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文题释义：

间充质干细胞：是一种具有自我更新能力和多向分化潜能的干细胞，存在于脂肪、脐带和骨髓等多种组织和器官中，对机体修复和免疫调

节有重要作用，在组织工程和再生医学中有广泛的应用前景。

外泌体：是一种直径在30-150 nm的细胞外囊泡，由细胞在正常或异常状态下分泌，能够传递蛋白质、核酸和脂质等生物活性物质至靶细

胞以介导细胞间通讯，从而调节细胞与组织的功能。

摘要

背景：间充质干细胞外泌体因低免疫原性和靶向递送效果在细胞通讯和表观遗传调控中发挥重要作用，已在疾病的治疗中临床应用。

目的：综述间充质干细胞外泌体的分离纯化、鉴定方法及应用进展，促进间充质干细胞外泌体大规模制备技术的开发与临床转化。

方法：以“外泌体，间充质干细胞，分离纯化，表征，临床应用”为中文检索词，“exosome，extracellular vesicles，mesenchymal stem 
cells，isolation，characterization，application”为英文检索词，检索中国知网、PubMed和Web of Science数据库于2024年9月之前发表的文

献，排除与主题相关性较差、年代久远及重复的文章，最后纳入109篇文献进行综述。

结果与结论：①综述了近年来外泌体分离纯化方法，根据原理的不同比较了超速离心法、超滤法、尺寸排阻色谱法、聚合物沉淀法、免疫

亲和法、微流控法及其他新方法的特点；②外泌体的鉴定方法可以分为物理与生化分析，从外泌体的形状大小及特征蛋白等方面进行表

征；③间充质干细胞外泌体因具有免疫调节、跨越生物屏障等能力在医疗美容、损伤修复、癌症治疗等多个领域具有广泛应用；④外泌体

由于自身结构复杂、缺少通用分离技术、稳定性较差等缺点而难以在短时间内实现临床转化。

关键词：间充质干细胞；外泌体；细胞外囊泡；分离纯化；制备工艺；特征鉴定；临床应用；疾病治疗；工程化外泌体
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Abstract
BACKGROUND: Exosomes derived from mesenchymal stem cells play pivotal roles in cell communication and epigenetic regulation due to their low 
immunogenicity and targeted delivery effects, and have been clinically applied in the treatment of various diseases. 
OBJECTIVE: To review the isolation, purification, identification methods, and application progress of mesenchymal stem cell-derived exosomes, and to facilitate 
the development of large-scale preparation techniques and clinical translation of mesenchymal stem cell-derived exosomes. 
METHODS: The Chinese search terms “exosome, mesenchymal stem cells, isolation, purification, characterization, clinical application” and the English search 
terms “exosome, extracellular vesicles, mesenchymal stem cells, isolation, characterization, application” were used to search the literature published before 
September 2024 in CNKI, PubMed, and Web of Science databases. Articles with poor relevance to the topic, outdated, or duplicated content were excluded, 
and finally, 109 articles were included for review.
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0   引言   Introduction
间 充 质 干 细 胞 (mesenchymal stem 

cells，MSCs) 是一种多能干细胞，具有较

强的自我更新和分化能力，广泛用于细胞

治疗研究
[1]
。过去认为体外注射的间充质

干细胞是通过与细胞直接融合或向受损组

织迁移或分化来修复机体。然而，近年来

的研究表明间充质干细胞的条件培养基也

具备治疗效果，其主要与旁分泌的生物活

性物质有关
[2]
，而外泌体则是间充质干细

胞旁分泌的主要活性物质之一
[3]
。

外泌体广泛存在于各种体液及细胞培

养基中，与微囊泡、凋亡小体及蛋白质聚

集体等具有相似的物理化学性质
[4]
，因此，

一般的分离技术很难将其分离。目前常用

的外泌体分离方法有超速离心法、超滤法、

尺寸排阻色谱法、免疫捕获法、聚合物沉

淀法以及微流控技术等。虽然外泌体分离

方法不断发展，但大多数分离技术往往不

能同时保证外泌体高纯度和高产率制备要

求，且存在操作步骤繁杂、分离时间长、

破坏膜状结构等问题。为此，该文综述现

有外泌体分离纯化技术和鉴定方法，并阐

述间充质干细胞外泌体在临床应用中的挑

战和未来发展方向。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   

1.1.1   检索人及检索时间   由第一作者在

2024 年 6-9 月进行检索。

1.1.2   检索文献时限   各数据库 2024 年 9

月之前发表的文献。

1.1.3   检索数据库   中国知网、PubMed 和

Web of Science 数据库。

1.1.4   检索途径   主题词检索、关键词检

索、摘要检索等。

1.1.5   检索词   中文检索词为“外泌体，

间充质干细胞，分离纯化，表征，临

床应用”，英文检索词为“exosome，

RESULTS AND CONCLUSION: (1) This paper reviews recent methods for isolating and purifying exosomes, comparing the characteristics of ultracentrifugation, 
ultrafiltration, size-exclusion chromatography, polymer precipitation, immunoaffinity, microfluidic methods, and other novel approaches based on their 
underlying principles. (2) Methods for identifying exosomes can be categorized into physical and biochemical analyses, characterizing exosomes based on their 
shape, size, and characteristic proteins. (3) Mesenchymal stem cell-derived exosomes have broad applications in multiple fields such as medical aesthetics, 
wound repair, and cancer treatment, due to their immune-regulatory properties and ability to cross biological barriers. (4) The clinical translation of exosomes 
faces challenges due to their complex structure, lack of universal isolation techniques, and poor stability, making it difficult to achieve in a short period of time.
Key words: mesenchymal stem cell; exosome; extracellular vesicle; isolation and purification; preparation technology; characterization and identification; 
clinical application; disease treatment; engineered exosome
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图 2 ｜文献筛选流程图

在中国知网、PubMed 和 Web of Science 数据库中

查找间充质干细胞外泌体相关的中英文文献

初步检索得到英文文献 1 655 篇，中文文献 137 篇

以“外泌体，间充质干细胞，分离纯化，表征，临

床应用”为中文检索词，“exosome，extracellular 
vesicles，mesenchymal stem cells，isolation，
characterization，application”为英文检索词

根据纳入标准和排除标准进一步筛选，排除年代久

远、相关性较差及重复性研究，选取权威可靠的 

文献

最终纳入 107 篇英文文献和 2 篇中文文献进行综述

extracel lular  vesic les，mesenchymal 

stem cells，isolation，characterization， 

application”。

1.1.6   检索文献类型   研究原著和综述。

1.1.7   检索策略   中英文数据库检索策略，

见图 1。

中国知网 PubMed 数据库

#1 外泌体 [ 标题 / 摘
要 ]

#2 间充质干细胞 [ 标
题 / 摘要 ]

#3 分离纯化 AND  #1 
#2 [ 标题 / 摘要 ]

#4 表征 AND  #1 #2  
[ 标题 / 摘要 ]

#5 临床应用 AND  #1 
#2 [ 标题 / 摘要 ]

#1 exosome [Title/Abstract]
#2 extracellular vesicles [Title/

Abstract]
#3 mesenchymal stem cells 
#4 #3 AND #1 OR #3 AND #2
#5 isolation AND #4 [Title/

Abstract]
#6 characterization AND #4 

[Title/Abstract]
#7 application AND #4 [Title/

Abstract]

图 1 ｜中英文数据库检索策略
具有球形外观、直径在 30-150 nm，且包

含多种小分子生物活性物质
[7]
，见图 3。

因其特殊的物理化学结构，外泌体可以携

载核酸及蛋白质等活性成分从供体细胞转

移到受体细胞，介导细胞间的信息交换
[8]
， 

这与外泌体形成密切相关。外泌体的形成

早期是通过质膜向内出芽得到早期内小

体，这是一种膜结构的囊腔；游离的泛素

化蛋白质和其他核酸分子通过特定膜融合

途径进入早期小体的囊腔中形成晚期小

体，此时为了进一步释放外泌体，晚期小

体向细胞膜移动并对囊体膜进行修饰以更

好地与细胞膜融合释放外泌体。在此过程

中，不同细胞环境中存在的特有标志蛋白

也被包裹在外泌体中，作为标志物应用于

特定靶点的研究
[9]
。

2.2   外泌体分离纯化方法发展   为了促进

外泌体在临床研究中的应用，规模化制备

外泌体并提高其纯度是首要前提。以下对

外泌体分离方法的原理、流程与特点进行

介绍，见图 4。

2.2.1   超速离心法   超速离心法因能够稳

定地从几乎所有的样品中分离出纯度较高

的外泌体而被当作外泌体分离的“金标

1.1.8   检索文献量   初步检索到英文文献

1 655 篇，中文文献 137 篇。

1.2   入选标准

1.2.1   纳入标准   ①与间充质干细胞外泌

体的分离纯化、标准或临床应用有关的文

献；②具有创新性、权威性、可靠性的文

献；③相似领域研究的文献选取近 3 年发

表的文献。

1.2.2   排除标准   ①研究内容与间充质干

细胞外泌体无关或相关性较差的文献；②

相同类型的研究；③年代较为久远的文献。

1.3   文献质量评估和数据的提取   初步检

索得到相关文献 1 792 篇。通过纳入标准

和排除标准进行筛选，最终确定源于中国

知网的中文文献 2 篇、源于 PubMed 数据

库和 Web of Science 数据库英文文献 107

篇进行归纳分析。文献筛选流程图见图 2。

2   结果   Results 
2.1   外泌体的结构与生成   外泌体的发现

首次报道于 1987年 [5]
，是一种细胞外囊泡，

由蛋白脂质双层膜结构组成的脂质小泡
[6]
， 
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准”
[10]
，因其适用范围非常广泛、设备与

操作的要求较为单一和外泌体纯度高，已

成为实验人员首选的外泌体分离方案。

超速离心法一般可以分为 2 类：差速超

速离心法和密度梯度离心法。差速超速离

心通过不同离心力和持续循环数，将外泌

体与样品中其他密度和大小差异的成分分 

开
[11]
；而密度梯度离心则是在其基础上

使用 2 种或 2 种以上不同密度的分离介质

( 如蔗糖和碘二醇 ) 进行逐层分离
[12]
。然

而研究发现，长时间离心处理会使外泌体

受到明显的机械损伤，虽然超速离心可以

得到高浓度的外泌体，但它耗时较长，难

以在短时间内处理多个生物样品
[13]
，且

对外泌体的损伤也不容忽视。此外，超速

离心法的富集功能可能会使外泌体在制备

过程中受到可溶性蛋白污染
[14]
。

2.2.2   超滤法   超滤的基本原理与传统的

膜过滤相同，其中悬浮颗粒或聚合物的分

离主要取决于它们的大小或分子质量。因

此，根据外泌体的大小，可以使用具有确

定分子质量或粒径大小限制的膜过滤器分

离外泌体
[15]
。但是小规格的滤器很容易

发生囊泡堵塞，降低膜的使用寿命并导致

分离率降低
[16]
。除了用蛋白酶预处理以

降低样品黏度外
[17]
，切向流过滤技术是

解决这一问题的理想方法
[18]
。在切向流

过滤过程中，进料流与膜平行流动
[19]
，

通过操纵流体动力，施加在流体上的压力

使只有一部分流体穿过膜，可以有效地减

少潜在的堵塞问题，剩余的滞留物可以通

过再循环回到进料储罐中进行重复过滤，

从而实现自动化过程和高产量
[20]
。虽然

基于这些优点，切向流技术已经广泛用来

过滤分离外泌体，但在重复循环过程中也

使得更多的杂质有机会通过滤膜，降低最

终产物的纯度。因此，进一步优化切向流

过滤中多次循环导致的纯度降低问题有望

实现该方法的规模化应用。

2.2.3   尺寸排阻色谱法   与超滤法原

理相似，尺寸排阻色谱 (Size exclusion  

chromatography，SEC) 是一种基于重力差

异的分离技术。将样品加入到含有多孔珠

的分离柱中，较大的颗粒无法进入凝胶孔，

洗脱速度更快
[21]
；相反，小颗粒可以进

入孔隙，洗脱速度较慢，最终达到分离的

目的。与超速离心法和超滤法不同，尺寸

排阻色谱是通过被动重力流进行的，不影

响囊泡结构和完整性
[22]
，还可以通过选

择具有生理渗透压和黏度的洗脱缓冲液进

一步稳定外泌体的自然状态
[23]
。然而，

目前常见的尺寸排阻色谱设备均存在较长

的处理时间和低回收率等问题，明显限制

了尺寸排阻色谱技术的大规模使用。

2.2.4   聚合物沉淀法   聚合物诱导沉淀法

也是常用的外泌体分离策略之一。高度亲

水性聚合物与外泌体周围的水分子相互作

用，形成疏水微环境，导致外泌体沉淀
[24]
。

聚乙二醇是一种良好的无毒聚合物，具有

重塑周围材料水溶性的能力，已被广泛用

于外泌体分离
[25]
。聚合物沉淀法实验步

骤简单、成本低，适合处理大体积样品同

时提高收率，曾被许多实验人员优先采 

纳
[26]
。但随着外泌体应用研究的进一步

深入，对外泌体纯度的要求越来越高，而

沉淀法富集的不仅包含外泌体，还有其他

高分子杂质，缺乏样品选择性。当然，在

实验室小规模的外泌体分离中，沉淀法的

简便稳定与高产量依旧在广泛应用。

2.2.5   免疫亲和法   免疫亲和法依赖于外

泌体表面表达的特异性蛋白抗体来进行捕

获而分离。针对外泌体的特异性蛋白抗体

可以附着在平板、磁珠、树脂和微流体装

置等不同基质上，进而从样品中捕获含有

图 3 ｜外泌体的形成过程与结构组成

四跨蛋白 
(CD9，CD63，
CD81)

脂质筏 
( 筏蛋白，神经酰胺， 
胆固醇 )

外泌体

胞吞作用

胆固醇

整合素

受体

图注：图 A 为超速离心法示意图；B 为超滤法示意图；C 为尺寸排阻色谱法示意图；D 为聚合物

沉淀法示意图；E 为免疫亲和法示意图。

图 4 ｜外泌体分离方法
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洗脱

过柱前 过柱后

1 000 nm 滤膜

样品

磁珠

样品预处理

20 nm 滤膜 200 nm 滤膜

蛋白质 外泌体

离心离心

取上层溶液取下层溶液

外泌体
不同介质

含外泌体
的样本

含外泌体
的样本

蛋白质等 
其他杂质

100 000×g 
90 min

100 000×g 
30 min

300×g 
10 min

2 000×g 
10 min

10 000×g 
10 min
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特异性蛋白的外泌体
[27]
。与其他技术相

比，免疫法虽然特异性高，捕获的外泌体

纯度更高，但产量相对更低
[28]
。由于生

物液体的复杂性，免疫亲和捕获技术常用

于外泌体超速离心或超滤富集后，非常适

合临床诊断等少量样品的应用场景，既获

得高纯度的同时，还可以保留外泌体的活

性
[29]
。在实际应用研究中，发现高特异

性且低成本的标志蛋白抗体是免疫法分离

外泌体的主要困难。此外，外泌体含有多

个标志蛋白，且不一定同时同体表达，通

过抗原抗体结合捕获提取液中的所有外泌

体效率不高。未来有望通过寻找外泌体表

面高表达蛋白抗体或优化捕获效率提高抗

体使用频率的方法加大免疫法在外泌体分

离的应用。

2.2.6   微流控技术   微流控技术是将样品

处理、分析、检测等过程集成到一个芯片

上，具有小型化、集成化、高通量、低耗

时等特点
[30]
。目前，微流控芯片正逐渐

成为简便、高效地分离外泌体的有力工具，

最大特点是将外泌体分离和表征转变为一

步过程
[31]
。其中，外泌体分离部分主要

是通过免疫亲合法结合一种根据物理性质

分离方法而进行分离
[32]
。此外，微流控

装置的另一个作用是外泌体的分析鉴定，

它通过一种高灵敏度、高通量的微流体装

置对单个外泌体精度分析和表征，即在有

效地分离高纯度的外泌体并及时地表征外

泌体数据，从而利于提高不同亚群外泌体

的鉴定
[33]
。虽然该方法的成本较高和处

理量较小，但目前小剂量的处理在临床诊

断领域非常适用。随着微流控技术的发展，

大规模制备外泌体的微流控系统也会成为

可能。

2.2.7   组合分离纯化法   目前常用的外泌

体分离方法在单一使用时难以同时达到大

规模、高纯度的要求，因此不同方法之间

的联用可以有效弥补各自的不足。如将超

速离心、超滤、尺寸排阻色谱、聚合物沉

淀和免疫亲和法中的 2 种或多种方法结 

合
[34-36]

，建立更高效的外泌体生产工艺。

例如：聚合物沉淀与切向流过滤及尺寸排

阻色谱法的结合可以降低提取过程中脂蛋

白的含量而提高最终产物的纯度
[37]
；免

疫亲和法与尺寸排阻色谱法联合分离，更

精确地从血清中分离出外泌体
[38]
；超滤

结合尺寸排阻色谱法更高效地分离出柑橘

柠檬汁中的外泌体
[39]
。虽然不同方法的

组合增加了实验成本、分离时间以及操作

步骤，但对于制备特殊纯度需求的外泌体，

工艺联用的组合有望稳定简便地分离大量

高纯度外泌体。

2.2.8   其他分离方法   除了上述常用的外

泌体分离方法外，近来流体力学和阴阳离

子结合也被应用于外泌体的纯化中，这些

新方法的尝试提高了外泌体分离的多样

性，为未来开发出高效稳定地外泌体分离

工艺提供了新方法。

非对称流场流动分馏法 (AsFIFFF4, 

AF4) 通过 2 块平板形成通道，上壁为不

透水的聚碳酸酯玻璃板，下通道板为透气

的由多孔不锈钢熔块材料制成，中间设有

聚酯梯形分离器和超滤膜，底流道板与超

滤膜可形成团聚壁
[40]
。该技术是一种温

和的分离策略，没有强大的剪切力，因此

有利于保持外泌体的天然结构和生物完整

性，并允许分离外泌体亚型。然而，该技

术需要特定的设备和专业人员来调节和优

化横流速度、通道高度和膜类型等各种参

数。 此外，AF4 不适合大体积样品，需要

超速离心、超滤等方法进行预浓缩
[41]
。

离子交换法依赖于外泌体膜的 Zeta

负电位与带正电荷的阴离子交换基质的相

互作用进行结合，再通过提高盐浓度等方

法增加缓冲离子强度进行分离
[42]
。该方

法具有较高的可操作性和可扩展性，且产

物纯度可以联合超滤等预处理方法进行提

升。然而，因许多生物样本含有复杂的成

分和带电物质不明确，离子交换法目前主

要用于细胞培养基的样本处理。

各种外泌体分离方法的优势与局限性

列于表 1。

2.3   外泌体鉴定方法   深入研究外泌体的

生物特性与作用机制，对其形态特征与组

成成分的分析至关重要。目前对于外泌体

的分析方法分为 2 类：物理分析与生化分

析。物理分析通过观察外泌体的形态分布、

颗粒大小与浓度，使用的设备和方法包括

透射电子显微镜 (TEM)、纳米颗粒跟踪分

析 (NTA) 和动态光散射 (DLS) 等。生化分

析通过使用纳米流式细胞术、蛋白免疫印

迹法 (Western blotting)、qPCR 及蛋白质组

学等分析外泌体的组成。

2.3.1   物理分析   外泌体的形貌是其基本

形态表征之一，透射电子显微镜是对外泌

体整体形态进行清晰和直观观察最常用的

方法
[51]
。透射电子显微镜是利用高能电

子束充当照明光源而进行放大成像的大型

显微分析设备，可以观察纳米级细微结构，

分辨率可达到 0.2 nm。外泌体的形状是杯

状或茶托形，透射电子显微镜可以直观地

看到粒子的形态，鉴定外泌体的存在和完

整性
[52]
。但电镜只能展示局部景象，无

法区分与外泌体形态相近的纳米粒子，因

此不能反映样品中的外泌体数量，需要与

其他测试仪器相互验证进行判断。

表 1 ｜不同外泌体分离方法比较

分离技术 原理 优势 劣势 产率 纯度 文献

差速超速离心 (Differential 
ultracentrifugation)

样品中不同尺寸和密度

的组分具有不同的沉降

速率

低成本，低污染

风险，适用于大

体积制备

设备要求高，耗时长，

操作繁琐，会引起机

械损伤，蛋白质聚集

高 低 [43]

密度梯度离心 (Density-
gradient ultracentrifugation)

不同密度的物体会悬浮

在密度与其相似的梯度

介质中

产品纯度较高，

减少外泌体损伤

前期准备过程较多，

操作繁琐，设备要求

高，便捷性较低

中 高 [44]

超滤 (Ultrafiltration) 基于外泌体与其余组分

的大小不同使用膜分离

设备成本低，耗

时短；更加便携

剪切应力引起的损伤，

堵塞和囊泡捕获造成

的损失

中 中 [45]

尺寸排阻色谱 (Size-
exclusion chromatography)

不同流体动力半径的分

子通过色谱柱速率不同

纯度高，流程快，

重复性好

需要专业设备，难以

小规模使用

低 中 [46]

聚合物沉淀 (Polymer 
Precipitation)

使用聚合物改变外泌体

溶解性与分散性

操作简便，设备

需求低，容量大

存在蛋白质聚集体、

其他胞外囊泡

高 低 [47]

免疫亲和法 (Immunoaffinity 
capture)

基于外泌体标记物与对

应抗体 ( 配体 ) 的特异

性结合

特异性强；纯度

高；易使用，无

化学污染

抗体成本高；产量低；

存在破坏外泌体结构

的风险

低 高 [48]

微流控技术 (Microfluidics-
based techniques)

基于外泌体的免疫亲和

性、大小、密度等物理

与生化特性

快速、低成本、

便携、易于自动

化和集成

缺乏对临床样品的标

准化和大规模试验，

样品容量较低

低 高 [49]

组合分离纯化法
(Combination separation and 
purification method)

基于外泌体的物理与生

化性质，结合 2 个或多

个方法进行分离

纯度更高、含有

的杂蛋白更少

收率较低、成本增加、

外泌体损伤风险增加

低 高 [50]
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纳米颗粒跟踪分析是检测外泌体粒径

与颗粒浓度最高效的方法
[53]
，其原理是

利用光散射和布朗运动的特性获得悬浮液

中的样本粒度分布。将一束能量集中的激

光穿过玻璃棱镜，激光光束从较小角度入

射进入样品溶液，照亮溶液中的颗粒，再

通过收集散射的激光束，获得样品粒度分

布的信息
[54]
。它能对悬浮液中粒径分布

范围较宽的颗粒进行全方位表征，具有分

辨率高、检测速度快、准确度高等优点。

然而，纳米颗粒跟踪分析的结果仅仅是样

品中的粒子信息，无法判断粒子的具体种

类。因此，在实际应用过程中由于分离的

外泌体样品纯度不一，只通过纳米颗粒跟

踪分析很难分析外泌体的具体单位体积浓

度。

动态光散射法是用于确定溶液样品中

悬浮体或聚合物中颗粒尺寸和半径分布最

常用的分析方法之一
[55]
。单色光束照射

到含有以布朗运动形式移动的球形粒子的

溶液中，当光击中移动的粒子时会引起多

普勒频移，可以计算出颗粒的尺寸分布并

详细描述颗粒在被测介质中的运动
[56]
。

与纳米颗粒跟踪分析相比，动态光散射只

能提供大概的粒径范围，不能检测溶液中

的具体颗粒数，因此在外泌体表征过程中

不被优先考虑。但动态光散射具有检测精

度高、样品制备容易、操作简单和检测范

围广等优点。研究发现先用动态光散射比

较样品间的差异，再使用纳米颗粒跟踪分

析得出详细粒子分布与浓度，可以有效节

约时间、降低成本。

2.3.2   生化分析   在进行外泌体的表征

时，仅仅通过物理分析方法难以准确判

断外泌体的浓度，因此对外泌体的蛋白

组成分析是很有必要的。根据《Minimal  

information for studies of extracellular  

vesicles 2018》(MISEV2018) 指 南 推 荐，

Particle( 粒子数 )/ 蛋白可以作为外泌体纯

度的指标，且这一标准在实际研究当中得

到广泛运用。

蛋白免疫印迹是鉴定外泌体特征蛋

白最常用和成熟的技术，其将蛋白样本

通过聚丙烯酰胺电泳按分子质量大小分

离，再转移到硝化纤维素或聚偏氟乙烯

(PVDF) 膜上，然后通过相应抗体对靶蛋白

进行特异性检测
[57]
。研究发现，人源外

泌体的标志性蛋白一般选择 CD9、CD63

以及 CD81 等标记物，它们是外泌体膜上

常见的四跨蛋白，在膜融合、信号传导和

蛋白质运输中发挥作用
[58]
；此外，Alix、

Tsg101蛋白也参与外泌体有关生物发生
[59]
。

但是目前已经鉴定到的这些标志物蛋白

并不是外泌体所特有的，诸如 CD63、Alix

等在细胞中广泛存在，在一些细胞碎片、

溶酶体、胞内体中也大量存在。因此，蛋

白免疫印迹仅能证实外泌体成分的存在，

无法确认外泌体的数量和完整性。

流式细胞术常常用于表征细胞等大颗

粒，通过识别荧光标记可以准确计算出样

品中目的颗粒的含量。然而，传统的流式

细胞术在检测直径 < 500 nm 的小颗粒时

灵敏度和分辨率有限，造成外泌体颗粒识

别不全，导致误差非常大
[60]
。为了使传

统的流式细胞术适应外泌体分析，使用微

米大小的乳胶珠来结合多个外泌体，并用

荧光抗体对结合的外泌体进行染色，对其

蛋白质标记物进行表征可以解决这一问 

题
[61]
。然而这种方法缺乏对单个外泌体

分析能力，难以做到对外泌体亚群的准确

区分。因此在此基础上开发了纳米流式

仪，其可以区分直径小至 100 nm 的颗粒，

从而提高了外泌体分析的准确性
[62]
。不

过纳米流式仪识别能力非常依赖外泌体的

相应蛋白表达，由于大多数外泌体的特征

蛋白不会在所有的外泌体上同时表达，且

表达量太少的蛋白会导致外泌体难以被识

别，即使先进的纳米流式也很难做到真正

意义上的准确区分不同亚型的外泌体。

除了鉴定外泌体中已知的特征蛋白

外，外泌体中不同丰度的未知蛋白也可以

通过蛋白质组学进行检测。纳升液质联用

仪融合了双压离子阱的速度和灵敏度以及

Orbitrap技术的高分辨率和出色质量精度，

能够对复杂生物样品进行高分辨率的深度

分析，可用于蛋白质组学高通量蛋白定性

定量检测解析
[63]
。基于质谱的蛋白质组

学技术有助于揭示外泌体中不同蛋白质的

目的和活性，以及它们与亲本细胞中的蛋

白质的相似和不同之处。

外泌体除了丰富的蛋白质外，也含有

多种 RNA 和 miRNA，通过表面蛋白与靶

点的结合，释放体内遗传信息到特定受

体细胞，进行表达蛋白的转录和翻译。琼

脂糖凝胶电泳是一种电泳形式，用于根

据核酸片段的大小进行分离。在研究外

泌体对表达基因的影响时，还需要用到

qPCR[64]
、RT-qPCR 等技术对核酸进行分离

鉴定
[65]
。

总的来说，现今的外泌体鉴定方法缺

乏统一和标准化检测要求，在越来越多的

研究当中发现，无论是外泌体表观形貌的

鉴定还是跨膜蛋白的检测，都不能通过单

一方法进行判断是否为外泌体，尤其是外

泌体的浓度和纯度。但是，总结目前的研

究可以发现颗粒分布大小、表观形貌和特

征蛋白是现在常用的外泌体鉴定的基本组

合，能有效确定外泌体的存在并进行基本

定量分析。表 2 比较了外泌体鉴定方法。

2.4   间充质干细胞外泌体的临床应用   即

使外泌体的分离与分析方法尚不完善，但

相关应用的研究已逐步开展，从中国临床

试验注册中心查询到 16 个与间充质干细

胞外泌体 (MSCs-Exo) 相关的临床试验，部

分代表性临床试验见表 3。与直接应用间

充质干细胞的治疗方案相比，其分泌的外

泌体在再生医学领域有着独特的优势。首

先，间充质干细胞外泌体具有显著的免疫

调节能力
[71]
，可以影响免疫细胞的活性、

抑制炎症，避免了间充质干细胞治疗过程

中的免疫原性相关的问题
[72]
。受限于细

胞培养本身的复杂性，外泌体更容易完成

标准化与规模化生产，从而促进临床转化

的进程
[73]
。此外，与干细胞在治疗过程

中存在的致瘤性与细胞分化的风险相比，

外泌体发生免疫排斥或引发肿瘤的可能性

更小
[74]
，而且外泌体的靶向效果更强，

可以装载药物并跨越生物屏障
[75]
。这些

优势为间充质干细胞外泌体治疗方案的开

发奠定了基础，目前已在部分疾病领域得

到应用，见图 5。

2.4.1   医疗美容   衰老是生命不可避免的

自然过程，它导致组织和器官的结构功能

退化。皮肤作为人体最大的器官，不可避

免地会面临与衰老相关的问题
[76]
。在体

内移植干细胞可显著延缓衰老，其旁分泌

的外泌体是实现该功能的重要因素
[77]
。

研究证明间充质干细胞来源的外泌体可

以通过调控 14-3-3ζ、基质金属蛋白酶和

NOX1 等蛋白及 ERK-1/2[78]
、Wnt/β-catenin

等通路促进人皮肤角质形成细胞 (HaCat)
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表 3 ｜间充质干细胞外泌体相关的临床试验

标题 ( 临床注册号 ) 起始

年份

干预措施 患者

人数

主要指标 机构

脐带间充质干细胞外泌体在子宫内膜损伤修

复中作用机制的研究 (ChiCTR2000032537)
2020 脐带间充质干细

胞外泌体

45 细胞、组织分析 中国医学科学院

北京协和医院

骨髓间充质干细胞外泌体通过巨噬细胞改善

哮喘免疫失衡的机制研究 (ChiCTR2000031122)
2020 骨髓间充质干细

胞外泌体

18 细胞表达因子 中山大学孙逸仙

纪念医院

脂肪间充质干细胞外泌体携载 circCOL-ELNs 干
预皮肤光老化的应用研究 (ChiCTR2200061216)

2022 光照前加予外泌

体 装 载 circRNA
干预

10 胶原蛋白及弹性 中山大学附属第

七医院

脐带间充质干细胞外泌体治疗白癜风的临床

观察 (ChiCTR2300067975)
2023 外用外泌体凝胶 45 白癜风面积评分

及皮肤修复对比

杭州市第三人民

医院

自体脂肪间充质干细胞外泌体再生康复技术

治疗骨关节炎的安全性与有效性临床研究
(ChiCTR2200059351)

2022 自体脂肪间充质

干细胞外泌体关

节腔注射

30 不良反应及生活

质量评估

四川大学华西医

院

表 2 ｜不同外泌体鉴定方法的比较

技术名称 原理 检测内容 优点 缺点 文献

透射电镜 (TEM) 把经加速和聚集的电子束投射

到非常薄的样品上，电子与样

品中的原子碰撞而改变方向，

从而产生立体角散射，形成影

像

形态、结

构

能直接观察结构

和形态，鉴别不

同大小的外泌体

样品的预处理和制备复

杂、要求较高，不适于大

量快速测量；无法准确测

量预处理后的外泌体浓

度；固定会使外泌体结构

收缩；所需设备昂贵

[66]

动态光散射
(DLS)

当粒子进行布朗运动时，来自

所有粒子的散射光相互干扰，

并且强度随时间波动；波动率

可以转化为粒子的扩散系数，

通过 Stroke-Einstein 方程确定流

体动力直径

粒 径 大

小、浓度

动态光散射测量

下限为 10 nm，

对单分散性粒子

敏感度较高

大颗粒的光强波动信号会

掩盖较小颗粒的光强波动

信号；不适合大小不一的

复杂外泌体样本的测量

[67]

纳米颗粒示踪分

析 (NTA)
激光光束穿过样本外泌体颗粒，

通过装有摄像头的显微镜实现

颗粒可视化，捕捉外泌体的布

朗运动，利用爱因斯坦方程式

计算浓度和流体力学直径

数量、浓

度与粒径

分布

可直接、实时观

测纳米颗粒，对

单分散性和多分

散性粒子均较准

确

样品纯度要求高；可能需

要不同设置的单独测量来

获得异质混合物中外泌体

亚群的准确读数

[68]

蛋白免疫印记
(Western blot)

根据抗原抗体的特异性结合检

测复杂样品中的某种蛋白

表面标志

物检测

能够准确判断出

样品中是否含有

某种外泌体亚型

根据外泌体不同类型的细

胞来源，检测的标志物有

所不同

[69]

纳米流式细胞术 用纳米流式细胞仪将外泌体样

本通过激光束进行检测，并对

外泌体表面的抗原、抗体或其

它标记物的荧光染色后进行多

参数定量分析

检测粒径

及表面标

志物

快速、高通量，

可分析颗粒的大

小与体积，所需

样本浓度低

需要专门的仪器，对小型

外泌体识别不敏感

[70]

图 5 ｜外泌体及其活性成分应用

的增殖和迁移
[79]
，恢复细胞外基质成 

分
[80]
，降低活性氧水平

[81]
，最终逆转皮

肤衰老。此外间充质干细胞外泌体携带的

多种 miRNA 与生长因子可以有效降低皮

肤中黑色素水平并促进伤口愈合
[82]
，为

其开发医疗美容领域的市场提供了强力的

支持。

2.4.2   骨损伤修复   外泌体中包含着种类

丰富的遗传物质，对于成骨所需的生长因

子的表达影响深远，也是外泌体在骨组织

修复过程中发挥作用的重要前提
[83]
。间

充质干细胞外泌体通过其携带的 miRNA

及抗炎因子等活性物质促进软骨细胞和骨

髓间充质干细胞的增殖、迁移和分化
[84]
，

刺激巨噬细胞向抗炎 M2 表型极化，发挥

炎症抑制作用，从而缓解关节炎
[85]
。诸

多研究表明间充质干细胞外泌体促进新骨

生长与血管生成，对成骨有关的细胞发挥

积极作用，从而促进骨修复进程
[86]
。

2.4.3   神经治疗   神经性疾病由于药物作

用有限而一直难以治愈，间充质干细胞来

源的外泌体含有多种抗凋亡、抗炎和抗氧

化成分，在治疗阿尔茨海默症等各种神经

疾病方面具有很大的前景
[87]
。最新的研

究表明间充质干细胞外泌体拥有恢复神经

元记忆和突触可塑性
[88]
、减少神经元死

亡
[89]
、促进神经信号传导等功能

[90]
，为

神经疾病的治疗提供新的思路。

2.4.4   肠病治疗   炎症性肠病是一种慢性、

非特异性的胃肠道炎症性疾病
[91]
，具体

发病机制尚不清楚，可能存在遗传、免疫

和微生物因素的综合作用
[92]
。治疗炎症

性肠病的临床策略多种多样，如使用免疫

调节剂以及微生物移植等方法。由于表观

遗传改变与炎症性肠病的发生发展密切相

关，外泌体也被广泛用于炎症性肠病的治

疗
[93]
。间充质干细胞外泌体可通过增加

总 IkBa 蛋白和 mRNA 水平
[94]
、促进中性

粒细胞向 N2 表型极化
[95]
、提高细胞存活

率及消除细胞焦亡等多种途径调节表观遗

传修饰改善炎症，从而缓解炎症性肠病的

发展
[96]
。

2.4.5   心脏病防治   心脏病是导致机体死

亡的主要因素，目前还没有药物治疗可以

有效地阻止心肌缺血引起的心肌细胞死 

亡
[97]
。而间充质干细胞外泌体可以将其

携带的生长因子、细胞因子和 miRNA 等
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生物活性分子传递给受损心脏组织中的受

体细胞，发挥心脏保护特性
[98]
，减少了

缺氧诱导的心肌组织损伤
[99]
，预防心肌

梗死
[100]

，促进受损的心脏血管生成，为

心脏再生、无创诊断、靶向给药、心脏保

护和个性化医疗开辟新的途径。

2.4.6   癌症治疗   癌症作为现今世界上发

病率与致死率极高的疾病之一，研究人员

一直在探索治疗癌症的有效方案。外泌体

由于其靶向肿瘤的特异性高、免疫原性低、

跨越生物屏障能力强在癌症治疗领域展

现出强大的潜力
[101]

。间充质干细胞外泌

体通过高表达 miR-122[102]
、miR-199[103]

、

miR-124 等关键基因降低肿瘤细胞的抗药

性
[104]

，有效加强药物的杀伤能力，同时

减少对正常细胞的影响，从而全面提高治

疗效果。

2.4.7   药物载体   除了外泌体本身携带的

活性物质之外，由于其尺寸极小、生物相

容性较好、具有天然靶向性和易于修饰等

优点，被认为是一种很有应用前景的药物

载体
[105]

。外泌体通过电穿孔、超声、挤压、

冻融等物理方法及表面功能化修饰、基因

工程等生化方法装载药物、核酸和蛋白质

等有效物质
[106]

，提高治疗方案的效率。

基于间充质干细胞外泌体的药物载体在炎

症
[107]

、癌症和免疫缺陷型疾病中得到应

用
[108-109]

。

综上，间充质干细胞来源的外泌体在

抗衰、炎症治疗、损伤修复及癌症领域具

有潜在的应用前景，这不仅促进研究者们

对于间充质干细胞外泌体功能的进一步探

索，也有利于推动外泌体分离鉴定方案的

开发。

3    讨论   Discussion
3.1   既往他人在该领域研究的贡献和存在

的问题   随着间充质干细胞在组织工程与

再生医学领域的广泛应用，其作用机制也

成为学者们研究的重点，而其旁分泌的外

泌体是间充质干细胞作用的重要途径。在

2013 年诺贝尔生理学或医学奖被颁发给

细胞内部囊泡运输调控机制后，外泌体的

相关研究更是进展飞速。在过去十几年中，

外泌体分离技术的发展迅速，在对其结构

与应用领域的开拓方面更是取得了令人鼓

舞的成果。然而，要获得高纯度的外泌体

研究者迅速了解外泌体生产领域的相关研

究成果。在此基础上，进一步阐述了间充

质干细胞外泌体在不同疾病领域的临床应

用及有关作用机制，深入探讨间充质干细

胞外泌体目前的应用前景及临床转化的障

碍，为未来研究者对该领域的探索提供了

切实可靠的理论依据与实践基础。

3.5   展望   面对间充质干细胞外泌体难以

规模化生产的问题，在综合考虑外泌体获

取的纯度和产量、外泌体的稳定性与生物

活性，以及分离纯化方案所需时间与成本

等因素的基础上，可以从以下方面进行技

术研究：①研究外泌体分泌或形成的细胞

培养工艺。从细胞培养开始保持外泌体分

泌过程的稳定，建立动态监测培养环境条

件与代谢指标的三维培养间充质干细胞的

工艺，保证批次间相对数量和质量的稳

定。②开发高效和规模化外泌体分离纯化

技术。外泌体应用的关键是最终产物的产

量，通过开发高产量外泌体制备方法的同

时追求外泌体更高的纯度。③外泌体分离

方法应兼顾下游的分析与应用，在分离方

案开发的过程中尽可能考虑到后续临床转

化的需求，如外泌体的收集、储存和制剂

等技术。

总之，随着分离技术的发展，间充质

干细胞外泌体发展的困境终将被克服，未

来有望在现有技术的基础上尝试不同的发

展方向，以推动外泌体分离鉴定方案的发

展，从而促进间充质干细胞外泌体的临床

转化进程。
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出版规范：该文章撰写遵守国际医学期刊编辑

委员会《系统综述和荟萃分析报告规范》(PRISMA

指南 )。文章出版前已经过专业反剽窃文献检测系统

进行 3 次查重。文章经小同行外审专家双盲外审，

同行评议认为文章符合期刊发稿宗旨。

并将其应用于临床转化，仍要面临很大的

挑战。

目前外泌体分离纯化所面临的技术障

碍主要分为以下几点：①外泌体自身结构

复杂，与脂蛋白、病毒等细胞外囊泡物理

化学和生化特性重叠，本身异质性导致难

有通用分离技术。目前常用的分离方法很

难有效区分外泌体及与其物理性质相似的

杂质，且分离规模小、成本高。②不同纯

化分离方法因原理不同获得的外泌体难以

维持同样的纯度和浓度，批次间差异大，

稳定性不高，导致无法精确表征外泌体的

数量和质量。因此，开发高效大规模分离

纯化外泌体的工艺仍然是目前亟需解决

的问题。③目前外泌体的生产大多基于

实验室小规模培养，无法大规模生产满

足临床标准的稳定外泌体。此外，外泌体

的膜结构不稳定，在储存、运输及外泌体

的使用过程中极易降解，影响疾病的治疗 

效果。

3.2   作者综述区别于他人他篇的特点   目

前已有文献综述介绍了外泌体的分离、表

征及相关应用，但此文在阐述间充质干细

胞外泌体于不同疾病领域临床应用领域的

基础上，结合外泌体的分离和表征技术，

尤其是源于细胞培养基的外泌体的分离技

术，为间充质干细胞外泌体的规模化生产

和临床转化提出见解。此外，文章对间充

质干细胞外泌体的临床应用进行广泛介

绍，并将生产、鉴定和应用结合，引入最

新研究成果，为不同专业的研究者们提供

对间充质干细胞外泌体研究进展的全面 

认知。

3.3   综述的局限性   该综述总结了间充质

干细胞外泌体的分离、表征及应用，但所

依据的大部分为细胞和动物实验，缺少大

规模临床数据研究。此外，由于篇幅限制，

对于间充质干细胞外泌体临床应用的介绍

较为简单，且相关机制的探索也不够全面。

3.4   综述的重要意义   间充质干细胞因强

大的自我更新和分化能力在临床医学上得

到广泛应用，而其分泌的外泌体作为间充

质干细胞的主要作用成分由于免疫原性更

低、靶向效果更强等优势而具有远大的应

用前景。文章综述了目前常用的外泌体分

离技术与鉴定方法，比较其优缺点，分析

目前的生产困境与未来的发展方向，帮助
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