 凋 亡 　 ＶＰＦ、
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ、ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 和 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 均可

以诱导 ＳＣＣ２５ 细胞凋亡，见图 ４。 联合用药组，高于

单独用药组。 载 ＶＰＦ 的 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对癌细胞的杀

伤作用强于游离 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 组，见图 ４、５。 用

Ａｎｎｅｘｉｎｖ ／ ＤＡＰＩ 检测 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞

的杀伤作用。 结果表明，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５
细胞的诱导凋亡作用高于游离 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ，见
图 ５。 提示 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 能有效诱导肿瘤细胞凋

亡，并能减少游离药物的用量。
２． ３． ３　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡相关

蛋白和 ＹＡＰ 表达的影响 　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 能够上

调 ＳＣＣ２５ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、Ｂａｘ 的表达，同时下调

Ｂｃｌ⁃２ 的表达量。 ＶＰＦ 在该浓度下未显示对凋亡蛋

白明显的调控作用， 但可以提高 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（Ｐ ＝ ６. ９３ × １０ － ５， Ｆ ＝ ２９０. ７８）、Ｂａｘ（Ｐ ＝
１. ９５ × １０ － ６ ，Ｆ ＝ １ ７５０. ３１ ） 、Ｂｃｌ ⁃２ （ Ｐ ＝ ０. ０００ ７，

图 ４　 各组对 ＳＣＣ２５ 细胞的凋亡诱导作用

与 ＶＰＦ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＭＳＣＴ ⁃ＥＶｓ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；

与 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＤＡＰＩ检测 ＳＣＣ２５ 细胞凋亡图

Ａ： 对照组；Ｂ： ＶＰＦ（２ μｇ ／ ｍｌ）；Ｃ： ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ（２０ μｇ ／ ｍｌ）；Ｄ： ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ∶ ＶＰＦ（２０ μｇ ／ ｍｌ）；Ｅ： ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ（２０ μｇ ／ ｍｌ）

图 ６　 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡相关蛋白和 ＹＡＰ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 表达的影响

Ａ： ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡相关蛋白表达的影响；Ｂ： ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞中 ＹＡＰ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 表达的影响；１：
对照组；２：ＭＳＣＴ⁃Ｅｖｓ 组； ３：ＶＰＦ 组； ４：ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ∶ ＶＰＦ 组； ５：ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与

游离 ＶＰＦ 比较：▽Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ∶ ＶＰＦ 比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

Ｆ ＝ ９０. １７）调控作用。 相对于 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ 组，
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（Ｐ ＝ ３. １２ × １０ － ５， Ｆ ＝
４３５. ４９）、Ｂａｘ（Ｐ ＝ １. ８ × １０ － ５， Ｆ ＝ ５７４. ３３）、Ｂｃｌ⁃２（Ｐ
＝ ０. ０４１， Ｆ ＝ ９. ６７）的调控作用更强。

随后 实 验 检 测 了 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＹＡＰ，
ｍＴＯＲ 信号通路的调控作用。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对 ＹＡＰ、ｐ⁃
ＹＡＰ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 无显著影响，当联合 ＶＰＦ 用药

时， ＶＰＦ 对 ＹＡＰ（Ｐ ＝ ３. ４３ × １０ － ５， Ｆ ＝ ４１４. ６７）、ｐ⁃

ＹＡＰ（Ｐ ＝ ７. ０７ × １０ － ７， Ｆ ＝ ２ ９１０. ７４）、ｍＴＯＲ（Ｐ ＝
０. ０００ ３， Ｆ ＝ １３９. ７７）、ｐ⁃ｍＴＯＲ（Ｐ ＝ ３. ２ × １０ － ６， Ｆ
＝ １ ３６６. ６６）信号通路的调控作用被增强。 相对于

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋ ＶＰＦ 组，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 组对 ＹＡＰ（Ｐ
＝ ０. ００２ ５６， Ｆ ＝ ４５. ５７）、ｐ⁃ＹＡＰ（Ｐ ＝ １. ２６ × １０ － ５， Ｆ
＝６８６. ５４）、ｍＴＯＲ（Ｐ ＝ ０. ００２， Ｆ ＝ ５１. ２４）、ｐ⁃ｍＴＯＲ
（Ｐ ＝ ３. ２ × １０ － ６，Ｆ ＝ １ ３６６. ０６）信号的抑制作用更

高。 见图 ６。
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３　 讨论

　 　 ＴＲＡＩＬ 因其对肿瘤细胞的特异性杀伤作用，被
广泛用于癌症治疗相关研究［７］。 然而，由于肿瘤的

多药耐药性，ＴＲＡＩＬ 单药应用无法达到预期治疗效

果。 长期以来，无论是稳定性增强的重组 ＴＲＡＩＬ 蛋

白还是特异性更高的 ＴＲＡＩＬ 抗体，抗癌效果均有

限。 因此，探究药物协同递送途径来增强其效用，对
于 ＴＲＡＩＬ 的临床应用具有重要意义［８ － ９］。 ＹＡＰ 信

号是多种实体肿瘤靶向、化疗和免疫治疗反应的关

键调节因子。 ＹＡＰ 的过度表达与 ＯＳＣＣ 促癌基因的

表达水平呈正相关，能促进肿瘤细胞的增殖和肿瘤

的侵袭能力。 此外，ＹＡＰ 还能促进 ＯＳＣＣ 细胞对化

疗药物的耐药性［１０］。 维替泊芬（ＶＰＦ）是一种用于

治疗眼部异常血管的光敏药物，可直接抑制 ＹＡＰ⁃
ＴＥＡＤ 结合并减少 ＹＡＰ 过度表达［１１］。 Ｆｉｓｈｅｒ ｅｔ
ａｌ［１２］研究表明 ＶＰＦ 能通过抑制 ＹＡＰ 来提高恶性肿

瘤细胞对 ＲＡＦｉ、ＴＫＩ 或化疗药物的敏感性。 然而，
维替泊芬仅在高微摩尔浓度下阻断 ＹＡＰ⁃ＴＥＡＤ 结

合，因此在临床上应用受限［１３］。 该研究通过超速离

心法和 ０. ２２ μｍ 过滤制备载 ＶＰＦ 的 ＴＲＡＩＬ 转染纳

米囊泡，提高 ＯＳＣＣ 细胞对 ＴＲＡＩＬ 的敏感性。
ＭＳＣｓ 首先转染 ＴＲＡＩＬ（ＭＳＣＴｓ），然后用 ＶＰＦ

孵育，得到载药纳米囊泡。 ＴＥＭ 结果显示，ＥＶｓ 纳

米粒子颗粒圆整，粒径分布较窄。 高速离心法去除

粒径大于 ２２０ ｎｍ 的微泡，再经蔗糖密度梯度超速离

心进一步纯化。 载药囊泡具有较高的载药量和良好

的释药曲线。 体外实验表明，载药系统具有良好的

抗肿瘤活性，ＶＰＦ 能增强 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对 ＳＣＣ２５ 的抑

制作用，ＥＶｓ 协同递送的 ＶＰＦ ／ ＴＲＡＩＬ 能更加高效的

抑制肿瘤细胞生长。 这可能是由于 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ
组中 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 能以固定比例进入细胞，作
用稳定，间充质干细胞衍生 ＥＶｓ 的细胞归巢作用增

加了 ＶＰＦ ／ ＴＲＡＩＬ 细胞摄取。 这一结果与以往研究

一致，如在介孔硅中装载吉西他滨和紫杉醇［１４］，以
及载负顺铂和二甲双胍的纳米立方体［１５］，相较于游

离药物组，纳米载药组显示出更强的药效。 相较于

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ：ＶＰＦ， １００ ∶ ５ ～ １００ ∶ １５ 范围内囊泡内的

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和 ＶＰＦ 的联合应用具有良好的协同作用

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 由于载药量的限制，不能直接计算

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 的最佳配比。 由于 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 和游

离 ＶＰＦ 在 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １（ｗｔ％ ）的比例范围内显示出

最佳抑制作用，因此推测 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 组的最佳

比例也位于 １０ ∶ １ ～ ５ ∶ １（ｗｔ％ ）范围内。

该研究检测了 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞

中凋亡相关蛋白和 ＹＡＰ 表达的影响。 ＶＰＦ 不能直

接调控 ＳＣＣ２５ 细胞中凋亡蛋白的表达，但可以提高

ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ 调控作用 （Ｐ ＜
０. ０５）． ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 可增强 ＶＰＦ 对 ＳＣＣ２５ 细胞内

ＹＡＰ、ｍＴＯＲ 蛋白的抑制作用。 相较于 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋
ＶＰＦ 组，ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２ 的

调控作用更强（Ｐ ＜ ０. ０５），与凋亡、细胞活性实验结

果相符。 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ 对 ＹＡＰ、ｐ⁃ＹＡＰ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ
不具有调控作用，然而却能够加强 ＶＰＦ 对 ＹＡＰ、ｐ⁃
ＹＡＰ、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ 的调控作用，这种作用被 ＥＶｓ
的协同递送增强。 此前的研究表明 ＹＡＰ 能够抑制

ＴＲＡＩＬ 的表达，ＶＰＦ 可通过抑制 ＹＡＰ 的表达增强

ＴＲＡＩＬ 作用［５］，与该研究结果相符。
综上所述，该研究从 ＭＳＣＴ 中分离出 ＶＰＦ 相关

ＥＶｓ，证明 ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ 对口腔鳞癌细胞具有显

著的抑制作用，这种抑制作用源于对凋亡蛋白和

ＹＡＰ 调控。 制备的载药 ＥＶｓ 能降低 ＶＰＦ 的使用剂

量，增强 ＴＲＡＩＬ 对 ＯＣＳＳ 细胞的敏感性。 新型载药

ＥＶｓ 协同递送 ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ 对 ＯＣＳＳ 细胞展现出高

效抑制作用， 为多药耐药肿瘤的治疗提供新思路。
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ＢＣＡ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ＥＶｓ． Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｄｒｕｇ
ｌｏａｄｉｎｇ ｏｆ ＶＰＦ ａｎｄ ｄｒａｗ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ． Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｈａｌｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ ＩＣ５０） ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｆｉｎａｌｌｙ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ Ｙａｐ ｉｎ ＳＣＣ２５ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｗｅｌｌ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｂｏｕｔ １００ ｎｍ． Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ｎａｎｏ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ａｂｏｕｔ （１５. ４３ ± ０. ４４）％ ， ５７. ８％ ｏｆ ＶＰＦ ｗａｓ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｉｎ １０ ｈ ａｎｄ ８２. ５％ ｉｎ ４５ｈ； ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ
ａｎｄ ＶＰＦ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＳＣＣ２５ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｇｏｏｄ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ １０：１ － ５：１ （ＣＩ ＜ １， ｗｔ％ ）． Ａｔ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ １００：５ ～ １００：１５ （Ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ｔｏ ＶＰＦ，
ｗｔ％ ） ， ｔｈｅ ＩＣ５０ ｏｆ ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｆｒｅｅ ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ＋ ｆｒｅｅ ＶＰＦ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０. ０５）， ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｍｏｒｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＳＣＴ⁃ＥＶｓ ／ ＶＰＦ ｏｎ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒ⁃
ｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｐａｒｔｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｂａｘ， ＢＣＬ⁃２， ｍＴＯＲ， ｐ⁃ｍＴＯＲ ａｎｄ ＹＡＰ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 ＥＶｓ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ａ ｆｉｘｅｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＩＬ ／ ＶＰＦ ｓｈｏｗｓ ｈｉｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｕｍｏｒｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ； ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ； ＴＲＡＩＬ； ｏｒａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
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