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人参外泌体通过促进巨噬细胞M1极化
抑制肺癌细胞生长

范亮亮1，任李梅1，杨　松2，李文婧1，赵悦名1，赵荣华1，赵大庆2，王佳雯2, *

（1.长春中医药大学吉林省人参科学研究院，吉林长春 130117；
2.长春中医药大学东北亚中医药研究院，吉林长春 130117）

摘　要：目的：旨在探讨人参外泌体（Ginseng-derived nanoparticles，GDNPs）通过改变巨噬细胞极化状态，抑制人

非小细胞肺癌细胞（A549）生长的分子机制，为人参鲜药的深入研究提供一定的理论基础。方法：采用 CCK-8法
检测人参外泌体对巨噬细胞（RAW264.7）活力的影响；实时定量 PCR检测人参外泌体刺激巨噬细胞 M1极化相

关指标 IL-6、iNOS、TNF-α、MCP-1转录水平；流式细胞术检测 M1型巨噬细胞分子标志 CD80的表达。收集

LPS和人参外泌体处理的 RAW264.7细胞衍生的上清液，制成条件培养基（CM），并与 A549共培养。CCK8和
流式细胞术检测 A549细胞活力、细胞周期和细胞凋亡；采用 Western  blot检测 GDNPs-CM对 A549细胞中

TLR4/MyD88通路相关蛋白表达的影响。结果：人参外泌体能够增强巨噬细胞的细胞活力（P<0.05，P<0.01），

并提高巨噬细胞M1极化相关指标 IL-6、iNOS、TNF-α、MCP-1转录水平的表达（P<0.05，P<0.01，P<0.0001）；

人参外泌体增强了M1型巨噬细胞分子标志 CD80的表达（P<0.01）。在条件培养基作用下，A549细胞的细胞活

力受到抑制，并发生 G1期阻滞，  A549细胞的凋亡率提高（P<0.05，P<0.01）；同时，GDNPs-CM促进了

A549细胞中 TLR4、MyD88、NF-κB、iNOS、COX-2等炎症相关蛋白表达量（P<0.05，P<0.01）。结论：人参外

泌体通过刺激巨噬细胞 M1极化，抑制 A549细胞增殖，调节 A549细胞周期，激活 TLR4/MyD88 /NF-κB信号通

路提高炎症因子的表达水平，从而诱导肺癌细胞凋亡。

关键词：人参外泌体，肿瘤相关巨噬细胞，人非小细胞肺癌细胞，细胞周期，细胞凋亡
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Abstract：Objective:  To  explore  the  molecular  mechanism  by  which  ginseng-derived  nanoparticles  (GDNPs)  inhibit  the
growth of human non-small cell lung cancer cells (A549) by altering the polarization state of macrophages. This study will
provide  a  theoretical  basis  for  further  research  on  fresh  ginseng  medicine.  Methods:  The  CCK-8  assay  was  employed  to
detect the effect of GDNPs on the viability of macrophages (RAW264.7). Real-time quantitative PCR was utilized to detect
the  transcript  levels  of  IL-6,  iNOS,  TNF-α,  and  MCP-1,  which  were  indicators  related  to  the  M1  polarization  of  
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macrophages stimulated by GDNPs.  Flow cytometry was utilized to detect  the expression of  M1 macrophages molecular
markers  CD80,  which  was  related  to  the  M1  polarization  of  macrophages  stimulated  by  GDNPs.  RAW264.7  cells  were
treated with LPS and GDNPs,  and the culture supernatants  were collected to prepare a  conditional  medium (CM),  which
was subsequently co-cultured with A549 cells. CCK-8 and flow cytometry were employed to assess the cell viability, cell
cycle,  and  apoptosis  of  A549  cells.  Western  blotting  was  performed  to  investigate  the  effect  of  GDNPs-CM  on  the
expression  of  TLR4/MyD88  pathway-related  proteins  in  A549  cells.  Results:  GDNPs  enhanced  the  cell  viability  of
macrophages  (P<0.05, P<0.01)  and  increased  the  transcript  levels  of  IL-6,  iNOS,  TNF-α,  and  MCP-1  (P<0.05, P<0.01,
P<0.0001).  GDNPs  enhanced  the  the  expression  of  M1  macrophages  molecular  markers  CD80  (P<0.01).  Under  the
influence  of  GDNPs-CM,  the  cell  viability  of  A549  cells  was  inhibited,  and  the  cells  exhibited  G1  phase  arrest  with  an
increased apoptosis rate (P<0.05, P<0.01).  Simultaneously,  GDNPs-CM promoted the expression levels of inflammation-
related proteins, such as TLR4, MyD88, NF-κB, iNOS, and COX-2 in A549 cells (P<0.05, P<0.01). Conclusion: GDNPs
induce apoptosis in lung cancer cells by stimulating M1 polarization of macrophages, inhibiting the proliferation of A549
cells, regulating the A549 cell cycle, and activating the TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway to promote the expression
levels of inflammatory factors.

Key  words： ginseng-derived  nanoparticles； tumor-associated  macrophage； human  non-small  cell  lung  cancer  cells； cell

cycle；apoptosis

肺癌是全世界发病率和死亡率最高的癌症，其

5年生存率低于 18%，严重威胁着人类的健康和生

存[1−2]。每年约有 180万肺癌患者确诊，其中 80%为

癌症晚期[3]。80%的肺癌癌症病例为非小细胞肺癌

（NSCLC）。尽管在早期检测和系统治疗方面取得了

一些进展，但 NSCLC患者的预后仍然很差。化疗是

非小细胞肺癌的核心疗法，但几乎所有的患者都在短

暂缓解后，出现耐药[4]，化疗药物主要通过干扰细胞

增殖的不同环节以抑制或消灭肿瘤细胞，然而此类药

物毒副反应大，患者依从性差，且几乎所有化疗药物

都缺乏明确的疗效预测标志物[5]，因此，寻找一种有

效、安全、可靠的新治疗方法变得尤为重要。

外泌体是一种直径约为 30~150 nm的膜状囊

泡，由细胞内多囊泡体与细胞膜融合后释放到细胞

外，在细胞间和种间交流中起着重要作用[6]，外泌体

膜内含有大量蛋白质和脂质、DNA和 RNA，可调控

多种生理或病理反应[7]，并且其还可以影响体内基因

转录翻译、细胞分化、代谢调控、血管生成、肿瘤细

胞侵袭和转移以及免疫应答等多种作用。

外泌体可由大多数类型的细胞分泌，分泌出的

外泌体可能是与受体细胞的膜结合或融合，然后将其

膜表面蛋白和膜内生物活性成分传递给受体细胞来

参与细胞间通讯，研究表明它们可以调节受体细胞中

的基因和蛋白质表达水平，从而介导多细胞生物的生

理及病理功能[8]。在过去的很多年里，哺乳动物外泌

体运输生物活性物质的能力刺激了对其生物学的研

究和基于外泌体的诊断和测试的发展[9]。与哺乳动

物细胞一样，植物细胞也分泌外泌体，可能参与植物

细胞-细胞通信，作为调节植物先天免疫的一种手

段 [10]。肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）是肿瘤微环境

（tumor microenvironment，TME）的主要组成部分[11]。

肿瘤微环境中肿瘤细胞和肿瘤相关巨噬细胞之间的

复杂通信影响癌症的发展。TAMs可以在不同的环

境产生促肿瘤或抗肿瘤作用[12]。经典活化巨噬细胞

（M1s）和选择性活化巨噬细胞（M2s）是两种主要的

巨噬细胞极化状态，也代表 Th1/Th2分化模式[13]，未

极化的巨噬细胞可被细菌成分（如脂多糖）、肿瘤坏

死因子（TNF-α）和干扰素（IFN-γ）等 Th1细胞因子激

活，然后向 M1型巨噬细胞极化，M1型巨噬细胞高

表达 TNF-α、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、IL-6，并

表现出抗肿瘤活性[14−15]。TAMs在肿瘤组织中的浸

润已被证明支持肿瘤生长、血管生成、侵袭和转移；

并且，肿瘤中 TAMs的高密度与肿瘤进展和耐药性

相关。因此，TAMs被认为是新型抗癌药物的有前途

的靶点[16]，有证据表明，来自哺乳动物细胞的天然和

修饰外泌体可以在巨噬细胞中诱导抗肿瘤反应，以抑

制肿瘤生长[17−18]。

人参因其具有许多药理特性而闻名，这些特性

源于其与炎症、氧化应激、血管生成和癌症转移相关

的信号通路的组成成分的调节活性[19]，人参可以通过

不同的机制诱导细胞凋亡，减少癌细胞的增殖，阻止

血管生成过程，从而阻止癌症的转移，从而控制多种

类型的癌症，如肝脏、皮肤、乳房、结肠和肺[20]。近

年来，对人参外泌体的研究发现，人参外泌体可以通

过调控免疫细胞的极化来抑制黑色素瘤的生长[21]。

此外，人参外泌体通过活性血脑屏障渗透和肿瘤微环

境调节来治疗胶质瘤，已经成为了一种在治疗神经胶

质瘤方面有前途的药物选择[22]；因此，本文主要探讨

人参外泌体通过改变巨噬细胞极化状态抑制非小细

胞肺癌细胞的生长的分子机制，为人参鲜药的深入研

究提供一定的理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

人参　市售 6年新鲜人参，产地吉林；小鼠单核

巨噬细胞 RAW264.7（CL-0190）、人非小细胞肺癌细

胞 A549（CL-0016）、Ham，s F-12K（WHB823P231）、

RAW264.7专用培养基（WHAA23G033）　购自武汉
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普诺赛生命科技有限公司；LPS（S11060）　购自上海

源叶生物科技有限公司；BCA蛋白测定试剂盒

（P0012）、细胞周期试剂盒（C1052）、细胞凋亡试剂

盒（C1062M）　购自上海碧云天公司；反转录试剂盒

（AU341）、基因扩增试剂盒（AQ601）　购自全式金

生物科技有限公司；β-Actin Rabbit mAb（AP0060）、
TLR4 polyclonal  antibody（BS91353）、MyD88 Rab-

bit  monoclonal  antibody（ BS40219） 、 iNOS  Rabbit

monoclonal  antibody（BS40374）、COX-2  polyclonal

antibody（ BS90326）　购自 Bioworld；NF-κB  P65

Rabbit  mAb（8242T）　购自美国 CST；FITC  anti-

mouse CD80 antibody（104705）　购自 Biolegend。

Infinite  200  Pro酶标仪　瑞士 TECAN公司；

111型 二 氧 化 碳 培 养 箱 　 美 国 Thermo公 司 ；

IX73荧光显微镜　日本 Lympus公司；1645050型

蛋白凝胶电泳仪　美国 BIO-RAD公司；FL1000

iBright智能成像系统　美国赛默飞世尔科技有限公

司；CFX96荧光定量 PCR仪　美国 BIO-RAD公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   人参外泌体的提取纯化 

1.2.1.1   人参外泌体的提取　本研究通过参考卢姝

言等[23] 的实验方法对鲜参中的人参外泌体进行提

取，具体提取纯化方法如下：将人参清洗干净，在匀浆

器中加入 PBS匀浆，过滤，加入蛋白酶抑制剂，使用

1 mol·L−1 Tris-HCl调人参液的 pH至 7，在转速为

400×g、800×g和 10000×g条件下离心 20 min取上

清液，再用超速离心机在 100000×g下离心 1 h，用

20 mmol·L−1 Tris-HCl重悬并充分涡旋沉淀。 

1.2.1.2   人参外泌体的纯化　二浓度蔗糖垫纯化：配

制 1 mol·L−1、2 mol·L−1 蔗糖溶液，在离心管内依次

加入样品溶液、1  mol·L−1 和 2  mol·L−1 蔗糖溶液，

100000×g离心 1  h，轻轻吸取样品层，然后加入

20 mmol·L−1 的 Tris-HCl至全管，100000×g离心 1 h，

洗去多余的蔗糖，再用 20 mmol·L−1 的 Tris-HCl重

悬并充分涡旋沉淀，获得纯化的人参外泌体。本课题

组通过透射电子显微镜观察人参外泌体，结果显示，

纯化后的外泌体形态均一，粒径集中在 317.90±

4.43 nm，其外部有明显的双层膜结构，整体呈大小不

一的茶托样或半球样结构，符合外泌体显微鉴别特

征[23]；通过 BCA试剂盒测定纯化后人参外泌体蛋白

质的浓度，根据不同浓度牛血清白蛋白标准品在

562 nm处的吸光度值绘制标准曲线，根据标准曲线

计算得出纯化后人参外泌体的收率为 103 mg/kg。 

1.2.2   细胞培养及条件培养基的制备　RAW264.7

细胞使用 RAW264.7细胞专用培养基养，置于 37 ℃

和 5%CO2 的细胞培养箱中培养。RAW264.7细胞

培养 24 h，阳性组给予 1 µg·mL−1 的 LPS刺激，给药

组加入浓度 5、10、20 µg·mL−1 的人参外泌体，培养

24  h，收集细胞培养上清液，以 2000  r/min离心

10 min，并通过 0.22 µm细胞滤网过滤，制备成条件

培养基（CM）。A549细胞使用含 10%胎牛血清、

1%链霉素和青霉素的 Ham's  F-12K培养基培养，

A549细胞铺板，培养 24 h，弃去上清液，加入条件培

养基 2 mL后共培养 24 h。 

1.2.3   人参外泌体对 RAW264.7细胞活力的测定实

验　收集对数生长期 RAW264.7细胞，以密度为

2×104 个/mL接种于 96孔细胞培养板中，在恒温培

养箱中培养 24 h；设置实验分组：空白对照组；阴性

对照组（20  mmol·mL−1 的 Tris-HCl）；阳性对照组

（1 µg·mL−1 的 LPS）；人参外泌体给药组（人参外泌体

浓度为 5、10、20  μg·mL−1），每组设置 6个复孔，

24  h后，在避光条件下，加入 CCK-8，37 ℃ 孵育

30 min；在波长为 450 nm处检测各孔 OD值。细胞

存活率计算公式如下：

细胞存活率(%) =
A样本 −A0

A空白 −A0

×100

式中：A0 为空白组的 OD值；A样本为实验组的

OD值；A空白为空白对照组 OD值。 

1.2.4   实时定量 PCR　收集对数生长期的 RAW

264.7细胞，铺板密度为 1.0×105 个细胞/孔，接种于

六孔培养板内，设置空白对照组、阳性对照组（浓度

为 1 µg·mL−1 的 LPS）、人参外泌体给药组（5、10、

20 µg·mL−1），培养 24 h，弃去原有培养基，按照分组

给药 ，培养 24  h后收集细胞 ，用 Trizol提取总

mRNA，根据反转录试剂盒说明合成 cDNA。使用实

时定量 PCR检测 IL-6、iNOS、TNF-α、MCP-1转录

水平的含量。实时定量 PCR扩增反应条件是 94 ℃，

30 min，1个循环；94 ℃，30 s，55 ℃，30 s，40个循环；

95 ℃，1 min，72 ℃，10 min，1个循环，PCR引物序列

如表 1。

以 GAPDH为内参，根据 2−ΔΔCt 的方法确定转录

水平变化。 

 

表 1    实时定量 PCR引物序列

Table 1    Sequences of real-time quantitative PCR primers

基因 上游引物序列 上游引物序列

GAPDH 5'-ACATCGCTCAGACACCATG-3' 5'-TGTAGTTGAGGTCAATGAAG-3'
IL-6 5'CGGAGAGGAGACTTCACAGAG-3' 5'-CATTTCCACGATTTCCCAGA-3'

TNF-α 5'-TTGTCTACTCCCAGGTTCTCT-3' 5'GAGGTTGACTTTCTCCTGGTATG-3'
iNOS 5'-GGACCCAGTGCCCTGCTTT-3' 5'-CACCAAGCTCATGCGGCCT-3'

MCP-1 5'-AACTGCATCTGCCCTAAGGT-3' 5'-CTGTCACACTGGTCACTCCT-3'
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1.2.5   流式细胞术检测人参外泌体对 RAW264.7细

胞极化的影响　RAW264.7细胞按照 1.2.4培养，吸

出原有的培养基，1000×g离心 5 min收集细胞，PBS
重悬，加入 3  µL  FITC  anti-mouse  CD80  antibody，
4 ℃ 避光孵育 30 min，1000×g离心 5 min，弃去上

清，PBS洗涤一次，1000×g离心 5 min，弃去上清，

300 µL重悬细胞，流式细胞术检测 M1型巨噬细胞

标志 CD80的表达。 

1.2.6   A549细胞活力测定实验　A549细胞按照密

度 3.0×104 个细胞/孔铺板，培养 24 h，吸出原有的培

养基，加入相应的条件培养基，培养 24 h，按照比例

加入 CCK-8溶液，在细胞培养箱孵育 30  min，在
450 nm处测定吸光度并计算。细胞存活率计算公式

如下：

细胞存活率(%) =
A样本 −A0

A空白 −A0

×100

式中：A0 为空白组的 OD值；A样本为实验组的

OD值；A空白为空白对照组 OD值。 

1.2.7   A549细胞周期实验　A549细胞按 6.0×104

个细胞/孔接种于六孔培养板内，培养 24 h，弃去原有

培养基，加入相应的条件培养基，培养 24 h后，室温

条件下，1000×g左右离心 5 min，收集细胞，取细胞

沉淀，按照细胞周期检测试剂盒说明书对细胞进行染

色处理，利用流式细胞仪检测 A549细胞周期的变

化，运用分析软件 FlowJo 7.6分析细胞周期变化。 

1.2.8   A549细胞凋亡实验　细胞培养方法如 1.2.7，
使用胰酶消化，收集细胞到离心管中，1000 r/min离

心 5 min后弃去上清，加入 400 μL Annexin V-FITC
结合液轻轻重悬细胞，加入 5 μL Annexin V-FITC
和 10 μL碘化丙啶染色液，混匀，37 ℃ 避光孵育

20 min，用流式细胞分析仪检测人参外泌体刺激巨噬

细胞极化对 A549细胞凋亡的影响。 

1.2.9   免疫印迹　细胞培养方法如 1.2.7，收集细胞

到离心管内，1000×g离心 5 min，吸除上清，加入适

量 RIPA裂解液，充分裂解细胞。使用 BCA蛋白测

定试剂盒测定蛋白浓度并调整至相同浓度，利用十二

烷基磺酸钠-聚丙稀酰胺凝胶电泳（Sodium dodecyl
sulfate  polyacrylamide  gel  electropheresis， SDS-
PAGE）分离，恒流 220  mA转膜 90  min、使用 5%
PBS奶粉封闭 1 h后，使用 TLR4、MyD88、NF-κB、
iNOS、COX-2一抗孵育过夜，回收一抗，PBST洗涤

3次，二抗室温孵育 1 h，PBST洗涤 3次，使用 iBright
智能成像系统显色并观察条带，用 Image J软件进行

分析。 

1.3　数据处理

实验数据采用 GraphPad Prism 8.0软件进行统

计学分析，数据资料采用均值±标准差（X±SD）表示，

组间数据采用单因素方差分析，P<0.05表示显著性

差异。 

2　结果与分析 

2.1　人参外泌体对 RAW264.7的细胞活力的影响

RAW264.7经 Tris-HCl、LPS以及不同浓度的

人参外泌体处理 24 h，与空白对照组（Control）相比，

阴性对照组（Tris-HCl）对 RAW264.7细胞没有增殖

作用；在阳性对照组（LPS）浓度为 1 µg·mL−1 时，细

胞活力显著增强（P<0.01）；与空白对照组相比，随着

GDNPs浓度的增加，细胞活力在浓度为 5~20 μg·

mL−1 范围内显著增强，具有明显的浓度依赖性，人参

外泌体浓度为 20 μg·mL−1 时 RAW264.7的细胞活

力最强（P<0.01），其次是人参外泌体浓度为 10 μg·

mL−1（P<0.01），浓度为 5 μg·mL−1 时细胞活力最弱

（P<0.05）；与阴性对照组相比，不同浓度的人参外泌

体给药组对 RAW264.7细胞活力的影响显著增强

（P<0.01）；与阳性对照组相比，不同浓度的人参外泌

体对 RAW264.7细胞活力的影响效果较弱（图 1）。

 
 

Control LPS Tris-HCl 105 20

分组

200

150

100

50

0

细
胞

存
活

率
 (%

) **
** **

##

*ns

人参外泌体给药组
(μg·mL−1)

图 1    人参外泌体对 RAW264.7细胞活力的影响
Fig.1    Effect of ginseng-derived nanoparticles

on RAW264.7 cell viability
注：与空白对照组相比，*P<0.05，**P<0.01；与阴性对照组相
比，##P<0.01。
  

2.2　人参外泌体对 RAW264.7细胞中炎症因子转录

水平的影响

M1巨噬细胞在炎症因子分泌和抗肿瘤免疫中

发挥作用，从而保护宿主免受各种细菌和病毒的侵

害[24]。基于广泛的研究，有人提出M1巨噬细胞在肿

瘤细胞中的高浸润与 NSCLC患者的预后改善有

关[25]。为了探讨人参外泌体对巨噬细胞 RAW264.7

细胞极化的影响，采用实时定量 PCR检测巨噬细胞

RAW264.7中 IL-6、 iNOS、MCP-1、TNF-α转录水

平的表达情况，结果显示（图 2），与空白对照组相比，

LPS组 IL-6、iNOS、MCP-1转录水平升高；不同剂

量的人参外泌体处理后，与空白对照组相比，人参外

泌体低剂量组 iNOS、TNF-α 转录水平显著升高

（P<0.01），IL-6、MCP-1无显著差异；人参外泌体中

剂 量 组 iNOS、 TNF-α 转 录 水 平 显 著 升 高 （ P<

0.01），IL-6、MCP-1无显著差异；人参外泌体高剂量
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组 IL-6、iNOS、MCP-1、TNF-α 转录水平显著升高

（P<0.01）。因此，人参外泌体可显著诱导巨噬细胞

RAW264.7细胞向M1型极化。 

2.3　流式细胞术检测人参外泌体对 RAW264.7细胞

极化的影响

人参外泌体作用于 RAW264.7细胞后，使用流

式细胞术检测 M1型巨噬细胞分子标志 CD80的表

达，实验结果表明（图 3），与空白对照组相比，经过不

同浓度的人参外泌体处理后，M1型巨噬细胞分子标

志 CD80显著升高（P<0.05），且具有浓度依赖性，浓

度为 20 µg/mL时，M1型巨噬细胞分子标志 CD80

上调最为显著（P<0.01），浓度为 10 µg/mL时次之。

这表明人参外泌体可以有效的刺激巨噬细胞向 M1

方向极化。 

2.4　人参外泌体刺激巨噬细胞 M1极化对 A549细胞

活力的影响

A549细胞与条件培养基共培养后，使用 CCK-

8检测 A549细胞的活性，实验结果表明（图 4），与空

白对照组相比，LPS组 A549细胞活力受到抑制（P<

0.001）；与空白对照组相比，随着人参外泌体给药浓

度的增加，A549细胞活力呈梯度下降，人参外泌体浓

度为 20  μg·mL−1 时，A549细胞的细胞活力最低

（P<0.001），其次是人参外泌体浓度为 10 μg·mL−1

（P<0.001），人参外泌体浓度为 5 μg·mL−1（P<0.001）
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图 2    人参外泌体对 RAW264.7细胞中 IL-6、iNOS、MCP-1、TNF-α 转录水平的影响

Fig.2    Effect of ginseng-derived nanoparticles on transcript levels of IL-6, iNOS, MCP-1 and TNF-α in RAW264.7 cells
注：与空白对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001，图 3~图 7同。
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时抑制能力最弱；这表明人参外泌体可以显著抑

制 A549细胞的生长，减弱肿瘤细胞 A549的增殖

能力。 

2.5　人参外泌体刺激巨噬细胞极化对 A549细胞周期

的影响

肿瘤细胞的快速增殖与细胞周期的进程密切相

关，调控肿瘤细胞的细胞周期，促进其快速凋亡是目

前肿瘤治疗的重要研究方向[26]，细胞周期一般分为

G0、G1、S、G2和 M期，主要受 c-myc、cyclin  A、

cyclin D1等基因调控[27]，主要细胞分裂过程中发生

的细胞周期停滞引起的损伤和错误很难修复[28]。通

过流式细胞仪检测 A549细胞的细胞周期，实验结果

表明（图 5），与空白对照组相比，LPS组 A549细胞

的 G1期细胞数目增多（P<0.01），S期细胞数目减

少；与空白对照组相比，人参外泌体中剂量组与人参

外泌体高剂量 A549细胞处于 G1期细胞数目增多

（P<0.05），S期的细胞数目显著减少（P<0.05）。这意
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图 3    流式细胞术检测人参外泌体对 RAW264.7细胞极化的影响

Fig.3    Effect of ginseng-derived nanoparticles on polarization of RAW264.7 cells detected by flow cytometry
注：与空白对照组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。
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味着人参外泌体在 G1期阻断了 A549细胞的细胞

周期，从而阻止了 DNA的正常复制，抑制了肿瘤的

生长。 

2.6　人参外泌体刺激巨噬细胞极化对 A549细胞凋亡

的影响

细胞周期进程被阻滞后，将会进一步导致细胞

凋亡[29]，凋亡是通过激活内在自杀机制而诱发的细胞

程序性死亡过程。采用流式细胞仪检测人参外泌体

刺激巨噬细胞 M1极化对 A549细胞凋亡的影响

（图 6），与空白对照组相比，LPS组凋亡的细胞比例

显著升高（P<0.01）；与空白对照组相比，人参外泌体

给药组细胞凋亡的比例显著升高，人参外泌体的浓度

为 10 μg·mL−1 凋亡的细胞比例最高（P<0.01），其次

是人参外泌体浓度为 20 μg·mL−1，人参外泌体浓度为

5 μg·mL−1 凋亡的细胞比例最低（P<0.01）。这表明人

参外泌体通过刺激巨噬细胞 M1极化从而有效地诱

导了 A549细胞的凋亡。 

2.7　人参外泌体通过激活 TLR4/MyD88信号通路促

进 A549细胞凋亡

TLR4信号可通过 MyD88和 TRIF途径传递。

MyD88通路通过募集 IL-1受体相关激酶（IRAK-κ）
诱导 NF-κB的早期激活。IRAK蛋白与 TNF受体

 

CM-5 μg/mL

CM-10 μg/mL CM-20 μg/mL

Control

LPS

CM-5 μg/mL
CM-10 μg/mL
CM-20 μg/mL

G1 G2S

100

80 **

**
**

* *

* *

60

40

20

0

细
胞
周
期
分
布

 (
%

)

图 5    人参外泌体刺激巨噬细胞极化对 A549细胞周期的影响

Fig.5    Effect of ginseng-derived nanoparticles stimulated macrophage polarization on the A549 cell cycle
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图 6    人参外泌体刺激巨噬细胞极化对 A549细胞凋亡的影响

Fig.6    Effect of ginseng-derived nanoparticles stimulated macrophage polarization on apoptosis in A549 cells
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相关因子 6（TRAF6）相互作用并激活。TRAF6招募

并激活 TAK1。TAK1激活了核因子 κB激酶（IKK），

然后 NF-κB结合抑制蛋白 IκB被 IKK磷酸化，随后

泛素化和降解，导致 NF-κB的二聚体 p65-p50失去

抑制作用，然后发挥其转录因子的作用，进入细胞核

驱动炎性胞质分裂的转录基因[30−32]。NF-κB作为一

种转录因子，与机体的炎症反应密切相关，NF-κB的

活化将导致 iNOS、COX-2蛋白表达增加[33]。为了

进一步明确人参外泌体刺激巨噬细胞极化抑制

A549细胞增殖的内在机制，采用 Western blot检测

A549细胞中 TLR4、MyD88、NF-κB、iNOS、COX-
2蛋白的表达，结果显示（图 7），与空白对照组相比，

LPS组和不同剂量的人参外泌体给药组 TLR4、

MyD88、NF-κB、iNOS、COX-2蛋白表达均增加。

其中 NF-κB的表达具有明显的浓度依赖性，与空白

对照组相比，人参外泌体高剂量组 NF-κB的表达最

高（P<0.01），中剂量组次之（P<0.01），低剂量组 NF-

κB的表达最低（P<0.01）。 

3　结论
本次实验模拟肿瘤微环境，收集 LPS和人参外

泌体处理的 RAW264.7细胞衍生的上清液，制成

CM并与 A549共培养，首次证实了人参外泌体促进

巨噬细胞向 M1极化，激活 TLR4/MyD88/NF-κB信

号通路促进炎症因子的表达水平，显著抑制 A549细

胞增殖，调节 A549细胞周期，从而诱导 A549细胞

凋亡，发挥抗肿瘤作用。此外，本研究对人参外泌体

在非小细胞肺癌（NSCLC）相关疾病的治疗领域奠定

了实验基础，并为进一步探索人参外泌体在 TLR4/

MyD88/NF-κB信号通路方面的相关研究提供了理

论支持。但人参外泌体促进巨噬细胞 M1极化后

M1型巨噬细胞所占比例尚不明确，我们将继续深入

研究 M1型巨噬细胞与 A549细胞之间相互作用的

具体机制。
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