
神经母细胞瘤（NB）是婴幼儿最常见的恶性肿瘤之

一，约占儿童实体肿瘤的7%，其中难治性神经母细胞瘤

恶性程度高，临床治疗效果不佳，预后不良［1］。细菌胞外囊

泡（OMVs）最初是在霍乱弧菌中被发现［2］，后有研究证实

G-菌均可释放类似的囊泡［3-5］，直径分布在20~500 nm［6］。

G-菌释放的OMVs中含有磷脂［7］、磷酸脂多糖（LPS）［8］、

蛋白质以及少量的核酸物质［9］，与宿主细胞结合后，可将

其中的生物活性物质运输到宿主细胞中，从而改变受体

细胞的生物活性［10-12］。有研究表明，G-菌释放的OMVs

在小鼠结肠癌模型体内可以显著抑制肿瘤的生长［13］，但
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摘要：目的 研究大肠杆菌胞外囊泡（E.coli-OMVs）对人神经母细胞瘤SK-N-SH细胞增殖、凋亡和迁移的影响。方法 采用差速

离心法提取大肠杆菌胞外囊泡，观察囊泡形态并测定囊泡粒径范围。随机分为4组：正常对照组、胞外囊泡低剂量组（100 μg/mL

E.coli-OMVs）、胞外囊泡中剂量组（500 μg/mL E.coli-OMVs）和胞外囊泡高剂量组（1000 μg/mL E.coli-OMVs）。MTT检测各组

细胞增殖能力；TUNEL和Western blot分别检测各组细胞凋亡情况及凋亡相关蛋白caspase3的表达；Transwell检测各组细胞迁

移能力。结果 透射电镜下E.coli-OMVs呈双层膜、中空、圆形或椭圆形，其内含低密度或高密度物质，具有明显的异质性，粒径

分析结果表明其直径分布在30~450 nm。与对照组相比，经E.coli-OMVs干预后，SK-N-SH细胞增殖能力显著降低；细胞凋亡

增加，caspase3蛋白表达水平明显上调；而迁移能力显著降低（P<0.05）。结论 E.coli-OMVs对SK-N-SH细胞具有直接杀伤作

用，有望成为难治性神经母细胞瘤的治疗药物。

关键词：SK-N-SH细胞；大肠杆菌胞外囊泡；增殖；凋亡；迁移

Abstract: Objective To investigate the effect of outer membrane vesicles derived from Escherichia coli on proliferation,
apoptosis and migration of human neuroblastoma SK-N-SH cells in vitro. Methods The outer membrane vesicles (OMVs) were
obtained from wild-type Escherichia coli with ultracentrifugation method, and the morphology of the OMVs was observed by
transmission electron microscopy and the vesicle diameter was determined using MALVERN ZEN3690. Human
neuroblastoma SK-N-SH cells were treated with the OMVs at low (100 μg/mL), moderate (500 μg/mL) and high (1000 μg/mL)
doses, and 24, 48 and 72 h later, the cell proliferation activity was detected with MTT assay. The expressions of apoptosis-
related marker caspase-3 was detected using Western blotting, and TUNEL assay was performed to detect the cell apoptosis.
The migration capacity of SK-N-SH cells was evaluated using Transwell migration assay. Results The isolated OMVs showed a
circular or elliptical hollow structure with double-layer membrane and a diameter range of 30-450 nm. Compared with the
control cells, SK-N-SH cells treated with the OMVs showed significantly lowered cell proliferation capacity with enhanced
expression of caspase-3. Treatment of the cells with the OMVs resulted in increased cell apoptosis and significantly lowered
migration capacity (P<0.05). Conclusion The OMVs derived from Escherichia coli can produce cytotoxicity against SK-N-SH
cells and might serve as a therapeutic agent for refractory neuroblastoma.
Keywords: neuroblastoma; SK-N-SH cells; outer membrane vesicles; Escherichia coli; cell proliferation; apoptosis; migration
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其是否直接对肿瘤组织进行杀伤，目前尚未可知。因

此，本实验拟研究E.coli-OMVs对SK-N-SH细胞增殖、

凋亡以及迁移能力的影响，明确G-菌OMVs是否对SK-

N-SH细胞具有杀伤作用，以期为难治性神经母细胞瘤

及其他肿瘤的治疗提供新的思路及研究基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料与准备

SK-N-SH细胞（中国科学院典型培养物保藏委员

会细胞库）、DMEM/F12培养基（Hyclone）、0.25%胰酶

（Gibco）、胎牛血清（Gibco）、LB（生工）、琼脂粉（生工）、

MTT（索莱宝）、小鼠抗caspase3抗体（abcam）、TUNEL

凋亡试剂（罗氏）、大肠杆菌野生株（重庆医科大学附属

儿童医院检验科，上行尿路感染患者）、圆形细胞爬片：

直径14 mm（中国生物器材网）。

1.2 实验分组

将SK-N-SH细胞随机分为4组：正常对照组；胞外

囊泡低剂量组（100 μg/mL E.coli-OMVs）；胞外囊泡中

剂量组（500 μg/mL E.coli-OMVs）；胞外囊泡高剂量组

（1000 μg/mL E.coli-OMVs）。

1.3 SK-N-SH细胞培养

用含10% FBS的DMEM/F12培养基重悬SK-N-

SH细胞后，接种于25 cm2的培养瓶中，置于37 ℃，5%

CO2孵箱中继续培养，细胞密度生长至70%~80%时进

行传代或下一步干预。

1.4 大肠杆菌野生株培养

大肠杆菌野生株于LB培养基（100 mL ddH2O+

2.5 g LB）中培养，5 mL LB培养基中加入20 µL大肠杆

菌野生株原液，37 ℃，200 r/min摇床上培养12~16 h，然

后将细菌悬液转移至250 mL LB培养基中，继续培养

12~16 h至吸光度（A600）∶0.9-1.0。

1.5 E.coli-OMVs提取与鉴定

1.5.1 E.coli-OMVs提取方法 采用差速离心法提取E.

coli- OMVs，将细菌菌液置于 250 mL 超离管（美国

Beckman coulter公司），10 000 g，4 ℃离心10 min，留取

上清液。0.45 μm PVDF过滤器过滤上清液，38 400 g

超速离心1 h，弃去上清液，50 mmoL Hepes缓冲液重悬

沉淀，再次38 000 g超速离心1~2 h，DMEM/F12培养基

重悬沉淀，0.45 μm PVDF膜过滤重悬液，取样用琼脂板

检测样本是否无菌，剩余样本-80 ℃保存［14-15］。

1.5.2 透射电镜鉴定E.coli-OMVs形态 取E.coli-OMVs

悬液20 μL，2%多聚甲醛稀释并固定后，吸取20 μL滴加

于2 nm电镜铜网状栅中，室温干燥后醋酸双氧铀负染

30 s，透射电镜拍照并保存图像［16］。

1.5.3 MALVERN ZEN3690测定E.coli-OMVs粒径范

围 吸取 2 mL E.coli- OMVs 悬液于测量管中，放入

MALVERN ZEN3690测量槽，选定参数：每个样本测量

10次取其平均值，每次测量时间5 s。

1.6 MTT检测细胞增殖活力

将SK-N-SH细胞接种于96孔板（5000个细胞/孔），

待细胞达到70%~80%融合后，加入E.coli-OMVs继续

培养24、48、72 h，吸出培养基并加入80 μL DMEM/F12

无血清培养基及20 μL MTT工作液，放入孵箱中继续孵

育4 h。吸出工作液，每孔加入DMSO 150 μL，待充分

溶解后酶标仪（492 nm波长）测定吸光度。

1.7 TUNEL

细胞接种于24孔板中（200 000细胞/孔），待70%~

80%融合时给与E.coli-OMVs干预。24 h后用4%多聚甲

醛固定15 min，PBS清洗3遍，5% BSA封闭37 ℃ 45 min，

TUNEL试剂1∶试剂2按1∶9的比例配制染液，37 ℃避

光染色1 h，PBS清洗3次，Hoechst（1∶200）避光染色1 h，

PBS清洗3次后封片保存。荧光显微镜下拍摄图像。

1.8 Western blot

RIPA 裂解细胞，12 000 g 离心 10 min，取上清。

BCA法测定蛋白浓度。灌制SDS-PAGE凝胶，吸取10 μg

总蛋白进行电泳。半干电转将蛋白从SDS-PAGE凝胶

转至PVDF膜，5%的脱脂奶粉封闭。一抗小鼠caspase 3

抗体（1∶1000）、兔 GAPDH 抗体（1∶1000）4 ℃孵育过

夜。1∶5000稀释二抗，室温孵育1 h，显影后保存图像。

Image-J软件分析条带灰度值。

1.9 Transwell

取对数生长期SK-N-SH细胞，0.25%胰酶消化后制

成无血清细胞悬液，调整细胞数为1×105/mL。取600 μL

不同浓度 E.coli-OMVs 至 24 孔板中（下室），置入

Transwell小室(8 μm孔径)，在上室中加入200 μL SK-N-

SH细胞悬液，24 h后移除小室，显微镜下（200倍）计数

下室5个视野细胞数，取其平均值。迁移抑制率=（1-实

验组平均迁移细胞数/对照组平均迁移细胞数）×100%。

1.10 统计学分析

采用SPSS 17.0进行统计分析，结果用均数±标准差

表示，多组间均数比较采用单因素方差分析，两组间均数

比较采用独立样本t检验。P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 E.coli-OMVs形态及粒径分析

透射电镜下可见双层膜、中空、散在分布的圆形或

椭圆形膜性囊泡，其内含低密度或高密度物质，具有明

显的异质性，结合粒径分析，结果显示其直径介于30~

450 nm，主要集中在100~300 nm直径范围内，与胞外

囊泡定义范围相符［17］（图1）。

2.2 E.coli-OMVs抑制SK-N-SH细胞的增殖活性

E.coli-OMVs干预SK-N-SH细胞24、48、72 h后观
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察各组细胞增殖活力，MTT结果显示，经E.coli-OMVs

干预后各组细胞增殖活力均低于对照组，并呈剂量依赖

关系（图2）。

2.3 E.coli-OMVs诱导SK-N-SH细胞的凋亡

TUNEL检测各组细胞的凋亡情况，Western blot检

测各组细胞中caspase3蛋白表达水平。TUNEL染色结

果显示500 μg/mL、1000 μg/mL E.coli-OMVs干预后，

SK-N-SH 细胞凋亡数量增加，且 1000 μg/mL E.coli-

OMVs干预后细胞凋亡更明显，视野中可见散在的凋亡

小体（图 3），并且与对照组相比，干预后各组细胞中

caspase3表达水平增加（图4）。

2.4 E.coli-OMVs导致SK-N-SH细胞迁移能力降低

与对照组相比，E.coli-OMVs处理后，细胞迁移数量

明显降低，100 μg/mL、500 μg/mL和1000 μg/mL E.coli-

OMVs组的迁移抑制率分别为63.8%、75.8%和89.8%，

呈现剂量依赖关系（P<0.05，图5）。

3 讨论

De在19世纪60年代首次在霍乱弧菌中发现具有

免疫原性的囊泡性物质，随后Knox首次在电镜下观察

到大肠杆菌分泌具有双层膜性结构，直径约20~500 nm

的囊泡状物质，将其定义为胞外囊泡（OMVs）［17］。本实

验选取野生大肠杆菌进行培养并提取菌液中的OMVs，

与真核细胞外泌体不同的是，OMVs来源于细菌，无类

似真核细胞外泌体的标志物蛋白，如TSG101，CD63，

Alix等［18-20］。故本实验用透射电镜观察E.coli-OMVs的

形态，结合粒径分析测量囊泡直径对其定性［14］，研究结

果显示，透射电镜下E.coli-OMVs呈双层膜，中空，圆形

或椭圆形结构，囊泡内含低密度或高密度物质，具有明

显的异质性，粒径分析其直径分布在30~450 nm，以上

特征均符合细菌OMVs的定义。

OMVs是G-菌产生的囊泡性物质，其内含蛋白质、

RNA、LPS等小分子物质，与脂质双分子层的膜性结构

有天然的亲和力［21-22］。有研究显示，G-菌OMVs可以诱

导小肠上皮细胞和人脑血管上皮细胞发生促炎症反应，

从而导致细胞凋亡［4, 23］。亦有研究表明，在小鼠结肠癌

模型体内，G-菌OMVs可以抑制肿瘤的生长，囊泡内的

蛋白质刺激NK细胞和T细胞产生INF-γ，进而发挥抑制

肿瘤生长的作用［13］。该研究表明，G-菌OMVs进入小鼠

体内后，可能通过体液免疫间接对肿瘤发挥杀伤作用，

但G-菌OMVs是否可以直接作用肿瘤细胞进而影响其

生物学行为，还未有文献报道。本研究通过 E.coli-

OMVs干预SK-N-SH细胞后观察其细胞生物学行为的

改变，以明确E.coli-OMVs是否对肿瘤细胞具有直接杀
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Fig.1 Extraction and identification of outer membrane vesicles (OMVs) from wild-type E.coli. A: Observation of the
isolated OMVs under transmission electron microscope (Original magnification: × 200 000). The OMVs showed a
hollo, circular or elliptical morphology with a double-layer membrane; B: Particle size analysis of the OMVs showed
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图2 不同浓度E.coli-OMVs对SK-N-SH细胞增殖活力的
影响
Fig.2 Effect of E.coli-OMVs on proliferation of human SK-
N-SH cells. *P<0.05, **P<0.01 vs control, #P<0.05, ##P<0.01 vs
100 μg/mL E.coli-OMVs, + P<0.05 vs 500 μg/mL E.coli-OMVs.
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伤作用。MTT结果显示，在给与E.coli-OMVs干预后，

不同时间点SK-N-SH细胞增殖活力均降低；Transwell

结果显示，随着干预剂量的增加，SK-N-SH细胞迁移数

量减少，迁移抑制率越高。因此，E.coli-OMVs可以显

著抑制SK-N-SH细胞的增殖及迁移能力，并且存在剂

量效应关系。同时，TUNEL和Western blot结果显示，

给与高剂量E.coli-OMVs干预后，细胞凋亡数量明显增

加，且细胞周围可见散在的凋亡小体，细胞凋亡相关蛋

白caspase3的表达显著增加。说明E.coli-OMVs可有

效促进SK-N-SH细胞的凋亡。故本研究证实，E.coli-

OMVs可直接作用于SK-N-SH细胞，抑制其增殖及侵

袭的能力，促进细胞凋亡。但E.coli-OMVs通过何种具

体机制对SK-N-SH细胞产生影响还需进一步研究，有

研究显示G-菌OMVs可以通过内吞作用直接将OMVs

中的LPS运输到细胞内，然后激活细胞内caspase11，进

而引起细胞凋亡［24］，也有报道称大肠杆菌可以通过

OMVs分泌有细胞毒性的细胞溶素A［25］，从而对细胞产

生杀伤作用。

图3 不同浓度E.coli-OMVs干预后Tunel凋亡检测
Fig.3 TUNEL fluorescence for detecting cell apoptosis after treatment with E.coli-OMVs (×200).
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综上所述，本实验运用E.coli-OMVs干预SK-N-

SH细胞，结果提示，E.coli-OMVs可直接作用于SK-N-

SH细胞，抑制细胞的增殖、迁移能力，并促进细胞凋

亡。暗示E.coli-OMVs可能成为一种新的神经母细胞

瘤治疗方式，其高获得率及对靶细胞的高亲和力使其较

传统化疗药物更具潜在优势，但E.coli-OMVs中具体作

用成分以及如何提高其靶向性仍需进一步研究。
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Fig.5 Effect of E.coli- OMVs on migration capacity of
human SK- N- SH cells. A1, B1, C1, D1: × 40; A2, B2, C2,
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