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干细胞外泌体用于缺血性疾病治疗的研究进展
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[ 摘要 ] 缺血性疾病是致人死亡或残疾的主要原因之一，多种临床不良事件均可导致缺血后损伤，如心肌梗死、缺血性脑卒中、实体器

官移植和失血性休克等。间充质干细胞具有多向分化潜能，其分泌的外泌体含有干细胞释放的多种治疗性生物因子，能够诱导再生、抑

制细胞凋亡以及调节免疫反应；外泌体尺寸仅为纳米级别，能够通过血液循环到达远端靶器官，且外泌体表面的膜蛋白使其具备靶向能

力，对于多种形式的器官或组织损伤均有一定的恢复作用。基于以上优势，干细胞外泌体引起了学界的广泛关注，近年来使用外泌体治

疗缺血后组织损伤的相关研究也逐渐增加。综述了干细胞外泌体生物发生的机制与自身性质，以及干细胞外泌体用于缺血性疾病治疗的

研究进展，并讨论了干细胞外泌体临床应用面临的挑战。
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Research Progress of Stem Cell-derived 
Exosomes in the Treatment of Ischemic Diseases 
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[Abstract] Ischemic disease is one of the main causes of death or disability. Many clinical adverse events can lead to ischemic injury, 
such as myocardial infarction, ischemic stroke, solid organ transplantation and hemorrhagic shock. Mesenchymal stem cells have 
multidifferentiation potential, and the exosomes secreted by mesenchymal stem cells contain various therapeutic biological factors, which 
can promote regeneration, suppress apoptosis, and regulate immune response. The nanoscale size of exosomes enables them to target remote 
organs through blood circulation, and the membrane proteins on the surface of exosomes confer targeting ability that facilitates recovery 
from various organ or tissue damage. Based on the above advantages, stem cell exosomes have attracted extensive attention in the academic 
community. Research interest in the use of exosomes for ischemic tissue damage treatment has been growing in recent years. This article 
reviews the biogenesis mechanism and properties of exosomes derived from stem cells. Additionally, it reports the research progress in 
the use of stem cell exosomes for the treatment of ischemic diseases, and discusses the challenges in the clinical application of stem cell 
exosomes.
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胞膜完整性、破坏细胞内铁转运系统来诱发细胞的

结构性损伤 [1-2]。在随后的再灌注过程中，新鲜血

液经侧支循环流入缺血组织带来氧气，然而由于前

期的缺血过程使抗氧化剂浓度降低，导致超氧化物

（ROS）的产生增加，诱导氧化应激，导致内皮功

能障碍、DNA 损伤和局部炎症反应激活，带来继发

性损伤 [3]。当炎症进一步加剧，会扩散到其他器官，

导致全身炎症反应综合征（SIRS）或引起多器官功

能障碍（MOD）[4-5]。

间充质干细胞是一种多能干细胞，具有多向分

化的潜能，能够归巢到受损组织并发生分化，同时

发挥免疫调节作用，在再生医学领域具有重要应用

价值。通过不同的提取手段可以在骨髓、脂肪、脐

1  引言

缺血导致的组织损伤在临床上危险性极大，其

可引起各种类型疾病。当血流长时间中断或明显减

少时会诱发组织损伤和器官的功能障碍，引起局部

组织氧气、葡萄糖以及其他代谢物质的缺失，从而

导致细胞的 pH 值、抗氧化水平以及酶活力降低；

同时会增加能量消耗并且引起代偿代谢途径（如糖

酵解）的激活，使细胞内的酸产生增加，引起细胞

损伤。并且缺血还可以通过影响细胞骨架、破坏细
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带、胚胎或其他组织中获得不同类型的间充质干细

胞。在传统的细胞治疗中，细胞的批量分离存储和

运输是一项挑战，并且在体内大规模使用细胞产品

会导致一定几率的免疫排斥、细胞生存和功能受限，

并且可能会引起肿瘤发生。

研究表明，干细胞的这种组织修复作用可能主

要来源于其旁分泌活性。而作为干细胞的主要旁分

泌成分，干细胞分泌的外泌体能够克服大部分干细

胞的应用限制 [6]。外泌体是一种由细胞分泌的直径

为 40 ~ 200 nm 的微小囊泡，具有与细胞膜相似的脂

质双分子层，在电镜下呈现杯盏状结构 [3]。已有研

究证明，损伤细胞分泌的外泌体可以通过释放生物

活性分子来促进组织的修复 [7-8]。间充质干细胞因其

旁分泌机制发挥治疗作用，因此成为再生领域中研

究最为广泛的外泌体细胞源。干细胞分泌的外泌体

可以修复因缺血再灌注造成损伤的部位，是缺血再

灌注损伤治疗中最有前途的策略之一。除此之外，

外泌体还具有良好的生物安全性以及组织相容性，

并且作为一种生物分子，它可以携带蛋白质、碳水

化合物、脂质、信使 RNA（mRNA）和微小 RNA
（microRNA，miRNA）以及一些小分子药物，与

靶器官相互作用，引起一系列生物反应，甚至能够

穿透血脑屏障（BBB）[9]。作为干细胞的分泌组分，

外泌体在收集、储存和运输方面比干细胞更为方便

快捷，其能够在常规冷冻过程中保持稳定，并且同

一批干细胞能收集多次外泌体。由此可见，外泌体

在临床研究中有不可忽视的应用潜力。

2  干细胞外泌体的产生与性质

外泌体在生物科学领域具有独特的优势。作为

一种细胞内以及细胞间的通讯介质，外泌体内部包

裹的内容物可以向外部传递信号，从而调节远端细

胞的生理病理情况，参与多种疾病的进展过程。由

于所有真核细胞均可生产外泌体，其可存在于体液

中，如血浆、血清、羊水、母乳、尿液等 [10]，因此

外泌体同样可以作为疾病初步诊断以及判断是否痊

愈的生物标志物。

2.1  外泌体的生物发生

外泌体的形成主要经过 3 个阶段，首先细胞膜

向内凹陷，形成内吞小体，多个内吞小体互相融合

后汇聚成早期核内体；早期核内体进一步凹陷，包

裹入细胞内物质，形成多个腔内小囊泡，转变为晚

期核内体，也称为多泡体；最后，多泡体与细胞质

膜融合，腔内小囊泡被释放到细胞外，这种释放到

细胞外的腔内小囊泡就是外泌体 [10]。外泌体内部可

包裹多种物质，如蛋白、核酸、脂质、生物代谢物

等，细胞来源不同，内部包裹的物质不同，带来的

作用也不同 [11]。如肿瘤易感基因 101（TSG101）蛋

白、热休克蛋白 70（HSP70）、CD81、CD63 等蛋

白成分，通常可以用作外泌体的特异生物标志物；

而四次跨膜蛋白如 CD9、CD63、CD81、CD82 可

以协助外泌体参与细胞的穿透、侵袭和融合过程；

HSP70、HSP90 可以参与抗原的呈递与结合；多泡

体（multivesicular body，MVB）形成蛋白如 ALG-2
相互作用蛋白 -X（Alix）、脂筏标记蛋白和 TSG101
蛋白参与到外泌体的形成和释放过程中 [12]。此外，

外泌体中的核酸成分也发挥着重要的作用，DNA 或

RNA 在外泌体的形成过程中进入膜内，通过运输作

用可以改变远端细胞的基因表达情况。其中 miRNA
是外泌体中含量最丰富的一种核酸物质，能够影响

多种生物调节过程，包括胞外分泌、造血、血管形

成以及细胞间通讯等 [13]。

2.2  外泌体的分离

由于外泌体通常存在于体液中，选择合适的分

离方法是至关重要的，这常常影响到外泌体的含量

以及有效性。基于外泌体的粒径、密度、形态、表

面标志蛋白等特性，研究人员开发了多种外泌体分

离方法，如差速离心法、超速离心法、聚合物共沉

淀法、体积排阻色谱法、密度梯度离心法、磁珠捕

获法和免疫亲和法等。

超速离心法是应用最广泛的一种外泌体分离方

法，也被称为外泌体提取和分离的金标准，目前有超

过 80% 的研究人员采用该方法提取分离外泌体 [14]。

此方法因操作简便、无需标记外泌体、可以避免交

叉污染、技术成熟而成为外泌体分离的首选方法。

但该方法同时也存在一定的缺陷，如纯度低、损失高、

耗时较长、易引起外泌体聚集，并且可能造成外泌

体损伤 [15]。密度梯度离心法相较于超速离心法精确
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度更高，通常与其结合使用。使用此方法需要事先

配制好梯度密度的液体介质，如蔗糖、碘克沙醇等，

将样品置于介质顶部，经过长时间离心后，外泌体

样品会停留在与之密度相似的介质层面，一般介于

1 100 ~ 1 180 g · L-1 [15]。此方法获得的外泌体样品几

乎不含杂蛋白，纯度较高，但与超速离心法类似，

仍可能造成外泌体的损伤与聚集。

免疫亲和法是基于外泌体表面特定表达的高丰

度蛋白（如四次跨膜蛋白、Alix、HSP70 等）[15]，

设计出对应抗体与之结合，从而实现外泌体的分离

与富集。此方法获得的外泌体样品特异性好、提取

效率高、耗时少，但外泌体分离时所用到的抗体对

外泌体本身的生物活性是否有影响还需要进一步探

讨。聚合物共沉淀法是通过降低外泌体在悬浮液中

的溶解度，再通过低速离心收集沉淀以达到分离效

果。常用的聚合物是聚乙二醇（PEG），这是一种

高度亲水的聚合物，能够与外泌体周围的水分子相

互作用，形成疏水微环境，引起外泌体沉淀。该方

法由于操作简便、收集效率高，目前已被广泛用于

各种类型的样本收集。但由于纯度低、检测中可能

产生假阳性结果、聚合物难以去除等缺点，不利于

后续的实验分析 [15]。除以上几种方法外，常用的外

泌体分离方法还有超滤法、尺寸排阻色谱柱法等。

2.3  干细胞外泌体的蛋白成分

作为干细胞的关键旁分泌成分，干细胞分泌的

外泌体能够通过模拟干细胞多分化特性、诱导再生

表型、抑制细胞凋亡和调节免疫反应来促进组织损

伤后的修复。在各种病理生理条件下，干细胞外泌

体能够诱导受体细胞的表型变化，并与受体组织建

立功能联系。例如，骨髓间充质干细胞（BMSC）

能够刺激真皮修复和再生，其分泌的外泌体内部装

载有促细胞增殖的蛋白 Wnt3a，将这种蛋白转运到

受体细胞后能够促进成纤维细胞的增殖、迁移以及

血管形成 [16]。过表达 CD47 和 CD100 的外泌体能够

帮助外泌体逃脱吞噬作用，提高外泌体在体内的停

留时间，而携带 TAT 肽的外泌体经过这种修饰后能

够靶向细胞进入细胞核，诱导小鼠癌细胞的凋亡 [1]。

此外，外泌体通过递送 CD73 蛋白，激活软骨细胞内

的蛋白激酶 B（Akt）和细胞外调节蛋白激酶（ERK）

信号通路，调节巨噬细胞极化，减少促炎因子分泌，

提高软骨细胞活力，促进损伤软骨的修复 [17]。来

源于尿液干细胞的外泌体能够携带促血管生成蛋白

DMBT1，促进糖尿病模型小鼠中的血管生成以及伤

口愈合 [18]。

2.4  干细胞外泌体的核酸成分

作为细胞间通讯的介质，外泌体虽然尺寸仅为

纳米级别，但其内部包裹的丰富核酸、蛋白与脂质

等活性分子可以随外泌体输送至身体各部位，对神

经系统、呼吸系统、循环系统、消化系统、泌尿系

统等不同系统的各种疾病均具有良好的治疗效果。

而间充质干细胞来源的外泌体因其潜在的“再生”

功能受到了广泛的关注。许多研究表明，干细胞来

源的外泌体在各种体内与体外模型中具有修复、抗

氧化、抗炎、抗衰老、促进伤口愈合等作用，并且

其安全性较高，作为间充质干细胞的替代品，在无

细胞疗法的应用中受到了广泛关注。

2007 年，Valadi 等 [19] 首次注意到外泌体能

够参与细胞间 mRNA 和 miRNA 的交换，干细胞

外泌体内部包裹有干细胞相关转录因子 mRNA，

如 Nanog、Oct4、HoxB4 和 Rex-1， 有 助 于 干 细

胞维持相关特性 [20]。此外，干细胞外泌体携带的

Wnt3[20]、Hedgehog[21] 等干细胞特异性效应分子，能

够支持成体干细胞的自我更新、分化以及迁移。细

胞增殖、新生血管形成和神经再生是受损组织愈合

的关键指征，临床前研究表明，干细胞外泌体可以

诱导再生表型，参与受损组织的修复。例如，胚胎

干细胞来源的外泌体通过运输 miR-294 保护心肌祖

细胞，并促进心肌梗死模型小鼠的细胞增殖，改善

心肌功能 [22]。脐带间充质干细胞的外泌体通过 miR-
181c 抑制 TLR4 通路，降低炎性因子表达，缓解烧

伤后的炎症反应 [23]；人类造血干细胞分泌的外泌体

中含有 miR-126-3p，其转运入血管内皮细胞，能够

调节生长因子、血管生成素、基质蛋白酶的表达，

改善后肢缺血模型小鼠的血管密度，改善后肢运动

功能 [24]。负载 miR-133b 的大鼠骨髓干细胞外泌体

可用于大鼠脑卒中后的神经恢复 [25]。干细胞外泌体

中的 miR-223 能够调节巨噬细胞极化，促进皮肤伤

口愈合 [26]。
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3  干细胞外泌体在缺血性疾病治疗中的应用

缺血再灌注损伤包括两个相互关联的阶段：初

始缺血阶段，即器官的血供突然中断，随后是血流

恢复再灌注阶段。在缺血阶段，血流突然受阻，会

导致细胞内的 pH 和 ATP 水平降低，为弥补这一过

程中的能量和氧气浓度的降低，细胞会暂时从有氧

呼吸切换到无氧呼吸，同时激活糖酵解，这一过程

会产生大量的乳酸和细胞毒性物质，并且低氧环境

下 ATP 的生产效率低下，导致酶活力下降，其中细

胞内的钙 ATP 酶的功能障碍会导致细胞内钙过载，

最终导致内质网以及线粒体的功能障碍，引起细胞

肿胀 [27]。此外，长时间的缺氧会影响细胞的膜电位，

进一步影响细胞骨架以及细胞内部的离子分布，若

治疗不及时将会引起不可逆转的损伤。

缺血后的再灌注过程同样可能会导致组织细胞

损伤，血流恢复后，游离氧之间的相互作用会形成

ROS，介导线粒体和细胞膜的过氧化，诱导内皮细

胞水肿并渗透到细胞内的蛋白质和小分子物质中 [28]。

此外，ROS 还能与一氧化氮（NO）相互作用，使

其血管舒张功能消失，形成剧毒剂过氧亚硝酸盐。

血流的恢复同时可以使血管收缩剂内皮素和血栓素

A2 的产生增加，而血管扩张剂前列腺素 I2 的产生

减少，使微循环恢复延迟 [29]。此外，血流的再灌

注可能会引发强烈的炎症反应，导致炎症细胞的聚

集，激活受损细胞的补体途径以及细胞的程序性死

亡 [30]，促进巨噬细胞释放炎性细胞因子，进一步加

剧炎症和细胞死亡。

3.1  心肌缺血

心肌缺血是指由于心脏血流灌注减少导致供氧

不足，引起心脏代谢紊乱的一种病理状态，有着极高

的发病率与死亡率，对人类健康具有很大威胁，并且

由于心肌细胞的增殖能力相较于其他细胞来说比较

弱，损伤后无法实现完全的自我修复，目前临床对于

心肌缺血的治疗方法主要有药物治疗（溶栓药物、降

低心脏耗氧量药物等）、介入治疗（冠状动脉扩张术、

支架置入术等）、心脏搭桥手术等 [31-32]。临床前研

究表明，干细胞外泌体在治疗心肌缺血方面具有广

阔的应用前景。外泌体由于其无创、排异性小等优

势，能够在体内运输各种分子，其中 miRNA 含量

最为丰富。外泌体被其临近或远端细胞吸收后，其

内部的 miRNA 在基因表达后的转录调节中发挥了

重要的作用，具有促血管生成、抗炎、抗氧化等优点，

对于受损心脏具有保护和再生的功能，有望成为新

兴的心肌缺血治疗手段。

有研究表明小鼠诱导多能干细胞分泌的外泌体

富含促进血管生成以及具有细胞保护作用的 miRNA
和蛋白质，能够增强小鼠心脏内皮细胞的血管生成、

迁移和抗凋亡特性，促进缺血后的心脏修复 [8]。同

样的现象也存在于胚胎干细胞中，来自胚胎干细胞

的外泌体同样对于缺血后的心肌有修复作用，能够

增强心脏功能、提高心肌细胞存活率，减少梗死后

纤维化的形成 [22]。外泌体内富含 miRNA，在外泌

体递送的同时实现 miRNA 的传递。有研究人员发

现，间充质干细胞来源的外泌体其内部包含关键因

子 miR-210，其在体外能够介导内皮细胞的增殖和

迁移，使该外泌体在体内具备了促血管生成作用，

因而能够改善缺血后心肌的恢复 [33]。此外，有研

究已经证实，缺氧诱导下间充质干细胞内 miR-486-
5p 表达上调，能够保护心肌细胞，减少因缺血再灌

注损伤导致的细胞凋亡，减小心脏梗死体积等 [34]；

而缺氧诱导下的小鼠骨髓间充质干细胞的外泌体富

含 miR-125b，能够抑制心肌细胞中促凋亡基因 p53

和 BAK1 的表达，介导心脏保护作用，并且在外泌

体表面偶联缺血心肌靶向肽后，外泌体能够通过静

脉注射到达心脏。用 miR-146a 修饰的脂肪间充质

干细胞的外泌体，可通过抑制早期生长反应因子 1
（EGR1）表达来抑制心肌梗死诱导的细胞凋亡、炎

症和纤维化 [35]。miR-126 能够提高细胞存活率，改

善心脏功能 [36]；而 miR-182 能够调节巨噬细胞极化

情况，降低心脏炎症水平 [37]。外泌体 miRNA 在心

血管疾病中发挥着重要的作用，这些分子广泛参与

心血管疾病的发生发展，因而外泌体有望成为心血

管疾病的诊断治疗新工具。

3.2  神经系统缺血

脑卒中是脑部血管突然破裂或阻塞引起血流供

应中断的一种常见疾病，有一定几率致人残疾或死

亡。由于神经元的非复制性和血脑屏障的存在，神

经系统缺血很难治疗，迫切需要寻找能够治疗缺血



821

Prog Pharm Sci  Nov. 2023     Vol. 47     No. 112023 年 11 月    第 47 卷    第 11 期

乔树雅，等：干细胞外泌体用于缺血性疾病治疗的研究进展 

后的神经元损伤的具体方法以及新型药物。脑卒中

的主要治疗目标是促进脑内皮细胞和脑实质细胞的

重塑，在多项临床前研究中，干细胞分泌的外泌体

都起到了良好的治疗作用 [38]。外泌体的一个重要

特性是能够穿透血脑屏障，这使其具有治疗神经系

统疾病的潜力。并且干细胞具有自我更新优势，其

分泌的外泌体具有调节神经系统微环境，促进其自

我修复的功能，在神经系统缺血中发挥着重要的作

用。例如，有研究者发现在大脑中动脉闭塞诱导的

大鼠脑卒中模型中，静脉输入骨髓间充质干细胞来

源的外泌体能够通过过表达 miR-17-92 激活磷脂酰

肌醇 3 激酶（PI3K）-Akt- 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）-糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）信号通路，

促进少突胶质细胞的发生，增加神经可塑性，促进

神经功能的恢复 [39]。人类神经干细胞来源的细胞外

囊泡具有的神经保护作用能够促进脑卒中小鼠的组

织恢复，改善感觉与运动功能。对于大型动物来说，

这种外泌体能够有效消减猪脑卒中后的颅内出血症

状，减少脑病变的发生和脑肿胀的体积，并且能够保

留脑白质完整性，行为和活动能力也有显著恢复 [38]。

此外，人脂肪来源的间充质干细胞能够促进创伤性

脑损伤后的恢复，通过增加神经元数量、减少炎症

使神经元再生，改善感觉、认知等功能 [40]。间充质

干细胞分泌的外泌体能够促进脑卒中后的功能性神

经恢复以及促进脑组织的重塑 [10]，而缺氧诱导后的

间充质干细胞，其分泌的外泌体能够促进微血管重

塑 [41]，对脑卒中后的恢复起到积极作用。此外，外

泌体还能够通过调节小胶质细胞的极化、调节细胞

周期、促进线粒体自噬来减轻脑缺血再灌注后的神

经炎症和缓解神经元焦亡 [10]。

目前对于外泌体修复神经系统缺血的作用和机

制研究主要集中于 miRNA。例如，已有研究表明

miR-210 是缺氧诱导后产生的主要 miRNA，能够

通过激活血管内皮生长因子（VEGF）信号通路介

导新生血管的产生。研究者在骨髓来源的间充质干

细胞分泌的外泌体表面偶联 RGDyK 环肽，并在外

泌体内部装载胆固醇修饰的 miR-210，发现这种改

造后的外泌体能够使脑缺血再灌注小鼠病变区域的

VEGF表达增加，促进血管生成，增加小鼠存活率 [42]。

此外，干细胞外泌体中的 miR-542-3p 能够通过抑制

Toll 样受体 4（TLR4）的活性来减轻缺血诱导的神

经胶质炎症，miR-124 可通过靶向 USP14 减轻缺血

再灌注导致的脑损伤并提高神经元存活率 [35]。

3.3  肺缺血

在实体器官移植中，肺移植因具有高风险性，

病人术后早期死亡率很高。据报道，原发性移植功

能障碍主要由闭塞性支气管炎综合征引起，且目前

临床上主要用于治疗肺部缺血再灌注损伤的手段仅

为体外维持氧合 [43]。已有研究证明，间充质干细胞

来源的外泌体具有免疫调节能力，能够通过减少促

炎细胞因子以及中心粒细胞的浸润，调节巨噬细胞

极化，从而减轻肺部炎症。同时，其能够减少细胞

凋亡，促进表面活性物质的合成，刺激肺泡上皮再生。

此外，该类外泌体能够增强内皮细胞之间的链接，

促进蛋白质的合成，使微血管通透性得到修复；还

能够通过减少纤维蛋白的形成抑制肺部纤维化的产

生 [44]。此外，在灌注液中添加间充质干细胞来源的

外泌体能够减少炎性因子的产生，为离体灌注条件

下的供体肺器官提供保护，减轻移植后的炎症反应，

提高肺移植的成功率 [45]。 
间充质干细胞外泌体中富含血管生成素（Ang-

1）的 mRNA，其具备促进肺血管结构稳定以及改

善肺部炎症的作用。研究表明骨髓间充质干细胞分

泌的外泌体能够在体外维持内毒素刺激后的内皮细

胞完整性，并且可以减少脂多糖诱导的肺损伤小鼠

模型中的肺部炎症 [46]。间充质干细胞来源的外泌

体通过传递 miR-206 靶向上皮细胞特异性趋化因子

CXCL1，从而减少中性粒细胞的浸润，减轻肺部炎

症，缓解肺部缺血再灌注损伤 [47]。给高氧诱导下肺

损伤的大鼠吸入人脐带血来源的间充质干细胞分泌

的外泌体，结果显示外泌体可以介导血管 VEGF 的

转移，从而对抗高氧诱导的肺损伤 [48]。此外，研究

发现气管输入猪骨髓间充质干细胞来源的外泌体能

够干扰各种流感病毒的血凝活性，抑制流感病毒的

复制，缓解病毒诱导的肺上皮细胞凋亡，并且能减

少促炎细胞因子的产生 [49]。并且间充质干细胞来源

的外泌体还能够通过调节细胞骨架的信号转导来调

节小鼠休克后的肺血管通透性 [50]。Chaubey 等 [51] 证
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明，间充质干细胞外泌体可通过分泌肿瘤坏死因子

α 刺激基因 -6 蛋白（TSG-6）纠正高氧暴露下产生

肺部炎症小鼠的肺动脉异常高压以及右心室肥厚，

减少脑细胞死亡以及髓鞘减退，提示这种外泌体或

可用于相关疾病的治疗。

3.4  肝缺血

原位肝移植是肝病终末期和恶性肝肿瘤患者最

有效的治疗方法，然而，后续的移植肝细胞凋亡以

及急性炎症级联反应可能会导致肝脏细胞以及非实

质细胞的严重损伤，肝脏血流急性中断后血流的再

灌注会引起肝脏缺血再灌注损伤，这是影响肝脏手

术或肝脏移植成功率的关键因素。而间充质干细胞

分泌的外泌体能够增强组织修复以及再生，调节炎

症免疫反应，能够很好地代替干细胞的再生特性，

已有研究证明荧光标记的外泌体静脉输入小鼠体内

后会优先迁移至肝脏部位，并且在诱导损伤后外泌

体聚集密度增加 [52]，证明在不同组织器官中肝脏

更容易摄取大量外泌体，因此输入外泌体相较于其

他疗法具有显著的优势。Haga 等 [52] 研究发现，给

小鼠静脉输入间充质干细胞外泌体可显著降低肝缺

血再灌注后的组织坏死程度，降低血清转氨酶水平

以及炎性因子表达，提高趋化因子表达以及增加细

胞活力，即外泌体能够通过调节炎症反应来减轻肝

损伤，促进肝缺血再灌注后的恢复。干细胞外泌体

中含有功能性线粒体，这些线粒体被转移到肝脏内

的中性粒细胞后能够诱发线粒体融合，促进中性粒

细胞内损伤线粒体的形态恢复以及功能再生，抑制

肝脏缺血再灌注损伤导致的中性粒细胞凋亡 [53]。

Tamura 等 [54] 也发现静脉注射骨髓干细胞来源的外

泌体能够通过调节免疫反应抑制化学药物诱导的肝

脏损伤。

常温机械灌注是一种新兴的肝脏移植前保存

手段，但其有一定几率会导致肝脏缺氧，诱发肝脏

缺血再灌注损伤，干细胞外泌体能够有效地弥补这

种缺陷。例如，Rigo 等 [55] 给离体培养的肝脏灌注

模型的灌注液中添加来自肝脏干细胞的外泌体，发

现其能够有效地被肝脏摄取，并且能够减少收集的

灌注液样本中丙氨酸氨基转移酶、乳酸脱氢酶的水

平，减少缺氧诱导下的肝脏损伤。在肝脏相关炎症

反应中，CD4+ T 细胞发挥着重要的作用。缺血后组

织中 CD4+ T 细胞的聚集浸润会刺激免疫反应，加重

肝脏细胞的损伤。而脐带间充质干细胞来源的外泌

体能够调节钙离子通道的活性，减少 CD4+ T 细胞中

CD154 的合成表达，减少肝缺血再灌注过程中的损

伤 [56]。

3.5  肾缺血

由循环休克或麻醉手术引起的肾脏缺血后再灌

注损伤是急性肾损伤的主要原因，其主要特征是肾

功能快速恶化与严重肾小管损伤，由于成纤维细胞

的增殖与细胞外基质的沉积，随后可能发展为慢性

肾脏病 [57]，因此，抑制肾损伤引起的细胞凋亡是目

前临床针对肾脏缺血再灌注损伤的主要研究方向。

许多临床前研究已经表明干细胞外泌体对于肾脏疾

病有治疗作用，干细胞来源的外泌体已被证明可以

通过抑制纤维化、炎症和细胞凋亡来修复缺血性肾

损伤 [35]。例如，有研究表明骨髓间充质干细胞来源

的外泌体能够通过局部释放生长因子来增强细胞增

殖，进一步改善肾功能障碍，并且能够修复肾小管

损伤引起的急性肾损伤 [58]。研究人员给肾动脉狭窄

模型猪输入脂肪间充质干细胞来源的外泌体，发现

外泌体与肾小管细胞、巨噬细胞有共定位，表明其

发生了内化融合。且外泌体的输入减轻了猪的肾脏

炎症，改善了肾髓质氧化和纤维化，提高了肾血流

量以及肾小球滤过率，提示外泌体对于肾脏损伤有

治疗作用 [59]。干细胞外泌体还能运输有治疗效果的

miRNA 靶向损伤的肾脏，如 miR-let7c 能够改善肾

脏结构，抑制肾脏炎症，缓解肾纤维化，减少肾细

胞损伤 [60]。人尿源干细胞（USC）释放的外泌体中

含有 miR-146a-5p，能够靶向并降解白细胞介素 -3
受体相关激酶 1（IRAK1）的 mRNA，抑制核因子

（NF）-κB 信号通路，减少体外缺氧诱导下人肾皮

质近曲小管上皮细胞的损伤，对肾脏细胞有保护功

能 [35]。此外，同样来源于 USC 外泌体的 miR-216a-
5p 能够靶向磷酸酶和张力蛋白同系物（PTEN），

并通过 Akt 途径调节细胞凋亡，减少肾脏缺血再灌

注损伤 [61]。人脐带间充质干细胞来源的外泌体能够

通过 miR-53b-70p/p216 途径抑制细胞凋亡，促进肾

小管修复 [35]。
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针对肾脏的缺血再灌注损伤，研究人员已证

明人诱导多能干细胞分泌的外泌体输入体内后能够

与肾脏细胞相融合，向肾脏靶细胞递送特异蛋白

SP1，激活细胞内鞘氨醇激酶 1 的表达进而抑制细

胞的坏死性凋亡，减少肾脏的缺血再灌注损伤 [62]。

4  干细胞外泌体临床应用面临的挑战

干细胞外泌体疗法在再生医学领域已经取得了

显著的成就，大量临床前研究为其在临床的转化应

用奠定了基础。然而外泌体疗法在走向临床转化的

道路上还面临着许多障碍，需要研究者针对不同的

疾病选择合适的干细胞种类，优化干细胞的培养手

段，提高外泌体的分离技术，使用外泌体运输不同

种类的生物活性物质或小分子药物。

在目前的医学手段下，已经可以实现从骨髓、

脂肪、脐带、胚胎、胎盘、羊水、血液、肝脏、皮

肤和其他组织中分离干细胞，其中骨髓、脂肪、脐带、

胚胎来源的干细胞相较于其他来源的干细胞而言目

前研究最广泛，但想要真正实现干细胞外泌体的临

床应用仍存在一些挑战。例如，骨髓干细胞获得难

度大，体外扩增能力差，不利于外泌体的大规模生产；

脂肪干细胞易于获得和增殖，自体脂肪移植在临床

上已应用广泛，且免疫排斥反应小，但有一定的致

瘤风险；脐带干细胞难以获得伦理许可。相较于以

上几种，胎盘干细胞由于其与伦理争议无关，有强

扩增性与低免疫原性，目前已出现大批脐带干细胞

的商业细胞库，若能优化精简外泌体的提取分离步

骤，可能会积极推动干细胞外泌体的临床应用。

4.1  外泌体的大规模生产

干细胞外泌体临床应用的主要障碍之一就是难

以实现外泌体的大规模生产，来源于干细胞的外泌

体受制于干细胞生长缓慢，难以获得足量外泌体，

其生产、纯化和储存的效率比较低，并且来自不同

组别、不同批次的间充质干细胞产生的外泌体质量

难以保持一致，来自成人组织的间充质干细胞增殖

能力有限，目前仍缺少公认的可应用于临床的外泌

体大规模生产技术，研究人员提出的各种技术手段

仍需要在临床前研究中得到广泛认可 [63]。原代干细

胞由于其自身限制，并不能无限增殖，其增殖到一

定代数将会有成瘤风险，并且处于不同代数的干细

胞以及不同的培养密度均有可能对外泌体产量产生

影响，因此大规模培养干细胞用于收集外泌体比较

困难。目前已知的可增加干细胞外泌体产量的方法

有缺氧刺激、低血清培养、提高钙离子浓度等。此

外，有研究者尝试使用携带 MYC 基因的慢病毒转染

干细胞，实现干细胞的永生化，发现其能够基本模

拟亲本的干细胞的生物特性，其生产的外泌体同样

能够减少心肌缺血再灌注损伤小鼠模型的梗死面积；

区别在于培养时细胞黏附性降低，生长速度提高以

及衰老延迟，能够减少细胞生产时间以及降低细胞

生产成本 [64]。

有研究报道过干细胞分泌的各种治疗因子在体

外难以发挥真正作用，其主要原因可能为体内外细

胞生长方式存在差别。其中自然状态下的干细胞为

三维立体生长，彼此之间贴合紧密，而体外培养普

遍采取平面培养，细胞为单层生长，无法达到体内

类似的细胞累积程度，因此动态 3D 培养方法更具

有优势，将干细胞接种于 PEG 水凝胶微孔阵列后，

其能够自发地在圆柱形微孔中聚集，形成与体内微

环境类似的 3D 聚集体，干细胞的表型和先天特性

得到高度保留，外泌体的产量也相较于传统的平面

培养大幅度提高 [65]。

此外，另一种大规模细胞培养方式为生物反应

器，细胞接种于圆柱形中空纤维柱中，多根中空纤维

柱聚集成束，外部包绕圆柱形外壳，培养基通过循环

泵在纤维柱中流动。这种纤维柱比表面积极大，相较

于传统的平面培养方法能够实现细胞的超高密度培

养，收集的外泌体密度也比传统的平面培养高约4倍，

外泌体的生物活性并不受影响，但培养基流动时产生

的剪切应力可能对外泌体的尺寸以及有效物质的含

量造成影响 [66]，因此需要进一步的研究来减少这种

不利影响，为外泌体的大规模收集增加可行性。

4.2  质量控制与标准化

为使外泌体在临床前和临床研究中获得可重复

的结果，需要注意外泌体在生产过程中的质量控制

和标准化，在外泌体生产过程中应严格排除微生物、

内毒素和其他类型的细胞污染。此外，为了维持外

泌体产品的均一性，生产过程中各项指标也应保持
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一致，包括亲本细胞的接种密度、细胞活力等，培

养基的选择以及保存运输中的温度和包装方式也应

保持一致。

有研究者认为外泌体保存时应悬浮在磷酸盐缓

冲溶液（PBS）中，放置在－80℃冰箱，然而外泌

体的反复冻融可能会造成生物活性的下降甚至丧失，

暂时无法确定临床应用时的最佳保存标准，需要进

一步的研究来确定储存条件。

为控制获得的外泌体的质量，需要对外泌体的

理化参数、纯度以及标志物进行检测。其中理化参

数的检验需要检测外泌体的粒径分布以及浓度，国

际细胞外囊泡学会（ISEV）已提出对于分离获得的

外泌体需要从 3 个层面进行鉴定：1）蛋白免疫印迹

法（Western Blot，WB），用于鉴定外泌体的表面

标志物；2）透射电镜（TEM），用于鉴定外泌体

的形态；3）纳米颗粒追踪分析（NTA），用于鉴定

外泌体的尺寸 [67]。外泌体的表面富含参与外泌体运

输的 4 次跨膜蛋白、热休克蛋白家族以及一些特异

蛋白，这些蛋白参与囊泡的形成和分泌过程，ISEV
建议普通鉴定时每次至少鉴定 3 种不同类别的外泌

体阳性蛋白（其中必须同时包括跨膜或脂质结合蛋

白和胞质蛋白），并且至少鉴定 1 种外泌体阴性蛋

白 [ 如内质网标志蛋白——钙联蛋白（calnexin）等 ]，
以保证外泌体样本的准确性。在电镜下观察外泌体

的形貌以及粒径是最早的外泌体鉴定方法，电镜下

的外泌体呈现为大小不一，粒径为 40 ~ 150 nm、呈

现凹陷的杯盏状结构，能看见明显的膜边界。因此

电镜观察是最直观的外泌体检测途径，但该方法对

于样品的要求较高，制样较复杂。纳米颗粒追踪分

析是利用光散射和布朗运动的特性获得液体悬浮液

中的样本粒度分布，能够对悬浮液中的颗粒进行全

方位的表征，分辨率高、检测速度快、准确度高。

除此之外，使用纳米流式细胞仪同样能够检测外泌

体生物标志物，基于瑞利散射以及鞘流单分子荧光

检测原理，能够实现外泌体样本的单颗粒检测。该

法适合高通量外泌体筛选，并且能够分析外泌体的

颗粒大小 [68]。

外泌体的纯度检测方法，大体上分为 3 类：

基于外泌体的物理性质，通过检测样本的颗粒数与

总蛋白含量的比值来反映外泌体的纯度，比值越高

则纯度越高；基于外泌体的膜结构，通过膜染料

pKH26/67、Cell Trace 等特异性染色直接观察，或

使用破膜剂 Trition X-100 破坏外泌体膜结构，比较

Trition X-100 处理前后样品的颗粒数变化以计算外

泌体的纯度，减少的颗粒数占比越高则纯度越高；

基于具有生物活性的蛋白酶，使用活细胞荧光染料

羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂（CFSE）对细胞

进行染色，该细胞分泌的外泌体将同样带有这种荧

光信号，其阳性率可反映外泌体的纯度 [68]。

4.3  人体安全性

干细胞作为研究热点，是一种治疗各种难治性

疾病的新技术，干细胞移植被认为是再生医学中最有

潜力的一种方法，近期国际干细胞研究学会（ISSCR）

发布了新版《干细胞研究和临床转化指南》[69]，介绍

了干细胞的胚胎模型、人类胚胎、嵌合体、类器官

和基因组编辑相关的各类研究，并且讨论了临床转

化和相关应用的可行性，促进了干细胞疗法的开发

与临床使用。与此同时，目前全球已有十几款干细

胞相关产品陆续上市。然而，干细胞存在的致瘤性、

促炎性以及免疫排斥等风险是切实存在的，这为干

细胞的临床应用带来了巨大的挑战。已有研究证明

干细胞的主要治疗作用来源于它的旁分泌作用，外

泌体作为主要分泌成分，含有大量生物活性物质，

能够代替干细胞发挥组织器官修复作用，并且，与

间充质干细胞相比，外泌体的生物安全性更高。由

于外泌体为细胞分泌物而非活体细胞，植入体内后

直接被靶细胞内化，它能够提供与干细胞相似的治

疗效果，同时能够减少细胞疗法潜在的不良反应，如

不良免疫应答和细胞的恶性转化。由于外泌体储存较

为简单，与细胞疗法相比生产成本大大降低。近年来，

越来越多的公司将目光转移到外泌体这一领域，纷纷

增加外泌体相关研究管线。目前国内已有 47 项使用

干细胞外泌体开展的临床试验，其中 10 项已取得显

著性成果，涉及疾病包括干眼症、冠状病毒感染、多

器官衰竭、阿尔茨海默病、肺部感染等。

5  结语与展望

不同干细胞分泌的外泌体在许多体内外试验中
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