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【摘要】  肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是世界上最致命的癌症之一。由于HCC发病隐匿、进展迅速且

缺乏有效的治疗方法，预后极差，其5年平均生存率低于10%。肿瘤微环境是HCC发生发展所处的内环境，可调节HCC的

起源、发展、侵袭和转移。肝癌细胞在癌症进展过程中可以通过释放含有特异信号的外泌体调控肿瘤微环境中的肿瘤细

胞、癌相关成纤维细胞、癌相关免疫细胞等不同细胞的生物学行为，进而促进癌症进展。然而，外泌体在这些过程中对具

体细胞调控的确切分子机制和作用仍不清楚。本综述首先介绍了HCC微环境的组成和肿瘤微环境中外泌体的来源和特

征以及力学因素对外泌体的影响。其次，本综述重点讨论了HCC外泌体对微环境中不同类型细胞的作用。我们看到，在

包括肝癌在内的临床癌症治疗中使用外泌体作为载体仍然有许多必须克服的困难。首先，外泌体的同质性很难得到保

证。其次，外泌体主要通过皮下注射给药，虽然这种方法简单易行，但吸收效率并不理想。第三，外泌体提取方法有限且

效率低，因此难以大量制备外泌体。特别是对于外泌体介导的肿瘤免疫治疗，确保使用的外泌体数量足以引发有效的肿

瘤免疫反应非常重要。随着鉴定、分离和纯化技术的改进，外泌体有望成功运用于早期HCC的临床诊断和肝癌的临床治

疗中。
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【Abstract】  Hepatocellular  carcinoma (HCC) is  one of  the  leading causes  of  cancer-related deaths  in  the  world.
Due to the insidious onset and rapid progression and a lack of effective treatments, the prognosis of patients with HCC is
extremely  poor,  with  the  average  5-year  survival  rate  being  less  than  10%.  The  tumor  microenvironment  (TME),  the
internal  environment  in  which  HCC  develops,  can  regulate  the  oncogenesis,  development,  invasion,  and  metastasis  of
HCC. During the process of  cancer progression,  HCC cells  can regulate the biological  behaviors of  tumor cells,  cancer-
associated  fibroblasts,  cancer-associated  immune  cells,  and  other  cells  in  the  TME  by  releasing  exosomes  containing
specific  signals,  thereby  promoting  cancer  progression.  However,  the  exact  molecular  mechanisms  and  the  roles  of
exosomes in the specific cellular regulation of these processes are not fully understood. Herein, we summarized the TME
components of HCC, the sources and the biological traits of exosomes in the TME, and the impact of mechanical factors
on exosomes. In addition, special attention was given to the discussion of the effects of HCC-exosomes on different types
of  cells  in  the  microenvironment.  There  are  still  many  difficulties  to  be  overcome  before  exosomes  can  be  applied  as
carriers in clinical cancer treatment. First of all,  the homogeneity of exosomes is difficult to ensure. Secondly, exosomes
are  mainly  administered  through  subcutaneous  injection.  Although  this  method  is  simple  and  easy  to  implement,  the
absorption efficiency is not ideal. Thirdly, exosome extraction methods are limited in number and inefficient, making it
difficult to prepare exosomes in large quantities. It is important to ensure that exosomes are used in sufficient quantities to
trigger  an  effective  tumor  immune  response,  especially  for  exosome-mediated  tumor  immunotherapy.  With  the
improvement in identification, isolation, and purification technology, exosomes are expected to be successfully used in the
clinical diagnosis of early-stage HCC and the clinical treatment of liver cancer.
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据中国疾病预防控制中心最新发布数据显示，原发

性肝癌在所有癌症中因病致死率高居第二[1]。原发性肝

癌具体有：肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma, HCC）、

肝内胆管癌（intrahepatic cholangiocarcinoma, ICC）及混

合型肝细胞 -胆管癌（ c o m b i n e d  h e p a t o c e l l u l a r -

cholangiocarc inoma,  cHCC-CCA），其中，HCC占

75%～85%[2-3]，本文将针对HCC这一关键病理分型进行讨

论。大多数HCC患者发病与肝炎病毒（HBV/HCV等）感
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染有关，除此之外的代谢因素如糖尿病或非酒精性肝炎

等也可导致肝组织损伤及HCC[4-5]。肝癌主要通过手术治

疗、消融治疗等，但还有相当数量的患者一经发现即为中

晚期患者，失去手术条件，其治疗手段有限，预后差[4]。因

此，提高HCC总生存率可重点关注HCC的早期诊断标志

物的研究及分子水平HCC发生发展机制的探索。

研究发现，肿瘤细胞持续生长、获得高迁移能力进而

实现转移离不开与周围复杂的组织微环境的相互作

用[6]。Stephen Paget在1889提出“种子和土壤”学说，为后

续肿瘤微环境（tumor microenvironment, TME）概念的成

熟提供基础。种子（肿瘤细胞）要依赖土壤（肿瘤微环境）

才得以生长壮大，并且随着自身的不断壮大，原发癌部位

的癌细胞会释放出信号分子，远端的靶器官组织细胞接

收到信号后会诱导其表型与功能的转化，从而为原发瘤

部位的癌细胞营造出适宜其定植的新的肿瘤微环境，即

肿瘤细胞转移微环境（Metastatic niche）[7]。

近年来，越来越多的学者研究了外泌体的生物学行

为与功能，对外泌体和TME之间的关系进行了探索。研

究发现[8-9]，肿瘤细胞可以将自身的特异性内容物包裹进

入外泌体中，并分泌到TME中，对TME中的不同类型细胞

都可以发挥作用。而微环境中的力学因素，如细胞外基

质刚度、细胞增殖产生的应力及间质流剪切力等，均可对

外泌体的生成和释放等进行调控。释放到微环境中的肿

瘤细胞来源外泌体一方面可以通过信号分子自分泌来影

响肿瘤的局部生长与迁移，另一方面，也可以通过细胞间

通讯影响TME中其他非肿瘤细胞，进而重塑微环境使其

成为更利于肿瘤生长和转移的微环境。本文综述了肝癌

细胞来源的外泌体调控TME中不同类型细胞的作用及其

特点，为外泌体相关研究提供参考。

 1     TME

 1.1    TME的组成成分

TME是肿瘤发生、发展和转移过程中所处的内环

境。肿瘤生物学发展至今，TME中被发现不仅只有癌细

胞，还包括被肿瘤所吸引和异化的其他类型的细胞。具

体来说，除肿瘤细胞外，TME中其他细胞类型有：癌相关

成纤维细胞、内皮细胞、周细胞、肿瘤干细胞、免疫/炎症

细胞等。此外，T M E还有非细胞成分如细胞外基质

（extracellular matrix, ECM）等[10-11]。正是由于多种细胞在

肿瘤微环境中的共同协作，促进了肿瘤细胞的迁移/侵袭

与转移，并且促进了正常成纤维细胞转化为癌相关的成

纤维细胞，综合促进了癌症的进展。通过对TME 中不同

类型细胞进行研究，才能深入掌握肿瘤生物学特性，利于

寻找有效的防治靶点。

其中，癌相关成纤维细胞（ c a n c e r - a s s o c i a t e d

fibroblasts, CAFs）是除了肿瘤细胞以外，在肝癌微环境中

最为重要的一种细胞，在调节邻近癌细胞中起着关键作

用[12-13]。研究发现，CAFs可以通过ECM的合成与重塑以

及生长因子的合成来调节癌症转移，并可影响肿瘤血管

生成、肿瘤力学、药物响应和治疗反应等方面[14]。CAFs

存在于肿瘤间质中，可以来源于多种细胞，目前研究普遍

认为其主要来源于正常成纤维细胞（normal fibroblasts,

NFs）。在肝脏和胰腺中，静态的星状细胞是CAFs的最主

要的来源[15]。肝星状细胞（hepatic stellate cells, HSCs）在

正常生理情况下为静息状态，主要功能是储存维生素A和

三酰甘油等。而在病理情况下，如肝脏损坏、肝癌发生

时，各种不同来源的刺激因子可诱导HCSs活化为CAFs，

比如炎症、缺氧、机械刺激、生长因子等。当HCSs向

CAFs转化后表达α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle

actin, α-SMA），成纤维细胞活化蛋白（fibroblast activation

protein, FAP）等。CAFs较正常成纤维细胞表现更为活

跃，在HCC中，CAFs通过激活各种途径诱导细胞因子表

达、干扰正常组织细胞之间的生存秩序，影响肝癌细胞的

生物学行为，进而为肿瘤细胞提供适合发展的微环境[16]。

 1.2    肿瘤力学微环境

肿瘤细胞所处的微环境对肿瘤的发生和发展有显著

影响。其中，肿瘤微环境中的物理因素，如细胞外基质刚

度、细胞增殖产生的应力和间质流剪切力等，已引起越来

越多的关注[17-18]。近年来，相继报道了力学因素在调控肿

瘤细胞增殖、迁移侵袭、能量代谢、抗体抗原识别和免疫

治疗机制等方面发挥的重要作用[19-20]。大量研究证实，肿

瘤细胞周围因液体流动而产生的剪切力，是影响肿瘤发

生发展的重要影响因素，在调控肿瘤细胞释放外泌体进

而促进肿瘤转移方面发挥了重要作用。肿瘤组织间液流

速可达3～10 μm/s，远大于正常组织（0.1～1.0 μm/s）[21]。

早在1950年就有研究报道了肿瘤中升高的间质液压[22]，

然后通过实验和计算模型的深入研究发现，是由于肿瘤

内血管结构不规则和渗透性升高、血流紊乱、间质基质

硬化和淋巴管引流功能受损所导致[23-24]，而高间质液压与

癌症患者的预后和生存率密切相关[25]。FSS可以通过多

种方式影响癌症和基质细胞的生物学行为包括诱导癌相

关成纤维细胞活化；调节血管内皮细胞新生，影响血管生

成和淋巴管生成；基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase,

MMP）活性和细胞活力的诱导并激活肿瘤细胞迁移和侵

袭[21, 26-27]。除了静态流体压力，间质流和由此产生的剪切

应力（约0.1 dyne/cm 2）也会改变肿瘤和基质细胞功能[21]。
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YANKASKAS等[28]在研究中发现成纤维细胞在0.5 dyne/cm2

流体剪切力的作用下可逆转其迁移方向。此外，流体剪

切应力还被报道可通过JNK信号诱导循环肿瘤细胞发生

上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT），

促使其在血行播散的过程中存活下来[29]。并且，研究发

现流体剪切应力通过活化YAP，激活ROCK-LIMK-cofilin

信号轴，从而促进肿瘤细胞迁移[30]。

 2     外泌体

原核、真核生物几乎所有细胞都会释放细胞外囊泡

（extracellular vesicles, EVs）[31]。 EVs大致可以分为两类：

外泌体（exosomes）与核外颗粒体（ectosomes）。其中外泌

体直径范围约为 40～160 nm（平均约100 nm），来源于内

体（endosomes）。外泌体的发生是由于细胞质膜的连续

内陷并导致多泡体形成，它可以与其他细胞内囊泡或细

胞器相交融，导致外泌体成分具有多样性与异质性 [32 ]。

根据来源细胞的不同，外泌体可以包含细胞的许多成分，

主要包括DNA、RNA、脂质、代谢物、胞浆和细胞表面蛋

白质。外泌体的生理学目的在很大程度上尚不清楚，仍

需深入研究。外泌体一方面可以从细胞中去除多余或不

必要的成分，以维持细胞内稳态。另一方面，外泌体由于

分具不同来源细胞的特点和信号，使得它们在调节

TME中细胞与细胞之间的通讯中也发挥重要作用[33]。

外泌体的生成受细胞内囊泡合成与运输相关的分子

调节[34-35]，比如Ras相关蛋白GTP酶Rab、Sytenin1、肿瘤易

感基因101（TSG101）、Alix（凋亡相关基因2-相互作用蛋

白X）、ESCRT（转运所需的内体分选复合物）等均参与外

泌体的起源和转运过程。近年来，实体肿瘤中的力学因

素如细胞外基质刚度、细胞增殖产生的应力及间质流剪

切力等，在调控外泌体生成、内含物选择、释放等方面均

有报道。PATWARDHAND等[36]发现刚性细胞外基质通

过YAP/TAZ途径依赖的方式促进外泌体分泌，且外泌体

中富含的THBS1驱动乳腺癌细胞的运动和侵袭。WU等[37]

研究了在不同硬度的细胞外基质上生长的HCC细胞，发

现硬化的细胞外基质促进HCC细胞外泌体的释放。此

外，在硬化细胞外基质上生长的HCC细胞分泌的外泌体

会激活细胞的Notch信号通路，从而促进肿瘤生长，这与

对肝癌患者的基因表达分析一致。FENG等[38]研究发现

1.4 dyn/cm2的流体剪切力可以促进HCC细胞释放富含

IGF2的外泌体，以促进肿瘤相关成纤维细胞的活化。

肝脏中主要有肝上皮细胞（肝细胞和胆管细胞）、免

疫细胞（T细胞、B细胞、树突状细胞和NK细胞）和非实质

肝细胞（肝星状细胞）等类型，均可分泌带有其来源特征

的外泌体[39]。证据表明，来自不同肝细胞的外泌体在细

胞内信号传导中起重要作用，用于协调细胞的正常功

能。例如，研究发现胆管细胞源性外泌体中的H19不仅

可以促进肝星状细胞的活化，还可上调肝星状细胞来源

成纤维细胞中的纤维化基因的表达，从而促进了肝纤维

化的发展[40]。 T细胞和B细胞来源的外泌体参与免疫调

节，研究报道了B细胞释放的含有miR-155的外泌体可有

效抑制HCV病毒在肝细胞中复制。在用利妥昔单抗处理

的B细胞来源的外泌体处理的复制子细胞中，HCV复制

活性显著增加[41]。然而，在HCC发生发展过程中，肝癌细

胞来源的外泌体如何对TME中的不同类型细胞造成影

响，进而影响和改变HCC微环境，从而促进肿瘤的发展与

进展，我们将就此进行重点讨论。

 3     肝癌外泌体对TME中不同类型细胞的调控

越来越多的证据表明，细胞可以通过不同的机制摄

取外泌体，如依赖网格蛋白或小窝蛋白的内吞途径、脂筏

介导的内吞途径、直接膜融合等方式。进入细胞的外泌

体可释放其内容物到胞质中，从而调节靶细胞的生物学

行为。肝癌细胞分泌的外泌体可以通过携带特异性的内

含物对肿瘤微环境中不同类型的细胞进行调控，进而促

进肝癌进展。

 3.1    肝癌外泌体对肝癌细胞的作用

肝癌外泌体促使肝癌细胞获得高迁移能力。外泌体

参与调控了细胞的EMT。EMT是细胞由稳定的上皮表型

向不稳定的间充质表型进行转化的生物学过程，是细胞

获得高迁移能力的一种体现[42]。CHEN[43]等发现，来源于

高转移性肝癌细胞MHCC97H的外泌体可以被低转移性

肝癌细胞HLE和Hep3B细胞所摄取，并引起其MAPK/

ERK信号通路激活，进而促进EMT的发生，从而使低转移

性细胞获得更高的迁移能力。而通过敲低MHCC97H细

胞Rab27a的表达，可以减少其外泌体的分泌，从而缓解

EMT的发生。RAHMAN等[44]分别将来自人肺癌血清、高

转移性肺癌细胞系和非转移性肺癌细胞系的外泌体与正

常人支气管上皮细胞（HBEC）共培养，发现来源于高转移

性肺癌细胞和人晚期肺癌血清的外泌体可诱导HBEC中

波形蛋白表达和EMT发生，进而促进受体细胞迁移、侵

袭。外泌体介导的miRNA转移也调节内皮的生物学特

性，在转移性结直肠癌（colorectal cancer, CRC）患者的血

清中发现了120个来自CRC患者的外泌体，发现miR-

106b-3p高表达，并且与不良预后相关。进一步的研究表

明，外泌体miR-106b-3p可以通过靶向DLC-1基因诱导

E M T的发生进而增加C R C细胞的肺转移 [ 4 5 ]。此外，
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HUANG等[46]研究发现，高转移性HCC细胞会分泌富含

circRNA-100338的外泌体，Transwell侵袭实验表明，外泌

体 circRNA-100338的过表达/敲低显著增强/降低了低迁

移性HCC细胞的侵袭能力。并且随后通过对肝癌患者血

清中外泌体的检测，发现circRNA-100338在其中高表达，

并与HCC患者的肺转移和生存率降低相关。

 3.2    肝癌外泌体对成纤维细胞的作用

肿瘤细胞来源的外泌体可以促进CAFs活化。与正

常成纤维细胞相比，CAFs高表达α-SMA、FAP和半乳糖凝

集素等蛋白，在癌症发展中起到重要作用，并可以通过多

种途径促进肿瘤的进展 [47 ]。肿瘤细胞外泌体中丰富的

miRNA在正常成纤维细胞向CAFs转化过程中起重要作

用。将肺癌细胞来源的外泌体与正常成纤维细胞共培

养，可以诱导其向CAFs转化，进一步研究发现是其内高

表达的exo-miR-1290发挥作用 [4 8 ]。XIA等 [4 9 ]发现富含

SMO的HCC细胞来源的Exosomes能被肝星状细胞吸收，

并通过Gli1-MIRLET7BHG信号通路激活CAFs，从而影响

肿瘤微环境。FANG等[50]发现，高转移性HCC细胞比低转

移性HCC细胞表现出更大的将NFs转化为CAFs的能力，

并且这种作用是通过高转移性HCC细胞分泌高表达miR-

1247-3p的外泌体，使受体细胞B4GALT3蛋白表达下调，

进而诱导NFs中β1-integrin-NF-κB信号通路激活，从而促

使CAFs的活化。而活化的CAFs通过分泌促炎细胞因子

（包括 IL-6 和 IL-8）进一步促进癌症进展。外泌体递送的

蛋白质也可以诱导NF-CAF转变。ZHOU等[51]发现富含

miR-761的HCC细胞来源的外泌体能被肝星状细胞所吸

收，并通过SOCS2抑制因子和JAK2/STAT3信号通路激活

CAFs，从而影响肿瘤微环境。另有研究发现[52]，HCC 细

胞分泌直接靶向PTEN的富集miRNA-21的外泌体，促进

肝星状细胞向CAFs活化，并且通过激活其PDK1/蛋白激

酶B（AKT）信号通路，使得CAFs通过分泌血管生成细胞

因子（包括 VEGF、MMP2、MMP9、bFGF和TGF-β等）进

一步促进肝癌进展。

 3.3    肝癌外泌体对血管内皮细胞的作用

通过在肿瘤发展过程中提供营养、氧气和各种生长

因子的管道，血管内皮细胞（ECs）也为肝癌进展发挥作

用。在TME中，含有功能蛋白和miRNA的肝癌细胞来源

的外泌体可以影响内皮细胞的生物学变化。例如，

FANG等[53]观察到在HCC细胞源性外泌体中miR-103明显

增加，并且可以传递至ECs，导致内皮完整性破坏及血管

通透性增加，最终促进HCC的转移。该机制涉及miR-

103通过抑制VE-Cadherin（VE-Cad）、p120-catenin（p120）

和zonula occludens 1（ZO-1）等与膜相关的黏附分子的表

达。此外，在由HCC细胞分泌的外泌体表面，检测到高水

平的ANGPT2，并且它可以传递至ECs，通过上调AKT/内

皮一氧化氮合酶（eNOs）以及AKT/β-连环蛋白信号通路

促使ECs的血管生成[54]。

 3.4    肝癌外泌体对肿瘤相关免疫细胞的作用

肿瘤微环境的细胞因子和趋化因子与免疫细胞之间

相互作用，使HCC细胞逃避免疫监测，促使HCC进展。外

泌体由于其丰富的内含物也可参与调控此过程，表现出

免疫抑制和耐受性特性。WANG等[55]发现circ-0074854

可以通过外泌体从HCC细胞传递至巨噬细胞，刺激巨噬

细胞的M2极化，M2型巨噬细胞有助于产生免疫抑制性

肿瘤微环境，并促进免疫逃逸。ZHANG等 [ 5 6 ]观察到，

在HCC患者血浆中，HCC细胞可以分泌含有高水平

circUHRF1的外泌体，并且Exosomal-circUHRF1抑制

NK细胞源性IFN-γ和TNF-α的分泌，同时与NK细胞比例

减少和NK细胞肿瘤浸润减少相关。此外，Exosomes-

circUHRF1还可通过降解miR-449c-5p上调TIM-3的表达

来抑制NK细胞功能。在HUANG等[57]的研究中，HCC细

胞分泌的外泌体内含物circGSE1可通过调节miR-324-

5p/TGFBR1/Smad3信号轴诱导Tregs的增殖，从而促进

HCC的进展。

 3.5    外泌体作为肝癌防治的重要靶标

越来越多的证据表明，外泌体可以作为靶向HCC微

环境的治疗工具，由于生物相容性和稳定性、耐受性修饰

和穿过血脑屏障，外泌体可以为癌症治疗提供有前景的

药物和生物分子递送载体 [5 8 - 5 9 ]。经工程改造的外泌体

携带能够与c-Met结合的肽成功地靶向c-Met过表达的三

阴性乳腺癌细胞，可以促进肿瘤细胞对药物的摄取，进而

促进肿瘤细胞凋亡[60]。靶向外泌体的另一种选择是使用

类抗体（antibody mimetics），如affibodies。Affibodies基于

蛋白A的免疫球蛋白结合结构域，可以高特异性地结合靶

标蛋白。来自基因工程的HEK293T供体细胞的表面

Her2-affibody表达的外泌体成功地将紫杉醇和miR-21传

递至Her2表达阳性的结肠癌细胞，并在小鼠实验中显示

出抗肿瘤效果[61]。

 4     小结

外泌体参与肿瘤发生发展的各个方面，靶向外泌体

可以为防治HCC提供新的思路。例如，可以通过研究外

泌体释放的调控机制，干预外泌体的生成和释放过程，减

少外泌体对HCC发展的促进作用。也可以利用外泌体作

为载体传递抗肿瘤药物或基因，实现对HCC的精准治

疗。因此，阐明肝癌外泌体的细胞间通讯作用十分必
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要。本综述首先介绍了HCC微环境的组成和肿瘤微环境

中外泌体的来源和特征以及力学因素外泌体的影响。其

次，本综述重点讨论了HCC-外泌体对微环境中不同类型

细胞的作用。在包括肝癌在内的临床癌症治疗中使用外

泌体作为载体仍然有许多必须克服的困难。首先，外泌

体的同质性很难得到保证。外泌体是由细胞产生的一组

细胞外囊泡混合物。只有少数几种类型具有治疗性肿瘤

抑制作用，而其他类型的外泌体中含有的分子物质可能

没有治疗作用，甚至可能促进肿瘤进展。其次，外泌体主

要通过皮下注射给药。虽然这种方法简单易行，但吸收

效率并不理想。第三，外泌体提取方法有限且效率低，因

此难以大量制备外泌体。特别是对于外泌体介导的肿瘤

免疫治疗，确保使用的外泌体数量足以引发有效的肿瘤

免疫反应非常重要。随着鉴定、分离和纯化技术的改进，

外泌体有望成功运用于早期HCC的临床诊断和肝癌的临

床治疗中。
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