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凋亡小体作为靶向递送载体在胶质母细胞瘤诊断及
治疗中的研究进展
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摘 要：胶质母细胞瘤（GBM）恶性程度高，预后较差。对于治疗 GBM 的某些药物而言，血脑屏障（BBB）的高限制性和复杂性是其

进入大脑的阻碍。细胞外囊泡（EVs）是一种来源于细胞的纳米级囊泡结构，其中的外泌体和微泡已被证实具有很高的生物屏障

渗透性。因此，EVs 已经被用作非侵入性药物的递送载体来治疗 GBM。凋亡小体（AB）是一类特殊的 EVs，由凋亡细胞释放，相比

微泡和外泌体，制备 AB 更加可控和简便。然而，AB 的应用价值迄今尚未得到充分探索。该文概述了 AB 作为药物递送载体，克服

BBB 并靶向治疗 GBM 的研究现状，其体现出低毒性、低免疫原性和可控性的特点。
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Research advances in apoptotic bodies as targeted delivery vehicles in diagnosis and 
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Abstract： Glioblastoma multiforme （GBM） has a high degree of malignancy and a poor prognosis. For some drugs used to 
treat GBM， the highly restrictive and complex features of the blood⁃brain barrier （BBB） prevents them from entering the 
brain. Extracellular vesicles （EVs） are cell⁃derived nanoscale vesicle structures， among which exosomes and microvesicles 
have been shown to have high biological barrier permeability. Therefore， EVs have been used as noninvasive drug delivery 
vehicles for the treatment of GBM. Apoptotic bodies （AB） are a special type of EVs released by apoptotic cells， and 
compared with microvesicles and exosomes， the preparation of AB is more controllable and convenient. However， the 
application value of AB has not been fully explored so far. This article reviews the current status of research on the potential 
of AB as a drug delivery vehicle to overcome the BBB and treat GBM as targeted therapy， with the characteristics of low 
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toxicity， low immunogenicity， and controllability.
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胶质母细胞瘤（glioblastoma multiforme， GBM）是大

脑中最常见、最具侵袭性的恶性肿瘤，其在中国患者的 5年

生存率仅为 9%［1］。大多数 GBM 患者接受相同的治疗方

式，包括手术切除、放疗和化疗等，常用的治疗药物是替

莫唑胺［2］。然而，由于肿瘤的侵袭性生长以及血脑屏障

（blood brain barrier， BBB）的存在，目前针对 GBM 的靶向

治疗较少。因此，迫切需要开发高效的跨 BBB 递送系统

提高胶质瘤治疗的靶向性［3］。

基于 GBM 治疗面临的严峻挑战，特别是 BBB 对药物

递送的阻碍，研究人员正在积极探索新的治疗策略。其

中，利用生物膜系统实现药物的跨 BBB 递送已成为一个

极具前景的研究方向。生物膜递送系统具有多项优势，

使其成为克服 BBB 障碍的理想选择，包括其生物相容性

好、可修饰性强、载药量大、延长药物在体内的半衰期、跨

膜能力强［4］。鉴于这些优势，研究人员正在开发多种基

于生物膜的递送系统，如脂质体、外泌体、细胞膜包被纳

米粒等，以提高抗 GBM 药物的脑部递送效率。这些创新

性递送策略有望突破 BBB 这一长期困扰 GBM 治疗的瓶

颈，为患者带来新的治疗希望。在本综述中，我们详细总

结了细胞外囊泡（extracellular vesicles， EVs）中的凋亡小

体（apoptotic body， AB）作为跨 BBB 药物递送系统的研究

进展。

1　现有跨BBB递送生物膜系统及研究局限性

BBB 具有高度选择性，是为了防止神经毒性血浆成

分、血细胞和病原体进入大脑［5］。此外，BBB 的基本结构

是通过人脑微血管内皮细胞（human brain microvascular 
endothelial cells， HBMEC）的紧密堆积，来形成连续细胞

层和紧密连接蛋白，不仅如此，通过周细胞和星形胶质细

胞 围 绕 BBB，来 调 节 其 通 透 性 并 维 持 结 构 完 整 性［6］。

HBMEC 的紧密连接结构形成物理屏障，仅允许水、氧气

和二氧化碳等小分子物质以自由扩散的方式穿过 BBB。

相比之下，对于蛋白和肽这些较大分子，则由 HBMEC 上

膜转运蛋白和囊泡机制形成的转运屏障来进行主动转运

（如载体介导的转运蛋白或受体介导的内吞作用［7］）。简

而言之，尺寸和亲脂性是决定一些药物能否通过 BBB 的

决定性因素，虽然具有高亲脂性或是分子足够小的物质

能提高 BBB 的渗透率，但是一些亲脂性低、亲水性高的极

性分子或大蛋白质等物质不能通过 BBB。总之，BBB 可

阻止几乎所有的大分子药物（＞400 Da）和约 98% 的小分

子药物进入中枢神经系统［8］。

目前为了提高 GBM 治疗药物的药效，许多研究采取

的主要方法包括：对药物进行分子修饰、建立药物递送平

台、针对绕过亲脂屏障的改良（如加载 BBB 穿透肽等）［9］。

尤其是许多研究主要集中在纳米粒子介导的药物递送，

例如脂质、聚合物和无机纳米粒子，特别是外泌体，其具

有优异的生物屏障穿透能力，同时具有较低的生物毒性，

并且已被证实参与细胞间运输和信息传递［9］。目前对于

外泌体在 GBM 中诊断及治疗研究通常包括药物负载、核

苷酸负载以及遗传性负载。由于外泌体可以穿透 BBB，

因此其可以将许多 BBB 排斥的药物递送到大脑和神经胶

质瘤等部位。有研究表明，脑内皮细胞中分离的外泌体

在负载紫杉醇和阿霉素后可以有效治疗 GBM［10］。同样，

有 研 究 人 员 用 跨 膜 糖 蛋 白 Neuropilin-1 靶 向 肽

（RGERPPR，RGE）修饰外泌体表面，并负载姜黄素和超

顺磁性氧化铁纳米颗粒［11］，这一方法不仅可以提高 GBM
影像诊断水平，并且可以通过磁辐射和姜黄素对其进行

靶向热疗。另外也有研究［12］表明，负载抗 miRNA-9 的外

泌体可以恢复 GBM 对化疗药物的敏感性。不仅如此，从

脂多糖和 γ 干扰素激活的小胶质细胞中分离的外泌体可

以通过上调炎症相关基因从而抑制 GBM 生长［13］。尽管

有许多关于外泌体作为药物递送载体方面的研究，但是

由于外泌体的分离方法低效、表征困难以及缺乏特定生

物标志物等不足，外泌体的临床应用进展受到阻碍［14］，目

前仍然未有研究外泌体作为药物递送载体的临床试验，

也 没 有美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 批 准 的 外 泌 体 递

送剂［5］。

现在大家已知 EVs 分为外泌体、微泡和 AB，当细胞

发生凋亡时，以此经历细胞膜收缩、分裂并包裹细胞质等

一系列过程，最终产生 AB［15］。有研究基于细胞囊泡的研

究探索了利用来源脑转移癌细胞的 AB 进行脑靶向药物

递送的潜力［16］。之所以 AB 作为载体能通过细胞内吞作

用，可以让一些亲水性药物克服其在肿瘤细胞中内化作

用较低的缺陷，是因为 AB 是生物膜系统成员［17］。AB 与

传统金属纳米载体相比具有以下优势：首先，AB 可通过

生物屏障，同时体内网状内皮系统清除率低，因此具有更

高的生物利用度；其次，AB 能够由机体清除，因此蓄积毒

性低［16］。与此同时，AB 与同样作为生物膜系统成员的外

泌体相比具有以下优点：第一，AB 具有更容易制备、制备

效率更高以及更大的药物装载量；第二，在药物加载方

面，AB 可以通过标准化操作完全控制细胞凋亡过程，所

以药物加载到 AB 中的效率比外泌体更高［18］；第三，AB 膜

源于细胞膜，故而用于介导大脑传递的膜蛋白较外泌体

更丰富；第四，细胞生成 AB 的数量相较于外泌体要多得

多［19］。而对比微泡，AB 则具有如下优势：首先，AB 是由

凋亡细胞自然形成的，具有天然的生物相容性和较低的

免疫原性，微泡则更可能引发免疫反应［20］；其次，AB 能够
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被巨噬细胞有效识别并摄取，在促进免疫反应和修复受

损组织方面具有优势，而微泡的靶向性相对较弱，可能无

法高效吸引免疫细胞［21］；然而，目前关于 AB 的研究远少

于外泌体和微泡，并且很少有关于 AB 靶向胶质瘤的相关

研究。

鉴于此，笔者不仅介绍 AB 的生物发生、组成和功能，

而且重点分析 AB 的制备和修饰方法。我们探讨 AB 作为

新型药物递送载体克服 BBB，通过靶向 GBM，提高药物在

GBM 内的有效浓度，来达到提高 GBM 治疗效果的目的。

总而言之，AB 有望作为治疗 GBM 的新兴药物载体，具有

改善 GBM 患者诊断和治疗的巨大潜力，也可为脑药物载

体方面的同类研究提供重要的参考依据。

2　AB的生物学特性

Kerr 等［21］最先对细胞凋亡做出了详细的描述：当细

胞发生凋亡时，会经历一系列形态上的显著改变，并最终

解体形成不同大小的小泡，这些小泡后来通常被称作

AB。细胞凋亡分为以下步骤（见图 1）：首先发生凋亡的

细胞膜起泡，由胱天蛋白酶 3 介导，包括含有蛋白激酶 1、

lim结构域激酶1的 rho相关卷曲螺旋和p21激活激酶2［22-23］。

接着薄膜突起形成，通过胱天蛋白酶3/7 激活的泛连接蛋白 1
通道和囊泡运输形成凋亡伪足、珠状凋亡伪足和微管尖

峰。最终凋亡细胞由胱天蛋白酶来辅助裂解释放 AB，这

些 AB 的直径通常在 1～5 μm［21， 24］。除了这些 AB 外，细

胞在凋亡过程中还会释放直径＜1 μm 的 AB，然而，这种

小直径 AB 的分子形成机制尚未完全清楚，有分析指出可

能是通过膜出芽形成［15， 19］。

AB 除 了 表 达 外 泌 体 的 标 志 蛋 白（如 CD63、CD9、

CD81 和热休克蛋白 70 等）外［25］，还表达凋亡细胞中的蛋

白，这是由于 AB 继承了凋亡细胞的细胞器、核酸、脂质、

蛋白质和凋亡相关分子（如胱天蛋白酶 3 的表达和磷脂酰

丝氨酸的暴露）［26］。AB 的独特生物学特性取决于源细胞

的类型和生存环境。因此，虽然目前还没有一个系统性

的 AB 标志物分析，但单个 AB 可以根据 RNA 图谱和蛋白

质组学来检查其成分［27］。目前，AB 及其内容物的具体作

用机制尚未完全明确，但研究认为 AB 能够介导吞噬细胞

对其识别和清除，并在调控免疫应答中发挥重要作用。

近年来的研究还发现，AB 参与肿瘤的进展、转移及肿瘤

微环境的形成。例如，AB 可将致癌基因转移至 p53 缺陷

的受体细胞中，从而促进肿瘤的发生［28］。除核酸外，AB
还能将蛋白质转移至巨噬细胞等吞噬细胞中，赋予后者

免疫调节功能［29］。总之，AB 作为富含多种生物活性物质

的信息载体，其负载药物在治疗应用中具有潜在价值。

然而，由于 AB 的功能高度依赖于其内容物及来源细胞类

型，这一特性可能带来一定的不确定性。为规避此类风

险，可优选影响较小的细胞类型用于 AB 制备。例如，在

针对肿瘤的 AB 载药治疗中，可采用非肿瘤细胞作为来源

细胞制备 AB，以降低潜在不良反应。

3　药物载体AB的制备

3. 1　药物载体AB的常规制备步骤

3. 1. 1　凋亡方法的选择

目前实验室最常用的 2 种促进细胞凋亡的方法是化

学方法和物理方法的结合。用 0.5 μmol/L 蛋白激酶抑制

剂处理细胞 3～12 h，以及使细胞暴露于一定强度紫外线

下（150 mJ/cm2）［27］。需要考虑的是，在制备药物载体的过

程中，使用药物诱导细胞凋亡时，药物的毒性和其他可能

会在后续实验中引起的副作用。例如，尽管紫外线照射

是促进细胞凋亡的高效物理方法，但是紫外线照射也有

导致健康细胞发生突变的可能［27］。除此之外，血清饥饿

法（无血清培养 4 h）和热孵育法（56 ℃水浴 30 min），也可

以作为细胞凋亡的诱导方法［27］。这些方法不仅能够有效

诱导凋亡，还能促进 AB 的形成，增强药物传递系统的效

果。但是这些方法各有不同的机制和适用范围，具体选

择通常取决于目标细胞类型和研究目的，例如刘卫军

等［30］利用一叶秋碱诱导 K562 细胞凋亡以分离 AB，李晓

丹等［31］利用紫外线照射诱导体外血管平滑肌细胞凋亡以

分离 AB。尽管如此，迄今仍亟须广泛而深入地研究，以

发掘更多创新手段，进一步优化细胞凋亡的诱导效率，并

首先，在蛋白激酶1、lim结构域激酶1和p21激活激酶2等激酶调节下，凋亡细胞的细胞骨架质

膜破裂，导致细胞凋亡膜起泡，同时质膜中磷脂不对称性的丧失也会引发膜起泡。然后，凋亡

膜在泛连接蛋白1等的影响下以不同类型突出，包括微管刺突、凋亡足和珠状凋亡足。最终，

凋亡细胞在胱天蛋白酶的催化下破碎并生成AB。

图1　AB的形成（图片经由BioRender.com创建）

各因素刺激的细胞 细胞膜起泡 细胞膜生成突出 AB 形成

胱天蛋白酶泛连接蛋白 1蛋白激酶 1、
lim结构域激酶1、
p21 激活激酶 2
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提升 AB 的产量与应用潜能。

3. 1. 2　AB的分离技术

差速超速离心法是分离 AB 的经典方法。首先，在低

速离心中逐步除去凋亡细胞（2 000 r/min，10 min）和细胞

碎片（6 000 r/min，20 min）；接着，使用高速离心将 AB 富

集（17 000 r/min，30 min），这 个 方 法 能 收 获 ＞90% 的

AB［32-33］。然而，收获的产物纯度不足，是由于获取 AB 的

过程中，产物可能会混合少量细胞碎片和外泌体。基于

此，许多实验室提出了荧光激活细胞分选结合差速离心

法来提纯 AB，荧光激活细胞分选法是根据 AB 的表面特

性使用不同的荧光抗体进行免疫结合，经相应的荧光通

道分选出 AB，该法获得的 AB 纯度高达 99%［32， 34］。另外，

有关 AB 的分离方法几乎都来源于外泌体的分离方法，这

样一来，大家需要基于不同的实验目的使用不同的外泌

体分离技术来提取 AB（见表 1）。

3. 1. 3　将药物装载到AB中

一般来说，共孵育法是将治疗药物装载到 AB 中最简

单的方法。将收获的 AB 与药物在特定温度（22/25/37 ℃）

下孵育一段时间，药物从高浓度的溶液扩散到低浓度的

AB 内，这种方法非常简单、便宜，并且对 AB 完整性仅造

成 轻 微 损 害 ，尽 管 如 此 ，该 法 受 限 于 其 较 低 的 装 载 效

率［38］。除了共孵育法，常见的报道将药物装载到 AB 中的

方法还包括转染法、电穿孔、超声处理、挤压法、冻融和原

位嵌合。这些方法各有其优势与局限性，目前选择适宜

的药物装载策略，需综合考量药物自身特性、AB 的类型

及实际生产规模。例如，陈刚等［39］的研究表明，采用电穿

孔技术将氧化铁纳米颗粒装载至细胞源性微囊泡，或通

过超声波处理实现装载，均属于较为高效的手段，但这类

物理作用方式可能对 AB 的结构或功能造成一定损伤；而

Wang［40］等研究者则采用共孵育法，将紫杉醇、阿霉素与

多种人源肿瘤细胞（如人乳腺癌细胞 MCF7、卵巢癌细胞

A2780 等）共同培养后，从培养基上清中分离获取载药

AB，该方法操作流程更为简便，然而其药物装载效率与

载药后 AB 的稳定性通常较低。因此随着未来药物传递

系统的选择的不断优化，对于 AB 损伤的不断降低，电穿

孔和超声处理可能具有一定优势，但是最终具体选择哪

种方法还需结合具体的应用场景进行综合评估（技术汇

总见表 2）。

3. 2　AB跨BBB的主要策略

目前的研究表明，AB 可能通过两种机制穿透 BBB。

一是通过破坏 BBB 的紧密连接结构来绕过 HBMEC；二是

通过被 HBMEC 吞噬然后分泌到 BBB 另一侧［16］。有研究

证实，AB 不仅能够通过 HBMEC 的转胞吞作用来穿透

BBB，而且在这一过程中没有对 BBB 结构进行破坏［16］。

3. 2. 1　AB粒径选择

研究发现，随着微粒尺寸的减小，通过 BBB 间隙的渗

透性会增加，而在 200 nm 以上的微粒基本上没有 BBB 渗

透性［47］。由此可见，尺寸较小的微粒更有可能穿过 BBB；

然而，并非微粒尺寸越小越好，例如，过小的微粒可能会

被肾脏清除（肾脏的滤过作用可快速清除<5 nm 的微

粒）［48］。再者，研究表明在 3、15 和 120 nm 的微粒中，15 nm
微粒表现出更高的 BBB 渗透性［48］。因而，大多数跨 BBB
药 物 输 送 的 研 究 都 使 用 直 径 为 10～100 nm 的 药 物

载体［49］。

3. 2. 2　加载靶向肽

将能够穿透 BBB 的靶向肽加载到 EVs 中，是常用的

增强 EVs 对 BBB 穿透性的方法［50］。归因于肽尺寸小、易

于生成且特异性高，具有显著的序列灵活性，可以通过基

因修饰或化学方式与其他分子缀合［51］。基于此，将靶向

肽连接到 AB 膜表面，通过针对 BBB 上的特定细胞受体，

表1　不同AB分离技术的比较

方法

差速超速离心/密度
梯度超速离心

荧光细胞分选

超滤

聚合物沉淀

色谱法

原理

尺寸、密度

尺寸、表面特性、免疫亲和法

尺寸、分子量

溶解度、表面电荷

尺寸、分子量

优点

金标准方法、对于仪器试剂的要
求低

快速、高纯度、产量高

快速、成本低

简单、产量高

高纯度

缺点

耗时耗力、样品损耗大、不适用于大规模生
成样品

需要配备流式分选仪、所需要的成本较高

膜堵塞、损失大尺寸样品、粒径不均

纯度低、成本高

需相应仪器
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表2　将药物装载到AB中的技术

方法

共孵育

转染

电穿孔

超声处理

挤压

冻融

原位嵌合

优点

简单、AB
相对完整

AB相对
完整

简单

效率高

效率高、
大小均一

简单

AB相对
完整

缺点

适用于低毒性、易渗透的药物

效率低、转染剂有毒

需要设备、可能导致AB聚集

可能导致AB膜的破坏和AB聚集

可能导致AB膜的破坏

效率低、可能导致AB聚集和蛋白失活

限制性高、操作复杂

参考

文献

[41]

[42⁃43]
[44]

[45⁃46]
[45]
[45]
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可以改善 AB 的转胞吞作用。在这里，笔者根据文献查阅

整理出一些常见的用于纳米药物载体转运的 BBB 穿透肽

（见表 3）。

3. 3　肽修饰AB靶向GBM
笔者将靶向递送治疗 GBM 的肽可分为 3 个不同的类

别：肿瘤归巢肽、针对异常细胞信号传导途径的肽和细胞

穿透肽［67］。其中，肿瘤归巢肽通过与癌细胞表面过度表

达或特别表达的分子结合，来刺激或抑制癌细胞的信号

传导途径；而针对异常细胞信号传导途径的肽，能够控制

癌细胞活性、细胞凋亡逃逸和肿瘤细胞增殖；细胞穿透肽

可以穿透细胞膜蛋白质，由于存在非特异性，一般与其他

靶向系统一起使用。将这些肽共价连接到各种药物载体

上并用于药物递送，是靶向治疗 GBM 的常用技术［68］（见

表 4）。还有研究表明，肿瘤细胞对 AB 的巨胞饮作用有助

于邻近效应的细胞间有效药物递送［18］。

4　结论与展望

由于 GBM 浸润性生长，胶质瘤患者在手术切除后复

发风险仍然很高，手术切除范围是决定患者预后和个体

化治疗的关键因素，一般 GBM 切除术后仍然需要化疗干

预［4］。然而，治疗药物通过 BBB 是一个巨大的挑战，为克

服这一困难，许多研究者开发设计出不同的药物递送平

台，但目前还未取得重大突破，许多纳米颗粒存在免疫原

性 、生 物 相 容 性 、生 物 可 降 解 性 和 安 全 性 等 方 面 的

问题［8-9］。

越来越多研究表明，AB 在细胞间通信和各种生物功

能中发挥着重要作用，更重要的是，AB 被证实具有穿透

生物屏障的能力，这表明 AB 有穿透 BBB 的潜力，如图 2
所示，这便为 AB 作为治疗脑部疾病的药物载体提供了理

论基础［16］。除此之外，AB 作为人体产生的内源性物质，

能够在机体中降解并排出体外，不会在人体中蓄积并造

成影响；相反的是，由人工合成的纳米载体（多数为化合

物），需要考虑该纳米载体在机体中的蓄积毒性［16-17］。最

后，比起一些同样具有生物膜结构的药物载体（即外泌

体），一方面，AB 不仅发生更为可控且简单，而且提取 AB
耗时短、无需复杂设备，另一方面，AB 膜表面蛋白的种类

与数量通常取决于凋亡细胞，说明 AB 相较于外泌体的膜

表面蛋白更加具有可预测性，大家可以利用该特点将 AB
与靶向肽进行连接［16，18-19］。

尽管目前已经有使用 AB 作为药物载体通过 BBB，来

进入脑组织用以治疗脑部疾病的研究，但是关于 AB 作为

药物递送载体来治疗 GBM 的研究不多，再加上目前缺乏

表3　穿透BBB的肽

名称

Angiopep⁃2(ANG2)
ApoE
Peptide⁃22
THR
THR retro⁃enantio
RVG29
DCDX
Apamin
MiniAp⁃4
GSH
G23
g7
TGN
TAT

序列

TFFYGGSRGKRNNFKTEEY⁃OH
(LRKLRKRLL)2

Ac⁃C(&)MPRLRGC(&)⁃NH2
THRPPMWSPVWP⁃NH2
PWVPSWMPPRHT⁃NH2

YTIWMPENPRPGTPCDIFTNSRGKRASNG
GREIRTGRAERWSEKF⁃OH

C(&1)NC(&2)KAPETALC(&1)⁃AR⁃RC(&2)QQH⁃NH2
[Dap](&)KAPETALD(&)

γ⁃L⁃GLUTAMYL⁃CG⁃OH
HLNILSTLWKYRC

GFtGFLS(O⁃β⁃Glc)⁃NH2
TGNYKALHPHNG

YGRKKRRQRRR⁃NH2

靶点

低密度脂蛋白受体相关蛋白1
低密度脂蛋白受体和相关蛋白1/2

低密度脂蛋白受体

转铁蛋白受体1
转铁蛋白受体1

烟碱乙酰胆碱受体

烟碱乙酰胆碱受体

可能是钙激活钾通道

可能是钙激活钾通道

谷胱甘肽转运体

神经节苷脂

未知

未知

铵转运蛋白

参考文献
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表4　靶向治疗GBM的肽

类别

肿瘤归巢肽

针对异常细胞信号
转导途径的肽

名称

ANG2
Chlorotoxin

Pep1⁃L
LP4
NBD
H1

序列

TFFYGGSRGKRNNFKTEEY⁃OH
MCMPCFTTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR

ACGEMGWGWVRCGGSLCW
SWTWEKKLETAVNLAWTAGNSNKWTWK

TALDWSWLQTE
WPGSGNELKRAFAALRDQI

靶点

低密度脂蛋白受体相关蛋白1
氯离子通道和基质金属蛋白酶⁃2

白细胞介素13受体 a2
靶向电压依赖性阴离子通道1

核因子⁃κB必需调节剂

原癌基因 c⁃Myc
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标准化高通量的 AB 分离提取方法。综上所述，AB 作为

一种低成本、组装简单、性能稳定和高效率的优质药物输

送载体，在用以治疗 GBM 方面具有广阔的前景。
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