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大肠埃希菌外膜囊泡对乳腺癌细胞增殖及荷瘤小鼠肿瘤生
长的影响
王斓茜 1，2， 马官荣 1，2， 姜咏竹 1，2， 常秀林 1，2， 方廖琼 1， 白 晋 1，2

1. 重庆医科大学生物医学工程学院，超声医学工程国家重点实验室，重庆  400016；2. 重庆医科大学重庆市生物医学工程学

重点实验室，重庆  400016

［摘要］ 目的·分析大肠埃希菌外膜囊泡（Escherichia coli outer membrane vesicle，E.coli-OMV）在体外对小鼠 4T1乳腺癌

细胞增殖的影响，在体内对BALB/c-4T1荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用。方法·从E.coli的培养上清液中收集OMV并进行

表征。采用荧光标记追踪法检测 E.coli-OMV被 4T1细胞摄入的情况。采用 CCK-8法测定 E.coli-OMV对 4T1细胞增殖的影

响。采用流式细胞术检测E.coli-OMV对 4T1细胞周期的影响。利用皮下接种法建立BALB/c-4T1荷瘤小鼠模型，而后将小

鼠分为E.coli-OMV组与对照（Control）组（每组 10只）；前者于每 2 d注射 0.25 mg/kg E.coli-OMV，后者则注射等剂量的

PBS。观察 2组小鼠的体质量、40 d生存率、肿瘤体积及质量变化，采用苏木精-伊红染色（hematoxylin-eosin staining，H-E

染色）评价肿瘤组织的病理学形态，采用免疫组织化学染色法观察肿瘤组织中增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear 

antigen，PCNA）与细胞周期蛋白D1 （CyclinD1）的表达情况。结果·E.coli-OMV是粒径为（216.00±18.30） nm的球形膜

囊结构，可表达E.coli外膜蛋白A （outer membrane protein A，OmpA）与OmpC。荧光显微镜的观察结果显示 4T1细胞可摄

入E.coli-OMV。CCK-8法的结果显示，E.coli-OMV对 4T1细胞的抑制作用与时间-剂量呈正相关。流式细胞术的结果显示，

E.coli-OMV将 4T1细胞的生长周期阻滞于G0/G1期。体内实验显示，与Control组相比，E.coli-OMV组小鼠的体质量在初期

注射后稍有下降（P=0.031），而后出现回升；其 40 d生存率增加（P=0.037）；该组小鼠肿瘤的体积、质量的增长量均较少

（P=0.041，P=0.004），其肿瘤体积抑制率达 29.69%、肿瘤质量抑制率达 49.81%。H-E染色的结果显示，E.coli-OMV组小鼠

肿瘤组织细胞核分裂象较 Control 组减少 （P=0.038）。免疫组织化学染色的结果显示，E.coli-OMV 组小鼠肿瘤组织中的

PCNA及CyclinD1阳性表达较Control组减少（P=0.031，P=0.002）。结论·体外研究与体内研究均表明，E.coli-OMV可对

4T1细胞的增殖产生明显的抑制作用。
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[Abstract] Objective·To analyze the effect of Escherichia coli outer membrane vesicle (E.coli-OMV) on the proliferation of 4T1 

breast cancer cells in vitro and the inhibition of tumor growth in BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in vivo. Methods·OMVs were 

collected from the culture supernatant of E. coli and characterized. The uptake of E. coli-OMV by 4T1 cells was detected by 

fluorescent label tracking method. The effect of E.coli-OMV on 4T1 cell proliferation was detected by CCK-8 method. The effect of 

E.coli-OMV on 4T1 cell cycle was detected by flow cytometry. The BALB/c-4T1 tumor-bearing mouse models were established by 

subcutaneous inoculation, and the mice were divided into E.coli-OMV group and Control group, with 10 mice in each group. The 

mice in the E.coli-OMV group were injected with 0.25 mg/kg E.coli-OMV every 2 d, while the mice in the Control group were 

injected with equal doses of PBS. The changes in body weight, 40 d survival rate, tumor volume and tumor weight of the two groups 
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of tumor-bearing mice were observed. The pathological morphology of the tumor tissues was evaluated by hematoxylin-eosin 

staining (H-E staining). The expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and CyclinD1 in tumor tissues was observed by 

immunohistochemical staining. Results·E. coli-OMV was spherical membrane vesicle structure with a particle size of (216.00±

18.30) nm, which expressed E. coli outer membrane protein A (OmpA) and OmpC. Fluorescence microscopy results showed that 

4T1 cells could intake E. coli-OMV. CCK-8 results showed that the inhibitory effect of E. coli-OMV on 4T1 cells was positively 

correlated with time-dose. Flow cytometry results showed that E.coli-OMV arrested the growth cycle of 4T1 cells in G0/G1 phase. In 

vivo experiments showed that compared with the Control group, body weight of mice in the E.coli-OMV group decreased slightly 

after the initial injection (P=0.031), and then recovered, while 40 d survival rate increased (P=0.037). The growth of tumor volume 

and weight of mice in E. coli-OMV group were lower than those in the Control group (P=0.041, P=0.004). Its tumor volume 

inhibition rate reached 29.69%, and tumor weight inhibition rate reached 49.81%. The results of H-E staining showed that nuclear 

splitting images of tumor tissues of mice in the E.coli-OMV group decreased compared to the Control group (P=0.038). The results 

of immunohistochemical staining showed that the positive expression of PCNA and CyclinD1 in the tumor tissues of mice in the 

E. coli-OMV group decreased compared to the Control group (P=0.031, P=0.002). Conclusion·Both in vitro and in vivo studies 

show that E.coli-OMV can significantly inhibit the proliferation of 4T1 cells.

[Key words] bacterial outer membrane vesicle; breast cancer; cell cycle; tumor-suppressing effect

乳腺癌是女性易发且较为常见的恶性肿瘤，是全

世界女性癌症死亡的第二大原因［1-2］。传统的乳腺癌

治疗方法包括手术治疗、放射治疗、化学治疗等，但

其效果均不够显著，使得新的癌症治疗策略有待继续

开发。相关研究表明，微生物疗法或将能够为目前常

规癌症疗法无法满足的临床需求提供全新的解决方

案 ， 如 细 菌 介 导 的 癌 症 疗 法 （bacteria-mediated 

cancer treatment，BMCT） 已应用于临床诸多恶性肿

瘤的治疗［3］。研究［4-5］显示，多种细菌［如大肠埃希

菌（Escherichia coli，E.coli）］具有天然的肿瘤细胞

杀伤能力，可诱导肿瘤细胞发生凋亡或使细胞增殖受

到抑制，还可进入肿瘤区域通过细胞增殖来减少氧气

和营养供应以形成坏死区域，使瘤区中心的肿瘤细胞

死于饥饿和窒息，从而表现出良好的抗肿瘤效果。然

而，细菌在肿瘤区域定植后发生的不可控制的大量繁

殖会引发机体脓毒血症、感染性休克等较多不良反

应 ， 因 此 BMCT 在 临 床 上 的 应 用 仍 存 在 巨 大

挑战［6-7］。

细 菌 外 膜 囊 泡 （bacterial outer membrane 

vesicle，OMV） 是由细菌释放的纳米颗粒［8］。相

较于细菌，OMV 不可自主复制且具有更高的剂量

可控性与生物安全性［9-10］，同时其主要携带有亲本

细菌的外膜蛋白、周质等成分，在功能上与亲本

细菌具有相似性［11-13］。基于此，本研究拟提取大

肠 埃 希 菌 外 膜 囊 泡 （Escherichia coli outer 

membrane vesicle，E.coli-OMV），并探讨其对小鼠

4T1 乳腺癌细胞增殖、乳腺癌荷瘤小鼠模型肿瘤生

长的抑制作用，以期为基于 OMV 的临床肿瘤治疗

提供新思路。

1　对象与方法

1.1　细胞来源及培养

小鼠 4T1乳腺癌细胞株购自武汉普诺赛生命科技

有限公司。使用含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养

基，在 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中培养，取对数

生长期的细胞进行后续实验。

1.2　菌株来源与培养

大肠埃希菌 BL21 （DE3） 菌株购自上海唯地生

物技术有限公司。将冻存于−80 ℃的 BL21 （DE3）

菌株接种于LB培养基，于 37 ℃摇床培养 20 h后用于

后续实验。

1.3　实验动物

使用健康 BALB/c 雌性小鼠 20 只，月龄 6~8 周，

体质量 20~25 g ［购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司，动物生产许可证号为 SCXK （湘） 2019-

0004］。所有实验动物均饲养于相同的标准实验环境

中，即温度为（23±5） ℃、湿度为（45±5） %、明暗

周期为 12 h、自由摄食及饮水，动物使用许可证号为

SYXK（渝） 2018-0003。

1.4　主要试剂与仪器

CCK-8 试剂盒 （Dojindo，日本），胎牛血清、

RPMI 1640培养基（Gibco，美国），增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA） 兔单克隆

抗体、细胞周期蛋白 D1 （CyclinD1） 兔单克隆抗体

（上海碧云天生物技术有限公司），E.coli外膜蛋白 A
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（outer membrane protein A，OmpA）多克隆抗体（上

海起发实验试剂有限公司），E.coli O157：H7 OmpC

多克隆抗体（Thermo Fisher，美国），即用型免疫组

化 ElivisionTM Super 检测试剂盒 （福州迈新生物技术

开发有限公司），增强型DAB显色试剂盒（20×）（北

京索莱宝科技有限公司）。

Amicon Ultra-15 100kDa 超滤离心管 （Millipore，

美国），Optima XPN-100 超高速离心机、CytoFLEX

流式细胞仪 （Beckman Coulter，美国）， INFINITE 

M PLEX荧光多模式酶标仪（Tecan，瑞士），透射电

子显微镜 （transmission electron microscope， TEM）

（Hitachi，日本）。

1.5　E.coli-OMV的提取与鉴定

1.5.1　E. coli-OMV 的提取　采用超滤离心法制备

E.coli-OMV［14］。在 4 ℃、5 000×g 下离心含有 BL21

（DE3） 菌株的 LB 培养液，获得上清液后依次使用

0.45 μm、0.22 μm滤膜进行过滤，并使用超滤离心管

对滤液进行浓缩。而后，在 4 ℃、150 000×g 下超速

离心上述浓缩液，使用磷酸盐缓冲液 （sodium 

phosphate buffer，PBS） 重悬沉淀物后于−80 ℃保存

备用。

1.5.2　E.coli-OMV 的鉴定　使用 PBS 稀释新鲜制备

的 E.coli-OMV 后，采用纳米粒度仪对其粒径进行检

测。采用 3% 半凝固琼脂糖包埋新鲜制备的 E.coli-

OMV沉淀后进行切片，再通过TEM观察E.coli-OMV

的形态。采用蛋白质印迹法（Western blotting）检测

E.coli-OMV的OmpA、OmpC的表达，即取 5 μg蛋白

样品行 10% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳进

行分离，经转膜封闭后依次孵育OmpA、OmpC一抗

和相应二抗 （工作浓度均为 1∶5 000），最后使用

ECL化学发光成像试剂进行显影。

1.6　4T1细胞摄入E.coli-OMV的检测

使用 PKH67 外泌体绿色荧光标记染料对 E.coli-

OMV进行染色，具体染色步骤参照其说明书。采用

PBS 重 悬 已 标 记 好 的 E. coli-OMV， 避 光 储 存 在

−80 ℃。

将 4T1 细胞以 2×104个/孔接种于 6 孔板中，培养

12 h 后向每孔加入 2 mL 含有标记完成的 E.coli-OMV

的RPMI 1640完全培养基，共培养 0、6、12 h。采用

DAPI 对细胞核进行染色，而后用荧光显微镜观察

4T1细胞对E.coli-OMV的摄入情况。

1.7　4T1细胞增殖的检测

采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒对“1.5.1”部分

得到的 E.coli-OMV 进行外膜总蛋白浓度检测，具体

操作参见该试剂盒说明书。

将 4T1细胞以 6×103个/孔接种于 96孔板中，培养

12 h 后用含有不同浓度 E.coli-OMV 的 RPMI 1640 完

全培养基［E.coli-OMV终浓度为 0（Ctrl组）、1、10、

20、50 μg/mL］分别培养 12、24、48 h。经PBS洗涤

后，向每孔加入 100 μL 含有 10% CCK-8 试剂的

RPMI 1640 完全培养基，共孵育 1 h 后使用多功能酶

标仪检测细胞的 D （450 nm）。细胞抑制率 （%） =

（1-DE.coli-OMV/DCtrl） ×100%。

1.8　4T1细胞周期的检测

将 4T1 细胞以 2×106个/孔接种于 6 孔板中，使用

无血清RPMI 1640培养基培养 12 h，对细胞进行饥饿

处理。用含有不同浓度 E.coli-OMV 的 RPMI 1640 完

全培养基 ［E.coli-OMV 终浓度均为 0 （Ctrl 组）、5、

10、20 μg/mL］ 分别培养 12、24、48 h 后，收集细

胞并向其中加入 70% 冰乙醇，于 4 ℃过夜行细胞固

定。次日，使用含 0.1% Triton X-100的PI进行细胞膜

透化并行 DNA 染色，而后通过流式细胞仪对细胞周

期进行检测。

1.9　BALB/c-4T1荷瘤小鼠模型建立及分组

将 100 μL 密度为 5×105个/mL 的 4T1 细胞悬液注

射于小鼠背部皮下，10 d后待肿瘤体积达 100 mm3则

提示 BALB/c-4T1荷瘤小鼠模型建立成功。将该模型

小鼠随机分为 E.coli-OMV 组和对照 （Control） 组，

每组10只。其中，每2 d向E.coli-OMV组小鼠的肿瘤

区域注射 E.coli-OMV 溶液（浓度为 50 μg/mL，单次

剂量为 5 mL/kg），共 5次；同时，Control组小鼠注射

等体积的PBS。分别用于后续体质量及生存率测定实

验（每组 5 只），以及肿瘤组织的体积、质量、抑制

率测定实验（每组5只）。

1.10　E.coli-OMV抑瘤效果评估

1.10.1　小鼠体质量及生存率测定　从初次注射开

始，每 2 d 分别对 2 组小鼠进行称重，该部分数据

统计时间结点为第 20 日。末次注射后，每日记录
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各组小鼠发生死亡的数量；数据统计时间结点为第

45 日，对第 45 日后依然存活的小鼠按生存 45 d

计算。

1.10.2　肿瘤组织的体积及其抑制率测定　使用游标

卡尺分别对 2 组小鼠肿瘤组织的长径 （L） 和短径

（W）进行测量，计算肿瘤组织的体积（V）及其抑制

率。公式为：V （mm3） =L×W×W×0.5，肿瘤组织体积

抑制率（%）=（VControl−VE.coli-OMV） /VControl×100%。

1.10.3　肿瘤组织的质量及其抑制率测定　于注射结

束后 10 d处死小鼠，分别测量 2组小鼠肿瘤组织的质

量（M）并计算肿瘤组织质量抑制率。公式为：肿瘤

质量抑制率（%） =（1−ME.coli-OMV/MControl） ×100%。

1.10.4　肿瘤组织的病理学变化分析　采用 4% 多聚

甲醛对 2组小鼠的肿瘤组织固定后，常规石蜡包埋并

制成切片。行苏木精 -伊红染色 （hematoxylin-eosin 

staining，H-E 染色），并通过光学显微镜观察肿瘤组

织结构及细胞核分裂象。

1.10.5　肿瘤组织增殖标志物及周期蛋白表达的检

测　采用免疫组织化学染色法对“1.10.4”部分得到

的石蜡切片进行染色，其中一抗为 PCNA、CyclinD1

（工作浓度均为 1∶100），二抗使用即用型免疫组化 

ElivisionTM Super 试 剂 盒 孵 育 ， 最 后 使 用 增 强 型 

DAB 显色试剂盒显色，具体步骤操作均依据相关

说明书。通过光学显微镜观察组织阳性染色情况，

并采用 Image J 软件计算阳性细胞染色的平均光

密度。

1.11　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0 统计学软件进行分析。

定量资料以 x±s 表示，2 组间比较采用独立样本 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析。P<0.05 表示

差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　E.coli-OMV的表征分析

本研究对 E. coli-OMV 的一般特征进行鉴定。

TEM的观察结果（图 1A）显示，E.coli-OMV呈纳米

级别的球形结构，具有脂质双层膜。纳米粒度仪的分

析结果 （图 1B） 显示，E.coli-OMV 的平均粒径为

（216.00±18.30） nm。Western blotting的结果（图 1C）

显示，E. coli-OMV 在 35 000 和 38 000 处分别存在

E.coli 的外膜标志性蛋白，即 OmpC 和 OmpA，继而

证明其为E.coli外膜来源。

2.2　4T1细胞对E.coli-OMV的摄入观察

将荧光标记的E.coli-OMV与 4T1细胞作用 0、6、

12 h后，结果（图 2）显示，6 h时 4T1细胞质中、细

胞核附近出现了绿色荧光标记，12 h 时荧光强度增

加；继而提示，4T1细胞可摄入E.coli-OMV。

2.3　E.coli-OMV对4T1细胞增殖的影响

CCK-8实验的结果（图 3）显示，E.coli-OMV在

1 μg/mL 浓度下对 4T1 细胞增殖的影响较小；在 10、

20、50 μg/mL 浓度下，对 4T1 细胞作用 12 h 的细胞

抑 制 率 分 别 为 （2.76±0.98） % 、（15.20±2.53） % 、
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Note： A. Transmission electron micrograph of E.coli-OMV. B. Particle size distribution of E.coli-OMV. C. Detection of outer membrane marker proteins in 

E.coli-OMV by Western blotting.

图 1　E.coli-OMV 的一般特征分析
Fig 1　Analysis of the characterization of E.coli-OMV
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（22.33±1.15） % ；作用 24 h 的细胞抑制率分别为

（26.89±4.56） % 、 （32.51±5.25） % 、 （44.63±

2.21） %；作用 48 h 的细胞抑制率分别为 （33.00±

3.64） %、（43.48±1.85） %、（54.19±1.03） %。继而

提示，E.coli-OMV可抑制4T1细胞的增殖，且抑制效

果呈时间-剂量依赖性。

2.4　E.coli-OMV对4T1细胞周期的影响

采用流式细胞术检测 E.coli-OMV 对 4T1 细胞周

期的影响，结果（图4）显示与Ctrl组相比，经不同浓

度的 E.coli-OMV 处理的细胞在不同作用时间下处于

G0/G1 期的占比有所增加，S 期占比减少；其中，

E.coli-OMV浓度为10 μg/mL时对细胞周期的阻滞现象
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Note： Green fluorescence indicates PKH67-labelled E.coli-OMV, and white arrows indicate E.coli-OMV in the nucleus.

图 2　4T1 细胞对 E.coli-OMV 的摄入观察（×100）
Fig 2　Observation on the uptake of E.coli-OMV by 4T1 cells (×100)
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图 3　CCK-8 法检测 E.coli-OMV 对 4T1 细胞增殖的影响
Fig 3　Effect of E. coli-OMV on 4T1 cells proliferation by CCK-8 method
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最为明显；随着作用时间的增加，各个浓度 E.coli-

OMV抑制细胞周期G0/G1期程度也有增加。继而提示，

一定剂量的E.coli-OMV可以将4T1细胞的细胞周期阻

滞在G0/G1期，且阻滞效果呈明显的作用时间依赖性。
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图 4　流式细胞术检测 E.coli-OMV 对 4T1 细胞周期分布的影响
Fig 4　Effect of E. coli-OMV on 4T1 cell cycle distribution by flow cytometry
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2.5　E.coli-OMV 对 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠肿瘤的

抑制作用

2.5.1　BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的一般情况观察　与

Control 组比较，E.coli-OMV 组小鼠在首次注射后的

第 1~4日精神状态欠佳，坚毛，活跃程度与注射前比

较稍有下降；在第 3次注射时精神状况好转。5次注

射过程中，2 组小鼠均未出现运动失调、活动受限、

呼吸困难、烦躁等反应。

2.5.2　E.coli-OMV对BALB/c-4T1荷瘤小鼠体质量的

影响　注射前，2组小鼠的平均体质量间差异无统计

学意义。首次注射后 4 d，E.coli-OMV组小鼠的平均

体质量较 Control 组稍有下降 （P=0.031），而后逐渐

回升至与 Control 组持平，最终 2 组小鼠的平均体质

量间差异无统计学意义（图 5）。继而提示，初期注

射 0.25 mg/kg 剂量的 E.coli-OMV 可使小鼠体质量有

下降，而后则不会对小鼠体质量产生影响。

2.5.3　E.coli-OMV 对 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠生存率

的影响　对 2 组小鼠的生存率进行观察，结果

（图 6） 显示，注射后第 26、32、40 d，Control 组小

鼠生存率分别为 80% （4/5）、20% （1/5）、0 （0/5），

E.coli-OMV 组小鼠生存率分别为 100% （5/5）、60%

（3/5）、60% （3/5）；40 d 后，Control 组小鼠全部死

亡，E.coli-OMV 组小鼠仍有存活，组间差异具有统

计学意义 （P=0.037）。继而提示，0.25 mg/kg 剂量

下的 E. coli-OMV 可以延缓由乳腺癌导致的小鼠

死亡。

2.5.4　E.coli-OMV 对小鼠肿瘤体积的影响　注射

前，2 组小鼠肿瘤体积间差异无统计学意义。注射

后，2 组小鼠的肿瘤生长曲线如图 7A 所示；在注射

后 20 d，E.coli-OMV 组小鼠肿瘤体积增长量小于

Control 组 （P=0.041，图 7B），肿瘤体积抑制率达

29.69 %。

2.5.5　E.coli-OMV 对小鼠肿瘤质量的影响　对 2 组

小鼠的肿瘤组织进行解剖观察，结果（图 8）显示注

射后 20 d，E. coli-OMV 组小鼠的肿瘤组织均小于

Control组，肿瘤质量亦小于 Control组且差异具有统

计学意义 （P=0.004），抑瘤率达到 49.81%。继而提

示，0.25 mg/kg剂量下的E.coli-OMV可对小鼠 4T1肿

瘤生长有一定的抑制作用。

2.5.6　E.coli-OMV 对小鼠肿瘤组织病理学变化的影

响　H-E 染色的结果 （图 9） 显示，相较于 Control

组，E.coli-OMV 组小鼠肿瘤组织细胞排列松散、紊

乱，病理性细胞核分裂象减少（P=0.038），核仁染色

较浅、不明显。
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图 5　2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的体质量变化
Fig 5　Changes in body weight of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in the two groups
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图 6　2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的生存率分析
Fig 6　Survival rate analysis of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice 

in the two groups
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2.5.7　 E. coli-OMV 对 小 鼠 肿 瘤 组 织 PCNA、

CyclinD1蛋白表达的影响　免疫组织化学染色的结果

（图 10） 显示，2 组小鼠的肿瘤组织均有 PCNA 和

CyclinD1阳性表达，且均定位于细胞核，呈棕黄色；

与 Control组染色阳性区域相比，E.coli-OMV 组小鼠

肿瘤组织中 PCNA 和 CyclinD1 阳性表达均减少 （P=

0.031，P=0.002）。
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Note： A. Tumor volume growth curve of the mice injected from 0 d to 20 d. B. Tumor volume growth in mice at d 20 post-injection.

图 7　2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的肿瘤体积变化
Fig 7　Changes in tumor volume growth of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in the two groups
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图 8　2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的肿瘤质量变化
Fig 8　Changes in tumor weight of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in the two groups
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图 9　2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠的肿瘤组织的 H-E 染色分析（×200）
Fig 9　Analysis of H-E staining of tumor tissues of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in the two groups (×200)
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3　讨论

乳腺癌是女性癌症死亡的主要原因之一。近年

来，微生物在乳腺癌治疗方面的应用已取得一定进

展。研究表明E.coli具有天然的肿瘤杀伤能力，能够

改善乳腺癌的治疗效果。然而，由于细菌在肿瘤区域

内繁殖后会释放大量毒素，从而对机体产生危害，这

使得寻求更安全、高效的治疗方法成为了医学界的

难题［15］。

作为细菌的衍生物，OMV 虽不可自我复制，但

在功能上与亲本细菌具有一定的相似性。目前，已有

研究证明了细菌的抗肿瘤作用，而OMV是否具有抗

肿瘤功能以及其具体机制尚未得到广泛研究［16］。

在本研究中，我们通过超滤离心法从E.coli培养

的上清液中获得 E.coli-OMV。首先，通过体外实验

发现，E.coli-OMV可以抑制小鼠4T1乳腺癌细胞的增

殖，且抑制效果呈现时间-浓度依赖性；体内实验显

示，E.coli-OMV对BALB/c-4T1荷瘤小鼠肿瘤生长的

抑制效果显著，表现为肿瘤体积、质量均有下降，且

小鼠 40 d 存活率增加，表明 E.coli-OMV 具有良好的

抗肿瘤活性。其次，流式细胞术的结果显示，E.coli-

OMV将 4T1细胞周期阻滞在G0/G1期；免疫组织化学

染色的结果显示，E.coli-OMV 组小鼠肿瘤组织中的

PCNA 和 CyclinD1 表达均有减少，继而提示 E.coli-

OMV 的抑瘤作用与其对细胞周期的调控作用相关。

真核细胞完成正常的有丝分裂需要细胞周期的有序进

行，这一过程离不开各种细胞周期蛋白和相关因子的

调控。当细胞处于 G0/G1期时，大量表达的 PCNA 可

为 DNA 复制做准备［17］，而后 CyclinD 开始表达以保

证细胞从 G0/G1期向 S 期的正常转化，进而推进细胞

周期循环完成有丝分裂。在此过程中，细胞任一时相

的异常都可能导致细胞增殖失调，这是肿瘤发生与无

限制增殖恶化的主要原因之一［18］。因此，恢复细胞

周期蛋白和各级调控因子对细胞周期的正常调控，阻

断肿瘤细胞增殖是当前抗肿瘤研究的重要策略。在本

研究中，E.coli-OMV 可使 4T1 细胞周期停滞在 G0/G1

期，同时能够抑制增殖相关蛋白PCNA和周期相关蛋

白 CyclinD1 的过量表达，使得肿瘤细胞的分裂增殖

减缓，从而抑制了小鼠肿瘤的生长。

综上所述，本研究证明了 E.coli 来源的 OMV 具

有良好的抗肿瘤作用，且初步证明其对细胞周期存在

抑制作用。该结果有望为基于微生物疗法的临床肿瘤
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图 10　免疫组织化学染色分析 2 组 BALB/c-4T1 荷瘤小鼠肿瘤组织中 PCNA、CyclinD1 的表达（×200）
Fig 10　 Analysis of the expression of PCNA and CyclinD1 in tumor tissues of BALB/c-4T1 tumor-bearing mice in the two groups by 

immunohistochemical staining (×200)
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治疗提供新的思考。
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