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[摘要]外泌体被定义为一类胞外囊泡，由内体膜向内萌发形成，与质膜融合后释放到细胞外环境中。多年来，研究者为发现

新型、高效和选择性极佳的外泌体分离方法做出了大量的努力。外泌体被认为在细胞间的交流中起着重要的作用，在各种类

型癌症中，抑制外泌体的释放可能有助于减缓某些癌症的进展。因此，外泌体一直是癌症治疗的一个有吸引力的靶点。随着

研究的深入，黑素瘤来源的外泌体在黑素瘤的进展及治疗等方面展现出了巨大潜力。本文总结了外泌体的主要生物学特征及

其在黑素瘤诊治方面的新进展，以期为未来黑素瘤诊疗提供指导。
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于其具有高度侵袭性、转移性和复发率，其死亡率普

遍较高。据统计，黑素瘤的发病率在全球范围内不断增

加[2-3]。近年来，分子靶向治疗和免疫治疗逐渐成为黑素

瘤的有效疗法[4]，而利用外周血生物学标志物来协助判断肿

瘤复发并评价治疗反应显得尤为重要。外泌体是一种在大多

数真核细胞的内体腔室中产生的胞外囊泡（Extracellular 

vesicles，EVs），在过去十年中受到越来越多的关注，它

们最初被认为是细胞损伤导致的细胞排泄物，或细胞稳态的

副产物，对邻近细胞无显著影响，然而大量研究显示，这些

细胞外囊泡可携带复杂的蛋白质、脂质和核酸，然后将这些

“货物”运送到目标细胞[5]。因此，外泌体作为一种新的细

胞间通讯方式，在信号转导和免疫反应等许多细胞活动中发

挥重要作用。肿瘤来源的外泌体与促进肿瘤进展、血管生成

和免疫逃逸有关，且在不同转移阶段均可发挥一定作用，包

括诱导迁移、侵袭和转移前微环境的形成等[6]。本文主要针对

外泌体的基本生物学特征及其在黑素瘤诊治中的研究进展进行

综述。

1  外泌体的基本生物学特征

1.1 外泌体的形态和大小：外泌体被定义为一类胞外囊

泡，由内体膜向内萌发形成，与质膜融合后释放到细胞

外环境中。有文献证实，在透射电镜下外泌体通常呈杯

状，密度在1.13～1.17 g/ml之间，可表达CD63、VPS35、

galectin 3、纤维连接蛋白和胎盘碱性磷酸酶，不表达

Calnexin蛋白[7]。然而，外泌体的大小尚不确定，研究显

示直径30～100 nm是最适合的外泌体大小，因为直径小于

30 nm的囊泡太小，光子显微镜无法观察到，100 nm大小的循

环颗粒易被单核吞噬细胞系统清除[8]。因此，在各种细胞类

型中，直径30～100 nm代表了典型的外泌体大小范围[9]。

1.2 外泌体的功能：外泌体的研究始于20世纪80年代[10]，

它最初被认为是细胞的“排泄物”，直至研究发现B淋巴

细胞衍生的外泌体可诱导抗原特异性MHC-Ⅱ限制性T细胞反

应，这才表明外泌体在抗原呈递中具有积极的功能[11]。研

究表明外泌体可以携带大量生物活性物质，包括脂质、蛋白

质、核酸和代谢物等，外泌体中的生物活性分子使得其可以

作为细胞间信息传递的信号平台[12]。不同细胞来源的外泌

体功能不同，并因供体细胞生存的不同生理或病理条件而

异[13-14]。由于外泌体本质上是抗原呈递囊泡，且其具有较

长的循环半衰期，人体耐受良好，不仅能够穿透细胞膜，

还可能对特定细胞类型产生靶向作用，这使其可以用作生

物标志物、疫苗、药物输送装置和治疗工具成为可能[15]。

1.3 外泌体的分离方法及临床应用：外泌体所在生物液体

的复杂性、不同外泌体之间的物理化学和生化特性的巨大

重叠以及外泌体本身的异质性使得分离出高产率的外泌体

具有一定挑战性[16]。目前，常用的外泌体分离方法主要有

超速离心法、超滤法、微流体法、免疫亲和捕获、聚合物

诱导沉淀、尺寸排除色谱法等，每种方法的特点和应用场

景各不一致，比如，超速离心法易于外泌体的分离，并促

成了不同细胞来源的外泌体分离[17]。与超速离心方法相

比，超滤法显著缩短了外泌体的分离处理时间，且不需要

特殊设备，重要的是，通过调节过滤器的大小，允许研究

者对特定的外泌体亚群进行分类，这也是经典超速离心方

法的理想替代方法[18]。微流体法通过在微观上探索外泌体

的理化和生化特征，不仅可以从指尖的血液中快速分离外

泌体，还可以实时描述外泌体的特征，这对于非侵入性疾

病检测尤其有价值，如早期癌症筛查[19]。免疫亲和捕获是

分离具有特定起源的外泌体亚群的理想方法，为疾病诊断
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提供了重要的依据[20]。由于聚合物沉淀法不需要复杂的设

备，这种方法可应用于大量分离外泌体，且具有高产率。

这种方法还可以通过整合各种外泌体（或蛋白质/遗传物

质含量）分析检测平台来实现快速疾病诊断[21]。另外，还

有尺寸排除色谱法（Size exclusion chromatography，

SEC），早在外泌体被发现之前，SEC就已经得到了很好的

发展，并广泛应用于高分辨率分离大分子或大分子聚集

物，如蛋白质、聚合物和各种脂质体颗粒[22]。总之，目前

临床工作中，常用的分离方法可将细胞外基质中不同类型

的外泌体快速、有效地分离。

2  外泌体在黑素瘤诊治中的研究进展

2.1 外泌体相关生物标记物在黑素瘤的诊断和预测中的作

用：黑素瘤早期诊断并通过手术切除后预后较好，发生转

移后由于缺乏有效的治疗手段，生存率急剧降低，所以早

期诊断黑素瘤显得尤为重要。外泌体作为一种发挥多种生

物学功能的细胞外囊泡，目前已被发现含有多种与黑素瘤

相关生物标记物[23]，主要包括蛋白质组标记物和遗传组标

记物。

2.1.1 蛋白质组标记物：外泌体相关的热休克蛋白70

（Heat shock protein70，HSP70）已被提出作为诊断和监

测多种实体肿瘤的潜在生物标志物，如肺癌、乳腺癌和卵

巢癌，事实上，HSP70已在黑素瘤衍生的外泌体中被发现过

表达且与癌症的不良预后有关[24]。Guerreiro EM[25]在9个黑

素瘤细胞系中发现了一种潜在的黑素瘤特异性外泌体标记

蛋白，即黑素原体蛋白（Melanosomes protein，PMEL），

它参与黑素小体中淀粉样原纤维的形成。Jang SC等[26]在

人类黑素瘤组织中发现的富含线粒体蛋白的外泌体，并将

线粒体蛋白鉴定为转移性黑素瘤的潜在生物标志物。同样

地，Bonhoure A等[27]检测了黑素瘤和非癌症患者的血浆样

本，发现黑素瘤患者血浆中外泌体黑素转铁蛋白水平升高，

建议将外泌体黑素转铁蛋白作为潜在的黑素瘤生物标志物。

这些标志物让黑素瘤具有特异性，在临床中更容易被识别。

2.1.2 遗传组标记物：研究发现，黑素瘤细胞系的外泌体

含有炎症趋化因子，mRNA水平升高，TRP-1和ATP结合盒式

蛋白mRNA水平降低。从黑素瘤细胞系分离的外泌体中主要

组织相容性抗原HLA-C表达的mRNA表达似乎下调，其被认

为是免疫原性差的一个指标[28]。除了mRNA，黑素瘤外泌

体也被报道含有microRNAs。利用miRNA阵列，与来自正常

成人黑素细胞的外泌体相比，来自黑素瘤细胞系A375的外

泌体中130个miRNAs水平增加，98个miRNAs水平下降。失

调的miRNAs与细胞生长、增殖、运动和细胞死亡相关，包

括miR-21、miR-23、miR-let7a/c、miR-138、miR-125b、

miR-222和miR-494[29]。在转移性散发黑素瘤患者血浆中检

测到与外泌体相关的miR-17、miR-19a、miR-21、miR-126

和miR-149水平高于健康对照组，并将它们用于监测临床结

果[30]。黑素瘤外泌体衍生的相关生物标记物有望成为黑色

素瘤潜在的非侵入性检测标志物，在黑素瘤的诊断和预测

中起到重要作用。

2.2 外泌体在黑素瘤进展和转移中的作用：黑素瘤的发生

发展是一个循序渐进的过程，涉及与黑素瘤细胞恶性转化

相关的遗传、表观遗传和环境因素，使其不受控制地增殖

并获得侵袭性。外泌体可以通过促进黑素瘤细胞恶性增

殖、转移性扩散，使肿瘤细胞逃脱免疫监视，以及通过促

进血管生成和基质重构，改变信号通路等方式促进了黑素

瘤的进展和转移。

上皮间质转化（E p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l 

transition，EMT）是癌症转移过程中非常重要的环节，

在外泌体介导的EMT样过程中，丝裂原活化蛋白激酶

（Mitogen activated protein kinase，MAPK）信号通路

被激活。黑素瘤衍生的外泌体激活原代黑素细胞中MAPK信

号分子的表达，如MAP3K4、MAP2K5和MAPK13，从而促进转

移表型[31]。

黑素瘤的侵袭性表型还受到其微环境pH值变化的高

度影响，如酸性环境通过大量分泌外泌体影响肿瘤细胞

的侵袭性、进展和组织重塑，决定整个宿主的病程[32]。

Boussadia Z等[33]研究发现，当黑素瘤处于转移性阶段时，

酸性pH可增加外泌体的分泌。当暴露于酸性介质中产生的

外泌体时，黑素瘤细胞获得迁移和侵袭能力增加，这可能

是由于转移性外泌体蛋白介导，有利于肿瘤细胞的转移和

血管生成。

黑素瘤是一种可变免疫原性肿瘤，黑素瘤衍生的外泌

体在调节对肿瘤的免疫反应中发挥着重要作用，其中包括

通过影响肿瘤相关的巨噬细胞表型。源自转移前淋巴结中

黑素瘤的外泌体通过诱导经典激活M1巨噬细胞触发肿瘤中

的血管生成，或者通过诱导内皮细胞增殖激活M2巨噬细胞

介导的血管生成[34]。研究发现，黑素瘤细胞可经WNT5A信

号通路，诱导释放含有免疫调节和促血管生成蛋白IL-6、

VEGF和MMP2的外泌体[35]。

另外，黑素瘤衍生的外泌体可通过外泌体中的

microRNA直接激活CD4+ T细胞的线粒体凋亡途径。转移性黑

素瘤会释放表面携带程序性死亡配体1（Programmed cell 

death 1 ligand 1，PDL1）的外泌体，从而抑制CD8+ T细胞

的功能并促进肿瘤生长[36]。黑素瘤细胞衍生的外泌体还可

以下调自然杀伤细胞中NKG2D的表达以诱导免疫抑制[37]。总

之，黑素瘤外泌体可以通过各种相关机制来促进肿瘤生长

和转移。

2.3 外泌体在黑素瘤治疗和预后中的作用：近年来，虽然

靶向治疗和免疫治疗在延长黑素瘤患者生存期及改善黑素

瘤患者生存质量方面取得了显著进展，但仍不能使大部分

患者受益。外泌体的治疗潜力在药物输送和再生医学的背

景下进一步凸显。例如，外泌体与脂质体和纳米粒子结合

提供了新的治疗递送方法。具体而言，来源于肿瘤细胞的

外泌体可以作为药物的载体，并且可以有效地抑制肿瘤增
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殖，因为它们具有转移生物活性成分和克服生物屏障的能

力[38]。Rab27a敲低显著降低了黑素瘤细胞中的外泌体分

泌，并导致肿瘤生长和肺转移减少[39]。

在黑素瘤治疗中进展最为显著的是免疫检查点抑制剂

的研制，例如PD1/PDL1抑制剂和细胞毒T淋巴细胞相关抗原

4（cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4，CTLA-

4/CD152）抑制剂，类似地，外泌体通过对黑素瘤患者PD1/

PDL1轴抑制作用被报道可作为一种潜在的治疗方法[40]。然

而，黑素瘤患者对免疫检查点抑制剂的阳性反应率仍然很

低，Chen和同事首次揭示了在抗PD1治疗期间，患者外泌

体PDL1的增加可以反映成功的抗肿瘤免疫反应，相反，对

治疗无反应者的外泌体PDL1没有显著增加[41]。因此，循

环外泌体PDL1可以作为抗PD1/PDL1治疗临床结果的预测因

子。已有多项研究探讨外泌体如何在监测黑素瘤患者对肿

瘤治疗的反应中发挥作用。体外研究表明，化疗后外泌体

的分泌和脱落可能增加，特别是那些含有HSP70的外泌体。

同样，体外和在体研究表明，使用达拉法尼抑制BRAF治疗

后，含有外泌体的miR-211-5p的分泌增加。这表明外泌体

可用于监测黑素瘤应激反应或损伤[42]。

外泌体具有作为预后生物标志物的价值。这样可能提

早警示临床医生应注意患者是否复发，从而及时干预，改

善患者预后。Tucci M等[43]研究证明，来自T细胞的外泌体

相关PD-1和CD28基础水平较高的患者具有较高的无进展期

和总生存期。同样，治疗相关的树突状细胞衍生外泌体上

CD80水平的升高可改善患者的预后，也与更长的无进展期

和生存期相关，提示抗肿瘤免疫反应的重新激活。临床前

黑素瘤研究表明，循环外泌体可作为细胞对化疗药物耐药

的介质。Federici C等[44]报道，外泌体似乎参与了抗癌药

物顺铂的消除和耐药。此外，从黑素瘤患者渗出性血清中

分离出的外泌体中BRAF V600E突变DNA的检测与BRAF突变

的肿瘤表达相关，这一发现也被证明可预测疾病最终的进

展。周来来等[45]发现血清外泌体B7-H4表达升高与黑素瘤的

预后不良有关。已有的研究均表明，外泌体在黑素瘤治疗

和预后上有巨大的潜力。

3  小结和展望

外泌体作为一种新的细胞间通讯方式通过各种途径参

与黑素瘤的发生、发展和免疫调节等过程，在精准医疗时

代，外泌体在黑素瘤非侵入性诊断、阻断癌症的进展和转

移、监测临床治疗反应、判断预后等方面有着巨大前景。

但由于外泌体与肿瘤微环境之间存在着复杂的相互作用，

其用于黑素瘤诊断的特异性和敏感性仍需进一步探索，同

时，由于现在对外泌体的研究大多来自体液和细胞系阶

段，还需大量的动物实验及临床试验研究来验证。未来随

着针对外泌体的研究不断深入，我们终将制定出更有效的

黑素瘤诊治策略。
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