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间充质干细胞胞外囊泡的研究及应用进展*
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摘要：细胞外囊泡（EVs）是细胞分泌的一组高异质性纳米级膜性囊泡，富含脂类、蛋白、核酸等多种

生物活性物质，可作为细胞间的重要载体，广泛参与细胞间的信号通讯。间充质干细胞胞外囊泡（MSC-

EVs）承载了MSC损伤修复及再生的特性，同时还具备性质稳定、可大规模制备等优势，有望作为一种非细

胞治疗手段应用于临床诊疗。该文概述了MSC-EVs的分子组成及分离鉴定方法，并重点介绍了MSC-EVs

在组织损伤修复领域中的应用及作为天然药物载体的潜在可能，以此为MSC-EVs的基础及临床转化研究提

供参考。
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are a heterogeneous group of cell-derived nanoscale membranous

vesicles rich in lipids, proteins and nucleic acids. They are now considered as important carriers for intercellular

communication. Extracellular vesicles derived from mesenchymal stem cell (MSC-EVs) have been widely

concerned in recent years not only for their repair and regeneration properties similar to mesenchymal stem cells, but

also for their advantages of stability and potential for large-scale preparation. Thus, MSC-EVs are expected to be

used in clinic as an acellular therapeutic approach. This review summarizes the molecular composition, functional

mechanism, isolation and identification methods of MSC-EVs. Moreover, their application in repairing tissue

damage and their potential use as the drug delivery system are highlighted, which provide references for basic and

translational researches of MSC-EVs.
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间充质干细胞 （mesenchymal stem cells, MSC）

是一类具有自我更新和多向分化潜能的多能干细

胞，因其独特的分化潜能、造血支持和免疫调控

等特性，MSC已作为一种细胞治疗手段被广泛的应

用于多种疾病。最初，MSC被认为可巢居到受损部

位后，通过定向分化成靶细胞和直接的细胞间相

互作用来发挥功能[1]。然而，有研究表明MSC巢居

到损伤部位的比例和分化为靶细胞的数量都是非

常有限，且移植后产生治疗效应的时间与其所需

的漫长的迁移分化时间不符，后续研究表明 MSC

通过旁分泌携带活性的蛋白质、细胞因子和核酸

类物质的细胞外囊泡 （EVs） 方式发挥对器官的修
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复、保护及治疗功能[2]。尽管极具应用潜力，但由

于对 MSC-EVs 的研究尚在摸索阶段，且缺乏灵敏

的 EVs 制备和分析技术，所以在临床转化上仍有

障碍。

1 EVs的分类命名及分子组成

EVs由细胞主动释放到细胞外环境中的纳米级

膜性囊泡，根据EVs大小和来源的不同将其大致分

为3类：①凋亡小体800～5000 nm，在细胞发生凋

亡时从细胞脱落而产生；②微囊泡 （MVs） 200～

1 000 nm，由质膜以直接出牙的方式产生，MVs产

生过程与胞质内钙离子浓度的增加和细胞膜骨架

的重构有关；③外泌体 （Exos） 30～150 nm，由多

囊体分泌，主要通过胞吐过程释放，与细胞骨架

的激活和钙离子浓度相关[3]。

EVs富含脂类、胞浆蛋白、核酸等物质，且其

蛋白组成在一定程度上可以指示生物来源和分

类[4]。MSC-EVs 有着与其他细胞 EVs 相似的内容

物，如TSPAN蛋白超家族CD63、CD9、CD81和热

休克蛋白HSP70、HSP90 等，这些是分析鉴定EVs

的重要标志物。此外，MSC-EVs 还有其特异的标

志物及独特的内容物：一方面 MSC-EVs 可表达其

母细胞表面特异性分子如 CD44、CD90 等[5]；另一

方面 MSC-EVs 富含与其修复再生功能密切相关的

miRNA、白细胞介素、核因子 κB信号通路及多种

生长因子，这些独特的物质使其在维持组织稳态

和平衡中扮演着重要的角色[6]。如在一项急性肾损

伤模型研究中发现，MSC-EVs可以降低CX3C趋化

因子配体1的表达，减少巨噬细胞浸润，进一步的

研究显示MSC-EVs中所含与CX3C趋化因子配体1

相关的miRNA发挥了抗炎作用[7]。

2 EVs分离方法

EVs在大小、起源及分子组成上都存在较大的

异质性，此外，其还存在于不同的复杂生物液体

中。因此，EVs的分离和纯化被认为是生物医学研

究和临床转化的必要前提。

差超速离心法是目前EVs分离中应用最广泛的

方法，此方法获得的EVs量多，但纯度不足。为了

进一步改善超速离心法分离的纯度，研究者提出

了基于梯度介质的密度梯度离心法，该法较差速

离心法提得的EVs纯度更纯，但是操作更为繁琐，

离心耗时也更长。最近，基于聚合物共沉淀技术

的商品化试剂盒也被广泛用于EVs分离。但其缺点

在于这样分离到的EVs可能会受到聚合物和一些蛋

白质的污染，从而对后续的功能性分析产生影响。

免疫亲和法是将磷脂酰丝氨酸与磁珠结合，利用

亲和原理捕获EVs的磷脂酰丝氨酸。该方法获得的

EVs形态完整，纯度最高。不过该法成本较高，不

适合从大样本中提取EVs，使用该方法前需多样本

进行浓缩。

此外，还有一些随着纳米技术发展而兴起的

新型富集方法。基于微流控技术的分离检测具有

所需样本小、检测速度快及纯度高等优点，因此

研究人员在微流控技术的基础上结合声波[8]、介电

电泳、微流体黏弹性[9]等特性成功发展了多种新颖

EVs分离方法，但微流控技术仍然存在通量低，回

收量少的缺点。流式分选法基于流式分析和分选

技术，可实现单颗粒、多参数及高通量分选，但

需先对EVs进行特异性荧光抗体标记。此外还需高

精度的纳米流式仪器、专业的技术调试，故应用

受到一定限制。

综上所述，经济实惠、特异高效的方法就目

前而言似乎不存在，但是未来却有无限可能。就

目前来看，将多种分离方法联合使用就是不错的

选择。DAVIES 等[10]结合微流体和过滤 2 种方法，

将纳米多孔膜整合到微流控芯片上，形成微流控

过滤系统。相对于常规的过滤方法，这种装置可

以通过改变致孔溶剂与预聚物溶液的比例控制纳

米孔的尺寸，使其适合于外泌体的提取和分离。

并且此方法采用电泳驱动过滤，消除了一些可溶

性蛋白的干扰，从而提高了纯度。另外值得注意

的是，牛血清白蛋白因本身含有一定功能效应的

囊泡，会对 MSC-EVs 蛋白的定量和定性检测造成

干扰，并直接影响下游功能验证，建议整个分离

过程不要使用[11]。

3 EVs鉴定方法

目前对EVs的鉴定主要从其物理特征和表面特

异性标志物两方面进行。显微镜观察法已被广泛

应用于 EVs 表征分析，包括扫描电子显微镜技术

（SEM）、透射电子显微镜技术（TEM）及冷冻电子
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显微镜技术 （Cryo-SEM） 等。SEM 是在真空条件

下进行，因固定和干燥使EVs在镜下成扭曲的杯状

梭型。TEM 较 SEM 具有更高的分辨率，且还能与

免疫金标技术联合使用进行EVs分子分析鉴定，得

到其表面特征分子的信息[12]。Cryo-SEM 是一种在

极低温度环境下进行样本分析的电镜技术，其的

最大优势在于避免了固定和干燥处理对EVs物理形

态和化学特性的影响。此外，原子力显微镜技术

也可用于EVs的表面结构及性质分析[13]。纳米粒子

跟踪分析技术是表征EVs大小及分布的另一常用方

法。其原理是基于光散射和布朗运动的性质，可

实现对50～1000 nm直径范围内特定的EVs和MVs

逐个直接成像和观察，得到与之相关的高分辨率

的粒度分布和浓度信息。同样基于布朗运动的还

有动态光散射技术，但该技术是对EVs进行整体分

析，而非逐一单个的分析。上述方法均有样本量

小、快速、易用等优点。但存在通量低，不能同

时获得多参数信息、无法区分粒径相同的蛋白聚

集体等局限。因此，需联合使用其他“定性”技

术以获得更为准确的结论。

传统的 EVs 定性方法主要有 Western blotting 和

ELISA，其可对细胞外囊泡中总蛋白表达量及特异

性标志物进行分析。但因所需样本量大、耗时、

操作过程繁琐等缺点，在 EVs 临床研究中并不适

用，对一些低表达或稀有样本的EVs分析尤其不适

用。流式细胞术因其高通量、多参数、单颗粒的

特性赢得了越来越多研究者青睐。虽然EVs的亚微

米直径、非均质性特点让流式检测EVs依然面临诸

多挑战[14]，但随着高敏感性纳米流式仪的推出，设

备本身的分辨率和敏感性将不会成为流式分析EVs

的瓶颈，目前困扰流式技术分析外泌体的问题主

要集中在样品的前处理、流式方法的标准化及EVs

标志物寻找。MSC-EVs因同时表达MSCs表面特异

性的分子，可作为特异性标志物鉴定的依据。此

外，MSCs 还具有分泌能力强、分泌量多的特点，

这使得 MSC-EVs 的分析鉴定具有其他 EVs 无可比

拟的优势。

4 MSC-EVs生物学功能

虽然因来源及所处的微环境不同，MSC-EVs

内含物的种类和数量有所差异，但其作用于靶细

胞的方式基本相同，主要包括3大类[15-16]：①识别

靶细胞表面的特异性受体，通过受体-配体相互作

用激活或者抑制靶细胞内的转导通路；②直接与

受体细胞的质膜相互融合，将细胞膜表面受体分

子和脂质体传递给受体细胞；③通过内吞或靶向

传递其内含的生物活性物质。MSC-EVs 的主要生

物学功能将在下文进行阐述。

4.1 组织损伤修复

早在2009年 BRUNO等[17]通过复制甘油诱导的

小鼠急性肾衰竭模型证实了MSC-EVs在急性肾损伤

中的治疗潜力。此后MSC-EVs便被广泛的应用于多

种组织损伤动物模型中。在心肌梗死模型中，用转

染了GATA-4基因的MSC-Exos对小鼠心肌内注射治

疗发现，MSC-Exos能有限缩小梗死面积，增强心肌

保护作用并促进其功能修复。进一步的实验表明

MSC-Exos的修复功能主要与其携带的microRNAs介

导的抗凋亡作用相关[18]。LONATI等[19]以大鼠模型来

研究MSC-EVs对肺损伤的修复作用，其首先复制了

1个180 min的肺灌注大鼠模型，随后采集灌注样品

进行气体分析评估和肺活检分析，发现MSC-EVs可

以有效缓解因肺缺血引起的ATP降低，上调参与炎

症和氧化应激的相关基因，且生物学分布分析显

示，MSC-EVs在肺组织内被保留并在肺细胞内被内

化。该研究表明非细胞的EVs治疗可能是修复受损

肺的一个有价值的策略。LEE等[20]的在另一项肺缺

氧损伤模型中得出了类似的结论，该研究发现

MSC-Exos 可以通过抑制 STAT3 信号通路的活化和

miRNA-17超家族簇的上调，增加miR-204这一关键

microRNA在肺内的表达，从而修复缺氧组织，缓解

缺氧引起的肺动脉高压。

4.2 神经性保护和再生

SHEN等[21]的一项脑内出血大鼠模型研究证实，

miR-133b修饰的MSC-Exos能通过抑制脑出血后ras

同源基因家族成员 A 的表达及激活 ERK1/ERK2/

CREB 信号通路来抑制脑梗死后神经细胞的凋亡，

促进神经细胞的自我修复。FAN 等[22]将 20 周龄的

糖尿病小鼠用作糖尿病周围神经病变 （DPN） 模

型，对其进行为期 8 周的 MSC-Exos 尾静脉注射，

结果显示MSC-Exos治疗DPN可以显著降低糖尿病

小鼠的热刺激和机械刺激阈值，并提高神经传导

速度。进一步的 microRNA （miRNA） 芯片和生物
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信息学分析表明 MSC-Exos 包含大量靶向 Toll 样受

体TLR4/NF-κB信号通路的miRNA，并通过抑制促

炎基因来减轻 DPN 小鼠的神经血管功能障碍，改

善周围神经病变。ZHANG等[23]用MSC-Exos对创伤

性脑损伤进行治疗后发现，大鼠脑病变边缘区的

新生上皮细胞及新生神经元细胞数量均有显著增

加，神经炎症状有明显缓解。这一研究成功证实

了通过促进内源性血管及神经生成，MSC-Exos 可

有效促进脑功能恢复和神经血管重构。

4.3 免疫调节

MSC-EVs可以发挥MSC的多种免疫调节功能，

其参与免疫调控作用的机制及在免疫相关疾病中

的治疗潜能引起了研究者的广泛关注。LI等[24]研究

发现人脐带MSC-Exos通过其高表达的miR-181c下

调TLR4通路，并降低血浆细胞因子TNF-α、IL-1β
的含量，提高抑炎因子IL-10水平，从而有效减轻

免疫应答反应，发挥抗炎作用。ZHANG 等[25]的移

植物抗宿主反应研究同样证实 MSC-EVs 的免疫活

性，MSC-Exos 能够通过激活单核细胞 MyD88 依赖

的信号通路诱导产生M2表型的单核细胞，从而极

化活化的 CD4+T 细胞向 Tregs 转化，增加受体小鼠

的Tregs，延迟同种异体皮肤移植排斥反应，提高

移植的存活率。ZHAO 等[26]的最新研究发现脂肪

MSC-Exos可从脂肪间充质干细胞转移至巨噬细胞，

诱导M2型巨噬细胞极化，缓解炎症反应，这些发

现有望为肥胖和糖尿病等疾病的治疗提供潜在方

案。此外，MSC-EVs还表达程序性死亡配体1和乳

糖凝集素，两者是 CD4+CD25+T 细胞介导调控的关

键效应分子，可以促进Treg细胞增殖，同时MSC-

EVs还参与诱导活化的细胞毒性T细胞凋亡，并含

有重要的负性免疫调控因子 TGFβ1，可有效抑制

自身免疫反应引起的组织损伤[27]。

4.4 自噬调节

MSC 来源的外泌体可通过 mTOR 通路和 p53-

Bnip3通路调控宿主细胞自噬，从而对疾病起到治

疗作用。XIAO等[28]复制小鼠心肌梗死模型，并在

心肌梗死后肌肉注射骨 BMSCs，之后检测发现

BMSCs的移植能有效减少心肌梗死后心肌细胞的凋

亡，改善心脏功能。而进一步的研究证实是BMSCs

分泌的BMSC-Exos发挥了调控作用。BMSC-Exos中

的miR-125b作用于心肌细胞，介导p53-Bnip3信号

通路下调心肌细胞的自噬水平，减少心肌细胞自

噬性死亡。LO等[29]将大鼠肾上皮细胞 （NRK-52E）

与 人 脐 带 来 源 间 充 质 干 细 胞 来 源 的 外 泌 体

（hucMSC-Exos） 共培养时发现hucMSC-Exos可增加

NRK-52E中自噬标志性蛋白LC3B的表达，并上调

自噬相关基因atg5、atg7。进一步肾毒性大鼠模型

研究结果显示，hucMSC-Exos移植对肾损伤有治疗

作用，由此可以推测hucMSC-Exos 可通过mTORC1

通路介导的自噬来缓解大鼠肾脏损[29]。EBRAHIM

等[30]在糖尿病肾病大鼠模型研究中也得出了一致的

结论。

MSC-EVs 携带大量 miRNA、mRNA 及各类因

子，在组织损伤修复及疾病诊疗领域发挥重要作

用，总结其作用机制主要有抗炎、抗凋亡、抗纤

维化、免疫调节、自噬调节及促血管生成等方面。

见表1。

5 MSC-EVs的应用前景

近年来EVs特别是Exos受到了广泛的关注，已

表1 MSC-EVs的应用领域及作用机制

疾病类型

急性器官损伤

神经退行性疾病

免疫相关疾病

疾病模型

肾损伤

肺损伤

心肌损伤

脑出血

周围神经病变

创伤性脑损伤

自身免疫性疾病

移植物抗宿主病

糖尿病

作用机制

抗凋亡，自噬调节，促血管生成
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成为精准医疗时代的一个临床热点领域。MSC作为

一种EVs分泌能力最强的细胞类型，更是赢得了科

研工作者的青睐。有研究发现 MSC-EVs 在辐射损

伤救治领域具有其独特的优势，MSC-EVs 除具备

MSC相当的促造血系统重建及组织修复功能外，还

避免了治疗过程中异常分化，增殖、阻塞血管等

MSC内在的缺陷[31]。MSC-EVs有较母体小的多的体

积、更易透过血脑等生物屏障、性质稳定、可进

行大规模制备等特性，这些优势使 MSC-EVs 有望

取代MSCs，在组织修复再生及免疫调节领域发挥

重要作。

MSC-EVs 除本身可以用于疾病治疗外，还可

作为天然的基因和药物载体。EVs的脂质双分子层

结构在靶向运输的过程中可有效保护其搭载的药

物及内容物，防止被稀释或酶类降解。EVs的类似

于细胞膜的组成和结构使其可以有效降低自身免

疫反应，具有较好的生物相容性，使得搭载的药

物能与靶细胞进行高效结合并发挥效应。已有一

些相关研究证实了外泌体载药的可行性及高效性。

如已有研究报道利用电穿孔方法将药物转入MSC-

Exos，实现 MSC-Exos 对药物的运载[32]。PASCUCCI

等[33]首次证实了干细胞来源的微泡具有搭载并运输

药物至靶细胞的能力。将包含有紫杉醇的 MSC-

MVs 与胰腺癌细胞共培养后发现 MSC-MVs 的抗肿

瘤增殖效果显著增强，这说明MSC-MVs靶向运输

紫杉醇至胰腺癌细胞发挥了抗肿癌效应。此外，

还可将感兴趣的基因或RNA整合至EVs，然后以膜

融合方式将其释放至靶细胞发挥生物学效应。LOU

等[34]的研究就为这一潜在应用提供有力的证据，将

miR-122包裹入脂肪来源的MSC-Exos中，miR-122

修饰的 MSC-Exos 可以介导 miR-122 在脂肪 MSC 与

肝癌细胞之间的通讯，改变miR-122靶基因在肝癌

细胞中的表达，使癌细胞对化疗药物敏感。

MSC-EVs 的应用前景毋庸置疑，但是就目前

的水平而言，MSC-EVs 的深入研究及临床转化仍

存在很多限制：①MSC-EVs 的获取方法是第一大

瓶颈，至今尚无一种能集经济实惠、简单高效、

高纯无损于一体的EVs提取方法，EVs的产量和纯

度均无法保证；②MSC-EVs 的分析鉴定尚无标准

化流程，不同来源的EVs的标志物并不十分明确，

EVs的数量无法标准量化给临床研究带来更大的挑

战；③MSC-EVs 的组织修复，免疫调控等生物学

功能的机制阐述尚不十分清楚，部分功能还存在

争议，故还需更多体内和体外实验证实，尤其是

临床转化的安全性需进一步评估。

综上所述，随着科学技术的不断发展，MSC-

EVs成分及功能的研究越发成熟，MSC-EVs作为一

种非细胞性治疗方式，有着广阔的应用前景。
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