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摘要      肿瘤细胞间或与间质细胞、免疫细胞之间的串扰在肿瘤的演进中至关重要。细胞外

囊泡(EVs)是一种异质性的分泌信使, 携带生物活性分子, 在这种细胞−细胞通信中起关键作用, 可
作为肿瘤治疗靶点、生物标志物或治疗工具。因此, 解析EVs的生物发生机制及其在肿瘤中的调

控机制是当今的肿瘤科学前沿。该文综述康铁邦团队对EVs在肿瘤演进中的研究: (1) 骨肉瘤中

融合蛋白以ESCRT方式分泌到外泌体, 重塑肿瘤微环境促进骨肉瘤肺转移; (2) 表皮生长因子受体

(EGFR)以ESCRT非依赖的外泌体以及微囊泡分泌, 在细胞间传递其靶向耐药性; (3) 激活型干扰素

基因刺激因子(STING)以新的EVs亚群R-EV形式分泌, 发挥抗肿瘤免疫作用。
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Abstract       Intercellular crosstalk among tumor cells, mesenchymal cells and immune cells is crucial for 
cancer progression. EVs (extracellular vesicles), a heterogeneous secretory messenger that carries bioactive mole-
cules, have been proved to be essential for such a cell-to-cell communication and have been used for tumor the ther-
apeutic target, biomarker or therapeutic tool. Therefore, deciphering the mechanisms of EVs biogenesis and how 
they are regulated in cancers are the current forefront of oncology science. This review summarize the contributions 
from KANG Tiebang’s lab for roles of EVs in cell-cell communication during cancer progressions, (1) a new fusion 
protein in osteosarcoma is secreted into exosomes by ESCRT to reshape tumor microenvironment and promote lung 
metastasis of osteosarcoma; (2) EGFR (epidermal growth factor receptor) is secreted by ESCRT-independent exo-
somes and microvesicles to transmit its targeted drug resistance among cancer cells; (3) activated STING (stimulator 
of interferon genes) is secreted by R-EV, a new type of EVs, to execute anti-tumor immunity.

Keywords       extracellular vesicle; tumor metastasis; drug resistance; Rafeesome-R-EV; stimulator of inter-
feron genes; epidermal growth factor receptor

细胞外囊泡(extracellular vesicles, EVs)是一种脂

质双层膜结构 , 几乎所有类型的细胞都会在生理和

病理过程中释放这种结构 [1]。最初 , EVs被认为是正

常细胞处理不需要的物质以维持正常组织平衡的一

种机制, 或者是癌细胞促进肿瘤进展的一种机制 [2-3]。

现在 , EVs在细胞间通信中的作用已得到充分证实 , 
EVs货物被吸收后转移到受体细胞 , 或通过EVs表面

蛋白与细胞受体的相互作用 , 促进细胞间通信 [4], 该
作用对维持正常生理功能非常重要 [5]。相反 , EVs的
异常也与包括肿瘤在内的许多疾病有关[3,6]。

根据其生物发生和大小 ,  EVs通常被分为三

种亚型 : 外泌体 (exosome)、微囊泡 (microvesicles, 
MVs)和凋亡体(apoptotic bodies)。外泌体是小的(直
径为50~150 nm) EVs, 来自多泡内体中的腔内囊泡

(intraluminal vesicles, ILVs)。当多泡内体与质膜融

合时, 这些腔内囊泡就会作为外泌体分泌出来[7]。微

囊泡直径为100~1 000 nm, 由质膜向外出芽形成, 直
接释放到细胞外环境中 [8]。凋亡体一般被定义为凋

亡细胞解体的产物 , 直径为1~5 μm[9]。由于大多数

EVs分离技术并不能富集由不同机制产生的EVs, 基
于生物发生的亚型鉴定也较困难。因此 , 国际细胞

外囊泡协会(ISEV)发表的《细胞外囊泡研究的最低信

息》(minimum information for studies of extracellular 
vesicles, MISEV)里提到除非这种EVs群体被特别分

离和表征 , 否则不鼓励使用基于生物发生的术语 [10]。

通常使用过滤或差速超速离心等方法分离出假定的

基于大小的EVs种群, MISEV2023建议用“小”和“大”
等术语表示EVs种群 ; “小”通常是指直径<100 nm或

<200 nm的EVs, 即sEVs(small EVs); 直径大于200 nm

的EVs即 lEVs(large EVs)(由于许多分离方法产生的

EVs群体具有重叠的尺寸分布 , 对于粒径大小值没

有严格的定义)。所以外泌体属于sEV, 但sEV群体包

括外泌体和小尺寸微囊泡 [10]。由于这些术语仍具有

局限性 , ISEV建议对这些操作术语进行仔细和明确

的定义。

最近, 人们又发现了其他EVs亚型, 比如迁移体

(migrasomes)[11]、Rafeesome-R-EV(RAB22A-induced 
extracellular vesicle)[12]和线粒体囊 (mitopher)[13]等。

从迁移细胞的回缩纤维中释放出来的迁移体是由富

含TSPAN4和胆固醇的大型微域组装介导的 , 内含

囊泡、脂质、小分子、核酸及其他细胞器成分 [14]。

Rafeesome-R-EV是康铁邦和高瑛团队 [12]在 2022年
发现并报道的 , RAB22A可以诱导形成一种新的类

似于多囊泡体的亚细胞结构 , 被称为Rafeesome, 它
是由RAB22A调控形成的非经典自噬体, 与RAB22A
阳性的早期内体融合而成。携带货物的自噬体内

层囊泡变成了Rafeesome的腔内囊泡。RAB22A可

以诱导RAB7失活 , 从而抑制Rafeesome与溶酶体的

融合 , 促进自噬体内层囊泡分泌到细胞外 , 被称为

R-EV(RAB22A诱导的细胞外囊泡 )。这是一种新的

EVs亚群, 直径大小为100~500 nm, 介于外泌体和微

囊泡之间。而线粒体囊是一种能够选择性地运输线

粒体的EVs, 用于线粒体的质量和数量控制 , 从而在

发育和衰老等多种生理过程中发挥关键作用[13]。

在肿瘤学领域, 肿瘤衍生的EVs已成为癌症生物

学和进展的重要参与者 [1]。这些由恶性细胞分泌的

特异性EVs表现出区别于非肿瘤性EVs的独特特征。

肿瘤衍生的EVs携带多种生物活性分子 , 包括蛋白



395高瑛等: 细胞外囊泡发生的新途径在肿瘤演进中的作用与临床意义

质、脂质和核酸 , 反映了其来源细胞的分子组成 [15]。

这些货物可被选择性地富集 , 使EVs有别于它们的母

细胞 , 成为肿瘤状态的“指纹”[16]。EVs中的微小核糖

核酸和长非编码核糖核酸尤其引人关注, 它们可以调

节受体细胞中的基因表达, 促进肿瘤的发展[17]。

肿瘤EVs的功能是多方面的, 而且影响深远。在

原发肿瘤部位 , 它们有助于建立和维持有利于肿瘤

生成的微环境。例如 , 肿瘤外泌体可通过向内皮细

胞输送促血管生成因子来促进血管生成 , 从而支持

肿瘤生长和侵袭 [18]。肿瘤外泌体还能调节免疫反应, 
通常以有利于肿瘤存活的方式发挥作用。这包括抑

制T细胞活性和促进调节性T细胞扩增 , 从而抑制抗

肿瘤免疫[19]。肿瘤EVs最显著的作用之一可能是参与

转移 , 这些囊泡可通过体液到达远处 , 在那里参与准

备转移前的龛位[20]。通过改变潜在转移部位的微环境, 
肿瘤衍生的EVs创造了更有利于循环肿瘤细胞播种

和生长的条件。这一过程涉及多种机制 , 包括诱导血

管渗漏、重塑细胞外基质以及招募致癌免疫细胞[21]。

肿瘤EVs的意义不仅在于其生物学功能 , 还在

于其潜在的临床应用。由于肿瘤EVs可以从血液、

尿液和唾液等各种体液中分离出来 , 因此为液体活

检提供了一个很好的方法。肿瘤EVs可作为丰富的

生物标记物来源 , 用于癌症诊断、预后判断和治疗

监测。例如 , 特定的外泌体蛋白质和核酸已被确定

为胰腺癌的潜在早期检测标记物[22]。

本文将重点探讨中山大学肿瘤防治中心康铁

邦教授团队关于 EVs在肿瘤演进中的作用与临床

意义方面的研究。下面围绕骨肉瘤中融合蛋白以

ESCRT方式分泌到外泌体 , 重塑肿瘤微环境促进骨

肉瘤肺转移 ; 表皮生长因子受体分泌到细胞外的分

子机制及其临床意义 ; Rafeesome-R-EV形成机制及

在肿瘤中的作用这三个方面进行展开。

1   骨肉瘤中融合蛋白以ESCRT方式分泌

到外泌体, 重塑肿瘤微环境促进骨肉瘤肺

转移
骨肉瘤是一种高频突变肿瘤 , 染色体重排和染

色体断裂发生率高 , 染色体重排导致一些驱动基因

的突变以及形成融合基因 [23]。目前已被广泛用于临

床诊断、治疗的融合基因靶标如下 : 最著名的白血

病Ph费城染色体BCR-ABL、Ewing肉瘤中的EWSR1-
FLI1、前列腺癌中的TMPRSS2-ERG、 非小细胞肺癌

中的EML4-ALK[24]。但是, 目前骨肉瘤中尚无融合基

因的诊疗靶标 , 融合基因是肿瘤特异性基因 , 因此 , 
以肿瘤特异性融合基因作为治疗靶标有利于骨肉瘤

的精准个体化治疗, 具有十分重要的意义, 有望突破

骨肉瘤肺转移治疗的瓶颈。

康教授团队 [25]发现了一类新的外显子–内含子

exon-intron融合基因 (传统融合基因均为 exon-exon
型)。这类融合基因由RAB22A(exon 1和2)与多个不

同的内含子或非编码区连接, 并编码产生融合蛋白。

研究发现 , 该类融合蛋白能够促进RhoA的活化 , 进
而推动肿瘤 (如骨肉瘤、乳腺癌、肺癌等 )的转移。

基于这一发现 , 团队开发了诊断性探针和治疗性多

肽 (已获2项专利授权 ), 为肿瘤转移的诊疗提供了一

个新的潜在靶标。该研究工作被同行专家以亮点评

论发表于Signal Transduct Target Ther[26]。进一步发

现: 该类融合蛋白被溶酶体降解, 索拉菲尼、瑞戈菲

尼等已知的肿瘤靶向药物可通过诱导PINK1, 促进

该融合蛋白的降解。因此 , 这两个肿瘤靶向药物可

老药新用 : 治疗该融合基因阳性的骨肉瘤肺转移患

者[27]。

同时, 该融合蛋白Rab22a-NeoF1可通过传统的转

运必需内体分选复合物(endosomal sorting complex re-
quired for transport, ESCRT)途径, 被分泌到外泌体, 但
并不通过经典的方式被包裹至外泌体中 [28]。Rab22a-
NeoF1进入外泌体的过程中 , 热休克蛋白 90(heat 
shock protein 90, HSP90)扮演了重要角色。HSP90
是一类分子伴侣 , 通常帮助蛋白质正确折叠 , 并在

非传统分泌途径中参与蛋白质的分选 [29]。Rab22a-
NeoF1含有多个类似KFERQ的结构域 , 其中最为关

键的是位于其序列中的RVLFLN142, 这一区域能够

被HSP90识别。具体来说 , HSP90通过识别Rab22a-
NeoF1上的KFERQ样序列, 将Rab22a-NeoF1选择性

地转运到外泌体。这一机制与自噬途径中的蛋白运

输类似 , 但Rab22a-NeoF1通过与HSP90的结合被包

裹至外泌体 , 而不是进入自噬体或溶酶体被降解。

使用Ganetespib(HSP90抑制剂)处理细胞后, Rab22a-
NeoF1在外泌体中的分泌量显著减少 ;  Rab22a-
NeoF1的RVLFLN142突变体不能进入外泌体[28]。

Rab22a-NeoF1通过其前10个氨基酸与PYK2相
互作用 , 促进了PYK2的胞外分泌。Rab22a-NeoF1、
PYK2均可被受体细胞 (融合基因阴性肿瘤细胞 )摄
取 , PYK2可激活RhoA, 增强细胞的迁移、侵袭和
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肺转移能力。同时 , 外泌体源性的Rab22a-NeoF1、
PYK2可进入血液循环 , 诱导肺部的CCL2、S100A8
和S100A9等分子表达, 促进骨髓来源巨噬细胞(bone 
marrow-derived macrophages, BMDMs)的招募并激

活STAT3信号通路 , 诱导其向M2型肿瘤相关巨噬

细胞极化 , 在肺部构建转移前微环境 (pre-metastatic 
niche), 从而促进肿瘤肺转移[28]。

总之 , Rab22a-NeoF1作为一种新型的融合蛋白

促进骨肉瘤的肺转移 , 融合蛋白通过外泌体分泌为

肿瘤的异质性传播提供了重要的见解 , 也很好诠释

了为什么肿瘤组织中融合基因阳性率仅占 10%, 融
合基因仍可作为肿瘤的有效治疗靶标(图1)。

2   表皮生长因子受体(EGFR)被分泌到细

胞外的分子机制及其临床意义
在多泡内体形成腔内囊泡的经典机制是由

ESCRT机制介导的 , ESCRT途径由四个多蛋白复合

物(ESCRT-0、-I、-II和-III)和相关蛋白组成, 它们协

同作用 , 促进膜变形和裂解 , 从而形成腔内囊泡 [30]。

这一过程始于ESCRT-0识别并聚集内体膜上的泛素

化货物蛋白。然后, ESCRT-I和ESCRT-II诱导膜出芽, 
在VPS4进行ATP水解后 , ESCRT-III亚基依次聚合 , 
驱动膜变形和裂解, 最终产生腔内囊泡[31]。

除了经典的依赖ESCRT的机制外 , 研究者还发

现了非经典的依赖ESCRT的途径。其中一种途径

涉及ESCRT相关蛋白Alix(ALG-2-interacting protein 
X)。Alix可直接与ESCRT-III成分相互作用 , 在货物

分拣和腔内囊泡形成中发挥作用 , 在病毒出芽和细

胞分裂过程中也扮演重要角色 [32]。许多货物 , 包括

目前已知的蛋白聚糖syndecan、四次跨膜蛋白CD63
和Toll样受体转运伴侣UNC93B1等 , 都通过胞质尾

部招募Syntenin-Alix-ESCRT-III通路来介导其腔内

囊泡的形成。Alix与Syntenin结合后, 再招募ESCRT-
III和VPS4完成腔内囊泡的形成。另一种非典型的

依赖于ESCRT的途径涉及HD-PTP(含His结构域的

蛋白酪氨酸磷酸酶 ), 它在某些情况下可在功能上取

图1   外泌体源性的Rab22a-NeoF1融合蛋白重塑肿瘤免疫微环境及融合基因阴性细胞促进骨肉瘤肺转移

Fig.1   Exosome-derived Rab22a-NeoF1 fusion protein remodel tumor immune microenvironment 
and fusion gene-negative cells promote lung metastasis of osteosarcoma
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代Alix, HD-PTP与ESCRT-0和ESCRT-III成分相互作

用, 并与货物分拣和腔内囊泡的形成有关[31]。

有趣的是 , 也有独立于ESCRT的腔内囊泡形成

机制。第一个独立于ESCRT的腔内囊泡生物形成机

制需要鞘脂神经酰胺 , 这种锥形脂质可诱导膜自发

弯曲 , 促进腔内囊泡出芽。这一过程由中性鞘磷脂

酶2(nSMase2)介导 , 它从鞘磷脂中生成神经酰胺 [33]。

神经酰胺依赖途径在携带特定货物(如少突胶质细胞

中的蛋白脂蛋白 )的外泌体形成过程中尤为重要 [34]。

然而 , 在这种不依赖ESCRT的腔内囊泡形成过程中 , 
需要哪些蛋白以及如何发挥作用仍是未知。

受体酪氨酸激酶(receptor tyrosine kinase, RTK)家
族的EGFR, 经激活后被内吞 , 然后经过内体运输 , 并
通过多泡内体与溶酶体的融合, 最后进入溶酶体降解, 
这是由多种RAB GTPase和ESCRT机制介导的 [35-37]。

ESCRT机制将泛素化的EGFR分选到腔内囊泡中进

行溶酶体降解 , 这被定义为多泡内体途径中膜蛋白

溶酶体内分选的典型模式。事实上, EGFR经常在多

种类型的癌症中积累和 /或突变 , 并存在于从癌细胞

系和患者血清中提取的外泌体中[38]。这一现象表明, 
EGFR向外泌体分泌的腔内囊泡分选机制可能在两

个关键步骤 (腔内囊泡形成和防止多泡内体降解 )上
不同于ESCRT机制。

康教授团队[39]揭示了一种由RAB31调控的、不

依赖于ESCRT的新型外泌体通路 , 即RAB31-FLOTs
依赖于脂筏微域的外泌体通路 , 该通路控制着RTKs
外泌体的分选 , 大大推进了人们对外泌体生物发生

的认识。脂筏微域是由鞘脂质、胆固醇和蛋白质组

成的纳米级集合体, 可以稳定地凝聚在一起, 形成平

台, 在信号转导、病毒感染和膜运输中发挥作用[40]。

支架蛋白FLOTs与鞘脂神经酰胺和胆固醇协调形成

平台 ; 激活的RAB31不仅作为触发器驱动平台出芽

到多泡内体中形成腔内囊泡 , 而且还招募TBC1D2B
使RAB7失活 , 从而阻止多泡内体与溶酶体融合 , 
使腔内囊泡作为外泌体分泌。货物RTK可磷酸化

RAB31, 使RAB31激活, 从而驱动这些RTK进入多泡

内体平台, 形成腔内囊泡(外泌体)。
值得注意的是 , 我们还发现脂筏微域中的神经

酰胺和胆固醇不是ESCRT机制驱动的外泌体生物生

成所必需的。因此 , 重新定义了腔内囊泡 (外泌体 )的
生物发成机制 : RAB31-FLOTs机制依赖于脂筏微域 , 
而大型且受限的ESCRT机制则不受脂筏微域影响。

也就是说, RAB31-FLOTs和Syntenin-Alix-ESCRT-III机
制是两条平行的外泌体通路 , 它们负责不同的货物。

Syntenin-Alix-ESCRT-III通路是syndecan/UNC93B1和
CD9/CD81/CD63等四次跨膜蛋白分选进入外泌体的

必要条件 , 是一种组成型性分泌 ; 而活跃的RAB31-
FLOTs机制则由上游信号 (如EGFR)强烈触发 , 激活

的RAB31-FLOTs机制可驱动四次跨膜蛋白CD9、
CD81和CD63及其结合伙伴 Syntenin-1绕过Alix-
ESCRT-III途径分选到外泌体中。由于膜蛋白被分选

到脂筏微域以形成在膜信号转导和运输中发挥作用

的平台 , 我们推测RAB31-FLOTs机制可能是将RTKs
以外的膜蛋白分选到外泌体的共同驱动力。

根据这个新的发现 , 我们可将腔内囊泡的形成

机制分为三种途径 : 经典ESCRT依赖性途径、非经

典ESCRT依赖性途径和RAB31-FLOTs相关脂筏依

赖性途径(图2)。外泌体领域国际著名学者、美国康

奈尔大学LYDEN等 [41]对EGFR的外泌体新通路给予

了高度的评价, 并同期发表了其亮点评论: 解决了领

域内存在多年的 “ESCRT非依赖的外泌体通路是什

么及其如何发生？ ”这个科学问题。

另外 , 康教授团队 [42]揭示了RAB22A通过增强

EGFR循环、抑制EGFR降解, 促进包含EGFR的MVs
释放。RAB22A招募RAB7A的GTPase激活蛋白(GAP) 
TBC1D2B使RAB7A失活 , 从而阻止EGFR转运到晚

期核内体和溶酶体。RAB22A还与RAB11A的鸟嘌呤

核苷酸交换因子 (guanine nucleotide-exchange factor, 
GEF) SH3BP5L结合, 激活早期核内体上的RAB11A。

因此 , EGFR被循环内体运输到细胞表面并包装成

MVs。此外 , EGFR可以使RAB22A的Tyr136位点磷

酸化, 从而促进含有EGFR的MVs的形成。

货物分子在局部的浓度影响着其将以何种方

式被分泌到细胞外。若货物分子在细胞膜富集 , 则
它们更可能以MVs的方式分泌到细胞外 ; 若在晚

期内体富集 , 则倾向于以外泌体的方式分泌到细胞

外。货物分子在细胞内的运输途径也影响着其分

泌方式。若货物分子经早期内体→分选内体→循

环内体途径运输 , 则更可能被包入MVs, 若经早期

内体→晚期内体→多囊泡内体方向运输 , 则更可能

被分选入外泌体。这一过程受RAB22A和RAB31的
调控[39,42]。

同一个细胞是否会同时分泌外泌体和MVs以
及是否释放等量的两种 EVs是一个值得探讨的问
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题。我们证实RAB31过表达促进含EGFR外泌体释

放 , 而RAB22A过表达促进包含EGFR的MVs释放 ; 
但在同一细胞系中 , RAB22A蛋白表达量如果相对

较高 , RAB31的表达量就会相对较低 [39,42]。这暗示 , 
同一细胞, 若RAB22A过表达, 则选择分泌MVs的方

式进行信息交流; 若RAB31过表达, 则通过分泌外泌

体的方式进行通讯传递。

康教授团队 [39,42]发现了两种 EGFR的胞外分

泌途径—外泌体和微囊泡 , 并证实了EGFR突变

体能够促进这一过程 , 从而实现了肿瘤细胞间的

EGFR信号传递。这一发现为临床中长期未能合理

解释的现象提供了新的解释 : 在对EGFR靶向药物

产生耐药的肿瘤组织中 , 并非所有肿瘤细胞都携带

EGFR突变。

3   Rafeesome-R-EV形成机制及在肿瘤中

的作用
R-EV是康教授团队 [12]近年鉴定到的一种新的

EVs类群。与外泌体的形成机制类似 , R-EV是由具

有MVB样结构的新型亚细胞结构Rafeesome(它是由

RAB22A调控的非经典自噬和早期内体融合而成 )与
质膜融合释放内含的非经典自噬体产生的 , 大小在

100~500 nm[12]。该研究被同行高度评价 , 清华大学

俞立教授[43]在Cell Res发表了其亮点评论: 这是首次

报道了细胞外囊泡可来源于自噬体的内层膜 , 认为

Rafeesome-R-EV是一种新的、可与MVB-exosome

图2   腔内囊泡的形成受经典的ESCRT依赖途径、非经典的ESCRT依赖途径和RAB31-FLOTs途径调控(图片由Biorender创建)
Fig.2   ILV formation is regulated by classical ESCRT dependent pathway, non-classical ESCRT dependent pathway 

and RAB31-FLOTs pathway (figure created by Biorender)
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并行的EVs生成路径 , 开拓了自噬体形成细胞外囊

泡的新领域。

激活型干扰素刺激因子 (stimulator of interferon 
genes, STING)通过进入非经典自噬体成为Rafee-
some-R-EV的货物 , 被分泌到肿瘤微环境中发挥抗

肿瘤效应 , 这个发现部分解释了为什么肿瘤患者对

放化疗的敏感性不一样 , 也为利用活化型STING的

抗肿瘤作用提供了新策略。目前正在开发在间充质

干细胞中产生激活型STING的R-EV进行抗肿瘤研

究[44]。

Rafeesome内部包含非经典自噬体的内层囊泡 , 
这是R-EV在细胞内的前体结构 , 因此 , 探究非经典

自噬体的形成机制是了解Rafeesome的生物发生以

及R-EV来源的重要前提。研究证实 , RAB22A以不

依赖FIP200、ULK1等自噬关键基因的方式在内质

网中诱导非经典自噬体的形成 , 然而自噬体的膜来

源尚未被阐明。为了解决这一关键问题 , 通过提取

Rafeesome细胞器并进行质谱分析 , 鉴定到两个内质

网膜蛋白TMEM33及RTN4在Rafeesome里显著富集, 
并且敲低二者均能降低RAB22A诱导的自噬水平 , 
这初步验证了TMEM33及RTN4在Rafeesome生物发

生过程中的调控作用。Reticulons是一类高度保守

的在管状内质网上含量丰富的膜整合蛋白家族。研

究表明 , Reticulons亚家族成员RTN4是负责形成及

维持管状内质网形态的关键蛋白 [45]。RTN4驱动膜

弯曲的作用得益于其特有的C-端保守的同源结构域

RHD(reticulon homology domain)。RHD由两个高度

疏水的跨膜(transmembrane, TM)结构域组成, 呈“楔
子”状 , 跨膜序列短 , 在内质网外膜占据的空间比内

膜大, 导致外膜受到的张力更大, 这也解释了Reticu-
lons促进管状内质网膜弯曲 , 维持管状膜的高曲度

的机制 [45]。SHIBATA等 [46]发现Reticulons还可以通

过RHD在膜上形成稳定的寡聚物 , 寡聚化的形成可

能有利于Reticulons在内质网膜上持续形成外膜张

力从而维持膜弯曲的特性。因此提出猜想 : RTN4参
与非经典自噬体的形成是否与其寡聚化特性相关？

通过一系列生化及成像分析 , 研究团队最新研究阐

明了Rafeesome-R-EV通路的发生机制 : RAB22A通

过与TMEM33结合 , 促进RTN4寡聚形成RTN4富集

的微域, 大量RTN4寡聚物在膜上产生强烈的张力导

致内质网膜过度弯曲 ; 随后RTN4携带TMEM33及
RAB22A从内质网膜上出芽产生RTN4单层膜小泡 , 
RTN4小泡通过ATG9A的运输发生同型融合形成早

期隔离膜 , 并招募ATG12-ATG5-ATG16L1复合物促

进LC3脂化 , 致使其锚定于内、外膜上参与隔离膜

的延伸闭合 , 最终形成双层膜的RTN4非经典自噬

体 (图3)。最后RTN4非经典自噬体与RAB22A早期

内体融合形成Rafeesome, 从而被Rafeesome分泌到

细胞外成为R-EV。重要的是 , 通过免疫亲和法分离

TMEM33标记的R-EV和CD63标记的外泌体 , 发现

了二者所包含的货物蛋白具有特异性 , 进一步证明

了R-EV是一种独立于传统外泌体的新型EVs类群 , 

图3   TMEM33/RTN4介导管状内质网出芽促进Rafeesome-R-EV的形成

Fig.3   TMEM33/RTN4 mediates tubular endoplasmic reticulum bud scission to promote the formation of Rafeesome-R-EV
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且TMEM33可作为R-EV的标志物, 用于特异性分离

及鉴定R-EV。

我们揭示了Rafeesome在调控肿瘤免疫微环境

中的重要功能 : 天然免疫的明星分子STING可作为

Rafeesome-R-EV分泌途径的底物被Rafeesome包裹

分泌到微环境中 , 进而被免疫细胞摄取并分泌干扰

素β(interferon-β, IFNβ)等细胞因子 , 从而在肿瘤微环

境中杀伤肿瘤细胞[12]。在过去的十多年里, 大量的研

究表明STING通路在抵抗各种外来刺激包括病毒感

染、自身免疫、神经退行性疾病和肿瘤进程从而启

动免疫反应中发挥关键作用。STING是一种内质网

锚定蛋白 , 传统研究发现STING在细胞受到外来的

DNA或病毒刺激时从内质网通过囊泡转运系统—

COP-II小泡被运输到高尔基体 , 随后招募TBK1激
酶 , 通过级联反应最终诱导 IFNβ的产生 [47-49]。然而 , 
STING通路在肿瘤的发生发展中是一把 “双刃剑 ”, 
其免疫激活可发挥抗肿瘤作用 , 而过度的免疫激活

却成为促进肿瘤进展的 “利器 ”。研究发现 , STING
的慢性激活会诱导持续的炎症反应 , 从而提供了一

个促癌的环境。具有染色体不稳定性的肿瘤细胞通

过刺激STING持续激活非经典NF-κB信号 , 从而促

进肿瘤细胞转移 [50-51]。有文献报道STING转运到高

尔基体后, 激活的STING可作为离子通道, 诱导高尔

基体氢离子外流 , 从而招募NLRP3炎症小体 , 激活

NF-κB通路 [52]。因此 , 如何在启动STING正常的免

疫激活效应下避免STING经高尔基体的促炎作用是

成功开发以STING为靶点的免疫疗法的重要因素。

通常来说 , STING的免疫应答主要在细胞内发

生 , 而我们首次报道STING可通过Rafeesome-R-EV
路径在细胞外发挥免疫活性。那么 , STING是如何

规避高尔基体的转运而选择作为分泌底物被Rafee-
some捕获的呢？因为RTN4非经典自噬体起源于内

质网 , 前期研究发现 , TMEM33可通过结合激活型

STING抑制其经由COP-II小泡的高尔基体转运途

径 , 同时RTN4寡聚微域的出芽为STING在内质网

的输出打开了新的 “出口 ”。因此 , STING作为货物

蛋白通过内质网 -RTN4非经典自噬体 -Rafeesome-R-
EV的转运路径调控细胞外的免疫微环境。有趣的

是 , 我们最近研究表明在非经典自噬体上也存在磷

酸化TBK1, 但此时STING不能结合NLRP3, 这表明

STING被转运至非经典自噬体后仍可以激活细胞内

的下游信号, 同时阻滞NF-κB炎症通路的激活。因此, 

Rafeesome-R-EV介导的STING转运是STING免疫激

活的新途径, 通过这个机制, STING激活剂和化疗药

物可以更好地发挥抗肿瘤效应。通过研究STING在

不同癌种中的转运方式 , 并分析其规律 , 可以了解

STING在不同癌种中的免疫激活机制 , 有助于具有

靶向性的STING激动剂的开发 , 通过在不同肿瘤中

选择性地增强STING在细胞内或细胞外的信号而达

到肿瘤治疗的效果。

侵袭性肿瘤的一个重要特征是染色体不稳定

(chromosomal instability, CIN), 它与肿瘤预后不良

和化疗耐药息息相关 [53]。CIN的主要后果是产生微

核—一种大小为主核的1/20~1/5的小核, 由于其异

常的核孔功能和低水平的层黏连蛋白B1(lamin B1), 
以及肿瘤细胞中较高水平的ROS, 使其核膜更容易

破裂 [54]。有研究表明 , 60%的微核在间期由于微核

膜崩溃而经历不可逆的区隔化损失 , 微核的崩溃使

其包裹的DNA暴露于细胞质中 , 催化染色体重排和

表观遗传改变 , 这些改变促进了肿瘤异质性和治疗

抗性[55]。

最近有研究表明, 线粒体转录因子A(transcription 
factor A, mitochondrial, TFAM)—一种结合线粒体

DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)的蛋白质, 能够结

合泄漏到细胞质中的mtDNA并与LC3相互作用 , 从
而将mtDNA带到自噬体中降解 , 从而抑制细胞炎症

的发生[56]。有趣的是, 我们在肿瘤细胞的Rafeesome
质谱结果中发现了许多DNA结合蛋白 , 而肿瘤细

胞大多存在染色体不稳定现象从而产生许多胞质

DNA, 胞质DNA或许可以被这些DNA结合蛋白招募

到Rafeesome中。一方面, 可以使胞质DNA不再游离

暴露于细胞质中, 避免其被cGAS识别导致STING慢

性激活引起炎症 , 这或许能够抑制肿瘤的生长与转

移; 另一方面, 通过Rafeesome-R-EV分泌到细胞外的

DNA或许可以作为新型的肿瘤标志物 , 我们正在开

展这方面的研究工作。

肿瘤细胞中的胞质DNA大多源于微核膜崩溃

导致的染色体碎裂 , 而最近的一项研究表明 , p62与
人类癌细胞系中的染色体碎裂增加呈正相关 [54,57], 
我们在之前的研究中发现在癌细胞中 p62也可以作

为Rafeesome-R-EV的一个货物被分泌到细胞外 , 从
而使细胞内p62的水平降低, 这也许可以减少肿瘤细

胞中因染色体的碎裂而产生的胞质DNA, 从而抑制

肿瘤的转移。
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4   总结
本文主要讨论了几种细胞外囊泡发生的新途

径在肿瘤演进中的作用与临床意义 , 包括 : (1) 融合

蛋白Rab22a-NeoF1以依赖于ESCRT, 但并不通过

经典的方式被包裹至外泌体中 , 而是通过Rab22a-
NeoF1与HSP90的结合被包裹至外泌体进而分泌, 促
进骨肉瘤肺转移 ; (2) EGFR以RAB31-FLOTs相关脂

筏依赖性途径 (ESCRT非依赖 )的外泌体和微囊泡两

种形式进行分泌 , 促进靶向药物产生耐药 ; (3) 新型

亚细胞结构Rafeesome-R-EV可以分泌激活型STING
发挥抗肿瘤效应 , 进而增强肿瘤患者对放化疗的敏

感性。这些研究揭示了EVs在肿瘤转移、耐药性传

播及肿瘤免疫调节中的重要作用 , 为肿瘤治疗提供

了新思路。

恶性肿瘤是我国重大疾病 , 多发且致死率高。

肿瘤有一个重要的特征就是肿瘤异质性 , 肿瘤由细

胞亚群 (亚克隆 )组成 , 染色体的不稳定性及其表型

可塑性使其具有异质性。一方面 , 肿瘤细胞通过分

泌EVs, 将蛋白质、核酸等物质分泌出去 , 在细胞间

互相传递、吸收 , 从而使异质性的肿瘤细胞同质化 , 
这可能是同类分期的肿瘤患者可以同质化治疗的重

要原因。因此 , 解析肿瘤演进过程中EVs的分泌机

制可以为肿瘤的综合治疗提供新思路。另一方面 , 
EVs也可作为载体 , 用于杀灭肿瘤细胞。EVs的这

些特性使其成为肿瘤学研究的前沿领域 , 发展新的

EVs分离鉴定方法、解析EVs形成机制与调控通路

等, 将助力揭示肿瘤演进的规律, 为肿瘤的诊断、治

疗提供新的策略。
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