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本发明提出KC26多肽修饰的牛奶外泌体的

制备方法和应用，属于医药技术领域。所述制备

方法包括如下步骤：(a)制备牛奶外泌体，将所得

牛奶外泌体添加至溶剂中，得牛奶外泌体溶液；

(b)将KC26多肽添加至超纯水中，搅拌，得多肽溶

液；(c)将上述牛奶外泌体溶液添加到上述多肽

溶液中，反应后，冻干保存，得KC26多肽修饰的牛

奶外泌体。本发明以卡铂为细胞毒药物，以牛奶

外泌体为载体，以天冬酰胺内肽酶为靶点，三者

有机结合，形成“药物‑载体‑靶点”模型，更有利

于提高化疗药物的生物利用度，有效降低药物毒

性和不良反应，具有很好的抑癌效果。
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1.KC26多肽修饰的牛奶外泌体在制备用于治疗视网膜母细胞瘤药物中的应用，其特征

在于，将KC26多肽修饰的牛奶外泌体与卡铂混合得用于治疗视网膜母细胞瘤药物；

其中，所述KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法，包括如下步骤：

(a)制备牛奶外泌体，将所得牛奶外泌体添加至溶剂中，得牛奶外泌体溶液；

(b)将KC26多肽添加至超纯水中，搅拌，得多肽溶液；

(c)将上述牛奶外泌体溶液添加到上述多肽溶液中，反应后，冻干保存，得KC26多肽修

饰的牛奶外泌体；所述牛奶外泌体与所述KC26多肽的质量比为1:3。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，

步骤(c)中，所述反应为4℃反应24小时。

3.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，

步骤(b)中，所述KC26多肽与超纯水的比例为36mg：10mL。

4.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，

步骤(a)中，所述牛奶外泌体与溶剂的比例为12mg：1mL；

所述溶剂为甲醇、乙醇、丙醇、尿素、甘油、氢氧化钠或乙酸中至少一种。

5.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，

步骤(a)中，所述牛奶外泌体的制备方法，包括如下步骤：

(a1)牛奶第一离心后，去除脂肪球、酪蛋白和碎片，得第一溶液；

(a2)将上述第一溶液第二离心后，去除大颗粒和微泡，得第二溶液；

(a3)将上述第二溶液第三离心后，弃上清液，洗涤沉淀，得外泌体沉淀；

(a4)将上述外泌体沉淀重新悬浮于磷酸盐缓冲液中，通过0.22μm过滤器过滤、灭菌，得

牛奶外泌体。

6.根据权利要求5所述的应用，其特征在于，

步骤(a1)中，所述第一离心为4℃以13000g离心30min；

步骤(a2)中，所述第二离心为4℃以10万g离心60min；

步骤(a3)中，所述第三离心为4℃以135000g离心90min。
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KC26多肽修饰的牛奶外泌体及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术领域，尤其涉及KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法和应

用。

背景技术

[0002] 视网膜母细胞瘤(Retinoblastoma，RB)是儿童最常见的眼内恶性肿瘤，好发于3岁

以下儿童，平均发病年龄仅18个月，约10％～15％的患者可以发生肿瘤转移，严重危害患儿

的视功能及生命。我国每年新增患者约为1100例，且84％为眼内期晚期高风险患者。

[0003] 治疗技术的进步使RB患者能够在保生命的前提下保存眼球(保眼)和视功能。治疗

方法主要包括冷冻、激光光凝、全身化疗、眼球摘除术以及通过眼内、球周和眼动脉介入途

径的局部化疗等，并且强调多学科综合治疗。

[0004] 目前，化学治疗(化疗)仍是眼内期RB的一线治疗方法，其有效抑制RB细胞转移，同

时减少放射治疗(放疗)的诸多并发症。根据注药途径分为静脉化疗、动脉化疗和玻璃体腔

注药化疗。RB化疗面临两大困境：一是药物缺乏靶向性，全身或局部副作用大；二是药物对

视网膜下腔或玻璃体腔的肿瘤渗透性差，残存肿瘤细胞成为复发根源。可见，临床仍然缺乏

一种积极有效的新型靶向递药系统用于提高化疗药物的生物利用度和安全性。

[0005] 靶向药物递送系统(targeted  drug  delivery  systems,TDDS)是提高化疗效果的

重要手段之一。天然细胞来源的外泌体大小约30‑150nm，常被用作肿瘤靶向纳米药物递送

系统的载体。主要具有以下特征：可以逃避单核吞噬细胞系统的快速清除，甚至可以穿透血

脑屏障；磷脂双分子层构成的中空结构使其既可以在膜上装载亲脂性药物，也可以在内部

包裹亲水性药物；其生物来源保证了良好的生物相容性、低免疫原性和低毒性；表面呈现负

电为其提供了循环稳定性。然而，天然细胞来源的外泌体生产成本高，操作复杂。

发明内容

[0006] 本发明提出酶敏感的KC26多肽修饰的牛奶外泌体及其制备方法和应用，根据天冬

酰胺内肽酶可作为肿瘤微环境响应型递药设计及治疗应用靶点的特点，引入天冬酰胺内肽

酶敏感的KC26多肽修饰牛奶外泌体，以实现药物靶向作用，提高化疗药物生物利用率。

[0007] 本发明提出一种KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法，包括如下步骤：

[0008] (a)制备牛奶外泌体，将所得牛奶外泌体添加至溶剂中，得牛奶外泌体溶液；

[0009] (b)将KC26多肽添加至超纯水中，搅拌，得多肽溶液；

[0010] (c)将上述牛奶外泌体溶液添加到上述多肽溶液中，反应后，冻干保存，得KC26多

肽修饰的牛奶外泌体。

[0011] 进一步地，步骤(c)中，所述牛奶外泌体与所述KC26多肽的质量比为1:3。

[0012] 进一步地，步骤(c)中，所述反应为4℃反应24小时。

[0013] 进一步地，步骤(b)中，所述KC26多肽与超纯水的比例为36mg：10mL。

[0014] 进一步地，步骤(a)中，所述牛奶外泌体与溶剂的比例为12mg：1mL；
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[0015] 所述溶剂为甲醇、乙醇、丙醇、尿素、甘油、氢氧化钠或乙酸中至少一种。

[0016] 进一步地，步骤(a)中，所述牛奶外泌体的制备方法，包括如下步骤：

[0017] (a1)牛奶第一离心后，去除脂肪球、酪蛋白和碎片，得第一溶液；

[0018] (a2)将上述第一溶液第二离心后，去除大颗粒和微泡，得第二溶液；

[0019] (a3)将上述第二溶液第三离心后，弃上清液，洗涤沉淀，得外泌体沉淀；

[0020] (a4)将上述外泌体沉淀重新悬浮于磷酸盐缓冲液中，通过0.22μm过滤器过滤、灭

菌，得牛奶外泌体。

[0021] 进一步地，步骤(a1)中，所述第一离心为4℃以13000g离心30min；

[0022] 步骤(a2)中，所述第二离心为4℃以10万g离心60min；

[0023] 步骤(a3)中，所述第三离心为4℃以135000g离心90min。

[0024] 本发明还提出上述任一所述的制备方法制备得到的KC26多肽修饰的牛奶外泌体。

[0025] 本发明还提出上述任一KC26多肽修饰的牛奶外泌体在制备用于治疗视网膜母细

胞瘤药物中的应用。

[0026] 进一步地，将KC26多肽修饰的牛奶外泌体与卡铂混合得用于治疗视网膜母细胞瘤

药物。

[0027] 本发明具有以下优势：

[0028] 本发明以牛奶外泌体为载体的，选取KC26与肿瘤高表达的天冬酰胺内肽酶(靶点)

进行酶响应。其中，牛奶外泌体作为天然的纳米载体，具有良好的生物相容性、低免疫原性、

低毒性、循环稳定性、成本低廉、易于获取等优势。KC26多肽可以与肿瘤微环境中的天冬酰

胺内肽酶进行酶响应从而实现靶向作用。本发明中的递药体系，以卡铂为细胞毒药物，以牛

奶外泌体为载体，以天冬酰胺内肽酶为靶点，三者有机结合，形成“药物‑载体‑靶点”模型，

更有利于提高化疗药物的生物利用度，有效降低药物毒性和不良反应，具有很好的抑癌效

果。

附图说明

[0029] 构成本发明的一部分的附图用来提供对本发明的进一步理解，本发明的示意性实

施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的不当限定。在附图中：

[0030] 图1为本发明实施例1所得KC26多肽修饰的牛奶外泌体的形貌分析图；

[0031] 图2为本发明试验例1中视网膜母细胞瘤(Y79)细胞采用CCK‑8试剂实验检测给药

48小时后，不同浓度下的卡铂、卡铂‑牛奶外泌体、卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体的细胞抑制

率；

[0032] 图3为本发明试验例1中视网膜母细胞瘤(WERI‑Rb1)细胞采用CCK8实验检测给药

48小时后，不同浓度下的卡铂、卡铂‑牛奶外泌体、卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体的细胞抑制

率；

[0033] 图4为本发明试验例2中视网膜母细胞瘤(Y79)细胞采用流式细胞术检测给药24小

时后的凋亡率；

[0034] 图5为本发明试验例2中视网膜母细胞瘤(WERI‑Rb1)细胞采用流式细胞术检测给

药24小时后的凋亡率。
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具体实施方式

[0035] 下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，

显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。在不冲突的情况

下，本发明中的实施例及实施例中的特征可以相互组合。

[0036] 本发明一实施例提出一种KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法，包括如下步

骤：

[0037] (a)制备牛奶外泌体，将所得牛奶外泌体添加至溶剂中，得牛奶外泌体溶液；

[0038] (b)将KC26多肽添加到超纯水中，搅拌，得多肽溶液；

[0039] (c)将上述牛奶外泌体溶液添加到上述多肽溶液中，反应，冻干保存，得牛奶外泌

体。

[0040] 本发明实施例中提出的KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法，以牛奶外泌体为

载体的，选取KC26与肿瘤高表达的天冬酰胺内肽酶(靶点)进行酶响应。其中，牛奶外泌体作

为天然的纳米载体，具有良好的生物相容性、低免疫原性、低毒性、循环稳定性、成本低廉、

易于获取等优势。KC26多肽可以与肿瘤微环境中的天冬酰胺内肽酶进行酶响应从而实现靶

向作用。该方法操作简单，成本较低，具有较强的医学应用价值。

[0041] 本发明一实施例中，步骤(c)中，所述牛奶外泌体与所述KC26多肽的质量比为1:3。

步骤(c)中，所述反应为4℃反应24小时。

[0042] 本发明一实施例中，步骤(b)中，所述KC26多肽与超纯水的比例为36mg：10mL。

[0043] 本发明一实施例中，步骤(a)中，所述牛奶外泌体与溶剂的比例为12mg：1mL。所述

溶剂为甲醇、乙醇、丙醇、尿素、甘油、氢氧化钠或乙酸中至少一种。

[0044] 本发明一实施例中，步骤(a)中，所述牛奶外泌体的制备方法，包括如下步骤：

[0045] (a1)牛奶第一离心后，去除脂肪球、酪蛋白和碎片，得第一溶液；

[0046] (a2)将上述第一溶液第二离心后，去除大颗粒和微泡，得第二溶液；

[0047] (a3)将上述第二溶液第三离心后，弃上清液，洗涤沉淀，得外泌体沉淀；

[0048] (a4)将上述外泌体沉淀重新悬浮于磷酸盐缓冲液(PBS缓冲液)中，通过0.22μm过
滤器过滤、灭菌，得牛奶外泌体。

[0049] 本发明一实施例中，步骤(a1)中，所述第一离心为4℃以13000g离心30min。具体

地，所述第一离心用TA‑10.250转子和Allegra  25R离心机；第一离心在250mL离心瓶中进

行。

[0050] 本发明一实施例中，步骤(a2)中，所述第二离心为4℃以10万g离心60min。具体地，

所述第二离心为4℃使用Optima  LE‑80K超速离心机(贝克曼库尔特，美国)在10万g的45‑Ti

型固定角转子中离心60min。

[0051] 本发明一实施例中，步骤(a3)中，所述第三离心为4℃以135000g离心90min。步骤

(a3)中，所述洗涤为用PBS洗涤三次。步骤(a3)中，用Optima  LE‑80K超离心机在45‑Ti型固

定角转子中。具体地，将上述上清液(70mL/管)最终在135000g，4℃，用Optima  LE‑80K超离

心机在45‑Ti型固定角转子中离心90min，弃上清，用PBS洗涤三次。

[0052] 本发明一实施例还提出上述任一制备方法制备得到的KC26多肽修饰的牛奶外泌

体。本发明实施例中，KC26多肽是一条基于穿膜肽的“发夹”结构，由三部分组成，一段具有

穿膜肽功能的R9序列，一段能封闭R9功能的富含谷氨酸的序列，中间含有一段能被天冬酰
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胺内肽酶酶切响应的底物肽序列，具体序列为Ke5Ne4GPTN2R9C。当KC26修饰的牛奶外泌体

被肿瘤微环境中的天冬酰胺内肽酶切水解后，穿膜肽被激活，包载药物的牛奶外泌体更好

地进入肿瘤细胞释放药物，可以有效增加药物在靶细胞的累积。并且，不表达或者低表达天

冬酰胺内肽酶的正常细胞将很难与之结合，因此不被化疗药物损伤，可以有效减少化疗药

物的副作用。故KC26多肽修饰的牛奶外泌体包载的卡铂等药物可有效地抑制视网膜母细胞

瘤细胞的增殖并且促进凋亡，具有很好的作用效果。

[0053] 本发明一实施例还提出上述KC26多肽修饰的牛奶外泌体在制备用于治疗视网膜

母细胞瘤药物中的应用。具体地，将KC26多肽修饰的牛奶外泌体与卡铂混合后得用于治疗

视网膜母细胞瘤药物。

[0054] 本发明实施例提出KC26多肽修饰的牛奶外泌体在作为肿瘤靶向纳米药物递送系

统的载体中的应用。以牛奶外泌体为载体，使用KC26多肽进行修饰可以靶向肿瘤细胞及其

微环境中的天冬酰胺内肽酶，以卡铂作为抗肿瘤药物，三者有机结合制备了卡铂‑KC26多

肽‑牛奶外泌体，具有高生物相容性和安全性。

[0055] 相较于单独使用卡铂和卡铂‑牛奶外泌体，卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对视网膜

母细胞瘤细胞增殖和凋亡能力的影响具有显著意义，其作用效果有了显著提高。这主要是

由于牛奶外泌体的脂质双层结构具有高的生物相容性，可以载带药物进入视网膜母细胞瘤

细胞。与脂质体、树枝状大分子和聚合物等合成纳米制剂相比，外泌体尺寸小、生物相容性

好、毒性低，更适合作为药物输送载体。并且，KC26多肽的存在能够让其底物肽与视网膜母

细胞瘤细胞分泌的天冬酰胺内肽酶进行酶响应，从而穿膜肽被激活将载药牛奶外泌体靶向

肿瘤细胞，从而提高化疗药物的抗肿瘤效果。

[0056] 下面将结合实施例详细阐述本发明。

[0057] 实施例1一种KC26多肽修饰的牛奶外泌体的制备方法

[0058] 牛奶用TA‑10.250转子和Allegra  25R离心机，4℃在250mL离心瓶中以13000g离心

30min，去除脂肪球、酪蛋白和其他碎片。乳清通过乳酪布收集，随后转移到70mL聚碳酸酯管

中，并在4℃使用Optima  LE‑80K超速离心机(贝克曼库尔特，美国)在10万g的45‑Ti型固定

角转子中离心60min，去除大颗粒和微泡。上清液(70mL/管)最终在135  000g，4℃，用Optima 

LE‑80K超离心机在45‑Ti型固定角转子中离心90min，弃上清，用PBS洗涤三次。将外泌体沉

淀重新悬浮于PBS中，得到匀质的悬浮液，再通过0.22μm过滤器过滤灭菌。

[0059] 取牛奶外泌体12mg，用1mL甲醇溶解。称取KC26多肽36mg，用10mL超纯水溶解，放在

磁力搅拌器上缓慢搅拌。用移液器缓慢的将牛奶外泌体加到多肽溶液中，在4度反应24小

时，冻干保存。

[0060] 所得KC26多肽修饰的牛奶外泌体采用扫描电镜进行形貌分析，结果见图1。

[0061] 试验例1采用CCK‑8法检测药物(KC26多肽修饰的牛奶外泌体包载卡铂)对细胞(视

网膜母细胞瘤细胞系Y79、WERI‑Rb1细胞)增殖能力的影响

[0062] 将稳定生长的视网膜母细胞瘤细胞系Y79、WERI‑Rb1细胞按照1×104/孔接种于96

孔板，每组至少设3个复孔,在不同时间段加入10微升的CCK‑8试剂，并在37℃孵育1.5‑2小

时。使用酶标仪测定在450纳米处每孔的吸光度(OD)值。视网膜母细胞瘤(Y79)细胞采用

CCK‑8试剂实验检测给药48小时后，测不同浓度下的卡铂、卡铂‑牛奶外泌体、卡铂‑KC26多

肽‑牛奶外泌体的细胞抑制率，结果见图2‑3。
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[0063] 由图2可得，相同浓度下，卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对Y79细胞的抑制率显著大

于另外两组，表明卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体显著提高了卡铂的作用效果。

[0064] 其中，细胞抑制率的计算如下：细胞抑制率(％)＝(对照组吸光度值‑实验组吸光

度值)/对照组吸光度值×100％。*P＜0.05,**P＜0.01,***P＜0.001,****P＜0.0001。

[0065] 由图3可得，相同浓度下，卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对Y79细胞的抑制率显著大

于另外两组，表明卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体显著提高了卡铂的作用效果。

[0066] 其中，细胞抑制率的计算如下：细胞抑制率(％)＝(对照组吸光度值‑实验组吸光

度值)/对照组吸光度值×100％。*P＜0.05,**P＜0.01,***P＜0.001,****P＜0.0001。

[0067] 试验例2流式细胞术用于检测药物(KC26多肽修饰的牛奶外泌体包载卡铂)对细胞

(视网膜母细胞瘤细胞系Y79和WERI‑Rb1细胞)凋亡能力的影响

[0068] 收集接种于6孔板中的视网膜母细胞瘤细胞系Y79和WERI‑Rb1细胞并用磷酸盐缓

冲液洗涤两次。根据细胞凋亡检测试剂盒，把收集的细胞悬浮于缓冲液中。然后加入异硫氰

酸荧光素和碘化丙啶室温避光反应10‑15分钟。最后使用流式细胞仪检测凋亡细胞。

[0069] 视网膜母细胞瘤细胞系Y79的测试试验中，细胞凋亡率(％)＝Q2+Q3。阴性对照组

不给药，三组实验组中卡铂的浓度为50微克/毫升，结果见图4。

[0070] 由图4可得，卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对肿瘤细胞凋亡率的影响具有显著意义，

且相同浓度下卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对Y79细胞的凋亡率显著大于另外两组，表明卡

铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体显著提高了卡铂的作用效果。***P＜0.001,****P＜0.0001。

[0071] WERI‑Rb1细胞的测试试验中，细胞凋亡率(％)＝Q2+Q3。阴性对照组不给药，三组

实验组中卡铂的浓度为50微克/毫升，结果见图5。

[0072] 由图5可得，卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对肿瘤细胞凋亡率的影响具有显著意义，

且相同浓度下卡铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体对Y79细胞的凋亡率显著大于另外两组，表明卡

铂‑KC26多肽‑牛奶外泌体显著提高了卡铂的作用效果。**P＜0 .01 ,***P＜0 .001 ,****P＜

0.0001。

[0073] 以上仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精神和

原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。

说　明　书 5/5 页

7

CN 115089727 B

8



图1

图2

说　明　书　附　图 1/3 页

8

CN 115089727 B

9



图3
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图5
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