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摘要：细菌外膜囊泡(outer membrane vesicles，OMVs)是细菌产生的由膜包裹的纳米结构，具有非复制

性，影响多种生物过程，包括毒力因子的运输、DNA转移、噬菌体的拦截、抗生素和真核宿主防御因

子、细胞解毒、细胞代谢物输出、细胞间通讯等。OMVs具有细菌源性、免疫原性、稳定性以及同源

靶向性等优势，这使运用OMVs进行疾病治疗与预防具有较好的应用前景。本文基于OMVs的生物学

特性、提取方法、脱毒方法以及疾病治疗与预防等方面进行综述，以期为OMVs的应用提供参考。
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Application of bacterial outer membrane vesicles in
the treatment and prevention of diseases

LIU Xin, MAI Bingjie, GUO Xiaoyu, CHANG Yawei, WANG Pan*
(College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi'an 710119, China)

Abstract: Bacterial outer membrane vesicles (OMVs) are membrane-wrapped nanostructures produced by
bacteria, which are non-replicative and affect a variety of biological processes, including virulence factor
transport, DNA transfer, phage interception, antibiotic and eukaryotic host defense factors, cell detoxification,
cell metabolite output, and intercellular communication. OMVs have the advantages of bacterial origin,
immunogenicity, stability, homologous targeting and so on, which make the application of OMVs with
potential applications in disease treatment. The biological characteristics, extraction methods, detoxification
methods, disease treatment and prevention of OMVs were reviewed in order to provide reference for the
application of OMVs.
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肿瘤与细菌感染是当前威胁人类健康的两类

主要疾病，给全世界的公共卫生安全带来了严峻

的挑战。由于其治疗难度大、康复困难及所用药

物昂贵等因素，给患者造成了巨大的病痛及经济

负担[1]。因此，探寻肿瘤及耐药细菌治疗新方法是

当前研究人员关注的关键问题之一。细菌外膜囊

泡(outer membrane vesicles，OMVs)是由细菌分泌

的10~300 nm的囊泡，在药物递送、肿瘤治疗、细

菌感染治疗以及疫苗等方面能够发挥重要作

用[2,3]。一方面，OMVs可以防止所包载内容物的降

解以及在体内进行长距离运输，这为OMVs作为药

物载体提供了天然优势[4]。另一方面，OMVs的内

容物及修饰在其膜表面上的蛋白质，赋予了OMVs
免疫原性、同源靶向性、抗菌以及抗黏附等优
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势，使其在肿瘤与细菌感染治疗以及预防方面能

够发挥重要作用。本文围绕OMVs的结构与特性，

对基于OMVs的疾病治疗与预防的研究进行了总

结，为OMVs的临床应用提供有价值的参考(图1)。

1 细菌外膜囊泡结构与特性

OMVs是由细菌分泌产生的脂双层近球形膜囊

泡，大小为10~300 nm，其内部包含了酶、核酸、

肽聚糖、脂多糖、脂蛋白以及毒力因子等一系列

内含物[2,3]，其中脂多糖、脑膜炎奈瑟菌OMVs所携

带的孔蛋白以及百日咳杆菌OMVs所含的百日咳毒

素等毒力因子可以作为细菌特异性抗原[5-7]。不同

种类细菌产生的OMVs的结构和组成也有所区别。

有文献报道，金黄色葡萄球菌OMVs中鉴定出了锰

转运蛋白、杀白细胞素E以及杀白细胞素D等165种
蛋白质，大肠杆菌OMVs中鉴定出热不稳定肠毒素

B链、溶细胞素A以及志贺毒素等141种蛋白质，而

在脑膜炎奈瑟菌OMVs中则鉴定出了孔蛋白A、孔

蛋白B以及周质蛋白等48种蛋白质[8-11]。OMVs中的

脂多糖、蛋白质、毒力因子以及遗传物质等在细

菌侵染过程中发挥了重要作用，包括促进发病、

使细菌在应激条件下存活、向临近细胞传递遗传

物质以及调节细菌群落相互作用等[12-15]。

革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌在细胞结构上

有明显的区别，其产生OMVs的结构与机制也有所

不同。脂多糖和外膜蛋白镶嵌在革兰氏阴性菌

OMVs膜上，其内携带肽聚糖、酶、毒力因子、细

胞质蛋白以及核酸在内的内容物，而革兰氏阳性

菌OMVs中主要含有脂蛋白、细胞质蛋白、毒力因

子、核酸和肽聚糖降解酶等内容物(图2)[16]。研究

发现，革兰氏阴性菌主要通过以下两种方式产生

OMVs。(1)外膜起泡：由于肽聚糖片段或错误折叠

的蛋白质在周质间隙中过度积累[17]，或是磷脂在

外膜靠近外侧的磷脂层中积累[18]，使革兰氏阴性

菌外膜受到较大的压力，导致外膜向外膨胀，并

最终脱落形成OMVs。(2)爆发性细菌溶解：自发爆

炸性细菌裂解产生OMVs，从而吞噬周围的细菌成

分，使细菌裂解的膜碎片形成封闭的囊泡[19]。与

图1 细菌外膜囊泡的应用
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革兰氏阴性菌结构不同，革兰氏阳性菌外部有较

厚的肽聚糖层，因此在形成OMVs时也不同于革兰

氏阴性菌，目前对革兰氏阳性菌OMVs的产生机制

还不完全明确。Wang等[8]曾报道，枯草芽孢杆菌

OMVs是由前驱基因编码的内毒素在肽聚糖层上产

生空洞，从而促进OMVs释放。

2 细菌外膜囊泡提取

OMVs广泛存在于血液、尿液、粪便以及唾液

等生物液体中[20,21]，可以通过检测液体中OMVs的
种类与含量，对疾病发生发展和治疗效果进行有

效的诊断和监测。OMVs在细菌生长过程中也可以

自然形成，通过洗涤剂刺激、金属螯合剂刺激以

及细胞破碎技术等手段可以获得。

目前OMVs的提取方法有较多报道，如密度梯

度离心法、超滤法、蛋白沉淀法以及亲和分离法

等。这些方法大多通过OMVs的物理或者生化特性

将其从细菌培养液上清液中分离出来。下面总结

了两种实验中常见的OMVs分离方法[10]。

2.1 密度梯度离心法

细菌培养上清液中含有不同大小和密度的颗

粒，在离心过程中存在不同的离心力，利用平衡

沉降原理可进行分离纯化。将培养好的菌液通过

高速离心后，过滤上清，之后对其进行超速离

心，可得到OMVs的粗提产物，再通过密度梯度离

心技术对粗提产物进行分离提纯，得到纯度较高

的OMVs。密度梯度离心中一般使用的溶液为蔗糖

或optiprep溶液，后者在OMVs提取研究中更为普

遍。Wang等[8]的研究证实，金黄色葡萄球菌OMVs
主要分布在20%~35%的optiprep溶液中，其获得的

金黄色葡萄球菌OMVs大小为100 nm左右，具有较

好的免疫原性，能被用作金黄葡萄球菌的候选

疫苗。

2.2 超滤法

根据分离物质分子大小与形态差异，利用不

同孔径的滤膜，在压力作用下，较大的颗粒被滤

膜截留，小分子物质被透过，从而达到分离提纯

的效果。与密度梯度离心法相似，该方法也需要

将高速离心后的菌液上清过滤，再使用超滤管进

行浓缩，之后超速离心获得OMVs。Khushal等[22]

运用此方法成功得到了大小均一的布鲁氏菌

OMVs，其与外膜蛋白有相似的免疫反应性，成为

无细胞亚单位疫苗候选物潜在的医用材料。

作为目前实验研究中常用的OMVs分离提取方

法，密度梯度离心法提取出的OMVs纯度更高、密

度更大、蛋白质含量更高，且有较高的免疫原

性，但其提取步骤比较复杂，实验周期比较长，

效率不高且毒性更大[23]。而超滤法则相对比较简

便，提取效率较高，且获得的OMVs均一性强，但

提取过程中会破坏部分OMVs蛋白结构，造成一定

程度上OMVs的免疫原性下降[24]。

3 细菌外膜囊泡脱毒

部分OMVs由于含有脂多糖等毒力因子而具有

了一定的毒副作用[25]，能够对细胞与机体产生部

分损伤。据报道，未脱毒的OMVs可以被运输到巨

噬细胞的胞质溶胶中，诱导细胞炎症甚至死

亡[26]，包含毒力因子OmpA的鲍曼不动杆菌OMVs
在小鼠体内可以靶向线粒体，并能破坏小鼠肺泡

巨噬细胞的线粒体形态[27]。因此，在实际应用中

对OMVs进行脱毒或减毒处理是非常有必要的。通

过生物技术手段对OMVs进行脱毒或减毒处理，可

以获得低毒或无毒的OMVs，从而将其作为基因/
药物载体用于疾病的治疗。脂多糖是革兰氏阴性

菌引发炎症的主要因素之一[28]。溶菌酶与脂多糖

有较高的亲和力，其形成的复合物能够抑制炎症

反应[29]，因此可以通过溶菌酶对OMVs进行脱毒处

理。Peng等[30]研究了溶菌酶对大肠杆菌OMVs感染

的巨噬细胞与小鼠的作用，发现溶菌酶能够引起

小鼠肿瘤坏死因子-α和白介素-6等炎症因子水平显

著下降。他们的研究结果说明，溶菌酶能够有效

地去除OMVs中的大部分致炎成分，使OMVs成为

安全的生物应用材料。

此外，研究者也可以通过基因工程技术对细

菌编码OMVs毒性蛋白的基因进行敲除，从而得到

减毒或脱毒的OMVs。由于不同细菌中编码OMVs
毒性蛋白的基因不同，在进行基因工程减毒或脱

毒时，所敲除的基因也有所不同。研究发现，金

黄色葡萄球菌的agr基因突变后，可以抑制编码α溶
血素和杀白素亚基基因的表达，从而降低其毒

性；但agr基因突变后，会导致spa基因过表达，其

编码的蛋白A与免疫球蛋白的Fcγ结构域结合，并
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通过交联VH3型B细胞受体的FAB结构域抑制抗体

的产生，影响其OMVs的免疫原性，因此，为获得

脱毒且不影响免疫原性的金黄色葡萄球菌

OMVs[8]，需要同时突变agr基因和spa基因。鼠伤

寒沙门氏菌的relA基因和spot基因突变后，可以降

低其细菌毒性[31]。Zhuang等[32]证实了鼠伤寒沙门

氏菌OMVs的生物安全性，该OMVs被注射入小鼠

体内后，可在12 h内迅速代谢，且引起的小鼠炎症

反应几乎消失，同时也不会引起小鼠的全身性毒

性，血液生化指标、血常规以及组织学检测结果

均显示出该OMVs对治疗小鼠的安全性。因此，对

于毒性较大的细菌，通过基因工程的手段对其进

行改造，可以更好地应用于体内实验，使OMVs显
示出更广泛的研究价值。

4 细菌外膜囊泡在疾病治疗中的研究进展

OMVs内含有一系列可以刺激免疫系统的内容

物(如脂多糖、肽聚糖及细菌核酸)，也被称为病原

体相关分子模式，其可与免疫细胞上的病原识别

受体结合，从而激活先天免疫反应[33]，使OMVs在
抗肿瘤及疫苗制备等领域的应用中发挥巨大优

势。同时，OMVs相对稳定，可以保护内部的物质

不受细胞内核酸酶及蛋白质水解酶的降解[34-36]。有

研究表明，OMVs在4 ℃下可长期储存，甚至短暂

的高温作用后仍能保持酶活性和抗原性 [ 3 7 ]。因

此，OMVs作为药物载体可以防止药物降解并可进

行长距离高浓度的运输。

4.1 细菌外膜囊泡用于抗肿瘤研究

4.1.1 细菌外膜囊泡作为药物载体抗肿瘤

OMVs作为药物载体在肿瘤治疗方面有明显的

优势：一方面，OMVs作为纳米级的囊泡，能够通

过增强渗透和滞留效应维持其在肿瘤中的蓄积能

力；另一方面，可以通过基因工程等手段对OMVs
进行修饰，使其具有肿瘤特异的靶向性。

OMVs不需要组装任何靶向配体就可被胃肠道

细胞识别、内吞和消化，这对消化道肿瘤的治疗

有广泛的应用前景[38]。Shi等 [39]通过大肠杆菌的

OMVs包裹介导孔二氧化硅联合5-氟尿嘧啶，使其

能够在结肠部位富集，当OMVs破裂后，其包载的

药物能够在结肠癌病灶部位进行集中释放，以增

强对结肠癌的治疗效果。Chen等[40]将肿瘤靶向配

体Arg-Gly-Asp(RGD)修饰在沙门氏菌OMVs表面，

将含有5-氟尿嘧啶的胶束挤压进沙门氏菌OMVs，
构建了稳定的肿瘤靶向递送药物纳米平台，研究

结果显示，对黑色素瘤有较好的杀伤效应。此

外，Gujrati等[41]通过基因工程技术将靶向肿瘤的人

表皮生长因子受体-2特异性亲和体修饰在大肠杆菌

OMVs上，内部负载小干扰RNA，达到高效靶向肝

癌细胞并增强其杀伤力的效果。可见，OMVs作为

药物载体已成为肿瘤治疗领域的研究热点。

4.1.2 细菌外膜囊泡增效抗肿瘤治疗

OMVs的特性使其在肿瘤治疗方面也发挥了重

要作用。首先，其天然的免疫原性可以激活机体

的免疫系统，相较于细菌，OMVs的安全性更高。

Wang等[42]的研究显示，金黄葡萄球菌OMVs可以

激活巨噬细胞，导致白介素-1β、白介素-18和含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-1活性改变，引发炎

症反应，其激活的免疫反应对癌症治疗起到重要

的辅助作用。其次，OMVs可以引起肿瘤组织部位

的红细胞外渗，肿瘤中积累的血红蛋白可以作为

图2 细菌外膜囊泡结构示意图
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光热治疗的内源性光热剂，对肿瘤细胞产生一定

的杀伤作用。研究表明，单次小剂量注射鼠伤寒

沙门氏菌OMVs会导致肿瘤内红细胞外渗，使肿瘤

呈现黑色，在808 nm的近红外光照射下可以对乳

腺癌和结肠癌进行有效清除[32]。最后，OMVs可以

联合传统的肿瘤治疗方式(如化疗或放疗)达到更好

的治疗效果。据报道，金纳米颗粒与大肠杆菌

OMVs结合构成的Au-OMVs复合物，对2GY放射治

疗有增强效果，与单独2GY放射治疗相比，Au-
OMVs联合2GY放射治疗诱导巨噬细胞向胶质瘤细

胞趋化并增加了胶质瘤细胞活性氧的生成，在小

鼠皮下瘤模型与原位瘤模型中，Au-OMVs联合

2GY放射治疗对胶质瘤有更好的治疗效果[43]。综上

所述，OMVs联合其他肿瘤治疗有广泛的应用前

景，为肿瘤治疗提供了新方向。

4.2 细菌外膜囊泡抗菌研究

4.2.1 细菌外膜囊泡作为抗菌剂

早在20世纪90年代，就有报道证实了铜绿假

单胞菌的OMVs可以抑制大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌、平肠球菌和金黄色葡萄球菌的生长，其主要

原因是铜绿假单胞菌OMVs中的自溶素和肽聚糖水

解酶发挥了关键作用[44,45]。自溶素和肽聚糖水解酶

能够水解N-乙酰壁氨酸-N-乙酰葡糖胺肽聚糖骨

架，从而对竞争性细菌进行降解，显示出其抗菌

性能，且不会产生耐药性[46,47]。最新研究表明，泰

兰伯克霍尔德氏菌OMVs对鲍曼不动杆菌、金黄色

葡萄球菌、多药耐药鲍曼不动杆菌、耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌以及真菌病原菌白色念珠菌和新

生隐球菌具有较强的抗菌活性[48]，其抑菌性能不

仅是其OMVs中的肽聚糖水解酶发挥作用，也与

OMVs中的4-羟基-2-烷基喹啉、鼠李糖脂化合物等

分子相关。这些分子具有离子载体、铁螯合、免

疫调节和细胞间通讯等多种功能[49]，其中最重要

的是离子载体功能，能够扰乱质子动力并抑制嘧

啶的生物合成，同时能够抑制部分细菌生物膜的

形成，从而起到抑制细菌生长的作用[50]。相较于

铜绿假单胞菌，泰兰伯克霍尔德氏菌几乎没有致

病性，更具有临床应用价值[51]。

细菌感染需要细菌黏附在宿主细胞和定植在

组织中，进而扩散到其他组织[52]。目前，通过抑

制细菌黏附到宿主细胞的抗菌黏附疗法已成为一

种新型抗菌治疗方法[53]。抗菌黏附剂主要通过破

坏细菌上特定的黏附素或者通过竞争性与宿主细

胞结合，抑制细菌与宿主细胞结合[54]。OMVs中含

有丰富的细菌黏附素，可以竞争性与宿主细胞结

合，达到抗菌效果。Zhang等[55]通过带有黏附素的

幽门杆菌OMVs包裹纳米颗粒，构建了一种抗菌黏

附剂纳米平台，其实验结果显示，该OMVs纳米平

台能够降低幽门杆菌对宿主细胞的黏附性，同

时，通过对小鼠胃组织幽门杆菌的研究也证实了

该OMVs能够减少细菌的黏附。

4.2.2 细菌外膜囊泡作为药物载体抗菌

目前关于OMVs作为药物载体进行肿瘤治疗的

报道较多，可以通过基因修饰或者化学修饰靶向

性元件，从而递送药物至肿瘤部位，同时激活机

体免疫系统，最终达到癌细胞清除效果[56,57]，但

OMVs作为抗菌载体治疗的文献较少。OMVs是由

细菌自然分泌的，成分与细菌外膜相似[12]，更加

容易与细菌融合，将抗菌药物装载到自然产生的

OMVs中，可以有效地将药物引入细菌，从而提高

药物的杀菌能力。研究表明，包载左氧氟沙星的

鲍曼不动杆菌OMVs能够有效入侵大肠杆菌、铜绿

假单胞菌和鲍曼不动杆菌，且对大肠杆菌造成有

效杀伤，在小鼠肠道大肠杆菌感染模型中也产生

了良好的治疗效果[7]。Gao等[58]也证实，金黄色葡

萄球菌OMVs包载纳米颗粒作为靶向细菌的抗生素

载体的抗菌效果，结果发现，与人工合成的脂质

体及大肠杆菌OMVs相比较，修饰后的金黄色葡萄

球菌OMVs能够靶向到转移性感染器官中，对溶血

症及其并发症有较好的治疗效果。同时，包载亲

水性药物的OMVs与包载疏水性药物的OMVs对细

胞内的细菌杀伤效果几乎无差异，但包裹疏水性

药物的OMVs对细胞外细菌的杀伤效果更强。因

此，OMVs作为抗菌药物载体，包载疏水性药物的

效果可能会更好。

5 细菌外膜囊泡在疫苗开发应用中的研究

进展

5.1 细菌疫苗的研究

细菌肽聚糖及细菌外膜蛋白均具有免疫原

性，可被用于疫苗接种[59]。OMVs也含有肽聚糖、

细菌外膜蛋白等一系列相关蛋白，有望成为疫苗
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制备的潜在材料。事实上，早在20世纪80年代，

预防B群脑膜炎奈瑟菌的OMVs疫苗就已经在古巴

投入使用。由诺华公司生产的多组分脑膜炎球菌B
群疫苗经过重重临床试验，证实了该疫苗的安全

性并且可以在儿童和青少年中产生高免疫原性，

目前，该疫苗已经在35个国家被批准使用[60]。其

他细菌的OMVs疫苗虽然还未投入临床应用，但在

动物实验中也取得了较好的效果。通过基因工程

表达的无毒溶血素α的脱毒金黄色葡萄球菌OMVs
可以诱导小鼠产生毒素中和抗体，且对于耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌引起的脓毒症具有一定的保

护效果[8]。此外，有报道显示，大肠杆菌OMVs可
以产生诱导树突状细胞强烈的Th1型以及Th17免疫

应答，促进其细菌的黏附和内化，其OMVs被注入

小鼠体内，免疫42 d后，能够产生更强的体液免疫

与细胞免疫反应，显示出对小鼠具有一定的保护

作用[61]。

5.2 肿瘤疫苗的研究

肿瘤疫苗也是近年来的研究热点领域，其主

要利用肿瘤相关抗原克服肿瘤引起的免疫抑制，

增强免疫原性，激活人体的免疫系统。基因工程

手段修饰的OMVs作为肿瘤抗原的展示平台，

OMVs本身就具有免疫原性，而其携带的肿瘤抗原

进一步刺激了机体产生免疫反应，这更有利于肿

瘤疫苗的开发。Huang等 [3]通过基因修饰手段将

BFGF修饰于大肠杆菌OMVs上，成功构建了

BFGF-OMVs肿瘤疫苗，在小鼠接种该疫苗3次
后，小鼠体内抗BFGF抗体水平最高，具有显著的

肿瘤抑制功能并显著减少了肿瘤细胞的转移。

Cheng等[62]基于OMVs设计了多肿瘤抗原的展示平

台，实现了个性化肿瘤疫苗的开发，其主要是将

SpC/SpT与SnC/SnT这类以共价键连接的多肽分别

修饰在大肠杆菌OMVs和肿瘤抗原上，构建了一个

灵活的肿瘤疫苗平台，研究结果显示，60%小鼠的

结肠癌肿瘤完全消退，且预先注射该疫苗的小鼠

可以形成长期的免疫记忆，能够保护50%的小鼠免

受黑色素瘤细胞的攻击。

6 总结与展望

虽然人们很早就知道细菌可以分泌OMVs[63]，
但对其作用效果并没有进行深入探讨。近年来，

随着科学技术的发展以及研究的深入，OMVs在癌

症治疗、疫苗开发以及抗菌治疗等方面显示出了

巨大的应用前景，但仍有很多重要科学问题尚未

解决[64,65]。首先，OMVs的大规模标准化生产还存

在一定的难度，达不到目前临床应用的标准。虽

然有研究表明可以通过洗涤剂来刺激细菌获得更

高的OMVs产量[66]，但其会对OMVs的性质造成一

定程度的改变。Hu等[67]通过将肿瘤细胞外泌体与

人造脂质体融合起来，这种合成的囊泡包含了外

泌体的特性，又提高了外泌体的产量。因此，将

OMVs与人造脂质体融合，有可能解决OMVs产量

低的问题。其次，OMVs具有一定毒性，能够对机

体产生部分毒副作用。目前可通过生物技术方法

对毒蛋白基因进行突变，降低其毒性，但不同菌

种的相关基因都不相同且操作复杂不利于广泛应

用，而通过溶菌酶进行OMVs脱毒的方法相对操作

简便、具有一定的广泛性，但可能会降低部分

OMVs的某些特性，因此，发展更好的OMVs脱毒

方法能够对推进其临床应用发挥重要的作用。

OMVs作为抗菌剂、药物载体以及一些辅助剂

在肿瘤及细菌感染治疗中能够发挥一定的作用，

但在如何提高其靶向性、药物包载率、治疗效

果、生物活性，以及具体治疗机制等方面仍然需

要深入研究。这些问题的解决也会给相关疾病治

疗带来新的思路。总之，OMVs在疾病治疗与预防

领域都展现出一定的临床应用价值，值得人们进

一步研究、探索与开发。
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