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双峰驼血浆外泌体分离提取及肝癌细胞 
对外泌体摄取的实验研究 
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摘要：为进一步研究双峰驼（Camelus bactrianus）血浆来源的外泌体在肝癌细胞侵袭和转移中的调节

作用，本研究采用超速离心法分离双峰驼血浆外泌体，并通过透射电镜观察其形态和超微结构。随后，

使用纳米粒子跟踪分析仪测定外泌体的粒径及分布。将荧光染料 PKH67 标记的外泌体与肝癌细胞

（MHCC-97H 和 Huh7 细胞）共培养，并应用扫描共聚焦显微镜（LSCM）观察肝癌细胞对双峰驼血浆

来源外泌体的摄取情况。结果显示，分离获得的双峰驼血浆外泌体均呈现杯状或圆形形态，直径约为

100 nm；纳米粒子跟踪分析的结果表明，其颗粒大小的主峰分别为约 124.6 nm 和 117.9 nm，总体尺寸

分布范围从 50 nm 到 200 nm。在扫描共聚焦显微镜下观察，PKH67 标记的外泌体能够进入 MHCC-97H

和 Huh7 肝癌细胞内，且主要分布于细胞膜及核周的细胞质中。本研究成功提取了双峰驼血浆外泌体，

并观察到肝癌细胞对外泌体的摄取现象，表明肝癌细胞可能是双峰驼外泌体的靶细胞之一。 
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Abstract: [Objectives] This study aims to study the regulatory role of exosomes derived from Bactrian 

Camel Camelus bactrianus plasma in the invasion and metastasis of hepatocellular carcinoma cells. [Methods] 
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In this study, the plasma exosomes of Bactrian Camels were separated by ultracentrifugation, the morphology 

and ultrastructure of the exosomes were observed by transmission electron microscopy, and the particle size 

and distribution of the exosomes were determined by nanoparticle tracking analyzer, the exosomes were 

co-cultured with hepatoma cells (MHCC-97H and Huh7 cells) after labeling with fluorescent dye PKH67, and 

the uptake of plasma-derived exosomes by hepatoma cells was observed by scanning confocal microscopy 

(LSCM). [Results] The obtained plasma exosomes of Bactrian Camels were all cup-shaped or round-shaped, 

with a diameter of about 100 nm (Fig. 1): the main peaks of particle size were about 124.6 nm and 117.9 nm, 

respectively, and the overall size distribution ranged from 50 nm to 200 nm (Fig. 2). Exosomes carrying 

PKH67 markers were observed to enter MHCC-97H and Huh7 cells under LSCM, and mainly distributed in 

the cytoplasm of cell membranes and perinucleus (Fig. 3). [Conclusion] In this study, exosomes derived from 

Bactrian Camel plasma were successfully extracted, and the uptake of exosomes by hepatoma cells was 

observed, suggesting that hepatocellular carcinoma cells may be one of the target cells of Bactrian exosomes. 

Key words: Bactrian Camel; Plasma; Exosomes; Liver cancer cells 

原发性肝癌（hepatic cell carcinoma，HCC）

是常见的恶性肿瘤之一，具有高死亡率和易复

发的特点。外泌体通过改变肿瘤微环境，介导

产生具有生物活性的 miRNA，从而在肝癌的发

展过程中影响肿瘤的生长、侵袭和转移

（Zaborowski et al. 2015）。双峰驼（Camelus 
bactrianus）主要分布在中国的新疆、甘肃和内

蒙古，适应了独特的生活习性和极端的生存条

件。研究表明，双峰驼乳源外泌体对肝癌细胞

HepaRG 具有选择性的抗增殖作用，而对正常

肝细胞 ThLE-2 则没有明显的细胞毒性

（El-kattawy et al. 2021）。这一发现提示双峰驼

外泌体在癌症治疗与预防中的潜在应用价值。

然而，由于乳汁成分复杂，其中一些小分子与

外泌体大小相似，可能导致分离后的外泌体浓

度降低。因此，本研究选择双峰驼的另一种体

液——血浆，作为外泌体的提取来源。 

研究发现，原发性肝癌（HCC）患者与正

常志愿者的血浆外泌体存在显著差异，显示其

作为肝癌潜在诊断标志物的可能性（夏泽宇 

2021）。此外，有研究指出，血浆外泌体

circ-0051443 能够抑制肝癌的进程，成为潜在

的治疗靶点（Chen et al. 2020）。另外，双峰驼

血浆外泌体能够有效递送 siRNA 到目标细胞，

为靶向肝癌治疗提供了新的可能（Wahlgren et 

al. 2012）。 

外泌体是一种细胞外囊泡（Kalluri et al. 

2020），最早于 1983 年在绵羊（Ovis aries）网

织红细胞中被发现（Johnstone et al. 1987）。其

形态呈典型的杯状，直径约为 40 ~ 160 nm，外

膜由两层平均厚度小于 5 nm 的脂质双层包裹，

密度为 1.13 ~ 1.19 kg/L（van Dommelen et al. 

2012）。越来越多的研究表明，细胞可以通过多

种内吞途径（如依赖网格蛋白、小窝蛋白或脂

筏的内吞）以及直接与细胞膜融合的方式摄取

外泌体，从而释放其内容物以调节靶细胞的生

物学功能（冯唐等 2024）。本研究采用基于质

量密度的超速离心技术分离双峰驼血浆中的外

泌体，并使用纳米粒子跟踪分析仪检测外泌体

的粒径分布。同时，利用透射电子显微镜

（transmission electron microscope，TEM）观

察外泌体的形态，采用共聚焦显微镜研究肝

癌细胞对双峰驼外泌体的摄取情况，为后续研

究其在肝癌细胞侵袭与转移中的调节作用奠

定基础。 

1  材料与方法 

从内蒙古乌兰察布市卓资山镇十八台乡采

集 10 峰健康双峰驼个体的血液，并分离其血

浆，备用。所选个体均为 8 至 9 岁的母驼。 
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肝癌细胞 MHCC-97H 和 Huh7 分别购自中

国科学院细胞库和 ATCC 公司，luc 标记的人

肝癌细胞 HEP3B-luc 购自上海钰博生物科技有

限公司。 

1.1  超速离心法分离双峰驼外泌体 
本实验采用超速离心法进行外泌体的分

离，该方法依据样品中外泌体、蛋白质、细胞

等物质的沉降速率差异，通过逐步提高离心力

实现分离。大量研究已证明，经过优化的超速

离心方法可以有效从细胞培养液、血清及其他

体液中提取外泌体（Raposo et al. 2013），被认

为是外泌体分离的“金标准”（Coughlan et al. 

2020）。本实验使用超速离心机（XE-90:90k 

RPM，Beckman，美国）处理经等密度 PBS 稀

释的血液样品。首先，以 300 g 离心 10 min，

分离活细胞；之后，将上清液转移到新的试管

中，以 2 000 g 离心 10 min，沉淀死细胞；接

着取上清液，以 12 000 g 离心 30 min，清除细

胞碎片；最后，收集上清，以 12 000 g 离心 70 

min，获得外泌体沉淀。将沉淀重悬于预冷的

PBS（2.5 ml）中，即可获得外泌体，并储存在

﹣80 ℃备用。根据制造商的说明，使用 BCA

蛋白检测试剂盒（上海木辰生物科技有限公司）

检测分离得到外泌体的浓度。 

1.2  外泌体鉴定 
双峰驼血浆来源外泌体的鉴定主要包括形

态学特征、超微结构、外泌体大小及分布。首

先，采用透射电子显微镜（Talos L120C，赛默

飞，美国）观察外泌体的形态（Lee et al. 2017）。

将从血浆中分离得到的外泌体溶液 50 μl 加入

到 10 ml PBS 中，4 ℃ 120 000 g 离心 70 min；

将沉淀用 50 μl PBS 重悬，并通过电子显微镜

观察外泌体的形态和大小。纳米粒子追踪分析

法（nanoparticle tracking analysis，NTA）是一

种基于光学粒子追踪的技术，可以同时表征外

泌体大小和粒度分布。其原理是利用激光束照

射外泌体，粒子散射产生的光被电荷耦合器件

（charge coupled device，CCD）相机记录，分

析每个粒子的运动速度，并通过 Stokes-Einstein

方程计算颗粒的大小（Filipe et al. 2010，

Dragovic et al. 2011）。取 100 μl 外泌体样品使

用纳米粒子追踪分析仪（ZetaView PMX 110，

Particle Metrix，德国）评估外泌体的大小及其

分布。 

1.3  细胞培养 
取冻存的肝癌细胞 MHCC-97H 和 Huh7，

放置于 37 ℃水浴锅（HH-2，常州智博瑞，中

国）中快速复苏，将复苏后的细胞悬液转移至

含有培养基（10%的胎牛血清和 1%的青-链霉

素双抗的 DMEM 培养基）的 15 ml 离心管中，

1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清，加入完全培

养基（DMEM、10%胎牛血清 FBS 和 1%青链

霉素双抗）重悬细胞，然后将其转移至细胞培

养瓶中，在 37 ℃ 5% CO2 条件下培养。待细

胞生长到 80% ~ 90%时，进行传代操作。在生

物安全柜（BSC-1000IIB2，上海苏净实业有限

公司，中国）内，吸弃细胞培养上清液，并用

无菌 1 × PBS 洗涤细胞。然后，加入 1 ml 胰酶

（25200- 072，Gibco，美国）进行消化，确保

胰酶与细胞充分接触。当观察到细胞间隙增大，

且细胞出现脱落迹象时，加入新鲜培养液以终

止消化。吹打细胞使其完全脱落，然后将细胞

悬液在 1 000 r/min 下离心 5 min，弃去上清液。

加入新鲜培养液并轻轻吹打，按 1︰2 比例（即

从一个培养容器中将细胞转移到新容器中的比

例）传代至新培养瓶中，最后补充培养液并 37 

℃ 5% CO2 继续培养。 

1.4  外泌体标记 
用 PKH67 染色试剂盒（MINI67-1KT，

Sigma，美国）标记双峰驼血浆外泌体。PKH67

是具有绿色荧光的荧光细胞连接染料。取出双

峰驼血浆外泌体，放冰融化。向无菌 EP 管中

加入稀释液 C（Diluent C，用于常规细胞膜标

记）至总体积到达 500 μl，在另一无菌 EP 管中，

加入 500 μl 稀释液 C 和 4 μl PKH67，随后，两

管混合，孵育 5 min。加入 1%牛血清白蛋白

（BSA）至 20 ml 终止染色 1 min，120 000 g
离心 60 min，弃上清，用无菌 PBS 溶解沉淀，
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即获得 PKH67 标记的双峰驼血浆外泌体，命名

为 PKH67-Exo。 

1.5  肝癌细胞与 PKH67 标记外泌体（PKH67- 
Exo）共培养及荧光标记和观察 

将培养好的肝癌细胞 MHCC-97H 和 Huh7

制成细胞悬液并计数，以每孔 0.5 × 105 细胞的

数量接种在 24 孔板上，静置培养过夜。吸弃细

胞培养上清，用无 FBS 培养基润洗细胞，随后

加入不含外泌体的 FBS 培养基。将 PKH67 标

记外泌体（PKH67-Exo）按终浓度 20 mg/L 加

入细胞培养孔中，混匀后 37 ℃ 5% CO2共孵

育 12 h。完成孵育后，弃去培养基，用 PBS 润

洗细胞。 

使用 4%多聚甲醛固定细胞，去除多聚甲

醛后，用含 0.1% TritonX-100 的 PBS 处理细胞

5 min，再用 PBS 洗爬片 3 次，最后使用含蓝

色荧光 DNA 染料 4′, 6-二脒基-2-苯基吲哚

（DAPI）的封片剂进行封片，使用激光共聚焦

显微镜（XH8240RCD402，Leica，德国）在

358 nm 的激光波长下观察细胞与 PKH67 标记

外泌体（PKH67-Exo）的共培养情况并拍照。 

1.6  CCK8 检测细胞增殖活性 
使用 Lipofectamine™ 2000 转染试剂

（11668019，Invitrogen，美国）将外泌体转染

至 HEP3B-luc 细胞（luc 标记的人肝癌细胞），

无血清培养 6 h。随后，更换为完全培养基，并

在 24 h 后检测转染效率。转染效率通过转染面 

 

积计算，即荧光蛋白面积与细胞总面积之比。

具体操作方法如下：转染效率通过 Image J 软

件，先将图片设置成黑灰色，然后设置增强对

比度，使图片亮度明显增强，接着设置阈值，

依次点击 analyze、measure，直接算出面积，

以便进行后续实验。细胞分组如下：HEP3B-luc

细胞阴性对照组、外泌体组（HEP3B-luc 细胞

与外泌体）、外泌体和 inhibitor 组（HEP3B-luc

细胞、外泌体、inhibitor）。转染后的细胞浓度

调整至 5 × 107 个/L，并按照上述分组分别接种

于 96 孔培养板中，每孔 100 μl 细胞悬液于 96

孔培养板中。在培养 24 h、48 h、72 h 时，通

过显微镜观察细胞状态并拍照。然后每孔加入

10 μl的CCK8（使用浓度为体积比10%，C0037，

碧云天，中国），在 37 ℃ 5% CO2培养箱中避

光孵育 2 h。用酶标仪[美谷分子仪器（上海）

有限公司]检测细胞在 450 nm 波长下的吸光

度（A）值。 

数据处理采用 GraphPad Prism 7.0 软件，

所有数据以均值 ± 标准差表示，两组间比较

采用 t 检验，P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  透射电子显微镜鉴定外泌体的形态 
使用透射电子显微镜观察显示，从双峰驼

血浆中分离的外泌体均呈现杯状或圆形的形

态，直径约为 100 nm（图 1）。 

 
 

图 1  使用透射电子显微镜观察双峰驼外泌体的形态 

Fig. 1  Transmission electron microscopy was used to observe the morphology of Camelus bactrianus exosomes 

a ~ d 分别为 67000X-1 ~ D67000X-4 号双峰驼血浆。 

a﹣d are plasma samples from Camelus bactrianus numbered 67000X-1﹣D67000X-4, respectively. 
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2.2  纳米粒子追踪分析法检测双峰驼血浆外

泌体的大小及分布 
纳米粒子追踪分析法分析表明，双峰驼血

浆中外泌体颗粒大小的主峰分别约为 124.6 nm

和 117.9 nm，峰面积占比 95.5%，粒径大小 50 ~ 

200 nm，平均约为 136.4 nm（图 2）。所有结果

表明，用超速离心法已成功提取了双峰驼血浆

外泌体。 

2.3  肝癌细胞对双峰驼血浆来源外泌体的摄取 
激光共聚焦显微镜观察显示，PKH67 标记

外泌体（PKH67-Exo）出现在 MHCC-97H 细胞

和 Huh7 细胞的细胞膜上并进入细胞内部，主

要分布于核周的胞质中，呈绿色点状荧光（图

3）。由此可见，双峰驼血浆来源的外泌体可以

进入 MHCC-97H 和 Huh7 肝癌细胞。 

2.4  外泌体对细胞增殖活力的影响 
与 HEP3B-luc 细胞阴性对照组相比，24 h

时，外泌体组（HEP3B-luc 细胞与外泌体）

HEP3B-luc 细胞增殖能力显著降低（t = 2.870，

df = 10，P < 0.05），48 h、72 h 时，外泌体组 
 

 
 

图 2  2 号双峰驼血浆外泌体粒径与浓度分布的纳米粒子跟踪分析 

Fig. 2  Nanoparticle tracking analysis of the size and distribution of plasma exosomes from 2 Camelus bactrianus 

 

 
 

图 3  Huh7 细胞和 MHCC97H 细胞与 PKH67 标记的双峰驼外泌体共孵育结果（400 ×） 

Fig. 3  Results of co-incubation of Huh7 cells and MHCC97H cells with  

PKH67-labeled Camelus bactrianus exosomes 
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HEP3B-luc 细胞增殖能力均极显著降低（48 h：

t = 8.077，df = 10，P < 0.000 1；72 h：t = 12.40，

df = 10，P < 0.000 1）；同一时间点，与对照组

相比，外泌体和 inhibitor 组（HEP3B-luc 细胞、

外泌体、inhibitor）HEP3B-luc 细胞增殖能力无

显著差异（图 4）。 
 

 
 

图 4  外泌体对各组细胞增值活力的影响 

Fig. 4  Effect of exosomes on cell proliferation  

and vigor in each group 

与对照组相比，* P < 0.05，**** P < 0.0001。误差线表示标准差。 

Compared to the control group, * P < 0.05, **** P < 0.000 1. Error 

bar indicates standard deviation. 

 

3  讨论 

外泌体于 1983 年首次被发现（Johnstone 

et al. 1987），但当时有关这方面的研究较为缺

乏。近年来，随着研究的深入，人们逐渐认识

到了外泌体的生理特性，它不仅可以介导细胞

间通讯，而且对机体生理病理过程有重要影响

（权素玉等 2018）。外泌体在肝癌的演化与进

程中发挥重要作用，不同类型细胞间通过外泌

体实现的交叉联系有效地促进了致癌信号在细

胞间传递与叠加，从而加剧了癌变进程（Zhang 

et al. 2015）。同时，不同细胞来源的外泌体组

分之间也存在异质性。由此推测，外泌体可能

参与形成和维持肝癌侵袭能力的异质性（魏思

佳等 2023）。原发性肝癌在我国乃至全球的发

病率与死亡率均呈逐年攀升之势，是我国致死

率极高的癌症之一（Qi et al. 2023）。双峰驼在

荒漠地区是独具经济价值和社会价值的特色

物种资源，在抗肿瘤（Yang et al. 2019，Shi 

et al. 2021）领域，驼乳更是展现出了其独特

的食疗保健与辅助治疗功效。更有研究表明，

血浆外泌体能抑制肝癌进程（Chen et al. 

2020），因此我们推测来自双峰驼体液中的外

泌体在癌症治疗和预防方面有很大的潜力。本

研究从双峰驼血浆中分离提取外泌体，成功建

立了双峰驼血浆来源外泌体的分离方法，并用

PKH67 标记双峰驼外泌体后检测到其可被

MHCC-97H 和 Huh7 细胞摄取，为后续研究奠

定了实验基础。 

外泌体的组成及其在体液中的分布十分复

杂。尽管其他细胞外囊泡亚群与外泌体在性质

上具有相似之处，但在生理功能上存在着显著

差异（Batista et al. 2011，Choi et al. 2019），此

外，不同体液中不同组分之间的外泌体含量也

存在很大程度的差别。因此，为了保证外泌体

的浓度和质量，我们需要选用高效的分离提取

方法来去除背景混杂对提取结果的影响，提高

外泌体生物学作用方面的研究，优化外泌体临

床检测技术，保证治疗载体技术的准确性和可

靠性。超速离心是目前最常用的外泌体分离方

法之一，其具有以下优点：成熟的分离技术、

较高的提取量、便捷的操作方法以及广泛的应

用。然而，超速离心仍存在一些弊端：在离心

过程中花费时间太长、离心机设备价格昂贵以

及特异性较差。延长离心时间可以增加外泌体

数量，但如果时间超过 4 h 时，则会导致外泌

体的损伤甚至降解。超速离心还可能会因为离

心过程中外泌体与可溶性蛋白共沉淀，影响后

续下游分析（张越等 2023）。外泌体的鉴定主

要采用透射电镜观察和纳米粒子追踪分析法，

可以直接观察外泌体形态、测量其粒径大小及

分布。目前透射电子显微镜的分辨力可达

0.2 nm（Wu et al. 2015），它能直接观察结构和

形态，鉴别不同大小的外泌体。本研究通过透 
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射电镜直接观察到从双峰驼血浆中分离的外泌

体均呈现典型的杯状或圆形形态，直径约为

100 nm。经软件测量分析，膜结构完整，轮廓

清晰，中空囊泡状，视野所见背景清晰，内膜

中央可见外泌体是质地均匀发黑的圆形空腔，

与前人文献报道的外泌体大小形态高度一致

（Mahmoud et al. 2016）。 

MHCC-97H 和 Huh7 细胞由于其取材方便

以及易于分离培养的优点，作为肝癌摄取实验

研究中常用的经典肝癌细胞。双峰驼的许多细

胞具有释放外泌体的能力，外泌体释放后广泛

存在于血浆、淋巴液、尿液、唾液、乳汁、羊

水以及腹水等多种生理性或者病理性体液中

（Srivastava et al. 2021）。外泌体可介导蛋白、

可溶性因子、RNA 和 miRNA 等生物活性物质

在细胞间传递。而现阶段对于外泌体的研究多

集中在生物起源和功能方面。不同来源的外泌

体与目标细胞间存在特异性相互作用，被细胞

摄取的方式也不尽相同。细胞通过多种内吞方

式摄取外泌体，包括依赖网格蛋白的内吞作用、

不依赖网格蛋白的内吞作用（Costa verdera et al. 

2017）、小窝蛋白调节的内吞作用和依赖小窝蛋

白/脂质筏途径的内化作用等（Colombo et al. 

2014）。由于外泌体的尺寸，内吞作用和融合是

两个最可能的外泌体摄取机制，例如，Morelli

等（2004）的研究指出，外泌体进入树突状细

胞的方式为内吞，Feng 等（2010）的研究表明，

吞噬细胞通过吞噬这种特殊的内吞方式摄取外

泌体，黑色素瘤通过融合的方式使外泌体内化

进入细胞（Tian et al. 2010）。本研究中外泌体

示踪结果显示，在 MHCC-97H 细胞和 Huh7 细

胞培养体系中加入用荧光染料 PKH67 标记的

双峰驼血浆外泌体，在激光共聚焦显微镜下可

见两种细胞的细胞膜上出现 PKH67-Exo 并进

入细胞内部，主要分布于核周的胞质中，呈绿

色点状荧光。说明 MHCC-97H 和 Huh7 细胞可

成功摄取双峰驼血浆来源外泌体，推测肝癌细

胞可能为双峰驼外泌体的靶细胞之一。 
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