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摘要: 外泌体(Exosomes)是一种大小为 30~100 nm 的细胞外膜囊泡，与细胞的生物学功能及细胞间的信号传递

有着密切的关系，尤其在癌症的诊断及治疗等领域发挥重要作用。为将外泌体更好地应用于乳腺癌肿瘤传递机

制的研究，本文首先通过分子克隆手段将近红外荧光蛋白 iRFP682 基因和外泌体标记蛋白 CD63 基因克隆到含

腺相关病毒(Adeno-associated virus，AAV)末端倒置重复序列(Inverted repeat terminal，ITR)的质粒载体上，构建

融合表达近红外荧光蛋白和 CD63 蛋白的重组真核表达载体。然后再与辅助质粒共转染 AAV-293 细胞，包装重

组腺相关病毒、纯化测量滴度后用于感染乳腺癌细胞，最后通过荧光筛选出稳定表达近红外荧光蛋白的乳腺癌

细胞株。通过对乳腺癌稳定株的分离、纯化及鉴定，最终得到一个新型生物标记物：iRFP682 标记的乳腺癌细

胞来源的外泌体，为后续研究外泌体在乳腺癌肿瘤微环境中的分布及信号传递提供保障。 

关键词: 外泌体；CD63；近红外荧光；荧光分子标记；乳腺癌 

Establishment and identification of the near-infrared fluorescence 
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Abstract: Exosomes, a population of extracellular membrane vesicles of 30-100 nm in diameter, play important 

roles in cell biological functions, intercellular signal transduction and especially in cancer diagnosis and therapy. 

To better apply exosomes in mechanistic study of breast cancer signal transduction, we constructed recombinant eu-

karyotic expression vector expressing the near-infrared fluorescence protein and CD63 fusion protein through cloning 

iRFP682 gene and exosomal marker protein CD63 gene into plasmid containing the ITR of AAV. The constructed 

plasmids were co-transfected with helper plasmid in AAV-293 cell lines and were packaged into rAAV. After titer 

measurement, the recombinant plasmids were transfected into breast cancer cell lines. The cell lines that stably ex-
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pressing near-infrared fluorescence protein were selected by fluorescence. Through isolation, purification and identi-

fication, we finally obtained a new biomarker: iRFP682 labeled exosomes secreted by breast cancer cell lines, 

which could be used in further studies of the distribution and signal transduction of exosomes in breast cancer mi-

croenvironment. 

Keywords: exosomes; CD63; near-infrared fluorescent protein; fluorescent protein labeling; breast cancer 

近年来随着社会压力的不断增大，癌症的发病

率越来越高，已成为威胁人类生命健康的第二大杀

手[1]，其中乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一[2]。

作为乳腺癌亚型之一的三阴性乳腺癌，以其转移能

力强、预后极差且易复发的特点，成为乳腺癌领域

研究的热点和难点[3]。MDA-MB-231 细胞系是研究

三阴性乳腺癌的最常用细胞系之一，将该细胞植入

小鼠体内或注射小鼠皮下，极易使小鼠成瘤，并向

其他部位转移[4]。临床结果显示，癌细胞转移是乳

腺癌患者死亡的主要原因[5]。因此，寻找新型的生

物标记物，用来探索乳腺癌早期转移的分子机制，

对乳腺癌早期诊断治疗是非常重要的。研究表明癌

症转移过程中，肿瘤细胞通过分泌纳米级别的膜外囊

泡，调节多个不同细胞之间相互联系，从而改变肿

瘤生存的微环境。这些从不同细胞分泌的介导免疫

反应和传递信号的膜外囊泡被称为外泌体(Exosomes, 

EXOs)[6]。 

1986年，在体外培养的绵羊红细胞上清液中首

先发现并提取到了外泌体[7]。1996 年，研究人员发

现，在 EB病毒(Epstein-barr virus, EBv)转化的人 B

细胞内有一些膜结构的小囊泡表面，存在主要组织

相容性复合体 (Major histocompatibility complex，

MHC)Ⅱ类分子。该分子能激活 T细胞，并与红细胞

内外泌体的形成过程和排出途径相似[8]。外泌体是

活细胞分泌的来源于晚期核内体的膜性囊泡，直径

约为 30~100 nm，密度为 1.13~1.21 g/m3，天然存在

于包括血液、唾液和母乳等多种体液中[9]。早期研究

认为，外泌体只执行蛋白运输功能，通过特异靶定

受体细胞，交换蛋白和脂类来引发下游信号事件[10]。

直到 2007 年，研究人员才发现外泌体也运输核酸，

参与细胞间通讯，从而引起了更广泛的研究[11]。 

研究证明乳腺癌细胞分泌的外泌体中的 miRNA

可以由其他组织细胞吸收，这些细胞可以存在于原

发性肿瘤微环境中，也可以存在于转移前或转移中

微环境[12]。2014 年，Zhou 等[13]证实由乳腺癌细胞

分泌的外泌体所包含的 miRNA 会通过靶向作用紧

密连接蛋白 ZO-1，摧毁血管内皮细胞障碍来促进乳

腺癌细胞转移。2015 年，Hoshino 等[14]研究表明，

乳腺癌细胞中的外泌体除了通过 miRNA 参与癌症

转移的过程，还参与肿瘤的器官特异性转移。他们

通过把乳腺癌细胞的外泌体注入肺部细胞中，发现

转移到肺部的乳腺癌细胞的外泌体能把另一类通常

转移到骨头的肿瘤细胞重定向到肺部，从而证明了

外泌体能促进肿瘤的器官特异性转移。这一发现进

一步证实肿瘤细胞的转移特征并不是自主的，而是

由外部因素影响的。这个外部因素主要是指携带肺

部特异整合素的乳腺癌外泌体。同年，来自宾夕法

尼亚大学的研究人员发表了关于外泌体从基质细胞

转移到乳腺癌细胞从而调节其治疗耐受性通路的最

新研究成果[12]。该研究表明，基质细胞和乳腺癌细

胞利用外泌体介导的抗病毒信号参与机体内一个错

综复杂的作用，最终启动了化疗和放疗的耐受性。

以上研究揭示了外泌体在乳腺癌肿瘤转移和肿瘤的

器官特异性转移中的重大意义。结合外泌体携带细

胞来源的核酸分子及功能蛋白能够通过生物屏障的

特点，外泌体有望成为一种新型给药途径及基因治

疗载体[15]，在乳腺癌及多种常见癌症的早期诊断中

发挥重要作用。 

本研究通过构建一种能够融合表达近红外荧光

蛋白(Near-infrared fluorescent protein，iRFP)和外泌

体标志性蛋白 CD63 的质粒载体，用此质粒包装的

重组腺相关病毒(rAAV)和辅助定点整合的 rAAV 以

一定比例共感染人乳腺癌 MDA-MB-231细胞，筛选

获得能稳定表达近红外荧光的人乳腺癌 MDA-MB- 

231细胞系，最后分离提纯出近红外荧光蛋白 iRFP682

标记的外泌体进行鉴定。由于外泌体的独特功能及

近红外荧光蛋白在体内体外示踪的优越性，本研究

构建的基因工程化细胞株能够稳定分泌近红外标记
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外泌体，可用做乳腺癌肿瘤微环境体内体外研究的

新型生物标记物，为进一步研究细胞间物质转移机

制提供了有力工具，同时也给未来的癌症治疗方案

提供一定的参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌种和细胞株 

pAAV-iRFP682-MCS、pDG质粒、大肠杆菌 TG1、

大肠杆菌 SURE2 均由中国科学院苏州生物医学工

程技术研究所细胞分子生物学研究中心构建或保存。

HEK293T、AAV-293 细胞和乳腺癌细胞系 MDA- 

MB-231 细胞购自中国科学院典型培养物保藏委员

会细胞库。 

1.1.2  引物 

根据 GenBank 中的 CD63 基因序列 (NC_ 

000012.12)，利用 Primer Premier 5.0软件分析设计

CD63 基因的引物，上游引物和下游引物分别含有

ClaⅠ和 XbaⅠ酶切位点。CD63基因上游引物：5′-AT-

CGATGCCACCATGGCGGTGGAA-3′；下游引物：5′- 

TCTAGACGATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCC-
GCCTGAACCCATCACCTCGTAGCCACTTC-3′; 病

毒拷贝数测定时 qPCR 上游引物：5′-TTCAAGCG-

ATTCTCCTGCCT-3′，下游引物：5′-ACGCCTGTAAT-

CCCAGCAAT-3′。引物均由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  重组质粒的构建 

按照标准的分子克隆方法构建 pAAV-CD63- 

Linker-iRFP682 重组质粒。MDA-MB-231 细胞贴壁

培养在含 10%胎牛血清的 L-15 培养基中 (美国

Thermo Fisher Scientific公司)，置于 37℃的饱和湿

度培养箱中。当细胞密度达到 80%以上时(不超过

1×107)，PBS 清洗 2 遍，用胰蛋白酶消化液(0.25% 

Trypsin，0.02% EDTA)消化3 min，900 r /min离心5 min，

收集细胞沉淀。根据 RNA 提取分离试剂盒(北京天

根生化科技有限公司)提取总 RNA，再进行逆转录。

反应体系：10×RT Mix 2 μL，1×Super pure dNTPs  

(2.5 mmol/L)2 μL，Oligo-(dT)15 2 μL，Quant Reverse 

Transcriptase 1 μL，模板 RNA 1 μL，加 RNase-Free

水至 20 μL。反应条件：37℃ 60 min。胶回收 cDNA，

以 cDNA 为模板，利用设计的上下游引物扩增含限

制性内切酶 ClaⅠ和 XbaⅠ位点的 CD63基因，胶回

收产物，与 pMD-18T载体 16℃连接过夜，转化 TG1

感受态菌，挑单克隆菌于含 100 μg/mL 氨苄的 LB

培养基中，在 37℃恒温摇床(200 r /min)上培养 16 h，

抽提质粒，经 ClaⅠ和 XbaⅠ酶切鉴定后，由上海生

工生物工程技术有限公司测序比对。鉴定正确后，

pMD-18T-CD63 经 ClaⅠ和 XbaⅠ双酶切，胶回

收 776bp的片段；pAAV-iRFP682-MCS质粒载体经

ClaⅠ和 XbaⅠ双酶切，胶回收 5588 bp片段；质粒

载体 pAAV-iRFP682-MSC(5588 bp)和 CD63-Linker 

(776 bp)目的基因片段用 DNA 连接试剂盒 (日本

TaKaRa公司)进行连接，并转化到感受态 Sure-2中，

挑取阳性克隆扩增，提取并纯化质粒，经酶切、PCR

和测序鉴定，得到阳性重组质粒 pAAV-CD63- 

Linker-iRFP682。鉴定正确的质粒用 PEI转染试剂转

染 HEK 293T细胞，48 h后在倒置荧光显微镜上检

测 iRFP682的表达。 

1.2.2  重组腺相关病毒的包装、纯化及鉴定 

AAV-293 细胞(来源于人胚肾细胞)贴壁培养在含

10%胎牛血清、链霉素(100 mg/mL)和青霉素(100 U/mL)

的 DMEM培养基中(美国 Thermo Fisher Scientific公

司)，置于 37℃、5%CO2的饱和湿度培养箱中培养。

用磷酸盐共沉淀法将 pAAV-CD63-Linker-iRFP682

质粒和 pDG辅助质粒按摩尔比 1:1(N/P=20)共转染对

数期AAV-293细胞，包装 pAAV-CD63-Linker-iRFP682

重组腺相关病毒。共转染的 AAV-293细胞在培养 72 h

后收集病毒。首先弃去培养基，用细胞刮刮下细胞，

用冰冷的 PBS清洗后收集合并细胞。反复冻融 3次，

使细胞充分裂解，释放病毒。病毒的浓缩纯化采用

吴小兵等[16]建立的“氯仿处理-PEG/NaCl 沉淀-氯仿

抽提”纯化腺相关病毒载体的方法。荧光定量 PCR

测定 pAAV-CD63-Linker-iRFP682 重组病毒滴度。

具体方法如下：pAAV-CD63-Linker-iRFP682质粒按

梯度稀释成具有 109、108、107、106 个拷贝数的标

准曲线溶液。纯化后的病毒样品预处理：用 DNAase 
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(5 U/μL)和 RNAase(5 U/μL)37℃处理 30 min后煮沸

变性 10 min，再加蛋白酶 K(1 mg/mL)56℃处理 30 

min后煮沸变性 10 min。反应体系：SybrGreen qPCR 

Master Mix(2×) 10 μL，上游引物(10 mol /L) 1 μL，下

游引物(10 mol /L) 1 μL，病毒模板 1 μL，加 ddH2O至

20 μL。扩增条件：94℃ 5 min，94℃10 s，60℃ 30 s，72℃ 

30 s，共 30个循环。 

1.2.3  重组腺相关病毒感染乳腺癌细胞 

MDA-MB-231 乳腺癌细胞以每孔 105个细胞密

度接种于 24 孔板，37℃培养 24 h 至完全贴壁。以

重组腺相关病毒拷贝数/细胞个数为 5000 的比例感

染上述贴壁的 MDA-MB-231乳腺癌细胞，对照组不

感染。48 h后在倒置荧光显微镜(德国卡尔蔡司光学

有限公司)检测近红外荧光蛋白的表达。 

1.2.4  稳定表达近红外荧光蛋白的乳腺癌细胞株的

筛选 

将感染细胞以 10个细胞/孔密度接种至 96孔板。

培养 8 d后，将有荧光的细胞传代至 24孔板中继续

培养，获得的细胞以第一次克隆所在 96孔板的位置

命名。待 24 孔中细胞密度达到 60%~70%时，进行

二次筛选，以 1个细胞/孔密度接种至 96孔板中，37℃

培养 24 h。单克隆细胞完全贴壁后，倒置荧光显微

镜下观察细胞，挑选出有单个近红外荧光标记的乳

腺癌细胞的孔，继续培养，每天观察细胞荧光状态。

待细胞密度达到 80%~90%时，传代至 24孔。 

1.2.5  近红外荧光蛋白标记的乳腺癌细胞外泌体的

提取 

取稳定表达近红外荧光蛋白的乳腺癌细胞株，

用含 10%胎牛血清的 L-15进行培养，待细胞密度达

到 70%~80%时，将培养基更换为经超高速离心

(120 000×g 16 h)的含 10%胎牛血清的 L-15培养基。

48 h后收集培养上清液 60 mL，按以下步骤提取外

泌体：2000×g，15 min，4℃；5000×g，15 min，4℃；

12000×g，30 min，4℃；0.22 μL滤器(Millipore)过

滤分步离心后得到的上清液；110 000×g，120 min，

4℃；弃上清，1×PBS洗沉淀；120 000×g，90 min，

4℃；100 μL 1×PBS重悬，加入蛋白酶抑制剂，80℃

保存。 

1.2.6  近红外蛋白标记的乳腺癌细胞外泌体的鉴定 

1.2.6.1  Western blot检测外泌体标记蛋白 CD63 

取稳定表达近红外荧光蛋白的乳腺癌细胞进行

消化离心(200×g，5 min)，用 PBS 清洗 2 遍之后，

收集细胞沉淀进行裂解。取裂解液上清用于

Western blot检测的阳性对照。分离提纯后的外泌体

作为实验样品，分别煮沸 10 min后进行 Western blot

检测。浓缩胶浓度 5%，分离胶浓度 12%。抗体杂交

时，一抗为 CD63单克隆抗体(上海药明康德新药开

发有限公司)，二抗为 HRP-山羊抗兔抗体(苏州百奇

生物科技有限公司)。 

1.2.6.2  透射电镜观察外泌体形态特征 

先进行样品处理，选择标本的最佳浓度(1 mg/mL)

放置到一个 300 目 Formvar 膜铜网中。红外灯下固

定 30 min，用滤纸小心吸掉未粘附在铜网的样品，然

后放置在 2.5%的戊二醛磷酸缓冲 15 min，再用

1×PBS 和蒸馏水分别冲洗 2 遍后使用醋酸双氧铀进

行负染，上样观察。 

1.2.6.3  SIM观察外泌体荧光状态 

将提纯的外泌体样品 10 μL，用 1×PBS稀释到

200 μL，滴至共聚焦细胞培养皿上，用结构光照明超

分辨荧光显微镜(北京莱卡仪器有限公司)进行观察。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pAAV-CD63-Linker-iRFP682 的构建 

将下游带有 Linker 的 CD63 基因目的片段插入

到 pAAV-iRFP682-MCS的多克隆位点，得到重组表

达质粒 pAAV-CD63-Linker-iRFP682(图 1A)。酶切位

点分析重组的质粒经 ClaⅠ和 XbaⅠ双酶切获得 

5588 bp(载体骨架片段)和 776 bp(目的基因片段)两个

片段(图 1B)。酶切结果与酶切位点分析一致，结合测

序比对结果，证明重组质粒构建正确。pAAV-CD63- 

Linker-iRFP682 用 PEI 转染试剂转染 MDA-MB-231

细胞后，利用倒置荧光显微镜检测到近红外荧光蛋

白的表达，荧光信号多集中在细胞膜上，胞内外均

有发近红外荧光的囊泡结构(图 1C)，而未转染重组

质粒的对照组 MDA-MB-231 细胞则未检测到荧光信

号。结果表明 CD63-Linker-iRFP682 在细胞中能够

正确表达，也进一步表明重组表达载体构建正确。 
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图 1  重组表达质粒的结构、鉴定和 iRFP682 蛋白表达 
Fig. 1  Construction, expression and verification of pAAV-CD63-Linker-iRFP682 vector 
A：pAAV-CD63-Linker-iRFP682的质粒图谱图。B：酶切鉴定重组质粒。M：DNA marker；第 1,2泳道：重组质粒用限制性内切酶 Cla

Ⅰ和 XbaⅠ酶切结果；第 3泳道：重组质粒。C：近红外标记的 MDA-MB-231细胞的 SIM结构光共聚焦荧光图。 

 
2.2  重组病毒的包装、纯化及滴度测定 

pAAV-CD63-Linker-iRFP682 质粒和 pDG 辅助

质粒共转染 AAV-293 细胞后，在细胞内包装含

CD63-Linker-iRFP682基因的重组腺相关病毒。图 2 

 

 
 

图 2  转染 AAV-293 细胞包装病毒荧光成像 
Fig. 2  Fluorescent images of AAV-293 cells co-transfected with two AAV packaging plasmids 
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为质粒共转染 AAV-293细胞后 24 h、48 h、72 h，

在倒置荧光显微镜上观察到的荧光、白光、叠加图

像。可以看出 24 h 时近红外蛋白已经表达，在 48 h 

时近红外荧光蛋白的表达增多，72 h时，收集细胞

用于提纯病毒。 

按氯仿提纯法纯化浓缩病毒后，得到 200 μL病

毒。病毒样品经过实时荧光定量 PCR测定，软件分析

Ct值读数(表 1)，并绘制标准曲线及溶解曲线(图 3)。 

根据标准曲线计算病毒拷贝数为 106/μL，由于病毒

处理时稀释 10 倍，所以待测病毒的实际拷贝数为

1010/mL。溶解曲线的单的尖峰表明样品特性扩增良

好，病毒纯化效果较好，病毒 DNA较纯。 

2.3  近红外荧光蛋白标记的乳腺癌细胞株的建立

及其来源的外泌体的分离提纯 

将重组病毒感染乳腺癌细胞后，通过筛选获得 

 
表 1  q-PCR 测定质粒标准品及待测病毒的 Ct 值及分析 
Table 1  Ct values of plasmid standards and virus measured by q-PCR 

标准品及样品 
Ct值 

Ct值平均值 标准差(S.D.) 变异系数 CV(%) 
① ② ③ 

1×109 14.38 14.33 14.52 14.41 0.10 0.68 

1×108 17.76 17.45 17.67 17.63 0.16 0.90 

1×107 20.46 20.51 20.49 20.49 0.03 0.12 

1×106 23.45 23.39 23.48 23.44 0.05 0.20 

病毒 18.55 18.44 18.42 18.47 0.07 0.38 

注：①②③是为检测标准品及病毒样品 Ct值重现性的复孔。 

 

 
 

图 3  q-PCR 测定病毒的标准曲线和溶解曲线 
Fig. 3  The standard curve and melt curve of plasmid standards and virus 
A：q-PCR 测定病毒的标准曲。红色方块为标准品样品，绿色方块为病毒样品。B：q-PCR 测定病毒的溶解曲线。蓝色曲线代表病毒

样品的溶解曲线，其他颜色曲线为标准品样品的溶解曲线，溶解温度为 86.7℃。 
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稳定表达近红外荧光蛋白的乳腺癌细胞株(图 4)。采

用分步离心法从 60 mL该细胞株的培养上清液中提

取近红外荧光蛋白标记的外泌体 100 μL。经

Nanodrop2000 微量紫外分光光度计测量(以 BSA 方

法定量)，浓度为 1.0 mg/mL，80℃保存。 

2.4  iRFP682 标记成功的 MDA-MB-231 细胞外泌

体的鉴定 

用兔抗人 CD63 单克隆抗体检测提纯后外泌体

中标志性蛋白，同时用稳定表达近红外荧光蛋白的乳

腺癌细胞裂解液做阳性对照。结果显示在 30~55 kDa

条带之间存在 CD63蛋白条带(图 5A)。TEM高分辨

透射电镜中发现 30~100 nm大小的圆形囊泡，均匀 
 

 
 

图 4  近红外荧光蛋白 iRFP682 标记的乳腺癌细胞株 
Fig. 4  Near-infrared fluorescent protein iRFP682 

labeled breast cancer cell line 

分布在铜网上(图 5B)。SIM 结构光照明超分辨荧光

显微镜结果发现提纯后的外泌体发出强烈的近红外

荧光信号(图 5C)。 

3  讨  论 

外泌体广泛存在并分布于各种体液中，通过携

带和传递重要的信号分子形成了一种全新的细胞间

信息传递系统，进而影响细胞的生理状态，同时还

与多种疾病的发生与进程密切相关。2013年，James 

E. Rothman，Randy W. Schekman和 Thomas C. Südhof

因为发现细胞囊泡运输的调节机制而荣获了诺贝尔

生理学或医学奖。作为人体内一类重要囊泡，外泌

体成为科学家们研究的热点领域。目前已经证实，

真核细胞释放到外界环境中与母细胞相关的外泌体，

是拥有特殊功能的细胞缩小版[17]。外泌体可以携带

蛋白，运送 RNA，经过“内吞-融合-外排”等一系列

过程调控细胞间物质和信息转导[18]。细胞在正常和

病理条件下都能分泌外泌体，并且包含在外泌体里

的蛋白质和核酸能够说明相关的生理病理状况。近

年来外泌体已经作为一种重要的生物标志物，被广

泛应用于相关疾病初期的临床诊断。其中，由于外

泌体易从体液(如血液和乳汁)中分离[19]，利用人体

外周血液检测以识别癌细胞的标记蛋白或核酸已成

为一场新的癌症诊断革命[20]。目前已有诊断公司宣

布从少量血液样本中检测到携带癌症特有的“指纹”

的外泌体，有望用非侵入手段取代现有昂贵的微创

活检手术。然而，外泌体参与癌症肿瘤转移的具体

机制研究仍然是一个挑战。 

 

 
 

图 5  iRFP682 标记成功的 MDA-MB-231 细胞外泌体的鉴定 
Fig. 5  Identification of exosomes isolated from iRFP682 labeled MDA-MB-231 cells 
A：蛋白印迹检测 CD63 蛋白。M: 蛋白 Marker；泳道 1：近红外荧光标记的 MDA-MB-231 细胞裂解液； 泳道 2 和 3：从近红外荧

光标记的 MDA-MB-231细胞中提取的外泌体，上样量分别为 10 μg和 5 μg。B：提取纯化后的外泌体的透射电镜图。C：提取纯化后

的外泌体的结构光共聚焦荧光图。 
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近红外荧光蛋白是绿色荧光蛋白同源的一类荧

光蛋白，可利用自身特殊的结构催化形成生色团，且

具备许多优良的特点：(1)易于检测，灵敏度高，荧

光性质稳定。荧光蛋白生色团的成熟不需要添加底

物或其他辅助因子，仅在激发光激发下就能发出荧

光，单细胞标记清晰，荧光显微镜下很容易观察到；

(2)荧光蛋白基因编码序列短，易构建载体；(3)细胞

毒性小，可直接标记活细胞或活体组织[21]；(4)相比

于 GFP，它的激发光和发射光波长更长，位于近红

光区(650~900 nm)，在动物组织中光吸收和光散射较

低，有较高的穿透性[22]，更适宜于动物活体组织的深

层成像，是活体成像更为理想的荧光标记分子 [23]。

本研究使用的近红外荧光蛋白 iRFP682 的激发光和

发射光波长分别为 663 nm和 682 nm，是单体荧光

蛋白分子，其发光性质较为稳定，较长的光谱特点

使其在活体动物组织成像的应用中更具潜力。 

本研究基于外泌体的特殊来源和功能，对 MDA- 

MB-231 乳腺癌细胞来源的外泌体进行了近红外蛋

白标记的改造，使其成为一种很好的用于研究乳腺

癌肿瘤转移机制的生物标记物。本文通过构建能够

融合表达 CD63 外泌体标记蛋白和 iRFP682 近红外

荧光蛋白的重组腺相关病毒载体，利用其在 AAV重

组蛋白为重组酶的作用下定点整合于人类细胞基因

组的特性[24]，筛选出能稳定表达近红外荧光蛋白的

乳腺癌细胞株并进行外泌体的提取分离及鉴定。从

SIM 成像的结果可以证明，提取的外泌体都能够发

近红外荧光。后续工作将会用稳定表达近红外荧光

蛋白的乳腺癌细胞株建立乳腺癌动物模型。由于近

红外荧光蛋白在体内体外示踪的优越性，以及外泌

体在乳腺癌形成和转移过程中的信号传递起着极其

重要的作用，近红外荧光蛋白标记的外泌体将会成

为一种很好的示踪标记物，为乳腺癌的早期诊断治

疗提供有力支持。 
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